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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

POLIELEKTROLIT NANOLIPOZOMLAR ILE HAVLICAN (4lpinia officinarum
HANCE) EKSTRAKTININ ENKAPSULASYONU, KARAKTERIZASYONU VE
BIYOERISILEBILIRLIGININ ANALITIK YONTEMLER ILE ARASTIRILMASI

Ilkyaz PATIR

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1

Damisman: Prof. Dr. Saliha SAHIN

Galangin yiiksek antioksidan aktivitesi ve genis biyolojik spektrumu sebebiyle diinyanin
cesitli bolgelerinde yiizyillardir ilag olarak kullanilan Alpinia officinarum Hance
bitkisinin temel bilesenidir. Yiiksek biyoaktivitesinin yaninda zayif ¢Oziiniirliigii ve
oksidatif kararsizliindan dolay: diisiik biyoerisilebilirlide ve biyoyararlanima sahiptir.
Bu sorunun iistesinden gelmek ve galanginin biyoerisilebilirligini arttirabilmek icin
galangin yiiklii polielektrolit lipozomlar gelistirilmistir. Oncelikle Alpinia officinarum
Hance rizomlarindan galangin ekstraksiyonu gergeklestirilerek HPLC-DAD ile ekstraktin
fenolik bilesik profili ve icerigi belirlenmistir. Spektroskopik yontemler kullanilarak
ekstraktin toplam fenolik madde igerigi, flavonoid igerigi ve toplam antioksidan
kapasitesi belirlenmigtir. Kemometrik optimizasyon yontemlerinden RSM-CCD
kullanilarak maksimum enkapsiilasyon etkinliginde lipozomlar tiretebilmek i¢in optimum
kosullar belirlenmistir. Optimizasyon sonucunda lipozomlar %93,77 enkapsiilasyon
etkinligi ile iiretilmistir. Elde edilen optimum lipozomlarin yiizeyi kitosan ve gam arabik
ile modifiye edilmistir. Elde edilen polielektrolit lipozomlarin in vitro simiile viicut
stvisinda salim davranisi ve kinetik modeli, in vitro gastrointestinal sistemde salim
davranisi, biyoerisilebilirligi ve stabilitesi incelenmistir. Calismalar sonunda gelistilen
lipozomal sistemin galanginin biyoerisilebilirligini 3 kat arttirdig1 belirlenmistir. Ayrica
gelistirilen sistemin simiile fizyolojik sivida ve simiile gastrointestinal kosullarda
galangini korudugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Galangin, lipozom, katman-katman kaplama, biyoerisilebilirlik,
optimizasyon

2023, xii + 122 sayfa.
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ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATION OF ENCAPSULATION, CHARACTERIZATION AND
BIOACCESSIBILITY OF LESSER GALANGAL (Alpinia officinarum HANCE)
EXTRACT WITH POLYELECTROLITE NANOLIPOSOMES BY ANALYTICAL
METHODS

Ilkyaz PATIR

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Saliha SAHIN

Galangin is the main constituent of Alpinia officinarum Hance, which has been used as a
medicine for centuries in various parts of the world due to its high antioxidant activity
and broad biological spectrum. Despite its high bioactivity, it has low bioaccessibility and
bioavailability due to its poor solubility and oxidative instability. To overcome this
problem and to increase the bioaccessibility of galangin, galangin-loaded polyelectrolyte
liposomes were developed. Firstly, galangin was extracted from Alpinia officinarum
Hance rhizomes and the phenolic compound profile and content of the extract were
determined by HPLC-DAD. Total phenolic content, flavonoid content and total
antioxidant capacity of the extract were determined by spectroscopic methods. Optimum
conditions were determined to produce liposomes with maximum encapsulation
efficiency using RSM-CCD, one of the chemometric optimisation methods. As a result
of the optimisation, liposomes were produced with 93.77% encapsulation efficiency. The
surface of the obtained optimum liposomes was modified with chitosan and gum arabic.
The release behaviour and kinetic model of the obtained polyelectrolyte liposomes in
vitro simulated body fluid, release behaviour in vitro gastrointestinal system,
bioaccessibility and stability were investigated. At the end of the studies, it was
determined that the developed liposomal system increased the bioaccessibility of galangin
3-fold. In addition, it was determined that the developed system protects galangin in
simulated physiological fluid and simulated gastrointestinal conditions.

Key words: Galangin, liposome, layer-by-layer deposition, bioaccessibility, optimization

2023, xii + 122 pages.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Aciklama

°C Santigrat derece
A Absorbans
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cm Santimetre

dk Dakika

g Gram

kg Kilogram
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m Metre
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ug Mikrogram
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pum Mikrometre

uM Mikromolar
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1. GIRIS

Fenolik bilesikler binlerce farkli yapida ¢gesitlilik gdsteren sekonder bitki metabolitleridir.
Genellikle bitkiler tarafindan enfeksiyon, radyasyon gibi cesitli stres kosullarinda
tiretilirler. Fenolik bilesikler yapilarinda en az bir fenol grubu icerir. Bu fenol grubu, bir
veya daha fazla hidroksil grubuna sahip aromatik bir halkadan olugur. Fenolik bilesikler
sahip olduklar yap1 itibariyle giiclii antioksidan 6zellikler gosterirler. Yiiksek antioksidan
aktiviteleri sebebiyle serbest radikal siipiirme o©zellikleri kanser, kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklar gibi kronik ve oksidatif strese bagli bozukluklarin
onlenmesine yardimci olur. Ayrica antimikrobiyal, anti-inflamatuvar, antikanser ve
kardiyoprotektif aktiviteler gibi antioksidan kapasiteleri ile ilgili bagka biyolojik etkilere
de sahiptirler. Bununla birlikte, fenolik maddelerin ¢ogu, ozellikle lipofilik olanlar,
molekiiler ve fizikokimyasal Ozelliklerine bagli olarak viicutta diisiik seviyelerde
coziiniirliik, stabilite, biyoyararlanim ve hedef doku 6zgiilliigiine sahiptir. Ayrica, her bir
fenolik madde sinif1 farkli kimyasal yapilara, ¢coziiniirliige ve oksidasyon duyarliligina
sahiptir. Fenolik bilesiklerin biyoerisilebilirligi ve biyoyararlanimi, biyofonksiyonel
ozelliklerinin ve olas1 faydali etkilerinin gostergesi olarak kabul edilir. Fenolik
bilesiklerden daha fazla yararlanma i¢in gastrointestinal sindirim sirasinda biyoaktif
bilesiklerin salinimi ve c¢Oziiniirligli i¢in bir ipucu olarak biyoerisilebilirlik,
biyoyararlamim i¢in 6nemli bir faktordiir. Ornegin, kurkumin, kuersetin, rutin veya
polimetoksile flavonoidler gibi lipofilik biyoaktif maddelerin biyoyararlanimi, zayif

coziiniirliikleri, yliksek erime noktalar1 ve kimyasal kararsizliklar1 nedeniyle siirlidir.

Fenolik bilesiklerin suda diisiik ¢oziiniirliikleri ve biyoyararlanimlarinin sistemik yoldan
uygulanmalarini sinirlandirdig: diisiiniildiiglinde, uygun tasiyici sistemlerin gelistirilmesi
klinik  terapétikler icin  biiyllk Onem tasimaktadir. Biyoaktif bilesenlerin
biyoerigilebilirligini ve biyoyararlanimin1 arttirmak i¢in, molekiillerin kimyasal
modifikasyonlar1, dozaj formiilasyonlar1, diger diyet bilesenleri ile kombinasyon ve
bunlarin mikro/nano partikiil tagiyici sistemlerine dahil edilmesi dahil olmak iizere ¢esitli
yaklagimlar kullanilmaktadir. Bu yaklagimlar arasinda enkapsiilasyon en popiiler ve en

uygulanabilir olamidir. Enkapsiilasyon, nanometre ile milimetre boyutlarinda kapsiiller



olusturmak icin bir duvar malzemesi ile aktif bilesenleri korumak ic¢in kullanilan bir
teknolojidir. Enkapsiilasyon ile fenolik bilesiklerin depolama sirasinda 1s1, 151k, nem ve
oksijen gibi dig ortamdan kaynaklanan faktorler sebebi ile bozulmasi Onlenir,
¢Oziiniirliigi arttirilir, gastrointestinal sistemde stabil kalmasi saglanir ve sonucta

biyoerisilebilirligini ve biyoyararlanimini arttirilir.

Bu tez caligmasinda yiiksek antioksidan aktiviteye ve genis biyolojik spektruma sahip
ancak diisiik ¢oziiniirliik ve yiiksek hidrofobiklik, oksidatif kararsizlik gibi dezavantajlar
nedeniyle viicutta diisiik biyoerisilebilirlige ve dolayisiyla diisiik biyoyararlanima sahip
olan galangin icin lipozomal bir tagiyict sistemin gelistirilmesi hedeflenmigtir. Bu
dogrultuda Alpinia officinarum Hance bitkisinden galangin ekstraksiyonu
gergeklestirilerek kemometrik optimizasyon teknikleri ile maksimum enkapsiilasyon
etkinliginde polielektrolit lipozomlar gelistirilmigtir. Elde edilen polielektrolit
lipozomlardaki galanginin biyoerigilebilirligi simiile gastrointestinal kosullarda

incelenmigtir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Alpinia officinarum Hance

Alpinia officinarum Hance (4. officinarum), Zingiberaceae familyasina ait ¢ok yillik tibbi
bitkidir (Cizelge 2.1) (Dixit vd., 2014). Cin’e 0zgii bir bitki olan A4. officinarum
giiniimiizde Hindistan, Vietnam, Tayland gibi uzak dogu iilkelerinde yaygin olarak
yetistirilmektedir (Gomaa vd., 2022; Kadam vd., 2022). A. officinarum Cin’de ‘Gao
linang jiang’, Hindistan’da ‘Chitrarathai chooranam’, Iran’da ‘Khoulanjan’, Japonya’da
‘Ryokyo’, Fas’ta ‘Khoudenjal’, Tayland’da ‘Kha Ling’, Fransa’da ‘Petite galangal’,
Hollanda’da ‘Galanga’ ve Tiirkiye’de ‘Havlican’ olarak bilinir (Abubakar vd., 2018).

Cizelge 2.1. A. officinarum taksonomisi

Alem Plantae

Sube Tracheophyta

Sinif Liliopsida

Takim Zingiberales

Familya Zingiberaceae

Cins Alpinia

Tiir Alpinia officinarum Hance

Erigim Tarihi: 26.05.2023 (https://sterpaglie.wordpress.com/alpinia-officinarum-hance/)

Sekil 2.1. 4. officinarum kisimlari



A. officinarum bitkisi yaklagik 2 m yiiksekligindedir (Sekil 2.1). Cigekler kisa, basit
terminal bagaklardir, tiibiiler kaliks ve ii¢ lobdan olusan beyaz korollaya sahiptir. Kirmizi
damarl biiyiik oval bir labellum vardir. Her ¢icekte anter tasiyan tek bir stamen ve alt
yumurtalikli bir pistil ve ince bir stil bulunur. Yapraklar paralel, diiz damarli, keskin,
yaklasik 30 cm uzunlugunda ve 5-10 cm genisligindedir (Attokaran, 2017). Rizomlar
koyu kirmizims1 kahverengi renge sahiptir (Kogak ve Yilmaz, 2022; Wilson, 2015). I¢
kisimda koyu renkli bir merkez, daha genis, soluk renkli bir katmanla ¢evrilidir ve bu
katman kuruduke¢a koyulasir (Sekil 2.2). Kokusu aromatik, tadi ise keskindir (Lim,
2016).

Erisim Tarihi: 26.05.2023 (https://www.amaperbene.it/galanga-alpinia-officinarum-
hance/)

Sekil 2.2. 4. officinarum kisimlari



A. officinarum hem Ayurveda hem de Cin tibbinda ¢ok eski zamanlardan beri (Cin’de
MS 500) ve Avrupa’da Orta Cag’dan beri kullanilmaktadir (Kadam vd., 2022). A4.
officinarum rizomu, Cin’de ilk kez (MS 500 civar1) Unlii Hekimlerin Ek Kayitlar1 (Ming
Yi Bie Lu) ve Cin Farmakopesi’nin ¢esitli baskilarinda ilag olarak kaydedilmistir (Zhou
vd., 2018). Giiney Afrika, Asya ve Avrupa’da da ylizyillardir baharat ve ila¢ olarak
bilinmektedir (Ye vd., 2019). Rizomun esas olarak sindirim sistemi iizerinde etkili olan,
ayni zamanda agr1y1 dindiren, atesi diisliren ve bakteri ve mantar enfeksiyonlarini kontrol
eden ¢ok etkili bir bitki oldugu bildirilmektedir (Lim, 2016). 4. officinarum geleneksel
Cin tibbinda karimn agrisi, kusma ve higkirigin yani sira ishal i¢in kullanilir. Hindistan ve
giineybat1 Asya’da midevi, antienflamatuar, balgam soktiiriicii ve sinir tonigi olarak kabul
edilir. Higkirik, hazimsizlik, mide agrisi, romatoid artrit ve ates tedavisinde kullanilir.
Bati’da ise cogunlukla gaz, hazimsizlik, kusma ve mide agrisi i¢in kullanilir. Agiz
iilserlerini ve dis eti agrilarint hafifletmek icin inflizyonu onerilir (Chevallier, 2016).
Vietnam’da haglanmis rizomdan elde edilen meyve suyu sindirimi uyarmak, mide agrisi
ve sitmay1 tedavi etmek icin kullanilir (Hanh ve Binh, 2014). Sarap veya sirke i¢inde
ezilmis rizom, sackiran cilt enfeksiyonlar: icin topikal olarak kullanilir (Lim, 2016).
Tiirkiye’de topikal hemostatik ajan olarak onaylanan Ankaferd kan durdurucunun bitkisel
bilesenlerinden biridir. Ilag olarak kullanimmin yani sira birgok Asya ve Avrupa
iilkesinde baharat ve yiyeceklerde aroma verici olarak da kullanilmaktadir. Rusya’da
sirke ve yerel bir likdr olan nastoikayi tatlandirmak i¢in, Hindistan’da ise parfiimlerde

ayrica meyve ve sebzelerde koruyucu olarak kullanilir (Abubakar vd., 2018).

Indrayan vd. (2009) tarafindan A. officinarum rizomlarinin besin igerigi enerji 348,9
cal/100 g, nem %12,4, ham protein %5,25, karbohidrat %76,9, ham yag %2,26, ham lif
%17, kiil %3,22, K 3570 ppm, Ca 438,8 ppm, Na 152,8 ppm, Mg 569,5 ppm, Fe 85,50
ppm, Mn 72,30 ppm, Zn 9,331 ppm, Cu 0,753 ppm, Ni 21,02 ppm ve Cr 0,680 ppm olarak
belirlenmistir (Lim, 2016). 4. officinarum ayn1 zamanda karbohidratlar, alkaloidler,
glikozitler, fenolik bilesikler, proteinler, serbest amino asitler, saponinler, terpenoidler,
tanenler ve steroidlerin varligi ile genis bir igerige sahiptir (Dixit vd., 2014; Srividya vd.,
2010). Bitkinin en aktif kismi rizomudur (Kogak ve Yilmaz, 2022). 4. officinarum rizomu
fenolik bilesikler, diarilheptanoidler ve ucucu yaglar agisindan zengindir ve flavonoidler

temel bilesenleridir (Zhou vd., 2018).



Yasukawa vd. (2008), A. officinarum rizomlarinin metanol ekstraktinin ¢esitli
fraksiyonlarinda 7-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1-fenil-4-hepten-3-on, 5-hidroksi-7-(4-
hidroksi-3-metoksifenil)-1-fenil-3-heptanon, 5-metoksi-7-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1-
fenil-3-heptanon, 5-metoksi-1,7-difenil-3-heptanon, 1,7-difenil-4-hepten-3-on ve 7-(4-
hidroksifenil)-1-fenil-4-hepten-3-on bulundugunu bildirmislerdir (Sekil 2.3 ve Sekil 2.4).
Matsuda vd. (2009), A. officinarum rizomlariin aseton ekstraktinin gesitli
fraksiyonlarinda galangin, kamferid, kamferol, pinobanksin, zingeron, 3-fenilpropanoik
asit, 3,5-dihidroksi-1,7-difenilheptan, 7-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1-fenil-hept-4-en-3-
on, 5-hidroksi-1,7-difenil-3-heptanon, 5-hidroksi-7-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1-fenil-
3-heptanon bilesiklerini izole etmislerdir (Sekil 2.3 ve Sekil 2.4).

Kose vd. (2015), A. officinarum rizomlarinin hidroetanolik ekstraktinda kaemferol, p-
kumarik asit, apigenin, luteolin, kuersetin ve isoramnetin, bunlara ek olarak etanol
ekstraktinda p-hidroksibenzoik asit, su ekstraktinda ise kamferol, p-kumarik asit,
apigenin ve isoramnetin bulundugunu bildirmislerdir. Zhang vd. (2015), 4. officinarum
rizomlar1 ve toprak istii kisimlarini kullanarak elde ettikleri metanol ekstraktinda krisin,
pinocembrin, tektokrisin, apigenin, galangin, 3-hidroksimetil galangin, asasetin,
kaempferol, kaemferid, kuersetin, isoramnetin, luteolin, izalpinin, rutin,

heksahidroksikurkumin, hannokinol bilesiklerini tespit etmislerdir.

Li vd. (2021), 4. officinarum rizomlarinin etanol ekstraktinda kuersetin, kaemferol,
kurkumin ve galangin, Zhang vd. (2014), 4. officinarum rizomlariin etanol ekstraktinda
pinocembrin, galangin, 3-O-metilgalangin, kamferid ve pinobanksin, Song vd. (2021), 4.
officinarum rizomlarinin su ekstraktinda protokatekuik asit, epikatesin ve galangin tespit
ederken, Pirzadeh vd. (2021), A. officinarum rizomlarmmin hidroalkolik ekstraktinda

kuersetin, kaemferol ve galangin tespit etmistir.
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A. officinarum’ un yliksek biyoaktif bilesen icerigi sayesinde antioksidan, antibakteriyel,

anti-inflamatuar, antikanser, anti-genotoksik, antifungal ve anti-timor gibi ¢esitli tibbi

aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir (Cizelge 2.2) (Awad vd., 2020).

Cizelge 2.2. A. officinarum aktiviteleri

Biyoaktif fraksiyon / Bilesik

Aktivite

Kaynak

Su ekstrakti

Anti-atopik dermatit

Song vd., 2021

Metanol ekstrakti

Etanol ekstrakti

Diarilheptanoidleri

5-hidroksi-7-(4-hidroksi-3-
metoksifenil)-1-fenil-3-heptanon

Anti-bakteriyel

Fu vd., 2022

Xavier ve
Agatheeswaran, 2010

Zhang vd., 2010

Subramanian vd., 2009

Kloroform ekstrakti

Anti-emetik

Shin vd., 2002

Metanol ekstrakti

Etanol ekstrakti

Diterpenleri

5-hidroksi-7-(4-hidroksi-3-
metoksifenil)-1-fenil-3-heptanon

Anti-enflamatuvar

Yasukawa vd., 2008

Lee vd., 2009

Wen vd., 2016

Subramanian vd., 2009

Su ekstrakti Anti-fotoyaglanma Jung vd., 2022
Esansiyel yag1 Anti-fungal Tongchure ve

yelyag & Chanprapai, 2022
Diarilheptanoidleri

Kloroform, su, etanol, petrol eteri
ekstrakti

Galangin

Anti-kanser

An vd., 2008

Suja ve Chinnaswamy,
2008

Heo vd., 2001

Su, etanol, su/etanol ekstrakti

Anti-kolinerjik

Kose vd., 2015
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Cizelge 2.2. A. officinarum aktiviteleri (Devam)

Biyoaktif fraksiyon / Bilesik Aktivite Kaynak

Su, etanol, su/etanol ekstrakti Anti-melanom Matsuda vd., 2009

Su, etanol ekstrakti Avci vd., 2020

Etanol ekstrakti Antimikrobiyal Srividya vd., 2010,
Huang vd., 2008
Dou vd., 2010

Metanol ekstrakti Ly vd., 2003

Su, etanol ekstrakti Avci vd., 2020

Etanol ekstrakti Anti-oksidan Srividya vd., 2010

Esansiyel yag1 Nguyen vd., 2019

Su, etanol, su/etanol ekstrakti Kose vd., 2015
Omoregie vd., 2013

Metanol ekstrakti Anti-proliferatif Ghil, 2013

Etanol ekstrakti Samarghandian vd., 2014

Galangin Yakufu vd., 2021

Anti-timor

Aseton/su ekstrakti Matsuda vd., 2009

Diarilheptanoidleri Konno vd., 2011

7-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1- Anti-viral

fenil-4E-hepten-3-on, (5S)-5- Sawamura vd.. 2010

hidroksi-7-(4-hidroksifenil)-1- wamufa v,

fenil-3-heptanon

Etanol ekstrakti Gong vd., 2020

Galangin, kamferid, Gastroprotektif )

. ) Lin vd., 2020
3-metoksigalangin
Galangin Anti-genotoksik Heo vd., 2001
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2.2. Galangin

Galangin, A. officinarum, Alpinia galanga, Plantago major L., Alnus pendula Matsum ve
Scutellaria galericulata L., Helichrysum aureonitens bitkilerinde bulunan flavonoidlerin
flavonol sinifina ait dogal bir polifenoldiir (Chen vd., 2022; Tuli vd., 2022; Wang vd.,
2021). Galangin diger bitkilerin yami sira 6zellikle A. officinarum rizomlarinda ¢ok
yiiksek oranda bulunur ve A. officinarum’un ana aktif bilesenidir (Lu vd., 2021). 4.
officinarum rizomlarinda 2,63-11,1 mg/g arasinda degisen konsantrasyonda galangin
bulunmaktadir (Mak vd., 2018). Galangin’in 6nemli fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Cizelge 2.3’te verilmistir.

Cizelge 2.3. Galangin’in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Ad Galangin

Sinonim Norizalpinin, 4H-1-benzopiran-4-on, 3,5,7-

trihidroksi-2-fenil, 3,5,7-trihidroksiflavon

Yap1

HO o

OH
OH o
Molekiil formiilii Ci5H100:5
Molekiil agirhg: 270,24 g/mol
Kiitle 270,05282342 g
Erime noktasi 214-215°C
Renk Soluk-koyu sar1
Coziiniirliik Kloroform, diklorometan, etil asetat, dimetilsiilfoksit,
aseton ve etanolde ¢ok iyi ¢oziiniir, suda az ¢oziiniir.

Fiziksel hal Kat1
pKa 6,28 (en giiclii asidik), -3,9 (en giiclii bazik)
Amax 360 nm
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Cizelge 2.3’te verilen galanginin yapisina bakildiginda A halkasinin C5 ve C7
pozisyonunda, C halkasmin C3 pozisyonunda olmak iizere ii¢ hidroksil grubuna, C
halkasinin C4 pozisyonunda okso grubuna ve C halkasinin C2 ve C3 pozisyonunda bir
cift baga sahiptir. Galanginin sahip oldugu hidroksil gruplari ve 4-okso grubu ile konjuge
haldeki C2-C3 cift bagi ile elektron delokalizasyonu yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu gostermektedir (Ami vd., 2007).

Yiiksek antioksidan aktivitesinin yani sira galangin genis biyolojik spektruma sahiptir.
Galangin anti-kanser, anti-inflamatuvar, anti-mikrobiyal, anti-iskemik, anti-hipertropik,
anti-vitiligo, anti-obezite, anti-artirit, anti-diyabetik, noroprotektif, hepatoprotektif
aktiviteler gostermektedir (Mak vd., 2018). Cesitli calismalar galanginin hepatoseliiler
karsinom, kolon kanseri, yumurtalik kanseri, insan meme kanseri, melanom ve prostat
kanseri gibi farkli kanser hiicreleri iizerinde antikanser etkiler gosterdigini bildirmistir
(Chen vd., 2019; Rampogu vd., 2021). Bu ¢esitli terapdtik aktivitelere diisiik sitotoksisite
ve genotoksisite eslik eder (Ye vd., 2019).

Alfwuaires (2022), galanginin sicanlarda metotreksat kaynakli karaciger hasarina karsi
hepatoprotektif etkisini incelemistir. Siganlara 10 giin boyunca galangin ve 7. giinde tek
doz metotreksat (20 mg/kg) uygulanmistir. Metotreksat hepatik reaktif oksijen tiirlerini,
nitrik oksidi, malondialdehiti ve pro-enflamatuvar sitokinleri arttirmig ve antioksidan
enzimleri azaltmigtir. Galangin, metotreksat uygulanan siganlarda karaciger hasarini
hafifletmis, karaciger fonksiyonunu, oksidatif stresi ve inflamasyon belirteglerini
iyilestirmis ve hiicre i¢i antioksidanlar1 arttirmistir. Bu sonuglar galanginin metotreksat

kaynakli karaciger hasarina kars1 hepatoprotektif etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Chen vd. (2022), galanginin Parkinson hastalig1 {lizerine aktivitesini aragtirmislardir.
Calismanin sonuglarina gore galangin, Parkinson hastaliginin bir gostergesi olan
dopaminerjik noronlarin dejenerasyonunu inhibe etmistir ve reaktif oksijen tiirlerinin
iiretimini azaltmistir. Bu sonuglar galanginin parkinson hastaliginin tedavisinde etkili bir

ajan olabilecegini gostermektedir.
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Lu vd. (2007), A. officinarum flavonoidlerinin B16 fare melanom hiicrelerinde melanin
biyosentezi, tirozinaz inhibisyonu ve UV absorpsiyonu iizerindeki beyazlatici etkileri
aragtirmiglardir. Galangin 1,632 mg /10° hiicre melanini 1,161 mg /10° hiicreye
diistirtirken, melanin iiretimini 29 mg/mL (107,4 mM) konsantrasyonda %28,86 oraninda
inhibe ettigini ve tirozinazi 21,23 pg/mL’den az konsantrasyonda rekabet¢i inhibisyon
gostererek inhibe ettigini ayrica galanginin UV-B bdlgede 270-290 nm araliginda genis
bir absorpsiyon bandi gosterdigini bildirmislerdir. Bulgular galanginin beyazlatici ve

antikanser bir ajan olabilecegini gostermektedir.

Galangin cesitli hastaliklarin tedavisi igin yliksek aktiviteler gosterse de kullanimi
simirhidir. Cizelge 2.3’te verildigi lizere galanginin suda ¢oziiniirligiiniin diisiikk olmasi
(Abbas vd., 2023; Prasad ve Kumari, 2022), sicaklik, pH ve 1siktan kolaylikla etkilenmesi
(Lu vd., 2021), bunlara ek olarak oksidatif stabilitesinin yetersizligi ve bagirsak
emiliminin zayif olmasi sonucunda oldukc¢a diisiik biyoyararlanima sahiptir (Hajipour

vd., 2021; Jeong vd., 2016; Kim vd., 2014; Li vd., 2018; Sabry vd., 2021).

Ye vd. (2019) ¢alismalarinda galanginin sigan plazma ve dokusundaki farmakokinetigini
incelemislerdir. Farmakokinetik sonuglar1 galanginin hizli emildigini (tmax 0,25 sa) ve {i¢
farkl1 dozajdan sonra hizli elimine oldugunu (t12<1,1 sa) ortaya koymustur. Doku dagilim
analizi galanginin karaciger, bobrek, dalak ve akcigerde bol miktarda, beyinde ise daha

az miktarda bulundugunu gostermistir. Galanginin biyoyararlanimi ise yaklasik %7,6°d1r.

Chen vd. (2015), galangin ¢ozeltisinin oral ve intravendz uygulamasindan sonra sigan
plazmasindaki galangin metabolitlerini tanimlayarak, galangin ve metabolitlerinin
farmakokinetik davraniglarini aragtirmiglardir. Caligmaya gore sigan plazmasindaki
baslica galangin metabolitleri glukuronidler ve siilfatlardir. Galangin’in siganlara oral
uygulanmasindan  sonra  galangin  glukuronidasyona  ugrarken, intravendz
uygulanmasindan sonra siilfatlanmaya ugramistir. Calisma sonunda serbest galanginin

yaklasik %3,67 gibi ¢ok diisiik oral biyoyararlanim gosterterdigini bildirmislerdir.

Curti vd. (2019), kahverengi propolis ekstraktinda en yliksek miktarda bulunan galangin
ve krisinin biyoyararliliklarini incelemek i¢in sicanlara akut ve uzun siireli oral
uygulamanin ardindan serum galangin ve krisin miktarlarin1 belirlemislerdir. Hem akut
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hem de uzun siireli uygulamanin ardindan, fare plazmasinda ne galangin ne de krisin
tespit edilememistir. Ancak akut uygulamadan 5 dk sonra galanginin glukuronid
metaboliti tespit edilebilmigtir. Bu da galanginin oral uygulamadan sonra hizla
glukuronidasyona ugradigini bunun da diisiikk biyoyararlanima sebep oldugunu

gostermektedir.

Galanginin sahip oldugu diisiik biyoyararlanimdan kaynaklanan sinirlamalarin iistesinden
gelmek i¢in cesitli tasiyict sistemler Onerilmistir (Tuli vd., 2022). Literatiirde galangin

icin kullanilan tasiyici sistemlerin bir kismi Cizelge 2.4°te verilmistir.

Cizelge 2.4. Galangin i¢in kullanilan tagiyici sistemler

Tas1iyic sistem Aktivite Kaynak

Lipozom Antioksidan Landi-Librandi vd., 2011
Lipozom Antioksidan Landi-Librandi vd., 2012
Hidrojel Antibakteriyel Jeong vd., 2016
Lipozom Hepatoprotektif ~ Zhu vd., 2018

Selenyum nanopartikiil Antikanser Livd., 2018

Polimerik misel Hipoiirisemik Zhu, vd., 2018

Lipozom Antitimor Yao vd., 2019

Polimerik misel Karaciger Patil vd., 2019

Niozom Antikanser Sabry vd., 2021

Mikro emiilsiyon Antioksidan Luvd., 2021

Nano lipit tastyict Antikanser Hajipour vd., 2021
Nanopartikiil Karaciger Mohammadi vd., 2022
Nanopartikiil Hepatik fibrozis  Xiong vd., 2023

Altin nanopartikiil Antikanser Qaddoori ve Al-Shmgani, 2023
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Patil vd. (2019), karaciger hedefli galangin yiiklii galaktozillenmis pluronik F68
polimerik miselleri  hazirlamiglardir  ve hazirlanan  misellerin = biyodagilimi
degerlendirilmistir. Galangin ¢ozeltisine kiyasla galangin yiiklii misellerin biyodagilim
caligmalari, karacigerdeki galangin miktarinda 15 dk sonra yaklasik 2,6 kat ve 30 dk sonra
yaklasik 7,18 kat kadar Onemli bir artig gdstermistir. Bu da galanginin misellere

yliklenmesi ile galanginin metabolize olmasini ve eliminasyonunu yavaslatmistir.

Abbas vd. (2022), meme kanseri tedavisinde etkili bir ajan olabilecek galangin/p-
siklodekstrin kompleksi gelistirmislerdir. Serbest galanginin MCF-7 hiicre hatlarindaki
sitotoksik etkisi lizerine ICso degeri 32,45 pg/mL iken galangin/B-siklodekstrin
kompleksinin ICso degeri 21,09 pg/mL’dir. 50 pg/mL serbest galanginin MCF-7 hiicre
hatlarindaki sitotoksik etkisi %64,33 iken galangin/B-siklodekstrin kompleksinin
%83,33’tiir. Elde edilen sonuglara gore serbest galangine kiyasla daha az
konsantrasyonda galangin/B-siklodekstrin  kompleksi kullanilarak daha yiiksek

biyoaktivite elde edilmistir ve biyoyararlanim arttirilmistir.

Qaddoori ve Al-Shmgani (2023), galangin yiiklii altin nanopartikiiller gelistirmislerdir.
Serbest galangin (100 uM) MCF-7 meme kanseri hiicrelerini %60,14 inhibe ederken
galangin yiiklii altin nanopartikiiller %66,34 inhibe etmistir. Galangin yiiklii altin
nanopartikiiller, serbest galanginden daha yiiksek sitotoksik etkilere sahiptir ve bunun
nedeni serbest galangine kiyasla hiicrelere niifuz etme, hiicrelerde birikme ve hiicrelere

strese sokarak apoptoza yol agma yeteneginin gelismis olmasidir.

Xiong vd. (2023), hepatik fibrozis tedavisi i¢in galangin yiklii nanopartikiiller
gelistirmislerdir. Caligmaya gore oral yolla uygulanan serbest galangin ve galangin-
nanopartikiiller karsilastirildiginda, serbest galanginin yarilanma 6mrii 3,64 + 0,11 iken
galangin ylkli nanopartikiillerin 7,09 + 0,35°tir. Serbest galangin fare serumunda 12 sa
tespit edilebilirken, galangin yiiklii nanopartikiiller 24 sa boyunca tespit edilebilmistir.
Fare serumundaki galangin konsantrasyonu ise serbest galangine gore 2,55 kat daha
yiiksektir. Bu sonuglar kullanilan nanopartikiiler sistemin galanginin biyoyararlanimda
onemli bir artisa neden oldugunu ve galanginin hidrofobik 6zelliginden kaynaklanan

diistik biyoyararlanim sinirlamasinin iistesinden gelindigini gostermistir.
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2.3. Enkapsiilasyon

Enkapsiilasyon, bir¢ok alanda kullanima uygun olan ancak biyoyararlanimi diisiik olan
polifenoller gibi biyoaktif bilesiklerin biyoyararlanimini, ¢oziiniirliigilinii, stabilitesini,
cevresel etkenlerden korunmasini ve kontrollii ila¢ salinimini arttirmaya odaklanan bir
tekniktir (Subramani ve Ganapathyswamy, 2020). Enkapsiilasyon teknigi ile polifenoller,
pigmentler, probiyotikler, vitaminler, mineraller, peptitler ve ilaclar (Khorasani vd.,
2018; Zabot vd., 2022) kapsiillenebilir. Bu teknik, biyoaktif bilesiklerin karbonhidrat,
lipit ve polimer gibi bir duvar malzemesi ile kaplanarak nano veya mikro boyutlu
kapsiiller iiretilmesi islemidir (Sekil 2.5) (Witika vd., 2021). Enkapsiilasyon islemi 1-
1000 um araliginda kapsiillerin olusturuldugu mikroenkapsiilasyon ve 1-1000 nm
araliginda kapsiillerin olusturuldugu nanoenkapsiilasyon olmak iizere ikiye ayrilir

(Saifullah vd., 2019).
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Sekil 2.4. Enkapsiilasyon islemi

Nanoenkapsiilasyon enkapsiilasyon etkinligi, ila¢ yilikleme kapasitesi, hedefleme,
stabilite, biyoyararlanim ve kontrollii salim profilini 6nemli 6l¢iide gelistirdigi i¢in uzun
yillardir bir¢cok alanda ilgi gérmektedir (Shishir vd., 2018). Bu teknikle partikiiller,
kapsiiller, niozomlar, kiireler, emiilsiyonlar, miseller, dendrimerler, jeller, kristaller ve
lipozomlar gibi nano boyutlu ilag tastyici sistemler (Sekil 2.6) gelistirilmekte ve

iiretilmektedir (Witika vd., 2020).
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Sekil 2.5. Enkapsiilasyon ile elde edilen partikiil sistemleri

Nanoenkapsiilasyonun avantajlari su sekilde siralanabilir;

e Kapsiillenen biyoaktif bilesenin stabilitesini arttirir (Pateiro vd., 2021),

e Kapsiillenen biyoaktif bileseni pH, sicaklik gibi ¢evresel faktorlerden korur,
kimyasal ve biyolojik parcalanmasini engeller (Bratovcic ve Suljagic, 2019;
Pateiro vd., 2021),

e Kapsiillenen biyoaktif bilesenin istenmeyen reaksiyonlara girmesi engellenir
(Zabot vd., 2022),

e Kapsiillenen biyoaktif bilesenin depolama siiresini arttirir ve raf dmriinii uzatir
(Zabot vd., 2022),

e Kapsiillenen biyoaktif bilesenin kontrollii olarak salinmasini saglar (Bratovcic ve
Suljagic, 2019),

e Kapsiillenen biyoaktif bilesenin biyoyararlanimini arttirir (Paolino vd., 2021),

e Kapsiillenen biyoaktif bilesenin ¢oziiniirliigiinii arttirir (Paolino vd., 2021),

e Istenmeyen tat ve kokuyu maskeler (Khorasani vd., 2018).
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2.4. Lipozom

Lipozomlar, bir veya birka¢ esmerkezli kapali lipit ¢ift katmana sahip, amfifilik
molekiillerden (agirlikli olarak fosfolipitler) olusan kiiresel nano boyutlu vezikiillerdir
(Tomsen-Melero vd., 2022). Lipozomlar hiicre zarmmi taklit eden yapay tasiyici
sistemlerdir (Abuwatfa vd., 2022). 1960’11 yillarda Cambridge Babraham Enstitiisii’nde
lipitlerin, 6zellikle de fosfolipitlerin kanin pihtilasma siireci iizerindeki etkisini inceleyen
Alec D. Bangham (1921-2010), tesadiifen ilk lipozomlar1 gézlemlemistir (Rommasi ve
Esfandiari, 2021). Dr. Bangham, kurutulmus lipitlerin yeterli miktarda suyla temas
ettiginde kendiliginden yeniden diizenlendigini fark etmis ve lipitlerin kendiliginden
yeniden diizenlenmesinin lipitler ve su arasinda itme etkisi yaratan etkilesimler tarafindan
yonlendirildigini gostermistir. Bu gercek, amfifilik molekiillerin uzayda dagilimina
katkida bulunarak kiiresel bir sekil tanimlar ve molekiiler etkilesimlerle sistemin Gibbs
serbest enerjisini en aza indirir. Bu aciklamaya gore, ince bir lipit tabakasi
hidratlandiginda ates balonu seklini alarak katlanmaya baglar. Sonunda, lipit tabakas1

kapanarak i¢ ¢ekirdege su hapseder ve kiiresel bir sekil alir (Trucillo vd., 2020).

Dr. Bangham 1964 yilinda yayinladigi bir arastirma makalesinde ilk lipozomlari
bildirilmigtir (Sekil 2.7) (Rommasi ve Esfandiari, 2021). Baslangigta vezikiiller
‘‘Banghasomes’’ veya ‘‘¢ok katmanli smektik mezofazlar’” olarak adlandirilmis, daha
sonra Gerald Weissmann tarafindan yag anlamina gelen ‘lipos’’ ve viicut anlamina gelen

““‘soma’’ kelimelerinden tiiretilmis ‘‘liposomes’’ kelimesi Onerilmistir (Riaz vd., 2018).

Sekil 2.6. i1k gézlemlenen lipozomlar
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Lipozomlarin yapisal bileseni fosfolipitler ve kolesteroldiir (Juhairiyah ve de Lange,
2021). Fosfolipit molekiilleri, sulu fazlara (i¢ ve dis) ¢ekilen polar bir bas gruba ve su
tarafindan itilen uzun bir hidrokarbon zincirinden olusan apolar bir kuyruk grubuna
sahiptir. Polar bas kolin (CsH14NO™"), fosfat (PO4+*) ve gliserolden (C3HgO3) olusurken,
polar olmayan kuyruk hidrokarbon zincirinden (yag asidi) olusur (Sekil 2.8) (Shishir vd.,
2019).
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Sekil 2.7. Lipozom ve lipozomlarin yapisal bileseni

Fosfolipitler suya maruz kaldiginda, lipitler ve su molekiilleri arasindaki hidrofilik
etkilesimler, Van der Waals etkilesimleri ve hidrojen bagi yoluyla kendiliginden kapali
cift katmanli tabakalar olusturur (Sekil 2.9) (Shishir vd., 2019).
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Polar bas su ile Hidrofilik etkilegim
etkilegime girer

Hidrojen bag1

Apolar kuyruk birbiriyle van der Waals etkilesimi
etkilegime girer (hidrokarbon zincirleri arasinda)

Sekil 2.8. Fosfolipitlerin etkilesimleri

Kolesterol molekiilleri ise bag bolgesindeki hidroksil grubu ile hidrojen bagi yoluyla
fosfolipitlerin karbonil (C=0) grubuyla etkilesime girerken, alkil zinciri fosfolipitlerin
lipofilik bolgesine yonelir (Sekil 2.10) (Shishir vd., 2019).

L

5 o

Kolesterol ile polar bag
etkilegimi

Sekil 2.9. Kolesterol ve fosfolipitlerin etkilesimi

Fosfolipit molekiillerinin apolar kuyruklarinin ¢ift katmanli tabakanin i¢ kismina
yonlenerek olusturduklar1 su icermeyen hidrofobik boélgeye hidrofobik bilesenler

yerlesirken, polar bas gruplarinin sulu faza yonlenerek merkezde olusturdugu hidrofilik
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bolgeye hidrofilik bilesenler yerlesir (Sekil 2.11). Béylece lipozomlar hem hidrofilik hem
de hidrofobik bilesenleri yapilarinda enkapsiile ederler (Ajeeshkumar vd., 2021).
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Sekil 2.10. Lipozomlarin olugumu

Lipozomlar, nanometreden mikrometreye kadar degisen farkli partikiil boyutuna sahip
kiiresel bir gsekle sahiptir (Ajeeshkumar vd., 2021). Lipozomlar antibiyotikler, proteinler,
peptitler, boyalar, niikleik asitler, antioksidanlar ve enzimler gibi ¢cok ¢esitli molekiilleri
enkapsiile edebilir. Ayrica kararsiz bilesikleri de enkapsiile ederek fonksiyonel
ozelliklerini koruyabilir (Trucillo vd., 2020). Bir ila¢ dagitim sistemi olarak lipozomlar,
terapotik bilesikleri stabilize ederek, hiicresel ve doku aliminin 6niindeki engelleri agarak
bilesiklerin in vivo hedef bolgelere biyo-dagilimini iyilestirir. Lipozom i¢ine yiiklenen
ilag, enzimatik bozulma, kimyasal ve immiinolojik inaktivasyon ve hizli plazma klirensi
gibi fizyolojik olarak meydana gelen olaylara karst korunur ve ilacin etkisinin
iyilestirilmesine ve uzatilmasina katkida bulunur. ilag lipozomun iginde oldugundan,
saglikli dokuya maruz kalmasi en aza indirilerek hastalikli dokuya ulasmasi saglanir ve
serbest ila¢ formuna kiyasla istenmeyen yan etkiler azaltilir (Guimaraes vd., 2021).
Lipozom teknolojisi stabiliteyi korumak, salinimi kontrol etmek ve biyoyararlanimlarini
artirmak i¢in hedef bilesiklerin enkapsiile edilmesinde gelismis ve etkilidir.
(Ajeeshkumar vd., 2021). Lipozomlar biyolojik olarak pargalanabilirler ve ayni1 zamanda
sistemik ve sistemik olmayan uygulamalar i¢in diisiik toksisiteye sahip olmalar1 ve
immiinojenik olmamalar1 ile karakterize edilirler. Ayrica benzer yapiya sahip olduklar
hiicreler tarafindan kolayca alindiklari i¢in genellikle insan viicudu ile biyouyumlu olarak

kabul edilmektedirler (Trucillo vd., 2020).
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2.4.1. Lipozom bilesenleri

Lipitler

Fosfolipitler biyolojik membranlarin baslica yapisal bilesenleridir (Bhupathyraaj, 2013).
Lipozomlar hiicre zarinin yapay bir taklidi oldugu i¢in lipit bilesimi ¢ok onemlidir ve
partikiil boyutu, sertlik, akiskanlik, stabilite ve elektrik yiikii gibi lipozom 6zelliklerini
giiclii bir sekilde etkiler. Lipozomlar hem dogal hem de sentetik fosfolipitlerden elde
edilebilirler (Nsairat vd., 2022).

Dogal fosfolipitler genellikle soya fasiilyesi, yumurta saris1 gibi cesitli dogal
kaynaklardan elde edilir. Fosfolipitler polar bas gruplarina gore fosfatidilkolin,
fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin, fosfatidilinositol, fosfatidilgliserol ve fosfatidik asit
olarak siniflandirilir (Magsoudi vd., 2022; Nsairat vd., 2022). Lesitin olarak da bilinen
fosfatidilkolinler lipozom bileseni olarak en sik kullanilan fosfolipitlerdir (Bhupathyraaj,
2013). Diger amfipatik molekiillerden, misel yapilara kiyasla ¢ift katmanl tabakalar
olusturmalart bakimindan farklilik gosterirler. Nispeten diisiik maliyetleri, net yilikten
yoksun olmalar1 ve kimyasal inertlikleri nedeniyle tipik olarak lipozomlarin ana bileseni

olarak kullanilirlar (Singh vd., 2019).

Sentetik fosfolipitler, dogal fosfolipitlerin cesitli bolgelerinde gergeklestirilen spesifik
kimyasal modifikasyonlarla elde edilir. Dogal fosfolipitlerin bas gruplarinda, alifatik
zincirlerinde ve alkollerinde yapilan degisiklikler, daha kararli oldugu kanitlanmais ¢esitli
sentetik  fosfolipitleri olusturur. Lipozom bilesinde siklikla kullanilan sentetik
fosfolipitler Distearoil fosfatidilkolin, Dipalmitoil fosfatidilkolin, Dioleoil fosfatidilkolin,
Distearoil fosfatidilgliserol, Dipalmitoil fosfatidilgliserol, Dioleoil fosfatidiletanolamin,
Distearoil fosfatidiltanolamine, Dilauril fosfotidilkolin, Dimiristoil fosfatidilkolin,
Dilauril fosfatidiletanolamin, Dimirenzoil fosfatidiletanolamin, Dilauril fosfatidilgliserol

ve Distearoil fosfotidilserin ve tiirevleridir (Bhupathyraaj, 2013; Guimaraes vd., 2021).
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Kolesterol

Kolesterol ¢esitli dogal membranlarda ve hiicre zarinda bulunan 6nemli bir bilesendir.
Kolesterol, lipozomlarin hazirlanmasinda ve kimyasal 6zelliklerinde 6nemli bir role
sahiptir (Beltran-Gracia vd., 2019). Cift tabaka kalinligin1 arttirma, membran birlestirme
ve membran gecirgenligini azaltma 6zelligine sahiptir (Shishir vd., 2019). Kolesterol
kendi bagsina ¢ift tabaka olusturmaz, ancak yiiksek konsantrasyonlarda fosfolipit
membranlara dahil edilir (Singh vd., 2019). Kolesterol, biiyiik 6l¢lide lipozomlarin ¢ift
tabaka oOzelliklerini iyilestirmek i¢in kullanilmistir. Membran akiskanligini, ¢ift tabaka
stabilitesini gelistirir ve suda ¢oziinen molekiillerin membrandan gecirgenligini azaltir
(Laouini vd., 2012). Hidrofobik etkilesimler nedeniyle hidroksil grubu hidrofilik bolgeye
yakin ve aromatik halkalar ¢ift tabaka i¢indeki yag asidi zincirine paralel olacak sekilde
fosfolipit zincirine yerlesir. Yogun halkalarin neden oldugu mekanik sertlikteki artis
nedeniyle akigkanlik, su ve fizyolojik sivi gecirgenligi azalir, boylece lipozom c¢ift
tabakasi stabilize olur (Beltran-Gracia vd., 2019; Sforzi vd., 2020). Kolesterol,
fosfolipitlerle gii¢lii hidrojen baglar1 olusturdugundan ve lipitlerin genel yogunlagsmasini
arttirdigindan, iki tabakanin suda c¢oziiniir molekiillere karsi gecirgenligini azaltir
(Juszkiewicz vd., 2020). Kolesterol yoklugunda lipozomlar genellikle albiimin,
transferrin, makroglobulin ve yiiksek yogunluklu lipoproteinler dahil olmak {izere
proteinlerle etkilesime girer. Bu etkilesim lipozomlarin yapisin1 bozar ve sonug olarak
ilag dagitim sistemleri olarak kapasitelerini azaltir. Kolesterol ayrica lipozom
membranlarinin bagirsak ortami stresine karsi yapisal stabilitesi icin de ¢ok onemlidir
(Beltran-Gracia vd., 2019). Kolesteroliin varlig1 ilaglarin enkapsiilasyon etkinligini ve
salim profilini de etkileyebilir (Juszkiewicz vd., 2020). Iki tabakanin sertligini arttirarak
ve gecirgenligini azaltarak hidrofilik ilaclarin tutulmasini iyilestirir, ancak hidrofobik
ilaclar icin, yalmizca ilag¢ girisi lipozomun enkapsiilasyon kapasitesinden daha azsa
enkapsiilasyonu iyilestirir (Singh vd., 2019). Kinin gibi hidrofobik ilaglarin salinimin
engeller ve uzun lipit zincirlerinin yaninda lokalize olarak sterik engel olusturdugundan
enkapsiilasyon etkinligini azaltir. Lipitlerin polar bagliklari ile etkilesime giren hidrofilik
ilaclar s6z konusu oldugunda, kolesterol de kapsiillenen miktarlarini sinirlar, ancak ayni

zamanda lipozomlardan salim hizlarini da arttirir (Juszkiewicz vd., 2020).
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2.4.2. Lipozomlarin siniflandirilmasi

Lipozomlar boyut ve lamellar yapilarina, yiiklerine, bilesimlerine ve kullanim alanlarina

gore li¢c kisima ayrilabilir (Jash vd., 2021; Reshna vd., 2022; Wang, 2021).

Boyut ve lamellar yapilarina gore lipozomlar:

Boyutlarina goére lipozomlar multilamellar vezikiiller, multivesikiiler vezikiiller,

oligolamellar vezikiiller, iinilamellar vezikiiller olarak siniflandirilirlar (Andra vd., 2022);

e Multilamellar vezikiiller (MLV): >500 nm (>5 lamel)

e Multivesikiiler vezikiiller (MVV): >1000 nm (1 lamel)

e Oligolamellar vezikiiller (OLV): 100-1000 nm (2-5 lamel)

e Unilamellar vezikiiller (ULV):
- Kiigiik linilamellar vezikiiller (SUV): 20-100 nm (1 lamel)
- Biiyiik unilamellar vezikiiller (LUV): >100 nm (1 lamel)
- Dev unilamellar vezikiiller (GUV): >1000 nm (1 lamel)

Eger cok sayida ¢ift katman sulu ¢ozeltiyi hapsediyorsa, bunlar multilamellar vezikiiller
(MLV) olarak adlandirilir (Sekil 2.12). Az sayida ¢ift katman olmast durumunda,
MLV ler oligolamellar vezikiiller (OLV) olarak adlandirilir (Sekil 2.12). Eger tek bir ¢ift
katmanl vezikiil birgok esmerkezli olmayan ¢ift katmanh vezikiilii kapsiyorsa o zaman
multivezikiiler vezikiil (MVV) olarak bilinir (Sekil 2.12). Eger bir ¢ift tabaka i¢ ve dis
sulu fazi ayiriyorsa o zaman unilamellar vezikiiller (ULV) olarak bilinirler (Sekil 2.12).
ULV’ler LUV, SUV ve GUV olmak iizere ti¢ kisima ayrilir. LUV’ler SUV ve MLV lere
gore nispeten daha biiylik hacme sahip olduklar1 i¢in yaygin olarak hidrofilik molekiilleri
enkapsiile etmek ic¢in kullanilirlar. Aksine, MLV’ler birka¢ hidrofobik ¢ift katmanh
bolgeye sahip olduklarindan hidrofobik molekiilleri enkapsiile etmek icin kullanilirlar

(Has ve Sunthar, 2020).
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Yiiklerine gore lipozomlar:

Yiiklerine gore lipozomlar anyonik, katyonik ve ndtral olmak iizere siniflandirilirlar:

Anyonik Lipozomlar: Karboksilik, fosforik veya siilfonik asit gibi negatif yiiklii
fonksiyonel ligandlarin lipitlere konjuge edilmesiyle olusturulur. Yiizey yiikleri

negatiftir (Wang, 2021).

Katyonik Lipozomlar: Amonyum, siilfonyum veya fosfonyum iyonlar1 gibi
katyonik ligandlarin lipitlere konjuge edilmesiyle olusturulur. Yiizey yiikleri

pozitiftir (Wang, 2021).

Notral (Zwitteriyonik) Lipozomlar: Noétral lipozomlar ise izoelektrik noktalarina
ve ¢evresel pH’a bagli olarak negatif ve pozitif arasinda tam yiik degisimi gosterir

(Wang, 2021).

Bilesimleri ve kullamim alanlarina gore lipozomlar:

Konvansiyonel lipozomlar: Farmasotik ilag dagitimi i¢in kullanilan birinci nesil
lipozomlar olarak bilinir. Esas olarak dogal fosfolipit veya lipitler ile birlestirilir

ve lipit ¢ift tabaka olusturur.

Katyonik lipozomlar: Pozitif yiiklii lipitler igerir. Negatif yiikli DNA ile

etkilesimi nedeniyle gen terapisi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.

pH’ya duyarli lipozomlar: pH’a duyarli lipitlere sahip lipozomlar, dis pH
degistiginde dengesizlesir. Genellikle notr/hafif alkali pH’dan asidik pH’ya dogru
degisir. Lipit, 1/4 kat veya daha biiyiik pH duyarl bilesen ile titre edilebilir bir

grup igerir.
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e Uzun sirkiilasyonlu lipozomlar: Uzun siire dolasimda kalan lipozomlar, ilacin
spesifik bolgeye veya organa iletimini arttirir ve ayrica sistemik dolagimdaki
dolagim siiresini uzatir. Lipozomlarin ylizeyi PEG-fosfolipitler, vinil bazl
lipopolimerler ve PEG’e bagli ligand spesifik pargali polimerler gibi polimerlerle

modifiye edilir.

e Immiinolipozomlar: Lipozom yiizeyine baglanan antikorlar icerir. Bu antikorlar,
lipozoma enkapsiile edilmis bilesenin istenilen bir bolgeye iletme kabiliyetini
gelistirir. Antikorlar lipozomlara ya kovalent ¢apraz bag ile ya da hidrofobikligi
arttirarak baglanir (Balakrishnan vd., 2022).

Bilesimleri ve kullamim alanlarina gore lipozomlar Yiiklerine gore lipozomlar

Geleneksel lipozom

Néotral lipozom

Uzun dolasiml lipozom Katyonik lipozom

Boyutlarina gore lipozomlar

ULV OLV MLV MVV

Sekil 2.11. Lipozomlarin siniflandirilmasi
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2.4.3. Lipozom hazirlama yontemleri

Lipozomlarin hazirlanmasi i¢in c¢esitli yontemler mevcuttur (Cizelge 2.5). Lipozom
hazirlama yontemleri geleneksel ve modern yontemler olmak tizere iki kisma ayrilir. Her
yontemin kendi avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir, ayrica farkli hazirlama yontemleri
lipozomlarin morfoloji, ylikleme kapasitesi, boyut ve kapsiilleme verimliligi gibi

ozelliklerini etkiler (Singh vd., 2019).

Cizelge 2.5. Lipozom hazirlama yontemleri

Geleneksel Yontemler Modern Yontemler

Ince-Film hidrasyonu (Bangham yontemi) Liyofilizasyon

Deterjan diyalizi Stiperkritik destekli lipozom olusumu
Ters faz buharlastirma Mikroakiskan yontemi
Solvent enjeksiyonu Membran kontaktorii

Geleneksel lipozom hazirlama yontemleri genellikle yiiksek enkapsiilasyon etkinligine
sahip lipozomlarin iiretilmesi, hizli ve basit prosediire sahip olmalari, komleks donanim
gerektirmemeleri nedeniyle ucuz olmalarindan dolay1 siklikla kullanilirlar. Ancak biiyiik
kiitleli tiretim i¢in kolayca Olceklenebilir bir siire¢ elde etmenin zorlugu ve yiiksek
enkapsiilasyon etkinligi elde etmenin zorluklari, deterjan ve organik ¢6ziicii kalintilarina
sahip lipozomlarin elde edilmesi geleneksel lipozom hazirlama tekniklerinin temel
dezavantajlar1 arasinda yer almaktadir. Bu kritik sorunlarin iistesinden gelmek amaciyla,
lipozomlarin hazirlanmasi i¢in modern yontemler gelistirilmistir. Modern yontemler
diisiik organik ¢oziicii kalintis1 igeren lipozomlarin hazirlanmasi, biiyiik 6lgekli tiretim
icin uygun olmalari, boyut kontrolii saglamalar1 gibi avantajlara sahiptir. Ancak modern
yontemlerin yiiksek basing, yliksek sicaklik, sterilizasyon ihtiyaglari, uzun siireli
prosesler ve yiiksek donanim gerektirmesi nedeniyle ¢ok maliyetli olmasi
uygulanabilirliklerini kisitlamaktadir (Lombardo ve Kiselev, 2022). Geleneksel lipozom
hazirlama tekniklerinden en ¢ok kullanilanlart ince film hidrasyon yontemi, ters faz
buharlastirma yontemi, ¢oziicii enjeksiyon yontemi, deterjan diyalizi yontemleridir (Liu

vd., 2022).
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Ince film hidrasyon yontemi

Ince film hidrasyonu lipozomlar1 hazirlamak icin kullanilan en eski ydntemdir. Bu
yontem {i¢ temel adimi igerir (Ahmed vd., 2019). Ik adimda fosfolipitler ve kolesterol
organik bir ¢oziicii (diklorometan, kloroform, etanol, kloroform-metanol karisimi) i¢inde
¢oziiliir. ikinci adimda ¢oziicii buharlastirilarak uzaklastirilir (45-60°C). Ugiincii adimda
ise kurutulmus lipit film bir tampon ¢ozelti ile hidratlanir (Sekil 2.13). Elde edilen
lipozomlarin boyutu ekstriizyon, sonikasyon ya da homojenizasyon yontemi ile ayarlanir.
Saflastirma islemi icin ultrafiltrasyon, ultrasantrifiigasyon, diyaliz ya da kolon

kromatografisi kullanilir (Liu vd., 2022).

Lipid ¢ift katmanin
Lipid + Lipofilik bilesen + sigsmesi
Organik ¢oziicii

Lipozom olusumu
(MLV)
Kuru ince lipid film

A
e
B o3
M
%
:

b
I Hidratlama Karigtirma
Coziiciiniin
ug¢urulmasi
= [=—3 (=3

Sekil 2.12. ince film hidrasyon yéntemi

Ince film hidrasyonu yontemi ile MLV ler meydana gelir. Yéntemin avantajlari arasinda
basit bir prosediir olmasi nedeniyle kolay uygulanabilir olmas1 ve yiiksek enkapsiilasyon
etkinligi saglamas1 yer almaktadir. Yontemin dezavantajlar1 arasinda biiyiik miktarda
organik ¢oziicii kullanimi, hidrofilik ilaglar i¢in daha diisiik enkapsiilasyon etkinligi,
sterilizasyon ihtiyaci ve parcacik boyutu kontroliiniin zor olmasi yer almaktadir

(Lombardo ve Kiselev, 2022).



Ters faz buharlastirma yontemi

Bu yontemde lipitler organik bir ¢dziiciide (dietil eter/kloroform, dietil eter/izopropil eter
veya kloform/metanol karigimi) ¢oziiliir ve ters misel olusumunu meydana gelir. Daha
sonra ¢ozeltiye belirli bir miktarda sulu faz (tampon) eklenir. Lipitler su ve yag arasindaki
arayilizde kendilerini yeniden diizenleyerek yag icinde su (W/O) mikroemiilsiyonu
olusturur. W/O mikroemiilsiyonu, homojen bir dispersiyon olusumunu kolaylastirmak
icin mekanik veya sonikasyon yontemleriyle emiilsifiye edilebilir. Lipozomlarin
enkapsiilasyon etkinligini arttirmak amaciyla, genellikle sulu faza bir fosfat tamponu
eklenir. Siirekli bir doner buharlastirmanin kullanilmasi, viskoz bir jel olusana kadar
organik ¢0ziicliniin uzaklastirilmasini saglar. Organik ¢6ziiciiniin yavag eliminasyonu ters
misellerin bozulmasini destekler ve ardisik lipozom olusumunu (LUV) saglar. Belirli bir
kritik noktada jel ¢okerken, ¢ozelti ortamindaki fazla fosfolipitler ters misellerin etrafina
dagilarak su damlaciklarinin etrafinda bir lipit ¢ift tabakasi olusturur ve bu da lipozom

olusumuyla sonuglanir (Lombardo ve Kiselev, 2022).

Sulu tampon ilavesi ve

Lipid + Organik ¢oziicii 'W/O mikro emiilsiyon
G Ters misel olusumu : olusumu . Lipozom olusumu

Coziiciiniin
ucurulmasi

Sekil 2.13. Ters faz buharlastirma yontemi

Ters faz buharlastirma yontemi ile MLV ve LUV lipozomlar meydana gelir. Yntemin
en Onemli avantajlar1 prosesin kolay olmasi ve yiliksek enkapsiilasyon etkinligi
saglamasidir. Yontemin dezavantajlar1 arasinda biiyiik miktarda organik ¢oziiciiye ve
sterilizasyon islemine ihtiya¢ duyulmasi, hassas ilaglar i¢in uygun olmamasi ve zaman

alict olmasidir (Liu vd., 2022; Lombardo ve Kiselev, 2022; Singh vd., 2019).
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Solvent enjeksiyon yontemi

Solvent enjeksiyonu, lipitlerin organik faza ¢o6ziilmesini ve ardindan lipozomlar
olusturmak i¢in lipit ¢ozeltisinin su ortamina enjekte edilmesini igerir (Sekil 2.15). Bu
yontemin avantaji, dar partikiil boyutu dagilimina sahip kiiciik lipozomlarin suya tek
asamal1 etanol lipit soliisyonu enjeksiyonu ile elde edilebilmesi ve ekstriizyon veya
sonikasyon gibi islemlere gerek duyulmamasidir. Bu yontemin dezavantajlari, heterojen
seyreltik lipozomlar, etanolden kurtulmanin zor olmasi ve biyoaktif makromolekiilleri
inaktive etme olasiliginin yiiksek olmasidir. Etanol enjeksiyonundan farkli olarak, eter
enjeksiyon yontemindeki eter sulu faz ile karismaz ve sulu faz, ¢oziiclinlin nihai
lipozomdan uzaklastirilmasi i¢in 1sitilir. Eter-lipit ¢ozeltisinin, sicaklig1 eterin kaynama
noktasinin {izerinde olan sicak bir sulu faza enjekte edilmesini igerir. Eter su ile temas
ettiginde buharlasir ve dagilmis lipitler esas olarak tek lamelli vezikiiller olusturur. Etanol
enjeksiyonu ile karsilastirildiginda, eter enjeksiyonu ¢doziiciiyli nihai lipozomdan
uzaklagtirma avantajina sahiptir. Boylece bu islem uzun siire calisabilir ve yiiksek
kapsiilleme oranina sahip konsantre lipozom iriinleri olusturabilir. YOntemin
dezavantajlari, heterojen popiilasyon ve organik c¢oziiciiler icinde kapsiillenmis
maddelerin yiiksek sicaklikta ¢oziinmesidir (Liu vd., 2022; Lombardo ve Kiselev, 2022;
Singh vd., 2019).

Coziiciiniin

ucurulmasi
e .
Sulu faz e 3 .
(Tampon) T S i
60° C

Sekil 2.14. Solvent enjeksiyon yontemi
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Deterjan diyalizi yontemi

Deterjan diyalizi yontemiyle lipitler bir deterjan ¢ozeltisi kullanilarak ¢oziiniirlestirilir ve
hidratlanir. Karistirma ile deterjan fosfolipitlerle birlesir (hidrofobik kisimlari sulu faz ile
dogrudan etkilesimden korur) ve boylece karisik (deterjan/lipit) miseller olusur.
Deterjanin art arda (asamali olarak) uzaklastirilmasiyla, karisik miseller lipitler agisindan
daha zengin hale gelir ve unilamellar vezikiillerin olusumuna yol agar (Sekil 2.16).
Yaygin olarak kullanilan deterjanlar, sodyum kolat, Triton X-100, sodyum deoksikolat
ve alkil glikozittir (Lombardo ve Kiselev, 2022). Deterjan diyalizi farkli yollarla
gerceklestirilebilir. Deterjan diyalizi i¢in en basit yontem, bir tampon araciligiyla
seyreltme yontemidir (10 ila 100 kat). Karistk bir lipit-deterjan sisteminin sulu
cozeltisinin bir tampon ile seyreltilmesi ile olusan misellerin boyutu ve polidispersitesi
artar. Son olarak, sistem karisik misel faz sinirinin 6tesinde seyreltildigi i¢in polidispers
misellerden vezikiillere spontane bir gecis meydana gelir (Lombardo ve Kiselev, 2022;

Liu vd., 2022).

Lipidlerin Tamponla seyreltme Deterjanin
hidratlanmasi uzaklastirilmasi
\:\‘,v Vezikiillerin
kendiliginden
;9 Misel olusumu Misel boyutunun b

olusmasi
biiyiimesi

Deterjan
gozeltisi

Sekil 2.15. Deterjan diyalizi yontemi

Deterjan diyalizi yontemi ile 40 ile 180 nm arasinda degisen partikiil boyutlarina sahip
iiniform tek lamelli lipozomlar meydana gelir. Bu yontemin avantaji, olusan lipozomlarin
cok biiylik enkapsiilasyon hacmine ve iyi dagilmis boyuta sahip tek lamelli vezikiiller
olmasidir. Deterjan diyalizi yontemi, nihai diisiik lipozom konsantrasyonu ve hidrofobik
bilesiklerin diisiik hapsetme etkinligi gibi temel dezavantajlara sahiptir. Ayrica ortamda
kalan deterjan1 uzaklagtirmak i¢in diger yontemlerin kullanilmasinin gerekliligi ekstra bir

dezavantajdir.
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2.4.4. Lipozomlarin karakterizasyonu

Lipozomlar;
e Ortalama boyut,
e Boyut dagilimi (polidispersite indeksi),
e Yiizey yiikii (zeta potansiyeli),
e Sekil ve morfoloji,
e Lamellarite,
e Enkapsiilasyon etkinligi,
e Faz davranis1 (veya polimorfizm) ile karakterize edilirler. Lipozomlarin

karakteristik 6zellikleri ve karakterizasyon teknikleri Cizelge 2.6’da verilmistir

(Nsairat vd., 2022).

Cizelge 2.6. Lipozom karakteristigi ve karakterizasyon teknikleri

Lipozom Karakteristigi Karakterizasyon Teknigi
Ortalama boyut Dinamik 151k sa¢ilimi1 (DLS), Tarama ve
Gegcirimli elektron mikroskobu

(SEM/TEM), Kriyojenik-TEM (Cryo-
TEM) ve Atomik kuvvet mikroskobu

(AFM)

Boyut dagilimi DLS

Yiizey yiikii DLS

Sekil ve morfoloji SEM, TEM, cryo-TEM, AFM

Lamellarite Cryo-TEM, NMR

Enkapsiilasyon etkinligi Kromatografik ve/veya spektroskopik
yontemler

Faz davranisi X-1s1mn1 - kirmimi (XRD), Diferansiyel

taramali kalorimetri (DSC) ve

Termogravimetrik analiz (TGA)
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Lipozomlarin ortalama boyutu, ilag¢ yiiklii lipozomlarin in vivo salinimini belirlemek igin
cok onemlidir ve lipozomlarin hazirlanma yontemi ile fosfolipit bilesimine baglhdir.
Boyut ve boyut dagilimin1 degerlendirmek i¢in ¢esitli yontemler kullanilir. SEM, TEM
gibi yontemler ile lipozomlarin boyutu, lipozomun ¢ift tabaka kalinlig1 ve tabakalar arasi
mesafe belirlenebilir. Lipozom boyutu, parenteral uygulamalar, topikal kullanim ve
inhalasyon amacli kullanima dayali olarak farkli lipozom preparatlari i¢in izlenmelidir.
Lipozomal boyutun kontrolii i¢in sonikasyon, ekstriizyon ve homojenizasyon gibi ¢cok

sayida prosediir mevcuttur (Andra vd., 2022).

Polidispersite indeksi (PDI) degeri, lipozom boyutunun homojenlik ve dagilim derecesini
gostermektedir ve 0 ile 1 arasinda bir degere sahiptir. Lipozom Orneginin boyutunu
olgerken, PDI degerinin 0,3’ten kiigiik olmasi, lipozomlarin kabul edilebilir ve tek tip
boyutta oldugunu gosterirken, yiiksek PDI degeri, boyutun cok genis bir sekilde
dagildigint gostermektedir. Cok daha yiiksek PDI degeri ise lipozomlarin boyutunun
kontrol edilemez hale geldigini ve lipozomlarin topaklanabilecegini gostermektedir. PDI
degerini belirlemek icin TEM, SEM, AFM ve DLS en sik kullanilan yontemlerdir. DLS
yontemi, kullanim kolaylig1 ve giivenilir sonuglari nedeniyle partikiil boyutunu ve PDI’y1
Olemek icin en popiiler yontemdir. DLS teknolojisi, farkli dogal ortamlardaki
lipozomlarin boyutunu degerlendirebilir ve birka¢ nanometreden birka¢ mikrometreye

kadar  genis  bir  Ol¢gim  kapasitesine  sahiptir = (Wang vd., 2022).

Lipozomlarin genel net yiikii genellikle yiizey veya zeta potansiyeli olarak ifade edilir.
Lipozomlarin bu o6zelligi, siispansiyondaki partikiiller arasindaki elektrostatik
etkilesimlerin kontroliinde 6nemli bir fiziksel 6zellik olarak kabul edilir. Zeta potansiyel
Ol¢iimleri, lipozomlar gibi kolloidal sistemlerin c¢evrelerindeki ortamdaki kararliligini
tahmin etmek i¢in kullanilir (Guimaraes vd., 2021). Lipozom iizerindeki yiik, lipozomun
yapisina bagli olarak pozitif, negatif ya da nétrdiir. Bu zeta potansiyeli, lipozomal
siispansiyonun agregasyonunu Onleyerek stabil olmasini saglar. Yiik tasiyan pargaciklar
birbirini iter, boylece zeta potansiyeli +30 mV’tan yiiksek ve -30 mV’tan diisiik olan
lipozomlar kararli kabul edilir. Zeta potansiyeli genellikle DLS ile belirlenir (Filipczak
vd., 2020).
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Lamellarite, lipozomlarin ¢ift lipidik katman sayisini temsil eder (Trucillo vd., 2020).
Lamellarite, enkapsiilasyon etkinligi ve ila¢ salim profili {izerindeki etkileri nedeniyle
daha ileri lipozomal uygulamalar lizerinde etkili olabilecek bir 6zelliktir (Guimaraes vd.,
2021). Lamellarite genellikle TEM analizi ile belirlenir. Bu analiz, lipozomlarin
smiflandirilmasina katkida bulunmanin yani sira potansiyel uygulamalarini ve uygulama

etkinliklerini belirler (Trucillo vd., 2020).

Enkapsiilasyon etkinligi, lipozom i¢indeki enkapsiile madde miktarinin toplam tartilan
maddeye orani olarak tanimlanir. Enkapsiilasyon etkinligini belirlemek i¢in serbest ilag
diyaliz, jel filtrasyonu veya santrifiijleme yoluyla lipozomla enkapsiile edilmis olandan
ayrilir. Ancak, bu yontemler lipozom yikimina ve kapsiillenmis ilacin salinmasina neden
olabilir. Bunlar arasinda diyaliz en nazik olanidir, ayni zamanda da en ¢ok zaman alan ve
enstriimantal olarak en zorlayict yontemdir. Bu nedenle jel filtrasyonu ve santrifiijleme
daha sik kullanilmaktadir. Ayirma isleminden sonra lipozom yapisi bozulur ve
kromatografik veya spektroskopik yontemlerle madde miktari belirlenir (Tomnikova vd.,

2022).

Lipozomlarin faz davranisi ilag salimi1 veya lipozomal bilesenlerin hedef hiicrelerdeki
islevleri sirasindaki cesitli faz gegislerini gosterir. Faz gecisleri, fosfolipit membranlarin
akigkanligin1 anlamak, lipozom iiretmek ve kullanmak icin ¢ok Onemlidir, ¢iinki
lipozomal membranin 6zellikleri, gegirgenlik, flizyon, agregasyon ve protein baglanmasi
lipozomlarin faz davranislarina baghdir. Lipozomlarin faz davranigi X-1s1n1 kirmimi
(XRD), Diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) ve Termogravimetrik analiz (TGA) ile
degerlendirilir (Kumar vd., 2022).

Lipozom karakterizasyonundaki bir diger parametre de sekil ve morfolojidir. SEM, TEM,

AFM gibi ¢esitli mikroskop yontemleriyle lipozomlarin sekli ve morfolojisi
gorsellestirilmektir (Sopyan vd., 2020).
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2.4.5. Lipozomlarin avantajlar ve dezavantajlari

Lipozomlarin avantajlar1 arasinda;

e Yiiksek yiizey alani-hacim oran1 (Aguilar-Pérez vd., 2020),

e Yiizey modifikasyon kabiliyeti (Lee, 2020),

e Artan etkinlik ve terapdtik indeks (Rao vd., 2019),

o Yiiksek ilag ylikleme kapasitesi (Magsoudi vd., 2022),

¢ Diisiik toksisite (Honda vd., 2013),

e Yiiksek biyoyararlanim (Balakrishnan vd., 2022),

e Yiiksek gecirgenlik (Kumar vd., 2022),

e Yiiksek biyouyumluluk (Sercombe vd., 2015),

e Siirekli ve kontrollii salim sistemi (Akbarzadeh vd., 2013),

e Hem hidrofilik hem hidrofobik bilesenleri enkapsiilleme yetenegi (Nakhaei vd.,
2021),

e Lipofilik ve amfifilik ilaclarin ¢oziiniirligiiniin iyilestirilmesi (Akbarzadeh vd.,
2013),

e Siispansiyon, aerosol, yart kati ve toz gibi farkli formlarda bulunabilirligi

(Magsoudi vd., 2022) yer almaktadir.

Lipozomlarin dezavantajlar1 arasinda;

e Yiiksek tliretim maliyeti (Nakhaei vd., 2021),

e Kisa yarilanma 6mrii (Magsoudi vd., 2022),

e Fosfolipitlerin hidrolize (Wang, 2021) ve oksidasyona ugramasi (Rao vd., 2019),
e Zayif stabilite (Maja vd., 2020),

e Kapsiillenmis ilag/molekiillerin sizintis1 ve fiizyon (Akbarzadeh vd., 2013),

e Gastrointestinal sistemde dayaniksizlik (Lee, 2020),

e Zayif biyodagilim (Boehm, 2016),

e Sivi halde fiziksel kararsizlik (Kumar vd., 2022) yer almaktadir.
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Geleneksel lipozom dispersiyonlar1 uzun siireli depolama, 151k, sicaklik degisimi, asidik
ve bazik ortam gibi harici stres faktdrlerinin bir sonucu olarak kararsiz olabilir ve bu da
potansiyel olarak kisa raf dmrii ile sonuglanabilir. Lipozomlar topaklanabilir, ¢okelebilir,
partikiil boyutunda artis meydana gelebilir bu da kapsiillenmis bilesiklerin sizmasina veya
bozulmasina neden olabilir (Cui vd., 2021; Li vd., 2021). Buna ek olarak, lipozomlar
genellikle oral preparatlarda kullanilir, ancak viicutta emilirken ve sindirilirken asitlerden
ve enzimlerden kolayca etkilenebilir (Cui vd., 2021). Gastrointestinal sistemdeki pH,
safra tuzlar1 ve enzimler lipozom membranini destabilize edebilir. Midenin asidik pH’si
ve lipazlar, lipozomlar1 olusturan fosfolipitlerin ester baglarim1 hidrolize eder. Safra
tuzlar yiizey aktif maddeler gibi davranarak lipozom membraninin ¢éziinmesine yol agar
(Sebaaly vd., 2021). Oral uygulama icin belirgin avantajlar1 olmasina ragmen, sindirim
enzimlerine kars1 dayaniksizligi, diisiik stabiliteye sahip olmasi, enzimatik bozunmalari,
ilaclarin hedef bolgelerine ulasmadan Once meydana gelen hizli sizinti nedeniyle

uygulamayi kisitlamaktadir (Kumar vd., 2020; Sagiroglu, 2021).

Geleneksel lipozomlar, kullanimlariyla ilgili sorunlarin iistesinden gelmek i¢in yiizey
islevsellestirme olanagr ve alani saglar. Bu amagcla lipozomlarin lipit bilesimini
degistirmek, gangliosidler veya sialik asit ile ya da polimerlerle yiizey modifikasyonu
yoluyla lipozomlarin arayiizey Ozelliklerini ayarlamak, lipozomlarin dahil oldugu
etkilesimleri (yani lipozom-lipozom, lipozom-serum proteinleri) degistirmek i¢in yaygin
olarak kullanilan yaklasimlardir. Lipozomlarin polimerlerle yiizey modifikasyonu
lipozomlarin yiizeyine polimer agilanmast ve lipozom yiizeyinin fiziksel olarak
polimerlerle kaplanmasi yollar ile gergeklestirilir. Lipozomlarin dis yiizeyi, spesifik
olmayan (elektrostatik, dipol-ylik, hidrojen-bagi, Van der Waals) etkilesimler yoluyla
polimerlerin adsorpsiyonuna izin verir. Tek bilesenli hidrofilik polimerlerin lipozom
yiizeyine dogrudan adsorpsiyonu, modifiye edilmis polimerlerin lipit ¢ift katmanina dahil
edilmesi, polimerlerin yiizeye ¢apraz baglanmasi ve zit yiiklii polimerlerin katman

katman (LbL) biriktirilmesi en yaygin kullanilan yaklagimlar arasindadir (Cao vd., 2022).
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2.5. Katman Katman (LbL) Biriktirme Yontemi

Katman katman (LbL) biriktirme yontemi, sulu ¢6zeltiden yiiklii polielektrolitleri bir
araya getirmek icin ¢ok yonlii ve basit bir tekniktir. Decher tarafindan 1921 yilinda
nanoyapilt filmler olusturmak i¢in LbL yontemi kullanilarak polielektrolitlerin bir araya
getirilmesine iliskin yapilan ilk ¢alismadan bu yana, konu ila¢ dagitimi da dahil olmak
iizere ¢esitli biyomedikal uygulamalar i¢in genis ¢apta arastirtlmistir. LbL yOntemi
baslangigta diiz alt tabakalar {izerinde gosterilmis ve daha sonra kiiresel alt tabakalara
dogru genisletilmistir (Kurapati vd., 2019). LbL yontemi basitce zit yiiklii malzemelerin
cok katmanlarini sirayla biriktirerek ultra ince bir film tiretimini ifade eder. Genel olarak,
LbL islemi, substrat ylizeyinde tamamlayici malzemelerin adsorpsiyonunu saglamak i¢in
yiiklii bir substratin polikatyon ve polianyon ¢ozeltilerine sirastyla maruz birakilmasini
icerir (Liu vd., 2019). LbL yonteminde elektrostatik ¢ekim, hidrojen bagi, hidrofobik
etkilesimler, yiik transferi, Van der Waals kuvvetleri ve kovalent bag etkilesimleri
uygulansa da elektrostatik ¢ekim, LbL yapilarinin olusturulmasinda en yaygin kullanilan

itici giictiir (Cao vd., 2022; Hermal vd., 2020).

Polielektrolitler, yiiklii olabilen veya uygun kosullar altinda yiikli hale gelebilen
fonksiyonel gruplar tastyan makromolekiillerdir (Anirudhan vd., 2017). LbL yonteminde
sentetik polielektrolitler (poli (etilenimin), poli (akrilik asit), poli (metakrilik asit), poli
(L-Lisin)), yart sentetik polielektrolitler (ksantan, modifiye kitosan) ve dogal
polielektrolitler (kitosan, aljinik asit, hyaluronik asit, kolajen, jelatin, kondroitin siilfat,
pektin, dekstran, gamlar) kullanilir. Iyonik yiiklerine bagli olarak, polielektrolitler
polianyonlar, polikatyonlar ve poliamfolitler (amfoterik hem pozitif hem de negatif
yiikli) olarak siniflandirilabilir (Petrila vd., 2021, Criado-Gonzalez vd., 2021.
Polielektrolit ¢oklu katmanlar, polielektrolitlerin LbL yontemi kullanilarak diger
yiiklii/yliksiiz molekiillerle kendi kendine birlesmesiyle elde edilen ince organik
filmlerdir. ilk katman, zit yiiklere sahip bir destegin yiizeyinde bir polielektrolitin
adsorpsiyonu ile olusturulur. Daha sonra, polielektrolit katmanlar1 adsorbe edilebilir ve
substratin iyonik yiikiiniin bir fonksiyonu olarak Substrat/ (Polikatyon/Polianyon), veya
Substrat/(Polianyon/Polikatyon), yapisina sahip nanoyapili bir film olusturulabilir (Sekil
2.17) (Petrila vd., 2021 (Richardson vd., 2016)).
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1. Polianyon

B —
2. Yikama

Substrat

Sekil 2.16. LbL yontemi ile film olusumu

LbL yonteminde substrat olarak ilaglar, peptitler, DNA, hormonlar ve enzimler, lipit
vezikiiller, nanopartikiiller lipozomlar da dahil olmak iizere bir¢ok farkli tasiyici sistem
kullanilabilir (Sekil 2.18) (Patil vd., 2022; Song vd., 2023). LbL substrat olarak
vezikiiller veya lipozomlar kullanildiginda fazla baglanmamis malzemenin
uzaklagtirilmasi daha da karmasik hale gelmekte ve bazi durumlarda her bir ¢ift katman

icin ti¢ farkli adimi icermektedir:

» Ik katmanlama ¢dzeltisi, ilk katmani olusturmak igin vezikiiller/lipozomlar igeren
seyreltilmis bir siispansiyona eklenir;

= Ikinci katmanlama cozeltisi, polielektrolitle modifiye edilmis
vezikiiller/lipozomlar ~ igeren  dispersiyona eklenir ve ilk katmanin
biriktirilmesinden sonra ortaya c¢ikan fazla baglanmamis malzeme, ikinci

katmanin ve interpolielektrolit komplekslerinin olusumuna yol agar;

40



» Interpolielektrolit kompleksleri santrifiijleme yoluyla ¢okeltilir ve polielektrolitle
modifiye edilmis vezikiilleri/lipozomlar: i¢eren bir dispersiyon elde edilir (Jeon

vd., 2015; Mateos-Maroto vd., 2022).
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Sekil 2.17. LbL yonteminin lipozomlara uygulanmasi

LbL yontemi lipozom lipit bilesimini degistirmek karsilagtirildiginda, LbL lipozom
stabilitesini iyilestirmek icin ekonomik ve basitlestirilmis bir yoOntem olarak
tanimlanmistir. LbL’nin en Onemli avantajlarindan biri kaplama katmanlarinin lipit
hidrolizini 6nlemek, ¢evresel stabiliteyi arttirmak ve bilesiklerin salinimin1 kontrol etmek
icin bariyer gorevi gorebilmesidir (Chun vd., 2013; Song vd., 2023). LbL yoOntemiyle
lipozomlarin yiizeyinin modifiye edilmesi, aktif maddelerin taginmasinin ve salinmasinin
iyilestirilmesi, dolasim siiresinin uzatilmasi, kalin polimer tabakasi nedeniyle oksijene
maruz kalmanin ve dolayli olarak lipit oksidasyonunun azalmasi ve yiiklii bilesenlerin
sizintisinin azalmasi gibi olumlu etkilere sahiptir (Pasarin vd., 2023). Bdylece pH ve
iyonik gii¢ dahil olmak iizere gevresel kosullar, gastrointestinal sistemde depolama ve
sindirim agisindan lipozomlarin stabilitesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Liu vd.,
2016). Ayrica farmakokinetik profiller gibi 6zellikleri gelistirerek in vivo biyolojik
performans: da arttirabilirler (Jeon vd., 2015). LbL, ozellikle en dis katmanin ¢ok
yonliiligi, ilag dagitim sistemlerine sterik stabilite, aktif hedefleme, ¢evresel duyarlilik
ve bunlarla sinirli olmamak tizere ¢ok cesitli 6zellikler ve iglevler saglar (Patil vd., 2022).
Sadece bilesim, nanometre aralifinda kalinlik, yiizey yiki, gecirgenlik ve esneklik
acisindan ayarlanabilir 6zelliklere sahip katmanli bir sistem olusturma kabiliyetine

sahiptir (Sakr vd., 2015).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Alpinia officinarum rizomu

Tez kapsaminda kullanilan 4. officinarum Tirkiye/Bursa/Niliifer ilgesinde bulunan bir

aktardan ticari olarak satin alinmistir ve daha sonra analizler i¢in kullanilmistir.

3.1.2. Tez kapsaminda kullanilan cihazlar

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda kullanilan cihazlar ve kullanim amagclar1 Cizelge

3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari

Cihaz Marka ve Model Kullanim Amaci
Analitik terazi Mettler Toledo, ﬁ. fﬁﬁﬂum Vﬁﬁf?ﬁﬁﬁﬁ
Z
MS105DU Y Y

tartiminda kullanildi.
Galangin  ekstraksiyonunda,
lipozomlarin  kaplanmasinda

Coklu manyetik karigtirict | Wisd, MS-MP§8 .ty
ve cozeltilerin

hazirlanmasinda kullanildi.

, . . Lipozomlarin
Déoner buharlagtirict Bibby Scientific, RE100 hazirlanmasinda kullanddi.
FE-SEM (Alan Emisyonlu Lipozomlarin ylizey
Taramal1 Elektron Carl Zeiss, Gemini morfolojisinin ve boyutunun
Mikroskobu) belirlenmesinde kullanildi.
FTIR (Fourier Doniistimlii | Perkin Elmer, Spectrum | Lipozomlarin yapi
Kizil6tesi Spektroskopisi) | 100 analizlerinde kullanildi.

Lipozom cozeltilerinin
liyofilize edilmesi icin
kullanildz.

Labconco, FreeZone 2,5

Liyofilizatd
tyofilizator Plus
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Cizelge 3.1. Kullanilan cihazlar ve kullanim amaglar1 (Devam)

Cihaz Marka ve Model Kullanim Amaci
Lipozomlarin
pH metre Hanna. HI 221 hazirlanmasinda ve

cozeltilerin  hazirlanmasinda
kullanildi.

Saf su cihazi

Elga Purelab, Option Q
DV25

Analizlerde kullanilan saf
suyun ve ultra saf suyun

temininde kullanildi.

Santrifiij

Hettich, EBA 20

Lipozomlarin
hazirlanmasinda ve
enkapsiilasyon etkinligi

analizinde kullanildi.

Sicaklik programli
calkalayici

Mikrotest, MCI 55 D

In
gastrointestinal sindirim
analizlerinde kullanildi.

vitro ila¢ salim ve

Ultrasonik banyo

ISOLAB, 621.06.003

Lipozomlarin ve oOrneklerin
hazirlanmasinda kullanildi.

UV-GB
Spektrofotometresi

Varian, Cary 50 Conc

In vitro ilag salim,
gastrointestinal sindirim ve
stabilite analizlerinde

kullanildi.

Yiiksek performansli sivi
kromatografisi-Diod serili
dedektér (HPLC-DAD)

Agilent Technologies,
1200 Series

bulunan
galanginin kalitatif, kantitatif

Havlicanda

analizinde ve enkapsiilasyon
etkinliginin  belirlenmesinde
kullanildi.

Zeta Potansiyel dl¢iim
cihazi

Malvern, Zetasizer Nano-
ZS

Lipozomlarin  hidrodinamik
cap, zeta potansiyeli ve
polidispersite indeksinin

belirlenmesinde kullanilda.
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3.1.3. Tez kapsaminda kullanilan kimyasallar

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda kullanilan kimyasallar Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Kullanilan kimyasallar

Kimyasal Ad1 Firma Katalog Numarasi
ABTS Sigma-Aldrich A1888
Altiminyum kloriir Merck 101084
Asetik asit Merck 100063
Asetonitril Sigma-Aldrich 34851
Bakir (II) siilfat pentahidrat Sigma-Aldrich 209198
Disodyum hidrojen fosfat ISOLAB 960066
Etanol Merck 100983
Folin-Ciocalteu reaktifi Sigma-Aldrich F9252
Etanol Merck 100983
Folin-Ciocalteu reaktifi Sigma-Aldrich F9252
Formik asit Merck 100264
Galangin Extrasynthese 1114 S
Gallik asit Sigma-Aldrich 27645
Gam Arabik Sigma-Aldrich G9752
Hidroklorik asit Merck 100314
Kitosan Sigma-Aldrich 448877
Kolesterol Biosynth FC28806
Kuersetin Sigma-Aldrich Q4951
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Cizelge 3.2. Kullanilan kimyasallar (Devam)

Kimyasal Ad1 Firma Katalog Numarasi
Metanol Merck 106007
Pankreatin Sigma-Aldrich P3292
Pepsin Sigma-Aldrich 77160
Potasyum dihidrojen fosfat ISOLAB 960066
Potasyum perstilfat Merck 105091
Safra tuzu Edukim F0499
Sodyum asetat trihidrat Sigma-Aldrich S8625
Sodyum hidroksit Sigma-Aldrich 795429
Sodyum karbonat Sigma-Aldrich 791768
Sodyum kloriir TEKKIM 170540
Sodyum potasyum tartarat Sigma-Aldrich 217255
Soya Fosfatidilkolin Tito E322
Troloks Sigma-Aldrich 238813

3.1.4. Tez kapsaminda kullanilan sarf malzemeler

Tez kapsaminda kullanilan sarf malzemeler Cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.3. Calismalarda kullanilan sarf malzemeler

Malzeme Ad1 Katalog Numarasi Ozellikleri

Diyaliz torbasi Biobasic TX0112 44mmx 2 m
Mikropipet Eppendorf 7683825 100 — 1000 pL
Mikropipet Eppendorf 7683833 500 — 5000 pL
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3.1.5. Tez kapsaminda kullanilan cozeltiler

Toplam fenolik madde analizinde kullanilan ¢ozeltiler

Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi (2 N): Folin-Ciocalteu reaktifinin 1:3 oraninda saf su ile
seyreltilmesiyle hazirlanmistir.

Gallik asit ¢ozeltisi (1000 ppm): 0,1 g gallik asit az miktarda metanol ile ¢oziiliip 100
mL’ye metanol ile tamamlanarak hazirlanmigtir.

Lowry A ¢ozeltisi: 0,1 M NaOH icinde %?2’lik Na,COj; ¢oziilerek hazirlanmistir.
Lowry B ¢ozeltisi: %1’lik NaKC,H,O, icinde %5’lik CuSO, ¢oziilmesiyle
hazirlanmistir.

Lowry C c¢ozeltisi: Lowry A ve Lowry B ¢ozeltileri 50:1 oraninda karistirilarak

hazirlanmistir.

ABTS analizinde kullanilan ¢ozeltiler

ABTS radikal ¢ozeltisi: 7 mM ABTS ¢ozeltisi iginde 2,45 mM K>S;0s su ile
coziilerek 24 sa boyunca karanlik ortamda bekletilmistir. 24 sa sonra ABTS radikal
cozeltisi su ile 1:10 oraninda seyreltilerek hazirlanmigtir.

Troloks ¢ozeltisi (1000 ppm): 0,1 g troloks metanol ile ¢oziiliip toplam hacim 100

mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

Kromatografik analizlerde kullanilan ¢ozeltiler

Galangin ¢o6zeltisi (1000 ppm): 0,1 g galangin metanol ile ¢oziilerek balon jojede 100
mL hacme tamamlanmustir.
Formik asit ¢ozeltisi (%1): 10 mL derisik formik asit ¢ozeltisi bir miktar ultra saf su

icerisinde ¢oziillirek son hacim ultra saf su ile 1 L’ye balon jojede tamamlanmustir.
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Galangin yiiklii lipozomlarin hazirlanmasinda kullanilan ¢ézeltiler

Kolesterol ¢ozeltisi (5 mg/mL): 500 mg kolesterol etanol ile ¢oziiliirek balon jojede
100 mL hacme tamamlanmistir.
Fosfatidilkolin ¢ozeltisi (20 mg/mL): 2 g soya fosfatidilkolin etanol ile ¢oziiliirek

balon jojede 100 mL hacme tamamlanmaistir.

Galangin yiiklii lipozomlarin modifiye edilmesinde kullanilan ¢ozeltiler

Kitosan ¢ozeltisi (%0,625): 0,6250 g kitosan 99,3750 g, %1 glasiyel asetik asit iceren
ultra saf su ile ¢oziilerek 12 sa 200 rpm karistirma hizinda karistirtlmistir ve 0,45 pm
PVDF filtreden siiziiliirek 1 N NaOH ile pH 5,5’e ayarlanmigtir.

Gam arabik ¢ozeltisi (%2): 2 g gam arabik 98 g ultra saf su ile ¢oziiliirek 12 sa 200
rpm karigtirma hizinda karistirilmistir. Hazirlanan ¢ozelti 0,45 pm PVDF filtreden
stiziiliirek 1 N NaOH ile pH 5,5’e ayarlanmistir.

In vitro ila¢ salim analizinde kullanilan ¢ozeltiler

Standart galangin ¢ozeltisi (1000 ppm): 100 mg galangin metanol ile ¢oziiliirek balon
jojede 100 mL hacme tamamlanmistir.

Fosfat tamponlu salin ¢6zeltisi (PBS): 7,6500 g NaCl, 0,7240 g Na,HPO4 ve 0,2100
g KHoPOy4 ultra saf su ile ¢oziilerek 1 L’ye tamamlanmis ve 1 N NaOH ile pH 7,4’e

ayarlanmigtir.

In vitro gastrointestinal sindirim analizinde kullanilan ¢ézeltiler

Simiile mide sivis1 ¢ozeltisi (SGF): 1 g NaCl ve 1,6 g pepsin saf su ile ¢oziilerek
toplam hacim 500 mL’ye tamamlanmistir ve pH 2,0 + 0,2 ayarlanmistir.

Simiile bagirsak sivist ¢ozeltisi (SIF): 3,4 g KH2PO4 ve 38,5 mL 0,2 N NaOH saf su
ile ¢oziilmiistiir. Hazirlanan ¢ozeltiye 0,625 g pankreatin ve 1,5 g safra tuzu eklenerek

¢ozelti hacmi 500 mL’ye tamamlanmustir ve pH 7,0 + 0,2’ ye ayarlanmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. A. officinarum rizomlarindan galangin ekstraksiyonu

A. officinarum rizomlarindan galangin ekstraksiyonu i¢in 20 g 6giitiilmiis rizom tartilarak
yuvarlak tabanli cam siselere koyulmustur. Siselere 100 mL etanol eklenerek 1siticilt
manyetik karistiricitda oda sicakliginda 4 sa karistirilmistir. Elde edilen ekstrakt

kullanilana kadar 4°C’de buzdolabinda saklanmuistir.

3.2.2. Kromatografik analiz

A. officinarum ekstraktinda bulunan fenolik maddelerin analizi

A. officinarum ekstraktinda bulunan fenolik maddelerin belirlenmesi i¢in yiiksek
performanslt sivi  kromatografisi-fotodiod serili dedektér cihazi (HPLC-DAD)
kullanilmistir. HPLC-DAD cihazi otomatik 6rnekleyici, degazer, ikili pompa ve fotodiyot
serili dedektor icermektedir. Analiz i¢in enjeksiyon hacmi 10 pL ve akis hiz1 0,6
mL/dk’dir. Kullanilan analiz programi %1’lik formik asit ve asetonitrilden olusan
gradient hareketli faz programidir (Cizelge 3.4). Analizler C18 (XBridge®, 3,5 pum, 4,6
x 250 mm) kolonu kullanilarak gerceklestirilmistir. Toplam analiz siiresi 36 dk’dir (Sahin

vd., 2016).

Cizelge 3.4. HPLC-DAD gradient hareketli faz programi

Hareketli faz bilesimi

Siire (dk)
%1’lik formik asit (%) Asetonitril (%)
0 90,0 10,0
10 87,0 13,0
20 58,5 41,5
25 30,0 70,0
35 90,0 10,0
36 90,0 10,0
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3.2.3. Spektroskopik analizler

A. officinarum ekstraktinin toplam fenolik madde miktari, toplam flavonoid miktar1 ve

toplam antioksidan kapasite degeri agagidaki yontemlerle belirlenmistir.

Toplam fenolik madde analizi

A. officinarum ekstraktinin toplam fenolik madde analizi Folin-Ciocalteu yontemi ile
belirlenmistir (Singleton vd., 1965). Bu yontemde 100 pL ekstrakt iizerine 1900 pL saf
su, 2500 puL Lowry C ¢ozeltisi ve 0,25 mL seyreltilmis Folin-Ciocalteu reaktifi eklenip
30 dk karanlikta bekletilmistir. Orneklerin 750 nm’de absorbanslar dl¢iilmiistiir. Folin-
Ciocalteu yonteminde standart olarak gallik asit kullanmilmigtir. Kalibrasyon grafigi

olusturmak i¢in farkli derisimlerde gallik asit ¢dzeltileri hazirlanmistir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Folin-Ciocalteu yontemi i¢in kalibrasyon verileri

Konsantrasyon arahigi (ppm) Dogru denklemi R?

1-60 y=0,0314x - 0,0015 0,9978

Her bir standardin 750 nm dalga boyunda absorbansi okunarak kalibrasyon grafigi
cizilmistir. Kalibrasyon grafiginden yararlanarak toplam fenolik madde “mg gallik asit es

degeri (GAE)/g 6rnek” cinsinden belirlenmistir (Karkar ve Sahin, 2022; Sahin vd., 2014).
Toplam antioksidan kapasite analizi

A. officinarum ekstraktinin toplam antioksidan kapasite analizi ABTS yontemi ile
belirlenmistir. 100 pL 6rnek, 3900 pL etanol ve 1 mL seyreltilmis ABTS c¢ozeltisi
eklenerek 6 dk sonra 734 nm’de absorbanslar1 dl¢iilmiistiir (Asmex). Olgiimler sonucunda

ornekler icin % inhibisyon degerleri Esitlik 3.1°e gore hesaplanmustir.

Aktir - A(‘irnek

% inhibisyon = x 100 3.1
y



ABTS antioksidan kapasite analizi ¢aligmalarinda standart olarak troloks kullanilmistir.
Kalibrasyon grafigi olusturmak icin farkli konsantrasyonlarda troloks c¢ozeltileri
hazirlanmistir (Cizelge 3.6). Her bir standardin 734 nm dalga boyunda absorbansi
okunarak % inhibisyon degerleri hesaplanmistir ve troloks miktarina (mg) gore grafige
gecirilmigtir. Kalibrasyon grafiginden yararlanarak toplam antioksidan kapasite “mg

troloks esdegeri (TE)/g 6rnek” cinsinden belirlenmistir (Karkar vd., 2021; Re vd., 1999).

Cizelge 3.6. ABTS yontemi i¢in kalibrasyon verileri

Konsantrasyon arahigi (ppm) Dogru denklemi R?

0,3-10 y =8,8122x —2,2937 0,9981

Toplam flavonoid analizi

A. officinarum ekstraktinin toplam flavonoid analizi aliiminyum kloriir kolorimetrik
yontemi ile belirlenmistir (Formagio vd., 2014). 0,5 mL 6rnek, 1,5 mL %95°lik etanol,
0,1 mL %10’luk AlCI3.6H20 ¢ozeltisi, 0,1 mL 1 M NaC:H30..3H20 ¢ozeltisi ve 2,8 mL
saf su ile karistirilmistir ve 30 dk boyunca karanlikta bekletilmistir. Ornek absorbanslari
415 nm’de UV-GB spektrofotometresi ile Ol¢iilmiistiir. Toplam flavonoid analizinde
standart olarak kuersetin kullanilmistir. Kalibrasyon grafigi olusturmak icin farkli
konsantrasyonlarda kuersetin (QE) c¢ozeltileri hazirlanmigtir (Cizelge 3.7). Her bir
standardin 415 nm dalga boyunda absorbansi grafige okunarak % inhibisyon degerleri
hesaplanarak troloks miktarina (mg) gore grafige gecirilmistir. Kalibrasyon grafiginden
yararlanarak ekstraktlarin antioksidan kapasite degerleri “mg kuersetin esdegeri (QE)/g

ornek” seklinde hesaplanmustir.

Cizelge 3.7. Toplam flavonoid analizi i¢in kalibrasyon verileri

Konsantrasyon araligi (ppm) Dogru denklemi R?

0,5-10 y =0,1053x — 0,0061 0, 9996
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3.2.4. Kemometrik analizler

Galangin yiiklii lipozomlarin hazirlanmasi i¢in ince film hidrasyon teknigi kullanilmistir.
Galangin ytklii lipozomlarin maksimum enkapsiilasyon etkinligi ile iiretilebilmesi i¢in
cesitli parametreler Merkezi Kompozit Dizayn-Yanit Yiizey Metodolojisi (RSM-CCD)

ile optimize edilmistir.

Birgok durumda, bazi kontrol edilebilir degiskenleri (faktorleri) bir yanitla iligskilendiren
teorik model ya mevcut degildir ya da ¢ok karmasiktir. Bu durumda, faktorler ve yanit
arasindaki iligki hakkindaki bilgilerin ampirik bir sekilde elde edilmesi gerekir. Box ve
Wilson tarafindan tanitilan yanit yiizeyi metodolojisi (RSM), amaci ampirik bir modelle
ortaya konan problemleri analiz etmek olan matematiksel ve istatistiksel teknikler
biitiinlidiir (Sarabia ve Ortiz, 2009). RSM deneysel tasarimi ve buna eslik eden dogrusal
regresyon analizini kullanir (Fu, 2015). Deneysel tasarima dayali yanit ylizeyi
metodolojisi (RSM), deneylerin tasarlanmasi ve etki siireci degiskenlerinin optimize
edilmesi i¢gin kullanilir (Kumari ve Gupta, 2019). Daha basit bir tanimla RSM, ilgilenilen
bir yanit olan y ile x;, x2, ..., xx ile gosterilen bir dizi iliskili kontrol (veya girdi) degiskeni
arasinda uygun bir fonksiyonel iliskinin gelistirilmesinde kullanilir (Khuri ve

Mukhopadhyay, 2010). RSM’nin amaglar1 agagidaki gibidir (Sarabia ve Ortiz, 2009):

e Deneysel degiskenligi (saf hata) giivenilir bir sekilde tahmin etmek,

e Onerilen model ile deneysel veriler arasindaki uyumlulugu garanti etmek (uyum
eksikligini tespit etmeyi kolaylastirmak),

e (Gozlenen yaniti, deneysel alan i¢inde deney yapilmayan noktalarda miimkiin
oldugunca tam ve kesin olarak tahmin etmek,

e Elde edilen sonuglara gore deneylerin farkli alternatiflerle gerceklestirilmesi igin
sirali stratejiler 6nermek,

e Ekonomik maliyet, zaman ve diger pratik sinirlamalar agisindan ytiksek
verimliligi korumak,

e Belirsizlik kosullar1 altinda karar vermeyi miimkiin kilmak, belirsizligi

azaltmak.
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Bu dogrultuda lipozom iiretimi i¢in kullanilan dort faktorlii (PC: L-a-Fosfatidilkolin,
CHOL.: kolesterol, GA: galangin), bes seviyeli RSM-CCD kullanilmigtir. RSM-CCD igin

icin kullanilan faktorler ve kodlanmis seviye degerleri Cizelge 3.8’de verilmektedir.

Cizelge 3.8. CCD i¢in faktorler ve kodlanmis seviye degerleri

Faktorler Seviye

2 -1 0 1 2
PC orani (mg:mL) 1 3 5 7 9
CHOL orani (mg:mL) 0,2 0,6 1 1,4 1,8
Ultrasonikasyon zamani (dk) 15 25 35 45 55
GA orani (mg:mL) 0,055 0,110 0,165 0,220 0,275

Merkezi kompozit dizaynda faktorler ve 5 seviye araligi belirlendikten sonra deney sayisi

(N), Esitlik 3.2 ile belirlenir.

N=2k+2k+1+xp (3.2)
k, faktor sayisi ve xo, tekrarlanan deney sayisini ifade etmektedir. Formiildeki 2% full
faktoriyel veya fraksiyonlu faktoriyel dizayndaki deney sayilarini, 2k star dizayn deney
sayisini ve 1 ise orta seviyedeki deney sayisini gostermektedir. 2X°daki seviyeler (-1) ve
(+1), 2k’dakiler +a, 1°deki ise (0) dir. Optimizasyon calismalar1 i¢in 30 deney

(24+2.4+6=30) yapilmigtir. Dairesel dizaynda o Esitlik 3.3 kullanilarak hesaplanmaktadir
(Sahin vd., 2016).

a=+42" (33)

Merkezi kompozit dizayn ¢izelgesi Cizelge 3.9’da verilmistir.
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Cizelge 3.9. CCD gizelgesi

Faktorler
Deney X1 X2 x_? X4
PC orani CHOL oran1  Ultrasonikasyon GA oran
(mg:mL) (mg:mL) zamant (dk) (mg:mL)

1 3 0,6 25 0,2
2 7 0,6 25 0,2
3 3 1,4 25 0,2
4 7 1,4 25 0,2
5 3 0,6 45 0,2
6 7 0,6 45 0,2
7 3 1,4 45 0,2
8 7 1,4 45 0,2
9 3 0,6 25 0,4
10 7 0,6 25 0,4
11 3 1,4 25 0,4
12 7 1,4 25 0,4
13 3 0,6 45 0,4
14 7 0,6 45 0,4
15 3 1,4 45 0,4
16 7 1,4 45 0,4
17 1 1 35 0,3
18 9 1 35 0,3
19 5 0,2 35 0,3
20 5 1,8 35 0,3
21 5 1 15 0,3
22 5 1 55 0,3
23 5 1 35 0,1
24 5 1 35 0,5
25 5 1 35 0,3
26 5 1 35 0,3
27 5 1 35 0,3
28 5 1 35 0,3
29 5 1 35 0,3
30 5 1 35 0,3
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RSM-CCD kapsaminda yapilan 30 deney icin enkapsiilasyon etkinligi hesaplanarak yanit
degerleri i¢in Design Expert 7.0.0 (Stat-Ease inc. USA) programi kullanilarak ANOVA
analizi yapilmigtir. ANOVA analizi yapilarak Esitlik 3.4’te verilen ikinci dereceden
denklem ile tahmini degerler ve dort faktdr i¢in optimum degerler hesaplanmigstir.
Bulunan optimum faktdr degerlerinde yapilmis 3 tekrarli deneyler ile deneysel
enkapsiilasyon etkinligi hesaplanarak modelle bulunan tahmini degerler ile

karsilastirtlmistir.

4 4 3 4
y = by + Z byx; + Z byx? + Z Z byxix; (3.4)

y: yanit, bo: sabit terim, b;: dogrusal etkilesim sabiti, bii: parabolik etkilesim sabiti,

bij: parametre etkilesim sabiti, x; ve x;. bagimsiz degiskenler

Esitlik 3.4°te verilen esitlik ile tanimlanan model RSM’de yaygin olarak kullanilmaktadir.
Boyle bir model ii¢ yonlii olarak ele alimir ve amaglart su sekildedir (Khuri ve

Mukhopadhyay, 2010):

1. yile x;, x2, ..., xx arasinda, kontrol degiskenlerinin belirli kombinasyonlari i¢in
yanit degerlerini tahmin etmek amaciyla kullanilabilecek, yaklasik da olsa bir

iligski kurmak,

2. Hipotez testi yoluyla seviyeleri x;, x2, ..., xx ile temsil edilen faktorlerin

anlamliligini belirlemek,

3. Belirli bir ilgi bolgesi lizerinde maksimum (veya minimum) yanitla sonuglanan

X1, X2, ..., X; optimum kombinasyonlarini belirlemek.

ANOVA analizi sonucunda maksimum enkapsiilasyon etkinliginin saglanmasinda etkili
olan faktorler belirlenmistir. RSM kullanilarak etkili faktorlerin ikili etkilesimlerinin

enkapsiilasyon etkinligi tizerindeki etkisi yanit ylizey grafikleri ¢izilerek incelenmistir.
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3.2.5. Galangin yiiklii lipozomlarin hazirlanmasi

Galangin yiiklii lipozomlar ince film hidrasyon yontemi ile hazirlanmistir. Galangin
yikli lipozomlarin hazirlanmasi i¢in Cizelge 3.8’de verilen PC orani, CHOL orani,

ultrasonikasyon zamani ve GA orani kullanilarak 30 deney yapilmistir.

\ \
» ® . |6 é
i o y/ L 4 i
“a v i g ) 8
— I. — i — — — —
' F——— .
: L-a-Fosfatidilkolin . : Kolesterol ‘ : Galangin ‘ : Ultra saf su : Etanol

Sekil 3.1. Galangin yiiklii lipozomlarin hazirlanmasi

PC (0,1-0,9 mg:mL), CHOL (0,2-0,8 mg:mL) ve GA, (0,1-0,5 mg:mL) cam balonlarda
etanol ile (toplam hacim 25 mL) ¢6ziilmiistiir ve 40°C’de ultrasonik banyoda (15-55 dk)
bekletilmistir. Daha sonra etanol doner buharlastirici ile 55°C’de uzaklastirilmistir (Sekil
3.1). Elde edilen ince lipit film, 55°C’de 10 mL ultra saf su ile hidratlanmistir. Daha sonra
elde edilen dispersiyon 0,45 um PVDF filtreden siiziilmiistiir (Zhu vd., 2018).

3.2.6. Galangin yiiklii lipozomlarin enkapsiilasyon etkinliginin belirlenmesi
Galangin yiiklii lipozomlarin enkapsiilasyon etkinliginin belirlenmesi i¢in lipozomlar 6
sa boyunca 6000 rpm’de santrifiijlenmistir ve santrifiigat HPLC-DAD ile analiz

edilmistir. Esitlik 3.5’e gore enkapsiilasyon etkinligi hesaplanmistir:

GAbaslangl(; - GAsupernatant

Enkapstilasyon etkinligi (%) = x 100 (3.5

GAba§lang1<;

GAubaglangie:  baslangie galangin  konsantrasyonu, GAsupermatant: €nkapsiile edilmeyen

galangin konsantrasyonu
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3.2.7. Galangin yiiklii lipozomlarin kitosan-gam arabik ile modifiye edilmesi

Elde edilen optimum lipozomlar kitosan (polikatyon, CH) ve gam arabik (polianyon,
GUA) ile katman katman biriktirme teknigi ile kaplanmistir. Lipozomlar énce CH ile
kaplanarak pozitif yiikklenmis, daha sonra GUA ile kaplanarak tekrar negatif yiiklenmistir.
Optimum lipozomlarin (O-Lipozom) CH ile kaplanmasi i¢in, 10 mL O-Lipozom, 10 mL
CH ¢0zeltisinin igerisine siringa ile damla damla eklenmis ve 1 sa boyunca 200 rpm’de
coklu manyetik karistiricida karistirilmistir. 1 sa sonunda pH 5,5’e ayarlanarak 30 dk
santrifiijlenerek 0,45 pm PVDF filtreden siiziilmistiir. CH kapli optimum lipozomlarin
(CH-Lipozom) gam arabik ile kaplanmasi i¢in, 20 mL kitosan kapli optimum lipozom 20
mL GUA c¢ozeltisine damla damla eklenmistir ve 1 sa boyunca 200 rpm’de ¢oklu
manyetik karistiricida kanstirilmistir. 1 sa sonunda pH 5,5’e¢ ayarlanarak 30 dk
santrifiijlenerek 0,45 um PVDF filtreden siizlilmiistiir (Sekil 3.2). Elde edilen gam arabik-
kitosan kapli lipozomlar (GUA-CH-Lipozom) kullanilana kadar +4°C’de buzdolabinda
saklanmistir (Liu vd., 2013).

Kitosan (CH) CH-Lipozom Gam Arabik (GUA) GUA-CH-Lipozom
_ +
D) e, +) Wy -+ Ty
- AN\ > - v gile o
-\ X '. o«w AN X ’o o« A N '. o'w
-0 - A ) iy e e
v . v - v . v - ® . -
- by A - - = -— L2 - - —
--'.»’f_——+-',~"__,“+—b ‘
TP S O & P = A SR |
> . . v o o >/ - N y
4“ % ... .\ :' ~<' ~ ..‘ .\ » Y . 0.. .' "-
g~ = g R i_,,' + - 7 =
- + =
O-Lipozom CH-Lipozom GUA-CH-Lipozom

Sekil 3.2. Galangin yiiklii lipozomlarin modifiye edilmesi
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3.2.8. Lipozomlarin karakterizasyonu

Lipozomlarin karakterizasyonu morfoloji, boyut, hidrodinamik ¢ap, polidispersite

indeksi, zeta potansiyeli ve FTIR analizleri ile gerceklestirilmistir.

FTIR analizi

Lipozomlarin yapisal karakterizasyonu FTIR analizi ile ger¢eklestirilmistir. FTIR analizi
ile lipozomlara galangin yiiklenmesinin ve yiizey modifikasyonunun lipozomlarin
yapisinda meydana getirdigi degisiklikler incelenmistir. Lipozomlarn FTIR analizi 400-
4000 cm™ frekans araliginda gergeklestirilmistir. Analiz 6ncesinde 6rnekler liyofilize
edilmigtir (-85°C, 0,1 mbar, LabConco Freezone). FTIR analizi Bursa Uludag

Universitesi Kimya Boliimii’nden hizmet alimi seklinde gergeklestirilmistir.

Morfoloji ve boyut analizi

Lipozomlarin ylizey morfolojisi FE-SEM ile belirlenmistir. Analiz 6ncesinde 6rnekler
liyofilize edilmistir (-85°C, 0,1 mbar, LabConco Freezone). Liyofilize 6rnekler karbon
bantlar {izerine konularak numune tutuculara yerlestirilmistir ve yiizeyleri palladyum-
altin alagimi ile kaplanmigtir. Goriintiileme 3,00 kV ¢oziiniirliik ve 20,00 KX biiylitmede
gerceklestirilmistir. Morfoloji ve boyut analizi Bursa Teknik Universitesi Merkez

Laboratuvari’nda hizmet alimi seklinde gergeklestirilmistir.

Hidrodinamik cap, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli analizi

Lipozomlarin hidrodinamik c¢ap1, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli Dinamik Isik
Sagilimi (DLS)’nm1 temel alan Malvern Zetasizer Nano-ZS kullanilarak belirlenmistir.
Lipozom numuneleri 30 dk homojenize edilmis ve ardindan 1:10 oraninda ultra saf su ile
seyreltilmistir. Seyreltilen numuler 10 dk sonike edilerek Slgiimler gergeklestirilmistir.
Olgiimler 25°C de ii¢ tekrarl olarak gergeklestirilmistir. Hidrodinamik cap, polidispersite
indeksi ve zeta potansiyeli analizleri Gazi Universitesi Merkez Laboratuvari’nda hizmet

alimi seklinde gergeklestirilmistir.
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3.2.9. In vitro ila¢c salim ¢alismasi

Lipozomlarin in vitro ilag salim c¢aligmasi diyaliz yOntemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Diyaliz torbalar1 40 x 90 mm boyutunda kesilmis ve 1 gece ultra saf
su igerisinde bekletilmistir. 10 mL O-Lipozom, CH-Lipozom ve GUA-CH-Lipozom
diyaliz torbalarina koyulmustur. Diyaliz torbalar1 90 mL pH 7,4 fosfat tamponlu salin
(PBS) cozeltisi igeren balonlara koyulmustur. Balonlar 37°C sicakliga ve 100 rpm
calkalama hizina ayarlanarak sicaklik programli calkalayiciya yerlestirilmistir ve 5 sa
boyunca her 30 dk da bir balonlardan 6rnek alinip siselere PBS ¢ozeltisi eklenmistir.
Orneklerin absorbansi 360 nm’de UV-GB spektrofotometresinde okunmustur. Ortama
salinan galangin miktari, standart galangin ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan kalibrasyon

grafigi kullanilarak hesaplanmistir (Briuglia vd., 2015; Panwar vd., 2010).

3.2.10. ila¢ salim kinetigi

Lipozomlarin galangin salim mekanizmasini belirlemek i¢in in vitro salim ¢alismasindan
elde edilen veriler ¢esitli ilag salim kinetik modelleri kullanilarak islenmistir. Salim
verileri Korsmeyer-Peppas, Hixson-Crowell, Higuchi, sifirinci dereceden ve birinci

dereceden kinetik modellerine uydurulmustur (Solanki vd., 2020).

Stifirinct derece kinetik model

Sifirmer dereceden salim kinetigi, salim hizinin ilacin konsantrasyonundan bagimsiz
oldugu ve bir ilacin tasiyici sistemden sabit salimini tanimlar (Fr ve Venkatesham, 2023).
Bu modele gore ilag seviyesi dagitim boyunca sabit kalir. Sifirinc1 dereceden ilag salim
kinetigi i¢cin model grafigi, kiimiilatif ila¢ salimina (Q) kars1 zaman (t) ile ¢izilir (Baishya,

2017; Lu ve Hagen, 2020). Sifinc1 derece kinetik model denklemi su sekildedir:

Q=0Qy +kxt (3.6)

Q: t aninda salinan ilag¢ miktar1, Qo: baslangi¢ ilag miktari, t: zaman, k: salim sabiti
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Birinci derece kinetik model

Birinci dereceden salim kinetigi, salim hizinin ilacin konsantrasyonuna bagli oldugu bir
tastyict sistemden ila¢ salimini tanimlar (Fr ve Venkatesham, 2023). Bu modele gore ilag
salim hiz1 ilacin konsantrasyonu ile dogru orantilidir, konsantrasyon arttik¢a ilag salim
hiz1 artar. Birinci dereceden ilag salim kinetigi i¢cin model grafigi kalan ilacin
logaritmasina (%) karst zaman (t) ile ¢izilir (Baishya, 2017; Lu ve Hagen, 2020). Birinci
derece kinetik model denklemi su sekildedir:

/g, =1—eHx0 (3.7)

Q: t aninda salinan ilag¢ miktar1, Qo: baslangi¢ ila¢ miktari, t: zaman, k: salim sabiti
Higuchi kinetik modeli

Higuchi salim kinetigi, ilaglarin kat1 bir dozaj formundan salinimini zamana bagl bir
siirecin karekokii olarak tanimlar (Fr ve Venkatesham, 2023). Bu modele gore serbest
birakilan ilag konsantrasyonu zamanin karekokii ile artar (Trucillo, 2022). ilag difiizyon
ve ¢Oziinme yoluyla salinabilir (Ekenna ve Abali, 2022). Higuchi modeli kat1 bir ilacin
graniiler bir matristen salinmasi, ¢evredeki sivinin es zamanl olarak niifuz etmesini,
ilacin ¢0ziinmesini ve ilacin interstisyel kanallar veya gozenekler yoluyla disar1 sizmasini
icerir (Singhvi ve Singh, 2011). Higuchi ilag salim kinetigi i¢in model grafigi kiimiilatif
ilag salimima (Q) kars1 zamanin karekokii (t) ile ¢izilir (Baishya, 2017; Lu ve Hagen,
2020). Higuchi kinetik model denklemi su sekildedir:

Q:kxtl/z

(3.8)

Q: t aninda salinan ilag¢ miktar1, Qo: baslangi¢ ilag miktari, t: zaman, k: salim sabiti
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Korsmeyer-Peppas kinetik modeli

Polimerik bir sistemden ila¢ salimin1 zamanin bir fonksiyonu olarak, fraksiyonel ilag
salimi olarak tanimlar (Singhvi ve Singh, 2012; Trucillo, 2022). Korsmeyer-Peppas ilag
salim kinetigi i¢in model grafigi log kiimiilatif % ila¢ salimina kars1 log zaman ile ¢izilir
(Baishya, 2017; Lu ve Hagen, 2020). Grafigin egimi ‘»’ ila¢ salim mekanizmasini
gosterir. n degeri 0,45 ise diflizyon salim1 ya da Fickian salimidir, zamanin karekdkiine
baghdir. 0,45 < n < 0,89 ise Fickian olmayan salimdir, difiizyon ve sismedir, zamana
baglhdir, birinci derecedendir. n > 0,89 ise salim sisme kontrolliidiir, zamandan
bagimsizdir ve sifirinct dereceden Vaka II tasimasidir (Ekenna ve Abali, 2022).

Korsmeyer-Peppas kinetik model denklemi su sekildedir:

Q, _ n
fg, =t (3.9)

Q: t aninda salian ila¢ miktari, Qo: baslangi¢ ilag miktari, t: zaman, k: salim sabiti, n:

diflizyonel salim {iissii (ilag salim mekanizmasini gdsterir)
Hixson-Crowel kinetik modeli

Hixson ve Crowell salim kinetigi, kat1 bir dozaj formundan ila¢ salim hizinin, ilag
partikiillerinin yiizey alan1 ve dozaj formunda kalan ilag miktarinin kiip kokii ile iligkili
olmasi ile tanimlanir (Fr ve Venkatesham, 2023). Bu modele gore ilag salim hiz1 difiizyon
ile degil partikiil ¢oziinme hizi ile sinirhidir. Hixon-Crowel salim kinetigi i¢in model
grafigi zamana kars1 kalan ilag¢ yiizdesinin kiip kokii ile ¢izilir (Ekenna ve Abali, 2022).
Hixson-Crowel kinetik model denklemi su sekildedir:

1
¢ 3/1/3 =kXxt (3.10)

0

Q: t aninda salinan ilag¢ miktar1, Qo: baslangi¢ ilag miktari, t: zaman, k: salim sabiti
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3.2.11. In vitro gastro-intestinal sindirim ¢alismasi

Lipozomlarin gastro-intestinal sindirim kosullarinda galangin salim davranisin
belirlemek i¢in ardisik in vitro gastro-intestinal sindirim c¢aligmast gergeklestirilmistir.
Mide sindirimi i¢in 20 mL O-Lipozom, CH-Lipozom, GUA-CH-Lipozom ve kontrol
olarak 9,5 mg/mL galangin ekstrakti balonlara koyularak ve iizerlerine 20 mL SGF
eklenmistir. 37°C’de 100 rpm’de 2 sa boyunca sicaklik programli calkalayicida
karistirilmistir. 0-120 dk boyunca 6rnek alinip, siselere SGF eklenmistir ve 6rnekler buz
kasetleri igeren soguk su banyosuna yerlestirilerek sindirim reaksiyonu durdurulmustur.
Daha sonra deney tiipleri 30 dk 6000 rpm’de santrifiijlenmistir. Bagirsak sindirimi igin
mide sindirimi sonunda siselere 40 mL SIF eklenerek bagirsak sindiriminde
gerceklestirilen islemler gergeklestirilmistir. 240 dk boyunca 30 dk araliklarla toplanan
santrifiigatlarin absorbans1 360 nm’de UV-GB spektrofotometresinde o6l¢iilmiistiir.
Standart galangin ¢ozeltisi kullanilarak ¢izilen kalibrasyon grafigi ile Orneklerdeki

galangin konsantrasyonu belirlenmistir.
3.2.12. Biyoerisilebilirlik ¢alismasi

Simiile gastro-intestinal ortamda galanginin biyoerisilebilirliginin belirlenmesi i¢in in
vitro sindirim ¢alismasindan sonra toplanan drneklerler kullanilmistir. Ornekler 30 dk
boyunca 6000 rpm’de santrifiijlenmistir. Toplanan siipernatantin biyoaktif bilesigin
¢ozlindiigii misel fraksiyonu oldugu varsayilmistir. Siipernatantin absorbanst UV-GB
spektrofotometresi ile 360 nm’de dl¢tilerek standart galangin kalibrasyon egrisi ile misel
fazindaki galangin miktar1 belirlenmistir. Galanginin biyoerisilebilirligi Esitlik 3.11 ile
hesaplanmistir (Altin vd., 2018; Maria Leena vd., 2020; Tan vd., 2014).

. . . T _ GAmisel
Biyoerisilebilirlik (%) = A x 100 (3.11)
toplam

GAmisel: misel fazindaki galangin miktar1 (mg), GAtoplam: lipozomlarda (O-Lipozom, CH-
Lipozom, = GUA-CH-Lipozom) bulunan toplam galangin = miktar1 (mg)
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3.2.13. Depolama stabilitesi

Lipozomlarin stabilite ¢aligmas1 10 mL O-Lipozom, CH-Lipozom, GUA-CH-Lipozom
28 gilin boyunca +4°C’de buzdolabinda, -24°C’de buzdolabinda ve oda sicakliginda
bekletilerek gerceklestirilmistir. 0.giin olarak kabul edilen baslangi¢ giiniinde, 1, 7, 14 ve
28. giinlerde depolanan lipozomlardan Ornekler alinarak, 6000 rpm’de 2 sa
santrifiijlenmis ve enkapsiilasyon etkinligi UV-GB spektrofotometresi ile belirlenmistir.
Standart galangin ¢ozeltisi kullanilarak ¢izilen kalibrasyon grafigi ile Orneklerdeki

galangin konsantrasyonu belirlenmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. A. officinarum Ekstraktinda Bulunan Fenolik Maddelerin Analizi

A. officinarum ekstraktinda bulunan fenolik maddelerin belirlenmesi i¢in gergeklestirilen

HPLC-DAD analizi sonucunda elde edilen kromatogram Sekil 4.1°de verilmistir.

1400 -
1200 -
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% 800 - Galangin
g 600 -
<
=
400 -
200 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ot
0 5 10 15 20 25 30 35
Zaman (dk)

Sekil 4.1. 4. officinarum ekstraktinin HPLC-DAD kromatogrami

HPLC kromatogramina gore alikonma zamani 32,61 dk olan bilesenin galangin oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.1). Galangin miktar1 standart galangin ¢ozeltisiyle hazirlanan

kalibrasyon egrisi ile belirlenmistir.

Cizelge 4.1. A. officinarum ekstraktinin HPLC analizi verileri

Fenolik Alkonma Kalibrasyon R? LOD LOQ Miktar
bilesen zamani (dk) denklemi (mg/L) (mg/L) (mg/g)
Galangin 32,61 y=52,487x - 3,4043 0,9994 0,0114 0,0380 11,5694
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HPLC kromatogramina gore en siddetli pik galangine aittir ve 4. officinarum ekstraktinin
ana bileseni galangindir. HPLC analizi sonucunda, 4. officinarum ekstraktinda bulunan

galangin miktar1 11,5694 mg/g olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.1).

Tao vd. (2006), calismalarinda on iki farkli bdlgeden toplanan A. officinarum rizomlarinin
biyoaktif flavonoid icerigini belirlemek i¢in rizomlardan metanol ekstrakti hazirlayarak
HPLC analizi gerceklestirmislerdir. 4. officinarum rizomlarinin metanol ekstraktinin
HPLC analizi sonucunda her ekstraktta galangin ve 3-O-metil galangin olmak tizere iki
bilesen tespit edilmistir. Galangin miktar1 ekstrakttaki 3-O-metil galangin miktarindan
yaklasik on kat fazla bulunmustur; analiz edilen tim 6rneklerde galangin igerigi 2,63-
11,6 mg/g arasinda degisirken, 3-O-metil galangin igerigi 0,240-1,13 mg/g arasinda
degismistir. Bu sonuglara gore galangin A. officinarum rizomlarinin metanol ekstraktinin

temel bilesenidir.

Fang vd. (2018) A. officinarum rizomlarmin etil asetat ekstraktindaki antioksidan
bilesiklerin goriintiilenmesi icin DPPH-HPLC analizi gerceklestirmislerdir. Buna gore
ekstraktlara DDPH reaktifi eklenerek ve eklenmeden HPLC analizi yapilmistir. Analiz
sonunda HPLC kromatograminda iki temel bilesen piki vardir ve DPPH reaktifinin
eklenmesiyle bu bilesenlerin pikleri neredeyse yok olmustur. Buna gore bu pikler A.
officinarum etil asetat ekstraktinin antioksidan aktivitesinden sorumlu olan bilesiklerdir.
HPLC kromatogramina gore iki bilesenden birinin piki digerinden yaklasik 2 kat daha
siddetlidir. Bu iki pik hedeflenerek yiiksek hizli kars1 akim kromatografisi (HSCCC) ile
ayrilmistir. Sonug olarak, sirastyla %99,3 ve %98,5 saflikta 107 mg bilesik I ve 29 mg
bilesik II, 270 mg A. officinarum etil asetat ekstraktindan HSCCC ile tek adimda ayrilmis
ve saflastirilmigtir. Saflastirilan iki bilesigin yapis1t ESI-MS, '"H NMR ve 3C NMR ile
aydinlatilmistir. Buna gore bilesik I galangin, bilesik II kamferiddir, galangin A.

officinarum etil asetat ekstraktinin temel bilesenidir.

Jiao vd. (2019), calismalarinda on bes farkli bolgeden toplanan A. officinarum
rizomlarinin etanol ekstraktinin (%95) HPLC analizi sonucunda, ekstraktin galangin,
galangin-3-metil eter, pinobaksin, kamferid-4-metil eter, 5-hidroksi-1-fenil-7-(4-

hidroksifenil)-3-heptanon, 7-(4-hidroksifenil)-1-fenil-4-hepten-3-on, 5-hidroksi-7-(4-
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hidroksi-3-metoksifenil)-1-fenil-3-heptanon,  7-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1-fenil-4-
hepten-3-on, 5-hidroksi-1,7-di fenil-3-heptanon igerdigini belirlemislerdir. HPLC
kromatogramlar1 incelendiginde ise en siddetli pikin galangine ait oldugu goriilmektedir.
Bu dogrultuda farkli bolgelerden toplanmis olsalar da A. officinarum etanolik
ekstraktlarinin ana bileseni galangindir ve galangin miktarinin 5,46 ile 13,14 mg/g

araliginda degismektedir.

Lin vd. (2020), A. officinarum etanol ekstraktinin (%80) LC-MS/MS analizi sonucunda
ekstraktin kamferid, 3-metil galangin ve galangin olmak {izere {i¢ temel bilesen ig¢erdigini
ve kromatogramda bu bilesenlerden en siddetli pike ve dolayisiyla en yliksek
konsantrasyona galanginin sahip oldugunu belirtmislerdir. Pirzadeh vd. (2021), 4.
officinarum rizomlarimin hidroalkolik (%40 etanol) ekstraktinin HPLC analizi sonucunda
ekstraktin kamferol, kuersetin ve galangin i¢erdigini ve galangin miktarinin 5,8 mg/g
oldugunu belirlemislerdir. Li vd. (2021), 4. officinarum’nun %95 etanolik ekstraktinin
ana bileseninin galangin oldugunu bildirmistir. Lee vd. (2017), A. officinarum
ekstraktinin temel bilesenin galangin oldugunu ve miktarinin 1,69 mg/g oldugunu

bildirmislerdir.

Wang vd. (2022), gelistirdikleri HPLC-DAD-CAD metodu ile 4. officinarum metanol
ekstraktinda dort diarilheptanoid; 5-hidroksi-7-(4-hidroksifenil)-1-fenil-3-heptanon, 5-
hidroksi-7-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1-fenil-3-heptanon, 5-metoksi-1,7-difenilheptan-
3-on, S5-hidroksi-1,7-difenil-3-heptanon ve dort flavonoid; pinocembrin, galangin,

kampferid-4'-metil eter, galangin-3-metil eter belirlemislerdir.

Yukarida verilen ¢alismalar incelendiginde, kullanilan ¢oziicli ve ekstraksiyon teknigi
degisse bile her A. officinarum ekstraktinda galangin tespit edilmistir. Buna ek olarak her
ekstraktin temel bilesenin galangin oldugu ve en yiiksek konsantrasyonda bulundugu
belirtilmistir. Bu dogrultuda elde edilen sonuglar literatiirdeki pek ¢ok benzer ¢aligsma ile

uyumludur.
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4.2. Spektroskopik Analizler

A. officinarum ekstraktinin spektroskopik analizleri sonucunda elde edilen verilen ¢izelge
4.2.°de verilmistir. Buna gore A. officinarum ekstraktinin toplam fenolik madde icerigi
113, 6100 + 3,2854 GAE/g, toplam antioksidan kapasitesi 28,8121 = 0,0074 mg TE/g ve
toplam flavonoid igerigi 5,7593 + 0,0644 mg QE/g olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.2. A. officinarum ekstraktinin spektroskopik analiz sonuglari

Folin-Ciocalteu ABTS Toplam Flavonoid
(mg GAE/g ornek) (mg TE/g 6rnek) (mg QE/g ornek)
113,6100 + 3,2854 28,8121 +£0,0074 5,7593 + 0,0644

Dou vd. (2010), A. officinarum metanol ekstraktinin etil asetat, aseton-metanol ve
metanol ile fraksiyonlarinin toplam fenolik madde igerigini belirlemislerdir. Buna gore
fenolik madde igerigi sirastyla aseton-metanol fraksiyonu > etil asetat fraksiyonu >
metanol fraksiyonu > ham metanol ekstrakti (221,36 + 2,79 > 139,55 + 0,58 > 128,94 +
1,67 > 98,64 + 1,35 mg GAE/g) seklindedir. Xia vd. (2010), A. officinarum etanol
ekstraktinin (%70) 359,6 £ 6,1 mg GAE/g fenolik madde ve 289,9 + 5,3 mg RE/g

flavonoid igerdigini belirtmistir.

Lin vd. (2015), 4. officinarum metanolik ekstraktinin, 4927,8 + 101,1 mg GAE/100 g
fenolik madde ve 593,2 + 22,2 mg QE/100 g toplam flavonoid igerdigini, su ekstraktinin
ise 1354,3 23,1 mg GAE/100 g toplam fenolik madde ve 59,1 +0,5 mg QE/100 g toplam
flavonoid icerdigini ve etil asetat ekstraktinin 1834,7 + 211,9 mg GAE/100 g toplam
fenolik madde ve 221,4 + 67,1 mg QE/100 g toplam flavonoid igerdigini bildirmislerdir.

Krishnaveni vd. (2017), 4. officinarum rizomlarinin toplam fenolik madde iceriginin 33,0
+ 0,00 mg/g, flavonoid igeriginin 2,00 + 0,00 mg/g ve toplam antioksidan kapasitesinin
18,00 + 2,12 mg/g oldugunu bildirmislerdir. Zhang vd. (2017), A. officinarum su
ekstraktinin 5,20 + 0,14 mg GAE/g fenolik bilesik, 14,38 + 1,67 mg QE/g flavonoid
icerdigini bildirmislerdir.
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Antioksidan aktivite bitkinin yapisinda bulunan ¢esitli bilesenlerden kaynaklanir. Bu
bilesenlerden en fazla katkiy1 saglayan ise fenolik bilesiklerdir (Muflihah vd., 2021). Bu
katkinin temel nedeni dncelikle fenolik hidroksil gruplaridir (Carocho ve Ferreira, 2013).
Fenolik hidroksil gruplarinin ¢oklugu antioksidan aktiviteyi arttirir. Bunun yani sira
flavonoid yapisinin C halkasinin 4 pozisyonunda okso grubunun varligi, C halkasinin 2-
3 pozisyonunda bir ¢ift bagin varlig1 ve elektron delokalizasyonu antioksidan aktiviteye

katk1 saglar (Bubols vd., 2013).

Galanginin flavonoid halkasinda yer alan 3 (C halkas1), 5 ve 7 pozisyonunda (A halkasi),
olmak tizere ii¢ hidroksil grubu, 4 pozisyonunda okso grubu (C halkasi) ve C halkasinin
2 ve 3 pozisyonunda bir ¢ift baga ve elektron delokalizasyonuna sahip olmasi yliksek

antioksidan aktivitesini yapisal olarak agiklamaktadir.

Literatiirde siklikla antioksidan kapasite ile toplam fenolik madde ve toplam flavonoid
iligkisi ele alinmistir. Muflihah vd. (2021), calismalarinda antioksidan kapasite, toplam
fenolik madde ve toplam flavonoid arasindaki iliskiyi incelemislerdir. Calisma sonucuna
gore antioksidan aktivite ile toplam fenolik madde arasinda daha giiglii bir korelasyon
elde ederek, bitkilerin antioksidan kapasitesi ile toplam fenolik madde arasinda toplam

flavonoidden daha giiclii pozitif iliski oldugunu ortaya koymuslardir.

Nur vd. (2019) da g¢aligmalarinda toplam fenolik maddenin ve toplam flavonoidin
antioksidan kapasite lizerindeki etkilerini incelemislerdir. Antioksidan kapasite ile toplam
fenolik madde arasinda giiclii bir korelasyon bulunurken, toplam flavonoidle
bulunamamistir. Literatiir incelendiginde de toplam fenolik maddenin artisiyla
antioksidan kapasitede artis gozlenmektedir (Olajire ve Azeez, 2011; Sant’Ana vd., 2014
Azieana vd., 2017; Osman vd., 2020).

Elde ettigimiz sonuglar literatiirle uyumlu olmakla birlikte, bitkinin fenolik madde icerigi,
flavonoid igerigi ve bunlarla bagintili olarak toplam antioksidan kapasitesi yetistirilme

bolgesi, ekstraksiyon prosediirii gibi faktorlerden etkilenmektedir.
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4.3. Kemometrik Analizler

Lipozomlarin ¢esitli amaclara yonelik kullaniminda verimliligini etkileyen en dnemli
faktor enkapsiilasyon etkinligidir. Enkapsiilasyon etkinligi lipozomlara yiiklenmek
istenen bilesenin yiikleme basarisin1 gosterir. Enkapstilasyon etkinliginin yiiksek olmasi
lipozomlara yiiklenen bilesenin hedeflenen amaca yonelik islevselligini basartyla yerine
getirecegenin  gostergesidir. Ancak enkapsiilasyon etkinligi lipozom {iretiminde
kullanilan yapisal bilesenlerin miktarlarindan ve hazirlama tekniginin cesitli
adimlarindan kolaylikla etkilenebilir. Bu nedenle bu faktoérlerin optimizasyonu yiiksek

enkapsiilasyon etkinligini saglamak ag¢isindan biiyiik 6nem arz etmektedir.

Maksimum enkapsiilasyon etkinligi ile lipozomlarin iiretilmesi i¢in lipozom iiretim
parametreleri RSM-CCD kullanilarak optimize edilmistir. Optimizasyon ig¢in
degiskenlerin secilmesi siirecinde literatiir incelenerek en Onemli faktorler olarak
lipozomlarin yapisal bilesenleri olan fosfatidilkolin, kolesterol, yapiya yliklenecek olan
bilesen olan Galangin ve ince film hidrasyon yonteminde 6nemli bir basamak olan

ultrasonikasyon siiresi se¢ilmistir.

Secilen degiskenler icin belirlenen seviyeler gesitli 6n denemeler sonucunda se¢ilmistir.
Buna gore PC orani (1-9 mg:mL), CHOL orani (0,2-1,8 mg:mL), Ultrasonikasyon zamani
(15-55 dk) ve GA oram (0,1-0,5 mg:mL)’dir. Degiskenlerinin en uygun kombinasyonu
lipozom iiretimi i¢in optimum kosullar1 belirlemek amaciyla arastirilmistir. En yiiksek

enkapsiilasyon etinligine sahip lipozomlari iiretmek i¢in 30 deney yapilmistir.

Deneysel ve tahmini enkapsiilasyon etkinligi yiizdeleri Cizelge 4.3’te verilmistir. 6’s1
tekrar 30 deney arasinda, deney 17 (PC orant; 1 mg:mL, CHOL orani; 1 mg:mL, Siire;
35 dk, GA orani; 0,3 mg:mL) %93,19 ile en yiiksek enkapsiilasyon etkinligine ve deney
23 (PC orani; 5 mg:mL, CHOL orani; 1 mg:mL, Siire; 35 dk, GA orani; 0,1 mg:mL)
%7,87 ile en diisiik enkapsiilasyon etkinligine sahiptir.
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Cizelge 4.3. Deneysel ve tahmini enkapsiilasyon etkinligi yiizdeleri

Enkapsiilasyon etkinligi (%)

Deney
Deneysel deger Tahmini deger
1 34,43 34,04
2 21,38 23,64
3 40,52 40,63
4 20,83 17,22
5 30,14 29,91
6 21,30 21,83
7 32,88 35,38
8 12,34 14,31
9 53,87 53,43
10 32,08 28,51
11 71,02 69,42
12 29,75 31,50
13 41,48 44,02
14 20,02 21,44
15 59,64 58,91
16 24,00 23,32
17 93,19 92,55
18 46,37 46,56
19 19,43 18,60
20 26,70 27,07
21 26,93 29,91
22 21,02 17,59
23 7,87 6,54
24 34,06 34,94
25 19,29 18,96
26 14,64 18,96
27 16,56 18,96
28 22,24 18,96
29 17,73 18,96
30 23,32 18,96
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Cizelge 4.3’te verilen tahmini ve deneysel enkapsiilasyon etkinlikleri incelendiginde
deneysel ve tahmini degerler birbirine yakindir. Bu da olusturulan deneysel dizayn
sonucunda elde edilen modelin enkapsiilasyon etkinligini tahmin etmede basarili

oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.4. Lipozom iiretimi icin ANOVA analizi verileri

Kaynak Lipozom iiretimi (R%= 0,9860)

DF SS MS F degeri p-degeri
Model 14 9676,57 691,18 75,63 <00001
Lack of fit 10 81,20 8,12 0,73 0,6887
Pure error 5 55,89 11,18

Cizelge 4.4’e gore, ikinci dereceden polinom modeli, ANOVA’dan elde edilen
0,0001°den kiiciik bir p-degeri, yanit ile onemli parametreler arasindaki gercgek iliskiyi
gosterecek niteliktedir. Model F degerinin 75,63 olmasi, modelin %95 giiven araliginda

oldugunu gostermektedir.

ANOVA analizi enkapsiilasyon etkinligi ile PC orani, CHOL orani, Ultrasonikasyon
zamani ve GA orani gibi lipozom {iretim parametreleri arasindaki iliskinin ikinci
dereceden oldugunu ve iyi bir regresyon katsayisina (R?> = 0,9860) sahip oldugunu
gostermektedir (Cizelge 4.4).

Enkapsiilasyon etkinligi i¢in ikinci dereceden denklem Cizelge 4.5.’te verilmistir.

Cizelge 4.5. ikinci derece polinom denklemi

Yanit ikinci derece polinom denklemi

Enkapsillasyon etkinligi (%) Y~ 4420~ 22:38x7 + 9,17x— 7,03x3 + 19,53x, -

3,25 x5 — 7,26 x x4 — 4,70 X, + 12,65x
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Enkapsiilasyon etkinligi agisindan, lipozom tiretiminde 6nemli faktorler (p-degeri < 0,05)

X1, X2, X3, X4, X1X2, X1X4, X2X4, X1° ve en az etkili faktorler x;x3, xox3, x3x4, x2°, x3°, x4/ dir.

PC orani, x; (p-degeri < 0,0001) ve PC oraninin karesi, x;° (p-degeri < 0,0001)
enkapsiilasyon etkinligini etkileyen en onemli faktorlerdir. PC’ler lipozomlarin ana
bilesenleridir, bu nedenle lipozom iiretimi i¢in PC oran1t CHOL, GA ve Ultrasonikasyon
zamanindan ¢ok daha Onemlidir. Maherani vd. (2012) lipozomlarin enkapsiilasyon
etkinligini en ¢ok etkileyen faktoriin lipit bilesimi oldugunu belirterek, maksimum

enkapsiilasyon etkinligi i¢in yalnizca lipit bilesimini optimize etmistir.

Optimize edilen lipozom bilesiminde ana bilesenler galangin, fosfatidilkolin ve
kolesteroldiir. Lipozomlar sadece fosfatidilkolinlerin varligiyla iiretilebilir, ancak yapisal
morfoloji, stabilite ve aktif maddeleri enkapsiile edebilmeleri i¢in gerekli olan alanlarin
olusturulmasinda en etkili degisken kolesterol olmadan maksimum aktivite ile
iiretilemezler. Bu nedenle enkapsiilasyon etkinligi agisindan etkili faktorlerin kolesterol,

galangin ve fosfatidilkolin olmasi sasirtict degildir.

Yanit yiizey analizi

Lipozom iiretim parametreleri ile enkapsiilasyon etkinligi arasindaki 6nemli etkilesimler
yanit yiizey grafikleri ile gosterilmistir. Yanit yilizey grafikleri yalnizca yanit deger
iizerinde etkili olan faktorlerin ikili etkilesimlerini gostermektedir. Buna gore yanit ylizey
grafikleri PC, CHOL ve GA oranlarinin birbirleriyle etkilesimlerini ele almaktadir. Sekil
4.2°de PC oran1 ve CHOL oraninin, Sekil 4.3’te PC oran1 ve GA oraninin, Sekil 4.4’te
CHOL oran1 ve GA oraninin enkapsiilasyon etkinligi iizerindeki etkileri ve bunlarin

birbirleriyle etkilesimleri gosterilmektedir.
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Sekil 4.2. Enkapsiilasyon etkinligine PC ve CHOL etkisi

Sekil 4.2°de verilen yanit ylizey grafigine gére hem CHOL orani hem de PC orami
enkapsiilasyon etkinligini arttirmada etkilidir. Buna gore, CHOL orani sabit tutulur ve
PC orani azaltilirsa, enkapsiilasyon etkinligi azalir. Ancak PC orani daha fazla azaltilirsa,
enkapsiilasyon etkinligi artmaya baslar. En yiiksek enkapsiilasyon etkinligi en diisiik PC
ve CHOL oraninda gozlenmektedir. Enkapstilasyon etkinliginin arttirilmasinda PC orani
olumsuz, CHOL orant ise olumlu bir etkiye sahiptir (Xiong vd., 2009). Lipozom olusumu
icin PC miktarinin ¢ok yiiksek olmasi istenmez ¢iinkii PC miktar1 arttikca olusacak
lipozomu stabilize edecek CHOL miktarinin da artmasi gerekir. CHOL molekiilleri
lipozom olusumu icin lipit molekiillerinin daha iyi paketlenmesini saglayarak

enkapsiilasyon etkinligini arttirir (Ahmed vd., 2019).
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Sekil 4.3. Enkapsiilasyon etkinligine PC ve GA etkisi

Sekil 4.3’te, PC ve GA oranin enkapsiilasyon etkinligi {izerindeki ikili etkilesimleri
verilmektedir. Buna gore GA orani sabit tutuldugunda ve PC orami azaldiginda
enkapsiilasyon etkinligi azalmakta, ancak PC oran1 daha da azaldiginda enkapsiilasyon
etkinligi artmaya baslamaktadir. En yiiksek enkapsiilasyon etkinligi en diisiik PC oranmi
ve en yiiksek GA oraninda, en diisiik enkapsiilasyon etkinligi ise en diisiik GA oran1 ve
en yiiksek PC oraninda gozlenmektedir. PC oranmin artisi enkapsiilasyon etkinligini
olumsuz etkilemektedir ve enkapsiilasyon etkinligi arttirmak icin yiiksek bir PC orani
istenmemektedir (Xiong vd., 2009). Ayrica, PC oranindaki artig, lipozom olusumunda
istenmeyen bir durum olan daha biiylik boyutlu lipozomlarin olusmasina katkida
bulunmaktadir (Hashemi vd., 2018). Bu nedenle istenilen yiiksek enkapsiilasyon
etkinligine sahip lipozomlarin iiretilmesi i¢in diisik PC orant ve yiiksek GA orani

kullanilmalidir.
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Sekil 4.4. Enkapsiilasyon etkinligine CHOL ve GA etkisi

Sekil 4.4’te, CHOL ve GA oranin enkapsiilasyon etkinligi tizerindeki ikili etkilesimleri
verilmektedir. CHOL oranm1 ve GA orant enkapsiilasyon etkinligini esit oranda
etkilemektedir ve birbirleri ile zit etkiye sahiptirler. CHOL oran1 sabit tutulup GA orani
arttirlldiginda enkapsiilasyon etkinligi diismekte, ancak GA orani sabit tutulup CHOL
orani arttirildiginda ise enkapsiilasyon etkinligi artmaktadir. En yiliksek enkapsiilasyon
etkinligi en yiiksek CHOL orani ve en yliksek GA oraninda gzlenmektedir. Lipozomun
bilesimindeki CHOL miktarindaki artig, yapinin daha kati1 hale gelmesine neden olur
(Refaat vd., 2021). Yiiksek sertlik ile lipit ¢ift tabakanin gecirgenligi azalir ve ilag sizintisi
Onlenir, bu da yiiksek enkapsiilasyon etkinligi ile sonuglanir. CHOL molekiilleri,
lipozomlarin lipit ¢ift tabakasinin orta bolgesinde hidrofobikligi arttirarak lipit zincirleri
arasinda bosluklara neden olur. Bu da hidrofobik molekiillerin lipit ¢ift tabakasindaki
bosluklara hapsedilmesini kolaylastirir ve enkapsiilasyon etkinligini arttirir (Deniz vd.,
2010). GA hidrofobik bir molekiildiir ve GA’nin enkapsiilasyon etkinligi CHOL oraninin
artmastyla artmistir.
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Lipozom iiretim kosullarinin optimizasyonu
Cizelge 4.6’da lipozom {iretimi i¢in optimum kosullar gosterilmektedir. Lipozom tiretimi
icin optimum kosullar su sekildedir; PC oran1 1,50 mg:mL, CHOL oran1 0,88 mg:mL,

Ultrasonikasyon zamani 24,73 dk ve GA orani1 0,19 mg:mL’dir.

Cizelge 4.6. Lipozom iiretimi i¢in optimum kosullar

Optimum lipozom iiretim kosullar

PC orani CHOL oranm Ultrasonikasyon GA oranm
(mg:mL) (mg:mL) zamani (dk) (mg:mL)
1,50 0,88 24,73 0,19

Cizelge 4.7°de lipozom iiretimi i¢in tahmini ve deneysel yanit gosterilmektedir. Optimum
kosullarda tahmini enkapsiilasyon etkinligi %93,77, optimum kosullar altinda elde edilen
deneysel enkapsiilasyon etkinligi yiizdesi ise %93,77 £ 0,05’tir. Bu sonug, deneysel yanit
ile 6ngoriilen yanitin uyumlu oldugunu gostermektedir. Bu uyum, modelin gecerliligini
%95 giiven araliginda dogrulamaktadir. Dolayisiyla, CCD modeli lipozom iiretimi i¢in

maksimum enkapsiilasyon etkinligini tahmin etmede dogru ve giivenilirdir.

Cizelge 4.7. Lipozom iiretimi i¢in tahmini ve deneysel degerler

Yamt Maksimum degerler

Tahmini Deneysel

Enkapsiilasyon etkinligi (%)
93,77 93,77 £ 0,05
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Optimizasyon c¢aligsmalar1 sonucunda elde edilen %93,77 + 0,05 deneysel enkapsiilasyon
etkinligi, ince film hidrasyon yontemi ile hazirlanan lipozomlar i¢in nispeten yiiksek bir
degerdir. Cilinkii diisiikk enkapsiilasyon etkinligi ince film hidrasyon ydnteminin bir
dezavantaj1 olarak goriilmektedir. Ancak bu goriisiin aksine, birgok yazar galangin gibi
lipofilik bilesenler i¢in durumun bdyle olmadigini bildirmistir. Zhu vd. (2018), ince film
hidrasyon yontemiyle %92,36 enkapsiilasyon verimliligine sahip galangin yiiklii
lipozomlar iiretmislerdir ve yiiksek enkapsiilasyon etkinliginin, galanginin soya
fosfatidilkolinin hidrofobik bdlgeleri ile yiliksek etkilesiminden kaynaklanabilecegini
bildirmislerdir.

Landi-Librandi vd. (2012), caligmalarinda galangin, kuersetin, mirisetin ve kampferol
gibi lipofilik bilesenleri soya fosfatidilkolin-kolesterol ve soya fosfatidilkolin-kolesterol
etil eter igeren lipozomal sistemlere enkapsiile etmistir. Galanginin enkapsiilasyon
etkinligi %60-80 ve %80-95 araliginda bulunmustur. Galangin, bu bilesenler arasinda en
yiiksek enkapsiilasyon etkinligi ile lipozomlara yiiklenmistir. Landi-Librandi vd. (2011),
yaptiklar1 bir baska ¢alismada ayni bilesenleri kullanarak lipozomal sistemler tiretmis ve
benzer bir sonuca ulasarak galangin igeren lipozomlarin en yiiksek enkapsiilasyon
etkinligine sahip oldugunu, en hidrofilik bilesen olan mirisetinin ise en disiik
enkapsiilasyon etkinligine sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu c¢alisma sonucunda
enkapsiilasyon etkinliginin sebebinin en lipofilik bilesen olan galanginin lipozomlarin
hidrofobik bolgeleri ile etkilesiminin daha az lipofilik ve hidrofilik bilesenlere gore daha

yiiksek olmas1 oldugunu belirtmislerdir.

Bu ¢alismada elde edilen yiiksek enkapsiilasyon etkinligi diger ¢caligsmalarla uyumlu olup,
galanginin etkin kullaniminda en biiylik dezavantaj olan yiiksek lipofilikligin lipozomlara
hapsedilmesi i¢in bir avantaj oldugunu da gostermektedir. Yanit ylizey grafikleri
incelendiginde de galangin miktar1 arttikca enkapsiilasyon etkinliginin arttig1
gozlemlenmistir. En yliksek enkapsiilasyon etkinliginin en yiiksek galangin
konsantrasyonunda elde edilmesi kolesteroliin lipozomlarin hidrofobik boélgelerininin
aktivitesini arttirmasi ile olduk¢a hidrofobik bir bilesen olan galanginin en yiiksek aktivite

ile bu bolgelere yerlesmesi ile sonuclanmaigtir.
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4.4. Lipozomlarin Karakterizasyonu

Lipozom formiilasyonlarmnin boyutlari, hidrodinamik ¢aplari, zeta potansiyelleri ve

polidispersite indeksi Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8. Lipozomlarin hidrodinamik ¢ap verileri

O-Lipozom CH-Lipozom GUA-CH-Lipozom

?id;()dinamik ¢ap 23440+ 113,4 245,70 + 2493 567,00 = 113
nm

O-Lipozomun hidrodinamik ¢ap1 234,4 + 113,4 nm, CH-Lipozomun 245,7 + 249,3 nm
ve GUA-CH-Lipozomun 567 + 113 nm’dir. O-Lipozom, biiyiik unilamellar vezikiildiir
(LUV). O-Lipozomun ilk katman olarak kitosan ile kaplanmasi ortalama hidrodinamik
capta kiiciik bir artisa neden olurken, ikinci katman olarak arap zamki ile kaplanmasi
bliylik bir artisa neden olmustur. Hidrodinamik ¢aptaki bu artig lipozomlarin kitosan ve
gam arabik ile basartyla kaplandiginin gostergesidir. Benzer sekilde Bonechi vd. (2021),
caligmalarinda kitosan ve hyaliironik asit ile kapladiklar1 lipozomlarinin hidrodinamik
caplarinda artis gozlemlemislerdir ve bu artisin sebebinin lipozomlarin yiizeyindeki
kitosan ve hyaliironik asidin varliginin kanit1 olarak nitelendirmislerdir. Ayrica kaplama
ile hidrodinamik ¢aptaki bu artigin nedeni kitosan ve arap zamkinin su igerisinde zamanla
sigserek lipozom yapisini genisletmesi ve agregasyonun meydana gelmesidir. Agregasyon
olgusunu Madrigal-Carballo vd. (2010) ellagik asit yiiklii kitosan-dekstran siilfat kapl
lipozomlarinda gozlemlemislerdir. Ellagik asit yiiklii lipozomlar1 (300 nm) kitosan ile
kaplarken 3000 nm’den biiyiik agregatlar1 gdzlemlemislerdir. Lipozomlar kitosandan
sonra dekstran siilfat tabakast ile kaplandiginda tekrar agregat olusumunu
gozlemlemislerdir. Buna gore iki ylizey temas ettiginde, araylizeyde cift elektrik ytki
tabakas1 olusur ve ardindan elektriksel ¢ift tabaka boyunca elektron transferinden
kaynaklanan ¢ekici kuvvet nedeniyle yapisma gelisir ve sonugta partikiillerin toplanarak
agregatlarin olusmasina yol agar. Mevcut ¢alismada ¢ok yiiksek oranda agregasyon

gozlemlenmese de hidrodinamik ¢aptaki iki kattan fazla artig agregasyonun gostergesidir.
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Cizelge 4.9. Lipozomlarin boyut verileri

O-Lipozom CH-Lipozom GUA-CH-Lipozom

Boyut (nm) 485,50 £ 128,41 208,05 £ 73,04 266,60 + 8,49

Lipozomlarin morfolojisi FE-SEM teknigi ile degerlendirilmistir. Sekil 4.5 lipozom

formiilasyonlarinin FE-SEM goriintiilerini gostermektedir.
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ScanSpeed=1 o WO Zimm  ScnSpeed=é

Mgz N0KX  enr= 3004V Signal A # inLens : - Signel A » inLens AtoBC=0f ZEISS
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Sekil 4.5. Lipozomlarin FE-SEM goriintiileri. A) Yiiklenmemis lipozom B) O-Lipozom
C) CH-Lipozom D) GUA-CH-Lipozom
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Lipozomlarin ylizey 6zelligi, homojenligi, dagilimi ve boyutu morfolojileri ile tanimlanur.
Morfoloji, ila¢ tasiyicilarinin uygulama alanlar1 ve hedef bolgeleri olarak lipozomlarin
cesitli 6zelliklerinin gelistirilmesi ve modifikasyonu ile dogrudan iliskilidir (Zhang vd.,
2019). Lipozomlarin boyutu, lipozomlarin kullanim amaci, hedefleri ve c¢evresel
davraniglar1 gibi bircok acidan Onemli bir rol oynamaktadir. Lipozomlarin
hazirlanmasinda ince film hidrasyon yontemi kullanilmistir ve bu yontemin en biiyiik

dezavantajlarindan biri biiyiik boyutlu lipozomlarin olugmasidir (Maja vd., 2020).

Sekil 4.5 a’ da gosterilen Kor lipozom neredeyse kiiresel bir sekle sahiptir ve gercek
boyutu 288,90 = 78.91 nm olarak belirlenmistir. Kor lipozom aglomere olmus ve
lipozomlar yiizeye gémiilmiis gibi goriinmektedir ve diizenli bir yapiya sahip degildir.
Sekil 4.5 b’de gosterilen O-Lipozom kiiresel, diizenli bir yapiya sahiptir ve gercek boyutu
485,5 £ 128,41 nm olarak belirlenmistir. Sekil 4.5 c¢’de gosterilen CH-Lipozomu hafif
kiiresel bir sekle sahiptir, aglomere oldugu ve homojen bir dagilima sahip olmadig1 i¢in
yapist diizenli degildir ve gercek boyutu 208,05 = 73,04 nm olarak belirlenmistir. O-
Lipozomun CH ile kaplanmasi, diizensiz yapida olmasina ragmen boyutta bir kiictilme
ile sonuclanmigtir. Sekil 4.5 d’de gosterilen GUA-CH-Lipozom ise genel olarak diizenli
bir yapiya ve kiiresel bir sekle sahiptir ve gercek boyutu 266,60 + 8,49 nm olarak
belirlenmistir. CH-Lipozomun GUA ile kaplanmasi yapiy1 daha diizenli ve homojen hale

getirmistir.

Bunlara ek olarak, yukarida bahsedilen boyut dl¢timiinde kullanilan DLS teknigi, boyut
Ol¢iimiinii etkilemek i¢in hidrodinamik ¢ap 6l¢limiinii ve sulu ortam1 kullanir. FE-SEM
ile belirlenen boyut ile DLS ile belirlenen boyut arasindaki farkin nedeni bu olsa da FE-
SEM ile belirlenen boyut daha dogru sonuglar vermektedir. Lipozom formiilasyonlari
morfolojileri  degerlendirilmeden oOnce liyofilize edilmistir. Bununla birlikte
liyofilizasyonun lipozomal formiilasyonlarin sekillerinde bozulmalara neden oldugu da

goriilmektedir.
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Cizelge 4.10. Lipozomlarin zeta potansiyel verileri

O-Lipozom CH-Lipozom GUA-CH-Lipozom

Zeta potansiyeli 48+ 7 +40+ 5 6+4
(mV)

Zeta potansiyel degeri, lipozomlarin stabilitesinde ve hiicre zarindan adsorpsiyonunda
onemli bir faktdrdiir (Rasmussen vd., 2020). Lipozomlarin zeta potansiyeli -30 mV’den
daha negatif ise anyonik, +30 mV’den daha pozitif ise katyonik ve -10 mV ile +10 mV
arasinda ise notraldir (Wang vd., 2020).

O-Lipozomun zeta potansiyeli -48 £ 7 mV’dir ve anyonik lipozomdur. Negatif zeta
potansiyeli, lipozomun duvar malzemesi olarak negatif yiiklii L-a-Fosfatidilkolin
kullanilmasi nedeniyle beklenildigi gibidir. CH-Lipozomun zeta potansiyeli +40 + 5
mV’dir ve katyonik bir lipozomdur. Negatif yiiklii lipozomun CH ile kaplanmasiyla zeta
potansiyel degeri -48 + 7 mV’den +40 + 5 mV’ye kaymuistir. Bu zeta potansiyeli CH’nin
pozitif yiiklii dogasindan kaynaklanmaktadir. GUA-CH-Lipozomun zeta potansiyeli -6 +
4 mV’dir ve nétr bir lipozomdur. Pozitif yiiklii CH-Lipozomun negatif yiiklii GUA ile
kaplanmasiyla zeta potansiyel degeri +40 = 5 mV’den -6 £ 4 mV’ye degismistir.
GUA’nin hidrofilik olmasina ragmen, amfifilik bir polisakkarit omurgaya sahip olmasi

ile CH nin yiiksek pozitif zeta potansiyeli birlestiginde ndtral lipozomlar elde edilmistir.

Negatif ve pozitif zeta potansiyeline sahip lipozomlar pH’a bagimhdir ve cesitli
ortamlarda kullanimi kisithdir, ancak nétr lipozomlar ¢gevresel pH’ye bagli olarak tam
yiik degisimi gosterir (Wang, 2021). Bu 6zellik notr lipozomlarin ¢esitli ortamlarda
kullanimin1  arttirmaktadir.  Orne@in  yiiklii nanopartikiillerin  viicuttaki olumsuz
farmakokinetigi goéz Oniine alindiinda, klinik olarak onaylanmis nanopartikiil-ilag
formiilasyonlarinin ¢ogu, dolagim dmiirlerini uzatmak ve viicuttaki hedef dokularin ilaca
maruz kalmasini en {ist diizeye ¢ikarmak i¢in ndtral yiizey yiikiine sahiptir (Arias-Alpizar

vd., 2020; Bobo vd., 2016).
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Cizelge 4.11. Lipozomlarin polidispersite indeksi verileri

O-Lipozom CH-Lipozom GUA-CH-Lipozom

Polidispersite

0.373 + 0.035 0,389 £ 0,115 0,749 + 0,272
indeksi > >

Polidispersite indeksi partikiillerin boyut dagilimini tanimlar (Danaei vd., 2018).
Polidispersite indeksinin 0,05 ile 0,5 arasinda olmasi vezikiillerin monodispers ve
homojen oldugunu, 0,5 ile 1 arasinda olmasi ise vezikiillerin polidispers ve heterojen
oldugunu gosterir (Wen vd., 2014). O-Lipozomun polidispersite indeksi 0,373 + 0,035 ve
CH-Lipozomun 0,389 + 0,115’tir, O-Lipozom ve CH-Lipozom monodispers olup tek
boyutlu dagilim gdstermektedir. GUA-CH-Lipozomun polidispersite indeksi ise 0,749 +
0,272’dir, GUA-CH-Lipozom polidispersdir ve farkli boyutsal dagilima sahiptir.

Lipozom formiilasyonlarmin kimyasal yapilar1 FTIR ile karakterize edilmigtir. FTIR
analizi sonucunda elde edilen spektrum Sekil 4.6’da gosterilmektedir. Kor Lipozom
3363,94 cm™’de O-H gerilme bandi gostermektedir. O-Lipozom 3357,36 cm™!’de genis
bir O-H gerilme band1 gostermektedir (Perez-Ruiz vd., 2018). GA’nin kor lipozomlara
yliklenmesiyle olusan hidrojen baglar1 yogunlugu arttirirken, 3363,94 cm™’deki diisiik
yogunluklu O-H bandini 3357,36 cm™’e kaydirmistir. GA’nin bos lipozoma yiiklenmesi
yapiy1 bozmadan kiigiik degisikliklere neden olmustur. CH-Lipozom, 3223,63 cm™’de N-
H gerilme bandin1 maskeleyen genis bir O-H gerilme bandi, 2927,28 cm'’de CH’nin
karakteristik C-H gerilme bandi, 1571,10 cm™’de C-O ve C-N gerilme bantlar1, 1406,89
cm’de O-H ve C-H titregimleri ve 1014,95 cm™’de C-O gerilme band1 gosterir (Tavares
ve Norefia, 2020). GUA-CH-Lipozom, 3262,53 cm!’deki N-H gerilme bandini
maskeleyen gii¢lii bir O-H gerilme bandi, 2923,24 cm’deki C-H gerilme bandi ve
GUA’nin  karakteristik bandi olan 1014,95 cm'’deki C-O gerilme bandini
gostermektedir. CH’nin 1571,10 cm! ve 1406,89 cm!’deki karakteristik yiiksek
yogunluklu C-N germe bantlar1 1560,19 cm™ ve 1408,10 cm™’e kaymus ve yogunluklari
biiyiik 6l¢tide azalmistir. CH’nin 1571,10 cm™! ve 1406,89 cm™'*deki karakteristik yiiksek
yogunluklu C-N gerilme bantlar1 1560,19 cm™! ve 1408,10 cm™’e kaymis ve yogunluklari

bliylik 6l¢iide azalmistir. Bu durum, GUA’nin -COO" grubu ile CH’nin -NH> grubu
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arasindaki elektrostatik etkilesimden kaynaklanmaktadir (Hernandez-Fernandez vd.,
2020). Elektrostatik etkilesim katman katman biriktirme metodunda en ¢ok kullanilan
itici kuvvetlerden biridir. Buna gore polikatyon CH ve polianyon GUA arasindaki
elektrostatik  etkilesimin basariyla gerceklestirildigi FTIR  spektrumuna gore

kanitlanmistir.

Kor Lipozom

O-Lipozom

CH-Lipozom

GUA-CH-Lipozom

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalga dayis1 (cm™)

Sekil 4.6. Lipozomlarin FTIR spektrumu



4.5. In vitro Ila¢ Salim Calismasi

Lipozom formiilasyonlarinin ilag salim profili Sekil 4.7’de verilmistir. Buna gore 5 sa
sonunda, O-Lipozomun GA salimi1 %48,13 + 5,72, CH-Lipozomun %32,37 + 2,28 ve
GUA-CH-Lipozomun %23,84 + 1,82 olarak bulunmustur. O-Lipozomun kitosan ve
ardindan gam arabik ile kaplama islemi GA salimin sirasiyla yaklagik %33 ve %51°den

fazla azaltmistir.
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Sekil 4.7. Lipozomlarin ilag salim grafigi
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Jeon vd. (2015), kuersetin yiiklii kitosan-sodyum hyaliironat (HA-CH) ile kaplanmis ¢cok
katmanli lipozomlar gelistirmislerdir. Kaplanmamis lipozom, CH-Lipozom, HA-CH-
Lipozom, 3 katmanli HA-CH-Lipozom ve 5 katmanli HA-CH-Lipozom’un in vitro ilag
salim profillerini incelemislerdir. Buna gbére kaplanmamis lipozom, diger
formiilasyonlara kiyasla 24 saat icinde pH 7,4’te %50 olmak {izere nispeten hizli kuersetin
salinimi sergilemistir. CH-Lipozom’dan 24 saat sonra salinan kuersetin miktari, HA-CH-
Lipozom’dan salinan kuersetin miktarina benzerdir ve yaklasik %40’ tir. 3 katmanli HA-
CH-Lipozom ve 5 katmanli HA-CH-Lipozom’dan salinan kuersetin miktar1 ise %20’nin
altindadir. Buna gore gelistirilen formiilasyonlarda, lipozomal yiizeyde biriken ¢ift tabaka
sayisindaki artis ile kuersetinin hizli salimin1 engellenerek kontrollii salim saglanmaistir.
Bu sonuglara gore, elektrostatik etkilesimler kullanilarak lipozom yiizeyinin polimerle
modifiye edilmesinin, bir ilacin siirekli salimimin kontroliine katkida bulunabilecegi ve
farkli dis pH kosullarinda kapsiillenmis ilaclarin  sizmasmna karst  koruma

saglayabilecegini belirtmislerdir.

Lipozomlarin ilag salim hizi, lipit ¢ift tabakanin akigkanligina, dolayisiyla membran
gecirgenligine bagli olarak degisir (Li vd., 2009). Ayrica polimerler fosfolipdlerden daha
kararhdir ve ¢esitli blok yapilarinin lipit ikincil katmanina interkalasyon saglamalari,
lipitlerin oksidatif bozulmaya yatkinligin1 azaltmalar1 nedeniyle kullanilmalar
avantajlidir. Bununla birlikte, yiiklii polimerlerle kaplanmis lipozomlar elektrostatik
olarak iticidir ve kolloidal sistemlerde stabildir ayrica kaplama aktif bilesiklerin salim

hizin1 kontrol eden bir bariyer gorevi goriir (Pasarin vd., 2023).

Lipozom yiizeyinin polielektrolit biyopolimer ile kaplanmasi yiizeyde gittikce daha
yogun-kalin bir tabaka olusturarak lipozomun akiskanligin1i ve dolayisiyla lipit
membranin gegirgenligini azaltmis ve bdylece ilag salim hizin1 yavaslatmistir. Bu
sonuglar GA’nin lipozomlara enkapsiilasyonunun ve LbL kaplamasinin simiile edilmis
fizyolojik bir ortamda salimini azalttigin1 ve salimi kontrol ettigini gdstermektedir. GA
gibi biyoaktif bilesenlerin salim profilinin iyilestirilmesi, biyoyararlanimlarinin

arttiritlmasinda onemli bir faktordir.
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4.6. Ila¢ Sahm Kinetigi

O-Lipozomun, CH-Lipozomun ve GUA-CH-Lipozomun ila¢ salim kinetigi ¢aligmalarina
gore elde edilen kinetik model grafikleri ve modellere gore elde edilen regresyon

katsayilari sekil 4.8, sekil 4.9, ve sekil 4.10°de verilmistir.

Sifirinci-Dereceden Model Birinci-Dereceden Model
50 -
. *
< 40 £ 195 -
E ¢ <
e 5 ¢
30 A g
5 ¢ S 1,85 - ¢
s =
:;é 20 - * :Lé *
2 o 3 1,75 -
é" *
0 T T 1,65 T T
0 2 4 0 2 4
Zaman (sa) Zaman (sa)
Korsmeyer-Peppas Modeli Hixon-Crowell Modeli
S < 10
et < .
g <
£ 5 ]
< =
© Z 06 >
e 4 50 ]
b = .
: Hes)
E £ 04 -
i~ 2 S
=
(=7
=]
v
0,0 T 0,0 T T
0,0 0,5 0 2 4
Log zaman (sa) Zaman (sa)

Sekil 4.8. O-Lipozom kinetik model grafikleri
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Higuchi Modeli
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Sekil 4.8. O-Lipozom kinetik model grafikleri (Devam)

O-Lipozom’un ila¢ salim modeli Higuchi Modeli’dir. Higuchi salim sabiti, £’nin degeri

21,788dir.
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Sekil 4.9. CH-Lipozom kinetik model grafikleri

86



Korsmeyer-Peppas Modeli Hixon-Crowell Modeli

S 0,60 A
E L *
= < 0,50 -
»n @) *
< =
S S 040 -
5.45 A4 *
= £ 030
Hel < ) T
2 50,20 A
= S
20,10 -
3
M,
0,0 T 0,00 T T
0,0 0,5 0 2 4
Log zaman (sa) Zaman (sa)
Higuchi Modeli
35 4
-
g 30 1
g 25
zz 20 - Model R?
g 5 Sifirinci derece 0,8941
s
g 10 Birinci derece 0,9265
:3
M,
5 - Korsmeyer-Peppas 0,5259
0 : : Hixon-Crowell 0,9610
0,0 1,0 2,0 ) )
Higuchi 0,9976

Karekok zaman (sa)

Sekil 4.9. CH-Lipozom kinetik model grafikleri (Devam)

O-Lipozom’un ila¢ salim modeli Higuchi Modeli’dir. Higuchi salim sabiti, £’nin degeri

14,803 tir.

87



Sifirinci-Dereceden Model

25 ~

¢

. i 'S
g .
E
75,) 15 -
< .
3
<10 -
g
)
g
g 51

0 T T T T T

Zaman (sa)

Korsmeyer-Peppas Modeli

Log kiimiilatif GA salim1 (%)

0,0

0,0 0,5

Log zaman (sa)

Log kiimiilatif kalan GA (%)

Kiipkok kiimiilatif kalan GA (%)

2,00
1,98
1,96
1,94
1,92
1,90
1,88
1,86
1,84
1,82
1,80

0,50

0,40

0,30

0,20

0,10

0,00

Birinci-Dereceden Model

Zaman (sa)

Hixon-Crowell Modeli

Zaman (sa)

Sekil 4.10. GUA-CH-Lipozom kinetik model grafikleri
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Sekil 4.10. GUA-CH-Lipozom kinetik model grafikleri (Devam)

Buna gore GUA-CH-Lipozomun salim modeli en yliksek regresyon katsayisina sahip

olan Higuchi modelidir. Higuchi salim sabiti, £’nin degeri 10,866 dr.

Elde edilen sonuglara gore O-Lipozom, CH-Lipozom ve GUA-CH-Lipozomun salim
profili Higuchi modeli ile uyumludur. Salinan galangin miktar1 ile zaman arasinda
dogrusal bir iliski oldugu bulunmustur. Higuchi modeline gore ilag salimi difiizyon
yoluyla ger¢eklesmektedir (Gibis vd., 2016). Higuchi salim sabitleri incelendiginde O-
Lipozom i¢in k 21,788, CH-Lipozom i¢in k 14,803 ve GUA-CH-Lipozom ig¢in &
10,86°dir. Buna gore k sabiti O-Lipozomun CH ile kaplanmasi sonucunda yaklagik 1,5
kat, CH-Lipozomun GUA ile kaplanmasi sonucunda ise 2 kat azalmismistir. Lipozom
ylizeyine eklenen her bir katman Higuchi salim sabitinin degerini diisiirmiistiir, bu da
diflizyon hizinin azaldigina isaret etmektedir. Bu sonug¢ lipozomlarin CH ve GUA ile
modifiye edilmesinin galangin difiizyon hizin1 yavaglatarak salimin kontrol edilmesinde
basarili oldugunu gostermektedir. Elde edilen sonug¢lar Othman vd., (2022)’nin
gelistirdigi kurkumin yiiklii polimer kapl lipozomlarin salim davranist ile benzerdir.
Buna gore polimer kapli lipozomlarinin salim modeli Higuchi modelidir ve lipozomun
ylizeyine eklenen her bir katman ile salim sabiti £ 2 kat azalmistir. Difiizyon hizindaki bu

azalis ylizeye eklenen katmanlarin varligina baglanmistir.
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4.7. In vitro Gastrointestinal Sindirim Calismasi

Lipozomlarin gastrointestinal sistemdeki galangin salim davranisinin ve stabilitesinin
belirlenmesi i¢in in vitro simiile gastrointestinal sindirim ¢aligmas1 gergeklestirilmistir.
Kontrol olarak A. officinarum ekstrakti kullanilmistir. Lipozomlarin ve 4. officinarum
ekstraktinin in vitro gastrointestinal sindirim siirecince kiimiilatif galangin salim yiizdesi

Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11. Kiimiilatif galangin salim grafigi
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Grafige gore mide sindirimi sonunda 4. officinarum ekstrakti, O-Lipozom, CH-Lipozom
ve GUA-CH-Lipozomun kiimiilatif galangin salim oranlar1 sirasiyla %18,42 + 1,53,
%7,51 £1,06, %5,36 £ 0,63 ve %4,75 + 0,01°dir. Bagirsak sindirimi sonunda ise galangin
salim oranlar1 havlican ekstrakti i¢in %71,12 = 1,70, O-Lipozom i¢in %56,41 + 1,12, CH-
Lipozom i¢in %37,07 + 0,30 ve GUA-CH-Lipozom i¢in %10,88 £ 0,20’dir. Bu sonuglara
gore O-Lipozom galangin salimin yaklasik %21, CH-Lipozom yaklasik %48 ve GUA-
CH-Lipozom yaklasik %85 azaltmistir. Bu da gelistirilen GUA-CH-Lipozomun
gastrointestinal sistemde galangini etkili bir sekilde korudugunu gostermektedir.
Polimerler, ilaglarin gastrointestinal bariyerler boyunca yapismasini ve penetrasyonunu
arttirabilen gelismis mukoadezif 6zellikleri nedeniyle lipozom kaplamalar1 olarak tercih
edilmektedir. Yikli polimerlerle kaplanmis lipozomlar elektrostatik olarak iticidir ve
kolloidal sistemlerde stabildir; kaplama ayni zamanda aktif bilesiklerin salim hizini
kontrol eden bir bariyer gorevi goriir (Pasarin vd., 2023). Literatiirde pek ¢ok caligma
LbL yontemi ile modifiye edilmis lipozomlarin aktif bilesenleri gastrointestinal sindirim

kosullarindan basariyla korudugunu bildirmistir.

Gomaa vd. (2017) caligmalarinda antimikrobiyal peptit (McclJ25) yiikli, pektin-siit
protein izolati (WPI), WPI-pektin, pektin ve WPI kapli lipozomlar gelistirerek bunlarin
gastrointestinal sistemdeki davraniglarini incelemislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore
tim lipozomal formiilasyonlar gastrointestinal sindirime direng gostermistir.
Kaplanmamis lipozomlar gastrointestinal sistemde MccJ25’1 korumuslardir ¢linkii
lipozomlardan salinan MccJ25 miktar1 serbest MccJ25 miktarindan oldukca diisiik
bulunmustur. Anyonik lipozomlar, katyonik lipozomlara kiyasla daha az MccJ25 salimi
gostermistir. Tek katmanli kaplanmis lipozomlar, kaplanmamis formiilasyonlara kiyasla
McclJ25’e gegici koruma saglamistir. WPI-pektin kapli lipozomlar, in vitro sindirim
sirasinda MccJ25°e en iyi korumay1 sunmus ve sindirimin sonuna kadar MccJ25 salimi
diger formiilasyonlardan Onemli Olgiide daha diisiikk olmustur. Pektin-WPI kaph
lipozomlar 2 saatlik sindirimden sonra tek kaplamali lipozomlardan veya kaplamasiz
lipozomlardan 6nemli 6l¢lide daha diisiik MccJ25 salimi gostermistir. Dolayisiyla, cift
kaplamanin MccJ25’e gastrointestinal sistem boyunca koruma sagladigi sonucuna
varmiglardir. Benzer sekilde Xian vd. (2021), calismalarinda selastrol (Cel) ytiklii

lipozomlar (Cel/Lipo) ve pektin-trimetil kitosan kapli lipozomlar (Cel/PT-LbL)
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gelistirmislerdir. Serbest Cel, Cel/Lipo ve Cel/PT-LbL karsilastirildiginda hem Cel/Lipo
hem de Cel/PT-LbL Lipo siirekli ilag salim profilleri sergilemistir. SGF’deki ilk 2 saat
boyunca serbest Cel, Cel/Lipo ve Cel/PT-LbL Lipo’dan sirasiyla %5,01, %2,50 ve %2,14
oraninda Cel salinmistir. Benzer sekilde, SIF’de Cel/Lipo ve Cel/PT-LbL Lipo’dan az
miktarda Cel salinmistir; bu da polimer kaplamanin mide ya da ince bagirsaklarda ilag
salmim patlamasi etkili bir sekilde ortadan kaldirdigini gdstermektedir. Bununla
birlikte, polielektrolitlerin ¢ift kaplamasi nedeniyle, Cel/PT-LbL Lipo tiim deney siiresi

boyunca Cel/Lipo’dan daha yavas ila¢ salim profilleri sergilemistir.

Cui vd. (2021), caligmalarinda kito-oligosakkaritleri ince film hidrasyonu yoluyla
kaplanmamig lipozomlara, kitosan kapli lipozomlara ve sodyum aljinat-kitosan kapl
lipozomlara enkapsiile etmislerdir. Hazirlanan lipozomlarin in vitro simiile
gastrointestinal sistemde kito-oligosakkarit salim hizi incelendiginde gastrik sindirimde
kito-oligosakkaritlerin salimi hizlidan yavasa dogru egilim gdstermistir. 75 dakikalik
gastrik sindirimden sonra, kaplanmamis lipozom %50, 14, kitosan kapli lipozom %14,92
ve sodyum aljinat-kitosan kapli lipozom %38,22 kito-oligosakkarit salimi
gerceklestirmistir. 175 dakikalik gastrik sindirim sonunda kaplanmamis lipozom %55,02,
kitosan kapli lipozom %31,21 ve sodyum aljinat-kitosan kapli lipozom %21,13 kito-
oligosakkarit salim1 gerceklestirmistir. /n vitro simiile bagirsak sindiriminde ise sindirim
siiresi 300 dakika oldugunda, salim orani1 %82,81 + %1,73'e ulasmistir. Sindirim siiresi
150 dakikaya ulagtiginda, kitosan kapli lipozom ve sodyum aljinat-kitosan kapli lipozom
strastyla %25,44 = 1,14 ve %17,18 £ 0,63 kito-oligosakkarit salim oranlarina ulagsmaistir.
Daha sonra, bu iki lipozom arasinda kito-oligosakkarit salim oraninda 6nemli bir
degisiklik olmamistir. Bu sonuglara gore lipozomlarin bagirsak sivisindaki salim orani
mide sivisindakinden dnemli 6l¢iide daha yiiksektir. Bunun nedeni, bagirsak sivisindaki
tripsinin fosfolipitlerin dis tabakasi iizerindeki hidrolitik etkisinin lipozomlarin hidrolitik
olarak parcalanmasina ve biiyiik miktarda aktif madde salinmasina yol agmasi olabilir.
Bununla birlikte, lipozomlarin ylizeyindeki kitosan ve sodyum aljinat, bagirsak
stvisindaki tripsinin lipozomlarin dis katmanindaki fosfolipitlerle temas etmesini
onleyebilir, bdylece lipozomlarin biitiinliiglinii korur. Boylelikle ylizey modifikasyonu ile

gastrointestinal sisteme kars1 direng gosterilerek lipozomlarin stabilitesi saglanir.
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Song vd. (2023), keten tohumu yagini1 lipozomlara enkapsiile etmisler ve daha sonra
lipozom ylizeyini kitosan ve bezelya proteini izolati hidrolizati ile LbL yontemi ile
modifiye etmislerdir. Lipozomun ve modifiye lipozomun gastrointestinal sindirim
davrasin1 ve keten tohumu yagi salim oranmi incelemiglerdir. /n vitro simiile mide
sindirimi sonunda lipozomdan salinan keten tohumu yagi oran1 %11,8 iken modifiye
lipozomda %38,8’dir. In vitro simiile bagirsak sindirimi sonunda ise bu oran lipozom i¢in
%¢45,2 iken modifiye lipozom i¢in %27,1°dir. Bu sonuglara gore mide sindirimi sirasinda
lipozomlarin diisiik asidik pH’dan modifiye lipozomlardan daha fazla etkilendigi,
modifiye lipozomlarin yiizeyindeki polimer katmaninin lipozomlar1 koruyarak keten
tohumu yaginin salinmasinin yavaslatildigini bildirmislerdir. Bagirsak sindiriminde ise
pankreatinin fosfolipitlerin hidrolizini ve safra tuzlarimin lipozom membraninin
parcalanmasini hizlandirmas: nedeniyle yliksek salim oranlarina ulasildigini ancak
modifiye lipozomlarin yilizeyindeki polimer katmaninin sertligi nedeniyle enzimlerin ve
tuzlarin  gegirgenligi azaltilarak daha diisiik oranda salim meydana geldigini

bildirmislerdir.

Lipozomlarin mide sivisinda kararli olmas1 bagirsak sindirimi i¢in daha fazla aktif madde
taginmast agisindan ¢ok Onemlidir ¢linkii bagirsak sivisinin bilesimdeki pankreatik
enzimler ve tuzlar nedeniyle lipozomal yapinin hasar gorerek aktif maddenin yliksek
oranda salinmasi yaygin bir fenomendir. Lipozomlarin bagirsaktan emilerek viicut
dolasgimina girmeleri ve hedeflenen bolgeye aktif maddeleri maksimum seviyede
tagtyarak biyoerisilebilirlik seviyesini maksimuma ¢ikarilmasi i¢in gastrointestinal
sisteme direng gostermeleri gerekmektedir. Bu nedenle polielektrolit lipozomlarla yiizey
modifikasyonu bagariyla uygulanan tekniklerdendir. Elde ettigimiz sonuclara gore GUA-
CH-Lipozoma yiiklenen galanginin %289,12°si, CH-Lipozoma yiiklenen galanginin
%62,93’1 ve O-Lipozoma yiiklenen galanginin %43,59°u bagirsaktan emilerek dolagima
karisacaktir. Bu sonuglar LbL tekniginin lipozomlara basartyla uygulandigini ve elde
edilen lipozom GUA-CH-Lipozomun gastrointestinal sindirim kosullarina kars1 direng

gostererek galangini korudugunu gostermektedir.
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4.8. Biyoerisilebilirlik Calismasi

Simiile in vitro gastrointestinal sindirim g¢aligmasi ile kontrol olarak havlican ekstrakti
kullanilarak gelistirilen lipozomlarin galanginin biyoerisilebilirligi iizerine etkisi
incelenmistir. Lipozomlarin ve havlican ekstraktinin galangin igerigi in vitro
gastrointestinal sindirim Oncesi ve sonrasi Ol¢iilerek gastrointestinal sistemde galanginin
biyoerisilebilirligi hesaplanmistir. Sekil 4.12°de havlican ekstraktinda (kontrol) ve

lipozomlarda bulunan galanginin biyoerisilebilirlik ylizdesi verilmistir.
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Sekil 4.12. Kontrol ve lipozomlarda galanginin biyoerisilebilirlik ytizdesi

Sekil 4.12°ye gore A. officinarum ekstraktinda galanginin biyoerisilebilirligi %28,88 +
2,39, O-Lipozomda 43,59 + 1,12, CH-Lipozomda 62,93 + 3,03 ve GUA-CH-Lipozomda
89,11 + 2,00°dir. Buna gore galanginin lipozomlara enkapsiile edilmesi
biyoerisilebilirligini yaklagik 1,5 kat arttirirken, lipozomlarin yiizeyinin kitosan ile
kaplanmasi1 yaklasik 2 kat ve kitosanla kapli lipozomun ylizeyinin gam arabik ile

kaplanmasiyla 3 kattan fazla arttirmistir.
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Gomez-Mascaraque vd. (2017) calismalarinda kurkumin yiiklii lipozomlar cesitli
konsantrasyonlardaki siit proteini konsentrati (WPC) ile kaplamislardir. Gastrointestinal
sindirim caligsmasi sonunda serbest kurkuminin biyoerisilebilirligi %3,2 £ 0,5, WPC
(%0,1) kaplh lipozomda %5.,4 = 0,5, WPC (%0,2) kapl lipozomda %5,3 = 0,5 ve WPC
(%0,4) kapli lipozomda %4,8 £+ 0,3’tiir. Elde edilen sonuglara gore, saf kurkuminin
biyoerisilebilirliginin beklendigi gibi ¢ok diisiik oldugunu gostermistir. Bununla birlikte,
WPC kapli lipozomlar kurkumin igeriginden bagimsiz olarak biyoerisilebilirligini 6nemli

Ol¢iide arttirdigini (1,7 kat) belirtmislerdir.

Chen vd. (2020), ¢oziiniirligli ¢ok diisiikk olan 7,8-dihidroksiflavonu lipozomlara
yiikleyerek lipozom yiizeyini laktoferrin, ¢apraz bagli galaktolize laktoferrin ile modifiye
etmislerdir. Gastrointestinal sindirim ¢alismasi sonucunda serbest 7,8-dihidroksiflavonun
biyoerisilebilirligi %20 civarinda bulunmustur. Lipozomlardaki 7,8-dihidroksiflavonun
biyoerisilebilirligi %51,85 iken, laktoferrin modifiye lipozomlarda %69, capraz bagh
galaktolize laktoferrin ile modifiye lipozomlarda ise %81,05 bulunmustur. Elde edilen
sonuglara gore galaktolize laktoferrin ve lipozomal membran arasindaki giiclii
elektrostatik etkilesimler ve hidrojen bagi, lipozomal membranin simiile edilmis
gastrointestinal sivilardaki lipolitik enzimler tarafindan parcalanmasini etkili bir sekilde

onledigi ve 7,8-dihidroksiflavonun biyoerisilebilirliginin dort kat arttirildig bildirilmistir.

Rubaka vd. (2023), Carissa spinarum ekstrakti yiikli lipozomlarin ve kitosan kapli
lipozomlardaki Carissa spinarum’un biyoerisilebilirligini incelemislerdir. Serbest
Carissa spinarum’un gastrik fazdaki biyoerisilebilirligi %39,65 + 2.4 iken lipozomlarda
%51,08 + 3,2 ve kitosan kapli lipozomlarda %74,11 + 1,3 dir. Intestinal fazda ise Carissa
spinarum’un biyoerisilebilirligi %3 1,4 + 2,8’ den lipozomlarda %63,32 + 5,3’¢ ve kitosan
kapli lipozomlarda %43,71 + 3,3’e¢ yiikselmistir. Carissa  spinarum’un
biyoerisilebilirligindeki artis, gastrointestinal ortamda sindirim enzimlerinin varliginda

oksidatif bozulmadan korunmalarina baglanmaistir.
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4.9. Stabilite Calismasi

Lipozom formiilasyonlarinin stabiliteleri li¢ farkli sicaklik kosulunda (+4°C, oda sicaklig1
ve -24°C) 28 giin siireyle incelenmistir. Stabilite ¢alismasinin yaniti olarak enkapsiilasyon
etkinligi kabul edilmistir. Sekil 4.13’te 0. giin stabilitesi olarak lipozomlarin
enkapsiilasyon etkinligi (%) verilmistir ve bu deger baslangic degeri olarak kabul
edilmigtir. Lipozom formiilasyonlarinin baglangic¢ (0. giin) enkapsiilasyon etkinligi her {i¢

kosul i¢in de %93,77 + 0,05 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.13. Stabilite caligsmasi 0. giin

Sekil 4.14’te lipozomlarin 1. giin stabilite sonuglar1 verilmistir. Buna gére O-Lipozomun
enkapsiilasyon etkinligi +4°C’de %81,80 = 0,01, oda sicakliginda %82,01 + 0,20 ve -
24°C’de %90,70 £ 0,66°dir. CH-Lipozomun enkapsiilasyon etkinligi +4°C’de %88,92 +
0,01, oda sicakliginda %89,01 £ 0,05 ve -24°C’de %93,24 + 0,01°dir. GUA-CH-
Lipozomun enkapsiilasyon etkinligi +4°C’de %93,52 + 0,01, oda sicakliginda %93,47 +
0,01 ve -24°C’de %93,43 + 0,01°dir. 1. giinde enkapsiilasyon etkinligindeki en biiyiik
degisim +4°C’de O-Lipozomda goriilmiistiir ve enkapsiilasyon etkinligi yaklasik %13

azalmstir.
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Sekil 4.14. Stabilite caligsmasi 1. giin

Sekil 4.15’te lipozomlarin 7 giinliikk stabilite sonuglari verilmistir. Buna gore O-
Lipozomun enkapsiilasyon etkinligi +4°C’de %81,55 + 0,54, oda sicakliginda %81,53 +
0, 15 ve -24°C’de %389,84 + 0,68’dir. CH-Lipozomun enkapsiilasyon etkinligi +4°C’de
88,80 + 0,47, oda sicakliginda %87,82 + 0,77 ve -24°C’de %93,21 + 0,01°dir. GUA-CH-

Lipozomun enkapsiilasyon etkinligi +4°C’de %93,40 + 0,01, oda sicakliginda %93,40 +
0,01 ve -24°C’de %93,38 + 0,01 dir.
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Sekil 4.15. Stabilite caligsmasi 7. giin
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Sekil 4.16°de lipozomlarin 14 giinliik stabilite sonuglari verilmistir. Buna gore O-
Lipozomun enkapsiilasyon etkinligi +4°C’de %69,16 + 0,1, oda sicakliginda %70,77 +
1,64 ve -24°C’de %88,77 + 4,34’tiir. CH-Lipozomun enkapsiilasyon etkinligi +4°C’de
%83,34 + 0,01, oda sicakliginda %84,06 + 1,70 ve -24°C’de %92,15 + 0,79’dur. GUA-
CH-Lipozomun enkapsiilasyon etkinligi +4°C’de %93,37 + 0,01, oda sicakliginda
%93,31 + 0,15 ve -24°C’de %93,32 + 0,17°dir.
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Sekil 4.16. Stabilite caligmasi 14. giin

Sekil 4.17°de lipozomlarin 21 giinliik stabilite sonuglart verilmistir. Buna gore O-
Lipozomun enkapsiilasyon etkinligi +4°C’de %67,24 + 0,01, oda sicakliginda %68,81 +
0,37 ve -24°C’de %88,73 + 0,93’tiir. CH-Lipozomun enkapsiilasyon etkinligi +4°C’de
%81,67 £ 1,55, oda sicakliginda %82,28 + 1,14 ve -24°C’de %91,94 + 0,28’dir. GUA-
CH-Lipozomun enkapsiilasyon etkinligi +4°C’de %93,28 + 0,31, oda sicakliginda
%93,18 + 0,45 ve -24°C’de %93,19 £+ 0,29°dur.
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Sekil 4.17. Stabilite caligmasi1 21.giin

28 gilinliik stabilite ¢aligmasinin sonunda (Sekil 4.18), O-Lipozom i¢in enkapsiilasyon
etkinligi +4°C’de %67,01 = 0,03, oda sicakliginda %67,03 £ 0,44 ve -24°C’de %87,32 +
0,94; CH-Lipozom i¢in +4°C’de %79,99 + 1,13, oda sicakliginda %81,12 + 0,53 ve -
24°C’de %90,43 + 3,26; GUA-CH-Lipozom ig¢in +4°C’de 9%92,73 + 0,51, oda
sicakliginda %93,09 + 0,01 ve -24°C’de %93,15 + 0,01 dir.
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Sekil 4.18. Stabilite caligmasi 28.giin
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Stabilite calismasinin sonuglarina gore, 28 giin sonunda O-Lipozomun enkapsiilasyon
etkinligi +4°C’de ve oda sicakliginda yaklasik %29, -24°C’de yaklasik %7 azalmistir.
CH-Lipozomun enkapsiilasyon etkinligi ise +4°C’de yaklasik %15, oda sicakliginda
yaklasik %14 ve -24°C’de yaklasik %4 azalmistir. Son olarak GUA-CH-Lipozomun
enkapsiilasyon etkinligi ise +4°C’de %1,1, oda sicakliginda %0,72 ve -24°C’de %0,66
azalmistir. Geleneksel lipozomlar genellikle diisiik stabilite ve dayanikliliga sahiptir.
Lipozom yiizeyinin polielektrolit polimerler ile modifiye edilmesi, lipozomlarin bu

olumsuz 6zelliklerinin iistesinden gelmek i¢in bir ¢6ziim olabilir (Hermal vd., 2020).
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5. SONUC

Bu caligmada yiiksek antioksidan aktivitesi ve biyofonksiyonel ozellikleri sebebiyle
cesitli kiiltiirlerde ytizyillardir ¢esitli formlarda ila¢ olarak kullanilan Alpinia officinarum
Hance bitkisinin temel bileseni olan galanginin biyoerisilebilirliginin arttirilmasi ic¢in

polielektrolit lipozomlar gelistirilmistir.

Calismanmn ilk boliimiinde Alpinia officinarum Hance rizomlarindan galangin
ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Galangin ekstraksiyonu i¢in gelistilecek lipozomlarin
tiretim teknigine uyumlu olmasi amaciyla etanol secilmistir. HPLC-DAD ile ekstraktin
kromatografik analizi gerceklestirilerek fenolik bilesik profili ve icerigi belirlenmisgtir.
Analiz sonucunda ekstraktin temel bileseninin galangin oldugu ve galangin
konsantrasyonunun 11,5694 mg/g 6rnek oldugu belirlenmistir. Daha sonra spektroskopik
analizler ile ekstraktin toplam fenolik madde igerigi, flavonoid igerigi ve toplam
antioksidan kapasitesi belirlenmistir. Spektroskopik ¢aligmalar sonucunda ekstraktin
toplam fenolik madde igerigi 113, 61 + 2,28 mg GAE/g 6rnek, flavonoid igerigi 5,76 +
0,06 mg QE/g 6rnek ve toplam antioksidan kapasitesi 28,81 + 0,00 mg TE/g 6rnek olarak

belirlenmistir.

Calismanin ikinci boliimiinde galangin i¢in lipozomal tasiyict sistem gelistirmek
amactyla kemometrik  optimizasyon tekniklerinden @~RSM-CCD  kullanilarak
ultrasonikasyon zamani, fosfatidilkolin, kolesterol ve galangin orani optimize edilmistir.
Optimizasyon i¢in 30 farkli deney gergeklestirilerek maksimum enkapsiilasyon
etkinliginde lipozomlar elde etmek igin gerekli olan optimum kosullar belirlenmistir.
Buna gore lipozom iiretimi i¢in optimum kosullar su sekildedir; ultrasonikasyon zamani
24,73 dk, fosfatidilkolin oran1 1,50 mg:mL, kolesterol oran1 0,88 mg:mL ve galangin
orani 0,19 mg:mL’dir. Belirlenen optimum kosullar i¢in tahmini enkapsiilasyon etkinligi
%93,77°dir. Optimum kosullarda gergeklestirilen deneyler sonucunda elde edilen
deneysel enkapsiilasyon etinligi ise %93,77 + 0,05°dir. Bu sonuglar lipozom {iretimi i¢in
gelistirilen modelin enkapsiilasyon etkinligini tahmin etmede basarili oldugunu

gostermektedir. Bu bdliimde son olarak yiiksek stabiliteyi saglayabilmek icin elde edilen
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optimum lipozomlarin yiizeyi kitosan ve gam arabik kullanilarak katman katman

biriktirme teknigi ile modifiye edilmistir.

Calismanin  {iclinci  kisminda polielektrolit lipozomlar karakterize edilmistir.
Karakterizasyon i¢in FTIR analizi, boyut, morfoloji, hidrodinamik ¢ap, zeta potansiyeli
ve polidispersite indeksi analizleri gergeklestirilmistir. FTIR analizi sonucunda
galanginin yapisinin bozulmadan lipozomlara enkapsiile edildigi ve yilizey
modifikasyonunun elektrostatik etkilesim ile gerceklestigi gozlemlenmistir. FE-SEM ile
gerceklestirilen boyut ve morfoloji analizi sonucunda lipozomlarin kiiresel yapiya,
266,60 + 8,49 nm boyuta sahip oldugu tespit edilmistir. DLS analizi ile hidrodinamik
capmin 567 + 113 nm, zeta potansiyelinin -6 £ 4 mV ve polidispersite indeksinin 0,749
+ 0,272 oldugu belirlenmistir.

Calismanin dordiincii ve son kisminda ise elde edilen polielektrolit lipozomlarin in vitro
simiile viicut stvisinda salim davranisi ve kinetik modeli, in vitro gastrointestinal sistemde
salim davranisi, biyoerisilebilirligi ve stabilitesi incelenmistir. /n vitro simiile viicut
stvisinda salim calismasina gore polielektrolit lipozomlar 5 saat sonunda %?23,84
oraninda galangin salim1 gerceklestirmistir ve kinetik salim modeli Higuchi modeli ile
uyumludur. Higuchi modeline gore salim difiizyon yolu ile gerceklestirilmektedir. In
vitro gastrointestinal sindirim calismasina gore mide sindirimi sonunda polielektrolit
lipozomlar %4,75 galangin salimi ve bagirsak sindirimi sonunda %10,88 galangin salim1
gerceklestirmistir. Biyoerisilebilirlik calismasi sonucunda ise Alpinia officinarum Hance
ekstraktindaki galanginin biyoerisilebilirligi %28,88 + 2,39 iken polielektrolit
lipozomlarda bu oran %89,11 & 2,00’dir. Stabilite ¢calismalarina gore ise 28 giin boyunca
polielektrolit lipozomlarin enkapsiilasyon etkinligi %93,77°den +4°C’de %92,73 +
0,51’e, oda sicakliginda %93,09 £ 0,01°e ve -24°C’de %93,15 + 0,01°e gerilemistir.

Gergeklestirilen calisma sonunda gelistirilen polielektrolit lipozomlar galanginin
biyoerisilebilirligini 3 kattan fazla arttirmis, gastrointestinal kosullardan, simiile viicut
stvilarindan ve farkli depolama kosullarindan kaynaklanabilecek bozulmayi en aza

indirerek stabil kalmasini saglamistir. Gelistirilen polielektrolit lipozom sistemi yalnizca
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galangin icin degil, galangin gibi yiliksek hidrofobiklige ve zayif biyoyararlanima sahip

fenolik bilesikler i¢in de uygulanabilir oldugu 6ngoriilmektedir.
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