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Ranunculaceae familyasindan Nigella sativa (NS) tohum yaginin kuvvetli lipofilik karakterinden
dolay1 suda ¢oziinirliigi azdir. NS tohum yaginin oksidasyonunu dnlemek, salimimi kontrol etmek ve hos
olmayan tat ve kokularini maskelemek kullanim kolaylig1 ve saglik agisindan etkinliginin artirilmast i¢in
6nemlidir. Bunun yaninda oral yolla aliminda bagirsaga ulasan ve emilen yag miktarini artirmak amaciyla
bu doktora tez ¢alismasinda ince film hidrasyon metodu ile NS tohum yagini koruyabilen ve kontrollii
salimim1  saglayacak noniyonik vezikiiler olan niyozomlar (NY) elde edilmistir. Bagirsak
mikrobiyotasindaki probiyotik bakterilerin buyumesini ve aktivitesini secici olarak uyararak konakg¢iyt
yararl bir gekilde etkileyen gida bileseni prebiyotik olarak tanimlanmaktadir. Bu doktora tez ¢aligmasinda
NS yag1 hapsedilen nano boyutta NY’ler (NS/NY) gelistirilmis olup, NS/NY’lerden NS salim kinetigi
belirlenmistir. NS/NY ve NS’nin bagirsak mikrobiyotasi iizerindeki prebiyotik etkisi incelenmistir. Bu
ama¢ dogrultusunda hayvan diskisindan elde edilen DNA saflagtirilarak DNA dizi analizi
gergeklestirilmistir. DNA dizileme sonuglari analiz edilerek NS yagi ve Korsmeyer-Peppas kinetigi ile
salim gosteren NS/NY’nin prebiyotik etkileri ve siganlar iizerinde herhangi bir yan etkinin olup olmadigi
biyokimyasal analiz ile degerlendirilmistir. Nano NY kapsilleme sisteminin NS yag1 modifiye salim i¢in
kullanilabilecegi ve NS yaginin bagirsak mikrobiyotasinda probiyotik bakterileri ¢ogalttigi sonucuna
vartlmistir. NS/NY yedirilen si¢an grubunda kontrol grubuna gore elde edilen sonuglar arasinda anlaml
fark tespit edilmemistir. Bu durumda NS/NY’nin bagirsak mikrobiyotasina toksik etkisinin olmadig1
sonucuna ulasilmistir. Biyokimyasal analiz sonuglarina goére kreatinin ve ALT degerleri, Wistar albino
erkek sicanlar igin referans araligindadir. Bu durumda NS ve NS/NY yedirilen sicanlarda yan etkinin
gozlemlenmedigi sonucuna varilmaistir.

Anahtar Kelimeler: Nigella sativa, nano niyozom, kontrollii salim, mikrobiyota, prebiyotik
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Nigella sativa (NS) seed oil from the Ranunculaceae family has low water solubility due to its
strong lipophilic character. It is essential to prevent the oxidation of NS seed oil, control its release, and
mask its unpleasant tastes and odors to ensure ease of use and enhance its health benefits. In addition, in
order to increase the amount of oil reaching the gut and being absorbed during oral intake, niosomes (NY)
which are nonionic vesicles that can protect NS seed oil and provide controlled release were obtained by
thin film hydration method in this doctoral thesis study. Food components that affect the host beneficially
by selectively stimulating the growth and activity of probiotic bacteria in the gut microbiota are defined as
prebiotics. In this doctoral thesis study, NS oil entrapped nano-sized NYs (NS/NY) were developed and
their release kinetics were determined. The prebiotic effect of NS/NY and NS on gut microbiota was
investigated. For this purpose, DNA obtained from animal gaita was purified and DNA sequence analysis
was performed. DNA sequencing results were analyzed and the prebiotic effects of NS oil and NS/NY
released with Korsmeyer-Peppas kinetics and whether there were any side effects on rats were evaluated
with biochemical analysis. It was concluded that the Nano NY encapsulation system could be used for
modified release of NS oil and that NS oil increased probiotic bacteria in the gut microbiota. No significant
difference was detected between the results obtained in the NS/NY fed rat group compared to the control
group. In this case, it was concluded that NS/NY had no toxic effect on the gut microbiota. According to
the biochemical analysis results, creatinine and ALT values were within the reference range for Wistar
albino male rats. In this case, it was concluded that no side effects were observed in rats fed NS and NS/NY.

Keywords: Nigella sativa, nano niosome, controlled drug delivery, microbiota, prebiotic
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1. GIRIS

Nigella sativa (NS) tohumu Orta Dogu, Uzak Dogu ve Bat1 Asya'da yaygin olarak
kullanilan Ranunculaceae familyasina ait bir bitkidir (Rashwan ve ark., 2023). Bagisiklik
sistemini uyarici, antienflamatuvar ve antioksidan etkileri olan populer bir bitkidir (Pop
ve ark., 2020).

NY’ler, tabakalar1 arasinda sulu fazin bulundugu tek veya ¢ok tabakadan olusan
lipozom benzeri vezikillerdir. NY’lerin hazirlanmasi noniyonik madde ve kolesterol
kullanilarak ince film hidrasyon yontemiyle gerceklesmektedir. Lipozomlara amfifilik ve
lipofilik etkin maddeleri kapsulleyebilmeleriyle benzerler. NY’lerle lipozomlar
arasindaki onemli farklardan biri NY’lerin hazirlanmasinda polioksietilen alkil eter,
polioksietilen alkil ester, sakkaroz diesterleri gibi noniyonik yizey aktif maddelerin
kullanilmasidir. Bu yapt NY’lerin lipozomlara kiyasla daha stabil olmalarini
saglamaktadir (Siiren, 2012).

NY’lerin kuresel oldugu varsayilmaktadir. Bu kiire ¢aplarinin belirlenmesinde
TEM gorintileme kullanilmaktadir. NY soliisyonlarinin parg¢acik boyut dagilimi zeta
sizer ile Olclilmektedir. Kapsiilleme verimliligi bir yiikiin NY’ler kullanilarak basariyla
kapsiillendiginin gostergesidir (Witika ve ark., 2022).

Corekotu yagi, oksidasyona karsi 6zellikle hassas olan islevsel bilesenlere sahip
olan tekli doymamais yag asitleri agisindan zengindir, bu da hos olmayan tat ve aromalarin
olugsmasina ve tiriiniin raf dmriiniin azalmasina neden olur. Ayrica insan sagligi tizerinde
olumsuz etkileri olabilecek serbest radikallerin olusumuna da yol agabilir. Enkapsiilasyon
ile ¢oklu doymamis yag asidi bakimmdan zengin yaglarin oksidasyondan korunmas;,
salimlarmin kontrol edilebilmesi ve hos olmayan tat ve kokularinin maskelenebilmesi
saglanmaktadir (Palamutoglu ve ark., 2022).

Bagirsak  mikrobiyotasi, insan  gastrointestinal  sisteminde  yasayan
mikroorganizmalar1 ifade eder. Bu dinamik topluluk agirlikli olarak prokaryotik alandaki
tiirleri ve daha az dl¢iide mantarlari, parazitleri ve arkeleri kapsar. Viriisler de bu ortamin
bilesenleridir. Mikrobiyal tiirlerin genetik ve fonksiyonel profiline bagirsak mikrobiyomu
denir (Bander ve ark., 2020).

[k olarak 1995 yilinda Glen Gibson ve Marcel Roberfroid tarafindan “kolondaki
bir veya sinirli sayida bakterinin biiylimesini ve/veya aktivitesini se¢ici olarak uyararak
konakery1 faydali bir gsekilde etkileyen bir gida bileseni” olarak tanimlanan prebiyotikler,

faydali bakteri tiirlerinin fermentasyon iriinlerinden biri olan kisa zincirli yag asitleri


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/monounsaturated-fatty-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/monounsaturated-fatty-acid

dahil bir¢ok metabolitin olusturulmasini saglamaktadir. Prebiyotikler, bagirsak
mikrobiyotasinin bilesenlerini ve aktivitelerini modiile etmektedir (Sredkova ve ark.,
2020, Snelson ve ark., 2021).

Prebiyotikler mikroorganizma i¢ermez, yalnizca onlarmn biiyiimesini tesvik eden
maddeler igerir. Prebiyotikler anne siitli, soya fasulyesi ve ¢ig yulaf gibi cesitli
kaynaklardan elde edilebilir ancak en popller prebiyotikler bitkilerde bulunan
oligosakkaritlerdir (Oniszczuk ve ark., 2021). Son zamanlarda, oligosakkaritler, direngli
nisasta, iniilin, laktuloz, pirodekstrinler, seker alkolleri, levanlar ve laktosiikroz gibi
prebiyotikler, biyoaktif gida tirlinlerinin yenilik¢i ve dnemli saglik destekleyicileri olarak
besin bilesenlerinin islevini artirmak amaciyla siklikla fonksiyonel gidalara
eklenmektedir (Peng ve ark., 2020). Son arastirmalar, probiyotiklerin ve prebiyotiklerin
bagisiklik sistemi, kanser metastazi, tip 2 diyabet ve obezite ile ilgili birgok bozuklugu
hafiflettigine dikkat ¢cekmektedir (Oniszczuk ve ark., 2021).

Bu doktora tez galismasinda NS yaginin enkapsiile edilecegi nano boyuttaki
NY’lerin morfolojileri ve partikiil boyutlar1 incelenmistir. Etken madde agiga ¢ikis
mekanizmalar1 ile kinetik modellerinin degerlendirilmeleri yapilmistir. Ayrica nano
NY’lerin mide ve bagirsak simiile edilerek salim profilleri incelenmistir. Ardindan NS
yag1 enkapsiilasyonu yapilan nano boyuttaki NY’lerin in vivo g¢alismasi ile deney

hayvanlarina (siganlara) yedirilerek bagirsak mikrobiyotasi iizerine etkileri incelenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Tibbi Bitkiler

Modern bilim, hastaliklar1 tedavi edebilen ve iyilestirebilen bitkiler ve bitki 6zleri
kesfetmis olsa da tarih oncesi ¢aglarda saglik alaninda ilerlemeyi saglayan bilesenleri
iceren bitkileri bulmak ve tanimlamakta insanlar zorlanmistir. En eski mevcut tibbi
kayitlara MO 5000-3000 yillarinda Siimerler tarafindan kil tabletlerde rastlanilmaktadir.
Bu kayitlar, insanlarin hastaliklar1 tanimlayabildigi ve kullanilan bitkilerle bu hastaliklar1
iyilestirebildigi ile ilgilidir. MO 3400 ile 3100 yillar1 arasinda soguk, daglik Alpler'de
kazara oldiiriilen Buz Adam Otzi olarak bilinen korunmus viicutta kesfedilen tibbi
bitkiler, baskalarinin tibbi bitkilerden haberdar oldugunu gostermektedir. Tarihte ilaglarla
ilgili eksik bilgi mevcut olsa da tibbi bitkilerin iyilestirme ve korumadaki rolii degerlidir
(Inoue ve ark., 2019).

Caglar boyunca insanlar, ilag, gida, tat, giibre, koku, giyim, barima yeri ve ulasim
araclar1 gibi basit ihtiyaclar1 i¢in dogaya muhta¢ kalmislardir. Tibbi bitkiler, hemen
hemen tiim kiiltiir ve medeniyetler icin geleneksel ilaglarin zengin kaynaklar1 olarak
kabul edilir ve bu bitkilerden birgok modern ilag tiretilir. Binlerce yildir tibbi bitkiler ilag
kaynagi olarak kullanimimnin yani sira hastaliklar1 tedavi etmek ve salgmlar1 6nlemek,
yiyeceklere lezzet katmak ve yiyecekleri korumak i¢in kullanilmistir. Ayrica ¢esitli
endustrilerde bitkilerin katkisi, kozmetikler, ilaglar ve endistriyel hammaddeler olarak
kullanim1 6nem kazanmustir (Pakdemirli ve ark., 2021).

Bitkisel iiriinlerin insanlar tarafindan tedavi amagh kullanim orani Orta Dogu,
Asya ve Afrika’daki bazi iilkelerde bu oran %95 iken Almanya’da bu oran %40-50
araliginda degismektedir. ABD’de kullanim yiizdesi %42, Avustralya’da %48 ve
Fransa’da ise %49’dur. Zengin bir floraya sahip Tiirkiye’nin yaklagik 11000 bitki taksonu
bulunmaktadir. Bu bitki taksonlarinin yaklasik 500’1 alternatif tipta hem yas hem de kuru
halleri ile kullanilmaktadir. Ulkemizde tibbi aromatik bitkilerin en yaygin oldugu
bolgeler; Ege, Akdeniz, Giineydogu Anadolu, Marmara ve Dogu Karadeniz’dir (Goktas
ve ark., 2019).

FAO Biyogesitlilik El Kitabi, tibbi ve aromatik bitkilerin hastaliklar1 onlemede ve
tedavi etmekte kullanilmalar1 yoniinde 6nemli bir yere sahiptir. Bu bitkilerin kullanim
acisindan giivenirliligi Genel Olarak Giivenli Olarak Taninmigs (GRAS) statiisiine sahip
olmalarmi saglamaktadir (Dikme, 2023). ABD Gida ve Ilag Dairesi, 2007 yilinda gida



takviyelerinin tanimlanmasi i¢in Tainted Dietary Supplement Database'i olusturmustur

(White, 2022).

2.1.1. Tibbi ve aromatik bitki NS

NS, 30-60 cm yiiksekliginde bir bitkidir. Yapraklar: alternatif ve ¢ift kanathdir.
Cigekler terminal, sapli ve beyazimsi mavi veya morumsu renktedir. Meyve kapsiil
seklindedir. Tip alaninda daha ¢ok ana bilesenleri olan kurutulmus meyve ve tohumlar
kullanilmaktadir. NS tohumlar1 siyah renkli ve {iggen seklindedir. Beyaz yaglh bir
cekirdege sahip tohum ovalandiginda hafif bir havug kokusu ile limon kokusunun hos bir
sekilde yayildig1 goriiliir (Ara ve ark., 2020).

NS, biyolojik aktiviteleri ve terapotik potansiyeli agisindan kapsamli bir sekilde
incelenmistir. Ditiretik, antihipertansif, antidiyabetik, antikanser ve imminomodiilator,
analjezik, antimikrobiyal, antihelmintik, analjezik ve antiinflamatuar, spazmolitik,
bronkodilatdr, gastroprotektif, hepatoprotektif, bobrek koruyucu ve antioksidan
Ozellikleri gibi genis bir aktivite yelpazesine sahiptir. Ayrica bronsit, astim, ishal,
romatizma ve cilt rahatsizliklar1 gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde ©onemli rol
oynamaktadir. Karaciger tonigi, sindirimi kolaylastirici, ishal Onleyici, istah agici,
emziren annelerde siit tiretimini artirict mucizevi bir bitkidir. Parazitik enfeksiyonlarla
savasma ve bagisiklik sistemini destekleme agisindan 6nemli bir potansiyele sahiptir. Bu
bitkinin tedavi edici 6zelliklerinin ¢ogu, u¢ucu yagm ana aktif kimyasal bileseni olan
timokinon varligindan kaynaklanmaktadir. Toksisitesinin diisiik olmas1 6zelligi ile ekmek
ve tursularda tatlandirici katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Ahmad ve ark., 2013).

Giliniimiizde insanlarin de§isen yasam tarzi ve beslenme aligkanliklar1 tibbi
bitkilere olan ragbeti artirmistir. Kronik rahatsizliklarin artmasiyla sentetik ilaglarin
etkinligi azalmig ve fitoterapi arastirmalarma yonelik calismalar 6nem kazanmustir.
Kronik iltihapli hastaliklarin kontroliinde kullanilan geleneksel tipin vazgecilmez bitkisi
NS'dir (Wahab ve ark., 2023).

Antibiyotiklerin potansiyel dogal kaynagi aromatik bitkilerdir. Aromatik bir bitki
olarak NS, ilaglarin antimikrobiyal, antifungal ve antioksidan gibi 06zelliklerini
desteklemek i¢in kullanilmaktadir (Mokhtariniya ve ark., 2015).

NS, Asya ve Orta Dogu'ya 6zgii bir angiospermdir. Modern tip ortaya ¢ikmadan
once dinyada geleneksel tipta her tiirlii rahatsizlik ve hastaligin tedavisi igin

kullanilmistir (Dabeer ve ark., 2022). Miislimanlar arasinda yaygin olarak kabul géren


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/angiosperm

bir inaniga gore, Arapcada "Habba sawda" olarak adlandirilan ¢orek otu tohumu, 6liim

hari¢ her tiirlii hastaliga kars1 kullanilan sifa kaynagidir (Dalli vd., 2021).

2.2. NS tohumlarindan yag c¢ikarma islemi

NS tohum yagi; soguk presleme, siiperkritik akiskan ekstraksiyonu (SFE) ve
hekzan gibi cozicu ekstraksiyonu gibi yontemlerle c¢ikarilmaktadir. Soguk pres
ekstraksiyonu en yaygin yag ¢ikarma prosesidir (Sundar ve ark., 2023). NS tohum yag1
icerigi %34,4 ila %38,7 arasmda degismektedir. Ote yandan sabit yag bilesimi bu
fraksiyonun %98,2-99,9'udur. Ayrica esansiyel yag asitleri, tokoferoller ve steroller
bakimmdan zengindir. NOtr lipitler, toplam lipit fraksiyonunun %93,5'ini
olusturmaktadir. Ayrica % 96 triasilgliserol (TAG), %2,0 serbest yag asitleri (FFA) ve
%1,9 diasilgliserol icermektedir (Mazaheri ve ark., 2019). NS yaginin yaklagik %2’sini
olusturan timokinon, p-simen, karvakrol, timol, dihidrotimokinon gibi ugucu yag

bilesenlerinin konsantrasyonlar1 sekil 2.1°de gosterilmektedir (Bulca, 2014).

NS tohumundan elde edilen ugucu yagin kimyasal bilesimi

E— : 3
timokinon
. 23.25 p-simen

karvakrol

dihidrotimokinon
p—

V = timol
2{132/ a-thujen
3.84 = g-pinen
08 32.02 = B-pinen
= t-anethol

Sekil 2.1. NS tohumundan elde edilen ugucu yagin kimyasal bilesimi (Bulca, 2014)

Soguk sikim yontemi diisiik maliyetli olmasi, daha az enerji ihtiyaci, toksik
olmamasi, diger ekstraksiyon yontemlerinden daha kolay olmasi ve bu yodntem
kullanilarak yuksek kaliteli bir triin elde edilebilmesi gibi avantajlar1 barindirmaktadir.
Ayrica soguk sikimla elde edilen yaglara herhangi bir rafinasyon igleminin uygulanmasi
gerekmemektedir. Soguk sikim ile elde edilen yag dogrudan tiiketilebilme 6zelligine ve
yiiksek kalitede bir bilesime sahiptir. Ayrica karakteristik bir tohum aromas1 ve kokusu

bulunmaktadir. Biitiin bu avantajlara sahip olan bu proses sisteminde kati-sivi faz



ayrimini saglayan mekanik basing altinda bir vidal pres ¢alistirilmaktadir. Soguk pres
ekipmani beslemeden yag akimi ve kek olmak iizere iki ana akim iretmektedir. Yagh
tohumun 6n islemi siiregte etkilidir (Ketenoglu ve ark., 2020).

NS tohum yagmin ana aktif bilesenleri sekil 2.2° de gosterilen timokinon,
ditimokinon, timohidrokinon (nigellon) ve timoldir. Timokinon 2-izopropil-5-metil-1,4-
benzokinon yapisidadir ve molekiil formiilii de C10H120> *dir (Ustiin, 2015). Timokinon,
NS tohumunun ekstraksiyonu ile elde edilen giiclii bir antioksidan fitokimyasaldir
(Jasemi ve ark., 2022). NS tohum yagmin aktif bileseni olan timokinonun varligi, NS
tohum yagma antimikrobiyal, antihipertansif, analjezik, gastroprotektif, antidiyabetik,
antienflamatuvar,  immuinomodilatdr, antikanser  gibi  biyolojik  Ozellikler
kazandirmaktadir (Tabassum ve ark., 2021). Timokinonun ndroprotektdr 6zelligi onu
ndrodejeneratif siire¢lerde ndron hasarmnin ana patojenik faktorlerinden biri olan oksidatif

strese yonelik terapotik hedef haline getirmektedir (Isaev ve ark., 2023).

Timokinon (TQ) Ditimokinon (DTQ) Timohidrokinon (THQ) Timol (THY)

Sekil 2.2. Cérek otu tohumu yaginin aktif bilesenleri (Ustiin, 2015).

2.3. Ilac salim sistemleri

[lag salim, farmasétik bilesigin tedavi amacli uygulandis siireci ifade etmektedir
(Tiwari ve ark., 2012). Ilag salim sistemleri ilaclarin metabolizmasini, giiciinii,
toksisitesini, immunojenitesini ve biyolojik olarak taninmasini diizenleyen sistemlerdir.
Bu o6zellikleri sayesinde ila¢ islevini gergeklestirecegi mikrogevreyi iyilestirmektedir.
Boylece ilacin viicut tarafindan alimi kolaylagsmaktadir. Geleneksel yontemlere gore ilag
salim sistemleri gelismis ilac stabilitesi, optimize edilmis ila¢ salimi, artan hedef
konsantrasyonu ve azaltilmig yan etkilere yol a¢ma, hassas ila¢ lokalizasyonu,
zamanlamasi ve azaltilmis terapdtik dozaj, azaltilmis toksisite ve ylikseltilmis terapotik
indeks gibi bircok avantaja sahiptir. Ayrica bu sistemler ilacin hedef bolgeye tasinmasini

ve boylece kontrollii salimimi saglamaktadir (Chen ve ark., 2024).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/biological-activity
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/antihypertensive-agent
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/antidiabetic-agent

Geleneksel hizli salimli formiilasyonlar genellikle hizli ila¢ emilimine ve ardindan
plazma konsantrasyonlarinda hizli bir diisiise neden olur, bu da sik dozlama gerektirebilir
ve potansiyel olarak ilag seviyelerinde dalgalanmalara yol agabilir. Bu, terapdtik faydalari
sinirlayabilir ve terapdtik pencere i¢inde uygun ila¢ konsantrasyonlarmin korunmasida
zorluklar yaratabilir (De Jesus ve ark., 2022).

Terapotik pencere, cogu hasta i¢in etkili olan dozlarin se¢ilmesi i¢in onemlidir.
Bu aralikta bir ilacin uygulanmasi, gereksiz doz artiglart olmadan terapotik hedeflere
ulasilmasini saglar. Boylece terapotik pencere ile ilag etkinligi artar ve ilacin yan etkisi
azalir (Bonnet, 2024). Kontrollii salim, bir kimyasalin malzeme veya cithazdan salim
stiresini, salim oranini veya her ikisini de kontrol etmesi seklinde gerceklesmektedir
(Ozgelik ve ark., 2022). Sekil 2.3’te gosterildigi gibi kontrollii salim sistemlerinde ilag
seviyeleri, terapdtik pencere iginde siirekli olarak tutulmaktadir. Ilacin kesin dozunu
onceden belirlenmis bir slire boyunca serbest birakarak ilag plazma seviyelerini siirekli
olarak korur. Bu, dozu ve doz sikligim1 azaltmaya yardimci olur ve hasta uyumunu
iyilestirir. Ilacin biyolojik ortama daha az maruz kalmasi, ilacin toksisitesini ve yan
etkilerini azaltir. Dozaj formunun genel etkinligi artirilir (Adepu ve ark., 2021).

Kontrollii salim sistemlerinin siirekli salim, yavas salim ve uzatilmis salim olmak
iizere 3 degisik formu bulunmaktadir. Siirekli salimda tek doz ilacin uygulanmasindan
sonra ilac uzun bir siire boyunca salimiyla daha uzun sireli terapétik etki elde etmeyi
amaglamaktadir. Yavas salimli dozaj formlari, ilact normal hizdan daha yavas bir hizda
salan ve esas olarak dozaj sikligin1 iki kat azaltan farmasotik dozaj formlaridir. Uzatilmis
salim sistemleri ise ilacin uzun bir zaman dilimi boyunca yavas ve siirekli salimini
saglamak tizere tasarlanmistir. Dahasi, bu sistemler ilacin hizli emilimini de 6nler, bu da
asir1 yliksek tepe plazma ila¢ konsantrasyonuyla sonuglanabilir. Gecikmeli salim
sistemleri, tek bir dozaj formuna yerlestirilmis bir veya daha fazla hizli salimli iiniteden

ilacin tekrarlayan ve kesikli dozlanmasni igerir (Kaur ve ark., 2017).
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Sekil 2.3. Tlag salim sistemleri a) oral yolla alinan etken maddelerin yiiksek konsantrasyonda kalin
bagirsaga ulasip emilimin artmasini, b) damar yoluyla alinan etken maddelerin konsantrasyonunun
plazmada uzun siireli terapotik pencere igerisinde kalmasini hedeflerler (https://BioRender.com).

2.3.1. Salim Kinetigi

Ilaglarm ¢oziinmesi ve salimi modifiye salimli dozaj formunun tasarmmi ve
optimizasyonu icin 6nemlidir (Uresin ve ark., 2011). Ila¢ salim kinetigi, matriksin
bilesimine, geometrisine, hazirlama yontemine ve ilag saliminin ¢dziinme ortamina baglh
Ozelliklere dayanmaktadir. Kinetik modeller, ayrica pargacik boyutu dagilimi, ilacin
polimerik pargaciklar i¢indeki fiziksel durumu, konsantrasyon profili ve yiiklenen ilacin
cozunme ile difiizyon 6zelliklerine baghidir. Ilag salimmin matematiksel modellemesi,
irtin gelistirmeyi kolaylastrmak ve karmasik farmasotik dozaj formlarmin salim

davranigini anlama agisindan 6nemli bir potansiyele sahiptir (Paarakh ve ark., 2018).

2.3.1.1. Sifirincr dereceden kinetik model

Sifirinct dereceden salim kinetigi, bir ila¢ salim cihazindan stirekli ilag salim
strecinin modellemesidir. Bu ila¢ sistemleri arasinda oral ozmotik tablet, transdermal
sistem, diisiik ¢oziiniirliige sahip ilaglar igeren matris tablet sayilabilmektedir. Birim
zaman basina ayni miktarda ila¢ salimi olarak tanimlanan sifirinci dereceden ilag salimi
denklem 1'deki gibi ifade edilmektedir:

C=Cy+ kot (1)

Bu denklemde C salinan ila¢ miktari, Co ¢ozeltideki ilk ilag miktar1 ve ko sifirinci

mertebeden sabittir (Laracuente ve ark., 2020).


https://biorender.com/

2.3.1.2. Birinci dereceden kinetik model

Birinci dereceden kinetik modeli zamanla ila¢ salim hizinin sadece sistemde
salinan ilag miktarma bagl oldugunu ifade etmektedir. Modeli temsil eden denklem
asagida denklem 2 ile gosterilmektedir:

logQt = logQO0 - (Kt /2,303) (2

K, log% kalan kiimiilatif salimin zamana gore grafiginden elde edilen diiz ¢izginin
egiminden elde edilen birinci dereceden sabittir.

Bu modelde salim hizi, matrisin kati-sivi araylizii ile ortam arasmdaki
konsantrasyon gradyanina orantilidir. Model, gdzenekli matrislerde suda ¢oziinen ilaglar
icerenler gibi farmasotik dozaj formlarinin ¢6zlinmesine uygulanabilir (Khalbas ve ark.,

2024).

2.3.1.3. Higuchi kinetik model
1961 ve 1963 yillar1 arasinda Higuchi, hem diisiik hem de yiiksek ¢oziiniirlige
sahip ilaclar i¢cin matris sistemlerinden ilaglarin salim oranlarin1 tanimlamak {izere
matematiksel denklemler gelistirmistir. Bu matematiksel denklemler, homojen bir
matriste dagilmis bir parg¢acigm difiizyonu ile ilgilidir. Lipofilik ve diizlemsel matrise
sahip bir sistem i¢in, Higuchi tarafindan asagidaki denklem 3 onerilmistir:
fi =Q = AJD(2C - C5)Cst ©)

Burada Q, birim alan basina t zamaninda salinan ila¢ miktaridir, C baslangig

konsantrasyonudur, Cs ilacin ortamdaki ¢Oziniirliigiidir ve D ilacin diflizyon
katsayisidir.

Bu modelleme, ila¢ salimi ortamda doygunluk konsantrasyonuna ulasilana kadar
olan sure¢ i¢in uygulanabilmektedir. Higuchi aktif madde saliminda ve ¢6ziiniirligiinde
gbzenekliliginde dahil edildigi yeni bir denklem Onermistir.

Q =/D8/1)(2C — 8Cs)Cst (4)

Burada € matrisin gézenekliligi, t kilcal kivrim faktoriidiir. Bu model, bir ¢ozelti

ortamiyla temas halindeyken c¢Oziinmeyen bir matris varsayar. Salinan ilacin
konsantrasyonunu zamanimn karekokiine baglayan Higuchi denkleminin basitlestirilmis
bi¢imi su sekilde yazilabilir:

fe=Q =Ky x t'/? (5)

Ky : Higuchi ¢ozlinme katsayisi
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Higuchi denklemi kullanilirken baglangigtaki ilag konsantrasyonunun ilacin
¢cozlniirliiginden ¢ok daha yiiksek oldugu ve formiilasyonun kalmhiginm ilag

molekillerinden daha buyik oldugu varsayimlar1 yapilmalidir (Bruschi, 2015).

2.3.1.4. Hixson-Crowell kinetik model

Hixson ve Crowell tarafindan 1931 yilinda gelistirilen Hixson ve Crowell kiip kok
yasas1 modeli ile parcaciklarm c¢apinda ve tabletlerin ylizey alaninda bir degisikligin
olmas1 durumunda ilacin sistemden nasil salinacagi ifade edilmektedir. Hixson Crowell
modeli, asagidaki denklem 6 ile ifade edilmektedir.

Mo/3 — Mt /3 = xt (6)

Burada 'Wq' baslangi¢c asamasindaki ilag miktarin1 temsil eder. 'W¢' t zamaninda
mevcut olan ilacin kalanidir. 'x' (kappa) sabittir.

Bu denklem, dagilabilir tabletler ve geleneksel tabletler gibi aninda salinan dozaj
formlarinin ¢6ziinme verilerinin agiklanmasi amaciyla kullanilmaktadir.

[la¢ salim kinetigini incelemek igin ¢dziinme verileri in vitro ilag ¢ozeltisinden
almir ve veriler, kalan ilacin yiizdesinin zamana gore kiip kokii olarak ¢izilir (Mohamed

Rizwan ve ark., 2020).

2.3.1.5. Korsmeyer-Peppas kinetik modeli

Korsmeyer ve arkadaslar1 polimerik bir sistem denkleminden ilag salimini
saglayan bir modelleme kurmuslardir. {la¢ salimmin mekanizmasi arastirilirken dncelikle
%060 ilag salimi1 verisi Korsmeyer Peppas modeline uydurulmustur.

Mt / Moo = Ktn (7)

Burada Mt / Mo, t zamaninda salinan ilacin bir kesridir, k salim hiz1 sabitidir ve
n salim {issiidiir. n degeri, silindirik sekilli matrisler i¢in farkli salimlar1 karakterize etmek
icin kullanilir. n degerine bagli olarak tanimlanan salim mekanizmalar: ¢izelge 2.1°de

gosterilmektedir.

Cizelge 2.1. Polimerik filmlerden difiizyonel salim mekanizmalarimin yorumlanmasi

Salim {issii (n) fla¢ salim mekanizmasi Zamana bagli oran
0,5 Fickian difiizyonu +.0,5
0,45<n=0,89 Non -Fickian salimi tn-1
0,89 Durum IT salimi Sifir derece salim

0,89dan yiiksek Super durum Il salimi tn-1
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Bu modelde, n degeri, ilacin salim mekanizmasini karakterize eder. Silindirik
tabletler durumunda, 0,45 < n, Fickian difiizyon mekanizmasina, 0,45 <n <0,89, Fickian
olmayan tagimaya, n = 0,89, Durum II (gevseme) tasimaya ve n> 0,89, siiper durum II
tagimaya karsilik gelir. Salim egrisinin Mt / Moo <0,6 olan kismi1 n iissiinii bulmak igin

kullanilmaktadir (Dash ve ark., 2010).

2.4, Tla¢ sahm sistemleri olarak nano tasiyicilar

Nanoteknolojinin biyolojik sistemlere uygulanmasi ile nano tasiyicilara istenen
ozellikler konjuge edilmektedir. Boylece hastalikli bolgelere bu nano tastyicilar pH,
sicaklik ve enzimsel degisiklikler araciligi ile pasif olarak ya da manyetik yontemler,
sicaklik, ultrason ile aktif olarak hedeflendirilebilmektedir. Boylece ¢oziiniirliigi disiik
olan etken maddelerin ¢oziiniirliigii artirilmaktadir. Hedefe yonelik bu tedavilerin en
onemli 6zelligi ise biyoyararlanim artisinda 6nemli rol oynamalaridir. Bu nano tastyicilar
sekil 2.4’te gosterilen nanopartikiller, nano lipozomlar, hidrojeller, nano emilsiyonlar,
nano suspansiyonlar, niyozomlar, dendrimerler, karbon nanottpler, polimerik miseller ve

kat1 lipit nanopartikiiller olabilmektedir (Tuylek, 2017).
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Sekil 2.4. Tlag salim sistemleri olarak nano tasiyicilar (https:/BioRender.com)
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2.4.1. Tla¢ sahm sistemi olarak niyozomlar

Lipozomlar ilk vezikiiler ila¢ tastyici sistemlerdir; ancak toksisite ve farkli pH
degerlerinde stabilite sorunlar1 gibi bir¢ok dezavantaja sahiptirler. Lipozomlarin
dezavantajlar1 nedeniyle aragtirma ilgisi niyozomlara (NY) dogru kaymustir. NYler,
ilaglarin siirekli, kontrollii ve hedefli dagitimi igin kullanilabilen vezikiiler, yeni ilag salim
sistemleridir. Iyonik olmayan yiizey aktif maddelere ek olarak kolesterol veya tiirevlerini
ve yiiklii molekiilleri de igermektedirler. Yapilart nedeniyle hem hidrofilik hem de
hidrofobik ilaglarin yiiklenmesi ve tasinmasinda kullanilabilmektedirler (Bhardwaj ve
ark., 2020). Sekil 2.5’te gosterildigi gibi ila¢ salim sistemi olarak niyozomlar hidrofilik
ve hidrofobik ila¢ saliminin yani sira hedefe yonelik ila¢ saliminda 6nem tasimaktadirlar.
Ayrica birlesik ila¢ salimina imkan tanimasiyla niyozomlar 6zellikle kanser hastalariimn
tedavisinde ilacin biyoyararlanimini artirmaya yonelik 6nem tegkil etmektedirler (Dave

ve ark., 2023).
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Sekil 2.5. Ilag tastyici sistemi olarak niyozom (https://BioRender.com)

Gastrointestinal kanalda, NY vezikiilleri ilaci depolamaktadir ve ilacin
biyoyararlanimmi artiracak olan vezikiillerdeki enzimatik ve asidik bozunmadan ilaci
korumaktadir (Singh ve ark., 2023). Lipozom ve nano lipozom formiilasyonlar1 gibi lipit
bazli tastyicilarin kullanildigi ilag salim uygulamalarinda, 0,3 ve 0,3’ten kiiclik
polidispersite indeksi (PDI) kabul edilmektedir. Bu PDI degeri fosfolipit keseciklerinin

homojen bir popilasyonunu gostermektedir (Danaei ve ark., 2018).
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NY hazirlama yontemleri arasinda eter enjeksiyon, ters faz buharlagtirma,
transmembran pH-gradyani ve ince film hidrasyon yontemi sayilabilmektedir. ince film
hidrasyon yontemi, NY’lerin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Bu
yontemde, yiizey aktif madde ve kolesterol (zar olusturucu malzemeler), doner bir
buharlastiricinin yuvarlak tabanli bir sisesinde organik bir ¢oziicli i¢inde ¢oziliir,
ardindan organik ¢0ziiciiniin buharlastirilmasiyla ylizeyde kurutulmus ince bir film
olusturulur. Daha sonra sulu ortam (su veya tampon), ¢ok katmanl kesecikler liretmek
icin sabit hafif calkalama altinda belirli bir siire boyunca yiizey aktif maddenin gecis
sicakligmin tizerindeki bir sicaklikta filme eklenir; bu daha sonra tek katmanli kesecikler
elde etmek (izere sonikasyona tabi tutulabilir. Kapsullenecek ilaglar, ¢ozunurliklerine
bagl olarak sulu veya organik fazda ¢oziiliir. Bu teknigi genellikle homojen boyut
dagilimina sahip NY’lerin olusumuna izin vermek i¢in sonikasyon takip eder (Thabet ve
ark., 2022).

2.5. Mikrobiyota
“Mikrobiyota” ve “mikrobiyom” iki farkli terim olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Mikrobiyota, agiz ve bagirsak mikrobiyotasi olarak tanimlanan bir ortamdaki
mikroorganizmalardan olusmaktadir. Mikrobiyom terimi ise mikroorganizma toplulugu
yani sira mikrobiyal yapisal unsurlari, metabolitleri ve ¢evresel kosullar1 da dahil eden
ekosistemdeki tiim mikroorganizmalarin genomlarmin toplamimi temsil etmektedir.
Mikrobiyom, mikrobiyotadan daha genis bir spektruma sahiptir (Hou ve ark., 2022).
Insan mikrobiyotas1 bakteri, mantar ve viriis gibi komensal mikroorganizmalardan
olusur. Insan genomu sabit olmasina ragmen, mikrobiyal genom dogumdan dliime kadar
insan yasamu boyunca degismektedir. Mikrobiyota; bebek, cocuk, yetiskin, yash ve
hamile bireyler arasinda farkliliklar géstermektedir. Mikrobiyota ve mikrobiyota genomu
diyet, ila¢ kullanimi, dogum sekli, temizlik gibi dis etkenler nedeniyle degisebilmektedir
(Kuk ve ark., 2016).
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G

Sekil 2.6. Bagirsak emiliminin bakteri popiilasyonuna etkisinin sematik gdsterimi
(https://BioRender.com)

Viicudun diger bir organi olarak ifade edilen bagirsak mikrobiyotas1 genetik ve
cevresel faktorlerden etkilenmektedir. Bagirsak mikrobiyotasi ile beslenme arasindaki
giiclii iliski metabolik hastaliklarm ¢ogunun tedavisi i¢in yol gostericidir. Diizenli ve
dogru beslenme; mikrobiyal cesitliligi, bagirsak bariyer gecirgenligini, bagisiklik
fonksiyonlarini, enerji hasadini, makromolekiil metabolizmasini ve enzim aktivitelerini
etkileyerek bagirsak mikrobiyotasinin kompozisyonunu ve islevini diizenlemektedir
(ilhan, 2018).

Bagirsak florasi, insan viicuduyla etkilesime girmektedir (sekil 2.6). Boylece
vicutta yiyeceklerden besinlerin sindirilmesine ve emilmesine, bagirsakta tiretilen toksik
atiklar1 metabolize etmesine ve amino asitler, vitaminler, kisa zincirli yag asitleri
Uretilmesine yardimci olmaktadir. Bagirsak florasinin bozulmasi durumunda obezite,
diyabet, diizensiz bagwsak rahatsizhigi ve kolon kanseri gibi hastaliklara
rastlanabilmektedir. Bu nedenle bagirsak florasinin dengede tutulmasi onemlidir.
Bagirsak florasinin saghiginin korunmasi amaciyla probiyotik ve patojenik bakteri

sayisini diizenlenmelidir (You ve ark., 2022).

2.5.1. Prebiyotik ve probiyotikler

Probiyotikler kolonizasyon direnci 6zellikleriyle bazi patolojik hastaliklara kars1
terapotik etki gostermektedirler. Bu olgu, yerli anaerobik flora, sindirim sistemindeki
potansiyel patojenik floranin konsantrasyonunu sinirlamaktadir. Probiyotiklerin bir diger
fizyolojik etkisi de enzim aktivitesini etkileyebilmeleridir (Chow, 2002). insan
bagirsaginda bulunan probiyotikler bagirsak mikroplarmnin dengelenmesinde énemli bir
potansiyele sahiptir. En yaygin probiyotik bakteriler Lactobacillus veya Bifidobacterium
olarak bilinmektedir. Probiyotiklerin saglik agisindan yararlari arasinda bagisikligi

diizenleme, antikanser ve antidiyabetik 6zelligi ve obeziteyi engellemeye yonelik ajan
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olarak hareket etme olarak sayilmaktadir. Probiyotikler, konak bagisikligini bagirsak
mikrobiyotanin kompozisyonunu diizenleyerek artirmaktadirlar (Chandrasekaran, 2024).

Probiyotiklerin biiylimesi, ¢ogalmasi ve bdylece bagirsak mikrobiyotasinin
diizenlenmesinde rol oynamasi ancak prebiyotiklerin tesviki ile gergeklesmektedir.
Prebiyotik, ‘konak mikroorganizmalar tarafindan seg¢ici olarak kullanilan ve saglik
acisindan yararl bir substrat' olarak tanimlanmaktadir. Prebiyotiklerden baska bagirsak
mikro gevresi iizerinde etkileri olusabilecek maddelerde bulunmaktadir. Bu nedenle
prebiyotiklerin  segici kullanim ozelligi  degerlidir. Bu 0Ozellik, prebiyotikleri
antibiyotikler, mineraller ve vitaminler gibi diyet bilesenlerinden ve bilesiklerinden

ayrrmaktadir (Cremon ve ark., 2018).

2.6. Literatur cahsmalan

Rasul ve ark., (2020) gergeklestirdikleri bir ¢alismada, noniyonik ylizey aktif
madde bazli vezikiiller formiile etmek ve bunlarin in vitro karakterizasyonunu, salim
caligmalarin1 ve in vivo c¢alismalarini degerlendirmek iizere ince film hidrasyon
yontemiyle NY’ler olusturmuslardir. NY’lerin boyutlarin1 zeta sizer kullanarak 427,1-
972,3 nm arasinda bulmuslardir. SEM gorintileme ile NY’lerin klresel vezikller
goriiniimiine dikkat ¢cekmiglerdir. pH 1,2 mide ve pH 7,4 bagirsak ortamlarinda salim
izlenmis ve niyozomal formilasyonlarda daha yiiksek salim sonuglar1 elde edildigi
belirtilmigtir. Salim profilinin sifirinc1 dereceden salim kinetigine uygunlugu tespit
edilmis ve aktif bilesenlerin siirekli salinabildigi gozlenmistir. Farmakokinetik ¢alismalar
saglikli albino tavsanlar ile yiiriitiilmiis ve in vivo ¢alismalar: sonucu NY vezikulleri ile
biyoyararlanimda artis oldugu tespit edilmistir (Rasul ve ark., 2020).

NS’nin gastrointestinal gec¢irgenligini ve ndroprotektif aktivitesini iyilestirmek
tizere etkisinin arastirildigi ¢calismada noniyonik yiizey aktif maddeler, kolesterol ve
fosfatidilkolin bilesimleri kullanilarak ince film yontemi ile NY’ler hazirlanmistir.
Néroprotektif aktiviteye olan etkinin incelenmesi icin NS sicanlara yedirilmistir. /n vivo
calisma, niyozomal dispersiyonun standart ve kontrol formiilasyonlarma kiyasla
noroprotektif aktiviteyi Onemli Olgiide iyilestirdigini ortaya koymustur. NS’nin
gastrointestinal gecirgenlik profilleri i¢in umut verici oldugu ortaya konmustur (Akthar
ve ark., 2014).

Ravalika ve Sailaja, (2017) tarafindan etoricoxibinin, hedefe yonelik saliminin
saglanmas1 icin vezikiiler tasiyicilar olarak NY’lerin formiile etme amacgl calisma

gerceklestirilmistir. Bu dogrultuda kolesterol ve noniyonik yiizey aktif maddeler
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kullanmuslardar. Ilag, kolesterol ve yiizey aktif maddeleri Tween 80 (F1) ve Span 60 (F2)
kullanilarak ince film hidrasyon teknigi ile iki formiilasyon hazirlanmistir. Diger iki
formilasyon, kolesterol ve yiizey aktif maddeler Tween 80 (F3) ve Span 60 (F4)
kullanilarak eter enjeksiyon yontemi ile hazirlanmistir. Her formiilasyon ilag igerigi,
tuzaklama etkinligi, ortalama vezikiil ¢api, zeta potansiyeli ve in vitro ilag salim
calismalar1 agisindan degerlendirilmistir. Dort formiilasyon arasindan F2 formiilasyonu
icin %95,57'lik maksimum ilag igerigi, %96,40'lik tuzaklama etkinligi, 463,7 nm'lik
ortalama vezikiil ¢api, -80,5 mV'luk zeta potansiyeli, 12 saatte %95,14'lik in vitro ilag
salim1 sonuglarina varilmistir. Ince film hidrasyon yontemiyle hazirlanan NY’lerin daha
etkili olduguna karar verilmistir (Ravalika ve Sailaja, 2017).

Nowroozi ve ark., (2018) tarafindan NY’lerin nanoboyuta indirgenmesi icin prob
sonikasyonu, ekstriizyon ve yiiksek basing¢li homojenizasyon dahil olmak tizere farkl
boyut kiiciiltme tekniklerinin performansi arastirilmistir. Ayrica, kolesterol i¢eriginin ve
yiizey aktif madde tipinin formiilasyonlarm boyutu ve polidispersite indeksi (PDI)
tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Brij 72, Span 60 veya Tween 60 yizey aktif
maddelerinden olusan ¢esitli niyozomal formiilasyonlar hazirlanmis ve boyut klgiltme
teknikleri denenmistir. Tween 60 ve Span 60 NY’lerin boyutunu kictltmek icin en etkili
yontemlerin ekstriizyon ve prob sonikasyonu oldugu bulunmustur. Brij 72 NY’lerinin
boyutunu kugtltmek i¢in kullanilan tekniklerin hepsi olumlu sonug¢ vermistir. NY’lerin
nano boyutlandirilmasi i¢in etkili bir yontemin segme ve istenen boyut araligma ve
homojenlige ulasmak biiyiik 6lclide NY bilesimine, 6zellikle kullanilan yiizey aktif
madde tiirtine bagli oldugu anlagilmistir (Nowroozi ve ark., 2018).

NS tohum yagmin hiicre aracili bagisiklik etkisinin arastirildigr ¢alismada 18
erkek Wistar sicani, kontrol grubu ve diyetlerinde 30 ve 50 g/kg oraninda ¢orek otu alan
tedavi gruplar1 olusturulmustur. NS tohum yagimin fitokimyasal analizi yapilmis ve
antioksidan aktivitesi incelenmistir. CD8 ekspresyonuna etkisi immunohistokimya
analizi ile incelenmistir. Sonuglar, NS tohumlarinin antioksidan potansiyelleri, sitokin
iretiminin indiiksiyonu, CD8 ekspresyonunun tesviki ve dalak apoptozunun azaltilmasi
yoluyla imminostimilator islev gosterdigini gostermektedir (Mahmoud ve ark., 2021).

Galleria mellonella'nin (G. mellonella) mikrobiyom modeli olarak etkinligini
degerlendirmek ve vankomisinin etkinligi ile NS’nin bagirsak florasi tizerindeki
antimikrobiyal aktivitesini karsilastirmak amaciyla G. mellonella larvalar1 metagenomik
analize tabi tutuldu. Larvalar; negatif kontrol (sadece PBS); pozitif kontrol (sadece

metisiline direncli Staphylococcus aureus (S. Aureus)); bagirsakta bakterilerle savasan
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vankomisin antibiyotigi ile tedavi edilen grup, NS yagi tedavi edilen grup ve
kombinasyon (vankomisin ve NS yagi) tedavi edilen grup olmak iizere gruplara
boliinmiistiir. Calisma, farkli antimikrobiyallerin S. aureus ve bagirsak mikrobiyotasina
kars1 etkisini degerlendirmek i¢in 6n test olarak G. mellonella modelinin kullanimini
desteklemistir. NS yagi, S. aureus'a kars1 daha fazla segicilik ve dogal Enterococcus
bagirsak florasi i¢in daha fazla koruyuculuk gostermistir (Alnezary ve ark., 2023).

Kien ve ark., (2005) tarafindan saglikli yetigkinlerde gerceklestirilen bir
calismada, doymus palmitik asit oran1 yiiksek bir diyet (toplam kalorinin %40'min yagdan
geldigi bir diyette yaklasik %17 palmitik asit), enerji harcamasinda ve enerji i¢in yag
kullaniminda azalmalara yol a¢t1. Ayni calismada, tekli doymamis oleik asit orani yiiksek
bir diyet uygulayan kisilerde (oleik asit %31; toplam kalorinin %40' yagdan) hem giinliik
enerji harcamasinda hem de yakit i¢in yag kullaniminda hafif bir artis goriildii. Yiiksek
palmitik asit grubunda, yiiksek oleik asit grubuna kiyasla viicut yaginda da daha fazla
artig goriildii. Bu nedenle, doymus yag orani yiiksek gidalara kiyasla tekli doymamais yag
orami yiiksek gidalar tiilketmenin, orta derecede yiiksek karbonhidrat alimi baglaminda
baz1 faydalar1 olabilir, toplam kalorinin %46's1 karbonhidratlardan gelir ve doymus
yaglar1 tekli doymamis yaglarla degistirmek, viicutta daha az yag kazanimina yol agabilir

(Kien ve ark., 2005).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasallar
Bu doktora tez ¢alismasinda ¢orek otu tohum yagi (Zade Vital A.S.), timokinon
(Sigma Aldrich), kolesterol (>99%, Sigma Aldrich), fosfotidilkolin (Sigma Aldrich),
Tween 80 (Sigma Aldrich), metanol (Merck, chromatography grade), kloroform (Carlo
Erba), potasyum hidroksit (Merck), n-heptan (Merck), phosphate buffered saline (Sigma
Aldrich), hekzan (Merck, chromatography grade), asetonitril (Merck) kullanilmistir.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Ultrasonik banyo (ISOLAB Laborgerite GmbH 180 W), doner buharlastirici
(Heidolph), ultra yiiksek performansl sivi kromatografisi (Thermo Scientific), santrifiij
(NF800R, Niive), inkiibatorlii ¢alkalayict (Unimax 1010 Incubator 1000, Heidolph
Persia), alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu (GeminiSEM 500, ZEISS),
diferansiyel taramali kalorimetri ve termogravimetrik analizér (Setaram, Labsys Evo),
fourier doniisimii kizilotesi spektroskopisi (Thermofischer), hassas terazi (Explorer
EX224/AD, Ohaus), ultra saf su cihaz1 (Millipore UV Water Purification, Merck), zeta
sizer (Nanoplus 3, Micromeritics), manyetik karistirict (MSH-20A, Daihan), vorteks
(MaXshake VM30, Daihan)

3.2.Yontem

3.2.1. NS tohumu yaginda yapilan analizler
Bu doktora tez ¢aligmasinda soguk sikim NS tohumu yagmin bagirsak
mikrobiyotasi iizerine prebiyotik etkisi arastirilmistir. Bu nedenle yagin saglik acisindan
kalitesinin test edilmesi 6nemlidir. Gergeklestirilen kalite testleri serbest yag asitligi ve
yag asitleri kompozisyonu tayinidir. Testlerin gerceklestirilmesinde titrimetrik yontem
ve gaz kromatografisi kullanilmistir. Soguk sikim NS tohum yag analizleri, Zade Vital

Gida Ilag ve Kimya San. ve Tic. A.S. laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.
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3.2.1.1. Serbest yag asitligi (%FFA) tayini

Yaglarda bulunan serbest yag asitleri toplami (% FFA) oleik asit ylizdesi olarak
belirtilmektedir. Ayrica bir gram yagin noétrlestirilmesi igin gerekli olan potasyum
hidroksitin mg olarak agirligi da serbest yag asitleri toplammi vermektedir. Yagin
kalitesinin ve giivenirliliginin 6l¢iildiigii bu analize asit sayis1 da denilmektedir (Ustiin,
2015).

NS tohumu yagmin serbest yag asit degeri Zade Vital ilag Kimya Gida San. ve
Tic. A. S. firmasinda standart metot American Oil Chemists Society (AOCS) Ca 5a-40
kullanilarak gergeklestirilmistir. 10 g NS tohum yagi tartilarak 50 ml etilalkol-dietileter
karisiminda ¢Ozdiiriilmiistiir. 1 ml fenolftaleyn damlatilmasinin ardindan ¢ézelti, 0.1 M
etanolli KOH ile renk pembe oluncaya kadar titre edilmistir. Bu asamada harcanan 0.1
M KOH miktar1 kaydedilmistir:

Serbest Yag Asitleri = (V x 2.8) / M (% oleik asit) )]

V: Harcanan 0,1 M etanollii KOH hacmi (mL)

M: Numune agirlig1

3.2.1.2. Yag asitleri kompozisyonu tayini

Zade Vital ila¢ Kimya Gida San. ve Tic. A.S. firmasidan 1s1l isleme maruz
birakilmadan soguk sikim yontemi ile elde edilen NS tohum yagma ait yag asit
kompozisyonu gaz kromatografi cihazi (Shimadzu GC 2010 Plus, Japonya) ve gaz
kromatografi-alev iyonlastirma dedektorii (GC-FID) kullanilarak International Olive
Council (I0C) tarafindan yaymlanan COI/T.20/Doc.No.33 yontemi ile analiz edilmistir. Oda
sicakhiginda 65 mg NS yagi tartilarak 2 mL metanolli potasyum hidroksit ¢ozeltisinde
¢ozdirilmistiir. Karigim vorteks cihazi ile 2 dk boyunca karistirilmustir. Vorteksle 2
dk karistirilan yag numunesinin Gzeri n-heptan ile 10 mL’ye tamamlanmustir. VVorteks
islemi 1 dk’lik siireyle tekrarlanmustir. Metil esterleri turevlerine doniisen yag numunesi
500 rpm 5 dakika kosullarinda santrifiijlenmistir. Santrifijlenen yag numunesinin Ust
faz1 (organik faz) alinarak, 0,45 um filtreden gegcirilerek GC viali igine aktarilmistir. NS
yagma ait yag asitlerini belirlemek igin kullanilan gaz kromatografi cihazin ¢aligma
kosullar1 Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de belirtilmistir. Bu doktora tez galismasinda Fatty
Acid Methyl Esters mixture (FAMEMIX) karigim standartt % alan degerleri, 1 mL 37
bilesenli FAMEMIX karisimmdan alinarak 10 mL’ye n-heptan ile tamamlanarak GC

sistemine enjekte edilip belirlenmistir.
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Cizelge 3.1. Gaz kromatografi sisteminin galigma kosullar1

Sistem Calisma kosullari
Analiz i¢in kullanilan cihaz Shimadzu GC 2010 plus
Kolon Silika, £ =100 m, @ = 0,25 mm % 0,20 pum,
poli(bis siyanopropilsiloksan) (film kalilig1 0,20 pm)
Dedektor Alevli iyonlastirma (FID)
Enjeksiyon hacmi 1,0 uL
Enjeksiyon sicaklig1 250°C (4°C/dk.)
Tastyic1 gaz Helyum
Akis hizi 1,5 mL/dk
Ayirma orani 1:99,7

Cizelge 3.2. Shimadzu GC-2010 plus enstriimental sistemin sicaklik kosullar

Sistem sicakligi (°C)

Kolon 140—240(4°C/dk.)
Enjeksiyon yuvasi 250
Dedektor 260

3.2.2. NS tohumu yag enkapsiile edilmis nano boyutta NY’lerin hazirlanmasi

NS tohumu yagi enkapsiile edilmis ve plasebo (yag igermeyen) NY’lerin
olusturulmasinda ince film hidrasyon metodu kullanilmustir (Akhtar ve ark., 2014). Ince
film hidrsyon yontemi ile niyozomlarin {iretim asamalar1 sekil 3.1°de 6zetlenmistir. Bu
dogrultuda Tween 80, kolesterol ve fosfotidilkolin kiitlece 9:1:1 oraninda tartilarak 1:2
(h/h) oraninda kloroform-metanol karisimi igerisinde ¢ozdiriilmiistiir. Bu sekilde
hazirlanan iki numuneden biri plasebo olarak hazirlanirken digerinin i¢ine yine ml basina
4 mg olacak sekilde NS tohumu yagi 1:2 (h/h) kloroform-metanol karisimi igerisinde
cozdurilerek eklenmistir. Yagin homojen bir sekilde ¢6ziinmesi saglandiktan sonra
plasebo ve yag enkapsiile edilmis proniyozomlar doner buharlastiriciya yerlestirilmistir.
Solvent, sisenin duvarinda ince bir lipit filmi birikinceye kadar bir doner buharlastirici ile
60°C’lik bir sicaklikta indirgenmis basing altinda buharlastirilmistir.  Numuneler
icerisinde kalan nemin tamamen uzaklastirilmas: i¢in plasebo proniyozomlar ve NS
enkapsiile edilmis proniyozomlar vakumlu etiiv igerisinde bekletilmistir. Proniyozomlar,
10 ml distile su ile hidratlanarak ve manyetik karistiricida 2 dakika boyunca ¢alkalanarak

NY’lere doniistiirilmiistiir. Plasebo nano NY’ler de ayn1 yontemle hazirlanmustir.
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Niyozom bilesenlerinin tartiimasi  so|ventle bilesenlerin ¢zdiirilmesi

&
o

Niyozom soltisyonlari Hidrasyon ince film eldesi

Sekil 3.1. Ince film hidrasyon yontemiyle NYlerin elde edilmesi

Prob sonikasyonu, yiizey aktif maddelerin kararliligmi etkileyebilen ve prob
kaynakli kirlilige neden olabilen lokal 1s1 iiretebilmektedir. Prob sonikasyonu isleminin
bu dezavantaji yani swra banyo sonikasyonunun sonikasyon islemi sirasinda
parametrelerin kontrol edilebilirligi sayesinde banyo sonikasyonu daha ¢ok tercih
edilmektedir (Witika ve ark., 2022). Bu nedenle tez ¢alismasinda banyo sonikasyonu ile
nano boyutta NY gelistirilmesi optimize edilmistir.

NY’ler olusturulduktan sonra ultrasonikasyon uygulanarak nanoboyutta NY’ler
elde edilmistir (sekil 3.2). Hazirlanan NY’lerin boyutunu kigiltmek ve homojen bir
dagilim elde etmek amaciyla hidrasyondan sonra, ultrasonik homojenlestirici kullanilarak
partikill agregasyonunu en aza indirmek icin stispansiyon, 1 saat boyunca ultrasonik
banyoda sonikasyona tabii tutulmustur. Nano boyutta NY’ler elde edildikten sonra

karakterizasyon caligsmalarina devam edilmistir.

Niyozom ¢ozeltileri Niyozomlarin sonikasyonu

Nano niyozomlarin karakterizasyonu

Sekil 3.2. NY’lerin nano boyuta indirgenmesi ve karakterizasyonu
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3.2.3. Nano NY’lerin karakterizasyonu
Elde edilen plasebo ve NS yagi1 enkapsile edilmis olan NY’ler fiziksel gérinum,
parcacik boyutu, FTIR spektrumu, termal 6zellikleri bakimindan karakterize edilmistir.

Ayrica NS/NY’lerin enkapsiilasyon verimliligi ve salim kinetigi de belirlenmistir.

3.2.3.1. Taramah gecirimli elektron mikroskopisi (STEM) analizleri
Bos (NY) ve NS enkapsule nano-NY’lerin (NS/NY) fiziksel gérinimi taramali
gecirimli elektron mikroskopi (STEM, ZEISS Gemini SEM 500) gorintileme analizi ile
gerceklestirilmistir. Calismada NS/NY ve NY 1:10 (h/h) oraninda seyreltilmistir.
Ardindan NS/NY ve NY ornekleri 1 saat boyunca ultrasonik banyoda sonikasyona tabii
tutulduktan sonra sonikasyon islemi sonrasi olusan nano boyuttaki NY’ler 0,22 pm’lik
filtre ile stizUlmiistiir. Orneklerin s1vi1 ortamda 30 kV voltaj, 2.9 mm calisma mesafesi ve

10 kX parametreleri kullanilarak STEM goriintiileri alinmistir.

3.2.3.2. Partikll boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli analizi
NY ve NS/NY’lerin partikiill boyutu, polidispersite indeksi (PDI) ve zeta
potansiyeli zeta sizer (Micromeritics — Nanoplus 3) cihazi kullanilarak belirlenmistir. NY
ve NS/NY o6rnekleri 1 saat boyunca ultrasonik banyoda sonikasyona maruz birakildiktan
sonra 0,22 pm’lik filtre ile stizdiiriilmiistiir. Ornekler coklu sagilmay1 énlemek igin kuvars
kiivette 10:1 deiyonize su igerisine seyreltilerek hazirlanmistir (Ragheb ve ark., 2020).
Kuvars kiivet analiz i¢in cihaza yerlestirilerek her numune i¢in ortalama pargacik boyutu,

PDI ve zeta potansiyel degeri 50 okuma ile ii¢ ardisik 6l¢limiin ortalamas1 hesaplanmustir.

3.2.3.3. Formiilasyon bilesenlerinin kimyasal uyumlulugu
NY bilesenlerinin ve kapsiile ettigi NS’ nin varligi ile bu bilesenler arasindaki olasi
etkilesimlerin yaninda birbirlerine olan uyumlulugu Fourier doniistimlii kizil6tesi (FTIR)
spektroskopisi ile incelenmistir. NY bilesenlerinin, NS/NY’nin, NS’ nin ve aktif bileseni
olan timokinonun, bos NY nin FTIR spektrumlar1 4 cm™ spektral ¢ziinirliikte 4000-400
cm frekans araliginda 16 sar okuma seklinde kaydedilmistir (Rathee ve ark., 2020).

3.2.3.4. Termal analiz
NY ve NS/NY’nin uyumluluk testi diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) ve
termogravimetrik analiz (TGA) testleri ile gergeklestirilmistir. Bu testlerin

gerceklestirilmesi i¢in hazirlanan 5 mg kuru numunenin, yiiksek sicakliklara dayanikli
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aliminyum tavada tartimi yapilmistir. Termogramlar, numuneleri 25 ile 250 °C’ye
isitarak 10 °C/dakika tarama hizinda kaydedilmistir. Bu taramalar, 20 ml/dakika tasfiye
hizinda azot atmosferinde kaydedilmistir (Khan ve ark., 2016).

3.2.3.5. Enkapsulasyon verimliligi (%EE)

NS/NY igerisinde NS enkapsiilasyon verimliligi dispersiyon ortamindaki serbest
timokinon konsantrasyonunun olgiilmesiyle belirlenmistir. Bu amagla UHPLC ‘de
timokinon standardu ile (0,50 — 1 — 7,5 —15—-30 75 — 90 — 120 ppm) kalibrasyon egrisi
¢izilmistir. Timokinon miktart UHPLC’de belirlenirken kullanilan mobil faz metanol-su
(60:40 h/h), standartlarm enjeksiyon hacmi 2 pL ve akis hizi 1 mL/dk olarak
belirlenmistir. Ayristirma i¢in C18 (150 mm x 2.1 mm x 1.9 pL) kolonunda kullanilarak,
254 nm dalga boyunda ol¢timler gergeklestirilmistir. Ayn1 reaksiyon kosullarinda NY
icine NS enkapsiilasyon verimi hesaplanmistir. NS/NY ve asetonitril belirli miktarda
karistirilarak 30 dakika boyunca bir ultrasonik banyo igerisinde sonikasyona tabii
tutularak NY’lerin par¢alanmasi saglanmistir. Sonikasyon sonrasi numune 14 000 rpm'de
30 dakika siireyle santrifiij edilmis ve siipernatantin UHPLC’de analizi
gergeklestirilmistir  (sekil 3.3). Enkapsiile edilmemis timokinon konsantrasyonu
kalibrasyon egrisi baz alinarak belirlenmistir. Enkapsiilasyon verimi denklem 10’a gore

hesaplanmistir (Suksuwan ve ark., 2021).

Verim (%) =

Toplam Timokinon konsantrasyonu—Serbest haldeki Timokinon konsantrasyonu x100 ( 1 0)
Toplam Timokinon konsantrasyonu

yag igeren : S0l i
niyozom < ( )
siispansiyonu % Il ° I
&),
f —
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stipernatant
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14000 rpm, 30 dk

kromotografik analiz

Sekil 3.3. NS/NY 6rneginde enkapsiilasyon verimi belirlenmesi is akisi semasi(https://BioRender.com)
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3.2.4. In vitro sahm profili

NS/NY o6rnekleri UDT-804 dissoliisyon cihazinda 100 rpm, 37°C+0.5°C’de mide
icin pH 1.2, ince bagirsak i¢in pH 6.8 ve kalin bagirsak i¢in pH 7.4 PBS icerisinde inkiibe
edilmigstir. NS/NY’ler 900 ml PBS i¢erisinde siispanse edilmistir. Tampon ¢ozeltisi pH’1;
sirastyla pH 1.2, pH 6.8 ve pH 7.4’¢ ayarlanarak 100 rpm, 37°C+0.5°C kosullarinda salim
ortamindan 10 saatlik bir periyotta saat bagi 6rnek alinmistir. Salim tamponuna her bir
saat sonunda alman numune hacminde tampon ¢dzeltisinden eklenmistir. Tlk dort saatlik
calisma pH 1.2'de gergeklestirilmistir. Sonra pH 6.8 fosfat tamponunda da iki saatlik
salim yapilmasi saglanmis ve ayni prosediir pH 7.4 tamponu ile tiim 4 saatlik ¢calisma i¢in
tekrarlanmistir (Nazeer ve ark., 2017). Orneklerdeki NY kalintis1 14000 rpm 30 dakika
coktiiriiliip, siipernatant 6rneklerindeki timokinon miktar1 UHPLC’ de dlglilmiistiir. PBS
icinde dagilan timokinon miktar1 UHPLC’de belirlenirken kullanilan mobil faz metanol-
su (60:40 h/h), enjeksiyon hacmi 2 pL ve akis hiz1 1 mL/dak protokoliine gore ayrigtirma
gerceklestirilmistir. C18 (150 mm x 2.1 mm x 1.9 pL) kolonunda ayristirilan 6rneklerdeki
timokinon miktar1 254 nm dalga boyunda 6l¢tilmiistiir (Suksuwan ve ark., 2021).

Her zaman noktasinda toplanan 6rnek, agiklanan UHPLC yontemine gore analiz
edilmistir. Elde edilen ila¢ salimi ve zaman verileri matematiksel kinetik denklemlerde
(sifirmer derece, birinci derece, Higuchi, Hixson- Crowell ve Korsmeyer Peppas

modelleri) degerlendirilerek regresyon analizi yapilmistir.

3.2.5. NS ve NS/NY’lerin bagirsak mikrobiyotasina prebiyotik etKisinin
belirlenmesi
NS ve NS/NY’lerin bagirsak mikrobiyotasina prebiyotik etkisi sekil 3.4’te
Ozetlenmistir. Deney hayvanlar1 olarak kullanilan sicanlarin digskisindan DNA izole
edilmistir. Ardindan DNA’lar saflastirilarak konsantrasyon 6l¢tiimii yapilmistir. Saf DNA
metagenomik analizi yaptirilmistir. Biyoinformatik analiz sonrasi elde edilen

metagenomik data istatiksel analiz ile yorumlanmistur.
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Sekil 3.4. NS ve NS/NY’lerin bagirsak mikrobiyotasina prebiyotik etkisinin belirlenmesi
(https://BioRender.com)

3.2.5.1. Deney hayvanlarindan diski 6rneklerinin toplanmasi

NS/NY ’lerin bagirsak mikrobiyotasina prebiyotik etkisinin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen deney hayvanlar1 calismasi Selguk Universitesi Deneysel Tip ve
Arastirma Merkezi laboratuvarinda 22/04/2022 tarih ve 2022-9 nolu etik kurul karari ile
gerceklestirilmistir. Calismada 350-400 gram agirliginda 30 tane saglikli erkek Wistar
albino k1 sigan kullanilmistir. Siganlar konvansiyonel kafeslerde 23°C’de 12 saatlik bir
aydmlik/karanlik dongiisii kosullarinda tutulmustur. Her deney grubunda 10 sigan olmak
iizere deney hayvanlar1 rasgele ili¢ gruba boliinmiistiir. 1 haftalik adaptasyon siireci
sonrasi birinci deney grubuna %0,9°luk serum fizyolojik, ikinci deney grubuna oral gavaj
ile sigan viicut agirligina gore ginlik 20 mg/kg NS yagi, tiglincii deney grubuna ise oral
gavaj ile gunliik 20 mg/kg nano NY ile enkapsiile edilmis olan NS yag1 verilmistir. TUm
uygulamalar 6 hafta boyunca devam ettirilmis ve bu siire boyunca tiim hayvanlarin su ve
yem ihtiyaglar1 adlibitum olarak gergeklestirilmistir. 6. Hafta sonunda 3 deney hayvan
grubu ayr1 ayr1 metabolik kafeslere alinarak bireysel digk1 6rnekleri steril kaba alindiktan
hemen sonra sivi azotta dondurulup analizler gerceklestirilinceye kadar saklanmistir.
Beslenme sliresi tamamlandiktan sonra ikinci gruptan bir deney hayvani 6lmiis ve diskis1

toplanamamustir.


https://biorender.com/
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Diski 6rneklerinden DNA izolasyonu

Deney hayvanlar1 digki numunesinden DNA izolasyonu ZymoBIOMICS™ DNA

Miniprep Kit kullanilarak gergeklestirilmistir.

1.

10.

11.

200 mg digki numunesi ZR BashingBead™ lizis tiiplerine (0,1 ve 0,5 mm)
tartilmistir. Tiipe 750 pl lizis soliisyonu eklenerek kapak sikica kapatilmistir.
Tiip 1 saat boyunca maksimum hizda vortekslenmistir.

Icerisinde diski numunesinin bulundugu ZR BashingBead™ Lizis Tupleri bir
mikro santrifiijde 10000 g’de santrifiijlenmistir.

Bir toplama tupine Zymo-Spin™ III-F filtresi yerlestirilerek, filtre tzerine
400 pl'ye kadar siipernatant aktarilmistir. 1 dakika boyunca 8.000 x g
kosullarinda santrifiigasyon islemi sonrast Zymo-Spin™ [II-F filtresi
atilmustir.

Toplama tiipiindeki filtrat tizerine 1200 pul ZymoBIOMICS™ DNA baglayici
tampon eklenmistir. Filtrat ile tampon homojen karisimi elde edilmesi igin
pipetaj islemi yapilmustir.

Yeni bir toplama tlipline Zymo-Spin™ IICR kolonu yerlestirilmistir. Onceki
adimda elde edilen karigimin 800 pl'si bu toplama tiipitindeki Zymo-Spin™
IICR kolonuna aktarilarak karistm 1 dakika boyunca 10.000 g'de
santrifiijlenmistir.

Toplama tiipiinden siipernatant bosaltilmis ve 6nceki adim tekrar edilmstir.
Yeni bir toplama tiipiine yerlestirilen Zymo-Spin™ IICR kolonuna 400 pl
ZymoBIOMICS™ DNA yikama tamponu 1 eklenmistir. Santrifiigasyon
islemi, 1 dakika boyunca 10.000x g'de gerceklestirilmis ve supernatant tlpten
bosaltilmistir.

Toplama tupindeki Zymo-Spin™ IICR kolonuna bu asamada 700 ul
ZymoBIOMICS™ DNA yikama tamponu 2 eklenerek solisyon 1 dakika
boyunca 10.000 x g'de santrifiijlenmistir. islem sonras: tiipteki siipernatant
atilmastir.

Toplama tipundeki Zymo-Spin™ IICR kolonuna 200 ul ZymoBIOMICS™
DNA yikama tamponu 2 eklenmistir. Soltsyon, 10.000 g'de 1 dakika
santrifujlendikten sonra siipernatant tiipten bosaltilmistir.

Zymo-Spin™ TICR kolonu steril bir 1,5 ml mikro santrifiij tiipiine
aktarmistir. 100 pL  ZymoBIOMICS™ DNase/RNase igermeyen su
dogrudan kolon matrisine denk gelecek sekilde aktarilmistir. Steril 1,5 ml
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mikro santriftj tupd igindeki Zymo-Spin™ IICR kolonu 1 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras1 DNA'y1 eliie etmek i¢in 1 dakika boyunca
10.000 g'de santrifiij gerceklestirilmistir.

12. Yeni bir toplama tlplne bir Zymo-Spin™ III-HRC Filtresi yerlestirilmis ve
600 pul ZymoBIOMICS™ HRC hazirlik soliisyonu bu tiipe eklenmistir.
Soliisyon, 3 dakika boyunca 8.000 x g'de santriflij edilmistir.

13. Santrifiij islemi sonrast steril 1,5 ml mikro santrifiij tiipiine toplama tuptindeki
Zymo-Spin™ III-RC filtresi yerlestirilmistir. 16.000 g'de 3 dakika

kosullarinda santrifiigasyon gerceklestirilmistir.

Digk1 6rneklerinden DNA izolasyon basamaklari sekil 3.5°te gorsellestirilmistir.

DNA lizis ekstraksiyon

1 saat vorteks ‘\@ N
200 L diski - b - W zymoiF w
3 @ _# toplama tipi
] o 10000g 1 dk spin s & 400 pL siipernatant v
— e e ——
\ \
400 pL yikama
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| ~
o 800 uL Zymo \r h
@ N ¥ 500081k o spin IICR . o o
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tamponu Il e H ase -
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Ny @ & 1 dk inkiibasyon v @‘
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Sekil 3.5. DNA izolasyonu agamalarinin sematik goriintiisii (https://BioRender.com)

3.2.5.3. DNA konsantrasyonu ve kalitesinin belirlenmesi

29 ornegin DNA konsantrasyonlar1 iQuant dsDNA HS Assay Kiti (#NO011)
kullanilarak Invitrogen Qubit 4 cihaziyla Olgiilmiistir. DNA icin saflik incelemesi
numunenin 260, 280 ve 230 nm absorbans degerlerinin oranlanmasiyla saglanmistir.
A260/A280 oraninin 1,8-2,1 arasinda olmas1 gerekirken, A260/A230 oraninin 1,8‘den
diisiik olmasi ciddi bir kontaminasyon varligint géstermektedir. DNA konsantrasyonu
okumasi ng/pL ile ifade edilmistir.

Izole edilen DNA Ornekleri kantitasyon ve saflik bakimimdan incelendikten sonra
metagenomik analizine devam edebilmek igin DNA sekans hizmeti alinmistir (Kurul lab,

Turkiye).
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3.2.5.4. PCR ve jel elektroforez

Izole edilmis DNA, numuneden organizmalarin daha basarili PCR
amplifikasyonuna izin veren yiiksek bir saflik seviyesine sahip olmalidir. Digk1
DNA’sindan bagirsak mikrobiyotasina ait DNA parcalar1 yer almaktadir.

Mikrobiyotadaki probiyotik bakterileri ve {i¢ grupta goreceli miktarlarinin
farklarin1 (6rnegin; Lactobacillus, Bifidobacterium) tespit etmek igin PCR analizi
yapilmustir. izole edilmis olarak gdnderilen 29 sigan gaitas1 6rnegi ile 20pL hacimde 16S
PCR kurulmustur, érneklerden PCR reaksiyonunda 1 ng/uL olacak sekilde eklenmistir.
PCR detaylari gizelge 3.3, 3.4, ve 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.3. PCR’da kullanilan enzim ve primer

Enzim 2X Hi-fi MobiomX (#HF101)
Primer 27F- 1492R Tailsiz Primer
Mix

Cizelge 3.4. PCR’da kullanilan enzim ve primer miktarlar

1X
2X Hi-fi MobiomX 10 pl
27F-1492R Tailsiz Primer Mix 10 um, 2 ul

Cizelge 3.5. PCR’da kullanilan 5°->3’ primer dizileri

Primer ad1 Primer dizisi (5°->3")
16S-27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
16S-1492R CGGTTACCTTGTTACGACTT

Hazirlanan karisimlar hazirlanan tiiplere 12pl olacak sekilde dagitilmistir.
Orneklere uygulanan PCR programinda, éncelikle 95 °C’de 3 dakika siiren bir baslangig
denatlirasyonu uygulanmistir. Daha sonra, 30 dongii boyunca 95 °C’de 15 saniye, 58
°C’de 15 saniye ve 72 °C’de 45 saniyelik asamalar gerceklestirilmistir. Dongiilerin
tamamlanmasinin ardindan, 72 °C’de 5 dakika siiren bir final uzatma adimi uygulanmis
ve program 4 °C’de siiresiz bekletme ile sonlandirilmistir.

PCR sonras1 amplifikasyon, %1 agaroz jel elektroforezi ile teyit edilmistir.
MobiomX DL5000 (#DL5-01) DNA Marker kullanilarak, Bento Lab Pro (#BLM1B2P)
cithazinda 80 voltta 25 dakika yiirlitiilmiistir.
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3.2.5.5. Kiitiiphane hazirhgi

Jel elektroforez sonrasi SQK-LSK109 ve EXP-NBD196 kitleriyle 29 sigan gaitasi
ornegi i¢in kiitiiphane hazirhigr yapilmistir. 16S rRNA hedefli metagenomik analizde
amplikon kiitiiphanelerinin olusturulmasi i¢in kullanilacak primer ¢ifti 16S rRNA geninin
V1-V9 bolgesini kapsayan yaklasik 1500 bp’lik bir bolgeyi hedeflemektedir. Kiitiiphane
hazirliginda 6ncelikle NEB Ultra IT End-Prep dA Tailing Module (#E7647L) kullanilarak
end-prep reaksiyonu 20°C 5 dakika, 65°C 5 dakika inkiibe edilerek gergeklestirilmistir.
Ardindan, Orneklerin barkod ligasyonu, Blunt/TA ligase master mix (#MO0367L)
kullanilarak protokol uyarmca 20°C 20 dakika, 65°C 10 dakika inkiibe edilerek
gerceklestirilmistir. Barkod ligasyonu reaksiyonu sonrasinda Ornekler tek bir temiz
tiiplerde toplanmisti. Ardindan AMPure manyetik boncuk ile piirifikasyon
gergeklestirilmis ve piirifikasyonun ardindan ddH2O ile eliisyon yapilarak barkodlu
orneklerin konsantrasyonu iQuant dsDNA HS Assay Kiti (#NO11) kullanilarak Invitrogen
Qubit 4 cihaziyla 6l¢iilmiis ve DN A konsantrasyonu kontrol edilmistir.

Ardindan, adaptor ligasyonu MobiomX T4 DNA ligase (#M0202) kullanilarak
30°C’de 10 dakika inkiibe edilerek gergeklestirilmistir. Sonrasinda, adaptér baglh
kiitiphane AMPure Manyetik boncuklar ile saflastirilmigtir. Bu asamada yikamalar Short
Fragment Buffer ile yapilmistir. Piirifikasyon asamasmim ardindan EB ile eliisyon
yapilmistir. Eliisyon asamasi sonrasi sekans i¢in yiiklemeye hazir kiitiiphanenin
konsantrasyonu Qubit ile dlgiilerek DNA konsantrasyonu kontrol edilmistir. Hazirlanan
bu kiitiiphaneden FLO-MIN106D akis hiicresine 250 fmol yiiklenmis ve sekans MK1B
cihazinda gergeklestirilmistir. Sekans, barkod basina en az 10.000 okuma alindiginda

durdurulmustur.

3.2.6. Biyoinformatik ve istatiksel analiz

Dizileme uygulamasindan sonra fastq programi kullanilarak her numune i¢in
kalite kontrol analizi ger¢eklestirilmistir. Kalite kontrol sonuglarina gére her numunedeki
OTU gruplart mikrobiyal topluluk yapisi, bilesimi, alfa cesitliligi ve beta cesitliligi
analizleri gibi biyoinformatik analizler gerceklestirilmistir. U¢ ¢alisma grubu arasindaki
taksonlarin nispi bolluklarindaki farkliliklar degerlendirilmistir. Bu amagla kullanilan
istatistiksel yazilim SPSS V.25’tir. ANOVA testi ile gruplar arasi farklarm anlamlilik
derecesi tanimlanmustir. Elde edilen sonuclara gore, p degeri 0,05'ten kiigiikse iligki
anlamli kabul edilmistir. Istatistiksel analizler, SPSS V.25 istatistiksel yazilimi (IBM)
kullanilarak yapilmustir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. NS yagi analiz sonuclan
Soguk sikim NS yaginin kalite kontrol testleri olarak serbest yag asitligi ve yag
asitleri kompozisyonu analizleri yagin saglik a¢isindan uygunlugunun tespiti i¢in

uygulanmuigtir.

4.1.1. Serbest yag asitligi sonuclar

Serbest yag asitligi, yagda raf mrii takip parametresi olarak kullanilmasi ile yagin
kalite kontrolii agisindan 6nemli bir kalite indeksidir. Clinkii analizi ger¢eklestirilen yagin
serbest yag asitligi degerinin o yagda yiiksek bulunmasi, oksidasyona olan stabilitenin
azalmas1 demektir. Bu durum yagin acilasmaya basladigimi gdstermektedir. Tiirk
Farmakope Dergisi Milli Monografi'na gore soguk sikim NS tohum yagia ait serbest yag
asidi degeri en fazla 25 mg KOH/g olabilmektedir. Calismada kullanilan soguk sikim NS
tohumu yagina ait serbest yag asitligi degeri 2,1 mg KOH/g olarak hesaplanmistir. Bu
sonu¢ calismada kullanilan yagm kalite agisindan uygunlugunu dogrulamaktadir

(Demirbolat, 2019).

4.1.2. Yag asit kompozisyonu sonuclari

Biitirik asit, kaproik asit, kaprilik asit, kaprik asit, undekanoik asit, laurik asit,
tridekanoik asit, miristik asit, miristoleik asit, pentadekanoik asit, cis-10-pentadekanoik
asit, palmitik asit, palmitoleik asit, heptadekanoik asit, cis-10-heptadekanoik asit, stearik
asit, n-9 trans-oleik asit, n-9 cis oleik asit, n-6 trans-linoleik asit, n-6 cis linoleik asit,
arasidik asit, n-6 gama linolenik asit, n-9 gondoik asit, n-3 alfa linolenik asit,
heneikosanoik asit, cis-11,14-eikosadienoik asit, behenik asit, n-6 cis-8,11,14-
eikosatrienoik asit, n-9 erusik asit, n-3 cis-11,14,17-eikosatrienoik asit, n-6 arasidonik
asit, trikosanoik asit, cis-13,16-dokosadienoik asit, lignoserik asit, n-3 cis-5,8,11,14,17-
eikosapentaenoik asit, n-9 nervonik asit, n-3 cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoic asit
yag asitleri olmak iizere 37 bilesenli FAMEMIX standart karisimi kullanilarak soguk
stkim NS tohum yagmnin yag asit kompozisyon analizi yapilmistir. NS tohum yagina ait

yag asitleri % alan degerleri ¢izelge 4.1°de gdsterilmektedir.
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Cizelge 4.1. Soguk sikim NS tohumu yagina ait yag asitleri, % alan

Sira Yag asidi ad1 Alan %
1 C 16:0 Palmitik asit 12,1828
2 C 16:1 Palmitoleik asit 0,1776
3 C 17:0 Heptadekonik asit 0,0618
4 C 17:1 cis-10-Heptadekonik asit 0,0390
5 C 18:0 Stearik asit 3,3438
6 C 18:1 n9 cis Oleik asit 25,2295
7 C 18:2 n6 Linoleik asit 58,0218
8 C 20:0 Arasidik asit 0,2260
9 C 20:1 n9 Gondoik asit 0,4035
10 C 18:3 n3 alfa Linoleik asit 0,2749
11 C 22:0 Behenik asit 0,0393

Toplam 100

Linoleik asit ¢ogunda ana bilesen olmak iizere biitiin bitkisel yaglarda bulunan
doymamis yag asididir (Cakmake¢1 ve ark., 2012). Soguk sikim NS tohum yag asitleri
arasinda en yiiksek alan yiizdesi n6 linoleik asite aittir. Tiirk Farmakope Dergisi Milli
Monografi'na gore soguk sikim NS tohum yagina ait yag asidi fraksiyonunun bilesimi
palmitik asit %10-20 araliginda, palmitoleik asit en fazla %1, stearik asit en fazla %6,
oleik asit %?20-30 araliginda ve linoleik %40-60 arasinda olarak belirtilmistir
(Demirbolat, 2019). Bu doktora tez calismasinda palmitik asit %12, palmitoleik asit
%0,17, stearik asit %3,3, n9 cis oleik asit %25, ve n6 linoleik asit %58 olarak tespit
edilmistir. Bu kabul araliklar1 g6z Oniinde bulunduruldugunda bu doktora tez

calismasinda kullanilan NS tohum yaginin yag asit degerleri uygundur.

4.2. Nano niyozomlarin karakterizasyonu

4.2.1. Taramah gecirimli elektron mikroskopisi (STEM) analiz sonuc¢lar:

NS yagi kapsiile edilmis nano NY’lerle plasebo nano NY’lerin morfolojik
ozellikleri, taramali gecirimli elektron mikroskobu ile incelenmistir. STEM goruntuleri
Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de gosterilmektedir. STEM analiziyle elde edilen goérintller
literatiir galismalarinda alinan goriintiilerle benzerlik gostermistir (Akhtar ve ark., 2014).
Bu doktora tez ¢alismasinda elde edilen nano niyozom cesitleri kiresel gorinim
sergilemislerdir. NS/NY ortalama pargacik boyutu 149,5 nm olarak hesaplanmistir. NY

vezikiillerinin ortalama parcacik boyutu ise 179,7 olarak hesaplanmistir.


https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/taramal%C4%B1%20ge%C3%A7irimli%20elektron%20mikroskopisi

4 plasebo-1-10_02.tif (50%)
26771.10x20078.32 nm (1024x768); 8-bit. 768K

EHT = 30.00 kv
WD = 2.9 mm

Signal A = aSTEM4 A

4 NS_00.:f (50%)
26770.67x20078.00 nm (1024x768); 8-bit, 768K

EHT = 3000 kV Signal
WD = 29mm ag

| A=2aSTEM4 A
= 10.00 KX

¢ plasebo-1-1002-14f  — 0
7477.08x7947.67 nm (286x304); 8-bit 85K

Sekil 4.2. NS yagi1 igeren nano NY’lerin STEM goriintiisii
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4.2.2. Ortalama parcacik boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel analiz

sonug¢lan
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Sekil 4.3. Plasebo nano NY’lerin parcacik boyut dagilimi



34

170

160

150

140

130

120

H
—
=]

100

90

80

70

Normalized Intensity Distribution

60

50

40

30

20

10 s Y

4 ] H i [}

if [Th

0 ! ¥
1 10 100 1000

Diameter(nm)

Sekil 4.4. NS yag1 igeren nano NY’lerin parcacik boyut dagilimi

NY dispersiyonu 1 saat ultrasonik banyoda sonike edildikten sonra 0,22 pm’lik
filtreden gecirilerek analize alinmistir. Analiz sonuglarina gére NS yag1 igeren nano
NY’lerin ortalama pargacik boyutu 131 nm iken, PDI degeri 0,274 olarak elde edilmistir.
Plasebo nano NY’lerin ortalama pargacik boyutu 173 nm iken PDI 0,149 degerinde
bulunmustur (Sekil 4.3 ve 4.4). NS/NY ve NY vezikiillerinin ortalama parcacik boyutu
STEM goriintiileme aracilig1 ile dlciilen ortalama pargacik boyutlar: ile uyumludur.

Terapotik bilesiklerin etkisi hedef dokuya yetersiz ila¢ iletimi veya saglkl
dokularda ve organlarda siddetli toksisiteler gibi istenmeyen yan etkiler nedeniyle smirl
kalabilmektedir. Bu durum lipidik nano tasiyicilar i¢ine ilacin kapsiillenmesiyle
maksimum biyoyararlanim ve biyouyumluluk 6zelligi sayesinde minimum yan etki
seklinde asilabilir. Ancak lipidik nano tasiyicilarin hedef dokuda birikme egilimi durumu
bu vezikiillerin pargacik boyutu dagilimu ile iligkilendirilmektedir. Lipit bazli tagiyicilar
icin FDA’nin belirledigi PDI degeri 0,3 ve alt1 degerlerdir (Danaei ve ark., 2018).
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Sonuglar dikkate alindiginda hem NS yag1 iceren hem de plasebo nano NY’lerin
PDI degerleri, NY’ler lipit bazli tasiyicilar i¢in kabul edilen 0,3 PDI degeri altinda

belirlenmistir. Bu durumda istenilen homojen dagilimin elde edildigi sdylenebilmektedir.

Frequency (Hz)
-150 -100 -50 0 50 100 150 200 250

Intensity

D .

It}
o

0.0 -400.0
Zeta Potential (mV)

Sekil 4.5. Plasebo nano NY’lerin zeta potansiyeli
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Sekil 4.6. NS yag1 iceren nano NY ’lerin zeta potansiyeli

Kararl1 ve kararsiz dagilimlar arasindaki genel ayrim ¢izgisi genellikle +30 veya
-30 mV'de alinmaktadir. Zeta potansiyeli +30 mV'den daha pozitif veya -30 mV'den daha
negatif olan parcaciklar normalde kararli kabul edilmektedir (Okore ve ark., 2011).

Nanopartikiillerin hiicresel alimmda hiicre zarmna baglanmasi, pargaciklarm yiizey
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yukinden etkilendigini gostermektedir. Pargacik yiizey yiikiinin degisimi, dokuya
baglanmay1 kontrol edebilmektedir ve NP'leri hem in vitro hem de in vivo hicresel
bdlmelere yonlendirebilmektedir. Daha yuksek ylzey yukiine sahip nanopartikdller huicre
zarma giclii bir sekilde baglanmaktadir. Anyonik zar ile katyonik nanopartikiller
arasindaki elektrostatik etkilesimlerin alim1 kolaylastirdig1 daha ytiksek bir hiicresel alim
g0zlenmektedir. Nanopartikiillerin hiicre zarina adsorpsiyonundan sonra, alim pinositoz,
spesifik olmayan veya reseptdr aracili endositoz veya fagositoz gibi birkag olasi
mekanizma yoluyla gergeklesmektedir (Honary ve ark., 2013).

Diisiik veya yiiksek zeta potansiyeli yalnizca nano-silispansiyonlarin kararsizligini
yansitmaz, ayni zamanda gastrointestinal sistemde yogun uyarima da yol acabilir. Ayrica
stabilizator se¢imi, ilag konsantrasyonlar1 ve digerleri gibi zeta potansiyeli degisimini
etkileyen bazi faktorler yeniden degerlendirilmelidir. Aksi takdirde bu durum dogrudan
ilacin viicutta emilmesinin zorlasmasina yol acacak ve bazi yan etkileri, hatta toksisiteyi
de beraberinde getirecektir (Wang ve ark., 2017).

Mevcut ¢aligmada NS yag1 igceren nano NY’lerin ve plasebo nano NY’lerin zeta
potansiyeli degerleri sirasiyla -46.69 mV ve -35.05 olarak bulunmustur. Sonug olarak, NS
yag1 iceren nano NY’ler ve plasebo nano NY’lerin kararliliklarmi biyolojik sisteme
uygulamak i¢in uygun oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.5 ve 4.6).

NY ve NS/NY’lerin ortalama parcacik boyutu, polidispersite indeksi ve zeta

potansiyel analiz sonuglar1 ¢izelge 4.2°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.2. Plasebo NY’lerle N.sativa yagi igeren NY ’lerin ortalama parcacik boyutu, polidispersite
indeksi ve zeta potansiyel analiz sonuglari (n=3)

Ortalama Pargacik Polidispersite Zeta Potansiyeli (mV)
Boyutu (nm) Indeksi
NS/NY 131,7+0,9 0,274+ 0,01 -45.81 +0,67

NY 173 £3,37 0,149 + 0,029 -35,05+0,9
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4.2.3. Fourier doniisiimii kiz1lotesi spektroskopisi sonuglar:
NS ile aktif bileseni timokinonun, NY ve NS/NY ile bilesenlerinin kimyasal
uyumlulugu FTIR ile belirlenmistir (Sekil 4.7).

~—— Timokinon

——— Kolesterol
—— Fosfotidilkolin|

% Gegirgenlik

I~ Y W

T T T ™ T T T = T T T L T
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 4.7. NS/NY, NY, NS, Tween 80, kolesterol, fosfotidilkolin ve timokinonun FTIR

spektrumlari

Fosfotidilkolin spektrum diyagraminda CH gerilme titresimleri, 6ncelikle
hidrokarbon zincirlerinden gelen 3400 ve 2800 cm™' arasindaki emilime neden
olmaktadr. 2919,11 ve 2850,28 cm ! pikleri sirasiyla CHz grubunun asimetrik ve
simetrik gerilme modundan kaynaklanmaktadir. Spektrumlarin diisiik dalga sayisina
sahip oldugu bolge, lipitlerin polar bas gruplari tarafindan domine edilmekte ve bu durum
farkli lipitleri ayirt etmek igin parmak izi bolgesi olarak diisiiniilebilmektedir. Bu bolgede,
1725,33 cm! civarinda bulunan pik C=0 grubunun gerilme moduyla iliskilidir. 1466,58
cm! civarinda baska bir dnemli 6zellik mevcuttur ve CH3 grubunun biikiilme moduna
atfedilmektedir. 1200 ile 900 cm™ arasindaki spektral bolgede fosfat grubunun katkilar:
fark edilebilmektedir. 1259,03 ve 1091,31 cm™! bantlarindaki pikler sirasiyla asimetrik
ve simetrik PO—2PO,— gruplarini temsil etmektedir (Portaccio ve ark., 2023).

Kolesterol, OH grubunu sulu faza ve alifatik zincirini ylzey aktif maddenin

hidrokarbon zincirine dogru yonlendirerek, NY’lerin sert membranina katkida bulundugu
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bilinen bir hidrojen bag1 olusturmaktadir (Ugorji ve ark., 2022). Kolesterol spektrumunda
—OH gerilmesi 3426,72 cm™!' bandinda gozlenmektedir. 2899,88 ve 2865,83 cm’!
bantlarinda ise alkil zincirlerindeki C—H bag1 gerilmesine rastlanmaktadir. 1376,14 cm™!
bandinda C-H bag: biikiilmesi gozlemlenirken, 1054,22 cm™! bandinda ise C-O
gerilmesine katk1 bulunmaktadir (Farmoudeh ve ark., 2020).

Tween 80’nin 3502,53 cm ' bandindaki giiclii gerilme O-H fonksiyonel
grubundan kaynaklanmaktadir. Ester bilesiginin karakteristigi olan karbonil grubu
gerilmesi 1734,24 cm™! bandinda gozlenmektedir (Batool ve ark., 2017). C-H gerilmesi
ise 2921,03 ve 2855,89 cm™! pozisyonlarinda gosterilen piklerde olusmaktadir. Sirastyla
1456,80 ve 1348,79 cm™! ile 1296,03 cm™' bantlarinda C-H bukilmeleri meveuttur. C-O
gerilmesi spektrumun 1095,78 cm™! bandinda gézlenmektedir. 946,51 ve 846,03 cm™!
bantlarinda C-H deformasyonuna rastlanilmaktadir (Fu ve ark., 2015).

NY’de gorilen 3298,78 cm™ ! bandindaki pik O-H gerilmesine isaret etmektedir.
Bu akut pik formiilasyon bilesenleri olan kolesterol ve Tween 80 arasinda saglam bir
hidrojen baginin varligmi teyit etmektedir. 2359,68 cm™ ! bandindaki gerilme C-H
gruplarinm varligm gdstermektedir. 1635,48 cm™ ! 'deki pik C=O'nun varhigini
gosterirken 667,5 bandi1 C=C gruplarini temsil etmektedir (Krithika ve ark., 2023). Coklu
egilme ve gerilme titresimleri, ¢esitli bilesenlerden C—O, C—N ve C—C baglarmin varligini
ortaya koymaktadir (Mawazi ve ark., 2024).

FTIR spektrumlarinin sonuglari, C-H, -CH», -CHs, C=0, C-O ve C=C'ye karsilik
gelen ¢esitli keskin, gii¢lii ve zayif tepe noktalarinin yani sira 6nemli fonksiyonel gruplara
sahip fenolik bilesikler timokinon, ditimokinon, timohidrokinon ve timoliin varligmi
belirlemektedir. Rotasyonlar1 ve molekiiler hareketleriyle bu fonksiyonel gruplar, NS’ye
cesitli 6zellikler kazandirmaktadir. Bildigimiz kadariyla, FTIR spektrumunda gosterilen
3008 cm™ ! de ki zayif bir emilim tepe noktasi, vinil grubunun C-H gerilmesine karsilik
gelmektedir. Ayrica, 2922 cm ' ve 2852 cm™ "de gdzlenen iki yogun bant, metil ve
izopropil konumlarin1 gbsteren bir alifatik grubun C-H gerilmesine atanmaktadir. Bu
arada, sirastyla keton gruplarinin C=0 gerilmesine atfedilebilen 1743 cm™ ! bir baska
onemli gucli bant gozlenmistir. Ek olarak, karbonil grubunun rezonans frekansi
etkisindeki azalma nedeniyle timokinonun C=0 gerilmesine ait 1639 cm™ ' ‘de daha
dikkate deger bir emilim band1 gozlenmistir. 1457 ve 1376 cm-1'deki iki tepe sirasiyla C-
H emilim makaslamasi ve metil sallanma titresimi ile iliskilendirilebilmektedir. Sonunda,

C-O grubu nedeniyle 1160 cm™ 'de zayif bir tepe ve =C-H biikiilme grubu nedeniyle 1097
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cm™ "'de bir bant da gézlemlenmistir. TUm bu bulgular literatirde bulunanlara ok
benzerdir (Mohammed ve ark., 2019).

Timokinonun FTIR spektrumu, karbonil gerilmesine ve alifatik ve vinilik C-H
gerilmelerine atanabilen tipik emilim bantlar1 gostermektedir (Pagola ve ark., 2004).
Timokinon spektrumu, izopropil ve CH3 gruplarmin gerilme titresimlerine atfedilebilen
3000-2800 cm™ 'bolgesinde tepelere sahiptir. Kiziltesi spektrumda 2966 cm™ 'deki bant,
izopropil grubundaki tgtincul karbonun C—H gerilmesine aittir. C=0 gerilmesi i¢in 1637
cm—1'de yogun bant; CHs antisimetrik blktlmesi icin 1466 cm™ ! bands; izopropil
grubundaki tclinciil karbonun simetrik biikilmesi icin 1387 ve 1357 cm™ ! bantlar1 ve
CHs salimi igin 1100-900 cm™ 'bantlar1 gdzlemlenmistir (Rani ve ark., 2018). C-H
gerilmesi icin 2966 cm! ve C icin 1637 cm™! bantlar1 NS iginde timokinon varligmni
kanitlamaktadir.

NS/NY’ye ait FTIR spektrumunda gozlemlenen 3378,4 cm™ ! band1 NY FTIR
spektrumunda goézlemlenen 3298 cm™ ! bandindaki kolesterol ve Tween 80 arasindaki
hidrojen bagi ile eslesmektedir. 2922 cm™ ! bandinda ise timokinonun varhigini pekistiren
2966 cm ! bandiyla eslesmektedir. Bu durum NS’nin NY tarafindan enkapsiilasyonuna

isaret etmektedir.

4.2.4. Termal analiz (TGA/DSC)
Sonuglarm dogrulugu ve tekrarlanabilirligini saglamak amaciyla TGA ve DSC
analiz ve okumalarin tiimii ti¢ defa gergeklestirilmistir (n=3). Bdylece NY ve NS/NY

vezikiillerinin termal davranis1 ve uyumlulugu hakkinda kapsamli sonug elde edilmistir.



40

—NY
——NSINY

100 —

98 —

% TG

94 —

92 —

90

T T I I I I
0 50 100 150 200 250 300 350

Sicakhik °C

Sekil 4.8. NY ve NS/NY’lerin TGA termogramlari

NY vezikiillerinin TGA analiz sonucu incelendiginde (sekil 4.8), 50°C’ye kadar
agirhk kaybi gozlemlenmemesi sistemde serbest su miktarmin ¢ok az oldugunu
gostermektedir. 100-150°C civarinda hafif bir agirlik kaybi mevcuttur. Bu durum,
hidratasyon suyunun veya sistemdeki ugucu kii¢iik molekiillerin buharlasmas ile ilgilidir.
250°C’den sonra belirgin bir agirlik kayb1 baglamaktadir. Bu, plasebo NY’leri olusturan
organik molekiillerin bozunmaya ugradigini géstermektedir. Genel olarak, agirlik kaybi
oranlar1 plasebo NY’lerin termal stabilitesinin NS/NY vezikullerine gore daha az oldugu
gbzlemlenmistir.

NS/NY vezikiillerinin TGA analiz sonucu incelendiginde (sekil 4.8) 100°C
sicakliga kadar belirgin bir agirlik kayb1 goriilmemektedir. Bu durum sistemde serbest su
miktarinin ¢ok az oldugunu gdstermektedir. 150°C civarinda hafif bir agirlik kaybi
baslamaktadir. Bu, NY’lerde hapsolmus nemin veya ucucu bilesenlerin kaybina isaret
etmektedir. 250°C’nin iizerinde daha belirgin bir agirlik kayb1 meydana gelmektedir. Bu
durum organik bilesenlerin termal bozunmasina isaret etmektedir. NS enkapsiile edilmis
NYlerde TGA egrisinde daha az bir gravimetrik diisiis gézlemlenmistir. Bu durum yagin

termal kararlilik iizerinde stabilize edici bir etkisi oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.9. NY ve NS/NY’lerin DSC termogramlari

NY vezikillerinin DSC analiz sonucunda (sekil 4.9) 50-150°C arasinda ¢ok kiigiik
bir endotermik pik gdzlemlenmektedir. Bu pik, NY’lerin igerdigi suyun buharlagsmasi ile
iligkilidir. 150-250°C arasinda ise bir endotermik olay veya faz gecisi mevcuttur. Bu
durum, fosfolipidlerin s1v1 kristal fazina geg¢isini gostermektedir. 250°C civarinda keskin
bir endotermik pik olmasi NY’lerin ana bilesenlerinin (fosfolipidlerin) erime veya
bozunma sicakligina isaret etmektedir.

NS/NY vezikiillerinin DSC analiz sonucu incelendiginde (sekil 4.9) 60-100°C
arasinda kiigiik bir endotermik pik goriilmektedir. Bu, hidratasyon suyunun
buharlagsmasiyla iliskilidir. 150°C civarmdaki pik, lipit fazin geg¢is sicakligini veya
bilesenlerin yeniden diizenlenmesini belirtmektedir. 250°C’nin iizerinde keskin bir
endotermik pik, fosfolipidlerin erime veya bozunma sicakligina isaret etmektedir. NS
yag1 iceren NY’lerde piklerin yer degistirmesi veya azalmasi gézlenmistir. Bu, yagin
fosfolipid yapilarinin termal 6zelliklerini degistirdigini gostermektedir (Ghumman ve
ark., 2023).

Plasebo NY’lerin termal davranist NS yag1 igeren NY’lerle karsilastirildiginda
agirhik kaybi daha keskin gerceklesmistir, bu da yagin stabilizasyon etkisi olmadan

plasebo NY’lerin daha diisiik termal stabiliteye sahip olabilecegini gdstermektedir.
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DSC'deki piklerin yogunlugu ve sicakliklarindaki farkliliklar, yagin sistem tizerinde 1s1l

oOzellikleri degistiren bir etkisinin oldugunu gostermektedir.

4.2.5. Enkapsiilasyon verimliligi

NS yag1 igeren NY’lerin enkapsiilasyon verimliliginin hesaplanmasi amaciyla
timokinon standartlar1t UHPLC ile 3 tekrarli olacak sekilde okutulmustur. Kalibrasyon
egrisi satin alinan timokinon standart1 kullanilarak timokinonun 0,50 -1 —7,5—-15-30
75 — 90 — 120 upg/mL (ppm) (r2= 0,9951) konsantrasyonlar1 hazirlanarak
olusturulmustur. Elde edilen kalibrasyon egrisi sekil 4.10°da gosterilmektedir.

Corekotu yaginin stabilitesinin  saglanmas1 amaciyla yag kati lipid
nanopartikiillerle kapsiillenecegi calismada kat1 lipid nanopartikiilleri emiilsifikasyon-
ultrasonikasyon metoduyla hazirlanmistir. Farkli emiilgatorlerin  parcacik boyutu
acisindan etkileri incelenmistir. Karakterizasyon c¢aligmalart sonucunda kat1 lipid
nanopartikiillerinin ¢ap1 250-900 nm araliginda bulunmustur. Ayrica kiire benzeri
partiklller olarak gozlemlenmistir. Corekotu yagi, balmumu, lesitin ve Tween 80’den
olusan nano partikiil formtlasyonunun enkapsiilasyon verimi %66 olarak bulunmustur
(Suksuwan ve ark., 2021). Singh ve ark., (2021) tarafindan gergeklestirilen ¢aligmada
yiizey aktif madde span 60 ve kolesteroliin 9 farkli formiilasyonu ile kurkuminin
enkapsiile edilecegi niyozomlar ince film hidrasyon metodu kullanilarak olusturulmustur.
Karakterizasyon ¢alismalar1 sonucu morfolojilerinin kiiresel oldugu tespit edilmistir.
Pargacik boyutunun 4.22 um ile 4.83 um arasinda degistigi belirlenmistir. Enkapsiilasyon
verimliligi ise olusturulan farkli miktarda span 60 ve kolesteroliin kullanildig:
formulasyonlardan 7. niyozom formiilasyonunda %91 olarak elde edilmistir. Salim
kinetigi verimin en yiiksek oldugu N7 formiilasyonunun Korsmeyer-Peppas Kinetik
modeline uygun oldugu belirlenmistir (Singh ve ark., 2021).

Kalibrasyon egrisine gore analiz sonuglar1 denklem 8’e gore hesaplanmistir.
Enkapstlasyon verimi %79 olarak hesaplanmustir. Literatiirdeki ¢alismalara benzer sonug
elde edilmistir.

Enkapsiilasyon verimliligi yiizey aktif madde konsantrasyonu ve kolesterol
miktarina biiylik Glclide bagli olan vezikiiliin stabilitesine dayanmaktadir. Tweenler
hidrofiliktir ve yiiksek hidrofilik-lipofilik denge (HLB) degerine sahiptir (Akhtar ve ark.,
2014).

HLB, yiizey aktif maddelerin hidrofilik ve hidrofobik gruplar1 arasindaki iligkinin

bir Olglsudir. HLB degeri hem niyozomlarm boyutu hem de ilaglarin veya dogal
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molekiillerin kapsiilleme etkinligi {izerinde dogrudan bir etkiye sahiptir (Liga ve ark.,
2024).

Noniyonik yiizey aktif maddeler i¢in HLB aralig1 0 ila 20 arasindadir. Daha diisiik
HLB daha lipofilik ytizey aktif maddeyi, daha yiiksek HLB ise daha hidrofilik yuzey aktif
maddeyi ifade etmektedir (Uchegbu ve ark., 1995). 14 ila 17 arasinda bir HLB degerine
sahip hidrofilik yiizey aktif maddeler, yiiksek sulu ¢oziiniirliikleri nedeniyle ¢ift katmanli
bir zar olusturmak i¢in optimum seviyede kolesterol eklenmektedir (Shahiwala ve ark.,
2002). Niyozomlar Tween 80'den (HLB degeri =15) ve Tween 20'den (HLB degeri =
16,7) olusmaktadrr. Kolesterol konsantrasyonunun varliginda stabil niyozom

olusturmaktadir. Olusan niyozomun sudaki ¢oziiniirliigi yiksektir (Seleci ve ark., 2016).
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Sekil 4.10. Timokinon kalibrasyon egrisi

4.3. In vitro sahm ¢calismalar: sonuglari
In vitro ilag salim ¢ahgmalari, mide ve bagirsak ortamindan pH 1,2 ve pH 6,8 ve
pH 7,4’te 37°C'de gerceklestirilmistir. Olgiimler pH 1,2 mide ortami i¢in 4 saat, pH 6,8
ince bagirsak ortami i¢in 2 saat ve pH 7,4 kalin bagirsak ortami icin 4 saat olmak iizere
toplamda 10 saat boyunca her saat basi 3 tekrarli sekilde UHPLC kullanilarak 254 nm
dalga boyunda yapilmistir (Nazeer ve ark., 2017). Kalibrasyon egrisi ticari timokinon
standart1 kullanilarak timokinonun 0,50 — 1 —-7,5—-15—-30-75-90 — 120 pg/mL (ppm)
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(= 0,9951) konsantrasyonlar1 hazirlanarak olusturulmus ve Sekil 4.10°da
gosterilmektedir.

Mide ortamu i¢in pH 1,2, ince bagirsak ortamui i¢in pH 6,8 ve kalin bagirsak ortami
icin pH 7,4 i¢in zamana kars1 kiimiilatif etken madde salim yiizdesi grafigi Sekil 4.11°de

gosterilmektedir.

120
100

80
pH 6,8

pH 7,4
60 pH 1,2

Kiimiilatif salim (%)

40

20

0 2 4 6 8 10 12

Salim siiresi (sa)

Sekil 4.11. NS/NY’den NS nin pH’a bagli in vitro % salim sonuglar1

Cizelge 4.3. pH 1,2 mide, pH 6,8 kalin bagirsak ve pH 7,4 ince bagirsak ortammda NS/NY’den NS’nin in
vitro % salim sonuglar1 (n=3)

Zaman (saat) pH Kiimiilatif salinan ilag (%)
1 12 10,25
2 1,2 20,63
3 12 30,87
4 1,2 4331
5 6,8 53,53
6 6,8 64,11
7 7.4 75,56
8 7.4 85,66
9 74 95.92
10 7.4 100

pH 1,2 mide ortaminda salimin % 43’i gerceklesirken, pH 6,8 ince

bagirsak ortaminda etken maddenin % 21’inin salim1 saglanmistir. pH 7,4 kalin bagirsak
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ortaminda geri kalan % 36’lik etken maddenin tamami salinmistir. Saat basi salinan etken

madde kiimiilatif salim yiizdesi ¢izelge 4.3’te gosterilmektedir.

4.3.1. In vitro salim Kinetikleri
NS/NY ’ye ait salim verileri, salim kinetigini belirlemek ve salim siirecini anlamak
icin sifirmc1 derece, birinci derece, Higuchi, Korsmeyer-Peppas ve Hixson-Crowell
kinetik modellerine uyarlanmistir. Kinetik modelleri i¢in ¢izilen grafikler sekil 4.12°de
gosterilirken, hesaplanan korelasyon katsayilarina her ii¢ pH degeri icin Cizelge 4.4’te
yer verilmistir.

Cizelge 4.4. Salim kinetigi modellerine ait korelasyon katsayilari

Sifirinct Birinci Korsmeyer- . . Hixson-
Higuchi
derece derece Peppas Crowell
NS/NY 0,8401 0,9969 0,9988 0,9883 0,8600
a) b) 100
c S 80
T.: X
- =
X & 60
5 £
E y=-0,1308x +2,1709 2 a0 y=10,436x+0,5361
£ R?=0,8401 - € R?=0,9969
2 050 £
] = 20
b0 "
o
= 000 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 0 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10
c) Zaman (Saat) d) Zaman (Saat)
5,00 100
. A ¢
. £ »
g E
< 30 ©
H g "
(] =
g y=0,3935x-0,5239 £
% R?=0,86 2]
2 100 Z y=7,7128x-6,5083
5 20 R?=z0,9883
x
0,00 &
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 0
0 1 2 3
Zaman (Saat) Zaman (saat'’?)
e) 2,50
=
© 2,00 >
o
£
8 1,50
X y=1,0115x+1,0145
= R?=0,9988
® 1,00
E
E
2 o050
L]
o
0,00
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00

Zaman (log saat)

Sekil 4.12. Salim kinetik modellerine ait salim grafikleri a) Birinci derece b) Sifirinci derece c)
Hixson-Crowell d) Higuchi e) Korsmeyer Peppas kinetik modeli
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Kinetik degerlendirme sonucu formiilasyonun Korsmeyer-Peppas modeline
uygun oldugu tespit edilmistir. Elde edilen n degerinin 1’den biiyiikk olmas1 non-Fickian
ilag salimmi isaret etmektedir. ‘n’ degerlerinden formiile edilen NY’lerin erozyon
kontrollii ila¢ tagima sistemi olan siiper vaka 1l transportunu takip ettigi bulunmustur.
Nazeer ve ark.,, (2017) c¢alismalarinda salim kinetigini degerlendirilmislerdir.
Timokinonun mikrokapsiillerinden salimmin Korsmeyer-Peppas modelini ve super vaka
II tasimay1 (erozyon kontrollii ilag dagitim sistemi) izledigini belirtmislerdir. Baslangigta,
gastrik ortamda (pH 1.2), mikrokapstllerden g¢ekirdek materyalinin (timokinon) ¢ok az
salindig1 tespit edilmis olup pH 6.8 ve pH 7.4'te, formiilasyon baslangigta ani salinim
gOstermis ve daha sonra sabit bir oranda salim egiliminde oldugu vurgulanmustir.
Mikrokapsuller, gastrik ortamda istenen siire boyunca salim géstermemistir ve ilact kolon
ve ilgili alanlarmin pH'1 olan pH 6.8 ve 7.4'te salivermistir. Bu durumda hazirlanan
mikrokapsullerin, bolgeye ozgii ilag dagitimi igin iyi bir aday oldugu sonucuna
vartlmigtir. Nazeer ve ark., (2017) bu ¢alismasinda gbzlemlendigi gibi salim sirasinda
diftizyon hiz1 degisimleri meydana gelmis olabilmektedir. (Nazeer ve ark., 2017).

Slper vaka-II salimi, su veya biyolojik sivilarda sisen hidrofilik camsi
polimerlerdeki stresler ve durum gegisleriyle iligkili ilag tasima mekanizmasidir. Bu terim
ayrica polimer ¢Oziilmesini ve erozyonunu da i¢cermektedir (Solanki ve ark., 2020).
Mevcut ¢alismada non-Fickian ilag saliminin meydana gelmesi NS yagiin niyozomlar
icinde hedef bolgeye daha etkin sekilde tasindigi ve salimin hizli oldugu anlamina
gelmektedir. Bu durumda hizli salim olmasi etkinin de hizli bir sekilde ger¢eklesmesini
saglayabilmektedir. Ayrica siiper vaka II saliminin gerceklesmesi yagin yeterince

emilmemesi ve beklenilen etkinin yeterince gézlemlenmemesine neden olmus olabilir.

4.4. Nano NY’lerin bagirsak mikrobiyotasina prebiyotik etkisinin incelenmesi

4.4.1. DNA konsantrasyon sonug¢lari
ZymoBIOMICS ™ DNA Miniprep kiti kullanilarak sigan digkisindan elde edilen
DNAlara ait konsantrasyon degerleri gizelge 4.5’te verilmistir. G1 kontrol sigan grubunu
belirtmektedir. G2 grubu NS yedirilen sican grubunu temsil ederken G3 ise NS/NY

yedirilen si¢an grubudur.
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Cizelge 4.5. Digki numunelerinden izole edilen DNA’lara ait konsantrasyon degerleri

Grup ad1 DNA konsantrasyonu (ng/pL)

1 G11 52
2 G1-2 63,6
3| G1-3 72,2
4 G1-4 49,8
5| G1-5 95,2
6  G1-6 59,6
7 G1-7 88
8  G1-8 69,2
9 G1-9 24,2
10 | G1-10 34,6
11 | G2-1 34,8
12 | G2-2 64,4
13 | G2-3 72,8
14 | G2-4 51,6
15 | G2-5 89,2
16 | G2-6 71,4
17 | G2-7 56
18 | G2-8 51,8
19 | G2-9 59,4
20 | G3-1 57,2
21 | G3-2 45,4
22 | G3-3 66,6
23 | G34 46,8
24 | G3-5 64,6
25 | G3-6 53,4
26 | G3-7 40,8
27 | G3-8 25,2
28 | G3-9 57,4
29 G3-10 44,4

Diski 6rneklerinden izole edilen DNA 6rnekleri kullanilarak metagenomik analiz

gergeklestirilmistir.

4.4.2. Mikrobiyal profil
DNA sekanslama teknolojisi yiiksek verimliligi ve metagenomik data analiz
yontemlerindeki gelismeler insan bagirsak mikrobiyotasi tizerinde dinamik etkileri
Uzerine ¢alismalar1 yogunlastirmustir (YUksekal, 2019).
Bu doktora tez ¢alismasinda gerceklestirilen metagenomik data analizi ile 192

cins, 73 aile, 39 takim, 22 sinif, 14 filum ve 443 tiire ait 784 bakteri susu tanimlanmaistir.



Pseudomonadota 0.7% .

S%F Actinomycetota 0.7% .
Helicobacter 0% -

Desulfovibrionaceae 0% .
Spirochaetia 0% -

nan 0.1% .

Mucispirillum 0% .

Elusimicrobium 0% -

nan 0%-

Fibrobacter 0% .

nan 0.3% .

nan 0%-

rium ASTB

Sekil 4.13. Cins seviyesinde bakteri suslarmin goreceli bolluklarmin gorseli (Krona grafigi)

48



Cladogram

- Gl
- G2
- G3

NG mmG mmG

C Costridia

To) €8 (@) e ey
e
<Ry -
2 ‘.e‘o ')}’.

F_Clostridiaceae

G_Clostridium
S _Clostrdiumperfringens
S _Clostndiumsepricum
S _Clestridiumisatidis
S_Clostrdiumbeljerinciks
S _Clostrdiumoelidum
C_Bacim
O Lactodbaciliales
F_Lactobacmaceae
G_Lactobacilius
G_Umeosllactobaciius
Umosllactobacmusreuter!
S _Lactodbaciiiusjohnsons
G _Fluntibacter
intdactersp KGMB00104
G_Muctspirmium
F_Mucispiriiiaceae
‘c".{(o . e O Deferribacterales
'//'/7@.7'«/1'3 XTI ‘
S Ty -
o' )

Jese (@4

P_Deferribactercea

C_Deferrdacteres

S Muchpiriumschaedier!

s 0 1 2 3 4
oo LDA SCORE (log 10)

Sekil 4.14. Cins bazinda kontrol, NS grubu ve NS/NY grubunda yiiksek oranda saptanan bakteriler: cladogram, Lefse analizi ve LDA score.
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Krona grafigi; halka grafigi ve radyal agac haritas1 gibi birden fazla isimle
bilinmektedir ve hiyerarsik bir veri kiimesini gorsellestirmek i¢in kullanilmaktadir. Her
halkanmn hiyerarsideki belirli bir seviyeye karsilik geldigi bir dizi es merkezli halka
kullanarak hiyerarsiyi gostermektedir. Her halkanin igindeki segmentler, o seviyedeki
ayrmtilar temsil etmek i¢in orantili olarak boliiniir. Bir halkanin igindeki bir segmente
odaklanarak, o segmentin tiim hiyerarsi ve onun ana halka segmentiyle iliskisi
anlasilabilmektedir Tanimlanmis mikrobiyal aileleri ve biyolojik siiregleri 6zetleyerek
mikrobiyal topluluk yapis1 ve metabolik islevsellik hakkinda kapsamli bir genel bakis
sunmaktadir. Bu grafik, tanimlanmis bakteri, arke ve virlislerin, siiper kralliktan aileye
kadar gesitli taksonomik seviyelerdeki dagilimini tasvir etmektedir (Aplakidou ve ark.,
2024). Sekil 4.13’te gosterildigi gibi krona grafigi ile cins seviyesinde bakteri suslarinin
goreceli bolluklar1 spektrum sayisina gore temsil edilmektedir.

Metagenomik analizlere odaklanarak yiiksek boyutlu sinif karsilastirmalarini
desteklemek i¢in dogrusal aymrici analiz (LDA) etki biyiikligi (LEfSe) yontemi
kullanilmaktadir. LEfSe, istatistiksel 6nem i¢in standart testleri biyolojik tutarlilik ve etki
alaka duizeyini kodlayan ek testlerle birlestirerek siniflar arasindaki farkliliklar1 agiklama
olasiligr en yiiksek olan 6zellikleri (organizmalar, kladlar, operasyonel taksonomik
birimler, genler veya islevler) belirlemektedir. LDA puani 2 veya 2’den biiyiik ¢ikan
topluluklar i¢in anlamli farkliliklar mevcuttur denebilir (Segata ve ark., 2011). Sekil
4.14°te gosterildigi gibi bu doktora tez ¢alismasinda 2 ve 2’den biiyiik LDA degerlerinde

nispi bolluklarda farkliliklara rastlaniimistir.
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Sekil 4.15. OTU ile drneklerin benzerlik mesafeleri

Operasyonel taksonomik birimler (OTU'lar) matematiksel olarak tanimlanmig
taksonlar1 olusturmaktadir.16S rRNA geninin amplikon dizilimini kullanarak bakteri
topluluklarmi tanimlamak igin uygulanir (Lladé Fernandez ve ark., 2019). Metagenomik
data analiz calismasinda yiiksek kaliteli okumalarin analizi 784 OTU tanimlamstir (sekil
4.15).

Alfa ¢esitliligi, belirli bir 6rnek veya ekosistem igerisinde bulunan tiirlerin
cesitliligini ifade eder. Alfa ¢esitliligin hesaplanmasinda farkli indeksler kullanilmaktadir
(sekil 4.16, 4.17 ve 4.18). Bir numunedeki ¢esitli tiirlerin sayisina tiir zenginligi,

mikroorganizmalarm bir numunedeki dagilimina tiir ¢esitliligi denir.
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Sekil 4.16. Chaol indeksi

Chaol indeks, bulunan verideki cesitliligi ve yetersiz veri sebebiyle gdzden
kacabilecek tirleri tahmin etmektedir. Gruplar arasinda chaol indeks karsilastirmasi
yapilmistir (sekil 4.16). En yiiksek chaol degerine sahip grup 3’tiir. Tahmini tiir sayis1
152 olarak hesaplanmistir. Siganlara NS/NY yedirilen bu grup en yiiksek tahmini tiir
zenginligine sahiptir. Chaol degerinin en diisiik dolayisiyla tahmini tiir ¢esitliliginin en
az oldugu grup NS tohum yagi yedirilen siganlarm bulundugu grup 2’de tahmini 107 tiir
bulunmaktadir. Kontrol grubu olan grup 1’deki tahmini tiir ¢esitliligi 134 olup 3. Gruptan
daha az, 2. Gruptan daha fazla oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.17. Shannon indeksi

Shannon indeksi, alfa gesitliligi tiir zenginligi ve ¢esitliligi bakimindan 6l¢ulmektedir.
Gruplar arasinda Shannon indeks karsilagtirmast yapilmistir (sekil 4.17). En ylksek Shannon
degerine sahip grup 3’tiir. Shannon indeks degeri grup 3 i¢in 5,7 olarak hesaplanmustir. Siganlara
NS/NY yedirilen bu grup, tiir bakimindan ¢esitlilik gostermektedir. Shannon degerinin
en diisiik dolayisiyla tiir ¢esitliliginin grup 3’e gore az ve grup 1’e gore fazla oldugu NS
tohum yag1 yedirilen siganlarm bulundugu grup 2’dir. Bu grupta Shannon degeri 5,45
olarak hesaplanmistir. Kontrol grubu olan grup 1°de en diisiik Shannon degeri

hesaplanmis olup 5,28°dir. Tiir ¢esitliligi ve sayis1 en az bulunduran grup 1°dir.
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Sekil 4.18. Simpson indeksi

Simpson indeksi 6rnegi olusturan farkli tiirlerin goreceli bollugu ile 6rnegin
zenginligini hesaplar. Gruplar arasinda Simpson indeks karsilastirmasi yapilmistir (Sekil
4.18). En yiiksek Simpson degerine sahip grup 3’tiir. Simpson indeks degeri grup 3 i¢in
0,95 olarak hesaplanmistir. Siganlara NS/NY yedirilen bu grup, tiir bakimindan ¢esitlilik
gostermektedir. Simpson degerinin en diisiik dolayisiyla tiir ¢esitliliginin grup 3’e gore
az ve grup 1’e gore fazla oldugu NS tohum yag1 yedirilen siganlarin bulundugu grup 2°dir.
Bu grupta Simpson degeri 0,949 olarak hesaplanmistir. Kontrol grubu olan grup 1°de en
diisiik Simpson degeri hesaplanmis olup 0,940°twr. Tiir ¢esitliligi ve sayis1 en az
bulunduran grup 1’dir.

Beta cesitlilik analizinin temel amaci Ornekleri hem kendi ig¢inde hem
bulunduklar1 gruplar1 birbirleriyle karsilastirilarak, gruplar veya ornekler arasi yapisal
durumu gozlemlenmektir. Bunun i¢in, Orneklerin sahip olduklar1 bakteriler ile de
karsilastirilmast amacglandigindan, PCoA analizleri yani temel koordinat analizi
yapilmistir. PCoA analizleri temel bilesen analizlerinden (PCA) farkli olarak drneklerin

sahip oldugu bakterilerin birbiri arasindaki uzakliklar da hesaba katilmaktadir.
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Sekil 4.19. Kontrol, NS grubu ve NS/NY grubu PCA analizi

PCA analizi, ¢ok boyutlu verilerde degiskenler arasindaki iliskiyi tespit etmek i¢in
maksimum varyansi bularak boyut indirgeme yOontemine dayanir. Bu analizde amag
verileri 2 veya 3 boyutlu dizlemlere indirgemek ve bu sayede veriler arasinda bulunan
patternleri gdzlemlemektir. PCA analizinin temel 6zelligi minimum degisken ile
miimkiin oldugunca fazla varyansin ortaya ¢ikarilmasidir. Bu analizde olusacak patterni
gozlemlemek amaciyla veriler ve verilerin ait olduklar1 gruplar 2 boyutlu olarak analiz
edilmistir (sekil 4.19).
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Sekil 4.20. Tiir topluluk dagilimmin PCoA analizi

Farkli ornekler arasindaki gesitlilik farkliliklarini yansitmak ig¢in, orneklerde
gruplar arasi beta ¢esitlilik analizi gergeklestirildi. Verilerin benzerligini veya farkliligini
incelemek icin bir gorsellestirme yontemi olan PCoA, beta cesitliligi teorisine gore
gergeklestirilebilir. PCoA grafigindeki 6rnek noktalar1 arasindaki mesafe, orneklerdeki
mikrobiyal topluluklarin benzerligini temsil eder. Mesafe ne kadar yakinsa, benzerlik o
kadar yiiksek olur ve bu da birgok 6rnegi gevreleyen her kiimenin benzer mikrobiyal
topluluklardan olustugunu gosterir (Yuksekal, 2019). Weighted-Unifrac, &rneklerin
icerisindeki bakterilere ait genomlarin sekanslar1 ile bir filogenetik aga¢ olusturarak
uzaklik hesabi yapar ve bakterilerin bulunma oranlar1 ile birlikte analiz eder. PCoA
grafigi Weighted-Unifrac analizini (beta gesitliligi) gostermektedir (sekil 4.20).

Kontrol sigan grubu, NS yedirilen sigan grubu ve NS/NY yedirilen sigan gruplari
dagilimi incelendiginde ii¢ gruptaki bazi bakteriler iist listedir. Bu bakteriyel yapinin
benzer oldugu ile ilgili olabilmektedir. Gruplarin kendi igerisinde ise bazi tiirler birbirine
yakin konumlanmistir. Bu gruplar igerisinde tiir bakimmdan benzerlikler oldugunu
gostermektedir. Daginik halde bulunan gruplar igerisinde tiir ve bolluk dagiliminda

farkliliklar mevcuttur.
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Sekil 4.21. Gruplarin cins diizeyinde taksonomik karsilagtiriimasi
(G1: kontrol, G2: NS, G3: NS/NY)

Cins diizeyinde gergeklestirilen metagenomik analiz sonucuna gore nispi bolluk
NS verilen Lactobacillus bakteri susunda NS/NY verilenlere gore %11,2 artis
g6zlemlenirken, Limosilactobacillus suslarinda 90,997 artis gozlemlenmistir. Bu
durumda NS ‘nin bagirsak mikrobiyotas1t sagligima katkisinin oldugu sonucuna
vartlmaktadir. Deney hayvanlarina NS tohumu yagi verildiginde bunlarin goreceli
bollugu artt1. Clostridium tiirleri sayisinda NS/NY yedirilen si¢anlarda kontrol grubuna
gore %]1,7 oraninda artis gdzlemlenmistir. Flintibacter tiir sayisinda nispi bolluk orani
kontrol grubunda NS yedirilen gruba gére %0,1 artis tespit edilmistir. Ruthenibacterium
sayisinda NS/NY yedirilen grupta NS yedirilen gruba gore %0,05 artis gozlenmistir (sekil
4.21) (p<0,05).
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Sekil 4.22. Tiim 6rneklerde tespit edilen bakteri suglarinin nispi bolluklar
(G1: kontrol, G2: NS, G3: NS/NY)
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Smif diizeyinde gerceklestirilen metagenomik data analiz sonucuna gore NS
grubunda bacilli sinifi nispi bollugu NS/NY yedirilen siganlara gore %13 tespit edilmistir.
Bu, NS tohum yagnin bagirsak mikrobiyotasmna katkida bulundugunu gostermektedir.
NS/NY yedirilen sigan grubunda NS verilenlere gore Clostridia sinifinin géreceli bollugu
%8 olarak bulunmustur. Takim diizeyinde nispi bolluklar1 karsilagtirildiginda
Lactobacillales icin nispi bolluk NS yedirilen sigan grubunda NS/NY verilenlere gore
%13 olarak bulunmasi NS’nin bagirsak mikrobiyotasina olan katkisini gostermektedir.
Aile bazinda ise Lactobacillaceae icin nispi bolluk NS yedirilen siganlarda NS/NY
yedirilen siganlara gore %13,8 olarak tespit edilirken Clostridiaceae igin ise bu oran
NS/NY yedirilen sigan grubunda NS verilenlere gore %1,79°dur (sekil 4.22) (p<0,05).
NS tohum yagi, Lactobacillaceae susunda artig saglarken bagirsak mikrobiyotasi igin
yararligini gostermektedir.

Tur duzeyinde metagenomik data analiz sonucuna (sekil 4.22) gore Lactobacillus
intestinalis tiirtiinde NS yedirilen siganlarda kontrole gore nispi bolluk %3,46 olarak
belirlenmis olup NS/NY grubundaki siganlarda anlamli fark bulunmamistir. Bagirsak
mikroplar1 kolorektal kanserin tiimor mikro ¢evresini diizenlemede kritik 6neme sahiptir.

Bununla birlikte, mikrobiyota-tumér mikro c¢evresi etkilesim mekanizmasinin
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arastirildigi ¢calismada, Lactobacillus intestinalisin kolorektal kanseri modelinde timor
biiyiimesini etkili bir sekilde bastirdigi bulunmustur. Lactobacillus intestinalisin
bagisiklik hiicrelerinin, 6zellikle dendritik hiicrelerin (DC) infiltrasyonunu artirdigi
ortaya konmustur (Sun ve ark., 2025). Afla toksin B1 (AFB1) mikotoksini viicuda
girdiginde, bagirsak bariyer fonksiyonuna zarar verebilir ve metabolitleri karacigere
taginir. Bu nedenle, karacigere verilen hasar bagirsak bariyer bozuklugu ile yakindan
iliskilidir. Calismada Lactobacillus intestinalis ve Lactobacillus rhamnosus'un AFB1
kaynakli karaciger hasarma kars1 koruyucu etkileri ve bagirsak bariyer mekanizmalarinin
arastirilmasi igin erkek SD si¢anlarina oral yoldan AFB1 ve Lactobacillus intestinals /
rhamnosus uygulanmstir. Arastirma bulgulari ile AFB1'e maruz kalmanin karaciger
histopatolojisinde ve biyokimyasal fonksiyonlarda degisikliklere, inflamatuar yanit ve
oksidatif streste degisiklige, bagirsak mukozal bariyerini tehlikeye atmaya ve karacigerde
inflamatuar faktorlerin ve inflamasyonun birikmesine neden oldugunu gosterilmektedir.
Lactobacillus intestinalis veya Lactobacillus rhamnosus takviyesinin AFB1 kaynakli
karaciger hasarmi1 6nemli Ol¢lide Onledigi, bagirsak mukozal bariyer biitiinligliniin
korunmasiyla histopatolojik degisiklikleri ve karaciger hasarini hafiflettigi belirtilmistir
(Chen ve ark., 2023).

Limosilactobacillus reuteri turd icin ise goreceli bolluk NS yedirilen sigan
grubunda %0,98’lik bir oranda OSl¢iilmiistiir. Bu prebiyotik etkinlige sahip bagirsak
probiyotigi 1yi bagirsak kolonizasyonu ve bakteriyosin salgilama yeteneklerine sahiptir.
Bu 06zelligi sayesinde musin genlerinin ifadesini artirabilmekte ve bdylece bagirsak
organoidlerinin gelisimini ve olgunlagmasimi tesvik etmektedir. Konak¢inin bagirsak
mikrobiyal toplulugunu manipiile ederek patojenlerin biiyiimesini engelleyen
immiinoglobulin A (IGA) tiretimini de baslatmaktadir (Jiang ve ark., 2023).

NS/NY yedirilen sigan grubundaki nispi bolluk orani kontrol grubuna gore
Clostridum perfringens igin %0,65, Clostridium septicum i¢in %0,52, Clostridium
isatidis icin %0,36, Clostridium beijerinckii icin %0,1 ve Clostridium gelidum i¢in %0,03
olarak tespit edilmistir. Clostridium tirleri nispi bollugu saglikli mikrobiyotada %0,8-%5
araliginda kabul edilebilir olup daha yuksek nispi bolluk degerlerinde ¢esitli hastaliklara
neden olabilmektedir (Kuo ve ark., 2024).

Clostridium perfringens, insanlarda ve hayvanlarda bagirsak komensal
mikrobiyotasinin bir pargasi olan arketipal bir patosimbiyonttur, ancak ayni zamanda
toksin cephaneligi yoluyla yikici hastaliklara da neden olabilir. Bu bakteri, prematiire

bebeklerde yasami tehdit eden nekrotizan enterokolit (NEC) ile iliskilendirilmistir (Shaw



60

ve ark., 2020). Clostridium perfringens 4 tip toksin iiretmektedir; a, B, €, 1. Bu toksinler
norotoksisite, hemolitik ve enterotoksijenik aktivite gibi g¢esitli biyolojik aktivitelere
sahiptir. Ayrica enfeksiyonu yiiksek Oliim oraniyla birlikte nekrotizan enterit, gazli
gangren enterotoksemi, gazli gangren vb. indiikleyebilmektedir (Guo ve ark., 2020).
Clostridium septicum, travmatik ve travmatik olmayan gazli gangrenin etken maddesidir.
Ayrica artrit ve aortit vakalar1 da tanimlanmistir. Enfeksiyon Oncelikle siddetli
hematolojik maligniteleri ve kolorektal kanseri olan yetigkinlerde ve siddetli ndtropenisi
olan ¢ocuklarda goriilmektedir. Bu bakteri tarafindan iiretilen major viriilans faktorii ise
bir alfa toksindir (Benamar ve ark., 2016). NS/NY grubu yedirilen si¢anlarda Clostridium
turleri nispi bolluklar1 saglikli mikrobiyotada bulunabilecek aralikta oldugundan bagirsak
mikrobiyotasina olumsuz etkisi olmadigi sonucuna varilmistir.

Flintibacter sp. KGM B00164 ve Ruminococcus torques turleri igin nispi
bollugunda kontrol grubunda NS yedirilen sigan grubuna gore %0, 1’lik artig gdzlenmistir.
Ruminococcus torques turd cesitli musin ve musin glikan yapilarmi dogrudan
parcalayabilme ve diger tiirler i¢in salinan glikanlar1 serbest birakma yetenegine sahiptir.
Bu durum, onun inflamatuar bagirsak hastaliklarina neden olabilecek temel bir musin
pargalayicis1 oldugunu disiindiirmektedir (Schaus ve ark., 2024). Ruthenibacterium
lactatiformans tiiriinde NS grubuna gére NS/NY grubunda %0,05’lik artis mevcuttur. Bu
bakterinin hayvan deneylerinde yiiksek yagli diyetle indiiklenen obeziteyi, glikoz
intoleransini, dislipidemiyi ve bagirsak bariyeri islev bozuklugunu hafiflettigi
bulunmustur. Bu etkiler, dislipideminin iyilestirilmesi ve orucun yag metabolizmasi
iizerindeki yararlarinin aracilik edilmesi i¢in bir probiyotik adayr olarak potansiyelini
diistindiirmektedir (Wu ve ark., 2024). Lactobacillus tiirlerinde NS yedirilen siganlarda
goreceli bolluk arttigi gozlemlenmistir (p<0,05). Metagenomik veri analiz sonuglarina
gore gruplar arasinda bolluklar: istatistiksel olarak anlamli fark gosteren bakteri tirleri

cizelge 4.6°da 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.6. Metagenomik analiz verileri

Bakteri ad1 Taksonomik Grup (I) Grup (J) Ortalama
smiflandirma fark (I-J) p degeri
Lactobacillus intestinalis Tiir NS Kontrol 3.46576% 0,024
NS/NY 3.80136%* 0.012
Clostridium perfringens NSNY Kontrol 0.65470* 0.015
Clostridium septicum Tiir NSNY Kontrol 0.52360* 0.003
Clostridium isatidis Tiir NS/NY Kontrol 0,36770% 0,006
Clostridium beijerinckii Tiir NSNY Kontrol 0.10760* 0.017
Clostridium gelidum Tiir NSNY Kontrol 0.03330* 0.026
Flintibacter sp KGM B00164  Tiir Kontrol NS 0.14479* 0.026
Ruminococcus torques Tiir Kontrol NS 0.10152%* 0.048
Ruthenibacterium Tiir NS/NY NS 0.05694* 0,043
lactatiformans
Lactobacillus Cins NS NS/NY 11.21976" 0,018
Clostridium Cins NS/NY Kontrol 1.74560" 0.004
Limosilactobacillus Cins NS NS/NY 0.99732" 0,012
Flintibacter Cins Kontrol NS 0,14479" 0.026
Ruthenibacterium Cins NS/NY NS 0.05694" 0,043
Lactobacillaceae Aile NS NS/NY 13,59563" 0,023
Clostridiaceae Aile NS/NY Kontrol 1.79730" 0,001
Lactobacillales Takim NS NS/NY 13.80842" 0.021
Bacilli Smif NS NS/NY 13.81619" 0.021
Clostridia Smif NS/NY NS 8.24011" 0.012

‘. Ortalama fark 0.05 diizeyinde anlamlidur.

Dong ve ark., (2020) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada yiiksek yagl diyetle
beslenen tip 2 diyabetli fare modelinde NS tohum polisakkaritlerinin (NSSP) tip 2
diyabetli fareler ve bagirsak mikrobiyotas1 lizerindeki etkisi arastirilmistir. Caligmada
yiiksek yagl diyetle streptozotosin (STZ) kombinasyonuyla olusturulan tip 2 diyabetli
farelerde NSSP'nin antidiyabetik tedavi ve bagirsak mikrobiyotas: lizerindeki etkisini
degerlendirmek ve PI3K/AKT sinyal yolunun molekiiler mekanizmasi tizerindeki etkisini
aragtirmak amaclanmistir. Toplam 60 erkek, spesifik patojen icermeyen 20+2 ¢
agirhiginda 4 haftalik Kunming faresi kullanilmistir. RT-PCR ve western blot ¢calismalari
ile sitokinlerin expresyonu ve PI3K/AKT sinyal yolagi protein ifadeleri incelenmis ve
NSSP’nin  antienflamatuvar  etkiye sahip oldugu belirlenmistir.  Bagirsak
mikrobiyotasinin sonuglari, NSSP'nin Firmicutes bollugunu azalttigini ve Bacteroidetes
bollugunu artirdigmi gostermistir. Sonuglar, NSSP'nin tip 2 diyabete kars1 potansiyel bir
koruyucu etkiye sahip oldugunu disiindiirmektedir (Dong ve ark., 2020). Mevcut
aragtirmada NS tohum yag1 yedirilen deney hayvanlarinda bagirsak mikrobiyotasina
faydali bakteri grubu olan Lactobacillus tiirlerinin goreceli bolluk miktarlarinin arttigi
tespit edilmistir. Bu sonu¢ NS tohum yagmin insan bagirsak mikrobiyotas: iizerine

belirgin bir prebiyotik etkisi oldugunu gostermektedir.
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Bu doktora tez galigmasinda olusturulan NS/NY vezikiilleri deney hayvanlarina
yedirilmis ve bu NS/NY vezikiillerinin insan bagirsak mikrobiyotasinda probiyotik
bakterilere olan katkis1 metagenomik data analiziyle arastirilmistir. Elde edilen sonuglara
gore NS/NY yedirilen sigan grubunda probiyotik bakterileri olan Lactobacillus tirleri
bollugu NS yedirilen sican grubuna gore daha az (%11) bulunmustur. Bunun nedeni
Lactobacillus suslarinin biiyiimesi sicaklik, pH, oksijen konsantrasyonu veya su aktivitesi
gibi gesitli kosullardan etkilenebilmesi olabilir. Laktobasilluslarin Gremesi igin optimum
sicaklik ve pH kosullar1 sirastyla 3040 °C ve 5,5-6,2dir. Insan kalin bagirsagi pH degeri
7,4’tiir. Ayrica Lactobacillus bakterilerinin yetistirildigi kiiltiir kosullar1 ve fermantasyon
ortamu bilesimi; 6zgiil biiylime hiz1 ve bakterilerin yeni ortama adapte olup ¢ogalmadigi
zaman gerceklesen gecikme fazi siiresi gibi biliylime kinetigi parametrelerini
etkileyebilmektedir (Slizewska ve ark., 2020).

Niyozom formilasyonundaki yiizey aktif madde ile onu ¢evreleyen sulu salim
ortami arasinda arayliz ~gerilimininin  diismesi sonucu yagin penetrasyonu
kolaylasabilmektedir. Bu durumda enkapsiile edilen yag ortama daha hizli ve birim
zamanda daha yliksek dozda yayilabilmektedir (Shehata ve ark., 2021). Bu nedenle deney
hayvanlarina verilen NS tohum vyagi ile NS/NY vezikiillerinin insan bagirsak
mikrobiyotasindaki etkisini farkl kilabilmektedir. NS tohum yaginin mideden bagirsaga
gecen miktarinin enkapsiile edilen NS tohum yaginin vezikiillerden salimiyla kalin
bagirsaga ulasan miktarindan daha az olmasi beklenmektedir. Bu durum NS/NY’nin
bagirsak florasmin dengesini bozmus olabilecegi ve bundan dolay1 probiyotik bakteriler
olan Lactobacillus tirlerinin bollugunun daha az bulunmus oldugu diistiniilmektedir.

NS/NY verilen sigan grubunda bagirsak florasinda probiyotik bakterilerin nispi
bolluklarinin azalmasi gut mikrobiyota dengesizliginin (disbiyozis) bir sonucu olabilir.
NS tohum yaginin kapsiillendigi niyozomlardan bagirsak florasin1 dogrudan etkileyecek
sekilde salim1 bu durumun nedenlerinden biri olabilir. NS tohum yaginm timokinon, p-
simen, karvakrol, timol, gibi ugucu yag bilesenlerinin bakterilerle dogrudan etkilesimi de
yararli bakteri biiylimesini sinirlandirabilmektedir. Ayni sekilde NS tohum yaginda
sicanlara yedirilen NS/NY konsantrasyonunun yliksek tutulmasi bagirsak bariyerinde
daha cok yag bilesiginin emilimi demektir. Bu da bagirsak bariyeri gecislerinde
dengesizlige yol acabilir. Bu nedenle konsantrasyonun uygun dozajda ayarlanmasi

Onemlidir.
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4.4.3. Biyokimyasal analiz sonu¢lari
NS tohum yagmin ve niyozomla enkapsiile edilmis formunun fareler iizerinde
herhangi bir yan etkisi olup olmadiginin arastirilmast amaciyla biyokimya testi yapildi.
Istatiksel analiz SPSS kullanilarak tek yonli ANOVA ve postdoc Tukey test ile
gerceklestirilen istatistik test sonucuna gore kreatin ve ALT parametrelerinde gruplar

arasinda anlamli farkli bulundu (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Kontrol, NS ve NS/NY gruplarinin kan drneklerinden biyokimya test degerleri

Indeksler Gruplar p degeri
Kontrol NS NS/NY

Biyokimya Albimin (g/dL) 3,43 3,47 3,39 0,747
Kreatinin (mg/dL) 0,4932 0,503* 0,582° 0
Ure (mg/dL) 19,2 17,2 201 0,067
AST (U/L) 125,9 135 1252 0,594
ALT (U/L) 48,8 56,6° 34,28 0
Bilirubin(mg/dL) 0,1 0,1 0,1 1

a,b,c gruplarm anlamh ortalama degerleri; Albimin, Kreatinin, AST (Aspartat aminotransferaz), ALT
(Alanin aminotrasferaz), Billtotal (Toplam Bilirubin) (p<0,05)

Kreatinin, kas kasilmasi ya da hasar1 sonrasinda artan atik {irtiniidiir. Ayni
zamanda kreatinin glomeriiler fonksiyonun bir indeksi olarak da 6l¢iilmektedir. Siganlar
icin serum kreatininin normal aralig1 0,2-0,8 mg/dl'dir. Sadece bdbrekler yoluyla atilir.
Bu nedenle, bobrekte meydana gelen hasar bobregin hem iireyi hem de kreatinin atilimini
verimsiz hale getirmekle beraber bunlarin kanda birikmesine neden olmaktadir. Bu
nedenle, kan iire ve kreatininin yiiksek seviyesi bobrek hasarini gostermektedir (Dollah
ve ark., 2013).

Mevcut arastirmada NS tohum yagmin siganlara yedirilmesiyle kreatin miktarinda
artig (p<0,05) gozlenmistir. NS’nin bazi arastirmalarda bobrek sagligi tizerinde koruyucu
etkileri oldugu gosterilmis olsada, asir1 dozda kullanim1 veya belirli saglik kosullariyla
etkilesimi, bobrek fonksiyonlarmi etkileyebilir. Bu da kreatinin seviyelerinin artmasina
yol acabilir. Nano niyozom enkapsiilasyonda ise aktif bilesenlerin viicutta daha hizli ve
etkili bir sekilde emilim gerceklesmis ve NS bilesenlerinin bobrekler tarafindan daha hizli
islenmesine ve birikmesine neden olmus olabilir. Bu durum, bdbrek fonksiyonlarini

zorlayarak kreatinin seviyelerinin artmasina neden olmus olabilir. Ancak kreatinin
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degerlerinin 0,2-0,8 mg/dL referans araliginda olmasi NS yagmm ve NS/NY
vezikiillerinin bobreklerde toksik etki yaratmadigi sonucuna varilabilir.

Mevcut arastirmada NS/NY yedirilen sicanlarin ALT degerinde azalma
gbzlenmistir. NS tohum yag1 verilen siganlarda ALT degerinde ise artis gdzlenmektedir.
Bu durum sicanlara verilen NS tohum yagmin dozaji ve verilme siiresi ile ilgili
olabilmektedir. Bununla birlikte NY enkapsiile edilen NS, yapisindan dolay1 hizli salim
ve antioksidan etkilerinden kaynakli nedenlerden dolayr ALT seviyesindeki artig
engellenmis olabilir. Biitiin gruplardaki ALT degerleri Wistar Albino erkek sicanlar i¢cin
24.13-67.45 U/L referans araligindadir (Vigneshwar ve ark., 2021). Bu durum NS yaginin
ve NS/NY vezikiillerinin karacigerde toksik etki yaratmadigini géstermektedir.

Bagirsak mikrobiyotasinin biyokimyasal siire¢lere dogrudan etkisi mevcuttur.
Karaciger icin bagirsak mikrobiyotasi ile baglantis1 diisiiniildiigiinde karaciger ve
mikrobiyota arasinda ¢ift yonlii bir iletisim vardir. Bagirsaktan gelen vendz kan, portal
ven yoluyla dogrudan karacigere ulasmaktadir. Besin maddeleri, mikrobiyal {iriinler ve
metabolitler ve bagirsak toksinleri, insan viicudundaki ilk organ olan karacigere
ulagmaktadir. Besin maddeleri ve mikrobiyal {riinler ayrica lenf damarlarina
bosaltilmakta ve torasik kanal ve sistemik dolasim yoluyla karacigere ulagsmaktadir (Jiang
ve ark., 2020). Bagirsak mikrobiyotasindaki dengesizlik sonucu bagirsaktaki patojenik
bakteri sayisinda artis olusabilmekte ve bu durumda probiyotik bakteriler
baskilanabilmektedir.

Bagirsak mikrobiyotasmin bilesiminde ve islevinde meydana gelen degisiklikler,
iltihaplanmaya ve metabolik anormalliklere yol agabilir ve nihayetinde cesitli
hastaliklarin gelisimine katkida bulunabilir. Sayi, tiir ve bilesimdeki bu degisiklikler
disbiyoz olarak ifade edilir. Bu degisiklik, konak genlerinin, diyetin, antibiyotik
kullaniminin, yasam tarzinin, ilag¢larin ve diger bir¢ok faktoriin etkilerinden kaynaklanan
bagirsak mikrobiyotasmin bilesimi ve ¢esitliliginden kaynaklanabilir. Son c¢alismalar,
bagirsak mikrobiyotas1 disbiyozunun, inflamatuar bagirsak hastali§i, kanserler ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklar i¢in potansiyel bir patojen olabilecegini
gostermistir (Wang ve ark., 2022).

Clostridioides difficile bakterisi tarafindan iretilen A ve B toksinleri, pro-
inflamatuar sitokinleri isleyen ve programlanmis hiicre Oliimiinii baglatan kaspaz-1
enzimini uyarabilir. Boylece, epitel bariyerine ve bagirsak hiicrelerine zarar veren olgun

IL-1b ve IL-18 (pro-inflamatuar sitokinler) salgilayabilirler. Bu reaksiyonun meydana
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geldigi inflamatuar bagirsak hastaligi hastalarinda C. difficile enfeksiyonunun yiiksek
oldugu bulunmustur (Santana, Patricia ve ark., 2025).

Kisa zincirli yag asitleri, hiicre dongiisiinii, otofajiyi, kanserle iliskili sinyal
yollarmi ve kanser hiicresi metabolizmasini diizenleyerek tiimor biiylimesini ve kanser

hiicresi metastazini baskilamaktadir (Son ve ark., 2023).
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5.SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Bu doktora tez ¢aligmasinda Nigella sativa tohum yag1 enkapsiilasyonu yapilarak
yagm kalin bagirsaga daha yiiksek konsantrasyonda ulasmasint saglamak i¢in
yavaglatilmig salim sistemi gelistirilmistir. NS yagmin ana aktif bileseni timokinon
antibakteriyel, antioksidan, antienflamatuvar, immunomodulator gibi 6zelliklere sahiptir.
Ancak sudaki ¢oziiniirliigiiniin yok denecek kadar az olmasi, kokusunun ve tadinin aci
olmasive oksidasyona kolay ugrayabilen yag olmasi, oral yolla aliminda bagirsaktaki
emilimin artirilabilmesi amaglart dogrultusunda Nigella sativa tohum yaginin lipid bazli
ilac tastyici sistem olan niyozomlarla kapsiillenmesine karar verilmistir. Niyozomlarin
hazirlanmasi i¢in ince film hidrasyon yontemi kullanilmistir. NS tohum yaginin solvent
karigiminda ¢ozdiirtilmesi ve evaporatorle g¢oziiciilerin uzaklastiriimasi asamalarmdan
sonra ince film formu elde edilmistir. Ancak elde edilen film proniyozom formundadir.
Proniyozomun distile su ile hidrasyonuyla niyozomlar elde edilmistir.

Nano boyutta niyozom eldesi icin prob sonikasyonu ve ultrasonikasyon
yontemleri denenmistir. Uygun niyozom ¢ap1 ve homojen parcacik dagilimi eldesi
uygulanan 1 saatlik ultrasonikasyon sonucu elde edilmistir. Ug tekrarl olacak sekilde zeta
sizer kullanilarak ortalama pargacik boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli
Olgtimleri gergeklestirilmistir. Ortalama pargacik boyutu NY i¢in 173 nm iken NS/NY
icin ise 131,7 nm ‘dir. PDI degerinin lipid bazli vezikiiller i¢in 0,3 ve altinda bir degerde
olmasi gerektigini géz 6niinde bulundurdugumuzda bulunan NY igin 0,149 iken NS/NY
icin 0,274 degerleri kabul edilebilir degerlerdir. Zeta potansiyeli ise NY i¢in -45,81,
NS/NY igin ise -36,35 mV olarak bulunmustur. Zeta potansiyelinin -30 mV’den daha
negatif degerde elde edilmesi niyozom kararliginin géstergesidir. STEM goruntulemeyle
niyozom vezikiillerinin morfolojik goriintiileri alinmig ve goriintiilerin literatiirle
benzestigi ve NY lerin kiiresel yapida olduklari tespit edilmistir. NYlerin DSC analizi ile
termal analizi gergeklestirilmis ve bilesenleri arasindaki kimyasal uyumun varligi FTIR
analiziyle tespit edilmistir. FTIR analiziyle kapsiilasyonun gerceklestigi desteklenmistir.
Ayrica bu doktora tez ¢alismasinda kullanilan NS’nin kalite kontrol testleri yapilmis ve
test sonucunda NS’nin saglik agisindan kullanimi uygun bulunmustur. Yag
karakterizasyon degerleri Tiirk farmakopisine gére uygun araliktadir.

NS/NY enkapsilasyon verimi %79 olarak elde edilmistir. NS/NY ‘den NS
salimmin gergeklestigi salim profili pH 1,2 mide, pH 6,8 ince bagirsak ve pH 7,4 kalin
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bagirsak ortamlarinda olusan salim sonuglarina gore olusturulmustur. NS/NY’den 10 saat
icinde NS’nin %1001 salinmistir. Kiimiilatif salim sonuglarina gore sifirinci, birinci,
Higuchi, Hixson Crowell ve Korsmeyer-Peppas kinetik modelleri igin korelasyon
katsayilar1 hesaplanmistir. En yiiksek korelasyon katsayisina gore salim profilinin
Korsmeyer-peppas salim kinetigine gore gerceklestigi tespit edilmistir. n degerinin 1’den
biiyiik elde edilmesi salimin non-fickian diflizyonuna uygunlugunu kanitlamistur.

Deney hayvanlar1 ¢alismasi ile siganlardan toplanan digkinin DNA izolasyonu
yapilmistir. DNA kalitesinin 6l¢iilmesi ardindan DNA’larin metagenomik analizi
gerceklestirilmistir. Metagenomik data SPSS tek yonli ANOVA testi ile analiz edilmistir.
Sonuglar NS’nin bagirsak mikrobiyotasina faydali etkisinin oldugunu géstermistir. NS
yag1 bagirsak mikrobiyotasinda bulunan probiyotik bakteri Lactobacillus intestinalis
tiirliniin nisp1 bollugunda artis saglamistir. NS’nin, NY ile enkapsiilasyonu basaril1 bir
sekilde gerceklestirilmistir. Ayrica NS’nin NY vezikiillerinden tamammim salimi
gerceklestirilebilmistir. Ancak NS/NY ’nin bagirsak mikrobiyotasina beklenilen diizeyde
prebiyotik etkisi gozlemlenmemis olup O6te yandan patojenik mikrobiyota tespit
edilmemistir. Mevcut ¢alismada biyokimya analiz sonuglarina gore ALT ve Kkreatinin
degerleri gruplar arasinda farkli olsa da deney hayvanlar1 ¢alismasinda kullanilan Wistar
albino erkek siganlar igin referans araliginda olmasi nedeniyle NS/NY’nin herhangi bir
toksik etki olusturmadigi tespit edilmistir.

Mevcut ¢alisma, gelistirilen ilag salim sistemi ve mikrobiyota c¢alismalariyla
literatiire katki saglamistir. Akhtar ve ark., (2014) NS’nin ila¢ salimini, gastrointestinal
(GI) gecirgenligini ve noroprotektif aktivitesini artirmak i¢in niyozomlar1 ince film
hidrasyon yontemi kullanilarak gelistirmistir. Akhtar ve ark., (2014) yaptiklar
arastirmada enkapsiilasyon verimini hesaplamis ve sonucu % 86 olarak tespit etmislerdir.
Bu doktora tez ¢alismasinda oldugu gibi verimin degerinin yiiksek olmasi, yiksek HLB
degerli Tween 80’nin kullanimi ve onun yiiksek alkil zincirine sahip olmasina
baglanmistir. Akhtar ve ark., (2014) niyozomlardan NS salimimi sadece pH 6,8 ince
bagirsak ortaminda incelemistir. Ayrica salim hemen baglamig ve 12 saat sonunda yagin
yaklagik %95’i niyozomlardan salinmistir. Mevcut ¢alismada niyozomlardan NS salimi
i¢ farkli pH ortaminda arastirilmistir: pH 1,2 mide ortami, pH 6,8 ince bagirsak ortami
ve pH 7,4 kaln bagirsak ortami. 10. saat sonunda niyozomlardan NS’ nin %100’
salmmustir.

Kumar ve ark., (2017) tarafindan ¢orekotu tohumunun (BCS) dogal bir biiyiime

promotorii olarak takviyesinin tavuklarda besin kullanimi, bagirsak mikrobiyotasi ve
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morfolojisi, bagisiklik, antioksidan durumu, kaslarda protein birikimi ve azot atilimi
tizerindeki etkisi arastirilmistir. Etlik piliglere 0, 5, 10 ve 20 g kg-1 diyetle BCS
verilmistir. Bulgular; duodenum, jejunum ve iliumdaki bagirsak morfolojisinin genellikle
BCS'den etkilenmedigini gostermistir. Toplam bakteri, Escherichia coli, Lactobacillus
ve Clostridium tlr sayilarinin, kontrole kiyasla BCS’den etkilenmedigi vurgulanmuistir.
Ancak, Salmonella’nin artan BCS dozlariyla dogrusal olarak azaldig: belirtilmistir (P =
0,05) (Kumar ve ark., 2017).

Fathi ve ark., (2023) NS tohumunun etlik pili¢lerde biiylime performansi, kan ve
biyokimyasal indeksler, et kalitesi ve kor bagirsak mikrobiyal yiikii iizerine etkilerini
incelemek {izere ¢aligmada toplam 400 adet bir giinliik erkek etlik pilic (Ross 308), her
biri 10 civcivden olusan on tekrarlhi dort gruba ayirmislardir. Kontrol grubuna ¢érekotu
tohum unu (CTU) icermeyen bazal bir diyet verilirken, CTU-20, CTU-40 ve CTU-60
gruplarina sirastyla 42 giin boyunca CTU igeren diyetler (sirastyla 20, 40 ve 60 g/kg diyet)
verilmistir. Sonucta verilen NS tohum yagi miktar1 arttikca ALT degerinde azalma
miktarinda artig gozlenmistir (p<0,01). 40 ve 60 g/kg BCSM takviyesiyle kor bagirsak
koliform ve E. coli popiilasyonunda bir azalma oldugunu gdstermektedir (p<0,05).
Dahasi, her ii¢ seviyedeki (20, 40 ve 60 g/kg diyet) BCSM takviyesi kor bagirsak toplam
maya ve kiif popiilasyonunu azaltmistir (p<0,05). BCSM'nin kor bagirsak Lactobacillus
popiilasyonu iizerinde bir etkisi olmamustir (Fathi ve ark., 2023).

Akinrinde ve ark., (2022) tarafindan NS tohum yagmm kadmiyum (Cd) ile
indiiklenen bagirsak morfolojisi ve mikrobiyota kompozisyonunu etkileyen degisiklikleri
incelenmistir. Deneylerden sonra digki 6rnekleri ¢esitli segici besiyerlerinde mikrobiyal
kialtir  i¢in  islenirken, bagirsak segmentleri  histopatolojik  inceleme  ve
immiinohistokimya i¢in hazirlanmistir. In vivo ¢alisma 28 erkek Wistar albino sigan
kullanilarak 7 giin boyunca gerceklestirilmistir. Data ANOV A testi ile analiz edilmistir.
NS tohum yaginin potansiyel olarak patojenik tiirlerin seviyelerini azaltirken,
Lactobacilli sayilarin1 6nemli dlgiide artirdigi tespit edilmistir. Ayrica Cd kaynakli
bagirsak toksisitesine kars1 onemli koruyucu oldugu vurgulanmistir (Akinrinde ve ark.,
2022). Bu doktora tez ¢alismasinda soguk sikim NS tohum yagi yedirilen deney
hayvanlarinda literatiire benzer sekilde bagirsak mikrobiyotasina patojenik etkisi olabilen
bakteri grubu olan Clostridium tiirlerinin goéreceli bolluk miktarlarinin azaldigi ve
probiyotik bakteri olan Lactobacillus tiir sayisinin arttig1 tespit edilmistir. NS tohum yag1
insan bagirsak mikrobiyotasinda faydali bakterilerin sayisini artirmasi ve patojenik

bakterilerin sayisini azaltmasi ile bagirsak mikrobiyotasi lizerine prebiyotik etkisini
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kanitlamaktadir. Bu da mikrobiyota biitlinliigiiniin korunmasi agisindan 6nemlidir.
Calismamizla Akinrinde ve ark., (2022) gerceklestirdigi ¢aligma desteklenmistir. Ancak
NS/NY ‘nin bagirsak mikrobiyotasinda olusturdugu degisimler ile ilgili ¢caliymalara
literatlirde rastlanilmamigtir. Doktora tez caligmast bu konuda gerceklestirilen ilk
caligmadir.

Bu doktora tez ¢aligmasi yenilik¢i bir ¢alismadir. Nigella sativa tohumu soguk
sikim yag ilk defa bir nano tasiyici bir sistem olan nano-niyozom igerisine enkapsule
edilmistir. Yenilikgi NS/NYler kiiresel yapida olup zeta potansiyeli ve polidispersite
indeksi bakimindan degerlendirildiginde biyolojik sistemlere uygulanabilir diizeydedir.
Tez c¢aligmasinda gelistirilen NS/NY sisteminden NS’nin salimi 10 saat igerisinde
100%’e ulagabilmistir. Bu agidan degerlendirildiginde, NS salim1 i¢in modifiye edilmis
ve oksidasyonu engelleme potansiyeli mevcut bir salim sistemi gelistirilmistir. NS ve

NS/NY’lerin bagirsak mikrobiyotasi tizerinde etkisi ilk defa degerlendirilmistir.

5.2. Oneriler

Bu doktora tez galismasinda ince film hidrasyon metodu ile nano niyozomlar
olusturulmus ve olusturulan bu niyozomlar i¢ine NS tohum yag1 enkapsiile edilmistir.
Niyozomlarin gelistirilmesinde farkli parametreler denenerek enkapsulasyon veriminin
daha yiiksek olacagi yontem secilebilir.

Bu doktora tez ¢alismasinda in vivo ¢alisma Oncesi deney hayvanlarma verilen
NS ve NS/NY dozlarinin antibakteriyel etkisi in vitro ¢alisma ortaminda olgiilebilir. In
vitro ortaminda hiicre hatti kullanilarak biyouyumlu konsantrasyon belirlenebilir.
Boylece deney hayvanlarina verilecek dozun etkisi 6nceden tahmin edilebilir.

Kullanilan niyozom kolesterol, Tween 80, ve fosfotidilkolinden olusturulmustur.
Niyozom olusturulmadan 6nce kullanilacak non-iyonik yiizey aktif madde secimi igin
farkli span ve Tween’ler kullanilarak gesitli denemeler yapilabilir. Kullanilan NS tohum
yaginin kullanim konsantrasyonu belirlenmeden once farkli dozlarla in-vitro ©n
denemeler yapilabilir.

pH’a bagl ila¢ salim sistemi olarak niyozomlar incelenebilir. Boylece salimin
tamaminin sadece bagirsak ortaminda gergeklestirilmesi saglanabilir. Bu durum mide
icerisinde salinmasini istemedigimiz tliim ilag tiirleri i¢in ideal bir iletim sistemi kurulmusg
olur.

NS tohum yag1 igerigindeki timokinon varligi sayesinde tibbi 6zelligi bakimmdan

onemli bir fonksiyonel gidadir. Yine fonksiyonel gidalar olan probiyotiklerle kombine
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edilerek ila¢ salim sistemleri olusturulabilir. Bdylece bagirsak mikrobiyotasinda NS
tohum yaginin sinerjik etkisi artirilabilir. Ayrica omega-3 yagi ile birlestirilerek
olusturulacak ila¢ salim sistemi ¢orekotu yagmin antienflamatuvar etkisini artirabilir.

NS tohum yag1 igeren NY salim sistemlerinin NS’nin biyoyararlanimini artirip
artirmadig1 farmakolojik ¢aligma yapilarak incelenebilir. Bu amagla deney hayvanlarina
NS/NY yedirilerek belirli araliklarla kan 6rnekleri alinir. Kan drnekleri HPLC’ye verilir
ve timokinon okunur. Boylece niyozomlarla enkapsiilasyonun biyoyararlanima etkisi
arastirilmig olur.

Bu tez kapsaminda gelistirilen salim sistemi, literatiirde yer alan calismalara
kiyasla benzer diizeyde yuksek enkapsiilasyon verimi gostermesi ve yavas salim profili
sergilemesi nedeniyle, farkli hidrofobik etken maddelerin enkapsiilasyonu amaciyla

potansiyel bir nano-tasiyici sistem olarak degerlendirilebilir.
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