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C vitamini, E vitamini ve polifenol ekstresi iceren lipozomlarin eldesi ve
antioksidan aktivitelerinin karsilastirilmasi

Preparation of liposomes containing vitamin C, vitamin E and polyphenol extract and

comparison of their antioxidant activities

Ziba Mokhberi OSKOUEI, Gokhan BICIM, A. Suha YALCIN

OZET

Amagc: Caligmamizda, antioksidan molekiillerin degisik lipozom
hazirlama yontemleri ile lipozomlanmasi ve lipozom yapisinda iken
aktivitelerini koruyup korumadiklarmin incelenmesi amaglanmistir.
Ayrica, lipozom elde etme yontemleri karsilastirilarak suda ve
yagda ¢Oziinen antioksidanlarin lipozomlanmasi i¢in en uygun
yontemin belirlenmesi hedeflenmistir.

Gerec ve Yontemler: Ince-tabaka, dondurma-¢ézme, ters-faz
buharlastirma ve sonikasyon yontemleriyle lipozom eldesi
yapildiktan sonra bu yontemler antioksidan molekiillere uyguland:
ve elde edilen sonuglar antioksidan aktivite agisindan karsilagtirtldi.
Hazirlanan lipozomlarin karakterizasyonunda 151k mikroskobu,
floresan mikroskop ve parcacik boyut analizoriinden yararlanildi ve
lipozomlarin biytikliik, dagilim ve sekilleri incelendi.

Bulgular: Suda ¢oziiniir antioksidanlardan C vitamini ile
polifenol ekstresi ve yagda ¢oziiniir 6zellikteki E vitamini degisik
yontemlerle lipozomlandi. Lipozomlanmis ve lipozomlanmamis
molekiillerin ayrimi Sephadex G-25 kolon kromatografisi ile
gerceklestirildi. Elde edilen lipozomlarin antioksidan aktiviteleri
karsilastirildiginda asamali sonikasyon yontemiyle elde edilen E
vitaminli lipozomlarin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu bulundu.

Sonu¢: Calismamizda kullandigimiz yontemlerden sonikasyon
yontemi en uygun yontem olarak degerlendirildi. Bu yontemin diger
yontemlere gore avantajlar1 kisa siirede sonuglanmasi ve organik
¢oziicti gerektirmemesi olarak degerlendirildi. Sonikasyon yontemi
ile hem suda ¢oziinen hem de yagda ¢oziinen antioksidanlarin
lipozomlanabildigi ve antioksidanlarin lipozom yapisinda
aktivitelerini koruduklart gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan lipozom, C vitamini, E vitamini,
Polifenoller

Ziba Mokhberi Oskouei, Gokhan Bigim, A. Suha Yal¢mn

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Tip Fakiiltesi, Marmara Universitesi,
Bagibiiyiik, Maltepe-Istanbul, Tiirkiye

e-mail: asyalcin@marmara.edu.tr

Gonderilme/Submitted: 11.05.2014  Kabul/Accepted: 17.09.2014

166

ABSTRACT

Objective: In this study we have used different methods for the
preparation of liposomes to encapsulate antioxidant molecules and
have determined whether they retain their antioxidant activities.
We have compared different methods and determined the most
suitable method for preparation of liposomes containing water-
soluble and lipid-soluble antioxidants.

Materials and Methods: Different preparative techniques
such as thin-film hydration, reverse-phase evaporation, freeze-
thaw and periodic sonication were used to produce liposomes.
These methods were used to encapsulate different antioxidant
molecules and were compared for antioxidant activity. Light
microscopy, fluorescence microscopy and particle size analyzers
were used in order to characterize the prepared liposomes and to
analyze their particle size, distribution and shape.

Results: Liposomes containing water-soluble antioxidants
such as vitamin C and polyphenols and fat-soluble antioxidant
vitamin E were prepared. The separation of free molecules from
those that were liposomed was performed with Sephadex G-25 gel
filtration chromatography. The antioxidant activity of vitamin E
liposomes was highest in comparison to the others.

Conclusion: Among the methods we have used for preparing
liposomes sonication is the fastest and also most advantageous
because organic solvents such as methanol or chloroform are not
used during preparation. Both water-soluble antioxidant molecules
and lipid-soluble antioxidants could be prepared with this method
and preserved their activities.

Keywords: Antioxidant liposome, Vitamin C, Vitamin E,
Polyphenols

Giris

Serbest radikaller dis yoriingelerinde eslesmemis elektron
tastyan, elektrik yiiklii veya yiiksiiz olabilen, atom veya
molekiillerdir. Yiiksek enerjili olan eslesmemis elektronlar,
cevrelerindeki eslesmis elektronlart ayirip onlarin yapilarini
bozarlar. Bu durum serbest radikalleri hem tehlikeli hem de
kullaniglt kilar. Yararli etkileri arasinda solunumsal
patlamada, sinyal iletisinde ve ¢esitli enzimsel
reaksiyonlarda rol oynamalari sayilabilir. Serbest radikaller
yasam i¢in gereklidirler ancak olusumlari kontrolsiiz bir
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davranis gosterirse hiicre hasarina neden olurlar [1-3].
Oksijenli yasamla birlikte aerobik organizmalarda oksijen
kaynakli radikaller olusmaya baslamis ve bununla es
zamanli olarak da tiim aerobik canlilarda oksidatif hasara
karsgt antioksidan savunma sistemleri geligsmistir [4,5].
Gilinlimiizde antioksidanlarin lipitleri, proteinleri, niikleik
asitleri ve diger hedef makromolekiilleri oksidatif hasara
kars1 koruduklar1 bilinmektedir. Serbest radikal olusumu ile
antioksidan savunma arasindaki denge bozuldugunda
oksidatif stres durumu ortaya ¢ikar.

Lipozomlar, tek veya ig-ice bircok tabakadan olusmus,
aralarinda sulu faz igeren kiiresel vesikiillerdir. Baslangicta
biyolojik zarlarin 6zelliklerini aydinlatmada kullanilmis
olan lipozomlarin giinlimiizde basta ilag tastyici sistemler
olmak iizere bir¢ok alanda farkli kullanimlar1 vardir.
Lipozomlar lipit tabaka ve sulu faz olmak tizere iki
bolimden olusurlar. Lipit tabakanin temel yapitasi
fosfolipitlerdir. Tek bir tabakadan olusan lipozomlarda sulu
faz icteki boliimdiir. Lipozomlarin yapist farkl 6zellikte
bir¢ok maddeyi iizerinde tasimaya uygun oldugundan
kullanimlar1 giderek artmaktadir [6-8]. Bu calismada
antioksidan molekiillerin degisik lipozom hazirlama
yontemleri ile lipozomlanmasi ve lipozom yapisinda
aktivitelerini koruyup korumadiklarinin belirlenmesi
amaglanmistir. Ayrica degisik lipozom elde etme yontemleri
karsilastirilarak aralarindan suda ve yagda ¢dziiniir
antioksidanlarin lipozomlanmasi i¢in en uygun ydntemin
secilmesi hedeflenmistir.

Gere¢ ve Yontemler

Cihaz ve kimyasallar
Lipozom eldesi i¢in doner buharlastirici (Heidolph Laborota
4000, Almanya), ultrasonik su banyosu (AMSCO Reliance
Sonic 550, ABD), derin dondurucu (UF 401 Electrolux,
Isvec) ve ekstruder (LIPEX extruder, Kanada) cihazlarindan
yararlanildi. Karakterizasyon islemlerinde mikroskop ve
gorlintiileme sistemi (Olympus Vannox AHBS3, Japonya),
sogutmali santrifiij (Eppendorf centrifuge 5810 R), yiiksek
performansli sivi kromatografisi (Perkin Elmer Series 200,
ABD), spektrofotometre (Perkin Elmer Lambda 25 UV/Vis,
ABD), mikroplak okuyucu (Perkin Elmer 1420 Victor 3,
ABD), parcacik boyut analizoérii (Malvern Instruments
Master Sizer Hydro 2000, Ingiltere) ile muhtelif membran
filtreler (Millipore, ABD ve Sartorius, Almanya) kullanildi.
Calismamizda kullanilan fosfolipitler, kolesterol, metanol,
kloroform, trolox ve neocuproine Sigma-Aldrich, ABD
firmasindan elde edildi.

Lipozom eldesi icin ince-tabaka [6], dondurma-¢ézme
[9], ters-faz buharlastirma [10] ve asamali sonikasyon
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Sekil 1: ince tabaka (A) ve dondurma-¢ozme (B) yontemiyle elde edilmis
lipozomlarda boyut analizi

Ince tabaka yéntemiyle elde edilen lipozomlarin boyutu 4-30 mikrometre
araliginda iken dondurma ¢dzme yontemiyle elde edilen lipozomlarm 0.05-1
mikrometre ve 4-30 mikrometre araliginda iki ayr1 boyutta oldugu gozlendi.

[11,12] yontemleri suda ve yagda ¢oziinen antioksidan
molekiillere uygulandi ve elde edilen sonuglar antioksidan
aktivite ag¢isindan karsilastirildi. Lipozomlarin
karakterizasyonunda 1s1k mikroskobu, floresan mikroskop
ve parcacik boyut analizoriinden yararlanildi, lipozomlarin
biyiikliigii, dagilimlar1 ve sekilleri incelendi.

ince tabaka yontemiyle lipozom eldesi: Fosfolipit ve
kolesterol tartilip kloroform i¢inde ¢6ziildi. Daha sonra
lipit ¢ozeltisindeki kloroform 57-58 °C’ de vakum altinda
doner buharlagtirict (rotary evaporator) ile ugurularak lipit
ince-tabakas1 elde edildi. Otuz dakika civarinda siiren bu
islem sonrasinda elde edilen ince-tabaka bir gece
buzdolabinda bekletilerek kloroformun tamamen ugmasi
saglandi. Ertesi giin lipit ince-tabakasi lipozomlanacak
ornek igeren ¢ozelti ile hidrate edildi. Balon igindeki lipit
tabakasiin tamamen ¢oziilmesi i¢in farkli islemler denendi
(elle veya vorteksle karistirma, ultrasonik su banyosunda
veya doner buharlastiricida tutma). Yaklasik 1 saat sonra,
lipit tabakasi tamamen ¢dziiliince islem sonlandirildi. Balon
bir gece buzdolabinda bekletilerek hidratasyon isleminin
tamamlanmasi saglandi.

Dondurma ¢6zme yontemiyle lipozom eldesi:
Fosfolipit ve kolesterol tartilip 50 ml’lik plastik tiip
igerisinde lipozomlanacak Ornek igeren ¢ozelti igerisinde
¢oziildiikten sonra - 20°C de yaklagik 30 dakika tutularak
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Sekil 2: Asamali sonikasyon isleminin lipozom boyutlarina etkisi:
Olympus Vannox AHBS3 151k mikroskobu goriintiisii (40x)

A) Sonikasyon yok; B) 10x sonikasyon; C) 20x sonikasyon; D) 30x
sonikasyon

Sekil 3: Filtrasyon igleminin lipozom boyutlarina etkisi: Olympus Vannox
AHBS3 151k mikroskobu goriintiisii (40x)
A) Filtrasyon yok; B) 0.45 mm filtreden siiziilmiis

ilk dondurma iglemi yapildi. Sonraki agamada, 37°C’lik
etiivde 30 dakika tutularak ¢6zme islemi gerceklestirildi.
Bu iki islem art arda dort kez tekrarlandi. Dondurma-¢6zme
islemleri sonrasinda ¢ozelti 0.45 mm filtreden gegirildi.
Ters faz buharlastirma yontemiyle lipozom eldesi:
Fosfolipit ve kolesterol tartilip kloroform-metanol karisimi
(2:1) i¢inde ¢oziildii. Uzerine lipozomlanmas: istenilen

¢ozelti eklendikten sonra lipit ¢ozeltisindeki kloroform ve
metanol 40°C’de vakum altinda ve doner buharlastiricida
yaklasik 15 dakikada uguruldu.

Sonikasyon yontemiyle lipozom eldesi: Fosfolipit ve
kolesterol tartilip iizerine lipozomlanmas1 istenilen
¢ozeltiden eklendi. Karigim 2 saat manyetik karistirict ile
karistirildi ve sonikasyon islemi uygulanmak iizere tiiplere
ayrildi. Tlk tiipe sonikasyon yapilmazken, ikinci, {igiincii ve
dordiincii tiiplere sirasiyla 10, 20, 30 kez sonikasyon
yapildi. Her sonikasyon basamaginda 30 saniye sonikasyon
yapildiktan sonra 60 saniye ara verildi.

Antioksidan aktivite 6l¢iimii: Suda ve yagda ¢oziinen
molekiillerin antioksidan aktiviteleri bakir iyonu indirgeme
kapasitesine bagli olarak olusan a¢ik mavi rengin dl¢timiiyle
belirlendi [13]. Antioksidan aktivite Trolox esdegeri olarak
ifade edildi, bunun i¢in 1 mM stok ¢6zeltiden sulandirilarak
hazirlanan ¢aligma standartlari (0.03-1 mM) kullanildi.

Lipozomlanmis ve lipozomlanmamis molekiillerin
ayrimi: Lipozom o&rnekleri, 0.45 mm’lik filtreden
gegirildikten sonra Sephadex G-25 kromatografi kolonuna
uygulandi. Eliisyon islemi % 0.9 NaCl ile yapildi, akis hiz1
2 ml/dakika olarak ayarlandi ve elde edilen fraksiyonlarin
(1 ml) 280 nm’deki absorbanslar dl¢iildiikten sonra eliisyon
grafigi ¢izildi.

Bulgular

Calismamizda oncelikle ilk kez Bangham [6] tarafindan
tanimlanan ince tabaka yontemiyle lipozom eldesi
gercgeklestirildi. Daha sonra sirasiyla diger yontemler
uygulandi. Hazirlanan lipozomlarin karakterizasyonunda
151tk mikroskobu, floresan mikroskop ve parcacik boyut
analizoriinden yararlanildi, lipozomlarin biyiikligi,
dagilimlart ve sekilleri incelendi ve karsilastirildi. Pargacik
boyut analizoriinden elde edilen bulgular, lipozom
boyutlarinin degisken ve agirlikli olarak 1-10 pm araliginda
oldugunu gosterdi (Sekil 1). Dondurma-¢dzme yontemiyle
hazirlanan lipozomlarda boyutlarin kiigiildiigi ve iki farkl
dagilimin oldugu goriildii. Tekrarlayan sonikasyon
isleminde ise lipozom boyutlarinin giderek kii¢tldiigi
gb6zlendi (Sekil 2). Lipozom eldesi sirasinda uygulanan
filtrasyon isleminin de lipozom boyutlarini kii¢tlttiigii
belirlendi (Sekil 3).

Calismamizin ikinci asamasinda, antioksidan
molekiillerin lipozomlanmast gergeklestirildi.
Lipozomlanacak antioksidanlar, suda ¢oziiniir (hidrofilik)
ozellikteki C vitamini ve polifenol ekstresi ile yagda
¢ozlnir (hidrofobik) o6zellikteki E vitamini olarak
belirlendi. Bu c¢aligsmalarda, lipozomlanmis ve
lipozomlanmamis molekiillerin ayrimi Sephadex G-25 jel
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Sekil 4: C vitamini (1 mM), E vitamini (0.7 mM) ve polifenol ekstresi
(%1) igeren lipozomlarda antioksidan aktivite 6lg¢timii

Asamall sonikasyon yontemiyle elde edilen lipozomlarda antioksidan
aktivite 6l¢imii CUPRAC yontemiyle yapildi. Sonuglar ti¢ ayr1 deneye ait
olup degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

filtrasyon kromatografisi ile gergeklestirildi. Elde edilen
fraksiyonlarin absorbanslari (A-280) ile antioksidan
aktiviteleri karsilastirildi, E vitaminli lipozomlarin en
yiiksek aktiviteye sahip oldugu bulundu (Sekil 4).

Tartisma ve Sonug¢

Antioksidan lipozom tanimi yakin zamanda ortaya ¢ikmis
olup, yapisinda suda ve/veya yagda ¢dziinen kiigiik
molekiillerin yanisira antioksidan o6zellikteki diger
molekiilleri (6rn. enzim ve proteinleri) igeren lipozomlar
icin kullanilmaktadir [14]. Son yillarda, antioksidan
lipozomlarin oksidatif stres ile iliskilendirilen bazi
hastaliklarin tedavisinde yararli olabilecegine yonelik
bulgular elde edilmigtir [15-17]. Lipozomlanmis antioksidan
molekiillerin hardal gazinin neden oldugu deri hasarlarina
kars1 koruyucu etkileri oldugu da ortaya konmustur [16].

Lipozomlar, fosfolipitlerin ¢ift tabakali bir sekilde
yerlesimiyle meydana gelen kiiciik (nanometre boyutunda)
kiiresel yapilardir. Hazirlanmalart i¢in temel olarak dogal
fosfolipitler kullanilmakta olup bu molekiiller hidrofilik ve
lipofilik bolge icermeleriyle karakterizedir. Lipozom
yapiminda dogal lipitlere ek olarak sentetik lipitlerin de
kullanilabilmesi stabilite acisindan donemli avantajlar
saglamaktadir [18-20]. Ozellikle non-iyonik surfaktanlarin
kullanimiyla lipozomlarin yiiksek miktarda ve ¢ok ucuza
iiretilebilmeleri s6z konusudur.

Ote yandan, lipozomlanan maddelerin tutulmasinda ve
serbestlesmesinde maddenin fizikokimyasal 6zellikleri,
kullanilan fosfolipitlerin cinsi, bilesimi, konsantrasyonu ve
kullanilan hazirlama yontemi etkili olmaktadir [21].
Lipozom stabilitesini arttirmak i¢in yapida bazi degisiklikler

yapilmasi (kolesterol eklenmesi, fosfolipit kompozisyonunun
degistirilmesi, ylizey ozellikleri ve lipozom boyutlarinin
farklilig1 gibi) olumlu sonuglar verebilmektedir.

Caligmamizda lipozom eldesi i¢in uygulanan agamali
sonikasyon isleminin sonrasinda lipozom boyutlarinin
kiigiildiigi hem 131k mikroskobu goriintiilerinde, hem de
boyut analizinde belirlendi. Lipozomlarda yeterince yiiksek
oranda madde tutulmasi baglica amagctir. Tutulmus olan
maddeler membran biitiinliigiiniin bozulmasiyla veya sizma
yoluyla serbestlesirler. Serbestlesme in vivo olarak daha
hizli olmakta olup bu durum pargacik biiyiikliigl ve yiizey
yukii ile iligkilidir. Ayrica, kiigiik molekiillerin biiyiik
molekiillere nazaran daha kolay serbestlestikleri
bilinmektedir. Ornegin, lipozomlanmis siiperoksit
dismiitazin deriden gegisi ile ilgili olarak yapilan bir in vitro
calismada [22] derinin alt tabakalarina etkin gegis igin
lipozom boyutlart ve kolesterol igeriginin dnemli oldugu
gosterilmistir.

Sonug olarak, calismamizda kullandigimiz asamali
sonikasyon yonteminin diger yontemlere gore avantajlari
kisa siirede sonuglanmasi ve metanol, kloroform gibi
organik ¢oziiciiler igermemesi olarak degerlendirildi.
Ayrica, lipozom eldesi sirasinda yapilan filtrasyon isleminin
de lipozom boyutlari kiiciilttiigii gézlendi. Bu yontemle
hem suda ¢6ziinen hem de yagda ¢dziinen antioksidanlarin
lipozomlanabildigi ve antioksidanlarin lipozom yapisinda
iken aktivitelerini koruduklart gosterildi.
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