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Vii
OZET

Saponin Yiiklii Nanoparcaciklarimin Sentezi, Karakterizasyonu ve
Biyolojik Aktivitesinin incelenmesi

TIRYAKI, Askim Cansel
Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danigmani: Dog. Dr. Nazli SARIKAHYA

Mayis 2023, 108 sayfa

Saponinler; yapilarinda triterpenik, steroidal veya alkaloidal aglikona sahip
glikozitlerdir. Son yillarda yapilan bilimsel ¢alismalarda pek ¢ok farkli biyolojik
aktivite rapor edilmistir. Yiiksek kompleks olusturma etkinlikleri nedeniyle, ilag
saliminda ve ilag tasiyici sistemlerde de kullanim bulmaktadirlar. Bu gergevede;
bu tez calismasinda ililkemize endemik saponinlerce zengin Cephalaria bitki
tirleri tizerinde calismalar yiritilmistir. Bu amagla ilk olarak, hedeflenen
biyolojik aktif saponinler farkli ekstraksiyon, izolasyon ve saflastirma islemleri ile
Cephalaria tiirlerinden elde edilmis ve gelismis spektroskopik yontemlerle
yapilar1 aydinlatilmistir. Yapi belirleme ¢alismalarinda 1 ve 2 boyutlu NMR ile
HR-ESIMS gibi gelismis spektroskopik teknikler kullanilmistir. Calismanin ikinci
asamasinda ise saponin yiikli kitosan nanopargaciklar1 (SPCSNP), iyonik
jellesme teknigi ile sentezlenerek, saponin yiikli kitosan nanopargaciginin
karakterizasyonu FTIR, TEM, XPS, SEM ve DLS yontemleri ile yapilmistir.
SPCSNP'nin kapsiilleme etkinligi ve parcacitk boyutu sirasiyla % 38 ve
109,04+37,80 nm olarak bulundu. SP, CSNP'ler ve SPCSNP'lerin in vitro
sitotoksisite ¢alismalar1 SH-SY5Y, HL-60, PANC-1, PC-3 ve CCD34LU hiicre
hatlar1 lizerinde yapilmistir. Sonu¢ olarak, yerel ve yenilenebilir bitki
kaynaklarindan izole edilen tamamen dogal, biyolojik olarak parcalanabilen ve
biyolojik olarak aktif saponinler i¢eren saponin yiiklii kitosan nanoparcaciklarinin,

ilag tastyici sistemlerde tasiyici olarak kullanim potansiyelleri vardir.

Anahtar Kelimeler: Triterpen saponinler, Cephalaria elmaliensis,
Cephalaria sumbuliana, kitosan, nanopargacik






Abstract

Synthesis, Characterization and Investigation of Biological Activities of
Saponin-Loaded Chitosan Nanoparticles

TIRYAKI, Askim Cansel
MSc in Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nazli BOKE SARIKAHYA
May 2023, 108 pages

Saponins; are glycosides with triterpenic, steroidal or alkaloidal aglycones
in their structure. In recent years, many different biological activities of them have
been reported in scientific literatures. Due to their high complexing efficiency,
they also find usages in drug release and drug delivery systems. In this context; in
this thesis, studies were carried out on Cephalaria plant species rich in saponins
and endemic to our country. For this purpose, firstly, targeted biologically active
saponins were obtained from Cephalaria species by different extraction, isolation
and purification processes and their structures were elucidated by advanced
spectroscopic methods. Advanced spectroscopic techniques such as 1D and 2D
NMR and HR-ESIMS were used in structural determination studies. In the second
stage of the study, saponin-loaded chitosan nanoparticles (SPCSNP) were
synthesized by ionic gelation technique, and the characterization of saponin-
loaded chitosan nanoparticles was performed by FTIR, TEM, XPS, SEM and DLS
methods. The encapsulation efficiency and particle size of SPCSNP were found to
be 38% and 109,04+37,80 nm, respectively. In vitro cytotoxicity studies of SP,
CSNPs and SPCSNPs were performed on SH-SY5Y, HL-60, PANC-1, PC-3 and
CCD34LU cell lines. In conclusion, saponin-loaded chitosan nanoparticles
containing completely natural, biodegradable and biologically active saponins
isolated from local and renewable plant resources have the potential to be used as
carriers in drug delivery systems.

Key words: Triterpene saponin, Cephalaria elmaliensis, Cephalaria
sumbuliana, chitosan, nanoparticle
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ONSOZ

Lisans hayatim boyunca edindigim bilgiler ve uygulamali caliglmalar
bilimin Onemini ve farkli bakis agilarin1 bana kazandirdi. Kimya alaninda
edindigim teorik bilgi ve uygulamalarin giinliik hayatta daimi kullanilabilir ve
onemli olusu beni bu alanda gelismeye ve ilerlemeye motive etti.

Tez c¢aligmam siiresince; ¢Oziim odakli disiinmeyi ve hareket etme
becerisini kazandim. Bununla birlikte uygulamada da pek ¢ok deneyim edindim.
Laboratuvar ortaminda, dogal bilesiklerin saf olarak elde edilmesi kisminda, pek
cok farkli kromatografik tekniklerin (kolon, ince tabaka, vakum sivi kromatografi
teknikleri, orta basingli sivi kromatografi cihazi) yani sira kimyasal teknikler

(tiirevlendirme, asidik ve bazik hidroliz vb.) lizerine deneyim kazandim.

Bilesiklerin yapilarmin aydinlatilmasinda; 1 ve 2 boyutlu NMR analizleri,
yiiksek ¢Oziiniirlikli kiitle spektrometresi (HR-ESIMS), infrared spektrometresi
(IR) ve kiitle baglantili gaz kromatografisi (GK-MS) gibi 6nemli spektroskopik
teknikleri kullandim.

Sentez caligmalarinin ardindan yapilan karekterizasyon analizlerinin (FT-IR,
DLS, SEM, TEM ve XPS) incelenmesi, yorumlanmasi ve nanoparg¢aciklarin

yapisal karakterlerine dair 6nemli bilgiler edindim.
Proje siiresince teorik ve pratik anlamda edindigim laboratuvar
deneyimlerimden ilerleyen hayatimda yararlanacagima inantyor ve bunun i¢in ¢ok

degerli damismanim Dog¢. Dr. Nazli SARIKAHYA’ya tesekkiirlerimi iletmek
istiyorum.

[ZMIR

10/05/2023 Askim Cansel TIRYAKI
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1. GIRIS

Cephalaria cinsi iilkemizde 24’i endemik, 41 tiir ile yayilim gosteren
saponinlerce zengin bitki tiirlerindendir (Sarikahya vd., 2018; Sarikahya ve
Kirmizigiil, 2012). Saponinler, yapilarinda steroidal, triterpenoid veya alkaloid
aglikon ile seker zinciri igeren glikozitlerdir (Guclu-Ustundag ve Mazza, 2007;
Natori vd, 1981). Triterpen aglikonlu saponinler bu tiirler igerisinde, 6zellikle
bitki kaynaklarinda en fazla gbzlenen saponin tiiriidiir. Literatiir ¢aligmalarinda
triterpen saponinlerin antioksidan, hemolitik, sitotoksik, immiinolojik (Sarikahya
vd., 2018), antifungal, antiparazidal, antiviral (Mahato ve Garai, 1998) aktiviteler
gibi pek cok farkli biyolojik aktivite gosterdigi rapor edilmistir. Saponinlerin
cesitli biyolojik aktivite potansiyelleri olmasina ragmen; kullanimlarinda, yiiksek
hemoliz degerleri, biiyiik molekiil yapilar1 ve ¢oziiniirliik problemleri gibi
dezavantajlar1 nedeniyle, oOzellikle damar i¢i kullanimlarinda kisitlamalar
olusmaktadir (Sarikahya vd., 2018; Mahato ve Garai, 1998). Bu ¢ergevede; son
yillarda, ila¢ etken madde olarak kullanilan saponinlerin yukarida sozii edilen
istenmeyen etkilerini azaltmak, biyoyararliligini ve stabilitesini arttirmak ve
istenilen bolgeye hedeflendirmek i¢in farklh ilag tastyict sistemler kullanilmistir.
Kamg1 ve ark. tarafindan yapilan bir calismada, Saponaria officinalis kok
ekstreleri ile bakirdan nanopargaciklar sentezlenmistir. Calismanin amaci
antibakteriyel etkisi ile bilinen bakir nanopargaciklar1 (CuNP) ile sabun otundan
elde edilen biyoaktif fitokimyasallarin antibakteriyel etkilerini birlestirmektir.
Saponaria officinalis kok ekstreleri ile sentezlenen CuNP'ler, iki yaygin bakteri
olan E. coli ve S. aureus'a kars1 dikkate deger antibakteriyel aktivite gostermistir.
(Kamg¢1 vd., 2022). Rejinold ve ark. tarafindan 2011 yilinda yapilan bir diger
caligmada kitosan ile antikanser aktivite gOsteren saponin i¢in  bir
nanoformiilasyon gelistirilmistir. Saponin yiiklii nanopargaciklarin sitotoksisitesi
L929, NIH-3T3, KB ve PC3 hiicre hatlarinda analiz edilmis ve PC3 ile KB hiicre
hatlarinda spesifik toksisite gozlenmistir. Bu ¢alisma, saponin yiiklii Kitosan
nanoparcaciklarin kanser icin etkili bir terapdtik ajan olabilecegini desteklenmistir
(Rejinold vd., 2011). Ilag tastyic1 sistemler arasinda biyouyumlu ve biyobozunur
avantajlar1 ile one ¢ikan biyopolimerler son donemlerde dikkat ¢ekmektedir.
Biyopolimerler igerisinde ise kitosanlar en yaygmn kullanilan polimerlerdir
(Jayakumar vd., 2010). Kitosan ve kitosan tiirevleri ile bitkisel kaynaklar iizerinde
yapilan ¢alismalarda, bakterilere (Rabea ve Steurbaut, 2010), mantarlara (Trotel-
Aziz vd., 2006) ve nematodlara (Khalil ve Badawy, 2012, Nunes vd., 2014) kars1
biyolojik aktivite potansiyelleri rapor edilmistir. Bu ¢alismalardan bir tanesinde,
kitosan ve Cu-kitosan nanoparcaciklariin in vitro antifungal aktiviteleri



degerlendirilmistir. ~ Calismanin ~ sonucunda;  kitosan ~ ve  Cu-kitosan
nanopargaciklarinin daha diisikk protein disiilfid izomeraz (PDI) degeri, daha
yiiksek zeta potansiyeli ve in vitro ¢alismalarda A. alternata, M. phaseolina ve R.
solani'ye mantarlarina kars1 yiiksek etkili antifungal aktivite potansiyeline sahip
olduklar1 kanitlanmigtir (Saharan vd., 2013). Bir diger ¢alismada ise; Kitosan-
saponin nanopargacigl sentezlenmistir. Bu sentezlenen nanopargacigin DNA'y1
enzimatik bozulmadan koruma yetenegi, termostabilitesi ve sitotoksisitesi
degerlendirilmistir. Kitosan-saponin nanopargacigl, plazmid DNA'y1 enzimatik
bozunmadan korurken, sentezlenen nanoparcacigin farkli konsantrasyonlarda
yapilan hiicre canlilig1 deneylerinde diistik sitotoksisite sergiledigi dogrulanmustir.
Bu sonuglar ele alindiginda, kitosan-saponin nanopargacigt DNA dagitim sistemi
potansiyeli gostermistir (Bande vd., 2015). Saponinlerin nicel analizlerinin
yapilmasi, biyolojik aktivite potansiyellerinin 6n goriilmesi agisindan oldukca
onemlidir. Biylik ve karmasik molekiil yapisina sahip olan saponinlerin yap1
belirleme g¢alismalarinda, ileri spektroskopik yontemlere (FTIR, 1 ve 2 boyutlu
NMR teknikleri, kiitle spektrometrisi) basvurulmaktadir. Tez ¢alismamizda;
saponinlerin miktar tayinlerinin yapilmasinda da UV spektrofotometresi
kullanilmistir. Bu analizlerde, saponinler UV boélgede gozlemlenemediginden
vanilin ve asidik ortamda kolorimetrik yontem kullanilarak goriintir hale
getirilmektedir. Bir¢ok c¢alismada kullanilan bu yontem 1976 yilinda farkh
saponinlerin analizleri igin gelistirilmistir (Hiai vd.,1976).

Calismamizda; Cephalaria elmaliensis ve Cephalaria sumbuliana bitki
tirlerinden sirasiyla elmalienoside B, a-hederin ve sumbulianoside A saponinleri
izole edilip, saflandirilmis ve NMR teknikleri (1B, 2B NMR), yiiksek
cozlintrlikli  kiitle yontemi (HR-ESIMS) analizleri ile yap1 tayinleri
gerceklestirilmistir.  Izole edilen {ic saponinin nicel analizleri UV
spektrofotometrede kolorimetrik yontem ile optimize edilerek en uygun analiz
kosullarinda ¢alisitlmigtir. Analiz ve optimizasyonlar sonucu Kkalorimetrik
yontemle nicel analizi yapilabilen a-hederin sentez igin uygun saponin olarak
se¢ilmistir. Segilen saponin a-hederin ile saponin yiikli kitosan nanopargacigi
sentezlenmis ve enkapsiilasyon verimi hesaplanmistir. DLS, SEM, TG, TEM,
ZETA Potansiyeli analizleri ile saponin yiiklii nanoparcaciklarin kimyasal
yapilari, morfolojik Ozellikleri ve termal davraniglar1 karekterize edilmistir.
Karakterizasyon sonrasinda saf saponin, kitosan nanoparcacigi ve saponin yiiklii
kitosan nanopargaciklarinin in vitro sitotoksisite ¢alismalar1 SH-SY5Y, HL-60,
PANC-1, PC-3 ve CCD34LU hiicre hatlari iizerinde yapilmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Dogal Bilesikler

Dogal bilesikler, dogal kaynaklardan elde edilen ve c¢ogunlukla Snemli
biyoaktiviteye sahip bilesiklerdir. Her tiirlii dogal kaynaklardan izole edilen dogal
uriinler, ¢ogunlukla laboratuvarlarda sentezlenen sentetik maddelerden daha
yiiksek farmakolojik potansiyellere sahiptirler. Bu bilesikler, hastaliklari
tyilestirmek ve yeni tibbi bilesikler liretmek veya sentezlemek i¢in bir ilham
kaynagi olarak kullanilmistir (Xie vd., 2015). Yasam i¢in temel kimyasallar
olarak tanimlanan “birincil metabolitler” ve organizmalar i¢in g¢evrelerine karsi
evrimsel avantaj saglayan “ikincil metabolitler” adi altinda iki alt gruba ayrilirlar
(Sekil 2.1). Birincil metabolitler sekerler, yag asitleri ve amino asitlerdir. Bunlar
sirastyla karbonhidratlarm, lipidlerin ve proteinlerin monomerleridir. ikincil
metabolitler ise, terpenoidler, steroidler, fenolikler, saponinler, flavonoidler,
alkaloitler vb. gibi bir¢ok farkl1 bilesik sinifindan olusurlar. ikincil metabolitler,
canlinmn iklim, topraktaki kimyasallar ve/veya bitki bocekleri vb. cevresel
faktorlere kars1 dogrudan veya dolayl olarak direng kazanmasini saglarlar (Hill ve
Connolly, 2015; Panche vd., 2016; Patel ve Savjani, 2015).

Dogal
Bilesikler

ikincil Birincil
Metabolitler Metabolitler

Alkaloidler Flavanoidler iridoidler Terpenoidler Stereoidler Saponinler

Karbonhidratl

ar Lipitler

Proteinler

Sekil 2.1. Dogal bilesiklerin siniflandirilmasi
2.2. Saponinler

Saponinler bitkilerde yaygmn olarak bulunan, yapilarinda steroidal,
triterpenoid veya alkaloid aglikon ile farkli sayilarda seker zinciri igeren
glikozitlerdir. Saponinin aglikon kismi “sapogenin ya da aglikon” olarak
adlandirilir. Seker kisimlari, aglikonun eter veya ester gruplarindan yapiya

baglanabilir ve sapogeninde baglandigr bolge sayisina gore adlandirilirlar.




Aglikonun bir yerinden seker bagli oldugunda monodesmosidik, iki farkli
yerinden seker bagli oldugunda bidesmosidik veya nadiren de olsa ii¢ seker bagl
oldugunda tridesmosidik saponin olarak belirtilmektedir (Guclu-Ustundag ve
Mazza, 2007; Natori vd, 1981) (Sekil 2.2). Saponin ismi Latince de sabun
anlamina gelmekte olan “sapo” kelimesinden tiiremistir. Saponinin sulu ¢ozeltileri
calkalandiginda kopiirme ozelligi gosterir (Sekil 2.3). Bunun sebebi molekiil
yapilarinin yiizey aktif maddelere benzemesidir. Saponinlerin yapilarinda bulunan
aglikon kismi1 hidrofobik iken, sekerlerin olusturdugu kisimlar ise hidrofiliktir. Bu
iki u¢ kismin varligi ylizey aktif maddeler i¢in klasik bir molekiil yapisi olusturur
(Faizal ve Geelen, 2013; Hosamath, 2011). Saponinler bazi igecekler igerisinde
kopiik eldesinde, kozmetik ve ilag sanayisinde, fotograf¢ilik ve madencilik gibi
cesitli alanlarda kullanilabilmektedir (Cheeke, 1999). Ayrica aga¢ kiiflerinin
giderilmesinde veya bitkilerin boceklere karsi korumasinda etkin rol
oynamaktadirlar (Milgate ve Roberts, 1995; Osbourn, 2003).

Spirostanol

RO Sterol saponin

Hederagenin
Triterpenik saponin
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Sekil 2.2 Steroidal, triterpenik ve alkaloid saponinlere 6rnekler



hederagenin

‘ Sapindosit B

Sekil 2.3. Sapindus mukorossi meyvelerinin (A), perikarplarin suda ¢alkalanmasindan sonra

olusan koptigii (B) ve saponinlerin aglikon yapilari (C) (Rai vd.,2021).
2.2.1 Saponinlerin yapisi

Saponinlerin, sapogenin kismina bagli olan fonksiyonel gruplar ve glikan
kismini olusturan seker zincirlerinin dizilisi, dallanma 6zellikleri ve substitiisyon
tipleri birbirinden farkli saponin gesitlerinin olusumunu saglamaktadir (Oleszek,
2002). Bugiine kadar 100’iin tizerinde steroidal ve ondan ¢ok daha fazla sayida
triterpenoidal saponin varligi bilinmektedir. Ayrica tek bir bitkide, birden fazla
tipte aglikonu olan saponinlerin bulunabildigi de gozlemlenmistir (Mahato vd,
1988; Milgate ve Roberts,1995; Oleszek, 2002).

Saponinler aglikonlarina gére gruplara ayrilirlar bunlar, steroidal aglikonlar,
alkaloidal aglikonlar veya triterpenoidal aglikonlardir (Moses vd., 2014) (Sekil
2.2). Glikozit baglar1 ise esterik ve eterik olabilmektedir (Press vd., 2000). Bu
baglar asidik veya bazik hidroliz ile koparilip aglikonlar elde edilebilir. Ayrica
aglikonlarin sahip olduklari seker zinciri sayisina gore de siniflandirilabilirler. En
yaygin olanlart monodesmosidik (Sekil 2.4) ve bidesmosidik (Sekil 2.5)



saponinlerdir. Nadir goriilse de tridesmosidik (Sekil 2.6) saponinler

bulunmaktadir (Semmar vd., 2010).
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Sekil 2.4 Monodesmosidik saponin 6rnegi
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Sekil 2.6 Tridesmosidik saponin drnegi
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2.2.1.1 Steroidal saponinler

Steroidal saponinler, aglikon iskeletlerinde 27 karbon bulunduran ikincil
metabolitlerdir. Spirostan, furostan ve kolestan saponinler olmak iizere ii¢ alt grup
altinda incelebilirler (Challinor ve De Voss, 2013). Spirostan saponinler, alt1 ve/
veya iki bes liyeli halkadan olusan aglikon igermektedir. Bu halkalar A, B, C, D,
E ve F halkalar1 olarak adlandirilir (Sekil 2.7). Furostan saponinlerin ise
aglikonlar1 sadece A, B, C, D ve E halkalarina (ii¢ alt1 iiyeli ve iki bes iiyeli halka)
sahipken, kolestan saponinlerin aglikonlar1 sadece tetrasiklik A, B, C ve D

sistemine sahiptir (li¢ alt1 tiyeli ve bir bes tiyeli halka).

0Glc

Furostanol

Sekil 2.7 Spirostan ve furostan saponin yapisi

2.2.1.2 Triterpenoidal saponinler

Triterpenoid saponinler, aglikondaki halkalanmalarina, dallanmalarina,
fonksiyonel gruplarina ve konumlarina gére yaklasik 20 gruba ayrilmaktadirlar.
Dogada bulunan triterpenoid saponinlerin aglikon kisminda genellikle dammaran,
oleanan, kukurbitan, ursan, hopan, teraksasteran, lanostan, lupan, trikalan yapisi
ve tiirevlerine rastlanmaktadir (Sekil 2.8) (Moses vd., 2014). Prosapogenin veya
diger bir deyisle aglikon kismina ek olarak, glikozilasyon bolgeleri, glikozilasyon
sayist ve seker tiirleri, triterpenoid saponinlerin biyoaktivitesini etkilemektedir
(Desai vd., 2009; Yoshiki vd., 1998).
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Sekil 2.8 Triterpenoid saponinlerin aglikon tiirleri (Moses vd, 2014)

Oleanan tipi saponinler, hederagenin tipi ve oleanoik asit tipi (Sekil 2.9)
olmak {iizere iki gruba ayrilmaktadir. Asagida gorildiigi gibi hederagenin ve
oleanoik asit, yirmi ti¢lincii karbon iizerinde sadece bir hidroksil grubunda
farklilik gostermektedir.

Sekil 2.9 Oleanoik asit ve hederagenin aglikon yapisi



Triterpen saponinler, in vitro ve in vivo ortamlarda yapilan ¢alismalarda
hipokolesterolemik ve antikanserojenik 6zellikler gostermektedir (Shi vd., 2004).
Ayrica literatiirde ginsenosit etken maddesi kullanilarak uygulanan tedaviler ve 6n
tedavilerde, farelerin antijen-reaktif T hiicrelerinde ve T-yardimci hiicre
yiizdesinde dnemli bir artig goriilmektedir (Kenarova vd., 1990).

Literatiirde triterpenoid saponinler, bitkisel iriinler (Balandrin, 1996) ve
immiinolojik adjuvan (Wang, 2021) olma potansiyelleri gibi farmasotik 6zellikleri
nedeniyle ticari olarak O6nemli bir kullanima sahiptir. Diger uygulamalar1 dus
jelleri, sampuanlar, kopiik banyolari, sa¢ kremleri ve losyonlari, banyo/dus
deterjanlari, siv1 sabunlar, bebek bakim iirlinleri, ag1z gargaralar1 ve dis macunlari
gibi kisisel bakim sektoriindeki temizlik tiriinlerinde dogal iyonik olmayan yiizey
aktif maddeler olarak kullanilmalaridir (Rai vd., 2021). Triterpen saponinler,
diisik saponin konsantrasyonlarinda emiilsifikasyon etkinligi, kopiirme
ozellikleri, yiliksek yiizey aktivitesini gosteren kritik misel konsantrasyonu
sonuglar1 ve iyi kopiik olusturma kapasiteleri nedeniyle ticari emiilsifiyen ve
kopiirme ajanlarina karst dogal bir alternatiftir (Schreiner vd., 2021). Saponinler
ayrica, yemlerde, sebze biiylime diizenleyicilerinde, metal kontaminasyonlar1 ve
biyosiirfaktanlar arasindaki etkilesimler yoluyla toprak iyilestirilmesinde onemli
bir potansiyele ve avantaja sahiptir. (Mulligan, 2021).

2.2.2. Saponinlerin kullanim alanlari

Saponinlerin ¢esitli fizikokimyasal ve biyolojik 6zellikleri bunlarin, gida,
kozmetik, tarim ve ila¢ sektorlerindeki bir dizi ticari uygulamada basariyla
kullanilmasini saglamistir. Dogal bilesenlerin kullanimina yonelik pazar egilimleri
ve bunlarin biyolojik aktivitelerine dair artan kanitlar, saponinlere olan talebi
artirmigtir (Brown, 1998). Saponinler ve saponin igeren bitkilerin diger arastirilan
ve/veya oOnerilen uygulamalari arasinda yem katki maddeleri (Cheeke, 1999;
Jensen ve Elgaard, 2001; Zhan, 1999), bakteri ve sebze biiyiime diizenleyicileri
(Henderson, 2001) ve toprak islahi yer almaktadir (Roy vd., 1997). Ayrica
saponinlerin farmasotik uygulamalart da bulunmaktadir. Bunlar hormon iiretimi
icin hammaddeler (Blunden vd., 1975), immiinolojik adjuvanlar (Kensil vd.,
2004) ve ilaglardir. Diinyada saponinlerin iki ana ticari kaynagi Quillaja
saponaria ve Yucca schidigera bitkileridir (Balandrin, 1996; Martin ve Briones,
1999). Saponinlerin yogun olarak bulundugu diger kaynaklar at kestanesi (Indena,
2005), soya fasulyesi, nohut, ¢ay tohumu (Zhan, 1999) gibi diger bazi bitki
materyalleridir (Roopashree ve Naik, 2019).



2.2.3. Saponin kaynaklari

10

Saponinler dogada deniz organizmalari, mantarlar, hayvanlar ve bitkiler gibi
cesitli kaynaklardan elde edilebilirler (El Barky vd., 2017). En yaygin ise bitkiler

aleminde goriilmektedirler. Yaklagik 100 bitki familyasinin ¢ogunda, insanlar ve

hayvanlar tarafindan besin olarak kullanilan saponinlere rastlanmistir (Tablo 2.1)
(Fenwick ve Oakenfull, 1983). Yucca schidigera ve Quillaja saponaria, gibi ¢6l

bitkileri saponinler agisindan zengindir ve saponinlerin elde edildigi 6nemli ticari
kaynaklardandir. Yucca saponinlerinin ¢ogunlukla bir steroid aglikona sahip
oldugu, Quillaja saponinlerinin ise bir triterpenoid aglikona sahip oldugu

goriilmistiir. Ayrica Yucca saponinlerinin gogunlukla monodesmozidik saponinler
oldugu, Quillaja saponinlerinin ise bidesmosidik saponinler oldugu bildirilmistir

(Cheeke, 1999).

Sekil 2.10 Quillaja saponaria ve Yucca schidigera bitkileri

Tablo 2.1 Saponin igeren baz1 bitkiler ve igerdigi saponin miktarlart

g/kg
Latince ismi Yaygin ismi Gorseli kuru Kaynaklar
madde
Medicago Yonca yapraklart 56 Fenwick ve Oakenfull, 1983
sativa L. 20-30 Hanson vd.,1963
2-17 Livingston vd.,1979
Medicago Yonca filizi 87 Fenwick ve Oakenfull, 1983
sativa L. 79 Livingston vd.,1979
Arachis Fistik (yagsiz) 13 Fenwick ve Oakenfull, 1983
hypogaena L. 16 Applebaum vd.,1969
Lens culinaris | Mercimek 3.7-4.6 Fenwick ve Oakenfull, 1983
66 Hanson vd.,1963
Pisum sativum | Yesil bezelye 11 Fenwick ve Oakenfull, 1983
spp. (yagsm yemek) 42 Applebaum vd.,1969
0.1 Livingston vd., 1979
Cicer Nohut 60 Fenwick ve Oakenfull, 1983
arietinum L. 60 Applebaum vd.,1969
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Avena sativa L. | Yulaf 47 Fenwick ve Oakenfull, 1983
1.3 Tschesche ve Wulff,1973

Spinacea Ispanak pe 1.0 Fenwick ve Oakenfull, 1983

oleracea L. f% 0.7 Livington vd.,1979

2.2.4 Triterpen saponinlerin biyolojik aktiviteleri

Saponinler birgok hayvan yeminde ve ayrica bazi insan gidalarinda
bulunmaktadir. Bir¢ok saponin, hayvanlara damardan verildiginde oldukc¢a toksik
olmasia ragmen, agizdan verildiklerinde toksisite ¢ok daha diisiiktiir. Bunun
nedeni, bagirsaklarda emilme ve kan dolasimina girme konusunda neredeyse
tamamen basarisiz olmalar1 ve plazma varlifinda hemolitik etkinin ¢ok
azalmasidir. Literatlir calismalarinda saponinlerin yapilarina gore pek c¢ok farklh
biyolojik aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Favel vd., 1994; Furniss vd., 1989;
Stevens vd., 1966a; 1966b).

2.2.4.1 Antifungal aktivite

Birgok saponin, antifungal aktivite sergilemektedir. Poligalasik asit
glikozitlerinin antifungal etkisi bilinenler arasindadir (Furniss vd., 1989).
Solidago virgaurea ve Bellis perennis'ten izole edilen bisdesmosidik saponinler
olan virgaurea saponinleri 1-2, bellis saponin 1 ve onlarin mono-desmosidik
prosapogeninlerinin, Candida ve Cryptococcus bakteri tiirlerinin biiylimesini in
vitro ortamda inhibe ettigi bilinmektedir. Baska bir c¢alismada ise Hedera
rhombea kaynakli hederin bilesiginin hemolitik ve antifungal aktivite potansiyeli
terminal ramnozun olmadigi ve karboksil grubunun metillendigi tiirevlerin
aktivite potansiyeli ile karsilastirilarak, yapi-aktivite iliskileri de tartigilmistir.
Sonuglar, terminal ramnozun antifungal aktivitede daha 6nemli oldugunu, serbest
karboksilik asit varligimin ise hemolitik aktivite de daha onemli oldugunu
gostermistir (Stevens vd., 1966a). Asparagus officinalis'in koklerinden elde edilen
saponin fraksiyonunda da antifungal aktivite saptanmistir (Stevens vd., 1966b).
Yapilan ¢alismalarda Hedera helix L. (Araliaceae) bitkisinden elde edilen ao-
hederin saponin saponin (Sekil 2.11) bilesigi de antifungal aktivite gostermistir.
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a- hederin

Sekil 2.11 Hedera helix L. (Araliaceae) bitkisi ve a-hederin saponin yapisi (Favel vd.,
1994).

2.2.4.2 immiinomodiilator aktivite

Quillaja saponaria‘'dan (sabun kabugu agaci) elde edilen saponinler (Sekil
2.12), giiglii adjuvanlar olarak tanmimlanmuistir. Bu bitkinin saponin ekstresi,
veteriner agilarinda kullanilmustir (Freudenberg ve Plankenhorn, 1940) ve agacin
kabuklar1 %10 gibi ¢ok yiiksek bir yiizdede saponin icermektedir. Bu saponinler,
son yillarda insan asilar1 i¢cin adjuvan olma potansiyeli tasimakta ve bu konuda
calismalar devam etmektedir. Q. saponaria'dan yiiksek oranda saflagtirilmis bir
saponinin adjuvan aktivitesi, sapa adsorbe edilmis rHIV-1 zarf proteini (HIV-1
160D) igeren deneysel bir asida bilesen olarak kullanimi degerlendirilmistir
(Ward ve Kaller, 1994).

HO’CJ;‘: Qs-21

-

HO

Sekil 2.12 Quillaja saponaria bitkisi ve QS-21 yapis1 (Ward ve Kaller, 1994)
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2.2.4.3 Antiparazidal aktivite

Schistosomiasis, parazite ara konak olarak yasama imkani veren, belirli su
salyangoz tiirleri ile baglantili bir hastaliktir. Bu hastalik Asya, Afrika ve Giiney
Amerika'daki birgok iilkede milyonlarca insani etkiler. Saponin igeren bitkilerin
schistosomiasis bulastiran salyangoz Biomphalaria globrata'ya karsi toksik
oldugu uzun zamandir bilinmektedir. Bitkilerin parazit oldiiriicii aktiviteleri,
sentetik bilesiklerden daha ucuz olduklar1 i¢in ¢cok onemlidir. Daha 6nce yapilan
incelemelerde, ¢esitli bitki tiirlerinden izole edilen bir dizi monodezmosidik ve
bisdezmosidik saponinin parazit oldiriicti aktivitesi tanimlanmistir (Ali ve
Richardson, 1967; Sharon ve Lis, 1993). Tanak ve arkadaslar1 Japon Schistosoma
japonicum tiiriiniin ara konakgis1 olan Oncomelania nosophora'ya karsi otuz dort
ham ila¢ ve tibbi bitki Oziitiini taramistir. Anemarrhena rhizoma'nin MeOH
ekstresinde gii¢lii antiparazidal aktivite bulunmustur. Bitkinin ana saponinlerinden
biri olan timosaponin A-111 (Sekil 2.13) ¢ok giiclii 6ldiiriicti aktivite gostermistir.
Phytolacca dodecandra'dan elde edilen monodesmosidik saponinler, bitki kokenli
en umut verici parazit oldiriictidiirler (Brimacombe, 1971; Foster vd., 1962).
Ayrica Sapindus rorak'tan elde edilen asetillenmis saponinlerin gii¢lii aktiviteye
sahip oldugu rapor edilmistir (Reist, 1959). Bir ova calisi veya agaci olan
Catunarelgum nilotica bitkisinin su ve etanol ekstrelerinin sirasiyla 100 ve 50

ppm konsantrasyonlarda %100 salyangoz 6liimiine neden oldugu goriilmiistiir.

Sekil 2.13 Anemarrhena rhizoma bitkisi ve Timosaponin A-III saponin yapist
(Brimacombe, 1971; Foster vd., 1962)
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2.2.4.4 Antitimor aktivite

Saponinlerin antienflamatuvar ve antitimor aktiviteleri arasinda genel bir
korelasyon vardir. Bu aktiviteler iizerine literatiirde pek ¢ok farkli caligmaya
rastlanmaktadir. Murin makrofajin K562 tiimor hiicrelerine karsi aktivitesi,
lipopolisakarit (LPS) ve ginseng saponin varliginda incelenmistir. LPS ve ginseng
total saponin, timorisidal aktiviteyi tek basina LPS'ye gore daha fazla artirmistir
(Coleman vd., 1992). Hasegawa ve arkadaslari triterpenoid saponinlerin timor
hiicrelerinde glikoz taginmasi tizerine etkisini ve bunun in vitro sitotoksik ve
antiviral aktivitelerini ¢aligmislar ve olumlu sonuglar gézlemlemislerdir (Paulsen
vd., 1992). Bir baska caligmada ise soya fasulyesi ve Gypsophila saponinlerinin
(Sekil 2.14) kolon tiimorii (HCT-15) hiicrelerinin biiyiimesi ve canlilig iizerindeki
etkileri incelenmistir. Bu saponinlerin, uzun siireli tedavide doza bagl bir sekilde
hiicre bilyiimesini inhibe ettigi ve hiicre canliligini azalttig1 gdzlenmistir. Ayrica

hiicrelerin kisa siireli tedavi ile de 6ldiigi goriilmistir (Malik, 1992).

Sekil 2.14 Gypsophila bitkisi ve ondan izole edilen saponinin kimyasal yapis1 (Weng vd.,
2009)

2.2.4.5 Antiviral aktivite

Saponinler iizerine yapilan pek ¢ok calismada antiviral aktiviteye dikkat
cekilmistir. Bu caligsmalardan birinde Cin ve Amerikan Ginseng sap1 ve
yapragindan elde edilen saponinler, insanlarda oral HSV-1 enfeksiyonunda in
vitro ve in vivo olarak herpex simpleks 1 viriisine (HSV-1) kars1 koruyucu etki
gostermistir (Gupta, 1974). Bir baska ¢alismada ise Calendula arvensis kaynakli
triterpenoid saponinlerin (Sekil 2.15) in vitro antiviral aktivitesi arastirilmistir
(Lee vd., 1975). Test edilen tiim bilesikler vezikiiler stomatit viriisii (VSV) ve

rinoviriise (HRV) kars1 bir inhibitor etki gézlenmistir.
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Saponinlerin siirfaktan aktivitesi, SARS-CoV-2'ye karst kullanilmaktadir.
Gargara ve burun soliisyonlari, viriislerin bogaza ve burna yapisarak ilagla
dogrudan temasini tetikleyerek SARS-CoV-2 enfeksiyonlarina karsi daha iyi bir
koruma saglayabilmektedir (Hargreaves, 2003; Mamedov ve Egamberdieva,
2019). Saponinlerin agiz, burun ve bogazin mukozal astarlarina SARS-CoV-2
saldirisinin dnlenmesine karst son derece giiclii oldugu 6ne stiriilmiistiir. Ayrica
bagisiklik tepkilerini artirmak igin cansiz ve alt birim asilarda adjuvan olarak
kullanilmaktadirlar (Wang vd., 2019; Lacaille-Dubois, 2019).

1
Arvensosit C

Sekil 2.15 Calendula arvensis bitkisi ve arvensosit C (Kirmizibekmez vd.,2006).

2.2.4.6 Kardiyovaskiiler aktivite

Saponinlerin  kalp ve damar sistemi iizerinde koruyucu etkisi de
vurgulanmigtir. Bildircinlarda kolesterolle beslenen damar sertligi iizerine yapilan
bir aragtirmada, Smilax glabra'nin damar sertligini onleyici etkilerinin Saponin
kaynakli olabilecegi disiiniilmistir (Zhang vd., 1991). Ayrica P. notoginseng
saponinlerinin tavsanlarda miyokardiyal iskemi ve reperfiizyon hasar1 tizerindeki
etkisi arastirilmis ve (Huang vd., 1991) sonugta miyokardiyal iskemi ve

reperfilizyon hasarina karsi koruyucu etkilerinin oldugu anlagilmistir.
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2.2.4.7 Yaslanma karsit1 aktivite

Cok sayida dammaran ve oleanolik asit saponinleri igeren Ginseng (Panax
ginseng c.A. Meyer) ekstresi, yaslanma karsiti 6zelligi ile tiim diinyada yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bitkinin kok ekstresi dogu iilkelerinde yiizyillardir
zihinsel etkinligi artirmak, fiziksel dengeyi saglamak ve metabolik islevi
canlandirmak i¢in kullanilmaktadir. Halk arasinda ¢ay formunda kdk ekstrenin
sirekli kullaniminin, insanda kilo kaybina neden oldugu ve Omrii uzattig
diistiniilmektedir. Ticari olarak Ginseng koklerinin ¢ogu Cin, Kore ve Japonya'da
yetistirilen tirlinlerdir. P. ginseng'in yani sira bagka Panax tiirleri de bilinmektedir,
bunlar degisen derecelerde potansiyel gostermektedir ve siklikla kullanilmaktadir.
Panax notoginseng'in sap ve yapragindan elde edilen saponinler (Sekil 2.16),
yasam sliresini uzatmis ve lipofiizyon igerigini diigirmiistiir. Saponinler,
dokularda lipid peroksit olusumunu Ve yiiksek kan ile beyin siiperoksit dismutaz
aktivitesini inhibe etmistir. Bu sonuglar, saponinin yaslanma karsit1 aktivitesinin,

serbest radikal siiptiriicii etkisi ile iliskili oldugunu gostermistir.

Panax ginseng bitkisi Bitkinin koki Ginsenozitlerin genel

yapisi

Sekil 2.16 Panax ginseng bitkisi ve ginsenozitlerin kimyasal yapisi (Apaydin ve
Aydin,2018)

2.3 Nanoteknoloji

"Nano" on eki, Latince nanus kelimesinden gelir ve ¢ok kii¢iik anlamina
gelmektedir. Uluslararasi Birimler Sisteminde (SI) 10° kez bir azaltma faktdriinii
belirtmek igin kullanilmaktadir. 1 nm, 10”° m'ye karsilik gelir ve boyutu molekiiler
boyutlarin iizerinde ve makroskobik boyutlarin altinda (genellikle >1 nm ve <100

nm) olan sistemleri kapsamaktadir.
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Nanoteknoloji ve nanobilim ¢alismalari, son yillarda hiz kazanmis ve genis
bir {iriin yelpazesi ile ortaya ¢ikmustir. Nanoteknoloji, yalnizca belirli alanlari
etkileyen tek bir teknik olarak goriilmeyip, yeni nano boyutlu malzemeler liretmek
icin atomik, molekiiler ve makromolekiiler ol¢ekte malzemelerin tasarimini,

tiretimini ve uygulamasini ifade etmektedir (Hahens vd, 2007).
2.3.1 Nanoparc¢acik

Nanoparcaciklar sasirtict derecede uzun bir gegmise sahiptir. Hazirlanmalar
sadece modern arastirmalarin 6zel bir sonucu ortaya ¢ikmadigi gibi insan yapimi
malzemelerle de smirli degildir. Nanopargaciklar dogal olarak hava kosullari,
volkan patlamalari, orman yanginlari veya mikrobiyal siirecler tarafindan
tretilirler ve bu nedenle kullanimlar1 eski zamanlara kadar gider. (Hough vd.,
2008; Lead ve Wilkinson, 2006).

Farmasotik nanopargaciklar ise, biyolojik olarak par¢alanabilen kati, mikron
alt1 boyutlu (¢ap1 100 nm'den kiigiik) ilag tasiyict sistemlerdir. Nanopargacik
terimi hem nanokiireler hem de nanokapsiiller i¢in birlesik bir addir. Nanokiireler,
ilacin diizgiin bir sekilde dagildig1 matris sistemidir, nanokapsiiller ise ilacin bir
polimerik zarla ¢evrili oldugu sistemdir (Sekil 2.17) (Couvreur P vd., 1995).

Nanokapsiil ve Nanokiire Nanopartikiiller boyutlar1 10-1000 nm arasinda
degisen submikronik kolloidal sistemlerdir. Hazirlanma yoOntemlerine gore
nanokiire ya da nanokapsiil olustururlar. Nanokapsiiller etken maddenin siv1 i¢
cekirdege hapsedildigi polimerik bir duvarla gevrili vezikiiler sistemlerdir (Mora-
Huertasa vd.,2010).

Nanokapsiiller yagl cekirdekleri nedeniyle hidrofobik yapida ilaglar i¢in
polimerzomlar ise sulu cekirdekleri nedeniyle hidrofilik ilaglarin taginmasi i¢in
uygun sistemlerdir (Letchford ve Burt, 2007).

Nanokiireler, matriks tipi kati kolloidal partikiillerdir. Nanokapsiillerin
aksine yapilarinda yaglh veya sulu ¢ekirdek bulundurmazlar. Ilag ve tastyicinin
fizikokimyasal Ozelliklerine ve hazirlama ydntemine bagli olarak, ilag¢ tastyici
igerisine almir ve/veya yiizeye adsorpsiyon ile hapsedilir. lacin ve tastyicinin
elektriksel yiikleri de yiikleme kapasitesini etkileyebilmektedir. Gozenekli
olmayan 46 nanokiirelere ilacin hapsedilebilmesi ilacin adsorpsiyonu yolu ile

gerceklesmektedir.
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Nanckire Nanokapsal
Polimerik kabuk+Yagh veye
sulu gvde

A

°* .'\\ Polimerik zincir

Palimerik matriks

Sekil 2.17 Nanokiire ve nanokapsiil gosterimi (Rao ve Geckeler, 2011.)

I[lacin kolloidal tastyicilardan salimi, tasiyiciin cinsine ve yiikleme
mekanizmasina bagli olarak gerceklesmektedir. Bu sistemlerin spesifik ylizey
alanlar1 ¢ok genis oldugu icin, mikrokiire ve mikrokapsiil gibi sistemlere oranla
ilag salimi ¢ok daha hizli olmaktadir (Glirkaynak, 2006).

2.3.2 Nanoparg¢aciklarin sentez yontemleri
Nanoparc¢aciklarin hazirlanmasi i¢in uygun yontemin se¢imi, polimerin ve
yuklenecek ilacin fizikokimyasal karakterine baglidir. Polimer nanopargaciklarin

birincil {iretim yontemlerinden bes tanesi asagida detayl bir sekilde verilmistir.

2.3.2.1 Emiilsivon-coziicii buharlastirma yontemi

Nanopargaciklarin hazirlanmasinda en sik kullanilan yontemlerden biridir.
Emiilsiyon-¢oziicii buharlastirma yontemi iki adim igermektedir. Ilk adim,
polimer ¢dzeltisinin sulu bir faza emiilsiyon haline getirilmesi ile baslar. Ikinci
adim sirasinda polimer ¢oziiciisii buharlastirilir ve nanokiireler polimer halinde
coker. Nanoparcaciklar, ultrasantrifiijleme ile toplanilir ve stabilizor kalintisini
veya herhangi bir serbest ilaci uzaklastirmak i¢in su ile yikanilarak depolanir
(Song vd., 1997).

2.3.2.2 Cift emiilsiyon ve buharlastirma vontemi

Emiilsiyon ve buharlagtirma yontemi, hidrofilik ilaglarin zayif tutunmasinin
yarattigi sinirlandirilmalardan dolayir dezavantaj olusturmaktadir. Bu nedenle,
hidrofilik ilact kapsiillemek i¢in, su/yag emiilsiyonlar1 olusturmak iizere siddetli
karistirma altinda sulu ilag ¢ozeltilerinin organik polimer ¢ozeltisine eklenmesini
iceren ikili emiilsiyon teknigi kullanilmaktadir. Bu su/yag emiilsiyonu, su/yag/su

emiilsiyonu olusturmak igin siirekli karistirilarak ikinci sulu faza ilave
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edilmektedir. Emiilsiyon daha sonra buharlastirma yoluyla c¢oziicii giderme
islemine tabi tutulmakta ve nanoparcaciklar yiiksek hizda santrifiijleme ile izole
edilebilmektedir. Olusan nanoparcaciklar liyofilizasyondan 6nce yikanmaktadir
(Vandervoort ve Ludwig, 2002). Eklenen hidrofilik etken maddenin miktari,
kullanilan stabilizatoriin konsantrasyonu, polimer konsantrasyonu, sulu fazin
hacmi sentezlenen nanoparcaciklarin karakterizasyonunu etkileyen degiskenlerdir
(Ubrich vd., 2004).

2.3.2.3 Tuzlama vontemi

Suyla karisabilen bir ¢oziiciiniin sulu ¢ozeltiden tuzlama etkisi yoluyla
ayrilmasina dayanan bir yontemdir (Catarina PR vd., 2006). Polimer ve ilag
baslangigta bir ¢oziicii i¢inde ¢oziilmekte, daha sonra uygun bir tuz ile
(magnezyum Kkloriir ve kalsiyum Kkloriir gibi elektrolitler veya sukroz gibi
elektrolit olmayanlar) polivinilpirolidon veya hidroksietilseliiloz gibi bir koloidal
stabilizatorii iceren sulu bir jel halinde emiilsifiye edilmektedir. Bu yag/su
emiilsiyonu, ¢oziiciiniin sulu faza difiizyonunu arttirmak i¢in yeterli hacimde su
veya sulu c¢ozelti ile seyreltilmekte, bdylece nanokiirelerin olusumu
indiiklenmektedir. Karistirma hizi, i¢/dis faz orani, organik fazdaki polimer
konsantrasyonu, sulu fazdaki elektrolit konsantrasyonu ve stabilizator tipi dahil
olmak tizere c¢esitli sentez parametreleri degistirilebilmektedir (Allemann vd.,
1993). Polilaktik asit (PLA), Poli(metakrilik) asitler ve etil seliiloz nanokiirelerin
hazirlanmasi, yiiksek verimlilige yol agmaktadir (Quintanar-Guerrero vd., 1998;
Jung vd., 2000). Isiya duyarli maddelerin islenmesi gerektiginde tuzlama, sicaklik
artis1 gerektirmediginden daha avantajli bir yontemdir (Lambert vd., 2001). En
biiyiik dezavantajlari, lipofilik ilaca 6zel uygulamalar ve kapsamli nanopargacik

yikama adimlaridir.

2.3.2.4 Emiulsiyon-difiizyon yontemi

Emiilsiyon-difiizyon yontemi nanopargaciklar1 hazirlamak icin yaygin
olarak kullanilan bagka bir yontemdir. Polimer; propilen karbonat, benzil alkol
gibi kismen suyla karigabilen bir ¢6ziicii i¢inde ¢oziilmekte ve her iki sivininda
termodinamik dengesini saglamak i¢in suyla doyurulmaktadir. Daha sonra,
polimer-su ile doymus ¢o6ziicii fazi, stabilizatér igeren sulu bir ¢6zelti i¢inde
emiilsifiye edilmekte, bu da ¢oziiciiniin dis faza difiizyonuna ve yag-polimer
oranina gdre nanokiirelerin veya nanokapsiillerin olusumuna yol agmaktadir. Son

olarak ¢oziicli, kaynama noktasina gore buharlagtirma veya siizme yoluyla
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uzaklastirilmaktadir. Bu teknik, yiiksek kapsiilleme verimlilikleri (~%70),
homojenlestirmeye gerek olmamasi, Olgek bilyiitme kolayligi, basitlik ve dar
boyut dagilim1 gibi ¢esitli avantajlar sunmaktadir. Dezavantajlari, slispansiyondan
uzaklagtirilacak yiiksek su hacimleri ve emiilsifikasyon sirasinda suda ¢oziinen
ilacin doymus-sulu dis faza sizmasi ve enkapsiilasyon veriminin azalmasidir
(Takeuchi ve Yamamoto, 2001).

2.3.2.5 Cozicii ver degistirme-cokeltme yontemi

Coziicii yer degistirme, bir polimerin organik bir ¢ozeltiden ¢oktiiriilmesini
ve organik ¢oziicliniin sulu ortamda diflizyonunu icermektedir. Polimerler, ilag
ve/veya lipofilik ylizey aktif madde, aseton veya etanol gibi suyla karisabilen bir
¢oziicii i¢cinde ¢oziilmektedir. Cozeltiye daha sonra manyetik karistirma altinda
stabilizator igeren sulu bir ¢ozelti dokiilmekte veya enjekte edilmektedir. Nano
parcaciklar, hizli ¢oziicii diflizyonu ile aninda olusturulmaktadir. Coziici daha
sonra indirgenmis basing altinda siispansiyonlardan ¢ikarilmaktadir. Organik fazin
sulu faza eklenme oranlar1 pargacik boyutunu etkilemektedir. iki fazin karisma
hiz1 arttikga hem pargacik boyutunda hem de ilag tutulmasinda azalma meydana
geldigi gozlenmistir (Fessi vd., 1989). Nano ¢okeltme yontemi, az ¢oziinen
ilaglarin ¢ogu i¢in ¢ok uygundur. Bu yontemde nanokiire boyutunun, ilag
salimmin ve veriminin, hazirlama parametreleri ayarlanarak etkili bir sekilde
kontrol edildigi gosterilmistir. Organik fazdaki polimer konsantrasyonunun
ayarlanmasinin, belirli bir polimer-ilag orani araligiyla smirlandirilarak daha
kiigiik boyutlu nanopargaciklarin sentezinde faydali oldugu bulunmustur (Chorney
vd., 2002).

2.3.3 Nanoparcacik sentezini etkileyen faktorler

Sentezlenen nanoparcaciklarin kararliligt ve dagilimina en fazla sicaklik,

pH, reaksiyon siiresi Ve basing gibi ortam 6zellikleri etki eder (Shah vd., 2015).

Sicaklik: Sentezlenen nanopargaciklar farkli boyut ve sekillerdedir.
Bazilarinin nano 6lgek boyutlart digerlerine gére ¢ok daha kigiiktiir. Bununla
birlikte, baz1 nanopargaciklar ise mikro 6lgek boyutundadir. Arastirmacilarin bir
kismi bu boyut farkliliklarinin reaksiyonlarin sicaklik farkliliklarma baglh
oldugunu diisinmektedir. Sneha ve arkadaslarina goére, Piper betel yaprak
ekstreleri kullanilarak yapilan sentezde altin nanoparcaciklar1 30°C ile 40°C de

sirastyla 5 nm ve 500 nm boyutlarinda oktahedral seklinde sentezlenmistir (Sneha
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vd., 2010). Dolaysiyla sicaklik artikca nanopargacik boyutunun da artig

goriilmiistiir.

pH: pH’1n nanoparcaciklarin boyut stabilitesinde rol aldig1 belirlenmistir.
pH da sicaklik gibi metallerin ve indirgeyici faktorlerin, indirgenme reaksiyonlari
sirasinda ¢ekirdeklenmelerini  diizenlemektedir. Yapilan calismalarda glimiis
nanoparcaciklarinin sentezinde daha kiigiik nanopargaciklar pH 3 ve 4
degerlerinde gozlenirken, daha biiylik nanopargaciklar pH 2'de gézlemlenmistir
(Armendariz vd., 2004; Okitsu vd., 2009).

Reaksiyon siiresi: Karade ve ark. yaptigi calismada, Fe3Os manyetik

nanoparcaciklart (MNP'ler), modifiye yesil sentez yontemi kullanilarak
hazirlanmis ve reaksiyon siiresinin MNP'lerin yapisal ve manyetik 6zellikleri
iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Bu ¢calismada; MNP'lerin oda sicakliginda
stiperparamanyetik ozelliklerinin oldugunu, 60 K'de ise siiperparamanyetik
ozelliklerinin yan1 sira ferromanyetik ozelliklere sahip oldugu kanitlanmistir.
Ayrica reaksiyon zamani arttikga partikiillerin boyutlarinin da arttig1
gbzlemlenmistir (Karade vd., 2018).

Basing: Tran ve arkadaglarinin yaptigi calismada reaksiyon ortamina
uygulanan basincin sentezlenen nanoparcaciklarin sekil ve boyutlar1 {lizerinde
onemli rol oynadigi bildirilmistir. Bununla birlikte kullanilan metal iyonlarinin
indirgeme reaksiyon hizlarinin ortam basinct altinda daha hizli oldugu

gbzlemlenmistir (Tran vd., 2013).

2.3.4 Nanoparcaciklarin Uygulama Alanlari

Nanopargaciklarin farkli alanlardaki uygulamalar: Tablo 2.2'de 6zetlenmistir
(Pangi vd., 2003).
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Tablo 2.2 Nanopargaciklarin farkl alanlardaki uygulamalari (Pangi vd., 2003)

Uygulama Alam Uygulama
Tip Nano ilaglar, tibbi cihazlar, doku miithendisligi
Kimya ve Kozmetik Nano Olgekli katki kimyasallari ve nano bilesikler, boyalar,

kaplamalar vb.

Malzeme Bilimi Nanopargaciklar, karbon  nanotiipler, biyopolimerler,
kaplamalar
Gida Bilimleri Islenmis gidalarda katki malzemesi, paketleme ve gida

giivenliginde nanokapsiiller

Cevre ve Enerji Alanlar Hava anitma filtreleri, yakit hiicreleri, fotovoltaik hiicreler

Askeri ve Enerji Alanlar Biyosensorler, silahlar, duyusal gliclendirme sistemleri

Elektronik Miihendisligi Yar iletken ¢ipler, hafiza depolama sistemleri vb.

Tarim Alam Su ve toprak aritma, giibre ve pestisit kontrolli salim1

Bu uygulama alanlarinda nanopargaciklarin kullanilmasi giiniimiizde
olduk¢a 6nem kazanmustir. Ozellikle ilag tasiyici sistemler iizerinde yapilan
caligmalarda pek c¢ok farkli nanoparcacik sentezine rastlanmaktadir.
Nanopargaciklarin bu sentez calismalarinda kaynak olusturmasi; artan
biyoyararlanim, doz orantililigi, daha kiigiik doz formu, daha az toksisite, artan
ylizey alani, aktif maddenin insan viicudu gibi sulu bir ortamda daha hizl
¢ozlinmesi ve absorplanmasi gibi pek ¢ok avantaja sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir (Lal Pal vd.,2011).

2.3.5 Nanoparc¢aciklar ve ila¢ dagitim sistemleri

Ila¢ dagitim sistemleri, ilaglar1 viicudun igine ve hedef bolgelere tasiyan
teknolojileri tanimlamaktadir. Ilag dagitim sistemleri ayrica, ilaci bozunmaya
karst koruyan ve viicutta hedef bolgeye gitmesini saglayan, bir misel veya
nanoparcacik gibi ilaglarin "paketlenme" seklini de tanimlayabilmektedir. ilag
dagitim sistemleri alan1 son yillarda onemli Olgiide ilerlemekte ve bu alanda
onlimiizdeki yillarda daha da biiyiik ilerlemeler beklenmektedir. Giiniimiizde
bir¢ok hastalik tedavisinde siire gelen ilerlemelere ragmen tedavilerin hala kabul
edilemez yan etkileri vardir. Yan etkiler, ilaglarin saglikli organ veya dokularla

etkilesime girmesi nedeniyle ortaya c¢ikmaktadir ve bu, kanser, ndrodejeneratif
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hastaliklar ve bulasici hastaliklar gibi  bircok hastaligi tedavi etmeyi
siirlamaktadir. flag tasima sistemleri alanindaki devam eden calismalar, ilaglarin
yan etkilerini azaltirken hedeflenen bolgeye iletilmesini kolaylagtirmaya yardimci
olacaktir (Allen ve Cullis, 2013; Bamrungsap vd.,2012; Couvreur,2013; Kopecek
ve Yang, 2007; Lee vd.,2015;).

flag dagitim sistemlerinde kullanilan sistemlerin siniflandirilmasi; Kati lipit
nanoparcaciklar, miseller, lipozomlar, niozomlar, dendrimerler, nanojeller,
nanoemdiilsiyonlar, nanokristaller, karbon nanotiipler ve molekiiler baskilama
seklinde yapilabilmektedir (Saymner ve Comoglu,2016). Bu sistemler igerisinde
bulununan nanojel tasiyicilardan birine Ornek olarak kitosan-TPP gapraz

baglanmasi ile olusan nanojel formu verilebilmektedir.

2.3.5.1 Kitosan nanoparcaciklari

Kitinin  deasetillenmis  bir tlirevi olan kitosan, katyonik  bir
aminopolisakkarittir. Kitosan yapisinda N-asetil-D-glikoz amin ve D-glikoz amin
monomerlerini icermektedir (Sekil 2.18). Kitosanin tipik molekiil agirligi 300-
1000 kDa arasinda olup elde edildigi kitinin kaynagina gore degismektedir.
Kitosan Kkitinin deasettillenmesi ile farkli deasetilasyon yiizdelerinde elde
edilebilmesinin yani sira kisitli da olsa mantarlar gibi dogal kaynaklardan direkt
olarak elde edilebilir. Kitosan biyouyumlu, biyolojik olarak pargalanabilir ve
toksik degildir, bu nedenle antimikrobiyal ve yara iyilestirici biyomalzemeler gibi
tibbi uygulamalarda kullanilabilir. Kolesterol, yaglar, proteinler ve metal iyonlar1
ile baglanma kabiliyeti nedeniyle selatlama maddesi olarak da kullanilir (Ibrahim
ve El-Zairy, 2015).

OH
TN J\f\f\'
o 0
NaVaVald) OH
0 O HO
NH
HO 0 :<
CH,

Sekil 2.18 Kitosan Yapisi (Singha vd.,2022)

Kitosanin tarihi, Rouget (Rouget,1859)'in 1859'da kitosanin deasetillenmis
formunu tartigtig1 gecen yiizyila kadar uzanmaktadir. Son 20 yilda, bu polimer ve
onun cesitli uygulamalarinda potansiyel kullanimi hakkinda 6nemli miktarda

calisma yayinlanmistir. Son zamanlarda, kitosan, absorpsiyonu arttirici, kontrolli
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salim ve biyo-uyumlu o6zelliklerine odaklanilan farmasétik formiilasyon ve ilag
salim uygulamalar1 i¢in bircok ¢alismada kullanilmistir (Hirano vd.,1990).
Mukozal yol, oral, nazal, pulmoner veya vajinal yollarla ila¢ iletimi dikkat
cekmektedir (Rampino vd.,2013).

Kitosan bazli nanopargacik tiretim yontemleri kolayca 6lgeklenebilmekte ve
genis bir ilag yelpazesine uygulanabilmektedir. Tiim nanopargacik ila¢ dagitim
yaklagimlar1 arasinda, polimerik nanoparcaciklar, biyolojik olarak pargalanabilir,
biyouyumlu olduklarindan ve formiilasyon yontemlerinin daha yaygin olarak
bulunmasindan dolayr 6nem kazanmistir; uygulama yelpazesi, ¢esitli kimyasal
ila¢ siiflarimi ve dozaj formlarini igerecek sekilde genisletilebilmektedir (Nagpal
vd.,2010). Kanser, mide-bagirsak hastaliklari, akciger hastaliklari, beyne ilag
tasinmast ve goOz enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilirlar. (Mohammed
vd.,2017).

Kitosan-TPP  ¢apraz baglanmasi: Polimer bazli nanopargaciklarin
hazirlanmasi, polimer zincirlerinin kovalent baglarla capraz baglanmasiyla
hidrojen baglari, elektrostatik kuvvetler veya hidrofobik baglanma gibi fiziksel
etkilesimlerden yararlanilarak gerceklestirilir (Jonassen ve Kjeniksen, 2011).
Yararlanabilecek ¢ekici kuvvetler pargaciklarin hazirlanma asamasinda zaman
icinde hem biiziilmesine hem de topaklagsmasina neden olabilmektedir. Kitosan,
amin gruplarmmin protonlanmasi nedeniyle asidik bir ortamda kolayca
cOziinebilmektedir. Ortaya c¢ikan pozitif yiik, tripolifosfat (TPP) gibi c¢ok
degerlikli anyonlarla iyonotropik jellesme yoluyla nanoparcaciklarinin
hazirlanmasini miimkiin kilmaktadir (Sekil 2.19). Kitosan-TPP nanopargaciklari
hem kiiclik hem de biiyiik molekiiler agirlikli ilaglarin ilag saliminin iyilestirilmesi
icin ¢ahistlmistir (Dash vd.,2011; Park vd.,2010). Bu nanopargaciklarin
ozelliklerini etkiledigi gosterilen 6nemli faktorler, kitosan konsantrasyonu, TPP-
kitosan orani, kitosanin molekiiler agirligi, pH ve parcacik hazirlamada kullanilan

¢oziinme ortaminin iyonik giictidiir (Jonassen vd.,2012).
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Sekil 2.19 Kitosan ve TPP ¢apraz baglanmasi (Sullivan vd.,2018)

2.3.4.1 Saponin Yikli Kitosan Nanoparcaciklari

Polimerik ve biyobozunur tasiyici sistem arastirmalarina konu olan popiiler
kaynaklardan biri de saponin yiikli kitosanlardir. Literatiirde bitki ekstreleri ile
yapilan bir¢ok calisma olmasma karsin (Baji¢ vd., 2019; El-Aziz vd., 2018;
Bhatia vd., 2011), saponinlerin bitkilerden saflandirilmasinin zorlugu ve ticari
satis fiyatlarinin oldukga pahali olmasi gibi sebepler ile saponin yiikli kitosan
nanopartiikiilleri tizerine galismalar gorece kisithdir (Qiu vd.,2021; Rejinold vd.,
2011; Kunjumona vd., 2021). Bu ¢alismalardan birinde; kitosan ve saponin
tizerine kapsiilleme sistemi gelistirilmistir. Bu amagla kitosan (CS) ile modifiye
ginseng saponin karisimi ile (GSLS) kapsiillenmis kiibozomlar (Cub-GSLSCS)
olusturulmus ve bu kapsiillerin immiinolojik aktivite ve adjuvan potansiyelleri
arastirilmistir. Calisma sonucunda kitosan, nanopargaciklart modifiye etmek igin
kullanilmis ve antijen dagitim sistemi ic¢in pozitif yiliklii bir nanokafes gorevi
gormistiir (Sekil 2.20) (Qiu vd.,2021).
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Sekil 2.20 Ginseng ve kitosan ¢alismasiin grafiksel 6zeti (Qiu vd.,2021)

Bagka bir ¢alismada; Sapindus emarginatus bitki ekstresinden izole edilen
saponin ile, saponin yiiklii kitosan nanopargaciklarinin kanser hiicre hatlarina
gelismis, kontrollii ve siirekli dagitimini saglamak amaciyla TPP ile basit bir
capraz baglanma reaksiyonu gergeklestirilmistir. Bu c¢alismanin sonucunda;
saponin yiiklii kitosan nanopargaciklari, saglikli hiicreler i¢in toksik degilken

kanser hiicreleri lizerinde spesifik toksisite gostermistir (Rejinold vd., 2011).

2016 yilinda Bernela ve arkadaslar1 Glycyrrhiza glabra bitkisinden elde
edilen ve gesitli farmakolojik 6zelliklere sahip bir triterpen saponin olan glisirizik
asidin, biyouyumlu, biyopolimerik nanopargaciklar i¢inde kapsiillenmesi yoluyla
biyoyararlanimin1 ve etkinligini artirmak igin bir ¢alisma gerceklestirmistir.
Calismada polikatyonik kitosan ve polianiyonik zamk, iyonik komplekslestirme
yontemiyle nanopargacik hazirlamak igin kullanilmistir. Yapilan in vivo
caligmalarda, oral olarak uygulanan glisirizik asit yiiklii kitosan-katira sakizi
nanoparg¢aciklarinin anti-enflamatuvar etkinliginin, glisirizik asit ¢ozeltilerinden
onemli Olclide daha yiliksek oldugu ve dolayisiyla glisirizik asidin
biyoyararlaniminin arttig1 ortaya konulmustur (Sekil 2.21) (Bernela vd.,2016).
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Sekil 2.21 Glisirizik asidin nanopargacik ¢aligsmasi (Bernela vd.,2016)

Kus enfeksiyoz brongitinden korunma amaciyla gelistirilen bir rekombinant
DNA aday as1 calismasinda immiinolojik etki ve koruyucu kapasite igin bir
kitosan ve saponin formiile edilmis, kapsiilleme ile nanoparcacik sentezlenmistir.
Calisma sonucunda asmin kitosan-saponin nanopargacik ile kapsiillenmesinin
bagisiklik tepkilerini daha da arttirdigi ve asmin birden fazla destekleyici
uygulamasina olan ihtiyaci ortadan kaldirdig1 goriilmiistiir (Bande vd., 2020).

2021 yilinda Kunjumona ve arkadaslar1 noroprotektif aktivitesi ile bilinen
ve Centella asiatica bitkisinden izole edilen ursan tipi bir triterpenoid saponinin
olan asiaticosit (ASI) ile c¢alismislardir. ASI kapsiillenmis aljinat kitosan
nanoparcaciklarinin (ACNP'ler) anti-eksitotoksisite ve noro koruyucu etkileri
degerlendirilmistir. ACNP'ler iyonik jellesme polielektrolit kompleks yontemi ile
hazirlanmistir. Biyolojik aktivite ¢alismalari, ACNP'lerin fare noral kok hiicreleri
(mNSC'ler) i¢in toksik olmadigini ortaya ¢ikarmus ve farelerin nobet sayisinda
azalma goriillmistiir (Kunjumona vd., 2021).
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3. GEREC ve YONTEMLER
3.1 Malzemeler ve cihazlar

Bu ¢alismada, gesitli kromatografik teknikler, spektroskopik cihazlar, uygun
adsorbanlar ve ¢oziicii ve/veya ¢oziicii karisimlarindan faydalanilmistir. ince
tabaka kromattografisi (ITK), izolasyon ve saflastirma calismalar1 sirasinda
bilesenlerin belirlenmesi, siirecin izlenmesi ve son ekstrelerin taranmasi igin
laboratuvar galigmalarinda kullamlmustir. ince tabaka kromatografisi igin silika jel
F254 (Merck 5554) ve RP-18 F254S (Merck 5560) 6n kaplamali plakalar
kullanilmistir. ITK plakalarinda farkli ¢oziicii sistemleri kullanilmistir. ITK’deki
spotlar %20’lik H2SO4’in sulu ¢ozeltisi piiskiirtiilerek ve ardindan 120 °C'de
isitilarak goriintir hale getirilmistir. UV aktif bilesenler 254 ve 366 nm'de UV 15181
altinda tespit edilmistir. Orta Basingli S1vi Kromatografisi (OBSK), Buchi sistemi
(Biichi/kontrollii pompa ve C-615; Biichi/pompast C-605; Biichi/UV Fotometri C-
635; Biichi/Fraksiyon kollektorii C-660) kullanilarak gerceklestirilmistir. Hem
acik kolon kromatografisi (KK) hem de OBSK ¢alismalar1 i¢in Lichroprep RP-18
(25-40 um, Merck 9303) ve silika jel 60 (0.063-0.200 mm, Merck 7734)
adsorbanlar1 kullanilmistir. OBSK ve diger saflagtirma prosediirleri i¢in kullanilan
¢oziiciiler metanol (Honeywell chromasolvim, >99,9%, Lot No. K048S) ve
kloroformdur (Carlo Erba VOMO075260M). Ekstrelerin siiziilme ve diger filtrasyon
islemleri i¢in Sartorius Quantitative Grade 388 filtre kagidi kullanilmistir. Acik
kolon kromatografisi islemleri i¢in fraksiyonlar1 toplamak iizere Spectra/Chrom®
CF-1 fraksiyon kolektorii kullanilmistir. Ugurma islemleri i¢in Biichi vakumlu
evaporator cihazi (Biichi Rotator kontrolorii/Rotavapor RII, Biichi Vakum
Kontrol6rii/V-850, Biichi Vakum Pompasi/V-700) kullanilmistir. In  vitro
sitotoksik aktivite ¢alismalarinda dulbecco modifiye eagle medium F-12
(DMEM/F12), roswell park memorial institute medium (RPMI-1640), tripsin-
EDTA, penisilin/streptomisin, fetal sigir serumu (FBS) ve fosfat tamponlu salin
(PBS) kullanilmistir. Gibco (ABD). doksorubisin, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromir (MTT) ve dimetil siilfoksit (DMSO), Sigma
Aldrich'ten (ABD) temin edilmistir.

3.1.2 Bitki Materyali
Tiirkiye’de Giiney Dogu Anadolu’ya 6zgii, Cephalaria Schrad. ex Roem. et

Schult. (Caprifoliaceae) tiirlerinden biri olan Cephalaria sumbuliana bitkisi
(Caprifoliaceae) Eyliil 2017'de 1435 m rakimdan Konya-Seydisehir, Seydisehir-
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Akseki karayolundan 21 km uzakliktan yol kenarindan toplanmistir (Sekil 2.1).
Cephalaria elmaliensis (Hub.-Mor. & Matthews), Temmuz 2017'de Antalya-
Elmali, Ciglikara'da yaklasik 1750 m rakimdan toplanmistir (Sekil 2.2). Bitkilerin
botanik tanimlamast H. Siimbiil ve R. S. Goktiirk (Akdeniz Universitesi, Fen
Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii) tarafindan yapilmistir ve Akdeniz Universitesi
Herbaryum Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde depolanmistir (C. sumbuliana:
H. Stimbiil 3217; C. elmaliensis: R. S. Goktiirk 6097).

Cephalaria sumbuliana; sert, dikenli ve rizom koklere sahip ¢ok yillik bir
bitkidir. Uzunlugu 1,3 m sert, ¢igekleri yogun yildiz seklinde ¢izgilidir. Involukral
brahte boyutu 6-9 x 5-9 mm, alt yapraklar1 genis ve oval orbikiiler, tepe sekli agik,
meyvesi 1,5-2,5 cm ¢apinda, rengi ise tamamen saman renginde, ta¢ yapraklari ise
krem ya da agik sar1 rengindedir (Sekil 3.1) (Goktiirk ve Stimbiil, 2012).

Cephalaria elmaliensis; Hub.-Mor. & Matthews (Sekil 3.2), agirlikli olarak
giineybati1 Anadolu bolgesinde yaklasik 1700 m rakimda yaygin olan endemik bir
tiirdiir (Davis, 1972). Yildizs: tiiylerle kapli ince uzun omiirlii, 50 cm'ye kadar

govdeler mizraksi, tam veya tirtikli-disli; gévde yapraklar kiigiiktiir.

Sekil 3.2 Cephalaria elmaliensis bolgesel konumu ve bitki fotografi
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3.2 Analiz Yontemleri
Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)

1 ve 2 boyutlu NMR 6l¢iimleri, DMSO-de'da Varian AS 400 MHz ve
Varian ASP 600 MHz NMR cihazlar ile yapildi. Dahili standart olarak TMS
kullanildi ve J degeri Hz cinsinden alindi.

Kiitle Spektrometrisi (HR-ESIMS)

Kiitle spektrometrisi analizi HR-ESIMS, Bruker LC mikro-Q-TOF kiitle
spektrometresi ile olgildi, GK/MS analizi, Shimadzu GK-MS QP 2010 plus
cihazi ile yapild.

Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

FTIR spektroskopi analizi, hazirlanan saf SP, saf CS, CSNP'ler ve
SPCSNP'lerin fonksiyonel gruplarinin tespit igin, iki spektrometre (Perkin Elmer,
UK) iizerinde 4000 ila 500 cm™ araliginda bir FTIR Spektrum da numune basina
12 tarama ve 4 cm? ¢dziiniirliige sahip KBr peletleri kullanilarak gerceklestirildi.

Dinamik Isik Sagilimi (DLS)

Hazirlanan CSNP'lerin ve SPCSNP'lerin ortalama partikiill boyutunu,
polidispersite indeksini (PDI) ve zeta potansiyelini () belirlemek i¢in bir Malvern
Panalytical ZetaSizer Ultra'da (Malvern, UK) DLS yo6ntemi kullanildi. Dagitici
ortam olarak saf su kullanildi. Kirilma indeksleri 1,330'a ayarlandi (viskozite (CP)
0,8872). Belirli miktarda numune 5 ml saf su iginde siispansiyon haline getirildi
ve 1 dakika vortekslendi. Her numune, 25°C'de 90°'lik bir sagilma agisinda (yan

sacgilma agis1) tiglii olarak analiz edildi.
Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

CSNP'lerin ve SPCSNP'lerin yiizey morfolojisini incelemek i¢in Taramali
Elektron Mikroskobu kullanildi. Numuneler, kritik nokta kurutmasi (CPD,
Emitech) ile kurutuldu ve aliiminyum tabaka {izerine monte edildi ve ardindan bir
Sputter kaplayict model E-1010 (Emitech) kullanilarak altinla kaplandi.
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Numuneler, 15 kV hizlandirma voltaj1 ile taramali elektron mikroskobu Thermo

Scientific Apreo S (Hitachi, Japonya) kullanilarak incelendi.
Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM)

Sentezlenen nanopartikiillerin morfolojisi, 100 kV hizlandirma voltajina
sahip HT7800 (Hitachi, Japonya) kullanilarak transmisyon elektron mikroskobu
(TEM) ile analizlendi. Numuneler formvar kapli gride damlatilip havada
kurutulduktan sonra incelendi.

Termal Gravimetrik Analiz (TGA)

CSNP'lerin ve SPCSNP'lerin termal davramisi, Thermogravimetric
Analyzer, PYRIS Diamond TG-DTA (Perkin Elmer, UK) kullanilarak belirlendi.
5-10 mg numuneler, 20 ml/dk akis hizinda nitrojen atmosferinde 10°C/dk hizinda
30°C ila 600°C'ye 1s1tild1.

X-Ray Fotoelektron Spektrometresi (XPS)

CSNP'lerin ve SPCSNP'lerin kristal davranislarinin tanimlanmasi,
radyasyon kaynagi olarak Al Ka (1486.68 eV) kullanilarak Thermo Scientific K-
Alpha (Hitachi, Japonya) ile X-Ray Fotoelektron Spektrofotometresi (XPS)
kullanilarak yapildi. Cls, N1s, Ols ve P2p i¢in tam tarama algilanir.

3.3. Ekstraksiyon, Izolasyon ve Saflandirma Islemleri
3.3.1 Ekstraksiyon islemleri

Tiim Cephalaria tiirlerinin taze bitki materyalleri oda sicakliginda golgede,
bir hafta siireyle kurutuldu. Iki ayr1 bitkinin havadar bir ortamda kurutulan ve toz
haline getirilen toprak {iistii kisimlarina, oda sicakliginda bir gece MeOH (3 x 2L)
icinde bekletilerek ii¢ kez ekstraksiyon yapildi. Elde edilen iki farkli bitki ekstresi
siiziildiikten sonra, ~40°C'de vakum altinda konsantre edildi. Konsantre ekstre, n-
BuOH:H20 (1:1) (3 x 200 mL) ile sivi-siv1 ekstraksiyon islemine tabi tutuldu. Bu
islemden sonra n-BuOH fazi evoparasyon ile kuruluga getirildi. Ardindan bu fazin
klorofil ve yagsi kisimlar1 n-hegzan dekantasyonu (10 x 50 mL) ile ayrildi (Sekil
2.3). Son olarak saponince zengin n-BuOH ekstresi elde edildi. Sekil 3.3’de

ekstraksiyon islemlerinde izlenen yol ve detaylar goriilmektedir.
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C.elmaliensis /

C.sumbuliana

MeOH (3 x 2L)
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! n-BuOH ekstresi | ! n-hegzan ekstresi

Sekil 3.3 C. elmaliensis ve C. sumbuliana bitki ekstraksiyon iglemi

n-BUOH : H,0 (1:1) (3x 200)

3.3.2 Izolasyon ve Saflandirma islemleri

3.3.2.1 Cephalaria elmaliensis iizerindeki izolasyon ve saflandirma
islemleri

42.5 gram n-BuOH ekstresi vakum sivi kromatografisi (VSK) ile ters faz
(RP) silika jel dolgu maddesi ve %10: %90 MeOH: H.O’den baslayarak %100
MeOH’e giden ¢oziicii sistemi kullanilarak 11 fraksiyona ayrildi. Bu yontemden
elde edilen 7 ve 8 fraksiyonlarimin karisimi, agik kolon kromatografisinde (KK)
toplamda 30 fraksiyon verecek sekilde CHCls: MeOH: H>O (80:20:2 - 61:32:7)
¢Oziicii sistemi yardimiyla kademeli olarak bilesenlerine ayrildi. EImalienoside B
saponini (1.3 g), 15-17 fraksiyonlarin birlestirilmesi sonucu saf olarak elde

edilmistir.
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VSK'den elde edilen baska bir fraksiyon (Fr. 9), orta basingli sivi
kromatografisi (OBSK) cihazina verilerek (Adsorban: silika jel, 36 mm x 460 mm
buchi cam kolon, solvent sistemleri CHCl3: MeOH: H20 90:10:1 - 61:32:7+%10
MeOH, akis hizi: 30 mL/dk, maks. basing: 30 bar) kromatografik isleme tabi
tutuldu ve 14 fraksiyon elde edildi. 6. fraksiyon silikajel KK ve uygun ¢oziicii
sistemi ile (CHCls: MeOH: H,O 90:10:1) saflandirilarak, a-hederin (200 mg)
saponini elde edildi.

Sekil 3.4. TF-VSK islemi

[

Sekil 3.5 Tez calismasinda kullanilan saponinlerin ITK gériiniimii
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n-BuOH Ekstresi

Ters Faz vakum sivi
kromatografisi (MeOH: HZO)

(1:9- %100 MeOH)

KK: Silikajel @siyon 7+8 (MD Fraksiyon 9 (3.7 g)
CHCl3: MeOH: H,0 OBSK: Silikajel CHCI,:

(80:20:2 MeOH: H,0 90:10:1 -
61:32:7+%5
MeOH) 61:32:7+%10 MeOH
KK: Silikajel
CHCls: MeOH: KK: Silikajel
H,0 80:20:2 CHCls: MeOH: H,0
(90:10:1)

Elmalienoside B a-hederin

Sekil 3.6 C. elmaliensis'ten elde edilen saf saponinlerin saflagtirma yolu

3.3.2.2. Cephalaria sumbuliana iizerindeki izolasyon ve
saflandirma islemleri

Bolim 2.3.1 ekstraksiyon islmlerindeki sekilde hazirlanan hegzan
ekstresinden sonra kalan n-BuOH ekstresi 125.73 g’dir. Bu kalan ekstrenin hepsi,
ters faz-vakum sivi kromatografisi ile (TF-VSK) (Sekil 3.4) H.O: MeOH (100:0
— 0:100) ¢oziicii sistemi yardimi ile 12 adet kaba fraksiyona (Sekil 3.7) ayrildi.



Sekil 3.7 VSK fraksiyonlarinin ITK st

Sekil 3.7'deki ince tabaka iizerinde yogun mor renge sahip saponince zengin
fraksiyonlardan %60, %50, %40 ve %30 MeOH ters faz-vakum sivi kromatografi
fraksiyonlar1 birlestirildi (18.18 g). Birlestirilen fraksiyonlar orta basingli sivi
kromatografisi ile 36 x 460 mm Buchi cam kolon ve uygun program [akis hiz1: 25
mL/dk., maksimum basing: 30 bar, CHClz: MeOH: H>O (90:10: 0.5 — 61:32:7)],
14 fraksiyon verecek sekilde alt-fraksiyonlara ayrildi. OBSK’nin 6.
fraksiyonundan CHCIs: MeOH: H,O (90:10:1 — 61:32:7) ¢oziicii sistemi
kullanilarak agik kolon kromatografisi ile 6 fraksiyon elde edildi ve 2.
fraksiyondan sumbulianoside A (146 mg) saf olarak elde edildi (Sekil 3.8).
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ll Vakum sivi kromatografisi Ters -faz silikajel

Y/ (H,0:MeOH) (100:0/0:100 )

I Orta basingh sivi kromatografisi ( OBSK) Adsorban: silika jel

CHCI,: MeOH: H ,0(90:10:1 / 61:32:7)

Vs

I 14 fraksiyon

7

| Kolon kromatografisi Adsorban: silikajel

CHCI,: MeOH: H,0 (90: 10: 1 / 61:32:7)
Kolon-1 fraksiyon 2 \/

Sekil 3.8 C. sumbuliana’dan sumbulianoside A saponinin izolasyon islemleri

3.4 Saponinlerin Yapr Tayini Calismalar1 Sirasinda Uygulanan
Kimyasal Islemler

Saflandirilan saponinlerin yapilarinin tayin caligmasi sirasinda yapilar
kesinlestirmek adina birtakim kimyasal ¢alismalar yapilmistir. Sekerlerin esterik

ve eterik baglantili olup olmadiklar sirasiyla asidik ve bazik hidroliz yapilarak
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tespit edilmistir. NMR analizlerinde birbirlerinin epimeri olan sekerlerin benzer
degerler vermesi nedeniyle; asidik hidroliz sonrasi saponinlerde bulunan tiim
sekerler ayrilarak sililleme reaksiyonu sonrasinda standart sekerler ile
karsilastirmali olarak, saponindeki sekerler GK-MS yontemi ile kesin olarak

belirlenmistir.
3.4.1. Bazik Hidroliz

Bis-dezmosidik triterpen glikozitlerde bulunan seker pargalarmnin esterik
bagl olup olmadiklarini netlestirmek ve hangi sekerlerin esterik baglh oldugunu
belirlemek i¢in asagidaki yontemle saponinler bazik hidrolize tabi tutulmustur.

Bu yontemde tiim glikozitler (her biri 10-20 mg) %5 KOH’in sulu ¢ozeltisi
ile (pH 12-13) ile 80°C'de 1 saat geri sogutulmustur. Daha sonra reaksiyon
karisimlart %5'lik HCI’in sulu ¢ozeltisi ile notralize edildi ve kuruyana kadar
konsantre edildi (Calis vd., 1996). Kalintilar, n-BuOH:H>O karisimi ile ekstre
edilerek ayrild1 ve saf prosapogeninleri igeren n-butanol ekstresi NMR ve HR-
ESIMS spektroskopisi ile tekrar analiz edildi.

3.4.2. Asidik Hidroliz

Glikozitlerin birimlerinin kesin bir sekilde belirlenmesi i¢in asidik hidroliz
yapildi. Glikozitlerin seker analizi iki yontemle gerceklestirilmistir; ITK
plakasinda mikro hidroliz teknigi ve standart seker ornekleri ile GK-MS analizi
(Su vd., 2001; Kirmizigiil vd., 1996).

Mikro-hidroliz tekniginde, saf bilesikler bir ITK tabakas: (silika jel HF 254)
tizerine uygulandi ve asidik buhara doymus kapali bir kapta 60 "C'de 40 dakika
siireyle derisik HC1 buhari ile muamele edildi. Kap sogutulduktan ve fazla HC1
plakadan uzaklastirildiktan sonra, seker referanslari bir iITK tabakasina uygulandi.
ITK tabakas1t CHCls: MeOH: H20: gAcOH /16:9:2:2 ¢dziicii sistemi kullanilarak
yuritiildi. Bilesiklerin tespiti i¢in; a-naftol-H>SOs (%2) ¢ozeltisi tabakaya
piiskiirtiildii ve yaklagik 120 °C'de 1sitild1. ITK tabakasinda heksozlar mor spot, 6-
deoksi sekerler turuncu spot ve pentozlar mavi spot verdi. Ayrica spotlarin Rf
degerleri monosakkaritler ile karsilastirilarak saponinlerin seker tiirleri kesin
olarak belirlenmistir (Su vd., 2001).
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GK-MS analizleri igin oncelikle her bir bilesik (5 mg) 2 mL HCI ile 90
°C'de 6 saat hidrolize edildi. CHCI3z (3 x 5 mL) ile ekstraksiyondan sonra, su fazi
kuruyana kadar buharlastirildi. Seker kalintilarini igeren su ekstresi susuz piridin
(1 mL) i¢inde ¢o6ziildii ve ardindan 1 mL HMDS-TMCS (heksametildisilazan-
trimetilklorosilan, 1:1) ilave edildi ve karisim 70 °‘C'de 1 saat geri sogutma
islemine tabi tutuldu. Elde edilen karisim, N2 gazi altinda uguruldu ve daha sonra
n-heksan (1 pL) ile ¢ozildi ve son olarak standart silillenmis sekerler ile
karsilastirmali analiz GK-MS ile yapildi (Kirmizigiil vd., 1996).

3.5 Saponin Yiiklii Kitosan Nanoparcacik Sentezi

Nanopargacik sentez caligmalarinda kullanilan ii¢ farkli saponin bilesiginin
yapilart Sekil 3.9°da gosterilmistir. Kullanilan ilk saponin a-hederin; literatiirde
farkli hiicre hatlarinda sitotoksik aktivitesi tespit edilen (Rooney ve Ryan, 2005)
monodesmosidik yapida bir saponin olup, seker bagli olmayan ucunda serbest bir
karboksilik asit grubu bulunmaktadir. Bu saponin Cephalaria elmaliensis
bitkisinden izole edilip, saflandirilmis ve yapisi tayin edilmistir (Sarikahya ve
Kirmizigul, 2012). Sentez c¢alismalarinda kullanilan ikinci  saponin
sumbulianoside A, Cephalaria sumbuliana bitkisinden elde edilmis ve kesin
yapist karakterize edilmis, monodesmosidik yapida bir saponin olup, sekerler
karboksil grubuna esterik baghidir ve serbest hidroksil grubu vardir. Literatiirde
sitotoksik aktivite potansiyeli kanitlanan bu saponinde nadir olarak sekonder alkol
grubu serbest olarak bulunmaktadir (Abaci vd., 2022). Nanopargacik sentez
caligmalarinda {igiincli olarak kullanilan elmalienoside B bilesigi ise;
bisdesmosidik yapida ve yapilan calismalarla immunomodiilatér etkinligi tespit
edilen dort sekerli bir saponindir (Sarikahya vd., 2018). Elmalienoside B saponini
ilk kez Cephalaria elmaliensis bitksinden elde edilmis, kesin yapisi belirlenmis ve
ismini bu bitkiden almistir (Sarikahya ve Kirmizigiil, 2012). Bu saponinin
yapisinda ise digerlerinden farkli olarak serbest bir karboksil ve alkol grubu
bulunmamaktadir. Segilen {i¢ farkli saponinin UV-Vis spektrofotometrik analizleri
ve optimizasyon ¢aligsmalari yapildi. Saponinler UV aktif olmadigindan, aktif hale
getirilmesi i¢in kolorimetrik yontemden yararlanildi (Hiai vd.,1976).

3.5.1 UV-Vis Spektrofotometresi ile Optimizasyon Calismalari
I1k asamada saponinin etanol ¢dzeltisinden 0,5 ml alinarak, 0,5 ml %8 (a/h)

vanilin ¢ozeltisi ve ardindan 5,0 ml %72 (h/h) siilfiirik asit ilave edilerek
karistirlldi. Karisim, 60°C’de 18 dakika siireyle su banyosunda isitildi, ardindan
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soguk suda 5 dakika bekletildi. Vanilin ve siilfiirik asit ile birlikte saponin giigli
bir sar1 renk verdi. (Hiai vd.,1976).

Reaksiyona etki eden parametler (sicaklik, zaman, vanilin ve asit oranlari)
degistirilip absorban miktarindaki degisim gdzlendi. Ug farkl1 sicaklik 60°C, 40°C
ve 25°C sicakliginda UV analizleri sirasinda saponinlerin absorbans degerlerini
nasil etkiledigi goézlemlendi. Daha sonra reaksiyon siireleri ve UV analizinden
once bekletilme siireleri (10 dak., 20dak., 30 dak.) degistirilerek en uygun zaman
araligr belirlendi. Vanilin miktar1 i¢in %4, %8, %12 oranlarinda calisilarak
absorbans degerlerindeki degisimler incelendi. Vanilin oranlarina ek olarak farkli
oranlardaki asit (%12, %36, %50, %72) ile reaksiyon gerceklestirildi ve absorbans
degerlerine olan etkileri gozlemlendi. Yapilan calismalar sonucunda ii¢ farkl
saponin absorbans degerleri karsilastirildi. Sentez icin kullanilacak saponin bu

absorbans degerlerie gore belirlendi.
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Sekil 3.9 UV-Vis spektrometresinde 6l¢iimleri alinan saponinlerin yapilar
3.5.2 Kitosan nanoparcaciklarin sentezi

Kitosan nanopargaciklarin (CSNP) hazirlanmasinda iyonik jellesme yontemi
kullanildi.  Literatiirde farkli konsantrasyonlarda ¢alisilmig Kitosan (CS)
konsantrasyonu % 0.2 olarak belirlenmistir. Capraz baglayic1 olarak kullanilan
tripolifosfat (TPP)'nin ise % 0,75’lik ¢ozeltisi hazirlanmistir. Kitosan tartilip,
%1’lik asetik asit ¢ozeltisi ile ¢oziiniildi. Kitosan ¢ozeltisinin istenilen 4.6-4.8
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araliginda pH degerine getirilmesi i¢cin SM NaOH kullanildi. Konsantrasyonu 7.5
mg/ml TPP ¢ozeltisi hazirlanildi. Daha sonra, ¢oziinmiis TPP, kitosan ¢ozeltisine
manyetik karigtirici altinda yavasga damlalik ile damlatildi (Sekil 3.10).

Alfa-hederin saponini 5 mg tartilip etanol ile ¢ozelti hazirlanildiktan sonra
kitosan-TPP ¢ozeltisine eklendi. Bu ¢6zelti manyetik bir karistiricida 900 rpm'de
ti¢ saat karistirildi. Cozelti 30 dakika (14.800 rpm, 25 °C) santrifiijlendi. Santrifiij
islemi sonucunda siipernatan ve pellet olusumu gdzlendi. Ust faz ayr1 bir flakona
alind1 ve pelletin saf su ile yikamasi gergeklestirildi. Pelletler vakum etiiviinde
25°C de kurutuldu.

pH metre

Q-g TPP
N b 72
Sapumni\i\:‘osan => |@

Santrifij

Sekil 3.10 Sentez ¢alismasi sematik gosterimi

3.5.2.1 Enkapsiilasyon verimi (%0EE)

Enkapsiilasyon verimi, SPCSNP'lerin sentezinde santrifiijlemeden sonra
elde edilen siipernatan kullanilarak UV-Vis spektrofotometre ile belirlendi.
Optimize edilmis Kalorimetrik yontemi ile siipernatandaki SP'ler aktive edildi.
CSNP'lerin siipernatan1 referans ¢ozeltisi olarak kullanildi. SPCSNP'lerin
stipernatanindan elde edilen absorbans degerinin kapsiillenmemis SP degerini

vereceginden hareketle enkapsiilasyon verimi asagidaki formiil ile hesaplandi.

Baslangictaki saponin miktari— Serbest saponin miktar:
EE (%) = ——9 d P x 100

Baslangictaki saponin miktari
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3.6 In vitro Sitotoksik Aktivitenin Belirlenmesi

Ham ekstreden izole edilip, saflastirilan ve yapi tayini yapilan alfa-hederin
saponini, sentezlenen kitosan nanopargacigi ve saponin yikli kitosan
nanopargacigmin in vitro sitotoksik aktivitesi MTT yontemi ile belirlendi.
Orneklerin kanser olmayan ve kanser hiicre hatlar1 iizerine olan etkisi MTT [3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide] hiicreproliferasyon
testi  ile yapilmistir. Bu ydntem E.U. Biyomiihendislik Boliimii,
“Immunobiyoteknoloji ve Biyoaktivite Tarama Laboratuvarinda” uzun yillardir
kullanilan bir yontem olup XTT, XTS, WST-1 gibi daha once denenen
metodolojilere gore daha ekonomik olmasi, ayrica 6l¢lim araliginin genis olmasi
(104 hiicre/ml gibi diisiik canli hiicre sayisini tespit edebilmesi) nedeniyle tercih
edilmektedir. Sitotoksisite testlerinde kullanilacak hiicre hatlari; saglikli insan
hiicre hatt1 34LU (saglikli insan akciger fibroblast hiicreleri) ve insan kanser hiicre
hatlar1 PC-3 (insan prostat adenokarsinoma), MDA-MB-231 (insan gogiis
adenokarsinoma), SHSYSY (noroblastoma hiicre hatt1), PANC1 (pankreatik
kanser hiicresi) hiicreleridir. Kiiltiirlerin siirekliliginin saglanmasi i¢in hiicreler,
DMEM/F12 besiyeri, %10 FBS, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin ile
kiiltiire edilmistir. Hiicreler %5 CO: igerisinde, nemli atmosferde, 37 °C’de 25
cm?‘lik ve 75 cm?‘lik T-flasklarda inkiibe edilerek, haftada iki kez Tripsin-EDTA
ile tripsinize edilerek pasajlanmistir. Logaritmik fazda aktif olarak g¢ogalan

hiicreler testlerde kullanilmastir.
MTT, hiicre canlilik ve proliferasyon testi

Orneklerin sitotoksisitesi, siiksinat dehidrojenaz (canli hiicreler i¢in bir
mitokondriyal enzim) aktivitesini saptayan kolorimetrik bir teknik olan MTT testi
ile belirlendi (Nalbantsoy ve digerleri, 2011; Mossman, 1983). Bu amagla, SH-
SY5Y, PC-3, PANC-1, HL-60 ve CCD-34Lu, baslangi¢c konsantrasyonu 1x105
hiicre/ml olan 96 oyuklu mikroplakalara ekilmistir. Daha sonra hiicreler nemli
ortamda 37 °C'de 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra hiicreler, 37 °C'de
72 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda numune molekiilleri (CsNp ve
CsNpSp: 200, 100 ve 50 pg/ml; Saponin: 50, 5, 0.5 pg/ml) ile muamele edildi.
Pozitif kontrol olarak doksorubisin kullanildi (20, 2 ve 0.2 pg/ml). Islem
konsantrasyonu, saf bilesikler icin uM olarak verildi. Formazan kristallerinin
optik yogunlugu, UV goriiniir spektrofotometre (Thermoscientific Microplate
Reader, Singapur) ile 570 nm'de (referans filtre, 690 nm) Ol¢iilmiistiir. Hiicre

canlilig1 (%) asagidaki formiille hesaplandi:
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_ Test ornegi ile muamele edilen hiicre absorbansi— bos kuyucugun absorbansi

Canlilik (%) = x 100

kontrol hiicre absorbansi — bos kuyucugun absorbansi

ICs0 degerleri %95 giiven araliklarinda bildirildi. Bu analiz Graph Pad
Prism 9 ile yapilmistir. Morfolojik gozlemler ters g¢evrilmis bir mikroskopla

yapilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA
4.1.1 Sumbulianosit A Saponini i¢in Yapi Tayini Sonuclari

Cephalaria sumbuliana bitkisi {izerinde gergeklestirilen izolasyon ve
saflandirma ¢alismasinda elde edilen sumbulianosit A (Abaci, vd., 2020)
maddesinin yap1 belirleme ¢aligmalari sirasinda ileri spektroskopik tekniklerden 1
ve 2 boyutlu NMR analizleri, yiiksek ¢oziiniirliikli kiitle spektrometrisi (HR-
ESIMS) yontemlerinden yararlanildi. Sumbulianosit A’nin NMR  spektumlari
ekler kisminda verilmistir (Sekil 7.1-7.7).

Kiitle spektrumu (HR-ESIMS) analizinde (pozitif iyon), m/z degeri
1567.7137 [M+Na]" olarak bulundu. Bu deger kapali formiil C71H116036 Ve
hesaplanan deger ile uyumlu bulundu. Bilesik beyaz amorf toz halde elde
edilmistir. Bilesigin yapis1 bir boyutlu (*H-NMR, *C-NMR) ve iki boyutlu
(HSQC, HMBC) NMR teknikleri ile belirlendi. *C-NMR ve 'H-NMR degerleri
Tablo 4.1 de verildigi gibidir. 3 C-NMR spektrumunda toplam 42 karbon oldugu
gorildii. oc 13.0 (C-24), 16.0 (C-25), 17.2 (C-26), 26.0 (C-27), 33.2 (C-29) ve
23.8 (C-30) aglikonda alt1 adet metil karbonu, dc 65.0 (C-23) de hidroksimetil
karbonu, dc 70.9 (C-3) de oksijenli metil karbonu ve oc 175.7 (C-28) de ise ester
karbonil grubu oldugu goézlemlendi. C-3 ve C-28 degerleri bize yapiin
monodesmozidik oldugunu gosterdi. dc 122.1 (C-12) ve 143.9 (C-13) aglikona
bagli olan bu degerler bize olefinik ¢ifte bag karbonlarina ait oldugunu gosterdi.
Bununla birlikte *H-NMR spektrumunda c¢ifte bagmn C-12 ‘de dn 5.14 degeri de
goriildii. Yukarida verilen veriler ile bilesigin aglikonun 30 karbonlu bir triterpen
oldugu ve ozellikle *C-NMR’de gozlenen C-23’e ait dc 65.0 degerinden yapinin
bir hederagenin aglikon oldugu kanitlandi. *H-NMR spektrumudaki éx 5.20 (d, J
= 8.0 Hz, Glikoz) ve 4.45 (d, J = 7.6 Hz, Galaktoz) degerlerinin iki adet sekere ait
anomerik proton oldugu goriildii. Bu protonlarin HMQC spektrumunda degerleri
sirast ile oc 94.6 ve 101.6 anomerik karbonlari ile baglantili oldugu goriildii. Bu
seker birimlerinin yapilan iki boyutlu analizler yardimi1 ile bir adet [
glikopiranozil (GIK) ve bir adet S-galaktopiranozil (Gal) oldugu belirlendi. Bu
sekerlerin mutlak konfigilirasyonlari, bazik hidroliz ve sonrasinda yapilan
sillilemenin ardindan yapilan GK-Kiitle analizleri ile belirlendi. Bu ¢alismalar, iki
monosakkarit grubunun (bir glikoz ve bir galaktoz), ester bagi ile aglikona C-28
iizerinden baglandigin1 gosterdi. Sekerlerin aglikonuna baglantisi, iki boyutlu
NMR teknigi HMBC ile de kanitlandi. HMBC spektrumunda goriilen on 5.20

degeri glikozon anomerik protonu ile dc 175.7 (C-28) karbonil karbonu arasindaki
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iliski ve on 4.45 galaktozun anomerik protonu ile oc 68.5 glikozun C-6 arasindaki
belirli baglantisi; glikoz ile galaktoz seker birimlerinin birbirine ve glikoz
sekerinin aglikona baglandig1 karbonlar1 gosterdi. Bu degerler ile bilesigin [UPAC
admin hederagenin 28-O-$-D-galaktopiranozil-(1—6)-4-D-glikopiranzoil ester
oldugu bulundu (Sekil 4.1).

OH

Sumbulianosit A

Sekil 4.1 Sumbulianosit A’nin kimyasal yapisi
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Tablo 4.1. Sumbulianosit A i¢in *H ve **C NMR verileri ¢

N Aglikon
° [BC-NMR |'H-NMR |
1 38.5 0.80; 1.44; m
2 26.9 1.43; nd*; m
3 70.9 3.40; m
4 42.3 -
5 47.0 1.05; m
6 17.9 1.08; 1.35; m
7 32.3 1.08; 1.16; m
8 39.4 -
9 47.6 1.46; m
10 36.7 -
11 23.0 1.56; 1.97; m
12 122.1 5.14; brs
13 143.9 -
14 41.8 -
15 27.7 0.91;1.72; m
16 23.4 1.76; nd*; m
17 46.4 -
18 41.2 2.70; m
19 46.0 1.03; 1.59; m
20 30.7 -
21 33.7 1.12;1.33;m
22 32.1 142,157, m
23 65.0 3.05; 3.30; m
24 13.0 0.51;s
25 16.0 0.84;s
26 17.2 0.66; s
27 26.0 1.05; s
28 175.7 -
29 33.2 0.84;s
30 23.8 0.84;s
Glk at C-28
1 94.6 5.20,d (8.0)
2 72.8 3.10, m
3 76.8 3.30, m
4 69.5 3.2, m
5 76.9 3.20, m
6 68.5 3.52,391, m
Gal
1 101.6 4.45,d (7.6)
2 71.1 3.08, m
3 71.6 3.80, m
4 67.9 3.26, m
5 74.8 3.44, m
6 61.8 3.42,3.60, m

*nd: belirlenememis pikler
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4.1.2 Elmalienosit B ve a-hederin Saponinleri icin Yapr Tayini
Sonugclari

Cephalaria elmaliensis bitkisinin izolasyon ve saflastirma ¢alismalarinda iki
ayr1 saponin elde edildi. Elmalienosit B ve a-hederin bilesikleri bu calismalar
sonucunda elde edilen saponinlerdir (Sarikahya ve Kirmizigil, 2012).
Saponinlerin kesin yapismin tayini i¢in FT-IR, bir boyutlu ve iki boyutlu NMR
teknikleri ve yiiksek ¢oziintirlikli kiitle spektrometrisi (HR-ESIMS) teknigi ve
Bolim 3’de Geregler ve yontemlerde sozii edilen kimyasal yontemler kullanildi.
Elmalienosit B (Sekil 7.8-7.15) ve o-hederin (Sekil 7.16-7.20) i¢in NMR

spektrumlari ekler kisminda verilmistir.

Elmalienosit B saponini kiitle spektrumu (HR-ESIMS) analizinde (pozitif
iyon), m/z degeri 1097.5487 [M+Na]" olarak bulundu. Bu deger hesaplanan deger
ve kapali formiil Cs3HgsO22 ile uyumlu bulundu. Elmalienoside B’nin aglikonunun
NMR verileri (Tablo 4.2) verilmistir. *H-NMR spektrumu, én 5,20 (d, J = 8,0 Hz,
Gli), 5,04 (brs, Ram), 4,44 (d, J = 7,6 Hz, Gal) ve 4,31 (d, J = 5,6 Hz, Ara) dort
anomerik proton sinyali ile HMQC spektumunda sirasiyla dc 94,8, dc 100,6, dc
101,8 ve oc 103,6 dort anomerik karbon ile korelasyon verdi. HMBC
spektrumunda gozlemlenen korelasyonlarda on 4,31 (Ara) ve oc 80,0 (C-3), JH
5,20 (GIk) ve Jc 176,0 (C-28) baglantilar1 bize sekerlerin aglikona baglandigi
noktalar1 gosterdi. on 5.04 ve oc 74.9 arasindaki iligski bize (1— 2) baglantis ile
ramnoz ve arabinozun hangi karbondan bagl oldugunu gosterdi. Ayrica on 4.44
ve oc 68.8 ile galaktoz ve glukozun arasindaki bagin (1— 6) oldugu belirlendi. Bu
sonuglar dogrultusunda yap1,3-O-a-L-ramnopiranozil-(1—2)-a-L-arabinopiranozil
hederagenin 28-O-$-D-galaktopiranozil-(1—6)-4-D- glukopiranozit ester olarak
belirlendi (Sekil 4.2).

Ara
OH
o
HO o "//
o) | Elmalienosit B
"y
HO

Sekil 4.2 Elmalienosit B’nin kimyasal yapist
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Alfa-hederin saponini beyaz amorf toz halde elde edilmistir. Bilesigin yapisi
bir boyutlu (*H-NMR, ¥C-NMR) ve iki boyutlu (HSQC, HMBC) NMR teknikleri
ile aydinlatildi. 3 C-NMR spektrumunda bilesige ait 41 karbon atomu belirlendi
(Tablo 4.2). Yapisinda oc 179,3 (C-28) karboksilik asit karbonu, oc 144,6 (C-13),
0c122,2 (C-12) olefinik karbon atomlari, dc 80,0 (C-3) oksijen igeren metin
karbonu, oc 103,6 ve dc 100,6 iki adet seker birimi anomerik karbonu oldugu
goriildii. Bunun yani sira gézlemlenen oc 33,5, dc 26,3, dc 24,1, oc 17,6, oc 16,2,
dc 13,7 sinyallerine gdre yapida alt1 adet metil grubu oldugu anlasildi. *H-NMR
spektrum verileri on 5,13 (H-12) olefinik protonu, on 3,47 (H-3) oksijen igeren
metil protonu, on 0,55 (S), on 0,69 (S), on 0,85(s), on 1,07(s) metil protonlarinin
varligm gosterdi. *H-NMR spekturumunda, Jw 4,32 (H-1', d, J=5,2) alfa seker
olan arabinoz ve du 5,03(H"-1, brs) ramnoz anomerik protonlarma aittir. *3C-
NMR spektrumundaki Jc 18.4 ve *H-NMR spektrumundaki én 1,06(d, J=6,8)
sinyalleri sirastyla ramnoz metil karbon ve proton degerlerini gosterdi. HSQC ile
yapidaki protonlarin bagli oldugu karbon atomlari belirlendi. HMBC’de
gbzlemlenen uzak korelasyonlara gore oc 80.0 (C-3) ile on 0,55 (H-24) ve 6n 3,27
(H-23) etkilesimi yapinin hederagenin aglikon yapisinda oldugunu, Jc 80,0 (C-3)
ile on 4,32 (H-1', d, J=5,2) etkilesimi arabinozun hederagenin aglikona tiglincii
karbondan bagli oldugunu, Jc 100,6 ile Jon 3,53 (H-2') etkilesimi ramnozun
arabinoz birimine ikinci karbondan bagli oldugunu, doc 18,4 (C-6") ile on 3,16 (H-
4" ve on 3,66 (H-2") etkilesimi ramnoz metilini gosterdi. Ttm veriler a-hederinin
(Sekil 4.3) literatiirdeki degerleri ile uyum saglamaktadir (Aliev ve Movsumov,
1976).

COH
OH
Howo ;
o) CH,0H
Mw Ara 2
HO HO on Alfa-hederin
Ram

Sekil 4.3 a-hederin’in kimyasal yapis
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Tablo 4.2 Elmalienosit B ve o-Hederin i¢in 3C-NMR ve ‘H-NMR verileri

BC-NMR IH-NMR
No Elmalienoside B a-hederin No Elmalienoside B No a-hederin
1 39.0 38.9 3 3.48, m 3 3.47, m
2 26.0 26.0 5 1.15,m 5 1.15,m
3 80.1 80.0 9 1.47, m 9 1.47, m
4 43.0 43.0 12 5.13, brs 12 5.13, brs
5 46.9 46.9 23 3.10,3.23, m 23 ?ﬁll’ 3.21,
6 17.8 17.8 24 0.54,s 24 0.55, s
7 32.5 32.8 25 0.84,s 25 0.85, s
8 n.d 39.0 26 0.65, s 26 0.69, s
9 47.9 47.8 27 1.05,s 27 1.07,s
10 36.6 36.7 29 0.84,s 29 0.85, s
11 23.7 23.6 30 0.84,s 30 0.85, s
12 | 1224 1222 Araat C-3 ?ra at -
13 144.2 144.6 1 4.31,d (5.6) 1 ?5322) d
14 42.0 42.1 2 3.50, m 2 3.53,m
15 27.9 27.9 3 3.48, m 3 351, m
16 23.2 23.4 4 3.56, m 4 3.56, m
17 46.7 46.4 5 3.28,3.66, m 5 %31’ 3.64,
18 41.4 41.5 Ram Ram
19 46.3 46.1 1 5.04, brs 1 5.03, brs
20 31.0 31.1 2 3.68, m 2 3.66, m
21 33.9 34.1 3 3.44, m 3 3.45 m
22 32.4 32.6 4 3.15,m 4 3.16, m
23 63.1 63.2 5 3.66, m 5 3.69, m
24 13.7 13.7 6 1.05, d (6.0) 6 %60863 d
25 16.3 16.2 Glk at C-28
26 17.4 17.6 1 5.20, d (8.0)
27 26.2 26.3 2 3.10,m
28 176.0 179.3 3 3.30,m
29 33.4 335 4 3.20,m
30 24.1 24.1 5 3.2, m
6 3.66,3.91, m

Ara at C-3 Gal
1 103.6 103.6 1 4.44,d (7.6)
2 74.9 75.0 2 3.80,m
3 73.5 73.4 3 3.10,m
4 68.5 68.4 4 3.26, m
5 65.0 65.0 5 341, m

Ram Ram 6 3.39,3.59, m
1 100.6 100.6
2 71.0 71.0
3 71.2 71.2
4 72.7 72.7
5 68.8 68.8
6 18.4 18.4

Glk at C-28
1 94.8
2 71.3
3 77.0
4 69.8
5 77.1
6 68.8

Gal
1 101.8
2 71.9
3 73.0
4 68.1
5 75.0
6 62.0




49

4.2 Saponinlerin UV  Spektrofotometresi ile Analizi ve
Optimizasyon Sonuglari

1,5+

1,0

Abs

0,5+

0,0~

T T T 1
440 460 480 500
Wavelength (nm)

Sekil 4.4 o-hederin saponinin UV spektrumu (Abs: Absorbans, Wavelenght: Dalga boyu)

Saponin miktarini belirlemek i¢in Hiai ve ark. 1976'da UV spektrometresi
ile kalorimetrik bir yontem gelistirmislerdir. Bir molekiil, yalnizca bag yapan veya
bag yapmayan yoriingedeki elektronun, antibag yapan yoriingeye uyarilmasiyla
UV-aktif olabilir (Yadav, 2005). Saponin molekiiliiniin yapisindaki baglayici veya
baglayici olmayan orbitallerde elektron bulunmamasi nedeniyle, elektronlar
antibag orbitaline uyarilamaz ve UV-aktivitesi gostermezler. Bu nedenle ilk defa
saponinler i¢in Hiai ve ark. tarafindan gelistirilen vanilin-siilfiirik asit yontemi
kullanilarak saponinler UV goriiniir bolgede aktif hale getirilmektedir. (Hiai vd.,
1976). UV spektrometri ¢alismalarinda, sumbulianosit A, elmalienosit B ve a-
hederin olmak iizere {i¢ farkli saponin molekiilii lizerinde deneyler yapilmistir.
Saponinlerin molekiillerine bakildiginda, a-hederin yapisinda karbonile baglh
hidroksil grubu oldugunu ve monodesmosidik yapida oldugu bilinmektedir. Yapi
tayini sonuglarinin destegi ile aglikona eterik kisimdan bagli arabinoz ve
arabinoza bagli ramnoz sekeri oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.3). Diger bir saponin
sumbulianosit A ise sekonder alkol grubuna sahiptir ve esteriz bag ile bir seker
zincirini yapisinda bulundurmaktadir (Sekil 3.1). Bu iki yapidan farkli olarak
elmalienosit B saponinin bidesmosidik yapida oldugu goriilmektedir. Hem esterik
hem de eterik uglarinda seker zinciri barindirip dort sekerli bir yapiya sahiptir
(Sekil 3.2).

Sumbulianosit A bilesiginde serbest sekonder alkol (-OH) grubunun
molekiil yapisinda sayisinin fazla olmasi, vanilin-siilfiirik asit karisimin molekiil

yapisin1 etkilerken her bir reaksiyonda farklilik gdstermesine ve absorbans
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degerininde her ol¢iimde farkli sonu¢ vermesine neden olmustur. Yapisinda
serbest bir karboksilik asit grubu (—COOH) bulunan a-hederin saponini igin ise
diger saponinlerin aksine, absorbans degeri istenilen aralikta olup, tekrarlanabilir
sonuglar elde edilmistir. Bu ylizden saponin-kitosan sentez ¢aligmalarinda
baslangic maddesi olarak o-hederin saponini se¢ilmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda; karbonil grubuna bagli hidroksil grubunun (—COOH) serbest
hidroksil grubuna goére (-OH), vanilin-siilfiirik asit karisim i¢ersinde daha kararli
molekiiler aras1 etkilesimler olusturdugu ve buna bagl olarakda UV
spektrofotometresi ile okunan absorbans degerlerinin de tekrarlanabilir ve

Lambert-Beer yasasina uygun sonuglar verdigi goriilmiistiir.
Vanilin Konsantrasyonunun Etkisi

Bu c¢alisgmada reaksiyon ortami 3 farkli yilizdede vanilin-etanol ¢ozeltisi
(%4-%8-%12) ile gergeklestirilmistir. o-hederin saponinin %4 vanilin ortaminda
0,587, %8 vanilin ortaminda 1,49 ve %12 vanilin ortaminda 1,239 absorbansa

sahip oldugu gozlenmistir (Sekil 4.4).

1,5 -«
c
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o
S
2
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<
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Sekil 4.5 Vanilin konsantrasyonunun absorbans tizerine etkisi.

Sekil 4.4'teki bu veriler dikkate alindiginda, % vanilin oranmi i¢in uygun

kosulun %4 vanilin ortami oldugu belirtilmistir.
Asit Konsantrasyonunun Etkisi

Vanilin ¢alismalarina benzer sekilde, segilen {i¢ saponin iizerinde farkli %
asit oranlar1 (%36, %50 ve %72) hazirlanarak deneyler yapilmistir. o-hederin
saponin ile yapilan ¢alismada %36 asit ortamda 0,069, %50 asit ortamda 0,58 ve
%72 asit ortamda 1,188 absorbans degeri gozlenmistir. Bu veriler ile % asit orani

icin uygun oranin %72 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.6 Asit konsantrasyonunun absorbans iizerine etkisi
Olciim Siiresinin Etkisi

Farkli zaman araliklarinda (10 dk, 20 dk, 30 dk) yapilan calismada a-
hederin saponin 10. dakikada 6l¢iimde 1.957, 20. dakikada dlgiimde 1.967 ve 30.
dakikada 6l¢timde 2.09 absorbans olarak gozlenmistir.

Bu veriler dikkate alinarak zaman araliginin 10 dakika ile 20 dakika

arasinda olmasi1 gerektigi belirtilmistir.
Sicakligin Etkisi

Sicakliga bagli calismalarda, 25°C, 40°C ve 60°C sicakliklarda deneyler
yapilmistir. Bu calismada a-hederin saponin 25°C'de 0,404 ve 40°C'de 1,957
absorbans degeri vermistir. Saponin, 60°C'de bozunma gostermistir. Bu
caligmadan yola cikilarak optimum sicaklik kosulu 40°C olarak belirlenmistir
(Tablo 4.3).

Tablo 4.3 Sicakligin o-hederin saponinin absorbansina etkisi

Sicaklik (°C) Absorbans
25 0.404
40 1.957

60 bozunma
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4.3 Saponin Yiikli Kitosan Nanoparcacik Sentezi Analiz
Sonugclari

4.3.1 FT-IR Spektroskopisi
Saf saponin (SP), saf kitosan (CS), kitosan nanopargaciklari (CSNP) ve
saponin  yiikli ~ kitosan  nanopargacigiklarinin ~ (SPCSNP)  kimyasal

karakterizasyonu, FT-IR spektrum cihazi kullanilarak analiz edildi. Elde edilen
spektrumlar Sekil 4.6'da gosterilmistir.

——SP

C-H/CC
O-H C=0
—— SPCSNPs
0
T /o O-H/N-H 0=C-N
——CSNPs
——CS

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm”)

Sekil 4.7 Saponin (SP), kitosan nanopargacigi (CSNP) ve saponin yiiklii kitosan
nanopargacigi (SPCSNP) i¢in FT-IR spektrumlari

Saf kitosan (CS)'nin FT-IR spektrumundaki ana bantlar su sekildedir; 3432
cm™ merkezli giiglii ve genis bant, N-H ve O-H gerilme titresimleri gdzlenmistir.
Kitosan orneklerinde hidrojen baglar1 nedeniyle O-H ve N-H gruplarn i¢in aym
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bolgede genis bir bant gozlenmistir (Thandapani vd., 2017). 2947 ve 2876 cm’
L'deki bantlar, asimetrik C-H gerilme ve simetrik C-H gerilme titresimine karsilik
gelmektedir. Amid I-11-1II bantlarinda (C=0 gerilme), 1650 cm™* piki amid I N-H,
1557 cm piki amid Il -CH3 ve -CHy’nin simetrik bozunmasmi ve 1377 cm™'de
ise amid Il piki CH3CONH’in C-N degerini temsil etmektedir (Nguyen vd.,
2017). 1154 cm™'deki absorpsiyon bantlari, glikoz halkasinda anti-simetrik ve
simetrik C-O gerilmesine ve C-O-C gerilmesine karsilik gelirken, 898 cm, CS'de
B-(1,4) glukozit bagina karsilik gelmektedir.

Saf saponin (SP) spektrumunda 3600-3100 cm™ arasinda bir hidroksil
gerilme titresimi gdzlenirken, 2942 cm™'de metil ve alifatik C-H gerilme
titresimleri kaydedilmistir. Ekstre edilen bilesikte yaklasik olarak 2500 cm™~
1900 cm™ gozlenen herhangi bir absorpsiyon piki yoktur. Bu, Yuan ve dig.
(2018). -CH- grubunun asimetrik ve simetrik titresim pikleri sirasiyla 1463 cm™
ve 1385 cm™'de kaydedilmistir. Spektrumda C-O-C gerilme titresimi 1053 cm™'de
gozlemlenmistir. 1233-953 cm™ civarindaki genis absorpsiyon piki, izole edilen
bilesikte O-CH3 grubunun varligina baglanmaktadir (Sharma ve Paliwal, 2013).

Kitosan-nanopargaciklarinin (CSNP) FT-IR spektrumunda, hidrojen bagi
nedeniyle CSNP spektrumunda daha keskin olan N-H ve O-H gerilme titresimleri
artmistir. 1650 cm™ ve 1557 cm™'deki pikler, CS'nin NHs" gruplari ile TPP'nin
P3010> gruplari arasindaki etkilesim nedeniyle hipokromik olarak 1607 ve 1546
cmt'e kaymistir. Bu etkilesim 1607 cm™'de amid I bandindaki azalma ile de
desteklenmektedir (Lustriane vd., 2018). Capraz baglayic1 olarak sodyum TPP
kullanan kitosan nanopargacik sentezi ig¢in benzer sonuglar, Behl ve ark.

tarafindan yapilan ¢alismada rapor edilmistir. (Behl vd., 2016).

Saponin yiiklii kitosan nanopargaciklarinin (SPCSNP) FT-IR spektrumunda,
3432 cm™ merkezli keskin bir pik gozlenmis, bu da Rejinold ve digerleri
tarafindan yliriitiilen arastirmaya gore, saponinin kitosan ile etkilesiminin iyonik
etkilesimlerden daha fazla hidrojen bagi etkilesimi oldugunu gostermektedir.
(Rejinold vd.,2011). Ayrica, 1633 cm™de saponin ve kitosan nanoparcaciklar

arasinda bir amid baglantisina atfedilebilecek yeni bir pikin varlig1 goriilmektedir.

4.3.2 Dinamik Isik Sacilimi (DLS)
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Kitosan (CSNP) ve saponin yiiklii kitosan nanopargaciklarinin (SPCSNP)
parcacik boyutu, PDI ve Zeta Potansiyeli sonuglar1 Tablo 4.4'te sunulmustur.

Tablo 4.4 CSNP'lerin ve SPCSNP'lerin pargacik boyutlari, PDI degerleri ve Zeta potansiyelleri

Ornek Parcacik PDI Zeta
boyutu (nm) Potensiyali (mV)
CSNP 62,91+9,40 0,3923 -16,45+0,86
SPCSNP 109,04+37,80 0,4422 -25,6143,31

CSNP'ler 6291 + 9,40 nm araliginda pargactk boyutu gosterirken,
SPCSNP'ler 109,04 + 37,80 nm boyutunda olup artis gostermislerdir.

Zeta potansiyeli, nanomalzemenin ylizey yiikiini temsil eden bir
karakterizasyon yontemidir. Bu analiz i¢in ¢ok Onemli olan iki parametre,
nanopartikiillerin ve dispersiyon ortaminin elektrik potansiyelidir. Zeta
potansiyelleri +30 mV'den fazla veya -30 mV'den kii¢iik olan nanosistemler
kararli bir koloidal siispansiyon sistemi olarak kabul edilir ve agregasyon egilimi
gostermezken, -30 mV ile +30 mV arasinda kalan zeta potansiyel degerlerine
sahip nanopartikiiller zayif kolloidal 6zellik gosterir ve topaklanma olasiliklar
vardir (Raval, 2019). CSNP'ler ve SPCSNP'ler i¢in zeta potansiyelleri -
16,45+0,86 mV ve -25,61+3,31 mV olarak ol¢tilmistiir (Tablo 4.4).

4.3.3 SEM

Kitosan  nanopargaciklarinin  (CS) ve saponin  yiikli  kitosan
nanoparg¢aciklarinin (SPCSNP) SEM ve EDX analizi, Sekil 4.7'de gosterilmistir.
Bos ve Saponin yiiklii CSNP'lerin morfolojisi kiiresel sekilli yapilar
gostermektedir. SEM analizi ile nanomalzemenin morfolojik goriiniimiinii
belirlemenin yani sira, nanomalzemenin boyut dagilimi hakkinda da bilgi elde
edilebilmektedir. Augado ve digerleri (2022) tarafindan yapilan ¢alismada,
nanoseliiloz siispansiyonlarinin  boyut dagilimi hem FESEM hem de DLS

analizleri ile belirlenmistir. DLS ile elde edilen boyut dagilimlarinin, SEM analizi
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ile elde edilen boyut dagilimlarindan daha yiiksek oldugu analizlerle belirlenmistir
(Tarrés, 2022).

DLS yontemi, siispansiyondaki nanomalzemenin Brownian hareketine
dayali olarak, biiyiik pargacigin yavas hareket prensibi ile nanopargacigin boyut
dagilimi hakkinda bilgi vermektedir. Analiz sirasinda, nanopartikiil askida
durumdadir ve bir ¢6zme tabakasi ile c¢evrilidir. Bu nedenle partikiil boyutlar
gercek boyutlarindan daha yiiksek belirlenmektedir (Mineva, 2017).

SEM sonuglar1 saponin yiiklii kitosan nanopargaciklari ile ilgili literatiir ile
uyumlu bulunmustur (Bande vd., 2015; Rejinold vd.,2011; Saharan vd., 2013).

3 HV spot WD usecase mag O det mode 3 HV spot WD _ usecase 'mag O det
M 7.50kV 9.0 10.6 mm Standard 65000x ETD SE M 7.50kV 8.0 10.6 mm Standard 150 000 x ETD

Element Weight %
o Element Weight % CK 420
P
CK 9.83 oK 6651
oK 57.08 PK 29.30
PK 33.08
C
13 26 39 52 6.5 13 26 39 52 65 78

Sekil 4.8 SPCSNPs (a-c) ve CSNPs (b-d) SEM-EDX analizleri

EDX analizinde, C, O, N ve P elementlerinin varligi, NP'lerin, CSNP'ler ve
SPCSNP yapisinda TPP ve SP kapsiilleme varliginda iyonik jellesme ile basarili
bir sekilde sentezlendigini gostermistir (Sekil 4.7).
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43.4TEM

Kitosan  nanoparcaciklarmin ~ (CS) ve  saponin  yikli  kitosan
nanoparcaciklarinin (SPCSNP) TEM analizinden elde edilen sonuglar, degisen
boyutlarda kiiresel yapili kitosan nanopargacigini ve saponin yikli kitosan
nanoparcacigini (Sekil 4.9-A ve 4.9-B) ortaya g¢ikarmistir. Bu kiiresel yap1
goriintiist literatiirler ile de uyumludur (Bande vd., 2015; Chandra Hembram vd.,
2016). Saponin yiiklii olan nanopargaciklarinin kitosan nanopargaciklarina gore
degisimi goriilmiis ve bu da saponinin yiiklendigini ispatlamigtir. Sentezlenen
nanopargacik, dogasi geregi nispeten homojen olsada kapsiillendikten sonra
topaklanma egilimindedir. TEM analizinde g6zlenebilen bu sonug bize Zetasizer
6l¢tim sonucunu da destekleyici bilgi vermektedir.

Sekil 4.9 SPCSNP (A) ve CSNP (B) TEM analizleri

4.3.5 Termal Gravimetrik Analiz (TGA)

Kitosan  nanoparcaciklariin  (CS) ve saponin  yikli  kitosan
nanoparg¢aciklarinin (SPCSNP) termal karakteri, azot atmosferi altinda 30 ila
600°C sicaklik araliginda ve 10°C min? 1sitma hizinda TGA teknigi ile
incelenmistir. Bu analizde, % kiitle kayb1 sicakligin bir fonksiyonu olarak
olglilmiis ve numunenin ayrisma sicakliklart elde edilmistir. Sekil 4.8, CSNP'ler
ve SPCSNP'ler igin TGA termogramini gostermektedir. Grafiklerden de
goriilebilecegi gibi, her iki numunenin 1si1l ayrismasi iki asamali olmustur.
CSNP'ler igin ilk bozunma adimi, 50°C ile 180°C arasinda numunelerden nem
kaybina bagl olarak yaklasik %12'lik bir kiitle azalmasidir. Ikinci asamada, 180
°C ila 380 °C arasinda meydana gelen uzun siireli ve keskin bir bozunma
(vaklasik %35 agirhik kaybi), sakkarit halkalarinin  dehidrasyonuna,
depolimerizasyona ve asetillenmis ve deasetillenmis birimlerin ayrismasina
baglanmaktadir (Vaezifar vd., 2013).
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Sekil 4.11 CSNP'lerin ve SPCSNP'lerin DTG egrileri

SPCSNP'lerin TG termograminda iki ayrisma asamasi da gozlenmistir.
Gozlemlenen %]11'lik ilk kiitle kaybi, adsorbe edilen su molekiillerinin
uzaklastirilmas1 olan 30-180 °C'dedir. ikinci bozunmanin ise 175°C civarinda
basladig1 ve 225°C'de (tablo 4.5'te) maksimum hiz (Tmax) ile yaklasik 430°C'de
durdugu goriilmektedir. Kalint1 agirligimIN 580°C'de SPCSNP'ler i¢in %44,80 ve
CSNP'ler i¢in %48,45 oldugunu goriilmektedir. SPCSNP'lerin termal stabilitesi de
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CSNP'lerinkine kiyasla biraz daha dusiiktiir. Bu sonuglara gore polar gruplarin
artmast ve kristalligin azalmast nedeniyle 1sil kararliligin  azaldigi
bildirilebilmektedir (Rejinold vd.,2011).

Tablo 4.5 CSNP'lerin ve SPCSNP'lerin Tmaks °C ve agirlik kaybi (%) degerleri.

Ornek Tmax (°C) Agirhik kaybi (%)  Agirhik kaybi (%)
50-130°C 180-380°C
CSNP 225 9.88 35.04
SPCSNP 225 12.28 34.09
4.3.6 XPS

Kitosan  nanoparcaciklariin  (CS) ve saponin  yiikli  kitosan
nanopargaciklarimin ~ (SPCSNP)  XPS  spektrumlari,  Sekil  4.10-11'de
gosterilmektedir. Bu analiz, CSNP'lerde ve SPCSNP'lerde C, O, N ve P
atomlarinin varligimi gostermistir. C 1s baglanma enerjilerine iliskin pikler CSNP
icin 284,74, 286,26 ve 287,73 eV ve SPCSNP igin 284,53, 286,22 ve 287,73
eV'de goriilirken, O 1s 530,66 ve 532,51 (CSNP) ve 530,59 ve 532,51 (SPCSNP
icin) eV'dedir. N 1s gosteriminde CSNP i¢in 399,4/401,38 eV'de ve SPCSNP i¢in
399,58/401,61 eV'deki piklere karsilik gelen amin/amid ve P 2p piki CSNP i¢in
133,37 eV ve SPCSNP i¢in 133,44 eV'dir. Hem CSNP hem de SPCSNP ayni
fonksiyonel gruplara (C-C, C-H, C-O, N-C, N-H, P-O, P=0) sahip oldugundan,
baglanma enerjilerinin degerleri ile molekiil yapilar1 arasinda ayrim yapmak
miimkiin degildir. Bununla birlikte, P 2p ve N s yogunluklarindaki degisiklik,
SPCSNP’lerde goriilen diisiik yiizde ile orantili daha kiigiik goriilen P 2p ve N 1s
piki ile CSNP’lerde yiizdenin artmasi ile artan P 2p ve N 1s piki saponinin

yiiklenmis oldugunu kanitlamaktadir.
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4.3.7 Sitotoksik Aktivite Sonucu

Saf saponinin (SP), kitosan nanoparcaciginin (CSNP) ve saponin yiikli
kitosan nanopargacigin (SPCSNP) insan néroblastoma hiicre dizisi (SH-SY5Y),
insan prostat adenokarsinomu hiicre dizisi (PC-3), insan 16semi hiicreleri hiicre
dizisi (HL-60), insan pankreas karsinomu hiicre dizisi (PANC-1) ve saglikli hiicre
dizileri (CCD-34LU) iizerinde sitotoksik aktiviteleri MTT yontemi ile test
edilmistir. a-hederin tiim hiicre hatlarinda belirgin bir sitotoksite gostermistir.
Alfa-hederin igin, SH-SY5Y, PANC-1, PC-3, HL-60, CCD-34LU hiicre
hatlarinda sitotoksik aktivitelerine bakilmis ve degerleri sirasiyla 21.5 +2.46,
23.85 + 3.53, 20.38 + 6.48, 20.995 + 1.76, 5.96 + 0,14 olarak bulunmustur.
Serbest karboksil grubu igeren bu tip monodesmosidik saponinlerde literatiirde
daha once pek cok kez farkli hiicre hatlarinda da benzer bulgulara rastlanmistir
(Abac1 vd.,2022; Sarikahya vd., 2018; Sarikahya ve Kirmizigiil 2012). Kitosan
nano parcaciginda ise tlim hiicre hatlarinda bir ICso degerine ulagilamamustir.
Saponin yiiklii kitosan nanoparcaciginda ise insan prostat adenokarsinomu (PC-3)
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ve insan 16semi (HL-60) hiicre dizilerinde yiizde canlilik ¢ok daha yiiksek inhibe
edilirken ve ICso degerleri sirast ile 175,35 + 27,51 ve 193,55 + 3,75 oldugu
goriiliirken, insan noroblastoma (SH-SY5Y) ve pankreas adenokarsinomu
(PANC-1) hiicrelerinde nanopargacik etkinligi daha diisik bulunmustur (Tablo
4.6). Ancak yilizde canlilik inhibisyonu PANC-1 hiicrelerine gore, SH-SY5Y
hiicrelerinde daha yiiksek gozlenmis buna ragmen 1Cso degerine ulasilamamastir.
Bu durum kitosan molekiiliiniin daha secici aktiviteyi destekledigini
gostermektedir.  Kitosan  nanoparcacigima  yiklenen  saponin  miktari
diistintildiigiinde (% verim: 3,65 mg SP /100 mg SPCSNP) serbest saponinden ¢ok
daha yiiksek 1Cso degerine ulasilmistir. Tiim hiicre hatlarinda yilizde verimlilige
bakildiginda (%3,65) kitosana yiiklenen saponin miktarina goére, SPCSNP’nin
sitotoksik aktivitesi saf saponinden c¢ok daha yiiksek bulunmustur. Sitotoksik
aktivite ¢alismasinda 200, 100, 50 uxg/mL uygulama konsantrasyon araliginda
hiicreye uygulanan kitosan nanopargacigi i¢erisindeki saponin miktarlar1 sirasiyla
7.3, 3.65, 1.825 ug olarak hesaplanmistir. Tablo 4.6° daki saponin yiiklii kitosan
nanopargacigi i¢in 1Csg degerlerine ¢ok diisiik miktardaki saponin ile ulagilmistir.
Serbest saponinin aktivite de uygulanan konsantrasyon araligi (50, 5, 0.5 xg/mL)
diisiintildiiglinde saponin yiiklii kitosan nanoparcacigi i¢in ¢ok daha iyi bir
sitotoksite goriilmektedir. Bu sonuglara bakildiginda; kitosanin ¢ok iyi bir aktif
molekiil tasici sistem oldugu ve sitotoksik aktiviteyi artirdigi sonucuna
vartlmaktadir. Bu sonug literatiirdeki, S. emarginatus bitkisinden elde edilen
saponin yiiklii kitosan nanoparcacik ile yapilan sitotoksik aktivite ¢alismalarinda
L929 (fare fibroblast hiicresi), NIH-3T3 (fare Embriyonik fibroblast hiicre), PC3
(prostat kanseri hiicresi) ve KB (agiz Kanseri hiicresi) hiicrelerinde elde edilen
sonuglarla uyumludur (Rejinold vd.,2011).

Tablo 4.6 72 saat sonra gesitli hiicre hatlarinda farkli 6rneklerin ICs degerleri (ug/ml).

SH-SY5Y PANC-1 PC-3 HL-60 CCD-34LU

Saponin 21.5+ 246 23.85+ 353 2038+ 648 20995+1.76 596+ 0.14

CSNP nd nd nd nd nd

SPCSNP >200 nd 175.35+27.51 193.55+3.75 185.9+9.33

Doksorubisin  2.65+0.27 29.66+2.74 0.92+0.17 0.074 £0.002 5.88+0.01
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5. TARTISMA

Kitosan; farmasotik kimyada formiilasyonlarinda ve ilag salim
uygulamalarinda siklikla tercih edilen dogal yollarla elde edilen hem biyouyumlu
hem de biyolojik olarak pargalanabilir bir polimerdir (Hirano vd.,1990). Ulkemize
endemik Cephalaria tiirlerinden izole edilip saflandirdigimiz 3 farkli yapidaki
saponin molekiilleri de yenilenebilir bir kaynaktan elde edilen tamamen
biyobozunur ve ayr1 ayri biyolojik aktivite potansiyelleri kanitlanmis bilesiklerdir.
Saponinler giiclii biyolojik aktivitelerine ragmen yiiksek hemoliz degerleri ve
sitotoksiteleri nedeniyle tedavilerde intravendz yolla kullanilamamaktadirlar
(Sarikahya vd, 2018). Bunun gibi c¢esitli dezavantajlar1 gidermek amaciyla yola
cikilan bu tez c¢alismasinda; biyobozunur bir polimer olan kitosan molekiilleri
kaplayarak hazirlanan nanoyapili formiilasyonlarin, biyolojik olarak aktif

saponinler i¢in tagtyict sistem olarak kullanilmasi hedeflenmistir.

Tez ¢alismast kapsaminda, saponinlerin ekstraksiyon, izolasyon ve
saflandirma islemleri yapildi ve elde edilen saf saponinlerin yapi tayinleri 1 ve 2
boyutlu NMR analizleri (*H, *3C, DEPT, COSY, NOESY, HMQC, HMBC) ve
kiitle spektrometresi (HR-ESIMS) analizleri ile belirlendi. Ug¢ farkli yapidaki
saponinlerin UV spektrometresi ile kolorimetrik yontem kullanilarak miktar tayini
yapildi. Elde edilen absorbans degerleri kolorimetrik yontem ile nicel analize
uygun saponinin a-hederin oldugu belirlendi ve nanopartikiile yiiklenecek saponin
olarak secildi. Segilen saponinin, kitosan nanopargacigma (CSNP) yiliklenmesi,
iyonik jellesme yontemi kullanilarak %38 enkapsiilasyon verimi ile
gergeklestirilmistir. Sentezlenen nanoparcacigin yapisal, termal ve ylizey
morfolojik 6zellikleri, ileri karakterizasyon teknikleri (FT-IR, DLS, TGA, SEM-
EDX, TEM, XPS) ile belirlendi. Saponin yiiklii kitosan nanoparcaciklarinin
(SPCSNP) FT-IR spektrumunda, 3432 cm™’de gozlenen keskin pik, kitosan
nanoparcaciklarinda ¢ok daha genis bant seklinde gozlenmistir. Bu pikin
keskinlesmesi, saponin ile kitosan arasindaki hidrojen baglar1 etkilesimlerinden
kaynakli oldugunu gostermistir. Ayrica, 1633 cm™de saponin ve Kitosan
nanopargaciklari arasinda amit bagr oldugunu gosteren yeni bir pikin varlig
goriilmiistiir. Nanoparcacik boyutu i¢in ise DLS analizi yapildi ve kitosan
nanopargaciginin boyutu 62,91+9,40 iken saponin yiiklii kitosan nanopargaciginin
boyutu 109,04+37,80 olarak bulundu. Bu degerlere bakildiginda, saponin
yiiklenmesi halinde kitosan nanoparcacik boyutunun arttig1 ve yiiklemenin basari
ile gerceklestigi goriildii. Bununla birlikte CSNP i¢in zeta potansiyeli -16,45+0,86
iken bu deger SPCSNP i¢in -25,61£3,31 olarak bulunmustur. SEM ve TEM analiz
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sonuglarina bakildiginda saponin yiiklii kitosan nanopargaciklarinin kiiresel
yapida oldugu gozlenmis ve ilgili literatlirle uyumlu bulunmustur (Bande vd.,
2015; Rejinold vd.,2011; Saharan vd., 2013). EDX analizi sonucunda gézlenen C,
O, N ve P elementleri, kitosan nanoparcaciklarmin (CSNP) ve saponin yiiklii
kitosan parcaciklarinin (SPCSNP) iyonik jellesme ile basarili bir sekilde
sentezlendigini gosterdi. SPCSNP’lerin termal karakteri TG analizi ile bulundu.
SPCSNP'lerin TG termograminda iki bozunma basamagi gozlendi. Ilki su
molekiillerinin uzaklastirilmas1 iken, ikinci bozunmanin ise maddenin ana
yapisinda oldugu seklinde yorumlandi. Kalint1 agirliginin 580°C'de SPCSNP'ler
icin %44,80 ve CSNP'ler i¢in %48,45 olarak bulundu. Sonuglar kiyaslandiginda;
SPCSNP'lerin termal stabilitesinin CSNP'lerinkine kiyasla biraz daha diisiik
oldugu kanitlandi. Bu sonuclara gore; polar gruplarin artmasi ve kristalligin
azalmas1 nedeniyle 1si1l kararliligin da azaldigi sonucuna varildi (Rejinold
vd.,2011). TG analizi verilerinden yararlanilarak (saponin yikli kitosan
nanoparcaciklariin, kitosan nanoparcaciklarindan daha fazla bozunmas: ile
ortaya cikan farkdan yararlanilarak) yapilan hesaplamalar ile nanopargaciga
yiklenen ila¢ etken madde (a-hederin) verimi bulundu. Yiikleme verimi %3,65
(3,65 mg/ 100 mg) olarak hesaplandi. Kitosan nanoparcaciklarinin (CSNP) ve
saponin yiiklii kitosan nanopargaciklarinin (SPCSNP), XPS analiz sonucuna gore
C, O, N ve P atomlarmin varhig goriildi. Hem kitosan nanopargacigi hem de
saponin yiiklii kitosan nanopargaciglr ayni fonksiyonel gruplara sahiptir. Bu da
baglanma enerjilerinin degerleri ile molekiil yapilar1 arasinda ayrim yapilmasini
zorlastirir ancak SPCSNP’lerde goriilen diisiik yiizde ile orantili daha kiigiik
goriilen P 2p ve N 1s piki ile CSNP’lerde yiizdenin artmasi ile artan P 2p ve N 1s
piki saponinin yiiklenmis oldugunu kanitlamaktadir. Yapilan karakterizasyon
caligmalar1 sonucunda; saponin molekiiliiniin kitosan nanopargacigina basaril1 bir

sekilde yiiklendigi sonucuna varilmistir.

Kitosan ve saponin yiikli kitosan nanoparcaciklarinin sitotoksik aktivite
sonuglart MTT yontemi ile PC-3, PANC-1, HL-60, SH-SY5Y ve CCD-34LU
hiicre hatlar1 kullanilarak saf saponin ile kiyaslandi. Elde edilen sonuglara gore;
kitosan nanoparcacigmim IC50 degerlerine ulagilamazken, saponin yiiklii kitosan
pargaciklarinin IC50 degerleri PC-3 ve HL-60 hiicre hatlarinda 6nemli o6lgiide
artis gosterdi. Yapilan hesaplamalar sonucunda, saf saponin ile karsilastirildiginda
saponin ylikli kitosan nanoparcaci@inin sitotoksik aktivitesinin daha yiiksek
oldugu belirlendi. Sitotoksik aktivite sonuglarna gore de olduk¢a iyi inhibisyon
gosteren o-hederin saponini i¢in kitosanin uygun bir tasiyict sistem oldugu ve

aktiviteyi artirdigi gortilmistiir. Tamamen dogal, yerli ve yenilenebilir bir bitki
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kaynagindan elde edilen, biyobozunur ve biyolojik aktif saponin molekiiliiniin
kitosan nanopar¢aciklarina yiiklenmesi ve saponinlerin ilag tastyici sistemler
aracili1 ile biyolojik sistemlerde kullanilabilecek olmasi bu tez c¢alismasindan

elde edilen en 6nemli ¢iktidir.

6. ONERILER

Calisma sonucu gozlemlenen enkapsiilasyon veriminin dustkligiini
gidermek i¢in, kitosan yerine ilag yiiklii polimerik sistemlerin hazirlanmasinda
siklikla tercih edilen polietilen glikol, PLGA, polikaprolakton (PKL), polietilen
glikol (PEG), dekstran gibi farkli polimer ¢esitlerine saponinnin yiiklenmesi
caligmalar1 gerceklestirilebilir (Hayta, 2014; Zang vd.,2022).

Alfa-hederin yiiklii kitosan nanopargacigl basarili bir sekilde sentezlenmis
ve insan prostat adenokarsinomu hiicre hatlar1 (PC-3) ile insan 16semi hiicre
hatlarinda (HL-60) artan sitotoksik aktiviteleri goriilmiistir. Bu sonuclara
dayanarak hazirlanan Alfa-hederin yiiklii kitosan nanopargaciginin stabilite, farkl
pH ortamlarinda in vitro salim caligmalar1 ve kanserli hayvan modellerinde
biyodagilim ve tedavi potansiyelinin incelenmesi gibi in vivo ¢alismalar yapilmasi

gelecekte yapilacak calismalar olarak planlanmaktadir.
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Acquisition Parameter

Source Type ESl lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.4 Bar
Facus Active Set Capillary 4500V Set Dry Heater 180°C
Scan Begin 100 miz SetEnd Plate Offset 500V Set Dry Gas 4.0 limin
Sean End 3500 miz Set Collision Cell RF 500.0 Vpp Set Divert Valve Waste
Generate Molecular Formula Parameter
Formula, min. C53022H86Na
Formula, max, C53022H86Na
Measured miz 1097.55 Tolerance 4 mDa Charge 1
Check Valence no Minimum 0 Maximum 0
Nirogen Rule no Electron Configuration hoth
Filler HIC Ratio  no Minimum 0 Maximum 3
Estimate Carbon s
Intens.] +M8, 10.7-10.8min #(583-596)
3004

2509

W3 yas

1504 1007 5487

100]

501

] ‘l | " | I i‘ E ! " ’| l il

o e ST A S AP 0t R L

500 1000 1500 2000 2500 3000 miz

Intens. C53H86Na1022 108759
200

1507 10875503

1001

5]

1040 1085 1100 1105 110 115 miz

Sum Formula  Sigma miz Err[ppm] Mean Err[ppm] (Err[mDa]  rdb NRule ¢
C53HB6Na1022 0283 1087.5503 1.49 144 163 10.50 ok even

Sekil 7.16 Elmalienosit B bilesignin HR-ESIMS spektrumu




82

™ e

Sekil 7.17 a-hederin bilesignin *H-NMR spektrumu
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Acquisition Parameter
Source Type ESI fon Polarity Negative Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Acfive Set Capilary 4000V Set Dry Heater 180°C
Scan Begin 100 miz SetEnd Plate Offset 500V Set Ory Gas 4.0 Imin
Scan End 3500 m'z Set Colision Cell RF~ 500.0 Vpp Set Divert Valve Waste

Generate Molecular Formula Parameter

Formula, min. C26HB6Na1012
Formula, max. C41012H66Na

Measured miz 773 443 Tolerance 4 mDa Charge 1
‘CheckValence o Minimum 0 Maximum 0
Nirogen Rule no Eleciron Configuration both

Fiter HC Ratio  no Minimum 0 Maximum 3

Estimate Carbon ~ yes

Intens. +MS, 2.2:2 2min #{107-110)
30004

2500
20001 734427
15004
1000+
5001

1 392047 (LK

U: :J.ll\rm_,u _Lu..lll‘ll..l..l T ‘l_l bt ufs i
50 1000 1500 2000

P il
L a— y 1

' 3500 ' miz

a

Intzns 1 C41HB6Na1012 77345
2500
2007 773 4446
1500

1000; TI44461
500
- 75,4510

0: T T 4 T T T T I i
760 7m0 m 774 778 T 780 78 784

76 miz

Sum Formula  Sigma miz Er[ppm] MeanErr[ppm] Err[mDa) rdb NRule &
C41HE6Na1012 0059 7734446 249 160 192 850 ok even

Sekil 7.21 a-hederin bilesignin HR-ESIMS spektrumu
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