T.C.
YIL.DIZ TEKNIiK UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

GYPSOPHILA ERIOCALYX ICEREN FITOTERAPOTIK
NANOPARTIKULLERIN HAZIRLANMASI VE OSTEOPOROZ
UZERINE ETKISININ IV VITROVE IN SILICOYONTEMLERLE
DEGERLENDIRILMESI

Sibel OZER

YUKSEK LISANS TEZI
Biyomiihendislik Anabilim Dali

Biyomiihendislik Programi

Danigsman

Dog. Dr. Yasemin BUDAMA-KILINC

Es Danisman
Doc. Dr. Serda KECEL-GUNDUZ

Temmuz, 2022



T.C.
YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

GYPSOPHILA ERIOCALYX ICEREN FITOTERAPOTIK
NANOPARTIKULLERIN HAZIRLANMASI VE OSTEOPOROZ UZERINE
ETKIiSININ IN VITRO VE IN SILICO YONTEMLERLE
DEGERLENDIRILMESI

Sibel OZER tarafindan hazirlanan tez calismasi 21.07.2022 tarihinde asagidaki
jiiri tarafindan Yildiz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyomiihendislik

Anabilim Dali, Biyomiihendislik Programi YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul

edilmistir.
Doc. Dr. Yasemin BUDAMA KILINC Doc. Dr. Serda KECEL GUNDUZ
Yildiz Teknik Universitesi Istanbul Universitesi
Danigsman Es-Danisman
Jiiri Uyeleri

Dog. Dr. Yasemin BUDAMA KILINC, Danisman

Yildiz Teknik Universitesi

Prof. Dr. Musa TURKER, Uye

Yildiz Teknik Universitesi

Prof. Dr. Murat KARTAL, Uye

Bezmialem Vakif Universitesi




Danismanim Dog¢. Dr. Yasemin BUDAMA KILINC sorumlulugunda tarafimca
hazirlanan “Gypsophila eriocalyx Iceren Fitoterapotik Nanopartikiillerin
Hazirlanmas: ve Osteoporoz Uzerine Etkisinin /n Vitro ve In Silico Yontemlerle
Degerlendirilmesi” baslikli calismada veri toplama ve veri kullaniminda gerekli
yasal izinleri aldigimi, diger kaynaklardan aldigim bilgileri ana metin ve
referanslarda eksiksiz gosterdigimi, arastirma verilerine ve sonuclarina iliskin
carpitma ve/veya sahtecilik yapmadigimi, calismam siiresince bilimsel arastirma
ve etik ilkelerine uygun davrandigimi beyan ederim. Beyanimin aksinin ispati

halinde her tiirlii yasal sonucu kabul ederim.

Sibel OZER



Bu calisma, Yildiz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatérliigiiniin FYL-2022-4845 numarali “Gypsophila eriocalyx Iceren
Fitoterapotik Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve Osteoporoz Uzerine Etkisinin Inn

vitro ve In silico Yontemlerle Degerlendirilmesi” isimli projesi ile desteklenmistir.



TESEKKUR

Tez calismasi siirecimde deneyimleri ve bilgisiyle bana yol gosteren, akademik
siirecimdeki en biiyiik idoliim, kiymetli danismanim Doc. Dr. Yasemin BUDAMA
KILINC’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Tez kapsaminda destegini benden

esirgemeyen Doc. Dr. Serda KECEL GUNDUZ’e tesekkiirlerimi sunarim.

Deneysel calismalarim ve yazim asamasinda bana yardimci ve destek olan
Uygulamali Nanoteknoloji ve Antikor Uretimi Laboratuvari bas asistani
doktorant Bahar GOK’e, bas asistan yardimcis1 doktorant Ozan Barig KURTUR’e
ve tiim laboratuvar calisami arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim. Kok hiicre
deneyleri kapsaminda desteklerini bizlerden esirgemeyen basta Prof. Dr.
Erciiment OVALI ’ya, Muhammer ELEK’e ve tiim Acibadem Labcell calisanlarina

tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatimin her aninda bana destek olan, her zaman yanimda olduklarini bildigim
ve beni her kararimda destekleyen babam Seyfi OZER ve annem Reyhan OZER

basta olmak iizere kardesim Sila Ozer’e ve tiim OZER ailesine minnettarim.

Galismanin iceriginin belirlenmesi ve tedarikler noktasinda yardimci olan ve
siirecimi sekillendiren Erkan KAYMAK ve Gonil KAYMAKa tesekkiirlerimi
sunarim. Sevginin tanimini anlamami saglayan, hatirasiyla hep yanimda

oldugunu bildigim kardesim Abdullah KAYMAK’a minnettarim.

Son olarak siirecimin basindan son anina dek yanimda olan, beni cesaretlendiren
ve akademik kariyerimin kaygilarini silip atan, sevgisiyle tim bosluklarimi
dolduran ve karanliklarimi aydinlatan, sabrina ve hayat penceresine hayran
oldugum yoldasim, hayat arkadasim Sadik Bedirhan KAYMAK’a caligmami ve

tlim siirecimi ithaf ediyorum.

Sibel OZER



ICINDEKILER

SIMGE LISTESI viii
KISALTMA LISTES] ix
SEKIL LISTESI X
TABLO LISTESI xii
OZET xiii
ABSTRACT XV
1 GIRIS 1
1.1 Literatlit OZ€ti..cuveveeveeeereereerereerereteeseeeeseeteeteseesesereeseeseseeseseseeseseseeseseseens 1
1.2 T@ZIM AITNACT veeuuuieeeieeeiiiiiiiieeeeeeeeeettttaaeeeeeeeeeettasaanaeaeeeeeeeeeesnnnaenaeeeaeeeeenes 3
1.3 HIPOTEZ..ceeeeeiiiieee ettt ettt e e e e e e et ittt e ee e e e e e e eeeteanaaaeeeeeeeeeeennns 3

2 GENEL BILGILER 5
2.1 T1Dbi BitKiler ...eeeieiiiiiiiieiie ettt 5
2.1.1 GYPSOPAIIA EITOCALYX ... e 7
2.1.2 FitOterapOtiKIOT ....uuuei s 14

2.2 OSTEOPOTOZ ..uiieeiiiiiiiiieeeeeeeetttitiee e e e e et ettt e s e eeeetaabasae e e s seeeasasassanaes 15
2.2.1 Osteoblast ve Osteoklast Hiicreler (Kemik Hiicreleri)......ccoeevuevennneen.. 17

RS BN =Y a Vo) o=V a1 1 1< SRR 20
2.3.1 Kitosan NanopartiKGlleri .......coceeeeeeeieieiiiieeic e 22

2.4 In SiliCO ANALIZIET .....ccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeseseeeeeeee 27
2.4.1 Ila¢ Tasariminda Molekiiler YerleStirme ...........ccooevvereeveeereeveneereenene. 30

3 MATERYAL VE METOT 32
3.1 Deney Kapsaminda Kullanilan Malzemeler ve Ekipmanlar ...................... 32
IS0 I ALY/ =1 01 T <) U 32
3.1.2 Cihazlar ve Olgim YONtemMIETi.......c..c.evereeveeeerereereereereneereereeereeneneenes 33

IS I02 0] 1 (<) 1 o DS PP P PPPPR PPN 39
3.2.1 Gypsophila eriocalyXin TOPlaNMAS] .......eeeeeeeeeeiriiiiiieeeeeeeeeeereiaennnns 39
3.2.2 Gypsophila eriocalyxin Ekstraksiyon Islemine Hazirlanmasi.............. 41
3.2.3 Gypsophila eriocalyx Ekstraktt Eldesi ........ccccueveeeeeiiiiiniiiiiiiiceeeeennnn. 41

3.2.4 Gypsohila eriocalyx Ekstraktinin UV-Vis Spektrofotometre Analizi.... 42



3.2.5 Gypsophila eriocalyx Ekstrakt:1 Yiikli Kitosan Nanopartikiillerinin

HazirlanmasT...ceieeeeieeiieiiiiecetee et 43
3.2.6 GEE Iceren Kitosan Nanopartikiillerinin Zeta Sizer ile Analizi........... 43
3.2.7 ATR-FTIR ANaAliZIeT .....cceeiiiiiiiiiiiiiiieiie e 44
3.2.8 GEE Iceren Kitosan Nanopartikiillerinin Yiikleme Kapasitesi ve
Enkapsiilasyon Veriminin Hesaplanmasi .........ccceeeeeeerreiiiiieiiiieienne 44
3.2.9 GEE Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerinin /n Vitro Salim Analizi .......... 45
3.2.10 MTT ANAlIZIOTT «..eeeveieeieiiiiee ittt 46
3.2.11 In Silico CaliSMAlAT .......uuuei e 47
4 DENEY SONUCLARI 50
4.1 Nanopartikiillerin Karakterizasyon Sonuclari ..........cccceeeeeeeeiecciciccncccnnnnn. 50
4.1.1 Kitosan Nanopartikiillerinin Partikiil Boyutu, PdI ve Zeta Potansiyel
ANALIZI.c.eeiieiiiiieee ettt e e e e 50
4.1.2 ATR Analizi SONUCIATT .....cceeiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 52
4.1.3 GEE Yiikli Kitosan Nanopartikiillerinin Yiikleme Kapasitesinin ve
Enkapsiilasyon Veriminin Hesaplanmasi .........ccceeeeeeeereriiiiiiiiiiiienns 52
4.1.4 GEE Yiikli Kitosan Nanopartikiillerinin /n Vitro Salim Analizi Sonuclari
.................................................................................................................. 54
4.1.5 MTT Analizleri Sonuclari..........ccccceeeviiiiiiiiiiii, 54
4.1.6 In Silico Analiz SONUCIATT ...cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 56
5 SONUC VE ONERILER 67
KAYNAKCA 80
TEZDEN URETILMIS YAYINLAR 92

vii



SIMGE LiSTESI

I+

°C

Cl
Hg
uL
pum
mg
mL
Nm
cm
Na

%

Arti-eksi
Dakikadaki Devir Sayisi
Derece Celsius
Gram

Karbon

Klor
Mikrogram
Mikrolitre
Mikrometre
Miligram
Mililitre
Nanometre
Santimetre
Sodyum

Yizde

viii



KISALTMA LISTESI

ADME
CatK
Covid-19
DMEM

DMSO
EDTA
EMA
FBS
FDA
ISO
M-CSF
MTT
NF-kB
NIK
PDB
PdI
RANKL
RMSD
ROS5
SEM
TEM
TPP
UV-Vis
WHO

Emilim, Dagilim, Metabolizma ve Atilim
Cathepsin K
Kiiresel Koronaviriis Hastalig1 Salgini-2019

Dulbecco's Modified Eagle's Medium

Dimetil siilfoksit

Etilendiamintetraasetik asit

Avrupa Ila¢ Ajansi

Fetal Bovin Serum

Diinya Saglik Orgiitii

Uluslararasi Standartlar Organizasyonu

Makrofaj Koloni Uyarici Faktor
3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum Bromiir
Niikleer Faktor kappa B

Niikleer Faktor kappa B'yi Indiikleyen Kinaz

Protein Veri Bankasi

Polidispersite Indeksi

Niikleer Faktor kappa-B Ligandinin Reseptor Aktivatorii
Atomik Pozisyonlarin Ortalama Karekok Sapmasi

5’in Kurali

Taramali Elektron Mikroskobu

Gecirimli Elektron Mikroskobu

Tripolifosfat

Ultraviyole-Goriiniir Bolge

Uluslararasi Standartlar Organizasyonu

ix



SEKIL LISTESI

Sekil 2.1 Gypsophila eriocalyx gOTUNTULET ........eveeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeiecceeeeee e, 8
Sekil 2.2 Saponinlerin kimyasal Yapisi.......cccoevveeeiiniiiieeeniiiiieeeeieeeeeeieeee e 10
Sekil 2.3 Saponin trleri........eeeiiiiiiiiiiiiiiee e 11
Sekil 2.4 Rutin bilesiginin kimyasal yapist .......cccceeeeviieiiiniiiieiiiiiiieeeeieeeeae 13
Sekil 2.5 Rosmarinik asit 'in kimyasal yapist .......ccceeeeeeeeiiniiieeiiniiiieeeeieeenn. 14
Sekil 2.6 Osteoporoz siirecinde kemik yapisinin degigimi .........cccceeeeeeuuennneeeen. 16
Sekil 2.7 Kemigin yeniden sekillenme siirecinin sematik gosterimi .................. 19
Sekil 2.8 Nanomalzeme cesitlerinin sematik ve deneysel goriintiileri. .............. 21

Sekil 2.9 Kitinin deasetilasyonu sonrasi kitosan olusumunun sematik gosterimi

......................................................................................................................... 23
Sekil 2.10 Kitosanin avantajli 6zelliKleri ...........cceeevviirrriiiiiiiiieeriiiiriieeeeeeen, 23
Sekil 2.11 In silico yontemler ve alt baghklari......cccoccceeeiiniiiieiiniiiiiiiniieeee. 28
Sekil 3.1 Ohaus hassas terazisi ........ceeeeeveieeiiiiiiiieiiiieeeeeee e 33
Sekil 3.2 Dlab manyetik KarigtiriCiS1. .. e ueeeeeeriiieeeeeiiiteee e eeieee e eieee e 33
Sekil 3.3 Ohaus marka PH-MELre......ccooovuiieiiiiiiiiei ettt 34
Sekil 3.4 Hettich marka santrifiij ..........occveeeiiniiiieiiiiiiieeeeeeeeteee e 34
Sekil 3.5 Witeg marka su Danyosu .......ccoeeeeeuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieceeeeeeeeeeeeee 34
Sekil 3.6 Biobase marka liyofilizator........cceeuveeiiiiieeiiiiniiiiieeeeeeeeeeeeeeeeenn 35
Sekil 3.7 MalVern Zeta SQiZeT .........uuueieeeeivirriiiiiiiiieeeeeeeeeeiirteeeeeeeeesssaeeaeeeeees 35
Sekil 3.8 Shimadzu marka spektrofotometre ..........ccooeevviiiiieieeiieinrniiiiiieeeeen. 37
Sekil 3.9 Gypsophila eriocalyXin enine kesitinin sematik gosterimi.................. 40
Sekil 3.10 Gypsophila eriocalyx dekoksiyon islemi basamaklari........................ 42

Sekil 4.1 A) Bos kitosan nanopartikiilleri, B) GEE yiikli kitosan
nanopartikiillerine ait boyut ve PdI analiz sonuclari..................... 51

Sekil 4.2 A) Bos kitosan nanopartikiilleri ve B) GEE yikli kitosan

nanopartikiillerine ait zeta potansiyel analiz sonuclari ................. 51
Sekil 4.3 Numunelerin ATR-FTIR analizleri SonucU........ccccuvvveeeeeeerernsnennnnneennn. 52
Sekil 4.4 Gypsophila eriocalyx ekstraktinin kalibrasyon egrisi ...........cccvveeeeen... 53
Sekil 4.5 GEE yiikli kitosan nanopartikiillerinin 7z vitro salim grafigi .............. 54



Sekil 4.6 A) GEE'nin ve B) GEE yiiklii kitosan nanopartikiillerinin L929 hiicre
hatt1 tizerindeki canlilik Grafigi.........cccoeevuuuuuuuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaeeaens 55

Sekil 4.7 A) GEE ve B) GEE yiikli kitosan nanopartikiillerinin hBMC hiicre hatti
tizerindeki in vitro osteojenik proliferasyonu...............cccceeeeeeennnnn. 56

Sekil 4.8 A) Gypsogenin, B) Rutin ve C) Rosmarinik asitin CatK reseptoriine
baglanan aktif ligandlarin yapilari.........cccccceeeeeiieeiciiiiiiieeeeeienneinns 58

Sekil 4.9 A) Gypsogenin, B) Rutin ve C) Rosmarinik asit fitobilesenlerinin CatK
reseptorii ve ligandlarin aktif baglanma bolgesi etkilesimleri ........... 60

Sekil 4.10 A) Gypsogenin, B) Rutin ve C) Rosmarinik asit fitobilegenleri ve CatK

MD SiStem YaPIATT.ceeeeeeieiiiiiiiiiiiiiiieiiieieeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeereeeeee 61
Sekil 4.11 A) Gypsogenin, B) Rutin ve C) Rosmarinik asit fitobilesenleri ve CatK
MD sistemlerinin RMSD degerleri ..........uuuvveriiieeeeeeeeeeeeeeeeereereeeeeeenens 62
Sekil 4.12 Gypsogenin molekiiliiniin 50 ns CatK ile etkilesimi..............eeeeeenn... 63
Sekil 4.13 Rutin molekiiliiniin 50 ns boyunda CatK ile etkilesimi...................... 64

Sekil 4.14 Rosmarinik asit molekiiliiniin 50 ns boyunda CatK ile etkilesimi...... 65

xi



TABLO LISTESI

Tablo 1.1 Gypsophila tiirlerinin cesitli farmakolojik 6zellikleri............ccceeenneeeee. 3
Tablo 2.1 Gypsophila tiirlerinin Tiirkiye’de dagilimi.........cccoeevueeeiiiiiiieiennnnnee. 6
Tablo 2.2 Saponinler ve GzelliKleri.......ccouiuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeceeeece e, 12
Tablo 2.3 Kitosan nanopartikiillerinin hazirlanma metotlar1 ve 6zellikleri........ 25
Tablo 3.1 Deneyler kapsaminda kullanilan malzemeler.............ccccoeiiiiiennnnnaee. 32
Tablo 4.1 Zeta Sizer cihazi OI¢UM SONUCIATT.......uuuueeeieiiiiiiiiiiiiiiiiiieaaaiaaees 50
Tablo 4.2 Zeta Sizer cihazi OI¢UM SONUCIATT........uuueueeeeiiiiiiiiiiiiiiiieiieieiiaaeaeeaaens 51
Tablo 4.3 Osteojenik proliferasyon analiz sonuclari........cccceeeeeeeeeececeiecccieennnnne. 56

Tablo 4.4 CatK ve GEE ait fitobilesenlerinin molekiiler yerlestirme analiz
Y0118 (ol - 1 o SO 57

Tablo 4.5 Fitobilesenlerin teorik ADME 0OzelliKleri........cccceeeeeeiiiiiiiiiiiinnnnne. 66

xii



OZET

Gypsophila eriocalyx Iceren Fitoterap6tik Nanopartikiillerin
Hazirlanmasi ve Osteoporoz Uzerine Etkisinin In Vitro ve In

Silico Yontemlerle Degerlendirilmesi

Sibel OZER

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Do¢. Dr. Yasemin BUDAMA-KILINC

Es Danisman: Serda KECEL-GUNDUZ

Osteoporoz, osteoklastogenez sebebiyle kemik kiitlesinde yasanan azalma ile
kemikteki dokunun ve mikro-mimarinin bozulmasidir. Kemiklerin giiciini
kaybetmesi ve direncinin azalmasi sonucunda yasanacak basit bir darbe kemik
kiriklarina sebep olur. Osteoporoz tedavileri kemik yikimindan sorumlu
hiicrelerin aktivitelerini azaltmaya yonelik anti-rezorptif ilaclar ve anabolik
ajanlarin kullanimi ile sinirhdir. Klinik olarak kullanilan bu ilaclarin cogu
sistemik olarak uygulanir ve bu da iskelet disi dokularda yan etkilere neden
olabilir. Bu tiir dezavantajlar1 ortadan kaldirmak icin arastirmalar, yenilik¢i ve
alternatif tedaviler olusturmak amaciyla nanoformiilasyonlara yonelmistir.
Osteoporoz tedavi siireclerini iyilestirmek ve olasi yan etkileri 6nlemek icin
yenilik¢i yaklasimlardan birisi de tibbi bitki igerikli kontrollii ila¢ salim

sistemlerinin gelistirilmesidir.
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Tibbi bitkiler, ila¢ gelistirilmesinde dogrudan kullanilabilecek zengin icerik
kaynaklar1 olarak kabul edilirler. Bu baglamda Tiirkiye'de tanimlanmis 35 cinsi
bulunan Caryophyllaceae (Karanfilgiller) familyas: tiirleri de potansiyel tibbi
bitkilerdir. Bu familyanin 3. biiyiik cinsine ait olan Gypsophila eriocalyx Boiss.
endemik tiird, icerdigi fitokimyasallar sebebiyle, kimyasal kullaniminin yani sira
tibbi amacli kullanima da elverislidir. Gypsophila tiirleri saponin igerikleri ile
bilinirler ve saponinler antioksidan, anti-tiimor, antimikrobiyal, antienflamatuvar
gibi cesitli aktiviteler gosterirler. Bunlara ek olarak saponinlerin anti-osteoporoz
etkinlikleri de literatiirdeki cesitli saponin icerikli nanopartikiil ¢alismalariyla
ortaya konulmustur. Osteoporozda geleneksel tedavilerin olumsuz etkilerini
onlemek amaciyla bitkisel icerikli nanopartikiillerin gelistirilmesi, sistemik
toksisiteyi azaltmasi ve terapotik etkinligi iyilestirmesi sebebiyle alternatif bir
tedavi yontemidir. Bu dogrultuda calisma kapsaminda, Gypsophila eriocalyx
yiklii kitosan nanopartikiilleri sentezlenmis ve cesitli spektroskopik (UV-Vis
Spektroskopisi, Dinamik Isik Sacilmasi Spektroskopisi ve Fourier Dontistimlii
Kizilotesi ~ Spektroskopisi)  yontemler ile karakterizasyon calismalari
gerceklestirilmistir. Ayrica Gypsophila eriocalyx  yukli kitosan
nanopartikiillerinin sitotoksik etkisinin olup olmadigi, 1L.929 hiicre hattinda MTT
testi ile degerlendirilmistir. Osteojenik proliferasyon analizleri, insan kemik iligi
kok hiicreleri (hBMC) tizerinde MTT testi ile gerceklestirilmistir. Son olarak,
Gypsophila eriocalyx yiikli kitosan nanopartikiillerinin molekiiler seviyede anti-
osteoporoz etkinligi, molekiiler yerlestirme ve molekiiler dinamik simiilasyon
yontemleri araciligiyla incelenerek ortaya konulmustur. Elde edilen in vitro ve in
silico sonuclar dogrultusunda Gypsophila eriocalyxXin anti-osteoporotik etkisinin
oldugu ve tedavi siireclerinde takviye olarak kullanilabilecegi kanaatine
varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Osteoporoz, Gypsophila eriocalyx, saponin, nanopartikiil,
kitosan
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ABSTRACT

Synthesis of Phytotherapeutic Gypsophila eriocalyx
Nanoparticles and Evaluation of the Effect on Osteoporosis
by In Vitro and In Silico Methods

Sibel OZER

Department of Bioengineering

Master of Science Thesis

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Yasemin BUDAMA-KILINC

Co-supervisor: Assoc. Prof. Dr. Serda KECEL-GUNDUZ

Osteoporosis is the deterioration of bone tissue and micro-architecture with a
decrease in bone mass due to osteoclastogenesis. A simple blow to the bones will
cause bone fractures because of low strength and a decrease in their resistance.
Osteoporosis treatments are limited to the use of anti-resorptive drugs and
anabolic agents to reduce the activities of cells responsible for bone resorption.
Most of these clinically used drugs are administered systemically, which may
cause side effects in non-skeletal tissues. To eliminate such disadvantages,
research has turned to nanoformulations to create innovative and alternative
treatments. One of the innovative approaches to improve osteoporosis treatment
processes and prevent possible side effects is the development of controlled drug
release systems containing medicinal plants. Medicinal plants are considered rich

sources of content that can be used directly in drug development.
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Within this scope, Caryophyllaceae (Carnations) family species, which have
thirty-five genera defined in Turkey, are potential medicinal plants. Gypsophila
eriocalyx Boiss. is an endemic species, which belongs to the third largest genus
of this family, is suitable for medical use as well as chemical use due to the
phytochemicals that it contains. Gypsophila species are known for their saponin
content, and saponins show various activities such as antioxidant, anti-tumor,
antimicrobial, and anti-inflammatory. In addition, the anti-osteoporosis content
of saponins has been demonstrated by various saponin-containing nanoparticle
studies in the literature. Developing medicinal plant extract containing
nanoparticles in osteoporosis to prevent the negative aspects of traditional
treatments is an alternative treatment method because it reduces systemic
toxicity and improves therapeutic efficacy. In this direction, within the scope of
the study, chitosan nanoparticles loaded with Gypsophila eriocalyx were
synthesized and characterization studies were conducted with various
spectroscopic (UV-Vis Spectroscopy, Dynamic Light Scattering Spectroscopy, and
Fourier-transform Infrared Spectroscopy) methods. In addition, the cytotoxic
effect of chitosan nanoparticles loaded with Gypsophila eriocalyx was evaluated
by the MTT test in the L929 cell line. Osteogenic proliferation assays were
performed by MTT assay on human bone marrow stem cells (hBMC). Finally, the
anti-osteoporosis activity of Gypsophila eriocalyx-loaded chitosan nanoparticles
at the molecular level was demonstrated through molecular docking and
molecular dynamics simulation methods. In line with the 7in vitro and in silico
results obtained, it was concluded that Gypsophila eriocalyx has an anti-
osteoporotic effect and can be used as a supplement in the osteoporosis

freatment processes.

Keywords: Osteoporosis, Gypsophila eriocalyx, saponins, nanoparticles, chitosan
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Nano-biyoiiriinlerin ¢ekirdegini olusturan ve genis bir {irtin smnifi olan
nanopartikiiller, nanoteknoloji alaninda gelistirilen en 6nemli sistemlerden bir
tanesidir. Nanopartikiiller, hidrofilik veya hidrofobik bir bileseni, 10-100 nm
civarinda degisen mikron alt1 partikiil boyutunda iletebilen sistemlerdir. Yapisal
olarak nanopartikiiller, kapsiillenmis bilesenleri kimyasal ve enzimatik
bozulmadan korurlar. Nanopartikiillerin en biiyiik avantajlarindan bir tanesi de
ylizey alanlarinin genis olmasidir [1]. Sahip oldugu bu 6zellik sebebiyle

nanopartikiil icerisindeki bilesenler daha kolay ¢oztinmektedir.

Diger malzeme sistemleri ile kiyaslandiginda nanopartikiiller, genisletilmis yilizey
alanlari, biyoyararlanimlari, kontrollii iletimi saglamalar1 ve yiiksek stabiliteleri
sebebiyle ilag¢ gelistirilmesi ve ilaclarin kontrollii salimi, as1 ¢aligmalari, otomotiv,

kozmetik, tarim gibi cok cesitli alanlarda kullanilmaktadirlar [2].

Son yiizyilin odak konularindan biri haline gelen nanopartikiillerin tretimi;
kimyasal, fiziksel ve biyolojik yoOntemler olmak {izere {i¢ bashk altinda
toplanmistir. Lazer ablasyon gibi fiziksel yontemler ¢ok enerji tiiketmesi ve
radyasyon yaymasi sebebiyle nanopartikiil {iretiminde kimyasal ve biyolojik

yontemler fiziksel yontemlere oranla daha siklikla tercih edilirler [3].

Insan viicudunda destek saglayan ve sekil olusturmaya yardimci olan iskelet
yapis1 kemiklerden olusur. Kemik, kat1 bir cerceveye entegre edilmis metabolik
olarak aktif hiicrelerden olusan dinamik bir canli dokudur. Kemigin ana
bilesenleri organik bir matris ve karmasik bir kristal tuzdur [4]. Sert mineral ile
kaplanmis yumusak kolajenin kombinasyonu, esnek ancak strese dayanikli bir

yapi olusturur.



Kemikler yetigkinlikten itibaren olustugu sekilde kalmazlar. Yetiskin iskeletinde
her yil kemigin %5-10'u yeniden sekillenir [5]. Saglikli bireylerde dogumdan
itibaren 20’li yaslara dek kemik gelisimi devam eder. Bu donemden sonra kemik

yapim ve yikimi ayni seviyeye gelerek esitlenir [6].

Halk arasinda kemik erimesi olarak da bilinen osteoporoz kemik kiitlesinde
yasanan azalma ile kemikteki dokunun yogunlugunu kaybetmesidir. Osteoporoz

sebebiyle kemik giiciinde azalma ve kirilma riskinde artig goriilebilir.

Insan hayatinin erken evrelerinde belirtisiz ilerleyen osteoporoz, yas alinmasi ile
kemiklerde olusan hasarlar sonucunda ortaya cikmaktadir [7]. Istatistiksel
olarak 45 yas iizerindeki kisilerde ve kadinlarda daha fazla goriilmektedir.
Osteoporoz insanlarda en sik goriilen kemik hastaligidir ve kisisel endiselerin
yani sira 6nemli bir halk sagligi sorunudur [8]. Sessiz epidemi olarak da
adlandirilan osteoporoz diinya capinda genis Kkitlelerce arastirilmakta ve

alternatif tedavi yontemleri olusturulmaya calisilmaktadir.

Osteoporozun kesin bir tedavisi bulunmamasiyla birlikte hazirdaki tedavi
siirecleri sentetik ila¢ kullanimlar1 ve takviyeler ile sinirlidir. Endise verici yan
etkileri sebebiyle hastaliklarin tedavilerinde kullanilan sentetik ilaglar yerini
global capta bitkisel terapotiklere birakmistir. Son yillarda, 6zellikle COVID-19
pandemi donemiyle birlikte bitkisel terapotikler iizerine yapilan calismalar ivme

kazanmistir [9].

Zengin bitkisel icerikleriyle bilinen Caryophyllaceae familyasina ait endemik bir
tlir olan Gypsophila eriocalyx, yapisinda biiyiik oranda triterpenik saponin ve

cesitli flavonoidler barindirmaktadir [10].

Literatiirdeki calismalarda Gypsophila cinsinin farkl tiirlerindeki iceriklerinin
cesitli farmakolojik etkileri literatiirde bildirilmistir. Literatiir 6zeti Tablo 1.1’de

verilmistir.



Tablo 1.1 Gypsophila tiirlerinin cesitli farmakolojik 6zellikleri

Tiir Farmakolojik Ozelligi Referans
G. paniculata e Antidiyabetik [11], [12]
e Anti-timor
G. pilulifera e Antikanser [13]
G. trichotoma e Hepatoprotektif [14]
e Antioksidan
G. arrostii e Antimikrobiyal [15]
e Antikanser
G. elegans e Anti-timor [16], [17]
e Transfeksiyon
arttirici
G. capillaris e Anti-fungal [18]

Saponin icerikli bitkilerde anti-osteoporoz etki de literatiirde bildirilmistir.
Cemen otunda bulunan steroidal saponinlerin, osteoporoza sebep olan osteoklast
hiicrelerinin cogalmasini ve farklilasmasini saglayan proteinler iizerinde inhibitor
davranislar1 oldugu raporlanmistir [19]. Baska bir calismada Cimicifuga
racemosddan elde edilen triterpenik saponinlerin anti-osteoporoz etkileri in vivo
deneyler ile raporlanmistir [20]. Ancak su ana kadar saponin icerigi bilinen
Gypsophila eriocalyx ile nanopartikiil dozaj formunda yapilan bir calisma

bulunmamaktadir.

1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasinin amaci, tedavi seceneklerini cogaltmak ve yenilikci
yaklasimlar iiretmek amaciyla, literatiirde cesitli farmakolojik etkileri bildirilen
Gypsophila cinsine ait endemik bir tlir olan Gypsophila eriocalyx ekstrakt1 iceren
kitosan nanopartikiillerinin sentezlenmesi, karakterizasyonunun yapilmasi, in

vitro giivenirlik ve osteoporoza yonelik etkinliklerinin incelenmesidir.

1.3 Hipotez

Tibbi bitkilerin anti-osteoporoz etkinliklerinin, tedavilere yonelik calismalari

literatiirde mevcuttur. Hastalik cogunlukla 50 yas iistlii bireylerde goriiliir ve



herhangi bir kirtk olusmadan belirti gostermedigi icin erken teshis edilmesi
olduk¢ca  zordur.  Osteoporoz  tedavisine  yonelik  fitokimyasallarin
kullanilmasindaki temel mekanizma, hedef molekiil, hiicre ya da bilesenin
inhibisyonuna dayanir. Takviyelerdeki temel tedavi mekanizmasi ise hedeflerin
inhibisyonuyla birlikte {riiniin kemik yapisina katilmasi veya kan akisini
hizlandirarak emilimi arttirmasidir. Sonuc olarak, tedavilerde ek bir iiriin olacak
sekilde takviyelerin kullanilmasi hem siireyi azaltacak hem de maliyet acisindan
biiyiik bir fayda saglayacaktir. Bilimsel ve ekonomik temellere dayandirilmis olan
tibbi bitkilerden elde edilen 6zlerin hastaliklarin tedavilerinde kullanilmasi

konusu, son yillarda ivme kazanmustir.

Literatiirde su ana kadar osteoporoz problemini 6nlenmesi/geciktirilmesi icin
Gypsophila eriocalyx yiikli kitosan nanopartikiil dozaj sistemine sahip bir
takviye  iirtin  gelistirilmemistir. = Calisma  kapsaminda  sentezlenecek
nanopartikiillerin osteoporoz tedavisinde potansiyel bir takviye olacagi

ongorilmektedir.

Tez calismasinin nihai c¢iktisinin, osteoporoz probleminin ¢oziimii i¢in diisiik
toksisiteye sahip, maksimum verimli bir nano-boyutlu takviye iiriiniin

gelistiriimesinde aday formiilasyon olmasi hedeflenmektedir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Tibbi Bitkiler

Tibbi bitki kavrami bitkibilimde kullanilan cesitli tiirlerin toplam bir ifadesi
niteligindedir. Bitkilerin tibbi amac icin kullanilmasi ve incelenmesi de bu
tanimlamanin icerisinde yer almaktadir. Tibbi bitkiler, ila¢ gelistirilmesinde
farmakopede yer alan veya almayan, sentetik ilaclarda kullanilabilecek zengin
icerik kaynaklar olarak kabul edilirler. Bunun bir parcasi olarak, bu bitkiler tiim
diinyadaki insan kiiltiirlerinin gelismesinde de kritik bir rol oynamaktadir. Sifali
otlar veya bitkilerin, énemli bir terapotik veya tedavi edici yardimci madde

kaynagi oldugu bilinmektedir [21].

Diinya Saglik Orgiitii'ne (WHO) gére, bitkisel tibbin tanimu, sifali otlar, bitkisel
icerikler, bitkisel formiilasyonlar ve esas olarak bitkinin parcalarindan veya
bitkilerinden izole edilen terapétik olarak aktif fito-bilesenlerden olusan
fabrikasyonlarin bitki 6zlerini iceren ila¢ uygulamasinda kullanilmasidir. Genel
olarak, bu bitkisel bilesenler kokler, govdeler, yapraklar, cicekler, tohumlar veya

yan iriinler dahil olmak tizere bitki kisimlarindan izole edilirler [22].

Tibbi bitkiler, global capta hastaliklarin tedavi siireclerinde siklikla tercih
edilmektedirler. Bu kapsam tibbi bitkilerin yalnizca hastaliklarin tedavisi i¢in
degil, ayn1 zamanda saglik kosullarin korunmasi icin potansiyel bir malzeme
olarak kullanilmasini da icermektedir. Diinya niifusunun {cte ikisi, birinci
basamak saglik hizmetleri icin bitkisel ilaglara bagimlidirlar. Bunun nedenleri,
daha genis kitlelerce kabul gormesi, insan viicudu ile daha iyi uyumluluklar ve

daha az yan etki olusturmalaridir [23].

Tiirkiye hem cografi konumu hem de bitki cesitliligi acisindan dikkat ceken
lilkelerden bir tanesidir. Giiniimiize dek tanimlanmis 11.707 tane bitki tiirii

bulunan Tiirkiye’de, bu bitki tiirlerinin 3649 tanesi endemiktir.



Bu flora zenginliginin sebeplerinden bazilar1 farkli iklimleri barindirmasi,
jeomorfolojik ve jeolojik yapilar, habitat tipleri acisindan cesitlilik seklinde

siralanabilir [24].

Caryophyllaceae (Karanfilgiller), bir ve cok yillik otsu, cali benzeri bitkileri
kapsar. Morfolojik olarak yapraklari ¢cogunlukla karsilikli, bazen sirali ve seritli
yapidadir. Govdelerinde tohumcugun gelistigi nodyumlar bulunur. Cicek
yapilarinda c¢ogunlukla iki esey gozlenir. Karanfilgiller familyasindaki son
molekiiler filogeni calismalari, 39 aile ve 749 cins icerdigini bildirmektedir.
Kuzey ve Giliney yarim kiirede, iliman bolgelerde ve tropikal daglarda siklikla

goriiliirler. Familyanin gen orijini olarak Akdeniz bolgesi diisiiniilmektedir [25].

Ulkemizde de Caryophyllaceae familyasina ait 35 cins ve 470 civarinda tiir
yetismektedir. En cok bilinen tiirleri; kasik otu, ¢6ven, karanfil otu, sabun otu ve
karamuktur. Bu familyanin Tiirkiye’deki 3 biiyiik cinsleri, Silene (131 tiir),
Dianthus (69 tir) ve Gypsophila (50 tiir) olarak siralanabilir. Gypsophila cinsi
tilkemizde dogal yayilis gosterir ve tiirlerinin yarisindan fazlasi endemiktir.

Gypsophila tiirlerinin iilkemizdeki dagilimi1 Tablo 2.1’de verilmistir [26].

Tablo 2.1 Gypsophila tiirlerinin Tiirkiye’de dagilimi

Tiir Yetistigi Yer
Gypsophila arrostii Beysehir, Konya (Orta Anadolu)
Gypsophila bicolor Van (Dogu Anadolu)
Gypsophila eriocalyx Corum, Yozgat (Orta Anadolu)
Gypsophila graminifolia Baskale, Van (Dogu Anadolu)
Gypsophila perfoliata Nigde, Konya, Isparta (Orta Anadolu)
Gypsophila venusta Konya (Orta ve Dogu Anadolu)



2.1.1 Gypsophila eriocalyx

“Gypsophila’ tirleri adimi jipsli ortamlara uyum saglamasi o6zelliginden
almaktadir. Ozellikle Orta Anadolu’da jipsli olarak bilinen kalsiyum icerigince
zengin topraklarda yetisirler. Tiirler halk arasinda “Céven”, “Cogen”, “Helva
kokii” gibi farkl isimlerle de anilmaktadir. Farkli tiirleri gida, kozmetik, temizlik

tirtinleri gibi gesitli endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir [27].

Cogunlukla Gypsophila taksonlar1 icerdikleri saponin maddesi ile bilinirler.
Saponinler kopilirme o6zellikleri sebebiyle deterjan, sabun, yangin sondiiriicii
tiretiminde kullanilmaktadir. Tiirlerin, bunlara ek olarak saponin icerigi

dolayistyla ila¢ yapimi ve agartici olarak kullanildiklar: da belirtilmistir [28].

Pek cok bitki icerdigi fitokimyasallar sebebiyle hastaliklarin potansiyel
tedavisinde kullanilmakta ve hali hazirda arastirilmaktadir. Gypsophila cinsine
ait olan Gypsophila eriocalyx endemik tiiri de zengin fitokimyasal icerigi

sebebiyle farmakolojik agidan biiyiik bir potansiyel barindirmaktadir.

Halk arasinda “Corum Co6veni” olarak da adlandirilan Gypsophila eriocalyx ’in

siniflandirilmasi su sekildedir [29],

=

Alem, Plantae

Alt alem, Tracheobionta
Bo6liim, Magnoliophyta
Sinif, Magnoliopsida
Altsinif, Caryophyllidae
Takim, Caryophyllales
Familya, Caryophyllaceae
Cins, Gypsophila

- F + £ + + & #

Tiir, Gypsophila eriocalyx

Gypsophila eriocalyx cok yillik olup, kokii 20-30 cm araliginda kazik seklindedir.
Dallanmasi tabandan dik bir sekildedir. Bitki topraktan ¢ikarildiginda kokii esnek

yapida olmasina ragmen kurutuldugunda parcalanmasi oldukca zordur.



Govde kismi 1 metreyi bulan bitkinin ciceklenme doénemi haziran ve temmuz
aylandir. Bitki cicekleri oldukeca kiiciiktiir ve petallar1 beyaz renklidir (Sekil 2.1)
[30].

Sekil 2.1 Gypsophila eriocalyx goriintileri

A) Gypsophila eriocalyx’in erken ciceklenme donemi goriintiisii, B) Bitkinin cicek
ve petallarinin gorintiisti, C) Bitkinin otsu goriintiist [31]

2.1.1.1 Gypsophila eriocalyx Sekonder Metabolitleri

Bitkiler, yasamsal faaliyetlerinde bir dizi biyolojik aktivite sergileyen cesitli
organik bilesikler sentezlerler. Bu bilesikler, kullanim amaglarina goére primer ve
sekonder olarak siniflandirilirlar. Primer metabolitler bitkilerin hayatta kalmasi
icin gerekli olan fotosentez, solunum, gelisme ve iireme gibi anabolik ve
katabolik olaylara dogrudan katilirlar. Primer metabolitlere 6rnek olarak organik

asitler, vitaminler ve lipitler verilebilir [32].

Sekonder metabolitler ise evrimsel siirecte, bitkilerin cevre kosullarina direnmek
veya tozlagsmayi arttirmak amaciyla cesitli biyotik ve abiyotik streslere maruz
kalmas1 sonucunda genetik kazanimlar ile ortaya c¢ikmis bilesiklerdir. Bu
bilesikler bitki dokusunda veya organinda bitkiye 6zgli biyosentetik yollarla

sentezlenirler.



Bitki sekonder metabolitlerinin genel fonksiyonlari su sekilde siralanabilir,

e Bitkiyi patojen saldirilarina karsi korumak,

e Bitkiler arasi rekabet giiclerini arttirmak,

e Tozlagsmada gorev almak,

e Bitkiyi cevresel faktorlerin degisimi sonucunda ortaya cikacak stres
faktorlerine kars1 korumak,

o Allelopatik olarak gorev almak,

e Bocekler ile simbiyotik iligkileri desteklemek,

e Hiicresel diizeyde biiyiime, gen ekspresyonlari ve transformasyon

mekanizmalarinda gorev almak.

Bitki sekonder metabolitleri, biyosentez yollarina gore 3 ana baslik altinda

toplanabilir. Bunlar,

i.  Flavonoidler ve fenolik/polifenolik bilesikler,
ii.  Terpenoidler ve

iii.  Nitrojen icerikli alkaloidler ve siilfiir bilesikleridir [33].

Gypsophila tiirlerinin ana bileseni olan saponinler, sekonder metabolit

gruplarinda kimyasal yapisina gore terpenoid olarak degerlendirilirler.

Literatiirde Gypsophila eriocalyx ‘in sulu cozeltilerinde yapilan calismalar
sonucunda, Gypsophila tiirlerinde ana bilesen olarak bilinen saponin maddesine
ek olarak quercetin 3-rutinoside (0.4384 ng/g extract) ve rosmarinik asit

(0.4360 pg/g extract) bilesenleri bildirilmistir [34].

2.1.1.2 Saponinler
Saponinler 27 veya 30 karbonlu, yiiksek molekiiler agirlikli, aglikon cekirdegine
ve sirasiyla en az 6 veya 12 karbon atomu iceren bir veya daha fazla seker

parcasina sahip, dogal olarak olusan biyoorganik molekiillerdir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Saponinlerin kimyasal yapis1 [35]

Saponinlerin karbonhidrat iceren kismi suda c¢oOziiniirken, sapogenin olarak
adlandirilan aglikon ve sakkarit olmayan kisimlar1 yagda c¢oziiniir ve bu sebeple
ylzey aktif Ozelliklere sahiptir. Isil islemlere karsi oldukca dayanikli olan
saponinlerin biyolojik aktivitelerinde sicakligi bagh azalma goriilmez. Bitkiler

alemi saponin igerigi acisindan oldukca zengindir.

Literatiirde 100’den fazla familyada saponin iceren bitkiler bildirilmistir.
Bitkilerdeki saponin miktarlar1 ve cesitleri bitki fizyolojisinin yan1 sira cografi ve
cevresel kosullara da bagl olarak degisir. Saponinler cogunlukla bitki kokleri ve

tohumlarda bulunurlar [36].

Yapisal olarak saponinler, halkalarina bagl olarak triterpenik (30C) ve steroidal
(27C) olmak tizere 2 cesittir. Triterpenik saponinler pentasiklik yap: sergilerken,
steroidal saponinler hekzasiklik yapidadirlar. Steroidal saponinler cogunlukla tek
ceneklilerde (Liliaceae ve Dioscoreaceae gibi), triterpenik saponinler ise iki
ceneklilerde (Araliaceae ve Caryophyllaceae gibi) goriiliir. Saponinler arasindaki
cesitlilige -OH, -COOH, -CH; gibi sapogenin fonksiyonel gruplar1 sebep

olmaktadir.
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Caryophyllaceae familyasinda goriilen saponinlerin sapogenin kismi ¢ogunlukla

gypsogenin, gypsogenic asit veya kuillaik asit icerirler [37].

Literatiirde bildirilen veriler dikkate alindiginda familyaya ait saponinlerin
%46’s1 gypsogenin, %331 kuillaik asit ve %31’i gypsogenic asit olarak
ozetlenebilir (Sekil 2.3). Ozellikle Gypsophila cinsinin tiirlerinde gypsogenin,
%75 oraniyla yapilarinda en fazla bulunan bilesendir [38]. Gypsogenin, 3
konumunda bir beta-hidroksil grubu ve 23 konumunda bir okso grubu ile
siibstitiie edilmis olean-12-en-28-oik asit olan bir sapogenindir. Pentasiklik bir

triterpenoid, aldehit ve monokarboksilik asittir. Oleanolik asitten elde edilirler.

NP \//BOH
z R2
N

R1
R, R,
Gypsogenin -CHO -H
Gypsogenic acid -COOH -H
Quillaic acid -CHO -OH

Sekil 2.3 Saponin tiirleri [39]

Cesitli bitkilerden elde edilen farkli tiirlerdeki saponinler farmakolojik
ozelliklerine gore medikal ajanlar olarak kullanilirlar. Gec¢miste toksik olarak
goriilen saponinlerin tiilketiminin sakincali oldugu diisiiniilse de yapilan
calismalar neticesinde biiyiik oranda pozitif etkilerinin oldugu ve sadece bazi
tlirlerinin toksik olabilecegi ortaya konulmustur. Yiiksek oranda saponin icerigi
besinlere aci bir tat verdiginden oran sinirlamasi ila¢ gelistirmede ve gida

sektoriinde belirleyici faktorlerden en 6nemlisidir.
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Literatiirde antibakteriyel, anti-tiimor, antioksidan gibi cesitli 6zellikleri yapilan

calismalar ile ortaya konulmustur. Literatiir 6zeti Tablo 2.2’de sunulmustur.

Tablo 2.2 Saponinler ve 6zellikleri

Tibbi Bitki Saponin Terapotik Kullanimi Referans
Trillium govanianum | Steroidal saponin ~ Ureme ve adet [40]
bozukluklar
Chlorophytum | Triterpenoid ve Anti-diyabet ve [41]

borivilianum | Steroidal saponin afrodizyak ajan

Asparagus racemosus | Steroidal saponin  Antioksidan ve [42]

antibakteriyel

Eleutherococcus | Triterpenik saponin Romatizma ve ortopedik [43]

senticosus rahatsizliklar

Paris polyphylia | Steroidal saponin Bocek ve yilan zehirleri  [44]

icin panzehir

2.1.1.3 Rutin (Quercetin)
Quercetin-3-O-rutinoside ve P vitamini olarak da bilinen rutin tibbi bitkilerde
siklikla goriilen bir flavonoid glikozittir. Bitki Oziitlerinden elde edilen rutin;

elma, narenciye, ¢ay ve karabugday bitkilerinin baslica biyoaktif bilesenidir.

Kimyasal olarak 2-(3,4-dihidroksifenil)-5,7-dihidroksi-3-[a-l-rhamnopiranosil-
(1—6)-B-d-glukopiranoziloksi]-4H-kromen-4-one seklinde adlandirilmaktadir.
610.521 g/mol molar kiitleye sahip rutin ekstrakt edildiginde sar1 renkli toz
seklindedir. Suda nispeten daha az c¢oOzilinlirken piridinde daha kolay
coziinmektedir. pKa degeri 6.17 olan rutin yaklasik 125 °C'de erimektedir [45].
Yapisal olarak flavonol kersetin ve disakkarit rutinoz'un birlesimi seklindedir

(Sekil 2.4). Rutinin biyosentezi fenilalanin ile baglamaktadir.
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Sekil 2.4 Rutin bilesiginin kimyasal yapis1 [46]

Rutinin varis, hemoroit ve i¢ kanama gibi cesitli hastalik durumlarini tedavi

edebilecek potansiyeli barindirmasi literatiirde bildirilmistir [47].

Bitki sekonder metabolitlerinin c¢ogunlugu gibi rutin de giiclii antioksidan
aktiviteye sahiptir [48]. Ek olarak, cok sayida calisma rutinin antibakteriyel [49],
anti-diyabetik [50], anti-kanser [51] gibi cesitli farmakolojik 6zelliklerini ortaya
koymustur. Rutinin Onemli bir dezavantaji olan suda az c¢oziinirligi,
yapisindaki seker molekiiliine karboksilat gibi fonksiyonel gruplar eklenmesiyle

arttirilabilmektedir [52].

2.1.1.4 Rosmarinik asit

Rosmarinik asit (ao-caffeoyl-3,4-dihidroksifenil laktik asit) pek cok bitkide
bulunan ve suda coziinen bir fenolik bilesik ve kafeik asit esteridir. Yapisal
olarak polifenol olan rosmarinik asit; kekik otu, biberiye ve adagayinin ana
bilesenidir (Sekil 2.5). Antioksidan aktivitesi ¢ok yiiksek olan rosmarinik asit
Japonya’da taze deniz iiriinlerinde raf Omriinti uzatmak amaciyla gida korumasi

ve paketlemede kullanilmaktadir [53].
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Sekil 2.5 Rosmarinik asit in kimyasal yapisi [54]

Rosmarinik asit, antioksidan [55], anti-inflamasyon [56], néroproteksiyon [57]
ve kardiyoproteksiyon [58] gibi terapotik ozellikleri sebebiyle medikal ve gida

uygulamalarinda biiytiik bir potansiyele sahiptir.

2.1.2 Fitoterapotikler

Fitoterapi, bitki kisimlarinin dogrudan ya da farkli kisimlarin bir kombinasyonu
olacak sekilde hazirlanmis, hastaliklar iyilestirici, tedavi edici ve onleyici olarak
gerceklestirilen bir tedavi yontemidir. Kanita dayalidir, rasyoneldir, allopatiktir
ve siire¢ esnasinda hangi etken madde gruplarinin direkt ya da dolayli olarak

sorumlu oldugu bilinmektedir.

Fitoterapotikler bitkilerde farkli islevleri yerine getiren toksinlerin, feromonlarin,
fitoaleksinlein ve allelokimyasallarin bir biitiiniidiir. Fitoterapide kullanilan ‘fito-
ilaclar’ fitoterapotikler adin1 almaktadir [59]. Diinya Saglik Orgﬁtﬂ’ne (WHO)
gore, diinya niifusunun %80’i tedavilerinde ilk basamak olarak bitki 6zlerini ve

geleneksel tibb1 kullanmaktadir [60].

Son yillarda gelistirilen bitkisel fitoterapotik yapili driinler bitkisel destekler
olarak adlandirilmaktadir ve formiilasyonlardan iiretim siireclerine kadar olan
tim adimlar FDA tarafindan kontrol edilmektedir. Fitoterapotikler kullanim
alanlarina bagh olarak verimlerini arttirmak ve daha etkili hale getirmek icin

biyomalzemeler ile birlestirilirler.
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2.2 Osteoporoz

Kemik cogunlukla kolajen icerikli, canli ve biiyliyen bir dokudur. Kolajen
kemikte yumusaklig1 saglayan cerceve proteini gorevi goriirken, kalsiyum ve
fosfat icerikleri bu cerceveyi giliclendirmekte ve sertlik saglamaktadir.
Kemiklerdeki bu kolajen ve mineral kombinasyonlar1 strese dayanacak kadar
giiclii ancak esneyebilen bir yapi1 olusturmaktadir. Kemikler bir araya gelerek

iskelet yapisini olustururlar.

Yetigkin iskeleti iki tiir kemik icerir: kortikal (kompakt) ve trabekiiler
(slingerimsi veya siingerimsi) kemik. Kortikal kemik, kemigin yogun dis
kabugunu olusturur ve insan iskeletinin yaklasik %80'i bu kemikten meydana

gelmektedir.

Iskeletin geriye kalan %20'si, kemigin ic tabakasini olusturan ve petek benzeri
bir yapiya sahip olan trabekiiler kemiktir. Kortikal kemikten daha biiyiik bir
ylizey alanina sahiptir ve yeniden sekillenmesi daha hizlidir. Trabekiiler kemik
ayrica artan kemik dongisi ile iliskili kosullardan kortikal kemige gore daha
hizli etkilenir ve bu nedenle kemik kaybina karsi hassastir. Kemiklerdeki
yenilenme hayat boyunca devam etmektedir. Insanlarda kemiklerin yeniden

sekillenmesinin %80’i trabekiiler kemikte meydana gelmektedir [6].

Kemikler yetiskinlikten itibaren olustugu sekilde kalmazlar. Dogumdan itibaren
kemikler siirekli olarak yeniden sekillenir. Yeniden sekillenme, iskelet boyunca
tek tip olarak degil, farkli bolgelerde goriilmektedir. Yeniden sekillenmenin
%80'i trabekiiler kemikte meydana gelir. Kemik yapim ve yikimlarinda durum
farklidir. Kemik yapimu ilk yetiskinlik doneminin erken safhalarina (27-30 yas)

dek devam eder ve sonrasinda yapim ile yikim esit seviyede devam eder [61].

Osteoporoz, cesitli sebeplere bagli olarak kemiklerde incelme ve kiitle

azalmasidir (Sekil 2.6). Osteoporozun sebeplerinden bazilari,

e Asin alkol ve tiitiin tirtinleri kullanima,
e Diisiik egzersizli bir yasam tarzi,
e Hormonsal ve genetik sebepler,

e Agsir1 hayvansal gida tiikketimi,
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e Duygusal stres seklinde siralanabilir.

Kemikler bunlarin bir sonucu olarak daha kirilgan hale gelir ve trabekiiler kemik
bolgeleri olarak da adlandirilan 6zellikle kalga, omurga ve bilek kemiklerinden

kolayca kirilir.

Osteoporozda Kemik Matrisi

Normal Kemik Matrisi 5

Sekil 2.6 Osteoporoz siirecinde kemik yapisinin degisimi [62]

Diinya genelinde dogrudan osteoporoza bagl olarak kalca kirig1 yasayan hasta
sayisinin 200 milyondan fazla oldugu tahmin edilmektedir. Tiirkiye’de de artan

yash niifusu sebebiyle osteoporoz énemli bir saglik sorunu haline gelmistir [63].

Yalnizca Birlesik Krallik ’ta {ic milyondan fazla insanin osteoporoza sahip oldugu
ve disiik kemik kiitlesi ile iliskili kiriklarin her yil yaklasik 500.000 kisiyi
etkiledigi tahmin edilmektedir. Osteoporoz sebebiyle elli yas tistii her 3 kadindan
1'i ve her 5 erkekten 1'inde kemik kiriklar1 goriilmektedir [64]. Osteoporozun
bireylerde sebep oldugu kiriklar ve kirilganliklar, artan morbidite ve mortaliteye

yol acgarak global capta biiyiik bir sosyal yiike neden olmaktadir.

Osteoporozun kesfedilmis bir tedavisi olmamasi sebebiyle stratejiler cogunlukla
rezorptif ilaclar ve anabolik ajanlar ile sinirlidir. Anti-osteoporotik ilaclar genel
bashgi altinda toplanan bu takviyeler ya kemik rezorpsiyonunu hedef alirlar ya
da kemik olusumunu desteklerler. Bu tiir ilaclarin tedavi yOntemi olarak
kullanilmas: da cesitli yan etkilere veya kirilmalara neden olabilir.
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Ornegin, 50 yildan fazla bir siiredir osteoporoz tedavisinde sikca kullanilan
bifosfonatlar, osteoporozu azaltmada oldukca etkilidir ancak kullanildig: siire
boyunca kandaki kalsiyum seviyesinin diismesine sebep olur. Bu diisiisi
dengelemek amaciyla alinacak kalsiyum takviyeleri tedavi sonunda hiperkalsemi

’ye sebep olabilir ve bu da yine kemiklerin zayiflamasiyla sonuclanacaktir.

Osteoporoz tedavisinde ila¢ kullaniminin, konsantrasyonlarin ve dagitimlarin
optimizasyonu ile kontrol altinda tutulmasi ve siireclerin iyilestirilmesi, daha
verimli bir tedavi siireci ile sonuclanacaktir. Bu baglamda, nano malzemeler

ideal ve yenilikci bir tedavi yontemi olarak goriinmektedir [65].

Nanopartikiiller yapisal olarak kemiklerin mikro mimarisine benzemesi sebebiyle
tedavileri iyilestirme ve strateji belirlemede biiyiik bir potansiyel olarak kabul
edilirler. Nanopartikiillerde inorganik mineraller ve matrisler ayni kemik

dokusunda oldugu gibi nano boyutta bir araya getirilebilir.

Tiim bunlara ek olarak nanopartikiiller, osteoporozdaki kullanimlarina yonelik
en biiylikk avantajlarindan birisi olan komsu proteinlerin ve hiicrelerin
adsorpsiyonunu ve biyoaktivitesini destekleyecek yiiksek yiizey alani/hacim
oranina sahiptir. Nanopartikiiller biinyelerinde barindiracaklar:1 biyoaktif ajanlar
kapsiilleme veya ylizeye tutunma yoluyla stabilize edebilir, boylece molekiil
icsellestirmesini onaylayabilir, hiicreler tarafindan dagitimini hedefleyebilir ve

planlanan hedefte biyolojik faktorlerin saliniminin kontroliine izin verebilirler.

Bu kapsamda nanopartikiiller, osteoporoz sirasinda kemik biiyiimesini uyarabilir
ve destekleyici bir potansiyel sunabilir. Nano bazli malzemelerin bu 6zellikleri,
ilac dagitimi ve kemik dokusu rejenerasyonu alaninda osteoporoz tedavisi icin

ayri ayr1 veya birlikte kullanilabilirler.

2.2.1 Osteoblast ve Osteoklast Hiicreler (Kemik Hiicreleri)

Osteoklastlar, kemik rezorpsiyonuna sebep olan biiyiik hiicrelerdir. Kemik
iliginde olustuktan sonra kanda dolasan miyeloid/monosit soyundaki 6nciilerden
tiiretilirler. Iki veya daha fazla birbirine kaynasmis hiicrelerden olusurlar, cok
cekirdeklidirler. Kemik mineralinin yilizeyinde, eriyen kemigin yaninda

bulunurlar [66].
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Osteoblastlar hiicreleri yeni kemik hiicrelerini olustururlar. Osteoklastlara benzer
sekilde kemik iliginde {iretilirler. Tek cekirdekleri vardir. Osteoblastlar kemik

olusturmak icin ekipler halinde calisirlar [67].

Kemiklerin yeniden sekillenmesi siireci, eski veya hasarli kemigin osteoklastlar
tarafindan uzaklastirildig1 ve yerine osteoblastlar tarafindan olusturulan yeni

kemigin yerlestirildigi bir siirectir.

Bu siirecte osteoblastlar ve osteoklastlar hiicreden hiicreye dogrudan temas
yoluyla iletisim kurarlar. Bu etkilesimlere farkl sinyaller, faktorler ve molekiiller

eslik eder.
Osteoklast-osteoblast iletisimleri 3 cesittir. Bunlar,

1. Osteoklastlar ve osteoblastlar, dogrudan temas kurabilirler. Bu temas zara
bagli ligandlarin ve reseptorlerin etkilesime girmesini kapsar.

2. Bosluk baglantilar olusturabilirler. Bu baglant1 hiicreler arasindaki kii¢iik
suda ¢oziintir molekiillerin gecisine izin verir.

3. Kemik rezorpsiyonu sirasinda osteoklastlar, osteoblastlar tarafindan

kemik matrisinde biriktirilen molekiilleri serbest birakabilir.

Uc iletisim modu da kemigin yeniden sekillenmesini diizenlemektedir. Yeniden
sekillenme siirecinde osteoklastlar tarafindan kemik rezorpsiyonunu osteoblastik
kemik olusumu takip eder, boylece emilen bosluklar osteoblastlar tarafindan
orijinal seviyesine kadar doldurulur [68]. Bu siirec ii¢ ana asamadan meydana
gelir: yeniden sekillenmenin baslamasi, degisimi (gecis) ve sonlandirilmasi (Sekil

2.7).

Baslangic evresi, osteoklast onctillerinin cagirilmasini, osteoklastlarin
farklilagsmasi ve aktivasyonunu ve kemik rezorpsiyonunun siirdiiriilmesini igerir.

Osteoklastik kemik rezorpsiyonu insan kemiginde yaklasik ii¢ hafta siirer.

Degisim fazi, osteoklastik kemik rezorpsiyonunun engellendigi, osteoklastlarin
apoptoza ugradig1 ve osteoblastlarin toplanip farklilastigi bir donemdir. Emilen

ylizey, degisim asamasinda kemik olusumu icin hazirlanir.
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Sonlandirma asamasi, yeni kemik (osteoid) olusumu, mineralizasyon ve

durgunluga girisi icerir.

Insanlarda yaklasik iic ay siiren osteoblastik kemik olusumu, osteoklastik kemik
rezorpsiyonundan ¢ok daha yavas bir siire¢ oldugundan, sonlandirma fazi
baslama fazindan ¢ok daha uzundur. Sonlandirma fazi sirasinda, osteoklastik

farklilagsma goriiniiste inhibe edilir [69].

Baslangic

(| | rezorbsiyon formasyon

RANKL

osteoklast osteoblast
2
® ,
)\7\ A
NN
7 \* A

Sekil 2.7 Kemigin yeniden sekillenme stirecinin sematik gosterimi [69]

Kemigin yeniden sekillenmesinde ve bu siirecte kurulan hiicreler arasi
iletisimlerde, osteoporoza yonelik hedef alinabilecek bazi potansiyel faktorler su

sekildedir,

1. Makrofaj Koloni Uyarici Faktor (M-CSF)
Osteoklastlarin hayatta kalmasina, ¢cogalmasina, farklilagsmasina ve
hareketliligine izin veren bir biiylime faktoriidiir. Osteoblastlardan
ve kemik iligi stromal hiicrelerinden salgilamirlar. Uretilmeleriyle
birlikte C-FMS adli yiizey reseptorlerine baglanirlar. Osteoporoza

yonelik tedavi gelistirici sistemlerde M-CSFnin hedef olarak
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belirlenmesi ve sinyal yolunun bloke edilmesi, osteoklastlarin

aktivitesini biiyiik oranda azaltacaktir [70].

. NF-kB (Niikleer Faktor-Kappa B) Ligandinin (RANKL) Reseptor
Aktivatori

RANKIL, osteoklastlarin ve osteoklast Onciilerinin yiizeyindeki NF-
kB'nin (RANK) reseptOr aktivatorii olan ayni kokenli reseptoriine
baglanir ve osteoklastlarin farklilasmasina, fiizyonuna ve
aktivasyonuna yol acar. RANKL'1n asir1 ekspresyonu, artan

osteoklast aktivitesi ile siddetli osteoporoza yol agar [71].

. Cathepsin K (CatK)

Ana islevi kemik rezorpsiyonuna aracilik etmek olan CatK,
lizozomal sistein proteaz ailesindeki proteazlardan biridir. CatK
kemik emilimi sirasinda kolajen ve diger matris proteinlerini
parcalamak icin cogunlukla osteoklastlar tarafindan salgilanir.
Anti-osteoporoz ilag gelistirme i¢in en c¢ekici hedefler arasindadir
ve ilac¢ firmalar tarafindan calisilmaktadir. Su ana kadar CatK

inhibitorii ve FDA onayli bir ilag gelistirilmemistir [72].

. NF-kB indiikleyen kinaz (NIK),

NIK, osteoklast farklilagsmasinda kritik bir yol olan NF-kB yolunun
aktivasyonunu kontrol eder. NIK'in aktivasyonu osteoklastogeneze
ve kemik rezorpsiyonuna sebep oldugundan inhibisyonu

osteoklastlarin farklilagmasini ve cogalmasini dnleyecektir [73].

2.3 Nanopartikiiller

Nanoteknoloji farkli, yeni ve gelismis fizikokimyasal ve farmakolojik aktivitelere

sahip triinler ortaya koymak amaciyla nano oOlcekteki materyalleri kullanan

yontem ve yaklasimlar biitiiniidiir. Nanometre Olcegini kontrol ederek yeni

fenomenlerin ve oOzelliklerin kapsamli bir sekilde yapilandirilmasini ve

kullanimini amaglar.
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Atomik veya molekiiler yapilar arasinda bir koprii kurmasi sebebiyle
nanoteknolojiden saglik, biyoteknoloji, nanomedikal gibi pek cok alanda

yararlanilmaktadir [74].

Nanoteknoloji kullanilarak malzemeler, hali hazirdaki 6zelliklerinin yani sira
daha giiclii, daha hafif, daha dayanikli, daha reaktif, daha gozenekli gibi cesitli
ozellikler kazanabilirler. Nanoteknolojinin biitiiniinde kullanilan malzemeler
genellikle bicimsel olarak nanopartikiiller, nanokiipler, nanocubuklar,

nanolevhalar ve nanokiimeler olarak siniflandirilirlar.

A B C D E

Nanopartikiiller Nanokiipler = Nanocubuklar Nanolevhalar Nanokiimeler

Sekil 2.8 Nanomalzeme cesitlerinin sematik ve deneysel goriintiileri.

(A) Giimiis nanoparcaciklarin TEM goriintiisii, B) ZnSn (OH)s nanokiiplerin SEM
goriintiisii, C) Altin/glimiis hibrit nanogubuklarin TEM goriintiisii, D) Grafen
nano tabakalarinin AFM goriintiisii, E) Bakir nanokiimelerin TEM goriintiisii

[75].

Nanopartikiillerin uygulamalari, insanlarda hastaliklarin teshis ve tedavisinde
yeni olanaklar saglayan ve umut verici bir alandir. Nanopartikiiller cogunlukla 1-
100 nm araliginda bir capa sahiptirler. Nanopartikiil boyutlar1 kullanildiklar
alanlara gore farklilik gostermektedir. Yiizey alanlarinin genis olmasi ve
fonksiyonel gruplari barindirmasi sebebiyle tanisal olarak veya terapotik ajanlari

birlestirmek i¢in kullanilabilirler.
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Genel olarak, nanopartikiiller diger partikiil tiplerine kiyasla daha giiclii, daha

hafif, daha reaktif ve iletkendir.

Nanopartikiillerin  gelistirilmesi, nanotip alanini desteklemek amaciyla,
hastaliklarin teshisi ve tedavisi icin terapotiklerin ve ajanlarin kullanilmasi gibi
sayisiz uygulama ve calisma imkani sunmaktadir [76]. Son gelismelerle birlikte
nanoteknoloji calismalari, bitkisel ilaclara dayali yeni ila¢ dagitim sistemlerinin
ve formiilasyonlarin gelistiriimesine odaklanmistir. Bitkisel ilaclar ile konjuge

nanotasiyici sistemlerin gelistirilmesi iki sart etrafinda sekillenmektedir.

Ilk olarak, terapotik olarak aktif kisimlari, tedavi boyunca viicuda gerekli oranda

ve viicudun ihtiya¢ duydugu orana gore iletmelidirler.

Ikinci olarak, aktif kisimlari viicudun hedeflenen bélgelerine (hiicreler veya
dokular) iletilmelidirler. Literatiire gore, cok uzun salimimli dozajlar bu ideal

kosullar1 saglamamaktadir [77].

Bitkisel ilaclar icin nano dagitim sistemleri, dozajin sikligin1 azaltma
potansiyelinde, ¢coziiniirliigi ve emilimi arttirilmis ila¢ dagitim sistemlerini icerir.
Bitkisel ilaclarla ilgili olarak nanopartikiillere dayal ila¢ dagitim sistemleri, tiim
dagitim sistemleri arasinda en oOnemlilerinden biri olarak kabul edilmistir.
Nanopartikiiller, bitkisel ilaclar1 tek tek organlara, hiicrelere ve dokulara
hedeflemek icin 6zel olarak kullanilabilir ve bu da ilacin hedefleme kabiliyetini,

etkinligini ve giivenligini ortaya koymaktadir.

2.3.1 Kitosan Nanopartikiilleri
Kitosan, rastgele dagilmis -(1-4) bagh D-glukozamin ve N-asetil-D-glukozamin
birimlerinden olusan lineer bir polisakkarittir ve kabuklularin dis iskeletinde

bulunan kitinin deasetilasyonu ile elde edilir (Sekil 2.9) [78].
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Sekil 2.9 Kitinin deasetilasyonu sonrasi kitosan olusumunun sematik gosterimi
[78]

Kitin ile kitosan, seliillozdan sonra en bol bulunan ikinci polisakkarit olarak kabul
edilirler. Kitosan biyolojik ozellikleri ve genis uygulama alanlar1 sebebiyle

biyomedikal caligsmalarda siklikla kullanilmaktadir (Sekil 2.10).

Kitosanin kullaniminin avantajlarindan bazilar su sekilde siralanabilir,

Sekil 2.10 Kitosanin avantajli 6zellikleri [79]

Kitosan iyonik capraz baglar olusturabilir ve bu 6zelligi kontrolli ila¢ saliminda
uzun bir siire boyunca ilaci salan stabil kompleksler olusturmasini saglar.
Kitosan nanopartikiillerinin hazirlanmasinda literatiirde bildirilmis pek ¢ok farkl

yontem bulunmakta ve kullanilmaktadir.
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iyonik jellesme, mikro emiilsiyon, emiilsifikasyon gibi cesitlendirilen
yontemlerde hangisinin tercih edilecegi gerekli olan partikiil boyutu, aktif
maddenin kimyasal ya da termal stabilitesi, salim kinetik profilleri gibi faktorlere
bagl olarak degiskenlik gostermektedir [80]. Yontemler arasinda iyonik jellesme
yontemi basit ve diger yontemlere kiyasla pek cok avantaji oldugundan kitosan

nanopartikiillerinin sentezlenmesinde siklikla tercih edilir.

Iyonik jellesme yontemi, nanopartikiil sentezi icin zit yiiklii makromolekiiller
arasindaki komplekslestirme mekanizmasina dayanir. Yontem, reaktiflerin olasi
toksisitelerinden ve istenmeyen etkilerinde kacinmak amaciyla kimyasal baglama

yerine elektrostatik etkilesim yoluyla tersinir fiziksel capraz baglama uygular.

Yontem kapsaminda kullanilan tripolifosfat (TPP), katyonik kitosan ile
elektrostatik kuvvetler yoluyla etkilesime girebilen bir polianyondur. Asidik
¢ozelti icerisinde cozdiiriilen kitosan, TPP cozeltisine eklendiginde molekiillerin
NH; gruplar1 capraz bagli kitosan nanopartikiilleri olusturmak icin TPPmnin
negatif yiiklii fosforik iyonlar ile reaksiyona girer. Sonucta istenilen bilesenler ile
yiiklenebilecek kitosan nanopartikiilleri elde edilir. Iyonik jellesme yontemi cok
ekonomik ve basit olmasi, daha az ekipman ve zaman gerektirmesi sebebiyle

diger iiretim yontemlerine kiyasla siklikla tercih edilmektedir.

Osteoporozun  tedavisine  yoOnelik calismalarda  kullanilan  terapotik
nanopartikiillerin sentezlenmesinde iyonik jellesme yoOntemi siklikla tercih
edilmektedir. Ornegin bir calismada, osteoporozu tedavi etmek icin Ibandronat-
sodyum yiikli kitosan nanopartikiilleri iyonik jellesme yontemiyle sentezlenmis

ve karakterize edilmistir [81].

Baska bir ¢alismada, menopoz sonrasi kadinlarda osteoporoz tedavisine yonelik
siklikla kullanilan Alendronat sodyum kitosan nanopartikiillerine iyonik jellesme
yontemiyle enkapsiile edilerek sentezlenmis ve hedefe yonelik etkileri analiz

edilmistir [82].

Baska bir calismada, kitosan oligosakkaritleri iyonik jellesme yontemiyle
sentezlenmis ve yenilikci bir oral kalsiyum dagitim sistemi elde edilmistir [83].

Sentezler sonrasi elde edilen kalsiyum nanokapsiillerinin kalsiyum emilimini
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tesvik ettigini ve kemik hastaliklarinda ila¢ dagitim sistemi olarak

kullanilabilecegi belirtilmistir.

Bir diger calismada kartogenin-kitosan konjuge nanopartikiilleri iyonik jellesme
yontemiyle sentezlenmis ve karakterize edilmistir [84]. Elde edilen sonuclar,
kullanilan sentez yonteminin hidrofobik kartogeninin suda c¢oziintirligiini
arttirdigin1 ve ayni zamanda viicuttaki ila¢ farmakokinetigini ve terapotik
etkinligini de gelistirdigini gostermistir.

Iyonik jellesme yonteminin osteoporoz icin sundugu avantajlardan en 6nemlisi,
gelistirildigi yontem itibariyle karakterizasyonunun da kolay olmasidir. Organik
solventler ve diger toksik icerikli olabilecek maddeleri ve reaksiyonlari
kullanmamasi sebebiyle oOlciim safsizliklar1 ve diger istenmeyen etkiler
elenmektedir. Kitosan nanopartikiillerinin hazirlanmasinda iyonik jellesme

yonteminin alternatif metotlarla karsilastirilmas: Tablo 2.3 ’de verilmistir [85].

Tablo 2.3 Kitosan nanopartikiillerinin hazirlanma metotlar ve 6zellikleri

Metot Prensip Avantajlar Dezavantajlar Kaynak
e Hafif
| iyonik kimyasalla
Iyonik jellesme | capraz rin
baglama
kullanimi i (85]

e Basit siireg

e NP
boyutunu
ayarlama
kolaylig1
Emiilsifikasyon | Kovalent e Basit islem e Zararh
recapraz sapraz adimlar kimyasallarin

baglama baglama [86]

kullanimi
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Tablo 2.4 Kitosan nanopartikiillerinin hazirlanma metotlar ve 6zellikleri

(devami)
e 100 nm'nin e Zaman alic
Kovalent altindaki siire¢
Ters miseller | capraz ultra  ince
baglama e Karmasik
NP'ler
uygulama [87]
e Zararh
kimyasallarin
kullanimi
e Belirli e Yiiksek kesme
. Fi.z bilesikler kuvveti
inversiyon ve
Emiilsiyon- | Gokelme icin yiiksek gerektirir
damlacik Lapsiillem
birlesimi apsuiieme e Zararl [88]
k itesi
apasttest kimyasallarin
kullanimi

Kitosan nanopartikiillerinin osteoporoza yonelik kontrollii ila¢ salimi ¢aligmalari
kapsaminda gelistirilmesi ve kullanilmas: literatiirde kendine yer edinmis bir

calisma alanidir.

Ornegin anti-osteoporoz nanopartikiillerin gelistirilmesine yonelik bir calismada,
osteoporozun tedavisine yonelik raloksifen hidrokloriir iceren kitosan
nanopartikiilleri iyonik jellesme yontemiyle sentezlenmistir [89]. Calisma
sonucunda intranazal yolla uygulanacak ilac yiikli kitosan nanopartikiillerinin
yliksek biyoyararlanimda oldugunu ve potansiyel bir tedavi olabilecegini ortaya

konulmustur.

Baska bir calismada, osteoporozun yonetimi ve tedavisi icin risedronat ile
islevsellestirilmis kitosan nanopartikiillerini gelistirilmistir [90]. Gelistirilen

risedronat ile fonksiyonellestirilmis kitosan nanopartikiillerinin, osteoporotik
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sicanlarda ovariektomi ve risedronata dayali yaygin ila¢ tedavisine kiyasla kemik

olusumunu uyarmada oldukca etkili oldugu bildirilmistir.

Literatiirden Ornek verilen calismalar, osteoporozu tersine cevirmek veya tedavi
etmek icin kitosan nanopartikiillerinin kullanilmasinin yenilik¢i bir yaklasim

oldugunun kavram kaniti niteligindedir.

2.4 In Silico Analizler

Bilgisayar simiilasyonlar1 yardimiyla gerceklestirilen deneyler in silico deneyler
olarak adlandirilirlar. Biyolojik sistemlerin karmasasi ve hassasiyeti sebebiyle,
kaynaktan ve zamandan tasarruf etmek amaciyla in silico yontemler siklikla
tercih edilmektedir. Yontemlerin tek basina veya in vitro/in vivo yontemlerle es
zamanli kullanilmasi deneysel asamalarin verimini de arttirmaktadir. /n silico
calismalar sozliikk tanimiyla; hiicreler, molekiiller, dokular ve diger bilesenler
arasindaki sistemsel etkilesimlerin bilgi isleme temsillerini, cesitli ve biiyiik veri
kiimelerini, cok oOlgekli aglar1 ve prosediirel bilgiyi matematiksel formalizmler
yoluyla entegre ederek hesaplama ve inceleme imkani sunmaktadir [91].
Hesaplamali modelleme ve alt dallarinda, model olusturma siireci, bilimsel bir
problem veya cogunlukla genis kapsamlari sebebiyle geleneksel olarak ele

alinmasi giic olan bir soru etrafinda ifade olusturmay:1 amaclamaktadir.

Bu siire¢ disiplinler arasi olarak ilerler ve ¢6zme faaliyeti matematik temellerine
dayandirilarak  gerceklestirilir. Modelleme yoOntemlerinden faydalanilan

alanlardan bazilar su sekilde siralanabilir [92],

e Immiinolojik calismalar,

e Matematiksel analizler,

e Biyoinformatik,

e Yiiksek performansh bilgi islem,

e Veri analizleri ve veri olusturma.

In silico metotlar modellere gore fizik tabanli ve ampirik metotlarla modelleme

olmak tizere 2’ye ayrilir (Sekil 2.11).

Fizik temelli yontemler, 6rnegin molekiiler dinamikleri ve kuantum kimyasal

hesaplamalar1 gibi yontemlerle baglanma afinitesinin tahminini igerir.
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Sistem fizigi bilgisi olmadan mevcut deneysel verilere dayanan ampirik
yontemler, ligand tabanli ve hedef tabanli yaklasimlara ayrilabilir. Liganda
dayali yontemlerde, bilinen aktif ve aktif olmayan bilesiklerin yapilari, kantitatif
yapi-aktivite iligkileri ve metabolizma bolgeleri, yani metabolik reaksiyonlarin
meydana geldigi bir substrattaki spesifik atomlar gibi diger 6zellikleri tiiretmek

tizere modellenir.

Hedef tabanli yOntemler, enzimin yapisi model olusturma icin baslangic
noktasidir. Hem ligandlar1 hem de enzimleri entegre eden modeller, birlesik veya

mekanizma tabanli yontemler olarak bilinir.

BT

A\
‘ Ampirik \ ‘ Fizik Tabanli \

Y

Molekiler
Y Y Dinamik
' . Uzman
@Tabanh Hedef Tabanli Sictemler I
Kuantum
Y Kimyasal
3 Kurala Dayall Hesaplamalar
[ A ] [ verlestirme ] Yontemler

Sekil 2.11 In silico yontemler ve alt basliklar1 [93]

In silico yontemler kapsaminda, hedefe dayali deneylerden biri olan molekiiler
yerlestirme (molecular docking) deneyleri, molekiillerin makromolekiil
hedeflerindeki baglanma bolgelerine uyumlarini ve oryantasyonlarini analiz

eden bir yontemdir.
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Arama algoritmalari, puanlama islevlerine gore siralanan olasi pozlar {iretir.
Biyoinformatik alaninda molekiiler yerlestirme deneyleri icin AutoDock,

AutoDock Vina, DockThor, GOLD gibi yazilim aracglari siklikla kullanilir [94].

Yerlestirme deneylerinde ilk adim, reseptor olarak da adlandirilan ve genellikle
biiyiik bir biyolojik molekiilden olusan hedef yapiy1 belirlemek ve elde etmektir.
Bu islem makromolekiillerin yapilari, deneysel yontemlerle elde edilen 3 boyutlu
atomik koordinatlara erisim saglayan Protein Veri Bankasindan (PDB) verileri

elde ederek gerceklestirilir [95].

Gogunlukla makromolekiillerdeki baglanma bolgeleri bilinir. Aksi bir durumda
“kor yerlestirme (blind docking)” adi1 verilen yaklasim ile 6ncelikli simiilasyonlar
gerceklestirilir. Tarama tiim yapiy1 kapsadigindan zaman alabilen bu islem,

sonucta hedef molekiildeki baglanma boélgelerindeki analizleri gerceklestirir.

Yerlestirme hesaplamalar1 sirasinda, ortak bir strateji, hedef baglama bolgesi
icindeki etkilesim icin 6nceden hesaplanmis potansiyel enerjileri iceren temsilleri

kullanmaktir.

Islem sirasinda her bir hedef bélgede Lennard-Jones ve elektrostatik
potansiyellerle ilgili etkilesimler hesaplanir. Hedefe baglanacak ligandlar,
makromolekiillere kiyasla daha kiiciik ve dinamiklerdir. PubChem adindaki veri

tabanindan elde edilebilirler [96].

Yerlestirme programlar icin iki kriter ¢cok onemlidir: arama algoritmalar1 ve
puanlama islevleri. Arama algoritmasi, ligandin roto-translasyonel ve dahili
serbestlik derecelerini dikkate alarak hedefin baglanma bolgesinde ligand
pozunu analiz eder ve olusturur [97]. Arama stratejileri genellikle sistematik,
stokastik veya deterministik olarak siniflandirilir. Sistematik arama algoritmalari,

her ligandin serbestlik derecesini asamali olarak kesfeder.

Stokastik arama algoritmalari, ligandin serbestlik derecelerinde rastgele
degisiklikler gerceklestirir. AutoDock, GOLD, DockThor gibi bircok yazilim,

arama yontemleri olarak stokastik algoritmalar1 kullanir.
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Deterministik aramada, ligandin her yinelemedeki yonelimi ve konformasyonu
onceki durum tarafindan belirlenir ve yeni durum 6ncekine esit veya daha diisiik
enerji degerine sahiptir. Enerji minimizasyon yontemleri ve molekiiler dinamik

(MD) simiilasyonlar deterministik arama yontemine 6rnek olarak verilebilirler.

2.4.1 ila¢ Tasariminda Molekiiler Yerlestirme

Molekiiler yerlestirme deneyleri, bilgisayar destekli ila¢ tasarimi bagliginin en
onemli alt dallarindan birisidir. Molekiiler etkilesimlerin tahminlerinde
bulunmak, ilacin hedefe yonelik potansiyel davraniglarimi belirlemede bir 6n
basamak niteligindedir. Yerlestirme deneyleri ila¢ gelistirmede hem zamandan

hem de kaynaktan biiyiik tasarruf saglamaktadir.

Ilac veya takviye gida aday: olabilecek hedef molekiiler yapinin belirlenmesinde
molekiiler yerlestirme deneylerinin yami sira farmakolojik olarak anlaml
ozelliklere sahip olmasi da énemli belirteclerdendir. ilac veya takviye gida
olabilecek, farmakolojik olarak anlamli Ozelliklere sahip potansiyel yapilar

molekiiler yerlestirme deneyleri sonucunda belirlenmektedir.

Ligand olarak secilen molekiil toksik olmamali ve yiiksek biyoaktivite
sergilemelidir. Ilac ve tiirevi maddelerin farmakolojide ADME (Emilim, Dagitim,
Metabolizma ve Bosaltim) ozelliklerini saglamasi gerekmektedir. Bu 6zellikler
ilac molekiiliiniin hedeflenen proteine ulasip ulasmayacaginin bir Ol¢iisiidiir.
Deneysel olarak tiim oOzelliklerin degerlendirilmesine alternatif olarak

biyoinformatik araglar kullanilmasi biiyiik bir avantaj saglamaktadir [98].

SwissADME gibi web tabanli biyoinformatik aracglari, kiiciik molekiillerin ADME
ozelliklerinin belirlenmesini, fizikokimyasal ve farmakokinetik 6zelliklerinin

gozlemlenmesini saglamaktadir.

ADME tahmini matematiksel parametrelerinden bazilari su sekilde siralanabilir,

. Kan-beyin bariyeri penetrasyonu,

. Insan bagirsak absorpsiyonu,

. Suda coziiniirliik,

. Hepatotoksisite, sitokrom P2D6 inhibisyonu ve

30



. Plazma protein baglanmasi.

llac kesfinin ilk asamalarinda Christopher Lipinski ve arkadaslari, "ilac
benzerligi" kavramini oral biyoyararlanim ile iligskilendirmisler ve 1997'de "Besin

Kurali" (RO5) olarak oneride bulunmuslardir [99].
Bu baglamda Bes Kurali 6nermeleri su sekildedir,

1) En fazla 5 hidrojen bagi donorii (toplam nitrojen-hidrojen ve oksijen-
hidrojen baglari sayis1),

2) En fazla 10 hidrojen bagi alicis1 (tiim nitrojen veya oksijen atomlar1),

3) 500 daltondan kiiciik bir molekiiler kiitle,

4) 5'i gegcmeyen bir oktanol-su bolme katsayis: (log P).

Bir molekiil, RO5’e gore dort kuraldan iki veya daha fazlasini ihlal ederse oral
olarak inaktif olarak kabul edilir. ADME siiregleri cogunlukla, klinik deneme
basarisizliklarin1 azaltmak icin ila¢ kesfinin erken asamasinda uygulanmaktadir.
Son calismalar ile milyonlarca fitokimyasal, yapisal ve islevsel olarak karakterize

edilmistir.

Fitokimyasallarin incelenmesi siirecleri, kimyasallarin ayrilmasini,
ekstraksiyonunu, saflastirilmasini, tanimlanmasini, yapisal ve fonksiyonel
analizlerini icerir. Giliniimiizde fitokimyasallarin c¢ogu biyolojik etkileri

bilinmedigi icin heniiz kesfedilmemistir.

Sistem biyolojisi yaklasimlar1 ile kimyasal bilisim ve biyoinformatigin bir
birlesimini  kullanarak  molekiiler hedeflerinin = tanimlanmasi1 yoluyla
arastirllmamis  fitokimyasallarin ~ eylemlerini  kesfetmek icin in silico
yontemlerden yararlanilabilir. Bu yaklasimlar, potansiyel kimyasallarin
taranmasi, Oriintii tanmima ve olasi hedefleriyle baglanma etkilesimlerinin analiz
edilmesi i¢cin kamuya acik veritabanlarini ve cesitli yazilim araglarini eszamanlh

olarak kullanir.
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3

MATERYAL VE METOT

3.1 Deney Kapsaminda Kullanilan Malzemeler ve Ekipmanlar

3.1.1 Malzemeler

Deneysel calismalarda kullanilan malzemeler Tablo 3.1’de siralanmuistir.

Tablo 3.1 Deneyler kapsaminda kullanilan malzemeler

Kimyasal Malzeme Marka
Kitosan (Diisiik molekiiler agirlik) Sigma-Aldrich
Sodyum tripolifosfat (TPP) Sigma-Aldrich
Asetik Asit Merck
Etanol ISOLAB
DMEM/F12 Gibco

Fotal Bovine Serum (FBS)

Biological Industries

Tripsin-EDTA (%0,25)

Gibco

DMSO Panreac & Applichem
Penisilin-Streptomisin SATORIUS
Thiazol Blue Tetrazolium Bromide Sigma-Aldrich

Fare Fibroblast Hiicre Hatt1 1.929

Thermo-Fisher
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3.1.2 Cihazlar ve Ol¢iim Yoéntemleri

Deneyler kapsaminda kullanilan cihazlar ve dl¢tim yontemleri siralanmistir.

= Hassas Terazi: Ohaus markasinin PA214C model analitik terazisi
kullanilmistir. Hassasiyeti 210 g ile 0.0001 g arasindadir.

Sekil 3.1 Ohaus hassas terazisi

» Manyetik Karnistirici: Dlab markasinin MS-M-S10 model manyetik
karistiricisi kullanilmastir.

Sekil 3.2 Dlab manyetik karistiricisi

» pH-metre: Ohaus markasinin 3100M model pH-metresi kullanilmistir. pH-
metre SI-Analytics pH elektrodu icermektedir.
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Sekil 3.3 Ohaus marka pH-metre

» Santrifiij: Hettich markasinin Universal 320 model santrifiijii
kullanilmistir.

Sekil 3.4 Hettich marka santrifijj

» Su banyosu: Witeg markasinin WITEG 20004 model calkalamali su
banyosu kullanilmistir.

Sekil 3.5 Witeg marka su banyosu

34



» Liyofilizat6r: Biobase markasinin BK-FD10S model liyofilizatorii
kullanilmistir.

Sekil 3.6 Biobase marka liyofilizator

= Zeta Sizer: Olciimler kapsaminda Malvern Zeta Sizer Nano ZS
kullanilmastir.

Sekil 3.7 Malvern Zeta Sizer

Siv1 icerisinde c¢oOziinmeyen parcaciklarin asili kalarak bir siispansiyon
olusturdugu karisimlara kolloid adi verilir. Kolloidler daginik (parcaciklar) ve

siirekli (sispansiyon ortami) olmak iizere iki faza sahiptirler.
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Kolloidler icerisindeki asili kalan parcaciklar, karistmin homojen bir goriintii
sergilemesi sebebiyle gozle goriinmez. Parcaciklarin varliginin tespit edilebilmesi

icin karisim icerisinden lazer 1sin1 veya 1sin demeti gecirilmelidir.

Nanopartikiil ¢ozeltilerini karakterize etmek icin Dinamik Isik Sacilimi (DLS)
yontemi kullanilir. Prensip olarak DLS, lazer kaynagindan c¢ikan isinin kapali
sistem icerisinde optik yolu takip ederek kolloidal cozelti icerisinden gecirilen
lazer 1siminin ¢ozelti icerisinde asili kalan parcaciklara carparak sacilan 15181

Olcmektedir [100].

Korelator tarafindan kaydedilen Olctimler sonucunda polidispersite indeksi (PdI)
ve difiizyon katsayisi (dy) hesaplanmaktadir. Difiizyon katsayisi ve partikiil
boyutu arasindaki iliski Stokes-Einstein denklemi (Denklem 3.1) araciligiyla

aciklanir.

kT
dH = — 3.1
3nm

(dy, hidrodinamik cap (m); kT, ortalama kinetik enerji (J); k, Boltzmann sabiti
= 1,381 x 10® J/K; T, mutlak sicaklik (K); n, viskozite (Pa-s); D, difiizyon
katsayis1 (J/Pa-s'm))

Yontem  kapsaminda, lazer 15181 gonderilen numuneler icindeki
nanopartikiillerden sacilan 151k dedektor tarafindan algilanir. Isik dalgalarinin
farkli yonlerde sacilmasi sonucu girisim gerceklesir ve dedektér bu girisim
sonucunda olusan 1sik siddeti dagilimimi o6lcer. Numune igerisindeki
nanopartikiiller Brown hareketi prensibine gore hareket ederler. Brown hareketi
prensibine gore kiiciik olan partikiiller biiyiiklere oranla daha hizli ve rastgele
hareket ederler. Daha hizli hareket eden partikiiller daha fazla yer
degistirecekler ve 1sik siddeti dagilimi da buna baghh olarak daha cabuk
degisecektir. Bu degisimden yola cikilarak Zeta Sizer cihazi ile difiizyon

katsayisinin hesaplanmasi amaciyla kiimiilant analizi uygulanmaktadir [101].
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Sonrasinda  Stokes-Einstein ~ denklemi  kullanilarak  hidrodinamik cap
hesaplanmaktadir. Bu durumda difiizyon katsayisim1 etkileyen parametreler

partikiil boyutunu da etkileyecektir.

Calisma kapsaminda kullanilan kitosan katyonik davranistayken TPP anyonik
davranis sergiler. Buradan yola c¢ikilarak olusturulan nanopartikiillerin dis ytizeyi
pozitif yiikliidir. Zeta potansiyel Olctimlerinde kullanilan teknik Elektroforetik
Isik Sacilimi (ELS) adim1 alir. Zeta potansiyeli hesaplamalarinda Henry
denkleminden (Denklem 3.2) faydalanilir [102].

_2.&e.z.f (ka)

3.2
3 (3.2)

Ue

(U.=Elektroforetik hareketlilik, e=Ortam dielektirik sabiti, f(ka)=Henry

fonksiyonu, n=Ortam viskozitesi)

» UV-Vis Spektrofotometre: Shimadzu markasinin UV-VIS UV-1280 model
spektrofotometresi kullanilmistir.

Sekil 3.8 Shimadzu marka spektrofotometre
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Ultraviyole ve gortintir 151tk araligi (UV-Vis), maddelerin siniflandirilmasi ve
incelenmesi icin arastirma, {iretim ve kalite kontroliinde yaygin olarak

kullanilmaktadir.

UV-Vis spektroskopisi prensibi, bir numune tarafindan 1s1g§in emilmesine dayanar.
Numune tarafindan emilen 1s1tk miktarina ve dalga boyuna bagli olarak,

numunenin saflig1, konsantrasyonu gibi bilgiler elde edilir.

Olciim, bir kiivet icindeki bir numune cézeltisinden gecen 1s181n yogunlugunu
Olcer ve bunu, numuneden gecmeden Once 15181in yogunluguyla karsilastirir.
Cihaz, iletilen 151k yogunlugunun orijinal 151tk yogunluguna orani olan
“Gecirgenligi (T)” Olcer. Absorbans degeri de gecirgenligin eksi logaritmasina

esit olarak ifade edilir.

UV-Vis spektrumu, dalga boyunun bir fonksiyonu olarak absorbans, grafiksel bir
sekilde temsil edilir. Elde edilen grafikte absorpsiyon zirvelerinin yiikseklikleri,
bilesenlerin  konsantrasyonu ile dogru orantihidir. Konsantrasyonlarin
hesaplanmasi Lambert-Beer Yasasi ile gerceklesir. hesaplamak i¢in Denklem 3.3

kullanilir.

Absorbans = e x1x ¢ (3.3)

(e=molar absorbtivite, I=yol ve c=molar konsantrasyon)

UV-Vis spektroskopisinin ilac gelistirme calismalarinin analiz basamaginda
siklikla tercih edilmesinin en oOnemli sebebi aktif farmasotik bilesenleri
belirlemesinin yani sira numune icerisindeki kirleticiler hakkinda da fikir
vermesidir. Kirletici analizleri safsizlik hakkinda bilgi vererek gelistirilen

formiilasyon iizerindeki bilgi hakimiyetini arttirmaktadir.

Bu baglamda ekstraksiyon sonrasi elde edilen soliisyon icerisindeki etken madde
miktarinin  analiz edilmesi ve takip eden c¢alismalar kapsaminda

gerceklestirilecek olan nanopartikiillerin /n vitro salimi ve etken madde

38



iceriginin  belirlenebilmesi amaciyla UV-Vis Spektrofotometre analizleri

gerceklestirilmistir.
» ATR-FTIR Spektrofotometre:

Fourier doniisiimlii kizilotesi (FTIR) spektroskopisi, molekiil icerisindeki baglarin
tanimlanmas1 amaciyla kullanilan yontemdir. Yontem molekil igerisindeki
baglarin iizerine kizilotesi 1sinlarin diisiiriilmesi ve sonrasinda baglarin yaptiklari
titresim ve donme hareketlerinin sogurulmasi temeline dayanmaktadir. Yontem
kapsamindaki analizler icin numunelerin dipol momente sahip polar yapida

olmasi gerekmektedir.

Attenuated Total Reflectance (ATR) adiyla bilinen Zayiflatilmis Toplam
Yansitma Spektroskopisi teknigi temelde toplam i¢ yansimaya dayanmaktadir.
Gelen bir miktar 151n, yansitma yiizeyi iizerinde yer alan ve bu yiizeye yakin
temas halinde bulunan 6rnege niifuz eder. Sonrasinda c¢ikan zayif 1sin Olciilerek
spektrofotometre tarafindan dalga boyunun bir fonksiyonu olarak ifade edilir. En

son Ornegin absorbans spektrumu elde edilir.

3.2 Yontem

3.2.1 Gypsophila eriocalyXin Toplanmasi

Gypsophila eriocalyx bitkisi Corum-Kastamonu yolu {izerinde Iskilip ilcesi
yakinlarinda yolun saginda ve solunda jipsli gevsek topraklardan (GPS:
40.731518, 34.454072) toplanmistir. Calisma kapsaminda kok kisminin
kullanilacak olmasi sebebiyle kazma yardimiyla cikarilan koklerden ornekler
homojen bir sekilde toplanmistir. “Corum Co6veni” olarak da adlandirilan

Gypsophila eriocalyxin enine kesiti Sekil 3.9’da verilmistir.
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Sekil 3.9 Gypsophila eriocalyxin enine kesitinin sematik gosterimi [30]



3.2.2 Gypsophila eriocalyx’in Ekstraksiyon Islemine Hazirlanmasi

Bitkinin kurutulmus olan toprak alti1 kisimlari 40-50 gram iiriin elde edilecek
sekilde parcalara ayrilmistir ve havanda doviilmiistiir. Bitki toprak alti
kisimlarinin toz haline getirilmesindeki temel sebep artan substrat yiizeyi ile etki
ylizeyini de arttirmaktir. Artan yiizey alani ile solvent bitkiye daha iyi niifuz
etmekte ve elde edilen aktif bilesen miktar1 artmaktadir, bu da dogrudan

ekstraksiyon verimini etkilemektedir.

3.2.3 Gypsophila eriocalyx Ekstrakt1 Eldesi
Toz haline getirilmis Gypsophila eriocalyx toprak alt1 kisimlarindan ekstraksiyon
eldesi dekoksiyon yontemiyle ile yapilmistir. Yontem kabaca, soguk suya ilave

edilen bilesenlerin 1sitilarak maserasyonu ile 6ziinii elde etme islemidir.

Toz haline getirilmis materyal 2 g tartilarak 100 mL erlenmeyer’e alinarak
tizerine 100 mL saf su konulmustur. Sonrasinda isiticili manyetik karistirici
tizerinde 70°C’de 250 rpm’de karisma saglanana kadar tutulmustur. Yogun
kivamli olan ekstrakt, renk degisimi saglandiginda ve istenilen homojenlige
ulasildig1 30. dakikada karistiricidan alinmistir. Sonrasinda 0.45 um goézenekli

filtre kagidi ile stizlilerek kaba partikiillerden arindirilmistir (Sekil 3.10).

Elde edilen soliisyon ekstrakt liyofilizasyon islemi uygulanmak iizere +4°C’de
falcon tiiplerde muhafaza edilmistir. Dondurarak kurutma islemi olarak da
adlandirilan liyofilizasyon islemi ile ekstrakt soliisyonu kurutulmustur. Bu
islemin uygulanmasindaki temel ama¢ donmus materyaldeki ¢oziictiniin vakum
altinda buharlastirilmas1 ile uzaklastirilarak kurutulmasidir. Liyofilizasyon
sonucunda elde edilen {iriin toz halindeki ekstrakttir. Elde edilen {iriin falkon tiip

icerisinde -20°C’de muhafaza edilmistir.

41



Sekil 3.10 Gypsophila eriocalyx dekoksiyon islemi basamaklar1

A) Belirli sicaklikta ve karistirma hizinda kaynatma asamasi, B) Elde edilen
oziitiin filtre kagidi ile siiziilmesi, C) Liyofilizasyon islemi icin falkon tiiplerde

muhafaza edilmesi.

3.2.4 Gypsohila eriocalyx Ekstraktinin UV-Vis Spektrofotometre Analizi

Elde edilen ekstrakt icerisindeki etken madde miktarinin analiz edilmesi ve takip
eden calismalar kapsaminda gerceklestirilecek olan nanopartikiillerin in vitro
salimi ve etken madde iceriginin belirlenebilmesi amaciyla UV-Vis

Spektrofotometre analizleri gerceklestirilmistir.

Bu kapsamda ekstrakt ile hazirlanan 1 mg/mL ana soliisyon seyreltilerek farkli
konsantrasyonlarda (6,75, 12,5, 25, 50, 100, 200, 400 pg/mL) Ornekler

hazirlanmustir.

Elde edilen cozeltiden absorbans degeri araligi 190 ila 600 nm olacak sekilde
spektrum taramasi yapilmis ve 260 nm’de absorbans belirlenmistir. Farkl
konsantrasyonlarda oOlctimler yapilarak Gypsophila eriocalyxXe ait kalibrasyon

egrisi elde edilmistir.
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3.2.5 Gypsophila eriocalyx Ekstrakti Yiikli Kitosan Nanopartikiillerinin
Hazirlanmasi

GEE iceren kitosan nanopartikiilleri iyonik jellesme yOntemiyle hazirlanmistir.
Bu baglamda, 20 mg diisiik molekiiler agirlikli kitosan tartilarak %0,3 asetik asit
soliisyonu iceren 100 mL suda c¢oziindiiriilmiistiir ve ardindan 24 saat manyetik

karistiric1 tizerinde siirekli karistirilmastir.

Ertesi giin ¢ozliinmiis kitosan 0,45 um filtreden gecirilmistir. TPP cozeltisini
hazirlamak icin 50 mg TPP 100 mL saf suda ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan 0,22 um

filtreden gecirilmistir.

3,3 mL’lik TPP coOzeltisinin {izerine GEE’den 2 mg tartilmis ve eklenmistir. Oda
isisinda bir siire karistirildiktan sonra oOrnek manyetik karistirict {izerinde
+4°C’ye alinarak soguyana kadar karistirma islemine devam edilmistir.
Sonrasinda hazirlanmis kitosan soliisyonunun {izerine TPP soliisyonu ilave

edilmistir.

Elde edilen nanopartikiil soliisyonundan 1 mg/mL Ornek alinarak 1500 rpm’de 1
saat santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasinda elde edilen nanopartikiil icerigi -
20°C'de bir gece bekletilerek liyofilizasyon islemine hazirlanmistir. Sentez
deneylerine takiben yapilacak olan karakterizasyon ve in vitro calismalarda
kullanilmas1 amaciyla hem sivi hem de liyofilize edilmis toz formlar1 +4 °C'de ve

-20 °C’de saklanmastir.

3.2.6 GEE iceren Kitosan Nanopartikiillerinin Zeta Sizer ile Analizi

DLS ve ELS yontemleriyle Zeta Sizer Nano ZS cihazinda yapilan analizler
sonucunda PdI, boyut ve yiizey yiikiinii belirlemek amaciyla hem dolu hem de
bos kitosan nanopartikiilleri analiz edilmistir. Kitosan nanopartikiilleri sentez
deneyleri sonucunda elde edilen soliisyon halindeki nanopartikiillerden 1 mL
ornekler ZENO0040 kiivetleri icerisine alinmis ve DLS yontemiyle analiz

edilmistir.

Sonrasinda soliisyon halindeki nanopartikiil 6rneklerinden 750 pL alinmis ve

DTS1070 kiivetlerine konulmustur. Zeta potansiyelleri ELS yontemiyle
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belirlenmistir. Olciimler her bir 6rnek icin 3 tekrar olacak sekilde

gerceklestirilmistir.

3.2.7 ATR-FTIR Analizler

GEE ve kitosan polimeri arasindaki kimyasal etkilesimleri incelemek amaciyla
FTIR ve ATR analizleri gerceklestirilmistir. GEE, GEE yiikli kitosan
nanopartikiilleri ve bog kitosan nanopartikiilleri icin ATR spektrumu 2 cm™
¢Oziiniirlik ve 4000-400 cm’ arahiginda olacak sekilde Jasco 6300 FTIR
spektrometre cihazina ATR Olc¢tim bashig: takilmasi ve kullanilmasiyla veriler elde

edilmistir.

3.2.8 GEE Iiceren Kitosan Nanopartikiillerinin Yiikleme Kapasitesi ve
Enkapsiilasyon Veriminin Hesaplanmasi

Sentezlenen kitosan nanopartikiillerinin icine enkapsiile olan GEE miktarinin
belirlenmesi ve yiikleme Kkapasitesinin tayin edilmesi amaciyla UV-Vis

spektroskopisi yontemi kullanilmistir.

Soliisyon icerisindeki maddenin ne kadarinin nanopartikiillerin igerisinde
oldugunu belirlemek amaciyla enkapsiilasyon verimi degeri hesaplanirken;
nanopartikiillerin icerisinde enkapsiile halde olan maddenin agirlikca oranini

belirlemek amaciyla yiikleme kapasitesi belirlenmektedir.

GEE yiikli kitosan nanopartikiillerinin enkapsiilasyon veriminin ve yiikleme
kapasitesinin belirlenmesi amaciyla asagida verilen Denklem 3.4 ve Denklem 3.5
kullanilmistir. Enkapsiile olmamis GEE miktarinin analizi amaciyla, sentezlenen

kitosan nanopartikiillerinin 260 nm dalga boyunda 6l¢tim yapilmistir.

Enkapsiile olmus GEE, nanopartikiil sentezi sirasinda eklenen toplam GEE
miktarindan enkapsiile olmamis GEE miktarinin ¢ikarilmasi sonucunda elde

edilmistir.
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Toplam GEE-Serbest GEE

, oy
Enkapsiilasyon Verimi (%) Toplam GEE x 100
(3.4)
ikl K ttesi (%) = Enkapsiile Olmus GEE Miktar1 100
uxieme Rapasitest (/o)= Nanopartikiil Agirlig X
(3.5)

3.2.9 GEE Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerinin /n Vitro Salim Analizi

GEE yiiklii kitosan nanopartikiillerinin, insan viicudundaki salim profillerini
ortaya koymak ve incelemek amaciyla, viicut ortami taklit edilecek sekilde salim
deneyleri gerceklestirilmistir. 37 °C'de PBS soliisyonlarina karsi diyaliz yontemi

araciligiyla in vitro salim calismalari gerceklestirilmistir.

Oncesinde liyofilizasyon ile dondurularak kurutulmus olan GEE yiiklii kitosan
nanopartikiilleri 1 mg tartilmis, 1 mL saf suda cozdiriilmiis ve membran
araciligryla soliisyona diyaliz olacak sekilde 50 mlL PBS soliisyonlarina
yerlestirilmistir. Yerlestirme sonrasinda baslangic noktasi olarak kabul edilen 0.

saatte UV-Vis Spektrofotometre ile 6lciim yapilmistir.

Sonrasinda nanopartikiiller calkalamali su banyosu icerisinde 120 rpm’de, 37 °C
sicaklikta, PBS ortaminda araliksiz karistirmaya birakilmistir ve ortamdan saat
araliklar1 ayarlanmis sekilde birinci giin icin 0., 1., 2., 3., 4., 5., 6., 7. ve 8. saat
olacak sekilde diizenli o6lciim gerceklestirilmistir. Sonrasinda giin bazli olacak
sekilde (24 ve 48 saat) olciimler gerceklestirilmistir. Ol¢iim islemi esnasinda
ortamdan alinan numunelerin salim ortaminin hacmini etkilememesi amaciyla,

ortamdan cekilen miktar kadar PBS soliisyonu eklenmistir.

Olgiimler sonrasinda elde edilen absorbans degerlerinden kalibrasyon egrisi
bulunarak nanopartikiillerin salim profili bulunmustur. Sonrasinda Denklem

3.6’da elde edilen degerler yerlerine konularak salim yiizdesi hesaplanmaigstir.
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Ortamdaki GEE Miktar1 00 (3.6)

NN
Salm Yiizdesi (%)= — orereym s

3.2.10 MTT Analizleri

3.2.10.1 Sitotoksisite Analizi

Elde edilen GEE yiiklii kitosan nanopartikiillerinin sitotoksisite analizleri MTT
(3-(4,5-dimetiltiyazol-2-i1)-2,5-difenil ~ tetrazolyum  bromiir) deneyi ile
gerceklestirilmistir. Deney kapsaminda GEElerin ve GEE yiikli kitosan

nanopartikiillerinin sitotoksisiteleri ayr1 ayr1 incelenmistir.

Bu baglamda 1929 (fare fibroblast) hiicre kiiltiirii hazirlanarak, elde edilen
hiicre kiiltiiri DMEM-F12 besiyeri (%10 FBS, 5 ug/mL penisilin-streptomisin)

icerisinde 37 °C’de etiivde inkiibe edilmistir.

Giin asir1 kontrol altinda tutulan ve istenilen miktarda cogaldig: belirlenen 1L929
hiicreleri, tripsin kimyasali araciligiyla flask yiizeyinden kaldirilarak 1000 rpm’de
5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda elde edilen
siipernatant kismi atilarak dibe c¢oken kisim sayim yapilarak sitotoksisite
deneylerinde kullanilmistir. MTT testi ile GEE yiiklii kitosan nanopartikiillerinin
toksik etkilerinin incelenmesi amaciyla 96 kuyucuk iceren mikroplaklara, DMEM-
F12 igerisinde penicilin-streptomycin ve %10 oraninda Fetal bovine serum (FBS)
icerikli besiyeri olacak sekilde hazirlanan hiicreler 1x10° hiicre/kuyu oraninda

olacak sekilde eklenmis ve 24 saat inkiibe edilmistir.

Calisma kapsaminda kullanilacak olan GEF’lerin konsantrasyonlari 0, 0.048,

0.09, 0.19 ve 0.38 ug/mL seklinde belirlenmistir.

GEE yikli kitosan nanopartikiilleri ise konsantrasyonlari 0, 0.125, 0.25, 0.5 ve 1
ng/mL olacak sekilde alinmis ve belirlenen konsantrasyonlar hiicreler ile
kuyucuklara ilave edilerek 24 saat inkiibasyondan sonra MTT testi

uygulanmustir.
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Bu baglamda, tiim kuyucuklara 40 pL. MTT eklenmis ve 4 saat boyunca 1siksiz
ortamda 37 °C’ de inkiibe edilmistir. Sonrasinda inkiibe edilen hiicrelere 160 uL
dimetilsiilfoksit (DMSO) ilave edilmis ve 30 dakika bekletildikten sonra
kuyucuklu kaplar okuyuculu spektrometreye yerlestirilerek absorbans

okunmustur.

3.2.10.2 Osteojenik Proliferasyon Analizi

Insan kemik iligi kok hiicreleri (hBMC), Acibadem Labcell ‘den elde edilmistir.
Hiicreler, %30 FBS ve %1 penisilin-streptomisin ile desteklenmis DMEM iceren
siselerde kiiltlirlenmistir. Daha sonra hiicreler, 2 giin boyunca nemlendirilmis
%5 CO2 icinde 37°C'de inkiibe edilmistir. Hiicrelerin cogalmasinin %90'a
ulasmasmin ardindan kiiltiir, 37°C'de 5 dakika boyunca tripsin-EDTA ile
muamele edilmis ve pasajlama gerceklestirilmistir. GEE yiikli kitosan
nanopartikiillerinin osteojenik proliferasyonu, hBMCl'ler ile MTT testi yapilarak

belirlenmistir.

Bu kapsamda, L929 hiicreleri tizerinde gerceklestirilen MTT testi prosediiriine
benzer sekilde, GEE yiiklii kitosan nanopartikiilleri ve GEEler ayni
konsantrasyonlarda kuyucuklara hBMC hiicreleri ile ilave edilmis ve sonrasinda
DMSO ile 4 saat 37°C'de inkiibe edilmistir. Son olarak, absorbans plak okuyuculu

spektrofotometre analizi ile analiz degerleri elde edilmistir.

3.2.11 In Silico Galigmalar

In silico calismalar GEE’nin anti-osteoporotik etkilerini belirlemek amaciyla
yapay zeka yontemlerinden faydalanilarak gerceklestirilmistir. Bu kapsamda
secilen bitki bilesenlerinin ve osteoporoza yonelik hedef proteinin sanal
temsilleri analiz edilmistir. Sonrasinda GEE iceriginden belirlenmis olan
fitobilesenlerin ila¢ davraniglarini analiz etmek amaciyla teorik ADME 6zellikleri
belirlenmistir. Elde edilen sonuclar, verilere uygun olacak programlar yardimiyla

analiz edilmistir.

3.2.11.1 Molekiiler Yerlestirme Calismalari
Anti-osteoporoz ilaclarin gelistirilmesindeki en cekici hedeflerden birisi olan

CatK, ilag firmalarn tarafindan hali hazirda calisilmaktadir [72].
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Inhibitér mekanizmalar1 arastirilmasina ragmen CatK inhibitérii FDA onayli bir
ila¢ bulunmamaktadir. Merck & Co. tarafindan gelistirilen Odanacatib (ODN),
Faz III klinik calismalarda postmenopozal osteoporozlu hastalarda yiiksek
terapotik etkinlik gosteren tek CatK inhibitorii aday1 olmasina ragmen kardiyo-
serebrovaskiiler ~yan etkiler nedeniyle arastirma calismalari sona

erdirilmistir[103] .

Bu kapsamda, osteoporoza yonelik GEE'nin anti-osteoporotik etkileri, in silico

molekiiler yerlestirme analizleri metodolojisiyle incelenmis ve raporlanmustir.

Gypsophila eriocalyx fitokimyasallarindan gypsogenin (PubChem ID: 92825)
[104], rutin (PubChem ID: 5280805) [105] ve rosmarinik asit (PubChem ID:
5281792) [106] molekiill yapilari PubChem veri tabanindan indirilerek
molekiiler yerlestirme calismalarinda ligand olarak kullanilmak amaciyla
Schrodinger programinin Maestro 11.4 Glide modiiliine tamitilmistir [107].
Program icerisinde yer alan “LigPrep” araci ile OPLS kuvvet alani kullanilarak 3
ligand notral pH’da farkli geometrilerdeki stereoimerleri elde edilerek molekiiler

yerlestirme analizi i¢in kullanilmislardir [108].

CatK (PDB: 1ATK) molekiiler yapisi protein veri bankasindan elde edilmistir
[109]. CatK'min 2.20 A coziiniirlik ve ~215 tortulu kristal yapisi analizlerde
kullanilmak amaciyla secilmistir. SWISS MODEL web araci kullanilarak yapinin

diizenlenmis hali elde edilmistir [110].

Schrédinger Maestro Docking Programinin Glide modiilii icerisinde yer alan
“reseptor hazirlama sihirbazi” kullanilarak yapi icerisindeki tiim su ve iyon gibi
molekiiler yapilar c¢ikartilmis ve polar hidrojen atomlari reseptore molekiile
eklenmistir. Sonrasinda bag diizenleri tayin edilmis, yiikler notral pH’da
“propka” metodu ile belirlenmis, reseptor icin 0.3 A RMSD (atomik pozisyonlarin
ortalama karekok sapmasi) degeri tercih edilmis ve “OPLS3” kuvvet alam
secilerek reseptor optimize edilmistir [111]. Tim bu adimlar reseptor molekiili

yerlestirme deneyleri icin hazirlamistir.
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3.2.11.2 Molekiiler Dinamik Analizler
CatK reseptorii ile GEE baskin fitokimyasallarinin etkilesimlerini daha uzun
siireli dinamik sistemde inceleyebilmek amaciyla Molekiiler Dinamik (MD)

analizleri 50 nanosaniye (ns)’de gerceklestirilmistir.

3.2.11.3 ADME Parametrelerinin Teorik Tahminleri

Potansiyel bir ilag/ilac benzeri bilesigin aday olarak nitelendirilebilmesi icin
daha iyi bir farmakokinetik profili ortaya koymak ve incelemek amaciyla ADME
parametrelerinin degerlendirilmesi adimi gerceklestirilmistir. SwissADME [112]
cevrimici yazilimi kullanilarak, GEE'nin yapisinda bulunan ii¢ biiyiik ana bilesigi
olan gypsogenin, rutin ve rosmarinik asit izerinde ADME ozellikleri tahmini
gerceklestirilmistir. Programin kullanimi1 kapsaminda, istenilen formatta girilen
bilesenlerin kimyasal profillerinin temsilleri sonucunda ADME profillerinin

parametreleri elde edilmistir.
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4

DENEY SONUCLARI

4.1 Nanopartikiillerin Karakterizasyon Sonugclari

4.1.1 Kitosan Nanopartikiillerinin Partikiil Boyutu, PdI ve Zeta Potansiyel Analizi
Kitosan nanopartikiillerinin sentezi sonrasinda DLS yontemiyle partikiil boyutlari
ve PdI degerleri belirlenmistir. Zeta potansiyellerinin belirlemek amaciyla ELS
yontemi kullanilmistir. Biri bos kitosan nanopartikiili ve digeri GEE yiikli
kitosan nanaopartikiili olmak iizere sentezlenen iki Ornekten numuneler

alinarak analizler gerceklestirilmistir.

4.1.1.1 Kitosan Nanopartikiillerinin DLS ile Boyut ve PdI Analizleri
Nanopartikiil boyut ve PdI analizleri {i¢ tekrarli olacak sekilde Zeta Sizer
cihazinda yapilmis ve boylece elde edilen sonuclar elde edilen pikler ile

dogrulanmistir. Elde edilen sonuclar Tablo 4.1 ve Sekil 4.1’de verilmistir.

Tablo 4.1 Zeta Sizer cihazi 6l¢lim sonuclari

Numune Boyut (nm) PdI
Bos Kitosan 67.71 £ 7.74 0.139 = 0.01
Nanopartikiilleri
GEE ile Yiikli Kitosan 139.6 = 1.55 0.124 = 0.01
Nanopartikiilleri
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A) Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm): B) Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):

Z-Average (d.nm): 67.72 Peak1:  77.47 99.4 30.19 Z-Average (d.nm): 1396 Peak1: 1584 1000 58.55
Pdt: 0.139 Peak2: 4564 06 8418 Pdi; 0.124 Peak2:  0.000 00 0.000
Intercept: 0.965 Peak3:  0.000 0.0 0.000 Intercept: 0949 Peak3: 0000 00 0.000
Result quality : Good Result quality : Good
Size Distribution by Intensity Size Distribution by Intensity
1 15

Intensity (Percent)

Intensty (Percent)

01 1 10 100 1000 10000 01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm) Size (d.nm)

Sekil 4.1 A) Bos kitosan nanopartikiilleri, B) GEE yiikli kitosan
nanopartikiillerine ait boyut ve PdI analiz sonuclari

4.1.1.2 Kitosan Nanopartikiillerinin Zeta Potansiyeli Analizi
Kitosan nanopartikiilleri sentezi sonrasi zeta potansiyelleri analizi sonucunda

elde edilen zeta potansiyel degerleri Tablo 4.2 ve Sekil 4.2’de verilmistir.

Tablo 4.2 Zeta Sizer cihazi 6l¢tim sonuglari

Numune Zeta Potansiyeli (mV)

Bos Kitosan Nanopartikiilleri 11.4 = 1.29

GEE ile Yiikli Kitosan 12.2 + 0.91

Nanopartikiilleri

A) Mean (mV) Area (%) St Dev (mV) B) Mean (mV) Area (%) StDev (mV)
Zeta Potential (mV): 11.4 Peak1: 116 100.0 7.49 Zeta Potential (mV): 12.2 Peak 1: 119 906 7.86
Zeta Deviation (mV): 681 Peak 2 0.00 00 0.00 Zeta Deviation (mV): 8.48 Peak2: 693 04 203
Conductivity (mS/cm): 0288 Peak3: 000 00 000 Conductivity (mSicm): 0,433 Peak3: 552 01 000
Result quality : Result quality :
Zeta Potential Distribution Zeta Potential Dstribution
200000 70000
60000
150000 * ¥ 4 £ A i 50000
5 § 40000
© 100000 o
3 B 30000
50000 20000
10000
ot
-100 0 100 200 -100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (mV) Apparent Zeta Potential (mV)

Sekil 4.2 A) Bos kitosan nanopartikiilleri ve B) GEE yiiklii kitosan
nanopartikiillerine ait zeta potansiyel analiz sonuclari
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4.1.2 ATR Analizi Sonuclan
Bos kitosan, GEE ile yiikli kitosan ve sadece GEE numunelerinden elde edilen
ATR-FTIR analizi sonuglar1 Sekil 4.3’te verilmistir. Analiz sonuglar1 GEE’de C-O

germe bantlarinin yogunlukta oldugunu gostermektedir.

Bos
1 Kitosan

A | Covenotu-
b | kitosan

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalgasayisi(cm-1)

Sekil 4.3 Numunelerin ATR-FTIR analizleri sonucu

4.1.3 GEE Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerinin Yiikleme Kapasitesinin ve
Enkapsiilasyon Veriminin Hesaplanmasi

4.1.3.1 Gypsophila eriocalyx Ekstraktinin Kalibrasyon Egrisi

Gypsophila eriocalyx ekstraktinin kalibrasyon egrisi; 1 mL total hacimde olacak
sekilde 6,75 pg/mL, 12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL
ve 400 pg/mL olacak sekilde hazirlanan yedi farkli konsantrasyondaki
Gypsophila eriocalyx ekstraktinin ¢ozeltisiyle hazirlanmistir. Numuneler GEEnin
absorbans degeri olan 260 nm’de okunmustur ve elde edilen degerlerden
kalibrasyon egrisi ve egrinin denklemi elde edilmistir. Elde edilen bu egri, GEE
ile enkapsiile edilmis kitosan nanopartikiillerinin icerisinde enkapsiile haldeki

ekstrakt miktarinin belirlenmesi, enkapsiilasyon verimi ve yiikleme kapasitesinin
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bulunmas: ve nanopartikiillerin salim profillerinin belirlenmesi amaciyla

kullanilmastir.

GEE’ye ait kalibrasyon egrisi ve egrinin denklemi Sekil 4.4’te gosterilmektedir.

Elde edilen Denklem 4.1’de gosterilmektedir.

y = 0.0018x 4.1

"

y =0,0018x
R?=0,9998

o
[,

o
(4]

o
w

Absorbans (260 nm)
o o
[ E-3

o
N
"

o
.
.

0 100 200 300 400 500
GE Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 4.4 Gypsophila eriocalyx ekstraktinin kalibrasyon egrisi

4.1.3.2 GEE Yiikli Kitosan Nanopartikiillerinin Enkapsiilasyon Verimi ve
Yiikleme Kapasitesinin Hesaplanmasi

» Enkapsiilasyon Verimi

Enkapsiilasyon verimi kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem
yardimiyla ilgili konsantrasyonlar belirlenerek ve Denklem 3.4 ve
Denklem 4.1 kullanilarak %90.61 olarak hesaplanmustir.

» Yiikleme Kapasitesi
Yiikkleme kapasitesi kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem
yardimiyla ilgili konsantrasyonlar belirlenerek ve sentezlenen kitosan
nanopartikiillerinin kuru agirlig1 6lciilerek Denklem 3.5 ve Denklem 4.1

yardimiyla %38.56 olarak hesaplanmistir.
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4.1.4 GEE Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerinin /n Vitro Salim Analizi Sonugclar

GEE yikli kitosan nanopartikiillerinin in vitro salim testi amaciyla calkalamali
su banyosunda stirekli karisan diyaliz kapsilii igerisindeki nanopartikiil
formiilasyonu salim ortami olarak PBS (pH=7.2) icerisine yerlestirilmistir ve
salim ortamindan belirli saat araliklarinda sirasiyla alinan o6rnekler UV-Vis

spektrofotometrede analiz edilmistir.

Elde edilen absorbans sonuglari ile salim yiizdesi bulunmus ve zamana baglh bir

grafik olusturularak salim profilleri incelenmistir.

Elde edilen degerler ilgili denklemde yerine konuldugunda 48. saat sonunda
GEEnin yaklasik %90.45’i kadarinin salindig1 gozlemlenmistir ve Sekil 4.5te

ilgili grafik verilmistir.

120
100

T

80

60

a0 |

% Salim Miktari
'_

20

0 10 20 30 40 50 60
Zaman (Saat)

Sekil 4.5 GEE yiiklii kitosan nanopartikiillerinin 7z vitro salim grafigi

4.1.5 MTT Analizleri Sonuglan

4.1.5.1 Sitotoksisite Testi Sonuglar1
GEEnin ve GEE yiiklii kitosan nanopartikiillerinin 1L.929 fare fibroblast hiicre

hatt1 lizerinde sitotoksik etkileri incelenmistir.
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GEE yiikli kitosan nanopartikiillerinin alt1 farkli konsantrasyonda hazirlanan

numunelerinin hiicre hattina uygulanmas: sonrasinda inkiibasyon siireci

ardindan MTT testi uygulanmaistir.

Son olarak Elisa absorbans okuyucuya yerlestirilerek 260 nm olarak belirlenen
degerde absorbans degerleri okunmustur. Deneyler kapsaminda GEEnin toksik

olmadig1 konsantrasyon araliginin belirlemesi amaglanmaistir.

Deney sonucunda GEE'nin ve GEE yiiklii kitosan nanopartikiillerinin deneyler
kapsaminda calisilan konsantrasyonlarinin L929 hiicreleri iizerinde %80’in altina

diismeyen hiicre canlilig1 gostermesiyle toksik olmadig1 belirlenmistir.

Sekil 4.6'da 1929 hiicre hatt1 tizerindeki % hiicre canliliklar belirtilmistir. Elde
edilen veriler dogrultusunda p degerinin kontrolii sonrasi degerlerin istatiksel

olarak anlamli oldugu ortaya konulmustur.

Hiicre Canliligi (%)
Hiicre Canlihgi (%)

120 A) 120
a
0,38

a a a R B)
a
100 a 100 2 a
a
80 80
)

60 60
) a0
20 20
0 0

0 0 05 1

0,048 0,09 0,19 0,125 0,25
Konsantrasyon (ug/mL) Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.6 A) GEE'nin ve B) GEE yiikli kitosan nanopartikiillerinin L929 hiicre
hatti tizerindeki canlilik grafigi

4.1.5.2 Osteojenik Proliferasyon Analizi Sonuglar

Osteojenik proliferasyon analizi, hem GEE (0, 0.048, 0.09, 0.19 ve 0.38 ug/mL)
hem de GEE yiiklii kitosan nanopartikiilleri (0, 0.125, 0.25, 0.5 ve 1 ug/mL) icin
bes farkli konsantrasyonla MTT analizi kullanilarak degerlendirilmistir (Tablo
4.3 ve Sekil 4.7).
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Tablo 4.3 Osteojenik proliferasyon analiz sonuclar1 (Degerler ortalama + SD
olarak verilmistir)

GEE GEE Yiiklii Kitosan Nanopartikiilleri
Konsantrasyon | Hiicre Canlilig1 (%) | Konsantrasyon | Hiicre Canlilig1 (%)
(ug/mL) (ug/mL)
0 100 = 3.56 0 100 = 3.56

0.048 104.9 = 0.76 0.125 102.45 = 5.76
0.09 102.13 £ 6.75 0.25 108.10 = 1.10
0.19 100.25 *= 16.1 0.5 107.47 = 18.95
0.38 98.05 = 5.34 1 105.71 = 5.06

[
S
o

a a I
0,125 0,25 05
Konsantrasyon (ug/mL)

120

B)
a
a
a

100
80
60
40
20
0

0 0 1

Sekil 4.7 A) GEE ve B) GEE yiiklii kitosan nanopartikiillerinin hBMC hiicre hatt1
tizerindeki in vitro osteojenik proliferasyonu

Hiicre Canhihigi (%)
g 8 8 B

Hiicre Canlihigi (%)
»
o

~
=)

1111

0,048 0,09 0,19

°

140 A)
a
0,38

Konsantrasyon (ug/mL)

4.1.6 In Silico Analiz Sonuclari

Yapilan in silico analizler dogrultusunda molekiiler yerlestirme profilleri ve
inhibitor mekanizmalara ek olarak ila¢ benzeri 6zellikler de belirlenmistir.
Deneyler kapsaminda hedef reseptor belirlenerek ligandlar esliginde molekiiler

yerlestirme calismalar1 gerceklestirilmis, MD analizi ile su igerisindeki

davranislar belirlenmis, son olarak ADME o6zelliklerinin belirlenmesi ve ilag

benzeri profillerin ortaya konulmasi acisindan SWISSADME analizleri

gerceklestirilmistir.

4.1.6.1 Molekiiler Yerlestirme Calismalar Sonuglan
Gypsophila cinsine ait endemik bir tlir olan Gypsophila eriocalyx zengin

fitokimyasal icermesi sebebiyle biiyiik bir farmakolojik potansiyel

barindirmaktadar.
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Gypsophila ana fito-bileseni olan saponinlerin %46’s1 gypsogenin maddesinden
olusmaktadir. Biinyesinde gypsogenine ek olarak icerdigi quercetin-3-rutinoside
olarak da bilinen rutin, Gypsophila tiirleri arasindaki en yaygin flavonoid
glikozittir. Diger bir fitokimyasal olan rosmarinik asit, Gypsophila eriocalyx

tlirlinde baskin bir polifenoldiir ve antioksidan seviyesi oldukca yiiksektir [113].

Molekiiler yerlestirme analizi kullanilarak, Gypsophila eriocalyx icerisinde
bulunan baskin fitokimyasallardan olan gypsogenin, rutin ve rosmarinik asit
bilesenlerinin molekiiler yapilarinin, anti-osteoporoz ila¢ gelistirilmesindeki en
kenetlenmesi ve etkilesim

onemli hedefler arasinda bulunan CatK ile

mekanizmalar1 ortaya konulmustur.

Sekil 4.8'de CatK ile kenetlenen ii¢ fitokimyasal verilmistir. Bu kenetlenme

enerjileri ve etkilesim cesitleri de Tablo 4.4’te sunulmustur.

Tablo 4.4 CatK ve GEE ait fitobilesenlerinin molekiiler yerlestirme analiz

sonuclari
Gypsogenin Rutin Rosmarinik asit
C30H4604 Ca7H30016 Ci1sH160s

Baglanma -5.75 -8.67 -6.20
Afiniteleri
(kcal/mol)

SER138(1.86)

ASN161(2.18) LEU160(1.91)

H Bag1 ASP61(1.80) GLY66(2.44) GLN19(1.65)

Etkilesimleri (A)

GLY66(1.84)

ASP61(1.71)
ASP61(1.74)
HIS162(2.71)

SER138(2.16)

Tuz Kopriisi

Etkilesimleri A)

HIS162(2.66)

Aromatik H Bag TYR67(2.59) TYR67(2.73)
Etkilesimleri (A) TRP26(2.71) TRP184(2.77)
Pi-pi Istifleme TYR67(5.16)

Etkilesimleri (ﬁ\)
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C27H30O16
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H16O8

Sekil 4.8 A) Gypsogenin, B) Rutin ve C) Rosmarinik asit ‘in CatK reseptoriine
baglanan aktif ligandlarin yapilari

Ek olarak, CatK reseptoriiniin aktif baglanma bolgesine baglanan gypsogenin,
rutin ve rosmarinik asit molekiillerinin, reseptore baglanma yerleri ve etkilesim

mekanizmalari Sekil 4.9°da da verilmistir.

Tablo 4.4’ten gorildiugi tizere, elde ettigimiz sonuclar; CatK reseptOriine en
diisiik enerjili ve en kararli baglanmay1 gerceklestiren molekiil yapinin rutin
oldugu gostermektedir. Rutin ile CatK reseptorii arasindaki kararh
kenetlenmenin skoru -8.67 kcal/mol olarak bulunmustur. Rutin molekiiliini
rosmarinik asit -6.20 kcal/mol kenetlenme skoru ile takip etmis ve ikinci sirada
yer almistir. Gypsogeninin ise -5.75 kcal/mol skorlu bir baglanma enerjisi ile ti¢

ligand arasindaki en az baglanma enerjisine sahip oldugu belirlenmistir.

Bu diisiik etkilesim, gypsogeninin CatK reseptoriiniin aktif baglanma bolgesi ile

daha az sayida hidrojen bag: etkilesimine sahip olmasindan kaynaklanmaistir.
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Gypsogenin ASP61(1.80) ve GLY66(1.84) rezidiileri arasinda iki adet hidrojen
bag: ile baglanmistir. Elde edilen bu baglanmalar mor renkli oklar ile Sekil
4.9(A)’da verilmistir. Rutin molekiili CatK reseptoriiniin aktif baglanma
bolgesine  SER138(1.86), ASN161(2.18), GLY66(2.44), ASP61(1.71),
ASP61(1.74) ve HIS162(2.71) rezidiilerinden toplamda alt1 adet hidrojen bagi
ile kenetlenmistir. Bunlara ek olarak; halka yapidaki TYR67(2.59) ve
TRP26(2.71) rezidiileri ile de aromatik hidrojen baglar ile baglanarak, kararl

kenetlenmeyi gerceklestirmistir.

Rutin ve aktif baglanma bolgesindeki rezidiiler arasindaki hidrojen bagi
etkilesimleri mor renkli oklar ile, aromatik hidrojen bag1 etkilesimleri de mavi

renkli oklar ile Sekil 4.9(B)’de gosterilmistir.

Rosmarinik asit molekiilii CatK reseptoriiniin aktif baglanma bolgesindeki
LEU160(1.91), GLN19(1.65) ve SER138(2.16) rezidiileri ile iic adet hidrojen
bagi, TYR67(2.73) ve TRP184(2.77) rezidiileri ile aromatik hidrojen bagi
etkilesimleri, HIS162(2.66) ile tuz kopriisii etkilesimi ve TYR67(5.16) ile de pi-pi
istifleme etkilesimleri yapmistir. Bu etkilesmeler de Sekil 4.9(C)’de mor oklar
hidrojen baglarini, yesil renk c¢izgi pi-pi istifleme etkilesimini temsil edecek

sekilde sunulmustur.

Tim ¢ boyutlu etkilesimler 6lciilen degerleriyle birlikte ve iki boyuttaki gorsel

temsilleri ile Sekil 4.9’da verilmistir.
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Sekil 4.9 A) Gypsogenin, B)Rutin ve C) Rosmarinik asit fitobilesenlerinin CatK
reseptorii ve ligandlarin aktif baglanma bolgesi etkilesimleri
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4.1.6.2 MD Analiz Sonugclari

MD analizleri kapsaminda, gypsogenin molekiilii icin, CatK ile 7052 adet su
molekiilii ve sistemi notral hale getirmek icin 27 adet klor (Cl) ve 20 adet
sodyum (Na) atomu eklenerek 300 Kelvin (K) sicaklik ve 1 atm basincta 50 ns

icin MD simiilasyonu gerceklestirilmistir.

Rutin molekiilii icin, CatK ile 6741 adet su molekiilii ve sistemi noétral hale
getirmek icin 27 adet Cl ve 19 adet Na atomu eklenerek 300 K sicaklik ve 1 atm

basincta 50 ns icin MD simiilasyonu gerceklestirilmistir.

Rosmarinik asit molekiilii i¢in, CatK ile 6768 adet su molekiilii ve sistemi notral
hale getirmek icin 26 adet Cl ve 19 adet Na atomu eklenerek 300 K sicaklik ve 1

atm basincta 50 ns icin MD simiilasyonu gerceklestirilmistir. MD i¢in hazirlanan

bu ¢ sistem sonuglar1 Sekil 4.10’da verilmistir.

Sekil 4.10 A) Gypsogenin, B) Rutin ve C) Rosmarinik asit fitobilesenleri ve CatK
MD sistem yapilari

50 ns MD analizleri sonucunda trajektorlerin elde edilmesi sonrasinda teker
teker her bir sistemin RMSD degerleri hesaplatilmistir. Gypsogenin ile
olusturulan sistemin protein ve ligand RMSD degerleri Sekil 4.11 (A) da
verilmektedir. Sekildeki verilere gore, protein RMSD degeri 2 A altinda ve ligand
RMSD degeri de (pembe renk ile gosterilmistir) 0.5 A altinda elde edilmistir.
Yapilan MD hesaplama siiresince RMSD degeri kiiciik dalgalanmalar ile 1.50 A

civarinda kararlh bir bicimde kalmistir.
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Rutin i¢in hesaplanan protein ve ligand RMSD degerleri de Sekil 4.11 (B)’de

gosterilmistir. Rutin icin de RMSD degerleri de 2 A altinda elde edilmistir.

Rosmarinik asit icin sistem RMSD degeri de maksimum 1.35 A olarak
hesaplanmistir ve Sekil 4.11 (C)de gosterilmistir. MD similasyonlar
gerceklestirilen ii¢c sistemde de molekiiler yerlestirme gerceklestirilmis halde
analiz edilen ii¢ ligand ve CatK proteini kararli halde bulunmuslardir. MD

analizleri sirasinda atomlarda parcalanma veya baglarda kopma gozlenmemistir.

A) g 11 on frotERILiG! F on Lig B) B i} 4 on Brot B i) 5t o0 |in
200

Protein RMSD (4)
{¥) aswy puesrT

Protein RMSD (4)
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Protein RMSD {4)
& B s o e
{¥) aSky puesn
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Sekil 4.11 A) Gypsogenin, B) Rutin ve C) Rosmarinik asit fitobilesenleri ve CatK
MD sistemlerinin RMSD degerleri

Gypsogenin molekiiliiniin CatK ile etkilesimi incelendiginde; molekiiler
yerlestirme analizinde de ortaya konuldugu tizere ASP61 ve GLY66 rezidiileri ile
hidrojen bag etkilesimi yaptigt MD analizinde de gozlenmistir. Ancak bu
etkilesmeler, sonrasinda su molekiilleri ile ortiilii kalarak daha kisa siire ile sinirh
kalmistir. Ek olarak molekiil, TYR67, GLU115 rezidiileri ile cok daha uzun siireli

etkilesim icerisinde bulunmustur.

LEU 209 ve ASN 208 ile de hidrofobik etkilesimler gozlenmistir. Gypsogenin

molekiiliiniin 50 ns boyunda CatK ile etkilesimi Sekil 4.12’de verilmistir.
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|| H-bonds 1 Hydraghabic Mionic WWater bridges

Sekil 4.12 Gypsogenin molekiiliintin 50 ns CatK ile etkilesimi

Rutin molekiiliiniin CatK ile etkilesimi incelendiginde; ASP 61, GLY66 rezidiileri
ve ALA163 rezidiisii ile hidrojen bag: etkilesimi yaptig1 gozlemlenistir. ASP61,
GLY66 etkilesimleri 50 ns boyunca etkili olmus etkilesimlerdir ki bu etkilesimler

molekiiler yerlestirme analizi ile de ortaya konulmustur.

Benzer bir sekilde yerlestirme analizinde ortaya konulan ASN161 ile hidrojen
bag1 etkilesimi MD analizinde de go6zlemlenmistir. Molekiiler yerlestirme
analizinde aromatik hidrojen bagi yapan rezidiiler olan TYR67 ile hidrofobik
etkilesme ve TRP26 ile de hidrojen bag: etkilesimi belirlenmistir. HIS162 ile de
iyonik etkilesim belirlenmistir ki bu etkilesim molekiiler yerlestirme

analizlerindeki tuz kopriisii etkilesimi olarak belirtilen etkilesimdir.

Tiim bu etkilesimlere ek olarak ALA163 ile de hidrojen bagi etkilesime sahip
oldugu MD analizi sonunda ortaya konulmustur. Etkilesim cesitleri ve siireleri

Sekil 4.13 ‘de verilmistir.

63



. = oo Fydroghobic M lonic MWater rdges|

1.50
cH
1.25 4 H

n

EIOG- —I
kel

@ 0.754

bl
= 050 4 —
0.25 .
0.00 - = =
SRVIY Y A 3
[} o o

sl
W

: 4;\7"%% Total cont.

D0 P A DN o DT I ADGAT D

Wifﬁiﬁ;’

[ s

N

30 40 50
Time {nsec)

o
o
N
=1

Sekil 4.13 Rutin molekiiliiniin 50 ns boyunda CatK ile etkilesimi

Rosmarinik asit ’in CatK ile etkilesimi incelendiginde; GLN19, GLY20, CYS25,
LEU160, SER138, ASN161, GLN143, ALA137, HIS162 ve TRP184 ile hidrojen
bagi etkilesimleri meydana geldigi gozlemlenmistir. En uzun siireli etkilesimler

GLN19, HIS162, TRP184, ASN161 ve CYS25 rezidiileri ile gerceklesmistir.

Molekiiler yerlestirme analizleri sonucu ile benzer sekilde GLN19, LEU160,
HIS162 ve TRP184 rezidiileri ile hidrojen bag etkilesimleri gozlenmistir.
Molekiiler yerlestirme analizinde gozlemlenmis olan TYR 67 ile aromatik
hidrojen bag1 ve pi-pi etkilesimi iyonik etkilesimleri, MD analizinde de benzer
sekilde ayni rezidii ile gozlemlenmistir. Hidrofobik etkilesmeler de TRP184 ve
HIS162 rezidiilerinde meydana gelmistir. Tiim bu etkilesimlerin cesidi, siiresi ve
rosmarinik asit ‘in hangi atomlar ile bu etkilesimin ortaya ¢iktig1 Sekil 4.14’ te

verilmistir.
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Sekil 4.14 Rosmarinik asit molekiiliiniin 50 ns boyunda CatK ile etkilesimi

4.1.6.3 ADME Parametrelerinin Tahmin Sonuclar1

SwissADME cevrimici yazilimi {izerinden gerceklestirilen tahmini ADME
degerlerinin hesaplanmasi ile elde edilen sonuclar Tablo 4.5te verilmistir.
Literatiirdeki veriler ile paralelliginin belirlenmesi ve elde edilen teorik verilerin
yorumlanmasi acisindan tabloda yer alan ortalama degerler, farmakolojik

calismalardan elde edilmis ve analizlerde siklikla kullanilan verilerdir [114].

Analizler kapsaminda secilen parametreler, osteoporoza yonelik ila¢ gelistirmesi
calismalarinda incelenen literatiir parametrelerinden esinlenilerek secilmistir.
Anti-osteoporoz Ozelliklerin ortaya konulmasi acisinda molekiiler agirlik ve H-
bag1 alict ve dondr sayilar1 gibi fizikokimyasal o6zelliklerin yani sira suda
coziiniirliik gibi dogrudan kemige yonelik olan Ozelliklerinin belirlenmesi de
onem tasimaktadir. Hedef secilmis reseptoriin kemik organik matrisinde
bulunmasi sebebiyle farmakolojik parametrelerin bilinmesi, kontrollii ila¢ salim

sisteminin gelistirilmesi acisindan biiyiik bir fayda saglayacaktir.

Bu kapsamda tahmin edilen o6zellikler, farkli kimyasallar arasinda tanimlamayi
kolaylastirmak icin renk kodludur. Renk kodlar1 sunlari igerir: son derece pozitif
ve evet degerleri icin pembe; zayif pozitif degerler icin sari, negatif ve hayir

degerleri icin yesil.
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Tablo 4.5 Fitobilesenlerin teorik ADME 6zellikleri

ADME Ozellikleri ‘ Gypsogenin ‘ Rutin ‘Rosmarinik asit‘

Fizikokimyasal Ozellikler Ortalama
Degerler
Molekiil (50.0/500.0)
Csp3 Orani

Donebilen bag sayisi

S e o e
B

(1.0/10.0)
H-bagi1 Alicilarinin (2.0/20.0)
Sayisi
H-bagi Donorii Saylsl (0.0/6.0)
TPSA A2 (Topolojik (<140.0)

Polar Yiizey Alani)

-- o

Farmakolojik Ozelliklerin Tahmini

--- o

b -- o
Goziniirlik Sinifi Zayif Coziinir
Cozlinur

log P Degerlerinin

Ortalamasi
log S (Suda

Coziintrlik)

Gastrointestinal Diisik ~ Dusik
Absorpsiyon -
Kan-Beyin Bariyeri Hayir Hayir Hayir Hayir
Gecirgenligi
P-gp Substrati -- Hayir -
Log Kp (Deri . 443 -10.26 -6.82 (cm/saat
gecirgenligi cm/s) cinsinden Kp)

Lipinski 5 Ihlal Kural (Maksimum
4)
Biyoyararlanim Skoru (=0.10)
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S

SONUC VE ONERILER

Osteoporoz, kemik dokusunda yapisal bozulma, diisiik kemik kiitlesi ve artmis
kirik riski ile iligkili bir iskelet bozuklugudur. Osteoporozlu hastalarin, normal
kemik minerali olan bireylere kiyasla saglikla ilgili yasam kaliteleri daha
diisiiktiir. Yapilan calismalar, osteoporozun ve buna bagl kemik zayifliklarinin
Avustralya, Japonya, Avrupa'daki bes iilke (Birlesik Krallik, Fransa, Almanya,
Italya, Ispanya), ABD ve Kanada'da 50 yas ve iizeri 24 ila 49 milyon kisiyi
etkiledigini bildirmistir [115]. Baska bir calismada, kiiresel olarak osteoporozdan

etkilenen 286 milyondan fazla hastanin oldugu tahmin edilmektedir [116].

Osteoporoz son yillarda global capta yaslanma egiliminde olan niifus sebebiyle,
ozellikle orta yasli ve yasl bireylerin sagligi icin ciddi bir tehlikeye doniismiistiir.
Her iki cinsiyeti de etkileyen hastaligin kadinlardaki prevalansi erkeklere kiyasla
lic kat daha fazladir. Osteoporozun genetikten, beslenmeye, steroidler benzeri
ilaclar kullanimindan vitamin eksikliklerine kadar pek cok tetikleyici sebebi
olabilmektedir. Giiniimiizde osteoporoz tedavileri cogunlukla bifosfonat icerikli

ilaclar ile sinirlidir.

Alendronat, Ibandronat, Risedronat drnekleri verilebilecek bu ilac tiirleri yan
etkileri ve sadece belirli bir periyotta kullanilmalar1 sebebiyle tam bir tedavi
tanimindan cok hastaligi belirli bir seviyede tutmaya yoneliktir [117]. Bir
alternatif olarak bitkisel temelli anti-osteoporoz ajanlari antik caglardan
giiniimiize dek siklikla tercih edilmistir. Alangium salvifolium, Diospyros
chloroxylon, Erythrina fusca, Mimosa intsia gibi farkli ailelere ait bitki tiirleri

kemiklerin kirik tedavisinde kullanilmistir [118].

Sifali bitki ailelerinden birisi olan Caryophyllaceae ’ye ait Gypsophila eriocalyx
endemik tiirti, zengin saponin icerigi sebebiyle giiclii bir terapétik potansiyel
barindirmaktadir. Bitkilerin tedavi edici potansiyellerine ek olarak; ilac¢ iletimini

saglamak, stabiliteyi ve biyoyararlanimi arttirmak amaciyla nanopartikiil dozaj

67



formunda yenilikci bir ila¢ salim sisteminin gelistirilmesi son yillarin vazgecilmez

arastirma konularindan birisi haline gelmistir [119].

Nanopartikiiller; genis yiizey alanlari, biyouyumlu olmalari, hedef odakl iletim
sistemleri ve biyobozunur olmalar1 sebebiyle kontrollii ila¢ dagitim sistemlerinde
en cok tercih edilen sistemlerden bir tanesidir. Ilac salim sistemlerinde tercih
edilen polimerik nanopartikiil malzemelerinden kitosan, FDA ve EMA tarafindan
onaylanmis en onemli katyonik polimerdir [120]. Kitosan kolay
islevsellestirilebilir ~ve muko-adezif Ozellikleri sebebiyle ilaclarin ve
farmasotiklerin organlara verilmesi icin en c¢ok calisilan polimerlerden bir

tanesidir.

Osteoporoz arastirmalarinda kitosan nanopartikiillerinin kullanilmasi konusu
arastirllmaya devam etmektedir. Ornegin, bifosfonat benzeri risedronatlarin
biyoyararlanimlarini  yiikseltmek amaciyla kitosan nanopartikiilleri ile
islevsellestirme calismas1 in vivo deneylerde basariyla sonuglanmistir [121].
Baska bir calismada, insan paratiroit hormonu yiiklii kitosan nanopartikiilleri
osteoporoz tedavisi amaciyla kullanilmistir. Nanopartikiillerin in vivo deneyler
kapsaminda farelere verilmesi sonucunda hiicre ici kalsiyum aliminin, kemige
0zgii alkalin fosfataz iiretiminin ve osteokalsin tiretiminin uyarildig: bildirilmistir

[122].

Bir diger calismada, osteoporoz tedavilerinde siklikla kullanilan pamidronat
disodyumun kitosan nanopartikiillerine enkapsiillenmesi ile biyobozunur ajanlar
gelistirilmesi amaclanmistir [123]. Calismanin sonucunda ajanlarin osteoporotik
sicanlar tlizerinde kullanim potansiyelleri artan kemik mimarisi ile ortaya

konulmustur.

Detayl literatiir arastirmalar1 neticesinde su ana kadar Gypsophila eriocalyxin
anti-osteoporoz etkisinin arastirilmasi1 ve kitosan nanopartikiillerine enkapsiile

edilmesi ile ilgili herhangi bir ¢calisma bulunamamastir.

Tez calismasi, anti-osteoporoz etkileri literatiirde bildirilmis olan saponin
maddesince  zengin  Gypsophila  eriocalyx ekstrakti iceren  kitosan

nanopartikiillerinin sentezlenmesi, karakterizasyonu, salim profillerinin ve
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sitotoksisitelerinin  belirlenmesi ve anti-osteoporoz etkilerinin in silico

yontemlerle degerlendirilmesini amaclamistir.
Tez amaci dogrultusunda gerceklestirilen calismalar su sekildedir,

1. Gypsophila eriocalyXin kokleri uygun sartlarda toplanmis ve
sonrasinda dekoksiyonu ile ekstrakt elde edilmistir.

2. Gypsophila eriocalyx ekstraktinin kitosan nanopartikiillerine
enkapsiilasyonu gerceklestirilmis ve sentez iyonik jellesme
yontemiyle yapilmistir.

3. Gypsophila eriocalyx iceren kitosan nanopartikiillerinin UV-Vis ve
ATR-FTIR spektroskopisi, zeta potansiyeli analizi, yiikleme
kapasitesi ve enkapsiilasyon veriminin bulunmasi ve salim
profillerinin  incelenmesi ile  karakterizasyon  calismalari
gerceklestirilmistir.

4. Gypsophila eriocalyx iceren kitosan nanopartikiillerinin ve GEE'nin
sitotoksik etkilerinin ve osteojenik proliferasyon profillerinin
belirlenmesi amaciyla MTT deneyleri gerceklestirilmistir.

5. Son olarak Gypsophila eriocalyx etken maddelerinin anti-
osteoporotik etkilerinin molekiiler analizleri, molekiiler yerlestirme
ve molekiiler dinamik simiilasyonlari calismalariyla belirlenmistir.
ila¢ profilleri ADME 6zelliklerinin teorik tahminleri ile ortaya

konmustur.

Ilk olarak, dekoksiyon yéntemiyle kaynatilan toz halindeki Gypsophila eriocalyx,
kahverengi, kivamli ve {iist kisminda kopiikler olusan bir sivi olusturmustur.
Gypsophila tiirlerinin ana maddesi olan saponin kaynatildiginda kivam
almaktadir ve kivam arttirici olarak helva ve yenilebilir kopiik yapiminda
kullanilmaktadir [124]. Bu bilgilerden yola cikilarak saponinlerin basarili bir
sekilde ekstrakt soliisyonuna aktarildig1 soylenebilir. Nanopartikiillerde boyut,
kullanilan ajan maddesine bagli olarak toksisiteyi belirlemektedir.
Nanopartikiillerin yiizey 6zellikleri ve boyutlar1 sayesinde icerdikleri terapotik
madde miktarlari, yar1 Omiirleri ve hedefteki birikimleri belirlenebilmektedir.

Nanopartikiillerin boyutlarinin toksisite ile ters orantili oldugu diisiiniilmektedir.
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Nanopartikiiller icin belirlenen genel aralik 10-100 nm arasindadir. Kitosan
nanopartikiillerinin osteoporoz tedavilerine yonelik kullanimi ile ilgili 6rnek
verilen caligmalarda dolu kitosan nanopartikiilleri icin boyutlar 170-260 nm
arasinda degismektedir. Kemik gozeneklerinin 20- 1500 nm arasinda degisken
boyutlar1 ajanlarin nanopartikiiller araciligiyla iletilmesi noktasinda biiyiik bir

avantaj saglamaktadir [125].

Tez calismasindan elde edilen ortalama nanopartikiil boyutlari bos kitosan
nanopartikiilleri icin 67.71 = 7.75 nm ve GEE yiikli kitosan nanopartikiilleri i¢cin

139.6 = 1.55 nm olarak bulunmustur.

Sentez deneyleri sonucunda bos kitosan nanopartikiillerine kiyasla GEE yiiklii
kitosan nanopartikiillerinin boyutlarinda artis meydana geldigi tespit edilmistir.
Bu durumun, c¢alisma kapsaminda kullanilan etken madde olan GEEnin
yapisindaki kimyasal gruplar ile kitosan polimerinin zincirleri arasinda meydana
gelen itme kuvvetlerinin neden oldugu etkilesimlerden dolay1r olustugu

diistintilmektedir.

PdI degeri kolloidal numune icerisindeki partikiillerin boyut dagilimi hakkinda
bilgi sahibi olunmasina yardimci olan 6nemli bir parametredir ve cogunlukla O
ile 1 araliginda olmasi beklenir. Farmakolojide PdI degerleri 0.3'ten diisiik olan
kolloidal partikiillerin monodispers ve 0.5'ten biiyiilk olanlarin polidispers

dagilim gosterdigi kabul edilmektedir [126].

Deney sonucunda elde edilen PdI degerleri sirasiyla bos ve GEE yiiklii kitosan

nanopartikiilleri icin 0.139 = 0.02 ve 0.124 + 0.01 olarak bulunmustur.

Degerlerden anlasilacagi iizere, kitosan nanopartikiilleri soliisyon icerisinde
monodispers dagilim gosterdigi tespit edilmistir. Bu dagilim, soliisyon igerisinde
tek tip molekiiler agirlikta olan nanopartikiillerin homojen bir dagilim icerisinde
oldugu anlamina gelmektedir. Kontrolli ila¢ dagitim sistemlerinde,
formiilasyonlarin gozeneklerden rahat gecebilmesi hedefi dolayisiyla PdI

degerinin 0.3’ten kiiciik olmas1 beklenmektedir [127].

Calisma kapsaminda elde edilen formiilasyonun boyut ve dagilim acisindan

incelenmesi sonucunda, GEE yiiklii kitosan nanopartikiillerinin oral olarak
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alinacak bir takviye icin gastrointestinal (GI) sistemde c¢Oziintirliik sartlari olan
300 nm’den kiiciik olmasi ve monodispers dagilimda olmas: sartlarini da

sagladig1 belirlenmistir [128].

Cogunlukla polisakkaritler asidik ortamlarda notr davrandiklarindan kitosanin
katyonik olmasi, terapotik ajanlarin iletimini saglamak amaciyla tasiyici sistemler
olusturuldugunda elektrostatik kompleksler olusturmasini kolaylastirmaktadir.
Buna ek olarak, GI sistem dokularindaki mukozal tabakanin anyonik olmasi
sebebiyle katyonik kitosan, muko-adezif bir davranis sergilemektedir.
Gypsogenin maddesi, diger saponinler gibi bazik o6zelligiyle bilindiginden ve
yapisinda bulunan fonksiyonel gruplar1 dolayisiyla katyonik bir etki gosterdigi
diistiniilmektedir. Buna bagh olarak katyonik bir nanopartikiil yapisi ve artan

GEE konsantrasyonuyla birlikte katyonik davranislarin artacagi diistintilmiistiir.

Bos kitosan nanopartikiilleri ve GEE yiikli kitosan nanopartikiilleri icin zeta
potansiyelleri sirastyla 11.4+1.29 ve 12.2+0.91 mV bulunmustur ve katyonik

davranisin arttig1 gorilmistir.

Katyonik tasiyicilarin veya nano-ajanlarin ila¢ gelistirmede kullanilmasi, hiicresel
alimda endositozu kolaylastirmasi sebebiyle avantajli olarak kabul gormektedir.
Suda az ¢oziiniir veya hidrofobik bilesenlerin katyonik vektorler sayesinde hedef
bolgeye emilimi daha kolay hale gelmektedir [129]. Buna ek olarak, katyonik
nanopartikiillerin osteogenezi destekledigi bildirilmistir [130]. Ayrica pozitif
kitosan nanopartikiilleri hiicre kinetigine daha kolay uyum saglamasi sebebiyle
tiim hiicre hatlarinda hiicre i¢i alimlarinin daha fazla oldugu belirtilmistir [131].
Literatiirde pozitif yiikli nanopartikiillerin kemik yilizeyinin minimal de olsa
negatif yiiklii olmasi sebebiyle daha yiiksek baglanma afinitesi gosterdigi

bildirilmistir [132].

ATR-FTIR spektroskopisi, ¢cok yonli yaklasimi sebebiyle numuneler icerisindeki
aktif bilesenleri ve fizikokimyasal etkilesimleri dogrudan analiz etmektedir.
Karakterizasyon calismalarinda tercih edilmesinin bir diger nedeni, nanopartikiil
formiilasyonlarinda 6zellikle ila¢ formdiillerinin C=0, C-H veya N-H gibi cesitli
fonksiyonel gruplarin 6znitelik zirvelerinin goriiniimiiniin, modifikasyonunun ve

ayirt edilebilirliginin 6ntinti agmasidir [133].
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Galisma kapsaminda elde edilen veriler bos kitosan ile GEE karakteristik
piklerinin GEE yiikli kitosan nanopartikiillerinde birlikte go6zlemlenmesi,

enkapsiilasyonun basarili bir sekilde gerceklestirdigini belirtmektedir.

GEE analizleri sonucunda elde edilen ~3600-3000 cm™ araligindaki piklerin
kalsiyum siilfata (jips) ait O-H germe bantlari oldugu disiiniilmiistiir [134]. Elde
edilen ~2931 cm™ bantinin CH; germe bant1 oldugu ve kiitikular vaks yapisindan
kaynaklandigi belirlenmistir [135]. Sonrasinda belirlenen ~2300 ¢cm™ piklerinin
atmosferik CO, kaynakli O=C=0O germe bantlar1 oldugu belirlenmistir.
Karakteristik ~1633 ¢cm™ piki C=0 germe bantlarinin varligini isaret etmektedir.
Bu germeye sebep olan kalsiyum okzalatin, bitkinin yetistigi jipsli toprak
sebebiyle ekstrakt icerisinde yer aldigi diisiiniilmistiir. Bitkinin jipsli toprakta
yogun olarak bulunun kalsiyumu, kalsiyum okzalat olarak depo ettigi ve kurak

kosullarda seker sentezine dahil ettigi diisiiniilmektedir [136].

Saponinler {izerine yapilan calismalar neticesinde spesifik piklerin literatiirde
belirtilmesi dogrultusunda ~1714 cm™ pikinin esterlere ait C=0 germe banti
oldugu diisiiniilerek saponin icerigine isaret ettigi kanaatine varilmistir [137]. Ek
olarak ~1041 cm™ pikinin yine jipse ait S-O germe banti ve ~527-517 cm™
piklerinin ise S-O egilme bantlar1 oldugu tahmin edilmektedir. Kiikiirt de

kalsiyum gibi jipsli topraklarin yogun olarak icerdigi bir diger bilesendir.

Galisma kapsaminda elde edilen ATR-FTIR analizi sonuclarindaki esterlerin C=0
germe bantlarinin varlhig1 ve yiliksek miktarda farkli karakteristik pikler icermesi,
bitkinin jipsli kosullara uyum sagladigini ve bu sebeple asir1 sekonder metabolit
sentezleyerek cevresel faktorlere tepki verdigi ve abiyotik stres toleransina sebep
olan adaptasyonunun bir parcasi oldugu seklinde yorumlanabilir. Yogunlukta
olan C=O0O piklerinin yiiksek miktarda saponin icerigi dolayisiyla olustugu

diistintlmistir [137].

Kontrollii ila¢ salim sistemleri, biyouyumluluk ve biyobozunurlugun yani sira
terapotik ajanlarin diizenli olarak salimini gerceklestirmesi avantaji sebebiyle

tedavilerde siklikla tercih edilmektedirler.
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Kitosan yapisal olarak, calismalar kapsaminda eklenilen TPP ile iyonik c¢apraz
baglar olusturdugundan bu kompleks, hazirlanan nanoformiilasyonu kararli ve

hedef bolgede belirli bir siire salan bir yapiya doniismektedir.

GEE kimyasal olarak bazik oldugundan, nanopartikiiller ile olan enkapsiilasyonu
arttirmak adina kitosan pH1 2.8 olacak sekilde ayarlanmistir. Asidik ortamlarda
sismeleri ile bilinen kitosan nanopartikiilleri, calisma kapsaminda hazirlanan

nanoformiilasyonun siirekli olarak salinimini saglamaktadir.

GEE ile yiikli kitosan nanopartikiillerinin salim profilleri deneyi kapsaminda 48
saat sonrasinda enkapsiile olmus GEE miktarinin yaklasik %90.45 kadarinin PBS
ortamina saldigi gozlemlenmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda
nanoformiilasyonun %40’ 1mnin ilk 10 saat icerisinde hizli bir sekilde salindigi
bulunmustur. Bu salima “bolus” ad1 verilir ve kontrollii ila¢ dagitim sistemlerinin
tedavi uygulamalarinda siklikla tercih edilir. Ilacin yaris1 kadarmm hizli bir
sekilde hedef bolgeye ulasmasini saglamakta ve bu da tiim salimin

gerceklesmesini beklemeden hedef bolgede rahatlama saglamaktadir [138].

Kontrollii ila¢ salim sistemlerinin en biiyiik avantajlarindan birisi, bilesenlerin
hedef bolgeye tek seferde verilmesini degil, yavas bir salimi desteklemesidir. Bu
sayede ilag, hasta tarafinda belirli periyotlarda kullanilmaktadir. Osteoporoz
tedavilerinde kontrollii ilag sistemlerinin kullanilmasi, kisiye yonelik tedavi
adimlarinin atilmasit ve dozajin ayarlanmasi konusunda biiyiik bir avantaj

saglamaktadir.

Ornegin, osteoporoz tedavilerinde siklikla kullanilan Alendronate, oral tablet
olarak tiiketildiginde giinlilk 10 mg olacak sekilde alinmalidir. Alendronate gibi
ilaclarin kontrollii olarak degil de tek seferde salim gerceklesecek sekilde
verilmesi 10 mg bilesenin hedef bolgeyi niifuz etmesine sebep olacak, bu da

bagisiklik sisteminin uyarilmasi ile sonuglanacaktir [139].

Alendronate ile ilgili gerceklestirilen baska bir calismada, ilacin %901nin 8-10
saat icerisinde salindigini, bu siirenin kitosan nanopartikiilleri ile kaplanan ayni

maddede 30 saate kadar ciktigini bildirmislerdir [140].
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Literatiirden de anlasilacagi iizere, bilesenlerin kitosan nanopartikiilleri ile
enkapsiile sekilde kullanilmasi kontrolli salim acisindan biyiik bir fayda

saglamakta ve verim diisiisiiniin 6niine gecmektedir.

Nanopartikiil ¢calismalarinda, rezervuar ve etken madde arasindaki yiikleme ve
verim iligkisini belirlemek amaciyla enkapsiilasyon veriminin ve yiikleme
kapasitesinin  hesaplanmasi en oOnemli fizikokimyasal karakterizasyon
asamalarindandir. GEE yiiklii kitosan nanopartikiillerinin enkapsiilasyon verimi
%90.61 olarak bulunmustur. Bulunan bu deger, enkapsiile edilmek istenen 100
ug GEEnin 90.61 ug kadarinin enkapsiile edilebildigini gostermektedir.
Literatiirde kitosan nanopartikiilleri icin %50 ve iizeri kabul edilebilir bir verim
degeri iken %80 ve {izeri cok yiiksek enkapsiilasyon verimi olarak

degerlendirilmektedir [141].

Yiikleme kapasitesi ise nanopartikiillerin ne kadarinin enkapsiile edilmek istenen
bilesenlerden (ekstrakttan) olustugu hakkinda bilgi vermektedir. Calisma
kapsaminda bulunan %38.56 yiikleme kapasitesi nanopartikiillerin agirliginin
%38.56’sinin GEE’den olustugu anlamina gelmektedir. Bu deger ise her 1 mg
nanopartikiil icerig¢inin 0.38 mg kadar bilesenleri icerdigini gostermektedir.
Literatiirde bildirilen calismalar genellikle ilac gelistirme ¢alismalarinda %40 ve

altinda kiimelenmis durumdadir [142].

Kitosan biyopolimerinin, yapilan calismalar dogrultusunda 1929 fare fibroblast
hiicre hatt1 tizerinde herhangi bir sitotoksik etkisi olmadigi belirtilmistir [143].
Literatiirde Gypsophila eriocalyX'in sitotoksisitesine yonelik herhangi bir calisma
bulunmamaktadir. Bunlar ek olarak, ISO10993 (Uluslararas: Standartlar
Organizasyonu) standartlar1 dogrultusunda maddelerin %80 iizerinde canlilik

seviyesinde toksik olmadiklar1 belirtilmistir [144].

Tez calismasi kapsaminda gerceklestirilen 1L929 fibroblast hiicreleri sitotoksisite
deneylerinde yiiksek konsantrasyonlarda diisen hiicre canliligi nedeniyle
toksisite artarken, ideal oldugu GEE sitotoksisite deney sonuclari sonrasinda
belirlenen GEE yiikli kitosan nanopartikiillerinin calisilan konsantrasyonlarinda
hiicre canliiginin %80’in altina diismedigi gortilmistir ki bu da GEEnin bu

konsantrasyonlarda toksik olmadigi anlamina gelmektedir.
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GEE ile kiyasla, GEE yiiklii kitosan nanopartikiillerinde azalan toksisitenin;
kitosan ile enkapsiilasyon sonucunda artan yiizey alani, c¢oziiniirliik ve etken

maddenin biyouyumlulugunun artmasi sebebiyle gerceklestigi diisiiniilmektedir.

Osteojenik proliferasyon analizleri sonrasinda GEE'nin 6zellikle 0.048 ve 0.09
wg/mL konsantrasyonlarinda hBMC'ler iizerinde hiicre proliferasyonunu arttirici
etki gosterdigi belirlenmistir. 0.38 ug/mL konsantrasyonda ise hiicreler tizerinde
%2’lik  bir toksisite  gosterdigi  belirlenmistir. GEE  yiikli  kitosan
nanopartikiillerinin deney kapsaminda kullanilan biitiin konsantrasyonlarinda
hiicresel proliferasyonun arttig1 belirlenmistir. Etken maddenin hBMC
proliferasyonunu desteklemesinin yaninda kitosan nanopartikiillerinin kemik
iligi hiicreleri iizerinde destekleyici etkisi literatiirde bildirildiginden sentezlenen
nanopartikiillerin artan proliferasyon etkisine kitosan biyopolimerinin de

katkisinin oldugu diistiniilmiistiir [145].

Bir calismada, kitosan/hidroksiapatit nanopartikiilleri de dahil olmak {izere
cesitli ~ nanopartikiil =~ formiilasyonlarinin  osteoindiiktif = potansiyelleri
arastirilmistir. Sonuc olarak nanopartikiiller farkli konsantrasyonlarda onemli
sitotoksisite gostermemis ve proliferasyonu sinirli olarak destekledigi rapor

edilmistir [146].

Baska bir calismada, 7ithonia diversifolia yaprag: ekstresinin fare kemik iligi kok
hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerini incelemek icin MTT testi uygulanmistir.
Calisma sonucunda bitki ekstraktinin 0.5, 0.25 ve 0.125 mg/mL
konsantrasyonlarinda hiicrelerin %50'sini 6ldiirdiigii ve sadece 0.0625 mg/mL

konsantrasyonda hiicre canliliginin %72 oldugu belirtilmistir [147].

Nasturtium  officinale yapraklarinin  ekstrakti ile sentezlenmis altin
nanopartikiilleri {izerine gerceklestirilmis bir calismada tavsan kemik iligi
hiicreleri tizerinde sitotoksisite calismas: gerceklestirilmis ve bitki ekstraktinin
toksik etkileri incelenmistir. Calismanin sonucunda, nanopartikiillerin 12.5
ug/mL konsantrasyonunda sitotoksik etki gostermedigi ve proliferasyonu
etkilemedigi ancak yiiksek konsantrasyonlarda 26 ug/mL  yiiksek

konsantrasyonunda hiicrelerin %50’sini 6ldiirdiigi bildirilmistir [148].
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llex paraguariensis ekstrakti ile kemik iligi hiicreleri tizerinde gerceklestirilen
MTT testi ile sitotoksisite analizi sonucunda 10, 20 ve 50 ug/mL gibi denenen
diisiik konsantrasyonlarda az miktarda sitotoksisite goriliirken, artan

konsantrasyonlar ile canliligin %50'nin altina kadar diistiigi belirtilmistir [149].

GEE’nin osteoporoz iizerindeki etkisinin ortaya konulmasi ve bu kapsamda
potansiyelinin belirlenmesi amaciyla in silico deneyler gerceklestirilmistir.
Osteoporoza sebep olan osteoklastogenezin sinyal yollarinin cesitli molekiiller ile
birbirine baghh oldugu bilinmektedir. CatK ekspresyonunun niikleer faktor xB
ligandi (RANKL)-RANK sinyallesmesinin reseptor aktivatorii tarafindan
diizenlendigi literatiirde bildirilmistir. Anti-osteoporotik hedef olarak CatK’nin
secilmesi, sinyal yollarindaki diger molekiillerin tetikleyici davranislarinin son
asamasi olan bu reseptOriin sentezinin oniine gecilmesinden ileri gelmektedir

[72].

Elde edilen molekiiler yerlestirme deneyleri sonuclarina gore, GEE icin rutin
bileseninin -8.67 kcal/mol baglanma afinitesi ile -5.75 kcal/mol olan gypsogenin

ve -6.20 kcal/mol olan rosmarinik asit’i geride biraktig1 belirlenmistir.

Daha diisiik bir afinite degeri daha giiclii bir baglanmaya isarettir. Molekiiler
yerlestirme calismalarinda cogunlukla ideal baglanma afinitesi degerinin -4.0
kcal/mol ve altinda olmasi beklenmektedir. H bagi etkilesimler molekiiler
yerlestirme  deneylerinde ligand ve  protein arasindaki baglanma
mekanizmalarinin  glicinii ifade eder niteliktedir. Rutin bileseninde 6,
gypsogeninde 2 ve rosmarinik asit bileseninde 3 adet gozlemlenen H baglari,
teorik olarak ekstrakt bilesenlerinin hedef proteine oldukca giiclii bir baglanma

gerceklestirecegi anlamina gelmektedir.

Literatiirde CatK icin aktif bolgeleri ASP158, SER157, ASN161, HIS162, TYR67,
CYS25, GLN19 ve GLY66 olarak belirtilmistir [150]. Bilesenlerden gypsogeninin
GLY66’ya H bagi ile baglandig, rutinin ASN161, HIS162 ve GLY66’ya H baglari
ile; TYR67’ye ise aromatik H bagi ile baglandigi, rosmarinik asit 'in GLN19’a H
bagi ile; HIS162'ye tuz kopriisi etkilesimi ile; TYR67’ye hem aromatik H bagi

hem de pi-pi etkilesimi ile baglandig: belirlenmistir.
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Bu verilerden yola cikilarak GEEnin baskin fitobilesenlerinin osteoporoza
yonelik en onemli hedeflerden birisi olan CatK proteininin aktif bolgelerine

cesitli giicli baglarla kenetlendigini s6ylemek miimkiindiir.

Molekiiler dinamik c¢alismalarinda ise temel hedef, sulu ortamda bilesenlerin
hedefe yonelik davranislarini analiz etmektir. Bu kapsamda GEE ve CatK’nin
birlikte oldugu sistem analiz edilmistir. Sisteme ait toplam enerjiler olan kinetik
ve potansiyel enerjiler elde edilmis, bilesenlerin sistem icerisindeki ana
yapilarindan cok fazla sapmadan stabilizelerini koruduklar1 yapilan RMSD

calismalari ile belirlenmistir.

RMSD degerleri molekiillerin sistemdeki baslangic geometrik yapisinin
simiilasyon boyunca ne kadar degistigine dair bir fikir ve RMSD’lerin 2 A
degerini gecmemesi beklenir. Simiilasyonlar sonrasinda yiiksek RMSD degerleri
elde etmek, ligandlarin baslangic konformasyonlarinin degistigini ifade

etmektedir.

In silico deneylerden elde edilen verilerin yorumlanmas: sirasinda parametreleri
tek basina degerlendirmek dogru degildir. Baglanma afiniteleri, RMSD degeri,
baglarin cesitleri ve sayis1 bir biitiin seklindedir. Ideal olan kosullar
saglandiginda dikkat edilmesi gereken en onemli kisim, baslangic yapisindan
sapmamis, baglanma afinitesi olabildigince yiiksek ve hedef reseptore farkl

noktalardan kenetlenmis bir inhibisyon davranisi elde etmektir.

Calisma sonucunda 50 ns’lik sistemden elde edilen RMSD degerleri gypsogenin,
rutin ve rosmarinik asit icin sirasiyla, 1.5; 2 ve 1.35 A’dur. Degerlerden
anlasilacag1 iizere ligandlar baslangicta sanallastirilmis kimyasal profillerinin
sisteme tanmtildig1 sekilde kalmislar ve sapmamislardir. Ayrica MD analizleri
boyunca baglarda bir kopma ya da atomik bir degisim goriilmemistir. Bu
sonucun biiyiikk bir avantaj olmasimnin altinda yatan temel sebep,
nanopartikiillerin amacinin ila¢ molekiillerini biyo-stabil bir sekilde hedef
bolgeye tasimasi gerekliliginden kaynaklanmaktadir. Kontrolli ila¢ salim
sistemlerinin gelistirilmesindeki en onemli indikatorlerden bir tanesi yapinin

bozulmadan hedef bolgeye ulagsmasidir.
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Hastaliklarin tedavilerinde kullanilmaya yonelik terapotik ajanlarin farmakolojik
potansiyellerinin boyutlarinin ortaya konulmasi amaciyla ilk adim olarak ADME
ozelliklerinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu adimin ilk olarak gerceklestirilmesi

zamandan ve kaynaktan biiyiik oranda tasarruf saglayacaktir.

Galisma kapsaminda kullanilan GEE gibi diger bitkilerin ekstraktlarinda da
ADME o6zellikleri dogrultusunda potansiyellerinin olup olmadiginin belirlenmesi
amaciyla oncelikle en biiyiik yiizdelikteki bileseninin yorumlanmasi, dogruluk

oranini arttiracaktir.

Tahmin edilen ADME fizikokimyasal 6zellikleri, molekiiler formiil, H- baglarinin
alicilarim1 ve donorlerini, TPSA gibi 0Ozellikleri belirtmektedir. Gypsophila
eriocalyx’in fito-bilesenlerinin genel 6zellikleri, molekiil agirlig1 500 Da'dan daha
az sartinl gypsogenin ve rosmarinik asit icin saglamaktadir ki bu da kiiciik
molekiillerin ila¢ benzerligi olarak adlandirilabilecek belirteclerden bir tanesidir.
Devaminda elde edilen farmakolojik oOzelliklerin tahmini kismindaki logP
degerlerinin  ortalamasi, fito-bilesenlerin  lipofilisitesinin  genel ifadesi
niteligindedir. Lipofilisite, bir bilesigin lipofilik organik faz ile bir polar sulu faz

arasinda boliinme egilimini ifade etmektedir.

Yiiksek lipofilisite genel olarak daha diisiik ¢oziiniirliik, kan-beyin bariyeri ve
diger doku zarlar1 boyunca gastrointestinal sistemde daha yiiksek gecirgenlik,
metabolize edici enzimlere daha yiiksek baglanma saglamaktadir. Sonrasinda
bilesenlerin, suda coziiniirliik degerleri yiiksek ve orta seviyede c¢oOziinirliik
olarak tahmin edilmistir. GI absorpsiyonu icin bulunan degerler Gypsophila
eriocalyx ana bileseni ve biiyilk oranda etken maddesi olan gypsogenin icin

yliksek, diger fito-bilesenler i¢in diisiik olarak bulunmustur.

Fitokimyasallarin  absorpsiyon seviyesinin tahmin edilmesi amaciyla
gastrointestinal (GI) absorpsiyon, deri gecirgenligi ve P-glikoprotein (P-gp)
substrati1 parametreleri kullanmilmistir. Yiiksek saponin icerigi sebebiyle,
bilesenlerin gastrointestinal absorpsiyonunun nispeten uzun zaman alacagi,
ancak basariyla tamamlanacagi tahmin edilmektedir. Log Kp > -2.5 degeri diisiik
deri gecirgenligi oldugu kabul edilmektedir ve bu bilgiden yola cikilarak

fitokimyasallarin diisiik deri gecirgenligine sahip oldugu belirlenmistir.
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Kan-beyin bariyeri parametresi, ilacin beyin iizerinde yan etkisinin olup
olmadigin1 gosteren Onemli bir parametredir. Fitokimyasallarin kan-beyin

bariyeri gecirgenliginin olmadig1 bulunmustur.

Lipinski'nin kurallarina gore ila¢ benzerlikleri karsilastirildiginda ihlal sayis1 4’
gecen bir bilesen bulunmadigindan ve biyoyararlanim miktarlar1 da yeterli
oldugundan, hedef bolge icin istenilen 6zellikler saglandiginda GEE’lerin ilag

benzeri aktivite gosterebilecegi sdylenebilir.

Ozetle, bu tez calismas: kapsaminda kullanilmis, avantajli yéntemlerden biri olan
iyonik jellesme yontemi ile ilk kez GEE kitosan polimeri ile enkapsiile edilmis ve
GEE yiikli kitosan nanopartikiilleri sentezi gerceklestirilmis, karakterizasyon
calismalar1 yapilmis ve anti-osteoporoz etkiler 7in vitro analizler ile ortaya

konulmustur.

Gergeklestirilmis olan in vitro ve in silico deneyler dogrultusunda GEE yiiklii
kitosan nanopartikiillerinin terapotik olarak kullanilabilecegi ve anti-osteoporoz

aktivite gosterebilecegi belirlenmistir.

Bunlara ek olarak Gypsophila eriocalyx ve GEE yiikli kitosan nanopartikiillerinin
osteoporoz {izerindeki etki mekanizmalar1 aydinlatilabilir ve diger kemik
hastaliklarinin tedavilerindeki potansiyelleri ortaya konulabilir. Gypsophila
eriocalyx fito-bilesenleri izole edilerek molekiiler etkilesim profilleri ve
potansiyelleri analiz edilebilir. Sonu¢ olarak bu tez calismasinda, iilkemiz
topraklarinda yetisen fitoterapotik ozellikli Gypsophila eriocalyx ekstraktinin
nano boyutlu formiilize edilmesi ile gelistirilen GEE yiikli kitosan
nanopartikiillerinin uygun maliyette bir anti-osteoporoz Onleyici/tedavi edici
gida takviyesi veya ilac olarak kullanim potansiyelinin oldugu in vitro ve in silico
calismalar ile degerlendirilmistir. Nihai iiriin olarak Gypsophila eriocalyx
ekstraktinin  kullanildigit nanopartikiil dozaj formundaki formiilasyonun

ticarilesme asamasina gelebilmesi icin detayl 7 vivo ¢alismalara ihtiyag vardir.
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