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OZET

ALLIUM SATIVUM L. EKSTRESINDEN HAZIRLANAN FORMULASYONLAR
VE OSTEOARTRIT UZERINE ETKISI

Bulus, etken madde olarak igerisinde en az %0.45 oraninda allisin bulunduran A4//ium
sativum L. metanol ekstresi igeren mikroemiilsiyon formiilasyonlarina ve séz konusu

formiilasyonlarin osteoartrit lizerine etkisine iligkindir.
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ISTEMLER

L.

En az %0.45 oraninda allisin bulunduran A/lium sativum L. metanol ekstresi

iceren mikroemiilsiyon formiilasyonlart.

istem 1°e gore bir mikroemiilsiyon formiilasyonu olup &zelligi en az %0.45

oraninda allisin i¢eren Al/lium sativum L. metanol ekstresi ve

* en az bir yag fazi

* iki veya daha fazla siirfaktan

* Iki veya daha fazla kosiirfaktan

* en az bir ¢oziicli’yii igeren bir mikroemiilsiyon sisteminden olusmasidir.

Istem 1 veya 2’ye gére bir mikroemiilsiyon formiilasyonu olup 6zelligi en az
%00.45 oraninda allisin bulunduran Allium sativum L. metanol ekstresinin

agirhikea % 3 ile %10 arasinda bir miktarda olmasidir.

Istem 1-3’den herhangi birine gore bir mikroemiilsiyon formiilasyonu olup
ozelligi soz konusu formiilasyonun mikroemiilsiyon sistemi ve A/lium sativum

L. metanol ekstresinden olusmasi ve mikro emiilsiyon sisteminin;
*  %40-50 oraninda en az bir yag fazi

*  %40-50 oraninda iki veya daha fazla siirfaktan

*  %0,5-15 oraninda iki veya daha fazla kosiirfaktan

*  9%1-15 oraninda ¢oziicl igermesidir.

Istem 1-4’ten herhangi birine gdre bir mikroemiilsiyon formiilasyonu olup
ozelligi soz konusu formiilasyonun mikroemiilsiyon sistemi ve Allium sativum
L. metanol ekstresinden olugmasi ve mikroemiilsiyon sisteminin; izopropil
miristat, tween 60, span 80, PEG-400, su ve etanolden olusmasi ve
formiilasyon igerisinde etken madde olarak %3-10 oraninda en az %0.45

oraninda allisin bulunduran Allium sativum L. metanol ekstresi icermesidir.

I[stem 1-5’ten herhangi birine gére bir mikroemiilsiyon formiilasyonu olup
ozelligi s6z konusu formiilasyonun mikroemiilsiyon sistemi ve Allium sativum

L. metanol ekstresinden olugmasi ve mikroemiilsiyon sisteminin;

*  %40-50 oraninda izopropil miristat
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*  %40-50 oraninda tween 60 ve span 80
*  9%0,5-15 oraninda PEG-400 ve Etanol

*  %]I1-15 oraninda su igermesi ve formiilasyon igerisinde etken madde olarak
%3-10 oraninda en az %0.45 oraninda allisin bulunduran A/lium sativum

L. metanol ekstresi icermesidir.

Istem 5 ve 6’dan herhangi birine gére bir mikroemiilsiyon formiilasyonu olup
ozelligi s6z konusu formiilasyonun mikroemiilsiyon sistemi ve Allium sativum

L. metanol ekstresinden olusmasi ve mikroemiilsiyon sisteminin;

%40-50 oraninda izopropil miristat

*  %?5-10 oraninda tween 60 ve %30-40 oraninda span 80
*  9%00,5-2 oraninda PEG-400 ve %5-10 oraninda etanol

*  %1-15 oraninda su icermesi ve

e e¢tken madde olarak %3-%10 oraninda en az 9%0.45 oranminda allisin

bulunduran A/lium sativum L. metanol ekstresi icermesidir.

Osteoartirit tedavisinde veya semptomlarinin giderilmesinde kullanim i¢in en
az %0.45 oraninda allisin bulunduran Allium sativum L. metanol ekstresi

iceren Istem 1-7°den herhangi birine gére mikroemiilsiyon formiilasyonlari.
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ALLIUM SATIVUM L. EKSTRESINDEN HAZIRLANAN FORMULASYONLAR
VE OSTEOARTRIT UZERINE ETKISI

Teknik Alan

Bulus, Allium sativum L. soganlarindan elde edilen, igerisinde en az %0.45 oraninda
allisin bulunduran metanol ekstresi ile tasarlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlarina

ve s0z konusu formiilasyonlarm osteoartrit {izerine etkisine iligkindir.
Teknigin Bilinen Durumu

Osteoartrit, goriilme siklig1 ilerleyen yaslarda artan, 6zellikle yiik tasiyan eklemlerde
hasar yapan kronik seyirli bir hastaliktir. Eklem kikirdagmin ilerleyici
dejenerasyonuyla karakterize bir hastalik olan primer osteoartrit (OA) hakkinda
kikirdak harabiyetini yavaslatacak ve tedavide son basamak olan total eklem protezi
uygulamasini geciktirecek kikirdak koruyucu ajanlarin gelistirilmesi amaciyla
giinlimiizde birgok arastirma yapilmaktadir. Kikirdak dokudaki yapim ile yikim
arasindaki dengenin bozuldugu bu hastalikta dengenin yeniden teminini
saglayabilecek ajanlarin  gelistirilmesi  yliksek maliyet ve ileri teknoloji

gerektirmektedir.

Farkli etyopatolojik nedenlerle gelisen ve ilerleyici bir hastalik olan OA’nin
tedavisinde amag; agriy1 azaltmak, eklem hareket agikligini artirmak ve fonksiyonel
bozuklugu gidermektir. Tedavisinde farkli konservatif yontemlerin kullanildigi bu
hastalikta, cerrahi uygulama gereksinimini geciktirmek ve osteoartritin erken
donemlerinden itibaren baslayan fakat klinik bulgu vermeyen kikirdak harabiyetini
yavaslatmak hedeflenir. Giinlimiizde pek ¢ok alanda bitkisel kaynakli ilaglardan
siklikla yararlaniliyor olmasi, yapilan calismalari biyolojik cesitlilik kaynagi dogal
triinlere dogru cekmektedir. Tiirkiye bitki cesitliligi agisindan diinyanin en zengin

tilkelerinden biridir ve geleneksel tedavide bitkilerden siklikla yararlanilmaktadir.

Omegin  US2020215143 (A1) numarali basvuruda osteoartrit semptomlarmin

tedavisinde visne ekstresi ve visne ¢ekirdegi yagi kullanimi agiklanmaktadir.

Bir diger basvuru olan KR102044659 (B1) numarali basvuruda ise osteoartrit
tedavisinde kullanim igin fermente Achyranthes japonica Nakai bitkisi ekstresinin

kullanimi ag¢iklanmaktadir.
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Ancak dogal bilesenlerden elde edilen ekstrelerde yapilan calismalarin genellikle
dogadan toplanan yahut standardize edilmemis ekstreler iizerinden olmasi elde edilen

trliniin tekrar edilebilirlik niteligini 6nemli 6l¢iide zayiflatmaktadir.

Teknigin bilinen durumu géz Oniine alindiginda giivenilir, farmakope kalitesinde
bitkisel kaynaklardan elde edilen ve standardize edilebilir, ila¢ kalitesinde farmasdétik

formiilasyonlara ihtiya¢ duyuldugu goriilmektedir.

Bu dogrultuda calismalar yapan bulus sahipleri en az %0.45 oraninda allisin
bulunduran Allium sativum L. metanol ekstresi mikroemiilsiyon formiilasyonlar:
gelistirmigler ve bu formiilasyonlarin  osteoartrit  tedavisindeki etkilerini

belirlemislerdir.
Bulusun Kisa Aciklamasi

Mevcut bulus bir acidan; sahipleri en az %0.45 oraninda allisin bulunduran A/lium

sativum L. metanol ekstresi igeren mikroemiilsiyon formiilasyonlaria iligkindir.

Mevcut bulus bir diger acidan osteoartrit tedavisinde veya semptomlarinin
giderilmesinde kullanim i¢in en az %0.45 oraninda allisin bulunduran Allium sativum

L. metanol ekstresi igeren mikroemiilsiyon formiilasyonlarina iliskindir.
Sekillerin Aciklamasi

Sekil 1: Bu grafikte, saglikli kontrol (101), osteoartritik kontrol (102), pozitif kontrol
uygulamas1 (103) ve Allium sativum L. Metanol ekstresi mikroemiilsiyon
formiilasyonu uygulamasi (104) durumlarinda Kaspaz-3 pozitif hiicrelerin sayilari

ylizde (%) olarak gosterilmektedir.

Sekil 2: Bu grafikte, saglikli kontrol (101), osteoartritik kontrol (102), pozitif kontrol
uygulamast (103) ve Allium sativum L. Metanol ekstresi mikroemiilsiyon
formiilasyonu uygulamasi (104) durumlarinda Metalloproteinaz-3 (MMP-3) pozitif

hiicrelerin sayilar1 yiizde (%) olarak gosterilmektedir.

Sekil 3: Bu grafikte saglikli kontrol (101), osteoartritik kontrol (102), pozitif kontrol
uygulamas1 (103) ve Allium sativum L. Metanol ekstresi mikroemiilsiyon
formiilasyonu uygulamas: (104) durumlarinda artikiiler kikirdaktaki safranin-o

boyama yogunlugunun istatistiksel olarak degerlendirilmesi gosterilmektedir.

Sekil 4: Bu grafikte saglikli kontrol (101), osteoartritik kontrol (102), pozitif kontrol

uygulamasi (103) ve Allium sativum L. Metanol ekstresi mikroemiilsiyon
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formiilasyonu uygulamas: (104) durumlarinda kikirdaktaki histopatolojik
degisikliklerin ~ Mankin  skorlama  sistemi  kullanilarak  degerlendirilmesi

gosterilmektedir.

Sekillerde yer alan kisaltmalarin agiklamalari su sekildedir;
A: Kaspaz-3 pozitif hiicre miktar1 (%)

B: MMP-3 pogzitif hiicre miktar1 (%)

C: Safranin-O Boyama Yogunlugu

D: Mankin Skorlamast

101: Saglikli kontrol

102: Osteoartritik kontrol

103: Pozitif kontrol

104: Allium sativum L. Metanol ekstresi

Bulusun Detayll Anlatim

Mevcut bulusun tercih edilen bir uygulamasinda bulusa uygun mikroemiilsiyon
formiilasyonu en az %0.45 oraninda allisin bulunduran Allium sativum L. metanol

ekstresi ve

en az bir yag fazi

iki veya daha fazla siirfaktan

iki veya daha fazla kosiirfaktan

en az bir ¢oziicli’yii iceren bir mikroemiilsiyon sisteminden
olusmasiyla karakterize olur.

Bulusa uygun mikroemiilsiyon formiilasyonu igerisinde yer alan en az %0.45
oraninda allisin bulunduran Allium sativum L. metanol ekstresi, agirlikga %3 ile %10
arasinda bir miktarda, tercihen %4 ile %8 arasinda bir miktarda, Ozellikle tercihen %5

miktarinda bulunur.,

Bulusa uygun mikroemiilsiyon formiilasyonu igerisinde yer alan mikroemiilsiyon
sisteminde yag fazi agirlikca %40-50 oraninda, tercihen %42 ile %48 arasinda bir

oranda, ozellikle tercihen %44 oraninda bulunur.
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Bulusa uygun mikroemiilsiyon formiilasyonu igerisinde yer alan mikroemiilsiyon
sisteminde stirfaktanlar, toplam %40 ile %50 arasinda bir oranda, tercihen %42 ile

%48 arasinda bir oranda, dzellikle tercihen %45 oraninda bulunur.

Bulusa uygun mikroemiilsiyon formiilasyonu igerisinde yer alan mikroemiilsiyon
sisteminde kosurfaktanlar %0,5 ile %15 arasinda bir oranda, tercihen %1 ile %10

arasinda bir oranda bulunur.

Bulusa uygun mikroemiilsiyon formiilasyonu igerisinde yer alan mikroemiilsiyon
sisteminde ¢oziicli toplam %!l ile %15 arasinda bir oranda, tercihen %1 ile %10

oraninda bulunur.

Bulusa uygun mikroemiilsiyon formiilasyonu igerisinde yer alan mikroemiilsiyon
sistemindeki yag fazi; izopropil miristat, shea yagi, kakao yagi, lanolin, bitkisel
yaglardan olugan bir grubun igerisinden secilebilir. Yag faz1 olarak tercihen izopropil

miristat (IPM) kullanilir.

Bulusa uygun mikroemiilsiyon formiilasyonu igerisinde yer alan mikroemiilsiyon
sistemindeki en az iki slirfaktan; sodyum stearat, poloksamerler, sorbitan monostearat
(Span 60), sorbitan tristearat (Span 65), sorbitan monolaurat (Span 20), sorbitan
monooleat (Span 80), polisorbat 20 (Tween 20), polisorbat 40 (Tween 40), polisorbat
60 (Tween60), polisorbat 80 (Tween 80) igerisinden segilir. Bulusun tercih edilen bir

uygulamasinda siirfaktan olarak Tween 60 ve Span 80 kullanilir.

Bulusa uygun mikroemiilsiyon formiilasyonu icerisinde yer alan en az iki kostirfaktan;
poliakrilik asit (karbomer), etanol, propanol, izopropanol, biitanol, propilen glikol
polietilen glikol, sodyum aljinat, agar jel, jelatin, karragenan icerisinden segilir.
Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda kostirfaktan olarak polietilen glikol (PEG),
ozellikle tercihen PEG-400 ve etanol kullanilir.

Bulusa uygun mikroemiilsiyon formiilasyonu igerisinde yer alan mikroemiilsiyon
sistemindeki ¢oziiciiler su, etanol, propanol, izopropanol, biitanol, propilen glikol,
asetonitril, etil eter, etil asetat igerisinden secilir. Bulusun tercih edilen bir

uygulamasinda ¢oziicti olarak su kullanilir.

Buna gore bulusun tercih edilen bir uygulamasit Allium sativum L. metanol ekstresi
iceren bir mikroemiilsiyon formiilasyonuna ydnelik olup, s6z konusu formiilasyon
mikroemiilsiyon sistemi ve Allium sativum L. metanol ekstresini igerir ve mikro

emiilsiyon sisteminin;
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- %40-50 oraninda en az bir yag
- %40-50 oraninda iki veya daha fazla siirfaktan
- %0,5-15 oraninda iki veya daha fazla kosiirfaktan

- %1-15 oraninda ¢6ziicii igermesi ve

Allium sativum L. metanol ekstresinin en az %0.45 oraninda allisin bulundurmasi ile

karakterize olur.

Bulusun tercih edilen bir diger uygulamasi1 Allium sativum L. metanol ekstresi iceren
bir mikroemiilsiyon formiilasyonuna yonelik olup, s6z konusu formiilasyon
mikroemiilsiyon sistemi ve Allium sativum L. metanol ekstresini igerir ve mikro

emiilsiyon sisteminin;

- izopropil miristat, tween 60, span 80, PEG-400, su ve etanolden olusmasi ve
formiilasyon igerisinde etken madde olarak %3-10 oraninda en az %0.45 oraninda

allisin igeren allium sativum L. metanol ekstresi igermesi ile karakterize olur.

Bulusun tercih edilen bir diger uygulamasi Allium sativum L. metanol ekstresi igeren
bir mikroemiilsiyon formiilasyonuna yonelik olup, s6z konusu formiilasyon
mikroemiilsiyon sistemi ve Allium sativum L. metanol ekstresini igerir ve mikro

emiilsiyon sisteminin;

- %40-50 oraninda izopropil miristat

- %40-50 oraninda tween 60 ve span 80

- %0,5-15 oraninda PEG-400 ve Etanol

- %]1-15 oraninda su icermesi ve formiilasyon igerisinde etken madde olarak %3-
%10 oraninda en az %0.45 oraninda allisin bulunduran A//ium sativum L. metanol

ekstresi icermesi ile karakterize olur.

Bulusun tercih edilen bir diger uygulamasi Allium sativum L. metanol ekstresi igeren
bir mikroemiilsiyon formiilasyonuna yonelik olup, s6z konusu formiilasyon
mikroemtilsiyon sistemi ve Allium sativum L. metanol ekstresini igerir ve mikro

emiilsiyon sisteminin;

- %40-50 oraninda izopropil miristat
- %5-10 oraninda tween 60 oraninda ve %30-40 oraninda span 80

- 9%0,5-2 oraninda PEG-400 ve %5-10 oraninda Etanol
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- %1-15 oraninda su igermesi ve etken madde olarak %3-10 oraninda en az % 0.45
oraninda allisin bulunduran Allium sativum L. metanol ekstresi icermesi ile

karakterize olur.

Bulusun bir diger unsuru, osteoartrit tedavisinde veya semptomlarinin giderilmesinde
kullanim i¢in en az %0.45 oraninda allisin bulunduran A/lium sativum L. metanol

ekstresi igeren bulugsan uygun formiilasyonlardir.

Bu c¢ahismada mikroemiilsiyon formiilasyonu haline getirilen sarimsak ekstresi
osteoartrite karsi etki yonilinden in vifro ve hayvanlarda in vivo yoOntemlerle
aragtirtlmistir. Bu noktada hem dogal bir ajan hem de bir tasiyici sistem igerisine
yerlestirilen ekstre osteoartrite karsi gerek makroskobik gerek histolojik acidan 1yi

sonuclar vermistir.

ORNEKLER:
Ornek 1: Allium sativum L. Metanol Ekstresinin Hazirlanmasi

50 gram toz formunda A. sativum sogani, 250 mL metanol igerisinde 1 saat boyunca
bekletilir. Sonrasinda solvent ayrilir ve diisiik basingli kurutucuda uzaklastirtlir. Islem

sonunda yaklasik 3 g 4. sativum metanol ekstresi elde edilir.
Ornek 2: Mikroemiilsiyon Sisteminin Hazirlanmas:

Mikroemiilsiyon sistemi igerisinde izopropil miristat (IPM) yag olarak, Tween 60 ve
Span 80 siirfaktan olarak ve PEG400 ile etanol (EtOH) kosiirfaktan olarak
kullanilmistir. PEG400:EtOH oran1 1:8’dir. Formiilasyon igerisinden kullanilan
siirfaktan: kosiirfaktan orant agirhikga (w/w) 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1

degerlerinde olabilir.

Ornek 3: Allium sativum L. Metanol Ekstresi Igeren Mikroemiilsyon

Formiilasyonunun Hazirlanmasi

Mikroemiilsiyon formiilasyonu agirhik¢a (w/w) %5 oraninda Allium sativum L.

metanol ekstresi ve mikroemiilsyon sistemi icerecek sekilde hazirlanmistir.
Ornek 4: In Vivo Deneyler

Metot: Hayvanlara ketamin (80 mg/kg, i.p.) - ksilazin (10 mg/kg, i.p.) enjekte

edilerek hayvanlar anestezi altina alinmistir. Hayvanlarin sag dizlerine lateral
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parapatellar cilt kesisi yaklasimi ile én ¢apraz bag hasari ve medial menisektomi
hasari ile osteoartrit olusturulmustur. Cerrahi teknikte; sag diz cilt kesisinin
ardindan vastus lateralis kasi gecilerek eklem kapsiiliine ulasilmis, patella
laterale liikse edilmis, femoral kondil ve tibial plato ortaya c¢ikarilmistir.
Oncelikle 6n ¢apraz bag kesilmis ardindan medial menisektomi uygulanmistir.

Patella yerine oturtulup eklem yikanip dokular suture edilmistir.

Sonug ve Degerlendirme:. Yapilan deneylerde bulusa uygun Allium sativum L. igeren
mikroemiilsiyon formiilasyonun Kaspaz-3 ve MMP-3 pozitif hiicrelerin sayisinda
osteoartrit kontrol numunesine kiyasla daha diisiik oldugunu gostermektedir (Sekil 1
ve Sekil 2). Bu da mikroemiilsyon formiilasyonunun osteoartirik tedavisinde veya
semptomlarinin  giderilmesinde olumlu sonu¢ verdigini gostermektedir. Ayrica,
yapilan in-vivo testlerde piyasada osteoartrit tedavisinde kullanilan ve igerisinde
hyaluronik asit bulunan pozitif kontrol maddesi ile karsilagtinldiginda Allium sativum
L. metanol ekstresi igeren mikroemiilsyon formiilasyonunun pozitif kontrol
numunesiyle ayni etki gosterdigi goriilmektedir (Sekil 1 ve Sekil 2). Allium sativum
L. metanol ekstresi iceren formiilasyonlar Kaspaz-3 ve MMP-3  pozitif hiicre
sayisiniseviyesini neredeyse saglikli dokudaki Kaspaz-3 ve MMP-3 pozitif hiicre

sayisina distirmektedir (Sekil 1 ve Sekil 2).

Ayrica, yapilan histokimyasal calismalarda safranin-o ile yapilan ¢alismalarda bulusa
konu ekstreyi igeren mikroemiilsiyonlarin, pozitif kontrol olarak kullanilan piyasa
iriintine gore daha i1yi sonug¢ verdigi goriilmektedir (Sekil 3). Bulusa konu ekstreyi
iceren mikroemiilsiyon uygulamas: sonrasinda numunelerin artikiiler kikirdak
ylizeyindeki dejenerasyonun azaldigi ve kondrosit sayisinin arttigi goriilmektedir.
Benzer sekilde, numuneler arasinda histopatolojik degisiklikler Mankin skorlama
sistemi  kullanilarak  degerlendirildiginde  bulusa uygun  mikroemiilsiyon
formiilasyonunun pozitif kontrol olarak kullanilan piyasa iiriiniine kiyasla anlamli

sekilde farkli oldugu ve daha iyi etki gosterdigi goriilmektedir (Sekil 4).
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