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OZET

JUGLON YUKLU NANOPARTIKULLERIN ANTIBAKTERIYEL AKTIVITELERININ
BELIRLENMESI

Mustafa KAYA

Molekdiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. ismail KOCACALISKAN
Es Danisman: Yrd. Dog. Dr. Tiilin ARASOGLU

Bu calismada juglon vyiklenmis nanopartikillerin  (J-NP5) Escherichia coli ve
Staphylococcus aureus bakteri tirleri lizerine antibakteriyel etkileri arastiriimistir. Bu
amacla J-NP5 nanopartikiillerinin elde edilmesinde ¢6zlici buharlastirma yontemi
kullanilmistir. Diger taraftan antibakteriyel aktivite belirlemede agar kuyucuk, broth
mikrodillisyon ve ylzde indirgeme yontemleri kullanilmistir. J-NP5’in Gram pozitif
bakterilerden S. aureus lzerinde daha etkili oldugu gozlenmistir. Juglonun hem serbest
hem de enkapsile formunun Gram negatif bakteri olan E. coli’de ¢ok daha dislik
inhibisyon gerceklestirdigi tespit edilmistir. Sonug¢ olarak serbest juglonun
antibakteriyel etkisi J-NP5’e gore daha ylksek olmakla birlikte J-NP5 nanopartikiil
sistemi, juglonun c¢ozUinUrlGglinli artirmasi suretiyle onun biyouyumlulugunu ve
biyoyararlanimini artirmistir.

Anahtar Kelimeler: Juglon, nanopartikil, PLGA, antibakteriyel aktivite
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ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIBACTERIAL ACTIVITIES OF NANOPARTICULES
ENCAPSULATED JUGLONE

Mustafa KAYA

Department of Molecular Biology and Genetics

MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Ismail KOCACALISKAN
Co-Adviser: Assist. Prof. Dr. Tulin ARASOGLU

In this study antibacterial effects of juglone encapsulated nanoparticules (J-NP5s) on
Escherichia coli and Staphylococcus aureus bacterial species have been researched. For
this aim solvent evaporation diffusion method was used for obtaining J-NP5
nanoparticles. On the other hand; agar well, broth microdilution and percentage
reduction methods were used to determine antibacterial activity. J-NP5 was observed
to has higher inhibitory effect on S. aureus which is Gram pozitif bacterium. In
contrary, both free juglon and J-NP5 were seen to have much more lower inhibitory
effect on E. coli which is Gram negative bacterium. As a result, antibacterial activity of
free juglone was higher than J-NP5. However, J-NP5 nanopartical system increased
biocompatibility and bioavailability of juglone by increasing its solubility.

Keywords: Juglone, nanoparticles, PLGA, antibacterial activity.
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BOLUM 1

GIRIS
1.1 Literatiir Ozeti

Son vyillarda mikron alti boyutlardaki nanopartikiiler sistemlerle ilgili olarak;
nanoteknoloji, tip ve biyoteknoloji alanlarinda yapilan galismalarin sayisinda dnemli
artis olmustur. Ozellikle nanopartikiiler sistemlerle ilgili yapilan calismalarda; ilag, gen,
antibakteriyel ajanlar ile antijenlerin tasinmasi, in vitro/in vivo diagnostiklerin
uygulanmasi, gelistirilmis biyouyumlu materyallerin Gretimi gibi konular goze
carpmaktadir. Bu ¢alismalarda nanopartikiler sistemler igerisinden polimerik yapida
olanlarin; biyouyumluluk, biyobozunurluluk, sirekli salim ve glvenilirlik gibi bircok
teknolojik avantaja sahip oldugu gésterilmistir. Ozellikle antibakteriyel ézellige sahip
maddelerin  Poli-(D,L-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) nanopartikillerinin icerisine
yliklenmesi ile olusturulan sistemlerin, ayni etken maddelerin serbest formuna gore;
farmakokinetik 6zelliklerinin, terapotik indekslerinin ve biyouyumluluklarinin dikkat
cekici bir sekilde arttinlldigi belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarda 100 nm boyutundaki
nanopartikillerin, 1um boyuta sahip mikropartikiillere goére hiicre icerisine alinan
etken madde miktarini 2,5 kat arttirdigi, 10 um boyuttaki bir mikropartikile goére ise 6
kat arttirdigi gosterilmistir [1, 2]. Benzer sonuclar in situ intestinal loop model
sicanlarda vyapilan calismalarda da elde edilmis ve 100 nm boyutlardaki
nanopartikillerin 1-10 um boyutlarindaki mikropartikillere gore hiicre ici alimlarda 15-

250 kat daha etkili oldugu gosterilmistir [2, 3].

Bu calismada etken olarak kullanilan juglon molekiilii (5-hydroxy-1,4-naphthoquinone);
ceviz agacinin (Juglans sp.) agac¢ ve meyve kabugundan, meyve ve yapraklarindan dogal

olarak izole edilen naftokinon yapili bir allelokimyasaldir. Literatlirde bu bilesigin
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onemli antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ve bundan dolayi cevizin birgok llkede
tibbi bitki olarak kullanildigi belirtilmektedir. Bu bilesigin en onemli 6zelligi, diger
bitkilerin metabolik fonksiyonu igin gerekli olan belirli enzimleri inhibe ederek
allelopatik etki gostermesidir ve ayni zamanda bir¢cok bitki icin de toksiktir [4-8].
Arastirmalar incelendiginde juglon bilesiginin; herbisit [9], antibakteriyel; [9-15],
antiviral [16] , antifungal [17, 18], antitiimor [13, 19], antikanser [12, 14], sitotoksik ve
genotoksik [20, 21], anti-proliferatif [22] antihipertansif [23], larvasidal ve mollussisidal
[13], akarisidal [24], antioksidant [13, 14, 25, 26] gibi etkilere sahip oldugu ve bu
amagla da birgok tlkede tibbi bitki olarak kullanildig1 gézlenmistir. Bununla birlikte gida
ve kozmetik sanayide renklendirici ajan, mirekkep, tekstil boyasi gibi farkli amaclarla

da kullanimi mevcuttur.

Juglonun genis bir skalada algler, bakteriler, funguslarin dahil oldugu
mikroorganizmalari inhibe ettigi gosterilmistir [27]. Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia cepacia, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Mycobacterium
smegmatis, Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, Helminthosporium sp.,
Pycnoporus sanguineus ve Microsporum gypseum Uzerinde yapilan calismalarda

juglonun antimikrobiyal 6zelligi gosterilmigstir [27], [28], [29].

1.2 Tezin Amaci

Literatirde antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu belirtilmis olan juglon
allelokimyasalinin PLGA nanopartikiler sisteme yiklenmesiyle bu etkisinin artiriimasi
amaglanmaktadir. Ayrica ¢alhismanin ilk defa gergeklestiriliyor olmasi elde edilecek
verilerin 6nemini daha da artirmakta ve bilim diinyasina 6énemli kazanimlar saglayacagi

dustiniimektedir.

1.3 Hipotez

Bitkilerden elde edilen sekonder metabolitlerin nanopartikiler sistemlere yiklenerek
uygulandiginda biyolojik aktivitelerinin ve biyouyumlulugunun etkin bir sekilde
artirildigr ve o6zellikle zamansal etkinlikte artis oldugu literatiirde gosterilmistir. Bu

bilgiler 1s18iInda calismamizin hipotezi; cevizden salgilanan, allelokimyasal 6zelligi ve



antibakteriyal etkisi bilenen Juglon maddesinin PLGA nanopartikller sisteme

enkapsulasyonu ile antibakteriyel etkisinin artirilmasi 6ngoérisiyle olusturulmustur.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1 Nanoteknoloji

2.1.1 Nanoteknolojinin Tanimi ve Tarihgesi

Nano, bir fiziksel blyukligin milyarda biri anlamina gelen bir 6n ektir. Nanoteknoloji
kelimesindeki nano, nanometreden gelmektedir. Nanometre 10° metreye esittir.

Nanometre oOlgegi mikron alti olusumlarin yer aldig bir skaladir (Sekil 2.1).

1um fmm 1fcm 1m

Baktei | 200um
Ipm N o
Karbon atomlan - = oo i Kedi
0.1nm Viris Im
‘ 70nm lum
Sag Tel
S0pum
DNA Tenis Topu
2nm ~3cm

Sekil 2.1 Farkli skaladaki maddelerin nanometre dlceginde kiyaslanmasi [30]

Nanoteknolojinin en kapsamli tanimi ABD “Ulusal Nanoteknoloji Adimi-NNI” tarafindan
su sekilde belirlenmistir: “Nanoteknoloji, asagl yukari 1 — 100 nanometre araliginda

olan boyutlardaki maddenin incelenmesi ve islenmesidir. Bu boyutlarda yapilan bu
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calismalarda gergeklesen benzersiz fenomenler, yepyeni uygulamalara olanak
saglamaktadir. Nano-boyuttaki bilimi, mihendisligi ve teknolojiyi kapsayan
nanoteknoloji, maddenin bu boyut olceginde goriintileme teknigini, 6lcimiind,
modellemesini ve manipllasyonunu icermektedir. Nano-boyut bilimi malzemelerin
fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri, tek tek atomlarin ve molekdillerin ya da kitlesel
haldeki malzemenin o6zelliklerinden temel alarak gelistiriimektedir. Nanoteknoloji
alaninda AR-GE, bu yeni Ozelliklere sahip olan gelismis malzemeler, aygitlar ve
sistemlerin anlasilmasi ve Uretilmesine yonelmistir” [31].

Atomlar ve molekiiller evrendeki her seyin temel yapi tasidir. Bu yapi taslari tarafindan
yapilarin nasil insa edildigini 6grenmek, birbiriyle olan etkilesimlerini ve 6zelliklerini
belirlemede hayati 6neme sahiptir [32]. Nanoteknoloji, atomik ve molekiler diizeyde
diizenlemeye imkan vermektedir [33] ve farkli tGretim yollari gelistirilebilmesine olanak
saglamaktadir. Glinimizde nanoteknolojide uygulanan Ulretim yollarini iki baslik

altinda toplamak mimkindr:

a. Yukaridan Asagiya Yaklasimi: En kiglik yapilari dahi nanometrik boyutlara
getirmeyi olanakli kilar. Bu sayede var olan makro dizeydeki yapidan, ¢ok farkl
Ozelliklere sahip nano yapilar gelistirilir.

b. Asagidan Yukari Yaklasimi:  Tek tek atomlari, molekilleri ya da molekil
kiimelerinden yeni nano yapilar eldesini amaglayan bir yaklasimdir. Bu organizasyonel

yonuyle molekiler biyolojiye benzemektedir [34].

Biyoloji, kimya, elektronik, fizik, malzeme bilimleri ve mihendislik alanlarinda nano
Olcekteki calismalarinin hepsi bir birine yakinsamaya baslamakta ve belli bir disiplinin
inceledigi o6zellik olmaktan ¢ikmaktadir [31]. Massachusetts Teknoloji Enstitlst (MIT)
arastirmacilarindan Tom Knight ise nanoteknolojinin kesinlikle biyolojiye ait oldugunu
savunmakta ve molekiler biyolojiden nanoteknolojiye uygulanabilecek bircok bilginin
oldugunu belirtmektedir [35]. Bu bakis acisiyla hlicrede olan tim molekiiler
faaliyetlerin de [makro molekillerin (DNA, proteinler vb.) kiiciik yapi taslarina kadar
parcalanmasi (nikleotidler, aminoasitler vb.), tekrardan kiiciik yapilardan makro
molekillerin insa edilebilmesi] nanoteknoloji (retim yaklasimlarindaki gibi oldugu

duslintlebilir [36].



Maddenin atomik boyutta islenebilirligi ile ilgili ilk sdylem Richard Feynman'a aittir.
“Temelde yeterince bos yer var” baslkli tarihsel konusmasinda “Vurgulamak istedigim
sey, bir seyleri kiiclk 6lcekte maniplile etmek ve kontrol etmektir” demistir. Temelde
one surdigl fizik yasalarina aykiri olmasa da o donemde oldukga fantastik gelmistir.
Basitge argiimani ‘Tekrarlamali Minyatirculik’ denilebilir; bir 6lgekte bulunan makine
seti gelistirmek, sonrasinda bunlar yardimiyla ylzde bir makine seti olusturmak ve
boylece atom dizeyinde manipilasyon vyapabilecek bir makine seti gelistirme

mantigina dayanmaktadir.

Nanoteknoloji terimi ise ilk kez ‘On The Basic Concept of Nanotechnology”
(Nanoteknolojinin Esas Fikri) adli bir makalede Norio Taniguchi tarafindan 1974 yilinda
ortaya atilmistir. Taniguchi’nin tanimlamasina gore nanoteknoloji, mevcut
teknolojilerin kiiciltlilmesine ve ileri diizeyde duyarliklarina dayali olarak hizla ortaya

cikan teknolojilerdir [37].

Molekiler Uretime ait fikirler ise ilk olarak Feynman’in fikirlerinin gergeklestirile
bilirligini 6ngdren K. Eric Drexler’in “Molekiiler imalata Yénelik Protein Tasarimi”
konulu makalesinde yer almistir. Sonraki bir ¢alismasinda kendi kendini derleyebilen
bir yapi kurgulamistir [38]. Molekillerin yerlerini belirleyerek kimyasal tepkimeleri
glidimleyebilecek bu yapi modelinin olusturulmasi, asagidan yukari Uretim
yaklagiminin ilk 6rnegi olmasi agisindan ayri bir 6neme sahiptir. Makalenin yayinlandig
tarih olan 1980’lerde sifirdan protein tasarlanmiyordu, hatta bunu yapmanin asiri zor
ve imkansiz oldugu duslinilmekteydi. Fakat ilerleyen 10 vyil igerisinde protein

tasarimlari yapilmaya baslandi [39].

Yapilan nano Olgekteki manipilasyonlari ve bunlarin goérintilenmesini saglayan
“Taramali Tlnelleme Mikroskopu” 1981 yilinda icat edilmistir. Bu nanoteknolojide
dénidm noktasi olmustur. Sinirli midahale yetisine sahip de olsa taramali sonda ile
molekdlleri bir parca itelemek mimkin hale gelmis ve atom o&lceginde bunlarin

gorintilenmesi saglanmistir.

Curl Kroto ve Smalley tarafindan 1985’te top seklinde karbon atomlarinin
orlntldsinden olusan fullerenler 1985’te (retilmistir. 1986’da  “Atomik Kuvvet

Mikroskopu” icat edilmistir.



ilk kati hal transistoru Bell Laboratuvarlar’nda 1940’ yillarda Shockley, Bardeen ve
Brattain tarafindan yapilan ve bir yumruk biylkliglinde olan bir transistordur.
iletkenligin kuantum &zelligi ise ilk defa 1987’de gozlenmistir, T.A. Fulton ve G.J. Dolan
ilk defa tek elektron transistoru yapmistir. 1987’deki bu gelismeyle transistorlarin

boyutlari yliz milyonda bir kiictilme gosterdigi ortaya konmustur [40].

1991 yilinda ise fullerenlerden silindirik karbon tipler Gretilmistir [33]. Bu tipler, hem
elektronik hem de malzeme miihendisligi alanlarinda genis uygulama alani bulmasi
acisindan 6énemlidir. Bir diger dnemli gelisme ise 1989’da IBM’in blinyesinde yer alan
Don Eigler ve Erhard Schweizer 35 Xenon atomunu isleyerek IBM’in logosunu

olusturmuslar ve Feynman’in 30 yil 6nce soylediklerini dogrulamiglardir [41].

Sonraki yillarda da ise 1991’de Japon Lijima tarafindan ¢ok duvarli karbon nanotipleri
kesfedilmistir. 1993’te Lijima ve Bethune tek duvarli karbon nanotipleri
kesfetmislerdir. 1997’de N. Seeman ilk kez DNA molekilinid kullanarak nanomekanik
aygit yapmistir ve ayni yil icinde Rice Universitesinde (ABD) Nanoteknoloji laboratuari
kurulmustur. M. Reed ve J.M. Tour tarafidan 1999°'da ilk defa tek organik molekdil ile
elektronik anahtar yapilmistir. Ayrica W. De Grado 1998 yilinda ekibiyle beraber suni
protein yapmay! basarmistir [40]. 2001’de ZnO nanotel laseri yapilmistir. 2002’de
Slperorgl nanoteller yapilmistir. Hareket ettirilebilen ilk dort tekerlekli nano araba
modeli ise 2005’te yapilmistir [40]. Bu gelisme Feyman’in fikrinin ne kadar

ilerletilebilecegini kanitlamistir (Sekil 2.2) [42].

”' 19nm

Sekil 2.2 Altin ylzey lzerinde hareket edebilen nano arabalarin gorintisi
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Nanoteknolojinin miladi olarak kabul edilen Feynman’in konugsmasindan giiniimiize
onemli gelismeler sekil 2.3'de 6zetlenmistir. Son gilinlerde yayginlasan nano Urlnler

hayatimizin bir pargasi olmaya baslamistir.

Richard Feynman'in tarihi K. Eric Drexler’in makalesi

konusmasi ( knolojinin Popiilerlesmesi)
Norio Taniguchi tarafindan ilk
defa N knoloji teriminin
kullanilmas

loji'nin miladi) Orta 8lgekli Nano iiriinlerin

Pazarlanmasi

H.Rohrer ve G.K.Binnig 3
tarafindan Taramali Tiinelleme Karbon Nanotiiplerin
Mikroskop icat edilmesi Gelistirilmesi

, ] )
| -

1960 1970 1980 1990 2000

Fullerenlerin Curl Kroto ve ABD “Ulusal Nanoteknoloji
Smalley tarafindan iirretilmesi Adimi-NNI”

Sekil 2.3 Tarihsel siireg igcinde nanoteknoloji alanindaki 6nemli gelismeler

2.1.2 Nanoteknolojinin Amaglari

Nanoteknoloji; tek tek atomlarin, molekillerin veya molekdl kiimelerinin kendi kendine
dizenlenmelerine olanak saglayarak yeni veya oldukca farkl ozellikteki malzeme ve
yapilari Uretmeyi amaglamakta ve bu yapilan nano 6lgekli sistemlerin ve yapilarin

glinliik hayatin her evresinde kullanilabilirligini hedeflemektedir.

2.1.3 Nanoteknolojinin Kullanim Alanlan

Nanoteknolojinin kullanildigi alanlarda daha hafif, daha dayanikh, daha ekonomik
yatirimli, daha kolay Uretilebilen malzeme ve sistemlerin lGretimi hedeflenmektedir. Bu
sistemlerin ve malzemelerin Uretilecegi alanlari asagidaki baslklar altinda toplamak

mumkiandir [33]:

e Bilgisayar ve bilgi teknolojileri: Nano 6lgcekte elektronik devre elemanlarinin
Uretilmesiyle bilgisayar mimari tasariminda yeni gelismeler beklenmektedir. S6z
konusu elemanlarin Gretimi heniz birbirleriyle uyumlu calisacak bir sekilde
birlestirme islemleri tam olarak bilinmemektedir. Daha az hacimde daha ¢ok
bilginin depolandigi glinimiizde, nano olgekte bilgi depolama elemanlari ayri
bir 6nem kazanmaktadir. Nano olgekte elektronik devre elemanlari daha az

eneriji ile islevlerini yerine getirebildiginden nanoteknoloji trlinG bilgisayarlarin



ginimiz teknolojisiyle Uretilen bilgisayarlara kiyasla ebat olarak daha kiiguk,
hiz ve kapasite olarak ¢ok daha biyilik kullandigi, enerji bakimindan ¢ok daha
ekonomik olacagl ¢ok acgiktir. Bu alandaki gelismeler bilisim teknolojilerinin
gelismesini de saglamis olacaktir [40].

Otomotiv ve insaat: Asfalt ve beton yapilari (su deformasyonuna karsi) daha
dayanikli yapmak igin nanomolekiiler yapilar gelistirilmistir. infrared i1sima ve
zararl UV iginlari 6nleyici isil ve UV direnci olan nano pargaciklar, ucuz ve hafif
yapilar, ozelligi gelistirilmis kaplamalar sayesinde hem yapi hem de otomotiv
sektoriinde bircok soruna ¢o6zim gelistiriimektedir. Ses ve isi yalitimi igin
nanometaryeller Uretilmektedir. Kendi kendini temizleyen antimikrobiyal
kaplamalar sayesinde yapilarin, sadece insa evresinde degil sonrasinda da
islevselligini artirmak mimkindir. Nanotekonoloji; otomotiv agisindan glg
aktarma organlari, hafif yapi iskelesi, kirlilik algilama ve azaltma, siris
dinamikleri, sogutma sistemleri ve bircok alanda olanaklar sunmaktadir [43].
insaat acisindan ise diisiik elektriksel direng, kendini algilama yetenegi, kendi
kendini temizleme, kendi kendini iyilestirme, ylksek slineklik ve ¢atlaklarin
kendini kontroll, Ustlin mekanik performans ve dayaniklilik gibi yeni 6zelliklere
sahip cimentolu kompozitler gibi nano (rinlerin gelistiriimesine olanak
saglamaktir [44] [45].

Tip: Tip ve saghk bilimlerinde bir baska deyimle biyomedikal uygulamalarda
nanoteknolojik yaklasimlar, giniimize kadar ¢6zim bulunamamis pek c¢ok
hastaligin teshis ve tedavisine 6nemli katkilar saglamakta ve saglamaya devam
edecegi dusunllmektedir. Hastalarda seker, kolesterol ve CO; miktarini aninda
belirleyen nanotlip nanoparcacik sensorler, karbon nanotlip esasl
nanosensorler, biyosensorler, hastalik tanisinda kullanilan nanotel-nanoribon
sensorler ve kuantum parcaciklar, nanosensor olarak manyetik nano
parcaciklar, medikal imaji iyilestirecek nano parcaciklar, HIV ve kanser tanisinda
kullanilan antibody-dendrimer konjugatlar, otomatik tani sistemleri, nanolitre
sistemler (yonga Uzerinde laboratuvar), ilag tasima sistemleri gibi yeni
uygulamalar saglk sektoriinde yerini almistir [33].

Cevre ve Enerji Teknolojileri: Nanoteknoloji sayesinde; karbon nanotiip ve diger

hafif malzemeler kullanarak hazirlanan hidrojen depolama sistemleri, kuantum
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noktaciklardan hazirlanmis fotovoltaik hiicreler Uretilmesi, glines panelleri igin
karbon nanotlip esash kompozit filmlerin gelistiriimesi ve hidrojen lretiminde
nano katalizorlerin yapilmasi suretiyle yenilenebilir enerji icin buyilk katkilar
saglanmaktadir. ilaveten protein-polimer hibrit biyoesinli membranlar, nano
gozenekli zeolitler, nano gozenekli polimerler, TiO2 nano pargaciklar, manyetik
nano pargaciklar, patojen bakterilerin ve kontaminasyonlarin belirlenmesi igin
sensorler, zehirli maddelerin uzaklastirilmasi ve tuzsuzlastirmak igin
nanomembranlar gelistiriimesi sayesinde igme suyu temizligi ve su
saflastirilmasi  gerceklestirilmektedir. Ayrica TiO; nano pargacik esasl
fotokatalitik pargaciklar ile hava kirliligi yapan organik bilesenler
temizlenebilmektedir. Araglarda kullanilan katalitik konvektérlerin daha hafif,
daha ucuz ve daha aktif nano katalizor ile hazirlanmasi, toksik malzemelerin ve
kacaklarin nanosensérler ile taninmasi, nanoaygitlar ile gaz separasyonu
nanaoteknolojinin ¢evre ve enerji igin diger katkilari olarak siralanabilir [33].

Gida Teknolojileri: Nano kompozit uygulamalari ile gida paketlemesinde
kullanilan film ve kaplama malzemelerinin gelistiriimesi, gida ekipmanlari,
paketleri ya da gidalarda antimikrobiyal emilsiyonlarla dekontaminasyonun
Oonine gecilmesi, patojen tanisi icin nanoteknoloji esasl antijen tanisi yapan
biyosensorler gelistirilmesi gibi nanoteknolojik ilerlemeler sayesinde gida yollu

hastaliklarin 6niine gecilmektedir [33].

2.1.4 Nanoteknolojinin Yaralari ve Avantajlari

Nanoteknoloji, bilim ve mihendisligi ayni platforma tasiyan ve Ureticiligi tetikleyen bir

bilim dalidir; bu agidan enddstri, tip ve ekonomide sinirsiz etkilere sahiptir. Gelisimi

lineer olmayan oranlarla hizlanan bir yolda ilerlemektedir.

Yasamin ve insan yapimi sistemlerin temeline ulasma olanagi sayesinde glicli araglarin

elde edilebilmesini saglar. Evrenselligi sayesinde tim diinyada piyasa ve cevresel

sorunlarina ¢6zim sunmaktadir. Nanoteknoloji ile yapilan {retim ucuz ve temiz

olmakla birlikte elde edilen Urinlerin finansal karsihgl ve yatirrm maliyeti oldukca

yiksektir [46]. Nano driinler ¢ok kiiclik boyutlarindan 6tlirii benzersiz etkilesimlere

neden olabilirler:
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e Madde icerisindeki elektronlarin dalgalanma o6zellikleri nanometrik Olgekte
degismelerden etkilenir.

e Nanometrik boyutlarda maddenin kimyasal bilesimi degistirmeksizin; erime
sicaklig, miknatislanma, sarj kapasitesi vb. temel Ozelliklerini degistirmek
mumkanddr.

e Nano olgekli bilesenler cok yiiksek ylizey alanina sahiptirler. Bu 0&zellikleri
sayesinde kompozit malzemeler, ¢ekirdek reaktorleri, ilag dagitimi ve enerji
depolamada kullanmak icin ideal bir alternatif sunmaktadir.

e Nano olcekte, ylizey gerilimi ve lokal elektromanyetik etkiler nano vyapili
malzemeleri daha sert ve daha az kirilgan yapma bakimindan énemli bir yere

sahiptir [47].

2.1.5 Nanoteknolojinin ilag Tasinimdaki Yeri

ila¢c tasinimi, ilag etkin maddelerinin klinik yarar saglamak iizere in-vivo olarak dogru
zamanda dogru yerde olmalarini saglayacak kimyasal ve biyolojik prensiplerin birlikte
uygulanmasi olarak tanimlanabilir. ideal bir ilag tasiyici sistem, iki 5nemli dzellige sahip

olmahdir;

e Hedef organ ya da dokuya ilaci etkin bir sekilde tasiyabilmek

e Etken madde salimini kontrol edebilmek [48] [49].

Nanoteknolojinin uygulamalarindan ilag tasiyici partikiler sistemler; etkinligin
artirillmasi, toksisitenin azaltilmasi, biyodagilimin kontrol edilebilmesi, hicre ici
penetrasyonu arttirmasi, kontrolli ve uzatiimis salim saglamasi gibi avantajlari
sayesinde bu iki oOzelligi tam anlamiyla bilinyesinde bulundurmaktadir. Bu yizden
partikiler ilag tastyici sistemlerin kullanimi bircok hastaligin tedavisinde kayda deger

¢Ozlim yollari sunmaktadir [50].

2.2 ilag Tastyici Partikiiler Sistemler

ilac tasiyici sistemlerin bircogunda, ilag konsantrasyonunun siiresi ve konformasyonel
lokalizasyonu organ fizyolojisi ve metabolizmasi tarafindan kisitlanmakta bundan dolayi
tedavi siresince belirli periyotlarla ilacin yeniden verilmesi gerekmektedir. Bir ilacin

lokalizasyonu enjeksiyonla kontrol edilmesine ragmen, bunun da uygulandigi bolgeyle
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ilgili mekansal kisitlari ve enjeksiyon sonrasi kisa siireli aktivite géstermesi olumsuz
yonleridir. Kontrolli ilag tasima sistemleri terapotik ajanlarin hem mekansal

lokalizasyonu hem de zaman sorunlari igin alternatif bir yaklagim sunmaktadir.

Nanoboyutlu malzeme olarak tanimlanan vyapilar, nanokristaller, nanopartikiller,
nanotipler, nanoteller, nanogubuklar gibi farkli siniflara ayrilmaktadir. Temel olarak
timiine nanopartikiiller sistemler denilmektedir. ila¢ tasiyici sistemlerde aktif ajan
diger bilesenlerle (genellikle polimerik) bir araya gelerek tasinim sistemini
olusturmaktadirlar. Polimerik ilag tasiyici sistemler arasinda dendrimerler, polimerik

lipozomlar, nanojeller ve nanopartikiller yer almaktadir (Sekil 2.4).

R W,J‘
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inorganik Polimerik Kati lipid Lipozom
Nanopartikl Nanopartikul Nanopartikul

Nanokristal Nanotip Dendrimer

Sekil 2.4 Polimerik ilag taslyici sistemlerde kullanilan nanomateryaller [51]

ilag tastyici sistemler cesitli basliklar altinda toplanabilmektedir:

e Rezervuar ve deriye niifuz eden sistemler,
e Matris salinim sistemleri,
e Hidrojel salinim sistemleri,

e Parcalanabilir tasiyici sistemler,
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e Partikiler tastyici sistemler,

e Duyarli taslyici sistemler [49].

2.2.1 Polimerik Partikiiller ilag Tasiyici Sistemler

Polimerler 6zellikle son yillarda nanoteknolojik ila¢c formulasyonlarinin gelistiriimesinde
ve biyomihendislik gibi medikal uygulamalarda genis bir kullanim alanina sahiptir.
Kontrolli salim saglayan dozaj sekilleri tasarlanmasi sirasinda polimerlerin segiminde;
kullanihs yolu, etkin maddenin cinsi, dozu ve salim siresi dikkate alinir. Kiiglik boyutlar
sebebiyle polimerik partikiler sistemler istenen dokuya veya kan dolagimina kolaylikla
enjekte edilebilirler. Polimerik partikiler sistemler cerrahi islem gerekmeden
enjeksiyonla kolayca implante edilebilmeleri sebebiyle bliylik avantaja sahiptir.
Mikrokapsdiller, mikrokiireler, nanopartikiller; partikiler ilag tasiyici sistemler sinifinda
yer alirlar (Sekil 2.5) [49]. Bu calismada ise partikller ilag tasiyici sistemlerden

nanopartiklller segilmistir.

b. : c.
. F Kati polimer ¢ekirdegi
R Kati veya
' | ¢dziinmiig

ilag suspansiyonu Polimer Katman | ' 5 s j‘ ilagtan olusan .
. . ; kati polimer Yiizey
\ \_/ Modifikasyonu
W= -
B
100 - 1000 um 1-100 um 1-100 nm

Sekil 2.5 Polimerik partikller ilag tastyicilar

2.2.1.2 Polimerik Nanopartikiiller

Nanopartikiller 1-100 nm boyutlarinda olan kolloidal yapilardir. Nanopartikillerin
tasariminda biyoparcalanabilir dogal ve sentetik polimerler, lipitler, fosfolipitler hatta
metaller kullanilmaktadir. Makromolekiillerin nano boyutta cesitli fonksiyonlar
kazanabilmelerinden kaynakli nanopartikiller, bu sahip oldugu foksiyonel 6zelliklerden
dolayl yaygin kullanim alanina sahiptir. Uretimlerinde genellikle polimerik yapilar
kullanilmaktadir. Uretim sirasinda hafif, ucuz, akilli ve temiz malzemeler elde etmek

amaclanmaktadir.
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Kullanilan polimer tipi ve polimerin spesifik 6zellikleri, tretilen nanopartikilin gesitli
ozellikler (biyobozunur, biyouyumlu, termal vb.) kazanmasini saglar. Polimer bazli
nanopartikillerin dlsik sistemik toksisite ve dislik sitotoksisiteye sahip olmalari,
organik ¢ozlicu kalintisi icermemeleri, blyuk 6lcekte lretimlerinin mimkin olmasi ve
dokulara etkin madde hedeflenebilmesi, kontrolli etkin madde salimi 6nemli
avantajlari arasindadir. Yizey alani/ hacim oraninin mikropartikiillere gore ¢ok yiksek
olmasi hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarda daha c¢ok tercih edilmesini
saglamaktadir. Partikiillerden etkin madde salimi; difiizyon, polimer erozyonu, polimer
hidrolizi veya iyon degistirme mekanizmalari ile gergeklesir. Bu mekanizmalarin biri

veya birkag! birlikte gorulebilir.

2.3 Nanopartikiil Uretimi

2.3.1 Nanopartikiil Uretiminde Kullanilan Polimerler
Kontrolll tasiyici sistemlerin hazirlanmasinda kullanilan polimerler;

e dogal-biyolojik olarak pargalanabilir,
e sentetik-biyolojik olarak pargalanabilir ve

e sentetik-biyolojik olarak pargalanabilir olmayan

seklinde dogal ve sentetik kaynakli olmak (zere baslica U¢ gruba ayrilir (Cizelge

2.1.)[52].
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Cizelge 2.1 Kontrolli tasiyici sistemlerde kullanilan polimerlerin siniflandiriimasi

Polimer Polimer Sinifi Ornekler
Dogal-biyolojik Proteinler Alblimin
olarak pargalanabilir
Polisakkaritler Seliloz
Kondroitin sulfat
Nisasta
Sentetik-biyolojik Poliesterler Poli(laktik asit)

olarak pargalanabilir
Poli(laktik-ko-glikolik asit)

Polianhidrinler Poli [bis (p-karboksifenoksi)
propan ko-sebasik asit]
Poli (yag asidi dimeri-ko-
sebasik asit)

Poli (orto esterler)

Sentetik-biyolojik Silikon elastomerler
olarak pargalanabilir
olmayan

Poli (etilen-ko-vinil asetat)

Poliakrilatlar Poli izobiitil siyanakrilat
Poli izoheksil Siyanoakrialat
Poli (metil metakrilat

Viicuttan atiliminin zor olmasindan dolayi biyolojik olarak pargalanabilir olmayan
polimerler, parcalanabilir olanlara  kiyasla  kontrolli  tasiyict  sistemlerin

olusturulmasinda tercih edilmemektedir [53].
Biyolojik olarak pargalanabilir polimerlerin avantajlari su sekilde siralanabilir:

e Komplikasyon ve enfeksiyon riski tasiyan, ayrica ek maliyet gerektiren bir
cerrahi islemle gcikarilmalari gerekmez.
e inert ve biyolojik olarak uyumlu molekiillere parcalanirlar.

e Hasta icin daha uygun ve basit sistemlerdir [53].

Bu calismada sentetik-biyolojik olarak parcalanabilir olan Poli(laktik-ko-glikolik asit)

(PLGA) polimeri tercih edilmistir.
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2.3.1.1 PLGA

Nanopartikiler ilag tasiyici sistemler icerisinde en yaygin kullanilan biyobozunur
polimerler; Polilaktik asit (PLA), Poliglikolik asit (PGA) ve bunlarin kopolimeri olan
Poli(laktik-ko-glikolik asit)-PLGA’dir. Bunlardan PLGA:

i.  Biyouyumlulugu ve biyobozunurlugu,
ii.  FDA tarafindan onaylanmis olmasi,
iii.  Fizyolojik ortamda inert olmasi,
iv.  Cesitli ilag tiplerine (hidrofilik, hidrofobik) uyumlu iyi bilinen Uretim
yontemlerine sahip olmasi,
v.  Kontrolli salim gergeklestirmesi,
vi.  Surdurlebilir salima sahip olmasi,
vii.  Istenmeyen viicut hiicrelerince tutunmalarinin engellenmesini ve hedef hiicre
tutulum o6zelliklerinin artirilmasini saglayan ylzey modifikasyonlarina olanak
vermesi,

viii.  Hlcreye veya organa 6zgl nanopartikil tiretiminin yapilabilmesi,
ozelliklerinden dolayi en ¢ok tercih edilenidir [54].

PLGA tabanli nanopartikiiler ilag tasiyici sistemler biyomedikal uygulamalar arasinda
asl, kanser, enfeksiyonal hastaliklar gibi bircok alanda kullaniimaktadir [54]. PLGA D, L-
laktik ve glikolik asidin kopolimerizasyonu ile hazirlanir. PLGA vyapisindaki ester
baglarinin hidrolizi sonucu laktik asit ve glikolik asit son Grlinlerini olusturacak sekilde
bozunmaktadir. Bu iki monomer i¢ yikimsal siirecte kreps cemberine girererek kolayca
metabolize olduklari i¢cin minimal sistemik toksisitiye sebep olmaktadir. Bu durum
bozunma sonrasi insan viicudundan atimini inert bir sekilde gerceklestirmesini saglar
[55]. PLGA'nin bozunma slresi molekil agirligina ve kopolimer oranina (polimerlerin
ylzdeliklerine) baglh olarak birka¢ yil veya birka¢c ay zaman dilimleri arasinda
degiskenlik gostermektedir [56]. PLGA’lar genellikle kopolimer oranlarindan tanimlanir.
Ornegin, PLGA 50:50 olarak tanimlanan bir polimer birlesimi, % 50 laktik asit ve % 50
glikolik asit kopolimerinden olusmaktadir. PLGA'yi olusturan kopolimerlerden hidrofilik
yapida olan PGA 2-4 hafta arasinda bozunurken, metil gruplarini barindiran hidrofobik
yapidaki PLA ise hidrofiliteyi azaltarak PLGA’'nin daha yavas bozunmasina neden

olmaktadir [57].
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PLGA nanopartikulleri pinositoz veya kaltrin aracili endositoz yoluyla kismen sivi igerigi
ile hicre igerisine alinir. Hizla endolizozomlardan kagan PLGA nanopartikilleri 10
dakikalik bir dilimde sitoplazmada serbestlenirler. Nanopartikil ile vezikil
membraninin etkilesimi sonucu vezikiil membraninda gegici ve boélgesel istikrarsizliklar

olusur. Bu durum nanopratikillerin sitozole kagisiyla sonlanmaktadir (Sekil 2.6) [58].

Etken YUkIU
X ‘ﬁ" Nanopartikl
Endozom

@\

Endolizozomal

*_ Salim
-Ié} M : °\ ilkin Endozom
* O

Déngl Sonu Endozom

Sekil 2.6 PLGA nanopartikilinin hiicre igine aliminin sematik gésterimi

Sitozolde serbest kalan PLGA nanopartikiilleri salinimini gergeklestirmesi ve bozunma
sliresinin sonunda glikolik asit ve laktik asit monomerlerine ayrismakta ve sitrik asit
dongusline girmektedir. Son Urin olarak CO, ve H;O’ya donlsen glikolik asit ise

bobrekler tarafindan viicuttan uzaklastirilmaktadir (Sekil 2.7) [59].
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Sekil 2.7 PLGA’nin hidrolizi

2.3.2 Nanopartikiil Uretim Yéntemleri

Polimerik nanopartikiller (PNP), vyukaridan asaglya polimerlerin pargalanip
sekillenmesiyle ya da asagidan yukariya direkt olarak monomerlerden polimerizasyon
yontemi ile polimerler elde edilmesiyle hazirlanabilir. Yukaridan asagiya yaklasimi ile
nanopartikll Gretimi: ¢ozlict buharlastirma, tuzla ¢éktiirme, nanogékelme, diyaliz ve
superkritik sivi teknolojisi gibi yontemsel yaklasimlar ile yapilmaktadir. Diger bir yandan
asagidan yukar yaklasimi ile nanopartikil Gretimi, mikroemdlsiyon, miniemilsiyon,
dispersiyon ajani icermeyen emiilsiyon ve ylizeyler arasi polimerizasyon yontemleri gibi
bircok polimerizasyon yontemleri kullanillarak direkt olarak monomerlerin

polimerizasyonuyla sentezlenebilmektedir (Sekil 2.8) [60], [61], [62].
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Sekil 2.8 Yukaridan asagiya ve asagidan yukariya nanopartikiil Gretim yontemleri

2.3.2.1 Yukaridan Asagiya Yaklasimi ile Nanopartikiil Uretimi

Yukaridan asagiya yontemi; tam olarak karakterize edilmis, 6nceden sentezlenmis

polimerlerin veya dogal polimerlerin dispersiyonuyla tretim yontemidir.

2.3.2.1.1 CGoziicii Buharlastirma

Cozlcu buharlastirma, dnceden olusturulmus bir polimerden polimerik nanopartikdil
hazirlamak icin gelistirilen ilk yontemdir. Bu yontem, su ile karismayan diklorometan,
kloroform gibi klorlu bir ¢ozlicl icerisinde polimerin ¢dzilmesi ve sonrasinda siirfaktan
(yhzey aktif madde) iceren sulu fazda emdiilsifiye edilmesidir. Siirfaktan i¢c fazdaki
damlaciklarin stabilitesi ve agrege olmasinin engellenmesi islevi gormektedir. Sulu
fazda jelatin, poli-vinil alkol (PVA), polisorbat, poloksamer gibi strfaktanlari kullanilir.
Sirfaktanlar amfifilik 6zellikte oldugundan iki faz arasindaki ylizeyler arasi serbest
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enerjiyi dugurerek stabiliteyi destekler. Ayrica, damlacik yizeyinde bir yiik ya da sterik

engel olusturulmasi sonucu, birlesme ve topaklasma énlenmektedir.

Emdlsifikasyon sureci mekanik karistirma, sonikasyon ya da yiksek basingh
homojenizasyonla gergeklestirilir. Sonrasinda ise oda sicakliginda manyetik karistiricida
ya da dislik basing altinda ¢6zicinilin buharlastiriimasi ile gerceklestirilir. Sertlesen
nanopartiklller ultrasantriftij ile toplanir ve distile su ile bir ka¢ kez yikanarak
dispersiyon ajani gibi katki maddelerinin uzaklasmasi saglanir. Son olarak 6rnek

liyofilize edilir.

Literatlrde, polimerik nanopartikilleri hazirlamak igin kullanilan en yaygin yontem
¢Ozlicl buharlastirma teknigidir. Etken maddenin hidrofilik ya da hidrofobik olusuna
gore emilsiyon olusmasi icin iki ana strateji izlenmektedir: Tek emdilsiyon hazirlama
[yag icinde su fazi (s/y) veya su icinde yag fazi (y/s)] ya da cift emilsiyon hazirlama
[s/y/s emiilsiyonu]. Cift emilsiyon genellikle suda ¢6zlnen ilaglarin hapsedilmesinde
kullanilan bir yontemdir. Genellikle polimer organik siirfaktan icinde ¢ozlinerek yag

fazini olustururken, su fazinda da stabilizatér bulunmaktadir (Sekil 2.9) [60], [61], [62].
(a)

T— e — _
6“3‘3 AP %*

e . g
Su + Yag + Lipofilik S/Y Emilsiyon Su + Hidrofilik S/Y/S Emilsiyon
Siirfaktan Sirfaktan

Sekil 2.9 S/Y/S cift emilsiyon hazirlanmasi

2.3.2.1.2 Coziicii Buharlastirma-Difiizyon

Bu yontem, ¢oziici buharlastirma yonteminin modifiye edilmesiyle olusturulmustur.
Bu yontem PVA veya jelatin gibi stirfaktan bir madde iceren su fazinin, su ile kismen
karisabilen benzil alkol ve etil asetat gibi organik bir ¢oziicli icinde ¢6zliinmis halde
bulunan polimer ¢ozeltisine eklenmesi ve ilk etapta yag icinde su tipi bir emilsiyonun
olusturulmasi esasina dayanmaktadir. Organik ¢oziici kismen su ile karistigindan bir
miktar daha su ilavesi ile organik c¢ozlclniin tamamen su faza difliize olmasi

saglanmakta ve polimer nanopartikiller halinde ¢cokmektedir. Bu yontemin; genellikle
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%70 Ustl yiksek enkapsilasyon etkinligi, homojenizasyona gerek duyulmamasi, yiiksek
oranlarda ve tekrar edilebilir Gretimi, 6lcek blylitme kolayhgi, dar boyut dagilimi gibi

avantajlari vardir [60], [61], [62].

2.3.2.1.3 Tuzla Coktiirme

Tuzla ¢oktirme yontemi emdulsifikasyon/¢6zicu difizyon yonteminin modifiye halidir.
Emulsiyon ¢ozlici buharlastirma yonteminde yer alan toksik ¢6ziici bu yontemde
kullanilmamaktadir ve bu durum ydntemin en 6nemli avantajlarindan biridir. Sulu
polimer ¢ozeltisine tuz ekleme ile polimerin ¢ozeltiden ayrilip baska bir faz olusmasi
esasina dayanan bir yontemdir. Dezavantaji ise son urinde ila¢ saliminda yan etki

olusturabilecek yliksek oranda tuzun bulunmasidir.

Organik faz, polimer ve etkin maddenin aseton gibi bir ¢ozliciide ¢6ziinmesiyle elde
edilmektedir. Sonrasinda tuzla ¢okeltme ajani (magnezyum klorir, kalsiyum klorir gibi
elektrolitler) iceren polivinilpiroldon gibi koloidal stabilizatorler, sulu jel ¢ozeltisi
icerisinde emdilsifiye edilirler. Kullanilan elektrolit madde ile doygun halde bulunan
sulu c¢ozelti asetonun su fazina diflizyonunu engellemektedir. Olusan yag/su
emilsiyonu ¢ozicinlin difiizyonu icin yeterli hacime kadar seyreltilir ve diflizyon

sonucu nanopartikiller elde edilmektedir [60], [61], [62].

2.3.2.1.4 Nanogokelme

Bu yontemde temel prensip, aseton gibi suyla karisabilen bir organik faz icinde
¢Ozlinen polimerik materyalin, PVA gibi stirfaktan bir madde iceren su fazina manyetik
karistirma altinda ilave edilmesi ile nanokirelerin kendiliginden c¢o6kmesidir.
Nanocgoktiirme yontemi ¢ temel bilesenden olusur; polimer (sentetik, yari-sentetik
veya dogal), polimer ¢ozliclisli, polimerin ¢oziinmedigi bir ¢ozlicli. Organik ¢ozlicliler
(6rnegin etanol, aseton, hekzan, diklorometan) su ile karisabilir ve kolaylkla
buharlasabilen 6zellikte olanlar secilir. Bu ylzden aseton bu yontem icin en ¢ok
kullanilan polimer ¢6ziiclsudir. Bazen aseton ve az miktarda su, aseton ile etanol ve

metanol gibi ikili ¢6zlcl karisimlari kullanilmaktadir [60], [61], [62].
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2.3.2.1.5 Diyaliz

Diyaliz yonteminin temeli, polimerin organik bir ¢ozliclide ¢6ziinmesi ve uygun molekiil
agirhgina gore diyaliz yapan diyaliz tlpu igerisine yerlestirilerek ¢ozlclniln diyalizine
dayanmaktadir. Diyaliz sonucu yer degistirmesine bagl olarak polimer ¢ozlinirlGgu
kaybetmekte ve polimerin kademeli kiimelesmesi meydana gelmekte ve bdylece
homojen nanopartikil siispansiyonu elde edilmektedir (Sekil 2.10). Bu yontem kiguk
ve dar dagilimh nanopartikillerin olusturulmasinda kullanilan basit ve etkili bir

yontemdir [60], [61], [62].

Polimer Cozeltisi

|

Polimer Cozeltisi

|

Polimer Cozeltisi

Cogziicii olmayan

Manyetik Kanstirici

Sekil 2.10 Diyaliz yontemi

2.3.2.1.6 Siiperkritik Sivi Teknolojisi (SST)

Superkritik sivilar genel olarak superkritik sicakligi Gizerinde, basincin degismesine
ragmen faz degistirmeyen sivilar olarak tanimlanirlar. Bu yontem siper kritik sivi
kullanilarak nanopartikil Uretimi temel prensibiyle gelistirilmistir. Kullanilan
¢Ozlicllerin toksik oOzellikte olmayip, bu yontemde partikillerin yiksek saflikta ve

herhangi bir organik ¢ozicli kalintisi olmadan Uretilmesine olanak vermesi bu
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yontemin baslica avantajlarindandir.  Genel olarak superkritik sivilarla en ¢ok
gerceklestirilen iretim yontemleri slperkritik anti-solvent (SAS) ve kritik sivinin hizla
genisletilmesidir (RESS). Kritik oldugu durumlara (Tc=31,1 °C, Pc=73.8 bar) uyumlu
olmasi, toksik olmamasi, yanici olmamasi ve ucuz olmasi 6zelliklerinden dolayi CO; en

yaygin kullanilan stiperkritik sividir [60], [61], [62].
2.3.2.1.5.1 Siiperkritik Antisolvent (SAS)

SAS yonteminde slperkritik sivi ile tamamen karisabilen (6rnegin metanol) bir sivininin
icinde stpekritik sivida ¢éziinmeyen solut ile tamamen mikronize edilir. Cozliclinlin
stpekritik sivi icinde ekstrakte edilmesi solutun aniden ¢ékmesine, sonug olarak da

nanopartikilin olusmasina sebep olur [60], [61], [62].
2.3.2.1.5.2 Sivi Goziicii iginde Siiperkritik Sivinin Hizla Genisletilmesi (RESS)

RESS yonteminde temel prensip, ¢Ozelti olusturmak icin ¢6zliinen madde superkritik
sivida ¢ozlinir enjektér karsisinda hizla biylytp genislemesine dayanmaktadir. Yiksek
derecede asiri doygunluk, hizlica basincin azalmasi ile birlikte, stperkritik sivilarin
¢Ozlici glici birden azalir ve solut ¢okmesi sonucu iyi dagilmis partikil olusumu
gerceklesmektedir. Yiiksek molekil agirligina sahip molekillerin stper kritik sivida
¢ozinmeleri sinirlidir. Yiksek molekil agirligina sahip polimerlerin kullanilamamasi bu

yontemin dezavantajidir [60], [61], [62].

2.3.2.2 Asagidan Yukari Yaklagimi ile Nanopartikiil Uretimi

2.3.2.2.1 Mikroemiilsiyon

Mikroemdiilsiyonlar ara yuizeyleri film veya yiizey aktiflerle sabitlenmis nano 6lcekte
damlaciklar halinde birbiri icinde karismis sivilardir. Mikro 6lcekte heterojen bir yapiya
sahip olmalarina ragmen makro 6lcekte homojen goriinimlidirler. Mikroemdiilsiyon
teknigi nanopartikiller S/Y veya Y/S emdlsiyonlari seklinde hazirlanir ve yizey etkin

veya polimerik bir film ile stabilize edilmesi prensibine dayanmaktadir [60], [61], [62].

2.3.2.2.2 Miniemiilsiyon

Miniemdilsiyon polimerizasyon slireci dengeli bir emilsiyon ya da 50-500 nm

boyutlarindaki nano damlaciklarin stabilize dispersiyonuna dayanmaktadir. Baslatici ve
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¢Ozlcu iceren bir organik faz, su ve yuzey aktif madde ihtiva eden bir sulu faz
(surfaktan), sabit karistirma altinda kanistirihr. Bu olgu emilsiyonu artirmaya

yaramaktadir.

Nanodamlacik halinde damlaciklari pargalamak igin kullanilan geleneksel emiilsiyon
yontemi icin gereken enerji bir mekanik pargalayici yardimiyla yapilmaktadir. Genellikle
bu pargalayici bir sonikator olmaktadir. Mekanik pargalanma boyunca damlacik
monomerler hizli bir sekilde kararsiz bir boyutlarda dalgalanir ve sonunda minimale
ulasarak nanopartikiil boyutlarinda bir denge durumuna ulasmaktadir (Sekil 2.11) [60],
[61], [62].

<
Monomer
—— — |a %
| (c) *** ~ Polimer
Siirfaktan*“

Sekil 2.11 Miniemilsiyon yontemi

2.3.2.2.3 Yiizey Aktif Madde icermeyen Emiilsiyon

Surfaktanlarin (ylizey aktif madde) ortadan kaldirilmasi hem uzun zaman almakta hem
de maliyetli olmaktadir. Ayrica ylizey aktif madde iceren sirecler enerji ve cevre
acisindan ciddi endiseleri barindirmaktadir. Bu dezavantajlarin listesinden gelmek igin
ylzey aktif madde icermeyen emiilsiyon yontemi gelistirilmistir. Sistem icerigi suda
¢Ozlinebilen bir baslatici, monomerler ve deiyonize sudan olusmaktadir. Yizey aktif
madde icermeyen emilsiyon polimerizasyon mekanizmasi su icinde monomer
¢Ozlintrligline baghdir. Polimerik nanopartikiller iyonik ko-monomerler veya iyonize

baslaticilar kullanilarak stabilize edilmektedir [60], [61], [62].

2.3.2.2.4 Yizeyler Arasi Polimerizasyon

Yiizeyler arasi polimerizasyon, polimerik nanopartikiller tGretmek igin gelistirilmis bir

yontemdir. iki reaktif madde ya da monomerler karismayan iki sivi icerisinde disperse

24



edilir. Reaksiyon karismayan fazin ara ylzeyinde gergeklesmektedir. Nanopartikiller

aninda sulu fazda dagilir ve bu sekilde nanopartikil Gretimi gerceklesir [60], [61], [62].

2.4 Allelopati ve Allelokimyasallar

Bir bitki tarafindan sentezlenen ve salinan kimyasallarin baska bir bitki (izerine etkisine
allelopati denilmektedir. Bu tanima giinlimizde genisletilerek mikroorganizmalar ve
bocekler de dahil edilmistir. Bir diger tanima gore ise yasayan organizmanin lrettigi ve
cevreye saldigl biyoaktif molekdllerin yine ayni tiire veya farkli bir tire gelisme ve
bliyime sirecindeki direkt veya indirekt etkileri bitiinline verilen biyolojik olgudur
[63]. Salinan bu maddelere allelokimyasal denir. Bir allelokimyasal bitki tiriine gore
olumlu veya olumsuz etki gosterebilir. Genel olarak allelokimyasallar olumsuz etki
gostermektedir. Bu durum allelopati rekabet ile karistiriimasina sebep vermektedir.
Rekabet, iki veya daha fazla organizmanin dogadaki sinirli kaynagin paylasimini esas alir
ve organizmlar arasinda biytme faktorleri icin bir yarisma soz konusudur. Allelopatide
ise organizma sadece cevreye gelisim engelleyici madde salar. Stresin neden oldugu bir
rekabet sonucunda bir organizma toksik allelopatik maddelerin Gretimini artirabilir ve
etki ettikleri diger organzimalari ¢evre sartlarina duyarl hale getirebilir. Bu durumda

allelopati ile gelisimi engellenen bitkinin rekabet kabiliyeti azaltilmis olur [64].

Allelokimyasallar genellikle bitkinin yaprak ve koklerinde cogunlukla yer almakla
beraber hemen hemen her dokusunda bulunabilmektedir. Bu kimyasallar bitkilerden
suyla temas, buharlagsma, koklerden salim, bitki artiklari sekilde bulunduklari ¢cevreye
salinmaktadir. Allelokimyasallar hiicre ¢ceperinin yapisini bozarak ve hiicre boliinmesini
engelleyerek; solunum, fotosentez, membran gecirgenligi, protein sentezi, tohum

cimlenmesi gibi bircok olaya sebep olurlar [63].

Allelokimyasallar cogunlukla primer yolaklarin yan drlnleri olan sekonder
metabolitlerdir. Bunlar farkh yapi ve Ozelliklerine gore genellikle 10 baslik altinda

siniflandirihirlar:

1. Suda Coziinebilir Organik Asitler, Diiz Zincirli Alkoller, Alifatik Aldehit,
Alifatik Ketonlar

2. Basit Doymamis Laktonlar
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3. Uzun Zincirli Yag Asitleri, Poliasetilenler

4. Kinonlar (Benzokinon, Antrokinon ve Kompleks Kinonlar)
5. Fenolikler

6. Sinnamik Asit ve Tirevleri

7. Kumarinler

8. Flavonoidler

9. Taninler

10. Steroidler ve Terpenoidler (Seskiterpen Laktonlar, Diterpenler ve

Triterpenoidler) [65].

Listede yer alan kinonlar, halkal konjlige endionlardir. Dogada yaygin olarak bulunurlar
ve yuksek reaktif 6zellik gosterirler. Bu bilesikler, meyve ve sebzeler kesildigi zaman
meydana gelen kararma reaksiyonundan sorumludurlar. Bitkilerde kinon yapisinda pek

cok dogal boyar madde bulunmaktadir [66].

Enkapstlasyonu gerceklestirilen juglon kinonlar icerisinde yer almaktadir. Juglon,

kinonlarin alt grubu olan naftakinonlar arasindadir.

2.5 Juglon ve Ceviz Agaci

Ceviz icerdigi juglon bileseni nedeniyle allelopatik bir bitkidir. Cevize sari rengi veren de
juglondur [67]. Ceviz agacinin toksik etkisi 2000 yildir bilinmektedir [68]. Dibinde ekilen
yonca otlarinin yagmurdan sonra kisa sirede oldugl, yapraklarindan damlamasiyla
toplanan yagmur sulariyla sulanan saksi domateslerinin 6ldigu, cevize yakin yetisen
elma agaclarinin cevizden taraftaki kok ve yapraklarinda kuruma oldugu yillar icerisinde
gozlenmistir [69]. Adlandirilmasi 5-Hidroksi-1, 4-naftakinon olarak yapilan juglon,

C10Hs03 molekiler formiliine sahiptir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12 Juglonun yapisal formili

Literatlirde juglon ile ilgili yapilan ¢alhismalar;

Cevizin toksik etkisine ait bilinen ilk yayin 1881 yilinda “Toxic action of black

walnut” (Siyah Cevizde Toksidite) adli makaledir [70].
Juglonun sentezi ve karakterizasyonu ise 1887’de gergeklestirilmistir [71].

1925 yilinda ceviz kabugunun domates bitkileri Gzerine zehirli etkisi oldugu

bildirilmistir [72].
1927 - Cevize yakin elma agaclarinin 6lditgi agiklanmistir [73].

1928 yilinda cevizin toksik etkisinin juglondan kaynakh oldugu aydinlatiimistir.
Yapilan ¢alismada yonca ve domates bitkisine enjekte edilen juglonun yiksek

toksisite etkisi bildirilmistir [74].

1941’de domates, yonca ve elma ile yapilan l¢ yillik ceviz agaci saha

calismasinda juglonun higbir toksisite gostermedigi bildirildi [75].

1950 — USDA “Test Clears Walnut Reputation” adi altinda basin agiklamasi
yayinlanmistir. Aciklamada juglonun domates Uzerinde herhangi bir toksik etkisi

olmadigi 6ne strdlmistir.

1951 yilina kadar 12 yillik siren 298 varyete Ulizerinde toksisite inceleyen
Maurice G. Brooks isimli arastirmaci, daha Onceki cevizin toksisiteye sahip
oldugunu beyan eden tim calismalari dogrulamistir. Sadece ceviz agacinin
kokleri digerleri ile birlikte oldugunda juglonun toksik etki gosterdigi cikarimina

ulasmistir [76].
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® 1975’e kadar genis ¢aph arastirmalarla juglonun toksisitesi gesitli agilardan
onaylanmistir. Bu toksisiteden kaynakli olarak ceviz ve diger bitkiler antagonist
yasamaktadirlar. Sadece licgll ve uzun cayir, juglondan etkilenmeden cevizin
dibinde iyi gelistigi bilinmektedir. Ayrica kavun fidelerinde yapilan ¢alismada da

olumlu etkileri rapor edilmistir [77].

® 1990 ve 2007 yillarindaki yayinlarda juglonun allelopatik etki géstermesinin pH,
topragin 6zelligi, organik besin igerigi gibi toprak ve ortamla ilgili birgok etmene
bagh oldugu bildirilmigtir [78], [79]. Bu da 1940’daki MacDaniel’in deneyinde

neden juglonun toksisite géstermemesini agiklamaktadir.
seklinde siralanabilir.

Juglon tiim ceviz tirlerinde yer almakla birlikte en ¢ok Juglans regia’da bulunmaktadir.
Sentezi sonrasi toksik olmayan indirgenmis form hidrojuglon seklinde yapraklarda,
meyve kabuklarinda ve en c¢ok da koklerde bulunmaktadir [80]. Hidrojuglon

yapraklardan yagmur sonrasi su damlalariyla, koklerden salimla topraga karisir.

Agac¢ boluimlerinde bulunan juglon miktari degiskenlik géstermektir. Agag boliimlerinin
kuru agirhgindaki juglon miktari ve mevsimsel olarak kok, govde ve yapraklardaki

juglon miktari gizelgede gosterilmistir (Cizelge 2.2) [80].

Cizelge 2.2 Cevizin gesitli bolimlerindeki juglon miktarinin mevsimsel degisimi ve
cevizde yer alan boélimlerdeki juglon icerigi

Juglon icerigi Aylara Gére Juglon icerigi
Agac Bolumu mg/g Ay mg/g kuru mg/g
kuru agirhk kabuk kuru yaprak
Yaprak 1.23 Haziran 9.3 2.9
Govde(Kabuk) 6.71 Temmuz 10.3 2.8
Kok 7.73 Agustos 11.5 2.5
Eylal 10.9 1.8

Juglonun biyosentezi tam olarak aydinlatilamamakla birlikte olasi olarak sikimat yolu

One slrdlmistir [80]. Juglonun ileri siirtilen yolagl Miller ve arkadaslari radyoaktif izli
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yaptigl ¢alismaya dayanmaktadir [82]. Juglonun olasi biyosentezi Sekil 2.13’de sematik

olarak gosterilmistir. Yolakta herhangi bir enzim karakterize edilmemistir [83].

OH H' : co
1,4-dihidroksi-2-naftoat Oksitlenmis bilinmeyen Indirgenmi;zbilinmeyen 1,4-naftokinon
elektron alici elektron alic F -~ Indirgenmis bilinmeyen
1.14 [ elektron alict
- H20

2 Oksitlenmis bilinmeyen
elektron alici

OH O

Juglon

Sekil 2.13 Juglonun olasi biyosentez yolagi

Diinyanin bircok yerinde yaygin olarak bulunan ceviz bitkisinin allelokimyasali olan
juglonun, antiviral ve antibakteriyel 6zelligi yillardir Cin’de geleneksel tipta
kullanilmaktadir [84]. Juglon bilesiginin; herbisit, antimikrobiyal, antiviral, antifungal,
antitumor, antikanser, sitotoksik ve genotoksik, antioksidan gibi etkilere de sahip
oldugu bilinmektedir. Bu amacla Cin disinda da bircok Ulkede tibbi bitki olarak
kullanilmistir [27]. Bununla birlikte gida ve kozmetik sanayide renklendirici ajan,

mirekkep, tekstil boyasi gibi farkli amaglarla da kullanimi mevcuttur.

2.6 Cevizin Orjini ve Diinyadaki Yayilimi

Cevizgiller (Juglandaceae) familyasini temsil eden en énemli cinsin Juglans cinsi oldugu,
bu cinsin 6nemli tirlerinin kara ceviz (Juglans nigra), kafkasya cevizi (Juglans regia) ve
ak ceviz (Juglans cinere) tirlerinden olustugu bildirilmistir. 20-30 metreye kadar
boylanabilen genis tach agaclardir. Orjini Dogu Avrupa, Tirkiye, Irak, iran ve Himalaya
daglarinin 6tesinin kapsayan bir alan oldugu disilinilen ceviz, Akdeniz’ den Dogu Asya’
ya kadar yabani olarak yetismektedir (Sekil 2.14). Ayni zamanda kiiltlire de alinmis bir
tir olarak tanimlanmistir. Amerika’da ise Juglans nigra yaygin olmakla birlikte Juglans
regia da yayilis gostermektedir. Juglans regia, Juglandaceae ailesinin bir Uyesi ve
Avrupa’nin gliney bolgesi, Asya’nin kicuk bir bdlgesi, Hindistan ve Cin’ de yetisen, cok

yillik bir bitki olarak tanimlanmistir [85], [86].
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Sekil 2.14 Juglans regia’nin dogal olarak yetistigi dagilim alanlari [86]

Ulkemizin hemen her tarafinda ceviz bitkisine rastlanir. Bununla birlikte 6zellikle
Kastamonu, Bilecik, Manisa, Kiitahya, Afyon, Tunceli, Tokat, Bolu, Konya, Samsun,

Trabzon ve Bitlis illerinde yayilis gosterir [87].

2.7 Juglonun Molekiiler Etki Mekanizmalari

Juglon (5-hidroksi-1,4 .Naftakinon), Juglandaceae ailesine ait bircok bitkinin doku ve
organlarindan izole edilen bir allelokimyasaldir [88]. Juglonun toksik mekanizmasi
bitlndyle hala aydinlatilmis degildir. Belki farkli organizmalarda farkh etki sekillerine
de sahiptir. Juglon igin; hicre 6limi, hiicre dénglisiini bozma, DNA modifikasyonlari
(6zellikle hizhi bolinen hiicrelerde), mRNA sentezinin engellenmesi, temel proteinin
tiyol veya amin gruplarinin alkilasyonu, p53 gibi timor baskilayici seviyesini distirme
gibi bircok mekanizma ortaya atilmistir [21]. H+-ATPaz olasi mekanizmadir ve bununla
birlikte K* pompasinin blokasyonuna neden olmaktadir [89]. Ayrica Juglon, mitokondri
ve kloroplastlardaki enzimler tarafindan oksidatif strese sebep olan seminkinon haline

indirgenmektedir [67].

Yasayan bitkide juglon cogunlukla toksik olmayan glikolize formda (hidro juglon B-D-

glukopiranosid) yer alir. Hava veya toprak bilesenleri ile etkilesmesi halinde bu allelo
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kimyasal hizla okside ve asiri toksik forma donusir (Sekil 2.15). Toksik juglon serbest
radikallerle etkilesimi sonucu ylkseltgenme indirgenme tepkimeleri vermektedir ve

hiicresel niikleofillere elektrofilik reaktivite gdsterir [90].

OH
H,0
OO B-glukosidaz
OH O

Gle [ =]

OH
Hidrojuglon B-D-
glukopiranosid @O
(HIG)
OH OH
2 02 PR —
Hidrojuglon
& Enzimatik olmayan
20; X
rekasiyon
0
@)@
OH O

Sekil 2.15 Juglon toksik forma donisimiiniin sematik gosterimi

Juglonun bitki blylimesini engelleme mekanizmasi; misir ve soya kok fraksiyonlarinda
H+-ATP-az aktivitesinin azaltmasi [89], p-hidroksifenilpiruvat dioksigenaz (plastokinon
sentezinin dnemli bir enzimi) inhibisyonu, mitokondri elektron taginmasinin inhbisyonu
[91], yaprak dokularda fotosentezi azaltma, terleme ve stomal iletimin engellenmesi
[92] ve kokler tarafindan su geri ahminin azaltilmasidir [89]. indiiklenen reaktif oksijen

turleri (ROS) bitkiyi patojenlere karsi korumada kritik bir rol oynayabilmektedir [93].

Juglon, her tirld saldirgan veya organizmaya (istilaci bitkiler, nametodlar, mantarlar,
bakteriler, virlsler, cesitli hayvanlar) karsi kullandigi bir diger caydirici reaksiyon olan
tiyol (-SH) proteinleriyle etkilesir. Juglon reseptdrde yer alan sistein amino asitlerinin
serbest —SH grubu ile reaksiyona girer ve proteinde yer alan serbest sisteinler arasinda
distlfit bag kurar. Disiilfit baglar reseptorin (¢ boyutlu yapisini ve dolayisiyla

fonksiyonunu degistirir [94] [95].
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Hicre igerisinde yer alan tim protein aracili biyolojik sireglerin, kelimenin tam
anlamiyla ¢ok keskin bir sekilde mekansal ve zamansal olarak dizenlendigi
bilinmektedir. Bunlardan biri, peptidil prolil cis-trans izomerazlar (PPlaz) tarafindan
hem protein katlanmasi hem de proteinin dogal konumuna kavusmasi sirasinda etkili
bir sekilde gerceklesen PPlaz etkili diizenlemelerdir [96]. PPlazlar bagisiklik sistemini
baskilayici ilaglara baglanmakta, dolayisiyla imminofilinler olarak adlandirilmaktadirlar.
PPlazlarin Ug sinifi vardir; Siklofilinler, FKBMler ve parvulinlerdir. Parvulinler, bakteri ve

insanlardaa korunmus 3. sinif PPlazlardir (Sekil 2.16).

( PPlazlar ]
5""3,".11""’][ FKep12 ]["".Z.".."i""]

EC ve VSMC Hiicreler arasi ,;:'_;5: ﬁm'l MEK,'.:R;K'
aktivasyonu birikintiden Ca2+ PKC, PI3K/AKt,
sizintisi B-katonin/CDK/Siklin

| | |

- 3
VSCD\: cogalamasi Hiicre Cogalmas:
romboz Apoptoz
Restenoz Hipertansiyon Aterosikleroz
Ateroskleroz
J

Sekil 2.16 PPlazlarin siniflandirilmasi. Her bir grubun etkiledigi hiicresel yolaklar ve
sonucunda ortaya ¢ikan olaylar 6zetlenmistir.

Mitoz sirasinda gorev alan esansiyel bir protein olan sisteince zengin olan parvulin
proteini 92 aminoasitlik bir proteindir ve ilk E. coli’de kesfedilmistir [97]. Okaryotik
homologu pinl, hiicre dénglisiinde G2’den M fazina gecisi saglamaktadir [98]. Yapilan
bir galismada juglonun mitotik fosfoproteinlerinde yer alan serin proteinini fosforilleme

suretiyle parvulini inaktive ettigi in vivo olarak gosterilmistir [99].

Pin 1’in roli kardiyovaskiler hastaliklar acisindan da ilgi cekicidir. Pinl'in kalpte
kardiyovaskiiler sinyal agindaki iletilerin genlik ve slire aralig§inin hassas
ayarlanmasindan sorumlu bir 'molekiiler orkestra sefi' gibi gérev yapmasi kritik roliin{
kanitlamaktadir [100]. Nitrik oksit (NO) damar genisletici ve damar koruyucu etkiye
sahiptir. NO arterosklerotik lezyonlarin formasyonu ve kan basincin kontrolliinden

sorumlu olmasi sebebiyle de onemlidir. Endotelyal NO sentaz (eNOS), endotel
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hicrelerinde  NO lretmeden sorumludur. eNOS aktivitesinin Pinl tarafindan
konformasyonel bir degisimle belirlendigi bildirilmistir. Endotel hiicrelerinde Pinl
RNAi’lerce susturulur ya da juglon eNOS enzimindeki Ser!® fosforilleyerek inhibe edilir
[101]. iki hafta boyunca juglona maruz birakilan farelerde ve Pinl susturulmus
farelerde her iki grupta da ortak artan aortik Ser'!® fosforilasyonun hipertansiyona ve

endotelyal disfonksiyona yol ac¢tig1 gozlenmistir [101].

Juglonun askorbat ile kombinasyonu serbest radikalleri tetikler; semikinon juglon ve
dehidroaskorbat Urinlerini verir. Semikinon DNA ile etkilesmesi sonucunda DNA
hasara ugrar. Yapilan bir ¢alismada timor hicrelerinde yer alan DNA, askorbatla
kombine edilmis Juglon sonucunda olusan semikinona maruz birakilmig ve DNA’nin
degrede oldugu gorilmustir; bu sayede Akt yolagl baskilanmis, bliyiime ve ¢ogalma

durdurulmustur (Sekil 2.17) [102].

Juglon Q7 Q9
R! OH H H
2 ':'~ ‘:\ CH
OH & R H | NLT)-OH| NA{T)-OCHy

o Ao E»f,l —
' 0/ = T . " ™ I m.:anzu-uﬁnesepﬁrl

Sekil 2.17 Juglonun DNA (lizerinde etkisi
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2.8 Juglonun Antimikrobiyal Etkisi

Juglonun genis bir spektrumda algler, bakteriler ve funguslarin da dahil oldugu
mikroorganizmalari inhibe ettigi gosterilmistir [27]. Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia cepacia, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Mycobacterium
smegmatis, Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, Helminthosporium sp.,
Pycnoporus sanguineus ve Microsporum gypseum Uzerinde vyapilan galismalarda

juglonun antimikrobiyal 6zelligi gosterilmigtir [27], [28], [29].

Antimikrobiyal etkisine ragmen bir arastirma grubu, topraktaki juglonu indirgeyip
degrede edebilen bir bakteri grubunu kesfetmislerdir [103] ve baska bir calismada
juglonu karbon kaynagi olarak kullanma yetisine sahip bazi Psédomonas tirleri oldugu

gosterilmistir [104].

Juglon, bilinen ilk dogal parvulin inhibitortdir. PPlazlardan kesfedilen parvulin ailesinin
ilk Gyesi E.coli de yer alan Par10 enzimidir [105]. Par10 ilave N- ve C- terminallere sahip
olmayan sadece PPlaz domaininden olusan bir sitozolik proteindir. FKBPs ve siklofilinler
ile karsilastirildiginda ¢ok kii¢lik kalan ve molekiler agirhgr 10 kDa civarinda olan bir
proteindir. Latince Parvulus (Minik) anlamindaki kelimeden esinlenerek parvulin adi
verilmigtir. Parl0’un substrat spesifisitesi, FKBP izomerazlara benzerdir. Genellikle
prolin rezidliisiinden once gelen uzun hidrofobik yan zincirle etkilesime girmekte
oldugu bilinmesine ragmen hala tam anlasilamamistir [106]. Bilinen parvulinlerden bir
tanesi mitotik regiilatér Pin1l oldugundan bir dnceki béliimde bahsedilmistir. insan
genomu Pin1 yani sira bircok parvulin geni icerir. Bunlar kromozom X Uzerinde lokalize
Xql3’de kodlanan Parl4 ve Parl7’dir. Bu parvulinlerin, cok hiicreli canlilarda ¢ekirdek
sekansi mayalar hari¢c hepsinde yer almaktadir [107]. Par 14 lisin, serin ve glisin
rezidileri agisindan zengin bir N-terminali esnek domaine sahiptir [108]. Par 14, E.coli
parvulin Parl10 ile hemen hemen ayni sekonder yapi ozelliklerini paylasmaktadir. Par
10, icerdigi Gly76-Pro77 dipeptidin yerini, Par 14’de Asp113-Prol114-Prol15 dizisi
almaktadir. Bu bolgenin proteinin li¢c boyutlu yapisinin olusumunda gigcli kisitlamalara
sahip olmadig bilinmektedir [109]. Bugline kadar Bacillus subtilis PrsA [110],
Arabidopsis thaliana Pinl [111], E. coli SurA [112] ve Candida albicans Essl [113]
bircok parvulinin yapisi ve karekterizasyonu vyapilmistir. Bakteri ve mantarlarda

bulunan parvulin yapilarinin hic¢ birinde Par 14 yer alan Val103’ten Asp107 dizisi yoktur.
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Bu dizi sadece cok hiicreli 6karyotlara 6zgili gibi gorinmektedir [114]. Antibakteriyel ve
antifungal ilaglarin gelistiriimesi icin bakteriler ve mantarlarda yer alan parvulin

dizilerinin var olan kullanilabilme potansiyeli, gelismelere oldukga agik bir alandir.

Juglon parvulin inhibitéri olarak ilk kesfedildigi calisma 1998 yilinda Hennig ve
arkadaslari tarafindan gerceklestirilmistir. Calismada juglonun; E. coli parvulin, insan
Pinl ve maya Ptf1/Essl proteinlerini tersinmez bir sekilde ve spesifik olarak inaktive
ettigi gosterilmistir [95]. Ayni calismada siklofilin (CyP) ve FKBP (FK506 baglayici
proteinlere) Uzerinde herhangi bir etkisi olmadigl rapor edilmistir. E. coli parvulin
inaktivasyonu mekanizmasi, juglonun E. coli parvulinde Cys41 ve Cys69 tiyol gruplarinin
Tiyol-Micheal katilmasi sonucu parvulinin aktif bolgesinde meydana gelen degisim

sonucu olusur [95].

2.9 Antibakteriyel Nanopartikiillerin Sagladigi Ozellikler

Klasik antibiyotik yontemi yerine nanopartikiler sistemlerin tercih edilmesinin sebebi,
yuksek yuzey alani/hacim oOzelligidir. Nanometrik Olceklere gidildikce hacim
degismezken yiizey alani oldukga artmaktadir (Sekil 2.18). Yiiksek yiizey alani, bilinen
maddenin oOzelliklerinden farkh olarak yeni mekanik, kimyasal, elektrik, optik,
manyetik, elektro-optik, manyeto-optik bircok 6zelligi beraberinde getirmektedir [115].
Ayni hacimlerde olan klasik antibiyotik ile enkapstile antibiyotik karsilastirildiginda
enkapsiile antibiyotigin yiksek yizey alanina sahip olmasi bakteri ile etkilesimini

artirmakta ve daha efektif olmasini saglamaktadir.

Toplam Yiizey Alami Toplam Yiizey Alani Toplam Yiizey Alam
6 cm? 60 cm® 60000000 cm?

(Tiim 1 mm l}ﬁl.llel'de) (Tiim 1 nm Kiiplerde)

Sekil 2.18 Farkli boyutlarda (santimetrik, milimetrik ve nanometrik) boyutlarda ayni
hacimdeki maddenin degisen ylzey alani
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Nanopartikillerin, ylizey modifikasyonlarina olanak tanimasi sayesinde hedefe 6zgu
ilag gelistirilmesi [116] ve kontrolli salim yapmasi sonucu dozaj ayarinin yapilabilmesi
ise diger avantajlaridir [117]. Nanopartikiiller, bakteri hlicre membranina elektrostatik
etkilesim yoluyla baglanmaktadir ve hicreyi bitlnlGglini bozan siirece
surtklemektedir [118]. Bakteri igin toksik etki mekanizmasi, nanopartikil ve igerdigi
etkenin (iyonlar, organik bilesikler vb.) indiklenen oksijen tirleri (ROS) gibi serbest
radikaller olusturmasi (veya Uretmesi) sonucu oksidatif stresin artmasina sebep
olmaktadir. indiiklenen oksijen tiirleri (ROS) ise bakterilerde; membrana, DNA’ya,
mitokondriye geri donislimsiiz hasar vererek bakterinin 6limiine yol agmaktadir (Sekil

2.19) [119].

Kesintili Transmembran
Elekiron Akis:

Sekil 2.19 Etken yukli veya metal nanopartikillerin bakteri Gizerindeki etkisi
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2.9.1 Polimerik Nanopartikillerin Antibakteriyel Calismalarda Kullanimi

Bakteriyel ilag tasima sistemlerinde polimerik nanopartikiller kullanilmasi iki 6nemli

sebebe dayanmaktadir:

1. Yapisal olarak daha stabil ve daha biylk boyut hassasiyetinde sentez edilme

olanagina sahiptirler.

2. Kimyasal olarak modifiye edilebilir gruplara sahiptirler. Bakteri hicre
duvarindaki karbonhidratlara baglanabilen lektin, polimerik bakteri ilag tagima

sistemlerinde siklikla kullaniimaktadir [120].

Antibakteriyel ila¢ tasinim sistemleri icin kullanilan polimerik nanopartikillerin iki tipi
vardir [121]. Bunlardan birisi hidrofobik ve hidrofilik pargalara sahip kendi kendini inga
edebilien diblok kopolimerlerdir. Hidrofobik kisim etkeni tutan c¢ekirdek kismi
olusturmaktadir. Hidrofobik zincirin uzunlugu etken saliniminin hizini  kontrol
etmektedir. Biyogoziunir polimerler olan poli (laktik asit) (PLA), poli (glikolik asit) (PGA),
poli (laktid-ko-glikolid) (PLGA), poli carprolactone (PCL), poli (siyano- akrilat) (PCA)
hidrofobik c¢ekirdegi olusturmak icin kullanilirken, polietilen glikol (PEG) ise en yaygin
kullanilan hidrofilik pargasidir. Nanopartikll ¢ekirdeginin hidrofobik yapisi, polimerik

nanopartiklllerde suda az ¢dzlinen etkenleri tagimasini saglamaktadir.

Polimerik nanopartikillerin ikinci tipi ise polialkil akrilatlar ve polimetil metakrilat
formlarindaki lineer nanopartikiillerdir. Bunlarda etken (6rnegin antibiyotik) ylzeye
absorbe edilmektedir veya kovalent baglanmaktadir. Kovalent baglanmanin etkenin

veya antibiyotigin aktivitesini etkileyip etkilemedigi goz 6niinde tutulmalidir.

Salmonella typhimurium bakterisine karsi normal antibiyotik yerine, PLGA ile
nanopartike edilmis gentamisin [122], azitromisin [123] ve klaritromisin [124]
antibiyotiklerinin kullanildigi deneylerde nanopartikiler antibiyotiklerin daha efektif
oldugu ispatlanmistir. Bu durum nanopartikiler sistemin bakteride adezyonu
kolaylastirdigini  gostermektedir. PLGA’dan yapilmis olan katyonik eudragit

nanopartikillerin S. aureus’a adhezyonu rapor edilmistir [125].

Bakteri hiicre duvarlari negatif yiiklenme egilimindedir [126]. Bu durum polimerik
bakteriyel  nanoparikillerin  hedeflenmesinde  yardimci  olmaktadir.  Etken

emulsiyon/¢oziici buharlastirma yontemi ile nanopartikil icerisine enkapsile
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edilmektedir. Hafif bir negatif ylk ve ylizey PEGilasyondan kaynakli olarak fizyolojik pH
7.4de nanopartikillerin normal hiicrelere baglanmasi ve alimi 6nlenmis olmaktadir.
Enfeksiyon bolgesindeki enflamasyon bolgesel damar gegirgenligini artirmaktadir. Bu
durum nanopartikillerin ekstravazasyonuna (damardan sizma) neden olmaktadir.
Enfeksiyon bolgesinde yer alan disik asidik kosullar yizey yikid anahtarlama
mekanizmasini aktive etmektedir. Aktivasyon sonucu nanopartikil negatif yuklu
bakteriye baglanmis olmaktadir. Son olarak etken yukli enkapsiile nanopartikilin

kontrolli salimi antibakteriyel etkiye yol agmaktadir (Sekil 2.20) [127].

Fizyolojik pH Asidik pH

Enkapsiilasyon
Enfeksiyon Bolgesme
PLGA-PLH-PEG ’ M"
Etken -

e © e

Sekil 2.20 Bakteri hiicre duvari hedefli tasarlanmis etken yikli nanopartikil sistemi

2.10 Escherichia coli ve Staphylococcus aureus

2.10.1 Escherichia coli

Escherichia coli ilk kez 1885 yilinda Dr. Theodor Escherich tarafindan bebek diskilarinda
bulunmustur ve ismi kalin bagirsakta bulunan bir bakteri oldugu icin Bacterium coli

commune konulmustur. 19. ylzyilin sonlarina dogru Escherichia cins ismi olmustur.
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1950 yilina kadar insan ve hayvanlarin bagirsak sisteminde normal florada bulunan,
patojen olmayan bir mikroorganizma olarak kabul edilmistir. Gida hijyeninde indikator
mikroorganizma olarak kabul edilen ve fekal kontaminasyonun bir gdstergesi olarak
degerlendirilen E. coli; bazi serotiplerinin hastaliklara neden oldugunun ortaya

¢citkmasiyla potansiyel bir patojen olarak tanimlanmistir [128], [129].

E. coli Gram negatif, katalaz pozitif, oksidaz negatif, fakiltatif anaerob bir
mikroorganizma olup insanlarin ve ¢ogu sicakkanli hayvanlarin dogal bagirsak
florasinda yer alir [130]. Peritrik flagellalariyla hareketlidir, fakat hareketleri yavastir.
Hareketsiz suslari da vardir [131]. Tipik E. coli suslari 44.0-45.5 °C'de 1-2 gin icinde
laktozu fermente ederek asit ve gaz (Uretirler. Ortalama 1,1-1,5x2,0-6,0 pum
boyutlarindadir. Optimum Greme sicakligi 37 °C olup 7-46 °C’ler arasinda Ureme

goralur. pH 4,4 ile pH 9,0 degerlerinde canhligini koruyabilmektedir [132], [133].

2.10.2 Staphylococus aureus

Stafilokoklar ilk kez 1878’de Robert Koch tarafindan tanimlanmistir. 1880’de Pasteur
tarafindan sivi besiyerinde Uretilmistir. 1881’de Alexander Ogston insan apse
materyalinden elde ettigi bakteriyi Uzlim benzeri kime yapmasi nedeniyle
Staphylococcus olarak adlandirmistir. Daha sonrasinda ise fare ve kobaylar icin
stafilokoklarin patojen olduklarini bildirmistir. Rosenbach 1884’de besiyerindeki beyaz
renkli kolonileri Staphylococcus albus, sari-portakal rengi kolonileri ise Staphylococcus

aureus olarak isimlendirmistir [131].

Stafilokoklar katalaz Gretebilen, Gram pozitif, aerobik ve anaerobik ortamda uzun sire
canli kalabilen direngli mikroorganizmalardir. Stafilokoklar glukozu fermentatif olarak
parcalar ve son Urin olarak laktik asit olustururlar. Ayrica laktoz, siikroz, mannoz,
trehaloz ve maltozu da fermente edebilirler. S. aureus anaerobik ortamda mannitoli
fermante edebilen tek S. aureus susudur. Stafilokoklarin ¢ogunlugu % 7.5-10 NaCl
iceren basit besiyerlerinde Ureyebilirlerken, S. aureus yiksek miktarda NaCl'l tolere
edebilir. Suslarin optimal Gireme isilari 30-37 °C ve pH 7- 7.5 arasinda olmasina karsin S.
aureus 1siya ve kurakliga dayanikhdir. Bu dayanikhhigl sayesinde S. aureus spor
olusturmadigi halde viicut disinda canliigini uzun siire koruyabilen tek insan

patojenidir. Genis bir 1si araliginda Ureyebilirler (6-46 °C). Toksin olusturmalari icin
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gerekli minimum ve maksimum sicaklik dereceleri daha yliksek olup 10-48 °C’ dir [131],

[134], [135] .

Hicre duvari peptidoglikan (N-asetil muramik asit ve N-asetil glukozamin), teikoik asit
(gliserol fosfat polimerleri) ve protein A tabakalarindan olusur. Konagin immiin sistem
yanitina neden oldugu igin hicre duvar bilesenleri S. aureus’un patojenitesinde

onemlidir [131], [135], [136].
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BOLUM 3

MATERYAL METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan Cihazlar
= Hassas Terazi - Shimadzu
= Sonikatoér — Bandelin Sonoplus
= Manyetik Karistirici — Variomag Mono
= Buzdolabi — Dometic 50818
= Etlv— Ecocell
= Vorteks — Biosan V-1 plus
= Coklu Manyetik Karistirici — IKA
=  Spektrofotometre — Sp-2000UV
= Kabin — SafeFast Classic 212
= Santriflj Cihazi — Hettich Zentrifugen (Universal 32 R)
= UV-Vis Spektrofotometre — Shimadzu UV-1800
= Zeta Potansiyel ve Parcacik Olciim Cihazi — Malvern ZEN 3600 Nano ZS
* inkiibatér — Biosan, ES 20
= Ultrasonik Su Banyosu — Bandelin Sonorex

=  Milipore-Q Gradient Su Cihazi
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3.1.2 Kullanilan Kimyasallar

Juglon (5-Hidroksi-1, 4-naftakinon) - Sigma Aldrich H47003-5G
Poli(laktik-ko-glikolik asit) PLGA - Sigma Aldrich 719900
Diklorametan (DCM) - Sigma Aldrich 24233-2

Poly(vinyl alcohol) (PVA) — Sigma Aldrich 363138

Muller Hinton Agar (MHA) — Oxoid CM0337

Nutrient Broth (NB) — Oxoid CM0001

Gentamisin — Oxoid CT0024B

Ampisilin — Oxoid CT0004B

Ofloksasin — HIMEDIA SD087-ICT

3.1.3 Kullanilan Cozeltiler

Juglon-PLGA
Juglon 50 mg
PLGA 100 mg
Diklorametan 3ml

Toplam hacim 3 ml olacak sekilde Juglon ve PLGA diklorametan icerisinde
¢OzdUrulmuastir.
Polivinil Alkol Cozeltisi (% 3)

Polivinil alkol 15mg

Distile Su 500 ml

Manyetik karistiricida 60-70 °C’'de homojen c¢ozelti elde edilinceye kadar

karistinlmistir. Sonrasinda stok olarak saklanmistir.

Polivinil Alkol Cozeltisi (% 0.1)
Polivinil alkol 0.7 mg
Distile Su 700 ml

Manyetik karistiricida 60-70 °C’'de homojen c¢ozelti elde edilinceye kadar

karistinlmistir. Sonrasinda stok olarak saklanmistir.
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= Agar Besiyeri
Muller Hinton Agar (MHA) 19 mg
Distile Su 500 ml

Manyetik karistiricida karistirilip  otoklavlanmistir. Daha sonra sogumasini

takiben petrilere dokimu gergeklestirilmistir.

=  Broth Besiyeri
Nutrient Broth (NB) 3.25mg
Distile Su 250 ml

Manyetik karistiricida karistirilip otoklavlanmistir. Daha sonra sivi besiyeri igin

gerekli seyreltme kullanimlari stok olarak saklanmistir.

3.1.3 Deneylerde Kullanilan Mikroorganizmalar

= Fscherichia coli ATCC 25922

= Staphylococcus aureus ATCC 25923

3.2 Metod

3.2.1 Juglon Yiiklii PLGA Nanopartikiillerin Uretimi

Daha Onceki calismamizda sentezlenen J-NP5 nanopartikiilii; 50 mg juglon ve 100 mg
PLGA polimeri DCM igerisinde ¢ozdurildi. Olusan organik faza 3.5 ml %3 (w/v)’luk PVA
cozeltisi eklendi. Karisim, buz banyosunda 2 dakika 70 W (%80 Giig) enerji altinda
sonikasyona tabi tutuldu. Daha sonra olusan y/s emiilsiyonu, manyetik karistirici
tzerindeki 35 ml %0,1’lik PVA ¢o6zeltisi Gzerine enjektoér araciliglyla damla damla
eklendi. Elde edilen tekli emilsiyon ¢dziiciiniin uzaklastirilmasi igin gece boyu manyetik
karistiricida karistirildi. Daha sonra 6rnekler 9000 rpm’de 20 dk santriflj edildi, Ust faz
uzaklastirildiktan sonra pelet ultra saf su ile yikandi ve santrifiij islemi tekrar yapildi. Ug
ytkama sonrasinda (st fazin uzaklastirilmasi ile elde edilen nanopartikdller

liyafilizatorde kurutularak antibakteriyel aktivitesinin tayini icin +4 °C’de saklandi [137].
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3.2.2 Juglon Yiiklii PLGA Nanopartikiillerin Salimi

5 mg J-NP5 nanopartikili 2 ml PBS tamponunda stispanse edilerek pH 7.4’e ayarlandi
ve 37 °C'de 220 rpm’de yatay calkalayiciya birakildi. Periyodik olarak calkalayicidan
alinip 9000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek, tist faz uzaklastirildi. Pellet tekrar 2 ml
PBS igerisinde slispanse edildi. Elde edilen st fazin 424 nm dalga boyunda UV
degerleri kaydedildi. UV degerlerinden juglonun salim miktar tayini yapildi [137].

3.2.3 Antibakteriyel Calismalarda Kullanilan J-NP5 ve serbest juglon Stok

Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Gergeklestirilen antibakteriyel ¢alismalarin timiinde juglon-PLGA-nanopartikil (J-NP5)
konsantrasyonu 3 mg/ml olarak belirlenmistir (J-NP5 stok konsantrasyon). Buna es
deger serbest juglon miktari gizelge 4.1.de yer alan veriler baz alinarak 1 mg/ml olarak
hesaplanmis ve tiim calismalarda bu konsantrasyon kullaniimistir (Serbest juglon stok

konsantrasyon). Hesaplama igin kullanilan forml asagida belirtildigi gibidir:

Enkapsiile juglon miktart

Konsantrasyonugion = xKonsantrasyon(stok ] — NP5) (3.2)

J—NP5 toplam miktart

3.2.4 Bakteri Siispansiyonlarinin Ekimler igin Hazirlanmalan

MHA besiyerinde Uretilmis olan bakterilerden birkag¢ koloni alinarak NB ¢ozeltisi iceren
tlpler icerisine inokile edilmistir. Bu tlpler, bir gece boyunca 37 °C ve 200 rpm’de
calkalamal inkibatorde bekletilmistir. inkiibasyon sonunda bakteri
sispansiyonlarindan spektro 6lcimi yapilarak OD 475 nm de 0.28+0.02 olacak sekilde
konsantrasyon ayarlanmistir. Bu spektro o6lcim degeri calismamizdaki tim
antibakteriyel yéntemler de kullanilan 1.5-3.0 x 108 CFU ml™! bakteriyel inokulum

degerine karsilik gelmektedir.

3.2.5 Juglon Nanopartikiillerinin Antibakteriyel Aktivitesinin Belirlenmesinde

Kullanilan Yontemler

3.2.5.1 Agar Kuyucuk Yontemi ile Antibakteriyel Aktivitenin Degerlendirilmesi

Agar kuyucuk yontemi Irshad ve arkadaslari tarafindan literatiirde belirtildigi sekilde

gerceklestirilmistir. 3.2.4 bashginda tanimlandigi sekilde hazirlanmis Escherichia coli ve
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Staphylococcus aureus bakteri slUspansiyonlarindan 0.1 ml alinarak steril MHA
besiyerlerine swap yardimiyla tim ylizeye yayilacak sekilde ekilmistir. Sonrasinda

petrilerin ylizeyinde 6 mm capinda dort kuyucuk acilmistir. Bu kuyucuklara sirasiyla;

1. Kuyucuk; Serbest juglon stok ¢ézeltisinden 100 pl

2. Kuyucuk; J-NP5 stok ¢ozeltisinden 100 pl,

3. Kuyucuk; % oraninda diliie edilen serbest juglon stok ¢6zeltisinden 100 ul

4. Kuyucuk; % oraninda dillie edilen J-NP5 stok ¢ozeltisinden 100 pl ilave

edilmistir.

Daha sonra besiyerleri 18-24 saat siireyle 35°C'de inkiibe edilmis ve olusan inhibisyon
zonlari o6lgulmistur. Calismada pozitif kontrol olarak; gentamisin (10 pg/disk),

oflaksosin (5 pg/ disk) ve ampisilin (5 pug/10 disk) antibiyotik diskleri kullanilmistir.

3.2.5.2 Broth Mikrodiliisyon Yontemi ile Antibakteriyel Aktivitenin Degerlendirilmesi

Broth mikrodillisyon yontemine gore antibakteriyel aktivite testleri CLSI (ISSN 1558-
6502; January 2012, ‘Methods for dilution antimicrobial susceptibility tests for bacteria
that grow aerobically; approved standard’) standardina uygun olarak
gerceklestirilmistir [138]. Bu yontem serbest ve PLGA’ya enkapsiile edilmis juglonun
MiK (Minimum inhibitor Konsantrasyon) degerlerini belirlemek icin kullanilmistir.
Baslik 3.2.3’de hazirlanan enkapstile ve serbest juglon stok ¢ozeltilerden, icerisinde
200, 100, 50, 25, 12,5 ve 6,25 pg/ml bulunan bir seri dilisyon hazirlanarak 96
kuyucuklu mikroplagin ilk alti kuyucuguna sirasiyla 250 pl ilave edilmistir. Ayrica pozitif
kontrol grubu olusturmak icin 7. kuyucuga ampisilin sollisyonu 250 pl ilave edilmistir.
8. Kuyucuga ise 250 pl steril broth ¢ozeltisi ilave edilerek negatif kontrol grubu
olusturulmustur. Sonrasinda her bir kuyucuga 1.5-3.0x10° CFU ml™? bakteri
siispansiyondan 50 pl eklenmistir. inkiilbasyon sonunda bakteri biiyiimesi; turbidite
yontemiyle gorsel olarak, spektrofotometrik yontemle OD 570 nm okuma ve standart

petri sayim yontemi canl bakteri sayisi belirlenerek degerlendirilmistir.
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3.2.5.3 Yiizde indirgeme (Reduction Percentage) Yontemi ile Antibakteriyel

Aktivitenin Degerlendirilmesi

Ylzde indirgeme yontemi ASTM standardina (Standard Test Method for Determining
the Antimicrobial Activity of Antimicrobial Agents Under Dynamic Contact Conditions)
gore uygulanmistir [139]. Bu yontem bakteri ve etken maddenin ayni ortam icerisinde
dogrudan etkilesimine dayanmaktadir. Konsantre bir bakteri siispansiyonu igerisinde
calkalamali etiivde gerceklestirilmistir. Bu yontem sispansiyon icerisindeki bakteri-
etken etkilesimi 6ncesi ve sonrasinda seri dillisyonlarla kiltire etme prensibiyle
yapilmaktadir. Kiltiire edilmis bakterlerin sayimi sonucunda ‘Yiizde indirgeme Oranr’

belirlenir ve slispansiyon icersindeki bakteri sayisinin tayini gerceklesmektedir.

Bu calisma da, 5 ml’lik NB iceren tiiplere enkapsiile ve serbest juglon madde 3.2.3’de
belirtilen miktarlara gére ilave edilmistir. Sonrasinda tiplere 1.5-3.0x10%8 CFU ml™
bakteri slispansiyondan 50 pl eklenmis ve 37 °C de 220 rpm’de ¢alkalamali inkiibatérde
inkiibe edilmistir. Secilen zaman araliklarinda (0, 3, 6, 24 ve 48. saat) tliplerden 100 pl
inokilim alinarak seri diliisyonlarla MHA’ya ekim gerceklestirilmistir. inkiibasyon
sonunda gozle gorilebilir koloniler sayilarak asagidaki formille yilzde indirgeme

hesaplanmistir:
Reduction % CFU ml 100 = (B-A/B)x100 [138]

B: Belirtilen etkilesim siresi sonrasinda J-NP5 c¢ozeltisindeki canli bakteri sayisi

(CFU/ml)

A: Belirtilen etkilesim siiresi sonrasinda serbest juglon ¢ozeltisindeki canl bakteri sayisi

CFU/ml)
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BOLUM 4

DENEYSEL SONUCLAR

4.1 Nanopartikiil Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Daha oOnceki galismalarimizdan sentezlenen J-NP5 nanopartikilinin enkapsilasyon

etkinligi ve ylklenme verimi sonuglari Cizelge 4.1’de verilmistir [137].

Cizelge 4.1 J-NP5 nanopartikllinin karakterizasyon sonuglari [137]

Reaksiyon Coklu
Enkapsiilasyon Etkinligi % (EE) | Etken Yiiklenme Verimi % (DL)
Verimi (RY) Dagi- | Zeta
Boyut
Iim Potan-
NP Z-Ave .
Mikta | Verimi | indirekt | Direkt indirekt | Direkt In- siyel
Ortalama Ortalama (nm) deksi v
r (mg) | (%) Yontem | Yontem Yontem | Yontem eksi | (mV)
(PDI)
J-NP5 | 106,1 | 70,73 | 83,08 66,77 74,92 39,15 31,46 35,30 291,0 | 0,238 | -21,2

Elde edilen J-NP5 nanopartiklliniin zamana bagh salimi incelediginde; ilk lg¢ saatlik
zaman dilimde %28’lik juglon salimini gerceklesmistir. J-NP5, bir ginin sonunda
icindeki etken maddenin 1/3’Unl ortama saldigi tespit edilmistir. Takip eden glinlerde
salim hizi dlismus ve 10. glinden sonra %70’lerde uzun sireli sabit kaldigi gézlenmistir
(Sekil 4.1 ve 4.2). ilk saatlerde bu kadar hizli salimin gerceklesmesi, nanopartikiiliin
ylzeyinde difize olan etkenin hizh bir sekilde ortama salinmasindan
kaynaklanmaktadir. Daha sonraki zaman dilimlerinde ise nanopartikiiliin matriksinde

yer alan juglonun salinimi gerceklesmektedir.
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Sekil 4.2 J-NP5’in 43 glinliik dilimde gostermis oldugu salim

4.2 Juglon Yiiklii Nanopartikiillerin Antibakteriyel Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Yapilan calismada enkapsiile juglon ve serbest juglonun antibakteriyel aktivitesi E. coli
ve S. aureus bakterileri Uzerinde agar kuyucuk, broth mikrodilisyon ve yilzde
indirgeme metodlari kullanilarak degerlendirilmistir. Tim calismalarda verilen degerler

3.2.3'de yer alan stok ¢ozelti Gzerinden yaratilmustir.

Buna gore,

Enkapsiile juglon miktart

Konsantrasyonugion = xKonsantrasyon(stok ] — NP5) (3.2)

J—NP5 toplam miktart
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mg
106 mg

Konsantrasyon,ugion = x 3mg/ml =1 mg/ml olarak bulunur. Yani ¢calismada yer

alan J-NP5 stok ¢6zeltisindeki juglon konsantrasyonu 1 mg.mlYdir.

4.2.1 Agar Kuyucuk Yontemi ile Antibakteriyel Aktivite Degerlendirme Sonuglari

Agar kuyucuk yontemiyle antibakteriyel aktivite, test edilen mikroorganizmalarinin
olusturdugu inhibisyon zon ¢aplarinin dlgiilmesi (mm) ile belirlenmistir (Cizelge 4.2)
(Sekil 4.3 ve 4.4). Zon capinin yiksek olmasi inhibisyonun yiksekligini dolayisiyla

antibakteriyel aktivitenin etkinligi gdéstermektedir.

Cizelge 4.2 Agar kuyucuk yontemi inhibisyon zon ¢aplari

Mikroorganizmalar | NP5 NP5(1:2) Serbest Serbest
Juglon Juglon(1:2)

E. coli 7 mm 6 mm 7 mm 6 mm

S. aureus 13 mm 10 mm 12 mm 10 mm

*Kuyucuklarin ¢gapi olan 6 mm sonuglarda dahil edilmistir.

Pozitif kontrol grubunda yer alan disklerin inhibisyon zon capi 6l¢ildiglinde; E. coli ve
S. aureus igin sirasiyla: Gentamisin 13-12 mm, oflaksosin 17-17 mm inhibisyon zon

caplari 6lgilmus, ampisilinde ise zon olusumu gézlenmemistir.
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Serbest Juglon

J-NP5 (1:2)

Serbest Juglon
(1:2)

Sekil 4.3 E. coli inhibisyon zon capi

Serbest Juglon

Serbest Jugl

Sekil 4.4 S. aureus zon inhibisyon gapi
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4.2.2.Broth Mikrodiliisyon Yontemi ile Antibakteriyel Aktivitenin Degerlendirme

Sonuglari

Broth mikrodiliisyon yéntemine goére elde edilen MIK sonuglari Cizelge 4.3'de
Ozetlenmistir. Elde edilen sonuglara gore; serbest juglonun antibakteriyel aktivitesinin
nanopartiklil formulasyonundan daha etkili oldugu tespit edilmistir. Ancak 6zellikle
Gram pozitif bakterilerden S. aureus (zerinde nanopartikil formilasyonunun
antibakteriyel aktivitesinin serbest juglon ile ayni etkinlikte oldugu gozlenmistir. Bu
durum organizmanin hiicre duvar yapisiyla dogrudan iliskilidir. Gram negatif bakteri
olan E. coli Gizerine yapilan antibakteriyel ¢alismadan elde edilen sonuglarda serbest
juglonun MiK degerinin nanopartikiil formiilasyonundan iki doz daha yiiksek oldugu

gosterilmistir.

Cizelge 4.3 J-NP5’de bakterilerde MiK degerleri

Test Edilen MiK  (pg/ml)
Bakteri J-NP5 Serbest Juglon
S. aureus 6.25 6.25
E. coli 25 <6.25

4.2.3 Yiizde indirgeme (Reduction percentage) Yontemi ile Antibakteriyel Aktivitenin

Degerlendirme Sonuglari

Canli mikroorganizma sayisi esas alinarak yuritilen yizde indirgeme metodu ile elde
edilen sonuglar sekil 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9’de gésterilmistir. Baglangicta 1.5-3.0x10°
CFU ml™! bakteri stispansiyonu iceren kultirlerde (Sekil 4.5) liclincu saate ulasildiginda
(Sekil 4.6) hem nanopartikil formilasyonu hem de serbest juglonun
mikroorganizmalari inhibe ettigi ve glcli antibakteriyel aktivite gosterdigi
belirlenmistir. 3. saatte yapilan standart petri sayim yontemine gore kdltirlerde hicbir
canli mikroorganizma tespit edilememistir. Onceden belirlenmis zaman araliklarinda (6,

24, 48. saat) ayni calisma tekrarlanmis ve etkinin devam ettigi gozlenmistir. Dolayisiyla
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hem serbest juglon hem de J-NP5’in yizde indirgeme oraninin % 100 oldugu

gozlenmistir.

Sekil 4.5 Yiuzde indirgeme 0. Saatteki sonuglari (Tiim gruplarda 100 kat seyreltme
vardir) a) E.coli’de kontrol b) S. aureus’da kontrol c) E.coli’de serbest juglon d) S.
aureus’da serbest juglon e) E.coli’de J-NP5 f) S. aureus’da J-NP5
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Sekil 4.6 Yuizde indirgeme 3. saat sonugclari (Kontrol grubu 108 seyreltilmis; digerleri
direk ekim goruntileridir) a) E. coli’de kontrol b) S. aureus’da kontrol c) E.coli’de
serbest juglon d) S. aureus’da serbest juglon e) E.coli’de J-NP5 f) S. aureus’da J-NP5
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Sekil 4.7 Yuizde indirgeme 6. saat sonuglari (Kontrol grubu 108 seyreltilmis; digerleri
direk ekim goruntileridir) a) E.coli’de kontrol( b) S. aureus’da kontrol c) E.coli’de
serbest juglon d) S. aureus’da serbest juglon e) E.coli’de J-NP5 f) S. aureus’da J-NP5
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Sekil 4.8 Yuzde indirgeme 24. saat sonuglari (Kontrol grubu 10° seyreltilmis; digerleri
direk ekim goruntileridir) a) E.coli’de kontrol b) S. aureus’da kontrol c) E.coli’de
serbest juglon d) S. aureus’da serbest juglon e) E.coli’de J-NP5 f) S. aureus’da J-NP5
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Sekil 4.9 Yuzde indirgeme 48. saat sonuglari (Kontrol grubu 10° seyreltilmis; digerleri
direk ekim goruntileridir) a) E.coli’de kontrol b) S. aureus’da kontrol c) E.coli’de
serbest juglon d) S. aureus’da serbest juglon e) E.coli’de J-NP5 f) S. aureus’da J-NP5
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER
Juglon gibi allelokimyasal maddelerin gerek bitkiler gerekse mikroorganizmalar
Uzerinde ¢ogunlukla inhibisyon etki gosterdigi bilinmektedir. Bu durum allelokimyasal
maddenin c¢esidine, konsantrasyonuna ve mikroorganizmanin tlirine gore
degismektedir. Bu ¢alismada juglon allelokimyasalinin nanopartikiil formulasyonu (J-
NP5) ile serbest formunun antibakteriyel aktivitesi; S. aureus ve E. coli tiirleri lizerinde

g farkh yontemle arastirilmistir.

Agar kuyucuk yontemiyle elde edilen sonuglara goére hem J-NP5 hem de serbest
juglonun antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu gorilmustir. Daha 6nce Qa'dan ve
arkadaslari tarafindan Psidium guajava ve Juglans regia bitkilerinin yapraklarinin
Ozltleriyle disk difizyon yontemi kullanilarak yapilan c¢alismada Propionibacterium
acnes, Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermisis bakterilerinde sirasi ile
olusan inhibisyon zon ¢aplari 15.8-17.6 mm, 11.3-15.7 mm ve 12.9-15.5 mm olarak
Olcllmustlr [140]. Krajci ve Lynch yaptiklari calismada juglon ve ceviz 6zltlerini ¢esitli
konsatrasyonlarda uygulamis (1,0 — 0.0156 mg.ml-1) ve kullandiklari butin
mikroorganizmalarda juglonun ve ceviz 6zitlinin inhibe edici etkisini gdstermislerdir
[27]. Abbas tarafindan 11 farkli mikroorganizma kullanilarak juglonun (DMSO; 0,1
mg.ml-1) antibakteriyel etkisini belirlemek icin yapilan c¢alismada; agar kuyucuk
yonteminde S. aureus icin 29,3 mm inhibisyon capi tespit edilmis ve E. coli icin
antibakteriyel aktivite gozlenmemistir [10]. Serbest juglonla yiritilen calismamizda
antibakteriyel aktivite; juglonun, hidrofobik karakterinden dolayi suda iyi cozinmemesi
ve agar ylzeyinde yeterince difize olmamasindan dolayr disik bulunmustur.

Calismamizda elde edilen serbest juglona ait inhibisyon zon caplarinin literattirdeki
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calismalardan farkli olusunun en o6nemli sebebi kullanilan ¢ozicli farklihgidir.

Literatlirde yapilan galismalar incelendiginde iki dnemli sonuca ulasiimistir:

e (Cesitli ¢ozuciler kullanilarak elde edilmis bitki ekstraktlarinda var olan juglonun
antibakteriyal 6zelliginin test edilmesi: Bitki ekstraklarinda juglonla birlikte var
olan diger sekonder metabolitlerin sinerjik etki gdstererek antibakteriyal etkiyi
artirdig1 dustintilmektedir [29] [141].

e Serbest juglonun gesitli ¢oziicliler icerisinde homojenize edilerek antibakteriyal
calismalarin gerceklestiriimesi: Suda ¢6ziinmeyen juglonun alkol, DMSO gibi
¢Ozlicllerle ¢ozdirilmesinden dolayr ¢o6zlclilerden kaynakli antibakteriyal
aktivitenin ylksek oldugu distintilmektedir [142]. Nitekim literatlirde Park ve
ikegaki tarafindan yapilan calismada, propolisin etanol ve sulu ekstraklar
antibakteriyel aktivite agisindan karsilagtiriimistir [143]. Bu galismada: %10-20
etanol ekstraktinin hicbir antibakteriyal aktiviteye sahip olmadigi ancak %30
etanol ekstratinda mikrobiyal inhibisyonun goézlendigi tespit edilmistir. Ayni
calismada propolisin %60-80 etonol ekstraktinin gligli antibakteriyel etkiye
sahip oldugu gozlenmistir. Bu durum etanol konsantrasyonun antibakteriyal
aktivite Gzerinde 6nemli bir parametre oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla,
antimikrobiyal calismalarda kullanilan ¢6ziicller yanlhs pozitif sonuglara neden

olabilmektedir.

PLGA nanopartikil sistemler, juglon gibi hidrofobik etkenlerin ¢ozindGrlGgina
arttirmasindan dolayi J-NP5’in antibakteriyel aktivitesi serbest juglona gore daha etkili
bulunmustur. Juglonun nanopartikiil formulasyonunun antibakteriyel aktivitesi, ilk defa
bu calismada gerceklestirildiginden literatiirde nanopartikil formilasyonuyla
karsilastirilacak veri bulunamamistir. Nitekim literatlirde, PLGA nanopartikl
sistemlerin inert olusu ve hidrofobik etkenlerin ¢ozlinlrlGglini arttirmasindan dolayi
antibakteriyel tedaviye yonelik ilag tasima sistemlerinde kullaniimasinin avantajh

oldugu belirtiimektedir.

Clark ve arkadaslarinin juglonun bir kisim bakteri ve fungus (zerinde yaptig
antibakteriyel etkileri ile ilgili calismasinda bakteriler arasinda en disiik MiK degeri
Saccharomyces cerevisia 0.39 pg/ml olarak bulurlarken, en yiiksek MIK degeri

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis tirleri icin 12.5 ug/ml olarak bulmuslardir. E.
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coli de dahil olmak uzere Gram negatif bakterilerde antibakteriyel aktivite
gozlenmedigi rapor edilmistir [15]. Zakavi ve arkadaslarinin agiz florasinda yer alan
bakterilerden S. aureus Uzerine Juglans regia kabugunun sulu ve etanolik 6zitlerini
kullanarak yaptigi calismada; sulu 6zUt icin 125 pg/ml ve etanolik 6ziitte ise 2 pg/ml
MiK degerleri tespit edilmistir [14]. Abbas ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise
Juglans regia varyetelerinden Sebin 6ziitiiniin ve juglonun S. aureus bakterisine ait MiK
degerleri sirasiyla 65 pg/ml ve 6.25 pg/ml olarak tespit edilmistir [10]. Yapilan
calismalarda saptanan MIK degerlerinin 6zellikle 6zitlerde farklikhk gdstermesi
Ozitleme sireglerinin degiskenliginden kaynaklandigi dusiiniilmektedir. Bu g¢alismada
elde ettigimiz MIiK degerleri serbest juglon yerine enkapsiile juglon konsantrasyonu
esas alinarak degerledirildiginden literatiirde yer alan MIK degerlerinden ¢ok daha
dusliktir. Ayrica yukarida bahsedilen bitkinin 6zitlenmesiyle elde edilen ekstratlardaki
metabolitlerin sinerjik etkisi ve farkli ¢éziicilerin kullanilmasi faktérleri de MiK

sonuglarina etki eden diger unsurlardir.

Yizde indirgeme yonteminde ise ilk (¢ saatte salimin blyldk bir kisminin
gerceklesmesinden dolayl J-NP5 ve serbest juglon arasinda onemli bir fark tespit
edilememistir. Metod sonuclari incelendiginde hem serbest juglon hem de J-NP5 3.
saatten itibaren galisilan test bakterileri Gzerinde glgli bir antibakteriyel etki gostermis
ve ayni anda vyapilan standart petri sayim yonteminde hicbir bakteri remesi
gozlenmemistir. Bu metodla elde edilen gli¢lii antibakteriyal sonuglarin metottan
kaynaklandigi disinilmektedir. Broth mikrodiliisyon metodunda son hacim 300 pl
iken, ylizde indirgeme metodunda 5 ml dir. ilaveten yiizde indirgeme metodunda hem
serbest juglon hemde J-NP5; icerisinde yaklasik 106 bakteri iceren 5 ml lik NB
besiyerine dogrudan ilave edilirken, broth mikrodilisyon metodunda test maddeleri
bakteri icermeyen steril NB besiyerinde ¢Ozlinlirken bu c¢ozeltiden sadece 250 ul
alinarak mikrokuyucuk plagina eklenmistir. Bundan dolayr broth mikrodillisyon
yonteminde disik hacimde ¢ok az miktarda etken madde (J-NP5 ve serbest juglon)
bulunurken, yizde indirgeme metodunda miktar bakimindan daha fazla etken ayni
konsantrasyondaki bakteriye maruz birakilmaktadir. Cinkl ylzde indirgeme
metodunda test Ornegi dogrudan ve sirekli bakteri ile etkilesime girerken, broth

mikrodillisyon metodunda sadece kuyucuga ilave edilen miktardaki test 6rnegi bakteri
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ile etkilesime girmektedir [142]. Bu yuzden ylzde indirgeme metodunda antibakteriyel

aktivite, diger yonteme kiyasla daha yiksek tespit edilmistir.

Arastirmamizda elde ettigimiz antibakteriyel sonuglar; hem serbest juglonun hem de J-
NP5 nanopartikilinin  antibakteriyel etkisinin, Gram negatif bakteri ile
karsilastirildiginda Gram pozitif bakteriler lizerinde daha yliksek oldugu gozlenmistir.
Bu durum calismada kullanilan bakterilerin hiicre duvar yapisi ile dogrudan iliskili
oldugu disinllmektedir. Clinkli Gram negatif mikroorganizmalarin dis membran yapisi
hem serbest juglonun hem de nanopartikil formiilasyonunun hiicre icine
penetrasyonunun sinirlayan veya engelleyen koruyucu katmanlar icermektedir [142].
Ayrica literatlir calismalarinda belirtildigi gibi serbest juglon Gram pozitif bakteriler

Uzerine daha etkili bir antibakteriyel ajandir.

Sonuc olarak PLGA nanopartikiiler sistem icerisine juglonun enkapsilasyonu, serbest
juglon ile karsilastirildiginda antibakteriyel etkiyi artirmistir. Ayrica daha o6nceki
calismamizda serbest juglonla kiyaslandiginda enkapsile juglonun % hiicre canlihig
oranlarinin daha yiiksek olmasi J-NP5’in serbest juglona gore daha az toksik etkiye
sahip oldugunu gostermektedir [137]. Bu durum etkenlerin toksisitesinin polimer
partikiler ilag tasiyici sistemler olusturulmasiyla dislrildigiini gostermektedir. Bu
baglamda enkapsiile juglon, serbest juglona gore daha az toksisitesi ve antibakteriyel
tedaviye yonelik kayda deger bir kullanilabilirlige sahiptir. Sonucta, PLGA nanopartikiil
sistemler; juglonun ¢ozinirlGgind, biyouyumlulugunu ve biyoyararlanimini artirmakta

dolayisiyla biyoaktivitesini yikseltmektedir.

Juglonun dogal bir parvulin inhibitori olmasi agisindan, polimerik nanopartikiler ilag
sistemleri tasarlayarak bakteriyel parvulinlere hedeflenmesi ilerleyen calismalarda
duslinilebilir. Ayrica Radovic ve arkadaslarinin ¢alismalarinda [127] yer aldigi gibi insan
vicudundaki enfeksiyon bolgesinde ylizey yiki anahtarlama mekanizmasini aktive
edilmesiyle bakteriyel ylzey ylkiine hedefli enkapsiile juglon iceren PLGA nanopartikdil
sistemleri gelistirilebilir. Bu sayede juglon diger hiicrelere en az diizeyde toksisiteye
sebep olacak sekilde antibakteriyel tedaviye yonelik rahathkla kullanilabilecegi

dislinilmektedir. Bu ¢alismalar icin gerekli in vivo ve faz calismalari 6nerilmektedir.
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