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OZET

JUGLON YUKLU NANOPARTIKULLERIN URETIMI VE
KARAKTERIZASYONU

Gozde YELKENCI

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismant: Yrd. Dog. Dr. Banu MANSUROGLU
Es Danisman: Dr. Serap DERMAN

Son yillarda mikron alt1 boyutlardaki partikiiler sistemlerle ilgili olarak; nanoteknoloji,
tip ve biyoteknoloji alanlarinda yapilan ¢aligmalarin sayisinda 6nemli artis olmustur.
Ozellikle nanopartikiiler sistemlerle ilgili yapilan ¢alismalarda; ilag, gen, antimikrobiyal
ajanlar ile antijenlerin taginmasi, in vitro/in vivo diagnostiklerin uygulanmast,
gelistirilmis biyouyumlu materyallerin iiretimi gibi konular goze carpmaktadir. Bu
caligmalarda nanopartikiiler sistemler icerisinden polimerik yapida olanlarin;
biyouyumluluk, biyobozunurluluk, siirekli salim ve giivenilirlik gibi bir¢ok teknolojik
avantaja sahip oldugu gosterilmistir. Ozellikle antimikrobiyal 6zellige sahip maddelerin
poli-(D,L-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) nanopartikiillerinin igerisine yiiklenmesi ile
olusturulan sistemlerin, ayn1 etken maddelerin serbest formuna gore farmakokinetik
Ozelliklerinin, terapdtik indekslerinin ve biyouyumluluklariin dikkat c¢ekici bir sekilde
arttirildigt belirlenmigtir.

Bu tez ¢alismasinda etken madde olarak kullanilan juglon molekiilii (5-hydroxy-1,4-
naphthoquinone), ceviz agacinin (Juglans sp.) agag ve meyve kabugundan, meyve ve
yapraklarindan dogal olarak izole edilen naftokinon yapili bir
allelokimyasaldir. Literatiirde bu bilesigin Onemli antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu ve bundan dolayi cevizin bir¢cok {lilkede tibbi bitki olarak kullanildig
belirtilmektedir.
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Bu tezde, cevizden elde edilen ve antimikrobiyal aktivitesi bilinen juglon molekiiliiniin
yiiklii oldugu nanopartikiil sistemlerin hazirlanmasi ve fizikokimyasal karakterizasyonu
gerceklestirilmistir.  Uretilen nanopartikiillerin ~ serbest juglon molekiilii ile
karsilastirmali olarak, in vitro biyouyumluluk analizleri maymun bobrek vero hiicreleri
kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglarda Juglon molekiiliiniin PLGA
nanopartikiillere yiiklenmesi sonucunda biyouyumlulugunun arttirildigr goriilmiistiir.

Yapilan literatiir taramalarinda antimikrobiyal 6&zellikli juglon molekiiliiniin
nanopartikiil sistemine enkapsiile edilmemis olmasi ile 6zgiinliigli ortaya konulan tezde,
juglon molekiiliiniin nanopartikiil sistemlere yiiklenmesi sonucunda farmakoloji
alanindaki kullanilabilirliginin arttirilmasi saglanacaktir.

Bu tezde juglon maddesinin nanopartikiill sistemlere yiiklenmesi sureti ile
antimikrobiyal aktivitesinin ve biyouyumlulugunun arttirilmasi ve daha diisiik dozlarda
daha etkili olan nanopartikiil formiilasyonlarinin gelistirilmesi saglanmistir. Gelistirilen
nanopartikiiler formiilasyonun diger antimikrobiyal etken maddeler i¢in de faydali bir
model olusturacagit ve iilkemiz ila¢ sanayisine Onemli katki saglayacagi
distiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Juglon, nanopartikiil, poli(D,L-laktik-ko-glikolik asit),
biyouyumluluk, sitotoksisite
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ABSTRACT

JUGLON LOADED NANOPARTICLES: PREPARATION AND
CHARACTERIZATION

Gozde YELKENCI

Department of Molecular Biology and Genetics
MSc. Thesis

Adviser: Assist. Prof. Dr. Banu MANSUROGLU
Co-Adviser: Ph.D.Serap DERMAN

In recent years, a significant increase in the studies of submicron sized particulate
system; in the fields of nanotechnology, medicine and biotechnology has been detected.
Especially some issues are conspicuousness such as; drugs, genes, antimicrobial agents
and antigen carriage, implementation of in vitro/in vivo diagnostics, the production of
improved biocompatible materials in studies related to nanoparticulate systems. It has
been shown in these studies that the polymeric nanoparticulate systems have many
technological advantages as well as biocompatibility, biodegradability, sustained release
and reliability. Especially pharmacokinetic properties, therapeutic index and
biocompatibility of poly-(D, L-lactic-co-glycolic acid) (PLGA) nanoparticles system
which formed by loading the antimicrobial agents, remarkably increased when
compared to free form of antimicrobial agent.

Juglone molecule (5-hydroxy-1 ,4-naphthoquinone) which used as an active integrient
in this thesis is known as a naphthoquinone structured allelochemical it exist naturally
leaves fruits, roats and stem bark of walnut tree (Juglan sp.) .

In this thesis, preparation, physicochemical characterization and cytotoxic activity
analysis of juglone loaded nanoparticle system will be performed for the first time. In
vitro biocompatibility analysis of the produced nanoparticles were investigated on green
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monkey vero cell line with comparatively free juglone. As a result of the juglone loaded
PLGA nanoparticles has been shown to increase the bioavailability of juglone.

The originality of the thesis is introduce by the lack of such a study in the literature
about encapsulation of antimicrobial juglone molecules to nanoparticle system. Thus, in
this thesis we will provide efficient usability of juglone molecules in field of
pharmacology by loading to nanoparticle system.

In this thesis we performed to improve of antimicrobial activity and biocompatibility
and develop of more effective nanoparticle formulations at lower doses by loading of
juglone to nanoparticle systems. It is expected that developed nanoparticles provide a
significant contribution to the pharmaceutical industry in our country and will be a
useful model for other antimicrobial agents.

Keywords: Juglone, nanoparticle, poly(D,L-lactic-co-glikolic acit) PLGA,
biocompatibility, cytotoxicity
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BOLUM 1

GIRIS
1.1  Literatiir Ozeti

Juglon (5-hidroksi-1,4-naftakinon veya 5-hidroksinaftokinon), ceviz agacinin (Juglans
sp.) kok, govde ve meyve kabugunda, yapraklarinda ve meyvesinde dogal olarak
bulunur. (Sekil 1.1). Bu bilesigin en o6nemli 6zelligi, diger bitkilerin metabolik
fonksiyonu icin gerekli olan belirli enzimleri inhibe ederek allelopatik etki
gostermesidir ve ayni zamanda birgok bitki i¢in de toksiktir [1]. Arastirmalar
incelendiginde juglon bilesiginin; herbisit [2], antimikrobiyal; [3-9], antiviral [10] ,
antifungal [11, 12], antitumor [7, 13], antikanser [6, 8], sitotoksik ve genotoksik [14,
15], anti-proliferatif [16] antihipertansif [17], larvicidal ve molluscicidal [7], acaricidal
[18], antioksidant [7, 8, 19, 20] gibi etkilere sahip oldugu ve bu amagla da birgok iilkede
tibbi bitki olarak kullanildig1 gézlenmistir. Bununla birlikte gida ve kozmetik sanayide

renklendirici ajan, miirekkep, tekstil boyasi gibi farkli amaclarla da kullanimi

mevcuttur.
@)
OH @)

Sekil 1.1 Juglon (5-hidroksi-1,4-naftakinon)’un molekiiler yapisi [1]

Juglon molekiilii insan hiicre kiiltiirleri tizerine sitotoksik 6zellik gostermektedir [15].
Juglon molekiiliiniin sahip oldugu farmakolojik (antimikrobiyal, antiviral, antifungal,
antitumor, antikanser vb.) ozelliklerden yararlanilabilmesi igin biyouyumlulugunun

arttirilmast ve  toksik  ozellifinin  azaltilmas1  gerekmektedir.  Ilaglarm



biyouyumlulugunun artirilmasi ile toksik 6zelliklerini azaltmast ve kontrollii salimla
daha az etken madde kullanimimin saglamasina yonelik olarak son yillarda
nanoteknoloji, tip ve biyoteknoloji alaninda nanopartikiiler sistemlerin kullanilmaya

baslandig1 gozlenmektedir [21].

Nanopartikiiler sistemlerin hazirlanmasinda; ¢itosan, jelatin, poli(laktik-ko-glikolik
asit), polimetilmetakrilat, polikaprolakton ve polilaktik asit gibi bir¢ok biyobozunur
polimer kullanilmaktadir. Dogal ya da sentetik polimerlerin kullanilmasi ile elde edilen;
ilaglarin yani sira, proteinler, peptitler ve genlerin de ilgili dokuya hedeflendirilmeleri
icin kullanilan nanopartikiillerin sagladigi avantajlar iki temel O6zelliklerinden ileri
gelmektedir. Bu 6zelliklerinden birincisi, nanopartikiillerin kiigiik partikiil boyutlarina
sahip olmasidir. Bdylece kiiciik kapillerlerden daha kolay gecerler, hiicre ici ve hiicre
dis1 alanlara daha kolay giris yaparlar [22] ve hedef bolgede etkili etkin madde salimini
saglarlar [21, 23-27]. ikincisi ise, nanopartikiillerin hazirlanmasinda biyobozunur
materyallerin kullanilmasidir. Biyobozunur malzemeler giinler hatta haftalar siiren
periyotlarda hedef dokuda kontrollii etkin madde salimini saglamaktadirlar. Tim
bunlara ek olarak nanopartikiiller; ilag, protein yada peptid gibi etkin maddelerin
biyolojik sistemdeki enzimatik parcalanmalarina karsi koruyucu etki gostererek

stabilitelerinin artmasini saglarlar ve yan etkilerini azaltirlar [21, 22, 28].

PLGA; nanopartikiill hazirlanmasinda kullanilan polimerler arasinda en iyi
biyouyumluluga sahip, fizyolojik ortamda inert 6zellik gosteren ve biyolojik olarak
toksik olmayan son {iriinlere parcalanabilen (par¢alanmasi sonucu olusan laktik asit ve
glikolik asit monomerleri sitrik asit dongiistine (TCA) girerek metabolize olurlar) bir
kopolimerdir (Sekil 1.2) [29]. PLGA sahip oldugu bu essiz 6zelliklerinden dolayr FDA
tarafindan onaylanmis ve etken madde yliklenmesinde en yaygin olarak kullanilan

polimerik tasiyicidir [22].

CH, CH,
it | -9 H,0 it | =9
0-CH,- C 0-CH-C— —2—» HO-CH,- (- OH +HO-CH- ¢ - OH
H OH
n m

PLGA Glikolik asit Laktik asit

Sekil 1.2 PLGA polimerinin hidrolizi [30]

PLGA nanopartikiillerinden etken madde salimi, polimerin hidrolizi sonucu

bozunmasina bagli olarak dort asamadan meydana gelmektedir (Sekil 1.3). Birinci



asamada suyun diflizyonu gergeklesmekte bunu takip eden ikinci agamada ise asidik ug
gruplara sahip oligomerlerin hidroliz reaksiyonunu otokatalizlemesi sonucu hidroliz
hizlanmaktadir. Ugiincii asamanin basinda kritik molekiil agirligma ulasilmakta ve
oligomerler partikiilden disariya difiize olmaktadir. Su molekiilleri olusan bosluklardan
difiize olmakta bu da oligomerlerin daha fazla difiizyonunu tesvik etmektedir. Polimerin
belirgin kiitle kayb1 ve etken madde salimindaki keskin artis iiglincli asamada meydana
gelmektedir. Dordiincii asamada ise polimerik matriks yiiksek oranda gozenekli bir

yapiya doniismekte, bozunma daha yavas ve homojen bir sekilde ilerlemektedir [31].

Asama-l Asama-ll Asama-lll Asama-IV
Suyun Polimer Hidrolizi Oligomer diflizyonu Gozenekli yap
difiizyonu Kﬂgl..?lk miktarda Etkin madde salim Homojen bozunma
kiitle kaybi Kitle kayin

© Su molekili, @ Asidik oligomerler, @ Etkin madde , O Oligomer difiizyonu sonucu olusan bosluklar

Sekil 1.3 PLGA nanopartikiiliiniin hidrolizi ve etkin madde saliminin asamalar1 [30]

Yapilan ¢alismalarda 100 nm boyutundaki nanopartikiillerin, 1pm boyuta sahip
mikropartikiillere gore hiicre igerisine alinan etken madde miktarimi 2,5 kat arttirdig, 10
um boyuttaki bir mikropartikiile gore ise 6 kat arttirdigi gosterilmistir [25, 32]. Benzer
sonugclar insitu intestinal loop model si¢anlarda yapilan ¢alismalarda da elde edilmis ve
100 nm boyutlardaki nanopartikiillerin 1-10 pm boyutlarindaki mikropartikiillere gére
hiicre i¢i alimlarda 15-250 kat daha etkili oldugu gosterilmistir [24, 32].

Yapilan literatiir taramalarinda nanopartikiil sistemler ile ilgili ¢ok sayida caligmaya
rastlanmistir, ancak arastirmamizda kullandigimiz juglon maddesiyle ilgili gerek
nanopartikiiler sistemlere yiiklenmesi ve gerekse bu sistemlerin sitotoksisite
etkinliklerinin incelenmesi ile ilgili herhangi bir ¢alisma saptanmamistir. Bundan dolay1
sunulan bu tezde antimikrobiyal 6zelligi bilinen juglon maddesi PLGA kopolimeri
kullanilarak  olusturulacak  nanopartikiiler —sisteme yiiklenmistir. ~ Olusturulan
nanopartikiil formiilasyonun karakterizasyonu ve in vitro biyouyumluluk analizleri i¢in

vero hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisi incelenmistir.



1.2 Tezin Amaci

Antimikrobiyal aktivitesi daha onceki ¢aligmalarda gosterilmis olan juglon maddesinin
nanopartikiil sistemlere yiiklenerek nanopartikiillerin karakterizasyonun ve Vero
hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkinliginin belirlenmesi, in vitro biyouyumluluk
analiziyle sitotoksik 0zelliginin incelenmesi ve biyouyumlulugunun arttirilmasi, daha
diisiik dozlarda daha etkili olan nanopartikiill formiilasyonlarimin gelistirilmesi

amagclanmaktadir.

1.3 Hipotez

Bu calismada juglon maddesinin nanopartikiil sistemlere yiiklenmesi sureti ile
biyouyumlulugunun arttirilmasi ve daha diisilk dozlarda daha etkili olan nanopartikiil
formiilasyonlarinin gelistirilmesi hedeflenmektedir. Etkin maddeyi igeren nanopartikiil
tagiyict sistemi kan dolasiminda uzun siire kalip, etkin maddenin korunmasini ve
kontrollii salintmini saglayabilir. Gelistirilen nanopartikiiler formiilasyonun diger
antimikrobiyal etken maddeler i¢in de faydali bir model olusturacagi ve iilkemiz ilag

sanayisine onemli katki saglayacagi diisiiniilmektedir.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1 Nanoteknoloji ve Nanoteknolojinin Tarihcesi

‘Nano’ sozciik olarak, bir fiziksel biiylikliiglin bir milyarda biri anlamina gelmektedir.
Bir nanometre ise metrenin bir milyarda birine esit bir uzunluk birimidir. Bir nanometre
icine yan yana ancak 2-3 atom dizilebilmektedir; yaklasik 100-1000 atom bir araya
gelerek nano Olgeklerde bir nesneyi olusturur [33]. Atomik skalada yapilan bu
aragtirmalar sonucu olusan gelismeler insan sagliginda nanoteknolojiden kaynaklanan
tekniklerin uygulanmasiyla nanotip (Nanomedicine) olarak adlandirilan yeni bir disiplin
ortaya cikarmistir ve tipta devrim yaratma potansiyeline sahip yeni bir alan olarak ifade
edilmektedir. Bu alanin kalbi, nanometre boyutunda yapilarin olusturulup bunlarin
boyutuna bagli olarak gosterdikleri cesitli essiz fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin

kullanilmasina dayanmaktadir [34].

Nanobilim kavrami ilk kez 1959 yilinda Nobel Fizik Odiilii sahibi Richard Feyman
tarafindan bilim felsefesiyle ilgili bir sohbeti sirasinda giindeme getirilmistir [35].
Feynman konusmasinda; atom ve molekiiler boyutta {iretim yapilabilirse bir¢cok yeni
kesiflerin yapilabilecegini, bu kapsamda oncelikle nanodlgekte 6zel dlgme ve iiretim
yontemlerinin gelistirilmesi gerektigini belirtmistir. Feynman, gelismis mikroskoplar ve
yeni lretim metotlar1 gibi giinlimiiz nanoteknolojisinin  6nemli etmenlerinin
gelistirilmesi yoniinde Ongoriilerde bulunmus, dogal yasamdan ornekler vererek ¢ok
kiigiik bir hacme ne kadar ¢ok fonksiyon ve bilginin sigdirilabilecegini gostermistir

[36].

Drexler 1986 yilinda molekiiler yapidaki nanoteknolojinin dikkat ¢ekici olanaklarini

tartismaya agmustir. Zamanla nanoteknolojideki hizli gelismelerin diger teknolojik



alanlarda oldugu gibi insan ve ekosistem i¢in biiylik yararlar1 oldugu kadar 6nemli
zararlar1 olabilecegi konusunu da giindeme getirmistir [37]. Drexler, atomlarla, canli
hiicrelerden ¢ok daha kiiglik, mevcut makinalardan ¢ok daha giiglii, hafif ve kendi
kendini kopyalayan nanodlgek seviyesinde makinalar tretilebilecegini iddia etmistir

(Drexler,1986 ).

1981 yilinda Heinrich Rohrer ve Gerd Karl Binning tarafindan, elektron mikroskobuyla
goriilemeyen atom parcaciklarin1 2000 kez biiylitme 6zelligi bulunan ve atomik olgekte
¢cOziinlirlik saglayan Tarama Tiinel Mikroskobu kesfedilmistir. Miiteakiben 1986
yilinda; G.Binnig, C.F.Quate ve Ch.Gerber, Atomik Kuvvet Mikroskopu’nu
kesfetmislerdir. Heinrich Rohrer ve Gerd Karl Binning, Tarama Tiinel Mikroskobunun

kesfi sebebiyle fizik alaninda Nobel 6diilii kazanmislardir.

1991 yili igerisinde Japon arastirmact Sumio Lijima, 1985 yilinda kesfedilen karbon
nanotiipleri iretmistir. Ayrica 1986 yilinda kesfedilen Atomik Kuvvet Mikroskopu
(AFM) ilk kez canli hiicreler iizerinde kullanilmig, antikorlarin etkileri ve canli

alyuvarlarin tuzluluk degisimleri gozlemlenmistir.

2006 yilinda ise, kansere kars1 ilag dagitimi i¢in nanopargaciklar kullanilarak viicudun
belirli bolgelerine miidahele etme yetenegi gelistirilmistir. Bu konuda Harvard Tip
Fakiiltesi, MIT, Harvard Kanser Nanoteknoloji Miikemmeliyet Merkezi ve Gwangju
Bilim ve Teknoloji Enstitiisiinden (Kore) bilim adamlari, nanopargaciklarin kanser

tedavisinde basartyla kullanildigini agiklamislardir [36].

Son yillarda nanoteknoloji alanindaki hizli gelismeler bu teknoloji iirlinlerinin giinliik
yasantimiza daha fazla oranda girmesine yol agmaktadir. Bugiin itibariyle 1000'den
fazla ¢esit nanoteknoloji iirliniiniin giinliik kullanilan iiriinler arasinda yerlerini aldig:
goriilmektedir. Kir tutmaz bebek elbiseleri, leke tutmaz masa oOrtiileri, su tutmaz-
1slanmaz-kirlenmez boyalar, tirag losyonlari, giines kremleri, hatta tan1 ve tedavi
amaciyla yapilan bir takim ilag-tibbi uygulamalar bunlardan bazilaridir.
Nanoteknolojiye dayali ekonominin 2015 yilinda 1 trilyon dolar1 asacagi tahminleri
yapilmaktayken, bu beklentinin 3 trilyon dolar1 asacagi ifade edilmeye baslanmistir
[38]. Nanoteknolojideki bu akil almaz hizli gelismeler bu teknolojinin 6ziinii olusturan
nanopartikiillere dikkatleri c¢evirmis ve ilk deneysel gozlemler bu kuskuyu hakl

cikaracak boyutlara ulastigini géstermistir.



Nanoteknoloji, maddelerin 100 nm veya daha kiiclik boyutlara kiigiiltiilmesi, bunlarin
karakterizasyonu ve analiz etme konularini igine alir. Bu derece kiiciik yapilarin
benzersiz ve yeni fonksiyonel 6zellikler tagidiklarinin belirlenmesi ile nanoteknolojiye
gosterilen ilgi ve bu arastirma alaninda yapilan ¢alismalar son yillarda giderek artmis
olup, artmaya da devam etmektedir. Nano boyutlara inildiginde artan "yiizey
alan/hacim" oran1t maddeyi ¢ok daha aktif yaparak ¢evredeki molekiillerle daha farkli

etkilesmesine sebep olur.

Nanoteknoloji kisaca, atom ve molekiillerin bir araya getirilmesi ile nanometre
Olgeklerde islevli yapilarin olusturulmasi seklinde 6zetlenmektedir. Nanometrenin
biiyiikliigiiniin daha iyi anlasilmasi amaciyla Sekil 2.1°de degisik uzunluk olgiileri
gosterilmistir [36].

Atom DNA-~2nmc¢ap Alyuvar ~2-5um Sagtali ~10-50pym Karinca ~5mm

e
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~20nmcap Transistdr MEMS Aygqit  Toplu Igne ~1-2mm
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Sekil 2.1 Degisik Uzunluk Olgiileri [35]

Nanobilim ve nanoteknolojinin hedefi, nanodlgek seviyesinde sistem ve malzemeler
tasarlamak, tiretmek, ¢esitli 6zelliklere sahip nanoebatlarda cihazlar yapmak ve tim bu

iiretilenleri giinliik yasamin her evresinde kullanilir hale getirmektir.

2.2 Nanoteknolojinin Uygulama Alanlar

Nanoteknoloji, biyosistemlerin degisimi i¢in yeni ¢Oziimler sunar ve birgok alanda
teknolojik genis bir platform saglar: Endiistride bioproses teknolojisinde, molekiiler tip
[39] alaninda hastalik tani ve teshis, antikanser, antienflamatuvar [40] ve antiparaziter
ilaclarda, protein ve peptitler i¢in tasiyici sistemlerde, ayrica as1 ve tan1t maddelerinde de

kullanilir [41]. Cevredeki nanoyapilarin hastaliklara etkisinin gdzlemlenmesinde
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(ekotoksikoloji [42, 43]); gida ve tarim sistemlerinin gelistirilmesinde [44] (tarim
veriminin arttirtlmasi, yeni gida {iriinleri, gida korumasi); veteriner hekimlikte de
yaygin uygulama alani bulunmaktadir [45, 46]. Veterinerlikte ozellikle hayvanlar
parazitlere kars1 korumak i¢in igme suyu i¢inde verilen ve bagirsakta parcalanarak ilaci
serbestlestiren nanopartikiiller kullanilmaktadir [47, 48]. Antijenik 06zellikteki
molekiilleri tagiyan nanopartikiillerin ise immiinolojide iimit verici sonuglar verdigi

yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [49].

Cizelge 2. 1 Nanopartikiillerin genel medikal uygulamalar1 [50]

Nanopartikuller Ornek Medikal Uygulamalar

Metal Nanopartikil Altin Nanopartikul Hastalik tani ve teshisi
Altin Nanogubuk Biyosensdr
Altin Nanokabuk Molekiler gorantileme
Kuantum Kristalleri llac salimi

Manyetik Nanopartikil Siperparamanyetik MRI

demir oksitler

Polimerk Nanopartikil PLGA ilag salimi
PLA-FGA Protein salimi

Gen ekspresyon vektard

Nanobilimin tip alanindaki arastirmalarinin temel amaci, bireysel molekiil seviyesinde
biyofizik ve biyokimyanin temellerini gosteren detayli bir anlayis elde etmektir.
Uygulama alan1 olarak kisa vadede proteinler, DNA ve diger bio-polimerlerin
nanoelektronik ve biosensdr uygulamalarinda kullanilabilecegi dngoriilmektedir. Ilag
alanindaki uygulamalar ise gelecek vadetmektedir. Hastalik teshisi, ilag dagitimi ve

molekiiler goriintiileme gibi alanlarda yogun arastirmalar yapilmaktadir.

Nanoteknolojinin tip alanindaki kullanimi bir¢ok alt baglik altinda incelenmektedir.
Bunlar; hastaliklarin tanis1 ve tanis1 yapilan hastaliklara dogru tedavinin uygulanmasi ve
dogru ilacin sevki alt basliklar1 olarak sayilabilmektedir. Hastaligin tedavisinin
yapilabilmesi i¢in oncelikli olarak taninin dogru yapilmasi énem arzetmektedir. Bu
kapsamda, nanodlcek seviyesinde yapilmis sensorler tanmin dogru ve zamaninda

yapilabilmesine imkan saglayacaktir.



Tip alaninda kullanilan nanocihazlar, molekiillerin, proteinlerin ve DNA’nin
faaliyetlerini de tespit etmek amaciyla kullanilmaktadir. Hastaliklarin tanisinin
konulmasi sonrasinda uygulanacak tedavi siireci, hastaligin ve hastanin durumu
acisindan olduk¢a 6nem arzetmektedir. Bu kapsamda hedefe yonelik ilag dagitimi
nanoteknolojinin saglik alaninda getirecegi en onemli avantajlardan birisi olacaktir.
Sadece hastalikli dokulara etkili olan nanoilaglar, hem yan etkileri ortadan kaldiracak
hem de hastanin g¢ektigi sikintiy1r azaltacaktir. Aym1 zamanda bu ilaglarin dogrudan
hastalikli bolgeye ulasmasini saglayacak nanosistemlerin gelistirilmesi yoniinde

arastirmalar da siirdliriilmektedir.

Glintimiizde nanoteknolojinin dnemli etkilerinin goriilmesi beklenen kanser tedavisinde
demir nanopargaciklar veya altin bombaciklarin kullanilmasina yonelik ¢alismalar etkili
ornekler olarak gosterilmektedir. Tani1 ve tedavi siirecinde kullanilan malzemelerin
nanodlcek seviyede yeniden diizenlenmesi ile kanser tan1 ve goriintiileme yontemleri
gelistirilecek ve kanser ilk baslangi¢ seviyesinde iken tespit edilebilecektir. Ik tespit ile
birlikte tedavi silirecinde ise hedefe yonelik olarak iretilen ilaglar, nanorobotlar

vasitastyla kanserli hiicreye gonderilerek sadece o hiicrenin yokedilmesi saglanacaktir

[51].

2.3 Nanoteknolojinin Yararlari
¢ Nanoteknoloji daha az maliyetli daha ¢ok {iretim avantaj1 saglar.

¢ Nanoteknoloji sayesinde enerji kaynaklarinda yapilan tasarruf ile enerji maliyetleri

azalabilir.

e Nanoteknoloji iiretim siireglerini kisaltarak maliyetten ve zamandan kazanir ve

rekabet glicii arttirilir,
¢ Nanoteknoloji kullanilarak elde edilen {irtinlerin kalitesi daha yiiksek olur.

e Nanoteknolojik iiriinler ile insanlarin yagam standart ve kalitesi ylikseltilerek daha

saglikli ve daha giivenli bir yasam olanagi sunar.

¢ Nanoteknoloji ulusal gelir diizeyinin yiikselmesine neden olur [52].



2.4  Kiiresel Ozellikteki Tasiyicilar

Etken madde pargalanmasini ve kaybini en aza indirmek, zararli yan etkilerini 6nlemek,
biyoyararlanim ve etki yerlerinde bulunan oranlarini artirmak i¢in, gesitli etken madde
salim sistemleri ve hedefleme sistemleri gelistirilmistir. Bu sistemlerden bazilari
lipozomlar, nanopartikiiller, etkin madde-polimer konjugatlar1 ve polimerik misellerdir.

Son yillarda 6zellikle polimerik miseller iizerinde artan bir ilgi s6z konusudur [53].

Ilag tastyic1 sistemler; ¢dziiniirliigii diisiik etkin maddeleri ¢oziiniir hale getirmekte ve
boylece biyoyararlanimlarini artirmaktadirlar.  Gerekli bolgede etkin  maddenin
toplanabilmesini  saglamak i¢in viicutta yeterli derecede wuzun bir siire
kalabilmektedirler. Iclerindeki etken maddeyi biyolojik ortamda inaktivasyondan
koruyabilmektedirler ve istenmeyen yan etkiler gozlenmemektedir. Nanometre
boyutlarinda biiyiikliige sahip olmalari, onlarin zayif damarlanmanin oldugu bolgelerde

birikmelerine olanak saglamaktadir [54].

Mikropartikiiller biiyiiklikleri 1-1000 um arasinda degisen [55], nanopartikiiller ise
boyutlar1 ise 10 nm — 1000 nm arasinda degisen [56] ve makromolekiiler maddeleri

iceren kolloidal, kati partikiillerdir.

2.4.1 Mikropartikiiller

Mikropartikiiller, i¢lerinde etken maddenin molekiiler diizeyde ya da makroskopik
partikiiller halinde disperse edildigi, birkag pm’den mm boyutlarina kadar degisen ¢ap
dagilimima sahip, kati, kiiresel, partikiiller seklindeki kontrollii salim saglayan ilag
tasiyict sistemlerdir. Burada “Kontrollii salim” deyimi; etken maddenin hizinin ve etken
maddenin viicuttaki biyolojik dagiliminin kontrol edilmesini ifade etmektedir.
Dolayisiyla mikropartikiiller, hem oral hem parental yolla siirekli etki elde edilmesi,
bolgesel kontrollii etken madde salimi, kan dolasimina enjeksiyonla etken maddenin
etki yerine hedeflendirilmesi i¢in kullanilabilmektedir. Boylece etken maddenin

dozunun diigiiriilmesi ve yan etkilerinin azaltilmas1 amaglanmaktadir [57-61].

2.4.2 Nanopartikiiller

Nanopartikiiller, prizma, ¢ubuk, kiip, kiire, igne seklinde farkli morfolojilere sahip,
yaklasik olarak 10-1000 nm boyutlardaki kolloidal yapilardir. Ilk olarak, 1970’lerde

bolgeye 6zgii ilag tasinmasi amaciyla kullanilmistir. Diislik molekiil agirlikl ilaglar ve
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peptit-protein gibi makromolekiilleri lokalize veya sistemik olarak tasiyabilirler [48].
Sentetik veya dogal kaynakli bir makromolekiilden meydana gelirler [62, 63]. Aktif
madde tasiyici sistem olarak hazirlanan ve kullanilan polimerik nanopartikiiller pek gok
avantaji ile diger kolloidal yapili tasiyict sistemlerden ayrilmaktadir [64]. Etken
maddenin partikiil i¢inde ¢oziindiiriildiigii, hapsedildigi veya yiizeye absorbe edildigi ya
da baglandig1 sistemlerdir. Hazirlama yontemine bagli olarak, enkapsiile edilmis
terapotik ajanin farkli 6zellikler ve farkli salim karakteristikleri sergiledigi nanokiireler
veya nanokapsiiller elde edilir. Nanokapsiiller vezikiiler sistemlerdir, ila¢ bir kaviteye
hapsedilir ve bir polimer membran ile ¢evrelenir. Nanokiireler ise matriks sistemlerdir,

burada ilag fiziksel olarak ve uniform olarak disperse edilmistir [65] (Sekil 2.2).

Nanokiire Nanokapsil

Polimerik kabuk+Yagh veya

Polimerik matriks N
sulu gévde

Polimerik zincir

llag molekili *

Sekil 2.2 Nanokiire ve nanokapsiil yapisinin sematik gosterimi [30]
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Sekil 2.3 Nanokiire yapisinin sematik gosterimi
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Polimerik duvar

Etkin madde

Lipofilik ve'veva
hidrofilik
stirfaktanlari igeren
ara vizey

Sekil 2.4 Nanokapsiil yapisinin sematik gosterimi [30]

Mikropartikiil sistemlerle karsilastirildiginda nanopartikiiller nano boyutlarindan dolay1
hiicre igerisine daha kolay ulasabilmektedirler. Ornegin Santral Sinir Sistemi
hastaliklarinin tedavisindeki en Onemli problem, aktif maddelerin beyne simirh
gecisleridir. Bu siirli gecisin nedeni ise beyin kapiller endoteli tarafindan olusturulan
kan beyin engelidir. Son yillarda, kan beyin engelinin agilmasina yonelik cesitli
farmasotik stratejiler gelistirilmistir. Bunlardan en Onemlisi, nanopartikiiller gibi
kolloidal aktif madde tasiyici sistemler kullanilarak beyne ila¢ hedeflendirilmesidir
[64].

1 nm 10 nm 100 nm 1 pm 10 pm 100 um

\ Viriis &
HOY A
OH E3

Glukoz Fosfolipit Protein
molekiilii

Bakteri Eritrosit ~ Makrofaj

Nanopartikiiller

Sekil 2.5 Nanopartikiil boyutlari ve diger biyolojik molekiiller ile karsilagtirilmasi[65]
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Sekil 2.6 Biyopargalanabilir nanopartikiillerin ¢esitleri [30]

2.4.2.1 Nanopartikiillerin Sagladig1 Avantajlar

* Yiiksek aktif madde yiikleme kapasitesine sahiptirler. Bu sekilde, aktif maddenin

intraselliiler dagilimi artar.

* Polimerik partikiiler yap1 katt matriks i¢ine hapsedilmis aktif maddeyi degredasyondan

korur. Boylece aktif maddenin hedeflenmis hiicreye ulasma olasilig: artar.

* Nanopartikiillerin polimerik yapilar1 aktif maddenin hedeflendirilmesini, saliminin
kontroliinii ve siirdiiriilmesini saglar. Hedeflenen bdlgede injeksiyonlarmi takiben

giinler hatta haftalar siiren bir aktif madde salimina olanak verirler.

* Diger kolloidal tasiyici sistemlerle kiyaslandiklarinda polimerik nanopartikiiller

biyolojik sivilarda ¢ok daha yiiksek stabiliteye sahiptirler.
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* Nanopartikiiller kolaylikla sterilize edilebilen kolloidal partikiillerdir.
* Fizyolojik ortamda parcalanabilirler ve par¢alanma iiriinleri toksik degildir.

* Kiigiik partikiil boyutlar1 nanopartikiillerin kii¢iik kapillerlere penetrasyonuna imkan
verir ve hiicreler tarafindan tutulmalarin1 saglar. Boylece, viicutta hedeflenen bolgede

istenen aktif madde salimi saglanir.

 Aktif maddenin hedef bolgede salimini sagladiklari i¢in, aktif maddenin, diger organ

ve dokular tizerindeki sistemik toksisitesini azaltirlar.
» Aktif maddenin viicutaki dagilimini ve terapotik aktifligini diizenlerler.
» Uretim teknikleri genel olarak basit ve kolaydir [47, 66-74].

Bu iistiinliiklerinin yani sira, nanopartikiillerin bazi sakincalar1 da bulunmaktadir. Bu
sistemlerin, sahip olduklar1 oldukga kiigiik partikiil biiyiikliigli ve genis yiizey alani
partikiiller aras1 agregasyona neden olabilmekte, bu da nanopartikiillerin kat1 veya sivi
formlar1 halinde saklanmasini zorlagtirmaktadir. Ayrica, kiigiik partikiil biiytikligii ile
genis yiizey alani, siirli ilag yiiklemesine ve salimda ani patlama etkisine yol agabilir
ki, bu etki “burst effect” yani “patlama etkisi” olarak bilinmektedir. Nanopartikiiller,
klinik olarak kullanima ge¢meden yani ruhsatlandirilmadan 6nce bu sorunlarin ¢éziime

kavusturulmasi gerekmektedir [75, 76].

2.4.2.2 Nanopartikiil Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler

Polimerik nanopartikiiller bircok agidan avantajlidir. ilag yiikleme kapasiteleri yiiksektir
ve ilacin hiicrei¢i tasinimi artirilabilir. Kati matriksli tasiyic1 partikiiller, ilaglari
degradasyona kars1 korurlar, boylece ilacin beyine ulagsma olasilig1 yiikselir. Ayrica

tastyicilar ilaglar1 hedefleyebilirler ve bu hedefleme kontrol edilebilir [77, 78].

Genel olarak nanopartikiillerin hazirlanmasinda, aktif madde ya sentetik veya dogal bir
polimer igine hapsedilmekte (nanokapsiil) ya da hazirlanan nanopartikiil yiizeyine
adsorbe ettirilmekte veya polimer yap1 iginde ¢Ozlinerek bir matriks yapisi

olusturmaktadir (nanokiire). Nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan polimerler;
1- Dogal polimerler
eProteinler (albumin, jelatin)

ePolisakkaritler (aljinat, kitozan, dekstran)
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2- Sentetik polimerler

eOnceden sentezlenenler (polianhidrit, polikaprolakton (PECL), polilaktik asit
(PLA), polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA))

e Nanopartikiillerin hazirlanmas1 sirasinda sentezlenenler (polisiyano-akrilat

(PACA), polibiitil-siyano-akrilat (PBCA)) seklinde siniflandirilabilir.

[k nanopartikiiller, albumin gibi dogal ve poli (akrilamit), poli (metil metakrilat) gibi
biyolojik olarak pargalanmayan sentetik polimerlerden hazirlanmistir. Protein bazl
polimerlerin sakincasi bunlara karsi gelisen antijenik yanitlar iken biyolojik olarak

pargalanmayan sentetik polimerlerin en dnemli sakincalar1 ise toksisite riskleridir.

Hazirlama sirasinda sentezlenen polimerler, toksik Ozellikte olan monomerlerin
kalabilme olasiligi nedeniyle bir risk tagimaktadirlar. Son zamanlarda peptit, protein ve
niikleik  asitlerin  nanopartikiiller ile tasinmasinda ise polisakkaritlerden

yararlanilmaktadir [64].

Cizelge 2.2 Nanopartikiil hazirlanmasinda kullanilan polimerler [79]

Polimer Tipleri Polimer isimleri
Sentenk polimerler Polilakrad)

Polif lakrid-ko-glikolid)
Poli{ e-kaprolakton)
Poli(izobiinlsivanoakrilat)
Poli(izoheksilsivanoakrilar)
Pali(n-biitilsivanoakrilat)
Poli(akrilat)

Poli{metakrilat)

Dogal polimerler Kitosan
Aljinan
Jelatm
Albiumin
Blok kopolunerler Poli(laktid)-polif etilen glikel) (PLA-PEG)

Poli{epsilon-kaprolakton}- polietilen ghkol) (PCL-PEG)
Poliiheksadesilsivanoakiilatj-ko-poli(etilen glikol)

(PHID A-PEG)

Kolloidal stalahzanlar | Dekstran

Poli{vinil alkol)

Tween® 20 Veva Tween® 80
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Sunulan tez calismasinda nanopartikiillerin hazirlanmasi amaciyla poli(laktik-ko-glikolik
asit) (PLGA) kopolimeri kullanilmistir. Bu nedenle asagida PLGA kopolimerlerine ait

ayrintili bilgi sunulmustur.

2.4.2.2.1 Poli(D,l-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)

PLGA ile hazirlanmis ilag sistemlerinin konvansiyonel sistemlere gore ¢ok sayida
avantaji bulunmaktadir. Bu avantajlardan biri, ilaglarin uzatilmis salim 6zelliklerinin
giinler, haftalar veya aylarca devam edebilmesidir [80]. PLGA polimerleri biyouyumlu
ve biyobozunur 6zelliklerinden dolay1 ilag, hormon, peptid ve proteinlerin kontrollii
salim1 i¢in uygun tasiyicilardir. PLGA, yapisindaki ester baglarinin hidrolizi sonucu
laktik ve glikolik asit son {iriinlerine bozunmaktadir. Polimerin bozunma davranisi salim
kinetigini belirleyen 6nemli bir parametredir. PLGA’y1 olusturan kopolimerlerden PGA
hidrofilik yapida olup 2-4 haftada bozunur. PLA ise yapisindaki metil gruplari
dolayistyla hidrofobik yapidadir. Zengin laktik asit igerigi PLGA kopolimerlerinin

hidrofilitesini azaltir ve buna bagli olarak polimer daha yavas bozunur [81, 82].

{"H
O-CH,- 'l’1 O- {"H {"

CH,
Qo -0
0-CH,-C 0-CH-C

n m

PLGA

Sekil 2.7 Poli(Laktik asit) (PLA), Poli(Glikolik asit) (PGA) ve Poli(d,l-laktik-ko-
glikolik asit)(PLGA) polimerlerinin kimyasal yapilar1 [83]

PLGA’nin yaygin kullanimmin sebepleri biyolojik olarak parcalanabilir olmast,
biyolojik olarak gecimli olmas1 ve FDA (Gida ve Ila¢ Idaresi) tarafindan onaylanmis
olmasidir. Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar, analjezikler, antibiyotikler gibi ¢esitli
ilaglarin yanisira protein, peptid, gen, asi, antijen, insan biiyltime faktorleri, vaskiiler
endotelial biiyiime faktorleri gibi makromolekiiler yapidaki gesitli aktif farmasotik

ajanlarin PLGA veya PLGA ile hazirlanmis ilag sistemleri igerisine basarili bir sekilde
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yiiklenebilmektedir. Sonu¢  olarak bu  sistemler genel olarak ilaglarin
hedeflendirilmesinde (hiicresel veya doku bazinda), ayrica lokal etkilerinin de fayda
saglayacagl sistemlerde kullanilmaktadir. Biyoyararlanimi artirirlar, ilag salimini
uzatirlar veya sistemik etki amaciyla ilaglarin ¢oziinmesini saglarlar. Gelecekte
yapilacak arastirma ve gelistirme ¢alismalarinda PLGA veya PLGA ile hazirlanmis ilag

sistemleri ¢esitli avantajlarindan dolayi ilgi ¢ekici bir alandir [80].

CH,
H,0 i 9
0- er ¢ 0- rH—r' ﬁ:—]{o CH,- - OH #HO-CH-C - OH

P'LG-':. Glikolik asit Laktik asit
Sekil 2.8 PLGA polimerinin hidrolizi [83]

Farkli terap6tik etkinlikteki pek ¢ok diisiik veya yiiksek molekiil agirlikli, hidrofilik ve
hidrofobik etkin maddeler PLGA nanopartikiillerine enkapsiile edilebilirler. PLGA
nanopartikiilleri oral, intravendz, intra-arteriyal, nazal ve inhalasyon yoluyla ilag

tasinmasinda uygulanabilmektedir [84].

PLGA nanopartikiilleri i.v. uygulamadan sonra karacigerde bulunan mononiikleer
fagositik sistem tarafindan sistemik dolasimdan uzaklastirilir. PLGA nanopartikiilleri
hiicreye endositoz ile alinmakta ve sitoplazmada toplanmaktadir. PLGA viicutta laktik
asit ve glikolik asit monomerlerine pargalanmakta, bunlar da sitrik asit dongiisiine
girmek suretiyle metabolize olarak CO, ve H,O olarak elimine edilmekte, glikolik asit

ise bobrekler tarafindan uzaklagtirilmaktadir [85].

PLGA matrislere yerlestirilen ilaglar, ortama sekil 2.9’da da sematize edildigi gibi,
polimer matristen diflizyon yoluyla ve polimerin bozunmasina bagli olarak salinir.
Polimerin bozunmasi, degisen blok kopolimer bilesimine ve molekiiler agirligina bagh

olarak giinler veya aylar siirebilir [41].
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Sekil 2.9 Biyobozunur polimerik partikiillere tutunan biyoaktif ajanlarin partikiillerden
salimi. Aktif ajan ile birlestirilen polimerik sistem, ¢evre ile etkilestiriliyor ve
cevresindeki ortam sivisit matrise giriyor (A), ardindan sistemin sismesine neden oluyor
(B), s1v1 difiizyon kanallar1 olusturuyor (C) ve malzemenin bozunmasiyla birlikte olusan
polimerik sistem de yok oluyor (D) [41].

2.4.2.3 Nanopartikiil Uretim Yontemleri

Nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasina yonelik olarak ¢ok sayida iiretim teknigi
bulunmaktadir. Nanokiireler i¢in en yogun kullanilan teknikler polimer ¢ozeltisinin
emiilsifikasyonuna dayanan emdiilsiyon ¢oziicii diflizyon, emiilsiyon ¢6ziicii buharlastirma,
salting-out teknikleri iken nanokapsiil iiretimi i¢in genel olarak kullanilan tek bir yontem
bulunmaktadir. Bu yontem ilk defa 1989 yilinda Fessi ve ark. tarafindan gelistirilmistir ve
sulu faza eklenen organik faz i¢inde bulunan polimerin organik faz ile birlikte yag/su ara
ylizeyine diflize oldugu ylizeylerarasi polimerizasyon ya da yiizeylerarasi depozisyon
teknigidir. Zamanla ¢esitli arastirmacilar tarafindan bu teknik iizerinde farkh
modifikasyonlar gerceklestirilerek yontem cesitlendirilmistir. Nanokapsiil olusumu igin
gerekli olan temel sart ise organik fazin fosfolipit yapili bir yag i¢ermesidir (Sekil 2.10)
[86].

Polimer Surfaktan
Yag Su
Aseton

Sekil 2.10 Yiizeylerarasi depozisyon teknigi ile nanokapsiil olusumu [86]
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Hazirlama yonteminin sec¢imi, kullanilan polimerin yapisina ve etkin maddenin
¢cozlinirlik 6zelligine gore belirlenmektedir. Nanopartikiil hazirlama yontemleri olarak
onceleri monomerlerin ¢esitli ortamlarda in situ polimerizasyonuna dayanan yontemler
kullanilmistir. Giliniimiizde ise, tam olarak karakterize edilmis, dnceden sentezlenmis

polimer veya dogal makromolekiillerin dispersiyonuna dayali yontemler gelistirilmistir
[87].

2.4.2.3.1 Emiilsifikasyon — Coziicii Buharlastirma Yontemi

Ik defa 1971 yilinda Vanderhoff ve ark. gelistirdikleri bir patente dayanilarak Gurny ve
ark. tarafindan uygulanan bu yontemin esast, su ile karigmayan diklorometan, kloroform
gibi klorlu bir organik ¢oziiciide polimerik materyalin ¢dziinmesi ve ardindan surfaktan
iceren sulu faz icinde emiilsifiye edilmesine dayanir (Sekil 2.11). Bu {iretim metodunda
en ¢ok kullanilan surfaktanlar polisorbatlar, poloksamerler ve sodyum dodesilsiilfattir.
Emiilsifikasyon prosesi, mekanik karigtirmayla, sonikasyonla ya da yiiksek basingl
homojenizasyonla gergeklestirilir. Ultrasonik, insan kulagmin duyamayacagi kadar
yiiksek frekansdaki ses dalgalaridir (>18 kHz). Ultrasonik emiilsifikasyon, birbiri ile
karismayan iki sivi surfaktan varliginda ultrasonik bir enerji alanina getirildiklerinde
olusmaktadir [88]. Ultrasonik metotlarda titreyen kat1 bir yiizey, premiks emiilsiyonunu
genellikle 20 kHz veya daha fazla ultrasonik frekansta ve yiiksek gligte karistirmaktadir,
bdylece taneciklerin pargalanmasini saglayacak ekstrem kayma ve kavitasyon
saglanmaktadir [89]. Ultrasonik emiilsifikasyon damlacik boyutlarinin kiigiiltiilmesinde

etkilidir fakat sadece kiigiik hacimler i¢in uygundur [90].

Organik c¢oziicii ya oda sicakliginda ya da diisiik basing altinda buharlastirilarak
ortamdan uzaklastirilir. Bu teknigin en Onemli dezavantaji, emiilsiyonun

hazirlanabilmesi igin organik ¢6ziicii kullaniminin gerekliligidir [86].
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Sekil 2.11 Emiilsiyon-¢oziicii buharlastirma teknigi ile nanokiire olusumu [86]

Etkin maddenin hidrofilik ya da hidrofobik olusuna goére, hazirlanan emiilsiyonun tipi
farklilik gosterir. Peptit, protein yapisindaki ilaglarin bu yontemle enkapsiilasyonlarinin
saglanabilmesi igin, S/Y/S tipinde c¢oklu emiilsiyonu olusturulur. Hidrofilik ilaglar
hazirlama sirasinda dis faza kagmaktadir [91]. Hidrofilik ilaglarin hapsedilme etkinligini
artirmak i¢in S/Y/S emiilsifikasyon/solvan buharlagtirma yontemi gelistirilmistir [92].
Organik faz bu sistemde iki sulu faz arasinda ilacin dis sulu faza difiizyonunu 6nleyici bir
bariyer gorevi géormektedir [93]. Bu yontemde etkin maddenin sulu ¢6zeltisi, polimer igeren
organik faz i¢inde dagitilir. Elde edilen S/Y emiilsiyonu dis sulu faz i¢inde emiilsifiye
edilerek S/Y/S ¢oklu emiilsiyonu hazirlanir. Elde edilen kiireler santriftijlenir, yikanir ve

kurutulur (dondurarak kurutma vb.).
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Sekil 2.12 Peptid yiiklii nanopartikiillerin ikili emiilsiyon S/Y/S ¢6ziicii buharlastirma
yontemi ile tiretimi [94]

2.4.2.3.2 Emiilsifikasyon — Céziicii Difiizyon Yontemi

Emiilsiyon-¢oziicii difiizyon yontemi, 1995 yilinda Leroux ve ark. tarafindan salting-out
tekniginde su fazinda yiliksek miktarlarda elektrolit kullanimina bagli olarak biyoaktif
bilesiklerle elektrolitler arasinda ortaya ¢ikan gecimsizlik probleminin asilmasi
amaciyla bu teknikten hareketle gelistirilmistir. Bu hazirlama yonteminin esasi, PVA
veya jelatin gibi surfaktan bir madde igeren su fazinin, su ile kismen karisabilen benzil
alkol ve etil asetat gibi organik bir ¢oziicii i¢inde ¢oziinmiis halde bulunan polimer
cozeltisine eklenmesi ve ilk etapta yag icinde su tipi bir emiilsiyonun olusturulmasina
dayanir. Organik ¢oziicli kismen suyla karigabildiginden hesapli bir miktar daha su
ortama ilave edilerek organik ¢oziiclinliin tamamen su faza diflize olmas1 saglanarak

polimerin nanokiireler halinde ¢6kmesi temin edilir (Sekil 2.13) [86].
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Sekil 2.13 Emiilsiyon-¢oziicii difiizyon yontemi ile nanokiire olusumu [86]

2.4.2.3.3 Nano Coktiirme (Nanopresipitasyon) Yontemi

Fessi ve ark. tarafindan 1989 yilinda nanokapsiil formiilasyonlarmin hazirlanmasi i¢in
gelistirilen yiizeylerarasi: depozisyon tekniginin nanokiire hazirlama amaciyla modifiye
edilmesiyle gelistirilen bir tekniktir. Bu yontemin esasi, aseton gibi suyla karigabilen bir
organik faz i¢inde ¢6ziinen polimerik materyalin, PVA gibi surfaktan bir madde igeren
su fazina manyetik karistirma altinda ilave edilmesi ile nanokiirelerin kendiliginden

¢okmesine dayanir (Sekil 2.14) [86].

Bu yontemde, organik faz, i¢ su fazinda tamamen ¢o6ziinmektedir. Bu nedenle,
buharlastirma veya ¢oziicli ekstraksiyonu gibi yontemlere gerek kalmadan nanokiireler
ortamda ¢Okmektedir. Yontemin esasina gore, polar olmayan c¢oziicii igerisindeki
polimer, yari-polar 6zellikte ¢oziiclideki etkin maddenin organik fazda ¢oziinmesini
saglamakta ve polimer-etkin madde yapisinin hemen ¢okmesine neden olmaktadir.

Sekil 2.14’de nanopresipitasyon metoduna gore laboratuvar kosullarinda diisiik

22



miktarlarda ve endiistriyel boyutta biiylik miktarlarda nanopartikiillerin hazirlanmasi

sematik olarak gosterilmektedir [49].

Nanopresipitasyon yontemi ile hidrofobik 6zellikteki polimer igerisine hem hidrofobik
hem de hidrofilik etkin maddeleri enkapsiile etmek miimkiin olmaktadir. Etkin
maddeleri ¢ozecek ¢oziicii, hem polar hem de polar olmayan 6zellikte olabilmektedir.
Bu yontem ile nanopartikiil hazirlamada toksik yardimci maddelerin kullanilma

gereginin bulunmamasi nanopresipitasyon metodunun onemli bir {stiinliigii olarak

belirtilebilir [49].

— = Oda sicakhginda S Vakum altinda
[ , | karistrma buharlastirma
Organik faz:
s mer : Sulu faz: \annpal tikiil dispersiy onu
.?'?.hrfle.r .-mg:lmfk Sw/siirfaktan/hidrofilik
coziiciilipefilik ilac
ilac
(A)

l Organik faz

T sistemi

!
==
I" .1 o. l 5
. e Nanopartikiil
Nanopartikiiierin  g...J
saflagtiriimas:

(B)
Sekil 2.14 Nanopresipitasyon metoduna gore nanopartikiil hazirlanmasinin sematik

gosterimi (A: Laboratuvar kosullarinda, B: Biiyiik 6l¢ekte hazirlama) [49]
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2.4.2.3.4 Tuzla Coktiirme (Salting-Out) Yontemi

Salting-out ajan
Polimer PVA
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Su
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Sekil 2.15 Salting-Out Y&ontemiyle Polimerik Nanopartikiil Uretimi [86]

Salting-out tekniginin ilk uygulamasi 1988 yilinda Bindschaedler ve ark. tarafindan
gelistirilen bir patentle olmustur. Bu teknigi emiilsiyon-¢oziicii buharlastirma yonteminden
ayran temel farklilik toksik ¢oziicii kullanilmamasidir. Bu durum bu prosesin baslica
avantajin1 da olusturmaktadir [86]. Organik faz, polimer ve etkin maddenin aseton gibi
bir ¢oziiciide ¢oziinmesiyle elde edilir. Sonrasinda salting-out ajan1 (magnezyum kloriir,
kalsiyum kloriir gibi elektrolitler) igceren polivinilpiroldon gibi koloidal stabilizatorlerin
sulu jel ¢ozeltisi igerisinde emiilsifiye edilirler. Surfaktan olarak ¢ogunlukla polivinil
alkol kullanilmasinin temel nedeni ise bu maddenin salting-out ajan olarak kullanilan pek
cok elektrolit ile ge¢imli olmasidir. Kullanilan elektrolit madde ile doygun halde bulunan
sulu ¢ozelti salting-out prosesi ile asetonun su fazina difiizyonunu engeller [86]. Bu yag/su
emiilsiyonu ¢d6ziicliniin diffuzyonu icin yeterli hacime kadar seyreltilir ve difiizyon

sonucu nanopartikiiller elde edilir [95-98].
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2.4.2.3.5 Siiper Kritik Siv1 Teknolojisi

Konvansiyonel metotlar (¢oziicii ekstraksiyon buharlastirma, ¢oziicii difiizyon ve
organik faz ayrigsmasi) fizyolojik sistemlere ve dogaya zararl olan organik ¢oziiciilerin
kullanimin1  gerektirir. Bu nedenle kullanimi zararli olmayan siiperkritik sivilarla
biyoparcalanabilir mikro ve nanopartikiil hazirlanma yollar1 aragtirilmistir. Stiperkritik
stvilar genel olarak siiperkritik sicakligi iizerinde, basincin degismesine ragmen faz
degistirmeyen sivilar olarak tanimlanirlar. Siiperkritik CO; en ¢ok kullanilan siiperkritik
stvidir, clinkii kritik oldugu durumlar uyumludur (Tc=31,1 °C, Pc=73.8 bar), toksik
degildir, alev almaz ve wucuzdur. Genel olarak siiperkritik sivilarla en ¢ok
gerceklestirilen proses teknikleri siiperkritik anti-solvent (SAS) ve kritik ¢ézeltinin ani
genlesmesidir (RESS). SAS metodunda siiperkritik sivi ile tamamen karisabilen bir
stvininin  (6rnegin  metanol) icinde siipekritik sivida ¢6ziinmeyen solut tamamen
mikronize edilir. Coziiclinlin siipekritik sivi i¢inde ekstrakte edilmesi solutun aniden
¢okmesine sonug olarak da nanopartikiiliin olugsmasina sebep olur. RESS yonteminin
SAS yonteminden ayrildigi basamak solutun stiperkritik sivi i¢inde ¢oziinmesini takiben
¢ozeltinin diisikk basinca nozzle yardimiyla genlestirildigi basamaktir. Bdylece
stiperkritik sivilarin ¢oziicli giici birden azalir ve solut ¢oker. Bu teknigin avantaji
¢Oktiiriilmiis trlinlin  ¢Oziicli icermemesidir. Bu teknik polimerik nanopartikiiller
hazirlamak amaciyla kullanilir [99]. Stiperkritik sivi teknolojisi teknigi, dogaya zararsiz
ve yliksek miktarda iiretimler i¢in elverisli olmasina ragmen 6zel tasarim edilmis pahali

ekipmanlar gerektirmektedir [65].

2.4.2.3.6 Diyaliz

Diyaliz kiiglik ve dar dagilimli nanopartikiillerin olusturulmasinda kullanilan basit ve
etkili bir yontemdir [100-104]. Bu yontemde polimer organik bir ¢oziiciide ¢oziiniir ve
uygun molekiil agirhigina gore diyaliz yapan diyaliz tiipii icerisine yerlestirilir.
Coziicliniin diyaliz sonucu yer degistirmesine bagli olarak polimer ¢ozlniirligi
kaybetmekte ve polimerin kademeli agregasyonu meydana gelmekte ve bdylece

homojen nanopartikiil siispansiyonu elde edilmektedir (Sekil 2.16) [96].
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Sekil 2.16 Diyaliz yontemi ile nanopartikiil olusumunun sematik gosterimi [96]

2.5 Ceviz Agaci, Juglon ve Allelopatik Etkisi

Ceviz bitkisi serbest olarak biliylimeye birakildigi zaman 20-25 m. boylanmakta, 350-
400 m? alani tek basina kaplayabilmektedir. Dallar1 ¢evreye ve yukari dogru ayni hizla
gelisme gosterdigi icin agac genellikle diizgiin bir kiire goriiniimii almaktadir. Bitkiler
aleminde mensubu bulundugu sinifin karakterlerine uygun olarak kuvvetli bir kazik
koke sahiptirler. Bu kuvvetli kok gelisimi daha tohum ¢imlenirken baslar. ilk yil toprak
iistiinde gelisen govdenin en az 2-3 kati1 kadar kalinliga erisir. Kazik kok, kalinligina
ragmen govdeden daha az sert ve yumusak dokuludur. Birinci y1l ¢ok az yan kdk
tesekkiil eder. Ikinci ve miiteakip yillarda yan kokler de kazik koke uygun olarak hizli
gelisme gosterir, sagak kokler yan koklerin ucunda tesekkiil eder [105].

Amerika’da dogal olarak yayilim gosteren kara ceviz agaclarmin (Juglans nigra L.)
dibinde ekilen yonca otlarmmin yagmurlardan sonra kisa zamanda oldiikleri, ceviz
yapraklarindan damlayan yagmur sularinin saksilardaki domateslere verilmesiyle
domateslerin oldiikleri, ceviz agaclarina yakin olan elma agaglarinin cevizden tarafta
olan dal ve koklerinin kuruduklari, buna mukabil ceviz dibinde ii¢giil ve ¢ayir otlarinin
cok iyi gelisebildikleri tespit edilmistir [105]. Daha sonra bu etkiye sahip olan madde,

cevizin kok ve yaprak oziitlerinden izole edilerek bunun 5-hidroksi-naftokinon oldugu
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tespit edilmis ve cevizin Latince ismine izafeten "juglon" ad1 verilmistir . Sekil 2.17°da
juglonun kimyasal yapisi goriilmektedir. Daha sonraki ¢aligmalarda juglonun sadece
kara ceviz agaglarindan degil diger ceviz tiirlerinden de saliverildigi belirlenmistir
[106]. Bunlardan biri de iilkemizde yaygin ceviz tiirli olan Juglans regia L. dir. Bu ceviz
tiriinde juglon miktarmin mevsimlik degisimi incelendiginde kigin en diisiik diizeyde
iken ilkbahar baslangicindan Nisan sonuna kadar diizenli bir artis, daha sonra Haziran
sonuna kadar bir azalma ve Temmuz basindan Agustos ortasina kadar tekrar bir artis
gosterdigi  belirlenmistir [107]. Juglonun koklerde sentezlenip ksilem vasitasiyla
bitkinin yapraklarina tasindigr ve juglonun bitkide hidrojuglon seklinde bulundugu
ancak daha sonra bunun oksitlenmesiyle toksik karakterli juglona (5-hidroksi-1,4-
naftakinon) dondstigii belirtilmistir  [108]. Cevizde juglon koklerden topraga
gecebilecegi gibi yapraklardan da yagmurla yikanarak topraga gegebilir. Ayrica
yapraklarin absisyonuyla da topraga karisir [109, 110].

0

CH 8!

Sekil 2.17 Juglonun kimyasal yapisi [1]

Juglon ekolojik O6neme sahip bir allelokimyasal maddedir. Ciinkii juglon ceviz
agaclarinin yaprak ve koklerinden c¢evreye saliverilen toksik karakterli bir madde
oldugundan ceviz agaclarinin dibinde ve yakininda bir¢ok bitki tiirli gelisememekte
hatta kurumaktadir. Bunun yaninda bazi bitki tiirleri nadir de olsa juglondan olumlu
etkilenmektedir [111]. Ceviz agaglarinin diinyada ¢ok yaygin olarak bulunmasindan ve
juglonun allelopatik 6zellige sahip olmasindan dolayr onun ekolojik ©nemini
artirmaktadir. Juglon biitiin ceviz tiirlerinde bulunmakla birlikte en ¢ok Juglans nigra ve
ilkemizde en yaygin ceviz tiiri olan Juglans regia’ da bulundugu belirtilmektedir [112,
113]. Hidrojuglon olarak adlandirilan renksiz, toksik olmayan, indirgenmis form,
ozellikle yapraklarda, meyve kabuklarinda ve ceviz koklerinde boldur. Hidrojuglon

cevizden digar1 salgilandiginda hava ile temas ederek oksitlenmeye maruz kaldiginda
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toksik formu olan juglona doniisiir [114, 115]. Yapraklarin yagmur sulariyla
yikanmasiyla topraga tasinir. Bdylece, ceviz agacindan saliverilen juglonun komsu
bitkilerin kokleri tarafindan absorbe edilmesiyle komsu bitkiler olumlu veya olumsuz
etkilenmektedir [106]. Ceviz agacindan salgilanan juglonun hem odunsu hem de otsu

bitkiler iizerine toksik oldugu rapor edilmistir [106, 116].

Juglonun bitkiler iizerine allelopatik etkileri genelde toksiktir, fakat nadiren yararlidir.
Domates, salatalik, tere ve yoncanin fide biiylimesinin juglon ve ceviz yaprak oziitleri
tarafindan gii¢lii bir sekilde engellendigi, fakat kavun fide biiylimesinin bu uygulamayla

arttig1 tespit edilmistir [117].

Juglonun fizyolojik etkisi tam olarak anlagilamamistir. Juglonun tohum ¢imlenmesi ve
fide biiylimesi lizerine olan etkisi hakkinda bir ka¢ c¢alisma yapilmistir. Juglonun
solunum ve fotosentezi azaltarak bitki biiylimesini engelledigi [118, 119] ve oksidatif

stresi artirmastyla, oksitleyici enzimlerin aktivitelerini artirdigi belirlenmistir [115].

2.6 Juglonun Mikroorganizmalar Uzerine Etkileri

Krajci ve Lynch (1978) yaptiklar1 ¢alismada, juglon ve ceviz oOziitlerinin (etanol,
hekzan, su, DMSO ¢oziiciileri ile hazirlanan) ¢esitli mikroorganizmalar tizerindeki
inhibisyon etkilerini arastirmistir. Arastirmacilar juglonu c¢esitli konsantrasyonlarda
(1.0-0.5-0.25-0.125-0.0625-0.0313-0.0156 mg/ml) ve ceviz Oziitlerini de gesitli
coziiciiler (etanol, hekzan, su, DMSO) kullanarak mikroorganizmalara uygulamislardir.
Ceviz oOziitleri kullanilan mikroorganizmalarin ¢ogunda etkili olmus, fakat juglon
kullanilan biitiin test mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal etki gostermistir [120].
Clark ve arkadaslari (1990) juglonun antimikrobiyal aktivitesini arastirmistir. iki
dermatofit olan Microsporum gypseum ve Trichophyton mentagrophytes tiirlerini
kullanarak juglonun minumum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) degerlerini, diger
ticari fungal ajanlar (clotrimazole, triacetin, tolnaftate, griseoflavin, zinc undecylanate,
selenium sulfide) ve fungal antibiyotikler (liriodenine ve liriodenine methiodide) ile
karsilastirmali olarak tespit etmistir. Juglonun MIK degerleri, diger ticari fungisitler

(zinc undecylanate, selenium sulfide) kadar etkili oldugunu gostermistir.

Lopez ve arkadaglar1 (2001) yaptiklar1 caligmada, Kolombiya’da yetisen tibbi
bitkilerinin antiviral ve antimikrobiyal aktivitelerini arastirmistir. Kolombiya’da yetisen

ceviz (Juglans neotropica) ve diger bitki tiirlerinden metanolle hazirlanan ekstratlarinin
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virlis olarak HSV ve RNA poliviriis, gram pozitif bakteriler olan Bacillus subtilis,
Streptococcus faecelis, Staphylococcus aureus methisiline direngli, gram negatif
bakteriler olan Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeroginosa
(wild), Salmonella typhimurium, Mycobacterium phlei ve maya tiirii olarak Candida
albicans tizerideki etkileri incelemis, ceviz mayalar ve bakteriler {izerinde genis bir

antimikrobiyal ve antiviral etki gostermistir [121].
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BOLUM 3

DENEYSEL CALISMALARDA KULLANILAN OLCUM YONTEMLERI

3.1 Kullamlan Cihazlar
eHassas Terazi - Shimadzu
eSonikator — Bandelin Sonoplus
eManyetik Karigtiric1 — Variomag Mono
eCoklu Manyetik Karistirict — IKA
eSantrifiij Cihaz1 — Hettich Zentrifugen (universal 32 R)
eUV-Vis Spektrofotometre — Shimadzu UV-1800
eZeta Potansiyel ve Pargacik Ol¢iim Cihazi — Malvern ZEN 3600 Nano ZS
eSEM — Zeiss—EVO LS 10
oFT-IR — Shimadzu IR-Prestige
einkiibator — Biosan, ES 20
eUltrasonik Su Banyosu — Bandelin Sonorex
eMilipore-Q Gradient Su Cihazi
eVortex — Stuart, Heidolph

3.2 Kullanilan Kimyasallar

eJuglon (5-Hidroksi-1, 4-naf) — Sigma Aldrich H47003-5G
ePoli(laktik-ko-glikolik asit) PLGA — Sigma Aldrich 719900
eDiklorametan DCM - Sigma Aldrich 24233-2
eAseton - Sigma Aldrich-24201-2
oeNaCl
eNa,HPO,
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eNaH,PO,
oNaOH
oHCI

3.3 Kullanilan Cozeltiler

3.3.1 Cesitli Konsantrasyonlardaki Juglon Cozeltileri

1 mg Juglon 10 ml DCM igerisinde ¢oziilerek 0,1 mg/ml oraninda ¢ozelti elde edildi.
0,1 mg/ml — 0,001 mg/ml konsantrasyonlar1 arasinda 20 adet c¢ozelti UV-Vis
Spektroskopisinde spektrumu alinmak i¢in hazirlandi. Elde edilen spektrumda Amax

degeri belirlendi. Bu Amax degerindeki UV siddetlerinden kalibrasyon egrisi ¢ikartildi.

3.3.2 Polivinilalkol PVA

%3’liikk polivinil alkol ¢ozeltisi elde etmek icin; 15 g polivinil alkol tartild1 ve {lizerine
500 ml ultra saf su eklenip manyetik karistiricida 60-70 °C‘de homojen ¢ozelti elde

edilene kadar karistirildi.

%?2’lik polivinil alkol ¢ozeltisi elde etmek i¢in; 10 g polivinil alkol tartild1 ve {izerine
500 ml ultra saf su eklenip manyetik karigtiricida 60-70 °C‘de homojen ¢ozelti elde
edilene kadar karistirildi.

%1°lik polivinil alkol ¢ozeltisi elde etmek i¢in; 5 g polivinil alkol tartildi ve tizerine 500
ml ultra saf su eklenip manyetik karistiricida 60-70 °C ‘de homojen ¢6zelti elde edilene

kadar karistirildi.

%0,5’lik polivinil alkol ¢ozeltisi elde etmek i¢in; 2,5 g polivinil alkol tartildi ve lizerine
500 ml ultra saf su eklenip manyetik karistiricida 60-70 °C‘de homojen ¢ozelti elde

edilene kadar karistirildi.

%0,1’lik polivinil alkol ¢ozeltisi elde etmek icin; 0,7 g polivinil alkol tartildi ve {izerine
700 ml ultra saf su eklenip manyetik karigtiricida 60-70 °C‘de homojen ¢ozelti elde
edilene kadar karistirildi.
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3.3.3  0.01 mol/L’lik Fosfat Tamponu (PBS) (pH=7.4)

1.1998g NaH,PO, tartilarak 500ml saf suda ¢oziiliir. Ayn1 zamanda 1.7799g Na,HPO,
tartilarak yine 500ml saf suda ¢oziildii. Bu iki ¢ozeltiden NaH,POy4 ¢6zeltisi Na;HPO4
¢ozeltisinin tizerine eklendi ve karisima 8.766g NaCl ilave edilerek, tekrar karigtirildi.

Cozeltinin pH’1 7.4’ye ayarlandi.
3.4 Nanopartikiillerin Karakterizasyonunda Kullanilan Cihazlar

3.4.1 UV-Vis Spektroskopisi

Gorlniir bolge ve mor otesi (UV-VIS) spektroskopisi molekiillerdeki elektronik
gegislerin verdigi spektrumlart konu alir ve ikisi birden elektronik spektroskopi olarak
adlandirtlir. Elektronik spektrum 100-700 nm araligini kapsar; 100-200 nm araligi
Vakum UV, 200-400 nm araligi UV (veya yakin UV) ve 400-700 nm araligi goriiniir
bolgedir. Bir bilesik goriiniir bolgede absorbsiyon yaparsa renklidir ve absorbladigi
rengin tamamlayici renginde goriiniir. Ornegin, viyolede absorpsiyon yapan bir bilesik

yesildir.

ELEKTROMAGNETIK SPEKTRUM

Radyo

Mikrodalgalar
Dalgalan

Gérimiir Bm

38x10"m 78x10"m

vismlan || x igmlan

Sekil 3.1 UV-goriiniir bolge

Mor Gtesi ve goriiniir bolge spektrofotometrelerinde cam veya kuvars prizma bulunur ve
kullanirken 15181in herhangi bir frekansli UV veya goriiniir bolgesi segilir. Isik 6rnekten
(veya oOrnek ¢ozeltisinden) gectikten sonraki absorbsiyonu (sogurganligi) veya
gecirgenligi okunur. UV bolgesinde en uygun 1sik kaynag hidrojen desarj tiipi ve
goriiniir bolgede tungsten lambasidir. Otomatik spektrofotometreler, frekansi diizgiin

olarak degistirir.
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Tek 151k yollu spektrofotometrelerde, bilesenlerin  tiimii aym1 151k yoluna
yerlestirilmistir. Bu aletin baslica ti¢ ayar diigmesi vardir: Bunlardan biri, alette
kullanilan optik ag veya prizmayr mekanik olarak dondiirmeyi saglayan diigmedir.
Ikinci diigme, 151k yolunu tamamen Kkapatarak galvanometre “sifir” gegirgenlik ayarini
yapmak igindir. Ugiincii diigme, 1s18in gectigi araligin enini degistirir. Olgiimiin
yapilacagi dalga boyu birinci diigme ile ayarlandiktan sonra isik yolu kapatilarak ikinci
diigme ile “sifir” ayar1 yapilir. Daha sonra ii¢iincii diigme ile 1s181n gegtigi araligin eni
degistirilerek ve 6rnek kabinda sadece ¢oziicii kullanilarak galvanometre 100 degerine

getirilir. Sifir ve 100 ayarlar1 her dalga boyunda yeniden yapilmalidir.

Is1k Kaynag: Dedektor
\ I o — [ — [r——
Ct — A | | |
E’) — '; Monokromatdr ' Omek | — — — — Kaydedici
- | Io | I
S \ . <

Sekil 3.2 Tek Isik Yollu Spektrometre [122]

Cift 151k yollu spektrofotometrelerde, monokromatorden ¢ikan 1sik, esit siddette iki
demete boliinerek biri 6rnege digeri sadece ¢oziiciiniin bulundugu kaba génderilir. ikiye
ayrilan 151k, iki ayri dedektorle algilanir ve dedektorlerde olusan sinyallerin orani
Olgilir. Boylece oOrnekteki gegirgenlik degeri siirekli olarak ¢oziictiniinki ile
karsilastirilmis olur. Burada iki dedektoriin tam uyumlu olmasi, yani esit siddetteki 1s1k

ile ayn1 sinyali olusturmasi gerekir.

Cift 11k yollu spektrofotometrelerde, tek dedektor kullanilarak da olgiim yapmak
miimkiindiir. Ornekten ve coziiciiden gecen 151k demetleri dedektdr iizerine art arda
gelir ve alternatif tiirden sinyal olusturur. Isik siddetleri esit ise dedektérde herhangi bir
sinyal olusmaz; 6rnek bolmesinden gelen 1s18in siddeti absorpsiyon nedeniyle azaldigi

zaman dedektore gelen sinyal alternatif sinyal olarak algilanir.

Cift 151tk yollu spektrofotometrelerin  bir baska tirii ¢ift dalga boylu
spektrofotometrelerdir. Cift dalga boylu spektrofotometrelerde iki farkli monokromator
vardir; iki farkli dalga boyundaki 1sik, dénen bir 151k boliicti yardimiyla 6rnekle art arda
etkilestirilir. Bulanik ¢ozeltilerde dalga boylarindan biri  ¢ozeltideki maddenin
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absorplayacagi, digeri ise absorplamayacagi degerlere ayarlanir. Bulanikliktan dolayi
her iki dalga boyunda ayn1 miktarda 1sik kaybi olacagindan iki dalga boyunda yapilan

Ol¢timlerin farki, sadece 6rnegin absorbansi ile iligkilidir [122].

Spektrofotometrik cihazlarin bir¢ogunda (6zellikler UV, FTIR) absorpsiyon o6l¢timii
yapilirken 151k sadece hedef molekiillerle degil ¢ozelti ile de etkilesime girer.
Dolayisiyla cihaz bize hedef molekiilin absorpsiyon spektrumunu vermez, ¢ozeltinin
spektrumunu verir. Bunu 6nlemek i¢in, sadece hedef molekiil tiiriniin absorpsiyonunu
ogrenmek igin kor (blank) alinir. Bu islemin bir diger ad1 dara almaktir. Cift 1s1k yollu
spektroskopilerde bir hiicreye numune konulurken digerine ¢oziicii konulur. Tek 1s1k
yollu spektroskopilerde ilk once ¢oziici kuvartz kiivete konularak dara alinir. Daha

sonra ol¢tim alinir.

Biyolojik molekiillerin UV absorplama 6zellikleri; ¢ozeltilerindeki konsantrasyonun ve

safligin tayininde kullanilmaktadir [123].

3.4.2 Zeta Sizer

Zeta potansiyel partikiillerin yilizey yliklerinin olusturdugu potansiyelin dolayli olarak
Olctimiidiir. Bagka bir ifade ile partikiiller arasindaki itme veya ¢ekme degeri 6l¢timiidiir
[124]. En az bir boyutu 1 nm-1 pum arasinda olan peptid, protein gibi kat1 bir maddenin
sivi bir ¢oziicli i¢inde ¢oziinmesiyle olusan kolloidal sisteme kolloidal siispansiyon
denir. Kolloidal sistemlerin dogalarini gosteren en onemli 6zelliklerden ikisi, partikiil

boyutu ve yiizey 6zellikleridir [125].

Zeta Sizer NS cihazi, kolloidal ¢ozeltilerde partikiillerin boyutunu, zeta potansiyelini ve
molekiil agirligini bulmak i¢in kullanilir. Kolloidlerin (homojen goriiniimlii heterojen
karisim) kararlili@i, partikiiller arasindaki itme cekme kuvvetini belirleyen zeta
potansiyeli ile yakindan iligkilidir. Zeta Sizer cihazi, belirli bir potansiyel altinda

hareketi saglayan tanelerin hizin1 belirleyerek zeta potansiyelini hesaplamaktadir.

3.4.3 SEM - Scanning Electron Microscope (Taramah Elektron Mikroskopisi)

Taramal1 elektron mikroskobunda (SEM) goriintii elde etmek icin yiiksek enerjili
elektronlarin numune yiizeyine odaklanmasi saglanir ve bu elektron demeti numune
yiizeyinde taratilir. Bu tarama sirasinda elektron ve numune atomlar1 arasinda olusan

cesitli etkilesimler uygun algilayicilarda toplanir ve sinyal giiclendiricilerinden
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gecirildikten sonra bir katot 1smlart tlipliniin ekranina aktarilarak goriintii elde edilir.
Modern sistemlerde bu algilayicilardan gelen sinyaller dijital sinyallere cevrilerek

bilgisayar monit6riine verilmektedir [126].

3.4.4 FT-IR Fourier Transform Infrared

FT-IR spektrometre Sekil 3.4°de goriildiigl lizere infrared 151k kaynagi, 151 boliicii ve
dedektdrden olusmaktadir [127-132]. Infrared kaynagindan cikan 1s1n, 151 béliicii ve
sabit ve hareketli aynalardan olusan interferometreden gegerek ikiye ayrilir. Sabit ve
hareketli aynalar yardimiyla tekrar 1smn bdliicliye gelen 1sin, numuneden gecer ve
numune bu 1smin bir kismini absorplar. Numuneden ¢ikan 1sin dedektore ulasir ve
numune tarafindan absorplanan kisminin belirlenmesi amaciyla referans olarak
kullanilan bir lazer 1smmiyla karsilastirilir. Sonug olarak elde edilen interferograma
bilgisayar araciligiyla Fourier doniisiimii uygulanir ve numuneye ait FT-IR spektrumu

elde edilir [131-133].

Hareletli 777 Interferogram:
ayna H ] "] /i‘- bilgisayarn aldif
. sitryal

J Dedektor
[ m O Bilpieayar

Ismn
Sabit ayna bilici  Numune Fourier doniizimi

}O/ hilcrasi L/ﬂ ﬂ'_

,-‘l Infrared kaynamn

Tazict

Sekil 3.3 FT-IR spektrometrenin sematik gosterimi [131].
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BOLUM 4

DENEYSEL BOLUM

4.1 Juglonun UV Standart Egrisi

1 mg Juglon 10 ml DCM igerisinde ¢oziilerek 0,1 mg/ml oraninda ¢ozelti elde edildi.
0,1 mg/ml — 0,001 mg/ml konsantrasyonlar1 arasinda 20 adet ¢ozelti UV-Vis
Spektroskopisinde spektrumu alinmak i¢in hazirlandi. Elde edilen spektrumda Amax

degeri belirlendi. Bu Amax degerindeki UV siddetlerinden kalibrasyon egrisi ¢ikartildi.

T T
2,000 4

-

Q000

(nm)

Sekil 4.1 Juglonun UV-VIS Spektrumu
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Cizelge 4.1 Juglonun farkli konsantrasyonlardaki 261 nm ve 424 nm’deki absorbans

degerleri
DALGA BOYU DALGA BOYU
nm) (nm)
Konsantrasyon Konsantrasyon
(mg/ml) 261 424 (mg/ml) 261 424
0,001 0,008 |0,006 0,01 0,426 0,185
0,002 0,016 |0,027 0,02 0,916 0,367
0,003 0,038 |0,045 0,03 1,491 0,583
0,004 0,096 |0,066 0,04 1,937 0,766
0,005 0,151 |0,086 0,05 2,293 0,96
0,006 0,204 |0,107 0,06 2,482 1,155
0,007 0,271 |0,128 0,07 2,548 1,326
0,008 0,315 |0,146 0,08 2,589 1,508
0,009 0,375 [0,167 0,09 2,595 1,659
0,01 0,426 |0,185 0,1 2,599 1,798
2
1,6
1,4
= 1
s *
2
0,6 °.
0.4 &
.
) /
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,1
Juglon Konsantrasyonu (mg/mil)

Sekil 4.2 Juglonun kalibrasyon egrisi

4.2  Farkh Parametrelere Sahip Juglon Yiiklii PLGA Nanopartikiillerin Uretimi

PLGA polimeri ile nanopartikiiler sistemlerin hazirlanmasinda g¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Kullanilacak yontemin se¢iminde en etkin parametre ise etken
maddenin hidrofilik ya da hidrofobik karakteridir. Alkol, aseton, kloroform,
diklorometan gibi organik c¢oéziiciilerde ¢ozlinen juglon molekiiliiniin hidrofobik
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ozelliginden dolay1, bu tezde nanopartikiiler sistemlerin hazirlanmasi tekli emiilsiyon
(sly) ¢oziici ugurma yontemi [134] ile gergeklestirilmistir. 19 farkli kombinasyonda
juglon yiiklii PLGA nanopartikiil ve 1 tane de bos nanopartikiil olmak iizere toplam 20
farkli iiretim gergeklestirildi. Belirli miktarlardaki juglon ve PLGA polimeri 6ncelikle
farkli parametrelerdeki ¢oziicliler (DCM ve Aseton) igerisinde ¢ozdiiriildii. Olusan
organik faza Tablo 1’de belirtilen farkli konsantrasyonlarda ya da farkli hacimlerde
PVA ¢ozeltisi eklendi. Karisim, buz banyosunda 2 dakika 70 W (%80 power) enerji
altinda sonikasyona tabi tutuldu. Daha sonra olusan y/s emiilsiyonu manyetik karistirici
tizerindeki 35 ml %0,1’lik PVA iizerine eklendi. Elde edilen tekli emiilsiyon ¢6ziiciiniin
uzaklastirilmasi i¢in gece boyu manyetik karistiricida karistirildi. Daha sonra 6rnekler
9000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi, list faz uzaklastirildiktan sonra pellet ultra saf su ile
yikand1 ve santrifiij islemi tekrar yapildi. 3 yikama sonrasinda {ist fazin uzaklastirilmasi

ile elde edilen kat1 nanopartikiiller liyafilizatérde kurutularak analiz edilmek iizere

+4 °C saklanda.

Cizelge 4.2 Farkli kombinasyonlara sahip nanopartikiil iiretimi

Bilesenler PVA Coziicii
DCM(ml ;
Sira Jéjrglo)n P(Ir_nGA i¢ faz %-ml Dis faz %-ml Asetlon (Jugls)n-) Sonikasyon
g 9) (ml) DCM)
1 10 100 | 3,5ml PVA(%3) |35ml PVA(%0,1) - Iml-25ml | 2dk 70 W
2 20 100 | 3,5ml PVA(%3) |35ml PVA(%0,1) - Iml-2,5ml | 2dk 70 W
3 30 100 | 3,5ml PVA(%3) |[35ml PVA(%00,1) - Iml-2,5ml | 2dk 70 W
4 40 100 | 3,5ml PVA(%3) |35ml PVA(%0,1) - Iml-25ml | 2dk 70 W
5 50 100 | 3,5ml PVA(%3) |35ml PVA(%0,1) - Iml-25ml | 2dk 70 W
6 20 100 |3,5ml PVA(%0,1) | 35ml PVA(%0,1) - Iml-25ml | 2dk 70 W
7 20 100 |3,5ml PVA(%0,5) [ 35ml PVA(%00,1) - Iml-2,5ml | 2dk 70 W
8 20 100 |3,5ml PVA(%1) |[35mlPVA(%0,1) - Iml-2,5ml | 2dk 70 W
9 20 100 |3,5ml PVA(%2) |35ml PVA(%0,1) - Iml-25ml | 2dk 70 W
10 20 100 6ml PVA(%3) |35ml PVA(%0,1) - Iml-25ml | 2dk 70 W
11 20 100 8ml PVA(%3) |35ml PVA(%0,1) - Iml-25ml | 2dk 70 W
12 20 100 10ml PVA(%3) |35ml PVA(%0,1) - Iml-2,5ml | 2dk 70 W
13 20 100 20ml PVA(%3) |35ml PVA(%0,1) - Iml-2,5ml | 2dk 70 W
14 20 100 | 3,5ml PVA(%3) |35ml PVA(%0,1)| 3,5ml -- 2dk70 W
15 20 100 | 3,5ml PVA(%3) |35ml PVA(%0,1)| 1.2ml | 1ml-1,4ml | 2dk 70 W
16 20 100 | 3,5ml PVA(%3) |35ml PVA(%0,1) | 1,75ml | 1ml-0,75ml | 2 dk 70 W
17 20 200 | 3,5ml PVA(%3) |35ml PVA(%0,1) - Iml-25ml | 2dk 70 W
18 20 300 | 3,5ml PVA(%?3) [35ml PVA(%0,1) - Iml-2,5ml | 2dk 70 W
19 20 400 | 3,5ml PVA(%3) |35ml PVA(%0,1) - Iml-2,5ml | 2dk 70 W
20 -- 100 | 3,5ml PVA(%3) [35ml PVA(%0,1) - Iml-2,5ml | 2dk 70 W
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4.3 Reaksiyon Veriminin Hesaplanmasi

Kati olarak elde edilen nanopartikiil miktariin nanopartikiil hazirlanmasinda kullanilan

juglon ve PLGA miktarlarinin toplamina oranlanmastyla reaksiyon verimi elde edilir

4.2).

. L. Elde edilen nanopartikil miktar: (mg)
Reaksiyon Verimi % = x 100
Juglon + PLGA (4.1)

4.4 Enkapsiilasyon Etkinliginin Hesaplanmasi

Nanopartikiil igerisine yiiklenen juglon miktarin1 saptamak igin nanopartikiiliin
santrifiijii sonras1 elde edilen {ist faz kullanildi. Santrifiij sonrast ve yikama sonrasi elde
edilen ist fazlar toplanilarak ve partikiil igerisine yiiklenen juglon miktar1 indirekt
yontem ile saptandi. Konsantrasyonu bilinen bir seri standart juglon ¢ozeltisinin UV
spektrumlar1 alinarak, 424 nm’deki absorpsiyon degerlerinden standart Juglon UV
kalibrasyon egrisi ¢izildi. Daha sonra elde edilen iist fazin UV spektrumu alindi ve 424
nm dalga boyundaki UV degerinden yiikklenmemis juglon miktar1 hesaplandi.
Nanopartikiil i¢erisindeki juglon miktari ilk kullanilan juglon miktarindan yiiklenmeyen
juglon miktariin ¢ikarilmasi ile bulundu. Nanopartikiil igerisindeki juglon miktart ve
kullanilan juglon miktar1 kullanilarak (4.2)’den enkapsiilasyon verimi/etkinligi

hesaplandi.

L Nanopartikil icerisindeki ilag (mg)
Enkapsilasyon Verimi % = : - x 100
Kullamilan lag Miktar: (mg) (4.2)

4.5 Etken Yiiklenme Kapasitesinin Hesaplanmasi

Nanopartikiil igerisine yiiklenen juglon miktarim1 saptamak ig¢in nanopartikiiliin
santrifiijii sonrasi elde edilen iist faz kullanildi. Santrifiij sonrast ve yikama sonrasi elde
edilen iist fazlar toplanilarak ve pellet igerisine yiiklenen juglon miktari indirekt yontem
ile saptandi. Konsantrasyonu bilinen bir seri standart juglon ¢ozeltisinin UV
spektrumlar1 alinarak, 424 nm’deki absorpsiyon degerlerinden standart Juglon UV
kalibrasyon egrisi ¢izildi. Daha sonra elde edilen iist fazin UV spektrumu alindi ve 424
nm dalga boyundaki UV degerinden yiiklenmemis juglon miktar1 hesaplandi.
Nanopartikiil icerisindeki juglon miktari ilk kullanilan juglon miktarindan yiiklenmeyen

juglon miktarmin ¢ikarilmasi ile bulundu. Nanopartikiil igerisindeki juglon miktar1 ve
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kat1 olarak elde edilen nanopartikiil miktar1 kullanilarak (4.3)’den Ila¢ yiikleme verimi

hesaplandi.

Nanepartikil igindeki llag (mg)

ilac Yiiklenme Verimi % = x 100 (4.3)

Elde sdilen Nanopartikil (mg)

4.6 Juglon Yiiklii PLGA Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Hazirlanan nanopartikiiler sistemlerin karakterizasyonu i¢in asagida belirtilen yontemler

uygulanda.

4.6.1 Zeta Sizer Analizi

Uretilen nanopartikiillerin boyut analizleri Dinamik Istk Sacilmas1 Yontemiyle 4,0 mV
He-Ne lazer lamba (633 nm) ile donatilmis Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments,
UK) cihazinda 25 °C’de #0,1 °C hassasiyeti ile ger¢eklestirildi. Tiim analizler otomatik
modda ve 3 tekrar ile yapildi. Zeta potansiyel Slgiimleri ise kapiler kiivetlerde M3-
PALS (Faz analiz Isik Sagilmasi) teknigi kullanilarak yine ayni cihazda 25 °C’de +0,1

°C hassasiyeti ile ve 3 tekrarda gergeklestirildi.

4.6.2 SEM Analizi

Y/S tekli emiilsiyon ¢oziicii ugurma yontemi ile olusturulan kati nanopartikiillerin

morfolojik incelemeleri SEM cihazinda altin ile kaplandiktan sonra incelenmistir.

4.6.3 FT-IR Analizi

Numune dogrudan ATR (Attenuated Total Reflectance) atagmani kullanilarak analiz

edilmektedir.

4.7 Juglon Yiikli PLGA Nanopartikiillerin In Vitro Salim

Cesitli nanopartikiil kombinasyonlarindan (NP 2, NP 5, NP 6, NP 12, NP 14, NP 19)
5’er mg tartildi ve 2 ml PBS tamponunda siispanse edilerek (pH=7,4), 37 °C’de yatay
calkalayicida 220 rpm’de calkalanmaya birakildi. Belirli siirelerde &rnekler 9000
rpm’de 20 dk santrifiij edildi, iist faz UV spektrofotometrede 424 nm dalga boyundaki
UV degeri okunarak salinan juglonun miktar1 hesaplandi. Bu islem 43 giin siire ile

tekrar edildi.
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4.8 Juglon Yiiklii PLGA Nanopartikiillerinin Vero Hiicrelerindeki Sitotoksik

Analizi

Ilk defa Mossman tarafindan tanimlanan ve daha sonra Alley ve arkadaslar tarafidan
gelistirilen 3-(4,5-dimetil triazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliumbromid (MTT) yoOntemi
hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilan pratik bir yontemdir [135,
136]. MTT hiicrelere aktif olarak absorbe olan ve mitokondriye baglh bir reaksiyon ile
renkli, suda ¢6ziinmeyen formazana indirgenen bir maddedir [136]. Hiicrelerin MTT
indirgeme 6zelligi hiicre canlilifinin 6lgiitii olarak alinir ve MTT analizi sonucunda elde
edilen boya yogunlugu canli hiicre sayisi ile dogru orant1 gosterir [137]. MTT analizi
icin maymun bobrekvero hiicreleri kullanildu. Vero hiicreler hazir kitler halinde satilan
canliligii yitirme riski diislik, saflastirilmis hiicre kiiltiirleridir. Defalarca pasaj
yapmaya uygun, bircok hiicre kiiltliriine gére daha proliferik bir gelisim gosteren yapiya
sahiptirler. Bu yiizden ekim yapilan hiicre sayis1 miktar1 da diger ko-kiiltiir sistemlerine

gore daha disiiktiir [138].

Serbest juglon, NP 20, NP 2 ve NP 5’in sitotoksisik ozellikleri MTT (metil-
tiyazoltetrazolyum) yontemi ile incelendi. MTT analizi igin 96 kuyucuklu pleytlere her
bir kuyucuga 2x10 hiicre diisecek sekilde ekim yapildi ve bir gecelik inkiibasyonun
ardindan her bir kuyucuga farkli konsantrasyonlardaki bilesenler (serbest juglon, NP 20,
NP 2 ve NP 5) eklendi. Serbest juglon, NP 20, NP 2 ve NP 5 i¢in 1; 0,75; 0,5; 0,4; 0,2;
0,1 mg/ml konsantrasyonlart uygulandi. 48 saat etken ile inkiibasyonun ardindan her bir
kuyucugun optik yogunluk degeri 570 nm’de UV absorpsiyonu okunarak elde edildi.
Her bir 6rnek igin % hiicre canliligi asagida verilen formiil ile hesapland1 (Kontrol ve
her bir 6rnegin farkli konsantrasyonlari i¢in 3 tekrar ¢alisildi ve ortalama alinarak %
canlilik hesaplandi) (4.4). ICso degerleri (%50 6liim orani) hesaplandi.
Etken Yiiklii Orneldere Ait Abs_.,

% Canlilik Formiilii = . x100
Kontrol Grubuna Ait Abs__, (4.4)
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BOLUM 5

DENEY SONUCLARI

Bu tezde nanopartikiiler sistemlerin hazirlanmasi tekli emiilsiyon (S/y) ¢6ziicii ugurma
yontemi ile gergeklestirilmistir. Reaksiyon verimi (RY), enkapsiilasyon etkinligi (EE),
ilag yiiklenme verimi (DL-%), boyut (Z-Ave), ¢oklu dagilim indeksi (PDI) ve zeta
potansiyel (mV) 5 farkli parametreye gore hesaplanmistir (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1 Farkli parametrelerin reaksiyon verimi (RY), enkapsiilasyon verimi (EE),
ilag yliklenme verimi (DL), boyut (Z-Ave), coklu dagilim indeksi (PDI), ve zeta
potansiyeli (mV) iizerine etkileri

VRe_ak_siyon Enkapsiilasyon Etkinligi % | Etken Yiiklenme Verimi % Boyut ]C)(;lgl'_l Zeta
erimi (RY) (EE) (DL)
sira wve | i | sel
Miktar | Verimi | indirekt | Direkt indirekt | Direkt "
(mg) (%) | Yontem | Yontem Ortalama Yontem | Yontem Ortalama | (nm) Ej;gsll) (mv)
1 80,2 72,9 35,01 31,54 33,27 43 3,93 4,115 265,7 (0,205 | -23,65
2 91,3 76,08 58,77 51,7 55,23 12,87 11,32 12,09 329,2 ( 0,180 -21
3 99,6 76,61 70,74 62,64 66,69 21,3 18,86 20,08 286,9 | 0,168 | -15,85
4 108,9 77,78 79,46 71,12 75,29 29,18 26,12 27,65 281,8 | 0,217 | -19,55
5 106,1 | 70,73 | 83,08 66,77 74,92 39,15 31,46 35,30 291,0( 0,238 | -21,2
6 91 75,83 65,51 51,86 58,69 14,39 11,39 12,89 382,5( 0,184 | -23,05
7 79,8 66,5 51,14 33,73 42,43 12,81 8,45 10,63 417,0] 0,265 | -17,9
8 77,5 64,58 | 47,35 30,84 39,09 12,21 7,95 10,08 338,2| 0,137 | -19,85
9 76,6 63,83 46,9 36,01 41,45 12,24 9,4 10,82 300,1| 0,261 | -20,5
10 49,5 41,25 39,13 26,17 32,65 15,81 10,57 13,19 218,7 | 0,133 | -16,45
11 34,1 28,41 34,86 19,39 27,12 20,44 11,37 15,90 213,0 0,127 | -11,34
12 35 29,16 | 36,55 23,65 30,1 20,88 13,51 17,19 208,3 | 0,085 | -15,95
13 44,1 36,75 13,28 8,62 10,95 6,02 3,9 4,96 222,1| 0,077 | -134
14 21,1 17,58 31,03 18,36 24,69 29,41 17,4 23,40 226,6 | 0,115| -19,95
15 45 375 33,79 21,37 27,58 15,01 9,49 12,25 204,6 | 0,033 -25
16 38,2 31,83 29,38 20,47 24,92 15,38 10,71 13,04 221,5( 0,068 | -21,15
17 | 168,2 | 76,45 | 49,88 40,66 45,27 5,93 4,83 5,38 292,6 | 0,216 | -19,1
18 | 164,1 | 82,53 | 38,26 31,94 35,1 2,89 2,41 2,65 371,6 | 0,094 | -20,3
19 | 3667 | 873 | 4478 | 3889 | 4183 | 244 | 212 228 | 3954|0123 -2065
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5.1 Reaksiyon Verimi

Yiiksek reaksiyon verimli bir iiretim i¢in madde kaybindan kaginilmali, iretim
arttirtlmali ve {iretim maliyeti diistiriilmelidir [139]. Bu ¢alismada farkli parametrelerle
kurulan 19 dizi partikiil dretiminin reaksiyon verimi %17,58 ile %87,3 arasinda
degiskenlik gostermektedir (Cizelge 5.1). Ozellikle juglon ve PLGA miktarlarindaki

degisim, reaksiyon verimini biiyiik 6l¢iide olumlu olarak degistirmektedir.

Sekil 5.1A’da gortldigi gibi juglon miktarinin 40 mg’a kadar olan artisi igin reaksiyon
verimi de % 77,78’a kadar artmus, kullanilan juglon miktar1 50 mg oldugunda ise

reaksiyon verimi % 70,73 olarak gozlenmistir.

Sekil 5.1B, PVA konsantrasyonunun reaksiyon verimi tiizerindeki etkisini
gostermektedir. PVA Konsantrasyonun artmasiyla reaksiyon verimi 6nce azalmis sonra
artmistir. PVA konsantrasyonlar1 % 0,1 ile % 3 arasinda degisen 5 farkli nanopartikiiliin

reaksiyon verimleri % 63,83 ile % 76,08 arasinda degismektedir (Cizelge 5.1).

Sekil 5.1C, PVA hacminin reaksiyon verimine etkisini gostermektedir. PVA
hacmindeki artis reaksiyon veriminin Once azalmasina sonra da artmasina sebep
olmaktadir. PVA hacimleri 3 ml ile 20 ml arasinda degisen 5 farkli nanopartikiiliin

reaksiyon verimleri % 28,41 ile % 76,08 arasinda degismektedir (Cizelge 5.1).

Elde edilen sonuglar PLGA’nin reaksiyon veriminin artiginda biiyilk 6nemi oldugunu
gostermektedir. PLGA miktar1 (mg) arttikca reaksiyon verimi de Onemli oOlgilide
artmaktadir. PLGA miktarinin 100 mg’dan 400 mg’a cikarilmasiyla reaksiyon
veriminin de % 76,08’den % 87,3’¢ ciktig1 gozlenmistir (Cizelge 5.1, Sekil 5.1D).
Calismamizin sonuglar1 Hussein ve arkadaslari tarafindan yapilan sonuglarla benzerlik
gostermektedir [139]. PLGA’nin artis1 viskoziteyi arttirmaktadir. Bu da daha biiyiik ve
yogun partikiillerin iiretilmesine sebep olmaktadir, bunun sonucunda da reaksiyon

verimi artmaktadir [139].

Coziicti tiirlerinin reaksiyon verimi tizerine etkileri Sekil 5.1E’de gosterilmektedir.
Aseton/DCM (v/v) oraninin artmasi reaksiyon veriminin kademeli olarak diismesine
neden olur. Aseton/DCM oraninin 0’dan 3,5’a ¢ikmasi ile birlikte reaksiyon verimi %
76,08’den % 17,58’¢e diismektedir.
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Sekil 5.1 Reaksiyon verimi tizerine (A) juglon miktarinin (mg), (B) PVA
konsantrasyonunun w/v (%), (C) PVA miktarinin (ml), (D) PLGA miktarimin (mg), (E)
Aseton/DCM (v/v) oraninin etkisi

5.2 Enkapsiilasyon Etkinligi

Cizelge 5.1’de enkapsiilasyon etkinligi incelenmistir. Sekil 5.2A’da goriildiigii gibi
juglon miktarindaki artisla birlikte enkapsiilayon etkinligi de artmaktadir. Kullanilan

juglon miktar1 10 mg ve 50 mg arasinda degisen nanopartikiillerin enkapsiilasyon
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etkinligi % 33,27 ile % 75,29 arasinda degismektedir (Sekil 5.2A). Calismalarimiz
Halayka ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligmayla benzer sonuglar gdstermektedir

[140].

Sekil 5.2B, PVA konsantrasyonu ile enkapsiilasyon etkinligi arasindaki iliskiyi
gostermektedir. Cizelge 5.1°de de goriildiigii gibi % 0,1 ile % 3 arasinda farkli
konsatrasyonlarda PVA kullanilmistir. Enkapsiilasyon etkinligi % 0,1°lik PVA
kullaniminda % 58,69’a ulasmistir. En diisiik enkapsiilasyon etkinligi ise %1’lik
¢ozeltinin kullanilmasiyla % 39,09’luk olarak elde edilmistir. PVA konsantrastonu
arttikca enkapsiilasyon etkinligi 6nce diismiistiir daha sonra da artmistir (Sekil 5.2B).
PVA Kkonsantrasyonunun artmasi manyetik karistiricidaki  karigim  sirasinda
damlaciklarin koalesensini dnlemektedir. Bu da enkapsiilasyon etkinligindeki diisiise
neden olmaktadir. Sonuc¢larimiz Esmaeili ve arkadaslari tarafindan yapilan caligmanin

sonuglartyla benzerlik gostermektedir [141].

Elde edilen sonuglar PVA hacminin artisinin enkapsiilasyon etkinligini azalttigini
gostermektedir (Cizelge 5.1, Sekil 5.2C). PVA hacmi arttikca enkapsiilasyon
etkinliginde 6nemli diislis yasanmaktadir (Sekil 5.2C) [142].

Sekil 5.2D, PLGA miktarinin enkapsiilasyon etkinligi iizerindeki etkisini
gostermektedir. 100 mg ile 400 mg PLGA arasinda degisen degerler enkapsiilasyon
etkinligi incelenmistir (Cizelge 5.1). Enkapsiilasyon etkinligi, PLGA miktarinin artigtyla

once azalmistir daha sonra artmistir (Sekil 5.2D).

Sekil 5.2E’de de goriildiigli gibi Aseton/DCM (v/v) orani arttik¢a enkapsiilasyon verimi
azalmaktadir. Enkapsiilasyon verimi % 55,23’ten % 24,69’a diismektedir (Cizelge 5.1).
Benzer sonuglar farkli ¢aligmalarda da gozlenmistir [141, 142].
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5.3 Etken Yiiklenme Verimi

Etken yiiklenme verimi, nanopartikiil i¢indeki etken miktarinin elde edilen nanopartikiil
miktarina oranlanmasiyla bulunmaktadir. Bu ¢alismada farkli parametrelerle kurulan 19

dizi tretiminin etken yiiklenme verimi Cizelge 5.1’de gosterilmistir.
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Sekil 5.3A, juglon miktar ile etken yiiklenme verimi arasindaki iligskiyi gostermektedir.
Juglon miktar1 10 mg’dan 50 mg’a arttik¢a etken yiiklenme verimi de % 4,11°den %
35,30’a artmaktadir.

Sekil 5.3B ve Cizelge 5.1, PVA konsantrasyonu ile etken yiiklenme verimi arasindaki
iliskiyi gostermektedir. Cizelge 5.1°de de goriildiigi gibi %0,1 ile % 3 arasinda farkli
konsatrasyonlarda PVA kullanilmistir. Etken yiiklenme verimi % 0,1’lik PVA
kullaniminda % 12,89’a ulasmustir. En diisiik etken yiiklenme verimi ise % 1’lik
¢ozeltinin kullanilmasiyla % 10 olarak elde edilmistir. PVA konsantrasyonu arttik¢a

etken yiiklenme verimi 6nce diigsmiistiir daha sonra da artmigtir (Sekil 5.3B).

Sekil 5.3C, PVA hacminin etken yiiklenme verimine etkisini gostermektedir. PVA
hacmindeki artig etken yiiklenme veriminin 6nce artmasina sonra da azalmasina sebep
olmustur. PVA hacimleri 3 ml ile 20 ml arasinda degisen 5 farkli nanopartikiiliin etken

yiikklenme verimi % 4,96 ile % 17,19 arasinda degismektedir (Cizelge 5.1).

Elde edilen sonuglar PLGA’nin etken yiiklenme veriminin azalisinda 6nemli etkisi
oldugunu gostermektedir. PLGA miktar1 (mg) arttikca etken yiiklenme verimi
diismektedir (Sekil 5.3D). PLGA miktarinin 100 mg’dan 400 mg’a ¢ikarilmasiyla etken
yiikklenme verimi de % 12,09’dan % 2,28’e diismektedir (Cizelge 5.1).

Sekil 5.3E’de de goriildiigii gibi Aseton/DCM (v/v) orani arttik¢a etken yiiklenme
verimi de artmaktadir. Yapilan analizler sonucunda etken yiiklenme verimi % 12,09’dan

% 23,40’a ¢ikmaktadir (Cizelge 5.1).
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5.4  Juglon Yiiklii PLGA Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

5.4.1 Boyut, Coklu Dagilim Indeksi (PDI) ve Zeta Potansiyel Analizi

5.4.1.1 Nanopartikiillerin Boyutlar1 Z-Ave (nm)

Cizelge 5.1°de iiretilen nanopartikiillerin boyutlari (nm) incelenmistir. Sekil 5.4A’da
goriildiigii gibi juglon miktarindaki artisla birlikte boyutlarda oncelikle artis sonra da
azalis gozlemlenmektedir. Sonuglar juglon miktarinin artiginin hidrofobik molkiillerinin
boyutlar1 iizerinde o6nemli bir etkisi olmadigint gosteriyor. Sonuglarimiz baska

caligmalarla da benzerlikler gostermektedir [142-144].

PVA, nanopartikiillerin dagilimindaki yiizey gerilimini azaltarak [145, 146]

nanopartikiillerin aglomerasyonunu engeller. Boylece PVA konsantrasyonunun artistyla

daha kiiglik boyutlarda nanopartikiill elde edilir (Sekil 5.4B). Fakat PVA
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konsantrasyonunun artis1 ayni zamanda dis sivi fazdaki viskoziteyi arttirirken kayma

geriliminde diisiise neden olmakta, bu sebeple nanopartikiil boyutlarinda daha sonradan

artig gergeklesmektedir (Sekil 5.4B).

Sekil 5.4C, PVA hacminin (ml) artistyla degisen partikiil boyutunu gdstermektedir.
PVA hacminin artis1 yiizey gerilimini azalttigi i¢in partikiill boyutlarinda diisilis
gerceklesmektedir. Fakat bir siire sonra PVA hacminin artis1 viskoziteyi arttirmakta ve

bu da daha biiyiik nanopartikiillerin olusmasina neden olmaktadir [142, 147].

Sekil 5.4D’de de goriildiigii gibi PLGA miktarin artis1 partikiil boyutlarinin artigina
neden omaktadir. PLGA miktarinin artmasi i¢ fazdaki viskoziteyi arttirmakta, bunun
sonucu olarak da kayma gerilimi diismekte ve daha biiyiik nanopartikiiller elde
edilmektedir [140, 148-150].

Aseton tamamen su ile karigabilen organik bir ¢ozeltidir. Aseton/DCM (v/v) orani
arttirildiginda asetonun dis faza hizli difiizyonu ara yiizey geriliminin énemli derecede

diismesine neden olur. Bu da partikiil boyutlarinin azalmasina saglar (Sekil 5.4E).
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Sekil 5.4 Boyut Z-Ave (nm) iizerine (A) juglon miktarinin (mg), (B) PVA
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5.4.1.2 Nanopartikiillerin Boyut Dagilim Analizi ve Coklu Dagilim Indeksleri
(PDI)

Tekli emiilsiyon (y/s) ¢6ziicli ugurma yontemi ile hazirlanan 19 seri farkli nanopartikiil
zetasizer cihazi ile analizleri gergeklestirildi ve elde edilen sonuglar Cizelge 5.1°de
verildi. Sekil 5.4, Sekil 5.5, Sekil 5.6, Sekil 5.7 ve Sekil 5.8’de nanopartikiillere ait

boyut dagilim analizi sonuglar1 ve Z-Ave degerleri verilmistir.

Size Distribution by Intensity
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Sekil 5.5 Tekli emiilsiyon (s/y) ¢6ziicli ugurma yontemi ile hazirlanan NP 1-Juglonl,
NP 2-Juglon 2, NP 3-Juglon 3, NP 4-Juglon 4 ve NP 5-Juglon5 partikiillerine ait boyut
dagilim analizi
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Sekil 5.6 Tekli emiilsiyon (S/y) ¢6ziicli ugurma yontemi ile hazirlanan NP 2-Juglon2,
NP 6-Juglon 6, NP 7-Juglon 7, NP 8-Juglon 8 ve NP 9-Juglon 9 partikiillerine ait boyut

dagilim analizi
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Sekil 5.7 Tekli emiilsiyon (s/y) ¢oziicli ugurma yontemi ile hazirlanan NP 2-Juglon2,
NP 10-Juglon 10, NP 11-Juglon 11, NP 12-Juglon 12 ve NP 13-Juglon 13 partikiillerine

ait boyut dagilim analizi
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Size Distribution by Intensity
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Sekil 5.8 Tekli emiilsiyon (s/y) ¢6ziicli ugurma yontemi ile hazirlanan NP 2-Juglon2,
NP 14-Juglon 14, NP 15-Juglon 15 ve NP 16-Juglon 16 partikiillerine ait boyut dagilim
analizi
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Sekil 5.9 Tekli emiilsiyon (s/y) ¢6ziicli ugurma yontemi ile hazirlanan NP 2-Juglon 2,
NP 17-Juglon 17, NP 18-Juglon 18 ve NP 19-Juglon 19 partikiillerine ait boyut dagilim
analizi

Uretilen nanopartikiillerin PDI degerlerinin 0,033 ile 0,265 arasinda degistigi
goriilmektedir. PDI degeri ne kadar kii¢iik olursa boyut dagiliminin da o kadar dar olur
ve istenilen boyut dagiliminin aseton eklenmesi ile olusturulan NP 14, NP 15, NP 16

numarali nanopartikiilleri igeren seride oldugu sdylenebilmektedir.

5.4.2 SEM Analizi

Uretilen nanopartikiillerin morfolojik analizleri i¢in Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) kullanilmigtir. SEM analizlerinde numuneler iletkenligi saglamak i¢in altinla
kaplanmistir. Kaplama malzemesi olarak altin kullanilmasinin amaci yiiksek iletkenlik

ve oksitlenmeme 6zelligi olmasidir. 20.000x, 30.000x ve 50.000x olarak farkli biiyiitme
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oranlariyla nanopartikiillerin SEM goriintiileri alinmistir. Elde edilen SEM goriintiileri
Sekil 5.10-Sekil 5.18’de goriilmektedir. SEM goriintiilerine gore yiizey morfolojisi,
tanecik sekli ve tanecik boyutu hakkinda bilgiler edinilmistir.

EHT = 3.00 kV Signal A = SE1 WD =10.5mm Mag = 20.00 KX

Sekil 5.10 NP 2’nin 20.000 kat biiyiitiilmiis SEM goriintiisii
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|1 M | EHT = 5.00 KV WD = 10.0 mm Signal A = SE1 Mag = 30.00 K X

Sekil 5.11 NP 2’nin 30.000 kat biiytitiilmiis SEM goriintiisii

| | EHT = 5.00 kV WD =10.0 mm Signal A = SE1 Mag = 50.00 KX

Sekil 5.12 NP 2’nin 50.000 kat biiytitiilmiis SEM goriintiisii
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|1 kM | EHT = 5.00 KV WD = 10.0 mm Signal A = SE1 Mag = 20.00 K X

Sekil 5.13 NP 5’in 20.000 kat biiyiitiilmiis SEM goriintiisii

EHT = 5.00 kV WD =10.0 mm Signal A = SE1 Mag = 30.00 KX

Sekil 5.14 NP 5’in 30.000 kat biiyiitiilmiis SEM goriintiisii
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200 nm EHT = 5.00 kV WD=100mm  Signal A = SE1 Mag = 50.00 K X

Sekil 5.15 NP 5’in 50.000 kat biiyiitiilmiis SEM goriintiisii

| | EHT = 5.00 kV WD = 9.5 mm Signal A = SE1 Mag = 20.00 KX

Sekil 5.16 NP 20’nin 20.000 kat biiyiitilmiis SEM goriintiisii

56



EHT = 3.00 kV WD =10.5 mm Signal A = SE1 Mag = 30.00 KX

Sekil 5.17 NP 20°nin 30.000 kat biiyiitiilmiis SEM goriintiisii

| | EHT = 5.00 kV WD = 9.5 mm Signal A = SE1 Mag = 50.00 KX

Sekil 5.18 NP 20’nin 30.000 kat biiyiitilmiis SEM goriintiisii
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Juglon yiiklii nanopartikiillerin (NP 2 ve NP 5) ve bos nanopartikiiliin (NP 20) SEM
analizleri incelendiginde partikiillerin 200 nm - 1000 nm civarinda oldugu
gorilmektedir. NP 2 ve NP 5 nanopartikiilleri homojen bir dagilim gosterirken NP

20’de kiimelenmeler ve aglomerasyon oldugu goriilmektedir.

543 FT-IR Analizi

PLGA’nin, NP 20’nin, NP 2 ve NP 5’in kurutma sonrasi FTIR spektrumlari ¢ekilmistir.
Sekil 5.19-5.23’de tipik FTIR spektrumlart verilmistir. Elde edilen FT-IR sonuglarindan
NP 20’nin PLGA karakteristiginde oldugunu goriilmektedir (Sekil 5.24). Buna ek
olarak Sekil 5.25 incelendiginde ise nanopartikiillere juglon yiiklenmesi ile beraber
juglona ait olan 1600 cm™ — 1700 cm™ araliginda gériilen iiclii bandin, 1226 cm™de
goriilen tekli bandin ve 750-697 cm™ araliginda gériilen bandin NP 2 ve NP 5°¢ ait FT-
IR spektrumlarinda da olustugu goriilmektedir. Juglon yiiklii NP 2 ve NP 5°den elde
edilen spektrumlar juglon yiiklenmesi sirasinda az miktarda etkenin nanopartikiiliin

yiizeyine adsorbe oldugunu gdstermektedir.
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5.5 Nanopartikiillerin In Vitro Sahminin Incelenmesi

In vitro salim galigsmalar1 Boliim 4.7’de “JuglonYiiklii PLGA Nanopartikiillerin In Vitro
Salim1” baglig1 altinda anlatildig1 sekilde yapilmistir. Zamanin fonksiyonu olarak %

etken salim miktarmin gosterildigi grafik Sekil 5.26 ve Sekil 5.27°de verilmistir.

Siispanse edilmis nanopartikiiller inkiibatore konulduktan sonraki ortalama ilk 3 saatte
salimin biiyiik bir kismin1 gergeklestirmistir (Sekil 5.27). 1. Gilinden sonra salim daha
yavas gerceklesmistir. Bu hizli salim, PLGA’nin yiizeyine yakin ilacin diflizyonundan
kaynaklanmaktadir. Sonraki salim, cogunlukla nanopartikiiliin polimerik matriksi
icerisindeki ila¢g molekiillerinin difiizyonuyla olmaktadir. Calismamizin sonuglart Song

ve arkadaslari tarafindan yapilan sonuglarla benzerlik gostermektedir [142].

En fazla salim yapan 400 mg PLGA ile hazirlanan NP 19’un salim1 43. giinde %
96,21’¢ ulasmaktadir. En diisiik salimi ise ¢Oziiciisii 3,5 ml aseton ile hazirlanan NP

14°de gergeklesmektedir. NP 14’{in salim1 43. giinde % 28,80’¢ ulagsmustir. (Sekil 5.25).

Kiiciik partikiil biiyiikligi ile genis yiizey alani, sinirhi ilag yiikklemesine ve salimda ani
patlama etkisine yol acabilir ki, bu etki “burst effect” yani “patlama etkisi” olarak
bilinmektedir. ~ Nanopartikiiller, klinik  olarak  kullannoma  ge¢meden yani

ruhsatlandirilmadan 6nce bu sorunlarin ¢éziime kavusturulmasi gerekmektedir [75, 76].
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Sekil 5.26 NP 2, NP 5, NP 6, NP 12, NP 14, NP 19’un giinlere gore salim grafigi
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Sekil 5.27 NP 2, NP 5, NP 6, NP 12, NP 14, NP 19’un saatlere gore salim grafigi

5.6 Juglon Yiikli PLGA Nanopartikiillerinin Vero Hiicrelerindeki Sitotoksik

Analizi

MTT soliisyonu Sekil 5.29, Sekil 5.31, Sekil 5.33, Sekil 5.35’te morfolojileri incelenen
kuyucuklara eklendikten bir gece sonra hiicrelerin MTT ile etkilesmesi sonucu
meydana gelen degisiklikler ve formazan kristal olusumu ters mikroskopla incelenerek

degerlendirildi.

Mikroplaktaki kuyucuklarinda formazan kristallerinin olusturdugu renk degisimi 570
nm dalga boyunda 6l¢iildii. Etken madde uygulanmamais bir kontrol grubu olusturuldu.
Kontrol, serbest juglon, NP 2, NP 5 ve NP 20’nin farkli konsantrasyonlari icin ayr1 ayri
uygulanan kuyucuklarin 570 nm’deki absorbans degerlerinin ortalamalari (herbir
konsantrasyon icin 5 kuyu) alinarak % canlilik hesaplandi. Hesaplamalara gore Sekil
5.36°daki grafik elde edilmistir. Serbest juglon, NP 2 ve NP 5 uygulanan hiicrelerden 48
saatlik inkiibasyon siireci sonucunda elde edilen 1Csy (%50 Oliim orani) degerleri
sirastyla 0,09 mg/ml (Sekil 5.28), 0,43 mg/ml (Sekil 5.30) ve 0,34 mg/ml’dir (Sekil
5.32) ve canlilik degerlerinin degerlendirmesinde; NP 20 uygulanan grubun hiicre
yogunlugunun en yiiksek oldugu ve bu degerin konsantrasyon artisina bagli olarak

diistiigii belirlenmistir.
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Sekil 5.28 Serbest juglonun konsantrasyona (mg/ml) bagli hiicre canliligi (%) grafigi

(a) (b)

(d)

Sekil 5.29 Serbest juglonun 48 saatlik inkiibasyonu sonucu Vero hiicrelerinde
olusturdugu morfolojik degisimlerin mikroskobik goriintiisii (20x); (a) 0,0125 mg/ml
(b) 0,12 mg/ml (c) 0,5 mg/ml (d) 1 mg/ml

64



100\
o 8
E 60
]
S 40
E
20
N
0 T T T T T 1
0 02 04 06 08 1 1,2

NP 2 konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 5.30 NP 2’nin konsantrasyona (mg/ml) bagli hiicre canlilig1 (%) grafigi
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Sekil 5.31 NP 2’nin 48 saatlik inkiibasyonu sonucu vero hiicrelerinde olusturdugu
morfolojik degisimlerin mikroskobik gériintiisii (20x); (a) 0,1 mg/ml (b) 0,5 mg/ml (c) 1
mg/ml
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Sekil 5.33 NP 5’nin 48 saatlik inkiibasyonu sonucu vero hiicrelerinde olusturdugu
morfolojik degisimlerin mikroskobik gériintiisii (20x); (a) 0,1 mg/ml (b) 0,5 mg/ml (c) 1
mg/ml
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Sekil 5.34 NP 20’nin konsantrasyona (mg/ml) bagli hiicre canliligi (%) grafigi
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Sekil 5.35 NP 20’nin 48 saatlik inkiibasyonu sonucu vero hiicrelerinde olusturdugu
morfolojik degisimlerin mikroskobik goriintiisii (20x); (a) 0,2 mg/ml (b) 0,5 mg/ml (c) 1
mg/ml
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Serbest Juglon, NP2 ve NP5 uygulanan vero hiicrelerinde kendi aralarinda
karsilastirildiginda juglonun enkapsiile edilmesi sonucu olusturulan nanopartikiillerin

biyouyumluluklarinin serbest juglona gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sekil
5.36).

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

ENP 20

EHNP 2

NP 5

i Serbest juglon

% Hiicre Canlihig

0,1 0,2 0.4 0,5 0,75 1
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 5.36 NP 20, serbest juglon, NP 2 ve NP 5’in konsantrasyona (mg/ml) baglh %
hiicre canlilig1 grafigi
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda antimikrobiyal aktivitesi daha 6nceki ¢alismalarda gosterilmis olan
juglon  maddesinin  nanopartikiill ~ sistemlere  yiikklenerek  nanopartikiillerin
karakterizasyonun ve vero hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkinliginin belirlenmesi, in
vitro  biyouyumluluk  analiziyle  sitotoksik  Ozelliginin  incelenmesi  ve
biyouyumlulugunun arttirilmasi, daha diisiik dozlarda daha etkili olan nanopartikiil

formiilasyonlarinin gelistirilmesi amaglanmaktadir.

Bu tezde nanopartikiiler sistemlerin hazirlanmasi tekli emiilsiyon (s/y) ¢6ziicli ugurma
yontemi ile gergeklestirilmistir. Reaksiyon verimi (RY), enkapsiilasyon etkinligi (EE),
etken yiiklenme verimi (DL), boyut (Z-Ave), coklu dagilim indeksi (PDI) ve zeta

potansiyel (mV) analizleri 5 farkli parametreye gore incelenmistir.

Ik parametre juglon miktarinin arttirilmasidir. Juglon miktarinin artist reaksiyon
veriminde, enkapsiilasyon etkinliginde ve etken yiiklenme veriminde artisa sebep
olmustur. Sonuglar, juglon miktarinm artiginin boyutlar {izerinde 6nemli bir etkisi
olmadigini gostermistir. Sonuglarimiz baska galigsmalarla da uyum gostermektedir [142-
144].

Bu tezde bagka bir parametre olarak farkli konsantrasyonlarda PVA kullanilmistir. PVA
ara ylizey geriliminin azalmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Yiiksek konsantrasyonda
PVA, ara ylizey gerilimini azaltmak i¢in organik solvent/sivi arayiiziine yonelir [151].
PVA, nanopartikiillerin dagilimindaki ylizey gerilimini azaltarak [145, 146]
nanopartikiillerin aglomerasyonunu engeller. Boylece PVA konsantrasyonunun artistyla

daha kii¢lik boyutlarda nanopartikiil elde edilir [146].
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PVA konsatrasyonunun artistyla enkapsiilasyon veriminde onemli diisiis gerceklesir.
Bu, partikiil boyutlarindaki disiisten kaynaklanmaktadir. PVA konsantrasyonunun
artisiyla juglon molekiilleri emiilsifikasyon sirasinda hizla sivi faza geger ve az miktarda
juglon molekiili PLGA ile iletisimde olmak igin emiilsiyon damlaciklarinda kalir;

bdylece enkapsiilasyon verimi diiser.

PVA hacminin (ml) artistyla degisen partikiill boyutuda bu tez ¢aligmasinda
incelenmistir. PVA hacminin artig1 ylizey gerilimini azalttig1 i¢in partikiil boyutlarinda
diisiis gerceklesmektedir. Fakat bir siire sonra PVA hacminin artis1 viskoziteyi

arttirmakta ve bu da daha biiyiik nanopartikiillerin olugmasina neden olmaktadir [142,

147].

PLGA miktarmin artmasi i¢ fazdaki viskoziteyi arttirmak, bunun sonucu olarak da
kayma gerilimi diismekte ve daha biiyiik nanopartikiiller elde edilmektedir [140, 142,
148, 149].

Viskozitenin artis1 stvi PVA fazindaki polimer soliisyonunun hizli dagilimini 6nler ve
bu da daha biiyiik nanopartikiil olusumuna neden olur. Bunun sonucunda da reaksiyon

verimi artmaktadir.

Aseton tamamen su ile karigabilen organik bir ¢ozeltidir. A/DCM (v/v) orani
arttirildiginda asetonun dis faza hizli difiizyonu ara yiizey geriliminin énemli derecede

diismesine neden olur. Bu da partikiil boyutlarinin azalmasina saglar.

A/DCM orant arttik¢a sivi faza daha fazla juglon molekiilii taginir ya da organik faz/sivi
yiizeyinde kalir. Az miktarda juglon molekiili PLGA ile iletisimde juglon olacak
sekilde i¢ fazda kalir ve enkapsiilasyon verimi boylece diismiis olur [142, 152, 153].

Yapilan SEM analizlerine gore yiizey morfolojisinin diizgiin, taneciklerin kiiresel ve
homojen olarak dagildigi ve nanopartikiillerin boyutlarinin 6lgiilen Z-Ave degerleri ile

ortiistiigii goriilmektedir.

Karakterizasyon ¢alismalarinin ardindan {iretilen nanopartikiillerin in vitro salimina
bakilmistir. Siispanse edilmis nanopartikiiller inkiibatore konulduktan sonraki ortalama
ilk 3 saatte salimin biiyiik bir kismini gergeklestirmistir (Sekil 5.24). 1. giinden sonra
sahm daha yavas gerceklesmistir. Bu hizli salim, PLGA’nin yiizeyine yakin ilacin
diftizyonundan kaynaklanmaktadir. Sonraki salim, ¢ogunlukla nanopartikiiliin polimerik

matriksi igerisindeki ila¢ molekiillerinin diflizyonuyla olmaktadir. Calismamizin
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sonuglar1 Song ve arkadaglar tarafindan yapilan sonuglarla benzerlik gostermektedir

[142].

Toksisite degerlendirmesinde; NP 20 uygulanan grubun hiicre yogunlugunun en yiiksek
oldugu ve bu degerin konsantrasyon artisina bagli olarak diistiigii belirlenmistir. Serbest
Juglon, NP2 ve NP5 uygulanan hiicreler kendi aralarinda karsilastirildiginda juglonun
enkapsiile edilmesi sonucu olusturulan nanopartikiillerin biyouyumluluklarinin serbest

juglona gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Bu calismada juglon maddesinin nanopartikiil sistemlere yiiklenmesi sureti ile
biyouyumlulugunun arttirilmasi ve daha diisilk dozlarda daha etkili olan nanopartikiil
formiilasyonlarinin  gelistirilmesi saglanmistir. Etkin maddeyi iceren nanopartikiil
tasiyict sistemi kan dolasiminda uzun siire kalip, etkin maddenin korunmasini ve
kontrollii salinimini saglayabilir. Gelistirilen nanopartikiiler formiilasyonun diger
antimikrobiyal etken maddeler i¢in de faydali bir model olusturacagi ve iilkemiz ilag

sanayisine onemli katki saglayacagi diisiiniilmektedir.
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