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OZET

APTAMER TABANLI TEIKOPLANIN YUKLU POLI LAKTIK
— KO GLIKOLIK ASIT NANOPARTIKULLERIN
STAPHYLOCOCCUS AUREUS UZERINE IN VITRO ETKiSi

Samet UCAK

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1
Doktora Tezi

Danisman: Doc. Dr. Banu MANSUROGLU

Bu tez calismasinda; antibiyotik - mikroorganizma etkilesimini sinirlamak
ve antibiyotik dozundaki kaybin oOnlenmesi amaciyla aptamer konjuge PLGA
nanopartikiiler sistem kullanildi. Teikoplanin antibiyotigi ikili emiilsiyon (su/yag/su)
¢coziici buharlastirma metodu kullanilarak PLGA nanoperikiillerine yiiklendi ve
PLGA nanopartikiilleri (BOS) ve teikoplanin (TP) yiiklii PLGA nanopartikiilleri (FT)
sentezlendi. BOS ve FT’ye ait yapilan 3 tekrarh partikiil boyutu ve zeta potansiyel
6lciimii analizi sonuclarina gore BOS icin, partikiil boyutu 228 + 1,484 nm olarak
Olctilmiisken, FT icin 226 + 5,568 nm olciildii. Nanopartikiillerin enkapsiilasyon
verimi (EV) %98, etken madde reaksiyon verimi (RV) %69 ve etken madde yiikleme
verimi (YV) %7 olarak olciildii. BET analizine gore, BOS ve FT icin, BET yiizey alani
7.9798 m?/g ve 10.0573 m?/g, Por hacmi < 1.269 nm : 0.0000 cm®/g ve < 1.269
nm : 0.0000 cm®/g, Por alan1 > 216.632 nm : 0.000 cm?/g ve > 117.233 nm :
0.000 cm?/g olarak 6l¢iildii. Nanopartikiillerin yiizey topografyasini goriintiilemek
icin yapilan SEM ve AFM analizine gore, sentezlenen nanopartikiillerin nano boyutlu,
dar bir aralikta boyut dagilimina sahip, piiriizsiiz — kiiresel sekilde olduklar1 saptandi.
PLGA nanopartikiillerinin yiizeyi S.aureus bakterisine 6zgiin olan aptamer ile konjuge
edildi. Konjugasyonun dogru sekilde oldugunu saptamak icin FT-IR analizi yapildi.
FT-IR calismasinda, NHS/EDC baglayicisinin PLGA yiizeyine baglandig1 N-H biikiilme
titresimi (1640-1550 cm™!) ile gosterildi.

Karakterize PLGA nanopartikiiller elde edildikten sonra, antibiyotigin ne kadar siirede

XV



salindigini 6grenmek icin kontrollii salim calismas: gerceklestirildi. Deney 20 giin
olarak gerceklestirildi. Yapilan kontrollii salim calismasinda, PLGA nin ilk 1 saat icinde
enkapsiile ettigi teikoplaninin %55’ini, 20. giin sonunda %80’ini ortama biraktig1
belirlendi.

Elde edilen teikoplanin yiiklii aptamer konjuge nanopartikiillerin etkinliklerini
incelemek icin S. aureus (ATCC 29213), S.aureus (ATCC 25923), kan kiiltiiriinden izole
edilen metisiline direncli S.aureus (MRSA) klinik susu (EGE-KK-13), kan kiiltiiriinden
izole edilen metisiline direncli S.aureus (MRSA) klinik susu (EGE-KK-95), S. au-
reus subsp. aureus (ATCC 43300), S. epidermidis (ATCC 12228), E. coli (ATCC
25922), P aeruginosa (ATCC 27853) ve S. enterica subsp. Enterica serovar Ty-
phimurium (ATCC 14028) referans suslar1 kullanildi. Antimikrobiyal test olan Buyyon
Diliisyon (Brot Diliisyon) testi uygulanarak, bos PLGA, saf teikoplanin , PLGA yiikli
teikoplanin ve teikoplanin yiiklii aptamer konjuge PLGA nanopartikiillerin referans
suglar iizerindeki etkinlikleri incelendi. Saf teikoplanine karsi aptamer konjuge
teikoplanin yiiklii PLGAnin uygulandig1 referans suslarda, MiK degerlerinin S. au-
reus (ATCC 29213), S.aureus (ATCC 25923) ve S.aureus (ATCC 43300) suslarinda 32
kat, kan kiiltiiriinden izole edilen metisiline direncli S.aureus (MRSA) klinik susunda
(EGE-KK-13), kan kiltiiriinden izole edilen metisiline direncli S.aureus (MRSA) klinik
susunda (EGE-KK-95) 64 kat daha diistik oldugu gortldi.

Saf teikoplanin antibiyotiginin S.aureus ve S.epidermidis bakterilerini inhibe ettikleri
bilinmektedir. Bu sebeple, antibiyotik — mikroorganizma etkilesimini sinirlamak
adina S.aureus aptameri kullanildi. Amag, S.aureus aptamerinin diger bakterilerle
etkilesime girmeyerek antibiyotigin ortama salimini engellemesidir. Karakterizasyonu
gerceklestirilen teikoplanin yiiklii aptamer konjuge PLGA nanopartikiilleri hem
S.aureus hem de S.epidermidis bakterilerine verildi. S.aureus spesifik aptamer
kullanildig: i¢in aptamerin S.epidermidis’e baglanmadig1 ve teikoplanin salimina izin
vermedigi gozlemlendi. Bunun sonucunda da S.epidermidis susunda inhibisyon
goriilmedi. FElde edilen sonuclar hedefe yonelik ila¢ calismalar1 icin umut vaat

etmektedir. Bu yiizden bu alanda daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Aptamer, minimum inhibisyon konsantrasyonu, PLGA, S.aureus,

teikoplanin.

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

IN VITRO EFFECT ON STAPHYLOCOCCUS AUREUS OF
APTAMER BASED TEICOPLANIN LOADED POLY LACTIC
- CO GLYCOLIC ACID NANOPARTICLES

Samet UCAK

Department of Molecular Biology and Genetics

Doctor of Philosophy Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Banu MANSUROGLU

In this thesis study, aptamer conjugated PLGA nanoparticular system was used to
limit antibiotic-microorganism interactions and to prevent loss of antibiotic doses.
Teicoplanin antibiotic was loaded by applying double emulsion (water / oil / water)
solvent evaporation method to PLGA nanoparticles and PLGA nanoparticles (BOS)
and teicoplanin (TP) loaded PLGA nanoparticles (FT) were synthesized. According
to the results of 3 replicated particle size and zeta potential measurement analysis
of BOS and FT, particle size was measured as 228 + 1,484 nm for BOS and 226 +
5,568 nm for FT. The encapsulation efficiency (EV) was measured as 98%, active
substance reaction efficiency (RV) 69% and active substance loading efficiency (YV)
as 7% of the nanoparticles. According to the BET analysis, It was measured as BET
surface area 7.9798 m?/g, and 10.0573 m?/g, pore volume < 1269 nm: 0.0000
cm®/g and < 1269 nm: 0.0000 cm?/g, pore area > 216,632 nm 0.000 cm?/g and >
117.233 nm: 0.000 cm?/g for the BOS and FT. According to the SEM and AFM analysis
performed to display the surface topography of the nanoparticles, it was found that
the synthesized nanoparticles were nano-sized, smooth-spherical with a narrow range
size distribution. After the characterized particles were obtained, the surface of the
PLGA nanoparticles were conjugated with aptamer specific S.aureus bacteria. FT-IR
analysis was performed to determine that the conjugation was correct. In the FT-IR
study, it was shown by the N-H bending vibration (1640-1550 cm™') that the NHS /
EDC binder was attached to the PLGA surface.

After obtaining the characterized PLGA nanoparticles, controlled release study was
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performed to find out how long the antibiotic was released. The experiment was
performed for 20 days. In the controlled release study, it was determined that PLGA
released 55% of the teicoplanin which was encapsulated within the first hour and 80%
at the end of the 20th day.

S. aureus (ATCC 29213), S.aureus (ATCC 25923), the clinical strain of
methicillin-resistant S.aureus (MRSA) (EGE-KK-13) isolated from blood culture,
the clinical strain of methicillin-resistant S.aureus (MRSA) (EGE-KK- 95), S. aureus
subsp. aureus (ATCC 43300), S. epidermidis (ATCC 12228), E. coli (ATCC 25922),
P aeruginosa (ATCC 27853) and S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium
(ATCC 14028) reference strains were used to examine the effectiveness of the
resulting teicoplanin loaded aptamer conjugated nanoparticles. The efficacy of empty
PLGA, pure teicoplanin, PLGA loaded teicoplanin and teicoplanin loaded aptamer
conjugated PLGA nanoparticles on the reference strains were examined by applying
the antimicrobial test, Buyyon Dilution (Brot Dilution) test. In the reference strains
where pure teicoplanin was administered against teicoplanin loaded PLGA, MIC
values were 32 times lower in S. aureus (ATCC 29213), S.aureus (ATCC 25923) and
S.aureus (ATCC 43300), 64 times lower in the clinical strain of methicillin-resistant
S.aureus (MRSA) (EGE-KK-13) isolated from blood culture and the clinical strain of
methicillin-resistant S.aureus (MRSA) (EGE-KK- 95) isolated from blood culture.

Pure teicoplanin antibiotics are known to inhibit S.aureus and S.epidermidis bacteria.
For this reason, S.aureus aptamer has been used to limit the antibiotic-microorganism
interaction. The aim is to prevent the aptamer of S.aureus bacteria from interacting
with other bacteria, preventing antibiotic release into the environment. Teicoplanin
loaded aptamer conjugated PLGA nanoparticles, which were characterized, were
delivered to both S.aureus and S.epidermidis bacteria. Since S.aureus specific aptamer
was used, it was observed that the aptamer was not bound to S.epidermidis and did not
allow teicoplanin release. As a result, the inhibition was not observed in S.epidermidis
strains. The results show promise for targeted drug studies. Therefore, further studies

are needed in this field.

Keywords: Aptamer, minimum inhibition concentration, PLGA, S.aureus, teicoplanin.
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Literatlir arastirmalarina gore, aktif hedefleme ile nanopartikiiler sistemin hedef
hiicreler iizerinde birikiminin pasif hedeflemeye goére daha fazla oldugu tespit
edilmistir[1]. Bu tez calismasinda, hedef {izerinde aktif hedefleme ile nanopartikiil
sayisi arttirilip etken madde miktar: simirlandirilarak, diisiik konsantrasyonda yiiksek
verim elde etmek hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda etken madde yiiklenerek
olusturulan PLGA nanopartikiiler sistemin aptamer konjugasyonu ile S. aureus

bakterisi tizerinde inhibisyon etkisi arastirilmistur..

Nanopartikiiller ilk olarak as1 ve antineoplastik ilaclarin tasinmasi i¢cin 1970’li yillarda
gelistirilmistir [2]. Cok cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmak {izere terapotik ve
tani/teshis saglayan ajanlar icin tasiyici bir sistem olan polimerik nanopartikiillerin,
ozellikle etken maddenin hedeflemesinde sahip olduklar1 avantajlardan dolayi, bu
sistemlerin 6nemini ortaya koymaktadir [3]. Nanopartikiiller dogal ya da sentetik
polimerlerle hazirlanmaktadir. Sentetik polimerlerle hazirlanan PLGA, biyouyumlu
ve biyobozunur bir polimerdir. Uretimlerinde kolaylik, toksik ve immiinojenik 6zellik
gostermemeleri ve karakterizasyonunda cok yonliiliik gibi 6zelliklerinden dolayi ilag
tasiyict sistemlerde en sik kullanilan polimerlerden birisidir [4]. Kanser, patojen
bakteri gibi cesitli uygulamalar icin formiile etmede kolayligin yani sira, ilac tasima

sistemlerinde kullanimi A.B.D. Gida ve Ilac Idaresi (FDA) tarafindan onaylanmustir

[5].

Nanopartikiiler sistemlerin aktif hedeflenmesinde aptamerler siklikla kullanilmaktadir
[6]. 1990 yilinda iki farkli laboratuvarda birbirinden bagimsiz olarak yapilan
caligmalar sonucunda [7, 8] Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bilimi literatiiriine,
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aptamer (Latin kelime “aptus” ve Yunan kelime “meros” “uygun parcacik”) ve
aptamerleri meydana getirebilmek icin kullanilan yontem olan SELEX (“Systematic
Evolution of Ligands by EXponantial enrichment”, “Ligantlarin Exponansiyel

Zenginlestirme ile Sistematik Evrimi”) terimleri katilmistir. ~Aptamerler, in vitro



kosullarda sentetik olarak sentezlenen, tek zincirli niikleik asitlerdir. Aptamerler
cok cesitli hedef molekiillere (proteinler, metal iyonlari, monosakkaritler, peptidler,
mikroorganizmalar, hiicreler, dokular) [9] yiiksek secicilik ve afinite ile baglanabilen
sentetik oligoniikleotitlerdir. DNA veya RNA yapida olabilirler. Aptamerlerin en
onemli 6zelliklerinden birisi, sahip olduklar1 3 boyutlu yapilaridir. Aptamerlerin hedef
molekiillere spesifik baglanmalar1 3 boyutlu yapilar1 sayesinde gerceklesmektedir.
Aptamerler, hedeflerine kolayca modifiye edilebilmektedirler [7-11].  Diisiik
molekiiler agirlikli olmalari, tekrar tekrar kolaylikla sentenebilmeleri, toksik olmayan
hedefleme ligandlar1 olmalari, aktif konformasyonlarini geri kazanabilme 6zellikleri,
aktif hedefleme acisindan aptamerlere kullanim avantaji saglamaktadir. Aptamerler,
biyosensor olarak kullaniminin yanisira, teshis, tedavi ve ilac¢ tasima sistemlerinde
aktif hedeflemede kullanilmaktadir [12].

Stafilokoklar1 ilk kez 1878de Robert Koch irinde tanimlamis, 1880’de Pasteur
tarafindan bu bakteriler siv1 besiyerinde iiretilmis [13] ve 1880°de Iskogyali cerrah Sir
Alexander Ogston, bu organizmalarin kiimelenmelerini {izlim salkimina benzeterek,
bu organizmalari stafilokok (Grekce, staphyle - tiziim salkimi1) olarak isimlendirmistir.
Iskogyali cerrah Sir Alexander Ogston tarafindan bu bakterilerin insanlarda apselere
neden oldugu, ayrica farelerde de patojen etki yaptigi vurgulanmistir [13, 14]. 1884
yilinda ise Alman hekim Friedrich Julius Rosenbach, bu mikroorganizmalar1 saf
kiiltlirde yetistirebilmis ve renk iiretimine gore kategorize etmistir [15, 16]. Klinik
olarak en cok 6nem arz eden tiirlerden birisi S. aureus bakterisidir. Gram (+) kok
morfolojisine sahip S. aureus antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanma konusunda oldukca
adaptif bir tiirdiir [17]. 2019’da A.B.D. Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC)
tarafindan yayinlanan veriler, 2017 verilerine dayanilarak yayinlanmis, A.B.D.’de S.
aureus kaynakli enfeksiyonlarin 119.000 kisiyi enfekte ettigini ve yaklasik 20.000

kisinin 6liimiine neden olarak biiyiik bir sorun teskil ettigini gostermistir [ 18].

Son yillarda yapilan calismalarda, hedef hiicrelere aktif tasima ile hedeflendirilmis
nanopartikiiler sistemlerin etken madde birikimini arttirdig:1 tespit edilmistir. Bu
dogrultuda yapilan tez calismasinda 3 farkli alanin birlestirilmesiyle, S. aureus
bakterisi {izerinde aktif hedefleme ile diisiik antibiyotik konsantrasyonu altinda,
yliksek inhibitor etki yaratarak bilime katkida bulunulmasi hedeflenmistir. Antibiyotik
direncine sahip bakterilerin giinden giine artmasi ve yayilmasi, bu bakterilere karsi
tiim diinyada artan saglik harcamalar1 bu alanda tedavi yontemlerinin gelistirilmesini
onemli hale getirmektedir. Bu tez calismasinin, literatiir arastirmalarina gore ilk olma

ozelligi tasiyan bilimsel ¢alisma olmasi, ¢alismanin 6nemini gostermektedir.



1.2 Tezin Amaci

Bakteri kaynakli enfeksiyonlarin glinlimiizde giderek yayilmasi ve bakterilerin
antibiyotiklere karsi hizli sekilde diren¢ kazanmalari, bu alanda yeni ilag sistemlerinin

tasarlanmasini gerektirmektedir. Bu tez calismasi ile;

e Teikoplanin antibiyotigini biyobozunur ve biyouyumlu polimerik ila¢ tasima
sistemi olan PLGA nanopartikiilii icerisine yukleyerek etken maddenin kaybini

minimum diizeye indirmek ve kontrollu salim ile biyolojik aktivitesini arttirmak,

o Aktif hedefleme icin kullamilan aptamer ile nanopartikiiler sistemin
konjugasyonunu saglayip, etken madde etkinliginin hedef organizma disindaki

mikroorganizmalar ile etkilesimini sinirlandirip minimum diizeye getirmek,

o Aktif hedeflemeli nanopartikiiler sistem kullanarak disiik antibiyotik
konsantrasyonunda yiiksek inhibitor etki yaratarak literatiire katki saglayici

bilgiler olusturmak hedeflenmistir.

1.3 Hipotez

Son yillarda hizlanarak devam eden direncli bakteri olusumu nedeniyle diisiiniilen
ilk asama tedbirler, kullanilan antibiyotiklerin etkilerinin arttirilmasi ve kullanim
dozlarinin diisliriilmesi yOniindedir. =~ Bu tez calismasinda gelistirilen aptamer
konjuge antibiyotik yiiklii nanopartikiil formiilasyonunun aktif hedefli sunulup, hedef
mikroorganizma S. aureus bakterisi tizerinde diisiik antibiyotik konsantrasyonunda

yliksek inhibitor etki yaratmasi beklenmektedir.
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GENEL BILGILER

Gram (+) kok morfolojisine sahip olan Stafilokoklar, bilinen en eski bakterilerdendir.
Insanlarda goriilen basit deri enfeksiyonlarindan, 6liimciil enfeksiyonlara kadar cok
cesitli enfeksiyon tiirlerinde etkilidir [19].

Antibiyotikler, bakterileri inhibe etmede oldukca basarilidirlar. Ancak, 6zellikle yogun
antibiyotik kullanimina baglh olarak cogu Stafilokok bakterisinin Penisilin antibiyotigi
direncine sahip olmasi, bir kisim Stafilokok bakterisinin de metisilin antibiyotigi
direncine sahip olmasi, antibiyotiklerin kullaniminda siiphelere yol a¢maktadir
[20]. Bunun yaninda antibiyotiklerin hedefe giderken diger mikroorganizmalar1 da
etkilemeleri, antibiyotik dozundaki kayip, antibiyotiklerin neden oldugu yan etkiler

gibi durumlar antibiyotik kullaniminda dezavantajlara neden olmaktadir [21].

2.1 Stafilokoklar

Stafilokoklar, ortalama olarak 0,5 — 1,5 um capinda, Gram (+) kok morfolojisine sahip,
kapsiilsiiz veya az miktarda kapsiil iceren, hareketsiz yapida, spor olusturmama gibi
ozelliklere sahip tiziim salkimi seklinde kiimeler olusturan Micrococcaceae familyasinin
tiyeleridir.  Biitlin stafilokoklar katalaz enzimi (H,O,’nin O, ve H,Oya yikiminm

gerceklestirir.) iretir [22, 23].

Stafilokoklar, fakiiltatif anaerop olmalarina karsin (yalniz S. saccharolyticus ve S. au-
reus subsp. anaerobius anaeroptur), genellikle aerop iiremeyi sever. %10 NaCl ve 18
— 40 C° arasi ortamlarda iireme 6zelligi gosterir. Sivi ve kat1 besi yerlerinde kolaylikla
lirer. Kat1 besi yerinde 24 - 48 saat icinde bol miktarda tirer. Stafilokoklar genel
olarak dogada, tozda, toprakta, hayvanlarin deri, mukoza dokularinda ve digkilarinda,
insanlarin deri, burun boslugu ve lezyonlarinda cogalabilir [23, 24]. S. aureus,

Stafilokoklar icerisinde klinik olarak en ¢ok 6nem arz eden tiirlerden birisidir.



2.1.1 S. aureus Antibiyotik Diren¢ Tarihcesi

Toplum kaynakli enfeksiyonlarin kaynaklarindan biri olan S. aureus, her gegen
gilin yayllmaya devam etmektedir. Tim popiilasyonunun %15-36’s1 insanlarin deri,
mukozal zarlar1 ve nazofarenks florasinda kolonize olan kommensal bir bakteridir [ 25,
26]. Staphylococcus ismi, Yunanca “Staphyle” ve “cocci” kelimesinden, Sekil 2.1’de
goriindigii gibi [26] “liztim salkimi” ve Latince’den “aureus” kelimesinden, biiyiik
sar1 kolonilerde yetismesi nedeniyle “altin” anlamina gelir. S. aureus, sicak ve kuru

kosullarda hayatta kalabilirken, tuzlu ortamda da gelisebilmektedir [26, 27].
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Sekil 2.1 Altin tiziim salkimi olarak adlandirilan S. aureus

Antibiyotik o6ncesi S. aureus bakteriyemi hastalarinin mortalitesi %80’ gecti ve
hastalarin %70’inden fazlasi metastatik enfeksiyon gelistirdi. 1940’1 yillarin basinda
penisilin antibiyotiginin kullanilmaya baslanmasi ile stafilokok enfeksiyonu olan
hastalarin tedavisinde carpici bir sekilde yiikselis oldugu gozlendi [28]. 1940in
ortalarinda Florey ve Chain tarafindan saflastirilan penisilinin, hentiz kullaniminin
2. senesi gibi erken bir tarihte, penisiline direncli stafilokoklar ilk 6nce hastanelerde
daha sonra da toplumda goriilmeye baslandi [29]. 1960’larin sonuna gelindiginde,
hem toplumun % 80’inden fazlasinin hem de hastane kaynakl stafilokok izolatlarinin

penisilinlere direncli oldugu goriildi [30].



S. aureus’a 1959 yilinda f3-laktamaz enzimine dayanikli semisentetik bir penisilin
olan metisilin iiretildi. Ancak antibiyotige kars1 diren¢ kazanmak i¢in inanilmaz bir
yetenege sahip, dinamik ve adaptif bir bakteri olan S. aureus, 1961 yilinda metisilin
direncli S. aureus (MRSA) suslari olarak hizla ortaya ¢ikt1 ve yayilmaya basladi [31].
1990’1 yillara gelindiginde ise artik MRSA suslari tiim diinyaya yayildi [32]. Metisiline
alternatif olarak pek ¢ok B-laktam penisilin iiretildi. Ancak bu iiretilenlere karsi
da kisa siirede S. aureus direnc gelistirdi. Vankomisin, her ne kadar metisilinden
once 1958 yilinda onaylansa da, 1980’lerin sonunda hastane ortamlarinda MRSA
enfeksiyonlarinin tedavisi icin tercih edilen bir antibiyotik haline geldi. S. aureus,
vankomisine karsi da ¢ok hizli direng gelistirdi ve ilk kayit 1997 yilinda Japonya’dan
literatiire girdi [33, 34].

2.1.2 S. aureus Viriilans Faktorleri

Viriilansi en yiiksek olan stafilokok tiirii S. aureus’dur. Stafilokoklarin viriilansinda rol
oynayan faktorler; yapisal bilesenler, enzimler ve toksinler olmak {izere 3 ana baslik

altinda incelenmektedir.

2.1.2.1 Yapisal Bilesenler

Bazi S. aureus suslar stabil bir ekzopolisakkarit tabakasi1 (kapsiil) tiretebilmektedir.
Uretilen polisakkarit yapidaki kapsiil, fagositozu énlemek amaciyla virulans 6zellik
gostermektedir. Polisakkarit yapinin antijenine gore 11 farkli serotip bulunmasina
ragmen, insan klinik izolatlarinin yaklasik %70’ini serotip 5 ve 8 olusturmaktadir
[35]. Koagiilaz-negatif stafilokoklarda, kapsiile ek olarak gevsek sekilde baglanmis
ve suda ¢oziinebilen bir ekzopolisakkarit tabakas: (slime tabaka) bulunmaktadir. Bu
tabaka, bakterilerin dokulara ve yabanci cisimlere (kateter vb. cerrahi malzemeler)

baglanmalarini saglamaktadir [36].

S. aureus hiicre duvari kuru agirhginin yaklasik %50’sini peptidoglikan tabaka
olusturmaktadir. N-asetilglikozamin ve N-asetilmuramikasitten olusan peptidoglikan,
hiicre duvarinin dis iskeletinin saglam olmasim1 saglamaktadir. ~ Peptidoglikan
tabakanin baslica Ozellikleri; makrofajlardan sitokin salinimini uyarmak,
komplemanin aktivasyonuna yol acarak trombosit agregasyonuna neden olmak
[37], opsonik antikorlarin iiretimini indiiklemek [38], monositlerden interlokin-1
salinimini uyararak polimorfontikleer l6kositlerin infeksiyon bolgesine toplanmalarina

yol agcmaktir [39].

Sadece Gram (+4) bakterilerde bulunan teikoik asitler, alternatif fosfat ve ribitol (duvar

teikoik asitleri - peptidoglikan tabakaya baglidir) veya gliserol (lipoteikoik asitler -



sitoplazmik membrana baghdir) gruplarindan olusmaktadir. Mukozalarda bulunan
0zgiil reseptorleri ile tiire 6zgii bir yap1 gostermektedirler. Teikoik asitler fibronektine

baglanirlar ve mukozal ylizeylere tutunmay1 saglarlar [40, 41].

Yiizey proteini olan Protein A, S. aureus’un hiicre duvarinda yer almaktadir. S.
aureus’'un antikor aracili immiin sistem tarafindan yok edilmesini 6nlemede rol
almaktadir. ~ Protein A, immiinoglobulin Gnin (IgG) Fc bolgesine baglanarak

opsonofagositozu inhibe edebilme 6zelligine sahiptir [42].

2.1.2.2 Enzimler

Katalaz, S. aureus’ta bulunan ve toksik H,O,’yi O, ve H,Oya doniistiiren bir
heme protein enzimidir.  Bakteriyel hiicredeki bu enzimin amaci, S. aureusu
hidrojen peroksit aracili bakterisidal mekanizmalardan korumaktir. ~S. aureus,
bu enzim sayesinde fagositlerin icinde toksik oksijen radikalleri ile o6ldiiriilmeye
diren¢ kazanmaktadir [43]. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda Stafilokok ve
Streptokoklarin (katalaz negatif) ayrimi katalaz test ile belirlenmektedir. Temel olarak
bu test ile siv1 veya kat1 besiyerindeki bakteri kiiltiirlerine hidrojen peroksit ilave
edildiginde, serbest oksijenin gaz kabarciklar1 halinde gozlenir hale gelmesi, hidrojen

peroksitin ayrismasini, dolayisiyla da katalazin varligini gostermektedir [44].

Staphylococcus™un koagiilaz iiretebildigini ilk kez 1903 yilinda Loeb bildirdi. Ayrica
Loeb, S. aureus’un kanin pihtilagsmasina neden olmada 6zel bir etkisi oldugunu
gosterdi [45]. Ekstraselliiler bir enzim olan koagiilaz, S. aureus suslarinda serbest
koagiilaz ve baglh koagiilaz (clumping factor-kiimelesme faktorii) olmak tizere iki
sekilde bulunmaktadir [46]. Serbest koagiilaz; koagiilaz reaksiyon faktorii ile
etkilesim sonucu fibrinojenin fibrine doniisiimii katalizlenmektedir. Bagh koagiilaz
(clumping factor-kiimelesme faktorii); fibrinojeni fibrine cevirmekte ve kiimelesmeye
neden olmaktadir. Koagiilaz ilk 6nce protrombine etki etmekte, bu sekilde fibrinojenin
fibrine cevrilmesi katalizlenmektedir [46, 47]. Koagiilaz S. aureus icin, fagositozu
veya fagositik hiicrelerin icerisindeki tahribati engellemesi acisindan o6nemlidir.
Koagiilaz testi S. aureus’un tanisinda tibbi mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin
olarak kullanilmaktadir [48].

1933 yilinda Duran-Reynals, yaptig1 calismayla S. aureus suslarinda virtilant 6zellik
gosteren “yayilma faktorii” terimini literatiire katt1 [49]. Hiyaliironik asit, memeli
hiicrelerinin plazma zarinda sentezlenmekte ve salgilanmaktadir. Hiyaliironik asit,
ciltte, iskelet dokusunda, umbilikal kordda, akcigerlerde, kalp kapakciklarinda,
beyinde ve bircok dokuda bol miktarda bulunmaktadir [50]. Hiyaluronidaz,

hiyaliironik asitin f3-1,4 glikozidik bagin1 parcalayan bakteri enzimleridir. Bu sayede



S. aureus konak dokusunda kolayca yayillmaktadir [51].

Stafilokinazlar, S. aureus’un hiicre yiizeyi reseptorleri yoluyla konaktaki plazminojene
baglamasini kolaylastirmakta, plazminojeni aktive ederek plazmine doniistiirmekte
ve fibrinolitik etki olusturmaktadir. Boylece S. aureus™un konak dokularda yayillmasini
saglamaktadir [52, 53].

Lipazin triasilgliseritler icin genis substrat spesifikligine sahip oldugu bilinmektedir.
Lipazlar, insan serumunu bir besin kaynagi olarak hidrolize ederek, S. aureus’un
cilt kolonizasyonuna katkida bulunmaktadir. Ayrica S. aureus™un cilt alt1 dokulara

yayilmasini da saglamaktadir [54, 55].

1956 yilinda Cunningham ve meslektaslari, S. aureus’un salgiladigi deoksiriboniikleaz
enziminin varhgini literatiire katt1 [56].  Termostabil olan deoksiriboniikleaz
enzimleri, endo ve ekzoniikleaz aktivitesine sahip olan fosfodiesterazlardir. Bu
sayede de niikleik asitleri 3’-fosfomononiikleotitlere parcalamaktadirlar [57]. Ayrica,
deoksiriboniikleazlar S. aureus bakterisinde biyofilm olusumunda diizenleyici rol
oynamaktadir [58].

2.1.2.3 Toksinler

S. aureus, alfa, beta, delta ve gama olmak {izere hemolizinler ve Panton-Valentine

lokosidin olarak adlandirilan sitotoksik molekiiller iiretmektedir.

Alfa toksinler, hemolitik, nérotoksik, dermonekrotik etki gostermektedir. Ozellikle
tavsanlara 1 mg kadar intravenoz enjekte edildiginde oldiiriiciidiir ancak insan epitel
hiicreleri icin de toksiktir [59].

Beta toksini, koyun kani agar plakalar iizerindeki aktivitesinden dolay1 sicak-soguk
toksin olarak da bilinmektedir. S. aureus tarafindan salgilanan noétr bir
sfingomyelinazdir. Beta toksini, konak bagisiklik sistemini atlatmak icin eritrositleri
liziz etmektedir. Ek olarak, beta toksin notrofilleri de etkilemektedir [60].

Delta toksini, kiiciik ve 1siya dayaniklidir. Bakteri protoplastlar1 da dahil olmak
lizere eritrositler, organeller ve diger hiicreler icin litik etki gostermektedir. Genis bir
spektruma sahip oldugu icin, dokular icin potansiyel olarak sitotoksiktir ve 16kositler

tizerinde olumsuz etki gostermektedir [61].

Gama toksin neredeyse S. aureus’un biitiin suslar tarafindan iretilebilirken,
Panton-Valentine 16kosidin suslarin yalnizca %2-3’ti tarafindan {iretilebilmektedir.

Her iki toksin de S ve F komponentleri olarak iki komponentten olusmaktadir. Bu



komponentler birbirleriyle iligskisi olmayan salgisal protein olarak iiretilmektedirler.
Yapilan calismalarda, immun yanitin sekillenmesinde S alt {initesinin F alt {initesine
gore daha biiyiik 6neme sahip oldugu da gosterilmistir [62].

S. aureus tarafindan iiretilen eksfoliyatif toksinler, epidermolitik toksinler olarak
da bilinmektedir. Spesifik serum proteazlar, doku biitlinligiinii saglamada
gorevli desmosomal kadherinleri yalmizca cildin yiizeysel katmanlarinda taniyip
engellemektedir. ~ Eksfoliyatif toksinler, dogrudan Stafilokokal haslanmis deri
sendromu (SHDS) hastaligina neden olmaktadir [63].

Toksik sok sendromu toksini, genelde 1s1 ve proteolizise karsi direncli, hipotansiyon,
ates, mukoza zarlarinda hiperemi, deskuamasyon ve eritroderma ile karakterize bir
toksindir [64]. Siiperantijen mekanizmasi ile sitokin salinimini uyarmaktadir. Bu

sayede de hastalarda sok gelismesine ve 6liimlere neden olabilmektedir [65].

Enterotoksinler, 1siya direncli yapiya sahiptir. Gida zehirlenmelerinin yani sira, toksik
sok benzeri sendroma, artritise, alerjik reaksiyonlara ve otoimmun hastaliklara neden
olabilmektedir. T hiicre proliferasyonunu uyarmaktadir. Bu yoniiyle siiperantijen
fonksiyonu gosterirmektedir. Stafilokokal gida zehirlenmesinde genellikle semptomlar
30 dakika ile 8 saat arasinda ortaya cikmaktadir. Semptomlar; kusma, siddetli
kramplar, intoksikasyon mide bulantisi, abdominal agr1 ve diyare ile seyretmektedir
[66].

2.1.3 S. aureus Enfeksiyonlari

S. aureus, tim popiilasyonun %15-36’sin1 kolonize eden kommensal bir bakteridir.
Insanda doku ve organlara ciddi hasarlar verebilirken, bircok enfeksiyon hataliginin
gelismesine sebep olmakta, frettigi toksinlerle oOliimciil semptomlara da yol
acabilmektedir [67]. En sik rastlanan enfeksiyonlar; Sekil 2.2’deki gibi [68] deri
apseleri, yara enfeksiyonlari, derin doku apseleri, menenjit, perikardit, endokardit,
osteomiyelit, toksik sok sendromu, haslanmis deri sendromu, arpacik, impetigo,
pnomoni, emezis, siniizit, seliilit, diyare, idrar yolu enfeksiyonu, bakteriyemi ve sepsis
olarak cesitlenmektedir [67-69].
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2.1.4 Tedavi

S. aureus, direnc gelistirme yetenegi kanitlanmis olaganiistii adaptif bir patojendir.
Yaklasik 70 yil once ilk kullanimlarindan bu yana [-laktam antibiyotiklerinin
etkinliginin siirekli erozyona ugramasi Ozellikle endise vericidir. =~ Bu yilizden
tedavide dogru antibiyotigin sec¢imi, antibiyotik seciminde de antibiyotik duyarlilik
testlerinin yapilmasi ¢ok biiyiik 6nem arz etmektedir [70].  Giiniimiizde S.
aureus enfeksiyonlarinin tedavisinde baslica; penisilinaza direngli penisilinler
(metisilin, oksasilin, sefalotin vb.) [71], B-laktamazlar (klavulanik asit, sulbaktam,
tazobaktam vb.) [72], sefalosporinler (sefaleksin, sefadroksil, sefazolin vb.)
[73], aminoglikozidler (amikasin, gentamisin, netilmisin vb.) [74], makrolidler
(eritromisin, azitromisin, klaritromisin vb.) [75], fusidik asit [76], kinolonlar
[77], karbapenemler (meropenem, imipenem vb.) [78], linkozamidler (linkomisin,
klindamisin vb.) [79], Rifampisin [80], glikopeptitler (vankomisin, teikoplanin, vb.)
[81] antibiyotikleri olmakla birlikte, cok cesitli antibiyotikler kullanilmaktadir. Son
yillarda f3-laktam antibiyotiklere direncli stafilokoklardaki artis nedeniyle glikopeptit

antibiyotiklerin klinikte kullanimi1 yayginlasmaya baslamistur.

2.1.4.1 Glikopeptit Antibiyotikler

Gilintimiizde Gram (+) bakteri enfeksiyonlar1 artmaya devam etmektedir. Bu nedenle,
uygun antibiyotik kullanimi oldukca énem arz etmektedir. Ozellikle Beta-laktam
antibiyotiklere karsi artan direng glikopeptid antibiyotiklerin bu alanda kullanimini
arttirmaktadir. Glikopeptit antibiyotikler icerisinde, ilk olarak 1956 yilinda Strepto-
myces orientalis’ten izole edilen vankomisin, sonrasinda da 1978 yilinda Actinoplanes
teichomycetis’ten izole edilen teikoplanin literatiire eklendi [82, 83]. Calismamizda
etki mekanizmasi vankomisinle ayni olmasina ragmen, kullaniminda ¢esitli avantajlar

saglayan glikopeptid antibiyotik grubundan teikoplanin kullanildi.

2.1.4.2 Teikoplanin

1978 yilinda A. teichomycetis’ten izole edilen teikoplanin, glikopeptid antibiyotikler
grubunda yer almaktadir [84]. Teikoplanin, Gram (+) bakterilerine karsi etkili,
genis spektrumlu bir antibiyotiktir ve hiicre duvar yapisini olusturan peptidlerin
terminal D-ala-D-ala dizisine baglanmak suretiyle transglikolizasyon reaksiyonunu ve
peptidoglikan olusumunu inhibe ederek etkisini gostermektedir [85, 86]. Teikoplanin
polar yapida bir molekiildiir. Benzer polarite, molekiiler agirlik ve biyolojik 6zelliklere
sahip bes bilesenin karisimidir. Bu molekiiller, A, - 1, A, -2, A, =3, A, -4 ve A, - 5’tir.
Tiim teikoplanin bilesenlerinde ortak olan yapisal birim, dogrusal bir heptapeptit, bir

D-mannoz ve asetil-D-glukozamin grubudur [87].
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2.1.4.3 Teikoplanin Farmakokinetigi

Teikoplanin molekiiliiniin yapisinda bulunan agil alifatik zincirlerin varligi, bu
antibiyotigi yiiksek oranda lipofilik yapmaktadir. Bu 6zellik teikoplanine miikemmel
sekilde doku ve hiicresel penetrasyonu saglamaktadir [88]. Teikoplanin uygulamasi,
intravenoz enjeksiyon ve intramiiskiiler olarak iki yolla verilebilmektedir. Agirlikli
olarak plazma proteinlerine %90 oraninda baglanmaktadir. Agiz yoluyla alinan
teikoplaninde emilim olmamaktadir. Teikoplanin gastrointestinal kanaldan absorbe
edilememektedir. Agirlikli olarak renal yolla elimine edilmektedir. Intravendz
uygulanan dozda yaklasik olarak %2 — 3 arasi metabolize olmaktadir. Teikoplanin

yaklasik 88 — 182 saat arasi olmak {izere uzun bir yarilanma 6mriine sahiptir [89].

2.1.4.4 Teikoplaninin Terapotik Kullanimi

Vankomisine gore, uzun yarilanma omri ile giinde tek doz kullanilabilmesi,
yan etkilerinin daha az olusu, intravenoz enjeksiyon uygulamasinin yani sira
intramiiskiiler olarak da verilebilmesi gibi sahip oldugu avantajlar ile 1984 yilinda
kullanima giren teikoplanin, kullanimi ve arastirmalari: bakimindan son yillarda hizini
arttirmaktadir [90].

Teikoplanin, klinikte Gram (4) mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Gram (-) mikroorganizmalara etki etmemektedir.
Teropotik olarak, sepsis, cerrahi profilaksi, protez ve plastik cihazlarla iligkili
enfeksiyonlar, pnomoni, deri ve yumusak doku enfeksiyonu, endokardit, osteomiyelit,
immiinolojik hasar goren hastalarda olusan enfeksiyonlar gibi hastaliklarda
kullanilmaktadir [91, 92].

2.1.4.5 Teikoplaninin Toksisitesi

Teikoplanin, vankomisine oranla daha az toksisite gostermektedir. ~ Genellikle
notropeni, eozinofili, trombositopeni, nefrotoksisite veya ototoksisite goriilmesi
nadirdir. Teikoplaninin bir aminoglikozit ile es zamanli kullaniminin bu yan etki
riskini arttirmadig: goriilmektedir. Teikoplanin kullanimina bagl olarak Kirmizi Adam
Sendromu belirti ve semptomlarinin goriilmesi nadirdir [93, 94]. Yapilan bir calisma
ile teikoplanin verilen 3378 hastada en yaygin belirlenen yan etkiler; asir1 duyarlilik
(89 hasta, % 2,6), anormal karaciger fonksiyonu (57 hasta, % 1,7), ates (27 hasta, %
0,8), lokal intolerans (55 hasta, %1.6), anormal bobrek fonksiyonu (22 hasta, % 0.7)
ve ototoksisite (11 hasta, % 0.3) olarak belirlenmistir [94].
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2.2 Ilac Tasima Sistemlerinde Polimerik Nanopartikiiller

Ilac tasima sistemleri, ilaclarin terapétik indekslerini arttirirken toksik etkilerini
azaltabilmektedir. Sistem tasarimi, yiiksek terapotik etkiyi optimum dozda ortaya
cikarmada kilit role sahiptir [95]. Burada nanopartikiillerin boyutlari, yilizey
ozellikleri, etken maddenin salimi g6z ardi edilmemesi gereken cok oOnemli

parametrelerdir [96].

10-1000 nm aras1 boyut biiytikliigiine sahip olan nanopartikiiller, kii¢ciik boyutlar1 ve
genis ylizey alanlari sayesinde kendine has 6zelliklere sahip olan makromolekiillerden

olusan kat1 kolloidal sistemlerdir [97].

Hedeflendirilmis ilag tasiyic1 sistemler, etken maddelerin hedefe iletilmesi konusunda
pratiklik saglamaktadir. ilac tasima sistemi icerisine yiiklenen etken maddenin
yarilanma 0mriini uzatmaktadir. Bunun sonucunda da saglik harcamalarinda giderler

onemli ol¢lide kisitlanmis olmaktadir [98].

Ilac tasima sistemlerinde nanopartikiiller sagladigi pek cok avantajla kullanim
istlinligline sahiptir. Baglica avantajlar; Nanopartikiillerin tretilmeleri kolay ve
ucuzdur [99]. Nanopartikiiller kolaylikla modifiye edilerek aktif ya da pasif olarak
hedeflendirilebilmektedir [100]. Yiiksek oranda etken madde yiikleme kapasitesine
sahip olan nanopartikiiller, etken maddenin intraseliiler dagilimini arttirmaktadir
[101]. Polimerik nanopartikiiller etken maddenin kontrollii salimini saglamaktadir.
Etken maddenin hedef bélgeye salimi giinler hatta haftalar siirebilmektedir. Boylece
kararlilig1 arttirmaktadir [102]. Polimerik nanopartikiiller matriks i¢cine hapsedilmis
etken maddeyi degredasyondan korumaktadir. Boylece hedef hiicreye daha yiiksek
oranda etken maddenin ulasma olasiligi artmaktadir [103]. Uygulama esnasinda
etken madde diisiik dozlarda verildigi i¢in yan ve toksik etkileri yok denecek kadar
az olmaktadir [104].

2.2.1 Polimerik ilac Tasima Sistemlerinde Kullanilan Nanopartikiiller

Polimerik Ilac Tasima Sistemlerinde sentetik ve dogal polimerler olmak {izere
iki farkli polimer cesidi kullanilmaktadir. ~ Kullamilacak olan polimeri se¢cmede,
kullanilacak etken maddenin ne oldugu, dozu, salim siiresi gibi parametreler 6nemli

rol oynamaktadir [105].

Etken maddeler, polimerik nanopartikiillerin icerisine hapsedilmekte ya da yiizeyine
tutturulmaktadir. Etken maddenin nanopartikiillerin icerisine hapsedilen, polimerik
zar ile ¢evrelenmis bosluk icerisinde sivi halde cekirdegi bulunan vezikiiler sistemlere

nanokapsiiller [106], etken maddenin nanopartikiil yiizeyine adsorbe ettirildigi ya
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da polimerik matriks yap: icinde ¢6ziindiigii ve homojen sekilde dagildig1 matris

sistemlere nanokiireler [ 107] denilmektedir.

) Nanokapsiil
Nanokiire (Polimerik kabuk iginde
(Polimerik Matriks) yagh veya sulu govde)

d\-/" Polimerik Zincir Etken Madde

Sekil 2.3 Nanokiire ve Nanokapsiil yapisinin sematik gosterimi

Dogal ve sentetik polimerler biyobozunur polimerlerdir. Ilac tasima sistemlerinde
sahip olduklar1 avantajlar ile oldukca fazla kullanilmaktadir. Dogal polimerlere 6rnek;
aljinat, kitin, agaroz, dekstran, hiyaluronik asit, albiimin, kollajen, jelatin vb. gibi
maddeler verilirken [108, 109], sentetik polimerlere 6rnek; poli (laktik asit), poli
(glikolik asit), poli (laktik-ko-glikolik asit), poli (amidler), poli (amino asitler), poli
(esterler) gibi maddeler [110] verilmektedir.

2.2.1.1 Poli (D, L - Laktik - Ko - Glikolik Asit) (PLGA)

flac tagima sistemlerinde FDA tarafindan kullanimi onaylanan sentetik polimerlerle
hazirlanan PLGA, biyouyumlu ve biyobozunur bir polimerdir [111]. PLGA gibi sentetik
polimerler sahip olduklari 2 temel 6zellik sayesinde bircok avantaj saglamaktadir. Bu
ozellikler; kiiciik partikiil boyutu, bu sayede kolay iiretilmesi ve kontrollii salim 6zelligi
olan biyobozunurluktur [112, 113].

PLGA nanopartikiilleri viicuda alindiklarinda hidroliz yoluyla laktik asit ve glikolik asit
monomerlerine parcalanmaktadir, bu monomerler sitrik asit dongiisiine girerek CO,

ve H,0 olarak metabolize olmaktadir [114]. PLGA nanopartikiilleri kullanilan ilacin
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etkisini arttirma ve goriilen olas: yan etkileri azaltma gibi etkilerinden dolay1 saglik
bilimlerinin bircok alaninda kullanilmaktadir. Nanopartikiil biiyiikliigii terapotik etki
icin kilit rol oynamaktadir. Ozellikle 50-500 nm boyut araliklarindaki nanopartikiiller
dolasimda daha uzun siire yer almaktadir [115, 116].

O
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Sekil 2.4 PLGAnin kimyasal yapisi

Sekil 2.4’deki kimyasal yapiya sahip PLGA [117]; poli laktik asit ve poli glikolik
asitin bir kopolimeridir. PLGAnin yapisinda bulunan poli laktik asit, asimetrik
a-karbon iceren D veya L formunda olarak stereokimyasal yapida bulunabilirken, kimi
zaman R ve S formunda bulunabilmektedir. Enantiyomerik formlar1 poli D-laktik
asit ve poli L-laktik asittir PLGA genellikle D - ve L - laktik asit formlarinin esit
oranda kullanildig1 zaman, poli D, L — laktik — ko - glikolik asit ismini almaktadir
[118]. PLGA kopolimerini olusturan poli laktik asit - poli glikolik asit orani iizerine
ayarlamalar yapilabilmektedir. Bu sayede kopolimeri daha hidrofobik ya da hidrofilik
hale getirmek miimkiin olmaktadir. Bu sayede de PLGAnin degradasyon orani ve ilag
salim hizi gibi parametrelerde modifikasyonlar kolaylikla gerceklestirilebilmektedir.

Bu durum da ilac tasima sistemlerinde biiyiik avantajlar saglamaktadir [119].

Etken maddelerin PLGA ile hazirlanmis ila¢ sistemleri icerisine basarili sekilde,
yliksek enkapsiilasyon oranlarinda yiiklenebilmesi sayesinde, bu sistemler ilaclarin
hedeflendirilmesinde (hiicresel veya doku bazinda) basarili sekilde kullanilmaktadir.
PLGA ile hazirlanmis ila¢ sistemleri ila¢ salimini uzatirken, biyoyararlanimi
artirmaktadir [120].

2.3 Aptamerler

Aptamerler, in-vitro kosullarda sentetik olarak sentezlenen, tek zincirli niikleik
asitlerdir. ~ Aptamerlerin hedeflemede yiiksek afiniteye sahip olmasi, oOzellikle
nanoylizeylere baglanirken afiniteyi degistirmemesi aptamerlere olan ilgiyi
arttirmaktadir [121].
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Sekil 2.5 Aptamerlerin islevselliginin sematik gosterimi.

Sekil 2.5'te de goriildiigii iizere aptamerler hedeflerine ii¢ boyutlu yapilar1 sayesinde
baglanmaktadir. Aptamerler genis ylizey alanlarina sahiptir. Bu sayede, aptamer -
hedef molekiil arasindaki etkilesim daha giiclii hale gelmektedir ve olasi en kiiciik
farkliliklar halinde dahi baglanma engellenmektedir [122].

Hedefe ozglinliikleri Kd (ayrisma sabiti) degerlerinden kolayca anlasilmaktadir.
Bu degerin nanomolar ve pikomolar seviyesinde olmasi, aptamerlerin yiiksek

afinitelerinin sonucudur [123].

Antikorlara alternatif olma yolunda ¢ok hizli bir sekilde gelisen aptamerler, molekiiler
goriintiileme, hassas ve hizli tan1 sistemleri, ila¢ tasinmasi, klinik tani, gida ve ¢evre
giivenligi gibi pek cok uygulama alaninda rol almaktadir. Aptamerler; kolayca iiretilip,
ucuz olup, kimyasal olarak kolay modifiye edilip, degisik analitik tasarilara kolayca
entegre edilebilmektedir. Bu gibi 6zelliklerinden dolay1 aptamer temelli biyosensorler
antikorlarla karsilastirlldiginda bircok {istiinliige sahiptir [124]. Antikorlara ait
ozelliklere benzer olarak aptamerler teofilin (Molar Kiitle: 180 g/mol) kadar kiiciik,
30S ribozomal alt birim (Molar Kiitle: >10° g/mol) kadar biiyiik hedefleri secebilip,
daha sonra tekrar taniyabilmektedir [125].

Aptamerlerin en biiyiik handikaplari niikleaz varliginda in vitro ve in vivo kosullarinda
degrede olmalar1 ve hassasiyetlerini kaybetmeleridir. Bu istenmeyen durumdan
kurtulabilmek icin c¢ok fazla calisma gerceklestirildi. Aptamerleri stabilize etmek icin
gelistirilen metotlardan en basarili olan1 ayna goriintiilii “Spiegelmer” metotudur. Bu
metot, oligoniikleotit omurgasinin veya pirimidin kisminin 2’ - pozisyonunun kimyasal

modifikasyonu esasina dayanmaktadir [126].

Terapotik Ozellikte ilk aptamer, FDA tarafindan 2004 yilinda onay alarak Macugen
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(pegaptanib) ismiyle, “Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu” tedavisi icin piyasaya
stirtilddi [127]. Gilintimiizde de cesitli hastaliklar i¢in ila¢ potansiyeli olan pek cok

aptamer calismasi yapilmaktadir.

2.3.1 SELEX (“Systematic Evolution of Ligands by EXponantial enrichment”,
“Ligantlarin Ussel Zenginlestirme ile Sistematik Evrimi”)

In vitro kosullarda secilim teknigi olan SELEX, aptamer seciminde cok cesitli hedeflere
sikica ve spesifik baglanma 06zelligi katmasindan dolayi, niikleik asitlerin izolasyonu
icin ¢ok yararli bir tekniktir. Bu teknik ilk defa 1990 yilinda yapilan iki bagimsiz
calisma ile literatiire katilmistir Tuerk ve Gold tarafindan yapilan calisma ile
bakteriyofaj T4 DNA polimeraz (gp43) ile mRNAnin ribozom baglanma bolgesi
arasindaki etkilesim incelenmistir. Randomize edilmis bir RNA havuzundan gp43
baglanma dizileri secilmis ve bu se¢im prosediirii SELEX olarak adlandirdilmistir
[7]. Aym yil Ellington ve Szostak, spesifik 3-D yapisina katlanabilen, rastgele
dizilmis bir RNA kiitiiphanesinden kii¢iik ligandlar (organik boyalar) icin spesifik
baglanma bolgelerine baglanabilen RNA molekiillerini bulmak i¢in benzer bir strateji
kullanmislardir [8].

Rastgele Secilmis
Cogaltilan DNA'lann DNA Kiitiphanesi
Kiltiirde Toplanmasi {

%
SELEX 4 Yikama ve Ayirma .
DONGUSU g

-
™

Hedefe Baglanmayan DNA

Parcalanmn Uzaklagtinlmas
o
k)
P

Hedefe Baglanan DNA Parcalarninin
PZR ile Cogaltiimas

Sekil 2.6 DNA Aptamerlerin SELEX ile in-vitro secimi.
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Sekil 2.6'da verilen DNA aptamerlerin SELEX ile in-vitro secimi 5 temel asamada
gerceklesmektedir.  ilk asama, hedefe baglanmay: gerceklestirmek icin 10%° -
10 farkli dizi cesidi iceren, 40 — 80 niikleotit uzunlugunda bir merkez bélgeye
sahip oligoniikleotit kiitiiphanesi hazirlamaktir. Ikinci asama, yikama ve ayirma
islemidir. Bu asamada 6zgiin baglanmayan ya da diisiik afinitelerle baglanan diziler
yikama islemi yapilarak ortamdan uzaklastirihr. Uciincii asama amplifikasyondur.
Bu asamada hedefe baglanan DNA dizileri Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile
cogaltilarak cift zincirli DNA elde edilir. Dordiincii asama, PZR ile ¢ogaltilarak elde
edilen ¢ift zincirli DNA, tek zincirli DNAya cevrilir. Bu dort asama 10 — 12 arasi
tekrarlanir ve afinitesi en yiiksek aptamerler secilir. Her bir tur SELEX turu olarak
adlandirilir.  Son olarak besinci asama klonlama asamasidir. Bu asamada yiiksek
afiniteye sahip aday aptamerlerin sekanslarini belirlemek {izere bakteriye (genellikle
E.coli) klonlanir [128-130].

2.4 Hedefe Yonelik ila¢c Tasima Sisteminde PLGA - Aptamer konju-
gati

Aktif hedefleme ile olusturulan nanopartikiiler sistemler kullanilarak, secilen hedef
tizerinde nanopartikiil sayisimin arttirildigi, bu sayede de etken madde miktar

sinirlandirilarak, diisiik konsantrasyonda yiiksek verim elde edildigi bilinmektedir.

Son yillarda aptamer tabanli nanopartikiiler sistemler kullanilarak hedefe yonelik ilac
sistemlerinin gelistirilmesi yaygin hale gelmistir. Bu sistemlerin kullanilmasindaki
asil amac, ilacin etkisinin hedefin disindaki hiicre ya da mikroorganizmalar iizerinde

minimum diizeylerde olmasidir.

Nanopartikiiler sistem kullanilarak hedeflenmis ila¢ tasima sistemleri temel olarak
5 asamada gerceklesmektedir. Sekil 2.7’de de verilen bilgiler 1s181nda o6ncelikle
nanopartikiil icerisine ilacin yiiklenmesiyle ilk asama baslamaktadir. kinci asamada
ilac yiiklii nanopartikiiliin yiizeyi hedefe yonelik aptamer ile kaplanmaktadir. Uciincii
asamada aptamer kapli, ilac yiiklii nanopartikiil hedefe gonderilmektedir. Dordiincii
asamada aptamer hedefe konjuge olduktan sonra ilacin salinimina izin vermektedir.
Son asamada hedefin iizerinde salinan ilac ile sadece hedef iizerinde inhibitor etki

olusmakta ve ilgili mikroorganizmanin inhibisyonu gerceklesmektedir.
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3

MATERYAL VE YONTEM

3.1

Materyal

3.1.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasallar

N- Hidroksisiiksinimit— Sigma Aldrich (130672)

N - (8 - Dimetilaminopropil) - N’ - etilkarbodiimid hidroklorid — Sigma Aldrich
(E6383)

Polivinil Alkol- Sigma Aldrich (363138))

Poli(laktik-ko-glikolik asit) PLGA — Sigma Aldrich (719870)

Teikoplanin toz antibiyotik — HiMedia (CMS8940)

10X Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonu (PBS) — Sigma Aldrich (P5493)

Diklorometan — Sigma Aldrich (24233-2)

S. aureus aptamer — Sentegen ((200 nmol skala) /baz)

Etanol (C,H;OH) — Sigma (32205)

Tryptone soya agar — Oxoid (CM0131B)

Mueller Hinton II Broth Cation - adjusted — BD (212322)
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3.1.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

e Hassas Terazi — Shimadzu

e Peristaltik Pompa — Masterflex L. / S, Cole Parmer

e Sonikator — Bandelin Sonoplus

e Coklu Manyetik Karistiric1 — 2mag (e)motion magnetic stirrers — MIX 15 eco
o Santrifiij cihaz1 — Beckman Coulter, Allegra X-30R

e UV-Vis Spektrofotometre — Shimadzu UV-1800

e Liyofilizator — Telstar

e Zeta Potansiyel ve Parcacik Olciim Cihazi — Malvern ZEN 3600 Nano ZS
e Vorteks — Stuart, Heidolph

e Densitometre — Den-1B, Biosan, Litvanya

e Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) — Schimadzu UV 1800
e Quantachrome BET analiz cihazi - Yildiz Teknik Universitesi MERKLAB

e Taramali Elektron Mikroskopisi - Zeiss EVO LS 10 - Yildiz Teknik Universitesi
MERKLAB

e Atomik Kuvvet Mikroskobu (hpAFM) - Nanomagnetics Instruments (Ankara)
e inkiibator - incubator 1000 — Heidolph

e Fourier Dontisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) - Perkin Elmer Frontier
Spectrometer — ATR

e Mikroplaka okuyucu - BioTek Synergy H1, USA

e Mikroplaka okuyucu - EPOCH-2, Bio-Tek, USA
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3.2 Yontem

3.2.1 Stok Soliisyonlar ve Tamponlar

Hazirlanan tiim soliisyonlar uygun sartlar altinda, uygun maddeler ve c¢oziiciiler

kullanilarak 6zenle hazirlandi.

3.2.1.1 Teikoplanin (TP) Antibiyotigi Soliisyonu

Glikopeptid yapida olan teikoplanin, Gram (+4) bakterilerine karsi etkili antibiyotiktir.
Suda homojen olarak ¢oziinmektedir. Stok soliisyon hazirlanisi; 15 ml falkon tiip
icerisine 10 ml deiyonize su (18.2 M 2 - cm, 25 °C) ve 100 mg teikoplanin antibiyotigi
eklendi. 30 saniye orta hizda vorteks cihazinda karistirildi. Homojen karisim elde

edildikten sonra falkon tiip kullanilacagi zamana kadar +4 °C buzdolabina kaldirildi.

3.2.1.2 Polivinil Alkol (PVA) Soliisyonu

ikili emiilsiyon (su/yag/su) coziicii buharlastirma ydnteminde kullanilmak iizere
%0,1 ve %3’liikk PVA soliisyonu hazirlandi. %0,1’lik PVA soliisyonu hazirlanisi; 700
ml deiyonize su (18.2 M Q - cm, 25 °C) ve 0,7 g PVA 1 Llik cam sise icerisine eklendi
ve 60 °C manyetik karistiricida homojen soliisyon elde edene kadar karistirildi. Daha
sonra elde edilen homojen %0,1’lik PVA soliisyonu kullanilacag: zamana kadar +4
°C buzdolabina kaldirildi. %3’liik PVA soliisyonu hazirlanisi; 250 ml deiyonize su
(182 M Q - cm, 25 °C) ve 7,5 g PVA 1 Llik cam sise icerisine eklendi ve 60 °C
manyetik karistirictda homojen soliisyon elde edene kadar karistirildi. Daha sonra elde
edilen homojen %3’liik PVA soliisyonu kullanilacag1 zamana kadar +4 °C buzdolabina
kaldirild:.

3.2.1.3 N - Hidroksisiiksinimit (NHS) ve N - (3 - Dimetilaminopropil) - N’ - etilka-
rbodiimid hidroklorid (EDC) soliisyonlarinin Hazirlanisi

NHS (Sigma Aldrich) ve EDC (Sigma Aldrich), 5" ucu amin modifiyeli olarak secilen

aptamerin, yiizeyi karboksilik asit olan PLGAya konjugasyonunu saglamak {izere,

capraz bag elde etmek icin kullanildi. NHS 50 mg/ml, EDC 100 mg/ml olacak sekilde

deiyonize su ile muamele edildi.
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3.2.1.4 S. aureus Aptameri

Deney kokeni olarak S. aureus (ATCC29213) icin o0zgil aptamer ligandi
GCGCCCTCTCACGTGGCACTCAGAGTGCCGGAAGTTCTGCGTTAT  [131]  olarak
5" ucu amin modifiyeli olacak sekilde, %60 GC icerigi sahip, HPLC cihaz ile
saflastirilmis sekilde, hizmet alimi yapilarak Sentegen Biyoteknoloji firmasinda
sentezlendi. Secilen aptamer calismada kullanilmak iizere deiyonize su ile 25mM

olacak sekilde seyreltildi.

Calismada kullanilan aptamer, Cao ve meslektaslarinin [131], 2009 yilindaki
calismalarindaki bulgular géz oniine alinarak secildi. 1lgili calismada S. aureus
aptamer sekansi, negatif secim asamalarinda S. epidermidis bakterisi kullanilarak tam
hiicre SELEX metodolojisi ile elde edildi.

3.2.2 Teikoplanin Yiiklii PLGA Nanopartikiillerin Yiizeylerinin Aptamerle Ka-

planmasi

Teikoplanin yiiklii PLGA nanopartikiilleri (10 ug / ul) 250 ul 10 mM fosfat tamponlu
tuz soliisyonu (PBS) (pH 7.4) ile 3 kez yikandi (Santrifiij islemi 1 dk, 15000 rpm).
Yikama isleminin ardindan siipernatan kismi atildiktan sonra, 200 ul (400 mM/L)
EDC ve 200 ul (100mM/L) NHS eklendi. Oda sicakliginda 15 dakika diisiik hizda
(100 rpm) inkiibasyonun ardindan 6rnek tizerine 500 ul aptamer eklendi. Bu islem
sonrasinda capraz bagin saglanmasi icin 6rnek oda sicakliginda diisiik hizda (30 rpm)
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi DNaz-RNaz icermeyen deiyonize su ile
3 kez yikama islemi (Santrifiij islemi 1 dk, 15000 rpm) gerceklestirildi. Yikama
islemi sonrasinda 500 ul deiyonize su eklenen 6rnek analiz edilinceye kadar +4 °C’ye
kaldirildi [132].

3.2.3 PLGA Nanopartikiillerin Sentezi

Nanopartikiil sentezi icin FDA onayli, sentetik polimerlerle hazirlanan PLGA
nanopartikiilleri kullanildi. Teikoplanin yiiklii PLGA nanopartikiillerin hazirlanmasi

asamasinda ikili emiilsiyon (su/yag/su) c¢oziicli buharlastirma yontemi kullanildi.
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3.2.3.1 ikili Emiilsiyon (su/yag/su) Céziicii Buharlastirma Yontemi Kullanilarak
Teikoplanin Yiiklii PLGA Nanopartikiillerin Sentezi

Teikoplanin

(Sulu Gozelti) \
e = Karigtirma —_— Sonikasyon

= WS M= _— — |

B "’ |

= ~5

L s / ! L 3 - ’ ‘
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. Liyofilizasyon L ‘ Teikoplanin Yiikli
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Santrifllj
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Sekil 3.1 ikili emiilsiyon (su/yag/su) coziicii buharlastirma yéntemi kullanilarak
teikoplanin yiiklii PLGA nanopartikiillerin sentezi

Sekil 3.1’de ikili emiilsiyon (su/yag/su) ¢oziicii buharlastirma yontemi kullanilarak
[133] teikoplanin yiiklii PLGA nanopartikiillerin sentezi gerceklestirildi. Bu yonteme
gore; 100 mg 50:50 PLGA nanopartikiilii, 1 ml diklorometan organik c¢oziicli
icerisinde ¢oziildii. 10 mg/ml oraninda deiyonize su icerisinde hazirlanan teikoplanin
soliisyonunden 500 ul alinarak (5 mg teikoplanin), hazirlanan PLGA+DCM icerisine

eklenerek vortekslendi.

Organik fazi hazirlamak iizere olusan karisim peristaltik pompa kullanilarak (akis
hiz1:5) sonikator cihazi (%80 gii¢) yardimiyla 90 sn siire ile sonike edilerek 5 ml
%3 PVA soliisyonu {izerine aktarildi. Dis faz olusturmak icin, peristaltik pompa
kullanilarak (akis hizi:2) olusan karisim beher icerisinde bulunan 35 ml %0.1 PVA

sollisyonu tizerine manyetik karistiric tizerinde yavasca eklendi.
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Olusan nanopartikiillerin boyut dagilimini kii¢tiltmek ve olusturulan soliisyondeki
organik c¢oziiciiyii buharlastirmak icin 24 sa manyetik karistiric1 tizerinde (770 rpm)
oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. 24 sa inkiibasyondan sonra, partikiil boyutu
ve zeta potansiyel ol¢limii yapabilmek adina 6rnekten 300 ul alinarak ependorfa
aktarildi. Coktiirme ve yikama islemlerini yapabilmek adina soliisyon 50 ml’lik

ependorf tiipe aktarildi.

Olusturulan soliisyondan kat1 nanopartikiili elde etmek icin, +4 °C 9000 rpm hizda
40 dk santrifiij islemi uygulandi ve ¢oktiirme sonrasi elde edilen nanopartikiillerin dis
ylizeyinde bulunan surfaktan kalintilarin1 uzaklastirmak icin iizerine yavasca 35 ml
saf su eklenerek homojen hale getirildi ve ayni islem tekrarlanarak 9000 rpm’de 30 dk

3 kez santrifiij edilerek yikama islemi yapildi.

Ust fazlar enkapsiilasyon veriminin indirekt olarak tayini icin saklandi. Kalintilardan
uzaklastirilmis kati nanopartikiiller liyafilizatére kaldirilmak iizere 10 ml saf su
icerisinde homojen bir soliisyon haline getirilerek 6nce 2 sa -20 °C’ye ardindan -80
°C’ye konuldu. Kat1 nanopartikiiller liyofilizatorde 24 sa siire ile kurutulduktan sonra

analiz i¢in hazir hale getirildi ve analiz edilinceye kadar -20 °C’ye kaldirild:.

3.2.4 Karakterizasyon Calismalarinda Kullanilan Cihazlar

3.2.4.1 Teikoplanin Yiiklii PLGA Nanopartikiillerin HPLC Analiz Yontemi ile Kali-
brasyon Egrisi Olusturulmasi

PLGA icerisine yiiklenmis teikoplanin miktarini tespit etmek i¢in Tablo 3.1’de detaylar1
verilen HPLC analiz metodu kullanildi [134].

Tablo 3.1°de verilen bilgiler 15181nda, 1 g Trikloroasetik asit 1 L deiyonize su icerisinde
¢ozdiiriildi. Soliisyondan 730 mL alinip 270 mL asetonitril ile karistirildi (27:73, pH:
2.53). Olusturulan soliisyon 30 dakika sonikasyon islemi icin ultrasonic su banyosuna
konuldu (30 °C, 53 frekans, %90 giic) ve degaz islemi yapilarak soliisyon icerisindeki
¢ozlinmiis hava c¢ikarildi. Elde edilen soliisyonyi HPLC analiz cihazina koymadan
once, cihaz 15 dakika sartlandirildi. Ardindan ornekler 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,2
mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,025 mg/ml, 0,01 mg/ml oranlarinda cihaza verilerek standart
egri elde edildi ve PLGA icerisindeki teikoplanin miktar1 cihazin LC Solution yazilimi

ile hesapland.
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Tablo 3.1 Teikoplanin miktarini tespit etmek icin hazirlanan
HPLC analiz metodu

e Pompa (LC-6AD)

1. HPLC Sistemi e UV-Vis dedektor (SPD-M20A)

Shimadzu UV-1800 e Kolon firim1 (FRC-10A)
® %0.1 Asetonitril
2. Mobil Faz o Trikloroasetik asit (27:73, pH = 2.53)
(Biitiin soliisyonler HPLC safliktadir)
3. Referans Madde e Teikoplanin

e Mobil Faz:Gradient
e Akis : 1,0 ml/dk

4. Kromatografik ¢ Kolon Sicakligi: Oda sicakligi (25°C)

Sartlar ¢ Enjeksiyon hacmi: 40 ul
e Dalga boyu izleme : 218 nm
5 Prosediir e Test soliisyonu: Ornekler 2 kere 0.45 um Millipore

filtreden gecirilerek HPLC analizine hazir hale getirildi.
e Veri edinme ve 6n islemeler LC Solution (Shimadzu)
yazilimi ile gerceklestirildi. Analiz 6rneklerindeki
6. Hesaplama teikoplanin, standart pik ve 6rnek kromatogramindaki
pikin UV spektrumu ve alikonma zamani
eslestirilerek belirlendi.

3.2.4.2 HPLC Analiz Yontemi ile Etken Madde Yiikleme Veriminin Hesaplanmasi
(YV)

PLGA icerisine yiiklenen teikoplanin antibiyotigi miktarin1 saptamak igin
nanopartikiiliin santrifiijii sonrasi elde edilen iist faz kullanildi. Ilk santrifiij
sonrasi ve ylkama sonrasi elde edilen iist fazlar toplandi ve pellet icerisine yiiklenen
teikoplanin antibiyotigi miktar1 indirekt yontem ile saptandi. Konsantrasyonu bilinen
bir seri standart teikoplanin antibiyotigi soliisyonunin HPLC analiz cihazinda UV
spektrumlar1 alindi, standart teikoplanin UV kalibrasyon egrisi cizildi. Daha sonra
yliklenmemis teikoplanin antibiyotigi miktarin1 hesaplamak icin, toplanan iist fazin
UV spektrumu alindi ve HPLC analiz cihazi ile UV degeri 6l¢iildii. Etken Madde
Yiiklenme Verimi (YV), 3.1’de verilen YV (%) formiilii ile hesaplandi [135].

PLGA icindeki ila¢ miktar1 (mg)
YV (%) = - —— x 100 (3.1)
Elde edilen PLGA nanaopartikiil miktar1 (mg)
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3.2.4.3 HPLC Analiz Yontemi ile Enkapsiilasyon Veriminin Hesaplanmasi (EV)

Nanopartikiil icerisine yiiklenen teikoplanin antibiyotigi miktarin1 saptamak icin
nanopartikiiliin santrifiijii sonrasi elde edilen iist faz kullanildi. Ilk santrifiij sonrasi ve
yikama sonrasi elde edilen iist fazlar toplanarak, pellet icerisine yiiklenen teikoplanin
antibiyotigi miktar1 indirekt yontem ile saptandi. Konsantrasyonu bilinen bir seri
standart teikoplanin antibiyotigi soliisyonunin HPLC analiz cihazinda UV spektrumlari
alindi, standart teikoplanin UV kalibrasyon egrisi ¢izildi. Daha sonra yiiklenmemis
teikoplanin antibiyotigi miktarini hesaplamak icin, toplanan iist fazin UV spektrumu
alind1 ve HPLC analiz cihazi ile UV degeri 0lciildii. Enkapsiilasyon Verimi (EV), 3.2’de
verilen EV (%) formiilii ile hesaplandi [136].

PLGA igindeki ila¢ miktar1 (mg) y

EV (%) = 100 (3.2)

Ila¢ miktar1 (mg)

3.2.4.4 HPLC Analiz Yontemi ile Reaksiyon Veriminin Hesaplanmasi (RV)

Nanopartikiil icerisine yiiklenen teikoplanin antibiyotigi miktarin1 saptamak icin
nanopartikiiliin santrifiijii sonrasi elde edilen iist faz kullanildi. Ilk santrifiij sonrasi ve
yikama sonrasi elde edilen {ist fazlar toplanarak, pellet icerisine yiiklenen teikoplanin
antibiyotigi miktar1 indirekt yontem ile saptandi. Konsantrasyonu bilinen bir seri
standart teikoplanin antibiyotigi soliisyonunin HPLC analiz cihazinda UV spektrumlari
alindi, standart teikoplanin UV kalibrasyon egrisi cizildi. Daha sonra yiiklenmemis
teikoplanin antibiyotigi miktarini1 hesaplamak icin, toplanan iist fazin UV spektrumu
alind1 ve HPLC analiz cihazi ile UV degeri o6lciildii. Reaksiyon Verimi (RV), 3.3’te
verilen RV (%) formiilii ile hesaplandi [137].

Uretilen PLGA miktari (mg)

RV (%) =
(%) PLGA + Teikoplanin miktar1 (mg)

x 100 (3.3)

3.2.4.5 Yiizey Alani Olgﬁmﬁ Analizi (Brunauer-Emmett-Teller — BET Analizi)

Fiziksel adsorpsiyon yontemi kullanilarak, yiizey alani, gézenek boyut dagilimi, mikro,
mezo ve makro gézenek boyutu Olctimlerini diisiik basing ve yiiksek coziintirliikte
tespit eden analiz yontemidir [138]. Analiz, YTU Merkez Laboratuvar’ndan hizmet
alimi ile gerceklestirildi. Numunelere, saflastirma ve sudan aritma islemi icin 6ncelikle
24 °C‘de 24 sa siireyle degaz islemi uygulandi. Ardindan karakterizasyon calismasi icin

gerekli olciimler yapildi. Maddenin hangi basin¢ta ne kadar azot tuttugunu gosteren
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“adsorpsiyon izotermi” elde edildi. Bu veriye dayanarak BET Yiizey Alani (Tek veya
Cok Noktal1), Mikro G6zenek Boyut Dagilimi (0.5 nm — 2 nm), Mezo G6zenek Boyut
Dagilimi (2 nm-50 nm), Toplam GoOzenek Hacmi, Ortalama Gozenek Boyutu gibi

parametreler hesaplandi.

3.2.4.6 Partikiil Boyutu ve Zeta Potansiyel Olciimii Analizi

Nanopartikiil karakterizasyon calismalarinda, partikiil boyutu ve yiizey ozellikleri
cok onemli iki etkendir. Zeta potansiyel oOlciimii, nanopartikiillerin yiizey
yiiklerinin olusturdugu potansiyelin nanopartikiiller aras: ¢ekim giictine bagli olarak
Olctilmesidir. Zetasizer (Malvern Instruments, UK) cihazi, nanopartikiilllerin
boyutu, zeta potansiyeli, molekiil agirlig1 gibi parametrelerin analizinde basarili
sekilde kullanilmaktadir [139].  Uretilen teikoplanin antibiyotigi yiiklii PLGA
nanopartikiillerin boyut analizleri ve polidispersite indeksi (PDI) degerleri, dinamik
1s1k sacilmasi (DLS) yontemiyle, Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK)
cihazinda 25 °C’de, £ 0,1 °C hassasiyeti ile gerceklestirildi. Tiim analizler otomatik
modda ve 3 tekrar ile yapildi. Zeta potansiyel olciimleri ise kapiler kiivetlerde
M3-PALS (Faz analiz Isik Sacilmasi) teknigi kullanilarak yine ayni cihazda 25 °C’de
%+ 0,1 °C hassasiyeti ile ve 3 tekrarda gerceklestirdi.

3.2.4.7 Taramal1 Elektron Mikroskopisi (SEM) Analizi

SEM analizi, elektron 1sinlarini numune yiizeyine odaklayarak nano olgekli
goriintiiler elde edilebilen yiiksek c¢oziiniirliiklii bir analiz yontemidir. Nanopartikiil
karakterizasyon calismalarinda, ylizey topografyasi goriintiileme icin giizel bir
yontemdir [140]. Analiz, YTU Merkez Laboratuvarrndan hizmet alimi ile
gerceklestirildi. PLGA nanopartikiil orneklerinin analizi, yiiksek vakum kosullari
altinda (3000 Pa), Zeiss (EVO LS 10) marka yiiksek ¢oziiniirliiklii mikroskopta
gerceklestirildi.

3.2.4.8 Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) Analizi

SEM analizi gibi AFM analiz yontemi de nanopartikiil karakterizasyonunda siklikla
kullanilan bir diger nanometrik goriintiileme yontemidir. SEM analizi gibi AFM
analiz yontemi de nanopartikiil karakterizasyon c¢alismalarinda, yiizey topografyasi
gorilintiileme icin giizel bir yontemdir [141]. Analiz, Nanomagnetics Instruments
Laboratuvar’ndan (Ankara) hizmet alimi ile gerceklestirildi. Analiz, Dinamik modda,
256x256 piksel ¢oziiniirlitkte, hpAFM cihazinda gerceklestirildi.
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3.2.4.9 Fourier Doniisiimlii Infrared Spektrofotometre (FT-IR) Analizi

FT-IR analiz yontemi bircok islevinin yani sira, yiizey karakterizasyonu calismalarinda
organik bilesiklerin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. ~ Bu teknik ile organik
bilesiklere ait fonksiyonel gruplarin titresim modlar izlenmektedir [142]. PLGA
nanopartikiillerinin yilizeylerinde amin bag olusumunu belirlemek icin Fourier
Dontisiimii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) (Perkin Elmer Frontier Spectrometer —
ATR) kullanildi. Olciimler 3 tekrarl olarak, 128 tarama, 4 cm™! ¢oziiniirliik, 650-4000

cm™! absorpsiyon araliginda gerceklestirildi.

3.2.5 Kontrollii Salim Deneyi

Liyofilize teikoplanin yiikli PLGA nanopartikiillerinin, 5 mg tartilarak, 10 mL
PBS tamponunun (pH = 7.4, %0.01 sodyum azid) icerisinde 0.5 mg/mL
konsantrasyonunda salim suspansiyonlari hazirlandi. Hazirlanan salim
siispansiyonlar1 incubator 1000 (Heidolph) cihazinda 100 rpm hizda 37 °C’de
inkiibe edildi. Belirlenen zaman araliklarinda (0 dk, 5 dk, 15 dk, 30 dk, 1 sa, 2 sa,
3sa, 4sa, 5sa, 6sa, 12 sa, 18 sa, 1 gtin, 2 giin, 3 giin, 4 giin, 5 giin, 6 giin, 7 gin,
10 giin, 20 giin) 6000 rpm’de 20 dakika santrifuj edilerek salim suspansiyonlarinin
ist fazlan toplandi. Toplanan iist fazlarin yerine PBS tampon solusyonu eklenerek
salim islemi devam ettirildi [143]. Kontrollii salim deneyi tamamlandiktan sonra
salinmis ila¢ miktarini belirmek icin BioTek Synergy H1 mikroplaka okuyucusunda
kalibrasyon egrisi olusturuldu. Olusturulan kalibrasyon egrisi ile zamana bagli salim

grafigi olusturuldu.

3.2.6 Antimikrobiyal Test (Brot Diliisyon) Buyyon Diliisyon Testi

Buyyon diliisyon testi icin bakteriler Tripton Soya Agar’da bir gece (16 sa) 37 °C’de
iretildi. Bu amacla referans suslar S. aureus (ATCC 29213), S. aureus (ATCC 25923),
S. epidermidis (ATCC 12228), kan kiiltiiriinden izole edilen Metisiline direncli S. aureus
(MRSA) klinik susu (EGE-KK-13), kan kiiltiirtinden izole edilen Metisiline direncli S.
aureus (MRSA) klinik susu (EGE-KK-95), Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC
43300), E. coli (ATCC 25922), P aeruginosa (ATCC 27853) ve S. enterica subsp. enterica
serovar Typhimurium (ATCC 14028) kullanild.

Buyyon diliisyon testi CLSI (2018) [144] standartlarinin Onerdigi dogrultuda
gerceklestirildi.  Sekil 3.2’de goriindiigii {izere, iretilen kiiltiirlerden bakteri
siispansiyonlar1 10 ml — 16x160 mm cam tiipler kullanilarak steril %0.9 (w/v) NaCl
icerisinde densitometre kullanilarak McFarland 0.5’e (1,5x10% CFU/ml) ayarlanda.

Test malzemeleri Sekil 3.3’de gosterildigi sekilde hazirlandi ve hazirlanan 10
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konsantrasyonun, Mueller Hinton II Broth Cation-adjusted (CA-MHB) kullanilarak seri
diliisyonlar1 hazirlandi.

A

Sekil 3.2 A) 0.5 McFarland bakteri siispansiyonu B) 10 ml — 16x160 mm cam tiipler
ve 96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplaka

Transfer Transfer Transfer Transfer Transfer Transfer Transfer Transfer Transfer
2ml 2ml 2 ml 2ml 2 ml 2ml 2ml 2ml 2ml

' YAYAYAYAYAYAYAYA N

32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pgfml pg/ml  pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

Sekil 3.3 Teikoplanin — CA-MHB soliisyonunin farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmasi

Aseptik kosullarda %0.9 (w/v) NaCl icerisinde 32 ug/ml konsantrasyonda hazirlanan
teikoplanin, 2 ml alinarak 2 ml CA-MHB iceren tiipe aktarildi ve votex ile karistirma
ardindan 2 ml alinarak 2 ml CA-MHB iceren tiipe aktarild1.

Her bir teikoplanin konsantrasyonundan 200 ul duplike olacak sekilde 96 kuyucuklu
diiz tabanli mikroplakaya aktarildi. Sekil 3.4, 3.5, 3.6, 3.7 ve 3.8'de referans suslarin
96-kuyucuklu mikraoplakalara yerlesimi verildi. Her bir konsantrasyon tizerine 20 ul
McFarland 0.5’e ayarlanmigs bakteri inokiile edildi.
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1 2 3 1 5 B 7 8 9 10
A ::f::; 8 pg/ml 4 pg/ml 2 pg/ml 1pg/ml | 05pg/ml | 0,25pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,062 pg/mi| 0,031 pg/ml
B ::f;’:‘:fl 8 ug/ml 4 pg/ml 2 pg/ml 1pg/ml | 0,5pg/ml | 0,25 ug/ml | 0,125 pg/mi | 0,062 pg/mi | 0,031 pg/ml
m Py
~ c Tz 8 pg/ml 4 pg/ml 2 pg/ml 1pg/ml | 05pg/ml | 0,25pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,062 pg/mi| 0,031 pg/ml
2 kontrol kontrol
<] D T 8 ug/ml 4 pg/ml 2 pg/ml 1pg/ml | 0,5pg/ml | 0,25 ug/ml | 0,125 pg/mi | 0,062 pg/mi | 0,031 pg/ml
l; kontrol kontrol
T E = Spg/ml | apg/ml | 2pg/ml | 1pg/ml | 05pgfml | 0,25pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,062 pg/ml| 0,031 pg/ml
o kontrol kontrol
£ F T Sug/ml | 4pg/ml | 2pg/ml | 1ug/ml | 05pe/ml | 0,25 pe/m | 0,125 ue/mi | 0,062 ug/mi| 0,031 pe/mi (Rt
- kontrol kontrol
G TE Spg/ml | apg/ml | 2pg/ml | 1pg/ml | 05pgfml | 0,25pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,062 pg/ml| 0,031 pg/ml i
kontrol kontrol
H T Sug/ml | 4pg/ml | 2pg/ml | 1ug/ml | 05pe/ml | 0,25 pe/m | 0,125 ue/mi | 0,062 ug/mi| 0,031 pe/mi (Rt
kontrol kontrol
Sekil 3.4 Referans suslarin 96-kuyucuklu mikroplakalara yerlesimi-1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A I'{‘::;’:; 8 pg/ml 4 pg/ml 2 pg/ml 1pg/ml | 05ug/ml | 0,25pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,062 pg/mi| 0,031 pg/ml
= B TE 8 pg/ml 4 pg/ml 2 pg/ml 1pg/ml | 05pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,062 pg/mi| 0,031 pg/ml
o kontrol kontrol
o c == 8 pg/ml 4 pg/ml 2 pg/ml 1pg/ml | 05ug/ml | 0,25pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,062 pg/mi| 0,031 pg/ml
8 kontrol kontrol
= D TE spg/ml | apg/ml | 2pg/ml | 1pg/ml | 05pefml | 0,25pe/ml | 0,125 pe/ml | 0,062 pe/mi| 0,031 pg/ml
- kontrol kontrol
z E Tz Sug/ml | 4pg/ml | 2pe/ml | 1ue/ml | 05pe/ml | 0,25 pe/mi | 0,125 pe/mi | 0,062 ue/mi| 0,031 pe/mi e
£ kontrol kontrol
5 : <
= F negatif | g e/ml | apg/ml | zpeg/ml | 1pe/ml | O5pe/mi | 0,25 pg/ml | 0,125 ue/mi | 0,062 ug/mi| 0,031 pgfmi Pozitif
% kontrol kontrol
@ E Tz Sug/ml | 4pg/ml | 2peg/ml | 1ug/ml | 05pe/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pe/mi | 0,062 pg/mi| 0,031 pg/mi e
kontrol kontrol
H = spg/ml | apg/ml | 2pg/ml | 1pg/ml | 05pe/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pe/mi | 0,062 ug/mi| 0,031 pg/mi (et
kontrol kontrol
Sekil 3.5 Referans suslarin 96-kuyucuklu mikroplakalara yerlesimi-2
1 2 3 1 5 3 7 3 ) 10 11 12
A ::f:::l opg/ml  |0,0075 pg/ml| 0,015 pg/ml [ 0,081 pg/ml | 0,062 pg/ml| 0,125 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,5 pg/ml 1 pg/ml 4 pg/ml E w
o g
§ & e
% B ::f::; Opg/ml  |0,0075 pg/mi| 0,015 pg/ml | 0,031 pg/mi | 0,062 pg/mi| 0,125 pg/ml | 0,25 pg/mi | 05pg/ml | 1 pg/ml 4 pg/ml E H
a
o
§ C ::f::; opg/ml  |0,0075 pg/ml| 0,015 pg/ml | 0,031 pg/ml | 0,062 pg/ml| 0,125 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,5 pg/ml 1 pg/ml 4 pg/ml E I
D ::f:’:; Oug/ml  |0,0075 pg/mi| 0,015 ug/ml | 0,031 pg/mi | 0,062 ug/ml| 0,125 pg/mi | 0,25 pg/ml | 05 pgfml | 1 pgfml 4 pg/ml E H
< E :eg:'t'fl Opg/ml  |0,0075 pg/mi| 0,015 pg/ml | 0,021 pg/ml | 0,062 pg/ml| 0,125 pg/ml | 0,25 pg/ml | 05pg/ml | 1 pg/ml 4 pg/ml ;q n
o & ontrol 8
E . w m
g ‘_Z F l'{‘:f::; Oug/ml  |0,0075 pg/mi| 0,015 ug/ml | 0,031 pg/mi | 0,062 ug/mi| 0,125 pg/mi | 0,25 pg/ml | 05 pg/ml | 1 pg/ml 4 pg/ml E H
3=
ES G ot | | 1 ml 1 ] 1 ] ml m | 5w
ﬁ + kontrol 0 pg/mi 10,0075 pg/ml| 0,015 pz/ml | 0,031 pg/i 0,062 pg/ml| 0,125 pg/ml | 0,25 pg/m 0,5 pg/ml 1 pe/ 4 pgf H u
< £ a H
= }
= H ::f:’:; 0Opg/ml  |0,0075 pg/mi| 0,015 ug/ml | 0,031 pg/mi | 0,062 ug/ml| 0,125 pg/mi | 0,25 pg/ml | 0,5 pgfml E H
Sekil 3.6 Referans suslarin 96-kuyucuklu mikroplakalara yerlesimi-3
2 3 4 5 5 7 B g 10 12
= negatif paitif
g A ] e 0,0625 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,5 ug/ml 1 pg/ml 4 pg/ml 8 pg/ml 32 pg/ml
=
& if itif
w g_ B I'::E:rtol k':’:t':ol 0,0625 pg/mi | 0,125 pg/ml | 0,25 ug/ml | 0,5ug/ml | 1 pg/mi aug/ml | 8ug/ml 32 pg/ml
= negatif pozitif
g 5 c e e 0,0625 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,25 pgfml | 0,5 pg/ml 1 pg/ml 4 pg/ml 8 pg/ml 32 pg/ml
=
= g negatif pozitif
s D e T 0,0625 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,25 ug/ml | 0,5 pg/ml 1 pg/ml 4 pg/ml 8 ug/ml 32 pg/ml
= negatif poitif
cE E o o 0,0625 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,25 ug/ml | 0,5 pg/ml 1 pg/ml 4 pg/ml 8 ug/ml 32 pg/ml
3 i negatif pazitif
AW
“g F ] fomtrol | 00625 ug/ml | 0,125 ug/mi | 0,25 pg/ml | 05ug/ml | 1pg/ml 4 pg/ml 8 pg/ml 32 ug/ml
& negatif pazitif
5 s G o] e~ 0,0625 pgfml | 0,125 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,5 pg/ml 1 pg/ml 4 pg/ml 8pg/ml 32 pgfml
z z negatif pozitif
Ao
“g H e kontrol | 00625 ue/ml | 0,125 pg/mi | 0,25 ug/ml | 05ug/ml | 1 ug/ml Sz & pg/ml 32 pg/ml

Sekil 3.7 Referans suslarin 96-kuyucuklu mikroplakalara yerlesimi-4
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1 2 3 4 5 6 7 o 10
= negatif pozitif
E E A o] p—— 0,0625 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,5 pg/ml 1 pg/ml 4 pgfml 8 pg/ml
==
;g
@ negatif pozitif
= 3 kontrol kontrol | %0625me/ml | 0125 yg/ml | 0,25pg/ml | 05pe/ml | 1 ug/mi apg/ml | sug/ml
& negatif pozitif
- C o] p— 0,0625 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,5 pg/ml 1 pg/ml 4 pg/ml 8 pg/ml
B
u g negatif pozitif
= 2 kontrol kontrol | %0625 me/ml | 0125 yg/ml | 0,25pefml | 0,5pe/ml | 1 ue/ml apg/ml | 8ug/ml
- negatif pozitif
i E E o kontrol | 00625 me/ml | 0,125 pg/mi | 025 g/mi | 05 ug/ml | 1pg/ml 4 pg/ml & pg/ml
¥
g8 negatif pozitif
- S F oo — 0,0625 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,25 pgfml | 0,5 pg/ml 1 pg/ml 4 pg/ml 8 pg/ml
s8¢ negatif pozitif
i I E £ g G — komtrol | 00625me/mi | 0,125 pg/mi | 025 pg/mi | 05 ug/ml | 1pg/mi 4 pg/ml & pg/ml
S rmE
E= 22
EEEEE H rE poritif | 5625 pe/mi | 0,125 pe/mi ml | o 1| 1pg/ml apg/ml | spg/ml
SEFS kontrol kontrol 0625 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,25 pet! 5 pg/m ve/ vef ve/

Sekil 3.8 Referans suslarin 96-kuyucuklu mikroplakalara yerlesimi-5

Hazirlanan mikroplaka kapagi kapatilarak mikroplaka okuyucuya (EPOCH-2, Bio-Tek,
USA) yerlestirildi (Sekil 3.9), 35 °C’de inkiibe edilerek 24 sa boyunca her 15 dk da bir

otomatik olarak, 600 nm’de absorbans degerleri toplandi.

Sekil 3.9 Referans suslarin 35 °C’de 24 sa boyunca her 15 dk da otomatik olarak
Olctimiinii alan mikroplaka okuyucu
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4

SONUC VE ONERILER

4.1 Karakterizasyon Calismalari Sonuclar:

4.1.1 Boyut Dagilimi Analizi ve Zeta Potansiyel Degerleri Sonuclar:

ikili emiilsiyon (su/yag/su) c¢oziicii buharlastirma yoéntemi uygulanarak bos PLGA

nanopartikiillerin (BOS) ve teikoplanin (TP) yiikli PLGA nanopartikiillerin (FT)

sentezlenmesi ve karakterizasyon calismalar: gerceklestirildi.

Tablo 4.1 BOS’a ait 3 tekrarh partikiil boyutu ve
zeta potansiyel Ol¢limii analizi sonucu

Elde edilen

Ornek | T (°C) (d.nm) ZP (mV) PdI kuru np (mg)
BOS 25 226,4 -28,0 0,246 66,2
BOS 25 228,4 -28,7 0,263 66,2
BOS 25 229,3 -30,3 0,290 66,2
BOS 25 | 228 +1,484 | -29,0 + 1,179 | 0,266 + 0,022 66,2

Ortalama
Tablo 4.2 FT’ye ait 3 tekrarl partikiil boyutu ve
zeta potansiyel 6l¢iimii analizi sonucu
.. o Elde edilen
Ornek | T (°C) (d.nm) ZP (mV) PdI kuru np (mg)
FT 25 231,8 27,4 0,227 72,2
FT 25 2248 -28,0 0,219 72,2
FT 25 220,8 -27,6 0,181 72,2
1 25 | 226 +5,568 | -27,7 + 0,306 | 0,209 + 0,025 72,2
Ortalama
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Sekil 4.1 ikili emiilsiyon (su/yag/su) coziicii buharlastirma yéntemi kullanilarak
hazirlanan bos PLGA nanopartikiillere ait A) boyut dagilimi analizi B) zeta potansiyel
degerleri
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Sekil 4.2 Ikili emiilsiyon (su/yag/su) ¢oziicii buharlastirma yéntemi kullanilarak
hazirlanan teikoplanin yiiklii nanopartikiillere ait A) boyut dagilim analizi B) zeta
potansiyel degerleri
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Tablo 4.1’de BOS ve 4.2’de FT’ye ait yapilan 3 tekrarli partikiil boyutu ve zeta
potansiyel o6lciimii analizi sonuglarina gore bos PLGA nanopartikiiller icin, partikiil
boyutu 228 + 1,484 nm olarak olciildii. Teikoplanin yiiklii nanopartikiiller icin 226 +
5,568 nm o6lciildii. Bos nanopartikiil ile icerisinde etken madde olan nanopartikiil
arasinda partikiil boyutuyla ilgili o6lciimlere bakildigi zaman, birbirine ¢ok yakin
boyutlarda olduklar1 goriildi. Sekil 4.1 A ve 4.2 Ada, boyut dagilim analizi
sonucglarina gore bos PLGA nanopartikiiller ve teikoplanin yiiklii nanopartikiillerin

boyut dagilimlarinin dar bir aralikta oldugu gozlemlendi.

Nanopartikiillerin yilizey o6zellikleri hakkinda 6nemli bilgi saglayan ylizey zeta
potansiyel degerlerine bakildiginda, Tablo 4.1’de bos PLGA nanopartikiiller i¢in
zeta potansiyel -29,0 =+ 1,179 mV olarak o6lciildii. Tablo 4.2'de teikoplanin yiikli
nanopartikiiller icin -27,7 &+ 0,306 mV olarak 6lciildii. Bos nanopartikiil ile icerisinde
etken madde olan nanopartikiil arasinda zeta potansiyeliyle ilgili 6lciimlere bakildig:
zaman, partikiill boyutunda oldugu gibi birbirine ¢ok yakin degerlerde olduklar:
goriildii. Sekil 4.1 B ve 4.2 B'de, zeta potansiyel degerleri sonuclarina gore bos PLGA
nanopartikiiller ve teikoplanin yiiklii nanopartikiillerin zeta potansiyel degerlerinin

boyut dagilimlar gibi dar bir aralikta oldugu gozlemlendi.

Nanopartikiillerin Coklu Dagilim Indeksleri (PDI) degerlerinin kiiciik olmasi, boyut
dagilimlarinin dar oldugunun gostergesidir. Tablo 4.1’de bos PLGA nanopartikiiller
icin PDI degeri 0,266 + 0,022 ¢6lciildii. Tablo 4.2’de teikoplanin ytiklii nanopartikiiller
icin PDI degeri 0,209 + 0,025 olarak o6lciildii. PDI degeri acisindan da, boyut ve zeta
potansiyel degerlerinde oldugu gibi, bos nanopartikiil ile icerisinde etken madde olan

nanopartikiil arasinda birbirine ¢ok yakin degerlerde olduklar: gortldi.

Tablo 4.1, 4.2 ve Sekil 4.1, 4.2 dikkate alindiginda, zeta potansiyeli degerlerinden,
tiretilen nanopartikiil yiizeyinde herhangi bir kalint1 olmadigi, boyut sonuglar1 ve PDI
degerlerinden, iiretilen nanopartikiillerin boyut dagiliminin dar bir aralikta oldugu

anlasilmaktadir.
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4.1.2 HPLC Analiz Yontemi ile Enkapsiilasyon Veriminin (EV) Hesaplanmasi

Ust fazda bulunan teikoplanin miktarini tespit etmek icin HPLC analiz metodu
uygulandi. HPLC analiz sonuclarina gore enkapsiilasyon verimi asagidaki formdiil ile
hesaplandi. PLGA icerisine enkapsiilen olan ila¢ miktar1 Tablo 4.4, formiil (4.2), (4.3)
ve (4.4) icerisinde detaylica gosterildi. Yapilan hesaplamaya gore PLGA icerisine %98

oraninda teikoplanin enkapsiile edildi.

4.8
EV (%) = 489 (M8) 100 = %08 (4.1)
5 (mg)

Tablo 4.3 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,025 mg/ml, 0,01 mg/ml
oranlarinda o6lciilen absorbans degerleri

Konsantrasyon Alan Alan Alan Ortalama Standart sapma
mg/ml (SD)

1 8803051 | 9136127 | 9432702 9123960 315001,7815

0,5 6662316 | 6991649 | 6876292 6843419 167109,3409

0,2 5414174 | 5332017 | 5308790 | 5351660,333 55370,04851

0,1 4758019 | 4933862 | 4944595 | 4878825,333 104758,8992

0,025 4581968 | 4785525 | 4701798 | 4689763,667 102310,7128

0,01 4490598 | 4524025 | 4637379 | 4550667,333 76931,95652

Teikoplaninin PLGA igerisine enkapstile miktar1 Sekil 4.3, Tablo 4.3 ve Tablo 4.4
sonuclarina gore hesaplandi.  Sekil 4.3’ te bulunan (y = 4.636.005,6662x +
4.488.537,5449) denkleme gore, FT'nin absorbans degerleri sirasiyla Tablo 4.4’teki
degerler olan 5025270, 4993384, 5004281 absorbans degerleri, 4.2, 4.3 ve 4.4’teki
formiillere eklendi ve Tablo 4.5’teki ortalama deger olan 0,1120 + 0,0035 mg,
teikoplaninin baslangi¢ konsantrasyonu olan 5 mg’dan cikartilarak, teikoplaninin

PLGA icerisine enkapsiilasyon miktar1 4,89 mg olarak bulundu.
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Tablo 4.4 FT absorbans degerleri

AbsoEbei.ns Alan Alan Alan Ortalama Standart sapma
Degeri (SD)
FT 5025270 | 4993384 | 5004281 | 5007645 16206,99297
Tablo 4.5 Enkapsiile olmayan FT miktarlari
Enkapsiile Alan Alan Alan | Ortalama Standart sapma
Olmayan (SD)
FT 0,1158 | 0,1158 | 0,1112 | 0,1120 0,0035
5025270 — 4488537,5
7 a4 7,5449 =0,01158 (4.2)
4636005, 6662
4993384 — 4488537,5449
=0,01089 4.3
4636005, 6662 (4.3)
5004281 — 4488537,5
4 a4 7,5449 =0,01112 (4.4)
4636005, 6662
Teikoplanin Standart Egrisi
10000000
9000000 o
S000000
é 7000000 X
€ 6000000
=
o i
@ 5000000 i
a .’__..-'l'
E 4000000
£
@ 3000000
2 30000
< v = 4.636.005,6662x + 4.488.537,5449
2000000 R* =0,9988
1000000
. 0 0,2 04 0.6 08 1 1

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.3 Teikoplanin analitik standartlar1 kalibrasyon egrisi
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4.1.3 Etken Madde Reaksiyon Veriminin (RV) Hesaplanmasi

PLGA nanopartikiil tiretiminin reaksiyon verimini belirlemek icin elde edilen kati
nanopartikiiller tartildi ve reaksiyon verimi asagidaki formiil kullanilarak %69 olarak

hesaplandi.

2.9
RV (%) = — 2218 100 = %69 (4.5)
100 + 5 (mg)

4.1.4 Etken Madde Yiikleme Veriminin Hesaplanmasi (YV) Hesaplanmasi

Etken madde yiiklenme verimi, PLGA icerisindeki ila¢c miktarinin, elde edilen PLGA
nanopartikiil miktarina oranlanmasiyla hesaplandi. Etken madde yiikleme verimine
PLGA ve sentez icin kullanilan PVA miktarlar1 6nemli oranda etki etmektedir.

Calismamizda etken madde yiikleme verimi %7 olarak hesaplandi.

4.89 (mg)
YV (%) = —22 U8 160 = o 6
) = 25 2 (mg) o7 (4.6)

4.1.5 Yiizey Alam ﬁlgﬁmﬁ Analizi (Brunauer-Emmett-Teller — BET Analizi)

Sonuclar

BOS ve FT icin, nanopartikiillerin ylizey alani, por hacmi, por biyiikligi gibi
parametrelerin belirlenmesi amaciyla BET analizini gerceklestirmek icin, YTU Merkez
Laboratuvar’'ndan hizmet alimi ile destek alindi. Alinan sonuclarin 6zet verileri, Tablo
4.6’da verildi.

BET analizine gore, BOS ve FT icin, BET yiizey alan1 7.9798 m?/g ve 10.0573 m?/g,
Por hacmi < 1.269 nm : 0.0000 cm®/g ve < 1.269 nm : 0.0000 cm®/g, Por alan1 >
216.632 nm : 0.000 cm?/g ve > 117.233 nm : 0.000 cm?/g olarak 6lciildii.
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Tablo 4.6 BOS ve FT icin karsilastirmali BET analizi 6zet tablosu

YUZEY ALANI (m?/g) BOS FT
BET Yiizey Alani 7.9798 10.0573
t-Plot Mikropor Alani 6.3524 6.3561
t-Plot D1s Yiizey Alani 1.6274 3.7012
1.7000 nm - 300.0000 nm
Cap Araliginda BJH
Adsorpsiyon Kiimiilatif 7.237 9.103
Por Alani
1.7000 nm - 300.0000 nm
Gap Araliginda BJH 13.0832 14.4562
Desorpsiyonlu Kiimiilatif
Por Yiizey alani
POR HACMI (cm®/g) BOS FT
P / Po = 0.989220727,
179.6684 nm Capindan Kii¢tik
Gozenekli Tek Nokta 0.167947 0.184430
Adsorpsiyon Toplam Por Hacmi
t-Plot Mikropor Hacmi 0.003058 0.003000
1.7000 nm - 300.0000 nm
Gap Araliginda BJH
Adsorpsiyon Kiimiilatif 0.166142 0.182080
Por Hacmi
1.7000 nm - 300.0000 nm
Gap Araliginda BJH 0.167970 0.184362
Desorpsiyonlu Kiimiilatif
Por Hacmi
POR BUYUKLUGU (nm) BOS FT
Adsorpsiyon Ortalama Por Genisligi
Por Gapi (4V / A) 84.18649 73.35177
BJH Adsorpsiyon Ortalama
Por Capi (4V / A) 91.8245 80.0069
BJH Desorpsiyon Ortalama
Por Gap1(4V / A) 51.3543 51.0123
YOGUNLUK FONKSIYONEL TEORISI BOS FT

(DFT) POR BUYUKLUGU

Por Hacmi

< 1.269 nm : 0.0000

< 1.269 nm : 0.0000

cm®/g cm®/g
Porlarin Toplam Hacmi < 216.632nm: <117.233 nm:
0.16554 cm®/g 0.18073 cm®/g
Por Alani > 216.632 nm : > 117.233 nm :
0.000 cm* /g 0.000 cm? /g
Porlarin Toplam Alani 4231936;112111/; 5261922?1;2“1/1g
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4.1.6 Taramal:1 Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi Sonuclar1
Yapilan Taramali Elektron Mikroskopu (SEM) karakterizasyon calismasinda, Sekil

4.4 incelendiginde, sentezlenen nanopartikiillerin, Anwer ve meslektaglarinin 2020
yilinda yaptig1 calismadaki gibi [133] nano boyutlu, dar bir aralikta boyut dagilimina
sahip, ptirtizsiiz — kiiresel sekilde olduklar: saptandi.

Ilave olarak, Taramali Elektron Mikroskopu (SEM) altinda 30.000 katlik biiyiime elde
edildiginde, bos PLGA ve teikoplanin yiiklii PLGA goriintiilerinin birbirine benzer

sekillerde olduklar1 gbzlemlendi.

Sekil 4.4 SEM goriintiisii: A) bos PLGA 100X B) bos PLGA 30000X C) Teikoplanin
yiikli PLGA 100X D) Teikoplanin ytiklii PLGA 30000X

4.1.7 Atomik Gii¢ Mikroskobu (AFM) Analizi Sonuclar:

Karakterizasyon calismalarinda giivenilirligi arttirmak adina SEM analizine ek olarak
AFM analizi de gerceklestirildi. AFM analizi ile nanopartikiillerin boyut ve ylizey
morfolojileri incelendi. Sekil 4.5 incelendigi zaman, A ve B’de yer alan sekillerde
bos PLGAnin sirasiyla faz ve 3D topografi goriintiileri, C ve D’de teikoplanin ytiikli
PLGAnin sirastyla faz ve 3D topografi goriintiileri yer aldu.
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AFM analizine gore, bos PLGA i¢in boyut 30-274 nm, teikoplanin yiikli PLGA icin
boyut 30-212 nm o6lciildi. Boyut dagilimlarina bakacak olursak, hem bos PLGA hem
de teikoplanin yiiklii PLGA nanopartikiilleri homojen olarak goriildii. Sekil 4.4'teki
SEM goriintiilerine paralel olarak, sentezlenen nanopartikiillerin nano boyutlu, dar

bir aralikta boyut dagilimina sahip, piiriizsiiz — kiiresel sekilde olduklar1 saptandi.

C D

Sekil 4.5 Atomik Gii¢ Mikroskobu (AFM goriintiisii): A) bos PLGA faz B) bos PLGA
3D topografi C) Teikoplanin yiiklii PLGA faz D) Teikoplanin yiiklii PLGA 3D topografi
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4.1.8 FTIR Analizi Sonuclar

Karakterize nanopartikiiller elde edildikten sonra, PLGA nanopartikiillerinin yiizeyi
S.aureus bakterisine 0zgiin olan aptamer ile konjuge edildi. Konjugasyonun dogru
sekilde oldugunu saptamak icin FT-IR analizi yapildi. FT-IR ¢alismas1 ATR modunda 3
tekrar ile gerceklestirildi. FT-IR ¢alismasinda, NHS/EDC baglayicisinin PLGA yiizeyine
baglandig1 N-H biikiilme titresimi (1640-1550 cm™?) ile gésterildi.

5 wucu amin modifiyeli S. aureus aptamerini (200 mM), 5 - amin
(GCGCCCTCTCACGTGGCACTCAGAGTGCCGGAAGTTCTGCGTTAT) nanopartikiillere
konjuge edebilmek icin nanopartiiillerin tizeri NHS ve EDC ile kaplandi. Bu sayede
aptamerin nanopartikiile konjuge olacagi uygun yiizey alani olusturuldu. Bu islemin
ardindan 25 mM amin modifiye aptamer, nanopartikiil yiizeyine tutturularak,

teikoplanin yiiklii PLGA - aptamer biyokonjugati elde edildi.

Sekil 4.6 ve 4.7 incelendigi zaman, bos PLGA ve teikoplanin yiikli PLGA
nanopartikiillere ait FT-IR (ATR modunda) spektrumlari, karbonil —-C=0 gerilme
titresimi (1820-1670 cm™!) ve asimetrik ve simetrik C-C(=0)-O gerilme titresimleri
(1300-1000 cm™!) olarak belirlendi. S6z konusu sekillerde (Sekil 4.6 ve 4.7)
NHS/EDC kaplama bulunmadigi icin beklendigi {izere N-H biikiilme titresimi
(1640-1550 cm™1) goriilmedi.

Sekil 4.8 ve 4.9 incelendigi zaman, Sekil 4.6 ve 4.7’ye benzer olarak karbonil -C=0
gerilme titresimi (1820-1670 cm™!) ve asimetrik ve simetrik C-C(=0)-O gerilme
titresimleri (1300-1000 cm™?) goriildii.

Aptamerleri PLGA ylizeyine baglayabilmek icin NHS/EDC baglayicisi kullanildi.
Bunun sonucunda da, Sekil 4.6 ve 4.7’den farkli olarak, Sekil 4.8 ve 4.9°’da N-H
biikiilme titresimi (1640-1550 cm™') goriildii. Gériilen N-H biikiilme titresimi
(1640-1550 c¢cm™) ile PLGAnin yiizeyinin NHS/EDC baglayicisi ile kaplandig

belirlendi.
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4.2 Kontrollii Salim Deneyi Sonuclari

Karakterize PLGA nanopartikiiller elde edildikten sonra, antibiyotigin ne kadar siirede

salindigini1 6grenmek icin kontrollii salim calismas: gerceklestirildi. Deney 20 giin

olarak gerceklestirildi.

Kontrolli salim ¢alismasi ile teikoplanin yiiklii PLGA nanopartikiilleri, % 0.01 sodyum
azit iceren PBS icerisinde (pH 7.4), inkiibatorde 100 rpm hizda 37 °C’de inkiibe edildi.

Tablo 4.7’de verilen zaman araliklarinda tiipler santrifiijlendi ve iist fazlar toplandi.

Toplanan tist fazlarin yerine PBS tampon solusyonu eklenerek salim islemi devam

ettirildi.

belirmek icin 6rnekler analiz edildi.

Tablo 4.7 Kontrollii salim deneyi sonuclari
(Abs. : Absorbans, ORT: Ortalama, SD: Standart sapma, % : Yiizde)

Kontrollii salim deneyi tamamlandiktan sonra salinmis ila¢ miktarini

Abs. Abs. Abs.
Zaman | 4c0 515nm) | (460-515nm) | (460-515nm) | ORY | SP | %
Saf 0,1566 0,1603 0,1482 0,1550 | 0,0062 | 100
0 dk 0,0112 0,0117 0,0110 0,0113 | 0,0004 | 7
5 dk 0,0137 0,0142 0,0126 0,0135 | 0,0008 | 9
15 dk 0,0295 0,0250 0,0288 0,0278 | 0,0024 | 18
30 dk 0,0335 0,0342 0,0327 0,0335 | 0,0008 | 22
1sa 0,0862 0,0778 0,0920 0,0853 | 0,0071 | 55
2 sa 0,0895 0,0936 0,0888 0,0906 | 0,0026 | 58
3sa 0,0925 0,0933 0,0985 0,0948 | 0,0033 | 61
4 sa 0,0943 0,0948 0,0999 0,0963 | 0,0031 | 62
5sa 0,0087 0,0996 0,0998 0,0994 | 0,0006 | 64
6 sa 0,0993 0,1032 0,0983 0,1003 | 0,0026 | 65
12sa 0,1031 0,1053 0,0963 0,1016 | 0,0047 | 66
18 sa 0,1042 0,1053 0,1040 0,1045 | 0,0007 | 67
1 gtn 0,1058 0,1080 0,1020 0,1053 | 0,0030 | 68
2 giin 0,1070 0,1033 0,1078 0,1060 | 0,0024 | 68
3 gtin 0,1085 0,1103 0,1043 0,1077 | 0,0031 | 69
4 giin 0,1088 01112 0,1052 0,1084 | 0,0030 | 70
5 giin 0,1093 0,1102 0,1095 0,1097 | 0,0005 | 71
6 gtin 0,1099 0,1113 0,1142 0,1118 | 0,0022 | 72
7 gtin 0,1107 0,1120 0,1163 0,1130 | 0,0029 | 73
10 gin 0,1135 0,1164 0,1196 0,1165 | 0,0031 | 75
20 gt 0,1219 0,1230 0,1270 0,1240 | 0,0027 | 80
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Kontrollii salim deneyi tamamlanip tablo 4.7’deki verilerin toplanmasinin ardindan,
Sekil 4.10" daki grafik elde edildi. Sekil 4.10’ daki grafik incelendigi zaman, PLGA
nanopartikiiliinin ilk 1 sa icinde enkapsiile ettigi teikoplaninin %55’ini ortama

biraktig1 belirlendi.

Yapilan kontrollii salim calismasinda, PLGA nin ilk 1 sa icinde gerceklestirdigi
salimin oldukca hizli oldugu, 1 sa dan sonra 20 giine kadar belirlenen zaman
araliklarinda kademeli olarak yavas bir salim gerceklestirdigi belirlendi. Ilave olarak,
20. giin sonunda analiz sonucu PLGAnin enkapsiile ettigi teikoplaninin %80’ini
ortama biraktig1 goriildii. PLGA nanopartikiillerinin enkapsiile ettigi etken maddeyi
ortama uzun bir zaman araliginda saldig1 icin, PLGA nanopartikiillerin hedefe yonelik

ila¢c calismalarinda kullanilabilirligi yiiksek oldugu belirlendi.
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Sekil 4.10 Kontrollii salim grafigi

46



4.3 Antimikrobiyal Test Sonuclari

Antimikrobiyal test olan Buyyon Diliisyon (Brot Diliisyon) testi uygulanarak, bos
PLGA, saf teikoplanin , PLGA yiiklii teikoplanin ve teikoplanin yiiklii aptamer konjuge
PLGA nanopartikiillerin referans suslar tizerindeki etkinlikleri incelendi. Her bir
konsantrasyon {iizerine 0.5 McFarland, 20 ul bakteri inokiile edilen referans suslarin,
35 °C’de inkiibe edilerek 24 sa boyunca her 15 dk da bir otomatik olarak, 600 nm’de

absorbans degerleri toplanda.

Calismada S. aureus (ATCC 29213), S. aureus (ATCC 25923), S. aureus subsp. aureus
(ATCC 43300), kan kiiltiiriinden izole edilen metisiline direncli S. aureus (MRSA)
klinik susu (EGE-KK-13), kan kiiltiiriinden izole edilen metisiline direngli S. aureus
(MRSA) klinik susu (EGE-KK-95), S. epidermidis (ATCC 12228), E. coli (ATCC 25922),
P aeruginosa (ATCC 27853) ve S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (ATCC
14028) referans suslar1 kullanild:.

Sekil 4.11’de gorildigii iizere, S.aureus (ATCC 29213) susu sadece teikoplanin
ile muamele edildigi zaman, CLSI (2018) [145] standartlarinda belirtildigi gibi 1
ug/ml’de inhibe oldugu goriildii. Antibiyotik icermeyen bos PLGA ile muamele
edildigi zaman her hangi bir inhibisyon goriilmedi. Aptamer konjuge olmayan
teikoplanin yiiklii PLGA ile muamele edildigi zaman, 0.125 ug/ml’de inhibe oldugu
goriildii. Aptamer konjuge teikoplanin yiiklii PLGA ile muamele edildigi zaman,
en ylksek etkiyi gostererek 0.031 ug/ml’de inhibe oldugu goriildi. Sekil 4.11
irdelendiginde, S.aureus (ATCC 29213) susu i¢in aptamer konjuge teikoplanin yiikli
PLGA ile muamele edildigi zaman, saf teikoplanine gére MiK degerinde 32 katlik diisiis
gozlendi.

negatif B 4 2 1 05 025 0,125 0,063 0,031 0,016 poztif
homtrol  pefed  ppfed  ppfed  ppfed  pefed  ppfed  ppfed  pefed  pp/md  ppfmd  komtrol
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Sekil 4.11 Teikoplanin, BOS, FT ve aptamer konjuge FT’nin S.aureus (ATCC 29213)
lizerine etkisi
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Sekil 4.12 Teikoplanin, BOS, FT ve aptamer konjuge FI’nin S.aureus (ATCC 29213)

lizerine etkisi - mikroplaka resmi

Sekil 4.13’te gortldiigii iizere, S.epidermidis (ATCC 12228) susu sadece teikoplanin ile
muamele edildigi zaman, 1 ug/ml’de inhibe oldugu goriildi. Antibiyotik icermeyen
bos PLGA ile muamele edildigi zaman her hangi bir inhibisyon goriilmedi. Aptamer
konjuge olmayan teikoplanin yiiklii PLGA ile muamele edildigi zaman, 0.125 ug/ml’de
inhibe oldugu gortildi. Aptamer konjuge teikoplanin yiiklii PLGA ile muamele edildigi
zaman, her hangi bir inhibisyon goriilmedi. Sekil 4.13 irdelendiginde, S.epidermidis
(ATCC 12228) susu icin aptamer konjuge teikoplanin yiiklii PLGA ile muamele edildigi
zaman, S.aureus spesifik aptamer kullanildig: i¢in aptamerin hedefe baglanmadigi
ve teikoplanin salimina izin vermedigi belirlendi. Bu nedenle S.epidermidis susunda

inhibisyon goriildii.

negatit 8 a 2 1 05 025 01X 0063 003 0016  porltif
komtrol  pefed  ppfed  pgfed  pefod  ppfed  ppfed  ppfod  ppfdl  ppfel pefed kontrol
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Sekil 4.13 Teikoplanin, BOS, FT ve aptamer konjuge FI’nin S.epidermidis (ATCC

12228) tizerine etkisi
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Sekil 4.14 Teikoplanin, BOS, FT ve aptamer konjuge FT’nin S.epidermidis (ATCC
12228) tizerine etkisi - mikroplaka resmi

Sekil 4.15’te gortldigi tizere, S.aureus (ATCC 43300) ve S.aureus (ATCC 25923)
suglarina sadece teikoplanin ile muamele edildigi zaman, S.aureus (ATCC 43300)
susunun 2 ug/ml’de, S.aureus (ATCC 25923) susunun 1 ug/ml’de inhibe olduklari
goriildii. S.aureus (ATCC 43300) ve S.aureus (ATCC 25923) suslarina aptamer konjuge
teikoplanin yiiklii PLGA ile muamele edildigi zaman, S.aureus (ATCC 43300) susunun
0,0625 ug/ml’de ve S.aureus (ATCC 25923) susunun 0,031ug/ml’de inhibe olduklari
goriildii. Yapilan calismada, saf teikoplanine karsi aptamer konjuge teikoplanin yiikli
PLGAnin uygulandi§1 referans suslarda, MiK degerlerinin S.aureus(ATCC 43300) ve
S.aureus (ATCC 25923) suslarinda 32 kat daha diistik oldugu gorildii.

1 2 B 4 5 6 7 8 9 10 11 12
7 e
O O P e V¥ Vs Dl Dl Dl D%l Ol R DR (R oo
%g c —/_)/"//._/_'__._,_,_,_,__S.aureus
%‘% F —/Jf/j___——__ATCCASM
gg . —/—_/_’_/j‘_‘_-ﬂ-—-—-——_._._....__,_s.aureus
] H _////_IJ————___—Amczmza

Sekil 4.15 Teikoplanin ve aptamer konjuge tekoplanin yiiklii PLGA'nin S.aureus
(ATCC 43300 ve ATCC 25923) tizerine etkisi
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Sekil 4.16 Teikoplanin ve aptamer konjuge tekoplanin yiiklii PLGAnin S.aureus

(ATCC 43300 ve ATCC 25923) iizerine etkisi - mikroplaka resmi

Sekil 4.17’de goriildiigi tizere, S.aureus (ATCC 25923), S.aureus (ATCC 43300), kan
kiltiiriinden izole edilen Metisiline direncli S. aureus (MRSA) (klinik sus) (EGE-KK-13)
ve kan kiiltiirlinden izole edilen metisiline direncli S. aureus (MRSA) (klinik sus)
(EGE-KK-95) suslarina sadece teikoplanin ile muamele edildigi zaman, S.aureus (ATCC
25923) susunun 1 ug/ml'de, S.aureus (ATCC 43300) susunun 2 ug/ml’de, kan
kiiltiiriinden izole edilen metisiline direncli S. aureus (MRSA) (klinik sus) (EGE-KK-13)
ve kan kiiltiirtinden izole edilen metisiline direncli S. aureus (MRSA) (klinik sus)
(EGE-KK-95) suslarinin 8 ug/ml’de inhibe olduklar1 gériildii. Ilave olarak, S.aureus
(ATCC 25923), S.aureus (ATCC 43300) referans suslari icin, Sekil 4.15 ile aymi MIiK

degerleri elde edildi.
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Sekil 4.17 Teikoplaninin S.aureus’un farkli suglari iizerine etkisi
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Sekil 4.18 Teikoplaninin S.aureus’un farkli suslari iizerine etkisi - mikroplaka resmi

Sekil 4.19'da goriildigi iizere, S.aureus (ATCC 25923), S.aureus (ATCC 43300), kan
kiltiiriinden izole edilen metisiline direncli S. aureus (MRSA) (klinik sus) (EGE-KK-13)
ve kan kiiltiirtinden izole edilen metisiline direncli S. aureus (MRSA) (klinik sus)
(EGE-KK-95) suslarina aptamer konjuge teikoplanin yiiklii PLGA ile muamele edildigi
zaman, S.aureus (ATCC 25923) ve S.aureus (ATCC 43300) suslarinin 0,0625 ug/ml’nin
altinda bir MIK degerinde (Sekil 4.15'te aptamer konjuge teikoplanin yiiklii PLGA
ile muamele edildigi zaman, S.aureus (ATCC 25923) susunun MIK degeri 0,031
ug/ml ve S.aureus (ATCC 43300) susunun MIK degeri 0,0625ug/ml olarak bulundu)
olduklar1 goriildii. Kan kiiltiiriinden izole edilen metisiline direncli S. aureus (MRSA)
(klinik sus) (EGE-KK-13) ve kan kiiltiiriinden izole edilen metisiline direncli S. aureus
(MRSA) (klinik sus) (EGE-KK-95) suslarina aptamer konjuge teikoplanin yiiklii PLGA
uygulandig1 zaman 0,125 ug/ml’de inhibe olduklar: goriildii.
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Sekil 4.19 Aptamer konjuge tekoplanin yiiklii PLGAnin S.aureus™un farkl suslari
lizerine etkisi
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Sekil 4.20 Aptamer konjuge tekoplanin yiiklii PLGAnin S.aureus’un farkl suslari
tizerine etkisi - mikroplaka resmi

Sekil 4.17 ve 4.19 karsilastirildi§i zaman, aptamer konjuge teikoplanin yiikli
PLGAnn uygulandigi referans suslarda, MiK degerlerinin kan kiiltiiriinden izole edilen
metisiline direncli S. aureus (MRSA) (klinik sus) (EGE-KK-13) ve kan kiltiiriinden
izole edilen metisiline direncli S. aureus (MRSA) (klinik sus) (EGE-KK-95) suslarinda
64 kat daha diisiik oldugu goriildi.

Sekil 4.21°de, S.aureus (ATCC 43300), E. coli (ATCC 25922), P aeruginosa (ATCC
27853) ve S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (ATCC 14028) suslarina
teikoplanin ile muamele edildigi zaman, beklendigi iizere sadece S.aureus (ATCC
43300) susunda 2 pg/ml MiK degerinde inhibisyon gériildii. E. coli (ATCC 25922),
P aeruginosa (ATCC 27853) ve S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium
(ATCC 14028) suslar1 Gram (-) olduklarindan dolay1 inhibisyon goriilmedi. Bu suslar
calismada negatif kontrol olarak kullanildi. Yapilan tekrarli deneyler sonucunda, Sekil
4.21’de de S.aureus (ATCC 43300) referans susu icin, Sekil 4.15 ile 4.17’de ayn1 MIK
degerleri (2 ug/ml) elde edildi.

negtif  pozitif 00625 0125 025 05 1 2 4 8 16 32

kool komtrod  pg/md  pgfmd  pgfmd  pefml  pfed  pefnd pgimd  pgfel pefml pgfmd

1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12
%g 5 _////_/__/____—
“= J N P el Dl ol Il D D P P P P
; S I Vsl Vsl Vsl Vsl Vsl sl Vsl D sl sl D sl il
S R I /el sl sl sl sl s sl D sl sl D
gg : - J/—\ /’f— JJ’-’H— .fr\ J'J~ JH’__ /\ JF/ j;/ J,J’_’ S "'
fg 0 JJ\ _Jf‘_ J/" _J/” _/'F’ _’,-’—’ J/'/ j/ _;’/ j“/ _/ﬁ_
EEEEEG—/////"{/‘/’////"
PRte 0| A A A A A A A

Sekil 4.21 Teikoplaninin farkl referans suslar iizerine etkisi
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Sekil 4.22 Teikoplaninin farkl referans suslar {izerine etkisi - mikroplaka resmi

Sekil 4.23’te, S.aureus (ATCC 43300), E. coli (ATCC 25922), P aeruginosa (ATCC
27853) ve S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (ATCC 14028) suslarina
aptamer konjuge teikoplanin yiiklii PLGA ile muamele edildigi zaman, S.aureus (ATCC
43300) susunda, MIK degeri Sekil 4.15 ve Sekil 4.19 ile aymi olarak 32 kat daha
diisiik (0,0625ug/ml) oldugu goériildii. Ilave olarak, calismada negatif kontrol olarak
kullanilan E. coli (ATCC 25922), P aeruginosa (ATCC 27853) ve S. enterica subsp. enter-
ica serovar Typhimurium (ATCC 14028) suslarina aptamer konjuge teikoplanin yiikli

PLGA ile muamele edildigi zaman, beklendigi iizere inhibisyon goriilmedi.

negatif pozitif 0,065 0125 0,25 05 1 2 a 8 16 E>)
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Sekil 4.23 Aptamer konjuge tekoplanin yiiklii PLGAnin farkl referans suslar iizerine

etkisi
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Sekil 4.24 Aptamer konjuge tekoplanin yiiklii PLGAnin farkl referans suslar iizerine
etkisi - mikroplaka resmi

4.4 Tartisma

Son yillarda hizlanarak devam eden direncli bakteri olusumu nedeniyle diisiiniilen
ilk asama tedbirler, kullanilan antibiyotiklerin etkilerinin arttirilmas1 ve kullanim
dozlarinin diisiirtilmesi yoniindedir. Bu diislinceyi temel alarak baglanilan tez

calismasinda gelecek icin umut veren sonuclar elde edildi.

Calismanin ilk ayagini PLGA nanopartikiillerin karakterizasyonu calismalari
olusturdu.  Karakterizasyon calismalarinda partikiill boyutu ve zeta potansiyel
Olclimii analizi, BET analizi, SEM analizi, AFM analizi ve FT-IR analizi gerceklestirildi.
Karakterizasyon calismalarindan zeta potansiyel 6lciimii analizi, SEM analizi, AFM
analizi sonuclarina gore BOS ve FT icin partikiil biiyiikliigii, yiizey morfolojileri ve

zeta potansiyellerinin birbirlerine yakin degerler oldugu saptand.

BOS ve FT’ye ait yapilan 3 tekrarhi partikiil boyutu ve zeta potansiyel 6l¢ctimii analizi
sonuclarina gore BOS igin, partikiil boyutu 228 + 1,484 nm, FT i¢in 226 + 5,568
nm Olctldi. BOS icin zeta potansiyel -29,0 £ 1,179 mV, FT i¢in -27,7 £ 0,306 mV
olarak o6lciildii. BOS icin PDI degeri 0,266 + 0,022, FT icin PDI degeri 0,209 + 0,025
olarak olciildii. Partikiil boyutu ve zeta potansiyel 6lciimii analizi dogrultusunda,
enkapsiilasyon verimi (EV) %98, etken madde reaksiyon verimi (RV) %69 ve etken
madde yilikleme verimi (YV) %7 olarak 6l¢iildi.

2018 yilinda Arasoglu ve meslektaslari tarafindan gerceklestirilen calismada [146]
etken maddenin yapisindan kaynakli, ¢alismamizdan farkli olarak tekli emiilsiyon
¢coziici ucurma yontemi kullanilmistir.  Partikil boyutu 206.2 £ 1.2 nm, zeta
potansiyel -19.8 + 2.5 mV, PDI degeri 0.064 £ 0.02 olarak rapor edilmistir. ilave
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olarak calismada enkapsiilasyon verimi %87.2 + 2.5 ve etken madde reaksiyon
verimi %53.3 £+ 1.8 olarak bulunmustur. Sonuclarimiz karsilastirildig1 zaman benzer
sonuglar elde edildigi goriilmektedir. Zeta potansiyel ve PDI degerlerindeki kiiciik
farkliliklar, yapilan calismanin, bizim caliymamiza oranla nanopartikiillerin daha
diizenli ve stabil yapida oldugunu gostermektedir. Ancak calismamizda elde edilen
enkapsiilasyon verimi ve etken madde reaksiyon veriminin, yapilan calismaya gore
daha yiiksek oranlarda oldugu gortilmektedir. Gaspar ve meslektaslarinin 2018 yilinda
gerceklestirdigi calismada [147], bizim de ¢alismamizda kullandigimiz yéntem olan
ikili emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma yontemi kullanilmistir. Bos PLGA partikiil boyutu
263.5 £ 2.6 nm, vankomisin yiiklii PLGA boyutu 239.3 £ 1.53 nm, PDI degerleri 0.1
olarak bulunmustur. Bulunan PDI degeri ile calismada elde edilen nanopartikiillerin,
bizim de calismamizda belirttigimiz gibi monodispers oldugu belirtilmistir. Yapilan
calismada bos nanopartikiil boyutu ile antibiyotik yiiklii nanopartikiil boyutunun
birbirine yakin olmasiyla calismamaizla benzer sonuglar icermektedir. Ek olarak yapilan
calismada enkapsiilasyon verimi %90.2 olarak rapor edilmistir. Bu oran ¢calismamizda

elde ettigimiz yiiksek oranla paralellik gostermektedir.

BET analizi verilerine gére, BOS icin yiizey alam1 7.9798 m?/g, ortalama por capi
91.8245 nm ve por hacmi < 1.269 nm : 0.0000 cm?®/g, FT icin yiizey alam1 10.0573
m? /g, ortalama por c¢ap1 80.0069 nm ve por hacmi < 1.269 nm : 0.0000 cm?/g olarak
olciildi.

2012 yilinda Tang ve meslektaslarinin gerceklestirdigi c¢alismada [148], kalsiyum
fosfat entegre PLGA nanopartikiillerini 207 + 5 nm boyutta sentezledikleri
bildirilmistir. Gen transfer vektorii olarak adlandirdiklari nanopartikiillerin yiizey
alan1 57.5 m?/g bulunmustur. Bulunan bu deger bizim ¢alismamizda buldugumuz
degerden yaklasik 5,5 kat daha fazladir. Partikiil boyutunun kiiciildiikce yiizey
alaninin arttig1 ve yiizey alaninin biiyiikliglintin etken madde salimi ve yiiklemesinde
avantaj sagladig1 diisliniiliirse [149], bu durum ilag¢ tasima sistemleri i¢in 6nemli bir
etken olacagi diisiniilmektedir. Yapilan ¢alismada calismamizdan farkl olarak yiizey
alaninin daha biiyiik cikmasinin olasi nedeninin, PLGA iizerine kalsiyum entegrasyonu

oldugunu ortaya c¢ikarmaktadir.

SEM ve AFM analizleri ile nanopartikiillerin boyut ve yiizey morfolojileri incelendi.
Calismada SEM ve AFM analizi sonuglari beklendigi iizere benzer c¢ikti. AFM analizine
gore, BOS icin boyut 30-274 nm, FT boyut 30-212 nm 6lciildii. Bu sonuclar partikiil
boyutu ve zeta potansiyel Olctimii analizi sonuclari ile de uygunluk gosterdi. SEM ve
AFM analizleri sonuclarina gore, sentezlenen nanopartikiillerin nano boyutlu, dar bir

aralikta boyut dagilimina sahip, piiriizsiiz — kiiresel sekilde olduklar1 saptandi.

55



2006 yilinda Dorati ve meslektaslari [150] tarafindan, PLGA yiizey karakterizasyonu
tizerinden SEM ve AFM analizleri kullanarak karsilastirmali bir calisma yapilmis
ve sentezlenen nanopartikiillerin bizim ¢alismamizla uyumlu olarak nano boyutlu,
dar bir aralikta boyut dagilimina sahip, piirtizsiiz — kiiresel sekilde olduklarim
gosterilmistir. Ayrica SEM ve AFM analizleri karsilastirildiginda, AFM analizinin yiizey
morfolojisinde ekstra bilgiler verdigi belirtilmistir. Benzer olarak 2016 yilinda Sun
ve meslektaglar1 [151], kuersetin yiiklii PLGA nanopartikiilleri i¢in karakterizasyon
calismasinda SEM ve AFM analizleri kullanilmistir. ~ Yapilan calisma sonucunda

calimamizla benzer sonuclar elde edilmistir.

BOS ve FT’ye ait FT-IR (ATR modunda) spektrumlari, karbonil —C=0O gerilme
titresimi (1820-1670 cm™!) ve asimetrik ve simetrik C-C(=0)-O gerilme titresimleri
(1300-1000 cm™!) olarak belirlendi.

PLGAnin yiizeyinin NHS/EDC baglayicisi ile kaplandig1 zaman, benzer olarak karbonil
—C=0 gerilme titresimi (1820-1670 cm™') ve asimetrik ve simetrik C-C(=0)-O
gerilme titresimlerinin (1300-1000 cm™!) yani sira N-H biikiilme titresimi (1640-1550
cm™!) goriildii. Bu sonug, nanopartikiillerin yiizeyinin basarili bir sekilde NHS/EDC

baglayicisi ile kaplandigini gostermektedir.

Kumar ve meslektaglarinin 2014 [152] ve 2016 [153] yillarinda gerceklestirdigi
calismalarda bizim calismamiza benzer olarak PLGAnin yiizeyinin NHS/EDC
baglayicist ile kaplandig1 (1650 - 1530 cm™?) gosterilmistir. Bu reaksiyonun bir sonucu

olarak kararli bir amid bag1 olustugu bildirilmistir.

Yapilan kontrollii salim calismasinda, PLGAnin PBS icinde baslangictaki patlama
etkisini takiben ilk 1 saat i¢inde gerceklestirdigi salimin (%55) oldukca hizli oldugu,
1 saatten sonra 20 giine kadar (%80) belirlenen zaman araliklarinda kademeli olarak

yavas bir salim gerceklestirdigi belirlendi.

Kashi ve meslektaslarinin 2012 yilinda gerceklestirdigi calismada [154], cesitli
sentezleme yontemleriyle yaptiklari calismada, kontrollii salim igin, PLGA icine
yliklenen minosiklin antibiyotiginin, PBS icinde baslangictaki patlama etkisini
takiben, bizim calismamizla uygun olarak yiiksek miktarda etken maddenin saliminin
gerceklestigi belirlenmistir. Devam eden zamanda ise ¢calismamizdaki bulgularimizla
benzer olarak, salim 5 giinden fazla olacak sekilde kontrollii ve yavag bir sekilde
gerceklesmistir. Ek olarak yapilan calismada salim hizinin, nanopartikiil hazirlama
yontemi, nanopartikiil yapisi, molekiil agirligi, parcacik biiyiikliigii ve polimer bilesimi
gibi etkenlere bagli olarak degisim gosterdigini belirtilmistir. ~ Zakeri-Milani ve
meslektaslarinin 2013 yilinda gerceklestirdigi calismada [155], bizim calismamiza

uygun olarak ilk yarim saatte hizli bir salim gerceklestirdigi goriilmiistiir. Ancak
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calismamizin aksine, bu salim ilk yarim saatte %96 ile ¢ok hizli gerceklesmis olup,
kalan miktarin salimi ise 6-8 saat arasi yavas sekilde gerseklestigi bildirilmistir.
Ungaro ve meslektaglarinin 2012 yilinda yaptigi calisma [156], Zakeri-Milani ve
meslektaslarinin 2013 yilinda yaptig1 calismanin aksine, bizim calismamiza benzer
olarak 30 giine kadar belirlenen zaman araliklarinda kademeli olarak yavas bir salim

gerceklestirdigi bildirilmistir.

Yapilan tez calismasinda S. aureus (ATCC 29213), S. aureus (ATCC 25923), kan
kiiltiirtinden izole edilen Metisiline direncli S. aureus (MRSA) klinik susu (EGE-KK-13),
kan kiiltiirlinden izole edilen Metisiline direncli S. aureus (MRSA) klinik susu
(EGE-KK-95), S. aureus subsp. aureus (ATCC 43300), S. epidermidis (ATCC 12228), E.
coli (ATCC 25922), P aeruginosa (ATCC 27853) ve S. enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium (ATCC 14028) referans suslar1 kullanild:.

Saf teikoplanine karsi aptamer konjuge teikoplanin yiikli PLGAnin uygulandigi
referans suslarda, MIK degerlerinin S. aureus (ATCC 29213), S.aureus (ATCC 25923)
ve S.aureus (ATCC 43300) suslarinda 32 kat, kan kiiltiirlinden izole edilen Metisiline
direncli S.aureus (MRSA) klinik susunda (EGE-KK-13), kan kiiltiiriinden izole edilen
Metisiline direncli S.aureus (MRSA) klinik susunda (EGE-KK-95) 64 kat daha diisiik
oldugu goriildii. Ayrica hedeflemeyi gosterebilmek adina S.epidermidis (ATCC
12228) bakterisine aptamer konjuge teikoplanin yiiklii PLGA uygulandi ve inhibisyon

goriilmedi. Bu sayede de aptamerin islevselligi acikca ortaya konuldu.

Kavruk ve meslektaslarinin 2012 yilinda gergeklestirdigi calismada [157], patojen
inhibisyonu icin aptamer konjuge vankomisin yiiklii mezoporlu silika nanopartikiili
kullanilmistir.  Antibiyotigin kontrollii salimina dayali bu sistemde calismamiza
benzer olarak, vankomisin antibiyotigi icin S.aureus iizerinde élciilen MiK degerinde
onemli olciide azalmalar goriildiigi bildirilmistir. Valizadeh ve meslektaslarinin 2012
yilinda gergeklestirdigi calismada [158], klaritromisin antibiyotiginin antibakteriyal
etkisi nanopartikiiler sistem kullanilarak bazi bakteriler iizerinde denenmistir. Saf
klaritromisin antibiyotigine kiyasla S.aureus bakterisine klaritromisin antibiyotigi
yiiklii PLGA nanopartikiiliinii uygulandiginda MIK degerinde 8 katlik bir diisiis
goriilmiistiir. Booysen ve meslektaslarinin 2018 yilinda gerceklestirdigi calismada
[159], vankomisin antibiyotigi yiikli PLGA nanopartikiiliinii MRSA {izerinde
denenmistir. Saf vankomisin ile miidahele edildiginde MRSA MIK degerleri 5 ve 3
ug/mL bulunurken, vankomisin antibiyotigi yiiklii PLGA nanopartikiilii ile muamele
edildiginde MIK degerleri 1 ug/mL olarak bulunmustur. Yapilan calismada MIK
degerlerinde 5 ve 3 katlik bir diisiis gozlemlenmistir.
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4.5 Oneriler

Antibiyotiklerin hedefe giderken diger mikroorganizmalari da etkilemeleri, doz kaybi,
yan etkiler gibi durumlar, antibiyotik kullaniminda dezavantajlara neden olmaktadir.
Bu dezavantajlarin asgari sinirlara indirilebilmesi hedeflenerek baslanilan ¢alismada
teikoplanin antibiyotigi yiiklii aptamer konjuge PLGA nanopartikiilii kullanilarak
hedefe yonelik ila¢ sistemi olusturuldu. PLGA nanopartikiilii karakterizasyonu
calismalarinda partikiil boyutu ve zeta potansiyel 6l¢iimii analizi, SEM analizi, AFM
analizi, BET analizi, FT-IR analizi teknikleri kullanilarak sentezlenen nanopartikiillerin
ozellikleri belirlendi. Elde edilen ozellikler ila¢ tasima sistemlerinin kullanimi
acisindan literatiirde yer alan calismalarla uyumluluk gostermektedir. Kontrolli
salim deneyi ile etken maddenin nanopartikiil icerisinden saliminin uzun siirelerde
gerceklestigi belirlendi. Elde edilen veriler ile, PLGA nanopartikiillerinin enkapsiile
ettigi etken maddeyi ortama uzun bir zaman araliginda saldig: icin, hedefe yonelik
ilac sistemleri calismalarinda kullanilabilirliginin yiiksek oldugu sonucuna ulasildi.

Antimikrobiyal test sonuglarina gore kullanilan hedef sus ve kontrol suslarinda umut
verici sonuclara ulasildi. S. aureus (ATCC 29213), S.aureus (ATCC 25923), kan
kiiltiiriinden izole edilen metisiline direncli S.aureus (MRSA) klinik susu (EGE-KK-13),
kan kiiltiirtinden izole edilen metisiline direngli S.aureus (MRSA) klinik susu
(EGE-KK-95), S. aureus subsp. aureus (ATCC 43300) suslarinda MIK degerlerinde
onemli azalmalar goriildii. Ozellikle de MRSA suslarimin MIK degerlerinde elde
edilen azalma, gelecekte yapilacak calismalar acisindan umut vaat etti. Elde edilen
sonuclara gore, karakterize edilen ilac sistemimiz ile hedef suslarda daha az miktarda
etken maddeyle daha yiiksek inhibisyon goriildii. Bu durum da antibiyotiklerin sahip
olduklar1 dezavantajlar1 6nemli 6lciide azaltmis oldu. Hedeflemeye yonelik yapilan
calismada, aktif hedefleme ile teikoplaninin normal sartlarda inhibe ettigi S. epider-
midis (ATCC 12228) bakterisine, teikoplanin antibiyotigi ytiklii aptamer konjuge PLGA
nanopartikiilii olarak verildigi zaman inhibisyon etkisi goriilmedi. Bu sonuclara gore,
calismanin amaclarindan biri olan spesifik hedefleme basariyla gerceklestirilmis oldu.
Sonuglara gore, hedefe yonelik ilag sistemi ¢alismalarinda aptamerlerin kullaniminin
etkisi acikca ortaya cikti.

Hedefe yonelik ilac sistemleri calismalarinda 6zellikle aptamer konjuge nanopartikiiler
sistemlerin kullanimi iizerine yeterince ¢alisma bulunmamaktadir. Yapilan calisma
1s1ginda elde edilen umut verici sonuclar ile bu alanda yapilacak caligmalarin
artmasinin ve literatiirde konuyla alakali bilgi havuzunun genislemesinin gerekliligi
acikca ortaya citkmaktadir. Bu tez dogrultusunda elde edilen in vitro bulgular in vivo
calismalar i¢in bir 6n deneme niteligi olusturmaktadir.
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