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ÖZET 

 

POLİ(D,L-LAKTİK-KO-GLİKOLİK ASİT) ENKAPSÜLE JUGLON 
NANOPARTİKÜLLERİNİN BİYOLOJİK AKTİVİTESİNİN İNCELENMESİ 

 

 

Büşra GÜMÜŞ 

 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

Yüksek Lisans Tezi 

 

Tez Danışmanı: Yrd. Doç. Dr. Tülin ARASOĞLU 

 

Bu tezde, antimikrobiyal aktiviteye sahip bir sekonder metabolit olan juglon molekülü, 
tekli emülsiyon çözücü uçurma yöntemi ile poli(D,L-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) içine 
enkapsüle edilerek nanopartiküler sistemler hazırlanmış ve karakterize edilmiştir. 
Üretilen nanopartiküllerin Candida albicans biyofilmi üzerindeki etkisi; XTT, kristal 
viyole, standart Petri sayımı, konfokal mikroskopi ve membran depolarizasyon analizleri 
gerçekleştirilerek serbest juglon ile karşılaştırmalı olarak değerlendirilmiştir. Sonuç 
olarak; turuncu-kahverengi bir boyar madde olan juglonun, XTT ve kristal viyole 
analizlerinin sonuçlarında sapmaya sebep olduğu belirlenmiştir. Standart Petri sayımı ve 
konfokal mikroskopi çalışmalarında ise anlamlı ve birbiriyle uyumlu sonuçlar elde 
edilmiştir. Serbest juglon ve juglon enkapsüle PLGA nanopartiküler sistemlerinin, 
uygulanan tüm dozlarda, C. albicans biyofilminin oluşumunu ve önceden oluşturulmuş 
6 saatlik biyofilmleri yüksek oranda (%98 - 100) inhibe ettiği tespit edilmiştir. Ayrıca, 
membran depolarizasyon analizi ile juglon ve juglon-PLGA nanopartiküllerinin C. 
albicans membran yapısı üzerinde etkili olduğu gösterilmiştir. Juglon-PLGA 
nanopartiküllerinin antibiyofilm etkisinin aynı konsantrasyonda kullanılan juglon ile 
benzer olması; kontrollü salıma bağlı olarak çok daha az etken madde kullanılarak benzer 
etkinin sağlanmış olması ve literatüre göre PLGA nanopartiküler sistemin toksisiteyi 
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azaltmasından dolayı son derece önemlidir. İlaveten; bu çalışma, diğer antimikrobiyal 
etken maddelerin biyofilm üzerindeki etkisinin araştırılmasında faydalı bir model olabilir. 
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ABSTRACT 

 

EXAMINATION OF THE BIOLOGICAL ACTIVITY OF POLY(D,L-LACTIC-CO-
GLYCOLIC ACID) ENCAPSULATED JUGLONE NANOPARTICLES 

 

 

Büşra GÜMÜŞ 

 

Department of Molecular Biology and Genetics 

MSc. Thesis 

 

Advisor: Assist. Prof. Dr. Tülin ARASOĞLU 

 

In this thesis, nanoparticulate systems were prepared by encapsulating juglone 
molecule, a secondary metabolite with antimicrobial activity, into poly(D,L-lactic-co-
glycolic acid) (PLGA) by single emulsion solvent evaporation method and then 
characterized. The effect of the produced nanoparticles on Candida albicans biofilm was 
investigated in comparison with free juglone by performing XTT, crystal violet, standard 
plate count, confocal microscopy and membrane depolarization analyzes. As a result; 
juglone, an orange-brown dye, was found to cause deviations in the results of XTT and 
crystal violet analyzes. Significant and consistent results were obtained in the standard 
plate count and confocal microscopy studies. Juglone encapsulated PLGA 
nanoparticulate systems and free juglone were found to inhibit the formation of C. 
albicans biofilm and pre-formed 6-hour biofilms (98-100%) at all doses applied. 
Furthermore, membrane depolarization analysis showed that juglone and juglone-PLGA 
nanoparticles were effective on C. albicans membrane structure. It is extremely 
important that the antibiofilm effect of the juglone-PLGA nanoparticles is similar to that 
of the juglone used at the same concentration, since similar effect is provided by using 
less active substance due to controlled release and the PLGA nanoparticulate system 
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reduces toxicity according to the literature. Additionally, this work may be a useful 
model for investigating the effect of other antimicrobial agents on biofilm. 

 

 

Keywords: juglone, PLGA, nanoparticle, antibiofilm activity 
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BÖLÜM 1 

1. GİRİŞ 

 Literatür Özeti 

Hareketsiz veya biyolojik yüzeylere tutunarak kümelenen ve kendi ürettikleri 

ekstrasellüler matriks ile kaplanan hücrelerden oluşan biyofilm, besin maddelerinin ve 

oksijenin iç katmanlara taşınmasını sağlayan su kanallarını da içeren oldukça kompleks 

bir yapıdır [1], [2]. Tüm mikrobiyal enfeksiyonların büyük bir kısmını oluşturan biyofilm 

enfeksiyonları, özellikle kalıcı tıbbi cihazlardan kaynaklanan enfeksiyonların artışıyla son 

yıllarda önem kazanmıştır. Bu tip enfeksiyonların en yaygın sorumlusu fungal bir patojen 

olan Candida albicans’tır [2], [3]. Fungal biyofilm hücreleri antifungal ajanlara karşı, bir 

yüzeye tutunmayan ve serbest yüzen planktonik hücrelere kıyasla 2000 kata kadar daha 

dirençli olduğundan, biyofilm enfeksiyonlarının tedavisi oldukça zor olmakta ve 

genellikle cerrahi müdahale gerektirmektedir [2], [4]. Morbidite ve mortalite oranlarının 

giderek artmasına sebep olan antifungal direnç mekanizmaları henüz tam olarak 

aydınlatılamamıştır. Ancak, ekstrasellüler matriks ve biyofilm yapısı içinde bulunan ve 

persister hücreler olarak adlandırılan antimikrobiyal direnci yüksek hücrelerin varlığı, 

direnç genlerinin ekspresyonu ve değişen büyüme hızı gibi parametrelerin direnç 

gelişiminde rol oynadığı düşünülmektedir [5], [6], [7], [8], [9]. Antifungal direnç 

sebebiyle, biyofilm enfeksiyonlarının tedavisi için gereken ilaç dozu, terapötik olarak 

kullanılabilecek en yüksek konsantrasyonun çok üzerinde olabilmektedir [10]. Bu 

sebeple, yeni ve etkili antifungal ajanların geliştirilmesi gerekmektedir.  
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Ceviz bitkisi (Juglans sp.), geleneksel tıpta deri ve tırnaktaki fungal enfeksiyonlar başta 

olmak üzere bir çok hastalığın tedavisinde kullanılmaktadır [11], [12]. Juglon molekülü 

(5-hidroksi-1,4-naftakinon) cevizin biyolojik aktivitesinden sorumludur [13]. Ancak suda 

çözünürlüğünün düşük olması ve toksik etkisi juglonun biyolojik sistemlerdeki 

kullanımını engellemektedir [14].  

Sudaki çözünürlüklerinin düşük olması, sitotoksisite ve kimyasal kararsızlık gibi özellikleri 

sebebiyle verimli olarak kullanılamayan juglon ve benzeri birçok antimikrobiyal 

maddenin kullanımının sağlanmasında ümit vadeden bir strateji olan nanoboyutlu ilaç 

taşıyıcı sistemler,  son yıllarda oldukça fazla ilgi görmekte ve bu konuda birçok çalışma 

yapılmaktadır [15], [16]. Özellikle polimerik nanopartiküller, biyouyumlu ve biyobozunur 

yapıları ve içerdikleri etken maddenin kontrollü salımını yapabilme özellikleri sebebiyle 

sıklıkla tercih edilmektedirler [15], [17].  Biyobozunur polimerlerin vücutta 

parçalanmasıyla ortaya çıkan ürünlerin, normal yolaklar vasıtasıyla metabolize 

edilebilmesi ve böylece herhangi bir yan etkiye sebep olmamaları büyük bir avantajdır 

[16], [18]. Nanopartiküler sistemlerin kullanımı, kontrollü salım sayesinde daha az 

miktarda etken madde kullanımına olanak tanımaktadır ve özellikle PLGA (poli (D,L-

laktik-ko-glikolik asit)) ile hazırlanan polimerik nanopartiküller, içerdikleri etken 

maddenin antimikrobiyal aktivitesini arttırmaktadır [19], [20]. Arasoğlu ve arkadaşları 

tarafından gerçekleştirilen antifungal çalışmada, juglon molekülünün PLGA’ya 

enkapsülasyonu ile hazırlanan nanopartiküllerin C. albicans hücrelerinde etkili olarak 

kullanılması sağlanmış ve juglonun serbest formuna kıyasla 4 kat yüksek aktivite 

gösterdiği tespit edilmiştir [21].  

 Tezin amacı 

Bu tez çalışmasında, antifungal özelliği bilinen juglon molekülünün PLGA içine 

enkapsülasyonu ile nanopartiküler sistemlerin hazırlanması ve karakterizasyonu, 

üretilen nanopartiküllerin C. albicans biyofilmlerinin oluşumu ve önceden oluşturulmuş 

biyofilmler üzerindeki etkisinin serbest juglonla karşılaştırmalı olarak incelenmesi 

amaçlanmaktadır. 
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 Hipotez 

Bu çalışmada, juglon maddesinin nanopartiküler sistemlere  yüklenmesi ile antibiyofilm 

aktivitesinin arttırılması hedeflenmektedir. Hazırlanan juglon nanopartiküllerinin, 

kontrollü salım ve biyouyumluluk özellikleri sebebiyle, biyofilmlerin oluşması ve 

bertarafında serbest juglona kıyasla daha etkili olacağı düşünülmektedir. Ayrıca 

gerçekleştirilen antibiyofilm çalışmaların, farklı antimikrobiyal etken maddelerin 

antibiyofilm aktivitelerinin incelenmesinde örnek teşkil edeceği ve ilaç sanayisine katkı 

sağlayacağı düşünülmektedir.  
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BÖLÜM 2 

2. GENEL BİLGİLER 

 Nanoteknoloji 

“Nano” ön eki, Yunanca cüce manasına gelen “nanos” (Latince “nanus”) kelimesinden 

türemiştir ve bilimsel olarak bir büyüklüğün milyarda birini ifade eder [22]. 

Nanobilim, ilk olarak 1959 yılında, Richard Feynman’ın Amerikan Fizik Derneği’ne verdiği 

derste gündeme gelmiştir. Feynman konuşmasında çok küçük boyutta yapılacak 

çalışmalar ve imalatların faydalarını ön plana çıkarmış ve DNA moleküllerini okuyarak 

gen dizileyebilecek makinalardan elektron mikroskobuna kadar çeşitli fikirlerini 

açıklamıştır. O gün, o derste yapılan tahminlerin birçoğu günümüzde gerçekleşmiş olup; 

bugün “nanoteknoloji” diye adlandırdığımız bilim dalına dahildir [23]. “Nanoteknoloji” 

terimi ise Feynman tarafından değil, 1974’te Norio Taniguchi tarafından ortaya atılmıştır 

[24].  

Nanoteknoloji, boyutları 1-100 nm aralığında değişen ve çok küçük boyutta olmalarının 

yanı sıra; büyük yüzey/kütle oranına sahip olmaları, yüksek reaktivite göstermeleri ve 

biyolojik sistemlerle benzersiz interaksiyonlar kurabilmeleri gibi önemli ve eşsiz 

fizikokimyasal özelliklere sahip olan maddelerle ilgilenen bir bilimdir [25]. Öncelikli 

olarak, mühendislik yöntemlerinden yararlanarak yeni özelliklere ve fonksiyonlara sahip 

materyaller, cihazlar ve sistemler yaratmayı amaçlar [26]. 

Nanoteknoloji; tekstilde [27], atık su arıtmasında [28], otomotiv endüstrisinde [29], 

elektronikte [30], gıda sektöründe [31], uzay çalışmalarında [32], adli tıpta [33], tarımda 

[34] ve ilaç endüstrisinde çeşitli amaçlarla kullanılmaktadır.  
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 İlaç Taşıyıcı Nanopartiküler Sistemler 

Farmasötik amaçla kullanılan nanopartiküller, boyutları 10 nm ile 1000 nm arasında 

değişen partiküllerdir. İlaç ya da etken madde nanopartikül içinde çözülür, enkapsüle 

edillir, yüzeyine adsorbe edilir veya bağlanır [17].  

Lipozomlar, polimerik nanopartiküller, katı lipid nanopartiküller (SLNs) ve dendrimerler 

ilaç taşınmasında en sık kullanılan sistemlerdir.  

Lipozomlar, küresel ve çift tabakalı membran yapısına sahip olup hem hidrofobik hem 

de hidrofilik ilaçların taşınmasında kullanılabilirler. En önemli özellikleri ise, hücre zarını 

taklit eden yapıları sayesinde bakteriyel membranlarla kaynaşabilmeleri ve taşıdıkları 

ilacı direkt olarak membrana ya da hücre içine salabilmeleridir.  

Katı lipid nanopartiküller, oda sıcaklığında katı halde bulunan lipidlerden oluşurlar. 

Hazırlanmaları için herhangi bir organik çözücü gerekmeyen bu partiküller, özellikle deri 

yüzeyinde ince bir film tabakası oluşturdukları ve uzun süre kalabildikleri için lokal 

uygulamalarda kullanılmak için idealdir.  

Dendrimerler ise; bir çekirdek, etrafında dallanmış tekrarlı birimler ve son olarak da en 

dışta fonksiyonel gruplardan oluşan bir yapıya sahiptir. Dallanmış yapıları sayesinde 

yüzey alanları çok büyüktür ve katyonik yapıda olmaları da patojenlerle etkileşimlerini 

artırmaktadır [35]. 

 

Şekil 2.1 İlaç taşınmasında kullanılan nanopartiküller. (a) Lipozom, (b) polimerik 
nanopartikül, (c) katı lipid nanopartikül, (d) dendrimer.    Hidrofobik ilaçlar,     hidrofilik 

ilaçlar,     hidrofobik veya hidrofilik ilaçlar [35].  
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Nanopartiküler sistemlerin kullanılmasıyla; ilaçların hedef bölgeye taşınması, 

biyoyararlanımlarının  ve çözünürlüklerinin artırılması, kontrollü salımları  ve enzimatik 

degredasyondan korunmaları mümkün olabilmektedir [15], [17]. 

İntravenöz taşınma açısından düşünüldüğünde, ilaç taşıyıcı partiküllerin kümelenme  

dolayısıyla damar tıkanıklığına yol açmaması büyük önem taşımaktadır. Bu yüzden, 

nanoboyutlu taşıyıcılar intravenöz taşınmaya mikropartiküllerden daha uygundurlar 

[17]. Ayrıca yine küçük boyutları ve mobiliteleri sayesinde, hücre içine alınma oranları 

daha yüksektir. Desai ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada, 100 nm boyuttaki 

partiküllerin kolon adenokarsinoma epitel hücreleri içine alınma oranının 1 µm 

partiküllere kıyasla 2.5 kat daha fazla olduğu tespit edilmiştir [36].  

Yapılan çalışmalarla partikül boyutunun ilaç salımını da etkilediği gösterilmiştir. 

Partikülün boyutu küçüldükçe yüzey/hacim oranı artar; bu da demektir ki, ilaç veya 

etken maddenin daha büyük bir kısmı yüzeye yakın konumlanmış durumdadır. Bu 

sebeple salım daha hızlı bir şekilde gerçekleşir. Büyük boyutlu partiküllerde ise, etken 

maddenin kat etmesi gereken mesafe daha fazla olduğundan salım daha yavaş 

gerçekleşir [17]. 

İntravenöz uygulamada nanopartiküller, immün sistem tarafından algılanıp fagositler 

tarafından temizlenebilirler. Bu açıdan, partiküllerin hidrofobisitesi büyük önem 

taşımaktadır. Opsonizasyonu azaltmak ve ilaç taşıyıcı sistemin canlı içindeki 

sirkülasyonunu sağlayabilmek amacıyla nanopartiküllerin yüzeyi hidrofilik yapıda 

maddeyle kaplanmalı veya hidrofilik özellikte polimer kullanarak nanopartikül 

hazırlanmalıdır [17], [37]. 

Ayrıca ilaç taşıyıcı partiküllerin katyonik yüzey yüküne sahip olmaları hücrelerle 

etkileşimlerini artıracağından hücre içine alım oranını da artırır [37]. 

 Polimerik Nanopartiküller 

Polimerik nanopartiküller yapılarına göre nanokapsül veya nanoküre ismini alabilirler. 

Nanokapsüller etrafı polimerik bir membranla sarılmış bir kavite formunda iken, 

nanoküreler matriks sistemlerdir [17]. 
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Polimerik nanopartiküller çok efektif olmalarının yanı sıra; doğal veya sentetik birçok 

farklı polimer ile tasarlanabildiklerinden, amaca yönelik sistemin tasarlanması 

konusunda esneklik sağlarlar. Polimerin moleküler ağırlığı, hidrofobisitesi, kristalliliği ve 

polidispersite indeksi gibi özelliklerine göre ilaç salımı kontrol edilebilir. En sık kullanılan 

polimerler poli (d,l-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), polilaktik asit (PLA), kitosan ve 

dekstrandır [16]. Biyobozunur polimerlerin kullanılmasıyla ortaya çıkan ürünlerin 

herhangi bir yan etkiye sebep olmadan vücuttaki normal yolaklar vasıtasıyla metabolize 

edilerek ortadan kaldırılabilmesi de önemli bir avantajdır [16], [18].  

 

Şekil 2.2 Nanopartikül çeşitleri; (a) nanokapsül, (b) nanoküre [38] 

Birçok antimikrobiyal madde; sudaki çözünürlüklerinin düşük olması, kimyasal 

kararsızlık, sitotoksisite ve intrasellüler patojenlere karşı düşük aktivite göstermeleri 

sebebiyle verimli olarak kullanılamamaktadır [15], [16]. Nanoboyutlu ilaç taşıyıcı 

sistemler ise bu kısıtlamaların üstesinden gelen özellikleri sayesinde, bu terapötik 

ajanların kullanılabilmesini sağlamakta ve enfeksiyöz hastalıklar da dahil olmak üzere, 

kanser, tüberkülöz, AIDS, diyabet, prion hastalığı vb. tedavisi zor olan çeşitli 

rahatsızlıkların tedavisinde ümit vadetmektedirler [37]. 

 Nanopartikül Üretimi 

2.4.1 Kullanılan Polimerler 

Nanopartiküllerin üretilmesinde kullanılan polimerler doğal veya sentetik olanlar, ya da 

biyobozunur olanlar veya olmayanlar olarak sınıflandırılabilirler. Doğal polimerlerin 
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kimyasal bileşimleri ve fiziksel özellikleri değişken olabilirken, sentetik polimerlerin 

kimyasal bileşimleri hassas ve kesin olarak belirlenebilmekte ve böylece daha 

öngörülebilir fiziksel özelliklere sahip olmaları sağlanabilmektedir [38].  

 PLGA 

Polilaktik asit (PLA), laktik asitten türemiş bir halkasal dimer olan laktitin 

polimerizasyonu ile oluşan kiral bir moleküldür. L, D veya rasemik D,L formunda 

üretilebilir ve organik çözücülerde çözünebilir. Poliglikolik asit (PGA) ise en basit, lineer 

alifatik poliesterdir. Kristalli yapıda olduğundan dolayı organik çözücülerdeki 

çözünürlüğü düşüktür [18].   

PLGA, PLA ve PGA’dan oluşan bir kopolimerdir ve biyouyumluluk, biyobozunurluk, 

sürdürülebilir salım ve güvenlik gibi avantajları sayesinde  nanopartikül üretiminde 

kullanılan diğer polimerler arasından sıyrılmaktadır. Ayrıca ilaç endüstrisinde insan 

uygulamaları için FDA onayı almış olması en önemli özelliklerinden biridir [15].  

 

Şekil 2.3 PLGA’nın kimyasal yapısı (m: laktik asit sayısı, n: glikolik asit sayısı) [16] 

PLGA’nın mekanik gücü ve bozunma oranı direkt olarak polimerin kristalliliğine, bu da 

laktik asit ve glikolik asit oranına bağlıdır. Laktik asit glikolik asite kıyasla daha hidrofobik 

olduğundan laktik asit oranı yüksek olan PLGA kopolimerleri daha yavaş degrade olurlar 

[16]. PLGA’nın biyodegredasyonu toksisiteye yol açmaz. Degredasyon ürünlerinden 

laktik asit, trikarboksilik asit döngüsüne girerek karbondioksit ve su olarak vücuttan 

atılırken; glikolik asit de aynı şekilde karbondioksit ve suya metabolize edilerek veya 

direkt olarak böbreklerden atılır [18]. 
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Şekil 2.4 PLGA’nın laktik ve glikolik aside degradasyonu [16] 

2.4.2 Yöntemler 

Önceleri nanopartikül üretimi amaçlı monomerlerin polimerizasyonuna dayanan farklı 

yöntemler kullanılmış olsa da, günümüzde karakterizasyonu tamamlanmış polimerlerin 

kullanıldığı yöntemler ön plandadır [39].  

 Çözücü Difüzyon/Evaporasyon Yöntemi 

Polimerik nanopartiküllerin üretiminde en sık kullanılan yöntem çözücü 

difüzyon/evaporasyon yöntemidir. Bu yöntemde, kullanılan etken maddenin suda 

çözünürlük özelliğine göre tekli veya ikili emülsiyonun hazırlanması ve homojenizasyon 

ya da ultrasonikasyonu takiben çözücünün uçurulması ile nanopartikül süspansiyonu 

hazırlanır [39]. 

 Tekli Emülsiyon (w/o) Çözücü Difüzyon/Evaporasyon Yöntemi 

Hidrofobik etken maddeler için tercih edilen yöntemdir. Kullanılacak etken madde ve 

polimer tespit edilen ortak bir organik çözücü içinde çözülür ve ardından yüzey aktif 

madde içeren (polivinil alkol (PVA) vb.) sulu ortama karıştırılarak nanopartiküllerin 

oluşması sağlanır [39], [40]. 

 İkili Emülsiyon (w/o/w) Çözücü Difüzyon/Evaporasyon Yöntemi 

Hidrofilik moleküller ile oluşturulacak nanopartiküller için kullanılan yöntemdir. Etken 

maddenin sulu çözeltisi, organik çözücü içinde çözündürülmüş olan polimer ile 

karıştırılarak su/yağ (w/o) emülsiyonu oluşturulur. Daha sonra bu emülsiyon dış sulu faz 

ile birleştirilerek su/yağ/su (w/o/w) ikili emülsiyonu oluşturulur ve çözücü 

uzaklaştırıldıktan sonra nanopartikül süspansiyonu elde edilmiş olur [39], [40].  
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Her iki stratejide de, oluşturulan nanopartikül süspansiyonu santrifüjlenerek 

nanopartiküller toplanır. Stabilizatör kalıntılarını ve serbest etken maddeyi 

uzaklaştırmak için su ile yıkama yapıldıktan sonra nanopartiküller liyofilize edilerek 

kullanıma hazır hale getirilir ve dondurularak saklanır [16], [39]. 

 Salting-Out Yöntemi 

Bu yöntemde; etken madde, polimer, klor içermeyen çözücü (ör: aseton), tuz (ör: 

magnezyum asetat tetrahidrat) ve stabilizatör (ör: polivinilalkol) içeren bir su/yağ 

emülsiyonu oluşturulur. Su eklenmesiyle birlikte asetonun suya difüzyonu gerçekleştirilir 

ve böylece nanopartiküller oluşur [40], [41].  

 Nanoçöktürme Yöntemi 

Nanoçöktürme yönteminde, polimer ve etken madde buharlaşma ile ortadan 

kaldırılabilen, suda çözünür bir organik çözücü - genellikle aseton - içerisinde 

çözündürülür ve stabilizatör (ör: Pluronic F68) içeren sulu çözelti içine eklenir. Vakum 

altında ve uygun sıcaklıkta aseton buharlaştırılarak etken maddenin polimer içine 

enkapsüle edildiği nanopartiküller elde edilir [16], [40], [41].  

 Diyaliz 

Diyaliz yöntemi ile nanopartikül üretiminde, organik çözücüde çözündürülen polimer 

diyaliz tüpüne alınır ve çözücünün diyalize bağlı olarak yer değiştirmesi sağlanır. Çözücü 

yer değiştirdikçe, polimerin çözünürlüğü gitgide azalır ve kümelenme meydana gelir. 

Böylece, basit ve etkili bir şekilde homojen  nanopartikül süspansiyonu elde edilmiş olur 

[42].  

 Süperkritik Sıvı Teknolojisi 

Geleneksel yöntemler ile nanopartikül üretiminde sıklıkla toksik çözücü veya yüzey aktif 

maddelerin kullanılması ve buna bağlı olarak ilave pürifikasyon aşamalarının gerekmesi 

araştırmacıları daha güvenli yöntemler konusunda çalışmaya itmiştir. Böylece çözücü 

kalıntısı içermeyen, yüksek saflıkta ürünler elde etmeyi sağlayan süperkritik sıvılar 

kullanılmaya başlanmıştır. En sık kullanılan yöntemler süperkritik çözeltinin ani 
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genleşmesi (Rapid Expansion of Supercritical Solution - RESS) ve süperkritik anti-çözücü 

(Supercritical Anti-Solvent - SAS) yöntemleridir. RESS yönteminde, etken madde ve 

polimer süperkritik çözücüde çözülür ve çözelti enjektör aracılığıyla genleştirilir. Böylece 

süperkritik sıvının çözücülüğü azalır ve nanopartikül çökeltisi oluşur. Ancak birçok 

polimer - özellikle molekül ağırlığı yüksek olanlar - süperkritik sıvılar içinde çözünmez 

veya çok az çözünür, bu da yöntemin kullanımını kısıtlamaktadır. SAS yönteminde ise, 

polimer solüsyonu öncelikle organik bir çözücü ile hazırlanır ve daha sonra süperkritik 

sıvı ile buluşturulur. Organik fazın süperkritik sıvı içinde hızlıca çözünmesi sonucunda 

nanopartikül çökeltisi oluşur [39], [43].  

 Nanopartiküllerin kullanım alanları ve antimikrobiyal etkisi 

Nanopartiküller eşsiz fiziksel ve kimyasal özellikleri sayesinde bilgisayar teknolojilerinde, 

çevresel iyileştirmede, tıp ve farmakoloji alanında, malzeme biliminde, elektronikte, 

enerji temelli araştırmalarda ve mekanik endüstrisinde kullanılabilmektedirler [44]. 

Nanopartiküllerin tüm bu alanlardaki kullanımı, son yıllarda kayda değer biçimde 

artmıştır ve özellikle tıbbi ve farmasötik amaçlarla kullanımlarına dair birçok çalışma 

yapılmaktadır.  

Yapılan antimikrobiyal çalışmalarda, nanopartiküllerin patojen mikroorganizmalara karşı 

oldukça etkili olduğu görülmüş ve özellikle antimikrobiyal ajanlara karşı direncin büyük 

oranda arttığı bu dönemde, nanopartiküler sistemlerin umut vadeden bir tedavi yöntemi 

olabileceği raporlanmıştır.  Söz konusu direncin gelişmesi, özellikle tedavisi fazlasıyla güç 

olan biyofilm enfeksiyonlarında mortalite oranlarının giderek artmasına yol açmıştır. 

Nanopartiküler sistemlerin planktonik hücrelere karşı gösterdiği antimikrobiyal 

başarıdan yola çıkılarak; bu sistemler, biyofilm oluşumunu engelleme ve önceden 

oluşturulmuş biyofilmi yok etme amaçlarıyla da değerlendirilmeye başlanmıştır.  

Esmaeili ve ekibi tarafından Rifampicin yüklü PLGA nanopartikülleri ile yapılan bir 

çalışmada; halihazırda Rifampicin’e dirençli olduğu bilinen Pseudomonas aeruginosa için 

bir etki gözlemlenmemiş, düşük duyarlılık gösterdiği bilinen Escherichia coli ve Gram 

pozitif Bacillus subtilis için ise nanopartikül formunun ilacın aktivitesinde değişiklik 

yaratmadığı tespit edilmiştir. Staphylococcus aureus ve metisilin dirençli S. aureus söz 

konusu olduğunda ise, nanopartiküler sistemin Rifampicin’in etkinliğini 4 kat arttırdığı 
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belirlenmiş ve bu etkinin nanopartiküllerin bakteri hücrelerine penetrasyonunun ve etki 

alanına iletiminin daha iyi olmasından kaynaklanabileceği belirtilmiştir [19]. 

Martinez-Gutierrez ve ekibi; gümüş nanopartiküllerin gram negatif Acinetobacter 

baumannii ve P. aeruginosa, gram pozitif Streptococcus mutans ve metisilin dirençli S. 

aureus bakterileri ve maya olarak da C. albicans biyofilmleri üzerindeki etkisini 

incelemiştir. 500 mg/ml gümüş nanopartikülleri, P. aeruginosa biyofilmlerinin 

oluşumunda yaklaşık 4 log (CFU) azalma sağlamış, doz iki katına çıktığında ise 6 log 

azalma gözlenmiştir. A. baumannii için 250-1000 mg/ml gümüş nanopartikülü 3.5-4 log 

azalma sağlamış, diğer mikroorganizmalar içinse bu değer en fazla 1 log olmuştur. 

Önceden oluşturulmuş biyofilmlerinde ise en güçlü etki P. aeruginosa için 2 log olarak 

kaydedilmiştir [45].  

Sathyanarayanan ve arkadaşları ise; altın ve demir oksit nanopartiküllerinin 4 saatlik S. 

aureus ve P. aeruginosa biyofilmleri için etkisini araştırmış ve çalışılan dozlarda (0.01 

mg/ml, 0.05 mg/ml, 0.10 mg/ml ve 0.15 mg/ml) altın nanopartiküllerinin S. aureus’da   ̴ 

%70 ve P. aeruginosa’da   ̴ %75, demir oksit nanopartiküllerinin ise sırasıyla   ̴ %35 ve    ̴

%45 azalmaya sebep olduğunu belirtmişlerdir [46].  

Bir diğer çalışmada ise nitrik oksit salan silika nanopartiküllerinin uygulanan en yüksek 

doz olan 8 mg/ml’de P. aeruginosa ve E. coli biyofilmlerinde ≥5 log (CFU), C. albicans 

biyofilmlerinde ise 3 log azalma sağladığı rapor edilmiştir. Gram pozitif S. aureus ve 

Staphylococcus epidermidis içinse daha az etki görülmüş,   ̴ 2 log azalma kaydedilmiştir 

[47]. 

Polimerik nanopartiküller ile yapılan çalışmalardan birinde ise, Cheow ve arkadaşları 

Levofloxacin yüklü PLGA nanopartikülleri hazırlamış ve planktonik E. coli hücreleri için 

MİK, E. coli biyofilmleri için ise MBİK (minimum biofilm inhibitory concentration) 

değerlerini sırasıyla 0.03 ve 0.15 µg/ ml olarak belirlemiştir [20]. 

 Allelopati ve allelokimyasallar 

Allelopatik etkilerin gözlemlenmesi MÖ 300’lü yıllara dayansa da, allelopati terimi ilk 

olarak 1937’de Molisch’in Yunanca “karşılıklı zarar” anlamına gelen “allelo” ve “pathy” 

kelimelerini birleştirmesiyle ortaya çıkmıştır ve organizmalar arasındaki hem yararlı hem 
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de zararlı biyokimyasal etkileşimleri tanımlamak için kullanılmıştır. Bazı araştırmacıların 

bu terimi hatalı bulmasını takiben; Muller allelopatiyi, bitkinin toksik bileşikleri çevreye 

saldığı ve aynı yaşam alanını paylaşan komşu bitkiler üzerinde zararlı bir etki yarattığı 

süreç olarak tanımlamıştır. Söz konusu toksik bileşikler ise allelokimyasallar olarak 

adlandırılmaktadır [48], [49]. 

Buharlaşma, yaprak ve köklerden sızma ve topraktaki bitki kalıntılarının ayrışması 

vasıtasıyla çevreye salınan allelokimyasallar, bitkilerin en çok yaprak ve köklerinde olmak 

üzere tüm bölümlerinde bulunabilmektedir [14], [48]. Temel olarak enzim aktivitesi 

inhibisyonu ile fotosentez, solunum vb. süreçleri etkileyerek komşu bitkilerin 

çimlenmesini ve büyümesini engellerler [50]. 

İkincil metabolizmanın ürünleri olan allelokimyasallar yapı ve özelliklerine göre 10 

kategoriye ayrılırlar [50]:  

 suda çözünebilen organik asitler, düz zincirli alkoller, alifatik aldehitler ve 

ketonlar 

 basit doymamış laktonlar 

 uzun zincirli yağ asitleri, poliasetilenler 

 kinonlar (benzokinon, antrokinon ve kompleks kinonlar) 

 fenolikler 

 sinnamik asit ve türevleri 

 kumarinler 

 flavonoidler 

 taninler 

 steroidler ve terpenoidler (seskiterpen laktonlar, diterpenler ve 

triterpenoidler) 

2.6.1 Ceviz ağacı ve juglon 

Kinonlar doğada yaygın olarak bulunurlar ve meyve ve sebzeler kesildiğinde gerçekleşen 

kararmadan sorumludurlar.  Kinonların alt gruplarından biri olan naftakinonlar içerisinde 
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yer alan juglon (5-hidroksi-1,4-naftakinon), plumbagin (5-hidroksi-2-metil-1,4-

naftakinon), lawsone (2-hidroksi-1,4-naftakinon) vb. bileşiklerin biyolojik aktiviteleri 

hem ökaryotlar hem de prokaryotlar üzerinde incelenmiş ve antimikrobiyal özellikte 

oldukları tespit edilmiştir [49], [51]. 

Juglon, Juglans nigra (siyah ceviz), Juglans regia (adi ceviz), Juglans cinerea (akceviz) ve 

Carya illinoinensis (pikan cevizi) gibi Juglandaceae ailesi üyelerinin kök, yaprak, gövde ve 

kabuklarında bulunabilen kehribar renki bir pigmenttir [11], [49], [52]. Cevizde en yüksek 

konsantrasyonda bulunan allelokimyasaldır ve cevizin biyolojik aktivitesinden 

sorumludur [13]. 

 

Şekil 2.5 Juglonun yapısı 

Cevizin bitkisel preparatları geleneksel tıpta fungal enfeksiyonlar başta olmak üzere, 

bakteriyel, viral ve helmintik enfeksiyonlar, hipoglisemi, hipotansiyon, diyare, saçkıran 

ve hatta kanser tedavisinde sıklıkla kullanılmaktadır [11], [12]. Ayrıca juglon, gıda katkı 

maddesi, boyar madde, ahşap koruyucu olarak da kullanılabilmektedir [13].  

Juglon çok toksik bir madde olduğundan, bitki hücrelerinde hidrojuglon adı verilen, 

indirgenmiş bir formda bulunur. Hidrojuglon toksik olmayan, renksiz bir maddedir ve 

hava veya oksitleyici bir maddeye maruz kaldığında juglona dönüşür. Böylece, bitkinin 

kendini koruma amaçlı ürettiği bir madde olan juglon, herhangi bir yaralanma sırasında 

hızlıca ortaya çıkar. Juglon yapraklardan yağmurla yıkanarak, düşen yapraklar ve 

kabuklar veya kökler vasıtasıyla toprağa karışabilir. Suda çözünürlüğü az olmasına 

rağmen juglonun küçük miktarları bile çevrede yetişen bitkileri etkilemeye yeterli 

olmaktadır [13], [14]. Bitkilerde solunumla enerji üretilmesi için elzem olan hidrojen 

iyonu transferini inhibe ederek etki gösteren juglon; 3 µM’ın altındaki 
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konsantrasyonlarda elektron taşıma sistemini bozabilirken, daha yüksek 

konsantrasyonlarda oksidatif fosforilasyonu inhibe edebilmektedir [13].  

  Ceviz ağacı ekstraktları ve juglonun antimikrobiyal etkisi 

Halk arasında enfeksiyonları tedavi etme amacıyla kullanılan ceviz özütlerinin 

antimikrobiyal etkisi uzun yıllardır bilinmektedir ve literatürde bu temele dayanarak 

gerçekleştirilen, çeşitli ekstraktların ve juglon da dahil olmak üzere izole edilen aktif 

bileşenlerin antimikrobiyal etkilerinin incelendiği birçok çalışma bulunmaktadır. 

Örneğin; 1990 yılında Clark ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmada, juglonun MİK 

,değeri çeşitli bakteri, küf ve maya türleri için belirlenmiş ve en yüksek aktivite maya 

türlerine karşı görülmüştür. Söz konusu çalışmada, C. albicans için MİK değeri 0.78 µg/ml 

olarak bulunmuştur ve juglonun piyasada bulunan antifungal ilaçlar kadar etkili olduğu 

rapor edilmiştir [52]. 

Yedi farklı oral patojenle yapılan disk difüzyon çalışmasında, Jeon ve arkadaşları juglonun 

1 mg/disk konsantrasyonda Actinobacillus viscosus, S. Sobrinus ve S. Salivarius; 2 

mg/disk konsantrasyonda ise Porphyromonas spp. ve Streptococcus mutans üzerinde 

güçlü inhibisyon etkisi gösterdiğini tespit etmişlerdir. Çalışmada ayrıca 7 farklı 1,4-

naftakinon türevi de analiz edilmiş ve içlerinde en yüksek inhibisyonu juglonun 

gösterdiği belirtilmiştir [53].  

Juglonun antibakteriyel aktivitesinin değerlendirildiği bir  çalışmada, Chuan Tan ve ekibi 

Bacillus cereus, E. coli ve Klebsiella pneumonia için MİK değerini 0.36 mM, S. aureus 

içinse 0.72 mM olarak rapor etmişlerdir [54]. 

Sánchez-Calvo ve arkadaşları tarafından gerçekleştirilen bir çalışmada ise, 50 adet 1,4-

naftakinon türevi sentezlenmiş ve E. coli, P. aeruginosa, Enterococcus faecalis, S. aureus, 

Candida krusei, C. parapsilosis and Cryptococcus neoformans üzerindeki antibakteriyel 

ve antifungal aktiviteleri incelenmiştir. En duyarlı mikroorganizmaların Candida türleri 

olduğu tespit edilen çalışmada juglonun C. albicans ve C. parapsilosis için MİK değerleri 

sırasıyla 32 ve 128 µg/ml olarak bulunmuştur [55].  

Noumi ve grubunun Juglans regia L.’nin metanol, etil asetat ve seyreltilmiş aseton 

ekstraktları ile gerçekleştirdiği çalışmada ise; C. albicans dahil 15 Candida türüne ait 48 
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oral izolat kullanılmış ve disk difüzyon ve mikrodilüsyon metodları kullanılarak antifungal 

aktivite değerlendirilmiştir. Sonuçlara göre 0.006 ile 0.195 mg/ml arasında değişen MİK 

değerleri bulunmuş ve en duyarlı türün C. albicans olduğu kaydedilmiştir.   Ekstraktlar 

arasında ise en güçlü etkiyi etil asetat ekstraktı sağlamıştır [56].  

Aynı ekibin 2014 yılında yayınlanan bir diğer çalışmasında, yine J. regia L. ekstraktları ile 

28’i vajinal izolat olmak üzere 34 farklı suş kullanılmış ve vajinal C. albicans’ın en duyarlı 

suş olduğu tespit edilmiştir. Disk difüzyon metoduyla en etkili ekstrakt olduğu tespit 

edilen metanol ekstraktı için mikrodilüsyon çalışması yapılmış ve neredeyse tüm suşlar 

için MİK değeri 0.012 mg/ml olarak bulunmuştur. Pozitif kontrol olarak kullanılan 

Amphotericin B için ise bu değerin 0.097 mg/ml olduğu görülmüştür [57].  

 Candida albicans 

Candida insan vücudunda –ağız boşluğunda, gastrointestinal kanalda, vajinada ve 

deride- kommensal bir organizma olarak zararsız şekilde yaşar. Ancak bazı durumlarda, 

ölümcül sistemik hastalıklar da dahil olmak üzere çeşitli tipte enfeksiyonlara sebep 

olurlar. AIDS/HIV ve organ nakli hastaları, kalıcı medikal cihaz kullanan veya yoğun 

bakımda uzun süre kalan hastalarda sıklıkla enfeksiyonlar görülür. Bu enfeksiyonların 

sebebi, bazı yaygın bakteriyel patojenlerden bile daha yüksek oranda enfeksiyona yol 

açan Candida türleri, özellikle de C. albicans’tır. Candida enfeksiyonu geçiren hastaların 

mortalite oranları, gelişen antimikrobiyal direnç sebebiyle, antifungal tedaviye rağmen 

gitgide artmaktadır [2], [58].  

Candida enfeksiyonlarının bu denli ciddi bir tehlike yaratmasının sebeplerinden biri de, 

C. albicans da dahil olmak üzere C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis gibi türlerin 

biyofilm oluşturabiliyor olmasıdır ve yüksek ölüm oranlarına sebep olan enfeksiyonlar 

genellikle biyofilm enfeksiyonlarıdır [59]. Biyofilm büyüme modu antimikrobiyal direnci 

1000 kata kadar arttırdığı için, bu tip enfeksiyonların tedavisi oldukça güç olmaktadır [9], 

[10].  

Chandra ve arkadaşları; C. albicans biyofilmlerinin dört farklı antifungal ilaca olan 

duyarlılığını planktonik hücrelere kıyaslayarak değerlendirmek amacıyla, metabolik 

aktivitede %50 düşüş sağlayan ilaç konsantrasyonlarını belirlemiştir [60]. Planktonik 

hücreler için tespit edilen Amphotericin B, Nystatin, Chlorhexidine ve Fluconazole 
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konsantrasyonları sırasıyla 0.25, 1.0, 4.0 ve 0.5 μg/ml iken, biyofilmler için 8, 16, 128, ve 

>64 μg/ml’dir. Bu çalışma, literatürdeki daha önce yapılan çalışmalarla uyumlu olarak 

[4], [61], biyofilmlerin antimikrobiyal ajanlara karşı yüksek direnç gösterdiğini 

ispatlamaktadır. 

8 kromozoma sahip diploit bir organizma olan C. albicans’ın en önemli özelliklerinden 

biri üç farklı morfolojik yapıda büyüyebilmesidir: maya, psödohif ve hif. Maya hücreleri 

tomurcuklanarak büyürler. Psödohiflerin oluşması, tomurcukların uzaması ancak ana 

hücreden ayrılmaması şeklinde gerçekleşir. Bu tip büyümede; “septal junction” adı 

verilen, hiflerin enine bölündüğü bölgelerde ve anne hücre ile tomurcuk arasındaki 

bölgede sıkışma/daralma meydana gelir. Önemli virülans faktörlerinden olduğu 

düşünülen gerçek hif büyümesinde ise bu daralmalar yoktur ve iki yanı birbirine paralel, 

uzun, boru şeklinde yapılar oluşur. Sıcaklığın 30°C, pH’ın ise asidik (pH 4.0) olduğu 

durumlarda maya formu tercih edilirken; 37°C’lik sıcaklık, nötr pH, yüksek karbondioksit 

ve serum varlığı gibi etkenler hifal büyümeyi destekler. Psödohifler ise 35°C büyüme 

sıcaklığı ve pH 5.5 gibi maya formundan hife geçişin gerçekleşebileceği ara koşullarda 

oluşurlar [62], [63].  

 

Şekil 2.6 (a) Maya, (b) psödohif ve (c) hif yapıları [62] 

 Biyofilm yapısı ve oluşumu 

Biyofilm, doğada en sık görülen mikrobiyal büyüme modudur. Bir yüzeye tutunan ve 

kendi ürettikleri bir ekstrasellüler polimerik matriksle kaplanan hücrelerden 
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oluşmaktadır [3]. Biyofilm yapısı içinde bulunan hücreler planktonik hücrelere kıyasla 

farklı fenotipik özellikler gösterirler ve tüm mikrobiyal enfeksiyonların büyük bir kısmı 

biyofilm enfeksiyonudur [2].  

Mikrobiyal biyofilmler, son zamanlarda özellikle kalıcı tıbbi cihazlardan kaynaklanan 

enfeksiyonların artmasıyla önem kazanmıştır ve bu tip enfeksiyonlarda en yaygın 

görülen fungal patojen C. albicans’tır. Medikal cihazlar gibi abiyotik yüzeyler dışında; diş 

ve diş etleri, solunum ve idrar yolları ve göz gibi dokularda da biyofilmler oluşabilir. 

Dokuda oluşan biyofilmler daha çok bakteri kaynaklı olsa da, Candida türleri de bu tür 

biyofilmler oluşturabilmektedir [3]. 

Biyofilm yapısı temel olarak dört adımda oluşur [2], [64]:  

 Adhezyon: Serbest yüzen hücrelerin bir yüzeye tutunmasıyla gerçekleşir. 

Genellikle 1-2 saat sürer. Hücreler ve tutunacakları yüzey arasındaki nonspesifik 

etkileşimler ile sağlanır ve daha sonra özel adhezyon moleküllerinin 

salgılanmasıyla daha güçlü tutunma gerçekleşir.  

 Mikrokoloni oluşumu ve hücrelerin organizasyonu (Başlangıç): Bu aşamada, 

maya hücreleri mikrokolonileri oluşturur ve hif modu büyüme başlar. Ayrıca hif 

ve mayaları kaplayan EPS salgısı da bu aşamada başlar. 

 Olgunlaşma: Farklı morfolojik yapıdaki hücrelerin EPS ile tamamen kaplandığı ve 

su kanallarını da içeren olgun biyofilmin oluştuğu adımdır. 

 Yavru hücrelerin yayılması 
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Şekil 2.7 C. albicans biyofilm modeli [65] 

Chandra ve arkadaşları tarafından yayınlanan çalışmada, C. albicans biyofilmlerinin 

oluşumunun üç gelişim evresinde gerçekleştiği rapor edilmiştir: (0-11. saat) erken faz, 

(12-30. saat) ara faz ve (38-72. saat) olgunlaşma [58]. Erken fazda blastosporlar yüzeye 

tutunup mikrokolonileri oluştururken, ara fazda farklı morfolojik yapılar bir arada 

görülür ve EPS üretimi mevcuttur. Olgunlaşma safhasında ise mayalar, psödohifler ve 

hifler EPS’e tamamen gömülerek kalın bir tabaka oluşturur [2], [58]. Chandra ve ekibi 

tarafından yayınlanan bir başka çalışmada ise; farklı yüzeylerde oluşturulan C. albicans 

biyofilmi, floresan ve konfokal mikroskoplar ile görüntülenmiş ve elde edilen görüntüler 

kullanılarak biyofilm oluşum aşamaları şematize edilmiştir [66]. Şekil 2.8’de verilen 

şemada, diş protezi (polimetilmetakrilat) ve kateter (silikon elastomer) yüzeylerinde 

oluşan biyofilmlerin yukarıdan ve yandan görüntüsü verilmiştir. Ayrıca biyofilm 

yapısında besinlerin alt katmanlara iletilmesini ve metabolik atıkların uzaklaştırılmasını 

sağlayan su kanalları da bulunmaktadır (Şekil 2.9) [1], [2]. 
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Şekil 2.8 Farklı yüzeylerde C. albicans biyofilminin oluşum evreleri [66] 
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Şekil 2.9 C. albicans biyofilminde SEM ile görüntülenen su kanalları [2] 

Candida biyofilmlerinin oluşumunu etkileyen çeşitli faktörler bulunmaktadır [2], [3]: 

 Yüzey tipi: Birçok farklı materyal kullanılarak gerçekleştirilen in vitro 

çalışmalarda, yüzeye bağlı olarak biyofilm yapısında farklılıklar oluştuğu ve 

yüzeyin pürüzlülüğü azaldıkça biyofilm oluşumunun da azaldığı belirtilmiştir. 

 Karbon kaynağı: Karbon kaynağı değişikliğinin biyofilm oluşumunu etkilediği 

gösterilmiş olsa da, yapılan çalışmalarda çelişkili sonuçlar elde edilmiştir. 

 Vücut sıvıları: Özellikle tükürükle temas edecek şekilde vücuda yerleştirilen 

implantlarda, tükürüğün cihaz yüzeyini kapladığı ve biyofilm oluşumunu artırdığı 

belirtilmiştir. In vitro çalışmalarla desteklenen bu durum için, tıpkı karbon 

kaynağı konusunda olduğu gibi çelişkili sonuçlar da rapor edilmiştir.  

 Oksijen: Hem aerobik hem de anaerobik koşullarda yaşadığı bilinen Candida için 

gerçekleştirilen biyofilm çalışmalarında, anaerobik koşullarda biyofilm 

oluşumuyla alakalı olarak farklı Candida türleri için farklı sonuçlar alınmıştır.  

 EPS: Fagositik hücrelere karşı savunma, ilaç difüzyonunu sınırlama ve biyofilm 

bütünlüğünü koruma gibi görevleri olduğu düşünülen EPS’in miktarı ve içeriği, 

tür, karbon kaynağı, besiyerinin akış hızı gibi faktörlere göre değişmektedir. 
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 Candida türü: Farklı türlere ve hatta aynı türe ait farklı suşlara ait biyofilmler; 

morfoloji, EPS içeriği ve antifungal direnç açısından farklılık göstermektedir.  

 Metal iyonları: İnhibisyona yol açmayacak konsantrasyonda farklı metal iyonları 

içeren ortamlarda oluşturulan Candida biyofilmlerinin yapılarında farklılıklar 

gözlenmiş; ayrıca, bununla bağlantılı olarak, metal iyonlarının antifungal 

duyarlılığı da etkileyebileceği belirtilmiştir.  

 Candida albicans biyofilm oluşumunun genetik kontrolü 

Son yıllarda yapılan çalışmalar, C. albicans biyofilminin oluşmasını ve eşsiz biyofilm 

fenotiplerinin edinilmesini sağlayan mekanizmaları açıklığa kavuşturmaya başlamıştır.  

Quorum sensing, hücre yoğunluğuna bağlı bir iletişim mekanizmasıdır ve quorum 

sensing molekülleri olarak adlandırılan hormon benzeri moleküllerin sürekli salımı ve 

izlenmesi ile bakterilerde virülans, biyolüminesans ve biyofilm oluşumu gibi olayları 

düzenlemektedir [67], [68]. QSM’lerin konsantrasyonu hücre yoğunluğuyla orantılı 

olarak artar ve belirli bir seviyeye ulaştıklarında hedef genlerin ekspresyonu veya 

baskılanmasına yol açarlar [67].  

Yakın zamanda, C. albicans’ta da benzer sistemler bulunmuştur. Hornby ve arkadaşları 

tarafından tanımlanan bir QSM olan farnesol, durağan fazdaki (stationary phase) 

hücrelerde hif oluşumunu inhibe etmektedir [69]. Chen ve arkadaşları ise, gecikme fazını 

(lag phase) kısaltan, hif ve biyofilm oluşumunu destekleyen bir QSM olan tirozolü 

tanımlamışlardır [70]. Tirozolün etkileri farnesol varlığında baskılanmaktadır. Ayrıca,  

tirozolün nötrofillere karşı da inhibisyon etki gösterdiği bulunmuştur [67]. 

C. albicans polimorfizminin biyofilm yapısındaki önemi sebebiyle, farnesolün biyofilm 

oluşumundaki etkisi araştırılmış ve inhibe edici etkiye sahip olduğu bulunmuştur. Ancak 

farnesol filament oluşumu başladıktan sonra eklendiğinde bu etki gözlenememiştir. Hif 

oluşumu ile ilgili genler dışında farnesolün ilaç direnci, hücre duvarı korunması gibi 

olaylarla alakalı genleri de etkilediği bulunmuştur [67]. Bir hifal hücre duvarı proteinini 

kodlayan HWP1’in ekspresyonunu azaltan farnesol, aynı zamanda hifal gelişim genleri 

TUP1 ve CRK1, hücre yüzey hidrofobisite genleri ve ilaç direncinde rol alan FCR1 ve 

PDR16 genlerinde de yanıt oluşturmaktadır [71]. 
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QSM maruziyeti sonucu regüle olan genlere ilaveten, hif oluşumu için gerekli olan genler 

başta olmak üzere birçok farklı işlevsel kategoriye dahil olan genin biyofilm yapısının 

oluşmasında etkili olduğu raporlanmıştır [72]. 

EFG1 ve CPH1 transkripsiyon faktör genleri hif oluşumunda görev yapmaktadır ve ikili 

mutantların hif ve biyofilm oluşturamadığı tespit edilmiştir [72]. Ayrıca, NRG1 ve UME6 

gibi morfogenez regülatörlerinin de biyofilm büyümesi sırasında ekspresyonlarının 

değiştiği bulunmuştur [71]. İlaveten, yine hif oluşumu için gerekli olan KEM1, MDS3, 

NUP85 ve SUV4 genlerinin in vitro biyofilm oluşumu için de gerekli olduğu ve hif 

oluşumunu regüle eden TEC1’in biyofilm oluşumunu da regüle ettiği tespit edilmiştir 

[71], [72].   

BCR1 transkripsiyon faktör geninin ise hif hücrelerinin yüzey özelliklerini düzenlediği 

bulunmuş ve hif adhezyonunun da biyofilm oluşumunda önemli olduğu düşünülmüştür. 

Bu transkripsiyon faktörüne bağlı biyofilm adezin genleri de tanımlanmış ve bcr1/bcr1 

mutantlarının biyofilm oluşturamamalarına rağmen hif oluşturabildikleri raporlanmıştır 

[72].  

Amino asit biyosentetik genlerinin biyofilm oluşumu sırasında upregüle olduğu ve amino 

asit gen aktivatörü GCN4’ün mutasyonunun biyofilm kütlesinde azalmaya sebep olduğu 

bulunmuştur. Bu genlerin artan ekspresyonunun biyofilm oluşumunda önemli olduğu 

düşünülmektedir [72]. 

MAP kinaz Mkc1’in aktivasyon seviyesi yüzeye tutunmuş olarak büyüyen hücrelerde 

planktoniklere kıyasla daha yüksektir. Bu kinaz C. albicans hücre duvarı bütünlüğü 

yolağının downstream hedeflerinden biridir ve buradan yola çıkılarak yüzeye tutunma 

sensörü görevi yapıyor olabileceği düşünülmüştür [72].  

Maya formundaki hücrelerde bulunan bir hücre duvarı proteinini kodlayan YWP1’in 

overekspresyonu hücrelerin adhezyonunu inhibe etmektedir. Bu proteinin hücredeki 

adezin ligandlarına bağlandığı tahmin edilmektedir [72]. 

ALS (agglutinin-like sequence) gen ailesinin bir üyesi olan ALS3’ün hif oluşumu sırasında 

upregüle olduğu bilinmektedir. ALS1 ve diğer üyelerinin ekspresyonunun ise in vitro 

biyofilm oluşumu sırasında arttığı tespit edilmiştir. Bu etkinin hif oluşumundan bağımsız 

olduğu, söz konusu genlerin efg1/efg1 cph1/cph1 mutant suştan oluşturulan ve böylece 
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yalnızca maya formunda hücrelerin mevcut olduğu biyofilmlerde de upregüle olduğunun 

tespiti ile anlaşılmıştır. Ayrıca bir diğer adezin geni olan ve hif oluşumu sırasında 

ekspresyonunun arttığı bilinen HWP1’in overekspresyonunun, biyofilm oluşturamayan 

bcr1/bcr1 mutantlarında biyofilm oluşturma özelliğinin yeniden kazanılmasını sağladığı 

bulunmuştur. Eap1 biyofilm adezinini kodlayan ve Efg1 transkripsiyon faktörüne bağlı 

olan EAP1’in overekspresyonu ise efg1/efg1 mutantlarının dahi biyofilm oluşturmasını 

sağlamaktadır [72], [73].  

 Candida albicans biyofilmlerinde antifungal direnç mekanizmaları 

Biyofilm formunda büyüyen Candida hücrelerinin antifungal ajanlara olan direncinin 

planktonik olanlara kıyasla büyük oranda arttığı çeşitli çalışmalarla belgelenmiştir. Bu 

konuda ilk olarak Hawser ve Douglas tarafından gerçekleştirilen çalışmada, kateter 

materyalinden küçük diskler üzerinde 48 saatlik C. albicans biyofilmleri oluşturulmuş ve 

Amphotericin B, Flucytosine, Fluconazole, Itraconazole ve Ketoconazole’un etkisi 

planktonik hücrelerle kıyaslanarak değerlendirilmiştir. Biyofilm hücrelerinin antifungal 

ajanlara 30 ile 2000 kat daha dirençli olduğu rapor edilmiştir [4]. 

C. albicans biyofilmindeki giderek artan antifungal direncin; değişen büyüme hızı, direnç 

genlerinin ekspresyonu, ekstraselüler matriks ve persister hücrelerin varlığı gibi 

sebeplerden kaynaklandığı düşünülmektedir.  

Büyüme hızının C. albicans biyofilmindeki etkisinin anlaşılabilmesi için, Baillie ve Douglas 

farklı büyüme hızlarında biyofilm oluşturmuş ve Amphotericin B’ye olan duyarlılıklarını 

planktonik hücrelerle karşılaştırmıştır [5]. Biyofilmin tüm büyüme hızlarında 

Amphotericin B’ye direnç gösterebildiği tespit edilirken, planktonik hücreler sadece 

düşük büyüme hızında direnç göstermiştir.  

Ekstraselüler matriks ise, antimikrobiyal ajanların özellikle alt katmanlardaki biyofilm 

hücrelerine ulaşımını engelleyerek etki eder. İlacın fizikokimyasal özellikleri ve ECM’nin 

miktarı ve içeriği önemlidir [9]. Al-Fattani ve arkadaşları ECM üretiminin fazla olduğu 

durumda, Amphotericin B’ye karşı direncin de arttığını rapor ederken [74], Baillies ve 

Douglas ise ECM miktarının ilaç direnciyle alakasız olduğunu bildirmişlerdir [75].  
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C. albicans hücre duvarının ve biyofilm matriksinin ana bileşenlerinden olan β-1,3 glukan 

miktarının, biyofilm oluşması sırasında değiştiği tespit edilmiştir ve bu değişim antifungal 

dirençle ilişkilendirilmiştir. Nett ve arkadaşları [7] Fluconazole’un, Vediyappan ve 

arkadaşları [76] ise Amphotericin B’nin β-1,3 glukanlara bağlandığını tespit etmiştir. Bu 

bağlanmaların, söz konusu antifungal ilaçlara karşı var olan direncin açıklamalarından 

biri olabileceği belirtilmektedir. 

Antifungal dirençte rol oynayan bir diğer faktör de gen ekspresyonudur. Planktonik C. 

albicans hücrelerinin azol direncinde iki farklı membran lokalize atılım pompası etkili 

olmaktadır: CDR genleri tarafından kodlanan adenozin trifosfat bağlayıcı kaset taşıma 

proteinleri (ATP binding cassette transporters) ve MDR genleri tarafından kodlanan 

major fasilitörler (major facilitators). Biyofilm oluşumu ve gelişimi sırasında MDR1, CDR1 

ve CDR2 genlerinde upregülasyon görülür. Fakat bu genlerde delesyon olduğunda 

planktonik hücrelerde Fluconazole duyarlılığı artsa da, biyofilmin antifungal direncinde 

değişme gözlenmemiştir [6], [8].  

Ayrıca azoller, ERG11 tarafından kodlanan 14α-lanosterol demetilaz enzimini hedef 

alarak ergosterol biyosentezini engeller. Membranlardaki ergosterolün tükenmesine 

bağlı olarak, toksik sterol yolağı ara ürünleri birikir ve bu da büyüme inhibisyonuna yol 

açar. Nokta mutasyonlar veya genin overekspresyonu direnç gelişiminde rol 

oynamaktadır [10]. 

Antimikrobiyal tedavi sonrası, tedaviye yüksek tolerans gösteren ve hayatta kalan 

persister hücrelerin yeniden inokülasyonuyla yeni bir biyofilm ve yeni bir persister hücre 

grubunun oluştuğu görülmüş ve persister hücrelerin mutant değil, kalıtsal genotipli 

varyantlar olduğu tespit edilmiştir [9], [10]. 

Yapılan çalışmalar göstermiştir ki, oldukça kompleks bir yapı olan biyofilmin direnç 

mekanizmaları da karmaşık ve çok yönlüdür. Bu konunun tamamen aydınlatılabilmesi 

için yeni ve detaylı çalışmalar yapılması gerekmektedir.   
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BÖLÜM 3 

3. DENEYSEL ÇALIŞMALAR 

 Kullanılan Cihazlar  

 Hassas terazi - Shimadzu 

 Sonikatör – Bandelin Sonoplus 

 Çoklu manyetik karıştırıcı – IKA 

 Manyetik karıştırıcı – Heidolph MR Hei-Mix S 

 pH metre – Mettler Toledo Seven Compact / Ion S220 

 Santrifüj cihazı – Beckman Coulter Allegra X-30R 

 UV-Vis spektrofotometre – Shimadzu UV-1800 

 Zeta potansiyel ve parçacık ölçüm cihazı  – Malvern ZEN 3600 Nano ZS 

 SEM – Zeiss – EVO LS 10 

 FT-IR –  Shimadzu IR-Prestige 

 İnkübatör – Biosan ES 20  

 Ultrasonik su banyosu – Bandelin Sonorex 

 Milipore - Q Gradient Su Cihazı 

 Vortex – IKA V1 S000 

 Buzdolabı – Arçelik Altus 

 Etüv – Memmert UN55 

 UV Spektrofotometre – Shimadzu UV 1800 

 Kabin – ESCO Class II 

 Multiwell plate reader – Biotek Powerwave XS2 



 

27 

  

 -80°C dondurucu – Thermo Scientific FORMA 702 

 Işık mikroskobu – Nikon Eclipse E100 

 Lazer taramalı konfokal mikroskop – ZEISS LSM 700 

 Floresan spektrofotometre – Photon Technology International QM-4/2003  

 Kullanılan Kimyasallar 

 Juglon (5-hidroksi-1, 4-naftakinon) – Sigma Aldrich H47003 

 Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) – Sigma Aldrich 719900 

 Polivinil alkol (PVA) 

 Diklorometan (DCM) 

 Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 

 Sabouraud Dextrose Broth (SDB) 

 RPMI 1640 

 MOPS Free acid 

 PBS  

 Etanol 

 Fluconazole  

 XTT  

 Menadione  

 Aseton 

 Kristal viyole 

 HEPES 

 Glikoz 

 EDTA 

 Potasyum klorür (KCl) 

 DMSO 

 DiSC3(5) 

 LIVE/DEAD Baclight Bacterial Viability Kit – Invitrogen L7012 
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 Çözeltilerin Hazırlanması 

 Juglon Çözeltileri 

1 mg juglon 10 ml DCM içerisinde çözülerek 0.1 mg/ml konsantrasyonda bir stok çözelti 

hazırlandı. Ardından bu stok çözelti seyreltilerek 0.09 mg/ml - 0.001 mg/ml 

konsantrasyonları arasında 18 çözelti daha hazırlandı. 

 Polivinil alkol (PVA) Çözeltileri 

%3’lük polivinil alkol çözeltisi hazırlamak için; 15 g polivinil alkol üzerine 500 ml ultra saf 

su eklendi, çözelti homojen hale gelene kadar 60-70°C‘de manyetik karıştırıcıda 

karıştırıldı ve filtreden geçirildi. 

%0.1’lik polivinil alkol çözeltisi hazırlamak için; 0.7 g polivinil alkol üzerine 700 ml ultra 

saf su eklendi, çözelti homojen hale gelene kadar 60-70 °C‘de manyetik karıştırıcıda 

karıştırıldı ve filtreden geçirildi. 

 Fosfat Tamponu (PBS) (pH=7.4) 

1 PBS tableti 200 ml ultra saf su içinde çözüldü. Çözeltinin pH’ı 7.4’e ayarlandı ve 

otoklavlandı. 

 Sabourad Dextrose Agar 

65 g agarın üzerine 1000 ml ultra saf su ilave edildi ve manyetik karıştırıcıda 

karıştırıldıktan sonra otoklavlandı. Yeterince soğuduğunda petrilere döküldü. 

 Sabouraud Dextrose Broth 

15 g besiyeri 500 ml ultra saf su ile manyetik karıştırıcıda karıştırıldı ve otoklavlandı. 

 MOPS (165 mM) 

1.726 g MOPS 50 ml ultra saf su içinde çözüldü. 

 RPMI 1640 (pH=7) 

2.6 g besiyeri 250 ml ultra saf su içinde çözüldü, 165 mM MOPS kullanılarak pH’ı 7’ye 

ayarlandı ve filtreden geçirildi. 

 XTT 

0.05 g XTT 100 ml PBS içinde çözüldü, filtreden geçirildi ve -80°C’de saklandı. 
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 Menadione (10mM) 

0.86 g menadione %100’lük aseton içinde çözüldü ve -80°C’de saklandı. 

 Kristal viyole (%1 w/v) 

0.1 g kristal viyole 10 ml PBS içinde çözüldü. 

 Farklı konsantrasyonlarda DiSC3(5) solüsyonları 

0.1 mg boya 2 ml DMSO içinde çözülerek 0.05 mg/ml konsantrasyonda solüsyon elde 

edildi. Ardından bu çözelti seyreltilerek 0.025 mg/ml ile 0.0005 mg/ml arasında 6 farklı 

konsantrasyonda solüsyon hazırlandı.  

 HEPES tamponu (5mM HEPES, pH=7.2 ve 5 mM glikoz) 

10 mM HEPES hazırlamak için; 0.5 ml 1M HEPES ultra saf su ile 50 ml’ye tamamlandı. 

10 mM glikoz hazırlamak için; 90 mg glikoz son hacim 50 ml olacak şekilde ultra saf su 

içinde çözüldü. 

10mM HEPES ve 10mM glikoz çözeltileri eşit hacimde karıştırıldı ve pH’ı 7.2’ye ayarlandı. 

 0.2 mM EDTA içeren HEPES tamponu 

5.8 g EDTA 50 ml ultra saf su içinde pH’ı 8’e ayarlanarak çözüldü. Ardından 90 mg glikoz 

ve 0.5 ml 1 M HEPES ilave edildi ve solüsyon 100 ml’ye tamamlandı. 

 KCl stok çözeltisi (6.8 M) 

3 g KCl 6 ml ultra saf su içinde çözüldü ve filtreden geçirildi. 

 DiSC3(5) stok çözeltisi (1.8 mM) 

0.4 mg boya 400 µl DMSO içinde çözüldü. 
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 Metotlar 

3.4.1 Juglon-PLGA Nanopartiküllerinin Üretimi ve Karakterizasyonu 

 Juglonun UV Standart Eğrisi 

1 mg juglon 10 ml DCM içerisinde çözülerek 0.1 mg/ml konsantrasyonda stok çözelti 

hazırlandı. Daha sonra bu stok çözelti kullanılarak 0.09 mg/ml - 0.001 mg/ml 

konsantrasyonları arasında 18 çözelti daha hazırlandı. İlk hazırlanan stok çözeltinin UV-

Vis spektroskopisinde spektrumu alındı ve  λmax değeri 424 nm olarak bulundu (Şekil 3.1). 

Ardından diğer çözeltilerin bu λmax değerindeki UV absorbansları ölçülerek (Çizelge 3.1) 

kalibrasyon eğrisi oluşturuldu (Şekil 3.2).  

 

 

Şekil 3.1 Juglonun UV-Vis Spektrumu 
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Çizelge 3.1 Juglonun farklı konsantrasyonlardaki absorbans değerleri (424 nm’de) 

Konsantrasyon (mg/ml) Absorbans 

0,001 0 

0,002 0,019 

0,003 0,038 

0,004 0,047 

0,005 0,084 

0,006 0,101 

0,007 0,129 

0,008 0,147 

0,009 0,175 

0,01 0,19 

0,02 0,346 

0,03 0,648 

0,04 0,83 

0,05 1,069 

0,06 1,275 

0,07 1,499 

0,08 1,75 

0,09 1,961 

0,1 2,13 

 

 

Şekil 3.2 Juglonun kalibrasyon eğrisi 
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 Juglon Yüklü PLGA Nanopartiküllerinin Üretimi 

Juglon molekülü hidrofobik yapıda olduğundan, nanopartikül sentezleri tekli emülsiyon 

(s/y) çözücü uçurma yöntemi [77] ile gerçekleştirildi.  

Başlangıç juglon miktarı 35 mg, 45 mg ve 55 mg olan üç farklı juglon-PLGA nanopartikülü 

(sırasıyla JB-1, JB-2 ve JB-3) ve bir adet de boş nanopartikül sentezi yapıldı. Her bir 

nanopartikül için 100 mg PLGA kullanıldı. Juglonlar 1,5 ml DCM içinde çözüldükten sonra 

1 ml DCM içinde çözülmüş olan PLGA’nın içine ilave edildi. Boş nanopartikül için ise PLGA 

2.5 ml DCM içinde çözüldü. Oluşan organik fazlar enjektörle alınarak buz banyosu içinde 

4 ml %3’lük PVA çözeltisine damla damla eklendi ve bu sırada 90 sn boyunca %80 

power’da sonikasyon gerçekleştirildi. Oluşan emülsiyon hiç beklemeden temiz bir 

enjektörle alınıp manyetik karıştırıcı üzerinde bulunan 35 ml %0,1’lik PVA çözeltisine 

damla damla eklendi. Elde edilen emülsiyonun etrafı alüminyum folyo ile kapatıldıktan 

sonra çözücünün uçabilmesi için üzerine delikler açıldı ve gece boyunca manyetik 

karıştırıcıda bırakıldı. Süre sonunda örneklerden boyut ölçümü için 750 µl ayrı bir tüpe 

aktarıldıktan sonra geriye kalan kısmı 9000 rpm’de 40 dk santrifüj edildi. Üst faz 

ayrıldıktan sonra pellet üç defa ultra saf su ile yıkandı ve liyofilizatörde kurutuldu. Elde 

edilen nanopartiküller  -20C’de saklandı.  

 Reaksiyon Veriminin Hesaplanması 

Reaksiyon verimi; sentezlenen nanopartikül miktarının başlangıçta kullanılan juglon ve 

PLGA miktarları toplamına oranı hesaplanarak tespit edildi (3.1). 

𝑹𝒆𝒂𝒌𝒔𝒊𝒚𝒐𝒏 𝑽𝒆𝒓𝒊𝒎𝒊 % =  
𝑁𝑎𝑛𝑜𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑘ü𝑙 𝑚𝑖𝑘𝑡𝑎𝑟𝚤 (𝑚𝑔) 

𝐽𝑢𝑔𝑙𝑜𝑛+𝑃𝐿𝐺𝐴 (𝑚𝑔)
 𝑥 100                         (3.1) 

 Enkapsülasyon Etkinliğinin Hesaplanması  

Nanopartiküllerin içine enkapsüle olan juglon miktarlarını hesaplamak için, 

nanopartiküllerin üretimindeki yıkama aşamasında üst fazlar toplanarak spektrumlar 

alındı. Daha sonra 424 nm’deki UV absorbans değerleri alınarak kalibrasyon eğrisine 

göre nanopartiküle yüklenmemiş olan juglon miktarları hesaplandı. Başlangıç juglon 

miktarlarından bu değerler çıkarılarak enkapsüle olan miktarlar tespit edildi ve verim 

hesaplandı (3.2). 
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𝑬𝒏𝒌𝒂𝒑𝒔𝒖𝒍𝒂𝒔𝒚𝒐𝒏 𝑽𝒆𝒓𝒊𝒎𝒊 % =
𝐸𝑛𝑘𝑎𝑝𝑠ü𝑙𝑒 𝑜𝑙𝑎𝑛 𝑒𝑡𝑘𝑒𝑛 𝑚𝑎𝑑𝑑𝑒 𝑚𝑖𝑘𝑡𝑎𝑟𝚤 (𝑚𝑔)

𝐵𝑎ş𝑙𝑎𝑛𝑔𝚤ç 𝑒𝑡𝑘𝑒𝑛 𝑚𝑎𝑑𝑑𝑒 𝑚𝑖𝑘𝑡𝑎𝑟𝚤 (𝑚𝑔)
 𝑥 100         (3.2) 

 Etken Yüklenme Kapasitesinin Hesaplanması 

Etken yüklenme verimi, nanopartikül içerisindeki juglon miktarı ve katı olarak elde edilen 

nanopartikül miktarı kullanılarak hesaplandı (3.3).     

𝑬𝒕𝒌𝒆𝒏 𝒀𝒖𝒌𝒍𝒆𝒏𝒎𝒆 𝑽𝒆𝒓𝒊𝒎𝒊 % =  
𝑁𝑎𝑛𝑜𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑘ü𝑙 𝑖ç𝑖𝑛𝑑𝑒𝑘𝑖 𝑒𝑡𝑘𝑒𝑛  (𝑚𝑔)

𝐸𝑙𝑑𝑒 𝑒𝑑𝑖𝑙𝑒𝑛 𝑛𝑎𝑛𝑜𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑘ü𝑙 (𝑚𝑔)
 𝑥 100                    (3.3)  

                                             

 Zeta Sizer Analizi 

Üretilen nanopartiküllerin boyut analizleri “dinamik ışık saçılması” yöntemiyle 4,0 mV 

He-Ne lazer lamba (633 nm) ile donatılmış Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK) 

cihazında 25C’de  (0,1C) gerçekleştirildi. Tüm analizler otomatik modda ve 3 tekrar 

ile yapıldı. Zeta potansiyel ölçümleri ise kapiler küvetlerde M3-PALS (faz analiz ışık 

saçılması) tekniği kullanılarak, yine 25C’de (0,1C) ve 3 tekrarlı olarak gerçekleştirildi. 

 SEM Analizi 

Juglon enkapsüle PLGA nanopartiküllerinin morfolojileri ve boyut dağılımları SEM ile 

incelendi. Nanopartiküllerin yüksek çözünürlüklü SEM (HR-SEM) görüntüleri, Field 

Emission JEOL SEM 7001F ile 7 kV hızlandırma gerilimi uygulanarak alındı. Şarj etkisini 

önlemek amacıyla, örnekler DC Sputter kullanılarak 7 nm altın ile homojen olarak 

kaplandı [78]. 

 FT-IR Analizi 

Nanopartiküllerdeki fonksiyonel grupların kimyasal analizi IR-Prestige 21 FT-IR 

spektrofotometre kullanılarak ATR (universal attenuation total reflectance) modunda 

gerçekleştirildi. FT-IR spektrumu, örnek başına 4000 ile 750 cm-1 arasında değişen 16 

tarama ile 4 cm-1 çözünürlükte elde edildi [79]. 

 Juglon Yüklü PLGA Nanopartiküllerin In Vitro Salımı 

In vitro salım çalışması JB-1, JB-2 ve JB-3 nanopartikülleri kullanılarak gerçekleştirildi. 

Nanopartiküllerden 10’ar mg tartılarak üzerlerine 4 ml PBS (pH= 7.4) eklendi ve 37°C’de 
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220 rpm’de yatay çalkalayıcıda bırakıldı. Örnekler belirli aralıklarla 9000 rpm’de 20 dk 

boyunca santrifüj edildi, üst faz alındı ve 424 nm dalga boyunda UV absorbans değeri 

ölçülerek salınan juglon miktarı hesaplandı. Pelletin üzerine tekrar 4 ml PBS eklenerek 

çalkalayıcıya konuldu. Ölçümlere 60 gün boyunca devam edildi.  

3.4.2 Antibiyofilm Çalışmalar 

 Candida albicans süspansiyonunun hazırlanması 

Sabouraud Dextrose Agar (SDA) besiyerinde bulunan stok kültürden bir koloni swap 

yardımıyla alınarak yeni bir SDA petrisine yayıldı ve çalışma kültürü olarak kullanıldı. 

Çalışma kültüründen bir koloni Sabouraud Dextrose Broth (SDB) içeren tüpe aktarıldı ve 

gece boyu 37°C, 200 rpm’de çalkalamalı inkübatörde büyümeye bırakıldı. İnkübasyon 

sonrası 3000 x g’de 5 dk santrifüj ile hücreler toplandı, 2 defa PBS ile yıkandıktan sonra 

RPMI 1640 besiyeri kullanılarak pellet çözüldü. Hazırlanan bu kültürden 10 µl alınarak 

RPMI 1640 besiyeri ile 1:10 oranında seyreltildi ve ardından 10 µl’si thoma lamına 

yüklendi. Aşağıdaki formüle göre (3.4) mililitredeki hücre sayısı hesaplandı. RPMI 1640 

besiyeri kullanılarak süspansiyonun konsantrasyonu 107 hücre/ml olacak şekilde 

ayarlandı.  

hücre sayısı / ml = A x 104 x SF            (3.4) 

Burada; 

A: 16 karedeki toplam hücre sayısı 

SF: seyreltme faktörü 

104: 0,1 mm3'teki hücre sayısını 1 ml'deki sayıya dönüştürmek için kullanılan değer 

 Juglon ve Juglon-PLGA Nanopartikülleri Solüsyonlarının Hazırlanması 

Arasoğlu ve arkadaşları tarafından gerçekleştirilen çalışmada, C. albicans için serbest 

juglonun MİK değeri 125 µg/ml olarak bulundu [21]. Literatürde ise fungal biyofilmlerin 

antifungal ajanlara planktonik hücrelere kıyasla 10-1000 kat kadar daha dirençli oldukları 

rapor edilmiş olduğundan [10], [80], çalışmalarda test edilecek en yüksek serbest juglon 

konsantrasyonu, çözücü olarak kullanılacak olan etanoldeki maksimum çözünürlük olan 
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10 mg/ml olarak seçildi. Nanopartikül konsantrasyonunu belirlemek için ise 10 mg/ml 

juglona eşdeğer nanopartikül miktarı aşağıda formüle (3.5) göre hesaplandı: 

𝟏𝟎 𝒎𝒈 𝒋𝒖𝒈𝒍𝒐𝒏𝒂 𝒆ş𝒅𝒆ğ𝒆𝒓 𝒏𝒂𝒏𝒐𝒑𝒂𝒓𝒕𝒊𝒌ü𝒍 𝒎𝒊𝒌𝒕𝒂𝒓𝚤 =

 
𝑠𝑒𝑛𝑡𝑒𝑧𝑙𝑒𝑛𝑒𝑛 𝑛𝑎𝑛𝑜𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑘ü𝑙ü𝑛 𝑡𝑜𝑝𝑙𝑎𝑚 𝑚𝑖𝑘𝑡𝑎𝑟𝚤 𝑥 10  

𝑛𝑎𝑛𝑜𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑘ü𝑙 ü𝑟𝑒𝑡𝑖𝑚𝑖𝑛𝑑𝑒 𝑘𝑢𝑙𝑙𝑎𝑛𝚤𝑙𝑎𝑛 𝑠𝑒𝑟𝑏𝑒𝑠𝑡 𝑗𝑢𝑔𝑙𝑜𝑛 𝑚𝑖𝑘𝑡𝑎𝑟𝚤 𝑥 𝑒𝑛𝑘𝑎𝑝𝑠ü𝑙𝑎𝑠𝑦𝑜𝑛 𝑣𝑒𝑟𝑖𝑚𝑖
         (3.5) 

 

Maddeler tartıldıktan sonra juglon nanopartikülleri steril su içinde, serbest juglon ise 

hidrofobik yapısı sebebiyle etanol içinde çözüldü. Maddelerin iyi çözünmesini sağlamak 

amacıyla, solüsyon tüpleri 20-30 dk boyunca ultrasonik su banyosu içinde tutuldu. 

 Juglon ve Juglon-PLGA Nanopartiküllerinin Biyofilm Oluşumu Ve Önceden 

Oluşturulmuş Biyofilmler Üzerindeki Etkisinin Değerlendirilmesi 

Biyofilm oluşumu üzerindeki etkinin incelenmesi için; 24 kuyucuklu plakanın her bir 

kuyucuğuna hazırlanan 107 hücre/ml konsantrasyonundaki C. albicans 

süspansiyonundan 1 ml koyuldu. Yalnızca son kuyucuk boş bırakıldı. Daha sonra test 

maddeleri aşağıda şematize edildiği şekilde ilave edildi (Şekil 3-3). Suda ve etanolde 

çözülen serbest juglon ve Fluconazole 10 mg/ml konsantrasyondan başlanarak yarı 

yarıya azalan 5 doz halinde uygulandı. Su ve etanol için çözücü kontrol kuyucukları 

oluşturuldu. Zamana bağlı mikroorganizmanın büyüme ve gelişmesinin gözlenmesi ve 

çözücülerin etkisinin değerlendirilmesi amacıyla, yalnızca besiyeri ve mikroorganizma 

içeren büyüme kontrol kuyucukları oluşturuldu. Plaka 6 saat boyunca 37°C’de inkübe 

edildi. 6 saatin sonunda, tüm sıvılar biyofilm tabakasına zarar vermemeye dikkat edilerek 

çekildi ve kuyucuklar 2’şer kez PBS ile yıkandı. 
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Şekil 3.3 Biyofilm çalışmaları planı 

Önceden oluşturulmuş biyofilmler üzerindeki etkinin incelenmesi için ise; plaka C. 

albicans süspansiyonu koyulduktan hemen sonra 6 saat boyunca 37°C’de inkübe edildi 

ve inkübasyon sonrası besiyeri çekilerek biyofilm tabakası 2’şer defa PBS ile yıkandı. 

Ardından biyofilm üzerine 1’er ml RPMI 1640 besiyeri koyuldu ve test maddeleri 

yukarıda belirtildiği şekilde eklendi (Şekil 3-3). 37°C’de 24 saat inkübe edildikten sonra 

kuyucuklar yıkandı. 

3.4.2.3.1 XTT Analizi 

XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide), 

antimikrobiyal duyarlılık çalışmalarında hücre canlılığını tespit etmek amacıyla sıklıkla 

tercih edilen bir analiz metodudur. Trikarboksilik asit (TCA) döngüsü sırasında oluşan 

NADH’ın, elektronları plazma membranından geçirmesi ve menadione vb. bir elektron 

bağlama ajanını indirgemesini takiben, elektron bağlama ajanının da XTT’yi renkli 

formazan türevine indirgemesi temeline dayanır. Böylece, spektrofotometrik ölçüm 

yapılarak hem hücrelerin miktarı hem de aktivitesi hakkında bilgi edinilebilir [81]. 

Bu tez çalışmasında, Pierce ve arkadaşları tarafından yayınlanan XTT analiz metodu 

minör revizyonlar yapılarak uygulandı [82]. 
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-80°C’de saklanan XTT solüsyonu içeren tüplerden gerektiği kadarı çözülüp, içine her 10 

ml XTT solüsyonu için 1 µl menadione stok solüsyonundan eklenerek 1 µM son 

konsantrasyona sahip XTT/menadione solüsyonu hazırlandı. Yıkanan biyofilm üzerine 

hazırlanan XTT/menadione solüsyonundan 500 µl eklendi. Başlangıçta boş bırakılmış 

olan kuyucuğa da bu solüsyondan eklendi. Plaka alüminyum folyo ile sarıldıktan sonra 2-

3 saat boyunca, 37°C’de ve karanlıkta inkübe edildi. Ardından, tüm kuyucuklardaki 

sıvıdan ~ 400 µl çekilerek yeni bir 24 kuyucuklu plakaya aktarıldı ve microtiter plate 

reader ile 490 nm’de ölçüm alınarak % inhibisyon aşağıdaki formüle göre hesaplandı 

(3.6).  

% 𝒊𝒏𝒉𝒊𝒃𝒊𝒔𝒚𝒐𝒏 =
𝑂𝐷𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑓 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙−𝑂𝐷𝑛

𝑂𝐷𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑓 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 𝑥 100          (3.6) 

𝑂𝐷𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑓 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙: Etken madde içermeyen solüsyon değeri  

3.4.2.3.2 Kristal Viyole Analizi  

Krisyal viyole analizi Qin ve arkadaşları tarafından uygulanan protokole göre yapıldı [83]. 

Yıkanan biyofilm üzerine 100 µl %1 (w/v) kristal viyole içeren 1 ml PBS solüsyonu koyuldu 

ve 15 dk oda sıcaklığında inkübe edildi. 3 defa PBS ile yıkandıktan sonra kuyucuklara 1 

ml %95 (v/v) etanol koyuldu ve 15 dk boyunca çalkalayıcıda bekletildi. Daha sonra 

kuyucuklardaki sıvı yeni bir plakaya aktarıldı ve 570 nm’de absorbans ölçümü alındı.  

3.4.2.3.3 Standart petri sayımı çalışması 

Hetrick ve arkadaşları tarafından uygulanan yöntemin [47] modifiye edilerek kullanıldığı 

bu çalışmada; biyofilm tabakası 24 kuyucuklu plaka yerine 10 ml’lik cam kültür 

tüplerinde oluşturuldu. C. albicans hücre sayısı ve test madde konsantrasyonları 3.4.2.3. 

maddesinde belirtildiği şekilde hazırlandı. Bu çalışmada, XTT ve kristal viyole 

analizlerinde incelenen juglon antibiyofilm aktivitesine ilaveten juglon-PLGA 

nanopartiküllerinin biyofilm üzerindeki aktivitesi de değerlendirildi. Biyofilm 

oluşumundaki etkinin gözlenmesi için gerçekleştirilen çalışmada JB-1, önceden 

oluşturulmuş biyofilmin kullanıldığı çalışmada ise JB-2 kodlu nanopartiküller kullanıldı. 

Biyofilm tabakaları yıkanıp analize hazır hale getirildikten sonra, her bir tüpe 2 ml PBS 

koyuldu ve tüpler 120W ultrasonik su banyosunda 30 dk boyunca sonikasyona tabi 
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tutuldu. Böylece tutunan hücrelerin cam yüzeyden ayrılması sağlandı. 30 dakikanın 

sonunda, elde edilen süspansiyonlardan seri dilüsyonlar hazırlandı ve 100’er µl SDA 

besiyeri üzerine yayıldı. 37°C’de gece boyu inkübasyon sonrası oluşan koloniler sayıldı. 

3.4.2.3.4 Konfokal mikroskop ile görüntüleme 

Görüntüleme için biyofilmler hazırlanmadan önce, 24 kuyucuklu plakanın her 

kuyucuğuna 12 mm’lik bir yuvarlak lamel yerleştirildi ve daha sonra çalışma 3.4.2.3’te 

anlatıldığı şekilde yapıldı. Biyofilm oluşumundaki etkinin incelenmesi için gerçekleştirilen 

çalışmada, serbest juglon ve Fluconazole’e ek olarak JB-2 nanopartikülleri; önceden 

oluşturulmuş biyofilmler üzerindeki etkinin değerlendirildiği çalışmada ise JB-3 

nanopartikülleri kullanıldı. Juglon, juglon-PLGA nanopartikülleri veya Fluconazole ile 

muamele edilen biyofilm tabakası yıkandıktan sonra LIVE/DEAD Baclight Bacterial 

Viability Kit içinde temin edilen propidium iodide ve SYTO 9 boyaları kullanılarak 

boyandı. Her kuyucuk için 1 ml steril su içine 3 µl propidium iodide ve 3 µl SYTO 9 eklenip 

karıştırıldı ve kuyucuklara koyuldu. Plaka 15 dk karanlıkta bekletildikten sonra boya 

uzaklaştırıldı ve kuyucuklar steril su ile yıkandı. Bu aşamadan sonra başlangıçta 

kuyucuklara yerleştirilen lameller pens yardımıyla çıkarıldı ve ters çevrilerek lam üzerine 

yerleştirildikten sonra görüntüleme yapıldı.  

3.4.3 Membran depolarizasyon analizi 

Juglon, juglon nanopartikülleri ve Fluconazole’un C. albicans membranı üzerindeki 

etkisini incelemek amacıyla membran potansiyeline duyarlı katyonik bir boya olan 

DiSC3(5) kullanıldı. DiSC3(5), çift tabakalı fosfolipitten oluşmuş hücre membranından  

hidrofobik yapısı sayesinde kolaylıkla geçebilen floresan bir boya olduğundan polarize 

hücrelerde (dinlenme halindeki hücre) sitoplazma içinde birikir. Bundan dolayı 

mikroorganizma içeren süspansiyon içerisindeki boya konsantrasyonunun düşmesine 

bağlı olarak floresans sönümlenir. Polarize hücrenin depolarize duruma geçişi (uyarılma 

halindeki hücre) ile sitoplazmada akümüle olmuş DiSC3(5) membran dışına çıkarak 

floresans yoğunluğunda artışa sebep olur [84], [85]. 

Membran depolarizasyon testinde kullanılacak DiSC3(5) konsantrasyonunun 

belirlenmesi amacıyla, öncelikle 0.1 mg DiSC3(5) 2 ml DMSO içinde çözülerek 0.05 mg/ml 
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konsantrasyonda stok solüsyon elde edildi. Bu stok çözelti seyreltilerek 6 farklı 

konsantrasyonda solüsyon hazırlandı ve örneklerin floresans yoğunluğu 622 nm 

eksitasyon ve 670 nm emisyon dalga boyunda ölçüldü (Şekil 3.4).  

 

Şekil 3.4 Farklı konsantrasyonlardaki DiSC3(5) solüsyonlarının floresans ölçüm sonuçları 

Sonuçlar değerlendirildiğinde; 0.0025 mg/ml, 0.00125 mg/ml ve 0.0005 mg/ml 

konsantrasyonlarda floresans yoğunluğunun boya konsantrasyonuyla doğru orantılı 

olarak değiştiği tespit edildi ve bu üç konsantrasyon membran depolarizasyon analizinde 

son boya konsantrasyonu olarak kullanıldı.  Diğer konsantrasyonlar ise, emisyon dalga 

boyunda belirgin bir kaymanın varlığı ve boya artışı ile ters orantılı bir floresans 

şiddetinin gözlenmesinden dolayı tercih edilmemiştir. 

Bu testte kullanılacak olan etken konsantrasyonları, Arasoglu ve arkadaşları tarafından 

2016 yılında yayınlanan çalışmadaki MİK değeri (125 µg/ml) baz alınarak hesaplandı [21]. 

Buna göre, 1.25 mg/ml’lik juglon ve fluconazole çözeltileri hazırlandı. Ayrıca çalışmada 

kullanılacak olan JB-3 nanopartikülleri de serbest juglonla eşdeğer konsantrasyonda 

olacak şekilde hazırlandı. 
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Gece boyu büyütülen C. albicans kültürü, 3000 x g’de 5 dk santrifüjlendi ve supernatant 

atıldı. Pellet HEPES tamponu (5mM HEPES ve 5 mM glikoz, pH=7.2) ile iki defa yıkandı ve 

en son 0.2 mM EDTA eklenmiş HEPES tamponu ile çözüldü. Thoma lamında sayım 

yapılarak hücre süspansiyonunun konsantrasyonu belirlendi ve 5 x 106 hücre/ml olacak 

şekilde seyreltildi. 10 ml’lik cam kültür tüplerine hazırlanan hücre süspansiyonundan 2 

ml olacak şekilde dağıtıldı. Üzerlerine 1,8 mM olarak hazırlanan DiSC3(5) stok 

solüsyonundan 5 µl eklenerek 0.0025 mg/ml final DiSC3(5) konsantrasyonu elde edildi. 

0.00125 µg/ml ve 0.0005 µg/ml son konsantrasyonu elde etmek amacıyla ise, stok 

solüsyon seyreltilerek kullanıldı. Ardından tüpler karanlıkta, 30°C’de ve 150 rpm’de 30 

dk boyunca inkübe edildi ve floresan spektrofotometre ile 622 nm eksitasyon ve 670 nm 

emisyon dalgaboyunda 0. saat ölçümü alındı. Daha sonra tüm tüplere KCl stok 

solüsyonundan 30 µl ilave edildi ve KCl son konsantrasyonu 0.1 M olarak ayarlandı. 100 

µl juglon, JB-3 nanopartikülü ve Fluconazole çözeltisi eklenerek her tüpte 125 µg veya 

eşdeğer miktarda (nanopartikül için) etken olması sağlandı. Kontrol tüplerine ise yalnızca 

etken madde çözücüsü olarak kullanılan su eklendi. Tüpler yeniden çalkalamalı etüve 

alındı ve 1., 3. ve 24. saatlerde ilgili tüpler çıkarılarak ölçüm yapıldı. 
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BÖLÜM 4 

4. DENEY SONUÇLARI 

 Juglon-PLGA Nanopartiküllerinin Üretimi ve Karakterizasyonu 

Bu tez çalışmasında nanopartiküler sistemlerin hazırlanması tekli emülsiyon (s/y) çözücü 

uçurma yöntemi ile gerçekleştirilmiştir. Sentezlenen nanopartiküller için reaksiyon 

verimi (RY), enkapsülasyon etkinliği (EE), ilaç yüklenme verimi (DL), boyut (Z-Ave), çoklu 

dağılım indeksi (PDI) ve zeta potansiyel (mV) değerleri Çizelge 4.1’de verilmiştir. 

Çizelge 4.1 Üretilen nanopartiküllerin karakterizasyon verileri 

NP 

Juglon 

miktarı 

(mg) 

Boyut 

(Z-ave) 

İlaç 

Yüklenme 

Verimi % 

Enkapsülasyon 

Etkinliği % 

Reaksiyon 

Verimi % 

Çoklu 

Dağılım 

İndeksi 

Zeta 

Potansiyel 

(mV) 

JB-1 35 207,9 45,39 86,08 49,16 0,132 -28,6 

JB-2 45 208,3 50,49 89,76 55,17 0,129 -22,9 

JB-3 55 206,6 53,92 91,21 60,02 0,183 -25,5 

 

Yelkenci (2015) tarafından yapılan çalışmada, juglon-PLGA nanopartiküllerinin sentezi ile 

ilgili parametreler ayrı ayrı değerlendirilmiş ve en önemli parametrenin juglon miktarı 

olduğu tespit edilmiştir [77]. Bu veri baz alınarak yapılan 3 adet juglon nanopartikülü 
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sentezinde, söz konusu tezde çalışılmamış 3 farklı etken miktarı (35 mg, 45 mg ve 55 mg) 

kullanılmıştır.  

4.1.1 Reaksiyon verimi 

Gerçekleştirilen üretimler için reaksiyon verimlerinin %49,16 ile %60,02 arasında 

değiştiği görülmüştür (Çizelge 4.1). Juglon miktarının artışı, üretimlerdeki madde 

kaybının azalmasına ve böylece reaksiyon veriminin artmasına sebep olmuştur.   

4.1.2 Enkapsülasyon etkinliği 

Juglon miktarındaki artış, enkapsülasyon etkinliğini de olumlu yönde etkilemiştir. 35 mg 

juglon kullanılarak yapılan sentez için enkapsülasyon etkinliği %86,08 olarak 

hesaplanırken; madde miktarı 45 mg olduğunda bu değer %89,76’ya, 55 mg olduğunda 

ise  %91,21’e kadar yükselmiştir (Çizelge 4.1).  

4.1.3 İlaç yüklenme verimi 

Reaksiyon verimi ve enkapsülasyon etkinliğinde olduğu gibi, ilaç yüklenme verimi de 

juglon miktarıyla artmış ve %45,39’dan %53,92’ye yükselen değerler bulunmuştur 

(Çizelge 4.1). 

4.1.4 Boyut (Z-Ave) 

Üretilen 9 nanopartikül için Zeta sizer ile boyut ölçümü yapılmış ve sonuçlar Çizelge 

4.1’de verilmiştir. 206,6 nm ile 207,9 nm arasında değişen boyutlar, juglon miktarının 

nanopartikül boyutunda anlamlı bir etki yaratmadığını göstermiştir.  

4.1.5 Çoklu dağılım indeksi (PDI) 

Çoklu dağılım indeksinin düşük olması, üretilen nanopartikül için boyut dağılımının dar 

olduğu anlamına gelmektedir. Çizelge 4.1’de verilen PDI değerleri incelendiğinde, 35 ve 

45 mg juglon kullanılarak yapılan üretimlerdeki boyut dağılımlarının birbirine çok yakın 

olduğu görülmektedir. 55 mg juglon kullanılması ise daha geniş bir boyut dağılımı 

olmasına yol açmıştır. Nanopartiküllere ait boyut dağılım grafikleri  Şekil 4-1, 4-2 ve 4-

3’te verilmiştir. 
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Şekil 4.1 JB-1’e ait boyut dağılım grafiği 

 

Şekil 4.2 JB-2'ye ait boyut dağılım grafiği 

 

Şekil 4.3 JB-3'e ait boyut dağılım grafiği 
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4.1.6 SEM analizi 

Nanopartiküllerin morfolojik yapılarını incelemek amacıyla gerçekleştirilen SEM analizi 

sonuçları değerlendirildiğinde, boyutu yaklaşık 200 nm civarında olan küresel yapıdaki 

nanopartiküllerin homojen bir dağılım gösterdikleri tespit edilmiştir. 

 

Şekil 4.4 JB-1 nanopartiküllerine ait 10.000 kat büyütülmüş SEM görüntüsü 

4.1.7 FT-IR analizi 

Juglonun, boş nanopartikülün ve JB-1’in FT-IR spektrumları karşılaştırmalı olarak Şekil 

4.5’te verilmiştir. Sonuçlara göre; JB-1’de juglona ait bantların da mevcut olduğu 

görülmekte, bu da az miktarda juglonun nanopartikülün yüzeyine adsorbe olduğunu 

göstermektedir. 
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Şekil 4.5 FT-IR analiz sonuçları 

4.1.8 Juglon Yüklü PLGA Nanopartiküllerin In Vitro Salımı  

JB-1, JB-2 ve JB-3 nanopartikülleri kullanılarak 60 gün süre ile gerçekleştirilen in vitro 

salım çalışmasının sonuçları zamana bağlı olarak yüzde etken salım miktarının 

gösterildiği grafiklerde ( Şekil 4.6 ve Şekil 4.7) verilmiştir.  

 

 Şekil 4.6 JB-1, JB-2 ve JB-3’ün saatlere göre salım grafiği  
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Şekil 4.7  JB-1, JB-2 ve JB-3’ün günlere göre salım grafiği 

Sonuçlara göre, madde salımının birinci saat içinde hızlı bir şekilde başladığı ve azalarak 

devam ettiği gözlenmiştir. Çalışmanın başındaki hızlı salım, nanopartikül yüzeyine yakın 

juglonun difüzyonundan kaynaklanmaktadır.  

Farklı miktarlarda juglon kullanılarak hazırlanan JB-1, JB-2 ve JB-3 nanopartiküllerinin 

salımı genel olarak birbirine benzemekle birlikte en fazla salım 60. günde %46,16’ya 

ulaşan ve 55 mg juglon ile hazırlanan JB-3’te görülmüştür. Aynı sürede; 45 mg juglon ile 

hazırlanan JB-2 %38,98, 35 mg juglon ile hazırlanan JB-1 ise %41,37 oranında salım 

yapmıştır.  

 Antibiyofilm Çalışmalar 

4.2.1 XTT analizi  

C. albicans biyofilmleri ile yapılan XTT analizinde Pierce ve arkadaşları tarafından 

yayınlanan metot [82] minör revizyonlar yapılarak uygulanmıştır. 96 kuyucuklu plakalar 

kullanıldığında, yıkama aşamalarında biyofilme zarar verildiği görüldüğü için daha geniş 

yüzey alanına sahip olan 24 kuyucuklu plakalar kullanılmıştır. Yapılan optimizasyon 

çalışmaları sonucunda, gözle görülebilecek ve boyamalarda net sonuç verebilecek 

miktarda biyofilm oluşturabilmek için 107 hücre/ml konsantrasyonda C. albicans kültürü 
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kullanılmasına ve inkübasyon süresinin 6 saat olmasına karar verilmiştir. Ayrıca 

hidrofobik bir madde olan juglonun çözücüsü olarak, nanopartikül sentezi sırasında da 

kullanılan diklorometan ve bir diğer organik çözücü olan kloroform kullanılmış; ancak bu 

çözücüler plakaların yapısına zarar verdiği için, çalışmalara etanol kullanılarak devam 

edilmiştir. 

Juglon ve Fluconazole için gerçekleştirilen XTT analizinde elde edilen sonuçlar % 

inhibisyon olarak hesaplanmıştır. Hesaplama yapılırken öncelikle yalnızca 

XTT/menadione solüsyonu koyulan kuyucuğa ait absorbans değeri ölçülen diğer tüm 

değerlerden çıkarılmış, ardından etken maddeye maruz bırakılan kuyucuklar için % 

inhibisyon değerleri kontrol kuyucuğuna kıyaslanarak hesaplanmıştır.  

Biyofilm oluşumu üzerindeki etkinin değerlendirilmesini amaçlayan çalışmada; 

sırasıyla 10, 5 ve 2.5 mg Fluconazole, C. albicans biyofilmlerinin oluşumunu yaklaşık 

olarak %32, %30 ve %11 oranında inhibisyon ile engellemiştir. Serbest juglon 

uygulamasında ise beklenenden oldukça farklı sonuçlar elde edilmiştir. Juglon ile 

muamele edilen hücrelerin bulunduğu kuyucuklar için çok yüksek ve juglon 

konsantrasyonuyla birlikte artış gösteren absorbans değerleri okunmuştur (Şekil 4.8). Bu 

durum juglonun biyofilm oluşumunu artıran bir etki göstermiş olması olarak açıklanabilir 

olsa da; deneyler sırasında yapılan gözlemler, asıl problemin analiz yönteminin 

uyumsuzluğu olduğunu ortaya koymaktadır. Turuncu-kahverengi bir boyar madde olan 

juglon; açık sarı renkteki tetrazolium tuzu XTT’nin, canlı hücreler tarafından turuncu 

formazan maddesine dönüştürülmesi prensibine dayanan bu kolorimetrik analizin 

sonuçlarının sapmasına sebep olmuştur. Yüksek konsantrasyonda juglonla muamele 

edilen kuyucuklarda daha az canlı hücre kalmış olması ve daha düşük absorbans değeri 

ölçülmesi beklenirken, kuyucuklarda kalan juglonun rengi ölçülen değeri artırmıştır (Şekil 

4.9). Dolayısıyla juglona ait XTT analizi sonuçları yanlış negatif olarak değerlendirilmiştir.  

Önceden oluşturulmuş biyofilmler üzerindeki etkinin incelenmesini amaçlayan 

çalışmada da aynı problem yaşandığından benzer sonuçlar alınmış ve yanlış negatif 

olarak değerlendirilmiştir.  
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Şekil 4.8 XTT analizine göre juglon ve Fluconazole’un biyofilm oluşumu üzerine etkisi 

 

Şekil 4.9 XTT boyaması öncesi kuyucuklar 
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4.2.2 Kristal viyole analizi 

Kristal viyole analizi sonuçları, her bir etken dozu için yüzde inhibisyon olarak 

hesaplanmıştır. 

Biyofilm oluşumu üzerindeki etkinin değerlendirilmesini amaçlayan çalışmada; suda 

çözüldüğünde ve en yüksek dozda (10 mg/ml) uygulandığında, juglonun biyofilm 

oluşumunu %79 inhibe ettiği bulunmuştur. Etanolde çözüldüğünde, aynı konsantrasyon 

için bu değer %85’e çıkmıştır. Bu fark juglonun sudaki çözünürlüğünün düşük olmasından 

kaynaklanmaktadır. Fluconazole’un ise juglondan daha az etkili olduğu bulunmuş, 10 

mg/ml konsantrasyonun biyofilm oluşumunda %51 inhibisyona yol açtığı tespit 

edilmiştir (Şekil 4.10).  

 

Şekil 4.10 Kristal viyole analizine göre juglon ve Fluconazole’un biyofilm oluşumu 
üzerine etkisi 

Önceden oluşturulmuş biyofilmler üzerindeki etkinin incelenmesini amaçlayan 

çalışmada; etken madde miktarı arttıkça artması beklenen yüzde inhibisyon değerleri, 

suda çözülen juglon ve Fluconazole için ilk dört dozda beklenildiği gibi olsa da, etanolde 

çözülen juglon için madde miktarıyla uyumsuz bir grafik vermiştir (Şekil 4.11). 
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Şekil 4.11 6 saatlik C. albicans biyofilmleri için etken madde dozuna bağlı % inhibisyon 
değerleri 

Tüm değerler incelendiğinde; XTT analizi gibi kolorimetrik bir analiz olan kristal viyole 

analizinin de, yapılan çalışmada hatalı negatif sonuçlar verdiği görülmüştür. Bu durum, 

yine XTT analizinde olduğu gibi, kuyucukların renkli etken maddeden tamamen 

arındırılamaması nedeniyle kristal viyolenin beklenenden farklı renk vermesi sonucu 

gerçekleşmiştir (Şekil 4.12). Renge bağlı olarak, spektrofotometre ölçümünde sapmalar 

meydana gelmiş ve sonuçlar hatalı negatif olarak değerlendirilmiştir.  

Ayrıca, kristal viyole boyaması sonrası gerçekleştirilen yıkama aşamasında, boyanın 

giderilmesinde yaşanılan sıkıntıdan dolayı kuyucuk kenarlarında kalan kristal viyolenin 

absorbans ölçümünde yüksek verilerin alınmasına sebep olduğu tespit edilmiştir ve bu 

durumun da sonuçlarda yanlış negatifliğe yol açtığı belirlenmiştir. Boya 

konsantrasyonunun azaltılması ile kristal viyoleden gelen bu yüksek sapma giderilmiştir. 

Ancak, juglondan kaynaklanan ve hatalı negatif sonuçlara sebep olan absorbanstaki 

yüksek sapma giderilemediğinden bu yöntemin juglon gibi renkli bileşiklerin aktivitesinin 

değerlendirilmesi için uygun olmadığı sonucuna varılmıştır.  
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Şekil 4.12 Juglonun renginin kristal viyole analizine etkisi. (a) yıkama sonrası 
kuyucuklarda kalan juglon, (b) absorbans ölçümü öncesi kuyucuklar. 

4.2.3 Standart petri sayımı  

10 ml’lik cam kültür tüplerinde oluşturulan biyofilmler ile gerçekleştirilen çalışmada, seri 

dilüsyonlar halinde SDA besiyerine ekim yapılmış ve inkübasyon sonrası oluşan koloniler 

sayılmıştır.  

Biyofilm oluşumu üzerindeki etkinin incelenmesi için gerçekleştirilen çalışmada, C. 

albicans hücre süspansiyonu ile test maddeleri başlangıç anında tüplere koyulmuş ve 6. 

saatlik inkübasyon sonunda 3.4.2.3.3‘te anlatılan aşamaları takiben SDA besiyerine 

ekimler yapılmıştır. Sonuçlar değerlendirildiğinde, su çözücü kontrolü hariç hiçbir 

petride koloni oluşumu gözlenmemiştir (Şekil 4.13). Hem test maddelerinin (serbest 

juglon, juglon nanopartikülleri ve Fluconazole) hem de çözücü olarak kullanılan 

etanolün, çalışılan dozlar, süre ve hücre konsantrasyonu için biyofilm oluşumunu 

tamamen engellediği tespit edilmiştir. 
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Şekil 4.13 Su çözücü kontrolü (dilüsyon faktörü: 10) 

Önceden oluşturulmuş biyofilmler üzerindeki etkinin incelenmesini amaçlayan 

çalışmada; test maddeleri 6. saatte tüplere eklenmiş ve 24 saat inkübasyondan sonra 

ekimler yapılmıştır. Çözücü kontrol petrileri değerlendirildiğinde, sadece suyun 

kullanıldığı kontrolde birçok koloninin oluştuğu görülmüş, etanol kullanılarak yapılan 

çözücü kontrolünün ise biyofilmlerde anlamlı bir inhibisyona yol açtığı tespit edilmiştir 

(Şekil 4.14).   

 

Şekil 4.14 Su (dilüsyon faktörü: 102) ve etanol (direkt ekim) çözücü kontrolleri 
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Şekil 4.15 Suda çözülen juglonun etkisi (0.625 mg/ml) (dilüsyon faktörü: 10) 

Suda çözülen serbest juglon için yalnızca en düşük doz olan 0.625 mg/ml’de koloni 

oluşumu görülmüştür (Şekil 4.15). Koloniler sayılmış ve çözücü kontrolündeki koloni 

sayısıyla karşılaştırılarak yüzde inhibisyon hesaplanmıştır. Buna göre; suda çözülen 

serbest juglon için 0.625 mg/ml’lik dozun, 6 saatlik C. albicans biyofilminde %98.25 

inhibisyon sağladığı tespit edilirken suda çözülen juglon nanopartiküllerinde ise koloni 

oluşumu çalışılan hiçbir dozda gözlenmemiştir. Bu yüzden juglon enkapsüle PLGA 

nanopartiküllerin bu metotta çok daha etkin olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca çözücü 

olarak kullanılan etanolün hem biyofilm oluşumu hem de önceden oluşmuş biyofilm 

tabakası üzerinde inhibisyon etki göstermesi nedeniyle, juglon için etanolün çözücü 

olarak kullanıldığı çalışmaların sonuçları dikkate alınmamıştır.   
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Şekil 4.16 10 mg Fluconazole’un etkisi (dilüsyon faktörü: 102) 

Fluconazole çalışılan tüm dozlarda biyofilm oluşumunu engellemiş olsa da, 6 saatlik 

biyofilmlere uygulandığında, 10 mg/ml konsantrasyonda dahi anlamlı bir etki 

gösterememiştir (Şekil 4.16).   

4.2.4 Konfokal mikroskop ile görüntüleme  

Konfokal mikroskop ile görüntüleme öncesinde, hazırlanan biyofilmler SYTO 9 ve 

propidium iodide ile boyanmıştır. SYTO 9 hem sağlıklı hücreleri hem de membran yapısı 

zarar görmüş hücreleri boyarken, PI yalnızca hasarlı hücrelere nüfuz edebilmektedir. 

Hücrelerin canlılığı ve membran bütünlüğü hakkında bilgi edinilmesini sağlayan bu 

teknikte, yeşil ve kırmızı renkler sırasıyla canlı ve ölü hücreleri göstermektedir.  

Biyofilm oluşumu üzerindeki etkinin incelenmesi için gerçekleştirilen çalışmada; su 

çözücü kontrolüne ait görüntü incelendiğinde, canlı ve farklı morfolojik yapılardaki C. 

albicans hücrelerinin kümelenerek biyofilm yapısını oluşturduğu görülmüştür. Etanole 

maruz bırakılan biyofilmde ise, yalnızca maya formunda hücreler tarafından 

oluşturulmuş mikrokoloniler gözlemlenmiş ve bu hücrelerin bir kısmının ölü olduğu 

tespit edilmiştir (Şekil 4.176).  
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Şekil 4.17 Biyofilm oluşumu çalışmasında su ve etanol çözücü kontrolleri 

10 mg ve 5 mg Fluconazole ile muamele edilen hücrelerde ise, su çözücü kontrolüne 

kıyasla anlamlı bir inhibisyon gerçekleşmemiştir (Şekil 4.18).  

 

Şekil 4.18 Fluconazole'un biyofilm oluşumuna etkisi 

Serbest juglonun su ile çözüldüğü durumda, juglonun inhibe edici etkisi çalışılan her iki 

dozda da (1.25 mg/ml ve 0.625 mg/ml) açıkça görülmüştür. Kontrolle kıyaslandığında, 

yüzeye daha az hücrenin tutunabildiği ve yeşil floresans yoğunluğunun daha düşük 

olduğu tespit edilmiştir (Şekil 4.19). Juglon çözücüsü olarak etanol kullanıldığında ise, 

etanol çözücü kontrolünde olduğu gibi yalnızca maya formunda hücreler gözlemlenmiş 

ve canlılığın oldukça düşük olduğu belirlenmiştir (Şekil 4.20). 
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Şekil 4.19 Suda çözülen juglonun biyofilm oluşumuna etkisi (1.25 ve 0.625 mg/ml) 

 

Şekil 4.20 Etanolde çözülen juglonun biyofilm oluşumuna etkisi (1.25 ve 0.625 mg/ml) 

Juglon-PLGA nanopartikülleri, serbest juglona benzer bir inhibisyona yol açmıştır. Maya 

formundaki hücrelerin baskın olduğu mikrokolonilerin bulunduğu ve birçok hücrenin 

membran bütünlüğünün bozuk olduğu görülmüştür (Şekil 4.21). 
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Şekil 4.21 Juglon-PLGA nanopartiküllerinin biyofilm oluşumuna etkisi (1.25 ve 0.625 
mg/ml’ye eşdeğer konsantrasyonlar) 

Önceden oluşturulmuş biyofilmler üzerindeki etkinin incelendiği çalışmada ise; su 

çözücü kontrolünde yüzeyi büyük ölçüde kaplamış, canlı hücrelerden oluşan biyofilm 

yapısı gözlenmiştir. Etanol çözücü kontrolünde ise, oluşturulmuş olan 6 saatlik biyofilmin 

büyük kısmının parçalanarak yüzeyden ayrıldığı tespit edilmiştir (Şekil 4.22).  

 

Şekil 4.22 6 saatlik biyofilmlerde su ve etanol çözücü kontrolleri 

Kontrolle kıyaslandığında, 10 mg/ml ve 5 mg/ml konsantrasyonda uygulanan 

Fluconazole’un anlamlı bir antibiyofilm etki göstermediği görülmüştür (Şekil 4.23).  
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Şekil 4.23 10 mg/ml ve 5 mg/ml Fluconazole’un 6 saatlik biyofilmlere etkisi 

Serbest juglon ise, hem su hem de etanolle çözüldüğü durumda, oluşan biyofilmin 

neredeyse tamamını yok etmiştir. Yüzeyde kalan az sayıdaki hücrenin çoğunun hif 

modunda büyüyen hücreler olduğu görülmektedir (Şekil 4.24 ve Şekil 4.25).  

 

Şekil 4.24 Suda çözülen juglonun 6 saatlik biyofilmlere etkisi (1.25 ve 0.625 mg/ml) 
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Şekil 4.25 Etanolde çözülen juglonun 6 saatlik biyofilmlere etkisi (1.25 ve 0.625 mg/ml) 

Juglon-PLGA nanopartikülleri, önceden oluşturulan biyofilmlerde güçlü bir inhibisyona 

yol açmıştır. Görüntüler incelendiğinde yüzeye tutunmuş birçok hücre görülse de, 

özellikle 1.25 mg/ml’lik dozun uygulandığı durumda, yüksek miktarda kırmızı floresans 

görülmüş ve bu hücrelerin büyük çoğunluğunun ölü olduğu tespit edilmiştir. Canlı kalan 

hücrelerin ise biyofilmin alt katmanlarında bulunan hücreler olduğu düşünülmektedir 

(Şekil 4.26). 

 

Şekil 4.26 Juglon-PLGA nanopartiküllerinin 6 saatlik biyofilmlere etkisi (1.25 ve 0.625 
mg/ml’ye eşdeğer konsantrasyonlar) 
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 Membran depolarizasyon analizi  

Juglon, juglon nanopartikülleri ve Fluconazole’un membran üzerindeki etkisinin 

incelendiği bu çalışmada, öncelikle seçilen 3 farklı konsantrasyonda DiSC3(5) ile C. 

albicans hücreleri bir araya getirilmiş ve 30 dk inkübasyon sonrasında floresans ölçümü 

yapılmıştır. Sonuçlar Şekil 4.27’da verilmiştir. 

 

Şekil 4.27 Farklı konsantrasyonlarda DiSC3(5) kullanılarak hazırlanan örneklerin 0. 
saatteki floresans yoğunlukları 

 

Şekil 3.4’te verilen ve 0.0025 mg/ml, 0.00125 mg/ml ve 0.0005 mg/ml DiSC3(5) için 

ölçülen floresans değerleri ile aynı konsantrasyonlarda boya ile C. albicans hücrelerinin 

inkübasyonunu takiben yapılan 0. saat ölçüm sonuçları karşılaştırıldığında; beklenildiği 

üzere DiSC3(5)’in hücre içine alındığı ve buna bağlı olarak floresans yoğunluğunun 

yaklaşık %90- 95 oranında düştüğü görülmüştür. 

Farklı konsantrasyonda DiSC3(5) ile muamele edilen C. albicans hücrelerine etken 

maddelerin ilavesi sonrasında yapılan 1., 3. ve 24. saat ölçüm sonuçları, her bir boya 

konsantrasyonu için ayrı ayrı olarak Şekil 4.28 ile Şekil 4.36 arasında verilen grafiklerde 

gösterilmiştir. 
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Şekil 4.28 0.0025 mg/ml DiSC3(5) kullanılarak yapılan çalışmada 1. saat floresans ölçüm 
sonuçları 

 

 

Şekil 4.29 0.0025 mg/ml DiSC3(5) kullanılarak yapılan çalışmada 3. saat floresans ölçüm 
sonuçları 
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Şekil 4.30 0.0025 mg/ml DiSC3(5) kullanılarak yapılan çalışmada 24. saat floresans 
ölçüm sonuçları 

 

 

Şekil 4.31 0.00125 mg/ml DiSC3(5) kullanılarak yapılan çalışmada 1. saat floresans 
ölçüm sonuçları 
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Şekil 4.32 0.00125 mg/ml DiSC3(5) kullanılarak yapılan çalışmada 3. saat floresans 
ölçüm sonuçları 

 

 

Şekil 4.33 0.00125 mg/ml DiSC3(5) kullanılarak yapılan çalışmada 24. saat floresans 
ölçüm sonuçları 
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Şekil 4.34 0.0005 mg/ml DiSC3(5) kullanılarak yapılan çalışmada 1. saat floresans ölçüm 
sonuçları 

 

 

Şekil 4.35 0.0005 mg/ml DiSC3(5) kullanılarak yapılan çalışmada 3. saat floresans ölçüm 
sonuçları 
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Şekil 4.36 0.0005 mg/ml DiSC3(5) kullanılarak yapılan çalışmada 24. saat floresans 
ölçüm sonuçları 

 

Membran depolarizasyon analizi sonuçları değerlendirildiğinde, üç farklı boya 

konsantrasyonu kullanılarak yapılan çalışmalar arasında boya konsantrasyonuna bağlı 

belirgin bir fark gözlenmemiştir. Fluconazole ve kontrol (sadece çözücü içeren) için 

birbirine yakın değerler ölçülmüş ve aralarındaki fark anlamlı bulunmamıştır. Sonuçlar 0. 

saat ölçümüyle kıyaslandığında; 1. ve 3. saatte floresans yoğunluğunda artış saptanmış, 

ancak 24. saate gelindiğinde düşüş gözlenmiştir. Juglon ve juglon nanopartikülleri için 

ise floresans yoğunluğu ilk saatten itibaren oldukça düşük ölçülmüş ve 24. saatte sıfıra 

yakın bulunmuştur. 
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BÖLÜM 5 

5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Doğada birçok mikroorganizma biyofilm yapısı içinde bulunmaktadır. Biyofilm; özellikle 

klinikte, her yıl 2 milyondan fazla enfeksiyon, uzun süreli ve zorlayıcı tedavi, yüksek sağlık 

harcamaları gibi etkilerinden dolayı çözülmeye çalışılan bir sorun olarak önemini 

korumaktadır. İnsanlarda biyofilm enfeksiyonlarının en büyük sorumlusu C. albicans’tır 

[2], [3]. C. albicans kaynaklı kan dolaşımı enfeksiyonları kandidemi olarak bilinir ve 

kanser veya immün sistemi baskılayıcı tedaviler sebebiyle nötrofil sayısı düşen 

hastalarda sıklıkla görülmektedir. Ağız boşluğunda, gastrointestinal kanalda, vajinada ve 

deride kommensal olarak yaşayan C. albicans’ın yayılmasına sebep olan ameliyatlar veya 

stent, şant, implant, kalp pili ve kateter gibi medikal cihazların kullanımı kandidemiye yol 

açabilmektedir. Semptomları sepsise çok benzediğinden tanı gecikebilmekte ve bu da 

hastanın kaybına sebep olabilmektedir. Bu durumu önlemek için, risk taşıyan hastalara 

kandidemi gelişmeden önce antifungal tedavi uygulanmaya başlanmaktadır [62]. Ancak 

söz konusu dirençli bir enfeksiyon olduğunda, antifungal tedavi hangi aşamada yapılırsa 

yapılsın başarısız olmaktadır. Candida biyofilminin, planktonik hücrelere kıyasla, 

antifungal ajanlara karşı 30-2000 kat daha dirençli olduğu bilinmektedir [4].   

Bitkiler tarafından üretilen ve organizmaların büyüme, gelişme ve üreme süreçlerinde 

etkili olan sekonder metabolitlerin birçoğu çeşitli biyolojik aktivitelere sahiptir ve 

bundan dolayı tıp ve eczacılık araştırmalarında önemli bir yer tutmaktadır [86]. 

Naftakinonlar grubundan olan ve ceviz bitkisinden elde edilen juglon; antimikrobiyal, 

antikanser, antitümör vb özelliklerinden dolayı dikkat çeken bir moleküldür. Ancak 
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hidrofobik yapısı ve toksik özelliği sebebiyle juglonun biyolojik sistemlerde kullanılması 

mümkün olmamaktadır.  

Juglon ve benzeri moleküllerin kullanımında karşılaşılan bu problemlerin üstesinden 

gelinmesi amacıyla gerçekleştirilen çalışmalarda; lipozomlar, polimerik nanopartiküller, 

dendrimerler ve katı lipid nanopartiküller gibi nanopartiküler ilaç dağıtım sistemlerin 

kullanılmasının başarılı bir strateji olduğu tespit edilmiştir. Bu sistemlerin kullanılması, 

ilacın enfeksiyon bölgesine iletimini kolaylaştırmakla beraber, terapötik etkiyi sağlamak 

için gereken dozu ve buna bağlı toksisiteyi de azaltmaktadır [35], [87]. Mikropartiküllere 

göre daha avantajlı olan nanopartiküllerin, en küçük kılcal damarların 5-6 µm çapta 

olduğu dolaşım sisteminde agregasyona ve dolayısıyla damar tıkanıklığına yol açmayacak 

olması da tercih edilme sebeplerinden biridir [17]. 

İlaçlar, peptidler veya nükleik asitler gibi farklı moleküller için uygulanabilir olan 

biyobozunur polimerik nanopartiküller; trombojenik, immünojenik ve enflamatuvar 

olmamaları, kandaki kararlılıkları ve nötrofilleri aktive etmemeleri sebebiyle 

antimikrobiyallerin iletiminde sıklıkla tercih edilmektedirler [37].  

FDA onaylı olması sebebiyle oldukça fazla ilgi gören PLGA ile hazırlanan polimerik 

nanopartiküller birçok antimikrobiyal etken maddenin kontrollü salımında başarılı 

sonuçlar elde etmiştir. PLGA’nın bozunma oranı içeriğindeki laktik asit ve glikolik asit 

oranları değiştirilerek kontrol edilebilmektedir [18], [87]. İlaç salım hızı, ilaç yüklenme 

verimliliği ve nanopartikül boyutuyla da alakalıdır. Nanopartikül yüzeyine yakın olan veya 

yüzeye tutunmuş etken maddenin hızlı salımına “burst release” adı verilmektedir. Burst 

release sonrasında, etken maddenin salımı için nanopartikül içinde kat etmesi gereken 

yol uzar ve buna bağlı olarak salım giderek yavaşlar [88].  

Üretilen juglon-PLGA nanopartiküllerinin salım çalışmalarında; 1. saatte hızlı bir salım, 

yani burst release gerçekleşmiş ve daha sonra salım hızı giderek yavaşlamıştır. 60. günün 

sonunda, sentezlenen JB-1, JB-2 ve JB-3 nanopartikülleri için salım oranları sırasıyla 

%41,37, %38,98 ve %46,16 olmuştur. Antimikrobiyal çalışmalarda, juglon-PLGA 

nanopartiküllerinin aktiviteleri, uygulama sürelerindeki salım oranları göz önünde 

bulundurularak değerlendirilmiştir. 
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Juglon ve Fluconazole’un antibiyofilm aktivitesini incelemek amacıyla, öncelikle kolay 

uygulanım ve yüksek tekrarlanabilirlik özelliğinden dolayı biyofilm çalışmalarında sıklıkla 

tercih edilen XTT analizi uygulanmıştır. C. albicans biyofilmlerinin oluşumu üzerindeki 

etkinin incelendiği çalışmada, 10 mg/ml Fluconazole için %32 inhibisyon hesaplanmıştır. 

Kristal viyole analizinde (CV) ise 10 mg/ml Fluconazole’un biyofilm oluşumunda %51, 

önceden oluşturulmuş 6 saatlik biyofilmlerde ise %45 inhibisyon sağladığı bulunmuştur. 

Bu durum antifungal direnç ile ilişkilendirilmiştir. Özellikle HIV/AIDS hastalarında 

kullanılan başlıca antifungal olan Fluconazole direnciyle ilgili literatürde birçok çalışma 

bulunmaktadır. Candida biyofilmlerinin in vitro Fluconazole direncinin, planktonik 

hücrelere kıyasla 400 kata kadar yüksek olduğu bulunmuş ve ayrıca bu direncin MDR1 

ve CDR1 promoterlarının artan ekspresyonundan kaynaklandığı belirtilmiştir [2], [3].  

Çalışmamızda, XTT ve CV analizlerinde juglon için anlamlı sonuçlar elde edilememiştir. 

XTT analizinde, juglonla muamele edilen kuyucuklarda beklenenin çok üzerinde 

absorbans değerleri elde edilmiştir. Yıkama aşamalarında kuyucuklardan 

arındırılamayan ve turuncu-kahverengi bir boyar madde olan juglon, açık sarı renkteki 

XTT’yi turuncu formazana dönüştürebilme özellikleri sayesinde canlı hücrelerin tespitini 

sağlayan bu analizin sonuçlarında sapmaya sebep olmuştur. Aynı problem CV analizinde 

de yaşanmış ve juglona bağlı renk değişimi hatalı negatif sonuçlar alınmasına yol 

açmıştır. Söz konusu problemin yaşanmasında, juglonun yüksek konsantrasyonlarda 

kullanılmasının payı büyük olsa da, biyofilm oluşmalarının engellenmesi ve bertarafında 

yeterli etkinin görülebilmesi için yüksek dozların kullanılması zaruridir. Gerçekleştirilen 

bu iki analizin sonuçları, özellikle yüksek konsantrasyonda renkli etken madde 

kullanılacak olan antibiyofilm çalışmalar için kolorimetrik yöntemlerin seçilmesinin 

uygun olmadığını göstermektedir.  

XTT ve CV analizlerinin ardından, indirekt metodlardan olan standart petri sayım metodu 

antibiyofilm aktivitesinin belirlenmesi için uygulanmıştır. Sonikasyon ve vortex ile 

biyofilm hücrelerinin tutundukları yüzeyden ayrılması sağlanmış ve daha sonra seri 

dilüsyonlar halinde standart petri sayım tekniği ile ekimler yapılarak petri yüzeyinde 

oluşan koloniler sayılmıştır. Biyofilm oluşumu üzerindeki etkinin incelenmesi için yapılan 

bu çalışmada; juglon ve Fluconazole 10mg/ml’den başlanarak yarı yarıya azalan 5 doz 

halinde uygulanmıştır. Ayrıca JB-1 nanopartiküllerinin aktivitesi de incelenmiş ve 
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nanopartiküller serbest juglona eşdeğer konsantrasyonlarda uygulanmıştır. C. albicans 

hücrelerinin 6 saat boyunca etken maddelere maruz bırakıldığı bu çalışmada, en düşük 

dozda dahi, üç etken maddenin de biyofilm oluşumunu tamamen engellediği tespit 

edilmiştir. Salım çalışmalarının sonuçlarına göre, JB-1 nanopartikülleri 6 saatte %10 salım 

gerçekleştirmektedir. Buna göre, kuyucuklarda sırasıyla 10, 5, 2.5, 1.25 ve 0.625 mg/ml 

juglona eşdeğer nanopartikül bulunsa da, dışarıya salınan ve dolayısıyla hücreler 

üzerinde etkili olan juglon miktarı yalnızca bu değerlerin %10’u kadardır. En düşük doz 

için hesaplama yapıldığında; nanopartikül formülasyonu içinde bulunduğunda, 0.0625 

mg/ml juglonun C. albicans biyofilmlerinin oluşumunu tamamen engelleyebildiği 

sonucuna ulaşılmaktadır. Önceden oluşturulmuş biyofilmlerle yapılan standart petri 

sayımı çalışmasında ise; Fluconazole’un en yüksek dozda bile anlamlı bir inhibisyona yol 

açmadığı tespit edilmiştir. Juglonun su içerisinde  çözüldüğü çalışmada, ilk dört dozda 

koloni oluşumu gözlenmemiştir. 0.625 mg/ml konsantrasyon için ise, oluşan koloniler 

sayılmış ve %98.25 inhibisyon hesaplanmıştır. Çalışmada kullanılan JB-2 nanopartikülleri 

için ise hiçbir dozda koloni oluşumu gözlenmemiştir. 24 saatlik inkübasyon süresi ve JB-

2 ile gerçekleştirilen salım çalışması sonuçlarına göre hesaplama yapıldığında; 0.625 

mg/ml serbest juglon %98.25 inhibisyon gösterirken, eşdeğer miktarda juglon içeren JB-

2 nanopartiküllerinin 0.081 mg/ml (%13) salım yaptığı ve %100 inhibisyona yol açtığı 

bulunmuştur. 

Standart petri sayımı sonuçlarının mikroskobik olarak da değerlendirilmesinin 

sağlanması amacıyla konfokal mikroskobu ile görüntüleme yapılmış ve etken maddelerin 

inhibisyon etkileri ile C. albicans biyofilmlerinin morfolojik yapıları görsel olarak 

değerlendirilmiştir. Biyofilm oluşumunun incelendiği çalışmada, Fluconazole’un anlamlı 

bir inhibisyona yol açmadığı ve C. albicans hücrelerinin farklı morfolojik yapılarda olduğu 

gözlenmiştir. Juglonda ise, çalışılan iki dozda da (1.25 ve 0.625 mg/ml) hücre 

tutunmasının engellendiği ve canlı hücre sayısının azaldığı gözlendiğinden biyofilm 

oluşumunu inhibe ettiği tespit edilmiştir. Juglonun su içerisinde çözüldüğü konfokal 

mikroskopi çalışmasında; Fluconazole’de olduğu gibi farklı morfolojik yapılar 

görülmüştür. Ancak etanolle (çözücü kontrolü) ve etanolde çözülmüş juglonla muamele 

edilen hücrelerin, yalnızca maya formunda olduğu gözlendiğinden etanolün psödohif ve 

hif oluşumunu engellediği sonucuna varılmıştır. JB-2 nanopartiküllerinin ise serbest 
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juglona benzer bir inhibisyona yol açtığı tespit edilmiştir. Önceden oluşturulmuş 

biyofilmlerle yapılan çalışmada ise, Fluconazole’un 10 mg/ml konsantrasyonda dahi 

anlamlı bir etki gösteremediği görülmüştür. 1.25 mg/ml ve 0.625 mg/ml dozda 

uygulanan serbest juglon, hem suda hem de etanolde çözüldüğünde, oluşan biyofilmin 

tamamına yakınını bertaraf etmiştir. Kalan hücrelerin ise çoğu hif modundaki ölü 

hücrelerdir. JB-3 nanopartikülleri de güçlü bir inhibisyona yol açmıştır. Yüzeye tutunmuş 

birçok hücre bulunsa da, bu hücrelerin büyük çoğunluğunun membran yapısı bozulmuş 

hücreler olduğu görülmüştür. Canlı kalan hücrelerin biyofilmin alt katmanlarında 

bulunduğu düşünülmektedir. 

Çalışmamızda juglon ve juglon nanopartiküllerinin antibiyofilm aktivitesinin 

belirlenmesinde son olarak membran depolarizasyon testi kullanılmıştır. Membran 

depolarizasyon testinde uygulanacak DiSC3(5) boya konsantrasyonunun belirlendiği 

çalışmada; farklı boya konsantrasyonlarına karşılık gelen floresans şiddeti değerleri 

tespit edilmiştir. 0.0025 mg/ml DiSC3(5) için yaklaşık 65000, 0.00125 mg/ml için yaklaşık 

52000 ve 0.0005 mg/ml için yaklaşık 34000 a. u. floresans şiddeti ölçülmüştür. C.albicans 

ve test örneklerinin uygulandığı çalışmada ise; C. albicans hücrelerinin DiSC3(5) ile 

inkübasyonunu takiben ölçülen 0. saat floresans yoğunluğu değerlerinin (0.0025 mg/ml, 

0.00125 mg/ml ve 0.0005 mg/ml DiSC3(5) boyamasından sonra sırasıyla 7000, 6000 ve 

2000 a.u.), yalnızca DiSC3(5) için elde edilen değerlerden oldukça düşük olması, 

DiSC3(5)’in hücre içine girdiğini ispatlamaktadır. Membran depolarizasyonu ile 

ortamdaki boya konsantrasyonunun ve floresans yoğunluğunun artması beklenirken, 

juglon ve juglon nanopartikülleri için ölçülen floresans şiddetinde zamana bağlı olarak 

düşüş gözlenmiştir. Floresans şiddetindeki değişim juglon ve juglon-PLGA 

nanopartiküllerinin membran depolarizasyonunu sağladığını göstermektedir. Ancak 

etkinin beklenin tersine floresans şiddetinde azalma olarak sonuçlara yansıması, 

floresans sönümleme (fluorescence quenching) olayının varlığını ile açıklanabilmektedir. 

Floresans sönümleme, ışık yayan bir molekülün başka moleküllerle (quencher) 

interaksiyonu sonucunda floresans yoğunluğunun azalmasına sebep olan fizikokimyasal 

bir prosestir [89]. Bu çalışmada; serbest juglon ve juglon nanopartiküllerinin, C. 

albicans’ın membran depolarizasyonunu sağlayarak sitoplazma dışına çıkan DiSC3(5) 

boyası ile interaksiyona girmesiyle aynı zamanda quencher görevi gördüğü 
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düşünülmektedir. Schoefer ve arkadaşları tarafından 2011 yılında yapılan çalışmada, 

flavonoidlerin floresans özellikteki boyalarla interaksiyona girerek  floresans şiddetini 

sönümlediği tespit edilmiştir [90]. Juglonun naftakinon yapısında bir flavonoid olması ve 

floresan özelliğinden dolayı benzer bir etki gerçekleştiği düşünülmektedir.  Juglon 

nanopartiküllerinin quenching etkisinin de serbest juglona kıyasla daha fazla olmasının, 

nanopartikül yapısındaki PLGA’nın zamana bağlı olarak bozunmasıyla reaksiyon 

ortamının kimyasal ve fiziksel yapısının değişmesinden kaynaklandığı düşünülmektedir. 

Fluconazole ve kontrol çalışması için 1., 3. ve 24. saatte ölçülen floresans yoğunluk 

değerlerinin birbirine çok yakın olması, Fluconazole’un membran depolarizasyonunu 

istenilen ölçüde sağlamadığını göstermektedir. Her iki çalışmada da; ilk üç saatte ölçülen 

floresans yoğunluğu değerleri, 0. saatte elde edilen değerlerden yüksek bulunmuştur. 

Ancak, yalnızca DiSC3(5)’e ait ölçüm sonuçları göz önüne alındığında, bu artışın çok 

küçük miktarda boyadan kaynaklandığı tespit edilmiştir. Bu boya salımının ise, özellikle 

antimikrobiyal direnç gösteren suşlarda overeksprese olduğu bilinen ve antibiyotiklerin 

hücre içinde akümülasyonunu azaltan efflux pompa sistemlerinden kaynaklandığı 

düşünülmektedir. Sonrasında (24.saat) floresans yoğunluğunda gözlenen düşüş ise, 

süspansiyon içindeki C. albicans hücrelerinin ortamdaki glikoz sebebiyle üremesi ile 

kalan DiSC3(5)’in ortamdan hücre sitoplazması içine alınması ve akümülasyonu 

sebebiyle gerçekleşmiştir. 

Çalışmamız sonucunda standart petri sayımı, konfokal ve membran depolarizasyon 

sonuçlarının birbirini destekler nitelikte olduğu görülmektedir. Ayrıca, juglon ve juglon-

PLGA nanopartiküllerinin C. albicans membran yapısı üzerine Fluconazole’e kıyasla çok 

daha etkili olduğu tespit edilmiştir. 

Biyofilm enfeksiyonlarına karşı PLGA nanopartiküler sisteme enkapsüle edilen etken 

maddenin iki fazlı ve uzun süreli salınımı önemlidir. Başlangıçta burst release ile sağlanan 

yüksek lokal konsantrasyon, devam eden yavaş salım sayesinde korunur [15]. Juglon-

PLGA nanopartiküllerinin üretilmesi juglonun salımını sağlamasının yanı sıra, sudaki 

çözünürlüğünün de artmasına sebep olmuştur [21]. Ayrıca yine kontrollü salım 

sayesinde, toksik bir madde olan juglonun daha az dozlarda etkili olarak kullanımı 

sağlanmıştır. Bu özellikleri sayesinde, çalışmada üretine juglon nanopartiküler 
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formülasyonların C. albicans biyofilminin oluşum aşamasında ve/veya bertarafında 

juglonun serbest formuna kıyasla daha etkili olduğu tespit edilmiştir.  

Bu tez çalışmasında, PLGA’ya enkapsüle edilen juglon nanopartiküllerinin ve serbest 

juglonun tek tür mikroorganizma tarafından oluşturulan biyofilmler (mono-species 

biofilms) üzerindeki etkisi incelenmiştir. Ancak farklı türlerin bir araya gelerek (maya-

maya, bakteri-maya gibi) oluşturduğu biyofilm yapıları (mixed-species biofilms) da 

sıklıkla görülmektedir [3]. Etkili bir antifungal ve antibakteriyel [21], [78] olan juglon ile 

hazırlanan nanopartikül formülasyonların bu tür biyofilmlerde de başarılı sonuçlar elde 

edeceği düşünülmektedir. Ayrıca, son yıllarda yapılan çalışmalarla oldukça ilerleme 

kaydedilmiş olsa da, biyofilmlerin oluşumu ve yüksek antimikrobiyal direncinde etkili 

moleküler mekanizmaların aydınlatılması için de yeni çalışmalar yapılması 

gerekmektedir.   
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