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GIRIS

 Ginumuzde mevcut antibiyotiklere karsi direncli
bakter1 turlerinin surekli artmasi, bilim insanlarini
yeni antibiyotik arayisina yonlendirmektedir.

Bu arastirmada; flavonoidler grubunda yer alan,
antioksidan ve antibiyotik 6zelligl olan, kuersetin ile
meropenemin birlikte lesitin/kitosan
nanopartikillere hapsedilerek, fizikokimyasal
karakterizasyonu yapllan bu nanopartikiillerin,
karbapeneme direncli Acinetobacter baumannii
suslarina karsi antibakteriyel etkinliginin arastirilmasi
amaclandia.




Calismanin Amaci

» Direncli Acinetobacter
baumannii’ye karst yeni nesil
yiiksek  aktiviteli antibiyotik
ozellikteki nanotasiyicili  sistem
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» Genis ylizey alani/hacim orani ile i
disik miktarlarda etken madde kompleksi
kullanomi  ile  yiiksek verimli
nanoboyutta  antibiyotik  elde
edilmesi.




Kitosan

»Yengecg, karides gibi kabuklu su urunlerinin ana bileseni olup, boceklerin iskeletinde ve
mantarlarin hucre duvarlarinin yapisinda da bulunmaktadir. Kitosan, her tekrarlayan birimdeki
primer (C-6), ve sekonder (C-3) hidroksil gruplari ile amin (C-2) grubu olmak uzere toplam ¢
tane reaktif gruba sahiptir. Bu reaktif gruplar kolayca kimyasal modifikasyona ugramakta ve
kitosanin mekaniksel ve fiziksel ozellikleri ile ¢ozunurlugunu degistirmektedir.

»Kitosan biyobozunur, nontoksik ve biyouyumlu olmasi, ayrica dogal olarak elde edilebilmesi
sebebiyle ziraat, biyoteknoloji, gida, kozmetik, medikal alan ve atik sulardaki kirleticilerin
temizlenmesi gibi endustriyel ve akademik alanlardaki birgcok calismada yaygin olarak
kullaniimaktadir.

Chitosan

B-(1,4)-D-glucosamine




» Lesitin; glikolipid, trigliserid ve fosfolipitlerden olusan bir karisimdir. Insanda
hiicre zarin1 olusturan yap: taslarindan biri olan lesitin bu 6zelliginden dolayi

insanlar igin gerekli bir maddedir. Yumurta sarisinda ve soya fasulyesinde
bolca lesitin bulunur. [la¢ ve gida sanayisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

»Lesitin molekiili, yag fazinda bulunan hidrofobik kuyruk kismi ve su fazinda
bulunan negatif yiukli fosfat bas kismi sayesinde yag nano-damlaciginin yag-su

arayuzeyini saglar ve bu 6zellik ile nano-emiilsiyon gibi nano-tasiyicili ajanlara
negatif yluzey yuku kazandirir.




KUERSETIN

»Flavonoid yapilar1 bitki bazli gidalarda bolca bulunan, ¢igekli bitkilere renk
veren, bitkinin buyume, gelisme ve savunmasinda rol alan bitkilerin ikincil
metabolitlerindendir. Yuksek biyoaktiviteye sahip bu yapilar ‘antioksidan madde’
adi altinda da adlandirilmaktadir. Bu fitokimyasallarin antioksidan o6zelliklerinin
yaninda, anti-inflamatuar, anti alerjik, antibakteriyel, antifungal, antiviral gibi
biyolojik aktiviteleri oldugu bilinmektedir. Flavonoidler ahududu, bdgirtlen,
maviyemis, cilek, kiraz, elma, domates, sogan ve baklagillerde oldukc¢a fazladir.

»Kuersetin (3,3°,4’,5,7-pentahydroxyflavone) Dbitkilerde en ¢ok bulunan
flavonoidlerdendir. Uziimsii meyvelerin gesitli konsantrasyonlarinda kuru agirlikta
53 ve 153 mg kg! arasinda kuersetin bulunur.

KUERSETIN




MATERYAL - METOD



Deneysel Kisim

Calismamiz ¢ basamaktan olusmaktadir:
> Ik asama; antioksidan 6zellikteki flavonoid olan kuersetin

bilesigi  ile  birlikte  meropenemin lesitin/kitosan
nanopartikillerine hapsedilmesi,
> |kinci asama; sentezlenen nanopartikullerin

karakterizasyonu; boy-boy dagilimi - ylzey yuku degerleri
(ZetaSizer), morfolojik ozellikleri (SEM) ve kimyasal
Ozelliklerinin (FTIR) incelenmesi.

»Son asama; sentezlenen nanopartikillerin direncli
Acinetobacter baumannii  suslarina  karsi in vitro
antibakteriyel aktivitesinin arastirilmasi.



KUERSETIN-MEROPONEM YUKLU LESITIN/KITOSAN
NANOPARTIKULLERIN SENTEZLENMESI

Lesitin/kuersetin/meropenem
cozeltisi kitosan cozeltisine
eklenir.

Lesitin ¢cozeltisi hazirlanir ve
Kuersetin/meropenem eklenir.

Kuersetin Meropenem Les:tin

Kitosan

Yuzey aktif madde

Kitosan coOzeltisine
ylzey aktif madde
eklenir ve kanstirilr.

Kitosan cozeltisi hazirlanir.

Santrifuj iglemi
yapilir.

Kuersetin

Meropenem
yukli
Lesitin/Kitosan
Nanopartikiiller



NANOPARTIKULLERIN KARAKTERIZASYONU

1.Boyut ve Yiik Dagiliminin Belirlenmesi

Nanopartikiillerin boyut ve yiik dagilimi Zeta Sizer cihaz ile su sekilde
Ol¢iildii:Sentez sonrasi yikanarak ¢oktiiriilen nanopartikiiller, deiyonize su
Ile seyreltildi ve yaklasik 2 mL hacimli 6rnek ¢ozeltisi, polistren kiivet
icerisine konularak gerekli 6lgtimler gergeklestirilmistir.

2.Kimyasal Ozelliklerin Belirlenmesi

Nanopartikiillerin kimyasal kimyasal baglanma yapilarinin analizleri
FTIR (Fourier transform infrared spectroscopy, Marka:Bruker,
Model:Vertex 70) kullanilarak degerlendirilmistir. Analizler 4000-400 cm-
! dalgaboyu araliginda ve 4 cm™ ¢oziiniirliikte yapildi. Elde edilen FTIR
spektrumlar1 degerlendirilerek hazirlanan nanopartikiillere meropenem ve
flavonoidin enkapsiile edilip edilmedigi incelenmistir.

3.Yiizeysel Ozelliklerinin Belirlenmesi
Sentezlenen nanopartikiillerin _yiizeysel ozellikleri SEM  (Scanning
Electron Microscopy, Marka: Zeiss, Model:Evo 40) ile incelendi.




ANTIBAKTERIYEL AKTIVITENIN BELIRLENMESI

Disk Difuzyon Testi

»Calisma kapsaminda sentezlenen naopartikiillerin antibakteriyel aktivitesini belirlemek i¢in,
bakteri arsivimizde bulunan 10 adet karbepenem direncli Acinetobacter baumannii susunda
EUCAST a gore disk diflizyon testi ile incelendi.
»Hazirlanan petrilere steril diskler yerlestirildi ve disklerin tlizerine sentezlenen ii¢ tip
nanopartikiil:
>I¢i bos lesitin/kitosan nanopartikiil,
»Kuersetin yiiklii lesitin/kitosan nanopartikiil,
»Kkuersetin-meropenem yiiklii lesitin/kitosan nanopartikiil
»sadece meropenem,
»sadece kuersetin
»Kontrol olarak gentamisin

-

— etken madde soltisyonlar1 20 pL

» Petriler inkiibasyon i¢in 37°C’de 24 saat etiivde birakilda.
» Disklerin etrafinda olusan temiz zon (mm) 6lgiildii.



SONUCLAR



Sonuclar

Meropenem-Kuersetin Yiiklii Lesitin/Kitosan Nanopartikiillerin Sentezlenmesi
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Kuersetin

Meropenem
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Sentezlenen nanopartikiillerin hidrofobik ¢ekirdek kismi TPGS ve lesitin yapisinin birbirleriyle etkilesen hidrofobik
gruplarindan olusmaktadir ve hidratlasmis tabakali dis kismi ise TPGS ve kitosanin hidrofilik zincirlerinden meydana
gelmistir. Meropenem ve kuersetinin iyi lipofilik 6zellige sahip olmasi ve kabuk tabakasinin hidratlasmis yapisi sayesinde,

polifenolik bilesik ve meropenem hidrofobik ¢ekirdek kisimda ¢oziiniir ve kolaylikla dagilir bu sayede dis tabaka yapisindan
korunur.




Meropenem-Kuersetin Yiiklii Lesitin/Kitosan
Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
-Lesitin/Kitosan Nanopartikiillerin Boy-Boy ve Yiizey Yiikii Dagilimi-

Size (d.nm}: % Intensity: 5t Dev (d.nm}): Mean (mV) Area (%) 5t Dev (mV)
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Sentezlenen nanopartikillerin boy-boy dagilimi 242.3 nm ile 285.3 nm arasinda ve
monodisperse (PDI<0.2) sahip olduklari ve ylizey yiki olarak +51.6 mV ile +56.4 mV
deger sergileyerek kararli bir yuk potansiyeline sahip olduklari gozlemlenmistir.




Meropenem-Kuersetin Yiiklii Lesitin/Kitosan Nanopartikiillerin

Transmittance [%]
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Karakterizasyonu
-Nanopartikiillerin Kimyasal Ozellikleri-

Kuersetin: 3.370 cm™ (O—H bandi), 1.663 cm™ (C=0),
1.606 cm™ (C=C), 1.382 cm™* (C—0OH), 1.262 cm™* (C-0-C)

Meropenem: 3.570 cm™ (pirolin halkasinin N—H bandi),
3.480-3.400 cm™ (O—H bandi), 3.980 cm™ ve 2.860 cm™?
(N—H ve C—H gerilmesi)

Kitosan: 1.680 cm™! (N-H bandi), 1.125 cm™? (C—0—C bandi)
1.586, 1.073 ve 953 cm™ (C—0O gerilmesi)c

Lesitin: 1735-1700 cm™ (C=0 gerilme bandi), 1.180 cm™
(P=0 bandi), 1145-970 cm™ (P-O-C gerilmesi)

Nanopartikil : 3.100-3.380 cm™ (O—H gerilme bandi),
1.650 cm™ (N-H bandi) ve 850-480 cm™* (P-O-C bandi)



Meropenem-Kuersetin Yiiklii Lesitin/Kitosan Nanopartikiillerin

Karakterizasyonu
-Nanopartikiillerin Yizey Ozellikleri-

Meropenem-kuersetin
enkapstle lesitin/kitosan
nanopartikiller topografik
acidan incelendiginde
nanopartikillerin oldukca
dizgun, kiresel formda ve
monodisperse Ozellikte
olduklari anlasiimaktadir.




Meropenem-Kuersetin Yiiklii Lesitin/Kitosan Nanopartikiillerin
Karakterizasyonu

-Antimikrobiyal Aktivite-




Meropenem-Kuersetin Yiiklii Lesitin/Kitosan Nanopartikiillerin
Karakterizasyonu

Tablo 1. Molekiillerin inhibisyon zon c¢aplari

inhibisyon zon ¢aplari (mm) Ortalamat

Sus1 Sus2 Sus3 Susd Sus5 Sus6 Sus7  Sus8  Sus9 Sug10 |CrHeERElD

(mm)

Meropenem 9 0 0 0 0 0 8 0 0 9 2,6%4,2

9 7 7 0 7 0 7 0 0 0 3,7%4,0
igi Bos Kitosan/Lesitin 14 15 18 14 15 8 18 0 17 17 13,615,6
Nanopartikiil
Kuersetin Ykl 17 16 17 15 18 19 19 8 17 17 16,313,2

Kitosan/Lesitin
Nanopartikiil

Kuersetin-Meropenem 21 20 19 18 19 21 22 10 19 19 18,8+3,3
Yiiklii Kitosan/Lesitin
Nanopartikiil




Tablo 2. Meropenem ile diger molekillerin inhibisyon zon caplarinin karsilastirilmasi

Kuersetin 0,680

Meropenem

ici Bos Kitosan/Lesitin 0,008
Nanopartikul

Kuersetin YUklG Kitosan/Lesitin 0,005
Nanopartikul

Kuersetin-Meropenem Yukli 0,005
Kitosan/Lesitin Nanopartikdl

Wilcoxon testi



Grafik. Meropenem ve Kitosan/Lesitin ile diger molektllerin inhibisyon
zon caplarinin karsilastirilmasi
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TARTISMA

* Son yillarda artan antimikrobiyal direnc sorunu nedeni
ile; farkh yaklasimlar ile bu soruna ¢c6zim getirebilmek
icin yeni ilac arayislari baslamistir.

* Nanoteknolojik yaklasimlar ile ginimuzde kullanilan
antimikrobiyallerin direncli etkenlere karsi etkinligini
arttirmak icin; sinerjik etki potansiyeli olan molekdller
ve cesitli tastyici nanosistemler ile antibiyotiklerin
kombinasyonu, antibiyotik direncini yenmekte gelecek
icin Umit vaad etmektedir.



Literaturde; insana toksik ozellikleri olan ve
pahali;

* Demir/hem metabolizmasi hedefli Galyum
nanopartikuller,

 GUmus, altin ve cinko oksit nanopartikuller ile
vapilmis calismalar mevcut.

Choi SR ve ark. Antimicrob Agents Chemother. (2019)
El-Nezhawy AOH et al. Bioorg Med Chem. (2019)
Ghasemi F et al. J Glob Antimicrob Resist. (2016)

Singh R et al. ] Nanosci Nanotechnol. (2018)



* Yaptigimiz bu calisma ile, direncli bakterilere karsi
kuersetinin sinerjik antibakteriyel etkinliginin ve
lesitin/kitosan nanopartiktllerinin tasiyici
ozelliginin, gelistirilecek yeni jenerasyon antibiyotik
kombinasyonlari icin, etkili bir yaklasim potansiyeli
olabilecegi 6ngorulmektedir.



