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BiTKi ATIKLARINDAN HAZIRLANAN EKSTRAKTIN KiTOSAN
NANOPARTIKULLERIYLE ENKAPSULASYONU VE iN VITRO
INCELENMESI

OZET

Ceviz (Juglans regia L.) agaci Juglandaceae familyasina ait bir agag tiiriidiir. Cevizin
meyvesi kadar diger yapisal bilesenleri olan kabuk, yaprak, zar kisimlar1 da i¢erdigi
komplex bilesenler sayesinde saglik i¢in dnemli bir yere sahiptir. Cevizin i¢ kisminda
bulunan endokarp zari, igerigindeki zengin bilesenleri yapilan ¢alismalarla ortaya
koyulmasina ragmen yeterince faydalanilmayan atik olarak kalmaktadir. Dogal bilesik
olarak ceviz zar1 ekstresinin, antioksidan ve antiinflamatuar 6zelliklere sahip, fenolik
asitler ve flavonoidler gibi yiiksek konsantrasyonlarda biyoaktif bilesikler icerdigi
bulunmustur. Yapilan ¢alismalarla bu biyoaktif bilesiklerin, noroinflamasyonu,
oksidatif stresi ve beta-amiloid agregasyonunu azaltmak gibi noérodejeneratif
hastaliklarda potansiyel terapotik etkilere sahip oldugu gosterilmistir.

Nanoteknoloji son zamanlarin en gézde ¢aligma alanlarindan birini olusturmaktadir.
Kullanim alan1 gittikge genisleyen bu teknoloji saglik sektoriinde, ila¢ tasiyici
sistemlerin gelistirilmesinde ve daha birgok teshis-tedavi amagli yapilan ¢aligmalarda
arastirilmaktadir. Kan-beyin bariyeri (KBB), beyin dokusunu kan kaynakli toksinler,
patojenler ve diger zararlt maddelerden koruyan bir bariyer sistemidir. Norodejeneratif
hastaliklarin tedavisi i¢in ilaglarin beyne ulastirilmasi, KBB'in islevi nedeniyle
zordur. Geleneksel ilaglar, KBB'y1 gecemezler veya sinirli bir gegirgenlik gosterirler.
Bu nedenle bilim insanlari, KBB'nin gecilmesi i¢in farkli teknikler gelistirmeye
calismaktadir Ilag tasiyici sistemleri uygun tasiyict yapt malzemeleri kullanilarak
etken maddelerin hedefe tasinmasinda umut vadeden yaklasimlar sunmaktadir.
Kitosan, karides ve diger kabuklu deniz hayvanlarimin kabuklarinin hidrolizi
sonrasinda elde edilir. Kitosan, insanlar i¢in biyouyumlu, biyobozunur ve biyoaktif bir
polimerdir. Kitosan, yiiksek mekanik dayaniklilik ve esneklige sahiptir. Ayrica diisiik
toksisiteye sahiptir ve biyolojik olarak pargalanabilir, bu nedenle ¢evre dostudur.
Cesitli endiistriyel uygulamalarda kullanilir. Biyomedikal uygulamalarda kullanilan
kitosan, dokularla uyumlu ve biyouyumlu olmasi nedeniyle yaygin olarak kullanilir.

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda, boyutlar1 150-300 nm arasinda degisen, ceviz endokarp
zarindan elde edilen 6ziitiin enkapsiile edildigi kitosan nanopartikiilleri (JP/CSNP)
liretilmis ve nanopartikiillerin karakterizasyon caligmalari yapilmstir. Iyonik jelasyon
teknigi ile liretilen nanoparcaciklara farkli konsantrasyonlarda (seril: 10 mg/ml, seri2:
5 mg/ml, seri3: 2,5 mg/ml) ekstrakt yiiklemesi yapilmistir. Zeta potansiyel dlgimleri
sonucunda +17 mV ve + 44 mV arasinda degisen degerler bulunmustur. Nanopartikiil
boyutlar zetasizer ile 6l¢iilmiis ve bos olan nanopartikiillere (CSNP) ait ortalama
partikiil boyutu 281 nm olarak bulunmustur. Bu degerler seril nanopartikiiller i¢cin 197
nm, seri2 nanopartikiiller i¢gin 194 nm ve seri3 nanopartikiiller i¢in 237 nm olarak
Olclilmiistiir. En yiiksek enkapsiilasyon orant % 89 degerle seri2 nanopartikiillerde
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hesaplanmistir. Yapilan ilag salim ¢aligmalart ile 10. saatin sonunda nanopartikiillere
yiiklenen ekstraktin % 33-% 12 oranlarinda ortama salindig1 goriilmiistiir. Antioksidan
aktivitenin nanopartikiillere yiiklenen ekstrakt konsantrasyonu ile dogrusal bir artig
gosterdigi  gozlemlenmistir. Ayrica FTIR ve SEM  goriintiilemeleri  ile
nanopartikiillerin daha detayli incelenmeleri saglanmistir. Yapilan calisma ile
norodejeneratif rahatsizliklarda kullanilmak tizere dogal ila¢ potansiyelinde ceviz
endokarp 6ziitii enkapsiile edilmis kitosan nanopartikiilleri sentezlenmistir. Calismalar
sonucunda {iretilen nanopartikiillerin norodejeneratif rahatsizliklara karst umut
vadettigi goriilmektedir.
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ENCAPSULATION OF EXTRACT PREPARED FROM PLANT WASTES
WITH CHITOSAN NANOPARTICLES AND IN VITRO INVESTIGATION

SUMMARY

Alzheimer's disease is a chronic and progressive neurodegenerative disease that
usually occurs in individuals aged 65 and over. The disease is characterized by
symptoms such as memory loss, reduced mental abilities, and personality changes due
to disruptions in nerve cells in the brain. The exact cause of Alzheimer's disease is
unknown, but research shows that genetic and environmental factors play a role in the
development of the disease. Currently, there is no complete cure for Alzheimer's
disease, but medications and therapies are available for the management of symptoms.
This disease affects approximately 50 million people worldwide, and this number is
expected to triple by 2050. Treatment strategies for Alzheimer's disease aim to slow
or stop the damage to nerve cells caused by the disease.

Walnut (Juglans regia L.) tree is a tree species belonging to the Juglandaceae family.
The shell, leaf and membrane parts of the walnut, which are other structural
components as well as the fruit, have an important place for health thanks to the
complex components they contain. The endocarp membrane in the inner part of the
walnut remains as an underutilized waste, although its rich components have been
revealed by studies. As a natural compound, walnut shell extract has been found to
contain high concentrations of bioactive compounds such as phenolic acids and
flavonoids with antioxidant and anti-inflammatory properties. Studies have shown that
these bioactive compounds have potential therapeutic effects in neurodegenerative
diseases such as reducing neuroinflammation, oxidative stress and beta-amyloid
aggregation. Walnut fruit contains high levels of omega-3 fatty acids, which have a
strong anti-inflammatory effect. The omega-3 fatty acids contained in the inner
membrane of the walnut help protect and improve brain functions. Antioxidants, on
the other hand, are important in protecting brain cells against oxidative damage and
maintaining brain homeostasis.

Nanotechnology is one of the most popular fields of study in recent times. This
technology, which is increasingly used, is being researched in the health sector, in the
development of drug delivery systems and in many other diagnostic-therapeutic
studies. These systems provide many advantages such as increasing the bioavailability
of drugs, reducing their side effects, enabling drugs to reach the target tissue
selectively, increasing the stability of drugs and allowing drugs to stay in the body
longer.

The blood-brain barrier (BBB) is a barrier system that protects brain tissue from blood-
borne toxins, pathogens and other harmful substances. Delivery of drugs to the brain
for the treatment of neurodegenerative diseases is difficult due to the function of the
KBB. Conventional drugs cannot cross the KBB or show limited permeability. For this
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reason, scientists are trying to develop different techniques for the passage of KBB.
Drug delivery systems offer promising approaches in the delivery of active substances
to the target by using appropriate carrier building materials.

Chitosan is obtained after hydrolysis of the shells of shrimp and other shellfish.
Chitosan is a biocompatible, biodegradable and bioactive polymer for humans.
Chitosan has high mechanical strength and flexibility. It also has low toxicity and is
biodegradable, so it is environmentally friendly. It is used in various industrial
applications. Chitosan, which is used in biomedical applications, is widely used
because it is compatible and biocompatible with tissues. In addition, as a result of
studies, it is thought that chitosan can promote the growth and regeneration of nerve
cells. This effect makes the use of chitosan in the treatment of neurological injuries
and diseases even more attractive.

The effects of walnut endocarp membrane on brain health have been revealed in
various studies. Our main goal is to facilitate the transport of walnut material to the
target for neurodegenerative disorders in the brain, to increase its utilization by
increasing its effects, and to evaluate its potential as a natural medicine by creating
drug release profiles for this purpose. JP/CSNPs and empty CSNPs were synthesized
by ionic gelation technique by encapsulating the walnut endocarp membrane extract
into chitosan nanoparticles. The zeta potential, size analysis, encapsulation rates, drug
release profiles, SEM and FTIR analyzes and antioxidant determination and
characterization processes of the produced CSNP and JP/CSNP nanoparticles were
performed. Within the scope of the master thesis study, characterization studies of
nanoparticles were carried out by producing chitosan nanoparticles (JP/CSNP) and
empty nanoparticles (CSNP) in which the extract obtained from walnut endocarp
membrane, varying in size between 150-300 nm, is encapsulated. The nanoparticles
produced by the ionic gelation technique were loaded with extract at different
concentrations (seril: 10 mg/ml, seri2: 5 mg/ml, seri3: 2,5 mg/ml). The size and
potential measurements of the nanoparticles were carried out with the Zetasizer device.
As a result of zeta potential measurements, values varying between +17 mV and + 44
mV were found. As a result of nanoparticle size measurements, the average particle
size of the empty nanoparticles (CSNP) was found to be 281 nm. These values were
measured as 197 nm for seril nanoparticles, 194 nm for seri2 nanoparticles and 237
nm for seri3 nanoparticles. The highest encapsulation rate was calculated in seri2
nanoparticles with a value of 89%. With the drug release studies, it was observed that
at the end of the 10th hour, the extract loaded on the nanoparticles was released to the
environment at a rate of 33%-12%. While the highest emission value was observed in
seril nanoparticles, the lowest emission value was observed in seri3 nanoparticles. It
is understood that there is a linear relationship between the amount of encapsulated
extract and the time-dependent release profile. It was observed that the antioxidant
activity increased linearly with the extract concentration loaded on the nanoparticles.
In addition, nanoparticles were examined in more detail with FTIR and SEM imaging.
In the spectra analyzed by FTIR analysis, it is understood that there is no adverse
interaction between the active groups of the walnut skin extract and the functional
groups of chitosan and that the extract is encapsulated into nanoparticles. When the
CSNP and seri2 JP/CSNP results displayed by SEM are evaluated, it is thought that
the particle sizes are higher than the zeta size measurement due to the adhesion of the
particle structures and coalescence over time.
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As a result of the studies, chitosan nanoparticles encapsulated in walnut endocarp
extract have been synthesized with the potential of natural medicine for use in
neurodegerenative disorders. It is seen that the nanoparticles produced are promising
against neurodegenerative disorders.
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1. GIRIS

Modern tibbin en biiylik zorluklarindan birini norodejeneratif hastaliklar
olusturmaktadir. Alzheimer, Parkinson, multipl skleroz ve diger benzer rahatsizliklar,
bilissel ve motor yeteneklerin bozulmasina yol agarak bireylerin yagam kalitesini
onemli Olctlide etkilemektedir. Bu hastaliklarin karmagiklig1 ve tedavi segeneklerinin
yetersizligi, arastirmacilart ve saglik uzmanlarimi yenilik¢i ve siirdiiriilebilir

yaklagimlar arayisina yoneltmistir.

Gliniimiizde, norodejeneratif hastaliklarin tedavisine yonelik geleneksel yontemlerin
Otesine gecen yesil stratejilerin dnemi giderek artmaktadir. Yesil stratejiler, cevre
dostu ve dogal kaynaklara dayali yaklasimlari ifade eder. Bu yaklagimlar,
norodejeneratif hastaliklarin ana sebeplerini ele alarak hastaligin ilerlemesini
durdurmay1 veya semptomlari hafifletmeyi amaglar. Yesil stratejilerin nérodejeneratif
hastaliklarin tedavisinde kullanilmasimin birden fazla avantaji bulunmaktadir. Bu
stratejiler, kimyasal bilesenlerin minimum diizeyde kullanilmasin1 ve dogal
kaynaklarin siirdiiriilebilir bir sekilde kullanilmasini tesvik eder. Ayrica, dogal
kaynakli bilesenlerin kullanimi, olumsuz yan etkilerin azaltilmasia ve hastalarin

yasam kalitesinin artirilmasina katki saglayabilir.

Bu baglamda, ceviz endokarp ekstrakti ve kitosan nanopartikiiller gibi dogal
bilesenlerin norodejeneratif hastaliklarin tedavisindeki rolii, yesil stratejilere dikkat
¢eken 6nemli bir arastirma alanini temsil ediyor. Bu bilesenlerin kullanimi, ¢cevre dostu
ve siirdiiriilebilir tedavi yontemleri sunarak, hastalikla miicadelede yeni bir umut

kaynagi olabilir.

1.1. Literatiir Ozeti

Norodejeneratif hastaliklar, beyin ve sinir sistemini etkileyen kronik hastaliklardir. Bu
hastaliklarin baslica 6zellikleri, beyindeki néronlarin yavas yavas bozulmasi, 6lmesi
veya islevlerini yitirmesidir. Norodejeneratif hastaliklar arasinda Alzheimer,
Parkinson, Huntington ve ALS gibi cesitli tipler bulunmaktadir. Bu hastaliklarin

nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, genetik faktorlerin yani sira cevresel ve



yasam tarzi faktorleri de rol oynayabilir. Norodejeneratif hastaliklarin semptomlari,
hastaligin tiiriine bagli olarak degisebilir ve hafiza kaybi, koordinasyon zorlugu,

hareket gii¢liigii ve biligsel islevlerde bozulma gibi belirtiler i¢erebilir [1].

Alzheimer hastaligi, genellikle 65 yas ve iistii bireylerde goriilen kronik ve ilerleyici
bir norodejeneratif hastaliktir. Hastalik, beyindeki sinir hiicrelerindeki bozulmalar
nedeniyle hafiza kaybi, zihinsel yetilerin azalmasi ve kisilik degisiklikleri gibi
semptomlarla  karakterizedir. ~ Alzheimer hastaliginin nedeni tam olarak
bilinmemektedir ancak arastirmalar genetik ve c¢evresel faktorlerin hastalik
gelisiminde rol oynadigimi gostermektedir. Su anda, Alzheimer hastaliginin tamamen
tedavisi yoktur ancak semptomlarin yonetimi igin ilaglar ve terapiler mevcuttur. Bu
hastalik, diinya genelinde yaklasik 50 milyon kisiyi etkilemektedir ve bu sayinin 2050
yilina kadar ti¢ kat artmasi1 beklenmektedir. Alzheimer hastaligi i¢in gelistirilen tedavi
stratejileri, hastaliin neden oldugu sinir hiicrelerindeki hasar1 yavaslatmay1 veya

durdurmay1 hedeflemektedir [2].

Birinci tedavi stratejisi, kolinesteraz inhibitorleri adi verilen ilaglar kullanmaktir. Bu
ilaclar, beyindeki asetilkolin ad1 verilen kimyasal maddeyi arttirarak hafiza kaybi ve

bilissel islevlerdeki bozulmay1 gegici olarak iyilestirebilirler.

Ikinci tedavi stratejisi, NMDA reseptor antagonistleri ad: verilen ilaglar1 kullanmaktir.
Bu ilaglar, glutamat ad1 verilen bir kimyasal maddenin beyindeki aktivitesini azaltarak

sinir hiicrelerindeki hasar1 yavaglatmaya yardimer olurlar.

Ucgiincii tedavi stratejisi, beta amiloid plaklar1 adi verilen protein birikimlerinin
olusumunu engellemeye veya azaltmaya yoneliktir. Bu tedavi stratejisi, heniiz
onaylanmamis olmasina ragmen, beta amiloid plaklarinin olusumunu engelleyen veya

yok eden ilaglarin gelistirilmesi lizerine yogun arastirmalar devam etmektedir [3].

Nano tasima sistemleri, ¢esitli yapilar ve materyaller kullanilarak {iretilebilir. Bunlar
arasinda en sik kullanilanlar nanopartikiiller, nanokapsiiller ve nanoliposomlardir. Bu
yapilarin tiretiminde kullanilan materyaller arasinda kitosan ve kitosan tiirevleri de yer
almaktadir. Kitosan, dogal bir polisakkarit olan kitinin alkalik ortamda
¢oziindiiriilmesiyle elde edilen bir polimerdir. Kitosan, diisiik toksisitesi, biyolojik
uyumlulugu, biyouyumlulugu, biyodegradasyonu ve antimikrobiyal aktivitesi gibi

Ozellikleri ile nano tasima sistemleri i¢in ideal bir materyal olarak kabul edilmektedir.



Alzheimer hastaliginda nano ilag¢ tagima sistemlerinin kullanimi, geleneksel ilaglarin

kullanimina gore bir¢ok avantaj bulunmaktadir. Bazi avantajlart sunlardir [2,3]:

Hedefe 6zgii teslimat: Nano ilag tasima sistemleri, ilacin dogrudan beyindeki hedef
bolgeye yonlendirilmesini saglayarak, ilaglarin hedefe 6zgii teslimatini arttirir. Bu,
ilacin beyindeki diger bolgelere ulasmadan hedef bolgede maksimum etkiye sahip

olmasini saglar.

Ilag dozunu azaltma: ilacin hedef bolgeye daha az dozda verilmesine olanak tanir. Bu,
ilacin yan etkilerini azaltirken, hedef bolgede maksimum terapotik etkiye sahip

olunmasini saglar.

Biyouyumluluk: Nano ila¢g tasima sistemleri, biyouyumlu malzemelerden

yapildigindan, insan viicudunda daha az toksik etkiye sahiptir.
Uzun siireli etki: {lacin yavas yavas salinmasini saglayarak, uzun siireli bir etki saglar.

flag direncini azaltma: Nano ilag tasima sistemleri, ila¢ direncini azaltabilir. Ciinkii

ilag, hedef bolgede daha yiiksek konsantrasyonlarda verilerek, ila¢ direncini asabilir.

Glivenilirlik: Geleneksel ilaglarin kullanimina gére daha giivenilirdir. Clinkii nano ilag
tagima sistemleri, ilacin dogrudan hedef bolgeye tasinmasini saglayarak, ilacin viicutta

farkl1 bolgelere dagilmasini onler.

Enkapsiilasyon, bir maddenin baska bir madde ile kapsiil i¢ine alinmasi islemidir. Bu
islem, ilag tasima sistemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle hidrofilik
ilaglar, hidrofobik madde igeren kapsiiller igine alinarak stabil hale getirilebilmekte ve
hedeflenen dokuya tasinabilmektedir. Bu sayede ilaclarin etkinligi artirilabilmekte ve

yan etkileri en aza indirilebilmektedir [4,7].

Kitosan, enkapsiilasyon isleminde kullanilan sik tercih edilen materyallerden biridir.
Kitosan nanopartikiiller igindeki ilaglarin hedef dokuda daha yavas salinmasini
saglayarak ilaglarin etkinligini artirir. Bunun yani sira kitosan, sinir sistemi gibi hassas
dokulara da niifuz edebilir. Bu nedenle, ndrodejeneratif hastaliklar gibi hassas

dokulara yonelik ilag tagima sistemlerinde kitosan kullanimi 6zellikle 6nemlidir [5,6].

Kitosan nanopargaciklar1 ve kan beyin bariyeri engeli (KBB) arasindaki iligki, son
yillarda yapilan aragtirmalarin odak noktalarindan biri haline gelmistir. KBB,

beyindeki kan damarlari ile beyin hiicrelerinin arasindaki bir bariyerdir ve beyne giren



molekiillerin segici olarak gegisine izin verir. Bu nedenle, KBB, beyindeki sinir

hiicrelerinin normal islevi igin kritik oneme sahiptir [8].

Kitosan nanoparcaciklarinin KBB'yi nasil astigina dair cesitli hipotezler vardir. ilk
hipotez, kitosan nanoparcaciklarinin, yiiksek yiizey alanmi ve yiiksek yiizey aktivitesi
nedeniyle, KBB'de siki baglantilar1 gegici olarak acarak, molekiillerin gegisine izin
vermesidir. ikinci hipotez, kitosan nanoparcaciklarinin, beyin hiicrelerinin etrafindaki
mikroglia hiicrelerinin aktivitesini artirarak, KBB'nin gecirgenligini artirmasina neden

oldugudur [8].

Kitosan nanopargaciklari ve KBB arasindaki bu iligki, Alzheimer hastaligi, Parkinson
hastalig1, multipl skleroz ve diger ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde potansiyel
olarak faydaldir. Ornegin, kitosan nanopargaciklari, beyindeki beta amiloid
proteininin birikmesine neden olan Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilabilir.
Kitosan nanoparcaciklari, beyindeki beta amiloid proteininin temizlenmesini
hizlandirabilir ve beyindeki inflamasyonu azaltabilir [8]. Kitosan nanopargaciklari ve
KBB arasindaki iliski, norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde umut verici bir

yaklagim olarak goriilmektedir.

Ceviz (Juglans regia L.) endokarp zari, cevizin sert kabugunun i¢ kisminda bulunan
ince bir zar tabakasidir. Bu zar tabakasi, cevizin besin degeri agisindan 6nemli bir
kaynagidir ve son yillarda yapilan aragtirmalar, ceviz endokarp zarinin sagliga

faydalarini ortaya koymaktadir [9-11].

Ceviz endokarp zari, antioksidanlar ve polifenoller gibi besin maddeleri acisindan
zengin bir kaynaktir. Antioksidanlar, hiicrelerin zararli serbest radikallere karsi
korunmasima yardimer olurken, polifenoller ise iltithaplanmay1 azaltarak saglikli bir

bagisiklik sistemi fonksiyonu saglayabilir [9].

Bir¢ok calisma, ceviz endokarp zarinin saglik iizerinde olumlu etkileri oldugunu
gostermektedir. Bir aragtirmada, ceviz endokarp zar1 6ziitii tiikketen farelerde, beyin
hiicrelerinin 6limiinii azalttig1 ve bellek fonksiyonlarini arttirdigi gézlemlenmistir [9].
Ayrica, bir diger arastirmada, ceviz endokarp zar1 6ziitii tiiketen insanlarin, kan basinci
ve kan sekeri seviyelerinin daha diisiik oldugu ve kolesterol seviyelerinin daha saglikli
oldugu gozlemlenmistir [10]. Ceviz endokarp zari, ayrica bagirsak sagligma da
faydalar saglayabilir. Bir calismada, ceviz endokarp zar1 oOziitii tiikketen farelerde,

bagirsakta faydali bakteri sayisinin arttig1 ve inflamasyonun azaldig: tespit edilmistir
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[11]. Sonug olarak ceviz endokarp zari, cevizin besin degeri agisindan 6nemli bir
kaynagidir ve sagliga bir¢cok fayda saglayabilir. Ancak, cevizin endokarp zari
genellikle ¢ikarilmakta ve tiiketilmemektedir. Cevizin degerlendirilmeyen bu kismi
icerdigi bilesenler dolayisiyla beyin saglhig i¢cin Onemli bir potansiyel

barindirmaktadir.

1.2. Tezin Amaci

Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1 gibi ndrodejeneratif hastaliklar, kognitif ve motor
disfonksiyonla sonuglanan ilerleyici néron kaybi ile karakterize edilir. Bu hastaliklar
icin mevcut tedavilerin etkinligi sinirhdir ve genellikle olumsuz yan etkilerle
iliskilendirilir [12,13]. Bu nedenle, beyne ila¢ dagitimini gelistirebilen ve yan etkileri
azaltabilen yeni terapdtik stratejilere ihtiya¢ vardir. Potansiyel bir yaklagim, ilag
dagitimi i¢in kitosan nanopargaciklarina dahil edilen ceviz endokarp zar1 6ziitii gibi

dogal bilesiklerin kullanilmasidir

Kitosan, bir ilag tastyici tasiyict olma potansiyeli agisindan genis ¢apta arastirilan,
biyolojik olarak uyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilen dogal bir polimerdir.
Kitosan nanopargaciklari, iyonik jellesme, koaservasyon ve emiilsiyon ¢apraz baglama
gibi c¢esitli yontemlerle hazirlanabilir. Bu nanopartikiiller, gelismis ¢oziiniirlik ve
biyoyararlanim, stirekli salim ve belirli dokulara hedeflenen dagitim dahil olmak iizere
cesitli avantajlara sahiptir. Kitosan nanoparcaciklarmin kan-beyin bariyerini agsmada

ve beyne ila¢ vermede etkili oldugu gosterilmistir [14,15].

Dogal bilesik olarak ceviz zar1 ekstresinin, antioksidan ve antienflamatuar 6zelliklere
sahip fenolik asitler ve flavonoidler gibi yiiksek konsantrasyonlarda biyoaktif
bilesikler igerdigi bulunmustur. Yapilan caligmalarla bu biyoaktif bilesiklerin,
noroinflamasyonu, oksidatif stresi ve beta-amiloid agregasyonunu azaltmak gibi
norodejeneratif hastaliklarda potansiyel terapdtik etkilere sahip oldugu gosterilmistir
[16-19]. Ceviz kabugu 6ziiniin, Alzheimer hastaliginin hayvan modellerinde bilissel
islevi iyilestirdigi de gosterilmistir [21]. Buna ragmen, ceviz endokarp zarimnin
nanopartikiiler formiilasyonu ile ilgili literatiirde g¢alisma bulunamamistir. Bu
caligmada iyonik jelasyon teknigi ile ceviz endokarp zari ekstraktinin kitosan
nanopartikiiller igerisine enkapsiilasyonu ve bu nanopartikiillerin karakterizasyon

caligmalarinin yapilmasi amaglanmistir. Ayrica elde edilen nanopartikiillerin kontrollii



salim ozelliklerinin incelenerek dogal ilag¢ olarak kullanilabilme potansiyelini ortaya

koyarak sonraki ¢aligmalar i¢in altyapi olmasi amaglanmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Alzheimer Epidemiyolojisi ve Patolojisi

Diinya lizerinde yaklasik olarak 50 milyon insan Alzheimer hastaligiyla miicadele
etmektedir. Alzheimer, merkezi sinir sistemi lizerinde néron kaybiyla meydana gelen
ve birtakim davranis bozukluklari, bilissel aktivitede fark edilir bi¢cimde azalma ile
goriilen ilerleyici ndrodejeneratif bir rahatsizliktir. Hipokampiis, serebral korteks
beyinde hafizayla ilgili 6nemli merkezlerdir. Hastalik buradan baslayarak beynin
cesitli kisimlarina dagilarak konusma ve anlamada bozukluklara, ge¢mis olaylari,

kisileri ¢abuk unutmaya sebep olur [28,29].

Alzheimerli hastalarda depresyona yatkinlik ve duygu durumda ani degismeler de
goriilebilmektedir. Genellikle AH hastasi bireylerin beyindeki arter duvarlarinda
amiloid birikintiler ve gesitli senil plaklar iltihaplanma ve sinaptik kayiplara yol
acabilmektedir [22]. Tiim bu bahsettigimiz belirtilerin meydana ¢ikmasinda néron
kaybiyla birlikte, noronlar arasi iletimde etkili bir nérotransmitter olan asetilkolinin
azalmasinda biiyiik rol alir. AH ne yazik ki tedavi edilen bir hastalik degildir bu
sebeple genellikle hastaligin etkilerini azaltmak igin asetilkolinesteraz inhibitorleri

kullanilarak mevcut tedaviler saglanir [23].

Alzheimerda gézlemlenen temel degisiklikler amiloid beta plaklarinin birikimi, ndron
kaybt ve norofibriler yumak birikimidir. Norofibriler yumaklar Tau proteininin
uygunsuz bicimde  hiperfosforillenmis halidir. Tau proteini bu halde hiicredeki
islevlerini normal bi¢gimde yerine getiremez. Tau proteini temelde yapisal ve islevsel
noron organizasyonunu etkileyerek mikrotiibiillerin olusturur ve bunlarin kararliligini
diizenler. Mikrotiibiil diye bahsettigimiz yapilarsa noéronlar {izerinden ulagimi saglar.
Tau proteinleri hiperfosforilasyondan sonra mikrotiibiiller ile baglant1 saglayamaz ve
agregatlari meydana getirirler. Agregatlar ise norofibriler yumak olusumunda 6nemli

rol alir [24].

Alzheimer gozlenen hastalarda saglikli bireylere gore asetilkolin miktarinda dnemli
Ol¢iide farklilik goriilmektedir. Hastalarin serebral korteksinde Asetilkolin transferaz

isimli enzimin aktivitesinin azalmasiyla beraber kolin geri alimi1 da azalir bu nedenle



asetilkolin sentezinde azalma meydana gelir. Yapilan bir calismaya gore
apolipoprotein E (APOE) €4 varyantina sahip AH’l1 bireylerde digerlerine kiyasla
siddetli kolinerjik bozukluk goriiliir [26]. Ayrica gozlemlenen bir diger farklilikta
AH’l1 bireylerde parietal ve frontal kortekslerinde PA2 oranindaki azalmanin daha
diisiik kolin seviyelerine yol agtigi bulunmustur. Hafiza {izerinde etkin olan nikotinik
reseptor ve presinaptik muskarinik reseptorlerde azalma meydana gelmistir. Olusan bu
kolinerjik kayip cesitli norolojik hastaliklara sebep olmaktadir. Noronlar yani sinir
hiicreleri diger hiicreler gibi kendilerini yenileme o6zellikleri gelismis degildir,
siirhidir. Bu durum beyinde hiicre hasarlarindan meydana gelen rahatsizliklarda

onemli etkendir [23,25]

Alzheimerda gozlenen bir diger degisiklik ise glutaminerjik sistemin sik sik
uyarilmastyla hiicre i¢i kalsiyum miktarinda artis meydana gelir. Kalsiyumun hiicre
iginde yiiksek konsantrasyonu norolojik disfonksiyona ve hiicre 6liimlerine sebep olur.
Ayrica kalsiyum artigiyla beraber iyonun aktive ettigi kalpainlerin aktiviteside artig
gosterir. Amiloid beta plaklariin kalsiyum konsantrasyonunu bozdugu bilinmekle
beraber artan kalsiyum konsantrasyonlarinin da amiloid beta plaklar1 ve norofibriller
yumak olusumunda etkili oldugu bilinmektedir. AB birikimi metal aracili
norotoksisite artistyla da yakindan ilgilidir. Alzheimerli hastalarin beyinlerinde
rastlanan bol miktardaki mikroglia hiicresi, nitrikoksit, sliperoksit radikalleri glutamat
gibi gesitli norotoksik kimyasallar tiretir. Bu hiicreler AB ile etkilestiginde interlokin-
1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8) ve timor nekroz faktorii-o (TNF-a)

gibi proinflamatuar faktorler serbest birakilir [23].

Oksidatif stres alzheimera sebep olan etmenlerin bir digeridir. Serbest radikallerin
artmasi sonucu meydana gelen oksidatif stres hiicresel hasara neden olur. Agir metal

konsantrasyonlarindaki artig, enfeksiyonlar vb. etkenler serbest radikallerin artmasina

neden olabilir [27].

Alzheimer hastalig1 tedavisinde karsilasilan en biiyiik zorluklardan birisi hastaligin
heniiz tam olarak anlasilamamis olmasidir. Karsilagilan diger sorunlardan biri ise
mevcut tedavilerde kullanilan ilacglarin yan etkileridir.  Bu nedenle ilaglarin yan
etkileriyle bas etmek ayri1 bir sorun olusturmaktadir. Yan etkileri yliksek ilaglar yerine
dogal bilesiklerin bu amagla arastirilmasi onem arz etmektedir. Bunlarin yani sira

ilaglar maliyetli ve her hasta tarafindan ulasilir olmamaktadir [30-32].



2.2. Tibbi Bitkilerin Onemi

Tibbi bitkiler binlerce yildir tedavi amacl kullanilmaktadir ve hala bir¢ok insan
tarafindan tercih edilmektedir. Tibbi bitkiler, dogal bir yaklasim sunarak cesitli saglik
sorunlarmin tedavisine yardimci olabilir. Bu bitkilerin tedavi amagh kullanima,
modern tip yOntemleriyle desteklenerek saglik sorunlarmin  tedavisinde

kullanilabilmektedir [33].

T1bbi bitkilerin tedavi amacli kullanimi, bitkilerin igerdikleri aktif bilesenlere baghdir.
Bitkilerin farkli kisimlar1 (6rnegin kok, yaprak, cigek) farkli bilesenler igerir ve bu
bilesenlerin saglik iizerinde gesitli etkileri olabilir. Ornegin, papatya cicegi, rahatlatici
ve uykuyu tesvik edici ozellikleri nedeniyle siklikla uyku sorunlarinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Ayn1 sekilde, zencefil kokii anti-inflamatuar 6zelliklere sahiptir ve

eklem agris1 gibi inflamatuar durumlarin tedavisinde kullanilabilir.

Glintimiizde mevcut farmasétik ilaglarin 6nemli bir kismi da bitkilerden elde edilmis
bilesiklerden olusur. Son elli yil igerisinde yaklasik 1900 yeni ila¢ onay almis ve
bunlarin 930 tanesini dogal molekiiller olusturmaktadir. Geri kalan ilaglar ise dogal
molekiillerden esinlenerek olusturulan sentetik ilaglardir. In vivo ve in vitro olarak
cok sayida tibbi bitki ¢esitli hastaliklara ¢are olarak arastirilmakta ve galigilmaktadir
[34-36].



2.3. Alzheimer i¢in Tibbi Bitkiler

Sifali bitkiler {izerine yapilan ¢ok sayida arastirmalar ile bunlarin AH tedavisinde
kullanilabilecek antioksidan, noroprotektif aktivitelere sahip oldugu ispatlanmstir.
Anti inflamatuar otlar, AH da beyin dokusunda meydana gelen iltihaplanmalari
azaltabilir. Bilissel islev ve muhakeme yetisi i¢in Onemli olan asetilkolin
norotransmitterinin bu hastalikla beraber anormal derecede diisiik konsantrasyonlar1
ulasir. Bu sebeple beyindeki kolinerjik sistemi gili¢lendirecek bilesiklerin potansiyel
tedavi secenekleri olarak degerlendirilebilmektedir [37]. Elma, zencefil, ginkgo
biloba, biberiye, lavanta, kekik, sarimsak, kakule, curcumin (zencefilin aktif bileseni)
gibi dogal bitki 6zleri, Alzheimer hastaliginin tedavisinde ve 6nlenmesinde 6nemli bir
rol oynayabilecekleri diisiiniilmektedir. Ornegin, ginkgo biloba 6zii, antioksidan
ozellikleri nedeniyle ndronlarin oksidatif stres ile hasar gormesini dnlemeye yardimci
olabilir. Zencefil ise, antiinflamatuar bilesikler icerir ve beyindeki iltihaplanmay1
azaltabilir, bu da Alzheimer hastaligina bagli hiicre 6liimiinii azaltmaya yardimci
olabilir. Ayrica, baz1 ¢alismalar, lavantanin anksiyete ve depresyon gibi Alzheimer
hastaligina eslik eden semptomlari hafifletmeye yardimci olabilecegini gostermektedir
[37].

2.3.1. Tibbi bitkilerin kullamim dezavantajlari

Tibbi bitkiler icerdikleri 6nemli bilesikler sayesinde geg¢misten bu yana c¢esitli
hastaliklarin tedavi edilmesinde dnemli bir yere sahiptir. Mevcut terapotik ilaglarla
ongoriilemeyen etkilesimleri ile toksisiteleri ciddi sorunlar yaratabilmektedir.
Toksisiteleri yliziinden biyoyararlanimi  sinirlandirilmis  birgok  bitki  klinik
uygulamalar i¢in uygun degildir [38]. Asagida tibbi bitkilerin kullanim dezavantajlar

oOzetlenmektedir:

Yan etkiler: Tibbi bitkilerin kullanim1 bazen yan etkilere neden olabilir. Baz: bitkiler,
ozellikle yiiksek dozlarda alindiginda, mide bulantisi, kusma, bas donmesi, bas agrisi,
ishal gibi yan etkilere neden olabilir. Baz1 tibbi bitkiler, dogru sekilde
kullanilmadiklarinda veya yiliksek dozlarda tiiketildiginde zehirlenme riski tasir.
Ozellikle ¢ocuklar ve hamile kadimlar gibi hassas gruplar, bu riskten daha fazla

etkilenebilirler.
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Etkilesimler: Tibbi bitkiler, baz1 ilaglarla etkilesime girebilir ve bu da ilaglarin
etkinligini azaltabilir veya artirabilir. Baz1 bitkiler, 6zellikle kan inceltici ilaglarla

birlikte kullanildiginda kanama riskini artirabilir.

Kalite kontrolii eksikligi: Tibbi bitkilerin kalitesi ve saflig1 kontrol edilmediginde,
kontamine veya yanliglikla yanlis bitkilerin kullanimi riski ortaya ¢ikabilir. Bu da yan

etkilere ve tedavi basarisizligina neden olabilir.

Dozaj problemleri: Tibbi bitkilerin kullanimi sirasinda dogru dozajin belirlenmesi
onemlidir. Dozaj yanlis belirlenirse, bitkilerin etkisi yetersiz kalabilir veya yan etkiler

goriilebilir.

2.4. Ceviz

Ceviz (Juglans regia L.) agaci Juglandaceae familyasina ait bir agag tiiriidiir ve diinya
genelinde yetismektedir. Ceviz, g¢ekirdegi yenen bir meyve olarak bilinir ve
cogunlukla insan tiiketimi i¢in yetistirilir. Ayrica yagi, kabugu ve yapraklar da farkli
amaglarla kullanilabilir. Cevizin yapisit olduk¢a kompleks ve icerdigi bilesiklerle
bir¢ok saglik faydasi saglar. Cevizin kabugu ve yapraklari, juglon ve niikleotidler gibi
cesitli bilesikler igerir. Cevizin yenilebilir kismi1 ise protein, karbonhidrat, yag, lif,
mineraller ve vitaminler agisindan zengindir. Ayrica, cevizdeki omega-3 yag asitleri,
antioksidanlar ve fenolik bilesikler gibi diger saglikli bilesikler de dahil olmak {izere
bir dizi besin 6gesi bulunmaktadir. Anti oksidatif, anti inflamatuar, anti kanserojen ve
anti mikrobiyal 6zellikleri tespit edilen ceviz halk tibbinda da ¢okca kullanilmaktadir
[9,10].

Ceviz tiiketimi, beyin i¢in olduk¢a faydalidir ve bu etkiler yapilan ¢alismalarla da
desteklenmektedir. Yapilan insan ve hayvan deneylerinde uygulanan ceviz diyetinin
beyindeki zarar gormiis protein yapilarinin birikmesini engelledigi, dolayisiyla
yashilikla iliskili néro inflamasyonu azaltti81 tespit edilmistir [39]. Insanin yaslanma
siirecinde hiicrelerde meydana gelen oksidatif stres ve ndroenflamasyon bilissel
bozukluklar1 ve alzheimer hastaligin1 tetikleyebilmektedir. Tiim ndrodejeneratif
hastaliklarin temelinde serbest radikaller yatar. Beyin ihtiyaci geregi oksijeni yiiksek
tilketimi sonucunda olusabilecek oksidatif strese karsi hassas bir organdir. Yapilan
cesitli c¢alismalarla, yiiksek antioksidan ve cevizin antiinflamatuar etkileri
kanitlanmistir. Ceviz folik asit, fenolik asit, proantosiyanidinler, flavonoidler,

melatonin, selenyum vb. farkli molekiilleri yapisinda bulunduran yiiksek antioksidan
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icerigine sahiptir [39]. Ceviz meyvesi, gii¢lii antiinflamatuar etkiye sahip yiiksek
oranlarda omega-3 yag asitleri bulundurur. Beyindeki homeostazinin korunmasi igin
onemli oldugu ortaya koyulmustur. Ayrica ceviz tiiketiminin, bagirsak florasi
tizerindeki olumlu etkileri sayesinde kolon kanseri gibi ciddi kanser tiirlerini

Onleyebilecegini ortaya koyan ¢alismalar mevcut [40].

2.4.1. Cevizin kullamim alanlari

Yapilan galismalar1 6zetle ceviz (Juglans regia L.) saglikli beslenme agisindan 6nemli
bir kaynak olmasmin yani sira tibbi agidan da kullanilan bir bitkidir. Cevizin
yapraklari, kabugu ve meyvesi tibbi amaglar i¢in kullanilir. Bu bitkinin farkli kisimlari,
antioksidan, antienflamatuar, antimikrobiyal, antioksidan ve anti-kanser 6zellikleri

gibi cesitli saglik yararlar1 saglayabilecek bir¢ok biyoaktif bilesen igermektedir.

Ceviz kabugu, oOzellikle antimikrobiyal aktivitesi nedeniyle geleneksel olarak
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica ceviz kabugu, yiiksek miktarda
tanen, fenolik asitler, juglon ve flavonoidler igermesi nedeniyle antioksidan ve anti-
inflamatuar etkiler gosterir. Ceviz yapraklari, kan sekerini diizenlemeye, antioksidan
aktiviteye, hipertansiyonu diisiirmeye ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahip oldugu

gosterilmistir [39].

Ceviz meyvesi, omega-3 yag asitleri, protein, lif, vitaminler ve mineraller agisindan
zengin olmas1 nedeniyle kalp sagligini1 korumaya, bagisiklik sistemini gii¢lendirmeye
ve inflamasyonu azaltmaya yardimci olabilir. Ayrica ceviz meyvesi, noroprotektif
ozelliklere sahip olan antioksidan bilesikler icermesi nedeniyle norodejeneratif

hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde de potansiyel bir rol oynayabilir [41].

2.4.2. Ceviz endokarp zarinin bilesenleri

Cevizin i¢ kabugu olarak da bilinen ceviz endokarp zar1 (Sekil 2.1), yenilebilir
kuruyemisi sert kabugundan ayiran ince tabakadir. Bu zarin, potansiyel saglik yararlar
olan cesitli biyoaktif bilesikler icerdigi gosterilmistir. Ceviz endokarp zari, bir tiir
antioksidan olan polifenoller agisindan zengindir. Polifenollerin anti-inflamatuar ve
antikanser 6zelliklerinin yani sira kalp saglig1 ve beyin fonksiyonu icin potansiyel

faydalar1 oldugu bilinmektedir [43].

12



Sekil 2.1. Ceviz endokarp zari

Ceviz endokarp zari, polifenollere ek olarak flavonoidler, tanenler ve fitosteroller dahil
olmak iizere diger biyoaktif bilesikleri igerir. Flavonoidlerin antioksidan,
antiinflamatuar ve antikanser Ozelliklere sahip oldugu gdsterilmistir. Tanenlerin
antiviral ve antibakteriyel ozelliklerinin yani sira sindirim sagligi i¢in potansiyel

faydalar1 oldugu gosterilmistir [42].

Bir ¢aligmada, ceviz endokarp zarinin kimyasal bilesimi analiz edildi ve cesitli
bilesiklerin varlig1 belirlendi. Bu bilesikler arasinda, fenolik asitler (galik asit, kafeik
asit, ferulik asit ve sinapik asit), flavonoidler (kaempferol, kvercetin ve izoramnetin),
triterpenler (oleanolik asit, betulinik asit, maslinik asit ve ursolik asit) ve steroller (j3-

sitosterol, stigmasterol ve kampesterol) bulundugu tespit edildi [46].

Bu bilesenlerin bir¢ogu antioksidan ve antiinflamatuar 6zelliklere sahiptir ve insan
sagligina faydalari vardir. Ornegin, fenolik asitler, serbest radikallerin neden oldugu
oksidatif stresi azaltarak kansere karsi koruyucu etkiye sahiptir. Flavonoidler, kalp
sagligina faydalidir ve triterpenler, antiinflamatuar 6zellikleri nedeniyle romatoid artrit

ve diger inflamatuar hastaliklarin tedavisinde kullanilir [44-46].

Bir¢ok arastirma, ceviz tiketiminin beyin saglhigina faydalar1 oldugunu
gostermektedir. Ceviz i¢ zarinin da bu faydali etkilere katkis1 oldugu diistiniilmektedir.
I¢ zarm igerdigi omega-3 yag asitleri, beyin fonksiyonlarinin korunmasina ve

gelistirilmesine yardimci olabilir. Antioksidanlar ve polifenoller ise, beyindeki
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hiicrelerin oksidatif hasara kars1 korunmasina ve beyin fonksiyonlarinin korunmasina

yardimect olabilir [45].

Bir arastirmada, ceviz i¢ zar1 Oziitiiniin, laboratuvar hayvanlar iizerinde yapilan
deneylerde bellek ve 6grenme fonksiyonlarini artirdigi bulunmustur. Ayrica, bir baska
arastirmada, insanlarda yapilan bir ¢alismada, ceviz tiiketiminin bilissel fonksiyonlar

artirdig1 ve bellek performansini iyilestirdigi tespit edilmistir [47].

Ceviz endokarp zarmin noroprotektif etkileri hakkinda yapilmis arastirmalar
bulunmaktadir. Ornegin, Kim ve ark.(2019) Yaptiklar1 ¢alismada ceviz endokarp
ekstraktinin Alzheimer hastaligina bagli noronal hasari azalttigini ve antioksidan
etkileri oldugunu belirtmistir [48]. Ayrica, Lee ve ark.(2019) ceviz endokarp 6ziitiiniin
Parkinson hastaligina bagli néronal hasar1 6nledigini ve ndronal hiicrelerin hayatta
kalmasini artirdigini bildirmistir [50]. Benzer sekilde, Zhang ve ark.(2020) ceviz
endokarp Oziitiiniin serebral iskemi/reperfiizyon hasarini azalttigin1 ve noéroprotektif

etkileri oldugunu bulmustur [49].

2.5. Kan Beyin Bariyeri

Kan-beyin bariyeri (KBB), beyin dokusunu kan kaynakli toksinler, patojenler ve diger
zararli maddelerden koruyan bir bariyer sistemidir. KBB, beyin ile kan arasindaki bir
cift kathh hiicre katmanindan olusur. Bu hiicreler arasinda siki baglantilar vardir ve

stvilar, molekiiller ve hiicrelerin beyine gegmesini sinirlar.

KBB, beyindeki hiicrelerin normal fonksiyonlari icin gerekli olan besinleri ve
molekiilleri beyne tasirken, zararli maddelerin beyne girmesini de onler. Bu nedenle,
KBB'nin biitiinliigiiniin korunmasi, noérodejeneratif hastaliklar gibi gesitli beyin
hastaliklarinin tedavisi agisindan kritik oneme sahiptir. Ancak, norodejeneratif
hastaliklar, beyin tiimorleri ve enfeksiyonlar gibi durumlarda, KBB'in islevi
degisebilir veya hasar gorebilir. Bu durum, beyin hiicrelerinin toksinler, inflamatuar
molekiiller ve immiin hiicrelerine maruz kalmasina ve zarar gérmesine neden olabilir

[51].

Norodejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢in ilaglarin beyne ulastirilmasi, KBB'nin iglevi
nedeniyle zordur. Geleneksel ilaglar, KBB'yi gegemezler veya sinirli bir gegirgenlik

gosterirler. Bu nedenle bilim insanlari, KBB'min ge¢ilmesi igin farkli teknikler
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gelistirmeye c¢aligmaktadir. Bu teknikler arasinda, nanoteknolojik ydntemler ve

biyolojik tasiyici sistemler yer almaktadir [52].

Nanoteknoloji, ¢cok kiigiik boyutlu pargaciklarin (nanopartikiiller) kullanimiyla ilgili
bir teknolojidir. Bu yontemle, ilag molekiilleri, KBB'yi gecebilen kiigiik boyutlu
nanopartikiillere yliklenerek beyne tasinabilirler. Ayrica, biyolojik tasiyici sistemler,
ila¢ molekiillerinin KBB'yi ge¢gmesine yardimeci olan ve beyne taginmasina olanak
tantyan dogal molekiillerdir. Ornegin, lipozomlar gibi yapay lipid yapilar1 veya
transferrin, insan serum albumin ve peptitler gibi dogal proteinler bu amagla

kullanilabilir [53].

Beyne ilag¢ tasinmasi i¢in kullanilan nanoyapilar, ilacin hedef bolgeye daha etkili ve
giivenli bir sekilde ulastirilmasini saglar. Nanopartikiiller, genellikle ila¢ molekiillerini
korumak, ilacin kandan beyin bariyerini asmasina yardimci olmak ve ilacin hedef
bolgeye dogru yonlendirilmesini saglamak i¢in kullanilir. Bu nanopartikiillerin birgok
farkli tiirii vardir, ancak en yaygin olanlari lipit bazli nanopartikiiller, polimer bazli
nanopartikiiller ve metal bazli nanopartikiillerdir. Lipit bazli nanopartikiiller,
fosfolipitler veya sentetik lipidler gibi yag benzeri bilesiklerden yapilmigtir. Polimer
bazli nanopartikiiller ise, polimerlerin bir araya getirilmesiyle olusur ve kitosan gibi
dogal polimerler de kullanilabilir. Metal bazli nanopartikiiller, altin veya galyum gibi

metallerden yapilmustir.

Nanopartikiillerin boyutu, ylizey 6zellikleri ve yiizey kaplamalari, ilacin beyne ulagma
yetenegini ve biyolojik etkilerini etkileyebilir. Bu nedenle, nanopartikiillerin tasarima,
ilag tasima sistemlerinin etkinligini ve giivenligini belirlemek i¢in énemlidir. beyne
ila¢ tasinmasinda kullanilan nanopartikiiller, ilacin beyne etkili ve giivenli bir sekilde
ulagmasini saglar ve norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir rol oynar [54-

57].

2.6. Nano Ila¢ Tasima Sistemleri

Nano ilag tagima sistemleri son yillarda gelistirilen, ilaglarin hedefe yonelik ve
kontrollii bir sekilde tasinmasi i¢in kullanilan yontemlerden biridir. Bu sistemler
ilaglarin biyoyararliligini artirmak, yan etkilerini azaltmak, ilaglarin hedef dokuya
secici olarak ulagsmasini saglamak, ilaclarin stabilitesini artirmak ve ilaglarin viicutta

daha uzun siire kalmasin1 saglamak gibi bir¢ok avantaj saglar.
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Nano ilag tasima sistemleri, farkli boyutlarda yapilar olarak tanimlanabilirler. Bunlar
arasinda nanopartikiiller, nanoemiilsiyonlar, nanokapsiiller, niosomlar, liposomlar,
dendrimerler, mikrogiiller ve manyetik nano partikiiller yer alir. Bu yapilar, ilaglar
hedef dokuya tasimak igin farkli yollarla iretilirler. Bu yollar arasinda fiziksel
yontemler (Ornegin sivi faz yontemi, ¢oktiirme yontemi, Oglitme yoOntemi vb.),
kimyasal yontemler (6rnegin mikroemiilsiyon, sol jel, siiperkritik kurutma vb.),
biyolojik yontemler (6rnegin liposomlar, mikrosomal vezikiiller vb.) ve karma
yontemler (6rnegin ¢ift emiilsiyon yontemi, nanoemiilsiyon yontemi vb.) bulunur.
Nano boyutlu ilag tagima sistemleri, farkl1 tiplerde ila¢ molekiilleriyle
kullanilabilirler. Bunlar arasinda hidrofobik (su itici) ila¢ molekiilleri, hidrofilik (suya
¢Oziiniir) ila¢ molekiilleri, protein ve peptitler, niikleik asitler (6rnegin DNA, RNA),

asilar ve gen terapisi tirtinleri yer alir [58].

Nanopartikiiller, 10-1000 nm boyutunda partikiillerdir ve ilaglarin hedef dokuya
tasinmasi i¢in kullanilan en yaygin nano yapidir. Bu yapi, inorganik ve organik
materyallerden iretilebilir. Organik nanopartikiiller arasinda polimerler, lipidler ve
proteinler bulunurken, inorganik nanopartikiiller arasinda altin, glimiis, demir oksit ve

silika bulunur.

Nanoemiilsiyonlar, 20-200 nm boyutunda yag ve su fazlarinin homojen karigimidir.
Bu yapi, suya duyarli olmayan ilaglarin tasinmasinda kullanilir. Nanokapsiiller ise,
igerisinde siv1 veya kati ila¢ bulunan kapali kiiresel yapidir. Bu yapi, ilaglarin hedef

dokuya secici olarak tasinmasinda kullanilir.

Liposomlar, 50-1000 nm boyutunda kapsiillerdir ve ¢ift katli bir lipid tabakasi ile
cevrilidirler. Bu yap1, suda ¢oziinmeyen ilaglarin tasinmasinda kullanilir. Niosomlar
ise, noniyonik surfaktanlar ve kolesterol igeren yapilardir ve ilaglarin hedef dokuya

taginmasinda kullanilir [59].

Dendrimerler, aga¢ benzeri dallanmis polimer yapilaridir ve yiizeyleri iizerine ilag
molekiilleri baglanabilir. Mikrogiiller, siv1 kristal yapili bir matrisin igerisinde ilag
molekiillerinin bulundugu yapilar olup, bu yapilar ilaglarin hedef dokuya segici olarak

tasinmasinda kullanilir.

Manyetik nanopartikiiller, genellikle metal oksitler veya karbon esasli malzemelerden
yapilan ¢ok kiigiik boyutlu partikiillerdir. Bu partikiillerin yiizeyinde manyetik bir

0zellik vardir, bu nedenle manyetik alan etkisi altinda hareket edebilirler.
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Nano boyutlu ilag tasima sistemleri, ¢esitli avantajlara sahiptirler. Bunlar arasinda, ilag
molekiillerinin hedeflenen bolgeye ulagsmasini saglama, ilacin stabilize edilmesi, ilacin
farmakokinetiginin ve farmakodinamiginin iyilestirilmesi, ilacin toksisitesinin
azaltilmas1 ve ila¢ molekiillerinin hedeflenen bdlgede daha uzun siire kalmasi
sayilabilir. Ancak, nano boyutlu ila¢ tagima sistemlerinin bazi dezavantajlar1 da vardir.
Bu sistemlerin tiretimi olduk¢a maliyetlidir. Ayrica, liretim sirasinda kullanilan bazi
maddelerin, 6zellikle degisik boyutlardaki nano pargaciklarin, toksik etkileri olabilir.
Bunun yani sira, bu sistemlerin stabilitesi ve depolanmas ile ilgili baz1 sorunlar da

mevcuttur [60,61].

2.7. Kitosan ve Ozellikleri

Kitosan, N-deasetillenmis kitin polimeri olarak bilinen dogal bir polisakkarittir.
Kitosan, karides, yenge¢ ve diger kabuklu deniz hayvanlarinin kabuklarinin hidrolizi
sonrasinda elde edilir. Kitosan, insanlar i¢in biyouyumlu, biyobozunur ve biyoaktif bir
polimerdir. Kitosan, yiiksek mekanik dayaniklilik ve esneklige sahiptir. Ayrica diisiik
toksisiteye sahiptir ve biyolojik olarak parcalanabilir, bu nedenle ¢evre dostudur.
Cesitli endiistriyel uygulamalarda kullanilir. Biyomedikal uygulamalarda kullanilan

kitosan, dokularla uyumlu ve biyouyumlu olmasi nedeniyle yaygin olarak kullanilir.

Kitosan, toz veya partikiil yapida olan, tad1 ve kokusu bulunmayan bir polimerdir ve
kendine 6zgii pozitif yiiklii amino gruplar igerir, bu nedenle asidik pH'da protonlagir
ve katyonik 6zellik gosterir. Bu 6zellikler, kitosanin ¢esitli uygulamalarda kullanimini
saglar. Kitosan, yiiksek diizeyde hidrofilik bir polimerdir ve su ile kolayca siser, bu
nedenle hidrojel olusturmak igin kullanilabilir [62].

Kitosanin ilk kesfedilisi 1811 yilinda Fransa da Bracannot tarafindan mantarlardaki
hiicre duvarindan fungin adini1 verdigi par¢ay1 izole etmesine dayanir. Odier yaptigi
bir calismada bu yapinin boceklerde de oldugunu kesfetmis ve fungine kitin ismini
vermistir. Kitosan 1894 yilinda Hoppe Seyler tarafindan Kitinin potasyum hidroksit
ile deasetile edilmesi sonucu elde edilmistir. Kitosanin elde edilecegi hammadde iyice
temizlendikten sonra deproteinizasyon olarak isimlendirilen sodyum hidroksit ile
kaynatma prosediirii uygulanir. Bir sonraki asamada durulamanin ardindan hammadde
HCL ile muamele edilerek tekrar durulanir. Uriiniin su oran1 % 6’dan diisiik olana
kadar basinca tabi tutulur. Bu islemin ardindan elde edilen Kitin  deasetilasyon

islemine tabi tutulur. Deasetilasyon islemi = hammaddenin kostik asit igerisinde
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bekletilmesi ve yikanip fazla suyunun uzaklastirilmasi islemlerini kapsar. Bu
prosediirden elde edilen yas kitosan ise nem miktar1 belirlenen seviyelere indirilene

dek kurutulur [62,63].

Kitinin alkali bir ortamda deasetile edilmesiyle olusan kitosanin yaklasik molekiil
agirligt 3000-2 000 000 g/mol civarindadir. Bu deasetilasyon sonucunda farkli
deasetilasyon derecesine sahip kitosan elde edilir. Sulu ve asidik ortamlarda
¢Oziinebilen kitosan bdyle ortamlarda polielektrolite doniisiir. Standart ¢oziiclisii
olarak c¢ogunlukla seyreltik asetik asit kullanilmaktadir. Coziiniirlik kitosanin
deasetilasyon seviyesine, pH’a, ¢oziicii asitin tiiriine bagh olarak degisebilir. Asit
derisimi ve ¢dziiniirliik ters orantilidir. Icerigindeki zengin azot miktar1 sayesinde

kitosan selatlama ajani olarak da kullanilabilir.
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Sekil 2.2. Kitinden Kitosan Elde edilme siireci [68]

Kitosanin kitinden ve seliillozdan ayri olarak bulundurdugu amin grubu ¢6ziinme
esnaasinda protan alir ve bundan 6tiirii Kitosan pozitif yiiklenir. Bu 6zelliginden dolay1

kitosan, diger polimerlerden ayrilarak pozitif yiikle yiliklenmis hidrofilik
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biyopolimerdir. Ayrica su baglama kapasitesi yiiksek olan kitosan bu sayede film

olusturmak i¢in etkili bir malzemedir [64].

Kitosanin kitine kars1 bazi avantajlari bulunmaktadir. Kitin ancak toksik olan lityum
klariir gibi ¢oziiciilerde ¢oziilebiliyorken kitosan seyreltik asit c¢ozeltilerinde de
kolaylikla ¢oziiniir. Ayrica kitosanda bulunan amin grubu sayesinde g¢esitli

reaksiyonlara girebilir.

Kitosan, antimikrobiyal, antioksidan, anti-timér ve immiinomodiilatér etkilere
sahiptir ve ¢esitli biyomedikal uygulamalarda kullanilir. Ayrica kitosan, ilag tastyict

sistemlerinde kullanilabilen nano boyutlu partikiillerin hazirlanmasinda kullanilir.

Kitosanin kullanim alanlarmin giderek artmasiyla dogadaki deniz kabuklarinin atik
yiikiinlin Oniline gecilmektedir. Bunun yani sira basta saglik sektoriinde yan etki

gostermeyen uygulamalari kitosan biyopolimerinin 6nemli avantajlarindandir [64].

2.7.1. Kitosanin noroprotektif etkileri

Son yillarda, kitosanin noroprotektif 6zellikleri {izerine yapilan ¢alismalar artmistir.
Bu caligsmalar, kitosanin sinir sistemi iizerinde cesitli etkilerinin oldugunu ortaya
koymaktadir. Bazi1 aragtirmalar, kitosanin norotoksisiteyi azaltarak ndronlar
korudugunu gdostermistir. Ayrica, Kkitosanin antioksidan ve anti-enflamatuar
ozellikleri, noronlarin oksidatif stres ve inflamasyon gibi zararli etkilerden
korunmasima yardimer olabilir. Bu nedenle, kitosan ndrodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde kullanilma potansiyeline sahiptir [65]. Bunun yani sira, kitosanin sinir
hiicrelerinin biiylimesini ve yenilenmesini de tesvik edebilecegi diisiiniilmektedir. Bu
etki, norolojik yaralanmalarin ve hastaliklarin tedavisinde kitosanin kullanimin1 daha

da cazip hale getirmektedir.

2.7.2. Kitosan nanopartikiillerinin elde edilme metotlari
Solvent evaporasyon yontemi: Bu yontemde, kitosan ve ¢dziicii madde (genellikle
organik ¢oziiciiler) karistirtlir ve elde edilen ¢ozelti yavas yavas solvent

buharlastirilarak partikiiller olugur.
Emiilsiyon ¢apraz baglama yontemi: Bu yontemde, kitosan polimeri bir yag fazi i¢inde
¢Oziiliir ve sonrasinda su fazi i¢inde ¢apraz baglama ajani olan gluteraldehit veya TPP

gibi bir madde ilave edilir. Bu yontem, kiiresel sekilli partikiillerin iiretiminde

kullanighidir.
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Ultrasonik dispersiyon yontemi: Bu yontemde, kitosan polimeri, bir ¢capraz baglama
ajan1 ve su, ultrasonik titresimler yardimiyla homojen bir dagilim elde edene kadar

karistirilir.

Mikroemiilsiyon yontemi: Bu yontemde, kitosan polimeri, bir ¢apraz baglama ajani,
bir yiizey aktif madde ve bir ¢6ziicii madde bir araya getirilir. Bu bilesenler, ultrasonik

titresimler yardimiyla bir mikroemiilsiyon olusturacak sekilde homojenlestirilir.

Iyonotropik jelasyon yontemi: Kitosan nanopartikiilleri elde etmek icin
kullanilabilecek c¢esitli metotlar gelistirilmistir. Bunlardan en sik kullanilanlartysa
iyonik jelasyon metodu ve ters misel yontemleridir. Ters misel metodunda daha kiigiik
ve kararl partikiiller iretilebiliyor olmasina ragmen yontemde kullanilan capraz
baglayicinin toksik etki gostermesi biiyiik bir dezavantajdir. Iyonik jelasyon
metodunda  fiziksel capraz baglayicilarin kullanilabilmesi, toksik etkileri ortadan
kaldiracagr icin genellikle daha sik tercih edilmektedir. Pozitif yiikli olan kitosan ile
z1t yiike sahip bir ¢apraz baglayici tersinir etkilesime girmesiyle enkapsiilasyon islemi
gerceklesir. Bu yontemde siklikla kullanilan ¢apraz baglayici, toksik olmayan ve
gelismis baglanma o6zellikleri olan TPP dir. TPP’nin yapisinda bulunan polianyon
gruplari ile kitoanin (+) yiiklii amin gruplari arasinda meydana gelen iyonik etkilesime
dayanan bu metot sonucunda non-toksik ve uyumlu bir komplex yap1 olusur. Alkali
kosullarda ¢oziinmeyen kitosan, yapilan g¢aligmaya uygun olarak organik veya
inorganik asit ¢dzeltiler icerisinde ¢odziinebilir. ilk kitosan nanopargaciklari TPP
kullanilarak iyonik jelasyon metoduyla hazirlanmistir. Bu yontemin kontrol edilebilir
olusu, organik ¢oziictilerin kullanilmast 6nemli yonlerindendir. Bu yontemle iiretilen
nanoparcaciklar ile ilaglar ve ¢esitli aktif molekiillerin enkapsiilasyonlari

yapilabilmektedir [66].

Kamstiricr
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Sekil 2.3. Iyonik jelasyon teknigi ile kitosan nanopartikiillerin elde edilmesi [69]
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Iyonik jelasyon yénteminde, hazirlanan kitosan ¢dzeltisi ile enkapsiile edilmek istenen
maddenin homojen ¢ozeltisi elde edildikten sonra TPP soliisyonunun siringa ile yavas
bir sekilde ¢ozeltiye ilave edilmesinin ardindan partikiiller elde edilir. Bu yontemde,
bircok faktér nanopartikiil boyutunu etkileyebilir. Bunlar arasinda kitosan
konsantrasyonu, TPP konsantrasyonu, pH, karistirma hiz1 ve siiresi, sicaklik ve

kitosan/TPP orani gibi faktorler bulunur [66,67].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Caliymada Kullanilan Materyaller ve Malzemeler

3.1.1. Nanopartikiil sentezinde kullanilan kimyasallar
Ceviz, Mersin’den temin edilmistir. Kitosan (Sigma-Aldrich), sodyum tripolifosfat
(TPP) (Sigma-Aldrich), asetik asit (Sigma-Aldrich) firmalarindan temin edilmistir.

3.1.2. Kullamlan cihaz ve ekipmanlar

Zetasizer cihaz1 (NanoPlus Zeta/Nano Particle Analyzer), FTIR (Perkin ElImer marka
Spectrum Two model Fourier Doniisiimlii Infrared), Spektrometre (Shimadzu UV-
2600), Taramali Elektron Mikroskopu(SEM) (JSM-6060LV), pH metre (Lab 850
Schott), Santrifiij Cihaz1 (Niive NF 200), Sogutmali Santrifiij cihaz1 (Niive NF 800R
Sogutmal1 Santrifiij), Sonikator (Jingxin Technology Ultrasonic Cell Crusher), Hassas
Terazi (ATX 220 Shimadzu), Buzdolab1 (Beko), Etiiv, Manyetik karistirict, UV
spektroskopisi (Shimadzu UV-2600 model), Blender(Hotmix 2155 Beko), Vortex
(Heidolp Reaxtop)

3.2. Metot

3.2.1. Ceviz endokarp zar ekstraktinin elde edilmesi

Ceviz meyveleri Mersin-Tarsus’tan temin edildi. Cevizler kirilarak ortalarindaki
endokarp zarlar1 ayrildi. Elde edilen zarlar blender yardimiyla ufak parcalara ayrildi.
Endokarp zarlarinin ekstrakte edilmesi i¢in saf suyla demleme metodu kullanildi. Saf
su kaynatilarak {izerine pargalanmis ceviz zarlari ilave edildi ve 15 dk daha
demlenmesi saglandi. Sogumasi i¢in bekletilmesinin ardindan filtre kagidi kullanilarak
posa kismindan ayrilan ekstrakt, 4500 rpm de 10 dk boyunca santrifiijlendi. Son olarak
elde ettigimiz ekstrakt kullanilmak {izere siselenerek 4°C de buzdolabinda muhafaza
edildi.



3.2.2. Kitosan nanopartikiillerinin(CSNP) olusturulmasi

Nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in iyonik jelasyon teknigi kullanilmustir. ilk olarak
kitosan polimeri(%0.3 w/v), %1(v/v) lik asetik asit ¢Ozeltisi igerisinde ¢oziilerek
hazirlanmistir.  Hazirlanan ¢ozelti manyetik karistiricida 750 rpm de 5 saat
karistirilmaya birakilmistir. Iyonik capraz baglayict molekiil olarak sodyum
tripolifosfat(TPP) kullanilmistir. TPP ¢6zeltisi 0.6 mg/ml konsantrasyonunda distile
su kullanilarak haazirlanmistir. Hazirlanan TPP soliisyonu 1 saat oda sicakliginda 750
rpm de karistirilarak homojen ¢ozelti elde edilmistir. Ardindan pH metre ile kitosan
¢ozeltisinin pH’1 4.8 olarak ayarlanmistir. Bunun i¢in 0,1 M NaOH tamponu
kullanilmigtir. Kitosan ¢ozeltisi beher igerisine alinarak 1000 rpm de karigtirillmaya
alinmis ve bu esnada lizerine TPP ¢0Ozeltisi damla damla eklenmistir. Kitosan/TPP
orani 5:2 hacimsel oranda olacak sekilde ayarlanmistir. Elde ettigimiz ¢ozelti 1 saat
bu sekilde karistirilmaya devam edilmistir. Daha sonra karisim 10 000 rpm de 45 dk
santrifiijlenerek nanopartikiiller elde edilmistir. Nanopartikiillerin bulundugu pellet
kismi, diger deneyler ve karakterizasyon islemlerinde kullanilmak {izere ayrilmis ve

4°C de saklanmustir.

3.2.3. Ceviz endokarp zar1 ekstrakti yiikli kitosan nanopartikiillerinin
(JP/CSNP) olusturulmasi

Nanopartikiillerin hazirlanmasi igin iyonik jelasyon teknigi kullanilmustir. {lk olarak
kitosan ¢ozeltisi(%0.3 w/v), %1 lik asetik asit ¢Ozeltisi icerisinde hazirlanmustir.
Hazirlanan ¢6zelti manyetik kanistiricida 750 rpm de 5 saat kanistirilmaya
birakilmistir. Iyonik capraz baglayict molekiil olarak sodyum tripolifosfaat(TPP)
kullanilmistir. TPP ¢o6zeltisi 0.6 mg/ml konsantrasyonunda distile su kullanilarak
hazirlanmistir. TPP soliisyonu 1 saat oda sicakliginda 750 rpm de karistirilarak
homojen ¢ozelti elde edilmistir. Ardindan pH metre ile kitosan ¢ozeltisinin pH’1 4.8
olarak ayarlanmistir. Bunun i¢in 0,1 M NaOH tamponu kullanilmistir. Kitosan
¢ozeltisi 1000 rpm de karistirilmaya alinmis ve karisim esnasinda  farkli oranlarda
ekstrak (seril: 10 mg/ml, seri2: 5 mg/ml, seri3: 2.5 mg/ml) ilave edilerek 3 farkh
konsantrasyonda kitosan /ceviz zar1 ekstrakt ¢ozeltisi elde edilmistir. Ardindan 1000
rpm de karigmaya birakilan ¢ozeltilerin lizerine kitosan/TPP orani 5:2 hacimsel oranda
olacak sekilde damla damla TPP ¢6zeltisi eklenmistir. Daha sonra karistm 10 000 rpm
de 45 dk santrifiijlenerek nanopartikiiller elde edilmistir. Nanopartikiillerin bulundugu

pellet kism1 ve ayrilan siipernatantlar diger deneyler ve karakterizasyon islemlerinde
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kullanilmak tizere 4°C de saklanmigtir. Nanopartikiillere yiiklenen ekstrakt miktarlart

ve isimleri Tablo 3.1 de gosterilmektedir.

Tablo 3.1. Nanopartikiillerin formiilasyonlari.

Nanopartikiil ismi Ekstrakt Miktar1 (mg/ml)
CSNP 0
Seril JP/CSNP 10
Seri2 JP/CSNP 5
Seri3 JP/CSNP 2.5

3.2.4. CSNP ve JP/CSNP’lerin partikiil boyutu analizi ve zeta potansiyeli 6l¢iimii
Bos ve ceviz endokarp 6ziitii yiiklenmis nanopartikiillerin boyut, zeta potansiyelleri ve
PDI degerlerinin analiz edilmesi amaciyla dinamik 151k Sa¢ilimi teknigi ve
elektroforetik 151k sagilimi teknigi ile NanoPlus Zeta cihazi kullanilmistir. Pellet
icerisindeki nanopartikiiller saf su ile seyreltilerek sonikator ile 10 dakika homojenize
edilmis ve Ol¢timlerden Once vortex yardimiyla karigtirtlmistir. Hazirlanan 1’er ml
ornekler analiz icin Ol¢lim kiiveti i¢ine alinarak nanopartikiillerin boyut ve PDI
degerleri DLS teknigi ile 6l¢iilmiistiir. Ayn1 sekilde hazirlanan nanopartikiillerin zeta
potansiyel dlciimleri ELS teknigi kullanilarak gergeklestirilmistir. Olgiimler her bir

ornek icin 3 tekrar olarak gergeklestirilmistir.

3.2.5. JP/CSNP lerin enkapsiilasyon verimlerinin hesaplanmasi

Ceviz endokarp zar1 ekstraktinin, kitosan nanopargaciklari icerisine enkapsiilasyon
oranlarinin belirlenmesi i¢in UV spektrofotometre kullanildi. Enkapsiilasyon oran,
ceviz endokarp Oziitiiniin ne kadarinin nanopargaciklarin igerisine hapsoldugunu

gosterir.

JP/CSNP’lerin enkapsiilasyon oranlart denklem 3.1 kullanilarak hesaplanmistir.
Enkapsiilasyon oraninin belirlenmesi amaciyla dncelikle enkapsiile olmayan ekstrakt
miktar1 analiz edilmistir. Bunun ig¢in siipernatanttan UV cihazinda 280 nm’de
absorbans Ol¢limii alinmistir. Enkapsiile olan ekstrakt miktari, kullanilan toplam

ekstrakttan stipernatanttaki ekstrakt miktari ¢ikarilarak elde edilmistir [77].
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. (Enkapsiile Olmus Ekstrakt Miktart)
Enkapsiilasyon orant = d 7 , x 100 (3.1)
(Total Ekstrakt Miktart)

3.2.5.1. Ceviz endokarp zar1 ekstraktinin kalibrasyon egrisinin olusturulmasi

Ceviz endokarp zari ekstraktina ait kalibrasyon egrisi, farkli konsantrasyonlarda
seyreltilerek  hazirlanan  ekstraktin 280 nm’de absorbans Ol¢iimlerinin
gerceklestirilmesiyle olusturulmustur. Son konsantrasyonlar1 0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 2
mg/ml, 4 mg/ml ve 8§ mg/ml olacak sekilde hazirlanan ekstrakt diliisyonlar1 UV-
spektrofotometre cihazinda ekstrakta ait max absorbans degeri olan 280 nm’de
absorbansinin 6l¢iilmesi ile kalibrasyon egrisi grafigi olusturulmustur. Elde edilen
kalibrasyon egrisi ila¢ salim profilinin olusturulmasinda ve enkapsiilasyon oranlarinin

hesaplanmasinda kullanilmistir.

3.2.6. JP/CSNP ila¢ salim testi

Ceviz endokarp zar1 ekstrakti enkapsiile edilen kitosan nanopartikiillerinin ila¢ salim
profilleri, insan viicut ortam1 pH degeri taklit edilerek incelenmistir. 0.01 M degerinde
pH 7.4 fosfat tampon soliisyonu hazirlanilarak salim ortami i¢in kullanilmistir. Pellet
igerisindeki nanopartikiiller 10 ml tampon ortamina ilave edilmistir. 0. Saatte ilk 6l¢iim
alinarak sonrasinda nanopartikiiller tampon igerisinde 37°C de 750 rpm altinda
manyetik karistiricida karigmasi igin birakilmistir. 2 saat araliklarla 10. saate kadar
karisimdan Ornekler alinmis olup, alinan 6rneklerden UV spektrofotometrede 6l¢iim
alinmistir. Nanopargaciklarin  ortaminin degismemesi i¢in her Olgiim sonrasinda

6lclim i¢in alinan 6rnek hacmi kadar tampon ortama ilave edilmistir.

UV spektrofotometrede yapilan 6l¢iimler sonucunda okunan absorbans degerleri ile
daha oOnce elde ettigimiz kalibrasyon egrisi denkleminden yararlanilarak ortama
salian ekstrakt miktar1 tespit edilmistir. Salim yiizdesinin hesaplanabilmesi i¢in
formiil 3.2°den yararlanilmigtir. Nanopartikiillerin salim profilinin olugturulmasi i¢in

ise tespit edilen salim yiizdelerinin zamana bagl olarak grafigi olusturulmustur [77].

(Ortamda Salinan Ekstrakt Miktart)
(Total Ekstrakt Miktart)

Salim Yizdesi (%) = %x 100 (3.2)
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3.2.7. Yapilarm fourier doniisiimlii kizilotesi spektrofotometre (FT-IR) ile
kimyasal yapilarinin incelenmesi

Yapilarin detayli analizi i¢in igerdikleri kimyasal bag yapilar1 fourier transform
infrared spektroskopisi kullanilarak tespit edildi. FTIR kimyasal baglarin detayli
analizi i¢in kullanilan bir karakterizasyon teknigidir. Ceviz zarindan elde edilen
ekstrakt, TPP ¢ozeltisi, kitosan ¢o6zeltisi, bos nanopartikiiller ve JP/CSNP’ler
kurutularak toz haline getirilerek hazirlanmistir. Kullanilan malzemelerin aralarindaki
etkilesimi belirlemek amaciyla tiim numunelerin ayr1 ayr1 FTIR spektrum dl¢timleri
alinmistir. Numunelerin koyuldugu kisim her seferinde alkol ile temizlenmistir.
Omeklerden bir miktar numune 6l¢iim yerine koyularak dalga boyu 4000-400 cm™
araliginda spektrumlar alinmistir. Bu sayede nanopartikiillerin fonksiyonel gruplari
incelenerek analiz edilmis, ayn1 zamanda elde edilen spektrumlar incelenerek ceviz
zart  ekstraktinin  nanopargaciklar  igerisine  enkapsiile olup  olmamasi

degerlendirilmistir.

3.2.8. Nanopartikiillerin SEM analizi

Uretilen bos kitosan nanopartikiillerin ve ekstrakt yiiklii nanopartikiillerin yiizey
morfolojilerini ve sekillerini detayli arastirmak igin SEM (Taramali Elektron
Mikroskopu) kullanilmistir. Kurutulan CSNP ve JP/CSNP ornekleri SEM gridleri
tizerine karbon bantlar vasitasiyla yerlestirilmis ve vakumlandiktan sonra tizeri altin
karigimi ile kaplama yapilmistir. Hazirlanan numunelerin SEM cihazinda boyut ve

yapilar1 incelenmistir.

3.2.9. Antioksidan test

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) serbest radikal giderimi metodu kolay ve kisa
stirede sonu¢ vermesi sebebiyle antiradikal aktivite tayinlerinde siklikla
kullanilmaktadir. Aktivite tayini Blois metodu modifiye edilerek uygulandi. DPPH
koyu menekse renginde, 517 nm’de en yiiksek absorbans degerini veren bir serbest
radikaldir. Yontem antioksidan madde ile birlikte absorbans degisiminin gézlenerek
antioksidan aktivitenin belirlenmesi esasina dayanir [78]. Bu metot ile CSNP ve

JP/CSNP lerin antioksidan aktiviteleri belirlenmistir.

Farkli konsantrasyonlarda yiikleme yapilan nanopartikiillerin, bos nanopartikiillerin ve
yiikleme yapilan konsantrasyonlarda hazirlanan(2.5 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml) ceviz
endokarp ekstrakti 6rneklerinden 1’er ml alinarak iizerine 4 ml 0,1 mM DPPH eklendi.

Kontrol ¢ozeltisi, 4 ml DPPH f{izerine 1 ml saf su eklenerek hazirlandi. Son olarak
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25°C de yarim saat inkiibasyona birakilan numuneler 517 nm’de UV spektrofotometre
ile Olclilmiistiir.  Serbest radikal siipiirme aktivitesi denklem 3.3 kullanilarak

hesaplanmustir.

(% inhibisyon) = AKontrol - A%mek 1100 (3.3)

AKontrol

A kontroi= kontrol absorbansi (517 nm’de)

A 6mek= 0rnek absorbansi (517 nm’de)
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4. DENEYSEL SONUCLAR

Iyonik jelasyon teknigi ile kitosan nanopartikiilleri 3 farkli konsantrasyonda ekstrakt
yuklemesi yapilarak basarili bir sekilde elde edilmistir. Karakterizasyon ¢aligsmalar1

sonuclar1 detayli olarak asagida agiklanmaktadir

4.1. Ceviz Zan Ekstrakti Yiiklenen Kitosan Nanoparcaciklarinin ve Kitosan
Nanoparcaciklariin Karakterizasyonu

4.1.1. CSNP ve JP/CSNP’ lerin partikiil boyutu analizi ve zeta potansiyeli
olciimii

Elde edilen nanoparcaciklarin DLS teknigi ile PDI degerleri ve partikiil boyutlari
NanoPlus Zeta cihazi kullanilarak yapilmistir. Zeta potansiyel 6l¢iimii ise ELS teknigi
ile dl¢iilmiistiir. En etkili konsantrasyonu bulmak amaciyla 3 farkli konsantrasyonda
hazirlanan nanopargaciklarin optimizasyonu yapilmgtir. Olgiimler 3 tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen analiz sonuglar1 birbiriyle tutarlilik gosterdiginden

nanopartikiillerin boyut 6l¢iimii sonuglar1 dogrulanmastir.

Kitosan nanopartikiillerinin boyutlart NanoPlus Zeta ile yapilan analiz ile ortalama
deger olarak CSNP i¢in 281 nm ve PDI degeri 0.24 olarak bulunmugtur CSNP’ ye ait
boyut grafigi Sekil 4.1 de gosterilmektedir. Tiim nanopartikiil boyut degerleri ve PDI

degerleri Tablo 4.1°de verilmektedir.

5 7T 1o
3
o ot L)
F e =
@ y 3
c c
i 8
= / =
= o 50 —
T 2
= s 2
S S
L E
[ 3
£ % 0
) IIIIIIll Il

o il Nl 0

1 10 100 1000
Diameter (nm)

Sekil 4.1. CSNP Boyut Analizi



DLS ile yapilan 6l¢iim sonucu seril JP/CSNP i¢in ortalama nanopartikiil boyutu 197
nm ve PDI degeri 0.32 olarak bulunmustur (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Seril JP/CSNP Boyut Analizi

DLS ile yapilan 6l¢iim sonucunda seri2 JP/CSNP ig¢in ortalama nanopartikiil boyutu
194 nm ve PDI degeri 0.34 olarak bulunmustur (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Seri2 JP/CSNP Boyut Analizi
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DLS ile yapilan 6l¢iim sonucunda seri3 JP/CSNP igin ortalama nanopartikiil boyutu
237 nm ve PDI degeri 0.27 olarak bulunmustur (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Seri3 JP/CSNP Boyut Analizi

Nanopargaciklara ait zeta potansiyel 6lgiim sonuglar1 Tablo 4.1°de ve Sekil 4.5-4.8 de

gosterilmektedir.

Tablo 4.1. CSNP ve JP/CSNP lerin boyut, zeta potansiyel ve PDI degerleri.

Nanopartikiil Boyut (nm) Zeta Potansiyeli PDI Degeri
(mV)
CSNP 281 17.18 0.24
Seril 197 44.13 0.32
Seri 2 194 38.72 0.34
Seri 3 237 20.41 0.27
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Yapilan analiz sonucunda CSNP’ye ait zeta potansiyeli
bulunmustur (Sekil 4.5).

degeri 17.18 mV olarak

Zeta Potential (mv)

400.0

Sekil 4.5. CSNP zeta potansiyeli

ELS ile yapilan 6l¢iim sonucunda seril JP/CSNP igin zeta potansiyeli degeri 44.13

mV olarak bulunmustur (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Seril JP/CSNP zeta potansiyeli

ELS ile yapilan 6lgiim sonucunda seri2 JP/CSNP igin zeta potansiyeli degeri 38.72

mV olarak bulunmustur (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Seri2 JP/CSNP zeta potansiyeli

ELS ile yapilan 6lgiim sonucunda seri3 JP/CSNP igin zeta potansiyeli degeri 20.41
mV olarak bulunmustur (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Seri3 JP/CSNP zeta potansiyeli

4.1.2. Ceviz endokarp zar ekstraktinin kalibrasyon egrisinin olusturulmasi

Ceviz endokarp zar1 ekstraktina ait kalibrasyon egrisi farkli konsantrasyonlarda
seyreltilen ekstraktin 280 nm’de absorbans oOl¢iimi ile elde edildi. Son
konsantrasyonlaar1 0.5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml, 4 mg/ml ve 8 mg/ml olacak sekilde
hazirlanan ekstrakt c¢dozeltileri absorbans dlgiimleri ile kalibrasyon egrisi
olusturulmustur. Elde edilen egrinin denklemi ekstraktin ~ nanopargaciklara

enkapsiilasyonu ve ila¢ salim profilinin olusturulmasinda kullanilmistir.

Ceviz zar1 ekstraktinin kalibrasyon egrisi ve denklemi Sekil 4.9’da gosterilmektedir.
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Sekil 4.9. Ceviz endokarp zarina ait kalibrasyon egrisi

4.1.3. JP/CSNP’lerin enkapsiilasyon verimlerinin hesaplanmasi

Nanopartikiiller elde edilirken olusan siipernatant kisimlarinin 280 nm’de
absorbanslar1 Ol¢lilmiistiir. Elde edilen absorbans degerleri kalibrasyon egrisi
denkleminde (Denklem 4.1) yerine koyularak enkapsiile olmayan ekstrakt miktari

hesaplanmistir. Hesaplamalar her bir seri i¢in ayr1 ayri yapilmaigtir.

y =0.1037x + 0.1346 (4.1)

Hesaplama sonucunda toplam kullanilan ekstrakt miktarindan enkapsiile olmayan
ekstrakt miktarinin ¢ikarilmasiyla enkapsiile olan ekstrakt miktarlart bulunmustur. Bu
degerler denklem 3.1 de yerine koyularak enkapsiilasyon oranlar1 seril JP/CSNP i¢in
%87, seri2 JP/CSNP icin % 89 ve seri3 JP/CSNP i¢in %80 olarak hesaplanmistir. Bu
degerler Tablo 4.1 de de verilmektedir.

Tablo 4.2. JP/CSNPlerin enkapsiilasyon oranlari.

Nanopartikiil Enkapsiilasyon Orani (%)
Seril JP/CSNP 87
Seri2 JP/CSNP 89
Seri3 JP/CSNP 80

4.1.4. JP/CSNP ila¢ salim testi
Ekstrakt yiiklii nanopartikiillerin ilag salim profilleri PBS igerisinde manyetik

karistiricida karigan nanopartikiillerin 2 saat araliklarla 6 kez UV absorbans 6l¢iimleri
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alinarak olusturulmustur. Absorbans degerleri kullanilarak salim yiizdeleri

hesaplanmis ve ardindan JP/CSNP lerin zamana bagli salim grafikleri olusturulmustur.

Elde edilen salim profili incelendiginde Ceviz zar1 ekstrakti yiikli kitosan
nanopartikiillerinin seril JP/CSNP i¢in 10. Saat sonunda %33’liikk salim oranina
ulastig1 gozlemlenmistir. 10. saatin sonunda diger nanopartikiiller i¢in bu degerler
seri2 JP/CSNP icin %20, seri3 JP/CSNP i¢in %12 olarak hesaplanmistir.
Nanopartikiillere yiiklenen ekstraktin konsantrasyonu ile salim miktar1 arasinda dogru

bir orant1 gbzlemlenmistir. Sonuglar Sekil 4.10’da verilmektedir
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Sekil 4.10. JP/CSNP’lerin ilag salim profili

4.1.5. Yapilarin fourier doniisiimlii kizilotesi spektrofotometre (FT-IR) ile
kimyasal yapilarinin incelenmesi

Ceviz zar ekstraktinin nanoparcaciklarin icerisine enkapsiilasyonunun goriilebilmesi
amaciyla formiilasyonda kullanilan malzemelerin kimyasal yapilar1 belirlenmistir. Bu
amagla ceviz zan ekstrakti, kitosan, TPP, CSNP ve JP/CSNP’lerin her birinin toz
formlar1 FTIR ile analiz edilmistir. Spektrumlarda olusan spesifik pikler incelenerek
yapilarin kimyasal etkilesimleri gozlemlenmistir. Orneklerin FTIR spektrumlar

asagidaki Sekil 4.11-4.15 de gosterilmektedir.

FTIR analiz sonuglar1 incelendiginde, kitosan yapisina ait 3244 cm™ de beliren pik

hidrojen baglarindan kaynaklanan O-H ve N-H stre¢ bantlarini temsil eder (Sekil

4.11). Spektrumda goriilen 2910 cm™ da goriilen bant metil veya metilen gruplarinin

streg titresimlerine isaret eder. 1537 cm™ de goriinen pik aromatik halkalarin varligi

veya aromatik C=C stre¢ bantlarina isaret etmektedir. 874 cm-! ve 1200 cm
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araligindaki pikler ise C-O-C streg titresimlerine isaret etmektedir. Bununla beraber
CSNP ve JP/CSNP ye ait pikler benzer araliklarda ve benzer yapilardadir. Kitosan
nanopartikiiller igerisine bitkisel ekstrakt enkapsiilasyonu ile piklerin ve dalga
boylarimin siddetinde biiyiik degisiklik olusmadigi daha ©nce yapilan benzer
calismalarda belirtilmistir [70]. Ancak ceviz endokarp zarma ait piklerden bazilari
JP/CSNP ye ait spektrumda goriinmemekte ve kitosana ait bazi pikler spektrumda
goriinmektedir. Dolayisiyla ekstraktin nanopartikiiller igerisine enkapsiilasyonunun

oldugu anlagilmaktadir.
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Sekil 4.11. Kitosana ait FTIR spektrumu

Ceviz endokarp zarina ait 1599 cm™ da bulunan absorpsiyon piki (Sekil 4.12)

iceriginde bulunan fenolik bilesiklerin veya flavonoidlerin varligini gosterir [71].
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Sekil 4.12. Ceviz endokarp zarina ait FTIR spektrumu

JP/CSNP ye ait spektrum goriintiisii Sekil 4.13’te goriilmektedir. Ceviz endokarp
zarina ait spesifik piklerin goriilmemesi ve kitosana ait piklerin spektrumda belirmesi

ile ekstraktin nanopartikiillere yiliklendigi goriilmektedir.
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TPP ye ait spektrumda 1209 cm-1 da ki karakteristik pik yapisindaki P=O streg

titresimlerine karsilik gelmektedir (Sekil 4.14). TPP spektrumundaki 1077 cm™ ve 874

cm'deki bantlar POs gruplarinin asimetrik ve simetrik streg titresiminden &tiirii
olusmaktadir [71].
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Sekil 4.14. TPP ye ait FTIR spektrumu

CSNP ye ait FTIR spektrumu Sekil 4.15°de verilmektedir. 1600-1400 cm™ araliginda

goriinen pikler protonlanan amino gruplarindaki N-H baglanma titresimlerini

belirtmektedir.
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Sekil 4.15. CSNP ye ait FTIR spektrumu

4.1.6. CSNP ve JP/CSNP lerin SEM analizi

SEM ile yapilan goriintileme parcaciklarin morfolojik yapilar1 hakkinda bilgi
edinilmektedir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.16-4.17°de verilmektedir. CSNP ve seri2
JP/CSNP’e ait nanopartikiillerin kiiresel yapilarda olduklar1 ve benzer biiyiikliiklerde
olduklar1 goriilebilmektedir. Elde edilen goriintiilerde pargacik boyutlar: 150-350 hm
arasinda degiskenlik gostermektedir. Ayrica SEM goriintiilerinde elde edilen parcacik
boyutlar1 Zetasizer ile yapilan Olg¢lim sonucundaki parcacik boyutlariyla
karsilagtirildiginda SEM goériintiilerinin daha biiytik goriindiigii gézlemlenmistir. Buna

pargaciklardaki agregasyonun sebep olabilecegi diistiniilmektedir [79].

ZB kU 1. 68848 18mm"

Sekil 4.16. CSNP ye ait SEM goriintiisii
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Sekil 4.17. Seri2 JP/CSNP ye ait SEM goriintiisii

4.1.7. Antioksidan test

CSNP ve JP/CSNP’lerin serbest radikal giderim aktivitesi DPPH ile belirlenmistir. %
inhibisyon oranlari denklem 3.3 ile hesaplanarak Sekil 4.18’de verilmistir. Kitosan
nanopartikiiller icerisine enkapsiile edilen ekstrakt miktarinin artmasiyla inhibisyon
aktivitesinin de arttig1 gézlemlenmistir. 10 mg/ml ekstrakt enkapsiile edilen seril
JP/CSNP ler % 85 inhibisyon degeri gosterirken 2.5 mg/ml ekstrakt enkapsiile edilen
seri3 JP/CSNP’ler % 31.2 inhibisyon orani gostermistir. Bos olan CSNP’ler ise % 8.7

inhibisyon aktivitesi gostermistir.

DPPH (% inhibisyon)

W CSNP M seri3 JP/CSNP M seri2 JP/CSNP M seril JP/CSNP

Sekil 4.18. CSNP ve JP/CSNP’lerin DPPH aktivitesi
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Ceviz endokarp zar1 ekstrakt: ile yapilan DPPH giderim aktivitesi 6l¢iim sonuglari
Sekil 4.19°da verilmektedir. 10 mg/ml konsantrasyonu i¢in % 87.7 inhibisyon degeri
Olgiilirken 5 mg/ml i¢in % 85 ve 2.5 mg/ml i¢in % 83.3 inhibisyon degeri
gozlemlenmistir. Standart olarak kullanilan trolox i¢in inhibisyon aktivitesi tiim

konsantrasyonlarda %90-91 araliginda hesaplanmastir.
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Sekil 4.19. Ceviz endokarp ekstraktinin DPPH aktivitesi
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5. SONUC VE ONERILER

Ceviz endokarp zarinin beyin saghgina etkileri g¢esitli c¢alismalarda ortaya
koyulmustur. Temel hedefimiz beyindeki ndrodejeneratif rahatsizliklar i¢in ceviz
malzemesinin hedefe tasinimini kolaylagtirmak etkilerini arttirarak yararlanimin
yiikseltmek ve bu amag¢ dogrultusunda ilag salimi profillerinin olusturularak dogal ilag

olabilme potansiyelini degerlendirmektir.

Tez calismast kapsaminda, ceviz endokarp zarindan elde ettigimiz ekstraktin farkl
konsantrasyonlarda (10 mg/ml seril, 5 mg/ml seri2, 2,5 mg/ml seri3) iyonik jelasyon
teknigi ile olusturulan kitosan nanopartikiiller igerisine enkapsiile edilmistir. Yapilan

karakterizasyon iglemleri sonuglar asagida 6zetlenmektedir:

Ceviz endokarp zar1 ekstrakti kitosan nanopartikiillere enkapsiile edilerek JP/CSNP ler
ve bos olan CSNP’ler iyonik jelasyon teknigi ile sentezlendi. Uretilen CSNP ve
JP/CSNP nanoparcaciklarinin zeta potansiyeli, boyut analizleri, enkapsiilasyon
oranlari, ila¢ salim profillerinin olusturulmasi, SEM ve FTIR analizlerinin yapilmasi

ve antioksidan tayini ile karakterizasyon islemleri yapilmistir.

Sentezlenen nanopartikiillerden boyut ve zeta potansiyeli ¢alismalar1 sonucunca
CSNP’ler i¢in ortalama 281 nm parcacik boyutu, 17.18 mV zeta potansiyel degeri
gozlemlenmistir.  Cesitli  konsantrasyonlarda  ekstrakt yiliklemesi yapilan
nanoparcaciklarda seril JP/CSNP’ler ortalama 197 nm parcacik boyutu, 44.13 mV
zeta potansiyeli, seri2 JP/CSNP’ler de 194 nm pargacik boyutu 38.72 mV zeta
potansiyeli ve seri3 JP/CSNP’ler i¢in 237 nm parcacik boyutu, 20.41 mV zeta
potansiyeli gézlemlenmistir. Yapilan aragtirmalarda nanopartikiillerin boyutlarinin
icerisine yliklenen etken maddenin etkinligini degistirerek toksisiteyi etkiledigi
goriilmistir [72]. Genel olarak terapotik amaglarla {retilen  polimerik
nanopartikiillerin 100-400 nm arasinda degisen boyutlar1 vardir [73]. Cok biiyiik
nanopartikiiller genellikle KBB'yi gegmek icin zorluklarla karsilasir ¢iinkii boyutlar
nedeniyle siki baglantilardan ge¢mekte zorlanirlar. Bunun yami sira, ¢ok kiiciik
nanopartikiiller de KBB'yi gecmek i¢in zorluklarla karsilasabilir ¢iinkii hizli bir sekilde

kandan uzaklasabilir veya viicut tarafindan temizlenirler. Bu nedenle, 10 ila 200



nanometre arasindaki nanopartikiil boyutu, optimum gegirgenligi ve etkili bir ilag

tasima yetenegini saglamak i¢in tercih edilen bir boyut araligidir [73].

Polidispersite degeri olarak tanimladigimiz PDI partikiillerin homojenitesinin
Ol¢timiidiir. Miimkiin oldugunca sifira yakin ve diisiik olmasi beklenilmektedir [72].
Elde ettigimiz sonuglarda PDI degerleri incelendiginde CSNP’ler igin 0.24, seril
JP/CSNP’ler igin 0.32, seri2 JP/CSNP’ler igin 0.34 ve seri3 JP/CSNP’ler i¢in 0.27

olarak tespit edilmistir.

Sentezlenen nanopartikiillerin enkapsiilasyon oranlar1 hesaplanarak nanopartikiillerin
%89-80 degerleri arasinda enkapsiilasyon orani gosterdigi  bulunmustur.
Enkapsiilasyon orani en yiiksek olan seri2 JP/CSNP ler % 89 degerinde enkapsiilasyon
orani gostermistir. Elde edilen bulgular kapsaminda CSNP ve JP/CSNP’lerin basartyla

sentezlendigi ve enkapsiilasyon oranlarinin yeterince yiiksek oldugu belirlenmistir.

Farkli konsantrasyonlardaki JP/CSNP’lerin ilag salim degerleri incelendiginde 10.
saat sonunda seril JP/ CSNP’ler % 33 oraninda salim gosterdigi, seri2 JP/CSNP’lerin
%20 oraninda ve seri3 JP/CSNP’lerin % 12 oraninda ortama salim yaptigi
hesaplanmistir. Boylelikle uzun siireler endokarp zar1 ekstraktinin etkinliginin devam

edecegi diistiniilmektedir.

Kundu S. ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada(2018) irinotekan adli ilacin
kitosan nanopartikiillere enkapsiilasyon oranin1 %60 olarak rapor etmislerdir
Nanopartikiillerin boyutlarinin 150-200 nm arasinda oldugunu ve pozitif zeta

potansiyeli (25 mV ile +35 mV arasi) gézlemlemislerdir [74].

Sun ve arkadaglari(2019) rivastigmin adli ilacin kitosan nanopartikiillere
enkapsiilasyonu ve karakterizasyonunu igeren ¢aligmalarinda 200-300 nm boyutunda
kitosan nanopartikiiller iiretmisler. Pozitif zeta potansiyeli (+20 mV ile +30 mV aras1)
gozlemlemisler ve rivastigminin enkapsiilasyon oranini % 85 olarak rapor etmislerdir

[75].

Bir diger ¢alismada ise Lin ve ark(2020) iirettikleri kitosan nanopartikiillerine
doksetaksel adl1 ilacin enkapsiilasyon oranini % 65 olarak rapor etmektedir. Yaklasik
150-200 nm boyutunda kitosan nanopartikiiller olusturmuslar ve +30 mV ile +40 mV

aras1 pozitif zeta potansiyeli gdzlemlemislerdir [76].
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FTIR analizi ile incelenen spektrumlarda ceviz zarina ait ekstraktin aktif gruplar ile
kitosanin fonksiyonel gruplari arasinda ters bir etkilesim olmadigi ve ekstraktin

nanoparcaciklar igerisine enkapsiile oldugu anlasilmaktadir.

SEM ile goriintiilenen CSNP ve seri2 JP/CSNP sonuglar1 degerlendirildiginde partikiil
yapilarinin zamanla birbirine yapismasi ve birlesmelerin olmasindan 6tiirii partikiil
boyutlarinin daha yiiksek oldugu diisiiniilmektedir [79]. Zetasizer ile boyut 6l¢timiinde
nanopartikiillerin seyreltilerek sonikatérde sonike edilmesiyle partikiillerin birbirine
yapisma egiliminin azaldig1 dolayisiyla nanopartikiil boyutlarinin  azaldigi
disiiniilmektedir. Nanopargaciklara yiiklenen ekstrakt konsantrasyonu ile

nanoparcacik boyutu arasinda bir iligki olmadigi anlagilmaktadir.

Antioksidan aktivitesi sonuglarin gore JP/CSNP’lere yiiklii ekstrakt konsantrasyonu
arttikga antioksidan etkinliginin de artti1 ancak ekstraktin ve nanopartikiillerin
antioksidan etkileri kiyaslandiginda nanokapsiilasyonun antioksidan aktiviteyi

diisiirdiigii gozlemlenmistir.

Son olarak uygun maliyetle sentezlenen CSNP ve ceviz endokarp zarinin polimer
kitosan igerisine enkapsiile edilmesiyle literatiirde rastlanmayan bir nanoformiilasyon
olan JP/CSNP’lerin yiiksek antioksidan Ozellikleri, yeterli enkapsiilasyon verimi,
uygun kontrollii salim1 ve ceviz endokarp zarinin daha 6nceki ¢alismalarla kanitlanmis
beyin i¢in terapétik etkileri g6z Onilinde bulunduruldugunda ndrodejeneratif
rahatsizliklarda kullanilmak {izere 6nemli potansiyel oldugu anlagilmaktadir. Elde
ettigimiz sonuclar tezin hipotezini desteklemektedir. Daha sonraki caligmalar i¢in

nanoparcaciklarin sitotoksisite ¢alismalarinin gerceklestirilmesi dnerilebilir.
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