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Ozet: Kolloidal parcaciklar iceren kompleksler dahil olmak tizere dogal polielektrolitler, tibbi maddelerin
kontrolli baglanma olasiligi ve bunlarin hedef organa hedeflenen teslimi nedeniyle eczanede giderek daha
fazla kullaniimaktadir. Bununla birlikte, polielektrolit nanodispersiyonlarin (ND) olusumu, stabilitesi ve
molekdler kitle 6zellikleri, mense ortaminin dogasina ve bilesimine bagl olarak degisir. Bunun nedeni,
¢ogu dogal ND icin kalite kontrolliine ve dlizenleyici belgelere yonelik standartlastiriimis yaklagimlarin
olmamasidir . Bu yazida, énce izolasyonu tanittik, ardindan fiziko-kimyasal 6zellikleri ve biyoaktiviteleri
Uzerine arastirmalar yaptik. Kurutulmus damlacik yéntemini kullanarak “kahve halkasi etkisini” tespit
edebildik. SEM kullanilarak EHA ve FA ile kurutulmus numunelerin yiizey yapisinin fraktografik calismalari,
bunun heterojenligini ve polielektrolitin i¢ molekuler bosluklarinda kapsillenmis mikron alti pargaciklarin
varligini gosterdi. FTIR spektroskopisi, nanopartikiller ve dallanmis bir cerceve parcasindan olusan benzo-
a-piron ve benzo-y-pironun ND kimyasal yapisini ortaya ¢ikardi . Himik madde ekstrakti ve fulvik asitte X-
1sini floresansi ile tespit edilen ana elementler arasinda Si, P, S, K, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn bulunurken, Fe yiksek
konsantrasyonlardadir. UV spektrumlari ve flioresan radyasyon , fulvat kromon yapisinin optik ézellikleri
Uzerindeki etkisini inceleme olasiligini gosterdi. Polielektrolitlerin baslangic ¢ozeltilerinin 1:10 oraninda
seyreltilmesinin, daha kuglik nanoparcaciklarin saptanmasina ve ND stabilitesinin bir faktori olarak negatif
C-potansiyelinin mutlak degerinde bir artisa katkida bulundugu gdsterilmistir. Vero E6 hiicresindeki SARS-
CoV-2 virlsu enfeksiydz titresi Uzerindeki EHS etkisine iliskin bir calisma, hem virtsidal semada (SI 11,90-
22,43) hem de tedavi/6nleme semasinda (SI 34,85-) virlse karsi etkili oldugunu gdsterdi. 57.33). Polielektrolit
ND'nin, koronaviris basak glikoproteininin reseptére baglanmasini énledigini varsayiyoruz . Elde edilen
sonuglari g6z 6niinde bulundurarak, gelistirilen yaklasimin, antiviral aktiviteye sahip bir ilag olarak eczane
ve tipta kullanim icin bldyuk umutlari olan ND dogal polielektrolit kompleksinin standardizasyonu igin
birlestirilebilecegini umuyoruz.

Anahtar Kelimeler: polielektrolitler; nano dagilim; himik ve fulvik asitler; kurutulmus damla yéntemi;
parcacik boyutu 6lcimU; zeta potansiyeli; polidispersite antiviral aktivite; VERO-E6

1. Girig

Nanodagilimlar (ND), 0.1-150 nm boyutunda parcaciklar ve ag glomeratlar iceren
nanoparcacik-sivi sistemlerdir [1]. Dogal polielektrolitler, dogal ortamda yenilenme
yeteneklerinden dolayi farmasoétik Grlnlerin gelistirilmesi icin egsiz bir hammaddedir .
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kosullar ve cevre guvenligi [2]. Biyomedikal alanlarda kullanilan en 6nemli dogal
polielektrolitler arasinda polisakkaritler (alg polisakkaritler, pektinler), proteinler
(kollajen, jelatin, beyaz kan Urunleri, lektinler) ve dogal polyesterler bulunur [3-9].
Sentetik organik ve inorganik biyobozunur polielektrolitlerin 6rnekleri—bir deneysel
adjuvan sinif—Azoksimer bromur (Polioksidonyum), Polifosfazenler (PPHO'lar) [10-
16]. Biyomedikal amaglar i¢in polimer bilesimlerin kullanilma oranindaki artis,
yalnizca yeni polimer im fabrikalarina, kontrolli ilag verme yontemlerine (kontrollt
salim sistemleri) yonelik artan ihtiyacla degil, ayni zamanda pahal matrislerin
ekonomik olarak daha uygun olanlarla degistirilmesiyle de kolaylastirilmaktadir.
olanlar [17]. Polimer Urlnleri ve tibbi preparasyonlar, diger biyomalzeme gruplarinin
ozelligi olmayan tatmin edici mekanik 6zelliklere, gelismis ¢6ztinme 6zelliklerine,
sisme kabiliyetine ve sorpsiyon 6zelliklerine sahiptir [18-21]. Tibbi ve biyolojik amaclar
icin cogu polielektrolit materyalin gelistiriimesi, arastirilmasi ve Uretimi GMP
standardi [22] tarafindan duzenlenir . Polielektrolitlerin ve bunlara dayanan
komplekslerin dezavantaji, genis araylz ylzeyi ve Gibbs ylzey enerjisinin asiri degeri
nedeniyle tatmin edici olmayan nispi agrega stabilitesidir (AS) . Polielektrolitlerin sulu
dispersiyonunun ortalama partikdl boyutunun kontroli , sistemlerin nispi agrega
stabilitesinde bir artisa katkida bulunur [26,27]. Boyutlari (yaklasik 100 nm), hicrelerin
boyutu (10-100 pm), virisler (20-450 nm), proteinler (5-50 nm), nanoparcaciklar
(koloidal parcaciklar) ile karsilastirilabilir boyutlarindan dolayi, boyutlari biyolojik
nesne, onunla etkilesime girebilir ve baglanabilir [28,29]. Bu baglamda, tibbi
maddelerin tasiyicilarini elde ederken, 6rnegin, elektrostatik olarak tamamlayici
yuzey aktif maddelerle kendi kendini organize eden polielektrolit nanopartikulleri
olustururken, arastirmacilarin dikkati suraya yonlendirilir : tastyici parcaciklarin
boyutsal 6zellikleri ve bunlarin stabilizasyonu igin gereksinimler [ 30-32 ]. ND'yi
stabilize etmek icin, parcaciklarin birbirine yapismasini dnleyen yapisal-mekanik bir
bariyer olusumu ile nanoparcaciklarin yizeyinde adsorbe edilen dogal veya sentetik polimer
Yazarlar [34,35], humik maddelere dayali olarak tibbi ve biyolojik amaglar igin
ND elde etme olasiligini 6ne surmdugslerdir . Himik maddeler, bitki ve mikrobiyal
kalintilarin bozunmasi ve dénusturtlmesi (humifikasyon) sirasinda biyokimyasal
reaksiyonlar sonucunda topraklarda, tortullarda ve dogal sularda olusan karmasik,
heterojen, ¢cok dagilimh karisimlardir [36]. [37]' ye gbre, ¢ok islevli bilesikler olarak
himik maddelerin yapisi, nemlendirme islemlerinin stokastik dogasi ile agiklanan
sabit bir kimyasal bilesime sahip degildir [38]. Farkli molekuler agirhklardaki htimik
maddelerin molekuilleri, bir supramolekuiler himik yapiyi baglayabilir ve olusturabilir;
agregasyon derecesi ¢dzeltinin pH'ina, iyonik gticine ve mineral bilegsimine baglidir
[ 39 1. Humik maddeler yapilarinda karboksil, hidroksil (alkol, fenolik) gibi negatif
yuklu taneciklerin olusumu ile ayrisabilen polar fonksiyonel gruplar icerdiklerinden
angonik polielektrolitler sinifina girerler . Himik maddelerin metalleri tikama
kabiliyeti , bitki metabolizmasinin yani sira biyolojik olarak kullanilabilir formlardaki
¢ozeltilerindeki mikro besinlerin icerigini belirler . Son yillarda, insan immun yetmezlik
virisu HIV-1 [40], influenza virGsu [41], herpes simpleks virtsu-1 (HSV-1) [42]" ye karsi
HS ve FA'nin farmakolojik aktivitesine iliskin ¢alismalar hakkinda ¢ok sayida yayin
cikmistir. kene kaynakl ensefalit virtisu (TBEV) [43], bakteri Enterococcus faecalis ve
Klebsiella pneumoniae [44] ve fitopatojenik mantarlar [45]. Yazarlar humik asitlerin
fulvik asitlere gore cok daha yuksek aktivite gosterdigini gosterdiler: HA > HMA > FA
ve himik asit saliniminin kaynagina bagimlilik: kdmur > peloid > turba. Aktif
bilesenlerin - alifatik fragmanlarin (HA i¢in) ve COOH, OH fragmanlarinin (FA igin ),
HA'larin ve FA'larin fitopatojenik mantarlara karsi inhibisyon oranlari ile pozitif bir
korelasyon belirleyen 6nemli rol( tartisiimistir [46]. G6zden gecgirme yayinlari, SARS
CoV-2 virisUnun virls zarf proteini Gzerinde sorpsiyon yoluyla replikasyonunu
Onlemede HS ve FA etkisinin olasi mekanizmalarini agiklamaktadir, béylece viral
partikullerin hicre ytzeyinde emilimini bloke etmektedir [47]. Burada su anda net ve net ola



Machine Translated by Google

Eczacilik 2021, 13, 1954 3/20

SARS CoV-2'nin tedavisinde sirekli faydalar saglaniyor, ancak farkl tlkelerde devam eden ¢ok sayida
¢alisma, HS'nin semptomlari azaltabilecegini distinduruyor.

TUm bu veriler, ilag endustrisi icin dogal polielektrolitlere dayali yeni biyolojik olarak aktif
maddelerin olusturulmasi i¢in 6n kosullar olusturmaktadir . Bu calismada, dogal polielektrolitlerin
fiziko-kimyasal 6zelliklerinin izolasyonu ve incelenmesine yonelik yaklasimlar gelistirmeye calistik.
Bu yazida, 6nce izolasyonu tanittik, ardindan fizikokimyasal 6zellikleri ve biyoaktiviteleri incelendi.
Digerlerinin yani sira hiimik maddeler nanodagilimlarinin virisidal aktivitesinin incelenmesi de
dahil olmak tzere gelistirilen protokolin, gelecek vaat eden bir ilag gelistirmek icin uygun fiyatli ve
dusuk toksik dogal bir polimere dayali bir farmasétik trindn etkinligini, glvenligini ve genel
kalitesini artirmasini bekliyoruz. .

2. Gereg ve Yontemler 2.1.

Reaktifler 2.1.1. EHS ve FA
Ornekleri VimaVita Company

(Sistema-Biotechnologies, Moskova, Rusya Federasyonu) teknolojisi kullanilarak alcak turba,
sapropel ve bazi linyit kbmuru (leonardit) cesitlerinden izole edilen dogal bir himik-fulvik asit
kompleksi. Himik asitler (HA), himatomelanik asitler (HMC), fulvik asitler (FA) ve himik maddelerin
yapisal analoglarini iceren hiimik asit konsantresi, lignin iceren ham maddelerin oksidatif-hidrolitik
imha yontemiyle (kati faz fermantasyonu) elde edildi. saflastirma [48]. Yiksek yogunluklu akustik
temizlemenin bir sonucu olarak, arastirma icin koyu kahverengi renkli himik maddelerden olusan
konsantre bir viskoz kolloidal dagilim sistemi elde edildi (pH = 7.98 + 0.1).

Fulvik asit ekstrakti (Terra Aquatica, Paris, Fransa), sivi, seffaf kahverengi bir
¢Ozelti formunda, 6zel bir tur linyit kémuru-leonarditten (pH = 5.77 + 0,1) ekstraksiyonla
elde edilir. H2S ve FA'nin fiziko-kimyasal 6zelliklerini incelemek icin baslangig
konsantresinin sulu ¢ozeltileri hazirlandi. Himik madde fraksiyonlarinin tum cézeltileri
+4  C'de saklandi. Vero ile in vitro ¢alisma i¢in test numuneleri besiyerinde (DMEM +
glutamin (292 pg mL-1) (Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, Almanya) +
penisilin/streptomisin (50 birim/mL/50 pg mL-1) + inaktive fetal sigir serumu, %2 (FBS)
(Biosera, Kansas City, MO, ABD) 1/800'luik bir nihai dilisyon elde etmek igin EHS
maddesinin tamamen buharlasmasindan sonra kuru toplam kalinti 7,34 10 2gmL,
1 buna karsilik olarak elde edilen ilk konsantrasyon 0,091 mg/mL idi.Daha sonra,
maddenin viral sispansiyonla karistirildiginda test plakasinin kuyularindaki art arda
iki kat seyreltilmesiyle 0,091-0,003 mg mL- 1'lik bir konsantrasyon elde edildi.

2.1.2. Vero-E6 Hucre Kilturu

Calisma, Afrika yesil maymunu (Chlorocebus aethiops) Vero-E6'nin sinirli bir bébrek
hicre dizisi Uzerinde gerceklestirildi. Sirasiyla %10 ve %2 FBS iceren glutamin ve
gentamisin (50 ug mL-1) iceren MEM ortami, biyuyen hicreler icin buyime ortami
(GM) ve reaksiyon olusturmak icin destekleyici ortam (SM) olarak kullanildi. Vero-E6
hicreleri, %5 C02 iceren bir atmosferde 37 C'de 24 saat boyunca 100 uL GM hacminde
96 oyuklu plakalarda kulttrlendi . Asilama dozu, 18.000 hicre/kuyu idi.

2.1.3. Virus

GCalisma, 107,5 TCID 50/mL bulasiciliga sahip SARS-CoV-2 insan koronavirusa,
pasaj 3'0 kullandi . Sus agiklamasi: hCoV-19/Russia/Moscow-PMVL-12/2020 (EPI_ISL_572398)
GISAD: PMVL-12. Ayirma referansi EPL_ISL_572398.

2.1.4. Hidroksiklorokin Stlfat (HDR)

HDR (2-[[4-[(7-Kloro-4-kinolinil)amino]pentilletilamino]etanol stlfat) bir
antienflamatuar, antimalarial ve antiromatizmal ajan, Toll benzeri reseptér 9'u
inhibe eder—piyasada mevcut madde (saflik > 99) % Promochem, Oulu, Finlandiya).
Referans ilac olarak kullanildi. HDR, 0,013 ve 0,04 mg mL-1 test konsantrasyonlarina
gobre ayni ortamda ¢6zulda.
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2.2. Kolloidal Nanodagilimlarin Buharlastiriimasi-Kurutulmus Damlacik Yéntemi (DDM)

Polimer-koloidal polielektrolitleri incelemek icin, kolloidlerin buharlastiriimasi ve isil isleminden sonra
tortul yapilar elde edildi. DDM, analitik kimyada yaygin olarak kullanilan bir numune 6n islemidir ve substrat
Uzerine bir damla solisyon damlatmayi ve analitik test icin kurutmayi igerir. Belirleme gereksinimlere gore
yapilmistir [49]. Bu amacla, 6nceden kurutulmus ve sabit agirliga getirilen test edilen sivi maddenin dogru
bir sekilde 6lculen agirh@i bir buharlastirma kabina (porselen) yerlestirildi. Kurutma, 105+ 5 C'de 6 saat
boyunca, tim kullanilabilir oda hacminin tekduze isil islemini saglayan bir kurutma firini BINDER FD'de
(Hielkema Testequipment BV, Tuttlingen, Almanya) gerceklestirildi [50]. Numune kabi firindan ¢ikarilarak ve
oda sicakliginda desikatorde 30 dakika sogumaya birakilarak saatte bir numune kabinin agirhgi belirlenmis
ve kaydedilmistir. Kurutma kaybi (%) asagidaki denkleme gére hesaplanmistir:

= iginde w%'mol (’])
m2 -m1
burada m1, sabit bir agirliga (g) getirilen 6lcim kabinin agirhgidir; m2 , test edilen
numuneyi iceren 6l¢im kabinin kurutmadan énceki agirligidir (g); m3, kuruduktan sonra
test edilen numuneyi iceren 6lcim kabinin agirligidir (g).

2.3. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

Polielektrolit parcaciklarinin morfolojisi, maksimum 1 nm ¢ézinurlige ve maksimum 1.000.000 artisa
sahip bir Schottky katotlu dérdiinci nesil taramali elektron mikroskobu Mira 3 (Tescan, Brno, Cek
Cumbhuriyeti) kullanilarak karakterize edildi. Sabit bir kutleye kurutulan EHS ve FA numuneleri bosaltildi ve
cift tarafli iletken bir karbon bant Gizerinde SEM odasindaki masalara sabitlendi. “Yikleme” etkisi, toz
numunelerin yuzeyine ince bir iletken malzeme olan karbon puskdrtilerek gerceklestirildi [51].

2.4. Fourier Dénusumu Kizilétesi (FT-IR)

Spektroskopisi 4000 ila 750 cm-1 spektral aralikta EHS ve FA numunelerinin titresim
spektrumlarini elde etmek ve analiz etp@&nych3 0 (AR BotrfemtpeldenafoE AR s Avwilerein
eki ile kullaniimigtir [52]. Spektrum kaydi i¢in numune hazirlama (kurutmadan sonra kati
kalinti ) gereksinimler [53] izlenerek gergeklestirildi . Bunun igin, yaklasik 1 mg kuru tortu,
400 mg dikkatlice 6gutulmus ve kurutulmus potasyum bromdur ile homojen hale gelene
kadar toz haline getirildi ve uygun yogunlukta bir spektruma sahip olmak Gzere yaklasik 13
mm'lik bir disk capi elde etmek icin 3-5 dakika sikistirildi.

2.5. X-isin1 Floresan (XRF)

PCEDX-Navi yazilm paketi (Shimadzu Europa GmbH, Duisburg, Alimanya) ile donatilmis
termoelektrik sogutmali bir silikon striklenme detektértine dayal bir enerji dagilimli X-isini
floresans spektrometresi (EDX-7000P, Shimadzu Europa GmbH, Duisburg, Almanya) kullanildi.
toz ve sivi EHS ve FA numunelerinin tahribatsiz temel bilesimini gergeklestirir . X-isini floresan
yontemiyle 6l¢lilen element araligi 11Na ila 92U'dur; X-isini Ureteci Rh-anotlu bir tipttr, akim 1-
1000 pA'dir; kolimator tarafindan kontrol edilen isinlanmis alan 10 mm idi [54]. EHS ve FA'nin
peletlenmis toz veya sivi numunesi, hava atmosferinde bir mylar (lavsan) film ile kapli kapali bir
kiivete yerlestirildi ve tam olarak alet penceresinin ortasina yerlestirildi. Ikincil fliioresan
radyasyonun yogunlugu , numunenin temel bilesimini belirlemek icin 6l¢tldt . Calisma suresi her
element (grup) icin 50 s idi.

2.6. Floresans ve UV-Spektroskopi EHS ve FA

numunelerinin bir dizi seyreltmesinin floresan spektrumlarini elde etmek igin bir AGILENT Cary Eclipse
spektroflorimetre (Agilent, Santa Clara, CA, ABD) kullandik.
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e ve A N - 1 bir
AGILENT Cary Eclipse spektroflorimetre (Agilent, Santa Clara, CA, ABD, iki ultra hizli tarama

monokromatord ile) kullandik. Uyarma dalga boyu 280 nm idi. T, iki ultra hizli tarama ile

F9RGKSARHAE dramASRIaR PO-A R0 AL FlTRsaps s KT ¥ A 30013 BOR Nl g 5Pt an

FA se reaé?l;S sulu absorpsiyon s&ektrumu 20 ila 2 aC{-: h elde edildi.
FA SRHI‘EEN'ﬁS el Ef GO 2R UABOR SIS 350 nm.
AGILENT Cary 60 eklpmanl (Agilent, Santa Iara 'CA, ABD) kullanilarak 350 nm 'ye kadar.
2.7. Dinamlk rgR'é‘aagﬂ?' {Bﬁ?agmml (DLS)
dayaip bitti Kkizsie ity Gl elers

sl AR AR
i B S AT 38D 6 o2 AT SRl

Lazer Doppler Mikro-elektroforez, elektroforez nedeniyle hareket ederken nanopartikillerin

nedeniyleWél%'ﬂ@@éﬁ’éﬁééﬂ'ﬂ@%ﬁﬁm BeRRRsivslici §lemsk icin kullanildi . nanopartikdllerin elektroforez
2.8. istatistk8elstatistiksel

bagimsiz Gérmintesiesinetediizi-om amth agia)as ERysenskan @it dehtimikeel eribianainismos 3t
Excel 5.0 vieuleaplaPald t5iri &g 610¢i kudéarmilagaknpapald. i Rl gmeys afitaxe dibShir kG saib gta d dhgdaserdalarin
Student's Stasiétiggtdetanilel yagildegiylkignopdarZahgia p sd).0b@ntadslilik dizeyi ile , calisma boyunca

3. Sonuglasye sk Pattisma 3.1.

Kolloidal '\éaln%dﬁggla arr%gcggmmla?tlrélu arl a§t|r| nggé%§ Iac aCI%WOfQ%m'

gall%brbk%%%%%gaﬂlhmbil |nl{alﬁlauné|ﬁ%| | Ia k%@%’a& {iilesir
1§ ?%’&%ﬂ{%’é}%ﬁ‘&&%ﬁﬁ”'m a%.’l‘.‘?r%j.%% Gl fka'has' IS ”“HEB E"ééé‘f(sein

(b)

Selil 1. Arastiriap elipidalclaneroNOIRI B ABIAEH KA S ARISTS THIA e R B REATR R

asit 6z0 . himik

Ortaya cikWtAXAS KRRAIANA dptsriest BalagozIgdtavraradslpnticnehiinlnfidrangsriarangoni
akisi, perifdfitlekEPERESKIRATIGHE KRS MREIRT GHEHEI0R H ABHULRTFINI bk ERYa ddRereboncuklarin
Mikrobont7RIaAl fesarlardkesakderirgrdiinikrahe raHlaci sambakkim geeykgrinde yogun
paketlennfefetienreeskye kilkikdarRuisiminsatoipakgipsigoitirecek sekilde karakterize edildi
[59]. Sicaklik, kuruyan bir ¢cézelti damlasinda kendi kendine birlesmeyi etkileyen ve sonug olarak
mikro ve nanopargacik topluluklarinin mimarisini kontrol eden 6nemli bir faktérdir [60,61].

Buharlasma islemlerinin son asamasinda ¢ok cesitli morfolojik yapilar ortaya ¢ikar.

3.1.1. Polielektrolitin Parcaciklarinin Yapisi Yuzeye yakin

katmanin karmasik sirali morfolojisinin gorsellestirilmesi, ek gelismis mikroskopi yontemleri
gerektirir. Kurutulmus EHS, FA numunelerindeki ylizeye yakin katmanin SEM goérunttleri Sekil
2'de sunulmaktadir.
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yakin katmanin karmasik sirali morfolojisinin gérsellestiriimesi, ek gelismis 620

mikroskopi yontemleri gerektirir. Kurutulmus EHS, FA numunelerindeki ylzeye yakin
katmanin SEM goruntuileri Sekil 2'de sunulmaktadir.

: L a
SEM MAG: 8.31 kx
View field: 25.0 pm

SEM MAG: 37.1 kx WD: 10.06 mm
View field: 5.61 pm Det: SE

(c)

JteiiTRE S B GG HTRRORIRT R

7 ;
SEM MAG: 4.12 kx WD: 9.70 mm
View field: 50.4 pm Det: SE

(b)

SEM MAG: 40.0 kx WD: 10.09 mm 1]

View field: 5.20 pm Det: SE

(d)
it 22 v SRR AR LSRR P ER R L R R AR T PR EPURILR SO AR E R kuvik asit. fulvik

ﬁ?&%'\"

mm@mﬁmgmmea%mm nin

bosluklarinda kapsullenmis mikron alti pargaciklarla temsil edilir. FA yuzey yapisinin
morfolojisi, partikuller arasindaki yapisma belirtileri ile daha homojen hale gelir.

3.1.2. Kuru Kalintinin Tablo 1 Verileri ile

Belirlenmesi incelenen H2S ve FA numunelerinde kurutma sonrasi kiitle kaybi ve kalinti

belirlenmistir .
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Tablo 1. Himik madde ve fulvik asit ekstrakt numunelerinin kurutulmasinda agirlik kaybinin belirlenmesi .

Humik Maddeleri Cikarin (EHS)

Kurutma kaybi

th m1, g m2,g m (test edilmis sivi madde) g (LOD), %
127.2238 8,6234
01 119.2702 0,6698
119.2473 0,6469
119.2411 0,6407
m3, gr
119.2362 0,6358
119.2362 0,6358
6 118.6004 119.2362 0,6358
92.63
Fllvik Asit (FA)
Kurutma kaybi
th m1, g m2,g m (test edilmis sivi madde) g (LOD), %
120.1194 4,7984
01 115.3398 0,0188
115.3391 0,0181
3 115.3387 0,0177
m3, gr
115.3371 0,0161
115.3371 0,0161
6 115.3210 115.3371 0,0161
99.66

Kuru tortu tayini, EHS ve FA icin sirasiyla 7,34-x 10 2 g mL-1ve 3,36:x
10 3 g mL-1'dir. A?/rlca su ve ucucu maddelere bagh agirlik kaybi %92,63 ve
%99,66'dir. Elde edilen veriler, tGzerinde calisilan ND polielektrolit

seyreltmelerinin konsantrasyonunu belirlememizi saglar.

3.2. HS ve FA Calismasi icin Spektroskopik Yontemler Kalitatif ve Kantitatif Kompozisyon
FT-IR Spektroskopi Tanimlama

Organik aromatik hidroksikarboksilik asitlere ait olduklarini belirlemek icin ¢alisilan
yuksek molekller numunelerin tanimlanmasi, benzersiz "molekuler spektral baski" ile
fonksiyonel gruplardaki bag dalgalanmalarinin karakteristik frekanslari karsilastirilarak
gerceklestirildi [63]. Potasyum bromr ile disk teknigi ile elde edilen EHS ve FA
numunelerinin titresim-donme spektrumlari Sekil 3'te gosterilmistir.

EHS spektrumu 3395, 1595, 1378 ve 1081 cm-1'de ¢esitli karakteristik bantlarla
temsil edilir.  Arastirilan bilesiklerin transmisyon spektrumlarinin karsilastirmali
bir analizinde , EHS 6rneginin, daha yiksek sonim katsayilari degerleri ile
karakterize edildigi ve bunun sonucunda isik iletiminin yuzdesinin , muhtemelen
neden oldugu, g6zle gérulur sekilde azaldigi bulundu. stokiyometrik olmayan
bilesim ve ¢ok sayida fonksiyonel grup iceren diizensiz heterojen yapi. Serbest ve
baglh hidroksil gruplarinin (OH) gerilme titresimleri genellikle 3200-3670 cm-1 [64]
frekans araliginda bir genis bant bélgesi olusturur . Bununla birlikte, EHS bilesiminde
bulunan demir atomlarinin koordine edici etkisi ve Me-O baglari iceren karmasik
nanoyapilarin olusumu nedeniyle , OH baginin titresimleri disik frekans bdlgesine
(3400 cm-1) kaydirilabilir. Ek olarak, birincil veya iligkili amino gruplarinin ve
muhtemelen iminlerin gerilme titresimleri de 3400 cm-1'deki absorpsiyon
bandina baglanabilir. Bir karbon iskeletinin varligi, 2900 ve 2850 cm-1 [65] (Tablo
2) 'de C-H baginin bir germe titresimleri bandi olarak kendini gosterir .
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EHS spektrumu, 3395, 1595, 1378 ve 1081 cm-1'de birkag karakteristik bantla temsil
edilir . Arastirlmakta olan bilesiklerin iletim spektrumlarinin karsilastirmali bir analizinde,
EHS numunesinin daha ytuksek sonme katsayilari degerleri ile karakterize edildigi ve
bunun sonucunda isik iletimi ylzdesinin g6zle gérulur bir sekilde azaltiimadigi, bunun
da muhtemelen neden oldugu bulunmustur. stokiyometrik olmayan bilesim ve ¢ok
sayida islevsel grup iceren dizenli heterojen yapi. Serbest ve bagli hidroksil gruplarinin
(OH) gerilme titresimleri genellikle 3200-3670 cm-1 [64] frekans araliinda bir genis
bant bdlgesi olusturur. Bununla birlikte, koordinasyon etkisi nedeniyle
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Tablo 2. EHS ve FA'nin FT-IR spektrumundaki ana iletim bantlari.

Frek Araligl, 1 _— D orunus/
rexans Araigl, cm Grup Bilesik Sinif \;zrguor:::r%

Humik Maddeler

3550-3200 OH esneme alkol gliclt, genis/
Fe
2920-2850 CH germe alkan nanosferlerinden
dolayi ortam/ bantlar [65]
1650-1580 NH biikme amin orta
1690-1640 C=0 germe konjuge keton fenol kuvvetli
1390-1310 OH bikme birincil alkol orta
1085-1050 CO germe kuvvetli
Fulvik asit
3550-3200 OH esneme alkol molelguﬂlgelzfla?':;i%agll
3100-3000 CH germe alken orta
Fe
2920-2850 CH germe alkan nedeniyle orta/bantlar
guglu, genis

2275-2250 NC=0 germe amid nanokureler
1650-1566 C=C germe siklik alken orta
1440-1395 OH bukme karboksilik asit orta

1450 CH bitkme alkan metil grubu
1275-1200 CO germe alkil aril eter kuvvetli
1085-1050 CO germe birincil alkol kuvvetli

EHS ve FA'nin elde edilen titresim-dénme spektrumlari, benzer titresim frekanslari ve
benzo-piron tlrevleri ve benzo-a-piron (kumarin) ve benzo-y-piron (kromon ) olarak
adlandirilan ikincil metabolitleri i¢in gecis bantlarinin sekli ile karakterize edilir. ) bitkilerde
benzen ile piron tirevlerinin yogusmasi nedeniyle [66-68].

3.3. Element Analizi

Humik asitlerin element icerikleri ve fitokimyasal bilesenleri, tibbi amaclari igin
¢cok 6nemlidir. Bu nedenle, EHS ve FA'nin element bilesimindeki varyasyonlar,
tahribatsiz bir elemental analiz teknigi kullanilarak incelenmistir (Sekil 4).

Sekil 4'te goéruldiigu gibi hem EHS hem de FA numunelerinde Si, P, S, K, Ca, Mn, Fe,
Cu, Zn elementlerinin atomlari bulundu. EHS numunesindeki Fe atomlart icin X-isini
floresans sinyalinin ytiksek yogunlugu dikkate degerdir. Demir ile selat olusumuna katilan
himik maddelerin bitki beslenmesine katki sagladigi bilinmektedir [69]. Himik maddelerin
¢6zUnurligune ve molekiler boyutuna bagl olarak, toprak ¢okeltilerindeki organik
maddenin nemlendirilmis fraksiyonlari, bitkiler icin uygun bir Fe rezervuari olusturulmasina
katkida bulunur [70]. Diger dogal veya sentetik selatlara kiyasla suda ¢6ztnur Fe-HS
kompleksleri ile beslenirlerse, bitkiler icindeki Fe'nin dagilimi ve saliminin kontrol
edilebilecegi gosterilmistir [71,72] . Fe s6z konusu oldugunda, oldukga kararh H2S
kompleksleri temel olarak O iceren gruplari (karboksil ve fenolik) icerir [73]. Polielektrolit
makromolekullerin , "makromolekil-nanoparcacik” tipi nanodagilimlar-polielektrolit
komplekslerinde parcaciklarin etrafinda bir kabuk olusturdugu , metal parcaciklarin daha

fazla bliylmesini ve agregasyonu énledigi distnilmektedir [ 75]. Fulvik asitler, metallerle
¢6zinmeyen komplekslerin olusumuna daha az egilimlidir .
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G6zinmus haldeki maddeleri olusturan himik maddelerin en 6nemli 6zelliklerinden biri
3.4. Polielektrolitlerin Nanodagilimlarinda Parcacik Boyutu Ol¢iimi ve Zeta Potansiyeli Kontroli

organik dogal karbonlar (DONC) floresandir. Himik benzeri fliioresan, DEYW& Big¢ irqi
ozelligj olara%g dogal poli 280'in incelenen dispersiyonlarindaki parcaciklarin ﬁqgtgg%jﬁﬁ%hrgm
karakterizasyonu 360 - 690 oraninda kendini gosterir [78f FA' ve EHS numunelérinin

dlektnalitterdey o ajesicaliestititdik Naresaisp sehsis tdm b, kaidrdeinzerekrb6R yapeapan idetiremenin

EHS ¢6zUm, saptanabilir analitik dalga boylarinin yoklugunda ultraviyole yakin seffaflik ve
artan uzak mordtesi absorpsiyon gdsterdiginden,
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Tablo 3. Polielektrolit dispersiyonlarinda nanoparcaciklarin karakterizasyonu.

Ornek Boyut + SD, nm PDI+ 5D E+SD, mV C,gmL-1
Hs 348 + 230 0,39 + 0,01 368 3,7x10-4
304+ 117 0,38 + 0,07 31412 7,3%10-5

280+ 19 0,94 £ 0,07 34+ 11 3,4x10-4

50+3 1,00 £0 -41+8 3,4 x 10-5

Analize dayali olarak, polielektrolit ¢6zeltilerinin 1:10 oraninda su ile seyreltilmesi,
I, %-d, nm egrisi Uzerindeki maksimum dagihmin sola dogru kaymasini gosterir, bu
Ozellikle fulvik asit 6rneginde belirgindir [82]. Her iki polielektrolitin ¢ozeltilerindeki
mikron alti bélgedeki boyut dagilimlari, tek modlu genistir ve sonug olarak, PDI
degerine bagl olarak ¢oklu dagilimhdir: polidispersite indeksinin degerleri 0,38 ila
1,00 arasindadir ve hem polielektrolitin dogasina hem de Konsantrasyon. FA
¢ozeltisini seyreltirken, sadece parcaciklarin ¢capinda bir azalma degil, ayni zamanda
negatif {-potansiyelinin mutlak degerinde bir artis da gozlenir. Bunun nedeni,
difuzyon tabakasindaki karsi iyon konsantrasyonundaki azalmanin bir sonucu olarak
cift elektrik tabakasinin kalinligindaki bir artis olabilir . Deryagin-Landau-Verwey-
Overbeck (DLVO) teorisine gore, daginik cift elektrik tabakasinin kalinhgi ve
parcaciklarin yizey potansiyeli kolloidlerin kararliligi icin en énemli faktorlerdir [83].
Formulasyondaki parcaciklarin zeta potansiyeline iliskin bilgi, stabiliteyi saglamak ve
raf dmrinu artirmak icin en uygun malzemeleri se¢mek amaciyla formilasyonun
kimyasal bilesimini mantiksal olarak se¢mek icin kullanilabilir.

3.5. Vero-E6 Hucre Kiltard Kullanilarak Biyolojik Aktivite Calismalari

EHS'nin nakledilen hiicrelerin morfolojisi ve yasayabilirligi Gizerindeki potansiyel etkisinin
degerlendirilmesi, SARS-CoV-2 dahil virUslere karsi yuksek duyarlilik gésteren Vero-E6 hiicre dizisi kullanilarak
in vitro olarak gerceklestirildi .

Vero-E6 hucreleri, 24 saat boyunca 100 uL GM hacminde 96 oyuklu plakalarda kulttrlendi
ve nemlendirilmis %5 CO2 icinde 37 °C'de inktbe edildi. Asilama dozu, 18.000 huicre/kuyu idi.
24 saatlik inkiibasyondan sonra, ¢alisma nesnelerinin cift dilisyonlar1 100.0 ul'de
kuyucuklara aktarildi. 96 saat sonra kulttr ortami ¢ikarildi ve 100 pyl GM ve 20 pl vital
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boya (MTS) (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega, G3582,
Waltham, MA, ABD) her kuyucuga eklendi. 37 £ 0.5 C'de 3 saat inkiibasyonun ardindan sonuglar
490 nm dalga boyunda bir BIO-RAD okuyucuya kaydedildi, referans dalga 630 nm idi. Kontrol
hicrelerine gore optik yogunluk degerini %50 oraninda azaltan test maddesinin konsantrasyonu

%50 sitotoksik doz (CC50) olarak alinmustir.
(Tablo 4).

Tablo 4. EHS'nin Vero-E6 hiicre hattina karsi sitotoksik konsantrasyonu.

EHS Test Ornegi * CC50, mg/mL + SD
Seri 1_2006996 0,516 + 0,021
Seri 2_2006997 0,488+ 0,018
Seri 3_2006998 * 0,486 + 0,014

EHS dogal olarak homojen olmayan biyodéntsim Urlnleri oldugundan , ayni Uretici tarafindan uretilen
farkli partilerden bir maddenin biyolojik etkisinin homojenligini degerlendirmek 6nemliydi .

Bu nedenle tablo sonuglari, EHS serisinin Vero E6 hicre kiltirt Gzerindeki dustik toksisitesini
gOsterir.

EHS'nin SARS-CoV-2'ye karsi dogrudan virs 6lduricu, terapétik ve onleyici etkisinin
arastirilmasi, Vero E6 hiicreleri icin toksik olmayan bir konsantrasyon araliginda gerceklestirildi.
GCalismada SARS-CoV-2 insan koronavirtsu kullanildi. Virtsidal etki incelenirken,
ilaclarin secilen dilisyonlari (CC50'ye gore ) 100 pL'lik esit hacimlerde virts
dilisyonlariyla (10 1'den 10 7'ye)karnistirildive 37 £0.5 ‘'de 1 saat inkibe
edildi. %5 CO2 ile atmosferde C ve tek tabakali yikanmis hiicreler iceren bir plakaya
aktarildi . Terapotik dnleme modeli semasina gére antiviral aktiviteyi incelemek
icin, calisma nesnelerinin ¢alisma seyreltileri virisle enfeksiyondan 1 saat 6nce
hicrelere eklendi . Kontrol olarak, calisma nesnelerini eklemeden SARS-CoV-2 virtus diltisyol
Her numune konsantrasyonu, dért paralel sira plaka kuyularinda test edildi.

Antiviral aktivite, virisun htcreler tGzerindeki sitopatik etkisinin (CPA) inhibisyonu
yoluyla enfeksiyondan 96 saat sonra bir mikroskop altinda goérsel olarak degerlendirildi.
Sonug, ondalik logaritmalarda ifade edilen kontrol ile karsilastirildiginda deneydeki
enfeksiy6z viral doz degerindeki maksimum disus olan  Igmax ile degerlendirildi. Her
EHS serisi, alti konsantrasyonda test edildi (Tablo 5).

Deneyler, bir polielektrolit kompleksi ile bir viral partikil arasindaki cok degerlikli etkilesimlerin
sonucu olabilecek EHS'nin antiviral etkinliginin konsantrasyona bagli oldugunu gdstermistir [84].
Yuksek molekuler agirliga sahip stiper dalli polielektrolitin bir "yem" gérevi gérebilecegdini
varsaylyoruz . Bu, 3B alanda ek etkilesim noktalari ve SARS-CoV-2 S-proteinine ¢ok noktali baglanma
olasiligi saglayabilir [85-88].

Elde edilen sonuclar IC50 degerinin belirlenmesine olanak saglamistir. EHS'nin Vero E6
hlcresindeki SARS-CoV-2 virUslne karsi sitotoksik ve antiviral aktivitelerinin sonuglari Tablo 6'da
gosterilmektedir.

Vero E6 hiicresindeki SARS-CoV-2 virlisU enfeksiy6z titresi Gzerindeki EHS etkisine
iliskin bir calisma, tim EHS serilerinin hem virtisidal sema tedavisinde hem de énleme
semasinda viruslere karsi etkili oldugunu géstermistir . Virisidal rejimde etkili doz 0,023-
0,041 mg/mL arahgindadir ve enfeksiydz titrenin baskilanmasi 2,82-3,63 Ig arahgindadir .
Bu durumda segicilik indeksi (SI) 11,90-22,43't0r.

Tedavi ve 6nleme modeli semasi ile, EHS serisi igin etkili doz 6nemli dl¢tde daha dusukttr. Bu
nedenle, SI 6nemli 6lciide daha yuksektir ve 34,85-57,33'e esittir.

EHS nanopartiklllerinin antiviral aktivite calismasinin sonuglari, Vero E6 hiicreleri icin toksik
olmayan dozlardaki 6rneklerin , SARS-CoV-2 virisiinin cogalmasini istatistiksel olarak 6nemli
élciide baskiladigini gésterdi. ilaclar diistik toksisite gdsterir ve SI oldukca yiiksektir.
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Tablo 5. EHS'nin Vero E6 hiicrelerinde SARS-CoV-2 replikasyonu UGzerindeki etkisi.

EHS Test Ornegi C, mg/mL Igmaks + SD
Virusidal uygulama rejimi 3,19 + 0,43

0,091 2,19+0,43
0,046 0,50 +0,71
0,023 000

0,011

0,006

0,003

Seri 1_2006996 L . ) .
Uygulamanin terapétik ve 6nleme semasi (enfeksiyondan 1 saat énce)

0,089 3,19+0,45
0,044 3,12+0,88
0,022 1,86+0,18
0,011 05+000
0,006

0,003

Virusidal uygulama rejimi

0,091 2,82+0,97
0,046 1,38 £0,53
0,023 0000
0,011

0,006

0,003

Seri 2_2006997
Tedavi ve dnleme semasi (enfeksiyondan 1 saat 6nce) 0,091 3,06 + 0,27 0,046 2,63
0,180,023 1,31+ 0,630,011 0,13+ 0,18 0,0006 03

Virusidal uygulama rejimi 3,63 + 0,18
0,091 1,75+£0000

0,046 0
0,023
0,011
0,006
0,003

Tedavi ve p 6nleme semasi (enfeksiyondan 1 saat énce) 0,091 3,06 + 0,26 0,046 2,75 + 0
0,023 0,011 0,006 0,003

Seri 3_.2006998

1,50 £ 0,25
03+0,180
0
hidroksiklorokin stlfat 0,013 546 0,29
0,004 1,21 +£0,06

Tablo 6. EHS'nin sitotoksik ve antiviral aktivitesine iliskin birlestirilmis veriler.

SARS-CoV-2 Virlistine Karsi Antiviral Faaliyetler

Ornek test CC50, mg/mL
Igmax 1C50, mg/mL VE

Virusidal uygulama rejimi

Seri 1_2006996 0,516 3,19 0,023 0,488 2,82 0,041 0,486 3,63 0,024 Tedavi 22,43
Seri 2_2006997 ve 6nleme modeli semasi @363 4B6, 38 AN4BB3,06 11,90
Seri 3_2006998 20,25
Seri 1_2006996 57,33
Seri 2_2006997 34,85
Seri 3_2006998 37,38

Muhtemelen, etki mekanizmasi, reseptorlerin koronavirts basak gliko proteinine
(S-protein) baglanmasini ve ardindan plazma zari yoluyla veya endositoz yoluyla
hlcrelere nifuz etmesini 6nleyerek , hiicresel dizeyde dogal fukoidanlarla analoji
yoluyla gergeklestirilir [89-93 ].
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4. Sonugclar

Kaynagi humus olan dogal polielektrolitleri inceledik. Bu gercek , dogal polielektrolitlerin
yapisi ve ozellikleri Gzerinde 6nemli bir etkiye ve sonug olarak standardizasyonun karmasikhgina,
analitik sonuclarin yorumlanmasina ve preklinik ve klinik calismalarin yokluguna neden olur.
Bununla birlikte, bitki adaptasyonunun biyokimyasal bir formu olarak olusan hiimik maddelerin
biyolojik aktivitesi hakkinda cok sayida rapor, bunlarin kompozisyonunu, 6zelliklerini ve kalite
kontrolune yonelik analitik yaklasimlari incelemek igcin 6n kosullar olusturmaktadir. Arastirmamizin
sonuglari, dogal humus polielektrolitlerinin kimyasal yapisinin, makro molekullerin liyofobik sols-
metallerin nanopartikulleri ile makromolekil-nanopartikdl tipi komplekslerin olusumu ile stabilize
edici etkilesiminden kaynaklandigini géstermektedir. Bu, X-isini Floresan, FT-IR Spektroskopisi ve
DLS yontemleriyle elde edilen sonuglarla kanitlanmaktadir . Dogal polielektrolitlerin farmasotik
analizinde uygulamal termohidrodinamik caligmalarin baglangici olabilecek FA numunesinin
koloidal damlaciklarinin buharlagsmasi sirasinda ilk kez net bir kahve halkasi etkisi tespit edebildik .
Kurutulmus kati numunelerin morfolojik yapisinin SEM yéntemiyle analizi, bunlarin nispi
heterojenligini, mikron alti parcaciklarin seklini ve boyutunu degerlendirmemizi saglar. Floresans
sinyalinin yogunlugu, stokiyometrik olmayan bilesimin organik yapisina ve ¢ok sayida fonksiyonel
gruba sahip diizensiz heterojen yapiya ek olarak, himik asitlerin bilesenlerinde tikali metal
nanopartikullerin bulundugunu gdstermistir. Bu sekilde modifiye edilmis polielektrolitler, tibbi
maddeler igin benzersiz bir tagima nesnesidir. Ek olarak, calismalarimiz, himik maddelerin dogal
olarak dallanmis polielektrolit komplekslerinin SARS-CoV-2 S-proteini ile in vitro olarak bagimsiz
baglanma olasihigini géstermistir. Onerilen yaklasimin, standart kalite kontrol protokollerinin
gelistirilmesi icin laboratuvar ve klinik ortamlarda ve ayrica koronaviris enfeksiyonunun
onlenmesi igin virs 6ldurtcu tedavilerle gelecek vaat eden standartlastiriimig bir ilacin
olusturulmasi icin yararl olacagini distuntyoruz.

Yazar Katkilari: Kavramsallastirma, AVS, TVG ve TVP; metodoloji, EVU, AVS; sorusturma, IVK, VVL, ITF, OVE; dogrulama, VFL,
TMG; veri iyilestirme, AVS, TVG, OEL, TVM, MAM ve EVU; bicimsel analiz, IVK, PMH; yazma—orijinal taslak hazirlama, EVU;
yazma—inceleme ve diizenleme, AVS, TVG ve TVP Tum yazarlar makalenin yayinlanan sirimini okumus ve kabul etmistir.

Finansman: Bu arastirma herhangi bir dis finansman almamistir.
Kurumsal Inceleme Kurulu Beyani: Uygulanamaz.
Hasta Onami Beyani: Uygulanamaz.

Tesekkiir: Bu makale RUDN Universitesi Stratejik Akademik Liderlik Programi tarafindan desteklenmistir .
Cikar Catismalari: Yazarlar herhangi bir ¢ikar catismasi beyan etmemektedir.

Kisaltmalar

COVID-19 Corona Virus Hastaligi 2019

CRE kahve halkasi etkisi
CC50 yari maksimal sitotoksik konsantrasyon
EBM

sitopatik etki

Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeck teorisi
DONC ¢6zUinmius organik dogal karbonlar

DLS dinamik 1sik sagilimi kurutulmus

DDM damlacik yontemi himik

CSG maddeleri 6zitleme uyariimis

Kibris'ta durum molekdl igi proton transferi enerji dagitici X-
EDXRF

1sini floresansi fluvik asitler

ANCAK
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FBS fetal sigir serumu
FRO ferrik selat reduktaz
GM blylume ortami iyi Uretim
GPM uygulamasi hiimik asitler hiimik
HA maddeler hymatomelanik asit
HS hidroksiklorokin silfat yari
ERKEN maksimum inhibitor
HDR konsantrasyon ¢6ziinmez himik
IC50 maddeler insan immin yetmezlik virsi
IHS simpleks virs-1 polidispersite indeksi
HIV-1 demir tastyici kizilétesi minimum temel
HSV-1 ortam (alfa 1X) vital boya (1 -¢6zelti metil
PDI tiyazolil tetrazolyum) nanodagilimlari
IRT
VE
MEM
MTS
ND

SE destekleyici ortam

SEM taramali elektron mikroskobu

sl secicilik indeksi

SARS-CoV-2 siddetli akut solunum sendromu ile iliskili koronaviris 2
SLS statik isik sacilimini destekleyen

SM ortam

Spirotox testi Spirostomum Ambiguum Akut Toksisite Testi kene
TBEV kaynakli ensefalit virtsu

TCID50 %50 doku kultira enfeksiydz doz

VAY Afrika yesil maymununun epitelyal

Vero-E6 tomurcuklarindan elde edilen ve bir viral gen

ile transfekte edilmis suda ekstrakte edilebilir hiimik maddeler hicre kaltard
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