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OZET

Tez kapsaminda, poli[(2-(N-morfolino)etil metakrilat)-ko-(glisidil metakrilat)]
mikrojelleri, PIMEMA-GMA), poli[etilen glikol]-b-poli[(2-(N-morfolino)etil metakrilat)
PEG-b-PMEMA stabilizorii varliginda sentezlenmistir. PEG-b-PMEMA diblok kopolimer
stabilizorii atom transfer radikal polimerizasyonu ile hazirlanmigtir. GMA komonomeri
MEMA monomerin sulu ortamda emiilsiyon polimerizasyonunda ¢apraz baglayicisi olarak
davranmigtir. POIMEMA-GMA) mikrojelin sulu ortam davraniglari ortamin pH, sicaklik ve
iyonik siddet degisimine bagli olarak incelenmistir. Bir sonraki asamada, POIMEMA-GMA)
mikrojelin biinyesinde altin nanopartikiil sentezi gerceklestirilmistir. Bu AuNPs iceren
sistemlerin antibakteriyel etkinlik ¢aligsmalari, gram pozitif ve gram negatif Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Enterococus feacalis,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimirium, Micrococcus luteus, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Candida albicans, Geotrichum candidum bakteri ve
mayalar kullanilarak incelenmistir. P(IMEMA-GMA) mikrojelin, tastyici ve salim sistemi
olarak kullanilmasi amaci ile DPPC (1,2-dipalmitol-sn-glisero-3-fosfocolin) lipozom igeren
mikrojeller hazirlanmistir. 5-florourasil (5-FU) ila¢ etken maddenin manyetik Fe3Os
nanopartikiil iceren lipozom-mikrojel sistemden ¢evresel etkiye duyarli olarak salim
calismalar1 PBS igerisinde in-vitro olarak ve CDI1 nude fareler ile in-vivo olarak
yiiriitiilmiistiir. CD1 nude farelerde meme kanser dokusu dstrojen reseptor (ER), progesteron
reseptdr (PR) pozitif olan MCF-7 hiicre hatt1 ile olusturulmustur. Kontrol ve tedavi
gruplarinin meme kanser dokularinin incelenmesinde, immiinohistokimya ve patoloji
analizleri EP, PR, insan epidermal biiylime faktorii (Cerb-B2 ya da HER2) ve tiimdr protein
pS3 ile yapilmistir. Ayrica, 5-FU ila¢ ve Fe3sOs4 NP/DPPC lipozom/P(MEMA-GMA)
sistemin kanser dokusuna etkilerini anlamak i¢cin ER, PR, epidermal biiylime faktor
reseptorlii (EGFR) ve timidilat sentetaz inhibitoriin (TS) mRNA diizeyi polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile belirlenmistir. Meme kanser doku ornekleri patalojik acidan

incelenmis ve immiinohistokimyasal boyama yontemi ile degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mikrojel, lipozom, AuNPs, kontrollii ilag salim sistemleri, in-vitro ve

in-vivo meme kanser tedavisi.
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SUMMARY

Within the content of this thesis, poly[(2-(N-morpholino)ethyl methacrylate)-co-
(glycidyl methacrylate)] microgels, P(MEMA-GMA), were synthesized by using
poly[ethylene glycol]-b-poly[(2-(N-morpholino)ethyl methacrylate) diblock
copolymerstabilizer (PEG-b-PMEMA). PEG-PMEMA diblock copolymer stabilizer was
synthesized by atom transfer radical polymerisation. GMA-comonomer behaved as cross-
linker the emulsion polymerization of MEMA in aqueous media. Behaviors of P(MEMA-
GMA) microgels in aqueuos media were examined by tuning solution pH, temperature and
ionic strength. In next stage, gold nanoparticles were produced within PIMEMA-GMA)
microgels. The antibacterial effects of these AuNPs systems were examined by using gram
negative and gram positive bacteria and fungus such as Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Enterococus feacalis, Klebsiella pneumoniae,
Salmonella  typhimirium, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Candida albicans, Geotrichum candidum. DPPC (1,2-dipalmitoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine) liposome-containing P(MEMA-GMA) microgels were also
prepared in order to use them as delivery and release system. 5-fluorouracil (5-FU) delivery
studies from magnetic Fe3O4 nanoparticle covered liposome-microgel system were studied
both in-vivo and in-vitro. Breast cancer tissue in CD1 nude mice was created by using MCF-
7 cell line which progesterone receptor (PR) and estrogen receptor (ER) positive.
Immunohistochemistry and pathologicy analysis of breast cancer tissues of control and
treatment groups performed with PR, EP, human epidermal growth factor receptor 2 (HER2
or Cerb-B2) and tumor protein p53. Also, in order to determined the effect 5-FU drug and
Fe304 NP/DPPC liposome/P(MEMA-GMA) microgel system on tumor tissue was used to
analyse Polymerase Chain Reaction (PCR) was determined with mRNA levels of PR, ER,
epidermal growth factor receptor (EGFR) and thymidylate synthase inhibitor (TS). Breast
cancer tissue samples have been analyzed pathologicaly and these tissues have been

evaluated via immunohistochemical staining method.

Keywords: Microgel, liposome, AuNPs, controlled drug delivery system, in-vitro and in-

vivo breast cancer treatment.
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1. GIRIS VE AMAC

Sentetik polimerler kullanilarak hazirlanan malzemeler c¢agimizin  6nemli
alanlarindan biridir. Polimer temelli malzemelerin sekil ve boyut kontrollerinin
saglanabiliyor olmasi, onlarin pek ¢ok alanda kullanilabilmesini saglamaktadir. Polimerlerin
kimyasindan kaynakli olarak ¢evresel etmenlere duyarli olmasi yine bu sistemlerin énemli
bir avantajidir. Polimerik malzemeler lineer (dogrusal) polimerler, dentrimer ya da yildiz
tiirli uzun yan zincirli yapilar1 da kapsayan dalli polimerler, fiziksel ya da kimyasal ¢apraz
bagli sistemler olarak sentezlenebilirler. Uygun ¢apraz baglayici varliginda ¢apraz baglama
ile jel yapilar elde edilir. Kimyasal olarak ¢apraz bagli jel yapili sistemlerden bizlerin ilgisini
ceken mikrojeller ve nanojellerdir. Mikrojeller, kolloidal olarak ¢ozeltide ¢apraz baglanma
derecesi ya da c¢oziciinin dogasina bagli olarak az ya da c¢ok sismis halde
bulunabilmektedirler. Ayrica molekiil i¢i capraz bag i¢eren makromolekiil olduklarindan, bu
maddelerin sentezi sirasinda bilyliyen ¢apraz bagli parcaciklarin ebat kontroliiniin
saglanmast hedeflenen kullanim alanlar1 i¢in gereklidir. Mikrojellerin polimerizasyon
stiresince ebat kontrollerinin saglanmasi, polimerizasyonun sinirlandirilmis bir alanda
yaptlmast ile miimkiindiir. Bunun i¢in de genellikle emiilsiyon ve dispersiyon
polimerizasyon yoOntemleri kullanilmaktadir. Mikro-nanojellerin boyut kontrollerinin
saglanabiliyor olmalari, boyutlarindan ve kiiresel yapilarindan kaynakli olarak genis yiizey
alanlarina sahip olmalar1 ve suda sentezlenebiliyor olmalari genis bir kullanim alani
bulmalaria olanak saglamaktadir. Bu materyaller biyoteknolojide ilag tasiyict ajan olarak
ya da doku implant1 ¢aligmalarinda (Spatz, 1996; Murthy, 2003; Cao, 2004; Shan, 2007;
Kim, 2009; Saunders, 2009; Housni, 2010; Berkel, 2010; Volden, 2010, 2013), manyetik
alan duyarli materyallerin sentez c¢alismalarinda (Pich vd., 2004), biyo-sensor
teknolojisinde, protein ya da enzim tasinmasi ¢aligmalarinda (Hendrickson ve Lyon; 2009),
su/organik ya da sulu sistemlerin katalizinde (Li vd., 2008; Zhang ve Zhang, 2008), mikro
reaktor ve hibrit reaktoriin sentez ¢alismalarinda (Karg ve Hellweg, 2009) ve bunun gibi
bircok uygulama alaninda kullanilmasi nedeniyle yogun ilgi gérmektedirler. Ozellikle,
lateks partikiilleri, mikrojeller, ¢apraz-bagl miseller, hidrojeller veya diger farkli polimerik
matrislerde metal nanopartikiillerinin immobilize edilmeleri nanoteknolojik sistemlerin
geligmesi ve Ozellikle yeni mekanik, termal, optik, manyetik ve elektronik 6zelliklere sahip

nanomalzemelerin ortaya ¢ikmasi bakimindan olduk¢a 6nemlidir (Schmid ve Chi, 1992;
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Schmid ve Chi 1998; Daniel ve Astruc, 2004; Lu vd., 2006, Jennings ve Strouse, 2007;

Thompson, 2007; Wang vd., 2007; Thomas vd., 2008; Chen vd., 2011; Thorne vd., 2011).

Mikrojeller, su igerisinde sigsmis durumda iken disaridan gelen etkilere duyarl
olabilir ve sigsme-biiziilme davranisi sergilerler (Saunders ve Vincent, 1999; Pelton 2000).
Bu duyarliliklar pH etkisine, sicaklik etkisine, iyonik siddet etkisine, ¢oziicii etkisine, 151k
etkisine ya da manyetik alan etkisine bagli olabilir (Murray ve Snowden, 1995; Saunders ve
Vincent, 1999; Pelton, 2000; Teal vd., 2000; Hendrickson vd., 2010; Romeo vd., 2010;
McCann vd., 2014). Cevre degiskenlerinden iki veya daha fazlasina duyarli oldugu durumda
mikrojeller “coklu duyarli mikrojeller” olarak adlandirilmaktadir. Cesitli ¢evresel faktorlere
duyarlilig1 tek bir mikrojel biinyesinde toplamak mikrojel sistemine pek ¢ok yeni kullanim
alan1 saglayacak olmasindan dolay1 olduk¢a dnemlidir. Biyomedikal alanlarda kullanimi

bunlardan biri olarak not edilebilir (Alarcon vd., 2005).

Bu tez kapsaminda, poli[(2-(N-morfolino)etil metakrilat)-ko-(gilsidil metakrilat)]
mikrojelleri, PIMEMA-GMA), poli[etilen glikol]-b-poli[(2-(N-morfolino)etil metakrilat)
PEG-b-PMEMA stabilizorii varliginda, 2-(N-morfolino)etil metakrilat monomerinin
emiilsiyon polimerizasyonu ile sentezlenmistir. PEG-b-PMEMA stabilizorii atom transfer
radikal polimerizasyonu (ATRP) ile sentezlenmistir. Glisidil metakrilat (GMA) komonomer
ve capraz baglayici olarak kullanilmigtir. Daha once literatiire grubumuzca kazandirilmig
olan, organik ve sulu ortamda sentezlenebilen, PMEMA mikrojeller (Butun, vd., 2011;
Tuncer vd., 2015) ile biyo-uyumlu PEG temelli stabilizorler varliginda sentezlenen
P(MEMA-GMA) mikrojeller karsilagtirildiginda, PEG dis kabuklu P(MEMA-GMA)
mikrojellerin biyolojik sistemlerde kullanim i¢in daha uygun oldugu sonucuna varilmigtir.
P(MEMA-GMA) mikrojelin dispersiyon davranislar1 pH, sicaklik ve iyonik siddet
degiskenlerine bagli olarak incelenmistir. Mikrojel sentezi sirasinda kullanilan GMA
komonomerinin farkli oranlarda kullanilmasinin partikiiliin ¢evre duyarlilik iizerine etkileri
incelenmistir. Monomere gore molce %0,5 oraninda etilen glikol dimetakrilat (EGDMA)
capraz baglayici igeren PMEMA mikrojel ile yine monomere gore molce %2,5 oraninda
GMA igceren PIMEMA-GMA) mikrojelin pH ve sicaklik etkisi kiyaslandiginda, P(MEMA -
GMA) sistemlerin pH ve sicaklik degisimine karsi daha fazla sisme-biiziilme davranisi

gosterdigi ortaya konulmustur (Tuncer vd., 2015). Bu sonuglar degerlendirildiginde, GMA
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iceren P(IMEMA-GMA) mikrojellerin pH ve sicaklik degisimine bagli caligsmalar i¢in daha

elverigli oldugu diistiniilmiistiir.

Polimerik partikiillerin nano boyutta (<1000 nm) sentezlenebiliyor olmalar1
sayesinde pek ¢ok malzemeye ev sahibi olmalar1 s6z konusu olabilmektedir. Ozellikle
polimerik nanopartikiillerin ev sahipliginde metal nanopartikiillerin kontrollii boyut dagilimi
ile sentezlenebiliyor olmalar1 kullanim alanlarin1 genisletmistir. Ayrica mikrojeller
gbzenekli yapilar1 sayesinde pek ¢ok malzeme i¢in tasiyici olabilme &zelligine sahiptir.
Mikrojellerin bu 6zelliginden faydalanarak biinyelerinde metal-nanopartikiillerin (metal-
NPs) sentezi saglanabilmekte ve mikrojel metalNPs kompozit sistemler genis bir
spektrumda kullanim alan1 saglayabilmektedir. Mikrojel bilinyesinde altin nanopartikiil
sentezi ve sentezlenen altin nanopartikiil AuNPs iceren sistemlerde, AuNPs boyut dagilima,
katalizor sistemi etkisi tizerine ¢alismalar literatiirde mevcuttur (Phadtare vd., 2003; Suzuki
ve Kawaguchi, 2005; Yang vd., 2006; Shan ve Tenhu, 2007; Thompson vd., 2007;
Christodoulakis vd., 2009; Zhao vd., 2009; Bickford vd., 2010; Volden 2010; Wunder vd.,
2010).

P(MEMA-GMA) mikrojelin uygulama alan1 calismalar1 cercevesinde, bu tez
kapsaminda, P(IMEMA-GMA) mikrojelin biinyesinde AuNPs sentezi gerc¢eklestirilmistir.
Sentezlenen Au nanopartikiillerin boyut dagilimi, literatiirdeki N-izopropilakrilamid
(NIPAM) bazli mikrojel icerisinde sentezlenen AuNPs ile kiyaslanmistir (Suzuki ve
Kawaguchi, 2005). Elde edilen sonuglara gére Au nanopartikiillerin mikrojel icerisinde
dagilimmin olduk¢a homojen ve 10 nm altinda oldugu belirlenmistir. P(MEMA-GMA)
mikrojelin biinyesinde sentezlenen AuNPs sistemlerin antibakteriyel etkinlik caligmalari,
gram pozitif ve gram negatif Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus vulgaris, Enterococus feacalis, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimirium,
Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Candida albicans,
Geotrichum candidum bakteri ve mayalar kullanilarak incelenmistir. Antibakteriyel etkinlik
caligmalari siklikla bakterilere karsi kullanilan bir antibiyotik olan amoksisillin (Neu, 1974)
ve mantarlara karst kullanilan ketokonazol (Heeres, 1979) antibiyotik etkinligi ile
kiyaslanmistir. Literatiirde yapilan antibakteriyel etkinlik ¢aligmalari incelendiginde yapilan
caligmalarin bu kadar genis bir yelpazede yapilmadigi goriilmistiir. Yine de Bacillus subtilis

(Bhankyaraj vd., 2016), Pseudomonas aeruginosa (Patil vd., 2017), Proteus vulgaris
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(Bhankyaraj vd., 2016), Staphylococcus aureus (Penders vd., 2017) bakterileri lizerine Au
nanopartikiillerin antibakteriyel etkinligi literatiirde mevcuttur. AuNPs/P(MEMA-GMA)
mikrojel sistemlerin ve Au nanopartikiillerin antibakteriyel etkinlik mekanizmalar1 tam
olarak aydinlatilamasa bile bu iki sistemin antibakteriyel etkinlikleri benzer sonuglar
gostermistir. Bu sistemlerin bakteriler tizerine etkinliginin, kontrol grubu olan antibiyotikler
ile karsilastirilmasi daha uygun olacaktir. Sentezlenen AuNPs/P(MEMA-GMA) mikrojel
sistemler antibiyotiklerden daha etkindir. AuNPs sistemler kullanilarak, antibiyotiklerin
bakteri ve mayalar iizerinde sebep oldugu antibiyotik direncin Oniine gecilebildigine dair
caligmalar literatiirde mevcuttur (Zharov vd., 2006; Zhao vd., 2010; Xiaoning, 2014). Bu
sebeple AuNPs/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemlerin de antibiyotik direncine karsi

kullanilabilecek bir potansiyeli oldugu diisiiniilmektedir.

Nanotip alaninda yeni gelismeler ve ihtiyaglar sonucu kullanilmaya baslanan yeni tip
ilag tastyici, hedefleyici ve kontrollii salim sistemleri son donemin 6nde gelen ¢alisma
alanlarindandir. Polimerik sistemler bu alanda en ¢ok bagvurulan sistemler olup, 6zellikle
nanojel (< 100 nm) ya da mikrojeller (> 100 nm) {izerinde en ¢ok ¢alisilan sistemlerdendir.
[lag tasiyic1 ve salim sistemleri olan mikrojeller, sentez sirasinda istenilen dzelliklere gore
tasarlanabilmektedirler. Ilag tastyici ve salim sistemleri polietilen glikol, dis yiizey sayesinde
viicudun savunma sistem tarafindan zararli olarak tanimlanmayan biyo-uyumlu sistemler
haline getirilebilmektedir (Zhang vd., 2002; Liu vd., 2010). Bu sistemlerin cevre
duyarliliklar1 (pH, sicaklik ya da iyonik siddet gibi) salim sistemleri i¢in aranilan 6zelliklere
cevap verebilirlikleri, uygulama potansiyeli dogurmaktadir. Mikrojellerin bu pozitif
etkilerinin yan1 sira, molekiil agirligr kiigiik olan ila¢ etken maddelerini hizli bir sekilde
salmalar1 ve uzun siireli kontrollii salim i¢in yeterli olmamalar1 bu sistemler iizerinde
calisilmasi geregini ortaya koymaktadir. Mikrojellerin salim kontroliinii gelistirmek icin
sentezleri sirasinda ¢apraz baglayict miktarini arttirmak ¢ozliim olarak goriinse bile, ¢apraz
baglayicinin arttirilmasi mikrojelin ¢evre duyarliligini veya ¢evre kosullarina tepki diizeyini
azaltacak olmas1 gdz ard1 edilmemesi gereken bir husustur. Bu sebeple lipozomlar polimerik
sistemler ile birlikte kullanilabilmektedir (Zhang vd., 2008, Saleem vd., 2013). Toksik
olmayan ve viicudumuzda bulunan lipitlere benzer yapilar kullanilarak hazirlanan
lipozomlar, hidrofilik ve hidrofobik bolgeler iceren yapilari geregi hidrofilik ya da
hidrofobik ila¢ etken madde taginmasi ve saliminda kullanilabilmektedirler (Wang vd.,

2012; Nimker vd., 2017). Biyo-uyumlu olan lipozomlarin ilag tasiyict ve salim sistemi
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olarak tek baglarina kullanilmalar1 stabilizasyon problemi sebebiyle sinirlidir. Stabil
kalmalar1 i¢in fiziksel capraz baglayici olan kolestrol varliginda hazirlanmalar
gerekmektedir (Anderson ve Omri, 2008). Lipozom hazirlanmasi sirasinda kolestrol ilavesi
hidrate olmus lipozomlar stabile edebilir, fakat bu siire ilag tastyici olarak kullanimlari igin
yeterli degildir (Winterhalter, 1993). Lipozomlarin stabilizasyonu i¢in, lipozomlar arasinda
cesitli molekiil agirliklarina ya da dallanmaya sahip olan, lipozom ylizeyinde sterik bir
tabaka olusturan poli(etilen glikol) ile hazirlanan, PEGilasyon (ylizeyin PEG ile kaplanmasi)
ad1 verilen bir sistem gelistirilmistir (Gabizon ve Martin, 1997; Reddy, 2000). Bu yaklasim
ile sentezlenen PEG kapli lipozomlarin PEG kaplanmamis lipozomlara kiyasla, hedef
bolgede antibakteriyel ila¢ konsantrasyonu artirma ve anti-mikrobiyal tedavilerin iyilestirici

etkilerini arttirmada daha kullanish oldugu ortaya konulmustur (Cern vd., 2014).

Bu tez calismasi kapsaminda, P(IMEMA-GMA) mikrojel sistemin hedefleme igin
Fe304 manyetik nanopartikiiller kullanilmistir. Bu tez ¢alismalart ile, literatlirde heniiz
bulunmayan, coklu c¢evre sartlarina duyarli lipozom-mikrojel sistemlerin Fe3O4 ile
kaplanmasi, hedefe yonlendirilmesi ve hedefte biriktirilmesi ile ilgili calismalar yapilmistir.
Canli metabolizmasinda 6nemli yeri olan pH, sicaklik ya da elektrolit konsantrasyonu
degisimi gibi ¢oklu g¢evre etkisine duyarli polimerik malzemeler modifiye edilerek, ilag
etken madde tasiyict sistem olan lipozomlar, Fe3Os manyetik nanopartikiil kapli
mikrojellerin i¢ine hapsedilmis ve bu sayede sistemin hedefe yonlendirilmesi ve birikmesi
saglanmistir. Bu calismada, S5-florourasil (5-FU) model ilag etken madde olarak
kullanilmistir. Model etken madde meme, mide, kolon kanser tedavisinde klinik olarak
kullanilmaktadir (Longley vd., 2003). Etken maddenin avantaji kati1 tiimor bolgelerinde hizl
kanser hiicresi ¢ogalmasini engellemesi iken dezavantaji kisa bir siireli yarilanma 6mriine
sahip olmasi ve bu sebeple etkinliginin kisa stirmesidir. Bu sebeple literatiirde 5-FU etken
maddesinin tagiyict sistemler ile belli bir bolgeye toplanmasi ve tedavinin istenilen alanda
gerceklesmesi ile ilgili caligmalar mevcuttur (Arias vd., 2008; Li vd., 2014; Li vd., 2015).
Yapilan ¢alismalarda anti kanser ajan olan bu etken maddenin kimyasal yapilar, lipozomlar
veya polimerik malzemeler ile modifiye edilmesi hedeflenmistir. Lipozom hazirlanmasinda
termal olarak duyarli olan ve ilag salim sistemlerinde sik sik kullanilan 1,2-dipalmitoil-sn-
glisero-3-fosfokolin (DPPC) kullanilmistir (Kim vd., 2013; Felice vd., 2014). DPPC
lipozom ile kapli 5-florourasilin pH, sicaklik ya da iyonik siddet gibi dis etkilerle sisme-

biliziilme davranisi sergileyen yeni tip polimerik mikrojel sistemler igerisinde hedefe
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yonlendirilmeleri calismalar1  gerceklestirilmistir. Bu ¢alismalarda lipozom-mikrojel
sistemin istenen bolgeye hedeflenmeleri ve cevresel etkiye duyarli olarak in-vitro (viicut
dis1) ve in-vivo (viicut i¢i) salimu ile ilgili ¢alismalar yapilmistir. PEG tiirevli nano-mikro
yapilar kullanilarak hazirlanan in-vitro salim sistemleri {lizerine ¢aligmalar literatiirde de
mevcuttur (Masato vd., 2011; Wanga vd., 2012; Stukel vd., 2014). P(MEMA-GMA)
mikrojel, DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel den 5-FU salim c¢alismalar1 fosfat
tampon ¢ozeltisi (PBS) igerisinde 24 saat siireyle Yiiksek Performans Sivi Kromotografisi
(HPLC) kullanilarak takip edilmistir. 5-FU ilag¢ etken maddesinin DPPC lipozom/P(MEMA -
GMA) mikrojel sistemden salim profilinin, kontrollii ila¢ salim sistemlerinden Fickian
difiizyon salimina (Ritger ve Peppas,1986) uygun oldugu ortaya konulmustur. Ayrica,
P(MEMA-GMA) mikrojel ve DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemlerinden 5-

FU ila¢ salim kinetigi lizerine sicaklik etkisinin varlig1 da ortaya konulmustur.

Tez kapsaminda yapilan son ¢alisma ise 5-FU iceren Fe3O4 manyetik nanopartikiil
kapli DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemlerin meme kanser bolgesine
hedeflenerek tedavide in-vivo olarak kullanilmasi ile ilgilidir. Polimerik sistemlerin ve
lipozomlarin in-vivo meme kanseri ¢aligmalarda kullanildig: bilinmektedir (Xing vd., 2013;
Torchilin, 2014; Eloy vd., 2016). Tiim bu calismalarda temel amag¢, meme kanser
tedavisinde kullanilan ila¢ etken maddelerinin viicudun tiimiine yayilmasinin degil, meme
kanser bolgesinde birikerek tedaviyi saglamalaridir. Yapilan calismada meme kanseri
olusumu MCF-7 hiicreleri kullanilarak saglanmistir. Ila¢ etken madde salim ¢alismalar1 i¢in
model olarak belirlenen tiimdr ¢aligmalarinda siklikla savunma sistemi baskilanmis tiiysiiz
(nude) fareler kullanilmaktadir. Literatiirde mevcut ¢aligmalarda disi fare meme dokusuna
implant edilen insan meme hiicreleri ile olugturulan tiimor dokuya belirli dozlarda uygulanan

ilag etken maddesinin tedavi etkisi incelenmistir (Li vd., 2015).

Meme kanser dokusu olusumu i¢in kullanilan MCF-7 hiicre hatt1 6strojen reseptor
(ER), progesteron reseptor (PR) ve insan epidermal biiyiime reseptorii (HER2) yani
immiinolojik olarak ifadesinde ER* ve PR ve HER2 reseptor iceren bir hiicre hattidir
(Holliday ve Speirs, 2011). Meme kanser modellerinde bazi durumlarda ER+ PR+ bazi
durumlarda ikisinden biri pozitif digeri negatif ya da bahsi gecen ER, PR, ve HER2
reseptorlerinin tiimii de negatif olabilir. Immiinolojik boyama metodu da kullanilan ve

patalojik olarak degerlendirilen p53 isimli gen ise bir tlimor baskilayici gen olup (Vogelstein
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vd., 2010), bu genin tiimdr olusumunu durdurma gorevi vardir. Ayrica 5-FU
metabolizmasinin 6nemli gostergelerinden TYMS (Longley, 2003) ile meme kanseri
metabolizmasinin 6nemli gostergelerinden Ostrojen, progesteron reseptorleri ve EGFR
mRNA diizeyinde RT-PCR yontemi ile analiz edilmistir. ilag etken maddenin etkisi ve
Fe304 manyetik NPs igeren DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) sistemlerin dokuya etkisi de
RT-PCR yontemi ile analiz edilmistir. Yapilan ¢calisma ile 5-FU igeren Fe3O4 manyetik NPs
iceren DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) sistemlerin meme kanseri hedefleme ve tedavisi

icin etkin oldugu sonucuna varilmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

Mikrojellerin sentez karakterizasyon ve uygulama alanlart ile ilgili bu tez
kapsaminda Oncelikle kolloidal sistemlerin genel Ozellikleri agiklanmigtir. Ardindan
mikrojel sistemlerin sentez, stabilizasyon ve uygulama alanlar1 ile ilgili literatiir 6zeti

verilmigtir.

2.1. Kolloidler

Genel olarak liyofilik (suyu sevmeyen ya da yagimsi siviyr seven) kolloidlerin
kararliligr i¢in iki mekanizma s6z konusudur. Bunlardan biri elektriksel c¢ift katman
arasindaki elektriksel itme, digeri ise sterik ya da entropi bakimindan kararliliktir.
Kolloidler, ¢ozelti icerisindeki parcaciklar kiimelenme ya da topaklanma yapmadiklar
stirece kararli pargacik olarak tanimlanirlar (Myers, 1999). Kolloid parcaciklarinin bir araya
gelmesi i¢in (agregasyon), parcaciklarin ¢carpismasi ve bu ¢arpisma sonucu pargacigin birbiri
ile yapismasini saglayacak etkilesimlerin olugsmasi gereklidir. Bu sebep parcaciklar arasi
etkilesimde dikkate alinmasi gereken iki temel Olgiit vardir. Bunlar, pargaciklarin ¢arpisma
sayis1 veya siklig1 ve bu ¢arpismalarin etkinligi olarak siralanabilir. Iki pargacik yaklastikga,
parcaciklar arasinda itici etkilesimler ve dispersiyon kuvvetlerine dayali ¢ekici etkilesimleri
s0z konusu olacak ve dolayisiyla bu etkilesimler dogal olarak kolloidi dengesiz kilacaktir.
Parcaciklarin kararliliklarini agiklamak i¢in g6z Oniine alinan sistemin etkilesim enerjisi

Denklem 2.1°de verildigi gibi iki enerjinin toplami olacaktir.

Ac}toplam= AGgekici giic +AGiici gii¢ (Denklem 2. 1)

Yukarida tartisilan kararlilk mekanizmasi, yiizeyinde elektrik yiik tasiyan
parcaciklar ile ilgilidir. Bu sistemlerde ¢ift katman arasindaki elektriksel etkilesim, kinetik

kararlilik etkilesimini saglar.

Bir diger kararlilik mekanizmasi ise parcacigin yiizeyine adsorbe olan ve sterik veya
entropik kararlilig1 saglayan liyofilik bir kolloidin varliginda tartigilan bir siirectir. Genel

olarak kullanilan kararlilik ajaninin (stabilizor) nispeten yiiksek molekiil agirhigr ve cift
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kimyasal yapiya sahip olmast gibi kimi gereksinimleri vardir. Stabilizoriin dispersiyon
ortaminda diigiik ¢oziiniirliik gdstermesi ve bir kisminin partikiiliin yiizeyine adsorbe olma

egilimi gostermesi gerekmektedir (Myers, 1999).

Liyofilik polimer tabakasi adsorbe edilmis iki kolloid pargacigi, Sekil 2.1°de
gosterildigi gibi birbirine yakinlagtiginda polimer tabakalarinin birbirleri igine girmesine
sebep olur. Bu etkilesimler, parcaciklar arasinda adsorbe edilen polimer tiiriiniin
derisimindeki artigtan kaynaklanan ozmotik etki ve parcaciklarin carpigmalarindan
kaynaklanan serbestlik derecesi azalmasinin etkilesen polimerin entropik veya hacimsel
kisitlamasina sebep olmasi olarak 6zetlenebilir. Her iki durumda da sistem entropisinde bir
diisiis meydana gelecek ve ozmotik etki birbirine yakinlasan pargaciklarin entalpisini

etkileyecektir.

o

<>
R
- <
=i /
Ayirim
mesafesi <>
Genis d-gekilen Denge d- net Yakinlagma- itilen
yay hareketi yay kuvveti =0 yay hareketi

Sekil 2.1. Yiiklii iki kolloid arasi etkilesimler

Yukarida goriildiigli gibi partikiil arasinda bulunan genis mesafede yay gerilir ve
kolloidler birbirini ¢eker, van der Waals etkilesim, yakinlasmada kolloidleri birbirinden

uzaklastiran itme kuvveti, elektrostatik etkilesim olusur.

Boyle bir sistemde entropi azalmasini engellemek i¢in parcaciklar daha fazla hareket
etmeye baglar ve birbirinden uzaklagir. Bunun sonucunda uzaklasan parcaciklar arasina
¢oziicli birimleri yerlesir. Parcaciklarin yaklagsmasini engelleyen ve kararliliklarini saglayan

Sekil 2.2 ‘de gosterildigi gibi bir enerji bariyeri olusur.
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a)  Cozici b) Cozici

Y

Y
QN

Sekil 2.2. ki farkl1 yakinlik derecesine sahip polimer yiizey, a) kismen birbirine yakin olan
iki polimerik ylizey, b) birbirine yakin iki polimer yiizey

Yukarida gosterilen sekilde kismen birbirine yakin olan yiizeyde, polimer
zincirlerinin konsantrasyonu ile ozmotik basing olusur ve ¢dziicii molekiilleri kolaylikla
ylizeyler arasina yerleserek parcaciklari birbirinden uzak tutar, b seklinde ise polimer

zincirlerinin penetrasyonu ile entropi diiger.

Elektrik yiik bulundurmayan boyle dengelenmis bir sistemin net enerjisi Denklem

2.2°de verildigi gibi ¢ekici van der Waals etkilesimi ve itici sterik etkinin toplami olacaktir.

AGioplam™= AGssterik etki TAGitici giig (Denklem 2.2)

Kolloidlerin kararlilifinda bahsi gecen polimerik koruyucu veya stabilizoriin
parcacik ylizeyine kuvvetli etkilesimler ile baglanmis olmast Onemli bir siirectir.

Stabilizoriin kolloid kararliligina etkisi bir sonraki baglikta tartigilmistir.

2.1.1. Coziiciiniin kolloid kararlhihgina etkisi

Yukarida bahsedilen kararlilik mekanizmasindan, stabilizor, kolloid ve ¢dziicl
sisteminde, ¢0ziicliniin énemli bir rol oynadig1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Coziiciiniin
niteligi stabilizor olusumunda kullanilan monomer iiniteleri i¢in ¢dziicli niteligini tasirsa,
polimer kolloid yiizeyine daha az adsorbe olacak ve bu parcacigin kararliligini
etkileyecektir. Bunun tersine, ¢0ziicii polimer zincirini daha az ¢dzen bir ¢oziici ile
degistirilirse, koruyucu tabakanin kalinligi, polimerin pargacik yiizeyinde daha fazla

birikmesine sebep olacaktir. Bu da topaklanmaya (flokiilasyon) kars1 kararlilig1 azaltacaktir.
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Polimer ¢6zeltisinin karmagik termodinamiginden dolay1 ¢cogu polimer sicakligin bir
fonksiyonu olarak ¢oziiciideki kararliligr degisir. Uygun bir ¢oziiclide, polimer zincirleri
rastgele-sarmal sekilde ve kismen acik yapida olacaktir. Sicaklik degistikge ¢oziicii kalitesi
bir miktar azalacak ve polimer zincirleri daha karmasik bir sekilde bir arada bulunacaktir.
Polimerin iyi ¢6ziindiigii noktadan daha kotii ¢ozlindiigli noktaya gectigi bu sicakliga teta
noktasi (©) ad1 verilir. Kolloid kararlilig1 agisindan, iyi ya da kotii olarak tanimlanan ¢oziicii
ozelligi sistem icin kritik topaklanma sicakligi (CFT) olarak tanimlanir. Bu nokta ayni

zamanda ¢dziicii igerisinde karigabilen bagka bir ¢oziiciiniin etkilenmesi ile de elde edilebilir.

Biiyiik molekiil agirligina sahip polimerler sterik olarak kararli pargacikla arasinda
koprii kurarak topaklanmaya sebep olurken, ayni zamanda olumlu etkilere de sebep
olabilirler. Ornegin saflastirma islemlerinde sisteme biiyiik molekiil agirligma sahip bir
polimer zinciri ilavesi kirliliklerin bir topaklanmaya sebep olmasina ve boylece saflastirma

isleminin daha kolay yapilmasina sebep olabilir.

2.1.2 Stabilizorlerin kolloid kararhihgina etkisi

Genel olarak liyofilik kolloidlerin kararhiligi icin yiliksek molekiil agirlikli
malzemeler, kolloidin etrafina daha iyi sarmacagindan ve kalin bir koruyucu tabaka
olusturacagindan topaklanmaya karst daha iyi bir koruma saglayabilir. Kolloid ylizeyine
kaplanan stabilizor partikiiliin yiikiinii genellikle elimine eder. Partikiiller arasi itici
etkilesim, ylizeyde bulunan siirfaktant tabakalar1 arasi etkilesimler tarafindan belirlenir.
Apolar bir ¢oziiciide stabilizoriin apolar kisimlari ¢oziicii ile etkilesir ve kolloid partikiillerini
birbirlerinden ayri tutar. Yiklii stabilizorler, van der Waals etkilesiminin azalmasindan
dolay1, uzun siireli elektrostatik itme kuvvetinden etkilenecektir. Stabilizorler kolloid
stabilizasyonu saglamasinin yaninda bazi dezavantajlar1 da yaninda getirir. Stabilizor olarak
kullanilan polimerlerin zincir uzunlugunun belirlenmesinde kimi kurallara uyulmasi
gerekmektedir. Biiylik molekiil agirligina sahip polimerler kolloid pargaciklar1 arasinda

koprii olusturarak topaklanmaya sebep olabilir.

Parcacik ylizeyine birden fazla baglanma noktasma sahip uzun bir polimer zinciri
kolloid dispersiyonuna eklenirse, polimerin olas1 baglanma noktasinin iki farkli pargacigi

birbirine baglama ihtimali ortaya ¢ikar. Bu durum o6zellikle polimer kiyasla daha yogun
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kolloid dispersiyonu igeren sistemlerde daha fazla gdozlenebilir. Konu ile ilgili gorsel Sekil

2.3°de verilmistir.

B
Sekil 2.3. Polimer ile parcacik arasindaki baglanma, a) sterik olarak kararli bir sistem,
b) diisiik konsantrasyona sahip polimer veya biiyiik molekiiler agirligina sahip sistemler

Sekil 2.3-b’de gosterilen sistemlerde polimer molekiiliiniin parcacik ile etkilesimi
nedeniyle polimer molekiiller arasinda koprii topaklanmasi olusur. Bdylece, iki veya daha

fazla pargacigin baglanmasina sebep olabilir.

Biiyiik molekiil agirligina sahip polimerler sterik olarak kararli parcaciklar arasinda
koprii kurarak topaklanmaya sebep olurken, ayni zamanda olumlu etkilere de sebep
olabilirler. Ornegin saflastirma islemlerinde sisteme biiyiik molekiil agirhigma sahip bir

polimer zinciri ilavesi kirliliklerin bir topaklanmaya sebep olabilir.

2.1.3 Polimer molekiil agirhiginin kolloid kararliigina etkisi

Genel olarak liyofilik kolloidlerlerin kararliligi i¢in yiliksek molekiil agirlikli
malzemeler, kolloidin etrafina daha iyi sarinacagindan ve dolayisiyla daha kalin bir
koruyucu tabaka olusturacagindan topaklanmaya karsi1 daha iyi bir koruma saglayabilir.
Fakat ¢ogu fiziksel sistemde oldugu gibi, polimer zincir uzunlugunun belirlenmesinde de
kimi noktalara dikkat etmek gerekmektedir. Biiyiikk molekiil agirligina sahip polimerler

kolloid parcaciklart arasinda koprii olusturarak topaklanmaya sebep olabilir.
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2.2. Kolloidlerin sentez yontemleri

Kolloidlerin hazirlanmasinda heterojen polimerizasyon tiirlerinden olan ve ¢ekirdek
olusumu mekanizmasi {lizerinden ilerleyen emiilsiyon, dispersiyon, siispansiyon ve direk
monomer damlaciginin  polimere doniisimii mekanizmas: ile ilerleyen ¢okelme

polimerizasyonu gibi farkli sistemler kullanilabilir.

Heterojen polimerizasyon yontemlerinden emiilsiyon, dispersiyon, slispansiyon ve

cokelti polimerizasyonunu terimsel olarak ayirmak ic¢in dort temel noktaya dikkat

edilmelidir.
1. Polimerizasyon karisiminin baslangi¢ durumu
2. Polimerizasyon kinetigi
3. Partikiil olusum mekanizmasi
4. Sonucta olugan polimer partikiiliiniin sekil ve boyutu

2.2.1. Emiilsiyon polimerizasyonu ve siirfaktant icermeyen emiilsiyon polimerizasyonu

Emiilsiyon polimerizasyonu mikrojel sentezinde kullanilan baglica yontemlerden
biridir (Loxley ve Vincent, 1997; Saunders ve Vincent, 1999; Panayitou vd., 2007).
Heterojen serbest radikal polimerizasyon olan emiilsiyon polimerizasyonu, su igerisinde
kismen hidrofobik monomerin emiilsifikasyonunu (su iginde yag) icerir. Yiizey aktif madde,
monomer, suda ¢oziinen serbest radikal/baglatici ve su baglica tepkime bilesenleridir.
Monomer baglangicta siispansiyon halinde biiylik bir monomer damlast iken,
polimerizasyonun sonunda, 100 nm ¢apinda yiizey aktif madde ile stabilize edilmis lateks
partikiiller halini alir. Genel olarak emiilsiyon polimerizasyonunda etilen, biitadien, stiren,
akrilonitril, akrilat ester, metakrilat esterler, vinil asetat ve vinil klorid gibi monomerler
kullanilir. Polimerizasyon sulu faz ve biiyiliyen lateks partikiil i¢inde gergeklesir. Polimer
iiriinii ve su arasinda ¢ok zayif bir uyum oldugu icin, partikiil ¢ekirdek polimerizasyonu
ilerledik¢e boyutta biiylime olur ve biiyiime arttik¢a asir1 bilylik bir yag-su ara yiizey boylesi
olusur. Bu nedenle, partikiiliin yiizeyine fiziksel olarak adsorbe olabilecek ya da kimyasal
olarak birlesebilecek iyonik siirfaktantlar, iyonik olmayan siirfaktantlar ya da hidroksietil

seliiloz, polivinil alkol, polivinil pirolidone gibi koruyucu kolloidler, koagiilasyondan lateks
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partikiillerinin etkilesimini 6nlemek ic¢in kullanilir. Emiilsiyon polimerizasyonunda
kullanilacak ylizey aktif madde siirfaktant konsantrasyonu, kritik misel konsantrasyonunun
(CMQ) iizerinde tutulmalidir (Chern, 2006). Ornegin polistiren lateksleri hazirlanirken,
stiren monomeri, potasyum persiilfat baslatici ve su kullanilir. Tepkime azot ortaminda 60
°C sicaklikta yiiriitiiliirse; persiilfat stiren, polimerizasyonunu baglatan siilfat radikallerine
doniisiir. Siilfat grubu ile baslayan stiren zincirleri, su ve polistiren arasinda elektrostatik bir
bariyer olusturur ve bdylece stabilizasyon saglanmis ve topaklanma Onlenmis olur.

Emiilsiyon polimerizasyonu ile ilgili temel mekanizma Sekil 2.4’de verilmistir.

—@ Yiizey aktif madde
T @ Baslatiax
P —
L

Misel Olusumu

<
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K ® Polimerizasyon
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Sekil 2.4. Emiilsiyon polimerizasyonunun temel mekanizmasi

Stirfaktant  icermeyen emiilsiyon polimerizasyonunda ise, partikiillerin
stabilizasyonunu saglayan partikiil boyut dagilimi, ara yiizeylerin elektrostatik ve yapisal
mekanik 6zellikleridir. Polimer-monomer partikiil olusum mekanizmasi ile ilgili kesin bir
mekanizma olmasa da heterojen faz polimerizasyonunun baglangicinda su i¢inde bulunan
baslaticinin ve monomerin karisimi sirasinda birka¢ art arda siire¢ vardir. Emiilsiyon
olusturma sirasinda birbiri ile karigmayan iki sivi arasinda ¢ok biiylik miktarda ara yiiz
olusur. Ara yiiz olusumu sirasinda yapilan isten acgiga ¢ikan enerji potansiyel enerji olarak
sistemde kalirsa, bu durumda sistem termodinamik olarak kararli olmayacagindan, enerjiyi
azaltmak icin sistem ara yiizeyleri azaltmaya ¢alisir. Termodinamik emiilsiyon sisteminin
kararliligin1 etkileyen onemli bir faktordiir. Fakat partikiillerin kinetik de kisa vadede

sistemin kararliligini etkiler. Kararli bir emiilsiyon olusturabilmek icin kinetik énemli bir
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faktordiir. Bu sebepten dolayi, emiilsiyon kararliginda fazlar arasinda ara ylizey gerilimini
diistirmenin 6nemli bir etken oldugunu goz ardi etmeden, her zaman en 6nemli gereklilik

olmadigini da bilmek gereklidir.

Stirfaktant icermeyen emiilsiyon polimerizasyonunda genel olarak akrilik asit ve
metakrilik asit monomerler kullanilir. Stiren monomerinin suda ¢oziinebilen 4-vinilpridin
komonomer esliginde suda polimerizasyonu, siirfaktant olmadan emiilsiyonu saglanmigtir
(Wang ve Pan, 1999). Stiren polimerizasyonun baglangicindan hemen 6nce 4-vinilpridin
polimerizasyonu baslatilmis bdylece stabilizasyon saglanmistir. Yine siirfaktant icermeyen
emiilsiyon polimerizasyonu yontemi ile stiren, biitil akrilat ve N, N’-dimetil, N-biitil, N-
metakriloloksietil amonyum bromit (DBMEA) polimerizasyonu gerceklestirilmistir.
Katyonik baslatic1 olarak azobis(izobiitiramit hidroklorit) ve monomerin ¢oziiniirliigiinii

arttirmak amactyla metanol kullanilabilmektedir (Zhang vd., 2003).

2.2.1.1. Emiilsifikasyondan mikrojel sentezi

Bu yontemde, su igerisinde bir oncii jel ¢ozeltisi (yag) ya da tuzlu su fazinda yag
icinde su emiilsiyonu olusturur. Oncii jel monomer ya da polimer ¢dzeltisi olabilir. Tkinci
jellesme basamaginda, emiilsiyon damlalarinin her biri kimyasal bir reaksiyon gegirir. Bu
polimerizasyon tiirii “ters emiilsiyon polimerizasyonu” ya da “miniemiilsiyon
polimerizasyonu” olarak adlandirilir  (Landfester vd., 2000). Miniemiilsiyon
polimerizasyonunda siirekli faz igerisinde ¢ok diisiik ¢Oziiniirlikk gdsteren bir ¢odziinen
madde sayesinde Ostwald olgunlagsmasi dnlenmis olur. Ostwald olgunlagmasi, su i¢inde yag
emiilsiyonlarinda siklikla meydana gelmektedir. Bu sistemlerde yag molekiillerinin sulu faz
icerisinde difiize olmasi ve biiyiik yag damlalarina katilarak stabilizasyonu engellemesi
onemli bir konudur. Su icerisinde yag emiilsiyonunda, ¢6ziinen madde uzun zincirli

hidrofobik bir alkan iken, yag i¢inde su emiilsiyonunda bu islevi tuzlar saglar.

Jellesme sirasinda olusabilecek iki durum Sekil 2.5’de verildigi gibidir. Homojen
jellesme durumda, polimerizasyon ¢ozeltisi ya da ¢apraz baglanma reaksiyonu &zellikle
damlacigin disinda meydana gelir. ikinci olasilikta ise polimerizasyon sirasinda dncii jel

emiilsiyon damlaciklarinin igerisinde ¢ekirdeklenmeye sebep olur.
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Sekil 2.5. Oncii jel emiilsifikasyonu ile mikrojel olusum mekanizmalar1

2.2.1.2. Cekirdek-kabuk mikrojellerin sentezi

Cekirdek-kabuk lateks partikiiller, on yillardir emiilsiyon polimerizasyonu
aracilifiyla elde edilebilmektedir. Cekirdegin geleneksel emiilsiyon polimerizasyonu ile
elde edilmesinin ardindan ikinci bir asama olarak ¢ekirdek yiizeyi bir kabuk ile kaplanir.
Cekirdek-kabuk partikiilleri hazirlamak i¢in pek ¢ok yontem vardir. Birinci basamakta
homojen dagilimli ¢ekirdek elde etmek ve bu ¢ekirdegin topaklagmasini dnlemek oldukca
onemlidir. ikinci asamada ise polimer zincirleri olusturulan cekirdek yiizeyine birikmelidir.
Bu sistemde ortaya ¢ikan birinci sorun ¢ekirdekleri birbiri ile etkilesimleri sonucu biiyiik
cekirdek-kabuk latekslerin olugmasidir. Diger bir sorun ise, elde edilen kabugun ¢ekirdekten
daha hidrofobik bir kabuk ile g¢ekirdek-kabuk lateks olusturulmasidir. Burada ara yiiz
enerjisini en aza indirecek, termodinamik acidan giiglii bir itici gli¢ olusur. Kararli yapida
olamayan ¢ekirdek-kabuk latekslerin kararliligini arttirmak i¢in ¢apraz baglayiciya ya da
camsi gecis sicakligt T, Tlzerinde calismak gerekmektedir. Cekirdek-kabuk yapili

mikrojellere son yillarda ilgi oldukga artmigtir.
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2.2.2. Dispersiyon polimerizasyonu

Dispersiyon polimerizasyonu, mikron boyutunda partikiil sentez yontemleri igin
kullanilan polimerizasyon tekniklerinden biridir. Dispersiyon polimerizasyonunu, tepkime
ortaminda uygun polimerik stabilizor varliginda monomerin polimerizasyonu i¢in kullanilan
bir polimerizasyon teknigi olarak tanimlanabilir (Kawaguchi ve ito, 2005). Tepkime ortam,
olarak secilecek ¢oziiciiniin monomer ve sterik stabilizor igin iyi bir ¢oziicii olurken,
olusacak polimerik partikiilii ¢ozmemesi gerekmektedir. Uygun kosullar altinda
polimerizasyon sonucu olusan, genelde 0,1-15 pm boyutunda partikiiller monodispers
dagilim gosterirler. Polimerlesebilen makromonomerler, reaktif olarak adlandirilabilirler.
Bu sistemlerde stabilizor olarak bir polimer veya makromonomer kullanilabilir. Dispersant
olarak kullanilan blok kopolimerlerin, bir blogun ¢okelti polimerinin ylizeyi i¢in afiniteye
(uygunluk) sahip olmasi ya da polimerizasyon sirasinda stabiliteyi saglayabilecek ¢oziiniir
bir bloga sahip olmasi gerekmektedir. Bu ¢oziinlir dispersant polimer bir kil tabakasi

olusturarak polimerizasyon sirasinda stabiliteyi saglar.

Dispersiyon polimerizasyonu ilk kez 1975 yilinda organik hidrokarbon ortaminda
gerceklestirilmistir (Barrett, 1975). Yapilan ¢calismada akrilik ve vinilik monomerleri yagda
coziinen polimer stabilizor ile hidrokarbon igerisinde polimerlestirilmistir. Daha sonra
yapilan calismalarda polar ¢oziiciiler igerisinde dispersiyon polimerizasyonu yapilarak
yontem gelistirilmistir (Almog vd., 1982). Genel olarak dispersiyon polimerizasyonunun

mekanizmasi Sekil 2.6’da gosterildigi gibidir.
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Sekil 2.6. Dispersiyon polimerizasyonunun temel mekanizmast

Dispersiyon polimerizasyonunda en sik kullanilan monomerler stiren ve metakrilat
bazli monomerlerdir. Tepkime ortami olarak ise yogunlukla polar ¢ozeltiler, genelde alkoller

kullanilir.

Dispersiyon polimerizasyonunun ilgi cekici bir 6zelligi de canli polimerizasyon
gerceklestirilebiliyor olmasidir. Bu sayede kontrollii bir polimerizasyon saglanarak dar
molekiil agirlik dagilimina sahip partikiillerin sentezlenebilmektedir (Kawaguchi ve Ito,
2005). Canli dispersiyon polimerizasyonu kullanilarak stiren ya da o-metilstiren
monomerilerinin anyonik polimerizasyonu farkli stabilizorler kullanilarak hidrokarbon

tepkime ortaminda gerceklestirilmistir (Kim vd.,1996; Awan vd., 1996).

Dispersiyon kopolimerizasyon yontemi kullanilarak ¢ekirdek-kabuk partikiil
sentezleri de basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Ornek olarak stiren ve vinil-
benziltrimetil amonyum klorid (VBAC) monomerlerinin ¢ekirdek-kabuk partikiilleri
verilebilir. Bahsi gecen bu ¢alismada aromatik poli(amik asit) stabilizorii varliginda, etanol-

su ortaminda basaril1 bir sentezlenmistir (Watanabe, 2006).
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2.2.3. Siispansiyon polimerizasyonu

Stispansiyon polimerizasyonunda, baslatict monomer igerisinde dagilir ve bu iki
bilesen polimerizasyon ortaminda ¢oziinilir degildir. Monomer fazin hacim oranmi1 genelde
polimerizasyon ortaminin 0,1-0,5 olacak sekilde ayarlanir, fakat bu durum bazen daha biiyiik
oranlara c¢ikabilir (Arshady, 1992). Terimsel olarak polimer partikiilleri iiretiminde
slispansiyon polimerizasyonu emiilsiyon polimerizasyonu yerine de kullanilmaktadir, fakat
emiilsiyon polimerizasyonunda {iretilen lateks ya da kolloid partikiil boyutu 1 pm
boyutundan kiigiikken siispansiyon polimerizasyonunda partikiil 1 pm boyutundan ¢ok daha
bliytliktiir. Siispansiyon polimerizasyonunda {iretilen lateks ya da kolloidin partikiil
boyutunun iist limiti yaklasik 1-2 mm ile smrlandirilabilir. Cokelti polimerizasyonu

kullanilarak sentezlenen partikiiller ise makroskopik olarak goriilebilecek biiytikliiktedir.

2.2.4. Cokelti polimerizasyonu

Cokelti polimerizasyonunda baslangic asamasinda tepkime karisimi dispersiyon
polimerizasyonu ile aynidir, yani karistm homojen vaziyettedir. Fakat c¢okelti
polimerizasyonunda baslangigta partikiiller tepkime ortaminda sismis vaziyette degildir ve
polimerizasyon gercekten c¢okelti polimerizasyonu olarak ilerler. Bu kosullar altinda
baglatict ve polimerizasyon biiyiikk oranda homojen ortamdadir. Bu da stirekli
cekirdeklenmeye ve dolayisiyla daha biiyiik partikiillerin olusmasina yol acar. Bu sebep,
cokelti polimerizasyonu diizensiz sekil ve boyutta polimer partikiillerinin olusmasina sebep

olur.

2.2.5. Partikiil sentezinde kullanilan diger yontemler

2.2.5.1. Diiz polimer zincirlerinden mikrojellerin homojen cekirdeklenmesi

Bu yontemde diiz polimer zincirlerinin hacim faz gegis sicakligi (VPTT) noktast
iizerinde 1sitilmasi ile elde edilen kolloidlerden bahsetmek miimkiindiir. Polimer
zincirlerinden mikrojel elde edilmesine dair birka¢ calisma mevcuttur (Brasch ve
Burchard,1996). Burada —OH gibi fonksiyonel gruplar iizerinden yapiya katilabilecek

aldehit gibi bir grup kullanarak polimer zincirlerinin birbirine baglanmasini saglanmaktadir.



20

Bir baska yaklagimda ise diiz polimer zincirlerinin NaCl gibi bir elektrolit varliginda polimer
zincirlerinin elektrostatik etkilesimle partikiil olusturulmustur (Chan, 1999). Bir diger
yaklagimda ise diblok kopolimerleri kullanilarak misel olusturmasi ve ardindan capraz
baslayici ilavesi ile mikrojel sentezlenmesi s6z konusudur. Bu yontem ile oldukea kiiciik
capli mikrojellerin sentezi miimkiindiir. Ornegin Delaittre ve c¢alisma arkadaslarmin
hazirladig1 mikrojelde, poli akrilik asit-b-dietilakrilamit yasayan radikalik polimerizasyonu
sirasinda ortama az miktarda ¢apraz baglayici ilave edilmis ve nanojeller sentezlenmistir
(Delaittre, 2007). Radikalik polimerizasyon ile hazirlanan sistemlerde, reaksiyon ortami
oksijenden arindirilmalidir.  Oksijen polimerizasyona katilarak polimerizasyonu
yavaglatabilir ya da sonlandirabilir. Bu sebeple reaksiyon sirasinda azot gazi gibi inert bir

gaz ile oksijen uzaklastirilmalidir.

2.2.5.2. Polimer komplekslesmesi ile mikrojel olusumu

Bu yontem daha 6nce agiklanan mikrojel sentez yontemlerinden tamamen farkl bir
yontemdir. Polielektrolit kompleksler, karsit yiiklii polielektrolitlerin seyreltilmis
karigimlarindan olusur. Polikatyonlar ve polianyonlar arasinda gii¢lii bir elektrostatik
etkilesim meydana gelir (Raymond ve Sadek, 1949). Bu sayede polimer ag1 gii¢lii bir
stabiliteye sahip olur. Kolloidal olarak stabil mikrojeller elde edebilmek icin, elektrostatik
olarak stabil olan ytiklii mikrojeli olusturan bilesenlerden birinin fazla olmasi gerekmektedir.
Polielektrolit kompleks olusumu sirasinda polianyon asirt kullanilirsa anyonik mikrojeller,

polikatyon fazla kullanilirsa katyonik mikrojeller elde edilir.

Dogalinda iyonik olan bu mikrojeller polielektrolit zincirlerin ¢apraz baglanmasi ile
elde edilirler ( Benitez vd., 2015). Polielektrolitler de asit baz ciftleri gibi zay1f ya da giiclii
olabilir. Poli(diallildimetilamonyum klorid) giiclii katyon, poli(sodyum stiren siilfonat)
giiclii anyon 6zellik gdsteren polielektrolitlerdir. Giiglii polielektrolitler reaksiyon sirasinda
molekiiller arasinda ekstra capraz baglanmaya sebep olduklarindan dolayr mikrojel
sentezinde kullanimlar1 smirhidir.  Polielektrolit mikrojeller kimi ¢evresel kosul
degisimlerinde hacimsel faz gecisi gosterebilirler (Rumyantsev vd., 2014). Mikrojele iyonik
ozellik kazandiran polielektrolit zincirler sentetik ya da dogal homopolimer veya kopolimer
olabilirler. Literatiirde en sik karilasan katyonik 6zelligine sahip sentetik polielektrolitere

ornekler poli(N-izopropilakrilamid) (PNIPAM) (Romeo vd., 2010), poli[2-(dietilamino)etil
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metakrilat] (PDEA) (Amalvy vd., 2004), poli[2-(N-morfolino)etil metakrilat] P(MEMA)

(Butun vd., 2011) seklinde siralanabilir.  Yine bir diger iyonik polielektrolit tiirii olan
anyonik polimerlerin kullanimi ile de anyonik 6zellige sahip mikrojellerin sentezi s6z
konusu olabilmektedir. Anyonik polielektrolitlere 6rnek olarak, poli(akrilik asit) (PAA) (
Iglesias vd., 2003), poly(metakrilik asit) (PMAA) (Wong vd., 2009) gibi asit igerikli
polielektrolitler verilebilir. Polielektrolitler ile sentezlenen mikrojellerde, mikrojelin toplam
yiikiinii belirleyen en 6nemli parametre sistemi olusturan polielektrolitlerin giiglii asit, giiglii
baz, zayif asit, zayif baz yapisidir. Genel olarak zayif polielektrolitler poli(L-lisin)/poli(L-
glutamik asit)/ poli(allilamin hidroklorid) seklinde siralanabilir. Zayif polielektrolit igeren
sistemler polikatyon sonlu ise dogal mikrojellerden daha az sisme gosterirken daha fazla
sicaklik duyarlilig: sergiler, polianyon sonlu mikrojeller ise dogal mikrojellerden daha fazla
sisme gosterirken daha az sicaklik duyarli sistemlerin olusmasina sebep olur (Costa vd.,

2012).

2.3. Mikrojeller

Bir mikrojel, jel partikiillerinin kolloidal dispersiyonu olarak da tanimlanabilir. Bu

tanimlamanin {i¢ genel 6zelligi vardir.

1) Mikrojel partikiil boyutu 10-1000 nm arasinda degisen kolloidlerin bir tiirtidiir.
2) Mikrojeller bir ¢oziicii icinde dagitilabilirlerdir.
3) Mikrojeller ¢oziicii aracilifiyla sisebilirlerdir.

Mikrojeller, kolloidal ¢ozeltilerde ¢capraz baglanma derecesine, iyonik/non-iyonik ya
da hidrofilik/hidrofobik dogalarina bagli az ya da ¢ok sismis halde bulunabilmektedirler.
Ayrica molekiil i¢i capraz bag iceren makromolekiiller olduklarindan, bu maddelerin sentezi
sirasinda bliyliyen ¢apraz bagli parcaciklarin boyut kontroliiniin saglanmasi gerekmektedir.
Bu sistemlerin biiyiikliik ve seklini etkileyen baslica etkenleri reaksiyon siiresi, sicaklik,
basing, sistem bilesenleri ve ¢cevre molekiillerin dogasi seklinde siralanabilir. Molekiillerin
sterik 6zelliklerini etkileyen bu degiskenler sayesinde olusacak sistemin sekilsel 6zelliklerini

tahmin etmek miimkiin hale gelmistir.
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Yukarida bahsi gegen ii¢ temel kriter, siirfaktant (yiizey aktif madde), stabilizorler,
emiilsifiyerler ve polimerik miseller i¢in de gecerli tanimlardir, fakat bu tiirler mikrojel
olarak adlandirilamaz. Mikrojeller dengeli bir yapiya sahipken, siirfaktantlar ve miseller
bulunduklar1 ortamda birbirleri arasinda hizli bir sekilde yer degistirirler ve bu nedenle siirl
bir yasam siiresine sahiptirler. Diger bir istisnai durum ise, uzun hidrofobik bloklar iceren
blok kopolimer misellerin sudaki davraniglaridir. Bu miseller hidrofobik bloklar sayesinde
uzun siireli yasam Omriine sahip olabilirler, fakat hidrofobik g¢ekirdegin su ile sigmesi
smirlhidir. Bu sebeple miseller mikrojellerden ¢ok lateks yapilara daha benzerdir. Bu

sebeplerden dolay1 mikrojellerin tanimlanmasinda dordiincii bir 6zellige gerek duyulur.

4) Mikrojeller stabil yapilardir. Polimer aglar1 kovalent ve giiclii fiziksel etkileri
sayesinde stabil kalir. Ote yandan, herhangi bir kolloidal dispersiyon gibi mikrojel
partikiilleri agrege (topaklanma) olabilir. Agregasyon ile ilgili ayrintili bilgi asagida

verilmigtir.

2.3.1. Mikrojel sentez yontemleri

Mikrojel sentezinde genel amag, kontrollii partikiil boyut dagiliminin, kolloidin
stabilizasyonu ve yiiklii gruplar, ¢capraz baglayici gibi 6zel fonksiyonel gruplarin dagiliminin

saglanmasidir.

Mikrojel hazirlanmasinda baslica ii¢ yontemden s6z etmek miimkiindiir:

1) Monomer kullanilarak mikrojel sentezi: Bu yontem en sik kullanilan yontemdir.
Anyonik, katyonik ya da iyonik olmayan tek fonksiyonlu monomerler kullanilan
monomer tiirleridir. Bu sistemlerde ¢apraz baglayici olarak iki fonksiyonlu grup
iceren monomerler kullanilabilmektedir. Radikal polimerizasyonu ile sentezlenen
sistemlerin igerigine gore olusacak olan polimerizasyon genel olarak asagidaki Sekil
2.7°de verilmistir.

2) Polimer kullanilarak mikrojel sentezi: Sulu polimer ¢ozeltilerinin kimyasal olarak
capraz baglanmasi ya da yag i¢inde emiilsiyon olusturulmasi ile elde edilebilirler.

3) Mikrojeller kullanilarak mikrojel olusturulmasi: Bir mikrojelin mekanik olarak

ogitiilmesi sayesinde mikrojel olusturulmasini icermektedir.
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Sekil 2.7. Polimerik malzemelerin genel olarak sentez yontemi

Mikrojellerin  partikiil iiretim yontemine goére homojen ¢ekirdeklenme,
emiilsifikasyon ya da komplekslesme seklinde siralanabilir. Homojen c¢ekirdeklenme
mikrojel olusturma ydnteminde c¢apraz baglayict iceren monomer ¢ozeltisi bir reaktor
icerisinde polimerlestirilir. Mikrojel partikiillerinin birlesmesini énlemek i¢in genel kural
polimerizasyondan sonra olusan yapiin ¢oziicii igerisinde ¢dzliinmeden kalmasidir. Eger

olusan polimer ¢6ziicli i¢erisinde ¢oziintlirse bu olusan yap1 mikrojel olusturur.
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2.3.2. Polimerizasyon reaksiyonunun kinetigi

Bir polimerizasyon reaksiyonunda partikiiliin olusumu c¢ekirdeklenme olusumu,
biiytime donemi ve olusan kolloidin stabilizasyonu sirasindaki durumlardan 6nemli derecede
etkilenir. Herhangi bir polimerizasyon tepkimesinin olusumu i¢in, baslaticinin bozunmasi
ve tepkimenin baglamasi i¢in sistemin enerjiye ihtiyact vardir. Radikal dispersiyon
polimerizasyonu icin genel olarak akrilamid ya da metakrilamid tiirevi monomerler
kullanilabilir. Partikiil olusum tepkimelerinde yiiksek aktiviteye sahip bilesenler
kullanildigindan polimerizasyon c¢ok hizli meydana gelir. Polimerizasyonda kullanilan
capraz baglayicinin aktivitesi genel olarak monomerlerin aktivitesinden daha yiiksektir.
Polimerizasyon tepkimesi 30 dakika gibi kisa bir siire igerisinde gergeklesebilir. Eger
tepkime ortamina inhibitor (yavaslatici) ilave edilmez ise ¢ekirdek olusum siiresi bir dakika
gibi kisa bir siire olacaktir. Bu kadar hizli gerceklesen bir tepkimenin kinetiginin takibi
oldukca zordur (Elaissari ve Mahdivian, 2011). Mikrojel olusum kinetigi poly(/N-
isopropilakrilamid) (NIPAM) mikrojel olusum {izerine yapilan ¢aligmada verilmistir (Wu
vd., 1994). Yapilan ¢alismada iki farkli sicaklikta gerceklestirilen polimerizasyon hizi
farklilik gdstermistir.

Suda ¢6ziinen monomerlerin dispersiyon polimerizasyonunda, sentezlenen mikrojel
partikiiller genelde mikron altinda boyutlara sahiptir ve dar bir boyut dagilim1 sergiler. Bu
kullanilan bilesenlerin yiiksek aktivitelerinin ve ¢ekirdeklenme basamaginin kisa siirede
olmasindan kaynaklantyor olabilir. Mikrojel boyutunda kullanilan baslatici ve capraz
baglayici derisiminin etkinligi ve sicakligin mikrojel boyutu iizerine etkin oldugu da yapilan
caligmalar sonucu ortaya konulmustur (Duracher vd., 1999). Mikrojel partikiil boyut
degisimi zamanla taramali elektron mikroskop (SEM) ve 1sik sagilim yontemi ile
Ol¢iilmiigtiir. Zamanla mikrojel boyutu degisiminde SEM ve 1sik sacilim Olc¢limleri
sonuglarmnin birbirinden farkli oldugu gozlenmistir. Iki dl¢iim sistemi arasinda gozlenen
fark, SEM ol¢iimlerinde kuru mikrojel partikiillerinin, 1s1k sagiliminda sigmis halde bulunan

mikrojel dispersiyonlarinin kullanilmasindan kaynaklanmaktadir.
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2.3.2.1. Baslaticilarin etkisi

Baglaticilarin kullanimi partikiil sentezinde kullanilan radikal polimerizasyonunda
en onemli parametredir. Baslaticilarin kinetik iizerine etkisi ile ilgili oldukca fazla ¢alisma
mevcuttur (D. Duracher 1999). Baslaticinin monomer doniistimii iizerine kinetik etkisi Sekil

2.8’de verilmistir.
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Sekil 2.8. iki farkli baslatic1 derisiminde monomerin zamanla polimerizasyonu, PNIPAM
partikiil olusumu, 70 °C

Polimerizasyon sirasinda baslaticinin bozunmasi nedeniyle zamanla konsantrasyon
degisir. Ayn1 zamanda tepkime sicakligi da baglaticinin bozunma hizini etkiler, sonug olarak
ortamda radikallerin derisimi artar. Bu sebeple polimerizasyon tepkime sicakligi sonug

molekiiliin agirligini ve dagilimin etkiler.
Emiilsiyon polimerizasyonunda sik¢a kullanilanlar baglaticilara 6rnek olarak 2,2’-
azobisizobiitironitril (AIBN), 4,4-azobis(4-siyanovalerik asit) (ACVA), potasyum persiilfat

(KPS), amonyum persiilfat (APS), benzoil peroksit, ter-biitil peroksit verilebilir.

2.3.2.2. Capraz baglavicinin etKisi

Partikiil tiretiminde oOnemli bir diger bilesen ise ¢apraz baglayicidir. Capraz

baglayicilar polimer zincirlerini kimyasal olarak birbirlerine baglarlar. Capraz baglayicinin
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secimi hem partikiil olusumunu hem de sonucta olusan partikiilii etkilemektedir. Capraz
baglayicilar monomer ile karsilastirildiginda daha yiiksek aktiviteye sahip olduklarindan
dolay1, ¢apraz baglayici oraninda yapilacak kii¢lik miktarda degisimler dahi polimerizasyon
oranini etkiler. NIPAM partikiillerinin polimerizasyonunun metilen-bis-akrilamid (MBA)
capraz baglayict kullanimi ile gergeklestirilen ¢alismada, ¢apraz baglayici derisiminin
polimerizasyon iizerine etkisi incelenmistir (Elaissari, 2006). Calismanin sonucuna gore
genel olarak, MBA miktarindaki artis mikrojelin hidrodinamik boyutunu arttirmistir. Ayrica
MBA miktarindaki artis ile birlikte capraz baglanma orani artacagindan dolay1 sonug tirtinii

olan partikiiliin sisme oran1 ve esnekligi azalmistir.

Capraz baglayicilara Ornek olarak, jelatin partikiillerinin sentezinde kullanilan
dextran molekiilii (Schacht, 1993), divinilazobenzen, etilenglikol dimetakrilat (EGDMA),
bozunabilir 2,2’-dimetakriloiloksietil disiilfit (DSDMA), glisidil metakrilat (GMA) gibi iki

fonksiyon igeren monomerler verilebilir.

2.3.3. Mikrojellerin yapisal ozellikleri

Mikrojel partikiillerinde, dispersiyon ortaminda partikiill ve molekiil arasinda
carpisma hareketleri meydana gelir. Bu ¢arpismalar (Brownian hareketleri) ayn1 zamanda
partikiiliin stabilizasyonunu kolaylastiran bir etkidir (Myers, 1999). Cok fazla sismis yapida
bulanan mikrojel siispansiyonlar, daha az sismis mikrojellerden daha fazla 15181 gecirebilir.
Asirt sismis bir mikrojel siispansiyonu saydama yakin bir goriiniimde iken daha az sismis
mikrojel siispansiyonu siit gibi gorlinen bir yapidadir. Genel olarak mikrojeller sismis halde
van der Waals etkinin azalmasindan ve partikiil yiizeyinde bulunan gruplarin sterik

engellerinden dolay1 daha stabil (kararli) haldedir .

2.3.4. Mikrojel emiilsiyon kararhihi@inin tanimi

Emiilsiyon kararlilig1 tartisilirken sistemin fiziksel durumunu agiklamak 6nemli bir
siiregtir. Emiilsiyon bilim ve teknolojisinde sik¢a karsilasilan dort terim su sekilde
siralanabilir; ayrilma (breaking), birlesme (coalescence), kremlesme (creaming) ve
topaklanma (flocculation). Bu terimler siklikla birbirlerinin yerine kullanilabilecek

terimlerdir. Fakat anlam bakimindan birbirlerinden oldukga farklidirlar.
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Ayrilma; emiilsiyonda iki fazin net bir sekilde birbirinden ayrilmasi anlamina gelen
bir ifadedir. Bu siiregte damlaciklarin bir araya gelmesi mikroskopik dl¢ekten makroskopik
Olgege tasinmasi so6z konusudur. Boyle bir durumda emiilsiyon damlacigi i¢in tanimlanan
fiziksel ve kimyasal Ozelliklerden bahsetmek olduk¢a zordur. Ayrilmaya ugramis

sistemlerde emiilsiyonun kararliligindan bahsedilemez.

Birlesme; iki veya daha fazla damlacigin birlesmesi ile olusan bu durumda, biiyiik
hacimde damla olusumu meydana gelir iken ylizey alaninda azalma s6z konusudur. Bu
durumda yiizey gerginligi diisecegi icin sistem enerji agisindan daha kararli hale gelir.

Birlesmede damlaciklar arasinda kaynagsma mikroskopik boyutta olusur.

Kremlesme; damlaciklarin 6zelliklerinin kaybolmadig: fakat yogun topaklanmanin
oldugu bir siirectir. Kremlesme siireci yogunluk farki bulunan ikili sistemlerin hemen hemen
hepsinde gozlemlenebilir. Kremlesmenin olusum hizi, sistemin fiziksel 6zelliklerine ve
dagitict fazin viskozitesine baglidir. Kremlesme siireci tersinir bir siirectir ve tekrar dagilma
islemi oldukca diisiik enerji ile saglanabilir. Dagitict fazin yogunlugu her iki fazin

yogunlugundan daha fazla olursa ¢okelme (sedimantasyon) meydana gelir.

Topaklanma; flokulasyon da denilen bu sistemde bir arada bulunan damlaciklar
karsiliklt olarak birbirlerinden etkilenirler fakat fiziksel 6zellikleri degismez. Bu siirecin
birlesme ile farki damlaciklarin yakin ama i¢ ice olmamasidir, yiizey olani bu sistemlerde
biiytiktiir. Topaklanma ya da diger adiyla flokulasyonun geri dondiiriilmesi i¢in ¢ok daha az

enerji gereklidir.
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Sekil 2.9. Emiilsiyon sistemlerin fiziksel durumlari, ayrilma (a), birlesme (b), kremlesme
(c), topaklanma (d)

Yukaridaki Sekil 2.9°da tanimlanan dort yapi i¢in bilinmesi gereken en temel nokta,
flokulasyon ve kremlesmede damlaciklar birbirlerine sadece dokunurlar, birlesme olmaz. Bu

sistemler arasinda en kararsiz yap1 ayrilma olarak isimlendirilen sistemdir.

2.3.4.1. Coziiciiniin mikrojel kararhihigina etkisi

Tipik olarak mikrojel dispersiyonlarinin igerigi %10 ile %90 arasinda su igerir. Bu
sebeple, yukarida bahsedilen kararlilik mekanizmasindan, stabilizor, kolloid ve ¢oziicli
sisteminde, ¢Ozliciiniin 6nemli bir rol oynadig1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Coziicii stabilizor
olusumunda kullanilan monomeri ¢6zerse, polimer kolloid yiizeyine daha az adsorbe olacak
ve bu par¢acigin kararlihigini etkileyecektir. Bunun tersinden, ¢oziicii polimer zincirini daha
az ¢ozen bir ¢oziicli ile degistirilirse, koruyucu tabakanin kalinligi, polimerin pargacik
ylizeyinde daha fazla birikmesine sebep olacaktir. Bu da topaklanmaya (flokiilasyon) karst
kararlilig1 azaltacaktir. Yiiksek oranda ¢oziicii igeren ve sisen jel siispansiyonlari neredeyse
transparan iken, az oranda sismis jel slispansiyonlar1 ise geleneksel lateks dispersiyonlari

gibi siit beyazi renktedir.

2.3.4.2. Polimerik stabilizorlerin mekanik olarak kararhihiga etkisi

Daha 6nceki boliimde tartisildigi tizere katki maddeleri basit inorganik elektrolitler,

ince boliinmiis, ¢oziinmeyen kati pargaciklar, bir veya iki fazda da ¢ozlinen ylizey aktif
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madde cozeltileri sistemin ara yiizey o6zelliklerini 6nemli derecede degistirirler (D.Myers
1999). Uygulama sirasinda, bu katki maddelerinden bir ya da daha fazlasini kullanmanin

daha kararli emiilsiyonlar tiretmek icin kullanildig1 bilinmektedir.

Dogal emiilsiyon sistemlerinde ya da teknolojik emiilsiyon sistemlerinde polimerik
emiilgator ya da stabilizorlerin kullanimi sistemin kararliligi i¢in olduk¢a dnemli rol oynar.
Kimyasal bilesimi dogru secerek, polimerlerin dagitici faz ve dagilan faz ara yiizeyine
kuvvetli bir sekilde adsorbe olmasi saglanabilir. Polimerik malzemeler ara ylizey gerilimini
azaltabilir, elektrostatik ya da sterik etki ile iki faz arasinda bariyer olusturabilirler. Ayrica,
coziinebilirlik 6zellikleri adsorbe olan katmanin kalinligin1 ve ara yiizeyin viskositesini de

arttirabilir. Sistemin viskozitesinin artmasi emiilsiyonun kinetik kararlilig1 i¢in dnemlidir.

Polimerik malzemelerin etkinligi ara ylizey gerilimini diisiirme konusunda sinirhdir.
Polimerik malzemelerin emiilsiyon sistemi i¢in dnemli etkisi, damlaciklarin birlesmesini ve
kaynagmasin1 engelleyen mekanik ve termodinamik bir bariyer olusturmasidir. Polimerik
malzemenin dogas1 geregi, molekiil ara yliz lizerindeki bir¢ok noktadan adsorbe olabilir, bu
sayede malzemenin desorbsiyonun azalmasi ile sistem daha uzun siire karali kalabilir.
Sistemde polimerik malzemenin varligi, dagitict fazin viskozitesinin arttirarak kremlesme

gibi siire¢lerin olusmasini geciktirir (Myers, 1999).

2.3.4.3. Kullanilan polimerik viizey aktif maddenin etkisi

Yiizey aktif maddeler kullanilarak sentezlenen mikrojellerin sekil ve biiyiikliiklerini
etkileyen oOnemli bir parametrede kullanilan yilizey aktif maddenin kendi kendine
olusturdugu ve polimerizasyonun gerceklestigi damlacigin yapisal ozellikleridir. Yiizey
aktif madde su veya apolar ortamla etkilesim icerisindedir. Bu etkilesim yiizey aktif
madde/su ve yiizey aktif madde/apolar ¢oziicii etkilesimlerinin giiciine baglidir ve hidrofil-
lipofil dengesi (HLB) olarak adlandirilir. HBL 6zelligi ylizey aktif maddeleri hidrofilik (su
icinde iyi coziinen, misel olusturmaya elverisli), lipofilik (tercihen apolar c¢oziiciide
coziinebilen, ters misel olusturmaya elverisli), amfifilik (suda ve apolar c¢oziiciilerde

coziinebilen, direkt ya da ters vezikiil olusturmaya elverisli) 6zellige sahip olabilirler.
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Yiizey aktif maddenin polar ya da apolar olmasi, hidrojen bag kabiliyeti, molekiiler
olarak aktif grup baglayabilirligi, sekli, bliylikliigii gibi molekiiler 6zellikleri ve deneysel
kosullarin etkisi olusacak yapiyr belirleyebilir. Yiizey aktif maddenin kendiliginden
olusturabilecegi sekiller siv1 kristal, tek ve ¢ok tabakali yapilar, misel ya da ters misel, yag
icinde su ve su i¢inde mikro emiilsiyon ve direkt ve geriye doniik vezikiiller (keseler)
seklinde siralanabilir. Bu yapilardan birinin digerlerine doniistimleri prensip olarak bazi dig
etkenleri degistirerek miimkiindiir. Yapisal degisikler viskozite, iletkenlik, gecirgenlik,
¢ozliniirliik gibi ani fiziksel degisikliklerin ortaya ¢ikmasi ile olur. Sudaki hidrofilik yiizey
aktif maddelerin miktara bagl yapisal degisimlerine ait bilgi Cizelge 2.1°de verildigi gibidir.

Cizelge 2.1. Sudaki hidrofilik yiizey aktif maddelerin miktara bagl yapisal degisimi

Sudaki ylizey aktif madde konsantrasyonu

>
Yiizey aktif madde | Kiiresel misel | Silindirik misel | Miseller arast | Sivi  kristal
molekiiler  olarak | olusum olusumu gozlenir | etkilesimin faz olusumu
coziliciide dagilmis | gézlenir artmasi-ag gozlenir
vaziyette yap1 olusumu

2.3.5. Mikrojel sentezinde kullanilan stabilizorlerin simiflandirilmasi

Emiilsiyon i¢in stabilizorler iyonik maddeler, kolloidal katilar, polimerler ve yiizey

aktif maddeler olarak dort temel baslik altinda siralanabilir,

Iyonik maddeler: lyonik maddeler, parcacigin yiizeyine adsorbe olan yiiklii
molekiillerdir. Bu iyonlar ara yiizey gerilimini ¢ok az etkiler. Bununla birlikte, uygun
kosullar altinda yaklasan damlalar arasinda elektrostatik bir bariyer olusturarak kararliliga
yardimci olabilirler. Ayrica ¢oziicii molekiillerini ile ara yiizeyde etkileserek dielektrik sabit,
viskozite ve yogunluk gibi fiziksel Ozellikleri (solvasyon etkisi) etkileyerek kararlilig

etkileyebilirler.

Kiigiik kolloid malzemeler: Bu malzemeler, yiizey gerginligini dogrudan etkilemese
de damlaciklar arasinda bir bariyer olusturarak kaynasmay1 geciktirir veya onler. Kolloid

malzemelerin etkisi, parcacik boyutu, kati yiizey ve sistemin olusturdugu iki faz arasindaki
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etkilesimlere baglidir. Genel olarak kii¢iik kolloid iki sivi faz arasinda kismen 1slanmali,

ancak dagitici faz1 daha ¢ok tercih etmelidir.

Polimerik katki maddeleri: Bu tiir katkilar, emiilsiyon olusumunda yiizey aktif
ozelliklerinden dolayr Onemli bir yer kaplarlar. Etkileri, sterik veya elektrostatik
etkilesimlerden, ara yiizey viskozitesi veya elastiklikten ya da sistemin hacimsel

viskozitesinden kaynaklanabilir. Bazi sistemlerde bu etkilesimler ayn1 anda goriilebilirler.

Monomerik yiizey aktif maddeler: Bu tiir maddeler, ara ylizey gerilimini azaltarak
sisteme kararlilik saglarlar. Kullanilan yiizey aktif maddenin tiirii ve miktar1 emiilsiyonun
kullanim kosullari, emiilsiyon tiiri ve siv1 fazlarin 6zellikleri kullanilarak belirlenmelidir.

Sekil 2.10°da emiilsiyon kararlilig ile ilgili 4 mekanizma verilmistir.

M+
M* il
. . M
M+ M+
b c
a d

Sekil 2.10. Emiilsiyon kararlili1 i¢in baglica dort mekanizma, iyonlar ve yiizey aktif
olmayan tuzlar (a), kolloidal pargaciklar (b), polimerler (c), yiizey aktif malzemeler (d)

2.3.6. Emiilsiyon polimerizasyonunda kullanilan polimerik siirfaktantlar

Partikiil sentezinde kullanilan siirfaktantlarin siniflandirilmasinda yapinin kimyasal
ozellikleri kullanilabilir. Emiilsiyon hazirlanmasinda kullanilan siirfaktantlar molekiilerinin
uzatilmis halde konformasyonlar1 ve kutuplagabilen hidrofobik yapilart ve hidrofilik
kisimlart mevcuttur. Hidrofobik kisim bir veya daha fazla uzun ve esnek hidrokarbon ya da
florocarbon zincirlerden olusurken, hidrofilik kistm genel olarak tiim molekiilden daha
kiigiik ve bir bolgede yogunlasabilen ve polar ya da iyonik bas gruptan olusur. Alkan
zincirine bagli olan bag grubun dogasina bagli olarak siirfaktantlar iyonik (katyonik ya da
anyonik), iyonik olmayan (polar) veya zwitteriyonik (hem pozitif hem de negatif yiiklii grup

iceren) seklinde tanimlanabilir.

1) Iyonik  siirfaktantlar: Katyonik  siirfaktantlara ~ bir ~ 0rnek  olarak

hekzadesiltrimetilamonyum klorit (CTAC) verilebilir. Uzun alkil zincirinin bag grubunda —
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N*(CH3)3Cl" bulunur. Anyonik siirfaktantlara 6rnek olarak ise sodyum dodesil siilfat (SDS)

ya da sodyum bis(2-etilheksil) siilfosiiksiinat (AOT) verilebilir. SDS yapisinda uzun alkil

zincirlerinin bag kisminda —OSO3Na* grubu bulunur.

2) lyonik olmayan siirfaktantlar: Bu tiir siirfaktantlarm yapisinda hidrofilik &zellik
tagtyan yiiklii grup bulunmamasina ragmen sudaki ¢oziiniirliigii saglayan polioksietilen —

OCH2CH20—seker gibi yiiksek derecede polar gruplardir.

3) Amfoterik ve zwitteriyonik siirfaktantlar: Bu molekiiller temel zincir tizerinde pozitif
ve negatif yikli gruplar bulundururlar. Silfobetainler RN"(CH3).CH,CH2SOs™ igeren

molekiiller zwitteriyonik siirfaktantlara 6rnek olarak verilebilir.

Emiilsiyon polimerizasyonu ile sentezlenen mikrojellerin stabilizasyonunu saglamak
amaci ile proteinler, seliiloz ya da onlarin tiirevleri de kullanilabilir. Ayrica sentetik
polimerler de emiilsiyon polimerizasyonu stabilizasyonu i¢in kullanilmaktadir. Amfifilik
dalli ya da blok kopolimerler, kolloidal dispersiyonlarin stabilizasyonu ve partikiil
boyutunun kontrolii i¢in yaygin olarak kullanilmaktadirlar. En sik kullanilan siirfaktantlar
partikiil yiizeyine fiziksel olarak adsorbe olabilen ve sulu faz ile dinamik bir kararlilik

olusturanlardir.

2.4. Yiizey aktif madde sentezinde kullamilan polimerizasyon teknikleri

Sentetik polimerizasyon kimyasi ile hazirlanabilecek polimerlerin bir sinir1 yoktur.
Polimer sentezinde genel olarak tekil molekiiller iki veya daha fazla bag ile birbirlerine
baglanarak makromolekiil olan polimeri olusturur. Genel olarak polimer sentezi ikiye
ayirilabilir. Basamaklt polimerizasyon, kondensasyon polimerizasyonu ve katilma

polimerizasyonu, zincir polimerizasyonu olarak da adlandirilabilir.

Katilma polimerizasyonu da ayrica kendi i¢erisinde radikalik zincir polimerizasyonu
ve iyonik polimerizasyon olarak da ikiye ayrilabilir. Iyonik polimerizasyon da yine kendi
icerisinde zincir biiylimesinin gerceklestigi aktif gruba bagli olarak anyonik zincir

polimerizasyonu ve katyonik zincir polimerizasyonu dallarina ayirilabilir (Sacak, 1998).
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2.4.1. Basamakl polimerizasyon (kondensasyon polimerizasyonu)

Basamakl1 polimerizasyon yiiksek sicaklik ve yliksek basing gibi ekstra kosullara
gereksinim duyar. Polimerizasyon HO-R-COOH gibi bir hidroksi asitten poliester olusumu
seklinde ilerler. Polimerizasyon dimer olusumu, trimer olusumu seklinde ilerlemesi
nedeniyle tepkime sirasinda molekiil agirhig: stirekli artar, tepkime sonlarina dogru ytiksek
degerlere ulasir. Basamakli polimerizasyonda polimer biytlikligi (p) 2.3’de verilen

carothers esitligi ile hesaplanabilir.

tepkimeye giren fonksiyonel grup sayisi
p =2 T Yoo EP Y (Denklem 2.3)

baslangic¢taki fonksiyonel grup sayisi

Polimerizasyon baglangicinda Ny sayisinda bulunan fonksiyonel grup t zamaninda
azalir ve ortamda N sayisinda fonksiyonel grup kalir. Bdylece polimerizasyon biiyiikliigiine

asagidaki Denklem 2.4’den ulasilabilir.

p No (Denklem 2.4)

Polimerizasyon derecesi (DP) ise Denklem 2.5°de verildigi ilizere baslangigtaki
fonksiyonel grup sayisinin tepkimeye girmeyen fonksiyonel grup sayisina orani seklinde

ifade edilir. Carothers esitligi polimerizasyon derecesi i¢in diizenlenebilir.

1

DP =
(1-p)

(Denklem 2.5)

2.4.2. Katilma polimerizasyonu (zincir polimerizasyonu)

Katilma polimerizasyonunda monomer olarak doymamis yapida bulunan vinil
bilesikleri kullanilir. Monomer yapisinda bulunan m-baglar1 sayesinde, polimerlesme

radikalik ya da iyonik baslaticilar1 kullanilarak gerceklestirilebilir.

Radikalik katilma polimerizasyonu: Bu polimerizasyon yonteminde, organik azo
bilesikleri ve peroksitler yaygin olarak kullanilir. Is1 etkisi, UV 1sinlari, elektroliz ya da

redoks tepkimeleri ile olusan radikal baglaticilarin olusmasin1 saglar. Baslama
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basamagindan sonra, aktif radikal merkezine monomerin katilmasi ile biiyiime gerceklesir.
Biiyiiyen polimer zincirleri birbiri ile birlesebilirler ya da ortamda bulunan diger polimer

zincirinden hidrojen aktarilmasi ile sonlanabilirler.

Iyonik katilma polimerizasyonu: lyonik katilma polimerizasyonu karbonyum ve

karbanyon iyonlariin olusumu iizerinden ilerler.

Katyonik polimerizasyonunda baslatic1 olarak AlICls, BF3, BCl; gibi Lewis asitleri
ya da HCI, H2SO4 gibi kuvvetli protonik asitler kullanilabilir. Baglaticinin aktiflesmesinden
sonra monomerin zincire art arda katilmasi ile zincir bilylimesi gerceklesir. Polimerizasyon
hiz1 iyon, ¢dziicli, monomer tiirline ve sicaklia baglidir. Katyonik polimerizasyonda
sonlanma zincir ucundaki iyonun ayrilmasi ile ya da aktifligin monomere transferi ile

olabilir.

Anyonik polimerizasyonda baslatici olarak KNH>, alkali metaller, n-biitil lityum gibi
n-alkil lityum bilesikleri ya da grignard bilesikleri kullanilabilir. Bliylime radikalik ya da
katyonik polimerizasyonda oldugu gibi aktif merkeze monomerlerin art arda katilmasi ile
ilerler. Biiyiime ortamda bulunan monomerin tamamen tiikkenene kadar devam eder.

Ortamda H»O, alkol, CO, O; gibi maddelerin varlig1 sonlanmaya neden olur.

Yukarida bahsedilen polimerizasyon teknikleri kullanilarak iki farkli bilesen ile
olusturulabilecek polimerler genel olarak ii¢ baslikta Sekil 2.11°de gosterildigi gibi
Ozetlenebilir.

1) Alternatif kopolimer; iki bilesenin polimer zincirine art arda katilmasi ile sentezlenir.

2) Rastgele kopolimer; iki bilesigin polimer zincirine rastgele katilmasiyla elde edilen

kopolimerlerdir.

3) Blok kopolimer; bu polimerizasyon tekniginde ise bilesenlerden biri polimerlestirilir

ardindan diger bilesen tepkime ortamina ilave edilir ve blok polimer elde edilir.
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Mﬂm Alternatif kopolimer
‘O-“DM Rastgele kopolimer
WO% Blok kopolimer

Sekil 2.11. Kopolimer tiirleri

Polimer sentezinin ilgi ¢ekici yani, farkli oranda monomerler kullanilarak kullanim
alanina uygun olarak dizayn edilebiliyor olmalaridir. Ayrica kontrollii polimer sistemlerinin
gelistirilmis olmasi sayesinde, polimer zincirlerinin kiitleleri hedeflenen sekilde
ayarlanabilmektedir. Kontrollii polimerizasyon ile polimerin bilesiminin yan sira fiziksel
ozellikleri de kontrol altina alinabilmektedir. Polimerler bu o6zelliklerinin yani sira
tasarimlari ile de dikkat cekmektedir. Yine kullanim amaclarina gére dogrusal (lineer), dalls,

fir¢a seklinde ya da dentrimer olarak hazirlanabilirler.

Her ne kadar sentetik polimerlerin kiitleleri kontrol edilebilse de polimer zincirleri
tek tek incelendiginde birbirlerinden farkli olduklar1 belirlenmistir. Bu farklilik ise
“polidispersite” tanimini ortaya ¢ikartmistir. Polimer zincirlerinin birbiri ile ayni oldugu

yapilar dogal polimerlerdir. Dogal polimerler %100 ayni boyda (monodispers) dagilimdadir.
2.4.3. Canl polimerizasyon teknikleri

Canl1 polimerizasyon tanimut ilk kez 1956 yilinda yapilmistir (Szwarc, 1956). Canli
polimerizasyon sisteminde, aktif polimer zincirleri tepkime ortaminda bulunan monomerler
bittikten sonra da aktif kalir. Biiyiiyen polimer zincirlerinin sayisi ve polimer zincirlerinin
her biri i¢in polimerizasyon orant esit olmak zorundadir. Bu durumda ortalama
polimerizasyon derecesi (DP) monomerin baslaticiya oranina bagl olarak Denklem 2.6’da
verildigi gibi hesaplanirken, ortalama molekiil agirlig: sayist da DP ve monomerin molekiiler

agirhigina bagl olarak Denklem 2.7°de verilen esitlikle hesaplanir (Flory, 1953).

__ [monomer]

DP [baslatici]

(Denklem 2.6)

Ortalama molekiil agirhigi sayis1 = DPxmonomer molekiil agirligi (Denklem 2.7)
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Canli polimerizasyon tekniginde birka¢c onemli nokta vardir, baslaticinin orani
biiyliyen polimer zincir oranindan fazla olmalidir. Boylece biiyiiyen polimer zincirleri es
zamanli olarak olusur ve bilylime ayn1 oranda olur. Bu oran dogru bir sekilde ayarlanmazsa
polimer zincirlerinin farkli oranlarda biiyiiyecek ve biiyiiyen zincirlerin molekiiler agirlik
dagilimi etkilenecektir. Ayrica canli polimerizasyonda, biiyliyen polimer zincirlerinin
tepkime sirasinda herhangi bir sonlanma gostermemesi gerekmektedir. Sonug olarak canli
polimerizasyonda c¢ok dar bir polimer agirlik dagilimi gozlenir. Sentezlenen polimer igin
agirlik¢a ortalama molekiil agirliginin (Myw) sayica ortalama molekiil agirligina (Mn) orant
oldukca diisiikk olacaktir (Mw/Mn<1,2). Sekil 2.12°de farkli tipte hazirlanabilen blok
polimerler gosterilmistir.

Fonksiyonel grup

X ® X
B B B
AB tipi blok kopolimer BAB tipi blok kopolimer

N
Polimer B f{ ‘\

Firca tipi blok kopolimer Yildiz polimer

=

Sekil 2.12. Cesitli kopolimerlerin yapilari

Polimerlerin sentezinde i¢in kullanilan canli polimerizasyon tekniklerini grup
transfer polimerizasyonu (GTP), atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP), tersinir

katilma-ayrigsma zincir transfer polimerizasyonu (RAFT) gibi birkag alt basliga ayirilabilir.

2.4.4.1. Grup transfer polimerizasyonu

Grup transfer polimerizasyonu (GTP) monomer ile aktif kovalent son grubun
reaksiyonu iizerinden yliriiyen bir polimerizasyondur. Bu polimerizasyon teknigi ilk kez
1983 yilinda Webster ve c¢aligma arkadaglar1 tarafindan, cesitli alkilat metakrilatlarin

kovalent “canli” polimerizasyonunun, silil keten asetal baglaticisi ile polimerlestirilmesinde
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kullanilmistir (O. W. Webster, 1983). Baslangi¢ basamaginda monomerin silil keten asetala
katilmas1 Michael tipi katilma ile olur. Tepkime sirasinda silil keten asetal baslaticinin silil
grubu biiyiiyen polimer zincirinin u¢ grubuna daha sonra monomere transfer olur. Silil
grubun monomere her transferinde, biiyliyen polimer zincirinin ucunda silil keten asetal grup
yeniden aktiflesir. Bu polimerizasyon teknigi ile kontrollii olarak 100000 g/mol agirligina

kadar diigiik molekiil agirligr dagilimina sahip polimer zincirleri sentezlenmis olur.

2.4.4.2. Atom transfer radikal polimerizasyonu

Atom transfer radikal polimerizasyonu yontemi ile sentezlenen polimerlerde
molekiil agirligi kontrolii olduk¢a basarili bir sekilde saglanabilir. Ayrica sentezlenen
polimerlerin molekiil agirlik dagilimi olduk¢a dar olabilir (Myw/Ma<1,05) (Webster, 1983).
ATRP sentezinde baslatici olarak c¢esitli alkil halojentirlerin kullanilabilir. Polimerizasyon
alkil halojeniiriin (RX) ytiksek aktivite gosteren organik radikale (R*) doniismesi ile bir gegis
metalinin (ML,, L ligant1 simgelemekte) elektron oksidasyonu tepkimesi ile ilerler. Gegis
metallerinin ¢ogu ile uygun ligand sistemleri olusturulmustur (Patten ve Matyjaszewski,
1999). Genel tercih, bakir(I)/bakir(Il) redoks ¢ifti 2,2’-pirimidin ya da 2-
pirimidincarbaldehit imin ligand sistemler ile polimerlesmenin saglanmasidir. Benzer
sistemlerle hidrofilik monomerlerin oda sicaklifinda sulu ortamda ATRP ile

polimerizasyonu saglanmistir (Matyjaszewski, 1998; Krishnan, 2003).

2.4.4.3. Tersinir katilma-ayrisma zincir transfer polimerizasyonu

Tersinir katilma-ayrigsma zincir transfer polimerizasyonu (RAFT) teknigi 1998
yilinda GTP ve ATRP tekniklerinden sonra gelistirilmis bir canli polimerizasyon teknigidir.
Polimerizasyonun “canli” olmasini saglayan basit bir organik birlesiktir. Biiyliyen polimer
zinciri tersinir olarak organik bilesige katilir ve ayrilir. Canli radikalik polimerizasyona bir
ornek olan bu teknikle kontrollii biiylime saglanabilir. Genelde sentezlenen polimerlerin
molekiil agirlik dagilimi Myw/Ma<1,2 olup, bu deger bazi durumlarda 1,1 dolaylarina kadar
inebilir (Chiefari vd.,1998). Bu polimerizasyon tekniginin baglica dezavantaji tersinir
katilma-ayrigma organik ajaninin yiiksek maliyetli olmasi ve polimerizasyon sonunda
ortamdan ayrilmasinin zor olmasidir. Polimerizasyon i¢in yliksek tepkime sicakligi gibi 6zel

sartlara ihtiya¢ vardir.
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2.4.5. Mikrojellerin saflastirilmasi ve depolanmasi

Mikrojellerin ¢esitli uygulamalarda kullanilmasi i¢in karakterizasyon ve kullanim
oncesi saflastirilmalart  gerekmektedir. Saflastirma islemlerini santrifiij kullanarak
yapilabilir. Santrifiijden sonra siipernatant, {ist faz, ayrilarak mikrojel tekrardan temiz bir
stvida dagitilmalidir. Bu islem birkag kez tekrar edilerek temizleme islemi gerceklestirilmis
olur. Cok fazla sismis durumda bulunan mikrojelleri saflastirilmasi i¢in ise ultra santrifiij
gerekmektedir. Ayrica santrifiijleme siirecinde gézlenen topaklanma ve yapisma problemleri
durumunda membran kullanarak mikrojelin saflagtirilmasi da miimkiindiir (Labib ve
Robertson, 1978). Kullanilan membrandan diisiik molekiil agirligina sahip olan stirfaktant,

baslatict ya da monomer kalintilar1 gibi fazlaliklar bu sekilde uzaklastirilabilir.

Hidrofobik lateks ya da mikrojeller i¢cin 6dnemli bir problem de bakteriyel kirliliktir.
Ozellikle agik havada depolanmalar1 bakteriyel kirlenmeyi arttiracak ve stabilizasyonu
etkileyebilecek bir durumdur (Wilkinson vd.,1979). Olusacak kirlilik mikrojellerin
biyomedikal uygulamalarini engelleyecek boyutta olabilir. Bu sebeple mikrojel ve lateks
dispersiyonlarinin dondurularak kurutulmasi (freze-drying) ve diisiik sicaklikta kurutulmus

olarak depolanmalar1 gerekmektedir (Agbugba vd., 1998).

2.5. Mikrojel ve Lipozomal Sistemlerin Uygulama Alanlar

Nano-mikrojeller ilag ve gen tasinmasi calismalarinda (Eichenbaum vd., 1999;
Nayak vd., 2004; Lopez vd., 2005, Das vd., 2006), doku implant1 ¢calismalarinda (Murthy
vd., 2003; Cao vd., 2004; Saunders, 2009), manyetik alan duyarli materyallerin sentez
caligmalarinda (Pich vd., 2004), biyo-sensor teknolojisinde protein ya da enzim tasinmasi
caligmalarinda (Hendrickson ve Lyon 2009), su/organik ya da su sistemlerin katalizinde (Li
vd., 2008; Zhang ve Zhang 2008), mikro reaktor ve hibrit reaktoriin sentez ¢aligmalarinda
(Karg ve Hellweg, 2009) yaygin olarak kullanilmaktadir.

Mikrojel ve lipozomal sistemlerin uygulama alanlari tartisilirken daha ¢ok biyolojik
uygulama alanlar1 tez kapsaminda degerlendirilmistir. Alt basliklar mikrojellerin ¢evre

duyarliliklari, mikrojel biinyesinde sentezlenebilecek metal nanopartikiiller ve kullanim
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alanlari, lipozomlar, manyetik nanopartikiiller ve lipozom mikrojel kompozit sistemlerin ilag

tastyict ve salim sistemlerinde kullanimi seklinde siralanmastir.

2.5.1. Cevre duyarh mikrojeller

Capraz bagl kolloidal sistemler olan mikrojellerin 6nemli bir 6zelligi hacimsel faz
gecis (volume phase transition) sergiliyor olmalaridir. Mikrojeller tersinir olarak ¢evresel
uyarilara bagh sigsme biiziilme davranisi sergilerler (Saunders ve Vincent, 1999; Pelton,
2000). Mikrojellerin ¢evre sartlarina duyarhiliklart sicaklik, pH, iyonik kuvvet, ¢oziicii
kalitesi, 151k olabilmektedir (Murray ve Snowden, 1995; Saunders ve Vincent 1999; Pelton,
2000; Teal vd., 2000; Hendrickson vd., 2010; Romeo vd., 2010; McCann vd., 2014). Cok
kisa bir zaman g¢ercevesinde sergilenen bu duyarlilik termodinamik olarak
tanimlanabilmektedir. Polimerik jellerin hacim faz gegisi ile ilgili kapsamli ¢aligma 1973
yilinda yapilmistir (Shibayama ve Tanaka, 1973). Polimer jellerinin hacim faz gecisi polimer
ag1 ve ¢oOziicli arasinda ya da polimer zincirlerinin birbirleri arasindaki itme ve ¢ekme
kuvvetlerinden kaynaklanmaktadir (Sierra-Martin vd., 2011). Bu kuvvetler Van der Waals,
hidrojen bag1 ve elektriksel etkilesimler olabilir. Van der Waals etkilesimleri, polimer agini
olusturan monomerler arasindaki multipole ve ¢dzeltinin bilesimine baglidir. Oksijen, azot
ya da flor gibi yiiksek elektronegatiflik gdsteren bir atoma bagli olan hidrojen varliginda
olusan hidrojen bagi da polimerik jellerin sisme davranigini etkileyen 6nemli bir giictiir.
Polimer jelinde bulunan zincirlerin esnek yapilar1 sayesinde hidrojen baglarinin olusumu sik
stk gozlenir. Hidrojen baglar1 sicaklik etkisi ile kopar ve bdylece mikrojeller biiziilme
davranis1 gosterir. Hidrojen baglarinin aksine sicaklik artisi hidrofobik etkilesimleri artirir
ve buna bagl olarak mikrojel yine biiziilme gosterir. Yine de bu etkilesimler gorece zayif
etkilesimlerdir. Daha gii¢lii bir etkilesim olan elektrostatik etkilesimler polimer aginda sabit
yiiklerin varliginda agiga ¢ikar. Polimer zincirlerindeki bu yiikler, jelin i¢ ve dis tarafindaki

iyon dagiliminin dengesizligine sebep olur. Bdylece sisme ya da biiziilme meydana gelir.

2.5.1.1. Sicaklik duyarh mikrojel sistemler

Sicaklik  duyarli mikrojel sistemlerden en yaygin kullanilant  poli(N-
izopropilakrilamid) (PNIPAM) mikrojelleridir. PNIPAM mikrojeller ilk kez 1986 yilinda
literatlire kazandirilmistir (Pelton ve Chibante, 1986). Bu ¢alismada PNIPAM mikrojellerin
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boyutu 20-45 C° aralifinda 6l¢iilmiis ve boyut degisiminin yaklagik %50 oraninda oldugu

goriilmiistiir. Daha sonraki donemlerde yapilan ¢alismalarda PNIPAM mikrojelin alt kritik
cozelti sicakliginin (LCST) 32 C° civarinda oldugu belirlenmistir (Shibayama ve Tanaka,
1973).

Sicaklik duyarlt PNIPAM mikrojellerin uygulama alanlarinin baginda tasiyici ve
salim sistemleri gelmektedir (Jinnan vd., 2015). PNIPAM mikrojel biinyesinde ilag salimi,
25 C° ve 42 C° olmak fiizere iki farkli sicaklikta gerceklestirilmis ve ilag salim hizinin
sicakliga bagl olarak degistigi ortaya koyulmustur (Rahikkala vd., 2015). Yine PNIPAM
mikrojeller ile yapilan 6nemli bir diger calisma ise yiiksek sicaklikta stabilizasyonu bozulan

enzimlerin depolanmasinda kullanimlaridir (Walker ve Leech, 2013).

2.5.1.2. pH duvyarh mikrojel sistemler

Mikrojellerin pH duyarliligi, sentezleri sirasinda kullanilan zayif bir bazik ya da
asidik monomer ile saglanabilmektedir. Zayif bazik 6zellikteki monomerlere 4-vinilpiridin
ve 2-vinilpridin, zayif asidik 6zellikteki monomerlere ise akrilik asit ya da metakrilik asit
verilebilir (Dupin vd., 2007; Sierra-Martin vd., 2011). Sentezlenen mikrojel polibaz
iceriyorsa, pKanoktasinin altinda, poliasit igeriyorsa pKa noktasinin listiindeki bolgede sisme

davranisi sergiler.

pH duyarli mikrojellerin kullanim alanlarindan biri ve en dnemlisi ilag tastyici ve
salim sistemleridir (Lallya vd., 2007). Ozellikle asidik bolge olusan kanser dokularina
hedeflenen ilag tastyici sistemler onemli alanlardan biridir (Liu vd., 2013). Ilac tastyict
sistemin kanser tedavisinin yapilacagi dokuda pH degisimi ile sisme-biiziilme davranisi
gostermesi sayesinde, ilag¢ istenilen kanser dokusuna kontrollii olarak salinacak ve bdylece

klasik tedavi yontemlerinde daha etkin bir tedavi saglanmis olacaktir.

2.5.1.3. ivonik siddet duyarh mikrojel sistemler

Mikrojellerin tiglincii sinifi tuz duyarli mikrojellerdir. Tuz etkisine duyarli sistemler

icin PNIPAM ve P(NIPAM-co-DMA) mikrojelleri kullanilmistir. Her iki mikrojel
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calismasinda da farkli sicakliklarda NaCl ilavesine duyarli oldugu ve biiziilme davranisi

sergiledigi belirlenmistir (Park ve Hoffman 1993; Zha, Hu vd., 2002).

Yukarida verilen sicaklik, pH ve iyon etkisinin yaninda mikrojellerin 151k duyarl
(He ve Zhao, 2011), elektrik alan duyarli (Ge, 2012) ya da ¢oziiclii degisimine duyarl
sistemler ( Dong ve Zhou, 2013) oldugu bilinmektedir. Bu sistemler ile yapilan ila¢ salim
caligmalar1 ya da metal nanopartikiil {iretiminde kullanimlarina dair ¢aligmalar literatiirde

mevcuttur.

2.5.1.4. Coklu cevre etkisine duyarh mikrojel sistemler

Cevre duyarli mikrojellerin daha etkin kullanimin1 saglamak amaciyla iki ya da
iclii cevre sartlar1 degisimine duyarli mikrojel sistemler gelistirilmistir (Klinger ve
Landfester, 2012). Coklu duyarl: sistemler genelde sicaklik duyarli NIPAM ile etil akrilat,
akrilik asit ya da metakrilatlarin kopolimerlestirilmesi sayesinde pH duyarhiligi da
kazandirilarak sentezlenebilir. PNIPAM ile akrilik asit ve N,N-dimetil aminoetil
metakrilatin polimerlestirilmesi ile olusturulan sicaklik ve pH duyarli mikrojel ilag salim
sistemlerinde basarili sekilde kullanilmistir (Liua vd., 2006). Bu ¢alismada farkli sicaklik ve
pH degerlerinde yapilan ila¢ salimlari ortaya koyulmustur. Yapilan calismada altin
nanopartikiil yiizeyinde P(NIPAM-AA) polimerlestirilmistir. PNIPAM mikrojelin o-
nitrobenzil akrilat gibi 1518a duyarl sistemle tiirevlendirilmesi ile elde edilen sicaklik ve
1s18a duyarli sistemler (Jochumab ve Theato, 2013) ya da PNIPAM-allilamin kopolimer
mikrojellerin spiropiran fotokrom (SP) ile tlirevlendirilmesi ile elde edilen 1s1-151k-sicaklik

duyarli mikrojeller ile ilgili calismalar mevcuttur (Garcia vd., 2007).

Yukarida 6zet olarak siralanan sistemlerden de goriilebilecegi gibi sicaklik, pH,
iyonik siddet ve ¢oziicli duyarhiliklarini tek bir sistemde toplanmas ile elde edilebilecek
mikrojelin hem ila¢ salim sistemleri i¢in hem de metal nanopartikiil sentezi ve bu
nanopartikiillerin ¢esitli alanlarda kullanimi i¢in ¢ok anlamli oldugu goriilmektedir. Bu
kapsamda sicaklik, pH, iyon siddeti ve ¢oOziicii etkisine duyarli sistemlerin 2-(N-
morfolino)etil metakrilat monomer kullanilarak organik ¢oziiciide sentezlenmesi ilk kez
2011 yilinda gergeklestirilmistir (Butun vd., 2011). Ayrica yapilan bu ¢alismada PMEMA

mikrojel ylizeyi FesO4 manyetik nanopartikiil ile kaplanarak, manyetik alan duyarli hale
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getirilmiglerdir. PMEMA mikrojeller daha sonraki yillarda biyolojik sistemler icin

uygunlugunun saglanmasi amactyla su icerisinde de sentezlenmistir (Tuncer vd., 2015).

2.5.2. Sisme davranisinin termodinamigi

Mikrojellerin ~ sisme  davranisinin  termodinamigi  aciklanirken, mikrojel
partikiillerinin her birini ¢ozelti icerisindeki tek bir polimer zinciri olarak degerlendirmek
gerekmektedir. Mikrojel partikiiliiniin ¢ozelti igerisinde homojen olarak dagilmasi sonucu
homojen bir ¢ozelti ya da tersinden partikiiliin ¢6zelti icin homojen olarak karigmamasiyla
heterojen bir ¢6zelti olugmast miimkiindiir. Karisimin homojen ya da heterojen olmasini i¢
enerji (Ukar) ve karigimin entropisi (Skar) belirlemektedir (Sierra-Martin, 2011). Polimer-
¢oziicli karigimlarina enerji ve entropi katkisi, sistemin hacim ve sicakliginin sabit olarak
kaldig1 varsayilan durumlarda, Denklem 2.8°de verildigi gibi Helmholtz enerji dagilimi
AFyqr ile ifade edilebilir.

AFxar= AUkar - TASkar (Denklem 28)

Karisimin basing degisimi olmadig i¢in, Helmholtz enerji degisimindeki degisim
Gibbs serbest enerjideki degisime esit olur ve dolayisiyla AFxar =AGyar esitligi kurulabilir.
Gergek sistemlerde, polimer zincir-¢ozelti karisimi kapali sistemlerde ve sabit bir 1s1
deposuyla (6rnegin yag banyosunda) bulundugundan dolay1 sistemin basinci ve sicakligi
sabit kalir. Ayrica hacim degisimi de sinirlt ve kiiciik oldugundan AFkar =AGgar esitligi uygun
bir denklem ortaya c¢ikarir (Sierra-Martin, 2011). Capraz baglayict oraninin degisiminin
sisme davranigi lizerinde etkisi olmasina ragmen, faz gegis sicakliginin capraz baglayici

oranindan bagimsiz oldugu ortaya koyulmustur.

2.5.3. Capraz baglayic1 yogunlugunun sisme davranisi iizerine etkisi

Sismis durumdaki polimer aglarinin esnekligi temelde ¢apraz baglayict yogunluguna
baglidir. Capraz baglayict yogunlugunun sisme davranisi lizerine etkisi, ilk kez 1973 yilinda
PNIPAM mikrojellerin sentezinde farkli oranlarda metilen bisakrilamit (MBA) c¢apraz
baglayict kullanilarak yapilmistir (McPhee, 1973). Bu ¢alisma ve daha sonraki ¢aligmalar

ile ¢apraz baglayici yogunlugunun artmasiyla mikrojelin sisme oraninin azaldigi ortaya
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koyulmustur. Capraz baglayicinin arttirilmasi mikrojel partikiillerinin boyut degisimini

yavaglatmistir (Sierra-Martin, 2011).

2.5.4. Mikrojel biinyesinde metal nanopartikiil sentezi ve uygulama alanlar

Mikrojeller, polimer zincirleri arasindaki kimyasal ya da fiziksel baglanmalar
sayesinde porlu bir yap1 olusturur. Mikrojellerin bu porlu 6zelliklerinden faydalanarak
biinyelerinde metal-nanopartikiillerin (metal-NPs) sentezi saglanabilmektedir. Mikrojel
bilesiminde yapilacak degisiklikler ile sabit ya da gegici pozitif ya da negatif yiikli
mikrojellerin sentezi ve boylece anyonik, katyonik ya da hem anyonik hem katyonik metal

tuzlar araciliiyla nanopartikiillerin (NPs) sentezi miimkiindiir.

Sicaklik duyarli PNIPAM kabuklu mikrojel sistem 30 °C civarinda hacimsel faz
gecisinden kaynakli kismi pozitif yiiklere sahiptir. Bu 6zellik ile mikrojel biinyesinde negatif
yikli metal tuzlarinin tutulmast miimkiindiir. Yapilan ¢alismada AuClsy metal tuzu
iyonlarinin mikrojel ile etkilesimi saglanmis ve Au metal nanopartikiil mikrojel biinyesinde
sentezlenmistir. Daha sonra sentezlenen bu metal-mikrojel sistemi ile alkollerin aldehitlere
oksidasyonu ile ilgili ¢calismalar yapilmistir (Lu vd., 2009). Yine sicaklik duyarli PNIPAM
mikrojel biinyesinde kullanilan Au nanopartikiillerin 4-nitrofenolii 4-aminofenole
indirgenme tepkimelerinde de kullanildigina dair ¢alismalar mevcuttur (Wu vd., 2012). Bir
diger ¢evre duyarli sistem olan pH duyarli mikrojel sistemleri de metal nanopartikiil sentezi
icin kullanilmistir. Yapilan bu ¢alismada 2-(dietilamino)etil metakrilat monomeri
kullanilmistir. Yiiksek pH degerinde (pH 9) hazirlanan mikrojelin sismis durumdaki yapisi
pH degisimi ile degismis ve icerisinde metal nanopartikiil sentezi miimkiin hale gelmistir
(Christodoulakis vd., 2009). PNIPAM ve akrilik asit kopolimerizasyonu ile olusan
mikrojeller iizerine sicaklik ve pH degisimine duyarli sistemler kullanilarak metal
nanopartikiillerin stabilizasyonunun saglanmasina yonelik ¢caligmalar da mevcuttur (Park ve
Lee, 2011). Giimiis nanopartikiil (AgNPs) iceren sistemler antibakteriyel etkinlik
caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Mohan vd., 2007; Jubya vd., 2012).
Antibakteriyel etkinlik ¢aligmalarinda literatiirde karsimiza ¢ikan bir diger metal partikiil ise
altin nanopartikiillerdir. Gram pozitif Staphylococcus aureus bakterileri iizerine AuNPs
etkinliginin kontrol grubuna kiyasla %80 oldugu yapilan ¢aligsmayla ortaya koyulmustur

(Manju vd., 2016). Altin nanopartikiillerin Staphylococcus aureus, Salmonella typhi ve
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Pseudomonas pneumonia bakterileri tizerine etkinlik ¢aligmalarinda, altin nanopartikiiliin

antibakteriyel bir ajan oldugu gosterilmistir (Abalaka vd., 2014).

2.5.5. Lipozomlarin hazirlanmasi

Lipozomlar sulu ortamlarda yapilarinda bulunan fosfolipit sistemlerin hidrate
olmalarindan kaynakli olarak kolloidal davranis sergilerler (Anderson, 2008). Lipozomlar
uzun zincirli yag asitleri, glikolipit, toksik olmayan ylizey aktif maddeler ve kolesterolden
olusan kiiresel yapilardir (Bangham, 1965). Lipozomlar yapilarina gore ve hazirlanma

yontemlerine gore siniflandirilabilirler.

2.5.5.1. Yapilarina gore lipozomlarin siniflandirilmasi

Lipozomlar tek tabakali olabilecekleri gibi ¢oklu katmanlardan da olusabilirler.
Kiiciik tek tabakali (SUV) lipozomlar 20-100 nm boyutlarinda, orta boyutta tek tabakali
lipozomlar (MUV) 100 nm boyutundan biiyiik, biiyiik tek tabaka lipozomlar (LUV) 1 pm
den biiyiik, oligo tabakali lipozomlar (OLV) 0,1-1 um araliginda ve yaklasik 5 tabakali,
coklu tabakali lipozomlar (MV) 1 um den biiyiik boyutlarda ve 5 um den fazla tabakali
olarak siniflandirilabilirler (Samad, 2007).

2.5.5.2. Hazirlanma vontemlerine gore lipozomlarin siniflandirilmasi

Lipozomlarin hazirlanmasinda kullanilan en kolay yontem mekanik bir hazirlama
yontemi olan film olusturmadir. Bu yontemde lipit organik bir ¢ozeltide dagitilir sonrasinda
yiiksek vakum ve sicaklik ile ¢oziicili ugurularak ince film olusturulur. Olusturulan ince film
su ile hidrate edilir (Bangham, 1980). Hazirlanan lipozomlarin boyutlar1 1 um civarinda ve
boyut dagilimlar1 oldukga genistir. Bu yontemle lipozom hazirlarken lipitlerin gegis sicakligi
(T¢) degerinin bilinmesi 6énemlidir. Lipozom hazirlanmasi i¢in film olusturulmasi sirasinda
sicaklik Tc noktasinin iizerinde tutulmalidir. Lipozom hazirlarken kullanilan bir diger
mekanik yontem ise ultrasonik yontemdir. Bu yontemle elde edilen lipozomlar tek
tabakalidirlar. Lipozom boyutu ultrasonik prop ya da ultrasonik banyo kullanilarak

ayarlanabilir (Hwang vd., 1987).
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Yukarida verilen yontemlerin yani sira ters faz buharlastirma yOntemi
(Papahadjopoulosa vd., 1975), dondurma ve piiskiirtme yontemleri (Mayer vd., 1986) ile de

lipozom hazirlanmast miimkiindiir.

2.5.6. Lipozomlarin kullanim alanlar

Kolloidal lipozomlar, ila¢ tasiyici sistem olarak cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilmektedir. Lipozomlarin endiistriyel uygulamalarda as1 ya da kozmetik iirlinlerin
katkis1 olarak, ¢esitli hastaliklarin teshisinde kullanilan isaretleyiciler olarak ve stabilizor
olarak kullanimlar1 s6z konusudur (Daraee, 2016). Lipozomlarin toksik olmamalari
biyolojik sistemlerde kullanim alani1 bulmalarin1 saglamistir. Ayrica yapilarinda hidrofilik
ve hidrofobik gruplarin bulunmasi hidrofilik ya da hidrofobik ila¢ etken madde
taginmasi/salinmasina olanak tanir (Wang vd., 2012). Lipozomlar iizerine 1960 yillarinda
calismalar baslamis ve ilk kez 1995 yilinda Amerika Gida ve Ilag Dairesi (FDI) tarafindan
Doxil i¢in salim sistemi olarak kabul edilmistir ((Chezy)Barenholz, 2012). Daha sonra
yapilan caligmalarda doxorubicin, doxil/caelyx, daunoXome, depocyte anti-kanser isimli
ticari ilaglarin, abelcet, ambisome, amphotec isimli ticari antifungallarin, peptit
hormonlarinin, proteinlerin, Epaxal, Inflexal isimli ticari asillarin ve genetik
biyomalzemelerin taginmasinda kullanimlar1 onaylanmistir ve birgok tedavi igin de faz II ve

faz III ¢aligmalar siirdiiriilmektedir (Oudhia vd., 2014, Kraft vd., 2014).

Biyolojik ya da sentetik yapidaki lipozomlarin viicutta bozunma siireleri ve
stabilizasyonlar1 kullanim alanlari i¢in olduk¢a 6nemlidir. Yapilan aragtirmalar lipozomlarin
yiizey Ozelliklerinin lipozom topaklanmasi ve hedeflenen bolgeye taginmasini etkiledigini
ortaya koymaktadir (Kraft vd., 2014). Bu etkilerden dolay1 lipozom yiizeyi, ¢esitli molekiil
agirliklarima ya da dallanmaya sahip olan polietilenglikol gibi hidrofilik polimerler ile
kaplanmistir. Bu yaklasim ile sentezlenen PEG kapli lipozomlarin, hedef bolgede ilag
konsantrasyonunu artirma, tedavilerin iyilestirici etkilerini arttirma gibi pek ¢ok yonden
PEG kaplanmamis lipozomlara kiyasla daha fazla etkin oldugu ortaya koyulmustur (Cern
vd., 2014). Ayrica PEG biyo-uyumlu bir polimer oldugundan in-vivo ¢aligmalarda viicudun,
sentezlenecek tastyici sistemi tehdit olarak algilamadigi ve boylece dolagimi saglayabildigi
gbzlenmistir (Gupta ve Curtis 2004). Kim ve ¢aligma arkadaslar tarafindan yapilan bir bagka

calismada pactitaxel yiikli yumurta fosfolipitleri kullanmistir. Nanopartikiiliin
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stabilizasyonu PEG ile edilmis fosfolipitlerle saglanmis ve kati lipit nanopartikiiller
hazirlanmistir. Yaklasik 200 nm ¢apinda hazirlanan pactitaxel yiiklii lipozomlar kullanilarak
MCF-7 hiicreleri ile yapilan in-vitro ila¢ salim caligmalarinda elde edilen sonuglarin
gelecekte parenteral uygulamalar i¢in umut verici oldugu ortaya koyulmustur (Lee vd.,

2007)

Lipozomlarin etkinligini arttirmak i¢in yapilan bir baska g¢alismada, manyetik
rezonans kontrast ajani olan gadoliniyum, capraz bagli lipozom sistemin igerisine
hapsedilmistir. Arastirma sonucuna gore capraz bagli sistemde polimer ile lipozom
arasindaki iligki termodinamik olarak uygun stabilizasyonu saglamistir. Ayrica ¢apraz bagh
lipozomda lipozomun agredasyonu ve ila¢ etken maddenin salimi, ¢apraz bag icermeyen
lipozomlardan daha yavas oldugu dolayisiyla salimin daha kontrollii oldugu ortaya
konmustur (Smith ve Kong 2014). Lipozomlar antibadi gibi ajanlar ile veya pH (Wang vd.,
2014), sicaklik (Kim vd., 2014) gibi dis etkilere duyarli sistemler ile hedef bolgeye
tagiabilmektedir. pH duyarl bir blok ile tiirevlendirilen lipozomlar ilag salim sistemlerinde
sikca kullanilmaktadir. Bu ¢alismalara 6rnek olarak polihisdidin kullanilarak hazirlanan
lipozomlar verilebilir (Wu vd., 2013). pH 5,0- 6,0 ve 7,4 olmak iizere ii¢ farkli degerde
yapilan ila¢ salim c¢alismalarinda, pH degisiminin ila¢ salim kinetigi tlizerine etkin oldugu

ortaya konulmustur.

2.5.7. Fe304 manyetik nanopartikiiller ve kullanim alanlar

Stiper paramanyetik nanopartikiillerin sentezi kolloidal yapilarindan kaynakli
olarak oldukga karmasik bir siirectir. Bu sistemlere dair en 6nemli gereksinim uygun boyutta
(genellikle 10-20 nm) ve dar bir boyut dagiliminda sentezlenmeleridir. Ikinci énemli nokta
ise sentez sonrasinda santrifiij, manyetik filtrasyon gibi karmagik saflagtirma yontemleri
olmaksizin homojen boyut dagilimli partikiillerin olugsmasinin saglanmasidir (Laurent vd.,
2008). Manyetik nanopartikiillerin sentezi i¢in kullanilan en yaygin yontem metal tuzlariin
birlikte ¢oktiirme yontemidir (Meraa vd., 2007). Bu yontemde FeCls-6H,0O ve FeCl,-4H,O
tuzlar1 kullanilir. Manyetik Fe3O4 sentezlenirken 6nemli olan, pH degerinin 8-14 araliginda,
oksijensiz ortamda ve baslangigta kullanilan Fe*3/Fe*? sitokiyometrik oraninin 2:1 olarak
sabit tutulmasi gereksinimidir. Fe;O4 manyetik nanopartikiil olusum tepkimesi denklem

2.9’da verildigi gibidir.
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Fe*? +2Fe™ + 80H- — Fe304 +4H,0  (Denklem 2.9)

Olusan bu manyetik partikiillerin her bir tanesi sicakligin birbirleri ile etkilesmesini
onledigi yliksek sicaklikta (~ 80 °C), tek bir manyetik alan haline gelir. Bu nanopartikiiller
biiyiik bir manyetik momente sahiptirler ve manyetik alan varliginda hizla tepki verirler.
Stiper paramanyetik nanopartikiiller oda sicakliginda topaklanma ihtimali ¢ok az

oldugundan biyomedikal uygulamalar i¢in uygundurlar (Lu vd., 2007) .

Stiper paramanyetik nanopartikiillerin bu ¢ekici 6zelliklerinin yaninda kaginilmaz bir
stabilizasyon problemleri de mevcuttur. Nano boyuttaki partikiiller olduk¢a genis yiizey
alani/hacim oranma bagli olan enerjiyi azaltmak icin topaklanma egilimleri gosterirler.
Ayrica ¢iplak metalik nanopartikiiller kimyasal olarak asir1 aktiflerdir ve havada kolaylikla
oksitlenebilirler. Oksitlenme nedeni ile de dispersitelerini ve manyetik 6zelliklerini genelde
kaybederler (Lu vd., 2007). Manyetik nanopartikiillerin sentezden sonra kimyasal
stabilizasyonlariin saglanmasi konusunda gelistirilen pek ¢ok yontem vardir. Partikiil
stabilizasyonu ile ilgili olarak elektrostatik ve sterik stabilizasyonun 6nemine ait bilgi daha
onceki boliimlerde verilmistir. Genel olarak manyetik nanopartikiillerin stabilizasyonu,
partikiiliin etrafina kaplanan bir tabakayla ya da kendisinden daha biiyiik bir polimerik

sistemin icine partikiiliin gdmiilmesi ile saglanabilir.

2.5.7.1. Manvetik nanopartikiiliin viizevinin kaplanmasi

Fe;04 manyetik nanopartikiillerin ¢cekirdekte bir kabuk stabilizorii ile stabilizasyonu
icin, partikiiliin ylizeyi polimer ya da yiizey aktif maddeler ile, Au ya da Ag metal
nanopartikiil ile, silika ya da karbon inorganik bir kabukla kaplanabilir. FesOs manyetik
nanopartikiillerin sentezinden sonra polimer ya da yiizey aktif madde ile stabilizasyonunda
elektronik ya da sterik itme etkileri ile nanopartikiil stabilize edilebilir. Bu konuda kullanilan
en eski yontem 1965 yilinda gelistirilen demir akiskanlardir (ferrofluids) (Papel 1965).
Manyetik nanopartikiillerin stabilizasyonunu gelistirmenin en énemli yolu yiizey yiikii ve
ozel yiizey aktif maddelerin kullanimidir (Raj ve Moskowitz, 1990). Yiizey aktif madde
veya polimer, manyetik nanopartikiiliin yilizeyine fiziksel ya da kimyasal olarak tek ya da
coklu kabuklar seklinde adsorbe olabilir (Lu vd., 2007). Nanopartikiil ylizeyinde olusan

kabuk sterik etki ve van der Waals etkilerini dengelemektedir. Polimerlerde bulunan
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karboksilik asit, fosfat, siilfat gibi gruplar manyetik nanopartikiiliin yilizeyine baglanir.
Biyouyumlu polimerler kullanilarak yapilan ylizey modifikasyonu manyetik alana
yonlendirilebilen ila¢ hedefleme ve salim sistemleri ya da manyetik rezonans goriintiileme
sistemlerinin gelistirilmesinde kullanilabilir. Manyetik nanopartikiiliin ylizeyinin Au ya da
Ag gibi metallerle kaplanmast mikro emiilsiyon yontemi ile saglanabilir. Altin kapli demir
nanopartikiillerin ters mikro emiilsiyon yontemi ile sentezinde, yiizey aktif madde olarak
ketil trimetilamonyum bromid kullanilmistir (Liu vd., 1998). NaBHs indirgeyicisi
kullanilarak FeSO4 indirgenmis ve HAuCly ilavesi ile demir nanopartikiillerin yiizeyi Au ile
kaplanmistir. Altin nanopartikiil ile gelistirilen Au kapli manyetik nanopartikiiller tiol
gruplart ile tiirevlendirilerek gelistirilen sistemler, katalitik ya da optik uygulamalarda
kullanilmast agisinda 6nemlidir. Manyetik nanopartikiillerin silika ile kaplanmasi, manyetik
nanopartikiiliin stabilizasyonunu ayn1 zamanda da partikiil yiizeyinde gerceklesebilecek
istenmeyen etkilesimlerin olusmasini énler. Ornek olarak manyetik nanopartikiiliin boya
molekiilii ile etkilesiminin limiinesans etkisini soniimlendirmesi verilebilir (Ma, 2006).
Bunun 6niine gegmek amaci ile manyetik nanopartikiil 6ncelikle silika kabuk ile kaplanir,
ardindan boya molekiilii ile agilama yapilabilir. Silikanin yiizeyinin diisiik pH degerlerinde
kolaylikla aktiflestirilebilmesi sayesinde yiizeyin istenilen baska bir fonksiyonel grup ile
modifiye edilmesi de oldukca kolaydir.

2.5.7.2. Manvetik nanopartikiiliin viizeve kaplanmasi

Manyetik nanopartikiiliin kendinden daha biiyiikk bir ¢ekirdek-kabuk sistemin
yiizeyine kaplanmasi1 yonteminde, silika gibi bir ylizeyi manyetik nanopartikiil ile kaplanir.
Bu yontem ile stabilizasyonu saglanan manyetik nanopartikiillerin asit-baz erozyonuna ya
da oksidasyona kars1 korunmasi saglanmis olur. Bu yontemin dezavantaji ise manyetik
nanopartikiiliin ev sahibi sistem {izerine rastgele dagilmasidir. Ornek olarak, amin gruplari
ile aktiflestirilen silika partikiillerin yilizeyinin 15 nm boyutlarinda negatif yiiklii manyetik
nanopartikiilleri ile kaplanmas1 ve ardindan HAuCls ile bu sistemin Au kapli hale getirilmesi
verilebilir (Stoeva vd., 2005). Yapilan bir bagka ¢aligmada ise lipozom sistemlerin i¢erisinde
manyetik nanopartikiillerin stabilizasyonu saglanmistir (Laurent vd., 2008). Manyetik
nanopartikiil yiikli lipozomlara disaridan bir manyetik alan uygulanmasi ile hedeflenen
bolgeye sentezlenen sistemin taginmasi ve istenen bdlgede birikmenin saglanmasinin

miimkiin hale getirildigi gézlenmistir. Manyetik lipozomlar ile in-vitro yapilan bir diger
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calismada demir oksit yiiklii lipozomlar kullanilarak meme kanseri hedefleme sayesinde
manyetik goriintiileme ve bu bolgede kanser tedavisinde kullanilan trastuzumab’in salimi

saglanmistir (Zheng vd., 2009).

2.5.8. Lipozom-mikrojel kompozit sistemler

Lipozomlar ile heniiz yeni degerlendirilmeye baslanan ve polimer kimyasinin dikkat
cekici c¢iktilarindan olan "mikrojeller" lipozom uygulamalarina yeni yaklagim getirme
imkant sunmaktadir. Lipozom-mikrojel kompozit sistemler sayesinde biyomedikal
uygulamalarda kullanilmak iizere yiiksek stabilizasyonda ve etkili kiiresel ila¢ tastyici
sistemlerin hazirlanmasi miimkiin hale gelmistir. Ayrica lipozom-mikrojel sistem
kullanilarak iki veya daha fazla ilacin kombine olarak tedavide kullanilmasi ile ilgili
caligmalarin yapilmasi da miimkiindiir (Kazakov ve Levon, 2006). Lipozom-mikrojel
kompozit sistemlere 6rnek olarak, lipozom iginde sentezlenen mikrojel verilebilir (Eunjung
vd., 2012). Bu calismada sodyumhiyaluranat mikrojeller, hiicre yapisini taklit etmek
amaciyla lipozom igerisinde sentezlenmistir. Mikrojelin stabilizasyonu su ve yag fazlari
arasinda bulunan, lipit membranin diisiik ylizey gerilimi saglamasi sayesinde olmustur. Bir
baska calismada ise sicaklik duyarli lipozomlar aljinat mikrojele yiikklenmis ve manyetik
olarak goriintiilenebilen [Gd(HPDO3A)(H>0)] kullanilarak goriintileme ve ilag salim
caligmasi i¢in fldresin boya maddesinin salim ¢aligmasi yiiriitiilmiistiir (Elk vd., 2015). 2014
yilinda yapilan bir baska c¢aligmada lipozomlar fiziksel olarak mikrojel biinyesine
yerlestirilmistir. Mikrojel igerisinde lipozom kapiler mikro akigkan araci ile iiretilmistir.
Belli bir akis hizinda mikro kanallardan gecen sivinin mikrojel olusturulmasi yonteminde
mikrojel UV ile fotopolimerizyon sayesinde iiretilmistir. Daha sonra yapilan ilag salim
caligmasinda ise lipozomun mikrojel igerisine yerlestirilmesi, ila¢ salim hizin1 ve siirekli

salim1 dikkate deger bir sekilde etkiledigi goriilmiistiir (Jeonga vd., 2014).

Lipozom-mikrojel kompozit sistemlerin hedeflendirilmesi ile ilgili ¢aligmalar da
literatiirde mevcuttur. Ornegin Hunus ve arkadaslar1 tarafindan 2013 yilinda yapilan bir
calismada, manyetik lipozom-mikrojel biinyesine yerlestirilerek, radyo dalgalar ile
manyetik nanopartikiiller titrestirilerek 1sinma saglanmis ve ayni zamanda lokal olarak

manyetik alan uygulamasi ile sicaklik istenilen seviyede tutulmustur (Hanus vd., 2013).
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Sicakligin istenilen seviyede tutulmasi ve manyetik partikiil ile tasiyici sistemin hedefte

yonlendirilmesi sayesinde kontrollii difiizyon saglanmistir (Sekil 2.13).

a) Ink-jet RF Heating b) -
N
X |
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Sekil 2.13. a) Lipozom-aljinat manyetik mikrojellerin hazirlanmasi ve radyo frekans ile
kapsiillenmis bilesigin difiizyon ile salimi, b) mikrojellerin manyetik alana yonelmesi

5-Florourasil (5-FU) antimetabolit etken madde DNA ve RNA makro molekiillerin
yapisina girerek molekiiliin yapisini bozar ve DNA sentezi i¢in gerekli olan timidilat sentetaz
enziminin inhibisyonuna sebep olur. Timidilat sentetaz enziminin ifadesi 5-FU etken
maddenin etkisinin belirlenmesinde anahtar noktalardan bir tanesidir. Ayrica 5-FU etken
maddesinin tedavi i¢in kullanildig1 sistemlerde p53 genini etkiledigine dair bilgiler de
literatiirde mevcuttur (Longley vd., 2003). 5-FU etken madde bu 6zelliklerinden dolay1
meme ve bagirsak kanseri tedavisinde kullanilmaktadir. 5-FU etken maddenin avantaj1 kati
timor bolgelerinde hizli kanser hiicresi gogalmasini engellemesi iken dezavantaj1 plazmada
10-20 dakika gibi kisa bir silirede yarilanmasi nedeniyle etkinliginin kisa stirmesidir (Milano
ve Chamorey 2002). Yapilan ¢calismalarda anti kanser ajan olan bu etken maddenin kimyasal
yapilar, lipozomlar veya polimerik malzemeler ile modifiye edilmesi hedeflenmistir (Li vd.,
2014). Chacko ve g¢alisma arkadaslar1 tarafindan hazirlanmig olan ayrintili ¢alismada,
boyutlar1 2 nm ile 800 nm arasinda degisen lipozom ya da polimer temelli ilag tastyici
sistemlerin farkli kullanim alanlarina gore diizenlenebilecegine deginilmistir. Tasiyict
sistemlerin yapilarina ilave edilen manyetik nanopartikiil veya floresan igerikli bir
cekirdekle ilag tasiyict sistemin goriintiilenebilecegi ayrica yine tasiyici sistemin ylizeyine
hedefleme vektorii baglanarak sistemin kontrollii bir sekilde hedefe ulastirilabilecegi

aciklanmistir (Chacko vd., 2011).
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Bu tez kapsaminda literatiirlin ayrintili bir incelemesi ile ortaya ¢ikan yeni bir fikir
ele alinmigtir. Lipozom ile kapli 5-florourasilin pH, sicaklik ya da iyonik siddet gibi dis
etkilerle sisme-biiziilme davranisi sergileyen yeni tip polimerik mikrojel sistemler (yaricap
<300) igerisinde hedefe yonlendirilmeleri ve istenen hedef bdlgede birikmelerinin

saglanmasi ve cevresel etkiye duyarl olarak salimi planlanmaktadir.

Manyetik nanopartikiillerin yiizeylerinin ila¢ etken maddesi ile kaplanmasi ve
ardindan ylizeyde yapilan polimerizasyon ile kontrollii ilag tasiyici sistemlerin hazirlanmasi
ile ilgili caligsmalar literatiirde mevcuttur (Hashemi-Moghaddama vd., 2016). Bu
caligmalardan birinde Fe;Os4 manyetik nanopartikiiller sentezlenmis ve ardindan 5-FU
varliginda dopamin ile yiizey kaplanmistir. Meme kanser tedavisinde Balb/C fareler {izerine
in-vivo olarak kullanilan bu sistemle, 5-FU ila¢ etken maddesi hedeflenmesi ve kontrollii
salimi1 saglanmistir. Ayrica meme kanseri bolgesine hedeflemenin saglanmasi ile serbest 5-
FU ve kontrollii salim ile salimi saglanan 5-FU etken maddesinin ¢evre dokular olan

karaciger ve bobrek dokularinda birikmesi ile ilgili de ¢aligmalar yapilmastir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Nano ve Mikro Boyutlu Sistemler

3.1.1. Mikrojel sentezinde kullanilan baslaticinin sentezi

ATRP yontemi ile sentezlenen blok kopolimer i¢in dncelikle bir ucu metoksi olan
poli(etilen glikol) (PEG-OH, PEGi3, 5000 g/mol agirlikli, Aldrich) homopolimeri ATRP
makro-baslaticisina (PEG113-Br) doniistiiriilmiistiir. Baslatict sentezinde (trietilenamin
(TEA, Aldrich), 2-2’bromo-2-metil-propionil bromiir (BIBB, Aldrich), toluen (>%99,7,
Sigma-Aldrich) kullanilmigtir. ATRP reaksiyonunda kullanilmak {izere sentezlenen PEGy13-
Br makrobaglatic1 sentezi tipik bir esterlesme reaksiyonudur. Baslatict sentezine ait

reaksiyon semast Sekil 3.1°de verilmistir.

|
O. CH, BIBB, TEA, N, OL CHy _C_ /CH3
Hicl  CH; OH > Hc\ cH; o7 el + HBr
Toluen / TPBr

113 113 H3C
PEG,5-OH

Sekil 3.1. PEG113-Br makrobaslatici sentez semasi

Baglaticinin sentez reaksiyonun ardindan trietilenamin HBr tuzu ve siizge¢ kagidi

yardimiyla ayrilmis ve saflagtirma islemi yapilmistir.

3.1.2. Mikrojel sentezinde kullanilan stabilizor sentezi

PEG-h-PMEMA blok kopolimer sentezinde PEG113-Br makro-baglatict ve MEMA,
CuBr, Bipy ikilisi ATRP katalizor sistemi olarak kullanilmigtir. Coziicli olarak metanol
(Aldrich), sentezlenen polimeri saflastirmak i¢in silika kolon (Aldrich) ve dietil eter

(Aldrich) kullanilmisgtir.

Makrobaslatict PEG113-Br metanol igerisinde ¢ozlilmiistiir. Azotlanan reaksiyon

ortamina ATRP metal/ligand kompleksi i¢in gerekli olan CuBr ve Bipy ilave edilmistir. Son
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olarak kullanilmadan 6nce aliimina kolondan gecirilen MEMA monomer reaksiyona
ortamina ilave edilmistir. Kolondan gegirilen monomer daha az ugucu olan 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil hidrat inhibitorii ilave edilerek derin dondurucuda (-20 °C) muhafaza
edilmistir. Kullanimdan 6nce MEMA yiiksek vakum altinda damitilmistir. ATRP yontemi
ile sentezlenen blok kopolimere ait genel reaksiyon semast Sekil 3.2°de verilmistir. Ayrica
sentezlenen polimerin reaksiyon semasi Sekil 3.3°de verilmistir. Olusan iiriinlin saflastirma
islemi icin silika kolon kullanilmistir. Metanol yiiriitiicii faz1 ile metal/ligand kompleksi
kolon yardimu ile uzaklastirilan polimer daha sonrasinda {i¢ kez dietil eterde ¢oktiiriilmiistiir.
Tiim bu islemlerden sonra elde edilen {irlin yiiksek vakum altinda freeze-dryer ile

kurutulmustur.

R-X + Mt"Ligand ——= + X-M""!/Ligand

kda N . .
Baslatic1  Aktivator Aktif ]()Izzltjgza(;[g)r

(Katalizor) radikal k;

N Sonlanma
A

R-R/ R-H veya =R

Sekil 3.2. Genel ATRP mekanizmasi

H
W/ /s S
o /C\——C\ * HC=C{ CuBr, Bipy, Na HCcf /A O\C /C|3 C\
CH. 0% C=0 —————>» (0] CH l cH CH; C_lO
S~ / Metanol 1 3
H2C\ O\ 3 o/
CH CH, \
/ 2 / CH2
o H,C
o \, i
CH3 <\ j N
PEGH3-BT O [ j
MEMA monomer 0O

PEG, 3-b-PMEMA

Sekil 3.3. PEGi13-b-PMEMA | sentez semast

Blok kopolimerizasyonu Sekil 3.3’de  goriilebilecegi  gibi, PEGi13-Br
makrobaglaticinin azot ortaminda MEMA monomerler ile radikal polimerizasyonu

mekanizmasi iizerinden gergeklesmistir.
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3.1.3. Mikrojel sentezi

Mikrojel sentezinde stabilizér olarak PEGi13-b-PMEMA1o blok kopolimer
kullanilmistir. Monomer olarak 2-(N-morfolino)etil metakrilat (MEMA, Aldrich), ¢apraz
baglayici olarak glisidil metakrilat (GMA, Aldrich), baslatici olarak ise amonyum persiilfat
(APS, Fluka) kullanilmistir. Emiilsiyon polimerizasyonu filtrelenmis (0,2 um, Whatman)

cift distile su ortaminda yapilmstir.

CHs CHs
H,c=—=C HZC:(|3
c=o l:o
! l
L .
L
L o
H2C/ \CH2
| GMA
H2C\O/CH2
MEMA

Sekil 3.4. Mikrojel sentezinde kullanilan 2-(N-morfolino)etil metakrilat (MEMA) ve glisidil
metakrilat (GMA) monomerlerin kimyasal yapist

Mikrojel sentezinde kullanilan MEMA monomeri ve otogapraz baglayict GMA
komonomeri, ticari inhibitdrleri uzaklastirmak amaci ile kullanimlarindan 6nce bazik
alimina kolonundan gecirilmistir. Kullanilan monomerlerin kimyasal yapis1 Sekil 3.4’de
verilmigtir. Mikrojel sentezi 65 °C sicaklikta, 1000 rpm sabit karigtirma hizinda
gerceklestirilmistir. Mikrojel sentezinde kullanilan komonomer ve ayni1 zamanda otogapraz
baglayict olan GMA monomerin ¢apraz baglanmasina iliskin tepkimenin aydinlatma
calismas1 'H-NMR ile ger¢eklestirilmistir. Sentezlenen P(IMEMA-GMA) mikrojelin pH,
sicaklik ve iyon siddeti ve tiirii degisimi karsisindaki davranmisi DLS ve zetasizer ile

incelenmistir.
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3.2. Mikrojellerin Coklu Cevre Duyarhlik Calismalari

3.2.1. pH duyarhhk

P(MEMA-GMA) mikrojel sentezi sirasinda kullanilan MEMA monomerinde
bulunan morfolino grubundaki azot atomunun asidik bolgede protonlanmasi ile mikrojelin
su adsorplayarak sigsmesi, bazik bolgede ise azot grubunun de-protonlanarak suyu mikrojel

disina itmesi sonucu mikrojel sisme-biiziilme davranist sergiler (Butun vd., 2001).

3.2.2. Sicakhik duyarhhg:

P(MEMA-GMA) mikrojel yapisinda bulunan metakrilat sayesinde sicaklik artisi ile
hacimsel faz gecisi sergiler. PEG-PMEMA blok kopolimer kullanilarak farkli oranlarda
otocapraz baglayict GMA iceren P(IMEMA-GMA) mikrojelin hidrodinamik yaricapinin
sicaklikla degisimi DLS caligmasi ile ortaya koyulmustur.

3.2.3. Iyonik siddet duyarlihg

P(MEMA-GMA) mikrojeller ayn1 zamanda pH>6,5 iyonik siddet (tuz) etkisine de
duyarlidir. Mikrojellerin iyonik siddet degisimi ile hidrodinamik yarigaplarindaki degisim
DLS ile takip edilmis ve sonuglar grafikler ile verilmistir. Iyonik siddet duyarlilik ¢aligmalar
NaCl ve NaySOs tuz cozeltileri kullanilarak yapilmistir. PIMEMA-GMA) mikrojeller de
P(MEMA) mikrojeller gibi iyonik siddet degisimine tepki vermektedir (Butun vd., 2011).

3.3. Mikrojel Biinyesinde Metal Nanopartikiil Sentezi

AuNPs sentezinde hidrojen tetrakloroaurat hidrat (HAuCls3H,0O, %99,9, ABCR),
indirgeyici ajan olarak ise sodyum bor hidriir (NaBH4 %98, Across) kullanilmistir. Sentezler

sulu ortamda yapilmistir.

Porlu yapilar1 sayesinde mikrojellerin biinyesinde kontrollii boyut dagilimina sahip
metal nanopartikiillerin sentezi miimkiindiir. Bu o6zelliklerinden faydalanarak mikrojel

biinyesinde altin nanopartikiil sentezi yapilmistir. POMEMA-GMA) mikrojellerin sentezinde
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kullanilan monomerin yapisinda bulunan azot atomunun diisik pH degerlerinde
protonlanmasi ile mikrojel pozitif yiikli hal almaktadir. Bu pozitif degerin maksimum
oldugu pH yaklasik 3 degeri olarak belirlenmistir. pH 3 degerinde pozitif olan mikrojel ile
negatif AuCls iyonlarmin etkilesimi maksimum olacaktir. Bu sebeple hazirlanan %0,1
derisimdeki mikrojel ¢ozeltilerinin pH degeri yaklasik 3 degerine getirilmis ve AuNPs
sentezi icin HAuCls.3H,O ¢ozeltisi ile ¢alismalar siirdiiriilmiistiir. Indirgeyici ajan olarak

kullanilan NaBH4 molce HAuCls.3H>O bilesiginin 3 kati oraninda kullanilmistir.

Tez calismasi ¢ercevesinde farkli amaglarda kullanilan mikrojeller bu baglikta da
AuNPs sentezi icin konak olarak kullanilmistir. Daha kiiciik boyutta ve homojen metal
partikiil sentezi i¢in indirgeme ultrasonik banyo igerisinde yapilmistir (Atobe vd., 2010).
Ultrasonik banyo ile yapilan ¢aligmada mikrojelin par¢alanmasini dnlemek amaci ile ¢capraz

bag yogunlugu %S5 (kiitlece iki monomerin birbirine oran1) oranina ¢ikarilmistir.

3.4. AulNPs Yiiklii Mikrojel ile Antibakteriyel ve Antifungal Etkinlik

Notral yiizey 6zelligine sahip P(MEMA-GMA) mikrojel biinyesinde sentezlenen
AuNPs sistem ile 11 farkli bakteri ve 2 farkli mantar {izerine antimikrobiyal etkinlik
caligmalar1 24 saat inkiibasyon siiresi ile yapilmistir. AuNPs ve bakteriler pozitif kontrol
olarak secilen amoxicillin (5 mg/mL) ve funguslar (mantarlar) i¢in pozitif kontrol olarak

secilen Ketokonazol antibiyotik (5 mg/mL) ile karsilagtirmali olarak yorumlanmustir.

3.5. Mikrojel icerisinde Fe;0s Manyetik Nanopartikiil Sentezi

Mikrojel icerisinde Fe3;O4 manyetik nanopartikiillerin sentezi, mikrojelin ila¢ salim
sistemi olarak kullanildig1 ¢aligmalarda, hedefleme yapilabilmesi i¢in gerceklestirilmistir.
Fe304 manyetik nanopartikiillerin sentezi i¢in demir (III) kloriir hekzahidrat (FeCls.6H>O,
Merck) ve demir (II) kloriir tetradidrat (FeCl,.4H>O, Merck) kullamlmistir. Indirgeyici
olarak amonyum hidroksit (NH4OH, Aldrich) kullanilmistir. Sentezlerde 0,2 pm filtre
(Whatman) ile filtrelenmis ¢ift distile su kullanilmustir.

Kuru P(MEMA-GMA) mikrojel, FeCl;.6H20 (1,80 mmol) ve FeCl.4H>O (0,90

mmol) tuzlar1 2:1 sabit mol oraninda 20 mL ¢ift distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. 50 mg
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kuru mikrojeller hazirlanan FeCls.6H,O ve FeCl,.4H,O ¢ozeltisi igerisinde ultrasonik

banyoda 45 dk. dagitilmistir, ardindan N ile tepkime ortamindan gazlar uzaklastirilmstir.
Tepkime 80 °C yag banyosu icerisinde 1000 rpm sabit karistirma hizinda 1 giin
sirdiiriilmiistiir. 1 giin sonra tepkime ortammma 3 mL, %50 NH4OH ilave edilmistir.

Reaksiyon sonunda sistem miknatis yardimiyla 3 kez saf su ile temizlenmistir.
3.6. Lipozom Sentezi

Lipozom sentezinde 1,2-dipalmitol-sn-glisero-3-fosfokolin (DPPC, Sigma)
fosfolipit ve kolesterol (Sigma), dagiticit faz olarak kloroform (CHCI3, %98-99 Sigma-
Aldrich) kullanilmistir. Hidratasyon i¢in 0,01 M PBS (Aldrich), lipozomlarin monodispers
dagilimlarini saglamak amaciyla polikarbonat membran filtre kullanilmistir (100 nm ve 50

nm, Whatman) ve filtreleme i¢cin Avanti Mini Extruder kullanilmistir.

Lipozom sentezinde, 0,03 mmol DPPC fosfolipit (Sekil 3.5) ve 0,01 mmol kolesterol
3 mL kloroform igerisinde dagitilmistir. Kullanilan lipit/ kolesterol oran1 molce 2:1 olarak
ayarlanmistir. Kloroform igerisinde lipit ve fiziksel ¢apraz baglayici olarak kullanilan
kolesteroliin tam ¢oziinmesi ultrasonik banyo icerisinde saglanmistir. Ardindan 65 °C, 270
rpm karigtirma hizindaki doner buharlastirici ile ¢oziicii uzaklastirilarak ince film
olusturulmustur. Hazirlanan ince film bir gece siire ile freeze dryer ile kurutulmus ve 10 mL
PBS tampon igerisinde (0,01 M, pH 7,4) 65 °C sicaklikta ultrasonik banyoda hidrate
edilmistir. Hazirlanan lipozomlarin monodispers dagilimda olmalarini saglamak amaciyla

20 kez 100 nm, 20 kez 50 nm polikarbonat membran filtreden gecirilmistir.

/\/\/\/\/\/\/\)\ ,O\
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Sekil 3.5. 1,2-dipalmitol-sn-glisero-3-fosfokolin (DPPC)

Hazirlanan DPPC lipozomun yapisal karakterizasyonlar: 100 nm ve 50 nm

polikarbonatat membran filtreden gegirildikten sonra TEM ile goriintiilenmistir.
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3.7. Lipozom-Mikrojel Kompozit Sistemlerin Sentezi

Mikrojel sentezinde stabilizér olarak PEGi13-b-PMEMA1o blok kopolimer
kullanilmistir. MEMA, GMA monomerleri, baglatici olarak APS kullanilmistir. Emiilsiyon
polimerizasyonu i¢in filtrelenmis (0,2 pm, Whatman) ¢ift distile su kullanilmistir. Lipozom
sentezinde DPPC ve kolesterol, dagitic1 faz olarak CHCI; kullanilmigtir. Hidratasyon igin
0,01 M PBS, lipozomlarin monodispers dagilimlarini saglamak amaciyla polikarbonatat
membran filtre kullanilmistir (100 nm 50 nm, Whatman) ve filtreleme i¢in Avanti Mini

Extruder kullanilmastir.

Lipozom-mikrojel kompozit sistemlerin sentezinde, 0,03 mmol DPPC fosfolipit ve
0,01 mmol kolesterol kloroform igerisinde dagitilmis, ardindan doner buharlastirict ile
¢ozilicli uzaklasgtirilarak ince film olusturulmustur. PBS tamponda dagitilan stabilizér 65
°C’de ince film DPPC iizerine ilave edilmis ve lipozom hidrate edildikten sonra polikarbonat
membrandan gecirileek boyutlar1 ortalama 50 nm olacak sekilde ayarlanmistir. Ardindan
P(MEMA-GMA) mikrojel sentezinde kullanilan methot ile lipozom/P(MEMA-GMA)
mikrojel kompozit sistemler sentezlenmistir. Hazirlanan DPPC lipozom/P(MEMA-GMA)
mikrojel kompozit sistemlerin boyut ve zeta potansiyeli Zetasizer ile Ol¢lilmiistiir.
Sentezlenen lipozom- mikrojelin sulu dispersiyonunun ila¢ saliminda kullanilacak olmasi
nedeniyle viicut icin énemli olan sicaklik ve iyonik siddet degisimlerine karsi duyarlilik

caligmalar1 DLS ile incelenmistir.

3.8. Ila¢ Tasiyic1 Sistemler

3.8.1. P(MEMA-GMA) mikrojellerin in-vitro ila¢c salim sistem olarak kullanimi

P(MEMA-GMA) mikrojelin sentezinde PEGi13-b-PMEMA1¢ blok kopolimer
kullanilmistir. MEMA, GMA monomerleri, baglatici olarak APS kullanilmistir. Emiilsiyon

polimerizasyonu i¢in filtrelenmis (0,2 pm, Whatman) ¢ift distile su kullanilmastir.

Ilag etken madde olarak 5-FU, yiikleme ve salim calismalarinda tampon ¢ozelti
olarak fosfat tampon tuzu ile hazirlanan %0,01 M PBS, ila¢ salimi i¢in diyaliz tiip (2000

Dalton, Sigma-Aldrich), ¢oziicii olarak ise ¢ift distile su kullanilmistir.
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P(MEMA-GMA) mikrojel sentezinde 600 mg PEG113-b-PMEMA ¢ blok kopolimer

stabilizor, 2,93 mL MEMA monomer ve 0,08 mL GMA komonomerleri, 50 mg baslatici
APS ve 0,2 um filtre ile safsizliklarindan arindirilmig 22 mL ¢ift distile su kullanilmustir.
Tepkime 65 °C sicaklikta 1000 rpm karistirma hizinda azot ortaminda gergeklestirilmistir.

P(MEMA-GMA) mikrojel biinyesinde ilacin yiiklenmesi ve salumi ile ilgili
calismalar;, 0,01 M PBS tampon igerisinde silirdiiriilmiistiir. Sivi azot ile dondurulan
P(MEMA-GMA) mikrojellerin igerisindeki dagitici faz olan suyu ugurma islemi diigiik
basing altinda vakum yapan dondurarak kurutma cihazi (freeze dryer) ile yapilmigtir.
Ardindan kuru mikrojel 1000 ppm 5-FU iceren 0,01 M PBS igerisinde 24 saat oda
sicakliginda dagitilmigtir. Tam dagilma saglanmasinin ardindan 5 mL 5-FU yiikli
P(MEMA-GMA) mikrojel diyaliz poset icerisine alimmustir. Ila¢ salim ¢aligmalar1 37 °C ve
42 °C sicakliklarda 100 mL 0,01 M PBS igerisinde 100 rpm sabit karigtirma hizinda
gozlenmistir. Coklu ¢evre duyarli mikrojelden 5-FU ilag etken maddesinin salimina sicaklik
etkisi ve iyonik siddet etkisi ¢aligmalar1, 100 mL PBS igeisinde 37 °C ve 42 °C sicakliklarda
ve 37 °C sicaklikta serum fizyolojik ve PBS igerisinde 100 rpm sabit karigtirma hizinda

edilmistir.

Belirli zaman araliklarinda salim ortamindan 100 pL ¢ozelti alinmustir. Salim
ortaminin hacminin degigmesini dnlemek amaci ile her 100 uL tampon ¢dzelti alimindan
sonra ortama 100 pL tampon ¢ozelti ilave edilmistir. Alinan 6rnekler HPLC ile bagli 266

nm sabit dalga boyunda UV-vis. spektroskopisi kullanilarak incelenmistir.

3.8.2. ila¢ etken madde 5-FU yiiklii lipozom sentezi ve in-vitro salim ¢calismalar

5-FU ila¢ etken madde yiiklii DPPC lipozom sentezinde, ila¢ etken madde 5-FU,
DPPC fosfolipit ve kolesterol, dagitic1 faz olarak CHClskullanilmistir. Hidratasyon igin 0,01
M PBS, lipozomlarin monodispers dagilimlarini saglamak amaciyla polikarbonat membran
filtre (100 nm, 50 nm) kullanilmistir. Filtreleme islemi Avanti Mini Extruder ile yapilmuistir.
Tiim sulu ¢ozelti ve dispersiyonlarin hazirlanmasinda filtrelenmis (0,2 pm) cift distile su

kullantlmistir.
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Ilag etken madde yiiklii lipozom sentezinde, 0,03 mmol DPPC fosfolipit ve 0,01

mmol kolesterol 3 mL kloroform dagitilmistir. Kullanilan lipit/kolesterol orani 2:1 olarak
ayarlanmistir. Kloroform igerisinde lipit ve fiziksel ¢apraz baglayici olarak kullanilan
kolesteroliin tam ¢oziinmesi i¢in ultrasonik banyo kullanilmistir. Ardindan 65 °C, 270 rpm
karistirma hizindaki doner buharlastirici ile ¢oziicii uzaklastirilarak ince film
olusturulmustur. Hazirlanan ince film bir gece freeze-dryer ile kurutulmus ve 1000 ppm ilag¢
5-FU igeren 10 mL PBS tampon igerisinde (0,01 M, pH 7,4) icerisinde 65 °C sicaklikta
ultrasonik banyoda hidrate edilmistir. Hazirlanan 5-FU igeren lipozomlarin monodispers
dagilimli olmalarin1 saglamak icin 20 kez 100 nm ve 50 nm polikarbonat membran

filtrelerden gegirilmistir.

Lipozomdan ila¢ salim ¢alismasi; 1000 ppm 5-FU ilag etken madde igeren 5 mL
DPPC lipozom biinyesinden salimu ile ilgili ¢calisma, 37 °C 0,01 M PBS tampon igerisinde
100 rpm sabit karigtirma hizinda, HPLC kullanilarak yapilmistir. Belirli zaman araliklarinda
100 pL salim ortamindan alinan ¢ozeltilerin analizi HPLC ile takip edilmistir. Salim
ortamindan alinan ¢ozeltilerin hacmi degistirmesinin dnlenmesi i¢in eksilen miktarda salim
tamponu ortama ilave edilmistir. Alinan 6rnekler HPLC ile baghh 266 nm sabit dalga

boyunda UV-vis. spektroskopisi kullanilarak incelenmistir.

3.8.3. ila¢ etken madde 5-FU yiiklii lipozom-P(MEMA-GMA) mikrojel sistemin

sentezi ve in-vitro salim ¢calismalari

5-FU yiiklii DPPC lipozom iceren P(IMEMA-GMA) mikrojel sistemin sentezinde
daha 6nce kullanilan 5-FU yiiklii DPPC lipozom kullanilmustir. Ilag etken madde yiiklii
DPPC lipozom sentezinde, ilag etken madde 5-FU, DPPC fosfolipit ve kolesterol, dagitici
faz olarak CHCI3 kullanilmistir. Hidratasyon i¢in 0,01 M PBS, lipozomlarin monodispers
dagilimlarin1 saglamak amaciyla polikarbonat membran kullanilmistir (100 nm, 50 nm,
Whatman) ve filtreleme islemi sirasinda Avanti Mini Extruder kullanilmigtir. Ardindan
P(MEMA-GMA) mikrojel sentezinde oldugu gibi PEG13-b-PMEMA | stabilizér, MEMA
ve GMA monomer, baslatici olarak APS, ¢ift distile su ile hazirlanan 0,01 M PBS
kullanilmistir. Tiim sulu ¢6zelti ve dispersiyonlarin hazirlanmasinda filtrelenen (0,2 pm,

Whatman) ¢ift distile su kullanilmisgtir.



61
5-FU yiiklii DPPC lipozom iceren P(IMEMA-GMA) sistemin sentezinde asagidaki

asamalar ele alinmistir.

Birinci basamakta;, Daha once aciklandig1r gibi lipit/kolesterol orani 2:1 olarak
ayarlanmistir. Kloroform igerisinde DPPC lipit ve fiziksel ¢capraz baglayici olarak kullanilan
kolesteroliin tam ¢oziinmesi ultrasonik banyo icerisinde saglanmistir. Ardindan 65 °C, 270
rpm karigtirma hizindaki doner buharlastirici ile ¢oziicii uzaklastirilarak ince film
olusturulmustur. Hazirlanan ince film bir gece freeze-dryer ile kurutulmus ve 1000 ppm ilag¢
etken madde 5-FU igceren PBS tampon igerisinde (0,01 M, pH 7,4) igerisinde 65 °C sicaklikta
ultrasonik banyoda hidrate edilmistir. Hazirlanan lipozomlarin monodispers dagilim icin 50

nm polikarbonat membran filtreden gegirilmistir.

Ikici basamakta; 5-FU yiiklii DPPC lipozom ile sentezlenen 5-FU yiiklii DPPC
lipozom iceren P(IMEMA-GMA) sentezi i¢cin PEG113-b-PMEMA 1o blok kopolimer stabilizor
olarak kullanilmistir. Mikrojel olusumu sirasinda MEMA monomer ve GMA komonomeri
oto ¢apraz baglayici olarak kullanilmistir. Baglatict olarak APS ve ¢oziicii olarak 0,01 M
PBS tampon kullanilmigtir. Tepkime N> altinda 1000 rpm sabit karigtirma hizinda 65 °C
sicaklikta 24 saat siire igerisinde gerceklestirilmistir. Tepkimesi sirasinda kullanilan

bilesenler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. DPPC lipozom i¢ceren P(IMEMA-GMA) mikrojel sistemin sentezi;

DPPC Kolesterol MEMA GMA DPPC
(mmol) (mmol) (mL) (mL) (mL)
0,05 0,025 2,93 0,08 10

3 mL kloroform igerisinde ince film hazirlandi. 10 mL 0,01 M PBS igerisinde sentezlendi.

5000 ppm, 10 mL PBS igerisinde dagitildu.

5-FU yiiklii lipozom/mikrojel sistemden ilag salimi; 0,05 mmol DPPC ve 0,03 mmol
kolesterol ile hazirlana ince film lipit {izerine 5000 ppm 5-FU iceren 10 mL 0,01 M PBS
cozeltisi ilave edilmis ve 15 dakika ultrasonik banyoda disperse edilerek lipozom
hazirlanmistir. Elde edilen 5-FU/lipozom dispersiyonu homojel sistemin eldesi ve lipozoma
hapsolmayan 5-FU fazlasinin uzaklagtirilmasi i¢in 100 nm polikarbonat membrandan 10 kez

gecirilmistir. Elde edilen 5-FU/DPPC lipozomun iceren P(MEMA-GMA) mikrojel
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kompozit sistem sentezlenmistir. Hacimce iki katina ¢ikan ¢ozelti dispersiyonda teorik
olarak 2500 ppm 5-FU igermektedir. ilag salim ¢alismalarmin standart bir salim olusturmak
icin sentezlenen 5-FU igeren lipozom/mikrojel dispersiyonu PBS ile seyreltilmistir.
Seyreltme isleminden sonra 1000 ppm 5-FU igeren lipozom/mikrojel sistemden 5 mL
alinarak diyaliz membran igerisinde salim gergeklestirilmistir. Ila¢ salim calismalar1 100 mL
hacimde 37 °C, 42 °C 0,01 M PBS igerisinde 100 rpm sabit karigtirma hizinda yiiriitilm{istir.
Belirli zaman araliklarinda, 100 pL salim ortamindan alinan ¢ozeltilerin 5-FU derigimi
HPLC ile takip edilmistir. Salim ortamindan alinan ¢6zeltilerin sistemde hacim degisiminin
onlenmesi icin eksilen miktarda salim tamponu ortama ilave edilmistir. Alman 6rnekler
HPLC ile kombine ¢alisan 266 nm sabit dalga boyunda UV-vis. spektroskopisi kullanilarak

incelenmistir.

3.8.4. Ilac etken madde 5-FU/DPPC lipozom-P(MEMA-GMA) mikrojel sistemi ile
Fe;O4 manyetik NPs/DPPC lipozom-P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit sistem

sentezi

5-FU/DPPC lipozom igeren Fe;O4/P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit sistemin
sentezinde 3 basamak izlenmistir. 5-FU/DPPC lipozom igeren P(IMEMA-GMA) mikrojel
sistemin sentezinde daha énce kullanilan 5-FU yiiklii DPPC lipozom kullanilmustir. ilag
etken madde yiiklii DPPC lipozom sentezinde, 5-FU, DPPC fosfolipit ve kolesterol, dagitict
faz olarak kloroform kullanilmistir. Hidratasyon i¢in 0,01 M PBS, lipozomlarin monodispers
dagilimlarini saglamak amaciyla polikarbonat membran filtre kullanilmigtir (100 nm, 50 nm,
Whatman). Filtreleme islemi sirasinda Avanti Mini Extruder kullanilmistir. Ardindan
P(MEMA-GMA) mikrojel sentezinde oldugu gibi PEG13-b-PMEMA | stabilizorii, MEMA
ve GMA monomerleri, baglatici olarak APS, cift distile su ile hazirlanan 0,01 M PBS
kullanilmigtir. 5-FU/ DPPC lipozom iceren Fe;O4 manyetik NPs/P(MEMA-GMA) mikrojel
kompozit sisteminin sentezinde FeCl;.6H.O ve FeCl.4H>O kullanilmistir. Demir
iyonlarinin Fe;O4 manyetik nanopartikiile doniismesinde indirgeyici olarak %26 NH4sOH
kullanilmistir. Tiim sulu ¢ozelti ve dispersiyonlarin hazirlanmasinda filtrelenmis (0,2 pm)

cift distile su kullanilmistir.
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5-FU/DPPC lipozom igeren Fe;O4 manyetik NPs/DPPC-lipozom P(MEMA-GMA)

mikrojel kompozit sistemin sentezinde izlenen ii¢ basamak asagidaki gibidir.

Birinci basamak; DPPC fosfolipit ve kolesterol kloroformda dagitilmistir. Kullanilan
lipit/ kolesterol mol oran1 2:1 olarak ayarlanmistir. Kloroform igerisinde lipit ve fiziksel
capraz baglayici olarak kullanilan kolesteroliin tam ¢dziinmesi ultrasonik banyo igerisinde
saglanmistir. Ardindan 65 °C, 270 rpm karistirma hizindaki doner buharlastirici ile ¢oziicii
uzaklagtirilarak ince film olusturulmustur. Hazirlanan ince film bir gece freeze-dryer ile
kurutulmus ve 1000 ppm ilag etken madde 5-FU igeren PBS tampon igerisinde (0,01 M, pH
7,4) 65 °C sicaklikta ultrasonik banyoda hidrate edilmistir. Hazirlanan lipozomlarin
monodispers dagilimda olmalarint saglamak amaciyla 20 kez 100 nm, 20 kez 50 nm

polikarbonat membran filtreden gegirilmistir.

Ikici basamak; 5-FU/DPPC lipozom kullamlarak 5-FU/DPPC lipozom iceren
P(MEMA-GMA) sentezlenmistir. Sentez icin PEGi3-b-PMEMA1o blok kopolimer
stabilizor olarak kullanilmistir. Mikrojel olusumu sirasinda MEMA monomer ve GMA
komonomeri oto ¢apraz baglayici olarak kullanilmistir. Baslatic1 olarak APS, ¢oziicii olarak
0,01 M PBS tampon kullanilmistir. Tepkime N> altinda gergeklestirilmistir. 5-FU/DPPC

tepkime ortaminda monomerlerin igerisinde ilave edilmistir.

Uciincii basamak; 5-FU/DPPC lipozom iceren Fe;Os manyetik NPs/P(MEMA-
GMA) mikrojel kompozit sistemin sentezinde 5-FU yiiklii DPPC lipozom igeren P(MEMA-
GMA) mikrojel kullanilmigtir. Mikrojel dispersiyonu sivi azot ile dondurulmus ardindan
freeze-dryer ile kurutulmustur. Kuru mikrojel molce 2:1 oraninda FeCls.6H>O ve
FeCl>.4HO0 igeren dagitic1 faz H>O igerisinde ultrasonik banyoda 45 dakika dagitilmistir.
Disperse edilen mikrojel ortamindan gazlarin uzaklastirilmasi tepkime ortamindan 15 dakika
N2 gazi gegirilmistir. Tepkime 80 °C 1000 rpm sabit karistirma hizinda, yag banyosunda 24
saat siirdiiriilmiistiir. Ardindan amonyum hidroksit (%50 seyreltilmig) ile demir iyonlar1
indirgenerek Fe;Os4 nanopartikiil sentezlenmistir. Sentezin ardindan 5-FU/DPPC lipozom
iceren Fe;O4 manyetik NPs/P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit sistemin 3 kez miknatis ile
toplanarak saf su ile yikanmig ve tekrar dagitilmistir. Kullanilan bilesenlere ait bilgiler

Cizelge 3.2’de sunulmustur.
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Cizelge 3.2. 5-FU/DPPC lipozom igeren P(IMEMA-GMA) mikrojel sistemin sentezi; 600
mg PEGi13-b-PMEMA ¢, 50 mg APS, 65°C, 0,01 M PBS

DPPC Kolesterol 5-FU MEMA GMA DPPC Lipozom FeCl:.6H,O FeCl,.4H,O
(mmol) (mmol) (ppm) (mL) (mL) lipozom /mikrojel (mmoL) (mmolL)

(mL) (mg)
0,03 0,01 5000 2,93 0,08 10 50 1,80 0,90
3 mL kloroformda 10 mL 0,01 M PBS’de
ince film sentezlendi. 20 mL H-O igerisinde sentezlendi.
hazirland1 Teorik olarak 2500 ppm 5- %50 NH4OH: H;O ile indirgendi.

FU igerdigi hesaplanmigtir.
10 mL PBS’de dagitild1.

3.8.5. Kalibrasyon egrisi olusturma

P(MEMA-GMA) mikrojellerin ilag tagiyict ve salim sistemi olarak kullaniminda ilag
etken madde olarak meme ve kolon kanseri tedavisinde kullanilan 5-florourasil
kullanilmigtir. 5-FU ilag etken maddesine ait dogrusal kalibrasyon grafigi 266 nm dalga
boyunda UV-vis spektrometresi baglt HPLC kullanilarak olusturulmustur. 1000 ppm ile 1
ppm arasinda 0,01 M PBS icerisinde hazirlanan ¢ozeltiler kullanilarak yapilmistir. Farkli
derisimlerde hazirlanan 5-FU ¢ozeltilerinin integral pik alanlarina bagl olarak kalibrasyon

grafigi Sekil 3.6’da verilmistir.

Cizelge 3.3. 5-FU etken maddenin konsantrasyona bagli HPLC pik alanlar1

pPpPm mAu mAu mAu (ort) mAu/t mAu/t mAu/t
(ort)

21,10 20,60 20,85 3,93 3,88 3,91

5 105,60 105,10 105,35 19,66 19,62 19,64

10 207,20 206,10 206,65 38,58 38,48 38,53
50 1057,80 1052,60 1055,20 196,98 196,50 196,74
100 2015,30 2089,20 2052,25 375,29 382,17 378,73
250 5255,30 5227,10 5241,20 978,64 976,01 977,33
500 10395,10 10364,70 10379,90 1935,77 1932,94 1934,36

1000 20287,60 20430,40 20359,00 3777,95 3791,25 3784,60

5-FU ila¢ ekten madde derisiminin kalibrasyon egrisi HPLC kromotogram pik

alanlar1 kullanilarak olusturulmustur. 1 ile 1000 ppm arasinda konsantrasyon degistirilerek
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elde edilen degerlerin regrasyon analizi incelendiginde R? degerinin 0,9999 olarak

hesaplanmugtir.
4000
y =3,7955x + 7,7004
R>=0,9999
3000 -
2000 A
5 Regresyon indeksleri
B Coklu R 0,9999
1000 - R? 0,9998
Ayarli R? 0,9998
Standart Hata 83,0504
0 - Gozlem 8
—e— 5-FU
0 200 400 600 800 1000
pPpm

Sekil 3.6. 5-FU ilag etken maddesine ait kalibrasyon grafigi

3.8.6. XTT calismasi

MCF-7 ve L929 hiicre hatlar iizerine sitotoksisitesi belirlenmistir. Caligmalarda
XTT testi kullanilmigtir. S6z konusu deneysel calisalar sekiz kez tekrarlanmis ve elde edilen

absorbans degerleri dl¢lilmiistiir.

Doz belirleme c¢aligmasi icin MCF-7 ve L1929 hiicre hatlar1 kullanilmistir. Tiim
hiicreler 25 cm? kiiltiir flasklarinda kiiltiire edilmistir. MCF-7 ve 1929 hiicreleri %10 FBS
(fetal bovine serum), %1 L-glutamin igeren RPMI-1640 besiyerinde, %5 CO», 37°C ortamda

kiltiire edilmistir.

5x10° hiicre/mL konsantrasyonda MCF-7 ve 1929 hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara
ekilmistir. Plaklar bir gece %5 CO,, 37 °C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi
hiicrelerin iizerindeki vasat atilmig ve farkli konsantrasyonlarda oOrnekler taze vasat
kuyucuklara eklenmistir. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklara 25 pL XTT ¢ozeltisi eklenmistir.
2 saat inkiibasyon sonrast kuyucuklari 450 nm’de absorbanslari belirlenmistir. Kontrol

kuyucuklarindaki hiicreler sadece hiicre kiiltiir vasati ile muamele edilmistir.
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3.8.7. 5-FU iceren DPPC-mikrojelin MCF-7 iizerine etKisi

5-FU igeren DPPC-P(MEMA-GMA) lipozom mikrojel sistemin MCF-7 hiicre hatlar1
iizerine sitotoksisite ¢alismasi yapilmistir. Caligmalarda 12 ve 24 saatlik sitotoksisite XTT
testi ile belirlenmistir. S6z konusu deneysel calisalar sekiz kez tekrarlanmis ve elde edilen
absorbans ol¢iilmiistiir. Bu calismada MCF-7 hiicre hatt1 kullanilmistir. Daha 6nce yukarida
bahsedildigi gibi ayni sekilde, hiicreler 25 cm? kiiltiir flasklarinda kiiltiire edilmistir. MCF-
7 hiicreleri %10 FBS, %1 L-glutamin iceren RPMI-1640 besiyerinde, %5 CO,, 37 °C
ortamda kiiltiire edilmistir. Calismada 5x10° hiicre/ml konsantrasyonda MCF-7 hiicreleri 96
kuyucuklu plaklara ekilmistir. Plaklar bir gece %5 CO», 37 °C sicaklikta inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 hiicrelerin {izerindeki vasat atilmis ve farkli konsantrasyonlarda 6rnek
iceren taze vasat kuyucuklara eklenmistir. Plaklar 12 ve 24 saat siire ile %5 CO», 37 °C
sicaklikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklara 25 pl XTT ¢dzeltisi
eklenmistir. 2 saat inkiibasyon sonrasi kuyucuklari 450 nm dalga boyunda absorbanslari
belirlenmistir. Kontrol kuyucuklarindaki hiicreler sadece hiicre kiiltiir vasat1 ile muamele

edilmistir.

3.9. In-vivo Tiimér Model Olusturulmasi

6-8 haftalik disi savunma sistemi baskilanmis farelerin {i¢iincii ve altinct memelerine
(sag ve sol arka bacaklarina yakin bdlge) deri altina hiicre kiiltlir laboratuvarinda ¢ogaltilan
10*10° MCF-7 hiicresi 100 puL PBS igerisinde enjekte edilmistir. ER" ve PR ve HER2"
reseptor igeren MCF-7 hiicre hatt1 kullanilmistir. Bu sayede bahsi gegen genlerin tayini ile

tedavinin gerceklesip gerceklesmedigi test edilmistir.

Timér boyutu ortalama 100-150 mm® oluncaya kadar meme doku biiyiimesi
stirdiiriilmusgtiir. Tiimor biiytikliikleri siirgiilii kumpas (Vernier caliper) kullanilarak denklem

3.1°de verilen esitlikle hesaplanmistir.

Genislik? x Uzunluk
2

Hacim= (Denklem 3.1)
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3.10. Meme Kanseri Tedavi Protokolii

Uygun boyuta gelen 20 CD1 disi nude fare rastgele 5 gruba ayrilmistir. Gruplar su

sekilde tanimlanmigtir;

1)

2)

3)

4)

5)

Kontrol grubu; CD1 disi farelere 10*10° MCF-7 hiicre enjekte edilmis ve timor

boyutu 100-150 mm? oldugunda fareler sakrifiye edilerek tiimor dokular: alinmustir.

Serbest 5-FU ile tedavi edilen grup; CD1 disi farelere 10*10° MCF-7 hiicre enjekte
edilmis ve tiimor boyutu 100-150 mm? olduktan sonra fareler tedaviye alinmustir.
Tedavide farelere 14 giin boyunca bir giin araliklarla 0.1 ml serum fizyolojik i¢erinde
¢cozlinmiis olan 5-FU, Smg/kg/viicut agirligi olacak sekilde karin bolgesinden

verilmigtir.

DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem enjekte edilen grup; CD1 disi
farelere 10*10° MCF-7 hiicre enjekte edilmis ve timér boyutu 100-150 mm?
olduktan sonra fareler kontrollii salim sistemine maruz birakilmistir. Bu gruba 14
giin boyunca birer giin araliklarla serum fizyolojik icerisinde disperse edilmis olan
100 pg/mL DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemden 0,1 mL 3. ve 6.
meme bolgesinde bulunan tiimor bolgesine tiimdr ici olacak sekilde enjekte

edilmistir.

Fe304 manyetik NPs iceren DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit
sistem grubu; CDI1 disi farelere 10*10° MCF-7 hiicre enjekte edilmis ve timor
boyutu 100-150 mm?® olduktan sonra fareler kontrollii salim sistemine maruz
birakilmistir. Bu gruba 14 giin boyunca birer giin araliklarla serum fizyolojik
icerisinde disperse edilmis olan 100 pg/mL Fe;O4 manyetik NPs iceren DPPC
lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit sistemden 0,1 mL 3. ve 6. meme

bolgesinde bulunan tiimor bolgesine enjekte edilmistir.

5-FU igeren Fe;O4 manyetik NPs iceren DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel
kompozit sistem grubu; CD1 disi farelere 10*10° MCF-7 hiicre enjekte edilmis ve

timor boyutu 100-150 mm? olduktan sonra fareler kontrollii salim sistemi olan 5-FU
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iceren Fe3Os4 manyetik NPs igeren DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) ile tedavi

edilmistir. Bu gruba 14 giin boyunca birer giin araliklarla serum fizyolojik i¢erisinde
disperse edilmis olan 5-FU igeren Fe3Os4 manyetik NPs igeren DPPC
lipozom/P(MEMA-GMA) sistemden 5-FU miktar1t Smg/kg/viicut agirligir olacak
sekilde 100 pg/mL 0,1 mL 3. ve 6. meme bdlgesinde bulunan tiiméor icine enjekte

edilmistir (Renard vd., 2010).

Fe304 manyetik NPs igeren DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem ve 5-
FU iceren Fe3Os mayetik NPs iceren DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem
gruplarinin bileseninde bulunan Fe3;Os4 manyetik NPs araciligiyla sistemlerin hedefe

yonlendirilmesi manyetik alan kullanilarak yapilmigtir.

3.11. Karakterizasyon

3.11.1. Jel gecirgenlik kromotografisi (GPC)

Mikrojel sentezinde stabilizor olarak kullanilan blok kopolimerin sayica ortalama
molekiil agirligi (Mn) ve molekiil agirhik dagilimi (Mw/Mn) GPC ile belirlenmistir. GPC
Agilent 1200 serisi olup pompa, refraktif indeks (RI) ve UV dedektorii sahiptir. Sentezlenen
polimerin molekiil kiitlesine bagli olarak lineer diblok kopolimerler i¢in Mixed ‘D’ ve ‘E’
kolonlarindan olugsmaktadir. GPC cihazi, molekiil agirliklart 1390 g/mol ile 259000 g/mol
arasinda degisen, polimetil metakrilat (PMMA) homopolimer standartlar1 kullanilarak
kalibre edilmistir. GPC cihazinda siiriikleyici faz olarak HPLC tiirii tetrahidrofuran (THF,
Sigma) stabilizor olarak 2,6-di-#-biitil-4-metil fenol (BHT, Fluka) kullanilmistir. THF akis

hiz1 1 mL/dakika olarak ayarlanmistir.

3.11.2. Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR)

Sentezlenen blok kopolimerin polimerizasyon derecesinin hesaplanmasi ve
mikrojelin GMA ile ¢apraz baglanma mekanizmasinin aydinlatma c¢aligmast JEOL ECZ
500R marka 500 MHz (11,75 Tesla) manyetik alan giiciine sahip NMR spektroskopi cihazi
ile incelenmistir. '"H-NMR spektrumlar1 incelenen ornegin ozelliklerine gore doteryum

igeren ¢oziiciiler kullanilarak alinmistir. Polimerizasyon derecesi ve molekiil yapis1 'H-
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NMR spektrumlarinda gozlenen spesifik piklerin integral alanlar1 karsilastirilarak

yapilmustir.

3.11.3. Dinamik 151k sa¢ilmasi (DLS)

Kolloidal partikiil olan mikrojeller, Faraday Tyndall etkisi olarak adlandirilan optik
ozelliklere sahiptir. Kuvvetli bir 151k demeti altinda kalan kolloid 15181n bir miktarini dagitir
ve yansitir (Zsigmondy 1914). Kolloidal partikiillerin boyutu dogrudan Olciilemese bile
151810 dagilmasi ile olusan 151810 incelenmesi ile gozlemlenebilir ve sayilabilir. Elektron
mikroskobu yiiksek enerjili elektronlarin  kullanilmast ile kolloidlerin partikiil
biiyiikliiklerini, sekillerini ve yapilarini incelenebilmektedir. Isik sagilimi seyreltik kolloidal
partikiiller {izerine 151k gonderildiginde her bir partikiilden 151k sacilir. Fraday Tyndall

etkisine dayanan bu yontem ile misel ¢ozeltileri ya da emiilsiyonlarin boyutlar1 6l¢iilebilir.

Lazer Fotodiyot
dedektor

Otokorelator

islemci

Sekil 3.7. Dinamik Isik Sa¢ilimi (DLS) sematik gdsterimi

P(MEMA-GMA) mikrojelin pH, sicaklik ve tuz konsantrasyonu tiirii ve degisimine
kars1 gosterdigi etkinin aydinlatilmasi ve hazirlanan lipozom, mikrojel nano-mikro yapilarin
boyut ve boyut dagiliminin (polidispersite indeks-PDI) belirlenmesi i¢in DLS cihazi
kullanilmistir (Sekil 3.7). DLS caligmalar1 hem Zetasizer Nano ZS cihazi (Malvern
Instruments, Inc, Birlesik Krallik) hem de ALV/CGS-3 kompakt goniometre sistemi
(Malvern Instruments, Inc, Birlesik Krallik) kullanilarak gergeklestirilmistir. ALV/CGS-3
kompakt goniometre sistemi, Ao 632,8 nm'de 22 mW He-Ne lazeri, yliksek kuantum
verimliligi ile ¢alisan fotodiyot dedektorii, bir ALV/LSE-5003 coklu tau dijital korelator

elektronik sistemden olugsmaktadir. Biitlin dl¢timler %0,1-1,0 arasindaki konsantrasyonlara
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sahip polimer ¢ozeltileri iizerinden 90° sabit agili sagilmalar ile yapildi. Veriler ikinci
dereceden kumulantlarinin analizi kullanilarak iglenmistir. Cozelti sicakligi 1s1 kontrollii su

banyosu ile = 1 °C duyarlilikta sabit tutulmustur.

3.11.4. Zetapotansiyel olciimleri

Zetasizer Nano ZS cihazi ile zeta potansiyeli 6l¢iimleri de yine mikrojel ve lipozom
nano-mikro yapilarin zeta potansiyelleri belirlenmistir. Zeta potansiyeli, sivi ortamda
dagilmis olan partikiillerin ¢esitli yollardan yiik kazanmas: ile ortaya ¢ikar. Bu, partikiiliin
yiizeyinde bulunan fonksiyonel gruplarin iyonlagsmasi ile olabilecegi gibi kolloidin
bulundugu dispersiyon ortamindan pozitif veya negatif iyonlar1 absorbe etmesi ile de
olabilir. Partikiil pozitif ve negatif yiiklii olusuna gore aksi yiikteki iyonlar ile ¢evrilebilir,
bdylece tek tabakali (monomolekiiler) bir yap1 olusur. Bu tabakanin etrafinda partikiile bagh
olmayan hareketli ikinci iyon tabakasi yer almaktadir. ikinci tabakaya Helmoltz ¢ift tabakasi
veya hareketli difiize ¢ift tabaka denir. Cift tabakanin disinda pozitif iyonlarin negatif
iyonlara esit oldugu ndtral bir alan vardir. Partikiil yiizeyi ile bu nétral yiizey arasinda

bulunan bu fark zeta potansiyelini olusturur.

3.11.5. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM)

Sentezlenen sistemlerin yapisal karakterizasyonu JEOL JEM 1220 marka, tungsten
flamali TEM ile gerceklestirilmistir. TEM ¢ok ince bir 6rnek iginden gegirilen yiiksek
enerjili elektronlarin goriintiilenmesi prensibine dayanir. Elektronlarin 6rnek ile
etkilesimleri sonucu olusan goriintii biiyiiltiiliir ve floresans ekran, fotografik film katmani
ya da CCD kamera gibi bir sensor iizerine odaklanir. Bu teknik sayesinde diigiik
biiylitmelerden yiiksek biiyiitmelere (50x-200.000x) kadar morfolojik, yapisal ve elementel
bilgiler alinabilmektedir. Biyoloji, Tip ve Temel bilim alanlarinda numune yiizey ve ince
yapilariin ayrintili olarak yiiksek ¢oziiniirliik ve kontrastta goriintiilenmesi, morfolojik

arastirmalar, yapi-fonksiyon iligkilerinin yorumlanmasi gibi bir¢ok analiz yapilabilmektedir.
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3.11.6. Taramal elektron mikroskop-enerji dagilimh X-isinlar1 spektroskopisi (SEM-

EDX)

P(MEMA-GMA) mikrojel icerisinde sentezlenen Fe;O4 manyetik nanopartikiillerin
goriintiilenmesi ve kalitatif-kantitatif analizinin yapilmast i¢cin SEM ile kombine edilmis
olan EDX spetroskopisi kullanilmigtir. EDX incelenen ornek igerisinde bulunan
elementlerin belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. Yapilan calismada SEM ile
birlestirilmis EDX kullanilmigtir. SEM araciligi ile 6rnegin ylizeyi yliksek enerjili elektron
demeti ile taranir. Bu sayede yiizeyde ¢esitli tiir sinyaller olusturulur. Bu sinyaller yiizeyden
geri sagilmis elektronlar, Auger elektronlari, ikincil elektronlar, X-151n1 emisyonu ve degisik
enerjili fotonlardir. Geri sagilmis ve ikinci elektronlar taramali elektron mikroskopun
temelini olugturur. EDX yonteminin temelinin ise elektron bombardimanina maruz birakilan
numuneden elektronlar ile numunenin etkilesimi sonucu salinan X-iginlarinin
cozlimlenmesine dayanir. Elementlerin her birinin farkli elektronik yapiya sahip olmalar1
sayesinde her bir elementin elektronik dalgaya farkli bir cevap tirettigi ve her bir element
icin salinan 1s1inin enerjisinin farkli olmast sonucu dogar. Bu sayede incelenen Ornekte

bulunan her bir elementin karakterizasyonu saglanabilmektedir.

3.11.7. Yiiksek performans sivi kromotografisi (HPLC)

Ayirma teknikleri icerisinde en ¢ok kullanilan teknik sivi kromotografi teknigidir.
Yontemin duyarliligi, dogru nicel tayinlerde uygulanabilir olmasi, otomasyon kolaylig1 veya
sicaklikla bozunabilen tiirlerin ayirilmasi i¢in kullanilabilir olmasi tercih sebebidir. Amino
asitler, proteinler, ilaglar gibi cesitli organik tiirlerin ya da ¢esitli anorganik bilesiklerin

tayininde kullanilan bir yontemdir.

Yapilan ilag salim ¢alismasinda belli bir akis hiz1 ile kolona gonderilen maddenin
dedektorde okunan pik alanlari kullanilarak derisime karsi pik alani kalibrasyon grafigi
olusturulmus ardindan ¢esitli zamanlarda salim ortamindan alinan 6rneklerin pik alanlari
belirlendikten sonra alikonma siiresi kullanilarak pik normalizasyonu yapilmistir. Elde
edilen degerler kalibrasyon egrisinde yerine konulmus ve ila¢ salim miktar1 hesaplanmistir.
HPLC analizlerinde 1,0 ml/dakika akis hizinda 1 pL enjeksiyon hacminde 95:5:1 oraninda

su: metanol: fosforik asit hareketli faz kullanilmstir.
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3.11.8. RT-PCR analizi; RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve qRT-PCR metodu ile

tayini

Dokulardan total RNA izolasyonu yliksek saflikta RNA izolasyon kiti-(Roche)
kullanilarak yapilmigtir. RNA’nin miktar1 ve safligi (Nanodrop 1000-Thermo Scientific)
260 nm dalga boyunda optik yogunluk ol¢iilerek hesaplanmistir. cDNA sentezinde cDNA
sentez kiti-(Roche) kullanilarak toplam tepkime 20 pl’den olusacak sekilde, igerisinde 500
ng toplam RNA, 1 pl random hexamer primer, 1 pl anchored-oligo(dT):s primer, 4 ul buffer
5x, 1,1 pl reverse transkriptaz, 0,5 pl protektor RNAaz inhibitdri, 2 pl deoxiniikleotit mix,
1 ul DTT ve iki kez distile su bulundurulmustur. cDNA sentezi i¢in PCR kosullari, 29 °C’de
10 dakika, 48 °C’de 60 dakika ve 85 °C’de 5 dakikadir. qRT-PCR fiiretici firmanin (Roche)
tavsiyelerine ~ gére  laboratuvarimizda  kullandigimiz  metodu  dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Hedef genlerden; TYSM, 6strojen, progesteron, EGFR, [-aktin
(referans gen olarak kullanilmistir) mRNA diizeyleri, dual label (Tagman prob) kullanilarak
Roche nano lightcycler ile Olgiilmiistiir. RT-PCR c¢alismalar1 iic kez tekrarlanarak
yapilmustir. Sonuglar Tukey kullanilarak one-way ANOVA ile hesaplanmistir.

3.11.9. Patolojik analiz ve immiinohistokimyasal boyama doku tespiti

Boyama islemi asagida ayrintili olarak verilen basamaklarin takibi ile yapilmus,
dokular lam tizerine alinmis ve patolojik analizin yaninda ER, PR, Cerb-B2, p53 genlerinin

takibi de yapilmistir. Doku tespiti 24 saat icerisinde yapilmistir.

Formaldehit (notral-tamponlanmis) icerigi, %10: 100 mL saf su (pH:7), 4 gr
sodyum fosfat monobazik, 6,5 gr sodyum fosfat dibazik, 100 mL saf formaldehit, (%37-
40).

Doku takibi (dehidratasyon): Doku takibi i¢in alinan ornekler sirasiyla verilen
iceriklerde birer saat bekletilmistir. 1.kap: %70 etil alkol, 2. kap: %80 etil alkol, 3.kap: %90
etil alkol, 4.kap: %96 etil alkol, 5.kap: %96 etil alkol, 6.kap: Saf etil alkol, 7.kap: ksilen,
8.kap: ksilen, 9.kap: parafin, 10.kap: parafin.
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Doku gomme (bloklama): Dokularin mikrotom cihazinin blok tutucu yuvasina monte
edebilir hale getirmek i¢in, metal gdbmme kalibina az miktarda parafin dokiiliir, pens
yardimiyla dokular kaliba yerlestirilir. Soguk bir kisma alinir. Kalip i¢indeki dokulara
bastirilarak tabana esit olarak yapismalari saglanir. Uzerine blok kaseti konur. Blok kasetini

deliklerini gecinceye kadar parafin ilave edilir.

Doku kesimi (mikrotom cihazi): Mikrotom cihazi blok tutucu yuvasina blok kaseti
takilir. Dokunun 6n yiizli tiraglanarak doku biitiinliigline ulasilir. 4 mikrom kalinliginda
kesitler alinir. Fir¢a yardimiyla 45 derece su banyosuna kesitler atilir. Suda acilan kesitler
lama alinir.

Immiinohistokimyasal boyama: (ER, PR, Cerb-B2, p53): Pozitif sarjli lam iizerine 4
mikronluk kesit, lamin protokol yazili tist kisminin hemen altina alinir.

Boyama éncesi genel deparaffinizasyon: 60 °C etiivde 60 dakika bekletildikten
sonra, ksilen icerisinde 3 kez 10 dakika bekletilmistir.

Boyama oncesi genel hidratasyon: Sirasiyla saf etil alkol, %96 etil alkol, %90 etil
alkol, %70 etil alkol, akan ¢esme suyu, saf su igerisinde birer dakika bekletilmistir.

Antigen agiga ¢ikarma (retriavel): Diidiikli tencere icinde EDTA tampon ¢ozeltisi
icerisinde (pH:8) :1/10 basing uygulanarak yapilir.

Boyama teknigi: Uygulama kapali kutu i¢inde nemli ortamda yapilir. Soliisyonlar
lam yiizeyindeki doku iizerini Ortecek sekilde damlatilir. Doku smirlama kalemi ile
dokularin etrafi ¢izilir. Ardindan 30 saniye saf su, 10 dakika hidrojen peroksit (%3 sulu), 30
saniye saf su, 3 dakika PBS, (pH:7.4 -3 kez tekrarlanir ve doku sikilarak kurutulur), 5 dakika
Ultra V Blok Soliisyonu, 1 saat primer antibadi (ER, PR, Cerb-B2, p53), 3 dakika PBS (3
kez tekrarlanir ve doku sikilarak kurutulur), 20 dakika Amplifier, 3 dakika PBS (3 kez
tekrarlanir ve doku sikilarak kurutulur), 20 dakika HRP polimer, 3 dakika PBS (3 kez
tekrarlanir ve doku sikilarak kurutulur), 3 dakika Kromojen, DAB, 30 saniye akan su ile
yikama, 1 dakika Hematoxylin boyasi, 1 dakika akan su ile yikama, 1 dakika %70 etil alkol,
1 dakika %90 etil alkol, 1 dakika %96 etil alkol, 1 dakika saf alkol, 1 dakika 3 kez ksilen.

Monte etme (kapama islemi): Lam ortasina 3 damla entellan damlatilir. 24x60 lamel

45 derece ac1 ile yayma yapar gibi kapatilir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Mikrojel sentezinde kullanilan blok kopolimerin karakterizasyonu

[lag tastyic1 mikrojel ve lipozom/mikrojel sentezinde kullanilan PEG113-b-PMEMA ¢
blok kopolimere ait GPC ve 'H-NMR spektrumu sirasiyla Sekil 4.1ve 4.2°de verilmistir.

=a=  PEGi13-Br Ma:5990 g/mol PDI: 1,05
PEG113-b-PMEMA Mi:9560 g/mol PDI: 1,11

Dedektor sinyali

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Alikkonma Hacmi (mL)

Sekil 4.1. PEG113-Br ve PEG113-b-PMEMA blok kopolimere ait GPC kromatogrami

PEGi13-Br  (PEGso00-Br) ve PEGi3-b-PMEMA  polimerilerine ait GPC
kromatogrami incelendiginde polimerin blok kopolimerin sentezlendigi sonucuna
varilabilir.  Beklendigi gibi PEGi3-b-PMEMA  blok  kopolimer PEGI113-Br
makrobaglaticidan daha kisa siire kolonda tutunmustur. PEG113-b-PMEMA 1o blok kopolimer

D>0 igerisinde ¢oziinmiis ve ardindan 'H-NMR spektroskopi analizi yapilmistir.
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Sekil 4.2. PEG113-Br ve PEG113-b-PMEMA ¢ blok kopolimer '"H-NMR spektrumu (D,0)

Ug grup analizi yontemi ile incelenen 'H-NMR spektrumlarinda & 3,4 degerinde ug
gruba ait 3 adet protonun piki goriilmektedir. 6 3,4 pikine verilen sabit deger ile diger
piklerin integral alanlar1 hesaplanmistir. & 4,0 degerinde gelen pik morfolino halkasinda
bulunan 4 adet protonun spesifik pikidir. & 2,6 ve 2,8 degerinde gelen piklerde 2-(N-

morfolino)etil metakrilat monomerinde bulunan spesifik piklerdir.
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4.2. Mikrojel Sentez Calismalari

4.2.1. P(MEMA-GMA) mikrojelin ¢capraz baglanma mekanizmasinin aydinlatiimasi
Mikrojel sentezinde kullanilan GMA komonomeri ve ayni zamanda otogapraz

baglayicisinin baglanmasina iliskin tepkimenin 'H-NMR spektrumlar1 Sekil 4.3 ve Sekil

4.4°de verilmistir.

f (Q-CH,)

b) Q-MEMA monomer

' ¢
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Sekil 4.3. a) MEMA, b) Q-MEMA ve ¢) Q-MEMA+MEMA monomerlerine ait '"H-NMR
(D20) spektrumu

4.9

P(MEMA-GMA) mikrojelin olusum tepkimesi Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’de verilen 'H-
NMR spektrumlarindan yararlanilarak aydinlatilmistir. Sekil 4.3’de MEMA, Q-MEMA ve
QMEMA+MEMA monomerlerine ait "H-NMR spektrumlart MEMA halkasi {izerindeki
azotun kuaternizasyonuna ornek olmasi i¢in kullanilmistir. Sekil 4.3-a MEMA monomerine
ve Sekil 4.3-b Q-MEMA monomerine ait 'H-NMR spektrumlar1 ayrmtili olarak
incelendiginde, morfolino halkas1 {izerinde bulunan azotun metil iyodiir ile kuaternizasyonu
sonucu azota bagli —CHz ve morfolino halkasinda bulanan —CH> protonlariin pikleri

yaklasik 2,3 ve 2,0 ppm degerlerinden sirasiyla 3,7 ve 3,3 ppm degerlerine kaydig:
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gozlenmektedir. Sekil 4.3-b 'H-NMR spektrumunda morfolino halkasinda bulunan azotun
kuaternize olmasina ve metil iyodiir kaynakli —CH3 grubunun azot {izerinden yapiya
katildigina dair en belirgin pik 3,0 ppm degerinde gézlenmektedir. Sekil 4.3-c MEMA ve Q-
MEMA monomerlerin 'H-NMR spektrumlarini birlikte gostermektedir.
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Sekil 4.4. a) MEMA (D:0), b) GMA(CDCI3) ve ¢) Q-MEMA/GMA (D>0O) monomerlerine
ait "H-NMR spektrumu

MEMA ve GMA monomerlerinin sulu ortamda tepkimeye girmesi ile ilgili yapilan
calismada 75:25 MEMA:GMA kullanilmustir. Sekil 4.4-b, GMA monomere ait 'H-NMR
spektrumunda epoksi halkast yapisinda bulunan —CH> grubuna ait pik yaklasik 2,8 ve 2,6
ppm degerlerinde gdzlenmistir. Sekil 4.3 ve 4.4’de verilen spektrumlar birlikte
degerlendirildiginde MEMA monomer yapisinda bulunan azot grubu oldukga elektronegatif
olan epoksi halkasinin agilmasina sebep oldugu ve kuaternizasyona ait 6zel pik kaymalarinin
olustugu, ayrica epoksi halkasinin agilmasindan kaynaklanan o6zel pik kaymalariin
meydana geldigi acik bir sekilde goriilmiistiir (Ratcliffe, Ryan et al. 2013). Kuaternize

MEMA morfolino gruplarinin yaninda kuaternize olmayan MEMA monomerlerinin oldugu
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da Sekil 4.4-c’de bulunan 'H-NMR spektrumlundan goriilmektedir. Ozellikle Sekil 4.4-c de

4,0- 4,25 ppm arasinda gozlenen pikler kuaternizasyon sonucu MEMA azotu etrafindaki -

CH; protonlarina isaret etmektedir.

P(MEMA-GMA) mikrojelin bilesenlerinin ayri ayr1 'H-NMR spektrumlari
incelendiginde mikrojelin ¢apraz baglanma mekanizmasmin Sekil 4.5’de verildigi gibi

oldugu sonucuna varilmastir.
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Sekil 4.5. PIMEMA-GMA); GMA komonomeri ile Ongdriilen otocapraz baglanma
reaksiyon semasi

Mikrojel sentezi sirasinda kullanilan suda ¢oziinen kopolimerin sicaklig1 bulutlanma
noktast (cloud-point) 65 °C oldugu icin tepkime sicakligi 65 °C olarak sabit tutulmustur.
Mikrojel sentezinde kullanilmak iizere sentezlenen makrobaslatici, bir ucu metoksi ile
kapatilmig PEG homopolimeridir. PEG, hem hidrofilik 6zellikte olmasi hem de biyo uyumlu
olmasi (mikrojellerin kullanim alanlarmin gelistirilmesi agisindan) nedeniyle se¢ilmistir
(Gigli vd., 2014, Stankovic vd., 2014). Yapilan deneme c¢alismalarinda pH, sicaklik, iyonik
siddet etkisi gibi ¢cevre sartlarina duyarlilik agisindan en uygun sistem olarak %2,25 oraninda
stabilizor, %99 MEMA ve %1 GMA oranlarinda yapilan mikrojel belirlenmistir. Fakat bu
mikrojel daha sonra yapilan lipozom/mikrojel kompozit i¢in uygun olmadigindan, farkl
oranlarda yeniden sentezlenen P(MEMA-GMA) mikrojele ait bilesenlerin oranlar1 Cizelge
4.1°de verildigi gibi diizenlenmistir. Mikrojel sentezinin ardindan, tepkimeye girmeyen
bilesiklerin ortamdan uzaklastirilmasini saglamak i¢in mikrojel 20000 rpm dénme hizinda
20 dakika siire ile ultasantrifiij ile ¢oktiiriilmiis, ardindan H>O ilave edilerek mikrojel tekrar

dagitilmistir.
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Cizelge 4.1. Mikrojel sentez bilesenleri; 50 mg APS, 22 mL H>O, 65 °C sicaklik, PEG113-b-
PMEMA | stabilizor, 1000 rpm karistirma hizi

Stabilizor *Monomer *Komonomer
(% m) MEMA (% V) GMA (% V)
2,25 97,5 2,5

*MEMA monomer/GMA komonomer oranlar1 birbirlerine gore hacimce verilmistir.

4.2.2. P(MEMA-GMA) mikrojelin boyut ve boyut dagilim analiz ¢alismalar

Sentezlenen mikrojellerin boyut ve boyut dagilim analizi DLS, yapisal
karakterizasyonu TEM ile incelenmistir. Mikrojellerin boyut dagilimi ve yapisal goriintiileri

strastyla Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de verilmistir.

P(MEMA-GMA) mikrojelin boyut analizi ve boyut dagilim analizine ait DLS
sonuglarina gore sulu dispersiyonda mikrojelin hidrodinamik yaricapt 96,7 nm olarak,

partikiil dagilimi olan PDI degeri ise 0,06 olarak kaydedilmistir.

P(MEMA-GMA) mikrojelin boyut analizi 12 tekrar ile zetasizer kullanilarak
incelenmistir. Sonuglara gore mikrojelin sulu dispersiyonunda hidrodinamik ¢ap yaklagik
205 nm olarak, partikiil dagilimi PDI degeri 0,04 olarak, standart sapma degeri ise 48,3 nm

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.6. POMEMA-GMA) mikrojelin hidrodinamik yarigap dagilimi (DLS) 24 °C, pH 7.0
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Cap (nm)
Sekil 4.7. POMEMA-GMA) mikrojelin hidrodinamik ¢ap dagilim1 (Zetasizer- DLS)

P(MEMA-GMA) mikrojelin yapisal karakterizasyonu TEM ile yapilmistir. Sekil
4.8’de verilmis olan, yiiksek vakum altinda freeze-dryer ile kurutulan, mikrojellerin boyut

dagilimi 100-150 nm arasinda oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.8. P(MEMA-GMA) mikrojelin yapisal karakterizasyonu (TEM 30 kV)
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4.3. PAMEMA-GMA) Mikrojelin Cevre Duyarhlik Calismalari

P(MEMA-GMA) mikrojel pH, sicaklik, iyonik derigimi gibi ¢oklu ¢evre etkilerine

duyarli bir mikrojeldir (Butun vd., 2011, Tuncer vd., 2015). Bu ¢alismada ilag tasiyici sistem
olarak kullanilan P(IMEMA-GMA) mikrojelin ¢evre duyarlilik ¢alismast DLS ve zetasizer

Ol¢iimleri ile gergeklestirilmistir.

4.3.1 PIMEMA-GMA) mikrojelin pH duyarhlik ¢alismalar:

Mikrojelin pH degisimine kars1 hidrodinamik ¢apinda meydana gelen degisim pH 4

ile 11 arasinda degisen degerler icin DLS ve Zetasizer ile incelenmistir. Ilgili ¢alismalart

sonuclar1 Sekil 4.9 ve Sekil 4.10’da verilmistir.
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Sekil 4.9. DLS ile POMEMA-GMA) mikrojelin pH duyarlilik ¢alismasi
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Sekil 4.10. Zetasizer ile POMEMA-GMA) mikrojelin pH duyarlilik ¢alismasi (pH=7)

10 12

%2,25 oraninda stabilizor ve %2,5 oraninda GMA komonomer i¢eren mikrojelin pH

degisimi ile ¢apinda meydana gelen degisim grafikleri Zetasizer ve DLS kullanilarak ortaya

konulmustur. Grafiklerden goriilebilecegi gibi mikrojellerin ¢apinda pH artis1 ile azalma

meydana gelmistir. Zetasizer ve DLS ile sonuclar1 birbirlerine paralel sonuglar ortaya

koymustur. PIMEMA-GMA) mikrojellerde meydana gelen cap degisimi yaklasik %25

olarak kayit edilmistir. Tiim ¢alismalar {i¢ kez tekrar edilmistir. Mikrojelin boyut dagilimi

PDI degerleri pH ¢alismasinda 0,08 +0,02 olarak dl¢tilmiistiir.

4.3.2 P(MEMA-GMA) mikrojelin sicaklik duyarhlk ¢calismalari

P(MEMA-GMA) mikrojelin sicaklik degisim ile hidrodinamik ¢apta meydana gelen

degisim DLS ile ii¢ 6l¢iim yapilarak takip edilmis ve ilgili grafik Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11. DLS ile POMEMA-GMA) mikrojelin sicaklik duyarlilik ¢alismasi (pH=7)

Gortilecegi gibi P(MEMA-GMA) mikrojelin hidrodinamik ¢ap1 sicaklik artisi ile
azalmistir. Hidrodinamik capta meydana gelen degisim %60 oranindadir. Mikrojelin

sicaklik degisimi ile boyut dagilimi PDI degeri 0,06 0,01 olarak bulunmustur.

4.3.3. PMEMA-GMA) mikrojelin iyonik siddet duyarhhk calismalari

P(MEMA-GMA) mikrojelin Na;SO4 ve NaCl degisimi ile hidrodinamik yarigapinda
meydana gelen degisim DLS cihaz1 ile aydinlatilmistir. lgili calismanin sonucu Sekil

4.12’de verilmistir.
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Sekil 4.12. DLS ile POMEMA-GMA) mikrojelin Na;SO4 ve NaCl duyarlilik ¢aligmasi

Mikrojelin hidrodinamik yaricapinda Na;SO4 ve NaCl iyon derisimlerinin artmasi ile
meydana gelen degisim incelendiginde, her iki derisim artisinin yaklasik ayni egilim ile
hidrodinamik ¢ap artigina sebep oldugu goriilmiistiir. PIMEMA-GMA) mikrojelin Na;SO4
ve NaCl derigiminin artmast ile hidrodinamik ¢capinda meydana gelen degisim yaklasik %15,
oranindadir. 2-250 mM derisimleri arasinda Na>SO4 ve NaCl igeren iki dispersiyondaki
farkli iyon tiirlerinin mikrojelin hidrodinamik ¢ap1 iizerine farkli oranda etki gosterdigi
gozlenmistir. NaxSOy ile yapilan ¢alismada mikrojel boyut dagilimi PDI 0,08+0,02 iken
NaCl degisimi ¢alismasinda PDI 0,08 £0,01 olarak belirlenmistir.

4.4. Mikrojel Biinyesinde AuNPs Sentezi

Mikrojel biinyesine nanopartikiil sentezi ic¢in kullanilan HAuCls 3H2O miktarlari
Cizelge 4.2°de verilmistir. AuNPs sentezinde indirgeyici ajan olarak NaBH4 literatiire uygun
olarak kullanilmisgtir (Hu, Yin et al. 2011). P(IMEMA-GMA) biinyesinde maksimum

miktarda metal sentezinin saglanmasi1 amaciyla 6 farkli oranda calisilmistir.
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Cizelge 4.2. P(MEMA-GMA) mikrojel blinyesinde Au nanopartikiil sentezi; %0,1 mikrojel
cozeltisi 10 mL H»O igerisinde kullanilmistir.

Numune Kodu HAuCl43H,0 (mmol) AulNPs (mg)
AuNPs-1 0,2x10° 0,05
AuNPs-2 0,5 x107 0,1
AuNPs-3 1,0x10° 0,2
AuNPs-4 2,5x107 0,5
AuNPs-5 3,8x107 0,75
AuNPs-6 5,0x107 1,0 (stabilizasyon yok)

AuNPs’nin sentez caligmalarinda yilikleme ve indirgeme ultrasonik banyoda
yapilmigtir. Bu sayede sentezlenen NPs’de metaller mikrojel icerisinde sentezlenmistir.
P(MEMA-GMA) sentezi sirasinda mikrojel biinyesinde kontrollii nanopartikiil saglanmasi
amaciyla metal tuzlarmin mikrojelin ylizeyinde degil icinde olmasi amaglanmistir. Bu
sebeple ultrasonik banyo kullanilmigtir. Ultrasonik banyo kullanilarak elde edilen
sistemlerde beklenmedik bir sonug¢ ile karsilagilmigtir. NaBH4 ilavesi ile indirgeme
yapildiktan sonra olusan rengin kaybolmasidir. AuNPs-4 kodlu nanopartikiil/P(MEMA-
GMA) mikrojel sentezinde, %0,1’lik P(MEMA-GMA) mikrojel c¢ozeltisine farkli
miktarlarda HAuCls 3H>O ilave edilmis ve indirgemeden 6nce pembe renk elde edilmistir.
Ultrasonik banyoda yapilan indirgemeden sonra ¢ozeltinin rengi kaybolmus ve c¢ozelti

berraklasmistir (Sekil 4.13).

Ultrasonik

indirgeme
N

NaBH4

—

vy

HAuCL3H,O

—

B SO R

Sekil 4.13. AuNPs-4 kodlu nanopartikii/P(MEMA-GMA) sentezi
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AuNPs/P(MEMA-GMA) mikrojellerin yapisal karakterizasyon caligmalart TEM

ile gerceklestirilmistir. Iki farkli sistem icin goriintiiler Sekil 4.14 ve Sekil 4.15°de

verilmistir.

Sekil 4.15. AuNPs-5, AuNPs/P(MEMA-GMA) mikrojelin TEM goriintiisii 200 kV

Yukarida verilen TEM goriintiilerinde gortilebilecegi gibi AuNPs mikrojelin i¢inde
basari ile sentezlenmistir. Sentez sirasinda HAuCls 3H>O miktarinin artirilmasi ile mikrojel
bilinyesinde maksimum AuNPs yiikleme ¢alismasi da yapilmistir. HAuCls 3H>O miktarinin
artist mikrojel capinin artmasina, AuNPs’de ise nanopartikiil ¢capinin azalmasina sebep
olmustur. Ortalama AuNPs boyutunun 10-15 nm arasinda oldugu belirlenmistir. Bunun
nedeni mikrojelin tuz ilavesi ile hidrodinamik yaricapindaki artisa paralellik gostermesidir.
Artan miktarda HAuCl4s3H20 kullanilarak sentezlenen AuNPs sistemlerin antibakteriyel

etkinlikleri de tez kapsaminda incelenmistir.
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4.5. AuNPs/P(MEMA-GMA) sistemlerin antibakteriyel etkinlik calismasi

AuNPs/P(MEMA-GMA) sistemlerin i¢in yapilan antimikrobiyal etkinlik
caligmalarinda AuNPs icermeyen sistem, amoxicillin ve ketokonazol miktarlar1 sabit
tutulmustur. Her bir bakteri ve maya iizerinde AuNPs-4 kodlu AuNPs/P(MEMA-GMA)
sistemin etkisi artan miktarlarda takip edilirken edilmistir. Grafiklerde verilen sonuglar
amoxicillin veya ketokonazol antibiyotiklerinin ilgili bakteri veya maya tizerindeki etkinligi
ile karsilagtirllmistir. Ayrica grafikte verilen sonuglarda amoxicillin ve ketokonazol miktari

Smg/ml derisimindedir.

AuNPs/P(MEMA-GMA) sistemlerin antibakteriyel etkinlik caligmalarda gram
pozitif bakterilerden, tarla, bahge iiriinlerinde, et ve siit {iriinlerinde bulunabilen Bacillus
cereus (NRLL B-3711 ve ESOGU-BK B-099), bitki ve toprakta bulunan Bacillus subtilis
ESOGU-BK B-017, insan ve diger memeliler i¢in sindirim sistemini olumsuz etkileyen ve
hastane kaynakli bakteri olan Enterococcus faecalis ATCC 29212, su, hava toprakta bulunan
ve dogal olarak memeli derisinde bulunan fakat bagisiklik sistemi zayif olan kisilerde
patojen etki gdsteren Micrococcus luteus ESOGU-BK B-009, insan cilt florasinda bulunan
fakat bagisiklik sistemi zay1f kisilerde iyilesmeyi geciktiren bir bakteri olan Staphylococcus
aureus ATCC 25923, 6liimciil olabilen ve merkezi sinir sistemi hastaliklarina sebep Listeria
monocytogenes ESOGU-BK B-066 tiirii bakteriler iizerine etkinlik ¢alismalar1 yapilmustir.
Gram pozitif bakteriler iizerine AuNPs/P(MEMA-GMA) sistemin etkisi Sekil 4.16’da

verilmigtir.
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Sekil 4.16. AuNPs/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemin gram pozitif bakteriler tizerine etkisi

Farkli oranda AuNPs iceren AuNPs/P(MEMA-GMA) sistemin gram pozitif
bakteriler iizerine etkisi amoxicillin antibiyotige karsi incelendiginde, AuNPs/P(MEMA-
GMA) sistemin %0,5 ve %0,75 oranlarinda antibiyotikle ayni seviyede etkili oldugu

gbzlenmistir.

AuNPs/P(MEMA-GMA) sistemlerin gram negatif bakteriler iizerine antibakteriyel
etkinlik ¢aligmalar1 bitki hayvan ve insanlar1 etkileyen ozellikle hastanede kazanilan
enfeksiyonlardan kaynakli hastaliklara sebep olan Pseudomonas aeruginosa ESOGU-BK
B-053, normal sartlarda agiz, deri ve bagirsakta bulunan fakat akcigerde varliginda insan ve
diger memelilerde olumsuz etkilere sebep olan hastane enfeksiyonlarindan Klebsiella
pneumoniae ESOGU-BK B-021, mide ve bagirsak hastaliklara sebep olan Salmonella
typhimurium ESOGU-BK B-175, insan ve hayvanlarin bagirsaklarinda yasayan, toprak su
ya da digkida bulunan ve yara enfeksiyonu idrar yolu enfeksiyonuna sebep olan Proteus

vulgaris ESOGU-BK B-033 kullanilarak yapilmistir.

Gram negatif bakteriler lizerine AuNPs/P(MEMA-GMA) sistemin etkisi Sekil
4.17°de verilmistir. AuNPs/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemlerde %0,5 ve %0,75 oraninda

AuNPs igeren sistemlerin amoxicillin antibiyotikten daha etkin oldugu ortaya koyulmustur.
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Sekil 4.17. AuNPs/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemin gram pozitif bakteriler lizerine etkisi

AuNPs/P(MEMA-GMA) sistemlerin ayrica Candida albicans CBS 562 ve

Geotrichum candidum NRRL Y-552 mantarlar1 {izerine antifungal etkinligini de

incelenmistir. Candida albicans AIDS, kanser kemoterapi, organ nakli hastalarmin

zayiflayan bagisiklik sistemlerini 6liimciil derece tehdit eden enfeksiyonlardir. Bagisiklik

sistemi zay1f olmayan kisiler i¢inde hastanelerde edinebilecek bu mantar sindirim sistemi,

ag1z ya da vajina enfeksiyonlarina sebep olabilir. Geotrichum candidum deride ya da

tiikiiriikte ya da digkida bulanan bu mantar tiirii ise akciger ya da diger organlarda hastalik

yapici bir tlirdiir. Sekil 4.18°de mantarlar tizerine AuNPs/P(MEMA-GMA) sistemleri etkisi

verilmigtir.
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Sekil 4.18. AuNPs/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemin mantarlar {izerine etkisi

Candida albicans ve Geotrichum candium mantarlar1 iizerine AuNPs /P(MEMA-

GMA) sistemlerin etkinligi incelendiginde, %0,1 AuNPs iceren sistemin dahi ketokonazol

antibiyotik ile ayn1 oranlarda etki ettigi goriilmustiir.

4.6. Fe304 Manyetik NPs/Mikrojel Kompozit Sistemin Sentezlenmesi

P(MEMA-GMA) mikrojel igerisinde FeCls.6H,O ve FeCl,.4H>O bilesikleri
kullanilarak hazirlanan Fe3;O4 manyetik NPs/P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit sistemin

manyetik alana yoOnlenmesi yaklagik 15 saniye gibi cok kisa bir siire igerisinde

gerceklesmistir.

Hazirlanan Fe3O4 manyetik NPs/mikrojel kompozit sistemlerin dijital goriintiileri

Sekil 4.19°de verilmistir.
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Sekil 4.19. Fe3s04 manyetik NPs/P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit sistemin manyetik
alana yonlenmesine ait dijital goriintiiler

4.6.1. Fe304 manyetik NPs/P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit sistem

karakterizasyonu

P(MEMA-GMA) mikrojel igerisinde Fe;Os manyetik nanopartikiil varligit TEM ile
ortaya konmustur. Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°de goriildiigii gibi mikrojel icerisinde Fe3Os
sentezi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Boyutu yaklasik 200 nm olan miokrojeller
icerisinde neredeyse monodispers dagilmis yaklasik 15 nm ¢apindaki Fe;O4 manyetik NPs

net bir sekilde goriilmektedir.

Sekil 4.20. Fe304 manyetik NP/sP(MEMA-GMA) mikrojel kompozitin TEM goriintiisii
(80 kV)
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Sekil 4.21. Fe304 manyetik NPs/P(MEMA-GMA) mikrojel kompozitin TEM goriintiisii
(80 kV)

Fe;04 manyetik NPs/P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit sistemin manyetik alana
yonlenme hiz1 15 saniye gibi kisa bir zaman igerisinde meydana gelmistir. Fe3Os manyetik
NPs/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemin igerisinde bulunan elementlerin kantitatif analizi
SEM baglantili EDX cihazi kullanilarak aydinlatilmistir.

Sekil 4.22. Fe304 manyetik NPs/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemin SEM goriintiisii
(20 kV)
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Ilgili SEM gériintiisii Sekil 4.22°de, EDX cihaz ile yapilan kalitatif analiz Sekil
4.23’de, kantitatif analiz sonuglart P(MEMA-GMA) mikrojel ve Fe3Os4 manyetik
NPs/P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit sistem icin Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’de

verilmigtir.
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Sekil 4.23. a) PAMEMA-GMA) mikrojel b) Fe3O4 manyetik NPs/P(MEMA-GMA) mikrojel
kompozit sistemin kalitatif EDX analizi

Cizelge 4.3. P(MEMA-GMA) mikrojelin kantitatif EDX analizi

Element % m/m
C 83,857
0] 16,143
100.000 Toplam
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Cizelge 4.4. Fe304 manyetik NPs/P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit sistemin EDX alanizi

Element % m/m

7,799
1,796
31,013
1 1,957
Fe 57,434
100.000 Toplam

0o ZAO

4.7. Lipozom
4.7.1. DPPC lipozomun yapisal karakterizasyonu

DPPC lipozomun hidrodinamik boyut analizi ve zeta potansiyeli 6l¢iilmiis ve Sekil

4.42°de verilmistir. Ayrica lipozomlar TEM ile de Sekil 4.25’de verildigi gibidir.

Boyut dagilim

Siddet (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Cap (nm)

Sekil 4.24. DPPC lipozoma ait hidrodinamik ¢ap (nm) 6l¢iim sonuglari (Zetasizer)

DPPC lipozoma ait zetasizer sonuglari incelendiginde, lipozomun ortalama ¢apinin
108 nm oldugu goriilmektedir. Ayrica zetasizer ile alinan 6l¢iimlere gore lipozomun boyut

dagilimini yansitan PDI degeri 0,08 olarak dl¢tilmiistiir.
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Sekil 4.25. DPPC lipozoma ait zeta potansiyometre 6l¢iim sonuglart

DPPC lipozoma ait zeta potansiyometre sonuglar1 incelendiginde zeta potansiyel
ortalamasi -0,37 mV olarak 6l¢iilmiistiir. DPPC lipozomun yapisal karakterizasyonu 100 nm
ve 50 nm polikarbonat filtreden gecirildikten sonra ayri ayri TEM ile incelenmis ve
goriintiiler Sekil 4.26 ve 4.27°de verilmistir. 50 nm polikarbon membran kullanilarak

hazirlanan DPPC lipozomlarin daha kii¢iik ve homojen dagilimda oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.26. DPPC lipozoma ait TEM goriintiileri (60 kV,100 nm polikarbonat membran)
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Sekil 4.27. DPPC lipozoma ait TEM goriintiileri (100 kV, 50 nm polikarbonat membran)

DPPC lipozomun zetasizer dl¢limlerinden elde edilen PDI degerinin 0,08 olarak
Olciilmesi lipozomun monodispers yapida oldugunu gostermekte, ayrica TEM goriintiileri

incelendiginde Olclimlerin zetasizer sonuglari ile tutarlilik gosterdigini ortaya koymaktadir.

4.8. Lipozom/Mikrojel Kompozit Sistemlerin Duyarhhik Calismasi

DPPC lipit kullanilarak hazirlanan lipozom/mikrojel kompozit sistemin cevre
duyarlilik ¢alismalar biyolojik sistemlere uygunluk gostermesi agisindan PBS tampon
cozelti ile yapilmistir. Farkli derisimlerde hazirlanan PBS tampon c¢ozeltileri igerisinde
sistemin yanit1 Zetasizer, zeta potansiyometre ve DLS kullanilarak ortaya koyulmaya
calisilmigtir. Ayrica hazirlanan kompozit sistemin 25 °C ve viicut sicakligi (37 °C)

degerlerinde boyut degisimi DLS ile ortaya konulmustur.

Hazirlanan PIMEMA-GMA) mikrojel, DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) lipozom
mikrojel sistemlerin karsilastirilmast yapilmistir. Mikrojel ve lipozom/mikrojel igerikleri

Cizelge 4.5 verilmistir.
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Cizelge 4.5. P(MEMA-GMA) mikrojel, DPPC/P(MEMA-GMA) lipozom mikrojel
sistemler

Sistem Icerik
P(MEMA-GMA) mikrojel %?2,25 stabilizor
%1 GMA
DPPC/P(MEMA-GMA) %2,25 stabilizor
lipozom/mikrojel %1 GMA

4.8.1. Lipozom/mikrojel kompozit sistemlerinin iyon derisimine duyarhlik ¢alismasi

P(MEMA-GMA) mikrojel ve DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel

sistemlerine ait PBS derisim degisim zetasizer sonuglar1 Sekil 4.28”de verilmistir (ii¢ tekrar

yapilmustir).
650
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Sekil 4.28. PIMEMA-GMA) mikrojel ve DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel PBS
etkisi (zetasizer)

Sekil 4.28’e gore PBS derisiminin artis1 mikrojel ve lipozom/mikrojel sistemlerin
boyutlarinda artisa sebep olmustur. Bu sonuglar daha 6nceki baglikta degerlendirilen farkl
derisimlerde Na;SOs ve NaCl derisim degisimine P(MEMA-GMA) mikrojelin verdigi
tepkiyle ortiismektedir. P(IMEMA-GMA) mikrojel ve DPPC lipozom/P(MEMA-GMA)
lipozom/mikrojel sistem karsilastirildiginda, P(MEMA-GMA) mikrojelde goriilen boyut
artis1 yaklasik %80 iken DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) lipozom/mikrojel de meydana
gelen boyut artist %7 oraninda kalmistir. Ortaya c¢ikan boyut degisim farklinin lipit
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varligindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Mikrojel biinyesine hapsedilen lipozom PBS

konsantrasyonuna karsi gosterilen hidrodinamik ¢ap artisini engellemistir.

4.8.2. Lipozom-mikrojel kompozit sistemlerin sicaklik duyarhhk ¢alismasi-DLS

calismasi

Biyolojik sistemlerde kullanilmast hedeflenen P(IMEMA-GMA) mikrojel ve DPPC
lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit sistemlerin, oda sicakligindaki (25°C)
boyutlar1 ve viicut sicakligi (37°C) degerlerinde 0,01 M, pH 7,4 PBS tampon ¢ozeltisi ve
%0,9 izotonik NaCl ¢ozeltisi (serum fizyolojik) ¢ozeltilerinde, boyut degisimleri zetasizer
kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Ug kez tekrarlanan dlgiimlere ait ortalama sonuglar Cizelge 4.6’da

verilmigtir.

Cizelge 4.6. Mikrojel ve lipozom mikrojel sistemlerin boyutlari iizerine sicaklik etkisi

P(MEMA-GMA) % DPPC-P(MEMA-GMA) %
*Cap(nm) Degisim *Cap(nm) Degisim

0,01 M PBS 332 (£ 24) 464 (+ 10)
(25°0C) 33 15
0,01 M PBS 220 (£ 26) 390 (£ 20)
(37 °0)
Serum fizyolojik 410 (£ 50) 298 (£5)
(25°0C) 28 2
Serum fizyolojik 294 (+ 36) 296 (= 50)
(37 °0)

*Hidrodinamik ¢ap (nm), DLS

Cizelge incelendiginde goriilecegi gibi 0,01 M PBS icerisinde dagitilan P(MEMA-
GMA) mikrojelin sicaklik artist ile hidrodinamik ¢apinda meydana gelen degisim %33
degerinde DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojelde %15 degerine gerilemistir. Serum
fizyolojik icerisinde dagitilan PIMEMA-GMA) mikrojelin sicaklik artiginda hidrodinamik
capinda meydana gelen degisim %28 degerinden DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) lipozom-
mikrojelde %2 seviyesine kadar gerilemistir. Mikrojel igerisine hapsedilen lipozom sicaklik

duyarliligin1 6nemli seviyede diiglirmiistiir.
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4.9. Toksisite Calismalari

4.9.1. P(MEMA-GMA) mikrojellerin toksikoloji ¢calismalari

P(MEMA-GMA) mikrojellerin ilag tasiyict sistemlerde in-vitro ve in-vivo tasiyici ve
salim sistemi olarak kullanilacak olmasi nedeniyle sistemin farkli hiicre hatlarinda XTT
toksikoloji calismalar1 yapilmistir. iki farkl hiicre hatti ile yiiriitiilen calismalarda, fibroblast
hiicre hatt1 (L929) ve meme kanseri hiicre hattt MCF-7 kullanilmistir. Calismalar Hacettepe
Universitesi Biyolojik Sistemler Analiz Laboratuvari/Hiicre Kiiltiir Laboratuvari’nda
gergeklestirilmistir. S6z konusu deneysel caligmalar sekiz kez tekrarlanmig ve elde edilen

absorbans ve standart sapma degerleri ile hesaplanan konsantrasyona bagl % canlilik grafigi
Sekil 4.29 ve 4.30’da sunulmustur.
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P(MEMA-GMA) mikrojel konsantrasyonu

Sekil 4.29. PIMEMA-GMA) mikrojelin MCF-7 hiicre hatti {izerine toksisitesi
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P(MEMA-GMA) mikrojel konsantrasyonu

Sekil 4.30. P(MEMA-GMA) mikrojelin 1.929 hiicre hatt1 {izerine toksisitesi

P(MEMA-GMA) mikrojelin MCF-7 ve L929 hiicre hatlar1 tizerine etkisi, iki sistem
icin de 250 pg/mL ile 1 pg/mL doz araliginda takip edilmistir. Toksisite sonuglari
incelendiginde ¢alismalarda sistemin toksisite degerlerinin kabul edilebilir degerin 100

pg/mL oldugu sonucuna varilabilir.

4.9.2. Fe304 manyetik NPs/P(MEMA-GMA) mikrojel sisteminin toksikoloji

calismalar

Fe30s manyetik NPs/P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit sistemin ilag tasiyict
sistemlerde in-vitro ve in-vivo tastyici ve salim sistemi olarak kullanilacak olmasi nedeniyle
sistemin farkls hiicre hatlarinda XTT toksikoloji calismalari yapilmustir. iki farkls hiicre hattt
ile ylriitilen c¢alismalarda MCF-7 ve L1929 hiicre hattlar1 kullanilmistir. Hacettepe
Universitesi Biyolojik Sistemler Analiz Laboratuvari/Hiicre Kiiltiir Laboratuvarinda
gergeklestirilmistir. S6z konusu deneysel caligmalar sekiz kez tekrarlanmis ve elde edilen
absorbans degerleri ile hesaplanan konsantrasyona bagli % canlilik grafigi Sekil 4.31 ve

4.32’de sunulmustur.

Sekil 4.31 ve Sekil 4.32°de MCF-7 ve 1929 hiicre hatlar1 {izerine Fe3O4 manyetik
NPs/P(MEMA-GMA) mikrojelin sistemin XTT sonugclar1 incelendiginde uygun dozun hem
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MCF-7 hiicreleri hemde L1929 hiicreleri i¢in de i¢in 100 pg/mL derisimde oldugu

gdzlenmistir
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Fe304 NPs/P(MEMA-GMA) mikrojel konsantrasyonu

Sekil 4.31. Fe;O4 manyetik NPs/P(MEMA-GMA) mikrojelin MCF-7 hiicre hatt1 lizerine
toksisitesi
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Sekil 4.32. Fe;O4 manyetik NPs/P(MEMA-GMA) mikrojelin L929 hiicre hatt1 {izerine
toksisitesi
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4.10. In-vitro ila¢ Sahm Calismalar

4.10.1. PAIMEMA-GMA) mikrojelden ila¢ salimi

Ilag salim ¢alismalar1 sicaklik degisim etkisi 37 °C ve 42 °C sicaklik degerlerinde
100 mL 0,01 M PBS igerisinde 100 rpm sabit karistirma hizinda ¢alisilmistir. Coklu ¢evre
duyarli mikrojelden 5-FU ila¢ etken maddesinin salimi1 profiline sicaklik degisiminin, iyon
degisimini etkisi 37 °C, 42 °C sicakliklarda 100 mL PBS ve 37 °C sicaklikta serum fizyolojik
icerisinde 100 rpm sabit karigtirma hizinda takip edilmistir.

4.10.1.1. Sicakhik degisiminin salim iizerine etkisi

P(MEMA-GMA) mikrojelden 5-FU ilag¢ etken madde salimi ile ilgili yapilan ¢calisma
37 °C ve 42 °C sabit sicakliklarda HPLC kullanilarak yapilmistir. Salim ¢aligmasi 3 tekrar
yapilarak yiiriitiilmiistiir. Iki fakl1 sicaklik ile mikrojelden ila¢ salimu ile ilgili HPLC 6lgiim
sonuclar1 Cizelge 4.7 ve Sekil 4.33°de verilmistir.

Cizelge 4.7. Sicaklik degisimi ile POMEMA-GMA) mikrojelden 5-FU ila¢ etken maddenin
salimi (sistem 50 ppm ilag igermektedir)

Zaman 37 °C (PBS) 42 °C (PBS)

(saat) ppm(ort) Standart sapma ppm(ort) Standart sapma
0 0,00 0,00 0,00 0,00
0,25 9,58 0,80 7,99 0,57
0,50 16,56 1,20 13,46 1,23
1,00 27,30 2,17 24,17 0,96
2,00 36,83 2,70 35,47 0,64
3,00 39,95 2,68 39,08 0,92
4,00 42,79 2,01 40,25 0,96
6,00 42,25 1,17 40,88 2,65
8,00 43,31 1,31 41,86 3,05

10,00 41,96 0,85 40,72 1,44

12,00 41,82 1,07 41,24 2,19

14,00 41,39 0,87 42,05 4,09

5-FU etken maddenin zamana bagli salim grafigi incelendiginde ilk 5 saat (300
dakika) ilag salim artarak devam etmis 5 saatten sonra salinan 5-FU miktar1 degismedigi

gozlenmigtir. Cevre sartlar1 degisimine duyarli P(MEMA-GMA) mikrojelden farkli
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sicakliklarda ilag salim1 37 © C ve 42 ° C olmak fizere iki farkli sicaklikta yapilmistir.
P(MEMA-GMA) mikrojelden iki farkli sicaklikta 5-FU ila¢ etken madde salimi ile ilgili
yapilan caligmada Sekil 4.33’de goriilebilecegi gibi ilag salim egilimi birbirine benzerdir.
Sicaklik duyarli POMEMA-GMA) mikrojelin hidrodinamik yarigapinin sicaklik artisi ile
azaldigr daha onceki boliimlerde ortaya koyulmustu. Sekil 4.33°de goriilebilecegi gibi
sicaklikla hidrodinamik yarigapi azalan sistem igin ila¢ salim profilinde ortaya ¢ikan sonug
beklenen bir egilimdir. Hidrodinamik yaricap1 azalan mikrojellerin por genislikleri azalmig

dolayisiyla ilacin mikrojelden salim miktar1 azalmistir.
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Sekil 4.33. POMEMA-GMA) mikrojelden 37 °C ve 42 °C sabit sicaklikta 5-FU salim1 (PBS)

4.10.1.2. Salim cozeltisi degisiminin salim iizerine etkisi

Teorik olarak 50 ppm ilag iceren P(IMEMA-GMA) mikrojelden 5-FU ila¢ etken
maddesinin salim ile ilgili yapilan bir diger ¢alismada farkli salim ortamlarinda 37 °© C
sicaklikta yapilan calismalardir. Salim ortami olarak PBS ve serum fizyolojik (SF)
kullanilmistir. Fosfat tampon (PBS) ve serum fizyolojik (SF) ¢ozeltileri igerisinde ilag salim

ile ilgili HPLC o6l¢iim sonuglar1 Cizelge 4.8 ve Sekil 4.34’de verilmistir.
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Cizelge 4.8. Salim ortam degisikligi ile P(IMEMA-GMA) mikrojelden 5-FU ilag etken

maddenin salimi1

Zaman

(saat)
0,00
0,25
0,50
1,00
2,00
3,00
4,00
6,00
8,00
10,00
12,00
14,00

Ila¢ salm (ppm)

37 °C (PBS) 37 °C (SF)
ppm(ort)  Standart sapma ppm(ort) Standart sapma
0,00 0,00 0,00 0,00
9,58 0,80 7,88 0,51
16,56 1,20 14,93 0,76
27,30 2,17 25,02 1,42
36,83 2,70 34,93 1,63
39,95 2,68 38,97 2,57
42,79 2,01 40,97 2,58
42,25 1,17 41,69 2,43
43,31 1,31 41,96 2,55
41,96 0,85 41,99 2,88
41,82 1,07 41,73 2,56
41,39 0,87 42,05 2,88
50
40 - i i
30 -
20 ~
10 A
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Sekil 4.34. PIMEMA-GMA) mikrojelden igerisinde PBS ve SF 5-FU salimi (37 °C)

PBS ve SF olmak iizere iki farkli salim ortaminda POIMEMA-GMA) mikrojelden 5-

FU ilag etken maddenin salimina dair yapilan ¢alisma sonuglar1 Sekil 4.34’de verildigi

gibidir. Coklu ¢evre duyarli POMEMA-GMA) mikrojel farkli tuz iyonlari igeren iki ortamda

ayni salim egimi gostermistir. P(IMEMA-GMA) mikrojel ¢ozeltideki iyon degisiminden

etkilenmekte fakat 5-FU ila¢ etken maddenin salimi iizerine etki gostermemektedir. Ilag
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etken madde icermeyen lipozom/mikrojel sistemlerin PBS ve NaCl derisimi degisimine

etkisi ile benzer egilim gosterdigi ortaya koyulmustur.

4.10.2. Tla¢ etken madde 5-FU yiiklii DPPC lipozomun boyut dagilim analiz

calismalar

5-FU yiiklii DPPC lipozomun boyut analizi 100 nm ve 50 nm polikarbonat membran
filtreden gecirildikten sonra DLS ve Zetasizer ile belirlenmistir. Yapisal karakterizasyonu
TEM ile goriintiilenmistir. 100 nm polikarbonat membran filtreden gegirilen 5-FU yiiklii
DPPC lipozomun CGS-3 goniometer ile incelenen sulu dispersiyonunda hidrodinamik
yarigapt DLS sonuglarina gore 71,50 nm olarak, partikiil dagilimi1 (PDI) degeri 0,28 olarak
kaydedilmistir. Ilgili sonuglar Sekil 4.35 ve Sekil 4.36°da verilmistir.
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Sekil 4.35. 5-FU yiiklii DPPC lipozoma ait DLS analizi (100 nm polikarbonat membran
filtreden sonra)
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Sekil 4.36. 5-FU yiiklii DPPC lipozoma ait Zetasizer analizi (100 nm polikarbonat membran
filtreden sonra)

100 nm polikarbonat membran filtreden gegirilen 5-FU yiiklii DPPC lipozomun 12
tekrar ile Zetasizer ile incelenen sulu dispersiyonunda hidrodinamik ¢ap1 109,6 nm olarak
partikiil dagilimi olan PDI degeri 0,23 boyut standart sapma degeri 38,2 nm olarak
kaydedilmistir. Lipozomun yapisal karakterizasyonu TEM kullanarak aydimlatilmistir. Tlgili
goriintii Sekil 4.37°de verilmistir.

Sekil 4.37. 5-FU yiiklii DPPC lipozomun TEM goriintiileri (60 kV- 100 nm polikarbonat
membran filtreden sonra)
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50 nm polikarbonat membran filtreden gecirilen 5-FU yiikli DPPC lipozoma ait

boyut ve boyut dagilimi DLS ile belirlenmistir (Sekil 4.38). DLS sonucuna gore boyut 54,6
nm boyut dagilimi1 PDI 0,24 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.38. 5-FU yiiklii DPPC lipozoma ait DLS analizi (50 nm polikarbonat membran
filtreden sonra)

Sekil 40° da goriilen Zetasizer analizine gore, 50 nm polikarbonat membran filtreden
gecirilen 5-FU yiiklii DPPC lipozomun boyut 67 nm, boyut dagilim: PDI 0,16 olarak ve

boyut standart sapma 35,34 nm olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.39. 5-FU yiiklii DPPC lipozoma ait Zetasizer analizi (50 nm polikarbonat membran
filtreden sonra)
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Sekil 4.40. 5-FU yiiklii DPPC lipozoma ait TEM goriintiileri (100 kV, 50 nm polikarbonat
membran filtreden sonra)

Ilag etken madde 5-FU yiiklii DPPC lipozoma ait DLS, Zetasizer ve TEM goriintiileri
incelendiginde 100 nm polikarbonat membran filtreden sonra 50 nm polikarbonat membran

filtreden gegirilen lipozomlar monodispers dagilima sahip sekilde hazirlanabilmistir.

4.10.3. 5-FU yiiklii DPPC lipozom kullanilarak sentezlenen P(MEMA-GMA) mikrojel

sistemin boyut ve boyut dagilim analizi

5-FU vyiiklii DPPC lipozom igceren P(MEMA-GMA) mikrojel sistemin boyut ve
boyut dagilim CGS-3 goniometer ve Zetasizer ile belirlenmistir. 5-FU yiiklii DPPC lipozom
iceren P(IMEMA-GMA) mikrojel sistemin boyut ve boyut dagilimi CGS-3 goniometer ile,
sulu dispersiyonunda hidrodinamik yarigap1 74,5 nm olarak partikiil dagilimi1 olan PDI
degeri 0,13 olarak kaydedilmistir (bakiniz Sekil 4.41).
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Sekil 4.41. 5-FU yiiklii DPPC lipozom igeren PIMEMA-GMA) mikrojel sistemi
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Sekil 4.42. 5-FU yiiklii DPPC lipozom iceren PIMEMA-GMA) mikrojel sistemi (Zetasizer)

5-FU yiiklii DPPC lipozom igeren P(MEMA-GMA) mikrojel sistemin ¢ap Sl¢iimii

12 tekrar ile Zetasizer ile Olciildiigiinde, sulu dispersiyonunda hidrodinamik ¢ap1 Sekil

4.42°de verildigi gibil62,5 nm olarak partikiil dagilimi olan PDI degeri 0,03 olarak, boyut

standart sapma degeri ise 36,5 nm olarak kaydedilmistir. Sentezlenen 5-FU yiiklii DPPC

lipozomun iceren PIMEMA-GMA) mikrojel sistemin 12 saat ve 24 saat sonrasinda MCF-7

hiicreleri

iizerine etki ¢aligmasi yapilmistir.
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4.10.4. 5-FU yiiklii DPPC lipozom iceren P(MEMA-GMA) mikrojel sistemden ila¢

salim

Teorik olarak 50 ppm ilag igeren DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel
sistemden ilag salim ¢alismalar1 37 °C ve 42 °C sicakliklarinda 0,01 M PBS tampon ¢6zeltisi
icerisinde yiiriitilmiistiir. HPLC analiz sonuclarina ait veriler Cizelge 4.9 ve Sekil 4.43°de

verilmigtir.

Cizelge 4.9. Farkli sicakliklarda DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemden 5-FU
ilag etken maddenin salimi

37 °C (PBS) 42 °C (PBS)
Zaman(saat) ppm(ort) Standartsapma ppm(ort) Standart sapma
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,25 5,53 0,94 6,110 0,03
0,50 11,01 1,50 12,03 0,14
1,00 19,39 2,39 20,31 0,28
2,00 28,52 3,33 29,47 0,54
3,00 33,20 3,94 33,40 0,73
4,00 35,16 4,15 34,87 0,63
6,00 35,96 4,32 36,09 0,76
8,00 36,65 4,43 36,32 0,67
10,00 36,58 4,43 36,57 0,86
12,00 36,41 4,46 36,29 0,85

14,00 36,03 4,51 36,38 0,92
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Sekil 4.43. DPPC lipozom-P(MEMA-GMA) mikrojel sistemden farkli sicakliklarda PBS
icerisinde 5-FU salimi1

DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemden iki farkli sicaklikta yapilan
salim 5-FU ila¢ etken madde salim c¢aligmalar1 sonuglarmma ait HPLC sonuglari

incelendiginde iki sicaklik degerinde de salimin ayn1 degerlerde oldugu goriilmektedir.

Lipozom katkisi ile P(IMEMA-GMA) mikrojelin ¢evre sartlarinin degismesinin
salim iizerine etkisi incelendiginde sicaklik degisiminin salim iizerine etkili olmadig1 sonucu

gozlenmistir

4.10.5. 5-FU yiikli P(IMEMA-GMA) mikrojel ve DPPC lipozom/P(MEMA-GMA)

mikrojel sistemden ila¢ salimi

P(MEMA-GMA) mikrojelden ve DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel
sistemden 5-FU ilag etken maddesinin farkli sicakliklarda 0,01 M PBS igerisinde salimina

dair ¢aligsmalar yapilmistir.
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4.10.5.1. 5-FU viiklii POMEMA-GMA) mikrojel ve DPPC lipozom/P(MEMA-GMA)

mikrojel sistemden ilac salimi (37 °C)

37 °C sicaklikta 0,01 M PBS igerisinde 5-FU ilag etken maddenin POIMEMA-GMA)
mikrojelden ve DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemden salimi ile ilgili yapilan
caligmada, etken maddenin sistemden salimina ait HPLC analiz sonuglar1 Cizelge 4.10 ve

Sekil 4.44°de verilmistir. Sistem teorik olarak 50 ppm 5-FU icermektedir.

Cizelge 4.10. 37 °C sicaklikta PIMEMA-GMA) mikrojel ve DPPC lipozom/P(MEMA-
GMA) mikrojel sistemden 5-FU ila¢ etken maddenin salimi

Mikrojelden ila¢ salam, 37 °C (PBS) Lipozom/mikrojel ila¢ salam, 37 °C
(PBS)
Zaman (Saat) ppm(ort) Standart Zaman (saat) ppm(ort)  Standart
sapma sapma
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,25 9,58 0,80 0,25 5,53 0,94
0,50 16,56 1,20 0,50 11,01 1,50
1,00 27,30 2,17 1,00 19,39 2,39
2,00 36,83 2,70 2,00 28,52 3,33
3,00 39,95 2,68 3,00 33,20 3,94
4,00 42,79 2,01 4,00 35,16 4,15
6,00 42,24 1,17 6,00 35,96 4,32
8,00 42,92 1,02 8,00 36,65 4,43
10,00 41,96 0,85 10,00 36,58 4,43
12,00 41,82 1,07 12,00 36,41 4,46
14,00 41,39 0,87 14,00 36,03 4,51

5-FU ila¢ etken madde iceren P(MEMA-GMA) mikrojel ve DPPC
lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemden ilag salimina ait grafik Sekil 4.44°de verildigi
gibidir. P(IMEMA-GMA) mikrojelden ilag salimi ile DPPC lipozom/P(MEMA-GMA)
mikrojel sistemden ilag salimi1 karsilastirildigi zaman goriilecegi gibi ilag salim hizi lipozom
katkili sistemde yavaslamistir. P(MEMA-GMA) mikrojelden ilacin maksimum salima
cikma siiresi 4 saat iken DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemden ila¢ saliminin

maksimum seviyeye ¢ikma siiresi 8 saat civarindadir.
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Sekil 4.44. (MEMA-GMA) mikrojelden ve DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojelden
PBS i¢inde ilag¢ salimi1 (37 °C)

4.10.5.2. 5-FU vyiikli POIMEMA-GMA) mikrojel ve DPPC lipozom/P(MEMA-GMA)

mikrojel sistemden ilac salimi (42 °C)

42 °C sicaklikta 0,01 M PBS igerisinde 5-FU ilag etken maddenin P(IMEMA-GMA)
mikrojelden ve DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemden salimi ile ilgili yapilan
caligmada, etken maddenin sistemden salimina ait HPLC analiz sonuglar1 Cizelge 4.13 ve

Sekil 4.45°de verilmistir. Sistem teorik olarak 50 ppm ila¢ icermektedir.
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Cizelge 4.11. 42 °C sicaklikta PIMEMA-GMA) mikrojel ve DPPC lipozom/P(MEMA-
GMA) mikrojel sistemden 5-FU ila¢ etken maddenin salimi

Mikrojelden ila¢ salimi 42 °C

(PBS) (PBS)
Zaman (saat) ppm(ort) Standart Zaman (saat) ppm(ort) Standart
sapma sapma
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,25 7,99 0,57 0,25 6,11 0,03
0,50 13,46 1,23 0,50 12,03 0,14
1,00 24,17 0,96 1,00 20,31 0,28
2,00 35,47 0,64 2,00 29,47 0,54
3,00 39,08 0,92 3,00 33,40 0,73
4,00 40,25 0,96 4,00 34,87 0,63
6,00 40,88 2,65 6,00 36,09 0,76
8,00 41,86 3,05 8,00 36,32 0,67
10,00 40,72 1,44 10,00 36,38 0,92
12,00 41,24 2,19 12,00 36,28 0,50
14,00 42,05 4,09 14,00 36,42 0,64
50
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0 —&®— mikrojelden salim 42° C
@— lipozom/mikrojelden salim 42 °C

Lipozom/mikrojel ila¢ salim 42 °C
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Zaman (saat)

14

Sekil 4.45. PIMEMA-GMA) mikrojel ve DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojelden

PBS icinde ilag salimi (42 °C)

42 °C sicaklikta 0,01 M PBS tampon igerisinde, 5-FU ila¢ etken maddenin
P(MEMA-GMA) mikrojel ve DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemden salimina
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ait grafik Sekil 4.45°de verildigi gibidir. POMEMA-GMA) mikrojelden ilag salimi ile DPPC
lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemden ilag salimi karsilastirildiginda salim hizinin
42 °C sicaklikta paralel oldugu goriilmistir. P(IMEMA-GMA) mikrojelden ilacin
maksimum salima siiresi ve DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemden ilag
saliminin maksimum seviyeye ¢ikma siiresi 6 saat civarindadir. Salim profillerinde ortaya
cikan bu benzerlik sicaklik artisi ile hidrodinamik yarigap1 azalan PIMEMA-GMA) mikrojel
icin beklendigi gibidir. Hidrodinamik yarigapi azalan P(MEMA-GMA) mikrojelin por
biiyiiklikleri azalmig ve salim bu sebepten dolayr yavaslamistir. Ayrica DPPC
lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemin sicaklik degisiminden etkilenmedigi de daha

onceki boliimlerde not edilmistir.

4.11. Meme Kanseri Tedavisinde Ila¢ Tasiyic Sistemlerin In-Vivo Kullanilmasi

CD1 disi farelere 10*10° MCF-7 hiicre enjekte edildikten sonra elde edilen 100-150

mm? boyutundaki tiimérler sahip fareler;

1) Kontrol grubu

2) Serbest 5-FU ile tedavi edilen grup

3) DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem enjekte edilen grup

4) Fe3Os manyetik NPs igeren DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit
sistem grubu

5) 5-FU igeren Fe304 manyetik NPs igeren DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel

kompozit sistem gruplarina ayirilmistir.

Tedavi siirecinin ardindan dokulart RT-PCR kullanilarak m-RNA seviyesinde analiz
edilmistir. Ayrica tiimor dokularin patalojik degerlendirilmesi ve immiinohistokimyasal

boyama yOntemi ile analizi de yine bu tez kapsaminda degerlendirilmistir.

Tamamlanan doktora tez kapsaminda maddi destek saglanan TUBITAK ve Eskisehir
Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje dnerisi sirasinda kullanilmasi planlanan
ve etik kurulu raporunda 48 CD-1 fareye ikiser kez MCF-7 enjeksiyonu yapilmustir. 10x10°
MCF-7 meme kanser hiicresi 100 pL. PBS igerisinde 3. ve 6. meme bolgesine (sag ve sol

arka bacaga) enjekte edildikten sonra farkli boyutlarda meme tiimorii olusturulabilmistir.
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100-150 mm?® boyutunda meme kanser tiimérii olusan tiimor dokularina ait tedavi dncesi
goriintiiler agagida verilen Sekil 4.46°de verilmistir. Ayrica CD-1 disi nude farelerde tedavi

sirasinda manyetik alan Sekil 4. 47°da gosterildigi gibi uygulanmastir.

Sekil 4.46. Tedavi 6ncesi MCF-7 ile olusturulan tiimor dokusu
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Sekil 4.47. ilag etken madde 5-FU igeren ve igermeyen manyetik FesOs manyetik
nanopartikiil iceren DPPC/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemin CD-1 farelere
enjeksiyonundan sonra uygulanan manyetik alan

4.11.1. RT-PCR analiz sonug¢lar:

Kontrol grubu, serbest 5-FU ile tedavi edilen grup, DPPC lipozom/P(MEMA-GMA)
mikrojel sistem enjekte edilen grup, Fes;O4 manyetik NPs i¢ceren DPPC lipozom/P(MEMA-
GMA) mikrojel kompozit sistem grubu ve 5-FU igeren Fe;O4 manyetik NPs igeren DPPC
lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit sistem gruplarina ayirilarak tedavi edilen CD-
1 disi farelerden 14 giin sonra alinan dokularda kullanilarak TS, Ostrojen, progesteron,
EGFR, B-aktin (referans gen olarak kullanilmistir) mRNA diizeyleri, dual label (Tagman
prob) kullanilarak Roche nano lightcycler ile Ol¢iilmiistiir. RT-PCR calismalar1 {i¢ kez
tekrarlanarak yapilmistir. RT-PCR ile yapilan ¢aligma sonuglart istatistiksel olarak ifade

edilmistir.
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RT-PCR kullanarak olusturulan meme kanser dokusunun mRNA profile ile ilgili
sonuglarda G1 olarak adlandirilan Fe;O4 manyetik NPs igeren DPPC lipozom/P(MEMA-
GMA) mikrojel sistem ve G2 olarak adlandirilan 5 mg/kg/va igeren 5-FU iceren Fe3O4
manyatik NPs iceren DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) sistem ile tedavi edilin disi fare
tiimorlerinden 14 giin sonra alinan dokular1 analiz RT-PCR ile analiz edilmistir. Sistemin
mRNA diizeylerinde meydana gelen kat azalis miktar1 karsilagtirilarak istatistiksel olarak

degerlendirilmistir (p<0.05 ).

5-FU igeren Fe3O4 manyetik NPs iceren DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) sistem ile
Fe304 manyetik NPs igceren DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem enjekte edilen
CD-1 nude farelerin meme tiimdr dokularin mRNA sonuglart Sekil 4.48, Sekil 4.51

araliginda verilmistir.

P=0,01

* %k %

-

Kat Artis1

0.
*
0. I T
|  Kontrol Serbest Fe304 NPs 5-FU+Fe304 NPs
Grubu 5-FU DPPC DPPC
P(MEMA-GMA) P(MEMA-GMA)
kompozit kompozit

Sekil 4.48. Kontrol Grubu, Serbest 5-FU, Fe;O4 NPs iceren DPPC/P(MEMA-GMA)
mikrojel kompozit sistem ve 5-FU yiiklii Fe304 NPs iceren DPPC/P(MEMA-GMA)
mikrojel kompozit sistem TS reseptor mRNA ifadesi
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| Kontrol Serbest Fe304 NPs 5-FU+Fe304 NPs
Grubu 5-FU DPPC DPPC/P(MEMA-GMA)
P(MEMA-GMA Kompozit
kompozit

Sekil 4.49. Kontrol Grubu, Serbest 5-FU, Fe3Os NPs igeren DPPC/P(MEMA-GMA)
mikrojel kompozit sistem ve 5-FU yiiklii Fe;04 NPs iceren DPPC/P(MEMA-GMA)
mikrojel kompozit sistem PR reseptor mRNA ifadesi

3 —
P=0,37
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Kontrol Serbest Fe304 NPs 5-FU+Fe304 NPs
Grubu 5-FU DPPC DPPC/P(MEMA-GMA)
P(MEMA-GMA) kompozit
kompozit

Sekil 4.50. Kontrol Grubu, Serbest 5-FU, Fe;O4 NPs igeren DPPC/P(MEMA-GMA)
mikrojel kompozit sistem ve 5-FU yiikli FesOs NPs igeren DPPC/P(MEMA-GMA)

mikrojel kompozit sistem EGFR reseptor mRNA ifadesi
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e P=0,71

T T

Kat Artis1

0. T
Kontrol Serbest Fels)(l)); 1;‘:1’8 5-FU+Fe304 NPs
Grubu 5-FU DPPC/P(MEMA-GMA
P(MEMA-GMA) k(o mpozit )
kompozit

Sekil 4.51. Kontrol Grubu, Serbest 5-FU, Fe3Os NPs igeren DPPC/P(MEMA-GMA)
mikrojel kompozit sistem ve 5-FU yiikli Fe3Os NPs iceren DPPC/P(MEMA-GMA)
mikrojel kompozit sistem ER reseptor mRNA ifadesi

Sekil 4.48°de goriilebilecegi gibi TS enzim reseptoriiniin mRNA diizeyinde FezO4
mantetik nanopartikiil ile ilag salimi1 gerceklestirildiginde kontrol grubuna kiyasla oldukca
anlamli bir azalis ortaya cikmustir. Sekil 4.49°da goriilebilecegi gibi PR reseptor mRNA
diizeyinde de anlamli bir azalis oldugu (p<0,05) belirlenmistir. Ayni ¢calisma Sekil 4.50’de
gosterildigi gibi EGRF resoptor i¢in ve Sekil 4.51°de verildigi gibi ER resoptor igin mRNA
kat artig diizeyleri karsilastirildiginda anlamli bir azalmanin olmadig1 belirlenmistir. Ayni
zamanda Sekil 4.48, Sekil 4.49, Sekil 4.50 ve Sekil 4.51°de goriilebilecegi gibi ilag
icermeyen Fe3O4 NPs iceren DPPC/P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit sistemin de TS,
PR, EGRF ve ER resoptorlerin mRNA diizeyinde azalisa sebep oldugu belirlenmistir. Bu
sonuclar dogrultusunda kontrollii ilag salim sistemi olan 5-FU yiiklii Fe3O4 NPs iceren
DPPC/P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit sistemin ilag salim sistemi olarak kullanilmasi

ile meme kanser tiimorii tedavisinde kullanilan 5-FU ilacin etkinligini arttirdig1 sdylenebilir.
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4.11.2. Patolojik immiinohistokimyasal boyama sonuclari

Patolojik immiinohistokimya sonuglar1 ise p53, PR, ER ve Cerb-B2 reseptor
miktarlar1 analiz edilmistir. Bu calismada bahsedilen reseptdrler i¢in uygun antibadiler
kullanilarak 11k mikroskopu altinda boyama sonuglar1 ifadelenmistir. Caligma sonuglarinin
matematiksel ifadesi Sekil 4.52° de verilmistir. Ayrica Cizelge 4.12°de ER, PR ve Cerb-B2

reseptorleri i¢in tiim deney gruplarina ait sonuglar verilmitir.
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Kontrol Serbest DPPC/ Fe304 NPs 5-FU+Fe304 NPs
Grubu 5-FU P(MEMA-GMA DPPC DPPC/P(MEM{&-GMA)
P(MEMA-GMA) kompozit
kompozit

Sekil 4.52. p53 gen reseptdrii immiinohistokimyasal boyama sonucu

Cizelge 4.12. Kontrol grubu, serbest 5-FU, DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel
sistem, Fe3Os manyetik NPs iceren DPPC/P(MEMA-GMA) sistem ve 5-FU yiiklii Fe3O4
manyetik NPs iceren DPPC/P(MEMA-GMA) sistemin patoloji sonuglari

Gruplar % ER %PR % c-erb-B2 ya da HER2
Kontrol 100 Pozitif 70 Pozitif Skor-0
Serbest 5-FU 100 Pozitif 60 Pozitif Skor-0
DPPC/P(MEMA-GMA) 100 Pozitif Negatif Skor-0
Fe304 NPs 70 Pozitif Negatif Skor-0

DPPC/P(MEMA-GMA)

5-FU yiiklii Fe304 NPs 100 Pozitif 10 Pozitif Skor-0
DPPC/P(MEMA-GMA)
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Yukarida verilen Cizelge 4.12 incelendiginde ER ylizdesi hemen hemen tiim
gruplarda pozitif, PR yiizdesi degisken ve Cerb-B2 yiizdesi negatif ¢ikmistir. Meme kanser
hiicrelerinin yiizey reseptorii olan, insan epidermal biiyiime reseptorii (Cerb-B2 ya da HER2
olarak adlandirilir) i¢in skor degerinin 0 ¢ikmasi MCF-7 hiicrelerinin yiizeyinde bulunan

insan epidermal biiylime hiicresinin asir1 dozda ¢ogalmadigi anlamina gelir.

Bu calismada ayrica p53 isimli kanser olusumunu engelleyici bir reseptoriin de
analizi yapilmistir. p53 geni immiin sistemde kanser Onleyici bir gendir. Eksikligi ya da
yapisinin bozulmasi kanser hiicrelerinin daha hizli ¢ogalmasina yol agmaktadir. Ikinci

grupta p53 geninin artig géstermesi dokunun tedaviye yanit verdigini gostermektedir.

Meme tiimdr dokularinin immiinohistokimyasal boyama ile elde edilen goriintiiler
asagidaki Sekil 4.56 ve 4.57°de verilmistir. Meme tiimor dokularinda immiinohistokimyasal
boyama ile incelenen ER, PR, p53 ve Cerb-B2 gen goriintiileri Sekil 4.53, Sekil 4.58°de

verilmistir.

Sekil 4.53. Meme dokuya komsu tlimoral dokular (H&Ex10); a) Kontrol grubu, b) DPPC
lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem, c) Serbest 5-FU, d) Fe3Os igeren DPPC
lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem, e) Fe;Os4 igeren 5-FU yiikli DPPC
lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem
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Sekil 4.54. Tiimor dokular1 pS3 gen reseptor pozitifligi (pS3 x20); a) Kontrol grubu (%0),
b) DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel (%30 +), c¢) Serbest 5-FU (%45 +), d) Fe3O4
iceren DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem (%25 +), e) Fe3Os igeren 5-FU
yiiklii DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem (%60 +)

Sekil 4.55. Tiimor dokular1 ER (6strojen)reseptor pozitifligi (ER x10); a) Kontrol grubu
(%100 +), b) DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel (%100 +), ¢) Serbest 5-FU (%100
+), d) Fe3O4 igeren DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem (%70 +), ) Fe3Oas
iceren 5-FU yiiklii DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem (%100 +)
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Sekil 4.56. Tiimor dokular1 PR (progesteron) reseptor pozitifligi (ER x10); a) Kontrol grubu
(%70 +), b) DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel (%60 +), ¢) Serbest 5-FU (%0), d)
Fe;04 iceren DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem (%0 e) Fe3O4 iceren 5-FU
yiiklii DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem (%10 +)

Sekil 4.57. Tiimor dokular1 Cerb-B2 reseptor negatifligi (Cerb-B2 x10); a) Kontrol grubu
(%0), b) DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel (%0), c¢) Serbest 5-FU (%0), d) Fe3O4
iceren DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem (%0 e) Fe3O4 iceren 5-FU yiiklii
DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem (%0)
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5. SONUC VE ONERILER

Mikrojellerin sentez, karakterizasyon ve uygulama alanlarinin gelistirilmesi amact
ile hazirlanan bu tez kapsaminda, PEG13-6-PMEMA ¢ blok kopolimer stabilizériit ATRP
yontemi ile sentezlenmis ve polimerin karakterizasyonu GPC ve 'H-NMR kullanilarak
aydinlatilmistir. PEG113-b-PMEMA ¢ blok kopolimeri stabilizor olarak kullanilarak sulu
ortamda P(IMEMA-GMA) mikrojel sentezlenmistir. Mikrojellerin ¢evre duyarlilik ve ilag
tasiyict ve salim sistemi olarak kullanilabildigi calisilmistir. GMA otogapraz baglayici,
tepkime sicaklig1 ve karigtirma hiz1 gibi degiskenler ile hedeflenen kontrollii salim sistemine
en uygun sekilde gelistirilmistir. Sentezlenen mikrojellerin sulu dispersiyonlarin boyut
analizi dinamik 151k sa¢ilimi (DLS) ile yapilmigtir. Mikrojellerin yapisal karakterizasyonu
gecirimli elektron mikroskopu (TEM) ile yapilmistir. POMEMA-GMA) mikrojelin igerisinde
Fe3Os manyetik nanopartikiiller sentezlenmis ve analizi TEM, SEM-EDX ile
gerceklestirilmistir.

P(MEMA-GMA) mikrojel igerisinde boyutlar1 yaklasik 10-15 nm olan AuNPs
basaril1 bir sekilde sentezlenmis ve TEM araciligi ile goriintiilenmistir. Gram pozitif ve gram
negatif Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris,
Enterococus feacalis, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimirium, Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Candida albicans, Geotrichum candidum
bakteri ve mayalar iizerine bu AuNPs/P(MEMA-GMA) mikrojellerin antibakteriyel ilag¢
olan amoxicillin ve antifungal ila¢ olan Ketokonazol kullanilarak yapilan karsilagtirmali
sonuglarindan, AuNPs/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemin antibakteriyel etkinliginin

olduk¢a umut verici oldugu sonucuna varilmistir.

Mikrojellerin farkli derisimlerde MCF-7 (meme kanseri hiicre hatt1) ve 1929
(fibroblast hiicre hatti) lizerine toksik etkisi XTT ile incelenmistir. Bu sonuglar kullanilarak
DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel, Fe;O4 manyetik nanopartikiil igeren DPPC
lipozom/P(MEMA-GMA) ve 5-FU yiiklii FesOs manyetik nanopartikiil iceren DPPC
lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit sitemler i¢in in-vivo ¢aligmalarda kullanilacak
doz 100 ppm (pg/mL) olarak belirlenmistir.
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Sentezlenen P(MEMA-GMA) mikrojellerin ilag tasiyict ve salim sistem olarak
kullanimlar1 hedeflenmistir. /n-vitro salimlarda kat1 timdr bolgelerinde hizli kanser hiicresi
cogalmasin1 engelleyen 5-florourasil (5-FU) model ilag etken madde kullanilmistir.
Mikrojellerin igerisine 5-FU ilag etken madde yiiklenmesi sirasinda dondurularak kurutulan
mikrojeller 1000 ppm 5-FU igeren 0,01 M PBS igerisinde oda sicakliginda 24 saat inkiibe
edilmistir. 5-FU yiikli PIMEMA-GMA) mikrojellerden ilag salim1 37 °C ve 42 °C, 0,01 M
fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) ve 37 °C sicaklikta serum fizyolojik (SF) ile yapilmistir. iki
farkli sicaklikta yapilan salim c¢alismasinin sonuglarina gore sicaklik degisimi ile salim
profilinde ilk 4 saatte bir degisim s6z konusudur. Sicaklik artis1 ile mikrojelin por genisligi
daralmig ve dolayisiyla ilacin mikrojelden salim miktar1 da bu daralmaya bagh olarak bir
miktar azalmigtir. In-vitro salim c¢aligmalar1 yiiksek basing sivi kromotografisi (HPLC) ile
266 nm sabit dalga boyunda UV-vis. spektroskopisi kullanilarak incelenmistir. Yine
P(MEMA-GMA) mikrojelden ila¢ salimmin PBS ve SF icerisinde salim profili
incelendiginde, salimin aymi hizda oldugu goriilmistiir. Boylece sistemin PBS ve SF

icerisinde kararliligini korudugu ortaya konulmustur.

Ilag tasiyict sistem olarak gelistirilen mikrojellerin hedefe yonlendirilmesi
caligmalarinin 6n ¢alismalar1 olarak POMEMA-GMA) mikrojel sistemlerin igerisinde Fe3Os
manyetik nanopartikiiller sentezlenmistir. Fe304 NPs/P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit
sistem biinyesinde bulunan Fe;O4 nanopartikiillerin ebadi yaklasik 10 nm olarak TEM/SEM
ile ve Fe miktar1 taramali elektron mikroskopu (SEM) baglantili enerji dagilimi X-151n1

spektroskopisi (EDX) ile belirlenmistir.

Lipozom sentezinde 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine  (DPPC)
fosfolipit ve kolestrol kloroform dagitilmig, ardindan doner buharlastiricida ¢oziicii
uzaklagtirilarak ince film olusturulmustur. Olusturulan ince film lipit tabakas1 0,01 M PBS
tampon ile 65 °C sicaklikta ultrasonik banyoda hidrate edilmis, hidrate edilen lipozomlarin
stabilizasyonu arttirllmistir. 65 °C sicaklikta 20 kez 100 nm 20 kez 50 nm polikarbonat
membran filtre iceren mini-Extruder ile tek tabakali lipozom hazirlanmistir. Hazirlanan
DPPC lipozomun boyutu DLS ile yaklasik 100 nm olarak 6l¢iilmiistiir. Lipozomun yapisal
karakterizasyonu TEM ile yapilmistir. Etken madde 5-FU yiikli lipozom sentezinde bir
onceki basamakta DPPC lipozom sentezinde anlatilan sistem tekrar edilmis fakat lipozomun

hidratasyon basamaginda 0,01 M PBS tampon igerisinde 1000 ppm 5-FU etken ¢oziilmiis
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ve 65 °C sicaklikta hidratasyonun ardindan 20 kez 100 nm 20 kez 50 nm polikarbonat

membran filtre igeren mini-Extruder ile 5-FU yiikli tek tabakali lipozom hazirlanmistir.
Lipozom/mikrojel kompozit sistemlerin sentezin 50 nm hazirlanan DPPC lipozomlar
mikrojel sentezi sirasinda tepkime ortamina ilave edilmistir. Sentezlenen DPPC lipozom-
P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit sistemlerin boyut analizi DLS 6l¢iimleri ile yapilmigtir.
5-FU yiikli lipozom, mikrojel sentezi sirasinda tepkime ortamina ilave edilmistir. 5-FU
yiiklii lipozom/mikrojel kompozit sistemden ilag salim1 37 °C, 42 °C 0,01 M fosfat tampon
cozeltisi (PBS) ve 37 °C serum fizyolojik icerisinde yapilmistir. DPPC lipozom/P(MEMA -
GMA) mikrojel kompozit sistemden 37 °C ve 42 °C sicakliklardaki 5-FU ila¢ etken
maddesinin salim grafigi karsilastirmali olarak incelendiginde, ilacin her iki sicaklikta da
ayni hizla salindig1 ortaya ¢ikmistir. Bu sonug sistemin sicaklik duyarli olmadig: fakat
salimin kararli oldugu anlamma gelmektedir. P(MEMA-GMA) mikrojel ve DPPC
lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemden, 5-FU ila¢ etken maddesinin in-vitro 37 °C
sicaklikta salimi incelendiginde lipozom/mikrojel sistemden ila¢ etken maddesinin saliminin
mikrojelden ilag etken maddesi saliminda daha yavas oldugu sonucu ortaya ¢ikmistir. DPPC
lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemin 5-FU ilag etken maddesini daha kontrollii bir
sekilde saldig1 sonucuna ulasilmistir. 5-FU ila¢ etken maddesinin P(IMEMA-GMA) mikrojel
ve DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistemden 42 °C sicaklikta salim grafigi
incelendiginde yine bu sicaklikta mikrojelin lipozom/mikrojel sistemden daha hizli ilaci
saldig1 sonucuna varilmistir.  5-FU yiiklii lipozom/mikrojel sistemin hedefe yonlendirme
caligmasinda kullanilmasi amaci ile, sistemin yiizeyinde Fe3Os manyetik nanopartikiil
sentezi saglanmistir. Kompozit sistemden ilag salimi1 37 °C, 42 °C 0,01 M PBS ve 37 °C
serum fizyolojik igerisinde yapilmistir. /n-vitro salim ¢alismalar1t HPLC ile 266 nm sabit

dalga boyunda UV-vis. spektroskopisi kullanilarak incelenmistir.

DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem, Fe3O4 manyetik NPs iceren DPPC
lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem ve 5-FU igeren Fe3Os manyetik NPs iceren
DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem kompozit sistem kullanilarak CD-1 disi
farelerde olusturulan meme kanseri modeli tedavisi kontrol grubu ve serbest 5-FU
uygulanmasi ile elde edilen sonuglar RT-PCR ve patolojik olarak degerlendirilmis ve ayni
zamanda immiinohistokimyasal boyama metodu ile dokular degerlendirilmistir. RT-PCR
sonuglarina gore kontrol grubu olarak adlandirilan grupta TS reseptdriin mRNA orant

beklendigi gibi 5-FU ilag¢ etken madde ile tedavi edilen gruptan yiiksektir. Burada 6nemli
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olan sonu¢ 5-FU ila¢ etken maddesi iceren Fe3Os4 manyetik NPs igeren DPPC

lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem enjekte edilen CD-1 disi farele/rde TS reseptor
oraninin nRNA diizeyi 6nemli derece azalmistir. Ayrica 5-FU ilag etken maddesi igermeyen
Fe304 manyetik NPs igceren DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem enjekte edilen
CD-1 disi farelerde de TS reseptor mRNA orani azalmistir. PR resoptorii mRNA diizeyinde
de istatistiksel olarak anlamli bir azalma belirlenmistir. EFGR ve ER reseptor miktar1 da 5-
FU igeren Fe3;O4 manyetik NPs iceren DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit
sistem ile tedavi edilen farelerde azalmis fakat bu azalma istatistiksel olarak anlam ifade
etmemistir. Bu sonuglara gére meme kanserinin 6nemli gostergelerinden olan Ostrojen,

progesteron ve EFGR miktar1 azalmis yani CD-1 disi fareler tedaviye yanit vermiglerdir.

Imminohistokimyasal boyama sonuglarina gére ise kontrol grubu, serbest 5-FU,
DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel, Fe3Os manyetik NPs igeren DPPC
lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem ve 5-FU yiiklii Fe304 manyetik NPs iceren DPPC
lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel sistem kompozit sistem kullanilan ile tedavi edilen
gruplarin timor dokularinda, tiimor olusturulmasi sirasinda kullanilan MCF-7 hiicre
hattindan dolay1 beklendigi gibi ER pozitif, PR pozitif ya da negatif, Cerb-B2 negatif skor
gostermistir. Tlim gruplarda tliimor dokusunun olustugu patolojik olarak ortaya koyulmustur.
Imminohistokimyasal boyama metodu ile incelenen tiim gruplarda 5-FU ilag etken
maddenin meme kanseri etkisi sonucu ortaya ¢ikan Onemli bir gen olan p53 geni
incelenmistir. Cikan sonuglara gore kontrol grubunda negatif (%0) olan p53 geni serbest 5-
FU tedavi edilen grupta %45 degerinde belirlenmistir. DPPC lipozom/P(MEMA-GMA)
mikrojel ile tedavi edilen gruplarda da sasirtici bir sekilde %30 civarinda p53 gen
reseptoriine rastlanmistir. FesOs4 manyetik NPs iceren DPPC lipozom/P(MEMA-GMA)
mikrojel kompozit sistem enjekte edilen grupta pS3 geni %25 dolayinda, 5-FU yiiklii Fe3O4
manyetik NPs iceren DPPC lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit sistem enjekte
edilen grupta ise %60 degerine ¢ikmistir. RT-PCR ile incelenen TS enzim reseptdriinde
belirlenen azalma ve immiinohistokimyasal boyama ile incelenen p53 geninde belirlenen
artma belirlenmigstir. Serbest ilag ile 5-FU igeren Fe3Os manyetik NPs/DPPC
lipozom/P(MEMA-GMA) mikrojel kompozit sistem sistem enjekte edilen CD-1 farelerde
TS ve p53 i¢in ortaya ¢ikan sonuglar ikili olarak degerlendirildiginde ¢alismanin basarili bir
sekilde tamamlandig1 ve Fe3;Os4 manyetik NPs iceren DPPC lipozom/P(MEMA-GMA)

mikrojel kompozit sistemin ila¢ tasiyict ve salim sistemi olarak kullanilabilecegi



130

kanitlamigtir. Ayn1 zamanda ilag tasiyici sistemin 5-FU igermeyen sekliyle de tiimor dokuyu

etkiledigi ve p53 geninin olugma mekanizmasini tetikledigi sonucu da ortaya koyulmustur.
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Is ve Ogrenim Deneyimi

2010 yilindan bu yana Eskisehir Osmangazi Universitesi biinyesinde bulunan
Polimer Arastirma Laboratuvarinda, Prof. Dr. Vural Biitiin’in danigsmanliginda ¢esitli
projelerde gorev aldim. Bu siire zarfinda nano boyutlu partikiillerin sentezinde siklikla
kullanilan emiilsiyon polimerizasyonu, dispersiyon polimerizasyonu ve siispansiyon
polimerizasyonu gibi heterojen polimerlesme teknikleri {izerine ¢alismalar yaptim.
Cagimizin 6nemli ¢caligma alanlarinda biri olan stabilizor sentezi i¢in gerekli polimerizasyon
tekniklerinden serbest radikal polimerizasyonu, atom transfer radikal polimerizasyonu ve
grup transfer polimerizasyonu gibi homojen teknikleri kullanarak 6zgiin homo ya da blok
polimerlerin sentezi ve karakterizasyonu alanlarinda ¢aligmalar yiiriittiim. Ayrica elde edilen
polimer, mikro-nanojel ve latekslerin karakterizasyonunda proton NMR spektrumlarinin
alinmasi ve yorumlanmasinda, dinamik 11k sa¢ilim1 cihazi (DLS), statik 151k sagilimi cihazi
(SLS), TDA/DTA termal karakterizasyon, zetapotansiyometresi, yiizey gerilim dlger, UV-
vis spektrofotometresi, IR spektrofotometresi, jel gegirgenlik kromatografisi (GPC),
viskozimetre-densitometre  kombinasyonlu sistem, liyofilizatér, siiper santrifiij,
refraktometre, SEM ve TEM cihazlarinin kullaniminda 6nemli deneyime sahip olup, bu
cihazlarin ¢ogu ic¢in kullanma sertifikasina sahibim. 2010 yilinda “Yiizeyaktif Suda
Coziinebilir (Ko)Polimerlerin Sentezi ve Metal Nanopartikiil Sentezinde Kullanimlart”
baslikl iiniversite destekli projede calistim. Proje cergevesinde suda ¢oziinen polimerlerin
sentezi karakterizasyonu ve bu polimerler biinyesinde altin, giimiis, platin nanopartikiillerin

sentezi, bu polimerik nanopartikiillerin katalitik aktiviteleri ve anti-mikrobiyal etkinlikleri



ile ilgili ¢aligmalar1 siirdiirdiim. 111T974 kodlu “Yeni Tip Cevre Duyarli Mikrojel
Biinyesinde Metalik Nanopartikiillerin Hazirlanmast ve Katalitik Uygulamalar:” baglikll
TUBITAK projesinde tam burslu olarak c¢alisitm. Bu proje kapsaminda sentezlenen,
boyutlar1 100-300 nm araliginda degisen mikrojellerin pH, sicaklik, tuz konsantrasyonu gibi
cevresel etkilere duyarliliklart ve karakterizasyon c¢alismalarini, bu mikrojeller yilizeyinde
manyetik Fe;O4 nanopartikiillerin sentezi ve dis etki ile partikiillerin hedeflendirilmesi

izerine ¢aligmalar yaptim.

Ayn1 zamanda yine boyutlar1 100-300 nm arasinda degisen mikrojellerin igerisinde
altin, giimiis ve platin nanopartikiillerin (9-12 nm) sentezini ve karakterizasyon ¢aligsmalarini
yaptiktan sonra yine bu malzemeler ile gesitli organik reaksiyonlarin katalitik aktiviteleri ve
13 farkli gram pozitif ve gram negatif bakteriler ve maya iizerine etkinlik caligmalarini

gerceklestirdim.

Doktora tez calismast TUBITAK 2211-C Oncelikli Alanlara Yénelik Yurt igi
Doktora Burs Programi icerisinde bulunan ‘Saglik’ alaninin alt bilimi/teknoloji konulariyla
ilgili olarak "biyomalzemelerin gelistirilmesi" kapsamina giren biyomalzeme iiretimi ve
uygulamalar1 kapsaminda desteklenmektedir. Ayrica tez calismas1t TUBITAK 1002 Hizli
destek programi1 ve ESOGU BAP C-1 projesi cercevesinde desteklenmistir. Bu ¢alismada
ilag etken maddesinin salim ¢aligmalar1 in-vitro olarak yapilmistir. Ardindan ila¢ etken
madde igeren tasiyici sistemin meme kanser bolgesine yonlendirilmesi ve tedavi etkinlik

caligmalar1 in-vivo olarak siirdiiriilmiistiir.

Yurtdist arastirma programi kapsaminda Northeastern Universitesi-BOSTON/ABD
Farmasotik Biyoteknoloji ve Nanotip Merkezi’nde Prof. Dr. Vladimir Torchilin gozetiminde
yapilan caligsmalarda, hiirce kiiltiirii olusturulmasi1 ve amag¢ dogrultusunda tedavi
caligmalarinda gézlem ve uygulama imkani buldum. Doktora tez ¢alismalar1 kapsaminda
hazirlanan lipozom ve/veya lipozom/polimerik sistemlerin MCF-7 meme kanseri hiicre hatti
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imkanim ortaya ¢ikt1.
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