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OZET

RNA VEYA ILAC TASIYICI OLARAK FOSFAZEN NANOKOMPOZITLERININ
SENTEZi VE KARAKTERIZASYONU

Fatma OZSOY
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Prof. Dr. Ozgiir OZAY

08/06/2023, 68

Biyomedikal alanindaki hizli gelismelerle birlikte mikro/nanopartikiiller, polimerik
sistemler, miseller ve hidrojel sistemleri gibi bir¢ok ila¢ dagitim sistemi, 6zellikle kanser
tedavisi ve doku miihendisligi olmak tiizere birgok hastaligin klinik tedavisinde sayisiz
avantaj sunmaktadir. Giiniimiizde, ilag dagitim sistemleri, sistemik dagitimdan organ ve
hiicresel hedeflemeye kadar siirekli ve kontrollii ilag salimi1 i¢in gelismis programlanabilir

dagitim sistemlerine ge¢is yapmistir.

Yapilan ¢alismada halkali yapiya sahip bir tiir fosfazen kullanilarak nano ve mikro
boyutlarda farkli kompozit partikiiller sentezlendi. Sentezlenen partikiiller bir ilag/gen
tastyici olarak hedef ilag ve hastaliga gore farkli yontemler ile modifiye edildi. [lk asamada
tRNA tasinmasi amaciyla sentezlenen nanopartikiiller altin nanopartikiiller ile modifiye
edilerek metal kompozitleri olusturuldu. Ikinci asamada kanser tedavisi amaciyla yapisinda
bir tiir aminoasit bulunduran mikropartikiiller sentezlendi ve kuarternize edilerek
elektrostatik etkilesimler yardimiyla ilag tutma kapasiteleri artirildi. Her iki sistemin de
uygun tampon ¢ozeltiler icerisinde in vitro ila¢ salim davramslari arastirildi. Ilag salim
davranislarini incelemek i¢in partikiiller farkli kinetik modeller kullanilarak matematiksel
olarak modellendi. Mikro/nanopartikiiller FT-IR, TEM, SEM-EDX, TGA, XRD, XPS gibi
aletsel yontemler kullanilarak ayr1 ayri karakterize edildi. Ayrica partikiillerin antibakteriyel
ozellikleri, Escherichia Coli, ATCC 8739 (gram-negatif), Staphylococcus Aureus, ATCC
6538 (gram-pozitif), Pseudomonas Aeruginosa, ATCC 27853 (gram-negatif), bakteri tiirleri
ve Candida Albicans, ATCC 90028 (bir tiir mantar), gibi farkli bakteri tiirleri tizerinde
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arastirildi. Son olarak mikropartikiillerin antikanser 6zelligi in vitro HT-29 kolon kanseri

hiicreleri Uizerinde denendi.

Anahtar Kelimeler: Ilag/Gen Tasiyici, Nanopartikiil, Mikropartikiil, Polimerik

Sistem, Antikanser, Antimikrobiyal



ABSTRACT

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF PHOSPHAZENE
NANOCOMPOSIDES AS RNA OR DRUG CARRIER

Fatma OZSOY
(Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies

Master of Science Thesis in Bioengineering

Supervisor: Prof. Dr. Ozgiir OZAY

08/06/2023, 68

With the rapid developments in the field of biomedical, many drug delivery systems
such as micro/nanoparticles, polymeric systems, micelles and hydrogel systems offer
numerous advantages in the clinical treatment of many diseases, especially cancer therapy
and tissue engineering. Today, drug delivery systems have transitioned to advanced
programmable delivery systems for sustained and controlled drug release, from systemic

delivery to organ and cellular targeting.

In the study, different composite particles in nano and micro sizes were synthesized by
using a kind of phosphazene with a ring structure. The synthesized particles were modified
with different methods according to the target drug and disease as a drug/gene carrier. In the
first stage, the synthesized nanoparticles for tRNA transport were modified with gold
nanoparticles and metal composites were formed. In the second stage, microparticles
containing a kind of amino acid in their structure were synthesized for the purpose of cancer
treatment and their drug holding capacity was increased by quaternization with the help of
electrostatic interactions. In vitro drug release behavior of both systems in appropriate buffer
solutions was investigated. Particles were mathematically modeled using different kinetic
models to examine their drug release behavior. Micro/nanoparticles were individually
characterized using instrumental methods such as FT-IR, TEM, SEM-EDX, TGA, XRD,

XPS. Inaddition, the antibacterial properties of the particles were determined by Escherichia

Vi



Coli, ATCC 8739 (gram-negative), Staphylococcus Aureus, ATCC 6538 (gram-positive),
Pseudomonas Aeruginosa, ATCC 27853 (gram-negative), bacterial species and Candida
Albicans, ATCC 90028 (a type of fungus), were investigated on different bacterial species
such as Finally, the anticancer properties of microparticles were tested on HT-29 colon

cancer cells in vitro.

Keywords: Drug/Gene Carrier, Nanoparticle, Microparticle, Polymeric System,

Anticancer, Antimicrobial
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SIMGELER VE KISALTMALAR

HCCP Hekzaklorosiklotrifosfazen

AEP 1-(2-Aminoetil) Piperazin

PP Fenolftalein

LEE L-Lizin Etil Ester

ATA 4-Amino-4H-1,2,4 Triazol

TEA Trietilamin

HCI Hidroklorik Asit

TSB Triptik Soya Suyu

TSA Triptik Soya Agari

PBS Fosfat Tampon Cozeltisi

NaDc Diklofenak Sodyum

AuNp Altin Nanopartikiil

HCCP-AEP Tastyict polimerik nanopartikiil

HCCP-AEP@Au Altin  kompozitleri olusturulmus tasiyict polimerik
nanopartikiil

HCCP-PP-LEE Tastyict polimerik mikopartikiil

HCCP-PP-LEE-ATA-Q Kuarternize edilmis tasiyict polimerik mikopartikiil

FT-IR Fourier Dontisiimlii Kizil6tesi Spektroskopisi

Uv-Vis Ultraviyole-Goriiniir Spektroskopi

TGA Termogravimetrik Analiz

TEM Gegirimli Elektron Mikroskobu

SEM-EDX Taramali Elektron Mikroskobu-Enerji Dagilimli X-1g1m1
Spektroskopisi

XRD X-Isim1 Difraktometresi

XPS X-Isin1 Fotoelektron Spektroskopi

AAS Atomik Absorbsiyon Spektrometresi

DMSO Dimetil Stlfoksit

DMEM Hiicre kiiltiirii besi yeri

MTT 3-(4,5-dimetil-tiyazolil)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir
testi

PS Streptomisin
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DL
EE
EPR
pH
DNA
RNA
PEI
PLL
PAA
PAE
PLGA
PEG
PLA
PCL
dk
eV
kHz
rpm
cm
mm
pm

nm

mL

mg
mg/L
mg/g
mM

°C
Qt
Qo

Ilag yiikleme yiizdesi

Ilag tutma verimliligi
Arttirilmis gegirgenlik ve tutma
Hidrojen potansiyeli
Deoksiriboniikleik Asit
Ribontikleik Asit
Polietilenimin

Poli-L Lizin

Poliamidoamin
Poliaminoester
Polilaktik-ko-Glikolik Asit
Polietilen Glikol

Polilaktik Asit
Polikaprolakton

Dakika

Elektron volt

Kilohertz

Dakikadaki devir sayist
Santimetre

Milimetre

Mikrometre

Nanometre

Mikrolitre

Mililitre

Gram

Miligram

Birim litreye karsilik gelen miligram
Birim grama karsilik gelen miligram
Milimolar

Mikromolar

Santigrat derece

t aninda ¢Oziinen ilag miktari

Cozeltideki baslangic ilag miktari
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Ko

Co

KH
Mt/Moo

RZ

Sifir dereceli kinetik sabiti

Ilag konsantrasyonu

[lacin baslangi¢ konsantrasyonu
Birinci dereceden hiz zaman sabiti
Higuchi kinetik salim katsayisi

t zamaninda salinan ilacin fraksiyonu
Salim hiz sabiti

Difiizyon iissii

Serbest salim kinetik sabiti

Regresyon sabiti
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TABLOLAR DIZIiNi

Tablo No Tablo Adi Sayfa No

Gii¢ yasasinin n iissii ve farkli geometriye sahip polimerik

Tablo1 kontrollii salim sistemlerinden ilag salim mekanizmasi.

24

HCCP-AEP ve HCCP-AEP@AU nanoparg¢aciklarindan ilag ve
gen saliminin hiz sabitleri ve korelasyon kat sayilari, asagidaki
Tablo 2 kinetik modeller kullanilarak hesaplanmistir: Zero-order, First- 44
order, basitlestirilmis Higuchi, Korsmeyer—Peppas ve Hixson-
Crowell kinetik model.

HCCP-PP-LEEMP ve HCCP-PP-LEE-ATA-QMP

Tablo 3 mikrokiirelerin ila¢ yiikleme kapasiteleri.

o1

HCCP-PP-LEEMP’s ve HCCP-PP-LEE-ATA-QMP
mikropartikiillerinden ila¢ saliminin hiz sabitleri ve korelasyon

Tablo 4 kat sayilar1, asagidaki kinetik modeller kullanilarak 53
hesaplanmustir: Zero-order, First-order, basitlestirilmis Higuchi,
Korsmeyer—Peppas ve Hixson-Crowell kinetik model.
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Sekil 11

Sekil 12

Sekil 13

Sekil 14
Sekil 15
Sekil 16

Sekil 17

Sekil 18

Sekil 19

SEKILLER DIiZiNi

Sekil Adi
Nano tasiyici sistemler.

Polimer-ila¢ konjugatlari i¢in 6rnek bir sentez mekanizmasi ve
potansiyel uygulama alanlari.

Farkli sekil 6zelliklerine sahip nanopartikiiller.
Cesitli polimer sistemlerinin molekiiler mimarisi (zincir yapisti).
Farkl1 kopolimer baglantilarinin bir &zeti.

Polimerik nanopartikiillerin fonksiyonel malzemeler ile yiizey
islevsellestirilmesi.

Solvent buharlagtirma yontemi.

Emiilsifikasyon—solvent difiizyon yontemi.

Coziicii yer degistirme yontemi.
Hekzaklorosiklotrifosfazenin (HCCP) kimyasal yapisi.
Halka agma polimerizasyonunun reaksiyon mekanizmasi.
Canli katyonik polimerizasyon mekanizmasi.

HCCP-AEP nanokiirelerin sentezi ve Au nanopartikiiller ile
kompozitlerinin olusturulmasi.

Nanokiirelere ait RNA/ilag ylikleme mekanizmasi.

Nanokiireler icin RNA/ila¢ salim gosterimi.

HCCP-AEP nanokiirelerinin sentezinin sematik gosterimi.
HCCP-AEP nanokiirelere ait FT-IR spektrumlari.

Nanokiirelere ait TEM goriintiileri. (a) phz-AEP (1/3), skala: 100
nm b) phz-AEP (1/4), skala: 1 um c) phz-AEP (1/6), skala: 2 um
d) Nanokiirelerin parcacik boyut dagilimi analizi, TEM

goriintlisii i¢in skala: 100 nm. Analiz Image] programi
kullanilarak yapildu.

@) HCCP-AEP  nanokiirelerin  yiizeylerinde  altin
nanopartikiillerin sentezi, (b ve ¢) HCCP-AEP nanokiirelerin
SEM goriintiileri (d ve ) HCCP-AEP@Au nanokiirelerin SEM
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Sekil 20

Sekil 21

Sekil 22

Sekil 23

Sekil 24

Sekil 25

Sekil 26

Sekil 27

Sekil 28

Sekil 29

Sekil 30

Sekil 31

Sekil 32

Sekil 33

goriintiileri. (b ve d) igin skala: 20 um, (¢ ve e) i¢in skala: 4
pm’dir.

HCCP-AEP@Au nanokiirelerinin element haritalamasi, (a) N,
(b) P, (c) Cl, (d) Au, (e) EDX spektrumu.

HCCP-AEP ve HCCP-AEP@Au nanokiirelere ait XRD
spektrumlari.

HCCP-AEP ve HCCP-AEP@Au nanokiirelere ait TGA egrileri.

HCCP-AEP@Au nanokiirelere ait XPS analizi (a) tam tarama
spektrumu (b) dar tarama spektrumu.

HCCP-AEP ve HCCP-AEP@Au nanokiirelerinden (a) RNA
salimi, (b) NaDc salimi.

HCCP-AEP i¢in antimikrobiyal aktivite testlerinin goriintiileri
(@) E. Coli (b) S. Aureus (c) C. Albicans. HCCP-AEP@Au (d) E.
Coli (e) S. Aureus (f) C. Albicans.

HCCP-PP-LEEMP ve HCCP-PP-LEE-ATA-QMP
mikrokiirelere ait sentez ve kuaternizasyon mekanizmasi.

HCCP-PP-LEEMP ve HCCP-PP-LEE-ATA-QMP
mikrokiirelere ait FT-IR spektrumlart.

HCCP-PP-LEE-ATA-Q mikro kiirelere ait TEM goriintiileri. (a)
HCCP-PP, (b) HCCP-PP-LEE, (c) HCCP-PP-LEE-ATA, (d)
HCCP-PP-LEE-ATA-Q. (a ve b) i¢in sakala: 1 um ve (c ve d)
icin skala: 500 nm’dir.

Mikrokiirelere ait SEM gorintiileri. (a) HCCP-PP-LEEMP, (b)
HCCP-PP-LEE-ATAMP, (c) HCCP-PP-LEE-ATA-QMP. Tim
goriintiiler i¢in skala: 1 pm’dir.

HCCP-PP-LEEMP, HCCP-PP-LEE-ATAMP ve HCCP-PP-
LEE-ATA-QMP mikrokiirelere ait TGA egrileri.

HCCP-PP-LEEMP, HCCP-PP-LEE-ATAMP ve HCCP-PP-
LEE-ATA-QMP mikro kiirelera ait ilag salim grafikleri. (a)
Mikrokiirelerden cimetidine (%) salim1 (b) NaDc (%) salimi, (c)
HCCP-PP-LEE-ATA-QMP ve NaDc elektrokimyasal etkilesim
mekanizmasi.

HCCP-PP-LEEMP ve HCCP-PP-LEE-ATA-QMP
mikrokiirelere ait antimikrobiyal analiz sonuglari.

HCCP-PP-LEEMP, HCCP-PP-LEE-ATA-QMP ve HCCP-PP-
LEE-ATA-QMP@Cimetidine  mikro  kiirelerinin  HT-29
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hiicreleri iizerindeki hiicre proliferasyonu etkileri. *P degeri <
0,05.

XVii



BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Ilag tasiyic1 farmasotik sistemler saglik ve tip alanlarinda biiyiik bir 6neme sahiptir.
Ayn1 zamanda ilag tasiyict materyaller kullanilarak giiniimiize kadar farkli yontemler ile
gelistirilmistir ve bulasici veya bulasici olmayan bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmistir.
Bunun yani sira gelistirilmis olan bu tastyict sistemler hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavi
edilmesinde baz1 yonlerden yetersiz kalabilmektedir. Hastaligin tedavisi sirasinda hastalara
uygulanan ilaglarin dozajindaki olumsuz artiglar ve buna bagli olarak hastada istenmeyen
yan etkiler olusmasi, canli viicudunda sitotoksik etki aciga ¢ikmasi gibi bazi durumlar
gdzlemlenebilmektedir. Ideal bir ilag tastyict sistem inert, biyouyumlu, mekanik olarak
giiclii, hasta i¢in rahat, yiiksek ila¢ ylikleme kapasitesine sahip, kontrollii ve giivenli ilag
salim davranisina sahip, uygulamasi, imal etmesi ve sterilize etmesi kolay olmalidir.
Kontrollii ilag tasiyict sistemlerin amaci genellikle ilacin uzun siire boyunca kan dolasiminda
sirkiile olabilecek bir uygulama profili elde etmektir. Geleneksel ilag tasiyict sistemlerde,
kandaki ilag seviyesi, ilacin her uygulamasindan sonra seviyenin yiikseldigi ve ardindan bir
sonraki uygulamaya kadar diistiigii gdzlemlenir. ila¢ uygulamalarinda istenen aralik, ajanin
kan seviyesinin, toksik bir seviyeyi temsil edebilecek bir maksimum deger ile ilacin artik

etkili olmadig1 minimum bir deger arasini temsil eder (Heng 2018; Hoffman 2008).

1.1. Nano/mikro Temelli Kombinasyonel ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Nano/mikro olgekteki ilag tasiyict sistemler, aktif hedefleme ve pasif hedefleme
yetenekleri sayesinde terapotik maddelerin biyolojik dagilimini iyilestirmek i¢in farkh
sekillerde tasarlanabilir. Literatirde kombinasyonel tedaviler ic¢in hedeflemenin
avantajlarindan yararlanarak tasarlanmis, lipozomlar, miseller, nanopargaciklar, polimer-
ilag konjugatlart gibi yerlesik nanotasiyicilar, dendrimerler, nanohiicreler ve

mikropartikiiller mevcuttur (Sekil 1) (Zhang, Wang ve Yang 2011).
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Sekil 1. Nano tastyict sistemler.

1.1.1. Lipozomlar

Lipozomlar, énemli miktarda suyu igerisine alabilen membrandéz bir lipit ¢ift
tabakadan olusan kapali kiiresel vezikiiller olarak tanimlanabilir (Sekil 1). Lipozom gift
tabakasi esas olarak, gecirgenlik, yiikk yogunlugu ve sterik engel dahil olmak {izere, ortaya
cikan lipozomlarin baskin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini etkileyen dogal ve sentetik
fosfolipidler ve kolesterol temelli yapilardir. Lipozomlar hem hidrofilik hem de hidrofobik
bilesikler icin tasiyict olma yetenegine sahiptir ve bunlar1 sirastyla ya i¢ sulu ¢ekirdekte ya
da lipit ¢ift tabakasinda kapsiilleyerek tasima islemini gerceklestirirler. Lipozomlar
genellikle kanser tedavisi amaciyla klinik uygulamalar i¢in tek bir terapotik ajani tasima

amaciyla gelistirilmislerdir (Bawarski vd., 2008).

Bazi uygulamalarda, tercih edilen ilaglarin farkli 6zelliklerinden veya elde edilen
formiilasyonun kararsizligindan dolayi, farkli ilaglar tek bir yiikleme yontemiyle tek bir
lipozomal formiilasyona dahil edilemez. Bu gibi durumlarda, bir kombinasyonel dagitim

sistemi olusturmak amaciyla gesitli yiikleme teknolojileri tercih edilebilir.

Lipozomlarin dahili sulu ¢ekirdeginde iki farkli ilag kapsiillenebilir. Buna ek olarak,
farkl1 ¢oziintirlikklere sahip (yagda ¢oziiniir ve suda ¢oziiniir) ilaglar sirasiyla lipozomlarin

lipit ¢ift tabakasina ve sulu fazina dahil edilebilir (Rosenthal vd., 2002).



1.1.2. Miseller

Miseller, konsantrasyonu kritik misel konsantrasyonunun iizerinde oldugunda
amfifilik blok veya as1 kopolimerinden kendiliginden olusan kolloidal ¢ekirdek-korona
yapilaridir (Sekil 1). Misellerin hidrofobik ¢ekirdegi, suda az ¢6ziinen ilaglar i¢in bir depo
gorevi gorirken, dis hidrofilik kabuk, kapsiillenmis ilaclar1 koruyabilir ve kan dolagim
stirelerini uzatabilme avantaji saglar. Bu sayede miseller ila¢ dagitimi i¢in uygun birer

tastyict olma ozelligi gosterirler (Suri, Fenniri ve Singh 2007).

Cesitli terapotikleri misellere yiiklemenin farkli yollar1 vardir. Bunlardan bir digeri,
ilaclar1 cekirdek fazinda kapsiillemenin yani sira, kompleks olusturma veya elektrostatik
etkilesim yoluyla misel-terapotik konjugatlari olusturmaktir. Bu sayede, biyoaktif ajanlar
ilag yiiklii miseller ile birlestirilebilir ve sinerjistik/kombine terapotik etkinlik elde etmek
icin hedef hiicrelere birlikte iletilebilir. Son yillarda, ¢cok ajanli dagitim i¢in anyonik gen,
protein veya diger ilag tiirleri ile kompleksler olusturmak {izere ila¢ yiiklii miselleri kullanan

birkag sistem gelistirilmistir (Bae vd., 2007).

1.1.3. Polimer-ila¢ Konjugatlar

Son yillarda, 6zellikle kanser tedavisi basta olmak tizere hastalik tedavileri i¢in yeni
"nanoilaglar" olarak polimer-ilag konjugatlarina olan ilgi giderek artmaktadir. Geleneksel
disiik molekiil agirlikli ilaglar kullanilirken dolasimdan hizli bir sekilde temizlenmesi,
patolojik bolgelerde zayif birikme ve normal hiicre/dokuya yonelik istenmeyen toksisite
nedeniyle, bir 'polimerik 6n ilag' olarak polimer-ila¢ konjugatlar1 kavrami bu sorunlarin
tistesinden gelme amaciyla gelistirilmistir (Afsharzadeh, Hashemi, ve Mokhtarzadeh 2018;
L. Zhang ve. 2020). Sekil 2’de 6rnek bir polimer-ilag konjugati i¢in sentez mekanizmasi ve
potansiyel uygulama alanlar1 verilmistir. Burada R1 ve R2 tercih edilen polimer ile anlamli

fonksiyonel gruplara sahip ilag molekiillerini temsil etmektedir.

Bir polimer-ilag konjugati olusturmak i¢in, genellikle kiigiik bir molekiiler ilag bir
lineer polimerin yan zincirine bir baglayici araciligiyla kovalent olarak baglanir. Arttirilmis
gegirgenlik ve tutma (EPR) etkisiyle tiimor segiciligi, azalan toksisite, artan ila¢ ¢oztiniirligi
ve serbest ilaglara kiyasla bazi ilag direnci mekanizmalarmin bertaraf edilmesi gibi
avantajlar nedeniyle, yerlesik antikanser ajanlarla bircok polimer-ila¢ konjugati klinik olarak

test edilmistir (Greco ve Vicent 2009).
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Sekil 2. Polimer-ilag konjugatlar i¢in 6rnek bir sentez mekanizmasi ve potansiyel

uygulama alanlart.

1.1.4. Nanopartikiiller

Boyutlart <I pm olan nanopartikiiller, bir tiir koloidal kati pargacik olarak
tanimlanabilirler. Esas olarak dogal veya sentetik polimerlerden ve baz1 durumlarda polimer

ve diger malzeme tiirlerinin kombinasyonundan birgok farkli sekilde hazirlanabilir (Sekil 3).
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Sekil 3. Farkli sekil 6zelliklerine sahip nanopartikiiller.

Hazirlama yontemine bagli olarak, terapdtik maddeler nanoparcacik matrisinde
tutulabilir, i¢inde ¢oziilebilir veya ona eklenebilir. Hedef ilaglar i¢in tasiyict bir eleman
olarak nanopargaciklar, yalnizca farmakokinetigini ve biyolojik dagilimini degistirerek
yiklii ilacin terapotik etkinligini arttirmakla kalmaz, ayn1 zamanda ilaglarin aktif hedefleme
veya uyarana duyarli kontrollii salimi1 gibi belirli bir amaci gergeklestirmek i¢in daha fazla

islevsellestirmeye de izin verir (Singh ve Nalwa 2007).

Kat1 bir hidrofobik cekirdek ve bir lipit veya polimerlipid hibrit tek tabakasindan
olusan lipit veya lipit bazli nanopartikiiller mevcuttur. Bunlar, terapétik peptitler, proteinler
ve antijenler gibi biyoaktif maddeler i¢in nanotasiyict gorevi gormektedir (Lombardo,
Kiselev ve Caccamo 2019).

Kanser gibi riskli hastaliklarin optimum tedavisi i¢in, halihazirda var olan ilag
tastyicilarinin 6zelliklerini iyilestirecek sekilde islevlendirilmesi énemlidir. ila¢ dagitim
sistemlerinde, bilesik etkilere sahip cok islevli nanopargaciklar, Ornegin hedefleme
ozgiilliigi, teshis ve gorilintiileme yetenegi, optimize edilmis farmakokinetik ve farmasotik
ajanlarin kombine salimlar1 bu sistemlerden beklenen 6zellikler arasindadir (Yang vd.,
2007).



1.1.5. Diger Nanotasiyicilar

Literatiirde yer alan lipozom, misel gibi nano tasiyicilarin yani sira, kombinasyonel
terapilerde ¢oklu terapdtik ajanlari birlikte salimlarint gergeklestirmk igin dendrimerler,
polimerzomlar, mezogodzenekli silika nanopartikiiller, nanohiicreler gibi nano boyutlarda
diger bazi arag tirleri gelistirilmistir (Z. Li vd., 2017). Dendrimerler, i¢ ara bosluk ve
terminal fonksiyonel gruplar1 igeren benzersiz yap1 ve Ozellikler sayesinde, ilag
molekiillerinin i¢ kisimlarinda tutulmasina ve hidrofobik/hidrojen bagi etkilesimleri veya

elektrostatik etkilesimler yoluyla yiizeye baglanmasina izin verir.

Polimerzom, bir i¢ sulu liimene ve kalin bir hidrofobik ¢evreye sahip olan polimer
bazli bir kabuk yapisina sahiptir. Bu yap1 6zellikleri sayesinde polimerzomlara hidrofilik ve
hidrofobik ilaglarin eszamanl ytliklenmesiyle bir ortak dagitim sistemi gerceklestirilebilir

(Hasannia vd., 2022).

1.1.6. Mikropartikiiller

Tasiyict sistem olarak gorev yapan mikropartikiillerin boyutlar1 genellikle 1-1000
pm arasindadir. Nano tastyicilarla karsilastirildiginda, daha biiyliik hacime sahip olan
mikropartikiiller, biyomakromolekiiler ilaglar1 (6rn. protein, niikleik asit ve antikor) veya
daha kiigiik molekiiler ilaglari kapsiillemeyi kolaylastirabilir. Diger yandan mikropartikiiller
uzun stireli bir ilag salimina olanak saglarlar. Mikropartikiiller, emiilsiyonun katilagtirilmasi,
koaservasyon, solvent buharlagtirma ve solvent ekstraksiyonu gibi birgok yontem ile
iiretilebilirler. Glinlimiizde bir¢ok mikropartikiil ilag salim formiilasyonu klinik deneylerden
gecmistir ve bazilar terapotik ajanlarin kombinasyon halinde verilmesi i¢in tiretilmis ve

laboratuvar ¢alismalari gergeklestirilmistir (de Azevedo vd., 2018).

1.1.7. Y1gin Malzemelere Dayah Tasiyici Sistemler

[lag salim sistemlerinde siklikla tercih edilen nanopartikiillerin yam sira hidrojeller,
lifli matlar veya filmler ve farkli tasiyicilardan elde edilen kompozit yapilar dahil olmak
iizere yigin malzemeler, yerel ila¢ dagitimi i¢in yaygin olarak kullanilir. Ayrica,
nanotastyicilar kullanilirken hiicresel alim yoluyla hedef bdlgelerde ilag birikimi
olusturulabilir. Bu sayede yigin malzemeler, enjekte edilebilir veya tedavi edilen alanin

yakinina implante edilebilir, bu da ilaglarin yavasca ayristirilabilecegi bir depo 6zelligi
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gosterir. Boylece, uzun siire boyunca patolojik bolgede yiiksek bir lokal ila¢ konsantrasyonu

korunabilir (H. Zhang, Wang ve Yang 2011).

1.1.8. Hidrojeller

Hidrojeller ¢apraz bagli hidrofilik polimerlerden iiretilmis hacimce sisme 6zelligine
sahip ag yapilardir. Doku benzeri elastikiyetleri ve iyi biyouyumluluklar1 nedeniyle
biyomedikal uygulamalarda siklikla tercih edilirler. Ayrica hidrojeller, besinler ve suda
cozlinen maddeler (6rnegin hidrofilik ilaclar) i¢in yiiksek gecirgenlige sahiptir, bu da onlari
ilag salim1 i¢in potansiyel bir tasiyici sistem haline getirir (Rajan vd., 2022). Giinlimiize
kadar Kontrollii ilag salim uygulamalar1 i¢in, hidrojellerin gecirgenlik, uyaranlara yanit
verme yetenegi, biyolojik olarak parcalanabilirlik ve ylizey islevselligi gibi 6zellikleri
aragtirmacilar tarafindan tasarlanmis ve optimize edilmistir. Giiniimiizde, birden fazla ilacin
kontrollii salinimi igin tastyici olarak yeni hidrojeller tasarlamak ve tiretmek bu alandaki en
ilgi ¢eken konular arasindadir. ilaglarm hidrojel matrisinden salinma davranisi, sadece
ilaclarin fizikokimyasal 6zelliklerine degil, ayn1 zamanda ilaglarin nasil yiiklendigine de
baglidir. Bu konularda literatiirde farkli yontemler ile ¢alisilmig birgok arastirma mevcuttur

(Ozsoy vd., 2022).

1.1.9. Nanolifli Matlar

Nanolifli matlar, ilaglar igin kapsiilleme ve kontrollii salim kapasitesine sahip olan
sistemlerdir (Okuda, Tominaga ve Kidoaki 2010). Bir tiir ilag tasiyict veya doku
miihendisligi yap1 iskelesi olarak kullanima olduk¢a uygundur. Nanolifli kegeler, yaygin
olarak koaksiyel elektroegirme ile ve son zamanlarda emiilsiyon elektroegirme yoluyla elde
edilen ¢gekirdek-kabuk polimer liflerinden olusur. Emiilsiyon elektroegirmede, yaygin olarak
kullanilan emiilsiyon, hidrofobik ve hidrofilik ilaglarin birden fazla tedavinin bir arada
uygulanmasi1 amaciyla farkli fazlarda (yagh faz ve sulu faz) ayri ayr ¢ozilebildigi, elde
edilen elyaf kegesini potansiyel bir tagiyici haline getiren, yag i¢inde su emiilsiyonudur (Abu

Owida vd., 2022).



1.1.10. Kompozit Malzemeler

Farkli yapilara sahip malzemelerden olusan kompozit malzeme, ilag salim
davraniglart farkli yapilara sahip tasiyicilardan ayr1 olabileceginden, kombinasyon
tedavisinde ¢ok ajanli uygulama i¢in umut verici araglardan biridir. Giiniimiize kadar
hidrojel/misel kompozitleri, polimer nanotabaka/misel kompozitleri, mezogozenekli
cam/misel kompozitleri, hidrojel/mikropartikiil kompozitleri ve aljinat boncuk gémiilii ipek
fibroin yap1 iskeleleri gibi birkag kompozit sistem kombinasyon saglama amaci igin

tasarlanmig ve gelistirilmistir (Wei vd., 2009; Kim vd., 2009).

1.2. Polimer Sistemler

Polimerler, oldukca ¢esitli ve yaygin olarak kullanilan biyomalzeme siniflarindan
biridir. Genellikle serbest radikal polimerizasyon veya yogusma polimerizasyon yontemleri
sonucunda kovalent baglarla baglanan monomer birimlerinden olusurlar. Polimerler, ¢esitli
amaglar i¢in ayarlanabilen bir dizi fiziksel ve kimyasal 6zellige sahiptir ve diisiik maliyetle
kolayca fretilirler. Polimerler, sentezleri sirasinda hassas bir sekilde kontrol edilmesi
gereken yiiksek molekiiler agirliga sahip olma egilimindedir. Bir y1gin polimerin fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerini iiretmek veya tahmin etmek igin polimer agirliginin kontrol edilmesi
gerekir. Genel olarak, tibbi cihazlar ve nanoteknoloji gibi yapisal uygulamalar i¢in 10.000
daltondan daha biiyiik molekiiler agirliklara sahip tekli polimerler tercih edilir. Bununla
birlikte, 6zel uygulamalarda daha diisiik molekiiler agirlikli polimerler veya "oligomerler"
kullanilabilir; veya hem diisiik molekiiler agirlikli hem de daha yiiksek molekiiler agirlikli
polimerler, her iki polimer tiiriiniin benzersiz 6zelliklerini vermek tizere karigtirilabilir. Bir
polimerin fiziksel 6zelliklerini, tek tek molekiiller arasindaki etkilesimlerden veya polimerin
kendisinin ikincil yapisi belirler. Polimerler, dogrusal, dallanmig veya aglar gibi ¢esitli
yapilar elde etmek icin sentezlenebilir (Sekil 4). Boylece polimerler, 6zellikle ilag tastyict
sistemlerde ilag i¢in ¢esitli sekillerde modifiye edilebilen nanoparcaciklar ve hidrojeller gibi
karmagik veya basit yapilar olusturmak iizere sekillendirilmeye uygun yapilar olarak tercih
edilebilirler. Viicut veya hiicre sistemi igindeki fiziksel 6zelliklerin degisimi, endozomlar
veya lizozomlardaki pH degisimi ve oda sicakligindan viicut sicakligina gecis gibi polimer
sistemlerin ila¢ salim profilini manipiile etmek i¢in kullanilabilir. Gegis sicakligi ve viskozite
gibi fiziksel 6zellikler ve polimerlerin yiikii gibi kimyasal 6zellikler, polimer bazli ilag verme

sistemlerinde biiyilk 6neme sahiptir. Polimerlerin modifikasyonu, 1siya duyarli veya pH'a



duyarlh davranis gibi istenen 6zelliklere sahip polimer ilag verme sistemleri olusturmak icin
yaygin olarak kullanilir (MacHtakova, Thérien-Aubin ve Landfester 2022; Abasian vd.,
2020).
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Sekil 4. Cesitli polimer sistemlerinin molekiiler mimarisi (zincir yapisi).

1.2.1. Katyonik Polimerler

Katyonik polimerler, pozitif yiike sahip benzersiz bir polimer sinifidir. Cogu
katyonik polimer, protonlanabilen amin fonksiyonel gruplarina sahiptir, ancak bunlar
polimerik yap1 bakimindan (yani dogrusal, dalli veya ag baglantili) biiylik 6lctide farklilik
gosterir. Katyonik polimerler, yiiksek hiicresel alim ve transfeksiyon verimlilikleri ile gen
iletiminde viral olmayan vektorler olarak biiyiik potansiyel gdstermistir. Bunun nedeni,
pozitif yiiklii polimerler ile negatif yikli genetik materyal (6rnegin, DNA ve RNA)
arasindaki kararli etkilesimlerdir. Katyonik polimerlerin pozitif 6zellikleri, onlar1 negatif
yiike sahip hiicre zarlarina yaklastirir ve endositoz yoluyla etkili hiicresel alima izin verir.
Katyonik polimerler diisikk maliyetle tretilebilir ve ¢esitli amaglar igin kolayca modifiye
edilebilir. Ayrica anyonik polimerlerle birlestirilerek elektrokimyasal olarak aktif polimer
sistemlerin gelistirilmesine de olanak saglarlar. Tibbi uygulamalarda kullanimlarina ek

olarak, katyonik polimerler biyomalzemelerin gelistirilmesi i¢in yararli bir ara¢ haline



gelmistir. Jelatin, kitosan, katyonik siklodekstrin, katyonik dekstran, katyonik seliiloz,
polietilenimin (PEI), poli(L-lizin) (PLL), poliamidoamin (PAA), poliaminoester (PAE) gibi
polimerler katyonik polimerlere 6rnek olarak gosterilebilir (Chen vd., 2023; Smedt,
Demeester ve Hennink 2000).

1.2.2. Anyonik Polimerler

Anyonik polimerler, fizyolojik kosullarda negatif yiike sahip olan polimer tiirleridir.
Anyonik polimerlerin ¢ogu, omurgalarinda veya yan zincirlerinde genellikle hidroksil
gruplar1 veya karboksilik asitler bulundururlar. Bu 6zellikleri sayesinde anyonik polimerler
biyomedikal ve biyomalzeme uygulamalarinda siklikla tercih edilmistir. Katyonik
polimerlere benzer sekilde, anyonik polimerler de ¢esitli yapilara uyum saglayabilir ve
biyotipta arzu edilen uygulamalara sahip olan blok kopolimerlerde kolayca birlestirilebilir.
Aljinat, hiyaliironik asit, silikon, poli-1 glutamat, poliester ve polieterler dogal ve sentetik

olan anyonik polimerlere 6rnektir (Dar vd., 2017).

1.2.3. Notral Polimerler

No6tr polimerler herhangi bir fizikokimyasal yiike sahip degildir ve yapilarina bir
pozitif veya negatif kiigiik molekiil eklenerek katyonik veya anyonik olacak sekilde modifiye
edilebilir. Bitkilerde birincil bilesenler olan seliiloz ve amiloz gibi n6tr polisakkaritler, ilag
dagitim sistemleri de dahil olmak iizere bir¢ok uygulamada tercih edilmektedir. Seliiloz,
yeryiiziinde en ¢ok bulunan polimerlerden biridir. Ayn1 zamanda nanolifler ve mikrokiireler
gibi ¢esitli morfolojik seliilozlar, potansiyel ilag tasima sistemleri olarak kullanilmaktadir
(Zhao vd., 2015). Diger iyi bilinen polimerlere benzer sekilde PLGA, 3 ila 5 nm genisliginde
ve 0,05 ila 0,5 mm uzunlugundaki nanokristal seliiloz ile modifiye edilebilir, kontrollii ilag
salim1 ve terapotik miidahaleler i¢in kopolimer sistemlere dahil edilebilirler. Ek olarak notr
PEG, uzun sirkiilasyon, sulu ortamda yiiksek ¢oziiniirliik, toksik olmama, immiinojenik
olmama ve biyouyumluluk avantajlarina sahip oldugu i¢in ila¢ dagitiminda yaygin olarak
kullanilmaktadir. PEGilasyon, kanser tedavisi i¢in uygun farmakokinetik ve

farmakodinamik 6zellikleri kopolimer sistemlerine dahil etmek i¢in popiiler bir stratejiydi
(Tian vd., 2017).
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1.2.4. Kopolimerler

Hibrit polimerler genellikle, bireysel 6zellikleri birlestirmek icin polimerizasyon
yoluyla tekrarlanan birimlerde kovalent olarak baglanan iki veya daha fazla polimerden elde
edilirler. Kopolimer monomer birimleri, istatistiksel veya rastgele, doniisiimlii, blok ve graft
kopolimerler olarak farkli sekillerde olusmus kovalent bag yapilarina gore adlandirilabilirler
(Sekil 5). Ornegin, iki bloklu kopolimerler iki ayr1 homopolimer bloga sahiptir; triblok
kopolimerler ii¢ ayr1 homopolimer bloga sahiptir. Blok polimer sistemleri, literatiirde
agirlikli olarak iki blok, ii¢ blok veya ¢oklu blok seklinde yer almaktadir. Blok kopolimerler,
tek tek polimerlerin istenen ve uygun 6zelliklere sahip polimerizasyonundan sonra elde
edilirler. Blok kopolimer, nanopartikiiller olusturmak veya timor hedefleme 6zelliklerine
sahip olmak gibi yeni islevler veya ozellikler eklemek amaciyla modifiye edilebilirler.
Orijinal polimer ozelliklerini taklit etme yeteneklerinden dolayi, blok kopolimerler
genellikle amfifiliktir ve hidrofilik ve hidrofobik boliimleri arasinda biiyiik ¢oziiniirliik
farkliliklar1 vardir (Opanasopit vd., 2004).
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Sekil 5. Farkli kopolimer baglantilarinin bir dzeti.

1.3. Polimer Tasiyic1 Yapilar

[lag dagitim sistemlerinde kullanilan potansiyel kemoterapdtik ajanlar, hem normal
hem de tiimor hiicrelerinde spesifik olmayan bir sekilde dagilmaya meyillidir. Geleneksel

kemoterapinin yan etkileri, genellikle kemoterapétiklerin normal hiicrelerde ve dokularda
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istenmeyen birikimlerinden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, timore 6zgii hedefleme, yan
etkileri onlemek ve kemoterapoétik ilaglarin genel terapotik indeksini iyilestirmek igin kritik
oneme sahiptir. Polimer temelli terapétikler tarafindan daha derinlemesine hedeflenen timor
hiicresi organelini hedefleyen tiimor dokusu, normal hiicrelerde ve dokularda istenmeyen
birikim ve timor bolgelerinde diisiik alim etkinligi acgisindan geleneksel kemoterapotik

ajanlarin tstesinden gelmek i¢in umut verici bir yontemdir (Rajan vd., 2022).

1.3.1. Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik nanopartikiiller, genellikle 100-500 nm araliginda iiretilmesine ragmen,
yaklasik 5-10 nm ile 1000 nm st boyut sinir1 arasinda olan koloidal sistemler olarak
tanimlanabilir. “Polimerik nanopartikiiller" terimi, her tiir polimer temelli nano-boyutlu
partikiil i¢in kullanilan, ancak 6zellikle polimer nanokiireler ve nanokapsiiller i¢in kullanilan
genel bir terimdir. Polimerik nanokiireler matrissel pargaciklaridir, yani kiitlesi tamamen kat1
olan pargaciklardir (Abasian vd., 2020). Ayrica kiire yiizeyinde adsorbe edilebilen veya
partikiillerin igerisine kapsiillenebilen diger biyolojik olarak aktif molekiiller i¢in tasiyici
gorevi gorebilirler. Burada biyolojik olarak aktif malzemeler arasinda ilaglar, genler, niikleik
asitler, fliioresan ve diger fonksiyonel malzemeler bulunur (Sekil 6). Polimer nanokiirelerin
aksine, polimer nanokapsiiller, biyoaktif maddelerin sulu bir ¢ekirdege hapsedildigi ve
etraflarindaki polimerik kabukla cevrelendigi vezikiiler sistemlerdir (Sahu vd., 2021;
Prasanna vd., 2021).

0
:'_zs PEG
2}

ila; @~ SHo COOH

molekiilii

Peptit

Sekil 6. Polimerik nanopartikiillerin fonksiyonel malzemeler ile yiizey

islevsellestirilmesi.

12



Aktif tasiyici sistemler olarak polimerik nanopartikiiller, yiiksek ilag kapsiilleme
verimliligi, diger partikiil ila¢ salim sistemlerinden daha ytiksek hiicre i¢i alim, kapstilleyici
aktif maddelerin daha yiiksek stabilitesi ve biyouyumlu veya biyolojik olarak pargalanabilen
biyopolimerlerden hazirlandiginda doku ve hiicrelerle biyouyumlulugu igerme gibi
avantajlara sahiptirler. Ayrica, polimerik nanopartikiiller, ilaci hedef bolgeye etkili bir
sekilde iletmek ve bdylece yan etkileri en aza indirerek terapotik sonuglari artirmak igin
tasarlanabilir. Olaganiistii bir ilag dagitim sistemi olarak, polimerik nanopartikiiller oldukga

cesitli yapilarda iiretilebilirler (Castro, Costa ve Campos 2022).

Polimerik nanopartikiillerin dezavantajlar1 arasinda olast biyolojik olarak
parcalanamama, kirilganlik, daha yiiksek tiretim maliyetleri yer alabilir. Tani, terapotik
tedavi veya farkli klinik uygulamalarda goriintiileme ve tedavinin bir kombinasyonu i¢in
polimerik nanopartikiillerin tasarlanmasi ve uygulanmasiyla ilgili temel ilkelerin daha iyi
anlagilmas1 gereklidir. Biyouyumluluk, farmakokinetik, in vivo hedefleme etkinligi ve
maliyet etkinligi gibi bir¢ok faktoriin, ilag saliminin molekiiler goriintiilemesi i¢in gelismis
polimerik nanopartikiilleri tasarlamak iizere optimize edilmesi gerekir. Her seyden once,
polimer nanopartikiillerin potansiyel toksisitesini en aza indirmek kritik derecede 6nemlidir.
Polimerik nanopartikiiller ile terapdtik ilag tasiyict potansiyelini dogrulamak i¢in, polimer
nanopartikiillerden kaynaklanan in vitro sitotoksisite dikkatle incelenmelidir (Sultana vd.,
2022).

Polimer nanopartikiiller, 6nceden olusturulmus polimerlerin dispersiyonundan veya
klasik polimerizasyon kullanilarak monomerlerin dogrudan polimerizasyonundan uygun
sekilde hazirlanabilir. Benzer sekilde literatlirde polimerik nanopartikiillerin birgok tliretim

yontemi mevcuttur. Bunlardan birkagi asagida verilmistir (Lu vd., 2011).

1.3.2. Polimerik Nanopartikiillerin Bazi Uretim Yéntemleri
Solvent Buharlastirma Y ontemi

Polimer 6nce diklorometan, kloroform veya etil asetat gibi bir organik ¢oziicii i¢inde
coziilerek bir ¢ozelti haline getirilirken, ila¢ bu 6nceden olusturulmus polimer ¢ozeltisi
icinde ¢oziiliir veya dagitilir. iki faz, dioktil sodyum siilfosiiksinat, polisorbat-80,

poloksamer-188, vb. gibi siirfaktan/emiilsifiye edici maddeler kullanilarak su i¢inde yag (Y)
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(S) emiilsiyonu yapmak i¢in emiilsifiye edilir. Belirli bir siire stirekli karigtirarak, kararli
emiilsiyon olusur ve artik organik ¢dziicii, sistem sicakliginin arttirilmasiyla/basing altinda
veya bir siire siirekli karigtirilarak buharlastirilabilir (Sekil 7). Daha sonra katilagan
polimerik nanoparg¢aciklar, ultrasantrifiijleme ile toplanabilir ve ylizey aktif maddeler veya
artik katki maddeleri gibi safsizliklar1 gidermek i¢in damitilmis su ile yikanabilir. Son olarak,

tiriin liyofilize edilir ve kullanimdan 6nce saklanir (Quintanar-guerrero vd., 2008).

( ~
Organik coziicii:
Polimer + suyla
karismayan solvent Solvent
icerisindeki ilag buharlasmasi
2. Adim
Sulu ¢ozelti:
Suda dengeleyici 1. Adim
N vy

Sekil 7. Solvent buharlastirma yontemi.

Emiilsifikasyon—Solvent Difiizyon Yontemi

Emiilsifikasyon-solvent difiizyon teknigi (Sekil 8), polimerik nanopargacik tiretmek
icin gelistirilmis bir diger yontemdir. Kapsiilleyici polimer once suyla doymus propilen
karbonat gibi kismen suda ¢6ziiniir bir ¢6ziicli icinde ¢oziiliir. Polimer ¢okelmesini ve ortaya
¢ikan nanopartikiilleri tiretmek igin, dagilmis fazin ¢oziiciisii, fazla suyla veya baska bir
organik ¢oziiciiyle seyreltilir. Daha sonra, polimer-su-doymus ¢oziicii fazi, bir stabilizator
iceren sulu bir ¢ozelti i¢inde emdiilsifiye edilir, bu da ¢oziiciiniin dis faza diflizyonuna ve
nanokiirelerin veya nanokapsiillerin olusumuna yol agar. Coziicii buharlastirma ile elimine
edilir. Bu teknik, lipofilik ilaglar i¢in yliksek kapsiilleme etkinlikleri, tekrar tiretilebilirlik,
kolay olgeklendirme, basitlik ve dar boyut dagilimi dahil olmak {izere ¢esitli avantajlara
sahiptir. Dezavantajlari, siispansiyondan uzaklastirilacak biiylik miktarda su ve
emiilsifikasyon sirasinda suda ¢dziinen ilacin doymus-sulu dis faza sizmasi ve kapsiilleme

verimliliginin azalmasidir (Reis ve Neufeld 2006).
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Organik coziicii:

Polimer + kismen suda
¢Oziiniir solvent
igerisindeki ilag Solvent
H,0 eliminasyonu

Sulu gozelti:

Suda dengeleyici

Sekil 8. Emiilsifikasyon—solvent difiizyon yontemi.

Coziicii Yer Degistirme Yontemi

Coziici yer degistirme yonteminin temel prensibi, bir polimerin organik bir ¢oziicii
veya tuzlar tarafindan ara yiizeyde biriktirilmesine dayanir. Coziiciiniin ¢éziicii olmayan bir
faza hizli difiizyonu, yiizey alanini artirabilen ve nano boyutlu par¢aciklarin olusumuna yol
acabilen iki faz arasindaki arayiiz geriliminin azalmasina neden olur (Sekil 9). Bu yontem,

PLA, PLGA, PCL ve benzeri gibi polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda yaygin

olarak kullanilmaktadir.

Organik coziicii: Solvent
. . ve kalinti
Polimer + ilag
Polar solvent +
Stirfaktan™** + Su
Yag*** buharlasmasi

Sulu cozelti:

Suda dengeleyici
(stirfaktan)

Sekil 9. Coziicli yer degistirme yontemi.

15



Monomer Polimerizasyonu

Monomer polimerizasyonu, su, suda diisiik ¢oziiniirliige sahip bir monomer, suda
¢ozliniir baslatict ve bir yiizey aktif madde bilesenlerini kullanir. Polimerizasyona devam
etmek i¢in belirli bir sicaklikta uzun siire karistirilirlar. Reaksiyonun sonunda, tipik olarak
10-150 nm boyutunda polimerik nanopartikiiller elde edilir ve uzun alifatik zincirleri ya
polimer agina dolandik¢a ya da yan reaksiyonlarla polimere asilandiklarindan, genellikle
polimer pargaciklar1 i¢inde radikallerle bir miktar siirfaktan hapsolarak olusturulur. Bu
nedenle yiizeyleri stabilize edilirler. Yiizey aktif maddelerin uzaklastirilmasi, {iretim
maliyetini artiran zor ve zaman alan bir iglemdir. Polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasi
icin de kullanilan ara yiizey polimerizasyonu, sirastyla iki fazda (yani, siirekli ve dagilmis
faz) coziinen iki reaktif monomerin veya maddenin islem polimerizasyonunu igerir.
Reaksiyon iki sivinin arayiiziinde gergeklesir. Saflastirma iglemine gerek yoktur ve bu
yontem sayesinde yiiksek ila¢ kapsiilleme verimliligine ulasilabilir. Organik ¢6ziici,
toksisiteye sahip olabilecek bir dis fazdir. Insiilin, kalsitonin, oktreotid, darodipin,
indometasin ve 1sikla aktive olabilen sitotoksik bilesikleri i¢eren ilaglar, bu polimerizasyon
islemiyle olusturulan bu nanopartikiillerde verimli bir sekilde kapsiillenebilir (F. Zhang, Fan
ve Wang 2020; Khanna ve Speiser 1969).

1.4. Halkali ve Polifosfazenler

Fosfazenler, yapilarinda binlerce -P=N- pargasi i¢eren polimerlere kadar ii¢ veya dort
birimli diisiik molekiiler agirlikli halkali yapilara yol agan -P=N- tekrar eden birimlerin
varligiyla karakterize edilen ¢ok yonlii kimyasal substratlardir. Yapilarindaki P atomu iki
klor atomu tagir. Halkali yapidaki hekzaklorosiklotrifosfazenin kimyasal yapisi Sekil
10’daki gibidir (Ozsoy ve Ozay 2023).

- ~
Cl Cl
CI\F:’l/N‘:‘\FI’/—CI
N 2N
cl”
Cl
. J
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Sekil 10. Hekzaklorosiklotrifosfazenin (HCCP) kimyasal yapisi.

Endiistriyel uygulamalar agisindan fosfazenlerin kimyasi ve 6zellikleri, Allcock ve
arkadaglari tarafindan 1964-1965'te literatiire sunulan bir dizi kitap ve makalelerde gézden
gecirilmistir. Ilk olarak HCCP'min termal kaynakli halka agilmasi yoluyla dogrusal
poli(organofosfazenlerin) sentezini ve ardindan ¢ok ¢esitli yeni tiirevler elde etmek i¢in klor
atomlarmin uygun fonksiyonel gruplarla ikame reaksiyonu sonucunda elde edildigi bildirildi
(Ahmad vd., 2022).

Fosfazenlere yonelik bilimsel ve uygulamali ilgi, klor atomlarinin ¢ok cesitli
stibstitiientlerle nispeten kolay bir sekilde ikame edilmesinden kaynaklanmaktadir. Bu
sayede ozellikleri prensip olarak maddenin dogasina dayali olarak tasarlanabilen son derece

genis sayida yeni malzemelerin ortaya ¢ikmasina olanak saglamaktadir.

Azotun sinerjistik etkisi ile organik maddeler yanici 6zellik gosterir. Bu nedenle, -
P=N- omurgasi yanic1 olmamakla birlikte, ayn1 zamanda muhtemelen hem serbest radikal
islemlerinin kesintiye ugramasi hem de oksijen girisine sisen bir bariyer olugsmasi nedeniyle,
onunla temas halinde olan diger bilesiklerin yanmasini1 da engeller. Ayrica, fosfazenler P-N
baginin dogasi geregi, omurganin son derece diisiik bir burulma bariyerine sahip olmasina
neden olur. Boylece bazi polifosfazenlerin -100 °C bolgesindeki camsi gegis sicakliklarini
gosterir (Casella vd., 2022).

1.4.1. Sentez Yontemleri

Polifosfazenler normalde iki ana hammaddeden sentezlenir. Bunlar termal halka
agma polimerizasyonunda kullanilan hekzaklorosiklotrifosfazen (N3P3Cls) ve canli katyonik
polimerizasyonda kullanilan fosforanimindir (ClsP=NSiMes). Hangi baslangi¢c materyali
kullanilirsa kullanilsin bu iki islemle hazirlanan tiim polifosfazenlerin ara asamasinda
polidiklorofosfazen meydana gelir. Capraz bagl olmayan polidiklorofosfazenin sentezi,
polifosfazenlerin verimli bir sekilde hazirlanmasi i¢in  Onemli bir noktadir.
Polidiklorofosfazenin nem veya havanin (¢ogunlukla su buhari) varligi nedeniyle capraz
baglanmasi, herhangi bir ¢oziiciide sismeye ve ¢oziiniirliik sorunlarina neden olabilir (Ullah

vd., 2017).
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Termal Halka A¢ma Polimerizasyonu

Polifosfazenleri sentezlemek icin en yaygin kullanilan yol, polidiklorofosfazen'i
sentezlemek i¢in hekzaklorosiklotrifosfazenin (HCCP) halka agma islemi i¢in yaygin olarak
kullanilan termal halka agma polimerizasyonudur (Sekil 11). Stokes, 1897'de bu y6ntemi
kullanmanin 6nciisiiydii, ancak sentezledigi polidiklorofosfazen capraz bagliydi ve herhangi
bir ¢oziicii icinde ¢oziilemezdi. Bu siireg, 1965'te Allcock ve arkadaslarinin ¢esitli organik
¢oziiciilerde iyi ¢Oziiniirliik gosteren capraz baglanmamis polidiklorofosfazen'i basariyla
sentezlemesiyle dikkat ¢ekti. Bu proses, dogrusal zincirli polidiklorofosfazen iiretmek igin
HCCP'nin vakum altinda ve uygun bir katalizoér varliginda yiiksek sicaklikta 1sitilmasini
icerir. Her fosforda bulunan iki klor atomu oldukg¢a reaktiftir ve gesitli polifosfazenleri
sentezlemek i¢in uygun niikleofilik gruplarla kolayca degistirilebilir. Isitma sicakligr 300
°C'ye yiikseltilirse, polidiklorofosfazen daha fazla kullanilamayan c¢apraz bagli inorganik
"kauguga" donistiiriilir. Bu islem, yiiksek molekiiler agirlikli polifosfazenler verebilir,
ancak monomerin safligmin yani sira nem ve havaya karsi olduk¢a hassastir. Boylece
reaksiyon yliksek vakum altinda ilerler ve HCCP kullanimdan 6nce yeniden kristallestirilir

ve siiblimlestirilir (Rothemund ve Teasdale 2016).
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4.2) Monomer ile sonlandirma

Sekil 11. Halka agma polimerizasyonunun reaksiyon mekanizmas.

Canlh Katyonik Polimerizasyon

Polifosfazenler, yiiksek sicaklik, yani canli katyonik polimerizasyon kullanimini
icermeyen alternatif bir yontemle sentezlenebilir (Sekil 12). Allcock ve arkadaslart 1995
yilinda PCls'i baslatic1 olarak kullanarak baska bir monomer olan trikloro-(trimetilsilil)-
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fosfoarnimin'’den (CIsP=NSiMe3) polifosfazen sentezlemeyi basardilar. Bu islem
cogunlukla, polifosfazen blok kopolimerleri dahil olmak iizere ¢ok c¢esitli polimerlerin
sentezi i¢in uygundur. Bu tiir polimerlerin 6rnekleri arasinda polifosfazen-blok-polifosfazen
kopolimerleri, poli(etilen oksit)-blok-polifosfazen kopolimerleri ve polistiren-blok-
polifosfazen kopolimerleri yer alir. Benzer sekilde, ortam sicakligi kosullar1 kullanilarak ii¢
bloklu kopolimerler ve {i¢ kollu, yildiz sekilli ve telekolik polifosfazenler gibi baska yapilar
da tasarlanmistir. Halka agma polimerizasyonuna benzer sekilde, sentezlenen polimerlerin
ozellikleri molekiiler agirliga ve yan gruplarin dogasia baglidir. Bu yontemin bir diger

onemli avantaji, molekiiler agirlik kontrolii ve dar polidispersitedir (Y. Zhang, Huynh ve
Reed 2008).
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Sekil 12. Canli katyonik polimerizasyon mekanizmasi.

1.4.2. Biyomedikal Uygulamalari

Son yillarda, farkli uygulamalar géz onilinde bulundurularak biyomalzemeler olarak
trimerik veya polimerik ¢ok ¢esitli yeni fosfazen sistemleri gelistirilmistir (Ogueri vd.,
2021). Biyomedikal uygulamalarda kullanilacak malzemelerin, bozunma iriinlerinin yani
sira biyouyumlu yani toksik olmamasi gerekir. Ayrica hem malzemeler hem de bunlarin
bozunma iirlinleri ayrica bir enflamatuar, kanserojen, pirojenik veya alerjik tepkiye neden
olmamalidir. Birgok polifosfazenin bozunma iriinleri bir tamponlama sistemi (amonyum
fosfat) olusturur ve bozunma yoluyla notr bir pH saglar. Polifosfazenlerin diger polimerlere

gore en 6nemli avantaji, 6zel uygulamalar ig¢in biyomateryaller tasarlamak amaciyla belirli
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kimyasal-fiziksel ve biyolojik davranisa sahip yan gruplari tanitma olasiligidir. Florlu
zincirler, ylizey modifikasyonlari i¢in uygun materyallerin ortaya ¢ikmasina neden olarak
hidrofobikligi arttirir ve antimikrobiyal 6zellikleri ve biyolojik inertlikleri nedeniyle dis astar
materyalleri olarak onaylanmistir. Amino asit esterlerinin eklenmesi, polimerlerin
bozunmasini iyilestirir: omurga bozunmasi toksik olmayan {iriinlere (fosfat ve amonyak) yol
acar ve zincir boyunca kalint1 klor atomlarinin ve hidroksil gruplarinin varligindan énemli
oOlgtide etkilenebilir. Hidrolitik olarak kararsiz yan gruplar: sterik engellemelerinin hidroliz
oranini degistirebildigi gdzlemlenerek, yine kombinasyon halinde bir dizi amino asit esteri
dahil edilmistir. Materyaller ila¢ verme, doku miihendisligi veya kardiyovaskiiler veya safra

kanali stentleri i¢in sekil hafizali polimerler i¢in kullanilabilir.

N atomu veya O atomu lizerinden bagli yan gruplara sahip polimerlerde bozunma
hizlarinin farkl oldugu gozlenmistir. Polimer omurgasina ya amino ya da fenolik parca ile
baglanabilen tirozin durumunda, yalmizca polifosfazen tasiyan N-tirozin yan gruplar
biyolojik olarak parcalanabilirken, fenolik grup polimerleri par¢alanamaz ancak pH'a duyarl
hale getirir. Baz1 suda ¢6ziiniir polifosfazenlerin (amino asit ester birimleri veya pirrolidinil
veya karboksilatofenoksi parcalari tasiyan) bozunma hizi, pH'in bir fonksiyonu olarak
incelenmis ve daha diisiik pH degerlerinde 6nemli 6l¢iide daha hizli bozunma gézlenmistir.
Hidrolitik stabilite, amino asit aralayicinin dikkatli se¢imi ile uyarlanabilir ve polimerik

omurganin sterik korumasi ile arttirilabilir (Amin vd., 2017).

Islevselliklerin fosfazen asili gruplara dahil edilmesi, istenen tiirler igin afiniteyi
artirabilen spesifik molekiillerin sisteme baglanmasina izin verir. Bir 0Ornek
aminoetoksietanol olabilir: Oksijen atomu P'ye baglanabilir ve amino birimi 6rnegin
galaktoz veya polietilen glikol kisimlarini baglamak i¢in kullanilabilir, bu da DNA ile
etkilesime girebilen materyallere yol agar. Doku miihendisligi uygulamalarina gelince, diger

ozellikler arastirilmalidir:

(1) Fizyolojik sicaklik ile karsilagtirildiginda cam gecis sicakligi: kemik dokusu
miihendisliginde oldugu gibi, in vivo ortamda yapisal biitinligii korumak i¢in fizyolojik
sicakliktan daha yiiksek bir cam gegis sicakligi gereklidir (Subash, Basanth ve

Kandasubramanian 2022);

(i1) Mekanik o6zellikler: siibstitiientler, poliorganofosfazenlerin mekanik 6zelliklerini

(basing ve gerilme mukavemetleri) ve dogal dokularinkileri eslestirmek icin secilmelidir;

21



(i11)) Biyomalzemelerin gozenekliligi ve gozenekli birbirine baglanabilirligi,
kontrollii parcalanabilirlikleri nedeniyle ila¢ salim uygulamalarinda veya hiicre ¢ogalmasi
icin malzeme iskeleleri olarak eskiyen doku miihendisliginde Onemli bir rol oynar

(Chernysheva vd., 2023);

(iv) Uyaranlara duyarli alan davranisi: sicaklik, ultrason, 1sik, pH, iyonik giic,
oksidatif kosullar ve enzim varlig1, biyomedikal uygulamalar i¢in 6nemli uyaranlardir. Farkli
yan gruplarin kombinasyonlarindan o6zellikleri ayarlama olasiligi nedeniyle, doku
mihendisligi ve ila¢ dagitimi i¢in ¢esitli uyaranlara yanit veren materyaller hazirlanmistir

(Xu vd., 2020).

Olduk¢a yakin tarihli bir incelemede, poliorganofosfazenlerde inorganik bir
omurganin ve ¢ok ¢esitli organik (veya organometalik) yan gruplarin faydalarini birlestirme
firsati, parcaciklart kapsiillemek icin siklomatriks polifosfazenlerin kullanimi gibi

gelecekteki biyouygulamalar i¢in degerlendirilmistir (Ahmad vd., 2022).

1.5. fla¢ Salim Sistemleri icin Kinetik Modeller

Ilag tastyici sistemlerden ilacin salinmasi, dzellikle modifiye salim s6z konusu
oldugunda ve dogrudan saliml1 dozaj formlarida énemli rol oynar. Ilaglarin fizikokimyasal
ozellikleri, eksipiyanlar (yardimci maddeler), dozaj formu tasarimi, iiretim slireci
degiskenleri ve tasarim, ilacin dozaj formundan salimin etkiler. Dozaj formunun etkinligini
yonettigi i¢in ilacin dozaj formundan salim modelini incelemek gerekir (Ozsoy ve Ozay
2023). ilag salim modelinin anlagilmasini kolaylastirarak etkili bir formiilasyon tasarlamay1

miimkiin kilan kinetik modellerden birkac¢1 asagida verilmistir.
[k olarak Zero-order model salim matrisinde ortama salinan ilag konsantrasyonu
ilacin ¢oziintirliigiinden bagimsizdir (1.1).

t = Qo + Kot (1.1

burada Qt, t zamaninda ¢6ziinen ilag miktar1, Qo, ¢6zeltideki baslangi¢ ilag miktarini

ve Ko, kinetik sabitini ifade etmektedir.
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First-order model, salim sistemi igin konsantrasyona bagli ila¢ salim profilleri i¢in

tercih edilmektedir (1.2).

logC =1logCo + (K/2.203t) (1.2)

burada C, Co, K sirasiyla ilag konsantrasyonunu, ilacin baslangi¢ konsantrasyonunu

ve birinci dereceden hiz zaman sabitini ifade etmektedir.

Higuchi modeli, genellikle polimerik matrislerin ilag salim davraniglarini ifade etmek

icin kullanilir (1.3).

fi= K t2 (1.3)

burada Kn, Higuchi kinetik salim katsayisidir.

Kormeyer-Peppas modeli, polimerik bir matristen ilag salim profilini aragtirmak i¢in
tercih edilmektedir (H. Ozay, llgin, et vd., 2020) (1.4).

Mi/M., = at" (1.4)

burada M¢/M., t zamaninda salinan ilacin fraksiyonu, a salim hiz sabiti ve n salim {is

ifadesidir.

Hixson-Crowell modeli, bazi ilag salim galismalarinda sisteme bagli olarak ilag salim
matrisinin ¢apt ve ylizey alan1 zamana bagl olarak degisebilir. Bu durumlarda Hixson-

Crowell modeli kullanima uygundur (1.5).

Q8= Qo3+ kt (1.5)
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burada k serbest salim kinetik sabitidir (Blagoeva ve Nedev 2006; England vd.,
2015).

Ek olarak ilag salim sisteminin n iissii referans alinarak geometrik yapisi ve ilag salim
mekanizmasi hakkinda yorum yapilabilir. Bunun i¢in gerekli aralik degerleri Tablo 1°de

verilmistir.

Tablo 1. Gii¢ yasasimin n iissii ve farkli geometriye sahip polimerik kontrolli salim

sistemlerinden ilag salim mekanizmasi.

n Degeri Silindir Kiire flag Salim
Mekanizmasi
0,5 0,45 0,43 Fickian difiizyonu
0,5<n<1,0 0,45< n <0,89 0,43<n <0,85 Anormal tasima
1,0 0,89 0,85 Vaka-II tasima
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IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

Teshis ve tedavi amaciyla gelistirilmis ilag tasiyici sistemler oldukga biiyiik bir
oneme sahiptir. Hastalar iizerinde istenmeyen yan etkilerin ortadan kaldirilmasi, hedef
bolgeye istenilen zaman Olgeginde ilag saliminin gerceklestirilmesi, gelistirilen sistemin
biyouyumlu ve biyobozunur 6zelliklere sahip olmasi ilag tasiyici sistemlerden beklenen
baslica 6zellikler arasindadir. Bu dogrultuda giiniimze kadar literatiire sunulmus birgok ilag
tastyict sistem mevcutturr. Ek olarak tasiyict sistemden beklenen 6zellikleri karsilamak
amaciyla bunlar arasinda polifosfazen ve tiirevlerini i¢eren ilag tasiyici sistemler de oldukga
ilgi gérmiistiir.

Hou ve arkadaslar1 bir yogusturma polimerizasyon yontemi ile antikanser 6zellige
sahip fosfazen nanopartikiiller sentezlemislerdir. Burada bir tiir antikanser ilaci olan
doxorubicin partikiillerin yapisina dahil edilip tiimore duyarh bir molekiiliin kendi kendine
cergevelenmesine dayanan, yiiksek ila¢ verme etkinligine sahip yeni bir ¢ift yanitli ilag kendi
kendine gergeveli bir ilag salim sistemi gelistirilmistir. Arica polifosfazenlerin benzersiz
yapisal 6zelligi sayesinde, gelistirilen ilag salim sistemi pH’a duyarli 6zellikler gostermistir.
Ek olarak ila¢ tasiyici sistemin yapisinda bulunan sistein tiirevi ve sisteinin yapisinda
bulunan disiilfit baglar etkisiyle gelistirilen nanopartikiiller gulutatyon yanit1 vermistir ve

bu sayede biyobozunur 6zellik kazandirilmistir (Hou vd., 2019).

Bagka bir ¢alismada Zhou ve arkadaslari yapisinda hekzaklorotripolifosfonitril
(HCCP) ile 4-hidroksi-benzoik asit (4-hidroksibenziliden)-hidrazid ve antikanser ilaci
doksorubisin bulunan aside duyarli ve parcalanabilir polifosfazen nanopargaciklari
sentezlemiglerdr. Deneysel sonuglar, polifosfazen nanopartikiillerin viicudun normal
stvilarinda (pH ~ 7,4) stabil kaldigini, kanserde tiimérler (pH ~ 6,8) ve lizozom ve endozom
(~5,0) gibi asidik bir ortamda doksorubisin'in degrade ve kontrol edilebilir bir sekilde
salindigini gostermistir. Ek olarak gelistirilen polifosfazen nanoilaglari, gelismis gegirgenlik
ve tutma etkisi ve pH'a duyarli bozunma 6zellikleri nedeniyle tiimor hiicrelerine karsi
miikkemmel toksisite gosterdi ve hem in vitro hem de in vivo olarak normal hiicrelere olan

yan etkiyi azaltmistir (Zhou vd., 2020).

Kanser tedavisinin etkinligini artirma amaciyla yapilan bir ¢aligmada Jing ve

arkadaglar1 bir tiir antikanser ilac1 olan kurkumin, bir fotodinamik ajan olarak Ce6 ve timor
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ortamina duyarli molekiilleri ¢apraz bagli polifosfazene dogrudan birlestirmek ve ayri
nanopartikiiller olusturmak i¢in siliperparamanyetik Fe3Os nanokiimelerinin iizerinde
kaplayarak manyetik bir ila¢ tasiyict nanopartikiil sistemi gelistirmislerdir. Gelistirilen
tastyici sistem yiiksek fizyolojik stabilite ve iyi biyouyumluluk gdstermistir. Ayni1 zamanda
FesOs4 ¢ekirdekleri ve fliloresan goriintiileme nedeniyle ¢ift modaliteli manyetik rezonans
goriintiileme igin etkili bir performans sergilemistir. Daha da 6nemlisi, tiimor dokusundaki
stipernormal glutatyon seviyeleri ve asidik mikro ortam kosullar altinda, kurkumin ve Ce6,

sentezlenen nanopartikiillerin bozunmasiyla etkili bir sekilde salinmisgtir (Jing vd., 2019).

Khan ve arkadaslari, yan gruplarin farkli mol oranlarinda ii¢ farkl indirgeyici/asidik
¢ift duyarli polimer, poli[(mPEG-SS-amino) (N,N-diizopropiletilendiamino)fosfazenler]
sentezlemislerdir. Hidrofilik 6zellige sahip doksorubisin hidrokloriir ve hidrofobik ilag
doksorubisinin sentezlenen polimerzomlara yiikleme c¢alismalar1 yapilmistir. Fosfazen
esasli polimerzomlar, antikanser ilaglarin indirgeyici/asidik uyaranlara duyarli salinimini
gostermistir. Ayrica, bu polimerzomlar ayni zamanda uygun hidrodinamik caplar da
sergilemigtir, bu da artan gegirgenlik ve tutma etkisi nedeniyle renal klerensi ve vaskiiler
boliimlerdeki tiimor hiicreleriyle yakin temasi onleyerek kan dolasiminda uzun siireli

dolagimi kolaylastirmasi beklenmistir (Khan vd., 2020).

Yapilan bir ¢alismada Mehmood ve arkadaslari hekzaklorosiklotrifosfazen ile
hesperetin  reaksiyonu sonucu c¢apraz bagli  poli(siklotrifosfazen-ko-hesperetin)
mikrokiireleri sentezlemislerdir. Sentezlenen mikrokiirelere, 5-florourasil yiiklenerek ilag
tastyict olarak kullanilmistir. Mikrokiirelerden ilag salimini incelemek i¢in iki farkli pH
degerinde in vitro salim davranis1 gézlenmistir. Elde edilen sonuglar, hem bazik hem de
asidik ortamlarda ila¢ salimina olanak saglayan mikrokiirelerinin kanser tedavisinde ilag

tastyicilart olarak kullanilabildigini gostermistir (Mehmood vd., 2022).

Chernysheva ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada hekzafenoksisiklotrifosfazen ve
okta(tetrametilamonyum)silikat arasindaki polikondensasyon reaksiyonu yoluyla yeni
gozenekli hidrolitik olarak bozunabilen g¢apraz bagl polimer elde edilmistir. Bu polimer
tastyici sisteme model ilag olarak Rhodamine-6G yiikleme denemesi yapilmistir. Calisma
sonucunda hidrolitik olarak kararsiz P-O-Si parcalarinin varligindan dolayi, elde edilen
gozenekli polimerin Rhodamine-6G’yi yiikleyebildigi ve ortamin pH degerine bagl olarak
cesitli oranlarda saldigi gosterilmistir (Chernysheva vd., 2023).
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Yapilan bir galismada Abid ve arkadaslari molekiiler agirligi kontrolli 2-(2-
metoksietoksi) etanol ile kloro gruplarinin yer degistirmesi ile pargalanabilir bir polifosfazen
sentezlemislerdir. ~ Poli[bis((metoksietoksi)etoksi)fosfazen]  sentezi  iki  adimda
gerceklestirilmistir. Sentezin ilk adimi, halka agma polimerizasyonu ile katalizor olarak
AICIl3 kullanilarak  hekzaklorosiklotrifosfazenden polidiklorofosfazenlerin  sentezini
icermektedir. ikinci adimda, polidiklorofosfazen klorinleri 2(2-metoksietoksietoksi) kismi
ile ikame edilmistir. Ek olarak sentezlenen polifosfazenin antibakteriyel aktivitesi, metisiline
direngli Staphylococcus Aureus'a karst degerlendirilmistir (Abid vd., 2021).

Khan ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada hekzaklorosiklotrifosfazen kullanilarak
yan gruplarin farkli mol oranlarinda ii¢ farkli biyolojik olarak parcalanabilen polimer,
poli[(etil aminobezoat) (etil glisinato) fosfazenler] sentezlenmistir. Daha sonra sentezlenen
polimerik tasiyicilara kamptotesin, bir hidrofobik antikanser ilac1 yiiklenmistir. Bu ilag yiikli
nanoparcaciklar, normal fizyolojik kosullar (pH 7,4 ve sicaklik 37 °C) altinda ilag salim
davraniglar1 incelenmistir. Elde edilen sonuglar sentezlenen nanopartikiillerin, kanser
tedavisi i¢in etkili ilag tagiyicilart olarak kullanilabilecegini gostermistir (Khan, Yu, Wang,
Teng, vd., 2020).
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Hekzaklorosiklotrifosfazen (HCCP, %399), 1-(2-Aminoetil) piperazin (AEP),
Fenolftalein (PP), 4-Amino-4H-1,2,4 triazol (ATA), Hidroklorik asit (HCI, %37) trietilamin
(TEA, %99), asetonitril (%99,8), etanol (%99), aseton (%99), Torula maya tip VI
riboniikleik asit (RNA), potasyum altin (III) kloriir (%99,9), L-Askorbik asit, diyaliz
membran Sigma-Aldrich’ ten temin edildi. L-Lizin etil ester (LEE, %99) abcr Gute Chemie
sirketinden temin edildi. Cimetidine, Cayman Kimyasal Sirketi’nden satin alindi. Triptik
soya suyu (TSB) ve Triptik soya agari1 (TSA) Merck’ ten temin edildi. Model ilag olarak
Diklofenak sodyum (NaDc, %98) Acros’tan temin edilmistir.

Salim g¢alismalar1 i¢in fosfat tampon ¢6zeltisi (PBS) pH 7,2 olarak belirlenmistir.
PBS ¢ozeltisi 100 mL deiyonize su igerisinde 0,806 g NaCl, 0,027 g KH2PO4, 0,178 ¢
NaxHPO4 ve 0,020 g KCl ile hazirlanmastir.

3.2. Yontem
3.2.1. HCCP- AEP Nanokiirelerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Nanokompozit kiirelerin sentezi daha oOnceki c¢aligmalarimiza benzer sekilde
gerceklestirildi (Onder ve Ozay 2021). Hekzaklorosiklotrifosfazen (HCCP) ve 1-(2-
Aminoetil) piperazin’e (AEP) gore belirlenen 3 farkli mol oraninda (HCCP/ AEP; 1/3, 1/4,
1/6) 30 mL asetonitril i¢erisinde toplam konsantrasyon 30 mM olacak sekilde ultrasonik
banyo ile ¢6ziindii. Daha sonra ¢ozelti igerisine 500 pL trietilamin (TEA) eklenerek 3 saat
ultrasonik banyo cihazinda 53 kHz ve 45 °C sartlarinda nano kiirelerin sentezi
gergeklestirildi. Siire sonunda bulanik ve beyaz renkte bir karisim elde edildi. Daha sonra
reaksiyon karigimi 6000 rpm karistirma hizinda (30 dk) santrifiij ile ¢oktiiriildii. Olusan
cokelti 1 kez deiyonize su ile 1 kez de asetonitril ile yikandi. Santrifiijlenen son {irtin 30 °C

vakumlu etiiv cihazinda 5 saat kurutuldu. Sentez sonucunda beyaz toz tanecikler elde edildi.
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Sentezlenen nanopartikiillerin kimyasal, termal 6zellikleri ve morfolojileri i¢in FT-
IR (Perkin Elmer 100) ATR aparatli spektrometre, TGA (Perkin EImer TGA 8000) ve TEM
(JEOL JEM-1400-EDX), XRD (PANalytical Empyrean, COBILTUM) cihazlari kullanildh.
XPS (Thermo Scientific K-Alpha, EGE-Matal), SEM (FEI-QUANTA FEG 250,
NABILTEM) cihazlar1 hizmet alim1 olarak kullanildi.

s
Cl Cl
Cl I _N
\I?I/ Q-E/_C| N HN’\I 53kHz O
P N
N;P,N '\/ ~"NH, 45°C O
o
HCCP AEP HCCP-AEP
L W,

Askorbik Asit

HCCP-AEP@Au

Sekil 13. HCCP-AEP nanokiirelerin sentezi ve Au nanopartikiiller ile kompozitlerinin

olusturulmasi.

3.2.2. HCCP-AEP Nanokiirelerin Au ile Fonksiyonellestirilmesi

Sentez sonucunda elde edilen HCCP-AEP nanokompozit kiireler altin
nanopargaciklar ile fonksiyonellestirildi. Bunun i¢in 30 mg HCCP-AEP 100 mg/L (20 mL)
AUt ¢ozeltisi icerisine ilave edildi. 15 dk siiresince nanokiirelerin altin adsorbsiyonu i¢in
beklendi. Daha sonra nanokiireler santrifiij ile ¢oktiiriildii. Elde edilen ¢okeltiye 200 mg/L
(20 mL) askorbik asit ¢ozeltisi eklendi ve 1 saat siiresince Au®" iyonlarinin indirgenmesi igin
beklendi. Siire sonunda olusan siyah-mor karisim santrifiijlendi ve ardindan bir kez
deiyonize su ile yikandi. Daha sonra partikiiller tamamen kuruyana kadar vakum etiiviinde

bekletildi.
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3.2.3. RNA ve Ila¢ Yiikleme/Sahmi Calismalari, fla¢ Salimi icin Kinetik

Modelleme

Sentez ve fonksiyonellestirme adimlarindan sonra elde edilen HCCP-AEP ve HCCP-
AEP@Au nanokompozit kiirelere bir tRNA ¢esidi olarak torula mayasi tip VI ve non-
steroidal antiinflamatuar bir ilag olan NaDc yiiklendi. ilk olarak 25 mg kuru HCCP-AEP
veya HCCP-AEP@Au nanokiiresi alindi. 250 mg/L (20 mL) gen (RNA) veya ilag (NaDc)
cozeltisi igerisine atildi. Manyetik karistirici ile 500 rpm (2 saat) karistirilarak partikiillere
ayr1 ayrt RNA ve NaDc yiiklendi. Yiiklemenin ardindan karisim ¢oktiiriildii. Salim ¢aligmast

icin tanecikler kurutuldu.

Sonugta RNA-ila¢ yiikkleme yiizdesi (DL) ve RNA-ila¢ tutma verimliligi (EE)
degerleri asagida verilen esitlikler (Esitlik 3.1 ve 3.2) kullanilarak hesaplandi (Ozay vd.,
2020).

DL (%) = (Nanokiireler i¢indeki ila¢ miktar1) / (Nanokiire miktari) x 100 (3.2)

EE (%) = (Toplam ilag — Rezidual ilag) / Toplam ilag x 100 (3.2

HCCP-AEP@Au RNA/Ilag Yiikleme .-

A
%), >

_
Ilag

. A

Sekil 14. Nanokiirelere ait RNA/ila¢ ylikleme mekanizmasi.

Salim ¢aligmalari i¢in 6 cm uzunlugunda diyaliz membran kullanildi. 20 mg partikiil
I mL PBS ile siispanse halde membran igerisine eklendi ve membranin her iki ucuda
kapatildi. Membran daha sonra 19 mL PBS iceren salim ortamina atildi ve karistirilmaya

baglandi. Belirlenen zaman araliklarinda UV-Vis Spektrofotometre cihazi kullanilarak
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numunelerin konsantrasyon ol¢iimleri RNA i¢in 258 nm ve NaDc i¢in 276 nm’de alindi.
Gergeklestirilen spektrofotometrik 6lgiimlerin ardindan asagida verilen esitlik kullanilarak
RNA ve NaDc i¢in salim yiizdeleri (3.3) belirlendi (1lgin, Ozay, ve Ozay 2020). Hesaplanan
salim degerleri (mg/g) cinsinden ifade edildi.

DR (%) = Kiirelerden salinan ilag / Kiirelerdeki toplam ilag x 100 (3.3)

Olgiimler boyunca salim ortami her 12 saatte bir degistirildi. Salim ¢alismalar1 hem
RNA hem de ilag salimi i¢in HCCP-AEP ve HCCP-AEP@AU nanopartikiillerde 3 tekrar
olacak sekilde gerceklestirildi.

&

Tastyic1 Sistem

Salim Ortamu

RNA/Ila¢ Salimi

.

Sekil 15. Nanokiireler icin RNA/ila¢ salim gosterimi.

HCCP-AEP ve HCCP-AEP@Au nanopartikiillerin ilag ve gen salim
mekanizmalarini incelemek i¢in in vitro salim modelleri bes farkli matematiksel model
kullanilarak analiz edildi: Bunlar Zero-order modeli, First-order modeli, Higuchi modeli,

Korsmeyer-Peppas modeli ve Hixson-Crowell.

3.2.4. Antibakteriyel ve Antifungal Davramislarin Incelenmesi

Daha 6nceki galismalarimiza benzer sekilde antibakteriyel analizler kisaca su sekilde
gerceklestirildi (Ozay, Ilgin, ve Ozay 2021). ilk olarak analiz icin Escherichia Coli, ATCC
8739 (gram-negatif) ve Staphylococcus Aureus, ATCC 6538 (gram-pozitif) bakteri tiirleri ve
Candida Albicans, ATCC 90028 bir ¢esit mantar olarak tercih edildi. Tercih edilen bakteriler
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37 °C’de gece boyunca inkiibe edildi. Ardindan hazirlanan agar plakalar {izerine bakteri ve
mantar kiiltiirlerinin ekimleri yapildi. Daha sonra hazirlanmis olan HCCP-AEP, HCCP-
AEP@AuU, HCCP-AEP@AU@RNA, HCCP-AEP@AuU@NaDc bos ve yiikli kiireler ilk
olarak UV ortaminda sterilize edildi. Bu islemin ardindan partikiiller dairesel formda petri

kaplarina aktarilip bir gece inkiibator cihazinda 37 °C’de bekletildi.

3.2.5. HCCP-PP-LEE Mikrokompozit Kiirelerin sentezi ve Kuarternizasyon
Asamalar

Fosfazen esasli mikrokompozit kiirelerin sentezi daha 6nceki ¢aligmalarimiza benzer
sekilde gergeklestirildi (Ozsoy ve Ozay 2023). Buna gore ilk olarak HCCP (5 mM, 10 mL),
PP (7,5 mM, 10 mL) ve LEE (7,5 mM, 10 mL), HCCP/PP/LEE mol oranlar1 sirasiyla
1/1,5/1,5 olacak sekilde her bir reaktif 10 mL asetonitril i¢erisinde ayr1 ayri1 ¢éziindii. Daha
sonra HCCP ve PP ¢ozeltileri bir reaksiyon balonuna ilave edilerek reaksiyonu baslatildi. Bu
sirada polimerizasyon reaksiyonu sirasinda agiga ¢ikacak olan HCI tuzlarini nétralize etmek
icin ortama 500 puL TEA ilave edildi ve reaksiyon karisimi 1 saat boyunca ultrasonik
banyoda bekletildi. Siire sonunda 10 mL (7,5 mM) LEE ¢ozeltisi reaksiyona eklendi.
Reaksiyon 53 kHz ve 45 °C’de 5 saat devam ettirildi. Sentez isleminin sonunda elde edilen
mikrokiireler santrifiij ile 6000 rpm hizda (30 dk) ¢oktiiriildii. Coktiirme isleminden sonra
elde edilen tanecik formdaki ¢okelek sirasiyla aseton (1 x 10 mL), saf su (1 x 10 mL) ve
aseton (1 x 10 mL) olmak tizere 3 kez yikandi. Daha sonra yikanan mikrokiireler 30 °C’de
vakum etiiviinde kurutuldu. Mikrokiireler kuartenizasyon ve karakterizasyon ¢alismalarinda

kullanilmak tizere desikatorde saklandi.

Sentez adimlarinin ardindan mikrokiirelerin modifikasyonu i¢in 50 mg ATA 30 mL
asetonitril icerisinde ¢ozlindi. Cozeltiye 50 mg HCCP-PP-LEEMP mikrokiireleri ve 40 mM
(30 mL) konsantrasyon olusturacak miktarda 167 pLL TEA ilave edildi. Reaksiyon karigimi
ultrasonik banyoda 3 saat karistirildi. Siirenin sonunda ¢oktiiriilen mikrokiireler 30 mL 0,2
M HCI ¢ozeltisi ile 1 saat boyunca quarternize edildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra
partikiiller santrifiijlenip etanol (1 x 10 mL) ve deiyonize saf su ile (1 x 10 mL) yikanip
kurutuldu. Son agamada mikrokiirelerin yiizeylerinde kuarterner amonyum gruplarinin

olustugu 6ngorildii.
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3.2.6. Mikrokompozit Kiirelerin Karakterizasyonu

Sentezlenen HCCP-PP-LEEMP ve kuarternize edilmis HCCP-PP-LEE-ATA-QMP
mikrokompozit kiirelerin polimerizasyon reaksiyonu sonucu olusan kimyasal baglar
incelemek i¢in Fouirer Transform Infrared Spektrofotometre (FT-IR) (Perkin Elmer 100)
ATR aparath spektrometre kullanildi. Numunelere ait FT-IR spektrumlar1 4000-650 cm™
araliginda kaydedildi. Mikrokiirelerin ylizey yapilarini1 ve morfolojilerini analiz etmek i¢in
Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM, JEOL JSM-7100-F) kullanildi. Bu amagla karbon
bant lizerine yapistirilan mikrokiireler altin ile kaplandiktan sonra SEM goriintiileri
kaydedildi. Mikropartikiiller ayrica Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM, JEOL JEM-
1400-EDX) kullanilarak da incelendi. Bu amacgla mikrokiirelerin asetonitrildeki
siispansiyonundan birka¢ mikrolitre, karbon bant kapli bakir grid iizerine damlatildi.
Asetonitrilin grid lizerinden buharlagmasi sonras1t TEM analizleri gergeklestirildi. Ayrica
mikrokiirelerin yiizey yiiklerini 6l¢mek i¢in, Zeta ({) Potentials Malvern Zetasizer Nano ZSP
marka cihaz kullanildi. Mikrokiirelerin 1s1l davraniglari Termogravimetrik Analiz (TGA,
Perkin Elmer TGA 8000) ydntemi kullanilarak analiz edildi. Ilag salim calismalar1 icin
Ultraviolet-Visible (UV-Vis) spektrofotometrisi (T80 + UV/Vis Spectrometer, PG Ins. Ltd.)
kullanilda.

3.2.7. Mikrokompozit Kiirelere flac¢ Yiikleme ve Sahm Calismalari, ila¢ Salim
Kinetik Modelleri

Sentezlenen HCCP-PP-LEEMP ve HCCP-PP-LEE-ATA-QMP mikrokiirelere non-
steroidal anti-inflamatuar ilag olan NaDc ve bir tiir antikanser ilaci olan Cimetidine
yiiklemesi daha onceki ¢alismalarimiza benzer kisaca su sekilde gergeklestirildi (Ozay ve
Ozay 2014). Her bir ilag uygun ¢oziici olan deiyonize su igerisinde 100 mg/L
konsantrasyona sahip olacak sekilde ¢6zdiiriildii. Daha sonra UV/Vis cihazi kullanilarak ilag
cozeltilerinin kalibrasyon egrisi olusturuldu. NaDc ve Cimetidine ilag ¢ozeltilerinin
kalibrasyon egrilerini olusturmak igin sirasiyla Amax = 276 nm ve Amax = 216 nm dalga
boyundaki karakteristik absorbans degerleri referans alindi. Kuru haldeki (20 mg)
mikrokiireler 20 mL ila¢ ¢ozeltisi icerisinde 24 saat manyetik karistiricida (250 rpm)
karigtirildi. Ardindan mikrokiireler 15 dakika santrifiij ile c¢oktiiriildi. Elde edilen
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stipernatantlar stok ilag ¢ozeltileri ile aym sartlarda UV/Vis cihazi ile absorbans degerleri

sleiildii,

Mikrokdirelerin in vitro fizikokimyasal ilag salimlarini arastirmak i¢in ilag yiiklii
mikrokiireler (20 mg) diyaliz membrane icerisine konuldu. Daha sonra pH 7,2 salim ortami
(20mL) igerisine atildi. 37 °C’de belirlenen zaman araliklarinda UV/Vis cihazi kullanilarak

Ol¢timler alindi.

HCCP-PP-LEEMP ve HCCP-PP-LEE-QMP mikrokiirelerin in vitro ilag salim
davraniglarini analiz etmek ic¢in kinetik modeller kullanildi. Bunun i¢in mikrokiirelerden
salinan NaDc ve Cimetidine Zero-order, the First-order, the Higuchi, the Korsmeyer-Peppas
ve the Hixson-Crowell ilag salim kinetikleri kullanilarak modellendi (Ozay vd., 2020).

3.2.8. Antibakteriyel ve Antifungal analizler

Mikrokompozit kiirelerin yeni tiir bir ilag tasiyici sistem olarak in vitro antibakteriyel
analizleri yapildi. Antibakteriyel analizler i¢cin kuyucuk metodu kullanilarak kisaca su
sekilde yapildi (Balouiri, Sadiki, ve Ibnsouda 2016). Ilk olarak analiz i¢in Pseudomonas
Aeruginosa, ATCC 27853 (gram-negatif), Staphylococcus Aureus, ATCC 6538 (gram-
pozitif) ve Candida Albicans ATCC 90028 (bir tiir mantar) bakteri tiirleri tercih edildi.
Tercih edilen bakteriler 15 mL TSB igerisinde 37 °C sartlarinda bir gece inkiibe edildi.
Ardindan uygun konsantrasyon ve hacimlerde hazirlanan TSA petriler lizerine hazirlanan
bakteri kiiltiirlerinin ekimi gergeklestirildi. Daha sonra agar plakalar iizerinde 0,8 cm ¢apinda
kuyucuklar agildi. A¢ilan kuyucuklar icerisine 100 pL DMSO igerisinde siispanse edilen 10
mg mikrokiireler yerlestirildi. Petri kaplar1 gece boyunca inkiibator cihazinda 37 °C’de
bekletildi. 18 saat sonunda olusan inhibisyon bdolgeleri fotograflandi ve etki bolgelerinin

caplar dl¢iildii.
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3.2.9. Sitotoksisite analizleri

Mikrokompozit kiirelerin hiicre canliligi iizerindeki degisen hacimlerdeki
sitotoksisitesini anlamak i¢in MTT analizi yapildi. Analiz icin HT-29 kolon kanseri hiicreleri
tercih edildi. Hiicreler, FBS %10 ve 100 U/mL penisilin ve streptomisin (PS) (Sigma) ile
takviye edilmis Dulbecco Modifiye Eagle's Medium (DMEM)/F12 (Gibco) i¢inde 37°C' de
%5 CO2 altinda nemlendirilmis bir inkiibatorde kiiltiirlendi (Cémert Onder vd., 2016).
HCCP-PP-LEEMP, = HCCP-PP-LEE-QMP  ve  HCCP-PP-LEE-QMP@Cimetidine
mikrokompozit kiireleri ile doz ve zamana kars1 yapilan ¢aligmalarda hiicreler tedavi edildi.
72 saat sonunda absorbans degerleri microplate reader tarafindan 570 nm’de okundu
(Thermo Scientific Multiskan GO). Hiicre canlilig1 grafiklerinin yiizdesi, GraphPad Prism
ile elde edildi.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. HCCP-AEP Nanokiireler

4.1.1. Nanokiirelerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Gen ve ilag saliminda kargo materyal olarak kullanilmas1 planlanan nanokiireler AEP

ve HCCP kullanilarak polikondenzasyon yontemi ile yaklagik olarak 100 nm boyutunda ve
kiiresel formda sentezlendi (Sekil 16). Nanokiirelerin sentezinde HCCP ve AEP’nin farkli

mol oranlar1 (1/3), (1/4), (1/6) kullanilarak sentezlendi. Her bir mol oraninda sentezlenmis

nanokiireler TEM analizi ile boyut ve sekilsel olarak incelendi. Daha diisiik boyutlu olan ve

kiiresel formda olan HCCP:AEP (1/3) oranlarinda sentezlenmis nanokiireler gen ve ilag

salim1 amaciyla segildi. Sentez esnasinda agiga ¢ikan HCI tuzlar1 TEA kullanilarak notralize

edilerek yikama ile ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra segilen mol oranindaki (1/3)

nanokiireler Au ile modifiye edilerek HCCP@Au kompozit nanokiireler elde edildi.
Sentezlenen HCCP-AEP ve HCCP-AEP@Au partikiiller ilk olarak vakum etiiviinde
tamamen kurutulduktan sonra FT-IR, TEM, SEM-EDX, XRD, TGA ve XPS yontemleri

kullanilarak analiz edildi.

Cl I N HN
P” SP—Cl N
Il I \/A‘NH
N“P,’N + ’
cl ;
Cl
HCCP

Nanokiireler

A

Sekil 16. HCCP-AEP nanokiirelerinin sentezinin sematik gosterimi.

HCCP-AEP nanokiirelerin FT-IR spektrumlart Sekil 17°deki gibidir. Sekilde
goriiliigii iizere HCCP-AEP nanokiirelerin AEP temelli NH gerilme 3233,20 cm?  ve NH
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egilme bantlar1 1645,84 cm™’de gozlendi (H. Ozay, Ilgin ve Ozay 2021). Ek olarak PN
band1 1139,15 cm™ ve P-Cl band1 873,86 cm™’de gozlendi (H. Ozay, llgin vd., 2020). Bu

veriler nanokiirelerin yapisinda hem fosfazen hemde aminin katildigin1 dogrulamaktadir.

4 HCCP

1 AEP

Transmittans (%)
1

] HCCP-AEP

T I T ] T I T ' T I T I T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalgaboyu (cm™)

Sekil 17. HCCP-AEP nanokiirelere ait FT-IR spektrumlari.

Molce farkli oranlarda sentezlenen HCCP-AEP nanokiirelerin TEM goriintiileri Sekil
18’de verilmistir. Sekil 18 (a) molce (1/3) oraninda HCCP-AEP kiirelerini gostermektedir.
TEM mikrogramina gore nanokiireler monodispers yapida, kiiresel formda ve Imagel
programi kullanilarak yapilan partikiil boyut dagilimma gore yaklasik olarak 100 nm
boyutlarindadir. Nanokiirelerin sentezinde kullanilan diger mol oranlarina ((1/4), (1/6) ait
TEM goriintiileri Sekil 18 (b) ve (¢)’de verilmistir. Buna gore polimerizasyon reaksiyonun
gergeklestigi ancak kiiresel nanopartikiil yapisinin olusmadigi sdylenebilir. Bunun nedeni
polimerizasyon ortaminda bulunan HCCP yapisinda bulunan Cl atomlar1 sayisinin yine
ortamdaki AEP yapisinda bulunan NH2 fonksiyonel grup sayisinda az olmasidir. TEM
gorintiileri incelenmesi, nanopartikiillerin boyut ve kiiresel sekil kazanimlarindan dolay1

calismanin sonraki asamalarinda (1/3) mol oranindaki kiireler tercih edilmistir.
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Sekil 18. Nanokiirelere ait TEM goriintiileri. (a) phz-AEP (1/3), skala: 100 nm b)
phz-AEP (1/4), skala: 1 um c) phz-AEP (1/6), skala: 2 um d) Nanokiirelerin parg¢acik boyut
dagilimi analizi, TEM goriintiisii i¢in skala: 100 nm. Analiz ImageJ programi kullanilarak

yapildi.

HCCP-AEP ve HCCP-AEP@Au nanokompozit partikiiller ylizey morfolojisi
yoniiniinden incelendi. Bunun i¢in SEM analizi gerceklestirildi. Sekil 19 (a) ve (b) altin ile
modifiye edilmemis HCCP-AEP nanokiirelerine ait Sekil 19 (c) ve (d) ise altin ile modifiye
edilmis HCCP-AEP@Au nanokiirelerine ait SEM goriintiileri verilmistir. Altin ile modifiye
edilmemis HCCP-AEP nanokiirelerinin kiiresel yapilari ve yilizey morfolojileri agikga
goriilmektedir. Farkli bitylitme oranlarinda verilmis Sekil 19 (c) ve (d) ise HCCP-AEP@AuU
nanokompozit kiirelerin yiizeylerinde tutunmus olan kiiresel Au nanopartikiilleri
goriilmektedir. Ylizeyde tutunmus olan AU nanopartikiiller tasiyict1 materyale
biyouyumluluk, biyobozunurluk ve aktif yiizey 6zellikleri kazandiracaktir. Bununla birlikte

altin ile modifikasyonun nanokiirelerin kiiresel sekillerinde herhangi bir degisiklige sebep

38



olmadig1 soylenebilir. Ek olarak AAS kullanilarak yapilan analiz sonucunda HCCP-
AEP@Au nanokompozit partikiiller i¢cin Au miktarinin 10,11 mg/g oldugu belirlenmistir.

(@)
Q Y
00 ~-3°%x s

AsKkorbik Asit

HCCP-AEP HCCP-AEP@Au

Sekil 19. (a) HCCP-AEP nanokiirelerin yilizeylerinde altin nanopartikiillerin sentezi,
(b ve c) HCCP-AEP nanokiirelerin SEM goriintilleri (d ve e¢) HCCP-AEP@AuU

nanokiirelerin SEM gorintiileri. (b ve d) i¢in skala: 20 um, (c ve e) i¢in skala: 4 um’dir.

SEM analizinin ardindan nanokiirelerin ylizeyinde bulunan elementlerin kiitlesel
oranlarinin belirlenmesi i¢in EDX ve elementel haritalama yontemi kullanilmistir. Buna gore
Sekil 20 (a)’da verilmis azot atomlar1 haritas1 amin kaynakli ve Sekil 20 (b)’de verilmis
fosfor atomlar1 fosfazen kaynaklidir. Dolayisiyla polimerizasyon reaksiyonunda homojen
kiire olusumu saglanmigtir. Bununla birlikte nanokiirelerin yiizeyinde Sekil 20 (c)’de
verildigi gibi halen —Cl atomu bulunmaktadir. Yine Sekil 20 (d) incelendiginde altin
nanopartikiilleri ile modifikasyonun kiirelerin yiizeylerinde homojen olarak gerceklestigi
sOylenebilir. Sekil 20°de ise nanokiirelerin ylizeyinde bulunan se¢ilmis bazi elementlere ait

kiitlece C, N, O, P, Cl ve Au element miktarlar1 % olarak verilmistir.
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Sekil 20. HCCP-AEP@Au nanokiirelerinin element haritalamasi, (a) N, (b) P, (c) Cl,
(d) Au, (e) EDX spektrumu.

Yukarida verilmis karakterizasyon yontemlerine ek olarak HCCP-AEP ve HCCP-
AEP@Au nanokompozit kiireler amorf ve kristalin yap1 6zelliklerini tayin etmek i¢cin X-151n1
kirinim modeli ile karakterize edildi. Sekil 21’de verilmis XRD analiz sonucu incelendiginde
HCCP-AEP karakteristik dalgasindan polimerik 6zellik etkisiyle amorf yapiya sahip oldugu
anlagilmaktadir. Polimerik yap1 yiizeyinde sentezlenmis Au nanopartikiillerinin polimere
katilmasiyla elde edilmis olan HCCP-AEP@Au nanokompozit kiireler kristalin 6zellik
gostermistir. Buna gore 20 = 38°-43° civarinda goriilen genligi yliksek pik yapinin Au

etkisiyle kristal 6zellige sahip oldugunu gosterir. Bu durum nanokiirelerin yiizeyinde
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tutunmus Au®* iyonlarmimn askorbik asit ile indirgenmesi sonucu elde edilen Au’

nanopartikiillerinin kristal yapida olustugunun kanitidir.

1400 - —— HCCP-AEP
—— HCCP-AEP@Au
1200

1000

800

600

Yogunluk (a.u.)

400 +

200 4

2 Teta(®)

Sekil 21. HCCP-AEP ve HCCP-AEP@AuU nanokiirelere ait XRD spektrumlari.

Polimerik fosfazen yapilarin 1s1 dayanimlarinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Sekil
22’de  HCCP-AEP ve HCCP-AEP@Au nanokompozit kiirelerin termal analizleri
goriilmektedir. Grafik incelendiginde nanokiirelerin 3 farkli bozunma sicakligina sahip
olduklar1 goriilmektedir. Buna gore oda sicakliginda 100 °C ye kadar gerceklesen kiitle
kaybmin nem etkisi ile oldugu sdylenebilir. 100-300 °C aras: sis1 etkisiyle herhangi bir
bozunmaya ugramayan HCCP-AEP ve HCCP-AEP@Au nanokiireleri 300-800 °C

araliginda kiitlelerinin %52’sini 1s1 etkisi ile kaybetmistir.
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Sekil 22. HCCP-AEP ve HCCP-AEP@Au nanokiirelere ait TGA egrileri.

Sekil 23 (a)’da verilen X- 1511 fotoelektron spektrometresi full scan spectrumda O
Is, N 1s, C 1s, P 2p ve Au 4f ile ilgili pikler sirasiyla (531,31), (398,79), (285,3), (132,9) ve
(83,47) eV’de gozlendi. Ek olarak Sekil 23 (b)’de goriildiigii gibi Audf7 ve AudfS baglanma
enerjileri sirasiyla (83,22) ve (86,99) eV’dir (Ozay, Tarimeri, vd., 2020).
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Sekil 23. HCCP-AEP@AuU nanokiirelere ait XPS analizi (a) tam tarama spektrumu
(b) dar tarama spektrumu.
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4.1.2. Nanokiirelere Gen/ila¢ Yiikleme ve Salim Cahsmalari

RNA ve NaDc salimi ¢alismalarinda molce (1/3) oraninda sentezlenmis HCCP-AEP
ve HCCP-AEP@Au nanokiireleri kullanildi. Salim davraniglarinin arastirilmasi i¢in gen
salim1 i¢in bir tiir maya RNA’s1 ve model ilag¢ olarak NaDc salimi arastirilmistir. RNA ve
NaDc salimi i¢in kuru halde HCCP-AEP ve HCCP-AEP@Au nanokiirelerin her birinden de
25 mg kullanildi. Salim ortami olarak pH: 7,2 (PBS) tercih edildi. ik olarak RNA salimi igin
HCCP-AEP ve HCCP-AEP@Au nanokiirelerin gen tutma kapasitesi sirastyla 175,521 mg/g
ve 114,033 mg/g’dir. Sekil 24 (a)’da verilen salim grafigi incelendiginde HCCP-AEP
kiirelerden 37,2 mg/g RNA salimi ve HCCP-AEP@Au nanokiirelerden 30,4 mg/g RNA
salimi1 gergeklestigi ve salimin yaklasik 415 saatte dengeye geldigi goriilmektedir. Ek olarak
NaDc salimi i¢in HCCP-AEP ve HCCP-AEP@Au nanokiirelerin ila¢ tutma kapasitesi
sirastyla 194,7751 mg/g ve 196,004 mg/g’dir. Sekil 24 (b) verilmis salim grafigi
incelendiginde ise HCCP-AEP ve HCCP-AEP@Au nanokiirelerden sirasiyla 100,9 mg/g ve
124,7 mg/g ilag salindig1 ve sistemin yaklasik 28 saatte dengeye geldigi goriilmektedir. Bu
sonuclar incelendiginde HCCP-AEP(@Au nanokiirelerin kontrollii ve uzun siirelerde gen ve
ilag salimi Ozelligine sahip oldugu goriilmektedir. HCCP-AEP ve HCCP-AEP@AuU
nanokiireler gen/ila¢ tutma kapasiteleri ve salim 6zellikleri kiyaslandiginda her iki matristen
de ayni kiitlede tartilmis oldugu g6z 6niine alindiginda HCCP-AEP@Au nanokiirelerin ilag
ve tutma kapasitesinin altinsiz olanlara gére daha az oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi
HCCP-AEP kiirelerin yiizeylerinin altin ile kaplanmasi ve bunun sonucunda yiizey doluluk

oranin artmasidir.
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Sekil 24. HCCP-AEP ve HCCP-AEP@AU nanokiirelerinden (a) RNA salimi, (b)
NaDc salimi.
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4.1.3. la¢ Sahm Kinetikleri

Yapilan ilag¢ salim ¢alismalarinda HCCP-AEP ve HCCP-AEP@Au nanotastyicilarin
salim kinetiklerini arastirmak icin farkli matematiksel modeller kullanildi. Matematiksel
olarak modellemek igin sirasiyla Zero-order, First-order, Higuchi, Korsmeyer-Peppas ve
Hixson-Crowell modelleri kullanilmistir. Her bir matematik model i¢in salim kinetikleri
analizi yapild1 (llgin, Ozay, ve Ozay 2019). Salim kinetigi ve parametreler dogrusal
regrasyon kullanilarak elde edildi. Tablo 2’de goriildiigii gibi parametreleri dogrulamak icin
korelasyon katsayilar1 (R?) kullanilmistir. Kors-Peppas modeli, polimerik matrislerden ilag
salim c¢alismalart icin uygundur. Calismamizda HCCP ile capraz baglanmis polimerik
nanopartikiiller sentezlendigi i¢cin bu modele uygundur. Buna ek olarak partikiillerin
salimlar1 diyaliz membran kullanilarak yapilmistir ve bu durum da ilave olarak polimerik bir
matris gibi davranabilmektedir. HCCP-AEP@Au partikiillerinden RNA salimlarinda R? >
0,99 ve NaDc salimlarinda R? > 0,99 olusu bu sonucu dogrulamaktadir. Kors-Peppas
modeline gore diflizyon issii (n) degerleri kiiresel matrisler i¢in 0,43 ile 0,85 arasinda
olmalidir (Blagoeva ve Nedev 2006). Salim ¢alismalar1 sonucunda elde edilen n degerleri
(Tablo 1.) bu araliktadir ve ilag salim mekanizmasina gore anomalous transport olarak
nitelendirilmektedirler. Son olarak Higuchi modeli sistemden salinan ilacin ¢oziindiigii
durumlarda tercih edilmektedir. Calismada kullanilan NaDc salim ortaminda
¢oziinmektedir. Bu sebeple Higuchi modeline olduk¢a uygundur. Ayrica HCCP-AEP@AuU
partikiillerinden NaDc ila¢ saliminda R? >0,98 olusu bu sonucu dogrulamaktadir. Ayni
modelin RNA salimlari i¢in daha diisiik R? degeri gostermesi tercih edilen RNA tiiriiniin sulu
ortamda ge¢ ¢Oziinmesi ile iligkilendirilebilir. Sonug¢ olarak kullanilan bes farkli kinetik

model arasindan Higuchi ve Korsmeyer-Peppas modelleri bizim ¢alismamiza uygundur.

Tablo 2. HCCP-AEP ve HCCP-AEP@AU nanopargaciklarindan ilag ve gen salimimin hiz
sabitleri ve korelasyon kat sayilari, asagidaki kinetik modeller kullanilarak hesaplanmaistir:
Zero-order, First-order, basitlestirilmis Higuchi, Korsmeyer—Peppas ve Hixson-Crowell

kinetik model.

Kinetik Model Parametre Yiiklenen Ilag/Gen
RNA NaDc
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HCCP-AEP HCCP- HCCP-AEP HCCP-

AEP@AuU AEP@AuU

Zero-order R? 0,7565 0,7531 0,8356 0,9081

Ko 0,0598 0,0683 2,037 2,3228
Firts-order R? 0,7772 0,782 0,8893 0,9593

K 0,0003 0,0004 0,0135 0,0169
Higuchi R? 0,9489 0,9503 0,9663 0,9814

KH 0,8133 0,6871 0,0855 0,0696
Korsmeyer- R? 0,9739 0,9924 0,9979 0,9979
Peppas

n 0,4354 0,3690 0,4753 0,7165
Hixson- R? 0,7704 0,7725 0,8729 0,9445
Crowell

k 0,001 0,0012 0,0417 0,0502

Ko salinim kinetik sabitidir.

K salim kinetik sabitidir.

KH, Higuchi'nin salinim kinetik sabitidir.
n, yayin usstddr.

k, salinim kinetik sabitidir.

4.1.4. Nanokiirelerin Antibakteriyel ve Antifungal Etkilerinin Incelenmesi

Altin nanopargaciklar cesitli biyolojik islevlere sahiptirler. Bu islevlerden biri de
AuNp’ lerin bilinen antibakteriyel oOzellikleridir. AuNp’ler bakterilerin hiicre zarina
tutunarak peptidoglikan yapinin penetrasyonuna yol agarlar ve bu sayede bakterinin 6liimiine
neden olurlar. Ancak AuNP’ ler bu antibakteriyel 6zelligi genellikle gram- negatif bakteriler
tizerinde etkilidir (Alfei ve Schito 2020; Li vd. 2018). Bu calismada disk difiizyon metodu
kullanilarak HCCP-AEP ve HCCP-AEP@Au nanokiirelerin antibakteriyel davranislar
aragtirllmistir. Antibakteriyel analiz sonuglar1 Sekil 25°te goriilmektedir. Burada altinli ve
altinsiz kompozit nanokiirelerin etkileri E. Coli gram-negatif, S. Aureus gram-pozitif ve C.
Albicans mantar olmak iizere ii¢ farkli tiir iizerinde incelenmistir. ilk olarak altins1iz HCCP-
AEP nanokiirelerin bakteriler lizerinde bir etkisi olmadig1 goriilmektedir. Altinli kompozit
HCCP-AEP@Au partikiillerin gram-negatif bakteri ve mantar {iizerinde etkili olup
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beklendigi iizere gram-pozitif bakteri tizerinde etki etmedigi sonucuna varilmistir. Sekil 25
(d) ve (f)’de sirasiyla gram-negatif bakteri igin 1 mm inhibisyon ¢ap1 ve mantar i¢in 1,3 mm
inhibisyon ¢ap1 gézlenmistir. Zone ¢aplarinin kii¢iik olusu kompozit nanokiirelerin igerdigi
Au miktarinin 1g HCCP-AEP@Au partikiil i¢in 10,11 mg gibi az bir miktarda olmasiyla
iliskilendirilebilir. Elde edilen sonuglar dahilinde sentezlenmis olan nanokompozit tasiyici
kiirelerin artirilabilir 6zellikte antibakteriyel aktivite gosterdigi goriilmektedir. Bu
dogrultuda ilag ve gen tasiyict ayn1 zamanda antimikrobiyal 6zellik gdsteren tasiyict bir

sistemin sentezi basariyla gergeklestirildigi sonucuna varilmistir.

E. Coli S. Aureus C. Albicans

HCCP-AEP

HCCP-AEP@Au

Sekil 25. HCCP-AEP i¢in antimikrobiyal aktivite testlerinin goriintiileri (a) E. Coli
(b) S. Aureus (c) C. Albicans. HCCP-AEP@Au (d) E. Coli (e) S. Aureus (f) C. Albicans.

4.2. HCCP-PP-LEE Mikrokompozit Kiireler
4.2.1. Mikrokompozit Kiirelerin Sentezi ve Karakterizasyonu

HCCP-PP-LEEMP mikrokiireler mol oranlar1 (HCCP/PP/LEE; 1/1,5/1,5) olacak
sekilde polimerizasyon reaksiyonu sonucunda sentezlendi. Sentez i¢in monomerlerin
reaksiyona dahil edilme siireleri arasinda farkli denemeler yapildi. ilk olarak HCCP ve

LEE’nin es zamanli reaksiyonu ultrasonik banyo cihazi kullanilarak (53 kHz) baslatildi.
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Reaksiyon ortamina 1 saat sonra PP eklendi ve 5 saat devam ettirildi. Sonugta reaksiyon
ortaminda herhangi bir bulaniklik gézlemlenmedi. Bunun sebebi sentez denemesinde
partikiil olusmadig1 seklinde aciklanabilir. Ikinci bir denemede biitiin monomerler es
zamanli olarak reaksiyon ortamina katildi. Reaksiyon 6 saat devam ettirildi ve elde edilen
reaksiyon iirliniinde kiiresel yapilarin olusmadig1 gézlendi. Son olarak HCCP ve PP’nin es
zamanli olarak reaksiyonu baslatildi. Reaksiyon ortamina 1 saat sonra LEE eklendi ve
reaksiyon 5 saat devam ettirildi. Bu sentez denemesinin sonucunda kati toz taneciklerin
olustugu goriildii. Bu tanecikler santrifiijlenip yikama islemleri yapilarak reaksiyon artiklar
ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra vakumlu etiiv cihazinda 40 °C’de kurutuldu ve
calismalara bu tanecikler ile devam edildi (Sekil 26). Sentezlenen HCCP-PP-LEEMP
mikrokiireler kuarternizasyon igin ATA ¢ozeltisi igerisine atilarak 3 saat sonike edildi. Sonra
mikrokiireler 1 saat HCl ile modifiye edildi. Yikama ve kurutma igslemlerinin ardindan Sekil

26°da verilen HCCP-PP-LEE-ATA-QMP kuarternize edilmis mikrokiireler elde edildi.

CI\ \ cl 0
/ (0] Cl
c—p” Sp—c O o H-Cl ‘ g
I N~~~ Po G A
NozN o + NH. 53 kHz . :
_P O <+ 2 L Cl Cl
OH L.
Cl (ISI asetonitril cl cl
HO Cl
HCCP PP LEE
N-N
N QN?P A
NH HN +
H A HCL
N_\N"H NNDN e——
d +~ 53 kHz
N N aseton
N +
GND N
N-N
HCCP-PP-LEE-ATA-QMP’s HCCP-PP-LEE-ATA-MP’s

Sekil 26. HCCP-PP-LEEMP ve HCCP-PP-LEE-ATA-QMP mikrokiirelere ait sentez

ve kuaternizasyon mekanizmasi.
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Sentezlenen/modifiye edilen HCCP-PP-LEEMP ve HCCP-PP-LEE-ATA-QMP
mikrokiirelerin polimerizasyon sonucu HCCP, PP, LEE, ATA monomerleri arasinda olusan
kovalent baglar FT-IR spektroskopisi kullanilarak analiz edildi (Sekil 27). Sekil 27 deki
HCCP-PP-LEEMP ve HCCP-PP-LEE-ATA-QMP mikrokiirelere ait spektrumlar
incelendiginde her iki mikrokiire igin de sirasiyla 724,03 cm™ ve 1498,74 cm™ dalga
boyundaki N-H bantlar1 PP ve LEE’den kaynaklanmaktadir (Gonzalez-Garcia vd., 2018;
Han vd., 2009). Mikrokiirelerin yapisina katilan HCCP’ ye ait P=N band1 1157,66 cm™’de
goriilmektedir (O. Ozay ve Ozay 2019). PP ve LEE’nin halkali yapisinda bulunan C=0 ve
C=C karakteristik pikleri sirasiyla 1763,14 cm™ ve 1600,71 cm™ dalga boylarma karsilik
gelmektedir (H. Ozay, llgin, vd., 2020; H. Ozay vd., 2016; Acik, Acik, ve Erdemi 2021).
HCCP-PP-LEE-ATA-QMP  mikrokiirelere  ait  spektrumda = HCCP-PP-LEEMP
mikrokiirelerden farkli olarak 1211,42 cm™? ve 1047,23 cm? dalga boylarinda C=N
gerilmelerine ait absorpsiyon piklerinin  kuarternizasyondan dolay1r  olustugu
diistintilmektedir (H. Ozay ve Ozay 2014; Frey ve Corn 1996).
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Sekil 27. HCCP-PP-LEEMP ve HCCP-PP-LEE-ATA-QMP mikrokiirelere ait FT-IR

spektrumlari.
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HCCP-PP-LEEMP ve HCCP-PP-LEE-ATA-QMP mikrokiirelerin Kuarternizasyon
oncesinde ve sonrasinda yapisal sekillerini incelemek i¢cin TEM cihazi kullanildi. Sekil 28
(a ve d)’de sirasiyla HCCP-PP, HCCP-PP-LEE, HCCP-PP-LEE-ATA ve HCCP-PP-LEE-
ATA-Q mikrokiirelere ait goriintiiler verilmistir. Her bir mikrokiire i¢in TEM goriintiileri
incelendiginde sentez sonucunda olusan kiiresel yapilar agikca goriilmektedir.
Kuarternizasyon 6ncesindeki mikrokiirelerin yiizeyleri daha piiriizsiiz bir forma sahipken
HCCP-PP-LEE-ATA-Q mikrokiirelerin yiizeyinde goriilen morfolojik ¢ikintilarin
kuarternizsayon sonucunda yiizeydeki aktif (N*) u¢lardan kaynaklandig1 diigiiniilmektedir.
Mikrokiirelerin boyutlart HCCP-PP-LEEMP ve HCCP-PP-LEE-ATA-QMP mikrokiireler
i¢in sirastyla yaklasik olarak 2,406 um ve 2,604 pm’dir. Ayrica Kuarternizasyon sonrasinda
olusan yiizey yiik degisikligini belirlemek icin mikrokiirelere zeta potansiyel analiz
yapilmigtir. Kuarternizayon dncesinde HCCP-PP-LEEMP mikrokiirelerin yiizey yiikleri (-
20,2 +2,23) iken kuarternizasyon sonrasinda HCCP-PP-LEE-ATA-QMP mikrokiirelerin
ylizeylerinde olusan (N¥) atomlarindan dolay1 mikrokiirelerin yiizey yiikleri (+59,2 +5,71)
olarak pozitif yonde degismistir. Bu sayede mikrokiirelerin ylizeyleri elektrostatik
etkilesimler ile ila¢ yiikleme kapasitesi artirilmis oldu. Mikrokiirelerin yiizey morfolojilerini
incelemek i¢in SEM analizi yapildi. Sekil 29 (a ve c)’de sirastyla HCCP-PP-LEE, HCCP-
PP-LEE-ATA, HCCP-PP-LEE-ATA-Q mikrokiirelere ait SEM goriintiileri verilmistir.
Verilen goriintiilerde her bir 6rnek i¢cin monodispers kiiresel yiizey yapis1 goriilmektedir.
Mikrokiirelerin topaklanmaya benzer bir yap1 gostermesinin sebebi analiz i¢in partikiillerin
etanol igerisinde siispanse edilmesi ve goriintiileme esnasinda bu ¢dziiciiniin ortamdan

tamamen uzaklasmamasi olabilir.

d

|
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Sekil 28. HCCP-PP-LEE-ATA-Q mikro kiirelere ait TEM goriintiileri. (a) HCCP-PP,
(b) HCCP-PP-LEE, (c) HCCP-PP-LEE-ATA, (d) HCCP-PP-LEE-ATA-Q. (a ve b) igin
sakala: 1 um ve (¢ ve d) i¢in skala: 500 nm’dir.
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Sekil 29. Mikrokiirelere ait SEM goriintiileri. (a) HCCP-PP-LEEMP, (b) HCCP-PP-
LEE-ATAMP, (c) HCCP-PP-LEE-ATA-QMP. Tiim gorintiiler i¢in skala: 1 pm’dir.

Mikrokiirelerin termal 6zelliklerini incelemek igin TGA analizi yapilmistir (Sekil
30). HCCP-PP-LEE, HCCP-PP-LEE-ATA, HCCP-PP-LEE-ATA-Q mikrokiireler i¢in TGA
egrileri Sekil 30°da verilmistir. TGA egrisinde ilk 30 °C ve 67 °C araligindan mikrokiirelerin
1s1 etkisiyle nem kaybettigi diisiiniilmektedir. Daha sonra 325 °C’de mikrokiireler igin
sicaklik etkisiyle yapisal bozunma gergeklesmistir. 347 °C’de HCCP-PP-LEE mikrokiireler
icin diger kiirelerden farkl bir 1s1l bozunma egrisi gézlendi. 414 °C’de her mikrokiire i¢in
%26,04 bir bozunma meydana gelmistir. Yapilan analiz sonucunda HCCP-PP-LEE, HCCP-
PP-LEE-ATA, HCCP-PP-LEE-ATA-Q mikrokiireler i¢in total termal bozunma sirasiyla
%39,77, %41,17, %53,07°dir. Bozunma yiizdeleri kiyaslandiginda kuarternizasyon

sonrasinda mikrokiirelerin termal dayaniminin arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 30. HCCP-PP-LEEMP, HCCP-PP-LEE-ATAMP ve HCCP-PP-LEE-ATA-
QMP mikrokiirelere ait TGA egrileri.

4.2.2. Mikrokompozit Kiirelere flac¢ Yiikleme ve Sahm Cahsmalar1

Genellikle ilag tasiyict sistemlerin hedef bolgeye uygun miktarda ilaci tastyabilmesi
icin ilag yiikleme kapasitelerinin yiiksek olmasi beklenir. Bu amagla sentezlenen HCCP-PP-
LEEMP mikrokiireler yiizeylerindeki elektrostatik etkilesimleri artirarak ilag tutma
kapasitesini gelistirmek amaciyla Kuarternize edilmistir. Daha sonra mikrokiirelere bir tiir
kanser ilac1 olan Cimetidine ve ek olarak bir tiir non-steroidal antiinflamatuar bir ilag olan
ayn1 zamanda aktif (-) fonksiyonel grup bulunduran NaDc yiiklenmistir. HCCP-PP-LEEMP
ve HCCP-PP-LEE-ATA-QMP mikrokiirelerin ila¢ tutma kapasiteleri Tablo 3’te verilmistir.
Mikrokiirelerin Cimetidine yilikleme kapasiteleri HCCP-PP-LEEMP ve HCCP-PP-LEE-
ATA-QMP igin sirastyla 7,4735 ve 7,9264 mg/g’dir. Cimetidine yiiksiiz bir molekiiler
yapiya sahip oldugu i¢in Kuarternize edilen ve edilmeyen mikrokiireler i¢in ilag¢ ylikleme
kapasitesi olarak biiylik bir farklilik olusturmamaktadir. Ancak tasiyici sistemin bir kanser
ilac1 tasima Ozelligine sahip oldugunu gostermektedir. Ek olarak NaDc igin kuarternize
edilmis HCCP-PP-LEE-ATA-QMP mikrokiireler ic¢in ilag tutma kapasitesi 99,6677
mg/g’dir. Kuarternizasyon oncesinde mikrokiireler HCCP-PP-LEEMP yiizey yapilari
nedeniyle elektrostatik olarak NaDc ila¢ molekiiliiyle herhangi bir elektrostatik etkilesim
olusturmadig1 i¢in ilag yilikleme denemesi basarisiz olmustur. Ancak kuarternizasyon
sonrasinda yiizeyi (+) yiik kazanan HCCP-PP-LEE-ATA-QMP mikrokiireler elektrostatik

etkilesimler sayesinde onlarca kat daha fazla ilag tutma 6zelligi kazanmistir (Sekil 31 (c)).

Tablo 3. HCCP-PP-LEEMP ve HCCP-PP-LEE-ATA-QMP mikrokiirelerin ilag yiikleme
kapasiteleri.

Ila¢ Yiikleme (mg/q) HCCP-PP-LEEMP HCCP-PP-LEE-ATA-QMP
Cimetidine 7,4735 7,9264
NaDc - 99,6677
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HCCP-PP-LEEMP ve HCCP-PP-LEE-ATA-QMP mikrokiirelerin in vitro ila¢ salim
davranislarim arastirmak i¢in PBS (pH 7,2) salim ortami tercih edildi. Ilag yiiklii olan
mikrokiireler diyaliz membran kullanilarak 37 °C’de salim ortamt igerisine atildi. Belirlenen
zaman araliklarinda salim ortamindan UV/Vis cihazi kullanilarak ol¢timler alindi ve PBS
ortamina salinan ilag konsantrasyonlari belirlendi. Yapilan fizikokimyasal Olgiimler
sonucunda mikrokiirelerin in vitro ilag salim grafikleri Sekil 31°de verilmistir. Sekil 31
(a)’daki ilag salim grafiginde HCCP-PP-LEEMP mikrokiireler i¢cin Cimetidine salimi 48 saat
icin %73,86 ve HCCP-PP-LEE-ATA-QMP mikrokiireler i¢in ayni sartlar altinda Cimetidine
salimi %82,17°dir. Sekil 31 (b)’deki ila¢ salim grafiginde HCCP-PP-LEE-ATA-QMP
mikrokiirelere ait NaDc salim1 24 saat i¢in %66,80 olarak hesaplandi. Ek olarak Sekil 31
(c)’de HCCP-PP-LEE-ATA-QMP mikrokiireler ve NaDc ila¢ molekiiliine ait elektrostatik

etkilesim mekanizmasi verilmistir.
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Sekil 31. HCCP-PP-LEEMP, HCCP-PP-LEE-ATAMP ve HCCP-PP-LEE-ATA-
QMP mikro kiirelera ait ilag salim grafikleri. (a) Mikrokiirelerden cimetidine (%) salim1 (b)
NaDc (%) salimi, (¢c) HCCP-PP-LEE-ATA-QMP ve NaDc elektrokimyasal etkilesim

mekanizmasi.
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4.2.3. la¢ Sahm Kinetikleri

Mikrokiirelerin in vitro ilag salim davramiglart kinetik modeller kullanilarak
karakterize edildi. Ilag salim 6zelliklerini yorumlamak i¢in Zero-order, First-order, Higuchi,
Korsmeyer—Peppas and Hixson-Crowell kinetik modelleri tercih edildi. Uygulanan Kinetik
modeller i¢in hesaplanan korelasyon degerleri ve hiz sabitleri Tablo 4’te verilmistir. Tablo
4’te verilen parametreler incelendiginde Cimetidine salimi i¢in HCCP-PP-LEEMP ve
HCCP-PP-LEE-ATA-QMP mikrokiirelere ait Higuchi kinetik modeli korelasyon degerleri
sirastyla R? = 0,9914 ve R? = 0,9904 olarak hesaplanmistir. Korelasyon degerleri
kiyaslandiginda her iki mikrokiire i¢in Cimetidine saliminin Higuchi kinetik modeline uygun
oldugu goriilmektedir. NaDc salim1 i¢in Higuchi korelasyon degeri R = 0,9831° dir. Higuchi
kinetik modeli genellikle polimerik matristen ilag salimini ifade etmek i¢in tercih edilir. Bu
da mikrokompozit kiirelerin polimerik yapida olmasiyla aciklanabilir. Polimerik
sistemlerden ila¢ salim davranislarin1 analiz etmek icin kullanilan bir diger model
Korsmeyer-Peppas kinetik modelidir (Paarakh vd., 2018). Tablo 4’te Cimetidine salim1 igin
mikrokiirelere ait Korsmeyer-Peppas korelasyon degerleri HCCP-PP-LEEMP’s icin R? =
0,9737, HCCP-PP-LEE-ATA-QMP i¢in R? =0,9589 olarak hesaplanmistir. Ayrica NaDc
salim1 igin HCCP-PP-LEE-ATA-QMP mikrokiirelere ait korelasyon degeri R? = 0,9854" tiir.
Korsmeyer-Peppas kinetik modeline ait korelasyon degerleri mikrokiirelerin ilag salim
davraniglarinin bu modele uygun oldugu anlamina gelmektedir. Ayrica Korsmeyer-Peppas
modeline n degeri ilag salim siteminin difiizyon prensibi ve matris erozyonu hakkinda da
bilgi verir. Kiiresel yapiya sahip polimerik sistemler i¢in 0,43 < n < 0,85 aralig1 Non -Fickian
transportu ifade eder (Blagoeva ve Nedev 2006). Tabloda verilen n degerleri belirtilen
araliktadir ve ilag salim davraniglar1 Korsmeyer-Peppas kinetik modeline gére Non -Fickian

transport olarak tanimlanmaktadir.

Tablo 4. HCCP-PP-LEEMP’s ve HCCP-PP-LEE-ATA-QMP mikropartikiillerinden ilag
saliminin hiz sabitleri ve korelasyon kat sayilari, asagidaki kinetik modeller kullanilarak
hesaplanmistir: Zero-order, First-order, basitlestirilmis Higuchi, Korsmeyer—Peppas ve
Hixson-Crowell kinetik model.

Kinetik Model ~ Parametre Yiiklenen Ilag

Cimetidine NaDc

53



HCCP-PP- HCCP-PP-  HCCP-  HCCP-PP-

LEEMP LEE-ATA- PP- LEE-ATA-
QMP LEEMP QMP

Zero-order R? 0,8789 0,9051 - 0,9403

Ko 15,587 5,8403 - 30,267

First-order R? 0,9286 0,9479 - 0,9603

K 0,0918 0,0357 - 0,1591

Higuchi R? 0,9914 0,9904 - 0,9831

Kn 28,057 17,933 - 32,614

Korsmeyer- R? 0,9737 0,9589 - 0,9854
Peppas

n 0,5147 0,4534 - 0,6886

Hixson-Crowell R? 0,9132 0,9350 - 0,9539

k 0,2948 0,1131 - 0,5315

4.2.4. Mikrokompozit Kiirelerin Antibakteriyel ve Antifungal Etkilerinin
Incelenmesi

Mikrokiirelerin in vitro antibakteriyel 6zelliklerini incelemek igin agar kuyucuk
difiizyon metodu kullanildi (Balouiri, Sadiki, ve Ibnsouda 2016; Urnukhsaikhan vd., 2021).
HCCP-PP-LEEMP ve HCCP-PP-LEE-ATA-QMP mikrokiirelerin her biri igin S. Aureus, P.
Aeruginosa ve C. Albicans olmak iizere ti¢ farkli bakteri tiirii iizerinde analizler yapildi. Sekil
32’de  mikrokiirelere ait inhibisyon c¢aplar1  goriilmektedir. HCCP-PP-LEEMP
mikrokiirelerin farkli bakteri tiirleri iizerinde etki ettikleri bdlgelerin ¢aplar1 sirastyla 1,365
cm, 1,507 cm, 1,979 cm’dir. HCCP-PP-LEE-ATA-QMP mikrokiireler icin ise 1,482 cm,
1,098 cm ve 0,952 cm’dir. Inhibisyon caplar1 incelendiginde HCCP-PP-LEEMP
mikrokiireler gram pozitif ve gram negatif bakteri tiirlerinde etki etmistir. Ek olarak 1,979
cm inhibisyon bolgesiyle en biiyiik etki C. Albicans mantar tiirii lizerinde goriildi. HCCP-
PP-LEE-ATA-QMP mikrokiireler de benzer sekilde her bir bakteri tiirii i¢in inhibisyon
bolgeleri olusturdu ve en belirgin etki 1,482 cm inhibisyon capiyla S. Aureus bakteri tiiriinde
gozlendi. Yapilan antibakteriyel testler sonucunda Kkuarternize edilmis ve edilmemis

kiirelerin her ikisinin de antibakteriyel 6zellige sahip oldugu goriildii. Mikrokiirelerin sahip
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oldugu bu ozelligin sebebinin mikrokiirelerin yapisinda bulunan LEE’den kaynaklandigi

diistintildi (Mills, Richardson, ve Jasensky 1980).

S Aureus P. Aeruginosa C. Albicans

1.507 cm

HCCP-PP-LEEMP’s

1.482cm

.

HCCP-PP-LEE-ATA-QMP’s

Sekil 32. HCCP-PP-LEEMP ve HCCP-PP-LEE-ATA-QMP mikrokiirelere ait

antimikrobiyal analiz sonuglari.

4.2.5. Sitotoksisite Calismalar:

HCCP-PP-LEEMP, HCCP-PP-LEE-ATA-QMP ve ilag yiiklii HCCP-PP-LEE-ATA-
QMP@Cimetidine mikrokiirelerin HT-29 kolon kanseri hiicreleri iizerinde sitotoksisite
etkisini belirlemek i¢in MTT testi yapildi. Elde edilen bulgulara gore her bir mikrokiire
kanser hiicreleri lizerinde sitotoksik etki gostermistir. Ancak Cimetidine yiikli olan
mikrokiirelerde hiicre canliligindaki azalma daha belirgin sekilde goriilmektedir (Sekil 33).
HCCP-PP-LEE-ATA-QMP@Cimetidine mikrokiireler hiicre canliligini 40 pL'de net bir
sekilde azaltmaya bagsladi. 100 pL'de hiicre canliliginin 6nemli 6lgiide azaldig goriildii.
Cimetidine yiiklii mikrokiireler i¢in 40 ve 100 pL i¢in Cimetidine konsantrasyonu sirastyla
1,02 uM ve 2,54 uM olarak belirlendi. Burada in vitro analiz i¢in mikrokiirelerden DMEM

ortamina 48 saat siireyle salinan salma ortami kullanildi. Sonug olarak mikrokiirelerin hiicre
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canlilig1 icin ikincil etkileri HT-29 hiicre hatt1 kullanilarak belirlendi. HCCP-PP-LEE-ATA-
QMP@Cimetidine mikrokiireleri Cimetidine etkisiyle en dnemli hiicre canlilig1 azalmasina
sahipti ek olarak HCCP-PP-LEEMP ve HCCP-PP-LEE-ATA-QMP mikrokiireler de hiicre
canlilig1 yiizdelerinde azalma gosterdi. Bunun nedeninin mikrokiirelerin yapisinda bulunan

LEE’den kaynaklaniyor olabilecegi tahmin edildi.

HT29
72h
150 -
mm HCCP-PP-LEEMP’s
g HCCP-PP-LEE-ATA-QMP’s
& 1001 EL 1 e e, ” w HCCP-PP-LEE-ATA-QMP’s
% ":“* ok . e @Cimetidine
=
Qo
g 504 II—| \ \
=]
EEN M 00

HCCP-PP-LEEMP's HCCP-PP-LEE-ATA-QMP's HCCP-PP-LEE-ATA-QMP's
@Cumetidine

Hacim (NT 1-100 pL)

Sekil 33. HCCP-PP-LEEMP, HCCP-PP-LEE-ATA-QMP ve HCCP-PP-LEE-ATA-

QMP@Cimetidin mikro kiirelerinin HT-29 hiicreleri {izerindeki hiicre proliferasyonu
etkileri. *P degeri < 0,05.
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Tez calismasinin ilk agsamasinda halkal1 yapida bir tiir fosfazen olan HCCP ve AEP
kullanilarak kiiresel formda nanopartikiiller sentezlendi. Ardindan Au kullanilarak
literatiirde ilk kez HCCP-AEP@Au nanokompozit kiireleri sentezlendi. Sentezlenen HCCP-
AEP ve HCCP-AEP@Au nanopartikiilleri FT-IR, TEM, SEM-EDX, TGA, XRD ve XPS
analizleri ile karakterize edildi. Au nanopartikiilleri sayesinde yiizeyleri daha biyouyumlu ve
biyobozunur, ilag ve gen tasiyici materyal elde edildi. Ayni zamanda Au ylizey etken
partikiiller antibakteriyel 6zellik gosterdi. Buna ek olarak ilag ve gen yiikleme ve salim
calismalar1 HCCP-AEP ve HCCP-AEP@Au partikiilleri i¢in ayr1 ayr1 yapildi. Bu amagla
partikiillere model ilag olarak Diklofenak Sodyum ve gen olarak bir gesit maya RNA’s1
yiiklenmistir. Salim calismalar1 ayn1 zamanda matematiksel kinetik modeller ile arastirildu.
Calismalarin sonucunda altinli kompozit partikiillerin daha kontrollii ve uzun siirede ilag ve
gen salimi ozelligine sahip oldugu goriildii. Ayn1 zamanda bakteri ve mantarlar {izerinde
etkiye sahip antimikrobiyal 6zellikler gosterdigi belirlendi. Elde edilen sonuglar dahilinde
potansiyel as1 uygulamalar ve ilag tasiyici sistemlere ek olarak bir tiir yeni ilag ve gen

tasiyicl materyal sentezi ve karakterizasyon caligmalar: basariyla gerceklestirilmistir.

Tez calismasinin ilerleyen asamalarinda HCCP, PP ve LEE kullanilarak polimerik
ilag tasiyict mikrokiireler sentezlendi. Daha sonra sentezlenen mikrokiireler HCI varliginda
kuarternize edilerek yiizeyleri modifiye edildi. Bu sayede mikrokiirelerin yiizeyleri anyonik
ozellik tasirken kuarternizasyon sonucunda yiizeyde (N¥) atomlari olusturuldu ve
mikrokiireler katyonik o6zellik kazandi. Bu dogrultuda gelistirilen sistem yiizey
modifikasyonlar1 sayesinde ila¢ tutma kapasiteleri elektrostatik etkilesimler varliginda
artirtlmig oldu. Yapilarinda bir tiir aminoasit tiirevi bulunduran ve gelistirilmis ila¢ tutma
kapasitesine sahip olan mikro tastyici sisteme NaDc ve Cimetidine ilaglarinin yiikleme ve
salim ¢aligmalar1 in vitro olarak gergeklestirildi. Mikrokiireler kontrollii bir ilag salim
ozelligi gosterdi ve salim davraniglar1 kinetik modeller kullanilarak analiz edildi. Ayrica
mikrokiirelerin antibakteriyel ozellikleri {i¢ farkli bakteri tiirii iizerinde denendi.
Mikrokiireler Kuarternizasyon oncesinde ve sonrasinda antibakteriyel 6zellik gosterdi. Ek

olarak mikrokiirelerin ikincil anti kanser 6zellikleri HT-29 kolon kanseri hiicreler tizerinde
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denendi. Cimetidine yiiklii olmayan ve Cimetidine yiiklenmis mikrokiireler antikanser
0zellik gosterdi. Bunun sebebinin mikrokiirelerin yapisinda bulunan LEE’den dolay1 oldugu
tahmin edilmektedir. Ancak literatiirde bununla ilgili kesin bir ¢aligmaya rastlanmadi. Bu
sayede literatiire gelistirilmis ila¢ tutma Ozelligi gosteren, yapisinda bulunan bir tiir
aminoasit ile kendiliginden anitbakteriyel ve antikanser 6zellige sahip bir tiir mikrokompozit

tasiyici sistem kazandirilmis oldu.

Yapilan c¢alismalar sonucunda gelistirilmis ilag/gen tastyici sistemler bircok
hastaligin teshih ve tedavisinde potansiyel kargo elemanlar olarak kullanilabilir 6zelliklere
sahiptir. Bu amagla yapilan g¢alismalar in vitro ve in vivo analizlerin daha kapsamli
uygulanmasiyla desteklenebilir. Bu sayede gelistirilen terapotik sistemlerin canli
viicudundaki etkileri daha iyi analiz edilebilir. Analiz sonucunda elde edilen veriler ile
potansiyel ilac tasiyici veya asi sistemlerine bir katki saglayabilir, gelecek calismalar i¢in

modifiye edilebilir ve gelistirilebilir bir temel sunabilir.
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