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OZET

PEKTIN-ASI-POLI(N,N-DIETILAKRILAMID) KOPOLIMERLERININ SENTEZI
VE MIKROKURELERINDEN 5-FLUOROURASILIN SICAKLIK KONTROLLU
SALIMI

TOKMAK, Seyma
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Prof. Dr. Nuran ISIKLAN
Eylil 2017, 117 sayfa

Bu c¢alismada, pektin polimerine mikrodalgada N,N-dietilakrilamid monomerinin
asillanmasi ve ast kopolimerlerin sicakliga duyarli oral ilag tasiyici sistemlerinde
kullanilmas1 hedeflenmistir. Pektin-asi-poli(N,N-dietilakrilamid) as1 kopolimerlerin
yapilart Fourier transform infrared spektroskopisi (FTIR-Raman), niikleer magnetik
rezonans spektroskopisi (*H-NMR, *C-NMR), termogravimetrik analizler (DSC,
TGA), taramali elektron mikroskobu (SEM), X-isin1 difraksiyonu (XRD), jel
gegirgenlik kromotografisi (GPC) ile aydinlatilmistir. As1 yiizdesi ve asilama verimi
tizerine tepkime siiresi, tepkime sicakligi, baslatict derisimi, mikrodalga giici,
N,N,N’,N’ tetrametiletilendiamin (TEMED), monomer, nitrik asit (HNOs), pektin
derisimlerinin etkileri ¢alisilmistir. Optimum kosullar; 4 saat siireyle 35 °C'de 1200
Watt giiciinde, 4,5x10° M seryum amonyum nitrat, 1,98x10° M TEMED, 0,548 M
monomer, 0,02 M nitrik asit, 2 g/dL pektin derisimlerinde bulunmustur. Termal analiz
sonuclarindan sentezlenen kopolimerlerin pektine gore termal dayaniminin yiiksek

oldugu bulundu.

Calismanin ikinci boliimiinde, Pek-asi-PDEAAM kopolimeri 5-Fluorourasil (5-FU)
model ilact ile oral mikrokiire uygulamasinda kullanilmistir. Pek-asi-PDEAAM
mikrokiireleri kitosan kapli ve ZnCl2 ile c¢apraz baglanarak hazirlandi. Pek-asi-
PDEAAm mikrokiirelerindeki ilag polimer etkilesimleri ATR-FTIR ve XRD ile,
termal davraniglar1 DSC ile, yiizey morfolojileri SEM ve AFM ile karakterize



edilmistir. Ilag¢ yiiklii mikrokiireler tutuklanma verimleri, partikiil boyutlar1 ile
karakterize edildi. Bos mikrokiirelerin farklt pH ve sicakliktaki sisme dereceleri
incelendi. Mikrokiirelerden ilag salimina as1 ylizdesinin, ilag/polimer oraninin, ¢apraz
baglayici derisiminin, ¢apraz baglama siiresinin, pH ve sicakligin etkileri arastirildi.
As1 yiizdesi 14 olan mikrokiirelerde sicakligin 25 °Cden 37 °Cye artirilmasiyla yiizde
5-FU salim sonucu 99’dan 81’e, as1 yiizdesi 75 olan mikrokiirelerde 76’dan 65°e
azaldi. Mikrokiirelerin 5-FU yiizde salim1 ve sisme derecesi verilerinden sicakliga

duyarlilik gosterdikleri ve kontrollii salim gergeklestirdikleri tespit edildi.

Kinetik parametreler salim sonuglarindan yararlanilarak Peppas esitligi ile belirlendi.
Difiizyon Kkatsayis1i Pek-asi-PDEAAM mikrokiirelerden ilacin difiizyonu igin

hesapland1 ve salim sonuglari ile uyumlu degerler bulundu.

Anahtar Kelimeler: Pektin, Kitosan, 5-Fluorourasil, N,N-dietilakrilamid (DEAAm),
As1 kopolimer, Kontrollii salim, Sicaklik duyarli sistemler,

Seryum amonyum nitrat (CAN).



ABSTRACT

SYNTHESIS OF PECTIN-g-POLY(N,N DIETHYACRYLAMIDE)
COPOLYMERS AND TEMPERATURE-CONTROLLED RELEASE OF 5-
FLUOROURACIL FROM THE MICROSPHERES

TOKMAK, Seyma
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry, M.Sc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Nuran ISIKLAN
September 2017, 117 pages

In this study, it was aimed to grafting of N,N-diethylacrylamide (DEAAmM) monomer
onto pectin and use of graft copolymer in the temperature sensitive oral drug delivery
systems. Pectin-graft-(N,N-diethylacrylamide) copolymers were characterized by
ATR-FTIR, Raman, H-NMR, C-NMR, DSC, TGA, SEM, XRD and GPC. The
effects of reaction time, reaction temperature, initiator concentration, microwave
power, TEMED, monomer, HNOs, pectin concentrations on the graft yield and
grafting efficiency were investigated. The optimum grafting conditions were obtained
with a reaction time of 4 h, reaction temperature of 35 °C, microwave power of 1200
watt, CAN concentration of 4.5x10* M, TEMED concentration of 1.98 M, PDEAAmM
of 0.548 M, HNOs of 0.02 M and percentage of pectin 2 g/dL. Thermal stability of the

synthesized copolymers were found to be higher than that of pectin.

In the second part of the study, Pec-g-PDEAAM copolymer microspheres containing
5-Fluorouracil (5-FU) as a model drug were used in oral microsphere application.
Chitosan coated Pec-g-PDEAAmM microspheres were prepared by crosslinking with
ZnClz2. Drug-polymer interactions of Pec-g-(PDEAAmM) microspheres were
characterized by FTIR and XRD. Thermal behavior of them were investigated by DSC
and TGA, while the surface morphologies of the microspheres were analyzed using

SEM and AFM. Moreover, drug loaded microspheres were characterized by



entrapment efficiency and particles size. Swelling degrees of empty microspheres were
carried out at different pH and temperature. Effect of graft percentage, polymer
concentration, drug/polymer ratio, crosslinking agent concentration, crossslinking
time, pH and temperature on the release of drug from the microspheres were examined.
Percentage of 5-FU release from microspheres with 14 grafting percentage decreased
from 99 to 81 with increasing temperature from 25 °C to 37 °C while 5-FU release
from the microspheres with 75 grafting percentage decreased from 76 to 65. Release
behavior and swelling degree of microspheres showed that obtained microspheres are
thermoresponsive and be able to control the drug release.

Kinetic parameters were determined by using release results with Peppas equation.
The diffusion coefficients were calculated for the transport of drug trought the Pec-g-
PDEAAmM microspheres and the results were found in consistence with the release

results.

Key words: Pectin, Chitosan, 5-Fluorouracil, N,N-diethylacrylamide (DEAAmM),
Graft copolymer, Controlled release systems, Temperature sensitive

systems, Cerium amonium nitrate (CAN).
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1. GIRIS

Uyariya duyarl polimerler, ortamdaki pH, sicaklik, iyon siddeti gibi ¢cevresel uyarilara
gliclii yapisal farkliliklarla cevap verebilen makromolekiiler yapilardir [1]. Uyariya
cevap; sekil, yiizey karakteristik, ¢oziiniirliik, akiskanlik gibi 6zelliklerde degisim
seklinde ortaya cikabilir. Sicakliga, 1518a, elektrik alana, kimyasallara ve iyonik
siddete cevap verebilen polimerler bulunmaktadir. Bu tip akilli polimerler biyo-

ayirmada, ila¢ saliminda ve hidrofobik-hidrofilik ytlizeylerde kullanilabilir [1].

Uyariya duyarli polimerler, mikro yapilarinda hidrofillikten hidrofobiklige ani ve
tersinir geg¢is yapabilirler. Bu degisimler cevresel faktorlerin kiigiik degisimlere
ugramastyla gergeklesir [2]. Polimerdeki degisim, ¢ozelti iginde ¢okelme veya hidrojel
boyutunun kiiciilerek absorpladigi suyu disar1 salmasi seklinde makroskobik
boyuttadir olabilir. Bu makroskopik degisimler tersinirdir ve dis etki kalktiginda,
polimer Onceki durumuna geri doner. Bu degisime neden olan etkiler degisiklik
gosterse de; pH degisimi, zit yiikli diger bir polimerin eklenmesi, elektrik alan etkisi,
sicaklik ve iyonik kuvvet degisimine bagli olarak hidrojen baglar: etkilerinin degisimi

olabilir [2].

Kontrollii ilag salim teknolojisi geleneksel tedavi yontemleriyle karsilastirildiginda
ilacin yan etkisini azaltarak biyoaktivitesini korur ve boylece tedavinin etkisini artirir
[3]. Doksorubisin ve 5-Fluorourasil gibi toksik 6zelligi fazla olan ilaglar kontrollii ilag

salim teknolojisinde 6zel yere sahiptir [3].

Sicaklik duyarli polimerler, diisiik sicakliklarda sulu ¢ozeltilerde yliksek ¢oziiniirliige
sahiptirler ancak belirli bir sicakligin iizerinde faz olusturup ¢6zeltiden ayrilirlar [4].
Sulu polimer ¢ozeltisinde faz ayrilmasinin gozlenmeye baslandigi sicaklik degeri, alt
kritik ¢ozelti sicakligi (lower critical solution temperature, LCST) olarak adlandirilir

[4]. Bir¢ok polimer, sulu ¢ozeltilerde LCST gostermektedir.

Poli(N,N-dietilakrilamid) (PDEAAm), hidrofilik amid gruplar1 ve hidrofobik dietil
yan gruplari i¢eren sicaklik duyarlt bir polimerdir [5]. Bu karakteri, PDEAAmM sulu

¢Ozeltisinin sicaklikla ¢oziinme davranisinin tersine donmesine sebep olur. PDEAAm,



LCST degerinin altindaki sicakliklarda, hidrofilik gruplar arasinda kuvvetli hidrojen
baglanmalartyla polimerin suda iyi ¢éziinmesi gerceklesir. LCST degerinin {istiinde
ise hidrofobik gruplar etkin olur ve polimer ¢oker. Bu o&zelliginden dolay1

PDEAAm’nin sicakliga duyarli polimer olarak kullanimi giderek artmaktadir [5].

Dogal kokenli olarak bilinen polimerlerden pektin, kontrollii salim sistemlerinde genel
olarak kullanilan polimerik materyaller arasindadir [6]. Pektinin sulu g¢ozeltileri,
yapilarindaki serbest karboksil gruplarindan dolayr asidiktir. Karboksil gruplari
notrallestirilmemis pektinin % 0,5-1°lik ¢6zeltisinin pH degeri 3,2-3,4 arasindadir [7].
Kontrollii salim yapan sistemlerde, pektin ile etkin madde istenen doku veya organa
hedeflendirilebilir [7].

5-Fluorourasil; asidik, hidrofilik karakterli, solid tiimdr tedavisinde kullanilan
antineoplastik ajandir [8]. Kolon, mide, meme ve pankreas kanserlerinin tedavisinde
kullanilan metabolizmada 10-20 dakika yarilanma 6mriine sahip kemoterapdtik bir
ilagtir [9]. 5-FU’nun oral formiilasyonu kanser tedavisi i¢in oldukg¢a iyi bir gelismedir.
Toksik bir ilag olmasi sebebiyle mide-bagirsak zehirlenmelerine, siddetli kemik

agrilarina ve kanda agir yan etkilere neden olabilmektedir [10].

Tez calismasi iki kisitmdan olusmaktadir. Calismanin ilk kisminda, sicakliga duyarh
PDEAAmM ile dogal polimer pektin kopolimerinin mikrodalga destekli serbest
radikalik katilma reaksiyonu ile sentezlenmesi, optimum asilama kosullarinin

belirlenmesi ve kopolimerlerin yapilarinin aydinlatilmasi hedeflenmistir.

Calismanin ikinci kisminda ise, sentezlenen sicakliga duyarli kopolimerin mikrokiire
formiilasyonlar1 ile 5-FU salimi incelenmistir. Asi1 kopolimerin 5-FU yiikli
mikrokiirelerinin sicaklik kontrollii salim davraniglar1 incelenmis ve 5-FU yiiklii
mikrokiirelerin ilag/polimer miktari, capraz baglayict miktari, capraz baglayici siiresi,

ve farkli sicakliklarda optimum salim kosullari belirlenmistir.



1.1. Polimerlerin Genel Tanim

Polimerler; ¢ok sayida molekiiliin kovalent baglarla diizenli bir sekilde baglanarak
olusturduklar1 yiiksek mol kiitleli bilesiklerdir. Polimerler “monomer” denilen
birimlerin bir araya gelmesiyle olugsmaktadir [11]. Polimerlerin hafif, kolay islenebilir,
diisiik yogunluklu, dekoratif, kimyasal agidan inert ve diisiik maliyetli olmalari, esnek
yapilari, korozyona ugramamalar1 ve kullanim amacina uygun termal ve mekanik
Ozelliklere sahip olmalar1 bu iriinlerin ¢ok yonlii kullanilmasini saglamistir [12].
Segilebilecek 6zellige bagli olarak polimerler degisik gruplar altinda toplanabilirler.
Polimerlerden uyariya duyarli olanlar sicaklik, pH, ¢oziicii 6zelligi, basing, 1yonik
siddet, elektrik alan gibi fiziksel ve kimyasal degisimlere yanit veren polimerlerdir.
Uyartya duyarlt polimerler bu 6zelliklerinden dolay1 akilli polimerler olarak da

adlandirtlirlar [12].

1.2. Uyariya Duyarh Polimerler

Cevreye duyarli veya uyariya duyarl olarak adlandirilan akilli polimerler; sicaklik,
pH, ¢oziicii 6zelligi, basing, iyonik siddet gibi fiziksel ve kimyasal degisimlere, kritik
bir noktaya erisilinceye kadar, makroskopik diizeyde, ¢okelme, faz degisimi veya
reaksiyon, geg¢irgenlik hizinda degisimler seklinde yanit veren polimerlerdir [13]. Bu
makroskopik degisimler, uygulanan etkinin kaldirilmasi halinde tersinirdir. Akill
polimerler hidrofilik yapidan hidrofobik yapiya makro yapida hizli ve tersinir olarak
gegis yaparlar [13]. Biyopolimerlerdeki bu dogrusal olmayan cevaplar partikiillerdeki
yuksek etkilesimlerle olusur. Her bir monomer birimindeki partikiiler etkilesim az
olmasina ragmen, ylizlerce ya da binlerce monomer biriminin bir araya gelmesi ile bu

etkilesimler, biitiin sistemde olusan proseslerin ilerlemesini saglar [14].

Uyari-cevap polimerleri, ¢evresel kosullarda meydana gelen kiiclik dis degisimler
karsiliginda oldukca biiyiik ve ani, fiziksel ve kimyasal degisimler gdsterebilen
polimerlerdir [15]. Bu tiir polimer sistemleri, uyariy1 bir sinyal olarak kabul eder, bu
sinyalin biiytikliigiine karar verir ve karsiliginda zincir konformasyonlarini
degistirirler. Bu sistemlerin farkli cevaplar vermesine neden olan uyarilara bagli olarak

polimerler su sekilde siniflandirilirlar;



* Sicaklik duyarli polimerler

* pH duyarli polimerler

* Is18a duyarli polimerler

* Elektrik alana duyarli polimerler

» Manyetik alana duyarli polimerler [14, 15].
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Sekil 1.1. Uyari-cevap Polimerleri (a) Cozeltide, (b) Ara-yiizeyde ve (c) Hidrojel
halinde [15].

1.3. Sicakhiga Duyarh Polimerler

Sicaklik-duyarli polimerlerde, polimer sistemini olusturan bilesenlerden en az biri
genellikle ¢6ziicii su ortaminda sicakliga bagli bir ¢ozliniirliige sahip olmalidir. Lineer
ve ¢apraz-bagli i1siya duyarli polimerler suyla tek bir faz olustururlar; diisiik sicaklikta
siserler ve kritik bir sicakligin {izerinde ayr1 bir faz olustururlar. Sudaki sisme
derecesinde belirgin bir degisiklik gosteren sicaklik duyarli bir polimer elde etmek
icin, polimeri olusturan bilesenlerin belli bir sicakligin altinda veya {istiinde
coziinmemeleri gerekir. Bu sicaklik derecesinde goriilen hacim degisimi polimer

zincirinin bilesenlerine ve hidrojelin iyonlagsma derecesine bagl olarak tersinirdir [16].



1.3.1. Negatif sicakhik duyarh polimerler

Negatif sicaklik duyarli polimer yapilar limit bir sicaklik degerinin iistiinde ¢okme
ozelligi gosterir. Bu limit sicakligin iizerinde ise su ile hidrofobik 6zellik gosterip su
molekiillerini itmektedir. Diger bir ifade ile limit sicakligin altinda polimerik yapi, su
icinde ¢Oziinlir halde iken limit sicakligin iizerinde su icinde ¢oziinmez hale
gegmektedir. Sicaklik kritik bir degere ulasinca polimerde faz degisimi olur ve
polimeri ¢6zen bu en diislik ¢oziicli sicaklifina alt kritik ¢oziinme sicakligr (LCST)
denir [16]. Daha detayli incelendiginde ilag salimi uygulamalarinda kullanilan
polimerler LCST degerinin altinda ¢oziiniirler. LCST degeri, sicakliga duyarl ve yan
zincirlerinde iyonize gruplar olan polimerlerde pH’ya da baglidir. Ayrica polimerin
hidrofilik/hidrofobik dengesi de LCST degerini etkiler. Birgok polimerin suda
¢Oziiniirligl sicaklik artmasiyla artar. LCST gosteren polimerlerin sicaklik arttikca
suda ¢oOziiniirliikleri azalir. Bu o6zellige sahip polimerlerden yapilmis hidrojeller
LCST’nin tstiinde sicaklik artmasiyla biizlistirler. Bu 6zellik, kontrollii ilag salimi1 ve
doku miihendisligi gibi biyomedikal uygulamalarda kullanilmasini saglamaktadir

[17].

Negatif sicaklik duyarli polimer olarak bilinen ve {lizerinde yaygin ¢alismalar yapilan
polimerlerin basinda, N-izopropilakrilamid monomeri ile elde edilen poli(Nizopropil
akrilamid) (PNIPAM) gelmektedir. PNIPAM’in LCST degeri 32 °Cdir [18]. PNIPAM
homopolimerin LCST degeri olan 32 °C’yi degistirmek igin polimer zincirine hidrofilik

veya hidrofobik gruplar eklenmesi genel bir metot olarak uygulanmaktadir.

Sicakliga duyarli polimerler yan gruplarindaki hidrofilik ve hidrofobik gruplari bir
denge icerisinde tutmaktadir. LCST nin iizerindeki sicakliklarda, hidrofobik gruplar
arasindaki etkilesimler baskin gelir ve polimer zincirlerinde entropinin neden oldugu
¢Okme ve faz ayrilmasi gézlenir. Sicaklik duyarli polimerin hidrofilik i¢erikleri artirilir

veya azaltilirsa, polimer ¢ozeltisinin LCST degeri, sirasiyla artar veya azalir [19].

1.3.2. Pozitif sicaklik duyarh polimerler

Pozitif sicaklik duyarli polimerlerde iist kritik ¢6zlinme sicaklik derecesi vardir (upper

critical solution temperature, UCST). LCST sicakligina sahip polimerler, sicakligin



artmasi ile hidrofilikten hidrofobiklige gegis gosterirken, UCST ozelligine sahip
polimerler bunun tam tersi 6zellik gosterir [20]. Poli(akrilikasit) ve poliakrilamid
polimer yapilart pozitif sicaklik duyarli polimerik yapilara &rnektir [21].
Polietilenglikol-b-poli D,L-laktik asit-ko-glikolik asit-b-polietilenglikol PEG-PLGA-
PEG veya PLGA-PEG-PLGA dizilerinden olusan blok polimerler, siirekli ilag salim
sistemi olarak incelenmistir [22, 23]. Sentetik sicaklik duyarli polimerlerin yani sira

xyloglukan gibi dogal sicaklik duyarli polimerik yapilar da mevcuttur [24].

1.4. pH-Duyarh Polimerler

Polielektrolitler su ve benzeri diger iyonlastirict ¢6ziicli i¢inde polimerik iyonlar
olusturabilen makromolekiillerdir. Polimer iyonlasabilen grup igeriyorsa pH-duyarh
polimer olarak adlandirilir. iyonlasma pH tarafindan belirlenir. pH-duyarh polimerler,
pH degisimine karsi iyonlagsmay1 ve bu sebeple polimerin 6zelliklerini degistiren
karboksilik asit ve primer aminler gibi asili asidik/bazik gruplar veya siilfonik asit ve
kuaterner amonyum tuzlari gibi gii¢lii asit ve bazlari igerirler [25]. Uygun pH ve iyonik
siddetli sulu ortamda, asili gruplar iyonlasir ve polimer aginda sabit yiikler ortaya
cikmaya baglar. Polimer, ¢oziicii i¢inde iyonlastiginda, polimer zincirindeki
elektrostatik yiiklerin birbirini itmesi sonucu hacimsel olarak bir genisleme meydana
gelir. Diger taraftan ¢6ziicli polimer gruplarinin iyonlagmasini engelledigi durumda ise
polimer kompakt bir hal alir. Eger polimer gruplari hidrofobik ise, polimer kiitle
halinde ¢okelir [25]. Hidrofobik yiizey enerjisi ve polimer zincirindeki yiiklerin
elektrostatik itme kuvvetleri polimerin ¢oziicii i¢indeki davranigini belirler [26]. Zay1f
bir elektrolitin iyonlagsma derecesi pH ile kontrol edilebilir olmasindan dolayi, akilli
polimerler keskin bir sekilde ortamin pH degerine baghh olarak fiziksel
kompozisyonunu degistirmektedir. Tiim pH duyarli polimerler, polimer ana zincirine
baglh gruplarda, ortamin pH degerine duyarli olarak proton yakalayan veya ortama
proton salan asidik ya da bazik gruplar igerir. Polimer gruplarinin zayif asidik
(anyonik) oldugu durumda; ortamin pH derecesi artirildiginda, polimerin su tutma ve
hacimce genislemesi artacaktir. Sayet polimer gruplari zayif bazik gruplar igeriyorsa,
bir onceki durumun tersi olarak, pH degerinin artmasi ile polimer hacimce
kiigiilecektir. Diger bir ifadeyle; dis ortamdan gelen uyaricidaki degisiklik, polimerin

kimyasal yapis1 ve polimer ile cevresindeki molekiiller arasindaki etkilesimi



degistirecektir [27]. pH duyarli polimerler katyonik ve anyonik olmak iizere iki ana

grupta toplanabilir.

Katyonik polimerler karmn bdlgesinin diigiik pH ortaminda ilag salim1 yaparlar. Gupta
ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada; glisin, gluteralaldehit ve kitosandan olusan gapraz
baglh mikrokiireler elde etmis ve kiiresel yapilarin su tutma o6zelligini, farkli pH
degerlerinde zamana kars1 takip etmistir. Ila¢c salim denemeleri, model ila¢ olarak
thiaminhidrokloriir kullanilarak yapilmis ve kitosan mikrokiirelerin, ilag salim sistemi
olarak kullanilmasina imkan taniyan, pH degisimine duyarli salim yaptig1 tespit

edilmistir [28].

Anyonik polimer 6rnegi kalsiyum-aljinat veya yeni gelistirilen kalsiyum pektinat
sistemleri mide ve kolon bolgesinde ila¢ salim sistemi olarak incelenmistir [29]. Ilac
salim1 genis pH araliginda arastirilmis ve hizlidan yavasa uygulanan formiilasyona

bagli olarak kontrol edilebilir ilag salim1 gozlenmistir [29].



Anyonik Mikrokiire Katyonik Mikrokire

&~ S~

Mikrokiire

Disuk pH Dusuk pH
H Mikrokiire H
H H H H

Yuksek pH Yuksek pH

Sekil 1.2. pH’ya kars1 duyarli anyonik ve katyonik mikrokiire davranislari

1.5. Isik Duyarh Polimerler

Bu tiir polimerler yapilarinda, yan veya ana zincire baglanmis durumda ya da polimer
ile fiziksel karisim halinde bulunurlar [30]. Ayrica polimerik yapida gapraz bag
olusturmus fotokromik maddeler igerirler. Bu maddeler, 1s18a kars1 fonksiyonel 6zellik
gosterebilen gruplardan olusmus olup, 151k ile etkilesimleri sonucu tersinir yapisal
degisiklikler gosterirler [31]. Bu tiir maddelere 6rnek olarak, azobenzen, spiropiran ve
trifenil metan verilebilir. Fomina ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, kuinon methid
zinciri lizerine 151k ile ayrigabilen nitrobenzil koruyucu gruplari yerlestirmistir.

Arastirmada, mikrokapsiillerden UV uygulanmadigi durumda minumum seviyede



salim olmasina karsin, 350 nm dalgaboyunda UV 1s1k uygulandiginda kapsiil i¢inde

bulunan boyanin tamamen salim yaptigi rapor edilmistir [32].

1.6. Elektrik Alana Duyarh Polimerler

Elektrik duyarli polimerik yapilar, polimer ana zinciri iizerinde iyonlasabilen gruplar
tasiyan polimerlerdir. Bir elektriksel alan uygulandiginda bu tiir polimerler genellikle
cokerler [33]. Akilli polimerlerin ¢okme davraniglart elektrik alan kontroliinde de
gerceklesebilir. Bu tiir polimerler membran sekilde gozenekli hazirlanirlar. Polimer
sistiginde gdzenekler agilir ve icerdeki molekiillerin disar1 ¢ikmasina izin verir. Bu tiir
sistemlerde molekiilleri biiyiikliiklerine gore ayirmak da mimkiindiir. Elektriksel
alandaki degisime cevap olarak sivi kristali polimerlerde optik ozellik degisimi

gozlenmistir [33].

Elektrik duyarli materyal olarak hem dogal hem de sentetik maddeler kullanilmistir.
Dogal elektrik duyarli materyallere 6rnek olarak hiyalunorik asit, kondroitin siilfat,
agaroz, ksantan reginesi ve kasiyum aljinat sayilabilir [34]. Sentetik elektrik duyarl
materyaller ise c¢ogunlukla metakrilat ve akrilat tiirevi olan materyallerdir. Bu
materyallere ~ O6rnek  olarak  kismi  hidroliz  olabilen  poliakrilamid,

polidimetilaminopropil akrilamid ve benzerleri sayilabilir [34].

1.7. Manyetik Alana Duyarh Polimerler

Manyetizma, canlt organizmalar iizerinde dnemli bir etkendir. Kandaki hemoglobin,
demir iceren bir proteindir ve manyetik Ozelliktedir. Diinyanin manyetik alanina
uyumlu olan manyetotik bakteriler bilinen ilk canli organizmalardir [35]. Bu bakteriler
degisik sekillerde manyetik parcaciklar tasimaktadirlar. Son zamanlara yapilan
aragtirmalarda hayvanlarda ve insanlarda manyetik reseptor islevi goren manyetik
parcaciklar olduguna dair saglam bulgular vardir [36]. Manyetik parcaciklar insan
saglig1 ve biyolojik uygulamalarda énemli rol oynamaktadir. Hiicre ayrilmasi gen/ilag
tasinimi ve kanser tedavisi gibi karmasik islemlerin yapilmasinda pargacik ve
manyetizmanin birlestirilmesi son derece kullaniglidir [37, 38]. FesOs gibi manyetik

alan duyarl polimerler kullanilmaktadir.



1.8. Kontrollii fla¢ Sahm Sistemleri

Ilag ile ilgili arastirmalarda, hastaliklarin tedavisi igin yeni molekiiller gelistirmek
kadar bu ilaglarin hastalara verilis sekilleri de 6nemlidir. Son yillarda ila¢ dozunu
minimuma indirmek, dozlama periyodunu uzatmak, hastanin yan etkilerden
etkilenmemesini saglamak amaciyla ¢esitli calismalar yapilmaktadir. Bu ¢alismalarin
basinda kontrollii ila¢ salim sistemleri gelmektedir [39]. Kontrollii salim sistemleri,
ilaglari istenilen dozlama araliklarinda hedef dokuya vermeye dayanan etkin bir tedavi

yontemi sunmaktadir [40].

Ilag kana karistiktan sonra, kandaki etken madde seviyesi etkili oldugu plazma
araliginda (terapotik pencere) kalmalidir. Geleneksel yontemlerde, ilag belli
araliklarda tablet ya da kapsiil seklinde oral yolla alinir veya enjeksiyon yoluyla
dogrudan kana verilir. Bu tarz yontemlerde minimum etkili derisim (MED) ile
minimum toksik derisim (MTD) degerleri arasinda dalgalanmalar olugmaktadir. Her
cikis—inisten sonra, tekrar yiliksek dozda ilag almak gerekmektedir ( Sekil 1.3).
Kontrollii ilag salim sistemlerinde ise ilacin terapdtik pencere araliginda uzun bir

periyot boyunca salimi ger¢eklesebilmektedir [40].

1.8.1. Salim Mekanizmasina Gore Kontrollii Salim Sistemleri
[laglarin polimer sistemlerinden salimi i¢in dort genel yéntem bulunmaktadir [39]:

1. Difiizyon kontrollii sistemler
a. Rezervuar (zarl) sistemler

b. Matriks (monolitik) sistemler
2. Kimyasal kontrollii sistemler
a. Biyobozunur sistemler

b. Zincire takil sistemler

3. Sisme kontrollii sistemler

4. Ayarlanmis sistemler
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MTD

MED

Plazma ilag Derigimi

Tek Dozlama (Normal doz)
Tek Dozlama (Asiri doz)
e n Coklu Dozlama

Enjeksiyon

— Kontrollii Salim (Sifir derece)

Sekil 1.3. Plazmadaki ilag derisiminin zamanla degisimi (MED: Minimum Etkili
Derisim; MTD: Minimum Toksik Derisim) [40]

1.8.1.1. Difiizyon Kontrollii Sistemler

Difiizyon, ilag salimini kontrol etmek i¢in kullanilan en yaygin yontemdir. Elde edilen
salim kinetikleri dozaj formunun boyutuna ve sekline baglidir. Sistemin boyutlarinin

ve geometrisinin ayarlanmasi ile istenen salim profilleri elde edilebilir [41].

Difilizyon kontrollii sistemler, rezervuar (zarli) ve matriks (monolitik) olmak {izere iki
grupta incelenebilir. Rezervuar sistemlerde ila¢ polimerik bir zarla ¢evrili konumdadir.
Bu sistemlerde ilag salimi1 zardan diflizyonla gerceklesir. Bu sebeple ilacin diflizyon
hiz1 zarin tiirii ve kalinhg ile kontrol edilir [42]. lag pargaciklarmin cevrelemesi
gereken diflizyonun mesafesi ile salim sabit tutulur. Boylelikle rezervuar sistemlerde
salim sifirinci derece salim kinetigiyle gerceklesir. Bir diger difiizyon kontrollii sistem

olan matriks (monolitik) sistemlerde ila¢ polimer i¢cinde ¢Oziinmiis veya dagilmis
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sekildedir. Hazirlanmas1 rezervuar sistemlere goére daha kolay olan matriks
sistemlerinde en biiylik dezavantaj ilacin salim hizinin zamanla azalmasidir (birinci
dereceden salim davranisi). Bunun sebebi salim devam ettikge artan difiizyon
mesafesidir [43]. Sekil 1.4°de (i) sistemin i¢ yapisina gore; (ii) (ilag ¢oziiniirliigiiyle
baglantili olarak) baslangi¢ ilag igerigine gore; (iii) geometrik yapiya gore difiizyon
kontrollii ilag salim sistemleri siniflandirilmistir. Kii¢iik noktaciklar ¢ozlinmiis ilag
molekiillerini gdsterirken, biiyiik noktalar ¢oziinmemis ilag parcaciklarini temsil

ediyor [44].

— Film

Co < Cs
[ Sabit olmayan =T e k/
aktivite kaynaklari
— Silindir
__ Rezervuar
sistemleri &
; -
— Film Sesssvessvavsvesdss
Co > Cs
— Sabit —— Klre
aktivite kaynaklari
—  Silindir
Difuzyon
kontrollt  __]
ilac salim
sistemleri - Y e
— Film 5 =
Co < Cs
= Monolitik = Klre
cozeltiler
)
= Silindir
Matriks e
sistemleri )
— Film Lo
Co>Cs :
— Monolitik — Klre
dagihmliar
— Silindir

Sekil 1.4. Difiizyon kontrollii ila¢ salim sistemlerinin siniflandirilmasi (Co baslangig

ilag derisimi; Cs ilag ¢ozliniirliigii) [44]
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1.8.1.2. Kimyasal Kontrollii Sistemler

Kimyasal kontrollii sistemler biyobozunur sistemler ve zincire takili sistemler olmak
tizere temel olarak ikiye ayrilirlar. Biyobozunur sistemlerde, asit veya baz hidrolizi,
enzimatik etki veya oksidasyon ile polimer zamanla aginir. Polimer asindikga, ilag
salimi gerceklesir. Bu sistemlerde polimerin zamanla asinmasi sebebiyle cerrahi
miidahaleye gerek kalmadan viicuttan atilmasi bir avantajdir. Ancak pargalanma

tirtinleri toksik veya kanserojen madde icermemelidir [43].

' ™
L
(@) .
- - - -
- - -
-
- - C A 2
- - - - - 1 -
- » = é = -
. - N « 0 -
= .. . = - = 2
- b - - L i -‘ =
- . . & - - - L
- - -
- -
-

WB' - B "m
:’5' - ;
t>0 . -_| llag molekiilleri
. e

Sekil 1.5. Biyobozunur sistemden ilag salim1 ((a) y1gin erozyonu, (b) yiizey erozyonu)

[43]
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Zincire takil sistemlerde, ilag polimer agina parcalanabilir kovalent baglarla baghdir.
Baglarin parcalanmasi hidrolitik veya enzimatik yolla olur ve ila¢ salimi1 bu kovalent

baglarin par¢alanma hizi ile kontrol edilir [45].

ilag
/
veya
<—— Enzim
\ / ® ©

Polimer Zinciri

t=0 t>0

Sekil 1.6. Zincire takili sistemden ilag salimi [45]

1.8.1.3. Sisme Kontrollii Sistemler

Sisebilen polimerlerden ila¢ salimi, ¢6ziicliniin polimer matriksine girmesi sonucu
polimerin camsi-elastigimsi gegisi esasina dayanir [46]. Coziicli, polimer yapisina
girdigi anda polimer siserek camsi haldeki polimerik yap1 elastigimsi hale geger ve

ila¢ salimi baslar.
4

=M

Camsi (kuru) hal Elastigimsi (sismis) hal

Sekil 1.7. Hidrojel tabletin camsi ve elastigimsi halleri [46]
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1.9. Kontrollii fla¢c Salim Sistemlerinin Uygulama Yollari

[lacin molekiiler yapisina, salim sisteminin yéntemine, dozlama araligina, maliyete ve
hastanin durumuna gore ¢ok ¢esitli kontrollii salim uygulamalar1 bulunmaktadir [47].

[lacin verilis yolu terapotik sonucu dogrudan etkilemektedir.

Oral Yol: Agizdan yutma seklinde alinan ilag sistemleri en sik kullanilan sistemlerdir
[48]. Midenin asidik ortaminda ¢oziinmeden ince bagirsaga ulasabilen ve burada
yiiksek pH ortaminda ¢dziinen emiilsiyonlar, siispansiyonlar ya da kaplamalar gibi ila¢

tasima sistemleri bulunmaktadir [48].

Parenteral Yol: Agizdan kullanimin daha uygun bir yol olacaginin bilinmesine
ragmen protein ve peptit gibi biiyiik molekiiller iceren ilaglarin oral yolla taginimi
heniliz ¢oziilememis bir problemdir [49]. En 6nemli sorun, proteinlerin midedeki
gastrik enzimler ve ince bagirsaktaki pankreatik enzimler tarafindan sindirilmesidir.
Bu tiir ilaclar genelde damar i¢i (intravendz, 1.v.), deri alt1 (subkiitan, s.c.), kas i¢i

(intramiiskiiler, i.m.) ve karincik i¢i (intraventrikiiler) yollarla kullanilmaktadir [49].

Transdermal Yol: Baz ilaglarin oral yolla emilimi disiiktir veya mide—bagirsak
kanalinda tahris edici davranig gosterirler [50]. Cildin kolayca erisilebilir ve genis bir
ylizey alanina sahip olmasi, bu tiir ilaglarin taginiminda etkili bir yontem olmustur.
Transdermal yolda lipofilik ilaglar 6lii hiicrelerden olusan korun tabakasini gegerek
ilerler [50].

Pulmoner Yol: Pulmoner yol ile ilag verilisi, parenteral ve oral yola alternatif olmasi
nedeniyle son zamanlarda olduk¢a 6nem kazanmistir. Pulmoner yolla ilag verilisi,
akcigerlerin diisiik enzimatik aktiviteye, yliksek damarlanmaya, ince alveoler
epitelyuma (0,1-0,2 um), genis yiizey alanina (100 m?) sahip olmas1 nedeniyle tercih
edilmektedir [50].

Rektal Yol: Aniis yoluyla kalin bagirsagin en alt bolgesine uygulanan bir sistemdir.

OKkiiler Yol: Polimerik sistemin goziin kenarina veya korneasi iizerine yerlestirilmesi
seklinde uygulanan bir sistemdir. Okiiler kontrolli salim sistemlerinde

nanopartikiiller, nanomiseller, lipozomlar ve mikroemiilsiyonlar gibi ¢ok ¢esitli dozaj
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formlar1 kullanilabilmektedir [51]. Bu sistemin en 6nemli avantaji ilacin uzun siire

kontrollii bir sekilde verilerek bolgesel etki saglanabilmesidir.

Implant Sistemler: Gelisen teknoloji ile tip alaninda artan beklentiler dogrultusunda
uzun siireli bolgesel, sistemik etki veya tedavi istenen uygulamalarda, dozaj
formlariin kontrollii salim saglayan sistemler olarak, 6zellikle de implant formunda
tasarlanmas1 énem kazanmustir [52]. Implant olarak tasarlanma ile karacigerden ilk
gecis etkisine ugrayan etkin maddelerin kaybmin Onlenmesi, yan etkilerinin
azaltilmasi oral yolla veriliste karsilagilan gastrointestinal sistemden etkilenme gibi
avantajlar bulunmaktadir [52]. Burada smirli bir siire tutulabilmeden kaynaklanan,
klasik dozaj formlarnin neden oldugu kan seviyelerindeki dalgalanmalar ve buna

bagli dezavantajlar da giderilmis olmaktadir.

/

enjeksiyon béigeye ézel salim

Sekil 1.8. Enjeksiyonda ilag biitiin viicuda yayilirken, bolgeye 6zel salimda yalnizca

hedeflenmis bolgede salim meydana gelir [51]

1.10. fla¢ Salim Kinetigi

Coziinme hizimin kontrol edilebilmesi, etken madde salim mekanizmalarinin
yorumlanmasi ve farkli formiilasyonlar arasinda karsilastirma parametrelerinin elde

edilmesi i¢in ¢éziinme hiz1 verilerine ¢esitli matematiksel modeller uygulanmaktadir.
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Bu modellerin bir¢oguna Fick’in diflizyon yasasina ait esitliklerin ¢6ziimlenmesiyle
ulasilir. Ilag  salim kinetigi polimerin sismesi, polimer erozyonu, ilag
¢Oziinme/difiizyon karakteristikleri, matris i¢inde ilacin dagilimi, ilag/polimer orani ve

sistem geometrisi (silindir, kiire vb.) gibi birgok faktdrden etkilenir [53].

Sifirinc1 Derece Kinetik: Kontrollii etkin madde salimmin saglanmasi ig¢in
biyobozunur polimerlerin kullanilmasiyla hazirlanmis mikropartikiiler sistemlerde
amag sifirinct derece kinetik ile etkin madde saliminin saglanmasidir [54].
Matematiksel olarak sifirinct derece salima ait hiz ifadesi asagidaki esitlikte

verilmektedir.

c
dt

ko

Bu esitligin 0 — o«o’a giderken integrali alindiginda, asagidaki esitlik elde edilmektedir.
C=C,—kyt

C : t aninda ¢6zlinmeden kalan etkin madde miktari,

Co : Baglangigtaki etkin madde miktari,

Ko : Sifirinci derece salim hiz sabiti,

t: Zaman

Birinci derece kinetik: Bu kinetige gore hiz ifadesi su sekilde verilmektedir.

c
dt

kC

Bu ifadenin integrali alindig1 zaman asagidaki esitlik elde edilmektedir.
InC; = InC, — kit

Ct: t siire sonunda ¢oziinmeden kalan etken madde miktari

Co: Baslangictaki etken madde miktari

ki1: Birinci derece ¢6ziinme hiz sabiti
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InC degerleri t’ye kars1 grafige gecirildiginde egimi ki olan bir dogru elde edilir. Bu
salim kinetigine gére zamana kars1 ¢ozeltiye gegen etken madde miktar iissel olarak
azalmaktadir. Klasik ilag sekillerinin ¢ogu ve uzatilmis etkili salim yapan sistemler bu

tiir salim kinetigine uymaktadirlar.

Peppas esitligi: ilacin salim1 gergeklesmeden dnce etken madde polimer igerisinde
dagiilmis ya da c¢oziinmiis olarak bulunmaktadir. Ilag kati polimerden disari
difiizlenemez. Ancak ¢6ziicii molekiilleri polimerik matrikse girince polimer siser ve
sisen polimer ilacin diflizyonuna izin verir. Camsi bir polimer tabakasindan ¢oziicii
difiizyonuyla ayn1 anda fakat ters yonde olusan ila¢ salimi1 Peppas tarafindan deneysel

olarak asagidaki sekilde ifade edilmistir [54].
M,/M,, = kt"

Esitligin logaritmik sekli ise;

log(M;/M,,) = logk + nlogt
Mt: t zamaninda salinan etkin madde miktari
Mw: oo zamanda salinacak etkin madde miktari
k: Salim hiz sabiti
n: Salim mekanizmasini belirleyen difiizyonel sabit

Bu esitlik camsi polimerlerde Fick yasasina uymayan taginma (Durum II taginma) ve
Fick yasalarina gore difiizyonla salim mekanizmalarinin birlestirilmis halidir. Ayrica
yine bu esitlik etken madde saliminin %60°lik ilk kesri i¢in gegerlidir. Esitliklerden
goriildiigii tizere n=1 olmas1 durumunda ilacin salim hizi zamandan bagimsizdir. Bu
durum sifirinc1 derece kinetige uygundur. Cizelge 1.1°de n sabitinin ince polimerik
film sistemleri icin alabilecegi degerler ve bunlarla ilgili salim mekanizmalari
gosterilmistir [54]. Mikrokiirelerden ilag salimi ayn1 zamanda difiizyon katsayisi (D)

degerlerinin hesaplanmasiyla desteklenmistir.

D_(re )2
G
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Burada ©, MyM. - Vt grafigin egimi, r mikrokiirelerin yarigaplar, M ise

mikrokiirelerdeki salinabilecek maksimum ilag miktaridir.

Cizelge 1. 1. Polimerik kiire sistemleri i¢in salim mekanizmasini belirleyen difiizyonel

sabit (n) degerleri

n degeri Ila¢ Tasinma Mekanizmasi

0,43 Fick Difiizyonu (Durum I)

0,43<n<0,85 | Fick Yasasina Uymayan (anormal gegis)

0,85 Durum (1)

n>1,0 Ozel Durum (1I)

1.11. Mikrokiireler

Caplar1 birka¢ pm’den 1 mm’ye kadar degisebilen, diizenli yapida, mikro tastyicilardir
[55]. Mikrokiireler; etkin maddeyi kontrollii veya modifiye bir sekilde salmasi, etkin
maddenin yap1 ve aktivitesini degistirmemesi, etkin maddenin lokal irritasyon riskini
azaltmast, in vitro ve in vivo kosullarda dayanikli olmasi, diisiik dozda ilag kullanimina
olanak saglamasi ve diisiik doza bagli olarak toksisiteyi azaltmasi, biyolojik sistemle
uyumlu olmasi, biyolojik olarak pargalanabilmesi ve pargalanma tiriinlerinin toksik

olmamasi gibi 6zellikleri ile diger partikiiler sistemlerden ayrilmaktadir [55, 56].

Tiptaki en onemli kullanim alanlarindan biri de, kontrollii ilag salimidir. Burada

onemli olan, ilaglarin gerekli organlara istenilen dozlarda ve belli siirede verilmesidir.

Son yillarda ilaglar1 sabit hizda salmak icin polimerik yapilar kullanilmaktadir. Akilli
jeller, bu sistemlerin gelistirilmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar. Bu jeller, viicut
icindeki sartlara duyarli olduklarindan, ilacin salim hizin1 degistirerek kandaki ilag
seviyesini uygun diizeyde tutabilecek ozelliklere sahiptirler. Sicakliga duyarl jellerin
kullanimyla, ilag molekiilleri jel 6rgiisiinde hapsedilebilir ve sicakliktaki degisime uygun

olarak ortama salinabilir [57].
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1.12. Cahsmada Kullanilan Polimerler ve ilaclar

1.12.1. Pektin

Pektin, metanolle kismi olarak esterlesmis, a-(1-4) bagh, D-poligalakturonik asit
birimlerinden olusmus, dogrusal bir polimerdir. Ayrica pektinde D-galaktoz, L-arabinoz,
L-ramnoz yapilar1 bulunur [58]. Pektinleri tammlamak gerekirse, uygun kosullar altinda,
seker ve asitlerle jel olusturabilme 6zelligine, ayrica farkli derecede de nétralizasyon
derecesine sahip, suda ¢oziinebilen pektik asitler i¢in kullanilir. Bu tanim diisiik metoksilli
pektinleri ve 6zellikleri degistirilmis pektinleri kapsar [59]. Pektik asit terimi ¢ogunlukla
kolloidal poligalaktronik asitlerden olusan pektik maddeler i¢in kullanilir [60]. Pektinik
asitler terimi ise ihmal edilebilir oranda metil ester gruplari igceren kolloidal ve dogrusal
olan poligalaktronik asitler i¢in kullanilir. Bu asitler, uygun kosullar altinda, seker ve
asitlerle veya uygun derecede diisiik metoksil grubu varliginda metal iyonlartyla jel
olustururlar [61]. Pektinler tizerine etkili iki enzim vardir. Bunlardan esteraz olan pektaz,
metil esterini hidroliz ederken, bir hidrolaz olan pektinaz ise, galaktronik asitler arasindaki

a-(1-4) baglarini agar. Ayrica pektin, bagirsaktaki bakterilerin etkisiyle parcalanabilir.

Sekil 1.9. Pektinin yapisi

1.12.2. Kitosan

Kitin, poli-B-(1-4)N-asetil-D-glukozamin yapisinda olan, yapisi seliilloza benzeyen ve
seliillozdan sonra diinyada en yaygin olarak bulunan ikinci yenilebilir biyopolimerdir
[62]. Kitosan, kitinin alkalin deasetilasyonu ile elde edilen amorf yapida bir
poliaminosakkarit ve dogal olarak meydana gelebilen birkag katyonik polielektrolitten
biridir [63]. Kitosanin kimyasal yapisi, poli-[B-(1,4)-2-amino-2-deoksi-B-D-
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glukopiranoz] seklindedir. Kitinde asetamid (-NHCOCHs3), kitosanda ise amin (-NH2)

grubu bulunmaktadir. Kitosanin yapisal formiilii Sekil 1.10°da gésterilmistir.

OH

Sekil 1.10. Kitosanin yapisal formiili

1.12.3. Poli (N,N-dietilakrilamid) (PDEAAmM)

Poli(N,N-dietilakrilamid) sicakliga duyarli olan hidrofilik amid gruplari ve hidrofobik
dietil yan gruplara sahip bir polimerdir [64]. Bu gruplarin sicakliga duyarliliklari
polimerin yapisindaki hidrofilik/hidrofobik gruplari arasindaki hassas denge
sayesindedir. Sicakliga duyarli polimerler LCST ya da UCST degerlerine sahiptir.
Diistik sicakliklarda polimer yapisindaki hidrofilik gruplarin kendilerini ¢cevreleyen su
molekiilleri ile giiclii hidrojen baglar1 olusturmaktadir. Sicakligin artmasiyla
hidrofobik etkilesimler ile hidrojen baglarin1 kirtlacak ve polimerik yapida ¢okme
gerceklesecektir [65]. Sekil 1.11°de poli(N,N-dietilakrilamid)’in kimyasal yapisi

gosterilmistir.

Sekil 1.11. Poli(N,N-dietilakrilamid)’in kimyasal yapis1
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1.12.4. 5-Fluorourasil (5-FU)

5-Fluorourasil ( C4H3sFN202, IUPAC ismi 5-floro-1H-pirimidin-2,4-dion) molekiilii en
eski kemoterapi ilaglarindan biridir. Urasilin C-5 formiilasyonundaki hidrojenin
yerinde flor olan beyaz kristalin bir ilagtir. Sekil 1.12° de 5-FU’nun kimyasal yapisi

verilmistir.

o)
H F
N
o N
H

Sekil 1.12. 5-Fluorourasil’in kimyasal yapisi

5-Fluorourasil; asidik (pKa=7,98), hidrofilik karakterli, erime noktasi (282-283 °C)
yiiksek ve solid tiimor tedavisinde kullanilan antineoplastik ajandir [66]. Kolon, mide,
meme ve pankreas kanserlerinin tedavisinde kullanilan metabolizmada kisa yarilanma

omriine (10-20 dk) sahip kemoterapétik bir ilagtir [67].

5-Fluorourasil, DNA replikasyonunda deoksiriboniikleotidler igin gerekli olan
timidilat sentaz aktivitesini inhibe ederek timidini tiikketir ve DNA’ da deoksiliridin
trifosfatla birleserek hiicre 6liimiine neden olur. Boylece DNA sentezi bozulur. Ayrica
RNA’ da iiridin trifosfatla birleserek sitotik etki ile RNA sentezi ve isleyisini bozar
[68].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kimyasal Maddeler

Kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar Cizelge 2.1°de

belirtilmistir.

Cizelge 2.1. Kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildigi firmalar

No Kimyasal Maddeler Firma

Kitosan ( Orta molekiiler agirlikta, %]1°lik ¢ozeltisinin 25 °C’deki
viskozitesi 200-800 cP)

Pektin ( % 55-70 esterlenmis)

N,N,N,N-tetrametiletilendiamin (TEMED)

Tetrahidrofuran (THF) Sigma
Etil alkol Aldrich
5-Fluorourasil

Seryum amonyum nitrat

Di sodium mono hidrojen fosfat

Mono sodyum dihidrojen fosfat

2 | (N,N-dietilakrilamid) TCI

Cinko kloriir (ZnClz2)
3 | Sodyumbhidroksit (NaOH) Merck
Asetik asit (%100°’liik)

2.2. Cihazlar

Cizelge 2.2°de deneysel calismalarda kullanilan cihazlarin markalari/modelleri ve

analizlerin yapildig1 yerler belirtilmistir.
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Cizelge 2.2. Kullanilan cihazlar, markalar1 ve analizlerin yapildig1 yerler

No Cihaz Ad1 Marka, Model | Analizin yapildig: yer
1 FTIR Bruker Vertex ﬁrﬁkaie A‘fglgfrr;;tw
Spektrofotometresi | 70v, USA erkez ?
Laboratuvari
9 Termogravimetrik | TA TGA Q 500, ﬁgﬁi;{gz;ﬁ;w
Analiz (TGA) USA ?
Laboratuvari
Diferansiyel TA DSC Q 2000, Klrlkka!e Universitesi
3 Taramali USA Merkezi Arastirma
Kalorimetri (DSC) Laboratuvari
4 Taramali Elektron | Jeol, JSM 5600, ﬁ;ﬁii;ﬁ:ﬁfﬁ;em
Mikroskobu (SEM) | JAP ?
Laboratuvari
5 Atomik Kuvvet \I\ilielfiol’\/lo de ODTU Merkez
Mikoskobu (AFM) ’ Laboratuvari
USA
A Rigaku, ODTU Merkez
6 RITgSryonu Ultima IV, USA | Laboratuvari
(XRD) :

Yukaridaki temel cihazlara ek olarak asagidaki cihazlarda kullanilmistir;

- UV spektrofotometresi (Perkin EImer Lambda 35, USA)
- Calkalamali su banyosu (Medline BS-21)

- Isitmal1 su banyosu (Niive SI 402)

- Manyetik karistiric1 (Corning PC-420)

- pH metre (Hanna instruments HI 221)

- Vakum etiivii (Vacucell VUS-B2V)

- Analitik terazi (Pioneer PA214C)

- Mikrodalga firin (Milestone, Stars)

2.3. Mikrodalga Destekli Pek-asi-PDEAAmM Sentezi

Asilama islemi azot gazi atmosferinde, ii¢ boyunlu balonda, geri sogutucu altinda su
banyosunda ve mikrodalga firinda gercgeklestirilmistir. Pektin ¢ozeltisi saf su

icerisinde ( % 2), oda sicakliginda 1 giin karistirilarak elde edilmistir. Cozeltiye gerekli
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miktarda destillenmis N,N-dietilakrilamid ilave edilerek 25 °C’de 30 dakika siireyle
azot gazi gecirilmis ve daha sonra karigima seryum amonyum nitrat/HNO3s (CAN)
baslaticis1 ve TEMED ilave edilerek tepkime baslatilmistir (Sekil 2.1). Tepkime
siiresince ortamdan azot gazi gecirilmeye devam edilmistir. Asilama tepkimesi ¢esitli
siirelerde (1-6 saat) gerceklestirilmistir. Polimerlesme sonunda ortama doymus
hidrokinon ¢ozeltisi ilave edilerek tepkime durdurulmustur. Olusan triinler etanolde
coktiirtilerek ve siiziilerek elde edilen iiriin, homopolimerin uzaklastiriimasi amaciyla
soksalet igerisinde THF ile 48 saat yikanmistir. Homopolimeri uzaklastirilan ast
kopolimer 40 °C’de vakum etiiviinde sabit tartima gelene kadar kurutulmustur.
Optimum ¢alisma kosullarini belirlemek i¢in asilama siiresinin, sicakligin, mikrodalga
giicliniin, monomer, baglatici,, TEMED, HNOs, polimer derisimlerinin ve UV 1511

etkisi incelenmistir. As1 yiizdesi ve verimi agagida belirtildigi sekilde hesaplanmistir.

m; — my

%Asilama verimi = x100

(mc - mp) + my
. . Me— My
As1ylzdesi = ——x100
m
mc: Kopolimer kiitlesi

mp: Polimer kiitlesi

mn: Homopolimer kiitlesi
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N(9)

PektintDEAAM+CAN/HNO3;+TEMED

Sekil 2.1. Pek-asi-PDEAAm as1 kopolimerinin olusum semasi

2.4. Oral Uygulama I¢in Ila¢ Yiikli Pek-asi-PDEAAmM Mikrokiirelerin

Hazirlanmasi

Pektin ve as1 kopolimerlerden salim ortam kosullarina dayanabilecek mikrokiirelerin
olusturulmasinda kitosanla kaplama metodu kullanilmistir. Oldukga hidrofil karakterli
5-FU in tutuklanma veriminin de artirilmasi i¢in mikrokiire olusum asamasinda
kaplanmasi tercih edilmistir. Bu metotta pektin ve farkli kosulardaki as1 kopolimerler
¢ozeltileri 0,1 N NaOH ile karistirtlmis ve 0,5 M kitosan igeren 0,5 M ZnCl2 gapraz
baglayicisina damlatilarak belirli siirelerde olgunlastirilmistir. Cesitli mikrokiire
formiilasyonlar1 i¢in farkl ilag/polimer (i/p) oranlarinda 5-FU, 10 mL pektin ve ¢esitli
verimlerdeki kopolimerler iizerine eklenerek 5 dakika manyetik karistiricida

karigtirilmastir.

Hazirlanan karisim damla damla 280 rpm hizda manyetik karistiricida karisan gapraz
baglayic1 igerisine damlatilarak mikrokiireler elde edilmistir. Ayrica damlatma

sirasinda mikrokiire boyutlarinin ayni olmasi i¢in 5 cm yiikseklikten ¢apraz baglama
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¢Ozeltisi igerisine damlatilmistir. Karistmin son damlasinin diismesinden sonra
mikrokiireler ¢apraz baglama cozeltisi igerisinde farkli siirelerde olgunlastirilmistir.
Bu siireler sonunda olugturulmus mikrokiireler ¢apraz baglanma ¢ozeltisinden ayrilmis
3 kez 280 rpm hizda de-iyonize su ile yikanmistir. Elde edilen kiireler ilk olarak 24
saat boyunca oda sicakliginda kurumaya birakilip sonrasinda sabit tartima gelene
kadar 40 °C etiiv igerisinde bekletilmistir. Denge sisme ¢alismalarinda kullanilacak

olan 5-FU yiiklii olmayan bos kiireler de ayn1 yontemle hazirlanmustir. (Sekil 2.2).

mm  Kitosan
: Pektin

Sekil 2.2. Pek-asi-PDEA Am mikrokiirelerinin olusumu

2.5. Pektin ve Pek-asi-PDEAAM Mikrokiirelerinin Sisme Derecelerinin Tayini

Bos mikrokiirelerin sisme derecesinin belirlenmesi i¢in 25 mg’lik 6rnekler farkl
pH’daki tampon ¢ozeltileri igerisinde 24 saat boyunca sisme degisimleri incelendi. 15
dakika, 30 dakika ve sonrasinda 1 saat araliklarla orneklerin yiizeyindeki ¢ozeltiler
uzaklagtirilarak sisen numuneler tartildi ve sisme dereceleri hesaplandi. Salim
deneylerinde oldugu gibi sisme deneyleri de ii¢ kez tekrarlanmis ve standart sapmalari

hesaplanmaistir.
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(Wi mis mikrokiire — Wkuru mikrokﬁre)
e i X100

% Sisme Derecesi(m/m) = Wi ok
uru mikrogure

2.6. Mikrokiirelerin Ila¢ Tutuklanma Verimlerinin Belirlenmesi

Tutuklanma verimi ilacin mikrokiirelere ne kadar yiiklendiginin bir olgiisidiir.
Tutuklanma verimi hesabi i¢in ila¢ yiklii mikrokiirelerden belirli miktarda alinir.
Havanda toz haline gelene kadar ezilip iizerine 50 mL pH 7,4 H2PO4/ HPO42 tamponu
eklenmistir. Daha sonra bir balona alinarak ve 4 saat siire ile geri sogutucu altinda bir
manyetik karistiric1 yardimiyla ekstrakte edilmistir. Daha sonra siispansiyon siiziilerek
ve 5-FU igerigi UV spektrofotometresi ile ilacin maksimum dalga boyunda (266 nm)

belirlenmistir. Tutuklanma yiizdesi asagidaki esitlige gore hesaplanmaktadir.

Mikrokiire icindeki deneysel ila¢ miktari
%TV = : ——— , = - x100
Mikrokiire icindeki teorik ila¢ miktari

2.7. 5-FU’nun Pektin ve Pek-as1-PDEAAM Mikrokiirelerinden Salim Calismasi

Degisik formiilasyonda hazirlanan Pek-asi-PDEAAm mikrokiirelerin ilag salim
davranisin1 incelemek icin belirli miktarda mikrokiire ornekleri, agz1 kapakh
erlenlerde 250 mL tampon ¢dzeltilerin igerisine konularak ¢alkalamali su banyosuna
yerlestirilir. Salim ¢alismalari, 6ncelikle pH=1,2 HCI ¢d6zeltisinde 3 saat, pH=5,5
asetik asit/asetat tamponunda 3 saat ve kalan siirede de pH=7,4 fosfat tamponlarinda
25, 32 ve 37 °Cde 24 saat yapilmistir. Mikrokiirelerden salinan 5-FU miktarini
belirlemek i¢in ¢ozeltilerden saatte bir ticer mL 6rnekler alinip UV spektrofotometresi
ile 266 nm’de absorbans degerleri belirlenmis ve elde edilen absorbans degerlerinden

kalibrasyon grafigi yardimiyla derisimler hesaplanmistir.

2.8. Pektin ve Pek-asi-PDEAAm Mikrokiirelerinde MTT Calismasi

Hazirlanan mikrokiirelerin in vitro sitotoksisitelerinin belirlenmesi i¢in MTT testi
kullanilmigtir. MTT testi ISO 10993-5 standartlarina uygun sekilde yapildi. Bu test
hiicre  proliferasyonunun  6l¢iilmesi  ig¢in  3,[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) tetrazolyumtuzu’nun kullanildig1r hassas bir

metoddur. MTT, metabolik aktivite ile ilgili mitokondrial enzimler tarafindan suda
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¢Oziinmeyen formazan boyaya indirgenmektedir. MTT’ nin indirgenmesi primer
olarak hiicre igerisindeki glikolitik aktivite ile ilgili olmakla birlikte NADH
(Nikotinamid Adenin Diniikleotit) ve NADPH (Nikotinamid Adenin Diniikleotit
Fosfat) varligina baglidir. MTT soliisyonu canli veya apoptozun erken evresindeki
hiicrelerin mitokondrileri araciligiyla ile olusturdugu reaksiyonda, soliisyonlarda
bulunan tetrazolium halkasi hiicre mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz
enzimlerince parcalanarak renkli formazan kristalleri olusturur. Canli hiicrelerde
gbzlenen renk degisimi Elisareader’da yapilan okuma sonundaki absorbance

degerlerini verir.

1929 fibroblast hiicreleri 48 well-platelere her bir kuyucuga 10x10% hiicre olacak
sekilde ekimi yapilmigtir. Hiicreler 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmigtir. Daha
onceden hazirlanan 1mg/mL’lik as1 kopolimer ve mikrokiire drneklerinden belirlenen
derisimlerde (0- 6,25 ug/mL - 12,5 pg/mL — 25 pg/mL — 50 ug/mL — 100 ug/mL —
200 pg/mL) hiicrelerin iizerine uygulanip, 24 saat inkiibe edilmistir. Ornekler 3 tekrarli
olarak calisilmistir. Pozitif kontrol olarak sadece besi ortami hiicrelere uygulanmastir.
24 saat sonunda kuyucuklardaki vasatlar atilarak her kuyucuga 100 pL besiyeri ve 20
uL MTT gozeltisi ilave edilmistir. 37 °C’de 3,5 saat inkiibasyondan sonra kuyucuklara
150 uL MTT solventi (DMSO) eklenerek 15 dakika inkiibe edilmistir. Hiicre
canliliginin tespiti i¢in 48 kuyucukluplate’in absorbans degerleri ELISA plate
okuyucuda 570 nm’de okutulmustur. Kontrol gruplari baz alinarak % canlilik

hesaplanmaistir.

Ikili boyama metodu ¢ekirdegi boyamakta ve bu sayede apoptozu ve nekrozu
gostermektedir. Riboniikleaz A RNA’y1 boyamaz bu sayede sitoplazmik RNA’y1 yok
eder. Hoechst boyama: apoptotik hiicreleri boyar. Boylece gercek apoptotik hiicreler
belirlenir. Propidiumiodide: DNA’y1 ve RNA’y1 boyar. Kirmiziya boyayarak sekonder
nekrozu gosterir. ikili boyama igin 48 well plate kullanilmistir. Hiicre sayimindan
sonra canli hiicre sayisina gore her well’de 10x10? hiicre olacak sekilde hesaplama
yapilmistir. 48 well plate’de her kuyucuga 100 pL hiicre koyulmus ve 24 saat siire ile
inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonunda kuyucuklardaki medyum bosaltilmistir. 48
well plate’in tiim kuyucuklarima 150 pL medyum koyulmustur. Daha 6nceden
hazirlanan 1 mg/mL lik polimer 6rneklerinden belirlenen derisimlerde (0 - 6,25 pg/mL

- 12,5 pg/mL — 25 pg/mL — 50 pg/mL — 100 pg/mL — 200 pg/mL) hiicrelerin iizerine
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uygulanip, 24 saat inkiibe edilmistir. Kontrol grubuna sadece medyum eklenip, 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki medyum bosaltilir ve her
kuyucuga 70 uL ikili ¢alisma soliisyonu (doublestaining ¢alisma soliisyonu) eklenip,
48 well plate hi¢ 151k gormeyecek sekilde kapatilip 15 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda floresan mikroskopta DAPI (4’,6-diamino-2-fenilindol) filtresi
kullanilarak apoptoza ugramis hiicrelerin ve FITC (Floresein izotiyosiyanat, 480 — 520

nm dalga boyunda) nekroza ugramis hiicrelerin degerlendirmesi yapilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Calismanin ilk boliimiinde, pektine DEAAmM monomeri, seryum amonyum nitrat
baslaticis1 kullanilarak mikrodalgada asilanmistir. Asilama i¢in ortam kosullarinin
etkisini incelemek amaciyla, asilama siiresi, reaksiyon sicakligi, mikrodalga giici,
monomer derisimi, baslatici derisimi, TEMED derisimi, polimer derisimi gibi
parametrelerin asilama {izerine etkisi incelenmistir. As1 kopolimerlerin optimum
asilama kosullar1 bulunmustur. Sentezlenen as1 kopolimer yapilar1 FTIR-Raman,
NMR, DSC, TGA, SEM ve GPC ile karakterize edilmistir.

Calismanin  ikinci kisminda, sentezlenen as1 kopolimerlerin 5-FU igeren
mikrokiireleri, kitosan kaplama ve ¢inko kloriir ile capraz baglanarak olusturulmustur.
5-FU’nun in-vitro ilag salimina etkisini incelemek amaciyla, as1 ytizdesi, sicakligin
etkisi, polimer derisimi, ilag/polimer orani, ¢apraz baglayici derisimi, ¢apraz baglama
stiresi gibi parametrelerin farkli pH ve sicaklikta etkileri arastirilmistir. Mikrokiireler
tutuklanma verimleri, sisme dereceleri, partikiil boyutlar ile karakterize edilmistir.
Bos mikrokiirelerin farkli pH ve sicakliktaki sisme dereceleri incelenmistir.
Mikrokiirelerin ATR-FTIR 6l¢timleri ile kimyasal kararliligi, DSC analizi ile camsi
gecis sicakligi, XRD analizi sonuglari ile kristalin yapisi, SEM ve AFM analizleri ile

ylizey morfolojileri incelenmistir.

3.1. Pektin As1 Kopolimerizasyonu

Mikrodalga etkisi altinda pektin polimeri {izerine potasyum peroksidisiilfat ve seryum
amonyum nitrat (CAN) baslaticilar1 kullanilmis ancak postasyum peroksidisiilfat
baslaticis1 kullanildiginda asilama sonunda ¢oktiirme islemi asamasinda % 100 ¢okme
saglanamamustir. Sonug olarak literatiirde ¢okca kullanilan seryum amonyum nitrat

baslaticisi ile ¢alisilmasi uygun goriilmiistiir.

Ayrica pektine as1 ¢alismasi mikrodalga ortaminda ve disarida geleneksel 1sitma
yontemi ile yapilmis ve sonuglar Cizelge 3.1°de sunulmustur. Mikrodalga 1s1m1
kullanildiginda ortamda daha fazla radikallerin olustugu ve bunlarinda as1 yiizdesini

artirdig1 diistiniilmiistiir.
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Cizelge 3.1. Mikrodalganin as1 yiizdesine etkisi

Mikrodalga Etkisi
Altnda Asllama 1\ ) o desi= 9634,16 + 1,087

(t=4 saat, T=25°C, M.G=500  Watt, [CAN]=1,8x1073
M[DEAAM]=0,146 M, [TEMED]=0,66x10° M,
[HNO2]=0,0397 M, [Pektin]= 2 g/dL )

D1s Ortamda
Astlama Ast Yiizdesi= %18,90 + 2,435

(t= 4 saat, T=25 °C, [CAN]=1,8x10° M, [DEAAM]=0,146
M, [TEMED]=0,66x10° M, [HNO3]=0,0397 M, [Pektin]=2

g/dL)

3.2. Pektin ve Pek-asi-PDEAAM Kopolimerinin Yapisal Karakterizasyonu

3.2.1. Pektin, Pek-asi-PDEAAm ve PDEAAm’in FTIR ve RAMAN Sonuglarinin

Degerlendirilmesi

Sekil 3.1°de pektin, PDEAAmM ve % 166,6 as1 yiizdesine sahip Pek-asi-PDEAAm as1
kopolimerin FTIR spektrumlar1 sunulmustur. Pektin spektrumu incelendiginde; 3333
cmde goriilen yayvan pik OH gerilme titresimlerini gostermektedir. Spektrumunda
2892 cm™’de goriilen pikin C-H gerilmelerine, 1739 cm™’lerde belirlenen pikin C=0
gerilmelerine (metoksi grubuna bagli), 1603 cm™''de belirlenen pikin iyonik karboksil
gruplarindaki C=0O gerilmesine, 1402 cm™’de bulunan pikin C-O-H titresim
gerilmelerine, 1225’deki pikin asimetrik metoksi —O-CHs grubuna ait C-O-C
gerilmelerine, 1085 ve 1014 cm™ araliginda gézlenen piklerin ise C-O-C gerilmelerine

ait oldugu tespit edilmistir. Gopi ve arkadaslari, pektin i¢in benzer titresimler rapor
etmislerdir [69].

Poli(N,Ndietilakrilamid)’in FTIR spektrumunda, 2973, 2931 cm™’de gozlenen pikler
C-H titresim gerilmesine, 1623 cm™’de gozlenen pikin C=0 amid bag1 gerilmesine,
1439 ve 1354 cm !’ deki piklerin sirastyla asimetrik C-N ve ~CHz, ~CH3 gruplarindaki

C-H titresim gerilmesine, 1271 cm™¥de bulunan pikin C-N simetrik gerilme
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titresimlerine, 1137 cm™de alifatik C-N egilme titresimlerine rastlanmistir.

Literatiirlerde benzer sonuglar rapor edilmistir [70].

Pek-asi-PDEAAm as1 kopolimerin spektrumundaki 3336 cm™’de gozlenen pik
pektinden gelen OH gerilmesine, 2970, 2931 cm* pektin ve PDEAAmM den gelen C-H
gerilmesine, 1743 cm™’de goriilen pik pektinden gelen C=0O gerilmesine, 1629 cm
"deki PDEAAm den gelen pik C=0O gerilmesine karsilik geldigi saptanmistir. Ayrica
1436 ve 1368 cm™°de C-N ve C-H gerilmesine, 1266 cm™°de C-N gerilmesi, 1085 ve
1018 cm™'de pektinden gelen C-O-C gerilmelerine ait oldugu diisiiniilmektedir. FTIR
sonuglarindan asilamanin gergeklestigi dogrulanmistir. FTIR spektrumunda goriilen

karakteristik pikler Cizelge 3.2’de 6zetlenmistir.
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Sekil 3.1. Pektin, PDEAAM ve Pek-asi-PDEAAm’nin FTIR spektrumu
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Cizelge 3.2. Pektin, PDEAAmM ve Pek-asi-PDEAAm’nin FTIR sonuglari

Polimer cm? Aciklamasi
Pektin 3333 OH gerilme titresimi
2892 C-H gerilme titresimi
1739 C=0 gerilme titresimi
1603 Iyonik karboksil grubu C=0 gerilme titresimi
1402 Simetrik C=0 gerilme titresimi
1025 Asimetrik metoksi(-O-CHzs) grubuna ait COC
gerilme titresimi
1085,
C-O-C gerilme titresimi
1014
2973,
PDEAAmM C-H gerilme titresimi
2931
1693 C=0 gerilme titresimi ( azota bagli)
1439 Asimetrik C-N gerilme titresimi
1354 CHz2 ve CHs gruplarina ait C-H gerilme titresimi
1271 Simetrik C-N egilme titresimi
1137 Alifatik C-N egilme titresimi
Pek-asi- o
3336 Pektine ait OH gerilme titresimi
PDEAAM
2970, ] ]
Pektin ve PDEAAM' ye ait C-H gerilme titresimi
2931
1743 Pektine ait C=0 gerilme titresimi
1629 PDEAAm ve pektine ait C=0 gerilme titresimi
1436- Pektin ve PDEAAmM ait simetrik C=0, asimetrik C-
1368 N, C-H gerilme titresimi
1266 Simetrik C-N gerilme titresimi
1220 Pektine ait COC gerilme titresimi
1136 PDEAAmM den gelen C-N egilme titresimi
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PDEAAM ve Pek-asi-PDEAAM RAMAN sonuglari Sekil 3.2 de ve degerlendirmesi

Cizelge 3.3 de sunulmustur. Sekil ve cizelgede belirtildigi gibi FTIR sonuglar ile

RAMAN sonuglart  birbirini
alinamamustir.

distiniilmektedir.

desteklemektedir.

Bu durumun kullanilan pektinin yapisindan dolay1

Pektinin  RAMAN spektrumu
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Sekil 3.2. PDEAAM ve Pek-asi-PDEAAm’in Raman spektrumlari
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Cizelge 3.3. PDEAAM ve Pek-asi-PDEA Am’nin Raman spektrumu

Polimer cm?
2972,2936
2878
1627

PDEAAM

1457

1285
1145
Pek-as1-
PDEAAmM

3474

2968,2936,
2878

1745

1457

1353
1283
1140, 1084
1017

Aciklamasi
C-H gerilme titresimi

C=0 (‘azota bagli) gerilme titresimi
CH2 veya CHs gruplarinin C-H gerilme
titresimi

Alifatik C-N gerilme titresimi

C-N egilme titresimi
Pektine ait OH gerilme titresimi

Pektin ve PDEAAmM ait C-H gerilme

titresimi
Pektine ait C=0 gerilme titresimi

Simetrik C=0 ve C-N asimetrik gerilme

titresimi

PDEAAm’ye ait C-H gerilme titresimi
PDEAAm’ye ait C-N gerilme titresimi
Pektine ait C-O-C gerilme titresimi
C-O-C gerilme titresimi

3.2.2. DSC Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Ast kopolimerlerin termal davranislarini incelemek amaciyla DSC analizleri
gerceklestirilmigtir. Pektin, farkli yilizdelerdeki as1 kopolimerlerin ve PDEAAm’nin
DSC termogramlari Sekil 3.3 de sunulmustur. Pektinin DSC termograminda 0-150 °C
araliginda bir endoterm gecis ve yaklasik 150-250 °C araliginda bir ekzoterm pik
gbzlenmistir. Termogramdan DEAAm monomerinin asilanmasi ile endotermik pikin
sonlanma sicakliginin as1 yilizdesi artmasiyla birlikte arttig1 gézlenmistir. Polimerlerin

Tg degerleri gozlenen endoterm degisimlerden belirlenmis ve Cizelge 3.4°de
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sunulmustur. Cizelgeden, farkli as1 yiizdeli Pek-asi-PDEAAm’nin Ty degerlerinin
pektin Tq degerinden daha diisiik oldugu goriilmektedir. Ayrica as1 yiizdelerinin
artmasiyla Ty degerinde de azalma gozlenmistir. Tg’nin azalmasi PDEAAm
birimlerinin artmasiyla daha amorf yapinin olusmasindan kaynaklandigi, dolayisi ile

zincirler arasi daha fazla serbest hacmin olustugu diistintilmistiir [71].
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Sekil 3.3. Pektin ve farkli as1 ylizdelerdeki kopolimerlerin DSC termogrami
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Cizelge 3.4. Pektin ve farkli ylizdelerdeki as1 kopolimerlerin Ty degerleri

Polimer As1 (%) Tq(°C)
Pektin - 118
Pektin-asi-PDEAAM 1 23 108
Pektin-asi-PDEAAmM 2 75 106
Pektin-asi-PDEAAmM 3 118 101

3.2.3. TGA Sonug¢larimin Degerlendirilmesi

Pektin ve as1 kopolimerlerin termogravimetrik analiz sonuglar1 Sekil 3.4 ve 3.5’de
sunulmustur. Pektin termogrami incelendiginde 30-175 °C ve 175-325 °C sicaklik
araliginda iki temel bozunma g6zlenmistir. 30-175 °C sicaklik araligindaki kiitle kaybi
polimerin yapisindaki suyun uzaklasmasina, 175-325 °C sicaklik araligindaki
maksimum bozunma hizin1 214 °C da gosteren kiitle kayb1 ise CHs, CO2 ve H20
ayrilmasiyla pektin depolimerizasyonuna atfedilmistir. Pektin kiitlesinin % 50’sini
kaybettigi sicaklik 268 °C olarak tespit edilmistir. Pektin-asi-PDEAAm’nin sicaklik
bozunmasi ise temel olarak 30-175 °C, 175-325 °C ve 325-500 °C sicaklik
araliklarinda ii¢ bozunma basamagindan olusmaktadir. 30-175 °C sicaklik araliginda
Pektin-asi-PDEAAmM’nin yapisindaki adsorplanan suyun ayrilmasi gerc¢eklesmistir.
175-325 °C sicaklik araliginda ve maksimum 239 °C’de maksimum bozunma hizini
gosteren pik, CHa4, potasyum karbonat, CO2  olusumlar1 ile as1 kopolimerin
depolimerizasyonunu gostermektedir. 325-500 °C sicaklik araligindaki 429 °C’deki
maksimum bozunma hizli pik PDEAAm’nin bozulmasina atfedilmektedir. 23, 75 ve
118 as1 yiizdeli as1 kopolimerler igin kiitlesinin %50 sini kaybettigi sicaklik sirasiyla
405, 407 ve 429 °C olarak bulunmustur. Bu verilerden yapitya DEAAm agilanmasi ile
termal kararliligin arttig1 sOylenebilir. TGA egrisi ile DSC termograminin ayni sicaklik
araliklarinda degisimler verdigi igin TGA verileri DSC termogramini destekler
nitelikte bulunmustur. Benzer sonuglar literatiirlerde de bildirilmistir [72]. Gupta ve
arkadaslarmin yaptig1 pektin nano kompozit fotokatalik ve anti bakteriyel aktivete
calismasinda, pektin TGA analizinde % 6,8 kiitle kayb1 175-185 °C, %28 kiitle kaybini
175- 520 °C araliginda oldugu bildirilmistir [72].
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Sekil 3.4. Pektin ve farkl as1 yiizdelerindeki kopolimerlerin TGA termogrami
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Sekil 3.5. Pektin ve farkli as1 ylizdelerindeki kopolimerlerin DTGA termogrami
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3.2.4. 3C-NMR Sonuglarimin Degerlendirilmesi

Sekil 3.6°da pektinin 33C-NMR spektrumunu verilmistir. Spektrumdaki 48 ppm’deki
kimyasal kaymalar pektinin yapisinda bulunan —OCHs grubu karbonuna, 60-80 ppm

araligindaki pik galaktronik asidin halka i¢i karbonlarina ait oldugu diistiniilmektedir.

Kimyasal kayma degeri 90-100 ppm araligindaki pik pektinin galaktronik asit
birimlerinin anomerik karbonu ve 165-172 ppm araligindaki pik —C=0 karbonuna ait

oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 3.6. Pektinin 13C-NMR spektrumu

Benzer ¢alismalar literatiirde bulunmaktadir [73, 74]. Ornegin; Vriesmann’imn yapmis
oldugu calismada; 100,1 ve 99,3 ppm’deki pik esterlenmis ve esterlenmemis
galakturonik asit biriminindeki C atomlarmna, 171-174 ppm’deki piklerin —C=0 grubu
karbonuna karsilik geldigini ve 53 ppm deki pikin -OCH3s gurubu C atomlarina ait
olduklari rapor edilmistir [73].
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PDEAAmM yap iskeleti asagida verilmistir ve Sekil 3.7°de sunulmustur. Monomer

yapisina gore PDEAAm NMR spektrumu asagidaki gibi yorumlanmistir.

Spektrum incelendiginde 6 ve 7 nolu gruplar: 11 ppm’deki metil gruplarindaki karbon
atomuna ait oldugu diistinilmektedir. 1, 2, 6 ve 7 nolu gruplar: 20- 50 ppm’deki azot
atomuna bagli ve zincirdeki —CH2 ve —CH karbon atomlarini, 4 nolu grup: 170

ppm’deki azot atomuna bagli —C=0 karbon atomlarini isaret etmektedir.
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Sekil 3.7. PDEAAM’nin 13C-NMR spektrumu

0 ppm

Benzer olarak literatiirde -CO-N- amid bagi 150-180 ppm araliginda, -CH2-(RCH2R)
karbonlar1 10-50 ppm araliginda, 0-40 ppm’de -CH2CHs akil guruplarinin karbon

atomlarina ait kimyasal kaymalar1 rapor edilmistir [75].

Pek-asi-PDEAAm’in ®*C-NMR spektrumu Sekil 3.8’de sunulmustur. Spektrum
incelendiginde 0-15 ppm araliginda PDEAAm’den gelen —CHs ve -OCHs gruplarinin
karbonunu, 15-40 ppm araliginda PDEAAm’den gelen —CH2 ve —CH gruplarinin
karbonunu, 60-85 ppm’de pektinden gelen farkli konumlardaki karbon atomlarini, 85-
100 ppm’de pektinden gelen galakturonik asit birimindeki esterlenmis ve
esterlenmemis anomerik karbonu, 170 ppm’de hem pektinden gelen -COO, hem de
PDEAAM den gelen —CO-N karbonlarini gosterdigi diistiniilmektedir.
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Boylelikle 3 C-NMR analizleri ile pektin yapisina PDEAAm gruplarmin asilandig

dogrulanmustir.
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Sekil 3.8. Pek-asi-PDEAAM’nin 13C-NMR spektrumu

3.2.5. H-NMR Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Pektinin H-NMR spektrumu, Sekil 3.9°da verilmistir. Spektrumda -COOCHz3’{in
(metilester) protonuna ait pikin 1,06 ppm’de oldugu goriilmektedir. 3,99, 4,15 ve 4,25
ppm’de goriilen piklerin pektin yapisindaki cesitli konumlardaki -CH ve —OH
protonlarina ait oldugu disiiniilmistiir. 5 ppm civarindaki pik ¢oziicii D20’ya aittir.
Benzer sonuglara literatiirlerde de rastlanmistir [76, 77]. Ma ve Wang, ¢aligmasinda
seker pancarindan elde edilen pektin darbeli elektrik alan-destekli modifikasyonu
caligmasinda CH2 protonu 1,27 ppm’de, CH2CH2COO protonu ise 1,63 ppm de ve
CH2COOQ protonu ise 2,16 ppm’de oldugunu bildirilmistir [76].
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Sekil 3.9. Pektinin 1H-NMR spektrumu

PDEAAm’in *H-NMR spektrumu Sekil 3.10°da verilmistir. 3,37 ve 3,28 ppm’deki
pikler CHz protonlarindan kaynaklanmaktadir. 2,52 ppm civarindaki pik -CH
protonuna aittir. 2,15 ppm safsizlik olabilir. PDEAAm ana zincirindeki -CH2 ve —CH3

protonlarina ait pikler 1,68 ppm ve 1,02 ppm arasinda goriilmektedir.
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Sekil 3.10. PDEAAm’nin H-NMR spektrumu
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Pek-asi-PDEAAmM’in  H-NMR  spektrumu Sekil 3.11°de sunulmustur. As1
kopolimerin spektrumlarindan 1,53 ppm’deki pik PDEAAmM den gelen CHs’¢e ait
protonu gostermektedir. 2,16 ppm’deki pik —CH2 protonlarin1 géstermektedir. 2,97 ve
3,85 ppm araliginda meydana gelen pikler ise pektin ve asilanan PDEAAm
gruplarindaki —OH ve —CH prontonlarina atfedilmistir.

Benzer caligmalar literatiirlerde de goriilmektedir. Spevacek ve arkadaslart N,N-
dietilakrilamidin *H-NMR spektrumu incelemisler ve 1,7 ve 2,25 ppm piklerinde CHs
ve CHz2 protonlarindan kaynaklandigi rapor etmislerdir [78].
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Sekil 3.11. Pek-asi-PDEAAM’nin 1H-NMR spektrumu

3.2.6. Pektin ve As1 Kopolimer SEM Analizi

Pektin ve as1 kopolimerlerin farkl biiylitmelerdeki SEM resimleri sirasiyla Sekil 3.12
ve 3.13’de sunulmustur. Pektin SEM goriintiileri incelendiginde daha tanecikli yapilar
goriilmektedir. Pektine PDEAAm asilanmast ile pektin yapit modifikasyonlari

gerceklesmis ve ylizey daha piiriizlii hale gelmistir. Asilanma sonrasindaki bu degisim
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pektin tizerine PDEA Am eklenmesine atfedilmektedir. Benzer sonuglara literatiirlerde

de rastlanmustir [79].

|
Swr, BEEGHIR
o

(c) (d)

Sekil 3.12. Pektinin SEM fotograflari (a) 35, (b) 500, (c) 2500 ve (d) 5000 biiyiitmeli
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9EEE K IR IKKALE

Sekil 3.13. Asi kopolimerin SEM fotograflar1 (a) 35, (b) 500, (c) 2500 ve (d) 5000
biiylitmeli

3.2.7. GPC-SEC Sonuclarinin Degerlendirilmesi

SEC analizi i¢in suda ¢6ziilmiis %1°lik pektin ve as1 kopolimerleri kullanilmistir.
Hareketli faz olarak 1 mL/min akis hizinda 0,1 M NaNOs ve kolon olarak PL aquagel-
OH mixed (8um) (MW: 100-107) kullanilmistir. Kalibrasyon igin farkli mol
kiitlelerindeki polisakkarit standartlar kullanilmistir. Pektin ve farkli as1 ylizdelerinde
iki as1 kopolimerin (Pek-asi-PDEAAM:: %56, Pek-asi-PDEAAM: : %75) GPC-SEC
analiz sonuglar1 alikonma hacmine kars1 dedektor sinyali incelenmis ve Sekil 3.14°de

sunulmustur.
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Sekil 3.14. Pektin ve as1 kopolimerlerin SEC alikonma zaman degisimleri

Alikonma zamanlar ve kalibrasyon dogrusundan mol kiitleleri hesaplanmis ve elde

edilen farkli mol kiitleleri Cizelge 3.5 de verilmistir. Sayica ortalama mol kiitlesinin

degisimi incelendiginde asilama ile mol kiitlesinin azaldigi, as1 ylizdesinin artmasi ile

de arttig1 goriilmektedir. Bu sonucglardan polimerizasyon sirasinda mikrodalga etkisi

ile altili pektin birimlerinde kopmalarin oldugu diistinlilmiistiir. Ayrica ¢izelgeden

asilama ile polidispersitenin azaldigi gériilmiistiir. Bu sonu¢ Mn ile Mw degerlerinin

birbirine yaklastigin1 gostermektedir. Benzer sonuglar literatiirde rapor edilmistir [80,

81, 82].

Cizelge 3.5. Pektin ve as1 kopolimerlerde mol kiitlesi sonuglari

Mn My M D
Pektin 93086 334390 184490 3,592
Pek-asi-PDEAAM1 82888 271330 196860 3,273
Pek-asi-PDEAAM?2 84962 199460 153920 2,348
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3.2.8. Pek-as1i-PDEAAm Kopolimerlerinin LCST Degerlerinin Belirlenmesi

Sicakliga duyarli polimerlerin hacimsel faz gecisinin gergeklestigi sicaklik, alt kritik
cozelti sicakligi (LCST) olarak adlandirilmistir. Pektine asilanan PDEAAm’nin LCST
degeri ve as1 kopolimer sicaklik gecirgenlik degisimleri Sekil 3.15°de goriilmektedir.
Sekilden pektinin gecirgenliginin sicaklikla degismedigi, bununla birlikte as1
kopolimerlerin ve PDEAAm gegirgenliklerinin sicaklikla azaldigi goriilmektedir.
LCST degerleri as1 kopolimerlerinde ve homopolimerde 31°C olarak bulunmustur.
LCST degerinin altinda bulunan sicakliklarda gecirgenlik artisinin nedeni polimerin
su ile yaptig1 H baglarindan kaynaklanmaktadir. Serbest enerjinin (G), pozitif olmasi
sonucu LCST iizerindeki sicakliklarda polimer-su etkilesimi yerini polimer-polimer
ve su-su etkilesimi alir boylelikle kopolimerde ¢okme meydana gelir ve bu da faz

ayrimina sebep olur [83].
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Sekil 3.15. Pektin ve farkli ag1 kopolimerlerin sicaklikla gecirgenliklerinin degisimi
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3.3. Optimizasyon Parametreleri

3.3.1. Asilama Uzerine Siire Etkisi

Tepkime siiresinin as1 yiizdesi ve asilama verimine etkisi Sekil 3.15’de sunulmustur.
Asilama calismasinda diger parametreler (T=25 °C, [CAN]=1,8x10° M,
[DEAAM]=0,146 M, [TEMED]=6,6x10* M, [HNO3]=0,0397 M, [Pektin]=2 g/dL,
MG=500 Watt) sabit tutularak, tepkime siiresi 1-6 saat araliginda degistirilmistir. Sekil
3.16 incelendiginde maksimum as1 yiizdesi (% 34) ve asilama verimine (% 57) 4 saat
sonunda ulasildig1 bulunmustur. As1 ylizdesi ve asilama verimi siireyle birlikte 6nce
artmis belli bir degerden sonra azalmistir. Bu artis pektin tizerine eklenen monomer

sayisinin zamanla artmasina atfedilebilir.

Benzer sonuglar literatiirde de belirtilmistir [84]. Sanli ve arkadaslarinin ¢alismasinda
seryum amonyum nitrat baslaticis1 kullanilarak poli(etilen teraftalat) filmi iizerine
dimetil siilfoksi eklenmesiyle [CAN] =2,0x102 M, 85 °C, [AMPS]=0,5 M derisimdeki

optimum kosullara 5 saat siire sonunda ulasilmistir [84].
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Sekil 3.16. As1 yiizdesi ve asilama verimi iizerine siire etkisi

Calisma Kosullar: T=25 °C, [CAN]=1,8x10° M, [DEAAmM]=0,146 M,
[TEMED]=6,6x10* M, [HNO3]=0,0397 M, [Pektin]=2 g/dL, MG:500 Watt
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3.3.2. Asilama Uzerine Sicakhigin Etkisi

Asilama iizerine sicakligin etkisi 20-55 °C sicaklik araliginda diger parametreler (t=4
saat, [CAN]=1,8x10° M, [DEAAm]=0,146 M, [TEMED]=6,6x10* M,
[HNO3]=0,0397 M, [Pektin]=2 g/dL, MG=500 Watt) sabit tutularak incelenmistir.
Elde edilen sonuglar Sekil 3.17de verilmistir. Maksimum as1 yiizdesi % 37 ve asilama
verimi % 66 olarak 35 °C’de bulunmustur. As1 yiizdesi ve asilama verimi tepkime
sicakligr ile 35 °Cye kadar artmig daha sonra ise azalmistir. Sicaklik artis1 ortamdaki
monomer ve baslatict molekiillerinin hareketliligini arttirir. Bu da pektin makro-
radikallerinin sayisini arttirarak daha hizli monomer difiizyonunu saglayacagi i¢in as1
ylzdesi ve asilama veriminde artma gozlenmistir. Sekil 3.16°da goriildiigii iizere
asilama tepkimesinde 35 °C'den daha yiiksek sicakliklarda homopolimer olusumu daha
da artmis ve bu da asilama verimini azaltmistir. Ayrica 35 °C’den sonraki sicakliklarda
sonlanma tepkimeleri ve zincir transfer tepkimelerinin hizlanmasinin as1 yiizdesini ve

% asilama verimini azalttig1 diistintilmistiir. Benzer sonuglar literatiirde de verilmistir
[85].
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Sekil 3.17. Asi1 yiizdesi ve asilama verimi iizerine sicaklik etkisi

Calisma  Kosullari:  t=4saat, [CAN]=1,8x10° M, [DEAAmM]=0,146 M,
[TEMED]=6,6x10* M, [HNO3]=0,0397 M, [Pektin]=2 g/dL, MG=500 Watt
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3.3.3. Asilama Uzerine Mikrodalga Giicii Etkisi

Mikrodalga giliciiniin asilamaya etkisinin incelenmesi amaciyla 100-1200 watt
araliginda diger parametreler sabit tutularak ¢alisiimis ve elde edilen sonuglar Sekil
3.18’de verilmistir. Sekilden mikrodalga giiciiniin artmasi ile as1 ylizdesinin ve agilama
veriminin silirekli olarak arttig1 gézlenmektedir. En yiiksek as1 yiizdesi 41 ve asilama
verimi de % 71 olarak 1200 watt giiciinde bulunmustur. Mikrodalga giiciiniin artmas1
ile ortamda olusan serbest radikal sayisinin arttig1 ve bu radikallerin pektin tizerindeki
aktif merkez sayisini artirdig1 diistintildii. Boylelikle bu merkezlere baglanan monomer

sayis1 artmig ve bu da asilama parametrelerinin artmasini saglanmustir.
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Sekil 3.18. As1 yiizdesi ve agilama verimi lizerine mikrodalga giicii etkisi

Calisma Kosullari: t=4saat, T=35 °C, [CAN]:1,8X10‘3 M, [DEAAmM]=0,146 M,
[TEMED]=6,6x10* M, [HNO3]=0,0397 M, [Pektin]=2 g/dL

3.3.4. Asilama Uzerine CAN Derisimi Etkisi

Asilama iizerine CAN derisimi etkisi 8,99x10* ve 6,3x10° M arasinda incelenmis ve elde
edilen sonuglar Sekil 3.20°de sunulmustur. En yiiksek as1 yiizdesi (% 43) ve asilama

o1



verimine (% 81) 4,5x10° M CAN derisiminde ulastimustir. Sekilde goriildiigii gibi belli bir
derisime kadar artma sonrasinda azalma meydana gelmistir. Tepkime ortamindaki CAN
derisimdeki artis ile ortamda daha fazla yiikseltgenme indirgenme tepkimesi
gerceklesecektir. Ortamdaki baslatici derisiminin artirilmasi ile pektin iizerindeki aktif
merkez sayis1 artacagindan kopolimerlesmeyi de olumlu yonde etkilemistir. Boylelikle
pektin iizerine daha fazla monomer baglanacagidan as1 veriminin baslatici dersimi ile arttiZ
diistiniilmiistiir. Yiiksek CAN derisiminde homopolimerizasyon ve sonlanma reaksiyon
hizlar1 kopolimerizasyon hizindan daha yiiksek olacaktir. Bunun sonucunda 4,5x10° M
CAN derisimden sonra as1 yiizdesi ve asilama verimi azalacaktir. Literatiirde de benzer

sonuglara rastlanmustir [86, 87]. Sekil 3.19°da pektin-CAN mekanizmasi verilmistir.
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Sekil 3.19. Pektin CAN mekanizmasi
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Sekil 3.20. As1 yiizdesi ve asilama verimi tizerine CAN derisimi etkisi

Calisma Kosullarr: t=4saat, T=35 °C, [DEAAmM]=0,146 M, [TEMED]=6,6x10* M,
[HNO3]=0,0397 M, [Pektin]=2 g/dL, MG=1200 Watt
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3.3.5. Asilama Uzerine TEMED Derisimi Etkisi

Sekil 3.21°de TEMED derisiminin asilama parametreleri tizerine etkileri incelendi.
TEMED derisimi 0,33-2,31x107° M araliginda ¢alisildi. Sekil incelendiginde TEMED
derisiminin 1,98x10° M’a kadar artmasi ile asilama parametrelerinde artma
gozlenmistir. TEMED miktarinin artmasiin katalizor gorevi goriip baslaticinin
indirgenmesini artirdig1 ve bdylelikle de polimer tizerinden H c¢ikisi ile aktif merkez
sayisinin arttig1 diistinlilmiistiir. Ancak yiiksek TEMED derisiminde asilama tepkimesi
ile yarigmali olarak yiiriiyen homo polimerlesme tepkimesi ve sonlanma tepkimeleri
arttig1 icin ag1 ylizdesi ve asilama veriminde azalma gozlenmistir. Calisma sonucunda
optimum TEMED derisimi 1,98x107 M olarak alimmistir. Bu derisimde as1 yiizdesi 62

ve asilama verimi % 98 olarak bulunmustur.
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Sekil 3.21. As1 yiizdesi ve asilama verimi {izerine TEMED derisim etkisi

Calisma Kosullari: t=4saat, T=35 °C, [CAN]:4,5X10'3 M, [DEAAmM]=0,146 M,
[HNO3]=0,0397 M, [Pektin]=2 g/dL, MG=1200 Watt
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3.3.6. Asilama Uzerine Monomer Derisimi EtKisi

Asilama iizerine DEAAm derisiminin etkisi 0,109 — 0,548 M araliginda diger
parametreler sabit tutularak incelenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.22’de
verilmistir. As1 ylizdesi ve as1t verimi monomer derisimi ile siirekli artis
gostermektedir. Diisiik monomer derisiminde pektin icerisine difiizlenen monomer
miktar1 az olacagindan as1 ylizdesi ve as1 verimi diisiik ¢cikmustir. Sekilden asi
yiizdesinin monomer derisimi ile arttigi gozlendi. En yiiksek as1 yiizdesi 160 ve
asilama verimi de % 130 olarak 0,548 M DEAAm derisiminde bulundu. Monomer
derisiminin artmasi ile ortamda olusan monomerik serbest radikal sayisinin arttigt
diisiiniildii. Boylelikle bu merkezlere baglanan monomer sayisi artmis ve bu da agilama

parametrelerinin artmasini saglamistir [88].
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Sekil 3.22. As1 yiizdesi ve asilama verimi tizerine monomer derisim etkisi

Calisma Kosullart: t=4saat, T=35 °C, [CAN]=4,5x10° M, [TEMED]=1,98x103 M,
[HNOs]=0,0397 M, [Pektin]=2 g/dL, MG=1200 Watt
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3.3.7. Asilama Uzerine HNO; Derisim Etkisi

Sekil 3.23’de nitrik asit (HNO3) derisiminin as1 yiizdesi ve asilama verimi tizerine etkileri
incelendi. Nitrik asit derisimi 9,9x10°3-1,59x10? M araliginda calisildi. Sekil 3.23
incelendiginde, nitrik asit derisiminin 0,020 M’a kadar artmasi ile asilama yiizdesi ve
veriminde artma, daha fazla asit derisimi ile as1 yiizdesi ve asilama veriminde azalma
gozlenmistir. Nitrik asit derisiminin artmasinin katalizér gorevi gorlip baglaticinin
indirgenmesini artirdigi ve boylelikle de polimer {izerinden H ¢ikist ile aktif merkez
sayisinin arttig1 distiniilmiistiir. Ancak yiiksek asit derisiminde asilama tepkimesi ile
yarigmali olarak yiiriiyen homopolimerlesme tepkimesi ve sonlanma tepkimeleri arttig1 igin
as1 ytizdesi ve asilama veriminde azalma gozlenmistir. Calisma sonucunda optimum nitrik

asit derisimi 0,020 M olarak alimustir.

Benzer egilimlere Trivedi calismasinda sentezledigi kismen karboksimetillenmis guar
gum’a bu baslatict sistemi kullanilarak metil metakrilatin agilanma ve optimizasyon
calismasinda da rastlamlmistir. Bu ¢alismada da nitrik asit derisiminin 0,2 M’a artmasi ile

as1 verimi % 310’a kadar artmis daha sonra azalma gostermistir [89, 90].
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Sekil 3.23. As1 yiizdesi ve asilama verimi {izerine nitrik asit derisim etkisi

Calisma Kosullart: t=4saat, T=35 °C, [CAN]=4,5x10° M, [TEMED]=1,98x103 M,
[DEAAM]=0,548 M, [Pektin]=2 g/dL, MG=1200 Watt
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3.3.8. Asilama Uzerine Pektin Derisimi Etkisi

Optimizasyon boliimiinde asilamada etkin bir diger parametre pektin yiizdesidir. Bu
amacla pektin yiizdesinin agilama parametreleri lizerine etkisini gormek i¢in diger
parametreler sabit tutularak pektin yiizdesi 0,5- 3 g/dL araliginda degistirildi ve elde
edilen sonuglar Sekil 3.24 de verildi. Sekil 3.24 incelendiginde asilama yiizdesi ve
veriminin pektin yiizdesinin 2 g/dL’ye kadar artmasi ile arttigi bu degerden sonra
azaldig1 gozlendi. Pektin derisimi arttik¢a olusan makromolekiil sayisinin artmasina
atfedilebilir. Asilama parametrelerinin pektin yilizdesi ile azalmasi; polimer yiizdesinin
artmasi ile ¢ozelti vizkozitesinin artmasi ve buna bagli olarak monomer ile baslatici
radikallerinin difiizyonunun zorlagsmasina atfedilebilir. Boylelikle pektin birimleri
lizerinde daha az sayida aktif merkez olusacak ve asilama ylizdesi ve verimi
diisecektir. Ayrica baslaticinin  difiizlenmesinin  zorlagsmas1 ile sonlanma

reaksiyonlarinin arttig1 diisintilmiistiir. Benzer sonuglara literatiirde de rastlanilmistir

[91].
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Sekil 3.24. As1 yiizdesi ve asilama verimi iizerine pektin yiizdesinin etkisi

Calisma Kosullari: t=4saat, T=35 °C, [CAN]=4,5x10° M, [TEMED]=1,98x103 M,
[HNO3]=0,02 M, [DEAAmM]=0,548 M, MG=1200 Watt
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PEKTIN

DEAAmM

CAN/TEMED
Mikrodalga

Pek—asi-PDEAAmM

Sekil 3.25. Pek-asi-PDEA Am kimyasal yapisi

Ast kopolimer yapist Sekil 3.25°de sunulmustur. Optimum kosullar: t=4saat, T=35 °C,
[CAN]=4,5x10° M, [TEMED]=1,98x10° M, [Pektin]=2 g/dL, [DEAAM]=0,548 M,
[HNOs] MG=1200 Watt olarak bulunmustur.

Bu kosullarda en yiiksek as1 yiizdesi ve agilama verimi sirastyla % 191 ve % 165 olarak elde

edilmistir.
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3.4. Pektin ve Pek-asi-PDEAAm Mikrokiirelerinden 5 Fluorourasil Salim

Calismasi

3.4.1. Hazirlanan Mikrokiirelerin Cap ve Tutuklanma Verim Degerleri

Hazirlanan pektin ve Pek-asi-PDEAAm mikrokiirelerinin ¢aplari, tutuklanma verimleri ve
hazirlanma kosullar1 Cizelge 3.6’da  verilmistir. Pektin ve Pek-asi-PDEAAM
mikrokiirelerinin as1 yiizdesi % 14’den % 75’e artmasiyla mikrokiire c¢aplarinin 0,786
mm’den Imm’ye arttigi goriilmiistiir. Cap oranmn artmasiyla yaptya giren DEAAm
miktarinin artis gosterdigi goriilmektedir. ilag/polimer oranmm 1/4’den 2/1°e artmasi ile
mikrokiire ¢aplarinin 0,87°den 1,204 mm’ye arttig1 belirlenmistir. i/p orammn artisi ile
mikrokiire i¢ine giren 5-FU miktarin arttigi, buna bagli olarak ¢ap oraminda artis
gozlendigi diistiniilmektedir. Kitosan derisiminin 0,25 M’dan 1 M’a artmasiyla mikrokiire
caplarmin 0,81’den 1,008 mm’ye arttigi belirlenmistir. Kitosan miktarinin artmasiyla
mikrokiireye kaplanan miktar da artrus ve bu da mikrokiire capmi artirmustir.
Mikrokiirelerde capraz baglayici derisiminin 0,5 M’dan 2 M’a artmasiyla mikrokiire
caplarimin azaldig1 ve ¢apraz baglanma siiresinin 15 dakikadan 120 dakikaya artmasiyla
mikrokiire ¢aplarmm 1,103 mm’den 0,89 mm’ye azaldig1 gézlenmistir. Capraz baglayict
miktar1 ve ¢apraz baglanma siiresi arttikca daha siki1 bir ag yapisindan kaynaklanan ¢ap

azalmasi1 meydana gelmektedir.

Tutuklanma verim degerleri Pek-asi-PDEA Am mikrokiirelerinde as1 yiizdesinin artmastyla
azaldig1 gdzlenmistir. {lag/polimer oraninin 1/4’den 2/1’e artmastyla TV % 23’den %73’e
artti@1 bulunmustur. Kitosan derisiminin artmasiyla TV’inde belirgin bir artis olmasa da
aktiflesen kitosan miktarinin artistyla tutuklanma veriminde az da olsa artis gézlenmistir.
Baglanan ZnClz derisimi arttikga mikrokiire i¢ine tutuklanan ilag miktarinin daha fazla
olmasindan dolay1 tutuklanma verimi artmaktadir. Capraz baglanma siiresi artisi tutuklanma
verimini azaltmakta oldugu goriilmiistiir. Mikrokiireler karsilastirildiginda ¢apraz baglanma
stiresi az olan mikrokiirelerde daha az 5-FU kaybma neden olmaktadir. Bu nedenle

tutuklanma verimi siire artigtyla azalmaktadir.
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Cizelge 3.6. Ilacli mikrokiirelerin hazirlanma kosullari, ¢ap ve tutuklanma verim

degerleri ( Tiim mikrokiireler 0,1 M NaOH derisiminde hazirlanmaistir.)

Asi i/p
Simge Adi Kitosan(M)  ZnCly(M) Siire(dk) Cap(mm) %TV
Yiizdesi  orani

PO Pectin - il (0]5: 0,5 30 0,786+0,061 90,01+0,04
Pec-g-

P1 14 1/1 0,5 0,5 30 0,793+0,045 71,04+0,02
PDEAAM;
Pec-g-

P2 22 1/1 0,5 0,5 30 0,795+0.019 65,07+0,03
PDEAAmM,
Pec-g-

P3 34 1/1 0,5 0,5 30 0,804+0,047 60,08+0,05
PDEAAM3
Pec-g-

P4 56 1/1 0,5 0,5 30 0,824+0,031 57,05+0,01
PDEAAM,
Pec-g-

P5 75 1/1 0,5 0,5 30 0,851+0,049 43,06%0,06
PDEAAmM;
Pec-g-

PD; 56 1/4 0,5 0,5 30 0,987+0,043 23,11+0,08
PDEAAmM,
Pec-g-

PD; 56 1/2 0,5 0,5 30 1,013+0,012 47,34+0,04
PDEAAM,
Pec-g-

PD3 56 2/1 0,5 0,5 30 1,204+0,020 72,98+0,01
PDEAAM,
Pec-g-

PC; 56 1/1 0,25 0,5 30 0,881+0,009 55,04+0,02
PDEAAM,
Pec-g-

PC, 56 1/1 0,75 0,5 30 0,890+0,016 57,13+0,02
PDEAAmM,
Pec-g-

PC3 56 1/1 1 0,5 30 1,008+0,073  59,76+0,05
PDEAAM,
Pec-g-

PZ, 56 1/1 0,75 1 30 0,877+0,031 61,54+0,02
PDEAAM,
Pec-g-

PZ, 56 1/1 0,75 1,5 30 0,896+0,010 65,98+0,03
PDEAAM,
Pec-g-

PZ; 56 1/1 0,75 2 30 0,902+0,042 67,08+0,02
PDEAAM,
Pec-g-

PM; 56 1/1 0,75 1 15 1,103+0,019 74,05+0,04
PDEAAM,
Pec-g-

PM, 56 1/1 0,75 1 60 0,978+0,034 52,01+0,01
PDEAAM,
Pec-g-

PM; 56 1/1 0,75 1 120 0,889+0,018 34,07+0,01
PDEAAM,
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3.4.2. Pek-asi-PDEAAm Mikrokiirelerinin FTIR Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Sekil 3.26’da 5-FU, 5-FU vyiiklii Pek-asi-PDEAAm ve bos Pek-asi-PDEAAM
mikrokiirelerinin FTIR spektrumu goriilmektedir. Pek-asi-PDEAAmM kopolimerinden
elde edilen bos mikrokiire spektrumu incelendiginde; 3333 cm¥’de -OH ve
kitosandaki —NH gerilme titresiminin, 2929, 2864 cm™*’de C-H gerilme titresiminin,
1740, 1599 cm™’de C=0 gerilme titresimi goriilmektedir. Capraz baglanmayla C=0
gerilmesinin 1629 cm™’den 1599 cm? dalga sayisma kaydigi goriilmektedir.
Spektrumlardaki farkliliklarin nedeni kopolimer ile olusturulan mikrokiirelerin kitosan

ile kaplanmasindan da kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Kitosana ait piklerde pektin ve Pek-asi-PDEAAm’ye benzer yerlerde goriilmektedir.
Kitosanin FTIR spektrumunda, 3262 cm™’de gdzlenen genis bant N-H gerilmesine,
3295 cm™’de gdzlenen bandin OH gerilmesine ait oldugu belirlenmistir [92]. 2873 ve
1375 cm™’deki piklerin sirasiyla -CH gerilmesini ve -CHsiin simetrik
deformasyonunu, 1590 cm™’deki bandin amin gruplarina ait N-H gerilme
titresimlerini, 1307 cm™*deki bandin O-H egilmesine ait oldugu belirlenmistir. 1080
cm™*de gdzlenen bantlarm eter gruplarmin C-O gerilmelerine ait oldugu belirlenmistir
[92].

Cizelge 3.7°de 5-FU, Kitosan, Pek-asi-PDEA Am bos ve ilagh mikrokiirelerinin FTIR
sonuglarmin agiklamalart verilmistir. FTIR spektrrum verileri incelendiginde serbest
5-FU ile ilag yiiklii mikrokiirelerdeki titresimlerin ayni yerde ¢ikmasi 5-FU kanser
ilacinin  hazirlanan mikrokiireler igerisinde kristal yapisinda bulundugunu

gostermektedir. Literatiirde benzer sonuglar rapor edilmistir [92, 93, 94, 95].
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Cizelge 3.7. 5-FU, Kitosan, Pek-asi-PDEAAm bos ve ilagli mikrokiirelerinin FTIR

sonugclari

Polimer cm? Aciklamasi
5-Fluorourasil 3500-3122  Aromatik —CH gerilme titresimi
1721 N-H gerilme titresimi
1644 C=0 gerilme titresimi
1449-1281  C-N gerilme titresimi
1243 C-H dizlem ici gerilme titresimi
1180 C-F titresim titresimi
802 C-H dizlem disi gerilme titresimi
Pek-asi-PDEAAmM bos
3333 -OH ve kitosandaki -NH gerilme titresimi
mikrokiire
2929,2864  C-H gerilme titresimi
1740,1599  C=0 gerilme titresimi
Kitosan[92] 3262 N-H gerilme titresimi
2873 Alifatik C-H gerilme titresimi
1590 Amin gruplarina ait N-H gerilme titresimi
1375 -CH5'tin simetrik deformasyonu
1307 O-H dizlem disi egilmesi
1080 Eter gruplarinin C-O gerilme titresimi
Pek-asi-PDEAAmM 5-FU yiikli
3125,2825 5-FU'dan gelen C-H gerilme titresimi
mikrokiire
Pek-asl-PDEAAm'den gelen C-H gerilme
2992, 2887
titresimi
1721, 1645 5-FU'dan gelen C=0 gerilme tittresimi
1433 C-N gerilme titregimi
1349 Kitosandan gelen CHs gruplari
5-FU kaynakli C-H ve asidan gelen C-O-C
1241
gerilme titresimi
Asi kaynakli C-N gerilmesi ve 5-FU'dan
1160

gelen C-F gerilme titresimi
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Sekil 3.26. 5-FU (a), Pek-asi-PDEAAm bos mikrokiire (b) ve 5-FU yiiklii Pek-asi-
PDEAAmM mikrokiirelerin (¢) FTIR spektrumlari

3.4.3.5-FU ve Pek-asi-PDEAAmM; Mikrokiirelerin DSC Termogramininin

Degerlendirilmesi

Sekil 3.27 ve 3.28’de 5-FU, % 56 as1 ylizdeli Pek-asi-PDEAAM as1 kopolimerinden elde
edilen P4 formiilasyonundaki ilagh ve bos mikrokiirelerin DSC termogrami gériilmektedir.
DSC termogramlarindan ilacin erime noktasi 283 °C, P4 formiilasyonlu bos mikrokiirelerin
Tg degeri 74 °C ve P4 formiilasyonlu 5-FU yiiklii mikrokiirelerin Ty degeri 83 °C olarak
bulunmustur. Mikrokiirelere ila¢ yiiklenmesiyle polimer agmimn igerisindeki amorf
bolgelerdeki serbest kisimlar ilag kristalleriyle dolmaktadir. Bundan dolay1 Tq degerinde
artma goriilmektedir. Ayrica 5-Fluorourasilin erime piki 283 °Colarak ilagh mikrokiirede de
cikmast ilacin kristalin yapisint mikrokiirede korudugunu gostermektedir. Ayrica ilag
yapisindaki F atomu ile as1 kopolimer yapisi ve kitosan yapisindaki N atomlar1 arasi
etkilesimler oldugunu gostermektedir. Ty degerinin artmasma katki sagladig

diisiiniilmektedir. Benzer sonuglar baska ¢alismalarda da rapor edilmistir [96, 97].

62



141 Pec-g-PDEAAmM microspheres
i 5FU Loaded Pec-g-PDEAAmM microspheres
1.2
1.0
239.4%9°C
0.8
06 62.46°C .
’ \1/ 74.75°C()) \,
047 ’—\1\\__
e ~
_ 4 103.54°C o
& 0.2 185.49°C
é ool 489.77°C 22560
— . T —
b o / - .
3 .l 83.06°C(1) p \/\f .
0.4 99.47°C \/ |
169 baeC 283.45°C
-0.6 :
-0.8-
-1.0 ——————— .
0 50 100 1 250 300 350 400
[
b o Sicaklik (°C)

Sekil 3.27. Pek-asi-PDEAAMA4 ve (ilagl) Pek-asi-PDEAAM4 mikrokiirelerinin DSC

termogrami
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Sekil 3.28. 5-FU’in DSC termogrami
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3.4.4. Hazirlanan Mikrokiirelerin SEM Analizi

Sekil 3.29, 3.30, 3.31 ve 3.32°de farkli yapilardaki mikrokiirelerin SEM fotograflari

sunulmustur.

(a) (b)

Sekil 3.29. (a) 50 biiyiitmeli bos pektin mikrokiiresi ve (b) 50 biiyiitmeli bos Pek-asi-
PDEAAmM mikrokiireleri SEM fotograflar

Sekil 3.29 incelendiginde pektin yapisina PDEAAm eklenmesiyle kiiresel yapinin
korundugu goriilmektedir. Ayrica pektin mikrokiireleri ile Pek-asi-PDEAAM4
mikrokiireleri yiizey pirtizliiliikleri arasinda fark goriilmemektedir. Bunun nedeni

olarak mikrokiire ylizeylerinin kitosan ile kaplanmasina atfedilmektedir.
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(a) (b)

Sekil 3.30. (a) 2500 biiyiitmeli pektin ve (b) 2500 biiyiitmeli Pek-asi-PDEAAM4

mikrokiirelerinin SEM fotograflar

Sekil 3.30 incelendiginde Pek-asi-PDEAAMs formiilasyonundan elde edilen
mikrokiirelerin pektin mikrokiirelerine gore daha siki ag yapisina sahip oldugu
goriilmektedir. Ek olarak a’daki gézeneklerin b’ye gore daha genis olmasi salim i¢in

daha fazla serbest hacminin oldugunu gostermektedir.

(a) (b)

Sekil 3.31. (a) 50 biiyilitmeli 5-FU yiikli Pek-asi-PDEAAm4 mikrokiire kesiti ve (b)
50 biyttmeli 5-FU yiikli Pek-asi-PDEAAM1 mikrokiirelerinin ¢apraz
kesiti
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Sekil 3.31 incelendiginde % 14 verime sahip Pek-asi-PDEAAM:1 mikrokiire kesitinin
% 56 verime sahip Pek-agi-PDEAAmM4 mikrokiirelerine gore daha az kiiresellige sahip
oldugu goriilmektedir. As1 kopolimer verimi azaldik¢a baglanan grup sayist azalmakta
ve kiiresellikten uzaklagmaktadir. Ayrica ylizeyin kitosan kaplamasi diisiikk verimli
kiirede tam anlamiyla net degildir. Bunun nedeni diisik verimde daha fazla
gozeneklerden dolay1 kitosan daha ¢ok pektin yapili mikrokiire i¢ine niifuz etmesine

atfedilmektedir.

15kU  X1,888  18wm KIRIKKALE 15kUN. 7 ¥1.808  18mMm | KIRIKKALE
L6

(a) (b)

Sekil 3.32. (a) 1000 biiyiitmeli 2saat ¢apraz bagl mikrokiire ve (b) 1000 biiyiitmeli
30dk ¢apraz bagl mikrokiire SEM fotograflari

Sekil 3.32 incelendiginde capraz baglanma siiresi arttik¢a daha siki ag yapisinda
oldugu gorilmektedir. Capraz bag siiresinin artmasi ile gozeneklerin arasindaki
bosluklarin azalmasi ve kuruma esnasinda suyun daha yavas buharlagmasi ile yapinin

daha sik olmasini sagladig: diisiiniilmektedir.

3.4.5. AFM Analiz Sonuclari

Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) c¢ok hassas bir yay ile yiizey arasindaki kuvvet
etkilesimlerinden kaynaklanan sapmalar1 6lgmeye dayanan goriintiileme sistemidir.

AFM goriintiilerinden hesaplanan yiizey piiriizsiizliigiiniin 6lciisii olan RMS (kok
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ortalama kare) degerlerine bakilmaktadir [98]. AFM ile 6lgiilen goriintiiler % 56’k
as1 ylizdeli ve % 75’lik as1 kopolimerlerden elde edilen mikrokiireler i¢in Sekil 3.33°de
verilmistir. Sekil incelendiginde % 56 as1 ylizdeli mikrokiirelerinin (a ve b) yiizeyinin
diistik pirtizlillige sahip oldugu goriilmektedir. % 56 as1 yiizdeli mikrokiirelerinin 100
um? alanda dlgiilen RMS degeri 12,1 nm bulunurken, 100 pm? alanda % 75°lik
mikrokiirelerde 16,4 nm olarak bulunmustur. % 56 as1 yiizdeli mikrokiirelerinin 400
um? alanda &lgiilen RMS degeri 24 nm bulunurken, 400 pum? alanda % 75°lik
mikrokiirelerde 35 nm olarak bulunmustur. Boylelikle % 56 as1 yiizdeli
mikrokiirelerinin pirizliligi % 75 ast ylizdeli kopolimerlerin mikrokiirelere gore
daha az oldugu goriilmektedir [97].

RMS: 16.4 nm

Sekil 3.33. % 56’lik as1 yiizdeli (a,b) ve %75 as1 ylizdeli (c,d) mikrokiirelerin AFM

goruntusu
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3.4.6. Hazirlanan Mikrokiirelerin Optik Mikroskop Goriintiileri

Sekil 3.34’de sirastyla P4 formiilasyonundaki 5-Fluorourasil yiikli mikrokiirelerin ve

P4 formiilasyonundaki bos mikrokiirelerin optik mikroskop goriintiileri verilmistir.

(@) (b)

Sekil 3.34. Mikrokiirelerin optik mikroskop gorintiilleri a) %56 verimli ilagh

mikrokiire b) % 56 verimli bos mikrokiire

Optik mikroskop goriintiileri incelendiginde yapiya 5-FU girmesiyle kiireselligin
arttigi gozlenmistir. Bos mikrokiirelerin daha kiigiikk ve kiiresel formunun biraz

azaldig1 goriilmektedir.

3.4.7. X-Isim Difraksiyonu (XRD)

XRD (X-1gm1 kirmimi) Karakteristik X-isinlar1 kullanilarak gerceklestirilen analiz
yontemidir. X-1g11 kirinimi desenindeki pik pozisyonlariin (©), pik yar1 genisliginin
belirlenmesi  sonucunda  mikrokiirelerin ~ kirllma  ve  dagilma  verileri
belirlenebilmektedir [99]. 5-FU, bos Pek-asi-PDEAAmM4 ve ilagh Pek-asi-PDEAAM4
mikrokiirelerinin kristal yapilarini belirlemek amaciyla gergeklestirilen XRD sonuglari

Sekil 3.35’de verilmistir.
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Sekil 3.35. 5-FU, bos Pek-asi-PDEAAM4, ilach Pek-asi-PDEAAM4 Mikrokiirelerin
XRD Deseni

5-FU’nun XRD deseninde iki teta acilar1 16,44°, 28,24° ve 34,34° degerleri ilacin

kristalin yapisin1 gdstermektedir.

Pek-asi-PDEAAM4 bos mikrokiire yapisinin amorf 6zellikte oldugu genis yapisindan
goriilmektedir. Bos mikrokiirenin yayvan yapisinda bulunan en belirgin pik 19,80°

olarak belirlenmistir.

Pek-asi-PDEAAM, ilaghi mikrokiirelerininde benzer yapiya sahip oldugu, bununla
birlikte 6zellikle 28.34°°deki keskin 5-FU ait pikin ¢ikmasi ilacin kristal yapisini
mikrokiire i¢inde korudugunu desteklemektedir. Ayrica ilaglh mikrokiirelerde 12,98°,
16,24°, 19,80°, 28,34°, 32,34° ve 40,84°’de keskin pikleri Ol¢iilmiistiir. Benzer

sonuglara literatiirlerde rastlanmistir [100].
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3.4.8. Pek-asi-PDEAAm as1 kopolimerin ve Pek-asi-PDEAAm Mikrokiirelerin
MTT Sonuglar

Sekil 3.36°da pektin, % 56 verimli Pek-asi-PDEAAmM kopolimeri ve % 56 verimli Pek-

as1-PDEAAmM mikrokiiresinin % canlilik degerleri sunulmustur.

120

100

80

60 ml

% hiicre canlilig

40
m3

20

0 6,25 12,5 25 50 100 200
Polimer konsantrasyonu (pug/mL)

Sekil 3.36. Pektin (1), % 56 kopolimer (2) ve % 56 mikrokiirenin (3) % hiicre canlilig1-

derisim degisimi

Sekil 3.36 incelendiginde kontrol grubunda (0 pg/mL) toksisitenin olmadigi
gbzlenmistir. Diisiik derisimde (6.25 pg/mL) en yiiksek hiicre canliligi pektin ve % 56
kopolimer 6rneklerine uygulandigi hiicrelerde goriilmiistiir. Numune derigimi arttik¢a
% 56 mikrokiire 0rneginde hiicre canliliginda azalma goriilmektedir. En yiiksek
derisimde (200 pg/mL) pektin numune uygulandig: hiicrelerdeki canlilik yaklasik %
94, % 56 kopolimere uygulandigi hiicrelerdeki canlilik yaklasik % 93 iken, % 56
mikrokiireye uygulandig hiicrelerdeki canlilik yaklasik % 64 oranindadir.

Genel sonug pektin, % 56 kopolimer ve % 56 mikrokiire numunelerin diisiik derisimler

detoksik olmadig1 ( 6,25; 12,5; 25 pg/mL), derisim miktar1 arttik¢a toksik etkinin biraz
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artt181, buna bagli olarak % canlilik oraninin (50, 100, 200 pg/mL) derisimlerde yiiksek
oldugu gozlenmistir [101].

Sekil 3. 37. ikili boyama ile apoptotik ve nekrotik hiicrelerin gdsterilmesi

Pektin (A), % 56 as1 yiizdeli kopolimer (B), % 56 as1 yiizdesindeki kopolimerin
mikrokiiresine ait apoptoz (C), nekroz (D) goriintiileri Sekil 3.37’de verilmistir. Sekil
3.37 A’da, 12,5 pg/mL derisimde pektine uygulanmis 1929 fibroblast hiicreleridir ve
apoptotik hiicreler Hoechst 33342 ile parlak mavi renkte goriilmektedir. Sekil 3.37
(B)’de, 100 pg/mL % 56 as1 yiizdeli kopolimer uygulanmig L1929 fibroblast
hiicreleridir, apoptotik hiicreler Hoechst 33342 ile parlak mavi renkte goriilmekte ve
DAPI filtresinde incelenmektedir. Sekil 3.37 (C)’de, 200 ug/mL % 56 as1 yiizdeli
kopolimer uygulanmig L929 fibroblast hiicreleridir ve apoptotik hiicreler Hoechst
33342 ile parlak mavi renkte goriilmektedir. Sekil 3.37 (D)’de, 200 ug/mL derisimde
% 56 as1 yiizdeli mikrokiire 1.929 fibroblast hiicreleri olup kirmizi goriinen hiicreler

propodiumiodide ile boyanmis, nekrotik hiicrelerdir. Nekrotik hiicreler FITC
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filtresinde goriilmektedir. Sekil 3.37 (E) ve (F), sadece medyum uygulanmis kontrol

grubu hiicreleridir. Bu sekildende 6rneklerin biyouyumlu olduklar1 goriilmektedir.

3.4.9. Pektin ve Pek-asi-PDEAAm Mikrokiirelerin LCST sonuclari

Pektin ve as1 kopolimer mikrokiirelerinin LCST degerlerinin tespiti i¢in sicaklik-%
sisme derecesi sonuglart Sekil 3.38’de verilmistir. Sekil incelendiginde pektin
mikrokiirelerinin LCST degerinin olmadigi, as1 kopolimerlerden elde edilen
mikrokiirelerde PDEAAm’ye benzer sekilde LCST degerinin 31°C oldugu
goriilmektedir. As1 kopolimer mikrokiirelerinin sismelerindeki azalma sicakliga
hale Bu durum eklenen PDEAAm’den

duyarh geldiginin  gdstergesidir.

kaynaklanmaktadir. Sicaklik artmasi ile LCST degerlerinin {istiinde polimer
zincirlerinin hidrofobik etkilesimi artmaktadir. Buda gegirgenligin 31 °C iizerinde

azalmasina sebep olmustur. Benzer sonuglar literatiirlerde belirtilmistir [102].

Mikrokiireler 31°C de LCST degeri verdigi ve LCST degerinin altindaki sicakliklarda
yuksek sisme derecesi ve LCST degerinin iizerindeki sicakliklarda diisiik sisme
dereceleri verdigi goriilmiistir. Elde edilen sonuglardan sentezlenen kopolimerlerin
sicakliga duyarli kopolimerler oldugu ve asi1 yiizdesinin degismesiyle LCST

degerlerinin degismedigi goriilmektedir.

140
120
‘% 100
§ =C== Pektin
[J]
o 80 = =23%
a
OEJ 60 4 == 56%
Un
[ (o 1189
L 40 A X=118%
== 166%
20 1 —0=206%
0 L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] 1
20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42

Sicaklik (°C)

Sekil 3.38. Pektin ve Pek-asi-PDEA Am mikrokiirelerinin LCST sisme davraniglar
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3.5. Pektin ve Pek-asi-PDEAAm Mikrokiirelerinden Ila¢ Sahmi ve Sisme

Calismasi

3.5.1. As1Yiizdesinin 5-FU Salima ve Sisme Derecesine Etkisi

Pektin ve farkli yiizdelerdeki as1 kopolimerlerden mikrokiireler hazirlanmis ve 5-FU
salimina etkisi pH 7,4 ve 37 °Cde Sekil 3.39’da verilmistir. Mikrokiire hazirlamada 2
g/dL pektin (Po), % 14 (P1), % 21 (P2), % 43 (P3), % 56 (P4) ve % 75 (Ps) as1 yiizdeli

polimerler kullanilmistir.

Pektin mikrokiiresi i¢in 24 saat sonunda 5-FU salim1 % 99 iken Pektin-asi-PDEAAM
mikrokiireleri igin (P1, P2, P3, P4, Ps) sirastyla % 96, % 87, % 81, % 74, % 64 olarak
bulunmustur. Bu sonucun yapiya katilan hidofob karakterdeki PDEAAm zincirleri
nedeniyle su molekiillerinin mikrokiireler i¢erisine difiizyonunun azalmasi ve bundan
dolay1 ilacin daha yavag difiizlenmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ayrica
salim sicakligi olan 37 °C LCST sicakliginin istlindedir. Bu sicaklikta etil gruplari
arasindaki hidrofob etkilesimler, su-hidrofil gruplar arasindakine gére daha baskindir.
Bundan dolay1 mikrokiirelerin sigsmesi asilama ve as1 yiizdesi ile azalarak daha az

ilacin difiize olmasina sebep olur. Literatiirlerde benzer sonuglari rapor edilmistir [103,
104].

Sekil 3.40’da gosterilen pektin ve farkli yilizdelerdeki asi kopolimerlerin sisme
davranisi salim sonuclarini destekler niteliktedir. Pektin ve Pektin-asi-PDEAAM
mikrokiirelerinin sisme dereceleri karsilastirildiginda asilanmig polimerle elde edilen
mikrokiirelerin daha az sisme degerine sahip oldugu bulunmustur. Bunun pektin
yapisina agilanan PDEAAm gruplarinin pektine gore daha hidrofobik olmasindan
kaynaklandigi diistiniilmiistiir. Sekil 3.40 incelendiginde 7 saatte mikrokiirelerin denge
sismelerine ulastiklart goriilmektedir. Benzer sonuglar literatiirde rapor edilmistir
[105].
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Sekil 3.40. As1 yiizdesinin sisme derecesine etkisi

3.5.2. Sicakhigin 5-FU Salimina ve Sisme Derecesine Etki

Farkl1 ag1 yiizdelerinde elde edilen mikrokiirelerin 25, 32, 37 °C sicakliklarda pH 7,4

ortaminda 5-FU salimi incelenmistir. Bu asama icin ii¢ farkli as1 yiizdesinden
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yararlanilmigtir. Sicakligin etkisinde % 14 (P1), % 56 (P4), % 75 (Ps) as1 yiizdeli

kopolimerlerden elde edilen mikrokiireler tercih edilmistir.

% 14 (P1) verime sahip as1 kopolimer 24 saat sonunda 25, 32 ve 37 °C’ de sirasiyla %
99, % 93 ve % 81 5FU salimi gergeklestirmistir. % 56 (P4) verime sahip asi
kopolimerik mikrokiireleri 24 saat sonunda 25, 32 ve 37 °Cde sirasiyla % 86, % 81 ve
% 74 salim; % 75 verime sahip as1 kopolimer ise ayn sartlarda sirastyla % 76, % 69

ve % 65 salim yapmustir.

Alt kiritik ¢oziinme sicakligina (LCST) sahip polimerik mikrokiireler bu sicaklikligin
altinda H bag etkilesimi ile siserler [102]. Ustiinde ise kendi gruplar1 aras etkilesmeyi
tercih eder ve buziisiirler. Dolayis1 ile 25 °C da ila¢ salimi hizli iken, 37 °Cda

yavaslamaktadir. Ug as1 yiizdesinde de benzer sonuglar bulunmustur.

Mikrokiirelerin sisme derecelerine sicakligin etkisi incelendiginde Pek-asi-PDEAAM
mikrokiirelerinde sicakli§in artmasiyla sismenin azaldigir gozlenmistir. Sekil 3.42°de
sisme sonuglar1 verilmistir. Sekil 3.42 (A)’da % 14 verimli mikrokiirenin 24 saat
sonunda 25, 32 ve 37 °Cde sirasiyla % 133, % 93 ve % 78 oraninda sismekte oldugu
goriilmektedir. Sekil 3.42 (B)’de % 56 verimli mikrokiirenin 24 saat sonunda 25 °C’de
% 103, 32°Cde % 76 ve 37 °Cde % 65 oraninda sismektedir. Sekil 3.42 (C)’de % 75
verimli mikrokiirelerde sisme davranisi incelendiginde 25, 32 ve 37 °Cde sirastyla %

95, % 67 ve % 48 oraninda sisme derecesine sahip oldugu belirlenmistir [106].
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Sekil 3.41. % 14 as1 yiizdeli (A), % 56 as1 yiizdeli (B) ve % 75 as1 yiizdeli (C)

mikrokiirelerde 5-FU salimina sicaklik etkisi
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Sekil 3.42. %14 as1 yiizdeli (A), % 56 as1 yilizdeli (B) ve % 75 as1 yiizdeli (C)

mikrokiirenin sisme derecesi
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3.5.3. Ila¢/Polimer Oraninin 5-Fluorourasil Salmna EtKisi

Mikrokiirelerden 5-FU salimina i/p oranmnin etkisini incelemek igin i/p oranlart 1/4,
1/2, 1/1 ve 2/1 olarak degistirilerek mikrokiireler elde edilmistir. Sekil 3.44’de
ilag/polimer oraninin 2/1°den 1/4’e azalmastyla mikrokiirelerden % ila¢ saliminin 24
saat sonunda % 99’dan % 33’e azaldigi goriilmektedir. Cizelge 3.8’de tiim
formiilasyonlarin 24 saat sonundaki 5-FU salim degerleri belirtilmistir. Ilag
derigiminin artmasi ile salim hizinin artmasinin sebebi, kopolimer ¢ozeltisindeki ilag
kristallerinin gapraz baglanmay1 engelledigi ve salim hizin1 arttirdigi diisiiniilmektedir.
Calisilan formiilasyonlardan 1/1 ilag¢/polimer igeren mikrokiire yiiksek tutuklanma
veriminden ve uygun salim sartlarindan dolayr bir sonraki parametreler igin

secilmistir. Ayrica Sekil 3.43’de ilag polimer etkilesimi verilmistir.

Benzer sonuglar literatiirde de bulunmaktadir [107, 108]. Denkbas ve arkadaslarinin
calismasinda 5-FU yiiklii kitosan mikrokiirelerinde ila¢ miktar1 2,5 mg/mL den 10
mg/mL’ ye artirildiginda % salim degerlerinin arttig1 bildirilmistir [107].

Cizelge 3.8. I/P oranlarmin 24 saat sonunda salim oranlari

la¢/Polimer 24 saat sonunda Ortam Sicakhg:
Formiilasyon
(m/m) salim (%) °0
1/4 Pa 33 37
1/2 Pa 56 37
1/1 Pa 74 37
2/1 Pa 99 37
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Sekil 3.44. Ilag/polimer oranimin 5-FU salima etkisi
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3.5.4. Kitosan Yiizdesinin 5-FU Salim1 ve Sisme Derecesine Etkisi

Mikrokiirelerden 5-FU salimina kitosan yiizdesinin etkisini incelemek i¢in segilen %
56 ylizdeli (P4) as1 kopolimerden, 0,1 M NaOH, 0,5 M ZnClz, 37 °C ve 1/1(i/p)
oraninda sadece kitosan yiizdesi degistirilerek mikrokiireler hazirlanmis ve 5-FU salim
davranisi incelenmistir. Kitosan yiizdesi % 0,25-1 araliginda degistirilmis ve sonuglar
Sekil 3.45°de sunulmustur. Kitosan yiizdesinin artmasi ile 5-FU salim1 6nemli dl¢ilide
azalmaktadir. Kitosan yilizdesinin 0,25 den 1 e artirilmasiyla 24 saat sonunda 5-FU
salimi % 97 den % 33 e kadar azalmistir. Kitosan yiizdesinin artmasiyla mikrokiire
yluzeyine kaplanan kitosan miktarinin artti§i ve bu tabakanin 5-FU gec¢isini
zorlastirdig1 diistiniilmektedir. Benzer sonuclar literatiirlerde de tespit edilmistir.
Ornegin Ramesh ve arkadaslarmin ¢aligmasinda ilag yiiklii kitosan kapli sodyum
aljinat nanokiirelerden 5-FU gegisini incelemisler ve benzer sonuglar rapor etmislerdir

[109, 110, 111].

Mikrokiirelerin sisme davramslari 5-FU salim sonuclarini desteklemis ve Sekil
3.46°da sunulmustur. Sekil incelendiginde capraz baglanma ¢ozeltisindeki kitosan
miktar arttikca % sisme degerlerinin azaldig1 gézlenmistir. Hazirlanan mikrokiireler
6 saatte denge sisme derecelerine ulasmislardir. Kitosan yiizdesinin artmasiyla sisme
derecesinin azalmasiin, polimerik matriksteki baglanan kitosan birimlerinin
yogunlugunun artmasina, bundan dolayr mikrokiire igerisine niifus eden su
molekiillerinin azalmasina atfedilebilir. Benzer sonuglar literatiirde de rapor edilmistir

[112].
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Sekil 3.46. Kitosan ylizdesinin sisme derecesine etkisi
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3.5.6. ZnCl; Derisiminin 5-FU Salima ve Sisme Derecesine Etkisi

Capraz baglanma derecesi mikrokiirelerden ilag saliminda 6nemli bir parametredir. Bu
da ¢apraz baglayict derisiminin ya da baglanma siiresinin degistirilmesi ile
farklilagtirilabilir. Mikrokiirelerden 5-FU salimma ZnClz2 derisiminin etkisini
incelemek tizere mikrokiireler diger parametreler sabit tutularak ZnClz derisiminin 0,5-
2 M araliginda degistirilmesiyle hazirlanmis ve 5-FU salim sonuglar1 Sekil 3.48°de
verilmistir. ZnClz derisiminin 0,5 M’dan 2 M’a artmasiyla, 5-FU saliminin 24 saat
sonunda as1 kopolimerlerden elde edilen mikrokiirelerinde % 84’ten % 32’ye azaldigi
goriilmektedir. Egg box modeline gore ast kopolimerin —COOQO" birimleri ile baglanan
Zn*? sayis1 azaldik¢a capraz baglanma derecesinin azaldig1 diisiiniilmektedir (Sekil
3.47). Capraz baglama derecesinin azalmasi sonucunda, mikrokiirelerin yapisinda
bulunan polimer zincirlerinin hareketliligi artmis ve difiizyon ig¢in kullanilan
gozenekler genislemistir. Benzer sonuglar literatiirlerde rapor edilmistir [113, 114].
Peng ve arkadaslarinin ¢alismasinda 5-FU igeren jelatin mikrokiirelerinin hazirlanmasi
ve karakterizasyonu calismasinda capraz baglanma miktarinin 0,1 mL/g dan 0,5
mL/g’a artisinda ilk yarim saat sonunda salim miktar1 %34 den %10’a azaldig ve ilk

1 saat sonunda % 70 den % 41’e azaldigini bildirilmistir [115].

Sekil 3.49°da capraz baglayici derisimi artirilmasiyla sisme derecelerinin azaldigi
gozlenmistir. Capraz baglayici miktarinin artmasiyla mikrokiirelerdeki amorf
bolgelerde serbest hacimler azalmig, bu da su molekiillerinin daha zor diflizyonunu
saglayarak mikrokiirelerin sisme derecesini diisiirmiistiir. Ranjha ve arkadagslarinin pH
duyarli pektin/akrilik asit hidyojellerinden verapamil salim caligmasinda capraz

baglayict miktari arttikga sisme ve salimin azaldigi rapor edilmistir [116].
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Sekil 3.48. ZnCl2 derisiminin 5-FU salimina etKisi
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Sekil 3.49. ZnCl2 derisiminin sisme derecesine etkisi

3.5.7. Capraz Baglama Siiresinin 5-FU Salim ve Sisme Derecesine EtKisi

Mikrokiirelerden 5-FU salimina ¢apraz baglama siiresinin etkisini incelemek i¢in diger
parametreler sabit tutularak (% 5 kopolimer, 0,1 N NaOH, % 0,75 kitosan, 37 °C,
1/1(i/p), IM ZnCl2 alinmis ve ¢apraz baglama siireleri 15 dakika, 1 saat, 1,5 saat, 2
saat olarak degistirilmistir. Capraz baglanma siiresi 15 dakikadan 2 saate artirilmasiyla
24 saat sonundaki salim miktar1 % 80’den % 20’ye azaldigi Sekil 3.50°de

goriilmektedir.

Capraz baglama siiresinin artmasiyla mikrokiirelerdeki ¢apraz baglanma derecesinin
arttigl, bunun sonucu 5-FU salimmin azaldigi diisliniilmektedir. Yuan ve
arkadaglarinin ¢alismasinda genipin ile capraz baglanan kitosan mikrokiirelerinden
protein salimini incelemislerdir [117]. Calisma sonucunda g¢apraz baglama siiresi
arttikca kitosan mikrokiirelerden protein saliminin azaldigin1 gézlemislerdir. Baska bir
calismada ise Peng ve arkadaslar1 5-FU igeren jelatin mikrokiirelerinin hazirlanmis ve
capraz baglanma siiresi 1 saatten 3 saate artirilmasi ile ilag saliminin ilk bir saat

sonunda % 70’den % 47’ye diistiiglinii rapor etmislerdir [115].
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Capraz baglama siiresinin sisme dengesine etkisi Sekil 3.51°de incelenmistir. Sekil
incelendiginde Sekil 3.50’ye benzer sekilde c¢apraz baglanma siiresi arttikca
mikrokiirenin sisme derceleri azalmistir. Capraz baglanma siiresi arttikca Zn*? ile
baglanan polimer birim sayis1 artmakta ve daha siki1 bir mikrokiire yapisi olusmaktadir.
Bundan dolay1 da sisme dereceleri diismiistiir. Benzer egilimler literatiirde rapor

edilmistir [110].

Sonu¢ olarak ortam kosullarimin degistirilmesi ile istenilen salim &zelliginde
mikrokiirelerin sentezlenebilecegi goriilmektedir. Capraz baglanma siiresinin 2 saate
cikarilmasi ile ilag salim1 yaklasik % 30’a distiriilmistiir. Bununla birlikte daha 6nceki

boliimlerde de en yiiksek 5-FU salimi 2/1 i/p oraninda % 99 olarak bulunmustu.
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Sekil 3.50. Capraz baglama siiresinin ila¢ salimina etkisi
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Sekil 3.51. Capraz baglama siiresinin mikrokiirelerin sisme derecesine etkisi

3.5.8. pH Degisiminin 5-FU Salimina ve Sisme Derecesine Etkisi

pH degisiminin 5-FU salimma etkisini incelemek ig¢in % 56 verimli (Pa)
formiilasyonuna sahip mikrokiireler 1,2, 5,5 ve 7,4 tamponlarinda 37 °Cde salimlar1
gerceklestirilmis ve elde edilen sonuclar Sekil 3.52 ve 3.53’de verilmistir. % 56
verimli mikrokiirenin pH=1,2’de salinan ila¢ miktar1 % 40, pH=5,5’de % 50 ve son
olarak pH=7.4"de % 56 salim gosterdigi bulunmustur. Asidik ortamda pektin yapisinin
potasyum tuzu seklinde olan —COO gruplarinin —COOH gruplarina déniismesinden
dolayr daha az salim yaptig1 distinilmistir. pH=7,4 fosfat tamponunda as1
mikrokiirelerin karboksilik asit gruplarinin —COO" seklinde iyonlastigi ve negatif
yiiklli iyonlarin birbirlerini itmesinden dolay1 mikrokiire sismelerinin yiikseldigi ve
bundan dolay1r da 5-FU diflizyonunun arttig1 diistiniilmiistiir. Ayrica pH degeri
azaltildiginda ise -COOH ve —OH gruplar arasindaki H baglarindan dolay1 daha siki
yapiya sahiptir ve sismeleri daha diistiktiir.

Sekil 3.53’de ortam pH degisiminin sisme derecesine etkisi goriilmektedir. Sekilden
yaklagik 1 saatte mikrokiirelerin denge sismelerine ulastig1 ve pH’ nin artmast ile sisme
decerecelerinin arttig1 agikca goriilmektedir. Benzer sonuglar literatiirde de

bulunmaktadir [118].
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3.6. Aym1 Tampon ve Farkh Sicakhiklarda Tiim Giin Boyuca Salim ve Sisme
Etkisi

Sicakligin ve pH’nin etkisini daha iyi anlayabilmek icin ayrica 3 farkli as1 kopolimer

3 farkli sicakliklarda giin boyunca ayri ayr1 3 farkli pH ortaminda ¢alisilmistir.

3.6.1. Pek-asi-PDEAAmM (P1) Mikrokiirelerinde Sicakhigin 5-FU Salim ve Sisme
Derecesine Etkisi

Pek-asi-PDEAAM (% 14) mikrokiirelerden pH=1,2; 5,5; 7,4 tamponlarinda 24 saat
boyunca farkli sicaklikta (25, 32, 37 °C) salim davranislar1 incelenmis ve elde edilen
sonuglar Sekil 3.54’de verilmistir. pH=1,2 tamponunda 24 saat sonunda 5-FU salimi
25 °Cig¢in % 60 iken 32 ve 37 °C de sirastyla % 53 ve % 44’e diistiigii belirlenmistir.
pH=5,5 tamponunda 24 saat sonunda 25 °Cde % 68 iken 32 ve 37 °Cde sirasiyla % 60
ve % 51 oraninda 5-FU salimi1 gézlenmistir. pH=7,4 tamponunda ise 5-FU salimi1 25
°Cde % 86 iken 32 ve 37 °Cde sirasiyla % 77 ve % 66 oraninda degismektedir. Diisiik
as1 ylizdeli olmasina ragmen mikrokiireler sicakliga duyarlilik géstermis ve 25 °C da

hizli salim 37 °Cda yavag salim gostermistir.

88



80 -
60 - o Sicaklik
E |
= _ =) 5 °C
2 40 - b
2 ==32 °C
th
X w37 °C
20
0 = T T T T 1
A 0 5 10 15 20 25
Siire (Saat)
100 -
80 A
= —3 Sicakhk
= —
2 — e 25 °C
[T
th =32 °C
X
==te=37 °C
0 5 10 15 20 25
B Siire (Saat)
100 -
by
L
—
E 2 Sicaklik
3
) e ) 5 °C
u-
N == 3) °C
R
==w=37 °C
0 5 10 15 20 25
C Siire (Saat)

Sekil 3.54. % 14 as1 yilizdeli mikrokiirelerin pH=1,2 (A), pH=5,5 (B), pH=7,4 (C) 5-

FU salimlan

89



120
U "3
100
— ]
g g0 = s Sicaklik
g
(]
S 60 —=25°C
E" =32 °C
@ 40
B w37 °C
20
0 Qo T T T T 1
0 5 10 15 20 25
A Siire (Saat)
140
120 .
£ I
B 100
g z Sicakhk
o 80
S o125 °C
€ 60
o e={=32 °C
v
R 40 —tr37 °C
20
0 o T T T T 1
0 5 10 15 20 25
B Siire (Saat)
— 4
< T
100 2
_ T
£ Sicakhk
3
=) =) 5 °C
-
v 50 =32 °C
xX
v 37 °C
0 = T T T T 1
0 5 10 15 20 25
C Siire (Saat)

Sekil 3.55. % 14 as1 yiizdeli mikrokiirelerin pH=1,2 (A), 5,5 (B), 7,4 (C) sisme

derecesine sicaklik etkisi
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Giin boyu farkli tamponda sisme deneyleri de yapilmis ve sonuglar Sekil 3.55 (A, B,
C)’de verilmistir. Denge sismelerine yaklasik 1 saatte ulagilmis ve sicakligin artmasi
ile sigsmeler azalmistir. Denge sisme derecelerinin pH’ ya bagli oldugu bulunmustur.
Calisilan pH larda en yiiksek sisme degerine 7.4°de ulasilmistir ve pH degeri azaldikca
sisme derecesi de azalmistir. Bunun mikrokiirelerin yapisinda bulunan pektin ve
kitosanin fonksiyonel gruplarindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Diisiikk pH’larda
pektin tlizerindeki —OH gruplar arasindaki H baglarindan ve -COOH gruplarindan

dolay1 mikrokiireler daha sik1 yapiya sahiptirler ve sismeleri diisiiktir.

3.6.2. % 56 As1 Yiizdeli (Ps) Mikrokiirelerinde Sicakhigin 5-FU Salimi ve Sisme
Derecesine Etkisi

Orta as1 ylizdeli mikrokiirelerde 1 giin boyunca pH=1.2; 5.5; 7.4 tamponlarinda ve
farkli sicakliklarda 5-FU salimi incelenmis ve sonuglar Sekil 3.56 (A, B, C)’da
sunulmustur. Benzer sekilde sicakli§in artmasi ile orta as1 ylizdeli mikrokiirelerde de
5-FU salimi azalmistir. Ayrica % 14 as1 verimli mikrokiirelere gore 5-FU saliminin

azaldig1 goriilmektedir.

Sisme deneyleri ayn1 ortamlarda gergeklestirilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 3.57
(A, B, C)’de gosterilmistir. Elde edilen sonuglar salim davranislarin1 desteklemektedir.
Sekilden her ii¢ pH ortaminda da 37 °Cde daha az mikrokiire sismesinin oldugu

goriilmektedir.
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salimina sicaklik etkisi
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Sekil 3.57. % 56 as1 yiizdeli mikrokiirelerde pH=1,2 (a), 5,5 (b), 7,4 (c)’de sisme

derecesine sicaklik etkisi
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3.6.3. % 75 As1 Yiizdeli (P5) Mikrokiirelerde Sicakhigin 5-FU Salimi ve Sisme
Derecesine Etkisi

Yiiksek as1 yiizdeli (75) mikrokiirelerde 1 giin boyunca pH=1,2; 5,5; 7.4
tamponlarinda ve farkli sicakliklarda 5-FU salimi incelenmis ve sonuclar Sekil 3.58

(A, B, C)’de sunulmustur.

Sekil 3.58 incelendiginde pH=1,2 tamponunda 25 °C 32 °C ve 37 °C sicakliklarda
sirastyla 5-FU salim1 % 40, % 32 ve % 29 olarak bulunmustur. pH=>5,5 tamponunda
25 °C, 32 °C ve 37 °Csicakliklarda sirasiyla 5-FU salim1 % 49, % 44 ve % 34 olarak
artmustir. pH=7,4’de ise ilag¢ salim1 sirastyla % 67, % 57, % 44 olarak bulunmustur.
Gortldugi tizere genel olarak 25 °C da 5-FU salimi yiiksek ¢ikmis ve pH’nin artmasi
ile ila¢ salim1 da artmistir. Bununla birlikte as1 mikrokiirelerin ylizeyleri kitosan ile
kaplandig1 i¢in diisiik pH’da da ilag salimi ¢ok diislik degildir. Ayrica bu boliimdeki
5-FU salim grafiklerinden as1 yilizdesi ile ilag saliminin azaldigr acik¢a
goriilebilmektedir. Sonug olarak asi1 ylizdesinin degistirilmesi ve ortam kosullarina

bagli olarak (pH ve sicaklik) degisik salim profilleri elde etmek miimkiindiir.
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Sekil 3.58. % 75 as1 yiizdeli mikrokiirelerde pH=1,2 (A), 5,5 (B), 7,4 (C)’de 5-FU

salimina sicaklik etkisi
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Yiiksek as1 yiizdesine sahip mikrokiirelerin sisme derecelerinin sicaklikla degisimleri
Sekil 3.59’da sunulmustur. Bu formulasyonda da sicaklikla birlikte sisme

derecelerinin daha belirgin bir sekilde azaldig1 goriilmektedir.

Bu boliimde 3 farklr as1 verimindeki mikrokiirelerde elde edilen sicaklik etkisi dnceki
boliimdeki ile uyumlu bulunmustur. Tim as1 mikrokiireleri yiiksek sicakliklarda (37
°C) hidrofob etkilesimlerinden dolay1 daha az sismis ve daha yavas 5-FU difuzyonu
gerceklesmistir. Diisiik sicaklikta ise su-polimer hidrofilik etkilesimleri baskin gelmis

ve mikrokiireler daha fazla siserek, daha hizli 5-FU difizyonu gergeklesmistir.

Elde edilen sonuclara gore mikrokiirelerden hem 5-FU salimini hem de sisme
derecelerini, as1 ylizdesi, sicaklik ve pH Onemli derecede etkilemektedir. Bu

degisimler ile fakli salim profilleri elde edilebilmektedir.
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Sekil 3.59. % 75 as1 yiizdeli mikrokiirelerde pH=1,2 (a), 5,5 (b), 7,4 (c)’de sisme

derecesine sicaklik etkisi
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3.7. Kinetik Sonuclar

Degisik formiilasyonlarda hazirlanmis mikrokiirelerin salim sonuglarmin Kinetik
degerlendirmesi ile elde edilen salim mekanizmasini belirleyen diflizyonel sabit n,
salim hiz sabiti k ve korelasyon sabiti r degerleri Cizelge 3.9’da verilmistir. Bu
degerler Boliim 1.10°da verilen esitlikler kullanilarak hesaplanmustir. Ilag salim
gerceklesmeden Once etken madde polimer igerisinde dagitilmis ya da ¢dziinmiis
olarak bulunmaktadir. Ila¢ kati polimerden disar1 difiizlenemez. Ancak ¢dziicii
molekiilleri polimerik matrikse girince polimer siser ve sisen polimer ilacin
difiizyonuna izin verir. Boylece polimer tabakasindan ¢oziicii difiizyonuyla ayn1 anda
fakat ters yonde olusan ilag salimi gerceklesir. Genel olarak, sistemlerin sisme
davraniglar1 Fick tipi (difiizyon kontrollii) ve Fick olmayan (sisme ve difiizyon

kontrollii) olarak siniflandirilir [53, 54].

n=0,43 oldugunda Fick yasasina uygun ila¢ ge¢isini, n=0,85 oldugunda Durum Il
(sisme kontrollii) ila¢ gegisini gostermektedir. 0,43< n <0,85 ise Fick yasasina
uymayan ya da anormal ila¢ gecisini gosterir. Fick diflizyonu oldugunda salim ilag
difiizyonuyla gerceklesir. Fick olmayan ya da anormal gegiste ise difiizyon ile polimer
zincirlerinin gevseme hizlari birbirlerine yakin durumda olmaktadir. Ilag salimu iki es
zamanli difiizyona baghdir. Ilki ¢dziiciiniin mikrokiireye difiizyonu, ikincisi ilacin
diflizyonudur. Durum II difiizyonu (gevseme kontrollii tagima) oldugunda relaksasyon
prosesiyle hizli difiizyon gerceklesir. Polimer relaksasyonu tarafindan suyun gecisi
kontrol edilir ve ilag salimi sisme kontrollii olarak gerceklesir [54]. Sonuglar
incelendiginde 5-Fluorourasil saliminin hem pektin hem de Pek-asi-PDEAAM
mikrokiirelerinde Fick yasasina uymadig1 goriilmektedir. Bunun salimin azalmasiyla
ilacin mikrokiirelerden diflizyonunun azalmasina bagli oldugu dislinlilmiistiir.
Mikrokiirelerden ilag salimi aym1 zamanda difiizyon katsayis1 (D) degerlerinin

hesaplanmasi ile karakterize edildi.

D degerlerinin pektin mikrokiiresi i¢in 6,35x102 m/s, Pek-asi-PDEAAM
mikrokiireleri igin 5,22x1072 ile 0,17x10*? m/s arahginda degistigi bulunmustur.
Kopolimerlerden elde edilen mikrokiireler i¢in ¢apraz baglayici derisiminin, ¢apraz

baglanma siiresinin, ZnCl2 derigiminin ve kitosan oraninin artmasiyla ilag saliminin
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azalmasina bagli olarak D degerlerinin azaldig1 gozlenmistir. i/p oranindaki artmadan

kaynakli D degerlerinin arttig1 gérilmiistir.

Cizelge 3.9. Farkli formiilasyonlarla elde edilen Pektin ve Pek-asi-PDEAAmM
mikrokiirelerinden 5-FU saliminin kinetik parametreleri ve difiisyon

katsayis1 degerleri

_ Dx10*2 kx10°
Simge n Difiizyon Mekanizmasi
(m/s)

PO 6,35 5,5 054 | 086 | Fick’e Uygun
P1 5,22 14,2 0,39 0,92 | Fick’e Uymayan
P2 3,94 22,2 0,37 0,99 | Fick’e Uymayan
P3 2,38 23,6 0,36 0,99 | Fick’e Uymayan
P4 1,27 43,8 0,30 0,99 | Fick’e Uymayan
P5 0,17 46,7 0,27 0,99 | Fick’e Uymayan
PD: 3,12 12,3 0,35 0,99 | Fick’e Uymayan
PD> 10,21 15,7 0,43 0,96 | Fick’e Uygun
PDs3 20,13 17,1 0,56 0,94 | Fick’e Uymayan
PC1 10,54 19,8 0,40 0,98 Fick’e Uymayan
PC2 9,14 17,2 0,35 0,99 Fick’e Uymayan
PCs 6,52 16,9 0,31 0,79 Fick’e Uymayan
PZ1 8,76 28,4 0,65 0,72 Fick’e Uymayan
PZ> 7,63 26,5 0,57 0,72 Fick’e Uymayan
PZ3 6,94 14,6 0,42 0,78 Fick’e Uygun
PM1 10,04 15,9 0,72 0,85 Fick’e Uymayan
PM2 8,65 14,6 0,70 0,85 Fick’e Uymayan
PM3s 5,91 13,5 0,68 0,85 Fick’e Uymayan
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4. SONUCLAR

1. Pektine N,Ndietilakrilamid monomeri asilanmis ve elde edilen as1 kopolimerin
yapist FTIR, RAMAN, DSC, TGA, NMR ve GPC ile aydinlatilmistir.

2. Mikrodalga sisteminde elde edilen as1 kopolimerin ¢alisma kosullari: t=4saat, T=35
°C, [CAN]=4,5x10° M, [TEMED]=1,98x103 M, [Pektin]=2 g/dL, [DEAAmM]=0,548
M, MG=1200 Watt olarak bulunmustur.

3. Optimum kosullarda as1 yiizdesi ve agilama verimi sirastyla % 191 ve % 165 olarak

elde edilmistir.

4. Pektin’e PDEAAm asilanmasi sonucunda DSC termogramda Ty degerinin azaldigi

gozlenmistir.

5. SEM sonuglarina gore pektine PDEAAm asilanmasi ile pektin yap1

modifikasyonlar1 gerceklesmis ve daha piiriizlii yap: elde edilmistir.

6. Pektin’e PDEAAm asilanmasi ile pektine sicakliga duyarlilik kazandirilmustir.
Gegirgenlik Ol¢limlerinden pektinin LCST degerinin olmadigi, asilama ile LCST

degerinin 31 °C oldugu bulunmustur.

7. Pek-asi-PDEAAm asikopolimerinden hidfolik 5-FU yiikli mikrokiireler elde
edilmis ve yapilarn1 FTIR, DSC, SEM, AFM, XRD ve MTT gibi yontemlerle

aydmlatilmistir.
8. Mikrokiire i¢erisindeki 5-FU varligi FTIR ve XRD ile dogrulanmistir.

9. Mikrokiirelerden ilag saliminin sicaklik arttik¢a azaldigi gézlenmis ve elde edilen

mikrokiirelerin pH duyarlilig1 olan sistemler oldugu bulunmustur.

10. % 14 as1 yiizdeli Pek-asi-PDEAAm mikrokiirelerde 5-FU salimi 25 °C ve 37 °C
calisma sicakliginda % 0,5 kitosan + 1 M ZnCl, derisimindeki capraz baglama
cozeltisinde 30 dakika olgunlastirilma siiresine sahip mikrokiirelerde sirasiyla % 99

ve % 81 olarak hesaplanmistir.
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11. % 75 as1 yiizdeli Pek-agsi-PDEAAm mikrokiirelerde 5-FU ilag salimi 25 °Cve 37
°C c¢alisma sicakliginda % 0,5 Kitosan + 1 M ZnCl, derisimindeki ¢apraz baglama
¢ozeltisinde 30 dakika olgunlastirilan mikrokiirelerde sirasiyla % 76 ve % 65 olarak

hesaplanmustir.

12. As1 yiizdesinin artmasiyla PDEAAm’nin 0Ozelligini gostererek % sisme

derecelerinin azaldig1 bulunmustur.
13. Kitosan yiizdesinin artmasiyla 5-FU salimin azaldig1 gézlenmistir.

14. Carpraz baglama derisiminin ve c¢arpraz baglama siiresinin artmasiyla 5-FU

saliminin azaldig1 gézlenmistir.
15. As1 kopolimer mikrokiirelerinde LCST degeri 31 °C olarak bulunmustur.

16. Calismanin kinetik sonuglari incelendiginde genellikle Fick yasasina uygun

olmadig1 goriilmiistiir.

Iki asamali olarak yapilan tez ¢alismasinda elde edilen veriler ve bu konuda literatiirde
vurgulanan hususlar bir arada degerlendirildiginde asagida maddeler halinde siralanan

hususlar1 6neri olarak sunuyoruz.

» Asidik ortamda salimi diigiirmek i¢in pH duyarli bir bagka polimer ile kombine
calismalarinin yapilmasi.

» Farkli uyaricilara duyarl tasiyict kapsiiller gelistirilmesi i¢in g¢aligmalar
yapilmasi.

» Gelistirilen, uyariya duyarli sistemlerin duyarliliginin artirilmasina yonelik
calismalar yapilmasi.

» Fizyolojik ortamda ilag c¢oziinirligli distk ilaglarin  kontrolli
serbestlestirilmesinde hazirlanan mikrokiirelerin kullanilminin gelistirlmesi.

» Biyouyumlu polimerle agizdan insiilin alinmasimi saglayan akilli tastyici
sistem gelistirilmesi.

» Kanser hiicresine hedeflendirebilmek amaciyla folik asit gibi hedefleyici ajan
takilmasi.

> 1lag kimyasi, modern ydntemlerle ilag tasinim ve salim sistemleri, akilli

tasiyict  sistemler, kanser tedavisinde yeni tekniklerin gelistirilmesi
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konularinda ar-ge ¢aligmalar1 yapilmasi, ulusal bazda strateji iiretilmesi, ulusal
aragtirma merkezi kurulmasi ve bu konuda yetkili resmi makamlarin giindem

olusturmasi.
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