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Kontrollii ilag¢ salimi, ilacin viicutta istenilen bolgeye terapotik dozda salimini saglamak
i¢in kullanilan bir tekniktir. [lag salim sistemlerinde, hastaya verilen ilacin yan etkilerini
azaltmak icin uygun dozlarda verilmesi, ilag salim sistemlerinin temel hedefidir. Ilag
salim sistemleri arasinda yeni bir yaklagim olarak degerlendirilen manyetik alan
varhiginda (veya yonlendirmesi ile) hedefli ilag taginmasi, manyetik polimerler
kullanilarak gergeklestirilebilmektedir. Bu yaklasimda, manyetik polimerler hastaya
intravenoz olarak verildikten sonra, viicut disindan manyetik alan uygulanmasi ile
manyetik partikiiller hedef bolgeye yonlendirilmekte ve sadece o bolgede ilag saliminin
gerceklestirilmesi amaglanmaktadir. Topikal uygulamalarda ise istenilen bolgeye viicut
disindan manyetik alan uygulanarak, ila¢ salim miktar1 ve hizi rahatlikla kontrol
edilebilmektedir. Boylece ilacin tedavi etkinligi arttirilirken, ilacin saglikli hiicreler ve

saglam dokular tizerindeki yan etkileri de en aza indirilmektedir.

Mitomisin C, genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Mitomisin C, se¢ici olmayan

antitimor aktivitesi nedeniyle, kansere karsi kemoterapi tedavilerinde yaygin olarak



kullanilan bir DNA alkilleme ajanidir. Mitomisin C, Streptomyces caespitosus adli
bakterinin kiiltiirlinden elde edilebilen, tek basina ya da diger kemoterapotik ajanlarla
birlikte ve gastrointestinal, akciger, rahim agzi, bas-boyun, pankreas ve mesane
kanserlerinde ve kronik 16semi hastaliginda kullanilan anti-kanser bir ilagtir. Mitomisin
C, tiimor hiicrelerinde, DNA ¢ift sarmal yapisinin iki ayr1 zinciri arasinda ¢apraz baglar
olusturarak, DNA kopyalanmasini inhibe etmesi nedeniyle antitiimdr 6zellik gosterir.
Mitomisin C’nin klinik uygulamalardaki kullaniomini kisitlayan, ¢ok sayida akut ve
kronik toksik oOzellikleri mevcuttur. Literatiirde, Mitomisin C’nin toksik etkilerini
azaltmaya yonelik olarak cesitli salim yontemleri gelistirilmistir. Ila¢ salim1 igin son

yillarda en ilging ve etkili yaklasimlardan bir tanesi de molekiiler baskilama yontemidir.

Molekiiler baskilama teknigi ile ilag-tasiyic1 yapida istenilen hedef molekiile uygun fi¢
boyutlu nano-oyuklar olusturulur. Molekiiler baskilama teknigi i¢in hem inorganik hem
de polimer temelli ilag tasiyici sistemler kullanilabilir. Polimer temelli tasiyicilar
arasinda kriyojeller son yillarda ¢ok ilgi gormektedirler. Kriyojeller, kismen donmus
monomer veya polimer c¢ozeltileriyle diisiik sicakliklarda hazirlanirlar. Diistik
sicakliklarda hazirlanmalari, ilacin yapida bozunma olasilifini tamamen ortadan
kaldirmaktadir. Bu, kriyojellerin sagladigi ¢ok o©nemli bir avantajdir. Gozenek
boyutunun kolayca ayarlanabilmesi de ilag salim hizimin kontroli igin bir hayli
onemlidir. Olduk¢a hidrofilik yapilari, biyolojik uyumluluklarinin yiiksek olmasin

saglamaktadir.

Sunulan bu tez ¢alismasinda, hem manyetik polimerik partikiillerin manyetik 6zellikleri
hem de kriyojel yapinin avantajlar1 birlestirilerek, yeni bir kompozit ilag tastyici sistemi
hazirlanmistir. Tezin ilk boliimiinde, manyetik mikropartikiil gomiilii kompozit kriyojel
ilag salim sistemi hazirlanmis ve yapisal karakterizasyon caligmalar1 yapilmistir.
Calismanin ikinci boliimiinde ise model ila¢ Mitomisin C baskilama ve salim

performanslari in-vitro ortamda incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Mitomisin C, Manyetik mikropartikiiller, Kriyojel, Molekiiler

baskilama, Kontrollii ilag salimi
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Controlled drug release is a technique used for releasing the drug in the desired site of
the body at the therapeutic dose. In drug release systems, administration of the drug
given to the patient in appropriate doses to reduce the side effects of the drug is the
main goal of drug release systems. Targeted drug transport can be accomplished using
magnetic polymers within the presence (or by the orientation) of the magnetic field,
which is considered as a new approach between drug release systems. In this approach,
after the magnetic polymers are administered intravenously to the patient, the magnetic
particles are directed to the target area by applying an external magnetic field to the
body and it is aimed to perform drug release only in that area. In topical applications,
the amount of drug released and the speed of release can be controlled easily by
applying a magnetic field to the desired area from outside of the body. Thus, while the
therapeutic effectiveness of the drug is increased, the side effects of the drug on healthy

cells and unimpaired tissues are also minimized.



Mitomycin C is a broad-spectrum antibiotic. Mitomycin C is a DNA alkylating agent
widely used in chemotherapy treatments against cancer due to its non-selective
antitumor activity. Mitomycin C is an anti-cancer drug that can be obtained from the
culture of the bacteria named Streptomyces caespitosus, used alone or in combination
with other chemotherapeutic agents and in gastrointestinal, lung, cervical, head-neck,
pancreatic and bladder cancers, and chronic leukemia disease. Mitomycin C displays an
antitumor characteristic by inhibiting DNA replication in tumor cells via creating cross-
links between the two separate chains of DNA double helix structure. There are many
acute and chronic toxic properties which limit the use of Mitomycin C in clinical
practice. Various release methods have been developed in the literature to reduce the
toxic effects of Mitomycin C. One of the most interesting and effective approaches to

drug release in recent years is the molecular imprinting method.

With the molecular imprinting technique, three-dimensional nano-cavities are created in
the drug-carrier structure suitable for the target molecule. Both inorganic and polymer-
based drug carrier systems can be used for the molecular imprinting technique. Among
polymer-based carriers, cryogels have been a focus of interest popularly in recent years.
Cryogels are prepared at low temperatures with partially frozen monomer or polymer
solutions. Their preparation at low temperatures completely eliminates the possibility of
drug degradation in the structure. This is a very important advantage maintained by
cryogels. Being able to adjust the pore size easily is also very important to control the
rate of drug release. Their highly hydrophilic structure provides a great
biocompatibility.

In this thesis study, a new composite drug carrier system was prepared by combining
both magnetic properties of magnetic polymeric particles and advantages of cryogel
structure. In the first part of the thesis, magnetic microparticle embedded composite
cryogel drug release system was prepared and structural characterization studies were
carried out. In the second part of the study, model drug Mitomycin C imprinting and

release performances were examined in-vitro.

Keywords: Mitomycin C, Magnetic microparticles, Cryogel, Molecular imprinting,
Controlled drug release
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1. GIRIS

Kontrollii salim sistemi ilk kez 1950’de ¢esitli pestisitlerin kontrollii dagitimi igin
kullanilmistir. Basarili sonuglarin ardindan bu sistem 1960’l1 yillarda tip alaninda
uygulanmaya baslanilmistir. Biiyiik molekiil agirligina sahip ilaglarin (Molekiil Agirlig:
> 600 Dalton) polimerik yapilardan salim g¢alismalar1 ise 1970’lerde baslamistir [1].
Hastaliklarin tedavisi siirecinde ilaglarin hastalara uygun dozlarda ve siirelerde
verilmesi oldukga biiyilk 6nem tasimaktadir. Son yillarda, ilaglarin yan etkilerinin
azaltilmast ve terapotik etki siiresinin uzatilmast amaciyla c¢esitli caligmalar
yapilmaktadir. Kontrollii ilag salim sistemlerinin bu ¢alismalarda 6nemli bir yer tuttugu

goriilmektedir [1].

Bu sistemlerde, hedef dokuya istenilen dozda ilaci dogrudan vermek hala etkili tedavi
yontemi sunmaktadir. ilacin polimer yapisindan salinmasi belirli bir siire icinde
gerceklesir [2]. Akilli ilag dagitim sistemleri son yillarda bilim insanlarinin,
biyomedikal ve farmasotik alanlarin dikkatini ¢ekmistir. Tiim kontrollii ilag uygulama

sistemlerinin amaci ilag tedavisinin etkinligini ve giivenligini arttirmaktir.

Bu teknigin amaci, ilacin viicutta uygun terapotik dozajimi serbest birakmaktir. Ek
olarak, ilaglarin yan etkilerini azaltmak, ilacin birlikte uygulanmasinin farmakolojik
etkisini korumak ve hastaya uzun siire minimum doz saglamaktir. Ila¢ saliminin
avantaji, ilaclarin yan etkilerini ve hastaya verilen minimum dozu azaltip ilacin

farmakolojik etkilerini uzun siire korumasidr.

Molekiiler tanima, c¢esitli etkilesim tiirleri yoluyla iki veya daha fazla molekiil
arasindaki etkilesimler ile ifade edilebilir. Molekiiler baskilama, molekiiler tanima
yoluyla polimerik malzemelerin kullanimiyla olduk¢a segici baglanma kapasitesine
sahip oyuklar1 olusturmak i¢in umut verici bir alternatiftir [3]. Cesitli molekiil tiirlerini
hedefleyen bu yontemin benzersiz Ozelliklerini gosteren bir¢ok molekiiler baskili

polimer (MIP) vardir [4].

Ilgilenilen molekiil, yani bir kalip molekiilii, kovalent, kovalent olmayan veya metal

iyonu koordinasyon etkilesimleri yoluyla fonksiyonel monomerler ve capraz
1



baglayicilarla g¢evrilir. Polimerizasyon gerceklestikten sonra, kalip molekiil belirli bir
baglama boslugu birakarak bu polimerik yapidan ¢ikarilir. Hedef molekiil, kovalent
veya metal iyon koordinasyon etkilesimleri yoluyla fonksiyonel monomerler ve ¢apraz
baglayicilarla cevrilidir. Iyon koordinasyonu yoluyla molekiiler baskilama, yiiksek
secicilik ve kararlilik saglar. Bu baglamda, metal iyonlar1, hedef molekiil ile monomer

arasinda bir arabulucu olarak rol yapar.

Kriyojeller biyolojik nanopargaciklarin [5-7] ve hatta biitiin hiicrelerin [8-12]
kromatografisi i¢in kullanilir. Kriyojelin sisme kinetigi ayni zamanda ilag dagitim
sistemlerinin kullanilmasina yol agmaktadir. Son zamanlarda kriyojeller molekiiler
baskilama tekniklerinde kullanilmaktadir [13,14]. Silindir, graniil, partikiil veya disk

seklinde istenilen geometride kriyojeller tiretilebilir.

Manyetik nanopartikiiller (MNPler), manyetik rezonans goriintileme (MRI)
uygulamalarinda kontrast ajanlar1 olarak kullanilabildikleri i¢in 6zellikle 6nemli bir
nanomalzeme sinifidir. Hatta diagnostik ya da terapdotik araglar (nanoteranostik) olarak
kullanilabilmeleri amaciyla terapotik ajanlar ile daha fazla fonksiyonellestirilebilirler.
Manyetik nanopartikiiller, kataliz, enzim immobilizasyonu, MRI, hedefli ila¢ taginimi,
manyetik olarak tetiklenen hipertermi ile kanser tedavisi, gen tedavisi gibi ¢esitli
potansiyel uygulamalarda uzun siiredir ¢alisiimaktadir. Siiperparamanyetik demir oksit
nanopartikiilleri (IONPs), 1yi biyouyumluluklari, kolay sentezlenebilmeleri, ¢ok yonlii
gorlintiileme  yontemleri  (floresan/MRI, PET/MRI, SPECT/CT) icin yiizey
modifikasyonuna elverigli olmalar1 nedeniyle 6zellikle gelecek vaadeden ilag tasinim
araglaridir. Ote yandan, IONPs iizerine ilag yiikleme mekanizmalari, nanopartikiillerin
yiizeyine baglanmaya dayanir ve bu da ila¢ yiikleme kapasitesini smirlar. Ozellikle
hidrofobik ilaglar ile birlesim, s6z konusu ilag ile etkin bi¢imde etkilesebilecek ligandlar
ile IONPs ylizeyinin uygun sekilde fonsiyonellestirilmesi sonrasinda ancak saglanabilir.
Ayrica, IONPs icin kiigiik boyut ve genis yiizey alani, nanopartikiillerin agregasyonuna
yani kiimeler halinde bir araya gelmesine de neden olabilir. Bu durum, IONPs yiizey
miihendisliginde kullanilan tekniklerin onemine dikkat cekmektedir. Ozellikle farkli
organik veya inorganik kabuk malzemeleri ile hazirlanan demir oksit ¢ekirdek-kabuk
tipi nanoyapilar, ila¢ yiiklenmesinde IOPNs etkinligini arttirmaya yonelik olarak

gelistirilmistir ve kendi aralarinda kiimelenmelerini (agregasyonlar1) engellemek ve
2



nanopartikiillere biyolojik tanima fonksiyonlari, termal etkilere duyarlilik ve katalitik
ozellik gibi yeni 6zellikler kazandirmak hedeflenmektedir.

Mitomisin C (MMC), 1950'de aziridin igeren Streptomyces caespitosus veya
Streptomyces Lavandulae'den tiretilmistir. MMC, genis spektrumlu bir antibiyotiktir.
Antiproliferatif 6zelliginden dolay1 gogiis ve prostat kanserlerinde kullanilir. MMC, ¢ok
etkili bir DNA ¢apraz baglayicidir [15]; MMC, tiimor hiicrelerindeki DNA'ya baglanir
ve DNA ¢ift sarmali arasinda c¢apraz bag olusturur. Dolayisiyla MMC'nin DNA

kopyalanmasini inhibe ederek antitimor etkisi sagladigi diisiintilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kontrollii Ila¢ Sahm Sistemi

Tim ilag salim sistemleri, terapotik etkiyi elde etmek icin ilaci istenilen zamanlarda
veya 0zel bolgelerde vermek iizere tasarlanmistir. Bu boliimde ilag salim sistemlerinin
temel Ozellikleri ve kontrollii salim siireci tartisilmaktadir. Ayrica, kriyojeller ile ilag

salim sisteminin alan1 ayr1 olarak belirtilecektir.

2.1.1. Smmiflandirma

flag salim sistemlerinin amaci, terapotik etkileri iyilestirmek, toksisiteyi azaltmak, ilag
alma sikligin1 azaltarak hastanin maruz kaldigi agriyr azaltmaktir. Klinik tedavi
diizeyini iyilestirmek ¢ok 6nemlidir. Kontrollii ila¢ salim sistemleri ila¢ uygulamasinin
giivenligini, etkinligini ve gilivenilirligini arttirir. Cok cesitli polimerik biyomalzemeler
kontrollii ilag salim sistemi olarak kullanilabilirler. Dozaj formiilasyonlarina dayanarak,
ilag verme sistemi genellikle polimerik kapsiiller, miseller, lipozom ve hidrojeller olarak

siiflandirilabilir.

Polimerik bir kapsiil genellikle terapdtik maddeyi igeren iyi tasarlanmis bir ¢ekirdek ve
cekirdek disinda tanimlanmis bir polimer membran igerir [16]. Ilag verme
uygulamalarina gelince, bu tiir sistemler ilgi ¢ekicidir, ¢iinkii ¢ekirdekten ilag salimi hiz

siirlayict membrandan diflizyon yoluyla gerceklesir.

Hidrofobik ¢ekirdekli ve hidrofilik kabuklu, kendiliginden birlesen nano boyutlu
amfifilik kolloidal pargaciklar olan miseller, suda ¢oziinmeyen ilaglar igin farmasotik
tastyicilar olarak basarili bir sekilde son zamanlarda kullanilmaktadir [17]. Bu
kendiliginden olusan misellerin olugma prensibi, iki segment arasindaki ¢oziiniirliikteki
biiyiik farktan kaynaklanmaktadir. Ilag verme sistemlerine gelince, suda ¢oziiniir
olmayan ilaglar1 ¢oziiniir hale getirmek O6nemli asamalardandir. Lipozomlar ise, sulu
veya lipofilik bolmeleri degistiren bir veya daha fazla fosfolipid ¢ift katmanindan
olusan membran benzeri vezikiillerdir. Lipozomlar suda ¢6ziinen ilaglar1 su iginde
cekirdegine sikistirabilir. Lipofilik ilaglar, bu ilaglarin hazirlanmalar1 sirasinda

kullanilan fosfolipidlerle lipit ¢ift katmanlarina hapsedilebilir [18].

Kriyojel, yiiksek biyouyumluluk ve kontrol edilebilir olmasi nedeniyle, daha sonra
ayrintili olarak sunulacagi gibi o6nde gelen ilag salim sistemlerinde kullanilan

malzemeler haline gelmistir. Tez calismasi kapsaminda, MMC baskilanmig, manyetik



Ozellige sahip mikropartikiill gomiili PHEMA temelli kriyojellerin hazirlanmasi
gerceklestirilmis ve ardindan karakterizasyonu yapilmistir. Daha sonra kompozit

polimerlerden in-vitro kosullarda Mitomisin C salim1 incelenmistir.
2.1.2. Kontrollii Salim

Kontrollii ilag salim sistemleri, 6ngoriilebilir kinetiklerle ilag salimi kontrollii bir sekilde
ilacin serbest birakilmasina yonelik gelistirilmistir. Kontrollii salim zaman ve salimin
kontrollii olmasina yonelik siniflandirilabilir [19]. Zaman kontrollii salim sistemlerinin

amaci, ilacin uzun bir siire boyunca stirekli salinmasina dayanmaktadir.

Sekil 2.1, geleneksel ilag formiilasyonlarindan ve bir polimerik kontrollii ilag salim
sisteminden elde edilen ideal ilag seviyelerinin karsilagtirilmasiyla zaman kontrollii ilag
salim sistemlerinin avantajlarin1 gdstermektedir. Sekil 2.1°de ilacin plazma derisim
degisiklikleri gosterilmektedir. Tek bir geleneksel ilag formiilasyonu aldiktan sonra, ilag
seviyesi hizla maksimuma yiikselir ve ardindan ilacin viicuttan atilmasiyla kisa bir siire
sonra minimum seviyeye diiser. Daha sonra ikinci bir uygulama gerekli hale gelir.

Baska bir benzer doz alindiktan sonra maksimuma ¢ikar ve tekrar minimuma diiser.

Ayrica, Sekil 2.1 toksik etkilerin ortaya ¢iktig1 ve altinda etkili olmadig: ilag¢ seviyesini
gosterir. Bu ilag toksisite ve verimsizlik dongiileri her ilag aliminda meydana gelecektir.
Genellikle doz miktarini arttirmak, ila¢ alim sikligini minimum seviyelerinde tutar,

ancak bu ayn1 zamanda toksisiteyi arttirir.

Ancak, kontrollii bir ila¢ salim sistemi ile ilag¢ seviyesi etkili bir seviyeye yiikselebilir ve
terapotik pencere iginde uzun bir siire muhafaza edilebilir. Bu sekilde, tekrarlanan doz

ve yan etkiler hafifletilebilir.



ik minimum toksik derigim
(MTD)

ilag derisimi

Sekil 2.1. Kontrollii ilag salim sistemlerinde (yesil ¢izgi) ve geleneksel ilag

formiilasyonlarinda (mavi ¢izgi) ilag derisiminin zamanla degisiminin karsilastirilmasi.

A
minimum toksik derigim

(MTD)

ilac derigimi

Zaman

Sekil 2.2. Kontrollii ilag salim sistemlerinden ilaglarin ideal dagilimi. Hedefte ilag

seviyesi (yesil ¢izgi), viicutta ilag seviyesi (mavi ¢izgi).

Sekil 2.2 hedef bolgedeki ve viicut plazmasindaki ideal ila¢ dagilimini gostermektedir.
Kontrolli salimin amaci, viicutta herhangi bir toksik yan etkiye neden olmadan uygun
ilag seviyesini uzun bir siire boyunca etkin kilmaktir. Geleneksel ila¢ uygulamasi,
hedefte etkili bir seviyeye ulagsmasma ragmen, genellikle diger dokularda veya

organlarda ciddi toksisiteye yol acar. Ila¢ salim sisteminde istenilen alana istenilen



dozda ilacin uygulanmasi ile kontrollii salim gerceklesebilir. Bu sistemde ilag,

yiiklenmis olan malzemeden salinacak ve dogrudan hedef bolgeye ulasacaktir.

2.1.3. Ila¢ Sahmimin Matematiksel Modellemesi

Matematiksel modelleme, Kkilit parametreleri ve molekiil salim mekanizmasini
tanimlayarak kriyojellerin tasarrmini kolaylastirmakta 6nemli bir rol oynar [20]. ilag
salim sistemlerinin basarisi sadece uygun ag yapisi tasarimina degil, ayn1 zamanda ilag

salim profillerinin dogru matematiksel olarak modellenmesine de baghdir.

Ilag saliminm kontroliinde yer alan fiziksel, kimyasal olaylarin yani sira potansiyel
olarak biyolojik olaylarin kantitatif analizi de temel olarak yer almaktadir. Bu bilgi
sadece akademik cikarlar i¢in degil ayn1 zamanda giivenli tedavilerin etkin bir sekilde
tyilestirilmesi i¢in bir 6n kosuldur. Bu 6zellik ayn1 zamanda dar terapétik pencerelere

sahip olan oldukga giiclii ilaglar i¢in gecerlidir.
2.1.4. ila¢c Sahm Mekanizmasi ve Teorileri

Ilag taginim sistemleri, terapdtik uygulamalarda ilag salimi amaciyla kullanilan yenilikgci
bir teknolojidir. Akilli ila¢ tasinim sistemleri, son yillarda, bilim insanlarinin,
biyomedikal ve farmasotik alanlarinin dikkatini ¢ekmeyi basarmistir. Ilag tasmim
sistemlerinin temel amaci, ila¢ tedavisinin, hastanin viicuduna salinan ilacin
konvansiyonel terapdtik dozunun salimimin etkinligini ve giivenligini arttirmaya
yoneliktir. Aym1 zamanda, yan etkileri azaltmak ve ilacin viicuttaki varliginin
farmakolojik etkisini koruyarak hastaya uzun bir siire boyunca ve miimkiin olabilecek

en minimum dozu saglamak da amaglar arasindadir [21].

Ilag salimina dahil olan tiim olas1 parametreleri hesaba katmak agik¢a imkansizdir.
Dahasi, yukarida belirtilen faktorler ¢ogunlukla canli viicutta sonraki sonuglart degil,
sadece in-vitro salim deneyi ile ilgilidir. Canli viicuttaki mekanizma s6z konusu
oldugunda, enzimatik bozunma, protein baglanmasi, hiicrelere aktif ve pasif ila¢ alima,
metabolizma ve hiicre veya hiicre dis1 alanda bilesenler ile etkilesmesi gibi daha
karmasik faktorlerin gz dniinde bulundurulmasi gerekir [20]. Bu nedenle, matematiksel
bir model i¢in sadece fiziksel ve kimyasal faktorlerin dikkate alinmasi degil, biyolojik
olaylarin da dikkate alinmasi c¢ok onemlidir. Gelistirilen bir¢ok teori bu Onemli

basitlestirmelere dayanmaktadir.



Siepmann ve Peppas [21], matris sistemlerinden ilag salimini tasarlamak i¢in
modelleme yoOntemlerine ayrintili bir genel bakis sundular. Salim davranisinin hiz

kontrol adimina dayanarak, bu modeller esas olarak asagidaki gibi siniflandirilir:
1. Difiizyon kontrollii

2. Sisme kontrollii

3. Kimyasal kontrollii

Diflizyon kontrollii, 6zellikle kriyojellerden ilag salimini anlatmak i¢in en yaygin olarak
uygulanan mekanizmadir. Fick’in sabit veya degisken difiizyon katsayilar ile diflizyon
yasast modellemede yaygin olarak kullanilmaktadir. Difiizyon mekanizmasi,
difiizyonun i¢ ve dis islemi olarak smiflandirilabilir. Dis difiizyon, ilag molekiilii
kriyojel matrisinin ylizeyinden sivi fazin kiitlesine difiize oldugunda ortaya cikar.
Sadece ¢ok istisnai durumlarda, dig difiizyon ilag salim hizinin kontroliinii ele

gecirebilir. Genel olarak, ila¢ salim hiz1 i¢ olaylara, 6zellikle de i¢ difiizyona baglidir.
Fick’in difiizyon yasasina dayanan teoriler iki tip sistemde siniflandirilabilir:

1. Rezervuar sistemleri, burada bir ila¢ deposu salim hizi kontrol bariyeri olan bir

membran ile ¢evrilidir.
2. Tlacin lokal bir fark olmaksizin esit olarak dagitildig1 monolitik sistemler.

Rezervuar sisteminde, kapsiillenmis bir ilacin zardan diflizyonu hiz sinirlayict adimdir.
[lag membran tarafindan i¢ hacimden emilir. Daha sonra zardan yayilir ve membrandan

rezervuar sistemini ¢evreleyen siviya desorbe edilir.

Diger mekanizma ise sisme kontrollii sistemdir. Sisme kontrollii salim, ilacin diflizyonu
hidrojel sismesinden daha hizli oldugunda ortaya c¢ikar. Sisme kontrollii sistemlerde
hidrojeller, camsi bir durumdan kauguksu bir duruma kadar sismeye bagli faz gecisine
ugrayabilir. Bu mekanizmanin modellenmesi genellikle, sismis hidrojellerin kauguk ve
camsi fazlarimin arayliziinde molekiillerin salindig1 hareketli sinir kosullarini igerir.
Cams1 halde, tutulan molekiiller hareketsiz kalir. Kaucuk halde c¢oziinmiis ilag

molekiilleri, sigmis polimer tabakasi yoluyla siviya hizla yayilir.



2.2. Mitomisin C

Mitomisin C (MMC), segici olmayan antitimor aktivitesi nedeniyle, kansere karsi
kemoterapi tedavilerinde kullanilan bir DNA alkilleme ajanidir. MMC, Streptomyces
caespitosus adli bakterinin kiiltiirinden elde edilebilen, tek basmna ya da diger
kemoterapotik ajanlarla birlikte ve gastrointestinal, akciger, rahim agzi, bas-boyun,
pankreas ve idrar torbasi kanserlerinde ve kronik l6semi hastaliginda kullanilabilen,
dogal bir tiriindiir. MMC, tiimor hiicrelerinde, DNA ¢ift sarmal yapisinin iki ayr1 zinciri
arasinda capraz baglar olusturarak, DNA replikasyonunu inhibite etmesi nedeniyle
antitimor Ozellik gosterir. Mitomisin C’nin klinik uygulamalardaki kullanimini
kisitlayan, c¢ok sayida akut ve kronik toksik Ozellikleri mevcuttur. Literatiirde,
MMC’nin toksik etkilerini azaltmaya yonelik olarak cesitli taginim yontemleri
gosterilmistir. ilag tasima icin en etkili yaklasimlardan bir tanesi de molekiiler
baskilama yontemidir. Yogun kullaniminda kemik iligi toksisitesi gostermektedir.
Ayrica akciger fibrozu ve bobrek hasarina yol agmaktadir. Mitomisin C intravendz degil

daha ¢ok topikal olarak kullanilmaktadir.
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Sekil 2.3. Mitomisin C molekiilii.



Cizelge 2.1. Mitomisin C molekiiliiniin 6zellikleri.

Molekiiler formiilii C15H18N4Os

Mol kiitlesi 334.33 gmol*
Goriiniimii Beyaz veya renksiz kati
Erime noktasi 360 °C, 633 K, 680 °F
Suda ¢oziiniirliigii 8.43gL*

log P -1.6

izoelektrik noktas 10.9

2.3. Molekiiler Baskilama Yontemi

Molekiiler baskilama (MI) yontemi, proteinler, hiicreler ve viriisler gibi biyolojik
yapilar1 ve molekiilleri tanimaya elverisli yenilik¢i malzemelerin tasarimini ve sentezini
kapsar ve potansiyel olarak yararli ve pratik uygulamalart mevcuttur. Bu malzemelerin
0zel uygulamalari, biyofarmasoétiklerin saflastirilmasinda kullanilan asagi yonli
biyoislemler, ilag salimi, diyagnostikler, sensorler ve benzeri alanlardir. MI yontemi,
hedeflenen molekiillere karsi reseptor gorevi listlenecek olan polimerlerin yiizeyine
komplementer fonksiyonel gruplarin eslesen 6zgiin dagitimi stratejisiyle gerceklestirilir
ve kiigiik organik molekiillerin substrat olarak kullanimimi kapsar. Ilgilenilen
molekiiliin, kovalent, kovalent olmayan veya metal iyonu koordinasyonu etkilesimleri
araciligiyla, fonksiyonel monomerlerle etkilesmesi saglanir. Genellikle, MI yontemi ile
yapilan ila¢ tasinim c¢aligmalar1 sayesinde, kovalent olmayan etkilesimlerin ila¢ tagima
sistemlerine yeterli olmadig1 tespit edilmistir. Metal iyonu koordinasyonu baskilamasi,
zaylf kovalent olmayan etkilesimler igin alternatif bir yaklasimdir. Metal iyonu
koordinasyonu, hidrojen baglarina kiyasla daha giigliidiir ve bu sayede sulu ortamda
daha diizenli davranir. Buna ek olarak, metal iyon koordinasyonu hizli bir baglanma
islemidir ve baglanma kuvvetinin, tanimlanan sablon bir molekiile uygun bir metal
iyonu se¢ilmesiyle ayarlanabildigi bir yontemdir. Ayrica metal iyonu koordinasyonu
yontemi, kullanilan metal iyonunu farkli bir metal iyonu ile degistirerek seciciligi

arttirmada veya molekiiler baskilanmis polimeri farkli amaglara yonelik kullanmada
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Oonemli bir potansiyel tasir. BOylece, metal iyonu koordinasyonu yaklasimi, sulu
ortamlarda, yiiksek secicilige sahip molekiiler baskilama polimerlerinin
hazirlanmasinda 6nemli bir potansiyele sahiptir. Son zamanlarda, molekiiler baskilama
yontemi, ilaglar, aminoasitler, peptitler, hormonlar ve proteinler igin, terapotik ilaglarin
yavas ve daha uzun salimmi saglamasi ve yiikleme kapasitesindeki artis nedeniyle

dikkatleri giderek iizerine ¢ekmistir.

Molekiiler tanima, cesitli etkilesim tlirleri yoluyla iki veya daha fazla molekiil
arasindaki etkilesimler ile ifade edilebilir. Molekiiler baskilama, molekiiler tanima
yoluyla polimerik malzemelerin kullanimiyla oldukg¢a segici baglanma kapasitesine
sahip oyuklar1 olusturmak icin umut verici bir alternatiftir. Cesitli molekiil tiirlerini

hedefleyen bu yontemin benzersiz 6zelliklerini gosteren birgok MIP vardir.

Ilgilenilen molekiil, yani bir sablon molekiilii, kovalent, kovalent olmayan veya metal
iyonu koordinasyon etkilesimleri yoluyla fonksiyonel monomerler ve c¢apraz
baglayicilarla gevrilir. Polimerizasyon gergeklestikten sonra, sablon molekiil belirli bir
baglama boslugu birakarak bu polimerik yapidan ¢ikarilir. Hedef molekiil, kovalent
veya metal iyon koordinasyon etkilesimleri yoluyla fonksiyonel monomerler ve ¢apraz
baglayicilarla cevrilidir. Iyon koordinasyonu yoluyla molekiiler baskilama, yiiksek
secicilik ve kararlilik saglar. Bu baglamda, metal iyonlari, hedef molekiil ile monomer

arasinda bir arabulucu olarak rol yapar [22,23] (Sekil 2.4).

(a) (b)

(c)
A TS

Sekil 2.4. Molekiiler baskilama yonteminin sematik gdsterimi: (a) kalip ve fonksiyonel
monomer arasinda kovalent veya non-kovalent konjugat olusturulur; (b) monomer-kalip

kompleksi polimerlestirilir; (c) kalip molekiil polimerden uzaklastirilir.
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[lk basamakta, uygun kimyasal fonksiyona sahip monomerler kalip ile kovalent ve
kovalent olmayan etkilesimlerle kompleks olusturur. Ikinci basamak siiresince polimer
zincirleri olusmaya baglar, baslangigta esnek olan zincirler polimerizasyon ilerledikce
capraz baglanir ve etkilesen monomerlerin fonksiyonel gruplari kaliba topografik olarak
tamamlayici bir konumda sabitlenir. Ugiincii basamakta, kaliplar polimerden
uzaklagtirilarak kaliba uygun sekilde ve uygun pozisyonlarda fonksiyonel gruplar
tastyan bosluklar kalir. Bu bosluklarin varligi, sonrasinda hedefin se¢imli olarak tekrar
baglanmasiyla ortaya konmustur. Dolayisiyla molekiiler baskilanmis polimerler (MIP)
biyolojik reseptorlerin iki 6nemli 6zelligine sahiptir; spesifik molekiillerin taninmasi ve
baglanmasi. Elde edilmeleri kolaydir, ucuzdurlar ve farkli kimya alanlarina kolaylikla
uygulanabilmektedirler (kromatografik duragan fazlar, sensorler, katalizorler,
immiinotayinler ve adsorpsiyon). Bdylelikle MIPlerin secici adsorbent olarak

kullanimlar1 olduk¢a umut vericidir.

Son yillarda daha karmasik ilaglarin ve biyofarmasoétiklerin gelistirilmesi ve bu alandaki
arastirmalarin giderek 6nem kazanmasi ile birlikte polimerik maddelerden ilag salim
sistemlerinin gelistirilmesi iizerine galismalar yogunluk kazanmustir. Ideal bir ilag salim
sisteminin ilact dogru yerde, yeterli miktarda ve istenen zamanda salmasi
beklenmektedir. Bu alanda kullanilan farkli malzemeler arasinda MIP’ler dikkate deger
bir performans gostermistir. Molekiiler baskilanmis polimerlerde genellikle fonksiyonel
gruplarin yonlenmesinin sabitlenmesi ve molekiiler tanima 6zelliklerinin korunabilmesi
yiiksek derecede capraz baglama ile saglanmaktadir. Ozellikle suda ¢dziinen
monomerlerle hazirlanan polimerler disaridan bir uyari ile farkli sisme davranist
gosterebilmektedirler. Bu dis uyari sicaklik, pH, iyonik siddet, ¢6ziicii, kimyasal ajanlar,
elektrik alan ve UV veya goriiniir bolge 1sinlar1 olabilmektedir. Sisme derecesindeki bu
degisiklik baskilanmig molekiiliin tutulmast ve salimim1 diizenlemek iizere
kullanilmaktadir. Baskilanmis polimerler diisiik molekiil agirlikli bilesikler igin
rezervuar olarak davranirlar. Ilacin salinma hizinmi azaltarak ilacin viicutta alikonma
siiresini arttirirlar. {lacin dar bir tedavi edici cerceveye sahip oldugu durumlarda MIP
salim araclart ilacin viicuttaki derisiminin istenmeyen yan etkilerinin baskin oldugu
degerin altinda kalmasini saglayabilir. MIP hidrojellerin ila¢ salimi i¢in kullanilmasi

ilacin salindig1 yerin belirlenebilmesi avantajini da saglamaktadir.
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(B) (D)

Sekil 2.5. Molekiiler baskilama ile ila¢ yiikleme ve saliminin diizenlenmesi: (A) ilag

yiikleme asamasi, (B) uzatilmis salim, (C) enantiyosecici salim, (D) etki duyarli salim.

2.4. Kriyojeller

Kriyojeller, kriyotropik jellestirme yontemi ile sentezlenen makro gézenekli polimerik
jellerdir. Gozenek biiyiikliikleri, mikrometrenin onda birinden yiizlerce mikrometreye
kadar degiskenlik gosterebilmektedir. Kimyasal ve mekanik Kkararliliklari, enzim
immobilizasyonu i¢in tasiyicilar, mikrobiyal hiicre ve antikor immobilizasyonu,
biyoafinite malzemeleri ve ilag taginim sistemleri i¢in jel tabanlar gibi biyoteknolojik ve
biyomedikal uygulamalarda kullanisli olmalarimi saglamaktadir. Kriyojeller biyolojik
nanoparcaciklarin ve hatta biitiin hiicrelerin kromatografisi i¢in kullanilir. Kriyojelin

sisme kinetigi ayn1 zamanda ila¢ dagitim sistemlerinin kullanilmasina yol agmaktadir.
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Son zamanlarda kriyojeller molekiiler baskilama tekniklerinde kullanilmaktadir [13,14].

Silindir, graniil veya disk olarak istenen kriyojeller iiretilebilir [24].

Kriyojellerin, yiiksek hidrofilik 6zellik, suda ¢dziinmeden 6nemli Olgiide sisebilme,
biyouyumluluk, hizli cevap verme, esneklik ve yiiksek mekanik kararliliga sahip olma

gibi avantajlar mevcuttur.

Kriyojeller ve benzer biiyiikliikteki gozeneklere sahip diger makro gozenekli
malzemeler arasindaki temel farkliliklardan biri, kriyojellerin doku benzeri bir esneklige
sahip olmasidir. Kriyojeller, kimyasal baslaticilar veya radyasyon tarafindan uyarilan
dondurulmus  ¢ozeltilerdeki uygun monomerlerin  polimerizasyonu  {izerine

olusturulabilir [25].

Biyoteknolojik ve biyomedikal uygulamalarda kriyojellerin enzim immobilizasyonu
icin tasiyicilar, mikrobiyal hiicre ve antikor immobilizasyonu, biyoafinite sorbentleri
icin jel bazlar1 ve tibbi amaglar i¢in kolajen malzemeler gibi bir¢ok potansiyel kullanimi1
vardir [26, 27]. Kriyojellerin hazirlanmasinda Sekil 2.6'da goriildiigii gibi {i¢ asama

bulunmaktadir; dondurma islemi, ara durum ve 1sitma islemleri.

h

Sekil 2.6. Kriyojellerin hazirlanmasinin sematik gosterimi.

Kriyojeller 50 yil 6nce kesfedilmesine ragmen, biyo ayristirma potansiyeli yaklagik 15
yil once tanindi. Makrogozenekli kriyojeller, ozellikle biyoteknoloji, biyotip ve
eczacilik alanlarinda biiyiik ilgi gérmektedir. Birbirine bagh biiyiik gozenekleri, kan,
plazma ve bitki veya hayvan doku 06ziitii gibi viskoz ortamlarla ¢alisirken avantajlar
sunar. Kriyojeller hem adsorpsiyon hem de eliisyon i¢in kisa diflizyon yolu saglar.

Kriyojellerin bu ozellikleri biyolojik olarak ilgili proteinlerin saflagtirilmasi i¢in ¢ok
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avantajlidir. Kriyojeller, herhangi bir difiizyon sinirlamasi olmadan biyopolimerlerin

ayrilmasina izin verir.

Kriyojeller, geleneksel polimerik malzemelerle karsilastirildiginda proteinlerin, niikleik
asitlerin ve polisakkaritlerin dogal kaynaklarindan ayrilmasi i¢in daha iyi sonuglar verir.
Farkli ligandlar, birka¢ maddenin ayrilmasi1 veya uzaklastirilmasi icin kriyojeller
tizerinde immobilize edilmistir. Son on yilda, kriyojellere ligand olarak konkanavalin A,
protein A, triptofan, histidin, triazin boyalar1 ve ge¢is metal iyonlari immobilize
edilerek saflastirma ¢alismalarinda kullanilmistir. Ligand immobilize edilmis kriyojeller
immunoglobulin G, lizozim, albiimin, DNA, sitokrom c, kolesterol ve lektinler gibi
bircok makromolekiiliin saflastirilmast i¢in kullanilmistir  [28-39]. Kriyojeller,
fizikokimyasal 6zellikleri ve yiiksek gozenekliliklerinden dolay1 hiicre immobilizasyonu
icin dikkat ¢ekici destek malzemelerdir. Poli(akrilamid) ve poli(vinil alkol) kriyojelleri,
hiicre sikismasi veya adsorpsiyon ic¢in kullanilir. Kriyojeller hiicre biiylimesi ve
cogalmasi icin uygun ii¢ boyutlu yapiya sahiptir. Ozellikle doku miihendisliginde
kullanilan destek malzemelerinin yiizey O6zellikleri hiicre afinitesi iizerinde biiylik bir
etkiye sahiptir. Kriyojeller hidrofilik ve gézenekli olduklarindan hiicre afinitesi i¢in ¢ok
¢ekici malzemelerdir [40,41]. Kriyojeller ayrica hiicre afinite kromatografisinde de
kullanilir. T ve B lenfositleri gibi 6zellikli hiicre tiplerinin ayrilmasi i¢in etkili
araglardir. Ozelliklerinden dolay, antikor bazli afinite etkilesimleri genellikle hiicreleri
ham ekstrakttan saflagtirmak i¢in kullanilir. Hiicre ylizeyi antijeninin antikora afinitesi,
ozellikli bir hiicre tipinin izolasyonunu saglar [42-47]. Son yillarda kriyojeller kontrollii

ila¢ dagitim sistemlerinde de kullanilmaktadir.

Kontrolli tasinim malzemelerinin 6nemini vurgulayan makalelere literatiirde siklikla
rastlanmaktadir. Allender ve arkadaslar1 fonksiyonel monomer olarak, MAA (metakrilik
asit) kullanmis ve akis zayiflatict yardimer bir madde iiretmek amaciyla, transdermal
kontrollii bir salimim cihazi ig¢in propranol baskilama yapmuglardir [48]. Baska bir
calismada, Cai ve arkadaslar1 yavas salim gereken bir ila¢ tasgmiminda kullanmak
amaciyla, MAA ile tetrasiklin baskilanan polimer bir malzeme hazirlamislardir [49].
Puoci ve arkadaslar1 baskilama teknigi icin fonksiyonel polimer olarak MAA
kullanarak, sulfasalazinin kontrollii tasimimini gostermislerdir [50]. Baljit Singh ve
Nirmala Chauhan, 2-hidroksietil metakrilat ve akrilik asit temelli 5-fluorourasil
baskilanan hidrojeller hazirlamislar ve bu siirecte de ¢apraz baglayict olarak N-N’-

metilenbisakrilamid kullanmiglardir [51]. Cetin ve ark. antineoplastik ilag olan
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florourasilin in-vitro ortamda salimini incelemek amaciyla, farkli ¢apraz baglayici
oranlarina ve farkli ilag miktarlarina sahip florourasil baskilanmig kriyojel diskler
hazirlamislardir. Kontrol grubu olarak PHEMA kriyojel diskleri de sentezlenmistir.
[lacin aktivitesini kaybetmeden, kriyojel matrikste homojen bir sekilde dagitildig
gozlenmistir. Farkli 6zelliklere sahip kriyojel disklerden ilag salim hizinin, capraz
baglayict orani, ortam pH’1t ve sicakligi, ilag ylikleme miktart ve ilag polimer
etkilesimleri ile degistigi gozlenmistir [2]. Bakhshpour ve ark. Mitomisin C’nin
kontrollii salimi i¢in Mitomisin C baskilanmis PHEMA temelli kriyojel membranlar

hazirlamis ve in-vitro ortamda ila¢ salim performansini belirleyerek, ilag saliminin

matematiksel analizini gergeklestirmislerdir [3].

2.5. Manyetizma ve Manyetik Partikiiller

Manyetik duyarli polimerik yapilar, hem manyetik pargaciklarin hem de polimerlerin
yapisal Ozelliklerini tagirlar. Manyetik partikiillerin polimer yapisina yerlestirilmesi ile
polimere manyetik 6zellikler kazandirilir. Bu 6zellik sayesinde, manyetik polimerlerin
disaridan uygulanan manyetik alan ile karisik s1v1 ortamlardan hizli ve kolay bir sekilde
ayrilmast saglanmaktadir. Bununla birlikte bu polimerler, manyetik enerjilerinin 1s1
enerjisine doniistimiiyle de 1s1 jeneratorleri olarak kullanilabilirler. Bu 6zellik,
hipertermi ile kanser tedavisinde birincil dnem tasimaktadir [52]. Polimerik manyetik
partikiiller, polimerik olmayan manyetik partikiillere gore; yapiy1 daha kararli kilmakla
birlikte, yapiya sisme yetenegi ve esneklik gibi Ozellikler kazandirmaktadir. Ayrica
farkli uygulamalarda, polimerin yiizeyinde sahip oldugu fonksiyonel gruplara spesifik
ligandlar da eklenebilmektedir. Boylece, immiinotayin yontemlerinde, niikleik asit dizi
izolasyonunda, hedefli ila¢ tasinmasinda, siiflandirilmis hiicrelerin ayrilmasinda, hiicre
ve mikroorganizma ¢alismalarinda, manyetik kuvvet tabanli doku miihendisliginde ve
kontrast araci olarak manyetik rezonans goriintillemede (MRI) kullanimlar1 miimkiin

olmaktadir [52-56].

[lag salimi icin yeni bir yaklasim olarak sayilan manyetik alan yénlendirmesiyle hedefli
ilag tasinmasi, manyetik polimerler kullanilarak gerceklestirilebilmektedir. Bu
yaklasimda, manyetik polimerler intravendz olarak verildikten sonra, manyetik alan

uygulanan hedef bdlgeye yonlendirilmekte ve yalnizca o bolgede ilag salimi
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gerceklestirmesi amaglanmaktadir. Boylece ilacin tedavi etkinligi gelistirilirken, sagliklt
hiicre ve dokular iizerindeki yan etkileri en aza indirilmektedir [57].

Biitiin ilag tastyici tiirleri arasindan manyetik nanopartikiil ila¢ tasiyicilari, essiz
manyetik kabiliyetleri nedeniyle yaygmn olarak arastirllmistir. Manyetik ilag
tastyicilarini yiiksek bir manyetik alan ile bir araya getirdigimizde, fazladan ii¢ temel
islev karsimiza ¢ikar.

I. Manyetik ilag tastyicilari, disaridan uygulanan bir manyetik alan yardimi ile tiimorlii
doku ya da hiicrede daha fazla birikmeleri amaciyla ve diger ¢ok yonlii hedefleme
protokollerinin 6tesinde, hedeflenen bdlgeye yonlendirilebilirler.

Ii. Manyetik ilag tasiyict sistemler, manyetik rezonans goriintileme (MRI)
uygulamalarinda negatif kontrast maddesi gorevini de istelenebilirler. Manyetik ilag
tastyicilar, tedavi ve takibinde tedavi amaciyla kullanilan terapétikler ile teshis
asamasinda kullanilan diyagnostikleri eszamanli olarak bir araya getirerek “teranostik”
kavramini olusturur.

iii. Son olarak manyetik ilag tastyicilari, degisken (alternatif) manyetik alanlarin altinda,
yiiksek sicakliklarda isinarak tiimor hiicrelerinin apoptoz ve nekroza ugramasina neden

olur. Bu uygulamalara da “hipertermi” ad1 verilir [58].

Polimerler farkli ya da aynt monomer birimlerin ¢ok sayida tekrar ettigi
makromolekiiler yapilardir. Bu makromolekiiler yapilar dogal ya da sentetik olabilirler.
Kauguk, proteinler, seliiloz, nisasta, jelatin, kollajen, dekstran, kitosan gibi polimerik
yapilar dogal polimerler olarak anilirlarken, poli(etilen), poli(stiren), poli(vinil alkol),
poli(laktik asit), poli(glikolik asit), poli(kaprolakton) gibi polimerler sentetik polimerler
olarak  bilinirler.  Polimerler  hidrofobik ve  hidrofilik  olmalarina  gore
siniflandirilabildikleri gibi 1s1ya kars1 gosterdikleri davranisa gore de termoplastikler ve
termosetler olarak siniflandirilmaktadirlar. Termoplastikler 1s1 altinda yumusatilarak
sekillendirilebilirken, termosetler bir kere sekil aldiktan sonra 1s1 uygulanarak
eritilemeyen polimerlerdir. Polimerler i¢in 6nemli bir diger siniflandirma da biyolojik
ozelliklerine; biyoparcalanabilirliklerine ve biyouyumluluklarina gore yapilmaktadir
[59, 60].

Polimerler, kolay sekillenme, diisiik yogunluk (hafiflik), kimyasal maddelere karsi

kararlilik, karmagik geometrilerde bigimlenme, diisiik 1s1 iletimi, ucuzluk, korozyona
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ugramama, estetik goriiniim, diisiik elektrik iletimi, esneklik gibi iistiin 6zelliklerinden
dolayr hayatin hemen hemen her alaninda kullanilan malzemelerdir. Uretiminde
polimerlerin kullanildig1 baz1 malzemeler plastik pargalar, kaucuk, lif, yapistirici, boya,

kopiik, kaplama, tibbi malzeme ve implant malzemeleri olarak siralanabilir [59].

Polimerler fiziksel ve kimyasal ozellikleri sayesinde birgok farkli uygulama igin
tasarlanabilme olanagi taniyan malzemelerdir. Bu tasarim polimerin uygulama alanina
gore pH, sicaklik, ¢oziicli bilesenleri gibi ortam kosullarina kars1 kararlilik, sertlik,
esneklik gibi oOzelikleri gz Oniinde bulundurularak polimerizasyon yontemi ve
polimerizasyon regetesinde yapilan degisikliklerle gerceklestirilebilir. Boylece kullanim
alanina gore polimer Ozellikleri gelistirilebilir; Ornegin biyolojik bir sistem igin
tasarlanan bir polimere cesitli ligandlarla tiirevlendirmek yoluyla biyouyumluluk

ozelligi kazandirilabilir.

Sicaklik, pH, iyon siddeti, ¢Oziicli yapisi, manyetik alan gibi c¢evresel faktdrlerden
etkilenen polimerler akilli polimerler olarak anilmaktadir. Akilli polimerler hassasiyet
gosterdikleri dis uyaranin degisen kosullarina cevap olarak uygun davranis gosterirler
ve bu ozellikleri gbz oniinde bulundurularak tasarlanirlar. Bu uyaranlardan biri olan
manyetik alan, polimerlere anlik hareket ve temassiz kontrol gibi ek avantajlar
saglamaktadir. Polimerler i¢in manyetik alana duyarlilik polimer yapisina katilan
manyetik parcaciklarla elde edilir [61]. Manyetik duyarli polimerik yapilar hem
manyetik parcaciklarin hem de polimerlerin yapisal 6zelliklerini tasirlar. Manyetik
partikiiliin polimer yapisina sokulmasiyla manyetik 6zellik polimere kazandirilir. Bu
ozellik sayesinde, manyetik polimerlerin digardan uygulanan manyetik alan ile karigik
stvi ortamlardan hizli ve kolay bir sekilde ayirimi saglanmaktadir. Bununla birlikte bu
polimerler manyetik enerjilerinin 1s1 enerjisine doniisiimiiyle de 1s1 jeneratorleri olarak
kullanilabilirler. Bu 6zellik hipertermi ile kanser tedavisinde birincil 6nem tagimaktadir
[61,62]. Polimerik olmayan manyetik partikiillere gore, polimerik manyetik partikiiller
yapiyr daha kararli kilmakla birlikte yapiya sisme yetenegi, esneklik gibi ozellikler
kazandirmaktadir. Ayrica farkli uygulamalarda polimerin yiizeyinde sahip oldugu
fonksiyonel gruplara spesifik ligandlar eklenebilmektedir. Bdylece immiinotayin
yontemlerinde, niikleik asit dizi izolasyonunda, hedefli ilag tasinmasinda,

smiflandirilmis hiicrelerin ayrilmasinda, hiicre ve mikroorganizma calismalarinda,
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manyetik kuvvet tabanli doku miihendisliginde ve kontrast araci olarak manyetik
rezonans goriintiillemede (MRI) kullanimlart miimkiin olmaktadir [61, 62, 63, 64, 65].

Bilindigi gibi elektronlarin atom c¢ekirdegi etrafindaki orbital hareketleri ve kendi
cevrelerindeki spin hareketi olmak tizere iki adet elektronik hareketleri vardir. Manyetik
alan elektriksel yiikiin goreceli hareketinden kaynaklanir ve herhangi bir manyetik
yiikten s6z edilemez. Dolayisiyla manyetizma yiiklerden ¢ok yiiklerin hareketinin bir

sonucudur [61, 65].

Manyetik alan “H” ile, manyetik malzemenin birim hacmi basina diisen manyetik
moment (manyetizasyon) “M” ile ifade edilir. Manyetizasyon, M, atomdaki
elektronlarin yukarida bahsedilen orbital ve spin hareketlerinin bir sonucudur. Bunlar
makroskopik olarak eslenik ya da etkin akim seklinde gozlenirler. Serbest ve eslenik
akima bagl olarak olusan alan da manyetik indiiksiyon “B” olarak tanimlanir. Bu
nicelik agagidaki esitlikle tanimlanir [65].

B=H +4xM (2.1)
Manyetik alana yerlestirilen maddenin manyetik duyarhiligi, yx, manyetizasyonun
manyetik alanin biiyiikliigline orani olarak ifade edilmektedir.

x=M/H (2.2)
Manyetik alana yerlestirilen maddenin manyetik gecirgenligi, p, ise manyetik
indiiksiyonun manyetik alanin bityiikliigiine orani olarak ifade edilmektedir.

u=B/H (2.3)
Tim malzemeler manyetik alandan etkilenirler ancak bu etkilesimin derecesi
kimilerinde ¢ok zayifken, kimilerinde c¢ok kuvvetlidir. Dogada manyetik alan
etkilesimleri, manyetizmanin kabaca ii¢ ana sinifta incelenebilecegini gdstermektedir
[61].

1. Diyamanyetizma: Manyetik kutuptan itici zayif etkilesimlerdir. Su, tahta, plastik,
NaCl, SiO; ve bircok organik ve biyolojik malzemeler olmak iizere maddelerin
¢ogunlugu diyamanyetiktir. Bir diamanyetik molekiil i¢in manyetik indiiksiyonun (B)
manyetik alana (H) oram1 yani manyetik gecirgenligi (u) birden kiiglktir ve
manyetizasyon (y) degeri negatiftir.

2. Paramanyetizma: Manyetik kutba dogru zayif etkilesim s6z konusudur. Bir
paramanyetik molekiil i¢in manyetik indiiksiyonun (B) manyetik alana (H) orani yani

manyetik gecirgenligi (i) birden biraz biiyliktlir ve manyetizasyon () degeri pozitiftir.

19



3. Ferromanyetizma: Manyetik kutba dogru giiclii etkilesim s6z konusudur. Fe, Co, Ni
ferromanyetik maddelere verilen klasik orneklerdir. Bir ferromanyetik molekiilde
manyetik indiiksiyonun (B) manyetik alana (H) orani1 yani manyetik gecirgenligi (n)
birden ¢ok biiyliktiir ve manyetizasyon () degeri pozitiftir.

2.5.1. Manyetik Polimerlerin Uygulama Alanlar

Manyetik polimerler; manyetik depolama ortami olarak, biyosensér uygulamalarinda,
antitimoral tedavide (hipertermi) ve hedefli ila¢ tasmmmasi ve salimi gibi tip
uygulamalarinda, kontrast ajan1 olarak manyetik rezonans gorlntiillemede (MRI),
biyoayirmalarda siniflandirilmis hiicrelerin ve biyomolekiillerin ayrilmasinda, enzim
immobilizasyonunda ve saflastirilmasinda, manyetik kuvvet tabanli doku
miihendisliginde kullanimlar1 gibi sinirsiz uygulama alanina sahiptir. Manyetik
partikiillerin tip uygulamalari i¢in toksik olmayan, biyouyumlu 6zellikte olup enjekte
edilebilmeleri, hedeflendirilebilecek sekilde tasarimlart veya tiirevlendirilebilmeleri
miimkiindiir [67].

2.5.2. Manyetik Polimerlerin ila¢ Salimimda Kullanim

Ilag salimi i¢in yeni bir yaklasim olarak sayilan manyetik alan yonlendirmesiyle hedefli
ilac tasinmasi manyetik polimerler kullanilarak gerceklestirilebilmektedir. Bu
yaklasimda manyetik polimerler intravendz olarak verildikten sonra manyetik alan
uygulanan hedef bolgeye yonlendirilmekte ve yalnizca o bolgede ilag salimi
gerceklestirmesi amaclanmaktadir. Boylece ilacin tedavi etkinligi gelistirilirken saglikli
hiicre ve dokular iizerindeki yan etkileri en aza indirilmektedir [67]. Ikili ila¢ salim
sistemi gelistirilen giincel bir ¢alismada iki hidrofilik ilacin, doxorubicin (antikanser
ilac1) ve verapamilin (antianjiokardiopati ilac1), kitosan kapli manyetik nanopartikiillerle
birlesiminin ardindan polilaktid-ko-glikolikasit (PLGA) nanopartikiillerinin igine
hapsedilmesi s6z konusudur. Sonraki tiirevlendirmede nanopartikiil {izerine timor
hedefleyici ligand proteini baglanmistir. Partikiiliin son hali 140 nm civarinda olup in-
vivo ilag¢ salimi i¢in kullanilmigtir. Elde edilen manyetik polimerin tiimdr biiylimesini
inhibe etmesi ve giivenli kanser tedavisine olanak saglamasi amaglanmistir [68].
Manyetik polimerlerle manyetik alan yardimiyla hedefli ilag taginmasi Sekil 2.7°de

gosterilmektedir.

20



ilac

llag Tastyici

Manyetit

Polimer Kabuk

Kan Damari

Manyetik Alan

Sekil 2.7. Hedefli ilag tasinmasinin sematik gosterimi. Manyetik ilag tagiyict polimer

dogrudan hedef bolgede ilag salim1 yapmaktadir [63].

Manyetik alan ile hedef bolgeye yonlendirilen ila¢ tasiyict manyetik polimerlerden
ilacin salinmasi i¢in, diflizyon, pargalanma ve sisme olmak iizere ii¢ ana mekanizma
vardir. Diflizyonda ilag viicut sivilarinda ¢oziinebilirdir ve polimerden ayrilir,
parcalanmada polimer zincirleri hidrolize olabilir ya da enzimatik olarak parcalanabilir.
Sisme i¢in ise baslangigta kuru olarak alinan polimer viicut sivilarina girdiginde siserek
ilacin disariya dagilmasimi saglar. Sekil 2.8’de polimerik ila¢ tasiyicilarmin salim
mekanizmalar1 genel olarak sematize edilmistir [63]. Ila¢ saliminda dis uyaranlara
cevap veren akilli polimerler de kullanilmaktadir. Bunun i¢in pH, sicaklik ve manyetik
alan duyarli polimerler bir uyarana duyarl olacak sekilde hazirlanabilecegi gibi birden

fazla uyarana duyarli olarak da hazirlanabilmektedir [69,70].
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Sekil 2.8. Polimerik sistemlerdeki ilag salim mekanizmalarinda bulunan temel

prensipler.

[lag salim sistemleri radyoaktif tedavilerde kullamlmak iizere de gelistirilmektedir.
Radyoaktif iyotla (I-131) yapilan iki 6rnek in-vivo ¢alismada manyetik poliHEMA-
APH) ile poli(HEMA-MAPA) nanopartikiilleri sentezlenmis ve radyoaktif iyodun

biyodagilimiyla kanser tedavisi amaglanmistir [71].

[lag tastyict olarak kullanilan manyetik polimerin viicutta kullanimi, boyutu ile biiyiik
oranda iligkilidir. S6z konusu ilag tasiyict manyetik polimerin viicuda alimindan sonra
200 nm’den biiyiik partikiiller 6nce hiicrelerin fagositoz sistemlerine ulasir ve ardindan
ilacin salim1 gerceklesir. 10 nm ¢apindan kiigiik polimerler damarlardan kacis ve renal
klerens seklinde hizla uzaklasir. intravendz uygulamalar ve uzun kan dolasim siireleri
icin 10 ile 100 nm arasindaki polimerler optimum boyutlardadir. Bu boyutlardaki
polimerler viicudun retikiilo-endotelyal sisteminden kacabilecek, ayni zamanda da
dokularin kiigiik kapilerlerine penetre olabilecek kadar kiigiik olup ilacin hedeflenen

dokuya en etkin dagilimini saglarlar [61].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Deneysel c¢alismalar ii¢ ana boliimde gergeklestirilmistir. Birinci bolimde 1.6 um
capinda esboyutlu manyetik poli(glisidil metakrilat) (mPGMA) mikropartikiiller
hazirlanmistir. Bu boélimde daha sonra mPGMA mikropartikiillerin karakterizasyonu
calismalar1 gerceklestirilmistir. Ikinci boliimde manyetik mPGMA mikropartikiillerin
yiizeylerine Mitomisin C molekiiler olarak baskilanmis ve poli(2-hidroksietil
metakrilat) (PHEMA) kriyojellere gomiilerek kompozit ilag tastyict sistem
(PHEMA/mPGMA-MMC) hazirlanmistir. Sonraki asamada bu kompozit kriyojellerin
karakterizasyonu incelenmistir. Tezin son bdliimiinde ise ilag baskilanmisg
PHEMA/mMPGMA-MMC kompozit tagtyictdan Mitomisin C salimi in-vitro sistemde
incelenmistir. Ayrica Mitomisin C salim kinetigi ve davramisi da bu kisimda

tartigilmistir.

3.1. Manyetik Poli(glisidil metakrilat) Mikropartikiillerin Hazirlanmasi

3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Poli(vinil pirolidon) (PVP K-30) ve magnetit nanotoz (FezOs — nanopartikiil ¢ap1: 20-80
nm) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), glisidil metakrilat (GMA) ve azobisizobiitironitril
(AIBN) Fluka A.A. (Buchs, Isvigre) firmalarindan temin edilmistir. Bu boliimde
kullanilan diger biitiin kimyasal maddeler analitik safliktadir ve Merck AG (Darmstadt,
Almanya) firmasindan temin edilmistir. Polimerizasyon deneylerinde kullanilan ultra
saf su, yiiksek akigh selilloz asetat membran (Barnstead D2731) ile ters ozmoz
Barnstead (Dubuque, IA) ROpure LP® birimi ve ardindan Barnstead D3804
NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma birimi ve iyon degistirici dolgulu kolon
sistemi kullanilarak saflagtirillmistir. Elde edilen ultra saf suyun (deiyonize su) direnci
18 MQ/cm’dir.

3.1.2. mPGMA Mikropartikiillerin Hazirlanmasi

MPGMA mikropartikiiller dispersiyon polimerizasyonu yontemi ile hazirlanmigtir [72].
Polimerizasyon deneyleri 500 mL hacimli cam balonda sicaklik kontrol sistemi entegre
edilmis su banyosunda gerceklestirilmistir. Polimerizasyon i¢in uygulanan yontem
kisaca su sekildedir: Monomer fazi 40 mL GMA, 250 mg AIBN ve 1.0 g magnetit
(FesO4) nanotoz igermektedir. Hazirlanan monomer kKkarisimi AIBN’nin tamamen

¢dziinmesi icin ultrasonik banyoda (Bransonic 2200, Ingiltere) 5 dakika sonike
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edilmistir (200 W). PVP (4.0 g) etil alkolde (% 50 (v/v)) ¢ozilmiis ve daha sonra
polimerizasyon reaktoriine ilave edilmistir. Monomer fazi ilave edildikten sonra
karistirma hizi 500 rpm’e ayarlanmistir. Polimerizasyon reaktoriinde bulunan oksijen
polimerizasyonu inhibe edebilir. Bu nedenle polimerizasyon reaktoriindeki oksijeni
uzaklagtirmak i¢in ortamdan 5 dakika siire ile siirekli azot gazi gecirilmistir. Daha sonra
polimerizasyon reaktorii 65°C’daki calkalamali su banyosuna yerlestirilmistir.
Polimerizasyon 65°C’da 4 saat devam ettirilmistir (500 rpm). Polimerizasyonun
tamamlanmasiin ardindan reaktor oda sicakligina sogutulmus ve dagitma ortaminin
uzaklastirilmast i¢in polimerizasyon ortami 5000 rpm’de 10 dakika siire ile
santrifiijlenmistir. Sivi kisim atilmis ve polimerik mikropartikiiller 10 mL etanol
icerisinde tekrar dagitilmis ve aynmi kosullar altinda yeniden santrifiijlenmistir.
Mikropartikiilleri yikama islemi, reaksiyona girmemis monomer ve diger safsizliklar
yapidan uzaklastirilana kadar tekrarlanmigtir. Son basamakta MPGMA mikropartikiiller
10 mL saf su igerisinde dagitilmis (agirlik¢a % 0.10’luk) ve oda sicakliginda muhafaza

edilmistir.

MPGMA mikropartikiillerden sizabilecek magnetit (FesO4) miktarmi belirlemek iizere
250 mg mikropartikiil tartilmis ve sizma ortamini igeren 10 mL’lik deney tiipiine
konulmustur. Bu deney tiipti doner ¢alkalayicida 24 saat karistirilmigtir. Ortamdaki
magnetit miktar1 grafit firinli atomik absorpsiyon spektrofotometresi (AAS 5 EA, Carl
Zeiss Technology, Zeiss Analytical System, Almanya) ile tayin edilmistir. Bu amagla ii¢
farkli ortamda magnetit sizmasi incelenmistir. Bu ortamlar % 50 asetik asit ¢ozeltisi (pH
2.0), 50 mM fosfat tamponu ¢6zeltisi (pH 7.0) ve 50 mM sodyum sitrat/NaOH tamponu
cozeltisidir (pH 12.0).

3.1.3. mPGMA Mikropartikiillerin Karakterizasyonu

3.1.3.1. Yiizey Morfolojisi

MPGMA mikropartikiillerin boyutu ve ylizey yapist taramali elektron mikroskobu
(SEM), (JEOL JSM 5600, Tokyo, Japonya) ile incelenmistir. Bu amagla ilk basamakta
polimerik mikropartikiiller -50°C’da (0.050 mbar) liyofilize edilmistir (Christ Alpha 1-
2 LD Plus, Almanya). Daha sonra mPGMA mikropartikiiller vakum altinda altin-
paladyum (40:60) ile kaplanmigs ve yiizeyler iletken hale getirilmistir ve SEM
goriintiileri alimmistir. Hazirlanan numune SEM yuvasina yerlestirilerek farkli biiyiitme

oranlarinda yapilar1 incelenmistir.
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3.1.3.2. Manyetik Ozellikleri

MPGMA mikropartikiillerin manyetik ozelliklerini belirlemek igin titresimli 6rnek
magnetometresi (VSM, Princeton Applied Research, Model 150A, ABD) kullanilmistir.
Polimerik yapida magnetit varlig elektron spin rezonans (ESR) spektrofotometresi (EL

9, Varian) ile belirlenmistir.
3.1.3.3. Yiizey Alam Ol¢iimleri

MPGMA mikropartikiillerin yiizey alan1 ¢ok noktali analiz ile Brunauer-Emmett-Teller
(BET) yontemine gore Ol¢tilmiistiir (Flowsorb 11 2300, Micromeritics Instrument Corp.,
Norcross, ABD).

3.1.3.4. Sisme Deneyleri

MPGMA mikropartikiillerin sisme orani su sekilde belirlenmistir: kuru mikropartikiiller
tartilarak 5 mL deiyonize su igeren sisme ortamina alinmigtir. Mikropartikiiller oda
sicakliginda 2 saat siire ile sismeye birakilmis ve sonrasinda sismis partikiiller yeniden

tartilmistir. Sisme orani asagidaki esitlige gore hesaplanmustr.
Sisme Orani % = [(ms-m;) / m;] x 100 (3.2)

Esitlikte mj ve ms mikropartikiillerin ilk ve son agirliklarini ifade etmektedir.

3.2. mMPGMA Mikropartikiillere Mitomisin C Baskilanmasi

3.2.1. Kimyasal Maddeler

2-Hidroksietil metakrilat (HEMA), amonyum persiilfat (APS), metilen bisakrilamid
(MBAAm) ve N,N,N’,N’-tetrametilen diamin (TEMED) Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO), Mitomisin C (MMC) Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd. (Tokyo, Japonya)
firmasindan satin alinmistir. Bu tez kapsaminda kullanilan diger biitiin kimyasal
maddeler analitik safliktadir ve Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin
edilmistir. Tez kapsamindaki deneylerde kullanilan ultra saf su, yiiksek akish seliiloz
asetat membran (Barnstead D2731) ile ters ozmoz Barnstead (Dubuque, 1A) ROpure
LP® birimi ve ardindan Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma
birimi ve iyon degistirici dolgulu kolon sistemi kullanilarak saflastirilmistir. Elde edilen

ultra saf suyun (deiyonize su) direnci 18 MQ/cm’dir.
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3.2.2. Molekiiler Baskilama i¢cin Kullanilan Fonksiyonel Monomerin Hazirlanmasi

Molekiiler baskilama yonteminin ilk basamagi on-kompleksin hazirlanmasidir. Kalip
molekiil olan MMC ile 6n-kompleks olusturmak i¢in metakroilamidohistidin (MAH)
monomeri  se¢ilmistir. Baskilama performansin1  arttirmak igin - metal iyon
koordinasyonu yontemi kullamilmistir. Bu amagla 6nce MAH-Cu?* kompleksi
hazirlanmistir. MAH monomerinin sentezi histidin metil ester ve metakroil kloriiriin
tepkimesi ile gergeklestirilmistir [73]. Hazirlanan fonksiyonel monomer NMR ve FTIR
olciimleri ile karakterize edilmistir. MAH-Cu?* kompleksinin hazirlanmast igin 1:1 mol
oraninda MAH ve Cu?" ¢ozeltisi (kaynak: Cu(NO3)2.5H20) 25°C’da 1 saat siire ile

etkilestirilmistir.
3.2.3. Mitomisin C-Fonksiyonel Monomer On-Kompleksinin Hazirlanmasi

MAH-Cu?*-MMC kompleksinin hazirlanmasi igin histidin gruplarinin biiyiik oranda
protonlanmamis ve metal iyonu ile iyonik koordinasyona uygun oldugu pH 7.4 fosfat
tamponu secilmistir. Belirli oranlarda MMC iceren ¢dzelti MAH-Cu?* ile 25°C°da 1 saat

stire ile manyetik karistiricida karistirilmstir.
3.2.4. Yiizey Baskilanmus mPGMA Mikropartikiillerin Hazirlanmasi

Bolim 3.1’de belirtilen sekilde hazirlanan mPGMA mikropartikiillerin  yiizeyine
Mitomisin C baskilanmasi i¢in su yontem takip edilmistir; HEMA (25 uL) ve MBAAm
(115,0 mg) 25.0 mL deiyonize suda ¢Oziilmiistiir. Belirli miktarda Mitomisin C igeren
on-kompleks fosfat tamponu (pH: 7.4) igerisinde yukaridaki karisima ilave edilmis ve 5
mL su igerisinde dagitilmistir. 30 dakika karistirildiktan sonra ¢ozeltiden 10 dakika siire
ile azot gaz1 gecirilmistir. Karisim daha sonra polimerizasyon reaktoriine alinarak
ortama baslatic1 olarak NaHSO3 (57.0 mg) ve (NH4)2S20g (63.0 mg) ilave edilmistir.
Polimerizasyon 40°C’da 500 rpm karistirma hizinda 24 saat siire ile devam ettirilmistir.
Farkli miktarlarda Mitomisin C igeren karisimlar (Cizelge 3.1) ¢ozeltiye ilave edilerek
bes farkli baskilama oranina (50-250 ug MMC/g mPGMA\) sahip molekiiler baskilanmis
mikropartikiiller (Polimer 1-V) elde edilmistir. Mitomisin C baskilanmis mPGMA
mikropartikiillerden muhtemel Cu®* iyonlar1 sizmasi da tez kapsaminda incelenmistir.
Bu amagla ii¢ farkli tampon ¢ozeltiye (pH: 4.5, 7.4, 8.5) 1.0 g Mitomisin C baskilanmig
mPGMA mikropartikiil konulmus ve oda sicakliginda 24 saat inkiibe edilmistir. Bu stire
sonunda ortamdan alinan numunelerde Cu?* iyonlar1 derisimi atomik absorpsiyon

spektrofotometresi ile dl¢iilmiistiir.
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Cizelge 3.1. Mitomisin C salimi igin farkli baskilama oranina sahip MPGMA

mikropartikiillerin hazirlanmasi.

Polimer Baskilanan Mitomisin C Miktari
Polimer | 50 ug MMC/g mPGMA

Polimer Il 100 pg MMC/g mPGMA

Polimer I 150 uyg MMC/g mPGMA

Polimer IV 200 pg MMC/g mPGMA

Polimer V 250 pg MMC/g mPGMA

3.3. Mitomisin C Baskilannms mPGMA Mikropartikiill Gomiili PHEMA

Kriyojellerin Hazirlanmasi

Mitomisin C baskilanmis mPGMA mikropartikiil gomiili PHEMA temelli kriyojellerin
hazirlanmasi i¢in izlenen yontem asagida verilmistir: PHEMA kriyojel diskler 4:1
HEMA:MBAAM mol oraninda hazirlanmistir. Ilk etapta 0.384 g MBAAm, 12.0 mL saf
su igerisinde ¢oziilmiistiir. 100.0 mg MMC ylizey baskilanmig mPGMA mikropartikiil
ve HEMA 1.8 mL saf su igerisine konulmustur. Bu ortam azot gazi ge¢irildikten sonra
10 dakika siire ile buz banyosunda bekletilmistir. Karigima APS (16.0 mg) ve TEMED
(20.0 pL) ilave edilerek buz banyosunda 1 dakika siire ile karigtirilmistir. Ayni
miktarlarda hazirlanan {i¢ karigim -14°C, -18°C ve -24°C olmak iizere ii¢ farkh
sicaklikta 24 saat siire ile gerceklestirilmis ve tli¢ farkli kriyojel elde edilmistir.
Polimerizasyon isleminin ardindan kriyojeller oda sicakligina getirilerek yapidaki
donmus suyun erimesi saglanmistir. Son etapta kriyojeller dairesel diskler seklinde (0.7

cm capinda) kesilmis ve saf su ile yitkanmustir.
3.3.1. Kriyojellerin Karakterizasyonu
3.3.1.1. Yiizey Morfolojisi

Mitomisin C baskilanmigs mMPGMA mikropartikiil gomiilii PHEMA temelli kriyojellerin
yiizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM), (JEOL JSM 5600, Tokyo,
Japonya) ile incelenmistir. Kriyojeller 6nce -50°C’da (0.050 mbar) liyofilize edilmistir
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(Christ Alpha 1-2 LD Plus, Almanya). Kriyojel diskler vakum altinda altin-paladyum
(40:60) ile kaplanmig ve SEM goriintiileri alinmistir.

3.3.1.2. Yiizey Alam Ol¢iimleri

MPGMA mikropartikiil gomiili PHEMA temelli kriyojelin yiizey alan1 ¢ok noktali
analiz ile Brunauer-Emmett-Teller (BET) yontemine gore Ol¢iilmiistiir (Flowsorb II

2300, Micromeritics Instrument Corp., Norcross, ABD).
3.3.1.3. Sisme Deneyleri

MPGMA mikropartikiil gomiili PHEMA temelli kriyojellerin sisme orani su sekilde
belirlenmistir: kuru kriyojel diskler tartilarak 5 mL deiyonize su igeren sisme ortamina
almmustir. Diskler oda sicakliginda 2 saat siire ile sismeye birakilmig ve sonrasinda
yiizeydeki su filtre kagidi ile uzaklastirilarak diskler yeniden tartilmistir. Sigsme orani
Esitlik 3.1 kullanilarak hesaplanmustir.

3.4. Kriyojellerden Mitomisin C Saliminin incelenmesi

[lag salim miktarlarinin belirlenmesi igin farkli oranlarda MMC vyiiklii kompozit kriyojel
diskler 10 mL hacimde fosfat tamponu (pH: 7.4) igerisine konularak MMC salimi 120
dakika siire ile izlenmistir. Salinan ilag miktar1 ¢ift 11k yollu UV/GB spektrofotometre
(Shimadzu, Model 1601, Tokyo, Japonya) ile 360 nm dalgaboyunda ol¢iilmiistiir.
Salinan MMC miktar1 ylizde deger olarak zamana kars1 grafige ge¢irilmistir. MMC
salimina ilag yiikleme oranmnmn (50-250 pg MMC/g mPGMA), kriyojellesme
sicakliginin (-14°C, -18°C ve -24°C), ortam pH’1 (4.5, 7.4, 8.5) ve ortam sicakliginin
(15°C, 25°C ve -37°C) etkileri incelenmistir.

3.5. Sitotoksisite Calismalar:

Hazirlanan kompozit kriyojellerin sitotoksik etkileri 1SO-10993-5 “Medikal Araglarin
Biyolojik Degerlendirilmesi” standardina gore 3-(4,5-dimetil/thiazol-2,il)-2,5-difenil-
tetrazolyum bromiir tiyazoil mavisi (MTT) testi ile yapilmistir. Sitotoksisite
deneylerinde fibroblast hiicre hatt1 (L929) kullanilmigtir. Hiicreler Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) hiicre kiiltiir ortami igeren % 10 fetal sigir serum alblimini ve
% 10 L-glutaminle desteklenmis % 95 hava ve % 5 CO; ile nemlendirilmis atmosferde

37°C’da 3 giin kiiltiir edilmistir. Kriyojeller ultraviyole 1s1k altinda 1 saat siire ile
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sterilize edilmis ve 72 saat siiresince hiicre kiiltiir ortaminda 37°C’da inkiibe edilmistir.
Her kuyucukta 1x10° yogunlukta 1929 hiicreleri 200 uL hiicre kiiltiir ortami ile 96
kuyucuklu tabakada bir giin siire ile % 5 CO; ortaminda inkiibe edilmistir. Daha sonra
hiicre kiiltiir ortam1 ekstraksiyon ortamu ile degistirilmis ve 100 pL/kuyucuk MTT
cozeltisi ile 4 saat siire ile etkilestirilmistir. Daha sonra tabakalar oda sicakliginda 30

dakika karanlikta inkiibe edilmistir. Son olarak 540 nm’de ELISA okuyucu ile 6l¢iim
yapilmustir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen deneysel sonuglar ii¢ ana baglik altinda

toplanabilir.

(i) Esboyutlu mMPGMA mikropartikillerin (1.6 pm ¢apinda) hazirlanmasi,

karakterizasyonu ve mikropartikiil yiizeyine MMC baskilanmast;

(if) Yiizeyine MMC baskilanmis mPGMA mikropartikiill gomiili PHEMA kompozit

kriyojel disklerin hazirlanmasi ve karakterizasyonu;

(ili) Hazirlanan kompozit kriyojellerden MMC salim miktarlarinin farkli kosullar

altinda incelenmesi ve kinetik analizleri.

4.1. mPGMA Mikropartikiillerin Karakterizasyonu

Esboyutlu mPGMA mikropartikiiller (RSD < % 1, mikropartikiil ¢api: 1.62 um)
dispersiyon polimerizasyonu yontemi ile sentezlenmislerdir. Elde edilen mPGMA
mikropartikiillerin fizikokimyasal ve manyetik o6zellikleri Cizelge 4.1°de topluca
verilmistir. Elde edilen mikropartikiillerin taramali elektron mikroskop (SEM)
goriintiileri ise Sekil 4.1’de verilmistir. Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi mPGMA
mikropartikiillerin boyutlart olduk¢a dar bir dagilima sahiptir. mPGMA mikro-
partikiillerin polidispersite indeksi (PDI) yaklasik 1.008 olarak hesaplanmistir. mPGMA
mikropartikiillerin hidrofilik karakteri ti¢ boyutlu yapilarinda bol miktarda su tutabilme
Ozelligine sahiptir. Capraz bagli polimerik yapi1 su diflizyonu sonucu 6nemli oranda
siser (sisme orant: % 52) fakat suda ¢oziinmeden ti¢ boyutlu yapisini korur. Polimerlerin
manyetik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla Fe3Oq igerigi, manyetik alan rezonansi ve
g degerleri de Cizelge 4.1°de verilmistir. mPGMA mikropartikiillerin spesifik yiizey
alam 3.2 m?%/g olarak dl¢iilmiistiir. Yogunlugu ise 1.09 g/mL’dir. Esboyutlu mPGMA
mikropartikiillerin FesOs igerigi, manyetik alan rezonansi ve g degerleri sirastyla % 4.5,
2055 Gauss ve 2.28 olarak bulunmustur. mPGMA mikropartikiillerin sahip olduklar

manyetik 6zellikler kullanim amaci i¢in istenilen sinirlar arasindadir.
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Cizelge 4.1. nPGMA mikropartikiillerin bazi1 6zellikleri.

Parcacik cap1
Polidispersite indeksi
Spesifik yiizey alani
Sisme orani

Islak yogunluk

Fe3Os icerigi

Manyetik alan rezonansi

g degeri

1.62 yum £+ 0.01 pm
1.008

3.2 m%g

% 52

1.09 g/mL

% 4.5

2055 Gauss

2.28
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Sekil 4.1. mPGMA mikropartikiillerin SEM goriintiileri.
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4.2. MAH-Cu?* Kompleksinin Hazirlanmasi

MAH, Cu?* iyonlari iizerinden iyonik koordinasyonla MMC ile etkilesmek iizere metal
selatlayici ligand ve/veya komonomer olarak se¢ilmistir. MAH 1 imidazol grubu gegis
metal iyonlari ile selat yapma 6zelligine sahiptir. On-kompleks molekiiliinii hazirlamak
icin MAH ve Cu?* iyonlar1 oram literatiir verilerine dayanarak 1:1 (mol/mol) olarak
belirlenmistir. On-kompleks olusumu UV-spektrofotometre ile karakterize edilmistir.
MAH molekiiliindeki histidin Cu?* iyonlarin1 imidazol azotu, amino azotu ve karboksil
oksijen atomu iizerinden {i¢ disli olarak baglar. Bakirin koordinasyon bag sayis1 dorttiir.
Dordiincii bag ise ortamdaki su molekiillerinde bulunan oksijen atomlar ile tamamlanur.

Bu agamada toplam 0.2 g bakir tuzu kullanilmistir [Cu(NO3)2.5H20].

4.3. MAH-Cu?*-MMC Kompleksinin Hazirlanmasi

MAH-Cu?* 6n-kompleksi, farkl ilag yiikleme oranlarina sahip ilag tastyici sistemlerin
hazirlanmasi i¢in fakli miktarlarda MMC ile etkilestirilmistir. Kompleks olusumu UV-
spektrofotometre ile absorpsiyon bantlarindaki kayma/azalma g6zoniine alinarak
gosterilmistir (Sekil 4.2). MMC ve 6n-kompleks spektrumlar arasindaki fark MMC, ve

MAH-Cu?* arasindaki etkilesimleri gdstermektedir.
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Sekil 4.2. MMC, MAH, MAH-Cu?* ve MAH-Cu?*-MMC’nin UV spektrumlari.
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4.4. Mitomisin C Baskilanmms PHEMA Temelli mMPGMA Mikropartikiil Gomiilii
Kriyojeller

Mitomisin C baskilanmis PHEMA temelli mPGMA mikropartikiil gémiili kriyojeller
gbzenek yapisinin ve yiizey alaninin ilag salim davranisina etkilerini incelemek {izere ii¢
farkl1 sicaklikta (-14°C, -18°C ve -24°C) ve bes farkli ilag yiikleme oraninda (50-250 pg
MMC/g mPGMA) sentezlenmistir. Kriyojellerin olusumu esnasinda jellesme hizi ve

donma davraniglarinin sogutma sicakligi ile degistigi bilinmektedir.

Bu tez kapsaminda hazirlanan mMPGMA mikropartikiil gomiili PHEMA temelli
kriyojellerin yiizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu ile incelenmistir. Sekil
4.3’te mPGMA mikropartikiil gomiili PHEMA temelli kriyojellerin taramali elektron
mikroskop (SEM) goriintiileri verilmistir. SEM fotograflarindan da goriildiiga gibi
mikropartikiiller kriyojel polimer yapi igerisinde diizgiin ve homojen bir dagilima
sahiptir. Polimerik yapidaki makrogdzenek boyutlarinin 20 um’den biiyiikk oldugu
goriilmektedir. Bu makrogozeneklerin dolayist ile kanallarin  kriyojel yapida
birbirleriyle baglantili oldugu belirlenmistir. Makrogozenekler sisme ve biiziilme
sliregleri sirasinda kriyojel yapidan polimerik malzeme igerisine ve dis ortama Su
difiizyonunu kolaylastirmaktadir. Makrogozenekli kriyojellerin bu tersinir 6zellikteki
sisme-bliziilme davranisi biyomalzeme ve biyoteknoloji uygulamalarinda oldukca
onemli bir avantaj olarak degerlendirilmektedir [74]. Ilag yiikleme oranmin sisme
davranigi ve ylizey alanina olan etkisi -18°C sicaklikta sentezlenen PHEMA temelli
kriyojeller i¢in incelenmistir. Cizelge 4.2, farkl ila¢ ylikleme oranlarina sahip mPGMA
mikropartikiil igeren PHEMA temelli kriyojellerin yiizey alani ve sisme davranislarini
gostermektedir. Mitomisin C ylikleme miktarinin artmasi ile hem sisme oraninin hem de
yiizey alaninin Onemli miktarlarda arttigi goriilmektedir. Mitomisin C yiikleme
miktarmin 50 pg’dan 250 pg’a arttirilmast ile sisme oran1 % 475’ten % 690 degerine
yiikselmistir. Sigsme orani neredeyse 1.5 katlik bir artis goOstermistir. Yiizey alani
degerleri incelendiginde de benzer bir davranig gozlenmistir. 50 ug Mitomisin C
yiikleme oraninda kriyojelin yiizey alan1 22.3 m?/g iken 250 pg Mitomisin C yiikleme
oraninda bu deger 29.8 m?/g degerine yiikselmistir. Yiizey alaninda % 30 civarinda bir
artis gozlenmistir. Yiizey alanindaki bu artis ila¢ salim miktarinin ve hizinin kontrol
edilmesinde 6nemli bir unsurdur [75]. Bu durumda kompozit yapidaki mikro-
partikiillerin gézenekliligin artmasina neden oldugu sdylenebilir. Gozeneklilik arttikca

da kompozit kriyojel yap1 igerisine alinan su miktar1 ve yiizey alani artmaktadir.
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Cizelge 4.2. Ilag yiikleme oraninin sisme davranisi ve yiizey alanina etkisi*.

Ila¢ Yiikleme Miktar1 Sisme Orani Yiizey Alant

(ug MMC/g mPGMA) (%) (m?/g)
Polimer | 50 475 22.3
Polimer Il 100 526 24.9
Polimer 111 150 582 26.1
Polimer IV 200 644 27.5
Polimer V 250 690 29.8

* Kriyojellesme Sicakligi: -18°C.

Kriyojellesme sicakligimin sisme davranigi ve yiizey alanina olan etkileri 100 pg MMC/
mPGMA ilag yiikleme oraninda sentezlenen Mitomisin C baskilanmis PHEMA temelli
mPGMA gomiilii kompozit kriyojeller igin incelenmistir. Cizelge 4.3, farkh
kriyojellesme sicakliklarinda hazirlanan mMPGMA mikropartikiil iceren PHEMA temelli
kompozit kriyojellerin yiizey alani1 ve sisme davraniglarindaki degisimleri igermektedir.
Kriyojellesme sicakliginin -14°C’dan -18°C’a azalmasi ile hem sisme oraninda hem de
yiizey alaninda ilk etapta onemli sayilabilecek bir artig goriilmiistiir. Kriyojellesme
sicakliginin -18°C’dan -24°C’a diigiiriilmesi ile hem sisme oraninda hem de yiizey
alaninda ¢ok onemli bir artig gézlenmemistir. -18°C’da hazirlanan kompozit kriyojel
icin sisme orani % 526 iken -24°C’da hazirlanan kompozit kriyojel i¢in bu deger %
538’e ulagmistir. Benzer egilim ylizey alan1 degerleri i¢in de gézlenmistir. Yiizey alani
degerleri -18°C’da hazirlanan kompozit kriyojel icin 24.9 m?/g, -24°C’da hazirlanan
kompozit kriyojel i¢in 25.1 m?/g’dir. Goriildiigii gibi her iki 6zellikte de en diisiik
sicaklikta (-24°C) hazirlanan kompozit kriyojel i¢in -18°C’a gore onemli bir degisim

gozlenmemistir.
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Sekil 4.3. mPGMA mikropartikiil gomiilii kriyojellerin taramali elektron mikroskop

goriintiileri.
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Cizelge 4.3. Kriyojellesme sicakliginin sisme davranisi ve yiizey alanina etkisi*.

Kriyojellesme
Sicakliz Sigme Orani Yiizey Alant
(%) (m?/g)
(°C)
Polimer 1A -14 482 21.5
Polimer 11B -18 526 24.9
Polimer 11C -24 538 25.1

* [lag Yiikleme Orani: 100 pg MMC/g mPGMA.

Bu boliimde Mitomisin C baskilanmis mPGMA mikropartikiillerden muhtemel Cu?*
iyonlar1 sizmasi da incelenmistir. Bu amagla {i¢ farkli tampon ¢6zeltiye (pH: 4.5, 7.4,
8.5) 1.0 g Mitomisin C baskilanmis mPGMA mikropartikiill konulmus ve oda
sicakliginda 24 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda ortamdan alinan numunelerde
Cu?* iyonlar1 derisimi atomik absorpsiyon spektrofotometresi ile dlgiilmiistiir. Yapilan
analizler sonucunda her iic salim ortammda da herhangi bir Cu?" iyonu sizmasi
gbézlenmemistir. Bu sonu¢ hazirlanan on-kompleksin etkin ve kararli bir sekilde
polimerik yapida kaldigini géstermektedir. Bu davranis ilag salim uygulamalarinda Cu?*
iyonlarinin polimerik yapidan salinarak bir potansiyel toksik etkiye neden olmayacagi

sonucunu gostermektedir.

4.5. Mitomisin C Baskilanmis mPGMA Mikropartikiil Gomiilii Kriyojellerden

MMC Sahim Davranisinin incelenmesi
4.5.1. ilac Yiikleme Miktarmn Ila¢ Salim Oram ve Ila¢ Salim Hizina Etkisi

PHEMA temelli kriyojellere 5 farkli ilag yiikleme miktarinda (50, 100, 150, 200, 250 pg
MMC/g mPGMA) ilag baskilanmig mPGMA mikropartikiiller gomiilerek kompozit ilag
tastyict sistem hazirlanmistir. Ilag yiikleme miktarinin ilag salimina etkisi Sekil 4.4’te
verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi Mitomisin C baskilanmis kompozit polimer
matriksteki ila¢ miktar1 arttikca toplam ilag salim orani artmustir. Ilag yiikleme miktar
50 pg MMC/g mPGMA iken % 70 olan ilag salim oranit 250 pg MMC/g mPGMA
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degerinde neredeyse % 99 degerine yaklasmistir. Bir baska ifadeyle kompozit kriyojel
yapisindaki Mitomisin C molekiillerinin tamamina yakini yapidan salinmistir. flacin
polimerik yapidan disariya saliminda kiitle aktarimini saglayan siiriicii kuvvet ilacin
derisim farkidir (AC). Derisim farkinin artmasi ile siiriicii kuvvet artmakta ve buna
paralel olarak da salinan ila¢g miktar1 6nemli Ol¢iide artmaktadir [76]. Polimerik
yapidaki ila¢ yiikleme miktarinin artmasi sonucunda salim hizinin da dogrusal olarak

artacagi not edilmelidir [77].
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Sekil 4.4. Tlac yiikleme oranmin ilag salimina etkisi: Kriyojellesme sicakligi, Tc: -18°C;
Salim ortam1 pH’1: 7.4; T: 25°C.

5 Farkli ilag yiikleme miktarinda (50, 100, 150, 200, 250 ng MMC/g mPGMA) ilag
baskilanmis mPGMA  mikropartikiiller gomiili PHEMA temelli kompozit
kriyojellerden ilag salim oranlar1 zamanin fonksiyonu olarak Sekil 4.5’te gosterilmistir.
Sekil 4.5’ten de goriildiigii gibi ilag salim hizi ve miktan ilag yiikleme orani ile
artmistir. Baslangigta hizli olan ila¢ salimi hemen hemen 60 saattten sonra ¢alisilan
biitiin ilag salim yiikleme miktarlar1 i¢in plato degerine ulasmis ve sabit kalmistir.
PHEMA temelli kompozit kriyojellerden ilag salim siiresinin 120 saate kadar

uzatilabildigi sOylenebilir.
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Sekil 4.5. Ila¢ yiikleme oraninin ilag salim hizina etkisi: Kriyojellesme sicakligi, T¢: -18
°C; Salim ortami pH’1: 7.4; T: 25°C.

4.5.2. Kriyojellesme Sicakhgmn ila¢ Salim Hizina EtKisi

Kriyojeller, jellesme sicakliginin gozenek boyutuna ve dolayisi ile ilag salimina
etkilerini incelemek iizere farkli polimerizasyon sicakliklarinda hazirlanmstir. Ilag
yikleme orani aynm1 olan mPGMA mikropartikiiller kullanilarak ve diger tiim
parametreler ayni tutularak kriyojel polimerizasyonu -14°C, -18°C ve -24°C sicaklikta
gerceklestirilmistir.  Makrogozenekli polimerlerin  hazirlanmasinda polimerizasyon
sicakliglr onemli bir parametredir. Biiyiik buz kristalleri elde etmek i¢in donma sicaklig
miimkiin olan en diisiik sicaklikta tutulmali ve kristallesme stiresi uzatilmalidir. Kiiglik
kristaller elde etmek i¢in ise donma ¢ok daha yiiksek sicakliklarda gerceklestirilmeli ve
buz kristallerinin biliylimesinin 6niine gecebilmek i¢in donma hiz1 diisiik olmalidir.
Kriyojellesme sistemlerinde gozeneklerin olusumundan buz kristalleri sorumlu oldugu
icin jellesme sicakligi ve kriyojelin gozenek boyutu arasinda dogrudan bir iliski vardir

[78].
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Sekil 4.6 farkli sicakliklarda hazirlanan kriyojellerden MMC salimimi gostermektedir.
Buna gore -14°C’da hazirlanan kriyojeller ilk 30 dakikada MMC’nin % 56’lik bir
kismimi salmigken -24°C’da hazirlanan kriyojeller % 92°lik bir kismin1 salmistir. Bu
durum -24°C’da hazirlanan kriyojellerin g6zenekliliginin daha fazla olmasi ile
aciklanabilir. Diger taraftan ilacin salim siiresinin uzun olmasinin yani sira birim
zamanda etkin miktarda salim tercih edilir bir durum oldugundan caligmanin diger

asamalarinda -18°C’da hazirlanan kriyojeller tercih edilmistir.
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Sekil 4.6. Kriyojellesme sicakliginin ilag salim hizina etkisi: Ilag yiikleme miktar1: 100
ug MMC/g mPGMA; pH: 7.4; T: 25°C.

4.5.3. Ortam pH’min ila¢ Sahm Hizina Etkisi

Ortam pH’1inin ilag salim hizina etkisini belirlemek {izere 4.5, 7.4 ve 8.5 olmak iizere {i¢
farkli pH degerinde, kompozit kriyojellerden MMC salimi zamanin fonksiyonu olarak
incelenmistir. Sekil 4.7°de goriildiigii gibi en hizli ve en fazla miktarda MMC salim1 pH
8.5’te gerceklesmektedir. Metal selat sistemlerinde Cu?* kullanildig1 durumlarda ortam

pH’min asidik olmasi metal selatin kararliligini arttirdigindan asidik pH’da MMC
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salimmin daha diisiik olmas1 beklenen bir durumdur [79]. Bazik ortam pH’inda Cu?* ve
MMC arasindaki etkilesimler daha zayif olacagindan salim daha hizli ger¢eklesmis ve
120 saatin sonunda baslangigtaki MMC’nin % 85’1 salinmistir. pH 4.5 ve 7.4 i¢in bu
deger sirasiyla % 68 ve % 76 olarak gozlenmistir. Ayrica MMC’nin asidik ortamda
bozunma olasiligi nedeniyle genellikle asidik pH degerleri tercih edilmemektedir. Bu
nedenle calisma i¢in ayn1 zamanda fizyolojik pH olan 7.4 salim calismalari i¢in en

uygun pH olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Ortam pH’nin ila¢ salim hizina etkisi: ilag yiikleme miktari: 100 pg MMC/g
mPGMA; Kriyojellesme sicakligi, Tc: -18°C; T: 25°C.

4.5.4. Sicakhigin ila¢ Sahm Hizina Etkisi

Ortam sicakliginin MMC salimina etkisi 15°C, 25°C ve 37°C’da incelenmigtir. MMC
salim oran1 ve hizinin sicaklik arttik¢a arttigi goriilmektedir. Bu durum oncelikle
sicakligin metal koordinasyon etkilesimlerini azaltmasi ile agiklanabilir [80-82].
Vurgulanmast gereken bir baska nokta sicaklik arttikca polimerik zincirlerin
hareketliliginin artmast ve nanooyuklarin genisleyerek ilacin salimina imkéan

vermesidir. Salim ¢alismalar1 i¢in 25°C en uygun sicaklik olarak tercih edilmistir.
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Sekil 4.8. Sicakligm ilag salim hizina etkisi: fla¢ yiikleme miktari: 100 ug MMC/g
mPGMA; Kriyojellesme sicaklig, Te¢: -18°C; pH: 7.4.

4.6. Kinetik Calismalar

In-vitro ilag¢ salim kinetigi ve salim parametreleri Korsmeyer-Peppas modeline gore
analiz edilmistir. Bu esitlikte M¢/Ms, t anindaki ve dengedeki ilag salim Kesrini, k

Korsmeyer-Peppas sabitini ve n diflizyon tiirlinii gosteren bir sabiti ifade etmektedir.
Mi/M., = kt" (4.2)

n ve k degerleri salim verilerinin dogrusallastirilmis esitlikte yerine konulmasi ile elde
edilmistir. Cizelge 4.4 sunulan tezde hazirlanan kriyojeller i¢in n, k ve R? degerlerini
gostermektedir. n degerleri dikkate alindiginda eger n = 0.5 ise Fickian difiizyon
etkindir ve ilag saliminin difiizyon kontrollii oldugunu gosterir. n > 0.5 ise anormal
veya Fickian olmayan difiizyon; n = 1°de ise tip Il difiizyon kinetigi etkindir. Bu durum
ilag saliminin sigsme kontrollii olarak gergeklestigini gdsterir. 0.5 <n < 1 ise Fickian ve
tip II difiizyonun karigimini ifade eder ve Fickian olmayan diflizyon olarak adlandirilir.

Cizelgedeki degerlere bakildiginda Polimer I ve Polimer II i¢in n > 0.5 bulunmus ve
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kompozit sistemin Fickian olmayan difiizyon davranisi gosterdigi belirlenmistir. lag
yikleme miktarinin arttirildigt Polimer III-V 6rnekleri i¢in n < 0.5 bulunmustur.
Kompozit kriyojel yapisindaki ila¢ ylikleme miktar1 arttik¢a k degerinin beklendigi gibi
arttig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.4. Polimer I-V i¢in MMC salim kinetik verileri.

Kriyojel n k R?
Polimer | 0.78 0.077 0.97
Polimer Il 0.56 0.156 0.97
Polimer I11 0.43 0.235 0.97
Polimer IV 0.35 0.309 0.97
Polimer V 0.27 0.408 0.97

4.7. Sitotoksisite Calismalari

Bu calismada hazirlanan ylizey MMC baskilanmis mPGMA mikropartikiil gémiilii
PHEMA temelli kompozit kriyojellerin sitotoksisite ¢aligmalar1 fare fibroblast hiicre
hattt 1929 kullanilarak belirlenmistir. Fibroblast hiicrelerin canliligi kriyojeller ile
hiicrelerin etkilestirilmesinden 24 saat sonra analiz edilmistir. 50 pg MMC/g mPGMA;
100 pg MMC/g mPGMA ve 150 ng MMC/g mPGMA ilag igeren kriyojeller
kullanilarak gergeklestirilen sitotoksisite ¢alismalarinda hiicre canliligr sirasi ile % 97,
% 98 ve % 100 olarak gozlenmistir. Bu sonuglara gore hazirlanan mPGMA
mikropartikiill gomiili PHEMA temelli kompozit kriyojellerin sitotoksik o6zellikte
olmadig1 soylenebilir. Bu, ilag salim uygulamalari agisindan olduk¢a Onemli bir

sonugtur.
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5. YORUM

Sunulan tez calismasinda, Mitomisin C’nin kontrollii salimi i¢in Mitomisin C
baskilanmis mPGMA mikropartikiil gomiili PHEMA temelli kompozit kriyojeller
hazirlanmistir. Hazirlanan kriyojellerin karakterizasyonu ve in-vitro ortamda ilag

salim performansinin belirlenmesi lizerinde ¢caligsmalar yapilmistir.

Esboyutlu mPGMA mikropartikiiller (1.6 pum) dispersiyon polimerizasyonu ile
sentezlenmistir. mPGMA mikropartikiillerin fizikokimyasal ve manyetik 6zellikleri
belirlenmistir. mPGMA mikropartikiillerin boyutlar1 dar bir dagilima sahiptir.
mPGMA mikropartikiillerin polidispersite indeksi (PDI) yaklagik 1.008°dir.
mPGMA mikropartikiillerin gisme orani % 52’dir. mPGMA mikropartikiillerin
spesifik yiizey alam 3.2 m?%g olarak olgiilmiistiir. Yogunlugu ise 1.09 g/mL’dir.
Esboyutlu mPGMA mikropartikiillerin Fe3Oq igerigi, manyetik alan rezonansi ve g
degerleri sirastyla % 4.5, 2055 Gauss ve 2.28 olarak bulunmustur.

MAH, Cu?* iyonlar iizerinden iyonik koordinasyonla MMC ile etkilesmek iizere
metal selatlayic1 ligand ve/veya komonomer olarak se¢ilmistir. MAH’1n imidazol
grubu gecis metal iyonlar: ile selat yapma ozelligine sahiptir. On-kompleks
molekiiliinii hazirlamak icin MAH ve Cu?' iyonlar1 orani literatiir verilerine
dayanarak 1:1 (mol/mol) olarak belirlenmistir. On-kompleks olusumu UV-
spektrofotometre ile karakterize edilmisti. MAH molekiiliindeki histidin Cu?*
iyonlarini imidazol azotu, amino azotu ve karboksil oksijen atomu tizerinden ii¢ disli
olarak baglar. MAH-Cu?* én-kompleksi, farkli ilag yiikleme oranlarina sahip ilag
tagiyict sistemlerin hazirlanmasi i¢in fakli miktarlarda MMC ile etkilestirilmistir.
Kompleks olusumu  UV-spektrofotometre ile absorpsiyon bantlarindaki

kayma/azalma gdzoniine alinarak gosterilmistir.

mPGMA mikropartikiil gomiili PHEMA temelli kriyojellerin yiizey morfolojisi
taramali elektron mikroskobu ile incelenmistir. mPGMA mikropartikiiller kriyojel
polimer yap1 igerisinde diizglin ve homojen bir dagilima sahiptir. Polimerik yapidaki
makrogdzenek boyutlarinin 20 pum’den biiylik oldugu goriilmektedir. Bu
makrogozeneklerin dolayisi ile kanallarin kriyojel yapida birbirleriyle baglantili

oldugu belirlenmistir.
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flag yiikleme oraninin sisme davranisi ve yiizey alania olan etkisi -18°C sicaklikta
sentezlenen PHEMA temelli kriyojeller i¢in incelenmistir. Mitomisin C yiikleme
miktarinin artmasi ile hem sisme oraninin hem de yiizey alaninin 6nemli miktarlarda
arttigr goriilmektedir. Mitomisin C yiikleme miktarinin 50 pg’dan 250 npg’a
arttirilmasi ile sisme oranit % 475’ten % 690 degerine ylikselmistir. Sisme orani
neredeyse 1.5 katlik bir artis gostermistir. Yiizey alani degerleri incelendiginde de
benzer bir davranig gbzlenmistir. 50 pg Mitomisin C yiikleme oraninda kriyojelin
yiizey alam 22.3 m?/g iken 250 pg Mitomisin C yiikleme oraninda bu deger 29.8

m?/g degerine yiikselmistir. Yiizey alaninda % 30 civarinda bir artis gdzlenmistir.

Kriyojellesme sicakliginin sisme davranist ve ylizey alanma olan etkileri 100 pg
MMC/g mPGMA ilag yiikkleme oraninda sentezlenen Mitomisin C baskilanmig
PHEMA temelli mPGMA gomiili kompozit kriyojeller i¢in incelenmistir.
Kriyojellesme sicakliginin -14°C’dan -18°C’a azalmas: ile hem sisme oraninda hem
de yiizey alaninda ilk etapta Onemli sayilabilecek bir artis goriilmistir.
Kriyojellesme sicakliginin -18°C’dan -24°C’a disiiriilmesi ile hem sisme oraninda
hem de ylizey alaninda ¢ok 6nemli bir artis gézlenmemistir. -18°C’da hazirlanan
kompozit kriyojel igin sisme orani % 526 iken -24°C’da hazirlanan kompozit
kriyojel i¢in bu deger % 538’e ulasmistir. Benzer egilim yiizey alan1 degerleri i¢in
de gozlenmistir. Yiizey alani degerleri -18°C’da hazirlanan kompozit kriyojel igin
24.9 m?/g, -24°C’da hazirlanan kompozit kriyojel icin 25.1 m?/g’dir. Gériildiigii gibi
her iki 6zellikte de en diisiik sicaklikta (-24°C) hazirlanan kompozit kriyojel igin

-18°C’a gore 6nemli bir degisim gozlenmemistir.

Mitomisin C baskilanmis mPGMA mikropartikiillerden muhtemel Cu?* iyonlari
sizmast da incelenmistir. Salim ortaminda da herhangi bir Cu?" iyonu sizmasi
gozlenmemistir. Bu sonu¢ hazirlanan 6n-kompleksin etkin ve kararli bir sekilde

polimerik yapida kaldigin1 gostermektedir.

PHEMA temelli kriyojellere 5 farkl ilag yiikleme miktarinda (50, 100, 150, 200,
250 ng MMC/g mPGMA) ila¢ baskilanmig mPGMA mikropartikiiller gdmiilerek
kompozit ilag tasiyici sistem hazirlanmistir. Mitomisin C baskilanmis kompozit

polimer matriksteki ilag miktar1 arttikca toplam ila¢ salim orami artmustir. Ilag
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yiikkleme miktart 50 pg MMC/g mPGMA iken % 70 olan ilag salim orani 250 pg
MMC/g mPGMA degerinde neredeyse % 99 degerine yaklagmistir.

5 Farkl ilag yiikleme miktarinda (50, 100, 150, 200, 250 pg MMC/g mPGMA) ilag
baskilanmis mPGMA mikropartikiiller gémiili PHEMA temelli kompozit
kriyojellerden ilag salim oranlar1 incelenmistir. ila¢ salim hizi ve miktar1 ilag
yiikkleme orani ile artmistir. Baslangicta hizli olan ilag salimi 60 saatten sonra
caligilan biitlin ilag salim yiikleme miktarlari i¢in plato degerine ulagsmis ve sabit

kalmustir.

Farkli sicakliklarda hazirlanan kriyojellerden MMC salimi incelendiginde -14
°C’da hazirlanan kriyojeller ilk 30 dakikada MMC’nin % 56’lik bir kismin
salmigken -24°C’da hazirlanan kriyojellerin % 92’lik  bir kismint saldigi

gOriilmiistiir.

Ortam pH’inin ilag salim hizina etkisi incelendiginde en hizli ve en fazla miktarda
MMC salimi pH 8.5’te gerceklesmektedir. Bazik ortam pH’inda Cu?* ve MMC
arasindaki etkilesimler daha zayif olacagindan salim daha hizli gergeklesmis ve 120
saatin sonunda baslangictaki MMC’nin % 85’1 salinmistir. pH 4.5 ve 7.4 i¢in bu

deger sirasiyla % 68 ve % 76 olarak gézlenmistir.

Ortam sicakliginin MMC salimina etkisi 15°C, 25°C ve 37°C’da incelenmistir.

MMC salim orani ve hizinin sicaklik arttikca arttig1 goriilmiistiir.

Kriyojellerden MMC salim kinetigi incelendiginde, yapidaki MMC yiikleme miktar1
azaldikea ilag difiizyonunun Non-Fickian difiizyon gosterdigi bulunmustur.

Yapilan sitotoksisite ¢caligmalarinda, kriyojellerin fare fibroblast hiicre hatt1 tizerinde
sitotoksik etkisi olmadig1 gozlenmistir. Kompozit yapilardaki MMC miktarinin
artmast ile birlikte artig gosteren hiicre canliligi degerlerine bakilarak,

biyouyumlulugun oldukga yiiksek olmasindan s6z edilebilir.
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