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OZET

POLI(LAMINARIN) PARTIKULLERININ HAZIRLANMASI VE BIYOMEDIKAL
UYGULAMALARININ INCELENMESI

Mehmet CAN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisanstistii Egitim Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Nurettin SAHINER
28/01/2022, 77

Bu tez kapsaminda yapilan calismalarda, Laminaria digitata ve Eisenia bicyclis
kaynakli laminarin polisakkariti (LD-LAM ve EB-LAM) kullanilarak, DVS, TMPGDE ve
STPP ¢apraz baglayicilart ile mikro ve nano boyutlarda partikiiller sentezlenmistir LD-LAM
ve EB-LAM partikiilleri). Ters misel ortammda hazirlanan DVS ile ¢apraz baglhh LD-LAM
partikiilleri (LD-LAM-1) klorostilfonik asit ile modifiye edilmistir (LD-LAM-2). EB-LAM
molekiiliinden DVS, TMPGDE ve STPP ¢apraz baglayicilari ile ters misel mikroemiilsiyon
teknigi kullanilarak mikro/nano boyutlarda partikiiller hazirlanmistir (EB-LAM-1, -2 ve -3
partikiilleri). Ayrica EB-LAM polisakkaritinden yiizey aktif madde (stirfektan) kullanmadan
nanopartikiil hazirlamak i¢in degisik oranlarda DVS ve TMPGDE capraz baglayicilan ile
izooktan-su emiilsiyon ortami kullanilarak swasiyla EB-LAM-1.X ve EB-LAM-2.X
partikiilleri sentezlenmistir. SEM analizleri sonucunda siirfektan i¢eren ortamda hazirlanan
LAM partikiillerinin 0,1-15 pm arasinda, siirfektan icermeyen ortamda sentezlenen
partikiillerin ise 20-800 nm boyut araliginda oldugu gozlemlenmistir. Zeta potansiyeli
Olctimleri sonucunda farkli ¢apraz baglayicilar ve sentez yontemleri ile hazirlanan LAM
esasli mikro ve nanopartikiillerinin ylizey yiiklerinin -11,5+0,1 mV ile -26,3£0,5 mV
arasinda oldugu tespit edilmistir. LAM esash partikiillerin biyomedikal malzemeler olarak
kullanim potansiyellerini belirlemek i¢in biyouyumluluk (sitotoksisite) ve kan uyumluluk
(hemoliz ve kan pihtilagma) o6zellikleri arastirilmustir. LD-LAM-1 partikiilleri ve bunlarin
modifiye edilmis formlar1 2,0 mg/mL derisime kadar hemolitik ve kan pihtilastirict 6zellik
gostermemistir. Ayrica, EB-LAM-1.X ve EB-LAM-2.X nanopartikiillerinin 1000 pg/mL
derisime kadar L929 fibroblast hiicrelerine kars1 toksik etkilerinin olmadig: partikiillerin pH
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7,4 PBS ortaminda 120 saatte yaklasik %50’sinin bozundugu bulunmustur. Bu tez
kapsaminda yapilan caligmalarda, literatiirde ilk kez tek basamakta LAM polisakkaritinin
dogrudan c¢apraz baglanmasi ile mikro ve nano partikiillerinin sentezi ve ayrica bu

partikiillerin kolayca modifiye edilebilirligi gdsterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Laminarin, Biyopolimer, Mikro/nano partikiil, Mikro/nano jel,
Yiizey Modifikasyonu, Biyouyumlu



ABSTRACT

PREPARATION OF POLI (LAMINARIN) PARTICLES AND INVESTIGATION
OF THEIR BIOMEDICAL APPLICATIONS

Mehmet CAN
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Chemistry Science
Advisor: Prof. Dr. Nurettin Sahiner
28/01/2022, 77

In the studies conducted within the scope of this thesis, micro- and nano-sized
particles (LD-LAM and EB-LAM particles) were synthesized from laminarin
polysaccharides originated from Laminaria digitata and Eisenia bicyclis (LD-LAM and EB-
LAM) employing DVS, TMPGDE, and STPP cross-linkers. The DVS-crosslinked LD-LAM
particles (LD-LAM-1) synthesized in reverse micelle microemulsion system were modified
with chlorosulfonic acid. Additionally, micro- ad nano-sized particles were prepared from
DVS, TMPGDE and STPP crosslinkers via reverse micelle microemulsion technique (£B-
LAM-1, -2, -3 particles). Moreover, in order to prepare nanoparticles of EB-LAM
polysaccharide without surfactant, DVS and TMPGDE were used to obtain EB-LAM-1 and
EB-LAM-2 particles in isooctane-water emulsion medium. Upon SEM analysis of the LD-
LAM and EB-LAM particles prepared in the reverse micelle microemulsion medium, the
particles were found to range in 0,1-15 um sizes. The EB-LAM-1 ve EB-LAM-2 particles
prepared in surfactant-free microemulsion were found toreside within 20-800 nm sizes. Zeta
potential measurements of the LAM-based particles revealed the surface charge of particles
ranged within -11,5£0,1 mV ile -26,3+0,5 mV. In order to determine potential use of the
LAM-based micro and nano particles as biomedical materials their biocompatibility
(cytotoxicity) and blood compatibility (hemolysis and blood coagulation) behaviors were
investigated. LD-LAM-1 particles and their modified forms found not to exhibit hemolytic
and blood coagulating effects up to 2.0 mg /mL concentration. Besides, it was found that
EB-LAM-1.X and EB-LAM-2.X nanoparticles were not found toxic against L929 fibroblast
cells up to 1000 pg/mL concentration, and approximately 50% of the particles were found
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to degrade in 120 hours in the pH 7.4 PBS medium. The studies conducted within the scope
of this thesis report synthesis of the micro and nanoparticles for the first time in the literature

via direct crosslinking of LAM in a single step as well as their facile modification.

Keywords: Laminarin, Biopolymer, Micro/nano particle, Micro/nanogel, Surface

modification, Biocompatible
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BIiRINCIi BOLUM
GIRIS

Herman Studaudinger, 102 yil 6nce yaptig1 “Polimerizasyon Uzerine” (“Uber
Polymerisation”) (Staudinger, 1920) isimli ¢alismasi ile polimer biliminin gelismesinde
onciil olarak kabul edilen bir ¢agin baslaticis1 olarak kabul gérmiistiir (Miilhaupt, 2004). O
yillardan giinlimiize kadar gecen siirede gelisen nanobilim ve teknoloji, dogal ve sentetik
polimerlerden ¢ok c¢esitli Ozelliklere sahip polimerik yapilarin sentezlenmesine ve bu
malzemelerin enerji, elektronik, gida, ilag ve biyomedikal alanlar gibi bircok endiistride

yaygin olarak kullanilmasmna olanak saglamistir (Can vd., 2020b).

Capraz bagh polimerik ag yapilarm en temel 6rneklerinden biri olan hidrojeller,
polimerik veya monomerik Onciillerin fiziksel veya kimyasal olarak ¢apraz baglanmasi ile
olusan ii¢ boyutlu (3B) ag yapilaridir. Sentezlenme yontemlerine gore nano, mikro ve makro
boyutlarda hazirlanabilen hidrojeller, esnek ve yumusak yapili malzemelerdir. Ayrica,
icerdikleri fonksiyonel gruplara gore su veya uygun ¢oziiciiler icerisinde kendi agirhklarmin
binlerce kat1 oraninda ¢oziiciiyii tutarak sisebilen, birim hacim basma ¢ok yiiksek yiizey
alanina sahip polimerlerdir (Sahiner, 2013). Hidrojeller, sentezlendikleri nciil malzemelere
bagh olarak 151k, elektrik, manyetik alan, pH ve sicaklik gibi ¢evresel uyarilara karst duyarh
olarak hazirlanabilmektedir (Can vd., 2020b; Suner vd., 2018; Zhang vd., 2019). Ayrica,
hidrojel yilizeyindeki fonksiyonel gruplarin cesitli molekiiller ile kolayca modifiye
edilebilmesi, hidrojellerin ylizey ozelliklerinin kullanim1 amacglanan uygulamalara gore
tasarlanabilmesine imkan saglar (Camci-Unal vd., 2010; Haagdorens vd., 2019; Ashtiani
vd.,2020; Lewandowska-t.ancucka vd.,2018; Li vd.,2011; Plunkett vd.,2003). Hidrojeller,
sentezinde kullanilan 6nciil molekiillerin zenginligi ve modifiye edilebilmeleri sayesinde
yilizey Ozellikleri, boyut, gézenek boyutu, sisme ve bozunma gibi kullanim amacina goére
dizayn edilebilir. Bu iistiin 6zellikleri sayesinde hidrojeller, endiistriyel alanda zararli metal
iyonlarinin ve boyalarm ayirimi (Kong vd., 2019; Shalla vd., 2019), atik su ve dogal kaynak
sularmin temizlenmesi (Tran vd., 2018), biyomedikal alanda ise hiicre ve dokularin
yenilenmesi (Maiz-Fernandez vd., 2020; Ng vd., 2020), yara kaplama malzemesi (Tavakoli
ve Klar, 2020), implant (Soler-Botija vd.,2014), biyosensor (Tavakoli ve Tang, 2017), yapay
kas (Partk ve Kim, 2020) ve organlarm  gelistirilmesi (Wang vd., 2017), enzim
immobilizasyonu (Dwamena vd., 2020), protein, RNA, gen ve ilag gibi biyoaktif
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molekiillerin tagima/salim sistemleri (Li vd., 2016; Pertici vd., 2019) gibi  birgok

uygulamada kullanim potansiyeline sahip ¢ok fonksiyonlu materyallerdir.

Mikropartikiiller ve nanopartikiiller olarak da adlandirilan mikrometre ve nanometre
boyutlardaki hidrojellerin kiigiik boyutlarmin sagladigi avantajlarindan dolay1 viicut igi
uygulamalarda kullanim1 tercih edilmektedir (Auwal vd., 2017; Ma vd., 2017).
Mikropartikiiller ve nanopartikiiller cesitli kimysal yap1 ve 6zelliklerdeki ilag veya biyoaktif
molekiiller i¢in koruyucu islevi gorerek bu molekiillerin viicut icinde oksidatif ve enzimsel
olarak hizl bir sekilde metabolize edilmelerini azaltir/geciktirir. Bdylece tasidiklart aktif
molekiillerin  daha yliksek plazma derisimlerine  erismesine ve  dolayisiyla
biyoyararlanimlarinmn artirilmasina olanak saglarlar (Vinogradov, 2006; Yin vd., 2020).
Ayrica, mikro/nano partikiiller, ilaglarin sistemik yan etkilerini azaltma, ¢oziiniirliiklerini
artirma gibi avantajlar sunmaktadir (Eckmann vd.,2014; Large vd.,2019; Nguyen vd.,2011;
Smeets ve Hoare, 2013; Wanakule vd., 2012). Bunlara ek olarak, kiiciik molekiil, peptit,
antikor, aptamer, lektin gibi ajanlar ile fonksiyonlastirilabilmeleri ile g¢esitli doku, hiicre ve
patolojilere spesifik, hedeflenmis ve kontrollii ilag salim1 saglayabilmektedir (Blackburn vd.,
2009; Eckmann vd., 2014; Large vd., 2019; Nguyen vd., 2011; Ryu vd., 2012; Smeets ve
Hoare, 2013; Wanakule vd., 2012).

Ilaglarin yan etkilerini azaltan polimerik mikro ve nanopartikiillerin kendilerinin de
uyumlu, toksik etki gostermeyen ve biyobozunur 6zellikte olmasi bu yapilarin in vivo olarak
kullanimi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (Can vd., 2020b; Can ve Sahiner, 2021; Kang
vd.,2015; Kilcoyne ve Joshi, 2007; Seidivd.,2018; Willner ve Willner, 2010). Biyouyumlu,
biyobozunur, dogal ve yenilenebilir kaynaklardan elde edilen mono, oligo ve polisakkaritler,
amino asitler, proteinler, niikleik asitler, polifenolik bilesikler gibi biyomolekiillerin
bozunma/biyotransformasyon {irlinleri de immunojenik olmayip biyouyumlu olacagindan
bu yapilardan hazirlanan mikro ve nanopartikiiller sentetik veya biyobozunmaz muadillerine
kiyasla biyomedikal alanda olduk¢a fazla ilgi gérmektedir (Shiraishi ve Yokoyama, 2019;
Suner vd., 2018).

Biyopolimerlerin  biyouyumlu ve biyobozunur 6&zelliklerine ilaveten sahip
olabilecekleri antioksidan, antipatojenik, antienflamatuvar, antidiyabetik, antikarsinojenik,

antiapoptotik gibi daha bircok biyoyararli Ozelliklere sahip olabilirler. Bu 6zelliklerin



biyopolimerlerden iiretilen ilag tastyic1 sistemlere aktarilmasi ile tasidiklari molekiiliin
terapdtik ozelliklerine ek olarak destekleyici sinerjistik etki de gosterebilen oldukca etkili
farmakolojik malzemeler iiretilebilir (Can vd., 2020b; Williams, 2008; Willner ve Willner,
2010). Buna ilaveten, biyopolimerik molekiiller kolay islenebilir olmalarindan dolay1 ¢esitli
kimyasal modifikasyonlar ile ¢evresel tepkilere duyarli fonksiyonel malzemeler elde
edilebilmektedir (Oh vd., 2008; Suner vd., 2018). Sentetik polimerlerin dogal polimerler ile
konjugasyon, kaplama gibi modifikasyon teknikleri kullanilarak biyouyumluluklari
artirllabilmektedir (Balas vd., 2018).

Bu tez ¢alismasmin temel motivasyonu birgok biyoaktiviteye sahip, dogal bir
polisakkarit olan laminarinden ii¢ boyutlu ag yapiya sahip mikro ve nano partikiillerin
sentezlenmesi, karakterizasyonu ve bu partikiillerin kimyasal modifikasyonu ile
biyomedikal alanda kullanilabilecek potansiyel ilag salim sistemleri  olarak
kullanilabilirliginin arastirilmasidir. Dolaysiyla bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda, iki
farkli organizmadan (Laminaria digitata, LD-LAM ve FEisenia bicyclis, EB-LAM) elde
edilen laminarin (LAM) polisakkariti ile divinil siilfon (DVS), trimetilolpropan triglisidil
eter (TMPGDE) ve sodyum tripolifosfat (STTP) gibi ¢apraz baglayicilar kullanilarak nano
ve mikrometre boyutlarinda partikiiller sentezlenmistir (LD-LAM ve EB-LAM partikiilleri).
LAM esash ¢apraz bagl mikro/nano partikiillerin sentezi ters misel mikro emiilsiyon teknigi
ile gerceklestirilmistir. Ayrica, DVS ve TMPGDE c¢apraz baglayicilart kullanilarak EB-
LAM polimerinden yiizey aktif madde icermeyen emiilsiyon polimerizasyonu yontemi ile
nanopartikiiller sentezlenmistir. LD-LAM esasli mikro/nano partikiiller basit filtrasyon
yontemleri ile ayrnlmistir. Bdylece polimerizasyon yontemi, sentez parametrelerinin
optimizasyonu ve basit filtrasyon yontemleri ile kontrol edilebilir boyut dagilimina sahip
polimerik partikiillerin hazirlanabilirligi gosterilmistir. LAM esasli mikro/nano partikiillerin
sentezi tek adimda gergeklestirilmistir. Literatiirde LAM polisakkaritlerinden sentez 6ncesi
modifikasyon yapimaksizin  tek basamakta polimerik partikiillerin  sentezine
rastlanmamustir. Butez kapsaminda belirtilen yontemler ve capraz baglayicilar ile hazirlanan
mikro/nano partikiillerin sentezi ilk kez rapor edilmektedir. Hazirlanan LD-LAM esash nano
ve mikropartikiiller klorosiilfonik asit (CSA) ile modifiye edilmis ve partikiillerin tek
basamakta modifiye edilebilirligi gosterilmistir. Mikro/nano partikiillerin genis capta
fiziksel ve yapisal karakterizasyonlarinin yapilmast bu malzemelerin biyomedikal

uygulamalardaki avantaj ve limitlerinin belirlenmesinde, dolayisi ile bu alanlarda kullanim



potansiyellerinin genisletilmesi ve dlgeklenlendirilmesinde biiyiikk 6neme sahiptir (Su vd.,
2018). Farkli ¢capraz baglayici ve yontemler ile hazirlanan modifiye edilmis ve edilmemis
LAM esasli mikro/nano partikiillerin morfoljik analizleri optik mikroskop ve alan
emisyonlu taramal elektron mikroskobu (FE-SEM) ile hidrodinamik partikiil ¢ap1 dinamik
1s1k sacilm (DLS) ile, yiizey yiikleri zeta potansiyel dlgltimleri ile, kimyasal bilesim ve
yapidaki fonksiyonel gruplarin tayini elemental analiz ve Fourier doniisiimli kizilotesi
isimali spektroskopisi (FT-IR) ile ve termal kararhlklar1 ise termogravimetrik analiz (TGA)

yontemleri ile gerceklestirilmistir.

Mikro/nano partikiillerin, oral ve/ya parenteral yollardan viicuda enjeksiyonu bu
yapilarin kagmilmaz olarak kan ve ekstra seliiler matriks (ECM) gibi kompleks fizyolojik
stvilar  ve dokularla etkilesimi ile sonuglanacaktir. Bu etkilesimler in vitro/in vivo
hiicre/konak organizmada yap1 ve islev bozukluklarina sebep olabileceginden, mikro/nano
formiilasyonlarin biyouyumluluk ve kan uyumluluk o6zeliklerinin belirlenmesi yiiksek
derecede dnem arz etmektedir. Bu amagla, hazirlanan LAM esash modifiye edilmis ve
edilmemis mikro/nano partikiillerin biyouyumluluklart MTT testi ve kan uyumluluklar1 da

hemoliz ve kan pihtilagma testleri ile gergeklestirilmistir.



IKINCI BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Polisakkaritlerin biyolojik 6nemi ve biyomedikal uygulamalardaki yeri

Biyopolimerler, poliniikleotidler, proteinler, polifenolik bilesikler ve
polisakkaritler gibi dogal olarak makromolekiiler formda bulunan biyolojik kdkenli
polimerlerdir. Canli organizmalarda yapisal ve fonksiyonel olarak ¢ok sayida onemli
gorevler {istlenen biyopolimerler, biyouyumlu ve biyobozunur yapilardadir (Kang vd.,
2015; Kilcoyne ve Joshi, 2007; Osborn vd., 2004; Seidi vd., 2018; Tharanathan, 2002).
Bu oOzellikleri ve ucuz maliyetlerle yiiksek miktarda elde edilebilmelerinden dolay1
biyopolimerler tekstil, gida, kozmetik, ¢evre ve biyomedikal alanlarda oldukca yaygin
kullanim alanina sahiptir. (Akter vd.,2021; Klein ve Poverenov, 2020; Mitura vd., 2020).
Genel olarak biyopolimer esash hidrojeller, yiiksek aktif madde yiikleme kapasiteleri,
kontrol edilebilir boyut ve kolay modifiye edilebilen 6zellikleri sebebiyle hedeflenebilir
ve siirekli salim yapabilen etkili, ileri diizey akilli malzemelerin gelistirilmesind e

vazgecilmez bilesenler haline gelmistir (Lee vd.,2011; Suner vd., 2018).

Polisakkaritler, biyopolimerlerin énemli bir grubu olan karbonhidratlarin iiyesidir.
Karbonhidratlarin, son yillarda gelisen teknoloji sayesinde daha detayl karakterizasyonu
ve yapi-aktivite iligkilerinin (structure-activity relationship) aydimnlatilmaya baslanmasi
ile canh sistemlerdeki onemi ve biyomedikal alanlarindaki uygulamalar1 katlanarak
artmistir (Osborn vd., 2004). Karbonhidratlarin biitiin canli organizmalarda bulunmalar1
ve canlilar i¢in baglica enerji kaynagi olmalarmin yani sira, proteinler ve lipitler gibi diger
biyopolimerler ile birleserek glikoprotein ve glikolipit formlarinda yapisal ve islevsel
olarak c¢ok c¢esitli rollerde goérev aldigi bilinmektedir (Tharanathan, 2002).
Polisakkaritlerin en yaygin ornekleri seliilloz, pektin, amiloz, nisasta, inulin, kitin, kitosan,
heparin, hiyaliironik asit, kondroitin siilfat, aljinat, dekstran, agar, ulvan, pullulan,
karragenan ve bunlarm tilirevleridir. Polisakkaritler ticari olarak genellikle hayvanlar,
bitkiler, algler ve mikroorganizmalar olmak {izere kara ve deniz ekosistemindeki g¢esitli
canli kaynaklardan elde edilmektedir (Rinaudo, 2007; Seidi vd., 2018). Polisakkaritler
seker birimlerinden olusan, genel olarak benzer yapili polimerler olmasma karsin, seker

birimleri arasindaki glikozit bagmin tipi (a, B), baglanma ve dallanma sekli, icerdikleri



seker birimlerinin sayisi, ¢esidi, fonksiyonel gruplar1 ve yiikleri farklilik gostermektedir
(Kang vd., 2015; Seidi vd., 2018; Uthaman vd., 2014). Dolayisi ile farkli polisakkaritler
cok ¢esitli fizikokimyasal Ozellikler ve biyoaktiviteler gostermektedir (Kang vd., 2015;
Kilcoyne ve Joshi, 2007). Polisakkarit esash terapotiklerin, enflamatuvar hastaliklar ve
anti-trombotik tedavilerden yara iyilesmesine kadar birgok kardiyovaskiiler ve

hematolojik hastaligin tedavisinde kullanildig: bildirilmistir (Kilcoyne ve Joshi, 2007).

Polisakkaritler hidrofilik yapilari, muko yapiskanhk ve biyoaktivitelerine ek
olarak dogal, biyouyumlu ve biyobozunur 6zelliklerinden dolayi, iistiin 6zelliklere sahip
mikro/nano malzemelerin gelistirilmesi igin baslica tercih edilen biyopolimerler arasinda
yer almaktadir. Bu baglamda, nisasta, seliilloz, pektin, inulin, heparin, dekstran,
hiyaliironik asit, kondroitin siilfat, aljinat, kitosan, fukoidan, agar, ulvan, pullulan ve
karragenan gibi ¢esitli bitki, hayvan ve mikrobiyal kaynakli polisakkaritlerden hazirlanan
cok sayida hidrojel ¢esidi rapor edilmistir (Kang vd., 2015; Lee vd., 2011; Morales-
Sanfrutos vd., 2015; Opanasopit vd., 2008; Quifiones vd., 2018; Sahiner, vd., 2017a;
Sahiner vd., 2014b; Seidi vd.,2018; Uthaman vd.,2014). Bunlara ek olarak, siklodekstrin
gibi oligomerik karbonhidratlar veya maltitol, laktoz, maltoz, siikroz gibi monomerik ve
dimerik seker birimleri de ¢esitli hidrojel formlarinin hazirlanmasinda kulanilmistir (Can

vd., 2019; Kurt vd., 2021; Sahiner, 2018a; Sahiner vd., 2014a).

Polisakkarit esashi mikro/nano partikiillerin sentezi kimyasal olarak ¢apraz
baglanma veya fiziksel olarak hidrofobik (Gongalves ve Gama, 2008) ve elektrostatik
etkilesimler ile (Myrick vd., 2014) polimer zincirlerinin kendiliginden diizenlemesiyle
(self assembly) miimkiin olabilmektedir. Kullanilan ¢apraz baglanma stratejisine gore
farkh kimyasal ve fiziksel polimerizasyon yontemleri mevcuttur. Ornegin fiziksel ¢apraz
baglanma yoluyla polimerizasyon i¢in en yaygin kullanilan yontemler iyonik jelasyon ve
polielektrolit komplex olusumudur. Anyonik (hiyaliironik asit, dekstran siilfat, ksantan
vb.) veya katyonik (kitosan) gibi polisakkaritler ve metal iyonlar1 arasindaki etkilesimler
ile iyon-kompleks/polilektrolit-kompleks olusturarak, kontrol edilebilir boyutta
mikro/nano partikiiller sentezlenebilir (Chen vd., 2007; de la Fuente vd., 2008; Gennari
vd.,2019; Jeong vd., 2008; Shibaev vd., 2020). Kimyasal olarak ¢apraz baglanmada ise,
biyopolimer birimleri iizerinde modifikasyon ile vinil gruplari olusturulduktan sonra
serbest radikal zincir polimerizayonu (Majcher vd., 2020) veya epiklorohidrin (ECH),
DVS, gliserol diglisidil eter (GDE), sodyum trimetafosfat (STMP) gibi epoksi, vinil ve
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fosfat gruplar igeren ¢apraz baglayicilar kullanilarak halka agilma ve niiikleofilik katilma
reaksiyonlar ile siispansiyon ve mikroemiilsiyon ortamlarinda dogrudan mikro/nano
partikiiller sentezlenebilmektedir (Can vd., 2019; Chang vd., 2019; Hamdi ve Ponchel,
2001; Oh vd., 2008; Sahiner vd., 2017b). Ters misel mikroemiilsiyon yonteminde,
karismakta olan yiizey aktif madde igeren organik ¢oziicii lizerine sulu fazdaki polimer
cozeltisi damla damla eklenerek mikro emiilsiyon damlaciklarinin olusmasi saglanir.
Sisteme, eklenen sulu ¢ozeltinin yiizey aktif madde molekiilleri tarafindan homojen
olarak cevrelenmesi (mikro emiilsiyon damlasmin kararli kilinmasi) i¢in belli bir siire
karigtiktan sonra sulu faz igerisine gecebilen (hidrofilik) capraz baglayicilar ortama
eklenerek capraz baglanma baslatilir. Termodinamik olarak kararli olan ters misel mikro
emiilsiyon sistemleri, yiizey aktif maddeninkendiliginden birlesmesi ile miseller iireterek
sulu faz ve organik fazin birarada bulunarak ii¢ boyutlu ag yapiya sahip mikro/nano
partikiillerin olusmasi i¢in birer reaktdr gorevi goriir. Miseller dinamik sistemler olup,
reaksiyon sirasinda Brown hareketi sonucu siklikla carpisarak birlesir ve ayrilirlar.
Boylece miseller aras1 madde aligverisi gergeklesir ve polimer birimleri ile ¢apraz
baglayicilarin  bir araya gelerek reaksiyona girmesi saglanir (Malik vd., 2012). Bu
yontemle sentezlenecek olan partikiillerin boyutlari, ortama eklenen sulu fazin miktari,
polimer ¢ozeltisinin derisimi, emiilsiyon igerisindeki yilizey aktif maddenin derisimi,
mikro emiilsiyon sisteminin karisma hizi gibi parametreler degistirilerek kontrol
edilebilmektedir (Oh vd., 2008). Literatiirde ters misel mikroemiilsiyon polimerizasyonu
kullanilarak  ¢esitli  polisakkaritlerden  biyopolimerik  mikro/nano  partikiillerin

sentezlenmesi lizerine birgok ¢alisma rapor edilmistir (Suner vd., 2018).

Karasal canlilardan elde edilen polisakkaritlere ek olarak deniz ekosisteminden
elde edilen aljinat, agar, karragenan, ulvan, fukoidan ve laminarin (LAM) gibi
polisakkaritler de mevcuttur (Kang vd.,2015; Kilcoyne ve Joshi, 2007; Osborn vd., 2004;
Rinaudo, 2007; Venkatesan vd., 2015, 2016). Bu polisakkaritler antioksidan,
antienflamatuvar, antikarsinojenik, antikoagulan, antilipidemik, antimikrobiyal ve
antiviral biyoaktivite 6zellikleri nedeniyle son yillarda ¢ok biiyiik ilgi gormistiir .
Ozellikle doku miihendisligi, rejeneratif tip ve ilag tasiyici sistemlerin tasarmu gibi
biyomedikal uygulamalarda biiyiik ilgi gérmiis ve bu yapilardan nano, mikro ve makro
boyutlarda hidrojellerin sentezi lizerine ¢ok sayida arastirma yapilmistir (Popa vd., 2015;
Venkatesan vd., 2015, 2016). Deniz yosunu polisakkaritleri yapilarinda hidroksil,
karboksil ve stilfat gruplar1 gibi hidrofilik fonksiyonel gruplar icermektedir (Rinaudo,
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2007). Bu gruplar biyolojik dokular ile kolayca etkilesebildigi i¢in deniz yosunu
polisakkaritlerinin biyomedikal uygulamalardaki 6nemi gittik¢e artmaktadir (Venkatesan

vd., 2015).

Keppeler vd. tarafindan yapilan bir calismada ylizey aktif madde igermeyen
emiilsiyon polimerizasyonu yontemi ile deniz yosunlarindan elde edilen kappa-
karragenan polisakkaritinden ECH capraz baglayicist kullanarak 106 um boyutlarinda
kiiresel boncuk (beads) partikiilleri sentezlenmis ve hazirlanan partikiillerin ortamdaki tuz
derisimine duyarli sisme/biiziilme davranislart incelenmistir (Keppeler vd., 2009).
Sahiner vd. tarafindan yapilan bir diger ¢alismada ise k (k), iota (1) ve lambda (L)
karragenan polisakkaritlerinden DVS c¢apraz baglayicisi kullanilarak ters misel
mikroemiilsiyon teknigi ile mikropartikiiller sentezlenmis ve elde edilen partikiiller
dietilen triamin ile modifiye edilmistir (Sahiner vd., 2017a). Modifiye edilmis
partikiillerin HCl ile protonlanmasiyla elde karragenan partikiillerinin Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus ve Candida albicans
gibi bakteri ve mantar tiirlerine karsi antimikrobiyal aktive gosterdigi bildirilmistir.
Modifiye edilmis ve edilmemis k-karragenan partikiilleri i¢ine rosmarinik asit model ilag
olarak yiiklenerek ilag salimlan arastirilmistir. Elde edilen sonuglardan, modifiye edilmis
mikrojellerin modifiye edilmemis mikrojellere gore yaklasik 211 kat daha fazla ilag
yiikledigi ve ayrica modifiye edilmis mikrojellerin modifiye edilmemis mikrojellere
kiyasla daha uzun stireli ve lineer salm profili sergiledigi rapor edilmistir (Sahiner vd.,
2017a). Deniz yosunlarindan elde edilen bir baska polisakkarit olan aljinat molekiilleri
ters misel mikroemiilsiyon yontemi kullanilarak Ca*? iyonlar ile ¢apraz baglanmis ve 80
nm ¢apmda nanopartikiiller elde edilmistir. Aljinat-Ca?* nanopartikiillerinin gen tasiyici
sistemler olarak kullanim potansiyelinin belirlenmesi amaciyla yesil floresan protein
(GFP) kodlayan plazmitler partikiiller i¢ine yiiklenerek NIH 3T3 hiicreleri tarafindan
hiicre i¢ine almmalar1 ve GFP plazmitlerinin transfeksiyon orani arastirilmistir. Aljinat-
Ca?" partikiillerinin gen tasima ve transfeksiyon aktiviteleri ayn1 plazmidin polietilen
imin (PEI) ile olusturdugu komplex partikiiller ile karsilastirilmistir. Elde edilen
sonuclarda, aljinat-Ca partikiillerinin hiicrelerle 72 saat inkiibasyonundan sonra %51 GFP
transfeksiyon aktivitesi gostererek ayni siirede %57 aktivite gosteren plazmit-PEI
kompleksinin transfeksiyon aktivitesine yakin etki gosteren dogal gen tasima sistemleri

olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir (You ve Peng, 2005).



Literatiirde yapilan ¢alismalardan da anlasilacagi tiizere deniz yosunu
polisakkaritlerinin ~ ¢ok ¢esitli  terapotik  Ozelliklerinden  dolayr  biyomedikal
uygulamalarda dogal yapii ¢ok yonlii malzemeler olarak kullanilabilirligi
vurgulanmigtir. Bununla birlikte, aljinat, karragenan, agar, fukoidan, ulvan vb. gibi
polisakkaritlerin koloidal partikiil sistemleri olarak kullanimi {iizerine c¢ok sayida
arastirma yapilmasma karsm LAM polisakkaritlerinden partikiil sistemlerinin
hazirlanmasini 6neren yalnizca birkag ¢aligma rapor edilmistir (Zargarzadeh vd., 2020).
LAM polisakkaritinin fizikokimyasal ve biyoaktif Ozellikleri ve bu polisakkaritin

biyomedikal alanda kullanimini igeren ¢alismalar asagida 6zetlenmistir.

2.2. Laminarin polisakkartinin ozellikleri ve biyomedikal uygulamalar:

Laminaran veya lokosin olarak da bilinen laminarin, kahverengi deniz
yosunlarinda nigasta benzeri, karbon deposu olarak gorev yapan, toksik ozellik
gdstermeyen biyobozunur bir depo polisakkarittir. Ilk kez 19. yiizyilda Schmiedeberg,
1885 tarafindan Laminariacea ailesine mensup deniz yosunlarindan izole edilen LAM
molekiilii (Schmiedeberg, 1885) Laminaria saccharina, Laminaria digitata, Laminaria
hyperborea, Laminaria japonica, Saccharina latissima, Saccharina longicruris, Fucus
vesiculosus, FEisenia bicyclis gibi deniz yosunlarinda bolca bulunmaktadir. B-glukan tipi
bir polisakkarit olan LAM molekiilii, ana zincirde B-(1-3), zincir i¢i B-(1-6) glikozit
baglart ve elde edildigi organizmanm tiirline bagh olarak farkli oranlarda B-(1-6)
dallanma gosteren glukopiranoz zincirlerinden olusur. Omnegin, Eisenia bicyclis
tiirlerinden elde edilen LAM molekiilliiniin lineer zincir yapisinda B-(1-3) baglarinm f-
(1-6) glikozit baglarma orant 2:1 olarak bulunmustur (Shin vd., 2009). LAM
polimerizasyon derecesine bagh olarak ortalama 5 kDa molekiiler agirliga sahip 20-25
glikoz birimlerinden olusmaktadir (Nelson ve Lewis, 1974). Bununla birlikte, LAM
polisakkaritinin elde edildigi organizmaya ve ekstraksiyon sirasinda kullanilan ¢oziicii
cesidi, ekstraksiyon siiresi gibi parametrelere bagli olarak degisen molekiiler agirhga ve
biyolojik aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir (Benito-Roman vd., 2013; Rioux vd.,
2010; Smith vd., 2018). Ornegin Saccharina longicruris den elde edilen LAM
molekiillerinin ~ ekstraksiyon kosullarma gore 2.89-3.32 kDa araligimda oldugu
bulunmustur (Rioux vd.,2010). Bir diger ¢calismada, Laminaria saccharina tiirinden HC1

ile ekstrakte elde edilen LAM molekiiliiniin H2SO4 ile ekstraksiyona gore daha yiiksek



molekiiler agirliga sahip oldugu bildirilmistir (Devillé vd., 2004). Molekiiler yapist Sekil
1’ de verilen LAM polisakkariti sonlandig1 molekiile (reducing end) gore M zincir (D-
mannitol) ve G zincir(D-glikoz) tipi olmak iizere 2 gruba ayrilir. Farkl bolgelerdeki deniz
yosunlarinda yapilan ¢alismalarda, deniz yosununun tiirli, yapragin yasi, su sicakligi,
tuzluluk orani, dalgalar, deniz akintilar1 ve derinlik gibi faktorlerin LAM molekiiliiniin
ve M:G oranmm degistirdigi ve bu faktorlerin molekiiliin

yapisini icerdigi

biyoaktivitesinde belirleyici roller oynadigi rapor edilmistir (Chizhov vd., 1998; Rioux
vd., 2010).

HO OH
HO
0
HO
OH 0 OH
0
HO %\ Ho O HoO |_OH
o 0 0
L
-~ OH OH OH
_ Laminarin T n
OH OH OH
0 O
HO o [mo HO OH
OH OH OH
L _ Glikoz
n
G-zincir tipi
OH OH
o)
HO A [ro
0 0
HO / ™ CH,(CHOH),CH,0H
OH OH
L - M annitol
n
M-zincir tipi

Sekil 1. LAM polisakkaritinin kimyasal yapisi ve u¢ gruplarina gore smiflandirilmast.

LAM polisakkariti, terapotik potansiyeli yliksek cok sayida biyoaktiviteye sahip
dogal bir polimerdir. LAM molekiiliiniin biyoaktif 6zellikleri arasinda yara iyilestirici,
antibakteriyel, antioksidan (Sellimi vd., 2018), antitiimor (Ermakova vd., 2013; Tsiapali

vd., 2001), antienflamatuvar, bagisiklik giiclendirici (Neyrinck vd., 2007) ve
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antiapoptotik aktiviteler (Kim vd., 2006) gibi ¢cok sayida biyoyararli 6zelligin oldugu
bildirilmistir. Choi vd. tarafindan yapilan bir caismada LAM molekiillerinin gamma
isinlarina maruz birakilmasiyla yapidaki glikozid baglar1 parcalanmis ve elde edilen
diisiik molekiiler agirlikh LAM molekiillerinin antioksidan aktivitesinin arttigir rapor
edilmistir (Choi vd.,2012). Ayrica, LAM molekiillii Dectin-1 reseptdrlerine spesifik bir
polisakkarittir. C-tipi bir lektin olan Dectin-1, mantar enfeksiyonlarinda immiin cevabin
baslatilmasinda gorev alan bir reseptoriidiir (Pattern recognition receptor) (Adams vd.,
2008; Xie vd., 2010). Bildiren ¢calismalardan da anlasilacagi lizere LAM molekiilii sahip
oldugu bu ¢ok sayida biyolojik aktivelerden dolay1 biyomedikal alanda oldukga ilgi ¢ekici

bir malzeme olup yiiksek kullanim potansiyeline sahiptir.

LAM molekiiliiniin fizikokimyasal ve mekanik oOzelliklerinin gelistirilmesi
amaciyla degisik fonksiyenel gruplar i¢ceren molekiiller ile modifikasyonu {izerine birgok
calisgma yapimustir. Ji vd. tarafindan yapilan bir ¢alismada lineer LAM molekiilii
klorosiilfonik asit-piridin metodu ile modifiye edilmis ve yapiya eklenen siilfonil asit
gruplarmin (-SO3) dogal polimere gore insan kolorektal adenokarsinom hiicreleri
iizerinde antikanserojen etkisinin arttigi bildirilmistir (Ji vd., 2013). Yapilan diger
caligmalarda siilfat gruplar ile modifiye edilmis L AM molekiillerinin pihtilasma onleyici,
anti-heparanaz ve antimetastatik etkiler gosterdigi rapor edilmistir (Adams ve Thorpe,

2011; Miao vd., 1999).

LAM molekiilii glisidil metakrilat gruplar1 ile modifiye edilmis ve elde edilen
polimerin fotopolimerizasyonu ile mikropartikiiller ve ayarlanabilir sisme, mekanik
dayanim ve gozeneklilik 6zelliklerine sahip hidrojeller sentezlenmistir (Custoédio vd.,
2016; Martins vd., 2018; Sellimi vd., 2018; Wang vd., 2018). Benzer bir baska ¢caligmada
ise metakrilat gruplar ile modifye edilmis LAM molekiilii ve grafen kopiik (graphen
foam) ile fotopolimerizasyon yontemi kullanilarak kompozit hidrojeller hazirlanmustir.
Sentez sirasinda ortama eklenerek yani in situ olarak yapiya baglanan argin—glisin—
aspartik asit (RGD) hiicre yapisma peptidinin hazirlanan hidrojellere insan mezenkimal

kok hiicrelerinin baglanmasi ve gelismesini artirdigi bildirilmistir (Feng vd., 2019).

Diger bir calisgmada azid gruplart ile sonlanmig poli(y-benzil-L-glutamat) ve
propargil ile modifiye edilmis LAM molekiillerinin bakir katalizorlii Huisgen

siklokatilma reaksiyonu ile polimerizasyonu sonucunda amfifilik diblok kopolimerler
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sentezlenmistir (Duan vd., 2018). Ardindan sentezlenen LAM esasli polimerler
nanog¢Oktlirme yontemi ile partikiil formunda hazirlanmistir. Ayrica bu ¢calismada LAM
ile hiyaliironik asit de senteze dahil edilerek ¢ift hedeflemeli partikiiller sentezlenmis ve
elde edilen partikiillerin reseptor etkilesimleri arastirilmistir. Bagka bir ¢alismada benzer
sekilde LAM molekiilleri azid ve propargil gruplar ile modifiye edildikten sonra bakir
katalizorlii Huisgen siklokatilma reaksiyonu ile LAM mikropartikiilleri sentezlenmigtir
(Castanheira vd., 2020).

Bir bagka calismada LAM molekiilii N,N’-karbonildiimidazol molekiilleri ile PEI
molekiillerine konjuge edilmistir. Elde edilen katyonik polimerin kanser hedefli anyonik
siRNA molekiilleri ile kompleks olusturmasi ile siRNA tastyic1 vektor partikiiller elde
edilmistir. Bu partikiillerin MCF-7 hiicrelerinde hedeflenen genin ekpresyonunu %90,9
oranida azalttig1 ve fareler lizerinde yapilan in vivo calismada %46,6 kanser inhibisyon

etkisi gosterdigi bildirilmistir (Ren vd., 2016).
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan materyaller

Bu tez kapsaminda Laminaria digitata (LD) ve Eisenia bicyclis (EB) olmak iizere
iki farkli organizmadan edle eldilen laminarin (LAM) polisakkariti sirastyla LD-LAM
(Sigma-Aldrich) ve EB-LAM (Biosynth-Carbosynth), LAM esasli mikro/nano partikiillerin
sentezi i¢in biyopolimer olarak kulanilmistir. LAM esaslh partikiillerin sentezinde sodyum
hidroksit (NaOH, %99,9, VWR Chemicals) bazik LAM ¢ozeltisinin hazirlanmasinda, divinil
silfon (DVS, %98, Merck), trimetilolpropan triglisidil eter (TMPGDE, teknik-saflikta,
Sigma-Aldrich) ve sodyum tripolifosfat (STPP, %99,5, Acros Oganics) capraz baglayici
olarak kullanilmigtir. LAM esash partikiillerin sentezi i¢in yiizey aktif madde (siirfektan)
iceren ters misel mikroemiilsiyon polimerizasyonu ve siirfektan igermeyen emiilsiyon
polimerizasyonu olmak tizere iki farkli yOontem kullanimustir. Siirfektan igeren
mikroemiilsiyon polimerizasyonu i¢in sodyum bis(2-etilheksil) siilfosiiksinat (AOT, %98,
Sigma-Aldrich) ylizey aktif madde olarak ve 2,2,4-trimetilpentan (izooktan, >%99,5, Carlo
Erba) ¢oziicii olarak ters misel mikroemiilsiyon sisteminin olusturulmasinda kullanilmustir.
Yiizey aktif madde igermeyen emiilsiyon polimerizasyonu i¢in izooktan (ACS. Reag. Phr.
Eur. saflik derecesi, Isolab) emiilsiyon ortami olarak kullanilmistir. DVS ile ¢apraz bagh
LD-LAM paritkiillerinin modifikasyonunda aseton (%99, BRK) ¢oziicii olarak ve
klorosiilfonik asit (CSA, %98, Fluka) modifikasyon ajani olarak kullanilmigtir. LAM esash
partikiillerin yikama/saflastirma islemlerinde ¢oziicii olarak etanol (%99, Birkim) ve aseton
(%99, Birkim) kullanilmigtir. LAM esash partikiillerin kan uyumluluk testleri i¢in sodyum
kloriir (NaCl, ACS, ISO, Reag. Ph Eur. saflik derecesi, Merck) izotonik salin ¢dzeltisinin
(%0,9 NaCl) hazirlanmasinda kullanilmistir. Kan pihtilagsma testi i¢in pihtilagsmay1
indiikleyici ajan olarak kalsiyum kloriir (CaClz, %99,99, Sigma-Aldrich) kullanilmistir.
Partikiillerin hidrodinamik boyut analizleri i¢in potasyum kloriir (KCl, > %99,5, Merck) ve
sodyum kloriir (ACS, ISO, Reag. Ph Eur. saflik derecesi, Merck) ile hazirlanan tuz¢ozeltileri
kullanilmistir. Fenol (puriss, Sigma) ve siilfiirik asit (H2SO4, %96, Carlo Erba) LAM esash
partikiillerin hidrolitik bozunma miktarlarmin belirlenmesinde kullanilmustir. Tez ¢alismast
boyunca hazirlanan sulu ¢ozeltiler/siispansiyonlar GFL 2108 (25 °C’de 1.6 uS/cm) saf su

cihazindan alinan ¢ift-distile saf su ile hazirlanmstir.
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3.2. Mikro/nano boyutlu LAM esash partikiillerin ters misel mikroemiilsiyon
polimerizasyonu ile sentezi

Dogal bir polimer olan laminarin polisakkaritinden ters misel mikroemiilsiyon
polimerizasyonu yontemi ile farkli oranlarda (tekrar eden birime goére %molce) DVS,
TMPGDE ve STPP gibi farkli capraz baglayicilar kullanilirak LAM partikiilleri

sentezlenmigtir. Partikiillerin sentezine dair detaylar asagida belirtilmistir.

3.2.1 DVS ¢apraz bagh LD-LAM mikro/nano partikiilleri

LD kaynakli LAM polisakkariti kullanilarak DVS capraz baglayicisi ile hazirlanan
LAM partikiillerinin sentezi literatiirdeki calismaya gore kiiglik degisiklikler ile yapilmistir
(Can vd., 2019) ve elde edilen partikiiller LD-LAM-1 partikiilleri olarak isimlendirilmistir.
Kisaca, 0,15 g LD-LAM polimeri 15 mL 0,2 M NaOH ¢ozeltisi i¢inde ¢oziilmiis ve bu
¢ozeltiden 1,4 mL alinarak 1.000 rpm karigtirma hizi altinda 30 mL 0,2 M AOT-izooktan
cozeltisi lizerine damla damla eklenmis ve 1 saat oda sicakhiginda karistirilmistir. Daha
sonra, ortama eklenen LAM polimerinin tekrar eden birimindeki her iki glikoz birimine gore
molce 1:1 oranda DVS damla damla reaksiyon ortamina eklenmis ve 1.000 rpm karistirma
hizinda 1 saat daha karistirilmistir. Bu siirenin sonunda elde edilen LD-LAM-1 partikiilleri
mikroemiilsiyon ortaminin hacimce 2-3 kat fazlasi kadar aseton i¢inde ¢oktiiriilmiistiir.
Sonrasinda, aseton-mikroemiilsiyon ortami karisim ¢dken partikiilleri hareketlendirmeden
dikkatlice dokiilerek partikiillerin reaksiyona girmemis kimyasallar ve reaksiyon ortammdan
temizlenmesi i¢in sirasi ile izooktan, aseton, aseton:etanol (50:50 h/h) ve aseton ¢oziiciileri
ile ikiser defa yikanmustir. Yikama islemi partikiillerin belirtilen ¢oziiciiler i¢inde siispanse
edilmesi ve sonrasinda 12.000 rpm de 15 dk santrifiijjlenerek c¢oktiiriilmesi ile
gerceklestirilmistir. Daha sonra yikanan partikiiller 1s1 tabancasi ile diisiik sicaklikta
kurutulmus ve kurutulan partikiiller kapakl falkon tiiplerde oda sicakhiginda muhafaza

edilmistir.
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3.2.2. EB-LAM mikro/nano partikiilleri

Eisenia bicyclis kaynakli LAM polisakkariti kullanilarak DVS, TMPGDE ve
STPP capraz baglayicilar1 ile hazirlanan LAM partikiillerinin sentezi literatiirde
bildirilen laktoz esasli partikiillerin  hazirlanma yOntemine gore kiiciik
modifikasyonlar ile gergeklestirilmistir (Can vd., 2019) ve elde edilen partikiiller
sirastyla ~ EB-LAM-1, EB-LAM-2 ve EB-LAM-3 partikiilleri  olarak
isimlendirilmistir. Ozetle, 0,1 g EB-LAM 5 mL 0,2 M NaOH i¢inde ¢dziilmiis, bu
cozeltiden 1 mL alnarak 0,2 M 30 mL AOT-izooktan ¢ozeltilerine 1.000 rpm
karigtirma hizi altinda ayri ayn eklendikten sonra yarim saat boyunca karistirilmstir.
Sonrasinda, EB-LAM polimerinde tekrar eden birime gore molce %25 oranlarinda
DVS, TMPGDE ve STPP c¢apraz baglayicilart ayri ayr emiilsiyon ortamlarma damla
damla eklenerek baglatilan polimerizasyon reaksiyonu oda sicakhiginda 1.000 rpm
karistirma hiz1 altinda 1 saat devam etmistir. Bu siirenin sonunda emiilsiyon ortami
12.000 rpm’ de 15 dk santrifiijjlenerek sentezlenen partikiiller toplanmis ve
partikiiller tekrar 30 mL izooktanda siispanse edilerek ayni kosullarda tekrar
santrifiijlenmistir. Bu islem 4 kez tekrar edildikten sonra ¢Oziicii olarak sirasiyla
etanol, etanol-su ve aseton ile her bir ¢oziicii i¢in ikiser defa olmak {izere yikama
islemleri yapilmis, reaksiyona girmemis kimyasallarin ve ylizey aktif maddelerin
partikiillerden uzaklastirilmas1 saglanmistir. Daha sonra elde edilen EB-LAM-1, EB-
LAM-2 ve EB-LAM-3 partikiilleri 1s1 tabancasi ile diisiik sicakliklarda kurutulmus
ve karakterizasyon c¢alismalarinda kullanilmak {izere kapali falkon tiiplerde

saklanmustur.

3.3. EB-LAM esash nanopartikiillerinin yiizey aktif madde icermeyen
emiilsiyon polimerizasyonu yontemi ile sentezi

EB-LAM kayankli LAM partikiillerinin yiizey aktif madde igermeyen emiilsiyon

polimerizasyonu ile hazirlanmasi literatiirii takiben baz1 degisiklikler ile gerceklestirilmistir

(Sagbas Suner vd., 2019). Ozetle, 0,4 g EB-LAM 0,5 M 5 mL NaOH c¢ozeltisinde

¢Oziilmiistiir. Daha sonra bu ¢ozeltiden 0,5 mL alinarak 10. 000 rpm’de karigmakta olan 150

mL izooktan {lizerine damla damla eklenmis ve polimer ¢ozeltisinin ¢dziicii iginde homojen
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bir sekilde dagilmasi i¢in 10. 000 rpm’de 4 dakikaboyunca karistirilmistir. Sonrasinda, DVS
capraz baglayicist EB-LAM polimerinin tekrar eden birimine gore molce %25, %50 ve
%100 oranlarinda ayr1 emulsiyon ortamlarina eklenerek 15 dakika stiresince 10. 000 rpm’de
karistinlmis  ve sirastyla elde edilen EB-LAM-1.1, EB-LAM-1.2 ve EB-LAM-1.3
partikiilleri emulsiyon ortaminin hacimce 2-3 kat1 kadar etanol veya aseton iizerine
eklenerek ¢oktiiriilmiistiir. Bir baska reaksiyon diizeneginde EB-LAM polimer ¢ozeltisinin
izoktan i¢inde 4 dakika homojenizasyonundan sonra ¢apraz baglayici olarak polimerin tekrar
eden birine gore molce %25, %50 ve %100 oraninda TMPGDE ¢apraz baglayicisi ayri ayri
emulsiyon ortamlarma eklenerek yarim saat reaksiyona tabi tutulmus ve elde edilen EB-
LAM-2.1, EB-LAM-2.2 ve EB-LAM-2.3 paritkiilleri yukarida belirtildigi gibi etanol veya
aseton iginde ¢oktiirlilmiistiir. Daha sonra malzeme kaybini engellemek i¢in organik faz 12.
000 rpm’de 30 dakika santrifiijlenmis ve elde edilen partikiiller ¢oken partikiillere eklenerek
sirastyla etanol, etanol-su (90:10 h/h) etanol ve aseton olmak {izere her bir ¢oziicii ile ikiser
kez yikanmustir. Yikanan partikiiller 1s1 tabancasi ile diisiik sicakliklarda kurutularak oda
sicakliginda kapali falkon tiiplerde saklanmigtir. Reaksiyon ortaminin partikiillerin sekil ve
boyutlati iizerindeki etkilerini arastirmak i¢in, EB-LAM-1.3 ve EB-LAM-2.3 partikiillerinin
sentezi izooktan-su ortamma ek olarak yukarida belirtilen kosullarda siklohekzan-su
ortaminda yapilmis ve elde edilen partikiiller sirasiyla EB-LAM-1.4 ve EB-LAM-2.4

partikiilleri olarak isimlendirilmistir.

3.4. LD-LLAM-1 mikro/nano partikiillerinin modifikasyonu

LD-LAM-1 partikiillerinin kimyasal modifikasyonu daha once bildirilen bir ¢alismay1
takiben baz1 degisiklikler ile gergeklestirilmistir (Sagbas vd., 2015). Kisaca, 0,25 g LD-
LAM-1 partikiilii 30 mL aseton i¢cinde 500 rpm’de 15 dakika karstirilarak siispanse
edilmistir. Daha sonra partikiil slispansiyonunun iistiine buzda sogutulmus 1 mL CSA ilave
edilmis ve 1 saat oda sicakliginda karistirilmistir. Bu siirenin sonunda reaksiyon ortami 12.
000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenerek modifiye edilmis LD-LAM-2 partikiilleri
toplanmistir. Elde edilen LD-LAM-2 partikiilleri, yukarida belirtilen kosullarda
santrifiijlenmis ve reaksiyona girmemis CSA molekiillerinin uzaklastirilmas1 saglanmistir.
Yikama islemi 3 kez tekrarlandiktan sonra LD-LAM-2 partikiilleri 1s1 tabancasi ile diisiik
sicakliklarda kurutularak sonraki caligmalarda kullanilmak iizere kapali kaplarda oda

sicakhiginda saklanmustir.
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3.5. LAM esash partikiillerin karakterizasyonu

LAM esash partikiillerin geometrik, boyut ve morfolojik 6zellikleri taramali elektron
mikroskobu (SEM, Hitachi Regulus 8230 ve QUANTA 400F alan emisyon-SEM) analizleri
ile belirlenmistir. Analiz Oncesinde partikiiller, piiskiirtme kaplama (sputter coating)
yontemi ile birka¢ nm kalinliga kadar altin ve platin ile kaplanarak 20-30 kV ¢aligma voltajt

altinda goriintiileme yapilmistur.

LD-LAM-1 ve LD-LAM-2 partikiillerinin hidrodinamik boyut analizleri partikiillerin
oda sicakliginda, 1 mM NaCl ¢ozeltisi icinde 1 mg/mL derisimdeki dispersiyonu
kullanilarak 35 mW giiclinde 658 nm kat1 hal kirmiz1 diyot lazer 151k kaynagina sahip
partikiil boyut analizérii (90+ partikiill boyutu analizorii, Brookhaven Ins. & Corp.) ile
dinamik 151k sagilimi (DLS) yontemi kullanilarak 90° sagilim ag¢isinda belirlenmistir. Ayrica,
LD-LAM-1 ve LD-LAM-2 partikiilleri 5 pm goézenek boyutuna sahip siringa filtre ve 2,5
um gbézenek boyutuna sahip Whatman kagidi ile filtre edilmis ve partikiillerin hidrodinamik
boyutu ayni1 kosullar altinda analiz edilmistir. Verilen hidrodinamik ¢ap degerleri cihaz igi
10 ardisik 6l¢limiin ardindan her bir 6rnek i¢in 6 ayri dl¢limiin ortalamasi ve karsilhik gelen

standart sapma degerleri olarak sunulmustur.

LD-LAM-1 ve LD-LAM-2 partikiillerinin zeta potansiyeli 6l¢iimleri 4 mW 633 nm
He-Ne 151k kaynagma sahip zeta potansiyel analizorii (Zetasizer Nano ZS, Malvern Ins. Ltd)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen degerler herbir okuma i¢in cihaz i¢i 15 ardisik
Ol¢lim yapilarak 3 ayr Ol¢iimiin ortalamast ve karsilik gelen standart sapma degerleri olarak

verilmistir.

EB-LAM esash partikiillerin DLS ve zeta potansiyel analizleri 10 mM KCI sulu
cozeltisi icinde 0,25 mg/mL derisimdeki partikiil dispersiyonu kullanilarak 4 mW 633 nm
He-Ne 151k kaynagma sahip partikiil boyutu ve zeta potansiyel analizorii (Zetasizer Nano ZS,
Malvern Ins. Ltd)ile herbir okuma i¢in cihaz i¢i 15 ardisik 6l¢lim yapilarak 3 farkli 6lgiimiin

ortalamasi ve karsilik gelen standart sapma degerleri olarak verilmistir.
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Lineer LD-LAM polimeri ve LD-LAM partikiillerinin yapisindaki C, H ve S
atomlarmin kiitle fraksiyonu yaklasik 2 mg ornek kullanilarak elemental analiz cihazi

(LECO, CHNS-932) ile belirlenmistir.

LAM esash partikiillerin fonksiyonel grup analizleri Fourier Doniisiimli Kizilotesi
Isimali (FT-IR) spektroskopisi (Spectrum, Perkin Elmer) ile azaltilmis toplam yansima
(ATR) yéntemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Orneklerin FT-IR spektrumlar1 4.000-650
cm! dalga sayisi arah@imda 4 cm™! ¢oziiniirliik hassasiyeti ile 4 tekrarli taramanm sonucunda

elde edilmistir.

LAM esasl partikiillerin termal kararliliklari, yaklasik 5 mg partikiil numunelerinin
seramik kiivetler igine yerlestirildikten sonra termogravimetrik analiz (TGA) cihazi (Seiko,
SII 6300, Exstar) ile 70 °C’den 700 °C ye kadar 1sitilmasi sirasinda gozlenen %agirlik kaybi
Olciilerek belirlenmistir. TGA Ol¢timleri1 100 mL/dk ytiksek saflikta azot gazi akisi altinda
10 °C/dk 1sitma hiz1 ile kaydedilmistir.

3.6. LD-LLAM esash mikro/nano partikiillerin kan uyumluluk testleri

Mikro ve nano yapili malzemelerin viicut i¢i uygulamalarda kullanilabilirligini
etkileyen 6nemli parametrelerden biri bu malzemelerin kan ile olan etkilesimleridir (Can vd.,
2019; Can vd., 2020a). Dolays1 ile LAM esash partikiillerin biyomedikal uygulamalarda
kullanim potansiyelinin belirlenmesi amaciyla LD-LAM partikiillerinin kan uyumluluk
profilleri, literatiirde yaygin olarak kullanilan hemoliz ve kan pihtilastirma testleri ile
aragtirdmustir (Kurt vd., 2021; N. Sahiner vd., 2018b). Partikiillerin kan uyumluluk testleri
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Insan Arastirmalart Etik Komitesi tarafindan
onaylanan ve EK 1°de verilen 2011-KAEK-27/2020-E.2000045671 no’lu etik kurul onay1
ile yapilmistir. Kan uyumluluk testlerinde kullanilan kan numuneleri testlerin yapildigi
tarihten itibaren en az iki haftadir steroid olmayan antienflamatuvar ilag (NSAID)
kullanmamis saglikli bagiscilardan goniillii olarak almmustir. Alman kan numuneleri
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) iceren hemogram tiiplerinde muhafaza edilerek 37
°C’de inkiibe edilmistir. LD-LAM-1 ve LD-LAM-2 partikiillerinin kan uyumluluk testleri
0,25, 0,5, 1,0 ve 2,0 mg/mL derisimde yapilmustir.
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3.6.1. Hemoliz testi

Hemoliz testi i¢in, LD-LAM partikiilleri 0,25-2,0 mg/mL arasindaki derisimlerde
%0,9 NaCl (izosalin) ¢ozeltisi i¢cinde siispanse edilmis ve kan ile temas ettirilmeden 6nce 37
°C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra, alinan kan 6rnekleri, 2,5:2 (kan: izosalin ¢6zeltisi, h/h)
oraninda dnceden inkiibe edilmis izosalin ¢ozeltisi ile seyreltilmis ve 0,2 mL seyreltilmis
kan partikiiller {izerine eklenmistir. Sonrasinda, partikiil-kan siispansiyonlar1 tiiplerin
yavasca yukari-asagi sallanmasi yoluyla kanstirilmis ve galkalamali su banyosu iginde 37
°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Negatif ve pozitif kontrol olarak 0,2 mL seyrelmis kan
sirasiyla 9.8 mL izosalin ve saf su iizerine eklenerek ayni kosullarda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra &rmeklerden 1,5 mL alinarak 1340 rpm’ de 5 dakika santrifiijlenmis ve
coken kirmizi kan hiicrelerini (RBC) dagitmadan siipernatan kismindan 1 mL almarak
hemoglobin igerikleri 542 nm'de UV-Vis spektrofotometresinin kullanilarak ol¢iilmiistiir.

Partikiiller tarafindan indiiklenen hemoliz yiizdesi Denklem 3.1°den hesaplanmustir.

%Hemoliz Orant = ((:M”ek _':"eg““'f)) x 100 (3.1)
pozitif ~—“negatif

Burada, “Asmek” partikiiller ile etkilestirilmis kan orneklerinin absorbansi, “A pozitif”
sadece saf su i¢inde inkiibe edilmis kan 6rneklerinin absorbansi ve “A negatit”” sadece izosalin

cozeltisi iginde inkiibe edilmis kan 6rneklerinin absorbans degerleridir.

3.6.2. Kan pihtilasma testi

Kan pihtilagma testi i¢in, son derisimleri yukarida belirtildigi aralikta olan izosalin
cozeltisi icindeki LD-LLAM esash partikiil siispansiyonu kanla temas etmeden 6nce 37°C’ de
inkiibe edilmistir. Sonrasinda 3 mL kan yeni hazirlanmis 0,24 mL 0,2 M CaCl: ¢ozeltisi ile
kanstirilmis ve bu ¢6zeltiden 0,27 mL 6rnekler tizerine eklendikten sonra 37 °C’de 10 dakika
inkiibe edilmistir. Ardindan 6rnekler iizerine 10 mL saf su eklenmis ve 6rnekler 1 dakika

santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasinda 6rneklerin stipernatant kisimlar1 40 mL saf su lizerine
dikkatlice aktarilarak 37 °C’ de 1 saat inkiibe edilmistir. Kontrol olarak 0,27 mL kan 50 mL

saf su i¢ine eklenmis ve aym1 kosullarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 6rneklerin
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absorbanslart 542 nm’de Olciilmiis ve kan pihtilagtirma etkileri Denklem 3.2° ye gore

hesaplanmustir.

%Kan Pihtilasma Indeksi = [(A"T—“e") X 100] (3.2)

kontrol

Burada, “Asmek”’, LD-LAM partikiilleri ile inkiibe edilen kan drneklerinin absorbansi

ve “Akontrol” sadece saf su i¢cinde inkiibe edilen kan 6rneklerinin absorbans degerleridir.

3.7. EB-LLAM esash nanopartikiillerin biyouyumluluk testleri

EB-LAM esash nanopartikiillerin biyouyumluluk testleri literatiire rapor edilen 3-
[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolyum bromiir (MTT) testi ile gergeklestirilmistir
(Mosmann, 1983). Biyouyumluluk testleri i¢gin L929 fibroblast hiicreleri kullanilmistir. 1.929
fibroblast hiicreleri biliylime ortami olarak %10 (h/h) fetal bovine serum (FBS) ve %1
penisilin/streptomisin  iceren Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) besi yeri
kullanilarak, %5 CO2 ic¢eren nemlendirilmis hava ortami kosullarinda 37 °C'de
bliyiitiilmiistiir. Sonrasinda, hiicreler standart tripsin-EDTA yontemi ile kiiltiir kabindan
kaldmilarak 5x10* hiicre/mL derisimde olacak sekilde DMEM i¢inde siispanse edilmistir.
Daha sonra, bu hiicre siispansiyonundan 100°er pL almarak 96-kuyucuklu mikro plaka
kuyucuklarina ekilmis ve 24 saat %5 CO2 i¢eren nemlendirilmis hava atmosferinde37 °C’de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda besi yeri kuyucuklardan gekilerek farkh
derisimlerde LD-LAM esash partikiillerin siispansiyonunu i¢ceren 100 pL taze besi yeri
kuyucuklara eklenmis ve 24 saat aym kosullarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan
kuyucuklardaki besi yeri cekilerek hiicreler 1 kez fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS) ile
yikanmustir ve kuyucuklar i¢cine 90 pL besi yeri ve 2,5 mg/mL derisimde 10 pL MTT ajani
eklenerek hiicreler 2-4 saat karanhik ortamda inkiibe edilmistir MTT ¢ozeltisi
kuyucuklardan c¢ekilmis ve olusan formazan kristallerini ¢6zmek icin 200 pL
dimetilsiilfoksit (DMSO) eklenmistir. Inkiibasyondan 5 dakika sonra formazan ¢dzeltisinin
absorbans degerleri 570 nm dalga boyunda mikro plaka okuyucu (Multiskan SKY, Thermo
Scientific) ile ol¢iilmiistiir. Her bir 6rnek i¢in analizler 3 tekrarli olarak gerceklestirilmis ve
elde edilen degerler ortalama ve karsilik gelen standart sapma degerleri olarak verilmistir.
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3.8. EB-LLAM esash nanopartikiillerin hidrolitik bozunma testleri

EB-LAM-1.X ve EB-LAM-2.X nanopartikiillerin pH 7,4 PBS ¢ozeltisinde zamana
bagh hidrolitik bozunma testleri baz1 degisiklikler ile fenol-siilfiirik asit metodu kullanilarak
yapilmustir (Rasouli vd., 2014). Ozetle, 10 mg EB-LAM-1.X ve EB-LAM-2.X partikiilleri 1
mL PBS i¢inde siispanse edilerek seliilloz membranlar (molekiiler agirhigi gegirgenligi 14.
000) icerisine hapsedilmistir. Daha sonra membranlar ayri ayr1 29 mL PBS igeren falkon
tlipler igine yerlestirilmis ve 37 °C’de calkalamali su banyosunda inkiibe edilmistir. Belirli
zaman araliklarinda bozunma ortamindan 0,250 mL alinarak fenol-siilfiirik asit metodu ile
seker miktar tayin edilmistir. EB-LAM esash partikiillerin bozunma miktar1 dogal EB-LAM

polimerinden fenol siilfiirik asit metodu ile hazirlanan kalibrasyon egrileri ile belirlenmistir.

3.8.1. Fenol-siilfiirik asit metodu ile toplam seker miktar tayini

Fenol-siilfiirik asit metodu ile toplam seker tayini literatiirdeki calismalara gore
yapilmustir (Rasouli vd., 2014). Kisaca, EB-LAM-1.X ve EB-LAM-2.X partikiillerinin
bozunma ortamimdan alinan 6reklerden 100 puL alinarak 3 mL’lik cam viallere eklenmistir.
Omnekler iizerine sirastyla 100 pL su, 200 puL %6,5°lik fenol ¢ozeltisi eklendikten sonra 1
mL %96’lik derisik siilfiirik asit ¢Ozeltisi dikkatli bir sekilde eklenerek 30 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Sonrasinda Orneklerin absorbans degerleri 490 nm dalga
boyunda dl¢iilmiistiir. Dogal EB-LAM polimeri ile hazirlanan kalibrasyon ile zamana kars1

bozunan EB-LAM miktart belirlenmis ve %Bozunma+standard sapma olarak verilmistir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. LAM esash partikiillerin sentezi ve karakterizasyonu

Kahverengi deniz yosunlarindan elde edilen LAM polimeri, deniz ekosisteminde
bulunan en yaygm polisakkaritlerden biri olup suda yasayan canlilarin birincil karbon
kaynagidir (Becker vd., 2020). Biiylik miktarlarda ve diisiik maliyetler ile elde edilebilir
olmasi, biyouyumlu, biyobozunur, toksik olmayan dogal yapisinin yani sira ¢esitli biyoaktif
Ozelliklerinden dolay1 biyomedikal alanda kullanim potansiyeli yiiksek olan mikro/nano
malzemelerin iiretimi i¢in 1yi bir baslangi¢c malzemesi olabilir. LAM polisakkariti, yapisinda
bulunan ¢ok sayida hidroksil (-OH) gruplar1 ve nispeten diisiik molekiil agirhigi nedeniyle
biyomedikal uygulamalar i¢in kolay islenebilirligin yan1 sira kimyasal modifikasyonlar i¢in
oldukga elverigli bir malzemedir. Literatiirde LAM polimerinin modifikasyonunu iceren ve
biyomalzeme olarak kullanilabilirligini 6neren sadece birka¢ ¢alisma vardir (Zargarzadeh
vd., 2020). Bildiren ¢aligmalarda, LAM polimerine kimyasal modifikasyonlar ile oncelikle
cesitli propargil, azid ve metakrilat gruplar gibi polimerize edilebilir fonksiyonel gruplarin
eklenmis ve ardindan bu gruplar aracilig1 ile polimer capraz baglanmistir (Castanheira vd.,
2020; Custodio vd., 2016; Duan vd., 2018; Martins vd., 2018). LAM esasli mikro/nano
yapili biyomalzemelerin tek basamakta ve maliyeti diisiik alternatif yontemler ile
hazirlanabilmesi, yiiksek kullanim potansiyeline sahip bu polimerin nanoteknoloji, malzeme
bilimi ve biyomedikal alanlarnda kullaniminin genigletilmesinde o6nemli katkilar
saglayacaktir. Bu tez kapsaminda LAM polisakkaritlerinden DVS, TMPGDE ve STPP gibi
farkli capraz baglayicilar kullanilarak, literatiirde ilk defa sentez Oncesi modifikasyon

yapilmadan, tek adimda 3B ag yapiya sahip LAM mikro ve nano partikiilleri sentezlenmistir.
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4.1.1. LAM esash partikiillerin ters misel mikroemiilsiyon polimerizasyonu
yontemi ile sentezi ve karakterizasyonu

LD-LAM mikro/nano partikiillerinin sentezi ve karakterizasyonu

Capraz bagh LD-LAM-1 partikiillerinin sentezi LD-LAM polimerindeki her iki
glikoz birine gore molce %100 oraninda DVS eklenerek AOT-izooktan-su ters misel
ortaminda Oxa-Micheal katilma reaksiyon mekanizmasi ile gergeklestirilmistir (Can ve
Sahiner, 2021; Shimojo vd., 2015). LD-LAM-1 partikiil sentezinin sematik gdsterimi ve

reaksiyon mekanizmasi sirastyla Sekil 2 (a) ve (b)’de verilmistir.
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Sekil 2’den anlagilabilecegi gibi 0,2 M NaOH i¢inde c¢oziilmiis LD-LAM
molekiillerinin hidroksil gruplar alkali ortam igerisinde proton ayrilmasi (deprotone) olarak
alkoksi formuna doniisiir. Capraz baglayict DVS molekiilleri reaksiyon ortamimna
eklendikten sonra LAM molekiiliindeki reaktif alkoksi radikalleri DVS’nin vinil
gruplarmdaki diisiik elektron yogunluguna sahip bolgelere niikleofilik atak yapar. Boylece
LD-LLAM ve DVS molekiilleri arasinda siilfonil bis-etil ¢apraz baglart olusur ve 3B ag
yapisinda LD-LAM partikiilleri olusmasi ile sonuglanir. Reaksiyon ortamindaki su
molekiilleri izooktan fazindaki AOT molekiilleri tarafindan g¢evrelenerek kiiresel ters
miseller olusturdugundan bu reaksiyonun kiiresel partikiiller liretmesi beklenmektedir. LD-
LAM-1 partikiilleri %9347 gibi yliksek gravimetrik verimle sentezlenmistir. Hazirlanan
partikiillerin morfolojik 6zellikleri optik mikroskop ve SEM ile analiz edilmis ve goriintiiler
sirastyla Sekil 3 (a) ve (b)’de verilmistir.

0,36pum

0,4 5;11]1

X6, SB8

P i aee
Sekil 3. LD-LLAM-1 partikiillerinin (a) optik mikroskop ve (b) SEM goriintiileri.
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Sekil 3 (a)’da verilen optik mikroskop goriintiilerinden anlasilabilecegi gibi LD-
LAM-1 partikiilleri kiiresel yapilidir. Partikiillerin suda c¢oziinmeden sismesi c¢apraz
baglanmanmn basarih bir sekilde gergeklestigi ve beklenildigi {izere ters misel
mikroemiilsiyon polimerizasyon yonteminin 3B kiiresel partikiiller olusturdugunu
gosterilmistir. Sekil 3 (b)’de verilen SEM goriintiileri incelendiginde partikiillerin boyut
dagilimmin 3-10 pm arasinda oldugu goriilmiistiir. Ancak Sekil 3 (c)’de verilen daha yiiksek
biiylitmelerde yakindan ¢ekilmis SEM goriintiileri incelendiginde, 5 (m civart LD-LAM-1
partikiillerinin cevresinde 0,3-1,0 um arasinda degisen boyut dagilimina sahip ¢ok sayida

mikron-alt1 partikiil oldugu goriilmiistiir.

Mikro/nano yapili malzemelerin boyut dagihmi ve yiizey yiikii 6zellikleri bu
malzemelerin uygulama alanlarinin sinirlarin1  belirleyen en 6nemli parametrelerdendir
(Dolai vd., 2021; Frohlich, 2012; Xiao vd., 2011). LD-LAM-1 partikiillerinin yiizey yiikleri
zeta potansiyeli Ol¢iimleriyle ve hidrodinamik ¢aplart da DLS 6l¢iimleri ile belirlenmistir.
Ayrica, partikiil boyut dagihmmnmn filtreleme yontemi ile kolayca kontrol edilebilirliini
gostermek amaci ile partikiiller 5,0 pm ve 2,5 pm goézenek biiyiikliigline sahip filtrelerden
gecirilerek DLS dl¢timleri yapilmistir. LD-LAM-1 partikiillerinin zeta potansiyeli degerleri
ve filtrelemeden once ve sonra dlciilen ortalama hidrodinamik ¢aplar1 Tablo 1'de verilmistir.
Gorildigti  tizere, LD-LAM-1 partikiillerinin  ortalama hidrodinamik  boyutunun
filtrasyondan once 724,2+94,1 nm olarak bulunmustur. Ayrica 5,0 um ve 2,5 um goézenek
boyutuna sahip filtreler ile aymrma isleminden sonra ortalama partikiil boyutu sirastyla
452,4+49,6 ve 395,5+38,9 nm olarak ol¢iilmiistiir. Mikroemiilsiyonlar termodinamik olarak
kararli sistemlerdir ve nanometreden mikrometre boyutuna kadar partikiillerin iiretilmesine
olanak saglarlar (Ruckenstein, 1978). Ters misel mikroemiilsiyon polimerizasyon
yontemiyle polisakkarit ve disakkaritler gibi ¢esitli sakkaritlerden sentezlenen DVS ¢apraz
bagh seker partikiillerinin benzer sekilde, onlarca mikrometreden birka¢ yiiz nanometre
araligina kadar cok dagilimh yapida oldugu bildirilmistir (Can vd.,2019; Sahiner vd.,2014a;
Sahiner vd., 2014b).
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Tablo 1

LD-LAM esash partikiillerin zeta potansiyel degerleri ve DLS o6l¢iimleri ile belirlenen

ortalama hidrodinamik ¢aplar

Ortalama hidrodinamik ¢ap (nm)
Zeta Potansiyeli

Malzemeler Filtrelenmis
. . (mV)
Filtrelenmemis
5,0 pm 2,5 pm

LD-LLAM-1

L 724,2494,1 452,4449,6  395,5+38,9 -18,743,7
partikiilleri
LD-1LAM-2

. 1408,9+210,6 670,1+£99,1 502,6+56,3 -24,9+1,3
partikiilleri

Ayrica, partikiillerin boyutu ve morfolojik yapist basit filtrasyon yontemlerinin yani
sira sicaklik, baglangic malzemelerinin derisimi, ¢apraz baglayic1 orani ve mikroemiilsiyon
ortamimnin 6zelliklerine (sulu faz, yag fazi ve yiizey aktif madde oran, kostirfektan vb.) bagh
olarak da optimize edilebilmektedir (Deng vd., 2003; Li vd., 2014; Lovell ve Schork, 2020;
Palkovits vd., 2005). Hazirlanan LD-LAM-1 partikiillerinin yiizey karakterleri
incelendiginde ise 1 mM NaCl sulu ¢ozeltisi iginde yapilan zeta potansiyeli Ol¢limleri

sonucunda yiizey yiikleri -18,7+£3,7 mV olarak bulunmustur.

Capraz bagh partikiil olusumunun basarili bir sekilde gerceklestigini gostermek ve
deneysel c¢apraz baglanma miktarmi belirlemek amaciyla LD-LAM ve LD-LAM-1
partikiillerinin kiitlece % C, H ve S bilesimleri elementel analiz yontemi ile belirlenmis ve
sonuglar Tablo 2’de verilmistir. Goriildiigl gibi LD-LAM polisakkaritindeki C atomlarmin
yiizdesi %39,20’den LD-LAM-1 partikiil formunda %28,30’a diismiistiir. Benzer sekilde, H
atomlarmin yiizdesi LD-LAM molekiiliinde %6,29 olarak bulunmus ve partikiil formunda
bu degerin %3,97’ye diistligli gézlemlenmistir. Bu degisim dogal LD-LAM polisakkaritinin

yapisina yeni bir malzemenin katildigmin gostergesidir.
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Tablo 2

LD-LAM, LD-LAM-1 ve LD-LLAM-2 partikiillerinin kiitlece elementel bilesimleri.

Elementel Bilesim (%)

Malzemeler
C H S
LD-LAM polisakkariti 39,20 6,29 -
LD-LLAM-1 partikiilleri 28,30 3,97 6,10
LD-1L.AM-2 partikiilleri 26,50 3,82 7,81

Beklenildigi tizere LD-LAM polisakkaritlerinin yapisinda S atomuna rastlanmazken,
DVS ile ¢apraz baglanma sonrasinda elde edilen LD-LAM-1 partikiillerinin yapisinda %6, 1
oraninda S elementi tespit edilmistir. Buradan ¢apraz baglanma reaksiyonun basarili bir
sekilde gerceklestigi anlasiimaktadir (Can ve Sahiner, 2021). LD-LAM-1 partikiil sentezi
sirasinda ortama LD-LAM polisakkaritinin tekrar eden birimindeki her iki glikoz
molekiiliine gére molce %100 oraninda DV S molekiilii eklenmistir. Buna karsiik LD-LAM-
1 partikiillerinin elementel analizi sonucunda elde edilen %S degeri ¢apraz baglanma

oraninin %84,6 oldugunu tespit edilmistir.

LD-LAM-1 partikiillerinin fonksiyonel grup analizleri FT-IR spektroskopisi ile
yapilmistir. LD-LAM molekiilii ve LD-LAM-1 partikiillerinin FT-IR spektrumlar Sekil 4
(a)’daverilmistir. Gortldiigi gibi, LD-LAM molekiilii ve LD-LAM partikiillerinde 3335 cm-
"de genis bir bant olarak kaydedilen —OH gerilme frekansmin % gegirgenliginin LD-LAM
partikiillerinde artmis olmas1 LD-LAM partikiillerinde polisakkarit zincirlerindeki serbest —
OH gruplarinin azaldigim1 gostermektedir. Bunun yaninda, 2888 cm-!’de gozlenen pikler
C-H gruplarmdan gelmektedir. DVS biyomolekiillerden — mikro/nanopartikiillerin
hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan bir ¢apraz baglayicidir (Can ve Sahiner, 2021;
Kurt vd., 2021; Sahiner, 2018a; Shimojo vd., 2015). DVS ile ¢apraz bagh LD-LAM-I
partikiillerinin FT-IR spektrumunda, —OH gruplarinin sayisindaki azalmaya ek olarak, 1367,
1312, 1215 ve 1067 cm!'de kaydedilen pikler, DVS'den gelmekte olup yapida S=O
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gruplarmin varhigm gostermektedir (Can vd., 2019; Can ve Sahiner, 2021; Sahiner vd.,
2014a). DVS'in FT-IR piklerinden bazilari, dogal LD-LAM polisakkaritinin pikleriyle
ortiismektedir. Ancak LD-LAM-1 partikiilleri yapisindaki DVS'ye ait ¢apraz baglayici
pikleri, literatiirde rapor edilen DVS ile c¢apraz baghh karbonhidrat esash
mikro/nanopartikiillerinde de benzer sekilde gozlenmistir (Can vd., 2019; Sahiner vd.,
2014a; Sahiner vd.,2014b). LD-LAM-1 partikiillerinin FT-IR spektrumlari, optik mikroskop
ve SEM goriintiileri ve elementel analiz sonuglart ¢apraz bagh LD-LAM-1 partikiillerinin

basarili bir sekilde sentezlendigini dogrulamaktadir.
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Sekil 4. LD-LAM molekiilii ve LD-LAM-1 partikiillerinin (a) FT-IR spektrumlart ve (b)
TGA grafikleri.

LD-LAM molekiilii ve LD-LAM-1 partikiillerinin termal kararhiliklart TGA
Olctimleri ile yapilmustir ve sicakliga bagh elde edilen agirlik kaybi Sekil 4 (b)’deki grafikte
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verilmistir. Verilen TGA grafigine gore, LD-LAM molekiilii 218-319 °C arasinda %52,0 ve
319-532 °C arasinda %92,9 agirhk kayb1 gdostermistir. Capraz bagh LD-LAM-1
partikiillerinin termogramlan incelendiginde ise, partikiillerin termal olarak ilk bozunmaya
basladig1 sicakhigin 173 °C’ye diigserek 390 °C’ye kadar %92,6 agirhik kaybi gosterdigi ve
390-626 °C arasinda kiimiilatif olarak agiliginin %93,2°sini kaybettigi gézlemlenmistir.
LD-LAM molekiilii ve LD-LAM-1 partikiilleri i¢in 700 °C’de gozlemlenen sirastyla %7,1

ve %6,8 kalntilarinin seker birimlerinin yanmasiyla olusan karbon siyahindan olustugu

diisiiniilmektedir.

LD-LLAM-1 mikro/nano partikiillerinin modifikasyonu

LD-LAM-1 partikiilleri, yapisindaki c¢ok sayida hidroksil gruplarmdan dolay1
islevsellestirme ve kimyasal modifikasyonlar i¢in oldukc¢a uygundur. Partikiillerinin kolay
bir sekilde modifiye edilebilirligini gostermek ve yeni 6zellikler kazandirmak amaciyla LD-
LAM-1 partikiilleri, CSA molekiilii ile modifiye edilmistir ve elde edilen partikiiller LD-
LAM-2 partikiilleri olarak isimlendirilmistir. LD-LAM-1 partikiillerinin modifikasyon
semast Sekil 5'te verilmistir. CSA molekiiliindeki —Cl atomlarinin, LD-LAM partikiillerinde

bulunan -OH gruplarina niikleofilik atak yapmasi ile siilfonik asit (-SO3) gruplari —OH
gruplarindaki oksijen atomlarmndan baglanmasi ile LD-LAM-2 partikiilleri elde edilmistir.
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Sekil 5. LD-LAM-1 partikiillerinin CSA molekiilii ile modifikasyonunun sematik gdsterimi.

Tablo 1°den anlasilacagi gibi, CSA modifikasyonundan 6nce -18,743,7 mV olarak
Olgiilen LD-LAM-1 partikiillerinin zeta potansiyel degeri modifikasyondan sonra -24,9+1,3
mV olarak Ol¢lilmiistiir. Ayrica, LD-LAM-1 partikiillerinin modifikasyondan once
724,2494,1 nm olarak belirlenen ortalama hidrodinamik partikiil ¢api, modifikasyondan
sonra yaklasik olarak iki katina ¢ikarak 1408,9+210,6 nm olarak bulunmustur. LD-LAM-2
partikiilleri 5,0 pm ve 2,5 um gbzenek boyutuna sahip filtrelerden siiziildiikten sonra
partikiillerin ortalama hidrodinamik capr sirastyla 670,1+£99,1 nm ve 502,6+56,3 nm olarak
Olciilmiistiir. Mikro/nanopartikiillerin yapisina dahil edilen iyonlasabilir fonksiyonel
gruplarm iyonize olmus gruplar arasindaki elektrostatik ve sterik etkilesimler ve ayrica
iyonik siddet, yik yogunlugu gibi diger parametrelerden dolay1 partikiillerin sisme
kapasiteleri ve sisme kinetikleri iizerinde 6nemli etkileri oldugu bildirilmistir (Adroher-
Benitez vd., 2015; Fernandez-Nieves vd., 2000; Reid vd., 2017). Dolayis1 ile LD-LAM-2
partikiillerinin hidrodinamik c¢aplarindaki artig partikiil yapismna eklenen -SO3- gruplar
arasindaki elektrostatik itme etkilesimlerinden dolay1 ve partikiil yiizeyindeki serbest -OH
gruplarinin azalmasimdan kaynakli zincirler arasi hidrojen bagi kuvvetlerinin zayiflamasiyla
LD-LAM-2 partikiillerinin LD-LAM-1 partikiillerine gore daha ¢ok sismis olabilecegini

gostermistir.

Modifiye LD-LAM-2 partikiillerinin elementel bilesimi Tablo 2’de verilmistir.
Goriildigi gibi LD-LAM-1 partikiillerinin %S bilesimi CSA ile modifikasyondan sonra
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%6,10’dan  %7,81’e yiikselmistir. Bu sonuclardan, LD-LAM-1 partikiillerinin CSA
modifikasyonunun basarili bir sekilde gerceklestigi anlagilmaktadir. Ayrica, modifikasyon
asamasmda ortama eklenen CSA molekiillerinin miktarina gore modifikasyon verimi %31,5

olarak hesaplanmistur.

LD-LAM-1 ve modifiye LD-LAM-2 partikiillerinin FT-IR spektrumlart ve TGA
egrileri Sekil 6 (a) ve (b)’de karsilagtirilmistir. Verilen FT-IR spektrumlarinda gorildiigi
gibi -OH gerilme titresimleri icin, CSA modifikasyonu sonrasinda kaydedilen piklerin
gecirgenliginin artmas1 LD-LAM-1 partikiilleri yilizeyinde serbest —OH gruplart sayismin
azaldigina isaret etmektedir. Ayrica, 1367, 1312, 1252, 1205, 1115 ve 1067 cm''de
kaydedilen karakteristik S=O gerilme frekansmin gegirgenliginin azalmasi S=0O
gruplarindan gelen titresimlerin yogunlugunun arttigmi gostermistir. Dolayis1 ile zeta
potansiyeli ve DLS o6l¢iimlerine ek olarak, LD-LAM-1 partikiillerinin CSA molekiilii ile

modifikasyonunun basarili bir sekilde gerceklestigi sonucuna varilmistur.
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Sekil 6. LD-LAM-1 ve LD-LAM-2 partikiillerinin (a) FT-IR spektrumlart ve (b) TGA

grafikleri.

34



Sekil 6 (b)’de verilen TGA sonuglar1 incelendiginde, LD-LAM partikiillerinin 173
°C’de kaydedilen termal bozunma baslangi¢c sicakliginin 216 °C’ye kaydig1 ve dolayist ile
LD-LAM-2 partikiillerinin LD-LAM-1 partikiillerine gore termal kararliigmin arttig
goriilmiistiir. LD-LAM-2 partikiilleri 216-400 °C arasinda %80,7 agirlik kaybina ugramis ve
partikiillerin termal bozunmasi 493 °C’de baslangi¢c agriliginmn kiimiilatif olarak %95,4’iini
kaybetmesinin ardindan %4,6 kalint1 ile sonlanmistir. LD-LAM molekiilii, LD-LAM-1 ve

LD-LAM-2 partikiillerinin termal bozunma basamaklar1 ve 700 °C’ de kaydedilen %kalint1
miktarlar1 Tablo 3’te karsilastirilmustur.

Tablo 3

LD-LAM, LD-LAM-1 ve LD-LAM-2 partikiillerinin termal bozunma degerleri.

Termal bozunma

700 °C’de olg¢iil
Malzemeler basamaklar (°C) ¢ ofguien
agirhk (%)
I I
LD-LAM molekiilii 218-319 319-532 7.1
LD-LAM-1 partikiilleri 173-390 390-626 6.8
LD-LLAM-2 partikiilleri 216-400 400-493 4.6

Ozetle, TGA 6lgiimii sonuglarmdan LD-LAM molekiiliinin DVS ile ¢apraz
baglanmasi sonrasinda LD-LAM-1 partikiillerinin bozunmaya basladig1 sicakligin diiserek
termal kararliligmin bir miktar azaldig: tespit edilmistir. Buna karsin CSA ile modifiye
edilmis LD-LAM-2 partikiillerin bozunmaya basladigi sicakligin, dogal LD-LAM
molekiiliiniin baslangic termal bozunma sicakli§ina yakin oldugu bulunmustur. 700 °C’de
Olclilen kalnti1 miktarlarmin  LD-LAM molekiilinden LD-LAM-1 ve LD-LAM-2

partikiillerine dogru azaldig1 gorilmiistiir.

35



EB-LAM mikro/nano partikiillerinin sentezi ve karakterizasyonu

EB-LAM esasl partikiillerinin sentezi, EB-LAM polimerinin tekrar eden birimine gore
molce %25 oraninda DVS, TMPGDE ve STPP capraz baglayicilar1 kullanilarak AOT-
izooktan-su ters misel mikroemiilsiyon polimerizasyonu yontemi ile gerceklestirilmis ve
sirasiyla  EB-LAM-1, EB-LAM-2 ve EB-LAM-3 partikiilleri elde edilmistir. EB-LAM
partikiillerinin AOT-izooktan-su ters misel mikroemiilsiyon polimerizasyonu ile sentezi
Sekil 7°de sematik olarak gosterilmistir.

y
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Sekil 7. EB-LAM-1, EB-LAM-2 ve EB-LAM-3 partikiillerinin AOT-izooktan-su ters misel

mikroemiilsiyon polimerizasyonu yontemi ile sentezinin sematik olarak gdsterimi.

Vinil, epoksi veya fosfat grubu iceren ¢apraz baglayicilar, bazik kosullarda EB-LAM
molekiiliiniin serbest hidroksil (-OH) gruplarma dogrudan baglanarak c¢apraz bagh
partikiiller hazirlanmistir. EB-LAM’n bazik ortamda aktiflesmesiyle olusan alkoksi gruplari
(R-O-) DVS iizerinde bulunan vinil gruplarina niikleofilik reaksiyonu ile baglanmis ve
capraz baglanma EB-LAM’1mn zincirler aras1 hidroksil gruplarn ile devam ederek ¢apraz bagh
kiiresel partikiiller olusmustur. EB-LAM ve STPP arasindaki reaksiyonda ise bazik
kosullarda STPP'nin fosfat gruplarmin agilmasiyla polifosfat zinciri ile EB-LAM'm hidroksil
gruplarina baglanarak gergeklesmistir. TMPGDE c¢apraz baglayicisinin epoksi halkalari ise
bazik ortamda aktive olarak (halka agilma reaksiyonu) EB-LAM molekiilii {izerindeki aktif
hidroksil gruplarindan baglandig1 diisiiniilmektedir. EB-LAM partikiillerinin sekil ve boyut
analizleri optik mikroskop ve SEM ile yapilmis ve goriintiiler Sekil 8’de verilmistir.
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Sekil 8. (a) EB-LAM-1, (b) EB-LAM-2 ve (c) EB-LAM-3 partikiillerinin optik mikroskop

ve SEM goriintiileri.

Sekil 8 incelendiginde EB-LAM-1, EB-LAM-2 ve EB-LAM-3 partikiillerinin kiiresel
yapida ve 0,1 um ile 15 um arasinda boyutlara sahip oldugu goriilmiistiir. EB-LAM-2
partikiillerinin SEM goriintiilerinden, partikiillerin boyut dagiliminda EB-LAM-1 ve EB-
LAM-3 partikiillerine goére mikron-alt1 partikiillerin dagilimmin daha az oldugu
anlasilmaktadir. SEM goriintiilerine ek olarak EB-LAM partikiillerinin hidrodinamik ¢aplari
DLS ve ylizey yiikleri de zeta potansiyeli dl¢limleri ile belirlenmis ve elde edilen sonuglar

Tablo 4’te verilmistir.
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Tablo 4
EB-LAM esash partikiillerinin zeta potansiyeli degerleri ve DLS dlctimleri ile belirlenen

ortalama hidrodinamik ¢aplart.

Hidrodinamik Cap Zeta Potansiyeli
Malzemeler

(nm) (mV)
EB-LAM-1 partikiilleri 370,5+8,4 -20,9+0,8
EB-LAM-2 partikiilleri 477,1£11,6 -17,3+0,3
EB-LAM-3 partikiilleri 239,3+4,6 -24,6+0,3

EB-LAM-1, EB-LAM-2 ve EB-LLAM-3 partikiillerinin hidrodinamik ¢aplart sirastyla
370,5+8,4, 477,1£11,6 ve 239,3+4,6 nm olarak bulunmustur. SEM goériintiilerinde de
gorildigii gibi EB-LAM-2 partikiillerinin  boyutunun EB-LAM-1 ve EB-LAM-3
partikiillerine gore daha biiyiik oldugu tespit edilmistir. Ayrica EB-LAM-3 partikiillerinin
DLS degerinin daha diisiik olmas1 bu partikiillerin dagiliminda nanometre boyutlarmdaki
partikiil yogunlugunun daha fazla oldugunu géstermistir. Hazirlanan EB-LAM-1, EB-LAM-
2 ve EB-LAM-3 partikiillerinin zeta potansiyelleri ise swrasiyla -20,9+0,8, -17,3+0,3 ve -
24,6+0,3 mV olarak belirlenmistir. Goriildiigii gibi STPP ¢apraz baglayisindan gelen fosfat
gruplarindan dolayr en diisiik zeta potansiyel degeri EB-LAM-3 partikiillerinde
gozlemlenmistir. EB-LAM-1 ve EB-LAM-2 partikiilleri karsilastirildiginda ise DVS’den
gelen siilfon gruplarmin TMPGDE’den gelen hidroksil gruplarma kiyasla dahanegatif ylizey
yiikiine sahip partikiiller olusturdugu goériilmiistiir.

EB-LAM partikiillerinin pH 1-10 arasindaki zeta potansiyeli degerleri Sekil 9 (a)’da
karsilagtirilmistir. Verilen grafiklerde goriildiigl gibi sirasiyla DVS, TMPGDE ve STPP ile
capraz baglh EB-LAM-1, EB-LAM-2 ve EB-LAM-3 partikiillerinin fizyolojik pH degerinde
(~pH 7) -24,1%0,1, -35,4+0,8 ve -28,9+1,1 mV ylizey yiikiine sahip olduklar1 bulunmustur.

EB-LAM partikiillerinin fonksiyonel grup analizleri FT-IR spektroskopisi ile
yapilmis ve Sekil 9 (b)’de lineer EB-LAM molekiilii ile karsilagtirilmistir. EB-LAM
molekiillerinin FT-IR spektrumu incelendiginde 3600-3000 cm™!' dalga sayis1 arahginda
goriilen ve 3365 cm!’de merkezlenmis genis spektral bant EB-LAM molekiillerindeki
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hidroksil gruplarindan gelmektedir. 2892 cm-!’de goriilen pikler -CH> gruplarindan gelen -
C-H gerilme titresimlerine, 1423 ile 1371 cm !’deki pikler -C-H biikiilme titresimlerine ve
1316 cm " deki pikler C-O gerilme titresimlerine aittir. Ayrica 1258 ve1203 cm !’ deki pikler
C-O-C gerilme titresimlerine, 1159,1066,1034 ve 892 ¢cm™!’de goriilen karakteristik pikler
ise (1-3) ve (1-6) bagh B-glukanlara spesifik -anomerik bdlge ve aromatik halkadaki C-O
titresimlerine aittir (Mecozzi vd., 2012; Sandula vd., 1999; Szeghalmi vd., 2007;
Wiercigroch vd., 2017).

EB-LAM-1 partikiillerinin FT-IR spektrumlar1 incelendiginde DVS molekiiliiniin
vinil gruplarindan £B-LAM molekiiliine baglanmasi ile partikiil yapisinda 2885 cm™!’de -C-
H gerilme titresimlerine ait piklerin ve ayrica C-C ve C-O-C gruplarma ait pik siddetlerinin
arttig1 gozlemlenmistir. Buna ek olarak, 1236 1262 vel275 cm !’de olusan S=O gerilme
pikleri DVS molekiiliiniin partikiil yapisina katildigmi gostermektedir (Can ve Sahiner,
2021; Sahiner vd., 2019b). EB-LAM-2 partikiillerinin FT-IR spektrumu incelendiginde,
TMPGDE molekiillerinin  halka agilma reaksiyonu ile EB-LAM molekiillerine
baglanmasiyla partikiillerde olusan -CH2z, C-C ve C-O-C gruplarindan dolayi, EB-LAM
molekiiliinde de bulunan bu gruplara ait pik siddetlerinin artmasi ile sonuglanmistir (Sahiner
vd., 2019b). EB-LAM-3 npartikiillerinin FT-IR spektrumu incelendiginde STPP
molekiiliinden gelen P=0 ve P-O karakteristik gerilme piklerinin £B-LAM molekiillerinden
gelen C-C, C-O-C pikleri ile etkileserek partikiillerin total spektrumunda kiigiik
degisikliklere sebep oldugu goriilmektedir. Bunlar, 1594 ¢cm'’de O=P-OH gruplarma ait
yeni pik olusumu, 1371, 1205,1158 ve 981 cm™!’deki pik siddetlerinin artmasi, 1235 cm™!’de
yeni pik olusumu ve ayrica 1066 cm !’ deki pikin kaybolarak 1034 cm™!’deki pikin 1021 cm-
e kaymasi olarak Ozetlenebilir. EB-LAM partikiillerinin SEM goriintiilerine ek olarak FT-
IR spektrumlarindan elde edilen sonuglar partikiillerin ilgili ¢apraz baglayicilar ile basarili

bir sekilde sentezlendigini gostermistir (Sahiner vd., 2016).
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Sekil 9. LAM molekiilii, EB-LAM-1, EB-LAM-2 ve EB-LAM-3 partikiillerinin (a) farkli pH

ortamlarindaki zeta potansiyeli degerleri, (b) FT-IR spektrumlar ve (c) TGA termogramlart.
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EB-LAM partikiillerinin termal bozunma sicakliklari TGA ile belirlenmis ve elde
edilen sonuglar Sekil 9 (c)’de karsilagtirlmistir. Termogramlardan anlasilacagi iizere EB-
LAM molekiilii ve EB-LAM npartikiilleri 70-700 °C arasmda benzer termal bozunma
gostermistir. £B-LAM molekiiliiniin termogramu incelendiginde, 70-233 °C goriilen %2’lik
agirhk kaybi bagh olan suyun uzaklasmasindan kaynakhdir. EB-LAM molekiilii 233 °C ile
314 °C arasinda agirhgmin %50,7’sini ve 314-470 °C arasinda ise %94,9’unu kaybetmistir.
EB-LAM molekiili 700 °C’ye kadar wsitildiginda toplam agirligmin kiimiilatif olarak
%095,1’ini kaybetmis ve %4,9 kalint1 kaydedilmistir. EB-LAM-1 partikiillerinin 189 °C’ye
kadar kaybettigi yaklasik %3’lik agilik kaybi ile yapidaki nem uzaklasirken, bu sicaklikta
baslayan termal bozunma 312 °C’de %44,3 agirlik kayb1 ile sonuglanmistir. Son adimda ise
EB-LAM-1 partikiilleri 312 ile 451 °C arasmmda %90,7 agirhk kaybi gostermistir.
Partikiillerin 700 °C’ye kadar sitilmasi ile %6,9 kalint1 gozlemlenmistir. EB-LAM-2
partikiillerinde ise 70-187 °C arasinda yapidaki nemden kaynakl %2’lik agirlik kaybinin
ardindan 187 °C’den 328 °C’ye kadar agirhigmin %352 sini ve 328-470 °C arasinda ise
kiimiilatif olarak baglangic agirhginin %92’sini  kaybettigi goriilmiistiir. EB-LAM-2
partikiilleri 700°’ye kadar sitildiginda %6,5 kalinti kaydedilmistir. EB-LAM-3
partikiillerinde ise 70-215 °C arasinda yaklasik %3’liik bir agirhik kaybiile nem uzaklasirken
termal bozunma 215-328 °C arsinda %57,8 ve 328-524 °C arasinda %92,6 kiimiilatif agirlik
kayb1 gozlenmistir. EB-LAM-3 partikiillerinin 700 °C’de %6,5’inin bozunmadan kaldig1
gorlilmistiir. EB-LAM molekiillerinin DVS, TMPGDE ve STPP ile ¢apraz baglanmasi

sonucu termal kararliigmmm hemen hemen ayni oldugu tespit edilmistir.

4.1.2. EB-LAM esash nanopartikiillerin yiizey aktif madde icermeyen

emiilsiyon yontemi ile sentezi ve karakterizasyonu

Mikro/manopartikiillerin hazirlanmasinda yiizey aktif madde igeren emiilsiyon
ortamlarinin kullanilmasi, partikiillerin sentezi, temizlenmesi ve saflastirilmasi ad imlarinda
ekstra maliyet ve zaman gerektirmektedir. Bumaliyetli adimlar ortadan kaldirmak igin EB-
LAM esash partikiillerin sentezi yiizey aktif madde igermeyen emiilsiyon ortami olan
izooktan-su ortaminda gergeklestirilmistir. EB-LAM esasli nanopartikiiller EB-LAM
polimeri, DVS ve TMPGDE capraz baglayicilar1 kullanilarak polimerin tekrar eden birimine
gore %25, %50 ve %100 gibi farkh oranlarda gapraz baglayici ile reaksiyona sokularak
hazirlanmistir.  DVS ¢apraz baglayicist i¢in %25, %50 ve %100 ¢apraz baglayict oranlari
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ile elde edilen EB-LAM-1.1, EB-LAM-1.2 ve EB-LAM-1.3 nanopartikiillerinin (EB-LAM-
1.X) ve ayn1 oranlarda TMPGDE c¢apraz baglayicisi ile elde edilen EB-LAM-2.1, EB-LAM-
2.2 ve EB-LAM-2.3 nanopartikiillerinin (EB-LAM-2.X) sentez semasi Sekil 10’da

verilmistir.
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Sekil 10. EB-LAM-1.X ve EB-LAM-2.X nanopartikiillerinin yiizey aktif madde icermeyen

emiilsiyon ortaminda sentezinin sematik gdsterimi.

Sekil 10°da gosterildigi gibi EB-LAM polimerinin bazik ortamda ¢oziilmiis sulu
¢ozeltisi 10. 000 rpm ’de 150 mL izooktan iizerine damla damla eklenmistir. Daha sonra,
eklenen sulu polimer c¢ozeltisinin izooktan fazinda dagimasi ve nanoemiilsiyon
damlaciklarinin olusmast i¢in, izooktan-su mikroemiilsiyon ortamm 4 dakika 10.000’de
karistirilmis ve sonrasinda belirtilen oranlarda DVS ve TMPGDE ortama eklenerek sirasiyla
15 ve 30 dakika reaksiyona tabi tutulmustur. Ayrica, 10. 000 rpm gibi yiiksek karistirma hizi
altinda olusan emiilsiyon damlaciklarinin nanopartikiiller {iretmesi beklenmektedir.
Hazirlanan EB-LAM-1.X ve EB-LAM-2.X nanopartikiillerinin morfolojik analizleri SEM
ile gerceklestirilmistir. EB-LAM-1.1, EB-LAM-1.2 ve EB-LAM-1.3 nanopartikiillerinin
SEM goriintiileri sirasiyla Sekil 11 (a), (b) ve (c)’de verilmistir.

42



~ EB-LAM-12

£

b

-

-

Sekil 11. DVS ile c¢apraz bagh (a) EB-LAM-1.1, (b) EB-LAM-1.2 ve (¢) EB-LAM-1.3

nanopartikiillerinin SEM goriintiileri.

Sekil 11 incelendiginde DV S ile ¢apraz bagh EB-LAM-1.X nanopartikiillernin oval
ve kiiresel sekillerde oldugu goriilmiistiir. Hazirlanan EB-LAM-1.X nanopartikiillerin boyut
dagiliminin 30 nm ile 800 nm arasinda degistigi ve partikiil dagilimmm ¢ogunun 250 nm ve
altinda partikiillerden olustugu bulunmustur. Ayrica, EB-LAM-1.2 nanopartikiillerinin
cogunda ve EB-LAM-1.3 nanopartikiillerinin ise bazilarinda gozenekli kiiresel partikiillere
rastlanmistir.  EB-LAM-2.1, EB-LAM-2.2 ve EB-LAM-2.3 nanopartikiillerinin SEM

gorlintiileri sirastyla Sekil 12 (a), (b) ve (c)’de verilmistir.
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(c) EB-LLAM-2.3 partikiilleri

Sekil 12. TMPGDE ile ¢apraz bagh (a) EB-LAM-2.1, (b) EB-LAM-2.2 ve (¢) EB-LAM-2.3

nanopartikiillerinin SEM goriintiileri.

Sekil 12 incelendiginde EB-LAM-2.X nanopartikiillerinin oval ve kiiresel sekillerde
oldugu goriilmektedir. Sekil 12 (a) da verilen diisiik oranda ¢apraz baglayici iceren EB-
LAM-2.1 nanopartikiillerin goriintiilerinde kiiresel sekilli partikiillerin yaninda birbirine
yapisik oval sekillerde partikiiller oldugu goriiliirken, Sekil 12 (b) ve (c)’de verilen daha
ylksek oranlarda ¢apraz baglayici igeren EB-LAM-2.2 ve EB-LLAM-2.3 partikiillerinin daha
diizgiin kiiresel sekillerde oldugu goriilmektedir. Bu goriintiilerden yola ¢ikarak, TMPGDE
ile hazirlanan EB-LAM-2.X partikiilleri i¢in kiiresel geometrinin olusmaya basladig1 capraz
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baglayict oranmn %25’e yakin oldugu sonucuna varllmistir. TMPGDE ile ¢apraz bagh EB-
LAM-2.X nanopartikiillerinin boyut dagihmmm 20 nm ile 750 nm arasinda degistigi ve
partikiil dagilimmm ¢ogunun 20-250 nm arasinda oldugu bulunmustur. Sekil 12 (b)’de
verilen EB-LAM-2.2 nanopartikiillerinin SEM goriintiilerinden, boyut dagilimi olarak

partikiillerin ¢ogunun 150 nm ve altindaki boyutlarda oldugu goriilmektedir.

Emiilsiyon ortamimnin partikiil sekli ve boyut dagilimma etkisini belirlemek amaci ile
LAM nanopartikiilleri izooktan-su emiilsiyon ortaminin yaninda, siklohekzan-su-emiilsiyon
ortami igerisinde de hazirlanmustir. Siklohekzan-su ortaminda hazirlanan DVS ile c¢apraz
bagh EB-LAM-1.4 ve TMPGDE ile ¢apraz bagli EB-LAM-2.4 nanopartikiillerinin SEM
goriintiileri sirastyla Sekil 13 (a) ve (b)’de verilmistir.

Sekil 13. Siklohekzan-su emiilsiyon ortamimda hazirlanan (a) DVS ile ¢apraz bagh EB-
LAM-14 ve (b) TMPGDE ile c¢apraz bagh EB-LAM-2.4 nanopartikiillerinin SEM

gorlintiileri.

Goriintiiler incelendiginde, siklohekzan-su ortaminda sentezlenen EB-LAM-1.4 ve
EB-LAM-2.4 nanopartikiillerinin kiiresel geometride oldugu ve boyut dagilimi olarak
partikiillerin ¢ogunun 250 nm ve altinda oldugu goriilmektedir. Buradan EB-LAM-1.4 ve
EB-LLAM-2.4 nanopartikiillerinin izooktan-su ortaminda sentezlenen EB-LAM-1.3 ve EB-
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LAM-2.3 nanopartikiilleri ile benzer boyut dagiliminda oldugu sonucuna vartilmistir. Ayrica,
hazirlanan EB-LAM-1.X ve EB-LAM-2.X nanopartikiillerinin hidrodinamik ¢aplart ve zeta

potansiyeli degerleri Tablo 5’ te verilmistir.

Tablo 5

EB-LAM-1.X ve EB-LAM-2.X nanopartikiillerinin zeta potansiyeli degerleri ve DLS

Ol¢timleri ile belirlenen ortalama hidrodinamik caplari.

Malzemeler Hidrodinamik cap (nm) Zeta Potansiyeli (mV)
EB-LLAM-1.1 partikiilleri 310,0«14,5 -19,9+0,4
EB-LLAM-1.2 partikiilleri 291,1+4,6 -11,9+0,5
EB-LLAM-1.3 partikiilleri 468,7+6,5 -19,4+0,4
EB-LLAM-1.4 partikiilleri 304,0+16,0 -26,3+0,5
EB-LLAM-2.1 partikiilleri 366,3+14,5 -18,4+0,3
EB-LLAM-2.2 partikiilleri 125,5+2,6 -11,5+0,1
EB-LLAM-2.3 partikiilleri 351,6+9,5 -17,3+£0,3
EB-LLAM-2.4 partikiilleri 385,6+12,6 -24,3+0,2

EB-LAM-1.1, EB-LAM-1.2, EB-LAM-1.3 ve EB-LAM-1.4 nanopartikiillerinin
hidrodinamik ¢aplan sirastyla 310,0+14,5, 291,1+4,6, 468,7+6,5 ve 304,0+16,0 nm olarak
Olciilmiistiir. Farkli oranlarda DVS ile sentezlenen EB-LAM-1.X nanopartikiillerinin
hidrodinamik caplarmin genel olarak benzer aralikta oldugu anlasilmaktadir. Ancak
izooktan ortaminda sentezlenen EB-LAM-1.3 nanopartikiillerinin siklohekzan-su ortaminda
sentezlenen EB-LAM-1.4 nano partikiillerine gore biraz daha biiyiik ortalama hidrodinamik
capa sahip oldugu bulunmustur. EB-LAM-1.X nanopartikiillerinin SEM goriintiileri,
partikiillerin %25, %50 ve %100 oranlarmda DVS g¢apraz baglayicis1 ile izooktan-su
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ortamimda ve %100 DVS oraninda her iki ¢oziicliide de basarili bir sekilde sentezlendigini
dogrulamaktadir. Ayrica, EB-LAM-1.1, EB-LAM-1.2, EB-LAM-1.3 ve EB-LAM-1.4
nanopartikiillerinin ylizey yiikleri sirasiyla -19,9+0,4, -11,9+0,5, -19,4+0,4 ve -26,3+0,5 mV
olarak ol¢lilmiistiir. Elde edilen sonuglardan partikiillerin benzer yiizey yiikiine sahip oldugu
gorlilmektedir. EB-LAM-1.2 partikiillerinin diger EB-LAM-1.X partikiillerine gore biraz
daha pozitif yiizey ylkiine sahip olmasi, bu partikiillerin goézenekli olmasindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.

Farkli oranlarda TMPGDE ile sentezlenen EB-LAM-2.1, EB-LAM-2.2, EB-LAM-
2.3 ve EB-LAM-2.4 nanopartikiillerinin hidrodinamik c¢aplart swrasiyla 366,3+£14,5,
125,5+2,6, 351,6+9,5 ve 385,6+12,6 nm olarak Ol¢iilmiistiir. EB-LAM-2.X partikiillerinin
hidrodinamik caplarmm benzer oldugu ancak FEB-LAM-2.2 partikiillerinin SEM
gorilintiilerinden de anlagilabilecegi gibi partikiillerin boyut dagilmimda 150 nm ve altinda
partikiil sayisinin daha fazla olmasiyla diger EB-LAM-2.X partikiillerine kiyasla dahakiigiik
ortalama boyut ¢apma sahip oldugu bulunmustur. Bunun disinda farkli emiilsiyon
ortamlarinda hazirlanan EB-LAM-2.3 ve EB-LAM-2.4 nanopartikiillerin ise benzer
hidrodinamik ¢aplara sahip oldugu goriilmektedir. Buradan izooktan-su ve siklohekzan su
ortamlarinin ikisinin de EB-LAM polimerinden TMPGDE capraz baglayicisi ile kiiresel
nanopartikiiller elde edebilmek i¢in uygun birer ¢6ziicli oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica
TMPGDE ile sentezlenen EB-LAM-2.X nanopartikiillerin DVS ile sentezlenen EB-LAM-
1.X nanopartikiillerine benzer sekilde negatif ylizey yiiklerine sahip oldugu bulunmustur.
EB-LAM-2.1, EB-LAM-2.2, EB-LAM-2.3 ve EB-LAM-2.4 nanopartikiillerin yiizey ytikleri
sirastyla -18,4+0,3, -11,5+0,1, -17,3+0,3 ve -24,3+0,2 mV olarak dlciilmiistiir. Ozetle, EB-
LAM-1.X ve EB-LAM-2.X nanopartikiillerinin sentezlen diger LAM esash partikiiller ile
benzer yiiklere sahip oldugu bulunmustur. LAM esasl1 partikiillerin farkli sentez yontemleri
ve karistirma hizi1 gibi reaksiyon parametreleri ile kiiresel geometride ve ayarlanabilir boyut
araliklarinda  sentezlenebilecegi  gosterilmistir. ~ EB-LAM-1.X ve EB-LAM-2.X
partikiillerinin FT-IR spektrumlar sirasiyla Sekil 14 (a) ve (b)’de verilmistir.

47



EB-LAM ! S :
ot CH, CO, COC, CC | |

' |

(a) CH, ! !

|
|
|
|
|
|
|
|
|
EB-LAM-1.1 |
|
|
5 |
N W
EB-LAM-1.2 Lo
o
| |
EB-LAM-1.3 i i i
|
|
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 650
Dalga sayis1 (cm'!)
M
oy 4
rCH |
(b) o
: |
W
EB-LAM-2.1 Lo
o
= | b
EB-LAM-2.2 o
| |
|
W
EB-LAM-2.3 b

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 650

Dalga sayis1(cm!)

Sekil 14. (a) EB-LAM-1.X ve (b) EB-LAM-2.X nanopartikiillerinin FT-IR spektrumlari.

Sekil 14 (a)’da verilen spektrumlar incelendiginde EB-LAM-1.1, EB-LAM-1.2 ve
EB-LAM-1.3 partikiilleri i¢in sirasiyla 3349, 3365 ve 3369 cm!’de merkezlenen genis
spektral bantlar partikiillerde bulunan -OH gruplarindan gelmektedir. Ayni sira ile 2888,
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2891 ve 2890 cm’de goriilen pikler -CH2 gruplarmdan gelen -C-H gerilme titresimlerine,
1422-1372 em! araliginda kaydedilen pikler -C-H biikiilme titresimlerine, yaklagik 1314
cm’de goriilen pik ise -C-O gerilme titresimlerine aittir. Ayrica, yaklasik 1158, 1028 ve
894 ¢cm!"de goriilen piklerin (1-3) ve (1-6) bagh B-glukanlara spesifik anomerik bolge ve
halkadaki C-O titresimlerine ait olup B-glukan yapisinin korundugunu gostermektedir
(gandula vd., 1999; Szeghalmi vd., 2007; Wiercigroch vd., 2017). Son olarak, 1255-1280
cm! civart ve 1205 cm! dalga sayisinda goriilen pikler DVS’den gelen S=0O gerilme
piklerine ait olup, EB-LAM polimerinin 1258 ve 1203 cm!’de goriilen C-O-C gerilme
titresimleri ile etkilestigi goriilmektedir. Bu durum, yukarida belirtilen DVS ile ¢apraz bagh
diger LAM esash partikiillerde de gorilmistiir. Sekil 14 (b)’de verilen EB-LAM-2.X
nanopartikiillerinin FT-IR spektrumlart incelendiginde TMPGDE molekiiliinden gelen -
CHz, C-C ve C-O-C gruplarmm EB-LAM polimerinin spektrumunda degisiklik
olusturmazken, polimerin bu gruplara ait pik siddetlerinin artmasina sebep olmustur (Sahiner

vd.,2019b).

EB-LAM-1.X ve EB-LAM-2.X partikiillerinin termal bozunma sicakliklart TGA
analizleri ile belirlenmis ve termogramlar sirasiyla Sekil 15 (a) ve (b)’de EB-LAM molekiili
ile karsilagtirllarak verilmistir. EB-LAM molekiiliiniin termogrami incelendiginde, 70-233
°C arasinda goriilen %2’°lik agirlik kayb1 bagli-suyun uzaklagmasindan kaynaklanmistir. EB-
LAM molekiilii 233 °C ile 314 °C arasinda agirhigmin %>50,7’sini ve 314-470 °C arasinda
ise %94,9’unu kaybetmistir. EB-LAM molekiilii 700 °C’ye kadar isitildiginda toplam
agirhgmin kiimiilatif olarak %95,1°in1 kaybetmis ve %4,9 kalint1 kaydedilmistir. Sekil 15
(a)’da verilen DVS ile capraz bagh EB-LAM-1.X partikiillerinin termogramlar1
incelendiginde, EB-LAM-1.1, EB-LAM-1.2 ve EB-LAM-1.3 partikiilleri i¢in sirasiyla 70
°C’den 220, 220 ve 156 °C’ye kadar olan %2,2, %2,0 ve %2,0’lik agirhk kaybi1 yapidaki
nemin uzaklagsmasindan kaynakhdir. Partikiillerin bu sicakliklarda baglayan termal
bozunmasinin 312 °C’ye kadar ayni1 sirayla %49,7, %60,5 ve %49,5 agirlik kaybina sebep
oldugu goriilmiistiir. Son adimda EB-LAM-1.1, EB-LAM-1.2 ve EB-LAM-1.3
nanopartikiilleri 312 °C’den 481, 504 ve 485 °C’ye kadar sirastyla baslangi¢ agirhklarmin
kiimiilatif olarak %88,1, %95,6 ve %84,9 unu kaybetmistir. EB-LAM-1.X nanopartikiillerin
700 °C’ye kadar sitilmast sonucu ayni sira ile %11,9, %4.,4 ve %15,1 kalint1 gézlenmistir.

Yapidaki ¢apraz baglayic1 yilizdesi arttikga partikiillerin termal kararliliklarinin artmasina
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karsm, %50 capraz bagh EB-LAM-1.2 partikiillerinin %100 capraz bagh EB-LAM-1.3

partikiillerinden daha fazla bozunmasinin yapidaki gozeneklerden kaynaklanmis olabilecegi

diistiniilmektir.
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Sekil 15 (a) DVSile ¢apraz bagh EB-LAM-1.X ve (b) TMPGDE ile ¢apraz bagh EB-LAM-

2.X nanopartikiillerinin TGA termogramlari.

EB-LAM-2.X partikiillerinin termogramlar1 incelendiginde, EB-LAM-2.1, EB-

LAM-2.2 ve EB-LAM-2.3 partikiilleri i¢in sirasiyla 70 °C’den 216,9, 202,7 ve 198,1 °C’ye

kadar kaybedilen %2,0’lik agilik kaybi ile partikiillerin yapisindaki nem uzaklagirken

216,9-314,8, 202,7-311,0 ve 198,1-311,7 °C arasindaki sicakliklarda sirasiyla %49,8, %50,0
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ve %49,2 agirlik kayb1 gbzlenmistir. Son adimda, EB-LAM-2.1, EB-LAM-2.2 ve EB-LAM-
2.3 partikiillerinin sirastyla 314,8-470,0, 311,0-496,8 ve 311,7-481,7 °C arasindaki
sicakliklarda baslangi¢ agirliklarinin %97,6 9%96.,5 ve %94,4’linii kaybettigi goriilmiistiir.
EB-LLAM-2.X partikiillerinin 700 °C’ye kadar isitilmastyla ayni sira ile %2,4, %3,5 ve %5,6
kalint1 kaydedilmistir. EB-LAM-1.X ve EB-LAM-2.X partikiillerinin termal bozunma
analizleri sonucunda c¢apraz baglayict orami arttikca EB-LAM polimerine kiyasla

partikiillerin bozunmaya basladig1 sicakligin diistiigli sonucuna ulagilmistir.

4.2. LAM esash partikiillerin biyomedikal uygulamalar
4.2.1. LD-LLAM esash mikro/nano partikiillerin kan uyumluluk cahsmalar:

Mikro/nanopartikiillerin biyomedikal uygulamalar i¢in kullanim potansiyelinin
belirlenmesinde malzemelerin kan uyumluluklar1 en 6nemli parametrelerden biridir (Can ve
Sahiner, 2021). Eritrositler ve plazma proteinleri, damar i¢i uygulamalarda
mikro/nanopartikiillerin  birincil etkilesime gegtigi biyomolekiiller oldugundan dolayi,
mikro/nano yapili biyomalzemelerin kan uyumlulugunun belirlenmesi bu tiir malzemelerin
biyogiivenliginin tespiti agisindan son derece Onemlidir (Can vd., 2019). Ayrica,
partikiillerin kan uyumlulugu genel olarak diger doku ve hiicrelere kars1 sitotoksik karakteri
ile ilgili Onbilgi saglayabilmektedir. Bu baglamda partikiillerin hemolitik 6zellikleri ve kan
pihtilasma mekanizmas1 {lizerine etkisinin  belirlenmesi, bu malzemelerin  kan
uyumlulugunun degerlendirmesi i¢in siklikla uygulanan prosediirlerdir (Kurt vd., 2021;
Sahiner vd., 2018b). LAM esash mikro/nanopartikiillerin kan uyumluluklarmin belirlenmesi
amactyla, hazirlanan partikiil formiilasyonlar1 arasindan LD-LAM-1 partikiilleri ve bu
partikiillerin CSA ile modifiye edilmis formlar1 (LD-LAM-2 partikiilleri) i¢in hemoliz ve
kan pihtilasma testleri gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglar sirastyla Sekil 16 (a) ve (b)'de
verilmistir. Sekil 16 incelendiginde, LD-LAM-1 partikiillerinin 0,25 ile 2,0 mg/mL derisim
araliginda kirmizi kan hiicrelerinde swrasiyla %0,15+0,05, %0,26+0,05, %0,13+0,07 ve
%0,13+0,10 hemoliz olusumuna sebep olurken, LD-LAM-2 partikiillerinin %]1’den kiigiik
ancak modifiye edilmemis partikiillere gore daha yiiksek hemoliz oranlar1 gdsterdigi tespit
edilmistir. LD-LAM-2 partikiillerinin hemoliz oranlart 0,25 ile 2,0 mg/mL derisim araliginda
%0,05+0,03, %0,41+0,01, %0,73+0,03, ve %0,924+0,03 olarak bulunmustur. LD-LAM-2
partikiillerinin LD-LAM-1 partikiillerine gore biraz daha yiiksek bulunan hemoliz
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degerlerinin bu partikiillerin modifiye LD-LAM-2 partikiillerinin yapisindaki CSA

gruplarmin kan hiicreleri iizerine az da olsa toksik etki gosterebilecegi sonucuna vartllmustir.

Hemoliz Testi

B LDLAM-1 partikiilleri W  LD-LAM-2 partikiilleri
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Sekil 16. LD-LAM-1 ve LD-LAM-2 partikiillerinin (a) hemoliz ve (b) kan pihtilasma testleri

ile belirlenen kan uyumluluklart.

Literatiirde yapilan ¢aligmalarda mikro/nano malzemelerin hemoliz oranlarmm %0-
2 arasinda hemolitik etki gostermeyen, %2-5 arasinda az hemolitik ve %5 ten biiyiik olmasi
bu malzemelerin hemolitik oldugunu bildirmektedir (Can vd.,2019; Can vd., 2020a; Can ve
Sahiner, 2021). Dolayist ile hem LD-LAM-1, hem de LD-LAM-2 partikiillerinin 2 mg/mL
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gibi yliksek derisimlerde bile %1°den kii¢iik hemoliz degerleri ile hemoliz agisindan giivenli

biyomalzemeler olarak kullanilma potansiyelinin yiiksek oldugu goriilmektedir.

Sekil 16 (b) incelendiginde LD-LAM-1 partikiillerinin 0,25 ile 2,0 mg/mL derisim
araliginda smrastyla  9%92,99+3,50, %95,16+1,59, 9%92,57+0,50 ve %94,88+1,59 kan
pihtilasma indekslerine sahip oldugu goriilmektedir. Modifiye LD-LAM-2 partikiillerinin ise
modifiye edilmemis partikiillere benzer ancak daha yiiksek kan pihtilasma indislerine sahip
olmas1 hem modifiye edilmis hem de edilmemis partikiillerin test edilen en yiiksek derigim
olan 2 mg/mL derisime kadar pihtilastirici etkilerinin olmadigini gostermistir. Dolayisi ile
LD-LAM-1 ve LD-LAM-2 partikiillerinin hem hemoliz hem de kan pihtilastirma 6zellikleri
acisindan kan uyumlu biyomalzemeler olarak degerlendirmek miimkiindiir (Can ve Sahiner,
2021; Sahiner vd., 2018b). Bununla birlikte, LD-LAM partikiillerinin in vivo uygulamalari

icin uygun doz belirlenmesi hususunda daha detayl analizler yapilmalidir.

4.2.2 EB-LLAM esash nanopartikiillerin biyouyumluluk ¢alismalari

Yiizey aktif maddeicermeyen emiilsiyon ortamimda hazirlanan EB-LAM-1.X ve EB-
LAM-2.X nanopartikiillerinin L.929 fibroblast hiicrelerine kars1 biyouyumluluk 6zellikleri
MTT testi ile belirlenmistir. EB-LAM polisakkariti ve EB-LAM-1.X ve EB-LAM-2.X
nanopartikiillerinin 1000 pg/mL derisimde L929 hiicreleri ile etkilesiminden 24 saat sonra
cekilen optik mikroskop goriintiileri Sekil 17°de verilmistir. Goriintiiler incelendiginde,
1000 pg/mL derisimde EB-LAM polimerinin kontrol grubuna gore hiicre canlihigmi bir
miktar azalttigi goriilmektedir. Aymi derisimde EB-LAM-1.X ve EB-LAM-2X
nanopartikiillerinin lineer polimere kiyasla hiicreler lizerinde daha az toksik etki gdsterdigi
gorlilmistiir. Ayrica optik mikroskop goriintiilerinden anlasildig1 iizere hem DVS hem de
TMPGDE c¢apraz baglayicilart i¢in %25 ve %100 ¢apraz bagh partikiillerin ayni1 derisimde

benzer etki gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 17. EB-LAM polimeri, EB-LAM-1.1,-1.3 ve EB-LAM-2.1, -2.3 partikiillerinin 1000

ng/mL derisimdeki L.929 fibroblast hiicreleri ile 24 saat etkilesiminin ardindan ¢ekilen dijital

kamera goriintiileri.
EB-LAM polimeri, EB-LAM-1.1,-1.3 ve EB-LAM-2.1, -2.3 partikiillerinin 0-1000

ug/mL derisim arahgmda 1929 fibroblast hiicrelerine karst MTT testi ile belirlenen
sitotoksisite profilleri Sekil 18’de verilmistir.
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Sekil 18. EB-LAM polimeri, EB-LAM-1.1,-1.3 ve EB-LAM-2.1, -2.3 partikiillerinin 1.929
fibroblast hiicreleri ile 24 saat etkilesiminin ardindan MTT testi ile belirlenen derisime karst

Y%hiicre canlilig1 degerleri.

Sekil 18’den anlasilacag: iizere EB-LAM polimeri ve EB-LAM-1.X ve EB-LAM-
2.X esash partikiillerin 500 pg/mL derisime kadar 1.929 fibroblast hiicreleri ile etkilesimi
sonucunda %90’ 1 {lizerinde hiicre canliligi gdzlenmis ve toksik etkilerinin olmadigi
gorilmistiir. 1000 ug/mL derisimde ise EB-LAM polimeri %78,5+0,8 hiicre canlihig1
gosteritken EB-LAM 1.X ve 2.X esash partikiillerin %85 in iizerinde Ol¢iilen hiicre canlilig1
degerleri bu partikiillerin 1000 pg/mL derisime kadar 1929 fibroblast hiicreleri iizerinde
sitotoksik etkilerinin olmadigmi gostermektedir. EB-LAM-1.X ve -2.X esasl partikiillerin

in vivo kullanimlarinin arastirilmasi i¢in daha detayli caligmalar yapilmahdir.

4.2.3 EB-LLAM esash nanopartikiillerin hidrolitik bozunma ¢alismalar

Nano/mikro  yapili malzemelerin  biyomedikal kullanim  potansiyellerinin
belirlenmesinde olduk¢a Onemli diger bir parametre de bu malzemelerin biyolojik
ortamlardaki bozunurlugudur (Oh vd.,2008; Suner vd.,2018; Zargarzadeh vd., 2020). Farkl
capraz baglayici oranlarmda DVS ve TMPGDE ile sentezlenen EB-LAM esash
nanopartikiillerin viicut i¢i bozunurlugunun arastirilmasi ic¢in partikiillerin fizyolojik pH

kosullarin1 simule eden PBS, pH 7,4 tampon ¢ozeltilerinde 120 saat (5 giin) siiresince
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zamana bagl hidrolitik bozunmasi ¢alisilmig ve elde edilen sonuglar Sekil 19°da verilmistir.
Belirli zaman araliklarinda bozunma ortamindan alinan numunelerdeki LAM miktar fenol
stilfiirik asit metodukullanilarak lineer LAM molekiilii ile hazirlanan kalibrasyon egrisinden
hesaplanmistir. DVS ile %25, 50 ve 100 oraninda ¢apraz bagh EB-LAM-1.1, -1.2 ve -1.3
partikiillerinin hidrolitik bozunma profilleri Sekil 19 (a)’da karsilastirilmistir. Sekilden
anlagilacagi gibi DVS ile capraz bagl ii¢ nanopartikiil fomiilasyonunun da hidrolitilitik
olarak bozunur 6zellikte oldugu goriilmektedir. EB-LAM-1.1, -1.2 ve -1.3 partikiillerinin
bozunma profilleri incelendiginde, 24. saatte partikiillerin swrastyla %25,0+3,2, %18,2+8,7
ve %17,5£5,9’unun bozundugu bulunmustur. EB-LAM-1.1, -1.2 ve -1.3 partikiillerinin
hidrolitik bozunmasmin 120 saate kadar lineer bir sekilde arttig1 goriilmiis ve partikiillerin
120. saatte sirastyla %49,5+7.5, %41,9+7,1 ve %37,7+8,0’inin bozundugu tespit edilmistir.
TMPGDE ile %25, 50 ve 100 oranlarinda c¢apraz bagh EB-LAM-2.1, -2.2 ve -2.3
partikiillerinin hidrolitik bozunma profilleri Sekil 19 (b)’de karsilastirilmistir. Gortildigi
gibi EB-LAM-2.1, -2.2 ve -2.3 partikiillerinin de hidrolitik olarak bozunur 6zellikte oldugu
saptanmistir. TMGDE ile capraz baglhh EB-LAM-2.X partikiilleri DVS ile capraz bagh EB-

LAM-1.X partikiillerine benzer bozunma profili géstermistir.

56



100

“ —e—EB-LAM-1.1 partikiilleri (@)

—e—EB-LAM-1.2 partikiilleri

S 60 —e—EB-LAM-1.3 partikiilleri

g

=

5

S

/M

0 24 48 72 96 120
Zaman (saat)
100
(b)
80 ——EB-LAM-2.1 partikiilleri
Q —e—EB-LAM-2.2 partikiilleri
J
éf60 —e—EB-LAM-2.3 partikiilleri
£
g40
=3
=]
20
0 d
0 24 48 72 96 120

Zaman (saat)

Sekil 19. (a) EB-LAM-1.X ve (b) EB-LAM-2.X partikiillerinin pH 7,4 PBS tamponunda

zamana bagl % hidrolitik bozunma degerleri.

EB-LAM-2.1, -2.2 ve -2.3 partikiillerinin 24 saat iginde sirasiyla %?25,7+5,2,
%21,3+4,7 ve %22,3+4,2 oraninda bozundugu bulunmustur. Partikiillerin bozunurlugu 120
saate kadar lineer bir sekilde artmms ve 120. saatteki bozunma oranlar1 ayni sira ile
%50,0+5,5, %44,1+11,5 ve %52,8+5,0 olarak belirlenmistir. Bu sonuglardan, EB-LAM-1.X
ve 2.X nanopartikiillerinin viicut i¢inde biyobozunur olabilecegi 6ngoriilmektedir. EB-
LAM-1.X ve 2.X nanopartikiillerinin partikiillerin test edilen derisimlerde biyouyumlu
Ozellik gostermesi ve ayrica biyobozunur olmasindan dolay1 hazirlanan EB-LAM-1.X ve

2.X nanopartikiillerin biyomedikal uygulamalarda ilag salim sistemleri olarak kullanilma

potansiyelinin yiiksek oldugunu gostermektedir.
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda farkli ¢capraz baglayicilar ve sentez yontemleri ile tek basamakta
hazirlanan LAM esash partikiiller (LD-LAM ve EB-LAM partikiilleri) literatiirde ilk kez
rapor edilmektedir. Yapilan tez calismalari sonucunda elde edilen sonuglar asagida

verilmistir.

. LD-LAM polimerinin tekrar eden birimindeki her iki glikoz birimine oranla %100
DVS capraz baglayicis1 eklenerek AOT-izooktan-su ters misel mikroemiilsiyon ortaminda
sentezlenen LD-LAM-1 partikiillerinin morfolojik karakterizasyonu SEM analizleri ile
yapilmustir. Eldeedilen SEM goriintiilerinden partikiillerinin kiiresel sekillerde 0,3 ile 10 um
arasinda ¢ok dagilimli boyutlara sahip oldugu bulunmustur. LD-LAM-1 partikiillerinin
hidrodinamik ¢ap1 DLS 6l¢timleri ile 724,2+94.1 nm olarak bulunmustur. Partikiillerin boyut
dagilminin filtrasyon yontemi ile kolay bir sekilde ayirilabildigini géstermek amaci ile LD-
LAM-1 partikiilleri 5,0 um ve 2,5 um gozenek boyutuna sahip filtreler ile ayrilmugtir.
Filtrasyondan sonra partikiillerin hidrodinamik c¢ap degerleri swrasiyla 452,4+49,6 ve
395,54+38,9 nm olarak Slglilmiistiir.

. LD-LAM-1 partikiillerinin yiizey yiikleri zeta potansiyeli dlgiimleri ile belirlenmis

ve -18,7£3,7 mV olarak bulunmustur.

. LD-LAM-1 partikiillerinin elementel bilesimi elementel analiz yontemi ile
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar partikiillerin yapisinda %6,10 S atomu oldugu
bulunmustur. Boylece LD-(LAM)-1 partikiillerinin basarili bir sekilde sentezlendigi
dogrulanmustir. Elemental analiz sonuglarindan, partikiillerin sentezinde teorik olarak molce
%100 oraninda eklenen DV ¢apraz baglayicisinin LD-LAM molekiilleri ile deneysel olarak

%84,6 oraninda capraz baglandigi1 sonucuna ulagilmistir.
. LD-LAM-1 partikiillerinin fonksiyonel grup analizleri FT-IR spektroskopisi ve

termal kararlhilik 6zellikleri TGA analizleri ile yapilmistir. Partikiillerin FT-IR spektrumunda
LAM molekiilindeki -OH gruplarinin yogunlugunun azaldig1r goézlenmistir. Ayrica DVS
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capraz baglayicisina ait S=O piklerinin LAM molekiiliiniin pikleri ile etkileserek molekiiliin

spektrumunda biiyiik degisikliklere sebep olmazken pik siddetlerini arttigi bulunmustur.

. LD-LAM-1 partikiillerinde bulunan -OH gruplarmin kolay bir sekilde modifiye
edilebilirligini gostermek icin LD-LAM-1 partikiilleri anyonik CSA molekiilleri ile modifiye
edilmistir. Modifikasyon sonucundaelde edilen LD-LAM-2 partikiillerinin elementel analizi
ile bilesimindeki %S oranmm %6,10°dan %7,81 e ylikseldigi ve modifikasyonun basarih bir
sekilde gerceklestigi bulunmustur. LD-LAM-2 partikiillerinin hidrodinamik yarigap1
1408,9+210 nm olarak Ol¢iilmiistiir. Modifikasyon sonrasinda partikiillerde gozlemlenen
boyut artismin yapiya katilan —HSO3 gruplann arasmdaki elektrostatik etkilesimlerden
kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir. LD-LAM-2 partikiillerinin 5,0 um ve 2,5 pm gézenek
boyutuna sahip filtreler ile filtrasyondan sonra hidrodinamik ¢aplari sirasiyla 670,1+£99,1 ve
502,6+£56,3 nm olarak OSlcililmiistiir. LD-LAM-2 partikiillerinin zeta potansiyeli -24,9+1,3
mV olarak belirlenmistir. LD-LAM-1 partikiillerinin modifikasyon sonrasinda (LD-LAM-2)
daha negatif yiizey yiikiine sahip olmas1 da CSA molekiilleri ile modifikasyonun basaril bir
sekilde gerceklestigini teyit etmistir.

. EB-LAM polimerinden AOT-izooktan-su ters misel mikroemiilsiyon ortaminda
DVS, TMPGDE ve STPP gibi farkli ¢apraz baglayicilar kullanilarak EB-LAM-1, EB-LAM-
2 ve EB-LAM-3 partikiilleri sentezlenmistir. Partikiillerin SEM analizi sonucunda
partikiillerinin kiiresel geometride ve 0,1 ile 15 pm arasmmda boyutlara sahip oldugu
gorlilmistiir. Yapilan SEM analizlerinden £B-LAM molekiiliiniin farkli ¢apraz baglayicilar

ile partikiil sentezinin basarili bir sekilde gerceklestigi sonucuna ulagilmstir.

. EB-LAM-1, EB-LAM-2 ve EB-LAM-3 partikiillerinin fonksiyonel grup analizleri
FT-IR ve TGA analizleri ile yapilmistir. Ayrica partikiillerin hidrodinamik ¢aplart DLS
Olciimleri ile belirlenmis ve swrasiyla 370,5+8,4, 477,1£11,6 ve 239,3+4,6 nm olarak
bulunmustur. EB-LAM-1, EB-LAM-2 ve EB-LAM-3 partikiillerin zeta potansiyeli degerleri
-20,940.,8, -17,3+0,3 ve -24,6+0,3 mV olarak belirlenmistir. Dahasi, EB-LAM-1, EB-LAM-
2 ve EB-LAM-3 partikiillerinin pH 7’de (yaklasik olarak fizyolojik pH degeri) sirasiyla -
24,1+0,1, -35,4+0,8 ve -28,9+1,1 mV yiizey yiiklerine sahip oldugu bulunmustur.
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. EB-LAM esasl partikiillerin sentezi EB-LAM polimeri ile DVS ve TMPGDE c¢apraz
baglayicilart kullanilarak %25, %50 ve %100 capraz baglayict oranlarinda ylizey aktif
madde icermeyen izooktan-su ortaminda 10.000 rpm yiliksek karistrma hizinda
gerceklestirilmistir.  Sentezlenen EB-LAM-1.X ve EB-LAM-2.X partikiillerinin SEM
analizleri sonucunda partikiillerin kiiresel sekillerde ve 20-800 nm arasinda boyutlara sahip
oldugu bulunmustur. Ayrca, partikiillerinin = farkli  bir emiilsiyon ortaminda
sentezlenebilirligini gostermek amaci ile EB-LAM-1.3 ve EB-LAM-2.3 partikiilleri (%100
capraz baglayici orani) siklohekzan-su su emiilsiyon ortaminda sentezlenmis ve elde edilen
EB-LAM-1.4 ve EB-LAM-2.4 partikiillerinin izooktan-su ortaminda sentezlenen diger EB-
LAM-1.X ve EB-LAM-2.X partikiillerine benzer kiiresel sekillerde ve benzer boyut

dagilimina sahip oldugu bulunmustur.

. EB-LAM-1.1, EB-LAM-1.2, EB-LAM-13 ve EB-LAM-1.4 partikiillerinin
hidrodinamik ¢aplan sirastyla 310,0+£14,5, 291,1+4,6, 468,7+6,5 ve 304,0£16,0 nm olarak
Olgiilmiistiir. EB-LAM-2.1, EB-LAM-2.2, EB-LAM-2.3 ve EB-LAM-2.4 partikiillerinin
hidrodinamik ¢aplart ise swrasiyla 366,3+14,5, 125,5£2,6, 351,6+9,5 ve 385,6+12,6 nm
olarak Ol¢tilmiistiir.

. EB-LAM-1.1, EB-LAM-1.2, EB-LAM-1.3 ve EB-LAM-1.4 partikiillerinin ylizey
yukleri sirastyla -19,9+0,4, -11,9+0,5, -19,4+0,4 ve -26,3+0,5 mV olarak bulunmustur. £B-
LAM-2.1, EB-LAM-2.2, EB-LAM-2.3 ve EB-LAM-2.4 partikiillerinin yiizey yiikleri ise -
18,4+0,3, -11,5+0,1, -17,3+£0,3 ve -24,3+0,2 mV olarak 6l¢iilmiistiir. Bu sonuc¢lardan EB-
LAM-1.X ve EB-LAM-2.X partikiillerinin yiizey yiikiiniin ters misel mikroemiilsiyon
ortaminda sentezlenen EB-LAM-1 ve EB-LAM-2 partikiilleri ile benzer oldugu sonucuna

ulagilmistur.

. Bu tez kapsaminda hazirlanan LAM esash partikiillerin biyomedikal alanlarda
kullanim potansiyelini gostermek amaci ile LD-LAM esasli modifiye edilmis ve edilmemis
LD-LAM partikiillerinin (LD-LAM-1 ve LD-LAM-2) kan uyumlulugu 0,25 ile 2,0 mg/mL
derisim araliginda hemoliz ve kan pihtilasma testleri ile arastirilmistir. LD-LAM-1

partikiillerinin % hemoliz oranlar1 0,25 ile 2,0 mg/mL derisim araliginda sirayila

%0,15+0,05, %0,26+0,05, %0,13+0,07 ve %0,13+0,10 olarak bulunmustur. LD-LAM-2
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partikiillerinin %hemoliz oranlan ise aym aralikta %0,05+0,03, %0,41+0,01, %0,73+0,03,
ve 9%0,92+0,03 olarak belirlenmistir. Bu sonuglardan, modifiye edilmis ve edilmemis LD-
LAM partikiillerinin 0,25 ile 2,0 mg/mL derisim araliinda hemoliz agisindan giivenli

malzemeler oldugu sonucuna ulagilmustir.

. LD-LAM-1 partikiillerinin 0,25 ile 2,0 mg/mL derisim araliinda sirastyla
9%92,99+3,50, %95,16+1,59, %92,57+0,50 ve %94,88+1,59 kan pihtilasma indekslerine
sahip oldugu bulunmustur. Modifiye edilmis LD-LAM-2 partikiillerinin ise modifiye
edilmemis partikiillere benzer ancak daha yliksek kan pihtilagsma indislerine sahip olmasi
hem modifiye edilmis hem de edilmemis partikiillerin test edilen en yiiksek derisim olan 2,0
mg/mL derisime kadar pihtilastirict etkilerinin olmadigmi gostermistir. Bu sonuglardan LD-
LAM-1 ve LD-LAM-2 partikiillerinin 2,0 mg/mL derisime kadar hem hemoliz hem de kan

pihtilastirma etkileri bakimindan giivenli malzemeler oldugu sonucuna varilmastir.

. EB-LAM-1.X ve EB-LAM-2.X nanopartikiillerin L929 fibroblast hiicreleri iizerinde
yapilan sitotoksisite ¢alismalarinin sonucunda partikiillerin 500 pg/mL derisimde %90’ n
tizerinde ve 1000 pg/mL derisimde ise %85’in lizerinde hiicre canliligi gozlenmis ve EB-
LAM 1.X ve 2.X esash partikiillerin bu derisime kadar 1L929 fibroblast hiicrelerine toksik

etkilerinin olmadig1 sonucuna ulagilmistur.

. Ayrica EB-LAM 1.X ve 2.X nanopartikiillerinin fizyolojik kosullart simiile eden pH
7,4 PBS cozeltisi icindeki hidrolitik bozunmalar arastirilmis ve her iki grup partikiil
formiilasyonlarinin da 120 saat i¢inde yaklasik %50’sinin bozundugu bulunmustur. Boylece
biyouyumlu ve biyobozunur EB-LAM 1.X ve 2.X nanopartikiillerinin biyomedikal

uygulamalarda kullanim potansiyellerinin yiiksek oldugu gosterilmistir.

. Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmalar sonucunda bir¢ok biyoaktif 6zellige sahip
dogal LAM polimerinden DVS, TMPGDE ve STPP gibi farkh ¢apraz baglayicilar ile ters
misel mikroemiilsiyon polimerizasyonu ve yiizey aktif madde igermeyen emiilsiyon
polimerizasyonu gibi degisik sentez yontemleri kullanilarak mikro/nano ve nano boyutlarda
partikiillerin sentezi gerceklestirilmistir. Ayrica, karigtirma hizi sentez yontemi gibi
parametreler ve filtrasyon teknigi ile partikiillerin boyut dagilimmm ayarlanabilirligi

gosterilmistir.  Yiizey aktif madde igermeyen emiilsiyon polimerizasyonu yontemi ile
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hazirlanan DVS ve TMPGDE ile capraz bagh partikiiller i¢in sirastyla 15 ve 30 dakika gibi
kisa reaksiyon siireleri ile partikiil sentezinin basarili bir sekilde gerceklestirilmesi bu
yontem ile hazirlanan malzemelerin zaman, maliyet ve enerji acgisindan avantaj

saglayabilecegi sonucuna varilmistur.

Bu tez kapsaminda yapilan caligmalarda elde edilen sonuglardan yola ¢ikarak ileriki

calismalar i¢in Oneriler asagida verilmistir.

LAM polimerinin Dectin-1 reseptdrlerine spesifik oldugu ve viicutta ¢esitli biyolojik
molekiiller ile etkilesime gecerek antioksidan, anti tiimor, antienflamatuvar ve bagisiklik
giiclendirici etki gosterdigi bilinmektedir (Zargarzadeh vd., 2020). Dolayisi ile bu tez

kapsaminda hazirlanan;

. LAM esash partikiillerin Dectin-1 reseptor spesifisitesinin arastirilmas,

. Hazirlanan LAM esash partikiiller i¢ine absorbsiyon, hapsetme ve konjugasyon gibi
cesitli yontemlerle partikiillerin biyoaktif 6zelliklerine sinerjistik etki gosterebilecek ilaglar

ylklenmesi ile bu ilaglarin salim kinetiklerinin arastirilmast,

. Hazirlanan LAM esash polimerik partikiillerin bilgisayar ortaminda gesitli yontemler
ile modellenerek molekiiller dinamik simiilasyonlarinin ve biyomolekiil etkilesimlerinin

arastirilmasi,

. LD-LAM-1.X ve 2.X partikiillerin degisik boyut araliklarmin 6megin 100-200, 200-
500, 500-800 nm araliktaki partikiillerin in vitro biyouyumluluk, kan uyumluluk ve

kontrollii ilag salim sistemleri olarak kullanilabilirliginin arastirilmas,
. LAM esash partikiillerin  in  vivo biyouyumluluklarmin  ve antioksidan,

antienflamatuvar ve anti timor etkileri gibi biyoaktif 0Ozelliklerinin arastirilmasi

onerilmektedir.
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