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OZET

SIKLOMATRIKS POLI[SIKLOTRIFOSFAZEN-KO-(4,4'-METILENBIS(2-
METILSIKLOHEKZILAMIN) YAPILARININ SENTEZi VE KONTROLLU iLAC
SALIM SiSTEMi OLARAK KULLANIMLARI

Esra DILEK
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Hava OZAY
11/08/2023, 45

Bu c¢alismada, siklomatriks tipi polimerik malzemelerin sentezlenmesi igin
hekzaklorosiklotrifosfazen ve 4,4’Metilenbis(2-metilsiklohekzilamin) kullanildi. Reaktif
oranlar1 farkli olarak sentezlenen partikiillerin yapist ve morfolojisi FT-IR, TEM, SEM-
EDX, XRD, TGA, XPS gibi tekniklerle belirlendi. HCCP ve MMCA mol oranlar sirasiyla
1:1, 1:2, 1:3 olan p(CTP-ko-MMCA) mikrokiireler kiiresel morfolojiye sahip olarak elde
edildi. Sentezlenen polimerik yapilardan p(CTP-ko-MMCA) (1:3)'iin i¢i bos mikrokiire
formunda oldugu belirlendi. Sonraki adimda p(CTP-ko-MMCA) (1:3) mikrokiireler, iki
farkli yesil indirgeyicinin kullanimiyla altin ve giimiis nanopartikiilleri ile modifiye edildi.
Elde edilen metal kompozit kiireler karakterize edildi. p(CTP-ko-MMCA) mikrokiireleri ile
Ag° ve Au kompozitleri ilag salimi ¢alismalarinda model ilag olarak seftriakson ve gen
tasiyict olarak RNA saliminda kullanildi. p(CTP-ko-MMCA) mikrokiireleri ve metal
kompozitlerinin ayn1 zamanda gram negatif (Pseudomonas Aeruginosa) ve gram pozitif

(Staphylococcus Aureus) ve C.Albicans 'a karst antimikrobiyal aktiviteleri incelendi.

Anahtar Kelimeler: Biyomateryal, ilag¢ Salimi, Fosfazen, Siklotrifosfazen,

Nanokiire, Polimer



ABSTRACT

SYNTHESIS OF CYCLOMATRIX POLY[CYCLOTRIPHOSPHAZENE-CO-(4,4'-
METHYLENEBIS(2-METHYLCYCLOHEXYLAMINE)] STRUCTURES AND
THEIR USE AS A CONTROLLED DRUG RELEASE SYSTEM

Esra DILEK
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Hava OZAY
11/08/2023, 45

In this study, hexachlorocyclotriphosphazene and 4,4'Methylenebis(2-
methylcyclohexylamine) were used to synthesize cyclomatrix type polymeric materials. The
structure and morphology of the particles synthesized with different reagent ratios were
determined by techniques such as FT-IR, TEM, SEM-EDX, XRD, TGA, XPS. p(CTP-co-
MMCA) microspheres with HCCP and MMCA molar ratios of 1:1, 1:2, 1:3, respectively,
were obtained with spherical morphology. It was determined that p(CTP-ko-MMCA) (1:3),
one of the synthesized polymeric structures, was in the form of hollow microspheres. In the
next step, p(CTP-co-MMCA) (1:3) microspheres were modified with gold and silver
nanoparticles using two different green reductants. The obtained metal composite spheres
were characterized. p(CTP-co-MMCA) microspheres and Ag® and Au® composites were
used as model drug in drug release studies and RNA as gene carrier in release studies. The
antimicrobial activities of p(CTP-co-MMCA) microspheres and metal composites were also
investigated against gram negative (Pseudomonas Aeruginosa) and gram positive

(Staphylococcus Aureus) and C.Albicans.

Keywords: Biomaterial, Drug Release, Phosphazene, Cyclotriphosphazene,

Nanosphere, Polymer.
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Insaat, ambalaj, tarim, gida, yap1 malzemeleri, tip ve sanayi gibi ¢ok ¢esitli
alanlardaki uygulamalar1 ile polimerler yasamin temelini olusturmaktadir. Uygulamalarda
kullanilan polimerlerin ¢ogu, karbon atomu igerikli organik yapilardir. Ozellikle biyouyumlu
polimerik yapilar, farmakolojik ve tibbi ¢alismalarda kullanildiklarinda olduk¢a kolaylik
saglarlar (Luckachan ve Pillai, 2011).

Son yillarda dogal polimerik malzemelerden yararlanilarak yeni polimerik
malzemeler elde etmek i¢in bir¢ok calisma yapilmistir. Kontrollii ilag dagitimi, gen terapisi,
doku miihendisligi ve biyonanoteknoloji uygulamalarinda genellikle biyobozunur polimerik
malzemeler secilmektedir. Diisiik toksisiteye sahip ve biyobozunur 6zellikli yeni polimerik

malzemeler her gecen giin daha fazla ilgi gormektedir (Pillai, 2014).

Polimerlerin uygulama alanlarina bakildiginda, son yillarda anorganik polimerlere
olan ilginin arttig1 goriilmektedir. Anorganik polimerler, bag agilarinin degistirilebilmesi
sayesinde farkli 6zellikler gosterebilmektedir. Ayrica polimerik malzemelerin bu grubu,
icerdikleri farkli yan gruplar sayesinde yeni malzemelerin elde edilmesinde biiyiilk 6neme
sahiptir. Polimerlerin bozunma, biyouyumluluk ve mekanik 6zellikleri yap1 omurgasinda
yapilan degisikliklerle ayarlanabilir. Acisal ve burulma olarak serbestlige izin veren
polifosfazenler, esnek omurgaya sahip olmalar1 nedeniyle malzeme biliminde siklikla tercih

edilmektedir (Martina ve Hutmacher, 2007).

Fosfazenler, yapilarinda fosfor azot ¢ift baglar1 igeren ve bu baglarin yap1 boyunca
tekrarlandig1 kiigiik molekiillerden polimerlere kadar ¢ok sayida iiyesi bulunan bir bilesik
siifidir. Bununla birlikte, fosfazenler genel olarak diiz zincirli, halkali ve polimerik olarak
ii¢ ana grupta siniflandirilabilir. Yapida bulunan fosfor atomlarina bagli halojen atomlarinin
farkli organik yan gruplar ile yer degistirmesiyle, farkli 6zelliklere sahip fosfazen bilesikleri
elde edilebilir. Fosfazen bilesikleri biyolojik a¢idan uyumlu ve biyobozunur 6zellige sahip
olmalar1 sebebiyle doku miihendisligi ve kontrollii ila¢ salimi sistemlerinin gelistirilmesinde

siklikla kullanilmaktadir (Demircioglu ve Oriim, 2019).



Son yillarda, ilag tastyici polimerik malzemeler giderek daha fazla ilgi géormektedir.
[laglarm istenilen bdlgeye iletilmesi, salim siiresinin belirlenmesi ve ilacin etkili olmasinda
nanotastyicilar biiylik 6neme sahiptir. Bu kapsamda, polifosfazenler organik yan gruplarinin
kolaylikla degistirilmesiyle istenilen fiziksel ve kimyasal ozellige sahip malzemelerin
hazirlanmasina imkan tanimasi nedeniyle 6zellikle kontrollii ilag tasiyici sistemlerde siklikla
tercih edilmektedir. Bunun yaninda fosfazen tiirevleri katalizor ve alev geciktirici

malzemeler olarak farkli alanlarda uygulamalara sahiptirler (Hou, vd., 2019).

Bu calismada, siklomatriks tipi polimerik malzemelerin sentezlenmesi i¢in baslangi¢
maddesi olarak hekzaklorosiklotrifosfazen (HCCP) ve diamin bilesigi olan 4,4’-
Metilenbis(2-metilsiklohekzilamin) (MMCA) kullanildi. HCCP:MMCA’nin farkli mol
oranlar1 kullanilarak sentezlenen ¢apraz bagli siklomatriks tipi polimerik partikiillerin yapisi
ve morfolojisi, Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi
(FTIR), Enerji Yayilimli X -Isin1 analizi (EDX), Termogravimetrik analiz (TGA), X-1s1n1
Fotoelektron Spektrometresi (XPS) ve X-Isim1 Kirmimi (XRD) gibi tekniklerle belirlendi.
HCCP:MMCA mol oranlar sirastyla 1:1, 1:2, 1:3 olan p(CTP-ko-MMCA) mikrokiireler
neredeyse kiiresel morfolojiye sahip olarak elde edildi. Bu mikrokiirelerden yapisal ve
morfolojik 6zellikler g6z 6niinde bulundurularak uygulama adimi i¢in 1:3 mol oranina sahip
p(CTP-ko-MMCA) mikrokiireleri segildi. Sonraki adimda p(CTP-ko-MMCA) (1:3)
mikrokiireleri biyolojik olarak dnemleri bilinen altin ve giimiis nanopartikiilleri ile modifiye
edildi. Elde edilen mikrokiireler ve metal kompozitleri uygulama agsamasinda, model ilag
olarak seftriakson ve gen tasiyict olarak RNA saliminda kullanildi. Siklomatriks tipi
polimerik yapilar ve metal kompozitlerinin ayni zamanda gram negatif (Pseudomonas
Aeruginosa), gram pozitif (Staphylococcus Aureus) bakterilere ve mantarlara (Candida

Albicans) kars1 antibakteriyel aktiviteleri incelendi.



1.1. Polifosfazen Bilesikleri

Polifosfazen bilesikleri, fosfor ve azot atomlar1 arasinda ¢ift bag igeren
makromolekiil sinifidir. Fosfor-azot atomlari arasindaki baglarin burkulma enerjisinin diisiik
olmasi ve esnek olmalar1 nedeniyle polifosfazenler genis uygulama alanina sahiptirler.
Polifosfazenler, 1siya direngli olmalari, suya olan toleranslari, soguk sartlara dayanikli

olmalari, radikallesme direncleri gibi fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahiptir (Zhao, vd.,
2014)

Kullanilan sentez yontemlerine goére farklt molekiill agirhikli diiz zincirli
polifosfazenler ve halka sekilli, oluklu, kiiresel morfolojilere sahip c¢apraz bagl
polifosfazenler elde edilebilir. Polimer omurgasina baglh iki yada daha fazla organik yan
grup oldugundan polifosfazenlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri kontrol edilebilir ve bu
yan gruplar ile yapiya esneklik kazandirilabilir. Biyolojik olarak bozunabilen
polifosfazenlere bakildiginda yan grup olarak amino asit ester tiirevlerinin bulundugu yapilar
dikkat cekmektedir. Bu polifosfazenler, toksik olmayan yan {iriinleri ve bozunma siiresince
olusan iiriinler sayesinde ortamin nétr pH’1n1 kontrol etmektedirler. Kontrolli ilag salim
sistemlerinde ilag tastyicisi olarak, yiizey alani genis polifosfazen mikrokiireler son yillarda

siklikla kullanilmaktadir (Xue, vd., 2011).

Poli(diklorofosfazenin) yer degistirme reaksiyonlarindaki zorluklar1 asmak i¢in ¢ok
sayida kiigiik molekiil siklofosfazen reaksiyonlari sonucu cazip baslangi¢ maddelerinin
sentezi gergeklestirilmistir. Siklotrifosfazen tiirevlerinin molekiil agirligi ve saflik gibi
ozelliklerinin kontrol edilmesi daha kolaydir. Bu sayede polifosfazen tiirevlerinin sentezi
icin de kolaylik saglamis olur. Bu nedenle siklotrifosfazen birimleri igeren polifosfazen
tiirevlerinin sentezi ve tasarimi biyomedikal uygulamalarda 6nemli bir yere sahip olmustur.
Siklotrifosfazen halkasi igeren bu polimerik malzemelere yapisinda vitaminler, ilag ve amino
asit gruplart igerebilen, hidrojeller, mikrokiireler ve misel seklini alabilen ¢esitli
siklofosfazen tiirevleri 6rnek verilebilir (Qui, vd., 2015). Siklotrifosfazen halkasi igeren
polimerik yapilarin kullanim olanagi buldugu uygulama alanlarinin sematik bir gosterimi

sekil 1°de verilmistir (Wan ve Huang, 2017).
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Sekil 1. Siklotrifosfazen halkasi iceren polimerik yapilarin uygulama alanlart (Wan ve
Huang, 2017).

1.1.1. Lineer Polifosfazenler

Polifosfazenlerin sentezi lizerine ¢ok sayida ¢alisma gerceklestirilmekle birlikte bu
caligmalardan ilki H. N. Stokes tarafindan 1895 yilinda gerceklestirilen ve HCCP nin termal
halka agilma polimerizasyonunu iceren c¢alismadir (Stokes, 1895). Stokes tarafindan
gergeklestirilen bu calismada, son {iriin olarak elde edilen ¢apraz bagli kaucuk benzeri
polimer hidrolitik olarak kararsiz olup bozunma iiriinii olarak fosfatlar, amonyak ve
hidroklorik asit olusturan bir malzemeydi. “Anorganik kauguk” olarak adlandirilan bu
polifosfazen bilesiginin ¢6ziinmez dogasi ve hidrolitik kararsizligi uygulama alanlarini
kisitlayan en 6nemli engellerdi (llayaperumal, vd., 2023). Bununla birlikte bilinen ilk
¢oziinebilir polifosfazen olan lineer poli(diklorofosfazen) 1965 yilinda Allcock ve Kugel
tarafindan HCCP’nin termal halka acilmasi tepkimesinde sicakligin ve tepkime siiresinin
kontrol altinda tutulmasiyla basariyla sentezlenmistir (Allcock ve Kugel, 1965). Bu ¢oziiniir
polifosfazeninde, yapisindaki polar ve oldukga reaktif P-Cl baglari nedeniyle hidrolitik
olarak oldukg¢a kararsiz olmasinin belirlenmesinin ardindan, yine 1966’da P-Cl baglarindaki
klor atomlarinin organik yan gruplar ile degistirildigi ilk hidrolitik olarak kararl, ¢oziiniir ve
yiiksek molekiil agirligina sahip polifosfazen tiirevleri H. R. Allcock ve grubu tarafindan

hazirlanmstir.



Yiiksek sicaklik ve vakum ortami gerektiren HCCP’nin termal halka agilmasi
tepkimesi yoluyla poli(diklorofosfazen) sentezi hala en ¢ok tercih edilen yontem olmakla
birlikte, son yillarda ¢apraz baglanmaya neden olan yiiksek sicaklik engelinin AICI3 gibi
lewis asit katalizorlerin ve yardimci katalizor olarak CaSOs. 2H>0 ve HSO3(NH2)’in
kullanildig1 diisiik sicaklik sentez yollari ile asi1ldig1 ¢calismalar da mevcuttur. Bunun yaninda
hala yiiksek sicaklik gerektiren ve molekiil agirligi kontroliiniin miimkiin olmadig1 bu
yontemler son yillarda yerini bu dezavantajlarin ortadan kalktigi canli katyonik
polimerizasyon teknigine birakmistir. Bu teknikte monomerik trikloro(trimetilsilil)
fosforaniminin oda sicaklifinda fosforpentakloriir ile vermis oldugu kondenzasyon
tepkimesi sonucu diisiik molekiil agirlikli poli(diklorofosfazen) tiirleri sentezlenebilmektedir

(layaperumal, vd., 2023); (Ogueri, vd., 2020).
1.1. 2. Siklomatriks Tipi Polifosfazenler

Siklomatriks tipi polifosfazenlerde, bir capraz baglayici halkasi ve ikiden fazla donor
atom iceren organik monomer bulunmaktadir. Siklomatriks tipi polifosfazen kiireler,
ultrasonik gilic sayesinde ¢apraz baglayict ve monomer arasinda polikondenzasyon
reaksiyonu ile elde edilir. HCCP, fosfazen sinifinda 6nemli yere sahiptir ayni zamanda
stereospesifik olarak baglanan fonksiyonel gruplara sahip ¢ekirdek halka bulundurur. Capraz

bagli polimerik malzemelerin elde edilmesinde kullanilmaktadir (Mehmood, vd., 2022).

Siklomatriks polifosfazenler, birkac farkli yolla sentetik olarak elde edilebilir. Bu
yontemlerden bliyiikk ¢ogunlugunda HCCP bilesigi baslangic madde olarak tercih
edilmektedir. Bu bilesigin yapisinda bulunan fosfor atomlaria bagl klor atomlari, amino
grubu iceren monomerler ile yer degistirebilir. Bu niikleofilik yer degistirme sonucu
siklomatriks yapili polifosfazenler olusur (Sekil 2). Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda
siklomatriks tipi polifosfazenler, biyobozunurluk 6zellikleri ve bozunma firiinii olarak
fosfatlar ve amonyaga parcalanmasi nedeniyle kontrollii ila¢ dagitimi sistemlerinin

gelistirilmesinde siklikla kullanilmaktadir (Bi, vd., 2010).



Sekil 2. Siklomatriks konfigiirasyonu, XL: Difonksiyonel ¢apraz baglanma grubu
(Stewart, vd., 2001).

1.2. Mikropartikiillerin Yiizeylerinin Metal Nanoparcaciklar ile Modifiye

Edilmesi

Mikropartikiillerin yiizeyleri metal nanoparcaciklar ile modifiye edilerek farkl
islevsel Ozellikler kazandirilabilir. Metal nanopartikiiller, kimyasal sensor, biyoanaliz,
elektronik gibi uygulama alanlarina sahiptir (Sekil 3). Ciplak metal nanopargaciklarin
dogrudan kullanim1 topraklanma egilimleri nedeniyle zordur. Bu nedenle metal
nanopartikiiller, stabilizatorlerin varliginda hazirlanmaktadir. Bu noktada kontrol edilebilir
morfolojiye sahip polimerler kullanilarak nanopargaciklarin stabilizasyonu saglanabilir (Fu,

vd., 2012).



Metal nanopargacik-polimer kompozit uygulama alanlari olduk¢a genistir. Polimerik
fosfazenlerin modifikasyonlarinin kolay olmasi, nanokompozit yapilarin istenilen
ozelliklere uygun olarak ayarlanmasina imkan saglar. Literatiirde glimiis, paladyum, altin,
bakir gibi nanopartikiiller halkali fosfazen igeren yapilara dahil edilmistir. Bu sistemlerin
uygulama alanlar1 arasinda ilag tasiyici sistemler, katalizor, manyetik 6zellikli malzemeler

yer almaktadir (Wisian-Neilson ve Truong, 2020).
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Sekil 3. Nanopartikiillerin uygulama alanlar1 (Qasim, vd., 2014).

1.2.1. Altin ve Giimiis Nanopartikiilleri ile Modifiye Edilen Polifosfazen

Mikrokiireler

Soy metaller kullanilarak elde edilen metal nanopartikiiller, antimikrobiyal etkilere
ve farkli kimyasal 6zelliklere sahiptir. Giimiis nanopartikiiller, bakteri ve viriisler lizerinde
antimikrobiyal etki gostermesinin yaninda termal ve optik Ozellikler gosterir. Yaralarin
tedavisinde giimiis nanopartikiillerden faydalanilan ¢alismalar da mevcuttur (Miranda, vd.,

2021).



Altin nanopartikiiller, yiizey modifikasyonun kolaylig1 ve biyouyumlulugu ile ilgi
gormektedir. Birgok biyomedikal uygulamada goriintiileme ve tedavi tekniklerinde altin

nanopartikiillerin kullanildig: bilinmektedir (Saverot, vd., 2015).
1.3. i¢i Bos Mikrokiireler

I¢i bos mikro boyutlu iiriinler, hem boyutlar itibariyle hem de farkli bir molekiilii
kapsiillemek igin bulundurduklar i¢ bosluklariyla oldukca ilging malzemelerdir. I¢i bos
yapilar asagida sayilan bazi avantajlara sahiptir. ilag saliminin diizenlenmesinde kabuk
yapist onemli rol oynar. Suda ¢oziniirliigii az olan ilaglarda, i¢i bos yapimin en biiyiik
avantajlarindan biri, ilag partikiil boyutunu azaltarak suda ¢dziiniirliigii arttirmasidir. Ilag
adsorpsiyon yontemiyle partikiile tutunur ve bdylece ilaglarin spesifik olarak hedefe

iletilmesi saglanir (Pan, vd., 2012).

I¢ci bos nanokiireler, yogunlugun diisiik olmasi, termal direnclilik, genis yiizey alani,
kabuktaki gecirgenlik, kontrollii depolama ve salma gibi bir¢ok 6zelligi sayesinde potansiyel
uygulama alan1 bulabilmektedir. Biyolojik olarak parcalanabilen i¢i bos polimerik
mikrokiireler, kapstilleme 6zellikleri sayesinde kimyasal depolama ve kontrollii ilag salinimi
gibi alanlarda fayda saglamaktadir. Polifosfazen mikrokiirelerin sentezinde omurgalarin
ayarlanabilir biyobozunabilirligi etkili olmaktadir (Zhu, vd., 2008). Ayn1 zamanda kompozit
malzemeler i¢in fayda saglayan i¢i bos mikrokiireler, gaz sensor ve ilag dagitimi gibi

uygulama alanlarina sahiptir (Han, vd., 2006).
1.4. Tlac Tasiyic1 Sistemler ve Ozellikleri

[lag salim sisteminde, genellikle polimer ve ilag arasindaki baglantinin hidrolitik
boliinmesi sayesinde tastyicidan ilag salinir. Bu ilag salim siireci, biyolojik bozunma ve
difiizyona bagl olarak gerceklesmektedir. ilag, polimer nanopartikiil matrisinde homojen
olarak dagilir ve difiizyon yoluyla salmir. Ilag, matriks bozunmasina gére daha hizh
dagildiginda diflizyon gerceklesir. Nanopartikiillerin ilag salim davranislari, salim ortaminin

pH’ sia baglidir (Mehmood, vd., 2020).



Ilag tasiyicilarin gelistirilmesi igin pek cok dogal ve sentetik polimer sentezlenmistir.
Mikropartikiiller, stirekli salim g¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir. Kontrolli ilag
dagitim sistemlerinin en Onemli avantaji, zaman kontrollii olarak bdlgeye 06zgl ilag
iletilmesini saglamasidir. Buna bagli olarak ila¢ dagitiminda giivenilir ve tekrarlanabilir bir
yontem kullanilmis olur. Ilag dagitiminin kontrollii olmasi, ilacin yan etkilerini azaltabilir.

Bu sayede ilacin aktivitesi artarak tedavide gereken ilag miktar1 azalir (Ozay, vd., 2020).



IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Siklomatriks Tipi Polifosfazenlerin Uygulama Alanlar:

Giliniimlizde hastaliklarin tedavisinde uygun dozlarda ila¢ kullanilmasi i¢in ilag
tagiyicilar gelistirilmektedir. Nanotastyicilar, bir maddenin veya terapotik ajanin hedeflenen
bolgeye iletilmesi i¢in kullanilan nanopartikiillerdir. Boyutlar1 1-100 nanometre (nm)
capindadir. Terapotik uygulamalarda nanotastyicilarin boyutunun 200 nm den az olmast
gerekir. Bu nanotasiyicilar, biyouyumluluk gostererek ilag saliminda uzun siire dolasim
periyoduna sahip olur. Nanotasiyicilarin en 6nemli 6zellikleri arasinda gelismis kararlilik,
coOziiniirlik, toksisitenin azligt ve hedefe yonelik ila¢ dagitimi sayilabilir

(Chanmundeeswari, vd., 2019).

Siklotrifosfazen halkasina sahip polimerik fosfazenler ila¢ salimi, katalizor, alev
geciktirici gibi birgok uygulama alanina sahiptir (Sekil 1). Yiizey morfolojileri sayesinde
nanopartikiiller, kataliz ve ila¢ salimi alanlarinda fayda saglamaktadir. Son zamanlarda
yapilan ¢alismalarda, nanopartikiiller ila¢ salimi uygulamalarinda kullanilarak ila¢ salim
stireleri  belirlenebilmektedir. Gelistirilen yeni ilag dagitim sistemlerinde, c¢esitli
hastaliklarda enfekte bolgeyi belirlemek ve spesifik olarak ilag iletilmesi hedeflenmektedir
(Mehmood, vd., 2022)

Ozay ve Ozay yaptiklar1 calismada, trimetoprim bazli mikrokiireler sentezlemistir.
Capraz baglayic1 olarak HCCP ve monomer olarak diamin grubuna sahip bir ila¢ olan
trimetoprim  (TMP) kullanilmistir. Monomer konsantrasyonu arttirilirken HCCP
konsantrasyonu sabit tutulmustur. TMP konsantrasyonunun arttirilmast sonucu reaksiyon
verimi de artmistir. TMP konsantrasyonunun artmasina bagli olarak partikiil boyutu 6nemli
Olgiide etkilenmis ve konsantrasyon artistyla mikrokiirelerin boyutunun artti§1 rapor
edilmigtir. Calismada sentezlenen mikrokiirelerin biyolojik olarak bozunur oldugu
belirlenmistir. Elde edilen TMP bazli polimerik yapilar, model ila¢ olarak rodamin 6G ve
vitamin B12’nin saliminda kullanilmistir. Fosfazen icerikli nanopartikiiller, biyomedikal

uygulamalarda kullanilabilir (Ozay ve Ozay, 2014)
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Yapilan bir diger ¢alismada aktif amino gruplar1 igeren ¢apraz bagli nanokiireler
sentezlenmistir. 4,4’-diaminodifenil eterin HCCP ile reaksiyonu ultrasonik banyoda
yapilmistir. Tepkimede kullanilan trietilamin (TEA), olusan HCI’i ortamdan uzaklastirarak
fosfor ve klor baglar1 arasindaki niikleofilik yer degistirme reaksiyonunu hizlandirir. FTIR
analizine bakildiginda polikondenzasyonun basarili oldugu goriilmiistiir. HCCP miktar1 ve
yiizey Ozellikleri birbiri ile baglantili oldugu belirtilmistir. Ayn1 zamanda monomerden gelen
-NH2 gruplari, yapiya cesitli molekiillerin baglanmasini sagladiklar1 i¢in hazirlanan

malzemenin oldukc¢a genis uygulama alanina sahip olabilecegi rapor edilmistir (Zhang, vd.,

2009).

Wei ve digerleri tarafindan ¢apraz baglayicit olarak HCCP, monomer olarak 2,2'-
bis(triflorometil)-4,4'-diamino difenil eter (6FODA) nin ultrasonik ortamdaki reaksiyonu
sonucunda CP-6FODA mikrokiireler elde edilmistir. Mikrokiirelerin boyutu ve morfolojisi
HCCP ve 6FODA’nin konsantrasyonu ile orantilidir. Bu durumun HCCP ve 6FODA’ nin
konsantrasyonu artirildiginda birincil ¢ekirdeklerin g¢arpisma olasiliginin artmasiyla
mikrokiirelerin istenilen boyutta elde edilmesini sagladigi bildirilmistir. Polikondenzasyon
reaksiyonu sonucu elde edilen polimerik yapilar endiistri ve tibbi alanlarda uygulama

potansiyeline sahip oldugu rapor edilmistir (Wei, vd., 2017).

Siklomatriks tipi polifosfazenler iizerine gerceklestirilen bir diger calismada Hou ve
digerleri tarafindan poli(doksorubisin-ko-siklomatriks polifosfazen) bazli nanopartikiiller
(DOX-CPPZ NP) sentezlenmistir. SEM analizinde nanopartikiillerin ortalama ¢ap1 125 nm
ile 133 nm arasinda bulunmustur. Hedeflenen nanopartikiillerin basariyla sentezlendigi FT-
IR analizlerindeki sinyaller ile desteklenmistir. Bunun yaninda hazirlanan fosfazen esaslh
nanopartikiillerden biyoloijik olarak taklit edilen in vitro ortamda DOX salim1 incelenmistir.
Elde edilen sonuglara gére DOX-CPPZ NP’nin biyolojik olarak bozunabilir bir ilag kendi
kendine salim sistemi (DFSDs) oldugu rapor edilmistir (Hou, vd., 2019).

Yapilan bir baska ¢alismada ise ¢apraz baglayict HCCP ile 4,5-dibromofloresin
(DBF)’in tepkimesinden elde edilen monodispers poli (siklotrifosfazen-ko-dibromofloresin)
nanopartikiiller sentezlenmistir. Elde edilen nanopartikiiller ortalama olarak 322-354 nm
capa sahiptir. Nanopartikiiller, hiicre goriintiileme ¢aligmalarinda fliioresan ajan olarak

kullanilmistir (Meng, vd., 2015).
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Ozay vd. yaptiklar1 diger bir ¢alismada tiyol grubu iceren fosfazen mikrokiireler
sentezlemislerdir. Hazirlanan tiyol siibstitiie polifosfazen mikrokiirelerine trimethoprim ilaci
yiiklenerek hem antimikrobiyal 6zellikleri incelenmis hemde biyolojik olarak taklit edilmis
farkl1 salim ortamlarinda mikrokiirelerden trimethoprim salim o6zellikleri incelenmistir

(Ozay, vd., 2020).

Yapilan baska bir ¢alismada ise halkali fosfazen olan HCCP ve 1-(2-Aminoetil)
piperazin (AEP) kullanilarak kiiresel morfolojiye sahip siklomatriks polifosfazen
nanopartikiilleri elde edilmistir. Elde edilen nanoparcaciklar Au ile modifiye edilip phz-
AEP@Au nanokompozitler sentezlenmistir. Nanoparcaciklar FT-IR, TEM, SEM-EDX,
TGA, XRD, XPS yontemleri ile karakterize edilmistir. Sentezlenen nanopartikiiller, ilag ve
gen tasiyict gorevi gOrmiistiir. Ayn1 zamanda nanoparcaciklar, antimikrobiyal &zellik
gostermistir. BOylece calismada ilag tasiyici sistemlere ve asi uygulamalarina alternatif

olarak yeni bir sistemin gelistirildigi bildirilmistir (Ozsoy ve Ozay, 2023).

Mehmood ve digerlerinin yaptiklari ¢alismada HCCP ve luteolin kullanarak ¢apraz
bagli poli(siklotrifosfazen-ko-luteolin) (PCTPLT) mikrokiireler elde edilmistir. Reaksiyon
ortaminda olusan tuzlarin uzaklastirilmasi i¢in trietilamin (TEA) ilave edilmistir.
Sentezlenen mikrokiirelerin morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
incelendiginde parcacik boyutunun kullanilan mol oranina bagl oldugu goriilmiistiir.
Mikrokiireler, termogravimetrik analizleri (TGA) sonucunda termal Ozelliklerde artis
gosterdigi, bunun mikrokiirelerde gii¢lii bir kovalent ¢apraz baglarin olusmasinin bir sonucu
oldugu belirtilmistir. Daha sonra mikrokiirelere doksorubisin (DOX) yiiklenmis ve PBS
ortaminda ila¢ salim davranislar1 incelenmistir. DOX’un nanokiirelerden 360 saat sonunda

pH=7,4"de %48,1’inin salindig1 belirlenmistir (Mehmood, vd., 2022).
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Yapilan diger bir ¢alismada ilag tasiyici sistem olarak silika nanopargaciklari
sentelenmistir. Silika nanopartikiiller ardisik olarak uygun reaksiyon kosullarinda APTES,
HCCP ve antibakteriyel ilag TMP ile modifiye edilmistir. Modifikasyon sonucu
antibakteriyel silika nanopartikiiller elde edilmistir. Daha sonra nanopartikiiller, kontrollii
ilag salimi1 ¢alismalarinda Rhodamine ve 6G (Rh6G) tasinmasinda kullanilmustir. ilag salim
caligmalar1 PBS ortaminda gergeklestirilmistir. Belirli zaman araliklarinda olgiilen
absorbans degerleri kullanilarak ilag salim miktarlar1 belirlemis ve salim grafikleri elde
edilmistir. Adsorbe edilen ilacin %70’inin salindig1 belirlenmistir. Modifiye edilmemis ve
modifiye silika nanopartikiillerin, ila¢ yiiklii nanopartikiillerin antibakteriyel aktivitesi
incelenmistir. TMP ile modifiye edilmis ve Rh6G yiiklii nanopartikiiller en ¢ok E.coli
bakterisine kars1 etki gosterdigi bildirilmistir (Y1lmaz ve Ozay, 2022).

Siklomatriks tipi biyobozunur polifosfazen mikro/nano yapilarina giizel bir 6rnek
Onder ve Ozay tarafindan 2021 yilinda sentezlenmistir. Asetonitril ¢oziicii ortaminda, pridin
bazi varliginda, HCCP ve tannik asitin (TA) farkli mol oranlarinin kullanilmasiyla ultrasonik
banyoda (53 kHz) gerceklestirilen reaksiyon serisiyle farkli boyut ve morfolojide polimerik
partikiiller elde edilmistir. SEM analizleri ile gerceklestirilen partikiillere ait morfolojik
incelemede, bir polifenolik bilesik olan TA’in fenolik grup sayisinin ortamda bulunan
HCCP’nin P-Cl birimlerinin sayisina esit oldugu stokiometrik oranmn tam kiiresel
morfolojide ve nano boyutta phz-TA siklomatriks polimerik partikiillerin sentezine imkan
tanidig bildirilmistir. Calisma kapsaminda elde edilen phz-TA nanopartikiilleri model ilag
olan Rhodamine 6G’nin saliminda biyobozunur ilag tasiyici sistem olarak kullanilmis ve
pH=1,2 ve pH=7,0 ortamlarinda 12 saatin sonunda partikiillerin tamamen bozundugu ve
yapisinda bulunan model ilacin tamamini bu siire igerisinde saldig1 rapor edilmistir. Ayni
zamanda antioksidan Ozellige sahip olan biyobozunur phz-TA nanopartikiillerinin ilag

tastyici sistemler igin cazip aday oldugu rapor edilmistir (Onder ve Ozay, 2021).

13



Ilag tastyici sistemlere alteranatif olarak yapilan diger bir ¢alismada, ¢apraz bagh
mikrokiireler ¢okeltme polimerizasyonu ile HCCP, ve epigallokatesin (EGC)’in ¢apraz
baglanmas1 sonucu elde edilmistir. Elde edilen kiirelerin boyut ve sekli HCCP:EGC mol
oranina bagli olarak degismektedir. Mikrokiireler, antikanser ilag tastyici olarak
kullanilmustir. Tlaglarin kiimiilatif salim1 pH’a bagli oldugu rapor edilmistir. Model ilag
olarak deksametazon (DEX) kullanilmistir. Salim incelendiginde, 384 saat sonra pH:4,0 da
DEX’in %49,9 unun, pH:7,4 de ise %28,6 smin salindigi goriilmektedir (Mehmood, vd.,
2023).

Yapilan diger bir ¢alismada oktaklorosiklotetrafosfazen, fliioresin ve kersetin’in tek
kap polimerizasyonu ile ¢apraz bagli inorganik-organik hibrit polifosfazen kiireler elde
edilmistir. Nanokiireler SEM, EDX, FT-IR, XRD teknikleri ile karakterize edilmistir. Daha
sonra hem antikanser ilag hem monomer olan quercetin yiiklenmistir. Mikrokiireler,
inorganik-organik hibrit yap1 olmalar1 ve ¢apraz bagh yapilari sayesinde ultraviyole 1s1k
altinda fliioresan yogunlugu gostermistir. Ayni1 zamanda mikrokiireler, organik ¢oziiciilerde
ve sulu ¢ozeltilerde dagilma 6zelligi gostermistir. Bu 6zellikleri sayesinde kanser tedavisi,
hiicre goriintiileme, floresan etiketler gibi uygulamalarda yiiksek potensiyele sahip

olabilecegi rapor edilmistir (Metinoglu Orum, 2022).

Baska bir ¢alismada HCCP ve 4,7-dihidroksiizoflavon (4.7 DHF) kullanilarak ¢apraz
bagli polifosfazen mikrokiireler elde edilmistir. Ultrasonik gii¢ ile yiiksek verimli kiireler
sentezlemek i¢in uygun c¢oziicii, sicaklik ve reaksiyon siiresi seg¢ilmistir. En verimli
polimerizasyonun 1:1 mol oraninda 4.7 DHF ile saglandig1 goriilmiistiir. Reaksiyon sonunda
trimer ve tetramer bazli kiiresel morfolojiye sahip kiireler elde edilmistir. TGA, XRD ve FT-
IR karakterizasyonlar1 yapilan mikrokiirelere daha sonra ibuprofen yiiklenmis ve ila¢ salim

calismalar1 yapilmistir (Yuttas Kirimlioglu, vd., 2021).
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal Maddeler

Fosfazen esasli p(CTP-ko-MMCA) partikiillerinin sentezinde HCCP, MMCA (%99,
Merck), TEA (%99, Sigma Aldrich), asetonitril (%99,8, Sigma Aldrich) kullanildi. Au ve
Ag nanokompozitlerinin hazirlanmasinda metal iyon kaynagi olarak sodium tetrakloroaurat
(1) dihidrat (NaAuCls2H20, %99, Sigma Aldrich), giimiis nitrat (AgNO3, %99, Sigma
Aldrich) ve yesil indirgeyici ajan olarak L-askorbik asit (AA) (%98, Sigma Aldrich), tannik
asit (TA) (puris, Quality level 200, Sigma Aldrich) kullanildi. fla¢ salim calismalarinda
kullanilan riboniikleik asit (RNA, from torula yeast) ve seftriakson disodyum hemi
(heptahidrat), Sigma Aldrich kimyasal firmasindan temin edildi. Ila¢ salim ¢alismalarinda
salim ortam1 olarak kullanilan fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS), NaCl (%99,0, Sigma Aldrich),
KCI (%99,0, Sigma Aldrich), NazHPO4.2H,O (%99,5, Sigma Aldrich), KH2PO4 (%99,0,
Sigma Aldrich) kullanilarak hazirlandi. Ilag salim calismalarinda seliiloz zar diyaliz tiip
(avg.flat width 25 mm (1.0 in), Sigma Aldrich) kullanild1 ve diyaliz zarin agik uglar
sizdirmaz kapaticilar kullanilarak kapatildiktan sonra salim ortamina atildi. Antimikrobiyal
caligmalarda kullanilan triptik soy agar (TSA) ve tirptik soya suyu (TSB) Merck kimyasal
firmasindan temin edildi. Calisma boyunca deiyonize su kullanildi. Bu ¢alismada yapilan

ilag yiikleme ve salim caligmalar1 3 tekrar yapilip ortalama degerler hesaplandi.
3.1.2. Cihazlar

Tez kapsaminda hazirlanan p(CTP-ko-MMCA), p(CTP-ko-MMCA)@Au, p(CTP-
ko-MMCA)@ Ag partikiillerinin FT-IR spektrumlari bir Perkin Elmer Spectrum 100 cihazda
4000-650 cm? araligpinda ATR aparati kullamlarak kaydedildi. p(CTP-ko-MMCA)
partikiillerine ait SEM goriintiileri ve EDX spektrumlari numuneler altinda kaplandiktan
sonra Thermo Scientific Apreo S (EGE MATAL) ve Jeol JSM-7100-F (COBILTUM) marka
cihazlar kullanilarak kaydedildi.
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p(CTP-ko-MMCA)@Au ve p(CTP-ko-MMCA)@Ag kompozit partikiillerine ait
SEM goriintiileri Jeol JSM-7100-F marka cihazda kaydedilirken, ayni cihazda p(CTP-ko-
MMCA)@Ag kompozitindeki Ag nanopartikiillerine ait elementel haritalama goriintiileri de
kaydedildi. p(CTP-ko-MMCA)@Au kompozitindeki Au nanopartikiillerine ait elementel
haritalama goriintiisii kaplama islemi yapilmaksizin FEI QUANTA FEG 250 (NABILTEM)
marka cihazda kaydedildi. p(CTP-ko-MMCA@AuU ve p(CTP-ko-MMCA)@Ag kompozit
partikiillerinin TEM goriintiileri Hitachi HighTech HT7700 marka (DAYTAM) cihaz
kullanilarak kaydedildi. Bu amagla 6ncelikle kompozit partikiiller etanolde siispanse edildi.
Bu siispansiyonun birka¢ damlasi karbon kapli bakir grid lizerine damlatildi. Coziiciiniin
uzaklasmasinin  ardindan numuneler analizlendi. p(CTP-ko-MMCA), p(CTP-ko-
MMCA)@Au ve p(CTP-ko-MMCA)@Ag partikiillerine ait XRD desenleri PANalytical
Empyrean marka cihaz kullanilarak 5-80° (20) araliginda kaydedildi. Kompozit partikiillere
ait genel tarama XPS spektrumlari ile Au (4f) ve Ag(3d) kismi tarama XPS spektrumlari
Specs-Flex XPS cihazi (DAYTAM) kullanilarak kaydedildi. p(CTP-ko-MMCA)
partikiillerinin termal ozellikleri 25-800 °C araliginda 10 °C/dk isitma hizinda Perkin
ELMER TGA 8000 cihaz (COBILTUM) kullanilarak gerceklestirilen analiz sonuglariyla
incelendi. Ilag salim ¢alismalarinda partikiillere yiiklenen ve partikiillerden salinan RNA ve
seftriakson miktart 1 cm 151k yoluna sahip kuartz hiicre igerisindeki ¢ozeltilerin bir PG
Instruments T80" UV-Vis spektrofotometre kullanilarak kaydedilen absorbans

degerlerinden belirlendi.

3.2. Yontem

3.2.1. Siklomatriks Poli[Siklotrifosfazen-ko-(4,4’-Metilenbis(2-
metilsiklohekzilamin)] (p(CTP-ko-MMCA)) Yapilarinin Sentezi

Yiizey amin grubu igeren p(CTP-ko-MMCA) polimerik malzemeler ultrasonik
banyoda katilma polimerizasyonu teknigiyle sentezlendi. Bu amagla Tablo 1’de verilen
miktarlarda HCCP ve TEA igeren asetonitril (15 mL) ortamindaki reaksiyon karisimina
MMCA nin asetonitrildeki (10 mL) ¢ozeltisi ilave edildi. Reaksiyon karigimi 3 saat boyunca
40 °C’de ultrasonik banyoda (53 kHz) karistirildi. Bu sirada reaksiyon karisiminda beyaz
renkli katilarin olustugu gozlendi. Reaksiyon tamamlandiginda, ortamda olusan partikiiller
reaksiyon karigimimin 6000 rpm’de 30 dakika boyunca santrifiijlenmesiyle ayrildi. Beyaz
renkli partikiiller safsizliklardan temizlenmek amaciyla sirasiyla su, etanol ve aseton

coziiciileri kullanilarak ti¢ kez yikanda.
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Mikrokiireler oda sicakliginda kurutuldu. HCCP ve MMCA’nin degisen mol
oranlariin kullanildig1 reaksiyonlar sonucu {i¢ farkli polimerik partikiil hazirlandi. Yapisal
ve morfolojik incelemeler sonucunda 1:3 HCCP:MMCA mol oraninin kullanildigi reaksiyon
sonucu elde edilen p(CTP-ko-MMCA) partikiilleri uygulama adimi igin segildi. Sekil 4’te
baslangic maddelerinin yapis1 ve reaksiyon ortaminin bir fotografi sematik olarak

verilmistir.

Tablo 1
p(CTP-ko-MMCA) mikrokiirelerinin sentezinde kullanilan tepkime kosullari

HCCP:MMCA HCCP (mM) MMCA (mM) TEA (mL) Asetonitril (mL)
(Mol orani)

1:1 10,00 10,00 0,417 25
1:2 6,67 13,34 0,278 25
1:3 5,00 15,00 0,210 25

HZNQ Eyj\NHz
CH, CH, '

MMCA Asetonitril
& [ —————
53 kHz
cl Ci

Sekil 4. p(CTP-ko-MMCA) mikrokiirelerinin sentezine ait sematik gosterim.
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3.3. p(CTP-ko-MMCA)@Au Mikrokiirelerinin Elde Edilmesi

Mikrokiirelerin altin ile modifiye islemi iki adimda gerceklestirildi. ilk olarak Au(I1I)
iyonlarmin p(CTP-ko-MMCA) partikiillerine adsorpsiyonu igin 25 mg p(CTP-ko-MMCA)
partikiilii 250 mg/L konsantrasyona sahip Au(Ill) iyon ¢ozeltisinin 10 mL’sine ilave edildi.
Karigim oda sicakliginda 1 saat boyunca 300 rpm’de manyetik karigtiricida karistirildu.
Stirenin sonunda karisim 6000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Au(IIl) iyonlar1 adsorplanmis
acik sar1 renkli p(CTP-ko-MMCA) partikiilleri ayrildi. Partikiiller 1 kez 20 mL’de deiyonize
su ile yikandu. Ikinci adimda, Au(III) iyonlarinm indirgeme islemi icin sar1 renkli p(CTP-ko-
MMCA)@AUM" partikiillerine hem 250 mg/L TA hem de 250 mg/L AA ¢ozeltisinin 10
mL’si ayr1 ayri ilave edildi. Manyetik karistiricida 70°C’de 1 saat boyunca 300 rpm hizda
karistirildi. Mikrokiirelerin renginin TA ile indirgeme sonucu kirmizi-mor renge, AA ile
indirgeme sonucu siyahimsi yesil renge dondiigii gozlendi. Reaksiyon karisimi oda
sicakliginda sogutularak 6000 rpm’de 20 dakika santrifiijlendi. Bunun sonucunda p(CTP-
ko-MMCA)@Au mikrokiireleri elde edildi. Mikrokiireler iki kez deiyonize su ile
yikandiktan sonra vakum etiiviinde 30 °C’de kurutularak uygulama ve karakterizasyon

asamalari i¢in desikatorde saklandi.

F e N £
Ay’ |
— /> [ )
) >r

p(CTP-ko-MMCAX1:3) P(CTP-ko-MMCA) (1:3)@Au

Sekil 5. p(CTP-ko-MMCA) (1:3) mikrokiirelerinin altin ile modifiye edilmesi.
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3.4. p(CTP-ko-MMCA)@Ag Mikrokiirelerinin Elde Edilmesi

Mikrokiirelerin giimiis ile modifiye islemi iki adimda gerceklestirildi. Ilk adimda 25
mg p(CTP-ko-MMCA) partikiilii 250 mg/L konsantrasyona sahip Ag(I) ¢6zeltisinin 10
mL’sine ilave edildi. Karisim oda sicakliginda 1 saat boyunca 300 rpm’de manyetik
karistiricida karigtirildi. Siire sonunda karisim 6000 rpm’de 20 dk santrifiijlenerek Ag(I)
iyonlart adsorplanmis gri renkli p(CTP-ko-MMCA)@Ag partikiilleri ayrildi. Partikiller 1
kez 20 mL’de deiyonize su ile yikand. Ikinci adimda Ag(I) iyonlarmin indirgeme islemi igin
gri renkli p(CTP-ko-MMCA)@Ag" partikiillerine hem 250 mg/L TA hem de 250 mg/L AA
cozeltisinin 10 mL’si ayr1 ayr1 eklendi. Manyetik karistiricida 70°C de 300 rpm hizda 1 saat
boyunca karistirildi. Mikrokiirelerin renginin TA ile indirgeme sonucu kahverengimsi gri
renge, AA ile indirgenme sonucu ise koyu gri renge dondiigii gozlendi. Karisim oda
sicakliginda sogutularak 6000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Coktiirme sonucu p(CTP-
ko-MMCA)@Ag mikrokiireleri elde edildi. Mikrokiireler iki kez deiyonize su ile

yikandiktan sonra vakum etiiviinde 30 °C’de kurutuldu ve desikatorde saklandi.

3.5. Ila¢ Yiikleme ve Sahm Calismalar

p(CTP-ko-MMCA) (1:3), p(CTP-ko-MMCA)@Au ve p(CTP-ko-MMCA)@Ag
mikrokiirelere ilag yiikleme ve salimi oda sicakliginda asagida belirtilen yontem ile

gergeklestirildi (Ozay ve Ozay, 2014).

Mikropartikiiller ve metal kompozitleri, model ila¢ olarak seftriakson sodyumun
kontrollii saliminda kullanilmistir. Ilag yiikleme isleminde 20 mg mikropartikiil 250 ppm 20
mL ilag ¢ozeltisi (seftriakson veya RNA) iginde 24 saat manyetik karistiricida 300 rpm’de
karistirlldi. 24 saat sonunda mikrokiireler 6000 rpm’de 20 dakika santrifiijlendi. Her bir
ornek tarafindan adsorplanan seftriakson ve RNA miktarini belirlemek i¢in ¢oktiirme sonucu
elde edilen s1v1 kismin UV-Vis spektrumunda seftriakson igin A=241 nm’deki ve RNA i¢in
A=260 nm’deki absorbans degerleri kullanilarak seftriakson ve RNA i¢in olusturulan
kalibrasyon grafiginden yararlanilarak mikrokiireler tarafindan adsorplanan ila¢ miktar

belirlendi.
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Denklem 3.1’e gore p(CTP-ko-MMCA) mikrokiirelerinin ve metal kompozitlerinin

maksimum tuttugu ila¢ miktar1 hesaplandi.

Ge= [(C1-Ce)VIIW 3.1

Esitlikte, C1:Baslangi¢ konsantrasyonu, Ce:Denge konsantrasyonu, V:Seftriakson sodyum

veya RNA ¢ozeltisinin hacmi (L), W:Mikrokiirelerin kuru kiitlesidir.

flag ve gen salimi ¢alismalar1 i¢in, 6 cm uzunlugunda kesilen seliiloz membran
diyaliz tiipler igerisine baslangi¢ kiitleleri 20 mg olan p(CTP-ko-MMCA) (1:3), p(CTP-ko-
MMCA)@Au ve p(CTP-ko-MMCA)@Ag mikropartikiilleri yerlestirildi. Diyaliz tiiplerin
acik uglar digiimsiiz sekilde uglar1 kapatan ve sizdirmazlik saglayan diyaliz membran
kapaticilar ile kapatilarak 37 °C’de pH=7,4 olan PBS tampon ¢6zeltisinin 20 mL’si igerisine
atildi. Salim ortamindan belirli araliklar ile alinan numunelerin seftriakson i¢in A=241
nm’deki ve RNA i¢in A=260 nm’deki absorbans degerleri kullanilarak ayn1 dalga boyunda
elde edilen kalibrasyon grafiklerinden yararlanilarak salinan miktarlar Denklem 3.1
kullanilarak hesaplandi. Salinan seftriakson ve RNA miktar1 kullanilarak mg/g salim

grafikleri elde edildi.

3.6. Antimikrobiyal Etkinlik Incelemesi

p(CTP-ko-MMCA) mikrokiirelerinin ve metal kompozitlerinin antimikrobiyal
ozellikleri i¢in gram negatif, gram pozitif bakteriler ve mantar kullanilarak kuyucuk agma
yontemi ile incelendi. Antibakteriyel testler i¢in gram negatif bakteri olarak P.aeruginosa
ATCC 27853 ve gram pozitif bakteri olarak S.aureus ATCC 6538 kullanildi. Ugiincii
mikrobiyal tiir C.Albicans mantarlariydi. Bu amagla, kiiltiir ortaminda bulunan koloniler, 15
ml TSB ile siispanse edildi ve siispansiyon gece boyunca 37 °C’de 100 rpm’de karistirildu.
Hazirlanan bakteri siispansiyonunun 25 plL’si, besi yeri olarak TSA igeren petri kaplarina
yayildi. Bakteri siispansiyonlu besiyerinin yiizeyine kuyucuk agilarak 100 uL. DMSO ile
stispanse edilen mikrokiireler kuyucuk igerisine ekildi. Petri kaplar1 37°C’de 15 saat inkiibe

edildi. 15 saat sonunda mikrokiirelere ve metal kompozitlere ait inhibisyon ¢aplari 6lgiildii.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada biyomedikal uygulamalarda yararlanilabilecek siklomatriks tipi
polifosfazenlerin sentezlenmesi hedeflenmistir. HCCP ve MMCA kullanilarak i¢i bos
p(CTP-ko-MMCA) mikrokiireler ve p(CTP-ko-MMCA)@Au ve p(CTP-ko-MMCA)@Ag
kompozit mikrokiireler elde edilmistir. Elde edilen mikrokiireler kontrollii ila¢ saliminda

kullanilmastir.

4.1. p(CTP-ko-MMCA) Mikrokiirelerinin ve Altin/Giimiis Kompozitlerinin

Sentezi ve Karakterizasyonu

Polimerizasyon reaksiyonunda MMCA molekiiliindeki -NHz gruplarinin HCCP
tizerindeki P-Cl gruplart ile niikleofilik yer degistirmesi sonucu P-NH- baglari meydana gelir
ve ayni1 zamanda HCI olugur. Reaksiyon ortaminda bulunan TEA molekiilleri, reaksiyon
sonucu olusan HCI’1 nétrallestirerek trietilamonyum kloriir (TEA.HCI) tuzunu olusturur. Bu
tuz reaksiyon ¢oziiclisii olarak kullanilan asetonitril igerisinde ¢oziinlir. Bu dogrultuda,
calisma kapsaminda ultrasonik banyoda gergeklestirilen reaksiyon sonucu siklotrifosfazen
(CTP) halkas1 igeren p(CTP-ko-MMCA) mikrokiireleri hazirlandi. Mikrokiirelerin sentezine
ait sematik bir gosterim Sekil 6’da verildi. Mikrokiireler, ylizeylerinde kalan TEA.HCI ve
reaktanlardan temizlenmek amaciyla sirasiyla su, etanol ve aseton ile yikandi. Tablo 1’ de
gosterildigi gibi sentez asamasinda, reaksiyon ortamindaki toplam reaktif konsantrasyonu
20 mM’da sabit tutuldu. HCCP ile MMCA arasindaki mol oranlar1 degistirilerek 1:1, 1:2,
1:3 HCCP:MMCA mol oranina sahip p(CTP-ko-MMCA) mikrokiireler elde edildi. Elde
edilen p(CTP-ko-MMCA) mikrokiireleri biyomedikal uygulamalar i¢in cazip olan altin ve
giimils nanopartikiiller ile modifiye edildi. Metalik nanopartikiillerin sentezlenmesi igin
indirgeyici ajan olarak dogal igerikli TA ve AA kullanildi. p(CTP-ko-MMCA) mikrokiireleri
ve metal kompozitleri FT-IR, TEM, SEM-EDX, XRD, TGA ve XPS teknikleri ile
karakterize edildi. Polimerik malzemeler model ilag olarak seftriakson sodyumun ve

RNA’nin saliminda kullanildi.
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Sekil 6. p(CTP-ko-MMCA) mikrokiirelerinin sentezi, ilag yiikkleme ve salimina ait sematik

gosterim.

Elde edilen mikrokiirelerin kimyasal yap1 analizinin gerceklestirilmesi i¢cin HCCP,
MMCA ve 1:1, 1:2, 1:3 HCCP:MMCA mol oranina sahip p(CTP-ko-MMCA) yapilarinin
FT-IR spekrumlart alindi (Sekil 7). MMCA’ ’nin spektrumuna bakildiginda, molekiile ait
karakteristik N-H gerilmesi 3289 cm™ de goriiliirken, alifatik C-H gerilme piki 2908-2844
cm?’de, N-H egilmesi 1603 cm™’de gozlendi. Yiiksek verimle elde edilen p(CTP-ko-
MMCA) (1:3) mikrokiirelere ait spektrum incelendiginde ise MMCA monomerine ait
karakteristik pikler C-H gerilmesi 2914 cm™°de, N-H egilme 1523 cm™’de, P=N piki 1217
cm™¥de ve P-N gerilme piki 954 cm™’de gozlendi. Ayrica 1:1 ve 1:2 mol oranlarina sahip
nanokiirelerin spektrumlarina da bakildiginda P=N gerilmesine ait siddetli pikler sirasiyla
1186 cm™ ve 1191 cm™’de goriilmektedir (Coskun, vd., 2019). Polimerik malzemelerde
MMCA ve HCCP’nin tiim piklerinin gézlendigi ve polimerik yapinin basariyla sentezlendigi

s0ylemek miimkiindiir.
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Sekil 7. p(CTP-ko-MMCA) mikrokiireleri ve baslangi¢ maddelerine ait FT-IR spektrumlari.

Siklomatriks tipi fosfazenlerde elde edilen partikiiliin boyutu, sentez asamasinda
kullanilan trimer ve monomer oranlarina bagl olarak degisir (Ozay ve Ozay, 2014). Farkli
oranlarda HCCP ve MMCA kullanilarak sentezlenen p(CTP-ko-MMCA) partikiillerinin
boyut ve morfolojisi SEM analizi ile incelendi. Bu amagla karbon bant {izerine yapistirilan
toz partikiiller altin ile kaplandiktan sonra SEM goriintiileri kaydedildi. 1:1, 1:2, 1:3
HCCP:MMCA mol oranlarina sahip p(CTP-ko-MMCA) mikrokiirelere ait SEM goriintiileri
Sekil 8’de verilmistir. Sekilde goriildiigli gibi MMCA miktar arttik¢a diizgiin morfolojik
yapiya sahip mikrokiireler elde edilirken, HCCP mol orami arttikga morfolojik olarak
sekilsiz, bozuk yapilarin olustugu gozlenmistir. 1:1 HCCP:MMCA mol oraninda hazirlanan
polimerik malzemenin homojen olmayan bir dagilima sahip oldugu, 1:3 oranindaki

mikrokiirelerin homojen ve kiire formuna sahip olup i¢i bos yapilar olustugu sdylenebilir.
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Sekil 8. p(CTP-ko-MMCA) mikrokiirelerine ait SEM goriintiileri.

p(CTP-ko-MMCA) (1:3) ylizey atomlarinin incelenmesi igin mikrokiirelerin EDX
spektrumlar kaydedildi. Sekil 9°’da verilen EDX spektrumu incelendiginde mikrokiirelerin
baslangi¢ maddesi olan HCCP ve MMCA elementlerinin tamamini icerdigi goriildii.
Mikropartikiil yiizeyi, agirlik¢a % 10,89 oraninda yogun olarak N atomlar1 i¢erir. Buna bagl
olarak ylizey amin gruplarina sahip polifosfazen mikrokiirelerin basarili bir sekilde

sentezlendigi soylenebilir.
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Sekil 9. p(CTP-ko-MMCA) (1:3) mikrokiirelerine ait EDX spektrumu.

Fosfazen icerikli yapilarin termal olarak kararli yapilar oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle 1:3 HCCP:MMCA mol oraninda sentezlenen p(CTP-ko-MMCA) mikrokiirelerin
termal analizi gerceklestirilmistir. Sekil 10°da verilen termogramdan goriilecegi iizere 30-
100 °C araliginda goriilen % 3,80’lik agirlik kayb1 mikrokiirelerdeki nemin uzaklastirildigin
gostermektedir. Tlk dikkate deger agirlik kaybi 330-390 °C araliginda gozlenmis olup bu
aralikta yapidan % 44,55’lik agirlik kaybi gerceklesmistir. 390-600 °C araliginda gézlenen
bozunma sonucu 600 °C’de mikrokiireler baslangi¢ agirliklarinin %72,17’sini kaybetmistir.
Analizin sonlandig1 800 °C’de %74,02°lik agirlik kayb1 olup, termal analiz sonucu olusan

kalint1 yiizdesi 25,98 dir.
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Sekil 10. P(CTP-ko-MMCA) (1:3) mikrokiirelerine ait TGA egrisi.

Sentez ve karakterizasyon islemleri sonras1 hem yiizey amin gruplarinin farkl olusu
hemde i¢i bos kiire formu nedeniyle tez ¢alismasinin uygulama adimi igin p(CTP-ko-
MMCA) (1:3) mikrokiireleri segildi. ila¢ salim calismalarina gegilmeden, biyomedikal
uygulamalarda essiz Ozellikleri nedeniyle siklikla tercih edilen metalik altin ve giimiis
nanopartikiillerinin p(CTP-ko-MMCA) (1:3) mikrokiirelerinin modifikasyonunda kullanim1
gergeklestirildi. Burada amag ilag salim caligmalarinda kullanilmasi hedeflenen mikro
partikiillere antimikrobiyal aktivite gibi ekstra 6zellikler kazandirmakti. Bu amagla p(CTP-
ko-MMCA) (1:3) mikrokiirelerine o6ncelikle sulu ortamdan Au®** ve Ag" iyonlar
adsorplatildi. Sonraki adimda mikrokiirelerin adsorpladigi metal iyonlarinin indirgenmesi
adimina ge¢ildi. Bu noktada biyomedikal uygulamalar i¢in kullanilmasi hedeflenen
kompozit mikrokiirelerin sentezi i¢in, metal nanopartikiillerin sentezinde siklikla tercih
edilen kimyasal hidriirler yerine yesil bir yontem tercih edildi. Bu amagla yesil indirgeyici

ajan olarak her iki metal iyonu i¢inde ayr1 ayr1 TA ve AA kullanildi.
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TA kullanilarak elde edilen p(CTP-ko-MMCA)@Au ve p(CTP-ko-MMCA)@Ag
kompozit mikrokiirelerin yapisinda metalik nanopartikiillerin varligir 6ncelikle TEM analizi
ile incelendi. Bu amagla etil alkolde siispanse edilen kompozit partikiillerin karbon kapl
bakir 1zgara {izerine damlatilan birka¢ mikrolitrelik siispansiyonu kullanilarak
gergeklestirilen TEM analizi gerceklestirildi. Analiz sonucu elde edilen TEM goriintiileri
Sekil 11°de verildi. TEM goriintiilerinde mikrokiireler iizerinde desteklenmis birkag
nanometrelik metalik nanopartikiillerin varlig1 yesil indirgeme isleminin ger¢eklestigini ve

p(CTP-ko-MMCA)@Au ve p(CTP-ko-MMCA)@Ag kompozitlerinin  basariyla

sentezlendigini gostermektedir.

Sekil 11. p(CTP-ko-MMCA)@Au ve p(CTP-ko-MMCA)@Ag kompozit mikrokiirelerine
ait TEM goriintiileri.

p(CTP-ko-MMCA)@AuU ve p(CTP-ko-MMCA)@Ag kompozit mikrokiirelerinin
yapisinda Au® ve Ag? nanopartikiillerinin varligi EDX ve elementel haritalama analizleri ile
de desteklenmistir. Bu amagla p(CTP-ko-MMCA)@Au mikrokiirelerinin altinla kaplama
islemi yapilmadan ve p(CTP-ko-MMCA)@Ag mikrokiirelerinin ise altinla kaplama iglemi
yapildiktan sonra SEM cihazinda EDX ve elementel haritalama goriintiileri kaydedildi. Sekil
12a’da p(CTP-ko-MMCA)@Au kompozit mikrokiirelerine ait SEM goriintiisii ve yapidaki
altin elementine ait elementel haritalama goriintiisii verildi. Benzer sekilde Sekil 12b’de
p(CTP-ko-MMCA)@Ag kompozit mikrokiirelerine ait SEM goriintiisii ve yapidaki glimiis
elementine ait elementel haritalama goriintiisii verildi. Her iki kompozit i¢inde elde edilen

goriintiiler yapida metalik nanopartikiillerin varligini gdstermektedir.
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Sekil 12. p(CTP-ko-MMCA)@Au ve p(CTP-ko-MMCA)@Ag kompozit mikrokiirelerine

ait SEM ve elementel haritalama goriintiileri.

TEM gériintiilerinden nm &lgekte oldugu goriilen Au® ve Ag® partikiillerinin kristal
ozelligi gostermesi  beklendigi i¢in p(CTP-ko-MMCA) mikrokiireleri, p(CTP-ko-
MMCA)@Au ve p(CTP-ko-MMCA)@Ag kompozitlerinin XRD analizleri gerceklestirildi.
Sekil 13°de verilen XRD goriintiilerinden goriilecegi gibi p(CTP-ko-MMCA) mikrokiireleri
polimerik yapidan kaynaklanan 7,42° ve 16,50° civarinda genis iki kirinim desenine sahiptir.
p(CTP-ko-MMCA)@Au kompozitine ait XRD deseninde 26°=38,42°, 44,61°, 64,80°,
77,66°°de gozlenen pikler (111), (200), (220), (311), (222) Bragg yansimalarina karsilik
gelir. Bu degerler yapidaki altin nanopartikiillerin nanokristalin 6zellikte oldugunu ve yiizey
merkezli kiibik kafesten olustugunu isaret eder (Sekil 13a). p(CTP-ko-MMCA)@AuU
kompozitine ait XRD pik degerleri Das ve Biswas tarafindan gerceklestirilen yesil yolla
sentezlenen altin nanopartikiilleri i¢in elde edilen degerlerle uyumludur (Das ve Biswas,
2023). XRD analizleri TEM goriintiilerinde gozlenen nanoboyutlu Au® nanopartikiillerinin

varligini bir kez daha desteklemis oldu.

28



we p{CTP-ko-MMCA) == p(CTP-ko-MMCA)@Au == p(CTP-ko-MMCA)Z Ag

2500 4 2500 -
(a) (b)
20004 20004
3 El
< 1500 = 15004
= B 1500
= =
g 1000 E][}[}[}
5004 500
[} 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N ! N ! i 1 [} T T T T T T T T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 &0 10 20 30 40 50 60 70 80
20 (degree) 20 (degree)

Sekil 13. P(CTP-ko-MMCA) mikrokiireleri, p(CTP-ko-MMCA)@Au ve p(CTP-ko-
MMCA)@Ag kompozit mikrokiirelerine ait XRD desenleri.

p(CTP-ko-MMCA)@Ag kompozit mikrokiirelerine ait XRD deseni Sekil 13b’de
p(CTP-ko-MMCA) mikrokiirelerine ait XRD deseni ile ¢akisik olarak verilmistir. Sekilden
goriildigii gibi p(CTP-ko-MMCA)@Ag mikrokiireleri 20°=38,44°, 44,35°, 64,54°,
77,46°°da gozlenen pikler (111), (200), (220), (311), (222) Bragg yansimalarina karsilik gelir
ve yapida bulunan giimiislerin nanokristalin 6zellikte ve yiizey merkezli kiibik kafes yapiy1
gosterir. Analiz sonucu elde edilen veriler literatiirde yesil yolla sentezlenen Ag®

nanopartikiilleri i¢in rapor edilen degerler ile uyumludur (Sandulovici, vd., 2023).

Metalik nanopartikiillerin yapidaki varliginin ve oksidasyon halinin incelenmesi
amaciyla siklikla XPS analizleri kullanilir. Bu nedenle tez ¢alismasi kapsaminda p(CTP-ko-
MMCA)@Au ve p(CTP-ko-MMCA)@Ag kompozit mikrokiirelerinin XPS analizleri
gergeklestirildi. Sekil 14a p(CTP-ko-MMCA)@Au kompozit mikrokiirelerine ait genel
tarama XPS spektrumunu gdsterirken, Sekil 14b yapida bulunan Au® nanopartikiillerine ait

4f bag enerji bolgesine ait yiiksek ¢ozilintirliiklii XPS spektrumunu gostermektedir.
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Sekil 14. (a) p(CTP-ko-MMCA)@Au kompozit mikrokiirelerine ait genel tarama XPS
spektrumu, (b) p(CTP-ko-MMCA)@Au’nun 4f bolgesine ait XPS spektrumu

Sekil 14a’da verilen genel tarama spektrumunda 284,0 eV, 398,0 eV ve 532,0
eV’deki pikler sirasiyla C 1s, N,1s ve O 1s bolgesine aittir. Bu pik degerlerine ilaveten 133,0
eV ve 191,0 eV degerlerinde gozlenen pikler sirasiyla yapida bulunan bir diger element olan
P 2s ve P 2p bolgelerini isaret etmektedir (Onder ve Ozay, 2021). Genel tarama
spektrumunda ayrica 85 eV ve 88 eV degerlerinde gozlenen iki pik Au 4f bdlgesini
gostermektedir. Kompozit partikiiliin yapisinda bulunan Au® nanopartikiillerinin oksidasyon
durumunun daha detayli incelemesi i¢in Au 4f bolgesine ait yliksek ¢oziiniirlikli XPS
spektrumu kaydedildi. Sekil 14 b’de verilen spektrumdan goriildiigii gibi Au 4f bolgesi icin
iki pik goriildii. Burada Au 4f7,2’ye ait pik 84,10 eV bag enerji degerinde gozlenirken 4fs/2’ye
ait pik 87,80 eV bag enerji degerinde gozlenmistir. Bu iki deger arasindaki 3,70 eV lik fark
yapidaki Au®’ a ait spin-yériinge béliinmesine isaret etmektedir. Bunun yaninda spektrumda
yaklasik 92 eV bag enerji degerinde herhangi bir pikin gézlenmemesi p(CTP-ko-MMCA)
mikrokiireleri tarafindan adsorplanan Au®* iyonlarimin tamaminmn TA ile basarili sekilde
Au®a indirgendigini desteklemektedir (Maity, vd., 2023). XPS analizi sonucu elde edilen
verilerden goriildiigii gibi p(CTP-ko-MMCA)@Au kompozit yapisi basartyla sentezlenmis

olup yapida bulunan altin bileseninin tamaminin oksidasyon durumunun Au® seklindedir.
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Sekil 15. (a) p(CTP-ko-MMCA)@Ag kompozit mikrokiirelerine ait genel tarama XPS
spektrumu, (b) p(CTP-ko-MMCA)@Ag’iin 3d bolgesine ait XPS spektrumu.

p(CTP-ko-MMCA)@Ag kompozit mikrokiirelerine ait genel tarama XPS
spektrumunu Ag° nanopartikiillerine ait 3d bag enerji bolgesine ait yiiksek ¢oziiniirliiklii
XPS spektrumunu Sekil 15°de verilmistir. Sekil 15a’da verilen genel tarama spektrumunda
284,0 eV, 399,0 eV ve 533,0 eV’deki pikler sirasiyla C 1s, N,1s ve O 1s bolgesine aittir. Bu
pik degerlerine ilaveten 133,0 eV ve 191,0 eV degerlerinde gozlenen pikler sirasiyla yapida
bulunan bir diger element olan P 2s ve P 2p bolgelerini isaret etmektedir (Onder ve Ozay,
2021). Genel tarama spektrumunda ayrica 369 eV ve 375 eV degerlerinde gozlenen iki pik
Ag 3d bolgesini gostermektedir. Kompozit partikiilin yapisinda bulunan Ag’
nanopartikiillerinin oksidasyon durumunun daha detayl incelemesi i¢in Ag 3d bolgesine ait
yiksek ¢oziiniirlikliic XPS spektrumu kaydedildi. Sekil 13 b’de verilen spektrumdan
goriildiigi gibi Ag 3d bolgesi i¢in iki pik goriildii. Burada Ag 3ds;2’ye ait pik 368,80 eV bag
enerji degerinde gozlenirken 3ds’ye ait pik 374,80 eV bag enerji degerinde gozlenmistir.
Bu iki deger arasindaki 6,00 eV lik fark yapidaki Ag®a ait spin-yoriinge béliinmesine isaret
etmektedir (Zeng, vd., 2023). XPS analizi sonucu elde edilen verilerden goriildiigii gibi
p(CTP-ko-MMCA)@Ag kompozit yapisi basariyla sentezlenmis olup yapida bulunan

giimiis bileseninin tamaminin oksidasyon durumu Ag° seklindedir.
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4.2. p(CTP-ko-MMCA), p(CTP-ko-MMCA)@Au, p(CTP-ko-MMCA)@Ag

Mikrokiirelerine Ila¢ Yiikleme ve Salim Calismasi

p(CTP-ko-MMCA), p(CTP-ko-MMCA)@AuU, p(CTP-ko-MMCA)@Ag
mikrokiirelerinin potansiyel ila¢ salim sistemi olup olmayacag arastirildi. Bu amagla model
ilag olarak seftriakson sodyum ve RNA kullanildi. Ila¢ salim ¢alismalarina ilk adimda model
ilag olan seftriakson sodyumun p(CTP-ko-MMCA), p(CTP-ko-MMCA)@Au ve p(CTP-ko-
MMCA)@Ag mikrokiirelere yiiklenmesi islemi ile baslandi. Seftriakson sodyum ¢6zeltisi
250 mg/L konsantrasyonunda hazirlandi. 20°ser mg hazirlanan p(CTP-ko-MMCA), p(CTP-
ko-MMCA)@Au, p(CTP-ko-MMCA)@Ag mikrokiirelere homojen bir sekilde karistirilmis
20 mL seftriakson ¢ozeltisi ilave edildi. 24 saat manyetik karistiricida 300 rpm hizda
karistirildi. 24 saat sonunda mikrokiireler 6000 rpm’de santrifiijlendi. Elde edilen s1v1 kismin
UV-Vis spektrumunda A=241 nm’deki absorbans degeri kullanilarak ilag igin olusturalan
kalibrasyon grafigine gore adsorplanan ilag miktar1 belirlendi. p(CTP-ko-MMCA)
mikrokiireler i¢in tutulan maksimum ila¢ miktar1 4821 + 5.34 mg/g, p(CTP-ko-
MMCA)@Au mikrokiireler igin 49.36 + 6.95 mg/lg ve p(CTP-ko-MMCA)@Ag
mikrokiireler i¢in 23.95 + 6.45 mg/g olarak belirlendi.

Seftriakson sodyum vyiiklii p(CTP-ko-MMCA), p(CTP-ko-MMCA)@Au (TA) ve
p(CTP-ko-MMCA)@Ag (TA) mikrokiirelerinin salim g¢alismalari PBS ortaminda pH=
7,4°de gergeklestirildi. Sekil 16a’da seftriakson yiiklii mikrokiirelerin PBS ortaminda
zamana bagli salim profilleri verilmistir. Sekilde goriildiigii gibi ilk 1 saat igerisinde p(CTP-
ko-MMCA) mikrokiirelerinden seftriakson sodyumun ortamdaki salimi 7.25 mg/g iken, ilk
6 saatte salimi 15.89 mg/g’dir. 30 saat sonunda seftriakson sodyumun salinan miktarinin
20.96 mg/g oldugu belirlendi. p(CTP-ko-MMCA)@Au mikrokiirelerinin ayni ortamda
seftriakson sodyum salimi 1, 6, 30 saat sonunda sirasiyla 3.72 mg/g, 8.29 mg/g, 11.83 mg/g
olarak belirlendi. p(CTP-ko-MMCA)@Ag mikrokiirelerinden ayni ortamda seftriakson
sodyum salimi ilk 1 saatte 2.70 mg/g, altinc1 saatte 4.45 mg/g, otuzuncu saatte 6.94 mg/g
oldugu belirlendi. ilacin mikrokiirelerden basarili bir sekilde salindigi goriildii. Salim
profillerine bakildiginda p(CTP-ko-MMCA) mikrokiirelerinin yapisma Au’ veya Ag’
nanopartikiillerinin ilave edilmesiyle daha yavas ilag salim davranisinin elde edilmesinin

miimkiin oldugu goriildii.
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Ikinci adimda p(CTP-ko-MMCA), p(CTP-ko-MMCA)@Au ve p(CTP-ko-
MMCA)@Ag mikrokiirelere RNA yiikleme islemi yapildi. RNA ¢o6zeltisi 250 mg/L
konsantrasyonunda hazirlandi. 20’ser mg hazirlanan p(CTP-ko-MMCA), p(CTP-ko-
MMCA)@Au ve p(CTP-ko-MMCA)@Ag mikrokiirelere homojen sekilde karistirilmis 20
mL RNA c¢ozeltisi eklendi. 24 saat 300 rpm hizda manyetik karistiricida karistirilan
mikrokiireler, RNA yiikleme islemnin tamamlanmasimnin ardindan 6000 rpm’de
santrifiijlenerek RNA ¢ozeltisinden ayrildi. Elde edilen sivi kismin UV-Vis spektrumunda
A=260 nm’deki absorbans degeri kullanilarak RNA i¢in olusturulan kalibrasyon grafiginden
adsorplanan RNA miktar1 belirlendi. p(CTP-ko-MMCA) mikrokiireler i¢in tutulan
maksimum RNA miktar1 79.15 + 6.85 mg/g, p(CTP-ko-MMCA)@Au mikrokiireler igin
47.49 + 6.24 mg/g , p(CTP-ko-MMCA)@Ag mikrokiireler i¢in 57.47 + 9.48 mg/g olarak
belirlendi.

RNA yiiklii p(CTP-ko-MMCA), p(CTP-ko-MMCA)@Au, p(CTP-ko-MMCA)@Ag
mikrokiirelerinden RNA salimi1 PBS ortaminda pH=7,4’de gerceklestirildi. Sekil 16b’de
RNA vyiiklii mikrokiirelerin PBS ortaminda zamana bagli salim profilleri verildi. Sekilde
gorildigii gibi p(CTP-ko-MMCA) mikrokiirelerinden RNA saliminin ilk 1 saatte 4.34 mg/g
6 saatte 9.29 mg/g iken, ellinci saatin sonunda bu deger 19.50 mg/g oldu. 100 saat sonunda
salinan RNA miktar1 22.30 mg/g olarak belirlendi. p(CTP-ko-MMCA)@Au mikrokiirelerde
RNA salimina bakildiginda ilk 1 saatte 2.38 mg/g, altinci saatte 5.97 mg/g ve ellinci saatte
12.15 mg/qg iken, yiizlincii saatin sonunda 14.65 mg/g RNA salindigi belirlendi. p(CTP-ko-
MMCA)@Ag mikrokiirelerden RNA salimi 1, 6, 50 ve 100 saat sonunda sirasiyla 5.66 mg/g
9.43 mg/g, 15.95 mg/g, 18.80 mg/g olarak belirlendi. RNA’nin mikrokiirelerden saliminin
seftriakson sodyum’dan daha yavas gerceklestigi goriildi. Bu o6zelligin, biyomedikal
uygulamalarda 6zellikle uzun siirede kontrollii gen salimi islemlerinde avantaj olacagim

sOylemek miimkiindiir.
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Sekil 16. (a) p(CTP-ko-MMCA), p(CTP-ko-MMCA)@Au ve p(CTP-ko-MMCA)@Ag
mikrokiirelerinin zamana bagh seftriakson salimi, (b) p(CTP-ko-MMCA), p(CTP-ko-
MMCA)@Au ve p(CTP-ko-MMCA)Ag mikrokiirelerinin zamana bagli RNA salimi

flag salim profilleri kullanilarak ayn1 zamanda hazirlanan her ii¢ ilag tasiyic1 sistem
icinde ila¢ salimina ait kinetik parametreleri belirlemek i¢in Sifirinc1 Derece (Zero order),

Birinci Derece (First order), Higuchi ve Korsmeyer-Peppas modelleri uygulandi.

Sifir derece modelde zamana karsi konsantrasyon grafigi cizilerek ilag salim hiz
sabiti (K), regresyon sabiti (R?) degerleri hesapland1 (Denklem 4.1). Denklemde, Qt: t
zamaninda ¢oziinen ila¢ miktari, Qo: Baslangigtaki ila¢g miktar1, Ko: Sifir derecede salinim

katsayisidir.
Qt=Qo+ Kot 4.1)

Birinci derece modelde, kalan ilacin logaritmik fonksiyonuna bagl olarak zamana
kars1 ila¢ salim profilleri belirlendi (Denklem 4.2). Burada Co : Baslangic ilag

konsantrasyonu, k: birinci derece hiz sabiti, t: zaman olarak ifade edilir.

log C = log Co— Kt/ 2.303 (4.2)
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Higuchi modelde, sistemde bulunan ilacin zamana bagli salinimi ifade edildi
(Denklem 4.3). Denklemde Q: t zamanida salinan ilag miktari, A:ilag tasiyici yiizey alani,
D: lla¢ difiizyon katsayisi, Cs. Matris igindeki ila¢ ¢oziiniirliigii, C:baslangic ilag

konsantrasyonudur.

fi=Q=A VD(2C-Cs) Cst (4.3)

Korsmeyer Peppas modelinde sistemde Int’ye karsi InQd/Q. grafigi gizilerek
difiizyon iisteli (n), ilag salim hiz sabiti (K), regresyon sabiti (R?) degerleri hesaplandi
(Denklem 4.4)

log (M/Mx) = log K, + n log t (4.4)

Mt t anindaki madde miktari, Mw: toplam etkin madde miktar1, k: Salim yapan

sistemin sabiti, n: diflizyonal sabit

Tablo 2’de Mikrokiirelerden seftriakson sodyum salimi i¢in hesaplanan degerler
verildi. RNA salimi i¢in de diflizyon verileri hesaplandi ve Tablo 3°de verildi (Dash, vd.,
2010).

Tablo 2
Mikrokiirelere ait seftriakson sodyum salimi i¢in kinetik parametreler
Mikrokiireler Korsmeyer Peppas Zero Order First Order Higuchi
n R? K R? K R? K R? K

p(CTP-ko-MMCA) 1,960 0,981 0,048 0,701 0509 0,546 0,016 0,946 0,217

p(CTP-ko- 2,123 0993 0022 0,780 0,329 0,629 0,022 0,953 0,436
MMCA)@Au
p(CTP-ko-
MMCA)@Ag 2,837 0974 0070 0780 01134 0684 0011 0963 0,859
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Tablo 3

Mikrokiirelere ait RNA salimi i¢in kinetik parametreler

Mikrokiireler Korsmeyer Peppas Zero Order First Order Higuchi

n R? K R? K R? K R? K

p(CTP-ko-MMCA) 2,189 0,939 0,011 0,722 0,146 0,531 0,005 0916 0,462

p(CTP-ko- 1,789 0,994 0,014 0684 0,072 0,445 0,004 0,888 0,004
MMCA)@Au
p(CTP-ko- 3,103 0981 0,012 0,706 0,090 0,534 0,003 0,904 0,681
MMCA)@Ag

p(CTP-ko-MMCA) mikrokiireleri ve metal kompozitlerinin ¢oziinme hizi
kinetiklerine uygunluklart arastirildi. Tim mikrokiirelerin hesaplanan degerlerine
bakildiginda en yiiksek korelasyon katsayilar1 (R?) Higuchi modelinde goriilmiistiir. Buna
bagli olarak mikrokiirelerden seftriakson ve RNA saliminin Higuchi modeline uygun oldugu
belirlendi. ilag salimi, zamanm karekokiine bagl olarak degisim gostermistir. Matriste
¢Oziinlirliiglin az olmasi1 nedeniyle higuchi modelinde uygunluk goriildiigii sdylenebilir.
Higuchi modeli, baslangi¢ konsantrasyonunun ila¢ ¢oziintlirliiglinden yiiksek olmasi ve ilag

difiizyonunun tek boyutta gerceklesmesi hipotezine dayanir (Prasanth, vd., 2019).

Korsmeyer peppas modelinde deneysel verilerin % 60’1 kullanilarak hesaplama
yapildi. Bu modelde n=0,45 durumu fickian, 0,45 <n < 0,89 durumu fickian olmayan ve n
>0,89 durumu siiper aktarimi gostermektedir. p(CTP-ko-MMCA), p(CTP-ko-MMCA)@Au
ve p(CTP-ko-MMCA)@Ag mikrokiireler i¢in n degerlerine bakildiginda seftriakson ve
RNA salimi igin siiper durum difiizyon gergeklestigini sdylemek miimkiindiir (Ozay, vd.,
2020).
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4.3. p(CTP-ko-MMCA), p(CTP-ko-MMCA)@Au, p(CTP-ko-MMCA)@Ag

Mikrokiirelerin Antibakteriyel ve Antifungal Etkilerinin Degerlendirilmesi

Altin ve glimiis nanopartikiiller, c¢esitli biyolojik fonksiyonlara sahiptir. Bu
fonksiyonlardan en bilineni antibakteriyel 6zellikleridir. Metal partikiiller, bakterilerin hiicre
zarma yapisir ve peptidoglikan yapisina etki ederek bakterileri Oliimiine sebep olur.
Antibakteriyel Ozellikleri, genellikle gram negatif bakteriler tizerine olmaktadir (Alfei ve
Schito, 2020). Bu ¢alismada, kuyucuk agma yontemi kullanilarak p(CTP-ko-MMCA),
p(CTP-ko-MMCA)@Au ve p(CTP-ko-MMCA)@Ag mikrokiirelerin antibakteriyel

oOzellikleri arastirildi. Analiz sonuglar1 Sekil 17°de verildi.

Mikrokiirelerin etkisi, P.Aeruginosa gram negatif bakteri, S.Aureus gram pozitif
bakteri ve C.Albicans mantarlari olarak {i¢ tiir lizerinde incelendi. p(CTP-ko-MMCA)@Au,
p(CTP-ko-MMCA)@Ag mikrokiirelerin gram negatif bakteriler lizerinde etkili oldugu
goriildii. Modifiye isleminde metalik nanopartikiillerin iyonlarindan hazirlanmasi adiminda
TA ve AA asit ile indirgeme yapilarak tiim metal kompozitlerde antibakteriyel calismalar
yapilmistir. Beklendigi gibi gram pozitif bakteriler {izerinde etki gostermedigi sonucuna

varildi.

Yapilan tiim analizlere bakildiginda metal icermeyen mikrokiireler, metal igeren
mikrokiirelere gore daha az etki gdstermistir. Mikrokiirelerde metal iceriginin olmamasi
halinde kiigiik bolge caplar1 goriildii. Elde edilen sonuglara gore metal iceren mikrokiirelerin
antibakteriyel etkisinin daha fazla oldugu goriildii. Bunun sonucunda ila¢ ve gen tasiyicisi

olan antibakteriyel 6zellik gosteren yeni bir ilag tastyici sistem gelistirilmistir.

p(CTP-ko-MMCA), p(CTP-ko-MMCA)@AuU, p(CTP-ko-MMCA)@Ag
mikrokiirelerin antibakteriyel etkinliklerine ait dijital kamera goriintiileri Sekil 17°de verildi.
Sekil 17°de mikrokiirelerin S.Aureus bakterisine karsi etki gostermedigi goriilmektedir.
Sekilde p(CTP-ko-MMCA), p(CTP-ko-MMCA)@Au (TA), p(CTP-ko-MMCA)@Ag (TA),
p(CTP-ko-MMCA)@Au (AA), p(CTP-ko-MMCA)@Ag (AA) mikrokiirelerinin  P.
Aeruginosa bakterisine karsi zon ¢aplari sirasiyla 1,3 mm, 1,5 mm, 1 mm, 1,6 mm gozlendi.
Sekilden goriildiigi gibi, C. Albicans tizerindeki etkilere bakildiginda yalnizca p(CTP-ko-
MMCA)Ag (AA) mikrokiirelerde 1,2 mm zon ¢ap1 mevcuttu.
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S. Aureus P. Aeruginosa C. Albicans

Sekil 17. p(CTP-ko-MMCA), p(CTP-ko-MMCA)@Au (TA), p(CTP-ko-MMCA)@Ag
(TA), p(CTP-ko-MMCA)@Au (AA), p(CTP-ko-MMCA)@Ag (AA) mikrokiirelerinin S.
Aureus, P. Aeruginosa ve C. Albicans’a karsi antimikrobiyal etkilerine ait fotograf ((I)
p(CTP-ko-MMCA)@Au (TA), (Il) p(CTP-ko-MMCA)@Ag (TA), (1) p(CTP-ko-
MMCA)@Au (AA), (IV) p(CTP-ko-MMCA)@Ag (AA), (V) p(CTP-ko-MMCA))
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BESINCI BOLUM

SONUC VE ONERILER

Son yillarda artan saglik sorunlari nedeniyle ilag kullammmi artmustir. Ilaglar
organizmada absorpsiyon, dagilim, metabolizma gibi siireclerden gegmektedir. Etkili bir
tedavi saglamak amaciyla nanoteknolojik uygulama alani olan kontrollii ilag¢ salim sistemleri
gelistirilmistir. Kontrollii ilag salim sistemlerinde belirlenen dozlarda, hedeflenen dokuya
zamana bagli olarak kontrollii ilag salim1 yapilmaktadir. Kontrollii ilag salimi sistemlerinin
avantajlar1 arasinda sitotoksik olmamasi, biyobozunurluk, biyouyumluluk ve antibakteriyel

ozellik gostermeleri sayilabilir.

Bu tez ¢alismasinda biyomedikal uygulamalarda yararlanilabilecek siklomatriks tipi
yiizey amin gruplarina farkli bilesimlerde p(CTP-ko-MMCA) mikrokiireleri sentezlendi.
Yapisal ve morfolojik analizler sonucu baslangi¢c maddesi reaktifler olarak 1:3 oraninda
HCCP:MMCA kullanilarak sentezlenen p(CTP-ko-MMCA)'in i¢i bos mikrokiire formunda
oldugu belirlendi. Elde edilen igi bos p(CTP-ko-MMCA) mikrokiireleri iki farkli
indirgeyicinin kullanimiyla biyomedikal uygulamalar igin cazip olan Au’ ve Ag°
nanopartikiilleri ile modifiye edildi. Metal kompozit yapilar daha iyi antibakteriyel 6zellik
gosterdi. Modifiye islemi mikrokiirelere sadece antibakteriyel 6zellik katmakla kalmadi,
ayni zamanda yavas bir ila¢ alim davranis1 da kazandirdi. Polimerik malzemeler model ilag

olarak seftriakson sodyumun ve RNA’nin saliminda kullanildz.

Seftriakson sodyum yiikli p(CTP-ko-MMCA), p(CTP-ko-MMCA)@Au (TA) ve
p(CTP-ko-MMCA)@Ag (TA) mikrokiirelerden PBS ortaminda pH= 7,4’de altinci saat
sonunda sirasiyla 15.89 mg/g, 8.29 mg/g, 4.45 mg/g seftriakson salim1 gergeklesti. RNA
yukli p(CTP-ko-MMCA), p(CTP-ko-MMCA)@Au (TA), p(CTP-ko-MMCA)@Ag (TA)
mikrokiirelerden PBS ortaminda pH=7,4"de ellinci saat sonunda sirasiyla 19.50 mg/g, 12.15
mg/g, 15.95 mg/g olarak belirlendi.
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Mikrokiirelerin etkisi, P.Aeruginosa gram negatif bakteri, S.Aureus gram pozitif
bakteri ve C.Albicans mantarlar1 olarak fi¢ tiir tizerinde incelendi. p(CTP-ko-MMCA)@AuU,
p(CTP-ko-MMCA)@Ag mikrokiirelerin gram negatif bakteriler lizerinde etkili oldugu
gortildii.

Tiim yonleriyle incelendiginde bu ¢alismada ilk olarak sentezlenen siklomatriks tipi
polifosfazen p(CTP-ko-MMCA) kullanilarak antibakteriyel 6zellikli yeni tiir ila¢ ve gen

tastyict sistemlerin gelistirildigi sOylenebilir.
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Abstract

Phosphazenes are compounds that contain repeating phosphorus-nitrogen double bonds in their
structure. In biological applications of phosphazene compounds, cyclomatrix type polyphosphazenes
provide quite advantages [1]. Hexachlorocyclotriphosphazene (HCCP) can replace —OH, —-NH2 groups
thanks to the chlorine atoms attached to the phosphorus atoms in its structure. By taking advantage of
this feature, spherical composites with many molecules can be synthesized [2]. The surfaces of the
synthesized nanoparticles can be modified with metal nanoparticles to gain different functional
properties. Gold and silver nanoparticles are suitable for applications such as controlled drug delivery,
vaccine active ingredient delivery, and gene transfer [3]. In this study, the surfaces of p(CTP-co-
MMCA) composite spheres were modified with gold and silver by natural reduction method.
Microspheres were characterized by FT-IR, SEM, TEM., XRD, TGA and XPS methods. The usability
of nanospheres as carrier material for drugs was investigated. Acknowledgment: This study was
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