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OZET

Hiyaliironik Asit Esash Mikro/Nano Boyutlu
Antibakteriyel Ila¢c Tastyic1 Sistemlerin Gelistirilmesi,

Enzim ve pH’a Duyarhiliklarinin incelenmesi

Giilsah BAKIRDOGEN

Biyomiihendislik Anabilim Dali
Biyomiihendislik Programi

Doktora Tezi

Danisman: Prof. Dr. Serap DERMAN

Es-Danisman: Dog. Dr. Muhammet U. KAHVECI

Antimikrobiyal direng (AMR), giiniimiizde diinya ¢apinda insan sagligini tehdit
eden en 6nemli unsurlardan biri haline gelmistir. Bu sorunun ortadan kaldirilmasi
icin ¢esitli calismalar yapilmaktadir. Bu calismalar arasinda ise lokal ve istege
bagli salim yetenegine sahip yeni ilag salim sistemleri, AMR’nin 6nlenmesinde
umut verici yaklagimlardan biridir. Bu baglamda tez kapsaminda, bakteri enzimi
varliginda veya pH ile tetiklenerek ila¢ salimi yapabilecek, nano yapili polimerik
ilag tastyict bir sistemin gelistirilmesi ve biyolojik etkinliginin degerlendirilmesi
hedeflenmis ve iki farkli sistem gelistirilmistir. Ilk olarak hiyaliironik asit temelli
nanokapstil yapili bir sistem tasarlanmistir. Bu sistemin hazirlanmasinda yiizeyler
arast (interfacial) tetrazin Diels-Alder Click Reaksiyonu yontemi kullanilmistir.
Boya yiiklii nanokapsiiller sentezlenmis ve bu yapilarin enzimle salim davranislari
incelenmigstir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda alternatif bir yontem ve yapi

gelistirilmesine ihtiyag duyulmustur. Tasarlanan bu alternatif ¢alismada negatif
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yiiklii olan hiyaliironik asit (yiiksek veya diisitk molekiiler kiitleli) ile pozitif yiikli
ve pH’a duyarli olan poli(B-amino ester) arasinda fiziksel etkilesimle
gergeklestirilen, icerisinde antibiyotik (kolistin siilfat veya vankomisin) yiiklii
olan nanokompleksler elde edilmistir. Sentezlenen maddeler NMR, FT-IR ve UV-
Vis spektroskopileri ile karakterize edilmistir. Boyut ve topolojik
karakterizasyonlar1 dinamik 1s1k sagilimi (DLS) ve taramali gegirimli elektron
mikroskobu (STEM) ile yapilmistir. Elde edilen yapilarin antibiyotik salim
calismalar1 enzim ve pH duyarliigi kapsaminda floresans spektroskopisi ile
incelenerek sistemin antibakteriyel aktivitesi tayin edilmistir. Antibiyotik yiiklii
nanokomplekslerin, E. coli ve S. aureus bakterilerine kars1 6nemli 6l¢iide daha
fazla etkinlik gosterdigi gozlemlenmistir. Sonuglarin degerlendirilmesiyle,
enfeksiyon hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek etkili bir ilag salim sistemi

gelistirildigi ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: ilag tasiyic sistem, hiyaliironik asit, nanokompleks, poli(B-

amino ester), antibiyotik.
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ABSTRACT

Development of Hyaluronic Acid Based Micro/Nano Sized
Antibacterial Drug Delivery Systems, Investigation of
Enzyme and pH Responsivity
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Antimicrobial resistance (AMR) has become one of the most important threats to
human health worldwide today. There are various efforts for elimination of this
serious issue. Among these efforts, novel drug delivery systems with ability of
local and on-demand delivery are one of the promising approaches for preventing
AMR. In this regard, within the scope of thesis, it is aimed to develop a nano-
structured polymeric drug delivery system that can be triggered in the presence of
bacterial enzyme and pH, and to evaluate its biological effectiveness. In this
context, two different systems have been developed. First, a hyaluronic acid-based
nanocapsule system was designed. In the preparation of this system, the interfacial
tetrazine Diels-Alder Click Reaction method was used. Dye-loaded nanocapsules
were synthesized and the enzyme release behavior of these structures was
investigated. According to the preliminary results, an alternative structure and
approach was developed to improve the system. In the second approach, the
nanocomplexes loaded with antibiotics (colistin sulfate or vancomycin) were
obtained by physical interaction between negatively charged hyaluronic acid (high

or low molecular mass), and positively charged and pH sensitive poly(B-amino
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ester). The synthesized intermediate molecules and polymers were characterized
by NMR, FT-IR and UV-Vis spectroscopy. Dimensional and topological
characterizations of particulate structures were made by dynamic light scattering
(DLS) and a scanning transmission electron microscopy (STEM). Antibiotic
release potentials of the obtained structures were examined by fluorescence
spectroscopy in terms of enzyme and pH sensitivity, and the antibacterial activity
of the system was determined. It has been observed that the nanocomplex loaded
with the antibiotics exhibited significantly greater efficacy against E. coli and S.
aureus. By evaluating the results, it has been revealed that an effective drug
delivery system that can be used in the treatment of infectious diseases has been

developed.

Keywords: Drug delivery system, hyaluronic acid, nanocomplex, poly(-amino
ester), antibiotic.
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Son yillarda diinya ¢apindaki en biiyiik saglik sorunlarindan biri olan bakteriyel
enfeksiyonlar i¢in kullanilan tedavi yontemlerinden en yaygimi antibiyotiklerdir.
Fakat antibiyotiklerin asir1 kullanimi bakteriyel direncin artmasina ve boylelikle
terapotik  etkinligin  azalmasmma neden olmaktadir. Giiniimiizde yapilan
caligmalarla bu problemin ¢oziilmesi i¢in nano boyutlu parcacik yapili ilag tasiyici
sistemler gelistirilmistir [1, 2]. Bu sistemler sayesinde antibiyotigin lokal olarak
hedeflenmesi saglanirken ayn1 zamanda ilacin vaktinden Once salimi da
engellenmektedir. Enfeksiyon bolgesindeki bakteriyel toksinler, enzim fazlaligi ve
diisiik pH gibi tetikleyici durumlar géz Oniine alinarak yap1 dizayn edilebilir [3].
Yara bolgesinde yer alan bakteriler, yara eksudasi igerisinde planktonik hiicreler
veya biyofilm matrisinin i¢inde korunan sesil hiicreler olarak bulunabilirler [4].
Antibiyotigin belirlenen bolgeye lokal salimi i¢in ¢esitli yontemlerin gelistirildigi
ve mevcut sistemlerin de iyilestirildigi literatiirdeki caligmalarda goriilmektedir.
Bu uygulamalar igerisinde, enfeksiyonel bir durumda biyolojik uyarana cevap
olarak antibiyotik veya antimikrobiyal bilesigin ortama salindig1 sistemler de yeni

uygulanan yontemlerdendir [5].

Omurgali canhilarda ve bakterilerde de bulunan hiyaliironik asit (HA), D-
glukuronik asit ile D-N-asetilglukozaminin B-1,4 ve B-1,3 glikozid baglariyla
birbirine tekrarlayarak baglanmasiyla olusan bir polisakkarittir. Hiicre dist
matriksin (ekstraseliiler matriks, ECM) bilesenlerinden biri olan HA, hiicre dis1
doku destegi, yara iyilestirme, hiicre gogiinde etkin gorev alma ve matriks
diizenleme etkileri gibi ¢esitli dogal biyolojik &zelliklere sahiptir. Staphylococcus
ve Streptococcus tiirii bakteriler de dahil bircok enfeksiyon kaynagi
mikroorganizma tilirli tarafindan salman hiyaliironidaz enzimi varliginda
par¢alanmaktadir. Bu enzimin hiicre dis1 ortamdaki HA’y1 pargalayip patojenez
etki gostermesi [6, 7], kontrollii antimikrobiyal terapotik salim igin kullanilmasina

olanak saglamaktadir [1, 8].



Ancak, HA gibi biyomolekiillerin dogal ortam kosullarinda ¢alisabilmek, aktivite
kayb1 yasamadan biyomolekiilleri modifiye etmek veya biyolojik kaynakli
terapotik ajanlar1 kimyasal reaksiyon varliginda enkapsiile etmek, biyolojik
sistemlerin karmagikligindan dolay1 zordur. Bu zorluklardan dolay1 ihtiya¢ haline
gelen ve biyoortogonal reaksiyonlar olarak bilinen teknoloji son yillarda ortaya
cikmis ve biyolojik molekiile herhangi bir zarar vermeden segici olarak
modifikasyon yapilmasina izin vermistir. Biyoortogonal reaksiyonlar yiizlerce
fonksiyonel grubun bulundugu biyolojik ortamlardaki kompleks biyokimyasal
reaksiyonlardan etkilenmedikleri gibi biyokimyasal reaksiyonlar iizerine herhangi
bir olumsuz etki de gostermemektedirler [9]. Bu nedenle bu tez calismasinda
biyoortogonal reaksiyonlar igerisinde, son yillarda gelistirilmis ve literatiirdeki en
hizli konjugasyon yontemi olan Ters Elektron Gereksinimli Diels-Alder (IEDDA)
Click Reaksiyonu tercih edilmistir. Reaksiyonun ¢ok hizli olusu, yiiksek hizli
baglanmanin gerekli oldugu yiizeyler arasi polimerizasyon reaksiyonlarinda

kullanilmasina olanak saglamaktadir.

Poli(B-amino ester) (PBAE) ise, biyolojik sistemlerle uyumlu olarak
kullanilabilen sentetik polimerlerdendir. Toksik olmamasi, fonksiyonlandirilabilir,
biyouyumlu ve biyobozunur olmasi 6zellikleriyle siklikla tercih edilmektedirler.
Biyobozunur ester baglari sayesinde bazik veya asidik kosullar altinda toksik
olmayan daha kiigiik molekiillere ayrisabilirler ve bdylece nekroz ve apoptozun
neden oldugu sitotoksisiteyi azaltirlar. Bu nedenle de terapotik uygulamalar i¢in
uygun molekiillerdir. Ayrica, PBAE’ler yapilarinda tasidiklar1 aminler vasitasiyla

pH’a duyarli polimer olarak da ilag tasiyici sistemlerde kullanilmaktadirlar [10].

HA ve PBAE molekiillerinin birlikte kullanildig1 gesitli ilag tasiyict sistemler
literatiirde goriilmektedir. Ornek olarak, ilag tasiyic1 bir sistemde PBAE
cekirdegine ve HA kabuguna sahip bir nanopartikiil yapist [11], CDA44
reseptoriinii hedefleyen HA ve pH'a duyarli PBAE igeren nanojel sistemi [12] ve
hiperdallanmis yapidaki PBAE ile tiyol fonksiyonel HA arasinda tiyol-en Click

reaksiyonuyla elde edilen enjekte edilebilir hidrojel uygulamasi [13] verilebilir.

1.2 Tezin Amaci

Bu tezin amaci, enzim veya pH’a duyarli, bakteri varliginda tetiklenerek ilag

(antibiyotik) salimi yapabilecek, nano yapili polimerik ila¢ tasiyici sistemlerin
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gelistirilmesi  ve biyolojik etkinliginin  degerlendirilmesidir. Bu amag
dogrultusunda Staphylococcus ve Streptococcus tiirii bakteriler de dahil birgok
enfeksiyon kaynagi mikroorganizma tiirii tarafindan salinan hiyaliironidaz enzimi
varliginda pargalanabilen ve bu etki ile igerisinde barindirdigr antibiyotigi
salabilen HA temelli nanokapsiil yapili bir salim sisteminin gelistirilmesi
hedeflenmistir. Bu sistemin hazirlanmasi igin yiizeyler arasi (interfacial) tetrazin
Diels-Alder Click Reaksiyonu yontemi kullanilmistir. Gelistirilen sistemin
enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde potansiyeli yiiksek bir salim sistemi olacagi
diisiinilmektedir. Bu tiir mikroorganizmaya 6zel ilag salim sistemi sayesinde
antibiyotigin lokal olarak hedeflenmesi ve ilacin mikroorganizma varliginda
salimi gergeklestirilmektedir. Bu sekilde antibiyotigin zamaninda verilmesi
saglanacak ve sistemik dolagim igerisine yapilan salimda karsilasilan yan etkiler
veya antibiyotik direncinin olusmasi gibi sorunlarin 6niine gegme potansiyeli olan

bir sistem gelistirilmis olacaktir.

Bu amacglar dogrultusunda gerceklestirilen caligsmalar sonrasinda, asagida
detaylar1 verilen nedenlerden dolayr arzu edilen etkinlige ulasilamamistir.
Tasarlanan yapmin kismen elde edilmesi, fakat enzimle caligmalar sirasinda
model sistemin enzimle birlikte kompleks davranislar gostermesi, ayni amag ic¢in
farkli bir yontemle farkli bir yapiya gecilmesine neden olmustur. Bu dogrultuda,
fiziksel etkilesimle bir nanokompleks olusturulmasi ve elde edilen yapinin hem
pH’a hem de enzime duyarli olmasi ile bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilmasi tezin nihai hedefi olmustur. Bunun i¢in negatif yiikli HA (yiiksek
veya diigiik molekiiler kiitleli) ile pozitif yiikli ve pH’a duyarli olan PBAE
arasinda fiziksel etkilesimle elde edilecek nanokompleks igerisine antibiyotik
(kolistin siilfat veya vankomisin) yiiklenmesi hedeflenmistir. Yine bu sayede lokal
hedeflenme saglanarak ilacin vaktinden Once salimini engelleyebilecek bir
potansiyel yapi ortaya konmustur. Elde edilen nanokomplekslerin antibiyotik
salim calismalari, yapilarin enzim ve pH duyarlili§i kapsaminda incelenmis ve

sistemin antibakteriyel aktivitesi degerlendirilmistir.

1.3 Hipotez

HA, hiicre dis1 matriksin bilesenlerinden biri olup, benzersiz molekiiler yapisi ve

fizikokimyasal ~ Ozellikleriyle  hiicre  i¢i  aktivitelerde, inflamasyonun



baslatilmasinda, yara iyilesmesinde ve cesitli biyokimyasal siire¢lerde etkilidir.
Uzerinde bulunan karboksil ve hidroksil gibi fonksiyonel gruplartyla modifiye
edilebilir ve ila¢ salim sistemlerinde kullanilabilirler. Bu sayede elde edilen
sistemin biyouyumlulugunu ve biyobozunurlugunu gelistirerek etkin bir yapi
sunarlar. Aynm1 zamanda antimikrobiyal oOzelligi sayesinde de ilag salim
sistemlerinde tercih edilmektedirler. Bu 6zelliklerinin yani sira, ¢esitli enfeksiyon
kaynagi mikroorganizma tiirleri tarafindan salinan hiyaliironidaz enzimi
varliginda pargalanmalari, tez kapsaminda gelistirilen bakteri varliginda
tetiklenerek ila¢ saliminin yapilabilecegi bir sistemde kullanilmasinda avantaj
saglayacaktir. Tasarlanan HA esasli nanokapsiiller, ilk defa ylizeyler arasi
(interfacial) tetrazin Diels-Alder Click Reaksiyonu vasitasiyla sentezlenecektir.
Farkli Click reaksiyonlar1 kullanilarak bu tiir nanokapsiiller elde edilmesine [1]
ragmen Ozglin bir sekilde ilk defa tetrazin reaksiyonu ile sentezlenecektir. Bunun
icin oncelikle HA’nin tetrazin ile modifiye edilmesi ve bifonksiyonel norbornen
capraz baglayicist ile sulu dispersiyon ortaminda capraz bagli yapilarin elde
edilmesi tasarlanmistir. Elde edilecek sistemin igerisine yliklenen antibiyotigin
serbest antibiyotige kiyasla daha etkili olacagi hipotezi savunulmaktadir. Buna
gore Oncelikle nanokapsiillere model boya yiliklenmis ve yapilarin enzimle salim

calismalar1 degerlendirilmistir.

PBAE molekiilleri pH’a duyarli, fonksiyonlandirilabilir, biyouyumlu ve
biyobozunur yapilardir. Biyobozunur ester baglarina sahip olmalari, bazik veya
asidik kosullar altinda parcalanabilmesine ve toksik olmayan daha kiigiik
molekiillere ayrismasina olanak saglar. Bu nedenle de terapotik uygulamalar igin
uygun molekiiller oldugu ve kanser ilaglari, antimikrobiyaller, proteinlerin
tasinmas1 ve doku onarmmi gibi ¢esitli biyomedikal uygulamalarda kullanildig:
literatiirde goriilmiistiir. Uzerinde bulunan pozitif yiikler sayesinde negatif yiiklii
molekiillerle kompleks yapma 6zelligine sahiptir. Bu sebeplerle, yine serbest
antibiyotige gore daha etkili bir yapmin elde edilmesi hipotezi kapsaminda
gerceklestirilecek ikinci g¢alismada, PBAE polimerlerinin kullanilmasi tercih
edilmistir. PBAE’lerin hem negatif yiiklii HA ile kompleks yapma hem de pH’a
duyarlilik 6zelliklerinden yararlanilmigtir. Aljinat/PBAE [14, 15] ve HA/Kitosan
[16] dahil olmak iizere gesitli kompleks sistemler kullanilmis olmasina ragmen,

kompleks HA/PBAE malzemelerinin antibiyotik salimi i¢in kullanimina dair bir



rapor bulunmamaktadir. Bunun i¢in 6ncelikle negatif yiiklii ve enzime duyarli HA
ile pozitif yikli ve pH’a duyarli PBAE arasinda fiziksel etkilesimle bir
nanokompleks olusturulmasi ve igerisine antibiyotik yiiklenmesi planlanmustir.
Boylelikle hedefe yonelik, bakteri enfeksiyonu ortaminda salimin yapilabilecegi
potansiyel bir yapi ortaya konmustur. Alternatif olarak gelistirilen bu
nanokompleks yapili tastyicilarin salim ¢aligmalart incelenmis ve sistemin

antibakteriyel aktivitesi degerlendirilmistir.



2

GENEL BIiLGILER

2.1 Ila¢ Salim Sistemleri

Gecgmisten giiniimiize hastaliklarin tedavisinde cesitli yontemler kullanilmustir.
Bitkisel ilaglarin kullanildigir 1900°1i yillarin bagindan sonra sentetik kimyadaki
gelismeler 1s181nda 1940’11 yillarda antibiyotigin kesfi gerceklesmistir. 1950’lerin
basinda ise ilaglar, uygulamanin daha basit olmasit ve siirekli, kontrollii bir
terapotik etki igin ilk kez mikrokapsiiller halinde formiile edilmistir. “Spansules®”
denilen ilag, cesitli kalinliklarda kaplamalarla cevrili ilag pelletleri igeren

mikrokapsiiller olup, bu sayede salim siiresini uzatmay1 basarmistir. Boylece ilag

salimiin temeli atilmistir [17].

flag salim sistemleri parenteral, oral, transdermal, nazal gibi geleneksel ilag
uygulama ydntemlerinin (Sekil 2.1) sinirlamalarini hafifletmeyi amaglar. Ilaclarin
hedefe ulasmasinda ¢esitli giigliikler ortaya ¢ikabilir. Bunlardan en ¢ok kullanilani
oral uygulamada, miikemmel hasta uyumu bulunmaktadir. Fakat, agizdan
dagitimda, agiz boslugu, mide ve bagirsaklarin zorlu ortamlarinin yani sira
bagirsagin epitel mukozal tabakasi boyunca zayif tasima, karsilagilan
zorluklardandir. Ayrica, sistemik absorpsiyondan sonra, agiz yoluyla alinan
ilaclar, bagirsak ve karaciger enzimleri tarafindan ilk geg¢is metabolizmasina
maruz kalir. Bu da ilacin bozulmasmna ve kandaki ila¢g konsantrasyonunun
azalmasina neden olur. Oral uygulama disinda parenteral yol ise, etkili ilag
konsantrasyonlarina hizli bir sekilde ulagilmasini saglar ancak enjeksiyon
bolgesinin agris1 nedeniyle hasta uyumunun zayif olmasma neden olur.
Transdermal dagitimda hasta uyumu yiiksektir, fakat kullanilan ilaglarin kiigiik ve
lipofilik olmasi bu ydntemin sinirlanmasina neden olur. Iste bu nedenlerle ilag
salim sistemleri; ilacin etkinligini arttiran, olumsuz yan etkileri dnleyen, diisiik
hasta uyumunu ele alan ve biyolojik engelleri asan yeni uygulama yontemlerini

miimkiin kilmay1 amaglamaktadir [18].



Mikroigneler

Sekil 2.1 Ilaclarin geleneksel uygulama yollar1 [18]
2.1.1 Kontrollii la¢c Sahm Sistemleri

[lag saliminda temel hedefler, ilacin uygulandig: bolgeden hastalikli bolgeye etkin
ve spesifik bir sekilde ulastirilmasi, yan etkilerin en aza indirilmesi, maliyetlerin
azaltilmasi ve saglikli komsu hiicrelere zarar vermeden hastalikli hiicrelere etki
etmesidir [19]. Kontrollii ilag salim sistemlerinde ise bu hedeflere ek olarak
genellikle amag, ilacin uzun siirede, sabit bir hizda (zero-order) kontrollii ve
siirekli salinmasidir [20]. Tla¢ konsantrasyonunun etkili olmasi ve toksik olmamasi
icin, minimum etkili konsantrasyon (MEC) ve maksimum toksik konsantrasyon
(MTC) olarak adlandirilan iki esik deger arasinda olmasi gerekir. Genellikle bir
ilag ti¢ sekilde salmir (Sekil 2.2):

1) Ani salim (burst release); ilacin hedeflenen ortamda ¢oziinmesi ve tim
miktarinin salinmasidir.

2) Periyodik salim; bir ilacin periyodik olarak salindigi ve konsantrasyonunu
iki esik arasinda ytiksek dalgalanmayla korudugu salimdir.

3) Sifir dereceli (zero-order) salim; ilacin uzun bir siire boyunca énemli bir

degisiklik olmaksizin sabit bir konsantrasyonda salinmasidir [21].
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Sekil 2.2 Bir ilacin tasiyicidan iig tiir salim kinetigi, ani salim (Siyah diiz ¢izgi),
periyodik salim (siyah kesikli ¢izgi) ve sifir dereceli salim (turuncu ¢izgi) [21]

Ilag salim sistemleri mekanizmalaria gore genel olarak doért sinifa ayrilir. Bunlar
difiizyon kontrollii, kimyasal kontrollii, solventle aktiflestirilen ve manyetik

kontrollii salim sistemleridir (Sekil 2.3) [20].
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Sekil 2.3 Ilag tasiyici sistemlerin salim mekanizmasina gére siniflandirilmast.
Difiizyon kontrollii sistemler (A) matris veya (B) rezervuar bazli olabilir;
kimyasal olarak kontrol edilen sistemlerde ila¢ (C) ylizey erozyonuyla veya (D)
yan zincirli polimerik sistemlerden salinabilir; solventle aktiflestirilen sistemler
ilact (E) sisme veya (F) ozmotik basingla serbest birakir; ve (G) uyaranla
tetiklenen sistemler, bazi dis veya ¢evresel uyaranlarla ilaci serbest birakir [20]

2.1.1.1 Difiizyon Kontrollii Salim Sistemleri

Diflizyon kontrollii salim sistemleri, ilacin polimer bir fazda dagildigi matris
sistemi (Sekil 2.3-A) ya da bir polimerin ila¢ molekiillerini ¢evreledigi rezervuar
sistemi (Sekil 2.3-B) seklinde olabilir. Ilaglarin polimer matris ve/veya gézenekli
kanallar yoluyla difiizyonu, salim hizin1 sinirlar. Bu sistemlerin matematiksel
modellemesi, salim sisteminin tiiriine (matris ya da rezervuar), polimer fazin

gozenek boyutuna (gdézeneksiz, mikro gozenekli veya makro gbzenekli), salim



sistemindeki ilacin ¢oziiniirliigiine (¢oziinmiis ya da dagilmis) ve salim sisteminin

geometrik 6zelliklerine baglidir [20].
2.1.1.2 Kimyasal Kontrollii Salim Sistemleri

Bu sistemlerde tasiyicilar, hidroliz, enzimatik par¢alanma ya da diger in vivo
kimyasal mekanizmalar sonucunda viicutta pargalanarak, kimyasal yapilarinin
degistigi biyobozunur polimerlerden yapilirlar. Bu nedenle ilacin salinmasindan
sonra sistemin ortamdan c¢ikarilmasina ihtiya¢ duyulmaz. Kimyasal kontrolli
salim sistemleri, polimer-ilag dispersiyon ve polimer-ilag konjugat sistemleri
olmak iizere ikiye ayrilir. Polimer-ilag dispersiyon sistemlerinde ilag, biyobozunur
bir polimer igerisinde esit sekilde dagilir veya ¢oziiliir ve fizyolojik kosullar
altinda polimerlerin par¢alanmasiyla salinir. Polimerlerin = y1@in  halinde
par¢alanmasiyla olusan kiitle erozyonu ve polimerlerin yilizeyden par¢alanmasi
veya ¢Oziinmesi nedeniyle olusan yiizey erozyonu olmak iizere iki sekilde
bozunma gergeklesebilir (Sekil 2.4). Polimer-ilag konjuge sistemlerinde (Sekil
2.3-D) ise ilag, polimere kovalent baglanma veya polimerin omurgasina asilama
yoluyla kimyasal olarak konjuge edilir. Ilag, fizyolojik kosullar altinda polimer-

ila¢ baglarinin ayrilmasiyla salinir [22].

a) Kitle erozyonu

Kitlece aginan Kiitle
polimer matrisinde '
dagilmigilag > Kiitle erozy yla <«

ilag salim

b) Yiizey erozyonu

-
.......

Yizeyden aginan
polimer matrisinde
dagilmigilag

> Yizey y <

> Yizeyerozyonuyla €
ilag salimi

Sekil 2.4 Kiitle ve yiizey erozyonu sematik gosterimi [22]



2.1.1.3 Coziiciiyle Aktiflestirilen Salim Sistemleri

Coziciiyle aktiflestirilen salim sistemleri, ozmotik basing kontrollii ve sigsme
kontrollii olmak flizere ikiye ayrilir. Bir ¢oziicliniin, sisme veya ozmoz yoluyla

polimerik salim sistemine niifuz etmesiyle ila¢ salim1 kontrol edilir [20].
Sisme kontrollii salim

llag, cams: haldeki hidrofilik polimer igerisinde dagilir veya ¢oziiliir. Sulu bir
¢oOzeltide, su polimerik matrisin i¢ine girerek onun sismesine ve ilacin salinmasina
olanak saglar. Ideal bir sisme kontrollii sistem, polimerin sadece sismis

bolgelerinde ila¢ salimina izin verir [20, 22].
Ozmotik basing kontrollii salim

Bu sistemlerde salim mekanizmasi ozmotik basinca dayanir. En basit sekli, yar
gecirgen, rijit bir membranla enkapsiile edilmis, igerisinde dagilmis ya da
¢Oziinmis ila¢ bulunan bir rezervuardan olusan sistemdir (Sekil 2.3-F). Burada
ilacin kendisi ozmozu yonlendirir. Ozmoz, yar1 gegirgen bir zardan ¢dziiciiniin,
madde konsantrasyonunun diisiik oldugu yerden yiiksek oldugu yere dogru
hareket etme durumudur [22]. Su, yar1 gecgirgen membrandan girerek ilact bir
delikten disar1 dogru hareket ettirir. Ilacin bu sekilde hareket etmesi, suyun

akisinin uyguladig1 ozmotik basing sayesinde gergeklesir [20].
2.1.1.4 Manyetik Kontrollii Salim Sistemleri

Manyetik kontrollii salim sistemleri, ilk olarak ayr1 bir smf olarak
olusturulmustur. Fakat uyaranla tetiklenen ila¢ salim sistemlerine dahil edilebilir
(Sekil 2.3-G). Bu tip salim sistemleri, manyetik alan, ultrason, sicaklik, 151k veya
elektrik gibi dis uyaranlara veya pH, tetikleyici molekiiller ve enzim gibi ¢evresel
uyaranlara yanit olarak, diflizyonu veya erozyonu hizlandirarak ilact serbest
birakir veya salim hizini artirir. Ayn1 zamanda ilacin lokal olarak salinmasina

olanak saglarlar [20].
2.1.2 Enzime Duyarh Salim Sistemleri

Bu sistemlerde enzimler tetikleyici olarak kullanilir. Substrata 6zgii olmalar1 ve
tliman kosullarda (diisiik sicaklik, nétr pH degeri vb.) oldukca segici olmalari gibi
benzersiz 6zelliklere sahiptirler. Enzimlerin biyolojik ve metabolik stireglerle

iliskili olmasi, inflamasyon bdlgesinde enzime duyarhi ilag salimmin
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kullanilabilmesine olanak saglar [22]. Farkli patolojik durumlarda ve birgok
hastalikta enzim ifadesi (ekspresyonu) ve aktivitesi diizensiz sekilde gdzlenmistir.
Ornegin, kat1 tiimdrlerde proteazlar, peptidazlar ve lipazlar gibi cesitli enzim
tiirlerinin ekspresyonu, normal dokulardaki konsantrasyonlariyla
karsilagtirildiginda genellikle daha yiiksektir, ¢linkii bu enzimlerin yiiksek
konsantrasyonlari, tiimor hiicresi biiyiimesinde, anjiyogenezde, invazyon ve
metastazda ¢ok onemli bir rol oynar. Diizensiz enzimler, farkli kanser tiirlerinde
ve evrelerinde teshis ve Ongorii (prognostik) i¢in biyobelirtecler olarak
degerlendirilmektedir. Bu nedenle de hedefe yonelik kanser tedavisinde biyolojik
tetikleyici olarak kullanilabilirler. Ayrica, enzimler kendi substratlart igin
olaganiistii bir secicilige sahiptirler. Bu o0zellikler sayesinde, son yillarda,
polimerik nanopartikiiller, lipozomlar, inorganik nanopartikiiller dahil olmak
lizere, segici ve etkili hedefe yonelik ilag salim1 i¢in enzime duyarli bir¢ok sistem

gelistirilmistir [23].

Kanser disinda, enfeksiyon kaynakli hastaliklarda da enzim diizensizligi soz
konusudur. Saglikli dokulardan farkli olarak bakteriyel enfeksiyonlarin
mikroortami, diisik pH, yiiksek hidrojen peroksit (H,O,), fazla miktardaki
enzimler ve toksinler agisindan benzersizdir. Ornegin bakteriler, fibrinin doku
matrikslerini pargalamak i¢in hiyaliironidaz, kollajenaz, ndraminidaz ve
streptokinaz gibi bir¢ok hiicre disi enzimi salgilarlar. Fosfolipazlar ve lesitinazlar
gibi membran pargalayici enzimler de bazi bakteriler tarafindan diretilir. Bu
sekilde bakteriler tarafindan kendiliginden enzimlerin salinmasi, antimikrobiyal
ilag saliminda biiyilk 6nem tagimaktadir. Bu nedenle bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde, enzime duyarlt salim sistemlerinin kullanilmasi, diger tetikleyici

sistemlere gore daha avantajlidir [24].
2.1.3 pH’a Duyarh Salim Sistemleri

pH’a duyarli biyomateryeller, pH degisimini algilar ve polimer zincirlerinde
fiziko-kimyasal degisikliklere ugrayarak ilacin salinmasini tetikler. pH'a duyarh
polimerler, poliasitler (bazik pH'ta salim) veya polibazlar (asidik pH'ta salim)
olabilir [22]. Sindirim sisteminin ¢esitli boliimlerinde, farkli organlarda,
dokularda ve hiicresel boliimlerde pH degerleri genis bir aralikta farklilik gosterir.
Ornegin pH degerleri, midede 1,5-3,5, ince bagirsakta 5,5-6,8, kolonda ise 6,4-7,0

araliginda degismektedir. Tlimorlerdeki ve inflamatuar dokulardaki pH degerleri,
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kan ve normal dokularin pH’1 olan 7,4’ten daha disiiktiir. Yiikselen metabolik
hizlar ve artan aerobik glikolizin bir sonucu olarak, ¢ogu kati tiimoriin mikro
ortam1 pH 6,5-7,2 araligindadir. Endozomlar ve lizozomlar gibi asidik hiicresel
yapilar ise sirasiyla pH 5,5-6,0 ve pH ~4,5-5,0 olmak iizere daha diisiikk pH
degerleri sergilerler. iste bu sekilde viicuttaki normal ve hastalikli dokularin pH
degerlerinin farkli olmasi, ilag salim sistemlerinde hedefe yonelik salimin
gerceklestirilmesi i¢in idealdir. Ciinkii ilag, 7,4 fizyolojik pH degerindeki sistemik
dolasim sirasinda inhibe edilir ve sadece hastalikli hiicrenin asidik ortaminda

salinir [23, 25].
pH’a duyarli nanosistemler dort farkl sekilde tepki verebilir (Sekil 2.5):

1. Fiziksel ayrilma,

2. Kimyasal bag boliinmesiyle nanopartikiiliin ayrilmasi,
3. Kimyasal bag boliinmesiyle salim,
4

. Nanopartikiil sigmesi.

pH duyarliligt esas olarak iyonlagabilen gruplarin protonasyonundan veya
polimerik malzemelerdeki kimyasal baglarin asit hidrolizinden
kaynaklanmaktadir. Ayrica, konformasyon veya kimyasal degisikliklerle de elde
edilebilmektedir. Molekiiler olarak, pH'a duyarli nanosistemlerin uyarilara cevap
verebilirligi, nano c¢ekirdekteki hidrofobik etkilesimler, hidrojen baglari, m-n

istiflenmesi veya iyonik baglarla iliskili olabilir [26].
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Sekil 2.5 pH'a duyarl polimerik misellerin salim mekanizmalar1. (a) Fiziksel
ayrilma; (b) Kimyasal bag boliinmesiyle dagilma; (c) Kimyasal bag boliinmesiyle
salim; (d) Nanopartikiil sismesi [26]

2.1.4 Hedefleyici Ila¢ Salim Sistemleri

Hedefleyici ilag salim sistemlerinde, ilacin hastalikli bdlgeye segici olarak
tasinmasi, bu bolgede farmakolojik etkilerin arttirilmasi ve tiim viicut {izerindeki
olumsuz etkilerin en aza indirilmesi amaglanmaktadir. Bir ilacin biyouyumlu bir
polimer ile konjuge edilmesi ¢6ziiniirliiglin artmasina, ilacin toksik etkilerinin en
aza inmesine ve ilacin etki siiresinin optimize edilmesine olanak saglar. Bu da
ilacin viicuda verilmesinde kolaylik saglar. Bunun disinda nanotasiyicilar,
anatomik bariyerler nedeniyle ilacin niifuz etmesinin zor oldugu boélgelere ilacin
ulastirilmasinda kullanilir. Ornegin kan-beyin bariyeri (BBB) ¢ogu ilacin igeri
girmesine izin vermez. Beyin i¢in segici bir bariyer gorevi goriir. Nanopargaciklar

kan-beyin bariyeri dahil birgok bodlgeye ve dokulara ulasabilmektedirler. Bu
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nedenle nanotastyicilarin hedeflenen dokulara yonelik ilag salim sistemlerinde
kullanim1 popiiler hale gelmistir [22]. Nanotasiyicilar olarak lipozomlar,
polimerik miseller, polimerik nanopartikiiller, polimer-ilag kojugatlari, nanojeller,
karbon nanotiipler gibi ilag tasiyici sistemler kullanilmaktadir. Bu sistemlerin
boyutlar1 300 nm'nin altindadir. fla¢ veya gen tasinmasinda ¢ok etkilidirler. Bu tiir
sistemleri kullanmanin en biiyik avantaji, ilag yiiklii nanotasiyicilarin
farmakokinetik davranisinin, ilaglar veya genler yerine nanosistemlere bagli
olmasidir. Genel olarak pasif ve aktif hedefleme olmak {izere iki tiir hedefleme
vardir [27]. Pasif hedefleme, artan gegirgenlik ve tutma etkisinin (EPR) bir
sonucu olarak makromolekiillerin timor gibi hedeflenen dokularda kararli bir
sekilde birikmesiyle gerceklesir. Aktif hedefleme ise, nanotasiyici ile hedef
hiicredeki reseptorler arasinda spesifik etkilesimler meydana geldiginde
gergeklesir (Sekil 2.6) [21].

. Ligand modiftyeli nanotastycilar
. Modifiye edilmemis nanotastyicilar

Aktif Hedefleme Pasif Hedefleme

(#) Tomor hiscreleri
€3 Endotel hiicreler
4) Normal hilcreler
@ CEritrositler

Sekil 2.6 Aktif ve pasif hedeflemenin sematik gosterimi [28]

2.1.4.1 Pasif Hedefleme

[lacin, tasiyict bir sistemle pasif hedeflenerek istenilen bdlgeye ulastiriimasi
fiziko-kimyasal veya farmakolojik faktorlere baghdir. Pasif hedeflemede,
nanopargaciklarin boyut ve kimyasal 6zelliklerinin yani sira, timdr damar yapisi,
arttirllmis  gegirgenlik ve tutma (EPR) etkisi ve tlimoriin mikroortami da
onemlidir. Timor dokular1 besin ve oksijene ihtiya¢ duydugunda anjiyogenezi

uyarir. Timor hiicreleri, molekiilleri serbest birakarak sinyal gonderir ve boylece
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cevredeki konak¢1 dokularda yeni kan damart olusumu baglar. Anjiyojenik kan
damarlar1 arasindaki bosluklar normal hiicreler arasindaki bosluklardan daha
genistir. Kanser endotel hiicreleri arasinda 300-700 nm’lik bosluklar
bulunmaktadir. Degisen damar yapisiyla yetersiz lenf bosaltilir ve bu da EPR
etkisinin tetiklenmesine yol agar (Sekil 2.6). Nanopartikiillerin boyutu 100
nm’den fazla olmamalidir. Tiimor dokusu i¢inde nanopartikiillerin dagiliminm
etkileyen faktorler dolasim, yarilanma Omrii, ylizey Ozellikleri, boyut ve

anjiyogenez seviyesidir [29].

Pasif hedeflemede timor hiicresini gevreleyen mikroortam da etkilidir. Timor
hiicrelerinin hizli bliylimesi ve asir1 ¢ogalmasi i¢in yiiksek metabolizma hizina
ihtiyag vardir. Ancak viicudun besin ve oksijen kaynagi genellikle timor
dokusunun ihtiyacini karsilamaya yetmez. Bdylece tiimor hiicreleri ekstra enerji
kaynagi olarak hipoksik metabolizmay1 (glikoliz) kullanir. Bu da pH’1n diismesine

ve asidik bir ortamin olugmasina neden olur [29].

Pasif hedefleyici ila¢ salim sistemleri genel olarak lipozomlar, polimerik
nanopartikiiller, metal oksit nanopartikiiller ve silikon dioksit nanopartikiiller gibi

cesitli yapilarda olusturulmaktadir [30].
2.1.4.2 Aktif Hedefleme

Kanser veya diger hastaliklarin tedavisinde ilaclarin, hedef doku ve hiicrelere
ulagmasi ve gevredeki saglikli hiicrelere herhangi bir olumsuz etki yapmamasi ¢ok
onemlidir. Aktif hedeflemenin mekanizmasi, pasif hedeflemeye gore cok daha
gelismistir. Kanser hiicrelerinde besinleri almak i¢in asir1 eksprese edilmis
reseptorler bulunur ve bunlar saglikli hiicre reseptorlerinden farklidir. Aktif
hedeflemede, hedef hiicre yiizeyinde asir1 eksprese edilmis reseptorlere uygun
ligandlara sahip ila¢ iceren nanopartikiiller kullanilarak hedef doku veya hiicrelere
ulagilir. Nanopartikiillerin in vivo olarak aktif hedeflenmesinde oncelikle EPR
etkisi gozlenir ve daha sonra ylizey modifikasyonlariyla hedeflenen tiimor
bolgesine ulasilir (Sekil 2.6) [19, 30]. Aktif hedeflemeden sorumlu etkilesimler
genel olarak ii¢ ana sinifa ayrilir: karbonhidrat-lektin, antikor-antijen ve ligand-
reseptor. Nanopartikiillerin hedefleme kisimlar1 olarak karbonhidratlar, antikorlar,

peptitler veya kiiciik molekiiller kullanilabilir. Yapilan caligmalarda hedefleme
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kisminda birden fazla baglanma bolgesinin varliginin daha iyi biyolojik tanima ve

reseptdr aracili endositoz sagladigr da ortaya ¢ikmistir [29].

2.2 Tla¢ Saliminda Tasiyicilarin Siniflandirilmasi

flag tasiyicilart sahip olduklar sekillerine, geometrilerine ve iiretim yontemlerine
gore siiflandirilabilirler [31]. Ilag salim sistemlerinde ilaglar ¢dziilebilir, sistemin
icine hapsedilebilir, kimyasal olarak baglanabilir ya da sistem iizerinde adsorbe
edilebilir. Elde edilen sistemden ilacin salimi diflizyon, ¢6ziinme veya sisme

yoluyla olabilir [18]. Sekil 2.7’de ilag salim sistemlerinde kullanilan gesitli yapilar

gosterilmistir.
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Sekil 2.7 lag salim sistemlerinde kullanilan cesitli yapilar [18]
2.2.1 Lipozomlar

Lipozomlar bir veya daha fazla ¢ift fosfolipid tabakasindan olusan kiiresel
keseciklerdir (Sekil 2.7). Bu sistemler hem hidrofilik hem de hidrofobik ilaglari
ayn1 anda tastyabilirler. Buna gore ¢ekirdek kismina hidrofilik ilag, ¢ift fosfolipid
tabakasina da hidrofobik ila¢ yiiklenebilir. En 6nemli avantajlari, kararliligin
artmasi ve enkapsiile edilmis ilacin toksisitesinin azalmasidir. Lipozom tabakalari
hiicre zariyla ¢cok benzer ve biyouyumlu oldugundan, hedef hiicre zarlariyla
dogrudan kaynasabilirler. Bu kesecikler biyolojik olarak inert, biyobozunur,
antijenik olmayan ve pirojenik olmayan yapilardir. Farmasotik, kozmetik ve
nutrasotik uygulamalarda kullanilan ilag tasiyicilaridir. Lipozomlarin en temel

sorunu iiretimiyle alakalidir. Ustelik kullanilan hammaddeler pahalidir [31].
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2.2.2 Polimerzomlar

Lipozomlar ¢ift tabakali yapilar halinde kendiliginden birlesen amfifilik
lipitlerden olusurken, polimerzomlar ise amfifilik kopolimerlerden olusur (Sekil
2.7). Polimerzom formiilasyonlar1 karmasiktir ve diizgiin bir dagilim saglamak
hidrofilik blogun agirlik oranina baglidir. Lipozomlara gore daha kararlidirlar.
Polimerzomlarda da hem hidrofilik hem de hidrofobik yapilar tasinabilir. Bu
sayede tedavi ve teshis i¢in ayni anda kullanilabilecek bir sistem hazirlanabilir.
Polimerzomlar, protein (monoklonal antikorlar ve antikor pargalar1 dahil), peptit,
kiiclik organik molekiil, karbonhidrat ve aptamer yapilar1 kullanilarak fonksiyonel
hale getirilebilirler. Fonksiyonellestirilmis polimerzomlar da kanser, inflamasyon
ve beyin hastaliklar1 gibi farkli hastaliklarda terapdtik amaglarla kullanilabilir.
Diger tastyicilara benzer sekilde polimerzoma ilag yiiklenmesi de, tasiyicinin ¢ift
tabakasi veya cekirdegi ile ilag arasindaki etkilesime baglidir. Polimerzomlarin

biyouyumlu ve biyobozunur olmasi gerekir [18, 32].
2.2.3 Polimerik Miseller

Polimerik miseller nano boyutlu (5-100 nm), amfifilik blok kopolimerlerden
olusan ve genellikle kritik misel konsantrasyonunun (CMC) iizerinde sulu
ortamlarda kendiliginden olusan kolloidal parc¢aciklardir (Sekil 2.7). Hidrofilik bir
kabuk ve hidrofobik bir c¢ekirdekten meydana gelirler. Bu sayede suda
¢oziinmeyen ilaglar kolaylikla taginabilirler. Misellerin boyut araliklari nedeniyle,
EPR etkisi gosteren dokularda gecis ve tutulmalarinda onemli bir rolii vardir.
Kopolimerlerin  hidrofilik kisimlart disarida bir araya gelerek, c¢ekirdegi
degredasyondan ve opsonizasyondan koruyan bir kabuk gorevi goriir. Ayrica
amfifilin suda ¢o6ziinmesini saglar. Diger yandan kopolimerlerin hidrofobik
kisimlar1 da misel yapinin ¢ekirdegini olusturarak ilacin enkapsiile edilmesine

olanak saglar [33, 34].

Polimerik miseller, hidrofilik boliimlerinin ucundaki ligand molekiilleri ile
modifiye edilebilirler. Boylece hedef bolgelerle kolayca karsilasabilir ve
etkilesime girebilirler. Ornek olarak, Li ve calisma arkadaslari, bakteriyel
hedeflemeyi gelistirmek ve enfeksiyon bdlgelerinde vankomisin ve siprofloksasin
antibiyotiklerinin salimin1 sirasiyla tetiklemek i¢in vankomisin ile modifiye

edilmis polimerik bir misel hazirlamiglardir [35].
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2.2.4 Polimer-ila¢ Konjugatlar

Polimer-ilag konjugatlar1 ilk olarak 1975 yilinda Helmut Ringsdorf tarafindan
gelistirilmistir. Bu model, biyouyumlu bir polimer omurgasina bagli ii¢ bilesenden

olusur. Buna gore polimer-ilag konjugatlarinda;

1) Coziinirligi saglayan hidrofilik bir grup,

2) Baglayici (linker) araciligiyla polimer omurgasina kovalent olarak
baglanan bir ilag,

3) Istenen fizyolojik hedefe ya da belirli bir biyolojik hedefe baglanmayi
saglayan hedefleyici kisim bulunmaktadir (Sekil 2.8).

Hedefleyici olarak folik asit, antikor, seker ve peptit molekiilleri kullanilip
istenilen bolgeye kolaylikla taginma saglanir. Baglayici olarak da peptit bagi,
distilfit bagi, hidrazin ve azo gruplar1 gibi farkli yapilar kullanilabilir. Bu baglar,
belirli kosullar altinda uyaranlara maruz kaldiklarinda pargalanarak konjuge ilact
serbest birakabilen baglayicilar olarak gorev yaparlar. Segilen baglayicilar ilag
yiiklenmesinde, ilacin stabilitesinde ve saliminda etkilidir. On ilag, ilacin polimere
baglanip inaktif hale gelmesi sonucunda olusur. Bu sayede ila¢ in vivo halde
etkisizdir. pH, redoks ortami, enzimler, hipoksik kosullar gibi i¢ uyaranlar veya
151k, 151, manyetik alan ve ultrason gibi dis uyaranlara maruz kalmasiyla
baglayicilar parcalanir ve ilag tekrar aktif hale gelir. Hedeflenen bdlgede ilag
salim1 gergeklesir [36].

Polimer-ila¢ konjugatlarinin ilag salim sistemi olarak kullanilmasinda birgok
avantaj bulunmaktadir. Yiiksek ilag¢ yiikleme kapasitesine sahip olmalari, gelismis
ilag ¢oziiniirligi, ilag farmakokinetiginin modiilasyonu, oldukc¢a tahris edici ve
sitotoksik ilaglarin sistemik ve lokal yan etkilerinin azaltilmasi, in vivo ilag
kararliligiin arttirilmasi ve ilacin salim hizinin ve bdlgesinin kontrollii olmasi bu

avantajlardan birkagidir [37].
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Sekil 2.8 Polimer-ilag konjugatlarinin sematik gosterimi [37]
2.2.5 Nanopartikiiller

Nanopartikiil bazli ilag salim sistemleri, istenilen boyut genellikle 100 nm
civarinda olmasima ragmen, 10-1000 nm araligindaki kiiresel pargaciklardan
olusur. Nanopartikiiller biyouyumlu, biyobozunur malzemelerden yapilir ve
cekirdek bir matrisin icinde dagilmis ya da ¢oziinmiis ilaglar icerir. Ilacin
eklendigi yonteme gore nanokapsill ve nanokiire olmak iizere iki smif
tanimlanmistir  (Sekil 2.7). Nanokapsiillerde ila¢ polimer bir membranla
cevrelenmis ici bos bir cekirdek icerisinde tutulur. Nanokiirelerde ise ilag
molekiilleri polimerik matriks sisteminde esit sekilde dagilir. laclar viicuda
girdikten sonra diflizyon, bozunma, sisme veya erozyon yoluyla parcaciklardan
saliabilir. Bu sistemlerin etkinligi, boyuta, partikiiliin kararliligina, yiiklenen ilag
miktarina, ilacin tiirtine (hidrofilik veya hidrofobik ilaglar, siRNA ya da DNA,
proteinler vb.) ve farkli uygulama yollarinin kullanimina baghdir.
Nanopartikiiller, biiyiik 0Olglide proteinlerin, antibiyotiklerin, vitaminlerin ve
asilarin tasinmasinda kullanilarak kanser tedavisi, gen terapisi, viriis tedavisi ve
radyoterapi gibi ¢esitli uygulamalarda etkili olurlar [31, 38]. Nanopartikiiller ile
ilgili daha detayli bilgi “2.3 Polimerik Mikro/Nano Partikiiller” boliimiinde

verilmektedir.
2.2.6 Dendrimerler

Dendrimerler, kararli ve modifiye edilmesi kolay, olduk¢a dallanmis polimer
zincirleridir. 1lk olarak kovalent veya elektrostatik etkilesimlerle ilag
yiikklenmesine olanak saglayan basit yapilar seklinde elde edilirken, zamanla

hidrofobik ilaglarin c¢ekirdek igerisine enkapsiile edildigi daha karmasik
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hidrofobik-hidrofilik yapilar gelistirilmistir [18]. Dendrimerler, ii¢ boyutlu yapida,
olduk¢a dallanmis polimerlere sahip makromolekiillerdir. Sekil 2.7°de 6rnek bir
dendrimer yapis1 goriilmektedir. Temel olarak ii¢ bilesenden olusur: baglatic1 bir
cekirdek, tekrarlayan birimlerden olusan bir i¢ katman ve i¢ katmanin en disina
eklenen bir dis katman. Dendrimerler, sahip olduklart benzersiz &zellikleri
sayesinde antimikrobiyal ila¢ saliminda etkili olarak kullanilabilirler. Iyi
tanimlanmis olduk¢a dallanmis ii¢ boyutlu yapilari, genis ylizey alani/boyut orani
saglayarak, in vivo mikroorganizmalarla daha fazla reaktiviteye olanak tanirlar.
Fonksiyonel ylizey gruplarma sahip olmalari, polidispersiteleri ve hiicre zarini
taklit etme yetenekleri, ilag tasiyict olarak kullanilmalarinda etkilidir. Hem
hidrofilik hem de hidrofobik ajanlar, ilac1 dendritik yap1 icinde enkapsiilleyerek
veya yapidaki fonksiyonel gruplar sayesinde elektrostatik ya da kovalent baglarla
terminal gruplarinda ilaglarla etkilesime girerek ayni anda yiiklenebilir. Cesitli
viral ve bakteriyel reseptorlere spesifik ve yiiksek baglanma afinitesine sahip

dendrimerler sentezlenebilir [39].

2.3 Polimerik Mikro/Nanopartikiiller

1-1000 pm araliginda capa sahip olan parcaciklara mikropartikiiller, 1-1000 nm
araliginda capa sahip parcgaciklara ise nanopartikiiller adi verilir. Ancak ¢ogu
durumda mikropartikiillerin ¢apt 100 pm'den kiigiiktiir. Amerika Birlesik
Devletleri Ulusal Nanoteknoloji Girisimi (National Nanotechnology Initiative
(NNI)) tarafindan herhangi bir boyutu 1-100 nm arasinda olan partikiiller
nanopartikiil olarak tanimlanmistir [40]. Ancak giiniimiizde yapilan ¢alismalarda
yaygin olarak nanopartikiillerin boyutlar1 400 nm’ye kadar ¢ikmaktadir [41, 42].
Nanoyapilar, hiicre gegirgenligini arttirmak, terapotik salimi arttirmak, dozaj
miktarini ve sikligin1 azaltmak ve kullanilan ajanlarin etkinligini arttirmak icin
kullanilabilir. Bir nanopartikiiliin sekli, en boy orani, parcacik boyutu ve capi
hiicre i¢ine alinmada dogrudan etkilidir [43]. Mikro ve nanopartikiiller hidrofilik
veya hidrofobik ilaglar, vitaminler, mineraller gibi ¢ok c¢esitli aktif maddeleri

dagitmada kullanilabilirler. Bunlar1 viicutta yonetme yollari farklidir [44].

Mikro ve nanopartikiiller, hiicreler ve hiicre i¢i bilesenlerle ayni boyut
6l¢egindedir. Bu da onlari, ylizey reseptdrlerinin uyarilmasi veya hiicre i¢ine alimi

ve hiicre iginde tasiyicinin salimi gibi ¢esitli uygulamalar i¢in ideal bir ara¢ haline
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getirir. Cogu durumda, terapoétiklerin pargacik ¢ekirdeginden salimi istenilen
zaman araliginda kontrol edilebilir. Peptit veya protein antijenleri gibi hassas
biyolojik yapilar, partikiiliin ¢ekirdegine enkapsiile edilerek zorlu fizyolojik
kosullara maruz kalmadan hedeflerine ulasabilir. Ayrica bu teknolojiler optimum
farmakokinetik degerlerinde hem lokal hem de sistemik olarak uygulanabilir. Son
olarak, bu par¢aciklar, polietilen glikol (PEG) gibi sentetik polimerlerle ya da
hiyaliironik asit gibi biyopolimerlerle bir kalkan gibi kaplanarak, kirmizi kan

hiicrelerinin “beni yeme” sinyalini taklit ederek gizlenebilirler [45].
2.3.1 Polimerik Mikro/Nanopartikiillerin Tasarlanmasi

flag tastyici sistemin tasarlanmasinda dnceliklerin belirlenmesi, istenilen sonucun
ne oldugunun bilinmesi ¢ok Onemlidir. Buna gore asagidaki sorularin

cevaplanmasi, tasarlanacak yapi igin gereklidir.

1) Mikro/nanopartikiiliin kullanim amaci nedir?
2) Hedef bolge neresidir?
3) Istenilen hedef rotas1 nedir?

4) Salim i¢in istenen siire ne kadardir?

Bu sorulart yanitlamak, hangi polimerin, ne tiir bir yapmin ve hangi sentez

yonteminin s6z konusu tasarim i¢in en uygun oldugunu tanimlayacaktir.

Mikropartikiil yapilar, nano boyuta gore daha stabildir. Boyuta baglh tasima, daha
fazla ilag yiikleme ve daha uzun siirede kontrollii salim o6zelliklerine sahiptir.
Nano boyuttaki yapilar ise, viicutta daha iyi dolasabilirler. Homojen bir ¢ozelti
olmadiklar1 halde c¢ok iyi dispers olduklar1 i¢in homojen gibi goziikiirler. Nano
boyutla pasif, aktif ve tetiklenebilir hedefleme yapilabilir. Nanopartikiillerin
onemli tasarim oOzelliklerinden bazilar1 boyut, yiizey fonksiyonelligi, mekanik
ozellikler, yiikleme etkinligi, kapsiillenmis ilag-tasiyict orani, bozunma
mekanizmasit ve polimerin biyouyumlulugudur. Tablo 2.1°de ila¢ salim
parametreleri tizerinde etkisi oldugu bilinen tasarim ozellikleri 6zetlenmektedir
[41, 42]. Tablo 2.2°de ise belirli nanopartikiil uygulamalar1 i¢in hangi parcacik

boyutunun yararli olabilecegine iliskin oneriler listelenmistir [43].
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Tablo 2.1 Farmakolojik sonuglar1 etkileyen polimerik nanopartikiil 6zellikleri

[42]

Farmakolojik Ozellikler

Tasarim Hedef Doku/Hiicre Hiicrei¢ci  Tedavi  Toplam
ozellikleri dolasimi siiresi salim
miktari
Yiizey kimyasi + + + - -
Duyarhhk + + + + +
Boyut + + + - +
Sekil + + + + +
Mekanik + - + -
ozellikler
Yiikleme - - - + +
kapasitesi
Parcalanma + + + + +

Tablo 2.2 Pargacik boyutuna gore atilim ve kullanilan uygulamalar [43]

Partikiil boyutu (kiiresel

Nanoila¢ uygulamalari

yapiya dayanan)
<10 nm Ekstravazasyon veya renal klirens yoluyla hizla
temizlenir.

10-20 nm Tespit, goriintiileme, kan-beyin bariyerini (BBB)
gegme potansiyeli.

20-100 nm llag/gen salimi, kanser tedavisi, inflamasyon
bolgeleri (fizyolojik bariyerlerden kagmak i¢in en
uygun aralik; yiiksek dolagim potansiyeli, karaciger
ve dalak tarafindan azaltilmis filtrasyon).

100-200 nm Ilag/gen salimi (uzun siireli dolasim icin yiiksek
potansiyel).

200 nm- 1 pm Genellikle dalak tarafindan temizlenir.
>] um Genellikle opsonize olup karaciger ve dalakta birikir

ve dolasimdan hemen atilir.

2.3.2 Nanopartikiil Sentezi

Belirli bir uygulama i¢in istenen o&zelliklere sahip polimerik nanopartikiiller,

kullanilacak olan ilacin fiziko-kimyasal 0Ozelliklerine bagli olarak ¢esitli

yontemlerle sentezlenirler. Elde edilecek nanopartikiillerin gorevini yerine

getirebilmesi, uygun

sentez yonteminin se¢ilmesine baglidir. Bu sentez

yontemleri, monomerlerin polimerizasyonu veya polimerlerin dispersiyonu olmak

tizere ikiye ayrilir (Tablo 2.3) [46]. Bu yontemlerden en sik kullanilanlar: asagida

agiklanmustir.
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Tablo 2.3 Polimerik nanopartikiil hazirlama yontemleri [46]

Monomerlerin Polimerizasyonu Polimerlerin Dispersiyonu
Emiilsiyon Emiilsiyon-¢oziicii ugurma
Mini emiilsiyon Emiilsiyon-¢oziicii difiizyonu
Mikro emiilsiyon Salting-out
Yiizeyler arasi (interfacial) polimerizasyon Nanog¢oktiirme
Kontrollii/yasayan radikal polimerizasyonu Diyaliz
Stiperkritik akigkan teknolojisi

2.3.2.1 Yiizeyler Aras1 (Interfacial) Polimerizasyon

Tez kapsaminda yapilan ilk ¢alismada da kullanilan yiizeyler arasi polimerizasyon
(va da capraz baglama) yonteminde organik faz ve sulu faz olmak iizere birbirine
karismayan iki ¢Oziicii kullanilir. Monomer ve ila¢ molekiilii organik fazda
¢oziiliir ve daha sonra yavasca karistirilarak sulu faza damla damla eklenir. Bu
islemi kullanmanin en 6nemli yarari, organik fazda ¢6ziinen bir ilag kullaniliyorsa
sadece ylizeyden ziyade nanopartikiiliin c¢ekirdegine ilacin iyi bir sekilde
enkapsiile edilmesidir. Dezavantaji ise; yogun karistirma orani nedeniyle
proteinlerin ve peptidlerin denatiire olmasidir [42]. Yapilan bir ¢alismada yag/su
yiizeyler arasi polimerizasyon yontemi kullanilarak ¢apraz bagli albiimin kabuklu

nanokapsiil sentezlenmis ve paklitaksel ilact enkapsiile edilmistir [47].
2.3.2.2 Nanog¢oktiirme

Nanog¢oktiirme yontemi ilk olarak Fessi ve calisma arkadaglar1 tarafindan
gelistirilmistir. Bu teknigin temel prensibi, organik c¢oziiciiniin lipofilik bir
cOzeltiden sulu faza yer degistirmesinden sonra bir polimerin araylizeyde
birikmesine dayanmaktadir (Sekil 2.9). Polimer, suyla karigabilen bir solventle
¢oziiliir ve bu ¢ozelti, karistirilan sulu bir ¢ozeltiye tek seferde, asamali olarak
damla damla veya kontrollii ekleme hiziyla eklenir. Polimer ¢ozeltisi ¢oziiciisiiniin
sulu faza dogru hizlica kendiliginden gergeklesen difiizyonu nedeniyle, su
molekiillerinden kag¢inmak amaciyla nanopartikiiller aninda olusur. Coziicl
nanodamlaciklardan digar1 yayilirken, polimer de nanokapsiiller veya nanokiireler

seklinde ¢oker. Coziiciinlin uzaklastirilmasiyla nanopartikiiller elde edilmis olur
[46].
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Sekil 2.9 Nanopartikiil hazirlamada kullanilan nanog¢oktiirme yonteminin sematik
gosterimi [46]

2.3.2.3 Emiilsiyon-Céziicii Buharlastirma

Emiilsiyon-¢oziicii buharlastirma sentez yOntemi, nanopartikiil eldesinde
gelistirilen ilk yontemdir. Bu yontem i¢in polimer ugucu bir ¢oziiciide ¢oziliir.
Daha sonra sulu fazda emiilsiyon haline getirilir ve karisim tipik olarak bir
surfaktan ve yiiksek hizli homojenizasyon veya ultrasonikasyon kullanilarak
islenir. Boylelikle nanodamlacik dispersiyonu elde edilir. Oda sicakliginda ya da
diisiik basing altinda buharlastirilarak organik ¢oziicii uzaklastirilir  ve

nanopartikiiller elde edilir [46].
2.3.2.4 Emiilsiyon Polimerizasyonu

Cesitli polimerlerin liretiminde, en yaygin olarak kullanilan ydntemlerden biri
emiilsiyon polimerizasyonudur. Dispersiyon ortaminda su kullanilmasi nedeniyle
cevre dostudur. Surfaktan kullanimina bagli olarak, geleneksel ve surfaktan
icermeyen emdiilsiyon polimerizasyonu olmak {izere iki sinifa ayrilir. Geleneksel
sistemde bilesenler su, suda ¢oziiniirligi diisiikk olan bir monomer, suda ¢oziiniir
bir baslatic1 ve surfaktandan olusur. Reaksiyonun sonunda nanopartikiil boyutlari
yaklasik 100 nm’dir ve her biri bir¢ok polimer zinciri igerir. Surfaktan icermeyen
yontemde, ylizey aktif maddenin olmamasi nanopartikiil iiretimi i¢in basit ve yesil
bir islem olarak ilgi gormektedir. Bu sistemdeki reaktifler suda ¢oziiniir bir

baslatic1 (potasyum persiilfat), deiyonize su ve vinil, akril gibi monomerlerdir.
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Nanopartikiillerin stabilizasyonu, iyonlagabilen baglaticilarin ya da iyonik iyonik

kopolimerlerin kullanilmasiyla gerceklesir [48].
2.3.2.5 Diyaliz

Bu yontemde polimer igin fiziksel bir bariyer olarak diyaliz tlipleri ya da uygun
molekiiler kesme agirligina sahip yar1 gecirgen membranlar kullanilir. Genellikle
polimer organik ¢oOziiciide ¢oziilir ve diyaliz membraninin igine yerlestirilir.
Uygun ¢oziicli igine yerlestirilerek diyaliz gerceklestirilir. Diyaliz tiipiiniin i¢inde
bulunan c¢oziicii ile disinda bulundugu c¢oziiciiniin yer degistirmesi, karigimin
polimeri giderek daha az ¢dzebilmesine ve boylece polimerin kademeli olarak
cokmesine neden olur. Kiigiik ve dar dagilimli nanopartikiillerin olusturulmasinda
kullanilir. Diyaliz yontemi basit ve yaygin bir yontem olmasina ragmen, diyaliz
ortaminin biilyiilk hacimde olmasi, uzun siireli islem sirasinda nanopartikiil

yiikiiniin erken salinmasina neden olabilir [46].

2.3.3 Polimerik Nanopartikiillerin Antimikrobiyal fla¢ Sahminda

Kullanimi

Polimerler, monomer birimlerinin birden fazla tekrar etmesiyle olusan
makromolekiillerdir. Homopolimerler aynt monomer birimlerinden olusurken
kopolimerler iki ya da daha fazla sayida farkli monomer birimlerinden olusur.
Polimerler boyut ve yap1 gibi kimyasal Ozelliklerinin degistirilebilir olmasi
nedeniyle ¢esitlilik gosterirler. Ayrica fizikokimyasal ozellikleri diizenlenerek
islevleri degistirilebilir [30]. Polimerlerin bu &zellikleri, nanopartikiil ilag salim

sistemi sentezinde biiyiik avantaj saglar.

Literatiirde nanopartikiil tiretimi i¢in lipit ve amfifilik molekiillerden inorganik
bilesiklere kadar ¢ok cesitli malzeme tiirleri kullanilmis ve modifiye edilmistir.
Organik makromolekiil bazli antimikrobiyal ila¢ tasiyicilari arasinda polimerik
nanopartikiiller birgok avantaja sahip olmasi nedeniyle tercih edilmektedir. Bu

avantajlar;

1) Uretim kolaylig,

2) Fizyolojik ortamda ve depolama kosullarinda fiziksel ve kimyasal
kararlilik,

3) Boyut ve boyut dagilimi, sekil, gozeneklilik, yiizey yiikii, molekiiler
agirlik, ilag yiikleme etkinligi gibi ayarlanabilir 6zellikler,
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4) Hidrofilik/hidrofobik 6zelliklerin modifikasyonuyla kontrollii ilag salima,
5) Ligandlarla yiizeyin fonksiyonellestirilmesidir [49].

Yara bolgesinde yer alan bakteriler, yara eksudasi igerisinde planktonik hiicreler
veya biyofilm matrisinin i¢inde korunan sesil hiicreler olarak bulunabilirler [4].
Kronik yaralarin %60’imnda biyofilm olusumu gozlenmektedir. Bu tip yaralarda,
biyofilm olusturma kapasitesi yiiksek, ¢oklu antibiyotik diren¢li Staphylococcus
aureus ve Pseudomonas aeruginosa one ¢ikmaktadir [50]. Viicuttaki bakteriyel
enfeksiyonlarin  %80’inden fazlasinin biyofilm ile iliskili oldugu tahmin
edilmektedir [3].

Aragtirmacilar tarafindan yapilan ¢aligmalarla antibiyotiklerin belirlenen bolgeye
lokal salimi1 icin farkli yontemler gelistirilmekte ve var olan sistemler
tyilestirilmektedir. Polimerik tastyicinin  degistirilmesi, modifiye edilmis
antibiyotiklerin kullanilmasi, bilinen antibiyotiklere dayanan polimerik on-
ilaglarin {iretilmesi, glimiis nanopartikiillerin toplanmasi, antibiyotikler yerine
antimikrobiyal peptitler ya da antimikrobiyal peptit 6nleyicilerinin dahil edilmesi
bu caligmalardandir. Bunun diginda minimal invaziv olarak uygulanabilen ve
siirekli bir antimikrobiyal salim profiline sahip sistemlerin olusturulmasi ve
enfeksiyonel bir durumda biyolojik uyarana cevap olarak antibiyotik veya
antimikrobiyal bilesigin ortama salindigi sistemler de yeni uygulanan

yontemlerdendir [51].

Polimerik nanosistemler, kolajen, kitosan, jelatin veya albiimin gibi dogal
polimerlerden ya da polietilen glikol (PEG), polikaprolakton (PCL), polilaktik asit
(PLA) veya poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) gibi sentetik polimerlerden
sentezlenebilir. Ayrica nanopartikiiller, nanokapsiiller, nanokiireler, miseller,
vezikiiller, dendrimerler veya hibrit inorganik-polimer nanosistemler dahil olmak

tizere bircok formda gelistirilebilirler [52].
2.3.3.1 Dogal Polimerler

Dogal polimerler olarak gecen biyopolimerler, nanomateryallerin sentezinde
kolaylik saglar. Ciinkii biyokiitle morfolojileri genellikle nano diizeydedir.
Biyopolimerler bitkiler, algler, mantarlar, bakteriler ve hayvanlar gibi cesitli
organizmalarda bulunurlar. Nisasta, aljinat, kitosan, hiyaliironik asit ve dekstran

bunlardan en sik kullanilanlaridir (Sekil 2.10). Biyopolimerler bilesimleri
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acisindan benzersizdir ve ¢esitli fizyolojik 6zelliklere sahiptirler [53]. Biyoinert
olmalar1 sayesinde viicuda herhangi bir zararlar1 bulunmaz. Biyouyumlu
biyopolimerler, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (yiizey yiikii gibi) degistirerek,
kararlilig1 arttirarak ve ilaglarin ve nanopartikiillerin korunmasini saglayarak
nanopartikiillerin fonksiyonel hale gelmelerinde etkili olarak kullanilirlar [54].
Polimerik nanomalzemeler 10 nm-1 pm araliginda kati kolloidal parcaciklardir
[53].

BiYOPOLIMERLER

1 I ! I 1

Bitki Alg Mantar Bakteri Hayvan

Seliiloz Aljinat Kitosan Dekstran Hiyaltronik asit
Arap zamki Agar Pullulan Gellan Kitin
Nisasta Karragenan Skleroglukan Ksantan sakizi Kolajen

Sekil 2.10 Farkli kaynaklardan elde edilen biyopolimerler [53]

Biyopolimerik nanomalzemeler c¢esitli sekillerde elde edilebilirler. Ozellikle
biyopolimerlerin molekiil i¢i hidrojen baglariyla baglanmasi molekiiler
kapstillerin olugmasini saglar. Metallerin biyopolimerlere baglanmasiyla da
sentezlenebilirler. Ornegin nisasta, metalleri ya da metal oksitleri biinyesine
katarak polimerik nanokompozitler olusturabilir. Yapilan bir calismada glimiis
metali supramolekiiler bir sekilde nisasta igerisine dahil edilerek nanomateryal
elde edilmistir [55]. Kitosan, ¢apraz baglanma ve modifikasyon i¢in bol miktarda
serbest amino grubuna sahip dogrusal bir polisakkarittir [35]. Pozitif yiikli
kitosan sadece bakteri hedeflemeyi arttirmakla kalmaz, ayni zamanda
antibakteriyel etkiler de gosterebilir [56]. Bu nedenle kitosan, kullaniminin

uyumlulugu nedeniyle nanoteknoloji ile ilgili uygulamalarda kullanilmaktadir [57,
58].

Biyopolimerlerden hiyaliironik asit (HA) de cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Ornegin Lei ve ark. HA’nin tiimor, eklem, viterus ve cilt
dokularinda ilag salim sistemi olarak kullanilabilen albumin nanotasiyicilarinin

yiizey modifikasyonunda bir ligand olarak kullanilabilecegini bulmuslardir [59].
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Yapilan bir ¢alismada yumurtalik kanserinin tedavisi i¢in HA ile modifiye edilmis
dendrimer kapsiillii altin nanopartikiilleri, aktif hedefleyici ila¢ salim sistemi
olarak elde edilmistir [60]. HA nin karboksil ve hidroksil gruplarina sahip olmasi
fonksiyonlastirilmasina olanak saglar. Biyouyumlu ve biyobozunur olmasi, ilag
salim sisteminin etkinligini arttirmaya ve toksisitenin azalmasina neden olur. Suda
¢Oziinlirligli arttirarak ilag salimimin iyilestirilmesini saglar. Bir¢ok kanser
hiicresinde asir1 eksprese edilen CD44 reseptoriiniin ligand1 oldugu i¢in tiimor
hedefli ila¢ salim sistemlerinin olusturulmasinda 6nemli rol oynar [61]. HA ile

ilgili daha detayl bilgiler “2.4 Hiyaliironik Asit” boliimiinde verilmistir.
2.3.3.2 Sentetik Polimerler

Sentetik polimerler biyomedikal uygulamalardaki nanopartikiil sentezinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bunlardan en ¢ok kullanilanlari PLGA, PEG, PLA ve
PCL hem atibiyotiklerin hem de alternatif antibakteriyel ilaglarin tasinmasinda
tercih edilmektedir [52]. PLGA bazli antibiyotik tasiyicilar, terapdtik etkilerin
siirdliriilmesi i¢in antibiyotik salimini uzatabilir. Fakat dokuya hedeflenmesi,
uyaricilara duyarli olmasi ve hiicre bariyerlerinden gecebilmesi i¢in bazi
modifikasyonlara ihtiya¢ duyar [35]. Ornegin; mide epitel hiicre zarlariyla kaph
antibiyotik ylikli PLGA nanopartikiillerinin midedeki Helicobacter pylori (H.
pylori) patojenlerini spesifik olarak hedefleyebildigi gosterilmistir [62]. Baska bir
calismada, antibakteriyel aktiviteleri ile bilenen kafeik asit ve juglon dogal
biyobilesiklerini iceren PLGA nanopartikiilleri sentezlenmis ve etkileri
aragtirtlmistir  [63]. Bunlarin  disinda poli-L-lisin ile fonksiyonlastirilmig
rifampisin igeren PLA nanopartikiilleri sentezlenmis ve potansiyeli aragtirilmistir.
Bu katyonik peptit, planktonik bakterilere ve biyofilm biiylimesine karsi negatif
nanopartikil yiizey yiikiinii pozitife ¢evirebilir [64].

Laboratuvar  arastirmalarinda, gelismis  polimerizasyon yontemleri ve
makromolekiillerin kendiliginden olusum teknolojisi, polimerik nanotasiyicilarin
6zel mimarilerle hazirlanmasini ve birden fazla fonksiyonun nispeten kolay, kesin
ve ¢ok yonlii yollarla entegre edilmesini miimkiin kilar. Amfifilik blok
kopolimeler, antibiyotik salimi igin supramolekiiler yapilar (miseller [10] ve
kesecikler [65] gibi) olusturmak tiizere kendiliginden birlesebilen en temsili
sentetik polimerlerdir. Tersinir katilma-pargalama zincir transferi (RAFT)

polimerizasyonu, atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) ve nitroksit
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aracilt radikal polimerizasyonu (NMP) gibi kontrollii radikal polimerizasyon
(CRP) yontemleri, iyi tanimlanmis amfifilik blok kopolimerlerin sentezinde

¢ogunlukla kullanilmaktadir [35].
2.3.3.3 Uyarilara Duyarh Polimerler

Uyarilara duyarli malzemeler, uyaran kaynagia gore fiziksel uyarilara (sicaklik,
151k, elektrik, tuz gibi) yanit veren ve bakteriyel metabolit uyarilaria (pH, enzim,
redoks gibi) yanit veren malzemeler olmak iizere ikiye ayrilir. Fiziksel duyarli
malzemeler c¢ogunlukla tiim molekiiler yapinin ayarlanmasiyla tasarlanir.
Bakteriyel metabolitlere duyarli malzemeler ise asit ve enzime duyarli baglar gibi
spesifik kimyasal baglar igermelidir. Son zamanlarda ise farkli fonksiyonel
gruplara sahip polimerlerin kombinasyonuyla ¢oklu uyarilara yanit veren
materyaller gelistirilmistir. Farkli uyaranlara duyarli malzemelerin temel yapisal

ozellikleri Sekil 2.11’de gosterilmektedir [66].
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Sekil 2.11 Uyarilara duyarli baz1 malzemelerin molekiiler yapilar1 [66]
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Sicakliga duyarl polimerler

Oda sicakligr ile viicut sicakligi arasinda gegis sicakligina sahip olan malzemeler
biyolojik alanda sicakliga duyarli materyaller olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir [66]. Sicaklik, tiimér bolgelerinde ilag salimini tetiklemek ve
kontrol etmek i¢in kolayca kullanilabilir. Sicakligin bir uyarici olarak kullanilmasi
fikri, timor mikroortaminin normal saglikli dokudan 1-2 °C daha sicak
olmasindan kaynaklanir. Isiya duyarli polimerler, ¢oziinlir veya ¢oziinmez hale
geldikleri bir gecis sicaklifina sahiptir. Diisiik kritik ¢ozelti sicakligr (LCST),
daha fazla ¢ozlinlir durumdan daha az ¢6ziiniir duruma gegisin meydana geldigi
sicakliktir. Tersine gergeklesen durumdaki sicakliga ise tist kritik ¢ozelti sicakligi
(UCST) denir. Kanserli hastalarda hipertermal tedavi genellikle 42 °C’de
gerceklestirildiginden 1stya duyarli salim sistemleri viicut sicakliginin tizerinde bir
LCST’ye sahip olmalidir [67]. Poli(N-izopropilakrilamid) (PNIPAM) en yaygin
kullanilan 1stya duyarli polimerdir (Sekil 2.11-A). 32 °C’nin altindaki
sicakliklarda hidrofilik spiral yapidadir ve suda ¢oziiniir. 32 °C’nin {istlindeki

sicakliklarda ise hidrofobik kiirecik formuna doéniisiir ve suda ¢6ziinmez [66].
Isiga duyarh polimerler

Isik, invaziv olmamasi, zamansal ve mekansal olarak kontrol edilebilmesi ve ilag
salimin1 tetikleyebilmesi nedeniyle polimerik nanopartikiil sistemlerinde uyaran
olarak kullanilmaktadir. Isiga duyarli polimerik nanopartikiil sistemleri genellikle
iki yaklasimla elde edilir. Bunlardan birincisi, ultraviyole (UV) 1sikla boliinebilen
orto-nitrobenzil (ONB) gibi 1sikla parcalanabilen kimyasal baglayicilar ile
ilaclarin polimerlere agilanmasidir. Diger yaklasim ise ilaci, 1sinlama ile yapilarini
bozabilecek 1518a duyarli polimerlerin i¢ine enkapsiile etmektir. Boylece baglarin
kirilmast ya da konformasyonel degisiklik sonucu yapi bozularak ilacin salimi
saglanir [35]. Isiga duyarli polimerler, polimerik omurgaya veya yan zincirlere
azobenzen, stilben ve spiropiranlar gibi 1518a duyarli molekiiller eklenerek elde
edilebilir. Bu fonksiyonel gruplarin her birinin fotoaktivitesi, birbirine
doniisebilen iki izomerin varligina dayanmaktadir. Sekil 2.12-a,b’de azobenzen ve
stilben durumunda 1sikla etkilesim sonucu konformasyonel degisim
goriilmektedir. Spiropiranlarda ise 1sinlama sonucu halka agilma reaksiyonu

gozlenir (Sekil 2.12-c).
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Isiga duyarli nanopartikiil sistemlerini tasarlarken dikkat edilmesi gereken 6nemli
bir nokta da, salimi tetiklemek i¢in kullanacak 1s18in dalga boyudur. UV ve
gorliniir bolge 1s1k kisa niifuz derinligine (birka¢ mikrometre) sahip oldugu i¢in
lokal kullanimlarda etkilidir. Yakin kizilotesi (NIR) 151k, birka¢ milimetrelik daha

yiiksek bir cilt niifuz derinligine sahiptir. Bu nedenle dahili salim uygulamalarinda
kullanilabilir [68].
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Sekil 2.12 Fotokromik molekiillerin foto-izomerizasyon mekanizmasi: (a)
azobenzen; (b) stilben; ve (c) spiropiran [68]

PpH’a duyarli polimerler

pH’a duyarli polimerler, pH’taki degisime yanit olarak konformasyon,
hidrofiliklik/hidrofobiklik, ¢éziiniirlik ve hacim gibi &zelliklerinde degisiklige
ugrayan akilli polimerlerdir. pH'a duyarli polimerlerin temel bilesenleri, karboksi
ve amino gruplart gibi polimer omurgasina bagh asidik veya bazik gruplardir.
Asidik veya bazik gruplara sahip tipik pH’a duyarli polimer &rnekleri Sekil
2.13’te verilmistir [69].
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Sekil 2.13 pH'a duyarli polimerlerin tipik 6rnekleri [69]

pH’a duyarli ilag salim sistemlerinin tasariminda iki ana strateji mevcuttur.

Bunlardan ilki, pH degerlerindeki degisime yanit olarak konformasyonda ya da

¢oziiniirlikte degisiklik meydana gelmesi igin polimer omurgasinda iyonlagabilir

gruplara sahip polimerik sistemlerin kullanilmasidir. Digeri ise, aside duyarl

baglar tastyan polimerlerin kullanimidir. Asidik ortamda bagin kirilmasi sonucu,

polimer omurgasina bagli ilacin salimi, polimer yiikiiniin modifikasyonu veya

hedefleyici ligandlarin agiga ¢ikmasi saglanir [67]. Yaygin olarak kullanilan aside

duyarli yapilar arasinda hidrazon, imid, ester, orto ester, asetal gibi baglar yer alir

(Sekil 2.14). H"nin etkisiyle bag kopar ve yiik serbest birakilir [26].
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Sekil 2.14 pH’a duyarli nanosistemlerde kullanilan asitle kirilabilen baglar [26]

pH’a duyarli olarak polimerik sisme davranisi, albumin ve jelatin gibi ¢esitli dogal
polimerlerde de gozlenmistir. Dogrusal yapidaki bu polimerler, amorf bolgeleri
bir arada tutan ¢apraz baglayicilar olarak gorev yapip helezonlar olusturabilirler.
Bu dogal proteinler, izoelektrik noktalarinda (pI) minimum yiizey ylikiine
sahiptirler. Kendi pI degerinden farkli bir pH degerinde, yiizey yiikiiniin artmasi
ve bununla beraber elektrostatik itme kuvvetinde artisin meydana gelmesiyle

yogun bir sigme davranigi gosterirler [67].

Grubumuz tarafindan yapilan bir ¢alismada pH’a duyarli amfifilik bir blok
kopolimer sentezlenmis ve kanser hiicresi hedeflenerek ila¢ salimi incelenmistir
[10]. Buna goére poli(2-deoksi-2-metakrilamido-D-glikoz-ko-2-hidroksietil
metakrilat)-b-poli(B-amino  ester) [P(MAG-ko-HEMA)-b-PBAE]  bilesigi
sentezlenerek pH’a duyarli polimerik miseller, pH 6,75 civarinda tersiyer amin
gruplar iizerinde keskin bir protonlanma/deprotonlanma gegisi ile elde edilmistir.
Bu degerin altinda Doksorubisin’in (DOX) pH’a duyarl olarak salimi etkili bir
sekilde gosterilmistir. Baska bir calismada, endozomun asidik ortaminda ilaci
salan, yaklasik 90 nm ¢apa sahip, pH’a duyarl, igerisinde DOX antikanser ilaci
olan nanojeller sentezlenmistir [70]. Endozomal pH’da yani pH 5-6’da nanojeller
siserek ila¢ salinmis ve insan hepatom hiicre dizisi HuH-7'ye karsi antitiimor

aktivitesi gostermistir.
Enzime duyarl polimerler

Enzime duyarl polimerler, 1liml kosullar altinda (sulu ortam, pH 5-8, 37 °C) bile
enzimin dogrudan etkisiyle yapist veya islevselligi degisen polimerlerdir. Enzim
katalizli reaksiyonlar belirli substratlara kars1 oldukea secici ve etkilidir. Enzime

duyarl polimerik sistemler, enzimle parcalanabilen polimerler kullanilarak ya da
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polimerlerin spesifik enzimlere duyarli kisimlarla fonksiyonlastiriimasiyla
tasarlanabilir. Enzime duyarl sistemler i¢cin hem PEG, PNIPAAm ve PLL gibi
sentetik polimerlerden, hem de hiyaliironik asit, polipeptitler, jelatin ve dekstran
gibi dogal polimerlerden yararlanilabilir. Son yillarda kullanilan enzime duyarli
polimerler genellikle supramolekiiler yapilar, ¢apraz bagl jeller ve nanopartikiil
yiizeyler seklindedir. Bu yapilardaki sistemler lipazlar, proteazlar, fosfotazlar,
kinazlar, glikosidazlar, agil transferazlar ve redoks enzimleri olmak iizere ¢ok
farkli gesitte enzime yanit verebilir 6zellikte elde edilebilirler [71]. Sekil 2.11-

D’de baz1 enzimlerin etki ettikleri yapilar goriilmektedir.

Timdr bolgesinde konjuge ilaglarin enzime duyarli salimi i¢in yaygin olarak
kullanilan iki yaklagim bulunmaktadir. Bunlar antikora yonelik enzim 6n ilag
tedavisi ve polimere yonelik enzim 6n ilag tedavisidir. Polimere yonelik enzim 6n
ilag tedavisinde, polimer-ilag konjugatinin EPR etkisiyle tiimdr dokusunda
birikmesi sonucu polimer-enzim konjugati olusur. Daha sonra polimer-ilag

konjugatindaki baglayici enzimle pargalanir ve salim gergeklesir [67].

flag salimi ve teshiste kullanilmak iizere enzime duyarh cesitli nanomalzemeler
elde edilebilir. Bunlardan polimer bazli nanopartikiiller (Sekil 2.15-a), enzimle
parcalanabilen bir baglayici araciliyla ilaclarla kovalent olarak modifiye edilebilir.
Boylece enzim aktivitesi ilgili dokuda ilag salimini tetikler. Proteazlar, ilacin
tastyiciya bir peptit ile baglandigi durumda ya da glikosidazlar, tasiyicinin bir
polisakkarit olmasi durumda ilag salimini tetikleyebilirler. Polimerle stabilize
edilmis lipozomlar da enzime duyarli salimda kullanilabilir (Sekil 2.15-b).
Kararlilig1 saglayacak polimer, peptid baglariyla kararsiz lipozama baglandiginda
proteazlar ila¢ salimim tetikleyebilir. Bu sistemlerde lipazlar, fosfolipit yap1
taglarin1 hidrolize edip etki edebilir. Ayrica inorganik nanopartikiiller, hedef
hidrolazin aktivitesi, nanopartikiillerin birlestirilmesini veya dagilmasini1 kontrol

ettiginde teshis i¢in kullanilabilir (Sekil 2.15-c) [72].
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Sekil 2.15 flag saliminda ve teshiste kullanilabilecek enzime duyarl
nanomalzeme 6rnekleri ve enzimle par¢alanmasi; a) polimer bazli nanopartikiiller,
b) polimerle stabilize edilmis lipozomlar, c¢) inorganik nanopartikiiller [72]

S. aureus'un c¢ogunlugunun, bazi E. coli tiirlerinin ve P. aeruginosa’nin lipaz
trettigi bilinmektedir. Literatiirdeki bir c¢alismada, anhidritler aracilifiyla
poli(etilen glikol) (PEG) fonksiyonel yiizeyler iizerine siprofloksasin baglanarak
fizyolojik ortamda miikemmel biyouyumluluk saglanmistir [73]. Kendi kendini
diizenleyen bu sistem, bakteriler tarafindan salgilanan lipaz enzimiyle aktive olup,
biyofilm olusumunun erken asamasinda siprofloksasin ilacini salarak bakterilerin
neredeyse tamamani Oldiirmistiir (Sekil 2.16-a). Fosfataz, S. aureus, metisiline
direngli S. aureus, Bacillus toyonensis ve P. aeruginosa gibi bakteriler tarafindan
salgilanan bagska bir enzimdir ve yapidaki fosforil gruplarini hidroliz eder. Xiong
ve caligma arkadaglari, enzim kaynakli rastgele sarmaldan heliks yapiya gecisle
karakterize edilen fosforil yan zincirlere sahip antimikrobiyal peptitler
sentezlemislerdir [74]. Anyonik haldeki fosforil tirozin, katyonik antimikrobiyal
peptitlere dahil edilmistir. Normal fizyolojik kosullar altinda yap: rastgele sarmal
haldeyken S. aureus ile enfekte olmus bolgede, tirozinin fosforil gruplari fosfataz
tarafindan parcalanmig ve antimikrobiyal peptidin sarmal yapist onarilmistir

(Sekil 2.16-b). Bu sayede bakteri yok edici 6zelligi geri kazanilmis ve memeli
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hiicrelerine kars1 spesifik olmayan sitotoksisiteyi azaltmistir. Hiyaliironidaz
enzimi ise, Staphylococcus, Streptococcus gibi Gram-pozitif bakterilerin ¢gogunda,
E. coli gibi Gram-negatif tiirlerde ise ¢ok az veya hi¢ salgilanmaz. Yapilan bir
calismada, iki katmanli antibakteriyel bir hidrojel olusturulmus ve HA koruyucu
bir katman olarak kullanilmigtir [75]. Hidrojelin alt tabakasinda bulunan
antimikrobiyal virlis Bakteriyofaj K, normal fizyolojik kosullarda salinmazken,
bakteri varliginda HA’nin hiyaliironidaz tarafindan parcalanmasi sonucu
salimmustir (Sekil 2.16-c). Bu sayede %90’nin iizerinde Oldiirme orani elde

edilmistir [66].

o === = = == = = = -

£

l.

Y.
-5
- 3 b o
g
£

Hiyaliironidaz \

) Staphylococcus
aureus

& ,& hiyalironidaz

A SRy Goprazbad

hiyalGronik asit

Faj K'nin
- tetiklenen salimi

.

_____________________________

Sekil 2.16 Literatiirde yapilmis enzimle tetiklenebilir sistemlere 6rnekler [66]
Redoksa duyarlt polimerler

Redoksa duyarli malzemeler, g¢esitli biyomedikal uygulamalarda kullanilan,
bakteriler tarafindan iiretilen oksidanlara veya indirgeyicilere yanit verebilen
malzemelerdir. Redoksa duyarli ilag salim sistemlerindeki baslica kimyasal
gruplar arasinda disiilfit baglari, organometalik kompleksler, viyolojenler ve
tetratiyafulvalenler yer alir (Sekil 2.11-E). Glutatyon ve sistein bir¢ok hiicrede en

fazla bulunan indirgeyici ajandir [66].

Disiilfit baglar1 indirgemeye duyarlidir ve yliksek konsantrasyondaki GSH
tarafindan kolaylikla pargalanir. Glutamat, sistein ve glisinden olusan bir tripeptit
olan GSH, sitoplazmada bol miktarda bulunan bir tiyol tiiriidiir [76]. Normal
hiicrelerde hiicre i¢i GSH seviyeleri 1-10 mM arasinda degisirken, hiicre dis1t GSH
seviyeleri ¢ok daha diisiiktiir (2-20 pM). Ancak tiimor hiicrelerindeki GSH
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konsantrasyonlar1 sagliklt hiicrelere gore dort kat daha fazladir. Tiimor ve saglikl
hiicreler arasindaki bu biiyiik farklilik, ilag salim sistemleri i¢in uyarici olarak
kullanilmasma izin verir. Etki mekanizmasi, tiyol grubundan bir hidrojen
atomunun nanotasiyicidaki spesifik kimyasal gruplara aktarilmasina dayanir.
Indirgenme sonucunda nanotasiyicinin yapisinda kirilma meydana gelir ve ilag
saliir. Eg zamanl olarak GSH, hidrojen aktarmasiyla bir distilfit bagi olusturarak

glutatyon disiilfite (GSSG) yiikseltgenir (Sekil 2.17) [77].

NH, [¢]
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H
SH JJ\/N
HO N OH
H
0 NH,

Glutatyon (GSH) Yiikseltgenmis glutatyon (GSSG)

Sekil 2.17 GSH/GSSG redoks ¢iftinin kimyasal yapisi

Redoksa duyarli nanotasiyicilarda kullanilan fonksiyonel gruplar arasinda disiilfit
baglar1 (-S-S-), diselenid baglar1 (-Se-Se-), siiksinimid-tiyoeter baglantilari,
tetrasiilfit baglar1 (-S-S-S-S-) ve platin konjugasyonu (-Pt-) bulunur. Sekil 2.18,
disiilfit baglarmin ilag salim sistemlerinde kullanildigr farkli konumlari

gostermektedir [77].
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Sekil 2.18 Disiilfit baglarinin ilag salim sistemlerinde kullanildig: farkli konumlar
[77]
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2.4 Hiyaliironik Asit (HA)

1934 yilinda Karl Meyer ve John Palmer ilk kez sigir géziiniin vitreus sivisindan
bir glikozaminoglikan (GAG) izole ettiler ve buna “hiyaliironik asit” adini
verdiler. Daha sonra eklemler, deri, horoz ibigi, insan gobek kordonu gibi
organlarda ve bag, epitel ve sinir dokularinda bulundu. HA, omurgalilarda
bulunan ii¢ izoenziminden (HAS-1, HAS-2 ve HAS-3) olusan hyaluronan sentaz
(HAS) tarafindan sentezlenir. Bu iic HAS izoenzimi, farkli boyutta HA
polimerleri tiretir. HA ayni zamanda Streptococcus zooepidemicus, Escherichia
coli, Bacillus subtilis gibi bakteriler tarafindan mikrobiyal fermantasyonla
tretilmekte  [78] ve  molekiiller agirhiginin  UDP-N-asetilglukozamin
konsantrasyonu ile kontrol edildigi bilinmektedir [79]. Hem omurgalilarda hem de
bakterilerde kimyasal yapis1 aynidir. Viicuttaki cogu hiicre, hiicre dongiilerinin bir
noktasinda HA’y1 sentezleme kapasitesine sahiptir. Bu da onun ¢esitli biyolojik
stireclerdeki islevini gosterir. HA, ECM’nin 6nemli bilesenlerinden biridir ve
normalde memeli kemik iliginde, eklem kikirdaginda ve sinovyal sivida bulunur

[80].
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Sekil 2.19 Hiyaliironik asidin kimyasal yapist ve dzellikleri [81]
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HA, D-glukuronik asit ile D-N-asetilglukozaminin B-1,4 ve B-1,3 glikozid baglari
ile birbirine tekrarlayarak baglanmasiyla olusan, suda c¢oziinen, viskoelastik
dogrusal bir polimerdir (Sekil 2.19). HA, keratin siilfat, heparin/heparan siilfat ve
kondroitin/dermatan siilfat iceren GAG ailesine aittir ve siilfatlanmayan tek
tiyesidir [81]. HA, benzersiz molekiiler yapisi ve fizikokimyasal &zellikleriyle
hiicre dist matriksin yapisint  korur, hiicre ig¢i aktiviteleri diizenler ve
inflamasyonun baslatilmasina, yara iyilesmesine, tiimor gelisimi ve metastaz ile

iliskili hiicre sinyal yollarinin aktivasyonuna ve iletilmesine katilir [61].

HA’nimm molekiiler agirlig1 biyolojik etkilerini belirleyen ana faktordiir. Buna gore
yiiksek molekiil agirlikli HA (>5 x 10° Da) doku dolgusu, immiin baskilayici veya
antianjiyogenik bir biyopolimer olarak gorev yapabilir. Orta molekiil agirligi (2 x
10%-10°> Da) ovulasyon, embriyogenez ve yara iyilesmesinde rol oynar. 15-50
tekrarlayan disakkarit birimine sahip diisiik molekiiler agirlikli oligomerler (6 x
10°-10* Da), immun sistemi uyarici, inflamatuvar ve anjiyojenik etkilere sahiptir.
Son olarak, kisa HA zincirleri (400-4000 Da) antiapoptotik etkilere sahiptir ve 1s1

sok proteinlerini uyarabilirler [81].

HA’nin molekiiler agirhig1 ve konsantrasyonu antimikrobiyal 6zelliklerini belirler.
Literatiirde yapilan caligmalarla bu 6zelligi gosterilmistir. Buna gore HA, ¢esitli
planktonik mikroorganizmalara karsi doza bagli bakteriyostatik aktivite
gostermistir [82]. Ayrica, Radaeva ve arkadaglar1 HA’nin bazi Pseudomonas
tirlerine kars1 Onleyici aktivite gosterdigini bulmustur [83]. Bunun disinda klinik
olarak ilgili mantar ve bakteri suslarin1 kapsayan on bes standart mikrobiyal tiire
(ATCC) karst HA’nin inhibitor aktivitesi Ol¢tilmiistir [84]. Aym1 zamanda,
antibakteriyel kaplamalarda kullanilmak iizere test edilen ¢esitli polimerler
arasinda HA ve tilirevleri, bakteriyel yapismayr ve biyofilm olusumunu

geciktirmesiyle bilinen bir ¢6zliim sunmaktadir [85].

HA, karboksil ve hidroksil gibi fonksiyonel gruplariyla ilaglara veya modifiye
edici molekiillerle birlestirilmis ila¢ nanotasiyicilarina kolaylikla baglanabilir.
HA’nin nanotastyicilarda kullanimi, ilag salim sisteminin biyouyumlulugunu ve
biyobozunurlugunu gelistirir. Boylece sistemin etkinligini arttirir ve toksisiteyi
azaltir. Sulu ¢ozelti i¢indeki dagilimin artmasini ve ila¢ saliminin iyilestirilmesini

saglar. Ayrica HA, birgok kanser hiicresinde asir1 eksprese edilen endositik HA
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reseptorlii olan CD44’lin dogal bir ligand1 oldugundan, tiimor hedefli ilag salim

sistemlerinde biiyiik avantaj saglar [61].
2.4.1 Hiyaliironidaz Enzimi

Hiyaliironidaz, HA’nin glikosidik baglarin1 pargalayarak onu monosakkaritlere
ayiran bir endoglikosidazdir. Ayrica bag dokudaki diger asit mukopolisakkaritleri
de bir dereceye kadar parcalar. Insanlarda bulunan hiyaliironidaz hem organlarda
(testis, dalak, deri, goz, karaciger, bobrek, rahim ve plasenta) hem de viicut
stvilarinda (gozyasi, kan ve sperm) bulunur. Viicutta, hiyaliironidaz 1-4 (HYAL
1-4), PH-20 ve HYALPI olmak iizere bilinen alti tiir hiyaliironidaz enzimi
bulunmaktadir [86]. HA’nin in vivo bozulmasi, endositoz i¢in hiicre zarindaki HA
reseptorlerine baglanmasiyla baslar. Hiyaliironidazlarin bulunmasi durumunda,
boyuta bagl ozelliklere ve islevlere sahip daha kisa polimer zincirlerine hizla
parcalanir. Lizozomda bulunan HY AL-1, tetrasakkaritleri olusturmak icin substrat
olarak herhangi bir boyuttaki HA’y1 kullanir. Plazma zarinda bulunan HYAL-2
ise HA’y1 yaklasik 20 kDa’lik daha diisiikk molekiiler agirliga kadar pargalar [85].

Meyer, hiyaliironidazlar1 etki mekanizmasina gore ii¢ ayri sinifa ayirmistir [87].
[lki, memeli hiyaliironidazlari, tetrasakkaritleri olusturmak icin B-1,4 glikosidik
baglar1 parcalayan endo-p-N-asetilhekzoaminidazlardir. Ikincisi, siilitk/kancali
kurt hiyaliironidazlari, pentasakkaritler ve hekzasakkaritler olusturmak iizere -
1,3 glikosidik baglar1  (Sekil 2.20-mavi bag) pargalayan endo-B-D-
glukuronidazlardir. Son olarak mikrobiyal hiyaliironidazlar, hiyaliironat liyazlar
olarak smiflandirilir. Digerlerinden farkli olarak hidroliz reaksiyonlarimi katalize
etmezler. Bunun yerine B-1,4 glikosidik baglarinda (Sekil 2.20-kirmiz1 bag), B-

eliminasyon reaksiyonu yoluyla doymamis disakkaritler iiretirler [86].

Hiyaliironidazlar ayrica pH’a bagli aktivite gostermelerine gore de iki sinifa
ayrilabilirler. Asit aktif hiyaliironidazlar, pH 3-4 araliginda aktive edilir. Notr
aktif hiyaliironidazlar ise, pH 5-8 araliginda aktive edilir. Yilan ve ar1 zehrinde

bulunan hiyaliironidazlar bu gruba aittir [88].
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Sekil 2.20 HA’nin yapisi. D-glukuronik asit ve D-N-asetilglukozamin, bir
disakkarit olusturmak iizere -1,3 baglar1 (mavi) ile baglanir. Coklu disakkaritler,
HA olusturmak tizere B-1,4 baglar1 (kirmizi) ile baglanir [86]

2.4.2 HA’mmn ila¢ Salim Sistemlerindeki Uygulamalar

D-glukuronik asit ile D-N-asetilglukozaminin B-1,4 ve B-1,3 glikozid baglar ile
birbirine tekrarlayarak baglanmasiyla olusan bir polisakkarit olan HA, omurgali
canlilarda ve bakterilerde bulunmaktadir. HA hiicre dis1 matriksin bilesenlerinden
biri olup, Staphylococcus [89, 90] ve Streptococcus [91, 92] tiiri bakteriler de
dahil bircok enfeksiyon kaynagi mikroorganizma tiirii tarafindan salinan
hiyaliironidaz enzimi varlifinda pargalanmaktadir. Bu enzim hiicre dis1 ortamdaki
HA’y1 pargalayip patojenez etki gostermektedir [6, 7]. Bu nedenle HA, kontrollii
antimikrobiyal terapdtik salim  gergeklestirilmesinde kullanilmast  muhtemel

malzemelerden biridir [1, 8].
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Sekil 2.21 Literatiirde yapilan enzime duyarli (A) nanokapsiil [1] ve (B)
polimerzom [6] seklindeki ilag salim sistemlerine 6rnek sematik gosterim
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HA’nin bu 6zelligi disinda hiicre dist doku destek malzeme 6zelligi gostermesi ile
yara iyilestirme, hiicre gogiinde etkin gorev alma ve matriks diizenleme etkileri
gibi c¢esitli dogal biyolojik 6zelliklere sahip olmasi bu malzemenin biyomedikal
miithendislik uygulamalarinda da yaygin bir sekilde kullanilmasina sebebiyet
vermektedir [93-96]. Hastalikli bolgenin hedeflenmesi ve kontrollii salim
gergeklestirilmesi icin HA ilag tasiyict sistemlerin gelistirildigi literatiirde
goriilmektedir [97, 98]. HA yapil1 tasiyici sistemlerin 6zellikle kanser hiicrelerinin
hedeflenmesinde etkin bir sekilde kullanildigi gorilmektedir [99-101]. Bunun
disinda HA yapili tasiyicilar antibakteriyel ajan saliminda da yer almaktadir [5, 8,
102, 103]. Dogal bir polimer olan HA’nin ilag tasiyict sistemlerde nanojel veya
nanokapsiil seklinde kullanildigi yapilan arastirmalarda belirtilmistir. Ornegin,
glutatyona duyarli HA yapili nanokapsiiller, aktif maddenin hiicre i¢ine taginmasi
icin yiizeyler arasi (interfacial) polimerizasyon (veya polikondenzasyon) yontemi
ile elde edilmistir [2]. Yine benzer bir yontemle, dogasi geregi hiyaliironidaz
enzimi varliginda parcalanabilen HA, ylizeyler arasi polikatilma reaksiyonu ile
ters emiilsiyon teknigi kullanilarak, enzime duyarli HA nanokapsiilleri seklinde
elde edilmistir (Sekil 2.21-A) [1]. Kullanilan bu reaksiyonun ozelligi geregi
biyoortogonal yiizeyler arasi ¢apraz baglanma yaklagimi gelistirilerek HA
nanokiireleri (nanojeller) de elde edilmistir [104]. Benzer sekilde, HA-b-PCL
amfifilik kopolimerinden olusan hiyaliironidaz enzimine duyarli nanoboyutlu
polimerzomlar elde edilmistir (Sekil 2.21-B) [6]. Baska bir 6rnekte ise, s-tetrazin
ile modifiye edilmis HA ile bis-trans-siklookten arasinda gergeklestirilen
biyoortogonal yiizeyler arasi ¢apraz baglanma reaksiyonu ile kovalent olarak
fonksiyonel hale getirilmis hidrojeller elde edilmistir. Cekirdek-kabuk yapisina
sahip hidrojellerin insan mezenkimal kok hiicreleri iizerine etkileri incelenmistir

[105].

2.5 Poli(p-amino ester) (PBAE)

PBAE’ler toksik olmayan, fonksiyonlandirilabilir, biyouyumlu ve biyobozunur
molekiillerdir. Biyobozunur ester baglar1 sayesinde bazik veya asidik kosullar
altinda toksik olmayan daha kiiciikk molekiillere ayrigabilirler. Bu nedenle de
terapotik  uygulamalar  i¢cin  uygun molekiillerdir. PBAE'ler, dogal

biyouyumluluklari, biyolojik olarak parcalanabilirlikleri ve yanit verebilirlikleri
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nedeniyle son zamanlarda biiylik ilgi c¢ekmistir ve antikanser ilaglari,
antimikrobiyaller, proteinlerin taginmasi ve doku onarimi gibi ¢esitli biyomedikal
uygulamalar i¢in uygun polimerlerdir. PBAE'ler genellikle, herhangi bir yan
iriiniin  olusmadigi, aminlerin akrilatlara Michael Kkatilmasi reaksiyonuyla
sentezlenirler (Sekil 2.22). Hidrolitik olarak pargalanabilen ester baglari,
PBAE'lere miikemmel biyobozunurluk saglar, boylece nekroz ve apoptozun neden
oldugu sitotoksisiteyi azaltir. Tersiyer amin gruplart nanokompozit olusturmak
icin negatif yiiklii gen ya da terapotikler ile elektrostatik olarak etkilesime
girebilirler [106]. Ayrica, PBAE’ler yapilarinda tasidiklart aminler vasitasiyla
pH’a duyarli polimer olarak da ilag tasiyici sistemlerde kullanilmaktadir [10].

0
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Sekil 2.22 PBAE’lerin Michael Katilmasi reaksiyonuyla sentezi

PBAE sentezinde baska bir yaklasim da Sekil 2.23’te goriilmektedir. Buna gore
oncelikle u¢ gruplarinda akrilat olan polimerler sentezlenip, daha sonra polimerin
amin iceren kiiciik molekiillerle reaksiyonu sonucu, u¢ grubunda amin
fonksiyonel polimerler elde edilmistir. Kullanilan bazt monomerler Sekil 2.23’te
verilmistir [107].
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Sekil 2.23 PBAE sentez semasi ve sentez igin kullanilan baz1 monomerler [107]
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PBAE iizerindeki amino gruplarinin pKy degeri 6,5 civarindadir; dolayisiyla bu
tir polimerler pH 6,5 civarinda deprotonlanma/protonlanma gecisi sergilerler.
Prensip olarak hidrofobik PBAE'ler, amino gruplarinin protonu giderildigi ic¢in
bazik pH'larda ¢6ziinmezler. Buna karsi, amino gruplart 6,5'in altindaki pH
degerlerinde protonlanip katyonik hale gelir ve dolayisiyla polimer asidik

¢ozeltilerde kolayca ¢oziiniir.
2.5.1 PBAE’nin Ila¢ Salim Sistemlerindeki Uygulamalar

Kitosan ve PBAE gibi polikatyonlar ve aljinat, HA ve kikirdak agrekan gibi
polianyonlar, ¢esitli terapotiklerin  saliminda kullanilmak {izere birlikte
komplekslestirilmistir [14-16, 108-110]. PBAE’ler ve HA’lar sirasiyla pozitif ve
negatif yiik tasiyabildiginden, uygun pH degerlerinde birbirleriyle elektrostatik
etkilesime girebilirler. Bu da polimerik kompleks olusumuna, kaplamaya veya
katman katman diizenlenmeye olanak saglar. Bu tiir PBAE/HA bazli malzemeler
cesitli terapétiklerin saliminda kullanilmistir. Ornegin, antikanser ilaglarmin ve
genetik materyallerin dagitimi i¢cin HA kapli pH'a duyarli PBEA nanopartikiilleri
gelistirilmistir [11, 111-113]. Bu ¢alismalarda HA, CD44 reseptoriinii hedef alan
ligand olarak ve PBAE ise kanser hiicresine 6zgii pH'a duyarli polimer olarak
kabul edilmistir. An ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada, meme kanseri
tedavisinde ilag tasiyici sistem olarak PBAE c¢ekirdegine ve HA kabuguna sahip
bir nanopartikiil sistemi gelistirilmistir (Sekil 2.24-A) [11]. Yine baska bir
calismada, CD44 reseptoriinii hedefleyen HA, pH'a duyarli PBAE ve yakin
kizil6tesi (NIR) floresans indosiyanin yesili (ICG) igeren nanojeller sentezlenmis
ve kanserli bolgedeki pH ile aktive olup kanser hiicrelerini tespit etmede
kullanilmistir (Sekil 2.24-B) [12].
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Sekil 2.24 Literatiirde yapilan HA ve PBAE igeren (A) nanopartikiil [11] ve (B)
nanojel [12] 6rneklerinin sematik gdsterimi
PBAE’ler diisiikk pH’larda protonlanarak katyonik polielektrolit hale gelirler. Bu
ozellikleri sayesinde de yaygin olarak genetik materyal tasimada (DNA, RNA, vb)
viral olmayan vektorler seklinde kullanilmaktadirlar. Ornek bir ¢alismada DNA
aktarimi i¢in, dopamin graft edilmis HA ve dallanmis yapidaki PBAE arasinda
elektrostatik ¢ekim yoluyla bir nanokompleks yapi olusturulmustur (Sekil 2.25)
[112]. Bunlarin disinda diyabetik yaralar gibi kronik yaralarin tedavisinde de
kullanilan uygulamalar bulunmaktadir. Hiperdallanmis yapidaki PBAE ile tiyol
fonksiyonel HA arasinda tiyol-en Click reaksiyonuyla elde edilen enjekte
edilebilir hidrojel uygulamasinda, ¢esitli cilt yaralariin tedavisinde kontrol

edilebilir biyobozunur yara ortiisii olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.
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Sekil 2.25 DNA aktariminda kullanilan HA/PBAE igeren nanokompleks yapinin
sematik gosterimi [112]
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2.6 Antimikrobiyal Diren¢ (AMR)

Mikroorganizmalar, nitrojen fiksasyonu, vitamin iiretimi, fotosentez ve organik
madde ayrigmasi da dahil olmak iizere cesitli islemlerden sorumlu olan insan
varliginin 6nemli bir pargasidir. Ancak mikroorganizmalar ile bagisiklik sistemi
arasindaki hassas denge mikroorganizmalarin lehine degiserek bagisiklik
sisteminin yetersiz kalmasina neden olabilir. Bu nedenle bakteri, viriis, mantar,
parazit, protozoa veya alg gibi patojen mikroorganizmalarin neden oldugu
hastaliklar, bir kisiden digerine dogrudan veya dolayli olarak (vektdr kaynaklr)
bulasabilir ve buna bulasici hastaliklar denir [52]. Enfeksiyon; viicudun her
bolgesinde olusabilecek, patojen 6zellikteki bir mikroorganizmanin, herhangi bir
dokuda veya organda yasayip cogalmasi sonucu olusan ve bir kismi bulasici da
olabilen bir hastalik ¢esidir. Biyofilm aracili ya da tibbi cihaz kaynakli, hiicre ici
veya hiicre dig1 enfeksiyonlar, her y1l milyonlarca 6liime neden olmaktadir. 20.
yiizyilda antibiyotigin kesfi bulasici hastaliklardan kaynaklanan 6lim ve
hastaliklarda biiyiik bir azalmaya neden olsa da, zamanla antibiyotiklerin asiri
kullanimi sonucunda antimikrobiyal diren¢ (AMR) ortaya ¢ikmistir [39]. AMR,
giinlimiizde diinya capinda insan sagligini tehdit eden en 6nemli unsurlardan biri
haline gelmistir. Oliim sebepleri arasinda kanser ve kalp rahatsizliklarindan sonra,
yara kaynakli ya da hastane kaynakli olan bakteriyel enfeksiyonlar sonucu
gergeklesen oliimler gelmektedir [114]. Hatta KOVID-19 pandemisi nedeniyle de
yanlis antibiyotik kullanimi ve uzun siireli hastanede kaliglarin bu sorunu
arttirabilecegi ve acilen ¢6ziim bulunmasi gerektigi goriisii bulunmaktadir [115].
Son yillarda yapilan caligmalarla bu problemin ¢oziilmesi i¢in nano boyutlu
parcacik yapili ilag tasiyict sistemler (nanoterapétikler) gelistirilmistir. Bu
sistemler sayesinde antibiyotigin lokal olarak hedeflenmesi saglanir ve ilacin
vaktinden Once salimi engellenmis olur. Enfeksiyon bolgesindeki bakteriyel
toksinler, enzim fazlahigi ve diisiik pH gibi tetikleyici durumlar goéz Oniine

alinarak yap1 dizayn edilebilir [3].
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Sekil 2.26 (a) Bakteriyel hiicre zarflarinin yapilar1 ve polimer bazli antibiyotik
salim sistemleri i¢in hedef bolgeler. (b) Bakteriyel biyofilmin yapisal 6zellikleri
ve antibiyotiklere direnci [35]

Qe #® ipoksik mikroortam ¢

Bakteriyel hiicre zarfi, sitoplazmay1 ¢evreleyen ve koruyan hiicre duvarini ve i¢
hiicre membranini ifade eder. Gram-negatif ve Gram-pozitif bakteri hiicre zarflari
arasindaki temel farklar hiicre duvari yapisindadir (Sekil 2.26-a). Gram-pozitif
bakteriler, esas olarak peptidoglikan, duvar teikoik asit ve lipoteikoik asitlerden
olusan tek katmanli bir hiicre duvarina ve sitoplazma membranina Sahiptir. Buna
kars1 Gram-negatif bakteriler ise, i¢ ve dig (fosfolipitler, lipopolisakkarit ve
lipoproteinlerden olusan) olmak iizere iki katmanli bir membran yapisina ve daha
ince bir peptidoglikan katmanina sahiptirler. Enfeksiyonel hastaliklarda, 6zellikle
bakteriyel biyofilm olusumu ¢ogu bulasict mikroortamin olusumunda rol oynar.
Biyofilm olusumunun birgok kalict ve kronik bakteriyel enfeksiyonun temel
nedeni oldugu disiiniilmektedir. Biyofilmler, EPS (ekstraseliiler polimerik
maddeler) olarak bilinen, kendi kendine iiretilen bir polimer matriks igerisine
kapsiillenmis heterojen bakteri topluluklarindan olusur. Bakteriyel hiicreler,

hipoksi, aclik ve yavas biliyime durumlarinda ortaya ¢ikan biyofilmlerle
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enkapsiile olur, ki bu da antibiyotiklere kars1 diisitk duyarliliklariyla yakindan
iligkilidir (Sekil 2.26-b) [35].

Antimikrobiyal direncin (AMR) mekanizmalar Antimikrobiyal aktivitenin mekanizmalan

Antimikrobiyal ilag . . Nanopartikiil
.
474 ,
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Q ‘\\‘
05%
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Sekil 2.27 Antimikrobiyal direngte (solda) ve nanopartikiillerin antimikrobiyal
aktivitesinde (sagda) yer alan ana mekanizmalarin sematik gosterimi [52]

Antibakteriyel direncin mekanizmalari, antibiyotigin bakteri hiicresinden disar
pompalanmasi, antibiyotigin inaktivasyonu veya hedef yapmin degistirilmesi

seklinde gerceklesmektedir (Sekil 2.27) [34].

Disa atim (efflux) pompalari, antibiyotikleri hiicre disina ¢ikaran ve diisiik hiicre
ici konsantrasyonlari koruyan membran proteinleridir. Dig zarin gegirgenliginin
azalmasi, antibiyotik aliminin azalmasia ve bir¢ok bakteride diisiik diizeyde
dirence neden olur. Disa atim (efflux) pompalar1 hem Gram-negatif hem de Gram-
pozitif bakterilerde bulunur ve tetrasiklinler, makrolidler, aminoglikozitler ve

florokinolonlar gibi tiim antibiyotik siniflarini etkiler [34].

Antibiyotigin  inaktivasyonu  veya  modifikasyonu, en Onemli  direng
mekanizmalarindan biridir. Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerin ¢ogu
antibiyotikleri etkisiz hale getiren p-laktamazlar, aminoglikozid degistirici
enzimler ve kloramfenikol asetiltransferazlar olmak {izere li¢ ana enzim grubunu

sentezler [34].

Hedef yapinmin degistirilmesi, antibiyotigin diizgiin sekilde baglanamamasi
nedeniyle dnemli bir diren¢ mekanizmasidir. Antibiyotikler, antibiyotik tiirlerine

bagl olarak spesifik bakteriyel hedef bolgelere baglanarak ¢alisir. Hedef yapinin
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degismesi, antibiyotigin hedefine diizgiin sekilde baglanamamasina neden olur

[34].

Nanoteknolojinin kullanilmasi, antimikrobiyal tedavilerin etkinligini arttirmada
onemli bir yaklasimdir. Nanopartikiilleri antimikrobiyal ajanlar olarak
kullanmanin iki 6nemli amaci, antimikrobiyal ila¢ direnciyle miicadele etmek ve
geleneksel antimikrobiyallerin  salimi i¢in tasiyict olarak kullanilmasini
saglamaktir. Nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivitesi partikiil boyutu ve sekli,
kimyasi, ylizey alani-hacim oran1 ve zeta potansiyeli gibi degiskenlerden
dogrudan etkilenir. Antimikrobiyal aktivite mekanizmasinda, nanopartikiillerin
membrana zarar veren asindiricilik yoluyla mikrobiyal hiicre zarma niifuz
edebildigi ve bozabildigi, reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi gibi hiicre i¢i
antimikrobiyal etkileri indiikleyebildigi gosterilmistir. Bunlarin  disinda
DNA/RNA ve proteinlerle etkilesime girdigi, enzimleri etkisiz hale getirdigi, disa
atim (efflux) pompalarini asir1 eksprese ederek akisi arttirdigi, hiicre gegirgenligini
azalttig1, metal iyonlarimi serbest biraktigi ve biyofilm olusumunu engelledigi

belirtilmistir (Sekil 2.27) [52].

2.7 Click Kimyasi

Click kimyasi, 2001 yilinda ilk kez Sharpless ve caligma arkadaslar1 tarafindan
ortaya konmustur ve kimyasal reaksiyonlarin devrim niteligindeki bir sinifi olarak
kabul edilmektedir [116, 117]. Hatta 2022 yilinda Click reaksiyonlar1 Nobel
Odiili’nii kazanarak ne kadar &nemli bir konu oldugunu kamtlamistir. Click
kimyas1 veya konjugasyon reaksiyonlari, avantajli 6zelliklerinden dolay1 organik
kimya, polimer kimyasi, ila¢ salim sistemleri, nanoyapilar ve biyokonjugasyon
gibi cesitli alanlarda malzemelerin fonksiyonlagtirilmasinda yaygin olarak

kullanilmaktadir [118-120]. Bu reaksiyonlarin en énemli 6zellikleri arasinda;

1) %100’e yakin verimle elde edilmeleri,
2) Yan iiriin olugmamasi ya da zararsiz yan lriinlerin ortaya ¢ikmasi,
3) Ilimli kosullarda gergeklesmesi,

4) Hizli olmasi, sayilabilir.

Dolayisiyla bu reaksiyonlar ¢ok cesitli malzemelerin hazirlanmasinda biiyiik ilgi

gormiistiir [117, 121-123].
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Capraz baglayicilar hem nanokapsiil hem de nanojel sentezinde kullanilmaktadir
ve genellikle niikleofilik katilma ya da serbest radikal reaksiyon yaklasimlari
kullanilarak kovalent ¢apraz baglama gergeklestirilmektedir. Bu tiir reaksiyonlarin
kullanilmasi protein, DNA, hiicre veya faj gibi biyolojik bir yapmin hasar
gormesine  ve  aktivitesini  yitirmesine neden olabilir.  Dolayisiyla,
biyomolekiillerin dogal ortam kosullarinda c¢alisabilmek, aktivite kayb1
yasamadan biyomolekiilleri modifiye etmek veya biyolojik kaynakli terapotik
ajanlar1 kimyasal reaksiyon varliginda enkapsiile etmek biyolojik sistemlerin
karmagikligindan dolay1 zordur. Bu zorluklardan dolay: ihtiya¢ haline gelen ve
biyoortogonal reaksiyonlar olarak bilinen teknoloji son yillarda ortaya ¢ikmis ve
biyolojik sisteme herhangi bir zarar vermeden secici olarak modifikasyon
yapilmasina izin vermistir. Yiizlerce fonksiyonel grubun bulundugu biyolojik
ortamlardaki kompleks biyokimyasal reaksiyonlardan etkilenmedikleri gibi
biyokimyasal reaksiyonlar iizerine herhangi bir olumsuz etki de
gostermemektedirler. Biyoortogonal konjugasyon (baglanma) reaksiyonlari
proteomiks, protein etiketleme ve protein modifikasyonu gibi in vitro ¢alismalarin
yani sira hiicre goriintiilemesi, hiicre etiketlemesi, tiimorlii doku goriintiilemesi ve

PET goriintiilemesi gibi gesitli in vivo ¢alismalarda da siklikla kullanilmaktadirlar
[9].

Konjugasyon reaksiyonu olarak bakir katalizli azid-alkin katilmasi (CuAAC),
reaksiyonun cok hizli gerceklesmesi, yiiksek verimle elde edilmesi ve 1ilimh
kosullarda gerceklesmesi gibi Ozellikleri nedeniyle oldukca ilgi gormektedir.
Fakat katalizor olarak toksik etki gosteren bakirin kullanilmasi, ekstra fonksiyonel
gruplarin olmasi gerekliligi ve reaksiyon kinetiginin yavas olmasi sebebiyle farkli
biyoortogonal reaksiyonlara gereksinim artmigtir. Bunun sonucunda siiksinimid-
amin, Michael katilmas1 (tiyol-olefin), aminoksi-karbonil reaksiyonlari,
Staudinger ligasyonu (fosfin-azid) ve gergin halkali alkin-azid reaksiyonlar1 gibi
cesitli biyoortogonal reaksiyonlar gelistirilerek literatiirde yerini almistir. Ancak
son yillarda gelistirilmis ve literatiirdeki en hizli konjugasyon yontemi olan Ters
Elektron Gereksinimli Diels-Alder (IEDDA) Click Reaksiyonu tim bu

reaksiyonlarin 6niine gegme potansiyeline sahiptir [124-133].
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2.7.1 Ters Elektron Gereksinimli Diels-Alder (IEDDA) Reaksiyonlar:

Biyomolekiillerin aktivitelerini kaybetmeden modifiye edebilen, onlara zarar
vermeden segici olarak modifikasyon yapabilen ve biyokimyasal reaksiyonlara
herhangi bir olumsuz etki yaratmayan biyoortogonal reaksiyonlar siklikla
kullanilmaktadir [9]. Bu reaksiyonlar igerisinde, Ters Elektron Gereksinimli
Diels-Alder (IEDDA) Click Reaksiyonu, son yillarda gelistirilmis ve literatiirdeki
en hizli konjugasyon yontemidir. Sekil 2.28-a’da gosterilen tetrazin ve trans-
siklookten (TCO) arasindaki reaksiyonun yarilanma omriiniin 10 saniye kadar
kisa bir siire olmasi ve kantitatif olarak da az bir siirede gerceklesmesi ile R
gruplarinda bulunan polimer, protein veya kiiciik molekiillerin birbirine
baglanmasi (Sekil 2.28-b) saglanir [134]. Bu baglanma, tetrazin molekiilii ile TCO
molekiilii arasindaki Diels-Alder reaksiyonunda ortama azot gazinin salinmasiyla
meydana gelmektedir. Reaksiyonun ¢ok hizli olusu, yiliksek hizli baglanmanin
gerekli oldugu ylizeyler arasi polimerizasyon reaksiyonlarinda kullanilmasina

olanak saglamaktadir.

B
T

tetrazin trans-siklookten

mém
o»0

Sekil 2.28 Tetrazin-trans-siklookten Diels-Alder Click Reaksiyonu (a) ve iki
molekiiliin birbirine baglanmasinin sematik gdsterimi (b)

zZ—Z
z=z=

Normal Diels-Alder reaksiyonunun aksine IEDDA reaksiyonu, elektron eksikligi
olan bir dien ile elektron fazlaligi bulunan bir dienofil arasindaki [4 + 2]
siklokatilma reaksiyonudur. Genellikle 1,2,4,5- tetrazinler ve olefinler arasinda
meydana gelir. Reaksiyon iki asamada meydana gelir (Sekil 2.29). Buna gore

oncelikle tetrazin ve olefin arasinda Diels-Alder reaksiyonu gergeklesir. Daha
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sonra retro-[4 + 2] reaksiyonunda N salinir ve sonunda reaksiyon, stabil bir
dihidropiridazin veya piridazin baglantis1 araciligiyla iki grubun birlesmesiyle
sonuglanir [135, 136].

Rz

R, Rz
)\ i R R
NZ N Rs N.N NF 3 HNT XX 3
| |+ —_— —_— | —_— > |
NYN N f Ry N, N Na
1
Ry Ry

tetrazin trans-siklookten

Sekil 2.29 Tetrazin ve TCO arasindaki IEDDA reaksiyonunun mekanizmasi
2.7.2 |EDDA Reaksiyonlarinin Cesitli Uygulamalari

Biyoortogonal reaksiyonlar 2008 yilinda ilk kez Fox ve ¢aligma arkadaglar1 [124]
tarafindan rapor edildiginden beri, canli hiicre goriintiileme [127, 137, 138], teshis
[139, 140], kimyasal biyoloji [141], biyomateryaller [142], malzeme bilimi [143]
ve polimer bilimi [144-146] gibi pek c¢ok alanda yogun bir sekilde

kullanilmaktadir.

Grubumuzda da siklikla kullanilan bu hizli ve etkin sentez yontemiyle ¢ok c¢esitli
uygulamalar mevcuttur. Ornegin Kahveci vd. tarafindan yapilan bir ¢calismada ii¢
kollu yildiz sekilli blok kopolimerler sentezlenmistir. Oncelikle, halka acilma
polimerizasyonuyla iki farkli molekiiler kiitleye sahip ii¢ kollu PLA sentezlenmis
ve u¢ gruplar tetrazin ile fonksiyonlastirilmistir. Ayrica iki farkli molekiiler
kiitleye sahip TCO fonksiyonel PEG molekiilleri hazirlanmistir. Yildiz polimerin
tetrazin gruplartyla PEG molekiiliindeki TCO arasinda hizli, etkili ve yiiksek
verimli IEDDA reaksiyonu gerceklestirilerek, ilag saliminda da siklikla kullanilan
yildiz sekilli amfifilik blok kopolimerlerin {iretilmesine faydali olabilecek bir yap1
sentezlenmistir (Sekil 2.30) [146].

IEDDA
z s 3PLA-Tz é ,,\A/
2 Click etkinligi

% 95,8-88,3
PEG-TCO

Zaman 75 dk.

Sekil 2.30 Ug kollu y1ldiz sekilli blok kopolimerlerin IEDDA reaksiyonuyla

eldesi [146]
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Tez caligmasina benzer bir ¢alismada, protein enkapsiile edilmis capraz bagh
hidrojeller sentezlenmistir (Sekil 2.31). Bunun igin tetrazin fonksiyonel HA ve
norbornen fonksiyonel PEG kullanilip IEDDA reaksiyonu gerceklestirilmistir.
Elde edilen protein yiiklii hidrojellerin in vitro salim testlerinde, birka¢ haftalik

slire zarfinda tim proteinin salindig1 goriilmektedir [147].

Hlvaluranlk asit-tetrazin Protein yiikli hidrojel
I 0./ "-.
{ oH \
|7 T Antikor
\ o1, ° A /, pargasi
+
Tek adim:

Bozulmamis/

o o -
WL o % . Protein yiikleme . )
[ 0{\/ }rr/\o | . Biyoortogonal ¢apraz baglanma deglst_lrllmemls

protein salimi

PEG-norbornen

Sekil 2.31 Literatiirde IEDDA reaksiyonuyla elde edilen protein yiiklii bir
hidrojelin sematik gosterimi [147]

Bawendi ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada [148], norbornen kapli
suda ¢6ziiniir kuantum dotlar elde edilmistir (Sekil 2.32-A). Daha sonra epidermal
biiyiime faktorii (EGF), insan cilt kanseri hiicrelerinin yiizeyinde asir1 eksprese
edilen EGFR’yi hedefleyebilen tetrazin ile etiketlenmistir (Sekil 2.32-B). Hiicre
etiketlemesi, dogrudan EGF-QD konjugatiyla (Sekil 2.32-C) veya once tetrazin
fonksiyonel EGF ile inkiibe edilip ardindan norbornen-QD ilave edilmesiyle
(Sekil 2.32-D) yapilmistir. Kuantum dotlarin floresans sinyali her iki yontemle de
tespit edilebilmistir (Sekil 2.32-E) [143].

§§8
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'
o
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Kontrol Hiicre gdriintiileme

Sekil 2.32 Canli hiicre goriintiilemesinde kullanilan tetrazin konjuge edilmis
kuantum dotlar [148]
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Kanser hiicreleri lizerindeki reseptorleri hedefleyen antikor-ilag konjugatlarinin
hiicre i¢i ilag salim1 ¢alismalar1t mevcuttur. Fakat bazi timor hiicrelerinde, uygun
igsellestirici  olmayan reseptorler ve stroma hedefleri de bulunmaktadir.
Literatiirde yapilan bir calismada [149], igsellesmeyen bir kanser hiicresi
reseptoriine bagli TCO fonksiyonel antikor-ilag konjugati ile tetrazin arasindaki
reaksiyonun, c¢evredeki saglikli dokulara zarar vermeden hiicre i¢i ilacin

salinmasina yol agabilecegi gosterilmistir (Sekil 2.33) [150].

@ H\N-<_> Monometil-auristatin E
Anti-TAG72 Polietilen glikol o oH
: H ( H
diabody \N\»ngVJLN N N N
& B VI T .

Sekil 2.33 IEDDA kimyasi kullanilarak tetiklenen ilag salim 6rnegi [149]

Grubumuz tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada, tetrazin fonksiyonel P(MAG-
ko-HEMA) ve norbornen bifonksiyonel PBAE arasinda IEDDA reaksiyonu
gergeklestirilmis ve amfifilik blok kopolimerler sentezlenmistir. DOX yiikli pH’a
duyarl polimerik miseller elde edilerek kanser hiicresi hedeflenmis ve ilag salimi1

etkin bir sekilde gozlenmistir (Sekil 2.34) [10].

P(MAG-co-HEMA)-b-PBAE

Sekil 2.34 IEDDA reaksiyonuyla elde edilen amfifilik blok kopolimerlerden pH’a
duyarl misel eldesi [10]
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3

GEREC VE YONTEM

3.1 Kullamilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

Nanokapsiil sentezinde miniemiilsiyon olusturmak amaciyla ultrasonik
homojenizatér Bandelin Sonopuls HD2200 cihazi kullamlmustir. *H-NMR
analizleri, Agilent NMR System VNMRS 500 Spektrometresi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Standart olarak Si(CH3)s igeren doteryumlu ¢oziictiler
kullanilmigtir. 1 cm yol uzunlugunda kiivete sahip Peak Instruments C-7000 UV
spektrofotometre cihazindan yararlanilarak UV-Vis absorbans Ol¢iimleri elde
edilmistir. Yapilarin fourier doniisiimlii infrared (FT-IR) spektrumlari, ATR
aksesuar1 araciligiyla Perkin-Elmer FT-IR Spectrum One-B spektrometresi
cihazinda 4000-450 cm™ tarama araliginda ve 8 tarama sayisinda kaydedilmistir.
Nanokapsiillerin ve nanokomplekslerin boyutu ve ¢oklu dagilim indisi (PDI) gibi
fizikokimyasal karakterizasyonlari dinamik 1s1k sagilimi (DLS) yontemi ile zeta
potansiyel Ol¢timleri ise elektroforetik 151k sagilmasi (ELS) yontemi ile Malvern
Zetasizer NanoZS cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Floresans caligsmalari
nanokapsiiller i¢in PTI QM-4/2003 Steady State Floresans Spektroflorometre
cihaziyla, nanokompleksler icin FS Agilent Cary Eclipse Floresans
Spektrofotometresi ile 1 cm yol uzunluguna sahip geleneksel bir hiicre ile
gerceklestirilmistir. Nanokompleksler i¢in floresans 6l¢iimleri sirasinda uyarilma
dalga boyu 490 nm olarak, yarik genisligi 5 nm (uyarma)/5 nm (emisyon)
oraninda sabit olacak sekilde ayarlanmistir. Karbon film kapli Cu 1zgarasina
damlatilip kurumaya birakilan nanokomplekslerin (1 mg/mL) morfolojisi, Thermo
Scientific Quattro ESEM marka taramali gegirimli elektron mikroskobu (STEM)
dedektorii kullanilarak analiz edilmistir. Yiiksek vakum (15 kV) altinda 9,8-10,0
mm  araligindaki calisma mesafesinden dijital goriintiiler alinmistir.
Antimikrobiyal etkinlik caligmalarinda inkiibe edilen plakalar, mikroplaka
okuyucu olan BioTek EPOCHI2 cihaziyla spektrofotometrik olarak analiz

edilmistir.

55



3.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

4-(Aminometil)benzonitril hidrokloriir (Sigma Aldrich), trietilamin (Sigma
Aldrich), di-tert-biitil dikarbonat (Merck), ¢inko triflorometanosiilfonat (Aldrich),
asetonitril (Merck), hidrazin monohidrat (Sigma Aldrich), sodyum nitrit (Merck),
trifloroasetik asit (TFA) (Merck), hiyaliironik asit MA:5-150 kDa (TCI), sodyum
hiyaliironat MA:1500-2000 kDa (Acros Organics, %95), N-hidroksisiiksinimit
(NHS) (Merck), N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilkarbodiimid hidrokloriir (EDC)
(Sigma Aldrich), norbornen karboksilik asit (Oxchem), 1,8-oktandiol (Sigma
Aldrich), N,N’-disiklohegzilkarbodiimid (DCC) (Aldrich), 4-
(dimetilamino)piridin (DMAP) (Sigma Aldrich), Kolistin siilfat (Deva llag
tarafindan saglanmistir), vankomisin hidrokloriir (Sigma Aldrich), fluoresein
izotiyosiyanat (FITC) (Sigma), polietilen-b-poli(etilen glikol) (PE-b-PEG,
M,~2250 Da.) (Aldrich), sodyum dodesil siilfat (SDS) (Merck), Sulforhodamin B
(SRB) (Aldrich), Eosin B (Sigma Aldrich), Metilen Blue (Sigma Aldrich), siikroz
(Wisent), hiyaliironidaz enzimi (Sigma Aldrich), Mueller Hinton Broth (MHB)
(Sigma Aldrich), kimyasallar1 satin alinmigtir. PBAE’ler (My,gpc = 9010 g/mol)
calisma grubumuz tarafindan 6nceki ¢alismalara gore sentezlenmistir [10]. Tablo
3.1’de antibakteriyel deneylerde kullanilan bakterilerin kodlar1 ve karakteristik

Ozellikleri verilmistir.

Tablo 3.1 Antibakteriyel deneylerde kullanilan bakterilerin kodlar1 ve
karakteristik 6zellikleri

Bakteri Duvar | Kaynak Kolistin | Vankomisin EUCAST
yapisi Duyarhlik | Duyarhhk | MIC Kirilma
Noktasi
(mg/mL)
S< R >
Escherichia coli | Gram ATCC Duyarli Onerilmez 2 2
negatif 25922
Staphylococcus | Gram ATCC Onerilmez Duyarh 2 2
aureus pozitif 25923
Klebsiella Gram ATCC Duyarh Onerilmez 2 2
pneumoniae negatif 13833
Kolistin Gram Klinik Direncli Onerilmez - 2
direncli negatif Izolat
Klebsiella
pneumoniae

Not: ATCC, Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu’nun tescilli ticari markasidir.
S: Duyarli, standart doz. R: Direngli.
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Tablo 3.1 Antibakteriyel deneylerde kullanilan bakterilerin kodlar1 ve
karakteristik 6zellikleri (devami)

Bakteri Duvar | Kaynak | Kolistin | Vankomisin EUCAST
yapisi Duyarhlik | Duyarhhk | MIC Kirillma
Noktasi
(mg/L)
S< R>
Vankomisin Gram Klinik | Onerilmez Direngli - 2
direngli S. pozitif | Izolat
aureus (VRSA)
Metisilin Gram ATCC | Onerilmez Direngli - 2
direngli S. pozitif 67101
aureus (MRSA)
Bacillus cereus | Gram ATCC | Onerilmez Duyarl 2 2
pozitif 10876

Not: ATCC, Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu’nun tescilli ticari markasidir.
S: Duyarli, standart doz. R: Direngli.

3.2 Hiyaliironik Asidin Modifikasyonu ve Onciil Maddelerin

Sentezi
3.2.1 tert-Biitil 4-siyanobenzilkarbamat Sentezi

Amin foksiyonlu tetrazinin (Tz-NH;) 6nciil maddesinde bulunan amin grubunun
tetrazin sentezindeki siddetli kosullardan etkilenmemesi i¢in tert-biitiloksikarbonil

(Boc-) grubu ile korunmasi gerekmektedir (Sekil 3.1) [151].

NH,, HCI

TF
é ﬂ\ J\ J< EtaNsi::CIg,

gece boyu
CN

Sekil 3.1 tert-Biitil 4-siyanobenzilkarbamat sentezi

4-(aminometil)benzonitril hidrokloriir (2,0 g, 11,86 mmol) ve trietilamin (2 mL,
14,35 mmol) argon gazi altinda kloroforma (40 mL) eklenip reaksiyon karigimi
¢oziindiikten sonra, bu ¢ozeltiye di-tert-biitil dikarbonat (2,848 g, 13,05 mmol)
eklendi. Oda sicakliginda ¢ozelti gece boyunca karistirildi. Elde edilen reaksiyon
karisimi kloroformla seyreltilerek, seyreltik HCl (10 mL) ¢ozeltisine dokiiliip
sonlandirildi. Sirasiyla dnce asit, sonra NaHCO3 (10 mL) ¢ozeltisi ve daha sonra
da NaCl ¢ozeltisi (10 mL) ile ekstraksiyon yapilarak organik faz MgSO, ile

kurutuldu. Karisim  siiziildikten sonra doner buharlastirict ile  ¢6ziici
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uzaklastirilip, saf iiriin yiiksek vakum altinda kurutularak elde edildi. (beyaz kati,
%97 verim).

3.2.2 tert-Biitil 4-(6-metil-1,2,4,5-tetrazin-3-il)benzilkarbamatin (Tz-NH-

Boc) Sentezi

Bu sentez i¢in literatiirdeki yontem takip edilmistir (Sekil 3.2) [152].

H
N (o]
n . \[r \|<
T \|< 1) Zn(OTH),, o
o NH;NH,.H,0
60°C, 48 saat
H;C—CN + —_

2) NaNO,

1M HCI

I‘il N
CN
N

Il
N

Z
j/
Sekil 3.2 tert-Biitil 4-(6-metil-1,2,4,5-tetrazin-3-il)benzilkarbamat (Tz-NH-Boc)
sentezi
tert-Biitil 4-siyanobenzilkarbamat (1,0 g, 4,3 mmol), asetonitril (3 mL, 57,4
mmol), ¢inko triflorometanosiilfonat (0,805 g, 2,2 mmol) ve hidrazin monohidrat
(11 mL, 228,8 mmol) 25 mL’lik balon i¢erisinde 60°C’de 48 saat karistirildi. Oda
sicakligina gelmesi beklenen reaksiyon karigimina, damla damla 10 mL NaNO;
(8,4 g, 122 mmol) ¢ozeltisi eklendi. Daha sonra 1M HCI ¢ozeltisi damla damla
ilave edilerek, pH degerinin 3 ve c¢ozelti renginin de parlak pembe olmasi
saglandi. Reaksiyon siirecinde toksik NO gazi ¢ikmasi nedeniyle ortamin ¢ok iy1
havalandirilmasina dikkat edildi! Elde edilen ham iriiniin etil asetat ile
ekstraksiyonu gergeklestirildi ve daha sonra magnezyum siilfat ile kurutuldu.
Karigim siiziildiikten sonra ¢6ziicii doner buharlastirict ile uzaklastirilip, en
sonunda iiriin hekzan/etil asetat (3:1) ¢oziicii sisteminde Silika jel kolon {izerinden

saflagtirild1 (pembe kati, %47 verim).
3.2.3 3-Benzilamino-6-metil-1,2,4,5-tetrazin (Tz-NHy)

Sentezlenen Tz-NH-Boc (0,065 g, 0,215 mmol) molekiilii, 2 mL tetrahidrofuran
ve trifloroasetik asit (TFA) (2 mL, 26 mmol) varliginda 30 dakika boyunca
karistirtlip, reaksiyon balonu vakum pompasma takildi. Ucucu bilesiklerin,
¢Ozliciiniin ve asidin uzaklastirilmasiyla madde elde edildi (pembe kati, %97
verim) (Sekil 3.3).
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1) TFA, THF

2) Vakum

z—z
z=z

(Tz -NH-Boc) (Tz NH,)
Sekil 3.3 3-Benzilamino-6-metil-1,2,4,5-tetrazin (Tz-NH;) sentezi
3.2.4 Hiyaliironik Asit-Tetrazin (HA-Tz) Sentezi

Hiyaliironik asidin tetrazinle fonksiyonlandirilmas: literatiirdeki prosediiriin

modifiye edilmesiyle gergeklestirilmistir (Sekil 3.4) [153].

z=z
\Y
Z—Z

HO' o EDC/NHS

O . [ HO Q
(o] lo] o + J o S o o
)NH\ HO > NZON \H Ho o] HO
n
o Nﬁ,“ 0}\ OH

Sekil 3.4 Hiyaliironik asit-tetrazin (HA-Tz) sentezi

HA (100,0 mg, 0,25 mmol), distile su igerisinde ¢6ziildi. EDC (9,6 mg, 0,05
mmol) ve NHS (5,8 mg, 0,05 mmol) reaksiyon balonuna eklendi. Oda
sicakliginda gece boyunca karistirildi. Daha sonra amin fonksiyonlu tetrazin (8,4
mg, 0,0415 mmol, Tz-NH,) distile suda ¢6ziiliip reaksiyon karigimina eklendi. 4
saat sonunda reaksiyon karisimi, fazla miktardaki asetonda ¢oktiirtildii ve +4°C’de

sakland1 (GB19/1).

Reaksiyon ayni zamanda HA:EDC:NHS:Tz-NH; maddeleri i¢in sirasiyla 1:1:1:1
mol oranlarinda da gergeklestirilmistir (GB19/5).

HA-Tz alternatif bagka bir yontemle de sentezlenmistir [105]. Buna gére HA
(100,0 mg, 0,25 mmol), 5 mL distile suda ¢ozildi. EDC (96,0 mg, 0,5 mmol) ve
NHS (57,5 mg, 0,5 mmol) reaksiyon balonuna eklendi. Oda sicakliginda gece
boyunca karistirildi. Daha sonra amin fonksiyonlu tetrazin (37,65 mg, 0,125
mmol, Tz-NH,;) 0,5 mL dimetil siilfoksitte (DMSQ) ¢oziilerek reaksiyon
karisimina eklendi. Reaksiyon karigimi pH’1 yaklasik olarak 4,8’e ayarlandiktan

59



sonra oda sicakliginda 1 gece daha karistirildi. Son ¢6zelti karigimi distile su ile
seyreltilerek, once 0,1 M NaCl ¢ozeltisine, daha sonra distile suya kars1 diyaliz
(MWCO 10 kDa) edildi. Saflastirilan ¢ozelti liyofilize edildikten sonra agik
pembe renkli kati iiriin elde edildi ve +4°C’de saklandi1 (GB54/1).

3.2.5 Norbornen Foksiyonlu Hidrofobik Capraz Baglayici Sentezi

Bu sentez i¢in literatiirdeki yontem takip edilmistir (Sekil 3.5) [147].

o} o]

DCC/DMAP A SO
OH OH _ 7 o o Tr ;
Lb)‘\ N P P oo Lb)\

1) 0 °C 30dk. o

2) 25 °C gece boyu
Sekil 3.5 Norbornen ¢apraz baglayici sentezi

Norbornen karboksilik asit (690,8 mg, 5 mmol) bir miktar kuru diklorometanda
¢oziildii ve azot atmosferi altinda buz ile sogutuldu. 1,8-oktandiol (146,2 mg, 1
mmol) bu ¢ozeltiye eklendikten sonra 2,5 M DCC (515,8 mg, 2,5 mmol), 0,25 M
DMAP (36,6 mg, 0,3 mmol) ve 2,5 M piridin (237,3 mg, 3 mmol) karigima
sogukta eklendi. Cozelti 10 dakika sogukta karistirilip daha sonra oda sicakligina
getirilerek gece boyunca reaksiyon devam ettirildi. Reaksiyon karisimi
stiziildiikten sonra fazla ¢oziicii ucuruldu. Etil asetatta ¢oziilen maddeye Once
doygun NaHCO; ¢ozeltisiyle, daha sonra da doygun NaCl ¢ozeltisiyle
ekstraksiyon yapildi. Organik faz kurutulup ¢oziiciiniin u¢urulmasindan sonra,
elde edilen ham {irlin silika jel tizerinden hekzan/etil asetat (1:1) ¢ozelti sistemi ile

saflastirildi (sar1 sivi, %690 verim).

3.2.6 Kolistin Siilfat ve Vankomisin HCI’in Fluoresein Izotiyosiyanat ile
Isaretlenmesi (KO-FITC, VAN-FITC)

50 mg kolistin siilfat (KO) ve 2 mg fluoresein izotiyosiyanat (FITC), DMSO ile
coziilerek oda sicakliginda 1 gece karistirildi. Reaksiyon karigimi, soguk
dietileter:aseton (hacimce 9:1) karisiminda ¢oktiiriilerek santrifiij edildi. Pelet,
FITC molekiiliiniin varhigindan dolay: siipernatantta sar1 renk goériilmeyene kadar
etanol ile yikandi (sar1 kat1). Vankomisin hidrokloriir (VAN) de ayni yontemle
isaretlendi (Sekil 3.6) [154]. FITC’nin baglanmasi, ‘H-NMR ve UV-Vis

spestroskopileri ile dogrulanda.
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Sekil 3.6 Kolistin siilfat (KO) ve vankomisin hidrokloriiriin (VAN) fluoresein
izotiyosiyanat (FITC) ile isaretlenmesi

3.3 Hiyaliironik Asit Esash Nanoparcaciklarin Sentezi

3.3.1 Hiyaliironik Asit Esash Nanokapsiil Eldesi

HA temelli nanokapsiiller elde etmek i¢in yilizeyler arasi (interfacial) tetrazin
Diels-Alder Click Reaksiyonu yontemi kullanilmistir. Bunun igin, &rnek bir
nanokapsiil olusumu literatiir prosediiriiniin uyarlanmasiyla gergeklestirilmistir [2,
155].

Sulu fazda, fonksiyonel HA-Tz (25 mg) 1 mL PBS igerisinde ¢6ziildii. Bu ¢ozelti,
surfaktan olarak kullanilan 65 mg PE-b-PEG ve 7,3 mL siklohekzan (organik faz)
icerisine ilave edildi. Elde edilen karisim 1 saat boyunca manyetik karistiricida
karistirtldi. Daha sonra miniemiilsiyon olusturmak amaciyla ultrasonik
homojenizator kullanilarak, 120 saniye (10 sn agik 1 sn kapali) boyunca sogukta
%30 amplitiitte sonike edildi. 50 mg ¢apraz baglayic1 ve 30 mg surfaktan, 1,5 mL
siklohekzanda coziilerek hazirlanan ¢ozelti, miniemiilsiyona 5 dk. boyunca damla
damla ilave edildi. Reaksiyon gece boyunca devam ettirildi. Nanokapsiiller, iki
kez santrifiij ile 4000 rpm’de 20 dakika boyunca c¢oktiiriilip daha sonra

siklohekzanda tekrar dispers edilerek surfaktandan arindirildi. Ardindan
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siklohekzan igerisindeki nanokapsiil dispersiyonuna, 1 mg/mL SDS (2,5 mL)
ilave edildi ve 24 saat boyunca oda sicakliginda mekanik karigtirma ile redispers
edildi. Sonra 6rnek (GB27/4, GB28/5 i¢in) 5 dakika boyunca (GB28/6, GB28/7
icin 20 dk.) ultrasonikasyon (%50 giicte, 25 kHz) ile tekrar dispers edilip santrifiij
(4000 rpm, 2x20 dk.) edildi. Santrifiij sonunda sulu kistm membranli ultrasantrifiij
tipline alinarak, 4000 rpm’de 30 dakika (3x10 dk.) santrifiij edildi ve
nanokapstiller saflagtirildi. Sulu fazda elde edilen nanokapsiiller 4 °C’de saklandi.

Sekil 3.7°de sentez isleminin sematik gosterimi verilmistir.

hidrofobik TCO veya
,, NB capraz baglayici

su icerisinde
capraz tekrar
baglanma  |¢ i 1 P dispersiyon

ultrason ile

Surfaktan igeren
dispersiyon

siklohegzan fazi

Tetrazin
fonksiyonlu HA ve
floresans prob
iceren sulu faz

. . Polyethylene-block-poly(ethylene glycol) ’
(surfaktant)

H : tetrazin fonksiyonlu hiyaluronik asit (HA-Tz)

* : floresasns prob veya ilag

HA nano-kapsiil

Sekil 3.7 Yiizeyler aras1 (interfacial) tetrazin Diels-Alder Click Reaksiyonu ile
HA esasli nano/mikro-kapsiil sentezi

Sentez islemi, boya molekiilleri iceren ve igermeyen nanokapsiillerin elde
edilmesi i¢in ayr1 ayr1 gergeklestirilmistir. Bunun i¢in 2 mM Sulforhodamin B
(boya, SRB), PBS kullanilarak hazirlandi. Norbornen fonksiyonlu c¢apraz

baglayici kullanilarak Sulforhodamin B enkapsiile nanokapsiiller sentezlendi.

Elde edilen sonuglardan sonra HA esasli nanoparcaciklarin sentezi cesitli
optimizasyon islemleri ile tekrar gergeklestirilmistir. Bu sentez sirasinda

kullanilan maddelerin miktarlar1 Tablo 3.2’de verilmistir.
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Tablo 3.2 Optimizasyon sonrasi yapilan nanokapsiil sentezinde kullanilan madde

miktarlari
No Deney Baslangic madde Capraz baglayicih
Kodu miktarlari karisim miktarlar
GB19/5 =25 mg GB5/3 =100 mg
1 GB28/8 PBS =2 mM SRB Surfaktan = 30 mg
¢ozeltisinden 1 mL Siklohekzan = 6 mL

Surfaktan = 65 mg
Siklohekzan = 8 mL
GB19/5 =25 mg GB5/3 =100 mg
2 GB27/5 PBS=1mL Surfaktan = 30 mg

Surfaktan = 65 mg Siklohekzan =2 mL
Siklohekzan = 7,3 mL

GB19/5 =25 mg GB5/3 =100 mg
3 GB28/9 PBS =2 mM SRB Surfaktan = 30 mg
¢Ozeltisinden 1 mL Siklohekzan =2 mL

Surfaktan = 65 mg
Siklohekzan = 7,3 mL

Farkli boyalar (Eosin B ve Metilen Blue) kullanilmak iizere; surfaktan,

siklohekzan ve c¢apraz baglayict miktarlarinda (Tablo 3.3) degisiklikler yapilarak

da denemeler gergeklestirilmistir.

Sentez islemi, boya molekiilleri iceren ve igermeyen nanokapsiillerin elde
edilmesi lizerine gergeklestirilmistir. Bunun i¢in 2 mM Eosin B ve 2 mM Metilen
Blue boyalari, PBS igerisinde hazirlandi. Norbornen fonksiyonlu ¢apraz baglayici
kullanilarak Eosin B ve Metilen Blue boyalar1 enkapsiile nanokapsiiller

sentezlendi.

Tablo 3.3 Nanokapsiil sentezinde kullanilan madde miktarlar

No | Nanoparcacik Baslangic madde Capraz baglayicih
miktarlar: karisim miktarlari
GB19/5=25mg GB5/3 =40 mg
PBS =2 mM Eosin B Surfaktan = 12 mg
1 | Eosin B yiiklii ¢oOzeltisinden 0,5 mL Siklohekzan = 0,8 mL

Surfaktan = 5,2 mg
Siklohekzan = 3 mL

GB19/5 =25 mg GB5/3 =50 mg
2 Metilen Blue | PBS =2 mM Metilen Blue Surfaktan = 30 mg
yiiklii cozeltisinden 1 mL Siklohekzan =2 mL

Surfaktan = 65 mg
Siklohekzan = 7,3 mL
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3.3.2 KO-FITC ve VAN-FITC Yiiklii HA-PBAE Nanokomplekslerinin
(HA-PBAE-(KO-FITC), HA-PBAE-(VAN-FITC)) Hazirlanmasi

HA/PBAE nanokompleksi literatiirdeki 6rnek bir prosediiriin uyarlanmasiyla elde
edilmistir (Sekil 3.8) [12]. Kisaca, HA (4 mg, 1500-2000 kDa, HAy) 19,3 mL
distile suda ¢oziildii. Ayr1 yerlerde KO-FITC (1 mg/mL) sulu ¢ozeltisi ve PBAE
(12 mg/mL metanol) ¢ozeltisi hazirlandi. HA’ya sirasiyla KO-FITC (0,2 mL) ve
PBAE (0,5 mL) ¢6zeltileri damla damla ilave edildi. 600 rpm karistirmada 2 saat
boyunca reaksiyon siirdiiriildii. Bu siirenin sonunda karisima, 50 mg/mL siikroz (1
mL) ilave edilip yarim saat karistirildt ve HA/PBAE nanokompleksi liyofilize
edildi (GB59/2: 66,2 mg, Tablo 3.4).

OH

dordy &

o © -
KO-FITC yada
,60 o 0 VAN-FITC
—_—
PBAE NH HO Siikroz
VeV aNs %\ OH /m H,0

o

AN\~ Hivaliironik asit

Nanokompleks

H | —
N _NH y
— N d N NH
Q= I yada @ e
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Sekil 3.8 HA/PBAE nanokomplekslerinin hazirlanmasi

KO-FITC veya VAN-FITC igeren diger HA/PBAE nanokompleksleri, daha diigiik
molekiiler agirliga sahip olan HA (5-150 kDa, HAp) ile hazirlandi. Bunun i¢in 30
mg HA, 22,5 mL su igerisinde ¢oziildi. KO-FITC veya VAN-FITC'nin (0,33
mg/mL) sulu ¢ozeltisi ve PBAE c¢ozeltisi (metanol i¢cinde 15 mg/mL) ayr1 ayn
hazirlandi. Reaksiyon 3.3.2 numarali baslikta anlatildigi sekilde gerceklestirildi.
Nanokompleks, liyofilizasyondan sonra sar1 kati1 halinde elde edildi (KO-FITC
igceren GB56/3: 210 mg, VAN-FITC igeren GB74/1: 216 mg). Tablo 3.4'te tim

nanokomplekslerin tiretiminde kullanilan madde miktarlar1 6zetlenmistir.
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Tablo 3.4 HA/PBAE nanokomplekslerinin hazirlanmasinda kullanilan madde

miktarlari
Deney | HA | PBAE | Siikroz KO- Su Metanol | Nanok
Kodu | (mg) | (mg) (mg) FITC (mL) (mL) omplek
(mg) s (mg)’

GB56/3 | 30° 45 150 7,5 48 3 210
GB56/4 | 20° 30 100 5 32 2 137
GB59/2 | 4° 6 50 0,2 20,5 0,5 66,2
GB59/3 | 12° | 18 150 0,6 61,5 15 180,4
GB68/2 | 10° 15 50 25° 16 1 74,7
GB68/3 | 20° 30 100 5¢ 32 2 145
GB68/4 | 10° 15 50 25° 16 1 75,3
GB69/2 | 10° 15 50 - 16 1 70
GB69/3 | 10° 15 50 - 16 1 76
GB72/1| 20° 30 100 54 32 2 144.6
GB74/1 | 30° 45 150 75° 48 3 216
GB79/1 | 10° 15 - 25° 15 1 15,29
GB80/1 | 10° 15 - - 15 1 12,29

#5-150 kDa molekiil kiitleli HA (HAp) kullamilmistir.

® 1500-2000 kDa molekiil kiitleli HA (HAy) kullanilmugtir.

¢ FITC ile etiketlenmemis kolistin siilfat kullanilmustir.

¢ Vankomisin hidrokloriir kullamlmustir.

® FITC ile etiketlenmis vankomisin hidrokloriir kullanilmstir.

f Liyafilizasyondan sonra elde edilen HA/PBAE nanokomplekslerinin kiitlesi.

98 mL 6rnegin liyafilizasyonundan sonra elde edilen HA/PBAE nanokomplekslerinin kiitlesi.

3.4 Hiyaliironik Asit Esash Nanoparcaciklarin Enzimatik
Parcalanma ve Salim Davranislarinin Incelenmesi
3.4.1 Hiyaliironik Asit Esash Nanokapsiiliin Enzime Bagh Salim Deneyleri

Nanokapsiillerden enzim varliginda salim calismalari, floresans bir boya olan
Sulforhodamine B’nin salim1 24 saat boyunca (0, 1, 2, 4, 6, 8, 9 ve 24. saatler)
takip edilerek gergeklestirilmistir [1].
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Salim deneyleri i¢in 500 mL fosfat tamponu (0,02 M; pH 7,4; 77 mM NaCl)
(PBS), kullanimdan yarim saat Oonce hazirlandi. Bunun yarisina %0,01 BSA
eklenerek, hiyaliironidaz aktivitesi i¢in optimum pH olan 5’e¢ ayarlandi.
Hiyaliironidaz enzimine (8, 4 ve 1 mg) (GB39/2, GB39/3; GB40/2, GB40/3;
GB41/2, GB41/3, sirasiyla) hazirlanan pH 5 olan PBS’den 1 mL eklenerek
karistirildi. Bu ¢6zeltiye 1 mL sentezlenen nanokapsiillerin (GB39/2, GB40/2 ve
GB41/2 deneyleri igin GB28/6 nanokapsiilii; GB39/3, GB40/3 ve GB41/3
deneyleri i¢in GB28/7 nanokapsiilii) eklenmesinden sonra numunelerin (pembe
renkli ¢ozelti) diyalizi, pH 5 olan PBS’e kars1t 37 °C’de hafifce calkalanarak
gercgeklestirildi. Nanokapsiillerin par¢alanmasi iizerine floresans boya salimi 24
saate kadar incelendi. Belirtilen zaman araliklarindan sonra, diyaliz suyundan
alman numuneler pH 7,4 olan ve BSA icermeyen PBS ile seyreltilerek floresans
spektrometresi ile Olclildi. Aym1 zamanda kontrol amaciyla enzimin ilave
edilmedigi ornekler (GB28/6 nanokapsiilinde GB45/1 deneyi; GB28/7
nanokapsiiliinde GB45/2 deneyi) de hazirlanarak deneyde kullanildi ve floresans
Olcimleri (uyarilma 500-650 nm, emisyon 560 nm) alindi. 579,05 nm’de

maksimum degerler elde edildi.

3.4.2 HA-PBAE-(KO-FITC) ve HA-PBAE-(VAN-FITC)

Nanokomplekslerinden pH’a ve Enzime Bagh Salim Deneyleri

KO-FITC’nin nanokomplekslerden (GB59/3; GB56/3) salimi, diyaliz yontemi
kullanilarak pH’a bagl olarak incelenmistir. Bunun i¢in 0,01 M PBS pH 7.4 ve
pH 5,5 olarak iki farkli salim ortami kullanilip, deney her iki pH degeri icin de
icer ayr1 denemeyle es zamanl olarak gergeklestirildi. Her deneme i¢in 4 mg/mL
konsantrasyon degerindeki numunelerden 5 mL alinip, molekiiler agirlik kesme
(MWCO) degeri 10 kDa olan diyaliz membranina yerlestirildi ve 30 mL salim
ortamimna (0,01 M PBS pH 7,4 ve pH 5,5) kars1 diyaliz edildi. 100 rpm ve 37
°C’deki su banyosunda karistirilarak 0, 1, 2, 4, 6, 24 ve 48. saatlerde O6rnekler
alinarak yerine ayni1 miktarda PBS ilave edildi [11]. Nanokompleksten salinan
KO-FITC, floresans spektroskopisi (uyarilma 490 nm, emisyon 517 nm) ile takip
edildi.

Deney ayrica enzim varliginda da gergeklestirildi. Bunun i¢in 20 mg HA-PBAE-
(KO-FITC) kompleksi (GB59/3; GB56/4) 4 mL PBS pH 7,4 igerisinde, 20 mg
hiyaliironidaz enzimi ise 1 mL PBS pH 7,4 icerisinde ¢oziilerek (GB 56/4 igin 2
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mg enzim) karigtirildi. Yukarida bahsedildigi gibi PBS pH 5,5 salim ortaminda

diyaliz ger¢eklestirilip belirtilen saatlerde drnekler alindi.

Tim salim ¢alismalar1 ayn1 zamanda enzim varliginda ve yoklugunda HA-PBAE-
(VAN-FITC) nanokompleksi (GB74/1) igin de gergeklestirildi. Deney yukarida
belirtildigi gibi gerceklestirildi.

3.5 Antibiyotik Yiiklii Nanokomplekslerin Antimikrobiyal

Etkilerinin Incelenmesi

Ayri ayr1 olarak vankomisin (VAN) ve kolistin siilfat (KO) antibiyotiklerini igeren
nanokomplekslerin antibakteriyel etkinligi i¢in, CLSI standardina goére broth
mikrodiliisyon ydntemi kullanilarak MIC (Minimum Inhibitor Konsantrasyon)
degerleri belirlendi [156]. Her iki nanokompleks igin de antibiyotik icerigi 0,5
mg/mL veya esdeger bir kiitleye ayarlandi. Serbest antibiyotik ve herhangi bir
antimikrobiyal madde icermeyen bakteri ortami kontrol grubu olarak ayri ayri
kullanildi. Tez ¢alismas1 kapsaminda, EUCAST standardina [157] uygun olarak
spesifik antibiyotik-bakteri etkilesimleri ve MIC degerleri dikkate alinarak her iki
nanokompleksin  antibakteriyel etkinligi arastirildi.  Buna gore VAN
nanokompleksinin antibakteriyel aktivitesi Staphylococcus aureus, Vankomisine
direngli S. aureus (VRSA), Metisiline direngli S. aureus (MRSA) ve Bacillus
cereus'a karsi test edildi. Ayrica KO yiiklii nanokompleks, Klebsiella pneumoniae,
direngli K. pneumoniae ve E.coli'ye kars1 degerlendirildi. Kisaca, test 6rneklerinin
stok ¢ozeltileri MHB (Mueller Hinton Broth) ile 500-0,25 pg/mL araliginda seri
diliisyonlar yapilarak hazirlandi. 96 kuyucuklu plakanin ayr1 ayr1 kuyucuklarina
10° CFU/mL konsantrasyonda 100 puL bakteri kiiltiiriinlin eklenmesinin ardindan,
her test numunesi diliisyonundan 100 puL kuyucuklara sirayla eklendi (nihai
bakteri konsantrasyonu 1-2x10° CFU/mL). Daha sonra plakalar 37 °C'de 24 saat
inkiibe edildi ve hem spektrofotometrik dl¢timler hem de standart plaka sayimi

metodu kullanilarak MIC degerleri belirlendi.
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A

BULGULAR

4.1 Hiyaliironik Asidin Modifikasyonu ve Onciil Maddelerin

Sentezi

4.1.1 tert-Biitil 4-siyanobenzilkarbamat sentezi

Amin foksiyonlu tetrazinin (Tz-NH;) o6nciil maddesinde bulunan amin grubunun
tetrazin sentezindeki siddetli kosullardan etkilenmemesi i¢in Boc- grubu ile
korunmasi gerekmektedir. Buna gore koruma grubunu iceren tert-biitil 4-
siyanobenzilkarbamat molekiilii sentezlenmis ve 'H-NMR spektrumu Sekil 4.1°de
verilmistir. Molekiile ait karakteristik aromatik proton ve Boc- grubuna ait proton

pikleri sirasiyla 7,60 ve 7,39 ppm ile 1,45 ppm’de gézlenmistir.

'H-NMR (500 MHz, CDCl3, § (ppm)): 1,45 (s, 9H, C-(CHa)3), 4,35 (d, 2H, -Ar-
H-CH,-NH-), 4,99 (s, H, -CH»-NH-), 7,39 (d, 2H, Ar-H), 7,60 (d, 2H, Ar-H).

CN Ho0

-
]
~

1.94-T
1 2.001
0.02-

] 9614

7.6 7.0 6.4 5.8 5.2 4.6 40 3.4 28 22 1.6
f1 (ppm)

Sekil 4.1 tert-Biitil 4-siyanobenzilkarbamatin *H-NMR spektrumu (CDCl3)
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4.1.2 tert-Biitil 4-(6-metil-1,2,4,5-tetrazin-3-il)benzilkarbamatin (Tz-NH-

Boc) Sentezi

Koruma grubuna sahip tetrazin molekiilii sentezlenmistir. Sentezlenen yapinin H-
NMR spektrumu Sekil 4.2°de verilmistir. Molekiile ait karakteristik aromatik
protonlarin ve Boc- grubuna ait protonlarin pikleri sirasiyla 7,51 ve 8,58 ppm ile
1,49 ppm’de gdzlenmistir. Ayrica amit proton ve metilen proton piklerinin 4,96
ppm ve 4,45 ppm’de gozlenmesi molekiiliin basarili bir sekilde sentezlendigini

gostermektedir.

'H-NMR (500 MHz, CDCls, & (ppm)): 1,49 (s, 9H, -C-(CHs)3), 3,10 (s, 3H,
tetrazine-CHj3), 4,45 (s, 2H, Ar-CH,-NH-), 4,96 (s, H, -NH-CO-), 7,51 (d, 2H, Ar-
H), 8,58 (d, 2H, Ar-H).

cbcl,

H.0

1,98 m—
2001 e T
207 =

|

098y ©

-

2.96
o 916

70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1.0
1 (ppm)

95 90 85 80

~N
3

Sekil 4.2 tert-Biitil 4-(6-metil-1,2,4,5-tetrazin-3-il)benzilkarbamatin (Tz-NH-Boc)
'H-NMR spektrumu (CDCl5)

4.1.3 3-Benzilamino-6-metil-1,2,4,5-tetrazin (Tz-NHy)

TFA ile hidroliz sonucu Boc- koruma grubu kaldirilan amino tetrazinin (Tz-NH>)
'"H-NMR spektrumu Sekil 4.3°te verilmistir. Spektrumda 1,5 ppm civarindaki
Boc- grubuna ait proton piklerinin tamamen kaybolmasi ve diger tiim karakteristik

piklerin gézlenmesi, molekiiliin basari ile sentezlendigini desteklemektedir.
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg, & (ppm)): 3,01 (s, 3H, tetrazine-CHs), 4,18 (s,
2H, Ar-CH,-NH,), 7,74 (d, 2H, Ar-H), 8,25 (s, 2H, -CH,-NH,), 8,51 (d, 2H, Ar-
H).

H20 DMSO

41.46-] ———

245 9
200 =

—43.23 =

® 1505 =

ZZS{FQ

5 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05
1 (ppm)

9.0

Sekil 4.3 3-Benzilamino-6-metil-1,2,4,5-tetrazinin (Tz-NH>) 'H-NMR spektrumu
(DMSO-dg)

4.1.4 Hiyaliironik Asit-Tetrazin (HA-Tz) Sentezi

HA’ya tetrazin baglanmasi i¢in, EDC ve NHS varliginda amin fonksiyonlu
tetrazin molekiilii ile reaksiyon gergeklestirilmistir. Yeterli oranda tetrazin
baglanmadigi 'H-NMR spektrumundan (Sekil 4.4) tespit edilmistir. Enzimle salim
caligmalarinin  sonunda elde edilen verilerle nanokapsiil yapisinin ¢apraz
baglanma derecesinin diisiik olmasi nedeniyle daha serbest yapida oldugu ve bu
nedenle boyanin kendiliginden, tetikleme olmadan salimin gergeklestigi Sonucuna
varilmistir. Bunu Onlemek amaciyla, HA’ya tetrazin baglanma reaksiyonunda
[HA]:[Tz-NHz] oram1 6:1°den (GB19/1) 1:1’e (GB19/5) degistirilmistir.
Sentezlenen maddenin *H-NMR spektrumuna gore (Sekil 4.5) oran degisikligine
ragmen yapiya, istenilen oranda tetrazin baglanamamistir. HA-Tz alternatif bagka
bir yontemle yeniden sentezlenmistir (GB54/1) [105]. Tetrazin baglanma orani
'H-NMR’dan (Sekil 4.6) 1/43 olarak hesaplanmistir. Yeni yontemde de tetrazin

baglanma oraninin yetersiz oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.6 HA-Tz’nin (GB54/1) H'-NMR spektrumu (D;0)
4.1.5 Norbornen Foksiyonlu Hidrofobik Capraz Baglayic1 Sentezi

Bifonksiyonel norbornen ¢apraz baglayicist sentezlenmis ve *H-NMR spektrumu
Sekil 4.7°de verilmistir. Molekiilin NMR spektrumunda 5,80-6,25 ppm arasinda
norbornene ait olefinik piklerin ve oktil grubuna ait alifatik piklerin gézlenmesi

molekiiliin bagar1 ile sentezlendigini gostermektedir.

'H-NMR (500 MHz, CDCls, § (ppm)): 1,44 (m, 4H, -CH,-), 1,60 (m, 2H, -COO-
CH,-CHy-), 1,89 (m, 2H, -CH-CH,-CH-), 2,21 (m, 2H, -CH-CH,-CH-), 2,90 (m,
1H, =CH-CH-CH,-), 3,03 (s, 1H, =CH-CH-CH-COO0-), 3,20 (s, 1H, -CH-COO0-),
4,08 (t, 2H, -COO-CHy-), 5,93 (m, 1H, -CH=CH-), 6,12 (m, 1H, -CH=CH-), 6,13
(m, 1H, -CH=CH-), 6,19 (m, 1H, -CH=CH-). (Kullanilan norbornen karboksilik

b

asit kimyasali, endo/ekzo karistmi oldugundan dolayr a’, b’, g’ pikleri

bulunmaktadir.)
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Sekil 4.7 Norbornen gapraz baglayicisinin *H-NMR spektrumu (CDCls)

4.1.6 Kolistin Siilfat ve Vankomisin HCI’in Fluoresein izotiyosiyanat ile

Isaretlenmesi (KO-FITC, VAN-FITC)

Antibiyotiklerin nanokompleks yapilardan salimini izlemek i¢in, hem KO hem de
VAN, antibiyotiklerin amino gruplari ile FITC'nin izotiyosiyanat grubu arasindaki
reaksiyon yoluyla kiitle %4 oraninda FITC ile karistirilarak basitge isaretlendi.
Antibiyotiklerin fazla etanolle birka¢ kez yikanmasiyla, baglanmayan boya
molekiilleri uzaklastirildi.  Antibiyotiklerin amino gruplar1 ile FITC'nin
izotiyosiyanat grubu arasindaki konjugasyon reaksiyonu, *H-NMR ve UV-Vis
spektroskopileri ile dogrulandi. KO-FITC'nin 'H-NMR spektrumunda (Sekil 4.8),
7,73-5,60 ppm araliginda gozlenen pikler FITC molekiiliine aitken, 4,42-0,69 ppm
araliginda gozlenen pikler KO'ya aittir.

FITC molekiiliiniin KO ve VAN'a konjugasyonu, Sekil 4.9'da gosterildigi gibi
UV-Vis spektroskopisi ile de incelendi. Buna gore KO-FITC molekiiliinde
FITC'ye ait maksimum 494 nm'de bir absorpsiyon bandi goriildii. Ayrica VAN-
FITC molekiiliinde pikin 480 nm'de oldugu gozlendi. Bu sonug, FITC'nin KO ve
VAN'a konjugasyonunun basarildigint gostermistir.
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Sekil 4.9 KO-FITC (0,3 mg/mL) (a), KO (3,3 mg/mL) (b), VAN-FITC
(0,6 mg/mL) (c) ve VAN (0,5 mg/mL) (d) sulu ¢ozeltilerinin UV-Vis spektrumlari

4.2 Hiyaliironik Asit Esash Nanoparcaciklarin Sentezi

4.2.1 Hiyaliironik Asit Esash Nanokapsiil Eldesi

Sentez islemi, boya molekiilleri igeren (GB28/5-9) ve igcermeyen (GB27/4-5)

nanokapstillerin elde edilmesi iizerine gergeklestirilmistir. Bunun i¢in 2 mM

Sulforhodamine B (boya, SRB), PBS kullanilarak hazirlandi. Norbornen

fonksiyonlu c¢apraz baglayict kullanilarak  Sulforhodamin B  enkapsiile

nanokapsiiller sentezlendi.
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Sentezlenen tiim nanopargaciklarin DLS (boyut) ve ELS (zeta potansiyel)
Olgtimleri Tablo 4.1°de verilmis olup parcaciklarin 60-160 nm arasinda

hidrodinamik ¢apa sahip oldugu anlasilmaktadir.

Tablo 4.1 Nanopargaciklarin DLS ve ELS sonuglari

No Deney Kodu Ort. Boyut (nm) | Zeta potansiyel (mV)

1 GB27/4 160 + 6,36 -

2 GB27/5 69 + 0,6 -4,64 +0,12
3 GB28/5 159 +3,4 -

4 GB28/6 74 £1,02 -7,6 £0,34
5 GB28/7 124 1,16 -9,7 £0,42
6 GB28/8 60 +0,73 -6,03 0,38
7 GB28/9 75+0,22 -4,21 + 0,45

Enkapsiilasyon etkinliginin belirlenmesi

Sentezlenen nanokapsiillerin igine yiiklenen boya miktarinin hesaplanmasinda
UV-Vis spektroskopisinden yararlanildi. Bunun i¢in, ¢esitli konsantrasyonlarda
(20-0,625 x 10° M araliginda) SRB sulu ¢ozeltileri hazirlanip 6l¢timler (565 nm)
alind1 ve elde edilen verilerle kalibrasyon egrisi olusturuldu (Sekil 4.10). Sentez
sirasinda toplanan tiim siipernatantlar i¢in 6l¢iim alinip elde edilen kalibrasyon
egrisinden konsantrasyonlar hesaplanarak yiiklenmeyen boya miktarlar
hesaplandi. Daha sonra yiklenen boya miktarina gore, sentezlenen
nanokapsiillerin boya yiikleme kapasiteleri (4.1) ve enkapsiilasyon etkinlikleri
(4.2) ilgili esitlikler kullanilarak hesaplandi (Tablo 4.2). Tablodaki degerler,
boyanin toplam kiitlesi 1,16 mg ve nanopartikiillerin toplam kiitlesi 25 mg olacak
sekilde hesaplanmistir. UV-Vis spektroskopisinde 6l¢iim yapilirken, bos olarak
sentezlenen nanokapsiiliin (GB27/4 veya GB27/5) siipernatantlari, surfaktandan
kaynaklanan absorbans degerini elimine etmek amaciyla boya iceren orneklerin

Olctimleri yapilirken blank olarak kullanildi.

Boya yiikleme kapasitesi (%)

__ Boyanin top. kiitlesi - Stipernatanttaki boya kiitlesi

. . - x 100 (4.1
Nanopartikiillerin top. kiitlesi (4.1)
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Enkapsiilasyon etkinligi (%)

__ Boyanin top. kiitlesi - Stipernatanttaki boya kiitlesi

x 100 (4.2
Boyanin top. kiitlesi (4.2)

Tablo 4.2 Siipernatantlardaki toplam boya kiitlelerinin hesaplanmasi

No | Deney | Yiiklenmeyen Yiiklenen Enkapsiilasyon | Boya yiikleme
Kodu | boya miktar1 | boya miktar1 | etkinligi (%) | kapasitesi (%)
(mg) (mg)
1 | GB28/5 0,42 0,74 64 3
2 | GB28/6 0,36 0,8 69 3,2
3 | GB28/7 0,29 0,87 75 3,5
4 | GB28/8 0,5 0,66 57 2,6
5 | GB28/9 0,29 0,87 75 3,5
5.
565 nm Sulforhodamine B igin Kalibrasyon
Egrisi
- o '{/\;’:’:)’,;34;(
e 14 7 R”=0,9996
£
o
3
<
0 -

|| L ]
500 600
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.10 Sulforhodamine B’nin UV-Vis spektrumu ve kalibrasyon egrisi

Nanokapsiil sentezinde kullanilan boyanin (SRB) enzimle bozunmasi veya
etkilesmesi nedeniyle farkli boyalarla (Eosin B ve Metilen Blue) nanokapsiil
sentezi gerceklestirilmistir, fakat olumlu sonuglar elde edilememistir. Sentezlenen

boya igeren nanopargaciklarin DLS ve ELS 6l¢timleri Tablo 4.3’te verilmistir.

Sentezlenen nanokapsiillerin icine yiiklenen boya miktarinin hesaplanmasinda
UV-Vis spektroskopisinden yararlanilmigtir. Fakat Ol¢im sirasinda bos olarak
sentezlenen nanokapsiillerin siipernatantlari, surfaktandan kaynaklanan absorbans

degerini elimine etmek amaci ile blank olarak kullanilmasina ragmen bulaniklik
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ve ¢okmeler nedeniyle dogru sonuglar elde edilememistir. Bu nedenle Eosin B ve
Metilen Blue ile sentezlenen nanokapsiillerin enkapsiilasyon etkinlikleri

hesaplanamamustir.

Tablo 4.3 Farkli boyalarla elde edilen nanopargaciklarin DLS ve ELS sonuglari

No Deney Kodu Ort. Boyut (nm) | Zeta potansiyel (mV)
1 GB-S001_Eosin B 77 +£0,86 -14,2 £ 0,65

2 GB-S001_boyasiz 61 + 1,08 -11,9 + 0,61

3 GB-S002_Metilen Blue 56 + 0,45 -6,46

4 GB-S002_boyasiz 94 +1,76 -2,72

4.2.2 KO-FITC ve VAN-FITC Yiiklii Hiyaliironik Asit-PBAE
Nanokomplekslerinin (HA-PBAE-(KO-FITC), HA-PBAE-(VAN-
FITC)) Hazirlanmasi

Nanokomplekslerin hazirlanmasinda iki farkli molekiiler kiitleye sahip HA
kullanilmistir. Bunlardan biri diisiik molekiil agirligina (5-150 kDa) sahip HA
(HAD) digeri ise yiiksek molekiil agirligina (1500-2000 kDa) sahip HA (HAy)’dir.
HA ve PBAE c¢ozeltilerinin karistirilmasindan sonra, polimerlerin karboksilik asit
ve amino gruplari arasindaki elektrostatik ¢ekim nedeniyle nanokompleksler
hemen elde edilir (Sekil 3.8). Yukarida bahsedilen kosullar altinda HA tizerindeki
karboksilik asit kisimlar1 proton salar ve HA negatif yiikli hale gelir;, PBAE
tizerindeki amino gruplari proton alir ve PBAE pozitif yiiklenir. Bu sayede, HA ve

PBAE elektrostatik etkilesime girer ve nanokompleksler olusur.

Liyofilize edilen nanokomplekslerin boyutlar1 ve yiikleri, PBS pH 7,4 ve pH 5,5
igerisinde ayr1 ayr1 dagitilarak, dinamik 1sik sagilmasi ve elektroforetik 1s1k
sacilmas1 yontemleri ile hidrodinamik caplar1 ve zeta potansiyelleri olgiilerek
belirlendi. Tablo 4.4’te verildigi tizere, farkli molekiiler kiitleye sahip HA’lardan
elde edilen nanokomplekslerin boyutlarinin da farklililk gosterdigi ortaya
konmustur. Daha yiiksek molekiiler kiitleye sahip HA’dan elde edilen
nanokomplekslerin boyutlart pH 7,4’te daha biiyiik olarak goriilmiistiir. Buna
gore; HAp’den elde edilen nanokomplekslerin boyutlar1 131-361 nm arasinda
oOl¢iilirken, HAvy igeren nanokomplekslerin boyutlar1 590-730 nm araliginda
Olclilmiistiir. Literatiirde baska calisma gruplar1 tarafindan, HA/kitosan bazlh

nanopartikiillerin hazirlanmasinda da benzer davranis gozlemlenmistir [158].
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pH'in boyutlar {izerinde de 6nemli etkisi vardir; pH 7,4'ten 5,5'e diisiirtildiigiinde
boyutlarn arttigi goriilmiistiir (Tablo 4.4 ve Sekil 4.11). PBAE’nin amino gruplari
6,5 civarinda pK, degerine  sahiptir, bu nedenle @ PBAE’ler
deprotonlanma/protonlanma doéniisiimii  sergiler ve pH’a duyarli ilag salim
sistemlerinde kullanilabilirler [159]. Bu ¢alismada elde edilen nanokompleslerde
de PBAE zincirlerindeki amino gruplart pH 5,5’te  protonlanarak

nanokomplekslerin sismesine ve sonunda pargalanmasina neden olmustur.

Tablo 4.4 Nanokomplekslerin boyutlar1 ve zeta potansiyelleri

No | Deney Kodu Ort. Boyut (nm) pH PDI Zeta
potansiyel
(mV)

1 GB56/3 131 +2,0 7,4 0,16 -17,5+08
2 GB56/3 4288 +1172,0 55 0,79 24+0,7
3 GB56/4 227 +2,0 7,4 0,25 -176 £ 1,6
4 GB56/4 2341 +580,0 55 1,00 -8,6 0,7
5 GB59/2 590 +128.3 74 0,62 -

6 GB59/2 582 +205,7 5,5 0,69 -

7 GB59/3 730 +39.3 7,4 0,56 -21,4+08
8 GB59/3 1805 +374,3 5,5 0,55 -11,1+1.3
9 GB68/2 261 +3,5 7,4 0,34 -15,4£1,0
10 GB68/3 206 2,5 7,4 0,16 -16,4 £ 0,6
11 GB68/4 267 +6,8 7,4 0,25 -21,8 + 1,4
12 GB69/2 271 +74 7,4 0,32 -15,2£0,8
13 GB69/3 332 +2,1 7,4 0,37 -17,6 0,8
14 GB72/1 361 +213 7,4 0,39 21,717
15 GB74/1 234 £3,6 7,4 0,26 -14,7+1,0
16 GB74/1 1765 +91.,8 5,5 0,64 -8,5+0,5
17 GB79/1 158 +7,7 7,4 0,06 -13,8 1,0
18 GB80/1 179 +3,1 7,4 0,13 -14,8+0,3
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Sekil 4.11 pH 7,4 ve pH 5,5’te tampon ¢ozeltiler icerisinde dispers edilen
nanokomplekslerin (A: GB74/1; B: GB59/3; C: GB56/4) hidrodinamik boyutlari;

D: GB56/3 hidrodinamik boyut i¢in, pH 7,4’teki dispersiyonuna seyreltik HC1
¢ozeltisinin eklenmesiyle pH 5,5’e degistirildi
Elde edilen nanokompleksler analizler icin liyofilize edildiginden, HA ve PBAE
ile nanokompleks olusturma reaksiyonlar1 bir kriyoprotektan olan siikroz
varliginda gergeklestirildi [12, 160]. Nanokompleks olusumu, liyofilize
numunelerde FT-IR spektroskopisi (Sekil 4.12) kullanilarak dogrulandi. Siikroz,
HA, PBAE ve KO-FITC@HA/PBAE’nin hidroksil gruplarindan dolayi, tiim
bilesenlerin FT-IR spektrumlarinda 3300 cm™’de O-H gerilme bandi gozlendi.
Stikroz nedeniyle nanokompleks spektrumunda O-H gerilme bandinin yogunlugu
artt1. Alifatik karbonlarin C-H gerilmesi beklendigi gibi tiim spektrumlarda 2930
cm ™’ de goriildii. Bir diger karakteristik bant olan C-O gerilme bandi ise tiim
orneklerin spektrumlarinda 1136 cm™ ve 1032 cm™de gozlendi. En 6nemlisi,
1736 cm™ ve 1620 cm™deki bantlar sirasiyla PBAE'nin ester gruplari ve HA'min
amit gruplari i¢in C=0 gerilmesine atfedilmistir. KO-FITC@HA/PBAE'nin FT-IR
spektrumunda benzer yogunluga sahip iki ayrt C=0O gerilme bandinin olmasi,

nanokompleks yapida hem HA hem de PBAE'nin varligint dogrular.
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Sekil 4.12 Siikroz, HA, PBAE ve KO-FITC@HA/PBAE’nin FT-IR spektrumu

Nanokompleks konsantrasyonunun ve pH’in sirasiyla boyut ve zeta potansiyel
degerleri tizerindeki etkileri incelenmistir. Bunun igin, HAp ile hazirlanan
nanokompleks (GB56/3) kullamilmistir (Sekil 4.13). 4 mg/mL (pH 7,4)
nanokompleksin hidrodinamik ¢api1 131 nm iken, seyreltmeyle boyut artmistir
(Sekil 4.13-a). Benzer davramis Sakulwech ve arkadaslari tarafindan yapilan
calismada da elde edilmistir. Bu ¢alismada, HA/kitosan nanokomplekslerinin
tiretiminde daha yiiksek polimer konsantrasyonunun daha kiiciik boyutlara yol
actigi sonucu elde edilmistir [158]. Nanokomplekslerin pH degisimindeki
davraniglar1 hakkinda daha fazla bilgi edinmek icin zeta potansiyelleri
degerlendirildi (Sekil 4.13-b). Buna gore 4 mg/mL nanokompleksin zeta
potansiyeli pH 7,4’te -17,5 mV olarak 6l¢iildii. Pargaciklarin koloidal stabilitesine
katkida bulunan bu negatif yiik, nanokompleks olusumunda yer almayan HA
tizerindeki serbest negatif yiiklere atfedildi. Zeta potansiyelleri, 7,4 gibi daha
yiiksek pH degerlerinde negatif iken, 3,2 gibi daha diisiik pH degerlerinde pozitife
donmiistiir. Clinkii hem PBAE (pK,; 6,5) hem de HA (pK, 3,0-4,0) daha diisiik pH
degerlerinde protonlanmis ve bdylece nanokompleksin genel yiikii pozitif hale
gelmistir. Ayrica kriyoprotektan ve stabilizator olarak kullanilan siikrozun
nanokomplekslerin kolloidal 6zellikleri tizerindeki etkisi de degerlendirilmistir.
Buna gore siikroz icermeyen, KO yikli (GB79/1) ve bos (GB80/I)

nanokompleksler hazirlanip DLS o6l¢iimleri gergeklestirilmistir. Siikroz varliginin
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nanokomplekslerin boyut, zeta potansiyel ve PDI degerlerini dnemli 6lgiide

etkilemedigi goriilmiistiir (Tablo 4.4).
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Sekil 4.13 Nanokompleksin (GB56/3) (a) pH 7,4 teki konsantrasyon degisiminin
boyuta etkisi; (b) pH’1n, nanokomplekslerin (4 mg/mL) zeta potansiyelleri
tizerindeki etkisi; ve (C) pH 7,4’te nanokompleksin yogunluga gore boyut dagilimi
Nanokomplekslerin hem uzun siireli hem de kisa siireli kolloidal stabilitesinin
degerlendirilmesi DLS metodu ile gergeklestirildi. Yaklasik bir yil boyunca -20
°C’de pH 7,4 PBS’de dispersiyon halinde saklanan nanokompleksler, uzun siireli
stabiliteyi incelemek icin kullamildi. Tablo 4.5, yaklasik bir yil boyunca
dispersiyon formunda saklanan nanokomplekslerin kolloidal 6zelliklerini
gostermektedir. Buna gore antibiyotik igeren tiim nanokomplekslerin boyutlar
1,6-2,7 kat artmistir. Bu kadar uzun siire suda dagilmig halde bulunan numuneler
icin bu artis miktar1 kabul edilebilir bir degerdir. Ayrica -20 °C’de liyofilize halde
yaklasik bir yil saklanan numunelerin DLS o6l¢iimleri de yapilmistir. Liyofilize
numuneler yeniden dispers edilip boyutlar1 ve PDI degerleri dort giin boyunca
izlenmistir (Tablo 4.6). Taze olarak yeniden dispers edilen numunelerin boyutlari
197 nm (GB68/3) ve 240 nm (GB72/1) olarak bulundu. Bu degerler, bir y1l 6nce
Olgiilen ayni numunelerin boyutlarina yakin olarak elde edilmistir (Tablo 4.4,
GB68/3 ve GB72/1). Bu orneklerin boyut dagilimlart (PDI’ler), kolloidal
stabilitenin iyi bir gostergesi olan 0,32°den daha diisiik elde edilmistir. Bu nedenle
dispersiyon halde veya liyofilize tozlar halinde saklanan numunelerin uzun vadeli
stabilitesinin oldukga iyi oldugu degerlendirilmistir. Bu da tasiyici sistemi uzun

vadeli uygulamalar i¢in uygun hale getirmektedir. Bunun disinda, yeniden
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dispersiyon sonrasi dort giinliik 6l¢iilen parcacik boyutlari 277 nm (GB68/3) ve
363 nm (GB72/1) olarak, PDI’ler ise sirasiyla 0,17 ve 0,31 olarak ol¢iildi.
Boyutlardaki ve PDI’lerdeki bu tiir kiiciik degisiklikler, kisa vadeli yliksek
kolloidal  stabilitelerle iliskilendirilebilir. Dolayisiyla tez ¢alismasinda
gerceklestirilen PBAE bazli tasiyict sistemin iyi bir potansiyel gosterdigi
sOylenebilir. Ciinkii PBAE bazli tasiyicilar kolaylikla parcalanabilen ester baglar
nedeniyle genellikle diisiik kolloidal stabiliteye sahip olma egilimindedirler [161].

Tablo 4.5 Yaklagik bir yil sonra nanokomplekslerin dispersiyon drneklerinin
kolloidal 6zellikleri (pH 7,4 PBS'de konsantrasyonu 4 mg/mL olan
nanokomplekslerin dispersiyonu -20 °C'de yaklasik bir y1l sakland1 ve DLS

Olciimleri yapildt.)
Taze hazirlanan Bir yil sonra
- Z-Ave ¢ Z-Ave ¢
Ornekler (d.nm) PDI (mV) (d.nm) PDI (mV) t (ay)
GB56/4 227 0,25 -17,6 361 0,23 -10,4 13
GB68/3 206 0,16 -16,4 386 0,27 -11,5 12
GB74/1 234 0,26 -14,7 643 0,45 -10,8 9

4(: Zeta potansiyel

Tablo 4.6 -20 °C’de yaklasik bir yil boyunca saklanan liyofilize haldeki
nanokomplekslerin kolloidal 6zellikleri (-20 °C’de saklanan liyofilize 6rnekler bir
yil sonra pH 7,4 PBS’de 4 mg/mL konsantrasyonda yeniden dispers edildi ve DLS

Ol¢iimleri alindr)

Yeniden
dagihimdan 0. Giin 1. Giin 4. Giin
sonraki
siire

- Z-Ave ¢® Z-Ave Z-Ave
Ornekler (d.nm) PDI (mV) (d.nm) PDI (d.nm) PDI
GB68/3 197 0.25 -13.96 483 0.46 277 0.17
GB72/1 240 0.32 -14.06 374 0.37 363 0.31

4(: Zeta potansiyel

HAp ile hazirlanan nanokompleksin (GB56/3) STEM goriintiileri, taramali
transmisyon elektron mikroskobu (STEM) dedektorii kullanilarak taramali
elektron mikroskobunda alinmistir (Sekil 4.14). PBS pH 7,4 igerisinde dagitilan
numune (1 mg/mL), karbon film kapli Cu grid tizerine damlatildi ve oda
kosullarinda kurutulduktan sonra goriintiiler alindi. Nanokompleksler rastgele
dagilmis kiiresel yapilar olarak gozlendi. Nanokomplekslerden bazilari,

kuruduktan sonra muhtemelen PBS'nin inorganik tuzlari veya siikroz nedeniyle
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kristal benzeri yapilar igine gomiildii. Kurutma nedeniyle bir miktar aglomerasyon

olmasina ragmen, parcaciklarin cogu 120-400 nm arali§inda boyutlara sahipti.

Sekil 4.14 HAp ile hazirlanan nanokompleksin STEM goriintiileri (PBS pH 7,4 ile
dispers edilmis)

4.3 Hiyaliironik Asit Esash Nanoparcaciklarin Enzimatik

Parcalanma ve Salim Davranislarinin Incelenmesi

4.3.1 Hiyaliironik Asit Esash Nanokapsiiliin Enzime Bagh Salim Deneyleri

Enzimatik parcalanma ve salim deneyi norbornen ¢apraz baglayicili, boya iceren
HA nanokapsiiller1 (GB28/6, GB28/7) i¢in ger¢eklestirildi ve nanokapsiillerin
enzim varliginda pargalanma davranislari takip edildi. Buna goére elde edilen
maksimum floresans degerlerinin optimize edilmesiyle yapilan hesaplamalar
sonucunda, nanokapsiillerden boyanin salim yiizdesi hesaplandi1 ve karsilagtirildi
(Sekil 4.15 ve Sekil 4.16). Enzim icermeyen Orneklerin, enzim iceren orneklerle
hemen hemen ayni degerlere sahip olmasi, enzimle uyarilmanin yeterli olmadigi
sonucunu ortaya koymustur. Bunun i¢in, nanokapsiil yapisinin ¢apraz baglanma
derecesinin diisiik olmasi nedeniyle daha serbest bir yapida oldugu ve bu nedenle
boyanin kendiliginden, tetikleme olmadan salinabilecegi sonucuna varildi. Bu

nedenle HA-Tz molekiiliindeki tetrazin baglanma oranmin arttirilmasi ve
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kullanilan ¢apraz baglayici miktarinin arttirilmast gerekmektedir. Bu dogrultuda
HA-Tz molekiilii, HA’nin tiim karboksilik asit uglarina tetrazin baglanacak
sekilde 1:1 oraninda tekrar sentezlendi (GB19/5).

Enzim konsantrasyonlar1 olarak 4, 2 ve 0,5 mg/mL olacak sekilde deneyler
hazirlanmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, enzim miktarinin diigiik
geldigi diisliniiliip enzim konsantrasyonlarinin da arttirtlmasi gerektigi sonucu
ortaya ¢ikmistir. Ayrica kiimiilatif ylizde salim degerlerinin ¢ok diisiik ¢ikmasi

boyanin enzimle bir bozunmaya ugrama ihtimalini de diislindiirmiistiir.
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Sekil 4.15 GB28/6 nanopargacigin gesitli konsantrasyonlardaki enzimle
par¢alanmasina bagli SRB salim yiizdesinin (a) ve floresans siddetinin (b)
grafikleri
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Sekil 4.16 GB28/7 nanopargacigin ¢esitli konsantrasyonlardaki enzimle
parcalanmasina bagli SRB salim yiizdesinin (a) ve floresans siddetinin (b)
grafikleri
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Elde edilen sonuglar dogrultusunda, HA nanoparcaciklarin (GB28/8, GB28/9)
enzimatik parcalanma ve salim davranislarinin incelenmesi 3.4.1 numarali
baslikta bahsedildigi gibi gerceklestirilmistir. Buna gére GB28/8 nanokapsiilii i¢in
enzim konsantrasyonlar1 degistirilmeden ayni sekilde (GB39/4, GB40/4, GB41/4,
GB45/3) deney gerceklestirilmistir. Floresans ol¢iimleri de diyalizden alinan

ornegin seyreltilmeden direkt dl¢iilmesiyle elde edilmistir.

Yukarida bahsedildigi gibi  enzim miktarinin  az  geldigi  disiiniiliip
konsantrasyonlarin arttirilmasi gerektigi sonucuna varilmistir. Bu yiizden GB28/9
nanokapsiilii i¢in enzim konsantrasyonlari 8 mg/mL (GB49/1) ve 16 mg/mL
(GB50/1) olacak sekilde arttirilip deney tekrar edilmistir. Floresans dlgtimleri de

diyalizden alinan 6rnegin seyreltilmeden direkt 6lgiilmesiyle elde edilmistir.

Yapilan deneyler sonucunda elde edilen maksimum floresans degerlerinin
optimize edilmesiyle yapilan hesaplamalar ile nanokapsiillerden boyanin salim

yiizdesi hesaplanmis ve karsilastirilmistir (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18).
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Sekil 4.17 GB28/8 nanopargacigin ¢esitli konsantrasyonlardaki enzimle
parcalanmasina bagli SRB salim yiizdesinin (a) ve floresans siddetinin (b)
grafikleri
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Sekil 4.18 GB28/9 nanopargacigin ¢esitli konsantrasyonlardaki enzimle
parcalanmasina bagli SRB salim yiizdesinin (a) ve floresans siddetinin (b)
grafikleri
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Yapilan deneyler sonucunda kiimiilatif ylizde salim degerlerinin ¢ok diisiik
cikmasi ile boyanin hiyaliironidaz enzimiyle bir bozunmaya ugrama ihtimalinin
de olabilecegi degerlendirilmistir. Bu nedenle SRB’nin enzimle (HA
nanoparcaciklar1 olmadan) etkilesimi de incelenmistir (Tablo 4.7). Oncelikle,
enzimle par¢alanma ve salim deneyinde oldugu gibi pH 5 olan ve BSA iceren bir
PBS c¢ozeltisi hazirlandi. Bu tampon ¢ozelti kullanilarak 2x10™ M SRB ¢ozeltisi
hazirlandi. Tiim deneylerde (GB46/1, GB47/1, GB48/1) bu SRB c¢ozeltisi
kullanilarak tablodaki cozeltiler hazirland1 ve 37 °C’de belirtilen isleme tabi
tutuldu. 1, 4, 72 ve 96. saatlerde alinan 6rneklere UV-Vis spektroskopisi ile l¢iim
yapildi (Sekil 4.19). Zamanla berrak ¢ozeltilerin giderek bulaniklastigi ve kati
halde maddelerin ¢oktiigii (GB47/1°de az ve GB48/1’de daha fazla) gozle de
goriildi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda zamanla enzim ve boyanin etkilesime
girip bozuldugu sonucuna varildi. Dolayisiyla kullanilan boyanin veya yontemin,
bu tir HA esasli nanokapsiillerin salim davranislarinin incelemesinde uygun

olmayacagi degerlendirildi.

Tablo 4.7 Sulforhodamine B’nin enzimle etkilesiminin incelenmesinde kullanilan
madde miktarlar

GB46/1 GB47/1 GB48/1
Hiyaliironidaz 4 mg 0 mg 4 mg
enzimi
Sulforhodamine 2 mL 2mL 2mL

B cozeltisi

(Cozeltinin diyalizi, Cozelti 15°1ik Cozelti 15’11k

Aciklama 20 mL pH 5 olan santrifiij tiiptinde santrifiij
BSA igeren PBS’e karistirildi. tiiptinde
kars1 gerceklestirildi. karistirilda.
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Sekil 4.19 SRB ve hiyaliironidaz enzimi etkilesimi ¢alismasina ait UV-Vis
spektrumlari

4.3.2 HA-PBAE-(KO-FITC) ve HA-PBAE-(VAN-FITC) Komplekslerinden

pH’a ve Enzime Bagh Salim Deneyleri

Elde edilen nanokomplekslerden ilag salimi, fizyolojik pH’a ve asidik enfeksiyon
bolgelerine karsilik gelmesi amaciyla sirasiyla 7,4 ve 5,5 olmak iizere iki temel
pH degerinde diyaliz yontemiyle arastirildi. Floresans boyanin konjuge edildigi
ilaglar, kolistin (KO-FITC) ve vankomisin (VAN-FITC), salimin floresans
spektroskopisi ile izlenebilmesi amaciyla kullanildi. ilag salim deneyleri, hem
HAp (GB56/3) hem de HAy (GB59/3) ile hazirlanan nanokompleksler igin 3
tekrarli olacak sekilde es zamanli olarak gergeklestirildi. Kiimiilatif salim
profilleri kalibrasyon egrileri kullanilarak elde edildi. Cesitli konsantrasyonlarda
KO-FITC ¢ozeltileri, PBS pH 7,4 ve PBS pH 5,5'te ayr1 ayr1 hazirland1 ve her pH
degeri igin iki ayr1 floresans emisyonu kalibrasyon egrisi olusturuldu (Sekil 4.20).
HAp nanokompleksinden pH 5,5 ortamindaki salimlarda 24 saatte ulasilan en
yiiksek emisyon degerinin ortalamasi alinarak normalizasyon yapildi ve buradaki
salim %2100 olarak kabul edildi. Sekil 4.21, her iki nanokompleksin pH 5,5 ve

7,4'teki kiimiilatif salim profillerini gostermektedir. HAp ile hazirlanan
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nanokompleks, pH 5,5 ve 7,4'te 24 saatte ilacin neredeyse %100"inii ve %53"ini
saldi. Diger yandan HAy ile iiretilen nanokompleks, pH 5,5 ve 7,4'te 24 saatte
ilacin yalmizca %54 ve %]17'sini serbest birakti. Bu bulgular her iki
nanokompleksten ilacin pH’a duyarli bir sekilde salindigini gostermektedir.
Bilindigi tizere PBAE’nin pKy'si 6,5 civarinda oldugundan, pKy'den daha diisiik
pH degerlerinde katyonik hale gelir ve nanokompleks pH 5,5’te fizyolojik pH’a
gore daha sizintili hale gelecek sekilde bir doniisiime ugrar. Nanokomplekslerin
sismis durumuna atfedilen diisiik pH’taki daha biiyiik boyutlar da bu sonuglar1
destekler. Bu nedenle bu sistemin pH’a duyarli ila¢ salim sistemi olarak
kullanilabilecegi degerlendirilmistir. Ayrica HA nin molekiiler kiitlesinin de salim
profillerini degistirdigi tespit edilmistir. Daha yiliksek molekiiler kiitle (Sekil 4.21-
b), daha disiik salim hiziyla sonuglanmistir. HAp ile hazirlanan
nanokomplekslerden daha hizli salimin gergeklesmesi, boyutlarin daha kiigiik
olmasina ve daha diisiik molekiiler kiitlenin olmasina baglanmistir. Boylece, farkli
molekiil kiitlelerine sahip HA kullanilarak ila¢ salim hizinin ayarlanabildigi

sonucuna varilmistir.

Tablo 4.8 Nanokomplekslerden ilacin 24 saatteki kiimiilatif salim degerleri

No | Ornek | Antibiyotik | Salim | Hiyaliiron | Salim | Nanokom | Kiimii
ortam idaz ortami pleks latif
pH1 (mg/mL) hacmi | konsantra | salim

(mL) syonu (%)
(mg/mL)

1 | GB56/3 Kolistin® 7,4 0 15 4 53

2 | GB56/3 Kolistin ® 55 0 15 4 100

3 | GB56/4 Kolistin ® 55 0,4 5 4 87

4 | GB59/2 Kolistin ® 7,4 0 5 1 24

5 | GB59/2 Kolistin ® 7,4 0 5 3 34

6 | GB59/2 Kolistin ® 55 0 5 1 41

7 | GB59/2 Kolistin® 5,5 0 5 3 53

8 | GB59/3 Kolistin ® 7,4 0 15 4 17

9 | GB59/3 Kolistin® 5,5 0 15 4 54

10 | GB59/3 Kolistin ® 55 4,0 5 4 21°

11 | GB74/1 | Vankomisin® | 7,4 0,4 5 4 335

12 | GB74/1 | Vankomisin® | 7,4 0 5 4 39,6

13 | GB74/1 | Vankomisin® 5,5 0,4 5 4 41,5

14 | GB74/1 | Vankomisin® | 5,5 0 5 4 49,5

& Kullanilan kolistinin kiigiik bir kismu FITC ile isaretlendi.
® Kullanilan vankomisinin kiiciik bir kismu FITC ile isaretlendi.
¢ 48 saatteki kiimiilatif salim.
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Sekil 4.21 KO-FITC’nin nanokomplekslerinin (GB56/3, HAp) (a) (GB59/3, HAY)
(b) pH 7,4 ve pH 5,5 kiimiilatif salim grafikleri

HA'nin hiyaliironidaz enzimleri tarafindan bozunmasi iyi bilinmektedir ve bu
bozunma davranisi, hiyaliironidaz enzimine duyarli ¢esitli salim sistemlerinde
kullamilmigtir [1, 162]. Bu nedenle nanokomplekslerden antibiyotik salim
potansiyeli, hiyaliironidaz enzimi varliginda da degerlendirildi (Tablo 4.8). Ancak
enzimle gerceklestirilen ¢alismalarda cesitli zorluklarla karsilasildi. Salim
ortaminda enzimin varligi, muhtemelen HA, KO gibi yiik tasiyan bilesenlerin
enzim ile komplekslesmesi nedeniyle biiyiik parcacik olusumlarina neden
olmustur. Floresans Ol¢limiine gore 48 saatte enzim varliginda (4,0 mg/mL) pH
5,5te HAvy nanokompleksinden yaklasik %21 KO-FITC salim1 gozlendi (Sekil
4.22-a, Egri I) (Tablo 4.8, No 10). Enzim varliginda daha yiiksek miktarda salim
beklenmesine ragmen, 24 saat sonra karisimdaki Dbilesenlerin ¢okeltiler
olusturdugu tespit edilmis ve bu durum HAy nanokompleksinin (GB59/3) salim
caligmasinda floresans olgiimlerinin hatali ¢ikmasina neden olmustur (Sekil 4.22-

b ve 4.22-c). Bu durum, izoelektrik noktasi 8,75 olan hiyaliironidaz enziminin
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[163] pH 7’de pozitif yiikli olmasi ve HA’nin da negatif yiikli olmasiyla
aciklanabilir. Dolayisiyla KO-FITC tasiyan HA ve enzimin, elektrostatik
etkilesim yoluyla kompleksleserek ¢oktiigii degerlendirilmistir. Ozellikle, daha
yiiksek enzim konsantrasyonu (4,0 mg/mL) ve daha yiiksek molekiil agirlikli HA
kullanildiginda ¢okelti ¢ok daha fazlaydi (Sekil 4.22-c ve 4.22-e). Daha az
miktarda enzim (0,4 mg/mL) ve diisik molekiil agirhikli HA (GB56/4) ile
enzimatik salim gergeklestirildiginde kabul edilebilir bir kiimiilatif salim profili
(24 saatte %87) gozlenmistir (Sekil 4.22-a, Egri II) (Tablo 4.8, No 3). Bu nedenle
sonraki ¢aligmalarda enzim Kkonsantrasyonlari azaltilmigtir. Bu tiir salim
calismalarinda ¢okmenin etkisini en aza indirmek i¢in diisiik miktarda enzim
kullanilmasmma ragmen, enzimli ve enzimsiz kiimiilatif salimlarin
karsilastirilamayacagi sonucuna varilmistir. Bu nedenle enzimle yapilan salimlar

sadece kendi igerisinde degerlendirilmistir.
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Sekil 4.22 pH 5,5'te antibiyotigin (KO-FITC), 4,0 mg/mL hiyaliironidaz
varliginda HAy nanokompleksinden (GB59/3) (1) ve 0,4 mg/mL hiyaliironidaz
varhiginda HAp nanokompleksinden (GB56/4) (11) kiimiilatif saliminin
karsilagtirilmasi (a). Hiyaliironidaz enzimi (4,0 mg/mL) varliginda GB59/3'iin
koloidal karigiminin 48 saatlik salim 6ncesi (b) ve sonrasi (C) goriintiisi.
Hiyaliironidaz enzimi (0,4 mg/mL) varliginda GB56/4'in koloidal karigiminin 48
saatlik salim 6ncesi (d) ve sonrasi (€) goriintiisii
Tez galigmasi kapsaminda ayrica HAp ile hazirlanan nanokompleksten (GB74/1)
VAN-FITC’nin salim1 da incelendi. Floresans olglimleri, her pH degeri igin
olusturulan iki ayr1 kalibrasyon egrisi kullanilarak yukarida aciklandigi gibi
gerceklestirildi  (Sekil 4.23). Buna goére ilacin yaklasik %40 ve %50'si
nanokomplekslerden 24 saatte sirasiyla pH 7,4 ve 5,5'te salinmistir. Enzim
varhiginda 24 saatte pH 7,4'te %33,5, pH 5,5'te %41,5 salim elde edilmistir (Sekil
4.24). Yukarida belirtildigi gibi enzim ve ilag arasindaki etkilesim, salim
ortamindaki serbest ila¢ konsantrasyonunu degistirdiginden, enzimli veya

enzimsiz ilag salimlari birbiriyle karsilagtirllamamistir.  VAN’in izoelektrik
noktasinin 8,3 civarinda olmasi, KO-FITC’ye benzer sekilde VAN-FITC’ nin de
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kompleks olusturmasima ve salim ortaminda beklenenden daha diisiik floresans

yogunluguna neden oldugu degerlendirilmistir [164].
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Sekil 4.24 Nanokompleksten (GB74/1) VAN-FITC'nin pH 7,4 ve pH 5,5'te
enzimli ve enzimsiz kiimiilatif salim profilleri
4.4 Antibiyotik Yiiklii Nanokomplekslerin Antimikrobiyal
Etkilerinin incelenmesi
Tablo 3.4'te belirtilen formiilasyonlarin antibakteriyel aktivitesi EUCAST/2023 ve
CLSI standartlarina gore broth mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmis olup,

sonuglar Tablo 4.9 ve 4.10’da sunulmustur. Bos nanokompleks (Tablo 4.9’da
GB69/2, Tablo 4.10’da GB69/3 ve Tablo 4.4) antibakteriyel analizler sirasinda
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herhangi  bir antimikrobiyal aktivite gdstermediginden, siikroz veya
nanokompleksin kendisi tarafindan indiiklenen hicbir antibakteriyel o6zelligin

olmadig1 sonucuna varilmistir.

Tablo 4.9°da goriildiigii gibi kolistin tedavisi uygulanan iki 6nemli sus {izerinde
yapilan antibakteriyel ¢aligmada antibiyotik yiiklii nanokompleksin E. coli susuna
kars1 serbest antibiyotige gore anlamli derecede daha fazla etkinlik gosterdigi ve
MIC degerinin dort kat daha diisiik oldugu gozlemlendi. Bu gii¢lii antibakteriyel
etki, minimum bakterisidal konsantrasyon (MBC) i¢in kullanilan petri
goriintiilerinde belirgin bir sekilde anlagilmaktadir. Ancak serbest antibiyotigin, K.
pneumonia'nin hem duyarli hem de direngli suslari i¢in nanokompleksten daha
etkili oldugu bulundu. Gram-negatif organizmalar arasinda LPS (lipopolisakkarit)
yapisindaki ve ozellikle de protein diizeyindeki farkliliklarin, bu sonuglarda ¢ok
onemli bir rol oynayabilecegi degerlendirilmistir. EK olarak, E. coli'nin broth
ortaminda fermantasyon islemi sirasinda {iretilen asidik yan {irtinlerin, K.
pneumonia ile karsilastirildiginda hem miktar hem de bilesim agisindan farkli
olabilecegini ve pH'daki bu farkliligin, pH'a duyarli nanokompleks {izerinde
potansiyel olarak olumlu bir etki yarattigi diisiiniilmektedir [165-167]. Ayrica bos

nanokompleks bakterilere kars1 herhangi bir biyolojik aktivite gdstermemistir.

Tablo 4.9 KO ve nanokomplekslerin antibakteriyel aktivitesi. Petri kaplarinin
MIC ve MBC degerlerinin belirlendigi goriintiiler

K. Kolistin Direncli E. coli
Bakteri pneumaniae K. pneumaniae
Kontrol
Ornekler
125
Kolistin siilfat (KO)
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Tablo 4.9 KO ve nanokomplekslerin antibakteriyel aktivitesi. Petri kaplarinin
MIC ve MBC degerlerinin belirlendigi goriintiiler (devami)

K. Kolistin Direncli E. coli
Bakteri pneumaniae K. pneumaniae
Kontrol

Ornekler

GB69/2
(Bos nanokompleks)

GB68/4

(KO yiiklii

nanokompleks)
(E. coli icin GB68/2)

MBC (ng/mL)
2 500 8
Kolistin siilfat (KO)
8 500 2
GB68/4 :
(KO yiiklii

nanokompleks)
(E. coli i¢in GB68/2)
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Tastyic1 sistemin potansiyeli hakkinda daha detayli bilgi edinmek i¢in Gram-
pozitif bakterilere karsi etkinligi bilinen bir antibiyotik olan vankomisin (VAN)
yiiklenen nanokompleksin hem duyarli hem de direngli, hiyaliironidaz iireten S.
aureus suslarina karsi aktivitesi de incelendi (Tablo 4.10). Buna gére, VAN igeren
nanokomplekslerin MIC ve MBC degerlerinin, direngli S. aureus izolatlarinda
(VRSA ve MRSA suslar1) serbest antibiyotige gore daha diisiik olmasi ¢alismanin
en 6nemli sonucu olarak elde edildi. Duyarli susta degerler benzerdi. VRSA ve
MRSA suslar1 i¢in MIC degerlerinde sirasiyla iki ve dort katlik 6nemli azalmalar,
yiiksek derecede giiclii bir antibakteriyel aktiviteye isaret ederek, hiyaliironidaz
duyarli nanokompleksin etkili bir antibakteriyel ajan olarak potansiyelini
vurgulamaktadir. Nanokomplekslerin direngli S. aureus suslarina karsi artan
antibakteriyel etkinligi, kiltlir ortaminda bakteriler tarafindan iretilen
hiyaliironidaz enzimi ile tetiklenen, antibiyotiklerin énemli &l¢lide salinmasina
baglanabilir. Bu sonug, bu enzimi iiretmeyen E. coli'de herhangi bir aktivite
goriilmemesi  ile  desteklenmektedir. Ek  olarak, antibiyotik  yiikli
nanokomplekslerin antimikrobiyal aktivitesinde serbest antibiyotiklere kiyasla
gerceklesen bu artig, bakteri ortaminda siirekli ve kontrollii ilag salimiyla ve
biyoyararlanimin artmasiyla agiklanabilir. Elde edilen bulgular, antimikrobiyal
bilesiklerin nanopartikiillerle enkapsiile edilmesine iligkin Onceki arastirmalarla
uyumludur [168-171]. Ayrica VAN antibiyotigine duyarli ve hiyaliironidaz
enzimi {retmeyen B. cereus iizerinde nanokomplekslerin antibakteriyel
aktivitesinin serbest antibiyoti§e gore daha diisilk olmasi, enzimin ortamdaki
varhigimin 6nemini ortaya koymakta (MIC ve MBC degerleri daha yiiksektir) ve
nanokompleksin hiyaliironidaza duyarliliginin belirgin bir gostergesi olmaktadir.
Ozellikle direngli suslarda hiyaliironidaz enziminin belirgin sekilde daha yiiksek
tiretimi [89, 172], bakteriyel yayilmaya kars1 kritik bir bariyer olan HA'y1 hizla
pargalayarak  enfeksiyon siirecini  hizlandirir. Bu  durum,  bakteriyel
kolonizasyonun ve yayilimin artmasina yol acar [173]. Ek olarak, serbest
antibiyotigin MIC ve MBC degerleri hem duyarli hem de klinik izolatlar igin
standartla tutarlidir (Tablo 3.1). Beklenildigi gibi Klinik izolatlarda daha yiiksek
MIC degerleri gbzlenmektedir. Bu nedenle, hiyaliironidaza duyarli
nanokomplekslerin gii¢lii antibakteriyel etkisinin, bu enzim tarafindan tetiklenen

antibiyotiklerin hizli salimindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Tablo 4.10 VAN ve nanokomplekslerin antibakteriyel aktivitesi. Petri kaplarinin
MIC ve MBC degerlerinin belirlendigi goriintiiler

Bakteri

Ornekler

S. aureus

VRSA

MRSA

E. coli

B. cereus

Kontrol

MIC (ng/mL)

Vankomisin-
HCI (VAN)

4

64

GB69/3

(Bos
nanokomple
ks)

>500

>500

GB72/1

(VAN yiiklii
nanokomple
ks)

256

MBC (ug/mL)

Vankomisin-
HCI (VAN)

GB72/1

(VAN yiiklii
nanokomple
ks)
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5

SONUC

Tez kapsaminda enzim veya pH’a duyarli, bakteri varliginda tetiklenerek ilag
salim1 yapabilecek, nano yapili polimerik ilag tasiyict sistem gelistirilmesi ve
biyolojik etkinliginin degerlendirilmesi hedeflenmistir. Bu kapsamda ilk olarak
HA temelli nanokapsiil yapilt bir sistem tasarlanmistir. Bu sistemin
hazirlanmasinda yiizeyler arasi (interfacial) tetrazin Diels-Alder Click Reaksiyonu
yontemi kullanilmistir. Boya yiiklii nanokapsiiller sentezlenmis ve bu yapilarin
enzimle salim davranislar1 incelenmistir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda,
nanokapsiil yapisinin ¢apraz baglanma derecesinin diisiik olmas1 nedeniyle daha
serbest yapida oldugu ve bu nedenle boyanin kendiliginden, tetikleme olmaksizin
salinabilecegi sonucuna varilmistir. Enzimle salim davranislarinin incelenmesi
sonucunda, kiimiilatif ylizde salim degerlerinin ¢ok diisiik ¢ikmasi ile boyanin
enzimle bir bozunmaya ugrama ihtimalinin de olabilecegi diisiiniilmiis ve
Sulforhodamine B’nin enzimle (HA nanoparcgaciklari olmadan) etkilesimi de
incelenmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda zamanla enzim ve boyanin
etkilesime girip bozuldugu ve kullanilan yontem veya model boyanin dogru
olmadig1 sonucuna varilmistir. Ayrica yukarida belirtildigi gibi ¢apraz baglanma
derecesinin diigiik olmast nedeniyle boyanin kendiliginden ve enzimle tetikleme
olmaksizin salimin gergeklesiyor olmasi nedeniyle alternatif yapr ve yontemlerin

gelistirilmesine karar verilmistir.

Tez calismasinin hedefleri dogrultusunda sistemin uyarlanmasi sonucu, ikinci bir
caligma gergeklestirilmistir. Negatif ylikli HA ile pozitif yiiklii ve pH’a duyarh
olan PBAE arasinda fiziksel etkilesimle gerceklestirilen, igerisinde antibiyotik
yiiklii olan bir nanokompleks elde edilmistir. Elde edilen nanokomplekslerin
antibiyotik salim caligmalar1 enzim ve pH duyarliligt kapsaminda floresans
spektroskopisi ile incelenmis ve sistemin antibakteriyel aktivitesini tayin etmek
tizere ¢aligmalar gerceklestirilmistir. Buna gore salim kinetiginin, pH ve HA nin
molekiil kiitlesi ile ayarlanabilecegi gosterilmistir. HAp ile elde edilen
nanokomplekslerde boyutlar daha diisik iken, HAy ile elde edilen
nanokomplekslerde boyutlarin daha biiyiik oldugu gosterilmistir. Bu yapilardan

ilag salimi incelendiginde, her iki yap1 i¢in de ilacin saliminin pH 5,5’te pH 7,4’e
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gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu davranis, PBAE nin pKy’sinin (6,5)
altindaki pH degerlerinde {izerindeki amino gruplarinin protonlanmasina
atfedilmistir. Asidik ortamda nanokompleksler siserek daha biiyiik bir yapiya
doniisiir ve sonunda pargalanarak ilacin salinmasina neden olur. Kolistin siilfat
icin, pH 5,5’te 24 saatte HAp nanokompleksinden ilacin %1001 salinirken, HAy
nanokompleksinden 48 saatte ilacin %63°l( salinmistir. pH’a bagli bu salim,
bakteriyel aktiviteler nedeniyle asidik pH degerlerinin olustugu bakteriyel
enfeksiyon bolgelerinde ilaci spesifik olarak salan, pH ile tetiklenen ilag tasiyict
sistemlerin gelistirilmesine olanak tanir. Ayrica daha kii¢lik boyutlara sahip, daha
diisik molekiiler kiitleli HAp ile hazirlanan nanokompleksler, daha yiiksek
molekiiler kiitleli HAy’den elde edilenlere gore daha hizli ve etkili salim
saglamistir. Bunlara ek olarak nanokomplekslerin enzimatik salim potansiyeli de
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde; her ne kadar yiiksek
miktarda hiyaliironidaz enzimi (4,0 mg/mL), enzimin aktivitesinin kapsamli bir
sekilde anlasilmasi i¢cin uygun deney tasarimina izin vermese de, daha diisiik
enzim konsantrasyonunun (0,4 mg/mL), enzimle veya enzim olmadan umut verici
ancak karsilagtirilabilir olmayan salimlar sagladigi goézlenmistir. HAp i¢in 24
saatte ilacin %87’si, HAy i¢in 48 saatte ilacin %21’i nanokomplekslerden

salinmistir.

Caligmanin son adiminda antibiyotik yiiklii nanokomplekslerin antimikrobiyal
aktivitesi incelenmistir. Bunun i¢in her antibiyotigin hedefledigi bakteri tiirleri
secilerek deneyler yapilmistir. KO yiiklii nanokomplekslerde, serbest antibiyotige
kiyasla E. coli’ye kars1 aktivitede dikkate deger bir artig gozlenerek dort kat daha
etkili bir aktivite tespit edilmistir. Bunun yan1 sira K. pneumoniae'ye karsi azalan
aktivite de nanokompleksin pH duyarliligim1 vurgulamaktadir. Hiyaliironidaza
duyarl1 nanokomplekslerin antibakteriyel etkinligi degerlendirilirken, yiiksek
hiyaliironidaz enzimi {iretimi ile bilinen direngli S. aureus suslarinda beklendigi
gibi giiclii aktivite tespit edilmistir. Ancak bu enzimleri iiretmeyen E. coli ve B.
cereus suslarinda benzer etkinin goriillmemesi dikkat ¢ekici olmustur. Bu durum
HA kapli nanokomplekslerin aktivitesinin enzim aracili bozunmayla birlikte

arttigin1 gostermektedir.
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