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Tez kapsaminda c¢ok basamakli mikrosuspansiyon polimerizasyon yontemi
kullanilarak monodispers, makrogdzenekli poli (gliserol dimetakrilat-co-gliserol-1,3-
digliserol diakrilat) (poli(GDMA-co-GDGDA)) partiktlleri elde edilmigtir. Partikllerin
manyetizasyonu igin iki farkli yontem kullanilmistir. Birinci yontemde,
mikrosidspansiyon polimerizasyonu tamamlanmadan o6nce, ikinci yontemde ise
polimerizasyon tamamlandiktan sonra demir tuzlari polimerizasyon ortamina
eklenerek partikil gobzenekleri icinde manyetik nanopartikillerin  olusumu
saglanmistir. Bu partikiiller, taramali elektron mikroskobu (SEM), Titresimli Ornek
Manyetometresi  (Vibrating  Sample  Magnetometer, VSM) ve UV
spektrofotometresi ile karakterize edilmistir. Karakterizasyon sonucunda,
sentezlenen partikillerin monodispers yapida oldugu ve mikrostspansiyon
polimerizasyonu sonrasi manyetiklestirme metodu ile sentezlenen partikillerin
daha yuksek manyetik doygunluk degerlerine sahip oldugu goralmustar.
Fonksiyonel manyetik partikillerin karboksil ve dimetilamino etil igerikleri sirasiyla
potansiyometrik titrasyon ve elementel analiz yontemleri kullanilarak 2.16 mmol/g
ve 147.1mg/g bulunmustur. Model protein olarak Albumin segcilerek, plain ve
fonksiyonel manyetik partiktllerin BSA adsorpsiyonu incelenmistir. Maksimum
BSA adsorpsiyonu izoelektronik noktada, 300 mg BSA/g partikil degerinde
gOzlenmistir. Bazik kosullarda, BSA proteininin, plain ve fonksiyonel manyetik
partiklllerden kantitatif olarak desorplandigi gérilmastur. Ikinci metot ile
sentezlenen manyetik partikiller L929 fibroblast hucreleri, alveolar makrofajlar ve
HeLa hucreleri ile etkilestiriimistir. Etkilestirilen tim manyetik partiktllerde, partikdl
konsantrasyonu arttikgca hlcre yuzeyine tutunan partikil sayisinin da arttig

gorulmustar. Hucre yluzeyine maksimum partikal tutunmasi DMAEM fonksiyonel



grubuna sahip manyetik partikil tirinde gozlenmistir. Makrofajlar ile etkilesim
calismalarinda ise zamanla yuzeye tutunan partikil sayisindaki artis net olarak

go6zlenmigtir.
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DETERMINATION OF THEIR POTENTIAL AS MICROCARRIES
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ABSTRACT

Monodisperse and macroporous poly(GDMA-co-GDGDA) particles are
synthesized by multi-stage microsuspension polymerization. Two different
methods were used for magnetization of the particles. In the first method, ferric
salts were added to the polymerization medium before the end of the
microsuspension polymerization while it was added after the polymerization in the
second method. Hence, the formation of the magnetic nanoparticles in the pores
of the poly(GDMA-co-GDGDA) particles was ensured. These particles were
characterized by using scanning electron microscopy (SEM), vibrating sample
magnetometer (VSM) and UV spectrophotometer. It was seen that the particles
were monodisperse, and the particles synthesized with the second method have
higher magnetic saturation values. The carboxyl and dimetilaminoethyl contents of
functional magnetic particles were determined as 147,1 mg/g and 2,16 mmol/g, by
potentiometric titration and elementel analysis, respectively. Albumin was selected
as the model protein and the adsorption of albumin onto the plain and functional
magnetic particles was investigated. The maximum BSA adsorpsion was observed
at the isoelectronic point as 300 mg BSA/g particles. BSA could be quantitatively
desorbed from both plain and functional magnetic beads, in slightly alkaline
medium.

The magnetic particles synthesized with the second method, are interacted with
L929 fibroblasts, alveolar macrophages and Hela cells. For all magnetic bead
types, the amount of particles adhered to the cell surface increased with
increasing concentration of magnetic particles. The maximum particle adherence
was observed for the particles with DMAEM functionality. In the case of
macrophages, the number of particles adhered to the cells also increased with

increasing time.
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1 GIRIS

Polimerik materyallerin hucreler ile etkilesimini gerektiren biyoteknolojik ve
biyomedikal uygulamalarin ¢cogunda hidrojel formunda materyaller dnemli bir yer
tutmaktadir. Hidrojeller, suyu yapilarina alarak sisebilmeleri, biyouyumluluklarinin
yuksek olmasi ve biyolojik ortamda bozunabilmeleri gibi 6zellikleri sayesinde bu

alanlarda yaygin olarak kullaniimaktadir.

Manyetik polimerik kirelerin sentezi ve 6zellikleri, son on yil igerisinde giderek
gelisen yeni bir arastirma konusu haline gelmistir. Manyetik polimerik partiktller bir
manyetik bilesen ve polimerik matristen olusan mikrokurelerdir. Manyetik bilesen,
partikile manyetik 06zelligini kazandirarak, bu partiklllerin bir manyetik alan
varliginda hizli ve kolay sekilde ortamdan ayriimasini saglamaktadir. Manyetik
enerjiyi 1Sl enerjisine cevirebilen manyetik partikuller, 1s1 Uretici olarak cesitli
uygulamalarda kullanilabilmektedir. Bir kanser tedavi yontemi olan hipertermi bu
uygulamaya ©rnek olarak verilebilir. Polimerik matris ise manyetik bileseni
tasiyarak kararli bir yapi olusturmakta, partikile istenilen fiziksel ve kimyasal
Ozellikleri saglamakta, mikrokurelerin sisebilme yetenegini ve elastikligini
arttirmaktadir. Ayrica, kullanilan polimerin tirine gore manyetik kirelerin yuzeyleri
istenilen fonksiyonel gruplari iceren polimerler ile kaplanabilmektedir. Boylece, bu
partiktllerin immunoserolojik yontem, nukleik asit, protein ve hicre izolasyonu gibi

uygulamalarda da kullanilabilmesini saglanmaktadir.

Tez kapsaminda oncelikle farkli yuzey fonksiyonel gruplarina sahip manyetik
partiktllerin sentezi hedeflenmigtir. Bu amacla hidrofilik formda monomer ve
¢apraz baglayicilar, gok basamakli mikrosiispansiyon polimerizasyonu yonteminde
kullanilarak monodispers ve makrog6zenekli (poli(GDMA-co-GDGDA)) partikulleri
sentezlenmis ve bu partikillerin manyetik formlarinin elde edilmesi igin iki farkl
yontem kullanilmigtir. [k yéntem olan mikrosiispansiyon polimerizasyonu
sirasinda manyetiklestirme prosedurl ile manyetik demir oksit nanopartikullerin
mikroklire gozenekleri icerisine ¢okturiimesi saglanmis ve nanopartikilleri
g6zenek yapisi igerisinde barindiran hidrojel mikrokurelerin yuzeyi ince bir polimer
film ile kaplanmistir. Yuzeyde farkli fonksiyonel gruplari barindiran film tabakasinin
elde edilmesi amaciyla gliserol dimetakrilat (GDMA), metakrilik asit (MAA) ve 2-

hidroksietil metakrilat (HEMA) monomerleri kullaniimistir.



ikinci yontem  olan mikrosuspansiyon polimerizasyonu sonrasinda
manyetiklestirme proseduru ile elde edilen manyetik partikullerin yluzeyi GDMA,
MAA ve 2-dimetil amino etil metakrilat (DMAEM) monomerleri kullanilarak farkh
fonksiyonel gruplara sahip ince bir polimerik film tabakasiyla kaplanmistir. Elde
edilen manyetik partikiller ile BSA adsorpsiyon calismalari yapilarak, BSA
adsorpsiyonuna pH, zaman, baslangic BSA derisimi ve partikil derisimi etkisi

incelenmigtir.

Elde edilen farkli ylzey fonksiyonel gruplarini iceren monodispers ve
makrogozenekli manyetik partikuller fibroblast hucreleri, makrofaj hucreleri ve
HelLa kanser hucreleri ile etkilestirilerek, hlcrelerin partikillere kargi fagositik
cevabl ve partikullerin hicrelere yapisma davranisinin incelenmesi hedeflenmigtir.
Hucreler ile etkilestirilen manyetik partikullerin belli zaman araliklarinda yuzeye
tutunma davranisi incelenmistir. Dort farkli konsantrasyonda hazirlanan ve partikl
yuzeyinde noétral (hidroksil), katyonik (dimetilamino) ve anyonik (karboksil)
fonksiyonel gruplari igceren manyetik partikilllerin hicre ylzeyine tutunma

davranisinin partikil derisimi ile degisimi, belli bir zaman araligi igin incelenmistir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Manyetik Partikiiller

Nanometreden mikrometre boyutuna kadar cesitli boyutlarda sentezlenebilen
manyetik partikuller, manyetik kuvvete karsi gosterdikleri tepki sayesinde kolaylikla
hareket ettirilebilmektedir. Bu ozellikleri ile ilk basta biyolojik ve medikal alanlar

olmak Uzere birgok alanda yaygin olarak kullaniimaktadir (Ma and Liu, 2007).

2.1.1 Demir oksit nanopartikuller

Manyetik metal oksitler, yuksek manyetik 6zellige sahip kobalt, nikel, demir gibi saf
metallere gore daha kararli olmalari, kolaylikla Gretilebilmeleri nedeniyle daha ¢ok
tercih edilmektedir (Philippova et al., 2010). Bunlar arasinda ise biyouyumlu
olmalari ve manyetik doygunluk degerinin yiksek olmasi gibi 6zellikleri sayesinde

demir oksitler biyomedikal uygulamalarda en sik kullanilan metal oksitlerdendir.

Demir oksitler, manyetit (Fe3O4), manyetitin oksitlenmis formu olan maghemit (y-

Fe,0s3) ve hematit (a-Fe,O3) olmak Uzere Ug temel gruba ayrilmaktadir.

Maghemit ve manyetit benzer fiziksel 6zelliklere ve kristal yapisina sahiptir.
Maghemit sadece Fe*® iyonlarindan olusurken manyetit ¥ molar oraninda Fe* ve
Fe*? iyonlarindan olusmaktadir. Manyetit, agik havada maghemite ve daha yiiksek

sicakliklarda ise hematite okside olabilmektedir.

2.1.1.1 Manyetit

Manyetit (FesO4), yerylzinde bilinen en eski ve en genel demir oksit bilesigidir.
Doga arastirmalari insandan bakteriye ¢ok sayida tlrin manyetit Gretebildigini
ortaya ¢ikarmistir. Manyetit, kibik ters bir spinal kristal yapiya sahiptir. Fe iyonlari
bazi yerlerde 4, bazi yerlerde ise 6 oksijen atomuyla gevrelenmigtir. Sekil 2.1.de

manyetitin kristal yapisi gosterilmektedir.
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Sekil 2.1. Manyetitin kristal yapisi

2.1.2 Demir oksit nanopartikil sentez yontemleri
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Sekil 2.2. SiUperparamanyetik demir oksit nanopartikillerinin Gg¢ farkl yolla sentezi

ile ilgili yayinlanan galigsmalarin karsilastiriimasi (Mahmoudi et al., 2011).



Demir oksit nanopartikiller kimyasal, fiziksel yada biyolojik olarak
sentezlenebilmektedir. Sekil 2.2.'de bu partikillerin sentezi i¢in yayinlanan en

onemli yollar gosterilmektedir (Mahmoudi et al., 2011).

2.1.2.1 Birlikte coktiirme yontemi

En basit, ucuz ve cevre dostu yéntem olarak bilinen birlikte ¢oktiirme yéntemi, Fe*?
ve Fe™ iyonlarinin bazik bir ortamda ayni anda c¢oktiirilmesine dayanmaktadir
(Que et al., 1999). Bu yontemde gergeklesen reaksiyon temel olarak asagidaki

formuldeki gibidir.

Fe™ +2 Fe*® +80H — Fe304 + 4H,0

Birlikte ¢oktirme yontemi yaygin olarak iki farkh sekilde uygulanabilmektedir.
Bunlardan ilkinde, cesitli yukseltgen maddeler kullanilarak demir hidroksit
suspansiyonlarinin kismi olarak oksitlenmesi saglanmaktadir. Bir baska ifadeyle,
Fe(ll) tuzu, bir baz ve bir ylUkseltgeyici kullanilarak esboyutlu kiresel manyetit
partikiiller elde etmek mumkindir. Ornegin, Sugimoto ve Matijevic (1980)
potasyum nitrat ve potasyum hidroksit varhidinda, birlikte ¢oktirme metodu
kullanarak, demir tuzundan kiresel manyetit nanopartikiller sentezlemislerdir (30-
200nm) (Indira and Lakshmi, 2010).

Diger metot ise Fe(ll) ve Fe(lll) hidroksitlerinin sulu ¢ozeltisinden manyetit partikul
elde edilmesidir (Massart, 1981). Bu metot, oksijensiz ortamda, 1/2 oraninda Fe*?
ve Fe* iyonlarindan olusan sulu ¢dzeltiye baz eklenerek es-boyutlu ve kiiresel
manyetit nanopartikillerinin siyah ¢okeltisinin elde edilmesine dayanmaktadir
(<20nm). Cokeltme ortaminin pH‘I ve iyonik siddeti ayarlanarak partikullerin

boyutunu kontrol etmek mumkin olmaktadir (Mahmoudi et al., 2011).

2.1.3 Manyetik polimerik partikiller

Manyetit veya maghemit nanopartikiller genellikle polimer/ylzey aktif madde,
inorganik metaller (altin vb.) ya da oksitlerle (silika, aliuminyum oksit vb.)

olusturulan tabakalar sayesinde modifiye edilmektedir. Bu tabakalar sayesinde ise
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cesitli biyomolekillerin yapiya eklenerek partikillin fonksiyonlastiriimasi mimkuan
hale getiriimektedir. Bu partikiller ya bir sivi igerisinde dagiimis halde ya da
polimer veya inorganik matrislerle bilesik olusturmus halde elde edilmektedir (Ma
and Liu, 2007).

Manyetik polimerik partikiller bir manyetik bilesen ve polimerik matristen olusan
mikroklrelerdir. Manyetik bilesen, partikile manyetik 6zelligini kazandirirken,
polimerik matris manyetik bileseni tasiyarak ona istenilen fiziksel ve kimyasal
Ozellikleri saglamaktadir. Polimerik kaplama, manyetik partikilin organik
maddelerle uyumunu arttirmakta, igcerdigi materyalin disari suzulmesini
engellemekte ve partikil ylzeyini oksidasyona kargi koruyarak kimyasal
kararlihgini arttirmaktadir (Yuan and Williams, 2007 ; Ma and Liu, 2007).

Manyetik polimerik partikillerin gesitli yapilari, manyetik materyallerin polimerik
matrisin iginde degisik sekillerde dizenlenmesiyle elde edilmektedir. Bu yapilar

Sekil 2.3.'te gosterilmigtir. Bunlar :

a. Dis yUzeyine birka¢ manyetik tanecigin takili oldugu polimerik mikrokureler.
b. Manyetik taneciklerin dis ylzeyi kapladigi mikrokureler.

c. Polimer tarafindan kaplanan tek bir manyetik tanecik.

d. Polimer matris icine gdomulu ¢oklu manyetik tanecikler.

e. Polimer matrisin gdzenekleri icine ¢okturilmis manyetik materyaller.

o 0 © B

(€)

Sekil 2.3. Manyetik polimerik partikillerin ¢esitli yapilari (a) eklentili, (b) polimer ile
kapli, (c) yuzey kaplamali, (d) polimer icine goémull, (e) gbzenekler igine

¢Oktlrdlmus ( Yuan and Williams, 2007 ).



Sekiller iginde a ve b tipindeki partikillerin manyetik bilesenleri tamamen ylzeyde
bulunmaktadir. Bu manyetik materyallerin direk olarak ¢evresel ortamla temasta
olmasi bu tip partikullerin kullanimlarini kisittamaktadir. Bunlarin disindaki c, d ve
e tipindeki partikuller, manyetiklik ozelliklerinin ve yuzey kimyalarinin kolayca

kontrol edilebilmesinden dolayi genis kullanim alanina sahiptir.

2.1.4 Polimerik partikillerin sentez yontemleri

2.1.4.1 Dispersiyon polimerizasyonu

Dispersiyon polimerizasyonu, oOzellikle 1-10 um boyut araliginda ve es boyut
dagilimli  polimerik partiktllerin sentezi i¢cin uygun olan bir yontemdir. Bu
polimerizasyonda, monomer fazi, dagitma fazinda c¢o6zunmekte fakat
polimerizasyon iglemi  sonunda olugsan polimer, dagitma fazinda
¢6zinmemektedir. Polimerizasyon sistemi, baslangicta icinde monomer, baslatici
ve stabilizoriin bulundugu tek fazli, homojen bir ortamdan olusmaktadir. Kati
partiktllerin olusumuyla birlikte polimerizasyon sistemi polimer ve dagitma

ortamini igeren iki fazli bir ortama donusmektedir.

Bu polimerizasyon metodunda, dagitma ortami tlrl, monomer/dagitma fazi orani,
karistirma hizi, baglatici ve stabilizor tart ve derisimi, polimerizasyon sicakligi gibi
faktorler monomer donusumu, partikil boy dagihmi ve molekal agirligi Gzerinde
oldukga etkilidir (Elaissari et al., 2003; Kim and Suh, 2000).

2.1.4.2 Cok basamakli mikrosiispansiyon polimerizasyonu

Es boyut dagilimli polimerik partikiller, kromatografik dolgu malzemesi (Wang et
al.,, 1992), iyon degistirici recineler, katalitik substratlar, protein ayrimi igin
kullanilan ortamlar, ila¢ salinimi gibi birgok ¢evresel ve biyomedikal alanda buyuk
ilgi gormektedir. Es dagilimli ve c¢apraz bagli polimerlerin hazirlanmasi igin
kullanilan teknikler son 20 yil icerisinde buyuk gelisme gdstermistir (Jose et al.,
2005).



Genel olarak polimerik kireler, ortalama boyutlarinin, karigtirma hizi ve kosullari
ile kontrol edilebildigi, klasik suspansiyon yontemiyle Uretiimektedir. Bu yontem
basit bir teknik olmasina ragmen, olugsan kureler genis bir boy dagilimina sahip
olmaktadir. Es dagihimli polimer partikullerinin, yiksek verimle elde edilebilmesi
icin bircok metot gelistirilmistir. Bu metotlardan birisi de, es boyutlu seed
partikllerinin, bir monomer karigsiminin igerisinde sisiriimesine dayanan yontemdir.
Seed sisirme islemi genel olarak dinamik (Okubo et al., 1997) ve aktive edilmis
sisirme olarak ikiye ayrilabilir. Ugelstad ve ark. (1980) aktive edilmis sisirme
yontemiyle iki basamakli mikrosuspansiyon metodunu gelistirmistir. Frechet ve
ark. ise ¢ok basamakli polimerizasyon metodunu kullanarak es boyutlu ve
makrogdzenekli  poli(stiren-divinilbenzen)  partikillerini  sentezlemigtir.  Tek
basamakli sisirme ve polimerizasyon metodu ise Ogino (1995) tarafindan

uygulanmigtir (Srisopa et al., 2011; Tuncel et al., 2001; Zhang et al., 2010).

Ugelstad ve ark.(1980) ve Galia ve ark.(1994) tarafindan ortaya konan prensiplere
dayanan, modifiye edilmis ¢ok basamakli polimerizasyon yontemi, genel olarak

dort ana basamaktan olugmaktadir (Camili et al., 2004).

ilk basamak, dispersiyon polimerizasyonu ile ¢ikis lateksinin sentezlenmesini
icermektedir. Dispersiyon ortaminin sartlari, ¢ikis lateksinin es boyutlu olmasi igin
iyi ayarlanmahdir. Cikis lateksi ayrica emdlsiyon polimerizasyonu ile de

sentezlenebilmektedir.

ikinci basamakta , ¢ikis lateks partikiilleri disiik molekil agirlikh organik ajanla
sigiriimektedir. Aktivasyon ajani ve diluent yerine de gecen bu organik ajan, ¢ikis
partikUllerindeki polimer zincirlerinin relaksasyonunu saglayarak, monomer

molekullerinin, ¢ikis lateks partikulleri igerisine diflizyonunu saglamaktadir.

Uclincli basamakta, sismis olan cikis partikiillerinin, monodispersitesi korunarak,
sulu emiulsiyon ortaminda, monomer fazi ile tekrar sisiriimesi islemi
gerceklesmektedir. Bu monomer karigimi, yagda ¢o6zunen bir bagslatici, monomer
ve bir capraz baglayici ajan icermektedir. Bu sisirme basamaklari sirasinda seed
partikillerinin monodispersitesi, diluent/seed lateks ve monomer fazi/seed lateks

oranlari uygun degerlere ayarlanarak korunabilmektedir.



Son basamakta ise partikullerin bulundugu sulu emulsiyon ortaminin sicakligi
arttinlarak, monomer fazin, sismis olan seed partiklllerinin igerisinde
polimerlesmesi saglanmaktadir. Olusan bu monodispers ve gobzenekili
partikullerdeki bloklagsmanin dnlenmesi igin ortama polimerik bir stabilizor

eklenebilmektedir.

Cok basamakli seeded polimerizasyonu sonunda kararli bir yapi elde etmek
amaciyla, partikuller, diluent fazi ve dénismeyen monomerin uzaklastiriimasi igin,

uygun bir ¢ozucu kullanilarak yikanmaktadir (Lin et al., 2010; Unsal et al., 2004; ).

2.1.5 Manyetik polimerik partikillerin sentez yontemleri

Fiziksel hibrittesmeden, manyetik nanopartikillerin in situ sentezine kadar g¢ok
saylda ve gesitte manyetik polimerik partikil sentez yontemleri bulunmaktadir. Bu

yontemler Sekil 2.4.’te 6zetlenmistir.

Manyetik polimerik partikiiller

Polimerik mikrokiirelerin _WI'E—S_MEK “_"_‘lbne enlerin —W—E—E:mg;a I»ier::i;rt_llg?inenlerln
nyetizasy enkapsiilasyonu nem ae polimerierin
ma etlza:s L | in situ olugumu
Folimerik mikrokdreler Manyetik bilesenler
Manyetizasyon Dispers edilme
| ] [ 1
Manyetik materyallerin Manyetik tanacikler Sireklifaz Dispersfaz
in situ sentezi ile hibritlesme
Emdalsiyonlastirma

Damlaciklariceren
manyetik bilesen

CPkERE Emilsiyon/Dispersivon

Folimerizasyonu

Damlacik clusumu

l
Cdzichbuharlastirma

Isitrnal sodutrna

Caprazbadlama

Sispansiyon polimerizasyonu

Sekil 2.4. Manyetik polimerik partikil hazirlama metotlari (Yuan and Williams,
2007).



Genel olarak bu sentez yontemleri G¢ ana baslik altinda toplanmaktadir.

(@) Onceden hazirlanan polimer mikrokirelerin manyetizasyonu ydntemi: Bu
yontem, oOncelikle gobzenekli polimer mikrokiUrelerin sentezi ve sonrasinda
manyetik materyallerin bu hazirlanan polimer partikillerine eklenmesine
dayanmaktadir. Bilinen en iyi ticari manyetik partiktller (Dynabead) ¢ok basamakli
partikil sisirme yontemi kullanilarak Ugelstad ve ark. tarafindan gelistirilmistir
(Ugelstad et al., 1983). Bu yontem ilk olarak gézenekli ve esboyutlu polimer lateks
olusumunu daha sonra manyetik nanopartikullerin bu gézeneklere ¢okturtlmesini
son olarak ise gbzeneklerin bir polimer tabakasiyla kaplanmasini icermektedir. Bu
partiktller elde edilirken genel olarak hidrofobik Ozellik gosteren polisitren

kullaniimakta ve bu da nonspesifik protein adsorpsiyonuna neden olmaktadir.

Bahsedilen metot kullanilarak manyetik partikuller, biyolojik ve medikal alanlarda
kullaniimak (izere sentezlenmistir (Prestvik et al., 1997). ilk olarak manyetik
materyaller polimer mikrokurelerin gézeneklerinde in situ olarak demir tuzlarindan
sentezlenmistir. Bundan sonra bu manyetik parcaciklari polimerde sabitlemek
amacilyla goézenek yuzeyi —NO, fonksiyonel grubuyla modifiye edilmistir. Sonugta
g6zenek yuzeyinde olusturulan —NH; gruplari protein ve nukleotitler gibi aktif

ajanlarin baglanmasinda kullaniimistir.

Polimer varliginda manyetik nanopartikullerin sentezi ydnteminin, son
zamanlardaki gelisimi, polimer jellerin kullanimina dayanmaktadir. Polimer
jellerdeki polimer aginin sahip oldugu kisith yapr sayesinde demir oksitin
cekirdeklenmesi ve buyumesi kontrol edilebilmektedir (Philippova et al., 2011;
Breulman et al., 1998). Yapilan bir galismada elastik PS-poliakrilat kopolimer
jelinin gbézeneklerinde manyetit olusumu incelenmistir. Sentezlenen partikillerin,
16 nm gapinda oldugu ve jel gézenegindeki karboksilat fonksiyonel gruplarina
baglandigi gézlenmigstir (Breulman et al., 1998). Bir bagska c¢alismada ise polimer
olarak hidrofilik mikrojeller kullanilarak manyetit nanopartikillerin  mikrojelin

icerisinde in situ olarak sentezlenmesi saglanmistir (Zhang et al., 2004).

(b) Manyetik bilesenlerin kapsullenmesi yontemi (enkapsulasyon) : Bu yontem,
manyetik partikdllerin  kaplanmasini ya da polimerin i¢ine alinmasini

kapsamaktadir. Kaplama ile genelde 1 mikron boyutundan kiguk partiktller elde
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edilirken polimer igine alma yontemi ile daha buyuk partikuller elde edilebilmektedir
(Philippova et al., 2011; Yuan and Williams, 2007).

Kaplama yonteminde, manyetik pargaciklar ilk olarak, polimer cozeltisi veya
monomer emulsiyonundan olusan surekli faz iginde dagitiimakta, sonrasinda ise
¢6zinmuls veya olusturulmus polimer zincirleri ile kapsul igine alinmaktadir (Sekil
2.5)).

Polimer cozeltisi veva
maonomer emulsiyonu

|
"‘:.-.1'1. E 8 8@@ oy 00 nﬂu

! 00 BB

sureklifazicerisindeki
manyetiktanecikler

Manyetik polimerik partikiller
Sekil 2.5. Koloidal manyetik nanopartikullerin kaplanmasi ( Yuan and Williams,
2007).

Polimer igine alinmasi yonteminde ise manyetik pargaciklar o&ncelikle,
emdulsiyonlastirma ile surekli fazda birer damla haline getiriimektedir. Daha sonra
bu damlalar ¢ézicu buharlastirma, ¢oktirme, ¢apraz baglanma veya stspansiyon

polimerizasyonu yoluyla polimerin i¢ine alinmaktadir (Sekil 2.6.).
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Polimer veya monomer

iceren faz
® ®®® icine katma ‘ . .
o Emiilsiyonlagtirma (gomme) .
teccne Emiilgatdr @
.',:'::. T iceren @@@e} —_— 0 .. 0
/l sirekli faz @@@ @ ....
Manyetik ® @ . . ..
bilesenler o B
Emisiyon Manyetik polimerik partikiller
(a) (b} (c)

Sekil 2.6. Emulsiyon yolu ile manyetik polimerik partiktllerin hazirlanmasi. (a)
manyetik bilesenlerin polimer/monomer fazi icerisinde dagitilmasi, (b) manyetik
bilesenleri  iceren  damlaciklarin  olusmasi  amaciyla  dispers fazin
emdulsiyonlagmasi, (c) ¢ézucu buharlastirma, ¢apraz baglanma veya suspansiyon
polimerizasyonu yontemleri ile manyetik bilesenlerin polimer matrisinin igine

alinmasi ( Yuan and Williams, 2007 ).

Gruttner ve ark. (1997) calismalarinda superparamanyetik partikulleri, hem dogal
hem de sentetik hidrofilik polimerler ile kaplayarak biyobozunur manyetik polimerik

partikiller sentezlemislerdir (Yuan and Williams, 2007).

Polimer icine alinmasi yontemi kullanilarak hidrofilik manyetik polimerik partikuller,
su/yag emulsiyon sistemi ile polimer sulu ¢dzeltilerinden elde edilmistir. Bu yontem
ile yapilan galismalarda K-karragenan , kitosan (Denkbas et al., 2002; Jiang et al.,
2005), jelatin (Saravanan et al., 2004) ve polivinilalkol (Mdller-Schulte et al., 1997)
gibi sentetik veya dogal polimerler kullanilmistir (Philippova et al., 2011). Son
zamanlarda ise, homojen manyetik polimer mikrokurelerin sentezlenmesindeki
gelismelere bagl olarak membran ve mikroakigkan emulsiyonlastirma teknikleri
kullaniimaktadir. Membran emdulsifikasyon teknigi temel olarak daginik fazin
mikrog6zenekli bir membrandan gecirilerek surekli akis icerisinde damlaciklar elde
edilmesinden olusmaktadir. Mikroakigkan yonteminde ise mikroakiskan cihazlar
olusturmak icin kanallar kullaniimakta ve bu cihazlar sayesinde membran
yontemindekine benzer sekilde emulsiyonlar olusturulmaktadir (Yuan and
Williams, 2007). Polimerik mikrokureler tek-fazli veya c¢ok-fazli akis igerisinde

uretilebilmektedir (Park et al., 2010). Mikroakiskan ve membran yontemleri ile
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birgok hidrofilik ve hidrofobik polimer mikrokureler elde edilebilmesine ragmen, bu
prosedurlerin  manyetik mikrokiarelerin sentezlenmesi i¢in kullanilmasi daha
baslangic asamasindadir. Gelecekte bu yontemler kullanilarak polimer
mikrokurelerin sentezlenmesinin yayginlasacagi beklenmektedir (Philippova et al.,
2010).

(c) Hem manyetik bilesenin hem de polimerin in situ olarak sentezlenmesi
yontemi: Manyetik polimer sentezlenmesinde kullanilan bu ydntemde, polimer
partikulleri direk olarak demir iyonlari ¢ozeltisi ve monomer dispersiyonunu igeren

ortamdan elde edilmektedir.

2.2 Manyetizma

Manyetizma ge¢misi ¢ok uzun olan bir konudur ve ilk dnce pusula gibi basit
cihazlarda insanlarin yonlerini bulmalarinda kilavuzluk yaparak hizmete

baslamistir.

Atomdaki parcaciklar sabit olmayip hareketleri s6z konusudur. Atom ¢ekirdeginde
bulunan protonlar ve noétronlar kendi etraflarinda, c¢ekirdek gevresinde bulunan
elektronlar ise hem kendi etrafinda, hem de belli yoringelerde donmektedir.

Manyetizma, elektrik yuklt partiktllerin hareketleri sonucu olusmaktadir.

Genellikle, atomda bir elektronun manyetik momentinin, yine ayni atomun ters
yonde donen elektronunun manyetik momentiyle dengelenerek etkisiz hale
gelmesi sonucu madde manyetik olmaz. Bu nedenle tUm maddelerin elektronlari

oldugu halde bazi maddeler manyetik degildir.

Manyetizmada bir tek manyetik ylkten bahis edilememektedir. Ornegin, kuzey ve
guney kutbu olan bir gubuk miknatis ne kadar kuglk pargalara bdlinurse
bdlunsun, sonunda elde edilecek parga iki kutuplu olmayi koruyacaktir. Boyle bir

yap! manyetik dipol momenti adi verilen y ile tanimlanir.

Maddenin manyetik halini anlatmak amaciyla miknatislanma vektort (M) denen bir

niceligin kullaniimasi kolaylk saglamaktadir. M birim hacim bagina dusen
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manyetik momenti gosterir. V toplam hacmi, Pipiam toplam manyetik momenti

tanimlamaktadir. Bu degerleri birbirine baglayan formul Es. 2.1.de gosterilmigtir.

1895 yilinda Pierre Curie bir maddenin miknatislanmasini, Curie yasasi adi verilen

formulle gostermistir (Es. 2.2.).

M=C*( B/T) (2.2)

Burada T ortamin mutlak sicaklik degerini, C de Curie sabitini gostermektedir.

Bir maddenin toplam manyetik alani veya manyetik aki yogunlugu (B), maddenin
miknatislanmasina ve ona uygulanan dis alana baglidir. Manyetik alan siddeti H,
boslugun manyetik gecirgenlik katsayisi (Mo) ile tanimlanabilir. SI birim sisteminde

H ve M’ in birimi A/m (Amper/metre) dir.

Buna gore boslukta yani manyetik maddelerin bulunmadigi bir ortam icin H ve B

arasinda dogrusal bir iligki vardir (Es. 2.3.).
H=Bo / Wo (2.3)

icinde manyetik maddeden cekirdek bulunan bir kangalin olusturdugu toplam

manyetik alan aki yogunlugu ise Es.2 4.’teki gibidir.

B = o (H+M) (2.4)

2.2.1 Manyetizma tiirleri

2.2.1.1 Ferromanyetizma

Ferromanyetik maddeler, belirli bir sicakligin (Curie sicakligi) altinda kalici
manyetik 6zellige sahip maddelerdir. Bu tir maddeler bir manyetik alan iginde,
alanla ayni yonde ve ¢ok siddetli olarak miknatislanirlar (Sekil 2.8.). Ayrica dis
manyetik alan kalktiginda da manyetik Ozelliklerini korurlar. Ferromanyetik
maddelere demir, kobalt, nikel, goddinyum ve dispozyum gibi oldukga manyetik

maddeler 6rnek gdsterilebilir.
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Ferromanyetik maddelerin manyetizasyon egrileri histeresis egrileri olarak
adlandinimaktadir. Miknatishigr tamamen giderilmis bir malzemeye degisken bir
dis manyetik alan uygulandiginda, bu alan ile aki yogunlugu dlgulerek histeresis
egrisi gizilebilir (Sekil 2.7.). Bu kapali dongude H degeri sifirdan bagslayarak bir
yondeki maksimum degere ¢ikmakta sonra sifira inmekte, oradan zit yonlu fakat
bir dncekiyle ayni degerli bir maksimuma artmakta, tekrar sifira inmekte ve bu

cevrimi tekrarlayip durmaktadir.

Malzeme doyuma ulaghrildiginda
Magnetik alan domainlerin hizalanmasiyla
cizgilerinin yofunlugu magnetiklestivilmis olur.
B . RS

Magnetik alan 0'a indiriMiginde,
malzemede helirli bir seviyede b
grisi takip eder.

magnetiklik kalr, 4 "
Kalics magnetik alan ( By)
R = 2 -
3 d s Magnetik alan siddetl

= 0 f o N H
Uygulanan magnetik alan ters
%  Hisiteresiz egrisi, ferromagnetik malzemelerin

cevrilir ve magnetilclil 0'a
maghetizasyonunun gegmise bagimh tabiaton

- =

Alan 0*dan artorildiginda malzeme
lineer olmayan hir magne tizasyon

getirilecek sekilde hiiyiitiiliir.

e d gistermekiedir. Bir kez malzeme doyuma
=] ulagnrildiginda ve ardmdan magnetik alan 0%a
Domainler doyum indivildiginde malzemede magnetizasyonun kaldigy
nokitasimda zut giriiliir { gecmigini hanvlar ).

dogrultuda dizilir.

Sekil 2.7. Histeresis egrisi

2.2.1.2 Divamanyetizma

Atomlari surekli manyetik dipol momente sahip olmayan, tim elektronlari eslesmis
olan maddelere diamanyetik maddeler denir. Diyamanyetik maddelerin
miknatislanmalari ¢ok zayif ve miknatislayici alanla zit yonludar (Sekil 2.8.). Bakir,
gumds, antimon, bizmut gibi metaller diyamanyetik maddelere 6rnek olarak

verilebilir.

15



2.2.1.3 Paramanyetizma

Atomun son elektron yodringesinde eslesmemis elektronlara sahip olan
paramanyetik maddeler, manyetik alan tarafindan zayifga c¢ekilirler. Elektronlarin
spin ve orbital hareketleri manyetizmay! dogurur. Dig manyetik alan kalktiginda
manyetizmalari yok olur. Paramanyetik maddelere oksijen, aliminyum gibi

ornekler verilebilir.

Uvaulanan alan “#— <
—-

- -

Ferromanyetizma Paramanyetizma Diamanyetizma

Sekil 2.8. Manyetizmada dipol farkliliklari

2.2.1.4 Siuperparamanyetizma

Manyetik maddelerin boyutlari belli bir degerin altina dustugunde bu maddeler
superparamanyetik 6zellik gostermektedir. Stiperparamanyetik maddeler icin elde
edilen histeresis egrilerinde, ferromanyetik maddelerden farkh olarak, atik
miknatislanma go6zlenmez vyani digaridan uygulanan manyetik alan sifira
indirildiginde malzemede bir manyetiklik kalmaz. Maddenin manyetik dipolleri
eskisi gibi gelisiglizel dizilir ve geride atik miknatislanma kalmadidi i¢in bunu yok
etmek amaciyla ekstra bir enerji verilmesine gerek kalmaz (Sekil 2.9.). Bu 6zellik
canli dokulardaki uygulama alaninda blylk avantajlar saglamaktadir. Ornegin
uygulanan bir terapi sona erdiginde bu maddeler stuperparamanyetik 6zellikleri
sayesinde agregasyon olusturmazlar ve bdylece damar tikanikligina neden

olmamis olurlar (Figuerola et al., 2010).
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Msat=Doygunluk
Manyetizasyonu

Mr=Artik
miknatislanma

He= Sifirlayic alan
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e = Ferromanyetizma

f. —— Diyamanyetizma
/
J Paramanyetizma
- Uygulanan alan ~ _
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Histeresiz donglsa

Sekil 2.9. Ferromanyetik, suUperparamanyetik, paramanyetik ve diyamanyetik

nanopartikillerin histeresis donguleri (Arruebo et al., 2007; Natelson et al., 2006).

2.3 Manyetik Partikiillerin Uygulama Alanlari

Manyetik nano ve mikropartikiller manyetik depolama aygitlari, biyosensoér
uygulamalari, medikal uygulamalar gibi bir¢ok teknolojik uygulamada siklikla

kullanilmaktadir.

Manyetik alan ile ilag hedefleme g¢alismalari, ila¢ salinim uygulamalarinda
kullanilan yeni bir yaklasimdir. Bu uygulamada Uretilen manyetik partikullerin
boyutu, yuku ve yuzey kimyasi ¢ok onemlidir. Vicuda verilen manyetik kireler
sadece manyetik alanin uygulandigi bolgede birikerek, ilag molekullerini diftizyon,
degradasyon yada sisme sonrasi difuzyon yolu ile asamali olarak salmaktadir.
Bdylece ilacin terapik etkisi arttirilarak, saghkh doku ve hicrelere zarar verebilecek

yan etkiler elimine edilmektedir (Philippova et al., 2010; Gupta and Gupta, 2005).

Hipertermi, kanser tedavisinde kullaniimasi amacglanan, hedeflenen doku veya
hicrelerin 42 ila 46 dereceye kadar segici olarak isitilmasini 6ngéren bir tedavi
yontemidir. BoOylece kanserli hucrelerin canlihigl azaltilarak, kemoterapi ve

radyasyona karsi hassasiyetleri arttirlmaktadir. Bu yontemin en buyuk zorlugu
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sadece tumor bolgesinin isitimasini saglamaktir. Bu da digsaridan uygulanan
manyetik alan ile yonlendirilebilen ve sadece toplandiklari bodlgede is1 artigi
meydana getiren manyetik partikiller kullanilarak saglanabilmektedir (Schmidt,
2007; Medeiros et al., 2011).

Manyetik rezonans goéruntileme (MRI), klinik tipta, biyomedikal uygulama
alanlarinda ve teshisle ilgili uygulamalarda kullanilan en 6énemli tekniklerden biri
olarak gorulmektedir. Superparamanyetik demir oksit nanopartiklller, saglhkh ve
hastalikli dokularin daha iyi ayirt edilmesi amaciyla MRI kontrast maddesi olarak
kullaniimaktadir (Gupta and Gupta, 2005).

Manyetik nano- ve mikro partikillerin bir bagska 6nemli kullanimi ise hicrelerin
veya biyomolekillerin in vitro olarak ayriminin gergeklestiriimesidir. Normal
kosullar altinda manyetik 6zellikte olmayan hucreler veya biyomolekuller, manyetik
kurelere baglanarak, disaridan uygulanan bir manyetik alan sayesinde kolaylikla
yonlendirilebilmektedirler. Manyetik ayirma  sUperparamanyetik maddeler
kullanildiginda daha etkili olmaktadir. Bugline kadar manyetik partikuller
kullanilarak, enzimler, DNA, RNA, antibadiler ve antijenler gibi birgok
makromolekllin, sivi besi yeri veya vicut sivisi gibi ortamlardan izolasyonu

gergeklestirilmistir (Karumanchi et al., 2002; Philippova et al., 2011).

Zharnikova ve ark. (2009) manyetik polimerik kurelerin petrol endustrisi igin,
Ozellikle de petrol Uretim kuyularinda su akisini bloke etmek igin ¢ok faydali ve
onemli olabilecegini gostermistir (Philippova et al., 2011). Yéntem temel olarak,
kuru haldeki manyetik polimer jellerin dncellikle manyetik alan ile istenilen bolgeye
toplanmasina ve daha sonra burada siserek su akisini bloke etmesine

dayanmaktadir.

2.3.1 Adsorpsiyon ve manyetik ayirma

Manyetik ayirma son zamanlarda hizla gelisen ve genellikle biyoayirma alaninda
uygulanan bir teknolojidir. Bu metot, manyetik partikillerin, hedeflenen molekile
baglanmasina ve olugsan bu kompleksin, disaridan uygulanan bir manyetik alan

yardimiyla toplam ¢dzeltiden ayrilmasina dayanmaktadir. Bu metodun uygulama
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alanlarina 6rnek olarak, enzim immobilizasyonu (Kondo et al., 1997), hucre
siniflandirmasi (Molday and Molday, 1984), protein adsorpsiyonu ve saflastiriimasi
(Shamim et al., 2006), nukleik asit ayirmasi (Levison et al., 1998; Uhlen, 1989) ve
ilag salinimi (Ruuge and Rusetski, 1993) verilebilir. Manyetik ayirma yontemi, hizi,
dogrulugu ve basit olusu gibi 6zellikleri sayesinde diger klasik ayirma yontemlerine
gore daha avantajlidir. Yoon ve ark. (1998) protein ayrimi yapmak icin, manyetik
partikilleri, bir ligand baglamadan kullanmiglardir ve hidrojen bagi veya hidrofobik
etkilesim gibi etkilerin de adsorpsiyonu artirabilecedini belirtmiglerdir. Safarik ve
Safarikova (1993) lizozomun manyetik kitinden desorpsiyonu igin hidroklorik asit
cOzeltisi  kullanmiglardir. Khng ve arkadaslari (1998), tiripsinin  manyetik
partikullerden desorpsiyonu igin, tuz igeren asetik asit ¢ozeltisinin, hidroklorik asit

¢cOzeltisinden daha verimli oldugunu bulmustur (Peng et al., 2004).

Protein adsorpsiyonu, proteinlerin g¢esitli ylzeyler Uzerine adsorplanmasi
(adhezyonu veya vyapismasi) olarak tanimlanabilir. Bu tutunan taneciklerin
yuzeyden ayrilmasi olayina ise desorpsiyon denir. Adsorpsiyon olayinda yuzeyde
tutunan molekile adsorbat, Uzerinde adsorblayan katiya adsorban adi
verilmektedir. Protein adsorpsiyonunda adsorbat protein, adsorban ise polimer
partikilleridir. Serum proteinleri, enzimler, antibodiler, yabanci antijenler proteinler
kategorisine verilebilecek orneklerdir. Genler (polintkleoitler) de gercekte protein
olmamalarina ragmen bazen bu kategori icine dahil edilmektedirler. Protein
adsorpsiyonu kati-sivi ara yuzeyinde gerceklesmektedir. Polimerik materyalin
yuzeyinde bulunan hidroksil, karboksil, amino gibi fonksiyonel gruplar, biyolojik
molekul ile adsorban materyali arasindaki iyonik ve/veya elektrostatik etkilesimin

saglanacagi bolgeleri olugsturmaktadir.

In vivo ve in vitro olarak gergeklesebilen, polimerik partikillerin protein
adsorpsiyonunun, biyomedikal uygulamalardaki o6nemi buyUktar. Polimerik
partikullerin “in vitro“ olarak gergeklesen protein adsorpsiyonuna 0Ornek olarak

asagidaki uygulamalar verilebilir.

e Polimerik partiktller kullanilarak, kromatografik protein ayrimi veya
saflastiriimasi
e Katl faz immunolojik analiz

e Polimerik partikuller Gzerine enzim immobilizasyonu
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In vivo protein adsorpsiyonuna dérnek olarak ise asagidaki uygulamalar verilebilir.

e Sinoviyal sivi ve suni kikirdaklar igin dolgu implanti olarak kullanilan
polimerik partikuller

e TUmor hucresi ayriimasinda kullanilan manyetik polimer tasiyicilar,
immuanomanyetik hacre ayrimi.

e Kanin saflastirimasinda kullanilan hemoperfuzyon tasiyicilar

e Kontrolli salinim ve hedeflemede kullanilan terapdtik tasiyicilar (Kim and
Yoon, 2004).

In vivo uygulamalar in vitro uygulamalara gére daha karmasiktir. Ornegin fibrinojen
tarafindan tetiklenen kanin pihtilasmasi 6nemli bir problem olustururken,
hicrelerin buyuklugu de bu olayin analizini zorlagtirmaktadir. Bazi hacreler,
ornegin makrofajlar, partikilleri birer yabanci madde olarak algilayarak onlara
saldirirlar. Adsorpsiyonda, polimerle protein arasinda olusan etkilesimler,
hidrofobik etkilesim, iyonik (elektrostatik) baglanma, hidrojen bagdi olusumu ve Van
der Waals etkilesimleri olarak siniflandirilabilir. Adsorpsiyon, adsorbantin ylzeyde
tutulmasini  saglayan kuvvet cesitine gore fiziksel adsorpsiyon, kimyasal

adsorpsiyon ve iyonik adsorpsiyon olmak Uzere ug tlre ayriimaktadir.
a)Fiziksel Adsorpsiyon

Fiziksel adsorpsiyonda, adsorplanan madde, adsorban ylzeyine zayif Van der
Waals baglari ile tutulmaktadir. Van der Waals etkilesimleri, kisa mesafelerde,
suyun olmadigi bir ortamda ve iki nonpolar grubun yakinlagsmasi durumunda
gerceklesmektedir. Adsorpsiyon iglemi tersinirdir ve islem sartlarinin (derisim,
sicaklik vb.) degistiriimesi ile adsorbe edilen madde kolaylikla ylzeyden
uzaklagtirilabilir. Fiziksel adsorpsiyon ekzotermik bir olaydir ve bu yuzden sicaklik

artigi ile desorpsiyon gergeklesebilir.

Hidrofobik etkilesimde, stiren gibi monomerler, hidrofobik ylzeyler olusturarak,
protein molekullerinin bu yuzeye adsorplanmasini saglamaktadir. Hidrojen baglari,
genellikle hidroksil-karbonil veya amit- karbonil radikalleri arasinda olusurken,
hidroksil-hidroksil,  amit-hidroksil arasinda da yine hidrojen  baglari
olusabilmektedir. Protein adsorpsiyonunda, hidrojen bagini olusturabilen karboksil

radikalleri de oldukga 6nemlidir.
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b)Kimyasal Adsorpsiyon

Kimyasal adsorpsiyonda, adsorplanan madde, adsorban yuzeyine kuvvetli
kimyasal baglar ile tutulmaktadir. Bu adsorpsiyon g¢esidinde olusan baglar fiziksel
adsorpsiyondaki baglardan daha kuvvetlidir. Kimyasal adsorpsiyonda kuvvetli bag

olugsumu gergeklestigi icin adsorpsiyon igslemi tersinmezdir.
c)lyonik adsorpsiyon

iyonik adsorpsiyonda, iyonik 6zelliklere sahip adsorbatlar, elektrostatik gekim
kuvvetlerinin etkisiyle ylizeydeki yiikli bolgelere tutunmaktadir. Ornegin, negatif
yuklu polimer partikulleri, yuzeylerinde sulfat veya karboksil radikallari gibi anyonik
fonksiyonel gruplar tagsimakta ve iyonik baglar da partikullerin bu negatif yukleri ile
protein molekdllerinin bolgesel pozitif yudkleri arasinda olugsmaktadir. Bu
adsorpsiyon turinde, adsorbat ile adsorbanin iyonik gugleri ve molekuller
blayukltkleri dGnemlidir. Fiziksel, kimyasal ve iyonik adsorpsiyon arasinda keskin bir
ayrim yapmak zordur; ¢unku U¢ adsorpsiyon tirinin de ayni anda ya da pespese

gorulebilme olasiligi vardir.
Adsorpsiyonu etkileyen faktorler asagida siralanmistir.

e Adsorbanin yuzey alani: Genis ylzey alanina sahip adsorbanlar daha
yuksek adsorplama kapasitesine sahiptir.

e Adsorpsiyon igin etkilesim suresi: Etkilesim icin verilen sire adsorpsiyonun
tamamlanmasi icin yeterli olmalidir.

e Adsorbatin sivi igerisindeki ¢ozunurligl: Su igerisinde az ¢dzunen
maddelerin sudan uzaklastiriimasi daha kolay olmaktadir. Ayrica non-polar
maddelerin suya olan ilgisi polar maddelere gére daha az oldugundan, bu
maddeler sudan daha rahat uzaklastirilabilir.

e Adsorbentin gézenek boyutuna goére adsorbatin buyUkligu: Molekillerin
boyutu, bazen adsorbentin gézeneklerine gbére daha buyuk olmaktadir. Bu
da molekdullerin, gézenekler igerisine girmesini zorlastirarak, adsorpsiyonu
azaltmaktadir.

e Adsorbat molekulinin iyonlagsma derecesi: BuylUk ol¢lide iyonlasmis

molekuller, ndtr molekillere gore daha az derecede adsorplanir.
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e pH: Molekdullerin iyonlasma derecesi, buna bagli olarak da adsorpsiyonu pH’

tan etkilenmektedir (Fang and Szleifer, 2001).

2.3.2 Fagositoz

Hucreler, partikllleri ve ¢dziunmis olan maddeleri 6zimlemek igin pinositoz,
reseptdr aracili endositoz ve fagositoz gibi cesitli stratejiler gelistirmislerdir.
Reseptor aracili endositoz ile yakindan iligkili olan pinositoz olayi genellikle,
akiskan ve ¢6zunmus maddelerin alinimini igermektedir. Endositoz olayi ise
makromolekdullerin, virtslerin ve kuguk partikullerin hiicre igerisine girmesini igeren

spesifik bir prosestir.

Canlilarda bulunan bazi hicrelerin (6zel immun sistem hicreleri), hiicre yada doku
parcalari, vicuda giren yabanci molekuller veya mikroorganizmalar gibi cesitli

parcaciklari yakalayarak yutmasi ve tahrip etmesi olayina fagositoz denmektedir.

Fagositoz genel olarak asagida siralanan basamaklardan olugsmaktadir (Sekil
2.10.).

Fagozom

Bakteri

Endositozile Fagozom olusumu Fagolizozom
hicreicine alim )

Cekirdek ¢ Lizozomlar

o

o
°
o
]
L
Makrofaj \ "
R Fagazom ve lizozomun
J- birlesimi

Sindirilemeyenmaddelerin
disan atiimasi

Oldirme ve sindirim

Sekil 2.10. Makrofaj fagositozu.
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a) Fagositik hucrelerin, enfeksiyonun oldugu bolgeye ulasimi: Bu olay iki farkli
sekilde gerceklesmektedir. Bunlardan ilki kan hucrelerinin damar g¢eperlerinden
dokulara sizmasi (diyapedez) olayidir. Canli dokularda c¢esitli faktorlerin (biyolojik,
fiziksel, kimyasal, mekanik, vs.) etkisi ile olugan bir zedelenmeye karsi, vicudun
gOsterdigi reaksiyonlarin tim0 yangisal olguyu meydana getirmektedir. Yangisal
olgu sonrasi hedef bdlgede bulunan gesitli hicrelerin uyariimasi ve aktivasyonu
sonucu meydana gelen vazoaktif maddeler (I6kotrien, histamin, prostaglandin,
cesitli sitokinler, anafilatoksin, kinin, bradikinin, vs.), damarlarda geniglemelere,
damar gegirgenliginin artmasina ve bunun sonucu olarak da damarlardan hicresel
ve sivisal bilesenlerin disari c¢ikmasina yol agmaktadir. Diger bir yol olan
kemotaksis ise bir kimyasal uyari ile hucrelerin hareketinin saglanmasi olayidir.
Kemoktatik faktorlere ornek olarak bakteriyel Grlnler, hicre ve doku atiklar

verilebilir.

b) Hedeflenen maddeye yapisma-baglanma: Fagositoz olayi, hicre membraninin
veya fagositin yuzeyine, partikilin tutunmasiyla baslamaktadir. Kati ortamlarda
yabanci partikalln, kati doku hicreleri arasinda sikismasi durumunda, fagosit ona
direkt baglanmakta ve bdylece ylzey fagositozu gergeklesmektedir. Fagositoz
olayl vlcut sivilari iginde gergeklesiyorsa bu baglanma kendiliginden olmaz.
Gunkl vucut sivilarindaki notrofillerin  ve mikroorganizmalarin ylzeyi negatif
yuklenmistir. Notrofillerin mikroorganizmalara baglanmasina engel olan bu duruma
zeta potansiyeli adi verilmektedir. Baglanmanin  gergeklesmesi igin
mikroorganizmanin yuzey elektrik yukunun notrlestiriimesi gerekmektedir. Bu
olaya opsonizasyon denir. Yabanci partiktlin ylUzeyi pozitif yukli olan antikorlar
veya komplementin C3b (kompleman fragmani) pargalar ile kaplandiginda,
partikilin yUukd azalmaktadir. Yabanci partikllleri kaplayarak baglanmayi

gerceklestiren boyle maddelere opsonin adi verilmektedir.

c) Hedeflenen pargacigin hicre igerisine alinmasi: Fagositin hedef parcaciga
tutunmasinin ardindan bazi sinyaller olusmaktadir. Bu uyarilar da pargacik yutma
olayini tetikleyen bazi fiziksel veya kimyasal degisimlerin hlcre i¢cinde olusmasini
saglamaktadir. Pargacigin hicre igine alinma prosesi, partikilin etrafini saracak

sekilde, hiicre membraninin i¢e katlanmasiyla gergeklesmektedir. Bdylece partikul,
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hidcre plazma membranindan olusmus bir membran kesecigin igerisinde, hlcre

stoplazmasina alinmis olmaktadir. Bu olusan kesecige fagozom adi verilmektedir.

d) Fagolizozom olusumu: Fagozom hucre stoplazmasinin igine girdikten sonra
lizozomal granuller ile g¢arpismaktadir. Bu c¢arpigsmalar sonucunda, granuller
patlayarak igerdikleri bilesimi membranla gevrili vesikulln icerisine aktarmaktadir.
Fagazom ve lizozomun membranlari birleserek fagolizozom adi verilen sindirici
kofulu olusturmaktadir. Hicre igine alinan mikrobun oéldUirtlmesi ve sindirimi bu
olusan fagolizozomun igerisinde gerceklesmektedir. Notrofil ve makrofajlarin
lizozomlar igerisinde yer alan, mikroplari yok eden bilesenlere 6rnek olarak,
lizozim, katyonik proteinler, cesitli proteaz ve hidrolaz enzimleri ve peroksidaz

enzimleri verilebilir.

e) Hucre i¢i oldurme ve sindirim (makrofaj fagositozu durumunda ek olarak
sindirilemeyen maddelerin disari atilmasi): Bakteri fagositozundaki en son
basamak, yutulan materyelin odlduriimesi ve parcalanmasidir. Fagolizozom
olusumunun ardindan, partikilin hicre igine alinmasindan itibaren birkag dakika
sonra, bakteri fizyolojisinde gozlenen ilk etki yasama (cogalma) yeteneginin
kaybedilmesidir. Fagositlerin mikroplari yok etmek igin yaptiklari aktiviteler
karmasik ve c¢ok cesitlidir. Bakteriyel oldirme olayi iki temel mikrop olduricu
sistem kanaliyla gerceklesmektedir. Birinci sistem olan oksijene bagimli éldirme
seklinde, oksidatif patlama sonucu ortaya ¢ikan, oksijen turevi GrlUnler (serbest
radikaller) bakterileri oldirmektedir. lkinci sistem olan oksijenden bagimsiz
oldurme ise lizozomal grandl igeriginin agiga ¢ikmasiyla olugan élumdur. Oksidatif
patlama olmaksizin da |6kosit hucre igi granulleri (lizozomlar) icerdikleri cesitli
aktif enzimler vasitasiyla bakterileri ve diger enfeksiyoz ajanlari 6ldurebilmektedir

(mikrobiyal éldirme gergeklesebilmektedir).

Dogustan ve sonradan kazanilan bagisiklik sisteminde gorevli, hiicresel savunma
adi altinda bircok doku hulcresi bulunmaktadir. Bu hucrelerden makrofajlar ve
notrofiller fagositoz olayinda, bazofii ve mast hucreleri inflamasyonda
(itihaplanma), B ve T hucreleri sirasiyla antikor aracili bagisiklik ve hicre aracili
bagisiklikta gorev almaktadir. Bu hicrelerin hepsi kemik iliginden turemistir (Sekil

2.11.). Cesitli hicrelerde (nétrofiller, eozinofiller) fagosit etkinligi gorilebilirse de bu
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islev. mononukleer fagositlerin temel o6zelligidir. Bunlar, kandaki monositler ve

cesitli histiyositlerden (makrofaj) olusmaktadir.

Bagisiklik Sistemi Hucreleri

Kok hiicre

Lenfosid kék hiicresi Miyeloid (iliksel) 6nci hiicreleri
©

Lonfosrl« Granﬁ:osltl«

o 2090 ®

hacreleri 441 Nétrofil  Eozinofil

B éncd
SlddrGed
hdcreleri hdicreler

Tchicresi
nhilcresi

Hafiza hiicresi

Plasma :
- Makrof
hiicresi akrofaj

Sekil 2.11. Bagisiklik sisteminde gorev alan hicrelerin gelisimi.

Monosit ve makrofaj gibi buyuk I6kositler bagisiklik sistemimizin en dnemli
hlcreleridir. Beyaz kan hucrelerinin %3-7 kadarini Monositler olusturmaktadir.
Kemik iliginde yapilip kan dolagimina gegen monositler 12 saat iginde dokulara
girerler ve burada makrofajlara donusurler. Makrofajlar, endotel dokusu bulunan
bolgelerde, karacigerde (Kupffer hicreleri), dalak ve kemik iligi sinizoitlerinde ve
lenf dugumleri sinUslerinde bulunur. Akcigerlerde alveol boslugunda yer alan
makrofajlar solunumla akcigerlere ulasan toz parcaciklarinin uzaklastinimasiyla
gorevlidir. Makrofajlar, organizmanin baglica savunma sistemlerinden birini
olusturur ve yasamlari boyunca surekli fagasitoz yapabilme yetenegine sahiptir.
BlayUk boyutlu hlcreler olan makrofajlar, batun bir eritrosit ya da sitma parazitini
iclerine alabilir. Makrofaj ylzeyinde bulunan integrinler, 6lu veya hasarli doku
hlcrelerine, kollejen ve fibronektin gibi hicresel molekilllere ve bazi bakteri

proteinlerine direkt baglanmayi saglamaktadir. Fagositoz yeteneklerine ek olarak,
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makrofajlar sitoplazmalarindaki ¢esitli maddeleri disari vererek tiumor hicrelerini
de oOldurebilirler (Kenneth Todar, 2004).

Manyetik partiklllerin canli dokulardaki (in vivo) uygulamalarinda, énemli sorunlar
ile karsi karslya kalinmaktadir. Manyetik partikiller hedeflenen hicreye
ulasamadan retikuloendoteryal sistem tarafindan tanilip yok edilmektedir. Boylece
bu partikil sistemlerinin etkisi engellenmektedir. Karsilan sorunlara bir baska
ornek olarak ise partikullerin vaskuler endotelyum veya kan beyin bariyeri gibi
biyolojik bariyerleri asamamasi verilebilir. Damar iginden verilen manyetik
partiktllerin bu sorunlari agsma derecesi partikullerin boyutu, morfolojisi, yukiu ve
yuzey kimyasi ile yakindan ilgilidir. Hedeflenen dokuya ulasabilme olasiliginin
maksimuma ¢ikarilabilmesi amaciyla, manyetik partikullerin retikiloendotelyal
sistemden kagabilmesi ve kan dolasimi sisteminde uzun sure kalabilmesi (uzun
yari 6émre sahip olma) igin cesitli teknikler kullanilmigtir. Partikil boyutunun
ayarlanmasi veya bozulmaya ugramayan polimerler ile baglama gibi teknikler
kullanilarak partikillerin etkinligi arttirnlmaya c¢ahsiimigtir (Sun et al., 2008; Thiele
et al., 2001).

Manyetik partikillere, dekstran veya PEG (poli etilen glikol) gibi biyouyumlu
polimerlerin birlesimi ile yuzey kaplamasi yapildiginda, bu manyetik partikullerin
agregasyonu, opsonizasyonu ve retikiloendoteryal sistem tarafindan yakalanmasi
onlenmektedir. Bu kaplamalar sayesinde ayrica partiklllerin fiziksel ¢ozeltilerdeki
kolloidal kararlihdr ve kan dolasiminda kalma suresi arttirlabilmektedir. Manyetik
partikullerin retiklloendotelyal sistemden kagirilmasi ve istenilen yerde spesifik
olarak biriktiriimesi proseslerinde surekli olarak ilerleme kaydedilmesine ragmen
bu nanopartikllleri in vivo galismalardaki davranis mekanizmalarinin tam olarak

anlasilabilmesi igin daha ¢ok ¢alismaya gerek duyulmaktadir.

2.4 Hidrojel

Hidrojeller, suda ¢6ziinen polimerlerin gapraz baglanmasi sonucu olusan, igerdigi
bu capraz baglari sayesinde suda ¢6zunmeyen, U¢ boyutlu, hidrofilik polimerik
aglardir. Bu yapilar, sulu ortama koyuldugunda sisme ve dnemli miktarda su veya

biyolojik sivilari igine alma yeteneg@ine sahiptir. Hidrojellere suyu absorblama
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egdilimlerini veren, yapilarinda bulunan —COOH, -OH, -CONH-, -CONH, ve -SO3H
gibi hidrofilik gruplardir.

Hidrojellerin sisme yetenegi ve sisme derecesi temel olarak polimer zincirlerinin
hidrofilikligi ve c¢apraz bag yogunluguna bagli olmaktadir. Hidrofilik grup sayisi
arttikca su tasima kapasitesi de artmaktadir. (Bazen agirlikga %20, bazen de
%90’dan fazla, %95ten daha fazla su iceren hidrojeller ise sUperabsorban olarak
adlandirilmaktadir). Yapidaki ¢apraz bag yogunlugu arttikga, hidrofilik gruplarin
sayisindaki azalmaya bagli olarak sisme Ozelligi azalmaktadir. (Hamidi et al.,
2008; Deligkaris et al., 2010; Pal et al., 2009; Benomer et al., 2006 ).

Hidrojellerin biyomedikal alanda kullanimi 1960'lara dayanmaktadir. Wichterle ve
Lim bu yillarda ¢apraz bagl poli(2-hidroksietil metakrilat) P(HEMA) bazli hidrojelin
biyouyumlu bir sentetik malzeme olabilecegini ileri surmustar. Bu yapilan ilk
¢alismadan sonra hidrojeller ¢ok gesitli biyomedikal uygulamalar igin arastirilmistir.
Hidrojellerin ilk uygulama alani kontakt lens olarak kullanimlaridir. Diger
uygulamalara ornek olarak ise yapay tendon materyalleri, yara iyilesmesinde
kullanilan biyoadezif madde, yapay bobrek membranlari, yapay deri materyalleri
ve vyapay kas yapimi, molekiler ayirma sistemlerinde, jel bazl
hareketlendiricilerde, sensorlerde (Ph sensoru, kimyasal sensor), ilag ve diger
maddelerin kontrolli salim sistemlerinde, doku muhendisliginde, gen aktariminda
kullanimlari verilebilir (Pal et al.,2009; Mathur et al., 1996).

Hidrojeller sahip olduklari 6zellikleri sayesinde tum sentetik biyomalzemeler iginde

canli dokulara en ¢ok benzeyen yapilardir. Bu 6zellikler:

e Hidrojeller, molekuler seviyedeki biyolojik etkilesimler icin uygun ve Ug¢
boyutlu ortamlar saglamaktadir.

e Cogu hidrojeller inert ylzeyleri sayesinde nonspesifik protein
adsorpsiyonunu 6nlemektedirler. Hidrojellerin hidrofilik ylUzeyleri vicut
sivilari ile temasinda dusUk araylzey serbest enerjisine sahiptir. Bu
Ozellikleri sayesinde protein ve hucrelerin bu yluzeylere yapisma egilimleri
azalmaktadir (Hennink and Nostrum, 2002).

e Biyolojik molekuller hidrojel yapilarinin  icene kovalent olarak
katilabilmektedir.
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e Hidrojellerin mekanik &zellikleri kolaylikla ayarlanabilmektedir. Ornegin
capraz bag yogunlugu degistirilerek hidrojelin elastikligi ayarlanabilmektedir.

e Hidrojeller disaridan uygulanan bir uyariya kargi (pH, sicaklik, iyonik gug,
¢ozlcu polaritesi, elektrik/manyetik alan, 1s1k veya kiguk molekdller) cevap
verecek sekilde (Sisme, ¢okme, blzisme, ¢dzeltiden jele gegme) dizayn
edilebilmektedir. Bu tip hidrojellere akilli jel (uyari-cevap polimerleri, akilli
polimerler) denir (Ulijn et al., 2007).

e Vucut sivilarina, ilaglara, suda ¢6ziinen maddelere, besinlere ve oksijen gibi
yararli maddelere karsi gegirgendirler.

e Yumusak ve lastiksi bir yapiya sahiptirler. Bu Ozellikleri sayesinde
hidrojellerin ¢cevredeki hicre ve dokulara surtinmesi ve bu hicrelerin tahrig
olmasi en aza indiriimektedir.

e Mukoza zar ve dokularla disuk yapisma gosterirler .

e Yuksek biyouyumluluga sahiptirler (Hennink and Nostrum, 2002).

2.4.1 Hidrojellerin siniflandiriimasi
Hidrojeller , farkli 6zellikler temel alinarak cesitli gruplara ayrilabilmektedir.

a) Fiziksel yapilarina gore:

Amorf hidrojeller: Makromolekul zincirleri geligsiglizel yerlesmistir.

Kismi kristal hidrojeller: Yapi igerisinde makromolekul zincirlerinin dizenli yerlestigi

yogun kisimlar (kristalit) mevcuttur.
Hidrojen bagli yapilar: Ug boyutlu yapi hidrojen baglariyla olusmustur.
b) Elektrik yikiine gére: lyonik (ylkl() veya nétr hidrojeller

c) Capraz bagd yapisina gore: Fiziksel veya kimyasal g¢apraz bagl hidrojeller.
Kovalent bagla capraz bagli olan hidrojellere kimyasal jeller denirken, kovalent
bagl olmayan hidrojellere fiziksel jel adi verilir. Kimyasal hidrojeller iyi bir mekanik
glce sahip olmakla birlikt bircok da yan etkiye sahiptir (Deligkaris et al., 2010;
Hennink and Nostrum, 2001).
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Hidrofobik etkilesim, yUk etkilesimi veya hidrojen bagi olusumu fiziksel gapraz bag
olusumunun drnekleridir. Kimyasal ¢apraz baglanma metotlarina érnek olarak ise
radikal polimerizasyonu, bdatlnleyici gruplarla kimyasal reaksiyon (6rnegin
aldehitler ile capraz baglanma), yuksek enerji 1sinlamasi veya enzim kullanimi
verilebilir (Hoffman, 2002).

d) Dis etkilere karsi verdigi cevaba gore: Uyariya (pH, iyonik gug, sicaklik, elektro
manyetik radyasyon vb.) karsi duyarli veya duyarsiz (Hamidi et al., 2008).

e) Orijinlerine gore: Sentetik (poliesterler, polivinilasetat/polivinilalkol ) veya dogal

(karragenan,pektin, dekstran, kollajen, kitosan).
f) Hazirlanma metoduna gore:

e Homopolimer hidrojeller: Tek bir hidrofilik monomerin ¢apraz baglanmasiyla
olugsmus yapilar

e Kopolimer hidrojeller: iki monomerin capraz baglanmasiyla olusur. Ancak
monomerden biri hidrofilik yapida olmasi gerekir.

e cice gecmis ag yapili hidrojeller: Capraz bagli iki polimerik drgiiniin fiziksel

olarak birlesmesiyle olusur (Pal et al., 2009).

2.4.2 Hidrojellerden ilag salinim mekanizmalari

e Difuzyon kontrolli salinim: Hidrojelden ila¢ salinimini tanimlamak igin en
cok uygulanan mekanizmadir (Amsden, 1998). ila¢ difiizyonu ilk olarak
hidrojelin gbzenek boyutuna baglidir. Gozcik sayisi ise capraz bag
yogunlugu, kullanilan monomerlerin  kimyasal yapisi gibi bir¢ok
parametreden etkilenmektedir. Biyomedikal hidrojellerin sismis halindeki
tipik gézenek boyutlar 5 ile 100 nm arasinda degisebilmektedir (Mason et
al., 2001). 5-100 nm, bir ¢ok kuguk molekulld ilagtan daha buyuk bir
boyuttur. Bu ytuzden kuguk molekullerin diflizyonu, sismis durumda kayda
deger Olclude yavaslatilamamaktadir. Ancak oligonUkleotidler, peptitler ve
proteinler hidrodinamik boyutlari itibariyle bayuktarler. Sismis durumdaki
hidrojellerin gdozenek boyutu ayarlandigi taktirde bu buyuk yapili molekuller

ile istenilen hizlarda surekli bir difizyon elde edilebilmektedir.
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e Sisme kontrolli salinim: ilag difiizyonunun hidrojel sismesinden ¢ok daha
hizli oldugu durumlarda, sisme, salinim davranisini kontrol eden olarak
kabul edilir.

e Kimyasal kontrolli salinim: Bu mekanizmada ise hidrojel matrisinde
gercgeklesen, polimer zincir kirilmasi, polimer agi ile salinan ilag arasinda
olusan tersinir veya tersinmez reaksiyonlar gibi kimyasal reaksiyonlar ele
alinir.

e Pasif difuzyon: Cesitli boyutlarda ve karakteristik 6zelliklerdeki molekuller
hidrojel matrisinin icine ve matristen disari serbest olarak difize
olabilmektedir (Hamidi et al., 2008).
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3 DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Manyetik Monodispers Polimerik Partikiillerin Uretimi

3.1.1 Cikig lateksinin uretimi

3.1.1.1 Materyal

Cikis lateksinin dretimi amaciyla kullanilan dispersiyon polimerizasyonu
yonteminde, monomer olarak glisidil metakrilat (GMA, Aldrich, ABD), dagitma
ortami olarak ise mutlak etil alkol (Et-OH, Merck, Almaya) kullaniimistir. Sentezde
baslatici olarak monomer fazinda c¢ozlinen, etil alkolden kristalize edilen 2-2°-
azobisizobditironitril (AIBN, BDH Chemicals Ltd., ingiltere) kullanilmistir. Stabilizér
olarak segcilen polivinil pirolidon K-30 (PVP K-30, Sigma Chemical Co., ABD) bir

isleme tabi tutulmadan alindidi sekliyle kullaniimistir.

3.1.1.2 Polimerizasyon yontemi

Bir akrilik monomer olan GMA kullanilarak, dispersiyon polimerizasyonu ile
poli(glisidil metakrilat) ¢ikis lateksi elde edilmigtir. Cikis lateksinin sentez kosullari
Cizelge 3.1.’de gorulmektedir. Bu yontemde ilk olarak 0,45 g PVP K-30, 30 mL Et-
OH icerisinde c¢ozulerek polimerizasyon igcin dagitma ortami hazirlanmigtir.
Sonrasinda, hazirlanan bu dagitma ortami icerisine 3 mL GMA ve 0,06 g AIBN
eklenmigtir. Eklenen AIBN’nin tam olarak ¢ézunmesi ve bdylece homojen bir
karisim elde edilebilmesi amaciyla, ortam 5 dakika boyunca oda sicakliginda,
200W glclinde bir sonikatérde (Bransonic 200, ingiltere) bekletilmistir. Elde edilen
homojen ortam, 260 mL hacmindeki agzi sizdirmaz sekilde kapatilan cam
polimerizasyon reaktoriune alinmistir. Baslangigta oda sicakliginda olan
¢alkalamali su banyosuna (Gallenkamp, ABD), cam reaktor yerlestirilerek, ortam,
100 cpm karigtirma hizi ile polimerizasyon sicaklhigi olan 70°C’a 1sitilmistir.
Polimerizasyon islemi, belirtilen bu kosullarda 24 saat sure ile gergeklestiriimistir.

Polimerizasyon sona erdikten sonra elde edilen Uriin oda sicakligina sogutularak,
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5000 rpm'de, 10 mL’lik santrifuj tlpleriyle, yaklagsik 5 dakika sire ile
santrifujlenmistir (nGve, NF200, Belgika). Santrifuj sonrasinda, suUpernatant
atilarak, coken partikuller Uzerine etanol eklenmigtir. Ortam bir baget yardimiyla
karigtirilarak, partiklllerin etanol ortaminda dagiimasi saglanmis ve tekrar
santrifUjlenmistir. Bu santrifujleme-dekantasyon iglemi 2 kez etanol, 3 kez de
distile su ile tekrarlanmistir. Son santrifijleme islemi bittikten sonra partiklller
distile su igerisine alinarak 1-2 dakika sureyle sonikasyon ile dagitiimistir. Bu
islemler sonunda, es boyut dagihmli poli(glisidil metakrilat) ¢ikis lateksi elde

edilmistir.

Cizelge 3.1. Cikig lateksin sentez kosullari.

Kimyasal Malzeme Miktar
Glisidil metakrilat (monomer) 3 mL
PVP K-30 (stabilizor) 0,459
AIBN (baglatici) 0,06 g
Etanol (dagitma ortami) 30 mL

Polimerizasyon Kosullari

Sicaklik 70°C
Calkalama hizi 100 cpm
Polimerizasyon suresi 24 saat

3.1.2 Cok basamakli mikrosuspansiyon polimerizasyon yontemi ile

manyetik partikullerin sentezi

Polimer bazli monodispers-manyetik partikillerin sentezi icin ¢ok basamakl

mikrosuspansyon polimerizasyonu yontemi kullaniimistir.
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Sisirme 1l Polimerizasyon

Sigirme |
* — : &5 i %
O Dusuk molekdl . .
_ L Monomer fazi
agirhkl organik ajan
Dispersiyon —
polimerizasyonu Mﬂonodlspers-
ile cikis lateksinin gozgnfekll
sentezlenmesi partikul elde
edilmesi

Sekil 3.1. Cok basamakli mikrostspansiyon polimerizasyonu

3.1.2.1 _Materyal

iki basamakl sisirme islemi iceren mikrosiispansiyon polimerizasyonunun ilk
sisirme basamaginda, diluent olarak siklohekzanol (Cyc-OH, Sigma Aldrich, ABD)
ve dibutilftalat (DBP, Fluka, ABD) karigimi kullaniimistir. Sisirme isleminin ikinci
basamaginda monomer olarak hidrofilik 6zellige sahip gliserol dimetakrilat (GDMA,
%85, Sigma Aldrich, Almanya) ve gliserol-1,3-digliserol diakrilat (GDGDA, Sigma
Aldrich, ABD) kullanilmigtir. Polimerizasyon sisteminde emulsiyon yapici madde
olarak sodyum dodesil siilfat (SDS, Sigma , USA, Almanya) kullaniimistir. izoamil
alkol (IAA), monomer fazi iceren ortama eklenmigtir. Baglatici olarak ise monomer
fazinda ¢dziinen benzoil peroksit (BPO, Fluka Chemika, Isvigre) kullanilmistir.
Stabilizor olarak polivinil alkol (PVA, Aldrich, ABD) reaksiyon ortamina eklenmistir.
Elde edilen partiklllerin yikanmasi asamasinda tetrahidrofuran (THF, Aldrich
Chemicals Co., ABD) kullaniimisgtir.

3.1.2.2 Polimerizasyon yontem

a) Partikdllerin diluent ortami ile sigirilmesi

Cok basamakli mikrosuspansiyon yonteminin ilk basamaginda, dispersiyon

polimerizasyonu ile elde edilen poli(glisidil metakrilat) ¢ikis lateksi, diluent ortami
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kullanilarak sisirilmistir. 3,1 mL siklohekzanol (CycOH) ile 1,8 mL dibutilftalat
(DBP) karistirilarak diluent ortami elde edilmistir. Hazirlanan bu karigim, 60 mL
distile su ve 0,15 g sodyum dodesil stlfat'tan (SDS) olusan ¢dzeltiye eklenmistir. 8
dakika boyunca sonikatérde (Bandelin Sonopuls, Almanya) tutulan toplam
karisima elde edilen poli(glisidil metakrilat) lateks partikali eklenmistir. Son olarak
karisim 4 dakika daha sonikatorde tutularak, oda sicakliginda, manyetik

karigtiricida (IKA-Werke, Almanya) 250 rpm hizda, 24 saat kanstiriimistir.

b) Partikullerin monomer fazi ile sigirilmesi

Sisirme isleminin ikinci kisminda monomer olarak hidrofilik 6zellige sahip gliserol
dimetakrilat (GDMA) ve gliserol-1,3-digliserol diakrilat (GDGDA) kullaniimistir.
Monomer fazi ile ¢ikis partikullerinin monodispersite korunarak sisirilmesi islemi
sulu emulsiyon ortaminda gergeklestirilmistir. 3.1 mL GDMA, 2.1 mL GDGDA, 0.25
g izoamil alkol ve 0,12 g benzoil peroksit'ten olusan karisim hazirlanarak, 60 mL
distile su ve 0,15 g SDS iceren ¢ozeltiye eklenmistir ve 12 dakika sureyle
soniklenmistir. Bu ortam, polimerizasyonun ilk basamaginda hazirlanip 24 saatlik
surenin sonunda alinan karigima eklenmigtir. Toplam karisim, 24 saat sureyle, 250

rpm hizda manyetik olarak karnstiriimistir.

c) Repolimerizasyon

Monodispers ve gdzenekli formda poli(GDMA-co-GDGDA) partikaller, monomer
fazinin cikis lateks partikdlleri icerisinde polimerizasyonu ile elde edilmistir. Elde
edilen polimerik partikilin kimyasal yapisi Sekil 3.2’de verilmistir. Makrog6zenekli
partikullerdeki bloklasmanin engellenmesi igin polimerizasyon 6ncesi ortama 10
mL distile su ve 0,8 g polimerik bir stabilizér olan polivinil alkol’den (PVA) olusan
¢cozelti eklenmistir. Polimerizasyonun gergeklesmesi amaciyla, monomer fazi ile
sisirme islemini takiben, partikullerin bulundugu sulu emulsiyon ortaminin sicakligi
80°C degerine yiikseltiimis ve ortam bu sicaklikta, 24 saat tutulmustur. Bu islem
icin 100 cpm karistirma hizina ayarlanan galkalamali su banyosu (Gallenkamp,
ABD) kullanilmstir.
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Son olarak, elde edilen partiklllere, diluent fazi ve dénusmeyen monomerin
uzaklastirlmasi amaciyla uygun c¢o6zucller kullanilarak yikama islemi
uygulanmigtir. Reaktorden alinarak 10 mL’lik santrifij tlplerine aktarilan
dispersiyon, 5000 rpm’de 4 dakika boyunca santrifijlenmistir. Olusan stupernatant
dekantasyon yoluyla atilarak, c¢oken partikillerin Uzerine etanol eklenmigtir.
Partikuller etanol icerisinde dispers edildikten sonra tekrar c¢okturilmek Uzere
santriflj cihazina konulmustur. Bu santrifujleme-dekantasyon islemi 2 kez etanol, 2
kez tetrahidrofuran, tekrar 2 kez etanol ve son olarak 3 kez de distile su ile

tekrarlanmigtir. Polimerizasyon kosullari Cizelge 3.2.de 6zetlenmistir.

Kaa — CEH —CH2)X — {?“ mcwz}y\

o o
{ZHZ n::Hz
OH mECH ?:H wOH
%‘Rz ?Hz
s} o}
{CH3 — CH ——CH2)x — fl.‘:H —OH
CH2
5
CH2
‘%‘JH —QH
cH:
o
I

—(CH —CHa)y —

Sekil 3.2. Poli(GDMA-co-GDGDA) partikulinun kimyasal yapisi.
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Cizelge 3.2. Cok basamakli mikrosispansiyon polimerizasyonu ¢alisma kosullari

Kimyasal Malzeme Miktar
Siklohekzanol (CycOH) 3,1 mL
Dibutilftalat (DBP) 1,8 mL
Soydum dodesil sulfat (SDS) 0,3 g (toplam)
Gliserol dimetakrilat (GDMA) 3,1 mL
Gliserol-1,3-digliserol diakrilat (GDGDA) 2149
izoamil alkol (IAA) 0,25 mL
Benzoil peroksit (BPO) 0,12¢
Polivinil alkol (PVA) 0,8¢g
Polimerizasyon Kosullari
Sicaklik 80°C
Calkalama hizi 100 cpm
Polimerizasyon suresi 24 saat

3.1.3 Manyetizasyon

Demir oksit nanopartikullerin, monodispers polimerik mikrokUrelerin gézenekleri
icerisine ¢Okturdlmesi ve elde edilen bu partikillerin ince bir polimerik film ile
kaplanmasiyla, kompozit formdaki manyetik polimerik mikroklreler elde edilmistir.

Bu sentez icin iki farkli metot kullaniimigtir.

3.1.3.1 Mikrosiispansiyon polimerizasyonu sirasinda manyetiklestirme

3.1.3.1.1 Materyal

MikrosUspansiyon  polimerizasyonu  sirasinda  yapilan  manyetiklestirme
metodunda, manyetik demir tozlarinin elde edilmesi amaciyla demir (lll) klorar
hekzahidrat (FeCls.6H20, Alfa Aesar, Almanya) ve demir (ll) sulfat (FeSO4, %98,
Alfa Aesar, Almanya) tuzlari kullanilmistir. Demir oksit elde edilmesi amaciyla

ortama amonyak (NHs, %25, Merck, Almanya) eklenmistir. Ylzey kaplamasi igin
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yapilan polimerizasyonda monomer olarak gliserol dimetakrilat (GDMA, %85,
Sigma Aldrich, Almanya), 2-hidroksietil metakrilat (HEMA, Fluka Chemika, isvigre),
metakrilik asit (MAA, Merck, Almanya) kullaniimigtir. Yuzey polimerizasyonunda
bagslatici olarak ise potasyum persuilfat (KPS, Aldrich, ABD) kullaniimigtir.
Manyetiklestirme prosedurinde emulsiyon yapici olarak ise sodyum dodesil sulfat
(SDS, Sigma, ABD/Almanya) kullaniimistir.

3.1.3.1.2 Yontem

Mikrosuspansiyon polimerizasyonunun son basamaginda, partikilleri iceren sulu
emiilsiyon ortami 80°C‘ye ayarli calkalamali su banyosuna konulmustur. Sicaklik
80°C’ye geldikten sonra bu sicaklikta 4 saat gecmesi beklenmistir. Bu siire
sonunda ortama, 10 mL distile su, 0.525 g demir (lll) klorir hekza hidrat
(FeCls.6H20) ve 0,19 g demir (ll) sulfat'tan (FeSO4) olusan ¢ozelti eklenmigtir. 5
dakika siire ile azot gazi gegirilen ortam, 1 saat daha 80°C’de 100cpm hizinda
karismak Uzere cgalkalamali su banyosunda bekletilmistir. Stre sonunda ortama
amonyak (NH3) eklenerek yarim saat daha ¢alkalamaya devam edilmigtir. Boylece,
manyetik demir (ILIIlI) oksit (Fe3O4) nanopartikilleri elde edilmis, sulu emulsiyon
ortaminda, mikrosuspansiyon ile elde edilen partiklllerin gdzenekleri igerisine
¢Okturalmustar. Hazirlanan hidroklorik asit (HCL) ¢dzeltisi, ortamin pH’I 3 olana
dek ortama eklenmigtir. Dengeye gelmesi i¢in 15 dakika beklenen polimerizasyon
karisimina, monomer ve sodyum dodesil sulfattan (SDS) olusan karisim

eklenmigtir.

Son olarak da baslatici olarak 0,03 g potasyum persulfat (KPS), distile su
icerisinde c¢oOzulerek karisima eklenmistir. 5 dakika boyunca azot gegirilen
emilsiyon ortami 18 saat boyunca, 100 cpm karistirma hizinda, 80°C’de
calkalamali su banyosunda karigtiriimak Gzere birakilmistir. Gézenekleri igerisinde
manyetik nanopartikilleri iceren polimerik mikrokurelerin bulundugu emulsiyon
ortamina monomer ve baslatici eklenerek, polimerizasyon kosullarinin
ayarlanmasi ile sonug¢ partikuller etrafinda gapraz bagli ince bir polimerik filmin
olusumu saglanmistir. Kaplamada kullanilan fonsiyonel akrilik monomerlerin taru

ve sentez sirasinda kullanilan amonyak miktari degistirilerek farkh tirde manyetik
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partikuller elde edilmistir.

Yontemin sematik gosterimi ise Sekil 3.3.'te verilmistir.

Bu deney kosullari Cizelge 3.3.’te gOsterilmistir.

Cizelge 3.3. Mikrosuspansiyon polimerizasyonu sirasinda manyetiklestirme

metodu ile sentezlenen partikullerin galisma kosullari.

Demir Cozeltisi

Yuzey Polimerizasyonu

Kod Demir tuzlari (g) Nl_(,"QH Monomer tiirii
- (%)
Distile
su (mL) | FeClz.6H.O | FeSO, GDMA | HEMA | MAA
(9) (9) (%) (%) | (%)

MY 1 10 0.525 0.19 1.38 0.46 - -
MY2 10 0.525 0.19 1.38 0.92 - -
MY 3 10 0.525 0.19 1.38 0.46 0.46 -
MY4 10 0.525 0.19 2.77 0.62 - 0.31
MY5 10 0.525 0.19 2.77 0.92 - -
MY6 10 0.525 0.19 2.77 0.46 0.46 -
MY7 20 0.525 0.19 2.77 0.92 - -

* Veriler, poli (GDMA-co-GDGDA) sentezi sirasinda kullanilan toplam distile su
miktarina oranlanarak hesaplanmistir
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Sekil  3.3. Mikrosuspansiyon Polimerizasyonu sirasinda manyetiklestirme

yonteminin sematik gosterimi.

3.1.3.2 Mikrosiispansiyon polimerizasyonu sonrasi manyetiklestirme

3.1.3.2.1 Materyal

MikrosuUspansiyon polimerizasyonu sonrasi yapilan manyetiklestirme metodunda,
manyetik demir tozlarini elde etmek igin demir (1) sulfat heptahidrat (FeSO4.7H0,
%98, Alfa Aesar, Almanya) tuzu ve amonyak c¢ozeltisi (NHs, %25, Merck,
Almanya) kullaniimistir. Bu ortama, yukseltgen madde olarak sodyum nitrit
(NaNO3, Merck, Almanya) eklenmigstir. Emulsiyon yapici madde olarak ise sodyum
dodesil sulfat (SDS, Sigma, ABD/Almanya) kullaniimistir. Ylzey polimerizasyonu
isleminde, monomer olarak gliserol dimetakrilat (GDMA, %85, Sigma Aldrich,
Almanya), metakrilik asit (MAA, Merck, Almanya) ve 2-dimetil amino etil metakrilat
(DMAEM, %98, Aldrich, ABD), baslatici olarak ise potasyum persulfat (KPS,
Aldrich, ABD) kullanilmigtir.
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3.1.3.2.2 YOntem

MikrosUspansiyon polimerizasyonu sonunda elde edilen monodispers ve
makrogozenekli formdaki poli(GDMA-co-GDGDA) partikulleri bir seri yikama
isleminden gectikten sonra bu partikillerden 1 g alinarak 20 mL distile su
icerisinde dagitilmistir. 6mL/L derigsimindeki HCI ¢ozeltisiyle pH’I 3’e ayarlanan bu
ortama, 5 mL distile su igerisinde ¢dzinmus 0.42 g FeSO..7H,0 eklenmigtir.
Schlenk tupune alinan ortamdan 15 dakika sureyle azot gazi gegirilerek, 12 saat
donmek Uzere, oda sicakliginda manyetik karistiriciya vyerlestirilmistir. Sdre
sonunda ortama 6nce 0.05 g sodyum nitrit (NaNO), sonra da 5 mL amonyak
eklenmistir. 40°C’a ayarli calkalamali su banyosunda 2 saat siireyle 100cpm
karistirma hizinda karistinlmigtir. 2 saatin sonunda alinan suspansiyon ortami
sodyum dodesil sulfat (SDS) ¢ozeltisiyle yikama islemine tabi tutulmustur. Bir kag
kez tekrarlanan santrifujleme-dekantasyon isleminden sonra ¢oktirilen manyetik
partiktller 80 mL SDS ¢dzeltisinin igerisine dagitiimistir. Bu basamaktan sonra
pHIn ayarlanmasi Uretilen manyetik partikil c¢esidine gore degisiklik
g6stermektedir. Ornegin kodu MYA olan partikiil sentezlenirken, bu basamakta pH
degistiriimezken, kodu MYB olan partikll sentezinde, bu basamakta hidroklorik
asit c¢Ozeltisi kullanilarak pH 3’e ayarlanmigtir (NeoMet, pH-240L, Kore). Bu
basamaktan sonra ortama, yuzeyde ince bir polimerik film tabakasi olusturmak
amaciyla SDS c¢ozeltisi igerisinde dagitilmis olan monomer karisimi ve ardindan
suda ¢6zinmus halde olan KPS ¢ozeltisi eklenmistir. Calkalamali su banyosuna
yerlestirilen bu ortam, 6 saat boyunca, 80°C’de, 100 cpm hizinda karistiriimistir.
Sure sonunda alinan suspansiyon ortami, 10 mL’lik santrifuj tiplerine alinarak

cOkturulmus ve SDS ¢ozeltisi ile 6 kez yikanmigtir (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. Mikrosuspansiyon Polimerizasyonu sonrasinda manyetiklestirme

yonteminin sematik gosterimi

Yuzey polimerizasyonu ile polimerik mikrokurelerin etrafinda film olusumu
amaciyla kullanilacak akrilik komonomer turl degistirilerek partikil yuzeyinde
notral (hidroksil), katyonik (dimetilamino) veya anyonik (karboksil) fonksiyonel
gruplarin olusumu saglanmistir. Bu amagla yuzey kaplanmasi sirasinda 2-
hidroksietil metakrilat (HEMA), 2-dimetilamino etil metakrilat (DMAEM) ve
metakrilik asit (MAA) monomerleri kullaniimistir. Bu monomerler ile hidrofilik
Ozellige sahip c¢apraz baglayicinin (gliserol dimetakrilat, GDMA) yuzey
polimerizasyonu sayesinde, yuzeyinde istenilen fonksiyonel grubu igeren manyetik
partikuller elde edilmigtir. Polimerik film kaplamasi igin uygulanan ¢alisma kosullari
Cizelge 3.4.'te, film sentezinde kullanilan monomerlerin kimyasal yapilari ise Sekil

3.5.'te gosterilmistir.
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Cizelge 3.4. Mikrosuspansiyon polimerizasyonu sonrasi manyetiklestirme yontemi

ile sentezlenen manyetik polimerik partikuller icin uygulanan ytzey polimerizasyon

kosullari.
Poli(GDMA Yuzey polimerizasyonu
oli - .
SDS ¢ozelti e
Kod | co-GDGDA) ortam% L) Monomer tiir(i
partikdlleri (g) GDMA / MAA / DMAEM/ | PH
g partikll | g partikil | g partikdl
MYA 1 80 1.2 - - 9
MYC 1 80 1.2 - - 3
MYD 1 80 0.8 0.4 - 9
MYE 1 80 0.8 - 0.4 9
. i
H3C
CH2
N/ N, 7 .
¢ 7\
” ° H2 CHs
CH2
) H2C 0 e 0
CHs
\\C--C// \ /(lzl CH2 OH
/ \ C No~ \CH/
CH3 OH . H// 2
2
(d) o} %}
chs CH2
CH2
\ ¢ C CH3
i’i’/ \o/ Sew” No e
CH2 OH g!{z

Sekil 3.5. Manyetik polimerik partikullerin ylizey kaplamasinda kullanilan monomer

cesitleri. (a) 2-(Dimetilamino) etil metakrilat (b) Metakrilik asit (c) 2-hidroksietil

metakrilat (d) Gliserol dimetakrilat
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3.2 Manyetik Monodispers Polimerik Partikullerin Karakterizasyonu

3.2.1 Morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

3.2.1.1 Elektron mikroskopu

Elde edilen monodispers ve makrogdzenekli partikillerin ortalama boyu, boy
dagihmi ve yuzey morfolojisinin belirlenmesi amaciyla taramali elektron
mikroskobu (Scanning Electron Microscope, SEM, Jeol JEM 1200EX, Tokyo,
Japonya) kullanilmigtir. Su igerisinde dagitilan manyetik partikillerin  sulu
dispersiyonundan alinarak, bakir disk Gzerine damlatiimis ve oda sicakliginda
icerisindeki su buharlastinimigtir. Goéruntileme yapilmadan ©6nce kurutulan

ornekler, vakum altinda ince bir tabaka halinde altin ile kaplanmistir.

3.2.1.2 Yiizey alani ve gozeneklilik olciim cihazi

Partikullerin toplam ytzey alanini 6lgmek amaciyla Brunauer- Emmet-Teller (BET)
cihazi (Quantachrome, Nova 2200E, ingiltere) kullaniimistir. Bu metot genel olarak
g6zenekli malzemelerdeki adsorpsiyon 06zelligi kullanilarak yuzey alaninin
bulunmasina dayanmaktadir. Partikiiller dncelikle 90°C’de etiivde 12 saat siire
boyunca kurutulmaktadir. Sire sonunda alinan partiklller cihaz hlcresine
yerlestirildikten sonra 90°C’de 3 saat vakumlanmaktadir. Boylece kalan nem de
tamamen uzaklastinimaktadir. Her bir analiz i¢in yaklasik 0.1 g partikdl
gerekmektedir. Olgimler sivi azot igerisine yerlestirilen 6rnek hiicrelerinde
gerceklesmistir. Gergeklesen islem temel olarak, partikiller Gzerinden azot gazinin
gegirilmesi, gazin partikiller Uzerine adsorplanmasi ve azot gaz basinci

kullanilarak adsorplanan miktarin hesaplanmasindan olugsmaktadir.
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3.2.2 Kimyasal 6zellilerin belirlenmesi

3.2.2.1 FTIR spektroskopisi

Cesitli fonksiyonel gruplara (-NH,, -COOH, -OH) sahip manyetik partikullerin
kimyasal yapilarini belilemek amaciyla FTIR (FTIR-8101, Shimadzu, Japonya)

analizi yapilmigtir.

3.2.2.2 Elementel analiz

Elementel analiz cihazi (LECO, CHNS-932) ile, etivde kurutularak kati toz haline
getirilen manyetik partikillerden yaklagik 2 mg agirliginda 6rnek kullanilarak

karbon, hidrojen, azot ve kukurt elementleri es zamanli analiz edilmistir.

3.2.2.3 Potansiyometrik titrasyon

Potansiyometrik titrasyon deneyi dncelikle karboksil grubu tayini icin MYD kodlu
manyetik partikile uygulanmigtir. Bu deneyin ilk basamaginda 0.2 g manyetik
partikil ¢okturilerek, 20 mL 0.1 N NaOH c¢ozelti icerisine alinmistir. Yarim saat
boyunca manyetik karistiricida donmeye birakilan ¢dzelti, stre sonunda 10 mL’lik
santrifuj tuplerine alinarak 5000 rpm hizinda 5 dakika santrifUjlenmistir. Santrifyj
sonucunda olusan supernatanttan 10 mL alinarak bir behere aktariimigtir.
Manyetik karigtirici Gzerine yerlestirilen ve supernatanti iceren behere, pH
metrenin elektrodu daldinimistir. Bu ¢ozelti 0.1 N HCL ¢ozeltisiyle titre edilmigtir.
Her defasinda beherdeki ¢ozeltiye, 0.1 N HCI ¢ozeltisinden 0.5 mL eklenmigtir ve
pH metrede okunan deger kaydedilmistir. Bu islem pH sabitlenip, ortam dengeye

gelinceye kadar devam etmistir.

ikinci basamakta ise 10 mL 0.1 N NaOH c¢dzeltisini iceren beher manyetik
karigtirici Gzerine yerlestirilerek 0.1 N HCI ile titre edilmistir. Her iki basamak
sonunda elde edilen veriler, eklenen titrant hacmine karsi pH degerleri gizilerek
grafige gecirilmistir. iki basamakta eklenen titrant hacmi farkindan yola cikarak

partiktltn icerdigi karboksil grubu miktari hesaplanmistir.
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3.2.3 Manyetik 6zelliklerinin belirlenmesi

3.2.3.1 VSM analizleri

Hazirlanan manyetik partikil orneklerinin manyetik 6zellikleri titresimli 6rnek
manyetometresi (VSM-PPMS Quantum Design) ile incelenmigtir. Bu deneylerde,
etivde kurutulmus olan oOrneklerin -2.0 ve +2.0 Tesla araliginda uygulanan bir
manyetik alandaki miknatislanma degerleri, 300K sicakhiginda olgulmugtur.
Partikllerin bu manyetik alan araligindaki manyetik 6zellikleri, birim kutle bagina

manyetik moment (emu/g) seklinde gdsterilmistir.

3.2.3.2 UV spektrofotometresi ile optik izleme

Sentezlenen manyetik polimerik partikillerin manyetik 6zelliklerinin incelenmesine
yardimci olan bir diger yontem ise optik izieme yontemi olmustur. Bu ydntemde bir
miknatis Uzerine yerlegtirilen manyetik partikilerin sulu stiispansiyonu igeren cam
siseden, belirli zaman araliklarinda (30sn, 1 dk) érnekler alinarak absorbanslari
okunmustur. Bu iglem icin, 280 nm dalga boyuna ayarlanmig UV
spektrofotometresi (Shimadzu, UV-1601, Japonya) kullaniimistir. Her slrenin
sonunda alinan drnek, kivet olarak adlandirilan quartz tipe alinarak absorbans
degeri okunmustur. Calisma sonunda okunan absorbans degerleri baslangigtaki

absorbans degerine bollinerek (A/Ay) zamana karsi grafige gegirilmigtir.

3.3 Protein adsorpsiyonu

Sigir serum albumin (BSA) proteinin adsorplanmasi deneyi, secilen U¢ cesit

manyetik partikdl tlrt Gzerinde yapilmistir.

3.3.1 Materyal

Protein adsorpsiyonunda tampon ¢ozeltiler hazirlamak igin sodyum asetat trihidrat
(CH3COONa.3H20, Riedel de Haén, Almanya), sodyum dihidrojen fosfat dihidrat
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(NaH,PO4.2H20, Riedel de Haén, Almanya), 4-(2-hidroksietil)-1-piperazin etan
sulfonik asit (HEPES, Fluka, Biochemika, ABD), disodyum tetraborat dekahidrat
(NazB407.10H,0) kullaniimistir. Tampon ¢ozeltilerinin pH’1, hidroklorik asit ( %37,
Merck, Almanya) ve sodyum hidroksit (NaOH, Riedel de Haén, Almanya)
gozeltileri ile ayarlanmistir. Adsorpsiyon deneyinde protein olarak sigir serum

albumin (BSA, Sigma Aldrich, Kanada) kullaniimistir.

3.3.2 Yontem

3.3.2.1 pH etkisinin incelenmesi

Manyetik polimerik partikillerin protein adsorpsiyonu prosesine pH etkisi, pH3 ile
pH10 araliginda caligilarak incelenmistir. Deneyler icin 4 farkli tampon ¢ozeltisi
hazirlanmistir. ilk tampon cesidi olan 0.05 M sodyum asetat tamponunu
hazirlamak igin 1.7 g sodyum asetat trihidrat (CH;COONa.3H,0), 250 mL distile
su icerisinde ¢dzulmustlr. Hazirlanan asetik asit ¢ozeltisi ile pH’'1 3’e ayarlanmistir.
Ayni prosedur pH'I 4 ve 5 olacak sekilde tekrarlanmigtir. Boylece pH degeri 3,4 ve
5 olan (i¢ asetat tamponu elde edilmistir. ikinci tampon gesidi olan 0.05 M fosfat
tamponunu elde edebilmek igin 1.95 g sodyum dihidrojen fosfat dihidrat
(NaH2P0O4.2H,0) 250 mL distile su igerisinde dagitilmistir. 5 M NaOH c¢ozeltisi
hazirlanarak tamponun pH’I 6'ya ayarlanmigtir. Ph7 degeri icin ayni islemler
tekrarlanarak pH7 fosfat tamponu elde edimistir. Uglincii tampon cesidi olan
HEPES tamponu, 2.98 g HEPES'in 250 mL distile suda g¢o6zinmesiyle
hazirlanmistir. HCI asit ve NaOH c¢ozeltileri kullanilarak tamponun pH’1 8’e
ayarlanmigtir. Dérdlncu tampon ¢esidi olan 0.05 M borat tamponunu hazirlamak
icin 4.76 g disodyum tetraborat dekahidrat 250 mL distile su igerisinde
¢ozUlmustir. Hazirlanan HCI asit ve NaOH c¢ozeltileri kullanilarak tamponun pH’i

ayarlanmig, pH deg@eri 9 ve 10 olan borat tamponlari elde edilmigtir.

10 mL’lik 8 ayri santrifuj tipindn herbirine 0.05 g manyetik partikil koyulmustur.
icerisine manyetik partikiiller aktarilan her tiip, pH'I ve igerigi birbirinden ayri olan,
farkli tampon ¢ozeltileri ile yikanmigtir. Santriflij sonrasi olusan supernatantin 280

nm’de UV spektrofotometrede dlgulen absorbans degeri 0.05’in altina dusline dek
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yikama iglemine devam edilmigtir. 8 farkli 20 mL’lik cam adsorpsiyon sisesinin
herbirine 0.12 g BSA tartilip koyularak, her siseye 10 mL, farkli bir tampon ¢ozeltisi
eklenmistir. BSA’larin tampon ¢ozeltileri iginde ¢ézinmesini saglamak amaciyla,
siseler manyetik karistiriciya yerlestirilerek yaklasik 15 dakika burada
bekletilmistir. Stire sonunda pH degerleri tekrar kontrol edilen her bir sisedeki
cOzeltiden 5’er mL alinarak UV spektrofotometresinde 280 nm dalga boyunda
absorbans degerleri dlguimustir (Ao-pH3, Ao-pH4, Ao-pHS, Ap-pHG, Ao-pH7, Ao-
pH8, Ao-pH9, Ao-pH10). Siselerde kalan Ser mL BSA c¢Ozeltisi, yikanarak
Uzerlerindeki sUpernatantlari atilan manyetik partikiller ile etkilestirilmistir. Bu
islem sonunda da tekrar pH kontrolu yapilarak, pH degerlerinde bir farklilik olan
orneklerin pH’1, icerdigi tampon c¢ozeltisine gore asetik asit, HCl veya NaOH
kullanilarak ayarlanmigtir. Her birinde manyetik partiktl ve farkli pH’larda tampon
ortamlari bulunan bu kansimlar 2 saat sureyle manyetik karistiricida
karigtirlmistir. Stre sonunda alinan karisim santrifljlenerek, sUpernatantlarinin
absorbans degerleri 280 nm dalga boyunda, UV spektrofotometresinde
okunmustur (A+-pH3, A+-pH4, A+-pHS5, A-pH6, A-pH7, A-pH8, A+-pH9, A+-pH10).
Okunan degerlerin 2’nin Uzerinde ¢ikmasi durumunda ornekler seyreltilerek tekrar

okuma yapilmistir.

Asagidaki formul kullanilarak hesaplanan Q (mg BSA adsorplanan / g partikil)
degerlerine kargi pH degerleri grafige gecirilmistir. Es.3.1.deki C, BSA
konsantrasyonunu (12 mg / mL); V, toplam hacmi (5 mL); m ise manyetik partikul

miktarini (0.05 g) gostermektedir.

Q =((AO - Af)/ A0) * (C * V / m) (3.1)

3.3.2.2 Baslangqic protein derisim etkisinin incelenmesi

8 adet 10 mL’lik santrifij tiptne 0.05’er g manyetik partikil koyularak, partikiller
santrifijlenmistir. pH taramasi deneyinde pH 5 degderinde maksimum absorbans
degeri gozlendiginden diger faktorlerin etkileri incelenirken pH 5 sodyum asetat
tamponu kullaniimistir. 1.7 g sodyum asetat trihidrat, 250 mL distile su igerisinde
¢ozllerek 0.05 M’lik tampon hazirlanmistir. Coktlrtlen orneklerin Uzerine pH 5

sodyum asetat tamponu eklenerek, supernatantin 280 nm dalga boyunda, UV
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spektrofotometresindeki degeri 0.05’in altina dislne dek yikama islemi yapilmistir.
20 mL’lik 8 adet cam sise icerisine sirasiyla 2.5 mg, 5 mg, 10 mg, 20 mg, 40 mg,
80 mg, 120 mg, 160 mg BSA tartilarak eklenmistir. Her bir sisedeki BSA’nin
Uzerine 10‘ar mL ortam c¢ozeltisi (pH 5 sodyum asetat tamponu) eklenerek
¢ozinmesi igin manyetik karistiriciya yerlestiriimistir. Boylece derisimleri 0.25, 0.5,
1,2, 4, 8, 12, 16 mg BSA/ mL ortam olan 8 farkli ¢ozelti hazirlanmistir. Ph metre
kullanilarak pH’larinda bir degisiklik olup olmadidi kontrol edilmigtir. Her siseden
5'er mL g¢ekilerek UV spektrofotometresinde absorbans degerleri dlgUimustir (Ao-
C:0.25, Ap-C:0.5, Ap-C:1, Ao-C:2, Ap-C:4, Ao-C:8, Ap-C:12, Ap-C:16). Siselerde
kalan 5’er mL BSA c¢ozeltileri ile, ortam ¢ozeltileriyle yikanarak ¢okturtlen 0.05’er
g’lilk manyetik partikuller, etkilestirilmistir. Siselere alinan her karisimin pH degeri
pH metre kullanilarak kontrol edilmigtir. pH degerinde degisiklik gbzlenen
karisimlarin pH degeri asetik asit veya NaOH ¢ozeltileri kullanilarak ayarlanmistir.
Siseler, 2 saat boyunca karigmalari ve BSA adsorpsiyonunun gergeklesmesi igin
manyetik karigtiriciya yerlestiriimigtir. Slre sonunda alinan her sisedeki manyetik
partiktllerin stspansiyonu 8 farkli santrifij taplne alinarak santrifUjlenmigtir.
Supernatantlar quarzt tlplere koyularak 280 nm dalga boyunda, UV
spektrofotometresinde okunan absorbans degerleri kaydedilmistir (As-C:0.25, As
C:0.5, A-- C:1, Ar- C:2, Ar- C:4, Ar- C:8, Ar- C:12, Ai- C:16). Okunan degerlerin 2’nin
Uzerinde g¢ikmasi durumunda seyreltme yapilmistir. Konsantrasyon dederlerine
karsi, hesaplanan Q degerleri grafige gegcirilmistir. Bu partiktller daha sonra

desorpsiyon deneyi icin kullaniimistir.

3.3.2.3 Sorbent derisim etkisinin incelenmesi

Sorbent derisim etkisinin incelenmesi icin, pH taramasinda maksimum
adsorpsiyonun gozlendigi pH 5 sodyum asetat tamponu kullaniimigtir. 0.0125,
0.025, 0.05, 0.075, 0.1 ve 0.125 g alinan manyetik partiktller 10 mL’lik santrifQj
tuplerine koyularak c¢okturtlmagstlr. Sdpernatantlar atildiktan sonra her tup,
hazirlanan 0.05 M, pH 5 sodyum asetat tamponu ile doldurularak yikama iglemi
yapilmistir. Tampon, 1.7 g sodyum asetat trihidratin 250 mL distile su igerisinde
¢ozllmesiyle elde edilmigtir. Santrifljleme-dekantasyon islemi, stpernatantin UV

spektrofotometresinde, 280 nm dalga boyundaki absorbans degeri 0.05'in altina
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dusene dek tekrarlanmigtir. 6 tane 20 mL’lik cam sisenin her birine 120 mg BSA
tartilarak koyulmustur. Uzerlerine 10’ar mL 0.05 M pH5 sodyum asetat tamponu
eklenen c¢ozeltiler 15 dakika boyunca manyetik karistiricida karistirilmigtir. pH
metrenin elektrodu siseler icerisine daldirilarak her karisimin pH dederi kontrol
edilmistir. pH 5 degerinden fazla sapma goésteren BSA c¢ozeltilerinin pH’1, asetik
asit ¢ozeltisi ve NaOH c¢ozeltisi ile pH 5’e ayarlanmistir. Her ¢dzeltiden 5’er mL
alinarak UV spektrofotometresinde absorbans degerleri dlgulmustar (Ao-S:0.0125,
Ap-S:0.025, Ap-S:0.05, Ap-S:0.075, Ap-S:0.1, Ap-S:0.125). Siselerde kalan 5 mL ile
onceden tampon c¢Ozeltisiyle yikanarak c¢okturilen manyetik partikGller
etkilestirilmistir. Etkilestirme sonrasi pH metre kullanarak pH degerleri kontrol
edilmistir. pH degerinde degisiklik gézlenen orneklerin pH’1I asetik asit ¢ozeltisi ve
NaOH c¢ozeltisi kullanilarak 5’ ayarlanmigtir. Manyetik partikullerin  BSA
adsorpsiyonunun gergeklesmesi igin, siseler manyetik karistiricaya yerlestirilerek 2
saat slreyle karismalari saglanmigtir. Stire sonunda alinan manyetik partikil
dispersiyonlari, 8 dakika sureyle 5000 rpm hizda santrifljlenmistir. SUpernatantlar
alinarak quartz tuplere aktariimis ve UV spektrofotometresinde, 280 nm dalga
boyunda olgumleri yapilmistir (A S:0.0125, A S:0.025, A+ S:0.05, A+ S:0.075,
As- S:0.1, A+ S:0.125). Okunan degerlerin 2’nin Uzerinde ¢ikmasi durumunda
seyreltme yapilarak, degerler tekrar okunmustur. Q (mg BSA adsorplanan/ g
partikil) hesaplanarak, Q degerlerine karsilik gelen manyetik partikil miktar

degerleri (g) grafige gegirilmistir.

3.3.2.4 Adsorpsiyon kinetigi

Adsorpsiyon kinetigi calismasinda, manyetik partikillerde BSA adsorpsiyonunun,
zamanla degisimi gozlenmistir. 60 mL’lik cam sise icerisindeki 45 mL pH5 asetat
tamponu igerisine, 0,54 g BSA tartilip eklenmigtir. Boylece derigsimi 0,012 mg
BSA/mL tampon olan ¢ozelti elde edilmistir. pH’I kontrol edilen bu ortamin pH
degeri, asetik asit ve sodyum hidroksit ¢ozeltileri kullanilarak 5’e ayarlanmistir.
pH'1 ayarlanan ortamdan 5 mL alinarak UV spektrofotometresinde absorbans
degeri Ol¢cliimustir (Ao). Kalan 40 mL’lik ortam Uzerine 0,4 g manyetik partikil
eklenerek tekrar pH kontroli yapilmistir. 3 saat boyunca karismasi amaciyla

manyetik karistiriciya yerlestirilen sispansiyon ortaminin ylzeyinden 5., 10., 15,
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20., 30., 45., 60., 90., 120. ve 180. dakika zaman araliklarinda 6rnekler alinarak
santrifuj cihazi ile ¢oktirdimustar. Cokturtlen partikillerin  stUpernatantlarinin

absorbans degerleri UV spektrofotometresinde dlguimustar (Ay).

3.3.2.5 Desorpsiyon

pH taramasi deneyinde pH 9'daki adsorpsiyonun 0 oldugu goézlenmigtir. Bu
nedenle desorpsiyon deneyi pH 9 borat tamponu ile yapilmigtir. 4.76 g disodyum
tetraborat dekahidrat, 250 mL distile su icerisinde ¢ozllerek 0.05 M borat tamponu
hazirlanmistir.  Hidroklorik asit ve NaOH c¢ozeltileri ile de pH degeri 9a
ayarlanmigtir. Baslangi¢ BSA derisimi etkisi deneyinden kalan, belli miktar BSA'yi
adsorplamis manyetik partikdllerin sulu stspansiyonlari (A+-C:0.25, AsC:0.5, A+
C:, A-C:2, A-C:4, A-C:8, A-C:12, A-C:16), 5000 rpm’de 8 dakika santrifljlenek
¢Okturalmustar. Olusan sUpernatant atilarak, ¢oken manyetik partikillerin Gzerine
desorpsiyon ortami olan pH 9 borat tamponundan 5’er mL eklenmistir. Bir baget
yardimiyla partikiller tampon igerisinde dagitilarak her farkli BSA konsantrasyonu
iceren suspansiyon ayri siseye alinmistir. Manyetik karistiriciya yerlestirilen siseler
1 saat sonra karigtiricidan alinmigtir. 10mL’lik santriflj tlplerine alinan 6rnekler
5000 rpm'de 8 dakika santrifijlenmistir. Elde edilen sUpernatantlarin absorbans
degerleri 280 nm dalga boyunda, UV spektrofotometresinde okunmustur (Ages-
C:0.25, Ages- C:0.5, Ages- C:1, Ages- C:2, Ages- C:4, Ages-C:8, Ages- C:12, Ages- C:16).

Protein derisim etkisi deneyinde bulunan Ag degerleri (Ao-C:0.25, Ap-C:0.5, Ap-C:1,
Ao-C:2, Ap-C:4, Ap-C:8, Ap-C:12, Ap-C:16) ile bu degerlere karsilik gelen BSA
konsantrasyonlari grafige gecirilmistir. Grafikte Aqes dederlerine karsilik gelen BSA
konsantrasyon degerleri bulunmustur (C). 5’er mL tampon ortami kullanildigi igin
Es.3.2.’de verilen formul kullanilarak kag mg BSA’'nin manyetik partikullerden
desorplandigi hesaplanmistir.

C = Desorplanan BSA (mg) (3.2)

Kullanilan tampon ortami miktarl {ml)
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Protein derisim etkisi ¢calismasinda bulunan Q degerleri (mg BSA adsorplanan/ g
manyetik partikil) hesaplamada kullaniimigtir. Her BSA konsantrasyonuna karsilik
gelen Q degeri, 0.05 g partikil kullanildigi icin 0.05 degeriyle carpilarak

adsorplanan BSA mg cinsinden bulunmustur.

Desorpsiyon yuzdeleri Es.3.3.'te verilen formual kullanilarak, desorplanan BSA
miktarinin  adsorplanan BSA miktarina boélinip 100 ile c¢arpiimasiyla
hesaplanmistir.

Desorplanan BSA miktan (mg)

0 1 p— ¥
% DESDI’]}SI}FDH Adsorplanan B5SA miktan (mg) * 100 (3-3)

Desorpsiyon ortami olarak 14.625 g NaCl tuzu igceren 0.05 M, pH 8 HEPES
tamponu kullanilarak ayni islemler tekrarlanmistir. Na+ ve CI- iyonlari protein ve
adsorban arasindaki hidrofobik etkilesimi bozabildiginden, NaCl tuzu, protein
desorpsiyonu c¢alismalarinda desorpsiyon ajani olarak siklikla kullaniimaktadir.
Ayrica NaCl tuzu iyonik gucu arttirarak elektrostatik etkilesimi azaltmakta bdylece

protein desorpsiyonunu da kolaylastirmaktadir.

3.4 Hucre Etkilesim Galismalari

Mikrosuspansiyon polimerizasyonu sonrasi baglatilan manyetizasyon yontemi ile
sentezlenen partikullerin, polimerizasyon sirasinda sentezlenenlere gore daha iyi
manyetik 6zellik kazandigi goérulmustir. Partikillere ait SEM goéruntuleri ile de bu
partikillerde monodispers, makrogdzenekli yapinin elde edilebildigi gérulmustar.
Bu nedenle, SEM fotograflari ve manyetik doygunluk dederleri dikkate alinarak
secilen MYA, MYC, MYD ve MYE kodlu manyetik partikuller ile hicre etkilesim

calismalari yapilmigtir.

Calismalarda kullanilmak Uzere oncelikle, sentezlenen manyetik partikullerin
sayimlari yapilmistir. Bu islem igin optik mikroskop (Olympus, IX70 inverted
mikroskop, Japonya) ve Thoma lami (C.A. Hausser& Son, Phila.,, U.S.A))

kullanilmigtir. Thoma laminin Uzerinde alani 1mm? olan sayma alani vardir. Sayim
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icin Thoma laminin Uzerine bir lamel kapatilmis ve kapatilan lam ile lamel
arasindaki 1/10 mm yulksekligindeki hacime giren partikiller mikroskopta

sayllarak, hacim bagina disen partikillerin hesaplamasi yapilmigtir.

Hucre etkilesimleri igin normal hicre olarak L929 fare fibroblast hicreleri, aktif
fagositik aktiviteyi gozlemek Uzere alveolar makrofaj hiucreleri ve model kanser
hicresi olarak HelLa (insan servikal karsinoma huicre hatti) kullaniimistir. Hicre

kaltarinde kullanilan kosullar Cizelge 3.5’te gosterilmistir.

Cizelge 3.5. Hucre kultir calismalarinda kullanilan deney kosullari

L929 fibroblast hicreleri, makrofaj hicreleri

Hiicre tiiru - i
ve Hela kanser hicreleri

%10 FBS (fetal sigir serumu), %0.8

Kultur vasati (Besi ortami) penisilin-streptomisin iceren DMEM/F12

Kiltur kabi 96 kuyucuklu polistren plakalar
Kiiltiir Ozelligi Monolayer
Sicaklik 37°C
inkiibasyon ortami % 5'lik CO; etiiv
inkiibasyon Siiresi 24 saat
pH 7.2-75
3.4.1 Materyal

Manyetik partiklller ile etkilestirilen fare fibroblast hicreleri (L929) ve HelLa hicre

hatti Sap Enstitlist Hicre Kultliri Bankasindan temin edilmistir.

Makrofajlarla manyetik partiklllerin etkilesim c¢alismalarinda sigana antibiyotik
olarak Deposilin 6.3.3 (i.E Ulagay, istanbul); anestezi amaciyla ise ketasol %10
(Richter-Pharma, Avusturya) ve Alfazyn %2 (Alfasan International, AB, Hollanda)
verilmistir. %8 Penisilin-streptomisin (i.E Ulagay, istanbul) ve fosfat tamponu
(Biochrom AG, Berlin) ile makrojaflar sicandan alinmigtir. Makrofajlar kultar
kabina, DMEM/F12 (Dulbecco'nun modifiye Eagle medyumu, Biochrom AG,
Berlin), %8 penisilin-streptomisin (Biochrom AG, Almanya) ve %10 FBS (Fetal
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sigir serumu, Sigma Aldrich, Almanya) c¢ozeltisi icinde eklenmistir. Manyetik

partikillerin boyanmasinda kullanilan Giemsa boyasi Merck firmasindan temin

edilmistir.

3.4.2 Yontem

3.4.2.1 Fibroblastlar ile etkilesim

Sayimlari yapilan her manyetik partiktlden, elde edilmek istenen derisim degerine

gore gerekli miktarlar alinip 5ul fosfat tamponu igerisinde dagitilmistir. Bdylece

derisimleri 1600 partikll/ul tampon, 3200 partikal/pl tampon, 6400 partikil/ul

tampon, 12800 partiktl/yl tampon olan sulu sUspansiyonlar elde edilmigtir.

Hazirlanan partikillerin sterilizasyonu 121°C ve 1 atm calisma kosullarindaki

otoklav (All-American Electronic Steam Sterilizer 25X) cihazi ile saglanmigtir. Bu

calismada yapilan islem basamaklari asagida 6zetlenmistir:

Besi ortamina alinan fibroblast htcreleri, herbir kuyucuga 200 pl (2000

hlcre) olacak sekilde 96 kuyucuklu kultir kabina ekilmistir.

Kap, 24 saat boyunca, 37°C’de CO, etiiviinde hiicrelerin kuyucuklara

yapismasi igin bekletilmistir.

Sure sonunda her bir kuyucuga 5 ul manyetik partiktl eklenmistir. Bu islem,
dort farklh manyetik partikil tard (MYA, MYC, MYD ve MYE kodlu
partikuller) ve her turan dort farkli derisiminden (1600 partikil/pl tampon,
3200 partikul/ul tampon, 6400 partiktl/pl tampon, 12800 partikil/pl tampon)

5’er pl 6rnek alinarak yapilmistir.

Kaltdr kabi etive konarak baslangigta ve 12. saat, 24. saat, 48. saat ve 72.
saatin sonunda kuyucuk Uzerindeki besiyeri ortamdan uzaklastiriimis ve

ortam Ug kere taze besiyeri ile yikanmistir.

Besiyerinin ortamdan uzaklastirimasi ile 4000 buyutmede optik

mikroskopta goruntuleri alinmigtir.
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3.4.2.2 Makrofajlar ile etkilesim

Sican akcigerinden izole edilen makrofaj hucreleri ile etkilestiriiecek manyetik
partikullerin sayisi igin fibroblastlarla etkilestirilen sayi ve oranlar kullaniimistir (bkz
3.4.2.1). Bu calismada gercgeklestirilen islem basamaklari sirasiyla asagida

O0zetlenmistir:

o Oncelikle, bakteri kontaminasyonunu engellemek amaciyla sigana, alveolar
sivi toplanmadan bir saat Oncesinde, antibiyotik olarak Deposilin 6.3.3

verilmistir (1 g penisilin/ kg si¢an).

e Operasyondan once sigan, ketasol %10 ve Alfazyn %2 ile anesteziye

alinmistir.

e Trake Uzerindeki cilt kesilerek agiimig, kaslar kesilmeden disekte edilmis ve
trake askiya alinmigtir. Trake irrite edilmeden 3 mm uzunlugunda kesi ile
acilmis (11032 g6z makasi, CEATEC GmbG & Co.KG) ve 3 mm ¢ap 12
mm uzunlugundaki silikon boru ile kanule edilmistir. Kanllasyon ipek iplik

3/0 (Dogsan, Trabzon) ile sabitlenmistir.

e Kanul 5 mL hacimli enjektére baglanarak akciger igerisine 10 mL %8
Penisilin-streptomisinli PBS (Fosfat tampon solUsyonu) verilmis ve sivi

nazikge tekrar geri toplanmigtir. Bu islem bes kez tekrarlanmigtir.

e Alinan Ornekler 2000 rpm'de 10 dakika boyunca santrifijlenmistir.

Santrifujleme sonrasi olusan supernatant atilmigtir.

e Cokturilen makrofajlar PBS ile karistirilarak, 2000 rpm’de 10 dakika

santrifijlenmistir. Yikama sonundaki sipernatant atilmigtir.

e Makrofajlar, 96 kuyucuklu kultir kabina, DMEM/F12, %10 FBS ve %8

penisilin-streptomisin ¢ozeltisi iginde eklenmistir.

e Kiiltlir kabina koyulan makrofajlarin bulundugu ortam 37°C'de 24 saat sire

ile inkUbe edilmistir.

e 24 saatlik inkibasyonun sonunda her kuyucug@a, farkli ylzey kimyasina ve

farkl derisime sahip manyetik partikiller eklenmigtir.
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e Kultir kabi etive konarak, 10., 20., 30., 60. ve 120. dakika sonlarinda
kuyucuk Uzerindeki besiyeri nazikge ortamdan uzaklastiriimis ve her bir
kuyucuga ayri ayri 0.5 mL metanol eklenerek hucreler 4 dakika boyunca

fiksasyon icin bekletilmigtir.

e Sdre sonlarinda metanol ortamdan uzaklastirilarak kuyucuklar kurutulmus

ve Giemsa boyasi ile 40 dakika boyunca etkilestirilmigtir.

e 40 dakika sonunda kuyularin Uzerine distile su eklenerek boya artiklarinin
uzaklastirlmasi saglanmistir. Partiklller ve boyanan hicreler optik

mikroskop kullanilarak sayiimistir.

3.4.2.3 Kanser hiicreleri ile etkilesim

Yapilan galismalarda, model kanser hicresi olarak kanser arastirmalarinda ¢ok
siklikla kullanilan, élimsiz kanser hicreleri olan HeLa (insan serviks epitel kanser
hlcresi) hidcre hatti kullanilmistir. Huacreler ile etkilestirilecek manyetik partikdl
konsantrasyonlari (partiktl/ul), fibroblastlarla etkilestirilen oranlar ile aynidir (bkz

3.4.2.1). Bu deneyde yapllan iglemler asagdida 6zetlenmistir:

e Besi ortami igerisindeki HeLa hucreleri, her bir kuyucuga 200 pl koyulacak
sekilde 96 kuyucuklu kultir kabina eklenmigtir. 200 ul besi ortami
(DMEM/F12, %10 FBS, %8 penisilin-streptomisin) icerisinde yaklagik 2000
kanser hicresi bulunmaktadir.

e Kiiltiir kabina yerlestirilen kanser hiicreleri 37°C’de, CO; etiiviinde, 24 saat
boyunca inkibe edilmigtir.

e 24 saatlik inkibasyonun sonunda her bir kuyucuga manyetik partikul
orneklerinden 5 pl eklenmigtir. 4 farkli partikil (MYA, MYC, MYD ve MYE
kodlu partikuller) ve her partikilin 4 farkli derisimi igin ekleme islemi
yapilmistir.

e Kultdr kabi etive konarak, baslangic¢ta ve 12.saat, 24. saat, 48. Saat ve 72.
saat sonunda hucrelerin Uzerindeki besiyeri toplanarak fotograflari optik

mikroskop (4000 buyutmede) ile gekilmistir.
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4 DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Mikrosuspansiyon Polimerizasyonu Sirasinda Yapilan Manyetizasyon

ile Sentezlenen Monodispers-Gozenekli Partikillerin Karakterizasyonu

4.1.1 GDMA derisimi etkisi

ilk deney setinde manyetik partikiillerin hazirlanmasinda kullanilan kaplama
kosullari degistirilmistir. Bu sette GDMA derisimi etkisi ¢alisiimistir. Monodispers,
makrogozenekli ve manyetik formdaki polimerik mikrokirelerden MY1 ve MY2
kodlu olan partikullerin SEM fotograflari Sekil 4.1.’de verilmektedir. Bu fotograflar
yardimiyla hesaplanan ortalama partikil boyu ve degisim katsayisi degerleri

Cizelge 4.1.de verilmektedir.

det | HFW |11/ —2ym— HV def ———20um
ETD|7.46 ym 9 ( 3.0 UNAM

9 [ T — )
V] UNAM 11.1 mm 4 0

Sekil 4.1.Farkh kaplama kosullari ile Uretilen Manyetik polimerik partikillerin SEM
fotograflari. MY1 kodlu partikal, blyutme: (a) 40000X, (b) 4757X. MY2 kodlu
partikll, buyitme: (c) 50454X, (d) 4000X.
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Cizelge 4.1. Farkh kaplama kosullari ile hazirlanan manyetik partikillerin ortalama

partikil boyu (Dp) ve degisim katsayisi (CV) degerleri.

. Demir NH.OH Yuzey polimerizasyonu Dp oV

gOzeltisi (mL) (%)* GDMA (%)* (um) (%)
MY1 10 1.38 0.46 3,73 | 3,33
MY2 10 1.38 0.92 3,05 | 4,31

* % degerleri, verilerin poli (GDMA-co-GDGDA) sentezi sirasinda kullanilan distile

su miktarlarina oranlanmasiyla elde edilmistir.

Cizelge 4.1’den goruldigu gibi MY1 ve MY2 kodlu deneylerde degistirilen kaplama
kosulu GDMA derigimidir. MY 1’de kullanilan GDMA derisimi % 0.46 iken MY2'de
bu deger % 0.92'ye vyukseltilmistir. Diger buatin kaplama kosullari aynidir.
Polimerik kaplama esnasinda, secilen monomerin fazla kullaniimasinin, ylizeyin
gOzeneklerinin kaybolmasina ve puruzll bir yizeyin olugsmasina neden oldugu

gozlenmigtir.

MikroslUspanisyon polimerizasyonu tamamlanmadan baslatilan manyetizasyon
prosedurl ile sentezlenen, GDMA film tabakasina sahip MY1 ve MY2 kodlu
manyetik polimerik partikillerin histeresis egrileri Sekil 4.2.°de verilmigtir. MY2
kodlu partikulin ylzey polimerizasyonu sirasinda kullanilan monomer miktarinin
MY1 partiktline oranla daha fazla olmasi, bu partikil Gzerinde daha kalin bir film

tabakasi olusturdugundan, manyetik doygunluk degerini bir miktar azaltmistir.
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Sekil 4.2. Farkli kaplama kosullari ile hazirlanan MY1 ve MY2 kodlu manyetik

partikllerin VSM analizi.

Her manyetik partikil cesidinin manyetik 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla,
histerisis egrilerine yardimci olarak UV spektrofotometresi ile optik izleme yontemi
kullanilmigtir. Ylzey polimerizasyonunda kullanilan monomer miktari degistirilerek
elde edilen MY1 ve MY2 kodlu partikillerin manyetik davraniglari Sekil 4.3.’te

incelenmigtir.

Sekil 4.3.’te, MY2 kodlu manyetik partikile goére daha ince bir polimerik film
tabakasiyla kaplanan MY1 kodlu manyetik partikillin, olusturulan manyetik alanin
yonune dogru daha hizli bir toplanma davranigi sergiledigi gortulmustir. Optik
izleme yontemiyle elde edilen verilerin, histerisis egrilerinden elde edilen sonuglar

ile uyustugu gorulmustar.
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Sekil 4.3. Farkl kaplama kosullari ile hazirlanan MY1 ve MY2 kodlu manyetik

partiktllerin manyetik davraniginin UV spektrofotometresi ile izlienmesi.

4.1.2 Manyetik partikiil yukleme etkisi

Bu sette sabit kaplama kosullarinda manyetik partikll ylklemesinin etkisi
incelenmigtir. Monodispers, makrog6zenekli ve manyetik formdaki polimerik
mikrokurelerden MY2 ve MY7 kodlu olan partiktllerin SEM fotograflari Sekil 4.4.’te
verilmektedir. Bu fotograflar yardimiyla hesaplanan ortalama partikil boyu ve

degisim katsayisi degerleri Cizelge 4.2.’de verilmektedir.
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Sekil 4.4. devam ediyor.

det 3/3/2010

a HY ‘ spot‘ e— N 1111
00 x|15.00 kV| 3.0 [ETD 11:29:30 AM UNAM

Sekil 4.4. Farkli manyetik yukleme ile Gretilen manyetik polimerik partiktllerin SEM
fotograflari. MY2 kodlu partikal, buyltme: (a) 50454X, (b) 4000X. MY7 kodlu
partikdl, buyutme: (c) 40000X, (d) 4000X.

Cizelge 4.2. Farkli manyetik yukleme ile Uretilen manyetik partikillerin ortalama
partikil boyu (Dp) ve degisim katsayisi (CV) deg@erleri.

Demir (j imeri
- NH.OH Yuzey polimerizasyonu Dp oV
Kod cOzeltisi .
(%) GDMA (%)* (Hm) (%)
(mL)
MY2 10 1.38 0.92 3,05 4,31
MY7 20 2.77 0.92 3,39 5.79

* Veriler, poli (GDMA-co-GDGDA) partikili sentezinde kullanilan distile su

miktarlarina bolinerek hesaplanmigtir.

Cizelge 4.2.’den goruldugu gibi, MY2 ve MY7 kodlu deneylerde kaplama igin
kullanilan GDMA miktari sabit tutularak, NHsOH derisimi ve buna bagh olarak
olusturulan manyetik partikil derisimi 2 katina gikarilmigtir. Bu degisim ile ylzeyde
ortalama gézenek boyutunun arttigi ve stingerimsi formdaki gézeneklerden, krater

tipi gbzeneklere gecildigi gozlenmigtir.
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Sekil 4.5’te verilen MY7 ve MY2 kodlu manyetik partikillerin histeresis
egrilerinden, gram partikil basina disen demir oksit miktarinin arttirimasi ile

partikilin manyetik 6zelliginin arttig1 gérulmustar.
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Sekil 4.5. Farkli manyetik yukleme ile dretilen MY2 ve MY7 kodlu manyetik

partiktllerin VSM analizi.

Sekil 4.6.’da goéruldigu gibi, MY2 ve MY7 kodlu partikiller i¢cin manyetizasyon
egrisine ek olarak UV spektrofotometresi ile optik izleme yontemi kullaniimistir.
MY7 kodlu partikilin gobzeneklerinde, MY2 kodlu partikile gore daha fazla
miktarda demir oksit nanopartikillerinin ¢okturtlmesi, bu partikilin bir manyetik

alan varliginda daha hizla sekilde toplanmasini saglamistir.
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Sekil 4.6. Farkli manyetik yukleme ile dretilen MY2 ve MY7 kodlu manyetik

partiktllerin manyetik davraniginin UV spektrofotometresi ile izlienmesi.

4.1.3 Kaplamada fonksiyonel grup etkisi

Cizelge 4.3.’ten goérulduglu gibi, bu deney setinde yuzey polimerizasyonu ile
polimerik mikrokurelerin etrafinda film olusumu amaciyla kullanilan akrilik
komonomer turld degigtirilerek partikil yuzeyinde notral (hidroksil), katyonik
(dimetilamino) veya anyonik (karboksil) fonksiyonel gruplarin olugsumu
saglanmistir. Mikrosuspansiyon polimerizasyonu sirasinda yapilan
manyetiklestirme proseduri kullanilarak elde edilen MY4, MY5 ve MY6 kodlu
polimerik mikrokurelerin SEM goruantileri Sekil 4.7.’de verilmigtir. Bu manyetik
partikuller, ylzey kaplamasinda kullanilan monomer tlrleri degistirilerek elde
edilmistir. MY6 kodlu partikdl igin kullanilan 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) ve
MY4 kodlu partikdl icin kullanilan metakrilik asit (MAA) monomerlerinin, manyetik
mikrokurelerin yuzeyinde go6zenekliligin azalmasina neden oldugu goérulmustar.
SEM fotograflari yardimiyla hesaplanan ortalama partikil boyu ve degisim
katsayisi deg@erleri Cizelge 4.3.'te verilmistir. Bu ¢izelgeden goruldugu gibi yuzey
film tabakasinda kullanilan monomer tlrinun farkli olmasi partikil boyutunda ve

degisim katsayisi1 degerlerinde dnemli bir degisiklige neden olmamistir.
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Sekil 4.7. Farkhh monomer tirleri ile hazirlanan manyetik polimerik partikullerin
SEM fotograflari. MY4 kodlu partikdl, bayatme: (a) 59461X, (b) 4000X. MY5 kodlu
partikil, buyutme: (c) 48315X, (d) 4000X. MY6 kodlu partikdl, buyutme: (e)
60050X, (f) 4000X.
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Cizelge 4.3. Farkli monomer turleri ile hazirlanan manyetik partiktllerin ortalama
partikil boyu ve degisim katsayisi degerleri.
Yuzey polimerizasyonu
Demir NH;OH Dp cv
Kod o Monomer turu
¢Ozeltisi (mL) (%) (um) | (%)
GDMA (%) | MAA (%) | HEMA (%)
MY4 10 2.77 0.62 0.31 - 3.05 | 3.46
MY5 10 2.77 0.92 - - 3.05 | 3.40
MY6 10 2.77 0.46 - 0.46 3.05 | 2.92

* % degerleri, verilerin, poli (GDMA-co-GDGDA) sentezi sirasinda kullanilan distile

su miktarlarina oranlanmasiyla elde edilmistir.

Yuzey polimerizasyonu sirasinda, sirasiyla MAA, GDMA ve HEMA monomerleri
kullanilarak sentezlenen MY4, MY5 ve MY6 nolu partikillerin manyetik doygunluk
egrileri Sekil 4.8.’te verilmistir. Bu partiklller arasinda ylzey monomeri olarak
GDMA kullanilan MY5 kodlu partikulin en yuksek manyetik doygunluk degeri
verdigi gorulmagsttr. Hidrofilik monomerler varliginda olusabilecek oligomerik
yapilarin manyetik partiktllerin strekli fazda dispers olma 6zelligini arttirabilme
olasiligi vardir. Yani bu yapilar bir stabilizor gibi davranarak manyetik partikillerin
bir bolimunudn partikil fazi disinda- sulu faz igerisinde- dispers olmasini
saglayabilirer. HEMA ve MAA varhidinda olusan magnetizasyon kaybinin bu

faktorden kaynaklanabilecedi disunuimektedir.
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Sekil 4.8. Farkli monomer turleri ile hazirlanan MY4, MY5 ve MY6 kodlu manyetik

partiktllerin VSM analizi.

UV spektrofotometresi kullanilarak elde edilen egriler ile MY4, MY5 ve MY6 kodlu
partiktllerin manyetikliklerinin karsilastirimasi Sekil 4.9.da verilmistir. Farkl
fonksiyonel gruplara sahip MY4, MY5 ve MY6 kodlu manyetik partikillerden
hidroksil fonksiyonel gruplu MY5 kodlu partikilin en hizli miknatislanma davranigi

gOsterdigi gorulmustar.
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Sekil 4.9. Farkli monomer turleri ile hazirlanan MY4, MY5 ve MY6 kodlu manyetik

partiktllerin manyetik davraniginin UV spektrofotometresi ile izlenmesi.
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4.1.4 NH;OH derigimi etkisi

Bu deney setinde kaplama kosullari sabit tutularak iki farkli NHsOH derigimi ile
calisilmistir. Hazirlanan manyetik polimerik mikrokarelerin SEM goéruntuleri Sekil
4.10.’da gosterilmigtir. MY2 ve MY5 numarall manyetik partiklllerin sentezi
sirasinda, demir tozlari elde etmek amaciyla kullanilan amonyak miktarlarinin
farkli olmasinin, bu partiklllerin ylzey ve gbzenek yapisi Uzerinde 6nemli bir
degisiklige neden olmadigi gorulmustar. Elde edilen partikillerin ortalama partikdl
boyu ve degisim katsayisi degerleri Cizelge 4.4.’te verilmektedir. Buradan
goéruldagu gibi NH4OH derisimi degisimin ayni zamanda ortalama boy ve boy

dagihmi Gzerinde de etkili olmadigi gértulmektedir.

WD mag HV spot| det | HF\ —1um—— WD ma P 20 pm
11.1 mm| 50 454 x| 10.00 kV| 3.0 [ETD|5.91 UNAM 11.1 mm|4 000 x 74.¢ UNAM

: A
WD mag HV  |spot| det | HFW [ —tum— \ o ——20pm——— |
11.1 mm| 48 315 x| 15.00 kV| 4.0 |ETD|6.18 Vi ( : 74.6 v JilAn

Sekil 4.10. Farkli NH4OH derigsimi ile hazirlanan manyetik polimerik partikullerin
gbzenek yapisi ve boy dagilimini gésteren SEM fotograflari. MY2 kodlu partikdl,
buyutme: (c) 50454X, (d) 4000X. MY5 kodlu partikil, blyitme: (c) 48315X, (d)
4000X.
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Cizelge 4.4. Farkli NH4OH derisimi ile hazirlanan manyetik partiktllerin ortalama

partikil boyu ve degisim katsayisi degerleri.

Demir Monomer turi
) NH4OH Dp cv
Kod cozeltisi
(%) (Mm) (%)
(mL) GDMA (%)
MY?2 10 1.38 100 3.05 4.31
MY5 10 2.77 100 3.05 3.40

Kullanilan demir tuzlari miktari dahil tim parametreler sabit tutulup sadece demir
tozlarini elde etmek amaciyla kullanilan amonyak miktari degistirilerek
sentezlenen MY5 ve MY2 kodlu partiklllerin histeresis egrileri Sekil 4.11'de
verilmigtir. MY5 kodlu partikilin sentezinde MY2 partikilUine goére iki kat fazla

amonyak kullaniimasi bu partikilin manyetiklik 6zelligini bir miktar arttirmistir.
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Sekil 4.11. Farkhh NH4OH derisimi ile hazirlanan MY2 ve MY5 kodlu manyetik

partikllerin VSM analizi.

MY2 ve MY5 kodlu partiklller igin UV spektrofotometresi ile optik izleme yontemi
kullanilarak elde edilen veriler Sekil 4.12’de verilmistir. Kullanilan demir tuzlarinin
miktari sabit tutulup sadece eklenen amonyak miktari arttirildiginda, demir tuzlari

daha fazla oranda demir oksite donustuguinden, MYS kodlu partikil MY2 kodlu
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partikile gére miknatislanmaya daha hizli cevap verdigi gértlmustir. Elde edilen

sonug, manyetizasyondan elde edilen verileri dogrulamaktadir.
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Sekil 4.12. Farkhh NH4OH derisimi ile hazirlanan MY2 ve MY5 kodlu manyetik

partiktllerin manyetik davraniginin UV spektrofotometresi ile izlienmesi.

4.2 Mikrosuispansiyon polimerizasyonu sonrasinda yapilan manyetizasyon

ile Sentezlenen monodispers-gozenekli partikillerin Karakterizasyonu

4.21 Fonksiyonel monomer etkisi

Cok basamakli mikrosispansiyon yontemiyle, monodispers ve gdzenekli formda
poli(GDMA-co-GDGDA) partikllleri sentezlendikten sonra yapilan manyetizasyon
islemi ile elde edilen MYA, MYD ve MYE kodlu partikillerin SEM goéruntuleri Sekil

4 13.de verilmektedir.

68



ou et 7 | = B 8
WD mag HV spot| det | HFW 3 yr WD mag HvV spot| det | HFW 20 ym
9.7 mm |38 905 x [15.00 kV| 3.0 |ETD|7.67 pm UNAM 9.6 mm |4 000 x|15.00 kV| 4.0 |[ETD 3 / UNAM _
| S

e O

D

THV | spot| det | HFW 3 ] mag HV ot| det | HFW | 3/1/2010 | =——20 pm ———
0.00 kv| 4.0 |[ETD|8.68 um UNAN mm | 4 000 x|30.00 ><< 40 |ETD 746 um| 11:48:14 AM UNAM
et Q -

\ L {
WD me HV spot| det 3/3/2010 | —7: —_— WD mag HV spot| det 3 0 [—
9.8 mm | 37 483 0.00 kV| 3.0 |[ETD | 10:48:18 AM UNAM 9.8 mm |4 000 x[30.00 kV| 3.0 |[ETD|11:03:18 AM UNAM

Sekil 4.13. Farkli monomer turleri ile hazirlanan manyetik polimerik partikullerin
SEM fotograflari. MYA kodlu partikil, buyatme: (a) 38905X, (b) 4000X. MYD kodlu
partikul, blyutme: (c) 34372X, (d) 4000X. MYE kodlu partikdl, buyatme: (e)
37483X, (f) 4000X.
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Yuzey polimerizasyonu sirasinda farkli monomer tirleri kullanilarak hazirlanan
manyetik partikullerin ortalama partikil boyu ve degisim katsayisi degerleri Cizelge
4.5’te verilmektedir. Bu degerlerden, kaplamada kullanilan monomer turlerinin

degistiriimesinin partiktl boyutu Gzerinde etkili olmadigr anlasiimistir.

Cizelge 4.5. Farkli monomer turleri ile hazirlanan manyetik partiktllerin ortalama

partikil boyu ve degisim katsayisi degerleri.

Yiizey polimerizasyonu
Kod Monomer tiiri Dp Cj/V
mL GDMA | mL MAA/ [mL DMAEM /| pH | (WM | (%)
/ g partiktl | g partikdl g partikdl
MYA 1.2 - - 9 3.73 5.83
MYD 0.8 04 - 9 3.73 6.91
MYE 0.8 - 04 9 3.73 6.51

Cizelge 4.5.’te goruldigu gibi farkli monomer turleri ile hazirlanan MYA, MYD ve
MYE kodlu manyetik polimerik partikillere ait manyetizasyon egrileri Sekil 4.14.’de
verilmigtir. Bu partiklller igin UV spektrofotometresi ile optik izleme ydntemi
kullanilarak elde edilen veriler ise Sekil 4.15.°de verilmistir. Her iki sekilden de
yuzey polimerizasyonunda GDMA monomeri kullanilan MYA kodlu partikilin en
iyi manyetik 6zellige sahip oldugu goérulmugstir. Karboksil fonksiyonel grubuna
sahip olan MYD kodlu partikilin en dusuk manyetik doygunluk degerine sahip
oldugu Sekil 4.14.’de gorllmektedir. Sekil 4.15.’de MYD kodlu partikilin bir
manyetik alan varliginda, alanin oldugu yere en ge¢ toplanan partikil oldugu
gorulmustar. Bu sonu¢ manyetizasyon egrisinden cikarilan sonucu dogrular

niteliktedir.
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Sekil 4.14. Farkli monomer tirleri ile hazirlanan MYA, MYD ve MYE kodlu

manyetik partikullerin VSM analizi.
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Sekil 4.15. Farkli monomer tirleri ile hazirlanan MYA, MYD ve MYE kodlu

partiktllerin manyetik davraniginin UV spektrofotometresi ile izlienmesi.

Adsorpsiyon ve hicre ile etkilesim galismalarinda kullanilan, farkli monomer turleri
ile hazirlanan MYA, MYD VE MYE kodlu manyetik partikullerin ylzey alani ve

mikrogb6zenek yapisinin belirlenmesi amaciyla BET azot adsorpsiyon sistemi
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kullanilmigtir. MYA, MYD VE MYE kodlu manyetik partikiller icin BET sistemi
kullanilarak elde edilen yuzey alanlari Cizelge 4.6.da verilmistir. Manyetik
partiktllerin SEM fotograflarindan MYD ve MYE kodlu partikullerdeki MAA ve
DMAEM fonksiyonel gruplarinin yizey goézenekliligini azaltici yonde etki yaptigi
gOzlenmisti (Sekil 4.13.). BET sistemi ile elde edilen sonuglar 6nceki gozlemleri
dogrulamaktadir. MYD ve MYE kodlu partikillerin gézenekliliginin azalmasi bu
partikullerdeki yuzey alaninin MYA kodlu partikile gére daha az ¢ikmasina neden

olmustur.

Cizelge 4.6. Farkli monomer turleri ile hazirlanan MYA, MYD VE MYE kodlu

manyetik partikillerin ylzey alani degerleri.

Kod Yiizey alani (m?/g)
MYA 97.16
MYD 87.10
MYE 30.52

Sentezlenen manyetik partikiller icerisinden, adsorpsiyon ve hicre etkilesim
calismalarinda kullaniimak Uzere secilen MYA, MYD ve MYE kodlu manyetik
partikullerin yizey ve yigin FTIR spektrumlar ¢ekilmigtir. Ylzey ve yigin FTIR
spektrumlarindan c¢ikarilabilecek sonu¢ yuzeyin OH yonunden yigin yapiya gore
daha zengin oldugudur. Bu durum, ylizeyde GDGDA birimlerinin tercihli olarak
yerlesimi ile agiklanabilir. Bu partiklller icin elde edilen ylzey FTIR spektrumlari
Sekil 4.16.’da, spektrumlarda gorulen karakteristik pikler ise Cizelge 4.7.de

verilmigtir.

72



=
=

Ho@E 8 B B B B 8 8 82 8 5

%T

=

= 3

4000 300 300

600 00 1500 1000
Dalga sayisi (cm™1)

Sekil 4.16. Farklh monomer turleri ile hazirlanan (a) MYA, (b) MYD, (c) MYE kodlu

manyetik partikillerin yizey FTIR spektrumlari.

Cizelge 4.7. Farklh monomer turleri ile hazirlanan MYA, MYD ve MYE kodlu
partikullerin yizey FTIR spektrumundaki karakteristik pikleri.

Karakteristik Pik

Dalga Sayisi (cm™)

MYA MYD MYE
-OH gerilimi 3446.99 3445.54 3420.53
-C=0 gerilimi 1723.53 172410 1723.99
-C-H gerilimi 2948.73 2922.60 2924.35
-C-0O- gerilimi 1154.17 1154.32 1153.00
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MYA kodlu manyetik partiktllerin yizey yapisinda gbézlenen -OH, -C=0, -C-H ve -
C-O- gerilimleri, GDMA partikilunun yuzeydeki varligini géstermistir. MYD kodlu
manyetik partikilin spektrumunda goézlenen bu pikler MAA ve GDMA’nin
yapisindan gelmektedir. MYE kodlu partiktlin spektrumunda goézlenen -C=0, -C-
H ve -C-O- gerilimleri, bu partiktlin ytzeyindeki GDMA VE DMAEM partikullerinin
varligini gostermektedir. Spektrumda gozlenen —OH piki ise GDMA'nin varligindan
gelmektedir. Literatirde verilen degerlere gore MAA partikilinin yapisinda
bulunan tersiyer amin (RsN) grubu 3300-3500 cm™ dalga sayisi araliginda pik
goOstermektedir. Ancak MYE kodlu partiktlin ylzey yapisinda bulunan —OH grubu
ayni dalga sayisi araliginda pik verdiginden amin grubunun verdigi pik
g6zlenememektedir. Bu nedenle, MYE kodlu manyetik partikildeki amin varligini

gostermek amaciyla bu partikile elementel analiz yontemi uygulanmistir.

MYA, MYD ve MYE kodlu manyetik partikiller icin elde edilen yigin FTIR
spektrumlari Sekil 4.17.’de, spektrumlarda goérulen karakteristik pikler ise Cizelge

4.8’de gosterilmistir.

Y%l

F S | R I "m0 T s o '
Dalga sayisi (cm)

Sekil 4.17. Farkh monomer turleri ile hazirlanan (a) MYA, (b) MYD, (c) MYE kodlu
manyetik partikillerin y1gin FTIR spektrumlari.
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Cizelge 4.8. Farkli monomer turleri ile hazirlanan MYA MYD ve MYE kodlu
partiktllerin yi1gin FTIR spektrumundaki karakteristik pikleri.

Dalga Sayisi (cm™)
Karakteristik Pik
MYA MYD MYE
-OH gerilimi 3448.68 3462.26 3419.97
-C=0 gerilimi 1731.94 1732.63 1731.90
-C-H gerilimi 2955.07 2927.39 2925.92
-C-O- gerilimi 1163.07 1163.19 1163.75

MYA, MYD ve MYE kodlu partikillerin FTIR spektrumunda gézlenen -OH, -C=0, -
C-H ve -C-O- gerilimlerine ait pikler, partikillerin ylzey filminde bulunan
monomerlere ek olarak yapilarinda bulunan GDMA ve GDGDA partikullerinden de
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle  manyetik partikillerin ~ yigin ~ FTIR
spektrumlarindan elde edilen piklerin siddeti, yiuzey FTIR spektrumlarindan elde

edilenlerin siddetinden daha fazladir.

Potansiyometrik titrasyon c¢alismasi, ‘mikrostispansiyon polimerizasyonu sonrasi
manyetiklestirme’ prosedurl ile sentezlenenen ve yluzeyinde anyonik (karboksil)
fonksiyonel grubu tasiyan MYD kodlu partikdl i¢in yapilmistir. Partiklin sahip
oldugu karboksil gruplarinin tayin edilmesi amaciyla cizilen potansiyometrik
titrasyon egrileri Sekil 4.18."de verilmigtir. Elde edilen grafikler yardimiyla yapilan
hesaplamalar sonunda 1 g partikdl icerisinde 2.16 mmol MAA bulundugu,

dolayisiyla 1 g partikal basina 2.16 mmol karboksil grubu baglandigi goralmastur.
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Sekil 4.18. (a) 0.1 M NaOH c¢ozeltisi igerisine dispers edilen karboksil fonksiyonel
grubuna sahip MYD kodlu manyetik polimerik partiktlin 0.1 M HCI ¢ozeltisi ile, (b)
0.1 M NaOH c¢ozeltisinin 0.1 M HCI c¢ozeltisi ile titrasyonundan elde edilen

potansiyometrik titrasyon egrileri.

MYE kodlu partikilln ytzey polimerizasyonu sirasinda, DMAEM, monomer olarak
kullanilmigtir.  Partikilin sahip oldugu bu fonksiyonel grubun varliginin
gOsterilmesi amaciyla elemental analiz yapiimistir. Degerlendirmenin daha net
yapilabilmesi igin sentezlenen tim manyetik partikillerin ¢ikis maddesi olan
poli(GDMA-co-GDGDA) partiklli icin de elemental analiz yapilmistir. Alinan
sonuglar Cizelge 4.9."da gosterilmistir. Poli(GDMA-co-GDGDA) partikilinde amin
ve kukurt gézlenmezken, MYE kodlu partikilde FeSO4 tuzundan gelen kukurt ve
DMAEM fonksiyonel grubundan gelen azot goézlenmigtir. Elde edilen veriler
kullanilarak, 1 gram partikil igerisinde 147,19 mg DMAEM bulundugu

hesaplanmistir.
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Cizelge 4.9. MYE kodlu manyetik polimerik partikil ve poli(GDMA-co-GDGDA)

partiklll icin elemental analiz sonuclari.

Ornek Adi % C (karbon) | %H (Hidrojen) | %N (Azot) | %S (Kukiirt)
MYE kodlu partikiil 51.13 7.34 1.31 1.21
Poli(GDMA-co-GDGDA) 52.03 6.76 - -
4.2.2 pH etkisi

Tam galisma kosullar sabit tutulup, polimerik film kaplamasi sirasindaki pH degeri
degigstirilerek elde edilen MYA ve MYC kodlu manyetik partikillerin SEM
fotograflari Sekil 4.19.de verilmigtir. Sekil 4.22.’de goruldigu gibi yuzey
polimerizasyonu sirasindaki ortam pH'inin MYA kodlu partikilde 9 iken, MYC
kodlu partikilde 3 olmasi, bu partikullerin ylizey morfolojisi Uzerinde 6nemli bir

degisime neden olmamistir.

Sekil 4.19. Farkh pH degerlerinde sentezlenen manyetik polimerik partikullerin
SEM fotograflari. MYA kodlu partikul, bayutme: (a) 38905X, (b) 4000X. MYC kodlu
partikdl, buyuatme: (c) 40000X, (d) 4000X.
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SEM fotograflari yardimiyla MYA VE MYC kodlu manyetik partikuller icin
hesaplanan ortalama partikil boyu ve degisim katsayisi degerleri Cizelge 4.10.’da
verilmigtir. Butan calisma kosullari sabit alinip yalnizca polimerik film kaplamasi
sirasindaki ortam pH’inin degistiriimesinin, partikil boyu ve boy dagilimi Gzerinde

bir etkisi olmadigi goéralmustar.

Cizelge 4.10. Farkli pH degerlerinde hazirlanan MYA ve MYC kodlu manyetik
partikUllerin ortalama partikil boyu (Dp) ve boy dagilim degisim katsayisi (CV)

degerleri.
Yuzey Polimerizasyonu
Kod Monomer turi Dp (um) | CV(%)
pH
mL GDMA/ g partikil
MYA 1.2 9 3.73 5.83
MYC 1.2 3 3.73 6.18

Yuzey polimerizasyonu pH 9 degerinde gerceklestiriien MYA kodlu manyetik
partikul ile pH 3 degerinde gerceklestirien MYC kodlu partikdl i¢in elde edilen
manyetizasyon egrileri Sekil 4.20.’de verilmigtir. pH degeri 3’e ayarlanan MYC nolu
partikilde manyetik doygunluk degerinin MYA kodlu partikile goére azaldigi
gorulmustur. Bu nedenle diger partikal turlerinde ylzey polimerizasyonu

sirasindaki pH degistiriimeden pH9 degerinde ¢alisiimigtir.
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Sekil 4.20. Farkh pH degerlerinde hazirlanan MYA ve MYC kodlu manyetik

partiktllerin VSM analizi.

Sekil 4.21.’de goruldigu gibi, yuzey polimerizasyonu ortamindaki pH degeri
degisiminin manyetiklik Gzerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla MYA ve MYC
kodlu partikillerin manyetik davranislari UV spektrofotometresi ile izlenmigtir. pH 9
degerinde calisilan MYA kodlu partikilin bir manyetik alan varlidinda, manyetik

alan yonune dogru daha hizl toplandigi gérulmustuar.
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Sekil 4.21. Farkli pH degerlerinde hazirlanan MYA ve MYC kodlu manyetik

partiktllerin manyetik davraniginin UV spektrofotometresi ile izienmesi.
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4.3 Manyetik partikiillerin Protein Adsorpsiyon Ozellikleri

4.3.1 pH etkisi

Farkli monomer turleri ile hazirlanan MYA, MYD ve MYE kodlu manyetik partikuller
ile yapilan BSA adsorpsiyon deneylerinde pH’in protein adsorpsiyonuna etkisi
incelenmigtir. Farkh ylzey fonksiyonalitesine sahip manyetik partikuller icin denge
albumin adsorsiyonun pH ile degisimi Sekil 4.22.’de verilmektedir. pH degeri 3’ten
10’a kadar degistirilerek yapilan c¢alismalarda, pH degisiminin BSA
adsorpsiyonuna ¢ok dnemli etkisi oldugu goriimustir. Her Gg¢ manyetik polimerik
partikil tarinde de BSA’nin izoelektrik noktasi olan pH 5'te maksimum BSA
adsorpsiyonu gozlenmigstir. Diger pH degerlerinde ise protein yUkli haldedir ve
yuklenmis proteinin hidrasyonu ve buna bagl olarak ¢6zinUrligu daha yuUksektir.
Bu nedenle diger pH degerlerindeki BSA adsorpsiyonu pHS5’teki degerden daha
dusuk gikmigtir.
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Sekil 4.22. Farkli monomer tirleri ile hazirlanan MYA, MYD VE MYE kodlu
partiktller Gzerine BSA adsorpsiyonunda pH etkisi. BSA konsantrasyonu:

12mg/mL.
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pH 5e kadarki pH degerlerinde BSA’'nin yuku pozitif, MYD kodlu partikulin yuku
ise negatif oldugundan bu molekiller arasinda elektrostatik etkilesim vardir ve
adsorpsiyon gerceklesmektedir. Fakat BSA, izoelektrik noktasi olan pH 5
degerinde yuksuzdur ve bu pH’ta ¢ézunurlugu ¢ok azdir. Cozunurligu ¢ok az olan
BSA molekulu sulu fazdan kacarak hidrofobik yuzeyle daha fazla etkilesmistir ve
buna bagll olarak da yuksek adsorpsiyon meydana gelmistir. pH 5 degerinden
yuksek pH degerlerinde ise BSA’nin yuku negatif, manyetik polimerin yuki de
negatif oldugundan aralarinda elektrostatik itme gercekleserek dusuk adsorpsiyon

gozlenmigtir.

Dusuk pH degerlerinde hem MYE kodlu manyetik partikil hem de BSA molekulu
pozitif yukli oldugundan elektrostatik itme etkisiyle daha az miktarda adsorpsiyon
gerceklesmektedir. 5ten ylksek pH degerlerinde MYE kodlu partikilde olusan
hidrofobisite blyuk olasilikla pH 8 degerinde gbzlenen ve hidrofobik etkilesim

yoluyla gergeklesen adsorpsiyon maksimumunu agiklamaktadir.

4.3.2 Baslangi¢ protein derigimi etkisi

MYA, MYD ve MYE kodlu manyetik partikiller ile yapilan BSA adsorpsiyon
deneylerinde, pH dederi sabit tutulup, BSA konsantrasyonundaki degisimin
adsorpsiyona etkisi incelemigtir. BSA adsorpsiyon degerlerinin farkli maddeler ve
farkli BSA konsantrasyonlariyla degisimi Sekil 4.23.’da verilmistir. Her G¢ manyetik
polimerik partikilde de baslangic BSA derisimi arttikga, gram partikil basina
adsorplanan BSA miktari artmakta, belli bir derisimden (12mg BSA/mL) sonra ise

sabit kalmaktadir.
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Sekil 4.23. Farkli monomer tirleri ile hazirlanan MYA, MYD VE MYE kodlu
partiktllerin BSA adsorpsiyonuna BSA konsantrasyonu etkisi. pH: 5, tampon

¢Ozeltisi: sodyum asetat tamponu.

4.3.3 Partikul derigimi etkisi

Partikal derigsiminin BSA adsorpsiyonuna etkisi, 6érnek olarak secilen MYA kodlu
manyetik partikdl icin incelenmistir (Sekil 4.24.). Partikll derisim etkisi incelenirken,
BSA derigsimi olarak 12mg/mL alinmistir. Bu konsantrasyon degderi BSA
konsantrasyon taramasinda bulunan denge konsantrasyon degeridir. Sekil
4.24°de goraldugu gibi BSA c¢ozeltisi ile etkilestirilen partikil miktar arttikga

partikll basina adsorplanan BSA miktarinda azalma olmustur.
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Sekil 4.24. Partikdl miktari degisiminin MYA kodlu partikilin BSA adsorpsiyonuna

etkisi. pH: 5, tampon ¢ozeltisi: sodyum asetat tamponu

4.3.4 Adsorpsiyon kinetigi

Belli sure araliklarinda MYA Kkodlu partikilden ornekler alinarak partikilin
adsorpladigi BSA miktarlari kontrol edilmistir. Ortamin konsantrasyonu, denge
konsantrasyonu olarak bulunan 12 mg/mL ’ye ayarlanmigtir. Sekil 4.25.de
goraldugu gibi adsorplanan BSA miktari her gegen sure sonunda artis gostermis
ve yaklasik olarak 2. saatin sonunda adsorplanan miktar sabitlenerek dengeye
gelmistir. Adsorplanan BSA miktarinin 2.saatin sonunda dengeye gelmesi,
partikilin adsorplama kapasitesini doldurdugunu, adsorpsiyonun tamamlandigini
ve sure arttirnlsa dahi adsorpsiyon miktarinda bir degisme godzlenmeyecedini

gOstermigtir.
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Sekil 4.25. MYA kodlu partikil Gzerine BSA adsorpsiyonunun zamana bagl
degisimi. pH: 5, Tampon ¢ozeltisi: Sodyum asetat tamponu, BSA konsantrasyonu:

12mg/mL.

4.3.5 Desorpsiyon

MYA kodlu manyetik partikil icin pH 9 degerindeki borat tamponu kullanilarak
desorpsiyon c¢alismasi yapilmistir. Bu pH degerinde yapilan calismada BSA
konsantrasyonlari degistirilerek, farkli BSA derisimlerindeki desorpsiyon oranlari
incelenmigtir. Elde edilen veriler Sekil 4.26.’da gosteriimektedir. Her BSA
derisiminde gbdzlenen desorplanma orani incelendiginde, pH 9 degerinde BSA'nin

manyetik partikillerden desorpsiyonunun kantitatif oldugu goérilmastur.
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Sekil 4.26. Baslangi¢ protein derisiminin, BSA desorpsiyon degerlerine etkisi. pH:
9, tampon ¢ozeltisi: Borat tamponu.

BSA'nin MYA kodlu manyetik partikilden daha ihmli kosullarda desorpsiyon
davranisinin incelenmesi amaciyla, 1M sodyum Kklorur tuzu (NaCl) iceren pH 8
HEPES tamponu kullanilarak desorpsiyon c¢alismasi yapilmigtir. Farkh BSA
derisimleri icin elde edilen desorpsiyon degerleri Sekil 4.27.’de verilmistir. Buradan
goruldugu gibi pH degerinin noétrale yaklastinimasi, BSA desorpsiyonunu
zorlastirmaktadir. Bu durum pH 8 degerinde hidrofobik etkilesimin tam olarak

onlenemedigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.27. Baslangi¢ protein derisiminin, BSA desorpsiyon degerlerine etkisi. pH:
8, Tampon ¢odzeltisi: 1M sodyum klorur tuzu (NaCl) iceren pH 8 HEPES tamponu.

4.4 Partikiil Hiicre Etkilesim Galigmalan

Sharma ve ark. mikro ve nano polimerik partikillerin seklinin, fagositozda
gerceklesen yapisma ve igine alma evrelerini nasil etkiledigini incelemigtir.
Calisma kapsaminda, fare makrofaj hicre hatti kullanilarak 100 hucre/pl
derisimdeki hucreler 8 kuyucuklu kaltir kabina koyularak, 24 saat boyunca inkibe
edilmistir (Sharma et al., 2010). Sunulan ¢alismada dort farkli manyetik partiklin,
dort farkh derigsiminin farkli zaman araliklarinda incelenebilmesi amaciyla 96
kuyucuklu kultir kabi kullanilmistir. inkiibasyon siresi olarak ise 24 saat

alinmistir.

Hucrelerle etkilestirilen partikullerin sterilizasyonu icin literaturde, ultraviyole
Isinlari ile sterilizayon (Karakecili et al., 2007), otoklav kullanilarak sterilizasyon
(Werb and Reynolds, 1974) gibi cesitli yontemler kullaniimistir. Tez galismasi
kapsaminda sentezlenen manyetik partiklllerin sterilizasyonu otoklav ile
saglanmistir. Ancak, makrofaj hicreleri ile partikil etkilesiminde, 60.dakikanin
sonunda, iki kez hicre kontaminasyonu olustugu igin, etkilesim ¢alismasinin Gg

kez tekrarlanmasi gerekmistir.
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4.4.1 Fibroblastlar ile etkilesim

MYA, MYC, MYD ve MYE kodlu partikller, derisimleri 1600 partikil/pl tampon,
3200 partikal/pl tampon, 6400 partikal/pl tampon, 12800 partikal/pl tampon olacak
sekilde fosfat tamponu ile hazirlanmistir. Her manyetik partiktl tGrandn her ayri
derisim degeri icin belli zaman araliklarinda optik mikroskopta goéruntiler
alinmistir. 3200 partikal/ul tampon derigsimine sahip manyetik partiklller ile
etkilestirilen hicrelerin 12. (Sekil 4.28.), 24. (Sekil 4.29.), 48. (Sekil 4.30.) ve

72.saatin (Sekil 4.31.) sonundaki goruntuleri alinmistir.

Tdm zaman aralilarindan goéraldagu gibi MYA, MYC VE MYD kodlu manyetik
partikuller, fibroblast hlcrelerinin morfolojisinde herhangi bir bozulmaya neden
olmamistir. MYE kodlu manyetik partikil fibroblast hicreleri ile etkilestirildiginde
ise, fibroblast morfolojisi olarak gézlenen igsi uzantilarin olusmadidi ve hucrelerin
yuzeye tutunamadigr goézlenmistir. Sekil 4.28.’de goéruldugu gibi ortama eklenen

partikuller htcrelerin Uzerlerine ¢okmustur.

Sekil 4.28. 3200 partikil/pl tampon derisimdeki manyetik partikiller ile etkilestirilen
L929 hucrelerinin 12.saatin sonunda optik mikroskop altinda alinan fotograflari. (a)
MYA, (b) MYC, (c)MYD, (d) MYE. Buyutme: X400.
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Sekil 4.29. 3200 partikil/pl tampon derisimdeki manyetik partikuller ile etkilestirilen
L929 hucrelerinin 24 .saatin sonunda optik mikroskop altinda alinan fotograflari. (a)
MYA, (b) MYC, (c)MYD, (d) MYE. Buyutme: X400.

24. saat gozlemlerinde ortama konan partiklller segici olarak hicre
membranlarina yapismaktadir (Sekil 4.29.). Serbest olarak hicre kultur kabinin
yuzeyinde partikil goézlenmemektedir. MYE Kodlu partikillerde de bu davranis
devam etmekte, fibroblast hlcreleri yuzeye tutunamazken, manyetik partikiller

hicre membranina tutunabilmektedir.
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Sekil 4.30. 16000 partikll/5ul tampon derisimdeki manyetik partikuller ile
etkilestirilen L929 hicrelerin 48.saatin sonunda optik mikroskop altinda alinan
fotograflari. (a) MYA, (b) MYC, (c)MYD, (d) MYE. Buayutme: X400.

Sekil 4.31. 16000 partikll/5ul tampon derisimdeki manyetik partikuller ile
etkilestirilen L929 hicrelerin 72.saatin sonunda optik mikroskop altinda alinan
fotograflari. (a) MYA, (b) MYC, (c)MYD, (d) MYE. Buyutme: X400.
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Hizli ¢odalma oOzelligine sahip olan fibroblast hlcrelerinin sayisinin, zamanla
birlikte artisi Sekil 4.30. ve Sekil 4.31.’te net olarak goértulmustir. MYE kodlu
manyetik partikllin ise, etkilestirildigi L929 hicrelerinin  ylzeye tutunma
Ozelliklerini etkiledigi ancak 72. saatin sonuna varildigi zaman halen bir hucre

membran batlinldgunin korundugu rahatlikla gézlenmektedir.

Yuzeye tututan partikil/Hticre
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Sekil 4.32. 12800 partikdl/ yl tampon derisimdeki MYA, MYC, MYD ve MYE kodlu
manyetik partikullerin fibroblast hicreleri Uzerine tutunma davraniginin zamana

bagli degisimi.

Sekil 4.32’te manyetik partikll derisimi sabit tutularak, hicre ylzeyine tutunan
partikillerin zamana bagli degisimi incelenmistir. Optik mikroskopta alinan
goruntulerden de anlasildigi gibi fibroblast hicreleri zamanla hizli bir sekilde
cogalmaktadir. Yine zamana bagli olarak ylzeye tutunan manyetik partikdl
miktarinda da artis gbézlenmektedir. Ancak iki parametre de ayni anda degisim
goOsterdigi icin elde edilen zamana karsi ylzeye tutunan partikil miktari
grafiklerinden, zamanla tutunan partikil miktarindaki artis net olarak

g6zlenememektedir.
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Sekil 4.33. MYA, MYC, MYD ve MYE kodlu manyetik partikullerin (a) 12., (b) 24.,
(c) 48., (d) 72. saat sonunda hucre ylzeyine tutunan miktarlarinin, etkilestirilen

partikil konsantrasyonuna bagl olarak degisimi.

Sekil 4.33."den goruldigu gibi her zaman aralidi icgin, fibroblast hucreleri ile
etkilestirilen partikil miktari degistirilmistir. Hacre ile etkilestiriien manyetik
partiktllerin konsantrasyon degeri arttikga, hiicre ylzeyine tutunan partiktl miktari
da artmaktadir. Bu durum her zaman araligi igin gegerlidir. Manyetik partikillerin
polimerik filmlerinin igerdigi fonksiyonel gruplar birbirinden farkli oldugundan,
partiktllerin hicre ylzeyine tutunma davranislarn da farklilik gdostermektedir. MYE

kodlu manyetik partikalin film tabakasi sentezinde dimetil amino etil metakrilat gibi
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fagositozu  arttiran monomer kullanildigindan bu partikilde goérilen hicre
yuzeyine tutunma davranigl diger partikdl tarlerine goére daha fazladir. MYA ve
MYC kodlu manyetik partikullerin film tabakasinda fagositozu azaltici hidroksil
grubu bulundugundan bu partikul tlrlerinde gdzlenen hicre yuzeyine tutunma

miktari daha az olmustur.

4.4.2 Makrofajlar ile etkilegsim

1600 partikul/ul tampon, 3200 partikil/pl tampon, 6400 partikil/pl tampon, 12800
partiktl/ul tampon derisimlerinde hazirlanan MYA, MYC, MYD ve MYE kodlu
manyetik partikillerin belli zaman araliklarinda optik mikroskopta goruntileri
alinmistir. 3200 partikal/ul tampon derigsimine sahip manyetik partiklller ile
etkilestirilen makrofaj hucrelerinin 10. (Sekil 4.34.), 20. ( Sekil 4.35.), 30. ( Sekil
4.36.), 60. ( Sekil 4.37.) ve 120.dakikanin (Sekil 4.38.) sonundaki goruntileri

alinmistir.
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Sekil 4.34. 3200 partikil/ul tampon derisimdeki manyetik partikuller ile etkilestirilen
makrofaj hucrelerin 10.dakikanin sonunda optik mikroskop altinda alinan
fotograflari. (a) MYA, (b) MYC, (c)MYD, (d) MYE. Buyutme: X400.
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Sekil 4.35. 3200 partikil/pl tampon derisimdeki manyetik partikuller ile etkilestirilen

makrofaj

hdcrelerin  20.dakikanin sonunda optik mikroskop altinda alinan

fotograflari. (a) MYA, (b) MYC, (c)MYD, (d) MYE. Buyutme: X400.
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Sekil 4.36. 3200 partikil/ul tampon derisimdeki manyetik partikiller ile etkilestirilen

makrofaj

hicrelerin  30.dakikanin sonunda optik mikroskop altinda alinan

fotograflari. (a) MYA, (b) MYC, (c)MYD, (d) MYE. Buyutme: X400.
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Sekil 4.37. 3200 partikal/ul tampon derisimdeki manyetik partikdller ile
etkilestirilen makrofaj hicrelerin 60.dakikanin sonunda optik mikroskop altinda
alinan fotograflari. (a) MYA, (b) MYC, (c)MYD, (d) MYE. Buyutme: X400.
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Sekil 4.38. 3200 partikil/ul tampon derisimdeki manyetik partikuller ile etkilestirilen
makrofaj hucrelerin  120.dakikanin sonunda optik mikroskop altinda alinan
fotograflari. (a) MYA, (b) MYC, (c)MYD, (d) MYE. Buyutme: X400.
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Tum zaman araliklarinda goruldugu gibi makrofaj hucrelerinin sayisinda zamanla
birlikte bir degisim olmadigi ve makrofaj hlcrelerinin manyetik polimerik partikulleri
fagosite etmedidi goézlenmistir. MYA, MYC, MYD ve MYE kodlu manyetik
partikUllerin makrofaj hucrelerinin morfolojisinde bir bozulma ya da degismeye

neden olmadigi gorulmustar.

Genel olarak tum zaman dilimlerinde kultir kabinin yizeyinde serbest olarak
bulunan partikuller gézlenmektedir. Bunun nedeni makrofaj hicrelerinin sabit
olmayip, hareketli hicreler olmasi ve dolayisiyla partikillerin bu makrofaj hicre
yuzeylerine tutunmasinin zorlasmasidir. Fibroblast hucreleri ise hareketsiz
hdcreler oldugundan hucreler Gzerine tutunan manyetik partikiller sabit olarak

orada kalmistir.

Sekil 4.39. ve Sekil 4.40.’te manyetik partikil derisimi sabit tutularak, hicre
yuzeyine tutunan partiktllerin zamana bagli degisimi incelenmistir. TUm manyetik
partikul tlrlerinde, zamanla birlikte hiicre ylzeyine tutunan partikil miktarinda artis
gozlenmistir. MYE ve MYD kodlu manyetik partiktldeki tutunma oraninin MYA ve
MYC kodlu partikillere goére daha fazla oldugu goéruimustir. Bunun nedeni bu

partikullerin ylzeyinde fagositozu arttirici gruplarin yer almasidir.
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Sekil 4.39. 1600 partiktl/ul tampon derisimdeki MYA, MYC, MYD ve MYE kodlu
manyetik partikullerin fibroblast hdcreleri Uzerine tutunma davraniginin zamana

bagli degisimi.
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Sekil 4.40. 12800 partikll/pl tampon derigsimdeki MYA, MYC, MYD ve MYE kodlu
manyetik partiklllerin fibroblast hdcreleri Uzerine tutunma davraniginin zamana

bagli degisimi.

Sekil 4.41.’de makrofaj hucreleri ile etkilestirilen manyetik partikillerin farkl
konsantrasyon degerleri igin hlcre yuzeyine yapisma davranigi incelenmistir.
Etkilestirilen partiktllerin derisim deg@eri arttikga, hicre ylzeyine tutunan partikul

miktarlarinda ¢ok fazla olmamakla birlikte bir artis gdézlenmistir.
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Sekil 4.41. MYA, MYC, MYD ve MYE kodlu manyetik partikullerin (a) 30., (b) 60.

dakikanin sonunda hicre yuzeyine tutunan miktarlarinin etkilestirilen partikdl

konsantrasyonuna bagli olarak degisimi.
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4.4.3 Hela hucreleri ile etkilegsim

3200 partikal/pl tampon derisimine sahip olan manyetik partikiller ile etkilestirilen
HeLa hdcrelerinin baslangigtaki (Sekil 4.42.) ve 12. ( Sekil 4.43.), 24. ( Sekil 4.44.),
48. ( Sekil 4.45.) ve 72. ( Sekil 4.46.) saatin sonundaki goruntuleri alinmustir.

MYA, MYC VE MYD kodlu manyetik partikillerin HeLa huacrelerinin morfolojisinde
herhangi bir bozulmaya neden olmadigi tUm zaman araliklarinda net olarak
gorulebilmektedir. MYE kodlu manyetik partikillerin ise HeLa hucrelerinin yuzeye
tutunmasini engelledigi gérulmagstir. Baslangicta eklenen partikullerin hicrelerin
yuzeyine tutundugu Sekil 4.42.’te gorulmektedir. Sekil 4.43. ve Sekil 4.44.de
manyetik partikullerin hlcrelere dogru segici olarak gittigi ve hiicre Gzerine tutunan

partiktl miktarinin arttig1 net olarak gérulmektedir.

Sekil 4.42. 3200 partikdl/pl tampon tampon derisimdeki manyetik partikdller ile
etkilestirilen HelLa hucrelerinin  baslangigta optik mikroskop altinda alinan
fotograflari. (a) MYA, (b) MYC, (c)MYD, (d) MYE. Buyutme: X400.
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Sekil 4.43. 3200 partikil/pl tampon derisimdeki manyetik partikuller ile etkilestirilen
HelLa hdcrelerinin 12.saatin sonunda optik mikroskop altinda alinan fotograflari.
(a) MYA, (b) MYC, (c)MYD, (d) MYE. Blyutme: X400.

Sekil 4.44. 3200 partikil/ul tampon derisimdeki manyetik partikuller ile etkilestirilen
HelLa hdcrelerinin 24.saatin sonunda optik mikroskop altinda alinan fotograflari.
(a) MYA, (b) MYC, (c)MYD, (d) MYE. Blyutme: X400.
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Sekil 4.45. 3200 partikil/ul tampon derisimdeki manyetik partikuller ile etkilestirilen
HelLa hdcrelerinin 48.saatin sonunda optik mikroskop altinda alinan fotograflari.
(a) MYA, (b) MYC, (c)MYD, (d) MYE. Blyutme: X400.

Sekil 4.46. 3200 partikil/ul tampon derisimdeki manyetik partikuller ile etkilestirilen
HelLa hdcrelerinin 72.saatin sonunda optik mikroskop altinda alinan fotograflari.
(a) MYA, (b) MYC, (c)MYD, (d) MYE. Blyutme: X400.
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HelLa hicrelerinin sayisinin zamanla birlikte artisi Sekil 4.45. ve Sekil 4.46.dan
rahat¢ca gorulmektedir. MYE kodlu manyetik partikil digindaki partikal tarleri igin
tum zaman araliklarinda alinan goruntulerde hicre ylzeyine tutunmayip serbest

halde bulunan partikul gézlenmemektedir.

Sekil 4.47.de manyetik partikillerin zamanla birlikte HelLa hucre yuzeylerine
tutunma davranigini gostermektedir. Zaman igerisinde hucre yuzeyine tutunan
partikil miktarinin artmasina ragmen, HelLa hucreleri de zamanla ¢ogaldigi igin
Sekil 4.47.’de net bir artis gdézlenememistir. Bu nedenle hicre ylzeyine tutunan

partikil miktarinin partikil konsantrasyonu ile degisimi incelenmigtir.
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Sekil 4.47. 3200 partikdl/pl tampon derisimdeki MYA, MYC ve MYD kodlu
manyetik partiktllerin HelLa hucreleri Uzerine tutunma davraniginin zamana bagli

degisimi.

Sekil 4.48.’de 12.saatin sonunda farkl partikll derisimleri igin elde edilen veriler
gosterilmistir. Hlcre ile etkilestirilen partikil konsantrasyonu arttikga, tutunma

davranisinda meydana gelen artis da rahatga gdzlenebilmistir.
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Sekil 4.48. MYA, MYC ve MYD kodlu manyetik partikillerin 12.saatin sonunda

hlcre yuzeyine tutunan miktarlarinin etkilestirilen partikil konsantrasyonuna bagl

olarak degisimi.
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5 SONUGLAR

v’ Calismada ilk olarak mikrosiispansiyon polimerizasyonu metodu
kullanilarak kuresel formda, monodispers ve makrogozenekli poli( GDMA-
co-GDGDA) partikllleri sentezlenmigtir.

v Sentezlenen partikillerin manyetizasyonu igin iki farkli yontem kullanilmistir.

v" MikrosUspansiyon polimerizasyonu sirasinda gerceklestirilen
manyetizasyon iglemi, kullanilan ilk manyetiklestirme ydntemdir.
Sentezlenen manyetik polimerik partiktllerin SEM fotograflarindan degisim
katsayisi degerleri hesaplanarak, bu partikillerin dar bir boy dagilimina
sahip oldugu yani monodispers yapida olduklari gérulmagtur.

v' Sentezlenen manyetik partikillerin manyetik 6zelliklerinin incelenmesi
amaclyla VSM ile karakterize edilmistir. Elde edilen manyetizasyon
egrilerinden, partikullerin stiperparamanyetik formda oldugu gdézlenmigtir.
UV spektrofotometresi ile optik izleme metodu kullanilarak elde edilen
verilerin, VSM analizinden elde edilen manyetizasyon egrileri ile uyustugu
gozlenmigtir.

v' Ylzey polimerizasyonunda kullanilan GDMA derigsimi etkisi incelenerek,
artan GDMA derigimi ile partikil gdzenekliliginin kayboldugu gdzlenmigtir.
Ayrica, artan GDMA derisiminin maddenin manyetik 6zelligini azaltici yonde
etki yaptig1 goralmustar.

v' Farkli manyetik ylikleme ile (Uretilen manyetik partikillerin SEM
fotograflarindan, ylzeyde ortalama gbzenek boyutunun arttigi ve
sungerimsi formdaki gbzeneklerden, krater tipi gdzeneklere gecildigi
gozlenmigtir.

v" Manyetik yliklemenin daha fazla oldugu partikillerin daha ylksek manyetik
doygunluk degerine sahip oldugu manyetizasyon egrilerinden gézlenmigtir.

v' Gliserol dimetakrilat (GDMA), 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) ve metakrilik
asit (MAA) monomerleri kullanilarak farkli yuzey fonksiyonel gruplarina
sahip manyetik partikiller elde edilmistir. HEMA ve MAA monomerlerinin,
manyetik mikrokurelerin yuzeyinde gozenekliligin azalmasina ve manyetik

Ozelliklerinin bir miktar azalmasina neden oldugu gorulmasgtur.
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v' Tim kaplama kosullar sabit tutularak iki farkli NH;OH derisimi ile manyetik
partikil sentezi gergeklestirilmistir. NH,OH derisimi degisiminin partikul
ortalama boy ve boy dagilimi Uzerinde etkili olmadigi goérulurken, NH,OH
derisimi arttirldiginda, demir tuzlari daha fazla oranda demir oksite
donustigunden partiklin manyetik 6zelliklerinde bir artis gézlenmistir.

v" MikrosUspansiyon polimerizasyonu tamamlandiktan sonra gergeklestirilen
manyetizasyon proseduru, kullanilan ikinci manyetiklestirme yontemidir. Bu
yontemle sentezlenen manyetik polimerik partikillerin SEM fotograflarindan
degisim katsayisi degerleri hesaplanarak, dar bir boy dagilimina sahip
oldugu yani monodispers vyapida olduklart goérdimustir. Yine SEM
fotograflari  kullanilarak, sentezlenen manyetik polimerik partikillerin
ortalama ¢ap degerinin 3.73 um oldugu hesaplanmistir.

v' Sentezlenen manyetik partikillerin manyetik 6zelliklerinin incelenmesi
amaclyla VSM ile karakterize edilmistir. Elde edilen manyetizasyon
egrilerinden, partikullerin stiperparamanyetik formda oldugu gdézlenmigtir.
UV spektrofotometresi ile optik izleme metodu kullanilarak elde edilen
verilerin, VSM analizinden elde edilen manyetizasyon egrileri ile uyustugu
gozlenmigtir.

v' Yizey polimerizasyonu sirasinda farkli monomer tirleri kullanilarak
manyetik polimerik partikiller sentezlenmistir. Kaplamada kullanilan
monomer turlerinin degistiriimesinin partikul boyutu Gzerinde etkili olmadigi
anlasiimistir. Ylzey polimerizasyonunda GDMA monomeri kullanilan MYA
kodlu partikilin en iyi manyetik 6zellige sahipken, karboksil fonksiyonel
grubuna sahip olan MYD kodlu partikilin en dusuk manyetik doygunluk
degerine sahip oldugu gorulmustar.

v' BET azot adsorpsiyon sistemi kullanilarak elde edilen ylizey alani
verilerinden, yuzey polimerizasyonunda kullanilan monomer ¢esidinin
DMAEM oldugu manyetik partiktl tarinin en dusik ylzey alanina sahip
oldugu goériimustir. GDMA monomeri ile kaplanan manyetik partikul
turinUn ise en genis ylzey alanina sahip oldugu gorilmastur.

v Karboksil fonksiyonel grubuna sahip olan MYD kodlu manyetik partikil tarG
icin potansiyometrik titrasyon c¢alismasi yapilarak 1 g partikll icerisinde
2.16 mmol MAA ve buna bagl olarak da 2.16 mmol karboksil grubu

baglandid goralmustar.
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Yuzey polimerizasyonu monomeri olarak DMAEM monomeri kullanilan
MYE kodlu manyetik partikil tGrunun icerdigi DMAEM miktarinin tayin
edilmesi amaciyla elemental analiz yapilmistir. Analiz sonucunda 1 gram
manyetik partikil igerisinde 147,1 mg DMAEM bulundugu hesaplanmistir.
TUm polimerizasyon kosullari sabit tutulup sadece polimerik film kaplamasi
sirasindaki pH degerinin degistiriimesinin, partiktllerin ortalama partikul
¢ap! ve yuzey morfolojisi Uzerinde 6nemli bir degisiklige neden olmadigi
MYA ve MYC kodlu manyetik partikillerin SEM fotograflarindan
goralmaustar.

Farkli monomer tirleri ile hazirlanan MYA, MYD ve MYE kodlu manyetik
partiktller ile yapillan BSA adsorpsiyon deneylerinde pH’In protein
adsorpsiyonu Uzerindeki etkisi incelenmis ve pH degdisiminin BSA
adsorpsiyonuna g¢ok o6nemli etkisi oldugu gérilmistir. Ug manyetik
polimerik partiktl tirinde de BSA’nin izoelektrik noktasi olan pH 5’te
maksimum BSA adsorpsiyonu gozlenmigtir. Diger pH degerlerinde ise
protein yukli halde oldugundan ve ¢ozunurligu yuksek oldugundan
adsorpsiyon degerleri daha dugsuk ¢ikmistir.

BSA konsantrasyonundaki degisimin adsorpsiyona etkisi incelenmis,
baslangic BSA derisimi arttikga gram partikil basina adsorplanan BSA
miktarinin arttigi, 12mg BSA/mL derisiminden sonra ise sabit kaldigi
goralmaustar.

BSA c¢ozeltisi ile etkilestirilen partikil miktari  degisiminin  BSA
adsorpsiyonuna etkisi incelenerek, etkilegtirilen partikil miktari arttik¢a
partikil basina adsorplanan BSA miktarinda azalma oldugu gorualmastur.
Adsorpsiyon kinetigi calismasinda zamanla adsorplanan BSA miktari
degisimi incelenmis, adsorplanan miktarin zamanla artis gosterdigi ancak 2.
Saatin sonunda sabitlenerek dengeye geldigi gérulmustir.

pH 9 borat tamponu ile yapilan desorpsiyon ¢alismasinda BSA’nin manyetik
partikullerden desorpsiyonunun kantitatif oldugu, pH 8 HEPES tamponu ile
yapilan adsorpsiyon c¢alismasinda ise BSA desorpsiyonunun zorlastigi
goralmastar.

L929 ve Hela hicre etkilesimlerinde, zaman igerisinde hlcre yuzeyine

tutunan partikil miktarinin artmasina ragmen, L929 ve HelLa hucreleri de
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zamanla c¢ogaldid1 icin zamana baglh olarak yluzeye tutulan partikil
miktarinin arttigi net olarak gézlenememigtir.

Belli bir zaman araliginda, hucre ile etkilestiriien manyetik partiktllerin
konsantrasyon degeri arttik¢a, huicre yuzeyine tutunan partikdl miktarinin da
arttigr goéralmastar.

Partiklllere yapisma ve aktif olarak fagosite etme yetenegi bulunan
makrofaj hicreleri, manyetik partikuller ile etkilestirilerek, partiktllere karsi
olan davranigl incelenmistir. Zamana bagli olarak tim guruplarda fagosite
edilen/ylzeye tutulan partiktl miktarinin arttig1 gérdlmastar.

L929 ve HelLa hicre etkilesimlerinde ortamda serbest partikl
gozlenmezken (partikiler hacrelerin  ylzeyinde gorulirken), alveolar
makrofajlarda ortamda serbest halde partikiller gézlenmistir. Bu serbest
haldeki partikillerden dolayr hicreye aktif olarak partikillerin
yonelmedikleri, ancak zamana bagl olarak tutulan partikil sayilarindaki
artisin, hacrenin partikillere dogru yonelmesinden kaynaklandigi seklinde
yorumlanmigtir.

L929 ve HelLa hucre galismalarinda, DMAEM fonksiyonel gruplarini igeren
MYE kodlu partikilin bu hdcrelerin membranina tutunabildigi ancak, bu

hdcrelerin yuzeye tutunmasini engelledigi gozlenmigtir.
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