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Onsoz

Ultrason kontrast ajanlarmin hastalik teshis ve tedavisinde kullanimina yonelik
caligmalarin sayisi literatiirde giinden giine artmaktadir. Bu, biiylik bir pazar potansiyelinin
oldugunu gostermektedir. Ulkemizde ultrason kontrast ajanlari, bilgimiz dahilinde, ne
laboratuvar ortaminda, ne de ticari olarak heniiz {iretilmemektedir. Tiirkiye’de ultrason
kontrast ajanlari ile yapilmis yok denecek kadar az sayida klinik calismaya rastlamaktayiz.
Yapilan calismalarda ise daha ¢ok, Avrupa’da gelistirilen Levovist®, Echovist® gibi
mikrokopiikeiikler kullanilmistir. Oysa, ozellikle ABD’de olmak tizere ve ¢ogunlukla da
hedeflendirilmis goriintiillemeye yonelik, sayisiz klinik ¢alisma bulunmaktadir. Bunun sebebi,
tiretici firmalarin daha ¢ok ABD ve Avrupa iilkelerinde bulunmasi ve ticari olarak
kullanimlarindan 6nce ilgili Gida ve ilag Dairesince onay almak igin iiretici firmalarin
mikrokopiikeiiklerin in-vivo davranislart ve farmakokinetik testler i¢in pek ¢ok sayidaki klinik
merkezlere ve hastanelere bagvurmasidir. Ancak bu testler yapilirken {irtiniin formulasyonu
firma tarafindan gizli tutulmaktadir. Tiirkiye’de tiretimi olmadig1 ve ¢ok pahali olduklarindan
(ornegin  Definity®-  $100-150  civarindadir) tipta  klinik  arastirmalarda  da

kullanilamamaktadir.

Tiirkiye Bilimsel Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan desteklenen bu proje ile,
ultrason kontrast ajanlarmin monotabaka yapisi analiz edilmis, daha kararli yapida ve fiyati

dustirilmiis mikrokopiikgtikler tiretilmistir.

Bu projenin gerceklesmesinde mali destek veren TURKIYE BILIMSEL VE
TEKNOLOJIK ARASTIRMA KURUMU (TUBITAK)’a, deneylerin gergeklestirildigi
[ZMIR YUKSEK TEKNOLOJI ENSTITUSU ne, projenin gerceklestirilmesinde emegi gecen
Yiiksek Lisns dgrencileri, Elif Seniz BOLUKCU, Emine Aysu SAGDIC, ve Derya KOSE’ye

tesekkiir ederiz.
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Ozet

Ultrasonografi, basta koroner kalp damar hastaliklar1 (ekokardiografi) olmak {izere, ¢esitli
hastaliklarin teshisinde kullanilan ve maliyet etkinligi olan bir diagnostik goriintiileme yontemidir.
Ultrasonda goriintii, transdiiserden gonderilen ses dalgalarinin geriye yansimasi sonucu olusmaktadir.
Ancak, bazi durumlarda gevreleyen dokulardan gelen arka plan sinyaller yontemin hassasiyetini
azaltmakta, dogru teshis icin yeterince net bir goriintii elde edilememektedir. Gortintii kalitesinin
artirnlmast i¢in kontrast ajani olarak adlandirilan mikrokopiikgiikler kullanilmaktadir. Ayrica,
mikrokopiikgiikler ilag, gen, ve DNA tasimakta ve kontrolli salimlarda da kullanilmaktadir.
Mikrokdopiiketiklerin bu ve daha nitelikli alanlarda kullanilabilmeleri i¢in, yapilarinin giiglendirilmesi

ve stabilitelerinin artirtlmalar gerekmektedir.

Bu ¢alismada, molekiiler goriintiilemede kullanilabilecek ultrason kontrast ajanlarinin
monotabaka yapisiin yeniden tasarimi, mikrokopiikeiik sentezi, ve karakterizasyonlar1 yapilmustir.
Calismada, optimum biiyiikliikte, yiiksek stabilitede mikrokopiikeiikler elde edebilmek i¢in ozellikle
hidrojen bagi, iyonik etkilesimler, elektrostatik etkilesimler, van der Waals etkilesimleri, hidrofobik-
hidrofobik etkilesimler gibi ikincil kuvvetlerin etkin oldugu zar yapisi olusturulmaya ¢alisilmistir. Bu
kapsamda, ayni hidrokarbon zincir uzunluguna sahip fakat farkli polar gruplar i¢eren fosfolipidler
kullanilmistir. Secilen fosfolipidler, hidrojen bagi yapma kapasitesi olan DSPG, DSPA, Stearil-
gliserol, DSPE; iyonik etkilesim yapma kapasitesi olan, DSPS, DSTAP, Stearil amine; ve hidrofilik-
hidrofobik etkilesimleri olan farkli zincir uzunluklarinda emiilsifier, DSPE-PEG,, molekiilleridir.
Ayrica, Kolesterol’tin, kullanilan gaz tipinin ve alt-faz (sub-phase) saklama c¢ozeltisinin
mikrokoptikctikler tizerine etkileri incelenmistir. Mikrokoptikeiiklerin dinamik stabiliteleri farkl
kayma gerilimlerinde test edilmistir. Mikrokopiikeiikler {izerine meme kanserine 6zgii biyolojik
molekiller takilarak hedeflenebilir mikrokopiikgtikler tiretilmistir. Farkli akis hizlarinda insan meme
kanseri hiicrelerine tutunma ve baglanma (yapisma) davraniglari incelenmistir. Sonugta, mevcut
formulasyonlarda kullanilan 9:1 mol oraninda DSPC:PEG4St yerine, 5:5 mol oraninda
DSPC:PEGy4,St formulasyonlar1 onerilmistir. Bu, pahali olan ultrason kontrast ajanlarinin ayni
zamanda fiyatim1 da distrmiistiir. Mikrokopiikeiik yapisina eklenen ve hidrojen baglari yapabilen

DSPG molekiilleri, bu ajanlar1 daha da kararli ve dar bir boyut dagilimli hale getirdigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Ultrason, kontrast ajani, mikrokopiik¢iik, fosfolipid, monotabaka, Langmuir-

Blodgett, LB, Brewster a¢is1 mikroskopu, BAM, molekiiler gériintiileme.

XVii



Abstract

Ultrasonagraphy has been widely used in diagnosis of various diseases, especially coronary
heart diseases (echocardiography), and is a cost-effective diagnostic imaging technique. An ultrasound
image is generated from the scattered sound waves transmitted through a transducer. However, the
background signals from the surrounding tissues sometimes reduce the accuracy of the measurement,
resulting in a poor image for the diagnosis. In order to improve the image quality, ultrasound contrast
agents so called microbubbles have been used. Besides, microbubbles have also been used in drug,
gene, and DNA delivery, and their controlled release. In order to employ microbubbles in these and

further applications, their shell structures need to be engineered and their stability increased.

In this study, the monolayer shell structure of ultrasound contrast agents used in molecular
imaging were redesigned and characterized. Shell structures under the influence of secondary forces,
such as hydrogen bonding, ionic interactions, electrostatic interactions, van der Waals interactions, and
hydrohilic-hydrophobic interaction, were aimed to be composed for the optimum size and enhanced
stability. In this regard, phospholipids having the same hydrocarbon chain length but different head
groups were used. Selected phospholipids and fatty acids were the molecules of DSPG, DSPA, Stearyl
glycerol, and DSPE for hydrogen bonding; DSPS, DSTAP, and Stearyl amine for ionic interactions;
and DSPE-PEG lipopolymers with different PEG chain lengths for hydrophilic-hydrophobic
interactions. In addition to these molecules, effects of cholesterol, gas type, and sub-phase storage
solution on the microbubble stability were investigated. Dynamic stability of the microbubbles were
tested under different shear rates. Targeted microbubbles were produced by conjugating the
microbubbles with a biomolecule specific to breast cancer cell line. Their binding and adhesion to the
human breast cancer cells were investigated under different shear rates. As a result, 5:5 mol ratio of
DSPC:PEG40St were suggested instead of 9:1 mol ratio used in the traditional formulations. The
suggested formulation thus reduced the cost of the expensive ultrasound contrast agents. It was found
that the addition of DSPG, capable of hydrogen bonding, to the microbubble formulations made these

agents even more stable with a controlled size distribution.

Keywords: Ultrasound, contrast agents, microbubble, phospholipid, monolayer, Langmuir Blodgett,

LB, Brewster angle microscopy, BAM, molecular imaging.
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1. GIRiS

Ultrason, tanisal goriintiileme yontemi olarak diinyada en ¢ok kullanilan medikal
goriintiileme teknigidir (Klibanov, 1999; Riess ve ark., 2003). Ornegin, Amerika Birlesik
Devletleri’nde sadece 7000 adet tomografi cihazi ve 5000 adet magnetik rezonans
gorlintiileme cihazi aktif olarak kullanilirken, 75000 adet ultrason cihazi kullanilmaktadir.
Ultrasonografi tipta, 6zellikle koroner kalp damar hastaliklarinin goriintiilenmesinde yaygin
olarak kullanilan bir radyolojik tam1 yontemidir. 1970 yillarda klinige girmeye baslayan
ultrasonun, viicut organlarinin goriintiilenmesi ve hastalik tanisinin konmasindaki kullanimi
giderek artmaktadir. Ayrica, hi¢ bir bilinen yan etkisi ve pahali bir yontem olmadig igin,
girisimsel radyolojide bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans (MR) ve anjiografi gibi
diger radyolojik goriintiileme yontemlerine kiyasla ultrason daha sik tercih edilmektedir.
Yaklagik olarak yilda 100 milyon kalp, dolagim sistemi, ve karin bolgesine ait ultrason
goriintiisii alinmaktadir (Riess ve ark., 2003). Ultrason ile goriintiileme diistik riskli, diisiik
maliyetli ve aninda goriintii verebilen bir tekniktir. Ayni zamanda bu yontem ile
goriintiilemede hasta zararli radyasyon 1sinlarina maruz kalmamaktadir. Medikal ultrason ile
gorlintiileme teknigi sinyal-yanki prensibine baglidir. Bu teknigin c¢alisma prensibine gore
ultrasonik gii¢ cevirici (transducer) cildin tizerine yerlestirilir ve viicuda ultrason sinyali
gonderir. Bu sinyallerden bazilar1 viicuttaki doku ve yapi farkliliklarindan dolay1 geri yansir.
Bu geri yansiyan ultrason dalgalar1 gii¢ ¢evirici tarafindan yakalanir ve elektriksel sinyalllere
doniistiiriilerek goriintiileme sistemi tarafindan dijitallestirilir (Hernot ve Klibanov, 2008).
Saglikli ve hastalikli dokular arasindaki farkliliklar1 gézlemleyebilmek icin viicutta dolasan
kan1 goriintiilemek ¢ok Onemlidir. Ancak, kanin sivi fazda olmasindan dolay1
sikistirilabilirligi diistiktiir ve ultrason dalgalarini gii¢lii bir sekilde geri yansitamaz. Ayrica,
saglikli dalak, karaciger ve bobrek, bazi tiimorlerle ayni akustik ozelliklere sahiptir. Bu
kisitlamalardan dolayr normal ve hastalikli dokular arasindaki farkliliklar net sekilde
gortintiilenememektedir (Hernot ve Klibanov, 2008; Riess ve ark., 2003; Wang ve ark.,

1996).

Ultrason ile goriintiileme yonteminde, goriintii kalitesinin zayif olmasi ile ilgili bu
kisitlamalar, viicuda enjekte edilebilen ve ultrason dalgalarini kuvvetli bir sekilde yansitabilen

kontrast ajanlar1 kullanilarak giderilebilir. Ultrason kontrast ajanlar1 biyo-uyumlu



malzemelerden elde edilen kolloidal yapilardir. Gaz-sivi emiilsiyonlar1 (mikrokopiikgiikler),
sivi-sivl  emiilsiyonlart (nanodamlalar), ve lipozomlar ultrason kontrast ajani olarak
kullanilmaktadir. Fakat kati ve sivi nanopargaciklar, gaz mikrokdpiikgiiklere gore ultrason
sinyallerini daha az yansitirlar (Borden ve ark., 2010; Sirsi ve Borden, 2009). I¢i gaz dolu, 1-
8 um boyutlarindaki mikrokoptiikgiikler ise ultrason goriintiillemede daha yaygin olarak tercih

edilmektedirler (Hernot ve Klibanov, 2008).

Mikrokopiikciiklerin gaz ¢ekirdegi, diisiik yogunluklu ve yiiksek sikistirilabilme
ozelligine sahiptir. Gaz c¢ekirdeginin bu o6zelliginden dolayi, mikrokopiikgiikler ultrason
akustik dalga altinda buziilip genisleyebilirler ve kuvvetli yanki (echo) olustururlar. Son
yillarda, bu gaz cekirdeginin etrafi ince bir zar (shell) ile kapli mikrokopiik¢tikler tercih
edilmektedir; ¢tinkii, bu mikrokopiik¢iikler damar sisteminde rahatlikla ilerleyebilmektedir ve
ultrason ile goriintiileme metodunun tant koyma kapasitesini artirmaktadir. Bu
mikrokopiikeiikler ultrasonik alana maruz kaldiklarinda ultrasonik basing dalgalarma giiglii
bir sekilde tepki vermektedir ve bu dalgalar etkili bir sekilde yansitmaktadir. Malzemeler
kendilerine 6zgii sesin malzeme i¢indeki hizi ve fiziksel yogunlugunun iirtinii olan akustik
empedansa sahiptirler. 1ki komsu malzeme arayiizeyindeki yansimanin siddeti ve ses
dalgasinin yogunlugu bu iki malzenin akustik empedanslar1 arasindaki farkliliga baghdir.
Gazin akustik empedansi suyun, yumusak dokularin ve kemigin akustik empedansina gore
oldukca dustiktiir. Akustik empedanslar arasindaki bu yiiksek farklilik gii¢lii yansiyan ses
dalgalarinin olugmasini saglar. Bu yilizden, mikrokopiikeiikler viicutta giiclii sinyaller
olustururlar, 1iyi bir kontrast ortami yaratirlar ve boylece goriintiileme kalitesini
artirmaktadirlar (Albrecht ve Hohmann, 2004; Hernot ve Klibanov, 2008). Ultrasonda,
patolojik ve normal dokular arasinda kontrast olusturarak dogru bilgiler elde edilmesini

saglarlar (Hernot ve Klibanov, 2008; Klibanov, 1999).

Mikrokopiikciikler, ultrasonun kullanildigr ila¢ ve gen tasinim sistemleri olarak da
yiiksek potansiyele sahiptirler (Dijkmans ve ark., 2004; Lentacker ve ark., 2009; Sirsi ve
Borden, 2009; Unger ve ark., 2004). Bu amagcla, kullanilacak mikrokopiik¢iiklerin ekojenik
olmalarinin yanisira, viicut i¢inde daha uzun siire stabil kalabilmeleri ve embolizm riski
yaratmamalar1 gerekir (Liu ve ark., 2006, Wang ve ark., 1996). Bunlara ilavaten,

mikrokopiik¢iiklerin - boyutlar1  kritik bir parametredir. Biiyilk mikrokopiikgiikler ses



dalgalarin1 daha kuvvetli bir sekilde yansitmasina ragmen, mikrokopiik¢iiklerin kilcal

damarlardan gegebilmeleri i¢in boyutlari 8 pm’yi gegmemelidir (Schutt ve ark., 2003).

Kontrast ajanlarin1  kullanarak yapilmasi disiiniilen ultrason uygulamalari igin,
mikrokopiik¢iiklerin birka¢ dakikadan daha fazla siire stabil kalmasi gerekmektedir. Bu
durumda mikrokdpiikciiklerin hem saklama siiresince hem de in vivo uygulamalar sirasinda
stabilitesi biiyiik 6nem tagimaktadir (Klibanov, 1999). Mikrokopiikgiiklerin bir zar yapisi ile
kapstillenmesi  stabilitenin ~ artmasin1  saglayarak ~ mikrokopiikctiklerin -+~ Omriini
uzatabilmektedir. Bu zar yap1 mikrokopiikciiklerin daha standart biiyiiklik dagilimina sahip
olmasin1 da saglamaktadir. Fakat, secilen zarin elastik yapida olmasi gerekir; zira, elastik
zarim mikrokopiikciiklerin akustik 6zelligini arttirdigi savunulmaktadir (De Jong ve ark.,
1992; Hernot ve Klibanov, 2008). Ayrica, mikrokopiik¢iiklerin ultrasonik basing altindaki
saglamlig1 ve direnci zar yapist 6zellikleri ile belirlenmektedir. Mikrokopiikeiiklerde bu zar
yap1 protein, polimer, fosfolipid gibi bio-uyumlu malzelemelerden olusmaktadir. Ancak, daha
once yapilan calismalar gostermistir ki, polimerden olusan zar yapilarinda catlaklar olusmus
ve bu catlaklara bagli olarak gaz kayiplari olmus, dolayisiyla stabilite problemleri
yasanmistir. Ayrica, protein kapli mikrokopiik¢iiklerin de damarlara yapisma egiliminde
oldugu gozlemlenmistir (Borden ve ark., 2005; Hernot ve Klibanov, 2008). Bu davranislarin
aksine fosfolipid kapli mikrokopiikcliklerde bu tarz olumsuzluklara rastlanmamistir. Bu
ytizden fosfolipidler zar yap1 malzemesi olarak en sik tercih edilen malzemelerdir (Kim ve
ark., 2004; Lozano ve Longo, 2009; Tinkov ve ark., 2009). Mikrokopiik¢iiklerin zar
yapisinda fosfolipidlerin temel malzeme olarak secilmesinin diger bir nedeni ise,
fosfolipidlerin hiicre membranlarin da yapt tasi olmalari, dolayisyla biyo-uyumlu

olmalaridir.

Literatiirde genellikle DSPC ve PEG40St bilesenleri 9:1 mol oranlarinda karistirilarak
mikrokopiikeiikler hazirlanmaktadir (Borden ve Longo, 2002; Sirsi ve ark., 2010; Swanson
ve ark., 2010; Talu ve ark., 2006). Fakat, yapilan ¢alismalar bu oranda hazirlanan
mikrokopiikeiiklerin viicut sicakliginda stabil kalmadigint gostermektedir. Bu sebeple daha
stabil mikrokopiikciikler elde edebilmek i¢in farkli formulasyonlarda mikrokopiikeiiklerin
hazirlanmasi1 gerekmektedir. Mikrokopiikgiiklerin stabiliteleri bugiinkii ultrason uygulamalari
ve gelecekte gerceklesmesi planlanan uygulamalar i¢in olduk¢a dnemli olmasina ragmen, zar

yap1 bilesimi ve bu bilesimi olusturan malzemelerin stabilite {izerine etkisini inceleyen ¢ok az



sayida calisma bulunmaktadir. Daha stabil mikrokopiikciikler elde edebilmek igin zar
yapisinin yeniden tasarlanmasi ve karakterize edilmesi gerekmektedir. Zar yapinin stabilitesi,
bu yapiyr olusturan malzemeler arasindaki etkilesime baghdir (Xing ve ark., 2010). Bu
calismada, zar stabilitesi hakkinda bilgi elde edinebilmek i¢in mikrokopiikgiiklerin zar
yapisini olusturan molekiiller arasindaki etkilesimlerin incelenmesi ve elde edilen bulgular
1s1¢inda  zar yapisinin  yeniden tasarimi ve mikrokopiikgiiklerin  karakterizasyonlari

amaglanmaktadir.

Mikrokopiikciiklerin -+ gaz-sivi  yiizeyine olduk¢a benzerlik gosteren gaz-sivi
araylizeyindeki monotabakanin faz davranislari-Langmuir-Blodgett (LB) metodu ile
incelenebilmektedir (Moghaddam ve ark., 2011). Bu sebeple, ¢alismada zar yapiy1 olusturan
malzemeler arasindaki etkilesimler ve faz davranislari Langmuir-Blodgett (LB) metodu
kullanilarak incelenmistir (Shen ve ark., 2008; Wang ve ark., 1996; Xing ve ark., 2010). Bu
metoda ilaveten Brewster A¢ist Mikroskobu (BAM) ve Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)
tamamlayict teknikler olarak kullanilmistir. Brewster Acisi prensibine gore ¢alisan BAM,
Floresan Mikroskobunda oldugu gibi ilave bir bilesen gerektirmeyen bir metod olup,
monotabakanin  morfolojik  6zelliklerinin  ve faz davraniglarinin @ mikro seviyede
incelenmesinde kullanilmaktadir (Arnold ve ark., 2005; Brandal ve ark., 2007; Kubo ve ark.,
2001; Lucero ve ark., 2008; Risovic ve ark., 2011). Diger yandan AFM metodunda,
molekiillerin nano seviyedeki organizasyonu hakkinda bilgi edinilmektedir (Connell ve
Smith, 2006; Deleu ve ark., 2001; Takamoto ve ark., 2001). iki-boyutta (2D) elde edilen bu

bulgular 15181nda yeni mikrokopiikeiikler sentezlenmis ve karakterizasyonlar1 yapilmistir.

Calismada, optimum biiytikliikte, yiiksek stabilitede mikrokopiikeiikler elde edebilmek
icin ozellikle hidrojen bagi, iyonik etkilesimler, elektrostatik etkilesimler, van der Waals
etkilesimleri, hidrofobik-hidrofobik etkilesimler gibi ikincil kuvvetlerin etkin oldugu zar
yapist olusturulmaya c¢alisilmistir. Bu kapsamda, ayn1 hidrokarbon zincir uzunluguna sahip
fakat farkli polar gruplar i¢eren fosfolipidler kullanilmistir. Segilen fosfolipidler, hidrojen
bag1 yapma kapasitesi olan DSPG, DSPA, Stearil-gliserol (StGly), ve DSPE; iyonik etkilesim
yapma kapasitesi olan, DSPS, DSTAP, ve Stearil-amin (StNH;); ve hidrofilik-hidrofobik
etkilesimleri olan farkli PEG zincir uzunluklarinda emiilsifier, DSPE-PEG,, molekiilleridir.
Ayrica Kolesterol’iin ve kullanilan gaz tipinin mikrokopiikgiikler tizerine etkileri farkli

sicakliklarda ve viicut sicakliginda incelenmistir. Mikrokopiikgiiklerin dinamik stabiliteleri



farkli kayma gerilimlerinde test edilmistir. Bunlara ilave olarak sicakligin ve alt fazin (sub-
phase) mikrokopiikciiklerin stabilitelerine etkileri calisilmistir. Ayrica, mikrokopiikciikler
tizerine meme kanserine 6zgii biyolojik molekiiller takilarak hedeflenebilir mikrokopiikeiikler
tiretilmis ve farkli akis hizlarinda insan meme kanseri hiicrelerine tutunma ve baglanma

(yapisma) davraniglari incelenmistir.

2. GENEL BILGILER

2.1.  Ultrason Kontrast Ajanlari: Mikrokdopiikciikler

Ultrasonda goriintii, transduserden gonderilen ses dalgalarinin geriye yansimasi sonucu
olusur. Ancak, bazi durumlarda g¢evre dokulardan gelen arka plan sinyaller ile akustik
direncleri birbirine yakin dokulardan gelen sinyaller yontemin hassasiyetini azaltmakta, dogru
teshis i¢in yeterince net bir goriintii elde edilememektedir (Klibanov, 2002). Bu da taninin
konmasini geciktirmekte ve/veya yanlis teshislerin konmasina sebebiyet vermektedir. Dogru
teshis i¢in goriintii kalitesinin iyilestirilmesi yoniinde, yeni ve kullanmigh yontemler
gelistirilmesi 6nem arz etmektedir. I¢leri gaz dolu kiiresel bir monotabakadan olusan
mikrokopiikgiiklerin - goriintiillemede kullanilmast bu yontemlerden bir tanesi olabilir.
Goriuintiileme esnasinda sistemik dolasima enjekte edilen ve “kan havuzu ajanlar1 (blood pool
agents)” olarak bilinen ultrason kontrast ajanlari (mikrokopiik¢iikler), ekojenik olup cevre
dokulardan gelen akustik sinyallerden daha farkli frekanslarda ultrason dalgalar1 yayarak
kontrast yaratmakta; dolayisiyla, elde edilen gortiintiintin netligini, kalitesini ve ¢oziintirliigiini
artirmaktadirlar. Boylece, olabildigince ¢ok hastalia daha erken ve net bir tan1 konulmasi
miimkiin olabilir (Moriyasu ve Itoh, 2009). ilave olarak, ultrason kontrast ajanlar1 sayesinde,
konvensiyonel ultrason yontemi ile mimkiin olmayan, miyokardiyumdaki kan akis
anormalliklerinin ve koroner kalp damar hastaliklarinin saptanmasi ve goriintiillenmesi, kalp
fonksiyonu bozuklukluklarinin izlenebilmesi miimkiin olabilmektedir (Lindner, 2009; Porter,
2009; Su ve ark., 2009; Villanueva ve ark., 2007). Ayrica, bu ajanlarin belirli bir
intravaskiiler hastalik reseptoriine 06zgii antikor veya ligandlarla hedeflendirilmeleri
durumunda, incelenecek hastalikli doku etrafinda mikrokopiik¢iiklerin tutunmasi sonucu

gercek zamanli hedeflendirilmis goriintiilleme (real-time targeted imaging) yapilabilinir



(Villanueva ve ark., 2007). Bunlarin yaninda, hedeflendirilmis ajanlar terapiidik amaglh
olarak, (ilag veya genlerle yiiklenerek), lokal madde transferinde kullanilabilirler (Wang ve
ark., 2009). Ustelik, ultrason, hiicre duvarimda gecici gézenekler olusturarak (sonoporasyon)
ilag, gen, DNA gibi biyolojik molekiillerin hiicre i¢ine alinmasini1 daha da kolaylastirmaktadir

(Kaneko ve Willmann, 2012).

Ultrason kontrast ajanlari, mikron boyutunda kiiresel bir zar tabakasi icerisine
hapsedilmis gazlardan olusmaktadir. Yapilan calismalar, gaz-kati arayiizeyinde elde edilen
gorlintli netliginin maximum oldugunu gostermistir. Molekiiler teshis ve goriintiilemede ve
hatta ilag ve gen transferinde etkin bir sekilde kullanilabilmesi i¢in, kontrast ajanlarinin
kararli (stabil), dayanikli (robast), ve maksimum akustik sinyal i¢in elastik olmalari
gerekmektedir (Klibanov, 2002). Ajanlarin kana enjekte edildikten sonra yok olmasina sebep
olan mekanizmanin tam olarak ne oldugu heniiz bilinmemektedir. Stabil, robast
mikrokopiik¢iiklerin - tasarimi  konusunda akla ilk gelen iki yaklasimdan biri disiik
cozinirliklii gazlar kullanmak, digeri ise gaz1 gecirmeyen kohesif bir tabakanin yeniden
tasarlanmasidir. Mikrokopiikciik tiretiminde yaygin olarak kullanilan gazlarin bazi fiziksel
ozellikleri Tablo 1’de verilmektedir. Tablo’da ¢oziintirliik degerlerinden goriilecegi tizere,
azot, oksijen, ve hava’min sudaki c¢oziiniirlugi perflorakarbon gazlarmma kiyasla daha
yiiksektir. Dolayist ile perflorakarbon gazlar ile elde edilen mikrokopiikciiklerin daha uzun
stireli olarak kan dolasiminda kalabilmeleri beklenebilir. Nitekim, DSPC:PEGyo-St oran1 9:1
olan mikrokopiikgiikler ile yapilan deneysel c¢alismalarda da bu gozlenmistir (Klibanov,
2002). Ancak, ¢ok diisiik buhar basincina sahip gazlar kullanildiginda gaz, sivi formuna
doniismekte ve kontrast o6zelligini yitirmektedir (Klibanov ve ark., 1998). Ayrica,
perflorokarbon gazlar1 mikrokopiikeiiklerin maliyetini artiran da bir unsur olmaktadir.
Mikrokopiikciiklerde daha ¢ok hava kullanilmasi, perflorokarbon gazi ihtiva eden
mikrokopiikgiiklere kiyasla daha stabil kontrast ajanlar1 gelistirilmesi, maliyetlerin
dustiriilmesi, ©nem arzetmektedir. Mikrokopiikeiiklerin —stabilitesi, mikrokopiikeiikleri
olusturan komponentlerin gaz-sivi arayiizeyinde dizilisleri, lipid tabakasinin homojen ve
cekici kuvvetler etkisinde (kohezif) bir yapida olmasi, tabakadaki molekiiller aras1 etkilesimin
derecesi, ve tabakanin esnekligi ile ilgilidir. Dolayisi ile, gaz etrafindaki molekiiller arasi

etkilesimin artirilmasi, daha robast, kararli ajanlarin tasarimi i¢in gerekmektedir.



Tablo 1. Mikrokopiikciik tiretiminde kullanilan bazi gazlarin fiziksel o6zellikleri
(Riess ve ark., 2003)

Kaynama Suda Gaz ile Siv1 Doygun Buhar
Gaz Noktas1 Cozintirlik Arasindaki Dagilim Basinci
(°C) (mol/m’, 25 °C) | Katsaysi (x10°) (kPa, 37 °C)

N, -196 0.63 14480

0O, -183 1.32 27730

SF¢ -64 0.27 2530
n-C;Fg -37 0.19 530 1160
1’1-C4F10 -2 0.021 202 380
n-CsFp 29 0.004 117 130
n-CeF 14 57 0.00027 23 48

Gerek literatiirde gerekse ticari olarak ultrason kontrast ajanalri tizerine yapilan
calismalarm sayis1 giderek artmaktadir. Cok yakin zamanda, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi
(America Food and Drug Administration (FDA)) tarafindan olusturulan bir danisma
kurulunca yapilan bir c¢alismada, kontrast ajanlarimin hi¢ bir yan etkisi olmadigi,
konvensiyonel ultrason ¢ok yaygmn bir sekilde kullanilmasina ragmen, bazi durumlarda
manyetik rezonans veya bilgisayarli tomografi gibi daha pahali ve daha riskli tekniklerin de
beraberinde kullanilmas1 gerektigi, ancak kontrast ajani kullanimi ile bunlara ihtiyag
kalmayarak tant koyma maliyetin disiiriilebilecegi vurgulanmistir. Yaptiklar1 maliyet
analizlerinde, acilden servise kabul edilen hastalarin sayisinda %?22 oraninda bir diisme
gozlenecegi ve boylece yatan hasta sayisinda diisme olacagi, ve gergekten gerekli olmayan
testlerin yapilmamasiyla, hasta basina yaklasik $900’lik bir tasarruf elde edilecegi ileri
stiriilmektedir (Asch ve Weissman, 2009). Bu demektir ki, kontrast ajanli ultrason, ABD’de
pek yakinda kullanilan rutin testler arasina girebilecektir. Su anda, FDA onayl lipid bazl tek
bir mikrokopiik¢iik meveuttur: (Definity®), ve rakip de olmadig: i¢in ampiil basia maliyeti
yaklagik $100-150 civarindadir. Lipid esasli mikrokopiikgiikler, tan1 sonrasinda patlatilarak,
gaz akcigerlerden disar1 ¢ikarken, lipidler bobrek ve dalakta metabolize edilmektedir. Bu
sebeple, mikrokopiikgiiklerin ultrasonla kullanimi hasta agisindan da herhangi bir yan etki

ihtiva etmemektedir.

2.2.  Ultrason Kontrast Ajanlar ile lgili Mevcut Durum

Mikrokopiikgiiklerin ultrason goriintiilemede kullanilmasinin hikayesi ilgingtir: Bundan

yaklasik 30-40 yil once, bir tesadif eseri fizyolojik olarak kabul edilebilir bir maddenin



sudaki ¢ozeltisinin iyice calkalanip viicuda enjekte edilmesiyle elde edilen serbest hava
kabarciklariyla goriintii kalitesinde elde edilen iyilesme, gaz/hava kabarciklarinin ultrasonda
kontrast yaratmak ve dolayisi ile goriintiinlin ¢oziintirliiglinii artirmasi, bu alanda atilan
adimlarin ilki olmustur (Gramiak ve Shah, 1968). Fakat olusan gaz kabarciklar1 viicutta
yeteri kadar stabil olarak kalamadiklari i¢in ¢ok kesin bir ¢6ziim olamamistir. Gaz
kabarciklariin amfifilik lipidler, polimerler, veya denature edilmis protein bazli bir
monotabaka (shell) icerisine hapsedilmek suretiyle viicuda enjekte edilmesi ultrason kontrast
ajanlarinin etkin bir sekilde kullanimi i¢in bir ¢6ziim olarak onerilmistir (Klibanov, 2002).
Epstein-Plesset teorisine gore (Plesset ve Sadhal, 1982), bu monotabaka hem gaz-siv1 yiizey
gerilimini diistirmekte ve hem de gazin sivi i¢ine difiizyonuna karsi diren¢ olusturmaktadir. O
zamandan bu yana degisik gaz veya gaz karisimlar1 (hava, nitrojen, oksijen, SFe, florlanmis
hidrokarbon gazlar1 (Cs;Fs, C4F1o, CsF12 gibi), ve monotabaka bilesenlerinden olusan kontrast
ajanlar1 tasarlanmis, bunlarla in-vivo ve in-vitro testler yapilmistir. Ancak, yapilan
calismalarda denature olmus protein ve polimerden olusan mikrokopiikgiiklerde, elastik
olmamalarindan dolay1 gazi cevreleyen zar tabakada sonik etki ile yarilmalar olmus, ve
dolayistyla, gazin hizli bir sekilde diflizyonuyla mikrokopiikeiiklerin  bozundugu
gozlemlenmistir (Bloch ve ark., 2004; Chomas ve ark., 2001; Leong-Poi ve ark., 2002).
Ayrica, polimer ve proteinler yeterince elastik olmadiklar1 i¢in polimer ve proteinlerden
olusan mikroképiikg¢iiklerin daha az ekojenik olduklar1 goriilmiistiir (Ferrara ve ark., 2007).
Halbuki, lipid molekiilleri gaz etrafinda elastik bir tabaka olusturarak gazin ultrason altinda
kolaylikla rezonans edebilmesine olanak saglamaktadir; dolayisiyla, lipid bazh
mikrokopiikciikler oldukga ekojeniktir. Ustelik, lipid bazli mikrokopiikgiikler endotel
hiicrelere yapismadan kanda serbestce akabildiginden in-vivo uygulamalarda tercih
edilmektedir. Lipid bazli mikrokdpiiketiklerin diger bir avantaji ise, hedeflendirilmis ilag, gen,
ve DNA transferinde kullanilmak {izere belli bir hastalik receptoriine spesifik ligand veya
antikorlarla modifiye edilmesi daha kolaydir (Borden ve ark., 2010). Sonugta, burada
Ozetlenen ¢aligmalar daha ¢ok lipid bazli mikrokopiikciikleri kapsamaktadir.

Lipid bazli mikrokopiikgiikler, gaz-sivi arayiizeyinde lipid molekiillerinin (amfifilik
malzeme) hidrofilik ve hidrofobik olarak yonlenmesi ve bir monotabaka olusturmasi ile
olusur. Yapilan arastirmalar, fosfolipitlerin silindirik bir yapida olduklarin1 ve lipozomlarda
ve hiicre duvarlarinda oldugu gibi tek baslarina iki katmanli bir yap1 (bilayer) olusturduklarini

ortaya koymaktadir. Bir baska calismada ise, yine amfifilik karakterde olmak kosulu ile, tek



veya ¢ift hidrokarbon zincirli polietilen glikol (PEG) igeren konik seklinde (wedge shape) bir
emiilsiyonlastiricinin lipidlere eklenmesi ile iki katmanli yapmin monotabakali bir yapiya
dontistiirebilecegi vurgulanmaktadir (Hristova ve ark., 1995; Hristova ve Needham, 1994).
Ancak, emiilsiyonlastiricinin miktar1 olduk¢a onemlidir. Yapilan bir baska c¢alismada ise,
disterolfosfatilamin (DSPE) ve kovalent bagli PEG iceren disterolfosfatilamin (DSPE-
PEGa00)‘den olusan monotabakada, artan DSPE-PEG;00 konsantrasyonu ile monotabakanin
daha diizensiz bir yapiya gectigi ve molekiillerin sikistirabilme kapasitesinin (packing
density) azaldigi, bunun da hidrofilik PEG’den kaynaklanan sagaklardan dolay1 olabilecegi
ileri siiriilmektedir (Majewski ve ark., 1998). PEG molekiilleri, biyouyumlu molekiiller
olduklarindan, ayn1 zamanda, mikrokopiik¢iik etrafinda sterik bir bariyer olusturarak,
mikrokopiikeiiklerin kanda makrofajlar tarafindan yok edilmemeleri, yani in-vivo omriini
artirma, ve mikrokoplikgeiikler arasi koagiilasyonu 6nleme gibi ¢cok 6nemli fonksiyonlar1 da

yerine getirmektedir.

Boylece, lipid bazli mikrokoépiikgiiklerin hazirlanmasindaki temel iki komponentden
biri, dogal hiicre membranlarinin yap1 tasi olan uzun agil hidrokarbon zincirli fosfolipid,
digeri ise genellikle polietilen glikol (PEG) igceren bir emiilsiyonlastirici olmaktadir. PEG
molekiili gaz etrafindaki monotabakanin yiizey gerilimini biiyiik oranda diistirdigii ve gazin
¢coztinmesini engelledigi belirtilmektedir (Duncan ve Needham, 2004). Yakin zamana kadar,
mikrokopiikgiikleri  olusturan tabakanin  monomolekiiler bir yapida oldugu, tim
komponentlerin homojen bir sekilde ve teorik kompozisyonlarda birbiri ile karistig1 kabul
edilmekte idi (Klibanov ve ark., 2010; Unger ve ark., 2004). Fakat, ilk defa Borden ve ark.
(Borden ve ark., 2006; Borden ve ark., 2004) tarafindan degisik hidrokarbon uzunluklarina
sahip fosfolipit ve emiilsiyonlastiricidan (tek veya ¢ift hidrokarbon zinciri igeren
emiilsiyonlastiric1) olusan hava esasli mikrokopiikgiiklerle floresan mikroskobu kullanarak
yaptiklar1 ¢alismalar, bu genel goriisii destekler nitelikte degildir. Yapilan bu ¢alismalar gaz
etrafindaki tabakanin polikristal bir yapida oldugunu (Kim ve ark., 2003), fosfolipitler ve
emiilsiyonlastiric1 olmak tizere iki ayr1 kristal fazin olustugu (Borden ve ark., 2006; Borden
ve ark., 2004) ve bunun da mikrokopiikgiiklerin mekanik 6zelliklerini etkiledigini ortaya
koymaktadir (Borden ve ark., 2004; Kim ve ark., 2003). Halbuki, gazin stabilizasyonu igin
gaz-siv1 araylizeyinde molekiillerin siki (kondens) bir monotabaka olusturabilmeleri; kanla
akisa, fagositoza, ve plazma proteinleri tarafindan adsorplanmaya karst direng

gosterebilmeleri, yani, yeterince uzun in-vivo omiirlii olabilmeleri; mikrokopiikeiikler arasi



koagiilasyonun minimize edilmesi, monotabakanin istenen bir yapida olmasi, ve bunun i¢in

monotabakanin yeniden tasarimi ile miimkiin olabilecektir.

Genel olarak, fosfolipidin hidrokarbon zincir uzunlugunun artmasi ile birlikte
hidrofobik etkilesimlerin artacagi ve dolayisiyla mikrokopiikgiiklerin stabilitesinin artacagi
savunulmaktadir (Borden ve Longo, 2002; Kim ve ark., 2003). Nitekim, yapilan bir
calismada degisik formulasyonlardaki mikrokopiikeiiklerin akustik davranislart floresans
mikroskobu ile incelenmis ve fosfolipidin hidrokarbon zincirinin uzunlugunun artmasi ile
birlikte ultrason altinda daha stabil olduklar1 goériilmiistiir (Borden ve Longo, 2002; Kim ve
ark.,  2003). Benzer bir c¢alismada, ¢ift (lipopolimer) ve tek hidrokarbon zincirli
emiilsiyonlastiric1 kullanarak elde edilen mikrokopiikciiklerde, beklenenin tam tersine, tek
hidrokarbon zincirli emiilsiyonlastiric1 iceren mikrokopiikciiklerin daha kohesif bir yapiya
sahip oldugu gozlemlenmistir (Borden ve ark., 2005). Buradan, gaz etrafinda kohesif bir
tabaka olusumunda kavislenme (curvature), dolayisiyla molekiillerin sekli, biiytikliikleri, ve

molekiiler etkilesimlerin 6nemli oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Ote yandan, mikrokopiikgiiklerin biiyiikliiklerinin ultrason altinda difiizyonla (acoustic
dissolution) olan iligkisini incelemek {izere yapilan calismalarda celiskili sonuclar ortaya
konmaktadir. Chomas ve ark., mikrokopiik¢iiklerin biiytikliiklerinin azalmasi ile birlikte
difiizyon hizinin arttigini ileri siirerken (Chomas ve ark., 2000; Chomas ve ark., 2001),
Borden ve ark. stabil bir biiytikliigiin oldugunu ve onun altinda kayda deger bir difuzyonun

olmadigini savunmaktadir (Borden ve ark., 2005).

Monomolekiiler tabakanin gaz gecirgenliginin, dolayisiyla stabilitenin, ajanlarin yiizey
mikroyapist ile iligkili oldugu varsayimindan hareketle, son yillarda Borden ve ark. tarafindan
gerceklestirilen bir seri ¢alismada, tek hidrokarbon zincirli emiilsiiyonlastirici ve degisik
hidrokarbon uzunluklarima sahip fosfolipidlerden (DinPC, »n = 12-24) olusan
mikrokopiikeiiklerin  faz davranisi, morfolojisi, ve yiizey gerilimini azaltma kapasitesi
Langmuir-Blodgett teknigi ve floresans mikroskobu ile incelenmistir (Borden ve ark., 2004;
Borden ve ark., 2010; Pu ve ark., 2006). Kisa hidrokarbon zincirli (n < 16) fosfolipidlerin
emiilsiyonlastiric1 ile karisabilir oldugu, ancak elde edilen mikrokdpiikgiiklerin 24 saatten
daha kisa bir siirede bozunduklar1 gézlenmistir (Borden ve ark., 2006). Langmuir-Blodgett
izotermleri her ne kadar fosfolipidin ¢ift hidrokarbon zincirli emiilstiyonlastirici ile karisabilir

oldugunu gostersede (Chou ve Chu, 2002; Chou ve Chu, 2003), floresan mikroskop
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goriintiilerinde uzun hidrokarbon zincirli (n > 16-24) fosfolipidlerle faz ayrimi gézlenmistir
(Borden ve ark., 2006; Borden ve ark., 2004; Pu ve ark., 2006). Dolayisiyla, LB izotermleri
ve floresan mikroskop goriintiileri birbirini destekler nitelikte degildir. Burada, floresan
mikroskobu altinda goriintii elde edebilmek i¢in mikrokopiik¢iik bilesimine ilave edilen
floresan molekiillerinin de etkisi olabilecegi g6z ardi edilmemelidir (Nakamura ve ark.,
2007). Pu ve ark. tarafindan yapilan floresan mikroskobu ve mikroelektrot teknigi kullanarak
yapilan calismada, mikrokopiikgiiklerin  mikroyapisinin  ve mikroyapidaki kusurlarin
(defeklerin) gaz gecirgenligini 6nemli Olclide etkiledigi acik¢a ortaya konmaktadir (Pu ve
ark., 2005). Goriildugi tizere, homojen bir tabakanin gaz yiizeyinde adsorblanmis olmasi,
mikrokopiik¢iiklerin hem gaz difuzyonuna direng gosterebilmesi hem de in-vivo ortamlarda
fagositoz edilmeden kanda dolasimi ve 6zellikle hedeflendirilmis goriintiileme ve terapiidik

uygulamalardaki performansi agisindan olduk¢a 6nemlidir.

Mikrokopiik¢iiklerin  gercek anlamda uygulama bulabilmesi icin biiytikliikleri ve
buytiklik dagilimi son derece onemlidir. Agik¢a ortaya koymak gerekir ki, literatiirde
calisilan mikrokopiik¢iikler hemen hepsinin merkezinde gaz olarak hava kullanilmistir ve
bliytiklik olarak istenilen diizeyde degildirler. Bazi c¢alismalarda 20 pm ve iizeri
biiyiikliiklerden bahsedilmektedir (Borden ve ark., 2004; Talu ve ark., 2006). Viicuda
enjekte edildiklerinde arteriyel ve kapiler damarlarda serbestge dolasabilmesi igin
mikrokopiikeiiklerin biiytikliik olarak kirmizi kan hiicrelerinden (8 um) kiictik olmasi gerekir
(tercihen 3-5 pm). Dolayisiyla yapilan ¢alismalardaki mikrokopiikeiikler gercek ajanlari
temsil etmemektedir. Yine altin1 ¢izmek gerekir ki, yapilan tiim bu c¢alismalarda
mikrokopiikeiikler hemen hazirlandiktan sonra analizlerde kullanilmis, zaman igerisindeki
mikrokopiikgiiklerin yapisindaki degisimler (raf 6mrii) incelenmemistir. Yaptigimiz literatiir
taramalar1 sonucunda su ana kadar yalnizca tek bir ¢alismada mikrokopiik¢iiklerin raf
Omiirlerine iliskin veriler bulunmaktadir. Talu ve ark. fosfolipid (DSPC), emiilsiyonlastirici
PEGy-stearat, gaz olarak hava, ve viskosite artirict ajanlar kullanarak farkli bir teknikle
(mikroakigkanli akig-odakli sistem), birka¢ aya kadar koagiile olmadan ve bozunmadan
kalabilen monodispers mikrokoplikeiikleri iiretmeyi basardiklarini belirtmektedir (Talu ve
ark., 2006). Ancak, iiretilen mikrokopiikgiiklerin biiyiikliigii ortalama 51 um civarinda olup,
arteryel ve kapiler damarlardan gegemeyecek kadar biiyliktiir. Miiteakkip bir ¢alismada,
Hettiarachchi ve ark. mikroakiskanli akis-odakli sistem teknigini kullanarak degisik

monotabaka komponentlerinden olusan ve merkezinde azot ve/veya okta-florasiklobutan (bir
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perflorakarbon gazi) igeren biyiiklikleri 5 upum’in altinda kismen monodispers
mikrokopiikeiikler tiretmeyi basarmislardir (Hettiarachchi ve ark., 2007). Ancak, iiretilen

mikrokopiikgiikler sadece saatler mertebesinde stabil olarak kalabilmislerdir.

2.3. Langmuir-Blodgett Monotabakasi

Fosfolipidler, hiicrelerde, membranlarinin yap1 tast olup, yiizey aktif maddelerdir.
Yiizey aktif maddeler, karakteristik olarak, hidrofobik (su sevmeyen) kuyruk ve hidrofilik (su
seven) bas gruplarindan olusur. Sahip olduklari bu yap1 sayesinde hava-su arayiizeyinde
adsorplanarak yiizey gerilimini distirme egilimi gosterirler. Yiizey geriliminin diismesi,
molekiillerin hava-su arayiizeyinde olusturduklari monotabakada paketlenmeleri, ve
molekiiller arasi etkilesim ile yakindan alakalidir. Sekil 1°de goriildiigii tizere, yiizey aktif
maddenin hidrofilik tarafi su fazina, hidrofobik zincir ise hava tarafina dogru yonlenir. Bu
molekiillerin ¢ozelti i¢indeki ve araylizeydeki davranislart hidrofilik ve hidrofobik gruplarin
fiziksel ve kimyasal oOzellikleri ile belirlenir. Bu agidan hidrokarbon kisminin sekli,
buytkliigii, ve ayn1 sekilde hidrofilik grubun biiyiiklugt, sekli, ve tasidiklar1 elektriksel
yiikleri 6nemlidir (Chatterji ve Rajdev, 2008). Ayrica ara yiizeyde ¢oziinmeyen monotabaka
olusturabilmek i¢in malzemenin hidrokarbon zincir uzunlugunun yeteri kadar uzun olmasi
gerekir. Eger zincir 12 hidrokarbondan kisa ise, bu malzeme suda ¢6ziinebilir durumdadir ve
araylizeyde monotabaka olusumu miimkiin degildir. Diger yandan, ¢ok uzun hidrokarbon

zincir yapisida su yiizeyinde kristallenme olusumuna neden olur (Gaines, 1966).

HAVA

SU

Sekil 1.Hava-Su arayiizeyinde monotabaka olusumu

Sekil 2’de gorildugi gibi Langmuir-Blodgett (LB) monotabakalari, LB teknesi
tizerinde olusturulur. LB cihazi, alt faz ¢6zeltinin dolduruldugu bir tekne, ylizey gerilimi veya

basincinin 6l¢iildiigii Wilhelmy plaka ve iki hareketli bariyerden olusur (Moghaddam ve ark.,
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2011). Uygun ¢oziicii ile ¢dziilmiis olan yiizey aktif madde, mikrosiringa yardimiyla LB
tekensindeki siv1 ylizeyine dagitilir. Coziicti buharlastiktan sonra ylizeyde monotabaka yapisi
olusur. Hava-su arayiizeyindeki monotabakanin davranisi ve yonelimi hareketli bariyerlerin
pozisyonlar1 degistirilerek kontrol edilebilir. Monotabaka bariyerler yardimiyla sikistirilarak
molekiil basina diisen alan kii¢iiliir (Chatterji ve Rajdev, 2008; Fuller, 2003; Moghaddam ve
ark., 2011). Bu durum, saf yiizey ve monotabaka ilave edildikten sonraki yiizey arasinda
farkl1 ylizey gerilimi olusmasimna neden olur. Hava-su arayiizeyinde, monotabakanin

varligindaki yiizey gerilimi suyun yiizey geriliminden ¢ikarilarak yilizey basinci hesaplanir:
T=Y=7%o (1)
Burada, 7 yiizey basincini (mN/m), ) suyun yiizey gerilimini ve ), de ylizeyde monotabaka

varken 6lgiilen yiizey gerilimini temsil etmektedir (Moghaddam ve ark., 2011).

Hareketli Bariyerler Wilhemy plaka
Tek katman

Sekil 2. Langmuir-Blodgett teknesi

Malzeme yiizeye yayilmadan o6nce Wilhelmy plakasi altfaza batirilir ve bu plaka
monotabakanin sikistirilmasi boyunca sistemin yiizey basincimi Olger. Bu olciim LB
monotabakalarinin karakterizasyonu agisindan olduk¢a onemlidir. Monotabaka tizerine farkl
kuvvetler etki yapmaktadir. Asagi dogru yer ¢ekimi ve yilizey gerilimi, yukari dogru ise
kaldirma kuvvetleri etkilidir. Genellikle, hassas bir sekilde olgiilen bu kuvvetler, plakanin
boyutlarindan yararlanilarak yiizey gerilimine ¢evrilir. Sikistirma boyunca ol¢iilen yiizey
basinglari, ortalama molekiil basina diisen alan ile iligkilendirilerek yiizey basincina karsi
molekiiler alan izotermleri elde edilir (Chatterji ve Rajdev, 2008; Moghaddam ve ark.,

2011).
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LB monotabakadaki molekiiller arasi etkilesimler, bu molekiillerin ara yiizeydeki
yonelimleri ile ilgili ¢esitli bilgiler, LB teknigi kullanilarak elde edilen ylizey basinci (m)-
ortalama molekiiler alan (A) izotermlerinden elde edilebilir (Chatterji ve Rajdev, 2008;
Moghaddam ve ark., 2011). n-A izotermleri molekiillerin iki boyuttaki diizenleri ve yine iki
boyuttaki molekiiller arasi etkilesimleri hakkinda bilgi verdigi icin iki boyutlu model
sistemleri i¢in olduk¢a kullanisl bir tekniktir (Degen ve ark., 2005). Monotabakanin sabit
hizla bariyerler yardimiyla sikistirilmasi sirasinda devamli  olarak yiizey basinci
kaydedilirken, m-A izotermleri de ortaya c¢ikmaktadir. Sekil 3’de tipik bir LB izotermi ve

sikistirma boyunca elde edilen fazlar ve molekiiler oryantasyonlari goriilmektedir.

"02 03 04 05 08 07 08
Ortalama Molekiler Alan (nm2)

Sekil 3. Farkli faz davranislarini gosteren n-A izotermi

[zoterm iizerinde gosterilen gaz fazinda (G), yiizeyde molekiiller birbirinde olduk¢a
uzakta olup, molekiiller birbiri ile etkilesim kuramamaktadir, bu sebepten dolay1 yiizey
basinc1 yaklasik olarak sifirdir. Yiizeydeki gaz fazin sikistirilmasiyla birlikte, ylizey
basincinin sabit oldugu bolge goze carpmaktadir. Bu bolgedeki filmde, gaz ve genisletilmis-
stvi (liquid expanded) fazlar1 bir arada bulunmaktadir. Genellikle, bu faz degisimi birinci
derece termodinamik ge¢is olarak diistiniiliir. Daha fazla sikistirma ile birlikte, molekiiller
daha fazla birbirine yaklagsmaya ve etkilesmeye baslarlar. Bu gecis, genisletilmis-sivi (liquid
expanded) (LE) fazi temsil eder. Molekiiler alanin kademeli olarak kiigiiltilmesiyle,

molekiiller daha diizenli hale gegmeye baslarlar ve sikisik-sivi faz (condensed) (LC)
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goriilmeye baglar. Yiizey basincinin sabit oldugu, LE ve LC fazin bir arada oldugu ikinci
gecis bolgesinden sonra sikistirilmaya devam edilmesiyle birlikte molekiiller daha ¢ok
birbirine yaklasarak sikisik-sivi fazi meydana getirirler. Daha fazla sikistirma ile de
molekiiller daha diizenli bir yap1 olan kat1 (solid) faza gecerler. Bu fazda molekiiller arasi
etkilesimler olduk¢a fazladir. Kat1 faza ulastiktan sonra sikistirma islemine devam edilmesi
durumunda monotabaka yapis1 bozulur. Bu durum c¢okiis (collapse) olarak adlandirilir. Bu
durumda molekiiller daha fazla sikistirilamadigi icin iki boyutlu yapinin bozulmasi s6z

konusu olur (C.PETTY, 1996, Chatterji ve Rajdev, 2008; Moghaddam ve ark., 2011).

2.4. LB Filmlerinin Kat1 Yiizeylere Aktarilmasi

Hava-siv1 arayiizeyindeki monotabakanin kat1 bir yiizeye aktarilmasi Langmuir-Blodgett
teknigi kullanarak yapilabilmektedir. Bu yontemde, bilgisayarli geri bildirim sistemi
yardimiyla bariyerlerin hareketleri ayarlanarak sabit yiizey basincinda kati tabakanin
monotabaka dogru asag1 ya da yukar1 batirilmasiyla transfer islemi gerceklesir. Bu yontemle
kaplanan filmler Langmuir-Blodgett (LB) filmleri olarak adlandirilir. Bu depolama
yonteminde, numune yiizeye yayilmadan once kat1 plaka alt faza yerlestirilir. Daha sonra
numune yiizeye yayilir ve kaplamanin yapilacagi ylizey basincina kadar sikisitirilir ve Sekil 4
A’da gortldiigii gibi hidrofilik plakanin ara yiizeyden yukari ¢ekilmesiyle kaplama islemi
tamamlanir. Ayrica, bu yontem kullanilarak c¢ok katmanli LB filmleri de elde etmek
mimkiindiir. Bu tarz filmler i¢in transfer islemi, Sekil 4-B’de gosterildigi gibi, kat1 yiizeyin
hidrofilik ve hidrofobik olmasina bagli olarak, sadece asagi dogru (X-tipi depolama)
yapilabilir, sadece yukart dogru (Z-tipi depolama) yapilabilir ya da hem asagi hemde yukari
dogru hareketle (Y-tipi depolama) yapilabilir (C.PETTY, 1996; Chatterji ve Rajdev, 2008).
Kaplanan bu filmleri nanometre seviyesinde incelemek icin genellikle yiiksek ¢oztniirliikli

Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) kullanilir (Zasadzinski ve ark., 1994).
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K-tipi Z-tipi Y-tipi
Depolama Depolama Depolama

Sekil 4. A) Monotabakanin kat1 ylizeye kaplanmasi B) Farkli tiplerde kaplanan LB filmleri

2.5. LB Monotabakalarimnin Brewster A¢1 Mikroskobu (BAM) ile Karakterizasyonu:

Monotabakalarin analizi i¢in olduk¢a aydinlatict bir yontem olan Brewster agisi
mikroskobu (BAM) monotabakalarin molekiiler diizeyde morfolojilerini incelemek amaciyla
kullanilmaktadir (Degen ve ark., 2005). Monotabakalar1 incelemede floresan mikroskobu
oldukca popiiler olmasina ragmen, floresan probunun monotabakanin molekiiler diizenini
etkileyebilecegi diisliniilmektedir. Bu yiizden, son yillarda Brewster ag¢is1 mikroskobu (BAM)
daha cok tercih edilen bir yontem olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Kubo ve ark., 2001;
Meunier, 2000).

Sekil 5. Hava-su arayiizeyindeki yansimanin ince film varliginda degisimi

Brewster a¢is1 mikroskobu, Langmuir-Blodgett teknesi {izerine monte edilir. Boylece,
hava-sivi arayilizeyindeki monotabakanin faz davranisi, morfolojisi ve homojenligi hakkinda
bilgi edinebilmek miimkiindiir. Monotabakalarin BAM ile incelenmesi teknigi Brewster A¢isi

prensibine dayanmaktadir. Normal kosullarda farkli fazlarin olusturdugu arayiizeye 1sin
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geldiginde, bu 1s1in bir kismi yansir. Ancak Sekil 5a’da goriildiigii gibi p-polarize olmus 1s51n

arayiizeye Brewster agisinda gelirse, bu 1s1k arayiizeyden yansimaz.

Gelen 151in Brewster Acisi asagidaki denkleme gore hesaplanir:
0, = arctan(&j (2)
nl
Burada n, n; farkli fazlarin refraktif indeksidir ve fg ise bu ortamlar icin hesaplanan Brewster

acisidir. Ornegin su-hava arayiizeyi igin refraktif indeks 1.333’tiir ve Brewster Agis1 da

53%dir.

Sekil 6. Brewster A¢is1 Mikroskobu (BAM)

Sekil 6°de, bir HeNe lazer, iki polarizér ve bir CCD kameradan olusan Brewster Ag¢1
Mikroskobu (BAM) gosterilmektedir. Gelen lazer 1511 ilk polarizor tarafindan polarize edilir.
Yiizeyden yansiyan 1sin ise ikinici polarizérden gegerek CCD kameraya ulasir.
Monotabakanin gortintiisii ¢ekilmeden once siyah cam plaka suya gegen gelen 1sin1
absorplamasi i¢in Langmuir teknesine yerlestirilir. Daha sonra kanal su ile doldurulur ve
ylizeyden herhangi bir yansima olmamasi icin gelen 1sinin agist suyun Brewster Acisinda
(53%) olacak sekilde mikroskobun ayarlar1 yapilir. Yiizeye numune dagitildiginda da yiizeyden
yanstyan 1simnlar CCD kamera tarafindan kaydedilir. Bariyerle sikistirma devam ederken
monotabakanin farkli ylizey basinglarindaki goriintiileri ¢ekilir ve dijital olarak kaydedilir.
Brewster A¢1 Mikroskobu kullanilarak, monotabakadaki degisimler LB 6l¢iimiine es zamanli

olarak gozlemlenebilir (BAM300, 2005; Hernandez, 2010).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Malzemeler

Bu c¢alisgmada kullanilan malzemelerden distearol glisero fosfokolin (DSPC, %99),
distearol glisero fosfat (DSPA, %99), distearol glisero fosfoethanol amin (DSPE), Polietilen
glikol-40-stearat (PEG40St), kolesterol stearat, stearil amine (St-Amin), stearil gliserol (St-
Gly), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)’dan, distearol glisero fosfogliserol (DSPG, %99) ve
farkli PEG zincir uzunluguna sahip lipopolimerler (DSPE-PEG,, n=350, 1000, 2000),
biyotinlenmis distearol glisero fosfoethanolamine-Polietilen glikol, distearol glisero fosfoserin
(DSPS), DOTAP, Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL) firmasindan temin edildi. Bu
malzemelerin kimyasal yapilart Tablo 2’de gosterilmistir. Ayrica ¢oziicii olarak kullanilan
kloroform Sigma Aldrich (St. Louis, MO) firmasindan, metanol ise Merck firmasindan satin
alind1. Epidermal biiytime faktorii (EGF-Biotin) Ebioscience (San Diego, CA)’dan; Floresan
DHPE, streptavidin, streptavidin-fitoeritrin Invitrogen’den; Biotinlenmis BSA Thermo

Scientific (Rockford, IL)’den temin edildi.

3.2. Monotabakanin Molekiiler Seviyede Tasarimi ve Karakterizasyonu:

Monotabakanin molekiiler seviyede karakterizasyon ¢alismalart i¢in baslica
Langmuir-Blodgett Film teknigi (LB), Brewster Agisisi mikroskobu (BAM) ve Atomik
Kuvvet Mikroskobundan (AFM) faydalanildi. LB teknigi kullanilarak hazirlanan karisimlarin
ylizey basinci-ortalama molekiiler alan izotermleri elde edildi. Bu amagla, saf fosfolipid, saf
lipopolimerler ve saf PEG40St c¢ozeltileri uygun miktarda kloroform iginde ¢oziildi ve
ultrasonik banyo yardimiyla homojen ¢o6zeltiler elde edildi. Benzer sekilde, ikili ve ¢l
karisimlar i¢in fosfolipidler ve emiilsifier belli oranlarda karistirilarak uygun ¢oziiciilerde
¢oOziildii ve ultrasonik banyo yardimiyla homojen c¢ozeltiler elde edildi. Hazirlanan bu
karigimlar -20 °C’de saklandi ve karigimlar kullanilmadan 6nce ultrasonik banyoda bir siire
bekletildikten sonra kullanildi. Boylece c¢ozeltilerde meydana gelebilecek c¢okelmeler
giderilmis oldu.
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Tablo 2. Bu Calismada Kullanilan Bazi Malzemelerin Kimyasal Yapilari

(DSPC)

Kimyasallar Kimyasal Yap1
Dist. 1 gli fosfokoli /‘\/‘\/‘\/\/\/\/\/\j\o o-{ﬁ-—c .
istearol glisero fosfokolin \/\/\/\/\/\/\/\/\,}f o

Distearol glisero fosfogliserol

(DSPG)

Distearol glisero fosfat

(DSPA)

amine-Polietilen glikol 350
(DSPE-PEG350)

Distearol glisero fosfoetanol A A A A o
‘ /:;g:\ I ~""NH,
annne(I)SPE) \/ﬂvﬂm/\/\/ﬁvﬂmf\/ﬂy
Distearol glisero fosfoethanol /\/\/\/W\/v\i i 9
8 O/Y\O’F_EOV\NJK(OCHZCHZH)CH,

Distearol glisero fosfoethanol

/’\./\./'\_/‘\./'\/"\/\/\/Ik 0 0
TR

,pho
\/\N (OCH3CHo)p30CHs

(DSPE-PEG2000)

amine-Polietilen glikol 1000 V\/\/\/\/\/\/\/\g’
(DSPE-PEG1000)

Distearol glisero fosfoethanol .
amine-Polietilen glikol 2000 /\/\A/\M/\/\)\O/\fof \O\’“uim“ﬁ“zheoﬁ'*a

o
\/\/\./\./\/\/\/\/Y NH,*

0

Polietilen glikol stearat

(PEG40St)

0
|

"0 /’"~\

HysC T(CH,CH,0),H
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Stearil Gliserol (St-Gly)

Wfaﬂxm

Stearil amine

[::::::::::::::j““aff’ﬁ‘“xff’ﬁ‘“xff’*“‘h”42
0
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(DSTAP) A A -
\/\/\/M TB.
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Hazirlanan karisimlarin ve saf bilesenlerin Langmuir-Blodgett izotermleri, ylizey
kirliligini 6nlemek amaciyla bir kabinle kapatilmis Langmuir miniteknesi (KSV Instruments
Ltd., Helsinki, Finland) kullanilarak elde edildi. Langmuir miniteknesi teflon malzemeden
yapilmis olup tizerinde sikistirmay1 gergeklestirmek tizere iki adet bariyer bulundurmaktadir.
Olgiime baslamadan 6nce minitekne saf su ile dolduruldu ve bariyerlerin sikistirilmasiyla
suyun temizlik kontrolii yapildi. Daha sonra dnceden hazirlanan ¢ozeltiler Hamilton mikro
siringa kullanilarak su yiizeyine monotabaka olusturacak sekilde dagitildi ve sikistirmaya
baslamadan 6nce ¢6ziiciiniin ugmasi icin 20 dakika bekletildi. Beklemenin sonunda 5 mm/dk
hizla ilerleyen bariyerler yardimiyla olusan monotabaka sikistirildi. Bu sikistirma iglemi iki
boyutlu monotabaka yapisinin bozuldugu ylizey basincina (kollaps basinci) kadar devam
ettirildi. Sikistirma stiresince ylizey basinci filtre kagittan yapilmis boyutlar1 belli bir levhasi
vasitast ile 6lgiildii. Izoterm 6lgiimlerinin tekrarlanabilirligini kontrol etmek amaciyla
olgtimler en az ii¢ kere tekrar edildi. Izotermlerin sikistirma-genisletme (agma-kapama)
deneyleri periyodik olarak bariyerleri acip tekrar sikistirarak yapildi. Bu deneylerde,
monotabaka hedeflenen yiizey basincina kadar sikistirildi ve genisletme (bariyerleri agma)
yapilmadan 6nce molekiillerin diizenlenmesi i¢in 20 dakika bekletildi. Her bir sikistirma

genisletme i¢in bu bekleme stiresine uyuldu.

Langmuir teknesi tistiine Brewster Acis1 Mikroskobu (KSV Optrel BAM300) monte
edildi. Brewster Acis1 Mikroskobu, hava-su arayiizeyinde olusan monotabakanin yiizey
morfolojisini incelemek amaciyla kullanildi. Bu cihaz 10mW HeNe lazer, iki polarizér ve
CCD kameradan olusmaktadir. Ilk polarizor tarafindan polarize edilmis yiizeye gelen lazer
1511 ylizeyden yansidiktan sonra ikinci polarizorden gecerek CCD kameraya ulasir.
Monotabakalarmin goriintiileri ¢ekilmeden 6nce, ylizeyden herhangi bir yansima olmamasi
icin gelen 1smin agisi suyun Brewster agisma (53°) esit gelecek sekilde mikroskopta
ayarlamalar yapildi. Daha sonra 6rnek ylizeye yayildiginda, yiizeyden yansiyan 1sin CCD
kamera tarafindan kaydedildi ve sikistirma boyunca farkli yiizey basinglarindaki BAM

goriintiileri ¢ekildi, ¢ekilen goriintiiler dijital olarak saklanda.

Monotabakalarin yiizey morfolojisini ve faz davramislarimi daha detayli incelemek
amactyla Atomik Kuvvet Mikroskubu (AFM) kullanildi. AFM deneyleri i¢in KSV
miniteknesi kullanilarak Langmuir-Blodgett filmleri hazirlandi. Film kaplamalar1 yapilmadan

once mika yiizeyleri temizlendi. ilk olarak minitekne saf su ile dolduruldu. Numune yiizeye
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siringa ile yayildiktan sonra istenilen yiizey basincina ulasincaya kadar bariyerler sikistirildi.
Film kaplamas1 yapilmadan 6nce monotabakanin dengeye ulasmasi i¢in 20 dakika bekletildi.
Dikey daldirma yontemi kullanilarak 1 mm/dk daldirma hiziyla monotabaka mika yiizeyine
transfer edildi ve kaplanan filmlerin AFM kullanilarak topografik ve faz goriintiileri ¢ekildi.

Tiim deneyler dolasimli su sistemi ile kontrol edilerek 20 + 2° C’de yapildi.

3.3. Langmuir-Blodgett izotermlerinin Analizi

Langmuir-Blodgett izotermlerindeki degerler kullanilarak hesaplanan parametrelerden
yararlanarak karisimlardaki molekiillerin karisabilirliligini ve bu molekiiller arasindaki
etkilesimler incelenebilmektedir (Wydro ve Witkowska, 2009). Asagidaki denklemde,

Aigory = X1-41 +x5.45 3)
Aigear 1deal karisimin ortalama molekiiler alanini, x;, X, karigimindaki bilesenlerin mol
oranlarini, A; ve A, saf bilesenlerin incelenen yiizey basincindaki ortalama molekiiler
alanlarmi temsil etmektedir. Bu c¢alismada, incelenen karisimlar i¢in Ajge, degerleri ile
hesaplanmis ve idealden sapmalar incelenmistir. Ayrica molekiiller arasindaki etkilesimi daha
iyi inceleyebilmek i¢in karigimlarin artan alan degerleri (Aaran) Ve artan Gibbs enerji degerleri

(AGyran) asagida verilen formiller kullanilarak hesaplanmistir (Chou ve Chu, 2003; Wydro
ve Witkowska, 2009).

A, =A,—(x.4+x,4) )

artan
Burada, Aj, karisimin 6l¢iilen yani gercek izotermindeki ortalama molekiiler alan degeridir.
Aartan=0 oldugu durum bilesenlerin ideal oldugu yani bilesenlerin birbiri ile karigmadigini
gosterir. Ayran 70 oldugu durum ise karsimin ideal olmadigi, bilesenlerin karisabilir oldugunu

gosterir (Chou ve Chu, 2003).
AGartan = J‘AIZ - (‘xl 'Al + x2 'AZ )dﬂ- (5)
0

Yukaridaki denklemde ise N Avogadro sayisini, 7 ise yiizey basincini gostermektedir (Chou
ve Chu, 2003; Deleu ve ark., 1999; Gaines, 1966; Wydro ve ark., 2011; Wydro ve

Witkowska, 2009). AGuan <0 oldugu durum karisimi olusturan molekiiller arasi ¢ekici
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kuvvetlerin giiclii oldugunu, AGgyan >0 oldugu durum ise molekiiller arasi itici kuvvetlerin

etkili oldugunu gosterir (Chou ve Chu, 2003).

Ayrica sikistirlamazlik modiilii (Cs') hesaplanarak monotabakanin faz davranislari,
akiskanliklar1 incelenebilir (Pavinatto ve ark., 2007, Wydro ve Witkowska, 2009).
Monotabakadaki molekiillerin molekiiler diizenini incelemek icin izotermlerdeki verilerden
yararlanarak sikistirlamazlik (Cs") degerleri Denklem (6) kullanilarak hesaplanmustir (Wydro
ve ark., 2011; Wydro ve Witkowska, 2009).

sl ==AY ) ©

A: Ortalama molekiiler alan , n=Y1izey basincina karsilik gelmektedir.
34. Mikrokopiikciiklerin Hazirlanisi ve Karakterizasyonu

Farkli molar oranlarindaki lipid/emiilsifier karisimlar1 kloroformda ¢oziildi.
Ortamdaki kloroform azot gazi ile ugurularak lipid/emiilsifier filmi elde edildi. Olusturulan
film fosfat tamponu (PBS) ve propilen glikol (PG) karisimindan olusan (hacim orani 4:1)
cozelti ile 55°C’deki su banyosunda 2 saat hidratasyona tabi tutuldu. Su banyosundan
cikarilan ornekler problu sonikator yardimi ile mikrokopiikciik haline getirildi. Ortamda
kopiikeiik  sentezine katilmamis lipidlerin, misellerin ve istenmeyen biiytkliikteki
kopiikgiiklerin uzaklastirilmast i¢in 2000 rpm’de 4 dakika santrifiij yapildi ve istenmeyen
parcaciklar bir siringa yardimu ile atildi. Yukarida asilti halinde bulunan mikroképiikgtikler
pH’1 7.2 olan PBS tamponu ile yikanip tekrar santrifiij yapildi. Yikama sonucu, dipteki seffaf
siv1 siringa vasitasi ile cekilerek atildi. Ustte kalan mikroképiikgiikler PBS ile ikinci bir
yikamaya tabi tutuldu. Ikinci yikamanin sonunda PBS:PG c¢ozeltisinden 1 mL eklenerek 2
mL hacimli tiip igerisinde saklandi. Mikrokopiik¢iik igeren tiipler 4 °C’de buzdolabinda
saklandi. Mikrokopiikgiiklerin karakterizasyonlar1 bir giin sonra 4 °C’de stabilize edildikten
sonra yapildi. Mikrokopiikeiiklerin yiizey morfolojisini incelemek iizere, mikrokopiikeiik
karisimina floresan molekiilii olarak %1 oraninda FITC bagh bir lipid ilave edildi ve
mikrokéopiikciikler benzer sekilde hazirlandi. Uretilen floresanli mikrokopiikgiikler, floresan

ve konfokal mikroskobu altinda incelenerek fotograflar ¢ekildi.
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3.5.  Mikrokopiikciiklerin Statik Stabilitelerinin incelenmesi

Mikrokopiikciiklerin - konsantrasyonu ve  biiyiiklik dagilimlar1  laboratuvarda
optimizasyonu yapilan optik yontemle tayin edildi. Bu amagla, optik mikroskoba bagh dijital
bir kamera kullanildi. Daha 6nce hazirlanan mikrokopiikeiik stispansiyonlar: farkli oranlarda
pH’1 7.2 olan fosfat tamponu (PBS) ile seyreltildi. Olusturulan solusyondan 10 pL alinarak
Thoma lamina damlatildi ve optik mikroskopta 10X biiylitmede incelendi. Daha sonra testi
yapilacak olan mikrokdplik¢iik siispansiyonlari, sicakligi 6nceden set edilmis termostath sicak
su banyosuna konuldu. Siispansiyonlarin konsantrasyonlar1 sayillamayacak kadar azalana
kadar saatte bir mikrokskop altindaki goriintiileri alindi. Her bir 6rnek i¢in belirli bir bolgeden
fotograflar cekildi ve bu ¢ekilen fotograflar Image] (NIH) programi ile analiz edilerek
mikrokopiikeiiklerin biiyiiklik dagilimlart saptandi. Thoma laminda lam ile lamel arasindaki
boslugun kalinligi 1/10 mm’dir. Mikroskopta bakilan alanin kenar uzunluklar1 saptanarak

? cinsinden hesaplandi. mm®’ten mL’ye ge¢mek i¢in bulunan

bakilan bolgenin hacmi mm
sonu¢ 10° ile carpildl. (formiilde 10° ile carpilmasinin nedeni, bakilan alanin kenar
uzunluklarinin mm’ye ¢evrilmesidir). Bakilan alandaki mikrokopiik¢iikler Image] programi
ile sayildi ve asagida belirtilen formiil ile mL’deki mikrokopiik¢iik konsantrasyonu

hesaplandi.

Mikrokopiikciik konsantrasonu = alandaki toplam partikiil sayis1 x diltisyon faktorii x

alanin bir kenar uzunlugu x alanin diger kenar uzunlugu x (10° mm®/ml)

3.6. Mikrokopiikciiklerin Dinamik Stabilitelerinin incelenmesi

Uretilen mikrokdpiikgiiklerin dinamik stabiliteleri farkli kayma gerilimi degerlerinde
test edildi. Bu amagcla, Sekil 7°de gosterilen sabit sicaklikta 1.5 mm ¢apinda seffaf bir
polietilen borudan, kapali sistemde peristaltik pompa yardimi ile farkli hacimsel akis
hizlarinda fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) gecirilerek farkli kayma gerilimi degerleri elde
edildi. Sistemde ilk olarak, yaklasik 3 um boyutlarinda polisitiren kiirecikleri (Sigma Aldrich,

MO) gegcirildi. 15 ve 30 dakika sirkiilasyon sonucunda sistemden alinarak boyut dagilimi ve
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sayica konsantrasyonlari belirlendi. Tekrarlanabilir sonuglar alindiktan sonra, mikrokopiikeiik

deneylerine geg¢ildi.

T
E\ 1

Sekil 7. Mikrokopiik¢iiklerin kayma gerilimi altinda dinamik stabilitelerin test edilmesi i¢in
tasarlanan deney diizenegi. (1) Sabit sicaklik su banyosu, (2) peristaltik pompa, (3) seffaf
polietilen boru.

3.7.  Mikroképiik¢iiklerin Bozunma Davranisinin incelenmesi

Mikrokopiikgiikler farkli oksijen doygunluk degerlerinde bozunmalari incelendi ve
matematiksel modeli yapildi. Bu amagla, Sekil 8’da gosterilen deney diizenegi tasarlandi.
Once PBS (pH 7.2) ¢ozeltisi vakum altinda belli siirelerde, sonik banyo igerisinde tutularak
¢Oziinmiis olan oksijenin belli bir kisminin desorbe olmasi saglandi. Bu islem sonucunda,
¢Ozeltinin hava doygunlugu bir oksijen probu ile 6l¢tildii (Orion, Thermoscientific). Daha
sonra bir mikroskop laminin oyularak bir baska mikroskop lami tizerine yapistirilmasiyla
olusturulan 300 pl hacmindeki dairesel kuyucuga, hava doygunlugu belirlenmis olan
¢ozeltiden 270 pl konuldu. Uzerine 5 pl mikrokopiikeiik enjekte edildi ve sistem tam olarak

kapatildi. Mikrokuyucuk, sabit sicaklik i¢in sabit sicaklik hiicresinin icerisine yerlestirildi.
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Mikrokopiikgiiklerin ¢dziinmeleri, hava doygunlugu bilinen ¢6zelti igerisinde, 38 °C sabit
sicaklikta, optik mikroskop altinda 100X objektif ile izlendi. Bu islem, oksijen doygunlugu
=0.3, =0.7 ve =1 olan ¢ozeltiler icin tekrarlandi.

3 1
2 — N\ N\ \__

(0]
Sekil 8. Mikrokopiik¢iiklerin boyutlarinin sabit sicaklikta optik mikroskop altinda izInmesi
icin tasarlanan deney diizenegi

3.8.  Hedeflenebilir Mikroképiik¢iiklerin Hazirlanmasi ve In-Vitro Deneyler

Mikrokopiikeiik  karistmina %8 oraninda  biotinlenmis  lipid  katilarak
mikrokopiikeiikler benzer sekilde hazirlandi. Mikrokoplikgiik zarma ne kadar ligand
baglanacagi tespiti fitoeritrin ile bagh streptavidin ile belirlendi. Hazirlanan mikrokopiik¢iik
siispansiyonlar1 PBS ile seyreltilerek konsantrasyonlari 10°*dan 10”ye diisiiriildii. Daha sonra
bu siispansiyona farkli yiizdelerde streptavidin-PE (%0, %10, %25, %50, %75, %100, %200)
eklendi ve 30 dakika calkalamali inkiibatorde bekletildi. Fitoeritirinin 1giktan zarar gérmemesi
icin gerekli onlemler alindi. Stispansiyonlarin oldugu tiipler ise aliiminyum folyo ile sarildi.
Hazirlanan o6rneklerin floresan yogunlugu akis sitometri ile tespit edildi. Floresan
yogunlugunun degismedigi yiizde degerinde doygunluga ulasildig1 varsayilarak, maksimum
biyotin yogunlugu belirlendi. Buradan, hedeflendirilmis mikrokopiikeiik tiretimi i¢in gerekli
streptavidin ve ligand oranlar1 hesaplandi. Daha sonra iizerine belirlenen (% 200) oranda

streptavidin eklendi ve ¢alkalamali inkiibatorde 30 dakika bekletildi. Son olarak bu karigimin
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icerisine belirlenen (%200) oranda EGF (ligand, epidermal biiyiime faktorii) eklenerek yine

ayn1 inkiibatérde 30 dakika bekletildi ve daha sonra kullanilmak tizere 4°C’ye alindi.

Hedeflendirilmis mikrokdpiik¢iiklerin in vitro karakterizasyonu meme kanseri hiicre
hatt1 olan MDA-MB-231 ile yapildi. Bu amagla, Sekil 9°de verilen paralel akis diizenegi
kuruldu. Diizenekte, sivinin akisi i¢in belli boyutlarda silikondan yapilmis bir kanal kullanildi.
Hiicrelerin tizerinde yetistirildigi cam bir plaka bu kanalin tizerine kapatildi. Akis i¢cin boru
baglantilar1 yapildi. Cihazin girig kismina bir siringa pompasi baglandi. Diger ¢ikis kismi ise
akan sivinin dokiilmesini engellemek igin bir beherin i¢ine alindi. I¢i HEPES tamponu dolu
olan bir siringa pompaya baglandi. Siringa ile cihazi baglayan iki boru {i¢ yollu vana ile
baglandi. Siringa pompast c¢alistirilarak ilk olarak borunun ve cihazin tampon ¢ozeltisi ile
dolmas1 saglandi. Daha sonra ii¢ yollu vanadan mikrokopiikeiik solusyonundan 2 mL boruya
verildi. Akis sirasinda ii¢ farkli akis hizi kullanildi (76, 152 ve 229 s). Akis 3 dakika
boyunca devam ettirildikten sonra borudan ayni akis hizlarinda 3 dakika boyunca HEPES
tamponu gecirilerek yikama yapildi. Daha sonra 5 farkli bolgeden goriintiiler kaydedildi. Son
olarak goriintii analiz yontemi ile farkli akis hizlarinda hangi mikrokopiikciiklerin hiicrelere
baglanma oranlar tespit edildi. Kontrol olarak ise, ligand yerine bovin serum albumin (BSA,

protein) igeren mikrokopiikgiikler ve hentiiz isaretlenmemis mikrokopiikgiikler kullanildi.

(yandan goriinus)

Hicrelerin bulundugu ve
\ mikrokopukeuklerin gegctigi bolge

giris

/

Silikondan yapllmis kanal |w=15mni

(yukaridan gorunds)

Sekil 9.Hedeflendirilmis mikroképiikgiiklerin ligand ile spesifik olarak baglandiginin testi
icin kullanilan akis kanali
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Monotabakanin Molekiiler Diizeyde Tasarimi ve 2D Karakterizasyonu

4.1.1. DSPC:PEG40St Karisimlari:

Doymus fosfokolin (PC) ve polietilen glikol stearat (PEG40St) molekiilii karigimlari
mikrokopiik¢iik yapiminda sik¢a kullanilan malzemelerdendir. Bu molekiillerin birbiri ile
etkilesimleri, karigabilirlikleri mikrokopiikciiklerin kararlilign ve dayamiklilifi acisindan
olduk¢a onem tasimaktadir. Literatiirde 9:1 mol oraninda PC ve PEG40St kullanilarak
hazirlanan mikrokopiikciikler {izerine yapilmis bazi ¢alismalar mevcuttur (Kwan ve Borden,
2010; Talu ve ark., 2006). Bu ¢alismada ise farkli mol oranlarinda hazirlanan DSPC/PEG40
karsimlart Langmuir—Blodgett (LB) metodu, Brewster A¢ist mikroskobu (BAM) ve Atomik
Kuvvet Mikroskobu (AFM) kullanilarak molekiiller arast etkilesimleri incelenmistir.
Langmuir-Blodgett metod ile elde edilen yiizey basinci—ortalama molekiiler alan
izotermlerinden (n-A) yararlanarak bu molekiillerin birbiri ile iliskisi arastirilmas,
izotermlerdeki veriler kullanilarak bilesenlerin karigilabilirlikleri ve karigimlarin kararliliklar
hakkinda yorum yapilmistir. BAM ve AFM ile ¢ekilen goriintiilerde de karisimlarin mikro ve

nano seviyede morfolojik 6zellikleri incelenmistir.

DSPC:PEG40St Ikili Karisimlarinin Yiizey Basinci-Molekiiler Alan Izotermleri, BAM ve AFM

Goriintiileri:

Farkli mol oranlarinda hazirlanan DSPC:PEG40St ikili karisimlarinin ylizey basinci
(m) - ortalama molekiiler alan (A) izotermleri her bir kombinasyon i¢in oda sicakliinda en az
tic tekrar yapilarak elde edildi. Sekil 10°da saf DSPC ve saf PEG40St molekiillerinin
monotabakalarinin w-A izotermleri gosterilmistir. Hava-su ara ylizeyindeki DSPC
monotabakasi sikisik (condens) faz 6zelligi gostermistir. Bu bilesen i¢in 6lgiilen monotabaka
yapmin bozuldugu yiizey basinct (kollaps basinci) yaklasik 63 mN/m olarak ol¢iilmiistiir.
DSPC molekiilii i¢cin bulunan bu izotermin literatiirdeki diger ¢alismalar ile uyum oldugu
goriilmektedir (Borden ve ark., 2004; Chou ve Chu, 2003; Hollinshead ve ark., 2009; Kubo
ve ark., 2001). DSPC monotabakasinda 18 karbon igeren alifatik zincirler arasinda kohesif

etkilesimler kuvvetli oldugu i¢in hava-su ara ylizeyinde bu monotabaka sikisik (kondens) film

27



ozelligi gosterir (Kubo ve ark., 2001; Tanwir ve Tsoukanova, 2008; Wydro ve ark., 2011).
DSPC’nin tam tersi olarak hava-su arayiizeyinde genisletilmis (expanded) film davranisi
sergileyen PEG40St monotabakanin, iki boyutlu yapisinin bozuldugu yiizey basinct 35 mN/m
civarinda Ol¢lilmistiir. Literatirde PEG40St monotabakasini inceleyen c¢alismalarda bulunan
1zotermlerle Sekil 10°de gosterilen izoterm uyum icerisinde oldugu goriilmektedir (Borden ve
ark., 2004; Xing ve ark., 2010). PEG40St molekiiliiniin yapisinda bulunan genis hidrofilik
PEG zincirleri arasindaki sterik itici kuvvetler (steric repulsive forces) sikistirma boyunca
PEG40St monotabakasinin genisletilmis fazda kalmasima neden oldugu diistiniilmektedir

(Shen ve ark., 2008).
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Sekil 10. DSPC:PEG40St karisimlarinin Yiizey Basinci-Ortalama Molekiiler Alan (n-A)
izotermleri
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Sekil 10’den goriilebilecegi gibi 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5 mol oranlarinda hazirlanan
DSPC:PEG40St karisimlarinin izotermleri saf DSPC’ye gore daha genisletilmis bir film
davranis1 gostermektedir ve bu izotermler 35 mN/m ylizey basincina kadar DSPC’in ve
PEGA40St’nin izotermleri arasinda yer almaktadir. Karisimlarin baslangictaki ortalama
molekiiler alanlari, karisimindaki PEG40St miktarimin arttirilmasiyla PEG  zincirinin
genisletici etkisinden dolayr artmistir. Ayrica karisimlarin izotermlerinde yaklasik 35 mN/m
yiizey basincinda bir plato gozlemlenmistir. Izotermlerdeki bu plato bolgesi Borden ve ark.
tarafindan PEG40St molekiiliiniin lipid/PEG40St karisimin monotabakasindan ayrilis1 olarak
yorumlanmustir (Borden ve ark., 2004). Karisimlardaki PEG40St miktarinin artmasiyla bu
platonun uzunlugunun arttif1 goriilmektedir. Ayrica izotermlerde yaklasitk 42 mN/m
civarlarinda ikinci kiigiik bir plato da goze carpmaktadir. 35 mN/m civarindaki plato
bolgesinde oldugu gibi bu platonun uzunlugu da karisimindaki PEG40St miktarmin
artmasiyla uzamistir. Bu sonuca benzer olarak, Xing ve ark. nin ¢alismalarinda Span60 ve
PEG40St iceren farkli mol oranlarinda hazirlanan karisimlarin izotermlerinde de artan
PEG40St miktariyla bu plato bolgelerin uzadigi goriilmiistiir. Ayrica 35 mN/m’den sonra
ortaya cikan ikinci kiigiik plato bolgesi de bu yazarlar tarafindan PEG40St molekiiliin

monotabakadan kademeli ayrilis1 olarak yorumlanmistir (Xing ve ark., 2010).

Bu karigimlarin  Ajgeasr V€ Aaran degerleri sirastyla denklem (3) ve denklem (4)
kullanilarak hesaplandi. Bilindigi tizere A degerinin sifira esit olmasi, karisimindaki
bilesenlerin birbiri ile karismadigr ve ideal bir karisim olusturdugu anlamina gelmektedir.
Diger yandan ideallikten sapma ise karigimi olusturan bilesenlerin birbiri ile karigabildigini
belirtir (Chou ve Chu, 2003; Tanwir ve Tsoukanova, 2008; Wydro ve Witkowska, 2009).
Ideallikten negatif sapmalar bilesenler arasinda cekici kuvvetlerin etkili oldugunu isaret
ederken, pozitif sapmalar itici kuvvetlerin baskin oldugunu isaret eder (Wydro ve Witkowska,
2009). Bizim karisimlarimiz i¢in hesaplanan A, degerleri sifirdan farkli oldugu i¢in
hazirlanan karisimlarin ideal olmadigini ve bilesenlerin birbiri ile karisabilir oldugunu ortaya
koymustur. Sekil 11 ger¢ek ortalama molekiiler alan degerlerinin (A;;) ideallikten farkli
basinglardaki sapmalar1 gostermektedir. A, degerleri PEG40St’in mol oranin fonksiyonu
olarak grafige aktarilmigsken, hesaplanan Aj4. degerleri de kesik cizgilerle gosterilmistir.
Sekil 11°den goriilebilinecegi gibi ideallikten negatif sapmalar dikkat ¢ekmektedir. Yani
karisimindaki molekiiller arasindaki ¢ekici kuvvetler baskin durumdadir. Ayrica en fazla

sapmaya 7:3 mol oranina sahip DSPC:PEG40St karisiminda rastlanmustir.
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A;,, A%/molekiil

— SP=20 mN/m

— SP=25mN/m
10 {— SP=30 mN/m
— SP=35 mN/m

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
XpEGaoSt

Sekil 11. Farkli mol oranlarinda PEG40St iceren DSPC:PEG40St karisimlarinin ortalama

molekiiler alan degerleri (A},)

Karisimlardaki bilesenler arasindaki etkilesimler hakkinda daha fazla bilgi sahibi
olmak icin karigimlarin artan serbest enerji (AGgman) degerleri denklem (5) kullanilarak
hesaplanmistir. AGyuan degerinin  negatif olmasi incelenen molekiiller arasinda ¢ekici
kuvvetlerin baskin oldugunu gosterirken, pozitif olmasi ise itici kuvvetlerin baskin oldugunu
gostermektedir (Chou ve Chu, 2003; Deleu ve ark., 1999; Gaines, 1966; Nakamura ve ark.,
2007, Wydro ve ark., 2011; Wydro ve Witkowska, 2009). Sekil 12°de karisimlar igin
hesaplanan AGg,, degerleri farkli basinglarda grafiksel olarak verilmistir. Tiim karigimlar i¢in
AGgan degerleri negatif bulunmustur. Bu durumda karisimlardaki molekiiller arasindaki etkili
kuvvetler ¢ekici kuvvetlerdir. Ayrica karisimindaki PEG40St’nin mol oram1 % 30’a
ulagincaya kadar karisimindaki PEG40St miktarinin arttirilmasiyla AGgran degerlerinin daha
da negatiflestigi gézlemlenirken bu orandan sonra bu trendin bozuldugu fark edilmistir. Bu
sonuca gore Xpggaost=0.3 oldugu karisiminda molekiiller arasi etkilesim diger karisimlara gore
daha kuvvetlidir. Benzer sekilde literatirde daha oOnce yapilan DSPC/Kolesterol
karisimlarinin incelendigi bir calismada, minimum AGgq., degeri, kolesterol orant %30

(XKolesteroi=0.3) oldugunda gozlemlenmistir (Wydro ve ark., 2011).
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Sekil 12. Farkli basinglarda DSPC:PEG40St karisimlarin artan Gibbs enerjileri

Monotabakalarin faz ozellikleri ve faz degisimleri sikistirilamazhik modiilii (Cs™)
grafiklerinden yararlanilarak incelenebilir. Grafiklerde ortaya ¢ikan minimum noktalarin faz
gecis noktalart olarak yorumlanabildigine isaret eden ¢alismalar mevcuttur (Keller, 2003;
Risovic ve ark., 2011). Bu calisgmada saf bilesenler ve karisimlar igin hesaplanan Cy!
degerleri yiizey basincina karsi grafige gecirilerek Sekil 13°de verilmektedir. Sekil 13’de
gozlemlendigi gibi saf DSPC monotabakasmim C' degerleri yiiksektir ve iki boyutlu yapmim
bozuldugu ylizey basincina (collapse pressure) ulasincaya kadar artan basingla birlikte bu
degerler de artmistir. Ciinkii DSPC molekiilleri arasindaki etkilesimlerin ¢ok diizenli olmasi
yiizey basinci-molekiiler alan izotermlerinde sikisik faz gosterimlerine ve yiiksek (C™)
degerlerine sahip olmalarin saglamistir. Ayrica yiiksek (Cs') degerlerine sahip olmalarindan
dolay1 sikistirma boyunca herhangi bir faz degisimine rastlanmamistir (Hollinshead ve ark.,
2009). DPPC ve DSPC molekiilleri farkli hidrokarbon zincir uzunluklarina sahip olmalarina
ragmen daha énce yapilan bir ¢calismada DPPC i¢in bulunan C' degerleri, DSPC’ye benzer
sekilde iki boyutlu yapinin bozuldugu yiizey basincina ulasincaya kadar artmistir (Lucero ve

ark., 2008).

31



300 300

©-DSPC ©-DSPC
#-8:2 DSPC PEG40 St
X PEG40 St

1 #-9:1 DSPC PEG40 St
X PEG40 St

Cs1 (mN/m)

Yiizey Basinci (mN/m)
300 300
©-DSPC ©-DSPC

“7:3 DSPC PEG40 St “#+6:4 DSPC PEG40 St
X PEG40 St X PEG40 St

Cs 1 (mN/m)

300

“©-DSPC 200 |%©-9:1DSPC PEG40 St
| -£-5:5 DSPC PEG40 St £$8:2 DSPC PEGA40 St
#-7:3 DSPC PEG40 St
150 |%¢6:4DSPC PEGA40 St
©-5:5 DSPC PEG40 St

X PEGA40 St

Cs 1 (mN/m)

0 10 20 30 40 50 60

Yiizey Basinci (mN/m) Yiizey Basinci (mN/m)

Sekil 13. DSPC:PEG40St karisimlarin yiizey basincina karsi Cs' (mN/m) degerleri

PEG40St monotabakasi i¢in bulunan C;"' degerleri ise PEG zincirinin genisletici
etkisinden dolay1 distiktiir. Karigimlarin Cs! grafikleri ise saf bilesenlerinkinin arasinda yer
almistir. Saf DSPC’ye kiyasla karisimlarin monotabakalarinda sikistirabilirlik degerleri
diismiistir. Diisiik yiizey basinglarinda karisimindaki PEG40St miktarnin artmastyla Cy”
degerleri azalmistir ve yaklasik 35 mN/m civarinda minimum noktalar ortaya ¢ikmistir. Bu
minimum noktalar PEG40St molekiiliiniin monotabakadan ayrilisini temsil edebilecegi gibi
molekiiler diizendeki bir degisimi de temsil edebilir. Disiik yiizey basinglarindaki bu
davramsin  aksine 35 mN/m’den sonraki basinglarda C,' degerleri artma egilimi
gostermislerdir. Ancak 45mN/m civarlarinda ikinci minimum noktalar ortaya ¢ikmistir. Bu

durum PEG40St molekiiliiniin hava-su arayiizeyinden kademeli olarak ayrilisina isaret
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edebilecegi gibi molekiillerin daha sikisik film yapisina gegisine de isaret edebilir. Ayrica 8:2
ve 7:3 karigimlarm C,’' degerlerinin 45mN/m’dan sonraki ulastiklart maksimum noktalar
diger karisimlarinkinden daha yiiksektir. PEG40St bileseninin DSPC monotabakasina
eklenmesi sikistirilabilirligi etkilemistir ve DSPC:DSPE-PEG2000 karisimlarinda oldugu gibi
film esnekligini arttirmistir (Chou ve Chu, 2003).

Sikistima-genisletme (agma-kapama) dongilisii sirasinda elde edilen Langmuir
izotermleri emilsifier molekdiliiniin monotabaka yiizeyinden ayrilisindan sonraki davranigini
ve molekiillerin tekrar monotabaka diizenine gecip ge¢mediklerini incelenmek i¢in
kullanilabilir (Borden ve ark., 2004; Xing ve ark., 2010). Literatiire gére bu dongiiler
sirasinda sikistirma izoterminin sola kayist monotabakadan molekiil kaybini temsil eder. Eger
ilk sikistirma esnasinda izotermde bir plato goriiliirse ve bu plato bolgesi diger sikistirmalar
sirasinda da varhigint koruyorsa bu durum ise monotabaka yapisinda geridoniisiime
(reversibility) isaret eder (Lipp ve ark., 1998; Saad ve ark., 2009; Takamoto ve ark., 2001).
Bu calismada, karisimlarin sikistima-genisletme dongii deneyleri PEG40St molekiiliiniin iki
boyutlu yapisinin bozuldugu yiizey basincinin (kollaps basinci) altinda 30 mN/m’de ve
istiinde 50 mN/m’de gergeklestirilmistir. Sekil 14, satf DSPC ve PEG40St monotabakalarinin
sikistima-genisletme dongii izotermlerini gostermektedir. DSPC’nin ikinci ve ti¢linci
sikistirma izotermlerinin ilk izoterme gore ¢ok az miktarda sola dogru kaydig
gozlemlenirken, saf PEG40St izotermlerinde sola dogru daha fazla kayma oldugu
gozlemlenmistir. Bu durum PEG40St molekiiliiniin yiizeyden kademeli olarak ayriligini temsil
edebilecegi gibi PEG zincirinin paketlenme sonucu konfigiirasyonundaki bir degisimi de

temsil edebilir.
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Sekil 14. Saf DSPC ve PEG40St’nin sikistirma-genisletme dongi izotermleri
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Saf bilesenlere ek olarak Sekil 15°de gosterildigi gibi DSPC:PEG40St karisimlarinin
sikistima-genisletme dongiileri de incelenmistir. 50 mN/m’ye kadar sikistirilip agilan
deneylerdeki sikistirma izotermlerinin sola kayma egilimi, 30 mN/m’ye kadar sikistirilanlara
gore daha fazla olmustur. Bu durum yiizeyden daha ¢ok molekiil kaybini belirtebilir. Ayrica
ikinci ve {g¢lingli sikistirma izotermlerindeki kayma karisimindaki PEG40St miktarinin
artmasiyla artmistir. Buna ilaveten karigimlarin ilk sikistirma izotermlerinde ortaya ¢ikan
plato bolgesi diger sikistirmalar sirasinda molekiiler tersinmezlik nedeniyle goriilmemistir. 50
mN/m’ye kadar yapilan sikistirmalarin bitis noktalar1 ayni yerde kesismistir. Yani bitis
noktalarinda ortalama molekiiler alan degerleri aynidir. Literatiirde yapilan bir ¢alismada
boyle bir durum ilk sikistirma sirasinda ylizeyde herhangi bir molekiil kaybi1 olmadigi
seklinde yorumlanmistir (Baekmark ve ark., 1995). 30 mN/m’ye kadar yapilan dongiilerde de
sikistirma izotermlerinin bitis noktalar1 her sikistirma ile daha kiigiik alanlara kaydigi
goriilmistiir. Bu sonucun nedeni, her bir sikistirma-genisletme sirasinda gerceklesen

molekiiler diizeyde konfigiirasyon degisikligi olabilir.
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Sekil 15. DSPC:PEG40St karisimlarin sikistirma-genisletme dongii izotermleri

Sirastyla 30 mN/m ve 50 mN/m’ye kadar yapilan sikistirma-genisletme deneyleri
boyunca 9:1 ve 5:5 karisimlarin Brewster A¢is1 Mikroskop (BAM) goriintiileri bu dongiiler
sirasinda morfolojide meydana gelen degisikleri incelemek {izere elde edilmistir. Sekil 15° da
goriilebildigi gibi 30 mN/m’ye kadar yapilan sikistirmalarda izotermlerde herhangi bir plato
bolgesi goriilmemistir. Ancak Sekil 16 ve Sekil 17°de gosterildigi gibi diisiik ylizey
basinglarinda ikinci ve {giincii sikisitirmalar sirasinda ¢ekilen BAM goriintiilerinde
morfolojide degisiklikler géze ¢arpmaktadir. Lipopolimerlerde PEG zincir yapisinda meydana
gelen “bazlama (pancake)” yapisindan “mantar (mashroom)” yapiya gecis olarak bilinen
yapisal degisimin (Jebrail ve ark., 2008; Naumann ve ark., 1999) BAM goriintiilerindeki bu

degisime neden olmus olabilecegi diisiiniilmektedir. Biiyiik olasilikla bu degisimden dolay1
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ilk sikistirma sonrasinda PEG40St 6nceki konfigilirasyona geri donememis, bunun sonucunda
sikistirmalar sirasinda goriintiilerde farkliliklar ortaya cikmustir. Sekil 18 ve Sekil 19°da
gortildiigii gibi ylizeyde ¢ok az farkliliklar olmasina ragmen sikistirmalar boyunca ¢ekilen
goriintiiler birbirine olduk¢a benzemesine ragmen bu goriintiler saf DSPC’nin BAM
goriintiilerinden farklidir (Sekil 20). izotermlerde sikistirma sirasinda plato bolgesinin
kaybolmasi bir miktar PEG40St molekiiliinlin ylizeyden ayrilis1 olarak yorumlanabilecegi gibi
dongiiler sirasinda cekilen bu goriintiilerin saf DSPC’ye benzememesi ylizeyde PEG40St

molekiiliiniin varlifina ispat olabilir.

1.Sikistirma 2. Sikistirma 3. Sikistirma
SP:8 mN/m SP:8 mN/m SP:8 mN/m

SP:30 mN/m

Sekil 16. 9:1 DSPC:PEG40St karisiminin 30 mN/m’ye kadar yapilan sikistirma-genisletme
dongiilerinin BAM goriintiileri



1. Sikistirma 2. Sikistirma 3. Sikistirma
SP:12 mN/m SP:12 mN/m SP:12 mN/m

W

SP:30 mN

Sekil 17. 5:5 DSPC:PEG40St karistminin 30 mN/m’ye kadar yapilan sikistirma-genisletme
dongiilerinin BAM goriintiileri

1. Sikistirma 2. Sikistirma 3. Sikistirma
SP:14 mN/m | SP:14 mN/m SP:14 mN/m

Sekil 18. 9:1 DSPC:PEG40St karisiminin 50 mN/m’ye kadar yapilan sikistirma-genisletme
dongiilerinin BAM goriintiileri
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1. Sikistirma 2. Sikistirma 3. Sikistirma
SP:22 mN/m SP:22 mN/m SP:22 mN/m

SP:50mN/m  SP:50 mN/m

Sekil 19. 5:5 DSPC:PEG40St karistminin 50 mN/m’ye kadar yapilan sikistirma-genisletme
dongiilerinin BAM goriintiileri

Sekil 20. Saf DSPC’nin Brewster Ac¢is1 Mikroskop (BAM) Goriintiileri
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SP:10 mN/m SP:15 mN/m SP:20 mN/m

SP:25 mN/m SP:30 mN/m SP:35 mN/m

Sekil 21. Saf PEG40St’nin Brewster A¢is1 Mikroskop (BAM) Gériintiileri

Mikrokopiik¢ciik zar yapisinin faz o6zellikleri molekiiler seviyede Brewster Agist
Mikroskobu (BAM) ve nanometre seviyesinde Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)
kullanilarak incelenmistir. Sekil 20°de verildigi gibi saf DSPC’nin goriintiilerinde literatiirde
daha once yapilan ¢alismalarda da oldugu gibi diisiik yiizey basinglarinda sikisik (kondens)
pargalar ylizeyde birbirinden ayr1 yiizerken sikistirma ile birlikte bu parcalar biraraya gelerek
ylizeyi tamamen kaplamislardir (Hollinshead ve ark., 2009; Kubo ve ark., 2001; Sanchez ve
Badia, 2008; Stepniewski ve ark., 2011; Tanwir ve Tsoukanova, 2008; Wydro ve ark.,
2011). Olusan bu homojen gériintii, ylizeyde tek faz olarak sikigik (kondens) fazin oldugunu
isaret etmektedir (Kubo ve ark., 2001; Tanwir ve Tsoukanova, 2008; Wydro ve ark., 2011).
PEG40St molekiillerinde ise molekiiller arast mesafe oldukca genis olmakla birlikte
molekiiller ylizeye adsorbe olmus durumdadir ve DSPC monotabakasindan farkli olarak
ylizeyde genisletilmis (expanded) film o6zelligi gostermistir. Bu sebeplerden dolayr Sekil
21’da goriildagti gibi PEG40St monotabakasinin BAM goriintiileri karanliktir ve bazi

bolgelerde bu molekiiller birbiriyle agrege olmus durumdadirlar.

Sekil 22 ise 9:1 mol oraninda hazirlanan DSPC:PEG40St karisiminin BAM
goriintiilerini gostermektedir. Diisiik yiizey basinglarinda kiiclik pargaciklar ve faz ayriliklari
dikkat c¢ekmistir. Bilindigi tizere BAM goriintiilerindeki koyu bolgeler genisletilmis

(expanded) faz oOzelligini temsil ederken, parlak bolgeler ise daha sikisik (kondens) faz
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ozelligini temsil etmektedir (Minones ve ark., 2002; Nakahara ve ark., 2011; Nakamura ve
ark., 2007). PEG40St molekiiliinin DSPC monotabakasina ilave edilmesiyle DSPC/DMPC
karisimlarinin  BAM  goriintiilerinde oldugu gibi sikistk DSPC  pargalarinin  boyutlari
kiictilmiistir (Kubo ve ark., 2001). Yiizey basinct 15 mN/m’ye ulastiktan sonra da
sikistirmayla birlikte yiizey homojenlesmistir. Sekil 23’de verildigi gibi 8:2 mol oraniyla
hazirlanan DSPC:PEG40St karisiminin goriintiilerinde 9:1°e gore daha biiylik sikisik faz
parcalarina rastlanirken, yine benzer sekilde 15 mN/ m’dan sonra homojen bir ylizey meydana
gelmistir. Sekil 24’de goriilebilecegi gibi ayni sekilde sikisik parcaciklarin boyutlarinda
bliylime dikkate degerdir. Ayrica 35 mN/m civarlarinda iki boyutlu yapinin bozulusuna
(kollaps) ya da karisimindaki molekiillerin yapisindaki degisiklige isaret edebilecek kiigiik
parlak noktaciklar ortaya ¢ikmistir. Sekil 25°de verilen 6:4 DSPC:PEG40St karisiminin BAM
goriintiileri incelediginde karistmindaki molekiillerin birbirinden uzak oldugu ve sikisik faz
ozellikli pargalarin boyutlarinin biraz daha biiytidiigii gézlemlenmistir. Daha fazla sikistirma
ile 7=20 mN/m’de bu parg¢aciklar birbiri i¢ine gecerek daha biiyiik bir par¢a olusturmustur.
Ayrica 7:3 karisima benzer sekilde sirasiyla izotermlerdeki plato bolgelerine karsilik gelen 35
mN/m ve 42 mN/m yiizey basinglarinda yiizeyde parlamalar goriilmustir. Sekil 26’de
gosterilen 5:5 mol oraniyla hazirlanan DSPC:PEG40St karisiminin BAM goriintiilerinde daha
buiyiik yuvarlak sikisik faz parcalari dikkat ¢ekerken, karisiminda PEG40St miktarinin fazla
olmasina bagl olarak PEG zincirleri arasindaki sterik kuvvetlerden dolayr molekiiller arasi
mesafe diger karisimlara gore daha da artmistir. Yiizey basincinin artmasiyla birlikte bu
pargalar biraraya gelmesine ragmen diger karigimlara kiyasla ylizey tamamen
homojenlesmemistir. Bu durum yiiksek yiizey basin¢larinda da faz ayriliklar1 olduguna isaret
edebilir. Ayrica 6:4 karisiminda oldugu gibi 35mN/m ve 42mN/m civarlarinda parlamalar

dikkat ¢ekmistir.

Saf DSPC monotabakasinin BAM gériintiilerinde, tiim sikistirma sadece parlak sikisik
faz ozelligi dikkat c¢ekerken, karisimlarda monotabaka morfolojisinde degisiklikler ortaya
cikmistir. BAM goriintiilerindeki bu degisklikler karisim monotabakalarinda PEG40St
molekiiliintin varligina isaret etmektedir. Karistmlarin BAM goriintiilerinden anlasilabilecegi
gibi karisimlarda PEG40St miktarinin arttirilmasiyla sikisik faz pargaciklarinin boyutlarmin
blytidiigii ve faz ayrimin arttigi gézlemlenmistir. Ayrica PEG40St mol oraninin 0.2’den fazla
oldugu karisimlarda 35 mN/m ve 42 mN/m civarlarinda kiiclik parlak noktaciklar ortaya

cikmistir. Bu sonuglara PEG40St ve DSPC molekiilleri ylizey basincinin 35 mN/m’den kiiciik
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oldugu basin¢larda baz1 bolgelerde tam olarak karismamustir. Bu goriintiilerde sikisik fazca
zengin ve genisletilmis fazca zengin olmak tizere iki fazli goriintiiler dikkat ¢ekmektedir.
Genel olarak bilindigi iizere ikili bir karisim farkli bozulma basincina (kollap basinct) sahip
bilesenlerden meydana gelmisse genellikle bu karisimin izoterminde daha genisletilmis faz
ozelligine sahip bilesenin bozulma basincinda bir plato bolgesi ortaya ¢ikar ve bu plato
bolgesine ulasincaya kadar ylizeyde faz ayrimlar1 gozlemlenir (C.PETTY, 1996; Chou ve
Chu, 2002; Lee, 2008; Shen ve ark., 2008; Takamoto ve ark., 2001). Buna gére bizim
karisimlarimizin izotermlerinde PEG40St’nin iki boyutlu yapisinin bozuldugu 35 mN/m
civart meydana cikan plato bolgeleri bir kissm PEG40St molekiiliiniin yiizeyden ayriligini
temsil edebilir. Yaklasik 42 mN/m civarinda goriilen kiiciik platolar Xing ve ark.’min
sonuclarina benzer sekilde, sikisik fazli paketlenmis adaciklar arasinda sikisan PEG40St
molekiillerinin yiizeyden kademeli ayrilisini isaret edebilir (Xing ve ark., 2010).
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SP:13 mN/m SP:15 mN/m SP:20 mN/m

SP:25 mN/m SP:30 mN/m SP:35 mN/m

SP:40 mN/m SP:45 mN/m SP:50 mN/m

Sekil 22. 9:1 DSPC:PEG40St karisiminin Brewster A¢is1 Mikroskop (BAM) Goriintiileri
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SPASMN/mL .

Sekil 23. 8:2 DSPC:PEG40St karisiminin Brewster A¢is1 Mikroskop (BAM) Goriintiileri
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SP:15:mN/m:

sP20mN/m . HBsp:25 mN/m SP:30 mN/m

SP:40 mN/m SP:45 mN/m

SP:50 mN/m

Sekil 24. 7:3 DSPC:PEG40St karisiminin Brewster A¢is1 Mikroskop (BAM) Goriintiileri
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SP:10 mN/m SP:12 mN/m

Sekil 25. 6:4 DSPC:PEG40St karisiminin Brewster A¢is1 Mikroskop (BAM) Goriintiileri
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SP:15 mN/m: -

SP:18 mN}fn : SP: 20 mN/m SP:25 mN/m

-

SP:30 mN/mids o

Sekil 26. 5:5 DSPC:PEG40St karisiminin Brewster A¢is1 Mikroskop (BAM) Goriintiileri

Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) ile mika iizerine kaplanmis filmler nanometre
seviyesinde incelendi. Karigimlarin filmleri ve DSPC filmi, 2 farkli ylizey basincinda
(PEG40St molekiiliiniin iki boyutlu yapisinin bozuldugu yiizey basincinin altinda (30 mN/m)
ve tizerinde (40 mN/m)) mika yiizeyine aktarilarak kaplama yapildi. PEG40St filmi ile sadece
30 mN/m yiizey basincinda kaplama yapildi. Sekil 27 ve Sekil 28°de sirasiyla 30 mN/m ve 40
mN/m’de kaplanan DSPC filmlerinin AFM goriintiileri ve yiikseklik profilleri verilmistir. Bu
iki farkli ylizey basincinda cekilen goriintiiler birbirinden farkli olmakla birlikte 40 mN/m’de
kiigiik DSPC filminin daha sikisik yapida olmasindan dolayr kiigiik kiirecikler goze
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carpmustir. Sekil 29°de gorildigii tizere PEG40St filmi ise DSPC filminden farkli olarak
yigintilt hidrofilik PEG zincirinden dolayi rastgele dallanmis sekiller halinde mika yiizeyinde
dagilmiglardir. PEG40St filminin AFM goériintiileri PEG 1500 polimer zinciri goriintiilerine
benzemektedir (Nettesheim ve ark., 1998). Saf PEG40St monotabakasinda, monotabakanin
alifatik zincirler arasindaki hidrofobik etkilesimler su i¢indeki PEG zincirleri arasindaki
dolanma ile dengelenebilir. Fakat yiizey basincinin artisiyla hidrokarbon zincirler arasindaki
kohezif kuvvetler daha etkili hale gelirken, su icindeki PEG zincirleri arasindaki dolanmalar
bu etkiyi azaltabilir. Sonu¢ olarak PEG40St monotabakasindaki PEG molekiilleri
arayiizeyden su fazmma dogru batabilirler. Sekil 30’da verilen 9:1 mol oraninda hazirlanan
DSPC:PEG40St karistmmin AFM  goriintiilerinde biiyiik koyu parcalar ve kiigiik parlak
pargalar goriilmiistiir. Kiigtik parlak pargalarin PEG zincirinin morfolojisini gosterdigi, DSPC
ylizeyini tam olarak kaplayamadigi gozlemlenmistir. Benzer sekilde Kwangmeyung ve ark.
tarafindan incelenen DPPC/lipopolimer monotabakasinin goriintiilerinde kiigiik yuvarlak
pargalara rastlanmistir (Kim ve ark., 2000). Sekil 31°de goriilebildigi gibi bu motif 40
mN/m’de bozulmustur. Ayrica 40 mN/m’daki 9:1 DSPC:PEG40St karisimimin morfolojisinin
aym basingtaki DSPC filminden farkli oldugu dikkat ¢ekmektedir. Bu sonug, Borden ve
ark.’nin varsayimlarinin tam tersine, plato bolgesinin lstlindeki basinglarda da PEG40St
molekiilintin varligmma kanit olabilir. PEG40St molekiiliiniin  DSPC monotabakasina
eklenmesiyle tipki daha 6nceki yapilan bir ¢alismada DSPC/DLPC karisiminda gozlemlendigi
gibi faz ayriliklar olusturmustur (Oguchi ve ark., 2010). Bu faz ayrimi 5:5 DSPC:PEG40St
karisimina kadar Sekil 32, Sekil 34, Sekil 36, ve Sekil 38’da goriilebildigi gibi karisimlardaki
PEG40St miktarinin arttirilmasiyla artmistir. Goriilen faz ayriliklart ve kiirecik yapilari,
DSPC ve PEG40St molekiillerinin aslinda birbirinden ayri olarak pargalar olusturdugunu ve
az miktarda da birbiri i¢inde ¢6ziindiiklerini soylemektedir. 5:5 DSPC:PEG40St karisiminda
fazla miktarda PEG40St molekiilii oldugu i¢in molekiiller aras1 mesafe oldukc¢a genistir. Bu
ylizden de farkli fazlar birbirinden uzak kalmistir. Bu yilizden 6:4 karisiminda ortaya ¢ikan
cicek desenini andiran goriintiiler bu karisiminda bozulmustur. Sekil 33, Sekil 35, Sekil 37 ve
Sekil 39°den goriilebilecegi gibi 30 mN/m’de goriilen yapilar 40 mN/m’da degismistir ve
PEG zincirlerinin st iiste binmesinden dolay:r yiikseklik profili artmistir. Karisimlarin 40
mN/m’de ¢ekilen AFM goriintiileri plato bolgesinden sonra da yiizeyde belli bir miktarda
PEG40St molekiilintiin varligma kanit niteligindedir. PEG40St ve DSPC molekiillerinin
karistirilmasi belli bir miktar PEG40St molekiiliiniin yiizeyde kalmasini desteklemistir. 9:1 ve

5:5 karisimlarimin sikistirma-genisletme dongii deneyleri sirasinda ¢ekilen goriintiilerde bu
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sonucu desteklemektedir. 5:5 DSPC:PEG40St karisimi hari¢ diger incelenen karisimlarin 40
mN/m’daki BAM goériintiileri homojen bir yilizey gostermis olmasina ragmen, AFM
goriintiileri bu basingtaki yilizeyin tamamen homojen olmadigini gostermistir. BAM ve AFM
gorilintlileri arasindaki bu farklilik, Atomik Kuvvet Mikroskobunun nanometre dl¢ceginde bir
¢Oziiniirliige sahip olamsindan ve bu sayede monotabakalarin daha detayli goriintiilerinin elde
edilebilmesinden kaynaklanmaktadir. BAM goriintiileri, sadece mikrometre 6l¢eginde yiizey

morfolojileri ve faz davranislar1 hakkinda bilgi vermektedir.

Calismamizin bu kisminda bulunan LB, BAM ve AFM sonuglar1 mikrokopiikg¢iiklerin
zar bilesenleri arasindaki etkilesimler ve faz davranislar1 hakkinda bilgi vermistir. Ayrica,
literatiirde yogun bir sekilde tartisilan, sikistirma esnasinda 6zellikle PEG40St molekiiliintin
kollaps basinci civarinda monotabakadan ayrilip ayrilmadigi sorununada yanit aranmigtir.
DSPC ve PEG40St molekiillerinden olusan karisimlarin LB izotermlerinin termodinamik
analizleri bu molekiillerin birbiri ile karigsabilir oldugunu ve molekiiller arasinda c¢ekici
kuvvetlerin baskin oldugunu gostermistir. Ancak karigimlarin BAM ve AFM goriintiileri
incelendiginde faz ayriliklari dikkat ¢ekmistir. Biiyiik ihtimalle bazi bolgelerde PEG40St
molekiilleri, DSPC molekiillerinin arasina girebilmisken baz1 bolgelerde ise DSPC
bakimindan yogun ve PEG bakimindan yogun fazlar ayri ayr1 bulunmaktadir. PEG40St
monotabakasinin bozulma basincinin tistiinde 50 mN/m’ye kadar gergeklestirilen sikistirma-
genisletme deneylerinin sonuglarina goére birinci sikistirma sirasinda goriilen plato bolgesi,
diger sikistirmalar sirasinda ortadan kaybolmasi ilk sikistirmadan sonra PEG40St
molekiiliiniin ylizeyden kademeli olarak ayrilisina isaret edebilir. Ancak bu dongiiler boyunca
cekilen BAM goriintiileri ve 40 mN/m’de kaplanan filmlerin AFM goriintiileri yiizeyde
sadece DSPC molekiilii olmadigim1 ayn1 zamanda belli miktarda PEG40St molekiiliiniin de
oldugunu gostermektedir. PEG40St molekiiliince zengin olan bolgelerde PEG zincirleri
birbirine dolanip yiizeyden kademeli olarak ayrilabilirken, DSPC ve PEG40St molekiillerinin
bir arada bulundugu bolgelerde PEG zincirinin konfigiirasyon degisikligine ugradig:i ve bu
molekiiller arasindaki ¢ekici kuvvetler sayesinde PEG40St molekiillerinin hava-su

araytizeyinde kaldig1 diistiniilmektedir.
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Sekil 27. DSPC’nin 30 mN/m yiizey basincinda kaplanmis filminin AFM goriintiileri
(a)topografya (b)faz (c)ytikseklik profili
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Sekil 28. DSPC’nin 40 mN/m yiizey basincinda kaplanmis filminin AFM goriintiileri
(a)topografya (b)faz (c)ytikseklik profili
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Sekil 29. PEG40St’nin 30 mN/m yiizey basincinda kaplanmis filminin AFM goriintiileri
(a)topografya (b)faz (c)ytikseklik profili
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Sekil 30. 9:1 DSPC:PEG40St karisiminin 30 mN/m yiizey basincinda kaplanmis filminin
AFM goriintiileri (a)topografya (b)faz (c)yiikseklik profili
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Sekil 31. 9:1 DSPC:PEG40St karisiminin 40 mN/m yiizey basincinda kaplanmis filminin
AFM goriintiileri (a)topografya (b)faz (c)ytikseklik profili
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Sekil 32. 8:2 DSPC:PEG40St karisiminin 30 mN/m yiizey basincinda kaplanmis filminin
AFM goriintiileri (a)topografya (b)faz (c)ytikseklik profili
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Sekil 33. 8:2 DSPC:PEG40St karigiminin 40 mN/m yiizey basincinda kaplanmis filminin
AFM goriintiileri (a)topografya (b)faz (c)yiikseklik profili
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Sekil 34. 7:3 DSPC:PEG40St karisiminin 30 mN/m yiizey basincinda kaplanmais filminin
AFM goriintiileri (a)topografya (b)faz (c)ytikseklik profili
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Sekil 35. 7:3 DSPC:PEG40St karisiminin 40 mN/m yiizey basincinda kaplanmais filminin

AFM goriintiileri (a)topografya (b)faz (c)ytikseklik profili
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Sekil 36. 6:4 DSPC:PEG40St karisiminin 30 mN/m yiizey basincinda kaplanmis filminin
AFM goriintiileri (a)topografya (b)faz (c)yiikseklik profili
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Sekil 37. 6:4 DSPC:PEG40St karisiminin 40 mN/m yiizey basincinda kaplanmis filminin
AFM goriintiileri (a)topografya (b)faz (c)ytikseklik profili
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Sekil 38. 5:5 DSPC:PEG40St karisiminin 30 mN/m yiizey basincinda kaplanmis filminin

AFM goriintiileri (a)topografya (b)faz (c)yiikseklik profili
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Sekil 39. 5:5 DSPC:PEG40St karigiminin 40 mN/m yiizey basincinda kaplanmis filminin
AFM goriintiileri (a)topografya (b)faz (c)yiikseklik profili

4.1.2. Artan Hidrofobik Etkilesimler: DSPC/Lipopolimer Karisimlari:

Bilindigi tizere fosfolipitler yalniz basina bilayer olusturabilmekte, kiiresel
monotabaka olusturamamaktir. Mikrokopiik¢iik yapisini elde edebilmek, mikrokopiikeiikler
aras1 etkilesimleri azaltmak ve viicuttaki dolasimi sirasinda stabiliteyi arttirmak amaciyla
fosfolipitler gibi amfifilik 6zellik gosteren ikinci bir bilesen kullanilmaktadir. Bu ikinci
bilesen emdtlsifierdir. Emiilsifier’in molekiil yapis1 hava-su arayiizeyindeki stabiliteyi
etkilemektedir (Shen ve ark., 2008). Bu sebeple ¢alismamizin bu boliimiinde farkli zincir
uzunluklarina sahip PEG zinciri igeren lipopolimerler (DSPE-PEG,, n=350, 1000, 2000)
emulsifier olarak kullanilmistir. Mikrokopiikeiiklerin zar yapilariin stabilitesini arttirmaya
yonelik olarak, 9:1 ve 5:5 mol oranlariyla hazirlanan DSPC/ DSPE-PEG, karisimlarindaki
molekiiller aras1 etkilesimler ve faz davranislari, LB metod ve Brewster A¢is1 mikroskobu ile

incelenmistir.

55



DSPC:DSPE-PEG2000 Ikili Karisimlarmmn Yi tizey Basinci-Molekiiler Alan Lzotermleri,
BAM ve AFM Goriintiileri:

Saf DSPE-PEG2000 ve farkli mol oranlariyla hazirlanan DSPC:DSPE-PEG2000
karisimlar1 hava-su ara yiizeyine yayilarak monotabaka olusturuldu. Hava-su ara yiizeyindeki
bu monotabakalarin karakteristik 6zelikleri dogrudan yiizey basinci-molekiiler alan
izotermleri (n-A) kullanilarak incelenebilir. Saf DSPE-PEG2000 ve DSPC:DSPE-PEG2000
karisimlarinin n-A izotermleri Sekil 40°de gosterilmektedir. Genis polimer zinciri igerdikleri
icin bu monotabakalarin yiizey basinclart oldukca biiyiik molekiiler alanlarda ortaya
cikmaktadir. Ayrica, Sekil 40°de gorildugt tizere saf DSPC monotabakasi saf DSPE-
PEG2000’dan daha sikisik (kondens) bir film olusturmustur. DSPE-PEG2000°1n bas grubu
hidrofilik 6zellikli PEG zincirinden olusmaktadir ve bu zincir lipopolimerin hava-su ara
yiizeyinde farkli davranis gostermesine neden olur (Chou ve Chu, 2002). Saf DSPE-
PEG2000 izotermi genisletilmis (expanded) film 6zelligi ve iki adet gecis bolgesi gosterdigi
goriilmektedir. Bu izoterm literatiirle uyum i¢inde oldugu goriilmektedir (Baekmark ve ark.,
1995; Baeckmark ve ark., 1999; Chou ve Chu, 2002; Chou ve Chu, 2003; Jebrail ve ark.,
2008; Lozano ve Longo, 2009; Luna ve ark., 2011; Majewski ve ark., 1997; Naumann ve
ark., 1999; Xu ve ark., 2001). Diisiik yiizey basincindaki ge¢is bolgesi yaklasik olarak 8
mN/m’de goriliilirken, yiiksek yiizey basincinda géze ¢arpan gegis bolgesi yaklasik olarak
19 mN/m’de civarindadir. Bu gecis bolgeleri icin benzer yiizey basinglari daha once
Naumann ve ark. tarafindan da gézlemlenmistir (Naumann ve ark., 1999). Genellikle, diisiik
ylizey basinci gecis bolgesi PEG zincirinin “bazlama” yapidan “mantar” yapiya gecisi olarak
yorumlanirken, yiiksek ylizey basicindaki gecis bolgesi hala tartisilmaktadir (Jebrail ve ark.,
2008; Naumann ve ark., 1999; Tsukanova ve Salesse, 2003; Xu ve ark., 2001). Baekmark ve
ark. yiiksek yiizey basing bolgesini polimer zincirinin “mantar” yapidan “firca” yapiya gegisi
olarak yorumlamistir (Backmark ve ark., 1995). Fakat, Baekmark n daha sonraki yayminda
bu bolgenin mantar yapidan fir¢a yapiya gec¢isi olarak yorumlanamayacagini, bu gegis
bolgesinin lipopolimerin  CH, grubunun diizenlenmesiyle ilgili oldugu gosterilmistir
(Backmark ve ark., 1999). Son yillarda PEG2000 baglanma fosfolipitlerle yapilan ¢alismalar
da yiiksek ylizey basing gecis bolgesinin, fosfolipidin alifatik zincirindeki diizenlemeyle ilgili
oldugunu soylemektedir (Lozano ve Longo, 2009; Naumann ve ark., 1999; Tanwir ve
Tsoukanova, 2008; Xu ve ark., 2001). Bizim buldugumuz saf DSPE-PEG2000 i¢in bulunan

sonuglar bu gozlemlere benzerdir. Diisiik yiizey basingclarinda PEG zincirleri “bazlama”
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olarak adlandirilan yapida olduklar1 i¢cin molekiiller aras1 mesafe oldukca genistir. Polimerin
bu yapisindan dolay1 molekiiller arasi sterik kuvvetler ortaya ¢ikar ve bu kuvvetler polimerin
biiytikliigiine baghdir. Yiiksek yiizey basing gecis bolgesinin altindaki diisiik basinglarda alkil
zincirler arasindaki etkilesimler ¢ok onemli bir rol oynamamaktadir (Baekmark ve ark.,
1999). Yiizey basimcinin artmasiyla birlikte polimer zincirinin yiizeyden desorbe oldugu ve
diistik ylizey basinci gegis bolgesince polimer zincirinin konfigiirasyon degisimine ugrayarak
“mantar” formuna gectigi distiniilmektedir. Basing yiiksek yiizey basicina ulasinca alifatik
zincir diizenlenmesinin ve sikistirilmasinin gergeklestigi ikinci gecis bolgesi gozlemlendi.
Sekil 40’de gosterildigi gibi farkli mol oranlariyla hazirlanan DSPC:DSPE-PEG2000
karisimlart saf DSPC’ye gore daha genisletilmis film davranisi gostermekle birlikte, bu
karisimlarin izotermleri saf bilesenlerin izotermlerinin arasinda yer almaktadir. Saf DSPE-
PEG2000 izotermine benzer sekilde karisimlarin izotermleri yaklasik 8 mN/m and 16 mN/m
civarlarinda iki gecis bolgesi goOstermistir. Diisiik yiizey basincindaki bolge PEG2000
zincirinin konfigiirasyon degisimini gosterirken, yiiksek yilizey basincindaki bolgede DSPE-
PEG2000’in alifatik zinciri daha diizenli bir yapiya ge¢cmis DSPC ve DSPE-PEG2000’in
alifatik zincirleri arasindaki kohezif etkilesimler artmistir (Lozano ve Longo, 2009;
Stepniewski ve ark., 2011; Tanwir ve Tsoukanova, 2008). Bir baska gézlem de sudur ki,
karisimindaki DSPE-PEG2000 miktar arttikga yliksek basing gecis bolgesi genislemis ve
molekiiler alan daha biiyiik alana kaymistir. Bu durumda karisim i¢indeki DSPE-PEG2000,
PEG zinciri igerdigi i¢in karisimi daha genisletilmis (expanded) hale getirdigi soylenebilir
(Chou ve Chu, 2002; Chou ve Chu, 2003; Tanwir ve Tsoukanova, 2008).

DSPE-PEG2000 karisimlarinin monotabakalari i¢in Ajgeal V€ Agran Sirasiyla denklem
(3) ve denklem (4) kullanilarak hesaplandi. Sekil 41 farkli yiizey basinglarinda gergek
molekiiler alanin (A;,) idealden sapmasini gostermektedir. A, degerleri DSPE-PEG2000 mol
oraninin fonksiyonu olarak verilmistir ve kesikli ¢izgiler de hesaplanan Ajgea degerlerini
temsil etmektedir. Sekil 41°deki sonuclara gére DSPC ve DSPE-PEG2000 ideal olmayan
davranis gostermekte ve hava-su arayiizeyinde karisabilmektedir ve bu sonuglar bu konu ile
daha onceden yapilan ¢alismalarla desteklenmektedir (Chou ve Chu, 2002; Chou ve Chu,
2003; Tanwir ve Tsoukanova, 2008). Sekil 42°de ise karisimlarin artan serbest enerjileri
farkli yiizey basinglarinda verilmistir. Gortildigi tizere bu ikili karisimlarin artan serbest
enerjileri negatif degerdedir ve bu yiizden molekiiller arasi ¢ekici kuvvetler daha baskindir

denilebilir. Karigimlarin bu karakteristik ozellikleri ¢esitli PC/PE-PEG2000 sistemlerinin
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ozellikleri ile uyum igerisindedir (Chou ve Chu, 2002; Chou ve Chu, 2003). 5:5 mol
oraninda hazirlanan DSPC:DSPE-PEG2000 monotabakas1 fazla miktarda DSPE-PEG2000
icermesinden dolay1 bu karisiminda PEG zincirinin itici ve genisletici etkisi fazla olmustur ve
karisimindaki molekiiller birbirlerine ¢ok fazla yaklasamamislardir. Bu durumun etkisi olarak
5:5 DSPC:DSPE-PEG2000 karisiminin AGgan degerleri 9:1 karisimindan daha biiyiiktiir, bu
ylizden 5:5 lik karisimindaki molekiiller arasindaki etkilesim daha zayiftir. 5:5 karisiminda,
monotabakadaki PEG zincir yogunlugundan 6tiirli, monotabakanin daha diizensiz bir form
almasi, ve PEG zincirlerinin konfigiirasyon degisiminin gerceklesmedigi ya da kismen

gerceklestigi de diistiniilmektedir.
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Sekil 40. DSPC:DSPE-PEG2000 karisimlarinin Yiizey Basinci-Ortalama molekiiler alan (7-
A) izotermleri
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Sekil 41. Farkli mol oranlarinda DSPE-PEG2000 iceren DSPC:DSPE-PEG2000

karigimlarinin ortalama molekiiler alan degerleri (A1)
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Sekil 42. Farkli basinglarda DSPC:DSPE-PEG2000 karisimlarinin artan Gibbs enerjileri
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Sekil 43. DSPC:DSPE-PEG2000 karisimlarinin yiizey basincina karst Cs' (mN/m) degerleri

Bu bulgulara ek olarak saf bilesenlerin ve DSPC:DSPE-PEG2000 karisimlarinin
sikistirilamazlik modiilii degerleri (C, ') hesapland:. Sekil 43‘de gosterildigi gibi saf DSPE-
PEG2000 monotabakasi PEG zincirinin etkisinden dolayi, saf DSPC monotabakasina gore
daha sikistirilabilir davranis gostermektedir. Karisimlarin C ' degerleri saf bilesenlerinkilerin
arasinda kalmistir. Ayrica, karisitmindaki DSPE-PEG2000 miktar1 artikca karisimin
sikistirilabilirligi arttigt gozlemlenmistir. Bu sonuglara gére DSPE-PEG2000’in karigima
ilave edilmesiyle, tipki daha onceki c¢alismalarda incelendigi gibi, monotabaka daha
sikistirilabilir hale gelmistir (Chou ve Chu, 2002; Chou ve Chu, 2003; Lozano ve Longo,
2009). Bu degerlerle ilgili bir baska gézlem de yiizey basinci-molekiiler alan izotermlerinde
gecis bolgelerine denk gelen yiizey basinglarinda iki adet minimum pik gortilmesidir. Lozano
ve ark’nin gozlemledigi gibi diisiik ylizey basincinda goriilen ilk pik DSPE-PEG2000’1n
polimer bas grubundaki konfigiirasyon degisikligini desteklerken, yiiksek yiizey basincindaki
pik ise alkil zincirleri arasindaki yeni bir diizenlemeye isaret etmektedir (Lozano ve Longo,

2009).

Saf bilesenlerin ve karigimlarin monotabakalarin tekrar yayilabilirlik 6zelliklerini
incelemek i¢in sikistirma-genisletme deneyleri gerceklestirilmistir. Sekil 44 saf DSPC, saf
DSPE-PEG2000 ve DSPC:DSPE-PEG2000 karisimlarin sikistirma-genisletme dongi
izotermlerini gostermektedir. Ikinci ve tigiincii sikistirmayla birlikte saf DSPC izotermi ¢ok az
sola kayarken, PEG zincirinin etkisinden dolay1 saf DSPE-PEG2000 izotermi sola dogru ¢ok
daha fazla kayma gostermistir. Bu durumda Baekmark ve ark. tarafindan gozlemlendigi gibi
PEG zinciri molekiillerin tekrar diizene girmesini énlemis olabilir ve sikistirma boyunca PEG

zincirleri birbirlerine dolanmis olabilir (Baeckmark ve ark., 1995). Karisimlarda DSPE-
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PEG2000 bilesenin varligindan dolay ikinci ve iiclincii sikistirmalarda sola dogru kaymistir
ve bu kayma miktar1 karistmindaki DSPE-PEG2000 mol miktarinin artmasiyla birlikte
artmistir. Ayrica karisimlarin ve saf DSPE-PEG2000 bilesenin ilk sikistirilisi sirasinda
gozlemlenen yiiksek basing gecis bolgeleri sikistirma-genisletme dongiileri boyunca aynen
kalmistir. Bu durumda dongiiler boyunca monotabakadaki molekiiller ylizeyden ayrilmadan
monotabakada kalmistir. Bu izotermlere ek olarak sikistirma-genisletme deneyleri sirasinda
monotabakadaki degisimleri daha detayli inceleyebilmek icin karisimlarin monotabakalarinin
sikistirma-genisletme donglisii sirasinda BAM goriintiileri kaydedilmistir. Sekil 45°de 9:1 ve
Sekil 46°de 5:5 DSPC:DSPE-PEG2000 karigimlarmin sikistirma-genigletme dongiilerinin
BAM goriintiileri  verilmektedir. Sekillerde goriildiigii {izere, monotabakalarin yiizey
morfolojisinde herhangi bir degisiklige rastlanmamistir. Buradan molekiillerin hava-su ara
ylizeyinde ayrilarak altfaza ge¢gmeleri s6z konusu olmadig1 ve/veya PEG zincirleri arasindaki
olas1 konfigiirasyon degisiminin tersinir oldugu sdylenebilir. Bu sonuglara ve daha once
literatiirde yapilmis calismalara gore saf DSPE-PEG2000 ve DSPC:DSPE-PEG2000
karisimlarinin monotabakalarinda yiizeyden ayrilma (squeeze-out) olay1 s6z konusu degildir

(Borden ve ark., 2006).
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Sekil 44. Saf bilesenlerin ve DSPC:DSPE-PEG2000 karigimlarinin sikistirma-genisletme

dongii izotermleri
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1. Sikistirma 2. Sikistirma 3. Sikistirma
SP:10 mN/m SP:10 mN/m SP:10 mN/m

SP:50 mN/m SP:50 mN/m

Sekil 45. 9:1 DSPC:DSPE-PEG2000 karisiminin sikistirma-genisletme dongiilerinin BAM

goriintiileri

1. Sikistirma 2. Sikistirma 3. Sikistirma
SP:10 mN/m

Sekil 46. 5:5 DSPC:DSPE-PEG2000 karisiminin sikistirma-genisletme dongiilerinin BAM

goriintiileri
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Morfolojik 6zellikleri incelemek i¢in saf DSPE-PEG2000 ve DSPC:DSPE-PEG2000
karisimlarimin  BAM goriintiileri  degisik ylizey basinglarinda c¢ekilmistir. Sekil 47°de
gosterildigi gibi saf DSPE-PEG2000 filmi diisiik basinglarda olduk¢a karanlik bir goriintii
vermistir. Gortintiilerdeki karanlik ya cok ince bir film tabakasini ifade eder ya da
molekiillerin yogunlugunun diisiikliigii anlamina gelir (Stepniewski ve ark., 2011). Yiizey
basincinin artmasiyla birlikte monotabaka film daha goriiniir hale geldigi ve ylizeyde parlak
tanecikler belirdigi goriilmektedir. Yaklasik olarak 9 mN/m’de goriilen bu tanecikler PEG
zincirinin “bazlama” yapidan “mantar” yapiya gecisini ifade ettigi, PEG zincirlerinin suya
dogru yoneldikleri diistiniilmektedir. Bu ylizey morfolojisi maksimum yiizey basincina kadar
ayni sekilde kalmistir. Benzer morfolojik degisim DPPE-PEG2000 ve DSPE-PEG2000
monotabakalar1 i¢in Jebrail ve ark. tarafindan da goriilmiistiir (Jebrail ve ark., 2008). 9:1
DSPC:DSPE-PEG2000 karisim i¢in yapilan BAM deneyinin sonuglart Sekil 48’da
verilmektedir. Diisiik ylizey basinglarinda homojen bir yiizey gézlemlenmis, ancak sikistirma
ile birlikte ylizeyde kiiglik parlak adaciklar ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. 9 mN/m ve 16 mN/m
civarlarinda go6zlemlenen bu pargaciklar sirasiyla PEG zincirinin ve alkil zincirin
diizenlenmesini temsil edebilir. Daha fazla sikistirma ile monotabaka tamamen homojen bir
hale gelmistir. Sekil 49‘da 5:5 mol oranli DSPC:DSPE-PEG2000 karisiminin BAM
gortintiileri  verilmistir. Bu karisiminda DSPE-PEG2000 miktar1 fazla oldugu ig¢in
karisimindaki molekiiller daha ge¢ bir araya gelebilmektedir. Bu nedenle diisiik yiizey
basinglarinda koyu renkli bolgeler goriildii. 9:1 karisima benzer olarak yaklasik 9 mN/m ve 16
mN/m’de yiizeyde parlak kiiciik pargaciklar gbze carpmakta ve yiizeyin daha fazla sikistirma

ile birlikte homojenlestigi goriilmektedir.
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SP:4,84 mN/m SP:9,09 mN/m

Sekil 47. Saf DSPE-PEG2000’nin Brewster A¢is1 Mikroskop (BAM) Goriintiileri
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P:4 . .
Sekil 48. 9:1 DSPC:DSPE-PEG2000 karisiminin Brewster Acist Mikroskop (BAM)

Gorintiileri
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SP:7,67 mN/m

Sekil 49. 5:5 DSPC:DSPE-PEG2000 karisiminin Brewster Acist Mikroskop (BAM)

Goruntiileri

DSPC:DSPE-PEG1000 Ikili Karisimlarimin Yiizey Basinci-Molekiiler Alan Izotermleri ve
Brewster A¢ist Mikroskop Goriintiileri:

Saf DSPE-PEG1000 bileseni ve DSPC:DSPE-PEG1000 ikili sistemleri igin ylizey
basincina karsilik molekiiler alan izotermleri (n-A) degisik yiizey basinglarinda deneysel
olarak elde edildi. Sekil 50’de saf DSPC, saf DSPE-PEG1000 ve farkli mol oranlarinda
hazirlanan DSPC:DSPE-PEG1000 karisimlarinin n-A izotermleri gosterilmektedir.
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Sekil 50. DSPC:DSPE-PEG1000 karigimlarinin Yiizey Basinci-Ortalama molekiiler alan (z-

A) izotermleri

Saf DSPE-PEG1000 monotabakasi, saf DSPE-PEG2000 monotabakasina gore daha az
genisletilmis (expanded) bir 6zellik gostermektedir. Sekil 50°de goriildiigu tizere saf DSPE-
PEG1000 bileseni DSPE-PEG2000’e gore daha kisa PEG zincirine sahip oldugu i¢in DSPE-
PEG1000 monotabakasinin ortalama molekiiler alani DSPE-PEG2000 ile kiyaslanildiginda
ayn1 ylizey basinclarinda daha kiigiiktiir. DSPC:DSPE-PEG2000 ikili karigimlarina benzer
sekilde DSPE-PEG1000 bilesenin DSPC monotabakasina katilmasiyla karisim daha
genisletilmis (expanded) davranis gosterdi. PEG zincirinin “bazlama” yapisindan “mantar”
yapisina gegisini temsil eden diisiik basing gecis bolgesi hem saf DSPE-PEG1000 hem de
DSPC:DSPE-PEG1000 karisimlarinin izotermlerinde yaklasik olarak 8 mN/m ylizey
basincinda goézlemlendi. Buna ek olarak alifatik zincirin diizenli yapiya ge¢mesine isaret eden
yiiksek basing gegis bolgesi yaklasik 16 mN/m’de ortaya ¢ikmustir. Karisimlardaki bu gegis
bolgesi DSPE-PEG1000 miktarin artmasiyla birlikte daha belirginlesmis ve artan hidrofilik
PEG zincirleri arasindaki sterik etkilesimlerden dolayr daha biiylik ortalama molekiiler alan

saptanmistir.
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Sekil 51. Farkli mol oranlarinda DSPE-PEG1000 iceren DSPC:DSPE-PEG2000

karigimlarinin ortalama molekiiler alan degerleri (A1)

DSPE-PEG1000 karisimlart i¢in hesaplanan Ajgear V€ Aaran degerleri Sekil 51°de
verilmistir. Sekil 51°de goriildigi tizere gercek ortalama molekiiler alan ideallikten sapmustir.
Bu durumda tipki DSPC:DSPE-PEG2000 ikili karigimlarinda bulundugu gibi, DSPC ve
DSPE-PEG1000 ideal davranmamakta ve hava-su ara yiizeyinde birbiri ile karisabilmektedir
(Chou ve Chu, 2002; Chou ve Chu, 2003; Tanwir ve Tsoukanova, 2008). DSPC ve DSPE-
PEG1000 molekiilleri arasindaki etkilesimleri incelemek ic¢in hesaplanan DSPC:DSPE-
PEG1000 karisimlarinin artan serbest enerjileri (AGuan) Sekil 52°de  gosterilmistir.
DSPC:DSPE-PEG1000 karisimlarinin AG,n degerleri negatif olarak bulunmustur. Bundan
dolayr bu molekiiller arasinda cekici kuvvetlerin etkili oldugu soylenebilir. DSPC:DSPE-
PEG2000 karisimlarindan farkli olarak, en negatif AGguan degerleri 5:5 mol oraniyla
hazirlanan karigiminda elde edilmistir. Burada, PEG zincirinin daha kisa olmasi sebebi ile
konfigiirasyon degisimlerinin daha etkili bir sekilde gerceklestigi ve bu nedenle artan DSPE-
PEG1000 miktar ile birlikte ideallikten negatif sapmalarin baskin oldugu sdylenebilir. DSPE-
PEG2000 igceren monotabakada, PEG’in hidrofilik karakterinden dolay1 diizgiin (smooth) bir
tek tabaka olusturamadigi i¢in, konfigiirasyonal degisimlerinin olma olasiliginin diisiik oldugu

ihtimalini akillara getirebilir.
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Sekil 52. Farkli basinglarda DSPC:DSPE-PEG1000 karisimlarin artan Gibbs enerjileri

Saf DSPE-PEG1000 ve DSPC:DSPE-PEG1000 karigimlarinin monotabakalarinin
sikistirtlamazlik  6zelliklerini incelemek amaciyla hesaplanan hava-su ara yiizeyinde
stkistirilamazlik modiilii degerleri (Cs') Sekil 53’de goriilmektedir. PEG zinciri iceren saf
DSPE-PEG1000 monotabakast saf DSPC monotabakasina gore daha diisiik sikistirilamazlik
modiilii degerine sahip oldugu gozlemlenmistir. DSPE-PEG2000 iceren monotabakalarda
gozlemlendigi gibi, saf DSPE-PEG1000 ve DSPC:DSPE-PEG1000 karisimlari i¢in de ylizey
basinci-molekiiler alan izotermlerindeki geg¢is bolgelerinin basinglarina yakin basinglarda iki
minimum pik géze carpmustir. Ayrica, yaklasik 15-16 mN/m {izeri ylizey basinglarinda 9:1
DSPC:DSPE-PEG1000 karisimiin sikistirllamazlik modiili  DSPC’ninkine benzer bir
davranig gosterirken, 5:5 karisimi daha ¢ok DSPE-PEG1000 molekiiliiniin sikistirilamazlik
modiiline benzer bir davranis goOstermistir. Buradan, 9:1 karisiminda yiiksek yiizey
basincinda “bazlama”dan “firca” yapisina dogru PEG zincir konfiglirasyonunun
tamamlandigi, ancak 5:5 karigimi i¢in hala sikistirilabilir bolgelerin oldugu anlagilmaktadir.
[lave olarak, saf DSPE-PEG1000 ve DSPC:DSPE-PEG1000 karisimlarmm sikistirma-
genisletme deneyleri sirasinda elde edilen izotermler Sekil 54°de verilmistir. Saf DSPE-

PEG1000 ve DSPC:DSPE-PEGI000 karisimlarinin birinci sikistirma ile elde edilen
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izotermlerine kiyasla, ikinci ve {cilincii sikistirmada PEG zincirinin etkisinden dolay1
izotermler sola dogru kaymustir. Ayrica ilk sikistirmada ortaya ¢ikan gegis bolgeleri
sikistirma-genigletme dongiileri boyunca tekrar goriilmiistir. Bu kosullar altinda
DSPC:DSPE-PEG1000 karisimlar ylizeyden ayrilma davranisi gostermedikleri ve molekiiler
etkilesime bagli monotabaka olusumunun tersinir oldugu sdylenebilir. Sekil 55 ve Sekil 56’de
DSPC:DSPE-PEG1000 karisimlarinin sikistirma-genisletme dongiileri boyunca ¢ekilen BAM
gorilintlilerinden goriildigt lizere, tekrar tekrar sikistirma-genisletme sirasinda goriintiilerde
her sefer sikistirmada daha sikisik bir monotabaka elde edildigi goriilmektedir ki, bunun PEG
zincirlerindeki konfigiirasyon degisiminden kaynaklandigi diistintilmektedir. Bu durum 5:5

karisiminda daha bariz goriilmektedir.
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Sekil 53. DSPC:DSPE-PEG1000 karisimlarin yiizey basincina karsi Cs'(mN/m) degerleri
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Sekil 54. Saf bilesenlerin ve DSPC:DSPE-PEG1000 karigimlarinin sikistirma-genisletme
dongii izotermleri

1. Sikistirma 2. Sikistirma 3. Sikistirma
SP:10 mN/m SP:10 mN/m SP:10 mN/m

SP:50 mN/m

SP:50 mN/m

Sekil 55. 9:1 DSPC:DSPE-PEG1000 karisiminin sikistirma-genisletme dongiilerinin BAM

goriintileri
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1. Sikistirma 2. Sikistirma 3. Sikistirma
SP:10 mN/m

SP:10 mMN/m

Sekil 56. 5:5 DSPC:DSPE-PEG1000 karisiminin sikistirma-genisletme dongiilerinin BAM

goriintiileri

Farkli yiizey basinglarinda ¢ekilen saf DSPE-PEG1000 monotabakasinin BAM
gorlintiileri Sekil 57°da verilmistir. Sekilde goriildigl tizere biiylik molekiiler alanlarindaki
goriintiiler daha karanlik olup, sikistirma ile ylizeyde kiigiik parlak noktalar belirmeye
baslamistir. Bunun, biiyiik bir olasilikla sikistirma ile birlikte PEG zincirlerinin konfigiirasyon
degisimine ugramasindan ve hidrokarbon zincirlerinin yiizeye daha dik konuma ge¢gmesinden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Bundan dolay1 bu kiigiik parlak noktalar bir araya gelmeye
baslayarak daha belirginlesmistir. Sikistirmaya devam edildikce ylizey daha homojen bir hale
gelmis ve bu kiiclik parlak noktaciklar goriilmeye devam etmistir. 9:1 mol oraninda
hazirlanan DSPC:DSPE-PEG1000 karistmin BAM goriintiileri Sekil 58 gosterilmistir. Bu
BAM goriintiileri 9:1 DSPC:DSPE-PEG2000 karistminin goriintiilerine  benzemektedir.
Diisiik basing bolgesinde yuvarlak parlak yapilar goriilmiis, devam eden sikistirma ile
homojen bir yiizey meydana gelmistir. Bu homojen daha parlak goriintii ise ¢ok iyi bir sekilde
diizenlemis molekiiler yapiy1 temsil etmektedir (Brandal ve ark., 2007). Sekil 59’de verilen
5:5 mol oraniyla hazirlanan DSPC:DSPE-PEG1000 karisiminin BAM goriintiileri 5:5 lik
DSPC:DSPE-PEG2000 karigimimin goriintiilerine benzemekle birlikte fazla miktarda PEG

zincirinin olmasindan dolay1 molekiiller arasi mesafe fazladir ve yiizeyde koyu bolgeler fark
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edilmektedir. Ayrica, yaklasik olarak diisiik ve yliksek ge¢is bolgelerinin basinglarinda parlak

ve daha sikismis adaciklar oldugu goze carpmaktadir.

SP:5,58 mN/m SP:10,08 mN/m

sp:15,29 mN/m == [SP: 20,02 mN/m

Sekil 57. Saf DSPE-PEG1000°nin Brewster A¢is1 Mikroskop (BAM) Goériintiileri
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SP:5,69 mN/m

SP:13,37 mN/m

Sekil 58. 9:1 DSPC:DSPE-PEG1000 karisimimnin Brewster Acgist Mikroskop (BAM)

Goruntiileri
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SP:5,69 mN/m' = i : ‘WSP:10,23 mN/m

Sekil 59. 5:5 DSPC:DSPE-PEG1000 karisiminin Brewster Acist Mikroskop (BAM)

Goruntiileri

DSPC:DSPE-PEG350 Ikili Karigimlarimin Yiizey Basinci-Molekiiler Alan Izotermleri ve

Brewster Angle Mikroskop Goriintiileri:

Saf DSPE-PEG350 ve DSPC:DSPE-PEG350 karigimlarinin monotabakalarinin ytizey
basinglarinin ortalama molekiiler alana gore degisimleri Sekil 60’de verilmektedir. Saf DSPE-
PEG350 filmi saf DSPC ‘ye gore daha genisletilmis davranig gostermistir; fakat saf DSPE-
PEG2000 ve saf DSPE-PEG1000’den farkli olarak izotermde sadece yiiksek basing gecis
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bolgesi  goriilmiistiir. DSPE-PEG350 ve DSPC’nin  karistirilmasiyla  olusturulan
monotabakalar da yiiksek basing gecis bolgesine kadar genisletilmis film davranisi
gostermistir. Saf DSPE-PEG350 ile ayni sekilde DSPC:DSPE-PEG350 karisimlarinin
izotermlerinde de diisiik basing gegis bolgeleri belli olmamakla birlikte yaklasik 16 mN/m
civart yiiksek basing gecis bolgesi fark edilmektedir. Diisiikk basing gecis bolgesi PEG
zincirinin  konfigiirasyonundaki degisimi temsil etmesine ragmen lipopolimerdeki PEG
zincirinin kisalmasiyla bu bolge ¢ok belli olmamustir. Kisa PEG zincirinin bu etkisinden
dolayr PEG zincirindeki yapisal degisim ¢ok net bir sekilde goriilememistir. Daha once
yapilan bir ¢alismada benzer sonuglar Mathe ve ark. tarafindan tartisilmistir ve kisa PEG
zinciri igeren lipopolimerlerin monotabakalarinda alkil zincirin diizenlenmesiyle ortaya ¢ikan
tek gecis bolgesi goriiliirken, uzun PEG zinciri iceren lipopolimerlerde ise tipik lipopolimer
davranis1 ve iki gegis bolgesi gozlemlendigi belirtilmistir (Mathe ve ark., 2000). Diger
taraftan DSPC:DSPE-PEG2000 ve DSPC:DSPE-PEG1000 karisimlarinda oldugu gibi
DSPC:DSPE-PEG350 karisiminda da lipopolimer miktar: artirildik¢a ortalama molekiiler alan

artmistir.

Ideal davranistan sapmalar1 incelemek i¢in DSPC:DSPE-PEG350 karisimlarinin Ajgea
degerleri hesaplandi ve Aj, degerleri ile kiyaslandi. Karisimindaki DSPE-PEG350’1n mol
oraninin fonksiyonu olarak Ajqea Ve Ajz degerleri grafige gecirildi. Sekil 61°de gosterildigi
gibi DSPC:DSPE-PEG350 karisimindaki molekiiller ideal olmayan davranis sergilemis ve
birbiri ile karigabilmistir. Buna ek olarak Sekil 62°de verilen karisimlarin artan serbest
enerjilerini  (AGaran ) inceledigimizde ise DSPC ve DSPE-PEG350 molekiilleri arasinda
cekici kuvvetlerin etkili oldugu goriilmektedir. DSPC:DSPE-PEG1000 karisimlarina benzer
sekilde DSPC:DSPE-PEG350 karisimlari i¢in en negatif AGyuan degerleri 5:5 mol oraniyla

hazirlanan karisiminda bulunmustur.

Sekil 63’de gosterilen saf DSPE-PEG350 ve DSPC:DSPE-PEG350 karisimlarinin
sikistirilamazhik modiilii (Cy") grafiklerinde 16 mN/m civari ortaya ¢ikan yiizey basmci-
molekiiler alan izotermlerindeki yiiksek basing gecis bolgelerine denk gelen minimum pik
dikkat cekmektedir. Ayrica DSPC:DSPE-PEG2000 ve DSPC:DSPE-PEG1000 karigimlarinda
gozlemlendigi gibi bu karisimlarda da monotabakaya DSPE-PEG350 molekiiliiniin ilave
edilmesiyle karisim saf DSPC’ye gore daha sikistirilabilir hale gelmistir.
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Sekil 60. DSPC:DSPE-PEG350 karisimlarinin Yiizey Basinci-Ortalama molekiiler alan (-A)
izotermleri
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Sekil 61. Farkli mol oranlarinda DSPE-PEG2000 i¢ceren DSPC:DSPE-PEG350 karisimlarinin

ortalama molekiiler alan degerleri (Aj2)
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Sekil 63. DSPC/ DSPE-PEG350 karisimlarim yiizey basincina kars: C, ' (mN/m) degerleri

Sekil 64’de saf DSPE-PEG350 ve DSPC:DSPE-PEG350 karisimlarinin sikistirma ve
genisletme  izotermleri  gosterilmistir.  Karisimlarin  ve  saf  DSPE-PEG350’nin
monotabakalarinin ikinci ve liglincli sikistirma izotermleri PEG zincirinin etkisinden dolay1
ilk sikistirma izotermlerine kiyasla daha kiiciik molekiiler alanda yiikselmistir. Buna ek olarak
ilk sikistirma esnasinda 16 mN/m yiizey basinci civari ortaya ¢ikan gegis bolgesi sikistirma-

genisletme dongiisii boyunca aynen kalmistir. Sekil 65 ve Sekil 66’de 9:1 ve 5:5
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DSPC:DSPE-PEG350 karisimlarinin sikistirma-genisletme dongiileri i¢in alman BAM
goriintiileri incelendiginde sikistirma-genisletme c¢evrimleri sirasinda goriintiilerde herhangi
bir degisiklik géze carpmamistir. Bundan dolayr molekiillerin literatiirde tartisildigi {izere
ylizeyden ayrilmasinin s6z konusu olmadigi kanaatine varilmistir. Burada bulunan sonuglar

DSPC:DSPE-PEG2000 ve DSPC:DSPE-PEG1000 karisimlari i¢in yapilan gézlemlere benzer
niteliktedir.
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Sekil 64. Saf bilesenlerin ve DSPC/ DSPE-PEG350 karisimlarinin sikistirma-genisletme
dongii izotermleri
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1. Sikistirma 2. Sikistirma 3. Sikistirma
SP:10 mN/m SP:10 mN/m

Sekil 65. 9:1 DSPC:DSPE-PEG350 karigiminin sikistirma-genisletme dongiilerinin BAM

goriintiileri

1. Sikistirma 2. Sikistirma 3. Sikistirma
SP:10 mMN/m SP:10 mN/m

SP:50 mN/m _ SP:50 mN/m

Sekil 66. 5:5 DSPC:DSPE-PEG350 karisiminin sikistirma-genisletme dongiilerinin BAM

goriintiileri
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Sekil 67°de goriildigti gibi saf DSPE-PEG350’in BAM goriintiileri diisik yiizey
basinglarinda karanliktir ve yiizey basinci 15 mN/m’ye ulasincaya kadar ylizeyde herhangi bir
degisiklik goriilmemistir. Mathe ve ark.’nin tartigmalarina gore kisa PEG zinciri igeren
lipopolimerler tam olarak doymus alkil zincir iceren yag (lipid) gibi davranabilirler (Mathe ve
ark., 2000). Belki de bu nedenden dolayr DSPE-PEG350 monotabakalarinda diisiik basing
gecis bolgesi goriilememektedir. Yiizey basinci yaklasik olarak 15 mN/m’ye ulastiginda ise
kiictik parlak noktaciklarin ytizeyde belirlemeye basladig1 ve basing artmaya devam ettik¢e bu
noktaciklarin birbirine yaklasarak birbiri i¢ine gecerek daha homojen bir film olusturduklari
goriilmektedir. Saf DSPE-PEG1000 ve saf DSPE-PEG2000 monotabakalarinin aksine, saf
DSPE-PEG350 monotabakasinda kisa PEG zincirleri sayesinde sikistirma ile molekiiller bir
araya gelerek homojen bir yilizey olusturabilmektedirler. 9:1 mol oraniyla hazirlanan
DSPC:DSPE-PEG2000 ve DSPC:DSPE-PEG1000 karisimlarina kiyasla, Sekil 68’da verilen
9:1 DSPC:DSPE-PEG350 karistminin BAM goriintiilerinde daha homojen bir goriintiiye
rastlanirken ylizeyde herhangi bir faz ayrimina rastlanmamistir. 5:5 DSPE-PEG350 igeren
DSPC:DSPE-PEG350 karistminin BAM goriintiileri Sekil 69°de verilmistir. 5:5 mol oraniyla
hazirlanan DSPC:DSPE-PEG2000 ve DSPC:DSPE-PEG1000 karisimlarinda gézlemlendigi
gibi, molekiiller aras1t mesafe 9:1 karisima gore fazladir. Ayrica yaklasik 9 mN/m ve 16 mN/m

civari yiizey basinglarinda farkl figiirlerin ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir.

Bu sonuglara gore, DSPE-PEG350, DSPE-PEG1000 ve DSPE-PEG2000
molekiillerinin  DSPC  monotabakasina ilave edilmesi, hava-su arayiizeyindeki
monotabakasina genisletici (expanded) bir etki yapmistir. DSPE-PEG350, DSPE-PEG1000,
DSPE-PEG2000 molekiilleri ile DSPC molekiiliiniin karigabilir oldugu, bu molekiiller
arasinda ise ¢ekici kuvvetlerin etkili oldugu ylizey basinci-molekiiler alan izotermlerinden ve
hazirlanan karisimlarin termodinamik analizlerinden elde edilen sonuglardan anlasilmaktadir.
Farkli lipopolimerler kullanarak hazirlanan karisimlari inceledigimizde, Dori ve ark.’nin da
gozlemledigi gibi ortalama molekiiler alanin lipopolimerdeki PEG zincirinin uzunlugu
arttikca arttigi fark edilmistir (Dori ve ark., 2000). Ciinkii izotermlerdeki molekiiler alani
polimer zincirinin biytkligli belirlemektedir (Baekmark ve ark., 1999). Ayrica
DSPC:DSPE-PEG1000 ve DSPC:DSPE-PEG350 karisimlarinda karigimindaki lipopolimer
miktart arttitkca molekiiller arasi ¢ekici kuvvetlerin daha giicli oldugu gozlemlenirken
DSPC:DSPE-PEG2000 karisimlari i¢in bu durumun tam tersi gecerli olmustur. Bunun, PEG

zincirlerinin hidrofilik karakterinden dolay1r hava-su arayiizeyinde lipopolimerlerin diiz bir
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monotabaka olusturamadiklar1 ve dolayisiyla sterik kuvvetlerin PEG  zincirlerinin
konfigiirasyon degisiminde etkili olamadiklarindan kaynaklandigi distiniilmektedir.
Gergeklestirilen BAM calismalarinin sonuglarina goére %50 lipopolimer iceren karisimlarda
hem disik basing gecis bolgelerinde hem de yiiksek basing gecis bolgelerinde faz
ayriliklarina rastlanmistir. Bu faz ayrimlar1 yalniz DSPC fazi olarak yorumlanabilecegi gibi
DSPC/lipopolimer karisim fazi olarak da yorumlanabilir (Tanwir ve Tsoukanova, 2008).
%10 DSPE-PEG2000 iceren DSPC:DSPE-PEG2000 karisgtminda da bu bolgelerde faz
ayirimlarina rastlanmistir. Ancak 9:1 DSPC:DSPE-PEG1000 karisiminda yiizeyde farkliliklar
sadece diisilk basing gec¢is bolgesinde gozlemlenmistir. Ayni mol oraniyla hazirlanan
DSPC:DSPE-PEG350 karisiminda ise PEG zincirinin ¢ok kisa olmasindan dolay1
karisimindaki molekiiller bir araya yaklasabilmis ve yiizeyde homojen bir goriinti
olusturmuslardir. Sonug olarak ikili karisimlardaki molekiiller arasi etkilesimlerin karisimi
olusturan bilesenlerin tiirtinden etkilendigi ve lipopolimerlerin DSPC ile karisimlarinda
dagilimlarinin sadece yiizey basincina bagli olmadigi ayni zamanda karistmindaki

lipopolimerin de miktarina bagl oldugu tespit edilmistir.
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SP:4,67 mN/m SP:10mN/m SP:15,23 mN/m

sp:15,69 mN/m- - - - = Msp1618 mN/m

Sekil 67. Saf DSPE-PEG350°nin Brewster A¢is1t Mikroskop (BAM) Goriintiileri
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Sekil 68. 9:1 DSPC:DSPE-PEG350 karistminin Brewster Acist Mikroskop (BAM)

Goruntiileri
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SP:5,45 mN/m - 5 iis

Sekil 69. 5:5 DSPC:DSPE-PEG350 karistminin Brewster Agisi Mikroskop (BAM)

Goruntileri
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4.1.3. DSPC:PEG40St ve Hidrojen Bag1 Yapabilen Lipid Karisimlari:

Ayn1 uzunlukta alkil zincir igeren fakat farkli hidrojen bag yapma kapasitesine sahip
farkli bas gruplar1 (head group) igeren lipidler ve yag molekiilleri kullanilarak, bu bilesenlerin
mikrokopiik¢iikleri olusturan monotabakanin morfolojisi ve faz davranmisi iizerine etkisi

incelenmistir.

DSPG, DSPE, DSPA, ve StGly’nin farkli bas gruba sahip olmalarindan dolay1
hidrojen bag1 yapma kapasitelerinin ve dolayisiyla diger molekiillerle etkilesimlerinin farkl
olabilecegi duisiiniilmiistiir. Bu sebeple farkli mol oranlarinda, ti¢lincii molekiil kullanilarak
ticli karigimlar hazirlanmis, Langmuir-Blodgett metod ile elde edilen yiizey basinci—ortalama
molekiiler alan izotermlerinden (m-A) yararlanarak bu molekiillerin birbiri ile etkilesme
iliskisi arastirilmis, bilesenlerin karisabilirlikleri ve karisimlarin kararliliklarr arastirilmastir.
Molekiillerin faz davraniglari ve morpholojileri Brewster Agisi mikroskobu kullanilarak

mikroskobik seviyede, AFM ile de nanoskobik seviyede incelenmistir.

DSPC:PEG40St:DSPG Uclii Karisimlarinin Yiizey Basinci-Molekiiler Alan Izotermleri, BAM
ve AFM Goriintiileri

Calismamizin bu kisminda mikrokopiikgiikleri olusturan monotabakaya ek fosfolipit
olarak ilave edilen DSPG’in monotabakanin karigabilirlik ve stabilitesi tizerine etkisi ve bu
fosfolipidin DSPC ve PEG40St bilesenleri ile etkilesimi incelenmistir. DSPC:PEG40St ve
DSPC/PEG-lipid karigimlart i¢in yapilan incelemelerde zar yapiyr olusturan bilesenlerin
kompozisyonlarinin degistirilmesiyle molekiiller arasi etkilesimlerin ve faz ozelliklerinin
degistigi gézlemlenmisti. Bu sebepten dolayi sirastyla DSPC ve PEG40St mol oranlar1 0.7 ve
0.5 tutularak farkli mol oranlarinda DSPG i¢eren karisimlar hazirlandi ve ikili karisimlari
incelemek i¢in kullanilan yontemlerle hazirlanan karigimlar incelendi. 7:2:1, 7:1,5:1,5, 7:1:2
mol oranlartyla hazirlanan DSPC:PEG40St:DSPG karisimlarinin ortalama molekiiler alana
karsi ¢izilen ylizey basinci izotermleri (n-A) Sekil 70°de verilmistir. Sekilde goriilecegi tizere,
saf DSPG monotabakasit DSPC monotabakasina benzer sekilde sikisik (kondens) film 6zelligi

gostermistir. DSPG izoterminde gozlemlenen bu davranis literatiirde yapilan ¢aligmalarla

uyum i¢inde oldugu goriilmektedir (Bos ve Nylander, 1996; Greenough ve Blanchard,
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2009). DSPC ve DSPG fosfolipitler ayn1 uzunlukta hidrokarbon zincirine sahip olmalarina
ragmen fosfolipitlerin polar bas gruplar1 yapi olarak birbirinden farklidir. DSPG negatif yiiklii
iken DSPC nétral bir lipittir, ve DSPC’nin bas grubu DSPG’ninkinden daha biiyiiktiir (Bos ve
Nylander, 1996; Wydro ve Witkowska, 2009). DSPC ve DSPG monotabakalari igin
kaydedilen m-A izotermleri karisilastirildiginda, fosfolipitlerdeki bas gruplarin etkisinden
dolayr DSPG’nin izotermi DSPC’ye gore daha kiigiik molekiiler alanlarda yer almaktadir. Bu
durumda Bos ve ark.’nin da gozlemledigi gibi DSPG molekiilleri arasindaki mesafe DSPC
molekiillerine gore daha kiigiiktiir (Bos ve Nylander, 1996). Sekil 70’te verilen karisimlarin
izotermlerinde diisiik yilizey basinglarinda genisletilmis (expanded) film davranisi
gozlemlenirken yaklasik 35 mN/m civart yiizey basincinda plato ortaya ¢ikmistir. Bu plato
bolgesinden sonra ise DSPC:PEG40St ikili karisimlarinda oldugu gibi sikistirilmis film
davranis1 dikkat cekmektedir. Sekil 70°deki DSPC:PEG40St:DSPG iclii karisimlarinda
karisimindaki DSPG miktar arttirildikca izotermler daha biiylik molekiiler alanlara kaymustir.
PG molekiilleri yapisinda hidroksil grubu bulundurdugu i¢in hidrojen bagi yapma 6zelligine
sahip olmasina ragmen, PG-PG molekiilleri arasindaki hidrojen baginin negatif iyon yiiklii bu
molekiiller arasindaki elektrostatik itici kuvvetler yiiziinden zayifladigi savunulmaktadir
(Dickey ve Faller, 2008; Inoue ve Nibu, 1999; Maniti ve ark., 2009; Watry ve ark., 2003;
Wydro ve Witkowska, 2009). Bu sebepten karigimlardaki molekiiller arasi mesafenin
karistmindaki DSPG miktarinin artmasiyla genisledigi diisiiniilebilir. Ancak, yukarida da
bahsedildigi gibi, DSPG’nin daha kii¢iik bas gruba sahip olmasi1 nedeniyle de sola kaymmasi
beklenmektedir. Bu durumda, g6z ardi edilmemesi gereken diger bir husus ise, DSPG’nin OH
grubu ile PEG zincirleri arasinda hidrojen bag yapabilecegi ve bu etkilesimden dolayr PEG
zincirlerinin sterik itme kuvvetleri altinda alt-faza dogru uzama olasiliginin azalabilecegi

olmaktadir (Xie, 2009).
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Sekil 70. 7:2:1, 7:1,5:1,5, 7:1:2 DSPC:PEG40St:DSPG karisimlarinin Yiizey Basinci-
Ortalama molekiiler alan (n-A) izotermleri

Incelenen bu karisimlardaki molekiiller arasi etkilesimleri incelemek icin karisimlarin
hesaplanan artan serbest enerjileri (AGguan) farkli ylizey basinglarinda Sekil 71°de
verilmektedir. 7:2:1 DSPC:PEG40St:DSPG karisimimin AGgran degerleri tiim basinglarda
negatif iken, diger karisimlarin AGyu., degerleri ise pozitiftir. Bu degerlere gore 7:2:1
karisimindaki molekiiller arasinda ¢ekici kuvvetler baskin iken diger karisimlardaki
molekiiller arasinda itici kuvvetler baskindir. Karistminda DSPG oraninin artmasi ile ortamda
negatif ytkli lipid yogunlugunun artmasi ve bu itici kuvvetleri perdeleyecek notral PEG
molekiillerinin  konsantrasyonunun azalmasi, artan DSPG konsantrasyonlarinda itici
kuvvetlerin daha baskin hale gelmesine sebep olabilir. Ayrica, artan DSPG miktar ile PEG
zincirleri arasinda da bir hidrojen bag olusumu olabilir ki, bu da sikistirma ile PEG
zincirlerinde olabilecek konfigiirasyon degisimine engel teskil edebilir. Nitekim artan ylizey

basinct ile daha pozitif AGgan degerlerinin gozlenmesi bunun bir gostergesi olabilir.
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Sekil 71. Farkli basinglarda 7:2:1, 7:1,5:1,5, 7:1:2 DSPC:PEG40St:DSPG karisimlarin artan

Gibbs enerjileri

7:2:1, 7:1,5:1,5, 7:1:2 mol oranlarinda hazirlanan DSPC:PEG40St:DSPG karisimlari
icin hesaplanan sikistirilamazlik modilii grafikleri Sekil 72°de gosterilmistir. Karisimlarin
C,' degerleri birbirine yakin olmakla birlikte DSPC:PEG40St ikili karisimlarinda da
gortildiigii gibi 35 mN/m civarinda minimum piklere rastlanmistir. Karisimlar i¢indeki
PEG40St miktar1 azaltildikga minimum piklerin sifir degerine kadar diismedigi gortilmiistiir.
Bu sebeple minimum piklerin dolayisiyla plato bolgesinin karisimindaki PEG40St miktar1 ile
iligkili olabilecegi duistiniilmektedir. Karisimlarin izotermlerinde ikinci bir plato bolgesi
goriilmemesine ragmen sikistirilamazlik modiili grafiklerinde karisiminda DSPG miktariin
artmasiyla birlikte yaklasik 40 mN/m civarinda ikinci minimum nokta dikkat ¢ekmistir. Bu
ikinci minimum % 15 ve % 20 DSPG iceren karisimlarda daha belirgin oldugu goriilmektedir.
Bu noktada, az miktarda DSPG molekiiliiniin DSPC:PEG40St karisimina (7:2:1 lik mol orani)
ilave edilmesiyle molekiiller arasi etkilesimlerin arttig1, fakat karisimimdaki DSPG miktarimin
arttirtlmasiyla birlikte karistminda negatif yiikli lipid yogunlugunun artmasi, lipidler arasi
itici kuvvetleri perdeleyecek notr PEG40St molekiillerinin azalmasi ve PEG zincirleri ile olasi

hidrojen bagi nedeni ile konfigiirasyon degisiminin (alt faza dogru uzamasi) olma olasiliginin
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azalmas1 gibi sebeplerin bu ikinci minimumlarin olugmasina sebebiyet verdigi sdylenebilir.
Plato bolgesinde bir kisim PEG40St molekiiliiniin yiizeyden kademeli olarak ayrilabilecegi de

olasiliklar arasinda degerlendirilmektedir.
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Sekil 72. 7:2:1, 7:1,5:1,5, 7:1:2 DSPC:PEG40St:DSPG karisimlarin yiizey basincina kars1 o
(mN/m) degerleri

Sekil 73’de gosterilen BAM goriintiilerinden anlasilabilecegi gibi saf DSPG’nin
goriintiileri saf DSPC’ye ¢ok benzemektedir. Diisiik yiizey basinglarinda yiizeyde daginik
halde gezinen sikisik (kondens) faz gosteren biiyiik pargaciklar, sikigtirma ile bir araya
gelerek yilizeyi tamamen kaplamistir. DSPG monotabakasimin sikisik  film  6zelligi
gostermesinden dolayi yiizey tamamen homojenlesmistir. DSPC:PEG40St ikili karisimlarinin
aksine Sekil 74, Sekil 75 ve Sekil 76’de gosterilen DSPC:PEG40St:DSPG karigimlarinin
BAM goriintiilerinde biiytik sikisik fazca zengin bolgelere rastlanmamistir. Sekil 74, Sekil 75
ve Sekil 76’de goriildiigii izere ylizeyde genisletilmis (expanded) faz i¢cinde dagilmis kiigtik
parlak domainler vardir ve daha homojen olarak dagildiklari s6ylenebilir. Saf DSPG’nin
aksine sikistirma ile birlikte yiizey tamamen homojenlesmemistir. DSPG molekiiliiniin DSPC

ve PEG40St molekiillerinin arasina katilmast 7:2:1 karistmin 20 mN/m’deki BAM
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gorilintiistinde goriildigi gibi sikisik ve genisletilmis fazin i¢ i¢e gegmesine katkida bulunmus
olabilir. Fakat 7:1,5:1,5 DSPC:PEG40St:DSPG karisimmin BAM goriintiilerinde genis
molekiiller aras1 mesafeler yilizey basinci 30 mN/m’ye ulasincaya kadar goriilmiistiir. Bu
karisimindaki molekiiller arasindaki itici kuvvetlerin molekiilleri birbirinden uzaklastirdigi ve
molekiiller arasindaki mesafeyi arttirdigi soylenebilir. 7:1:2 DSPC:PEG40St:DSPG
karisiminda ise diisiik yiizey basinglarindan itibaren sikisik fazin genisletilmis faz icinde
homojen olarak dagildig1 goriilmektedir (Sekil 76). Burada, PEG miktarinin azalmis

olmasinin da bir etkisi olabilecegi degerlendirilmektedir.

Sekil 73.Saf DSPG’nin Brewster A¢is1 Mikroskop (BAM) Goriintiileri
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Sekil 74. 7:2:1 DSPC:PEG40St:DSPG karisiminin Brewster Acist Mikroskop (BAM)

Goruntiilert
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Sekil 75. 7:1,5:1,5 DSPC:PEG40St:DSPG karisimimin Brewster Ac¢ist Mikroskop (BAM)

Goruntiileri
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Sekil 76. 7:1:2 DSPC:PEG40St:DSPG karisimmin Brewster Agist Mikroskop (BAM)

Goruntileri

Faz ozelliklerini daha detayli incelemek i¢in saf DSPG, saf DSPC ve DSPC’nin mol
orani (.7 tutularak hazirlanan DSPC:PEG40St:DSPG karisim filmleri PEG40St’in kollaps
basinciin altinda (30 mN/m) ve istiinde (40 mN/m) mika yiizeyine transfer edilerek AFM
(atomik kuvvet mikroskop) goriintiileri elde edilmistir. Saf DSPG’nin siras1 ile 30 mN/m ve
40 mN/m’deki kaplanan filmlerinin AFM goriintiileri Sekil 77 ve Sekil 78°de verilmektedir.
30 mN/m’de yilizeyde bazi bolgelerde molekiillerde yigilma goriilmiisken, 40 mN/m’de

molekiillerin daha sikisik bir film olusturmalarindan dolay1 yiizeyde daha homojen bir
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dagilima rastlanmistir. Sekil 79°de gosterilen 7:2:1 karistmin AFM goriintiilerinde ise yumru
halinde yapilar dikkat ¢cekmistir. Sekil 80°de goriildiigii gibi 40 mN/m’de de bu yapilar ayni
sekilde ylizeyde kalmistir. Sekil 83 ve Sekil 84 incelendiginde benzer yapilar 7:1:2 karisimin
gorilintiilerinde de ortaya ¢ikmustir. 7:1,5:1,5 karisiminda ise 30 mN/m’de yiizeyde dagilmis
kiigiik adaciklara rastlanirken, 40 mN/m’da kismen daha homojen bir goriintii olusmustur. Bu
sonuglara gore 7:2:1 karistmindaki yumru halindeki yapilar molekiiller arasindaki ¢ekici
kuvvetlerin etkisinin sonucu olarak ortaya ¢ikmisken, daginik halde yiizeye yayilan sekiller de
hem PEG zincirlerinden hem de PG molekiillerinin itici etkisi sonucu olusmus oldugu

degerlendirilmektedir.
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Sekil 80. 7:2:1 DSPC:PEG40St:DSPG karisiminin 40 mN/m’deki AFM goriintiileri
(a)topografya (b)faz (c)yiikseklik profili
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Sekil 81. 7:1,5:1,5 DSPC:PEG40St:DSPG karisimmin 30 mN/m’deki AFM goriintiileri
(a)topografya (b)faz (c)ytikseklik profili
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Sekil 82. 7:1,5:1,5 DSPC:PEG40St:DSPG karisimmin 40 mN/m’deki AFM goriintiileri
(a)topografya (b)faz (c)yiikseklik profili
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Sekil 83. 7:1:2 DSPC:PEG40St:DSPG karisiminin 30 mN/m’deki AFM goriintiileri
(a)topografya (b)faz (c)ytikseklik profili
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Sekil 84. 7:1:2 DSPC:PEG40St:DSPG karisiminin 40 mN/m’deki AFM goriintiileri
(a)topografya (b)faz (c)ytikseklik profili

PEG40St’nin mol oranmin %50 olarak sabit tutuldugu DSPC:PEG40St:DSPG
karisimlariin ylizey basinci-molekiiler alan (n- A) izotermleri Sekil 85°de gosterilmistir. Bir
onceki kisimda, DSPC’nin mol oranmin 0.7 tutularak hazirlandig1 karisimlarda goriildagi
gibi 35 mN/m’de bir plato bolgesi ortaya ¢ikmistir ve bu karigimlar daha fazla miktarda
PEG40St igerdigi i¢in plato bolgesi daha uzundur. Yine benzer sekilde karisimindaki DSPG
miktarinin artirilmasiyla birlikte izotermler daha biiylik molekiiler alanlara kaymistir. Sekil
86’de goriildiigii tizere 4:5:1 mol oraninda hazirlanan DSPC:PEG40St:DSPG karigiminin
AGyran degerleri negatif iken karistmindaki DSPG mol oraninin artmasiyla AGgan degerleri
pozitif olmustur. Bu durumda, 4:5:1 karisimindaki molekiiller arasinda ¢ekici kuvvetler etkili

iken karistminda DSPC miktarinin azaltilmasiyla itici kuvvetler etkili hale gelmistir.
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Sekil 85. 4:5:1, 2:5:3, 0:5:5 DSPC:PEG40St:DSPG karigimlarinin Yiizey Basinci-Ortalama

molekiiler alan (n-A) izotermleri
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Buna ilaveten 7:2:1, 7:1,5:1,5, 7:1:2 karisimlarina benzer olarak, Sekil 87°de verilen
Cs™' grafiklerinden goriilebilecegi tizere 4:5:1, 2:5:3, 0:5:5 karisimlarinda da izotermlerindeki
plato bolgesinin ortaya c¢iktigi yiizey basincina yakin basinglarda minimum piklere
rastlanmistir.  Ayrica, 4:5:1, 2:5:3, 0:5:5 mol oranlarindaki DSPC:PEG40St:DSPG
karigimlarimin Cs™ degerleri daha fazla miktarda PEG40St icerdikleri i¢in DSPC’nin mol

oraninin %70 olarak sabit tutuldugu karisimlara nazaran daha kiigtiktiir.

Farkl1 ylizey basin¢larinda elde edilen 4:5:1 DSPC:PEG40St:DSPG karigimimin BAM
goriintiileri Sekil 88’da verilmistir. 20 mN/m’de ¢ok az faz ayrihig1 goriilse de diisiik
basinglarda genel olarak homojen bir ylizey gozlemlenmistir. Yaklasik 33 mN/m’de biiyiik
parlak yuvarlak domainlerin belirdigi, yiizey basincinin artmasiyla bu domainlerin i¢ ice
gectigi goriilmistiir. Daha sonra bu parlak yiizey tamamen homojenlesmistir. Parlak yiizey, ya
monotabakanin kalinliginin arttigini yada daha sikisik bir monotabakanin olustugu anlamina
gelir ki, bu parlamalarin izotermin plato bolgesine tekabiil etmesi molekiiler diizeyde bir
kofigiirasyon  degisimi  olduguna isaret etmektedir. Sekil 89’de ise  2:5:3
DSPC:PEG40St:DSPG karisimin BAM goriintiileri gosterilmistir. Yiizey basinct 30 mN/m’ye
kadar sikisik fazin genisletilmis faz i¢inde dagildigi goriilmektedir. 4:5:1 karigimininda
oldugu gibi plato bolgesine tekabiil eden 33 mN/m civan yiizey basincinda parlak bir yiizey
gozlemlenmistir. Fakat daha sonra sikistirma ile homojen film olugsmustur. Sekil 90’de
gosterilen 0:5:5 karisimin BAM goriintiilerinde molekiiller arasindaki mesafenin genis
olmasindan dolay1 koyu bolgeler dikkat c¢ekmistir. 5:5 mol oraniyla hazirlanan
DSPC:PEG40St kanisimindan farkli olarak, sikistirma boyunca faz ayriliklarina
rastlanmamistir. 2:5:3 karisiminda oldugu gibi yaklasik 33 mN/m’de ylizeyde parlama
goriilmiis ve daha sonra bu parlama tiim ytizeyi kaplayarak homojenlesmistir. Karigimlarin
ylizeylerinde gorillen bu parlamalar PEG40St molekiiliiniin yiizeyden ayriligin1 temsil
edebilecegi gibi, PEG40St molekiiliindeki konfigiirasyon degisimini de temsil edebilir. Ayrica
fazla miktarda PEG40St bileseni igceren karigimlarda yiizey, sikistirma ile tamamen
homojenlesirken, DSPC miktar1 %70 olarak sabit tutularak hazirlanan karigimlarda ise ylizey

tamamen homojenlesmemistir.
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Sekil 87.4:5:1, 2:5:3, 0:5:5 DSPC:PEG40St:DSPG karigimlarin yiizey basincina kars1 C
(mN/m) degerleri

DSPC:PEG40St:DSPG karisimlarinin incelenmesiyle elde edilen sonuglara gore
karisimlarda PEG40St ve DSPG miktarinin artirilmasiyla, biiyiik hidrofilik PEG zincirleri
arasindaki sterik etkilerden ve negatif yiikli PG molekiilleri arasindaki elektrostatik itmeden
dolay1 karisimindaki molekiiller arasindaki etkilesim zayiflayabilir (Shen ve ark., 2008;
Watry ve ark., 2003; Wydro ve Witkowska, 2009). Literatiirde daha 6nce yapilan bir
calismada no6tr PE molekiiliniin PG molekiiliine eklenmesiyle elektrostatik itme etkisinin
azaldig1 rapor edilmistir. Benzer olarak, DSPC:PEG40St:DSPG karisimlarinda nétral 6zellikli
DSPC molekiiliiniin DSPG ve PEG40St molekiilleri arasina girmesiyle bu itici kuvvetlerin
etkisinin azaltilmasi olasilig1 yiiksektir (Inoue ve Nibu, 1999; Wydro ve Witkowska, 2009).
Bundan dolay1 az miktarda DSPG molekiiltiniin, fazla miktarda DSPC i¢ceren DSPC/PEG40
monotabakasima ilave edilmesiyle molekiiller arasinda ¢ekici kuvvetlerin baskin oldugu
anlagilmistir. Ayrica, bu karisimlarin BAM goriintiilerinde  biiyiik faz ayriliklarina
rastlanmamistir. Elde edilen bu BAM goriintiilerinden DSPG’nin ilave edilmesiyle karisim

icindeki molekiiller arasinda pozitif bir sinerjinin olustugu séylenebilir.
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Sekil 88. 4:5:1 DSPC:PEG40St:DSPG karisimmin Brewster Agist Mikroskop (BAM)

Goruntiileri
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Sekil 89. 2:5:3 DSPC:PEG40St:DSPG karisimmin Brewster Agist Mikroskop (BAM)

Goruntiileri
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Sekil 90. 0:5:5 DSPC:PEG40St:DSPG karisimmin Brewster Agist Mikroskop (BAM)

Goruntiileri

DSPC:PEG40St:DSPE Uclii Karisimlarimn Yiizey Basinci-Molekiiler Alan Izotermleri, BAM
ve AFM Goriintiileri:

Calismanin bu kisminda DSPG molekiiliinden polar bas grubunun yapisindan dolay1
farklilik gosteren DSPE molekiilii ilave bilesen olarak kullanilmistir. PG molekiilleri negatif
yiikli iken PE molekiilleri tipk1 PC molekiilleri gibi zivitterionik o6zellige sahiptir. DSPG
fosfolipiti yapisinda hidroksil grubu igerdiginden, DSPE fosfolipidinin ise yapisinda
amonyum bulundugundan her ikisi de hidrojen bag1 yapabilmektedir (Dickey ve Faller, 2008;
Mansour ve Zografi, 2007; Watry ve ark., 2003; Wydro ve Witkowska, 2009). Bu yapisal
farkliliklardan dolayr DSPE fosfolipidi DSPC ve PEG40St igeren karistminda DSPG’den
farkli davranis gosterebilir. Bu yilizden, DSPE molekiiliiniin mikrokopiikgiikleri olusturan
monotabakanin faz davranislarina etkisi ve diger zar bilesenleriyle (DSPC, PEG40St)
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etkilesimi incelendi. DSPG ile yapilan tglii karisimlarda oldugu gibi, DSPC bilesenin mol
orani 0.7 ve PEG40St mol oranmi 0.5 tutularak karisimlar hazirlandi. Saf DSPE ile DSPE
iceren karisimlar icin yiizey basinci-ortalama molekiiler alan izotermleri ( n-A) elde edildi.
7:2:1, 7:1,5:1,5, 7:1:2 mol oranlariyla hazirlanan DSPC:PEG40St:DSPE karigimlarinin ve saf
bilesenlerin izotermleri Sekil 91°de verilmistir. Saf DSPE’nin izotermi sekil itibari ile hava-su
ara yiizeyinde sikisik bir monotabaka 6zelligi tasimakta olup, elde edilen izoterm izoterm
literatiir ile uyum igerisindedir (Bos ve Nylander, 1996; Cannan ve ark., 2004; Dufréne ve
ark., 1997; Hac-Wydro ve ark., 2012; Sanchez-Gonzdlez ve ark., 1998; Schneider ve ark.,
2000; Wydro ve Witkowska, 2009). Ayrica DSPC, DSPG ve DSPC fosfolipitlerinin bas
gruplarmin biytiklikleri arasindaki iliski: DSPC> DSPE~DSPG seklinde oldugu igin
DSPE’in izotermi DSPG’ninkine ¢ok benzemisken, DSPC molekiiline gore daha kiiclik
molekiiler alana sahiptir (Doménech ve ark., 2005; Garidel ve Blume, 1998; Hac-Wydro ve
ark., 2007; Sanchez-Gonzalez ve ark., 1998). Ethanolamine grubunun boyutunun kiigiik
olmasindan ve hidrasyonundan dolayt DSPE monotabakadaki molekiiller birbirine
yaklagabilmektedir ve molekiiller aras1 van der Waals kuvvetleri giicliidiir (Doménech ve ark.,
2005; Garidel ve Blume, 1998; Hac-Wydro ve ark., 2007; Sanchez-Gonzalez ve ark., 1998).
Sekil 91°te gosterilen karisimlar icin kaydedilen yiizey basinci-ortalama molekiiler alan
izotermleri saf bilesenlere gore oldukca kii¢iik molekiiler alana sahiptirler. DSPE fosfolipiti
bas grubundaki amin grubundan dolay1 hidrojen bagi vericisi (donor) olarak davranirken,
fosfat grubu igermesinden dolay1 hidrojen bagi alicisi (acceptor) olarak da davranmaktadir.
Fakat, DSPC fosfolipiti yapisinda fosfat grubu bulundurdugu i¢in sadece hidrojen bagi alicisi
olarak davranmaktadir. DSPE molekiiliiniin kiictik boyutlu bas grubu ve gii¢lii hidrojen bag1
kurabilme 6zelligi sayesinde DSPE filmi oldukc¢a sikisik film davranigi gostermistir (Anglin
ve Conboy, 2009; Garidel ve Blume, 1998; Thurmond ve ark., 1991; Watry ve ark., 2003;
Wydro ve Witkowska, 2009). Bu yiizden DSPE’nin etkili hidrojen bagi yapma kapasitesi ve
sahip oldugu kiiclik bas grubu, karisimlarin hava-su ara yiizeyinde kii¢iik molekiiler alanlara
sahip olmasina neden olmustur. Sekil 91°den goriilebilecegi tizere DSPE molekiiliiniin
karisima az miktarda eklenmesiyle molekiiler alan kiigiiliirken, karigimindaki DSPE
miktarinin artirtlmasiyla molekiiler alan biraz artmistir. Bu durumun, DSPE’nin artmasi ve
PEG40St miktarinin azalmasina bagli olarak, DSPC’nin kolin grubu ile DSPE’nin amin
gruplar1 arasindaki elektrostatik itici kuvvetlerin artmasindan kaynaklanacagi (Cong, 2009),
ayni zamanda DSPE miktarmin artmasiyla DSPE molekiiliiniin igerigindeki ethanolamin

gruplarmin hidrasyonunun karigimindaki molekiillerin birbirine yaklagsmasini énlemesinden
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de kaynaklanabilecegi distiniilmektedir (Sanchez-Gonzalez ve ark., 1998). Ayrica,
DSPC:PEG40St:DSPG karisimlarinin izotermlerinde gozlemlendigi gibi DSPE’li karisimlarin
izotermlerinde de 35 mN/m civarinda ya PEG40St molekiiliiniin ytizeyden ayrilisin1 ya da

molekiiler diizenlenmeyi temsil eden bir plato bolgesine rastlanmustir.
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Sekil 91. 7:2:1, 7:1,5:1,5, 7:1:2 DSPC:PEG40St:DSPE karisimlarinin Yiizey Basinci-

Ortalama molekiiler alan (n-A) izotermleri

Termodinamik agidan PEG40St ve karisimindaki fosfolipitlerin iligkileri artan serbest enerji
(AGyrian) hesaplanarak incelendi. Hesaplanan AGg, degerleri Sekil 92°de verilmistir. 7:2:1,
7:1,5:1,5, 7:1:2 DSPC:PEG40St:DSPE karisimlart i¢in farkli ylizey basinglarinda bulunan
negatif AGaman degerleri karisimindaki molekiiller arasinda giiglii ¢ekici kuvvetlerin oldugunu
isaret etmistir. Ayrica 7:2:1 mol oraniyla hazirlanan karisimin minimum AGyu,, degerlerine
sahip olmasindan dolay1 bu karigimindaki termodinamik stabilite diger karigimlara gére daha
fazla oldugu gozlemlenmistir. DSPC:PEG40St karisimina az miktarda eklenen DSPE
molekiilii sikica paketlenmis yapisi ve komsu molekiillerle etkili hidrojen bagi kurabilme
kapasitesi sayesinde karisimindaki molekiiller arasi ¢ekici kuvvetlerin artmasini saglamustir.

Benzer sekilde Gonzalez ve ark. tarafindan bulunan sonuglara gore az miktarda DSPE igeren
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DSPC/DSPE karisiminda molekiiller arasi ¢ekici kuvvetler baskindir (Sanchez-Gonzalez ve
ark., 1998). Domenech ve ark. tarafindan gergeklestirilen baska bir ¢alismada da PC ve PE
molekiilleri arasinda ¢ekici kuvvetlerin etkili oldugu ve bu molekiillerden olusan karigimlarin

yiiksek stabilite gosterdigi bulunmustu (Doménech ve ark., 2005).
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Sekil 92. Farkli basinglarda 7:2:1, 7:1,5:1,5, 7:1:2 DSPC:PEG40St:DSPE karisimlarin artan

Gibbs enerjileri

Bu incelemeye ek olarak, n-A izotermlerindeki veriler kullanilarak, 7:2:1, 7:1,5:1,5, 7:1:2 mol
oranlarmdaki DSPC:PEG40St:DSPE karisimlarinin sikistirilamazlik modiilii (Cs") degerleri
hesaplanmistir. Sekil 93°de goriilebilecegi tizere DSPE ve DSPC saf bilesenleri karigimlara
gore olduk¢a sikisik film davranisi gostermislerdir. Karisimlardaki PEG40St bilesenin
yapisindaki  PEG  zinciri  monotabakanin  esnekligini  artirmistir.  Ayrica,  tipki
DSPC:PEG40St:DSPG karisimlarinda oldugu gibi DSPE iceren karisimlarin izotermlerinde
ortaya ¢ikan plato bolgesi Cs' grafiklerinde minimum nokta olarak gériilmiistiir. Bu nokta
muhtemel bir faz degisimini ya da PEG40St molekiiliiniin yiizeyden ayrilisini temsil ettigi

degerlendirilmektedir.
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Sekil 93. 7:2:1, 7:1,5:1,5, 7:1:2 DSPC:PEG40St:DSPE karisimlarin yiizey basincina karsi Cy
(mN/m) degerleri

Karigimlarin faz davranislart hakkinda daha fazla bilgi sahibi olmak i¢in Brewster
Agis1 Mikroskobu kullanilarak monotabakalar goriintiilenmistir. Sekil 94’de verilen saf
DSPE’nin BAM goriintiileri biiyiik molekiiler alanlarda sikisik domainler gostermistir. Daha
sonra artan sikistirma ile bu pargalar bir araya yaklasarak tamamen homojen bir ylizey
olusturmuslardir. Daha once Hac-Wydro ve ark. tarafindan yapilan calismada cekilen
DSPE’nin BAM goriintiileri bu ¢alismada bulunan sonuglara oldukca benzerdir (Hac-Wydro
ve ark., 2012).

109



SP:20 mN/m SP:30 mN/NiSEEE SP:40 mN/m

Sekil 94. Saf DSPE’nin Brewster A¢is1 Mikroskop (BAM) Goértintiileri

Sekil 95°de gosterilen 7:2:1 DSPC:PEG40St:DSPE karisiminin BAM goriintiilerinde,
diisiik yiizey basinglarinda, seritler halinde sikisik fazda yapilara rastlanmistir; ancak artan
ylizey basinci ile yiizey homojenlesmistir. 7:1,5:1,5 DSPC:PEG40St:DSPE karisiminin BAM
goriintiileri ise Sekil 96’de verilmistir. Yiizey basinct 15 mN/m’ye ulasincaya kadar yiizeyde
daha parlak ve daha az parlak olmak iizere farkli fazlar goriilmiistiir. Fakat yine ylizey
basincinin artmastyla daha homojen bir yiizey olusmustur. Bu iki karisima benzer goriintiiler
7:1:2 karistminin goriintiilerinde de ortaya c¢ikmistir. Tiim bu karisim sistemleri igin
kaydedilen BAM goriintiileri diisiik ylizey basinglarinda az miktarda da olsa bir faz
farkliliginin oldugunu belirtmistir. Ancak DSPC:PEG40St:DSPG karisim sisteminden farkl
olarak, artan yiizey basimciyla birlikte yilizeyde homojenlesme gerceklesmistir. Buradan
DSPC/DSPE karisimlari i¢in diisiiniildiigi gibi diisiik basinglarda karisimin bazi bolgelerinde

molekiillerin tam olarak karismadigi kanaatine varilmistir (Anglin ve Conboy, 2009).
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SP:10 mN/m SP:15 mN/m

Sekil 95. 7:2:1 DSPC:PEG40St:DSPE karisiminin Brewster Acisi Mikroskop (BAM)

Goruntiileri
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Sekil 96. 7:1,5:1,5 DSPC:PEG40St:DSPE karisiminin Brewster Acist Mikroskop (BAM)

Goruntiileri
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SP:15 mN/m==5-

Sekil 97. 7:1:2 DSPC:PEG40St:DSPE karisiminin Brewster Acisi Mikroskop (BAM)

Goruntiileri

4:5:1, 2:5:3, 0:5:5 mol oranlariyla hazirlanan DSPC:PEG40St:DSPE karigimlarinin
ylizey basinci-ortalama molekiiler alan izotermleri Sekil 98’da verilmistir. Bu karisimlar fazla
miktarda PEG40St molekiilii icerdigi i¢in disiik yiizey basinglarinda DSPC miktarinin sabit
tutulmasiyla hazirlanan karisimlara gore daha ¢ok genisletilmis film davranisi sergilemistir.
Diger incelenen karisimlarin monotabakalar1 gibi, bu karisgimlarin monotabakalarinin

izotermlerinde 35 mN/m civarinda bir plato bolgesi ortaya ¢ikmustir. izotermlerdeki bu
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bolgeden sonraki daha yiiksek ylizey basinglarinda sikistk monotabaka 6zelligi
gozlemlenmistir. 4:5:1 ve 2:5:3 DSPC:PEG40St:DSPE karisimlarinin  izotermleri
karsilastirildiginda karistma DSPE ilavesi ile, DSPE fosfolipidinin yiiksek hidrojen bagi
yapma kapasitesine ve kii¢lik bas gruba (head group) sahip olmasindan dolay1 izotermin daha
kiictik molekiiler alanlara dogru kaydigi gozlemlenmistir. DSPC mol miktarinin 0.7 olarak
tutuldugu DSPC:PEG40St:DSPE karisimlarina kiyasla 4:5:1, 2:5:3, 0:5:5 karisimlarin
izotermleri PEG zincirinin etkisiyle daha biiyiik molekiiler alanlarda yiikselmistir. Bu sebeple
karisim i¢ginde DSPE molekiillerinin bir araya gelme olasiliklar diisiik oldugu i¢in belki de bu
molekiiller karigimindaki diger molekiillerle etkilesim kurabildikleri diistiniilmektedir.
Literatiirde, DSPC’nin kolin grubu ile DSPE’nin amin grubu arasindaki itici elektrostatik
kuvvetlerin hidrojen bag olusumunu olumsuz yonde etkileyebilecegi yoniinde baz1 goriisler
olmasina ragmen, karisimindaki nétr PEG40St molekiillerinin bu kuvvetleri perdeleyerek itici
kuvvetleri minimize ettigi dusiiniilmektedir (Cong, 2009; Wydro, 2009). Bu izotermlerin
analizlerine ek olarak karisimlar i¢cin hesaplanan artan serbest enerji (AGyman) degerleri Sekil
99°da verilmistir. incelenen tiim kompozisyonlar icin AG,,, degerlerinin negatif bulunmasi
molekiiller arasinda ¢ekici kuvvetlerin baskin olduguna isaret etmektedir. DSPE bilesenin mol
oraninin 0.3 tutulmasiyla hazirlanan DSPC:PEG40St:DSPE karisimi minimum AGygan
degerleri gostermesi bu karistmin filminin termodinamik olarak daha stabil oldugunu
gostermektedir. Sekil 100°de ise bu karisimlarin sikistirlamazlik modiilii (Cs™) grafikleri
gosterilmistir. Karisimlarin Cs! degerleri saf bilesenlere ve xpspc=0.7 tutularak hazirlanan
karisimlara gore daha distktiir. Diger karisimlarda goézlemlendigi gibi yine 35 mN/m
civarinda minimum pik ortaya ¢ikmistir. Bu karisimlarin 6zelliklerini ortaya koymak ig¢in
filmlerin BAM goriintiileri elde edilmistir. Sekil 101°deki 4:5:1 karisimin BAM goriintiileri
incelendiginde izotermlerde plato bolgesinin goriildiigii yiizey basinct olan yaklagik 33
mN/m’ye kadar ylizeyin hemen hemen homojen oldugu goze carpmistir. Fakat daha sonra 33
mN/m civarlarinda 4:5:1 DSPC:PEG40St:DSPG karisimlarinda gozlemlendigi gibi parlak
yuvarlak adaciklar gézlemlenmis, daha sonra sikistirma ile bu pargalar bir araya gelerek
homojen bir yiizey meydana getirmislerdir. Sekil 102°de 2:5:3 karisim igin verilen goriintiiler
disiik ylizey basinglarinda genel olarak homojen bir dagilima sahip olsa da sikisik fazin
genisletilmis faz icinde dagildig: dikkat cekmektedir. DSPC:PEG40St:DSPG karisimiyla ayni
sekilde 33 mN/m civarlarinda yiizeyde parlamalar belirmesinin ardindan yiizey
homojenlesmistir. Sekil 103’°de gosterilen 0:5:5 DSPC:PEG40St:DSPE karisiminda da benzer

goriintiiler saptanmistir. Bu karisimlarin BAM goriintiilerinin analizine gore ylizeyde biiyiik
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faz ayrililiklarina rastlanmamistir. Ancak 33 mN/m civarlarinda meydana gelen parlamalar
DSPC mol oranmin 0.7 olarak sabit tutularak hazirlanan DSPC:PEG40St:DSPE
karisimlarinin goriintiilerinde gozlemlenmemistir. Bu parlamalarin ortaya ¢ikmasi, hava-su
ara yiizeyindeki fazla miktarda PEG40St iceren karigimlarda, amin grubu ile PEG zincirleri
arasinda hidrojen bagi olusumu nedeni ile Peg zincirlerinin konfiglirasyon degisimine

gidememesi ve dolayisiyla monotabaka film kalinliginin artmasinin bir sonucu olabilir..
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Sekil 98. 4:5:1, 2:5:3, 0:5:5 DSPC:PEG40St:DSPE karisimlarinin Yiizey Basinci-Ortalama

molekiiler alan (7-A) izotermleri
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Sekil 99. Farkli basinglarda 4:5:1, 2:5:3, 0:5:5 DSPC:PEG40St:DSPE karisimlarin artan

Gibbs enerjileri
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Sekil 100. 4:5:1, 2:5:3, 0:5:5 DSPC:PEG40St:DSPE karisimlarin yiizey basincina karst C
'(mN/m) degerleri
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Sekil 101. 4:5:1 DSPC:PEG40St:DSPE karisimmin Brewster Acist Mikroskop (BAM)

Goruntiileri
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Sekil 102. 2:5:3 DSPC:PEG40St:DSPE karisimmin Brewster Acist Mikroskop (BAM)

Goruntiileri
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SP:32,88mN/m

Sekil 103. 0:5:5 DSPC:PEG40St:DSPE karisiminin Brewster Acist Mikroskop (BAM)

Goruntiileri

Hidrojen bagi yapabilen DSPE molekiiliiniin etkilerinin 2D boyut diizleminde
incelendigi bu kisimdan elde edilen sonuglara goére, DSPC:PEG40St monotabakasina DSPE
molekiilintin eklenmesiyle, DSPE’nin etkili hidrojen bagi yapma kapasitesi ve siki
paketlenmis yapist sayesinde karisimindaki molekiiller arasindaki g¢ekici kuvvetlerin etkisi
artmigtir. Ayrica yiizey basici-molekiiler alan izotermlerinin ve BAM goriintiilerinin
sonuclarina gére DSPC’nin mol orani 0.7 olarak hazirlanan karisimlarda molekiiller arasi

etkilesimler daha fazladir. DSPC:PEG40St:DSPG karisgimlart ile kiyasladigimizda
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DSPC:PEG40St:DSPE karisimlarinin AG,,, degerleri daha negatifken yiiksek basinglarda
aliman BAM goriintiilerinden daha homojen oldugu goriilmiistiir. Zira DSPG’nin yapisindaki
gliserol’tin hidrojen bagi kapasitesi daha zayiftir (Garidel ve Blume, 2000). Bu durumda
mikrokopiikgiiklerin zar yapisinin stabilitesi DSPC:PEG40St karisimma DSPE eklenmesiyle

arttirilabilecegi diistintilebilir.

DSPC:PEG40St:DSPA Uclii Karisimlarimn Yiizey Basinci-Molekiiler Alan Izotermleri ve
BAM Goriintiileri:

Calismanin bu kisminda, polar kisimda PA igeren bir fosfolipidin mikrok&piikeiik zar
yapisinin stabilitesine etkisini ve zar yapida bulunan DSPC ve PEG40St molekiilleri ile
etkilesimini incelemek amaciyla DSPA fosfolipiti zar formulasyonunda ilave bilesen olarak

kullanilmustir.

DSPG ve DSPA molekiilleri ayni zincir uzunluguna sahip olmalart ve her ikisi de
negatif yiiklii olmalarina ragmen polar bas gruplarinin yapilar1 birbirinden farklidir. DSPA
sadece bir tane hidroksil grubu icerirken, DSPG iki adet hidroksil icerir. Bu yiizden her iki
molekiilde hem kendi kendilerine hem de komsu molekiillerle hidrojen bagi kurabilirler
(Dickey ve Faller, 2008; Garidel ve Blume, 1998; Inoue ve Nibu, 1999). Bu degisik bas
gruplarin mikrokopiikciik zarinin stabilitesi {izerine etkisi farkli olabilir. Bu sebepten dolay1
calismamizin bu boliimiinde farkli mol oranlarinda DSPC, PEG40St ve DSPA igeren
karigimlar hazirlandi ve DSPA’nin molekiiller arasi etkilesime etkisi incelendi. DSPG ve
DSPE igeren karisimlarla ayn1 sekilde DSPA’1i karisimlar da sirasiyla DSPC ve PEG40St’nin
mol oranlar1 0.7 ve 0.5 tutularak hazirlandi. DSPC’nin mol orani 0.7 tutularak hazirlanan

karisimlarin ylizey basinci-ortalama molekiiler alan izotermleri Sekil 104°de verilmistir.
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Sekil 104. 7:2:1, 7:1,5:1,5, 7:1:2 DSPC:PEG40St:DSPA karisimlarinin  Yiizey Basinci-

Ortalama molekiiler alan (n-A) izotermleri

Saf DSPA molekiilii, saf DSPC, DSPG ve DSPE molekiillerine benzer sekilde hava-su
ara ylizeyinde oldukc¢a diizenli yapida bir film olusturmustur ve bu izoterm literatiirde daha
once yapilan ¢alismanin sonuglariyla uyumludur (Yoon ve ark., 2010). Ayrica Sekil 104’de
goriilebilinecegi gibi DSPA monotabakasindaki molekiiller, bas gruplarinin boyutlarindaki
farkliliktan dolayr DSPC monotabakasina goére daha yogun paketlenmis ve daha sikisik bir
film 6zelligi gostermistir. PA molekiiliintin bas grubunun biiyiikligii PC molekiiliinden ¢ok
kiigiik oldugu i¢cin PA molekiilleri arasindaki ¢ekici kuvvetlerin ¢ok daha giiclii oldugu
bilinmektedir (Bos ve Nylander, 1996; Dickey ve Faller, 2008; Estrela-Lopis ve ark., 2004;
Garidel ve Blume, 1998; Lee ve ark., 2006). Bu sebepten dolayr DSPA monotabakasinin
molekiiler alani DSPC’ye gore oldukca kiigiiktiir. Karisimlar diisiik ylizey basinglarinda saf
DSPC ve DSPA’dan farkli olarak Sekil 104’de gosterildigi gibi genisletilmis film &zelligi
gostermistir. Buna ek olarak tim diger karisimlarin izotermlerinde bulunan 35 mN/m
civarindaki plato, bu karisimlarin izotermlerinde de ortaya ¢ikmistir. xpspc=0.7 mol orani
DSPC:PEG40St:DSPG  karisimlariyla sekilde,
DSPC:PEG40St:DSPA  karisimlarina fazla miktarda DSPA molekiiliiniin  eklenmesi

sabit  tutularak  hazirlanan ayni
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monotabaka 6zelliklerini etkilemistir. Ozellikle, DSPA miktarmimn artmas: ile birlikte
PEG40St miktarinin azalmasina ragmen plato bolgesinin iistiinde izotermlerin daha az sikisik
bir faz olusturduklar1 goriilmektedir. DSPA negatif yiiklii bir lipid olup, itici elektrostatik
etkilerden dolayr izotermin daha biiylik molekiiler alanlara kaydigi degerlendirilmistir

(Cambrea ve ark., 2007; Garidel ve ark., 1997).

Bu karnigimlarin i¢indeki molekiiller arasi iliskileri incelemek amaciyla artan serbest
enerji degerleri (AGaman ) hesaplandi. Sekil 105°deki grafiklerden anlasilacag: gibi 7:2:1 ve
7:1,5:1,5 karnisimlardaki molekiiller arasinda ¢ekici kuvvetler etkilidir. Daha 6nce yapilan
baska bir calismada benzer sekilde DPPC/DPPA karisimindaki molekiiller arasinda ¢ekici
kuvvetlerin var oldugu bulunmustur (Lee ve ark., 2006). Ancak, 9:1 DSPC:PEG40St
karsiminda artan serbest enerji degerleri negatif iken, PEG40St miktarinin %10 olarak tutulup
sadece fosfolipid oran1 degistirildiginde (7:1:2 karisimi1) pozitif degerlere kaydigi
goriilmektedir. PEG40St miktariin %20 olarak sabit tutuldugu 8:2:0 ve 7:2:1 karisimlarinda
ise, serbest enerji degerlerinde belirgin bir degisim olmadig1 ve degerlerin negatif olduklar
goriilmistiir. Ayrica, artan yiizey basinciyla AGyan degeri 7:2:1 ve 7:1,5:1,5 karisimlart i¢in
daha negatif degere giderken, 7:1:2 karisimi i¢in daha pozitif bir deger almistir. Bu grafiklere
ek olarak hesaplanan sikistirilamazlik modiilii (Cs") grafikleri de Sekil 106°de verilmistir.
Incelenen farkli fosfolipit iceren diger karisimlarda oldugu gibi karisimlardaki PEG zinciri
karisim tizerinde genisletici etki yapmistir. Bu sebeple saf DSPC ve DSPA’ya gore karisimlar
daha diisiik C,' degerlerine sahiptir. Yine 6ncekilerle benzer sekilde 35 mN/m civarinda
monotabakada bir degisim oldugunu gosteren minimum pikler dikkat ¢ekmistir. Karisimlarda
gbze carpan bu diisiik C,' degerleri monotabakada daha elastik bir davramsi temsil

etmektedir (Quiroga ve ark., 2011).

122



100

w
o
L

o
L

&
<]
.

I |

-250 1

AG,p5p (J/mol)
RN
o v o
o o o

-300

20 mN/m

7:1:2

-350
DSPC/PEG40 St/DSPA

200
100

AGartan ("/mOI)

o
s
-200

-300

-400

-500

-600 |

-700

30 mN/m

7:1:2

-800
DSPC/PEG40 St/DSPA

AG, 150 (J/mol)

AG, a0 (J/mol)

=
vl w
o o

¢
S}

RN
wv w
S o

&
w
o

-450

-550

-650

400

200

-200

-400

-600

-800

-1000

Sekil 105. Farkli basinglarda 7:2:1, 7:1,5:1,5, 7:1:2

Gibbs enerjileri
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Sekil 106. 7:2:1, 7:1,5:1,5, 7:1:2 DSPC:PEG40St:DSPA karisimlarin yiizey basincina karsi

C,'(mN/m) degerleri
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Saf DSPA ig¢in elde edilen BAM goriintiileri Sekil 107°de goriilebilmektedir. Tipki saf
DSPC ve DSPG molekiilleri gibi DSPA monotabakasinda da diisiik yiizey basinglarinda
sikisik bolgeler goriiliirken, artan ylizey basinciyla bu bolgelerin bir araya gelerek homojen
bir film meydana getirdigi gozlemlenmistir. Sekil 108’daki 7:2:1 DSPC:PEG40St:DSPA
karisiminin BAM goériintiilerinde sirasiyla Sekil 109 ve Sekil 110°de verilen 7:1,5:1,5 ve 7:1:2
karisimlarin goriintiilerine goére yiizeyde daha homojen bir dagilim fark edilmistir. 7:1,5:1,5
karisimin yiizeyinde diisiik ylizey basinglarinda molekiiller arast genis mesafeler ve kiigiik
parlak sikigik yapilar goriilmiistiir. Ayrica, 7:1:2 karisimin goriintiilerinde yaklagik 5 mN/m
ve 10 mN/m yiizey basinglarinda yiizeydeki genel film davranisina gére daha sikisik 6zellikli
yuvarlak pargalar dikkat ¢ekmistir. Xxpspc=0.7 mol oraniyla hazirlanan DSPC:PEG40St:DSPG
ve DSPC:PEG40St:DSPE karisgimlarina kiyasla DSPC:PEG40St:DSPA karisimlar1 daha
homojen film 6zelligi gostermistir. Ustelik DSPC:PEG40St karisimma %10 oraninda DSPA
ilavesinin, 8:2 karisimini daha homojen hale getirdigi goriilmiistiir (Sekil 23 and Sekil 108).
Fakat, aynt durumun 9:1 DSPC:PEG40St karisimi i¢in s6z konusu oldugunu sdylemek
mimkiin degildir (Sekil 22) Bu sonuglardan, fosfolipitlerin bas gruplarinin yiikleri,
buytikliikkleri ve karisim ic¢indeki miktarlarinin molekiiller arasindaki etkilesimleri ve

morfolojilerini yakindan etkiledigi anlagilmaktadir.

Sekil 107. Saf DSPAnin Brewster A¢is1 Mikroskop (BAM) Goériintiileri
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SP:10,2 mN/m SP:15,02 mN/m

Sekil 108. 7:2:1 DSPC:PEG40St:DSPA karisiminin Brewster Acist Mikroskop (BAM)

Goruntiilert
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Sekil 109. 7:1,5:1,5 DSPC:PEG40St:DSPA karisimimin Brewster Agist Mikroskop (BAM)

Gorintiileri
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SP:5,76 mN/m SP:10 mN/m SP:15 mN/m

SP:20 mN/m SP:25 Mt

Sekil 110. 7:1:2 DSPC:PEG40St:DSPA karisiminin Brewster Acist Mikroskop (BAM)

Gortuintiileri

Mol oranlar1 4:5:1, 2:5:3, 0:5:5 olan DSPC:PEG40St:DSPA karisimlarinin molekiiler
alana karsilik yiizey basinci grafikleri Sekil 111°de verilmistir. 4:5:1 ve 2:5:3 karigimlari
karsilagtirildiginda karisimlardaki DSPA miktarinin artmasiyla izotermin sola dogru kaydigi
fark edilmistir. DSPA’nin DSPC’ye kiyasla ¢ok kiiciik bas gruba ve hidrojen bagi yapabilme
kapasitesine sahip olmasi, 2:5:3 karisiminin izoterminin ¢ok kii¢iik molekiiler alanda yer

almasina sebep olmus olabilir. 0:5:5 mol orani kullanarak hazirlanan DSPC:PEG40St:DSPA
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karisiminda ise bu trend bozulmustur. Buradan, negatif yiikliit DSPA molekiilleri arasindaki
itici kuvvetlerin hidrojen bag olusumunu olumsuz yonde etkiledigi sonucu ¢ikmaktadir. Diger
yandan, DSPA’nin PEG zinciri ile hidrojen bag yaparak konformasyon degisimini baskiladigi
ve bu yilizden izotermin daha biiyilk molekiiler alanlara kaymis olabilecegi de
diistiniilmektedir. Ayrica, tiim incelenen diger karisimlarda oldugu gibi burada da 35 mN/m
civarinda izotermlerde bir plato bolgesi ortaya ¢ikmistir. 2:5:3 karisiminda, plato bolgesinin
daha kisa olmasi1 ve izoterminin digerlerine kiyasla daha solda yer almasi, PEG zincirlerinin
konfigiirasyon degisimi gostermedigi ve yiizeye adsorplanmis olarak kalan PEG40St
molekiillerinin birkismiin ylizeyden sikistirma ile ayrilmig olabilecegi ihtimalini akillara
getirmektedir. Her ne kadar Sekil 112’den DSPA’nin mol oraninin 0.3 oldugu karigiminda
minimum  AGgr,n degeri gozlemlense de bunun araylizeydeki molekiiler kayiptan

kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil 111. 4:5:1, 2:5:3, 0:5:5 DSPC:PEG40St:DSPA karisimlarinin Yiizey Basinci-Ortalama
molekiiler alan (7-A) izotermleri

Bu karisimlarm Cs™ degerleri Sekil 113°de grafiksel olarak verilmistir. Yaklasik 35

mN/m civart minimum pikler goriilmiisken, karigimlarin Cs! degerlerinin saf DSPC ve
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DSPA’dan kiigiik oldugu dikkat c¢ekmistir. Ayni sonuglar DSPC:PEG40St:DSPG ve
DSPC:PEG40St:DSPE karisimlarinda da izlenmistir. 2:5:3 karisiminda daha yiiksek Cs’
degerlerinin gézlemlenmis olmas1 monotabakanin elastisitesinin diistiigiinii gdstermektedir ki,
bu da PEG molekiillerinin monotabakadan ayrilmis olabilecegini gosterebilir. Sirasiyla, Sekil
114, Sekil 115 ve Sekil 116°de farkli ylizey basinglarinda, 4:5:1, 2:5:3, 0:5:5 mol
oranlarindaki karisimlarin monotabakalarinin morfolojik 6zellikleri gosterilmektedir. 4:5:1
DSPC:PEG40St:DSPA karisiminin BAM goériintiilerinde goriildiigii gibi 19 mN/m civari
kiictik koyu bir bolge olmasina ragmen yiizey basinci 34 mN/m’ye ulasincaya kadar homojen
bir ylizey gozlenmistir. Yaklasik 34 mN/m’da ise kii¢iik yuvarlak parlak pargalar olustugu ve
sikistirma ile birlikte bu parcalar bir araya gelerek tekrar homojen bir ylizey goriintiisti verdigi
anlagilmaktadir. Benzer yuvarlak parlak parcalar, 4:5:1 mol oraniyla hazirlanan
DSPC:PEG40St:DSPG ve DSPC:PEG40St:DSPE karisimlarinda da goriilmiistiir. Tipki daha
once Lee ve ark. tarafindan ¢ekilen DPPA/DPPC karisimmin BAM goriintiilerinde oldugu
gibi, 2:5:3 DSPC:PEG40St:DSPA karisiminin BAM goriintiilerinde koyu bolgeler fark
edilmistir (Lee ve ark., 2006). BAM goriintiilerinde, koyu renkli domainler film kalinliginin
diisiik oldugu ve genisletilmis bir film yapisinin hakim oldugunu gosterir. Her ne kadar 2:5:3
karistmina ait izoterm ve analizlerinden PEG40St molekiillerinin yiizeyden ayrilmis
olabilecegi ortaya ciksada, BAM goriintiilerinin saf DSPA’ninkinden farkli olmasi, yiizeyde
bir kisim PEG40St molekiillerinin kaldigimi1 gostermektedir. Ayrica, yiizey basinct 31 mN/m
civarlarinda iken yiizeyde parlamalar olusmustur. Sekil 116°de goriilebilecegi gibi 0:5:5
karistminin yiizeyinde diisiik yiizey basinglarinda sikisik (kondens) faz ile genisletilmis faz
ayirmmi dikkat ¢ekmis, diger karigimlarda oldugu gibi 33-34 mN/m civarlarinda parlamalar
olmustur. Bu parlamalarin olustugu yiizey basinglari, karigimlarin n-A ylizey basinglarinda
goriilen plato bolgesinin basinglarina tekabiil etmektedir. Bu durum, bu basinglarda yiizeyde

molekiiler diizeyde bir diizenlemenin olduguna isaret etmektedir.
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Sekil 112. Farkli basinglarda 4:5:1, 2:5:3, 0:5:5 DSPC:PEG40St:DSPA karisimlarin artan
Gibbs enerjileri
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Sekil 113.4:5:1, 2:5:3, 0:5:5 DSPC:PEG40St:DSPA karisimlarin yiizey basincina karst Cy
'(mN/m) degerleri

130



SP:34,41 mN/m

Sekil 114.4:5:1 DSPC:PEG40St:DSPA karistminin Brewster Agisi Mikroskop (BAM)

Goruntiileri
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Sekil 115. 2:5:3 DSPC:PEG40St:DSPA karisiminin Brewster Agist Mikroskop (BAM)

Goruntiileri
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Sekil 116. 0:5:5 DSPC:PEG40St:DSPA karisiminin Brewster Agist Mikroskop (BAM)

Goruntiileri

Hidrojen bag1 yapabilen fosfolipitlerle 2D boyutta incelemelerin yapildigi bu kisimda,
ayni alkil zincir uzunluklarinda fakat farkli bas grup yapilarina sahip fosfolipitlerle PEG40St
bilesenin farkli kompozisyonlar: incelenmistir. Bu bilesenler arasindaki molekiillerarasi
kuvvetlere farkli bas gruplarin etkisi, molekiiller arasi etkilesimlerin analizi ve BAM
gortintiileriyle degerlendirilmistir. DSPC/PEG40 monotabakanin hava-su ara ylizeyindeki
davranis1 DSPG, DSPE ve DSPA fosfolipitlerinden birinin ilave edilmesinden etkilenmistir.
Fosfolipitlerin bas grup bolgelerindeki farkliliklardan dolayr bu molekiillerin monotabaka
tizerinde etkileri farkli olmustur. DSPE molekiilleri yliksek hidrojen bagi yapma kapasitesine
sahip oldugu i¢in karisim i¢inde ¢ekici kuvvetlerin etkisini arttirmistir. Bu sebeple xpspc=0.7
mol oranin sabit tutulmasiyla hazirlanan karisimlari icin DSPC:PEG40St:DSPG ve
DSPC:PEG40St:DSPA karisimlarina kiyasla DSPC:PEG40St:DSPE  karigimlarinin  daha
negatif AGyuan degerler gosterdigi bulunmustur. Bu sonuca gore, DSPE’li bu karisimlarin

kullanilmasi ile daha stabil bir zar yapisinin elde edilebilinecegi diisiiniilmektedir. Bilindigi
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tizere, DSPA ve DSPG molekiilleri hem kendi kendilerine hem de komsu molekiillerle
kuvvetli hidrojen bag: kurabilirler. Ancak, negatif yiiklii bas gruplar arasindaki itici kuvvetler
molekiiller arasindaki cekici kuvvetlerin zayiflamasina neden olabilmektedir. DSPC’nin mol
oraninin sabit tutulmasiyla hazirlanan karisimlarda gozlemlenen bu durum, Xpggaos=0.5 mol
oraninin sabit tutuldugu karigimlarda bozulmustur. Bu karisimlarda artan PEG miktartyla
birlikte molekiiller aras1 mesafeler, PEG zincirinin etkisiyle genislemis, DSPA-DSPA ve
DSPG-DSPG molekiilleri arasindaki itici kuvvetlerin etkisi zayiflamistir. DSPA molekiilii
oldukea kiigiik bas gruba sahip oldugu icin DSPC:PEG40St:DSPA karisimlarinda daha kiiciik
AGyran degerleri elde edilmistir. Karisimlarin BAM  goriintiileri incelendiginde de bazi
bolgelerde faz ayrililiklarinin oldugu goriilmistiir. Ayrica n-A izotermlerinde yaklasik 35
mN/m civarlarinda gézlemlenen ya PEG40St molekiiliiniin yiizeyden ayrilisina ya da yapisal
degisimi temsil eden plato bolgelerinde yiizey morfolojisinde degisiklikler fark edilmistir.
Genel olarak, hidrojen bag1 kurabilen lipidlerin belli oranlarda karisimlarinin mikrokopiikeiik

stabilitesini artirma yoniinde bir etki gosterebilecegi degerlendirilmektedir.

DSPC:PEG40St:StGly Uclii Karisimlarimin Yiizey Basinci-Molekiiler Alan Izotermleri ve
BAM Goriintiileri:

StGly, DSPG’ye bas grup itibari ile oldukc¢a benzer bir yag asitidir. DSPG’den farkli
olarak hidrofobik kisimda tek bir hidrokarbon zinciri vardir ve bas grupta fosfat grubu
icermemektedir. Ama DSPG gibi, iki adet "OH grubu icermektedir. Dolayisiyla hidrojen bagi
yaparak mikrokopiikciik stabilitesini artirmast ve DSPG’ye kiyasla ucuz oldugu i¢in

mikrokdpiik¢iik maliyetini diistirmesi beklenmektedir.

DSPC, PEG40St ve StGly’nin saf hallerinin ve PEG40St’1n molar oraninin 0.5 olarak
sabit tutuldugu karisimlarin ylizey basincina karsilik ortalama molekiiler alan izotermleri
Sekil 117°de goriilmektedir. StGly’nin saf halinin yiizey basincina karsilik ortalama
molekiiler alan izotermi DSPC ve PEG40St ile karsilastirildiginda daha kondens bir yapi
gosterdigi goriilmektedir. Dolayisiyla molekiiller arasinda ¢ekme kuvvetinin dominant olmasi
halinde artan StGly molar oramni ile birlikte ylizey basincina karsilik ortalama molekiiler alan
izoterminin de daha kondens bir yap1 gostermesi beklenmektedir. Sekil 117°de gortldugu

gibi, artan StGly molar orani izotermin daha kondens bir yapiya gegmesini saglamistir. Sekil
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117°de gorildigi gibi ti¢ karistminda 35 mN/m yiizey basincinda plato bolgesi mevcuttur.
Plato bolgelerinin uzunluklar1 yaklasik olarak aynidir. Daha onceki tiglii karisimlarda da
oldugu gibi, gozlenen plato bolgesi PEG40St molekiiliiniin bir kisminin monotabaka
yapisindan ayrilicagini gosterebilecegi gibi, bir kisminin sterik molekiiler etkilesimden dolay:
konformasyon degistirip daha kondens bir yapiya geg¢mesinide gosterebilir. 4:5:1
DSPC:PEG40St:StGly karistminin 5:5:0 karisimina kiyasla daha uzun bir plato bolgesi
sergilemesi ayrica dikkat ¢ekicidir. Plato bolgesinin uzamasi daha ¢ok PEG’in konformasyon
degisimine ugradigi anlamina gelebilir ki, bunun PEG40St molekiillerinin yiizeyden

ayrilmasinin 4:5:1 karigiminda daha az oldugu anlamina geldigi diistiniilebilir.
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Sekil 117. Saf bilesenlerin ve 4:5:1, 2:5:3 ve 0:5:5 molar oranlarinda DSPC:PEG40St:StGly

karisimlarimin ytlizey basincina karsilik ortalama molekiiler alan izotermleri
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Karisimlarin artan Gibbs serbest enerjileri ayni yiizey basincinda karsilastirildiginda
da Sekil 117°de goriilen 20, 25, 30 ve 35 mN/m yiizey basinglariinin her birinde 0:5:5 ve
2:5:3 karisimlar: molekiiller aras1 ¢gekme kuvvetlerinin dominant olmasina bagl olarak negatif
artan Gibbs serbest enerji degerleri verirken, 4:5:1 karisimi pozitif artan Gibbs enerji degerleri
vermistir (Sekil 118). DSPC:PEG40St:StGly 0:5:5 ve 2:5:3 karisimlari kiyaslandiginda 2:5:3
karistminda molekiiller aras1 ¢ekim kuvvetlerinin daha fazla oldugu anlasilmaktadir. Ancak,
0:5:5 ve 2:5:3 karisiminda plato bolgesinin 4:5.1 karisimina kiyasla kisalmast (Sekil 117),
daha az miktarda PEG40St’nin yiizeyde kalmis olabilecegi ihtimalini akillara getirmektedir.
Benzer sekilde, 4:5.1 plato bolgesinin 5:5:0 karisimina kiyasla daha uzun olmasi, StGly’nin
daha ¢ok miktarda PEG40St’1n yiizeyde kalmasinda pozitif rol oynadigini ortaya koyarak bu
thtimali desteklemektedir. Buradan neden daha fazla StGly ilave edildiginde etkinin azaldig1
sorusu akla gelebilir. StGly’de PEG40St gibi tek bir hidrokarbon zincirine sahiptir.
Dolayistyla artan StGly ile monotabakada hidrofobik etkilesimlerin derecesi azalmaktadir.
Dolayisiyla, hidrofilik etkilesimler 6ne ckarak, ara yilizeyde daha az stabil bir filmin
olusmasina ve molekiiler arasi kohezif etkinin azalmasina sebebiyet verebilir. Azalan
hidrofobik etkilesimler sonucu mikrokopiikciik stabilitesinin diisebilecegi de goéz ardi

edilmemesi gereken bir nokta olmaktadir.
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Sekil 118. Farkli yiizey basinglarinda DSPC:PEG40St:StGly karisimlarinin artan Gibbs

serbest enerjilerinin karsilastirilmasi
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DSPC:PEG40St:StGly  karisimlarindan  olusan ~ monotabakalarin  akiskanlik
davranislarinin yiizey basinciyla degisimi Sekil 119°da goriilmektedir. Tiim karigimlara ait
Cs™ degerleri, saf haldeki DSPC ve StGly’e gére daha diisiik degerlerde yer almaktadir. Bu,
monotabakaya ilave edilen PEG40St molekiilinden kaynaklanmaktadir. 35 mN/m ylizey
basincina kadar karisimlarin monotabakalar1 benzer sikistirilamazIlik degerleri gostermektedir.
PEG zincirleri arasindaki konfigiirasyon degisimine veya PEG40St’nin arayiizeyden
ayrilmasina karsilik gelen plato bolgesinde (35 mN/m ylizey basincinda) tiim karisimlarda
oldugu gibi bir minimum goézlemlenmistir. Daha sonra monotabakalarin davranislar farklilik
gostermeye baslamistir. 0:5:5 ve 2:5:3 monotabakalar1 4:5:1 monotabakasina kiyasla daha
elastik bir oOzellik gostersede, daha oncede bahsedildigi gibi LB izotermlerinde plato
bolgesinin uzunluklarmin kisalmasi (Sekil 117) ylizeyden molekiil kaybinin olduguna isaret
etmektedir. Bu azalmalar, monotabakanin sanki daha elastik bir film yapisinda oldugu
izlenimini vermektedir. Benzer sekilde, 4:5:1 karisimindan daha az molekiiler kayip oldugu

icin daha az elastikmis gibi davranis sergilemektedir.
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Sekil 119. DSPC:PEG40St:StGly karigimlarinin sikistirtlamazlik degerlerinin yiizey
basinciyla degisimi

StGly molekiiliiniin hava-su ara ylizeydeki faz davranisin1 gésteren BAM goriintiileri
Sekil 120° de verilmektedir. Sekilden goriildigi gibi, StGly molekiilii hava — su arayiizeyinde
kardioit ve halka seklinde domainler halinde goriinmektedir. 30 mN/m yiizey basincina kadar
ylizeyde faz ayrimlarn goriilmektedir. Yaklasik 48 mN/m yiizey basincina kadar homojen
goriintiiler elde edilmis, ancak, sonrasinda tekrar faz ayrimlar1 goriilmiistiir. StGly molekiiliin
kollaps olmaya basladig1 yaklasik 55 mN/m ylizey basincindan itibaren yiizeyde parlak ve

ince cubuklar halinde goriintiiler gézlemlenmistir.
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Sekil 120. Stearil-gliserol molekiiliiniin hava — su ara ytizeyindeki BAM goriintiileri

Sekil 120’da gortldugi gibi StGly molekiilii spesifik goriintiiler vermektedir. 35
mN/m yiizey basincindan sonra PEG40St molekiiliiniin monotabaka yapisindan ayrilip
ayrilmadigimi gozlemleyebilmek i¢in 0:5:5 DSPC:PEG40St:StGly karisiminin ¢evrim deneyi
yapildi ve BAM ile goriintiilendi. Sekil 121°de goriildiigii gibi, birinci sikistirmada 35mN/m
ylizey basincinda goriilen plato bolgesi, ikinci sikistirmada kaybolmustur ve izoterm sola
kaymistir. PEG40St’1n kollaps basincinda goézlemlenen platonun tekrar goriilmemesi bir kisim
PEG40St’in tersinmez olarak monotabakadan ayrilmasi anlamina gelebilecegi gibi, yine

tersinmez bir konformasyon degisimi olustugu anlamina da gelebilir. 4:5:1 karisimina ait
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plato bolgesinin daha uzun olmasi, 0:5:5 karisiminda zaten daha ¢ok molekiiler ayrilmalarin

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 121. 0:5:5 DSPC:PEG40St:StGly karisiminin ¢cevrim deneyi

Sekil 122°de goriildigii gibi 25 mN/m ylizey basincinda kiiclik adaciklar halinde
parlak domainlere rastlanmaktadir. Sikisik faz genisletilmis faz icinde homojen bir sekilde
dagilmigtir. Fakat daha ileri sikistirmalarda parlak adaciklarin biiyiikliikleri artmaktadir.
Ozellikle, plato bolgesine tekabiil eden 35 mN/m yiizey basmcindan bu parlamalar
artmaktadir. 45 mN/m yilizey basincina kadar parlamalar artmaktadir. BAM goriintiisiinde
goriilen parlamalar PEG zincirleri arasindaki konfomasyon degisimi sonucu daha sikisik bir
filmin olustugu anlamina gelebilecegi gibi PEG40St’in ylizeyden ayrilmasi sonucu film
kalinligiin artmasi anlamina da gelebilir. StGly, -OH grubuna sahip olmasi nedeniyle PEG
zincirleri ile de hidrojen bagi yapabilir ve hava-su arayiizeyine adsorbe olmus PEG’in
konformasyon degisimine ugrayarak altfaza dogru uzamasini inhibe edebilir. Bu yiizden, film
kalinliginda bir artmanin oldugu diistintilmektedir. Olusan bu yogun film tabakasi genisletme
sirasinda altfaza gegebilir. Sikistirilan film tekrar genisletilirken 35 mN/m’de kismen daha
karanlik bir filmin gézlenmesi ve tekrar sikistirilirken daha az parlak domainlerin goézlenmesi
hipotezimizi destekler niteliktedir. Hatta, tek hidrokarbon zincirine sahip olmasi nedeniyle,
hidrofobik-hidrofobilk etkilesimlerin zayiflamasinin sonucu olarak, StGly’nin de ylizeyden

ayrilmasinin s6z konusu oldugu da diisiintilmektedir.
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1. Sikistirma 1. Genisletme 2. Sikistirma

Sekil 122. 0:5:5 DSPC:PEG40St:StGly Karisiminin ¢evrim deneyinin BAM goriintiileri
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2:5:3 molar oraninda DSPC:PEG40St:StGly karisitmmin BAM gorintiileri Sekil 123°te
goriilmektedir. Baslangicta sikisik fazin genisletilmis faz icinde homojen bir sekilde dagildig:
BAM goriintiilerinden sonra yine plato bolgesinde biiylik parlak domain olusumlari
gozlemlenmistir. Bunun, yukarda da bahsedildigi gibi, PEG40St’in yiizeyden ayrilisinin bir

sonucu oldugu diistiniilmektedir. 2:5:3 karisiminda faz ayrimlari 0:5:5 karisimina kiyasla daha

bariz goriilmektedir. 35 mN/m yiizey basincinda yiizeyde parlamalar gozlemlenmektedir.

" T Taw e T

Sekil 123. 2:5:3 DSPC:PEG40St:StGly karisiminin hava- su ara yiizeyindeki BAM

goriintiileri

Yiizey basincina karsilik ortalama molekiiler alan izotermlerinde en uzun plato
bolgesine sahip 4:5:1 DSPC:PEGA40St:StGly karigimmmin BAM goriintiileri Sekil 124°te
goriildigt gibi genellikle homojen gortinimlii karanlik goriintiiler vermistir. 0:5:5 ve 2:5:3
karisimlarinda rastlanan parlak domainlere 4:5:1 karisiminda rastlanmamustir. Ozellikle 35

mN/m ylizey basinci civari parlak domainlere rastlanilmamasi dikkat ¢ekicidir.
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Sekil 124. 4:5:1 DSPC:PEG40St:StGly karigimmin hava — su ara ylizeyindeki BAM

goriintiileri

StGly’nin  PEG40St gibi tek hidrokarbon zincirine sahip olmasi, dolayisiyla
hidrofobik-hidrofobik etkilesimlerin zayiflayabilecegi ve stabiliteyi olumsuz yonde etkilemesi
s6z konusu olabilir. Ayrica, silindirik yapisinin mikrokopiikgiiklerdeki kavis yapisini
destekler nitelikte olmamasi dolayisyla, DSPC:PEG40St:StGly karisimlari ile mikrokopiikeiik
elde edilememesi veya edilse bile daha biiyiik boyutlarda olmas1 beklenmektedir. Hatta diger
karisimlarda daha fazla PEG40St molekiil kaybr oldugu icin yalmizca 4:5:1 karisiminin

potansiyel karisim olabilecegide diisiiniilmektedir.

DSPC:PEG40St:StGly’nin PEG40St’nin molar oranmin 0.5 olarak sabit tutuldugu
0:5:5, 2:5:3 ve 4:5:1 karisimlarinin incelenmesinin yanisira DSPC mol orani 0.,5 olarak sabit
tutuldugu 5:4:1, 5:3:2 ve 5:2:3 karigimlariin yiizey basina karsilik ortalama molekiiler alan

izotermleri ve BAM goriintiileri ayni1 kosullarda incelendi. Sekil 125°da goriildigi gibi artan
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StGly molar orani izotermlerin sola kaymasina neden olmustur. Ancak, PEG40St oraninin

degismesine bagl olarak plato bolgesinde 6nemli bir farklilik gzlemlenmemistir.
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Sekil 125. Saf bilesenlerin ve 5:4:1, 5:3:2 ve 5:2:3 molar oranlarinda DSPC:PEG40St:StGly

karisimlarimin yiizey basincina karsilik ortalama molekiiler alan izotermleri
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Sekil 126°de gorildiigi gibi 5:4:1 ve 5:3:2 karisimlariin Gibbs serbest enerji
degerleri birbirlerine yakindir. 5:2:3 karisiminda ise Gibbs serbest enerji degerleri daha

negatiftir ve bu farklilik 25, 30 ve 35 mN/m yiizey basinglarinda daha belirgin olarak

goriilmektedir.
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Sekil 126. Farkli yiizey basinglarinda DSPC:PEG40St:StGly karisimlarinin artan Gibbs

serbest enerjilerinin karsilastirilmasi

DSPC:PEG40St:StGly’nin 5:4:1, 5:3:2 ve 5:2:3 molar oranlarindaki karigimlarinin
sikistirllamazlik davranmis1 Sekil 127°da goriilmektedir. Ug¢ karisiminda da plato gézlenen
ylizey basinglarinda sikistirilamazlik modiil degerinin sifira indigi goriilmektedir. 5:2:3
karisiminda plato bolgesi 35mN/m yiizey basincindan 6nce goriildiigii icin minimum deger
yaklasik olarak 32mN/m yiizey basincinda gorilmistiir. Plato bolgelerinin  oncesinde
sikistirllamazlik degerleri kiyaslandiginda en elastik davranisi en yiiksek PEG40St molar
oranini igeren 5:4:1 karisiminin gosterdigi goriilmektedir. 35mN/m ylizey basincindan sonra
ise karigimlarin elastiklik siralamasi degismistir. 5:4:1 ve 5:3:2 karigimlarinin sikigtirilamazlik
degerleri minimum noktalarindan sonra birbirlerine ¢ok yaklagmistir ve 5:2:3 karigimina gore

kismen daha az elastik bir karakter sergilemektedirler.
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Sekil 127. DSPC:PEG40St:StGly karigimlarimin  sikistirilamazlik  degerlerinin  yiizey

basinciyla degisimi

Sekil 128’ de goriildiigi gibi 5:4:1 karisiminda 30 mN/m yliizey basincina ulasincaya
kadar kondens ve daha az kondens olan fazlar bir arada bulunmaktadir. Yiizey basincinin
artisgina paralel olarak kondens fazlarin arttigi goriilmektedir. 35 mN/m yiizey basincinda
ylizeyde halkalar halinde parlamalar gozlemlenmistir. Daha sonra elde edilen goriintiiler

kondens yapiya gecis nedeniyle parlak ve homojendir.
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45 mN/m 50 mN/m 55 mN/m

Sekil 128. 5:4:1 DSPC:PEG40St:StGly karigimmin hava — su ara yiizeyindeki BAM

goriintiileri

5:3:2 karnisimmin BAM goriintiileri 30 mN/m yiizey basincina kadar Sekil 129°de
gortildigii gibi 5:4:1 karigiminin goriintiilerine benzerdir. 35mN/m yiizey basincindaki
gortintiide StGly’nin saf halinde alinan goriintiilere benzeyen halka seklinde domainler
goriilmektedir. Daha sonra monotabaka homojenlesmeye gitmistir. 50 mN/m yiizey
basincindan itibaren faz ayrimlari tekrar belirgin halde goriilmeye baslanmistir. Daha sonra
homojen bir goriintii alinamamigtir. 55SmN/m yiizey basincinda ise monotabakanin kollaps

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 129. 5:3:2 DSPC:PEG40St:StGly karisimmin hava — su ara yiizeyindeki BAM

goriintiileri

5:2:3 DSPC:PEG40St:StGly karisiminin izotermi 5:4:1 ve 5:2:3 karisimlarina kiyasla
daha kiiciik ortalama molekiiler alanlarda yer almasina ragmen (Sekil 125), BAM
gorlintiilerinin daha az kondens bir film yapist gosterdigi goriilmektedir (Sekil 130).
Dolayisyla ayni kosullarda alinan Sekil 130°deki goriintiiler 5:4:1 ve 5:2:3 karigimlarina
oranla daha koyu renklidir. 30 mN/m yiizey basincindan sonra alinan goriintiiler 40 mN/m
ylizey basincina kadar homojendir. Daha sonra yiizeyde parlak renkli kondens domainler

gozlemlenmistir. Yaklasik 55 mN/m yiizey basincinda monotabaka yapisi bozulmustur.
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Sekil 130. DSPC:PEG40St:StGly 5:2:3 karisitminin hava — su ara yiizeyindeki BAM

goriintiileri

DSPC:PEG40St:StGly ile yapilan bir baska ¢alismada, DSPC molar orani1 0.7 olarak
sabit tutulmustur. Burada PEG40St ve StGly molekiillerinin molar oranlar1 degistirilerek
monotabaka stabilitesine etkileri incelenmistir. Sekil 131°te DSPC:PEG40St:StGly 7:2:1,
7:1.5:1.5 ve 7:1:2 karisimlarininin yiizey basincina karsilik molekii alan basina diisen 1
izotermleri gorilmektedir. 7:1.5:1.5 ve 7:2:1 karigimlarinin izotermlerinde ¢ok biiyiik
farkliliklar gorilmemektedir. Ancak 7:1:2 karisiminda molekiillerin daha iyi organize
olduklar1 goriilmektedir. Karisimlarda PEG40St mol oraninin diisiik olmas1 nedeniyle diger
karisimlarda 35 mN/m ylizey basincinda goriilen plato bolgeleri oldukca kisadir ve belirgin

degildir.
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Sekil 131. Saf bilesenlerin ve 7:2:1, 7:1.5:1.5 ve 7:1:2 molar oranlarinda
DSPC:PEG40St:StGly karisimlarinin yiizey basincina karsilik ortalama molekiiler alan

izotermleri

DSPC:PEG40St:StGly 7:2:1, 7:1.5:1.5 ve 7:2:1 molar oranlarindaki karigimlarin
Gibbs serbest enerjilerinin yiizey basinciyla degisimi Sekil 132’te goriilmektedir. Sekilden
gortildigi gibi 20, 25, 30 ve 35 mN/m yiizey basinglarinin her birinde 7:1:2 karisimi diger
karisimlara kiyasla daha negatif artan Gibbs enerji degerleri vermistir. 7:2:1 karisiminda
molekiiller arasi itme kuvvetlerinin dominant oldugu ve artan ylizey basinciyla birlikte bu
kuvvetlerinde arttig1 goriilmektedir. 7:1.5:1.5 karisiminda PEG40St ve StGly molar

oranlarinin esitlenmesi sonucu Gibbs serbest enerji degerleri negatif olmustur. 20 ve 25
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mN/m ylizey basin¢larinda molekiiller arasi etkilesimin arttig1 30 mN/m yiizey basincinda bir
degisim olmadig1 goriilmektedir. Ancak 35 mN/m yiizey basincinda Gibbs serbest enerji

degerinin arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 132. Farkli yiizey basinglarinda DSPC:PEG40St:StGly karisimlarinin artan Gibbs

serbest enerjilerinin kiyaslanmasi

DSPC:PEG40St:StGly 7:2:1, 7:1.5:1.5 ve 7:1:2 molar oranlarindaki karisimlarinin
sikistirtlamazlik modiilii degerinin ylizey basinciyla degisimi Sekil 133’da goriilmektedir.
7:1.5:1.5 ve 7:2:1 karigimlarinin sikistirilamazlik modiilii degerleri birbirlerine ¢ok benzerdir.
Yapilarindaki PEG miktar1 7:1:2 karigimina kiyasla daha fazla olmasina ragmen yaklagik 36
mN/m ylizey basincindan sonra 7:1:2 karisimina gore daha kati1 bir davranis gostermistir.
StGly tek hidrokarbon zincirine sahip olmasi, PEG ile de hidrojen yapabilmesine bagl olarak
monotabaka i¢inde nasil bir davranis sergiledigini ortaya koymak oldukg¢a giictiir. Zira,
StGly’de PEG40St gibi monotabaka yapisindan ayrilip altfaza gegebilir. Bu amagla,

calismamizda karisimlarin faz davranislari ayrica AFM ile de incelenmistir.
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Sekil 133. DSPC:PEG40St:StGly karisimlarinin  sikistirilamazlik  degerlerinin  yiizey

basinciyla degisimi

Saf StGly molekiiliiniin 30 mN/m yiizey basincinda mika ytizeyne kaplanmasi sonrasi
elde edilen 30x30 ve 5x5 mikronluk alanlarinin AFM goriintiileri ve yiikseklik profilleri Sekil
134°te goriilmektedir. StGly molekiiliiniin topografyas: tam olarak homojen olmayan bir
gorlintli verdigi soylenebilir. Ancak, bunun 30 mN/m de StGly’nin heniiz kat1 faza gegmemis,
kondense olmus sivi fazinda oldugundan kaynaklandigi unutulmamalidir. Ancak, bas
grubunun kiiclik olmasindan dolay1 StGly’nin PEG40St’ye kiyasla daha piiriizsiiz bir yiizey

goriintlisti verdigi goriilmektedir.
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Sekil 134. 30 mN/m yiizey basincinda kaplanan saf StGly molekiiliiniin 30x30 mikronluk
alanda (a) topografi, (b)faz, (c) yiikseklik profili ve 5x5 mikronluk alanda (d) topografi,
(e)faz, (f) yukseklik profili

7:2:1 karisimmda hem 30x30 mikronluk hem de 5x5 mikronluk alanlarda yapilan
taramalarda yiizeyde aglemerasyonlar oldugu goriilmektedir. Molekiiller aras1i itme
kuvvetlerinin dominant oldugu 7:2:1 karistminin homojen bir monotabaka yapist

olusturamadigr Sekil 135°de goriilen AFM goriintiilerinden de anlagilmaktadir.
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Sekil 135. 30 mN/m yiizey basincinda kaplanan DSPC:PEG40St:StGly’nin 7:2:1 karisiminin
30x30 mikronluk alanda (a) topografi, (b)faz, (c) ylikseklik profili ve 5x5 mikronluk alanda
(d) topografi, (e)faz, (f) ylikseklik profili

7:1.5:1.5 karigimmin 30x30 mikronluk alanda alman AFM faz ve topografya
goriintiilerinde belirgin faz ayrimlar1 goriilmektedir. Ancak, goriintii kendi icinde homojendir.
Ve 5x5 mikronluk alanda alinan goriintiilerde faz ayrimlar1 daha belirgin goériilmektedir. Faz
gorlintlistinde (Sekil 136 (e)) BAM ile alinan saf StGly goriintiilerine (Sekil 120) benzeyen

halka seklinde domainler goriilmektedir.
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Sekil 136. 30mN/m yiizey basincinda kaplanan DSPC:PEG40St:StGly’nin 7:1.5:1.5
karistiminin 30x30 mikronluk alanda (a) topografi, (b)faz, (c) yiikseklik profili ve 5x5
mikronluk alanda (d) topografi, (e)faz, (f) ytikseklik profili

7:1:2 karigtminin 30x30 mikronluk ve 5x5 mikronluk alanlarda verdigi Sekil 137°da
goriilen gortintiillerde de faz ayrimlart goriilmektedir. Ancak gorntiler 7:1:2 ve 7:1.5:1.5

karisimlarina kiyasla daha homojendir.
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Sekil 137. 30mN/m ylizey basincinda kaplanan DSPC:PEG40St:StGly’nin 7:1:2 karisiminin
30x30 mikronluk alanda (a) topografi, (b)faz, (c) ylikseklik profili ve 5x5 mikronluk alanda
(d) topografi, (e)faz, (f) ylikseklik profili

DSPC, PEG40St ve StGly molekiillerinin tiglii kompozisyonlariyla yapilan iki boyutlu
analizlerde, DSPC ve StGly molar oranlar1 birbirlerine yaklastikga molekiiller arasi ¢ekme
etkilesimlerinin arttigi goriilmiistiir. Bunun nedeni, van der waals kuvvetlerine ek olarak
DSPC ve StGly arasinda kurulan hidrojen bag: olabilir. DSPC molar oraninin 0.7 olarak sabit
tutuldugu kompozisyonlarda ise artan StGly molar oraniyla birlikte molekiiller aras1 ¢ekme
kuvvetlerinin daha dominant oldugu goriilmiistiir. Sonug¢ olarak, StGly iiclinci komponent
olarak kullanildiginda molar oraninin DSPC ile yakin tutulmasi daha stabil bir
mikrokdpiikeiik kabugu olusumu icin gerekli olabilir. Fakat, yine de StGly, tipki PEG40St
gibi tek hidrokarbon zincirli olmasindan dolay1 hava-su araylizeyinde stabil kondens bir film
olusturmada etkin olamayabilir. Silindirik yapida oldugu da diistintildiigiinde, mikrokopiik¢iik
tretiminde StGly’nin PEG40St ile birlikte ¢ok miktarda kullanimin mikrokopiikeiik

olusumunu ve stabiliteyi olumsuz etkileyecegi sonucu ortaya ¢cikmaktadir.
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4.14. DSPC:PEG40St ve Iyonik Bag Yapabilen Lipid Karisimlar::

DSPC:PEG40St:StNH2 Uclii Karigimlarimin Yiizey Basinci-Molekiiler Alan Izotermleri ve
BAM Goriintiileri:

StNH, , DSPC , PEG40St ve DSPC:PEG40St:StNH2’nin 7:2:1, 6:2:2, 5:2:3 ve 4:2:4
molar oranlarda karigimlarinin yiizey basinci—ortalama molekiiler alan izotermleri Sekil
138’de goriilmektedir. Elde edilen saf StNH, izotermi literatiirde yapilan c¢aligmalarla uyum
icindedir (Wan ve ark., 2000). Sekilde goriildiigii gibi StNH,, DSPC ve PEG40St’a kiyasla
daha yogun (kondens) bir yapr gostermektedir. StNH, monotabakasinin yiizey basinct 20
A®lik bir alana kadar sikistirma uygulanana kadar 0 mN/m olarak ol¢iilmiistiir. 20 A®lik
alandan itibaren sikistirmanin devam etmesiyle birlikte ylizey basinci hizla yiikselmistir ve
monotabaka tam olarak kondens faza ge¢mistir. Yaklasik olarak 55 mN/m yiizey basincindan

itibaren monotabaka kollaps olmaya baslamstir.

PEG40St’in mol orani1 0.2 olarak sabit tutularak, 7:2:1, 6:2:2, 5:2:3 ve 4:2:4 molar
oraninda hazirlanan DSPC:PEG40St:StNH, karisimlarinin yiizey basinci—ortalama molekiiler
alan izotermleri Sekil 138’da goriildiigu gibi ¢ok biiyiik farkliliklar géstermemekle beraber,
artan StNH, mol oraniyla birlikte izotermler daha kondens bir yap1 gostermektedir. Bunun
nedeni pozitif yiikli StNH, nin PC polar grubuyla giiclii bir etkilesim igerisinde olmasi
olabilir. Bu etkilesim daha 6nce yapilan literatiir calismalarinda da gosterilmistir (Teixeira ve
ark., 2000). PEG40St’in kollaps basinci olan 35 mN/m yiizey basincinda 4 karisiminda da
plato bolgesi gozlemlenmistir. PEG40St mol orani her karisiminda ayni oldugu i¢in plato
bolgesinin uzunluklar1 yaklasik olarak aynidir. Plato bolgesi boyunca, monotabakanin
sikistirilmasiyla birlikte yiizey basinci oldukc¢a yavas artmaktadir. Plato bolgesinde, PEG
zincirlerinin sterik etkilesim altinda konformasyon degisimine ugradigi, altfaza dogru uzadigi

ve boylece karisabilir bir monotabaka olusturdugu diistiniilmektedir.
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Sekil 138. Saf StNH,, DSPC, PEG40St ve DSPC:PEG40St:StNH2’nin 7:2:1, 6:2:2, 5:2:3 ve

4:2:4 molar oranlarda karisimlarinin ylizey basinci—ortalama molekiiler alan izotermleri

20, 25, 30 ve 35 mN/m yiizey basin¢larinda DSPC:PEG40St:StNH2 karisimlarinin
artan Gibbs enerjileri Sekil 139°da karsilastirilmistir. 20, 25, 30 ve mN/m yiizey basin¢larinda
biitiin karisimlar i¢cin molekiiller aras1 ¢ekme kuvvetleri baskindir. Sekil 138’da goriildigu
gibi karisimlarin izotermleri karsilastirildiginda en kondens yap1 4:2:4 karisiminda
gozlenmektedir. Buna ragmen 25, 30 ve 35 mN/m ylizey basinglarinda karisimlarin artan
Gibbs serbest enerjileri kiyaslandiginda molekiiller arasi etkilesimin 4:2:4 karisiminda diger
Ideal durum g6z 6niinde

karisgimlara oranla daha distik oldugu goriilmektedir.

bulunduruldugunda, DSPC ve StNH;’nin saf izotermlerinin (Sekil 138) kondens yap1
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gostermesi nedeniyle 4:2:4 karisiminin izoterminin diger karisimlara kiyasla daha kondens bir
yap1 gostermesi normaldir. Ancak katyonik yapida olan StNH,, zwitterionic yapida olan
DSPC’nin yapisindaki negatif yiikle etkilesip ¢ekme kuvvetleriyle iki molekiilii
yaklastirabilecegi gibi pozitif yiikle etkilesip itme kuvvetleriyle iki molekiil arasindaki

etkilesimi azaltabilir.
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Sekil 139. Farkli yiizey basinglarinda DSPC:PEG40St:StNH2 karisimlarinin artan Gibbs

serbest enerjilerinin karsilastirilmasi

Karigimlar1 olusturan DSPC, PEG40St ve StNH,’nin saf hallerinin ve farkli molar
oranlardaki karigimlarmin sikistirilamazlik degerlerinin ylizey basinciyla degisimleri Sekil
140’te goriilmektedir. Yaklasik olarak 20 A*’lik bir alana kadar 0 mN/m yiizey basinci veren
saf StNH,; ( bkz. Sekil 138) baslangigta polar grubunun yiizeyde diizgiin bir sekilde organize
olamamasindan  dolay1  genisletilmis faz  davramis1  gostermektedir.  Dolayisiyla
sikistirilamazlik degeri baslangigta ¢ok diisiiktiir. Ancak monotabakanin sikistirilmaya devam
edilmesi StNH,’nin daha kondens bir yapiya geg¢mesini saglamistir ve monotabakanin
sikistirtlamazlik modiilii degeri artmistir. Kollaps basincina yaklagildiginda ise StNH,
monotabakasmin akiskanlhigi tekrar arttigt  ve sikistirilamazhik degerinin - distiigu
gozlenmektedir. DSPC:PEG40St:StNH2  karisgimlarinin =~ ylizey  basincina  karsilik

sikistirllamazlik modiilleri ise Sekil 140°te gortildiigli gibi benzer davraniglar gostermektedir.
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Sekil 140. DSPC:PEG40St:StNH2 karisimlarinin sikistirtlamazlik degerlerinin yiizey

basinciyla degisimi

35-36 mN/m yiizey basinglarinda biitiin karisimlarin sikistirilamazlik modilii degerleri
minimum degerini aldiklar1 goriilmektedir. Bu ylizey basinglarinda sikistirilamazlik modiili
degerlerinin minimuma inmesinin nedeni karigimlarin izotermlerinde goriilen (Sekil 138)
plato bolgelerinde egimin 0’a gitmesidir. Minimum noktasindan sonra monotabakalar oldukca
diizenli bir faz olan sivi-kondens faza gecmektedir. Artan yiizey basinciyla birlikte
sikistirllamazlik  degeri 150-200 mN/m gibi yiiksek degerlere ulasip daha sonra
monotabakanin kollapsina yaklasildikca tekrar diismeye basladig: goriilmektedir.
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Karisimlarin faz davranislar1 ve olusturdular1 monotabakalarin homojenlik derecesi
hakkinda bilgi molekiiler diizeyde izotermlerin elde edildigi deney kosullarinda Brewster agis1
mikroskobu ile goriintii alinarak elde edildi. StNH, molekiiliiniin saf halinin BAM goériintiileri
Sekil 141°te goriilmektedir. 0 mN/m ylizey basincindan 1 mN/m yiizey basincina kadar faz
ayrimlar1 gozlenmistir. Daha sonra 40 mN/m yiizey basincina kadar homojen goriintiiler
alinmistir. 45 mN/m sonras1 faz ayrimlar1 tekrar gozlemlenilmeye baslanmistir. 55 mN/m
ylizey basincina kadar alinan goriintiilerde yiizeyde parlak ¢ubuklar halinde goriintiiler elde
edilmistir. Kollaps ylizey basincindan itibaren ise alinan goriintiiler tamamen siyahtir. Bu

durum StNH, monotabakasinin kollapsinin alt fazin i¢ine dogru oldugunu isaret etmektedir.

SP:10 mN/m

SP:15 mN/m SP:20 mN/m SP: 25 mN/m

SP:30 mN/m SP:35 mN/m SP:40 mN/m

SP:45 mN/m SP:55 mN/m

Sekil 141. Saf StNH, molekiiliiniin BAM goriintiileri
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DSPC:PEG40St:StNH2’nin 7:2:1 molar oraninda karisiminin faz davranisinin BAM
gortintiileri Sekil 142°de goriilmektedir. Baslangigta molekiiler arasi ¢ekim kuvvetlerinin
zayif olmasina bagl olarak 7:2:1 karisimi 2 boyutlu gaz fazimmi ifade eden koyu renkli
goriintiiler vermektedir. Ancak, sikistirma ile 12 mN/m yiizey basinci civarinda kondens
yapilarin ortaya ¢iktig1 ve genisletilmis faz icinde dagildigi goriilmektedir. Termodinamik
analizlerle de uyumlu olarak, 20 mN/m ylizey basincindan itibaren molekiiler aras1 etkilesim
artmis ve homojen goriintiiler gézlemlenmistir. 45 mN/m ylizey basincindan sonra alinan
goriintiiler Sekil 142” de goriilmekte olan 50 mN/m ytizey basincindaki goriintiiyle benzerdir.
Bu gorintiiler, Sekil 140°te goriilmekte olan sikistirilamazlik analiziyle uyum gostermektedir.
Sikistirilamazlik degerlerinin yiiksek oldugu 40-50 mN/m ylizey basinglarinda alinan
goriintlilerde goriilen beyazliklar monotabakanin kalinlagtigini ve artik sikistirmayla birlikte

kollapse dogru gittigini gostermektedir.

SP:10 mN/m SP:12 mN/m - f sP:15 mN/m

SP:20 mN/m SP:25 mN/m SP:30 mN/m

SP:35 mN/m

Sekil 142. DSPC:PEG40St:StNH2 7:2:1 karisimimin BAM goriintiileri
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DSPC:PEG40St:StNH2’nin  6:2:2 molar oraninda karistminin  farkli  yiizey
basinglarindaki faz davranislart Sekil 143°de gorilmektedir. Yiizey basinct 20 mN/m’ye
ulagincaya kadar Sekil 143°de goriildiigi gibi gaz, genisletilmis-sivi, kondens-sivi fazlarinin
bir arada bulundugu goriintiiller elde edilmistir. Ancak daha sonra alinan goriintiiler
homojendir. 45 mN/m yliizey basincindan itibaren az miktarda faz ayrimi goriillmektedir. 50

mN/m’ye kadar alinan goriintiiler 45 mN/m yiizey basincindaki goriintiiden farkli degildir.

%

SP:10 mN/m

SP:20mN/m SP:25 mN/m_

Sekil 143. DSPC:PEG40St:StNH2 nin 6:2:2 molar oraninda karigimin BAM goriintiileri

DSPC:PEG40St:StNH2’nin 5:2:3 molar oraninda karisimmin BAM goériintiileri, diger
karisimlarla ayni ayarlarda c¢ekilmesine ragmen diger karigimlara kiyasla daha parlak
goriintiiler vermistir. Sekil 144°de goriildiigii gibi aliman goriintiiler homojendir. Yiizeydeki
parlamalarin daha sikisik (kondens) bir filmin olusmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.
60 mN/m yilizey basincinda monotabakanin kollapsinda ise yiizeyde halkalar halinde

parlamalar gozlemlenmistir
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Sekil 144. DSPC:PEG40St:StNH2 ‘nin 5:2:3 molar oraninda karisiminin BAM goériintiileri

Sekil 145°da goriildiigti gibi DSPC:PEG40St:StNH2‘nin  4:2:4 molar oraninda
karistminin  BAM  goriintiilerinde de baslangigta faz ayrimlart goriilmektedir. Ancak
homojenlesme diger karisimlara kiyasla daha ¢abuk gergeklesmektedir ve 20 mN/m yliizey

basincindan sonra alinan higbir goriintiide faz ayrimi gézlenmemistir.
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Sekil 145. DSPC:PEG40St:StNH2 ‘nin 4:2:4 molar oraninda karigiminin BAM gériintiileri

Literatiirde yapilan bir ¢alismada yalnizca DSPC ve StNH,’den olusan karisimlarin
BAM goriintiilerinde herhangi bir faz ayrimi goriilmedigi (Teixeira ve ark.,  2000)
belirtilmektedir. Bu durumda, Sekil 142, Sekil 143, Sekil 144 ve Sekil 145°da goriilen faz
ayrimlarinin nedeninin DSPC ve StNH; karisimina eklenen PEG40St molekiiliiniin yapisinda
bulunan hidrofilik zincirden kaynaklandigi distintilebilir. StNH2 pozitif yiikli bir
molekiildiir, hemde amin grubu nedeni ile hidrojen bag1 yapabilir. Bu nedenle, DSPC’nin
kolin grubu ile StNH2’nin amin grubu arasinda itici kuvvetler olabilecegi gibi, StNH2’ nin
amin grobu DSPC’nin fosfat grubu ile hidrojen bag1 yapabilir. Literatiirde itici kuvvetlerin
baskin oldugu yoniinde bazi bulgular mevcuttur (Sakai, 2008). Bu durumda, daha az egime
sahip biiylik boyutlarda ve daha az stabil mikrokoplik¢iik olusumu beklenen bir durum

olmaktadir.
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DSPC:PEG40St:DSPS Uclii Karisimlarimin Yiizey Basinci-Molekiiler Alan Izotermleri ve
BAM Goriintiileri:

DSPS okaryotik hiicrenin plazma membraninda bulunan negatif yiiklii bir fosfolipittir
(Ross ve ark., 2001). DSPS gibi negatif yiiklii fosfolipitlerle DSPC gibi zwitterionic
fosfolipitlerin karistirilmast membranin mekanik ve elektriksel o6zelliklerini degistirdigi
bilinmektedir (Luna ve ark., 2011). Bu ¢alismada DSPC ve PEG40St karisimina {igiincii
komponent olarak DSPS eklenilerek mikrokopiik¢iik monotabakasinin faz davranigina ve

morfolojisine etkisi 2-D olarak incelenmistir.

Saf bilesenlerin yanisira 0:5:5, 2:5:3 ve 4:5:1 DSPC:PEG40St:DSPS karisimlarina ait
ylizey basincina karsilik ortalama molekiiler alan izotermleri Sekil 146°de verilmektedir.
DSPS’nin yiizey basinci, ortalama molekiiler alan 40 A”’e diisene kadar 0 mN/m olarak
kalmigstir. Daha sonra yiizey basinci hizla artmistir ve DSPS kondens yapiya ge¢mistir. DSPS
molekiiliinin DSPC’den daha kondens bir yap1 gosterdigi goriilmektedir. Karigimlarin
izotermlerine bakildiginda, seg¢ilen kompozisyonlarda DSPS’in ¢ok biiyiik bir etki
yaratmadigr ve diger tim karisimlarda oldugu gibi yaklasik olarak PEG40St’nin kollaps

basinci olan 35mN/m’de plato bolgesinin ortaya ¢iktigi goriilmektedir.

Yiizey basincina karsilik ortalama molekiiler alan izotermeleri bibirine olduk¢a yakin
olmasina ragmen, Sekil 147°de gorildiigii gibi karisimlarin artan gibbs serbest enerjileri
birbirinden oldukca farklidir. 0:5:5 DSPC:PEG40St:DSPS karisimi1 sadece 20 mN/m yiizey
basincinda negatif artan Gibbs enerji degeri vermektedir. Artan yiizey basinci ile birlikte
DSPS ve PEG40St molekiilleri arasinda itici kuvvetler giderek artmaktadir. PEG40St oraninin
0.5 olarak sabit tutuldugu karisimlarda ise, DSPC:PEG40St karisimina artan oranlarda DSPS
ilavesi ile artan Gibbs enerji degerlerinin negatif degerler aldig1 goriilmektedir. Bunun nedeni
DSPS ve DSPC molekiilleri arasindaki olas1 hidrojen baglar1 ve iyonik etkilesimler olabilir.
2:5:3 karisiminin 0:5:5 ve 4:5:1 karigimlarina gore termodinamik olarak daha uygun bir

kompozisyon oldugu dort farkl ylizey basincindaki kiyaslamadan da goriilmektedir.
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Sekil 146. Saf bilesenlerin ve 0:5:5, 2:5:3 ve 4:5:1 molar oranlarinda DSPC:PEG40St:DSPS

karisimlariin yiizey basincina karsilik ortalama molekiiler alan izotermleri
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Sekil 147. Farkli yiizey basinglarinda DSPC:PEG40St:DSPS karisimlarinin artan Gibbs

serbest enerjilerinin karsilastirilmasi

DSPC:PEG40St:DSPS  karisimlarinin  sikistirllamazhik analizleri  Sekil 148’°te
goriilmektedir. Daha diisiik yiizey basinglarinda DSPS molekiilii DSPC molekiiliine kiyasla
daha kondens yapt gostermesi nedeniyle daha yiiksek sikistirillamazlik degerleri
vermektedir. Yaklasik 38mN/m yiizey basincinda DSPS molekiiliiniin sikistirilamazlik modiilii
yaklasitk 290 mN/m kadar bir sikistirllamazlik modiilii degeriyle tam bir kati faz
gostermektedir. Daha sonra DSPS monotabakasinin sikistirilamazlik modiilii degeri hizla
dismekte ve monotabaka elastik oOzellik kazanmaktadir. Karisimlarin olusturdugu
monotabakalarin sikistirilamazlik modiillerine bakildiginda yaklasitk 35 mN/m ylizey
basincinda izotermlerinde (Sekil 146) goriilen plato bolgelerinden dolayr minimum
sikistirilamazlik modiilii goriilmektedir. Minimum noktas1 6ncesinde sikistirilamazlik modiilii
degerleri yaklasik olarak ayni olan karisimlar, minimum noktasindan sonra farklilik
gostermektedir. 2:5:3 ve 4:5:1 kanisimlart 0:5:5 karisimma kiyasla daha elastik yapi
gostermektedir. Karisimlarin sikistirilamazlik modiilii degerleri yaklagik 48 mN/m yiizey

basincinda maksimum degerlerine ulastiktan sonra hizla diismeye baslamaktadir ve yaklasik
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54 mN/m yiizey basincinda tekrar minimum degere inmektedir. Bunun nedeni karisimlarin

kollaps basin¢larinin 55 mN/m civari olmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 148. DSPC:PEG40St:DSPS karisimlarimin  sikistirilamazlik  degerlerinin  ylizey

basinciyla degisimi

DSPS’nin saf halinin ve karigimlarin faz davraniglarii hakkinda bilgi edinebilmek
amaci ile 20 °C’de hava-su ara yiizeyinde Brewster agis1 mikroskobu ile molekiiler diizeyde
gorlintiiler alinmistir. Alinan goriintiiler, DSPC, PEG40St ve DSPS molekiillerinin homojen
yapida bir monotabaka olusturup olusturmayacagi hakkinda ve farkli ylizey basinglarindaki

faz davramglart hakkinda bilgi vermektedir. Hava-su ara yiizeyinde 20 °C’de DSPS
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molekiiliiniin  baglangigtan kollapsina kadar aliman BAM gorintileri  Sekil 149°te
goriilmektedir. 0 mN/m’de iki boyutlu gaz ve genisletilmis-sivi fazlar1 bir arada
gorlilmektedir. Yiizey basincinin artmaya baslayip molekiiliin kondens faza geg¢mesiyle
birlikte goriinti homojenlesmistir. Parlak yiizey, kondens ve kalin bir filmin olustugunu
gostermektedir. Ancak 20 mN/m yiizey basincindan itibaren tekrar faz ayrimlar1 gozlenmeye
baslanmistir. 30mN/m yiizey basincinda oldugu gibi yer yer kalin beyaz tabakalar halinde
domainler goriilmiistiir. izotermle uyumlu bir sekilde, 55mN/m yiizey basincindan itibaren

DSPS’nin kollaps oldugu goriilmektedir.
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Sekil 149. Saf DSPS molekiiliiniin hava — su ara yiizeyindeki BAM goriintiileri
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DSPC:PEG40St:DSPS 0:5:5 Karisimmin BAM Goriintiileri Sekil 150°de goriildigu
gibi genisletilmis sivi fazini1 temsil eden koyu renkli goriintiiler vermistir. Sekil 147°de
goriilmekte olan termodinamik analiz sonuglarinda da PEG40St ve DSPS molekiilleri
arasinda itme kuvvetleri dominanttir. Dolayisiyla elde edilen goriintiiler termodinamik analiz
sonuclariyla uyumluluk gostermektedir. Yaklasik 30-55 mN/m arasi yiizey basinglarinda saf

DSPS gortintiilerine benzer goriintiiler elde edildigi goriilmektedir.

s

e —
Sekil 150. DSPC:PEG40St:DSPS 0:5:5 karisiminin hava — su ara yiizeyindeki BAM

goriintiileri
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2:5:3 DSPC:PEG40St:DSPS karisiminda Sekil 151°de gortldiigii gibi sikisik fazin
genisletilmis faz icinde dagildigi goriilmektedir. 5:5 DSPC:PEG40St karigiminin BAM
gorlintlisti ile karsilastirildiginda (Sekil 26) diisiik ylizey basinglarinda kismen daha az faz
farki oldugu goriilmektedir. DSPC ve DSPS arasinda hem iyonik etkilesimlerin hem de
hidrojen baginin bulunmasindan dolayi, DSPC ve DSPS’den olusacak karisimin BAM
gorlintiilerinin homojen olmasi beklenmektedir. Bu nedenle Sekil 151°da goriilen faz
ayrimlariin DSPS ile karismayan ve genisletilmis yapida olan PEG40St molekiiliinden
kaynaklandig1 disiiniilmektedir. 35 mN/m ylizey basincinda alinan goriintiide, DSPC ve
PEG40St’1n birbirleriyle etkilesmesi nedeniyle 0:5:5 karisiminda oldugu kadar belirgin bir
degisim olmamustir. Ancak yilizey diger goriintiilere gore daha parlaktir ve daha sonra
homojenlesmektedir. 50 mN/m yiizey basincindan sonra kollapse yaklasilmasi nedeniyle

ylizeyde parlak domainler gézlemlenmistir.

Sekil 151. 2:5:3 DSPC:PEG40St:DSPS karisiminin  hava-su ara yiizeyindeki BAM

goriintiileri
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Sekil 152°de gortiildiigii gibi 4:5:1 DSPC:PEG40St:DSPS karisimi 25 mN/m yiizey
basincina kadar homojen bir goriintii vermemistir. Ancak, yinede 5:5 DSPC:PEG40St
karisiminin BAM goriintiisii ile karsilastirildiginda (Sekil 26) kismen daha az faz farki oldugu
goriilmektedir. Yiizey basincinin yaklasik olarak 35 mN/m olarak bir siire sabit kaldig1 plato
bolgesinde Sekil 152°de goriildiigii gibi yiizeyde kollapst andiran oldukea parlak, kat1 fazda
domainler gozlemlenmistir. Ancak yiizey basincinin 35.5 mN/m yiikselmesinden itibaren
alian goriintiilerin homojen oldugu goriilmektedir. Burada, PEG zincirlerinin konformasyon
degisimine ugramasi nedeniyle daha sikisik bir fazin olusma durumu s6z konusu olabilecegi
gibi, PEG40St’nin ylizeyden ayrilmasi soz konusu olabilir. Ancak, mikrokopiikgiiklerle elde
edilen sonuglar konformasyon degisiminin daha olas1 oldugunu gostermektedir. Zira, 5:5:0 ve
4:5:1 DSPC:PEG40St:DSPS mikrokopiikciikleri karsilastirildiginda DSPS varliginda elde
edilen mikrokopiik¢iiklerin daha kii¢iik boyut dagilimina sahip oldugunu gostermektedir ki,
bu da PEG40St’1n monotabakada kaldigina isaret etmektedir.

Sekil 152. 4:5:1 DSPC:PEG40St:DSPS karisiminin  hava-su ara yilizeyindeki BAM

goriintiileri
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DSPC:PEG40St:DSTAP Uclii Karisimlarimn Yiizey Basinci-Molekiiler Alan Izotermleri ve

Brewster A¢is1t Mikroskop Goriintiileri

DSTAP viicudun optimum bagisiklik sistemine yanit verdigi katyonik bir lipittir.
Iyonik bir lipit oldugu icin zwitteriyonik olan DSPC molekiiliiyle etkilesiminin
mikrokopiik¢iik zar yapisinin stabilitesini etkileyecegi diistiniilmektedir. DSPC ve DSTAP
kimyasal yapisi olduk¢a benzerdir. DSTAP’da sadece fosfat grubu yoktur. Bu c¢alismada,
DSPC:PEG40St karistmina DSTAP ilavesi ile monotabakanin {izerinde olusabilecek etkileri
incelemek tzere, 0:5:5, 2:5:3 ve 4:5:1 molar oranlarindaki DSPC:PEG40St:DSTAP
karisimlart hazirlanarak, mikrokopiik¢iik stabilitesine olabilecek etkileri arastirildi. Sekil
153’de saf DSPC, PEG40St ve DSTAP ile DSPC:PEG40St:DSTAP karisimlarinin izotermleri
goriilmektedir. DSPC ile yalnizca polar grubu farkli olan DSTAP, polar grubundaki iyonik
etkilesimlerden dolayr DSPC’ye kiyasla daha kondens bir yap1 gostermektedir. Yaklasik 50
A®lik alana kadar 0 mN/m yiizey basinct veren DSTAP, daha sonra yiizey basincinin hizla
armasiyla birlikte kondens yapiya ge¢mektedir. Elde edilen izoterm ayni kosullarda yapilan

literatiir ¢alismalariyla uyumluluk gostermektedir (Moghaddam ve ark., 2011).

0:5:5 DSPC:PEG40St:DSTAP molar oranindaki karisimi yaklasik 55 A®lik alana
kadar yapisindaki PEG40St molekiiliinden dolay1 iki boyutlu genisletilmis-sivi yapisi
gostermistir.  Yaklastk 35 mN/m yilizey basincinda ise kisa bir plato bolgesi
gozlemlenmektedir. Daha sonra 0:5:5 karisimi kondens yapiya gecmistir. 4:5:1 karisiminin
izotermi 0:5:5 karisiminin izotermiyle yaklasik olarak aynidir. Bunun nedeni DSPC ve
DSPS’nin saf izotermlerinin birbirlerine yakin olmasidir. 2:5:3 karigimi, 0:5:5 ve 4:5:1
karisimlaria kiyasla oldukga farkli bir izoterm vermistir. Sekil 153’de goriildiigi gibi 2:5:3
karisimi diger karigimlara kiyasla daha biiyiik molekiiler alanlarda yer almaktadir. Diger ti¢lu
karisimlarin incelenmesinden elde edilen tecriibelere gore, izotermin saga dogru kaymasi
genel olarak daha az kondens bir filmin olusmasi anlaminada gelse, PEG40St gibi ara
ylizeyde film olusturmasi bir takim kriterlere bagli olan molekiillerde, bu kani dogru
olmamaktadir. Bu nedenle izotermlerin ve analizlerinin dikkatli bir sekilde yapilmasi
gerekmektedir. Bu nedenle, 2:5:3 karisiminda izotermin saga kaymasi daha az sikisik bir fazin
olusmas1 anlamina gelebilecegi gibi, daha az miktarda PEG40St’1n ylizeyden ayrilmasinin bir
sonucu da olabilir. Izotermlerde gozlenen plato bolgesi, PEG zincirleri arasindaki

konformasyon degisimine atfedilmektedir ve 2:5:3 karistminda daha uzun bir plato
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gozlenmesi daha ¢ok PEG’li bilesenin monotabakada yer aldigini gosterebilir. Bu durumda,

mikrokopiik¢iik yilizeyinde egimin artmasi, dolayisyla daha kiigiik mikrokopiik¢iik olusumuna

sebep olmasi beklenilmektedir.
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Sekil 153. DSPC:PEG40St:DSTAP ‘mn saf ve 0:5:5, 2:5:3 ve 4:5:1 molar oranlarinda

karisimlarinin yiizey basincina karsilik ortalama molekiiler alan izotermleri

Sekil 154’te DSPC:PEG40St:DSTAP karisimlarinin 20, 25, 30, 35 mN/m yiizey

basinglarinda artan Gibbs serbest enerjilerinin kiyaslanmasi goriilmektedir. Artan ylizey

basinciyla birlikte 0:5:5 ve 4:5:1 karnigimlarmin Gibbs serbest enerji degerleri c¢ekme

1
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kuvvetlerinin de artmasi nedeniyle daha negatife giderken 2:5:3 karisiminda molekiiller arasi

itme kuvvetlerinin artmasi nedeniyde artmistir.
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Sekil 154. Farkli yiizey basinglarinda DSPC:PEG40St:DSTAP karigimlarinin artan Gibbs

serbest enerjilerinin karsilastirilmasi

Karigimlarin olusturdugu monotabakalarin sikistirilamazlik modiili degerlerinin yiizey
basinciyla degisimi Sekil 155°te goriilmektedir. DSTAP, Sekil 153’°de goriilen izoterminden
de anlasildigi gibi DSPC’ye kiyasla daha kondens bir yapt gostermesine ragmen
sikistirtlamazlik modiilii degeri DSPC’den daha diistiktiir. Bu, daha elastik bir film tabakasi
olusturdugu anlamina gelmektedir. Karigimlarin sikistirilamazlik modiilii degerine karsilik
ylizey basici grafiklerine bakildiginda {i¢ karisiminda da plato bolgelerinin gortldigtu 34-
35mN/m civan yiizey basinglarinda egimin sifira gitmesi nedeniyle minimum degerler
goriilmiistiir. Minimum noktalarina ulasincaya kadar ti¢ karisimin da elastisiteleri benzerdir.
Ancak daha sonraki yiizey basinglarinda farklilik gostermeye baslamistir. 40-50 mN/m ytizey
basinglar1 arasinda {i¢ karisimin da sikistirilamazlik degerleri 120-125 mN/m degerlerine

kadar artmistir. Daha sonra 0:5:5 ve 4:5:1 karisimlarinin sikistiritlamazlik modiili degerleri
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hizla diiserken, 2:5:3 karisiminda sikistirilamazlik degerinin daha ytiiksek yiizey basin¢larinda
diismeye basladig1 goriilmektedir.
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Sekil 155. DSPC:PEG40St:DSTAP karisimlarinin - sikistirilamazlik degerlerinin  yiizey

basinciyla degisimi

Sekil 156’te goriildiigii gibi DSTAP, DSPC’ye olduk¢a benzer goriintii vermektedir
(Sekil 20). Ancak, DSPC ile elde edilen goriintiiniin daha parlak olmasi, olusan filmin daha

kalin bir tabaka olmasindan kaynaklanabilir. DSPC’nin zwitterionik karakterde olmasindan
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dolay1 hava-su araylizeyinde zig-zag olarak organize olmalar1 ve bu nedenle daha kalin bir

film tabakas1 olusturmasi muhtemeldir.

SP: 65.mN/m

Sekil 156. Saf DSTAP molekiiltiniin hava-su ara yiizeyindeki BAM goriintiileri
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DSPC ve DSTAP ¢ok benzer molekiiller olmasina karsin, fosfat grubu farki nedeniyle
5:5 DSPC:PEG40St (Sekil 26) ve Sekil 155°te verilen 5:5 DSTAP:PEG40St karsimlar1 i¢in
elde edilen BAM goriintiileri ayn1 degildir. Bu durum, BAM’mn molekiiler farkliliklar1 ve
etkilesimleri test etmede etkin bir yontem oldugunu gostermektedir. 40 mN/m’ye kadar alinan
gorlintiilerde genisletilmis-sivi fazi ve kondens fazlar bir arada goriilmektedir ve olusan
domainler daha biuyiktir. 5:5 DSPC:PEG40St karisiminda kiigiik domain olusumlari
gozlemlenmesine karsin, 5:5 DSTAP:PEG40St karisiminda 40 mN/m yiizey basincindan
itibaren alinan goriintiiler homojendir. Bu sonug, 5:5 DSTAP:PEG40St izoterminde 40-42
mN/m’de ikinci bir plato gézlemlenmemis olmasi (5:5 DSPC:PEG40St karisiminda oldugu
gibi) ile uyum i¢indedir. Konformasyon degisimine tekabiil eden faz ge¢islerinde BAM
gorlintiistinde de bir degisim olusmaktadir. Bu sonug¢lardan, DSTAP ilavesinin

DSPC:PEG40St filminin faz davranislarini pozitif yonde etkilemedigi ve mikrokopiikeiik

stabilitesine pozitif katki saglayamayacagi ¢ikarimi yapilabilir.

. A 2 -
o ; . | e

Sekil 157. 0:5:5 DSPC:PEG40St:DSTAP karisimmin hava-su ara yiizeyindeki BAM

goriintiileri
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2:5:3 DSPC:PEG40St:DSTAP  karistminin  BAM  goriintiilleri  Sekil  158°de
gorlilmektedir. Sekil 153°deki izoterminde 35 mN/m yiizey basincinda uzun bir plato bolgesi
gosteren 2:5:3 karigimi, bu bolge boyunca farkli ortalama molekiiler alanlarda Sekil 158°de
35mN/m ylizey basincinin goriintiisiine benzer goriintiiler vermistir. Plato bolgesi boyunca
alinan gorlntlilerde yiizeyde kalin tabakalar halinde parlamalar goriilmektedir. Daha 6ncede
bahsedildigi gibi, 2:5:3 izoterminin digerlerine kiyasla daha sagda olmasi daha az sikisik
oldugu anlamima gelmemektedir. Plato bolgesinin de uzun olmasi, 35 mN/m ylizey basinci
civarinda PEG zincirleri arasinda sterik etkilesim nedeni ile konfigiirasyon degisimi oldugunu
gostermektedir. Bu durumda, DSPC:PEG40St:DSTAP karsimlari icerisinde en az PEG40St
kayb1 2:5:3 karisiminda olmaktadir. Bunun mikrokopiikeiik stabilitesinide olumlu y6nde
etkilemesi beklenmektedir. 2:5:3 karisiminin izoterminde ikinci bir plato gézlemlenmemis
olmasi ile uyumlu olarak, yaklasgik 36mN/m yiizey basincindan itibaren parlak domainler

kaybolmustur ve goriintii homojenlesmistir.

- SP: 35 mN/m

b

Sekil 158. 2:5:3 DSPC:PEG40St:DSTAP karistiminin hava-su ara yiizeyindeki BAM

goriintiileri
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4:5:1 DSPC:PEG40St:DSTAP karigiminin BAM goriintiileri, Sekil 159°de goriildigu
gibi, cogunlukla homojen degildir. Her ne kadar 5:5 DSPC:PEG40St karigimina ait BAM
goriintlisti ile kiyaslandiginda (Sekil 26), %10 DSTAP ilavesi ile homojenlik artirilabilecegi
kanaatine varilsada, 4:5:1 karisimina ait izotermde plato bolgesinin kisalmasi (Sekil 153), bir
kisim PEG40St molekiillerinin ylizeyden ayrilmis olabilecegini akillara getirmektedir. Zaten
DSPC’ye gore daha elastik bir film olusturan DSTAP’ nin (Sekil 155), PEG40St’1n yiizeyde
kalarak sikisik bir monotabaka olusturmasinda pozitif bir rol oynamayabilir. Plato bdlgesinin
gortildiigii 35 mN/m ylizey basincinda kalin parlak tabakalar goriilmektedir. Bu bolgelerde
PEG40St’in lokal kollapst muhtemeldir. Bu sonuglar, 4:5:1 karisiminda PEG40St’nin
monotabaka olusumunda yer almadigi anlamina gelebilir. Bu durumda, daha az egimli bir
mikrokopiik¢iik  ylizeyinin  olugsmast  ve  dolayisiyla daha  biiyiikk  boyutlarda
mikrokopiikciiklerin olusmast beklenen bir durum olmaktadir. Ustelik, %10 DSTAP ilavesi
ile mikrokopiik¢iik stabilitesininde olumsuz yonde etkilenmesi s6z konusunun olabilecegi

degerlendirilebilir.

Sekil 159. 4:5:1 DSPC:PEG40St:DSTAP karistiminin hava-su ara yiizeyindeki BAM

goriintiileri
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Nitekim, literatiirde yapilan bir ¢alismada, PEG40St molar orani sabit 0.1 olarak sabit
tutulurken DSPC ve DSTAP molar oranlari degistirilerek yapilan mikrokopiikgiiklerde,
DSTAP molar orani arttik¢a mikrokopiikciik boyutunun biiyiidiigii ve mikrokopiikciik tiretim
veriminin distigi goriilmiistiir (Borden ve ark., 2007). Bu sonug, DSPC:PEG40St:DSTAP
tcli karnisimlar1 ile yapilan iki boyutlu ¢alisma sonuglarmi dogrulamaktadir. Proje
kapsaminda calisilan lipid karigimlar: ile literatiirde bilgimiz dahilinde mikrokdpiikgiik
tiretimi ve karakterizasyonu mevcut degildir. Yukarda bahsedilen %10 DSTAP igeren
mikrokopiikeiiklerle yapilan c¢alismanin  sonuglari, LB izotermlerinden ve BAM
gortintiilerinden elde edilen sonuglardan, mikrokopiikeiik stabilitesine iliskin ¢ikarimlar

yapilabileceginin bir kanitidir.

4.2. Mikrokopiikciiklerin Uretimi ve Karakterizasyonu

Mikrokdopiikgiikler belli formulasyonlarda tiretilmis ve karekterizasyonlart yapilmistir.
Mikrokopiikgiiklerin optik mikroskop ve konfokal mikroskop altinda goriintiileri Sekil 160°da
gosterilmektedir. Optik mikroskop ile yaklasik 8 um ¢apinda kiire formunda bulunan
mikrokopiikeiikler, aslinda konfokal mikroskop goriintiilerinde belirdigi tizere, yapi itibari ile

lipid¢e yogun ve emiilsifiyerce yogun bolgelerden olusmaktadir.

Sekil 160. Uretilen mikrokopiikoiiklerin (a) optik mikroskop ve (b) konfokal mikroskop

goriintiileri.

Mikrokdopiikgiikler, Coulter Counter sayaci, Dinamik Isik Sacilmasi, ya da optik
mikroskop  yontemleriyle sayilar1  ve boyut dagilimlari  belirlenebilir.  Ancak,
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mikrokopiikeiikler igleri gaz dolu lipid zar yapilarinda kiireciklerden olustuklarindan
yogunluklar1 ¢ok diisiiktiir. Bu durumda, mikrokopiik¢iikler sivi igerisinde hemen ylizeye
yiikselerek homojen bir dagilim yapamamakta, dolayisiyla Coulter Counter ve Dinamik Isik
Sacilmasit yontemlerinde hatalara sebebiyet vermektedirler. Bu ¢alismada, optik mikroskop
yontemi kullanilmis, mikrokoptikciiklerin sayica miktarlari ve boyut dagilimlari Imagel
programi ile analiz edilmistir. Acak, optik mikroskop yonteminde verilerin dogru ve
tekrarlanabilir olmasi i¢in yeniden optimize edilmesi gerekmistir. Sekil 161°de
mikroke¢plikciiklerin optik mikroskop altindaki dijital goriintiisii ve Imagel programu ile

analizi goriilmektedir.
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Sekil 161. Mikrokdpiikgiiklerin (a) optik mikroskop goriintiileri ve (b) Imagel yazilimi ile

analizi

4.2.1. Sicakhigin Mikrokopiikg¢iik Stabilitesine Olan Etkisi:

Bu bolumde sicaklik etkisinin mikrokopiikeiik stabilitesine olan etkisi incelenmistir.
Bu amagla 9:1 molar oranindaki DSPC:PEG40St karigimi ile tretilen mikrokopiikeiiklerin
stabiliteleri 4°C, 10°C, 20°C, 30°C, 38°C ve 48°C’de test edilmistir. Mikrokopiikeiik
populasyonunun bu sicakliklardaki davraniglarini  anlamak i¢in sayilarindaki  ve
boyutlarindaki degisimler zamana kars1 incelenmistir. Farkli sicakliklarda mikrokopiikeiik
populasyonundaki degisim Sekil 162°de verilmektedir. Mikrokopiik¢iiklerin sayilart 4°C’de
(saklama kosulu) giinlerce sabit kalabilmistir. Sicaklik arttikca mikrokopiikgiik sayisinin sabit
kaldig1 stire de kisalmistir. Bununla birlikte sicakligin artisi mikrokopiik¢iik boyutunda
biiylimeye yol agmustir (Sekil 163). Mikrokopiik¢iik boyutundaki artis ve sayidaki diisiis
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48°C’de daha fazla goriilmiistiir. Bu hizli degisimin mikrokdépiikgiiklerin ani sicaklik artisina
maruz birakilmasinin monotabakada molekiiler seviyede degisime sebep olmasindan
kaynaklandig1 dustintilmektedir. Ayni1 zamanada, sicaklikla birlikte ortamdaki kiigiik
mikrokopiikgiikler daha ¢abuk bozunurken, geriye daha biiylik mikrokopiik¢iikler kalmis da

olabilir.

Normalize Edilmis MK Sayisi
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Sekil 162. Molar oran1 9:1 olan DSPC:PEG40St karisimlari ile tiretilmis mikrokopiik¢iiklerin

farklr sicakliklardaki zamanla sayilarindaki degisimleri.
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Sekil 163. Molar orani1 9:1 olan DSPC:PEG40St karisimlari ile tiretilmis mikrokopiikgiiklerin

farkli sicakliklardaki zamanla boyutlarindaki degisimler

Bir mikrokopiikeiigiin stabil kalmasi i¢in lipidten olusan tek katli zarin tamamen siki
bir yap1 olusturmasi ve bu yapimin gaz gecirgenligini engellemesi gerektigi diisiiniilmektedir

(Borden ve Longo, 2002; Pu ve ark., 2005). Sekil 162 ve Sekil 163’de, mikrokopiikgiiklerin
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sayt ve boyutlari1 20°C’de 2 saat korudugunu goriilmektedir. Fakat daha yiiksek
sicakliklarda 6zellikle 38 °C’de mikrokopiikciikler sayilarint 30 dakikadan daha kisa siirede
yitirmektedirler. Mikrokopiikeiik icerisindeki gazin etrafin1 saran tek kathh zarin gaz
gecirgenligini minimum seviyeye indirerek stabiliteyi sagladigi bilinmektedir. Literatiirde
yapilan bir ¢aligmalar, sicaklik artisinin fosfolipid tabakasinin kalmligini azalttigi ve lipid
molekiillerinin daha genis molekiiler alanlara dogru kaydigin1 gostermistir (Sekil 164)

(Petrache ve ark., 2000).

W 999900
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Sekil 164. Fosfolipidler arasindaki uzakligin sicaklik ile artisin1 gésteren sematik ¢izim.

Buradan, sicaklik artig1 ile mikrokopiikeiiklerin say1r ve boyutlarindaki degisimler
mikrokopiikeiik zar yapisinin sicakliga bagl olarak diizensiz bir yapiya ge¢mesinden ve
monotabakanin kalinligimin azalmasina bagli olarak gaz gecirgenliginin artmasindan
kaynaklandig1 anlasilmaktadir. Elde edilen sonuglar, mikrokopiikgiiklerin say1 ve boyutlarinin

4 °C‘da hemen hemen sabit kaldig1, ancak sicaklikla orantili olarak degistigi anlagilmaktadir.
Mikroképiikgiiklerin - stabilitelerinin 4 °C’da  yapilmasi ¢alismanin siiresi de dikkate
alindiginda pek isabetli bir yaklasim olmamistir. Ancak, mikrokopiikciiklerin stabilitesinin
yiiksek sicakliklarda, 6rnegin vucut sicakligi degerlerinde, 38 °C’de, yapilmasi, farkl
ozelliklerdeki mikrokopiikeiiklerin stabilitelerinin test edilmesi daha uygun bulunmustur.
Ayrica, mikrokopiikgiikler genellikle oda kosullarinda, 22 °C’da, hazirlanmakta, 4 °C’de
saklanmaktadir. Fakat bu mikrokdpiik¢iiklerin asil kullanimi viicut sicakligi olan 36.5 °C’de

olmaktadir. Bu nedenle, mikrokopiik¢iiklerin performanslarinin  viicut sicakligina yakin

sicakliklarda test edilmesi 6nem arz etmektedir.

4.2.2. PEG40St Miktarimin Mikrokopiikciik Stabilitesine Olan EtKkisi:

Literatiirde, lipid kapli mikrokopiikciikler genellikle 9:1 oraninda degisik uzunluklarda
ve doygunlukta hidrokarbon zincirine bagli PC bas grubu iceren lipid ve PEG40St
kullanilarak  tretilmektedir. ~ Farkli ~ PEG40St  konsantrasyonlarinda  hazirlanmis

mikrokopiikgiikler ile ilgili herhangi bir ¢aligma bilgimiz dahilinde mevcut degildir. Bu
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ylizden, bu ¢alismada, PEG40St miktarinin hava dolu mikrokopiik¢iiklerin stabilitesine olan
etkisi arastirilmistir. Bu amagla, mikrokopiik¢iikler farklt molar oranlarinda (9:1, 8:2, 7:3, 6:4,
5:5, 4:6, 3:7, 1:9 and 0:10) DSPC ve PEG40St kullanilarak hazirlandi. Ancak, DSPC
icermeyen sadece PEG40St iceren karisim ile (DSPC:PEG40St, 0:10) mikrokopiikeiik
tiretilemedi. Emiilsifier miktarina bagl olarak mikrokopiikciik konsantrasyonundaki degisim
Sekil 165’de verilmektedir. Sekilde gorildiigii gibi, mikrokopiik¢iik verimliligi emulsifier
konsantrasyonu arttik¢a (%40°a kadar) artmistir. PEG40St konsantrasyonundaki devam eden
artig daha sonra 10 pm’den kiiclik mikrokopiik¢iiklerin miktarinda diisiise sebep olmustur. 10
um’den kiiciik en yiiksek mikrokopiikeiik sayist %40 PEG40St ile elde edilmistir. Kullanilan
lipid miktarmin azaltilmasi, ucuz olan emiilsifier miktarinin artirilmasi, ve verimliligin

artmasi ayni1 zamanda maaliyetin de diismesi anlamina gelmektedir.
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Sekil 165. Emiilsifiyer (PEG40St) miktarina bagli  oarak  mikrokopiikeiik

konsantrasyonundaki degisim.

Mikrokopiikeiik biiytiklik dagilimlart Sekil 166°te karsilastirilmali olarak verilmistir.
Bu dagilim PEG40St miktarinin artmasi ile mikrokdpiik¢iik boyutunun kayda deger oranlarda
kiigiildiiginii gostermektedir. PEG40St molekiiliin hidrofilik kismi hidrofobik kismina gore
daha buyiiktiir. Bu 6zellik PEG40St komponentine konik bir yap1 kazandirmakta ve boylelikle
sulu ortamda misel olusumunu tetiklemektedir (Jebrail ve ark., 2008). Bu komponentin misel
olusumunu tetiklemesi tek katli zardan olusan yapilar (kii¢iik boyuttaki mikrokopiikciikler
gibi) olusturmasi anlamima gelmektedir (Dickey ve Faller, 2008). Bunun yanisira,
literatiirlerde belirtildigi gibi, yiiksek PEG40St konsantrasyonu ile mikrokdpiikgiiklerin zar
yapisindaki egim en yiiksek seviyeye ¢ikarilabilmekte, yani boyutlar1 kiigiilmektedir (Hristova

ve Needham, 1994; Jebrail ve ark., 2008; Kenworthy ve ark., 1995). Mikrokopiikgiikler
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damar yolu ile kana enjekte edileceklerinden kapillerden gegebilecek biiytlikliige sahip
olmalar1 gerekmektedir. Bu sebeplerden dolayi, kii¢iik boyutlarda (8 um ve alti)
mikrokopiikeiik tiretimi biiyiik onem tagimaktadir (Riess ve ark., 2003).

100
90
80
70
60
50 1
40
30
20
10

DSPC:PEG40S
¥€1:9
»*3:7
846
-=5:5
—+6:4
©-7:3
A8:2
©9:1

Kumdlatif %

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Sekil 166. Farkli molar oranlarindaki DSPC ve PEG40St karisimlari ile dretilen
mikrokopiikgiiklerin boyut dagilimlar

Uretilen mikroképiik¢iik konsantrasyonlarmin 38 °C’deki zamanla degisimleri Sekil 167°de
verilmektedir. Sonuglar normalize edilmis sayilar olarak rapor edilmistir. Normalize edilmis
mikrokopiik¢iik sayilari, analiz anindaki mikrokopiikeiik sayisinin ilk sayilan mikrokopiikeiik
sayisina boliinmesi ile elde edilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi, mikrokdpiikeiikler sayilarini
kompozisyona bagli olarak belirli bir zaman araliginda sabit tutabilmiglerdir. Bu zaman
aralig1 grafikte “Bozulma baslama zamani” olarak belirtilmistir. Belirtilen bu zaman aralig
sonrasinda mikrokopiik¢lik konsantrasyonlar1 stirekli bir sekilde diisme gostermistir.
Mikrokopiikciik sayilarinin sabit kaldigi siireler karsilastirmali olarak Sekil 168-A’da
gosterilmektedir. Grafikte belirtildigi gibi mikrokopiik¢iik sayisinin sabit kaldigi siire,
PEG40St konsantrasonun %50-60’a kadar arttirilmasi ile artig gostermistir. PEG40St’nin daha
fazla arttirilmasi ise bu siirenin azalmasmna yol agmistir. PEG40St amfifilik bir molekiil
oldugundan hidrofobik ve hidrofilik uglara sahiptir. PEG40St molekiilii lipidlerden farkli
olarak uzun hidrofilik uca sahiptir ve optimum miktarin tizerinde bulunmalari durumunda
girintili-gikintili  (zig-zag) bir monotabakanin olusumuna sebep olmaktadir ki, bu
monotabakadan gaz gecirgenligini artiric1 bir durum yaratmaktadir. Bu durumun sematik
aciklamas1 Sekil 169°de gosterilmektedir. Bu c¢alisma, onceki yayinlarin aksine, %50

PEG40St kullanilmasinin daha stabil mikrokopiikeiik iiretilebilecegini ortaya koyulmustur.
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Sekil 168-B iiretilen mikrokopiikciiklerin yar1 Omiirlerinin PEG40St’in  %50’ye kadar
arttirilmasi ile arttigini, PEG40St konsantrasyonun bu yiizdenin tizerinde kullanildiginda yari

omri distirdiigiinti ortaya koymaktadir.
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Sekil 167. DSPC:PEG40St karisimlar ile tiretilmis mikrokopiikgiiklerin 38°C'deki zamanla
sayilarindaki degisimler.
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Sekil 168. Farkli molar oranlarindaki DSPC ve PEG40St karisimlart ile tretilen
mikrokopiikeiiklerin (A) sayisinin sabit kaldig: stireler ve (B) yar1 dmiirleri.
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Sekil 169. Mikrokopiik¢iik zar yapisinda PEGyoSt miktar1 (a) az oldugu (b) yeterli oldugu ve

(c) fazla oldugu durumlar

Genellikle sonikasyonla ¢ok genis boyut dagiliminda mikrokopiikgiikler iiretilebilmektedir.
Sekil 167 %50 PEG40St kullanimiin stabil mikrokopiikciik olusumunu sagladigini
gostermektedir. Bilindigi gibi PEG hidrofilik bir polimerdir ve suda ¢éziinmesi hidrojen bagi
sayesinde olmaktadir. Ancak, konvensiyel pek ¢ok polimerin aksine, PEG’in suda
cozinlirliigii sicaklik arttikca azalmaktadir. Bunun sebebi ise, ¢6ziinmeyi saglayan hidrojen
baglarinin sicaklik etkisi ile zayiflamasidir. flk boliimdeki calismalarimizda da bahsettigimiz
gibi, PEG zincirleri sterik etkilesim sonucu “bazlama-mantar-firga” seklinde bir
konfigurasyon degisimine gidebilmektedir (Glagola, 2012; Xie, 2009). %50 PEG40St iceren
mikrokopiikeiiklerde lateral etkilesim sonucu PEG zincirlerinin konfigiirasyon degisimine
ugradig1 ve boylece mikrokopiikciik etrafinda sterik bir bariyer olusturarak mikrokopiikeiikler
aras1 koagiilasyonu engelledigi ve stabiliteyi artirdig1 distiniilmektedir. Mikrokopiikeiik
boyutunun zamanla degisimine bakildiginda ise yine 5:5 mol oraninda karistirilan DSPC ve
PEG40St komponentleri ile iretilen mikrokoplikciiklerin  boyutga konvensiyonel
formulasyona gore (9:1) daha stabil mikrokopiikeiikler oldugu tespit edilmistir (Sekil 170).
Yapilan mikroskop incelemeleri ile, literatiirde yaygin olarak kullanilan 9:1 formulasyonunun
yiiksek oranda mikrokopiikeiik aglomerasyonuna neden oldugu acik¢a ortaya koyulmustur
(Sekil 171). Bu durumun diisiik oranda kullanilan PEG40St miktarindan dolay1 PEG
zincirlerinde  konfiglirasyon  degisiminin  miimkiin  olamamasindan  kaynaklandig:

distintilmektedir.
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Sekil 170. (A) 9:1 ve (B) 5:5 DSPC:PEG40St karigimlari ile tiretilmis mikrokoptikgiiklerin
38°C'deki zamanla biiyiikliiklerinin kiimiilatif yiizde degisimleri

Sekil 171. (A) 9:1 ve (B) 5:5 DSPC:PEG40St karigimlari ile iiretilmis mikrokoptikgiiklerin

mikroskop goriintiileri
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PEG40St konsantrasyonun faz davranisi tizerine etkisi Borden ve ark. tarafindan daha
once rapor edilmisti (Borden, 2004). Yapilan ¢alismada %35 mol oraninda bile PEG40St’nin
karisima eklenmesi durumunda Langmuir-Blodgett film tekniginde 35mN/m ve iizeri ylizey
basinglarinda sikistirma ile (daha kondens bir film elde etmek iizere) yiizeyden ayrilmalarin
oldugu belirtilmis ve PEG konsantrasyonun artmasi ile yiizeyden ayrilmalarin daha da arttig1
savunulmustur. Oyleki PEG 35 mN/m ve iizeri yiizey basinglarinda lipid-emiilsifiyer
karisimina rastlanmadig ifade edilmistir (Borden ve ark., 2004). Oysaki, proje kapsaminda
yuriitillen LB ¢alismalarimizda, artan PEG40St miktar1 ile 35 mN/m ve iizeri ylizey
basinglarinda daha kondens bir monotabakanin olustugu, ve buna parelel olarak

mikrokopiik¢iiklerde de stabilitenin arttig1 gézlemlenmistir.

Bunlarin yant sira, %10 mol oraninda PEG40St kullanimmin stabiliteye
(mikrokdpiikciiklerin zamanla sayica degisimleri bakimindan) olan etkisi %90 mol oraninda
PEG40St’nin kullanilmasi ile aynm1 oldugu (Sekil 167) fakat mikrokopiik¢iik boyut dagilimi
degisimin ayni olmadig1 (Sekil 170-A va Sekil 172) tespit edilmistir. %90 oranda kullanilmasi
ile tretilen mikrokopiik¢iiklerin boyut dagilimi 4 saat boyunca sabit kalip daha sonra
diserken (Sekil 172), %10 oraninda PEGA40St kullanilarak iiretilen mikrokopiikeiiklerin
biiytikliiklerinde zamanla artis gézlemlenmistir (Sekil 170-A).
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Sekil 172. 1:9 molar oranlarindaki DSPC:PEG40St karisimlar1 ile {iretilmis

mikrokdpiikeiiklerin 38°C'deki zamanla biiyiikliiklerinin kiimtlatif yiizde degisimleri

Mikrokopiikeiik yiizeyindeki lipid ve emiilsifiyerin karisip karisilabilirligi hakkinda
bilgi edinmek i¢in mikrokopiikeiik karisimina FITC igeren lipid eklenmis ve mikrokopiikeiik
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yiizeyi konfokal mikroskop ile incelenmistir. incelenen mikroképiikgiikler %10 ile %50 mol
arasinda degisen PEG40St ile iiretilmistir. Mikrokoplikeiiklerin konfokal goriintiisii Sekil
173°de gosterilmektedir. Koyu bolgeler fosfolipidleri (DSPC), parlak bolgeler ise emiilsifiyer
ile kapli boliimleri gostermektedir. Beklendigi gibi PEG40St komponentinin artmasi zar
yapisindaki parlak bolgelerin genel olarak artmasina neden olmustur. Ote yandan, belli bir
mikrokopiik¢iik formulasyonu i¢in, tiim mikrokopiikciiklerin ayni zar yapisinda olmadiklari
goriilmustir ve bu farkliligin mikrokopiik¢iik boyutundaki farkliliktan kaynaklanmadigi
gozlemlenmistir.  Ornegin %10 mol oraninda PEG40St  kullamlarak fiiretilen
mikrokopiikgiiklerin  hepsi benzer goriintii vermemektedir. Bu sonug literatiir ile de
bagdasmaktadir (Borden ve ark., 2004). Fakat konfokal mikroskobunda genis bir tarama
yapildiginda mikrokopiikgiiklerin biiyiik bir kisminin ortama eklenen PEG miktar1 kadar

1s1ma verdigi gorilmiistiir.

Sekil 173. (A) 9:1, (B) 8:2, (C) 7:3, (D) 6:4 ve (E) 5:5 DSPC:PEG40St mikrok&piik¢iiklerinin

konfokal mikroskop goriintiileri.
PEG40St komponentinin kopiikgiik yiizeyinde zamanla davranisini anlamak i¢in 6:4

formulayonuna sahip mikrokopiikeiiklerin fotograflart 15°er dakikalik araliklarla ¢ekilmistir.

Gortnttler Sekil 174’de verilmistir. 15 dakika igerisinde mikrokopiikeiik yiizeyindeki
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karanlik bolgelerin arttigi belirlenmistir. Bu artis PEG40St komponentinin mikrokoépiik¢iik
ylizeyinden ayrildiginin gostergesi olarak nitelendirilebilir. Ayrica, FITC molekiiliiniin 151k
altinda floransini yitirmesi olarak da degerlendirilebilir. Zira bu formiilasyona sahip
mikrokdpiikgiiklerin 38°C’deki yar1 omiirleri 24,5 saat, bozulmaya baslama zamani 6 saat

olarak tespit edilmistir.

Sekil 174. 6:4 DSPC:PEG40St karisimlari ile tiretilen mikrokopiik¢iiklerin (A) baslangic ve
(B) 15 dakika sonunda konfokal mikroskop goriintiileri

4.2.3. Saklama Cozeltisinin Mikrokopiik¢iik Stabilitesine Olan EtKisi:

Saklama ¢ozeltisinin mikrokopiikeiik stabilitesi tizerine etkisini incelemek i¢in molar
orant 8:2 olan DSPC:PEG40St karisimi ile iiretilmis mikrokoplikeiikler degisik oranlarda
propilen glikol iceren PBS icerisinde saklanmistir. Sonuglar Sekil 175°de karsilastirmali
olarak verilmektedir. Sekilde gortldugi gibi PBB:PG oranmnin 4:1 oldugu durumda

mikrokopiikeiiklerin daha uzun siireler stabil kalabildikleri gdzlemlenmistir.

Propilen glikol suya gore oldukga yiiksek bir viskoziteye sahiptir. Icerdigi hidroksil
(OH) grubu nedeni ile fosfolipid ve su gibi serbest uclu oksijene sahip molekiiller ile hidrojen
bagi yapabilir. Literatiirde %10 propilen glikol, %10 gliserin ve %80 su igeren solusyon
icinde mikrokopiikgiik stabilitesinin - arttigi, bunun da saklama ¢o6zeltisinin  yiiksek
viskozitesinden kaynaklandigi belirtilmistir (Talu ve ark., 2006). Bizim ¢alismamizda ise

mikrokopiikeiik stabilitesinin sadece viskoziteden degil mikrokopiikeiik zar yapisini olusturan
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fosfolipidler ile saklama solusyonundaki PG arasindaki hidrojen bagindan kaynaklandigi ve
optimum diizeyde olmas1 gerektigi ortaya ¢ikmstir. Zira saklama solusyonuna gliserin ilavesi
ile vizkosite daha da artmasina ragmen, stabilitede bir artis gozlemlenmemistir.
Mikrokopiikciik zar yapisindaki komponentler ve PG arasinda olusturulan hidrojen bag:
mikrokopiikeiikler etrafindaki sivinin kuruma oranmi dustirerek mikkopiikeiiklerin  yok

olmasini gegiktirdigi diistintilmektedir.
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Sekil 175. 8:2 DSPC:PEG40St mikrokopiikeiiklerinin farkli hacim oranlarinda karistirilmis
PBS:PG ¢ozeltisi igerisinde 38 °C'deki zamanla sayilarindaki degisimleri

Farkli hacim oranlarindaki PBS:PG karisimlarinda saklanan mikrokopiik¢iiklerin 38
°C’de zamanla boyutlarindaki degisimleri de incelenmistir. Sekil 176 mikrokopiikgiiklerin
ortalama caplarindaki zamanla degisimini gostermektedir. Hacim oran1 4:4 olan karisim harig
kullanilan tim saklama solusyonlarindaki mikrokopiik¢iiklerin boyutlarinda biiytime ile
birlikte sayilarinda diisme gozlemlenmistir. Bu iki sekilde yorumlanabilir; ya ilk olarak kii¢tik
boyutlu mikrokdpiik¢iikler ortamdan kaybolmustur ya da biiyiik mikrokopiikeiikler ilk 6nce
ortamdan kaybolup diger ortamda kalan biiyiik boyutlu mikrokopiikciikler sicakligin etkisi ile
bliylime gostermistir. En az biiyiime gosteren mikrokopiikgtikler ise 4:1 oraninda karigtirilan
PBS:PG solusyonu igerisinde muhafaza edilenler olmustur. Dolayisiyla 4:1 oraninda
karistirilan PBS:PG solusyonu mikrokopiikciikler i¢in hem sayica hem de boyutca en stabil

ortami1 saglamaktadir.
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Sekil 176. 8:2 DSPC:PEG40St mikrokopiikeiiklerinin farkli hacim oranlarinda karigtirilmis
PBS:PG ¢ozeltisi igerisinde 38 °C’de zamanla boyutlarindaki degisimleri.

Craig ve ark. 03 M siikkroz konsantrasyonun mikrokopiikgiiklerin birbirine
yapismasini engelledigini ortaya koymustur (Craig ve Henry, 2009). Bu ¢alisma goz oniine
aliarak siikroz konsantrasyonun mikrokopiikeiik stabilitesine olan etkisi incelenmistir.
Mikrokopiikciiklerin sayica ve boyutca 38°C’de zamanla degisimleri Sekil 177 ve Sekil
178’de gosterilmistir. Sekil 177 0.3M sukrozun c¢ozeltisinin (Stikroz PBS igerisinde
coziilmistir) saklama soltisyonu olarak kullanilmasinin stabiliteye katki saglamadigini
gostermektedir. Siikkroz konsantrasyonunun daha da arttirilmasi mikrokopiik¢iik stabilitesini

arttirmis fakat konsantrasyondaki devam eden artis stabiliteyi olumsuz yonde etkilemistir.
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Sekil 177. 8:2 DSPC:PEG40St mikrokopiikciiklerinin farkli molaritelerdeki siikroz ¢ozeltisi

icerisinde 38°C'de zamanla sayilarindaki degisimleri.
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Sekil 178. 8:2 DSPC:PEG40St mikrokopiikciiklerinin farkli molaritelerdeki siikroz ¢ozeltisi

icerisinde 38°C'de zamanla boyutlarindaki degisimleri.

Saklama soluyonlarinin mikrokopiikciiklere sagladiklari stabilitelere gore karsilastirma
yapildiginda, PBS:PG karisimi i¢in 4:1 hacim orani, siikroz ¢ozeltisi i¢in ise 0.6M’lik
solusyonun en uygun saklama ¢o6zeltisi oldugu goriilmiistiir. Bu solusyonlarin PBS ile
karsilastirmali  grafigi  Sekil 179°de  gosterilmektedir.  Grafik  incelendiginde
mikrokopiik¢iiklerin sayica sabit kaldig siire en yiliksek 0.6M’lik siikroz ¢ozeltisi igerisinde
gozlemlenmesine ragmen bu kopiikgiikler sonraki 4 saatin sonunda bozunmaya ugramaistir.
Mikrokopiikgiiklerin stabilitesi yart Omiir olarak karsilastirildiginda ise en iyi saklama
soluyonunun hacim orami 4:1 olan PBS:PG karisimi oldugu anlasilmaktadir. Sadece PBS’te

saklanan mikrokdpiikciiklerin stabilitesi ise en diisiik olarak tespit edilmistir.

©0,6M slikroz
8PBS:PG 4:1
A-PBS

Normalize Edilmis MK Sayisi
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Sekil 179. 8:2 DSPC:PEG40St mikrokopiikg¢iiklerinin farkli solusyonlarda 38°C'deki zamanla

sayilarindaki degisimleri.
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Ozetle, mikroképiikeiik stabiliteleri farkli saklama soluyonlar1 kullanilarak viicut
sicakliginda test edilmistir. 11k olarak kullanilan ¢ozeltilerdeki eklentilerin optimum miktarlari
bulunmus daha sonra bu optimum oranlar birbiri ile karsilastirilmistir. Sonug olarak PBS:PG
karistminin stabiliteye etkisinin daha fazla oldugu dolayisiyla saklama soluyonu olarak bu
cozeltinin kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Bunun nedeni de propilen glikoliin
mikrokopiik¢iik zari ile hidrojen bagi yaparak mikrokdpiikgiiklerin kurumasimi gegiktirdigi

olabilir.

4.2.4. Emiilsifier Tiiriiniin Mikrokdopiikciik Stabilitesine Olan EtKkisi:

Bilindigi gibi fosfolipidler tek baslarina mikrokopiikeiik tiretememektedir. Stabil
mikrokopiikeiik tiretimi fosfolipid gibi amfifilik bir molekiil olan emiilsifier eklenerek
saglanabilmektedir. Amfifilik molekiillerinin gaz etrafinda siki paketlenmis monotabaka
olusturmasinda emiilsifierin yapisi 6nem tasimaktadir (Shen ve ark., 2008). Giiniimiizde
stabil mikrokopiikciikler iiretmek i¢in polietilen glikol (PEG) bazli emiilsifierler
kullanilmaktadir. PEG molekiiliinin viicuda enjekte edilen ila¢ tasiyici sistemlerin damar
icerisinde hareket ederken damar ylizeyine yapigsmasini engelledigi ve sirkiilasyon siiresini
artirdigi yaygin olarak bilinmektedir (Kim ve ark.,, 2000). Yapilan bu ¢alismada,
mikrokopiik¢iik yapiminda farkl tir ve PEG zincir uzunluklarina sahip farkli emiilsifierler
kullanilmis (PEG8St ve DSPE-PEG,, n=350, 1000, 2000) ve bunlarin mikrokopiik¢iik
stabilitesine olan etkisi arastirilmistir. PEG8 St, PEG40St ye olduk¢a benzer bir emiilsifierdir.
Sadece PEG zincirinde 8 etilen oksit grubu icermektedir. DSPE-PEG, PEG40St gibi PEG
zinciri igeren bir emiilsifierdir. Bu molekiil PEG40St’den farkli olarak hidrokarbon tarafinda
18 karbonlu fosfolipide (DSPE) baghdir. Bu sekildeki komponentlere lipopolimer adi
verilmektedir. “n” PEG zincirindeki etilen oksit grubu sayisin1 gostermektedir. Bu ¢alismada
mikrokopiikeiikler 9:1 ve 5:5 molar oranlarindaki DSPC:DSPE-PEG, karisimlar1 ve
DSPC:PEGSSt karisimlari ile tiretilmistir. 9:1 molar oranindaki DSPC:PEG8St, DSPC:DSPE-
PEGsso ve DSPC: DSPE-PEGj karisimlart ile mikrokopiikeiik iiretilememistir. Bu
karismlardan DSPC:PEGS8St ve DSPC:DSPE-PEG350 tiip igerisinde viskoz bir slispansiyon
olustugu goriilmustiir (Sekil 180).
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Sekil 180. (A) DSPC:PEGS8St ve (B) DSPC:DSPE-PEG350 karisimlarinin {irettikleri viskoz

stispansiyon.

DSPC ve DSPE-PEG, ile tretilen mikrokopiikciiklerin stabiliteleri ile DSPC ve
PEG40St ile tretilen mikrokopiikgiiklerin stabiliteleri Sekil 181°te karsilastirilmali olarak
verilmistir. Grafiklerden de anlasilacagi gibi PEG40St yerine lipopolimer kullanim
mikrokopiikeiik stabilitesinde onemli Olctide diistise neden olmus ve daha biiylik
mikrokopiikeiiklerin olusmasina sebep olmustur (Sekil 182). %50 oraninda PEG40St yerine
lipopolimer kullanilmas1 stabilitede onemli diisiislere sebep olurken, %10 luk emiilsifier
iceren mikrokdpiikgiiklerin stabilitelerinde 6nemli bir degisiklik yaratmadig: tespit edilmistir
(Sekil 181). Lipopolimerin emiilsifiyer olarak kullanildigi mikrokopiik¢iik stabiliteleri
incelendiginde lipopolimerlerin mol fraksiyonlarinin stabilitede etkili olmadig1 belirlenmistir.
Sonu¢ olarak, stabilitedeki diisiis farkli emiilsifierlerin yapisi ile yakindan ilintilidir. Daha
once de belirtildigi gibi PEG molekiillerinin hidrofilik kisimlar1 hidrofobik kismindan daha
biiylik oldugu i¢cin ve buna bagl olarak konik sekle sahip olduklarindan bu molekiillerin
kiigiik boyuttaki mikrokopiikeiiklerin olusumunu saglamalar1 beklenmektedir (Dickey ve
Faller, 2008). Basgka bir degisle, bu molekiiller konik yapilarindan dolayr mikrokopiikgiik
zarinda daha kavisli bir yapinin olusmasina katkida bulunmaktadirlar. DSPE-PEG, hidrofilik
ve hidrofobik grubun biiytikliikleri birbirine yakin oldugundan konik yapiy1r tam olarak
saglayamamaktadir (Sekil 183). Bu sebepten dolay1 lipopolimerler (DSPE-PEG,), PEG40St
komponentine gore daha biiyiik mikrokopiik¢iik olusuma neden olmaktadirlar (Sekil 182).
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Sekil 182. Degisik molar oranlarda hazirlanan DSPC:PEG40St ve DSPC:DSPE-PEGn

mikrokopiik¢iiklerinin boyut dagilimlari.
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Sekil 183. (A) DSPE-PEG;q ve (B) PEG40St komponentlerinin sematik gdsterimleri.

Giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarda mikrokopiik¢iik tiretiminde PEG40St disinda
monostearin/monopalmitin bazli gida emiilsifiyeri (MYVATEX) ve PEG-lipid (DSPE-
PEGa000) kullanilmistir (Lozano ve Longo, 2009; Shen ve ark., 2008). Lozano ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada DSPC ve %10 DSPE-PEG;g0’den olusan mikrokopiik¢iikler tiretmis ve
capt 15um olan tek bir mikrokopiik¢iigiin zaman igerisinde davranisini incelemislerdir. Sonug
olarak molar oran1 9:1 olan DSPC:DSPE-PEGygo karigimi ile tiretilen mikrokopiik¢iigiin
DSPC:PEG40St ile iiretilenden 4 kat daha fazla zar direncliligine sahip oldugu rapor
edilmistir (Lozano ve Longo, 2009). Ancak, Lozano ve ark.’nin bu goézlemi tek bir
mikrokopiikeiik tizerinde yapilan gaz gegirgenlik testine dayanmaktadir. Yaptiklar: calismada
mikrokopiik¢iik popiilasyonunun genel stabilitesi degerlendirilmemistir. Bu projede ise,
stabilite testleri tek bir mikrokopiik¢iik tizerinde degil, genel popiilasyon davranisi ele
alinmistir. Dolayis1 ile burada belirttigimiz ¢alismamiz medikal anlamda daha fazla
giivenilirlik tasimaktadir, zira damara enjekte edilen mikrokopiikeiikler tek degil, popiilasyon
olarak damar icerisinde hareket etmektedir. Dolayisiyla stabilitenin viicut sicaklifinda ve
popiilasyon olarak incelenmesinin daha saglikli bir yontem oldugu distiniilmektedir.
Mikrokopiikgiiklerin stabiliteleri incelendiginde, 6zellikle 5:5 DSPC:DSPE-PEG;gg0 karisimi
ile tretilen mikrokopiik¢iiklerin viicut sicakliginda sayica daha hizli diistis gosterdigi buna
bagli olarak popiilasyonda daha dayaniksiz olduklari tespit edilmistir. Bu karisim ile tiretilen
koptikgtikler intravaskiiler olarak viicuda verildiginde etkin bir ultrason goriintiillemesinin
miimkiin olamayacag1 degerlendirilmektedir. Zira, saglikli bir ultrason goriintiilemesi i¢in
yeterli olan siire 10 ila 40 dakika arasinda degisim gostermektedir (Williams ve ark., 2011).
Dolayisiyla DSPC:DSPE-PEG;g00 karisimu ile iiretilen mikrokopiik¢iiklerin hem boyut hem
de stabilite bakimindan hastaliklarin teshisinde kullanilmasinin uygun olamayacagi

dustintilmektedir.
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4.2.5. Tlave Bir Fosfolipidin Mikrokopiikciik Stabilitesine Olan Etkisi:

4.2.5.1. Hidrojen Bag1 Yapabilen Fosfolipid Etkisi:

DSPG:

Fosfotidilgliserol (PG) bazli fosfolipidler bitkilerin, alglerin ve bakterilerin hiicre
membranlarinda temel lipid olarak bulunmasinin yanisira memelilerin hiicre zarlarinda az
miktarda bulunan bir komponenttir (Garidel ve ark., 1997; Macfarlane, 1964). Ayrica bu
molekiiliin, bakteri membraninda stabiliteyi sagladig1 bilinmektedir (Garidel ve ark., 1997).
DSPG’nin hem canli yapisinda bulunmasi hem de membranda stabiliteyi sagladigi
bildiginden, bu molekiiliin mikrok&piik¢iik yapisinda tiglincii bir molekiil olarak kullanilmasi
uygun goriilmiistiir. ilk olarak, emiilsifiyer miktarmm DSPG kapli mikrokopiikgiiklerin
stabilitesine olan etkisi aragtirllmigtir. Bu arastirma PEG40St’nin mol fraksiyonunu DSPC,
PEG40St ve DSPG ile yapilacak olan mikrokopiikgiikler i¢in optimize etmek ig¢in
yiriitilmistir. Bu amagla, mikrokopiik¢iikler farkli mol oranlarindaki (9:1, 8:2, 7:3, 6:4 ve
5:5) DSPG:PEG40St karisimlar ile iiretilmis, mikrokopiikeiiklerin stabilitelerini belirlemek
icin sayica ve boyutca degisim 38°C’de incelenmistir. PEG40St’nin DSPG kaph
mikrokopiik¢iikler tizerinde etkisini gosteren grafik Sekil 184°te verilmektedir. Elde edilen
sonuglar DSPC kapli mikrokdpiikgiiklerin sonuglari ile benzer sonuglar vermistir. Dolayisiyla,
PEG40St molar fraksiyonu 0.5°te sabitlenmistir. Buna ek olarak, DSPG igeren
mikrokdopiikeiiklerin boyutlart 9:1 oraninda DSPC:PEG40St ile iiretilmis mikrokopiikciiklere
gore onemli oranda azalmistir (Sekil 185). DSPG igeren mikrokopiikgiiklerin bu davranisi
notral bir lipid olan DSPC kapli mikrokopiikciiklerin davranisi ile ters diismektedir ve
sonuglar literatiir ile uyusmaktadir (Lentz ve ark., 1982). Sekil 185’te de gosterildigi gibi
DSPG igeren mikrokopiikeiiklerin 9%97°si 10um’den kiigtik iken bu yiizde DSPC kaph
mikrokopiikciiklerde %80’e  gerilemistir. Bu durum, mikrokdpiikciiklerin  boyutunun

kullanilan fosfolipidlerin hidrofilik kisminin yapisina bagli olduguna isaret etmektedir.
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Sekil 184. Farkli molar oranlarindaki DSPG ve PEG40St karigimlart ile dretilen

mikrokopiikgiik sayisinin sabit kaldigr siireler ve bu mikrokdpiikgiiklerin yari dmiirleri.
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Sekil 185. DSPC ve DSPG ile iretilen mikrokopiikgiiklerin boyut dagilimlarinin
karsilagtirmali grafigi

Calismamizda elde edilen bir diger sonug ise, DSPG kapli mikrokopiik¢iiklerin DSPC
kapli mikrokoplik¢iiklerden daha dayanikli olmasidir (Sekil 186). Bu sonu¢ DSPG varliginda
mikrokopiike¢iiklerin daha kondens bir monotabaka olusturdugunu ve gaz gegirgenligini
minimize ettigini ve dolayisiyla medikal uygulamalarda DSPG’nin mikrokopiikeiik

yapiminda kullanilabilecegini gostermektedir.
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Sekil 186. DSPC:PEG40St ve DSPG:PEG40St karisimlari ile {iretilmis mikrokopiikgiiklerin

38°C’de zamanla sayilarindaki degisimleri.

Calismamizda, DSPG ayni1 zamanda DSPC ve PEG40St karisimina {ig¢lincii bir
komponent olarak eklenerek mikrokopiikciik yapiminda kullanmilmistir. Komponentlerden
emiilsifier (PEG40St) molar oran1 0.5’te sabit tutulmus ve DSPG ylizdesi 10°dan 50’ye kadar
degistirilmistir. Baska bir degisle, 0:5:5, 1:5:4, 2:5:3, 3:5:4 ve 4:5:1 molar oranlarinda
DSPC:PEG40St:DSPG’den  olusan  mikrokopiikgiikler — iiretilmistir.  Uretilen  bu
mikrokopiik¢iiklerin stabiliteler1 Sekil 187’de karsilastirmali olarak verilmektedir. Viicut
sicakliginda en yliksek stabiliteye sahip olan mikrokopiikciik 2:5:3 (DSPC:PEG40St:DSPG)
formiilasyonu olarak tespit edilmistir. DSPG’nin tigiincii komponent olarak %10 orannda zar
yapisina eklenmesi stabiliteyi olumsuz yonde etkilemesine ragmen sonraki artislar stabiliteyi
arttirmistir. Fakat artisin %30’°larin tizerine ¢ikarilmasi stabiliteyi tekrar diistirmiistir. DSPG
mol yiizdesinin %30 oldugu formiilasyonu ile iiretilen mikrokopiik¢iiklerin viicut sicakliinda
9 saat boyunca sayica sabit kaldigi goriilmustiir. Gerek literatiirde gerekse ilk boliimde
yapilan c¢alismalar DSPG’nin hidroksil gruplarinin fosfolipidin fosfat gruplari ile hidrojen
bagi olusturdugu, ancak DSPG’nin negatif yiiklii olmasi sebebi ile miktarinin optimize
edilmesi gerektigini ortaya koymaktadir. Mikrokopiik stabilitesinin kuruma orani ile baglantili
oldugu ve kuruma oranin disiiriilmesi mikrokopiik stabilitesini arttirdigr bilinmektedir
(Askvik ve ark., 1999; Hédreul ve Frens, 2001; Koczo ve ark., 1992; Shah ve ark., 1978).
DSPG’nin diger lipidlerin yan sira ortamdaki sivi (PBS:PG) ile hidrojen bag1 yapabilecegi de
ve boylece mikrokdpiikciik yiizeyinde ince bir su fazi film tabakasi olusacagi goz oniinde
bulunduruldugunda, DSPG i¢eren mikrokopiikgiiklerde stabilite artisi beklenen bir durum

olmaktadir.
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Sekil 187. DSPC:PEG40St:DSPG mikrokdpiikgiiklerinin DSPG miktarina bagh olarak

bozulma baslama zamanlar1 ve yar1 6miirleri

DSPG’nin daha kii¢iik mikrokopiikeiik olusumuna sebep oldugu Sekil 188°de
goriilmektedir. Ornegin, DSPC ve PEG40St karisimu ile iiretilmis mikrokopiikgiiklerin %80’i
8 um’den kiigtikken; bu karisima %10 DSPG ilavesi bu biiyiikliikteki mikrokopiikeiiklerin
%90’a ulagsmasin1 saglamistir. Fakat DSPG miktarinin %40 oldugunda mikrokopiikeiik
boyutunda artis gozlemlenmistir. Lentz ve ark. tarafindan yapilan caligmalarda da (PC ve PG
iceren lipozomlar) yliksek miktarda DSPG komponentinin biiyiik vesikiillerin olusumuna
sebebiyet verdigi gorlilmiistiir. Bu davranisin nedeni olarak da PG’nin PC ile homojen bir

sekilde karigmadigi gosterilmistir (Lentz ve ark., 1982).
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Sekil 188. Mikrokoptiklerin karsilastirmali boyut dagilimlar
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Bizim c¢alismalarimizda, DSPG’nin mikrokopiik¢iik boyutunu azalttigr tespit
edilmistir. Bunun nedeni DSPG’nin barindirdigi hidroksil grubunun DSPC’nin serbest

oksijenleri ile hidrojen bag1 yapmasi olarak degerlendirilmektedir.

DSPA:

Fosfatidik asit (PA) fiziksel ozelliginden dolayr canli organizmalarda membran
egimliligini kontrol eden bir fosfolipiddir. Bu yiizden bu lipidin vesikiil olusumuna yol a¢tigi
diigiiniilmektedir (Kooijman ve ark., 2005). PA’nin hem canli organizmada bulunmasi hem
de membran egimliligine yardimci olmasi nedeni ile ¢alismamizda 18 karbonlu DSPA
mikrokopiik¢iikclik yapiminda tiglinci  bir komponent olarak kullanilmistir. DSPA
komponentinin stabiliteye etkisini incelemek amaciyla molar oranlar 4:5:1, 3:5:2, 2:5:3, 1:5:4
ve 0:5:5 olan DSPC:PEG40St:DSPA mikrokopiikeiikleri iiretilmis ve 38°C’deki stabiliteleri
incelenmistir. Karsilastirmali sonuglar Sekil 189°da gosterilmektedir. Sekilde gosterildigi gibi
DSPA’nin %10 mol oraninda zar yapisina eklenmesi stabilitede énemli bir degisime sebep
olmamustir. Ancak, artan DSPA miktar1 ile stabilitede O©Onemli olgiide diismeler
gozlemlenmistir. Sekil 189-B’den artan DSPA miktari ile “bozulma baslama zamani” ve “yari

omiir” de kayda deger diismelerin oldugu goriilmektedir.
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Sekil 189. Degisik oranlardaki DSPC:PEG40St:DSPA mikrokdpiikgiiklerinin 38°C’de (A)

zamanla sayilarindaki degisimleri, (B) DSPA miktarinin mikrokopiik¢iik dmriine etkisi

206



Stabilitenin yani sira DSPA’nin mikrokoépiik¢iik boyutuna etkisi de incelenmis ve bu
komponentin mikrokoplik¢iik boyutunu arttirdigr tespit edilmistir (Sekil 190). 4:5:1
DSPC:PEG40St:DSPA  mikrokopiikciiklerinin  5:5 DSPC:PEG40St mikrokopiikgiiklerine
kiyasla daha genis bir boyut dagiliminda olduklar1 gézlemlenmistir. Ilk boliimde yapilan LB
calismalarinda goriildigu gibi, DSPA, DSPC’ye kiyasla daha kiigiik bas gruba sahip olmasina
karsin, 5:5 DSPA:PEG40St ve 5:5 DSPC:PEG40St karisimlarina ait izotermler ¢ok yakin
molekiiler alanlarda yer almaktadir (Sekil 111). Her ne kadar gerek izotermlerden, gerekse
termodinamik analizlerden (Sekil 112) 2:5:3 karisimina ait artan serbest Gibbs enerji degeri
daha negatif degerler gostersede, daha oncede bahsedildigi gibi, artan DSPA miktar1 ile
PEG40St molekiiliiniin hava-su arayiizeyinden ayrilmasi daha olas1 goriinmektedir. Daha
onceki calismalarimizdan da goriilecegi gibi, DSPC:PEG40St karisimi ile elde edilen
mikrokopiikeiiklerde artan PEG40St miktar: ile daha kii¢iik ve daha stabil mikrokopiikeiikler
elde edilmis idi. Buradan, karistma DSPA ilave edildiginde PEG40St in zar yapisindan daha
cok ayrildigi, dolayisiyla daha biiyiik ve daha az stabil mikrokopiik¢iik olusumuna sebebiyet
verdigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. DSPA, DSPG gibi hidrojen bag1 yapabilen negatif yiiklii
bir fosfolipiddir. Ancak, DSPG’den farkli olarak DSPA’da tek bir hidroksil grubu vardir ve
fosfat grubuna daha yakindir. Dolayisiyla karisimindaki diger komponentlerle uygun bir
konfigiirasyonda hidrojen bagi olusturma olasiliklar1 diisebilir. Ote yandan, DSPA lipidleri
arasindaki itici kuvvetler sebebi ile yeterince kondens bir monotabaka gaz etrafinda
olusamamasinin sonucu olarak gaz diflizyonu kaginilmaz olabilir. Nitekim, artan DSPA
oranlarinda, daha biiyiikk mikrokopiik¢iiklerin olugmasi ve stabilitedeki diisiis, daha az

miktardaki PEG40St’1n zar yapisina girdiginin bir kanit1 olarak diistiniilebilir.
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Sekil 190. 5:5:0 ve 4:5:1 DSPC:PEG40St:DSPA mikrokopiikgiiklerinin karsilastirmali boyut

dagilimi.
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Mikrokopiikciiklerin - 38°C’deki  zamana karst c¢ap degisimleri Sekil 191°te
gosterilmistir. Sekilden anlasilacagr gibi 4:5:1 DSPC:PEG40St:DSPA formulasyonuna sahip
mikrokopiikgiiklerin sayica sabit kaldigi siire icerisinde boyutta azalma gozlemlenmistir. Bu
da mikrokopiikciiklerden bir gaz diflizyonu oldugunu gostermektedir. Gaz difiizyonu
mikrokopiik¢iiklerin bozunma mekanizmalarindan biri olarak bilinmektedir (Borden ve
Longo, 2002). Tiim bu sonug¢lardan, DSPA’nin gaz etrafinda kondens bir monotabaka
olusumuna pozitif bir etki saglamadigi, aksine PEG40St’nin mikrokopiikeiik yiizeyine

katilmasini inhibe ettigi sonucu ¢ikmaktadir.
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Sekil 191. Degisik oranlardaki DSPC:PEG40St:DSPA mikrokopiik¢iiklerinin  zamanla

boyutlarindaki degisimleri.

DSPE:

Mikrokopiikc¢iik zar yapisinda tigiincti komponent olarak kullanilan bir diger molekiil
ise DSPE’dir. Fosfatidiletanolamin (PE) ve fosfotidilkolin’in (PC) birlikte okaryotik hiicre
membraninda yer aldig1 bilinmektedir (Bagatolli ve Gratton, 2000; Silvius ve ark., 1986) ve
PE c¢ift katli yapiya sahip olan hiicre zarinin i¢ kisminda yer almaktadir (Polozov ve
Gawrisch, 2004). Bu boliimde DSPE fosfolipidinin mikrokopiikgiik stabilitesine olan etkisi
incelenmistir. Bu amagla mikrokopiik¢iikler cesitli molar oranlarda DSPE ile iiretilmis
(DSPC:PEG40St:DSPE karisimlarinin molar oranlari: 4:5:1, 3:5:2, 2:5:3, 1:5:4 and 0:5:5) ve
38°C’deki stabiliteleri incelenmistir. Mikrokopiik¢iik konsantrasyonlarimin zamana gore

degisimi gosteren grafik Sekil 192°da sunulmustur. Gorildugi gibi DSPE molekiiliin az

208



miktarda (%10) zar yapismna eklenmesi mikrokopiik¢iiklerin stabilitesini 6nemli Olciide
azaltmistir. Fakat artan DSPE miktar1 ile birlikte mikrokopiikgiik stabilitesinde kademeleli
olarak bir artis goézlemlenmistir. Baska bir degisle DSPE yiizdesi %10-%30 arasindayken
DSPE’nin artis1 orantili olarak stabiliteyi yiikseltmistir. DSPE’nin daha da arttirilmasi (%40-
50) stabilitenin tekrar diismesine neden olmustur. Sayica stabilite incelendiginde DSPE igeren
mikrokopiik¢iikler arasinda en stabil formiilasyonun %30 DSPE iceren formulasyon oldugu
bulunmustur. Ancak, yinede 2:5:3 DSPC:PEG40St:DSPE karisimi ile elde edilen
mikrokopiikeiiklerin, 5:5 DSPC:PEG40St mikrokdpiikgiiklerinden daha stabil olduklar
sOylenemez. Artan DSPE miktar1 ile “bozulma baslama zamani1” ve “yar1 émiir” de 6nemli

dustisler kaydedilmistir(Sekil 192-B).
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Sekil 192. Degisik oranlardaki DSPC:PEG40St:DSPE mikroképiikeiiklerinin 38°C’de (A)

zamanla sayilarindaki degisimleri (B) DSPE miktarinin mikrokopiik¢iik 6mriine etkisi

Sayica stabilitenin yani1 sira zamanla mikrokopiik¢iiklerin boyut dagilimindaki
degisimler de incelenmistir. Sonuclar Sekil 193’te gosterilmektedir. %30 DSPE iceren
mikrokopiikeiikler hem sayica hem de boyut agisindan 6 saat boyunca daha stabil
kaldiklarindan bu mikrokd&piikgiiklerin DSPE’1i mikrokopiikgiikler arasinda en stabil olduklari

goriilmektedir.

209



©4:5:1

Ortalama Gap, (dgy, tm)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

Zaman (saat)

Sekil 193. Degisik oranlardaki DSPC:PEG40St:DSPE mikrokopiik¢iiklerinin - zamanla

boyutlarindaki degisimleri.

Zamana kars1 boyut degisimine ek olarak DSPE’nin kopiik¢iik biytikliigiine etkisi de
arastirilmistir. 2:5:3 DSPC:PEG40St:DSPE ve 5:5 DSPC:PEG40St mikrokopiikciiklerinin
boyut dagilimimin karsilastirmasi Sekil 194’de sunulmustur. Grafikten de gorildiigii gibi
DSPE’nin zar yapisina dahil olmasi boyut dagilimint hemen hemen etkilememistir, fakat
mikrokopiikeiik verimliligi agisindan diistise neden olmustur. DSPE, DSPC gibi notr bir
fosfolipiddir. Ancak. DSPE’nin head grubu DSPC’ninkinden daha kiigiiktiir ve hidrojen bagi
yapma kapasitesine sahiptir. Buna ek olarak, su molekiillerinin iligkileri de lipid polar
grubunun boyutunu etkilemektedir. PC lipidleri 25 su molekiilinii hidrasyon zarinda
barindirirken, bu say1 PE’de 11°e digmektedir. O halde, PC polar grubunun PE’den biiyiik
olmas1 sadece fiziksel degildir, bu farklilik ayni zamanda polar gruplarin hidrasyonu ile
alakalidir (Langner ve Kubica, 1999). Sekil 98’dan goriilecegi gibi, formulasyonda DSPC
yerine DSPE kullanilmasi izotermlerin konumunda fazla bir degisiklik yaratmamustir.
Termodinamik analizler 2:5:3 DSPC:PEG40St:DSPE mikrokopiikleri ile elde edilen artan
gibbs serbest enerjileride en negatif degerleri vermistir (Sekil 99). DSPC’nin pozitif yiikli
kolin grubu ile DSPE’nin pozitif yiiklii amin grubu arasindaki itici kuvvetler DSPE’nin
DSPC’nin fosfat grubu ile hidrojen bag yapma olasiligini inhibe edebilir (Cong, 2009). Biitiin
bu sebeplerden dolayi, DSPC ve DSPE’nin karisim i¢inde bir optimumu olmasi sz konusu

olabilir.
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Sekil 194. 5:5 DSPC:PEG40St ve 2:5:3 DSPC:PEG40St:DSPE mikrokopiikciiklerinin

karsilagtirmali boyut dagilima.

Hidrojen bag1 yapma kabiliyetine sahip olan ve mikrokopiikeiik yapisinda kullanilan
tictincii bir komponent olarak kullanilan 3 fosfolipidin (DSPG, DSPA, DSPE) mikrokopiikeiik
stabilitesine olan etkisi Sekil 195°de karsilastirmali olarak verilmektedir. Karsilastirmasi
yapilan mikrokopiikgiikler maksiumum stabilitenin elde edildigi kompozisyonlar1 temsil
etmektedir. Bagka bir degisle karsilagtirilmasi yapilan mikrokopiikgiik tipleri sunlardir: 2:5:3
DSPC:PEG40St:DSPG, 4:5:1 DSPC:PEG40St:DSPA ve 2:5:3 DSPC:PEG40St:DSPE. Bu
mikrokopiik¢iiklerin  boyut dagilimimi gosteren grafikler Sekil 195-B’de verilmektedir.
Goruldugt gibi, %30 DSPG iceren mikrokopiikler medikal uygulamalar i¢cin uygun boyut
dagiliminda olup en stabil kontrast ajani olarak tespit edilmistir. Her ne kadar 3 tip
fosfolipidde hidrojen bagi yapabilme 6zelligine sahip olsada, bas grubun biiyiikligi ve tiiri,
karistmin  kompozisyonu, molekiiler etkilesimleri, dolayisiyla da mikrokopiikeiik

stabilitelerini 6nemli 6l¢iide etkilemektedir.
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Sekil 195. 2:5:3 DSPC:PEG40St:DSPG, 4:5:1 DSPC:PEG40St:DSPA  ve 2:5:3
DSPC:PEG40St:DSPE mikrokdpiiklerinin (A) stabilite ve (B) boyut dagilimi karsilagtirmast.

St-Gly:

Stearil gliserol (StGly) DSPG’ye olduk¢a benzer bir yag asitidir. Bas gruplar1 aynidur,
ancak stearil gliserol’de fosfat grubu yoktur ve tek hidrokarbon zinciri icermektedir. DSPG’ye
kiyasla daha ekonomik oldugu i¢in maliyeti diistirebilmek timidi ile molar oranlart 4:5:1,
2:5:3, 5:3:22 wve 7:1:2 olan DSPC:PEGy4St:StGly  mikrokopiikgtikleri — iiretildi.
Mikrokopiikciiklerin  bozunma siireleri ve biiyiiklik dagilim degisimleri Sekil 196’te
karsilagtirmali olarak verilmektedir. Stearil Gliserol’lii karigimlar i¢in PEGy4St oraninin %50
olarak sabit tutuldugu karisimlarla mikrokopiikciik tiretilememistir. Bu yiizden grafiklerde
sonuglart bulunmamaktadir. Bunun nedeni Stearol Gliseroliin, phospholipidlerden farkli
olarak, tek hidrokarbon zincirine sahip olmasidir (Tablo 2). StGly, pek c¢ok fosfolipid gibi
silindirik yapiya sahiptir. Daha once belirtildigi gibi fosfolipidler tek basina mikrokopiikeiik
olusturamamaktadir. PEG40St gibi konik yapidaki molekiillerin mikrokopiikeiik yapisina
eklenmesi gerekmektedir. Bu nedenle silindirik yapidaki StGly’nin fazla miktarda
mikrokopiik¢iik karigimina ilave edilmesi durumunda mikrokopiikeiik olugsmamis olmasi
hipotezimizi desteklemektedir. Bu tek hidrokarbon zincirli molekiilin mikrokopiikeiik
olusumu icin gereken egimi saglamadig1 diistiniilmektedir (Sekil 197). Ayrica, LB izoterm
sonuglarindan edindigimiz bilgiler 1s181nda, StGly’nin tek hidrokarbon zincirine sahip olmasi
nedeni ile hidrofobik etkilesimlerin azalmasina sebep oldugu, PEG40St molekiillerinin

ylizeyde kalmalarinda StGly’nin miktarinin 6nemli oldugu sonucu ortaya ¢ikmais idi.
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PEG40S ytlizdesi farkli olmasina ragmen Stearol Gliserol igeren mikrokopiik¢iiklerin
sayica stabil kalma siireleri, mol orani 5:5 olan DSPC:PEG40St karisimlar ile iiretilenler ile
hemen hemen ayni olarak bulunmustur (Sekil 196-A). Ortaya ¢ikan bir diger sonug ise DSPC
ve PEG40St karisimu ile tiretilen mikrokopiikgiiklerde %10 PEG40St ile stabilitede iyi sonug
elde edilemezken (9:1 DSPC:PEG40St) formulasyona %20 oraninda Stearol Gliserol’iin
katilmasi sayica stabil kalma siiresini 10 dakikadan 4 saate ¢ikarmustir (Sekil 196-A). Stearol
Gliserol tipkit DSPG gibi yapisinda 2 adet -OH grubu barindirmaktadir ve bu -OH gruplari
DSPC ile hidrojen bagi yapabilme 6zelligine sahiptir. Ustelik, bu formulasyonda iiretilen
mikrokopiikeiiklerin biiyiikliikleri 3 saat boyunca sabit kalabilmiglerdir (Sekil 196-B).
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Sekil 196. Degisik oranlarda DSPC:PEG40St:StGly mikrokéiikgiiklerinin 38°C'deki (A)

zamanla sayilarindaki degisimler (B) boyutlarindaki degisimler

Sterol

ig/gnserol

%dim
N

DSPC

.

Sekil 197. Stearol Gliserol’iin zar yapisina tahmin edilen konfigiirasyonu

PEG40S oran1 %10°dan %30’a cikarildiginda ise tretilen mikrokopiikeiiklerin
buiyiikliikleri artarken 2 saat sonunda biiytik mikrokopiikciikler gaz difizyonu ile %10

oraninda kii¢iilmiislerdir. Bunun nedeninin daha once bahsedildigi Stearol Gliserol’iin tek
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zincirli bir hidrokarbon zincirine sahip olmasi nedeni ile silindirik yapida olmasi ve
mikrokopiik¢iiklerin egimli yapisi ile uyum gosterememesi oldugu distintilmektedir (Sekil
197). Sekilsel bu farkliligin, gaz etrafinda daha az egim olusturarak biiyiik
mikrokdpiikgiiklerin olugsmasina ve daha az kondens bir zarin gaz etrafinda var olmasina

sebebiyet verdigi ve boylece mikrokopiikeiik i¢indeki gazin difiize oldugu diisiinilmektedir.

4.2.5.2. Iyonik Bag Yapabilen Fosfolipidlerin Mikroképiikciik Stabilitesine Etkisi

Mikrokopiik¢iik zar yapisinda bulunan komponentlerin iyonik etkilesimlerinin
mikrokopiikeiik stabilitesine olan etkisinin incelenmesi i¢in ti¢ farkli iyonik lipid (DSPS,
DSTAP, Stearil amin) mikrokoplik¢iik tiretiminde dglinci bir komponent olarak

kullanilmastir.

DSPS:

Fosfotidilserin (PS) 6karyotik hiicre membraninda bulunan iyonik bir fosfolipidtir. PS-
lipidlerinin biiylik bir ¢ogunlugu c¢ift katli hiicre membraninin i¢ kisminda yani sitotik
kisminda bulunmaktadir. Hiicre apoptosis yapacagi zaman bu lipidler zarin dis kisminda yer
almaktadir (Ross ve ark., 2001). Aniyonik olan PS-lipidlerinin canli organizmanin yapisinda
da bulunmasi nedeni ile bu lipidin (18 karbonlu, DSPS) mikrokopiikeiik stabilitesine olan
etkisi arastirilmistir. Bu amagla mikrokopiikeiikler farkli molar oranlarindaki (4:5:1, 3:5:2,
2:5:3, 1:5:4 ve 0:5:5) DSPC, PEG40St ve DSPS karisimlan ile iiretilmis ve 38°C’deki
stabiliteleri incelenmigtir. Diger stabilite calismalarina benzer olarak emdiilsifier molar orani
0.5’te sabit tutulmustur. Bu kopiikgiiklerin stabilitelerinin karsilastirilmast Sekil 198°de
verilmektedir. Goriildigii gibi DSPS’nin tictincii komponent olarak kopiik¢iik yapisina
eklenmesi stabilitede etkili olmamis, aksine sayica azalisin daha hizli olusmasina yol agmustir.
Fakat DSPS’nin DSPC yerine kullanilmasi bozulma baslama zamaninda daha az bir diisiise
neden olmustur. Buradan PC ve PS lipidlerinin etkilesiminin pozitif bir sinerji olusturmadig:
etkilemektedir. Bu varsayim Silvius ve ark. 'min yaptig1 ¢calisma ile uyumluluk gostermektedir.
Yapisinda %70’den daha az PS lipidi iceren PC-PS karigimu ile iiretilmis lipozomlarda zar
yapisindaki faz ayrimi agikca goriilmiis ve lipozomlarin fiizyonuna yol agtiklari rapor

edilmistir (Silvius ve Gagne, 1984). DSPS molekiilleri negatif yiiklii olduklarindan
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etkilesimleri intermolekiiler boyutta olmaktadir. Dolayisiyla DSPC ve DSPS lipidleri
biribirleri ile iyi bir karisim olusturamamaktadir. Artan DSPS yiizdesi ile “bozulma baslama

zaman1” ve “yar1 Omiir” siirelerinin azaldig1 Sekil 198-B’de acik¢a goriilmektedir.
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Sekil 198. Degisik oranlarda DSPC:PEG40St:DSPS mikrokopiikgiiklerinin 38°C’de (A)

zamanla sayilarindaki degisimleri (B) DSPS miktarinin mikrokopiik¢iik dmriine etkisi

DSPS lipidinin mikrokopiikciik {lizerine bir diger etkisi de kiigiik kopiikeiikleri
olusturdugu yoniindedir. Boyut dagilimi Sekil 199’da karsilastirmali olarak verilmektedir.
Yukarida belirtildigi gibi DSPS iceren mikrokdpiikeiiklerin stabiliteleri diistiktiir; fakat boyut
dagilimi tizerine etkisi olumlu yonde olmustur. Daha oOncede bahsedildigi gibi,
mikrokopiik¢iiklerin kilcal damar sisteminden gecebilmesi i¢in 8 um’den kiiciik olmasi
gerekmektedir. Diger yandanda c¢ok kiiciik mikrokopiikeiikler ultrasonda tercih
edilmemektedir; zira ultrasonda elde edilen kontrast mikrokopiik¢iiklerin boyutlarin altinct

kuvveti ile dogru orantilidir (Riess ve ark., 2003).
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Sekil 199. 5:5:0 ve 5:4:1 DSPC:PEG40St:DSPS mikrokopiikgiiklerinin karsilastirmali boyut

dagilimi.

Sayica stabilitenin yani sira mikrokopiikgiiklerin boyut degisimi zamana kars1 38°C’de
incelenmis ve sonuglar Sekil 200’de karsilastirmali olarak gosterilmistir. Grafikte ifade
edildigi gibi zamanla mikrokopiik¢iik boyutunda 6nemli bir biiytime gozlemlenmemistir. Bu
sonu¢ klinik agidan 6nemlidir; ¢iinkii boyutta biiylime canlida embolizm problemlerine yol

agmaktadir.
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Sekil 200. DSPC:PEG40St:DSPS karisimlar1 ile iiretilmis mikrokopiik¢iiklerin zamanla
boyutlarindaki degisimleri.
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DSTAP:

Stabil mikrokopiikciik tiretimine yonelik yapilan ¢alismalarda kullanilan diger bir
iyonik komponent DSTAP’tir. Literatiirde, yiikli bilesiklerin mikrokopiik¢iik zarina
eklenmesinin mikrokopiikgiik stabilitesi icin 6nemli olan lipid paketlenmesini inhibe ettigine
dair baz1 goriisler mevcuttur (Borden ve ark., 2007; Borden ve Longo, 2002). Bu ¢alismada,
mikrokopiikgiikler farkli molar oranlarindaki DSPC:PEG40St:DSTAP  karigimlar: ile
tiretilmis ve 38°C’deki stabiliteleri incelenmistir (Sekil 201). Gorildiigii gibi DSTAP 1n zar
yapisina eklenmesi stabilitenin diismesine neden olmustur. iki-boyutlu incelemelerden, 2:5:3
karistminda daha ¢ok PEG40St’nin  monotabakanin yapisina girdigi anlasilmaktadir.
Dolayistyla, DSTAP ile hazirlanan karisimlar arasinda en stabil karigimm 2:5:3 molar
oranindaki DSPC:PEG40St:DSTAP karisimi oldugu beklenen bir sonu¢ olmaktadir. Sekil
201°den, diger karisimlarla hazirlanan mikrokopiikgiiklerin daha hizli bir sekilde sayilariin
distigii goriilmektedir. Bu sonug, bu karisimlarda PEG40St oraninin daha az olmasina

atfedilmektedir.
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Sekil 201. Degisik oranlarda DSPC:PEG40St:DSTAP mikrokopiikgiiklerinin 38°C’de (A)

zamanla sayilarindaki degisimleri (B) DSTAP miktariin mikrokoépiik¢iik dmriine etkisi

DSTAP igeren mikrokopiikeiiklerin zamana karsilik boyut degisimleri incelendiginde
(Sekil 202), %40 oraninda DSTAP iceren karisimla ¢ok biiylik mikrokopiikgiikler elde
edildigi, biyiik boyutlardaki  mikrokopiik¢iiklerin ~ ortamda en  hizli  bozunan
mikrokopiikgiikler oldugu goriilmektedir. Bu sonucun, negatif yiiklii fosfat grubu ile pozitif
yiikliit DSTAP bas grubu arasinda elektrostatik etkilesim sonucu PEG40St’in homojen olarak

monotabaka yapismna girememesinden ve faz ayirimlarindan dolay1 stabil mikrokopiikeiik

217



olusumunun ger¢eklesememesinden kaynaklandig1 diistinilmektedir. Nitekim,
DSPC:PEG40St karisimlarinda da, artan PEG40St miktar1 ile stabilitenin artmasi, bu hipotezi
desteklemektedir. Diger karigimlarda ise, eklenen DSTAP oranmin daha diisiik olmasi

nedeniyle etkinin daha az oldugu goriilmektedir.
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Sekil 202. DSPC:PEG40St:DSTAP karisimlar: ile tretilmis mikrokopiikeiiklerin zamanla
boyutlarindaki degisimleri.

Yapilan ¢aligmalardan elde edilen diger bir sonug ise, mikrokopiik¢iik yapisina %10
DSTAP eklenmesi mikrokopiikgiiklerin 6nemli bir sekilde biiylimelerine yol agmistir (Sekil
203-A). Buna karsin, %30 oraninda karsima ilave edildiginde boyut dagilimmin azaldigi
(Sekil 203-B) ve en kii¢iik mikrokopiikeiiklerin 2:5:3 karisimi ile elde edildigi goriilmektedir
(Sekil 203-C). Literatiirde %10 DOTAP’in (DSTAP ile ayn1 polar gruba sahiptir) lipozom
boyutunu azalttig1 ayni zamanda membran heterojenitesini azalttig1 rapor edilmistir (Kwan ve
Borden, 2012). DSTAP’mn kullanilmasi lipozomda ve mikrokopiik¢iiklerde farkli sonuglar
vermistir. Bunun nedeni, lipozomlar bilindigi tizere ¢ift katli bir zara sahiptir.
Mikrokoptikciiklerdeki tek katli zarim elde edilmesi, konik yapidaki komponentlerin
kullanilmasi1 ile miimkiindiir. Monotabaka yapisinda bu konik yap1 miktar1 azaldiginda zarin
egimi azalir ki, buda mikrokopiik¢iiklerin biiylik ve dayaniksiz olmasina neden olmaktadir.
DSTAP katyonik bir lipid olup kii¢iik bir polar gruba sahiptir. Daha 6nce de belirtildigi gibi
kiictik polar alanina sahip lipidler hekzagonal II fazinda paketlenme gosteririler. Bu faz misel
olusumunu inhibe edici etkisi yaratmaktadir. Dolayisiyla DSTAP miktar1 yiiksek oldugunda
kiigiik mikrokopiikciik tiretimi miimkiin olamamaktadir. Borden ve ark. tarafindan yapilan bir

calismada da, PEG40St oraninin %10 olarak sabit tutuldugu mikrokopiikgiiklerde,
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DSTAP/DSPC oraninin artmasi ile mikrokopiik¢iik boyutlarinin biiytidiigiiniin ve verimliligin

distiigiiniin gézlemlenmesi elde edilen sonuglari1 destekler niteliktedir (Borden, 2007).
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Sekil 203. (A) 5:5:0 ve 4:5:1 DSPC:PEG40St:DSTAP (B) 5:50 ve 2:53
DSPC:PEG40St:DSTAP mikrokopiik¢iiklerin  boyut dagilimlar1 (C) farkli miktarlarda
DSTAP igeren mikrokopiikeiiklerin boyut dagilimlarinin karsilastirilmasi

St-Amin:

Molar oranlart 4:5:1, 3:5:2, 2:5:3, 1:5:4, 0:5:5 ve 6:2:2 olan DSPC:PEG4(St:StNH?2
karisimlari ile tiretilen mikrokopiikeiiklerin bozunma stireleri ve biiyiiklikk dagilim degisimleri
Sekil 204’de karsilastirmali olarak verilmistir. PEG40St’in molar oranmnin 0.2 olarak sabit
tutularak hazirlanan DSPC:PEG40St:StNH, karisimlarinda, %20’den fazla stearol amin
iceren kompozisyonlarda mikrokopiik¢iik elde edilemedigi ig¢in, grafiklerde sonuclart
bulunmamaktadir. Bunun nedeninin, daha 6nce stearol gliserol’de belirtildigi gibi stearol
aminin, fosfolipidlerden farkli olarak, tek hidrokarbon zincirine sahip olmasi ve bu nedenle
mikrokopiik¢iiklerdeki egimli yapiya uyum saglayacak bir molekiiler yapida olmamasindan
kaynaklandig1 diistintilmektedir. Stearol amin’in stearol gliserol’den diger bir farki ise
hidrofilik kisminda yiik igermesidir. Bu sebepten dolay1, bu molekiiliin stearol gliserol’e gore

daha stabil bir mikrokopiik¢iik zar yapisi olusturacagi beklenmis; fakat, molar oran1 5:5 olan
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DSPC:PEG40St karisimma %10 oraninda eklenen stearol aminin molekiiliiniin stabiliteyi
dustirdiigti gozlemlenmistir (Sekil 204-A). PEG40St miktar1 sabit tutulup, StNH, miktari
artirlldiginda ¢ok fazla bir degisim kaydedilmemistir. Mikrokopiikeiik zar yapisindaki stearol
amin molekiiliniin arttirilmas1 ayn1 zamanda biiyiik mikrokopiik¢iik olusumuna neden
olmustur (Sekil 204-B). Bunun nedeni stearol amin molekiiliiniin sikisik bir zar yapisi
olusturmamasi olarak aciklanabilir. Stearol Amin igeren formulasyonlarda PEG40St
ylizdesinin  diistiriilmesi  stabilitede  kismen  olumlu  etki  yaratmistir.  6:2:2
mikrokopiikgiiklerinin 3 saat boyunca ayni boyutta kalabildigi goriilmistiir (Sekil 204-D).
Buradan, stearol tipi molekiillerin mikrokopiikgiikler iizerine olumlu etkisini gormek igin
PEG40St molekiiliiniin miktarinin %20 oranlarinda tutulmasi gerektigi; ancak, yinede stabil

mikrokopiikeiik iiretiminde etkili olamadiklar1 sonucu ¢ikmaktadir.
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Sekil 204. DSPC:PEG40St:StNH; karisimlar ile iretilmis mikrokopiik¢iiklerin 38°C'deki (A)

sayilarindaki degisimler (B) zamanla biytikliiklerinin kiimiilatif yiizde degisimleri

Kolesterol:

Canli sistemlerde hiicrelerin yapisinda bulunan kolesteroliin ¢ift katli zarda lateral
organizasyonu sagladiklari ve membrana akiskanlik 6zelligi kazandirdigi bilinmektedir
(Wydro, 2011). Giiniimiize kadar kolesteroliin diger lipidlerin organizasyonu iizerine etkisini
arastirmak {izere model sistemler iizerine bir¢ok c¢alisma yiiriitiilmiistiir (Chomas ve ark.,
2001; Christiansen ve ark., 1994; Kirby ve ark., 1980; Petrache ve ark., 2000; Wydro,
2011). Buna ragmen kolesterol mikrokdpiikgiikler {izerine etkisini konu alan ¢alisma bilgimiz
dahilinde mevcut degildir. Bu amacla kolesteroliin mikrokopiikciik stabilitesine olan etkisini
arastirmak iizere mikrokopiik¢iikler molar oranlart  5:4:1, 6:3:1 ve 4:4:2 olan

DSPC:PEG40St:Kolesterol karigimlar1 ile iiretilmis ve viicut sicakligindaki stabiliteleri
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incelenmistir. Ik karisiminda %10 kolesterol molekiilii mikrok&piikeiik yapisina eklenmis,
emiilsifier miktar1 %50°den %40°’a diisiiriilmiistiir. ikinci karisiminda ise yine %10 kolesterol
kullanilmis fakat bu sefer DSPC miktar1 %60’a ¢ikarilmistir. Son olarak kolesterol miktari
%20’e cikarllmig DSPC ve emiilsifiyer miktar1 azaltilmistir. Olusturulan karigimlar ile
tiretilen mikrokopiikeiiklerin zamanla sayica degisimleri Sekil 205°de gosterilmistir. Sekilde
gortildigi gibi %10’luk emiilsifiyerin (PEG40St) yerine koyulan kolesterol mikrokopiiklerin
stabilitesine etki etmemistir. Mikrokopiikciiklerin sayilart 5 saat boyunce sabit kalmis
ilerleyen siire zarfinda ise konsantrasyonda ani bir distis gorilmistir. Bu
mikrokopiikgiiklerin yari-omrii 11 saat olarak belirlenmistir. PEG40St miktarinin diistiriilmesi
mikrokopiik¢iik stabilitesini olumsuz yonde etkilemistir. Bunun nedeninin sterik bariyer
etkisinin azalmasmin oldugu disiiniilmektedir. PEG40St oran1 0.4 olarak sabit tutulup,
kolesterol miktar1 artirildiginda sayica diisme daha hizli olmustur. Bu davranmis lipozom
davranisi ile zit diismektedir. Literatiirdeki ¢alismalar, kolesterolce zengin lipozomlarin 90
dakika boyunca damar i¢inde stabil kaldiklarini rapor etmektedir (Lozano ve Longo, 2009).
Bu farklilik mikrokopiikeiik yapisinin, daha 6nceki deney sonucglarinda da belirtildigi gibi,
lipozomlardan farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu iki yapinin zar yapisiin farkliliginin
yani sira igerdikleri komponentler de farklihlk gostermektedir. Mikrokopiikgtikler
lipozomlardan farkli olarak lipidlerin yani sira zar yapilarinda emiilsifiyer icermektedirler.
Lipozomlarin stabilitesindeki diisiis kolesterol miktarindaki azlik ile alakali olmasina
(kolesteroliin azlig1 lipozomlarin lipidleri kaybetmesine neden olmaktadir) ragmen (Kirby ve
ark., 1980) mikrokopiikgiiklerde gézlenen durum tam tersi olmustur. Plazma zarinin (gift
katl zar yapsindadir) hidrofobik kisminin i¢ kisminda bulunan kolesterol, ¢ift katli zarin
amfifilik maddelere gegirgenligini azalttig1 bilinmektedir. Ote yandan mikrokopiikgiiklerin
zar yapisi tek katli zardan meydana gelmekte ve zar yapisini olusturan tiim komponenlerin
polar gruplari ortamda bulunan sivi faz ile temas halindedir. Dolayisiyla, kolesterol
molekiiliiniin mikrokopiik¢iik zarinda diizensizlige neden oldugu ve bu diizensiz zar yapisinin
mikrokopiikgiiklerin - igerisinde barindirdigi  gazin  difiizlenmesine sebebiyet verdigi
degerlendirilmektedir. Mikrokopiik¢iik karisimina kolesterol ilavesinin  mikrokopiikeiik

boyutunu da olumsuz etkiledigi gozlemlenmistir (Sekil 206).
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Sekil 205. DSPC:PEG40St:Kolesterol karigimlar ile tiretilmis mikrokopiikgiiklerin 38°C’de

zamanla sayilarindaki degisimleri
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Sekil 206. Kolesterol igeren ve icermeyen mikrokdpiikgiiklerin karsilastirmali boyut dagilima.

4.2.6. Farkh Gaz Kullamminin Mikrokopiikc¢iik Stabilitesine Olan Etkisi:

Ultrason uygulamalarinda mikrokopiikeiiklerin gaz ile dolu boslugu akustik bir uyarici
gorevindedir (Hoff ve Sontum, 1998; Kwan ve Borden, 2012). Bagka bir deyisle, ultrason
dalgalarmin yayilimi sirasindaki mikrokopiikciiklerin gaz boslugunun mikron boyuttaki
dairesel titresimleri ultrason goriintiileme uygulamalarinda giiglii sinyal yayilimini
saglamaktadir. Bu 6zelligine ek olarak, gaz tipi mikrokopiik¢iik stabilitesi i¢in biiyiik 6nem
tasimaktadir. Gazin kanda kolay ¢oziinebilir bir gaz olmasi, bu titresimler sirasinda kana

difiizlenmesinide kolaylastirmaktadir. Literatiirde, genel olarak florlanmis gaz kullaniminin
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mikrokopiik¢iik stabilitesini 6nemli Ol¢tide artirdigi bilinmektedir. Bu nedenle, onceki
calismalarimizdan sectigimiz bazi mikrokopiikciikler hava yerine florlanmis bir gaz olan
C4F10 (PFC) gazi kullanilarak {iretildi ve gazin stabilitesine etkisi arastirildi. Calismamizda
kullanilan mikrokopiik¢iik formulasyonlari ise soyledir: DSPC:PEG40St 9:1, DSPC:PEG40St
5:5 ve DSPC:PEG40St:DSPG 2:5:3. PFC ile dolu mikrokopiik¢tiklerin viicut sicakliginda
stabiliteleri Sekil 207°de gosterilmistir.

Sekilde belirtildigi gibi, bu ti¢ mikrokopiik¢iik formulasyonun stabilite karsilastirmasi
hava kopiikeiikleri ile ayni egilimi gostermis yani PEG40St miktarinin artmasi stabiliteyi
arttirmistir. ' Yine hava kopiikgiiklerinde oldugu gibi, zar yapisina DSPG’nin eklenmesi
stabilitenin daha da artmasina neden olmustur. Gortldiigii gibi florlanmis gaz sadece %10
oraninda PEG40St iceren mikrokopiikgiiklerin stabilitesini arttirmistir. 9:1 DSPC:PEG40St
karisimu ile tiretilen hava mikrokopiiketikleri 10 dk. sonunda bozunmaya baslamasina ragmen,
florlanmis gaz mikrokopiikciikleri yaklasik 3 saat sonra bozunmaya baslamistir. Beklenenin
tersine 5:5:0 ve 2:5:3 mikrokopiikeiikleri ile hava yerine florlanmis gaz kullanimi ile
stabilitede artis kaydedilememesinden, elde edilen zar yapisi ile gaz gegirgenliginin zaten
minimize edildigi, dusik c¢ozintrlikteki bir gaz kullanmanin sonucu degistirmedigi
anlasilmaktadir. Bu sonu¢, mikrokopiik¢iik maaliyetinin diismesi agisindan 6nem arz
etmektedir. Zira, florlanmis gaz havaya kiyasla maaliyeti artiric1 olacaktir. Boylece, hem hava
kullanilarak hem de maaliyeti artiran lipidlerin mikrokopiikciik formulasyonundaki oranlarini

azaltarak, diisiik maaliyetli mikrokopiikeiikler elde edimis oldu.
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Sekil 207. Hava ve florlanmis gaz dolu olan farkli mikrokopiik¢iiklerin 38°C’de bozulma

baslama zamanlari

Farkli gaz kullanimu ile ilgili olarak elde edilen diger bir sonug ise, florlanmis gaz ile
tiretilen mikrokoptikgiiklerin kismen daha kiigiik boyut dagilimina sahip olmasidir (Sekil
208). Buna ek olarak, mikrokopiikciik verimliligi 2 kat artmistir. Boyut degisikligi en fazla
konvensiyonel formulasyon olan 9:1 DSPC:PEG40St mikrokdpiikeiiklerinde fark edilebilir
derecede kendini gostermistir. 9:1 karisimi icin elde edilen bu sonuglarin literatiir ile uyum
icinde oldugu goriilmektedir. Ancak, daha oOncede belirtildigi gibi 5:5:0 ve 2:5:3
mikrokopiikeiiklerinde florlanmis gaz kullaniminin, hem boyut dagilimi hemde stabilite

olarak bir avantaj saglamadigi anlasilmaktadir.
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Sekil 208. Florlanmis gaz ve hava igeren mikrokdpiik¢iiklerin karsilastirmali boyut dagilimi.

4.2.7. Mikrokopiik¢iiklerin Dinamik Stabilitesi

Mikrokopiikeiiklerin in-vivo uygulamalarinda goriintii kalitesi, mikrokopiik¢iiklerin
boyutlarina ve konsantrasyonuna baghdir. Ayn sekilde, mikrokopiikgiikler ilag, gen, ve DNA
tasiniminda kullanildiginda hastaya enjekte edilecek doz, mikrokopiikciiklerin sayilariyla ve
buiytikliikleriyle orantilidir. Mikrokopiikeiikler viicuda enjekte edildiklerinde, kanin
damarlarda akis1 esnasinda damar igerisinde bir hiz farki olustugundan, kayma gerilimi adi
verilen bir kuvvete maruz kalirlar. Bu kuvvetin etkisiyle mikrokopiik¢iiklerin boyutlarinda ve
stabilitelerinde bir degisim olabilir. Bu kisim calismada, kayma geriliminin mikrokopiik¢iik

stabiliteleri tizerine etkileri incelenmistir.

Kayma gerilimine sebebiyet veren boru igerisindeki akis ile olusan hiz profili Sekil
209°de gosterilmektedir. Bu ayni zamanda, kanin damarlardaki akisini da sembolize
etmektedir. Sekilde gosterilen bir diferansiyel zar lizerinde kiitle ve kuvvet denklikleri
yapildiginda, hiz profili, ortalama hiz, ve kayma gerilimini veren matematiksel ifadeler

tiretilebilir (Welty ve ark., 1969).
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Sekil 209. Kayma gerilimine sebebiyet veren boru igerisindeki akis ile olusan hiz profili

Kisaca, borulu bir akista hiz profili Denklem (7) ile verilebilir.

V. = Vi {1 - (Ej } (7)

Genelde borunun merkezinden gecen akiskanin sahip oldugu hiz, maksimum hizi
(Vmax) Vverir ve degeri boru icerisindeki basing diismesi (AP/L), borunun i¢ ¢ap1 (R), ve
akiskanin vizkozitesi (p) ile orantilidir.
APR*
vmax =
4pl

Bu durumda ortalama hiz, maksimum hizin yaris1 olarak hesaplanmaktadir. Ote

(8)

yandan, akigkanin hacimsal akis hiz1 (Q), boru icerisinden akan akiskanin ortalama akis hizi
ve borunun kesit alani ile orantilidir. Akiskanin hacimsel akis hizt Denklem (9) ile verilebilir.
R’
0= 9
8u(AP/L) ®)
Kayma gerilimi (1) akiskanin boru igerisinde akisi esnasinda borunun kesit alani
boyunca hizdaki degisim ile orantilidir. Bu oran, akiskanin vizkozitesi ile birlikte esitlik

olarak yazilabilir.

dv
r (10)
Boylece, bir boru igerisinde mikrokopiik¢iikler iizerine etki eden toplam kayma
gerilimi Denklem (11) ile verilebilir.
o A0

- (1)
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Uretilen mikrokopiikgiiklerin dinamik stabiliteleri farkli kayma gerilimi degerlerinde
test edildi. Bu amagla, Sekil 7°de gosterilen sabit sicaklikta 1.5 mm capinda seffaf bir
polietilen borudan, kapali sistemde peristaltik pompa yardimi ile farkli hacimsel akis
hizlarindan fosfat tampon cozeltisi (PBS) gecirilerek Tablo 3’de verilen kayma gerilimi
degerleri elde edildi. Bu degerler, vucutta kan akisi esnasinda var olan fizyolojik kayma

gerilimi degerlerine yakin degerler olarak secildi (Wiese ve ark., 2009).

Tablo 3. Kullanilan hacimsel debilerde elde edilen

kayma gerilimi degerleri (D=1.5 mm i¢in )

Hacimsel Akis Hiz1 (Q)  Kayma gerilimi (1)

(ml/dk) (Pa)
0.56 0.028
2.19 0.11
5.57 0.28
8.35 0.42

Ik olarak, sistemde yapisinin bozunmadigimi diisiindiigiimiiz yaklasik 3 pm
boyutlarinda polisitiren tanecikleri (Sigma-Aldrich) kullanilmistir. Polisitiren tanecikleri
sisteme enjekte edilmis ve belirlenen kayma gerilimlerinde belli stirelerde sistemde sistemde
kayma gerilimine maruz birakilmis ve sistemden alinarak boyut dagilimi ve sayica
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Sekil 210°de goriilecegi lizere, 45 dakikaya kadar devridaim
edilen polisitiren kiirecikleri, 0.42 Pa kayma gerilimi degerine kadar kayma gerilimlerine
maruz birakildiginda, ne boyutlarinda bir degisme olmus, ne de tanecik sayilarinda bir azalma
olmustur. Daha kararli polisitiren taneciklerine gore sistemin g¢alisabilirligi test edildikten

sonra, mikrokopiikciik deneylerine gecilmistir.
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Sekil 210. Kayma gerilimi ile birlikte 15, 30 ve 45 dakikalik sirkiilasyon sonrasi polysitiren

kiireciklerinin konsantrasyon degisimi

Mikrokopiikciikler DSPC:PEG40St’nin 9:1, 8:2, 7:3, 6:4 ve 5:5 mol oranlarinda
karisimlarindan, daha once belirtilen teknikle, hazirlandi.  Mikrokopiikgiiklerin
konsantrasyonu ve boyut dagilimi kayma gerilimine maruz kalmadan 6nce optik mikroskopta

goriintli alinarak Image J yazilimi ile belirlendi.

Mikrokoptikgiiklerin ~ belirlenen kayma gerilimlerinde dinamik stabilitelerinin
belirlenebilmesi i¢in, 1.5 mm ¢apindaki seffaf polietilen boru igerisine 16 gauge’lik (1.29mm)
siringa ile enjekte edilerek PBS (pH 7.2) ¢ozeltisi icerisinde kapali sistemde peristaltik pompa
yardimi ile sirkiile edildi. Literatiirde yapilan bir calismada tavsanlarla yapilan deneylerde
goriintii alabilmek icin kullamlan doz yaklasik olarak 10°/ml (Kaya ve ark., 2009) olarak
belirlendiginden mikrokdpiikgiiklerin baslangi¢ konsantrasyonunun 10°/ml olmasma dikkat
edildi. Kapali sistem kullanilmasinin sebebi, mikrokopiikeiik konsantrasyonun seyrelmeye

kars1 diismesini minimize etmektir.

Mikrokopiikeiikler, viicuttaki fizyolojik kayma gerilimi degerlerinden olan 0.028,
0.11, 0.28 ve 0.42 Pa (Wiese ve ark., 2009) kayma gerilmelerine tabi tutuldu. Boru ¢ap1 sabit
tutulurken, hacimsel debiyi degistirerek farkli kayma gerilimi degerleri saglandi. Deney her
bir mikrokopiik¢iik kompozisyonu ve kayma gerilimi i¢in 15 ve 30 dakikalik sirkiilasyon

zamanlari i¢in tekrarlandi.
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DSPC:PEG40St Molar Orani Etkisi:

DSPC:PEG40St mikrokopiik¢iiklerinin sirkiilasyon oncesi ve 15 dakika sirkiilasyon
sonrast sayica yizde ve kiimilatif yiizde dagilimlar1 Sekil 211°de verilmektedir. Sekilde
goriilecegi lizere mikrokopiikgiiklerinin boyutlart kayma gerilimine maruz kalmadan onceki
haline gore kiigiilmektedir. Ote yandan, kayma gerilimi ile birlikte, mikrokopiikgiiklerin
sayilarinda bir azalma da olmaktadir. Farkli kayma gerilimleri altinda 15 dakika ve 30 dakika
sitkiile edilen mikrokopiikgiiklerin -~ konsantrasyonlarindaki  degisme Sekil 212°da
verilmektedir. Sekil 211 ve Sekil 212'de goriildiigii tizere, kayma gerilimi artis1 ile birlikte
mikrokdpiik¢iikler bozulmaya baslamakta ve boyutlarinda bir azalma olurken mikrokopiik¢iik
konsantrasyonunda da bir disiis olmaktadir. Bu disiis sirkiilasyon zamaninin artisiyla

artmaktadir.
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Sekil 211. 15 dakika sirkiilasyon sonrast DSPC:PEG40St mikrokdpiik¢iiklerinin sayica yiizde

ve kiimiilatif ylizde dagilimlari
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Sekil 212. DSPC:PEG40St mikrokdpiikgiiklerinin farkli kayma gerilmelerine karsilik 15 ve

30 dakikalik sirkiilasyon sonucu konsantrasyon degisimi

DSPC:PEG40St  mikrokopiikgiiklerinin 15 dakika stiresince farkli  kayma
gerilimlerinde  sirkiilasyona tabii tutuldugunda, Sekil 213’da gorildigi tizere,
consantrasyonlar1 diismektedir. Bu literatiirde yaygin olarak calisilan 9:1 mikrokopiikgiikleri
ile karsilastirildiginda, PEG40St mol oran arttik¢a, mikrokopiikeiiklerin daha stabil olduklari
anlagilmaktadir. 15 dakikalik sirkiilasyon sonucundaki konsantrasyon diisiisiiniin bu kadar
hizli olmast nedeniyle 9:1 mikrokopiikgtikleri 30 dakikalik sirkiilasyona maruz
birakilmamustir. 15 ve 30 dakikalik sirkiilasyon siirelerinde farkli kayma gerilmelerine maruz
birakilan DSPC:PEG40St mikrokopiikeiikleri  kiyaslandiginda, DSPC:PEG40St  5:5
komposizyonundaki mikrokopiik¢iiklerin - kayma  gerilimine karst  stabilitesi  diger
mikrokopiik¢iilere oranla daha yiiksektir. Mikrokopiikciiklerin maliyetinin diistirilmesi de

g6z online alindiginda, bundan sonraki diger testlerde, 5:5 mikrokopiikgiikleri arastirilmistir.
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Sekil 213. DSPC:PEG40St mikrokopiikciiklerinin  kayma  gerilimine karsilik

konsantrasyon degisimlerinin karsilastirilmasi

Emiilsifier Etkisi:

Bu calismada, emiilsifiyer etkisini gérmek icin, 5:5 molar oraninda DSPC:PEG40St,
DSPC:DSPE-PEG1000, ve DSPC:DSPE-PEG2000 ile yapilan mikrokopiikgiiklerin kayma
gerilimi altinda konsantrasyon ve boyut dagilimlart degisimi incelenmistir. Her {i¢
mikrokopiik¢iik ¢esidinde de artan kayma gerilimi ile birlikte boyutlarda kii¢iilme egilimi

vardir.

Farkli kayma gerilimi degerlerinde sirkiilasyona tabii tutulan 5:5 molar
kompozisyonundaki DSPC:PEG40St, DSPC:DSPE-PEG1000, ve DSPC:DSPE-PEG2000
mikro kopiikgiiklerinin 25 °C’de kayma sonrasi konsantrasyon degisimleri Sekil 214’de

verilmektedir.  Sekilde goriilecegi {lizere, kayma gerilimine maruz kalan 5:5
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mikrokopiik¢iiklerinin %50°s1 stabil olarak kalabilmislerdir. Ancak, DSPC:DSPE-PEG2000
mikrokopiik¢iiklerinin ~ statik  stabilite  deney  sonuglarinda  DSPC:PEG40St  5:5

mikrokopiik¢iiklerine kiyasla Omiiriiniin daha kisa oldugu goriilmiistiir.

-
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Sekil 214. 5:5 molar kompozisyonundaki DSPC:PEG40St, DSPC:DSPE-PEG1000, ve
DSPC:DSPE-PEG2000 mikro kopiikgiiklerinin 25 °C’de kayma sonrasi konsantrasyon

degisiminin kiyaslanmasi

DSPC:PEG40St 5:5 Mikrokopiik¢iiklerinin - Kayma  Gerilimi, Sicaklik ve Zamanla

Konsantrasyon ve Boyut Dagiliminin Degisimi:

DSPC:PEG40St ikili kompozisyonlar1 olan 5:5, 6:4, 7:3, 8:2 ve 9:1 ile yapilan
deneylerde kayma gerilimine karsi stabilitesini en iyi koruyabilen kompozisyonun 5:5
kompozisyonundaki mikrokopiik¢iik oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismada DSPC:PEG40St 5:5
kompozisyonundaki mikrokopiikeiigiin kayma gerilimine altinda sicaklik ve sirkiilasyon
zamanina kars1 degisimi incelenmistir. Fizyolojik kayma gerilmeleri olan 0.028 Pa , 0.11Pa,
0.28 Pa ve 0.42 Pa altinda, mikrokopiikgiikler 4 °C, 25 °C ve 38 °C sicakliklarinda 5, 10 ve 15

dakika sirkiile edilerek konsantrasyon ve boyut dagilimdaki degisim incelendi.

Daha once yapilan statik stabilite deneylerinde DSPC:PEG40St 5:5 molar
kompozisyonundaki mikrokodpiikgiiklerin 4 °C ‘de giinlerce konsantrasyonunu ve boyut
dagilimini korudugu goriilmiistiir. Bu nedenle, 4 °C ‘de yapilan kayma gerilimi deneylerinde
mikrokopiik¢iik stabilitesindeki degisimlerin yalnizca kayma geriliminden kaynaklanacagi

distiniilmektedir. Sekil 215°de goriildigti lizere artan kayma gerilimiyle birlikte
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konsantrasyonun zamana kars1 diistisii 4 °C’da genelde azdir. 5:5 mikrokopiikgiiklerinin 0.028
Pa kayma gerilimi altinda 15 dakikalik sirkiilasyon sonrasi konsantrasyon kaybi yalnizca
%3 tiir. Kayma gerilimi 0.42 Pa gibi yiiksek degerlerde mikrokopiikeiik stabilitesi tizerine
etkisi olmaktadir. Sekilden goriilecegi tizere, sirkiilasyonun ilk 5 dakikadan itibaren
konsantrasyon kaybi %40 olmaktadir. Sicaklik arttik¢a, mikrokopiikgiiklerin stabilitelerinde
de gozle goriiliir bir degisim olmaktadir. 38 °C’deki mikrokdopiik¢iik konsantrasyonu, kayma
gerilimi altinda, 4 ve 25 °C’deki konsantrasyona gore daha hizli azalmustir. 38 °C’de 0.42 Pa
kayma geriliminde ilk dakikadan itibaren mikrokopiikciikler ortamdan tamamen

kaybolmustur.
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Sekil 215. DSPC:PEG40St 5:5 mikrokopiikciiklerinin farkli sicaklik ve farkli kayma

gerilmeleri sonras1 zamana karsilik konsantrasyon degisimlerinin kiyaslanmasi

Farkli kayma gerilimlerinde, 4 °C, 25 °C ve 38 °C sicakliklarda, 15 dakika kayma
gerilimine maruz birakilan mikrokopiikgiiklerin stabiliteleri Sekil 216°da verilmektedir.
Sekilde gortldigii lizere, sicakligin artisi mikrokopiikeiiklerin stabilitesini azaltmaktadir.
Mikrokopiikciiklerin kayma gerilimine maruz kalmasi, mikrokopiik¢iik stabilisini daha da

etkilemektedir. Mikrokopiikeiiklerin diisiik sicakliklarda daha stabil davranmasinin nedeni
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alkil zincirleri arasindaki van der waals etkilesimlerinin artmasi sonucu mikrokopiike¢iik
zarmin esneme geriliminin ve viskositesinin artmasindan kaynaklanmaktadir. Sicakligin
artmasiyla molekiiller arasindaki van der Waals kuvvetleri zayiflamaktadir ve mikrokopiikeiik

zar yapisi daha kolay deforme olmaktadir (Kwan ve Borden, 2012).
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Sekil 216. (a) 0.028 Pa, (b) 0.28 Pa, (c) 0.42 Pa’da 4 °C, 25 °C ve 38 °C’de 15 dakika kayma

gerilmeleri sonras1 mikrokopiik¢iik konsantrasyon degisiminin kiyaslanmasi
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Perflorokarbon Gazi (PFC) Ihtiva Eden Mikrokopiikciiklerin Kayma Gerilimi Altinda

Incelenmesi:

Daha once yapilan hava mikrokopiik¢iiklerinde hem statik hem de dinamik stabilite
testlerinde iyi sonuglar veren 5:5 mol oraninda DSPC:PEG40St ve 2:5:3 mol oraninda
DSPC:PEG40St:DSPG  mikrokopiikgiikleri, ve bunlara ek olarak, 9:1 mol oraninda
DSPC:PEG40St mikrokopiikgiikleri, perflorokarbon gazi ile iiretilerek 38 °C’de 15 dakika
kayma gerilimi altinda stabilitelerine bakilmigtir. Kayma gerilimi deneyleri hava dolu
mikrokopiike¢iiklerin test edildigi sistemle ayni sistemde test edildi. Yine optik mikroskopta
kayma gerilimi testi Oncesi ve sonrasi cekilen fotograflarin ImageJ programiyla analiz
edilmesi sonucu boyut dagilimi ve konsantrasyon degisimi belirlendi. Sekil 217°da, 9:1 ve 5:5
DSPC:PEG40St PFC mikrokoptikeiikleri ile 2:5:3 DSPC:PEG40St:DSPG PFC
mikrokéopiikgiiklerinin  konsantrasyon degisimlerinin karsilastirilmas1  goriilmektedir. Ug
mikrokopiikeiik tiirli icin konsantrasyon diistisii en fazla mikrokopiikgiiklerin ilk kayma
gerilimine maruz kaldiklar1  durumda olmaktadir. Kayma geriliminin  artmasi,
mikrokopiikgiiklerdeki  konsantrasyon — kayibini  onemli  l¢iide  etkilememektedir.
DSPC:PEG40St mikrokopiik¢iikleri i¢cin artan DSPC molar oraninin mikrokoépiikgiiklerin
kayma gerilimi altinda stabilitelerini daha 1yi koruyabildiklerini gostermektedir.
DSPC:PEG40St 5:5 mikrokopiikciiklerinde son iic kayma gerilimi sonrasi konsantrasyon
diisisleri  yakin  olmasina ragmen boyut dagiliminda gorillen bariz  kiiciilme,
mikrokopiik¢iiklerin  “Ostwalt rippening” presibine gore bozulduklarin1 gostermektedir.
Ostwalt ripening, kiiciik mikrokdpiik¢iiklerin yiiksek Laplas basincindan dolay: kiigtilmeye
devam etmeleri ve biiylik mikrokopiikciiklerin de lokal olarak asir1 doygun alanlar yaratmalari
sonucu biiyiimeye devam ederek bozuldugunu ifade eder. Talu ve arkadaslari tarafindan
yapilan calismada da (Talu ve ark., 2006), DSPC ve PEG40St‘tan olusan

mikrokdpiikgiiklerin bozulma deneylerinde “Ostwalt ripening” etkisi gozlemlenmislerdir.
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Sekil 217. T=38 °C’de DSPC:PEG40St ve DSPC:PEG40St:DSPG PFC

mikrokopiik¢iiklerinin kayma gerilimi sonrasi konsantrasyon diisiislerinin karsilastirilmasi

Ote yandan, 2:5:3 mol oraninda DSPC:PEG40St:DSPG hava mikrokopiikgiikleri ve
2:5:3 mol oraninda DSPC:PEG40St:DSPG PFC mikrokopiikeiikleri karsilastirildiginda, Sekil
218’de goriildiigii tizere, hava mikrokopiikgiiklerinin daha stabil olduklart goriilmektedir. Bu

sonug, statik deneylerde elde edilen bulgularla uyum i¢indedir.

;’ 0.9 A ©-2:5:3 (florokarbon gazi doldurulmus mk)

©2:5:3 (hava doldurulmus mk)

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Kayma Gerilimi, Pa

Sekil 218. 2:5:3 DSPC:PEG40St:DSPG hava ve PFC mikrokopiikgiiklerinin 38 °C’de kayma

gerilimi sonrast stabilitelerinin kiyaslanmasi

4.2.8. Mikroképiikciikler’in Céziinme Davramisinin Incelenmesi

Bir hava kabarciginin, ki mikrokopiikciiklerde oldugu gibi etrafinda bir resistans

yoktur, doygun olmayan bir sivi igerisinde ¢6ziinmesi Epstein-Plesset (EP) modeli ile
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verilebilir. Hava kabarciginin ¢oziinmesine neden olan iki itici gii¢ vardir. Bunlar, ylizey
gerilimi ve konsantrasyonlar araindaki farktir. Ancak, kaplanmis bir mikrokopiik¢iik i¢in gaz
fazin1 kaplayan monotabakanin olusturacag kiitle transferi direnci goz ardi edilemez. Borden
ve arkadaslar1 hava kabarcigi igin tiiretilen Epstein-Plesset (EP) modeli kiitle trasfer rezistansi
ekleyerek mikrokopiikgiikler i¢in modifiye etmislerdir (Borden ve Longo, 2002). Yapilan
deneylerde, tek bir mikrokopiik¢tiglin bozunmasi anini beklemisler; mikrokopiikeiik belli bir
biiyiikliige ulastigi andan itibaren ise, zamana bagli oarak boyutlarinda meydana gelen

degismeden, mikrokopiikciiklerin zar (shell) direnglerini hesaplamislardir.

Hava kabarciklari, etrafinda bir zar (shell) olmadigindan dolay1 ¢6ziinmeleri oldukga
hizlidir. Yiizey gerilimi arttik¢a ve mikrokdpiikeiigiin icinde bulundugu ¢ozeltinin gaz
doygunlugu arttik¢a ¢6ziinme zamaninin arttigi goriilmektedir. Ancak, mikrokopiikeiikler igin
durum boyle degildir. Mikrokopiikgiiklerin etrafinda bulunan zar, gazin difiizyonu igin bir

direng olusturur.

Sekil 219°de DSPC:PEG40St 9:1 mikrokdpiikeiigiiniin 100X objektifle ¢ekilmis,
oksijen doygunlugu 70% olan bir c¢o6zelti igerisinde, {=0.7, bozulma mekanizmasi
goriilmektedir. Baslangicta kiiresel goriinen mikrokopiik¢ligliin  zamanla zar kisminda
bukiilmeler gozlemlenmistir ve i¢indeki gazin disariya diftizyonu nedeniyle mikrokopiik¢iik
kiictilmiistiir. Daha sonra mikrokopiik¢tiglin tekrar kiiresel yapisina geri dondiigu
ve kat1 yapidadir(Borden ve Longo, 2002). Bu nedenle monotabaka gaz diflizyonuna karsi
diren¢ gosterir. Mikrokopiik¢lik  yiizeyindeki biikiilmenin fazla olmasi, yiizeydeki
mikrotabakanin yapisiin enerjik olarak olumsuz yapida oldugunu gostermektedir. Sonug
olarak, zar yapisindaki biikiilme, birbirlerine yaklasan hidrofobik zincirlerin birbirlerine temas
etmelerine neden olur. Hidrofobik zincirler arasindaki giiclii etkilesim, ytizeydeki lipid
fazlaliginin uzaklagmasii saglar ve ylizeyde fazlalik olan lipit miktarinin uzaklagmasiyla
birlikte mikrokopiikeiik tekrar eski haline doner. Mikrokopiikciikten tekrar gaz difiizyon
olmasiyla birlikte tekrar biikiilmeler gézlemlenir. Ayn1 proses, mikrokopiikeiigiin ¢éziinmesi

tam olarak tamamlanana kadar devam eder.
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10 pm

10 pm

Sekil 219. Bir 9:1 DSPC:PEG40St mikrokoptik¢tigiin optik mikroskop altinda ¢6ziinmesinin
izlenmesi

Yaklasik 8 um yaricapindaki 9:1 ve 5:5 DSPC:PEG40St mikrokopiik¢iiklerinin farkli
oksijen doygunlugundaki PBS tampon ¢6zelti i¢ersindeki ¢oziinmelerinin deneysel sonuglari,
Sekil 220’te goriilmektedir. Oksijen doygunluk degeri %30, (f=0.3), oldugunda, 8§ pum
boyutundaki 9:1 DSPC:PEG40St mikrokopiik¢iiklerin ¢6ziinme zamani yaklasik olarak 30-35
saniyedir. Cozeltinin oksijen doygunlugu %70, (f=0.7), oldugunda, 9:1 DSPC:PEG40St
mikrokdpiik¢iik boyutunun yaklasik 400 saniye boyunca sabit kaldigi ve daha sonra
coziinmenin tamamladigr gozlemlenmistir. Tamamen c¢ozeltinin oksijence doygun oldugu
durumda ise, (f=1), mikrokopiikeiik yarigap1 15 dakika boyunca sabit kalmistir ve 15 dakika
sonrasinda mikrokopiik¢iik capinda 0.16 pym’lik bir diisiis olmustur. Daha sonra iki saat

boyunca izlenen mikrokopiikeiik boyutunda bir degisiklik gézlemlenmemistir.

Deneyler ayni kosullarda 5:5 DSPC:PEG40St mikrokopiikeiikleri i¢in de yapilmustir.
9:1 ve 5:5 DSPC:PEG40St mikrokopiikgiikleri kiyaslandiginda, mikrokopiikeiiklerin
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¢oztinmesinde 5:5 mikrokoplikgiiklerin 9:1 mikrokoépiikciiklerine gére daha uzun siirede
coziinmeye gittigi goriilmektedir. 5:5 mikrokdpiikgiigiinde farkli oksijen doygunlugu icin
yapilan deneylerde ¢oziinme trendinin benzer oldugu goriilmiistiir. Ancak, toplam bozunma
zamanlar1 yakin olsa da, ayn1 zaman araliklarinda mikrokopiikciik yaricaplarindaki diisiis 9:1
DSPC:PEG40St mikrokopiikciiklerinde daha kisadir. Bu da 9:1 DSPC:PEG40St
mikrokopiik¢iiklerinin zar direnglerinin 5:5 DSPC:PEG40St mikrokopiik¢iiklerine kiyasla

daha diisiik olmasi beklentisini getirmektedir.
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Sekil 220. 8 um capindaki 9:1 ve 5:5 DSPC:PEG40St mikrokopiikgiiklerinin £=0.3, £=0.7 ve
f=1.0 oksijen doygunlugunda boyutlarindaki degisme

Mikrokopiikgiiklerin zar direngleri, elde edilen deneysel verilerin modifiye edilmis
transport denkleminde (Borden ve Longo, 2002) yerine konularak Polymath yazilimi ile
hesaplanmustir. Hesaplamalarda, difiizyon katsayis1 2.7.10° cm?/s, basing 10 N/ecm?, ve Henry
sabiti 0.02 olarak alinmustir. Ayrica, literatiirde oldugu gibi (Borden ve Longo, 2002)

bozunma siirecinde mikrokopiik¢iik yiizeyindeki monotabakanin maksimum ylizey
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yogunlugunda oldugu kabulii yapilmistir. Bu nedenle mikrokopiik¢iik yiizey gerilimi
Langmuir-Blodgett deneylerinden elde edilen kollaps basincindan yola ¢ikarak
hesaplanmistir. Langmuir-Blodgett sonuglarma gore 9:1 ve 5:5 DSPC:PEG40St
karisimlarinin kollaps basinglarit 57-60 mN/m araligindadir. Bu nedenle yiizey gerilimi 15
mN/m olarak alinmistir. Bu durumda, modele uyarlama parametresi yalnizca zar direnci

olarak alinmustir.

Borden ve arkadaglar1 tarafindan modifiye edilen Epstein-Plesset (EP) modeli ile
mikrokopiikeiiklerinin zar direngleri hesaplanmistir (Borden ve Longo, 2002). Sekil 221°da
farkli oksijen doygunlugu degerleri i¢cin 8 pum capmdaki 9:1 ve 5:5 DSPC:PEG40St
mikrokopiikgiiklerinin -+ zar  direngleri goriilmektedir. Zar direnci hesaplamalari,
mikrokopiikeiik yarigapinin diismeye basladigi andan itibaren yapilmistir. Sekil 220°ten net
olarak goriildiigii tizere, her bir mikrokopiik¢tigiin stabil kalma ve bozulmaya baslama zamani
farklidir. Dolayisiyla yarigap ve zamanin ayni tutularak bir karsilastirma yapilmasi miimkiin
degildir. Bu nedenle, zar direncleri mikrokopiikgiiklerin bozunmaya basladigi anda,
yarigaplardaki  degisimlerden  hesaplanmistir. Buna gore, 9:1 DSPC:PEG40St
mikrokopiik¢iiklerinin - zar direnci f=0.7 kosulunda yaklasik 4000 s/cm iken, 5:5
DSPC:PEG40St mikrokdpiik¢iiklarinin zar direngleri yaklasik 14000 s/cm degerindedir. 5:5
DSPC:PEG40St mikrokopiikeiikleri £=0.3 oksijen doygunlugunda baslangigta 10000 s/cm’in
tizerinde bir zar direncine sahiptir. Bu deger 100 saniye boyunca neredeyse sabit kalmistir ve
daha sonra diismeye baslamistir. Oksijen doygunlugu %70 oldugunda, (f=0.7) zar direncinin
maksimum degeri 14000 s/cm’nin tizerindedir ve yaklasik 500 saniye boyunca degismemistir.

Daha sonra zar direnci zamanla diismiistiir.

5:5 DSPC:PEG40St mikrokopiikgiiklerinin zar direnci, 9:1 mikrokopiik¢iiklerinin zar
direngleriyle kiyaslandiginda, 5:5 DSPC:PEG40St mikrokopiik¢iiklerinin  zar direnci
cogunlukla 10* mertebesindeyken, 9:1 DSPC:PEG40St mikrokopiikgiiklerinin zar direnci
genellikle 10° mertebesinde oldugu gériilmiistiir. Bu sonug, DSPC ve PEG40St’n 5:5 molar
oranin karistirilmasiyla mikrokopiikeiik tizerinde olusan zarmn, 9:1 oranindaki karisimindan
olusan zara gore molekiiller arasi etkilesimin daha yliksek oldugu ve daha kondens bir

monotabakanin olustugu, dolayisiyla bozunmaya kars1 daha direngli oldugunu gostermektedir.
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Sekil 221. Oksijen doygunlugu %70 (£=0.7) ve %30

Zaman (s)

(f=0.3) oldugunda 9:1 ve 5:5

DSPC:PEG40St mikrokopiikeiiklerinin zar direnglerinin zamanla degisimi
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4.3. Hedeflendirilebilir Mikroképiikciiklerin Uretilmesi ve Karakterizasyonu

Bilindigi gibi hedeflendirilmis mikrokopiik¢iikler belirli bir hiicrenin veya dokunun
goriintiilenebilmesi i¢in klinik uygulamalarda biiyiik énem tagimaktadir. Ornegin, timérlii bir
dokunun ultrason kullanilarak kontrast ajanlar1 (mirokopiikgiikler) ile goriintiilenmesi erken
tanida ¢ok etkilidir. Hastalik tespitinin yani sira hedeflenebilir mikrokopiikciikler ilag
tasiniminda ve dogrudan hastalikli dokuya aktariminda 6nemli rol oynayabilmektedirler.
Mikrokopiikciiklerin hedefe yonelik olmasi ilag tasiniminda arti bir avantajdir; ¢ilinkd,
bilindigi lizere ozellikle kansere yonelik ilaclar saglikli hiicrelerede zarar verebilmektedir.
Mikrokopiikgiiklerlin belirli bir hedefe gore tasarlanmasi zar yapisina ligand veya antikor
eklenmesi ile saglanmaktadir (Coester ve ark., 2009). Ligand veye antikorun zar yiizeyine
baglanmasi streptavidin-biyotin kompleksi ile olmaktadir (Sekil 222). Ligand veya antikor
secimi mikrokopiikeiiklerin hangi hiicreye hedeflenecegine gore yapilmaktadir. Bilindigi gibi,
hastalik sirasinda hiicre ylizeyinde spesifik reseptorler olusmaktadir. Mikrokopiikciikler,
tizerinde tasidiklar1 biyotin sayesinde bu reseptorlere spesifik ligand veya antikor ile kolayca
isaretlenebilmektedir. Proje kapsaminda, MDA-MB-231 hiicre hatti (meme kanseri hiicre
hatt1) ve bu reseptorii tantyan ligand olarak da EGF (epidermal growth factor) kullanilmustir.
Bu amagla, stabilite bakimindan en iyi sonu¢ alinan mikrokoplikeiik tipleri ligand ile

isaretlenip MDA-MB-231 hiicreleri tizerine yapismalari (yapismalari) test edilmistir.

Hedeflenebilir Mikroképukguk
' > Ligand/antikor

|
t \_——— Streptavidin
b , ; Biyotin
P Kan damari

Reseptor

Sekil 222. Hedeflenebilir mikrokdpiik¢iigiin ligand yardimu ile tiimor hiicresine baglanmasi
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Ik olarak, mikrokopiik¢iik yiizeyindeki biyotin yogunlugu streptavidin-PE
konjiigasyonu kullanilarak belirlenmistir. Mikrokopiik¢iikler degisik oranlarda streptavidin-
PE ile inkiibe edilerek akis sitometrisinde floresan yogunluklar1 6l¢tilmiis, doygunluk noktast
belirlenmistir. Farkli oranlarda (%0, %10, %25, %50, %75, %100, %200) streptavidin-PE
iceren mikrokdpiikgiiklerdeki floresan yogunlugu Sekil 223 ve Sekil 224°da gosterilmistir.
Gorildugi gibi PE yogunlugu %100’e kadar artis gostermis %100-%200 arasinda ise floresan
yogunlugunda ¢ok az bir artis olmustur. Dolayisiyla %200  streptavidin,

mikrokopiikgiiklerdeki maksimum biyotin seviyesi olarak kabul edilmistir.
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Sekil 223. Cesitli yogunluklardaki streptavidin-PE  tasiyan — mikrokdpiikeiiklerin
(DSPC:PEG40St 5:5) akis sitometri sonuglart.
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Sekil 224. Cesitli yogunluklardaki streptavidin-PE tasiyan mikrokopiikgtiklerin  (5:5
DSPC:PEG40St) akis sitometri sonuglari.

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina spesifik hava dolu mikrokopiikeiikler
9:0.2:0.8 ve 5:42:0.8 DSPC:PEG40St:DSPE-PEG2000-biyotin ~ ve  2:4,2:0.8:3
DSPC:PEG40St:DSPE-PEG2000-biyotin:DSPG ile tretildikten sonra biyotinlenmis-EGF ile
isaretlenmigstir. Calismada 2 farkli kontrol grubu kullanilmistir. Birinci kontrol grubundaki
mikroké&piikgiikler ligand yerine BSA (protein) ile isaretlenmistir. ikinci kontrol grubundaki
mikrokopiik¢iikler ise hi¢ bir sekilde isaretlenmemis mikrokopiik¢iiklerden olusmaktadir.
Gerek kontrol grubu deneylerinde, gerekse hedeflendirilmis mikrokopiikciik deneylerinde 3
farkli akis hizi denenmis ve bu akis hizlarinda mikrokopiikeiik yapismalari karsilastirilmistir.
Kontrol gruplarinin goriintiileri Sekil 225, Sekil 226, Sekil 227, Sekil 228, Sekil 229 ve Sekil
230’de sunulmustur. Sekillerden goriildiigii tizere, EGF bagli olmayan mikrokdpiikgiiklerin
hiicrelere hi¢ bir akis hizinda hemen hemen hi¢ baglanmadiklar1 goriilmektedir. Sadece 9:1
DSPC:PEG40St formiilasyonuna sahip mikrokopiikgiiklerde en diisiik akis hizinda baglanma
tespit edilmistir. Bu durum spesifik olmayan yapisma olarak adlandirilmaktadir ve istenen bir
durum degildir. 9:1 DSPC:PEG40St formiilasyonu ile tiretilen mikrokopiik¢iiklerin spesifik
olmayan baglant1 gerceklestirmelerinin az miktarda emiilsifier i¢erdiklerinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Daha 6nce de belirtildigi gibi, PEG40St mikrokopiikciik yiizeyinde sterik
bir bariyer olusturmaktadir. Bu sterik bariyer, diger viicuda enjekte edilen sistemlerde oldugu
gibi (lipozom, misel, nanopartikiil vs) mikrokopiikeiiklerin damarlara yapismasini ve damar

icerisindeki makrofaj eritrosit gibi diger hareketli hiicrelerle etkilesimini de engellemektedir.
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Bu sebepten dolayr sterik bariyerin arttirilmasi diger bir deyisle emilsifier yiizdesinin

artirilmasi bu spesifik olmayan yapismalari minimum seviyeye indirmistir.

B Akis Hizi= 76 s

50_p-m

Akis Hizi = 152 s

Akis Hizi = 229 s

Sekil 225. (A) Hicrelerin yapisma deneyindeki onceki ilk goriintileri ve (B) 9:1

DSPC:PEG40St formulasyonu ile iiretilen mikrokopiikgiiklerin farkli akis hizlarinda hiicre

ylizeyine baglanma goriintiileri
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B Akis Hizi = 76 s

Akis Hiziz

Akis Hizi = 229 s

Sekil 226. (A) Hiicrelerin yapisma deneyindeki onceki ilk goriintileri ve (B) 5:5
DSPC:PEG40St formulasyonu ile tiretilen mikrokopiikeiiklerin farkli akis hizlarinda hiicre

ylizeyine baglanma goriintiileri
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B Akis Hizi = 76 s2

Akis Hizi = 152 s

Akis Hizi = 229 s

Sekil 227. (A) Hiicrelerin yapisma deneyindeki onceki ilk goriintileri ve (B) 2:5:3
DSPC:PEG40St:DSPG formulasyonu ile tiretilen mikrokopiikeiiklerin farkli akis hizlarinda

hiicre yiizeyine baglanma goriintiileri
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B Akis Hizi = 76 s1

Sﬁm

Akis Hizi = 152 s

Akis Hizi = 229 s

Sekil 228. (A) Hiicrelerin yapisma deneyindeki dnceki ilk goriintiileri ve (B) DSPC:PEG40St
9:1 formulasyonu ile iiretilen BSA iceren mikrokopiikgiiklerin farkli akis hizlarinda hiicre

ylizeyine baglanma goriintiileri
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B Akis Hizi = 76 s

Akis Hizi = 152 s1

Akis Hizi = 229 s

Sekil 229. (A) Hicrelerin yapisma deneyindeki onceki ilk goriintileri ve (B) 5:5
DSPC:PEG40St formulasyonu ile iiretilen BSA igeren mikrokopiik¢iiklerin farkli akis

hizlarinda hiicre ylizeyine baglanma goriintiileri
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B Akis Hizi = 76 s1

Akis Hizi

Akis Hizi

Sekil 230. (A) Hiicrelerin yapisma deneyindeki onceki ilk goriintileri ve (B) 2:5:3
DSPC:PEG40St:DSPG formulasyonu ile tiretilen BSA iceren mikrokopiik¢iiklerin farkli akis

hizlarinda hiicre ylizeyine baglanma goriintiileri

Benzer sekilde, ligand bagli mikrokopiik¢iiklerin degisik akis hizlarinda hiicre
ylizeyine yapismalar1 (yapismalari) incelenmistir. Her bir akis hiz1 ve mikrokopiikgiik tipi i¢i
5 ayr bolgeden mikroskop goriintiileri kaydedilmistir. Daha sonra bu goriintiiler Imagel
(NIH) programindaki “cell counter” segenegi ile analiz edilmis, hiicre basina yapisan
mikrokdpiikeiik sayist hesaplanmustir. Son olarak 5 bolgenin ortalamasi alinarak grafige
aktarilmistir (Sekil 231). Sekil 232, Sekil 233 ve Sekil 234°da ise bu deneylerin mikroskop
gorlintiileri verilmistir. Gortintiiler ve grafikten de anlasilacagi gibi akis hizi arttikca
mikrokopiikeiiklerin hiicre yiizeyine yapisma oranlari da orantili olarak diislis gostermistir.
Elde edilen diger bir sonug ise, tiim mikrokopiikeiik formulasyonlarinda biyotin yogunlugu

ayni tutulmus, dolayisiyla ayni oranda ligand icermesine karsin, 9:1 DSPC:PEG40St
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formulasyonu ile iiretilen mikrokopiikgiiklerin yapisma oranin daha az olmasidir. Bu durum
iki sekilde agiklanabilir. Birincisi DSPC:PEG40St 9:1 formulasyonu ile {iretilen
mikrokopiik¢iiklerin daha az stabiliteye sahip olmasi ile birlikte akis hizindan etkilenerek
konsantrasyonlarini kaybetmeleridir. Diger bir neden ise PEG40St yiizdesinin yiiksek oldugu
mikrokopiikeiiklerin  boyutlar1 daha kiigiik oldugundan yiizeylerinde bulunan ligandin
reseptore baglanma ihitimali daha yiiksektir. Kontrol gruplart ve ligand bagh
mikrokopiikeiiklerle yapilan hiicre deneyleri birlikte incelendiginde gilinlimiizde literatiirde
yaygin olarak kullanilan mikrok&piik¢iik formiilasyonun spesifik olmayan baglanma davranisi
gosterdigi tespit edilmistir. Buna ek olarak, ligand i¢eren (isaretlenmis) mikrokopiikeiiklerde
PEG oranmin arttirilmas: hiicrelere yapisma oranini azalttigi sonucu elde edilmistir.
Kullanilan en yiiksek akis hizinda, isaretlenmis mikrokopiik¢iikgiiklerin hiicrelere yapisma
oraninin distigi gozlemlenmistir. Damar igerisindeki ortalama akis hizi 100 s civarinda
oldugu diistiniildiigiinde (Willmann ve ark., 2010), projede iiretilen mikrokopiikgiiklerin

hedeflendirilmis goriintiileme icinde uygun olduklar1 anlasilmaktadir.
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Sekil 231. Farkli mikrokopiik¢iiklerin farkli akis hizlarindaki hiicrelere baglanma oranlari.
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B Akis Hiz1=76 &1 1

< s0pm

Akis Hizi = 152 st

50 4m

Akis Hizi = 229 s

Sekil 232. (A) Hicrelerin yapisma deneyindeki onceki ilk goriintileri ve (B) 9:1
DSPC:PEG40St formulasyonu ile iiretilen EGF ieceren mikrokopiikciiklerin farkli akis

hizlarinda hiicre ylizeyine baglanma goriintiileri
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B Akis Hizi = 76 571

50 ym

Akis Hizi = 152 51

Akis Hizi = 229 st

Sekil 233. (A) Hiicrelerin yapisma deneyindeki onceki ilk goriintileri ve (B) 5:5

DSPC:PEG40St formulasyonu ile {iretilen EGF iceren mikrokopiik¢iiklerin farkli akis

hizlarinda hiicre ylizeyine baglanma goriintiileri
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B Akis Hizi = 76 s1

56_pm

Akis Hizi = 152 s

Sﬁm

Akis Hizi = 229 s'1

Sekil 234. (A) Hiicrelerin yapisma deneyindeki onceki ilk goriintileri ve (B) 2:5:3
DSPC:PEG40St:DSPG formulasyonu ile tiretilen EGF i¢eren mikrokopiik¢tiklerin farkli akig

hizlarinda hiicre ylizeyine baglanma goriintiileri

Hedeflendirilmis mikrokoplikgiiklerin, ayni zamanda hedef hiicrede taninin konmasi
icin yeterli siire bagli kalmalari, siirekli olarak yeni doz mikrokopiik¢iik enjeksiyonunu
gerektirmemesi bakimindan da 6nemlidir. Bu amagla, hedeflendirilmis mikroké6piikeiiklerin,
yapisma saglandiktan sonra 153 s' kayma hizinda siirekli akis altinda baglanma
davraniglarida  incelendi. Sekil 235°den, konvensiyonel mikrokopiik¢iiklerin  (9:1
DSPC:PEG40St) stirekli akis altinda sayilarinin hizla azaldigi, 5:5 DSPC:PEG40St
mikrokopiik¢iiklerinin ~ ise  besinci  dk.’dan  sonra  azalmaya basladigi, 2:5:3
DSPC:PEG40St:DSPG mikroko6piikeiiklerinin ise bu yiiksek kayma gerilimi altinda bile

bozunmadan hiicreye yapismis bir sekilde kalabildigi goriilmeltedir. Bu sonuglar, medikal
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alanda hem hedeflendirilmis goriintiileme hem de ilag/DNA/gen tasmimi icin gelistirilen

mikrokopiike¢iiklerin bir timit ihtiva ettigini gostermektedir.

©-DSPC:PEG40St 9:1

(Normalized), #/#,

B DSPC:PEG40St 5:5

Adhered Microbubble Number

2 DSPC:PEG40St:DSPG 2:5:3

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Time, min.

Sekil 235. 9:1 ve 5:5 DSPC:PEG40St ile 2:5:3 DSPC:PEG40St:DSPG mikrokoptik¢iiklerinin

153 s siirekli kayma gerilimi altinda hiicrelere yapisma siireleri
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5. SONUCLAR

Literatiirde, genellikle fosfolipid ve emiilsifierin 9:1 oraninda karistirilarak
mikrokopiikeiikler  tretildigi  goriilmektedir.  Proje  kapsaminda,  konvensiyonel
formulasyonlarin disginda farkli formulasyonlar kullanarak, mikrokopiikeiikleri olusturan
monotabakanin tasarimi yeniden yapilmistir. Monotabakanin mikro yapist ve ozellikleri
incelenerek, mikrokopiikeiiklerin stabilitelerindeki degisimler arastirilmistir.
Mikrokopiikciiklerin  stabilitesinin  monotabakay1 olusturan komponentlerin birbiri ile
etkilesimi ile yakindan ilgili oldugu diisiincesiyle, hidrojen bagi, iyonik etkilesimler, van der
Waals kuvvetleri, elektrostatik etkilesimler, hidrofobik-hidrofobik etkilesimler gibi, ikincil
kuvvetlerin etkin oldugu bir zar (monotabaka) olusturulmaya ¢alisilmistir. Bu kapsamda, ayni
hidrokarbon zincir uzunluguna sahip, fakat farkli bas grubu iceren fosfolipidler ve yag
molekiilleri kullanilmistir. Zar yapiy1 olusturan bilesenler arasindaki etkisimler ve faz
davaranislar1 Langmuir-Blodgett (LB) film teknigi kullanilarak incelenmistir. Bu metoda
ilaveten, olusan monotabakanin morfolojisi ve faz davranislari Brewster A¢ist Mikroskobu
(BAM) ve Atomik Kuvver Mikroskobu (AFM) kullamlarak arastirilmistir. Iki-boyutlu (2D)

elde edilen bulgular 15181nda mikrokopiik¢iikler sentezlenerek karakterizasyonlari yapilmistir.

Mikrokopiikeiikleri olusturan monotabakanin tic boyutlu (3D) ortamda molekiiler
diizeyde incelenmesi ve mikro yapisini ortaya cikarilmas: genellikle miimkiin olmamasina
ragmen, 2D de elde edilen sonuglarin mikrokopiikeiiklerin stabilite davraniglari ile paralellik
gosterdigi goriilmistiir. Buradan, LB tekniginin ve mikroskobik tekniklerin bu amagcla
kullanilabilecegi  sonucuna  varilmistir.  Gerek 2D deneylerinde ve  gerekse
mikrokopiik¢iiklerde yapilan caligmalarda monotabakada emiilsifier oranmin artmasi ile
molekiiler etkilesimlerin arttig1 ve dolayisiyla daha stabil ve daha kiiclik boyut dagilimina
sahip mikrokopiikciiklerin elde edilebildigi goriilmistiir. Bu sonug, daha diisiik maaliyetli
mikrokopiik¢iiklerin {iretilmis olmasi bakimindan 6nem arz etmektedir. Artan emiilsifier
orantyla elde edilen bu etki, silindirik yapida olan sikisik faz gosteren fosfolipid ile PEG
zincirlerinden dolay1 genisletilmis faz gosteren emiilsifierin kismen daha az yogun (kondens)
bir monotabaka olusturmasina, ancak artan emilsifier miktar1 ile PEG zincirlerinin sikistirma
altinda konfigiirasyon degisimine giderek daha sikisitk (kondens) bir monotabaka

olusturabilmelerine baglanmistir. Ayrica, bilindigi gibi fosfolipidler silindirik yapidadir ve
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mikrokopiik¢iiklerde oldugu gibi kiiresel monotabaka olusturmalar1 beklenemez. Fakat,
karisitma ilave edilen emiilsifierin konik yapida olmasi egimli yapiyr dolayisiyla
mikrokopiik¢iik olusumunu desteklemektedir. Bu nedenle, artan emilsifier orani ile sadece
stabil degil, ayn1 zamanda daha kii¢iik boyut dagilimina sahip mikrokopiikeiikler tiretilmistir.
Ancak, PEG molekiilleri hidrofilik olduklarindan ¢ok fazla miktarda karigima ilave edilmeleri
durumunda monotabakanin diizensiz bir form almasina sebep olarak, monotabakanin
stabilitesini dusiirdiigii goriilmiistiir. 2D ¢alismalarinda bu oran %30 olarak bulunurken,
mikrokopiikciik calismalarinda %50 olarak bulunmustur. ikili karisimlar igin de en yiiksek
stabiliteye ve en uygun boyut dagilimina, 5:5 DSPC:PEG40St karisimindan elde edilen
mikrokopiik¢iiklerin sahip oldugu goriilmiistiir. Sonuglardaki bu farklilik, 2D-3D farkina
baglanmaktadir. Ayrica, termodinamik analizler LB izotermlerinden molekiiler etkilesimlere
ait bilgilerin ¢ikarilmasinda sik¢a kullanilmasina ragmen, karisimimnda monotabaka yapisina

katilamayan molekiiller oldugunda dikkatli kullanilmalar1 gerektigi goriilmiistiir.

Tek hidrokarbonlu emiilsifier (PEG40St) yerine, ¢ift hidrokarbon zincirli
lipopolimerlerin kullanilmasinin daha az kondens monotabaka olusumuna sebep oldugu,
dolayisiyla elde edilen mikrokopiikgiiklerinde daha az stabil olduklari goriilmiistiir. Bu
sonucun, lipopolimerlerin yine egimli (kiiresel) yapr ile uyumlu uygun bir diizende
olmamasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ancak, hem tek hem de ¢ift hidrokarbonlu
emiilsifierde genel olarak, artan emiilsifier orani ile monotabakanin daha elastik bir 6zellik
kazandig1 goriilmiistiir. Bu sonucun mikrokopiikeiiklerin ultrason altinda ekojenitesini

artirmasi bakimindan 6nemli olacagi degerlendirilmektedir.

Genel olarak, fosfolipidlerin bas gruplarinin monotabakanin faz davraniglarint 6nemli
derecede etkiledigi goriilmis, ancak etkilesimin derecesinin monotabakay1 olusturan
bilesenlerin kompozisyonu, fosfolipidlerin bas grubunun biyiikligi, sekli, ve ikincil bag
olusumuna yatkinliginin 6nemli oldugu, ve ¢ok iyi optimize edilmesi gerektigi ortaya
cikmistir. Hazirlanan karigimlar arasinda en yiiksek stabiliteye ve en uygun boyut dagilimina
2:5:3 DSPC:PEG40St:DSPG karisimindan elde edilen mikrokopiikeiiklerin sahip oldugu

goriilmistiir.

Genel olarak, literatiirde florlanmis gaz kullaniminin (sudaki ¢oztintirliigi disiik

olmasindan dolay1) stabiliteyi artirdigi ve mikrokopiik¢iik boyut dagilimini olumlu yonde
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etkiledigi yoniinde goriisler mevcuttur. Konvensiyonel formulasyonla (9:1 DSPC:PEG40St)
elde edilen sonuclarla bu goriis uyum i¢inde olmasina ragmen, bu proje kapsaminda elde
edilen stabil mikrokopiikciikler i¢in bu goriisiin gegerli olmadig goriilmiistiir. Spesifik olarak
belirtmek gerekirse, florlanmis gaz kullaniminin  5:5 DSPC:PEG40St ve 2:5:3
DSPC:PEG40St:DSPG mikrokopiikeiiklerinin stabilitesini ve boyut dagilimini etkilemedikleri
sonucu ortaya ¢ikmistir. Buradan, bu formulasyonlarla yeterince kohezif bir zar yapisinin elde
edildigi ve gaz gecirgenliginin minimize edildigi sonucuna varilabilir. Buradan ¢ikarilacak
diger bir 6nemli sonug ise, bu proje kapsaminda, stabil mikrokopiik¢iiklerin florlanmis gaz
gibi pahali gazlar kullanimma gerek kalmadan iiretilebilmis olmalaridir. Bu sonug, yine

mikrokopiik¢iik maaliyetinin diismesi bakimindan 6nem arz etmektedir.

Bu proje kapsaminda, bundan sonra yazilmasi planlanan bir projenin 6n denemelerini
olusturacak, in-vitro denemeler meme kanseri iizerinde denenmis, gerek statik gerekse
dinamik kosullar altinda, 5:5 DSPC:PEG40St ve 2:5:3 DSPC:PEG40St:DSPG
mikrokdpiik¢iiklerinin, konvensiyonel 9:1 DSPC:PEG40St mikrokopiik¢iiklerine kiyasla,

kanserli hiicrelere baglanma davranislarinin daha etkin olduklar1 goriilmiistiir.

Mikrokopiikciiklerle yapilan deney sonuglarindan, LB izotermlerinden, BAM ve AFM
gorlintlilerinden elde edilen sonuglardan mikrokopiikeiik stabilitesine iliskin ¢ikarimlar
yapilabilecegi goriilmektedir. Calismalarimiz, optimum miktarlarda emiilsifier ve DSPG
ilavesinin, mikrokopiik¢iik yapisinda DSPC ve PEG40St’ye ek olarak kullanilmasinin
stabilite ve boyut agisindan etkili oldugunu ortaya koymustur. Bu proje kapsaminda, daha
disik maaliyetli, daha yiiksek stabilitelerde ve uygun boyut dagilimina sahip
hedeflendirilebilir/hedeflendirilmis  mikrokopiikgiikler yiiksek verimlilikte basar1 ile
iretilebilmislerdir. Bu arastirma sonuglarinin, tilkemizde medikal uygulamalar icin 11k

tutacagi ve in-vivo calismalar ile birlikte genisletilebilecegi degerlendirilmektedir.
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Ultrason goriintiileme tip’ta cesitli hastaliklarin  teshisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak, g¢evreleyen dokulardan gelen arka plan sinyaller yontemin
hassasiyetini azaltmakta, dogru teshis i¢in yeterince net bir goriintii elde edilememektedir.
Gortntt kalitesinin artirilmasi i¢in kontrast ajani olarak adlandirilan mikrokopiiketikler
kullanilmaktadir. Mikrokopiikciikler ayrica ilag, gen, DNA tasimakta ve kontrollii
salimlarinda da kullanilabilmektedir. Bu ¢alismada, molekiiler goriintiilemede ve tedavi
amacl kullanilabilecek ultrason kontrast ajanlarinin monotabaka yapisinin yeniden

tasarimi, stabilitelerinin artirilmasi, ve karakterizasyonlar1 yapilmstir.
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