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OZET

DEKSTRAN ile MODIFIYE EDILMiS DENDRIMERLERIN SENTEZI,
KARAKTERIZASYONU ve EUGENOL YUKLENMESI ile BIYOLOJIK
AKTIVITESININ ARASTIRILMASI

Dendrimerler; yiiksek dalli yapilar1 ve polimerlesme dereceleri, fonksiyonel
gruplarin yerlestirilebilecegi bosluklariyla tanimlanan makromolekiil sinifidir. Olagan
dis1 kimyalari, fiziksel 6zellikleri ve genis potansiyel uygulama alanlar1 sayesinde son
zamanlarda birgok alanda ilgi gormistiir. Eugenol, kozmetikte, tatlandiricilarda,
eczacilikta antiseptik ve uyusturucu olarak kullanilan 6zellikle karanfil, hindistan cevizi,
tarcin, ve feslegenden elde edilen yagimsi bir sividir. Eugenoliin ugucu olmasi kullanim
potansiyelini diistirmektedir. Bu ¢alismada ucuculuk sorunu olan eugenoliin kullanimini
arttirmak amaciyla; dekstran kapl bir poliamin glikodendrimerinin tasiyict sistem olarak
sentezlenmesi ve eugenol ucucu yaginin bu yapiya yiiklenmesi diisliniilmiigtiir.
Eugenoliin glikodendritik yapiya yiiklenerek toz forma donistiiriillmesiyle ucucu
bilesenin korunmasi ve kullanim potansiyelinin arttirilmasi hedeflenmistir.

Dekstran igeren dendritik poliamin sentezi igin baslatici ¢ekirdek tris(2-
aminoetil)amin kullanilarak metil metakrilat ile Michael katilmas1 tepkimesi yiiriitiilmiis
ve elde edilen aminoesterlerin amidasyonu gerceklestirilmistir. Tekrar eden ii¢ Michael
katilmas:1 ve iki amidasyon tepkimesiyle elde edilen 2,5 jenerasyonlu dendrimerin
hidrazin monohidrat ile tepkimesinden poliamin hidrazid iskeleti olusturulmustur. Son
asamada, poliamin hidrazid iskeleti pH 5,5 sulu ortaminda dekstran ile modifiye
edilmistir. Sonug olarak, dekstran iceren dendritik poliamin (DPADX) yapisi
olusturulmustur.

DPADx’1n FTIR, H-NMR, *C-NMR, elementel analiz, GPC, XRD, SEM, TGA
ve DSC analizleriyle yapist aydinlatildiktan sonra emiilsiyon-difiizyon yontemiyle etkin
madde olarak eugenol ugucu yagi yiikklenmistir. Eugenol yiiklii DPADX’in yapisi ise
FTIR, XRD, SEM, TGA ve DSC ile karakterize edilmistir. Ayrica UV-Vis analiz
sonuglar1 yardimiyla, eugenol yiiklii DPADX’in, yiikleme verimi, yiikleme etkisi ve
yiikkleme kapasitesi sirasiyla % 84, %70 ve %35 olarak hesaplanmigtir. Bu sonuglar
DPADx’in, eugenol i¢in tastyici olarak kullanilabilecegini gdstermistir.

Eugenol yiiklenen DPADx’in  antimikrobiyal aktivitesi ~Gram-negatif
(Escherichia coli ve Salmonella typhimirium) ve Gram-pozitif (Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes ve Enterococcus cesseliflour) bakterilerine kars1 disk diftizyon
ve agar dillisyon yontemi ile arastirilmis ve iy1 aktivite gosterdigi belirlenmistir.

2015, 117 s.

Anahtar kelimeler: tris(2-aminoetil)amin, dekstran, glikodendrimer,
eugenol, antimikrobiyal etkinlik.



ABSTRACT

THE SYNTHESIS, CHARACTERIZATION and EUGENOL LOADED of
DEXTRAN MODIFIED DENDRIMERS and INVESTIGATION of
BIOLOGICAL ACTIVITIES

Dendrimers are defined as a macromolecule class of which is high branched
structures, having degrees of polymerization, and accommodating spaces of functional
groups. Dendrimers have recently received attention in many areas due to their unusual
chemistry, physical properties and wide potential applications. Eugenol is a volatile oily
liquid used in perfumeries, flavorings, pharmacy as an antiseptic and anaesthetic, is
obtained especially from clove, nutmeg, cinnamon and basil. The usage potential of
eugenol is decreased due to volatility of it. It was thought that synthesis of a polyamine
glycodendrimer coated with dextran as carrying system and then loading of eugenol to
this structure to increase using of eugenol have volatility problem. It was aimed increasing
of usage potential and protecting of volatile component with converting to powder form
after eugenol was incorporated into DPADX.

For the synthesis of dendritic polyamine dextran, Michael addition reaction was
carried out with methyl methacrylate thereby using of tris(2-aminoetil)amine as initiator
core and performed amidation of obtained amino esters. It was formed polyamine
hydrazide structure from reacted with hydrazine monohydrate of 2.5" generation
dendrimer obtained by repeater three Michael addition and two amidation reactions. In
the final, the polyamine hidrazid scaffold was modified with dextran in aqueous medium
at pH 5.5. As a result, a dendritic polyamine compound contained dextran was generated.

After structure of DPADXx was elucidated with FTIR, *H-NMR, 3C-NMR, elemental
analysis, GPC, XRD, SEM, and DSC analyses, volatile and active ingredient oil bioactive
compound eugenol loaded DPADX were studied. The structure of DPADx loaded eugenol
was characterized with FTIR, XRD, SEM, TGA and DSC. In addition, loading yield,
loading effect and loading capacity of DPADXx loaded eugenol were calculated as 84%,
70% and 35%, respectively by using of UV—-Vis analysis results. These results showed
that DPADX can be used as carrying agent for eugenol.

The antimicrobial activity of eugenol loaded DPADx was determined against Gram-
positive (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes and Enterococcus cesseliflour)
and Gram-negatif (Escherichia coli, and Salmonella typhimirium) bacteria by disc-
diffusion and agar dilution methods and showed good antibacterial effect.

2015, 117 p.

Keywords: tris(2-aminoethyl)amine, dextran, glycodendrimer, eugenol, antimicrobial
activity
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Sentezlenen karbohidrat merkezli dendrimer.
Sentezlenen glikoyapilar.
Ayrilan sentez (diverjent) yontemiyle dendrimer sentezi.
Dendrimerlerde ¢ekirdek, dal, u¢ grup ve jenerasyon sayis1 G3.
Sentezlenen N-Karboksietil kitosan dendrimeri.
Glikodendrimerler; karbohidrat ile kapli dendrimerler (a), karbohidrat
merkezli dendrimerler (b), karbohidrat bazli dendrimerler (c).
Mannoz ile fonksiyonellendirilmis G3-G6 PAMAM dendrimerleri.
G 3,5 PAMAM glukosamin dendrimeri.
Mannozlanmis sifir jenerasyonlu (G0) glikodendrimeri.
Yildiz PCL/glikopolimer biyohibrit sentezi.
G4-PAMAM dendrimerini kullanarak multivalent glikokonjugatlarin
sentezi.
Dekstran-dendrimer G 5 konjugatinin sentezi.
Amid (aseklofenak-dendrimer) ve esterin (asklofenak-dekstran)
hazirlanmasi.
G 2,5 PAMAM-kitosan dendritik yapisi.
PETIM dendrimeri sentezi.
Hiper dalli PAMAM-g-MPEG ile CdS QDs sentezi.
Dendrimer-protein-ilag yapisi.
G3 PAMAM-NH: klorambosil kondiigatinin yapist.
PAMAM-PEG-WGA-TTf bazli yapilarin ilag¢ tasimada kullanima.
Poli(laktik asit) mikrokapsiillerin optik mikroskop goriintiileri.
NaHA ve dendrimer arasindaki kovalent ¢apraz baglanma tepkimesi.
Caligmada kullanilan dendrimerlerin yapisi.
Suda ¢oziinebilen kuaternize kitosan PAMAM .
RAFT inimer polimerizasyonun sentez yolu.
Glikan monomerleri proGal-M (3) ve proGal-A (4) i¢in sentez yollart.
Farkl1 yag- poli-(¢-kaprolakton) bilesimi sonucu olusan yapilarin SEM
goriinttleri.
Eugenol yiiklenmis farkli derisimde tripolifosfat ile hazirlanan kitosan
nanoparcaciklarinin TEM gortintiileri (a) %5 (b) %1 derisim.
Eucalyptus staigeriana bitkisi.
CS-PPI glikodendrimerinin sentez tepkimesi.
SEM fotograflari. Kitosan nano yapist (500 nm) (a) ve oreganol yagi
yiiklenmis kitosan nano yapis1 (1 um) (b).
Kekik yag ile poli(laktik asit) kapsiillerinin optik mikroskop ve kriyo-
SEM goriintiileri
Bazi dendrimer tiirleri.
Dendrimerlerin bazi uygulamalari.
Sentezlenen glikodendrimerlerin yapisi.
Sentezlenen glikodendrimerlerin yapisi.
TEM goriintiileri; kitosan (a), ZEO yiiklii kitosan (b).
Dekstran.
Eugenol (4-alil-2-metoksi-fenol).
DPADx’e eugenol yiiklenmesinin sematik gosterimi.
C1-C4 yapilarinin sentez semasi.
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Sekil 5.1.

C5-C7 yapilariin sentez semasi.

Eugenoliin DPADx’e yiiklenme sekilleri.

DPADx (C7) yapisinin FTIR Spektrumu.

DPADXx (C7) yapisiin *H-NMR Spektrumu.

DPADX (C7) yapisinin **C-NMR Spektrumu.

Dekstran, DPADx ve eugenol yiiklii DPADx’in XRD kirinim desenleri.
SEM goriintiileri, Dekstran (x110) (a), DPADx (x70) (b) DPADx
(x300) (c).

SEM goriintiileri, kontrol olarak hazirlanan DPADx (x100) (a) ve
Eugenol yiiklenen DPADx (x500) (b).

Dekstran, DPADx ve eugenol yiiklii DPADx’in DSC egrileri.

DPADx ve eugenol yiikli DPADx’in TGA termogramlari.

Tween 20 iceren eugenoliin metanoldeki ¢ozeltisi i¢in 426 nm’de elde
edilen standart dogrusu.

Kontrol (DPADx), eugenol ve %50 eugenol i¢geren DPADX yapisinin
disk diflizyon yontemine E.coli bakterisine karsi etkisi.

Hidrazin ile modifiye edilen poliamin yapisi1 ve dekstran ile
glikodendrimer sentezi.
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Yedi adimda sentezlenen iiriinler ve bazi 6zellikleri.
Sentezlenen yapilarin FTIR spektrum sonuglari.

DPADx, eugenol ve eugenol yiiklenmis yapilarin FTIR
spektrum sonuglari.

Sulu ¢ozeltide 10,2 mg/mL derisimdeki 6rneklerin 35° C’de
GPC sonuglari.

Sentezlenen yapilarin C/H/N bilesimleri.

Dekstran ve DPADx yapisinin ¢oziiniirliik testi sonuglari.
Dekstran ve segilen c¢oziiciiler igin ¢ozintirliik parametresi
degerleri.

Dekstran ve DPADX’in Sulu ¢ozeltilerinin 25 °C’de olgiilen 7
ve [77] degerleri.

DSC egrilerinden elde edilen 1s1l gegis sicakliklari.

TGA termogramlarindan elde edilen bozunma sicakliklar1 ve
% agirlik kaybi degerleri.

DPADx’e eugenol yiiklemesiyle ilgili hesaplanan parametreler.
Kullanilan bakterilere kars1 eugenol yliklenen DPADX yapisinin
MIK degerleri.

Sentezlenen liriinler ve bazi 6zellikleri.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi
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1. GIRIS

Dendrimer, genellikle yiiksek derecede yiizey fonksiyonelligi saglayan, oldukga dall1
3 boyutlu yapisi ile karakterize edilebilen makromolekiil olarak tanimlanmaktadir.
Dendrimerler 21. yiizyilin polimerleri olarak anilmaktadirlar. Dendrimer kimyasi
konusundaki ilk ¢alismalar 1978 yilinda Fritz Vogtle ve arkadaslart (Vogtle ve ark., 1978)
tarafindan “kademeli (cascade)” adim1 verdikleri molekiillerin sentezlenmesiyle
baslamistir. 1985°te, Donald A. Tomalia, (Tomalia, 1985) ilk dendrimeri sentezlemistir.
Dendrimer kelimesi, Yunancadan agaglar anlamina gelen ‘dendri’ ve kisim anlamina
gelen ‘mero’ kelimelerinden gelmektedir Ayni zamanlarda, Newkome grubu (Newkome
ve ark., 1985) bagimsiz bir sekilde benzer makromolekiilleri sentezlediklerini
acgiklamislardir.

Dendrimerler yeni gelisen nanoteknolojide ¢ok Onemli rol oynamaktadir.
Dendrimerlerin agaca benzer yapilart ve ylizey fonksiyonellikleri, bunlarin
nanodl¢eklerde ¢ok kullanisli yapr elemanlar1 ve tasiyict molekiiller olmalarini
saglamaktadir (Sarkar ve ark., 2005). Diger yapilarla karsilastirildiginda dendrimerlerin,
boyutlar1 ve diisiik polidisperslikleri nedeniyle de daha ¢ok tercih edildigi bildirilmistir
(Turnbull ve ark., 2002).

Polimer kimyasi1 dalinda son 20 yildir yeni bir makromolekiiler sistem sinifi olarak
ortaya ¢ikan dendrimerler tip alanindaki uygulamalari, boyutlari, kolay hazirlanmalari,
fonksiyonel olmalar1 ve bir¢ok ylizey grubunu bir arada barindirmalar1 nedenleriyle
oldukea ¢ekicidirler. Ozellikle, yapilarinda karbohidrat birimi igeren glikodendrimerlerin
hiicreleraras1 tanima 06zelligi iceren protein-karbohidrat arastirmalart i¢in ilgi ¢ekici
oldugu bilinmektedir. (Turnbull ve ark., 2002).

Namirtt ve Atav (2011)’m belirttigine gore, dendritik mimari aslinda, evrensel
biyolojik sistemlerin bircogunda gozlemlenen yaygin topolojilerden biridir. Bu modeller
neredeyse tim boyutsal uzunluk Olgiilerinde bulunabilmektedir. Bunlardan metre ile
Olciilebilenler agaglarin dallar1 ve kokleri, milimetre ve santimetre ile dlgiilenler insan
anatomisinde bulunan ciger, bobrek gibi yapilar, nanometre ile dlgiilenler ise beyinde
bulunan noéronlardir. Biitlin boyutsal uzunluk o6l¢iilerindeki bu biiyiik benzerligin
nedenleri tamamen agik degildir. Fakat bu yapilarin optimum enerji agiga ¢ikarmak ve
dagitmak iizere maksimum ara yiizey olusturmak i¢in zaman i¢inde evrimlestigi tahmin

edilmektedir (Esfand ve Tomalia, 2001). Dallanmis makromolekiiller ya da dendrimerler



hem yenilik¢i kimya hemde yenilik¢i uygulamalar baglaminda zengin bir arastirma

kaynagi sunmaktadir (Roscade ve ark., 2007).

[k sentezlemelerinden sonra, neredeyse 40 yildir dendritik molekiiller iizerine ~111
kitap, ~10000 yayin ve ~2000 dendritik yapilarin sentezi ile ilgili olmak {izere ~6000
patent bulunmaktadir. Bu deger giin gegtikce artmaktadir. [https://scifinder.cas.org].

Dendrimerlerin 6zellikleri (¢oziiniirliik, kimyasal aktiflik, cams1 gegis sicakligi, optik
Ozellikler vb.) molekiil agirlig1 arttikca son gruplarin 6zelliklerine bagli olarak kontrol
altinda tutulabilir. Dendrimerlerde jenerasyon artik¢a yan grup sayist da artmaktadir. Bu
Ozelliklerin bir arada bulunmasi dendrimerlere ¢ok yonliiliikk kazandirmaktadir (Frechet

ve Tomalia, 2001).

Dendrimerlerin u¢ gruplarim1 kimyasal modifikasyona ugratarak ozelliklerini
degistirmek miimkiindiir (Froehling, 2001). Sunulan tez calismasinda ug¢ gruplar
dekstranla modifiye edilmistir. Dekstranin hidroksil icerigi, bu polimerin ¢ok hidrofilik
ve diger molekiillere baglanabilmesi i¢in kolay modifiye olmasini saglar. Dekstran
polimerinde, zincirdeki her monomerde fonksiyonel -OH gruplari mevcuttur.
Monomerlerin, tiirevlendirme tepkimesine katilan en az ti¢ -OH grubu bulunmaktadir.
Dekstranin bu dogal yapisi, polimer zincire pek ¢cok bolgeden baglanmayi saglamaktadir.
Dekstran biyouyumlu ve biyobozunur bir polimerdir. Bu 6zelliginden dolay1 dekstran ve
tirevleri yapay kan ve ilag tasiyicilari olarak kullanilmaktadir (Liu ve ark., 2012).
Polimerik ilag¢ tasiyicilar1 ve hidrojeller gibi spesifik uygulamalarda, ¢esitli kimyasal
modifikasyonlar ile dekstrandan yararlanilmaktadir (Ribeiro ve ark., 2013). Dekstran
aldehit esnek bir polimerdir ve ¢apraz bagli immobilize enzimlerde, hidrofilik ortamlarin
olusturulmasinda ve makromolekiillerle desteklerin etkilesimlerini  azaltmada
kullanilmaktadir (Betancor ve ark., 2004). Dogal biyomalzeme olarak polisakkaridlerin
kararli, giivenli, toksik olmayan, hidrofilik ve biyolojik olarak pargalanabilir olmalarina
ek olarak, polisakkaritler dogada bol kaynaklara sahip olup islenmeleri diisiik maliyetlidir
(Soppimath ve ark., 2001).

Son yillarda alternatif tibbin bir dali olarak goriilen aromaterapiye karsi duyulan ilgi,
ucucu yag kullanimini da artirmistir. Eterik yaglar, terapilerde uygulanan masajlarda ya
da rahatlatict banyolarda kullanilmaktadir. Bunun disinda ugucu yaglar yaygin olarak
parfiim, kozmetik, gidalarda koruyucu olarak, tibbi amacli, ev temizlik {irtinlerinde, bitki

zararlilarina ve yabanci otlara karsi da kullanilmaktadir (Nerio ve ark., 2010).
2



Bazi baharatlar ve bitkilerden elde edilen ugucu yaglar, sahip olduklar
antimikrobiyel aktiviteden dolay1 gida sanayinde kullanilan dogal olmayan koruyucu
maddelere alternatif olabilirler. Bu bilesiklerin gida katkilar1 gibi kullanilmalariyla, gida
zehirlenmelerine neden olan patojenlerin gelismesini 6nlemede ya da gida bozulmalarini
geciktirmede Onemli paylar1 vardir (Martins ve ark., 2014). Dogal antimikrobiyal
bilesiklerin kullanimi sadece gidalarin dayanikli hale getirilmesinde degil, ayn1 zamanda
mikrobiyel bitki ve insan hastaliklarinin kontroliinde de 6nemlidir (Evren ve Tekgiiler,

2012).

Eugenol yaygin olarak kozmetikte ve aym1 zamanda tipta yerel antiseptik ve
uyusturucu olarak kullanilmaktadir. Arastirmacilar tarafindan antioksidan oldugu ve agri
kesici 6zelligi oldugu da tespit edilmistir. Gida endiistrisinde dondurma ve seker gibi
tiriinlerde lezzet verici olarak ve giiclii kokusundan dolayr baharat olarak kullanilir.
Cesitli calismalarda eugenoliin Staphlococcus aureus, Escherichia coli, Campylobacter
jejuni, Vibrio parahaemolyticus, Listeria monocytogenes, Samonella enterica ve
Helicobacter pylori gibi bakterilere karsi antibakteriyel oldugu vurgulanmistir (Leite ve
ark., 2007; Moon ve ark., 2011).

Sunulan ¢alismada dogal antimikrobiyal madde olan ve 6zellikle karanfil yagindan
elde edilen eugenoliin etken madde olarak kullaniminin arttirilmasi amaciyla dekstran
kapli bir poliamin glikodendrimerinin tasiyict sistem olarak sentezlenmesi
gerceklestirilmistir. Eugenol yiiklenen DPADx yapisinin toz forma doniistiirilmesiyle;
eugenol ucucu yagimin gevresel faktorlere karsi (6rnegin, oksijen, 151k, nem ve pH)
korunmasini ve kullanim potansiyelinin arttirilmasi hedeflenmistir. Ayrica glikodendritik
yapinin ve eugenol yiikklenmis yapmin Gram-negatif (Escherichia coli ve Salmonella
typhimirium) ve Gram-pozitif (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes ve
Enterococcus cesseliflour) bakterileri kullanilarak biyolojik aktivitesi disk difiizyon ve

agar diliisyon yontemleriyle test edilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Dubber ve Lindhorst, (1998) allil o-D-glikopiranozili 2,3,4,6-tetra-o-allyl-a.-D-
glikopiranosid ile perallillemis ve allil eter fonksiyonunun zengin kimyasinin avantajini
kullanarak ahtapot tipini diizgiin fonksiyonlu ara yapisi olarak diisiiniilen glikozitlerin bir
dizisine donistiirmislerdir. Boylece farkli halka uzunluklarindaki pentalaldehitleri, penta

alkolleri, pentaamin tiirevli karbohidrati1 sirasiyla ozonlama, indirgeyici aminleme,

hidroborasyon ya da sisteaminin fotokatilmasi ile elde etmislerdir (Sekil 2.1).

Bu yeni ¢ok dalli glikozitlerin, karbohidrat merkezli dendrimerlerin ve

glikogruplarin sentezleri i¢in faydali ¢ekirdek molekiiller oldugu sonucuna varmislardir.
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Sekil 2.1. Sentezlenen karbohidrat merkezli dendrimer.




Glikozitler, karbohidrat merkezli yapilar i¢in, seker halkalarinin biitiin hidroksil
gruplarinin modifiye edilmesi ile ¢ekirdek molekiil olarak diisiiniilmistiir (Sekil 2.2).
Pavlov ve ark., (1999) c¢alismalarinda laktodendrimer sentezlemislerdir.
Poli(propilen imin) dendrimerlerinin hidrodinamik O6zelliklerinden yararlanilarak dis
yiizeylerine  f-laktoz modifiye etmislerdir. Bu sentetik laktodendrimerlerin molekiiler
agirliklart 1900-45000 Da arasinda degismektedir. Sentezlenen bu laktodendrimerlere ait
sedimantasyon hizi, doniisiimsel diflizyon ve viskozite oOlglimlerine bakmuiglardir.
Dendrimer iskeletinin ucuna kararli amid baglariyla f-laktoz baglamislar ve dogrulugunu

MALDI analizi ile yapilmiglardir.

Hong ve ark., (1999) migrin yaginin mikrokapsiilasyonu iizerine yaptiklari
calismada melamin formaldehiti duvar materyali olarak kullanmiglardir. Film seklinde ya
da liflerin kaplanmasinda kokulu yagin dayamikliligmin arttirilmasi amaglanmistir. Ilk
asamada polimer duvarinin olusturulmasi i¢in melamin formaldehit 6n polimeri
hazirlanmistir. Bu 6n polimer emiilgator ile beraber sulu soliisyona eklenmistir. Cekirdek
materyali olarak migrin yag1 kullanilmistir. Mikroemiilsiyonun olusturulmasi i¢in migrin
yagt sulu ¢ozeltisine eklenmistir. Isitma islemiyle ve ¢ozeltinin pH’sim1 3’e diisiirerek

asitligi arttirarak, polimerin ¢apraz bag yapmasi saglanmistir.

Klajnert ve Bryszewska, (2001) ilk sentezlenen dendrimerlerin PAMAM
dendrimerleri oldugunu ve Starburst (yildiz yagmuru) dendrimerler olarak
adlandirildigini belirtmislerdir. Ayrica diverjent (ayrilan sentez) yontemiyle dendrimer
sentezini agiklamiglardir (Sekil 2.3). Dendrimerin ¢ok fonksiyonlu bir ¢ekirdek
molekiiliinden digartya dogru biiyiidiigiinii belirtmislerdir. Ayrilan sentez yonteminde;
cekirdek molekiilii ilk jenerasyon dendrimerini verecek sekilde tek reaktif ve iki baskin
grup iceren monomer molekiilleri ile tepkimeye girmekte ve daha sonra molekiiliin yeni
dis ylizeyi tepkime i¢in daha ¢ok monomerle etkilesime girdigini ve bu proses ile pek ¢ok
jenerasyon i¢in tekrar edilerek tabaka tabaka bir dendrimer olusturulabilecegini ifade

etmislerdir.
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Sekil 2.3. Ayrilan sentez (diverjent) yontemiyle dendrimer sentezi.

Frechet ve Tomalia, (2001) dendrimerlerin, azot gibi bir baslangi¢ atomundan
insa edildigini ve karbon ve diger elementlerin, kiiresel dalli yapi olusturmak iizere
tekrarlanan bir seri kimyasal tepkime ile baglangi¢ atomuna eklendiklerini belirtmislerdir.
Dendrimerleri, Sekil 2.4’deki gibi ii¢ farkli mimari yapiyla aciklamislardir: baslatict
cekirdek, ic tabakalar (jenerasyon ya da nesil) ve dis tabaka (u¢ grup fonksiyonelligi).
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Sekil 2.4. Dendrimerlerde ¢ekirdek, dal, u¢ grup ve jenerasyon sayisi (G3).

Shigemasa ve ark., (2002) dendrimer iskeleti elde etmek igin tetractilen glikolii
iki farkli yaklagimla degistirmislerdir. Tetraetilenglikol kollu PAMAM dendrimerleri
(G=1-3) sentezlemisler ve N-alkilleme ile kitosana baglamiglardir. Kitosan molekiilleri
tizerine dendrimerlerin siibstitlisyon derecesi 0,03-0,18’dir. Her bir jenerasyonun sialik

asit artig1 bagli PAMAM dendrimerini kitosana baglamiglardir.



Sashiwa ve ark., (2002) calismalarinda Michael tepkimesiyle kitosan ve metil
akrilattan hazirlanan N-karboksietil kitosan metil esterini 2 (kitosan tekrarlanan birimi
basina siibstitiisyon derecesi 1,2) diaminle tepkimeye sokmuslar ve suda ¢oziinen bir iiriin
elde etmislerdir. Diamin biyiikliigiiniin stibstitiisyon derecesini 0,64-0,94 arasinda
bulmuslardir. Asetal u¢ gruplu PAMAM dendrimerlerini estere baglamislar ve capraz
baglanma olmaksizin N-karboksietil kitosan dendrimeri elde etmislerdir. (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Sentezlenen N-karboksietil kitosan dendrimeri.

Turnbull ve ark., (2002) glikodendrimerleri, yapilarinda karbohidrat bulunduran
dendrimer olarak tanimlamiglar ve karbohidrat ile kapli, karbohidrat bazli ve karbohidrat
merkezli dendrimerler olarak ii¢ simifa aymrmislardir (Sekil 2.6). Karbohidrat kapl
dendrimerleri cogunlukla PAMAM ve PPI dendrimerinin olusturdugunu bildirmislerdir.
Bu iki tiir dendrimerin, iire, tiyolire ve amit baglar1 yoluyla glikozil tiirevleri ile modifiye
edildigini sOylemislerdir. Karbohidrat merkezli dendrimerler i¢in siklodekstrinlerin,
farkl1 bir ¢ekirdek olusturdugunu ve bu tip molekiillerin, hedefe yonelik ilag tagima icin
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tasarlandigin1 belirtmislerdir. Karbohidrat bazli dendrimer sentezine dogal glikozit
baglari, peptit baglanma tepkimeleri ya da aminlerin indirgenmesi gibi Ornekler

vermiglerdir.

A

(@ ®) ©

Sekil 2.6. Glikodendrimerler; karbohidrat ile kapli dendrimerler (a), karbohidrat

merkezli dendrimerler (b), karbohidrat bazli dendrimerler (c).

Ovez ve Yiiksel, (2002) menekse, limon ve seftali parfiimlerinin oksidasyona
kars1 korunmasini saglamak amaciyla, parfiimlerin ¢apraz bagli mikrokapsiillerden yavas
salinmasi iizerine ¢alisma yapmislardir. Bu calismada jelatin ve arap zamki polimer
karisimlart kullanarak faz ayrilmasi yontemi ile mikrokapsiiller olusturulmustur.
Mikrokapsiillerin formaldehit ve formaldehit/iire ile ¢apraz bagh jelatin ve arap zamki
koaservatlar1 ortamindaki davraniglart menekse, limon ve seftali parfiimleri kullanilarak
incelenmistir. Yapilan incelemede, parflimlerin mikrokapsiil duvarindan zamana baglh
olarak karbontetrakloriir ortamina salinan derigimleri Olg¢iilmiistiir. Mikrokapsiil
duvarindaki formaldehit miktar1 arttikca mikrokapsiil duvarinda ¢apraz baglanmanin
artt1g1 buna paralel olarak mikrokapsiil iginde hapis olan yagin disariya ¢ikisinin geciktigi
yani mikrokapstillerden salim yapilan parfiim derisiminin azaldigi, formaldehit ortamina
tire ilave edildiginde ise bu salimin daha da azaldig1 gozlenmistir. Parfiim cinsine gore
yapilan degerlendirmede salimin menekse> limon>seftali yoOniinde azaldig

belirlenmistir.

Woller ve ark., (2003) mannoz ile fonksiyonellestirdikleri PAMAM dendrimerini
G3-G6 jenerasyonlarinda hazirlamislardir. Mannoz fonksiyonellesmesini stokiyometrik
ekleme ile kontrol etmis ve glikodendrimerleri NMR ve MALDI-TOF-MS ile karakterize

etmislerdir. Hemaglutinasyon deneylerini ve nicel ¢okelme deneylerini, dendrimerlerin
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goreceli aktivitesini belirlemek amaciyla kullanmiglardir. %50 mannoz igeren
dendrimerler Konkavalin A ile hemaglutinasyon Ol¢iimlerinde en yiiksek aktiviteyi
gosterirken, daha yiiksek mannoz derisimlerinde sterik etkiden dolayr lektin

baglanmasinda ciddi bir diisiis meydana geldigini bildirmislerdir. (Sekil 2.7).

G(3) — G[&
PAMAM

Sekil 2.7. Mannoz ile fonksiyonellendirilmis G3-G6 PAMAM dendrimerleri.

Holister ve ark., (2003) poliamido amin (PAMAM) dendrimerlerinin, baslatici
¢ekirdek olarak etilendiamin ya da amonyak kullanilarak divergent yontemi ile
sentezlendigini belirtmislerdir. Once metilen akrilatin primer amino grubu ile Michael
katilma tepkimesi sonra karbometoksi ara {irliniin biiylik miktarda etilendiamin ile
amidasyonunun tekrarlayici sirayla uygulanmasi sonucu olustugunu, 10. jenerasyona
kadar tiretilebildigini, dallandig1 noktada tersiyer amin ve kendi yapisi iginde dallanan

amit grubu igerdigini belirtmisglerdir.

Shaunak ve ark., (2004) anyonik G3,5 poliamidoamin dendrimerini kullanarak,
D(+)-glukosamin (GIcN) ve D(+)-glukosamin 6-sulfatin (6-O-GlcN) suda ¢oziinebilen
konjugatlarini sentezlemislerdir. Bu iki glikokonjugati, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
karbodiimid hidrokloriir ile pH 5’te sentezlemislerdir. Toplam aminosakkarit miktarini
!H-NMR ile tahmin etmislerdir. GIcN dendrimerlerinin lipopolisakkaritleri inhibe
yetenegi giiclii iken, hem dendrimer ¢ekirdeginin hem de GlcN dendrimer konjugatlarinin
etkisiz oldugunu bildirmiglerdir. Bunun dendritik GIcN yapisinin ¢apraz bagli reseptor
olmasindan kaynaklandigin1 séylemislerdir. Grup, bu iki sentetik makro molekiiliin,
dendrimerler gibi tanimlandigini ve antijiyonik 6zelliklerle tanimlandigini ve onlarin,

sinerjik olarak doku yaralanmalarinda kullanilabileceklerini belirtmislerdir (Sekil 2.8).



Sekil 2.8. G3,5 PAMAM glukosamin dendrimeri.

Touaibia ve grubu, (2007) Pd ve Cu katalizi ile klik yontemiyle pentaeritritol ve
bis- pentaeritritol iskeletini kullanarak mannozlanmis sifir jenerasyonlu (GO)
glikodendrimer sentezlemislerdir. Sentezledikleri yapilar1 FTIR, *H-NMR, BBC-NMR, iki
boyutlu NMR ile karakterize etmislerdir. Glikodendrimerlerin, fare monoklonal

antikorlar ile etkilesimini aragtirmiglardir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Mannozlanmus sifir jenerasyonlu (G0) glikodendrimeri.

Zhao ve ark., (2008) disiik toksisiteli ve diisiik derisimlerde, hiicreleri
biitiinlestirebilen dendrimer bazli yeni ¢ok degerlikli hiicreler arasi baglayicilar
sentezlemiglerdir. Bu amagla primer aminlerin metil akrilatlara katilmasi yoluyla 8, 16 ve
32 kollu dendrimer hidrazid sentezlemislerdir. Sentezledikleri yapilar1 FTIR, -
NMR, C-NMR ve MALDI-TOF ile karakterize etmiglerdir. Dendrimer hidrazidlerin,
yumusak doku miihendisligi, yenilenebilir ilag alani ve ¢ok degerlikli hiicre baglayicilik

i¢in etkili olarak kullanilabilecek ekonomik yeni bir sinif oldugunu vurgulamislardir.

Dai ve ark., (2009) bir dendrimer ¢ekirdekli yildiz poliamidoamin-b-poli(e-
kaprolakton)-b-poli(D-glukonamidoetil metakrilat) (PAMAM-PCL-PGAMA) blok
kopolimerini korumasiz glikomonomerin direkt atom transfer radikal polimerlesmesini
takip eden hidroksil uglu PAMAM baslaticis1 kullanarak 3-kaprolaktani halka acgilmasi
polimerlesmesiyle sentezlemislerdir. PAMAM-PCL-PGAMA’nin konkanavalin A ile
biyomolekiiler ve kendiliginden birlesme 6zelliklerini sirasiyla NMR, UV-Vis, dinamik
151k sacilmasi, TEM ile arastirmislardir. Elde ettikleri yildiz  kopolimer
nanopargaciklarinin yiiksek ila¢ yiikleme etkinligine sahip oldugunu ve dogrusal
benzerleriyle karsilastirildiginda daha az patlayict oldugunu belirtmislerdir. Bu
calismanin sadece bir dendrimer ¢ekirdekli yildiz PCL/glikopolimer biyohibrit sentezi
icin bir yontem saglamak degil ayn1 zamanda ayarlanabilir kiimelenme yetenekli, 1yi ilag

yiikleme etkinligine sahip ve hedeflenmis ila¢ salim sistemi i¢in kontrollii ilag salim
11



profiline sahip seker-yiiklii nanoparcaciklarin iiretimi i¢in de bir yontem sagladigini

belirtmislerdir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Yildiz PCL/glikopolimer biyohibrit sentezi.

Seah ve grubu, (2009) karbohidrat-karbohidrat etkilesimini agiklamak igin, G4-

PAMAM dendrimerini kullanarak multivalent glikokonjugatlar hazirlamislardir. Laktoz

fonksiyonellegsmesini  belirlemek

icin NMR ve

MALDI-TOF kullanmislardir.

Glikodendrimer ve laktoz melanom hiicre lipitleri arasindaki etkilesimin Langmuir tek

tabakali oldugunu bildirmislerdir. Bu karbohidrat-karbohidrat etkilesiminin Ca?*

varliginda oldugunu ve dendrimer iizerindeki karbohidrat yogunlugundan bagimsiz

oldugunu belirtmislerdir (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. G4-PAMAM dendrimerini kullanarak multivalent glikokonjugatlarin

sentezi.

Agarwal ve ark., (2009)’nin c¢aligmalarinin amaci antikanser ajani olan,
doksorubisin hidrokloriire PPI dendrimerlerinin nano 6lgekli ilag iletim iinitesi olarak
kullanim potansiyelini degerlendirmektir. Bu amacla dekstran konjuge edilerek PPI
dendrimerleri sentezlenmis, karakterize edilmis ve daha ileri uygulama olarak
doksorubisin ile kullanilmistir. Gelistirilen formiiliin karakterizasyonu FTIR, NMR ve
TEM calismalariyla yapilmistir. Dendrimer formiilasyonunun ¢esitli pH sartlarindaki in
vitro ila¢g salinimi ve hemolitik calismalar1 yapilmistir. Sentezlenen bu yeni
formiilasyonun emiliminin in vitro ortamda yavas oldugu bulunmustur. Konjuge dekstran
dendrimerinin serbest ilaca kiyasla hemolitik oldugu fakat bununla beraber daha ¢ok

sitotoksik oldugu bulunmustur. Ayrica yapilan hiicre ¢caligmalarinda tiimorlii hiicrelerin
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normal ilaca gore dekstran konjuge edilmis formiilasyonunu daha kolay aldig

goriilmiistiir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. Dekstran-dendrimer G5 konjugatinin sentezi.

Wang ve ark., (2009) dogal kokulu mikrokapsiillerin hazirlanmasi ve
karakterizasyonu tlizerine ¢alisma yapmislardir. Yapilan ¢alismada kabuk materyal olarak
etil seliiloz, ¢ekirdek materyal olarak da lavanta yagi kullanilmistir. Mikrokapsiiller
emiilsiyon-¢oziicii diflizyon yontemine gore hazirlanmistir. Partikiil blyiikligii dagilimi
ve kapstilasyon verimi analiz edilmistir. Yag fazinin su fazina orani, ¢ekirdek materyalin
kabuk materyale orani, poli(vinil alkol) derisimi ve karistirma hizi parametrelerinin
kapsiilasyona etkisi incelenmistir. Mikrokapsiillerin yapisinin ve morfolojisinin
incelenmesi amaciyla SEM ve FTIR analizleri yapilmistir. Sonuglar mikrokapsiillerin
kiiresel formda oldugunu ve ¢ogunlukla biiyiikliigliniin 1 mikrometre civarinda oldugunu

gostermistir. Kapsiilasyon veriminin ve yag tutma kapasitesinin yiiksek oldugu
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goriilmiistiir. Yapilan analizler sonucunda; yag-su fazi oraninin, ¢ekirdek materyalin

kabuk materyale oraninin, karigtirma hizinin optimum degerleri belirlenmistir.

Shrivastava ve ark., (2010) calismalarinda poli(amidoamin) (PAMAM-GO0)
dendrimerinin asklofenak (romatizmal artrit, osteoartrit etkili bir antibiyotik) konjuge
amid ve esterleri ile sifirinci jenerasyon dendrimer tiretmisler ve polimerik tasiyici olarak
da dekstran kullanmislardir. Hazirlanan konjugatlarin karakterizasyonu UV, TLC, HPLC,
IR ve 'H-NMR ile yapilmistir. /n-vitro hidroliz ¢calismalarinda dekstran ester konjiigatinin
pH=9"da daha hizl1 hidroliz oldugu ve pH=1,2 gastrik sivida rejenere ila¢ miktarinin sifir
oldugu, dekstran konjiigatinin ise PAMAM dendrimer konjiigatina gore daha kisa yari
Omiirlii oldugu bulunmustur. Yapilan deneyler sonucunda iilserli hastalar icin PAMAM
dendrimer ve dekstran (40kDa) konjugatlarinin aceclofenac antibiyotigi i¢in tasiyici

olarak kullanilabilecegi bulunmustur (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13. Amid (aseklofenak-dendrimer) ve esterin (asklofenak-dekstran)

hazirlanmasi.

Klaykruayat ve grubu, (2010) ug¢ grup olarak metil ester igeren katyonik hiperdalli
PAMAM sentezleyerek, bu yapiy1 kitosan ile modifiye etmislerdir. Siirekli tekrar eden
Michael katilmasi ve amidasyon ile PAMAM dendrimeri sentezlemislerdir. PAMAM
dendrimerini metil siilfat ile metilleyerek, metil ester ile sonlanan dendrimer (PAMAM-
ester) elde etmislerdir. Katyonik PAMAM esterinin kitosan ile modifikasyonunu oda
sicakliginda 5 giinde tamamlamislardir. Yapida meydana gelen degisikligi aciklamak icin

elementel analiz, FTIR, NMR, TGA ve XRD analizlerini uygulamislardir. Katyonik
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hiperdalli PAMAM-kitosan yapisinin modifiye edilmemis kitosana gore daha iyi
antimikrobiyel etki gosterdigini belirtmiglerdir (Sekil 2.14).

Sekil 2.14. G 2,5 PAMAM-kitosan dendritik yapisi.

Jain ve ark., (2010) toksik olmayan poli(propil eter imin) (PETIM) G3-COOH
dendrimeri sentezleyerek ila¢ saliniminda kullanilabilirligini arastirmislardir. Model ilag
olarak agr1 kesici ve ates diisiiriicii etkisi olan ketoprofen kullanmislardir. [lag-dendrimer
kompleksleri hazirlanarak FTIR ile analiz edilmis, ¢oziiniirliikleri ve in vitro ilag salim
Ozelliklerini aragtirmiglardir. Calismalarini istatiksel analiz ile desteklemislerdir. PETIM
dendrimerlerinin PAMAM dendrimerlerinden ¢ok daha az toksik oldugunu bulmuslardir.
Yaptiklar1 caligmalar sonucunda, PETIM dendrimerlerinin giivenli ve etkili bir sekilde

ilag salinimi i¢in kullanabilecegini ileri siirmiislerdir (Sekil 2.15).
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Sekil 2.15. PETIM dendrimeri sentezi.

Zhu ve ark., (2010) Hiper dalli PAMAM dendrimerinin g¢ekirdegini, poli(etilen
glikol) monometil eter kullanarak (MPEG), pH ya duyarli asilhidrazon baglar1 igeren
duble hidrofilik cok kollu hiper dalli polimer olan hiper dalli PAMAM-g-MPEG
sentezlemislerdir. Yapisal analiz igin NMR, FTIR, UV-Vis, floresans spektroskopisi,
DLS, TEM, EDS, tekniklerini kullanmislardir. pH’ya duyarli, ¢ok dalli hiperdalli
polimerin katyonik ¢ekirdege ve PEG u¢ gruplarma sahip oldugu icin CdS quantum

noktalarinin sulu ¢ozeltide sentezinde nanoreaktdr olarak basarili bir sekilde

kullanmislardir (Sekil 2.16).

HPAMAM -g-MPEGom HPAMAM-g-MPEGum/CdS QDs HPAMAM-NHNHZCdS QD5

Sekil 2.16. Hiper dalli PAMAM-g-MPEG ile CdS QDs sentezi.
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Del Toro-Sanchez ve ark., (2010) kekik yaginin antifungal bilesenlerinin
betasiklodekstrin kapsiillerinden kontrollii salimi {izerine c¢alisma yapmuslardir. f-
siklodekstrin kapsiiliinde tutulan bilesenlerin kontrollii salimi kapsiillerin yiiksek bagil
neme maruz birakilmasiyla miimkiin olabilmektedir. Kekik yagi, p-siklodekstrin
kapsiilleri ¢oktiirme yontemine gore elde edilmistir. Ugucu yagin kapsiillerden
ekstraksiyonu diklorometan kullanilarak ultrasonik yontem ile yapilmstir. Kekik yaginin
kapstilasyon oncesi ve sonrasi gaz kromotografisi analizine gore kekik yagindaki ana
bilesenin timol oldugu goriilmistiir. Alternaria alternata bakterilerine karsi kekik yaginin
beta siklodekstrin kapsiillerinin engelleyici etkisi diliisyon yontemi ve buhar fazi
ekstraksiyonu ile Olgiilmiistiir. Antifungal ucucu bilesenlerin kekik yagi olarak p-
siklodekstrin molekiilleri i¢inde kapsiillenmesi dogal antimikrobiyel saliminin kontrolii

i¢in bir alternatif olusturmustur.

Zhang ve calisma grubu, (2011) ilag tasiyici olarak kullandiklari sakkarit (D-
glukoheptono-1,4-lakton) son gruplu G3 PAMAM dendrimeri sentezlemiglerdir. Model
ilag olarak potansiyel antikanser ilact olarak metotreksak (MTX) i¢eren dendritik yapiy1
iceren polivalent konjugatlar1 basarili bir sekilde sentezlemis ve MALDI-TOF, GPC ve
'H-NMR ile karakterize etmislerdir (Sekil 2.17).

D OH
NH2 QL j,v\’( OH O‘H H Hmo\ﬂ‘\—’\‘_\ 0
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Sekil 2.17. Dendrimer-protein-ilag yapist.

Konjugatlarin safligim ve baglanma homojenitesini HPLC ile arastirmiglardir. ilag
dendrimer konjugatinin model protein FBP ile etkilesimini ylizey plazma rezonans ile

arastirmislardir.

Bielawski ve ark., (2011) c¢alismalarinda G3 PAMAM-NH: dendrimerinin
kemoterapi ajani olarak kullanilan klorambosil ile konjligatini sentezlemis ve sitotoksik

degerlendirmesini yapmuslardir. Uriiniin yap1 aydinlatmasinda, FTIR, MALDI-TOF-MS,
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'H-NMRve 'C-NMR kullanmiglardir. K&tii huylu meme kanseri hiicrelerinin

cogalmasini etkili bir sekilde engelledigi sonucuna varmiglardir (Sekil 2.18).
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Sekil 2.18. G3 PAMAM-NH: klorambosil konjugatinin yapisi.

He ve ark., (2011) ila¢ tasimada kullandiklari (PAMAM-PEG-WGA-Tf) bazl
yapilar1 sentezledikleri G4 PAMAM dendrimeri, poli(etilen glikol) (PEG) siiksinimidil
karbonat esteri, transferi ve bugday mikrop aglutinin (WGA) ile hazirlamislardir. Yapinin
icine doksorubisin ylikleyerek yapinin beyin tiimérlerini tedavisinde kullanilabilirligini
aragtirmislardir. TEM, 'H-NMR ile yap:1 aydinlatmasi, parcaciklarin biiyiikliiklerini
belirleyerek, zeta 6lglimlerini yapmislardir (Sekil 2.19).
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Sekil 2.19. (PAMAM-PEG-WGA-TY) bazli yapilarin ilag tasimada kullanimi.

Martins ve ark., (2011)’na gore mikroenkapsulasyon tatlar veya kokular ile ilgili
geleneksel uygulamalar iizerinde sayisiz avantajlar ortaya koymaktadir. Bu
caligmalarinda koaservasyon yontemi ile poli(laktik asit) icine kekik yagim
hapsetmislerdir. Kapsiillerin yapisini1 optik mikroskop ve lazer difraksiyon analiz cihaz1
ile incelemislerdir. Mikrokapsiillerin kiiresel sekilde ve parcacik boyutunun 36 um
oldugunu belirtmislerdir. Aym1 zamanda, yagin kapsiillerden salim hizini incelemis;
salimin ilk bir saat hizli oldugunu ve daha sonra yavasladigini bildirmislerdir.
Bilesimdeki polar yapilarin, apolar yapilara goére daha hizli salindigin1 ortaya
koymuslardir. Kekik yaginin ¢apraz bagl poli(laktik asit) membranindan difiizyonunun

mikrokapsiillerin morfolojik yapilarina bagimli oldugunu bildirmislerdir (Sekil 2.20).
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Sekil 2.20. Poli(laktik asit) mikrokapsiillerin optik mikroskop goriintiileri.

Abreu ve c¢alisma grubu, (2012) kaju zamki ve kitosandan olusturduklari
nanojelleri Lippia sidoides esansiyel yagi ile yiiklemislerdir. Kaju zamki derigimi ve
matriks i¢indeki yag igerigi gibi parametrelerin nanojel igerigine etkisini arastirmislardir.
Nanojellerin, morfolojileri, partikiil biiylikliigii dagilimi, zeta potansiyel degerlerini
incelemislerdir. Kimyasal yap1 degisimlerini arastirmak i¢in FTIR teknigini
kullanmiglardir. Yag salim 6zelliklerini incelemek i¢cin UV-Vis kullanmislardir. Gruba
gore en 1iyi sonuglar, matriks:yag 10:2; zamk:kitosan 1:1 ve % 5 zamk derisimi %11,8
yiikkleme ve %70 en yiiksek kapsiilasyon etkisini gdstermislerdir. Nanojellerin boyut
biiyiikliigiinii 335-558 nm civarinda bulmuslardir.

Han ve ark., (2012) oligosakkarit kisimlarinin kondensasyonu ile stearil amit lisin
dendrimerlerinden 3.  jenerasyon amfilik glikodendrimer sentezlemislerdir.
Glikodendrimerin yapisal analizi i¢gin NMR, FTIR, MALDI-TOF analizlerini
kullanmislardir. Sentezlenen dendrimerin yiiksek dereceden ANTI-HIV o6zelligi ile
birlikte diisiik sitotoksite gosterdigini belirtmislerdir. Hidrofobik stearil zincirine sahip
glikodendrimer, hidrofilik stilfat gruplu oligosakkaritlerin yilizey fonksiyonelligi ile yeni
bir biyomateryal gelistirmeyi umarak, hidrofobik etkilesimlerle hidrofobik yiizeylere

immobilize etmiglerdir.

Imae ve ark., (2012) NaHA ve PAMAM dendrimeri arasindaki kovalent gapraz
baglanma sekildeki gibi onermislerdir. Esmolar EDC (1-Etil-3-(3-Dimetilaminopropil)
karboimid) ve NHS (N-Hidroksi Siiksinimid) sulu NaHA ¢6zeltisine ekleyerek EDC’nin
NaHAdaki karboksilat grubunu aktif etmesini saglamiglardir. Daha sonra sulu PAMAM
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cozeltisini karisima ekleyerek, NHS-karboksilat dendrimerin u¢ amino grubu ile
birlesmesini saglamiglardir. Sentez {iriiniinii dinamik 1s1k sagilmasi, viskozite dlgtimleri

ve ylizey analizleri ile karakterize etmiglerdir (Sekil 2.21).
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Sekil 2.21. NaHA ve dendrimer arasindaki kovalent ¢apraz baglanma tepkimesi.

Ciolkowski ve ark., (2012) c¢alismalarinda dendrimerlerin yiizey
modifikasyonunun protein ile etkilesimine olan etkisini arastirmiglardir. Bu amagla
modifiye edilmemis G4 PPI, kismen ve tamamen maltoz ile kaplanmis G4 PPI
dendrimerleri ve anyonik G3,5 PAMAM dendrimerik yapilarin1 ve yumurta beyazi
proteini lizozimi model protein olarak kullanmislardir. Dendrimer ylizeyindeki maltoz
miktarmi *H-NMR uygulamast ile 20 {inite olarak bulmuslardir. Dendrimerlerin lizozimin

1s1l kararlihi@ina etkisini DSC ve sirkiiler dikroizm ile incelemislerdir. Lizozimin pozitif
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yiikli PPI ve negatif yiikli PAMAM ile giiclii etkilesime girdigini belirtmislerdir (Sekil
2.22).

PPI wNHz )32

HO
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Sekil 2.22. Calismada kullanilan dendrimerlerin yapisi.

Wen ve grubu, (2012) ayarlanabilir biiylikliikte ve iyilestirilmis anti bakteriyel
ozelliklere sahip suda ¢oziinebilen kuaternize kitosan PAMAM (CM-HTCC/PAMAM)
dendrimerini sentezlemislerdir. Sentezin ilk asamasinda amino grup sonlu PAMAM
dendrimerini tekrar eden Michael katilmasi ve amidasyon ile hazirlamislardir. ikinci
asamada ise CM-HTCC’deki karboksilik gruplart EDC/NHS ile aktivite ederek,
dendrimeri CM-HTCC ile modifiye etmislerdir. Dendritik yapiyr, FTIR, H-NMR,
elementel analiz ve XRD ile analiz etmislerdir. Tiirbidimetrik dl¢timler, yapinin suda iyi
¢cozlindiigiinii gostermistir. Yapinin ylizey analizini TEM ile yapmislardir. Yapinin
HTCC ile kiyaslandiginda daha yiiksek antibakteriyel 6zellik gdsterdigini bildirmislerdir
(Sekil 2.23).
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Sekil 2.23. Suda ¢oziinebilen kuaternize kitosan PAMAM (CM-HTCC/PAMAM).

Wei ve ark.,, (2012) Suda c¢oziinebilir hiperdalli glikopolimerleri, RAFT
polimerlesmesi ile sentezlemislerdir. iki yeni RAFT inimerleri, 2- (metakriloksi) etil 4
siyano- 4- (fenil karbotiyonil tiyo) pentonat ve 2- (3- (benzil fenil karbotiyonil tiyo)
propanoksi) etilakrilat, sentezleyerek hiperdalli glikopolimerlerin  sentezinde
kullanmuslardir. 1ki galaktoz bazli, sakkarit monomerleri olan 6-0-metakriloill,2;3,4-di-
O- isopropiliden- D- galaktopiranoz (proGal-M) ve 6-0-(2’-akrilamido-2’- metil
propanoat)- 1,2:3,4-di-O- isopropiliden- D - galaktopiranoz (pro Gal-A) kullanmiglardir.
Hiperdalli poli(proGal-M) dogrusal poli(pro Gal-A) ve hiperdalli poli(proGal-A)
sentezlemigler ve polimerlesme kinetiklerini belirleyerek karsilastirmiglardir. Dalli
glikopolimerlerin polisakkaritlere benzedigi sonucuna varmislardir. Sentez iirtinlerin yap1

aydinlatmasinda, GPC, MS, *H-NMR ve ¥C-NMR kullanmuslardir (Sekil 2.24-25).
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Sekil 2.24. RAFT inimer polimerlesmesinin sentez yolu.
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Sekil 2.25. Glikan monomerleri proGal-M (3) ve proGal-A (4) i¢in sentez yollari.

Liu ve ark., (2012) hazir aldiklari, farkli jenarasyonlu (G1-G5) PAMAM
dendrimerlerini hidrazidleyerek, PAMAM-hidrazid yapilarini olusturmuslardir. Hidrazid
ve indirgen glikanlar arasindaki kolay reaksiyondan faydalanarak, PAMAM-Hidrazid
yapilarin1 ayri ayri glukoz, mannoz, galaktoz, N-asetilglukozamin ve laktoz sakkarit
molekiilleri ile modifiye etmislerdir. Sakkarit ile konjuge ettikleri iirlinlerin, biyolojik
fonksiyonlarimi ve potansiyel kullanimlarini arastirmak i¢in, farkli glikodendrimerlerin
lektin proteini ve HepG2 hiicreleri yiikleme kapasitelerini arastirmiglardir. En iyi
yiikleme kapasitesinin N-asetilglukozamin ile modifiye edilmis glikodendrimer oldugunu

belirtmislerdir.

Wau ve ark., (2012) kimyasal yapisi birbirine benzeyen timol ve karvakrol sivi-sivi
dispersiyon yontemi ile zein nano parcaciklari i¢ine kapsiillenmistir. Ug¢ farkli pH’nin
nano pargaciklarin yapisina, morfolojisine, antibakteriyel ve antioksidan ozelligine
etkisini arastirmiglardir. Biitlin nanopargaciklar1 suda iyice disperse edilmistir.
Liyofilizasyondan sonra, yapilarin asidik ortamda film formuna gelebildigi, bazik ve
notral ortamda nano parcacik olarak kaldigi belirlenmistir. Antioksidan 6zelligi 2,2 di
fenil-1-pikril hidrazil ve demir iyonu sayim yontemi ile arastirilmistir. Partikiil boyutu ve

morfolojisi SEM teknigi ile arastirilirken, zein, esansiyel yag ve nano pargaciklarin

25



kimyasal yapisindaki degisimler FTIR teknigi ile arastirilmistir. Calisma sonuglari,
kullanilan esansiyel yaglarin kapsiillenmesinin gida korumasinda etkili bir sekilde

kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Varona ve ark., (2013) calismalarinda lavanta esansiyel yagini molekil agirlig
4000 g/mol olan poli-(&-kaprolakton) iginde hapsetmislerdir. Lavanta esansiyel yaginin
bilesiminin GC-MS ile linalool/n-heksenal ve linalil acetat-/ n-heksenal oldugunu
bildirmislerdir. Mikrokapsiillerin lazer difraksiyon yontemi ile boyut biiyiikliigii ve SEM
cihaz1 ile yiizey morfolojisini arastirmiglardir. 100-700 pm biiyiikliikkte olan

mikrokapsiillerin kiiresel yapida oldugunu bildirmislerdir. Kapsiilasyon etkisinin yag-

poli-(e-kaprolakton) bilesimi ile dogrusal arttigini gostermislerdir (Sekil 2.26).

Sekil 2.26. Farkli yag-poli(e-kaprolakton) bilesimi sonucu olusan yapilarin SEM

goriintiileri.

Ciobanu ve ark., (2013) bu caligmada buhar fazi ekstraksiyon yontemi ile
aromatik bilesiklerinin siklodekstrin polimerlerinden salinimi incelenmistir. Mentha
piperita esansiyel yagi sokshlet ekstraksiyonu ile elde edilmis ve baslica bilesik
tanimlanmas1 GC-MS ile belirlenmistir. Baslica bilesenleri mentol, menton, pulegon ve
oksliptol olarak bildirilmistir. Farkli siklodekstrinlerin ve siklodekstrin polimerlerinin
kat1 fazda ve sulu ¢ozelti ortaminda kompleks yapma yetenekleri ve tutma 6zellikleri
arastirilmistir. Siklodekstrin tlirevlerinin aromatik bilesiklerin kontrollii salim profili, -
siklodekstrin profili ile karsilastiriimistir. Elde edilen sonuglar, Mentha piperita esansiyel
yaginin gida ve aromaterapi uygulamalari icin kontrolli salimim yontemi ile

kullanilabilirligini gostermistir.

Woranuch ve Yoksan, (2013) bu ¢alismada emiilsiyon-iyonik ¢apraz baglanma

yontemiyle capraz baglanan kitosan nanopargaciklari i¢inde kapsiillenen eugenoliin
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termal dengesini iyilestirilmistir. Yiikleme kapasitesine eugenoliin baslangi¢ derisiminin
etkisi ve kullanilan tripolifosfat derisiminin etkisi arastirilmistir. Eugenol yliklemesinin
morfoloji ve kitosan nano parcaciklari iizerinde ylizey degisimi TEM ile incelenmistir.
Yag yiiklenmis pargaciklar FTIR, TGA/DTG, DLS ve zeta potansiyel Olgiimleri ile
karakterize edilmistir. Sonuglar, eugenol yiiklii nano parcaciklarin gida paketlemelerini
de iceren biyoaktif plastikleri de iceren gesitli termal siire¢lerde antioksidan olarak

kullanilabilecegini gostermistir (Sekil 2.27).

Sekil 2.27. Eugenol yiiklenmis farkli derisimde tripolifosfat ile hazirlanan kitosan
nanoparcaciklarinin TEM gortintiileri (a) %5 (b) %1 derisim.

Janaszewska ve ark., (2013) calismalarinda G4 PAMAM dendrimerlerinin
yiizeylerindeki toksiteyi azaltmak i¢in; 4-karbometoksipirolidon ile modifiye ederek;
PAMAM-pirolidon yapilarin1 olusturmuslardir. Yapilarin sitotoksik aktivitelerini
6lgmiiglerdir. PAMAM-pirolidon yapilarinin en az sekilde sitotoksik oldugunu ifade

etmislerdir.

Ribeiro ve ark., (2013) ¢alismalarinda Eucalyptus staigeriana esansiyel yaginin
bilesimini GC-MS ile belirlemislerdir. Baslica bilesenleri %72,9 limonen, %9,5 cineol,
% 4,6 0-cimen olarak bulmuslardir. Esansiyel yagi ve tween 80 2:1 oraninda karigtirarak
%4 kitosan ¢ozeltisine ekleyerek karistirmislar ve 10 dakika iginde yag kapsiillenmis

kitosan jel formunda elde etmislerdir. Eucalyptus staigeriana yaginin kimyasal bilesimi
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ve kitosan matriksinden salinim profilini pH 1, 2 ve 7’de arastirmiglardir. Eucalyptus
staigeriana kapsiillemis capraz bagli kitosan yapisinin in vivo ve in vitro (bagirsak

solucanlarina kars1 aktivitelerini (antelmintik) kanitlamiglardir (Sekil 2.28).

Sekil 2.28. Eucalyptus staigeriana bitkisi.

Sadeghi-Kiakhani ve ark., (2013) biyouyumlu absorban olarak kitosan-PPI (CS-
PPI) glikodendrimerini sentezlemislerdir. Yapiyr FTIR ve NMR ile aydinlatmislardir.
Sonug olarak kimyasal baglanmanin modifiye edilmis kitosanin karboksil grubu ile PPI
dendrimerinin  NH2 gruplart arasinda gergeklestigini  kanitlamiglardir.  Yiizey
morfolojisini SEM ile incelemislerdir. Biyouyumlu dendritik yapinin reaktif siyah (RB5)
ve reaktif kirmizi (RR198) boyar maddelerini model boya olarak kullanarak sudan reaktif
tekstili  boyar maddelerinin ayrilmasinda  kullanilabilirligini  arastirmislardir.
Adsorpsiyona pH’m, derisimin, etkilesme zamaninin ve sicakligin etkisini
incelemislerdir. Adsorpsiyon sonuglarina gore, dendritik yapinin ayirma performansini
%97-99 olarak ve adsorpsiyonun Langmuir izotermine uygun oldugunu bildirmislerdir.
Adsorpsiyon kapasitesini, RB5 igin 625,0 mg/g ve RR198 i¢in 588,2 mg/g olarak
vermislerdir (Sekil 2.29).
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Sekil 2.29. CS-PPI glikodendrimerinin sentez tepkimesi.

Banerjee ve ark., (2013) calismalarinda Zanthoxylum limonella yag: yiiklenmis
karbohidrat polimeri-protein blendlerinden olusan mikrokapsiiller, emiilsiyon ¢oziicii
uzaklastirma yontemi ile hazirlanmistir. Deney sonuglari, i¢ sulu alginat faz hacmi, dis
sulu jelatin faz hacmi ve dis sulu jelatin faz hacmindeki siirfaktan derisiminin
mikrokapsiil 6zellikleri i¢in olduk¢a 6nemli oldugunu gostermistir. FTIR sonuglariyla
kapstillenen yag ve karbohidrat polimeri-protein molekiilleri ile arasindaki kimyasal
etkilesim kanitlanmistir. DSC teknigi, mikrokapsiil i¢indeki yagin antioksidan 6zelligini
gostermistir. Yag yiiklenmis mikrokapsiillerin diizgiin ve kiiresel sekilde oldugu SEM
analizi ile kanitlanmistir. Zanthoxylum limonella yaginin mikrokapsiillerden salim profili

UV-Vis ile arastirilmistir.

Wang ve grubu, (2013) perilen bisimid tiirevi, a-D-mannoz ile fonksiyonellesmis

yeni bir glikodendrimer tiirli sentezlemistir. Sentezledikleri yapiyt NMR spektroskopisi
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ile karakterize etmislerdir. Konkavalin A karbohidrat-lektin etkilesimlerini incelemek ve
mannoz kalintilar ile segici baglanmay1 agiklamak i¢in sik¢a kullanilan model lektin
tiiridiir. Glikodendrimerin Kon A ile etkilesimini ve inhibitor etkisini CD spektra,

tiirbidimetrik 6l¢limler ve enzim bagl lektin 6l¢timleri ile belirlemislerdir.

Hosseini ve ark., (2013) caligmalarinda oreganol esansiyel yaginin kitosan
nanoparcaciklari ile kapsiillenmesini suda yag emiilsiyonu, ardindan kitosanin sodyum
trifenilfosfatla iyonik jellesmesi ile olmak {izere iki adimda gergeklestirmislerdir.
Kapsiilasyonun gergeklestigini FTIR, UV-Vis spektroskopisi, TGA ve XRD yontemleri
ile ispatlamislardir Elde edilen nano yapilarin diizenli dagilimda, kiiresel sekilde
oldugunu ve 40-80 nm boyutlarinda oldugunu SEM ve AFM teknikleri ile ortaya
koymuslardir. TGA teknigi ile baslangi¢ kitosan miktar1 0,1-0,8 g iken kapsiilasyon

etkisini %21-47 ve yiikleme kapasitesini %3-8 olarak belirlemislerdir. Ayni zamanda

salim karakteristigini de arastirmiglardir (Sekil 2.30).

Sekil 2.30. SEM fotograflari. Kitosan nano yapist (500 nm) (a) ve oreganol yagi
yiiklenmis kitosan nano yapist (1 pm) (b).

Leng ve ark., (2013) PAMAM pargalarini igeren yeni kitosan tiirevlerini (CS-
PAMAM) sentezlemis ve FTIR, NMR ile karakterize etmislerdir. Dendritik yapilarin
morfolojik 6zellikleri, boyut biiyiikliigli ve zeta potansiyelini aragtirmiglardir. Daha sonra,
CS-PAMAM tarafindan kapsiillenen antikanser ilag metotreksak yapilarii hidrofobik-
hidrofilik etkilesimden faydalanarak hazirlamislardir. Dendritik yapinin ilag¢ salimiminin

pH’dan bagimsiz oldugunu bildirmislerdir. CS-PAMAM yapisinin hiicreler lizerindeki
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diisiik toksisiteden dolay1 ilag saliniminda rahatlikla kullanilabilecegini sdylemisglerdir.
Sonug olarak dendritik yapinin, suda ¢éziinmeyen ilaglarin tasinmasinda kullanima uygun

oldugunu vurgulamislardir.

Fernandes ve ark., (2014) calismalarinda, sprey kurutma ile kurutulan biberiye
ucucu yaginin farkl tastyicilar ile taginmasinin etkisini arastirmiglardir. Duvar materyali
olarak, arap zamki, inulin, maltodekstrin ve modifiye edilmis nisastay1r ayr1 ayri ve
kismen modifiye ederek kullanmiglardir. Kapsiilasyonu emiilsiyon yontemi ardindan
sprey kurutma yontemi ile saglamiglardir. Kapsiillerin nem igerigini, 1slanabilirligini,
¢Oziinirliglinl, yag igerigini, camsi gecis sicakligini ve yiizey morfolojisini
incelemislerdir. Iniilin varh@inm, partikiillerin 1slanabilirligini iyilestirdigini, fakat
enkapsiilasyon etkisini azalttigini vurgulamislardir. Sonug olarak, gida iiretimi i¢in

alternatif kapsiilleyici materyaller 6nerdiklerini géstermislerdir.

Martins ve ark., (2014) mikrokapsiillemenin kozmetik ve/veya farmosetik
endiistrisinde kullaniminin artmasi fikrinden yola ¢ikarak, biyobozunur polimer olan
poli(laktik asit) kullanarak koaservasyon yontemi ile kekik yaginin mikrokapsiilasyonunu
incelemislerdir. Mikrokapsiillerin morfolojisini optik mikroskop ve kriyo-SEM ile
belirlemislerdir. Mikrokapsiilasyon etkisini ve salim profilini arastirmislardir. Sonug
olarak mikrokapsiilasyon etkisinin ¢ekirdegin kimyasal yapisina, matriksin 6zelligine,
kullanilan siirfaktanin hidrofobik karakterine ve secilen mikrokapsiilasyon teknigine
bagli oldugunu vurgulamislardir. Kekik yaginin baslica polar bileseni olan timol
molekiiliiniin poli(laktik asit) mikrokapsiillerinden salinimi difiizyon mekanizmasina

gore gergeklestigini vurgulamiglardir (Sekil 2.31).
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Sekil 2.31. Kekik yagi ile poli(laktik asit) kapsiillerinin optik mikroskop ve kriyo-SEM

goriintiileri.

Kesharwani ve ark., (2014) dendritik yapilarin gelismesinin sentetik kimya ve
karakterizasyon tekniklerindeki son gelismelerden dolayr ¢ok hizli oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica dendritik iskeletlerin gesitliligini birgok fonksiyonel u¢ grup ile

tanimlamislardir. Sekil 2.32°de farkli yapidaki dendrimerler 6zetlenmistir.
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Sekil 2.32. Bazi dendrimer tiirleri.

Uc boyutlu yapidaki dendrimerlerin, i¢ cekirdek, i¢ dal gruplar ve yiizey gruplart
nedeniyle ¢ok fonksiyonlu ug¢ gruplar, paralel olmayan molekiiler tekdiizelik ve degisik
i¢ dallar gibi essiz ozelliklere sahip olduklarini vurgulamislardir. Bu 6zelliklerden dolayz,
dendritik yapilarin  farmokolojik uygulamalardan iyilestirici ve biyomedikal
uygulamalara kadar birgok alanda kullanildiklarini belirtmislerdir. Sekil 2.33’de

dendrimerlerin uygulama alanlarindan bazilar1 6zetlenmistir.

33



Biyoaktif molekiillerin 1 edavi ajant

Fotodinamik tedavi

Organ gorintilleme Cozimirhik . Hedefe yénelik tasma

Sekil 2.33. Dendrimerlerin bazi uygulamalari.

Rajakumar ve ark.,, (2014) klik kimya uygulamalarini kullanarak o-D-
glikopiranozid ve triazol kopriilerini iceren yeni bir glikodendrimer tiirii iskeleti
sentezlemislerdir. Sentezledikleri glikozit yapiyr *H-NMR, *C-NMR, MALDI-TOF ile
karakterize etmislerdir. Dendritik yapinin sitotoksit aragtirmalarini yapmislardir. Kalp
hiicrelerini glikodendrimer varliginda ve yoklugunda normal ve yiiksel seviyede glikoza
maruz birakmiglardir. Bu c¢alismada, antidiyabetik ve kardiyo tedavilerinde yliksek
seviyede glikozdan gelen toksisiteye karsi glikodendrimerin koruyucu oldugunu

vurgulamislardir (Sekil 2.34).

34



g
IR =D& " SOH - th o,
AR=OH
':.D | { {DﬁEH
o ity

ug[l‘“:l{_u
Nnj x'-"!n
R= III__.N H.\__‘II
! e
o~ = b
u‘*"‘f} "o {J_(‘:[“
W ~ -

Sekil 2.34. Sentezlenen glikodendrimerlerin yapisi.

Wang ve ark., (2014) yiiksek floresan kuantum verimiyle perilen bisimid tabanli
suda ¢oziinebilen floresan glikodendrimer sentezlemislerdir (Sekil 2.35). Glikodendrimer
sentezini tert-biitoksi karbonil koruyucu grubu uzaklastirdiktan sonra, homojen THF/su
icinde sodyum askorbat ve CuSOg4 varliginda standart Cu(I) kosullarinda, tripropargilat
bilesiginin trivalen glikozit azit bilesigi ile kapanma tepkimesi ile konvergent
uygulamanin bir tiirii olarak gergeklestirmislerdir. Optik 6zellikleri, UV-Vis ve floresan
spektroskopisi kullanarak belirlemiglerdir. Es odakli Lazer Tarama Mikroskopisi ile

yapinin makrofaj hiicreleri ile baglanma 6zelligini belirlemislerdir.
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Sekil 2.35. Sentezlenen glikodendrimerlerin yapisi.

Khalili ve ark., (2015) kitosan- benzoik asitten sentezledikleri nanojellere kekik
yag1 yiikleyerek antifungal etkisini arastirmislardir. Bu amagla ilk olarak kitosan ve
benzoik asitten nanojel sentezlemis ve yapr aydinlatmasi ic¢in spektrometrik (FTIR),
mikroskopik (SEM ve TEM) yontemlerini kullanmislardir. /n vivo denemeler ile yag
kapsiillemis nanojellerin Aspergillus flavus kiifiiniin iremesini onledigini yani oldukga

Iyi antifungal etki gosterdigini ortaya koymuslardir.

Yang ve ark., (2015) Terpinen-4-ol/f-cyclodextrin kompleks molekiiliini
olusturarak, olusan yapry1 FTIR, UV-Vis, XRD, TG ve 'H-NMR ile karakterize ederek
ozelliklerini bildirmislerdir. Olusan yapiyr liyofilizasyon yontemi ile kati forma
dontistiirerek kullanim kolayligr saglamislardir. Yiikleme kapasitesini ve kapsiilasyon
etkisini %11,68 ve % 97,82 olarak hesaplamislardir. Kompleks yapidan farkh
sicakliklarda (40, 60, 80 ve 100 °C) salinim kinetigini incelemislerdir. Salim kinetiginin
sicaklik ile arttigini rapor etmislerdir. Kompleks yapinin S. aurueus, P. aeruginosa ve

E.coli bakterilerine kars1 etkili oldugunu belirtmislerdir.

Mohammadi ve ark., (2015) kitosana Zataria multiflora esansiyel yagini (ZEO)
yiikleyerek, elde ettikleri nanoparcaciklarin 6zelliklerini incelemislerdir. Iyonik jellesme

teknigi ile hazirladiklart nanoyapilarin, TEM analizi sonucunda 125-175 nm boyutlara
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sahip oldugunu bildirmislerdir. UV-Vis teknigini kullanarak yiikleme kapasitesi ve ilag
kapsiilasyonunu hesaplamiglardir. Esansiyel yag yiliklenmis nanopargaciklarin, gri kiif
mantar1 olarak bilinen Botrytis cinerea Pers. mantara kars1 etkisini arastirmiglardir.
Yiiklii pargaciklardan ZEO molekiiliiniin in vitro salinim kinetiginin Fick kinetigine gore

oldugu sonucuna varmiglardir (Sekil 2.36).

Sekil 2.36. TEM goriintiileri; kitosan (a) ve ZEO yiiklii kitosan (b).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1.Materyal

3.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Adi

tris(2-aminoetil)amin

Metil metakrilat

Hidrazin hidrat (%85) (v/v)

Dekstran
(M,,: 9000-11000 g/mol)
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(esansiyel yag)

tween 20
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Miiller Hinton Agar
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Marka

Sigma-
Aldrich

Merck

Sigma-
Aldrich

Sigma-
Aldrich

BioAust

Merck

Sigma-
Aldrich
Sigma-
Aldrich
Merck

Merck

Merck



o |
NaH2PO4 \T/N? Merck
OH
wo_ | &
\P/ ®
NazHPO4 Na Merck
b
ONa
HCI H—Cl Merck
0
THF Sigma-
Aldrich
\s/ .
DMSO I Sigma-
o Aldrich

3.1.1.1. Dekstran

Dekstran mikrobiyolojik sentez ile elde edilen polisakkaritlerin yaygin kullanilan
bir adidir. Dogada bol miktarda bulunan biyobozunur, inert ve toksik olmayan, bir glikoz
monomerlerinin a-1,6 (bazit durumlarda a-1,2; o-1,3; a-1,4) glikozit baglariyla
olusturduklar1 polimerlerdir (Gladysheva ve ark., 2001). Ug hidroksil grubu ile hidrojen
akseptor eterik oksijen, hidrojen dondr ve akseptor hidroksil gruplarina sahiptir. Su ile ve
genel olarak polar ¢oziiciilerle H-bag1 yapabilmektedir (Schainka ve Smit, 2007) (Sekil
3.1).

Dekstran su ve elektrolit ¢ozeltilerinde kararli olarak ¢6ziinebilir. pH ¢oziintirliik
izerine etki etmez. Ayn1 zamanda gliserol, etilen glikol, formamid, metil siilfit gibi diger
coziiciilerde de c¢oOzilinebilme oOzelligine sahiptir. Dekstran metanol, etanol gibi
monohidrik alkollerde ve aseton, 2-propanon gibi pek ¢ok ketonda ¢dziinmez. Dogal bir
polisakkarit olmasi nedeniyle viskozitesi, pH ya da tuz derisiminden etkilenmez. Kuru
olarak depolandiginda 5 yi1ldan daha uzun siire kararliligin1 korur. Dekstran hava ile temas
ettiginde yavasca nem c¢eker. Dekstran ¢ozeltileri otoklavlanabilir. Bu ¢ozeltiler uzun

yillar sabit sicaklikta ve pH 6-7’de saklanabilirler.
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Sekil 3.1. Dekstran.

3.1.1.2. Eugenol

Eugenol fenil propen (CioH1202), kimyasal bilesik smnifina ait, bir fenil
propanoiddir. Agik sart renginde yagimsi bir sividir. Karanfil, defne yapragi, hindistan
cevizi, targin, feslegen gibi bitkilerden ekstrakte edilir. Karanfilin karakteristik kokusuna
sahiptir. Ismi, karanfil bitkisinin sistematik isminden Eugenia aromaticum ya da Eugenia
caryophyllata’dan gelmektedir. Eugenol, karanfil yagmin %75-90’lik kismini

olustururken, karanfil kokusunun baglica bilesenidir.

Eugenol zayif asidik karakterde, suda az ¢Ozlinen ama organik coziiciilerde
¢oziinebilen ugucu fenolik bir bilesiktir. Alkol, kloroform, eter, glasiyel asetik asit ile

kolayca karisabilir ve sulu sodyum hidroksit ¢ozeltisinde ¢oziiniir (Barceloux, 2008).

H5CO P

HO

Sekil 3.2. Eugenol (4-alil-2-metoksi-fenol).
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3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Cihaz Adr

Isiticili magnetik karistirict
Vakum etiivii

pH metre

FTIR

'H-NMR

B3C-NMR

Seyreltik Cozelti Viskozimetresi

Elementel Analiz

Marka/Model

VELP-Scientifica

Niive

HI-9321 Processor pHmeter

Perkin Elmer Spectrum One ATR
Avance Il HD/ Ascend™ 600 ULH
Avance |11 HD/ Ascend™ 600 ULH
Fungilab

Thermo Scientific Flash 2000

GPC Malvern/ VISCOTEK 270max
XRD Rigaku Smart Lab
SEM Jeol 5500 / Oxford Inca-X
DSC Mettler Toledo/DSC 1 STARe System
TGA Mettler Toledo/TGA 1 Stare System
Cift Isinli UV-Visible Spektrofotometre ~ Thermo Scientific Evolution 160
Santrifiij Hettich Rotofix 32a
Inkiibator Niive
Liyofilizator Labconco

3.2.Yontem

3.2.1. Dendritik Poliaminlerin Sentezi

3.2.1.1.Hekzametil 3,3',3",3"", 3", 3" - (2,2, 2" -nitrilotris(etan-2,1-dil) tris
(azanetril)) heksakis(2-metilpropanoat) Sentezi (C1)

0,219 g tris(2-aminoetil)amin’in 25 mL metanol igindeki ¢ozeltisi 0,968 g metil
metakrilatin 25 mL metanol i¢indeki ¢Ozeltisine bir saat siirede tamamlanacak sekilde
damla damla eklenmistir. Bir saat buz banyosunda karistirildiktan sonra oda sicakliginda
5 giin boyunca karistirilmustir. Uriin, dietil eter ile iki kez yikandiktan sonra, koyu sar

¢ozeltinin ¢oziiciisii ve fazla metil metakrilat 45 °C’de evaporator ile buharlastirilmis ve
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sonra vakum etiiviinde kurutulmustur (Esfand ve Tomalia, 2001; Kim ve ark., 2011; Shah
ve ark., 2013). Elde edilen iiriiniin yap1 analizi, elementel analiz, FTIR, *H-NMR ve C-
NMR ile yapilmustir.

N(ECH2’CH2N(CCH2'CH®CHs'CO0CH3)2)s
Verim: % 64,5
IH-NMR (600 MHz, DMSO, 25 °C) &: 1,17 (18H, €); 2,53 (6H, b); 2,86 (6H, a); 3,4
(6H, d); 3,68 (18H, g); 2,66 (12H, c)
13C-NMR (600 MHz, DMSO, 25 °C) : 15,36 (e); 39,87 (d); 47,47 (ab); 52,75 (Q);
176,21 (f), 51,55 (c)
FTIR (cm™): 2949 (vCHg), 2880 (vCH.), 2817 (vCH2), 1729 (vC=O ester), 1360
(vVCHCHs), 1256 (» C-O-C).

3.2.1.2. 33,3"3"3"",3"""-(2,2",2"-nitrilotris(etane-2,1-dil)tris(azanetril))
heksakis (N-(2-(bis(2-aminoetil) amino)etil)-2-metilpropanamid) Sentezi (C2)

C1 maddesinin (0,217 g) 20 mL metanoldeki ¢ozeltisi 0,58 ¢ tris(2-
aminoetil)amin’in 20 mL metanol i¢indeki ¢6zeltisine damla damla eklenmistir. Buz
banyosunda iki saat karistirildiktan sonra, oda sicakliginda 7 giin boyunca karigtirilmistir.
Koyu sar1 ¢ozeltinin ¢oziiciisii ugurularak, asir1 tris(2-aminoetil)amin toluen-metanol
azeotropik karigimi (9:1) ile ayrilmistir. Elde edilen faz metanol ile yikanarak fazla toluen
ayrilmugtir. Uriin, dietil eter ile iki kez yikandiktan sonra, ¢oziicii 45 °C’de evaporator ile
buharlastirilmis ve sonra vakum etiiviinde kurutulmustur (Esfand ve Tomalia, 2001; Kim
ve ark., 2011; Shah ve ark., 2013). Elde edilen iiriiniin yap1 analizi, FTIR, elementel
analiz, 'H-NMR ve 3C-NMR ile yapilmustir.

N(CH2"CH2N(CCH2CHECH3'COINH"CH,'CH2N'CH*CHZ'NHo)2)3

Verim: %71,16

IH-NMR (600 MHz, DMSO, 25 °C) $:1,19 (18H, €); 2,50 (6H, b); 2,76 (16H, c); 2,78
(6H, d); 7,31 (6H, g); 2,49 (12H, h); 4,43 (12H, i); 2,51 (24H, ]); 2,53 (24H, k); 5,71
(24H,1).

13C-NMR (600 MHz, DMSO, 25 °C) 8: 47,4 (a.b); 53,4 (c); 39,54 (d); 16,11 (e); 175,69
(f); 78,79 (h); 57,36 (i); 53,46 (1); 37,40 (k)
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FTIR (cm): 3351 (WNHa), 3277 (WNH) 2921 (vCHz), 2849 (vCHy), 2804 (vVCHy), 1654
(vC=0 amid), 1559 (SNH, vC-N) 1350 (vCHCHs), 1037 (vC-N-C).

3.2.1.3.C2’nin Metil Esteri Sentezi (C3)

C2 maddesinin (0,296 g) 25 mL metanol igindeki ¢ozeltisi 0,568 g metil metakrilatin
25 mL metanol i¢indeki ¢Ozeltisine bir saat siirede tamamlanacak sekilde damla damla
eklenmistir. Buz banyosunda 1 saat ve sonra oda sicakliginda 5 giin boyunca
karistirilmistir. Uriin, dietil eter ile iki kez yikandiktan sonra, koyu sari-kahve ¢dzeltinin
¢oziiciisii ve fazla metil metakrilat 45 °C’de evaporator ile buharlastirilmis ve sonra
vakum etiiviinde kurutulmustur. (Esfand ve Tomalia, 2001; Kim ve ark., 2011; Shah ve
ark., 2013). Elde edilen iiriiniin yap: analizi, FTIR, elementel analiz, *H-NMR ve 13C-
NMR ile yapilmistir.

N(ECH2"CH2N(CCH2CHECH3'COINHMCH,'CH2N(CH2*CH2N('CH,"CH"CH3°COOPCH
3)2)2)2)3

Verim: %63,85

IH-NMR (600 MHz, DMSO, 25 °C) §: 3,63 (24H, p); 1,18 (120H e,n); 7,3 (6H, g); 2,52-
2,54 (a,b); 2,58- 2,83 (c.d); 3,4 (j,k).

13C-NMR (600 MHz, DMSO, 25 °C) $:52,75 (p); 176,29 (0. f); 36,95 (d.m); 15,86 (e,n);
51,61 (1); 52,4 (j); 54,27 (h)

FTIR (cm™): 3299 (uNH) 2949 (vCHy), 2876 (vCH?), 2817 (vCH2), 1729 (vC=0 ester),
1655 (vC=0 amid), 1553 (8NH, vC-N), 1456 (3NH, vC-N) 1356 (vCHCH3),1257 (v C-
0-C.)

3.2.1.4.C3’iin Poliamin iskeleti Sentezi (C4)

C3 maddesinin (0,344 g) 20 mL metanoldeki ¢ozeltisi 0,71 g tris(2-
aminoetil)amin’in 20 mL metanol i¢indeki ¢6zeltisine damla damla eklenmistir. Buz
banyosunda iki saat karigtirildiktan sonra, oda sicakliginda 7 giin karistirllmistir. Koyu
sar1 ¢Ozeltinin ¢oziiciisii 45 °C’de evaporator ile buharlastirilmis ve sonra vakum
etiiviinde kurutulmustur. Asir1 tris(2-aminoetil)amin toluen-metanol azeotropik karigimi
(9:1) ile ayrilmistir. Elde edilen faz metanol ile yikanarak fazla toluen ayrilmistir. Uriin,

dietil eter ile iki kez yikandiktan sonra, ¢6ziiclisii evaporatdr ile buharlastirilmis ve sonra
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vakum etiiviinde kurutulmustur. (Esfand ve Tomalia, 2001; Kim ve ark., 2011; Shah ve
ark., 2013). Elde edilen viskoz sari-kahve iirliniin yap1 analizi, FTIR, elementel analiz,

'H-NMR ve *C-NMR ile yapilmistir.

N(ECH2CH2N(CH2'CH®CH3'COINH"CH,'CH2N(CHX*CH'N(MCH2"CH°CH3PCO
INH'CH2*CH2N('CH2"CH2'NH2)2)2)2)2)

Verim: %76,53

IH-NMR (600 MHz, DMSO, 25 °C) &: 5,71 (v); 8,3 (a.p); 0,97 (e.n); 2,89 (d,m); 3,1
(a,b); 2,51 (j,k); 2,49 (p,s); 2,38 (u,t)

1BC-NMR (600 MHz, DMSO, 25 °C) §: 15, 86 (e,n); 174, 93 (f.0); 39,47 (d.m); 56,9
(h,i); 48,5 (a,b); 47,15 (k,j); 41,34 (c,1); 36,95 (u,t).

FTIR (cm): 3349 (bUNH2), 3269 (bNH) 2935 (vCHa), 2811 (vCH2), 1628 (vC=0 amid),
1574 (3NH, vC-N), 1484(3NH, vC-N), 1388 (vCHCH3), 1037 (vC-N-C).

3.2.1.5.Dendritik Poliaminin Metil Esteri Sentezi (C5)

C4 maddesinin (0,31 g) 25 mL metanol i¢indeki ¢ozeltisi 0,586 g metil metakrilatin
25 mL metanol i¢indeki ¢ozeltisine bir saat siirede tamamlanacak sekilde damla damla
eklenmistir. Bir saat buz banyosunda karistirildiktan sonra oda sicakliginda 5 giin
boyunca karigtirilmustir. Uriin, dietil eter ile iki kez yikandiktan sonra, koyu sari-kahve
¢ozeltinin ¢oziiciisii ve fazla metil metakrilat 45 °C’de evaporator ile buharlastirildiktan
sonra vakum etliviinde kurutulmustur. (Esfand ve Tomalia, 2001; Kim ve ark., 2011; Shah
ve ark., 2013). Elde edilen iiriiniin yap1 analizi, FTIR, elementel analiz, *H-NMR ve 3C-
NMR ile yapilmistir.

N(CH2"CH2N(CCH2CHECH3'COINH"CH'CH2N(CH2*CH2N('CH,"CH"CH3°CO
PNHICH2'CH2N(CH2'CH2"NH(YCH2“CH*CH3YCOO?CHs)2)2)2)2)2)3

Verim: %63,03

'H-NMR (600 MHz, DMSO, 25 °C) : 3,68 (2); 7,3 (9,p); 1,18 (e.n,w); 3,4 (a,b); 2,91
(c,l,v); 2,61 (r,s); 2,49 (t,u).

13C-NMR (600 MHz, DMSO, 25 °C) &: 176, 24 (f,0,x); 15,29 (d.n,w); 37,43 (z); 39,79
(e,n,y); 57,4 (a,b); 52,77 (c,l,u); 51,57 (h,i); 51,54 (p,r); 49, 81 (s,1).
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FTIR (cm™): 3299 (WNH) 2948 (vCHy), 2880 (vCHy), 2815 (vCHy), 1729 (vC=0 ester),
1651 (vC=0 amid), 1547 (SNH, vC-N), 1456 (SNH, vC-N) 1358 (vCHCHz),1256 (v C-
0-C)

3.2.2. Glikodendrimerin Sentezi

3.2.2.1. Poliamin-Hidrazin (PAH) Bilesiginin Sentezi (C6)

Sentezlenen metil ester grubu ile sonlanmig, C5 maddesinin hidrazid ile sonlanmis
formu sentezlenmistir. C5 maddesinin (2,27 g) 30 mL metanoldeki ¢dzeltisi, %85’lik
hidrazin hidrat (1:1 v/v) ¢ozeltisine 30 dakikada damla damla eklenmis ve 24 saat, 120
°C’de geri sogutucu altinda karigtirllmistir. Fazla ¢oziicli ve hidrazin hidrat evaporator
ile 60 °C’de uzaklastirildiktan sonra vakum etiiviinde kurutulmustur (Liu ve ark., 2012;
Zhu ve ark., 2010). Poliamin-hidrazid (PAH) iiriiniiniin yapis1 FTIR, *H-NMR, *C-NMR,

elementel analiz ve GPC ile aydinlatilmistir.

N(CH2"CH2N(CCH2CHECHs'COINH"CH,'CH2N(CH2XCH2'N("CH,"CHCCHsPCO
INH'CH2°CH2N('CH2'CH2'NH(WCH2XCHYCH3?CO*NHPNH2)2)2)2)2)2)3

Verim: % 82,1

'H-NMR (600 MHz, DMSO, 25 °C) 8: 7,3 («); 2,3 (B); (yeni eklenen hidrazid protonlar1)
13C-NMR (600 MHz, DMSO, 25 °C) 4: 179 (2)

FTIR (cm™): 3377 (bNHz), 3195 (VNH) 2965 (vCH2), 2931 (vCHz2), 2826 (vCH2), 1626
(vC=0 amid), 1546 (6NH, vC-N), 1457(6NH, vC-N), 1372 (vVCHCH3s), 1050 (vC-N-C).

3.2.2.2. Dendritik Poliamin Dekstran (DPADx) Yapisinin Sentezi (C7)

DPADX yapisinin sentezi i¢in Liu ve ark., 2010; Godula ve Bertozzi, 2010; tarafindan
kullanilan yontemler modifiye edilmistir. Poliamin iskeletinin dekstran ile konjugasyonu
icin, PAH bilesiginin pHS sodyum fosfat tamponunda ¢oziiliip ortama dekstran (Mw
9000-10000 g/mol) eklenerek elde edilen karigim geri sogutucu altinda 36 saat
karistirtlmistir. Fazla ¢oziicli evaporator ile 60 °C’de bekletilerek buharlastirildiktan
sonra vakum etiivinde kurutulmustur. Uriin, seliloz membran (MWCO 1000)
kullanilarak, deiyonize saf su kullanilarak saflastirilmistir. Saflagtirilmis yogun agik sar1

cozelti liyofilize edilerek kurutulmustur. Elde edilen agik sar1 kati driiniin yapi
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aydinlatmas1 FTIR, 'H-NMR, BC-NMR, XRD, elementel analiz, GPC, DSC, SEM

teknikleri, ¢oziiniirliikk denemeleri ve sudaki ¢ozeltisinin viskozite 6l¢iimii ile yapilmistir.

N(CH22CH2N(PCH2CHIYCH3*CO'NHICH,"CH2N('CHZCHXN('CH,"CH"CH3°CO
PN HqCHerHzN(SCHthquNH(VCHZWCHXCHsyCONHNHDX)2)2)2)2)2)3

Verim: %79,18

IH-NMR (600 MHz, DMSO, 25 °C) &: 3,1 (dekstran C4); 3,2 (dekstran C2); 3,6
(dekstran C3); 3,7 (dekstran C5); 3,9 (dekstran C6); 4,6 (dekstran C1, anomerik karbon
protonu)

13C-NMR (600 MHz, DMSO, 25 °C) §: 66 (dekstran C6); 70 (dekstran C5); 71 (dekstran
C3); 72 (dekstran C2); 73 (dekstran C4); 98(dekstran C1, anomerik karbon); 175 (-
CON-, amid)

FTIR (cm™): 3265 (bNH), 3193 (vOH), 3022 (vVOH) 2961 (vCHy), 2931 (vCHz), 2823
(vCH2), 1637 (vVC=0 amid), 1543 (6NH, vC-N), 1456 (6NH, vC-N), 1368 (vVCHCH3),
1266 (karbohidratlarda OH deformasyon piki), 1114 (C-O, C4 karbonuna ait), 1044 ( o
(1-6) glikozit baglari etrafinda zincir gerilmesi,) 916 (v a-glikozit bagi).

3.2.3. DPADx’e Eugenol Yiiklenmesi

DPADx’e esansiyel yag eugenol yiiklenmesi i¢in Oncelikle DPADx’in suda
%35’lik ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Cozelti ikiye bolinmiis ve 0,05 mL tween 20 (%0,002
v/v) ve 0,16 mL eugenol (4-alil-2-metoksi fenol) eklenerek vortekslenmistir. Baslangigta
acik sar1 renkli olan ¢dzeltinin renginin 6nce turuncuya, daha sonra bulanik sartya
dondiigii gézlenmistir (Sekil 3.3). Ikinci tiipe 0,05 mL tween 20 eklenerek vortekslenmis
ve kontrol 6rnegi olarak kullanilmistir. Elde edilen ¢ozelti liyofilizator ile kurutularak

gerekli analizlerin yapilmasi i¢in buzdolabinda bekletilmistir.
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Sulu DPADx ¢ozeltisi

~— ] — N I + Tween20 (siirfaktan)
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Sulu DPADx ¢ozeltisi
+ Tween20 (siirfaktan)

Liyofilizasyon

i 17, FTIR

{?{?{} g  — | > DSC SEM
{{? XRD

TGA

Biyolojik aktivite yiikli

DPADx parcaciklari Karakterizasyon

Sekil 3.3. DPADx’e eugenol yiiklenmesinin sematik gosterimi.

3.2.4. Eugenol Yiikli DPADx’in Karakterizasyonu
DPADx yapisina emiilsiyon yontemi ile eugenol yiiklenmis ve elde edilen yeni iiriin
karakterize edilmistir. Eugenol yiiklenmis DPADx, UV-Vis, FTIR, DSC, TGA, XRD ve

SEM analizleri ile karakterize edilmistir.

3.2.4.1. UV-Vis Analizi ile Standart Dogrusu Cizimi

0,05 mL tween 20 iceren eugenol yaginin metanolde stok ¢ozeltisi hazirlanmis ve Cift
Isinli UV-Vis Spektrofotometre (THERMO SCIENTIFIC Evolution 160) ile 200-600 nm
araliginda tarama yapilmis ve calisilacak dalga boyu 426 nm olarak belirlenmistir. Elde
edilen absorbans degerleri, derisime kars1 grafige gegirilerek standart dogrusu ¢izilmis ve

absorbansi derisime baglayan dogru denklemi bulunmustur.
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3.2.4.2. Yiikleme Verimi Hesabi

Yiikleme verimi (% verim), dondurularak kurutulan yiikleme karisiminin agirliginin,
teorik olarak toplam (yag+DPADx) agirliga oranlanmasi ile hesaplanmustir (Esitlik 3.1)
(Banerjee ve ark., 2012).

(3.1)

Elde edilen ylikleme karistmuun agirligt (g)
%

100
toplam agirlik (yag + DPADx)(g)

% verim =

3.2.4.3. Yiikleme Etkisi ve Yiikleme Kapasitesi Hesabi

DPADx’in (0,263 g) eugenolii yiikleme etkisini hesaplamak i¢in 0,4 mL yiikleme
¢ozeltisi 20 mL 2M HCI ¢ozeltisi ile karistirilmistir. Elde edilen ¢ozelti 95 °C’de 30
dakika kaynatildiktan sonra, oda sicakligina kadar sogutulmustur. 4 mL etanol
eklendikten sonra olusan bulanik ¢dzelti santrifiij cihazi ile 3500 RPM’de 20 dakika
santrifiij edilmistir. Elde edilen agik sar1 berrak ¢6zeltinin UV-Vis Spektrofotometresi ile
426 nm’de absorbans1 Ol¢iilerek yiliklenen gergek yag derisimi hesaplanmistir. DPADx’e
teorik olarak yiiklenen yag miktar1 da hesaba katilarak yiikleme etkisi ve yilikleme
kapasitesi Esitlik 3.2 ve 3.3 kullanilarak hesaplanmistir (Woranuch ve Yoksan, 2013).

. . yiiklenen eugenol agirligt (mg) (3.2)
yukleme etkisi = - —— * 100
baslangigtaki eugenol agirligt (mg)

ikl I mikt :
yiiklenen eugenol mi an*lOO (3.3)

yukleme kapasitesi DPADx agurlig

3.2.5. Yapi Analizleri

3.2.5.1. FTIR Analizleri
Sentezlenen biitiin yapilarin FTIR spektrumlar1 Perkin EImer Spectrum One ATR
model (4000-600 cm™) cihaz1 ile alinmustir.
Ayrica, kontrol yapisinin (eugenol igermeyen yiikleme karigimi), eugenol esansiyel
yaginin ve eugenol yiiklenen DPADx yapisinin FTIR spektrumlari alinmistir.
Kontrol yapisimin FTIR (cm™) fonksiyonel grup ve dalga boylari: 3265 (vNH), 3193
(vVOH), 3022 (vVOH) 2961 (vCH2), 2931 (vVCH2), 2823 (vVCH2), 1637 (vC=0 amid), 1543
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(ONH, vC-N), 1456(6NH, vC-N), 1368 (vCHCHs), 1266 (karbohidratlarda OH
deformasyon piki), 1114 (C-O, C4 karbonuna ait), 1044 ( o, (1-6) glikozit baglari etrafinda

zincir gerilmesi,) 916 (v a-glikozit bagi).

Eugenol’iin FTIR (cm™) fonksiyonel grup ve dalga boylari: 3444 (fenol), 3080 (sp?
vinil), 1615-1468 (aromatik halka), 1269 (aromatik vinil), 1121 (vVOCH3s), 795 (aromatik
halka meta yonlenmis grup), 743 (aromatik halka orto yonlenmis grup)

Eugenol yiiklenen DPADX’in FTIR (cm™) fonksiyonel grup ve dalga boylari: 3545-
3444 ((oNH), (vVOH)), 3080 (sp® vinil), 2961 (vVCH>), 2871 (vCH2), 1723(vC=0 amid),
1609-1468 (aromatik halka), 1366 (VCHCHz), 1269 (aromatik vinil), 1120 (vVOCH3),
1038 (a, (1-6) glikozit baglar1 etrafinda zincir gerilmesi), 916 (v, a-glikozit bagi), 794
(aromatik halka meta yonlenmis grup), 743 ((aromatik halka orto yonlenmis grup)

3.2.5.2. 'H-NMR Analizleri
Sentezlenen tiim yapilarin 'H-NMR analizi 600 MHz’de 25 °C ¢oziicii DMSO
kullanilarak Avance III HD/ Ascend™ 600 ULH cihazi ile yapilmistir.

3.2.5.3. BC-NMR Analizleri
Sentezlenen tiim yapilarmn C-NMR analizi 600 MHz’de 25 °C ¢dziicii DMSO
kullanilarak Avance III HD/ Ascend™ 600 ULH cihaz1 ile yapilmistir.

3.2.5.4. GPC Olgiimleri

Dx ve DPADX’in agirlik¢a ortalama molekiil agirliklart (Mw); hidrodinamik hacim
(Rh); polidisperslik indisi (PI) olarak adlandirilan molekiiler agirligi dagilimi (M,,,/M,,),
dakikada 1 mL akis hiz1 [(LS: Isik sacilim - RALS: right angle, LALS: low angle), RI
(Kirilma indisi), UV (Mor Otesi), [n] (intrinsik viskozite) dedektdrleri olmak iizere 4 adet
dedektor kullanilarak GPC (Malvern/ VISCOTEK 270max) ile belirlenmistir.

3.2.5.5. Elementel Analizler

Sentezlenen tiim yapilarin, teorik olarak hesaplanan ve THERMO SCIENTIFIC

Flash 2000 elementel analiz cihazi ile 6l¢iilen C, H ve N atom yiizdeleri karsilastirilmistir.
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3.2.5.6. Coziiniirliik Testi
Dx ve DPADX’in ¢esitli ¢oziiciilerde (su protik polar; DMSO dipolar aprotik; THF

aprotik polar; metanol polar protik) ¢oziiniirliikkleri incelenmistir.
3.2.5.7. Viskozite Ol¢iimleri

3.2.5.7.1. Doner Cozelti Viskozimetresi ile Dinamik Viskozitenin Bulunmasi
Dx ve DPADX’in 0,015 g/dL derisiminde sudaki ¢ozeltilerinin dinamik (mutlak)

viskoziteleri Fungilab Doner Silindir Viskozimetresiyle diisiik viskozite adaptorii (LCP

uc) kullanilarak 25 °C’de 6lciilmiistiir. Olgiimler 3 kez tekrarlanmustir.

3.2.5.7.2.Ubbelohde Viskozimetresi ile Intrinsik Viskozitenin Bulunmasi
Dx ve DPADx’in 0,030 g/dL derisiminde sulu ¢ozeltilerinin akis siireleri Ubbelohde

Viskozimetresi kullanilarak 25 °C’de ol¢iilmiistiir. Olgiimler 3 kez tekrarlanmustir.

Solomon Ciuta Esitligi (Esitlik 3.4) kullanilarak intrinsik viskoziteleri hesaplanmistir.

— [2(nsp-Inn, )]"/? 2y —1- In,)]/?
" ) (3.4)

c Cc

3.2.5.8.XRD Analizleri
Dx, sentezlenen DPADX ve eugenol yiiklii DPADX’in X-1s1n1 analizleri Cu aK-beta
151n kaynagi kullanilarak (40kV, 30 mA) ol¢iim araligi 3° < 26 < 90°, tarama hiz1 4° /dk

ve ornekleme araligi 0,02° olarak Rigaku Smart Lab marka cihazi ile gergeklestirilmistir.

3.2.5.9. Yiizey Morfolojisi
Dx, sentezlenen DPADX ve eugenol yiikli DPADX’in ylizey morfolojisi JEOL 5500
/ OXFORD Inca-X marka taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak belirlenmis

ve SEM mikrograflar: alinmistir.

3.2.5.10. DSC Analizleri
Dx, sentezlenen DPADXx ve eugenol yiikli DPADX’in 1sil ozellikleri (Mettler
Toledo/DSC 1 STARe System) DSC ile olgtlmiistiir. Analizler, -50 °C ile 500 °C

sicakliklar1 arasinda, 1sitma hiz1 10 °C /dk ile dinamik azot atmosferi altinda yapilmistir.
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Is1 etkisiyle meydana gelen camsi gecis, erime ya da 1sisal bozunma sicakliklari

belirlenmistir.

3.2.5.11. TGA Analizleri

METTLER TOLEDO/TGA 1 STARe System, TGA cihaz1 kullanilarak DX,
sentezlenen DPADX ve eugenol yiikli DPADX’in agirligindaki degisim, zamana ve
sicakliga bagl olarak incelenmistir. Analizler, 0 °C ile 700 °C sicakliklar1 arasinda 1sitma
hiz1 10 °C /dk ile dinamik azot atmosferi altinda yapilarin termal-oksidatif bozunma

davraniglari tespit edilmistir.

3.2.6. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Eugenol esansiyel yaginin, sentezlenen DPADX ve eugenol yiiklenen DPADx
yapilarinin in vitro antimikrobiyel etkisi Gram negatif (Escherichia coli, Salmonella
typhimirium) ve Gram pozitif (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Enterococcus cesseliflour) bakterilerine karsi test edilmistir. Antimikrobiyal deneyler

MKU Veteriner Fakiiltesi Arastirma Laboratuvarinda yapilmistir.

3.2.6.1. Disk Difiizyon Yontemi

Eugenol esansiyel yaginin, sentezlenen DPADX ve eugenol yiiklenen DPADX in
vitro antimikrobiyal aktiviteleri belirtilen bakteriler kullanilarak disk difiizyon yontemi
ile belirlenmistir. Test edilen bakterilerin 37 °C’de 24 saat inkiibiisyonundan sonra Mc
farland 0,5’e gore siispansiyonlar1 hazirlanmis ve Miiller Hinton Agarin iizerine ~1x108
cfu/mL olacak sekilde yayma plak yontemi ile yayilmistir. Agar {izerine 3 adet steril disk
yerlestirilmis ve bu disklere 10 uL esansiyel yag (eugenol), %50 eugenol/DPADx ve 10
uL DPADx eklenmistir. Hazirlanan agarlar 37 °C’de 24 saat inkiibasyona tabi tutulmustur
ve inkiibasyon sonrasinda diskler etrafinda olusan alanlarin dl¢lilmesiyle antimikrobiyal

etkinin varlig tespit edilmistir.

3.2.6.2. Agar Diliisyon Yontemi

Eugenol esansiyel yaginin, sentezlenen DPADX ve eugenol yiiklenen DPADx
yapilarmin belirtilen bakteri suslarina yonelik MIK degerleri agar diliisyon ydntemi ile
belirlenmistir. Calismalarda, eugenol derisimi Muller Hinton agar besiyeri igerisinde %4;
2; 1, 05 ve 0,25 olacak sekilde seyreltik c¢ozeltilerle hazirlanmistir. Bakteri

sispansiyonlari, kdkenlerin 24 saatlik kiiltlirlerinden alinmis koloniler Nutient broth
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icinde 37 °C’de 24 saat inkiibasyona tabi tutulmustur, inkiibasyon sonrasinda 0,5 Mc
Farland bulanikhigi kullanilarak her bir agar iizerine ~1-2x10° cfu/ml olacak sekilde
ekimleri yapilmistir. Petriler 18-24 saat aras1 37 °C’de inkiibe edildikten sonra, liremenin
goriilmedigi en diisiik antimikrobiyal madde konsantrasyonu o antimikrobiyal maddenin
MIK degeri olarak kabul edilmistir.

52



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. DPADx Yapisinin Sentezi

Dekstran zinciri ile konjuge edilmis 2,5 jenerasyonlu dendritik poliamin bilesigi
(DPADX) yedi adimda ¢ozelti fazinda, divergent (ayrilan) sentez yontemiyle
sentezlenmistir. Sentezlenen iirlinlerin yapilart Sekil 4.1a ve Sekil 4.1b’de gosterilmistir.

Baslatici ¢ekirdek olarak, daha o©nce rapor edilen klasik baglaticilarin
(etilendiamin, amonyak) tersine Kim ve arkadaslar1 (2011) tarafindan 6nerilen, yiizeyinde
fazlaca aktif grup igeren tris(2-aminoetil)amin bilesigi kullanilmistir.

Sentezin ilk admminda, tris(2-amino etil)amin ve metil metakrilatin Michael
katilmas1 sonunda C1 aminoesteri (G 0,5) elde edilmistir. ikinci adimda aminoesterin
tris(2-amino etil)amin ile amidasyon tepkimesi sonunda C2 (G1) elde edilmistir. Daha
sonra ikinci kez gerceklesen Michael katilmasiyla C3 (G 1,5) yapisi, ikinci amidasyon
tepkimesiyle C4 (G 2) yapist ve liglincli Michael katilmasi sonunda ise C5 (G 2,5) yapisi
elde edilmistir. Tekrar eden ti¢ Michael katilmasi ve iki amidasyon tepkimesiyle besinci
adim sonunda 2,5 jenerasyonlu metil ester ile sonlanmis bir poliamin polimeri olan
dendrimer iskeleti (C5) elde edilmistir. Sentezin altinct adiminda C5 bilesigi hidrazin
monohidrat ile muamele edilerek, yeni bir poliamin hidrazid iskeleti (C6)
olugturulmustur. Sentezin son adiminda C6 yapist dekstran ile 120 °C’de pH5 tampon
ortaminda direkt konjugasyona ugratilarak fonksiyonellestirilmis ve C7 (DPADX) yapist

elde edilmistir. Sentezlenen tiriinler ve igerdikleri u¢ gruplar Cizelge 4.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1. Yedi adimda sentezlenen lirtinler ve bazi 6zellikleri.

Kodu Jenerasyon  Ug¢ Grup Verim (%)
(©)
Cl 0,5 -COOCH3 64,50
C2 1 -NH: 71,16
C3 1,5 -COOCH3 63,85
C4 2 -NH: 76,53
C5 2,5 -COOCH3 63,03
C6 2,5 -NH-NH: 82,10
C7 2,5 -Dx 79,18

53



O\ocu
/? 3 H,CO
H,N OCH;4 0 0
\_\N_/_NHD Michael Katilmasi MN /’2;
i

H;CO X
0
HoN H N o
tris(2-aminoetil)amin metil metakrilat H,CO H;CO
C1
ocH, g OCH; Go,5
H;CO,
OCH,
H;CO o \/]\‘(OCHJ o:% oct,
ocnl ﬁo
Hy co N o
H /Jocug
/\/N\/\N
NII
300*&_\ HN \j Michael Katilmasi
o o o7 ~OCH; B
-

HN
T
H@O{J \\‘ Vf’//\’N />)= HN N NN\
e} o OCH;
OCH; \)—<_ ‘

N 7y

H;CO.

oA N%ZO . N oi MﬁZH

1,0 OCH
H,CO N’\L(O
H C3
5CO OCH,
00 ' G1,5
H;CO' OCH,
Amidasyon tepkimesi
H,N
/. W

NH,

HZN\L J/
N’\/NHz 2 \\\ S

;\]\/\LHN() N NH,
m ;%ﬁ ¢

H,N
H,N

N
N 0 ? A~ ~NH,
~" L NH
HN NH N NH,
N—/"N
NH, O N ~ o
\ o . HN N/\_,(‘:\/\NH2 2
N o
HN NN Ly~ —\_N)Vl\/ 0" H

HZNH N EJ/ INHNR “zN’\_NZ

Michael Katilmast

C4
OCH; G2

(0]

Sekil 4.1-a. C1-C4 yapilarinin sentez semasi.
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Sekil 4.1-b. C5-C7 yapilarinin sentez semasi.
(Karsilagtirma kolaylig1 agisindan tek sayfaya sigdirabilmek i¢in her yapinin sadece

1/3’1 gosterilmistir).
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4.2. DPADX’e Eugenol Yiiklenmesi

Eugenol, antimikrobiyal ve antioksidan &zelliginden dolayi; gida, ilagbilim,
kozmetik ve aktif paketleme uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan dogal fenolik bir
bilesiktir (Woranuch ve Yoksan; 2013; Yogalakshmi ve ark., 2010; Devi ve ark., 2010).
Eugenoliin diger esansiyel yag bilesikleri gibi, olduk¢a ucucu, kararsiz, 1s1, 151k ve oksijen
gibi ¢evresel faktorlerin etkisiyle isleme ve depolama siirecinde kimyasal olarak degisime
ugradig1 daha once bildirilmistir (Mourtzinos ve ark., 2008; Choi ve ark., 2009; Garg ve
Singh, 2011).

Suda ¢6ziiniirliik yapinin biyolojik aktivitesi ile dogrudan iliskilidir. Eugenol suda
hidrofobik 6zellikte oldugu i¢in, sulu sistemlerde antimikrobiyel aktivitesi de azdir. Suda
¢Oziiniirliigli az olan eugenol ugucu yagimin, su esasli gida, kozmetik ve ilagbilim
uygulamalarinda kullaniminin arttirtlmasi i¢in farkli formiilasyonlar seklinde kullanildig:
belirtilmistir. Bunlar sivi formlar (emiilsiyon, miseller, sivi ¢ozeltileri), yari sivi formlar
(eller, lipozomlar) ve kat1 formlar (mikrokapsiiller, mikrokompozitler) seklindedir.
Ucucu yag molekiiliiniin; kararliliginin iyilestirildigi, oksidasyona kars1 korundugu, tat
bileseninin maskelendigi, toksik oOzelliginin azaltildigi, hidrofobik bileseninin suda
coziinlir 6zellik kazandirildigi ve biyoyararliliginin arttirlldigini gdsteren caligmalar
mevcuttur (Sowasod ve ark., 2012; Nedovig ve ark., 2011; Neethirajan ve Jayas 2011).

Sunulan ¢aligmada, eugenoliin dengede emiilsiyon tasima sistemi (sulu DPADXx)
tarafindan hapsedilmesiyle sudaki ¢Oziiniirliigiiniin arttirilmasi, ugucu bilesenin
korunmasi, biyolojik aktivitesinin belirlenmesi ve etkisinin arttirilmasi1 amaglanmustir.
Bunu gerceklestirmek i¢in eugenoliin polimerik tabanli DPADx’e yiiklemesi yapilmis ve
elde edilen yeni yapiin kimyasal 6zellikleri ve biyolojik aktivitesi belirlenmistir. (Sekil
4.2).

Literatiirde eugenol i¢in; siklodekstrin, (Choi ve ark., 2009; Yang ve Song, 2005),
siklodekstrin-g-kitosan (Sajomsang ve ark., 2013), kat1 lipid parcaciklar (Garg ve Singh,
2011), poli(DL-laktit-ko-glikolit) nanoyapilari (Gomes, Moreira, ve Perez, 2011), kitosan
nanoyapilar1 (Chen ve ark, 2009), kitosan hidrojeli (Jung, Chung, ve Lee, 2006),
polikaprolakton nanokapsiilleri (Choi ve ark., 2009), stirfaktan miseller (Edris ve Malone,
2012; Gayinsky ve ark, 2008; Pérez-Coneza ve ark., 2011), jelatin (Kim ve Sharma,
2011), jelatin-sodyum alginat nanokapsiilleri (Shinde ve Nagarsenker, 2011),
maltodekstrin ve arap zamki matriksi (Chatterjee ve Bhattacharjee, 2013), liposom

(Sebaaly ve ark, 2015) gibi farkli tasiyici sistemler onerilmistir. Bu ¢aligmada, eugenol
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ucucu yag molekiilii i¢in tasiyici olarak ilk defa dekstran bazli bir dendritik molekiil
kullanilmigtir. Ayrica, dendritik yapiya yiiklenen eugenol molekiliiniin biyolojik
aktivitesi incelenmistir.

Eugenol yag molekiiliiniin, kapsiillenmis sekilde ya da adsorbe olmus sekilde

yiiklendigi diistiniilmektedir.

Sulu DPADx ¢ozeltisi Sulu DPADx ¢ozeltisi + eugenol
tween20
——
s s
J\I\N J‘N\r
Kapsiillenmis eugenol
N VLLL, J\,J\I‘N VLLL

ig}" 3 Adsorbe olmus eugenol

s Dekstran

Eugenol

Sekil 4.2. Eugenoliin DPADx’e yiiklenme sekilleri.
4.3.Yapisal Analiz Sonuclar:

4.3.1. FTIR Analizleri Sonuclari

Tekrar eden ii¢ Michael katilmasi ve iki amidasyon tepkimesi ile elde edilen farkli
jenerasyondaki poliamin polimerleri (C1, C2, C3, C4 ve C5), poliamin hidrazid iskeleti
PAH(C6) ve DPADX(C7) yapilart FTIR analizi ile karakterize edilmistir. FTIR sonuglari
Cizelge 4.2°de 6zetlenmistir.

Michael katilmasi adiminda 1729 cm™ band: civarinda gdzlenen kuvvetli bant
metil ester varligini1 gosterir (Klaykruayat ve ark., 2010; Beezer ve ark., 2003). C1, C3 ve
C5 maddelerinin FTIR sonuglarinda gozlenen bu pikin amidasyon basamagindan sonra

(C2 ve C4) yok olmast ve 3000- 3350 cm™ bolgesinde yogun olarak NH2 bandini
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olusturmasit amidasyon tepkimesinin gergeklestigini gosterir. C3 maddesinin
sonuglarinda, C2’deki amin gruplarinin yogunlugunun kuvvetli bir sekilde azalmasi ve
metil ester grup yogunlugunun artmast ile yeniden 1729 cm™ civarinda pik gozlenir. (Qu
ve ark., 2006). Sonug olarak -NH> gruplart —-OCH3s grubuna doniismiistiir. C4 maddesi
sonuglarinda yeniden metil ester pik yogunlugu azalir ve yerini 1628 cm™ civarinda
gdzlenen amid pikine birakir. Ayn1 zamanda 3349, 3269 ve 3069 cm™’de kuvvetli birincil
ve ikincil amin pikleri gozlenmesi u¢ gruplardaki metil esterlerin yerini, tris(2-
aminoetil)amin grubuna biraktigini kanitlar. Son olarak C5 yapisinin FTIR spektrumunda
yeniden metil ester pik yogunlugunun artmasi, C4 yapisina yeniden metil metakrilat

katildigint gosterir (Bakiniz, EK 1-5).

Cizelge 4.2. Sentezlenen yapilarin FTIR spektrum sonuglari.

Fonksiyonel Grup Dalga Sayisi, cm™
C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7
oNH> - 3351 - 3349 - 3377 -
oNH - 3277 3299 3269 3299 3195 3265
vOH - - - - - - 3193
3022
oCH, 2949 2921 2949 2935 2942 2965 2961
2817 2804 2817 2811 2815 2826 2823
vC=0 ester 1729 - 1729 - 1729 - -
vC=0 amid - 1654 1655 1628 1651 1626 1637
oNH, vC-N - 1559 1553 1574 1547 1546 1543
vCHCH3 1360 1350 1356 1388 1358 1372 1368
karbohidratlarda OH
b - - - - - 1266 -
deformasyon piki
v C-O-C 1256 1257 - 1256 - -
C-0O, (C4 karbonuna ait) - - - - - 1114
o, (1-6) glikozit baglar ) i ) i ) 1044
etrafinda zincir gerilmesi
a-glikozit bag - - - - - 916

Poli-amin hidrazid (C6) yapisinin FTIR spektrumunda hidrazin hidrat
eklenmesiyle yapiya —NH-NH; grubunun katildig1 3265, 3193, 3052 cm™ bélgelerinde
gbzlenen birincil ve ikincil amin pikleri ile kanitlanmistir. Yapidaki yogun hidrojen
bagindan dolay:1 dalga boylarinda azalma gozlenmistir. (Zhu ve ark., 2010). Hidrazid
tiirevlerinde, amid bagina ait spektrum yaklasik 1650 cm™ de gdzlenmistir (Zhao ve ark.,
2008; Gomes ve ark., 2003). (Bakiniz EK 6).
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Sekil 4.3. DPADx (C7) yapisinin FTIR Spektrumu.

C7 yapisinda, dekstranin yapiya katilmasindan dolayr 3193-3022 cm™
bolgelerinde karbohidratlara 6zgii yogun OH piki gézlenmistir (Liu ve ark., 2007). 1081
cm civarinda dekstranin C4 karbonuna ait C-O pikinin, o-(1,6) glikozit baglari etrafinda
zincir gerilmesinden kaynaklanan 1044 cm™ de gozlenen pik ve a-glikozit bagma ait 916
cm’de gdzlenen pik yapiya dekstranin katildigini kanitlar. (Han ve ark., 2014; Siddiqui
ve ark., 2014; Purama ve ark., 2009). C-O-C bagi ve glikozidik kopriiniin varligini
gosteren pik 1114 cm™’de gdzlenmistir (Shingel, 2002), (Sekil 4.3.).

FTIR spektrumlarinda, 1654, 1655, 1628, 1651, 1626, 1637 cm? bolgelerinde
gozlenen ve sirasiyla C2, C3, C4, C5, C6 ve C7 bilesiklerine ait olan bantlar N-H
biikiilmesi/C-N gerilmesi ve C-O gerilmesi amidlere ait karakteristik piklerin varligin
kanitlamaktadir (Tajabadi ve ark., 2013; Charles ve ark., 2012). Ayn1 zamanda biitiin
yapilarin spektrumlarinda 1368 cm™ civarinda metil metakrilata ait metil piki -CH(CH3)2

gozlenmistir (Dong ve Ozaki, 1997).

Eugenol yiiklenmis DPADx yapisinin FTIR spektrumunda 3545-3444 cm
((WNH), (vOH)), 3080 cm™ (sp? vinil), 2961 cm™ (VCH?2), 2871 cm™ (vCH>), 1723 cm™
(wC=0 amid), 1609-1468 cm™ (aromatik halka), 1366 cm* (vCHCHs), 1269 cm

59



(aromatik vinil), 1120 cm™ (vVOCH3), 1038 cm™ (a (1-6) glikozit baglar1 etrafinda zincir
gerilmesi) 916 cm™ (v a-glikozit bag1), 794 cm™ (aromatik halka meta yonlenmis grup),
743 cm (aromatik halka orto yonlenmis grup) dalga boylarinda pikler gdzlenmistir.
Yapida hem dendritik yapiya, hem de eugenole ait karakteristik pikler gézlenmistir. FTIR
sonuclar1 glikodendritik yapinin i¢inde eugenol ugucu yaginin varligini kanitlamaktadir

(Cizelge 4.3). (Bakiniz EK 7-8).

Cizelge 4.3. DPADx, eugenol ve eugenol yliklenmis yapilarin FTIR spektrum sonuglari.

Dalga sayisi, cm!

Fonksiyonel Grup Eugenol
DPADX Eugenol Yiklenmis
DPADX
-0OH, vNH - - 3545
-fenol - 3444 3444
-oNH 3265 - -
-0OH 3193-3022 - -
-sp? vinil - 3080 3080
-0CH> 2961, 2931, 2823 - 2961-2871
-0C=0 amid 1637 - 1723
-aromatik halka - 1615 1609
-ONH, vC-N 1543 - -
-aromatik halka - 1468 1468
-ONH, vC-N 1456 - -
-0CHCH3 1368 - 1366
-aromatik vinil - 1269 1269
-Karbohldratla_rc_ia OH 1266 i )
deformasyon piki
-0OCH3 - 1121 1120
-C-0, C4 karbonuna ait 1114 - -
-a (1-6) Gll.'kogit baglarz . 1044 ) 1038
etrafinda zincir gerilmesi
-a-Glikozit bagt 916 - 916
-Aromatlik halka meta i 795 794
yonlenmis grup
-Aromatik halka orto i 743 743

yonlenmis grup
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4.3.2. 'H-NMR Analizleri Sonuglar:

Tekrar eden ii¢ Michael katilmasi (C1, C3 ve C5) ve iki amidasyon tepkimesi ile
elde edilen ¢ok dalli poliamin polimerleri (C2 ve C4); poliamin hidrazid iskeleti (C6) ve
poliamin hidrazid dekstran (C7) yapist *H-NMR analizi ile karakterize edilmistir. *H-
NMR sonuglart FTIR sonuglari ile uyum igindedir.

Ester ile sonlanmig C1, C3 ve CS5 yapilarinda metil esterine ait -OCH3 grubunun
protonlart 3,68 ppm’de gozlenmistir (Huang ve Su, 2010; Esfand ve Tomalia, 2001).
Yapida amid protonunun olmamasi, tris(2-amino etil)aminin asir1 metanol varliginda
metil metakrilat ile tepkimesi sonucu tris(2-amino etil)aminin u¢ gruplarina; metil
metakrilatin Michael katilmasina gore katildigint kanitlar. C2 ve C4 yapilarinda metil
ester sinyalinin tamamen kaybolmasi, metil ester grubu ile tris(2-amino etil)amin arasinda
olusan yer degistirme tepkimesi oldugunu gosterir. Sonug olarak yapilarda amid bag:
olugmustur ve amid grubu yaklasik 7,30 ppm’de gozlenmistir (Esfand ve Tomalia, 2001).
Biitiin yapilardaki metil metakrilata ait -CHs grubunun protonlar1 yaklasik 1,18 ppm’de
gozlenmistir (Schmidt-Rohr ve ark., 1994) (Bakiniz EK 9-13).

C5 yapismin hidrazin monohidrat ile hidrazinlenmesi sonucu —OCHj3 grubu -
NHNH2 grubu ile yer degistirmistir. Yapida yeniden —NH2 grubu 7,3 ppm’de gozlenir.
(Zhao ve ark., 2008). Ayrica hidrazid tiirevleri, 6= ~8,4 ppm’de gozlenen pik ile
dogrulanmaktadir (Gomes ve ark., 2003). (Bakiniz EK 14)

Hidrazinlenmis poliamin yapisina pH 5 fosfat ortaminda diisiik molekiil agirlikli
dekstran yapisinin katilmasi H-NMR ile kamitlanmistir. Yaklastk 9 ppm civarinda
gozlenen yayvan pik dekstrandaki —OH gruplariin yapiya girdigini gosterir (Charisiadis
ve ark., 2010; Zhang ve ark., 2007). Poliamin-hidrazid-Dx yapisina ait 'H-NMR
spektrumunda dekstrana ait karakteristik protonlar1 gormek miimkiindiir. Dekstrana ait
anomerik karbona bagli proton 4,6 ppm’de gozlenmistir. H6, H5, H4, H3 ve H2 protonlari
ise sirasiyla 3,9; 3,7; 3,1; 3,6 ve 3,2 ppm’de g6zlenmistir (Han ve ark., 2014; Siddiqui ve
ark., 2014; Purama ve ark., 2009), (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. DPADX (C7) yapisinin *H-NMR Spektrumu.

4.3.3. BC-NMR Analiz Sonuclar1

Tekrar eden li¢ Michael katilmasi (C1, C3, C5) ve iki amidasyon tepkimesi ile elde
edilen cok dalli poliamin polimerleri (C2, C4); poliamin hidrazid iskeleti (C6) ve
poliamin hidrazid dekstran (C7) yapis1 23 C-NMR analizi ile karakterize edilmistir.

Ester ile sonlanmig C1, C3 ve C5 yapilarinda yapilarda (-OCHas) karbonuna ait pik
52,5 ppm civarinda gozlenmistir. Metakrilatin metili 15,3 ppm’de, metakrilat metiline
yakin —CH karbon piki 40 ppm civarinda gozlenirken; yapidaki CHz’ler 46, 54, 78 ve 80
ppm civarinda gozlenmistir. Yapilardaki karbonil karbonuna ait pikler yaklasik 176 ppm
civarinda gozlenmistir (Beezer ve ark., 2003).

NH: grubu ile sonlanan C2 ve C4 yapilarinda (-OCHs) karbonuna ait pik kaybolur
ve Onceki yapilardan farkli olarak 37,4 ppm civarinda gézlenen CH» gruplar1 alir. Metil
metakrilat metili 16 ppm civarinda (Elizalde-Pena ve ark., 2007), komsu -CH karbonu ise

39,5 ppm civarinda gdzlenmistir. Yapidaki —CH2 gruplar1 37-78 ppm civarinda gozlenir.
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Karbonil karbonuna ait pik 175 ppm civarinda gézlenmistir (Esfand ve Tomalia, 2001,
Leng ve ark., 2010). (Bakiniz EK 15-19).

Ester ile sonlanmig C5 yapisinin hidrazin hidrat ile tepkimesi sonucu elde edilen
molekiiliin 3 C-NMR spektrumunda, hidrazid bagindan kaynaklanan 179 ppm civarinda
yeni C=0 piki gozlenmesi C6 yapisinin sentezlendigini gostermektedir (Zhao ve ark.,
2008) (Bakimiz EK 20).

Hidrazidli yapinin pH 5,5 fosfat tamponu ortaminda dekstran ile tepkimesi
sonucunda, dekstrana ait karakteristik piklerin gézlenmesi yapiya dekstranin girdigini
gostermistir. C1 anomerik karbonuna ait pik 6 98.6 ppm’de, C6 karbonuna ait pik é 66.4
ppm’de C2, C3, C4, C5 karbon pikleri de sirastyla 73,8; 72,3; 70,7; 70,5 ppm de
gozlenmistir. (Han ve ark., 2014; Siddiqui ve ark., 2014; Purama ve ark., 2009), (Sekil
4.5.).

C3
4| 5
c1 - C4| C5
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Sekil 4.5. DPADX yapisinin (C7) *C-NMR Spektrumu.

4.3.4. GPC Analiz Sonuglar:

Dx ve DPADXx yapilarinin agirlikca ortalama molekil agirhigr (Mw); hidrodinamik
hacim (Rh); polidisperslik indisi (PI) olarak adlandirilan molekiiler agirligi dagilimi
(M,,/M,) ve Mark-Houwink {steli (a) degerleri GPC analizi ile belirlenmistir. 10,2
mg/mL derisimdeki 6rneklerin sulu ¢ozeltileri 35 °© C’de GPC analizi sonuglar1 Cizelge
4.4.°de verilmistir.

GPC analizi sonuglarindan, dekstranin My degerinin 9061 g/mol, PAH yapisinin My
degerinin 10286 g/mol ve son elde edilen DPADx yapisinin My degerinin 77539 g/mol
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oldugu belirlenmistir. Yeni glikodendritik yapinin agirlikca ortama molekiil agirliginda
meydana gelen dikkate deger artis, dendritik yapidaki PAH yapisina dekstranin
katildigim1 ve sonu¢ olarak ug¢ gruplarda dekstran iceren glikodendritik yapinin
sentezlendigini gostermektedir (Bakiniz EK 21-23).

Polidisperslik yorumlari, dendrimerlerin yapisal deformasyonlar1 hakkinda bilgi verir
(Ertiirk ve ark., 2014). Sentezlenen dendritik dekstran yapisinin PI degerinin, sentezde
kullanilan dekstranin PI degerinden (1,343) daha diislik ¢ikmasi, dendritik yapinin daha
monodispers oldugunu gostermektedir. DPADx yapisinin PI degerinin 1,281 olarak
bulunmasi, yapinin monodisperse yakin oldugunu fakat miikemmel PI degerine (=1,000)
sahip olmadigimi gdstermektedir. Bunun nedenini Tao ve Feng (2012), dendrimer ve
dendritik fraktallarin molekiillerarasi etkilesime girmesiyle aciklamaktadir.

Mark-Houwink tsteli (a), belirli bir ¢oziiciide polimer yumaginin agilabilirligini
karakterize eder. a~0 ise polimer yumag kiire seklindedir. a~0,5 ise teta sicakliginda
bozulmamis kiire seklindedir. 0,5<a<1 ise kismen agilmis zincir seklindedir. Elde edilen
PAH bilesiginin a degerinin sifira yakin (0,209) ¢ikmast bu bilesigin kiire seklinde
oldugunu gosterir. PAH bilesigine, dekstranin konjuge olmasi ile elde edilen DPADx

bilesiginin ise (a=0,509) ideal istatistik kiire olusturdugu diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.4. Sulu ¢ozeltide 10,2 mg/mL derisimdeki 6rneklerin 35° C’de GPC sonuglari.

.. Rh

Ornek M, M, M, /M, (nm) a
DX 9061 6748 1,343 2,340 0,614
PAH 10286 7873 1,306 1,066 0,209
DPADX 77539 60529 1,281 2,597 0,519

Rh, 151k sagilmasi ile elde edilen, polimer zincirinin konformasyonuna ve yapisina
bagli olan bir parametredir (Inoue, 2000). Ayrica Rh degeri, u¢ gruptaki fonksiyonel
grubun polaritesi ile ilgilidir. Dekstran, PAH ve DPADx yapilarinin Rh degerleri sirasiyla
2,340; 1,066 ve 2,597 nm seklindedir. Glikodendritik yapinin Rh degerinin digerlerinden
daha yiiksek ¢ikmasi, yapimin polaritesinin diger bilesiklerden daha ¢ok oldugunu
gostermektedir. Dekstranin Rh degerinin (2,340 nm), DPADx yapisinin Rh degerinden
(2,597nm) daha diisiik olmasi, dekstranin daha yogun yapida oldugunu gdésterir.
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4.3.5. Elementel Analiz Sonuclari

Sentezlenen yapilarin, makromolekiiler yapisi elementel analiz (C/H/N) orani
(Cizelge 4.5) teorik (ChemDraw) ve deneysel olarak verilmistir. Elementel analiz
sonuglarindan, C/H/N oraninin degismesi sentezlenen yapilarin ug¢ gruplariin degistigini
desteklemektedir. Metil ester grubu ile sonlanmis (C1 ve C3) yapisindan tris (2-aminoetil)
amin eklenmesiyle amin grubu ile sonlanmis (C2 ve C4) yapilarinin sentezlendigi azot

yiizdesinin artmasi ile kanitlanmistir.

Cizelge 4.5. Sentezlenen yapilarin C/H/N bilesimleri.

Elementel Analiz

Kodu Kimyasal Formiili C H N
Cl Cs6HesN4O12 Teorik 57,89 8,91 7,50
Deneysel 56,09 8,61 7,92
C2 CesH150N2806 Teorik 55,35 10,56 27,39
Deneysel 54,75 9,79 26,55
C3 C186H342N280s4 Teorik 58,25 8,99 10,23
Deneysel 57,87 8,36 10,73
C4 C312H690N 124030 Teorik 56,27 10,44 26,08
Deneysel 56,28 9,12 26,43
*C5  CoesHa92N22074 X3 Teorik 58.48 9,08 10,77
Deneysel 57,93 9,04 11,90
*C6  Coa3sHa96N106042 X3 Teorik 51,62 9,10 27,04
Deneysel 50,46 9,03 26,49
*C7  CusoHs7sN1060202 X3 Teorik 49,60 7,96 13,36
Deneysel 48,99 8,41 13,10

*Sekil 4.1-b’de verilen yapilar dendrimerin 1/3’{inii olusturdugundan kimyasal formiillerin {ig ile
carpilmasi gerektigini ifade etmektedir.

Azot yilizdesinin artmasi yapidaki dallanmanin arttigini ifade eder. Sonug olarak
(C1 ve C3) yapilarindaki —OCHgs gruplar tris(2-aminoetil)amin gruplariyla amidasyon
tepkimesi vermistir. Bu sonugclar farkli jenerasyonda poliamin yapilarinin sentezlendigini
ve sentezin son adiminda, dekstranin basarili bir sekilde poliamin hidrazid yapisiyla
konjuge oldugunu gostermektedir.

Deneysel ve teorik elementel analiz sonuglarindan elde edilen C, H ve N oranlarinin

hesaplanan degerlerden farkli olmasinin nedeni dallanmada meydana gelen artigla
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ardarda gerceklesen Michael katilmasi ve amidasyon tepkimesinin sterik engel ile
dendritik yapida kii¢iik deformasyonlar olusturmasidir (Wang ve ark., 2014; Zhang ve
ark., 2011).

4.3.6. Coziiniirliik Testi Sonuclari

Hansen’a gore, polimer-¢oziicii karisabilirliginin temel prensibi ‘benzer benzeri
cozer’ ilkesidir (Hansen, 1967). Piskin (1987), bu ilkenin nicel bir ifade olmadigin1 ve
polimerlerin ¢oziinme yada sismelerini etkileyen nicel parametrelerin deneysel olarak
gelistirildigini ifade etmistir. Bu parametreler arasinda polimer ve ¢oziicii polarligi,
koheziv enerji yogunlugu ve Hildebrand ¢oziiniirliik parametresi, H-bagi, polimerin
molekiil agirligl, polimer istiflenme yogunlugu, polimerin kristal yapisi ve sicaklik yer

almaktadir.

Cizelge 4.6. Dekstran ve DPADX yapisinin ¢oziiniirliik testi sonuglart.

Coziiniirlik” ve Cozelti rengi

'\:';?df DMSO Su THF Metanol
g (aprotik dipolar)  (protik polar) (aprotik polar) (protik polar)
Coziiniir Coziiniir Coziinmez Coziinmez
Dx beyaz
berrak berrak
O0zlinur Oziinur Kismen ¢oziiniir Az ¢oziinlir
DPADx sart ¢ ¢ ¢ ¢
acik sart acik sart acik sari actk sari

“Céziiniirliik: 0,1-0,29/100 mL-> kismen ¢dziiniir, < 0,1 g/100 mL - az ¢dziiniir.

Dekstran ve DPADx yapisinin ¢esitli ¢oziiclilerdeki ¢oziiniirliik testi sonuglari
Cizelge 4.6’da 6zetlenmistir. Coziiniirliik testi igin segilen ¢oziiciilerden su protik polar
¢ozicidir. Protik ¢oziiciiler O-H ya da N-H grubu icerdiklerinden ¢oziinen ile oldukca
giiclii H bag1 yapabilme yetenegine sahiptirler. (Antoniou ve ark., 2010; Parker, 1969).
Dekstran ve DPADx yapilari, su ile giiclii etkilesim yapacak elektron alic1 gruplar iceren
hidrofilik monopolar molekiillerdir. Bu agiklamalar 15181 altinda 6rneklerin su igerisinde
¢coziinmesi beklenen bir durumdur. DMSO dipolar aprotik (dielektrik sabiti yiiksek,
proton alic1) bir ¢oziiciidiir (Parker, 1969). H-bagi alic1 gruplar icerdiginden dekstran ve
DPADx yapilart DMSO igerisinde de ¢ozlinmiistiir.

Dekstranin polar protik bir ¢dziicii olan suda ¢oziiniirken, yine polar protik ¢6ziicii
olan metanolde ¢oziinmemesi Hansen’in ¢oziiniirliik paramatresi bilesenleri (sirasiyla
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dispersiyon kuvvetleri, polar kuvvetler ve H-baginin etkin oldugu ¢6ziiniirlik parametresi
degerleri; 4, Op, 6n) ve Hildebrand ¢oziiniirliik parametresi (0t) degerleri ile agiklanabilir
(Ozdemir C. ve Giiner A., 2007). Cizelge 4.7’den karsilagtirildiginda suyun 6n degerinin,
metanoliin on degerinden oldukc¢a yliksek oldugu goriilmektedir. Boylece dekstran-su
arasinda gerceklesen H-bagi etkilesiminin, dekstran-metanol arasindaki H-bagi
etkilesiminden daha ¢ok oldugu sdylenebilir. Sunulan tez ¢calismasinda dekstran u¢ gruplu
dendrimer olan DPADx’in dekstrana goére THF’deki ve metanoldeki ¢ozlniirligi
tyilestirilmistir.

Dekstran THF ve metanolde hi¢ ¢oziinmezken, dendritik poliamin yapisina
baglanarak DPADx’i olusturdugunda; metanoldeki ¢oziiniirliigi < 0,1 g/100 mL’ye,
THF’daki ¢oziintirliigi ise 0,1- 0,2g/100 mL’ye arttigi gozlenmistir. Coziiniirliikte
meydana gelen bu iyilesmenin, DPADx yapisi ile ¢oziiciiler arasinda olusan kovalent
olmayan etkilesimler, glikodendritik yapmin H-bagi yapma 06zelligi, elektrostatik
etkilesimler ya da hidrofobik etkilesimler sayesinde oldugu distiniilmektedir (Higuchi ve
Connors, 1965).

Cizelge 4.7. Dekstran ve secilen ¢oziiciiler i¢in ¢oziiniirlilk parametresi degerleri.

Hansen’in Hildebrand Dipol Dielektrik
¢Oziiniirliik parametresi ¢Ozliniirliik moment sabiti
bilesenleri parametresi
(MPa)Y/2 (MPa)*2 (D) (e)
dd Op Oh Ot
DMSO 18,4 16,4 10,2 26,6 3,96 46,7
THF 16,8 5,7 8,0 19,4 1,75 7,5
Metanol 14,7 12,3 22,3 29,7 1,70 33
Su 15,5 16,0 42,2 47,9 1,85 80
Dekstran* 13,2 15,0 24,2 32,05 - -

*(Gtiner, 2004)

4.3.7. Viskozite Ol¢iim Sonuclar:

4.3.7.1.Doner Cozelti Viskozimetresi ile Bulunan Dinamik Viskozite Degerleri
Dekstranin sulu c¢ozeltisinin viskositesi 2,32 cP iken DPADx yapisinin sulu
cozeltisinin viskositesi 2,15 cP olarak bulunmustur (Cizelge 4.8). Frechet’e gore
cozeltide, dogrusal zincirler esnek yumak olarak davranirken, dendritik yapilar sikica
paketlenmis kiirecik formuna girerler. Bu onlarin reolojik 6zelliklerini 6nemli derecede
etkiler. Dendrimer ¢ozeltilerinin viskoziteleri, dogrusal polimerlerin ¢ozeltilerine gore
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daha diisiik viskoziteye sahiptir (Frechet, 1994). Sonug¢ olarak, Dendritik yapiya sahip
olan DPADx’in sulu ¢0zeltisinin viskozitesinin dekstranin sulu ¢dzeltisinin,

viskozitesinden daha diisiik ¢ikmasi beklenen bir durumdur.

Cizelge 4.8. Dekstran ve DPADX’in Sulu ¢6zeltilerinin 25 °C’de 6lgiilen 7 ve [ 7]

degerleri.
Dekstranin sulu ¢ozeltisi DPADX’in sulu ¢ozeltisi
n (cP) 2,32 2,15
[#] (dL/g) 4,028 3,084

4.3.7.2. Ubbelohde Viskozimetresi ile Bulunan Intrinsik Viskozite Degerleri

Dekstran ve DPADx’in 0,03 g/dL sulu ¢ozeltilerinin 25 °C’deki intrinsik viskoziteleri
Solomon-Ciuta esitligi kullanilarak hesaplanmistir. Dekstranin sulu ¢ozeltisinin [7]
degeri 4,028 dL/g iken, dendritik yapmin [#7] degeri 3,084 dL/g olarak bulunmustur
(Cizelge 4.8). Tao ve Feng (2012)’e gore, dendritik yapinin yiiksek molekiil agirligina ve
diisiik [7] degerine sahip olmasi yogun, kiiresel sekilde oldugunu gostermektedir. Bu
agiklamaya gore, DPADx yapisinin yogun, kiiresel sekilde oldugu s6ylenebilir. Dendritik
yapidaki i¢ ¢ekirdek poliamin yapisindaki hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimler
zincirin yogun olmasina ve dolayisiyla [77] degerinin dekstranin [7] degerinden daha

diisiik citkmasina neden olmaktadir (Wen ve ark., 2015).

4.3.8. XRD Analizleri Sonu¢lar:

XRD analizi, dogrusal polimerlerin ve dendritik molekiillerin kristallik yapisini
aciklamada kullanilmaktadir. Dendrimerlerin  XRD desenleri, amorf dogrusal
polimerlerdeki gibi keskin olmayan pikler verirler. Bu dendrimerlerin molekiiler
diziliminin olduk¢a diizensiz olmasindan kaynaklanmaktadir (John, 2012). Dekstran,
DPADx ve eugenol yiiklii DPADx’in XRD kirinim desenleri Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6. Dekstran (a), DPADXx (b) ve eugenol yiiklii DPADx (c)’in XRD kirinim
desenleri.

Dekstran ve DPADx’in XRD desenleri incelendiginde kristalin yapiya ait keskin
Bragg piklerinin goriilmemesi yapilarin yar1 kristal karakterde oldugunu gosterir.
Dekstranin 20=16,84° ve 38,82° pikler, yapinin yar1 kristal oldugunu gésterir (Yuan ve
ark., 2009). DPADx’in XRD deseninde 26=18,76° ve 39,09°°deki pikleri de dekstran ile
hemen hemen ayni piklere sahip oldugundan kristallik derecelerinin yaklasik ayni oldugu

sOylenebilir.
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Eugenol yiikli DPADx’in XRD kirinim goriintiisii incelendiginde, DPADX’in
kirmim goriintiisiine benzeyen 26=19,88° ve 38,54%’de g6zlenen genis pikler, eugenol
yiikklenmesinin yapimin kristalligini fazla etkilemedigi diisiiniilmektedir. Bu sonuglar,
Gajendiran ve arkadaslarinin (2013), sentezledikleri triblok kopolimer PLGA-PEG-
PLGA yapisina hidrofilik ila¢ izoniyezid, yiiklediklerinde bulduklar1 XRD sonuglari ile

uyumludur.

4.3.9. Yiizey Morfolojisi

Sekil 4.7°de Dekstran ve DPADx’in SEM goriintiileri verilmistir. Farkli boyutlardaki
SEM fotograflar1 yapinin morfolojisi hakkinda bilgi vermektedir Dekstranin SEM
goriintlistinde piiriizlii, farkli boyutlarda diizensiz dizilmis kiireciklerin yer aldigi ve
yapinin polidispers oldugu goriilmektedir (Azmeera ve ark., 2012; Hoang ve ark., 2014).

Poliamin ile konjuge olan dekstranin yiizeyinde kismen degisiklik gozlenmektedir.
DPADx yapisinin farkli boyutlardaki (x70 ve x100) SEM mikrograflari, yapinin gesitli
yogunlukta heterojen ylizeye sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica goriintiilerde
diizensiz dizilen kiireciklerin dekstrandan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Eugenol yiiklenen DPADx ve kontrol olarak hazirlanan DPADx’in SEM goriintiileri
Sekil 4.8’de verilmistir. SEM analizi ile yilizey morfolojisi incelenmis ve eugenol
yiiklemesinin gergeklestigi kanitlanmistir. Kontrol maddesinin ylizey goriintiileri
incelendiginde yiizeyin daha sert ve daha piiriizlii oldugu gdzlenmistir. Diger goriintiide,
sulu ¢ozeltide dalli yapiya eugenol molekiiliniin yiiklenmesinden kaynaklanan daha
yogun yagimsi, yumusak bir goriintii elde edilmistir (Maji ve ark., 2009; Banerjee ve ark.,
2012).
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Sekil 4.7. SEM gbriintiileri, Dekstran (x110) (a), DPADx (x70) (b) DPADXx (x300) (c).
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Sekil 4.8. SEM goriintiileri, kontrol olarak hazirlanan DPADx (x100) (a) ve
Eugenol yiikklenen DPADx (x500) (b).

4.3.10. DSC Analizleri Sonuglari

Dekstran, DPADx ve eugenol yiikli DPADx’in 1s1l davranislart DSC analizi ile
belirlenmistir (Sekil 4.9). Orneklerin DSC termogram egrilerinde, 100 °C civarinda
gozlenen endotermik pik nemden kaynaklanmaktadir. Dekstran, DPADx ve eugenol
yiklit DPADx’in Tg degerleri sirasiyla 52 °C (Icoz ve ark., 2005), -16 °C ve -20°C, olarak
belirlenmistir. Dekstran ile modifiye edilmis poliaminin yapisinin daha diisiik Tg degerine
sahip olmasi, dallar arasindaki sterik engelden ve zincir etrafindaki serbest hacimin
artmasindan kaynaklanmaktadir (Surapati ve ark., 2010; Karpagam ve Guhanathan,
2014). Dekstranin DSC egrisinde 186 °C’de goriilen kii¢iik endotermik pik Tm degerini
vermektedir. DPADx ve eugenol yiiklii DPADX i¢in Tm degerleri sirasiyla 180 °C ve 175

°C olarak tahmin edilmistir. Bu pikler yapilarin kristal bolge icerdigini gostermektedir
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(Chung ve ark., 2003; Campos ve ark., 2013). Bu sonuglar XRD sonuglari ile uyum

icindedir.
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Sekil 4.9. Dekstran (a), DPADx (b) ve eugenol yiiklii DPADx (c)’in DSC egrileri.

Cizelge 4.9. DSC egrilerinden elde edilen 1s1l gecis sicakliklart.

Td1 Td2 Tg Tm
°C) (°C) °C) (°C)
Dx 283 338 52 186
DPADx 143 203 -16 180
Eugenol yiiklii DPADx 135 224 -20 175

Cok dalli olan DPADx’in dekstrana gore sicakliga daha az dayanikli olmasi
beklenen bir durumdur. DPADX’in eugenol ile yiiklenmesinin Ty degerini ve bozunmaya
baslama sicakligini azalttig1 gézlenmektedir. Bu diisiis, esansiyel yagin polimer zincirinin
segmental hareketini ve polimerdeki serbest hacimi arttiran bir plastiklestirici olarak rol
oynadig1 sonucunu ¢ikartmaktadir (Sobral ve ark., 2001). Benzer sonuglar, Aliheidari ve
caligma arkadaslar1 (2013), tarafindan Matricaria recutita esansiyel yagi yiiklenen

sodyum kaseinat bazli materyal i¢in bulunan sonuglarla uyumludur.
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Dekstran, DPADx ve eugenol yiiklii DPADx’in bozunma sicaklik araliklari
sirastyla 283- 338 °C; 143- 203 °C ve 135- 224 °C’dir. DSC egrilerinden elde edilen 1s1l
gecis sicakliklart Cizelge 4.9°da 6zetlenmistir.

4.3.11. TGA Analizleri Sonuc¢lar:

Dekstran, DPADx ve eugenol yiikli DPADxX’in yapilarinin 0-700 °C sicaklik
araliginda N2 atmosferi altinda TGA analizleri yapilmis ve termogramlar Sekil 4.10°da

verilmistir.
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Sekil 4.10. Dekstran (a), DPADx (b) ve eugenol yiikli DPADx (c)’in TGA

termogramlart.

TGA termogramlarindan da gorildiigi gibi, dekstranin tek adimda
gerceklesirken, DPADX’in iki ve eugenol yiiklii yapiin termal bozunmasi {i¢ adimda
gerceklesmistir. Orneklerde yaklasik 110 °C sicakliginda gergeklesen kiitle kaybi, yapiya
adsorbe olmus sudan kaynaklanmaktadir. Dekstran yaklagik 320 °C’de agirliginin

%92’sin1 kaybederek tek adimda bozunmustur. DPADX’in termograminda yaklasik
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olarak 190-260 °C sicaklik araliginda meydana gelen agirlik kaybi, DPADx yapisindaki
poliamin yapisinin bozunmasini ifade ederken, 280-450 °C sicaklik araliginda meydana
gelen agirlik kaybi sakkarit halkasinin (dekstran) dehidrasyonu ve polimer birimlerinin
bozunmasindan kaynaklanmaktadir (Peniche ve ark., 1993; da Silva ve ark.., 2007; de
Oliveira ve ark., 2014).

Ugucu yag yiiklii dendritik yapinin TGA termograminda, DPADx termograminda
gbzlenen poliamin ve dekstran birimlerinin bozunmasi ile birlikte yaklagik 125-140 °C
sicaklik araliginda meydana gelen agirlik kaybi yapiya yiiklenen eugenol yag
molekiiliiniin diger esansiyel yag molekiilleri gibi, buharlagarak tamamen yapidan
ayrildigini gostermektedir (Paula ve ark., 2011; de Oliveira ve ark., 2014). Dekstran,
DPADx ve eugenol yiiklii DPADx’in bozunma sicakliklari ve % agirlik kaybi1 degerleri
Cizelge 4.10°de verilmistir.

Cizelge 4.10. TGA termogramlarindan elde edilen bozunma sicakliklar1 ve

% agirlik kaybi degerleri.

Td1 Td2 Tds

Sicaklik  Agirlilk  Sicakli  Agirhik  Sicaklik  Agirlik
(°C) Kayb1 (%) k(°C) Kaybi(%) (°C) Kaybi (%)

Dx - - - - 320 92
DPADx - - 200 315 325 93
Eugenol vyiikli

8 o 135 30 210 270 280 89
DPADXx

4.3.12. UV-Vis Analizleri ve Eugenol Yiikli DPADx ile Tlgili Hesaplanan
Parametreler
UV-Vis analizleri i¢in eugenol yaginin metanolde hazirlanan stok ¢ozeltisinden
seyreltme yontemi ile ¢ozeltiler hazirlanmis ve absorbanslari okunmustur. Derisimler,
okunan absorbanslara kars1 grafige gegirilerek standart dogrusu ¢izilmis ve absorbans ile

derisim arasindaki dogru denklemi hesaplanmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Tween 20 igeren eugenoliin metanoldeki ¢6zeltisi i¢in 426 nm’de elde edilen

standart dogrusu.

Dogru denklemi: A = 0,0013¢ + 0,0593 (R? = 0,98) olarak bulunmustur. Elde
edilen bu dogru denkleminden faydalanilarak, Boliim 3.2.4.2.’de verilen Esitlik 3.1.’den
yiikleme verimi, Boliim 3.2.4.3’de verilen Esitlik 3.2.’den yiikleme etkisi ve Esitlik
3.3.’ten yiikleme kapasitesi hesaplanmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. DPADx’e eugenol yiiklemesiyle ilgili hesaplanan parametreler.
Yikleme etkisi (%) Yiikleme Kapasitesi (%) Yiikleme Verimi (%)
69,9 34,7 84,0

Chen ve grubu (2015), eugenol molekiiliinii zein/kasein nanokompleksine
yiiklediklerinde yilikleme verimini % 5,5; yilikleme etkisini %16 olarak bildirmislerdir.
Woranuch ve Yoksan (2013) ise eugenol yagini kitosana yiiklediklerinde yiikleme
kapasitesini %13; ylikleme etkisini de %17 olarak belirtmislerdir. Elde edilen sonuglar,
DPADx yapisinin eugenol molekiilii i¢in bilinen yiikleyici materyallere gore daha iyi bir

yiikleme materyali olarak kullanilabilecegini gostermistir.

4.3.13. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi
Eugenol esansiyel yaginin, sentezlenen DPADx ve eugenol yliklenen DPADx
yapilarinin in vitro antimikrobiyel aktivitesi disk difiisyon ve agar diliisyon yontemleri

ile, Gram negatif (Escherichia coli, Salmonella typhimirium) ve Gram pozitif
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(Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Enterococcus cesseliflour)
bakterilerinin sulu ¢6zeltileri kullanilarak yapilmistir. Disk difiisyon yontemi sonucunda
DPADx’in yukarida adi gegen bakterilere karst herhangi bir etki gdstermedigi
bulunmustur. Eugenol tek basina Gram pozitif bakterilere etkisiz kalmis Gram negatif

bakterilere ise (Salmonella typhimirium 7,34+0,7 ve E. Coli 9,3%1,3) aktivite bulunmustur.

D €

%50 Eugenol Kontrol

Eugenol €

Sekil 4.12. Kontrol (DPADX), eugenol ve %50 eugenol iceren DPADx yapisinin disk

diftizyon yontemine E.coli bakterisine kars1 etkisi (O tiremenin olmadig bolge).

Agar diliisyon yontemi ile incelenen, Escherichia coli, Salmonella typhimirium,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Enterococcus cesseliflour suslarina
yonelik iiremenin goriilmedigi eugenol yiiklenen DPADx’in MIK degerleri sirastyla %1;
%1; %0,5; %2; %2 olarak bulunmustur (Cizelge 4.12). Kontrol olarak DPADx kullanilan
agarlarin tamaminda iireme gozlenmistir.

Eugenol’lin antimikrobiyal aktivitesinin DPADx ile karistirildiginda da devam
ettigi yapilan diliisyon ¢alismasinda gosterilmistir. Bakterilere kars1 gézlenen bu inhibitor
etkinin DPADx molekiiliinden kaynaklanmadigi, Sekil 4.12°de kontrol bolgesinde kalici
inhibasyon boélgesinin olmamasindan ve agar diliisyon yonteminde kontrol olarak
kullanilan DPADX iizerinde tireminin olmasindan anlasilmaktadir. Belirtilen bakterilere
kars1 etkisi olmayan DPADx molekiiliiniin yapisina, antibakteriyel 6zellige sahip eugenol
molekiilii yiiklendiginde yap1, antibakteriyel 6zellik kazanmistir. Sonug olarak, DPADx
ve eugenol arasinda, molekiiller aras1 kurulan H-baglari ile, eugenol DPADx’e yiiklenmis
ve elde edilen kat1 form ile eugenol yaginin suda ¢oziiniirliigii, kimyasal kararliligi,

biyoyararliliginin arttirildig1 ve kontrollii saliniminin iyilestirildigi sdylenebilir.
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Cizelge 4.12. Kullanilan bakterilere kars1 eugenol yiiklenen DPADX yapisinin

MIK degerleri.
Bakteri Adi MIK Degeri (%)
Escherichia coli 1
Salmonella typhimirium 1
Staphylococcus aureus 0,5
Listeria monocytogenes 2
Enterococcus cesseliflour 2
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5. SONUC ve ONERILER

1. Bagslatict1 ¢ekirdek olarak tris(2-aminoetil)amin bilesigi  kullanilarak farkl
jenerasyonda poliamin yapilar1 elde edilmis ve ardindan hidrazin monohidrat ile
tepkimeye sokulmasiyla poliamin hidrazid iskeleti olugturulmustur. Elde edilen 2,5
jenerasyonlu dendrimer iskelete dekstranin baglanmasiyla suda ¢oziinen dekstranla
konjuge edilmis dendritik poliamin bilesigi (DPADx) sentezlenmistir. Sentez 7
basamakta gerceklesmistir. Sentezin ara basamaklar1 gosterilmeden genel tepkimesi

asagida verilmistir (Sekil 5.1).

H2N
—0 HN
r):o /_):o
ol NH,NH,
o 10
-0 n HN
H2
l‘ o
HO
NH
NH
P: 2,5 jenarasyonlu O=§_\
poliamin dendrimeri
NP
o
n NH
/
0 HN

Sekil 5.1 Hidrazin ile modifiye edilen poliamin yapist ve dekstran ile glikodendrimer
sentezi.

Sentezlenen liriinler ve baz1 6zellikleri Cizelge 5.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 5.1. Sentezlenen liriinler ve bazi 6zellikleri.

Kodu Madde Jenerasyon  Ug¢ Grup Verim (%)
(G)

C1l tris"+metilmetakrilat 0,5 -OCHjs 64,50

C2 C1l+tris 1 -NH2 71,16

C3 C2+metilmetakrilat 15 -OCH3 63,85



Cizelge 5.1. (Devami)

C4 C3+tris 2 -NH: 76,53
C5 C4+metil metakrilat 2,5 -OCH3 63,03
C6 C5+hidrazin hidrat 2,5 -NH-NH: 82,1
C7 C6+Dx 2,5 Dx 79,18
*tris: tris(2-aminoetil)amin
2. DPADX’in sentezi sirasinda olusan ara iiriinlerin FTIR, *H-NMR ve 3C-NMR ile yap1

analizi yapilmistir. Son {iriin olan DPADX’in spektrumunlarinda dekstranin yapiya
katildigimmi gosteren karakteristik pikler goézlenmistir.Bu da dekstranin dendritik

poliamin yapisi ile konjuge oldugunu kanitlamaktadir.

GPC sonuglarindan dekstranin My degerinin 9061 g/mol ve PAH’in My degerinin
10286 g/mol oldugu bulunmustur. DPADx’in Mw degerinin hem dekstran hem de
PAH molekiiliinden daha yiiksek (77539 g/mol) olmasi dekstranin dendritik yapiya

eklendigini gostermektedir.

Sentezlenen yapilarin, makromolekiiler yapisini anlamak i¢in yapilan elementel
analiz (C/H/N) sonuglarindan farkli jenerasyonda poliamin yapilarinin sentezlendigi
ve son adimda, dekstranin poliamin hidrazid yapisiyla konjuge oldugu

anlagilmaktadir.

Dekstran ve DPADX’in ¢esitli ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliikleri arastirilmistir. Bu
sonuglara gore su ve DMSO’in DPADx i¢in kuvvetli ¢oziicliler iken; THF ve
Metanoliin’ iin zayif ¢oziiciiler olduguna karar verilmistir. Ayrica dekstran THF ve
metanolde ¢ézlinmezken, yeni sentezlenen dekstran u¢ gruplu dendrimer DPADX’in

dekstrana gore THF’ deki ve metanoldeki ¢oziiniirliikleri iyilestirilmistir.

Dekstranin sulu ¢ozeltisinin viskozitesi 2,32 cP, DPADx yapisinin sulu ¢dzeltisinin
viskozitesi 2,15 cP olarak bulunmustur. Solomon-Ciuta esitligi kullanilarak
dekstranin sulu ¢ozeltisinin [ 7] degeri 4,028 dL/g, dendritik yapinin [7] degeri 3,084
dL/g olarak hesaplanmustir.
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7.

10.

11.

12.

13.

Dekstran ve DPADx’in XRD desenleri incelendiginde dekstranin poliamin yapisi ile
konjugasyonundan sonra, kristal yapisinda ©Onemli bir degisiklik olmadigi

gbzlenmistir.

Dekstranin SEM goriintiistinde piiriizlii, farkli boyutlarda diizensiz dizilmis kiirecikler
oldugu ve dogal olarak polidispers oldugu, DPADx’in SEM mikrografinda ise,
yapinin ¢esitli yogunlukta heterojen yiizeye sahip, diizensiz kiireciklerden olustugu

gorilmistiir.

Dekstran ve DPADX’in Ty degerleri sirasiyla 52 °C ve -16 °C, olarak belirlenmistir.
Yapilarin bozunma sicaklik araliklar1 sirasiyla 283-338 °C ve 143-203 °C olarak

belirlenmistir.

Dekstranin 1s1sal bozunmasi bir adimda gergeklesirken, DPADX’in 151l bozunmast iKi
adimda gerceklesmistir. Cok dallt DPADx’in dogrusal dekstrana gore sicakliga karsi

daha az kararli oldugu gozlenmistir.

Sentezlenen ve karakterize edilen polimerik tabanli DPADx’e model ugucu yag
olarak secilen eugenol yiiklenmis ve elde edilen yeni yapinin 6zellikleri

arastirilmastir.

Eugenol yiiklenen DPADx’in FTIR analizi, glikodendrititik yap1 i¢ine eugenol ugucu
yaginin yiiklendigini gostermektedir. Eugenol yiiklenmis DPADx’in XRD, SEM,
DSC ve TGA analizleri ile yapi-0zellik iliskisi degerlendirilmistir.

Sentezlenen DPADx ve eugenol yiiklenen DPADx’in antimikrobiyal etkisi Gram
negatif (Escherichia coli, Salmonella typhimirium) ve Gram pozitif (Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Enterococcus cesseliflour) bakterilere karsi test
edilmistir. Bakterilere kars1 gozlenen bu inhibitér etkinin DPADx molekiiliinden
kaynaklanmadigi, disk-diflizyon yonteminde kalici inhibisyon bdlgesinin
olmamasindan ve agar dillisyon yonteminde kontrol olarak kullanilan DPADx

lizerinde liremenin olmasindan anlagilmaktadir.
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14.

15.

16.

17.

18.

Eugenol molekiiliiniin, kozmetik ve eczacilik alaninda kullanim potansiyeli
bulunmaktadir. Arastirma sonuglari, mevcut haliyle kullaniminda giicliikler yagsanan
eugenol ugucu yagimin, kullanimi daha kolay ve katma degeri daha yiiksek, daha

kararli toz formda tiriine doniistiiriilebilecegini gostermistir.

Literatiirde eugenol ugucu yagi i¢in; kat1 lipid, polimerik tabanli ya da siirfaktan
olarak bir c¢ok tasiyici yapr Onerilmistir. Bu c¢alismada, ilk defa dekstran bazl
dendritik yap1 eugenol i¢in tastyict materyal olarak kullanilmistir. Bu sonugtan yola

cikilarak, dekstran tiirevlerinin de tasiyici olarak kullanilabilecegi 6nerilmektedir.

Sentezlenen DPADx yapisinin sitotoksik, antioksidan, antikanser ve antiviral

Ozellikleri in vitro ve in vivo arastirilarak ¢alisma saglik alaninda gelistirilebilir.

Eugenol molekiiliiniin DPADX yapisindan salinim kinetigi incelenebilir.

DPADx yapisina yiiklenerek suda ¢6ziiniir hale getirilen eugenol, hayvan yemlerine

karistirilarak tedaviye etkileri arastirilabilir.
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EK 3. C3 Yapisinin FTIR Spektrumu.
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EK 4. C4 Yapisinin FTIR Spektrumu.
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EK 5. C5 Yapisinin FTIR Spektrumu.
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EK 6. C6 Yapisinin FTIR Spektrumu.
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EK9. C1 Yapismin *H-NMR Spektrumu.
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EK 10. C2 Yapisinin *H-NMR Spektrumu.
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EK 11. C3 Yapisinin *H-NMR Spektrumu.
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EK 12. C4 Yapisinin *H-NMR Spektrumu.
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EK 13. C5 Yapisinin *H-NMR Spektrumu.
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EK 14. C6 Yapisinin *H-NMR Spektrumu.

N
Q
HzN\NM—_\N/\/ \\\NH
it

C6 'HNMR

108

ppm

11 10

12

o0k



EK 15. C1 Yapisinin *C-NMR Spektrumu.
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EK 16. C2 Yapisinin *C-NMR Spektrumu.
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EK 17. C3 Yapisinin *C-NMR Spektrumu.
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EK 18. C4 Yapisinin *C-NMR Spektrumu.
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EK 19. C5 Yapisinin *C-NMR Spektrumu.
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EK 20. C6 Yapisinin *C-NMR Spektrumu.
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EK 21. Dekstranin GPC Analizi Sonuglari.
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EK 22. PAH Yapisinin GPC Analizi Sonuglart.
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Molekiil Agwrhs:
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EK 23. DPADx Yapisinin GPC Analizi Sonuglari.
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