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Önsöz 

 
Bu projede, romatoid artirit (RA) tedavisinde klinik olarak kullanımı yaygın bir anti-

inflamatuar ilaç olan anti-TNFα’nın (Enbrel®) eklem içinde kontrollü ve uzun süreli salımının 

sağlanması için polikaprolakton (PCL) ve PEGile polikaprolakton (PEG-PCL-PEG) mikroküreler 

hazırlanmıştır. Geliştirilen salım sistemleri ile bu ilacın tedavide kullanımına yönelik daha 

önceden çalışılmamış olan yeni bir yaklaşım geliştirilmiştir. Uzun süreli anti-TNFα ilaç 

kullanımının sonucunda oluşan yan etkiler ve derialtı enjeksiyondan doğan rahatsızlıklar 

yüzünden anti-TNFα ilaç tedavisinde bazı kısıtlamalarla karşılaşılmaktadır. Projede, biyouyumlu, 

biyobozunur ve bozunma ürünleri asidik bir çevre oluşturmayan PCL ve PEG-PCL-PEG 

polimerleri ile eklem içine enjekte edilebilecek, dokuda uzun süreli olarak etkin dozlarda anti-

TNF’in salımını sağlayacak mikroküre taşıma sistemleri geliştirilmiştir. Ayrıca, geliştirilen bu 

sistemlerin enflamasyonu uzun süreli baskılama etkisi RA’lı hastalardan alınan sinovisit hücre 

kültürü üzerinde in vitro olarak incelenmiştir. 

Mikrokürelerin hazırlanması, in situ özelliklerinin belirlenmesi ve in vitro modelde 

biyouyumluluk ve biyoetkinliklerinin incelenmesi temelde ODTÜ Mühendislik Bilimleri Bölümü 

laboratuvarlarında ve kısmen ODTÜ Merkez Laboratuvar ve Bilkent Üniversitesi Ulusal 

Nanoteknoloji Araştırma Merkezi’nde hizmet alımı karşılığında yapılmıştır. PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılan kopolimer ODTÜ Kimya Bölümü Polimer 

Laboratuvarı’nda hazırlanmıştır. Hazırlanan PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerinin in vitro 

deneyler öncesindeki sterilizasyonu Türkiye Atom Enerjisi Kurumu’nda hizmet alımı karşılığında 

yapılmıştır. Projede, in vitro incelemelerde kullanılan sinoviyal fibroblastların izole edileceği 

sinoviyal membranların alınacağı RA’li hastaların seçimi Hacettepe Üniversitesi Ortopedi 

Uzmanı Prof. Dr. Bülent Atilla ve Pediatri Nefroloji ve Romatoloji Uzmanı Prof. Dr. Seza Sözen 

tarafından yapılmıştır. Geliştirilen taşıma sistemlerinin etkisinin RA’lı hastalardan alınan sinovisit 

hücre kültürü üzerinde incelendiği in vitro deneyler sonucunda yapılan PCR analizleri ve gen 

ifadesini takibi Gen-TR  Moleküller Genetik ve Biyoteknoloji firmasında hizmet alımı karşılığında 

yapılmıştır. Projenin tamamı TUBİTAK-SBAG tarafından desteklenmiştir. 
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Özet  

Romatoid artirit tedavisinde kullanılan anti-TNFα ilaçlar, TNFα ve diğer proinflamatuar 

sitokinlerin üretimini belirgin olarak düşürdüğünden, iltihaba karşı tedavide kapsamlı etki 

göstermektedirler. Fakat, uzun süreli ilaç kullanımı ve toksik etkiler yüzünden anti-TNFα ilaç 

tedavisinde bazı kısıtlamalarla karşılaşılmaktadır.  

Projede, intraartiküler uygulanabilecek ve 3 aydan daha uzun anti-TNFα salımını 

sağlayacak polikaprolakton (PCL) ve pegile-polikaprolakton (PEG-PCL-PEG) mikroküreler 

hazırlanmış ve tedavi etkinlikleri in vitro hücre kültür deneyleri ile incelenmiştir. PEG-PCL-PEG 

kopolimeri PEG-PCL diblok kopolimerlerinden bağlayıcı ajan isoforone diisosiyanat kullanılarak 

sentezlenmiştir. Immunoglobulin G  optimizasyon çalışmalarında kullanılmıştır. Anti-TNFα yüklü 

PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin 5 μm boyutunda ve yüksek protein yükleme verimliliğine 

(sırasıyla % 65.37 ± 1.80 ve % 75.91 ± 1.16)  sahip olduğu gözlemlenmiştir. Ayrıca, her iki 

mikroküre grubunda da 3 ay boyunca biyolojik olarak aktif ilaç salımı olmuştur.  

Anti-TNFα yüklü mikroküreler ile serbest anti-TNFα ilaç RA’li hasta kaynaklı sinoviyal 

fibroblast hücreler ile 1 ay inkübe edilerek proinflamatuar sitokinler (TNF-α, IL-6, IL-17 ve IFN-γ) 

ve matriks metaloproteaz (MMP) 3 ve 13’ün zamana bağlı ortamdaki miktar ve mRNA 

ekspresyon seviyelerindeki değişimler sırasıyla ELİZA ve PCR yöntemleriyle incelenmiştir. Anti-

TNFα yüklü mikrokürelerle etkileştirilen sinoviyal fibroblast hücrelerden salgıladığı sitokin ve 

MMP miktarları serbest anti-TNFα ile etkileştirilen hücrelerden çıkanlara göre belirgin olarak 

düşük bulunmuştur. Mikrokürelerle etkileştirilen hücrelerin MMP-3 ve IL-6 gen ifadelerinde 2. 

haftada, serbest ilaçla etkileştirilen hücrelerin MMP-13 gen ifadesinde 3. haftada en belirgin artış 

gözlemlenmiştir.Diğer haftalarda belirgin bir değişiklik gözlemlenmemiştir. Elde edilen sonuçlar 

PCL ve PEG-PCL-PEG kontrollu salım sistemlerinin klinikte uygulama potansiyellerinin yüksek 

olduğunu göstermektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: Romatoid Artrit, anti-TNFα, poli(kaprolakton), pegile polikaprolakton, 

kontrollü salım sistemleri 
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Abstract 

Anti-TNFα drugs for rheumatoid arthritis treatment show comprehensive effect against 

inflammation with their ability to reduce significantly TNFα and other proinflammatory cytokine 

production. However, there are some restrictions for anti-TNFα treatment because of long-term 

usage and toxic effects.  

Intraarticularly injectable polycaprolactone (PCL) and PEGylated polycaprolactone (PEG-

PCL-PEG) microspheres releasing anti-TNFα for more than 3 months, were prepared and their 

effectiveness in treatment were examined with in vitro studies. PEG-PCL-PEG was synthesized 

from PEG-PCL diblock copolymer using coupling agent. Immunoglobulin G was used to for 

optimization studies. Particle size of anti-TNFα loaded PCL and PEG-PCL-PEG microspheres 

was 5 μm and microspheres had high encapsulation efficiencies (65.37 ± 1.80 % and 75.91 ± 

1.16 %, respectively). Biologically active drug release during 3 months was observed for each 

group.   

Anti-TNFα loaded microspheres and free anti-TNFα were incubated with synoviocytes 

isolated from RA patients for 1 month and time-dependent changes in the quantity and mRNA 

expression levels of the proinflomatory cytokines (TNF-α, IL-6, IL-17 ve IFN-γ) and matrix 

metalloproteases (MMP) 3 and 13 were investigated by ELISA and PCR methods. Levels of 

cytokines and MMPs released from synoviocytes  incubated with anti-TNFα  loaded 

microspheres were significantly lower than that of released free anti-TNFα group.MMP-3 and IL-

6 gene expressions of synoviocytes incubated with microspheres were upregulated at week2 

whereas MMP-13 gene of synoviocytes incubated with free drug was upregulated at week3. At 

other time points, no change was observed.  According to the results, potential usage of PCL 

and PEG-PCL-PEG controlled release systems in clinical applications is high. 

 

 

Keywords: Romatoid Arthritis, anti-TNF, poly(caprolactone), pegylated 

poly(captolactone), microsphere, controlled release systems 
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Giriş 

Romatoid Artrit (RA) toplumda sık rastlanılan, deformite bırakabilen, kronik bir hastalıktır. 

Ayrıca sakatlıktan ölüme varan riskleri de içermektedir. Sistemik ve kronik bir hastalık olan RA, 

eklemlerde sabah tutukluğu, ağrı, şişlik, deformite ve hareket kısıtlamalarına neden olarak 

hastaların günlük aktiviteleri hastalıktan etkilemektedir. Bunun yanında, yaşanan fonksiyonel 

kısıtlamalar ve sonrasındaki kalıcı sakatlıklar iş kayıplarına da neden olmaktadır. Hatta bazı 

ilaçların kullanımı hayat boyu sürmektedir.  

Yapılan araştırmalar sinoviyal membran tarafından salgılanan proinflamatuar sitokinlerin 

romatoid artrit’te (RA) önemli bir role sahip olduklarını göstermiştir. Klinikte kullanılan TNF-α 

karşıtı (anti-TNFα) özellikteki ilaçlar, TNFα’nin yanı sıra diğer proinflamatuar sitokinlerin 

üretimini de belirgin olarak düşürdüğünden, iltihaba karşı tedavide kapsamlı etki 

göstermektedirler. Anti-TNFα tedavisi klinikte iki haftada bir derialtına enjeksiyonuyla 

yapılmaktadır. Vücuda düzenli ilaç enjeksiyonu, hastada rahatsızlık ve acı oluşturmakta ve 

sistemik yüksek doz kullanımı da toksik reaksiyonlara neden olmaktadır. Bu yan etkilerden 

dolayı hastaların yakın takibi de gerekmektedir. Yan etkiler ve yüksek maliyet yüzünden bu 

tedavinin kullanımında kısıtlamalar yaşanmaktadır. Bu kısıtlamaları gidererek anti-TNFα 

tedavisinin klinik kullanımdaki potansiyelini arttırmak için son yıllarda ilacın eklem içine 

enjeksiyonu ile ilgili önklinik çalışmaları mevcuttur. Kullanılan dozlar ilacın etkinlik süresinin 

arttırılması için derialtına uygulananlar kadar yüksek dozlarda yapılmaktadır. İlk etki yönünden 

bu uygulamalarda başarı gözlenmişse de enjeksiyon aralıklarının uzatılmasında çok fazla 

başarılı olunamamış ve bazı durumlarda enjeksiyon bölgelerinde reaksiyonlar görülmüştür. 

Projede, biyouyumlu, biyobozunur ve bozunma ürünleri asidik bir çevre oluşturmayan 

polikaprolakton ve polietilen glikol- polikaprolakton kopolimeri ile eklem içine tek seferde enjekte 

edilebilecek, dokuda uzun süreli olarak etkin dozlarda anti-TNFα’in salımını sağlayacak 

mikroküreler  hazırlanması ve bunların enflamasyonu uzun süreli baskılama etkisinin RA’lı 

hastalardan alınan sinovisit hücre kültürü üzerinde in vitro olarak gösterilmesi amaçlanmıştır. 

Literatürde protein bazlı ilaç salım sistemleri üzerine birçok çalışma vardır. Ancak anti-TNFα ilaç 

salım sistemleri ile ilgili bir çalışma yoktur.  

Geliştirilen PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküre sistemlerle yüksek dozlarda iki haftada bir 

tekrarlanması gereken derialtı enjeksiyonlar veya son yıllarda önklinik çalışmaları 

gerçekleştirilen ve 1 aydan fazla etkinliği olmadığı gözlenen anti-TNFα’in intraartiküler 

enjeksiyonlarda karşılaşılan biyolojik aktivitenin korunamama, yüksek doza bağlı akut 
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reaksiyonların ve enflamasyon görülme sıklığının artması gibi komplikasyonlarının azaltılması, 

enjeksiyon aralıklarının uzatılması ve uzun süre lokal olarak anti-TNFα sağlanması ile tedavi 

etkinliğinin arttırılması erişilmesi istenilen hedeflerdir.   

Elde edilen sonuçlar, geliştirilen  anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküre 

salım sistemlerinin RA tedavisinde olumlu sonuçlar verebilecek yeni bir tedavi yaklaşımı 

olduğunu göstermiştir. Projede geliştirilen sistemlerdeki bütün malzemelerin klinikte farklı 

amaçlar için kullanılması ve biyouyumlu olması klinik uygulamalar için bir ürüne 

dönüştürülebilmesini kolaylaştırmaktadır. Ayrıca, bu araştırma ile anti-TNFα yüklü polimerik 

mikroküre sistemlerinin RA tedavisinde kullanılabilirliği yazılı kaynakla ilk kez belgelenmiştir. 

Ancak bu kontrollü ilaç salım sistemlerinin uzun süreçteki etkileri, uygulama sıklığı v.b. 

sonuçlarının in vivo değerlendirilmesi gerekli görülmektedir.  

Sonuç olarak, anti-TNFα yüklü mikrokürelerle romatoid artirit tedavisi için  oluşturulacak 

yeni yaklaşım ile hasta hayat kalitesi yükselecek, hastahane ve ilaç maliyetleri düşürülerek 

ulusal ekonomiye büyük katkısı olacaktır. 
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Genel Bilgiler 

Vücuda fiziksel olarak destek sunan, iç organların korunmasını sağlayan iskelet sistemini 

oluşturan kemikler uc uca ya da yan yana gelerek, eklem denilen yapılarla birbirlerine 

bağlanırlar. Vücut eklemlerinin büyük kısmı hareketli eklemlerdir. Bu eklemlerde, eklemi 

oluşturan kemiklerin kemik uçları koruyucu ve sürtünmeyi azaltıcı görev üstlenen kıkırdak doku 

ile kaplıdır ve kemiklerin uçları bağ dokusundan meydana gelmiş ortak bir kapsül ile çevrilidir. 

Eklem kapsülünün iç yüzeyi ince bir zar (sinoviyal zar) ile örtülüdür ve sinoviyal dokuda bulunan 

hücreler eklem kapsülünü dolduran sinoviyal sıvıyı  üretilirler. Sinoviyal sıvı, lenfosit, monositler 

ve nötrofiller gibi çeşitli hücrelerin yanında proteinler, elektrolitler, glikoz ve hiyaloranik asit 

içeren oldukça viskoz bir sıvıdır (LIPOWITZ, 1985). Sağlıklı yetişkinlerin sinoviyal sıvısında, 2.5 

– 4 mg/ml konsantrasyon aralığında 4 – 5 x 106 Da moleküler ağırlığına sahip hiyaloranik asit 

bulunmaktadır. Bu polisakkarit sinoviyal sıvının viskoelastik davranışında, şok emiliminde ve 

eklemin kayganlığının sağlanmasında önemli bir rol oynamaktadır (RINAUDO, 2009). Eklem 

bağları (tendonlar ve ligamentler) eklemleri saran ve kemikleri birbirine bağlayan yapılardır. Bu 

bağlar belirli yönlere harekete imkan sağlayarak, eklemin bütünlüğünün korunmasını sağlar.  

Eklem hasarları bir travma sonucunda (spor aktivitelerinde yaşanan hasarlar, günlük 

hayatta karşılaşılan ters hareketler, düşmeler, çarpmalar ve kazalar gibi), ya da yaşa bağlı veya 

dejeneratif bir hastalık sonucunda oluşabilir. Vücudun hareket etmesini sağlayan kas, kemik ve 

eklemler ile bu yapıları birleştiren bağlarda ağrı ve hareket kısıtlılığına bazen de şişlik ve şekil 

bozukluğuna neden olan hastalıklar genel olarak romatizmal hastalıklar olarak bilinir. 

Romatizmal hastalıkların %55-60'ı sellülit, bursit, fasit, miyozit, tendinit, tenosinovit, entesis, sinir 

sıkışmasına bağlı tuzak nöropatileri gibi yumuşak dokud kaynaklı romatizmal problemlerden 

oluşurken %30-38'ini osteoartrit gibi dejeneratif eklem hastalıklar ve yaklaşık %10 kadarını da 

romatoid artrit (RA) gibi inflamatuar kaynaklı hastalıklar oluşturmaktadır (DÜZGÜN, 2002).  

Romatoid artirit (RA), öncelikle eklemleri etkileyen ve daha sonra eklem kıkırdağının 

yıkımına yol açarak sakatlıktan ölüme varan riskleri ortaya çıkaran bir eklem hastalığıdır. Kronik, 

otoimmün ve sistemik bir hastalık olan RA, sinoviyal hücre çoğalması ve inflamasyonunun 

eklemde yıkıma neden olması ile karakterize edilmektedir (SUZUKI, 2000,HART, 2004,JEONG, 

2004,SOMMER, 2005). Hastalık nedenleri tam olarak bilinmemekle birlikte, oluşumunda genetik 

yatkınlık, çevresel faktörler veya bulaşıcı ajanların rol oynadıkları düşünülmektedir (SOMMER, 

2005). Toplumun %1’ini etkileyen ve kadınlarda erkeklere oranla 2.5 kat daha fazla sıklıkla 

gözlemlenen RA hastalığının en belirgin belirtileri eklemlerde iltihaplanma, şişme, harekette 

zorluk ve ağrıdır (LEE D.M., 2001). Ayrıca, RA hastalığı vücuttaki deri, kan damarları, kalp, 
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akciğer ve kaslar gibi birçok eklem dışı dokuyu da etkilemektedir. RA hastalığının gelişmesine 

neden olan patolojik aşamaların tam olarak henüz anlaşılamamış olmasına rağmen, hastalığın 

patofizyolojisinin merkezinde hücresel hiperplazi, belirgin anjiogenez, inflamatuar lökositlerin 

sinoviyal dokuya göçü ile hücre yüzeyi adezyon molekülleri, proteinazlar, proteinaz inhibitörleri 

ve sitokinlerin miktarlarında değişikliklerle karakterize edilen iltihaplı sinoviyum bulunmaktadır. 

Hastalığın ilk haftalarında, doku ödemi ve fibrin depolanması eklemin şişmesine ve ağrımasına 

neden olmaktadır. Sağlıklı eklemlerdeki sinoviyal doku iki veya üç tabaka hücreden oluşan ince 

bir zara sahipken RA’li sinoviyal doku dokudaki fibroblast hücrelerin hızlı çoğalması ve periferal 

kan kökenli mononükleer hücrelerin (PBMC) sızması sonucu kalınlaşmaktadır (BOOTS, 1994). 

Bölgesel saldırgan sinoviyal doku (pannus) oluşumu RA hastalığının belirgin karakteristik 

özelliğidir ve eklem aşınmasından sorumludur (LEE D.M., 2001).  

RA hastalığının gelişiminde, özellikle makrofajlar, T-lenfositler gibi farklı inflamatuar 

hücreler ve eklem dokusunda bulunan hücreler arasındaki iletişim önemli bir rol oynamaktadır 

ve bu hücrelerin birbirleriyle iletişimi pro-inflamatuar, anti-inflamatuar veya immünoregülatör etki 

gösteren protein (sitokin) ağları üzerinden sağlanmaktadır (KAY, 2004). Normal fizyolojide bu 

sitokinler arasında bir denge vardır. Fakat, RA durumunda bu denge pro-inflamatuar etki 

gösteren sitokinlerin lehine kayar. Hastalığın gelişimi sırasında romatoid sinoviyal sıvıda 

bulunan proinflamatuar sitokinler kıkırdak hücrelerinin (kondrositler) metalloproteinaz (MMP) 

salgılamasını aktive eder ve hücreyi çevreleyen matriksin yıkımının artmasına neden olurlar 

(JORGENSEN, 2001). Başta interlökin–1 (IL-1) ve tümör nekrosis faktör (TNF-α) olmak üzere 

interlökin-6 (IL-6), interlökin-8 (IL-8), interlökin-15 (IL-15), interlökin-17 (IL-17), interlökin-18 (IL-

18), granülosit-makrofaj-koloni stimülan faktör (GM-CSF), makrofaj-koloni stimülan faktör (M-

CSF) ve lökosit inhibitör faktör (LIF) RA gelişiminde rol oynayan başlıca proinflamatauar 

sitokinlerdir (FELDMANN, 1996,AREND, 2001,SMITH, 2001,BRENNAN, 2007,BRENNAN, 

2008). TNF-α ve IL-1 RA patogenezinde öncelikli rol oynamaktadır. Hastalığı aktif dönemde 

olan RA hastaların bu iki sitokinin serum ve sinoviyal sıvı konsantrasyonları yüksek çıkmaktadır 

(SAXNE, 1988,CHIKANZA, 1995). (Ayrıca, TNF-α ve IL-1 sinoviyal fibroblast, osteoklast ve 

kondrosit gibi mezankimal hücreleri uyararak doku-tahrip edici matriks metalloproteinazlar 

(MMP) (SHINGU, 1993) ve  prostaglandin E üretimlerini harekete geçirmektedir (MAINI, 2000). 

Prostaglandinler, inflamasyon sürecinde önemli bir role sahiptir ve üretimlerinin yavaşlatılması 

iltihaplanmayı azaltma etkisi olabilmektedir. Hücredışı matriksin yeniden yapımı ve yıkımında rol 

oynayan metalloproteinazlar, RA’de tip B sinovisitler tarafından yüksek düzeylerde üretilirler. 

Matriks metalloproteinazların aktivitesi metalloproteinazların doku inhibitörlerince (TIMPs), serin 
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proteinaz inhibitörlerce (SERPINS) ve α2-makroglobulinlerce düzenlenir (LEE D.M., 2001). 

MMP ve TIMP düzeyleri arasındaki dengenin bozularak yüksek düzeyde MMP salgılanması 

eklem dokusunun yıkımına neden olmaktadır (CLOSE, 2001). Romatizmal hastalıklarda görülen 

MMP türleri ve bu MMPlerin yıkımına etki ettikleri bileşenler Tablo1’de verilmiştir. RA sinoviyal 

sıvısı OA sinoviyal sıvısı ile karşılaştırıldığında yüksek MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-

8, MMP-9 ve MMP-13 düzeyleri gözlemlenmiştir (PAKOZDI, 2006).  

RA tedavisinde hedeflenen başlıca amaçlar acının hafifletilmesi, enflamasyonun kontrolü 

ve eklem yıkımını engellemesidir (DOAN, 2005). Prostaglandinlerin vücutta üretimini 

yavaşlatmak için iltihaplanmayı azaltıcı etkiye sahip inflamatuar karşıtı ilaçlar oldukça yaygın 

kullanılmaktadır (HART, 2004). Bu ilaçların çoğu, az dozajda, analjezik ve ağrı kesici özelliğe 

sahiptir. Tedavi amacıyla genellikle uzun süreli ve yüksek dozda kullanımları gerekmektedir. 

Steroid içermeyen (non steroidal) anti-inflamatuar ilaçlar (NSAIDs) RA sonucu görülen şişme, 

kronik ağrı ve iltihaplanmaya karşı kullanılmaktadırlar (SIGURDARDOTTIR, 2008). RA 

hastalığının ilk evrelerinde kullanılan aspirin ve NSAIDs hastalığın gelişimini etkilememektedir. 

Bu yüzden, bir veya daha fazla hastalık değiştirici anti-romatoid ilaç (DMARDs) ile birlikte 

kullanılmalıdır (DOAN, 2005). Hastalık değiştirici anti-romatoid ilaç kullanımı ve biyolojik tedavi 

yöntemleri de RA tedavisinde kullanılmaktadır (WEAVER, 2004,MORELAND, 2006). Kas içi 

veya oral altın tuzları, D-penicillamine, sıtmaya karşı ajanlar, sulfalazin, hidroksiklorokuin, 

leflumonid ve methotrexate (MTX) başlıca kullanılan hastalık değiştirici anti-romatoid ilaçlardır 

(FAN, 2007). Uzun süreli tedavide, hastalık değiştirici anti-romatoid ilaçların ilk etkisi uzun 

sürede gözlemlenir ve bu ilaçlar toksik yan etkiler gösterebilmektedir (LEE D.M., 2001). 

Günümüzde, kıkırdak yıkımını engelleyen veya fonksiyonel bütünlüğün yeniden oluşmasını 

sağlayan onaylı ve biyolojik kökenli hastalık değiştirici romatizma ilacı bulunmamaktadır 

(ABRAMSON, 2006). 

RA hastalığının gelişimi sırasında, sinoviyal membran tarafından salgılanan 

proinflamatuar sitokinlerin önemli bir role sahip olduğunun gösterilmesiyle bu sitokinleri 

hedefleme yaklaşımlarını içeren tedavi yöntemleri geliştirilmiştir (FELDMANN, 1996, 

MORELAND, 1997, MAINI, 2000, WEAVER, 2004, MORELAND, 2006). Sitokinleri hedef alan 

tedavilerin çoğunda, proinflamatuar sitokinlerin bloke edilmesi veya B lenfosit, T hücreleri ve 

antijen özelliği gösteren (APC) hücreleri gibi çeşitli bağışıklık sistemi hücrelerine etki ederek 

bağışıklık sistem reaksiyonlarını değiştirmek hedeflenmiştir (FAN, 2007). RA’de sitokin ve 

sitokin inhibitörlerini kullanan biyoterapi türlerinden bazıları ve hedef aldıkları sitokinler Tablo 

2’de verilmiştir. Biyolojikleri hedef alan tedavi yöntemlerinde TNFα ve IL-1 sitokinlerini hedef 
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alan ilaçların geliştirilmesine ağırlık verilmektedir. Klinikte, IL-1 reseptör antagonist anakinra, 

çözünür TNF reseptör etanersept ve anti-TNF monoklonal antikorlar infliximab ve adalimumab 

gibi onaylı ilaçlar RA tedavisinde kullanılmaktadır. 

 

Tablo 1. Romatizmal hastalıklarda görülen MMP türleri (CLOSE, 2001) 

 Substrat Romatizmal Hastalık 

Kollajenazlar: 

MMP-1 

MMP-8 

MMP-13 

 

Kollajen I, II, III, VII, X 

Kollajen I, II, III 

Kollajen I, II, III 

 

RA fibroblastlar ve aşınma bölgeleri 

RA fibroblastlar/OA kıkırdak 

RA sinoviyum/kıkırdak 

Stromelisinler: 

MMP-3 

MMP-10 

MMP-11 

MMP-7 

 

Proteoglikan, pro-MMP-1, 8, 9 

Agrekan, jelatin 

Düşük stromelisin aktivitesi 

Agrekan, jelatin, fibronektin 

 

RA, OA sera ve sinoviyal sıvı 

 

 

OA kıkırdak 

Gelatinazlar: 

MMP-2 

MMP-9 

 

Jelatin, minor kollajenler, elastin 

Jelatin, minor kollajenler 

 

Sinoviyum, femoral baş lezyonları 

RA serasında ve sinoviyal sıvı 
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Tablo 2. RA’de sitokin ve sitokin inhibitörlerinin kullanıldığı terapi türleri 

Hedef Terapi 

TNF-α Monoklonal anti-TNFα (Infiliximab (RemicadeTM), Adalimumab (HumiraTM)) 

İnsana uygun (humanized) CDP571  

İnsana uygun (humanized) D2E7  

TNFR-füzyon protein çözeltisi 

sTNFrp55:IgG (Ro452081, LenerceptTM)  

TNFRp75 Fc füzyon protein (Etanercept (EnbrelTM))  

rhuTNF proteinine bağlanan pegile dimer (TNFbp) 

IL-1 
IL1-ra (AnakinraTM) 

IL1-R tip I 

IL-10 rhuIL10 (TENOVIL@) 

IL-6 Monoklonal anti-IL6 (BE8)  

 

 

TNF-α ve IL-1 benzer biyolojik etkiye sahip olmasına rağmen, TNF-α sistemik ve lokal 

inflamasyona  sebep olurken IL-1 kıkırdak ve kemik hasarında rol almaktadır (CHOY, 2001). RA 

hastalarında TNF-α üretimi iltihaplı sinoviyal doku ve  kıkırdak-pannus bağlantı noktasındaki  

fibroblastlar ve monosit-makrofaj  kökenli hücreler tarafından salgılanmaktadır (JARVIS, 1999). 

TNF-α’nın bloke edilmesi hastalık sırasında üretilen IL-1, IL-6, IL-8 ve GM-CSF gibi diğer 

proinflamatuar sitokinlerin de üretimini belirgin olarak düşürmektedir (CHOY, 2001). Bu yüzden 

iltihaba karşı TNF karşıtı (anti-TNF) tedavi diğer sitokinlere karşı olan tedavilerden daha 

kapsamlı etki göstermektedir. 2000 yılından itibaren TNF-α karşıtı ilaçlar RA klinik bulgu ve 

semptomların etkili bir şekilde baskılanmasında, eklem hasarlarının önlenerek sakatlığın 

oluşmasının engellenmesinde ve bunlara bağlı olarak yaşam kalitesinin arttırılmasında standart 
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bir tedavi şekli olarak kullanılmaktadır. Yapılan klinik deneyler sonucunda NSAIDs ve DMARDs 

tedavilerinde başarı sağlanamayan hastalarda bu tür ilaç tedavisi yüksek etkinlik göstermiştir 

(FAN, 2007).  

RA tedavisinde sıklıkla kullanılan başlıca 3 TNF-α karşıtı ilaç (infliximab, etanercept ve 

adalimumab), TNF-α’ya bağlanıp bu sitokinin hedef hücrenin reseptörüne bağlanmasını 

engelleyerek RA sırasında ağrıya, enflamasyona,  kemik ve kıkırdak yıkımına neden olan 

basamakları inhibe etmektedir (DOAN, 2005). Bu 3 ilaç içerik, uygulama yöntemi ve yan etki 

profilleri bakımından birbirlerinden farklıdır. Etanersept romatoid artirit, juvenil idiopatik artirit 

(oligo- ve  poliartiküler dahil), ankilozan spondilit (juvenil formu dahil) hastaların tedavisinde 

kullanılmaktadır. Bu ilacın, sadece subkütan enjeksiyonu (iki haftada bir tekrarlanan) klinikte 

onaylanmıştır (Enbrel® (etanercept) US Prescribing Information). Ancak subkutan enjeksiyon 

yapılan infüzyon anti-TNF ilaç formulasyonları bazı lokal enflamasyonlarda etkin olamamakta ve 

hastaların hayat kalitelerinin düşmesine neden olabilmektedir. Bu hastalara ve daha az eklemi 

tutulmuş oligoartiküler JIA'li hastalara intraartiküler steroid uygulamaları gerçekleştirilmektedir. 

Belirli eklemlerde oluşan enflamasyonların bastırılması için lokal tedavi yaklaşımına ihtiyaç 

duyulmaktadır. Ancak, ilacın intraartiküler olarak romatoid artirit hastalarına uygulanması ile ilgili 

olarak küçük ölçekte çifte-kapalı (double-blind) çalışmalar, açık-etiket (open-label) ve klinik 

raporlar (case reports) olarak gerçekleştirilmiş ve yayınlanmıştır. Mevcut çalışmalardan elde 

edilen sonuçlar az sayıda hasta gruplarında gerçekleştirilmiştir (BLIDDAL, 2006a,BLIDDAL, 

2006b,BOESEN, 2008,ROUX, 2008).  Etanercept subküten enjeksiyon sonrasında yavaşça 

absorbe edilir ve yetişkinlerde mutlak biyoyararlılığı yaklaşık olarak %58’dir (LEBSACK, 1997). 

Yetişkinlerde, etanercept dağılımı göreceli olarak küçük hacime sahiptir (12 ± 6 L) ve 

enjeksiyondan 50 saat sonra en yüksek serum konsantrasyonuna ulaşır (KORTH-BRADLEY, 

2000). Vücuttan ortalama olarak 115 saatte  temizlenir (YIM, 2005). Etanersept, Juvenil 

İdyopatik Artritli (JIA) çocuk hastalarda (4-17 yaş) haftada iki kez 0.4 mg/kg subkutan olacak 

şekilde uygulanmaktadır (YIM, 2005,LOVELL, 2006). RA’lı yetişkinlerde ise doz miktarı haftada 

bir kez 0.8 mg/kg şeklinde uygulanmaktadır (KEYSTONE, 2004).  

Ayrıca RA’lı hastalar üzerinde yapılan 4 haftalık bir çalışmada, farklı eklem bölgelerine 

intra-artikular olarak uygulanan 25 mg’lık haftada tek doz miktarının kullanılabilirliği gösterilmiştir 

(BLIDDAL, 2006a). Bazı çalışmalarda intraartiküler enjeksiyonlarda 1 aydan 2 aya kadar 

hastanın klinik bulgularında (eklem sertliği ve şişliğinin azalması, hareket serbestliği gibi) 

iyileşme gözlenirken (BLIDDAL, 2006a,BLIDDAL, 2006b,ROUX, 2008), bazı çalışmalarda 

plasebo grubundan (eklemine tampon enjekte edilmiş hastalarda) farklılık gözlenmemiştir 
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(BOESEN, 2008). 

Birçok protein bazlı ilaçda olduğu gibi TNF karşıtı ilaçlarında (anti-TNF) in vivo ortamda 

yüksek çözünürlükleri bulunması, özellikle RA gibi kronik hastalıklarda düzenli olarak ve yüksek 

dozlarda uygulanmasını gerektirmektedir. Vücuda düzenli ilaç enjeksiyonu, hastada rahatsızlık 

oluşturmakta ve sistemik yüksek doz kullanımı da toksik reaksiyonlara neden olmaktadır. 

Hastaların %40’ından fazlasında, yan etki olarak enjeksiyon bölgesi reaksiyonları 

gözlemlenmiştir (LEE D.M., 2001). Ayrıca, ilacın sık uygulanması enjeksiyon bölgesinde habis 

tümör oluşumu, çeşitli nörolojik rahatsızlıklar, aşırı duyarlılık ve immünolojik cevaplara neden 

olmaktadır (DOAN, 2005). Ayrıca, bu tür ilaçların üretilmesi de oldukça maliyetlidir. Yüksek doz 

ve düzenli enjeksiyon bu tedavinin masraflarını arttırmaktadır. Bu sebeple, TNF-karşıtı ilaç 

tedavisinin klinik kullanımdaki potansiyelini arttırmak ve yüksek doz kullanımından kaynaklanan 

yan etkilerinin azaltmak için çeşitli salım sistemlerinin geliştirme ve optimizasyon çalışmalarına 

gerek duyulmaktadır. 

Farklı sentetik ve doğal polimerler, ilacın yan etkilerinin giderilmesi, hedefe etkin iletimi 

ve tedavi etkisinin arttırılması için ilaç salım sistemi araştırmalarında kullanılmaktadır 

(KREUTER, 1994). Biyobozunur polimerik biyomalzemeler ilaç salım sistemi uygulamalarında 

önemli bir rol oynamaktadır. Bu malzemeler; devamlı ve etkin konsantrasyonda ilaç salımını, 

sağladıkları gibi ilacın vücut ortamında  daha uzun süre kalmasını da sağlamaktadır (HUBBELL, 

1998). Alifatik poliesterler grubundan biyobozunur bir polimer olan poli ε-kaprolakton (PCL), 

kontrollü ilaç salım sistemleri ve diğer biyomalzeme araştırmalarında da sıklıkla kullanılan bir 

malzemedir (WILLIAMS, 2005,OH, 2007,SAVARINO, 2007,IZQUIERDO, 2008,LUCIANI, 

2008,KARATAS, 2009,ERDEMLI, 2010). Ayrıca, PCL ABD İlaç ve Gıda Uygulama Yönetimi 

(FDA) tarafından klinikte uygulanması onaylanmış bir biyomalzemedir (PITT, 1990,RAI, 

2004,TADDEI, 2005,SHAO, 2006,OH, 2007).  

PCL homopolimerinin yinelenebilir grubu, beş apolar metilen grubu ve bir daha polar 

ester grubundan oluşmaktadır. Yüksek miktarda olefinik yapı içerdiği için mekanik özellikleri 

poliolefinlere benzerken, hidroliktik olarak kararsız olan alifatik-ester bağı polimerin biyobozunur 

olmasını sağlamaktadır. Ester bağlarının kütlesel (bulk) hidrolizi ile PCL bozunmaktadır ve 

bozunma/erozyon düzeyleri ve hızları kimyasal ve  kristal yapıya, molekül ağırlığına ve diğer 

faktörlere bağlı olarak değişebilmektedir (LIN M., 2008). Olefinik yapı içermesi ve kararsız 

alifatik-ester bağı özelliklerinin birleşimi, PCL’na diğer polimerlerle kolay karıştırılabilme 

(blending) özelliği de vermektedir (DOMB, 1997). Yarı kristal bir yapıya sahip olan PCL’in camsı 
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geçiş sıcaklığı (Tg) -60 ºC’dir. Tg’sinin düşük olması nedeniyle mekanik özelliklerinin çok 

kuvvetli olmaması mekanik dayanıklılık gerektiren biyomalzemelerde  (kemik implantları gibi) 

kullanımı kısıtlamaktadır. Ancak bu özelliklerinin geliştirilmesi için farklı polimerlerle karışım 

veya kopolimerizasyon yapıldığı görülmektedir (PITT, 1990,MANO, 2004,SINHA, 2004). 

Oldukça kristal yapılı ve hidrofobik olmasından dolayı in vivo ortamda bozunma süresi yaklaşık 

iki yıldır (PRABHAKAR, 2005). PCL’nun biyobozunurluğu ve biyouyumluluğu da çeşitli hidrofilik 

polimerlerle kopolimerizasyon veya karışım yapıldığında geliştirilebilmektedir (ROSA, 

2005,PRABU, 2008,SHEIKH, 2009).  

Birçok ilaca karşı yüksek geçirgenliği, üstün biyouyumluluğu ve biyolojik olarak 

emildikten sonra vücuttan tamamen atılabilmesi nedeniyle PCL kontrollü ilaç taşıma sistemleri 

için oldukça uygun bir malzemedir (WOODRUFF, 2010). PCL’nun diğer polimerlerle kolay 

karıştırılabilme özelliği de bu polimerin bozunma kinetiğine etki ederek istenen salım profilinin 

ayarlanabilmesini kolaylaştırmaktadır (SINHA, 2004). Tg’sinin düşük olması nedeniyle vücut 

sıcaklığında yüksek moleküler akışkanlık gösteren bir yapıda olan PCL (TAY, 2007), bu özelliği 

sayesinde düşük moleküler ağırlıktaki ilaçlara karşı yüksek geçirgenlik göstermektedir 

(CIARDELLI, 2005). Polilaktikasit (PLA) ve poliglikolikasit  (PLGA) gibi polimerlere oranla daha 

uzun süreli bozunma özelliği göstermesi nedeniyle, PCL ile hazırlanan ilaç salım sistemleri ilaç 

salımı sırasında asidik bir ortam oluşmasını  engellemektedir (RAMESH, 2002). Bu özellikleri 

yüzünden, son yıllarda ilaç yüklü PLC mikroküreler ile ilgili birçok çalışma yapılmaktadır 

(GIBAUD, 2004,KIM B.K., 2005,LUCIANI, 2008,ZHANG, 2009). Ayrıca, PCL peptit ve proteinler 

için kontrollü salım sistemlerinin geliştirilmesinde de kullanılmaktadır (LIN, 2001,SINHA, 

2004,COCCOLI, 2008). In vivo ortamda PCL’nun bozunma süresinin uzun olması çok yönlü ilaç 

salım matriks malzemesi olarak kullanım alanını sınırlamaktadır. Polietilen glikol (PEG), 

methoksi polietilenglikol (MPEG) veya polietilen oksit-polipropilen oksit-polietilenoksit 

(PEOPPOPEO) gibi hidrofilik segmentlerin PCL zinciri ile etkileştirilmesi sonucu hidrofobik 

özelliği değiştirilerek PCL’nun biyobozunurluğu geliştirilebilmektedir (HA, 1999,DAS, 2000,KIM 

M.S., 2006). 

Polietilen glikol (PEG), biyomedikal alanda sıklıkla kullanılan FDA onaylı biyouyumlu bir 

polimerdir (ALEXIS, 2008). Sudaki çözünürlüğü yüksek olan PEG herhangi bir toksik, 

immunojenik veya antijenik etkiye neden olmamaktadır (VERONESE, 2005). Ayrıca, PEG 

serum proteinlerin adzorpsiyonu (adsorption) engelleyerek kanla temas eden malzemelerin 

biyouyumluluğunu arttırmaktadır (KIM M.S., 2006). Bununla birlikte, PEG hidrofobik yapıların 

çözünürlüğünü de arttırılmaktadır (KONTOYIANNI, 2008). Son yıllarda, bir veya daha çok PEG 



11 
 

zincirinin ilaç veya ilaç taşıyıcı sisteme bağlanmasıyla modifikasyon (pegilasyon) ilaç salımı 

çalışmalarında kullanılmaktadır (HOFFMAN, 2008). Literatürde yapılan bir çalışmada, farklı 

kompozisyonlarda hazırlanmış Paclitaxel yüklü PLA-PEG-PLA mikropartiküllerinden ilaç 

salımının hidrofilik PEG bloklarınının uzunluğunun artması ile hızlandığı gözlemlenmiştir 

(RUAN, 2003). Yüksek hidrofilikliğe, zincir esnekliğine, elektriksel nötürlüğü sahip olması ve 

fonksiyonel gruplarının olmaması nedeniyle, in vivo ortamda PEG biyolojik bileşenlerle 

etkileşmeyi engellemekte (GREF, 1995) ve yapının biyolojik ortamda istenmeyen immunojenik 

ataklardan korunmasını ve kan dolaşımında uzun ömürlü olmasını sağlanmaktadır  

(KONTOYIANNI, 2008). Sistemik ilaç uygulamalarında, PEG-ilaç konjugatların veya PEG 

zincirleri ile fonksiyonize edilmiş nanopartiküller oluşturularak kanda uzun süreli kararlılığa sahip 

ilaç salım sistemleri geliştirilmektedir (GREF, 1994,MOGHIMI, 2001). PEG ile kaplanmış 

nanokürelerin kanda uzun süre (long-circulating) dolaşan diğer ilaç sistemlerine göre daha uzun 

kararlılığa sahip olduğu ve hapsedilen ilacın kontrollü olarak saldığı gösterilmiştir (QUELLEC, 

1998). Known ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada, PEG polilaktit-ko-glikolik asit (PLGA) 

kopolimerinde PEG bloklarının moleküler ağırlığının artırılmasıyla PEG ile kaplanmış estorojen 

yüklü nano-PLGA partikülatların kaplanmamış partikülatlara oranla kan dolaşım süreleri 

arttırılmıştır (KWON, 2001). Literatüre bakıldığında; PEG ile kaplanmış yüzeylere sahip 

mikroparçacıklar, püskürtme kurutma (spray drying) veya emülsiyon bazlı çözücü uçurma 

teknikleri sırasında PEG ve PEG-türevlerinin ortama katılması (LACASSE, 

1998,CASTELLANOS, 2005,JIA, 2007,PIAO, 2007), PEG ve diğer bir matriks oluşturucu 

polimerin kopolimerizasyonu (AHMAD, 2004,CHEN, 2006) ve PEG blok veya gelişigüzel 

(random) kopolimerlerden mikroparçacık oluşturulması (LUCK, 1998,MAKINO, 1999,ZHOU, 

2003,KIM, 2004,LUO, 2006) ile hazırlanmaktadır. 

PEG, hidrofobik polimerlerin hidrofilik özelliğinin artması için blok kopolimerizasyonda 

sıkça kullanılmaktadır (FINNE-WISTRAND, 2006). PLA (HUANG, 2001,HE, 2007,XIAO, 2010), 

PLGA (JEONG, 2000,KWON, 2001,MICHLOVSKÀ, 2010), PCL (ZHOU, 2003,GONG, 

2009,DIAO, 2011), poli(butilen terefalat) (PBT) (LIU, 1997,DESCHAMPS, 2001,WANG, 2005) 

ve poli(bütilen süksinat) (PBS) (NAGATA, 1997,HUANG, 2012) gibi poliesterler blok 

kopolimerizasyonda sıklıkla kullanılmaktadır. 1972 yılında Perret ve Skoulios, ilk defa PEG ve 

PCL içeren blok kopolimer serisini sentezledikten sonra (PERRET, 1972) literatürde PCL ve 

PEG blokları içeren blok kopolimerlerin sentezlenmesi sıklıkla çalışılmıştır (BOGDANOV, 

1998,RYU, 2000,ZHOU, 2003,PETROVA, 2008,GONG, 2009). PEG-PCL kopolimerler 

biyobozunur ve biyouyumlu olmalarından dolayı klonazepam, serum albumin, insan fibroblast 
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büyüme faktörü (b-FGF) ve vitamin B12 gibi çeşitli ilaçların salım sisteminin hazırlanmasında 

kullanılmıştır (ZHOU, 2003,VERONESE, 2005,KIM M.S., 2006,ALEXIS, 2008,LIN W.J., 2008). 

Literatüre bakıldığında, misel, mikroküre veya nanoküre formundaki ilaç salım sistemlerinin 

hazırlaması için çoğunlukla MPEG-PCL diblok ve triblok kopolimerleri kullanılmaktadır (KIM, 

1998,KIM, 2001,LIN, 2005,SHI, 2005,GOU, 2008,LIN W.J., 2008,BAIMARK, 2009). Zhou ve 

grubunun, PCL-PEG kopolimerinden hazırlamış mikrokürelere insan serum albumin yükleyerek 

yaptığı ilaç salım çalışmasında PEG içeren mikroküreler sadece PCL içeren mikrokürelere göre 

daha yüksek yükleme verimliliği gösterilmiştir (ZHOU, 2003). Diğer bir çalışmada ise, 

biyobozunur ve enjekte edilebilir ısıya duyarlı PEG-PCL hidrojel kontrollü salım sistemi 

hazırlanmıştır ve düşük sıcaklıkta enjekte sıvı halde olan jel vücut sıcaklığında akışkanlığını 

yitirerek sürekli (sustained) ilaç salımı sağlamıştır (GONG, 2009). 

Çalışmanın Hipotezi 

 
Bu çalışmada önesürülen hipotez, lokal eklem enflamasyonun sona erdirilmesi için daha 

uzun sureli olarak enflamsyonun bastırılmasıdır. Bu nedenle, etanerseptin uzun surely salımını 

sağlayabilecek bir system geliştirilmesi amaçlanmıştır. Projede geliştirilen Etanerseptin kontrollu 

salım sisteminin etkin bir tedavi sağlayacağına ve klinikte uygulanabilirlik potansiyelinin yüksek 

olacağı düşünülmektedir.    

Projede Hedeflenen Amaçlar 

 
Yüksek hapsetme yüzdesi ve hapsedilen anti-TNF'in biyolojik aktivitesinin korunduğu ve 

intraartiküler enjeksiyondan sonra en az 3 ay kontrollu olarak salım sağlayacak poli(kaprolakton) 

ve pegile poli(kaprolakton) mikroküreler hazırlanması ve karakterizasyonu amaçlanmaktadır. 

Geliştirilecek salım sistemi ile sağlanacak kontrollu salım ile intraartiküler bölgede sinoviyal 

fibroblastlardan salgılanan proenflamatuar sitokinlerin ve metaloproteazların seviyelerin 

düşürülmesi ve eklemde tekrar enjeksiyona gerek olmadan belirti ve semptomlarını 

iyileştirilmesi hedeflenmiştir. Bu projede serbest ilacın intraartiküler enjeksiyon önklinik 

araştırmalarında kullanılan yüksek doz ilaca bağlı sıkıntıların çözülebileceği bu yeni sistem ve 

yaklaşım ile anti-TNF tedavisi için yeni bir klinik uygulama geliştirilmesi amaçlanmıştır.  
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Gereç ve Yöntem 

 

Aşama 1: Polietilen glikol-Polikaprolakton (PEG-PCL) Kopolimeri Sentezlenmesi ve 

Karakterizasyonu 

 

Bu çalışmada, intraartiküler enjeksiyon ile uygulanabilecek ve en az 3 ay kontrollü 

protein salımı sağlayabilecek PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler hazırlanmıştır. PCL 

mikroküreler hazırlanmasında ticari PCL kullanılmıştır. PEG-PCL-PEG mikroküreler için PEG-

PCL-PEG triblok kopolimeri sentezlenmiştir. Sentez çalışmalarının ilk aşamalarında, PEG-PCL 

ve MPEG-PCL diblok kopolimeri ε-kaprolakton (ε-CL) monomerinin polietilen glikol (PEG) veya 

polietilen glikol metil eter (MPEG) ile katalizφr (dibutiltinlaurat) varlığında halka açılması 

kopolimerizasyonu ile hazırlanmıştır (NIKLES, 2010) (Şekil 1). Daha sonra, hazırlanan MPEG-

PCL kopolimer ile bağlayıcı ajan (coupling reagent) olan hekzametil diisosiyanat (HMDI) 

kullanılarak PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri sentezlenmiştir (FU, 2009,GONG, 2009) (Şekil 2). 

PEG-PCL-PEG kopolimer sentez aşamasında kullanılan deney düzeneği Şekil 3’de verilmiştir. 

İlk aşamalarda, PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin sentezlenmesinde kullanılacak 

sentez prosedürünün belirlenmesi için monomer türü, süre, monomer oranları gibi çeşitli 

parametreler değiştirilerek PEG-PCL veya MPEG-PCL diblok  kopolimerler sentezlenmiştir. 

Tablo 3’te PEG-PCL veya MPEG-PCL diblok  kopolimerlerin sentez denemelerinde değiştirilen 

parametreler verilmiştir. Diblok kopolimerleri ε-CL monomerinin PEG veya MPEG ile 

dibutiltinlaurat varlığında halka açılması kopolimerizasyonu ile sentezlenmiştir. Kısaca, farklı mol 

oranlarında PEG (Sigma-Aldrich, Almanya) veya MPEG (Aldrich, Almanya) üç boyunlu balonda 

100°C sıcaklıkta vakum altında 1 saat tutulmuştur. Daha sonra, farklı mol oranlarında ε-CL 

monomeri (Aldrich, Almanya) reaksiyon ortamına eklenip sıcaklık 140°C’ye çıkarılarak 30 dakika 

vakum altında karıştırılmıştır. Son olarak toplam reaktif miktarının %0.5’i kadar dibutiltinlaurat 

(Aldrich, Almanya) eklenerek polimerleşme reaksiyonu azot gazı varlığında farklı sürelerde 

sürdürülmüştür. 
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Şekil 1. PEG-PCL ve MPEG-PCL kopolimer sentez şeması 

 

 

 

Şekil 2. PEG-PCL-PEG triblok kopolimer sentez şeması 

 

 

 

 

+ 
Polietilen glikol (PEG) ε-kaprolakton  

dibutiltinlaurat  

dibutiltinlaurat  

H-(OCH2CH2)n-(CO(CH2)5O)m –H 

 

PEG-PCL kopolimer  

MPEG-PCL kopolimer 

 

CH3O-(CH2CH2O)n-H + 

ε-kaprolakton  

dibutiltinlaurat  

CH3O -(CH2CH2O)n-(CO(CH2)5O)m –H 

 

PEG-PCL kopolimer  

methoksi polietilenglikol (MPEG) 

hekzametil diisosiyanat (HMDI)  

OCN(H2)6NCO 

CH3O-(CH2CH2O)n-[CO(CH2)5O]m-CONH(CH2)6NHCO-[O(CH2)5CO]m-(OCH2CH2)n-OCH3 

 

PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri 
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Şekil 3. PEG-PCL-PEG kopolimer sentez aşamasında kullanılan deney düzeneği 

 

Sonraki aşamalarda ise, PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri sentezlenen farklı oranlardaki 

MPEG-PCL diblok kopolimerine bağlayıcı ajan (coupling reagent) olan hekzametil diisosiyanat 

(HMDI; Aldrich, Almanya) eklenerek hazırlanmıştır. Kısaca, farklı mol oranlarında MPEG, ε-CL 

monomerileri ve toplam reaktif miktarının %0.5’i kadar dibutiltinlaurat üç boyunlu balonda 140°C 

sıcaklıkta azot gazı varlığında farklı sürelerde karıştırılarak MPEG-PCL diblok kopolimeri 

sentezlenmiştir. Daha sonra, reaksiyon ortamına toplam reaktif mol miktarının 1/10’u kadar 

HMDI bağlayıcı ajan eklenerek reaksiyon sıcaklığı kademeli olarak 80°C’ye düşürülmüştür. 

Polimerleşme reaksiyonu farklı sürelerde devam ettirilmiştir. Tablo 4’te PEG-PCL-PEG triblok 

kopolimeri sentez denemelerinde değiştirilen parametreler verilmiştir. 

PEG ve PCL homopolimerleri de sentezlenerek kontrol grubu olarak kullanılmıştır. PEG 

homopolimeri 1 mmol MPEG monomerinin üç boyunlu balonda 140°C sıcaklıkta azot gazı 

varlığında 6 saat karıştırılmasıyla hazırlanmıştır. PCL homopolimeri ise 1 mmol ε-CL 

monomerinin toplam reaktif miktarının %0.5’i kadar dibutiltinlaurat eklenerek azot gazı 

varlığında 6 saat karıştırılmasıyla elde edilmiştir. 
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Tablo 3. PEG-PCL veya MPEG-PCL diblok  kopolimerlerin sentez denemelerinde değiştirilen 

parametreler 

 Monomer Monomer Oranı 

(ε-CL/PEG veya ε-CL/MPEG) 

Polimerleşme 

Reaksiyonu Süresi 

1. Deneme PEG 1:1 4 saat 

2. Deneme PEG 1:1 6 saat 

3. Deneme MPEG 1:1 6 saat 

4. Deneme MPEG 1:10 6 saat 

5. Deneme MPEG 1:20 6 saat 

 

 

Tablo 4. PEG-PCL-PEG diblok  kopolimerlerin sentez denemelerinde değiştirilen parametreler 

 Monomer Oranı        

(ε-CL/MPEG) 

Diblok Kopolimer için 

Polimerleşme Süresi 

Triblok Kopolimer için 

Polimerleşme Süresi 

1. Deneme 1:20 6 saat 5 saat 

2. Deneme 1:100 5 saat 4 saat 

3. Deneme 1:200 5 saat 4 saat 

4. Deneme 1:200 9 saat 6 saat 
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Hazırlanan PEG-PCL, MPEG-PCL, PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin ve 

homopolimerlerin saflaştırılması amacıyla; polimerler aseton (Merck, Almanya) veya 

diklorometan (Merck, Almanya) ile çözülüp, n-hekzan (Merck, Almanya) eklenerek 

çöktürülmüştür. Daha sonra elde edilen çökelek, n-hekzan ile yıkanarak 1 μm’lik filtreden 

geçirilmiştir. Bu işlem sonrasında, polimerler 40°C’de 3 gün vakum altında kurutulmuştur. 

Saflaştırılan kopolimerin ve homopolimerlerin kimyasal özellikleri ODTÜ Merkezi 

Laboratuvar’da Fourier Transform Infrared Spektrofotometresi (FTIR; Bruker IFS 66/S, FRA 

106/S, Almanya) ve Nükleer Manyetik Rezonans (NMR; Bruker Biospin, Almanya) ile 

incelenmiştir. Polimerin NMR spektrumları dötero kloroform içinde çözündükten sonra 300 

MHz’de elde edilmiştir. -65°C’den 100°C’ye 10°C/dakika ısıtma hızıyla azot ortamında ısıtılan 

homopolimer ve kopolimerin termal özellikleri ise ODTÜ Merkezi Laboratuvar’da diferansiyel 

taramalı kalorimetre (DSC; Perkin Elmer, ABD) ile incelenmiştir. Ayrıca, sentezlenen 

homopolimer ve kopolimerlerin termal özellikleri ODTÜ Merkezi Laboratuvar’daki 

Termogravimetrik Analiz Cihazı (TGA, Perkin Elmer, ABD) ile de incelenmiştir. Bu analiz için, 

sentezlenen homopolimer ve kopolimerler 25°C’den 500°C’ye 10°C/dakika ısıtma hızıyla azot 

ortamında ısıtılmıştır. Sentezlenen kopolimer ve homopolimerlerin makromoleküler ağırlık ve 

ağırlık dağılımları B.Ü. UNAM’da Jel Geçirgenlik Kromatografisi (GPC; Agilent 1200, ABD) 

kullanılarak incelenmiştir. Moleküler ağırlığın tayininde dar molekül ağırlığı dağılımına sahip 

anyonik olarak sentezlenmiş polistiren standardlar kalibrasyon eğrisi oluşturulmasında 

kullanılmıştır. 

 

Aşama 2: Model Protein Immunoglobulin G (IgG) Yüklü Polikaprolakton (PCL) ve 

Polietien glikol-Polikaprolakton-Polietilen glikol (PEG-PCL-PEG) 

Mikrokürelerin Hazırlanması ve Karakterizasyonu 

Aşama 2.1. Model Protein IgG Yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG Mikrokürelerin Hazırlanması  

 

2.1.1. Model Protein IgG Yüklü PCL Mikrokürelerin Hazırlanması  

 

Immunoglobulin G (IgG) yüklü PCL mikroküreler, Saez ve ark. (SAEZ, 2008) kullandığı 

iki basamaklı emülsiyon- çözücü uçurma (double emulsion-solvent evaporation) metodunun 
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koşulları geliştirilerek hazırlanmıştır. İlk aşamalarda, mikrokürelerinin hazırlanmasında kullanılan 

yöntemin optimizasyonu için, yüklenen IgG konsantrasyonu ve dış su fazı polivinil alkol (PVA) 

derişimi ve dış faza tuz eklenmesi gibi çeşitli parametreler değiştirilerek protein yükleme 

verimliliğine etkileri incelenmiştir. Optimizasyon çalışmalarında hazırlanan deney grupları Tablo 

5’te verilmiştir. 

Optimizasyon çalışmalarında hazırlanan IgG yüklü PCL mikroküreler, iki basamaklı 

emülsiyon- çözücü uçurma yöntemi ile hazırlanmıştır. Kısaca, diklorometan (Merck, Almanya) 

ile çözünmüş % 5’lik PCL (Sigma-Aldrich, Almanya) çözeltisine farklı derişimlerde 100 μl IgG-

PBS (145 mM NaCl içeren 10 mM fosfat tampon çözeltisi, pH 7.2) eklenerek 60 saniye buzda 

sonikasyon (RX 100, Bandelin Sonorex, Almanya) yapılmıştır. Elde edilen primer emulsiyon 40 

ml PVA (Aldrich, Almanya) çözeltisine eklenerek 1100 rpm’de 15 dakika manyetik karıştırıcıda 

(Schott, Almanya)  karıştırılmıştır. Bu karışım, 140 ml PVA çözeltisine eklenerek organik faz 

uçana kadar karıştırılmaya devam edilmiştir. Elde edilen IgG yüklü polimer mikroküreler 0.45 µm 

filtreden süzülerek yıkama kurutma işlemlerinden geçirilmiş ve daha sonra 4°C’de desikatör 

içerisinde saklanmıştır. 

Hazırlanan mikrokürelerinin protein yükleme verimliliğinin belirlenmesi için ilk aşamada 

belli miktardaki IgG yüklü PCL mikroküreler öncelikle 2 ml diklorometan ile manyetik karıştırıcıda 

30 dakika inkübe edilmiş ve daha sonra ortama 2 ml PBS eklenmiştir. Bu aşamada IgG PCL 

içeren organik fazdan çözünürlüğünün yüksek olduğu tampon fazına çıkarılmıştır (COCCOLI, 

2008). PBS fazı Phenomenex Biosep SEC S3000 kolon (Phenomenex, ABD) kullanılarak 280 

nm’de yüksek basınçlı sıvı kromatografi (HPLC) sistemi (Schimadzu, Japonya) ile incelenmiştir. 

Bu analiz sırasında, mobil faz olarak fosfat tampon (PBS, 0.01 M, pH 7.2) ve 1 ml/min akış hızı 

kullanılmıştır. PCL mikrokürelere hapsedilen IgG protein miktarının HPLC yöntemi ile 

belirleyebilmek için farklı konsantrasyonlarda IgG standart çözeltilerinin (2,5-40 μg/ml) HPLC 

kromatogramlarının tepe alanları hesaplanarak kalibrasyon eğrisi oluşturulmuştur. 

Ayrıca, HPLC analizi IgG yüklü PCL mikroküre hazırlanmasında kullanılan metodun 

proteinin kararlılığına etkisinin incelemesi için de kullanılmıştır. Bu amaçla, 10 µg/ml 

konsantrasyondaki IgG çözeltisi birgün boyunca diklorometan ile inkübe edildikten sonra PBS 

eklenmiş ve örneklere HPLC analizi yapılmıştır. 
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Tablo 5. Optimizasyon için Hazırlanan Mikroküreler 

Grup Adı  

Grup I 2 mg/ml IgG yüklü PCL mikroküreler 

(dış faz olarak NaCl eklenmemiş % 1 PVA çözeltisi kullanılarak 

hazırlanan) 

 

Grup II 5 mg/ml IgG yüklü PCL mikroküreler 

(dış faz olarak NaCl eklenmemiş % 1 PVA çözeltisi kullanılarak 

hazırlanan) 

 

Grup III 10 mg/ml IgG yüklü PCL mikroküreler 

(dış faz olarak NaCl eklenmemiş % 1 PVA çözeltisi kullanılarak 

hazırlanan) 

 

Grup IV 10 mg/ml IgG yüklü PCL mikroküreler 

(dış faz olarak NaCl eklenmemiş %2’lik PVA çözeltisi kullanılarak 

hazırlanan) 

 

Grup V 10 mg/ml IgG yüklü PCL mikroküreler 

(dış faz olarak % 2 NaCl eklenmiş %1’lik PVA çözeltisi kullanılarak 

hazırlanan) 

 

Grup VI 5 mg/ml IgG yüklü PCL mikroküreler 

(iç faz olarak 0.5 % PVA; dış faz olarak NaCl eklenmemiş %1’lik PVA 

çözeltisi kullanılarak hazırlanan) 

 

Grup VII 5 mg/ml IgG yüklü PCL mikroküreler 

(iç faz olarak 0.5 % PVA; dış faz olarak % 2 NaCl eklenmiş %1’lik 

PVA çözeltisi kullanılarak hazırlanan) 
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HPLC yöntemi proteinin yapısının korunduğunu göstermesine karşın, mikrokürelere 

hapsedilen IgG miktarın tayininde başarılı olamamıştır. Bu nedenle, hapsedilen IgG miktarını 

bulmak için literatürde oldukça sık kullanılan polimer matriksin bir bazla hidrolizi sonrası 

proteinin SDS ile ekstraksiyonu yöntemi modifiye edilerek denenmiştir (MORITA, 2000,WONG, 

2001,GHASSEMI, 2009). Kısaca, yaklaşık 10 mg mikroküre 1 ml DMSO (AppliChem, Almanya) 

çözeltisinde 1 saat boyunca 37°C’de çalkalanarak inkübe edildikten sonra 2150 µl % 0.5 SDS 

(Bio-Rad, ABD) içeren 0.25 N NaOH (Riedel de-Haen, Almanya) çözeltisi eklenmiş ve yine 4 

saat boyunca 37°C’de inkübe edilmiştir. Daha sonra mikroküreler 3500 devirde 5 dakika 

santrifüj (EBA-20, Hettich, Almanya) ile çöktürülerek üst çözeltiden alınan örneklerde 

Bicinchoninik Asit Metodu (BCA Assay) ile hapsedilen protein miktarları belirlenmiştir. Bu 

yöntemde, 500 µl ekstraksiyon örneği 500 µl 50 birim bicinchoninik asit (Sigma, Almanya) ve 1 

birim % 4’lük bakır sülfat çözeltisinden (CuSO4 5H2O, Sigma, ABD) oluşan BCA reaktifi ile 

60°C’da 15 dakika inkübe edilmiştir. Daha sonra oda sıcaklığına gelen örneklerin absorbansı 

562 nm’de mikroplaka spektrofotometre (µQuant, Biotek, ABD) ile okunmuştur (n=3). Ayrıca, 

PCL mikrokürelere hapsedilen IgG protein miktarını belirleyebilmek için farklı derişimlerde IgG 

standart çözeltileri (0-20 μg/ml) aynı şekilde DMSO ve %0.5 SDS içeren 0.25 N NaOH ile 

inkübe edildikten sonra BCA metodu kullanılarak kalibrasyon eğrisi oluşturulmuştur.  

Protein yükleme verimliliği kullanılan hazırlama koşullarıyla değişmektedir ve pahalı 

biyoaktif ajan taşıyıcı sistemlerin etkinliğinin arttırması nedeniyle önemlidir (PARK, 2005). Bu 

sebeple, protein yüklü mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılacak prosedürün belirlenmesi için 

ilk önce protein yükleme verimliliğinin yüksek olmasına bakılmıştır. İlk yapılan deneylerde 

hazırlanan mikrokürelerin protein yükleme verimliliğinin literatüre göre düşük olduğu 

görülmüşütür. Bu nedenle, daha etkin bir hapsetme verimliliğine ulaşabilmek için yüksek devirde 

mekanik karıştırıcı kullanılarak ve iç su fazına PVA ekleyerek mikroküreler hazırlanmıştır. 

Kısaca, diklorometan ile çözünmüş %5’lik PCL çözeltisine %0.5 PVA içeren 100 μl 5 mg/ml IgG-

PBS çözeltisi eklenerek 60 saniye buzda sonikasyon yapılmıştır. Elde edilen primer emulsiyon 

40 ml %1’lik PVA çözeltisine eklenerek 1100 rpm’de 15 dakika manyetik karıştırıcıda 

karıştırılmıştır. Bu karışım 140 ml %1’lik PVA çözeltisine (dış faza %2 NaCl eklenmiş veya 

eklenmemiş) eklenerek 14 000 rpm de T-25 Ultra-Turrax mekanik karıştırıcı (IKA, Almanya) ile 3 

dakika buzda karıştırılmıştır. Daha sonra, 1100 rpm’de 15 dakika 3 saat manyetik karıştırıcıda 

karıştırılarak organik faz uçurulmuştur. Elde edilen IgG yüklü polimer mikroküreler 0.45 µm 

filtreden süzülerek yıkama kurutma işlemlerinden sonra 4°C’de desikatör içerisinde saklanmıştır. 
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Hapsedilen IgG miktarı, daha önce bahsedilen polimer matriksin NaOH ile hidrolizi sonrası 

proteinin SDS ile ekstraksiyonu yöntemi ile belirlenmiştir.  

Yapılan optimizasyon çalışmaları sonunda, yüksek protein yükleme verimliliğine sahip 

mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılan koşullar kullanılarak IgG yüklü PCL mikroküreler 

hazırlanmıştır. Kısaca, diklorometan ile çözünmüş % 5’lik PCL çözeltisine 10 mg/ml 50 μl IgG-

PBS (145 mM NaCl içeren 10 mM fosfat tampon çözeltisi, pH 7.2) eklenerek 60 saniye buzda 

sonikasyon yapılmıştır. Elde edilen primer emulsiyon 40 ml PVA çözeltisine eklenerek 1100 

rpm’de 15 dakika manyetik karıştırıcıda karıştırılmıştır. Bu karışım, 140 ml PVA çözeltisine 

eklenerek 14 000 rpm de T-25 Ultra-Turrax mekanik karıştırıcı (IKA, Almanya) ile 3 dakika 

buzda karıştırılmıştır. Daha sonra, 1100 rpm’de 15 dakika 3 saat manyetik karıştırıcıda 

karıştırılarak organik faz uçurulmuştur.Elde edilen IgG yüklü polimer mikroküreler 0.45 μm 

filtreden süzülerek yıkama kurutma işlemlerinden sonra 4°C’de desikatör içerisinde saklanmıştır. 

Ayrıca, hazırlanan mikrokürelerin bir kısmı Türkiye Atom Enerjisi Kurumu’nda kobalt-60 cihazı 

kullanılarak uygun koşullarda ve sabit doz hızında (3.62 kGyh-1) 25.4 kGy gama ışımasına 

maruz bırakılarak sterilize edilmiştir (SAYIN, 2006). 

 

2.1.2. Model Protein IgG Yüklü PEG-PCL-PEG Mikrokürelerin Hazırlanması 

 

Protein yüklü PCL mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılan iki basamaklı emülsiyon-

çözücü uçurma metodu kullanılarak, IgG yüklü PEG-PCL-PEG triblok kopolimer mikroküreler 

hazırlanmıştır. İlk denemelerde, 1:100 veya 1:200 MPEG:ε-CL monomer oranına sahip PEG-

PCL-PEG triblok kopolimerleri (Tablo 4’te verilen deneme 2 ve 3) mikroküre hazırlanmasında 

kullanılmıştır. Kısaca, diklorometan ile çözünmüş %5’lik 1:100 veya 1:200 MPEG:ε-CL monomer 

oranına sahip PEG-PCL-PEG kopolimer çözeltisine 10 mg/ml’lik stok çözeltisinden 50 μl IgG-

PBS eklenerek 60 saniye buzda sonikasyon yapılmıştır. Elde edilen primer emulsiyon 40 ml 

PVA çözeltisine eklenerek 1100 rpm’de 15 dakika manyetik karıştırıcıda karıştırılmıştır. Bu 

karışım, 180 ml PVA çözeltisine eklenerek organik faz uçana kadar karıştırılmaya devam 

edilmiştir. Elde edilen IgG yüklü kopolimer mikroküreler 0.45 μm filtreden süzülerek yıkama 

kurutma işlemlerinden sonra 4°C’de desikatör içerisinde saklanmıştır.  

İlk denemelerde 1:100 veya 1:200 MPEG:ε-CL monomer oranına sahip PEG-PCL-PEG 

triblok kopolimerleri kullanılarak hazırlanan protein taşıma sistemlerinde küre şeklinde homojen 
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bir dağılım gözlemlenmediğinden ve çeşitli büyüklüklerde aggregatların oluşması nedeniyle, 

yeniden sentezlenen 1:200 MPEG:ε-CL monomer oranına sahip PEG-PCL-PEG triblok 

kopolimeri (Tablo 4’te verilen deneme 4) kullanılarak IgG yüklü PEG-PCL-PEG mikroküreler 

yeniden hazırlanmıştır. Bu mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılan çeşitli deneysel hazırlama 

koşul parametreleri değiştirilerek daha homojen görünüme sahip küre formunda taşıma sistemi 

oluşturulmuştur. Deney grupları ve parametrelerindeki değişimler Tablo 6’da verilmiştir. Kısaca, 

farklı organik çözücü ile çözünmüş farklı konsantrasyonlardaki kopolimer çözeltisine 10 

mg/ml‟lik stok çözeltisinden 50 μl IgG-PBS eklenerek 60 saniye buzda sonikasyon yapılmıştır. 

Elde edilen primer emulsiyon çözeltisi farklı konsantrasyon ve hacimlerdeki polivinil alkol veya 

Pluronik F68 (PLF 68, Sigma, Almanya) çözeltisine bir veya iki basamakta eklenerek farklı hız 

ve sürelerde manyetik karıştırıcı veya homojenizatör ya da manyetik karıştırıcı ve homojenizer 

birlikte kullanılarak karıştırılmıştır. Daha sonra organik faz uçana kadar 1100 rpm’de 3 saat 

karıştırılmaya devam edilmiştir. Elde edilen IgG yüklü kopolimer taşıyıcı sistemler 0.45 μm 

filtreden süzülerek yıkama kurutma işlemlerinden sonra 4°C‟de desikatör içerisinde 

saklanmıştır. 

Daha sonra hazırlanan IgG yüklü kopolimer taşıyıcı sistemlerin şekil ve yüzey morfoloji 

özellikleri ODTÜ Metalürji ve Malzeme Mühendisliği Bölümü SEM Laboratuvarı‟nda taramalı 

elektron mikroskobu (SEM; JSM – 6400 Electrone Microscope, Japonya) ile incelenmiştir. Bu 

analiz için örnekler, altın kaplama makinasında (Hummle VII Sputter Coating Device, Anatech, 

ABD) 25 nm kalınlılığında altınla kaplanmıştır. SEM analizi sonucunda protein yüklü PEG-PCL-

PEG mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılacak deney protokolü belirlenmiştir. Kısaca, 1:1 

oranındaki dimetilsülfoksid (DMSO, AppliChem, Almanya) kloroform (Sigma, Almanya) karışımı 

ile 60ºC‟de çözünmüş %2.5‟luk PEG-PCL-PEG çözeltisine 4ºC’ye getirildikten sonra 10 

mg/ml‟lik stok çözeltisinden 50 μl IgG-PBS çözeltisi eklenerek 60 saniye buzda sonikasyon 

yapılmıştır. Primer emulsiyon 40 ml %3’lük PLF-68 çözeltisine eklenerek 1100 rpm’de 15 dakika 

manyetik karıştırıcıda karıştırılmıştır. Bu karışım, 168 ml PLF-68 çözeltisine eklenerek 14 000 

rpm de T-25 Ultra-Turrax mekanik karıştırıcı ile 3 dakika buzda karıştırılmıştır. Daha sonra, 

1100 devirde 15 dakika 5 saat manyetik karıştırıcıda karıştırılarak organik faz uçurulmuştur. 

Elde edilen IgG yüklü kopolimer mikroküreler 0.45 μm filtreden süzülerek yıkama kurutma 

işlemlerinden sonra 4°C’de desikatör içerisinde saklanmıştır. Ayrıca, hazırlanan IgG yüklü 

mikrokürelerin bir kısmı, PCL mikrokürelerde olduğu gibi Bölüm 2.1.1.’de verilen gama 

ışınlaması yöntemi kullanılarak sterilize edilmiştir.  
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Tablo 6. Farklı koşullarla hazırlanmış IgG yüklü PEG-PCL-PEG mikroküreler (A) İç Faz 

Özellikleri, (B) Dış Faz özellikleri ve (C) Karıştırma hızları 

(A) 
 

(B) 
 

(C) 

 
 
 

Grup No Polimer Konsantrasyonu (%) Organik Çözücü Organik faz Hacmi (ml) 

1 5 Etil asetat 2 
2 2.5 Kloroform/DMSO (1:1) 4 
3 5 Kloroform 2 
4 2.5 Kloroform/DMSO (1:1) 4 
5 2.5 Kloroform/DMSO (1:1) 4 
6 2.5 Kloroform/DMSO (1:1) 4 
7 5 Kloroform/DMSO (1:1) 4 
8 5 Kloroform/DMSO (1:1) 2 

9 2.5 Kloroform/DMSO (1:1) 4 

Grup No Surfektant Sürfektant 
Konsantarasyonu 

(%) 

Dış Faz Hacmi 
(birinci basamak) 

(ml) 

Dış Faz Hacmi 
(ikinci basamak) (ml) 

     
1 PVA 1 40 200 
2 PVA 1 40 200 
3 PVA 1 40 200 
4 PVA 1 - 200 
5 PVA 1 - 200 
6 PLF-68 3 - 200 
7 PLF-68 2 - 200 
8 PVA 1 - 200 
9 PLF-68 3 40 168 

Grup No Manyetik Karıştırıcı ile 
(birinci basamak) 

Homojenizer ile 
(ikinci baamak) 

1 11000 rpm 15 dakika 14000 rpm ile 3 dakika 

 11000 rpm 15 dakika 14000 rpm ile 3 dakika 

3 11000 rpm 15 dakika 14000 rpm ile 3 dakika 

4 - 14000 rpm ile 3 dakika 

5 11000 rpm 15 dakika 14000 rpm ile 3 dakika 

6 - 14000 rpm ile 3 dakika 

7 - 14000 rpm ile 3 dakika 

8 - 14000 rpm ile 3 dakika 

9 1100 rpm 15 dakika 14000 rpm ile 3 dakika 
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Aşama 2.2. Model Protein IgG Yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG Mikrokürelerin 

Karakterizasyonu 

 

Gama sterilizasyonu sonrasında, protein yüklü PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokürelerin 

protein yükleme verimliliği, parçacık boyut dağılımı ve ortalama parçacık büyüklüğü, yüzey 

morfolojisi ve bozunma gibi özellikleri gama sterilizasyonu yapılmamış mikroküreleri özellikleri 

ile karşılaştırılmıştır. Ayrıca, gama sterilizasyonu yapılmış mikrokürelerden ortama salınan 

IgG’nin salım profili, biyoaktivitesi ve protein kararlılığı gibi özellikleri de gama sterilizasyonu 

yapılmamış mikrokürelerden ortama salınan IgG’nin özellikleri ile karşılaştırılmıştır. Mikroküre 

hazırlama aşamasından kaynaklanabilecek sitotoksik etkileri incelemek içinse hazırlanan boş 

PCL veya PEG-PCL-PEG mikroküreler gama sterilizasyonu sonrasında 3T3 hücreler ile 

etkileştirilmiştir.  

 

2.2.1.  Protein Yükleme Verimliliği 

 

Taşıyıcı sistemlerin etkinliği protein yükleme verimliliğinin artması ile değişmektedir 

(PARK, 2005). Bu sebeple, yüksek protein yükleme verimliliğine sahip mikrokürelerin 

hazırlanması bu projede amaçlanmıştır. PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokürelere hapsedilen 

model protein IgG miktarını bulmak için ayrıntısı Bölüm 2.1.1.’de verilmiş olan polimer matriksin 

hidrolizi sonrası proteinin SDS ile ekstraksiyonu yöntemi kullanılmış ve hapsedilen protein 

miktarları Bicinchoninik Asit Metodu ile belirlenmiştir. 

 

2.2.2. Yüzey Morfolojisi 

 

Gama ile sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış IgG yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerin şekil, yüzey morfoloji özellikleri ile genel görünümleri taramalı elektron 

mikroskobu (SEM) ile incelenmiştir. SEM fotoğrafları, örneklerin altın ile kaplanması sonrasında 

Bilkent Üniversitesi Ulusal Nanoteknoloji Araştırma Merkezi’ndeki taramalı elektron mikroskobu 

(Quanta 200FEG, FEI, ABD) ve ODTÜ Metalürji ve Malzeme Mühendisliği Bölümü SEM 

Laboratuvarı’ndaki taramalı elektron mikroskobu (SEM; JSM – 6400 Electrone Microscope, 
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Japonya) kullanılarak çekilmiştir. Bu analiz için örnekler, altın kaplama makinasında (Hummle 

VII Sputter Coating Device, Anatech, ABD) 25 nm kalınlılığında altınla kaplanmıştır. 

 

2.2.3. Boyut Analizi 

 

 Projenin ilk aşamalarında, IgG yüklenmiş mikrokürelerin gama sterilizasyonu öncesinde 

ve sonrasında ortalama parçacık büyüklüğü, ODTÜ Merkezi Laboratuvar’daki Dinamik Işık 

Saçılım Spektrometresi (DLS; Malvern CGS-3, Almanya) ile ölçülmüştür (n=3). Bu yöntem, 

seyreltik çözelti içerisindeki küçük parçacıklardan saçılan ışığın şiddetinin ve değişiminin 

ölçülmesi temeline dayanmaktadır ve hidrodinamik büyüklük ve parçacık büyüklüğü dağılımının 

elde edilmesinde kullanılmaktadır. Ölçüm sırasında parçaçıkların birbirine yapışmasını önlemek 

için 1 ml sudaki mikroküre süspansiyonuna % 0.01 Tween 20 eklenmiş ve analizden önce 1 

dakika sonikasyon yapılmıştır. Ancak elde edilen DLS sonuçları ile SEM görüntülerinin çok 

uyumlu olmadığı düşünüldüğü için, daha sonraki aşamalarda IgG yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerin ortalama parçacık boyutu ve boyut dağılımını belirlemesinde literatürde de 

örnekleri olan (WU, 2009,CARPENEDO, 2010,RAJAPAKSA, 2010). SEM fotoğraflarından boyut 

analizi yöntemi kullanılmıştır. Gama ile sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış IgG yüklü PCL ve 

PEG-PCL-PEG mikrokürelerin ortalama parçacık boyutu ve boyut dağılımını belirlemek için 3 

ayrı bölgeden SEM fotoğrafları ODTÜ Metalürji ve Malzeme Mühendisliği Bölümü SEM 

Laboratuvarı’ndaki taramalı elektron mikroskobu (SEM; JSM – 6400 Electrone Microscope, 

Japonya) kullanılarak çekilmiştir. Elde edilen fotoğraflardan 500 adet mikrokürenin çaplarını 

ölçmek için IBM uyumlu bir bilgisayarda açık kaynak kodlu Image-J (National Institutes of 

Health, Amerika) programı kullanılmıştır. Ayrica, mikrokürelerin parçacık boyut dağılımını 

gösterilmesi için eşit aralıklarla oluşturulmuş mikroküre boyutuna karşı yüzde miktarları 

histogram ve kümülatif aritmetik eğrileri çizilmiştir. 
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2.2.4. Salım Profili 

 

 Projede, en az 3 ay kontrollü salım sağlayacak bir ilaç salım sistemi geliştirilmesi 

amaçlanmaktadır. Bu sebeple, gama ışıması ile sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış PCL ve 

PEG-PCL-PEG mikrokürelerden IgG salımı, yaklaşık 5 mg mikrokürenin % 0.01 Tween 20 

(Sigma, Almanya) ve % 0.05 sodyum azid (Sigma, Almanya) içeren fosfat tamponunda (PBS, 

0.01 M, pH 7.4) (PISTEL, 2000) kapaklı sistemlerde çalkalamalı su banyosu içerisinde, 37°C’de 

inkübasyonu sonucu incelenmiştir. Salım ortamına Tween 20 surfektantı mikrokürelerin birbirine 

yapışmasını ve salınan proteinin mikroküre yüzeyine adsorpsiyonunu engellemek amacıyla 

eklenmiştir (RAVI, 2008). Ayrıca, salım sırasında kontaminasyonu engellemek için ortama 

sodyum azid ilave edilmiştir. Mikrokürelerden protein çıkışı, salım ortamının farklı zamanlarda 

3500 devirde 5 dakikalık santrifüj ile mikrokürelerin çöktürülmesinden sonraüst çözeltilerinden 

alınan örnekler protein miktarları HPLC ve BCA yöntemleriyle incelenmiştir (n = 4). Boş PCL 

mikroküreler kontrol grubu olarak kullanılmıştır. 

 Projenin ilk aşamalarında, mikrokürelerden ortama çıkan toplam protein miktarının 

tayinininde yüksek performans sıvı kromatografisi de (HPLC) denenmiştir. Bu yöntem, çözeltide 

çözünmüş halde bulunan bileşenlerin sabit faz üzerinde farklı zaman harcaması esasına 

dayanır. Farklı zamanlarda alınan salım örnekleri Phenomenex Biosep SEC S3000 kolon 

(Phenomenex, ABD) kullanılarak 280 nm’de HPLC sistemi (Schimadzu, Japan) ile incelenmiştir. 

Bu analiz sırasında mobil faz olarak fosfat tampon (PBS, 0.01 M, pH 7.2) ve 1 ml/min akış hızı 

kullanılmıştır. PCL mikrokürelerden ortama çıkan IgG protein miktarının HPLC yöntemi ile 

belirleyebilmek için farklı konsantrasyonlarda salım ortamı içinde hazırlanan IgG standart 

çözeltilerinin HPLC kromatogramlarındaki tepe alanları hesaplanarak kalibrasyon eğrisi 

oluşturulmuştur. Fakat, salım örneklerindeki IgG miktarı HPLC yöntemi ile ölçülebilen en düşük 

konsantrasyon olan 5 µg/ml IgG konsantrasyonundan düşük olduğu için mikrokürelerden ortama 

çıkan toplam protein miktarı bu yöntem ile tayin edilememiştir. Bu nedenle, projenin sonraki 

aşamalarında mikrokürelerden ortama çıkan toplam protein miktarının tayinininde ayrıntısı 

Bölüm 2.1.1.’de verilmiş olan BCA yöntemi ile tayin edilmiştir. BCA yöntemi ile PCL ve PEG-

PCL-PEG mikrokürelerden ortama salınan IgG protein miktarını belirleyebilmek için farklı 

konsantrasyonlarda salım ortamı içinde (%0.01 Tween 20 ve %0.05 sodyum azid içeren fosfat 

tamponu) IgG standart çözeltileri ile kalibrasyon eğrisi oluşturulmuştur. 
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2.2.5. IgG Biyoaktivitesi 

 

PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden farklı zamanlarda ortama çıkan IgG proteininin 

biyoaktivitesinin korunup korunmadığını ölçmek için insan IgG enzime bağlı immünosorban 

(ELİZA) testi (RayBiotech, ABD) kullanılmıştır. Ayrıca, bu test kullanılarak ortama çıkan protein 

miktarı da belirlenmiştir. Çözeltilerdeki antikor veya antijen varlığını tespit etmekte kullanılan 

ELİZA testi bazı basamaklardan oluşmaktadır (Şekil 4). 96-kuyucuklu mikroplakalar insan IgG 

proteinine özel antikorlarla kaplanmıştır. Standart IgG çözeltileri ve salım sonrası örnekleri farklı 

kuyucuklara eklenerek 2.5 saat oda sıcaklığında bekletilmiştir. Böylece, çözeltilerde bulunan 

IgG proteinleri kuyucukların dibinde bulunan antikorlara bağlanmıştır. Yıkama işlemi sonrasında 

bağlanmayan IgG’ler ortamdan uzaklaştırılmıştır. Daha sonra, ucunda okumanın yapılabilmesini 

sağlayan biyotinli anti-insan IgG antikorları eklenerek IgG antikorlarına bağlı IgG proteinine 

bağlanması sağlanmıştır. Yıkama işlemi yapılarak yeniden bağlanmamış antikorlar 

uzaklaştırılmıştır. Kuyucuklara HRP-konjugatlı streptavidin eklendikten sonra 3,3’,5,5’-

tetrametilbenzidin (TMB) substrat eklenerek IgG miktarına bağlı olarak renk değişimi 

sağlanmıştır. Durdurma çözeltisi ile reaksiyon durdurularak 450 nm’de mikroplaka 

spektrofotometre (µQuant, Biotek, ABD) ile absorbanslar okunarak IgG miktarları tayin 

edilmiştir. 
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Şekil 4. Enzime bağlı immünosorban (ELİZA) kiti çalışma basamakları 

 

2.2.6. Protein Kararlılığı 

 

Proteinlerde birincil (primer), ikincil (sekonder), tersiyer ve kuarterner yapı diye dört yapı 

tanımlanır. Bir proteinin denatürasyonu, moleküldeki yan bağların yıkılması ile polipeptit zincirin 

katlarının açılması, gelişigüzel sarmal (random coil) yapısına dönüşmesi, sonra yeni bir biçimde 

yeniden katlanması olayıdır. Eğer proteinin denatürasyonu, proteinin tersiyer yapısının 

bozulması, sekonder ve primer yapısının korunması biçiminde olursa geri dönüşümlüdür. 

Ancak, denatürasyon proteinin tersiyer ve sekonder yapısının bozulması, yalnızca primer 

yapısının korunması biçiminde olursa geri dönüşümsüzdür. Bunun sonucunda protein biyolojik 

aktivitesini kaybeder. Bu projede, proteinin polimer mikrokürelere hapsedilmesi sırasında 

biyolojik aktivitesini korumasını sağlayan bir yükleme prosedürü oluşturmak hedeflenmiştir. Bu 

sebeple, salım sırasında gama ile sterilize edilen veya edilmeyen mikrokürelerden ortama çıkan 

proteinin yapısındaki değişimler yüksek performans sıvı kromatografisi (HPLC), Fourier 

transform infrared (FTIR) spektrometresi ve floresans spektrofotometresi ile incelenmiştir. 
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HPLC yöntemi, salım çalışmalarında kullanılan koşullarda yapılmıştır (Bölüm 2.2.4). 

Farklı zamanlarda alınan salım örneklerinin HPLC kromatogramları standart IgG çözeltilerinin 

kromatogramları ile karşılaştırılmıştır (WANG, 2004). Böylece, salım sonrası proteinin 

kararlılığında herhangi bir değişim olup olmadığı incelenmiştir. Fakat, bu yöntemle sadece 

proteinin birincil yapısındaki değişimler incelenebildiği için projenin ilerleyen aşamalarında 

proteinin tersiyer ve sekonder yapısındaki bozulmaların incelenebildiği floresans ve FTIR 

spektrofotometresi yöntemleri kullanılmıştır.  

Proje planında yer almamasına karşın, proteinin tersiyer yapısının incelenmesinde 

kullanılan floresans analizleri projeye dahil edilmiştir. Projenin ilk zamanlarında, PCL 

mikrokürelerden ortama çıkan proteinlerin tersiyer yapısındaki değişimler ise ODTÜ Moleküler 

Biyoloji, Biyoteknoloji AR-GE Laboratuvarı’ndaki  floresans spektrofotometresi (TM-2/2005, 

Photon Technology International, ABD) ile incelenmiştir. Triptofan rezidü içeren proteinlerin 

tersiyer yapısının inclenmesinde floresans teknikleri kullanılmaktadır (KIM J.H., 

2005,DETERMAN, 2006,JOVANONIC, 2008). Hidrofobik bir amino asit olan triptofan katlanmış 

konformasyonda proteinin iç kısımlarında yer alır; ancak katlanmaların açılmasıyla (unfolding) 

yüzeye doğru çıkmaktadır (KIM J.H., 2005). Bu sayede, floresans spektrumundaki değişmeler 

protenin tersiyer yapısının korunup korunmadığı hakkında bilgi vermektedir.Bu sebeple, PCL 

mikrokürelerden farklı zamanlarda ortama salınan IgG proteinin kendine özgü triptofan floresans 

emisyon spektrumu (intrinsic tryptophan fluorescence emission spectra) oda sıcaklığında 295 

nm eksitasyon dalgaboyu kullanılarak 300’den 450 nm’ ye kadar 5 nm’lik aralıklarla alınmıştır 

(JOVANONIC, 2008). Tween 20 içermeyen fosfat tamponda hazırlanan IgG standard çözeltileri 

(50 ng/ml, 1 µg/ml ve 50 µg/ml) ve Tween 20 içermeyen fosfat tampon da kontrol grubu olarak 

kullanılmıştır. Fakat, floresans kararlılık okumalarında protein katlanma bölgelerinde olan 

triptofanların açığa çıkmadığı için belirgin değişikler (örneğin maksimum emisyon dalga boyu 

kayması, floresans okuma değerleri) gözlenmediği için projenin ilerleyen aşamalarında bu 

yöntem kullanılmamıştır.  

PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama çıkan proteinlerin sekonder yapısındaki 

değişimler ODTÜ Merkezi Laboratuvar’daki FTIR spektrofotometresi (Bruker IFS 66/S, FRA 

106/S, Almanya) ile incelenmiştir. FTIR spektrofotometresi, moleküllerdeki bağların titreşim 

frekanslarından molekülün yapısı hakkında bilgi edinilmesini sağlar. Bu sebeple, salım 

ortamından alınan örneklerin FTIR spektrumları ile standard IgG çözeltisinin spekturumlarındaki 

amid I bölgesi (1720-1600 cm-1) proteinin ikincil yapısını incelemek için kullanılmıştır 

(JOVANONIC, 2008). İlk önce boş salım ortamının, gama sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış 
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mikrokürelerin bekletildiği 6 saatlik salım ortamının FTIR spekturumları karşılaştırılmış, fakat 

ortama çıkan protein miktarının düşük derişimde olması nedeniyle bir fark gözlemlenmemiştir. 

Bu nedenle, protein ikincil yapılarında değişim ortama salınan protein yerine mikrokürelere 

yüklenen proteinin ekstraksiyon edilmesi ve örneklerin FTIR spektrumlarının incelenmesi ile 

değerlendirilmiştir (EMAMI, 2009). Mikrokürelere yüklenmiş olan protein, Bölüm 2.1.1’de verilen 

ekstarksiyon yöntemi ile ortama çıkarılmıştır. Daha sonra mikroküreler 3500 devirde 5 dakika 

santrifüj ile çöktürülerek üst çözeltiden alınan örnekler Bilkent Üniversitesi Ulusal Nanoteknoloji 

Araştırma Merkezi’nde (BÜ-UNAM) FTIR spektrometresi (Bruker Tensor 37, Almanya) ile 

incelenmiştir. Ekstraksiyon ortamından alınan örneklerin FTIR spektrumlarındaki amid I 

bölgesinin ikinci türevlendirmesi (second derivatization) FTIR Opus 6 programı (Bruker, 

Almanya) kullanılarak yapılmış ve standard IgG çözeltisinin FTIR spektrumlarındaki amid I 

bölgesinin ikinci türevlendirmesi ile karşılaştırılmıştır. Ayrıca, boş ekstraksiyon ortamı da kontrol 

grubu olarak kullanılmıştır. 

 

2.2.7. Protein Yüklü Mikroküreler için Bozunma (Degredasyon) Çalışması 

 

Bu projede, yapısal bütünlüğünü en az 6 ay koruyan PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikroküreler hazırlanması hedeflenmiştir. Bu sebeple, gama sterilizasyonu yapılan veya 

yapılmayan IgG yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler %0.01 Tween 20 ve %0.05 sodyum 

azid içeren fosfat tamponu (PBS, 0.01 M, pH 7.4) ile 6 ay boyunca kapaklı sistemlerde 

çalkalamalı su banyosu içerisinde 37°C’de 6 ay boyunca bekletilmiştir. 6 aylık inkübasyon 

sonrasında, IgG yüklü mikrokürelerin boyut, kimyasal yapı, moleküler ağırlık ve 

morfolojilerindeki değişimler PBS ortamına konmamış mikrokürelerin özellikleri ile 

karşılaştırılmıştır.  

Projenin ilk aşamalarında, mikrokürelerin bozunma çalışması öncesinde ve sonrasında 

ortalama parçaçık büyüklüğü, ODTÜ Merkezi Laboratuvar’da bulunan Dinamik Işık Saçılım 

Spektrofotometresi (DLS; Malvern CGS-3, Almanya) ile ölçülmüştür (n=3). Ölçüm sırasında 

parçacıkların birbirine yapışmasını önlemek için 1 ml sudaki mikroküre süspansiyonuna %0.01 

derişim olacak şekilde Tween 20 eklenmiş ve analizden önce 1 dakika sonikasyon yapılmıştır. 

Ancak elde edilen DLS sonuçları ile SEM görüntülerinin çok uyumlu olmadığı düşünüldüğü için, 

daha sonraki aşamalarda IgG yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin ortalama parçacık 
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boyutu ve boyut dağılımını belirlemesinde Bölüm 2.2.3’de detayları verilen SEM fotoğraflarından 

boyut analizi yöntemi kullanılmıştır. 

Bozunma çalışması öncesinde ve sonrasında IgG yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerin yüzey morfoloji özelliklerindeki değişimler ayrıntısı Bölüm 2.2.2’de verilen SEM 

analizi ile incelenmiştir. Mikrokürelerin kimyasal yapısındaki değişimler ise, ODTÜ Merkezi 

Laboratuvar’daki FTIR spektrometresi (Bruker IFS 66/S, Almanya) ile incelenmiştir. 

Mikrokürelerin molekül ağırlığındaki değişimler BÜ-UNAM’da Jel Geçirgenlik Kromatografisi 

(GPC; Agilent 1200, ABD) ile incelenmiştir. Moleküler ağırlığın tayini için dar molekül ağırlığı 

dağılımına sahip anyonik olarak sentezlenmiş polistiren örnekler kullanılarak kalibrasyon 

yapılmıştır. Ayrıca inkübasyon süresince ortam pH’sı pH metre (Thermo Orion 3 Star, ABD) ile 

ölçülmüştür. 

 

2.2.8. Biyouyumluluk Çalışması 

 

Mikrokürelerin hazırlanma aşamasından kaynaklanabilecek sitotoksik etkiler, ISO1093 

Standardı izlenerek boş PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokürelerin 3T3 fibroblastik hücre hattı ile 

inkübasyonu sonrasında incelenmiştir. Bu sebeple, sitotoksik etkilerin incelendiği çalışmada 

kullanılan 3T3 fibroblast hücreler %10 sığır serum (FBS; PAA, Avusturya) ve 100 ünite/ml 

antibiyotik (PAA, Avusturya) içeren Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; PAA, 

Avusturya) büyüme ortamı ile 37°C’de % 5 CO2 koşullarında önceden kültive edilerek 

çoğaltılmıştır. Büyüme vasatı üç günde bir yenilenmiş ve hücreler yeterli sayıya ulaştığında 

pasajlanarak bu çalışma döneminde 24-kuyucuklu hücre kültür plakasına 100 µl’ye 4 x 104 

hücre yoğunluğu sağlanacak şekilde ekilmiştir. Hücre kültür plakasına ekilen 3T3 hücrelerin 

plaka yüzeyine yapışması için hücreler 24 saat boyunca 37°C ve %5 CO2 koşullarında 

karbondioksit inkübatöründe (5215 Shel Lab, ABD) inkübe edilmiştir. Bu inkübasyon 

sonrasında, gama sterilizasyonu yapılmış boş PCL mikroküreler hücre kültür insertleri (cell 

culture insert) kullanılarak önceden hücre kültür plakasına ekilmiş 3T3 fibroblastik hücreler ile 2 

gün boyunca 37°C ve %5 CO2 koşullarında inkübe edilmiştir (Şekil 5). Ayrıca, kontrol grubu 

olarak mikroküre eklenmemiş 3T3 hücreler de aynı koşullarda inkübe edilmiştir. İnkübasyon 

sonucunda, 3T3 hücrelerde oluşabilecek morfolojik değişimler mikroskopik olarak incelenmiştir 

(Nikon Eclipse TS100, Çin). 
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Şekil 5. Sitotoksite deneylerinde PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokürelerin ile 3T3 fibroblastik 

hücreler ile aynı ortamda inkubasyonunda kullanılan deney düzeneği 

 

İnkübasyon sonrasında 3T3 hücrelerin canlılığında oluşabilecek değişimler ise 

kolorimetrik bir yöntem olan 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) testi ile 

değerlendirilmiştir. Bu testte, sarı renkte olan tetrazolium tuzu canlı hücrelerdeki mitokondiriyal 

süksinat dehidrojenaz aktivitesi sonucunda mor formazan reaksiyon ürününe çevrilir. Bu 

reaksiyon hücre içi ürününün dimetil sülfoksit (DMSO) ile çözünmesi sonucunda ortaya çıkan 

renkli çözeltinin abzorbansı ölçülerek hücre canlılığı belirlenmektedir. MTT testi, literatürdeki bir 

çalışmada kullanılan MTT protokolünün değiştirilmesiyle oluşturulmuştur  (MA, 2010). Kısaca, 

hücre kültür plakalarından büyüme vasatı ve boş PCL veya PEG-PCL-PEG mikroküreler 

konulduğu hücre kültür insertleri ile beraber uzaklaştırılmıştır. Daha sonra, kuyucuklarda ekili 

olan 3T3 hücreleri, fosfat tampon kullanılarak hazırlanan 5 mg/ml MTT (Sigma, ABD) 

çözeltisinin serum içermeyen DMEM hücre kültür vasatında 1:10 oranında seyreltilmesiyle 

hazırlanan 500 µl MTT çalışma çözeltisi ile 4 saat boyunca 37°C‘de ve % 5 CO2 koşullarında 

inkübe edilmiştir. 4 saat sonunda, MTT çalışma çözeltisi kuyucuklardan uzaklaştırılarak her 

kuyucuğa 500 µl dimetil sülfoksit (DMSO; AppliChem, Almanya) çözeltisi eklendikten sonra 

hücre kültür plakası oda sıcaklığında 15 dakika orbital çalkalayıcıda (OS-10 Biosan, Litvanya) 

konularak hücre içinde oluşan formazan kristalleri çözdürülmüştür. Oluşan renkli çözeltinin 

abzorbansı 570 nm ‘de mikroplaka spektrofotometre (μQuant, Biotek, ABD) ile okunmuştur 

(n=5).  

Boş PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokürelerle inkübasyon sonucunda, hücre sayısı 

değişimi fluorimetrik olarak tayin edilen DNA miktarından hesaplanmıştır. Bu analiz için, 3T3 

hücreleri boş mikrokürelerle iki gün süreyle inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrasında hücreler 

distile su ile patlatılmış ve ortama çıkan DNA Hoechst boya ile karıştırılarak floresans değerleri 

okunmuştur. Kısaca, hücre kültür plakalarındaki boş mikrokürelerin konulduğu hücre kültür 

3T3 fibroblastik 

hücreler  

Hücre kültür inserti  
PCL veya PEG-PCL-

PEG mikroküreler 
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insertleri ve büyüme vasatı uzaklaştırıldıktan sonra, 500 µl distile su eklenerek 2 saat boyunca 

37°C’de ve %5’lik CO2 koşullarında inkübe edilmiştir. Daha sonra, hücre kültür plakası -80°C’de 

dondurularak tekrar oda sıcaklığına getirilmiştir. Her kuyucuğa 1 ml trihidroksimetilaminometan 

(Sigma, ABD), sodyum klorür (Riedel-de Haen, Almanya) ve etilendiamintetraasetik asit (EDTA; 

Sigma, USA) içeren TNE tampon çözeltisi (pH 7.4) eklenmiştir. Bu örnek çözeltileri 1 ml DNA 

Hoechst boya (Invitrogen, ABD) içeren TNE tampon çözeltisiyle karıştırılmış ve floresans 

değerleri florimetre cihazı (Modulus 9200, Turner Biosystems, ABD) ile okunmuştur. Ayrıca, 

DNA miktarlarını belirleyebilmek için belli derişimlerde sığır DNA’sı (Sigma, ABD) içeren 

standart çözeltileri Hoechst boyası ile karıştırılmış ve okunan  floresans değerleri ile kalibrasyon 

eğrisi oluşturulmuştur. Bu kalibrasyon eğrisi kullanılarak örneklerdeki DNA miktarı ölçülmüştür. 

Ölçülen DNA miktarları hücre başına 7.2 pg DNA oranı kullanılarak hücre sayısına çevrilmiştir. 

 

Aşama 3: Anti-TNFα Yüklü Polikaprolakton (PCL) ve Polietien glikol-Polikaprolakton-

Polietilen glikol (PEG-PCL-PEG) Mikrokürelerin Hazırlanması ve 

Karakterizasyonu 

Aşama 3.1. Anti-TNFα Yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG Mikrokürelerin Hazırlanması  

 

3.1.1. Anti-TNFα Yüklü PCL Mikrokürelerin Hazırlanması 

 

Anti-TNFα (Enbrel; Wyeth, İngiltere) yüklü PCL mikroküreler, IgG yüklü PCL 

mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılan iki basamaklı emülsiyon-çözücü uçurma (double 

emulsion-solvent evaporation) metoduyla hazırlanmıştır. Bu hazırlama yönteminin ayrıntısı 

Bölüm 2.1.1’de verilmiştir. Sadece, iki basamaklı emülsiyonun ilk basamağında IgG çözeltisi 

yerine 10 mg/ml anti-TNFα çözeltisinden 50 μl % 5’lik PCL diklorometan çözeltisine eklenerek 

primer emulsiyon elde edilmiştir. Ayrıca, son basamakta karışım 140 ml yerine 180 ml PVA 

çözeltisine eklenerek 14 000 devirde mekanik karıştırıcı) ile 3 dakika buzda karıştırılmıştır. 

Hazırlanan anti-TNFα yüklü PCL mikroküreler 0.45 μm filtreden süzülerek yıkama kurutma 

işlemlerinden sonra 4°C’de desikatör içerisinde saklanmıştır. Projenin ilerleyen basamaklarında, 

10 mg/ml anti-TNF yüklü PCL mikroküre grubunun yanında iç faz protein konsantrasyonu 

arttırılmış iki PCL mikroküre grubu (25 ve 50 mg/ml) da bu çalışmaya dahil edilmiştir. Hazırlanan 
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anti-TNFα yüklü mikrokürelerin bir kısmı, ayrıntısı Bölüm 2.1.1.‘de verilen gama ışıması yöntemi 

ile sterilize edilmiştir. 

 

3.1.2. Anti-TNFα Yüklü PEG-PCL-PEG Mikrokürelerin Hazırlanması 

 

Farklı iç faz anti-TNFα konsantrasyonu (10, 25 ve 50 mg/ml)  ile hazırlanan PCL 

mikrokürelerin karakterizasyonu sonucunda projenin son aşamasında kullanılacak anti TNFα 

yüklü mikrokürelerin iç faz anti-TNFα konsantrasyonu 25 mg/ml olarak belirlenmiştir. Bu 

nedenle, bu iç faz protein konsantrasyonuna sahip anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikroküreler 

hazırlanmıştır. Anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikroküreler, ayrıntısı Bölüm 2.1.2’de verilen 

IgG yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılan iki basamaklı emülsiyon-

çözücü uçurma (double emulsion-solvent evaporation) metoduyla hazırlanmıştır. Hazırlanan 

anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikroküreler Bölüm 2.1.1.’de verilen gama ışınlaması yöntemi 

kullanılarak sterilize edilmiştir. 

 

Aşama 3.2.  Anti-TNFα Yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG Mikrokürelerin Karakterizasyonu 

 

Hazırlanan anti-TNFα yüklü PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokürelerin protein yükleme 

verimliliği, parçacık boyut dağılımı ve ortalama parçacık büyüklüğü, yüzey morfolojisi ve ortama 

salınan anti-TNFα’nın salım profili ve biyoaktivitesi gibi karakterizasyon parametreleri 

incelenmiştir.  

 

3.2.1. Protein Yükleme Verimliliği 

 

PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokürelere hapsedilen anti-TNFα miktarını bulmak için 

ayrıntısı Bölüm 2.1.1.’de verilmiş olan polimer matriksin hidrolizi sonrası proteinin SDS ile 

ekstraksiyonu yöntemi kullanılmış ve hapsedilen protein miktarları Bicinchoninik Asit Metodu ile 

belirlenmiştir. 
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3.2.2. Yüzey Morfolojisi 

 

Gama ile sterilizasyonu yapılmış anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin 

şekil ve yüzey morfoloji özellikleri taramalı elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmiştir. SEM 

analizinde kullanılan çalışma prosedürü Bölüm 2.2.2’de verilmiştir.  

 

3.2.3. Boyut Analizi 

 

Gama ile sterilizasyonu yapılmış anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin 

ortalama parçacık boyutu ve boyut dağılımını belirlemek için ayrıntısı Bölüm 2.2.3’de verilen 

SEM fotoğraflarından boyut analizi yöntemi kullanılmıştır. 

 

3.2.4. Salım Profili 

 

3.2.4.1. Fosfat Tampon Ortamında Salım Profili 

 

Projede, en az 3 ay kontrollü salım sağlayacak bir ilaç salım sistemi geliştirilmesi 

amaçlanmaktadır. Bu nedenle, gama sterilizasyonu yapılmış anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-

PCL-PEG mikroküreden anti-TNF salımı 3 ay boyunca fosfat tampon ortamında (PBS, 0.01 M, 

pH 7.4) incelenmiştir. Fosfat tampon ortamında yapılan salım çalışmasının prosedürü Bölüm 

2.2.4’de verilmiştir. Mikrokürelerden ortama çıkan toplam protein miktarı, salım ortamının farklı 

zamanlarda alınan örneklerden ayrıntısı Bölüm 2.2.4’de verilen BCA yöntemi ile ölçülmüştür. 

Boş PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler kontrol grubu olarak kullanılmıştır. Mikrokürelerden 

ortama salınan anti-TNFα protein miktarını belirleyebilmek için farklı konsantrasyonlarda salım 

ortamı içinde (%0.01 Tween 20 ve %0.05 sodyum azid içeren fosfat tamponu) anti-TNFα 

standart çözeltileri ile kalibrasyon eğrisi oluşturulmuştur. BCA yöntemiyle belirlenen 

mikrokürelerden ortama salınan toplam protein miktarları mikrokürelerin BCA yöntemiyle 

belirlenen protein yükleme miktarına bölünerek salım sırasında ortama çıkan %protein miktarları 

belirlenmiş ve %kümülatif salım eğrileri çizilmiştir. Ayrıca, salım sırasında 1 miligram 



36 
 

mikroküreden zamanla ortama çıkan proteinin mikrogram cinsinden miktarları belirlenmiş ve 

zamana karşı kümülatif mikrogram anti-TNFα/mg mikroküre salım profilleri oluşturulmuştur. 

Anti-TNF yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden farklı zamanlarda ortama çıkan 

biyolojik olarak aktif anti-TNFα proteinin miktarını ölçmek için 3 ay boyunca farklı zamanlarda 

elde edilen salım örnekleri anti-TNFα ilaca özel enzime bağlı immunosorban (ELİZA) testi (Q-

ETA, Matriks Biotek, Türkiye) ile incelenmiştir. Mikrokürelerden ortama salınan biyolojik olarak 

aktif anti-TNFα protein miktarını belirleyebilmek için farklı konsantrasyonlarda anti-TNFα 

standart çözeltileri ile kalibrasyon eğrisi oluşturulmuştur. ELİZA yöntemiyle belirlenen 

mikrokürelerden ortama salınan protein miktarları mikrokürelerin BCA yöntemiyle belirlenen 

protein yükleme miktarına bölünerek salım sırasında ortama çıkan %biyoaktif kümülatif protein 

miktarları belirlenmiştir. Ayrıca, salım sırasında 1 miligram mikroküreden zamanla ortama çıkan 

biyolojik olarak aktif proteinin mikrogram cinsinden miktarları da belirlenmiş ve zamana karşı 

kümülatif biyoaktif mikrogram anti-TNFα/mg mikroküre salım profilleri incelenmiştir. Salım 

süresinde biyoaktivite kaybının incelenmesi için mikrokürelerden ortama çıkan biyoaktif anti-

TNFα miktarının (ELIZA yöntemiyle belirlenen) toplam salınan protein miktarına (BCA 

yöntemiyle belirlenen) oranları hesaplanmıştır. 

Projenin ilk aşamalarında, 10 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL mikroküreler hazırlanmış, 

daha sonra bu mikroküre grubunun yanında iç faz protein konsantrasyonu arttırılmış iki PCL 

mikroküre grubu (25 ve 50 mg/ml) da bu çalışmaya dahil edilmiştir. Bu yeni iki grup çalışmaya 

dahil edilmeden önce bu çalışmanın ön denemesi olarak gama sterilizasyonu yapılmamış 

mikrokürelerin protein yükleme verimliliği ve fosfat tampon çözeltisindeki bir haftalık salım 

profilleri incelenmiştir. 10, 25 veya 50 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerin bir haftalık 

salım profilleri incelenerek farklı zamanlarda ortama çıkan protein miktarları ile ortama çıkan 

proteinin biyoaktivitesinin korunup korunmadığı ayrıntısı verilen BCA ve ELİZA yöntemleri ile 

incelenmiştir. 
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3.2.4.2. Hücre Kültür Vasatı Ortamında Salım Profili 

 

Projenin son aşamasında PCL veya PEG-PCL-PEG kopolimer mikrokürelerden 1 ay 

süreyle salınan anti-TNFα yüklü RA’li hasta kaynaklı sinoviyal fibroblast hücreler üzerindeki 

etkisi ve mikrokürelerden in vitro salım profilleri incelenecektir. Bu nedenle hazırlanan 10, 25 

veya 50 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerin serum içeren hücre kültür vasatı içerisinde 

37°C’de ve %5 CO2 ortamında salım kinetiği analizleri 2 ay boyunca incelenmiştir. Anti-TNFα 

yüklü PCL mikrokürelerden farklı zamanlarda ortama çıkan biyolojik olarak biyoaktif anti-TNFα 

proteinin miktarını ölçmek için farklı zamanlarda elde edilen salım örnekleri anti-TNFα ilaca özel 

ELİZA testi ile incelenmiştir (n=3). Anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerle yapılan hücre kültür 

vasatı içerisindeki salım kinetiği analizleri sonucunda 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL 

mikrokürelerlerin projenin son basamağındaki çalışmalarda kullanılmasına karar verildiği için 

anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerlerin iç faz protein konsantrasyonu da 25 mg/ml 

olarak seçilmiştir. Bu sebeple, 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerlerin de 

serum içeren hücre kültür vasatı içerisinde 37°C’de ve %5 CO2 ortamında salım kinetiği 

analizleri 2 ay boyunca incelenmiştir. PEG-PCL-PEG mikrokürelerden farklı zamanlarda ortama 

çıkan biyolojik olarak biyoaktif anti-TNF proteinin miktarını ölçmek için de anti-TNFα ilaca özel 

ELİZA testi kullanılmıştır.  

 

3.2.4.3. Sinoviyal Sıvı Ortamında Salım Profili 

 

Anti-TNF yüklü mikrokürelerin in vivo stabilitesinin ön görüsü için, anti-TNFα yüklü 

mikroküreler ve ilacın kendisi sağlıklı veya RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvı ile 2 hafta 

boyunca inkübe edilmiştir. Kısaca, 5 μg/ml anti-TNFα ilaç veya anti-TNFα yüklü PCL veya PEG-

PCL-PEG mikroküreler (5 mg) sağlıklı veya RA’li hastalardan alınan yaklaşık 200 μl sinoviyal 

sıvı ile 37°C’de ve %5 CO2 ortamında iki hafta boyunca bekletilmiştir. Sinoviyal sıvı ortamındaki 

anti-TNFα miktarları farklı zamanlarda ortamdan alınan örneklerin anti-TNFα ilacına özel ELİZA 

testi ile belirlenmiştir. Çalışmanın ilk aşamalarında 10 mg/ml anti-TNF yüklü PCL mikrokürelerin 

sinoviyal sıvı ortamındaki salım kinetikleri incelenmiştir. Daha sonra, projenin son aşamasında 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü mikrokürelerin kullanılmasına karar verildiği için 25 mg/ml anti-TNFα 
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yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin salım profilleri de sinoviyal sıvı ortamında 2 hafta 

boyunca incelenmiştir.  

 

Aşama 4: Anti-TNFα Yüklü PCL veya PEG-PCL-PEG Mikrokürelerin Romatoid Artiritli 

(RA) Hastalardan Alınmış Sinovisit Hücreleri Üzerindeki Etkilerinin 

İncelenmesi 

 

Projenin son aşamasında PCL veya PEG-PCL kopolimer mikrokürelerden 1 ay süreyle 

salınan anti-TNFα’nın RA’li hasta kaynaklı sinoviyal fibroblast hücreler üzerindeki etkisi ve 

mikrokürelerden in vitro salım profilleri incelenmiştir. Bu nedenle, sinoviyal fibroblast hücreler 

RA’e bağlı total eklem protez ameliyatı geçiren hastalardan alınan sinoviyal membranlardan 

izole edilmiş ve çoğaltılmıştır. Romatoid artrite bağlı total eklem protez ameliyatı geçiren 

hastalardan alınacak sinoviyal membranlar için Hacettepe Üniversitesi Etik Kurulu’dan onay 

alınmıştır (TBK06/20-41 No’lu karar). Hasta seçimi Ortopedi Uzmanı Prof. Dr. Bülent Atilla ve 

Pediatri Nefroloji ve Romatoloji Uzmanı Prof. Dr. Seza Sözen tarafından klinik bulgular ve 

hastalar tarafından doldurulacak RADAI anketi (Ek 1) değerlendirilerek yapılacaktır. Hasta 

seçim kriterleri olarak Ek 2’de verilmiştir. Bu çalışmada, 5 kadın romatoid artrit hastasından 

alınan sinoviyal membranlar sinoviyal fibroblast hücrelerin izolasyonu için kullanılmıştır.  
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Aşama 4.1. Romatoid Artiritli (RA) Hastaların Total Eklem Replasmanı Operasyonu 

Sırasında Çıkarılan Sinoviyal Membranlardan Sinovisit Hücrelerinin 

İzolasyonu 

 

Sinoviyal fibroblast hücreler, RA’li hastalardan eklem replasmanı sırasında alınan 

sinoviyal membranlardan enzimatik yöntemle izole edilmiştir. Kısaca, sinoviyal membran 

makasla küçük parçalara ayrıldıktan sonra fosfat tampon çözeltisinde hazırlanan %0.4’lük (g/ml) 

kollejanaz tip IA (Sigma, ABD) ile 1 saat 37°C’de inkübe edilerek sinoviyal fibroblastlar elde 

edilmiştir (FICKERT, 2003). Elde edilen sinoviyal fibroblastlar %10 sığır serum ve 100 ünite /ml 

antibiyotik içeren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) büyüme vasatı ile 37°C’de ve %5 

CO2 ortamında kültive edilmiştir (FICKERT, 2003). Büyüme vasatı üç günde bir yenilenmiş ve 

hücreler yeterli sayıya ulaştığında %0.1’lik Tripsin-EDTA (Biochrom, Almanya) ile 1:3 oranında 

pasajlanmıştır. Pasajlanan hücrelerden bir kısmı %10 dimetil sülfoksit (DMSO, AppliChem, 

Almanya) içeren sığır serum çözeltisinde dondurularak sıvı azot tankında (Taylor-Wharton 

XT34, ABD) saklanmıştır. 

 

Aşama 4.2. Anti-TNFα Yüklü PCL veya PEG-PCL-PEG Mikrokürelerin Romatoid Artiritli 

(RA) Hastalardan Alınmış Sinovisit Hücreler ile Etkileştirilmesi 

 

RA’li hastalardan izole edilen sinoviyal fibroblast hücreler, tedavi amaçlı olarak 

hazırlanan anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerle 1 ay boyunca kültive 

edilmiştir. Bu deneyde kullanılacak parametrelerin belirlenmesi için projede belirtilmemesine 

karşın bazı ön denemeler yapılmıştır.  

İlk ön denemede, izole edilen sinoviyal fibroblast hücrelerin pasaj sayısı arttıkça bu 

hücreler tarafından ortama salgılanan TNF-α miktarlarında bir değişim olup olmadığı 

incelenmiştir. Bu ön deneme için, RA’li hastaların sinoviyal sıvısındaki ve sinoviyal 

membranlarından izole edilmiş ve kültür ortamında çoğaltılmış fibroblast hücrelerin farklı 

pasajlarındaki TNF-α miktarları insan TNF-α enzime bağlı immünosorban (ELİZA) testi 

(RayBiotech, ABD) kullanılarak incelenmiştir.  



40 
 

İkinci ön denemede ise, yüksek pasajlardaki sinoviyal hücre kültür ortamına farklı 

konsantrasyonlarda sadece interlekün-1β (IL-1β) ve IL-1β ve TNF-α birlikte eklenerek ekleme 

öncesi ve sonrasındaki TNF-α değerlerindeki değişimler incelenmiştir. Bu nedenle, RA’li 

hastaların sinoviyal membranlarından izole edilmiş ve 6. pasaja getirilmiş sinoviyal fibroblast 

hücreler 6-kuyucuklu hücre kültür plakasına 7.34 x 104 hücre yoğunluğu sağlanacak şekilde 

ekilmiştir. Ekilen hücrelerin yüzeye yapışması için hücreler 24 saat boyunca %5 sığır serum 

(FBS; Biochrom, Almanya) ve 100 ünite/ml antibiyotik (PAA, Avusturya) içeren Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM; Biochrom, Almanya) büyüme ortamı ile 37°C’de ve %5 CO2 

koşullarında karbondioksit inkübatöründe kültive edilmiştir. İnkübasyon sonrasında, FBS 

konsantrasyonu %5’ten %0.5’e çekilerek hücreler 24 saat boyunca tekrar kültive edilmiştir. 24 

saatin sonunda, hücreler fosfat tampon ile yıkanıp farklı konsantrasyonlarda IL-1β (0.1, 1 ve 10 

ng/ml) veya IL-1β ve TNF-α (1 ng/ml IL-1β ve 10 ng/ml TNF-α) ve % 0.5 FBS içeren büyüme 

ortamında 24 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda, vasat ortamdan uzaklaştırılarak 

hücreler fosfat tampon ile yıkanmıştır. Daha sonra, hücreler %5 FBS ve 100 ünite/ml antibiyotik 

içeren büyüme ortamı ile 37°C’de %5 CO2 koşullarında karbondioksit inkübatöründe 15 gün 

boyunca kültive edilmiştir. Ayrıca, IL-1β ve TNF-α ile etkileştirilmemiş sinoviyal fibroblast 

hücreler kontrol grubu olarak kullanılmıştır. Belirli aralıklarla, hücre kültür vasatı ortamdan 

alınarak ortama salınan TNF-α miktarlarındaki değişimler ELİZA testi ile incelenmiştir.  

Yapılan üçüncü ön denemede, RA’li hastaların sinoviyal membranlarından izole edilmiş 

ve 4. Pasaja getirilmiş sinoviyal fibroblast hücrelerin iki farklı konsantrasyondaki IL-1β (0.1 ve 1 

ng/ml) ile sürekli etkileştirilmesi sonucu oluşabilecek TNF-α değerlerindeki değişimler 12 gün 

boyunca incelenmiştir. Kısaca, sinoviyal fibroblast hücreler 12-kuyucuklu hücre kültür plakasına 

3 x 104 hücre yoğunluğu sağlanacak şekilde ekilmiştir. Ekilen hücrelerin yüzeye yapışması için 

hücreler 24 saat boyunca %5 sığır serum içeren büyüme ortamı ile 37°C’de ve %5 CO2 

koşullarında karbondioksit inkübatöründe kültive edilmiştir. 24 saatin sonunda, hücreler fosfat 

tampon ile yıkanmış ve 0.1 veya 1 ng/ml IL-1β içeren hücre kültür ortamı hücrelere eklenmiştir. 

Her üç günde bir hücre kültür ortamı yeni hazırlanmış 0.1 veya 1 ng/ml IL-1β içeren hücre kültür 

vasatı ile değiştirilmiştir. Ayrıca, IL-1β ile etkileştirilmemiş sinoviyal fibroblast hücreler kontrol 

grubu olarak kullanılmıştır. Belirli aralıklarla, hücre kültür vasatı ortamdan alınarak ortama 

salınan TNF-α miktarlarındaki değişimler ELİZA testi ile incelenmiştir. 

Yapılan dördüncü ön denemede, anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler 

ile etkileştirilen sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama salınan TNF-α miktarlarındaki değişimler 

10 gün boyunca incelenmiştir. Kısaca, RA’li hastaların sinoviyal membranlarından izole edilmiş 
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ve 4. pasaja getirilmiş sinoviyal fibroblast hücreler 6-kuyucuklu hücre kültür plakasına 7.3 x 104 

hücre yoğunluğu sağlanacak şekilde ekilmiştir. Ekilen hücrelerin yüzeye yapışması için hücreler 

24 saat boyunca %5 sığır serum içeren büyüme ortamı ile 37°C’de ve%5 CO2 koşullarında 

inkübe edilmiştir. 24 saatlik inkübasyon sonunda, gama sterilizasyonu yapılmış anti-TNFα yüklü 

PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler Bölüm 2.2.8’de verilen Şekil 5’teki gibi hücre kültür 

insertleri (cell culture insert) kullanılarak önceden hücre kültür plakasına ekilmiş ve sinoviyal 

fibroblast hücreler ile 10 gün boyunca 37°C’de %5 CO2 koşullarında inkübe edilmiştir. Her üç 

günde bir hücre kültür ortamı yeni hazırlanmış hücre kültür vasatı ile değiştirilmiştir. Ayrıca, PCL 

ve PEG-PCL-PEG mikroküreler ile etkileştirilmemiş sinoviyal fibroblast hücreler kontrol grubu 

olarak kullanılmıştır. Belirli aralıklarla, hücre kültür medyumu ortamdan alınarak ortama salınan 

TNF-α miktarlarındaki değişimler ELİZA testi ile incelenmiştir. 

Son olarak, ilk RA’li hastadan eklem replasmanı sırasında alınan sinoviyal 

membranlardan enzimatik yöntemle izole edilen sinoviyal fibroblast hücrelerin 4. pasajındaki 

TNF-α gen ifadesi ayrıntısı Bölüm 4.2.1.3.’te verilecek olan PCR yöntemi ile incelenmiştir. 

Fakat, bu hastanın incelenen örneklerinde TNF-α ifadesi saptanamamıştır. Bu hastanın, klinik 

bulguları incelendiğinde klinik olarak aktif RA’lı hastalarda yüksek olarak gözlenen C-reaktif 

protein (CRP) değerinin düşük olduğu gözlemlenmiştir. Bu nedenle, bu projenin ilerleyen 

basamaklarında hücre izolasyonu ve çoğaltılabilmesi için yüksek CRP değerine sahip 

hastalardan alınan sinoviyal membran örnekleri kullanılmıştır.  

Yapılan ön denemeler sonunda, RA’li hastalardan izole edilen sinoviyal fibroblast 

hücreler ile hazırlanan anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin 1 ay boyunca 

kültive edileceği deney koşulları belirlenmiştir. Bu çalışma için oluşturulan deney grupları şu 

şekildedir: 

1. Sinovisit hücreler (kontrol) 

2. Sinovisit hücreler + anti-TNFα çözeltisi (tek seferlik uygulama) 

3. Sinovisit hücreler + anti-TNFαyüklü PCL mikroküreler (tek seferlik uygulama) 

4. Sinovisit hücreler + anti-TNFα yüklü PEG-PCL kopolimer mikroküreler (tek seferlik 

uygulama) 
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Proje başvurusunda mikrokürelerin Bölüm 2.2.8 Şekil 5’te gösterildiği gibi hücre kültür 

insertlerine eklenerek sinovisit hücreler ile aynı kuyucukta 1 ay boyunca inkübe edilmesi 

planlanmıştır. Fakat, anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler ile etkileştirilen 

sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama salınan TNF-α miktarlarındaki değişimlerin 10 gün 

boyunca incelendiği ön çalışmada görüldüğü üzere hücre kültür insertünün üstüne konan 

mikroküreler insertün aşağı tarafındaki hücrelerin yeterince beslenememesine ve yüzeyden 

ayrılmalarına neden olmuştur. Bu nedenle, sinoviyal fibroblast hücreler ile hazırlanan anti-TNFα 

yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin etkileştirildiği çalışmada sinoviyal fibroblast 

hücreler mikrokürelerden ayrı bir ortamda kültive edilmiş ve belli zaman aralıklarında 

mikrokürelerden ortama salınan anti-TNFα’yı içeren hücre kültür vasatı hücrelerin üzerine 

eklenmiştir. Kısaca, sinoviyal fibroblast hücreler 25 cm2’lik hücre kültür flaskına 2.5 x 105 hücre 

yoğunluğu sağlanacak şekilde ekilmiştir. Hazırlanan anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikroküreler ise farklı bir kültür kabında her bir 25 cm2’lik hücre kültür flaskına 10 mg mikroküre 

düşecek şekilde %5 FBS içeren hücre kültür ortamında bekletilmiştir. Hücre kültür ortamında 

bekletilen mikrokürelerin 3. salım gününde, mikroküre grupları için kullanılacak olan sinoviyal 

fibroblast hücrelerin üzerindeki hücre kültür ortamı alınarak yerine 2.5 ml salım ortamı eklenerek 

4 gün boyunca hücreler kültive edilmiştir. 4. günün sonunda, 7 günlük salım ortamından alınan 

2.5 ml’lik örnekler de sinovisit hücrelerin üzerine eklenmiştir. 3 günlük bir inkübasyon sonunda 

hücre kültür ortamının yarısı alınarak yerine yeni salım ortamından eklenmiştir. Deneyin sonraki 

aşamalarında da belirli zaman aralıklarında hücre kültür ortamının yarısı alınarak yerine yeni 

salım ortamı eklenmiştir.  

Sinovisit hücreler ve anti-TNFα çözeltisinin etkileştirildiği gruplar da ise 5 mg 

mikrokürede bulunan yaklaşık anti-TNFα miktarını (10 μg/ml) içeren hücre kültür ortamı tek 

seferde sinoviyal fibroblast hücreler ile 4 gün boyunca etkileştirilmiştir. 4. günün sonunda, yeni 

hazırlanan 2.5 ml hücre kültür vasatı hücreler üzerine eklenmiş ve 3 gün daha hücreler kültive 

edilmiştir. 3 günlük bir inkübasyon sonunda hücre kültür ortamının yarısı alınarak yerine yeni 

hücre kültür vasatı eklenmiştir. Deneyin sonraki aşamalarında da belirli zaman aralıklarında 

hücre kültür ortamının yarısı alınarak yerine yeni hücre kültür vasatı eklenmiştir. 

Kontrol grubunda ise, hücreler %5 FBS içeren hücre kültür ortamında inkübe edilmiş ve 

belirli zaman aralıklarında hücre kültür ortamının yarısı alınarak yerine yeni hücre kültür vasatı 

eklenmiştir. 
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Bu projenin amacı, geliştirilen anti-TNFα salım sistemlerinin RA tedavi potansiyelinin 

incelenmesidir. Bu amaçla oluşturulan deney gruplarında, 1, 2, 3 ve 4 haftalık inkubasyonlar 

sonunda RA’li sinovisit hücreleri tarafından enflamasyon sırasında ortama salgılanan 

proinflamatuar sitokin ve matriks metalloproteinaz düzeyleri ve gen ifadeleri, sinovisit hücre 

canlılığı ve sayısındaki değişimler incelenmiş ve negatif kontrol (tedavi görmemiş sinovisit 

hücreler) ile karşılaştırılmıştır. 

 

4.2.1. Anti-TNFα Yüklü PCL veya PEG-PCL-PEG Mikrokürelerin Romatoid Artiritli 

(RA) Hastalardan Alınmış Sinovisit Hücreler Üzerindeki Etkilerinin 

İncelenmesi 

 

4.2.1.1. Anti-TNFα Yüklü PCL veya PEG-PCL-PEG Mikroküreler ile Etkileştirilen 

Sinovisit Hücrelerin Hücre Sayısı ve Canlılığı Özelliklerindeki Değişimlerin 

İncelenmesi 

 

RA’li hastalardan izole edilen sinoviyal fibroblast hücreler, tedavi amaçlı olarak 

hazırlanan anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerle ve de anti-TNFα çözeltisi ile  

kültive edilmiştir. Ayrıca, PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler ile etkileştirilmemiş sinoviyal 

fibroblast hücreler kontrol grubu olarak kullanılmıştır. 1, 2, 3 ve 4 haftalık inkubasyonlar 

sonunda, sinovisit hücrelerin sayısı ve hücre canlılığı incelenmiştir.  

Proje başvurusunda, hücre sayısının fluorimetrik yöntem ile sinovisit hücrelerinin 

canlılığının ise 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyitetrazolium bromide (MTT) testi ile 

belirleneceği söylenmiştir. Fakat, projenin ilerleyen aşamalarında hücre sayısının ölçümünde 

laboratuvarımıza alınan NucleoCounter (Chemometec, Danimarka) cihazının kullanılmasına 

karar verilmiştir. Bu cihaz, hücrelerin patlatılarak çekirdeğin floresans boya ile boyanması 

sonucu hücre sayısını otomatik bir şekilde ölçebilmektedir. Böylece, fluorimetrik yönteme oranla 

daha hızlı ve daha güvenilir sonuçlar elde edilebilmektedir. 1, 2, 3 ve 4 haftalık inkubasyonlar 

sonunda, her dört gruptaki hücreler %0.1’lik Tripsin-EDTA (Biochrom, Almanya) ile kaldırılmıştır. 

Daha sonra 200 μl hücre süspansiyonuna 200 μl patlatma tampon çözeltisi (lysis buffer) 

eklenerek karıştırıldıktan sonra 200 μl dengeleyici tampon çözeltisi (stabilizing buffer) eklenip 
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karıştırılmıştır. Daha sonra, hücre lizatları NucleoCounter cihazına ait kasetlere yüklenerek 

hücre sayıları ölçülmüştür.  

Bu çalışmada sinovisit hücrelerinin canlılığının belirlenmesinde kullanılması düşünülen 

MTT testi yerine uzun süreli hücre canlılığının incelenmesine olanak sağlayan alamar mavisi 

testi kullanılmıştır. Alamar mavisi bir kolorimetrik yükseltgenme-indirgenme indikatörüdür ve 

normalde mavi olan bu ayıraç hücre sayısının artması sonucu hücre kültür vasatının 

indirgenmesi sonucu pembeye dönmektedir. Bu boya oldukça kararlı olduğu ve hücrelerde 

toksik etkiye neden olmadığı için hücrelerin canlılığının uzun bir süre boyunca devamlı 

izlenebilmesini sağlamaktadır (AHMED, 1994). Bu nedenle, alamar mavisi testi hücre 

canlılığının incelenebilmesi için MTT testine oranla daha üstün bir testtir (FIELDS, 1993). 1, 2, 3 

ve 4 haftalık inkubasyonlar sonunda, her dört gruptaki hücreler üzerindeki hücre kültür vasatı 

uzaklaştırılarak fosfat tampon çözeltisi ile hücreler yıkanmıştır. Daha sonra %10 alamar mavisi 

(Invitrogen, ABD) içeren serumsuz DMEM hücre kültür vasatı hücreler üzerine eklenerek 4 saat 

boyunca 37°C’de karanlık ortamda inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda, hücreler üzerindeki 

supernatant alınarak abzorbansları 570 nm (indirgenme) ve 600 nm’de (yükseltgenme) 

mikroplaka spektrofotometre (μQuant, Biotek, ABD) ile okunmuştur. PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikroküreler veya anti-TNFα çözeltisi ile etkileştirilmemiş sinoviyal fibroblast hücrelerin hücre 

kültür vasatındaki indirgenme miktarı ile PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler veya anti-TNFα 

çözeltisi ile etkileştirilmiş hücrelerin hücre kültür vasatındaki indirgenme miktarı arasındaki 

yüzde farklılığı bulmak için alamar mavisi testinin teknik dökümanında bulunan aşağıdaki eşitlik 

kullanılmıştır:  
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Bu eşitlikte: 

O570 = 570 nm’de yükseltgenmiş alamar mavisinin molar sönme katsayısı 

O600 = 600 nm’de yükseltgenmiş alamar mavisinin molar sönme katsayısı 

A570 = 570 nm’de test örneğinin abzorbansı 

A600 = 600 nm’de test örneğinin abzorbansı 
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P570 = 570 nm’de kontrol örneğinin abzorbansı 

P600 = 600 nm’de kontrol örneğinin abzorbansı 

 

4.2.1.2.  Anti-TNFα Yüklü PCL veya PEG-PCL-PEG Mikroküreler ile 

Etkileştirilen Sinovisit Hücrelerin Proinflamatuar Sitokin ve 

Metalloproteaz Düzeylerindeki Değişimlerin İncelenmesi 

 

Geliştirilen anti-TNFα salım sistemlerinin RA tedavi potansiyelinin incelenmesi için 

oluşturulan deney gruplarında, 1, 2, 3 ve 4 haftalık inkubasyonlar sonunda RA’li sinovisit 

hücreleri tarafından enflamasyon sırasında ortama salgılanan proinflamatuar sitokin ve matriks 

metalloproteinaz düzeylerindeki değişimler incelenmiş ve negatif kontrol (tedavi görmemiş 

sinovisit hücreler) ile karşılaştırılmıştır. RA’li sinovisit hücrelerden enflamasyon sırasında ortama 

salgılanan interlökin-6 (IL-6), interlökin-17 (IL-17), tümör nekrosis faktör-α (TNF-α), interferon-γ 

(INF-γ), matriks metalloproteaz-3 (MMP-3) ve matriks metalloproteaz-13 (MMP-13) düzeyleri 

her sitokin veya matriks metalloproteaz ait enzime bağlı immünosorban test (ELİZA, 

eBioscience, ABD) ile incelenmiştir. Ayrıca, ortama salınan anti-TNFα miktarı da anti-TNFα 

ilacına özel enzime bağlı immunosorban (ELİZA) testi (Q-ETA, Matriks Biotek, Türkiye) ile 

incelenmiştir. Ortama salınan TNF-α karşıtı miktarları ile sinovisit hücreler tarafından salgılanan 

IL-6, IL-17, IFN-γ, TNF-α,MMP-3 ve MMP-13 miktarları arasındaki korelasyon incelenmiştir.  

Bu projede kullanılan anti-TNFα ilacın (Enbrel®) etken maddesi etanercept ortamda 

bulunan TNF-α moleküllerine bağlanarak nötralize ederek bu sitokinin aktivitesini 

engellemektedir (GRATTENDICK, 2008). Etanersept bağlı TNF-α molekülleri ortamdan 

uzaklaşamadığı için TNF-α ELİZA testinde kullanılan antikorlara etanercept bağlı TNF-α 

molekülleri bağlanarak ortamda bulunan TNF-α miktarları yüksek ölçülmektedir. Bu nedenle, 

ortama salgılanan etkin fiziyolojik olarak aktif TNF-α miktarlarını ölçebilmek için TNF-α 

molekülüne duyarlı Wehi-164 var13 hücre hattının kullanıldığı TNF-α biyoaktivite testi 

kullanılmıştır. Biyoaktivite testinde kullanılan Wehi-164 var13 hücre hattı Selçuk Üniversitesi 

Veteriner Fakültesi Viroloji Anabilim Dalı laboratuvarından Prof. Dr. Atilla Işık tarafından hediye 

edilmiştir. Kısaca, Wehi-164 hücreler 96-kuyucuklu hücre kültür plakasına 1.5 x 104 hücre 

yoğunluğu sağlanacak şekilde %5 serum içeren DMEM hücre kültür vasatı kullanılarak 

ekilmiştir. Ekilen hücrelerin yüzeye yapışması için hücreler 24 saat boyunca %5 sığır serum 
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içeren büyüme ortamı ile 37°C’de ve %5 CO2 koşullarında inkübe edilmiştir. 24 saatin sonunda, 

deney gruplarından alınan örnek supernatantlar, 2000 devirde 5 dakika santrifüj yapıldıktan 

sonra ekilen Wehi-164 hücreler üzerine hücre kültür vasatı ile 1:2 seyreltme yapılarak 

eklenmiştir. Daha sonra, 2 μg/ml aktinomisin-D (Sigma, İsrail) her kuyucuğa eklenerek hücreler 

20 saat boyunca inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda, hücreler üzerindeki süpernatant 

alınarak ayrıntısı Bölüm 2.2.8’de verilen MTT testi ile TNF Wehi-164  miktarları indirekt olarak 

belirlenmiştir. Nötralize edilmemiş TNF-α miktarlarının  ölçülebilmesi için 5-500 pg/ml aralığında 

insan TNF-α (Miltenyl Biotec, Almanya)  içeren standart çözeltiler hazırlanarak Wehi-164  

hücrelerine eklenmemiş ve yapılan MTT canlılık analizinde okunan abzorbansa karşı ortama 

eklenmiş TNF-α kalibrasyon eğrisi hazırlanmıştır.  

 

4.2.1.3.  Anti-TNFα Yüklü PCL veya PEG-PCL-PEG Mikroküreler ile 

Etkileştirilen Sinovisit Hücrelerin Gen İfadelerindeki Değişimlerin 

PCR Yöntemi ile İncelenmesi 

 

1, 2, 3 ve 4 haftalık inkubasyonlar sonunda, RA’li sinovisit hücrelerden enflamasyon 

sırasında ortama salgılanan IL-6, IL-17, TNF-α, INF-γ, MMP-3 ve MMP-13 mRNA ifadeleri 

gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yöntemi ile incelenmiştir. Bu analiz için ilk 

önce sinoviyal fibroblast hücrelerin RNA’ları yapıdan izole edilmiştir. RNA izolasyonunda 

kullanılacak hücre kültürleri Trizol (Invitrogen, ABD) çözeltisi aracılığı ile parçalanarak -80˚C’ de 

dondurularak saklanmıştır. İzolasyon başlangıcında, oda sıcaklığına getirilen örneklere standart 

Trizol izolasyon protokolü uygulanarak RNA izolasyonu yapılmıştır. Kısaca, oda sıcaklığında 

bekletilmiş homojenize haldeki hücre lizatlarına 200 µl kloroform (Applichem, Almanya) 

eklendikten sonra vorteks yapılmış ve 2-3 dk oda sıcaklığında bekletilmiştir. Daha sonra 12000 

devirde 15 dk 4°C’ de santrifüj yapıldıktan sonra oluşan üst fazlarda bulunan RNA toplanarak 

500 µl izopropanol (Applichem, Almanya) içeren yeni tüplere alınmıştır. RNA ve izopropanol 

içeren tüp alt üst edilerek karıştırılarak ve 10 dk oda sıcaklığında bekletilmiştir. Tekrar 12000 

devirde 15 dk  4°C’de santrifüj yapıldıktan sonra süpernatant dökülerek pellet üzerine 1 ml dietil 

pirokarbonat (DEPC, Applichem, Almanya) içeren %70’lik etanol (Riedel, Almanya) eklenmiş ve 

vorteks yapılmıştır. RNA’nın parçalanması ve kırılmasını önlemek için düşük hızda (7500 rpm) 

10 dk 4°C’ de santrifüj yapılmıştır. Santrifüj sonrası %70’lik etanol dökülmüş ve tüplerin 

kapakları açık bırakılarak RNA pelletleri kurutulmuştur. Pellet miktarına bağlı olarak 15 µl RNaz 
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içermeyen su eklenmiş ve çözülmesi sağlanmıştır. 60°C’ de 10 dk bekletilmiş ve analize kadar -

20°C’ de, analiz sonrası -80°C’ de saklanmıştır. RNA’nın miktarı ve saflığı spektrofotometrik 

olarak 230, 260 nm ve 280 nm dalga boyunda optik dansite ölçülerek hesaplanmıştır. %1 

Formaldehid içeren denatüre agaroz jel elektroforezi ile izole edilen RNA kalite kontrolü 

yapılmıştır. Elektroforezde 18S ve 28S rRNA bantları ve mRNA sürüntüsü gözlenmiştir. cDNA 

sentezi için, ImProm-II™ reverse transkriptaz enzimi (Promega, ABD) ve oligo(dT)15  primeri 

(Promega, ABD) kullanılmıştır. Kalıp olarak 1 µg RNA kullanılmış ve 0.5 µg oligo(dT)15  primeri 

ve RNAaz içermeyen su ile 5 µl’ye tamamlanarak 70°C’de 5 dk denatüre edilmiştir. İnkübasyon 

sonrası hızlı bir şekilde buz üzerine alınarak 10 dk bekletilmiştir. Ayrı bir tüpte 15 µl reverse 

transkripsiyon karışımı hazırlanmıştır. Bu karışımın hazırlanışı şu şekildedir:  

 

Son konsantrasyon                         Hacim 

RNaz içermeyen su                        6.6 µl 

Improm-IIтм tampon  (5X) (Promega, ABD)    1X                  4 µl 

MgCl2 (25mM)(Promega, ABD)                 3 mM         2.4 µl  

dNTP karışımı (10mM) (Promega, ABD)      0.5 mM                     1 µl   

Improm-IIтм Reverse Transkriptaz                                    1 µl   

                                                                           Toplam:            15 µl   

Toplam 20 µl olacak şekilde 5 µl RNA + primer karışımı, 15 µl ters transkripsiyon 

karışımı ile birleştirilerek ters transkripsiyon aşağıdaki koşullarda PCR cihazı (Applied 

Biosystems-9700, ABD)  kullanılarak gerçekleştirilmiştir: 

25°C’ de 5 dk 

42°C’ de 60 dk 

70°C’ de 15 dk 
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Yukarıdaki reaksiyon sonucunda 20 µl cDNA sentezlenmiştir. cDNA örnekleri daha 

verimli kullanılmak amacıyla 80 µl’ye sulandırılmıştır (20 µl cDNA +60 µl distile su = 80 µl). 

Analizler her örnek için üçer kez tekrarlanmıştır. Gerçek Zamanlı (Real time) RT-PCR koşulları 

ise şu şekildedir:  

 

2X SYBR Green karışımı   5 μl  

25mM MgCl2     1.2 μl  

Forward primer (10pmol/ μl)              0.4 μl 

Reverse primer (10pmol/ μl)                          0.4 μl 

cDNA                   2 μl 

Distile su       1 μl 

Toplam:               10 μl 

10 μl RT-PCR reaksiyonu  Rotor-gene 6000 (Corbett Life Science, ABD)  cihazında 

aşağıdaki koşullarda gerçekleştirilmiştir: 

 

94°C’de 2 dk 

94°C’de 2 s     ] 

60°C’de 20 s ]  x40 döngü 

 

İstatistiksel Analizler 

 

Verilerin ikili gruplar halinde istatiksel analizleri SPSS 9 programının (SPSS, ABD) 

Mann-Whitney U nonparametrik testi ile yapılmıştır. Gruplararası farklılıkları p ≤ 0.05 

seviyesinde istatiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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Bulgular ve Tartışma 

 

Aşama 1: Polietilen glikol-Polikaprolakton (PEG-PCL) Kopolimeri Sentezlenmesi ve 

Karakterizasyonu 

 

Alifatik poliesterler grubundan biyobozunur bir polimer olan poli ε-kaprolaktonun (PCL), 

aynı zamanda biyouyumlu bir polimer olmasından dolayı da kontrollü ilaç salım sistemleri ve 

diğer biyomalzeme araştırmalarında da sıklıkla kullanılan bir malzemedir (WILLIAMS, 2005,OH, 

2007,SAVARINO, 2007,IZQUIERDO, 2008,LUCIANI, 2008,KARATAS, 2009,ERDEMLI, 2010). 

Fakat, oldukça kristalin ve hidrofobik bir yapıya sahip olduğundan in vivo ortamda bozunma 

süresi yaklaşık iki yıldır (PRABHAKAR, 2005). Bozunma süresinin yavaş olması, bu polimerin 

çok yönlü ilaç salım matriks malzemesi olarak kullanım alanını sınırlamaktadır. PCL’in 

özellikleri, diğer uygun monomerlerle PCL’in monomeri olan ε-kaprolaktonun kopolimerizasyonu 

sonucu farklı biyomedikal uygulamalar için geliştirilebilmektedir. Polietilen glikol (PEG), methoksi 

polietilenglikol (MPEG) veya polietilen oksit-polipropilen oksit-polietilenoksit (PEOPPOPEO) gibi 

hidrofilik segmentlerin PCL zinciri ile kopolimerizasyonu veya PCL zincirine eklenmesi (graft) 

sonucu hidrofobik özellik değiştirilerek PCL’nun biyobozunurluğu geliştirilebilmektedir (HA, 

1999,DAS, 2000,KIM M.S., 2006). Ayrıca, PEG zincirleri yapının biyolojik ortamda istenmeyen 

immunojenik ataklardan korunmasını ve kan dolaşımında uzun ömürlü olmasını sağlamaktadır 

(ZHOU, 2003). 

Bu projede, intraartiküler enjeksiyon ile uygulanabilecek ve en az 3 ay kontrollü protein 

salımı sağlayabilecek PEG ile modifikasyon yapılmış PCL mikrokürelerin hazırlanması amacıyla 

PEG-PCL diblock ve triblok kopolimeri ε-kaprolakton (ε-CL) monomerinin polietilen glikol (PEG) 

veya polietilen glikol metil eter (MPEG) ile katalizör varlığında halka açılması kopolimerizasyonu 

ile sentezlenmiştir. Sentezlenen kopolimerlerin özellikleri DSC, TGA, NMR, FT-IR ve GPC 

analizleri ile incelenmiştir. Ayrıca, PEG, MPEG ve ε-caprolactone monomerleri ile PEG, PCL 

homopolimerlerinin kimyasal, termal özellikleri ve makromoleküler ağırlık ve ağırlık dağılımları 

da incelenerek sentezlenen kopolimerlerin özellikleri ile karşılaştırılmıştır. 

İlk aşamalarda, PEG-PCL diblok kopolimeri ε-CL monomerinin PEG ile dibutiltinlaurat 

varlığında halka açılması kopolimerizasyonu ile hazırlanmıştır. Daha sonra, PEG yerine MPEG 

oligomeri kullanılarak MPEG-PCL diblok kopolimeri sentezlenmiştir. Literatüre bakıldığında, 
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misel, mikroküre veya nanoküre formundaki ilaç salım sistemlerinin hazırlaması için çoğunlukla 

MPEG-PCL diblok ve triblok kopolimerleri kullanılmaktadır (KIM, 1998,KIM, 2001,LIN, 2005,SHI, 

2005,GOU, 2008,LIN W.J., 2008,BAIMARK, 2009). Bu nedenle, MPEG-PCL diblok kopolimer 

seçilerek 1:20 MPEG:ε-CL oranı ile PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri sentezlenmiştir. Fakat, 

1:20 MPEG: ε-CL oranı ile hazırlanan kopolimerin sudaki çözünürlüğünün fazla olması 

nedeniyle MPEG: ε-CL mol oranı 1:100’e ve 1:200’e değiştirilerek yapının daha hidrofobik 

olması sağlanmış ve sentezlenen kopolimerler kullanılarak iki basamaklı emülsiyon-uçurma 

yöntemi ile Immunoglobulin G (IgG) yüklü PEG-PCL-PEG mikroküre hazırlanması için ön 

denemeler yapılmıştır. Daha sonra, hazırlanan mikrokürelerin yapısal özellikleri SEM analizi 

kullanılarak incelenmiştir. 1:100 monomer oranına sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri 

kullanılarak hazırlanan protein yüklü PEG-PCL-PEG taşıyıcı sisteminde düzgün küreler 

oluşmadığı ve daha çok büyük şekilsiz aggregatların oluştuğu görülmüştür. 1:200 monomer 

oranına sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri kullanılarak hazırlanan protein yüklü PEG-PCL-

PEG taşıyıcı sistemin ise çoğunlukla küre formunda olduğu gözlenmiştir. Fakat, bu formülasyon 

kullanılarak hazırlanan protein taşıma sisteminde boyut dağılımında homojen bir dağılım 

gözlemlenmemiştir. Bunun nedeninin mikrokürelerin hazırlanmasında organik çözücü olarak 

kullanılanılan diklorometanın 1:200 monomer oranına sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri 

etkin bir şekilde çözememesi olduğu düşünülmektedir. Ayrıca, bu kopolimerin kloroform, 

dimetilsülfoksid (DMSO), tetrahidrofuran (THF), aseton gibi çeşitli organik çözücüler ve bu 

organik çözücülerin farklı oranlardaki karışımları ile elde edilen çözücülerdeki çözünürlüğü 

incelendiğinde etkin bir çözme işleminin gerçekleşmediği görülmüştür. Bununla birlikte, 

sentezlenen 1:200 monomer oranına sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin molekül ağırlığı 

(Mw 22000) IgG ve anti-TNF yüklü PCL mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılan ticari bir 

polimer olan PCL’in molekül ağırlığına (Mw 65 000) oranla daha düşük olduğu bulunmuştur. 

Mikroküre taşıma sistemlerinde, ko-monomer oranları ve polimerin molekül ağırlığı polimerin 

bozunma süresini ve ilaç salım hızını etkilemektedir (KIM K.K., 2006). Sentezlenen 1:200 

monomer oranına sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin molekül ağırlığının PCL polimerine 

oranla daha düşük olması sonucu bu kopolimer ile hazırlanan mikrokürelerin bozunma süresinin 

PCL mikrokürelerin bozunma süresinden daha kısa olabileceği düşünüldüğü için ve farklı 

organik çözücülerde çözünmede yaşanan sorunlaryaşandığı için, PEG-PCL-PEG kopolimerinin 

sentez parametrelerinden süre değiştirilerek yeniden 1:200 MPEG:ε-CL monomer oranına sahip 

daha yüksek moleküler ağırlığa sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri sentezlenmiştir. 

Böylece, yapıdaki PCL segmenti uzatılarak polimerin hidrofobik özelliği arttırılarak organik 
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çözücüdeki çözünürlüğü arttırılmış ve bu kopolimer IgG veya anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılmıştır.  

Hazırlanan PEG-PCL, MPEG-PCL diblok ve PEG-PCL-PEG triblok kopolimerleri ile 

PEG, PCL homopolimerleri, PEG ve MPEG oligomerleri ve ε-CL monomerinin termal özellikleri 

DSC ile incelenmiştir. Sentez çalışması için yapılan ön denemelerde elde edilen PEG-PCL, 

MPEG-PCL diblok ve PEG-PCL-PEG triblok kopolimerleri ile PEG, PCL homopolimerleri, PEG 

ve MPEG oligomerleri ve ε-CL monomerinin DSC termogramları Ek-3’te verilmiştir. IgG veya 

anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılan 1:200 MPEG:ε-CL 

monomer oranına sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin DSC termogramı ise Şekil 6’da 

verilmiştir. Tablo 7’de ise örneklerin erime sıcaklığı (Tm) ve füzyon entalpileri (ΔH) verilmiştir. 

 

 

Şekil 6. IgG veya anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılan, 

sentez parametrelerinden süre değiştirilerek yeniden sentezlenen 1:200 MPEG:ε-CL monomer 

oranına sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin DSC termogramı 

 

DSC analizlerinde, PEG oligomerine ait Tm ve ΔH değerleri tayin edilememiştir. 

Sentezlerde kullanılan PEG monomerinin ürün bilgi kağıdında erime sıcaklığı -65°C olarak 

verilmektedir. DSC analizlerinde kullanılan cihazın inebildiği en düşük sıcaklıkta -65°C 

olduğundan PEG oligomerinin DSC termogramı elde edilememiştir. Benzer şekilde, ε-CL 
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monomerinin PEG oligomeri varlığında halka açılması kopolimerizasyonu ile hazırlan PEG-PCL 

kopolimerlerinin de Tm ve ΔH değerleri de tayin edilememiştir. PEG yerine MPEG oligomeri 

kullanılarak sentezlenen ve farklı mol oranları ile başlatılan MPEG-PCL diblok kopolimerlerinin 

erime sıcaklıklarında bir farklılık gözlemlenmemiştir (Tablo 7). MPEG-PCL diblok 

kopolimerlerinin DSC termogramlarında tek bir pik gözlemlenirken (Ek-3 Şekil 4), 1:20  MPEG:ε-

CL monomer oranına sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin DSC termogramında üç tane 

sıcaklık piki gözlemlenmiştir (Ek-3 Şekil 5). Benzer şekilde, Bogdanov ve ark.’nın (1998) yaptığı 

bir çalışmada PEG-PCL kopollimerlerinin DSC termogramlarında üç farklı erime sıcaklığı 

gözlemlenmiştir. 55-58°C sıcaklık aralığında görülen erime noktasının PCL kristal fazına ait 

olduğu, düşük sıcaklıklarda (25-50°C) gözlemlenen erime noktalarının ise PEG kristaline ait 

olduğunu belirtilmişdir. 1:20  MPEG:ε-CL monomer mol oranına sahip PEG-PCL-PEG 

kopolimerinin DSC termogramında 24°C, 45.83°C ve 54.24°C erime sıcaklığı pikleri 

gözlemlenmiştir. 24°C ve 45.83°C Tm değerleri PEG segmentinden gelirken 54.24°C Tm değeri 

PCL segmentinden kaynaklanmaktadır. Bu sonuç, 1:20 MPEG:ε-CL monomer oranına sahip 

PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin sentezlendiğini doğrulamaktadır. Ancak sentezlenen 1:100 

ve 1:200 MPEG:ε-CL monomer mol oranına sahip PEG-PCL-PEG kopolimerinin DSC 

termogramında da tek bir pik gözlemlenmiştir (Şekil 6 ve Ek-3: Şekil 5).  Bu yüzden, kopolimer 

oluşumunun doğrulanması için 1:100 ve 1:200 MPEG:ε-CL monomer mol oranına sahip PEG-

PCL-PEG triblok kopolimerlerin TGA analizleri yapılmıştır. Aynı zamanda PEG ve PCL 

homopolimerleri de TGA yöntemi ile incelenmiş ve TGA termogramları kopolimerlerin 

termogramları ile karşılaştırılmıştır.  

PEG ve PCL homopolimerlerin TGA termogramları ve sentez çalışması için yapılan ön 

denemelerde elde edilen PEG-PCL-PEG triblok kopolimerlerinin TGA termogramları ve 

diferansiyel termogram eğrileri Ek-4’te verilmektedir. IgG veya anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılan 1:200 MPEG:ε-CL monomer oranına sahip PEG-

PCL-PEG triblok kopolimerinin TGA termogramı ve diferansiyel termogram eğrileri ise Şekil 7 ve 

Şekil 8’de verilmiştir. PCL homopolimeri 343ºC’de ve 410ºC’de Td değerleri gösterirken PEG 

homopolimeri 407ºC’de Td değeri vermiştir. Sentezlenen PEG-PCL-PEG triblok kopolimerlerin 

TGA termogramında da iki bozunma sıcaklığı piki gözlemlenmiştir. Bu piklerden 300-350ºC’de 

gözlemlenen pik PCL segmentinden kaynaklanırken 400-410ºC civarında gözlemlenen ikinci pik 

PEG segmentinden kaynaklanmaktadır. Ayrıca, homopolimerlerin ve kopolimerlerin diferansiyel 

termogram eğrileri Şekil 8 ve Ek-4 Şekil 3’te karşılaştırmalı olarak verilmiştir. Bu eğriler 

incelendiğinde, PCL homopolimeri PEG homopolimerine oranla daha düşük kararlılığa sahiptir. 
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Sentezlenen kopolimerlerin diferansiyel termogravimetirik eğrilerinde iki tane ağırlık kaybı 

basamağı gözlemlenmiştir. İlk basamak PCL segmentinin termal bozunmasını gösterirken ikinci 

basamak PEG segmantinin termal bozunmasını göstermektedir. Bu sonuçlar doğrultusunda, 

sentezlenen her üç PEG-PCL-PEG triblok kopolimer örneğinde kopolimer oluşumu 

doğrulanmıştır. Benzer şekilde, Yang ve ark.’nın (YANG, 2004)yaptığı bir çalışmada da 

sentezlenen PEG/PCL ve PEG/PVL diblok kopolimerlerinin TGA termogramlarında iki tane 

ağırlık kaybı basamağı gözlemlenmiştir. 

 

Tablo 7. Sentez aşamalarında kullanılan monomer ve oligomerler ile sentezlenen kopolimer, 

homopolimerin erime sıcaklığı (Tm) ve füzyon entalpileri (H) 

 

 

 Tm (°C) H (J/g) 

 

PEG 

 

- 

 

- 

MPEG 55.26 178.5683 

ε-kaprolakton -2.16 106.9567 

PEG homopolimeri 50.99 129.9680 

PCL homopolimeri 57.42 88.3054 

PEG-PCL kopolimeri (4 saat polimerleşme süresi ile hazırlanan) - - 

PEG-PCL kopolimeri (6 saat polimerleşme süresi ile hazırlanan) - - 

MPEG-PCL kopolimeri (1:1) 51.18 139.6921 

MPEG-PCL kopolimeri (1:10) 50.16 103.2055 

MPEG-PCL kopolimeri (1:20) 50.14 121.9171 

PEG-PCL-PEG kopolimeri (1:20) 24, 45.83, 54.54 75.0148 

PEG-PCL-PEG kopolimeri (1:100) 62.82 71.1410 

PEG-PCL-PEG kopolimeri (1:200) 65.52 77.0015 

PEG-PCL-PEG kopolimeri (Sentez parametrelerinden süre 

değiştirilerek yeniden sentezlenen 1:200)  

 

66.64 

 

49.8887 
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Şekil 7. IgG veya anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılan, 

sentez parametrelerinden süre değiştirilerek yeniden sentezlenen 1:200 MPEG:ε-CL monomer 

oranına sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin TGA termogramı 

 

 

Şekil 8. PEG ve PCL homopolimerleri ve IgG veya anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılan, sentez parametrelerinden süre değiştirilerek yeniden 

sentezlenen 1:200 MPEG:ε-CL monomer oranına sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin 

diferansiyel termogram eğrileri 

 

 

PEG 

PCL 

PEG-PCL-PEG 
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Hazırlanan homopolimer ve kopolimer örneklerinin ve hazırlama aşamasında kullanılan 

oligomer ve monomerlerin kimyasal özellikleri FT-IR spektroskopisi ile incelenmişitir. ε-

kaprolakton monomeri ile PEG ve MPEG oligomerinin FT-IR spektrumları Ek-5’de verilmiştir. 

PEG oligomerinin FTIR spektrumunda, literatürde daha önceden verilmiş PEG oligomeri için 

karakteristik FT-IR pikleri 3421.60 cm-1, 2886.45 cm-1, 1098.88 cm-1 ve 1060.27 cm-1’de 

görülmüştür (NGUYEN, 2010). 3421.60 cm-1‘de gözlemlenen pik zincir sonundaki (terminal) 

hidroksil grubundan, 2886.45 cm-1‘de görülen pik PEG zincirindeki CH bağının gerilme ve 

titreşmesinden, 1098.88 cm-1’de görülen pik PEG zincirindeki –OCH2CH2 yapısındaki CO 

gerilmesinden, 1060.27 cm-1’de görülen pik ise C-O-C gerilmesinden kaynaklanmaktadır. MPEG 

oligomerinin FT-IR spektrumunda 2881.11 cm-1 ‘de C-H bağının gerilme ve titreşmesinden, 

1096.82 cm-1’de MPEG zincirindeki –OCH2CH2 yapısındaki C-O gerilmesinden, 1059.13 cm-1’de 

C-O-C gerilmesinden kaynaklanan, ve 841.10 cm-1’de metilen grubundan kaynaklanan 

karakteristik pikler görülmüştür. ε-kaprolakton monomerinin karakteristik FT-IR pikleri ise 2932 

cm-1’de gözlemlenen asimetrik CH2 gerilme piki, 2862.28 cm-1’de simetrik CH2 gerilme piki, 1723 

cm-1‘de karbonil bandı, 1289.50 cm-1’de gözlemlenen C-O ve C-C gerilme pikleri, 1250.68 cm-

1’de gözlemlenen C-O-C gerilme piki ile 1162 cm-1’de gözlemlenen C-O ve C-C gerilme 

pikleridir. 

Sentezlenen PEG ve PCL homopolimerlerinin FT-IR spektrumları Ek-5’de verilmiştir. 

MPEG oligomerinden sentezlenen PEG homopolimeri de MPEG oligomerinin gösterdiği 

karakteristik piklere sahiptir (2282.70 cm-1, 1103.85 cm-1, 1059.78 cm-1, ve 841.46 cm-1). 

Sentezlenen PCL homopolimeri literatürde daha önceden verilmiş karakteristik PCL FT-IR 

piklerine sahiptir (ELZEIN, 2004). 2943.82 cm-1’de gözlemlenen asimetrik CH2 gerilme piki, 

2864.54 cm-1 civarında gözlemlenen simetrik CH2 gerilme piki, 1720.6 cm-1 civarında 

gözlemlenen karbonil gerilme piki, 1292.63 cm-1 civarında gözlemlenen C-O ve C-C gerilme 

pikleri, 1237.95 cm-1 civarında gözlemlenen asimetrik C-O-C gerilme piki ve 1170 cm-1 civarında 

gözlemlenen C-O ve C-C gerilme pikleri PCL yapısının karakteristik pikleridir.  

Sentez çalışmalarının ilk aşamalarında, ε-CL monomerinin PEG ile dibutiltinlaurat 

varlığında halka açılması kopolimerizasyonu ile PEG-PCL kopolimerleri hazırlanmıştır. Bu 

sentez denemelerinde polimerleşme süresi 4 saatten 6 saate çıkarılmıştır. Farklı polimerleşme 

süreleri ile hazırlanmış PEG-PCL kopolimerlerin FT-IR spektrumları Ek-5 Şekil 3’te verilmiştir. 

Farklı sürelerde polimerleşen kopolimerlerin FT-IR analizi sonucunda benzer spektrumlar elde 

edilmiştir. Polimerleşme süresinin değişitirilmesi kopolimerlerin kimyasal yapısında herhangi bir 

değişime neden olmamıştır. Ayrıca, PEG oligomeri ve ε-CL monomeri kullanılarak sentezlenen 
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PEG-PCL diblok kopolimerlerinin FT-IR spektrumlarında hem PCL hem de PEG segmentinden 

gelen karakterisitk pikler gözlemlenmiştir. FT-IR sonuçlarına göre, kullanılan sentez yöntemi ile 

PEG-PCL diblok kopolimerinin sentezlendiği doğrulanmıştır. Sırasıyla, 4 saatte polimerleşen 

PEG-PCL kopolimeri ve 6 saatte polimerleşen PEG-PCL kopolimerinin spektrumunda görülen 

1726.09 cm-1 ve 1731.25 cm-1 karbonil bandı ve 1248.27 cm-1 ve 1249.04 cm-1 asimetrik C-O-C 

gerilme piki kopolimerlerin yapısında bulunan ε-CL segmentinden gelmektedir. Ayrıca, PEG 

segmentinden kaynaklanan 3419.92 cm-1 ve 3424.59 cm-1’ deki terminal hidroksil grubuna ait 

pik, 2867.42 cm-1 ve 2866.1 cm-1‘deki CH bağının gerilme ve titreşmesi piki, 1098.37 cm-1 ve 

1097.65 cm-1’deki OCH2CH2 yapısındaki C-O gerilmesine ait pik ve 1062.57 cm-1 ve 1063.48 

cm-1‘deki C-O-C gerilmesi piki PEG-PCL kopolimeri örneklerinde görülmüştür.  

ε-CL monomerinin MPEG ile dibutiltinlaurat varlığında halka açılması 

kopolimerizasyonu ile farklı mol oranlarında hazırlanan MPEG-PCL kopolimerlerinin FTIR 

spektrumları Ek-5 Şekil 4’te verilmiştir. Farklı mol oranları ile polimerleşmeye başlatılan MPEG-

PCL kopolimerlerinin FT-IR spektrumlarında hem PCL hem de PEG segmentinden gelen 

karakteristik pikler gözlemlenmiştir. FT-IR sonuçlarına göre, kullanılan sentez yöntemi ile 

MPEG-PCL kopolimerinin sentezlendiği doğrulanmıştır. Bütün MPEG-PCL kopolimerlerinde 

1727 cm-1 civarında gözlemlenen karbonil bandı, 1240 cm-1 civarında gözlemlenen asimetrik C-

O-C gerilme piki kopolimerin yapısında ε-CL segmentinin varlığını göstermektedir. Ayrıca, PEG 

segmentinden kaynaklanan 2882 cm-1 civarındaki C-H bağının gerilme ve titreşmesi piki, 1100 

cm-1 civarındaki OCH2CH2 yapısındaki CO gerilmesine ait pik, 1060 cm-1 civarındaki –C-O-C 

gerilmesi piki ve 841 cm-1 civarındaki metilen grubu piki MPEG-PCL kopolimer spektrumlarında 

gözlemlenmiştir. 1:20 MPEG:ε-CL oranına çıkıldığında yapıdaki PCL segmentinden 

kaynaklanan piklerin daha belirginleştiği görülmüştür (Ek-5 Şekil 4C). Ayrıca, 1:1 ve 1:10 

MPEG:ε-CL oranında hazırlanan kopolimerlerin spektrumlarında gözlemlenmeyen bazı 

karakteristik PCL segment pikleri 1:20 MPEG:ε-CL oranında hazırlanan kopolimerlerin 

spektrumlarında belirgin bir şekilde görülmüştür. Bu PCL kaynaklı pikler, 2944 cm-1’de 

gözlemlenen asimetrik CH2 gerilme piki ve 1293 cm-1 civarında gözlemlenen C-O ve C-C 

gerilme pikleridir. 

Sentez çalışması için yapılan ön denemelerde elde edilen farklı MPEG:ε-CL oranlarda 

sentezlenen MPEG-PCL kopolimerinin bağlayıcı ajan varlığında polimerizasyonu sonucunda 

oluşan PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin FT-IR spektrumları Ek 5 Şekil 5’te verilmiştir. 

Ayrıca, IgG veya anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılan 

1:200 MPEG:ε-CL monomer oranına sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin FT-IR 
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spektrumu Şekil 9’da verilmiştir. PEG-PCL-PEG triblok kopolimerlerinin FT-IR spektrumlarında 

hem PCL hem de PEG segmentinden gelen karakteristik pikler gözlemlenmiştir. PCL 

segmentinden kaynaklanan 2935 - 2950 cm-1 aralığında gözlemlenen asimetrik CH2 gerilme 

piki, PCL ve PEG segmentinden kaynaklanan 2857 – 2865 cm-1 aralığında gözlemlenen C-H 

bağının gerilme ve titreşmesi piki, PCL segmentinden kaynaklanan 1719 – 1723 cm-1 aralığında 

gözlemlenen karbonil piki, PCL segmentinden kaynaklanan 1238 – 1242 cm-1 aralığında 

gözlemlenen asimetrik C-O-C gerilme piki ve 1282 – 1297 cm-1 aralığında gözlemlenen C-O ve 

C-C gerilme pikleri, PEG segmentinden kaynaklanan 1102 – 1106 cm-1 civarında gözlemlenen 

OCH2CH2 yapısındaki C-O gerilmesine ait pik ve 1060 – 1066 cm-1 civarında gözlemlenen C-O-

C gerilmesi piki ve son olarak 840 – 844 cm-1 aralığında gözlemlenen PEG segmenti kaynaklı 

metilen grubu piki bu karakteristik pikleri oluşturmaktadır. Ayrıca, bağlayıcı ajandan 

kaynaklanan ve 1470 – 1585 cm-1 aralığında gözlemlenen N-H bükülme titreşme piki triblok 

kopolimer oluşumunu doğrulamaktadır. Literatüre bakıldığında da, N-H bükülme titreşme pikinin 

varlığı triblok kopolimer sentezini göstermektedir (GONG, 2007,FU, 2009). 

 

 

Şekil 9. IgG veya anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılan, 

sentez parametrelerinden süre değiştirilerek yeniden sentezlenen 1:200 MPEG:ε-CL monomer 

oranına sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin FT-IR spektrumu 
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Sentez çalışmasında kullanılan oligomerler ve monomer ile sentezlenen homopolimer 

ve kopolimer örneklerinin kimyasal özellikleri NMR spektroskopisi ile de incelenmişitir. ε-

kaprolakton monomeri ile PEG ve MPEG oligomerinin NMR spektrumu Ek 6’da verilmiştir. ε-

kaprolakton monomerinin NMR spektrumu, Kiersnowski ve ark. (KIERSNOWSKI, 2004)yaptığı 

bir çalışmadaki ε-kaprolakton NMR spektrumu ile benzerlik göstermektedir. 1.05 - 1.95 ppm, 2.2 

- 2.54 ppm ve 3.8 - 3.7 ppm değerlerinde ε-kaprolakton metilen gruplarının verdiği pikler 

görülmektedir. PEG oligomerinin NMR spektrumunda 3.2 - 3.6 ppm (H-[OCH2CH2]n-OH) ve 3.7 - 

4.3 ppm (H-[OCH2CH2]n-OH) değerlerinde iki metilen piki görülürken MPEG oligomerinde 

terminal metoksi protonundan ve metil gruplarına ait hidrojenlerden kaynaklanan tek bir pik 

gözlemlenmiştir. 

Sentezlenen PEG ve PCL homopolimerlerinin NMR spektrumları da Ek 6’da verilmiştir. 

Sentezlenen PCL homopolimeri NMR spektrumunda metilen gruplarından kaynaklanan dört 

adet belirgin proton piki vermiştir. Bu pikler 1.2-1.4 ppm (OCH2CH2CH2CH2CH2CO), 1.5-1.7 

ppm (OCH2CH2CH2CH2CH2CO), 2.1-2.3 ppm (OCH2CH2CH2CH2CH2CO) ve 3.9 - 4.0 ppm 

(OCH2CH2CH2CH2CH2CO) proton pikleridir. MPEG oligomerinden sentezlenen PEG 

homopolimeri ise 3.3 ppm CH3O-(CH2CH2O)n-H ve 3.5 ppm’de CH3O-(CH2CH2O)n-H proton 

sinyali vermiştir. 

Sentez çalışmasının ön deneme deneylerinde, ε-CL monomerinin PEG ile 

dibutiltinlaurat varlığında halka açılması kopolimerizasyonu ile farklı polimerleşme süreleri ile 

sentezlenen PEG-PCL diblok kopolimerlerin NMR spektrumları Ek 6’da verilmiştir. 4 ve 6 saat 

polimerleşme süresi ile hazırlanan PEG-PCL kopolimerlerinin NMR spektrumları arasında bir 

fark gözlenmemiştir. İki kopolimerin spektrumunda da PEG (3.2 - 3.6 ve 3.7 - 4 ppm) ve PCL 

segmentlerine (1.2 - 1.4 ppm, 1.5 - 1.7 ppm, 2.1 - 2.3 ppm ve 3.9 - 4.0 ppm) ait proton pikleri 

gözlemlenmiştir. 

Ön denemelerde sentezlenen farklı monomer mol oranlarında MPEG-PCL diblok 

kopolimerlerinin NMR spektrumları Ek 6’da verilmiştir. Farklı mol oranları ile polimerleşmeye 

başlatılan MPEG-PCL kopolimerlerinin NMR spektrumlarında hem PCL (1.2 - 1.4 ppm, 1.5 - 1.7 

ppm, 2.1 - 2.3 ppm ve 3.9 - 4.0 ppm) hem de PEG segmentinden (3.2 - 3.6 ve 3.7 - 4 ppm) 

gelen karakteristik pikler gözlemlenmiştir. MPEG:ε-CL oranı arttıkça NMR spektrumlarındaki 

PCL segmentinden kaynaklanan proton piklerinin şiddeti artmıştır. 
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Sentez çalışması için yapılan ön denemelerde elde edilen farklı MPEG:ε-CL oranlarda 

sentezlenen MPEG-PCL kopolimerinin bağlayıcı ajan varlığında polimerizasyonu sonucunda 

oluşan PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin NMR spektrumları Ek 6 Şekil 5’te verilmiştir. Ayrıca, 

IgG veya anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılan 1:200 

MPEG:ε-CL monomer oranına sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin NMR spektrumu Şekil 

10’da verilmiştir. PEG-PCL-PEG kopolimerinin NMR spektrumu incelendiğinde hem PCL (1.2 - 

1.4 ppm, 1.5 - 1.7 ppm, 2.3 ppm ve 3.9 - 4.0 ppm) hem de PEG segmentinden (3.3 ve 3.5 – 3.8 

ppm) gelen proton pikleri gözlemlenmiştir. Ayrıca, bağlayıcı ajandan kaynaklanan proton 

sinyalleri (1.6 – 1.7 ve 3.3 – 3.4 ppm) de kopolimerin NMR spektrumunda gözlemlenmiştir. 

PEG-PCL-PEG kopolimerine ait NMR spektrumu daha önceki bir çalışmada sentezlenen PEG-

PCL-PEG kopolimerinin NMR spektrumu ile benzer proton piklerini vermiştir (HWANG, 2010). 

 

 

Şekil 10. IgG ve anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılan, 

sentez parametrelerinden süre değiştirilerek yeniden sentezlenen 1:200 MPEG:ε-CL monomer 

oranına sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin NMR spektrumu  
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PEG, PCL homopolimerlerinin, MPEG-PCL diblok ve PEG-PCL-PEG triblok 

kopolimerlerinin makromoleküler ağırlık ve ağırlık dağılımları GPC analizi kullanılarak 

incelenmiştir. Moleküler ağırlık tayininde dar molekül ağırlığı dağılımına sahip ve anyonik olarak 

sentezlenmiş polistiren standardlar kalibrasyon eğrisi oluşturulmasında kullanılmıştır (Ek 7). 

Sentezlenen PEG ve PCL homopolimer ve sentez çalışması için yapılan ön denemelerde elde 

edilen kopolimerlerin farklı MPEG:ε-CL oranlarda sentezlenen MPEG-PCL diblok ve PEG-PCL-

PEG triblok kopolimerlerin GPC kromatogramları da Ek 7’de verilmiştir. Ayrıca, IgG veya anti-

TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılan 1:200 MPEG:ε-CL 

monomer oranına sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin GPC kromatogramı Şekil 11’de 

verilmiştir. Sentezlenen homopolimer ve kopolimerlerin molekül ağırlıkları ve polidispersite 

indeksleri (Mw/Mn) ise Tablo 8’de verilmiştir.  

 

 

Şekil 11. IgG veya anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılan, 

sentez parametrelerinden süre değiştirilerek yeniden sentezlenen 1:200 MPEG:ε-CL monomer 

oranına sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin GPC kromatogramı  
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Tablo 8. Sentezlenen homopolimer ve kopolimerin sayıca ortalama molekül ağırlıkları (Mn), 

ağırlıkça ortalama ağırlıkları (Mw) ve polidispersite indeksleri (Mw/Mn)  

 Mw  

(g/mol) 

Mn 

(g/mol) 

PDI 

Mw/Mn 

   

PEG homopolimeri 71 380 71 260 1.002 

PCL homopolimeri 11 866 9281.3 1.278 

MPEG-PCL kopolimeri (1:1) 1629.1 1440.8 1.131 

MPEG-PCL kopolimeri (1:10) 1659.2 1942.5 0.854 

MPEG-PCL kopolimeri (1:20) 120 870 2147.1 56.295 

PEG-PCL-PEG kopolimeri (1:20) 105 450 2054 51.339 

PEG-PCL-PEG kopolimeri (1:100) 11 126 2736 4.1 

PEG-PCL-PEG kopolimeri (1:200) 22 224 5930 3.75 

PEG-PCL-PEG kopolimeri (Sentez parametrelerinden 

süre değiştirilerek yeniden sentezlenen 1:200)  

47 038 14 051 3.35 

 

Farklı MPEG:ε-CL oranında hazırlanan MPEG-PCL diblok ve PEG-PCL-PEG triblok 

kopolimerinin molekül ağırlıklarına ayrı ayrı bakıldığında ε-CL mol miktarı arttıkça kopolimerlerin 

molekül ağırlıklarında bir artış gözlemlenmiştir. Park ve ark. (PARK, 2005) yaptığı bir çalışmada, 

paklitaksel yüklü nanoküreleri hazırlamak için  farklı MPEG:ε-CL oranında MPEG-PCL blok 

kopolimerler hazırlanmıştır. Hazırlanan kopolimerlerde ε-CL miktarı arttıkça Mn ve Mw 

değerlerinde bir artış gözlemlenmiştir. Ek 7 Şekil 3 ve Şekil 4’te verilen GPC kromatogramlarına 

bakıldığında, 1:20 MPEG:ε-CL oranında sentezlenen MPEG-PCL diblok kopolimeri ile 1:20 

MPEG:ε-CL oranında sentezlenen PEG-PCL-PEG triblok kopolimerlerinin GPC 

kromatogramlarında iki tane pik görülmektedir. Benzer bir şekilde, Behravesh ve ark.’nın 

(BEHRAVESH, 2002) yaptığı bir çalışmada MPEG oligomerleri hidrofobik polipropilen fümarat 

kullanılarak blok kopolimer sentezlenmiştir. Sentezlenen diblok kopolimerlerin GPC 

kromatogramlarında bimodal pik gözlemlenmiştir. 1:20 monomer mol oranına sahip PEG-PCL-

PEG triblok kopolimerin  polidispersite indeksi (Mw/Mn=51.33) oldukça yüksek gözlemlenirken 
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1:100 ve 1:200 monomer mol oranına sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerlerin polidispersite 

indeksleri daha düşük değerlerde gözlemlenmiştir ((Mw/Mn= 4.1 ve 3.75). Polidispersite indeksi, 

polimerin zincir uzunluklarının birbirine ne kadar yakın olduğunun bir göstergesidir ve bu değerin 

1’e eşit olması polimer zincirlerinin aynı uzunlukta olduğunu göstermektedir. Polidispersite 

indeksi 1.1’den küçük polimerlerin ancak özel teknikler kullanılarak sentezlenmesi karşın, 

genelde biyomalzeme yapımında kullanılan ticari polimerler 1.5 – 50 aralığında polidispersite 

indeksine sahiptir (RATNER, 2004). Sentezlenen 1:200 monomer oranına sahip PEG-PCL-PEG 

triblok kopolimerinin molekül ağırlığı (Mw: 22 000 Da) IgG ve anti-TNF yüklü PCL mikrokürelerin 

hazırlanmasında kullanılan ticari bir polimer olan PCL’in molekül ağırlığına (Mw: 65 000 Da) 

oranla daha düşük olduğu bulunmuştur. Mikroküre taşıma sistemlerinde, polimerin molekül 

ağırlığı polimerin bozunma süresini ve ilaç salım hızını etkilemektedir (YANG, 2004). Bu 

nedenle, sentezlenen düşük moleküler ağırlığa sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri ile 

hazırlanan mikrokürelerin bozunma süresinin PCL mikrokürelerin bozunma süresinden daha 

kısa olabileceği düşünülmektedir. Lee ve ark.’nın (LEE J.W., 2001) yaptığı bir çalışmada PEG 

ve PCL kullanılarak sentezlenen çok bloklu (multiblok) kopolimerlerinin reaksiyon süresi 

uzadıkça moleküler ağırlığının arttığı gözlemlenmiştir. PEG-PCL-PEG kopolimerinin sentez 

parametrelerinden süre değiştirilerek yeniden 1:200 MPEG:ε-CL monomer oranına sahip daha 

yüksek moleküler ağırlığa sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri (Mw 47 038 Da) yeniden 

sentezlenmiştir ve bu kopolimer IgG veya anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin 

hazırlanmasında kullanılmıştır. Ayrıca, sentez parametrelerinden süre değiştirilerek yeniden 

sentezlenen 1:200 MPEG:ε-CL monomer oranına sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin 

polidispersite indeksinin (3.35) daha kısa sürede sentezlenen 1:200 MPEG:ε-CL monomer 

oranına sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin polidispersite indeksinden (3.75) daha düşük 

olduğu gözlemlenmiştir. 
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Aşama 2: Model Protein Immunoglobulin G (IgG) Yüklü Polikaprolakton (PCL) ve 

Polietien glikol-Polikaprolakton-Polietilen glikol (PEG-PCL-PEG) 

Mikrokürelerin Hazırlanması ve Karakterizasyonu 

 

Aşama 2.1. Model Protein IgG Yüklü PCL Mikrokürelerin Hazırlama Koşullarının 

Optimizasyonu ile İlgili Bulgular 

 

Model protein IgG yüklü mikrokürelerinin hazırlanmasında kullanılan yöntemin 

optimizasyonu için, yüklenen IgG konsantrasyonu ve dış su fazı polivinil alkol (PVA) derişimi ve 

dış faza tuz eklenmesi gibi çeşitli parametreler değiştirilerek protein yükleme verimliliğine etkileri 

incelenmiştir. Protein yükleme verimliliği, özellikle pahalı biyoaktif ajan taşıyıcı sistemlerinin 

geliştirilmesi için önemli bir parametredir. Sistemin etkinliği bu parametrenin artması ile 

bağlantılıdır (PARK, 2005) ve kullanılan hazırlama koşullarıyla değişmektedir (MUKERJEE, 

2007). Protein yükleme verimliliği, kullanılan yöntemin etkinliğini belirlemenin yanı sıra in vitro 

deney koşullarında ortama salınacak toplam protein miktarının hesaplanmasında ve in vivo 

çalışmalarda doz belirlenmesinde de önemli bir parametredir. Bu sebeple, protein yüklü 

mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılacak prosedürün belirlenmesi için ilk önce hazırlanan 

IgG yüklü PCL mikrokürelerin protein yükleme verimlilikleri karşılaştırılmıştır. Projenin ilk 

aşamalarında, PCL mikrokürelere yüklenen IgG miktarının HPLC yöntemiyle tayin edilmiştir. 

Mikrokürelerden ekstrakte edilen IgG miktar tayini için IgG standart çözeltilerinin HPLC 

kromatogramlarının tepe alanları hesaplanarak kalibrasyon eğrisi oluşturulmuştur (Şekil 12). 

Ayrıca, IgG yüklü PCL mikroküre hazırlanmasında kullanılan metodun proteinin kararlılığına 

etkisini incelemek için diklorometan ile inkübe edilen IgG çözeltisinin HPLC kromatogramı (Şekil 

13A) 40 ug/ml standart IgG çözeltisinin HPLC kromatogramı (Şekil 13B) ile karşılaştırılmıştır. 

Alıkonma sürelerinde bir değişiklik olmaması ve kromatogramda yeni tepelerin oluşmaması IgG 

yapısının mikroküre hazırlama yöntemi süresince herhangi bir yapısal bir değişime 

uğramadığını göstermektedir. 

 



64 
 

y = 736,65x + 668,33

R2 = 0,961

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

35000

0 10 20 30 40 50

Konsantrasyon (ug/ml)

T
ep

e 
A

la
n

ı

 

Şekil 12. HPLC yöntemi ile IgG kantitatif tayini için oluşturulan kalibrasyon eğrisi 
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Şekil 13. Diklorometan ile inkübe edilen IgG çözeltisinin (10 ug/ml) (A) ve 40 ug/ml IgG standart 

çözeltisinin (B) HPLC kromatogramı  
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HPLC yöntemi proteinin yapısının korunduğunu göstermesine karşın, mikrokürelere 

hapsedilen IgG miktarının tayininde başarılı olamamıştır. Proteinin mikrokürelerden 

ekstraksiyonunda kullanılan diklorometanın polimer matriksinde polimer zincirlerini açmakta 

yeterli olmadığı ve PBS fazına okuma yapabilecek miktarda proteinin çıkmadığı 

gözlemlenmiştir. Literatürde, PLGA mikrokürelere hapsedilmiş üç farklı proteinin miktar tayini 

için proteinlerin organik fazdan diklorometan ile ekstraksiyon yöntemi ile polimer matriksin bir 

bazla hidrolizi sonrası sodyum dodesil sülfat (SDS) ile ekstraksiyonu yöntemi karşılaştırılmıştır 

(SHARIF, 1995). Diklorometan ile ekstraksiyon yönteminde organik fazdan su fazına proteinin 

tam olarak geçmediği ve bu nedenle protein miktarının tam olarak ölçülemediği gözlemlenmiştir. 

Benzer bir şekilde, daha önceki bir çalışmada da bu yöntemin PLA ve PLGA mikrokürelere 

hapsedilen IgG proteinini tayin etmede başarısız olduğu gösterilmiştir (WONG, 2001). Bu 

nedenle, hapsedilen IgG miktarını bulmak için polimer matriksin bir bazla hidrolizi sonrası 

proteinin SDS ile ekstraksiyonu yöntemi modifiye edilerek denenmiştir. Bu yöntem için protein 

yükleme verimliliğinin, hesaplanmasında kullanılan kalibrasyon eğrisi Şekil 14’te verilmiştir. 

Mikrokürelerinin hazırlama aşamasında yüklenen IgG konsantrasyonunun, dış su fazı PVA 

konsantrasyonunun ve dış faza tuz eklenmesinin  protein yükleme verimliliğine etkileri 

incelenmiştir (Tablo 9).  
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Şekil 14. BCA Analizi ile protein yükleme verimliliği bulunması için kullanılan IgG kalibrasyon 

eğrisi 
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Tablo 9. Farklı hazırlama yöntemleriyle hazırlanmış IgG yüklü PCL mikrokürelerin protein 

yükleme verimliliğinin karşılaştırılması 

Gruplar (Bkz. Tablo 5) Protein Yükleme Verimliliği (%) 

(n=3) 

  

Grup I 33.08 ± 4.06 

Grup II 38.19 ± 2.10 

Grup III 31.72 ± 3.07 

Grup IV 32.39 ± 5.32 

Grup V 37.38 ± 2.08 

Grup VI 37.22 ± 4.03 

Grup VII 54.03 ± 1.32 

 

5 mg/ml IgG yüklü PCL mikroküreler (Grup II) ve dış faza %2’lik NaCl eklenerek 

hazırlanan 10 mg/ml IgG yüklü PCL mikroküreler (Grup V) aynı yöntemle hazırlanan diğer 

gruplara (Grup I, III ve IV) göre en yüksek protein yükleme verimliliğini göstermiştir. Sulu çözelti 

halindeki proteinler dış etkenlere karşı oldukça hassastırlar. Bu nedenle, protein yüklü 

mikrokürelerin hazırlanması sırasında proteinin hapsetme koşullarından etkilenmemesi için iç su 

fazına belli bir miktar NaCl eklenmiştir. Literatürde, iç su fazına tuz eklenmesi iç su fazındaki 

ozmotik basıncı arttırarak proteinin iç su fazından dış su fazına kaçmasına neden olduğu 

gözlenmiştir (PISTEL, 2000) ve hapsetme verimliliğini düşürmüştür. Dış su fazına protein 

kaçmasını önlemek için, Grup V’te %2’lik NaCl dış faza eklenmiştir. Böylece, protein yükleme 

verimliliği bu grupta diğer gruplara oranla artmıştır. Daha önceki çalışmalardan da görülebileceği 

gibi, dış fazın iyonik şiddetindeki artış proteinlerin dış faza göçünü engelleyerek yükleme 

verimliliğini arttırmıştır (PISTEL, 2000,ZHANG, 2004). Protein hapsetme verimliliği mikroküre 

hazırlama basamağındaki deney koşullarına bağlıdır. Bu koşullardan bazıları (iç faz hacmi, 

polimer konsantrasyonu, dış faz PVA konsantrasyonu ve dış faza tuz eklenmesi) çalışmanın 

önceki aşamalarında optimize edilmiştir. Bu optimizasyon işlemlerine rağmen IgG yüklü 

mikrokürelerin protein hapsetme verimliliği büyük ölçekte mikroküre üretimi için yeterli değildir 

(% 38.19 ± 2.10). Protein hapsetme verimliliğini büyük ölçüde etkileyen bir diğer parametre de 

emulsiyonun karıştırma hızıdır (DEVINENI, 2007). Literatürdeki mikroküre çalışmaları 

incelendiğinde, yüksek devirde (8000-14 000 rpm) mekanik karıştırıcı kullanılarak hem yüksek 

protein hapsetme verimliliği (% 63-99.6) hem de daha küçük boyutlarda mikroküre (5-21 μm) 
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taşıma sistemleri hazırlandığı bulunmuştur (YOUAN, 1999,MORITA, 2000,PISTEL, 2000,SAEZ, 

2008). Ayrıca, IgG yüklü PCL mikroküreleri hazırlamada kullanılan iki basamaklı emülsiyon- 

çözücü uçurma yönteminde birinci basamaktaki emülsiyonun (yağ fazında su emülsiyonu) 

kararlılığı da protein hapsetme verimliliğini etkilemektedir (YEO, 2004). Birinci basamaktaki 

emülsiyon kararsız bir yapıda ise protein içeren iç su fazı dış su fazına karışarak protein 

hapsetme verimliliğinin düşmesine neden olmaktadır. Bu emülsiyonun kararlılığını arttırmak için 

sığır serum albumin (BSA), polivinil alkol (PVA), Tween-80 veya Span-80 gibi çeşitli emülsiyon 

yapıcı ajanlar (emulsifying agent) birincil emulsiyona eklenmektedir (YEO, 2004). Bu sebeple, 

daha etkin bir hapsetme verimliliğine ulaşabilmek için yüksek devirde mekanik karıştırıcı 

kullanılarak ve iç su fazına PVA eklenerek mikroküreler hazırlanmıştır. Ayrıca, daha önceki 

denemelerde yüksek verimlilik gösteren iç fazda 5 mg/ml protein konsantrasyonu olan (Grup II, 

%38.19 ± 2.1 yükleme verimliliği) ve dış faza %2’lik NaCl eklenerek hazırlanan mikroküreler 

(Grup V, %37.38 ± 2.08 yükleme verimliliği) göz önüne alınmıştır. Hapsedilen IgG miktarı, daha 

önce bahsedilen polimer matriksin NaOH ile hidrolizi sonrası proteinin SDS ile ekstraksiyonu 

yöntemi ile belirlenmiştir. İç faza %0.5’lik PVA dış faza ise %2’lik NaCl eklenerek mekanik 

karıştırıcı ile 14 000 devirde karıştırılarak hazırlanan mikrokürelerde protein yükleme 

verimliliğinde bir artış gözlemlenmemiştir. Buna karşın, iç faza %0.5’lik  PVA eklenerek mekanik 

karıştırıcı ile 14 000 rpm’de karıştırılarak hazırlanan mikrokürelerde oldukça yüksek protein 

yükleme verimliliği gözlenmiştir (Grup VII, % 54.0 ± 1.32) (Tablo 9). Bu koşulların projenin 

devamında IgG yüklü mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılmasına karar verilmiştir. 

 

Aşama 2.2. Model Protein IgG Yüklü PEG-PCL-PEG Mikrokürelerin Hazırlama Koşullarının 

Optimizasyonu ile İlgili Bulgular 

 

Projenin ilk aşamalarında, sentezlenen 1:20, 1:100 ve 1:200 gibi farklı MPEG: ε-CL 

monomer mol oranlarına sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerleri kullanılarak model protein 

IgG yüklü PEG-PCL-PEG mikroküreler hazırlanmasında kullanılacak kopolimer olarak 

belirlenmiştir. Sentezlenen 1:20 MPEG: ε-CL monomer mol oranlarına sahip PEG-PCL-PEG 

triblok kopolimerinin sudaki çözünürlüğünün fazla olması nedeniyle bu kopolimer protein yüklü 

PCL mikroküreler hazırlanamamıştır. Bu nedenle, MPEG: ε-CL mol oranı 1:100’e ve 1:200’e 

değiştirilerek yapının daha hidrofobik olması sağlanmış ve iki basamaklı emülsiyon-çözücü 
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uçurma yöntemi ile IgG yüklü taşıyıcı sistemler hazırlanmış ve hazırlanan taşıyıcı sistemler SEM 

analizi ile incelenmiştir (Şekil 15).  

 

 

(A) 

 

(B) 

Şekil 15. A) 1:100 MPEG: ε-CL monomer mol oranına sahip PEG-PCL-PEG kopolimer 

kullanılarak; B) 1:200 MPEG: ε-CL monomer mol oranına sahip PEG-PCL-PEG kopolimeri 

kullanılarak hazırlanan IgG yüklü PEG-PCL-PEG taşıyıcı sistemlerin SEM görüntüleri 

 

1:200 monomer oranına sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri kullanılarak hazırlanan 

protein yüklü PEG-PCL-PEG taşıyıcı sistemin çoğunlukla küre formunda olduğu gözlenmiştir. 

Ancak, 1:100 monomer oranına sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri kullanılarak hazırlanan 

protein yüklü PEG-PCL-PEG taşıyıcı sisteminde düzgün küreler oluşmadığı ve daha çok büyük 

şekilsiz aggregatların oluştuğu görülmüştür. 1:200 monomer oranına sahip PEG-PCL-PEG 

triblok kopolimeri kullanılarak hazırlanan taşıyıcı sistemin ise homojen bir dağılıma sahip 

olmadığı halde çoğunlukla küre formunda olduğu görülmüştür. Aşama 1’de de belirtildiği gibi 

homojen bir dağılımın gözlemlenmemesinin nedeninin mikrokürelerin hazırlanmasında 

kullanılan organik çözücünün kopolimeri etkin bir şekilde çözememesi olduğu düşünülmektedir. 

Çözünemeyen kopolimer parçalarının mikroküre hazırlama basamağı sırasında aggregat 

oluşumuna neden olmaktadır. Ayrıca, sentezlenen 1:200 monomer oranına sahip PEG-PCL-

PEG triblok kopolimerinin molekül ağırlığı (Mw 22 000) projenin ilk aşamalarında IgG ve anti-

TNF yüklü PCL mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılan ticari bir polimer olan PCL’in molekül 
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ağırlığına (Mw 65 000) oranla daha düşük bulunmuştur ve bu kopolimer kullanılarak hazırlanan 

mikrokürelerin bozunma süresinin PCL mikrokürelerin bozunma süresinden daha kısa 

olabileceği düşünülmektedir. Önceki bir çalışmada da belirtildiği gibi PEG-PCL kopolimerin Mw 

değeri oluşan mikrokürelerin şekline büyük ölçüde etki ettiği ve çözücü uçurma yönteminde, 

yüksek Mw değerine sahip kopolimerlerin düzgün mikroküre oluşmasında düşük Mw değerine 

sahip kopolimere oranla daha etkin olduğu gözlemlenmiştir (ZHOU, 2003). Bu nedenlerle, 1:200 

MPEG:ε-CL monomer oranına sahip PEG-PCL-PEG kopolimerinin sentez parametrelerinden 

süre değiştirilerek PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri yeniden sentezlenmiş ve model protein IgG 

yüklü PEG-PCL-PEG mikroküreler hazırlanmıştır. Protein yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin 

hazırlanmasında kullanılan iki basamaklı emülsiyon-çözücü uçurma (double emulsion-solvent 

evaporation) metodundaki organik çözücünün türü, kopolimer konsantrasyonu, organik fazın 

hacmi, dış fazda kullanılan surfektanın tipi ve konsantrasyonu, karıştırma basamakları ve hızları 

gibi çeşitli hazırlama parametreleri değiştirilerek oluşturulan taşıma sistemlerinin genel 

görünümleri SEM analizi ile incelenmiştir (Şekil 16). Oluşturulan deney gruplarından 4., 6. ve 9. 

grupta küre formunun oluşumu daha belirgin olarak gözlemlenmiştir. Fakat, Grup 4 ve 6’da daha 

az homojen bir dağılım olduğu için IgG yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin Grup 9’un 

hazırlanmasında kullanılan parametreler kullanılarak hazırlanmasına karar verilmiştir. 
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Grup 1 

 

Grup 2 

 

Grup 3 

 

Grup 4 

 

Grup 5 

 

Grup 6 

 

Grup 7 

 

Grup 8 

 

Grup 9 

Şekil 16. Farklı koşullarla hazırlanmış IgG yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin SEM görüntüleri 
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Aşama 2.3. Model Protein IgG Yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG Mikrokürelerin 

Karakterizasyonu 

 

Mikrokürelere protein yükleme yönteminin başarısını belirleyen başlıca kriterler yüksek 

ilaç yükleme verimliliği, mikrokürelere protein yükleme yönteminin proteinin üç boyutlu yapısının 

bozulmasına neden olmaması ve mikrokürelerden öngörülebilir bir protein salımının 

gerçekleşmesidir.. Gama sterilizasyonu sonrasında, model protein IgG yüklü PCL veya PEG-

PCL-PEG mikrokürelerin karakterizasyon parametreleri gama sterilizasyonu yapılmamış 

mikrokürelerin karakterizasyon parametreleri ile karşılaştırılmıştır. 

 

 2.3.1.  Protein Yükleme Verimliliği 

 

Model protein IgG yüklü mikroküreler hazırlandıktan sonra, pahalı biyoaktif ajan taşıyıcı 

sistemlerin gelişmesinde önemli bir parametre olan protein yükleme verimliliği incelenmiştir. In 

vitro deney koşullarında ortama salınacak toplam proteinin hesaplanmasında protein yükleme 

verimliliği parametresinden yararlanılacaktır. PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokürelere 

hapsedilen IgG protein miktarının belirlenmesi için BCA metodu kullanılmıştır. Protein 

miktarlarının belirlenmesinde kullanılan ve bellirli konsantrasyonlarda IgG standart çözeltileri ile 

oluşturulmuş kalibrasyon eğrisi Aşama 2.1 Şekil 14’te verilmiştir. Optimizasyon 

basamaklarından sonra karar verilen iki basamaklı emülsiyon- çözücü uçurma  metoduyla 

hazırlanan model protein IgG yüklü PCL mikrokürelerin protein yükleme verimliliği % 54.0 ± 1.32 

değerinde hesaplanırken IgG yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin yükleme verimliliği % 74.32 ± 

3.45 değerinde hesaplanmıştır. Coccoli ve ark. (COCCOLI, 2008) iç faza PVA eklenerek iki 

basamaklı emülsiyon- çözücü uçurma  metoduyla hazırlanan BSA yüklü PCL mikrokürelerde 

farklı hazırlama parametreleriyle %29.1’den %62.9’a değişen değerlerde protein yükleme 

verimlilikleri gözlemlemiştir. Başka bir çalışmada, iki basamaklı emülsiyon- çözücü uçurma  

metoduyla hazırlanan insulin yüklü PCL mikrokürelerin protein yükleme verimliliklerinin 

hazırlama koşullarına bağlı olarak %28.3 ile % 53 aralığında değiştiği gösterilmiştir 

(MUKERJEE, 2006). 

Her iki mikroküre türünde de gama sterilizasyonu sonrasında protein yükleme 

verimliliğinde herhangi bir değişim olmamıştır. Bu sterilizasyon yöntemi kuru bir ortamda 
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yapıldığından yüklenen proteinler yapıdan uzaklaşmamaktadır ve yüklenen protein miktarında 

bir değişim olmamaktadır. Önceki çalışmalara bakıldığında da gama sterilizasyonu sonrasında 

yüklenen protein miktarında herhangi bir değişim  olmadığı gözlemlenmiştir (CALIS, 

2002,CARRASCOSA, 2003,FERNANDEZ-CARBALLIDO, 2004). 

Hazırlanan model protein IgG yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin yükleme verimliliği 

(%74.32 ± 3.45) IgG yüklü PCL mikrokürelerin protein yükleme verimliliğinden (%54 ± 1.32) 

belirgin olarak yüksek yüksek çıkmıştır. Zhou ve ark. yaptığı bir çalışmada (ZHOU, 2003), çeşitli 

monomer oranlarında sentezlenen PEG-PCL kopolimerleri ile hazırlanan mikrokürelere ve PCL 

mikrokürelere model protein olarak insan serum albumin yüklenmiş ve mikrokürelerin boyut ve 

protein yükleme verimlilikleri incelenmiştir. Elde edilen sonuçlara göre, PCL mikrokürelerin 

yükleme verimliliği %25.8 olarak gözlemlenirken PEG-PCL kopolimerleri ile hazırlanan 

mikrokürelerin yükleme verimlilikleri %35.4 ile %50.1 aralığında değişmiştir. Elde ettikleri 

sonuçlara göre, PEG-PCL kopolimerleri ile hazırlanan mikrokürelerin protein yükleme 

verimliliklerindeki  artışın yapıya dahil olan hidrofilik PEG segmentinin hidrofobik polimer ve 

protein arasındaki etkileşimi geliştirmesi sonucu gözlemlendiğini sonucuna varmışlardır. Diğer 

bir çalışmada da, çeşitli oranlarda sentezlenen MPEG-PCL diblok kopolimerleri PCL polimeri ile 

karıştırılarak cytarabin yüklü mikroküreler hazırlanmıştır (DIAB, 2010). Hazırlanan bu 

mikrokürelerin protein yükleme verimlilikleri PCL mikrokürelerin yükleme verimliliği ile 

karşılaştırıldığında, MPEG-PCL eklenerek hazırlanan PCL mikrokürelerin yükleme verimliliği 

%1.57-13.5 aralığında gözlemlenirken PCL mikrokürelerin yükleme verimliliği %1.3 civarında 

gözlemlenmiştir. İki basamaklı emülsiyon yöntemiyle hazırlanan mikrokürelerin yapısında 

bulunan MPEG segmenti iç su fazına doğru dönerek polimer matriksin hidrofilikliğini azaltmış ve 

hidrofilik yapıda olan proteinlerin polimer yapının iç kısmına doğru gitmesine neden olmuştur. 

 

 

 

 

 

 



73 
 

2.3.2. Yüzey Morfolojisi 

 

SEM analizi sonucunda, hazırlanan IgG yüklü PCL mikrokürelerin küre şeklinde homojen 

bir dağılıma sahip oldukları gözlemlenmiştir. Ayrıca, hazırlanan mikrokürelerin gözeneksiz bir 

yüzeye sahip oldukları görülmüştür (Şekil 17A,17C ve 17D). Gama sterilizasyonu yapılmış ve 

yapılmamış IgG yüklü PCL mikrokürelerin yüzey morfoloji özellikleri incelendiğinde yüzey 

morfoloji özelliklerinde belirgin bir değişikliğe rastlanmamıştır (Şekil 17C ve 17D). Hazırlanan 

IgG yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin küre şekline sahip oldukları gözlemlenmiştir (Şekil 

17B, 17E ve 17F). Gama sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış PEG-PCL-PEG mikrokürelerin 

yüzey morfolojileri incelendiğinde ise yine belirgin bir değişikliğe rastlanmamıştır (Şekil 17E ve 

17F). Literatürdeki bir çalışmada benzer şekilde gama ışımasının IGF-I (insulin like growth 

factor) yüklü PLGA mikrokürelerin yüzey morfoloji özelliklerinde herhangi bir değişime neden 

olmadığı gözlenmiştir (CARRASCOSA, 2003). Carballido ve ark.nın (FERNANDEZ-

CARBALLIDO, 2004) yaptığı benzer bir çalışmada gama sterilizasyonu sonrasında ibuprofen 

yüklü PLGA mikrokürelerin yüzey morfoloji özelliklerinde yüzey morfolojisi özelliklerinde 

herhangi bir değişime rastlanmamıştır. 
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(A) 

 

 
(B) 

 
(C) 

 

 
(D) 

 

(E) 

 

(F) 

Şekil 17. Hazırlanan IgG yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin SEM görüntüleri A) 

Gama sterilizasyonu yapılmamış PCL mikrokürelerin genel görüntüsü; B) Gama sterilizasyonu 

yapılmamış PEG-PCL-PEG mikrokürelerin genel görüntüsü; C) Gama sterilizasyonu 

yapılmamış PCL mikrokürenin yüzey görüntüsü; D) Gama sterilizasyonu yapılmış  PCL 

mikrokürenin yüzey görüntüsü; E) Gama sterilizasyonu yapılmamış PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerin yüzey görüntüsü; F) Gama sterilizasyonu yapılmış PEG-PCL-PEG mikrokürelerin 

yüzey görüntüsü 
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2.3.3. Boyut Analizi 

 

Gama sterilizasyonunun, hazırlanan model protein (IgG) yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerin parçacık boyutu ve boyut dağılımına etkisi incelenmiştir. Projenin ilk 

dönemlerinde, IgG yüklü PCL mikrokürelerin gama sterilizasyonu öncesinde ve sonrasında 

ortalama parçacık büyüklüğü dinamik ışık saçılım spektrofotometresi (DLS) kullanılarak 

ölçülmüştür (Şekil 18). Bu analiz sonucunda, gama sterilizasyonu sonrasında mikrokürelerin 

boyutunda bir artış görülmüştür. Gama ışıması ile sterilizasyon yapılmamış mikrokürelerin 

boyutları 1,484 – 2,397 µm aralığında değişirken gama ışıması ile sterilizasyon yapılmış 

mikrokürelerin boyutları 2.389 – 6,236 µm aralığında değişmektedir. Bu artışın, gama 

sterilizasyonu sonrası agregat oluşumuna bağlı olarak gözlemlendiği düşünülmüştür. Montanari 

ve ark. (MONTANARI, 1996)yaptığı bir çalışmada da, 25 kGy gama ışıması ile sterilize edilen 

PLGA mikrokürelerin ortalama çapları gama ışımasından sonra % 80 oranında artmıştır ve bu 

artışın mikrokürelerin ışıma sırasında agregat oluşturmasına bağlı olduğu gösterilmektedir. 

Fakat, hazırlanan IgG yüklü PCL mikrokürelerin gama öncesi ve sonrası SEM görüntüleri 

karşılaştırıldığında (Şekil 17) gama sterilizasyonu öncesindeki mikroküre boyutlarının DLS ile 

ölçülen değer (1.484 - 2.397 µm) kadar düşük bir aralıkta olmadığı ve gama sterilizasyonu 

yapılmış ve yapılmamış mikrokürelerin boyutları arasında belirgin bir fark olmadığı 

gözlemlenmiştir. DLS analizinde boyutun daha küçük aralıkta okunmasının nedeni, mikroküre 

süspansiyonundaki  büyük mikrokürelerin zamanla çökmesi sonucu sadece süspansiyonda 

kalan daha küçük mikrokürelerin neden olduğu ışık saçılmalarının okunmasına bağlı olduğu 

düşünülmektedir. Bu sebeple, IgG yüklü PCL mikrokürelerin gama sterilizasyonu öncesinde ve 

sonrasında ortalama parçacık büyüklüğü dağılımlarındaki değişimleri incelemek için literatürde 

sıkça kullanılan bir diğer yöntem olan SEM görüntülerinden boyut analizi bu rapor döneminde 

kullanılmıştır (WU, 2009,CARPENEDO, 2010,RAJAPAKSA, 2010). Bu analiz sonucunda, 

mikrokürelerin parçacık boyut dağılımını göstermek için eşit aralıklarla oluşturulmuş mikroküre 

boyutuna karşı yüzde mikroküre oran histogram ve kümülatif mikroküre yüzde oran eğrileri 

oluşturulmuştur (Şekil 19). Ayrıca, hazırlanan mikrokürelere ait parçacık boyut ölçüm 

parametreleri de belirlenmiştir (Tablo 10). Gama ile sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış IgG 

yüklü PCL mikrokürelerin parçacık boyutları karşılaştırıldığında gama sterilizasyonu sonrasında 

parçacık boyutunda belirgin bir değişim olmamıştır (p > 0.05). Benzer şekilde, gama ile 

sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış IgG yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin parçacık 

boyutları karşılaştırıldığında gama sterilizasyonu sonrasında parçacık boyutunda belirgin bir 
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değişim olmamıştır (p > 0.05).  Carrascosa ve ark.nın (CARRASCOSA, 2003) yaptığı benzer bir 

çalışmada gama sterilizasyonu sonrasında insülin-benzeri büyüme faktörü (IGF-1) yüklü PLGA 

mikrokürelerinin ortalama boyutunda herhangi bir değişime rastlanmamıştır. 

 

 

(A) 

 

(B) 

Şekil 18. IgG yüklü PCL mikrokürelerin parçacık boyut dağılımı (A) Gama sterilizasyonu 

yapılmamış mikroküreler, (B) Gama sterilizasyonu yapılmış mikroküreler 
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(A) (B) 

 

(C) 

 

(D) 

Şekil 19. Gama sterilizasyonu yapılmamış (A) ve gama sterilizasyonu yapılmış (B) IgG yüklü 

PCL mikroküreler ve gama sterilizasyonu yapılmamış (C) ve gama sterilizasyonu yapılmış (D) 

IgG yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelein parçacık boyut dağılımını gösteren histogram ve 

%kümülatif mikroküre eğrileri 
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Tablo 10. Gama sterilizasyonu yapılmamış ve yapılmış IgG yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerin SEM görüntülerinden elde edilen parçacık boyut ölçüm değerleri  

 Ortalama Parçacık 

Boyutu 

Mod Medyan 

 

Gama sterilizasyonu yapılmamış 

IgG yüklü PCL mikroküreler 

 

5.99 ± 0.12 μm 

 

4.16 μm 

 

5.41 μm 

Gama sterilizasyonu yapılmış IgG 

yüklü PCL mikroküreler 

5.79 ± 0.12 μm 3.47 μm 5.14 μm 

Gama sterilizasyonu yapılmamış 

IgG yüklü PEG-PCL-PEG 

mikroküreler 

6.05 ± 0.11 μm 3.88 μm 5.59 μm 

Gama sterilizasyonu yapılmış IgG 

yüklü PEG-PCL-PEG mikroküreler 

5.84 ± 0.10 μm 3.59 μm 5.34 μm 

Tüm gruplar birbirinden p ≤ 0.05 seviyesinde istatiksel olarak farklı bulunmamıştır. 

 

2.3.4. Salım Profili 

 

Salım profili, proteinlerin tedavi amaçlı uygulamalarında kullanılmak üzere hazırlanan 

mikroküre sistemlerinin tasarımında kullanılan önemli bir parametredir. Mikrokürelerden in vitro 

koşullarda ortama salınan protein miktarları sistemin in vivo koşullarda davranışı için ön bilgiler 

sağlamaktadır. Bu projede, en az 3 ay kontrollü salım sağlayacak bir biyoaktif ajan yüklü 

mikroküre sistemi geliştirilmesi hedeflenmiştir. Projenin ilk zamanlarında, mikrokürelerden 

ortama çıkan toplam protein miktarının tayinininde yüksek performans sıvı kromatografisi 

(HPLC) denenmiştir. PCL mikrokürelerden ortama çıkan IgG protein miktarının HPLC yöntemi 

ile belirleyebilmek için belli konsantrasyonlarda, salım ortamı içinde hazırlanan IgG standart 

çözeltilerinin HPLC kromatogramlarındaki tepe alanları hesaplanarak kalibrasyon eğrisi 

oluşturulmuştur (Şekil 20). Bu kalibrasyon eğrisi oluşturulurken, 5 µg/ml IgG 

konsantrasyonundan yüksek konsantrasyonlarda okuma yapılabilirken 5 µg/ml IgG 

konsantrasyonundan düşük konsantrasyonlarda 10. dakikada  beklenen IgG tepe noktası 

gözlemlenmemiştir (Şekil 21A). Benzer bir şekilde salım çalışmaları sonrasında incelenen 

örneklerde de IgG tepe noktası gözlemlenmemiştir (Şekil 21C). Ancak salım örnekleri BCA 
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yöntemi ile incelendiğinde  salım örneklerinin 5 ug/ml IgG konsantrasyonundan düşük 

değerlerde olduğu görülmüştür. Bu nedenle, HPLC yöntemi, projenin ilerleyen aşamalarında 

salım örneklerinin analizi için kullanılmamıştır.  

 

y = 944,59x - 282,05

R2 = 0,9993
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Şekil 20. Salım çalışmaları için HPLC yöntemi ile oluşturulan IgG kalibrasyon eğrisi  
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(A) 1 µg/ml 

 

(B) 5 µg/ml 

 

(C) Salım Örneği 

Şekil 21. Farklı konsantrasyonlarda ve salım çalışması sonrası gözlemlenen HPLC 

kromatogramları 

 

 



81 
 

Salım çalışmaları sırasında PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama salınan IgG 

protein miktarını belirleyebilmek için belli konsantrasyonlarda salım ortamı içinde IgG standart 

çözeltileri hazırlandıktan sonra BCA metodu kullanılarak kalibrasyon eğrisi oluşturulmuştur 

(Şekil 22). Ortama salınan protein miktarları mikrokürelerin BCA yöntemiyle belirlenen protein 

yükleme verimliliğine bölünerek salım sırasında ortama çıkan %kümülatif protein miktarları 

belirlenmiştir (Şekil 23). Ayrıca, salım sırasında 1 miligram mikroküreden zamanla ortama çıkan 

proteinin mikrogram cinsinden miktarları da belirlenmiştir (Şekil 24). Gama sterilizasyonu 

yapılmış ve yapılmamış IgG yüklü PEG-PCL-PEG mikroküreler ve IgG yüklü PCL 

mikrokürelerden 6. saatte, 7. Günde ve 90. günde ortama çıkan toplam protein miktarları Tablo 

11’de karşılaştırılmıştır. 
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Şekil 22. Salım çalışmaları için BCA analizinde kullanılan IgG kalibrasyon eğrisi 
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Şekil 23. IgG yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin BCA yöntemi ile incelenen 3 aylık 

salım profilleri Δ gama sterilizasyonu yapılmamış IgG yüklü PCL mikroküreler; o gama 

sterilizasyonu yapılmış IgG yüklü PCL mikroküreler; ▲ gama sterilizasyonu yapılmamış IgG 

yüklü PEG-PCL-PEG mikroküreler; ● gama sterilizasyonu yapılmış IgG yüklü PEG-PCL-PEG 

mikroküreler 

 

 



83 
 

 

Şekil 24. IgG yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin BCA yöntemi ile incelenen 3 aylık mg 

mikroküre başına ortama çıkan μg ilaç salım profilleri Δ gama sterilizasyonu yapılmamış IgG 

yüklü PCL mikroküreler; o gama sterilizasyonu yapılmış IgG yüklü PCL mikroküreler; ▲ gama 

sterilizasyonu yapılmamış IgG yüklü PEG-PCL-PEG mikroküreler; ● gama sterilizasyonu 

yapılmış IgG yüklü PEG-PCL-PEG mikroküreler 
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Tablo 11. Gama sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden 

farklı zamanlarda ortama çıkan BCA yöntemi ile belirlenen IgG miktarları 

 Kümülatif Salım, %  ug  IgG / mg mikroküre 

    

 6. saat 7. gün 90. gün 6. saat 7. gün 90. gün 

 

Gama 

sterilizasyonu 

yapılmamış IgG 

yüklü PCL 

mikroküreler 

 

2.51 ± 0.37 

> 

 

19.55 ± 0.83 

*,> 

 

77.81 ± 1.58 

 

0.13 ± 0.01 

 

1.01 ± 0.16 

*,> 

 

4.01 ± 0.32 

> 

       

Gama 

sterilizasyonu 

yapılmış IgG yüklü 

PCL mikroküreler 

2.51 ± 0.80 

# 

18.69 ± 0.82 

#,< 

75.93 ± 1.61 

# 

0.13 ± 0.05 0.96 ± 0.14 

#,< 

3.53 ± 0.38 

#,< 

       

Gama 

sterilizasyonu 

yapılmamış IgG 

yüklü PEG-PCL-

PEG mikroküreler 

2.25 ± 0.38 

^ 

28.60 ± 3.42 

*,< 

66.03 ± 4.89 

^ 

0.14 ± 0.02 2.37 ± 0.40 

*,< 

4.45 ± 0.77 

< 

 

Gama 

sterilizasyonu 

yapılmış IgG yüklü 

PEG-PCL-PCL 

mikroküreler  

 

3.75 ± 0.45 

^,#,> 

 

27.32 ± 5.34 

>,# 

 

77.58 ± 4.00 

#,^ 

 

0.13 ± 0.02 

 

2.47 ± 0.31 

#,> 

 

6.83 ± 1.12 

#,> 

* Gama sterilizasyonu yapılmamış PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama çıkan aynı zaman 

dilimindeki IgG miktarları arasındaki belirgin farkları  göstermektedir  (p ≤ 0.05) 

# Gama sterilizasyonu yapılmış PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama çıkan aynı zaman dilimindeki 

IgG miktarları arasındaki belirgin farkları  göstermektedir  (p ≤ 0.05)  

^ Gama sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama çıkan aynı zaman 

dilimindeki IgG miktarları arasındaki belirgin farkları  göstermektedir  (p ≤ 0.05) 

> Gama sterilizasyonu yapılmamış PCL ve gama sterilizasyonu yapılmış PEG-PCL-PEG mikrokürelerden 

ortama çıkan aynı zaman dilimindeki IgG miktarları arasındaki belirgin farkları  göstermektedir  (p ≤ 0.05) 

< Gama sterilizasyonu yapılmış PCL ve gama sterilizasyonu yapılmamış PEG-PCL-PEG mikrokürelerden 

ortama çıkan aynı zaman dilimindeki IgG miktarları arasındaki belirgin farkları  göstermektedir  (p ≤ 0.05) 



85 
 

Gama sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden 3 

aylık kümülatif protein salımlarının benzer bir profile sahip olduğu gözlemlenmiştir (Şekiller 23 

ve 24). Salım çalışmalarında elde edilen sonuçlar, SEM analizi sonuçları ile uyumluluk 

göstermektedir. Mikrokürelerin  yüzey morfolojileri incelendiğinde gama sterilizasyonunun yüzey 

morfoloji özelliklerinde belirgin bir değişikliğe neden olmadığı gözlemlenmiştir. Mikrokürelerin 

yüzey morfoloji özellikleri (özellikle yüzey gözeneklilik) ilaç salımını etkileyen önemli bir 

parametredir (GITEAU, 2008). Yüzeyde gözeneklilik arttıkça ilacın ortama salım hızı 

artmaktadır. Literatürdeki bir çalışmada da gama sterilizasyonunun PLGA mikrokürelerden 

ortama salınan ibuprofenin salım kinetiğine ve yüzey morfolojisine etki etmediği gözlemlenmiştir 

(FERNANDEZ-CARBALLIDO, 2004). Salım sonuçlarına bakıldığında ilk 6 saatte gama 

sterilizasyonu yapılmış PEG-PCL-PEG mikrokürelerden salım ortamına çıkan IgG miktarı diğer 

mikroküre gruplarından salım ortamına çıkan IgG miktarlarından belirgin olarak yüksek çıkmıştır 

(p ≤ 0.05). Fakat, 6. saatte mg mikroküre başına salım ortama çıkan μg ilaç miktarları arasında 

belirgin bir fark gözlemlenmemiştir (p > 0.05). İlk 6 saatte, gama sterilizasyonu yapılmış veya 

yapılmamış PCL mikrokürelerden ortama salınan protein miktarında belirgin bir fark 

gözlemlenmemiştir (p > 0.05). Fakat, gama sterilizasyonu yapılmış veya yapılmamış PEG-PCL-

PEG mikrokürelerden ortama salınan protein miktarı arasında belirgin bir fark görülmüştür (p ≤ 

0.05). 7. günde mikrokürelerden ortama kümülatif protein yüzdesi ve mg mikroküre başına salım 

ortama çıkan μg ilaç miktarları karşılaştırıldığında gama sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış 

PCL mikrokürelerden salım ortama çıkan protein miktarları gama sterilizasyonu yapılmış ve 

yapılmamış PEG-PCL-PEG mikrokürelerden salım ortamına çıkan protein miktarlarından 

belirgin olarak düşük bulunmuştur (p ≤ 0.05). 90 günlük salım süresinin sonunda, gama 

sterilizasyonu yapılmış PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama salınan IgG miktarı, gama 

sterilizasyonu yapılmış PCL ve gama sterilizasyonu yapılmamış PEG-PCL-PEG mikroküre 

gruplarından salım ortamına çıkan IgG miktarlarından belirgin olarak yüksek çıkmıştır (p ≤ 0.05). 

Fakat, gama sterilizasyonu yapılmamış PCL mikrokürelerden ortama salınan protein miktarı ve 

gama sterilizasyonu yapılmış PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama salınan IgG miktarı 

arasında belirgin bir fark gözlemlenmemiştir (p > 0.05). Oldukça kristalin yapıda ve hidrofobik 

olmasından dolayı PCL’in bozunma süresi yavaştır (PRABHAKAR, 2005). Polietilen glikol 

(PEG) gibi hidrofilik segmentlerin PCL zinciri ile kopolimerizasyonu veya PCL zincirine 

eklenmesi sonucu hidrofobik özellik değiştirilerek PCL’in biyobozunurluğu geliştirilebilmektedir 

(HA, 1999,DAS, 2000,KIM M.S., 2006). Polimer matriks yapısına eklenen PEG polimer ve 

protein arasındaki hidrofobik etkileşimleri düşürmektedir. Ayrıca, yapıdaki PEG zincirleri suyun 

taşıma sisteminin içine daha kolay girmesini sağlayarak polimer matriksin erozyona uğramasına 
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neden olmaktadır. Bu nedenlerle, PEG-PCL-PEG mikrokürelerden salım ortamına protein çıkışı 

PCL mikrokürelerden salım ortamına protein çıkışına oranla daha hızlı olduğu düşünülmektedir. 

Benzer bir çalışmada, MPEG-PLA kopolimeri sentezlenerek hazırlanan nanoparçacıklardan 

salım ortamına çıkan ilaç (paklitaksel) miktarı, PLA nanoparçacıklardan salım ortamına çıkan 

ilaç miktarına oranla daha yüksek bulunmuştur (DONG, 2004). İlk 7 gün, ilacın % 85’i MPEG-

PLA nanoparçacıklardan salım ortamına çıkarken PLA nanoparçacıklardan salım ortamına 1 

ayda ilacın %30’u çıkabilmiştir.  Kim ve Bae’nin yaptığı bir çalışmada (KIM, 2004), iki basamaklı 

emülsiyon yöntemi kullanılarak albumin yüklü PEG-PCL ve PEG-PLLA mikroküreler 

hazırlanmıştır. Sentezlenen PEG-PCL ve PEG-PLLA kopolimerlerinde hidrofilik PEG segment 

oranı arttırıldıkça ortama çıkan albumin miktarının da arttığı gözlemlenmiştir. Mikrokürelerin 

hidrofilik özelliği arttıkça su tutma oranı artacağından bu mikrokürelerden salım ortamına daha 

hızlı bir şekilde protein çıkmıştır. 

 

2.3.5. IgG Biyoaktivitesi 

 

PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden farklı zamanlarda ortama çıkan IgG proteinin 

biyoaktivitesinin korunup korunmadığını ölçmek için 90 gün boyunca farklı zamanlarda elde 

edilen salım örnekleri enzime bağlı immünosorban (ELİZA) testi ile incelenmiştir. IgG yüklü PCL 

ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama salınan biyolojik olarak aktif IgG protein miktarları 

BCA yöntemiyle belirlenen protein yükleme miktarlarına bölünerek salım sırasında ortama çıkan 

%kümülatif protein miktarları belirlenmiştir (Şekil 25). Ayrıca, salım sırasında 1 miligram 

mikroküreden zamanla ortama çıkan proteinin mikrogram cinsinden miktarları da belirlenmiştir 

(Şekil 26). 

ELIZA yöntemiyle incelenen salım örneklerinde (Şekiller 25 ve 26) 90 gün boyunca PCL 

ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama salınan protein miktarlarının BCA yöntemi ile 

(Şekiller 23 ve 24) gözlemlenen miktarlardan daha düşük olduğu gözlemlenmiştir. BCA 

yönteminde, iki farklı tepkime yer almaktadır. İlk aşamada, Cu2+ iyonları proteinlerin peptid 

bağları ile etkileşerek Cu+ iyonlarına dönüşmektedir. Daha sonra oluşan Cu+ iyonları BCA ile 

etkileşerek 562 nm’de abzorbans veren mor renkli ürün oluşumuna neden olmaktadır. Bu 

nedenle, bu renkli ürünün oluşması için ortamda peptid bağlarının olması yeterlidir ve bu 

yöntem proteinin üç boyutlu yapısının korunmasına bağlı değildir. Bu yöntem ile ortamda 

bulunan  biyoaktifliğini kaybetmiş ve kaybetmemiş bütün protein miktarı (total protein) 
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belirlenmektedir. Fakat, ELIZA yöntemi ise özgül antijen-antikor bağlanmasına dayanmaktadır 

ve ortamdaki biyoaktivitesini koruyan protein miktarlarını ölçmektedir. Bu nedenle, ELİZA testi 

ile okunan protein miktarları BCA yöntemiyle okunan değerlere göre daha düşük okunmuştur. 

 

 

 

Şekil 25. IgG yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin ELİZA yöntemi ile incelenen 3 aylık 

salım profilleri Δ gama sterilizasyonu yapılmamış IgG yüklü PCL mikroküreler; o gama 

sterilizasyonu yapılmış IgG yüklü PCL mikroküreler; ▲ gama sterilizasyonu yapılmamış IgG 

yüklü PEG-PCL-PEG mikroküreler; ● gama sterilizasyonu yapılmış IgG yüklü PEG-PCL-PEG 

mikroküreler 
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Şekil 26. IgG yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin ELİZA yöntemi ile incelenen 3 aylık mg 

mikroküre başına ortama çıkan μg ilaç salım profilleri Δ gama sterilizasyonu yapılmamış IgG 

yüklü PCL mikroküreler; o gama sterilizasyonu yapılmış IgG yüklü PCL mikroküreler; ▲ gama 

sterilizasyonu yapılmamış IgG yüklü PEG-PCL-PEG mikroküreler; ● gama sterilizasyonu 

yapılmış IgG yüklü PEG-PCL-PEG mikroküreler 

 

Gama sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış IgG yüklü PEG-PCL-PEG ve PCL 

mikrokürelerden 6. Saatte, 7.günde ve 90. günde ortama çıkan biyolojik aktivitesini korumuş 

protein miktarları Tablo 12’de karşılaştırılmıştır. 6 saatlik ve 7 günlük salım sonuçlarına 

bakıldığında, gama sterilizasyonu yapılmış PCL mikrokürelerden salım ortamına çıkan IgG 

miktarı diğer mikroküre gruplarından salım ortamına çıkan IgG miktarlarından belirgin olarak 

düşük bulunmuştur (p ≤ 0.05). PCL mikrokürelerin aksine, gama sterilizasyonu sonrasında 

PEG-PCL-PEG mikrokürelerden salım ortamına çıkan biyolojik olarak aktif proteinin miktarında 

belirgin bir değişim gözlemlenmemiştir (p > 0.05). Bölüm 2.2.4’de bahsedildiği gibi, hidrofilik 

PEG segmentinin PCL zinciri ile kopolimerizasyonu sonucu PCL’in hidrofilik yapısı değiştirilerek 
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bozunma süresi değişmiştir. Bu nedenle, PEG-PCL-PEG mikrokürelerden salım ortamına 

protein çıkışı PCL mikrokürelerden salım ortamına protein çıkışına oranla daha hızlı olduğu 

düşünülmektedir. Salım ortamına daha çok protein çıktığı için ortamdaki biyolojik olarak aktif 

protein miktarı da artmıştır. Ayrıca, mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılan kopolimerin 

yapısındaki PEG zincirlerinin proteinin kararlılığını koruduğu düşünülmektedir. Péan ve ark. 

(PEAN, 1999) yaptığı bir çalışmada sinir büyüme fakötürü (NGF) yüklü PLGA mikrokürelerin 

hazırlanma basamağında iç organik faza PEG400 eklenerek yüklenen proteinin kararlılığının 

korunması sağlanmıştır. Sisteme eklenen PEG molekülü NGF’nin emülsiyon sırasında organik 

faz ile etkileşmesini engelleyerek NGF’nin denatüre olmasını engellemiştir. Ayrıca, kovalent 

olarak yüzeye bağlanan PEG zincirleri hidrofobik polimer yüzeyini maskeleyerek peptit ve 

proteinlerin adzorpsiyonunu azaltmakta ve in vivo kararlığını arttırmaktadır (STOLNIK, 

1994,LUCKE, 2000). 7. ve 90. günde, gama sterilizasyonu yapılmış PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikroküreler karşılaştırıldığında ise, PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama salım ortamına 

çıkan biyolojik olarak aktif proteinin miktarı PCL mikrokürelerden salım ortamına çıkan IgG 

miktarından belirgin olarak yüksek bulunmuştur (p ≤ 0.05). Bu nedenle, PEG zincirinin gama 

sterilizasyonu sırasında protein yapısını koruduğu düşünülmektedir. 
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Tablo 12. Gama sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden 

farklı zamanlarda ortama çıkan ELİZA yöntemi ile belirlenen IgG miktarları 

 

 Kümülatif Salım, %  ug IgG / mg mikroküre 

    

 6. saat 7. gün 90. gün 6. saat 7. gün 90. gün 

 

Gama 

sterilizasyonu 

yapılmamış IgG 

yüklü PCL 

mikroküreler 

 

2.66 ± 0.14 

*,>,” 

 

 

10.12 ± 0.20 

*,” 

 

 

27.33 ± 0.25 

*,” 

 

0.14 ± 0.01 

” 

 

0.51 ± 0.04 

*,>,” 

 

1.38 ± 0.05 

*,> 

Gama 

sterilizasyonu 

yapılmış IgG yüklü 

PCL mikroküreler 

1.46 ± 0.03 

<,” 

4.01 ± 0.05 

#,<,” 

27.52 ± 0.38 

<,” 

0.08 ± 0.002 

#,<,” 

0.20 ± 0.01 

#,<,” 

1.42 ± 0.09 

#,< 

       

Gama 

sterilizasyonu 

yapılmamış IgG 

yüklü PEG-PCL-

PEG mikroküreler 

2.19 ± 0.10 

*,< 

 

11.36 ± 0.09 

*,< 

35.73 ± 0.15 

*,^,< 

0.13 ± 0.004 

< 

0.70 ± 0.01 

*,< 

2.19 ± 0.06 

*,< 

 

Gama 

sterilizasyonu 

yapılmış IgG yüklü 

PEG-PCL-PEG 

mikroküreler  

 

1.73 ± 0.47 

> 

 

10.35 ± 1.41 

# 

 

33.69 ± 1.80 

^ 

 

0.11 ± 0.03 

# 

 

0.63 ± 0.07 

#,> 

 

2.06 ± 0.10 

#,> 

* Gama sterilizasyonu yapılmamış PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama çıkan aynı zaman dilimindeki IgG 

miktarları arasındaki belirgin farkları  göstermektedir  (p ≤ 0.05) 

# Gama sterilizasyonu yapılmış PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama çıkan aynı zaman dilimindeki IgG miktarları 

arasındaki belirgin farkları  göstermektedir  (p ≤ 0.05)  

^ Gama sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama çıkan aynı zaman dilimindeki IgG 

miktarları arasındaki belirgin farkları  göstermektedir  (p ≤ 0.05) 

> Gama sterilizasyonu yapılmamış PCL ve gama sterilizasyonu yapılmış PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama çıkan aynı 

zaman dilimindeki IgG miktarları arasındaki belirgin farkları  göstermektedir  (p ≤ 0.05) 

< Gama sterilizasyonu yapılmış PCL ve gama sterilizasyonu yapılmamış PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama çıkan aynı 

zaman dilimindeki IgG miktarları arasındaki belirgin farkları  göstermektedir  (p ≤ 0.05) 

“ Gama sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama çıkan aynı zaman dilimindeki IgG 

miktarları arasındaki belirgin farkları  göstermektedir  (p ≤ 0.05) 
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ELİZA yöntemi ile belirlenen farklı zamanlarda ortama çıkan protein miktarlarının BCA 

yöntemi ile gözlemlenen miktarlara oranları da Tablo 13’te verilmiştir. Bu sonuçlar 

incelendiğinde, gama sterilizasyonu yapılmamış PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ilk 6 

saatte ortama salınan  IgG proteininin biyoaktivitesinin büyük kısmı korunurken gama 

sterilizasyonu yapılmış PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama salınan  IgG proteininin 

biyoaktivitesinin %58’i ve %46’sı korunabilmiştir. 7 günlük salım örnekleri incelendiğinde ise 

gama sterilizasyonu yapılmamış PCL mikrokürelerden ortama çıkan proteinin %52’si 

biyoaktivitesini korurken gama sterilizasyonu yapılan PCL mikrokürelerde ortama çıkan proteinin 

%22’si biyoaktivitesini korumaktadır. Fakat, gama sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış PEG-

PCL-PEG mikrokürelerden ortama çıkan protein miktarları arasında bir fark gözlemlenmemiştir. 

Ayrıca, 90 günlük salım sonunda gama sterilizasyonu yapılmamış PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerden ortama çıkan proteinin %38 ve %54’ü biyoaktivitesini korurken gama 

sterilizasyonu yapılan PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama çıkan proteinin %36’sı ve 

%44’ü korunabilmiştir. PEG-PCL-PEG yapısındaki PEG zincirleri proteinin kararlılığının 

korunmasını sağladığı düşünülmektedir. Wang ve ark. (WANG, 2004)tarafından yapılan bir 

çalışmada IgG iki basamaklı w/o/w emülsiyon (water-in-oil-in- water) veya s/o/w (solid-in-oil-in-

water) emulsiyon yöntemleri kullanılarak PLGA mikrokürelere hapsedilmiştir. Bu çalışmada, ilk 

salım örnekleri (initial burst) ELIZA yöntemiyle incelendiğinde s/o/w emülsiyonu ile hazırlanan 

mikrokürelerden ortama çıkan proteinin %37’si biyoaktifliğini korurken w/o/w emülsiyonu ile 

hazırlanan mikrokürelerden ortama çıkan proteinin sadece % 20’sinin biyoaktifliğini koruduğunu 

gözlemlemişlerdir. Bu projede ise, 3 ay sonunda salınan IgG miktarları incelendiğinde gama 

sterilizasyonu yapılmamış PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerde ortama çıkan proteinin %38 

ve %54’ü biyoaktivitesini korurken gama sterilizasyonu yapılan PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerde ortama çıkan proteinin %36’sı ve %44’ü biyoaktivitesini korumaktadır. Projede 

hazırlanan IgG yüklü mikrokürelerden 3 ay sonunda gözlenen biyoaktivite kaybı Wang ve 

ark’nın ilk 6 saat salımda gözlemledikleri kayba eşdeğer veya daha azdır. Projede kullanılan 

mikroküre yöntemi protein biyoaktivite kaybını minimize etmektedir. 

 

 

. 
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Tablo 13. Gama sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden 

farklı zamanlarda ortama çıkan biyoaktif IgG miktarının (ELIZA yöntemiyle belirlenen) toplam 

salınan protein miktarına (BCA yöntemiyle belirlenen) oranı 

 Salınan biyoaktif protein miktarının  

salınan toplam proteine oranı 

6. saat 7. gün 90. gün 

Gama sterilizasyonu yapılmamış IgG 

yüklü PCL mikroküreler 

0.90 ± 0.02 >,” 

 

0.52 ± 0.03 *,>,” 

 

0.38 ± 0.04 * 

 

Gama sterilizasyonu yapılmış IgG yüklü 

PCL mikroküreler 

0.58 ± 0.03 #,<,” 

 

0.22 ± 0.01 #,<,” 

 

0.36 ± 0.02 < 

 

Gama sterilizasyonu yapılmamış IgG 

yüklü PEG-PCL-PEG mikroküreler 

0.99 ± 0.15 ^,< 

 

0.40 ± 0.05 *,< 

 

0.54 ± 0.04 *,< 

 

Gama sterilizasyonu yapılmış IgG yüklü 

PEG-PCL-PCL mikroküreler 

0.46 ± 0.08 #,^,> 

 

0.39 ± 0.07 #,> 

 

0.44 ± 0.04 

* Gama sterilizasyonu yapılmamış PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama çıkan aynı zaman dilimindeki salınan 

biyoaktif protein miktarının salınan toplam proteine oranları arasındaki belirgin farkları  göstermektedir  (p ≤ 0.05). 

# Gama sterilizasyonu yapılmış PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama çıkan aynı zaman dilimindeki salınan 

biyoaktif protein miktarının salınan toplam proteine oranları arasındaki belirgin farkları  göstermektedir  (p ≤ 0.05). 

^ Gama sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama çıkan aynı zaman dilimindeki 

salınan biyoaktif protein miktarının salınan toplam proteine oranları arasındaki belirgin farkları  göstermektedir  (p ≤ 0.05). 

> Gama sterilizasyonu yapılmamış PCL ve gama sterilizasyonu yapılmış PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama çıkan aynı 

zaman dilimindeki salınan biyoaktif protein miktarının salınan toplam proteine oranları arasındaki belirgin farkları  

göstermektedir  (p ≤ 0.05). 

< Gama sterilizasyonu yapılmış PCL ve gama sterilizasyonu yapılmamış PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama çıkan aynı 

zaman dilimindeki salınan biyoaktif protein miktarının salınan toplam proteine oranları arasındaki belirgin farkları  

göstermektedir  (p ≤ 0.05). 

“ Gama sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış PCL mikrokürelerden ortama çıkan aynı zaman dilimindeki salınan biyoaktif 

protein miktarının salınan toplam proteine oranları arasındaki belirgin farkları  göstermektedir  (p ≤ 0.05 
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2.3.6. Protein Kararlılığı 

 

Projenin ilk aşamalarında, salım sonrası proteinin kararlılığında herhangi bir değişim 

olup olmadığını incelemek için HPLC yöntemi kullanılmıştır. Bunun için, IgG yüklü PCL 

mikrokürelerden farklı zamanlarda alınan salım örneklerinin HPLC kromatogramları standart IgG 

çözeltilerinin kromatogramları ile karşılaştırılmıştır. Fakat, bu yöntemle sadece proteinin birincil 

yapısındaki değişimler incelenebildiği için projenin ilerleyen aşamalarında proteinin tersiyer ve 

sekonder yapısındaki bozulmaların incelenebildiği floresans ve FTIR spektrofotometresi 

yöntemleri salım sonrası proteinin kararlılığında herhangi bir değişim olup olmadığını incelemek 

için kullanılmıştır. 

Mikrokürelerden ortama çıkan proteinlerin tersiyer yapısındaki değişimleri incelemek için 

triptofana bağlı intrinsik floresans yöntemi kullanılmıştır. IgG molekülünde 11 triptofan ve 28 

tirosin rezidü bulunmaktadır. Hidrofobik bir amino asit olan triptofan katlanmış konformasyonda 

proteinin iç kısımlarında yer alır, ancak katlanmaların açılmasıyla (unfolding) yüzeye doğru 

çıkmaktadır. Bu durumda 335 nm’de görülen triptofan piki 345-380 nm aralığına doğru 

kaymaktadır (KIM J.H., 2005). Bu floresans yönteminin, salım ortamındaki proteinlerin 

yapısındaki değişimlerin incelenebilmesindeki etkinliğinin tayini için projenin ilk basamaklarında 

Tween 20 içeren salım ortamında belli konsantrasyonda hazırlanan IgG standard çözeltisi, boş 

Tween 20 içeren salım ortamı ve IgG yüklü PCL mikrokürelerin 6. saat salım örneklerinin 

floresans spekturumları karşılaştırılmıştır (Şekil 27). Ancak salım çalışmalarında mikrokürelerin 

birbirine yapışmasını ve salınan proteinin mikroküre yüzeyine adsorpsiyonunu engellemek 

amacıyla kullanılan Tween 20’nin IgG ile aynı dalga boyunda pik verdiği gözlemlenmiştir. Bu 

nedenle, projenin sonraki aşamalarında IgG yüklü PCL mikroküreler Tween 20 içermeyen fosfat 

tamponu ortamında çalkalamalı su banyosu içerisinde 37°C’de inkübe edilerek proteinin tersiyer 

yapısındaki tersiyer yapısındaki değişimlerin incelenmesi tekrar edilmiştir.  
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Şekil 27. Floresans Spekturumu (o: IgG stadard çözeltisi; : Tween 20 içeren salım ortamı; : 

protein içeren salım ortamı (6. saat)) 

 

Tween 20 içermeyen salım ortamında belli konsantrasyonlarda hazırlanan IgG standard 

çözeltileri (50 ng/ml, 1 µg/ml ve 50 µg/ml), Tween 20 içermeyen boş (mikroküre eklenmemiş) 

salım ortamı ve IgG yüklü PCL mikrokürelerin 6. saat salım örneklerinin floresans spektrumları 

Şekiller 28 - 30’da verilmiştir. IgG standard çözeltileri ve 6. saat salım örneklerinin floresans 

spektrumları karşılaştırıldığında maksimum triptofan floresans emisyon piki 330 nm‘de görülmüş 

ve salım örneklerinde triptofan floresans emisyon pikinde yukarı dalga boylarına herhangi bir 

kayma gözlemlenmemiştir. Floresans analizi sonucunda, PCL mikrokürelerden ortama çıkan 

IgG proteininin tersiyer yapısında belirgin bir değişiklik olmamıştır. Fakat, verilen 6 saatlik salım 

örneklerinin ELİZA yöntemi ile incelendiğinde (Bölüm 2.2.5 Tablo 13) gama sterilizasyonu 

yapılmamış mikrokürelerde ortama çıkan proteinin %90’ının ve gama sterilizasyonu yapılan 

mikrokürelerden ortama çıkan proteinin %58’inin biyoaktivitesini koruduğu görülmüştür. Gama 

sterilizasyonu yapılmış mikrokürelerden çıkan IgG üç boyutlu yapısında oluşan küçük 

değişiklikler nedeniyle ELİZA yönteminde antikorun liganda olan affinetesinde azalmalara neden 

olduğu ancak floreans kararlılık çalışmaları ile tam örtüşmediği gözlenmiştir. Floresans kararlılık 

okumalarında protein katlanma bölgelerinde olan triptofanların açığa çıkmadığı için belirgin 

değişikliklerin (örneğin maksimum emisyon dalga boyu kayması, floresans okuma değerleri) 
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gözlenemediği düşünülmektedir. Ayrıca, zamana bağlı olarak ortama çıkan proteinin 

biyoaktivitesi düşmüştür. Bunun nedeni, 37°C’deki çalkalamalı su banyosu fosfat tampon 

ortamında yapılan uzun süreli salım çalışmasında ortama çıkan proteinler deney ortamı 

yüzünden zamanla biyoaktivitelerini kaybetmektedir. Projenin ilerleyen aşamalarında, salım 

sonrası proteinin kararlılığında herhangi bir değişim olup olmadığını incelemek için diğer bir 

yöntem olan FT-IR analizi yöntemi kullanılmıştır.  

 

 

Şekil 28. 50 µg/ml IgG standard çözeltisinin (▼),1 µg/ml IgG standard çözeltisinin(■),50 ng/ml 

IgG standard çözeltisinin ve Tween 20 içermeyen salım ortamının (▲) floresans spektrumları 
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Şekil 29. Tween 20 içermeyen salım ortamının (▲) ve gama sterilizasyonu yapılmamış 

mikrokürelerin bekletildiği 6 saatlik salım ortamının (n=3; □, ∆,) floresans spektrumları 

 

 

 

Şekil 30. Tween 20 içermeyen salım ortamının (▲) ve gama sterilizasyonu yapılmış 

mikrokürelerin bekletildiği 6 saatlik salım ortamının (n=3; x, +, o) floresans spektrumları 
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Mikrokürelerden ortama çıkan proteinlerin sekonder yapısındaki değişimleri incelemek 

için  FT-IR analizi kullanılmıştır. Projenin ilk dönemlerinde, boş salım ortamının, gama 

sterilizasyonu yapılmamış PCL mikrokürelerin bekletildiği 6 saatlik salım ortamının ve gama 

sterilizasyonu yapılmış PCL mikrokürelerin bekletildiği 6 saatlik salım ortamının FTIR 

spektrumları alınarak karşılaştırılmıştır (Şekil 31). Boş salım ortamının spektrumu ile 6. saatteki 

salım ortamlarının spektrumları arasında fark gözlemlenmemiştir. FT-IR spektrumunda, PCL 

mikrokürelerden ortama çıkan proteinin düşük derişimde olması nedeniyle proteine ait pikler 

gözlemlenememiştir. Literatürdeki benzer bir çalışmada, PLGA mikrokapsüllere yüklenen 

insulinin yapısında oluşabilecek değişimler ekstraksiyon örneklerinin FT-IR analizi ile 

incelenmiştir (EMAMI, 2009). Bu sebeple, sonraki proje dönemlerinde, mikrokürelere yüklenen 

proteinin ikincil yapısındaki değişimleri incelemek için ekstrasiyon yapılmış örnekler FT-IR 

spektrofotometresi ile incelenmiştir. Ayrıca, standard IgG çözeltisinin ve ekstraksiyon 

prosedürüne uygulanan boş mikroküre örneklerinin de FT-IR spektrumları çekilerek sırasıyla 

pozitif ve negatif kontrol olarak kullanılmıştır. Ekstraksiyon ortamından alınan örneklerin FTIR 

spektrumları ile standard IgG çözeltisinin FT-IR spektrumlarındaki amid I bölgesinin (1720-1600 

cm-1) ikincil türevlendirmesi sonucu elde edilen spektrumlar proteinlerin ikincil yapısını 

incelemek için kullanılmıştır (JOVANONIC, 2008) (Şekil 32). 1656 cm-1 civarında gözlemlenen 

pik proteinin sekonder yapısındaki α-heliks karbonil gerilmesinden kaynaklanmaktadır (CAPAN, 

2003). Gama sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış mikrokürelerden ekstraksiyon ile ortama 

çıkarılmış IgG örneklerinin α-heliks yapısına ait piklerin dalgaboyunda herhangi belirgin bir 

kaymaya rastlanılmamıştır. PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelere yüklenen IgG üç boyutlu 

yapısının mikroküre hazırlama aşamalarından etkilenmemiştir. Fakat, pik şiddetlerinde IgG 

standart çözeltisine göre bir düşüş gözlemlenmiştir. DMSO ve alkalin baz içeren ekstraksiyon 

ortamına çıkan IgG proteinin sekonder yapısı etkilenerek pik şiddetinde bir azalmaya neden 

olduğu düşünülmektedir. 
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(A) 

 

(B) 

 

(C) 

Şekil 31. FTIR Spektrumları (A) Boş salım ortamı, (B) Gama sterilizasyonu yapılmamış PCL 

mikrokürelerin bekletildiği 6 saatlik salım ortamı, (C) Gama sterilizasyonu yapılmış PCL 

mikrokürelerin bekletildiği 6 saatlik salım ortamı 
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Şekil 32. Mikrokürelere yüklenen proteinin ikincil yapısındaki değişimlerin incelenmesi için gama 

sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ekstrakte edilen 

protein örneklerinin, pozitif ve negatif kontrolün amid I bölgesindeki ikincil türev grafikleri 

 

2.3.7. Protein Yüklü Mikroküreler için Bozunma (Degredasyon) Çalışması 

  

Polimer bazlı kontrollü ilaç salım sistemlerinde, ilacın sistemden ortama salım hızını 

belirleyen önemli parametrelerden biri de polimerin bozunma özellikleridir. Bu projede, yapısal 

bütünlüğünü en az 6 ay koruyan PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküre protein taşıma sistemlerinin 

hazırlanması hedeflenmiştir. Bozunma çalışması sonunda, 6 ay fosfat tampon ile inkübe edilen 

model protein IgG yüklü gama sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerin morfolojilerindeki , boyutlarındaki, kimyasal yapılarındaki ve moleküler 

ağırlıklarındaki değişim fosfat tampon ortamına konmamış gama sterilizasyonu yapılmış ve 
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yapılmamış mikrokürelerin özellikleri ile karşılaştırılmıştır. Ayrıca, fosfat tampon ile inkübasyon 

öncesinde ve sonrasında ortam pH’sının değişimi incelenmiştir. 

6 aylık bozunma çalışması sonunda, IgG yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin 

yüzey morfoloji özelliklerindeki değişimleri incelemek için SEM analizi yapılmıştır. 6 ay fosfat 

tampon ile inkübe edilen gama sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış mikrokürelerin yüzey 

morfolojilerindeki değişim fosfat tampon ile inkübe edilmemiş gama sterilizasyonu yapılmış ve 

yapılmamış mikrokürelerin yüzey morfolojileri ile karşılaştırılmıştır (Şekiller 33 ve 34). 6 ay 

inkübasyon öncesinde PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin gözeneksiz bir yüzey 

morfolojisine sahip oldukları gözlemlenmiştir. Fakat PCL mikroküreler PEG-PCL-PEG 

mikrokürelere oranla daha düzgün bir yüzey morfolojisi göstermiştir. 6 aylık inkübasyon 

sonunda, her iki mikroküre grubunun yüzeyinde bozulmaların oluşmasına karşın küre formunu 

korudukları gözlemlenmiştir (Şekil 33 ve Şekil 34). Gama sterilizasyonu yapılmış PEG-PCL-

PEG mikrokürelerin yüzeyinde 6 aylık inkübasyon sonunda diğer gruplara oranla daha belirgin 

bir değişim olmuştur (Şekil 34D).  
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(A) 

 

(B) 

 

(C) 

 

(D) 

Şekil 33. Hazırlanan IgG yüklü PCL mikrokürelerin bozunma çalışması öncesinde ve 

sonrasında SEM görüntüleri: A) Gama sterilizasyonu yapılmamış mikrokürelerin bozunma 

çalışması öncesinde yüzey görüntüsü, B) Gama sterilizasyonu yapılmış mikrokürelerin bozunma 

çalışması öncesinde yüzey görüntüsü, C) Gama sterilizasyonu yapılmamış mikrokürelerin 

bozunma çalışması sonrasında yüzey görüntüsü, D) Gama sterilizasyonu yapılmış 

mikrokürelerin bozunma çalışması sonrasında yüzey görüntüsü 
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(A) 

 

(B) 

 

(C) 

 

(D) 

Şekil 34. Hazırlanan IgG yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin bozunma çalışması öncesinde ve 

sonrasında SEM görüntüleri: A) Gama sterilizasyonu yapılmamış mikrokürelerin bozunma 

çalışması öncesinde yüzey görüntüsü, B) Gama sterilizasyonu yapılmış mikrokürelerin bozunma 

çalışması öncesinde yüzey görüntüsü, C) Gama sterilizasyonu yapılmamış mikrokürelerin 

bozunma çalışması sonrasında yüzey görüntüsü, D) Gama sterilizasyonu yapılmış 

mikrokürelerin bozunma çalışması sonrasında yüzey görüntüsü 

 

Projenin ilk aşamalarında, IgG yüklü PCL mikrokürelerin boyut ve boyut dağılımlarındaki 

değişimleri incelemek için 6 aylık bozunma çalışması sonunda DLS analizi yapılmıştır. DLS 

analizi sonucu gözlemlenen bozunma çalışması öncesi ve sonrası parçacık boyutları Tablo 

14’de verilmiştir. Bozunma çalışması öncesinde gama ışıması ile sterilizasyon yapılmamış PCL 

mikrokürelerin yarıçapları 1.484 – 2.397 μm aralığında değişirken gama ışıması ile sterilizasyon 

yapılmış mikrokürelerin boyutları 2.389 – 6.236 μm aralığında değişmektedir. Bozunma 

çalışması sonrasında ise gama ışıması ile sterilizasyon yapılmamış PCL mikrokürelerin 
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yarıçaplarının 1.562 – 2.639 μm aralığında değişirken gama ışıması ile sterilizasyon yapılmış 

mikrokürelerin boyutları 2.052 – 6.807 μm aralığında bulunmuştur. 6 aylık inkübasyon öncesi 

gama sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış IgG yüklü PCL mikrokürelerin parçaçık boyutları ve 

parçacık boyut dağılım eğrileri Bölüm 2.3.3’de verilmiştir. 6 aylık inkübasyon sonrası gama 

sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış IgG yüklü PCL mikrokürelerin parçaçık boyutları ve 

parçacık boyut dağılım eğrileri ise Şekil 35’de verilmiştir. DLS analizi sonucunda, 6 aylık 

bozunma çalışması sonunda mikrokürelerin boyutlarında belirgin bir değişim olmamıştır. Bölüm 

2.3.3’de belirtildiği gibi hazırlanan IgG yüklü PCL mikrokürelerin SEM görüntüleri ile DLS ile 

ölçülen boyut değeri arasında fark gözlemlendiğinden 6 aylık bozunma çalışması sonunda IgG 

yüklü PCL mikrokürelerin boyut ve boyut dağılımlarındaki değişimleri incelemek için SEM 

görüntülerinden boyut analizi projenin ilerleyen basamaklarında kullanılmıştır. Bu analizi sonucu 

gözlemlenen bozunma çalışması öncesi ve sonrası parçacık boyutları Tablo 15’de verilmiştir. 6 

aylık bozunma çalışması sonunda mikrokürelerin boyutlarında belirgin bir değişim olmamıştır. 6 

aylık bozunma çalışması sonunda mikrokürelerin boyutlarında belirgin bir değişim olmamıştır. 

 

Tablo 14. Bozunma çalışması öncesinde ve sonrasında gama sterilizasyonu yapılmış veya 

yapılmamış IgG yüklü PCL mikrokürelerin parçacık boyutları 

 Yarıçap (µm) Çap (µm) 

Gama sterilizasyonu yapılmamış 

mikroküreler (bozunma çalışması öncesi) 

1.484 – 2.397 2.968 – 4.794 

Gama sterilizasyonu yapılmış 

mikroküreler (bozunma çalışması öncesi) 

1.562 – 2.639 3.124 – 5.278 

Gama sterilizasyonu yapılmamış 

mikroküreler (bozunma çalışması sonrası) 

2.389 – 6.236 4.778 – 12.472 

Gama sterilizasyonu yapılmış 

mikroküreler (bozunma çalışması sonrası) 

2.052 – 6.807 4.104 – 13.614 
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(A) 

 

(B) 

Şekil 35. IgG yüklü PCL mikrokürelerin yarıçap boyut dağılımı (A) Gama sterilizasyonu 

yapılmamış mikroküreler, (B) Gama sterilizasyonu yapılmış mikroküreler 
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Tablo 15. Bozunma çalışması öncesinde ve sonrasında gama sterilizasyonu yapılmış veya 

yapılmamış IgG yüklü PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokürelerin parçacık boyutları 

 Ortalama Parçacık 

Boyutu 

Mod Medyan 

 

Gama sterilizasyonu yapılmamış 

IgG yüklü PCL mikroküreler 

(bozunma çalışması öncesi) 

 

5.99 ± 0.12 μm 

 

4.16 μm 

 

5.41 μm 

Gama sterilizasyonu yapılmış IgG 

yüklü PCL mikroküreler (bozunma 

çalışması öncesi) 

5.79 ± 0.12 μm 

 

3.47 μm 5.14 μm 

Gama sterilizasyonu yapılmamış 

IgG yüklü PEG-PCL-PEG 

mikroküreler (bozunma çalışması 

öncesi) 

6.05 ± 0.11 μm 

 

3.88 μm 5.59 μm 

Gama sterilizasyonu yapılmış IgG 

yüklü PEG-PCL-PEG mikroküreler 

(bozunma çalışması öncesi) 

5.84 ± 0.10 μm 3.59 μm 5.34 μm 

 

Gama sterilizasyonu yapılmamış 

IgG yüklü PCL mikroküreler 

(bozunma çalışması sonrası) 

 

5.89 ± 0.09 μm 

 

 

5.41 μm 

 

5.67 μm 

Gama sterilizasyonu yapılmış IgG 

yüklü PCL mikroküreler (bozunma 

çalışması sonrası) 

5.76 ± 0.10 μm 4.16 μm 5.4 μm 

Gama sterilizasyonu yapılmamış 

IgG yüklü PEG-PCL-PEG 

mikroküreler (bozunma çalışması 

sonrası) 

5.78 ± 0.09 μm 4.70 μm 5.54 μm 

Gama sterilizasyonu yapılmış IgG 

yüklü PEG-PCL-PEG mikroküreler 

(bozunma çalışması sonrası) 

5.61 ± 0.08 μm 

 

4.27 μm 5.32 μm 

Tüm gruplar birbirinden p ≤ 0.05 seviyesinde istatiksel olarak farklı bulunmamıştır. 
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6 ay salım ortamında bekletilmiş gama sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış IgG yüklü 

PCL mikrokürelerin FTIR spektrumları salım ortamında bekletilmemiş gama sterilizasyonu 

yapılmış ve yapılmamış IgG yüklü PCL mikrokürelerin FTIR spektrumları ile karşılaştırılarak 

bozunma çalışması sonunda mikrokürelerin kimyasal yapılarında oluşan değişimler 

incelenmiştir (Şekiller 36 ve 37). Salım ortamına konmamış gama sterilizasyonu yapılmış ve 

yapılmamış IgG yüklü PCL mikrokürelerin FTIR spektrumları arasında belirgin bir fark 

gözlemlenmemiştir (Şekil 36). Her iki spektrumda da PCL’in karakteristik pikleri (ELZEIN, 2004) 

olan 2949 cm-1 civarında gözlemlenen asimetrik CH2 gerilme piki, 2865 cm-1 civarında 

gözlemlenen simetrik CH2 gerilme piki, 1727 cm-1 civarında gözlemlenen karbonil gerilme piki, 

1293 cm-1 civarında gözlemlenen C-O ve C-C gerilme pikleri, 1240 cm-1 civarında gözlemlenen 

asimetrik C-O-C gerilme piki ve 1157 cm-1 civarında gözlemlenen C-O ve C-C gerilme pikleri 

gözlemlenmiştir. Mikrokürelerin bozunma çalışması sonrası FTIR spektrumlarında PCL’in 

karakteristik FTIR piklerine ek olarak 2360 , 2337, 1558.4 ve 668 cm-1 civarında yeni pikler 

gözlenmiştir. Bu pikler PCL’in bozunma ürünlerinden karbondioksitin (CO2) varlığından 

kaynaklanmaktadır. 2360 ve 2337 cm-1’da görülen pikler CO2’e ait gerilme piki ve 668 cm-1 de 

görülen CO2’e ait eğilme titreşme pikidir. Literatüre bakıldığında karbondiosit 667 ve 2349 cm-

1’de infrared aktif titreşmesine sahiptir (MURATA, 1997). 1558 cm-1’de gözlemlenen pik ise 

asimetrik karboksilat anyonun gerilmesine aittir. 

Bozunma çalışması sonucu elde edilen gama sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış IgG 

yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin FTIR spektrumları ile bozunma çalışması öncesinde elde 

edilen gama sterilizasyonu yapılmamış IgG yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin FT-IR 

spektrumları arasında belirgin bir fark gözlemlenmemiştir (Şekil 37). Bütün spektrumlarda PEG-

PCL-PEG triblok kopolimerinin karakteristik pikleri gözlemlenmiştir. Kısaca, PCL segmentinden 

kaynaklanan 2935 - 2938 cm-1 aralığında gözlemlenen asimetrik CH2 gerilme piki, PCL ve PEG 

segmentinden kaynaklanan 2865 cm-1 civarında gözlemlenen C-H bağının gerilme ve titreşmesi 

piki, PCL segmentinden kaynaklanan 1721 cm-1 civarında gözlemlenen karbonil piki, PCL 

segmentinden kaynaklanan 1238 cm-1’de gözlemlenen asimetrik C-O-C gerilme piki ve 1293 

cm-1’de gözlemlenen C-O ve C-C gerilme pikleri, PEG segmentinden kaynaklanan 1105 cm-1 

civarında gözlemlenen OCH2CH2 yapısındaki C-O gerilmesine ait pik ve 1065 cm-1 civarında 

gözlemlenen C-O-C gerilmesi piki ve son olarak 840 cm-1’de gözlemlenen PEG segmenti 

kaynaklı metilen grubu piki bu karakteristik pikleri oluşturmaktadır. Ayrıca, bağlayıcı ajandan 

kaynaklanan ve 1470 cm-1 civarında gözlemlenen N-H bükülme titreşme piki de bütün 

spektrumlarda gözlemlenmiştir. Fakat 6 aylık inkübasyon sonunda gama sterilizasyonu yapılmış 
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IgG yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin FT-IR spektrumunda 3329.47 cm-1’ civarındaki bant 

bozunma çalışması öncesindeki PEG-PCL-PEG mikrokürelerin FT-IR spektrumundaki banda 

oranla daha belirginleşmiştir. Bu pik, PCL zincir kopması sonucunda oluşan hidroksil ve 

karboksil uç gruplarının oluştuğunu göstermektedir. Daha önceki bir çalışmada, polikaprolakton 

diolü ve polietilenglikol diasit kullanılarak sentezlenen polioksietilen-polikaprolakton multiblok 

kopolimeri ile hazırlanan filmlerin 37ºC’de fosfat tamponda (pH 7.4) 70 hafta boyunca bozunma 

çalışılmıştır (LI, 1998). Benzer şekilde, PCL zincir kopması sonucunda oluşan hidroksil ve 

karboksil uç gruplarının oluşmasını gösteren 3520 cm-1’deki bandın 11. haftadan itibaren süre 

arttıkça daha belirginleştiğini gözlemlemişlerdir.  
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(A) 

 

(B) 

 

(C) 

 

(D) 

Şekil 36. Hazırlanan IgG yüklü PCL mikrokürelerin bozunma çalışması öncesinde ve 

sonrasında FTIR spektrumları: Bozunma çalışması öncesinde A) Gama sterilizasyonu 

yapılmamış, B) Gama sterilizasyonu yapılmış mikrokürelerin FTIR spektrumları, Bozunma 

çalışması sonrasında C) Gama sterilizasyonu yapılmamış, D) Gama sterilizasyonu yapılmış 

mikrokürelerin FTIR spektrumları 
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(A) 

 

(B) 

 

(C) 

 

 (D) 

Şekil 37. Hazırlanan IgG yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin bozunma çalışması öncesinde ve 

sonrasında FTIR spektrumları: Bozunma çalışması öncesinde A) Gama sterilizasyonu 

yapılmamış, B) Gama sterilizasyonu yapılmış mikrokürelerin FTIR spektrumları bozunma 
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çalışması sonrasında C) Gama sterilizasyonu yapılmamış, D) Gama sterilizasyonu yapılmış 

mikrokürelerin FTIR spektrumları 

6 ay boyunca fosfat tamponunda bekletilmiş gama sterilizasyonu yapılmış veya 

yapılmamış IgG yüklü PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokürelerin sayıca ortalama moleküler 

ağırlıkları (Mn) ve ağırlıkça ortalama molekül ağırlıkları (Mw) Tablo 16’da verilmiştir. GPC 

sonuçlarına bakıldığında, her iki mikroküre grubunda da gama sterilizasyonu sonrasında sayıca 

ortalama molekül ağırlığı azalırken ağırlıkça ortalama molekül ağırlığı artmıştır. Cottam ve ark. 

(COTTAM, 2009) gama sterilizasyonun PCL’in biyomalzeme özellikleri üzerindeki etkilerini 

incelemiş ve gama ışıması ile sterilize edilen PCL’in Mn değerinde düşüş ve Mw değerinde artış 

gözlemlemişlerdir. Gama ışıması semikristalin yapıdaki PCL’in amorf bölgelerine etki ederek 

zincir kopmasına neden olduğundan Mn değerinde düşüş, aynı zamanda çapraz bağlanmaya 

neden olduğundan Mw değerinde artış görülmektedir (MASSON, 1997,COTTAM, 2009). Gama 

ışıması ile sterilize edilen PEG-PCL-PEG mikrokürelerin ise Mn ve Mw değerlerinin ikisinde de  

düşüş gözlemlenmiştir. Fakat, Mn değerindeki düşüş Mw değerindeki düşüşe oranla daha 

fazladır. Daha önceki bir çalışmada, farklı dozlardaki gama ışınlamalarının (5, 15, 25 and 50 

kGy doz) PEGd,lPLA ve PEG-PLGA multiblok kopolimerleri üzerindeki etkileri incelenmiştir ve 

gama ışınlamasının bütün dozlarında Mn değerindeki düşüşün Mw değerindeki düşüşe oranla 

daha yüksek olduğunu gözlemlemişlerdir (DORATI, 2008a). Bu sonucun, gama ışınlamasının 

tetiklediği bozunma reaksiyonunun daha çok polimer zincirlerindeki  son gruplar üzeriden 

ilerleyen bir mekanizma (unzipping mechanism) olması sonucu gözlemlendiğini ve bu 

mekanizmanın Mw değerlerinden daha çok Mn değerlerini etkilediğini düşünmektedirler. 6 aylık 

bozunma çalışması sonunda, gama sterilizasyonu yapılmış veya yapılmamış PCL 

mikrokürelerin Mn ve Mw değerlerinde belirgin bir değişim olmamıştır. PCL yapısındaki ester 

bağlarının kütlesel (bulk) hidrolizi ile bozunmaktadır ve bozunma/erozyon düzeyleri ve hızları 

kimyasal ve  kristal yapıya, molekül ağırlığına ve diğer faktörlere bağlı olrak değişebilmektedir 

(LIN W.J., 2008) Oldukça kristal yapılı ve hidrofobik olmasından dolayı PCL’in in vivo ortamda 

bozunma süresi yaklaşık iki yıldır (PRABHAKAR, 2005). PCL ve PCL-TCP kompozit yapısının 

alkali vasat kullanılarak hızlandırılmış bozunma koşulları ile fosfat tampon çözeltisi kullanılarak 

sağlanan bozunma koşullarının karşılaştırıldığı bir çalışmada PCL hızlandırılmış ortamda 4 

haftada bozunurken fosfat tamponunda ancak 60 ayda tamamen bozunduğunu 

gözlemlemişlerdir (LAM, 1977). 6 aylık inkübasyon sonunda, gama sterilizasyonu yapılmamış 

PEG-PCL-PEG mikrokürelerin Mn ve Mw değerlerinde belirgin bir değişim olmamıştır. Fakat, 

gama sterilizasyonu yapılmış PEG-PCL-PEG mikrokürelerin Mn ve Mw değerlerinde diğer 
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gruplara oranla daha fazla bir düşüş olmuştur. Kopolimerlerde bulunan PEG segmenti gama 

ışınlamasına bağlı olarak oksidasyondan daha kolay etkilenebilmektedir (DECKER, 1977). 

Daha önceki bir çalışmada da, 25 kGy gama ışınlamasına maruz bırakılan PEGd, lPLA and 

PEG-PLGA multiblok kopolimerlerin ışınlama sonucu oluşan bozunma reaksiyonlarını oksijen 

varlığının nasıl etkilediği çalışılmıştır (DORATI, 2008b). Oksijen moleküllerinin polimerin amorf 

kısmına girdiğinde, serbest hidrojen atomları ile reaksiyona girerek amorf alanları arttırdığını ve 

Mn ve Mw değerlerinde düşmeye neden olan yarıklar oluşturabildiğini düşünmektedirler.  

 

Tablo 16. Bozunma çalışması öncesinde ve sonrasında gama sterilizasyonu yapılmış veya 

yapılmamış IgG yüklü PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokürelerin sayıca ortalama moleküler 

ağırlıkları (Mn) ve ağırlıkça ortalama molekül ağırlıkları (Mw) 

 Mn (g/mol) Mw (g/mol)  

 

Gama sterilizasyonu yapılmamış PCL 

mikroküreler (bozunma çalışması öncesi) 

 

29 250 

 

69 702 

Gama sterilizasyonu yapılmış PCL 

mikroküreler (bozunma çalışması öncesi) 

10 072 73 866 

Gama sterilizasyonu yapılmamış PCL 

mikroküreler (bozunma çalışması sonrası) 

27 350 65 702 

Gama sterilizasyonu yapılmış PCL 

mikroküreler (bozunma çalışması sonrası) 

9678 70 678 

 

Gama sterilizasyonu yapılmamış PEG- PCL-

PEG mikroküreler (bozunma çalışması öncesi) 

 

20 007 

 

56 089 

Gama sterilizasyonu yapılmış PEG-PCL-PEG 

mikroküreler (bozunma çalışması öncesi) 

16 275 55 349 

Gama sterilizasyonu yapılmamış PEG-PCL-

PEG mikroküreler (bozunma çalışması 

sonrası) 

17 784 51 686 

Gama sterilizasyonu yapılmış PEG-PCL-PEG 

mikroküreler (bozunma çalışması sonrası) 

10 978 46 920 
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Salım ortamının pH değerindeki değişimler polimer bozunma hızına ve mikrokürelerden 

ortama çıkan proteinin kararlığına etki etmektedir (GITEAU, 2008). Ortamın asidik veya bazik 

olması durumunda protein denaturasyonu hızlanmaktadır. Ayrıca, salım ortamının pH’ı protein 

konformasyonuna da etki etmektedir. Asidik ortamlarda bazı proteinler aggregat 

oluşturabilmektedir. Bu nedenlerden dolayı, bozunma çalışması boyunca belli aralıklarla gama 

sterilizasyonu yapılmış veya yapılmamış IgG yüklü PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokürelerin 

bulunduğu salım ortamının pH’sı ölçülmüştür. Ayrıca, bozunma çalışmasının koşullarında 

bekletilen mikroküre içermeyen salım ortamının da pH’ı ölçülmüştür. Boş salım ortamı ile gama 

sterilizasyonu yapılmış veya yapılmamış mikroküre içeren salım örneklerinin 6 aylık zaman 

içindeki pH değişimleri Şekil 38’de verilmiştir. 6 ay boyunca salım ortamlarının pH değerleri çok 

fazla değişmemiştir ve mikroküre içeren salım ortamı ile boş salım ortam pH değerlerinin 7.36 

ve 7.41 aralığında olduğu gözlemlenmiştir. Ortamının pH’ının korunması, mikrokürelerin 

bozunma ürünlerinin ortamın pH’sını değiştirmediğini göstermektedir. Polilaktikasit (PLA) gibi 

diğer polimerlerle karşılaştırıldığında PCL ortam koşullarında daha kararlı bir yapı 

göstermektedir (HUTMACHER, 2000). Polilaktikasit ve poliglikolikasit gibi bozunma sırasında 

asidik ortam oluşmasına sebep olan diğer sentetik ilaç salım sistemleri ile karşılaştırıldığında 

PCL’in uzun süreli bozunma özelliği ilaç salımı sırasında asidik bir ortam oluşmasını 

engellemektedir (RAMESH, 2002). Ayrıca, PEG de bozunma sırasında pH değişimine neden 

olmamaktadır (BROWNSTEIN, 1981).  

 

 



113 

 

 

Şekil 38. Degradasyon çalışması süresi boyunca salım ortamının pH değişimi ■ mikrokürelerle 

inkübe edilmemiş fosfat tampon, o gama sterilizasyonu yapılmamış PCL mikrokürelerin 

bekletildiği fosfat tampon, ● gama sterilizasyonu yapılmış PCL mikrokürelerin bekletildiği fosfat 

tampon, Δ gama sterilizasyonu yapılmamış PEG-PCL-PEG mikrokürelerin bekletildiği fosfat 

tampon, ▲ gama sterilizasyonu yapılmış PEG-PCL-PEG mikrokürelerin bekletildiği fosfat 

tampon 

 

2.3.8. Biyouyumluluk Çalışması 

 

Mikroküre hazırlama aşamasından kaynaklanabilecek sitotoksik etkileri incelemek için 3T3 

fibroblastik hücreler boş mikrokürelerle 48 saat inkübe edilmiş ve inkübasyon sonrasında hücre 

morfolojisi, canlılığı ve sayısındaki değişimler incelenmiştir. 3T3 hücrelerde morfolojik 

değişimler, kontrol grubu hücrelerinin ve 2 gün boyunca PCL veya PEG-PCL-PEG mikroküreler 

ile inkübe edilmiş hücrelerin 10x ve 20x büyütmelerde faz kontrast mikrografilerinin 

karşılaştırılması ile incelenmiştir (Şekil 39). Kontrol grubu hücreler ve mikrokürelerle inkübe 

edilmiş hücrelerin morfolojilerinde bir farklılık gözlemlenmemiştir. 
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Kontrol Grubu (10x) 

 

Kontrol Grubu (20x) 

 

PCL mikroküreler ile inkübe edilmiş 3T3 

hücreler (10x) 

 

PCL mikroküreler ile inkübe edilmiş 3T3 hücreler 

(20x) 

 

PEG-PCL-PEG mikroküreler ile inkübe edilmiş 

3T3 hücreler (10x) 

 

PEG-PCL-PEG mikroküreler ile inkübe edilmiş 

3T3 hücreler (20x) 

Şekil 39. Kontrol grubu ve 2 gün boyunca PCL veya PEG-PCL-PEG mikroküreler ile inkübe 

edilmiş 3T3 hücrelerinin 10x ve 20x büyütmelerde faz kontrast mikrografileri 
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3T3 hücrelerinin hücre canlılığı ise MTT testi sonrasında örneklerin ışık yoğunluklarının 

(optical density, OD) ölçülmesiyle değerlendirilmiştir (Şekil 40). MTT test sonunda kontrol grubu 

ve PCL veya PEG-PCL-PEG mikroküre ile inkübe edilmiş hücre grublarının OD değerleri 

arasında istatiksel bir fark görülmemiştir (p ≥ 0.05). 

 

 

Şekil 40. Kontrol grubu ve 2 gün boyunca PCL veya PEG-PCL-PEG mikroküreler ile inkübe 

edilmiş 3T3 hücrelerinin OD değerleri 

 

Boş PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokürelerin 3T3 hücrelerle iki günlük inkübasyonu 

sonucunda, 3T3 hücre sayılarındaki değişim florimetrik olarak tayin edilen DNA miktarından 

hesaplanmıştır. İnkübasyon sonunda 3T3 hücre miktarını belirleyebilmek için distile su ile 

patlatılan hücrelerden ortama çıkan DNA miktarına bağlı floresans değerleri kullanılmıştır. Bu 

nedenle, DNA miktarlarını belirleyebilmek için belli derişimlerde sığır DNA’sı içeren standart 

çözeltilerinde floresansları okunarak kalibrasyon eğrisi oluşturulmuştur (Şekil 41). Bu 

kalibrasyon eğrisi kullanılarak ölçülen DNA miktarları hücre başına 7.2 pg DNA oranı 

kullanılarak hücre sayısına çevrilmiştir (Şekil 42). Kontrol grubu ve PCL veya PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerle inkübe edilmiş hücre grubunun hücre sayıları arasında istatiksel bir fark 

görülmemiştir (p ≥ 0.05). 
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Şekil 41. DNA miktarlarını belirleyebilmek için belli derişimlerde sığır DNA’sı ile oluşturulan 

kalibrasyon eğrisi 

 

 

Şekil 42. 2 günlük inkübasyon sonunda kontrol grubunda ve PCL veya PEG-PCL-PEG 

mikroküreler ile inkübe edilmiş grupta 3T3 hücre sayıları 
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İki basamaklı emülsiyon-çözücü uçurma metodunda kullanılan kloroform ve diklorometan 

gibi organik çözücüler hazırlanan mikrokürelerin yapısında rezidüel olarak kalabilmekte ve 

toksik etkiye neden olabilmektedir (O'DONNELL, 1997,DIAB, 2010). Bu nedenle, bu projede 

kullanılan hazırlama koşullarından kaynaklanabilecek herhangi bir toksik etkinin olup olmadığını 

incelemek için in vitro sitotoksisite deneyleriyle biyouyumluluk testleri yapılmıştır. Mikroskopik 

inceleme, MTT ve florimetri testi sonuçlarına bakıldığında PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerden ortama hücre canlılığını ve sayısını etkileyecek düzeyde herhangi toksik bir 

malzeme çıkmadığı gözlemlenmiştir. Ayrıca, biyobozunur, ve biyouyumlu bir polimer olan PCL 

kontrollü ilaç salım sistemleri ve diğer biyomalzeme araştırmalarında da sıklıkla kullanılan bir 

malzemedir (WILLIAMS, 2005,OH, 2007,LUCIANI, 2008,KARATAS, 2009,ERDEMLI, 2010). 

Bunun yanında, toksik özellik taşımayan PCL bozunma ürünleri vücut tarafından tamamen yok 

edilmektedir (HAO, 2002). Sudaki çözünürlüğü yüksek olan PEG, herhangi bir toksik, 

immunojenik veya antijenik etkiye neden olmamaktadır (VERONESE, 2005). Ayrıca, protein 

emilmesini engellemesi ve kanla temas eden malzemelerin biyouyumluluğunu arttırması 

nedeniyle PEG biyomedikal alanda umut vaad eden polimerlerden biridir (KIM M.S., 2006). PCL 

ve PEG, ABD İlaç ve Gıda Uygulama Yönetimi (FDA) tarafından klinikte uygulanması 

onaylanmış birer biyomalzemedir (PITT, 1990,OH, 2007,ALEXIS, 2008,CHEN, 2008). Bu 

özelliklerinden dolayı, PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin hücre canlılığına toksik bir etkisi 

gözlemlenmemiştir.  

 

Aşama 3: Anti-TNFα Yüklü Polikaprolakton (PCL) ve Polietilen glikol-Polikaprolakton-

Polietilen glikol (PEG-PCL-PEG) Mikrokürelerin Hazırlanması ve 

Karakterizasyonu 

 

Aşama 3.1. Anti-TNFα Yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG Mikrokürelerin Hazırlanması  

 

Anti-TNF yüklü PCL mikroküreler model protein IgG kullanılarak belirlenen optimum 

mikroküre hazırlama koşullarıyla 10 mg/ml derişim ile hazırlanmıştır ve bu mikrokürelerin 

karakterizasyon analizleri yapılmıştır. Daha sonra anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerin serum 

içeren hücre kültür vasatı içerisindeki salım profillerinin incelenmesi çalışmasına 25 ve 50 mg/ml 

anti-TNF yüklü  PCL mikroküreler de dahil edilmiştir. Hazırlanan üç farklı konsantrasyonda anti-
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TNFα içeren PCL mikrokürenin yükleme verimliliği, fosfat tampon ortamındaki 7 günlük ve hücre 

kültür vasatı içerisindeki 60 günlük salım profilleri karşılaştırılarak projenin ilerleyen 

aşamalarında kullanılacak olan PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelere 25 mg/ml anti-TNFα 

yüklenmesine karar verilmiştir. Daha sonra, hazırlanan 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-

PCL-PEG mikrokürelerin karakterizasyon analizleri yapılmıştır.  

 

Aşama 3.2.  Anti-TNFα Yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG Mikrokürelerin Karakterizasyonu 

 

 3.2.1. Protein Yükleme Verimliliği 

 

 PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelere hapsedilen anti-TNFα protein miktarının 

belirlenmesi için verilen BCA metodu kullanılmış ve belli konsantrasyonlarda anti-TNFα standart 

çözeltileri ile kalibrasyon eğrisi oluşturulmuştur (Şekil 43). 

Projenin son aşamasında hücre kültür çalışmalarında kullanılacak mikokürelerin 

belirlenmesi için hazırlama aşamasında kullanılan protein miktarının hapsetme yüzdesi üzerinde 

etkisi incelenmiştir. Bunun için farklı konsantrasyonlarda anti-TNFα (10, 25 ve 50 mg/ml) 

yüklenerek hazırlanmış PCL mikrokürelerin protein yükleme verimlilikleri karşılaştırılmıştır 

(Tablo 17). Hazırlanan 10 mg/ml anti-TNFα yüklü  PCL mikrokürelerin protein yükleme verimliliği 

(% 50.29 ± 3.03) optimizasyon basamağında hazırlanan IgG model protein yüklü PCL 

mikrokürelerin protein yükleme verimliliğine (% 54.0 ± 1.32) oldukça yakın bir değer olduğu 

gözlemlenmiştir. Hazırlanan 25 ve 50 mg/ml anti-TNFα yüklü  PCL mikrokürelerin protein 

yükleme verimliliği ise IgG model protein yüklü PCL mikrokürelerin protein yükleme verimliliğine 

oranla daha yüksek çıkmıştır. Önceki çalışmalara bakıldığında, iki basamaklı emülsiyon-çözücü 

uçurma metoduyla hazırlanan insulin yüklü PCL mikrokürelerde protein yükleme verimlilikleri 

hazırlama koşullarının değiştirilmesiyle % 28.3 ile % 53 aralığında bulunmuştur (MUKERJEE, 

2006). Yine iki basamaklı emülsiyon-çözücü uçurma metoduyla hazırlanan BSA yüklü PCL 

mikrokürelerinin protein yükleme verimlilikleri hazırlama koşullarının değiştirilmesiyle % 29.1’den 

% 62.9’ye değişen değerlerde gözlemlenmiştir (COCCOLI, 2008). 
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Şekil 43. Anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin protein yükleme verimliliğinin 

belirlenmesi için BCA analizi ile oluşturulan anti-TNFα kalibrasyon eğrisi 

 

Hazırlanan 25 ve 50 mg/ml anti-TNFα yüklü  PCL mikrokürelerin protein yükleme 

verimliliği, 10 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerin protein yükleme verimliliğinden belirgin 

olarak yüksek bulunmuştur (p ≤ 0.05). Fakat, 25 ve 50 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL 

mikrokürelerin protein yükleme verimlilikleri arasında belirgin bir fark gözlemlenmemiştir 

(p>0.05). Youan ve ark. (YOUAN, 1999) yaptığı bir çalışmada, iki basamaklı emülsiyon-çözücü 

uçurma yöntemi ile hazırlanan protein yüklü PCL mikrokürelerin organik çözücü, protein/polimer 

oranı, PCL’in moleküler ağırlığı ve iç faz/organik faz oranı gibi parametereleri değiştirilerek 

protein yükleme verimliliğine etkileri incelenmiş ve protein polimer oranı arttıkça protein yükleme 

verimliliğinin arttığını gözlemlemişlerdir. 

Farklı iç faz anti-TNFα konsantrasyonu (10, 25 ve 50 mg/ml)  ile hazırlanan PCL 

mikrokürelerin karakterizasyonu sonucunda projenin son aşamasında kullanılacak anti TNFα 

yüklü mikrokürelerin iç faz anti-TNFα konsantrasyonu 25 mg/ml olarak belirlenmiştir. Bu 

nedenle, bu iç faz protein konsantrasyonuna sahip anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikroküreler 

hazırlanmıştır ve protein yükleme verimliliği Tablo 17’de verilmiştir. Anti-TNFα yüklü  PEG-PCL-

PEG mikrokürelerin protein yükleme verimliliği (75.91 ± 1.16%), sonuçları Bölüm 2.3.1’de 

verilen  IgG yüklü PEG-PCL-PEG  mikrokürelerin protein yükleme verimliliğine (74.32 ± 3.45 %) 
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yakın bulunmuştur. Hazırlanan anti-TNFα yüklü  PEG-PCL-PEG mikrokürelerin yükleme 

verimliliği, farklı konsantrasyonlarda anti-TNFα yüklenmiş PCL mikrokürelerin protein yükleme 

verimliliklerinden belirgin olarak yüksek gözlemlenmiştir (p ≤ 0.05). Bölüm 2.3.1’de bahsedildiği 

gibi, PEG-PCL-PEG yapısındaki hidrofilik PEG segmenti hidrofobik PCL polimer ve protein 

arasındaki etkileşimi geliştirerek mikrokürelerin protein yükleme verimliliklerinin artmasına 

neden olmuştur.  

 

Tablo 17. Farklı miktarlarda anti-TNFα yüklü PCL ve 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerin protein yükleme verimliliği 

 Protein Yükleme Verimliliği, % 

10 mg/ml anti-TNFα yüklü  PCL mikroküreler 50.29 ± 3.03 *, #,^ 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü  PCL mikroküreler 65.37 ± 1.80 *,< 

50 mg/ml anti-TNFα yüklü  PCL mikroküreler 60.09 ± 4.56 #,> 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü  PEG-PCL-PEG mikroküreler 75.91 ± 1.16 ^,<,> 

*, #,^,<,> Gruplar arası belirgin farklılıkları göstermektedir (p ≤ 0.05) 

 

3.2.2. Yüzey Morfolojisi 

 

Hazırlanan anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin genel görünümleri ve 

yüzey morfoloji özellikleri SEM analizi ile incelenmiş ve Şekil 44’de verilmiştir. SEM analizi 

sonucunda, hazırlanan mikrokürelerin küre şeklinde oldukları gözlemlenmiştir. Ayrıca, 

hazırlanan mikrokürelerin gözeneksiz bir yüzeye sahip oldukları görülmüştür. 
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(A) 

 

(B) 

Şekil 44. Gama sterilizasyonu yapılmış anti-TNFα yüklü PCL (A) ve PEG-PCL-PEG (B) 

mikrokürelerin genel SEM görüntüsü 

 

3.2.3. Boyut Analizi 

 

Gama sterilizasyonu yapılmış anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin 

ortalama parçacık büyüklüğü ve dağılımını belirlemek için SEM görüntülerinden Image J 

programı kullanılarak mikrokürelerin çaplarının belirlenmesi yöntemi kullanılmıştır. Bu analiz 

sonucunda, mikrokürelerin parçacık boyut dağılımını gösteren eşit aralıklarla oluşturulmuş 

mikroküre boyutuna karşı yüzde miktarları histogramı ve kümülatif aritmetik eğri elde edilmiştir 

(Şekil 45). Ayrıca, hazırlanan mikrokürelere ait parçacık boyut ölçüm parametreleri de 

belirlenmiştir (Tablo 18). Tablo 18’de verilen anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerin ortalama 

parçacık boyutu (5.22 ± 0.15 μm) ile anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin ortalama 

parçacık boyutu (4.96 ± 0.09 μm) arasında belirgin bir fark gözlemlenmemiştir (p > 0.05). 

Ayrıca, anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin boyutları ve Bölüm 2.3.3 Tablo 

10’da verilen IgG yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin boyutları arasında da belirgin bir 

fark gözlemlenmemiştir (p > 0.05). 
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 (A)  (B) 

Şekil 45. Gama sterilizasyonu yapılmış anti-TNFα yüklü PCL (A) ve PEG-PCL-PEG (B) 

mikrokürelerin parçacık boyut dağılımını gösteren histogram ve % kümülatif mikroküre eğrileri 

 

Tablo 18. Gama sterilizasyonu yapılmış anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin 

SEM görüntülerinden elde edilen parçacık boyut ölçüm değerleri  

 Ortalama Parçacık 

Boyutu 

Mod Medyan 

 

Gama sterilizasyonu yapılmış anti-

TNFα yüklü PCL mikroküreler 

 

5.22 ± 0.15 μm 

 

3.67 μm 

 

4.12 μm 

Gama sterilizasyonu yapılmış anti-

TNFα yüklü PEG-PCL-PEG 

mikroküreler 

4.96 ± 0.09 μm 3.67 μm 4.72 μm 

Tüm gruplar birbirinden p ≤ 0.05 seviyesinde istatiksel olarak farklı bulunmamıştır. 
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3.2.4. Salım Profili 

 

3.2.4.1. Fosfat Tampon Ortamında Salım Profili 

 

Bu projede, en az 3 ay kontrollü salım sağlayacak bir biyoaktif ajan yüklü mikroküre 

sistemi geliştirilmesi hedeflenmektedir. Bu amaçla, model protein IgG kullanılarak belirlenen 

optimum mikroküre hazırlama koşullarıyla hazırlanan anti-TNFα yüklü mikrokürelerin gama 

sterilizasyonu sonrasında ortama salınan anti-TNFα ilaç miktarlarını belirleyebilmek için BCA 

yöntemi kullanılmıştır. Salım çalışmaları sırasında PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden 

ortama salınan anti-TNFα ilaç miktarını belirleyebilmek için belli konsantrasyonlarda salım 

ortamı içinde anti-TNFα standart çözeltileri hazırlandıktan sonra BCA metodu kullanılarak 

kalibrasyon eğrisi oluşturulmuştur (Şekil 46). 

 

 

Şekil 46. Salım çalışmaları için BCA analizinde kullanılan anti-TNFα kalibrasyon eğrisi 

 

Projenin ilk aşamalarında, 10 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL mikroküreler hazırlanmış ve 

hazırlanan mikrokürelerin gama sterilizasyonu sonrasında ortama salınan anti-TNF ilaç 

miktarları belirlenmiştir. Ortama salınan protein miktarları mikrokürelerin BCA yöntemiyle 

belirlenen protein yükleme verimliliğine bölünerek salım sırasında ortama çıkan %                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 
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kümülatif protein miktarları belirlenmiştir (Şekil 47). Ayrıca, salım sırasında 1 miligram 

mikroküreden zamanla ortama çıkan proteinin mikrogram cinsinden miktarları da belirlenmiştir. 

(Şekil 48). Gama sterilizasyonu yapılmış 10 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerden ve 

sonuçları Bölüm 2.2.4’de verilen gama sterilizasyonu yapılmış IgG yüklü PCL mikrokürelerden 3 

aylık kümülatif protein salımlarının benzer bir profile sahip olduğu gözlemlenmiştir. Gama 

sterilizasyonu yapılmış IgG yüklü PCL mikroküreler ve anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerden 6. 

saatte, 7. ve 90. günde ortama çıkan toplam protein miktarları Tablo 19’da verilmiştir. IgG yüklü 

PCL mikroküreler ve anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerden ilk 6 saatte ortama çıkan toplam 

protein miktarları (initial burst), 7. gün ve 90. günde ortama çıkan toplam protein miktarları kendi 

aralarında karşılaştırıldığında ortama salınan protein miktarları arasında belirgin bir fark 

gözlemlenmiştir (p = 0.05). PCL mikrokürelerden ortama çıkan anti-TNF miktarları ortama çıkan 

IgG miktarlarından belirgin olarak azdır. Anti-TNFα, IgG proteinine göre daha yavaş bir salım 

profili göstermiştir. BCA analizi sonrasında elde edilen sonuçlara bakıldığında PCL mikroküre 

sisteminin projede hedeflendiği gibi 3 ay boyunca model proteinin (IgG) ve anti-TNF ilacın 

kontrollü salımını sağladığı gözlemlenmiştir. 
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Şekil 47. Gama sterilizasyonu yapılmış anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerin BCA yöntemi ile 

incelenen 3 aylık salım profili (n=4) 
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Şekil 48. Gama sterilizasyonu yapılmış anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerin BCA yöntemi ile 

incelenen 3 aylık mg mikroküre başına ortama çıkan μg ilaç salım profili (n=4) 
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Tablo 19. Farklı zamanlarda gama sterilizasyonu yapılmış PCL mikrokürelerden ortama çıkan 

IgG ve anti-TNFα BCA yöntemi ile belirlenen miktarları 

 IgG yüklü PCL mikroküreler Anti-TNFα yüklü PCL 

mikroküreler 

  

Kümülatif 

salım, % 

μg protein/mg 

mikroküre 

Kümülatif 

salım, % 

 

 

μg protein/mg  

mikroküre 

     

6. saat salım örneği 2.51 ± 0.37 * 0.13 ± 0.01 < 1.99 ± 0.12 *  0.09 ± 0.004 < 

7. gün salım örneği 18.69 ± 0.82 ^ 0.96 ± 0.14 > 14.41 ± 0.49 ^  0.56 ± 0.06 > 

90. gün salım örneği 75.93 ± 1.61 # 3.54 ± 0.38 ‘ 65.99 ± 1.26 #  2.62 ± 0.13 ‘ 

*,#,<,>,’ Gruplar arası belirgin farklılıkları göstermektedir (p ≤ 0.05) 

 

10 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerden farklı zamanlarda ortama çıkan biyolojik 

olarak aktif anti-TNF protein ilaç miktarını belirlemek için 3 ay boyunca farklı zamanlarda salım 

ortamından alınan örnekler enzime bağlı immünosorban (ELİZA) testi ile incelenmiştir. Salım 

çalışmaları sırasında PCL mikrokürelerden ortama salınan anti-TNFα ilaç miktarını 

belirleyebilmek için belli konsantrasyonlarda anti-TNFα standart çözeltileri hazırlandıktan sonra 

ELİZA yöntemi kullanılarak kalibrasyon eğrisi oluşturulmuştur (Şekil 49). 
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Şekil 49. Salım çalışmaları için ELİZA analizinde kullanılan anti-TNFα kalibrasyon eğrisi 

 

10 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerin gama sterilizasyonu sonrasında ortama 

salınan biyolojik olarak aktif anti-TNFα ilaç miktarları mikrokürelerin BCA yöntemiyle belirlenen 

protein yükleme miktarlarına bölünerek salım sırasında ortama çıkan %kümülatif protein 

miktarları belirlenmiştir (Şekil 50). Ayrıca, salım sırasında 1 miligram mikroküreden zamana 

bağlı ortama çıkan proteinin mikrogram cinsinden miktarları da belirlenmiştir. (Şekil 51). Gama 

sterilizasyonu yapılmış anti-TNF yüklü mikrokürelerden ve sonuçları 2.2.5’de verilen gama 

sterilizasyonu yapılmış IgG yüklü PCL mikrokürelerden 3 aylık kümülatif protein salımlarının 

benzer bir profile sahip olduğu gözlemlenmiştir. Gama sterilizasyonu yapılmış IgG yüklü PCL 

mikroküreler ve anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerden farklı zamanlarda ortama çıkan biyolojik 

olarak aktif protein miktarları Tablo 20’de verilmiştir. IgG yüklü veya anti-TNFα yüklü PCL 

mikrokürelerden ilk 6 saatte ortama çıkan biyolojik olarak aktif protein miktarları (initial burst) 

karşılaştırıldığında ortama salınan biyolojik olarak aktif protein miktarları arasında belirgin bir 

fark gözlemlenmemiştir (p >0.05). 7. gün ve 90. günde ortama çıkan protein miktarları kendi 

aralarında karşılaştırıldığında ise ortama salınan biyolojik olarak aktif protein miktarları arasında 

belirgin bir fark gözlemlenmiştir (p = 0.05). PCL mikrokürelerden ortama çıkan biyolojik olarak 

aktif anti-TNFα miktarları ortama çıkan biyolojik olarak aktif IgG miktarlarına göre belirgin olarak 

artmıştır. Ayrıca, ELİZA yöntemi ile belirlenen farklı zamanlarda ortama çıkan protein 

miktarlarının BCA yöntemi ile gözlemlenen miktarlara oranları da Tablo 21’de verilmiştir. Bu 

sonuçlar incelendiğinde, PCL mikrokürelerden ilk 6 saatte ve 7. günde ortama salınan anti-
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TNFα ilaç biyolojik aktivitesini tamamen korurken ortama salınan IgG ilk 6 saatte biyolojik 

aktivitesinin % 58.4’ünü, 7. günde ise biyolojik aktivitesinin % 21.7’sini koruyabilmiştir. 3 aylık 

salım sonunda ortama çıkan toplam anti-TNFα ilacın % 87’si biyoaktivitesini korurken ortama 

çıkan toplam IgG proteinin sadece % 36.2’si biyoaktivitesini koruyabilmiştir. Anti-TNFα ilacın 

biyoaktivitesini büyük ölçüde korumasının nedeni, anti-TNF ilacın içeriğinde bulunan proteinin 

kararlılığını korumasını sağlayan yardımcı maddelerdir. Wyeth firmasının Enbrel® (etanercept) 

ilaç dökümanında belirtilen bu yardımcı maddeler mannitol, sukroz ve trometamoldür. Literatüre 

bakıldığında, biyolojik aktivitesini koruyan proteinlerin kontrollü salımını sağlamak amacıyla 

şekerler, polialkoller ve heparin gibi çeşitli protein kararlılığını koruyucu maddeler mikroküre 

hazırlama basamaklarında katkı maddesi olarak kullanılmaktadır (SAEZ, 2008). 

 

 

Şekil 50. Gama sterilizasyonu yapılmış anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerin ELİZA yöntemi ile 

incelenen 3 aylık salım profili (n=3) 
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Şekil 51. Gama sterilizasyonu yapılmış anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerin ELİZA yöntemi ile 

incelenen 3 aylık  mg mikroküre başına ortama çıkan μg ilaç salım profili (n=3) 

 

Tablo 20. Farklı zamanlarda gama sterilizasyonu yapılmış PCL mikrokürelerden ortama çıkan 

biyoaktif IgG ve anti-TNFα ELİZA yöntemi ile belirlenen miktarları 

 IgG yüklü PCL mikroküreler  

 

Anti-TNFα yüklü PCL  

mikroküreler 

   

Kümülatif 

salım, % 

μg protein/mg 

mikroküre 

 

 

Kümülatif  

salım, % 

 μg protein/mg 

mikroküre 

      

6. saat salım örneği 1.46 ± 0.03  0.07 ± 0.002  2.07 ± 0.02  0.08 ± 0.003 

7. gün salım örneği 4.01 ± 0.05 * 0.20 ± 0.01 #  15.28 ± 0.31 *  0.72 ± 0.18 # 

90. gün salım örneği 27.52 ± 0.38 ^  1.42 ± 0.10 <  57.59 ± 0.45 ^  2.42 ± 0.19 < 

*,^,#,< Gruplar arası belirgin farklılıkları göstermektedir (p ≤ 0.05). 
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Tablo 21. PCL mikrokürelerden ortama çıkan biyoaktif anti-TNFα miktarının (ELIZA yöntemiyle 

belirlenen) toplam salınan protein miktarına (BCA yöntemiyle belirlenen) oranı  

 Salınan kümülatif biyoaktif protein miktarının 

Salınan toplam protein miktarına oranı 

IgG yüklü PCL 

mikroküreler 

Anti-TNFα yüklü PCL 

mikroküreler 

6. saat salım örneği 0.58 ± 0.03 #,* 1.04 ± 0.05 * 

7. gün salım örneği 0.22 ± 0.01 #, < 1.06 ± 0.01 < 

90. gün salım örneği 0.36 ± 0.02 #, > 0.87 ± 0.01 > 

*,#,<,> Gruplar arası belirgin farklılıkları göstermektedir (p ≤ 0.05). 

 

Projenin ilerleyen basamaklarında, 10 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL mikroküre grubunun 

yanında iç faz protein miktarı arttırılmış iki PCL mikroküre grubu (25 ve 50 mg/ml) daha bu 

çalışmaya dahil edilmiştir. Bu yeni iki grup çalışmaya dahil edilmeden önce bu çalışmanın ön 

denemesi olarak gama sterilizasyonu yapılmamış mikrokürelerin protein yükleme verimliliği ve 

fosfat tampon çözeltisindeki bir haftalık salım profilleri incelenmiştir. Dahil edilen mikrokürelerin 

protein yükleme verimliliği sonuçları Bölüm 3.2.1’de verilmiştir. Gama sterilizasyonu öncesinde, 

hazırlanan farklı miktarlarda anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerden fosfat tampon ortamına 

salınan anti-TNFα ilaç miktarlarını karşılaştırabilmek için BCA yöntemi kullanılmıştır. Salım 

çalışması sırasında PCL mikrokürelerden ortama salınan anti-TNFα ilaç miktarını 

belirleyebilmek için Şekil 46’da verilen kalibrasyon eğrisi kullanılmıştır. Bu yöntem ile salım 

sırasında 1 miligram mikroküreden zamanla ortama çıkan proteinin mikrogram cinsinden 

miktarları belirlenerek karşılaştırılmıştır (Şekil 52). Farklı miktarlarda anti-TNFα ilaç yüklü PCL 

mikrokürelerden yedi günlük salım profilleri protein salımları benzer bir profil göstermiştir. Gama 

sterilizasyonu yapılmamış farklı miktarlarda anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerden 6. Saatte ve 

7. günde ortama çıkan toplam protein miktarları Tablo 22’de verilmiştir. Farklı miktarlarda anti-

TNFα ilaç yüklü PCL mikrokürelerden ilk 6 saatte ortama çıkan protein miktarları (initial burst) 

karşılaştırıldığında, 50 mg/ml anti-TNFα yüklü mikrokürelerden ortama çıkan ilaç miktarı 10 ve 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü mikrokürelerden ortama çıkan ilaç miktarına oranla belirgin olarak 

yüksek çıkmıştır (p ≤ 0.05). Ayrıca, 25 mg/ml anti-TNFα yüklü mikrokürelerden ortama çıkan ilaç 

miktarı da 10 mg/ml anti-TNFα yüklü mikrokürelerden ortama çıkan ilaç miktarına oranla belirgin 

olarak yüksek çıkmıştır (p ≤ 0.05). 7. günde ortama çıkan protein miktarları karşılaştırıldığında 
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ise 25 ve 50 mg/ml anti-TNFα yüklü mikrokürelerden ortama çıkan ilaç miktarı 10 mg/ml anti-

TNFα yüklü mikrokürelerden ortama çıkan ilaç miktarından belirgin olarak yüksek 

gözlemlenmiştir (p ≤ 0.05). Fakat, 25 ve 50 mg/ml anti-TNFα yüklü mikrokürelerden 7. günde 

ortama çıkan protein miktarları karşılaştırıldığında ortama salınan protein miktarları arasında 

belirgin bir fark gözlemlenmiştir (p = 0.05). Literatüre bakıldığında, mikroparçacık taşıma 

sistemlerine yüklenen protein miktarı arttıkça ilk salım (initial release) örneklerindeki protein 

miktarı da artmaktadır (HORA, 1990,O'HAGAN, 1994,SAH, 1994). Protein yükleme miktarlarının 

ilk salıma etkisi iki türlü açıklanabilir. İlk olarak, proteinlerin yüzeyden ayrılması sonucu oluşan 

kanalların su ile dolması mikroparçacıklar içindeki proteinlerin yapıdan uzaklaşmasına neden 

olmaktadır. Yüksek miktarda protein yüklenmesi sonucunda bu kanalların oluşumu arttırılarak 

yüksek miktarda proteinin ortama çıkmasına neden olmaktadır (HORA, 1990). Diğer bir görüş 

olarak, mikroküreler ve salım ortamı arasındaki büyük protein konsantrasyon farkı ilk salım 

örneklerinde yüksek miktarda proteinin ortama çıkmasına neden olmaktadır (YANG, 2001). 

 

 

Şekil 52. Gama sterilizasyonu yapılmamış farklı miktarlarda anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerin 

BCA yöntemi ile incelenen 7 günlük mg mikroküre başına ortama çıkan μg ilaç salım profili 

(n=3). ○ 10 mg/ml,  ▲ 25 mg/ml ve ● 50 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL mikroküreler 
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Tablo 22. Farklı zamanlarda gama sterilizasyonu yapılmamış PCL mikrokürelerden ortama 

çıkan anti-TNFα’in BCA yöntemi ile belirlenen miktarları 

 ug anti-TNFα / mg PCL mikroküre 

6. saat 7.gün 

10 mg/ml anti-TNFα yüklü  PCL mikroküreler 0.47 ± 0.04 *,< 1.50 ± 0.23^, # 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü  PCL mikroküreler 0.65± 0.07 *,> 2.17 ± 0.15# 

50 mg/ml anti-TNFα yüklü  PCL mikroküreler 0.83 ± 0.08 <,> 2.05± 0.16 ^ 

*, #, <,>,^ Gruplar arası belirgin farklılıkları göstermektedir (p ≤ 0.05). 

 

Gama sterilizasyonu öncesinde, farklı miktarlarda anti-TNFα ilaç yüklü PCL 

mikrokürelerden farklı zamanlarda ortama çıkan biyolojik olarak aktif anti-TNFα protein ilaç 

miktarını belirlemek için 7 gün boyunca farklı zamanlarda salım ortamından alınan örnekler 

enzime bağlı immünosorban (ELİZA) testi ile incelenmiştir. Salım çalışmaları sırasında PCL 

mikrokürelerden ortama salınan anti-TNFα ilaç miktarını belirleyebilmek için Şekil 49’da verilen 

kalibrasyon eğrisi kullanılmıştır. Bu yöntem ile salım sırasında 1 miligram mikroküreden 

zamanla ortama çıkan proteinin mikrogram cinsinden miktarları belirlenerek karşılaştırılmıştır 

(Şekil 53). Gama sterilizasyonu yapılmamış farklı miktarlarda anti-TNFα yüklü PCL 

mikrokürelerden 6. saatte ve 7. günde ortama çıkan biyolojik olarak aktif protein ilaç miktarları 

Tablo 23’de verilmiştir. 6. saat ve 7. günde ortama çıkan biyolojik olarak aktif anti-TNFα 

miktarları karşılaştırıldığında, 25 ve 50 mg/ml anti-TNFα yüklü mikrokürelerden ortama çıkan 

biyolojik olarak aktif ilaç miktarı 10 mg/ml anti-TNFα yüklü mikrokürelerden ortama çıkan 

biyolojik olarak aktif ilaç miktarından belirgin olarak yüksek gözlemlenmiştir (p ≤ 0.05). Fakat, 25 

ve 50 mg/ml anti-TNFα yüklü mikrokürelerden 6. saat ve 7. günde ortama çıkan protein 

miktarları kendi aralarında karşılaştırıldığında ortama salınan protein miktarları arasında belirgin 

bir fark gözlemlenmemiştir (p = 0.05). Bu sonuçlar, BCA yöntemi sonucu elde edilen sonuçlarla 

uyumludur. PCL mikrokürelere yüklenen protein miktarı arttıkça ortama salınan protein 

miktarları da artmaktadır. 
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Şekil 53. Gama sterilizasyonu yapılmamış farklı miktarlarda anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerin 

ELİZA yöntemi ile incelenen 7 günlük mg mikroküre başına ortama çıkan μg ilaç salım profili 

(n=3). ○ 10 mg/ml,  ▲ 25 mg/ml ve ● 50 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL mikroküreler 

 

 

Tablo 23. Farklı zamanlarda gama sterilizasyonu yapılmamış PCL mikrokürelerden ortama 

çıkan anti-TNFα’in ELİZA yöntemi ile belirlenen miktarları 

 ug anti-TNFα / mg PCL mikroküre 

6. saat 7. gün 

10 mg/ml anti-TNF yüklü  PCL mikroküreler 0.34 ± 0.04 *,# 1.43 ± 0.10 <,> 

25 mg/ml anti-TNF yüklü  PCL mikroküreler 0.64 ± 0.07 * 1.98 ± 0.09 < 

50 mg/ml anti-TNF yüklü  PCL mikroküreler 0.75 ± 0.04 # 2.00 ± 0.06 > 

*, #, <,>  Gruplar arası belirgin farklılıkları göstermektedir (p ≤ 0.05). 
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Gama sterilizasyonu öncesinde, farklı miktarlarda anti-TNFα ilaç yüklü PCL 

mikrokürelerden farklı zamanlarda ortama çıkan anti-TNFα’in biyolojik aktivitesinin ne kadarının 

korunup korunmadığını belirleyebilmek için ELİZA yöntemi ile belirlenen ortama çıkan protein 

miktarlarının BCA yöntemi ile gözlemlenen miktarlara oranları hesaplanmış ve Tablo 24’de 

verilmiştir. Bu sonuçlar incelendiğinde, 25 ve 50 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerden ilk 

6 saatte ortama salınan anti-TNF ilaç biyolojik aktivitesini neredeyse tamamen korumuştur. 10 

mg/ml anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerden ilk 6 saatte ortama salınan ilacın ise biyoaktivitesi 

% 73.3 oranında korunmuştur. 7. Günde ise bütün gruplarda ortama salınan anti-TNFα’in 

biyolojik aktivitesinin büyük kısmı korunmuştur. Daha önce de belirtildiği gibi, anti-TNFα ilacın 

içeriğinde bulunan proteinin kararlılığını korumasını sağlayan yardımcı maddeler anti-TNFα 

ilacın biyoaktivitesini büyük ölçüde korumasına neden olmuştur.  

 

Tablo 24. Gama sterilizasyonu yapılmamış farklı miktarlarda anti-TNFα yüklü PCL 

mikrokürelerden ortama çıkan biyoaktif anti-TNF miktarının (ELIZA yöntemiyle belirlenen) 

toplam salınan protein miktarına (BCA yöntemiyle belirlenen) oranı 

 Salınan biyoaktif protein miktarının  

salınan toplam proteine oranı 

6. saat 7. gün 

10 mg/ml anti-TNFα yüklü  PCL mikroküreler 0.73 ± 0.01 *,# 0.96 ± 0.08 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü  PCL mikroküreler 0.98 ± 0.01 *,< 0.92 ± 0.02 

50 mg/ml anti-TNFα yüklü  PCL mikroküreler 0.91 ± 0.03 #,<  0.98 ± 0.05 

*, #, <,>  Gruplar arası belirgin farklılıkları göstermektedir (p ≤ 0.05) 

 

 

Farklı miktarlarda anti-TNFα ilaç yüklü PCL mikroküreler ile yapılan çalışma sonucunda, 

çalışmanın ilerleyen basamaklarında 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerin kullanılmasına karar verilmiştir. Bu nedenle, 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve 

PEG-PCL-PEG mikrokürelerin gama sterilizasyonu sonrasında fosfat tampon ortamına 3 ay 

boyunca salınan anti-TNF ilaç miktarları belirlenmiştir. Ortama salınan protein miktarları 

mikrokürelerin BCA yöntemiyle belirlenen protein yükleme verimliliğine bölünerek salım 

sırasında ortama çıkan %kümülatif protein miktarları belirlenmiştir (Şekil 54). Ayrıca, salım 
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sırasında 1 miligram mikroküreden zamanla ortama çıkan proteinin mikrogram cinsinden 

miktarları da belirlenmiştir (Şekil 55). Gama sterilizasyonu yapılmış anti-TNFα yüklü PCL ve 

PEG-PCL-PEG mikrokürelerden 6. saatte, 7. günde ve 90. günde ortama çıkan toplam protein 

miktarları Tablo 25’de karşılaştırılmıştır. 

Gama sterilizasyonu yapılmış PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden 3 aylık kümülatif 

anti-TNFα ilaç salımlarının benzer bir profile sahip olduğu gözlemlenmiştir (Şekiller 54 ve 55). 7. 

günden sonra, 1 mg PEG-PCL-PEG mikroküreden ortama çıkan mikrogram anti-TNFα ilaç 

miktarı 1 mg PCL mikroküreden ortama çıkan anti-TNFα miktarına oranla belirgin olarak 

artmıştır (Şekil 55). Tablo 25’de verilen sonuçlara bakıldığında, 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL 

ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden 7. günde ortama çıkan protein yüzdeleri arasında belirgin bir 

fark gözlemlenirken (p≤0.05) 6. saat ve 90. günde ortama çıkan protein yüzdeleri arasında 

belirgin bir fark gözlemlenmemiştir (p > 0.05). Fakat, mg mikroküre başına ortama çıkan μg 

protein miktarları kendi aralarında karşılaştırıldığında 6. saatte, 7. günde ve 90. günde ortama 

çıkan toplam protein miktarları arasında belirgin bir fark gözlemlenmiştir (p ≤ 0.05). Bölüm 

2.2.4’de de bahsedildiği gibi, hidrofobik PCL polimer matriks yapısına eklenen hidrofilik PEG 

polimer ve protein arasındaki hidrofobik etkileşimleri düşürmektedir. Ayrıca, yapıdaki PEG 

zincirleri suyun taşıma sisteminin içine daha kolay girmesini sağlayarak polimer matriksin 

erozyona uğramasına neden olmaktadır. Bu nedenlerle, PEG-PCL-PEG mikrokürelerden salım 

ortamına protein çıkışı PCL mikrokürelerden salım ortamına protein çıkışına oranla daha hızlı 

olduğu düşünülmektedir. Benzer bir çalışmada, iki basamaklı emülsiyon yöntemi kullanılarak 

albumin yüklü PEG-PCL ve PEG-PLLA mikroküreler hazırlanmıştır (KIM, 2004). Sentezlenen 

PEG-PCL ve PEG-PLLA kopolimerlerinde hidrofilik PEG segment oranı arttırıldıkça ortama 

çıkan albumin miktarının da arttığı gözlemlenmiştir. Mikrokürelerin hidrofilik özelliği arttıkça su 

tutma oranı artacağından bu mikrokürelerden salım ortamına daha hızlı bir şekilde protein 

çıkmıştır. Bölüm 3.2.1 Tablo 17’de verilen protein yükleme verimlilikleri karşılaştırıldığında PEG-

PCL-PEG mikrokürelerin ilaç yükleme verimliliği (% 75.91 ± 1.16) PCL mikrokürelerin protein 

yükleme verimliğine (% 65.37 ±1.80) göre daha yüksek olduğu için  1 mg PEG-PCL-PEG 

mikroküreden zamanla çıkan μg miktarları da PCL mikrokürelere oranla daha yüksek 

bulunmuştur.  
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Şekil 54. Gama sterilizasyonu yapılmış 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerin BCA yöntemi ile incelenen 3 aylık salım profili (n=4) 

 

 

Şekil 55. Gama sterilizasyonu yapılmış 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerin BCA yöntemi ile incelenen 3 aylık mg mikroküre başına ortama çıkan μg ilaç 

salım profili (n=4) 
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Tablo 25. Gama sterilizasyonu yapılmış 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerden farklı zamanlarda ortama çıkan anti-TNFα’nın BCA yöntemi ile belirlenen 

miktarları 

 Anti-TNFα yüklü PCL 

mikroküreler 

Anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG 

mikroküreler 

  

Kümülatif 

salım, % 

μg protein/mg 

mikroküre 

Kümülatif 

salım, % 

 

 

μg protein/mg  

mikroküre 

     

6. saat salım örneği 5.37 ± 1.21 0.64 ± 0.09 # 6.64 ± 0.57  1.16 ± 0.12 # 

7. gün salım örneği 18.37 ± 1.89 * 2.25 ± 0.17 < 24.06 ± 2.99 *  4.20 ± 0.29 < 

90. gün salım örneği 66.86 ± 4.88  8.10 ± 0.32 > 69.37 ± 6.03  12.10 ± 0.45 > 

*,#,<,> Gruplar arası belirgin farklılıkları göstermektedir (p ≤ 0.05) 

 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden farklı zamanlarda 

ortama çıkan anti-TNFα proteinin biyoaktivitesinin korunup korunmadığını ölçmek için 90 gün 

boyunca farklı zamanlarda elde edilen salım örnekleri enzime bağlı immünosorban (ELİZA) testi 

ile incelenmiştir. Anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama salınan 

biyolojik olarak aktif anti-TNFα protein miktarları BCA yöntemiyle belirlenen protein yükleme 

miktarlarına bölünerek salım sırasında ortama çıkan %kümülatif protein miktarları belirlenmiştir 

(Şekil 56). Ayrıca, salım sırasında 1 miligram mikroküreden zamanla ortama çıkan proteinin 

mikrogram cinsinden miktarları da belirlenmiştir (Şekil 57).  

Gama sterilizasyonu yapılmış PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden 3 aylık kümülatif 

anti-TNFα ilaç salımlarının benzer bir profile sahip olduğu gözlemlenmiştir (Şekiller 56 ve 57). 4. 

günden sonra, 1 mg PEG-PCL-PEG mikroküreden ortama çıkan mikrogram anti-TNFα ilaç 

miktarı 1 mg PCL mikroküreden ortama çıkan anti-TNFα miktarına oranla belirgin olarak 

artmıştır (Şekil 57). 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG ve PCL mikrokürelerden 6. Saatte, 7.günde 

ve 90. günde ortama çıkan biyolojik aktivitesini korumuş protein miktarları Tablo 26’da 

karşılaştırılmıştır. 6. saat ve 90. günde 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerden ortama çıkan biyolojik aktivitesini korumuş protein yüzdeleri arasında belirgin 
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bir fark gözlemlenmemiştir (p > 0.05). 7. günde ise, 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-

PCL-PEG mikrokürelerden ortama çıkan biyolojik aktivitesini korumuş protein yüzdeleri arasında 

belirgin bir fark gözlemlenmiştir (p ≤ 0.05). Fakat, BCA analizi sonuçlarına benzer olarak mg 

mikroküre başına ortama çıkan biyolojik aktivitesini korumuş μg protein miktarları kendi 

aralarında karşılaştırıldığında 6. saatte, 7. günde ve 90. günde ortama çıkan toplam protein 

miktarları arasında belirgin bir fark gözlemlenmiştir (p ≤ 0.05). 

 

 

Şekil 56. Gama sterilizasyonu yapılmış 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerin ELİZA yöntemi ile incelenen 3 aylık salım profili (n=3) ● 25 mg/ml anti-TNFα 

yüklü PCL ve ▲  25 mg/ml anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikroküreler 
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Şekil 57. Gama sterilizasyonu yapılmış 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerin ELİZA yöntemi ile incelenen 3 aylık mg mikroküre başına ortama çıkan μg ilaç 

salım profili (n=4) ● 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve ▲  25 mg/ml anti-TNFα yüklü PEG-PCL-

PEG mikroküreler 

 

Tablo 26. Gama sterilizasyonu yapılmış 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerden farklı zamanlarda ortama çıkan anti-TNFα’nın ELİZA yöntemi ile belirlenen 

miktarları 

 Anti-TNFα yüklü PCL 

mikroküreler 

Anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG 

mikroküreler 

  

Kümülatif 

salım, % 

μg protein/mg 

mikroküre 

Kümülatif 

salım, % 

 

 

μg protein/mg  

mikroküre 

     

6. saat salım örneği 5.35 ± 1.22 0.66 ± 0.14 # 6.62 ± 0.58  1.16 ± 0.12 # 

7. gün salım örneği 18.25 ± 1.92 * 2.27 ± 0.18 < 23.83 ± 2.83 *  4.16 ± 0.24 < 

90. gün salım örneği 62.05 ± 2.93 7.55 ± 0.21 > 65.58 ± 5.25  11.45 ± 0.26 > 

*,#,<,> Gruplar arası belirgin farklılıkları göstermektedir (p ≤ 0.05). 
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ELİZA yöntemi ile belirlenen farklı zamanlarda ortama çıkan protein miktarlarının BCA 

yöntemi ile gözlemlenen miktarlara oranları da Tablo 27’de verilmiştir. Bu sonuçlar 

incelendiğinde, PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerdenilk 6 saatte ve 7. günde ortama salınan 

anti-TNFα ilaç biyolojik aktivitesini tamamen korumuştur. 3 aylık salım sonunda, PCL 

mikrokürelerden ortama çıkan toplam anti-TNFα ilacın %93’ü korunurken PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerden ortama çıkan toplam anti-TNFα ilacın %94.6’sı biyoaktivitesini korumuştur. 

Anti-TNFα ilacın biyoaktivitesini büyük ölçüde korumasının nedeni, Bölüm 2.2.5’te belirtildiği gibi 

ilacın içeriğinde bulunan yardımcı maddeler proteinin kararlılığını korumasını sağlamıştır. 

 

 

Tablo 27. Gama sterilizasyonu yapılmış 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerden farklı zamanlarda ortama çıkan biyoaktif anti-TNFα miktarının (ELIZA 

yöntemiyle belirlenen) toplam salınan protein miktarına (BCA yöntemiyle belirlenen) oranı 

 Salınan biyoaktif protein miktarının  

salınan toplam proteine oranı 

6. saat 7. gün 90. gün 

Gama sterilizasyonu yapılmış anti-

TNFα yüklü PCL mikroküreler 

0.996 ± 0.002 0.993 ± 0.006 0.930 ± 0.032 

Gama sterilizasyonu yapılmış anti-

TNFα yüklü PEG-PCL-PCL 

mikroküreler 

0.998 ± 0.001 

 

0.991 ± 0.007 0.946 ± 0.015 

Tüm gruplar birbirinden p ≤ 0.05 seviyesinde istatiksel olarak farklı bulunmamıştır. 

 

 

3.2.4.2. Hücre Kültür Vasatı Ortamında Salım Profili 

 

Projenin son aşamasında, mikroküre salım sistemlerinin RA’li hasta kaynaklı sinoviyal 

fibroblast hücreler üzerindeki etkilerinin inceleneceği çalışmanın ön görüsü için hazırlanan anti-

TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin %5 serum içeren hücre kültür vasatı 

içerisinde salım çalışmaları 2 ay boyunca yapılmıştır. 
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Projenin ilk aşamalarında, farklı miktarlarda anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerden (10, 

25 ve 50 mg/ml) hücre kültür vasatı ortamına salınan anti-TNFα ilaç miktarlarını 

karşılaştırabilmek için ELİZA yöntemi kullanılmıştır. Salım çalışması sırasında PCL 

mikrokürelerden ortama salınan anti-TNFα ilaç miktarını belirleyebilmek için Şekil 49’da verilen 

kalibrasyon eğrisi kullanılmış ve salım sırasında 1 miligram mikroküreden zamanla ortama çıkan 

proteinin mikrogram cinsinden miktarları belirlenerek karşılaştırılmıştır (Şekil 58). Ayrıca, PCL 

mikrokürelerden hücre vasatı ortamına salınan biyolojik olarak aktif anti-TNFα ilaç miktarları 

Tablo 28’de verilmiştir. 6. saat salım örnekleri karşılaştırıldığında, 25 ve 50 mg/ml anti-TNFα 

yüklü PCL mikrokürelerden hücre kültür ortamına salınan biyolojik olarak aktif ilacın miktarları 

10 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerden hücre kültür ortamına salınan biyolojik olarak 

aktif ilacın miktarına oranla istatiksel anlamlı  olarak yüksek bulunmuştur (p ≤ 0.05). Ayrıca, 50 

mg/ml anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerden hücre kültür ortamına salınan biyolojik olarak aktif 

ilacın miktarı 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerden hücre kültür ortamına salınan 

biyolojik olarak aktif ilacın miktarından da belirgin olarak yüksek bulunmuştur (p ≤ 0.05). 7. ve 

90. günlerde, 50 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerden hücre kültür ortamına salınan 

biyolojik olarak aktif ilaç miktarları diğer iki gruptan hücre kültür ortamına salınan biyolojik olarak 

aktif ilaç miktarlarından belirgin olarak yüksek bulunmuştur (p ≤ 0.05). Fakat, 10 ve 25 mg/ml 

anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerden hücre kültür ortamına 7. ve 90. günlerde salınan toplam 

biyolojik olarak aktif ilacın miktarları arasında belirgin bir fark gözlemlenmemiştir (p > 0.05). 

Bölüm 3.2.4.1 Tablo 23’de  verilen, gama sterilizasyonu yapılmamış PCL 

mikrokürelerden farklı zamanlarda fosfat tampon ortamına çıkan biyolojik olarak anti-TNFα’in 

ELİZA yöntemi ile belirlenen ilaç miktarları ve Tablo 28’de verilen gama sterilizasyonu yapılmış 

PCL mikrokürelerden farklı zamanlarda hücre kültür ortamına çıkan biyolojik olarak anti-TNFα 

miktarları karşılaştırıldığın, % 5 serum içeren hücre kültürü vasatı içinde yapılan salım 

çalışmasının 6. saat, 7. gün ve  90. günlerinde ortama çıkan ilaç miktarı fosfat tampon 

ortamında yapılan salım çalışmasının 6. saat, 7. gün ve  90. günlerinde ortama çıkan ilaç 

miktarından belirgin olarak düşüktür. Bunun sebebi, hücre vasatı içindeki serum proteinlerinin 

mikrokürelerin yüzeyine adsorpsiyonu sonucu anti-TNFα ilacın dış ortama difüzyonun 

sınırlanmasıdır. Non-spesifik protein adsorpsiyonu polimerik ilaç salım sistemlerinden ortama 

çıkan proteinin in vito salım kinetiğini etkileyerek yavaş bir salım kinetiği göstermesine neden 

olmaktadır (CROTTS, 1997). 
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Şekil 58. Gama sterilizasyonu yapılmış farklı miktarlarda anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerin % 

5 serum içeren hücre kültür vasatı içerisinde ELİZA yöntemi ile incelenen 2 aylık mg mikroküre 

başına ortama çıkan μg ilaç salım profili (n=3).○ 10 mg/ml, x 25 mg/ml ve ▲ 50 mg/ml anti-

TNFα yüklü PCL mikroküreler 

 

Farklı iç faz anti-TNFα konsantrasyonu (10, 25 ve 50 mg/ml)  ile hazırlanan PCL 

mikrokürelerin protein verimliği ve fosfat tampon salım profillerinin  karakterizasyonu sonucunda 

projenin son aşamasında kullanılacak anti TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin iç 

faz anti-TNFα konsantrasyonu 25 mg/ml olarak belirlenmiştir. Bu nedenle, bu iç faz protein 

konsantrasyonuna sahip anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikroküreler hazırlanmıştır ve anti-

TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin %5 serum içeren hücre kültür vasatı 

içerisinde salım kinetiği analizleri 60 gün boyunca yapılmıştır. Şekil 59’da anti-TNFα yüklü PCL 

ve PEG-PCL-PEG %5 serum içeren hücre kültür vasatı içerisinde 60 günlük salım profilleri 

verilmiştir. Ayrıca, gama sterilizasyonu yapılmış 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-

PEG mikrokürelerden 6. saatte, 7. günde ve 90. Günde %5 serum içeren hücre kültürü ortamına 

çıkan toplam biyolojik olarak aktif protein miktarları Tablo 29’da karşılaştırılmıştır. 
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Table 28. Farklı zamanlarda gama sterilizasyonu yapılmış farklı miktarlarda anti-TNFα yüklü 

PCL mikrokürelerden %5 serum içeren hücre kültür vasatı ortamına çıkan anti-TNFα’in ELİZA 

yöntemi ile belirlenen miktarları 

 ug anti-TNFα / mg PCL mikroküre 

6 hour 7 day 60 day 

   

10 mg/ml anti-TNFα yüklü  PCL 

mikroküreler 

0.074 ± 0.004 *,# 0.529 ± 0.050 > 0.988 ± 0.088 $ 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü  PCL 

mikroküreler 

0.091 ± 0.008 *,< 0.552 ± 0.053 ^ 0.979 ± 0.097 & 

50 mg/ml anti-TNFα yüklü  PCL 

mikroküreler 

0.116 ± 0.004 #,< 0.718 ± 0.031 >,^ 1.308 ± 0.075 

$,& 

*, #, <, >,^, $, &  Gruplar arası belirgin farklılıkları göstermektedir (p ≤ 0.05). 

 

4. günden sonra, 1 mg PEG-PCL-PEG mikroküreden hücre kültürü ortamına çıkan 

mikrogram anti-TNFα ilaç miktarı 1 mg PCL mikroküreden ortama çıkan anti-TNFα miktarına 

oranla belirgin olarak artmıştır (Şekil 59). Tablo 29’da görüldüğü gibi, 25 mg/ml anti-TNFα yüklü 

PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden farklı zamanlarda ortama çıkan protein miktarları kendi 

aralarında karşılaştırıldığında aralarında belirgin bir fark gözlemlenmiştir (p ≤ 0.05). 25 mg/ml 

anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerin protein yükleme verimliği (%75.91 ± 1.16) PCL 

mikrokürelerin protein yükleme verimliliğine (%65.37 ± 1.80) oranla daha yüksek olduğu için 

PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama  daha çok anti-TNFα çıktığı düşünülmektedir. PEG 

segmentinden dolayı da, mikrokürelerin hidrofilik özelliği arttıkça su tutma oranı arttığından 

PEG-PCL-PEG mikrokürelerden salım ortamına daha hızlı bir şekilde protein çıkımıştır. Daha 

önceki bir çalışmada, MPEG-PLA kopolimeri sentezlenerek hazırlanan nanoparçacıklardan 

salım ortamına çıkan ilaç (paklitaksel) miktarı, PLA nanoparçacıklardan salım ortamına çıkan 

ilaç miktarına oranla daha yüksek bulunmuştur (DONG, 2004). İlk 7 gün, ilacın %85’i MPEG-

PLA nanoparçacıklardan salım ortamına çıkarken PLA nanoparçacıklardan salım oratamına 1 

ayda ilacın %30’u çıkabilmiştir.  Ayrıca, PEG-PCL-PEG mikrokürelerin yapısındaki PEG’in hücre 

vasatı içindeki serum proteinlerinin mikrokürelerin yüzeyine adsorpsiyonunu  engelleyerek anti-

TNFα ilacın dış ortama daha rahat çıkmasına neden olduğu düşünülmektedir. Cho ve 

arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada (CHO, 2009), tek PCL ve farklı oranlarda PCL-g-PEG ile 

karıştırılmış PCL fimler hazırlanarak film yüzeyine protein  adsorpsiyonu incelenmiştir. Yaptıkları  
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analizler sonucunda, yapıya PEG’in dahil olmasıyla protein adsorpsiyon düzeyinin azaldığını 

gözlemlemişlerdir. Başka bir çalışmada da, plazma proteinlerinin PLGA homopolimeri ve PEG-

PLGA diblok kopolimerlerden hazırlanmış nanoküreler üzerine adsorpsiyonu karşılaştırılmış ve 

PEG ile modifiye edilen PLGA nanokürelerin yüzeyine protein adsorpsiyon miktarı PLGA 

nanokürelerin yüzeyine protein adsorpsiyon miktarından belirgin olarak düşük bulunmuştur 

(GREF, 1995). 

 

 

Şekil 59. Anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin %5 serum içeren hücre kültür 

vasatı içerisinde ELİZA yöntemi ile incelenen 60 günlük  mg mikroküre başına ortama çıkan μg 

ilaç salım profili (n=4) ▲ 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve ● 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PEG-

PCL-PEG mikroküreler 
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Tablo 29. Gama sterilizasyonu yapılmış 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerden %5 serum içeren hücre kültür vasatı ortamına farklı zamanlarda çıkan anti-

TNFα’in ELİZA yöntemi ile belirlenen miktarları 

 ug anti-TNFα / mg mikroküre 

6. saat 7. gün 60. gün 

 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü  PCL mikroküreler 

 

0.091 ± 0.008 

 * 

 

0.552 ± 0.053  

# 

 

0.979 ± 0.097  

< 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü  PEG-PCL-PEG  

mikroküreler 

0.123 ± 0.010  

* 

0.848 ± 0.304 

 # 

1.595 ± 0.072  

< 

*, #, < Gruplar arası belirgin farklılıkları göstermektedir (p ≤ 0.05). 

 

3.2.4.3. Sinoviyal Sıvı Ortamında Salım Profili 

 

Anti-TNFα yüklü mikrokürelerin in vivo stabilitesinin ön görüsü için, anti-TNFα ilaç yüklü 

PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler ve ilacın kendisi sağlıklı (travmaya bağlı veya  osteoartirit 

hastalığı sürecinde total protez ameliyatı geçiren)  veya RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvı ile 

2 hafta boyunca inkübe edilmiştir. Sağlıklı veya RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvılara 

eklenen belli konsantrasyondaki anti-TNFα ilacın zamanla konsantrasyon miktarındaki değişim 

Şekil 60’da verilmiştir. 2 hafta boyunca sinoviyal sıvıda bekletilen anti-TNFα ilacının ELIZA 

yöntemiyle belirlenen konsantrasyonunda zamana bağlı olarak belirgin bir değişim olmamıştır 

ve ilaç biyolojik aktivitesini 37°C, %5’lik CO2 ortamında 14 gün boyunca büyük ölçüde 

korumuştur. 
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Şekil 60. Sağlıklı ve RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvılara eklenen belli konsantrasyondaki 

anti-TNF ilacın zamanla konsantrasyonunda değişim (n=3) ▲ sağlıklı sinoviyal sıvı ortamına 

eklenen anti-TNF ilaç, ● RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvı ortamına eklenen anti-TNF ilaç 

 

Projenin ilk aşamalarında, 10 mg/ml anti-TNFα ilaç yüklü PCL mikroküreler sağlıklı veya 

RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvı ile 2 hafta boyunca inkübe edilmiştir. Anti-TNFα yüklü 

PCL mikrokürelerden farklı zamanlarda sağlıklı veya RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvı 

ortamına çıkan biyoaktif anti-TNFα ilaç miktarı ELİZA yöntemi ile belirlenerek 1 miligram 

mikroküreden zamanla ortama çıkan biyoaktif ilacın mikrogram cinsinden miktarları Şekil 61’de 

verilmiştir. Sağlıklı ve RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvılardaki salım miktarları 

karşılaştırıldığında, ilk gün mikrokürelerden ortama çıkan anti-TNFα miktarları arasında belirgin 

bir fark gözlemlenmezken (p > 0.05), 2. günden sonra RA’li hastalardan alınan sinoviyal 

sıvılardaki salım miktarı artmış ve 14. günde ortama çıkan anti-TNFα miktarları arasında belirgin 

bir fark gözlemlenmiştir (p ≤ 0.05). Eklemde sinoviyum tarafından salgılanan sinoviyal sıvı, 

lenfosit, monositler ve nötrofiller gibi çeşitli hücrelerin yanında proteinler, elektrolitler, glikoz ve 

hiyalüranik asit içeren oldukça viskoz bir sıvıdır (LIPOWITZ, 1985). Sağlıklı yetişkinlerin 

sinoviyal sıvısında, 2.5 – 4 mg/ml konsantrasyon aralığında 4 – 5 x 106 moleküler ağırlığına 

sahip hiyalüranik asit bulunmaktadır. Bu doğal polisakkarit sinoviyal sıvının viskoelastik 

davranışında, şok emiliminde ve eklemin kayganlığının sağlanmasında önemli bir rol 

oynamaktadır (RINAUDO, 2009). Osteoartirit ve Romatoid Artirit gibi dejeneratif hastalıklarda, 

sinoviyal sıvıdaki hiyalüranik asit miktarının azalmasına bağlı olarak sinoviyal sıvının miktarı ve 
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vizkozitesi de azalmaktadır (ALY, 2008,RINAUDO, 2009) . RA’li hastalardan alınan sinoviyal 

sıvının vizkozitesinin sağlıklı sinoviyal sıvıya göre daha düşük olması nedeniyle, PCL 

mikrokürelerden ortama salınan anti-TNFα miktarları RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvıda 

sağlıklı sinoviyal sıvıda bulunan miktardan belirgin olarak daha fazladır. 

 

 

Şekil 61. Sağlıklı veya RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvı ortamında bekletilen 10 mg/ml 

anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerin ELİZA yöntemi ile incelenen 2 haftalık mg mikroküre başına 

ortama çıkan μg ilaç salım profilleri (n=3) ▲ sağlıklı sinoviyal sıvı ortamında bekletilen anti-

TNFα yüklü mikroküreler, ● RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvı ortamında bekletilen anti-

TNFα yüklü mikroküreler 

 

Projenin ilerleyen aşamalarında, projenin son aşamasında kullanılacak anti-TNFα yüklü 

PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin iç faz anti-TNFα konsantrasyonu 25 mg/ml olarak 

belirlenmiştir. Bu iç faz protein konsantrasyonuna sahip anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG 

mikroküreler sağlıklı veya RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvı ile 2 hafta boyunca inkübe 

edilmiştir. 25 mg/ml anti TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden farklı zamanlarda 

sağlıklı veya RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvı ortamına çıkan biyoaktif anti-TNFα ilaç 

miktarı ELİZA yöntemi ile belirlenmiştir. 1 miligram mikroküreden zamanla ortama çıkan 

biyoaktif ilacın mikrogram cinsinden miktarları Şekil 62’de verilmiştir.. Ayrıca, gama 

sterilizasyonu yapılmış 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden 7. ve 
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14. günde sağlıklı veya RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvı ortamına çıkan toplam biyolojik 

olarak aktif protein miktarları Tablo 30’da karşılaştırılmıştır. 

 

 

Şekil 62. Sağlıklı veya RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvı ortamında bekletilen 25 mg/ml 

anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin ELİZA yöntemi ile incelenen 2 haftalık 

mg mikroküre başına ortama çıkan μg ilaç salım profilleri (n=3) ▲ sağlıklı sinoviyal sıvı 

ortamında bekletilen 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCLmikroküreler, Δ RA’li hastalardan alınan 

sinoviyal sıvı ortamında bekletilen 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL mikroküreler,● sağlıklı 

sinoviyal sıvı ortamında bekletilen 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikroküreler, o 

RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvı ortamında bekletilen 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PEG-PCL-

PEG mikroküreler 

 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelerden sağlıklı ve RA’li hastalardan alınan 

sinoviyal sıvı ortamına salınan anti-TNFα miktarları karşılaştırıldığında, 7. günde PCL 

mikrokürelerden ortama çıkan anti-TNFα miktarları arasında belirgin bir fark gözlemlenmezken 

(p > 0.05), 14. günde  sağlıklı ve RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvı  ortamına salınan anti-

TNFα miktarları arasında belirgin bir fark gözlemlenmiştir (p ≤ 0.05). 25 mg/ml anti-TNFα yüklü 

PEG-PCL-PEG mikrokürelerden sağlıklı ve RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvı ortamına 

salınan anti-TNFα miktarları karşılaştırıldığında ise, 7. ve 14. günlerde sağlıklı ve RA’li 

hastalardan alınan sinoviyal sıvı  ortamına salınan anti-TNFα miktarları arasında belirgin bir fark 
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gözlemlenmemiştir (p > 0.05). Tüm zamanlarda, PEG-PCL-PEG mikrokürelerden sağlıklı veya 

RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvı  ortamına salınan anti-TNFα miktarları PCL 

mikrokürelerden sinoviyal sıvı ortamına salınan anti-TNFα miktarlarından belirgin olarak yüksek 

çıkmıştır (p ≤ 0.05). Daha önceki bölümlerde de belirtildiği gibi, yüksek protein yükleme 

verimliliğinin ve PEG segmentinin varlığının 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL mikrokürelere 

oranla PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama daha çok ilacın çıkmasına neden olduğu 

düşünülmektedir. Ayrıca, Bölüm 3.2.4.2’de bahsedildiği gibi PEG-PCL-PEG mikrokürelerin 

yapısındaki PEG’in hücre vasatı içindeki serum proteinlerinin mikrokürelerin yüzeyine 

adsorpsiyonunu  engelleyerek anti-TNFα ilacın dış ortama daha rahat çıkmasına neden olduğu 

düşünülmektedir. 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin, sağlıklı ve RA’li 

hastalardan alınan sinoviyal sıvı ortamında yapılan salım çalışmasının 7. gününde ortama çıkan 

anti-TNFα miktarı %5 serum içeren kültür vasatı ve PBS ortamında yapılan salım çalışmalarının 

7. gününde ortama çıkan anti-TNFα miktarı ile Tablo 31’de karşılaştırılmıştır. Tüm salım 

ortamlarında PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama çıkan anti-TNFα miktarları PCL 

mikrokürelerden ortama çıkan anti-TNFα miktarlarından belirgin olarak yüksek bulunmuştur (p ≤ 

0.05). PEG-PCL-PEG mikrokürelerin yüksek verimliliği ve  hidrofilik PEG segmentinin yapıda 

olmasından dolayı bu mikrokürelerden ortama daha çok anti-TNFα’nın çıktığı düşünülmektedir. 

Her iki mikroküre grubu için de, %5 serum içeren hücre kültürü vasatı içinde yapılan salım 

çalışmasının 7. gününde ortama çıkan ilaç miktarı sinoviyal sıvılar içinde yapılan salım 

çalışmalarının 7. gününde ortama çıkan ilaç miktarlarından yüksek olmasına karşın PBS içinde 

yapılan salım çalışmasının 7. gününde ortama çıkan ilaç miktarından belirgin olarak düşüktür. 

Bunun sebebi, hücre kültür vasatı içindeki serum proteinlerinin mikrokürelerin yüzeyine 

adsorpsiyonu sonucu anti-TNFα ilacın dış ortama difüzyonun sınırlanmasıdır. Non-spesifik 

protein adsorpsiyonu polimerik ilaç salım sistemlerinden ortama çıkan proteinin in vitro salım 

kinetiğini etkileyerek yavaş bir salım kinetiği göstermesine neden olmaktadır (CROTTS, 1997). 

Fakat, bu sınırlanma sinoviyal sıvıdaki kadar etkin olmadığı için hücre vasatı ortamındaki salım 

çalışmalarında ortama çıkan ilaç miktarı sinoviyal sıvı ortamındaki salım çalışmalarında ortama 

çıkan ilaç miktarındandan fazladır. Ayrıca, PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden ortama 

salınan anti-TNFα miktarları RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvıda sağlıklı sinoviyal sıvıda 

bulunan miktardan belirgin olarak daha fazladır. Bunun nedeni, RA’li hastalardan alınan 

sinoviyal sıvının vizkozitesinin sağlıklı sinoviyal sıvıya göre daha düşük olmasıdır.  
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Table 30. Gama sterilizasyonu yapılmış 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerden sağlıklı veya RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvı ortamına 7. ve 14. günde 

çıkan toplam biyolojik olarak aktif anti-TNFα’in ELİZA yöntemi ile belirlenen miktarları 

 μg anti-TNFα/mg mikroküre 

 7.gün 14. gün 

 

 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL mikroküreler 

(Sağlıklı sinoviyal sıvı salım çalışması) 

 

0.19 ± 0.02 

*,> 

 

0.24 ± 0.02 

#,<,’ 

 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL mikroküreler 

(RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvı salım 

çalışması) 

 

0.22 ± 0.02 

& 

 

0.28 ± 0.02 

#, $ 

 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü  PEG-PCL-PEG 

mikroküreler 

(Sağlıklı sinoviyal sıvı salım çalışması) 

 

0.23 ± 0.02 

* 

 

0.30 ± 0.02 

< 

 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü  PEG-PCL-PEG 

mikroküreler 

(RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvı salım 

çalışması) 

 

0.25 ± 0.03 

>,& 

 

0.31 ± 0.04 

‘,$ 

*, #, <,>, &, ‘, $ Gruplar arası belirgin farklılıkları göstermektedir (p ≤ 0.05). 
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Tablo 31. Gama sterilizasyonu yapılmış 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerin, sağlıklı ve RA’li hastalardan alınan sinoviyal sıvı ortamında yapılan salım 

çalışmasının 7. gün sonunda ortama salınan toplam biyolojik olarak aktif anti-TNFα miktarları ile 

PBS ortamında yapılan salım çalışmasının ve %5 serum içeren hücre kültür vasatı ortamında 

yapılan salım çalışmasının 7. günündeki ortama salınan toplam biyolojik olarak aktif anti-TNFα 

miktarlarının karşılaştırılması 

 μg anti-TNF/mg mikroküre 

 25 mg/ml anti-TNFα yüklü 

PCL mikroküreler 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü 

PEG-PCL-PEG 

mikroküreler 

 

PBS salım çalışması 7. gün 

 

2.27 ± 0.18  

 

4.16 ± 0.24 

 

% 5 serum içeren hücre kültür 

vasatı salım çalışması 7. gün salım 

örneği 

 

0.55 ± 0.05 

 

0.85 ± 0.30 

 

Sağlıklı sinoviyal sıvı salım 

çalışması 7. gün salım örneği 

 

0.19 ± 0.02 

 

0.23 ± 0.02 

 

RA’li hastalardan alınan sinoviyal 

sıvı salım çalışması 7. gün salım 

örneği 

 

0.22 ± 0.02 

 

0.25 ± 0.03 

Tüm gruplar birbirinden p ≤ 0.05 seviyesinde istatiksel olarak farklı bulunmuştur. 
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Aşama 4: Anti-TNFα Yüklü PCL veya PEG-PCL-PEG Mikrokürelerin Romatoid Artiritli 

(RA) Hastalardan Alınmış Sinovisit Hücreleri Üzerindeki Etkilerinin 

İncelenmesi 

 

Projenin son aşamasında, 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL veya PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerden 1 ay süreyle salınan anti-TNFα’in RA’li hasta kaynaklı sinoviyal fibroblast 

hücreler üzerindeki etkisi ve mikrokürelerden in vitro salım profilleri incelenmiştir. Bu çalışmada 

kullanılan sinoviyal fibroblast hücreler RA’e bağlı total eklem protez ameliyatı geçiren 

hastalardan alınan sinoviyal membranlardan izole edilmiş ve çoğaltılmıştır. Hasta seçimi 

Ortopedi Uzmanı Prof. Dr. Bülent Atilla ve Pediatri Nefroloji ve Romatoloji Uzmanı Prof. Dr. 

Seza Özen tarafından gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmada, 5 kadın romatoid artrit hastasından 

alınan sinoviyal membranlar sinoviyal fibroblast hücrelerin izolasyonu için kullanılmıştır ve bu 

hastalara ait bilgiler Tablo 32’de verilmiştir.  

 

Tablo 32. Çalışmada kullanılan sinoviyal fibroblast hücrelerin izolasyonunun yapıldığı sinoviyal 

membranların alındığı hastaların genel bilgileri 

Hasta No CRP (mg/L) Sedimentasyon 

(mm/sa) 

Romatoid Faktör 

1 <0.33 29 ölçülmemiş 

2 2.6 56 36.20 

3 3.72 37 9.69 

4 <0.33 28 379 

5 1.92 45 ölçülmemiş 
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Aşama 4.1. Romatoid Artiritli (RA) Hastaların Total Eklem Replasmanı Operasyonu 

Sırasında Çıkarılan Sinoviyal Membranlardan Sinovisit Hücrelerinin 

İzolasyonu 

 

Hazırlanan 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL veya PEG-PCL-PEG mikroküre salım 

sistemlerinin RA’li hasta kaynaklı sinoviyal fibroblast hücreler üzerindeki etkileri ve 

mikrokürelerden in vitro salım profilleri projenin son aşamasında incelenmiştir. Bu nedenle, 

sinoviyal fibroblast hücrelerin RA’e bağlı total eklem protez ameliyatı geçiren hastalardan alınan 

sinoviyal membranlardan izole edilmiş ve çoğaltılmıştır. 10x ve 20x büyütmelerde fotoğrafları 

çekilen sinoviyal fibroblast hücrelerin karakteristik ağsı bir morfolojiye sahip olduğu 

gözlemlenmiştir (Şekil 63). Sinoviyal membrandan izole edilen sinoviyal fibroblast hücrelerin 

morfolojik özellikleri literatüre bakıldığında da önceki çalışmalarda RA’li hastaların diz 

ekleminden izole edilen sinoviyal fibroblast hücrelerin morfolojisiyle benzerlik göstermektedir 

(ZHANG, 1997,KUSUNOKI, 2005). 

RA’li hastaların sinoviyal membranlarından izole edilmiş fibroblast hücreler serum 

içeren hücre kültür ortamında çoğaltılarak pasajlanmıştır. Ida ve ark.’nın yaptığı bir çalışmada 

(IDA, 2009) gözlemlendiği gibi, izole edildikten sonra en az 4. pasaja kadar getirilen sinoviyal 

hücrelerde makrofaj-benzeri hücrelerin yüzdesi azalırken fibroblast benzeri hücrelerin yüzdesi 

artmıştır. Literatürdeki, RA’li hastaların sinoviyal membranlarından izole edilmiş fibroblast hücre 

kullanılmış çalışmalara da bakıldığında genellikle yüksek pasajlarda sinoviyal hücreler 

kullanılmıştır (INOUE, 2001,HOSAKA, 2005,XU, 2010). 

 

 

 

 

 

 



154 
 

 

1. HASTA (10x) 

 

1. HASTA (20x) 

 

2. HASTA (10x) 

 

2. HASTA (20x) 

 

3. HASTA  (10x) 

 

3. HASTA (20x) 

 

4. HASTA (10x) 

 

4. HASTA (20x) 

 

5. HASTA (10x) 

 

5. HASTA (20x) 

Şekil 63. RA’li hastaların sinoviyal membranlarından izole edilen sinoviyal fibroblast hücrelerin 

faz kontrast mikrografileri 
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Aşama 4.2. Anti-TNFα Yüklü PCL veya PEG-PCL-PEG Mikrokürelerin Romatoid Artiritli 

(RA) Hastalardan Alınmış Sinovisit Hücreler ile Etkileştirilmesi 

 

RA’li hastalardan izole edilen sinoviyal fibroblast hücreler, tedavi amaçlı olarak 

hazırlanan anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerle 1 ay boyunca kültive edildiği 

deneylerde kullanılacak parametrelerin belirlenmesi için projede belirtilmemesine karşın bazı ön 

denemeler yapılmıştır. 

TNF-α’nın RA hastalığının gelişimindeki etkin rolünden dolayı, RA’li hastaların sinoviyal 

fibroblast hücrelerin farklı pasajlarındaki TNF-α miktarları ölçülmüş ve ileri pasajlarda TNF-α 

miktarlar ile karşılaştırılması yapılmıştır. Hücre kültür vasatı ortamındaki TNF-α miktarlarını 

belirlenmesi için TNF-α standart çözeltileri kullanılarak ELİZA yöntemi ile kalibrasyon eğrisi 

oluşturulmuştur (Şekil 64). Yapılan projede planlanan hücre kültür çalışmaları için yapılan bu ön 

denemelerde farklı pasajlarında TNF-α konsantrasyonları 31-35 pg/ml TNF-α aralığında 

bulunmuştur (Şekil 65). 1. pasajdaki hücrelerin hücre kültür vasatı ortamında ölçülen TNF-α 

değerleri diğer pasajlarda okunan miktarlara oranla daha yüksek çıkmıştır ama farklı pasajlar 

arasında TNF-α değerleri belirgin bir değişim gözlemlenmemiştir.  

 

 

Şekil 64. Çeşitli pasajlardaki sinoviyal hücrelerde TNF-α miktarlarını belirleyebilmek için ELİZA 

analizinde kullanılan TNF- kalibrasyon eğrisi 

 



156 
 

 

Şekil 65. Çeşitli pasajlardaki sinoviyal hücrelerde TNFα düzeyleri (n=2) 

 

İkinci ön denemede ise, yüksek pasajlardaki sinoviyal hücre kültür ortamına farklı 

konsantrasyonlarda sadece interlekün-1β (IL-1β) ve IL-1β ve TNF-α birlikte eklenerek ekleme 

öncesi ve sonrasındaki TNF-α değerlerindeki değişimler incelenmiştir (Şekiller 66-68). Farklı 

konsantrasyonlarda IL-1β eklenmiş sinoviyal hücrelerdeki TNF-α düzeyleri IL-1β eklenmemiş 

sinoviyal hücrelerdeki TNF-α düzeyleri ile karşılaştırıldığında, sadece 7. günde TNFα düzeyleri 

arasında belirgin bir fark gözlemlenmiştir (Şekil 66). Fakat, 0.1, 1 ve 10 ng/ml IL-1β eklenmemiş 

sinoviyal hücrelerdeki TNF-α düzeyleri arasından belirgin bir farklılık gözlemlenmemiştir (p > 

0.05). Ayrıca, 7. gün dışındaki günlerde IL-1β eklenmiş veya eklenmemiş sinoviyal hücrelerin 

TNF-α düzeyleri arasında da belirgin bir fark gözlemlenmemiştir. İlk gün, IL-1β ve TNF-α’nın 

birlikte eklendiği sinoviyal hücrelerin TNF-α düzeyleri diğer deney gruplarının TNF-α düzeylerine 

oranla oldukça yüksek değerde okunmuştur (Şekil 67). İlk günde okunan TNF-α düzeyleri IL-1 β 

ve TNF-α eklendikten 24 saat sonra hücre kültürü vasatı değiştirilmeden okunmuştur. Bu 

nedenle, bu grupta okunan yüksek TNF-α değeri dışardan eklenen TNF-α’dan kaynaklandığı 

için bu grup için okunan birinci gün TNF-α değeri çıkarılarak Şekil 67 Şekil 68’de yeniden 

düzenlenmiştir. 2. günde, IL-1β ve TNF-α eklenmemiş sinoviyal hücrelerin TNF-α düzeyleri 

sadece IL-1β ve IL-1β ve TNF-α birlikte eklenmiş hücrelerin TNF-α düzeyinden düşük 

bulunmuştur. IL-1β ve TNF-α eklenmemiş sinoviyal hücrelerin TNF-α düzeyleri IL-1β ve TNF-α 

birlikte eklenmiş hücrelerin TNF-α düzeyinden belirgin olarak düşüktür (p ≤  0.05). 7. günde, 

farklı konsantrasyonlarda IL-1β eklenmiş sinoviyal hücrelerdeki TNF-α düzeyleri IL-1β ve TNF-α 
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birlikte eklenmiş ve IL-1β ve TNF-α eklenmemiş sinoviyal hücrelerin TNF-α düzeylerine oranla 

belirgin olarak yüksek okunmuştur (p ≤  0.05). 7. günden sonra deney gruplarının TNF-α 

düzeyleri arasında  belirgin bir fark gözlemlenmemiştir.  

 

 

Şekil 66. Farklı konsantrasyonlarda interlekün-1β eklenmiş ve eklenmemiş sinoviyal fibroblast 

hücrelerden ortama salınan TNF-α miktarları 
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Şekil 67. Farklı konsantrasyonlarda interlekün-1β ve IL-1β ve TNF-α birlikte eklenmiş ve 

eklenmemiş sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama salınan TNF-α miktarları 

 

 

Şekil 68. Yeniden düzenlenen farklı konsantrasyonlarda interlekün-1β ve IL-1β ve TNF-α birlikte 

eklenmiş ve eklenmemiş sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama salınan TNF-α miktarları 
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Yapılan üçüncü ön denemede, RA’li hastaların sinoviyal membranlarından izole edilmiş 

ve 4. pasaja getirlilmiş sinoviyal fibroblast hücrelerin iki farklı konsantrasyondaki IL-1β (0.1 ve 1 

ng/ml) ile sürekli etkileştirilmesi sonucu oluşabilecek TNF-α değerlerindeki değişimler 12 gün 

boyunca incelenmiştir (Şekil 69). 12 gün boyunca sürekli IL-1β eklenmiş sinoviyal fibroblast 

hücrelerin TNF-α düzeyleri ve IL-1β eklenmemiş hücrelerin TNF-α düzeyleri arasında belirgin bir 

fark gözlemlenmemiştir (p > 0.05). 6. günün sonunda, 1 ng/ml IL-1β eklenmiş sinoviyal hücreler 

yüzeyden kalktığı için sonraki zamanlarda bu gruba ait okumalar yapılamamıştır. Bu üç ön 

denemenin sonuçlarına bakıldığında, IL-1β ve TNF-α eklenmesinin RA sinoviyal fibroblast 

hücreler tarafından ortama salgılanan TNF-α miktarlarında belirgin bir değişime neden olmadığı 

gözlemlenmiştir. Bu nedenle, projenin son aşamasında IL-1β veya TNF-α ekelenmemiş RA 

sinoviyal fibroblast hücrelerin 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerle 

4 hafta boyunca etkileştirilmesine karar verilmiştir.  

 

 

Şekil 69. Sürekli 0.1 ve 1 ng/ml interlekün-1β eklenmiş ve eklenmemiş sinoviyal fibroblast 

hücrelerden ortama salınan TNF-α miktarları  
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Yapılan dördüncü ön denemede ise, anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikroküreler ile etkileştirilen RA sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama salınan TNF-α miktarları 

ve mikrokürelerle etkileştirilmemiş RA sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama salınan TNF-α 

miktaraları 10 gün boyunca incelenmiştir (Şekil 70). Mikrokürelerle etkileştirilen ve 

etkileştirilmeyen sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama salınan TNF-α miktarları arasında 

belirgin bir fark gözlemlenmemiştir. Etanercept (Enbrel) TNF-α yapısını nötralize eden bir 

biyolojik olduğu için TNF-α molekülü ortamdan uzaklaşmamaktadır (GRATTENDICK, 2008). 

Ortamdan uzaklaşmayan etanercept bağlı TNF-α molekülleri ELİZA testinde kullanılan 

antikorlara bağlanarak yüksek TNF-α değerleri okunmasına neden olmaktadır. Bu nedenle, 

projenin son aşamasında ortama salgılanan etkin fiziyolojik olarak aktif TNF-α miktarlarını 

ölçebilmek için TNF-α molekülüne duyarlı Wehi-164 var13 hücre hattının kullanıldığı TNF-α 

biyoaktivite testinin kullanılmasına karar verilerek bu test projeye dahil edilmiştir.  

 

 

Şekil 70. Anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler ile etkileştirilen ve 

mikrokürelerle etkileştirilmemiş RA sinoviyal fibroblast hücrelerden 10 gün boyunca ortama 

salınan TNF-α miktarları 
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Son olarak, ilk RA’li hastadan eklem replasmanı sırasında alınan sinoviyal 

membranlardan enzimatik yöntemle izole edilen sinoviyal fibroblast hücrelerin 4. pasajındaki 

TNF-α gen ifadesi PCR yöntemi ile incelenmiştir. Gen ifade çalışmalarında göreceli gen 

ifadesinin doğru şekilde ortaya konabilmesi için ilgilenilen gene ait ifade değerlerinin bu dokuda 

çeşitli patolojik şartlarla ifade miktarının değişmediği öngörülen (bilinen) bir referans genin 

ifadesine normalize edilmesi gereklidir. Bu amaçla bu çalışmada beta aktin gen ifadesi 

kullanılmıştır. Çalışmada TNF-α’ya özgü gen ifadesi verileri, beta aktin gen ifadesi verilerine 

normalize edilmiştir. Ayrıca, romatoid artritli dokudan elde edilen gen ifadesi verilerinin normal 

doku gen ifadesine de normalizasyonu amaçlanmış, bu şekilde verilerin “kat artışı” şeklinde 

göreceli gen ifadesine dönüştürülmesi sağlanmıştır. Şekil 71’de 5-10. döngülerde amplifiye olan 

normal ve RA’li hücrelerden elde edilen cDNA örnekleri ile beta aktin gen ifadesi 

karşılaştırılmıştır. Amplifikasyonlar ikişer adet bağımsız cDNA örneğinden yapılan üçlü 

tekrarların ortalamalarıdır. β-Actin mRNA'sı çok yüksek kalitede amplifiye olurken, TNF-α ifadesi 

saptanamamıştır. Bu hastanın, klinik bulguları incelendiğinde C-reaktif protein (CRP) değerinin 

düşük olduğu gözlemlenmiştir. CRP, iltihabi reaksiyonlar sırasında kanda miktarı artan ve 

karaciğer ile yağ hücreleri tarafından üretilen akut faz reaktanları adı verilen proteinlerden biridir. 

Klinik olarak aktif RA’li hastalarda yüksek CRP değerleri görülmektedir (STEPHENSEN, 2000). 

Pretzel ve ark. yaptığı bir çalışmada (PRETZEL, 2009), in vitro model oluşturulurken CRP 

değeri yüksek (47.6 mg/L) hastalarda çalışmıştır. Bu nedenle, bu projenin ilerleyen 

basamaklarında hücre izolasyonu ve çoğaltılabilmesı için yüksek CRP değerine sahip 

hastalardan alınan sinoviyal örneklerin kullanılmasına karar verilmiştir. Yüksek CRP 

seviyelerinin vücutta akut iltihabi bir reaksiyon veya bir enfeksiyon olduğunu, CRP seviyelerinin 

azalmasının da iltihabi reaksiyonun veya enfeksiyonun azalmaya başladığını göstermektedir. 
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 Şekil 71. 5-10. döngülerde amplifiye olan normal ve RA’li hücrelerden elde edilen cDNA 

örnekleri ile beta aktin gen ifadesi 
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Yukarıda bahsedilen ön denemeler sonunda, RA’li hastalardan izole edilen sinoviyal 

fibroblast hücreler ile hazırlanan 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerin 1 ay boyunca kültive edileceği deney koşulları belirlenmiştir. Bu çalışmada, 

sinoviyal fibroblast hücreler mikrokürelerden ayrı bir ortamda kültive edilmiş ve belli zaman 

aralıklarında mikrokürelerden ortama salınan anti-TNFα’yı içeren hücre kültür vasatı hücrelerin 

üzerine eklenmiştir. PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden 1 ay boyunca %5 serum içeren 

hücre kültür ortamına çıkan anti-TNFα miktarları belirlenmiştir (Şekil 72). PCL ve PEG-PCL-

PEG mikrokürelerden hücre kültür ortamına çıkan anti-TNFα’nın salım profili Bölüm 3.2.4.2 Şekil 

59’da verilen 60 günlük salım profilleri ile benzerlik göstermektedir. 25 mg/ml anti-TNFα yüklü 

PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden farklı zamanlarda ortama çıkan protein miktarları kendi 

aralarında karşılaştırıldığında aralarında belirgin bir fark gözlemlenmiştir (p ≤ 0.05). Bölüm 

3.2.4.2’de bahsedildiği gibi, PEG-PCL-PEG mikrokürelerin yüksek verimliliği ve yapıda hidrofilik 

PEG segmentinin bulunması bu mikrokürelerden hücre kültür ortamına daha fazla anti-TNFα’nın 

çıkmasına neden olmaktadır.  

  

 

Şekil 72. Anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin %5 serum içeren hücre kültür 

vasatı içerisinde ELİZA yöntemi ile incelenen 1 aylık  mg mikroküre başına ortama çıkan μg ilaç 

salım profili ●25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve ▲ 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG 

mikroküreler 
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4.2.1. Anti-TNFα Yüklü PCL veya PEG-PCL-PEG Mikrokürelerin Romatoid Artiritli 

(RA) Hastalardan Alınmış Sinovisit Hücreler Üzerindeki Etkilerinin 

İncelenmesi 

 

4.2.1.1. Anti-TNFα Yüklü PCL veya PEG-PCL-PEG Mikroküreler ile 

Etkileştirilen Sinovisit Hücrelerin Hücre Sayısı ve Canlılığı Özelliklerindeki 

Değişimlerin İncelenmesi 

 

Geliştirilen anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin RA tedavi 

potansiyelinin incelenmesi için oluşturulan deney gruplarında, 1, 2, 3 ve 4 haftalık inkubasyonlar 

sonunda sinoviyal fibroblast hücrelerin sayısı ve hücre canlılığındaki değişimler incelenmiştir. 

Serbest anti-TNFα ilaç ve 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikroküreler eklenmiş sinovisit hücrelerin hücre sayıları ilaç veya mikroküre eklenmemiş 

sinovisit hücrelerin (negatif kontrol grubu) sayısı ile Şekil 73’de karşılaştırılmıştır. Bütün 

zamanlarda, grupların hücre sayıları arasında belirgin bir fark gözlemlenmemiştir (p > 0.05). 

Sinoviyal fibroblast hücrelerle etkileştirilen serbest anti-TNFα ve anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-

PCL-PEG mikroküreler hücre sayılarında belirgin bir değişime neden olmamıştır. 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler ve serbest anti-TNFα ile 

etkileştirilen sinoviyal fibroblast hücrelerin canlılığının mikroküre ve serbest ilaç ile 

etkileştirilmeyen hücrelere oranla değişimleri 28 gün boyunca alamar mavisi testi ile 

incelenmiştir (Şekil 68). 1. Hafta sonuçlarına bakıldığında, serbest anti-TNFα ile etkileştirilmiş 

sinoviyal fibroblast hücrelerin canlılığı PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerle etkileştirilen 

hücrelerin canlılığından belirgin olarak düşük bulunmuştur (p ≤ 0.05). Diğer zamanlarda ise, 

grupların canlılık değerleri arasında belirgin bir fark gözlemlenmemiştir (p > 0.05). Sinovisit 

hücreler ve anti-TNFα çözeltisinin etkileştirildiği grupta 5 mg mikrokürede bulunan yaklaşık anti-

TNFα miktarını (10 μg/ml) içeren hücre kültür ortamı tek seferde sinoviyal fibroblast hücreler ile 

etkileştirilmiştir. Şekil 73'de hücre sayılarında gruplar arasında istatiksel bir farklılık 

gözlenmezken ilk iki günde serbest ilaç grubunda hücre canlılığı düşmüştür (Şekil 74). Yüksek 

dozda ilacın eklenmesi ilk haftada sinoviyal fibroblast hücrelerin canlılığında bir düşüşe neden 

olsa da ilerleyen zamanda hücre kültür vasatının değiştirilmesi sonucu ortamdaki serbest ilacın 

miktarının azalması ile hücrelerin canlılığında bir artış görülmüştür. Anti-TNFα ilacın 
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mikrokürelerden ortama yavaş salınmasından dolayı, mikroküreler ile etkileştirilen sinoviyal 

fibroblast hücrelerin canlılığında herhangi bir düşme görülmemiştir. Elde edilen sonuçlar klinikte 

yüksek ilaç dozuna bağlı gelişen toksisite, hastanın hayat kalitesinin düşmesi, uygulanan 

bölgede yaşanan ağrı,acı, fonksiyon kaybı, vb  sorunlar (O'DELL, 1997,CHATZIGIANNIS, 2004) 

ve literatürde farklı ilaçlar için yapılan in vitro sitotoksite çalışmalarında gösterilen doza bağlı 

sitotoksite sonuçları ile uyumludur (NUZZI, 2012).  Ayrıca elde edilen sonuçlar kontrollu salım 

sistemlerinin klinikte uygulama potansiyellerinin yüksek olduğunu göstermektedir. 

 

 

Şekil 73. Serbest anti-TNFα ilaç ve 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG ve PCL 

mikroküreler eklenmiş veya eklenmemiş sinovisit hücrelerin hücre sayıları 
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Şekil 74. Serbest anti-TNFα ilaç ve 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG ve PCL 

mikroküreler ile etkileştirilen sinovisit hücrelerin mikroküre veya serbest ilaç ile etkileştirilmeyen 

sinovisit hücrelerin canlılığına oranları 

 

4.2.1.2.  Anti-TNFα Yüklü PCL veya PEG-PCL-PEG Mikroküreler ile 

Etkileştirilen Sinovisit Hücrelerin Proinflamatuar Sitokin ve 

Metalloproteaz Düzeylerindeki Değişimlerin İncelenmesi 

 

Inflamatuar başlatan ve durduran sitokinler arasındaki denge romatoid artirit hastalığının 

karakteristik patolojik özelliklerini önemli ölçüde etkilemektedir. Interlökin-1β (IL-1β) ve tumor 

nekrosis faktör alfa (TNF-α) hastalık sırasındaki iltihabın devam etmesi ve doku hasarının 

oluşmasına neden olan proinflamatuar sitokinlerin en önemlileridir. Bu nedenle, biyolojikleri 

hedef alan tedavi yöntemlerinde bu iki sitokini hedef alan ilaçların geliştirilmesine ağırlık 

verilmektedir. TNF-α ve IL-1β benzer biyolojik etkiye sahip olmasına rağmen, TNFα sistemik ve 

lokal inflamasyona  sebep olurken IL-1β kıkırdak ve kemik hasarında rol almaktadır. Ayrıca 

TNFα’nın bloke edilmesi hastalık sırasında üretilen IL-1, IL-6, IL-8 ve GM-CSF gibi diğer 

proinflamatuar sitokinlerin de üretimini belirgin olarak düşürmektedir (CHOY, 2001). Bu nedenle, 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin RA tedavi potansiyelinin 

incelenmesi için oluşturulan deney gruplarında 1, 2, 3 ve 4 haftalık inkubasyonlar sonunda RA’li 

sinovisit hücreleri tarafından enflamasyon sırasında ortama salgılanan TNF-α düzeylerindeki 
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değişimler incelenmiş ve tedavi görmemiş sinovisit hücreler (negatif kontrol grubu ) ile 

karşılaştırılmıştır. Ayrıca, bu çalışmada RA patolojisinde etkin rol oynayan başlıca sitokinlerden, 

IL-6 (AREND, 2001,LIPSKY, 2006,BRENNAN, 2008), IL-17 (AREND, 2001,MIOSSEC, 

2003,BRENNAN, 2008) ve IFN-γ (FELDMANN, 1996,AREND, 2001) ve matriks 

metalloproteazdan MMP-3 (SO, 1999,CLOSE, 2001) ve MMP-13 (MOORE, 2000,CLOSE, 

2001) düzeyleri de 1, 2, 3 ve 4 haftalık inkubasyonlar sonunda tedavi görmemiş sinovisit 

hücrelerdeki düzeylerle ile karşılaştırılmıştır.  

25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler ve serbest anti-TNFα ile 

etkileştirilmiş sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama salgılanan TNF-α miktarları ELİZA testi ile 

incelenerek negatif kontrol grubundaki hücrelerden ortama salgılanan TNF-α miktarları 

karşılaştırılmış ve Şekil 75’de zamana bağlı %TNF-α üretimi verilmiştir. Tüm zamanlarda, 

grupların %TNF-α üretim miktarı arasında belirgin bir fark gözlemlenmemiştir (p > 0.05).  

 

 

Şekil 75. 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler ve serbest anti-TNFα 

ile etkileştirilmiş sinoviyal fibroblast hücrelerin negatif kontrol grubuna göre % TNF-α üretimi 
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Kullanılan anti-TNFα ilacın (Enbrel®) etken maddesi etanercept ortamda bulunan TNF-α 

moleküllerine bağlanarak nötralize ederek bu sitokinin aktivitesini engellemektedir 

(GRATTENDICK, 2008). Etanersept bağlı TNF-α molekülleri ortamdan uzaklaşamadığı için 

TNF-α ELİZA testinde kullanılan antikorlara etanercept bağlı TNF-α molekülleri bağlanarak 

ortamda bulunan TNF-α miktarları arsında bir farkın olup olmadığının belirlenebilmesini 

engellemektedir. Bu nedenle, ortama salgılanan fiziyolojik olarak aktif TNF-α miktarlarını 

ölçebilmek için TNF-α molekülüne duyarlı Wehi-164 var13 hücre hattının kullanıldığı TNF-α 

biyoaktivite testi kullanılmıştır. Fizyolojik olarak aktif TNF-α miktarlarının belirlenebilmesi için, 

belirli konsantrasyonlarda insan TNF-α içeren standart çözeltiler hazırlanarak Wehi-164 

hücrelerine eklenmiş ve yapılan MTT canlılık analizinde okunan abzorbansa karşı ortama 

eklenmiş TNF-α miktarları belirlenerek bir kalibrasyon eğrisi hazırlanmıştır (Şekil 76). 

 

 

Şekil 76. Fizyolojik olarak aktif TNF-α miktarlarının belirlenebilmesi için belirli 

konsantrasyonlarda insan TNF-α standart çözeltilerinin Wehi-164 hücre hattına eklenmesi 

sonucu MTT canlılık analizinde abzorbans değişimleri ile oluşturulan kalibrasyon eğrisi 
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Anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler ve serbest anti-TNFα ile 

etkileştirilmiş sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama salgılanan fiziyolojik olarak aktif TNF-α 

miktarları negatif kontrol grubundaki hücrelerden ortama salgılanan fizyolojik olarak aktif TNF-α 

miktarları ile karşılaştırılarak zamana bağlı %TNF-α üretimi belirlenmiştir (Şekil 77). 2. Haftadan 

itibaren, anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürlerle etkileştirilen RA sinoviyal 

fibroblast hücrelerden ortama çıkan TNF-α miktarları serbest anti-TNFα ile etkileştirilen 

hücrelerden ortama çıkan TNF-α miktarlarına göre belirgin olarak düşük bulunmuştur (p ≤ 0.05). 

2. haftadan sonra, PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerle etkileştirilen sinoviyal fibroblast 

hücrelerden ortama çıkan fizyolojik olarak aktif TNF-α miktarlarında %35 civarında düşüş 

gözlemlenirken  serbest anti-TNFα ile etkileştirilmiş sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama 

salgılanan fizyolojik olarak aktif TNF-α miktarlarında % 10-15 aralığında bir düşüş 

gözlemlenmiştir. TNF-α monosit ve makrofajlar yanında B ve T hücreleri ve de fibroblastlar 

tarafından üretilen ve fibroblast hücreleri indükleyip hücre içi yapışma molekülü I (intercellular 

adhesion molecule I) gibi yapışma (adhesion) moleküllerinin açığa çıkmasını sağlayarak 

enflamasyonun başlamasına neden olan bir sitokindir (CHOY, 2001). Literatüre bakıldığında, 

TNF-α düzeyleri ve RA „li hastalarının hastalık aktivitesi arasında bir bağlantı olduğu 

gösterilmiştir (SAXNE, 1988,BECKHAM, 1992). PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerden anti-

TNFα ilacın ortama sürekli çıkmasından dolayı çalışmanın 2. haftasından sonra TNF-α 

miktarlarından azalma görülmüştür. Fakat, serbest anti-TNFα ile etkileştirilmiş sinoviyal 

fibroblast hücrelerin olduğu grupta hücre kültür vasatının değiştirilmesiyle zamanla ortamdaki 

anti-TNFα miktarları etkin düzeyde kalamadığı için ortamdaki aktif TNF-α miktarlarında belirgin 

bir düşüş olmamıştır. İlk zamanlarda fizyolojik olarak aktif TNF-α miktarlarındaki düşüş % 15 

civarındayken 4. haftada düşüş miktarı azalmış ve %10 civarında olmuştur. 
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Şekil 77. 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler ve serbest anti-TNFα 

ile etkileştirilmiş sinoviyal fibroblast hücrelerin negatif kontrol grubuna göre fiziyolojik olarak aktif 

%TNF-α üretimi 

 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler ve serbest anti-TNFα ile 

etkileştirilmiş sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama salgılanan IL-6 miktarları ile negatif kontrol 

grubundaki hücrelerden ortama salgılanan IL-6 miktarları karşılaştırılarak Şekil 78‟de zamana 

bağlı %IL-6 üretim değerleri verilmiştir. 2. haftadan itibaren, anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-

PEG mikrokürlerle etkileştirilen RA sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama çıkan IL-6 miktarları 

%25-30 civarında düşerken serbest anti-TNFα ile etkileştirilen hücrelerden ortama çıkan IL-6 

miktarları %10-15 civarında düşmüştür. Fakat, PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerle 

etkileştirilen hücrelerden ortama salgılanan IL-6 miktarları arasında tüm zamanlarda belirgin bir 

fark gözlemlenmemiştir (p > 0.05). IL-6, aralarında fibroblast, monosit ve endotelyal hücrelerin 

de bulunduğu birçok hücrenin uyarılması sonucu sentezlenerek ortama salınmaktadır (EMERY, 

1993). TNF-α, hastalık sırasında üretilen proinflamatuar sitokin IL-6‟nın da üretimini 

etkilemektedir (CHOY, 2001). Bu nedenle, anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler 

ile etkileştirilen sinoviyal fibroblast hüclerdeki IL-6 miktarlarındaki düşüş Şekil 71‟de verilenTNF-

α miktarlarındaki düşüşle orantılı olmuştur.  
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Şekil 78. 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler ve serbest anti-TNFα 

ile etkileştirilmiş sinoviyal fibroblast hücrelerin negatif kontrol grubuna göre %IL-6 üretimi 

 

Serbest anti-TNFα ilaç ve 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikroküreler ile etkileştirilen sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama salgılanan IL- 17 miktarları 

negatif kontrol grubundaki hücrelerden ortama salgılanan IL-17 miktarlarına oranlanarak 

zamana bağlı % IL-17 üretim değerleri bulunmuştur (Şekil 79). 2. Haftada, anti-TNFα yüklü 

PEG-PCL-PEG mikrokürlerle etkileştirilen RA sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama çıkan IL-

17 miktarları serbest anti-TNFα ile etkileştirilen hücrelerden ortama çıkan IL-17 miktarlarına göre 

belirgin olarak düşük bulunmuştur (p ≤ 0.05). 4. haftada ise, anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-

PEG mikrokürlerle etkileştirilen RA sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama çıkan IL-17 miktarları 

serbest anti-TNFα ile etkileştirilen hücrelerden ortama çıkan IL-17 miktarlarına göre belirgin 

olarak düşük bulunmuştur (p ≤ 0.05). IL-17, sinoviumdaki CD4+ T hücreleri arasında bağlantıyı 

sağlayarak sinoviyal fibroblastlar tarafından IL-17, IL-6, IL-8 ve GM-CSF gibi proinflamatuar 

sitokinlerin üretimine neden olmaktadır (AREND, 2001). Ayrıca, IL-17 IL-1β ve TNF-α üretimini 

de etkilemektedir (AREND, 2001). Şekil 71‟de veilen TNF-α ve Şekil 72‟de verilen IL-6 

miktarlarında 2. haftada başlayan düşmeler kadar belirgin olmasa da anti-TNFα yüklü PCL ve 

PEG-PCL-PEG mikrokürlerle etkileştirilen RA sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama çıkan IL-

17 miktarlarında da 2. haftadan itibaren düşme görülmüştür. IL-17 miktarlarındaki düşüşün IL-6 

ve TNF-α üretimine etki etmesi sonucu, anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürlerle 
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etkileştirilen RA sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama çıkan IL-6 ve TNF-α miktarlarındaki 

düşüşün ikinci haftadan itibaren biraz daha belirgin olduğu düşünülmektedir.  

 

 

Şekil 79. 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler ve serbest anti-TNFα 

ile etkileştirilmiş sinoviyal fibroblast hücrelerin negatif kontrol grubuna göre %IL-17 üretimi 

 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler ve serbest anti-TNFα ile 

etkileştirilmiş sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama salgılanan IFN-γ miktarları ile negatif 

kontrol grubundaki hücrelerden ortama salgılanan IFN-γ miktarları karşılaştırılarak Şekil 80‟de 

zamana bağlı %IFN-γ üretim değerleri verilmiştir. Sadece, 4. haftada anti-TNFα yüklü PCL ve 

PEG-PCL-PEG mikrokürlerle etkileştirilen RA sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama çıkan IFN-

γ miktarları ile serbest anti-TNFα ile etkileştirilen hücrelerden ortama çıkan IFN-γ miktarları 

arasında belirgin bir fark gözlemlenmiştir (p ≤ 0.05). 
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Şekil 80. 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler ve serbest anti-TNFα 

ile etkileştirilmiş sinoviyal fibroblast hücrelerin negatif kontrol grubuna göre % IFN-γ üretimi 

 

Serbest anti-TNFα ilaç ve 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikroküreler ile etkileştirilen sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama salgılanan MMP-3 miktarları 

negatif kontrol grubundaki hücrelerden ortama salgılanan MMP-3 miktarlarına ornalanarak 

zamana bağlı %MMP-3 üretim değerleri bulunmuştur (Şekil 74). 2. Haftada, anti-TNFα yüklü 

PEG-PCL-PEG mikrokürlerle etkileştirilen RA sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama çıkan 

MMP-3 miktarları serbest anti-TNFα ile etkileştirilen hücrelerden ortama çıkan MMP-3 

miktarlarına göre belirgin olarak düşük bulunmuştur (p ≤ 0.05). 3. ve 4. haftalarda, serbest anti-

TNFα ile etkileştirilen hücrelerden ortama çıkan MMP-3 miktarları anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-

PCL-PEG mikrokürlerle etkileştirilen RA sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama çıkan MMP-3 

miktarlarına göre belirgin olarak yüksek bulunmuştur (p ≤ 0.05). 3. haftadan sonra, PCL ve 

PEG-PCL-PEG mikrokürelerle etkileştirilen sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama salgılanan 

MMP-3 miktarlarında %30‟a yakın bir düşme gözlemlenmiştir. Fakat, serbest anti-TNFα ile 

etkileştirilen hücrelerden ortama çıkan MMP-3 miktarlarında sadece %10 civarında bir düşme 

görülmüştür. MMP-3, sinoviyumdaki fibroblastlar tarafından üretilen bir enzimdir (KONTTINEN, 

1999) ve hücre dışı matriks bileşenlerinin (extracellular matrix substrates) yıkımında rol 

oynamaktadır (OGATA, 1992,KNAUPER, 1996,JACKSON, 2001). MMP-3, proteoglikan ve 

fibronektin gibi kıkırdak matriks bileşenlerine karşı etkindir ve pro-MMPleri aktive etmektedir 
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(NAGASE, 1997). TNF-α, fibroblast ve kıkırdak hücreleri tarafından MMP üretimini 

etkilemektedir (CHOY, 2001). 

 

 

Şekil 81. 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler ve serbest anti-TNFα 

ile etkileştirilmiş sinoviyal fibroblast hücrelerin negatif kontrol grubuna göre %MMP-3 üretimi 

 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler ve serbest anti-TNFα ile 

etkileştirilmiş sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama salgılanan MMP-13 miktarları ile negatif 

kontrol grubundaki hücrelerden ortama salgılanan MMP-13 miktarları karşılaştırılarak Şekil 

82‟de zamana bağlı %MMP-13 üretim değerleri verilmiştir. 2. haftadan itibaren, anti-TNFα yüklü 

PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürlerle etkileştirilen RA sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama 

çıkan MMP-13 miktarları serbest anti-TNFα ile etkileştirilen hücrelerden ortama çıkan MMP-3 

miktarlarına göre belirgin olarak düşük bulunmuştur (p ≤ 0.05). Fakat, 28 gün boyunca tüm 

gruplardan ortama salgılanan MMP-13 miktarlarında sadece %5 civarında bir düşüş 

gözlemlenmiştir.  
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Şekil 82. 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküreler ve serbest anti-TNFα 

ile etkileştirilmiş sinoviyal fibroblast hücrelerin negatif kontrol grubuna göre %MMP-13 üretimi 

 

4.2.1.3.  Anti-TNFα Yüklü PCL veya PEG-PCL-PEG Mikroküreler ile 

Etkileştirilen Sinovisit Hücrelerin Gen İfadelerindeki Değişimlerin 

PCR Yöntemi ile İncelenmesi 

 

25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin RA tedavi 

potansiyelinin incelenmesi için 1, 2, 3 ve 4 haftalık inkubasyonlar sonunda serbest ilaç ve 

mikroküre ilaç taşıma sistemleri ile etkileştirilen ve tedavi görmemiş (negatif kontrol) RA‟li 

sinovisit hücrelerin TNF-α, IL-6, MMP-3 ve MMP-13 gen ifadelerindeki değişimler PCR yöntemi 

ile incelenmiştir. Gen ifadelerinin incelendiği bu analizler çift-kör (double-blinded) çalışmada 

gerçekleştirilmiştir ve bütün gen ifadelerinde 5 hasta çalışılmıştır. Hastalar için çalışmada 

kullanılan kodlar ve hastaların genel bilgileri Tablo 33‟de verilmiştir. Yapılan tüm gen ifade 

çalışmalarına bakıldığında farklı hastalara ait sinoviyal fibroblast hücrelerin gen ifade değerleri 

arasında büyük bir varyasyon olduğu görülmüştür. Bu yüzden, her hastaya ait serbest ilaç ve 

mikroküre ile etkileştirilen sinoviyal fibroblast hücrelerinin gen ifade değerleri o haftadaki 

kendisinea ait tedavi görmemiş sinoviyal fibroblast hücrelerinin gen ifade değerleri ile normalize 

edilmiştir. Ayrıca, hastaların klinik bulguları incelendiğinde hastaların iki gruba ayrıldığı 

görülmüştür. 1. ve 4. hastaların (H ve S) C-reaktif protein (CRP) değerinin düşük olduğu 
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gözlemlenmiştir ve inaktif hasta grubu olarak tanımlanmıştır. Diğer yüksek CRP değerlerine 

sahip hastalar ise (M, C ve Z kodlu hastalar) aktif hasta grubu olarak tanımlanmıştır. Aşama 

4.2‟de belirtildiği gibi CRP değerleri iltihap reaksiyonları sırasında artmaktadır. Bu nedenle, klinik 

olarak aktif RA‟li hastalarda yüksek CRP değerleri görülmektedir. CRP seviyelerinin azalması da 

iltihabi reaksiyonun veya enfeksiyonun azalmaya başladığını göstermektedir. Fakat, bu 

hastaların diğer klinik bulguları yüksek olduğu ve hastalar Ek 3‟de verilen hasta seçim kriterlerini 

sağladıkları için çalışmaya dahil edilmiştir. Ayrıca, hastaların gördükleri tedaviler sonucu 

dönemsel olarak CRP değerlerinde azalmalar veya artışlar olabilmektedir. Bu nedenle, yüksek 

CRP değerlerine sahip hasta bulmakta zorluk yaşandığı için de bu hastalar çalışmaya dahil 

edilmiştir.  

 

Tablo 33. Çalışmada kullanılan sinoviyal fibroblast hücrelerin izolasyonunun yapıldığı sinoviyal 

membranların alındığı hastaların genel bilgileri ve hasta kodları 

Hasta No Hasta Kodu CRP (mg/L) Sedimentasyon 

(mm/sa) 

Romatoid 

Faktör 

1 H <0.33 29 ölçülmemiş 

2 M 2.6 56 36.20 

3 C 3.72 37 9.69 

4 S <0.33 28 379 

5 Z 1.92 45 ölçülmemiş 

 

Gen ifade çalışmalarında göreceli gen ifadesinin doğru şekilde ortaya konabilmesi için 

ilgilenilen gene ait ifade değerlerinin bu dokuda çeşitli patolojik şartlarla ifade miktarının 

değişmediği öngörülen (bilinen) bir referans genin ifadesine normalize edilmesi gereklidir. Bu 

amaçla bu çalışmada beta aktin gen ifadesi kullanılmıştır. Çalışmada kullanılan TNF-α, IL-6, 

MMP-3 ve MMP-13‟e özgü gen ifadesi verileri, beta aktin gen ifadesi verilerine normalize 

edilmiştir. Ayrıca, serbest ilaç ve mikroküre ile etkileşleştirilmiş hücrelerden elde edilen gen 

ifadesi verilerinin tedavi görmemiş hücre gen ifadesine de normalizasyonu amaçlanmıştır. 

Böylece, verilerin “kat artışı veya azalışı” şeklinde göreceli gen ifadesine dönüşümü 

sağlanmıştır.  
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İlk olarak, hastalık sırasındaki iltihabın devam etmesi ve doku hasarının oluşmasına 

neden olan proinflamatuar sitokinlerin en önemlilerinden biri olan TNF-α gen ifadesi 

incelenmiştir. RA‟li hücrelerden elde edilen cDNA örnekleri ile beta aktin gen ifadesi 

karşılaştırıldığında β-actin mRNA'sı çok yüksek kalitede amplifiye olurken, TNF-α ifadesine ait 

amplifikasyon değerleri düşük çıkmıştır. Ayrıca, çalışmada TNF-α ifadesine ait amplifikasyon 

değerleri düşük çıktığı için, yöntemin çalışma prosedürünün işlerliğini görmek için uyarılmış 

monosit hücreleri de pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. Bu hücrelerin mRNA‟sı yüksek 

derecede amplifiye olurken RA‟li hücrelerden elde edilen mRNA‟leri düşük derecede amplifiye 

olmuştur.  Bu nedenle, her hasta için her zaman noktasında TNF-α gen ifadesi değerlerindeki 

değişimler ölçülebilme şiddetine göre göreceli olarak karşılaştırılmıştır (Tablo 34). Bu 

karşılaştırmada, kullanılan derecelendirme şu şekildedir:  

0 ölçülemedi 

+ artış 

++ belirgin artış 
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Tablo 34. Her hasta için her zaman noktasında TNF-α gen ifadesi değerlerindeki değişimler 

 TNF-α gen ifadesi 

 H M C S Z 

     

Sıfırıncı Gün 0 0 0 ++ 0 

      

1. Hafta       

Negatif Kontrol 0 0 0 0 0 

Serbest anti-TNFα ilaç+ RA‟lı sinoviyal  fibroblast hücre 0 ++ + 0 0 

Anti-TNFα yüklü PCL mikoküre + RA‟lı sinoviyal  fibroblast hücre + 0 ++ 0 + 

Anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikoküre + RA‟lı sinoviyal  fibroblast 

hücre 

0 ++ + + ++ 

      

2. Hafta       

Negatif Kontrol ++ ++ + 0 ++ 

Serbest anti-TNFα ilaç+ RA‟lı sinoviyal  fibroblast hücre yok + ++ + 0 

Anti-TNFα yüklü PCL mikoküre + RA‟lı sinoviyal  fibroblast hücre 0 0 + ++ ++ 

Anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikoküre + RA‟lı sinoviyal  fibroblast 

hücre 

+ + ++ ++ ++ 

      

3. Hafta       

Negatif Kontrol 0 + ++ + + 

Serbest anti-TNFα ilaç+ RA‟lı sinoviyal  fibroblast hücre yok 0 0 0 ++ 

Anti-TNFα yüklü PCL mikoküre + RA‟lı sinoviyal  fibroblast hücre 0 0 0 0 + 

Anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikoküre + RA‟lı sinoviyal  fibroblast 

hücre 

0 + 0 0 0 

      

4. Hafta       

Negatif Kontrol 0 0 0 + + 

Serbest anti-TNFα ilaç+ RA‟lı sinoviyal  fibroblast hücre yok 0 0 + + 

Anti-TNFα yüklü PCL mikoküre + RA‟lı sinoviyal  fibroblast hücre 0 + 0 0 + 

Anti-TNFα yüklü PEG-PCL-PEG mikoküre + RA‟lı sinoviyal  fibroblast 

hücre 

0 0 0 ++ 0 
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Tablo 34‟de verilen sonuçlara bakıldığında, TNF-α‟ya özgü gen ifadesinin değerlerinin 

dönemsel olarak yükselip azaldığı bazen de ölçülemediği görülmüştür. Fakat, Şekil 71‟de verilen 

Wehi-164 hücre hattı ile ölçülen fizyolojik olarak aktif TNF-α düzeylerine bakıldığında 

mikrokürelerle etkileştirilen TNF-α düzeyleri 2. haftadan itibaren düşme eğilimi gösterirken 

serbest ilaç ile etkileştirilen sinoviyal fibroblast hücrelerden ortama çıkan TNF-α miktarları sabit 

kalmış hatta 3. haftada TNF-α miktarında bir artış gözlemlenmiştir. Ayrıca, TNF-α‟ya özgü 

ELİZA testi ile yapılan ve sonucu Şekil  70‟de verilen toplam TNF-α miktarlarında 1 ay boyunca 

belirgin bir değişim gözlemlenmemiştir. Bu nedenle, TNF-α‟ya özgü gen ifadesinin zamana bağlı 

değişiklik gösterdiği düşünülmektedir. Literatüre bakıldığında, anti-TNF-α ilaçların farklı hücreler 

üzerindeki etkisini incelemek için yapılan in vitro çalışmalar genellikle 24-72 saat aralığında 

çalışılmış ve bu çalışmalarda ELİZA test sonuçları kullanılmıştır (HOSAKA, 

2005,GRATTENDICK, 2008). Ayrıca, farklı ajanların RA‟li sinoviyal fibroblast veya makrofajlara 

ait gen ifadelerinin üzerindeki etkilerinin incelendiği çalışmalarda yine  24-72 saat aralığında 

çalışılmış ve IL-6, MMP-3, MMP-1 gibi diğer proinflamatuar sitokinlerin gen ifadeleri 

incelenmiştir (JEONG, 2004,BONDESON, 2006). Bu projede yapılan in vitro çalışma ise 

literatürdeki kısa süreçli in vitro çalışmaların aksine 1 aylık uzun süreçli bir çalışmadır. In vitro 

deney koşulları in vivo ortam koşullardan farklı olduğu için ve deney süresi uzun olduğu için  

hücrelerin davranışlarında değişimler olduğu ve bu yüzden salgılanan TNF-α‟ya ait gen 

ifadelerinin değerlerinin uzun süreli bu çalışmada düşük ölçüldüğü düşünülmektedir.  

25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin RA tedavi 

potansiyelinin incelenmesi için 1, 2, 3 ve 4 haftalık inkubasyonlar sonunda serbest ilaç ve 

mikroküre ilaç taşıma sistemleri ile etkileştirilen ve tedavi görmemiş (negatif kontrol) RA‟li 

sinovisit hücrelerin IL-6, MMP-3 ve MMP-13 gen ifadelerindeki değişimler de PCR yöntemi ile 

incelenmiştir. Farklı zamanlardaki serbest ilaç ve mikrokürelerle etkileştirilmiş RA‟li sinoviyal 

fibroblast hücrelere ve negatif kontrol grubuna ait  IL-6, MMP-3 ve MMP-13 gen ifadelerinin her 

hasta için gözlenen düzeyleri bir araya getirilerek her grup için ortalama bir değer oluşturularak 

sırasıyla Şekiller 76-78‟de bu değerler karşılaştırılmıştır.  

Şekil 83‟e bakıldığında, birinci haftada aktif hasta grubunda serbest ilaç ve mikroküre ile 

etkileştirilen sinovisit hücre grubuna ait IL-6‟ya özgü gen ifadesi düzeyleri negatif gruba oranla 

düşerken inaktif hasta grubunda gruplar arasında belirgin bir fark gözlemlenmemiştir. 2. haftaya 

ait sonuçlara bakıldığında ise, aktif ve inaktif hasta gruplarının ikisinde de anti-TNF-α yüklü PCL 

ve PEG-PCL-PEG mikroküre  eklenmiş sinovisit hücre grubuna ait IL-6‟ya özgü gen ifadesinde 

bir artış görülmüştür. Özellikle aktif hasta grubunda anti-TNF-α yüklü PEG-PCL-PEG 
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mikrokürelerle etkileştirilen hücrelere ait IL-6 gen ifadesi düzeyleri belirgin olarak artmıştır. 

Fakat, 3. ve 4. haftalarda tüm gruplarda IL-6 gen ifadesi düzeyleri düşmüş ve gruplar arası bir 

farklılık gözlemlenmemiştir. 2. haftada mikroküre grupları ile etkileştirilen sinoviyal fibroblast 

hücre gruplarına ait IL-6 gen ifadelerinde artış gözlemlenirken Bölüm 4.2.1.2 Şekil 72‟de verilen 

medyum ortamına salınan IL-6 düzeylerine bakıldığında 2. haftada mikrokürelerle etkileştirilen 

hücrelere ait IL-6 düzeylerinde %25-30 civarında düşmeler gözlemlenmiştir. 

 

 

Şekil 83. Serbest ilaç ve PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerle etkileştirilen RA‟li sinoviyal 

fibroblast hücreler ve tedavi görmemiş RA‟li sinoviyal fibroblast hücrelerin (negatif kontrol) 

zamana bağlı IL-6‟ya özgü gen ifadelerindeki değişim 
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Farklı zamanlardaki serbest ilaç ve mikrokürelerle etkileştirilmiş RA‟li sinoviyal fibroblast 

hücrelere ve negatif kontrol grubuna ait  MMP-3 gen ifadelerinin düzeyleri incelendiğinde (Şekil 

84), 2. haftada, diğer  gruplara ait MMP-3 gen düzeylerinde bir değişim olmazken anti-TNF-α 

yüklü PEG-PCL-PEG mikrokürelerle etkileştirilen hücrelere ait MMP-3 gen ifadesi düzeylerinde 

belirgin bir artış görülmüştür. Fakat, daha sonraki haftalarda yine tüm gruplarda MMP-3 gen 

ifadesi düzeyleri arası bir farklılık gözlemlenmemiştir. PEG-PCL-PEG mikrokürelerle 

etkileştirilen hücrelere ait MMP-3 gen ifadesi düzeyleri belirgin olarak bir artışın mikrokürelerin 

yapısında olan PEG segmentinin zamanla çözeltiye geçmesi sonucu hücrelerin etkilenmesinden 

dolayı kaynaklanabileceği  düşünülmektedir. Fakat, Bölüm 4.2.1.2‟de verilen Şekil 74‟de 

görüldüğü gibi PEG-PCL-PEG mikroküreler deney boyunca hücrelerde herhangi bir toksik etkiye 

neden olmadığı gözlemlenmiştir. 

 

 

Şekil 84. Serbest ilaç ve PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerle etkileştirilen RA‟li sinoviyal 

fibroblast hücreler ve tedavi görmemiş RA‟li sinoviyal fibroblast hücrelerin (negatif kontrol) 

zamana bağlı MMP-3‟e özgü gen ifadelerindeki değişim 
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Şekil 85‟de verilen MMP-13 gen ifadesi düzeylerine ait sonuçlar incelendiğinde, anti-

TNF-α yüklü PCL mikrokürelerle etkileştirilen sinovisit hücrelere ait MMP-13 gen ifadesi 

düzeylerinde tüm zamanlarda bir değişiklik gözlemlenmemiştir. Fakat, anti-TNFα yüklü PCL 

mikrokürelerle etkileştirilen sinovisit hücrelere ait MMP-13 gen ifadesi düzeylerinde 2. haftada 

belirgin bir artış görülmüştür. Ayrıca, serbest ilaç eklenen sinovisit hücrelere ait MMP-13 gen 

ifadesi düzeylerinde de 3. haftada belirgin bir artış oluşmuştur. 

 

 

Şekil 85. Serbest ilaç ve PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerle etkileştirilen RA‟li sinoviyal 

fibroblast hücreler ve tedavi görmemiş RA‟li sinoviyal fibroblast hücrelerin (negatif kontrol) 

zamana bağlı MMP-13‟e özgü gen ifadelerindeki değişim 
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Sonuç ve Öneriler 

Bu çalıĢmada, intraartiküler uygulanabilecek ve 3 aydan daha uzun anti-TNFα salımını 

sağlayacak polikaprolakton (PCL) ve pegile-polikaprolakton (PEG-PCL-PEG) mikroküreler 

hazırlanarak romatoid artirit tedavi potansiyeli araĢtırılmıĢtır. Romatoid artirit tedavisinde 

kullanılan anti-TNFα ilaçlar, TNFα ve diğer proinflamatuar sitokinlerin üretimini belirgin olarak 

düĢürdüğünden, iltihaba karĢı tedavide kapsamlı etki göstermektedirler. Fakat, uzun süreli ilaç 

kullanımı ve toksik etkiler yüzünden anti-TNFα ilaç tedavisinde bazı kısıtlamalarla 

karĢılaĢılmaktadır. GeliĢtirilen polimerik anti-TNFα salım sistemi ile RA tedavisinde olumlu 

sonuçlar verebilecek yeni bir tedavi yaklaĢım getirilmesi hedeflenmiĢtir.  

Projede, kullanılan PEG-PCL-PEG mikrokürelerin hazırlandığı PEG-PCL-PEG triblok 

kopolimeri PEG-PCL diblok kopolimerlerinden bağlayıcı ajan isoforone diisosiyanat kullanılarak 

sentezlenmiĢtir. Sentezlenen bu kopolimerin karakterizasyon testleri ile PEG-PCL-PEG triblok 

kopolimer oluĢumu doğrulanmıĢtır. Anti-TNFα yüklü mikrokürelerin hazırlanma koĢullarının 

belirlenmesi için model protein Immunoglobulin G (IgG)  kullanılmıĢtır. Hazırlanan IgG yüklü PCL 

ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin protein yükleme verimliliği sırasıyla %54.00 ± 1.32 ve %74.32 

± 3.45 bulunmuĢtur. Literatürle karĢılaĢtırıldığında hazırlanan mikrokürelerin protein yükleme 

verimlilikleri yüksektir. Ayrıca, hazırlanan mikrokürelerin boyutları 5-6 μm aralığında 

bulunmuĢtur. Yapılan salım çalıĢmasında, üç ay sonunda salınan IgG miktarları incelendiğinde 

gama sterilizasyonu yapılmamıĢ PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerde ortama çıkan proteinin 

%38 ve %54’ü biyoaktivitesini korurken gama sterilizasyonu yapılan PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerde ortama çıkan proteinin %36’sı ve %44’ü biyoaktivitesini korumaktadır. Ayrıca, 

PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelere yüklenen IgG’nin üç boyutlu yapısının mikroküre 

hazırlama aĢamalarından etkilenmediği FT-IR analizleri ile gösterilmiĢtir. Bozunma çalıĢmaları 

sonucunda, gama sterilizasyonu yapılmıĢ PEG-PCL-PEG mikrokürelerin Mn ve Mw değerlerinde 

diğer gruplara oranla daha fazla bir düĢüĢ olmuĢtur. Ayrıca, mikrokürelerin biyouyumluluğu 3T3 

hücreleri ile test edilmiĢ ve uyumlu oldukları görülmüĢtür.  

Model proteinle yapılan çalıĢmalar sonucunda anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerin hazırlama koĢulları belirlenmiĢtir. Hazırlanan anti-TNFα yüklü PCL ve PEG-PCL-

PEG mikrokürelerin protein yükleme verimliliği parçacık boyut dağılımı ve ortalama parçacık 

büyüklüğü, yüzey morfolojisi ve farklı ortamlarda salım profilleri karĢılaĢtırılmıĢtır. Anti-TNFα 

yüklü PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin 5 μm boyutunda ve yüksek protein yükleme 

verimliliğine (sırasıyla % 65.37 ± 1.80 ve % 75.91 ± 1.16)  sahip olduğu gözlemlenmiĢtir. Ayrıca, 

her iki mikroküre grubunda da 3 ay boyunca biyolojik olarak aktif ilaç salımı olmuĢtur. PEG-PCL-
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PEG mikrokürelerden farklı salım ortamlarında daha fazla anti-TNFα çıkmıĢtır.  

 Projenin son aĢamasında, 25 mg/ml anti-TNFα yüklü PCL veya PEG-PCL-PEG 

mikrokürelerden 1 ay süreyle salınan anti-TNFα’in RA’li hasta kaynaklı sinoviyal fibroblast 

hücreler üzerindeki etkisi ve mikrokürelerden in vitro salım profilleri incelenmiĢtir. Hücre 

kültüründe RA’li hastalardan alınan sinoviyal membranlardan izole edilen sinoviyal fibroblast 

izolasyonu yapılmıĢtır. Mikrokürelerin RA tedavi potansiyelinin incelenmesi için oluĢturulan 

deney gruplarında 1, 2, 3 ve 4 haftalık inkubasyonlar sonunda RA’li sinovisit hücreleri tarafından 

enflamasyon sırasında ortama salgılanan TNF-α, IL-6, IL-17, IFN-γ, MMP-3 ve MMP-13 

düzeylerindeki değiĢimler incelenmiĢ ve tedavi görmemiĢ sinovisit hücreler (negatif kontrol 

grubu) ile karĢılaĢtırılmıĢtır. PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerle etkileĢtirilen sinoviyal 

fibroblast hücrelerden ortama çıkan fizyolojik olarak aktif TNF-α miktarlarında %35 civarında 

düĢüĢ gözlemlenirken  serbest anti-TNFα ile etkileĢtirilmiĢ sinoviyal fibroblast hücrelerden 

ortama salgılanan fizyolojik olarak aktif TNF-α miktarlarında %10-15 aralığında bir düĢüĢ 

gözlemlenmiĢtir. Benzer Ģekilde, baĢta MMP-3 ve IL-6 olmak üzere diğer sitokin değerlerinde de 

2. haftadan itibaren PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerle etkileĢtirilen sinoviyal fibroblast 

hücrelerin sitokin değerlerinde düĢüĢ gözlemlenmiĢtir. Wehi-164 hücre hattı ile ölçülen fizyolojik 

olarak aktif TNF-α düzeylerine bakıldığında mikrokürelerle etkileĢtirilen TNF-α düzeyleri 2. 

haftadan itibaren düĢme eğilimi gösterirken serbest ilaç ile etkileĢtirilen sinoviyal fibroblast 

hücrelerden ortama çıkan TNF-α miktarları sabit kalmıĢ hatta 3. haftada TNF-α miktarında bir 

artıĢ gözlemlenmiĢtir. Ayrıca, TNF-α’ya özgü ELĠZA testi ile ölçülen  toplam TNF-α miktarlarında 

1 ay boyunca belirgin bir değiĢim gözlemlenmezken TNF-α’ya özgü gen ifadesinin değerlerinin 

dönemsel olarak yükselip azaldığı bazen de ölçülemediği görülmüĢtür. In vitro deney koĢulları in 

vivo ortam koĢullardan farklı olduğu için ve deney süresi uzun olduğu için  hücrelerin 

davranıĢlarında değiĢimler olduğu ve bu yüzden salgılanan TNF-α’ya ait gen ifadelerinin 

değerlerinin uzun süreli yapılan bu çalıĢmada düĢük ölçüldüğü düĢünülmektedir.  

Mikrokürelerle etkileĢtirilen hücrelerin MMP-3 ve IL-6 gen ifadelerinde 2. haftada, serbest 

ilaçla etkileĢtirilen hücrelerin MMP-13 gen ifadesinde 3. haftada en belirgin artıĢ gözlemlenmiĢtir. 

Diğer haftalarda belirgin bir değiĢiklik gözlemlenmemiĢtir. Hazırlanan PCL ve PEG-PCL-PEG 

mikroküre sistemlerinin ortamdaki sitokin miktarlarını düĢürürken gen  ifadelerinde artıĢın 

görülmesinin çalıĢmanın in vitro ortamda yapılmasından kaynaklandığı düĢünülmektedir. In vitro 

deney koĢulları in vivo ortam koĢullardan farklı olduğu için ve deney süresi uzun olduğu için  

hücrelerin davranıĢlarında değiĢimler olduğu ve bu yüzden gen ifade değerlerinde arttıĢ 

görüldüğü düĢünülmektedir. Bu nedenle, PCL ve PEG-PCL-PEG mikroküre sistemlerinin tedavi 
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etkinliğinin oluĢturulacak in vivo bir modelde incelenmesi mikrokürelerin etkinliği hakkında daha 

kapsamlı bir bilgi sağlayacaktır. Bunun yanında, in vitro ve in vivo deneylerle anti-TNFα  yüklü 

PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokürelerin farklı miktarları kullanılarak hazırlanan mikroküre  

sistemelerinin tedavi etkinliğinin maksimum olduğu  mikroküre miktarları belirlenerek daha etkin 

bir tedavi yaklaĢımı oluĢturulabilir.  
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Ekler 

EK 1 

RADAI Anketi 

Bu anket hastalığınızın şimdiki ve geçmişteki etkinliğini tayin etmek için tasarlanmıştır. 

Her soruyu cevaplayınız. Eğer bir soruyu nasıl cevaplayacağınız konusunda emin 

değilseniz lütfen verebildiğiniz en iyi cevabı işaretleyiniz.  

1. Genel olarak son altı ayda romatizmal durumunuzun etkinliği nasıldı?  

 

ETKĠNLĠĞĠN DERECESĠNĠ BELĠRTMEK ĠÇĠN KUTUYU X ĠLE ĠġARETLEYĠNĠZ 

     Hiç aktif değil  Fazlasıyla etkin 

              0      1       2      3       4      5      6      7      8       9    10   

2. Eklem hassasiyetiniz (örneğin hafif bir dokunmayla ilişkili eklem acısı) ve eklem 

şişkinliğiniz (örneğin iltihaba bağlı eklem büyümesi) açısından romatizmal 

durumunuzun bugün ki etkinliği sizce nasıl ? 

 

ETKĠNLĠĞĠN DERECESĠNĠ BELĠRTMEK ĠÇĠN KUTUYU X ĠLE ĠġARETLEYĠNĠZ 

     Hiç aktif değil  Fazlasıyla etkin 

              0      1       2      3       4      5      6      7      8       9    10   

3. Bugün romatizmal durumunuzla bağlantılı ne kadar ağrı hissediyorsunuz? 

 

ETKĠNLĠĞĠN DERECESĠNĠ BELĠRTMEK ĠÇĠN KUTUYU X ĠLE ĠġARETLEYĠNĠZ                              

Hiç aktif değil       Fazlasıyla etkin 

              0      1       2      3       4      5      6      7      8       9    10   

 

4. Bugün uyandığınızda eklemleriniz sert miydi? 
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Lütfen aşağıdakilerden birini X ile işaretleyin: 

 

   1 Evet 2 Hayır – 6. Soruya geçiniz 

 

5. Evetse, lütfen eklem sertliğinizin süresini aşağıdakilerden birini X ile işaretleyerek 

belirtiniz:  

 

30 dakikadan daha az              1  

30 dakikadan daha fazla fakat 1 saatten daha az 2  

1 saatten daha fazla fakat 2 saatten daha az 3  

2 saatten daha fazla fakat 4 saatten daha az 4  

4 saatten daha fazla               5  

Bütün gün      6  

 

6. Lütfen aĢağıda listelenen her eklem bölgeniz için bugün duyduğunuz ağrı seviyesini belirten 

uygun kutuya X iĢareti koyunuz.  

 

Sol Yandaki 

hiç hafif orta ağır 

   

a Omuz       2    

b Dirsek       

c El bileği      

d  Parmaklar (el)      

e  Kalça       

f Diz       

g Ayak bileği      

h Ayak parmakları     

 

 

 

 

    Sağ Yandaki 
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hiç hafif orta ağır 

   

a Omuz                  

b Dirsek       

c El bileği      

d  Parmaklar (el)      

e  Kalça       

f Diz       

g Ayak bileği      

h Ayak parmakları     
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EK  2 

Kabul Kriterleri 

10 ya da üstün yaĢta olmak 

Romatolog tarafından en az 6 ay önce Romatoid Artrit (eklem iltihabı)  ya da Çocuk Artridi 

teĢhisi konulmuĢ olmak 

3 aylık sabit ilaç kürü 

RADAI ölçütüne göre Ģiddetli ağrı ve yetersizlik (1) 

Artirite bağlı olarak indeks eklemin 4. seviyede radyolojik bozulması (2) 

Ret Kriterleri 

Kontrol edilemez baĢka bir psikiyatrik hastalık 

Kontrol edilemez baĢka bir tıbbi hastalık (aktif kanser gibi) 

Cerrahi müdahalede komplikasyon  

(1) RADAI’nin amacı doktorun teĢhislerine tamamlayıcı olarak hizmet edecek ve özellikle 

laboratuar ölçümleri ile klinik teĢhislerin mümkün olmayabileceği veya çok çaba 

gerektireceği gözleme dayalı çalıĢmalar ve hasta yönetimi gibi doktorun teĢhislerinin 

ihmal edilebileceğini belirli durumlarda kullanımı kolay bir RA hastalık aktivitesi 

değerlendirmesi sağlamaktır. RADAI toplam puanının hastalık aktivitesini ölçebildiği 

ispatlanmıĢtır:  hastalık aktivitesinin eĢik ayar ölçümleriyle iyi Ģekilde uygunluk 

göstermiĢtir. 

(2) Kellgren-Lawrance Artrit Ölçeği 

Seviye1: eklem boĢluklarında Ģüpheli daralma ve olasu osteofitik dokulaĢma 

Seviye 2: kesin osteofit, eklem boĢluklarında tamamen kesin daralma 

Seviye 3: orta seviyede çoklu osteofit, eklem boĢluklarında kesin daralma, bazı 
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bölgelerde doku sertleĢmesi ve kemik çevresinde olası deformasyon 

Seviye 4: geniĢ osteofit, eklem boĢluğunda belirgin daralma, Ģiddetli doku sertleĢmesi ve 

kemik çevresinde kesin deformasyon 

    (3) Hastaların hastaneye yatmalarını gerektirmeyen durumlarına Hoffer ve çalıĢma 

arkadaĢlarının sınıflandırmasına göre karar verilecektir: 

 (1) toplu ayakta ambulatuvari (birçok aktivite için iç ve dış mekanlarda yürüme ve 

yürüme yardımına ihtiyacı duyabilme) 

 

(2) hanede ambulatuvar,( sadece iç mekanlarda yürüme),  

(3) işlevsel olmayan ambulatuvar. (sadece terapi seanslarında yürüme), 

(4)ambulatuvar olmayanlar; tamamiyle tekerli sandalye bağımlı hastalar 

(*) Hoffer MM, Feiwell E, Perry R, Perry J, Bonnett C (1973) Functional 

ambulation in patients with myelomeningocele. J Bone Joint Surg Am 55:137–148 
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EK-3 

DSC Termogramları 

 

(A) 

 

 

(B) 

 

 

(C) 

Şekil 1. DSC termogramları: (A) PEG oligomeri, (B) MPEG oligomeri, (C) ε-kaprolakton 

monomeri 
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                                                                         (A) 

 

                                                                         (B) 

Şekil 2. PEG ve PCL homopolimerlerinin DSC termogramları: (A) PEG, (B) PCL 
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(A) 

 

(B) 

Şekil 3. PEG-PCL kopolimerlerinin DSC termogramları: (A) PEG-PCL (4 saat polimerleşme 

süresi ile hazırlanan), (B) PEG-PCL (6 saat polimerleşme süresi ile hazırlanan) 
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                                                                        (A) 

 

                                                                         (B) 

 

                                                                     (C) 

Şekil 4. Farklı mol oranları ile başlatılan MPEG-PCL kopomerlerinin DSC termogramları: (A) 

MPEG-PCL (1:1), (B) MPEG-PCL (1:10), (C) MPEG-PCL (1:20) 
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                                                                       (A) 

 

                                                                         (B) 

 

                                                                          (C) 

Şekil 5. Farklı mol oranları ile başlatılan PEG-PCL-PEG kopolimerinin DSC termogramları: (A) 

MPEG-PCL (1:20), (B) MPEG-PCL (1:100), (C) MPEG-PCL (1:200) 
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EK-4 

TGA Termogramları 

 

(A) 

 

(B) 

Şekil 1. PEG ve PCL homopolimerlerinin TGA termogramları: (A) PEG homopolimeri, (B) PCL 

homopolimeri.  
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(A) 

 

(B) 

Şekil 2. Farklı monomer mol oranları ile başlatılan PEG-PCL-PEG kopolimerlerinin TGA 

termogramları: (A) 1:100 MPEG:ε-CL oranı ile sentezlenen PEG-PCL-PEG kopolimeri, (B) 

1:200 MPEG:ε-CL oranı ile sentezlenen PEG-PCL-PEG kopolimeri. 

 

 

 



214 

 

 

Şekil 3. PEG ve PCL homopolimerleri ve 1:100 veya 1:200 monomer mol oranları ile başlatılan 

PEG-PCL-PEG kopolimerlerinin diferansiyel termogram eğrileri 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PEG 

PCL 

1:100  

1:200 



215 

 

EK-5 

FT-IR Spektrumları 

 

(A) 

 

(B) 

 

(C) 

Şekil 1. FTIR spektrumları (A) PEG oligomeri, (B) MPEG oligomeri, (C) ε-kaprolakton monomeri 
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(A) 

 

(B) 

Şekil 2. Sentezlenen homopolimerlerin FT-IR spektrumları (A) PEG, (B) PCL 
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(A) 

 

(B) 

Şekil 3. Sentezlenen PEG-PCL diblok kopolimerlerinin FTIR spektrumları (A) PEG-PCL (4 saat 

polimerleşme süresi ile hazırlanan), (B) PEG-PCL (6 saat polimerleşme süresi ile hazırlanan) 
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(A) 

 

(B) 

 

(C) 

Şekil 4. Farklı mol oranları ile başlatılan MPEG-PCL diblok kopolimerlerinin FTIR spektrumları 

(A) MPEG-PCL (1:1), (B) MPEG-PCL (1:10), (C) MPEG-PCL (1:20)  
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(A) 

 

(B) 

 

(C) 

Şekil 5. Farklı monomer mol oranları ile başlatılan PEG-PCL-PEG kopolimerlerinin FTIR 

spektrumları: (A) 1:20 MPEG:ε-CL oranı ile sentezlenen PEG-PCL-PEG kopolimeri; (B) 1:100 

MPEG:ε-CL oranı ile sentezlenen PEG-PCL-PEG kopolimeri, (C) 1:200 MPEG:ε-CL oranı ile 

sentezlenen PEG-PCL-PEG kopolimeri 
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EK-6 

NMR Spektrumları 

 

(A) 

 

(B) 

 

(C) 

Şekil 1. NMR spektrumları: (A) PEG oligomeri, (B) MPEG oligomeri, (C) ε-kaprolakton monomeri 

 

ε 
α 

δ 

γ + β 

CH3O-[CH2CH2O]n-H 

x 

x 
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(A) 

 

(B) 

Şekil 2. Sentezlenen homopolimerlerin NMR spektrumları (A) PEG, (B) PCL 

 

 

 

 

-[O-CH2CH2CH2CH2CH2-CO]n- 

CH3O-[CH2CH2O]n-H 

a 

a 

b b 

b 

a 

a 

b 
b,d 

e  c 

c 

d 

e 
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(A) 

 

 

(B) 

Şekil 3. Sentezlenen PEG-PCL kopolimerlerinin NMR spektrumları (A) PEG-PCL (4 saat 

polimerleşme süresi ile hazırlanan), (B) PEG-PCL (6 saat polimerleşme süresi ile hazırlanan) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

H-( O CH2CH2)n-[COCH2CH2CH2CH2CH2O]m-H 

 a a 

a 

b c d e f 

b 
c,e 

d 
f 

b 

a 

c,e 
d f 
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(A) 

 

(B) 

 

(C) 

Şekil 4. Farklı mol oranları ile başlatılan MPEG-PCL kopomerlerinin NMR spektrumları (A) 

MPEG-PCL (1:1), (B) MPEG-PCL (1:10), (C) MPEG-PCL (1:20)  

 

 

CH3O-(CH2CH2O)n-[COCH2CH2CH2CH2CH2O]m-H 

 a b b c d e f g 

a 

a 

a 

b 

b 

b 

c 

c 

c 

d,f 

d,f 

d,f 

e 

e 

e 

g 

g 

g 
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(1)  

   

(B) 

 

(C) 

Şekil 5. Farklı monomer mol oranları ile başlatılan PEG-PCL-PEG kopolimerlerinin NMR 

spektrumları: (A) 1:20 MPEG:ε-CL oranı ile sentezlenen PEG-PCL-PEG kopolimeri, (B) 1:100 

MPEG:ε-CL oranı ile sentezlenen PEG-PCL-PEG kopolimeri, (C) 1:200 MPEG:ε-CL oranı ile 

sentezlenen PEG-PCL-PEG kopolimeri 

 

 

CH3O-(CH2CH2O)n-[COCH2CH2CH2CH2CH2O]m-CONH-CH2CH2CH2CH2CH2CH2NHCO-[O(CH2)5CO]m-(OCH2CH2)n-OCH3 

 
a d 

a 

b b f e 

b 

c g h i j i j h 

c d,f,i,j 

e 

g h 

b 

a c 

c 

a 

b 

d, f, i, j 

d, f, i, j 

e 

e g 

g 

h 

h 
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EK-7 

GPC Kromatogramları 

 

Şekil 1. GPC analizi için kullanılan polistiren standartlardan oluşturulmuş kalibrasyon eğrisi 
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(A) 

 

(B) 

Şekil 2. Sentezlenen homopolimerlerin GPC kromatogramları (A) PEG, (B) PCL 



227 
 

 

 

(A) 

 

(B) 

 

(C) 

Şekil 3. Farklı monomer mol oranları ile başlatılan MPEG-PCL kopolimerlerinin GPC 

kromatogramları (A) MPEG-PCL (1:1), (B) MPEG-PCL (1:10), (C) MPEG-PCL (1:20)  
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(A) 

 

(B) 

 

(C) 

Şekil 4. Farklı monomer mol oranlarına sahip PEG-PCL-PEG kopolimerlerin GPC 

kromatogramları (A) 1:20 MPEG:ε-CL oranı ile sentezlenen PEG-PCL-PEG kopolimeri, (B) 

1:100 MPEG:ε-CL oranı ile sentezlenen PEG-PCL-PEG kopolimeri, (C) 1:200 MPEG:ε-CL oranı 

le sentezlenen PEG-PCL-PEG kopolimeri. 

 

 


