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OZET

Mikroakiskan Sistem ile Protein Yiikli Polimerik Nanopartikiillerin Uretimi ve
Karakterizasyonu

Tez ¢alismas1 kapsaminda mikroakiskan ¢ip kullanilarak polimerik nanopartikiil sistemlerinin iiretimi,
peptit/protein terap6tik maddelerinin optimize edilen nanopartikiillere enkapsiilasyonu ve in vitro
degerlendirilmesinin yapilmasi amaglanmistir. Nanopartikiillere yiiklenmesi igin 6rnek protein olarak
BSA, lizozim ve aprotinin  seg¢ilmistir.  Nanopartikiillerin  hazirlanmasinda  biyouyumlu,
biyoparcalanabilir ve insanda kullanimi i¢in FDA tarafindan onay almis polimerlerden poli(laktik asit-
ko-glikolik asit) (PLGA) kullanilmigtir. Formiilasyon bilesenleri ve yoOnteme ait parametreler
degistirilerek tiretilen nanopartikiiler sistem optimize edilmistir.

Gilinlimiizde, peptit/protein yapilar i¢eren biyofarmasétik iriinler, klinik tedavide yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, protein yapisi hassastir ve iglevleri dis kosullardan etkilenebilir.
Peptit/protein yapilt molekiillerin verilisi igin birgok strateji lizerinde ¢alisilmistir ve en umut verici
stratejileriden biri nanopartikiiler sistemlerin kullanimidir.

Nanopartikiiller (NP'ler), peptit protein maddeleri dig ortamlardan korumanin yani sira kapsamli ilag
modifikasyonuna da izin verir. Geleneksel NP sentez yontemlerinde partikiil boyutunun optimizasyonu,
polidispersite indeksi (PDI) degerleri, partikiil morfolojisi ve enkapsiilasyon etkinligi ile ilgili bazi
siirlamalar oldugu goriilmektedir. Mikroakiskan sistemler, NP 6zelliklerini gelistirirken ayn1 zamanda
sentez i¢in tekrarlanabilir ve giivenilir bir yontem saglayarak bu sorunlarin iistesinden gelmeye yardimci
olabilir. Mikroakigkan sistemlerde akis hizi, sicaklik ve ¢ip tasarimi dahil olmak iizere ¢esitli 6zellikler,
her islem i¢in optimize edilebilir. Boylelikle kontrol edilebilir 6zelliklerde ve tekdiize NP hazirlanmasi
i¢in kullanilabilirler.

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin gelistirilmesinde mikroakiskan
¢ip kullanilmis ve akis hizi oranlar1 (FRR), polimer, protein ve yiizey aktif madde konsantrasyonlari
diizenlenerek optimizasyon galismalar1 gergeklestirilmistir. Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlari
partikiil biiytikligi ve dagilimi, polidispersite indeksi, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi
analizleri ile karakterize edilmistir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda segilen formiilasyonlar
lizerinde in vitro salim deneyi, DSC ve TEM analizleri yapilmistir. Formiilasyon ve protein
stabilitelerinin degerlendirilmesi i¢in segilen formiilasyonlarda SDS-PAGE analizi ve farkli saklama
kosullar1 altinda stabilite caligmalar1 gergeklestirilmistir.

Protein yiiklii nanopartikiillerin mikroakigkan sistem kullanilarak hazirlanmasi, formiilasyon bilesimi

ve mikroakiskan sisteme bagli degiskenler analiz edilerek yiiksek protein enkapsiilasyonuna ve kii¢iik
partikiil boyutuna sahip formiilasyona ulagilmasi tez ¢alismasinin temel hedefini olusturmustur.

Anahtar Soézciikler: Mikroakigskan, Nanopartikiil, Protein, PLGA, Lizozim



SUMMARY

Production and Characterization of Protein Loaded Polymeric Nanoparticles by Microfluidic
System

The thesis study aimed to produce polymeric nanoparticle systems using a microfluidic chip,
encapsulation of peptide/protein therapeutic substances into optimized nanoparticles, and evaluation of
in vitro studies. BSA, lysozyme, and aprotinin were selected as model proteins for nanoparticle loading.
Poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA), a biocompatible, biodegradable, and FDA-approved polymer for
human use, was used to prepare nanoparticles. The nanoparticular system was optimized by changing
the formulation components and method parameters.

Nowadays, biopharmaceutical products containing peptide/protein structures are widely used in clinical
therapy. However, protein structures are delicate and their functions can be affected by external
conditions. Many strategies for the delivery of peptide/protein structured molecules have been studied
and one of the most promising strategies is the use of nanoparticular systems.

Nanoparticles (NPs) allow extensive drug modification as well as protecting peptide protein substances
from external environments. Conventional NP synthesis methods have some limitations regarding the
optimization of particle size, polydispersity index (PDI) values, particle morphology, and encapsulation
efficiency. Microfluidic systems can help overcome these problems by providing a reproducible and
reliable method for synthesis while improving NP properties. Microfluidic systems can optimize various
properties such as flow rate, temperature, and chip design for each process. Thus, they can be used for
uniform NP preparation with controllable properties.

Within the scope of this thesis, a microfluidic chip was used in the development of polymeric
nanoparticle formulations and optimization studies were carried out by adjusting the flow rate ratios
(FRR), polymer, protein, and surfactant concentrations. The synthesized nanoparticle formulations were
characterized by particle size and distribution, polydispersity index, zeta potential, and encapsulation
efficiency analyses. As a result of the evaluations, in vitro release experiments, DSC and TEM analyses
were performed on the selected formulations. For the evaluation of formulation and protein stabilities,
SDS-PAGE analysis and stability studies under different storage conditions were performed on the
selected formulations.

The main objective of this thesis was to prepare protein-loaded nanoparticles using a microfluidic
system and to reach a formulation with high protein encapsulation and small particle size by analyzing
the variables related to formulation composition and microfluidic system.

Keywords: Microfluidics, Nanoparticles, Protein, PLGA, Lysozyme
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ONSOZ

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda protein yiiklii polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin
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1. GIRIS

Peptit/protein yapili farmasétikler, tip alaninda uygulanma potansiyelleri nedeniyle
aragtirmacilarin ilgisini ¢eken bir alandir. Biyoteknolojinin hizli gelisimi ¢ok sayida biyoaktif
protein ve peptitin kesfedilmesine yol agmis ve bir¢ok bilesigin seri liretimine olanak tantyarak
bunlarin tibbi tedavilere yaygin sekilde entegrasyonunu kolaylagtirmistir (Keservani, Sharma,
ve Jarouliya, 2015). Biitiin protein yapilari, degistirilmemis peptitler, peptit mimetikleri,
protein-protein, peptit-peptit ve peptit-protein konjugasyonlari, lipopeptitler, kimyasal
modifikasyonlu peptitler, polietilen glikol (PEG) gibi ¢esitli polimerlerle konjuge edilen
peptitler, venom kaynakl1 peptitler, dogal kaynaklardan elde edilen peptitler, rekombinant
peptitler, peptit yapili hormon, sitokin ve toksinler gibi protein/peptit yapisindaki birgok
bilesik, terapotik amaglar elde etmek igin arastirilmistir. Geleneksel kiigiik molekiillii ilaglarla
karsilastirildiklarinda, protein/peptit yapili farmasotikler hedeflerine sikica baglanmalart
nedeniyle yiiksek 6zgiilliige ve diisiik toksisiteye sahip olmalari; diyabet, kanser, osteoporoz,
multipl skleroz, HIV enfeksiyonu ve kronik agri gibi ¢ok ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
goriilen yiiksek klinik basar1 oranlari; neredeyse tiim reseptor yanitlarini diizenlemek igin
kullanilabilmeleri ve dogal amino asitlerin yan zincir varyasyonlart nedeniyle
modifikasyonlara elverigli genis bir kimyasal alana sahip olmalar1 gibi bir ¢ok avantaja
sahiptir. Bununla birlikte, protein ve peptit yapilarimin ilag olarak kullanilmasiyla ilgili ¢esitli
zorluklar da vardir. Enzimatik bozulmaya karsi hassas olmalar1 ve diisik membran
gecirgenligi, proteinlerin ve peptitlerin ilag olarak etkinligine yonelik bir zorluk teskil eder ve
bunlarin hastalik bolgelerine etkili bir sekilde iletilmesini zorlastirir. Proteinler ve peptitler
tipik olarak kisa dolagim yar1 6miirlerine sahiptir, bu da kan dolagimindan hizli bir sekilde
temizlenmelerine yol acar, terapotik etkinliklerini azaltabilir ve sik uygulanmalarini
gerektirebilir. Ozellikle proteinler, biyoaktivitelerini tehlikeye atabilen ve ilag olarak
kullanimlarini kisitlayabilen karmasik yapilari nedeniyle fiziksel, kimyasal ve biyolojik
kararsizliga kars1 hassastir. Sahip olduklar1 karmasik yapi, sentezlerini ve saflastirilmalarini
kiictik molekiillii ilaglara kiyasla daha zor ve pahali hale getirebilir. Birgok protein ve peptit,
gastrointestinal sistemde (GI kanal) parcalandigindan oral biyoyararlanimlar1 oldukga
diistiktlir. Proteinlerin ve peptitlerin terapdtik ajanlar olarak potansiyelinden tam anlamiyla
faydalanmak i¢in bu zorluklarin ele alinmasi1 gerekmektedir. Sentetik peptit analoglarmin
gelistirilmesi, rekombinant teknolojinin kullanilmasi1 ve yenilik¢i ilag dagitim sistemlerinin
uygulanmas1 gibi yaklasimlarla bu engellerin asilmasi i¢in onemli ¢abalar sarf edilmistir

(Muttenthaler vd., 2021; Otvos Jr ve Wade, 2014). Nanoteknolojide goriilen gelismeler ve



nano ila¢ tagima teknolojilerinin protein/peptit yapili ilaglarda kullanilmasi protein/peptit

yapilarinin hedefe tasinmasinda 6nemli gelismeler saglamistir.

Son yillarda énemli bir gelisme kaydeden nanoteknoloji veya molekiiler diizeyde
sistem/cihaz iiretimi, disiplinler aras1 bir bilim alani olarak ortaya ¢ikmistir. Yenilik¢i tibbi
tedavilerin kesfi, nanoteknolojinin en O6nemli basarilarindan biri olarak 6ne ¢ikmaktadir
(Emerich ve Thanos, 2003). Ulusal Saglik Enstitiileri tarafindan nano tip olarak adlandirilan
bu ¢18ir acan teknolojik gelismeler bir dizi alt alan1 kapsamaktadir. Bunlar arasinda nano ilag
tagima sistemleri, gen tedavileri, ag1 caligmalari, doku miihendisligi, yapay reseptorlerin
Olusturulmasi ve tibbi goriintiileme sistemlerinin gelistirilmesi yer almaktadir (Moghimi,
Hunter, ve Murray, 2005). Nano farmasétikler nano boyutlu toz ilaglari, ilag tasiyici sistemleri
ve araclar1 kapsamaktadir. Nano tip ve nano farmasétikler alanlarinda goriilen gelismeler, ilag
etkin maddesi olarak kullanilmalari zor olan aktif maddelerin (tek molekillii ilaglar, proteinler,
peptitler, niikleik asitler vb. gibi) tedavide kullanimin saglamistir. Gegmiste geleneksel ilag
formiilasyonlariyla uyumsuz olan terapotik ajanlar, belirli biyolojik bolgeleri tam olarak
hedefleyecek sekilde “nano-formiile edilebilir” hale gelmistir. Halihazirda, “ila¢ hedefleme”
ya da “nano ilag tasima sistemleri” gibi isimlerle anilan bu yontemler, etken maddeyi hedef
doku ve hiicrelere yonlendirerek toksisiteyi azaltma ve ilacin amaglanan etki alanindaki
konsantrasyonunu artirma, bdylece etkinligini ve hasta uyuncunu arttirma potansiyellerine

sahiptir (Bawa, 2010; Couvreur, 2013).

Peptit ve proteinlerin taginmast i¢in nanopartikiil sistemlerinin kullanilmas,
geleneksel yontemlerde karsilagilan bircok zorlugun iistesinden gelmek i¢in umut verici bir
¢Oziim sunmaktadir. Nanopartikiil sistemleri, kan dolagimindaki yarilanma Omiirlerini
artirmak icin PEG gibi biyouyumlu ve hidrofilik polimerlerle kaplanabilir. Bu kaplama,
protein/peptit  yiiklii nanopartikiillerin retikiiloendotelyal sistem (RES) tarafindan
uzaklastirilmasini engeller ve kan dolagiminda daha uzun siire dolagsmalarin1 saglar. Ayrica,
peptit ve proteinlerin emilimini ve biyoyararlanimin1 artirarak terapdtik etkinliklerini
artirabilirler. Nanopartikiiller (NP’ler), enkapsiile edilmis peptit ve proteinlere koruma
saglayarak dokudaki hiicreler ve enzimlerle temasi onler. Bu koruma, uygulama sirasinda
proteinlerin biyoaktivitesinin ve stabilitesinin korunmasina yardimci olur. Nanopartikiil
sistemleri, biyomolekiillerin salim1 {izerinde geligsmis kontrol saglayan ¢ift ve ¢ok bilesenli
malzemeler olarak tasarlanabilir. Lipozomlar ve hidrojeller gibi g¢esitli malzemeleri
harmanlayarak veya nanolipojeller gibi hibrit sistemler kullanarak, her bir malzemenin farkli

avantajlari, siirekli salim elde etmek ve enkapsiile edilmis proteinlerin stabilitesini artirmak



icin bir araya getirilebilir. Nanopartikiiller, hedef dis1 etkileri en aza indirerek peptit ve
proteinleri istenen etki bolgesine spesifik olarak iletmek icin islevsellestirilebilir.
Nanopartikiiller hidrofobik peptit ve proteinlerin ¢oziiniirliigiinii artirarak uygulanmalarin
kolaylastirabilir. Nanopartikiiller, peptit ve proteinlerin immiinojenisitesini azaltmaya
yardimer olarak bagisiklik hiicreleriyle etkilesimlerini en aza indirebilir. Nanopartikiillere
birden fazla ilag veya terapétik ajan yiiklenebilir, bu da kombinasyon terapisine ve sinerjik
etkilere olanak saglar (McClements, 2018; Ye ve Venkatraman, 2019).

Nanopartikiillerin kullanimi, geleneksel tedaviler kullanilarak etkili bir sekilde tedavi
edilmesi zor olan hastaliklar i¢in dikkate deger bir potansiyel sunmaktadir. Ancak bu énemli
potansiyele sahip sistemlerin tam olarak hayata gegirilmesi titiz bir yaklasim gerektirmektedir:
hassas tasarim, iiretim ve uygun modellerde detayli testler sarttir (Gimondi vd., 2023;
Oroojalian vd., 2020). Hedeflenen amag i¢in NP'lerin boyutlari, sekilleri, bilesimleri, yilizey
yiikleri ve kimyalar1 gibi 6zelliklerinin tam kontrolii ile amaglarina uyacak sekilde 6zel olarak
tasarlanmalidir (Pondman, Le Gac, ve Kishore, 2023). Geleneksel nanopartikiil tretim
yontemleri genellikle nanomalzemelerin boyutunu, boyut dagilimini ve kalitesini bir partiden
digerine tutarli bir sekilde kopyalamakta zorlanir, sentez kosullarimin hizli taranmasi ve
optimizasyonunun uygulanmasi zordur. Ayrica iiretim prosediirlerini {iriin gelistirme ve
optimizasyon ic¢in gerekli miktarlara Olceklendirmek de ayri1 bir zorluklar yaratmaktadir
(Marre ve Jensen, 2010). Bu geleneksel yontemlerin dogasinda bulunan eksiklikler goz 6niine
alindiginda, nanopartikiillerin {iretimi igin yeni alternatifler arayis1 ortaya ¢ikmugtir. Ustiin bir
yaklagim arayisi, arastirmacilari performansi artirma ve onceki yontemlerde gozlemlenen
dezavantajlari asma umudu sunan mikroakiskan teknolojilerini kullanarak NP iiretmeye

yonlendirmistir.

Mikroakigkan teknolojisi, boyutlar1 onlarca ila ylizlerce mikron arasinda degisen
kanallar aracihifiyla, 10° ila 10® litre arasinda degisen kiigiikk sivi hacimlerinin
manipiilasyonunu ve islenmesini igerir (Whitesides, 2006). Mikroakiskan teknolojisi,
geleneksel iiretim yontemlerinde bulunmayan farkli akis 6zellikleriyle; stirekli akis modeli
icinde partikiil olusturma ortaminin titizlikle yonetilmesini ve minimum reaktif kullanilmasini
saglar (lllath vd., 2022). Mikro kanal mimarilerinin, akis ve karigtirma hizlarinin, arayiizey
viskozitesinin, 1s1 ve kiitle aktarim silireglerinin {izerinde ustaca kontrol saglayan
mikroakigkanlarin giicii sayesinde ayirt edici 6zelliklere sahip ¢esitli mikro/nanopartikiillerin
sentezi kolaylasir (Zhao vd., 2022). Mikroakiskan teknolojilerinin hizli numune isleme ve

analizlerdeki sivilarin hassas kontrolii gibi belirli 6zellikleri, onlar1 geleneksel nanopartikiil



iiretim yontemlerinin yerini almak igin cazip adaylar haline getirmistir. Iyi tasarlanmus
mikroakigskan cihazlarda sentezlenen mikro ve nanopartikiiller, boyut, sekil ve boyut
dagilimimi kontrol etmede Ozellikle umut vaat etmektedir. Dahasi, mikroakiskanlarin
kullanimi sentez alanini (6rnegin sicaklik, basing, reaktifler) geleneksel prosediirler ile kolayca
erisilemeyen kosullara genisletir ve boylece karmasik miihendislik nanoyapilarinin ve yeni

malzeme sistemlerinin ger¢eklestirilmesi i¢in yeni yontemler sunar (Marre ve Jensen, 2010).

1.1. Mikroakiskan Teknolojisinin Tarihi ve Gelisimi

Mikroakigkanlarin tarihi, bagimsiz bir bilim dali olarak ortaya ¢ikmadan &nce
gelisimine katkida bulunan gesitli alanlara ve teknolojilere dayanmaktadir. Mikroakiskan
kavramindan yiizyillar 6nce arastirmacilarin viicut sivilarini inceledigi ve 6zelliklerini analiz
ettigi bilinmektedir. Hipokrat, Galen ve Theophilus gibi 6nemli isimler idrar Srneklerini
incelemis ve Ozelliklerini farkli hastaliklarla iligkilendirmistir. 18. ve 19. yiizyillarda James
Jurin, Jean Le'onard Maric Poiseuille ve Gotthilf Heinrich Ludwig Hagen gibi arastirmacilar
akiskan davranigi {izerine ¢alismalar yiiriitmiis ve silindirik tiiplerdeki akiskan hareketini
tanimlayan Hagen-Poiseuille denkleminin formiile edilmesine yol agmistir. George Stokes
daha sonra bu denklem i¢in teorik gerekceler sunmus, boylelikle akiskanlarin kiigiiltiilmiis
Olgeklerdeki davraniglarini agiklayan teorinin temeli olusturulmustur (Castillo-Leén, 2014;
Hagen, 1839; Jurin, 1718; Poiseuille, 1838; Poiseuille, 1844; Stokes, 2007; Sutera ve Skalak,
1993). 1879 yilinda Lord Rayleigh damlacik olusumu fizigine dair gézlemlerini yaymlamistir
(Rayleigh, 1879). Rayleigh, bir delikten ¢ikan sivinin hidrodinamik olarak kararsiz oldugunu
ve toplu olarak daha kiiciik bir ylizey alanina ve daha diisiik bir yiizey gerilimine sahip olan

damlaciklar olusturdugunu kesfetmistir.

Mikroakigkanlar teknolojisinin olusumuna yol acan olaylar, kullanilan malzeme ve
malzeme isleme teknolojilerinin gelismesiyle devam etmistir. 1861 yilinda John Walter
Osborne, baski igin 1g1ga duyarli malzemeler kullanan fotolitografi siirecinin patentini almigtir
(Osborne, 1861). Optik litografi olarak da bilinen bu y6ntem, daha sonraki gelismeler i¢in
zemin hazirlamistir. Daha sonra alan, elastomerik damgalarin, kaliplarin ve uyumlu fotograf
maskelerinin kullanimini igeren yumusak litografinin kullanilmaya baglanmasiyla 6nemli
olgtide ilerleme kaydetmistir (Kumar ve Whitesides, 1993; Rogers ve Nuzzo, 2005). 1901
yilinda Frederic Kipping tarafindan silikon kavrami tiretilmistir (Kipping ve Lloyd, 1901).
Silikon, uzun bir siire boyunca mikroakiskan cihazlar1 imal etmek i¢in kullanilan birincil

malzeme olmustur. Silikonun mikroelektronik sistemler iiretilmesinde son derece basarili olan



fotolitografi ve ilgili teknolojilerle uyumlulugu, mikroakiskanlar alaninin ilerlemesinde
onemli bir rol oynamistir. Mikroakiskan sistem calismalarinin ilk asamalarinda ¢ogunlukla
kullanilan silikon ve cam, biyolojik numunelerin analizleri agisindan c¢esitli nedenlerle
uygunsuz olduklarindan dolay1 yerlerini 2000'li yillarda polimer malzemelere birakmislardir.
Malzemeler ve uygulamalar gelistikge, polidimetilsiloksan (PDMS) giiniimiizde arastirma
laboratuvarlarinda mikroakiskan cihazlarin/sistemlerin imalati i¢in en yaygin kullanilan
malzeme olarak ortaya ¢ikmistir. PDMS optik olarak seffaf, yumusak bir elastomerdir. Yeni
konseptlerin PDMS'de test edilebilmesinin kolayligi ve bazi ¢ok kullanigh bilesenleri
(pnomotik valfler gibi) destekleme kabiliyeti, onu gelistirmenin ilk asamalarinda kesif
aragtirmalari ve arastirma mithendisligi i¢in anahtar malzeme haline getirmistir (Gerami vd.,

2019; Lei, 2018).

Giiniimiizde kullanilan anlamiyla mikroakiskan biliminin gelismesini en ¢ok etkileyen
faktorler 4 madde halinde 6zetlenebilir: mikroelektronik, molekiiler analiz, biyosavunma ve
molekiiler biyoloji. Bu faktorlerin yol agtigi ilerlemeler, mikroakiskan teknolojisinde 6nemli
bir sigramayla sonuglanmistir. Mikroakigkan biliminin temeli &zellikle mikroelektronik
alanindaki gelismelere dayandirilmaktadir. 1949 yilinda John Bardeen ve arkadaslarn
tarafindan transistor icat edilmistir (Bardeen, 1952). 1955 yilinda Jules Andrus ve Walter L.
Bond, silikon iizerinde ¢ok daha ince ve detayli tasarimlar iiretmek i¢cin mevcut fotolitografik
tekniklerini uyarlamaya baglamistir (Andrus ve Bond, 1958). 1959'da RP Feynman'in
konusmasinda mikro ve nano ¢alismalara vurgu yapmasi, mikro teknolojilere olan ilgiyi
artirmistir (Feynman, 1959). 1964 yilinda Jack Kilby, transistorler, direngler ve kapasitorler
gibi ¢ok sayida ayr1 bilesenin bir osilator devresi olusturmak i¢in tek bir silikon kristaline nasil
entegre edilebilecegini gostererek teknolojiyi ilerletmistir (Kilby, 1964). Biitiinlesmis devre
olarak bilinen bu yenilik, mikroelektronikte devrim yaratarak sirketlerin minyatiir ve giivenli
elektronikler gelistirmek i¢in yaristigi "silikon ¢agi"ni baslamistir. 1965 yilinda Richard
Sweet, akis ilkeleri ve malzeme bilimindeki gelismeleri birlestirerek miirekkep piiskiirtmeli
baski teknolojisinde kullanmistir (Sweet ve Cumming, 1968). 1979 yilinda, Terry ve
arkadaslar tarafindan “A gas chromatographic air analyzer fabricated on a silicon wafer”
isimli bir makale yayinlanmistir (Terry, Jerman, ve Angell, 1979). Bu cihaz giiniimiizde
mikroakigkan cihaz alaninin ilk 6rnegi olarak kabul edilmektedir. Ayrica, bu makale, mikro
akigkanlarin kendi bagina bir alan olarak kabul gordiigii ilk yaymn olarak kabul edilmektedir
(Convery ve Gadegaard, 2019).



Mikroakigkanlar teknolojisinin gelistirilmesine yonelik analitik sistemler tarafindan
atilan ilk atilimlar, sistemlerin boyutunu ve karmasikligini azaltma yani minyatiirlesme
tizerine olmustur (Whitesides, 2018). Geleneksel makroskobik cihazlar1 mikroskobik
cihazlara minyatiirlestirmeyi hedefleyen minyatiirlestirme bilimi, baslangicta minyatiir silikon
tabanli elektronik cihazlarin gelistirilmesi ile baglamis ve daha sonra mikro elektromekanik
sistemler (MEMS) olarak bilinen mekanik cihazlarin imalatina kadar genisletilmistir
(Grimmer vd., 2020; Lei, 2018). Bu mikroskobik cihazlar mililitre alt1 sivilari islemek tizere
tasarlandiklarinda ise mikroakiskan cihazlar olarak adlandirilmiglardir. Mikroakigkanlar
teknolojisini etkileyen en 6nemli analitik gelismeler ise gaz kromatografisi (GC), yiiksek
basingli sivi kromatografisi (HPLC) ve kapiller elektroforez (CE) gibi mikro analitik
yontemlerdir. Bu yontemler sayesinde, ¢ok kiigiik miktarlarda numune kullanarak hizli ve
yiiksek hassasiyette veriler elde etmek miimkiin hale gelmistir. 1957 yilinda Golay’in gaz
kromatografisi (Golay, 1957), ve 1956 yilinda Van Deemter’in sivi kromatografisi (Van
Deemter, Zuiderweg, ve Klinkenberg, 1956) iizerine yayinladiklari aragtirmalar sonucunda
yiiksek bir performans seviyesini korumak i¢in kolonun ¢apinin azaltilmasi gerektigi anlagild;
boylece kolonlar mikrometre araliginda liretilmeye baslandi. 1993 yilinda Andreas Manz ve
arkadaslari, minyatiirize edilmis kapiler elektroforez tabanli bir kimyasal analiz sisteminin
tretimini agiklayan bir makale yaymladi (Harrison vd., 1993). Bu ¢alismanin
yayinlanmasindan 1 yil sonra, ilk Uluslararas1t Mikro-Toplam Analiz Sistemleri Konferansi
Hollanda'da gerceklesti (Castillo-Leon, 2014). Sonug olarak, kapiller elektroforez gesitli
biyomolekiillerin ayristirilmasi i¢cin popiiler hale geldi. Bu minyatiirlesmenin faydalarint
ortaya c¢ikararak yenilik¢i bakis ag¢isi sunan ¢aligmalarin sonucunda, bir¢ok arastirmaci sivi
tagima, s1vi 6lgme, sivi karigtirma, sivilarin ayrilmasi gibi konular i¢in mikroakigkan cihazlar

gelistirmek tizere olduk¢a emek ve zaman harcamigtir (Hamblin ve Karimi, 2020).

Biyosavunmanin mikroakiskan teknolojisi iizerindeki etkisi, soguk savasin sona
ermesinin ardindan kimyasal ve biyolojik silahlarin biiyiik askeri ve terorist tehditler
olusturdugunun fark edilmesiyle baglamistir. Olas1 tehditlere karsi koymak i¢in ABD
Savunma Bakanligi'na bagh Ileri Savunma Arastirma Projeleri Ajansi (DARPA) 1990'larda
kimyasal ve biyolojik tehditlere karsi dedektdr olarak kullanilmak iizere tasarlanmis
mikroakigkan sistemler gelistirmeyi amaglayan programlari desteklemistir. Yapilan destekler,
akademik olarak mikroakiskan biliminin arastirilmast hizlandirmis ve bu teknolojinin

bliyiimesi i¢in biiylik katk: saglamistir (Whitesides, 2006).



Molekiiler biyoloji alaninin katkis1 6zellikle 1980'lerde gergeklesen genomik
bilimindeki patlama ve ardindan yiiksek verimli DNA dizilimi gibi molekiiler biyolojiyle ilgili
diger mikro analiz alanlarinin ortaya ¢ikmasiyla ilgilidir. Bu gelismeler biyolojide daha 6nce
diisiiniilenden ¢ok daha fazla verim ve daha yiiksek hassasiyet ve ¢oziiniirliige sahip analitik
yontemlerin gerekliligini ortaya koymustur. Genomik niikleik asitlerin siralanmasina yonelik
ticari cihazlara ve kiigclik miktarlardaki sivilarin manipiile edilmesine yonelik yontemlere
duyulan ihtiya¢ artmistir. Mikroakigkanlar biliminin bu sorunlarin {istesinden gelmek iizere
secenekler sunmasi alana yapilan arastirmalari arttirmistir (Whitesides, 2018; Whitesides,
2006).

Sonug olarak, mikroakigkanlarin gelistirilmesi kimya, biyoloji, analitik biyokimya,
biyoteknoloji, doku mithendisligi ve tip bilimlerinde devrim yaratmis ve bir kanal aginda ¢ok
kiigiik miktarlarda sivilarin akigina ve manipiilasyonuna olanak saglamistir. Bilim camiasinda
da ¢ok fazla kullanim alani bulmustur. Mikroakiskan sistemler kimyagerler, fizikgiler,
biyologlar ve ¢ogu miihendislik disiplini i¢in ortak bir aragtir ve bu nedenle bilim ve
mithendislikte multidisipliner bir platform haline gelmistir. Mikroakiskan bilimi, ila¢ kesfi,
ilag uygulamalari, biyomedikal arastirmalar ve diger c¢ip tlizerinde laboratuvar (LoC)
uygulamalar1 alanlarindaki gelismelere katki saglamistir. Mikroakiskanlarin tek bir ¢ip
iizerinde basit, esnek ve faydali bir sekilde birlestirilebilmeleri nedeniyle, geleneksel
laboratuvar tekniklerine kiyasla avantajlar sunabilmektedir. Elektronik ve mekanik cihazlari
veya kimyasal siiregleri tek bir ¢ip boyutundaki alt tabakaya dahil eden bircok 6nemli makale
yayinlamigtir. Ayn1 zamanda mikroakigkan cihazlar miikemmel morfoloji ve boyut dagilimina
sahip mikro ve nanopartikiillerin iiretilmesine olanak saglamaktadir. Mikroakigkanlar ¢esitli
kimyasal reaksiyonlari, geleneksel yontemlerde oldugundan daha yiiksek verimle ve daha
zorlu kosullar altinda gergeklestirilebilir. Bu gibi nedenlerden dolay1 mikroakiskanlar alaninin
uygulanmasi, kimya, fizik ve biyoloji gibi temel bilimlerden ¢ogu miihendislik disiplinlerine

kadar ¢esitli disiplinlerde artarak devam etmektedir.

1.2. Mikroakiskan Cipler

Mikroakigkan ve ¢ip iizerinde laboratuvar cihazlari, biyolojik, biyomedikal ve analitik
kimya ¢aligmalarinda diisiikk kimyasal tiikketimi, hizl1 analiz, biyouyumluluk, diisiik maliyet ve
otomasyon gibi dogal avantajlari nedeniyle son yillarda kapsamli bir sekilde incelenmis ve
gelistirilmigtir. Disiplinler arasi bir alan olan mikroakigkanlar, gevresel algilama, DNA

saflastirma, tibbi teshis, mikro Olcekli genetik ve proteomik analiz, ila¢ kesfi, ilag



uygulamalari, yiiksek verimli ilag tarama platformlari, hiicre kiiltiiri ve manipiilasyon
platformlari, mikro 6lcekli kimyasal iiretim, sentez ve tahliller, gida giivenligi algilama,
biyosensorler ve patojen tespit sistemleri, yapay organlar ve mikro 6lgekli enerji sistemleri
dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli uygulama alanlarina sahiptir (Aryasomayajula vd., 2017; Yeo
vd., 2011). Bir mikroakiskan ¢ip, mikro 6lgekte sivi akisini manipiile etmek ve kontrol etmek
icin mikroakigkan teknolojisini kullanan minyatiirlestirilmis bir cihaz olarak tanimlanabilir.
Mikroakiskan ¢ipler, ¢esitli mikrofabrikasyon teknolojileri ile iiretilebilirler, farkli malzemeler
(cam, silikon, PDMS veya PMMA gibi polimerler) iizerine kazinmis bir dizi oluk veya mikro
kanallar icerirler. Cipin minyatiir boyutu, ylizey alanin artmasina ve ilgili reaksiyonun
hizlanmasina neden olur. Damlacik mikroakiskan platformlari, ¢ip iizerinde organ sistemleri
ve 3D hiicre kiiltiirii ¢ipleri dahil olmak tizere farkli mikroakigkan ¢ip tiirleri gelistirilmistir
(Cui ve Wang, 2019; Pattanayak vd., 2021).

1.2.1. Materyaller

Mikroakigkan cihazlarin imalati (mikrofabrikasyon) icgin cesitli materyaller
denenmistir. Mikro cihazlarin iiretiminde, secilen teknige bagli olarak ¢ok sayida malzeme
kullanilmis, cihazlar gesitli substratlar tizerinde imal edilmistir (Sekil 1.1). Silikon, cam,
polimerler, hidrojeller, kagit ve ¢esitli inorganik malzemeler mikroakiskan sistem imal etmek

icin yaygin olarak kullanilan malzemelerdendir (Mumtaz vd., 2023).
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Sekil 1.1. Mikroakiskan cihaz tiretimi i¢in malzemelere genel bakis (Ren, Zhou, ve Wu, 2013).



Mikroakigkan uygulamalarindaki temel adimlardan biri, cihaz {iretimine ve
gerceklestirilecek isleme yonelik en uygun malzemenin sec¢ilmesidir. Kullanilacak
mikroakigkan sistem i¢in malzeme tiirlinii segmek icin yiizey islevsellestirme potansiyeli,
islenebilirlik, tiretim kolayligi, yiizey yiikii, molekiiler adsorpsiyon, spesifik olmayan
adsorpsiyon, elektrik iletkenligi, hiicresel uyumluluk, biyouyumluluk, elektro ozmotik akis
hareketliligi, optik ozellikler ve seffaflik, hava gecirgenligi, esneklik, malzemenin fiyati
(6zellikle kontaminasyon riski olan iglemlerde tek kullanimlik cihaz iiretimi s6z konusuysa),
kullanilan ¢oziiciilerle kimyasal uyumluluga kars1 diren¢ (kimyasal stabilite), sicaklik
degisimlerine ve yiiksek sicakliklara karsi direng (termal stabilite), basing ve diger fiziksel
kuvvetlere karsi direng (mekanik stabilite) gibi bir ¢cok oOzellik dikkate alinmalidir. Bu
ozelliklerin isleme konulacak reaksiyonun ozellikleriyle uyumlu olacak sekilde segilmesi
gerekir. Her malzemenin kullanim amacina bagli olarak hem avantajlart hem de dezavantajlar
vardir. Kullanilan malzemelerin  yapilan islem {izerinde etkilerinin olabilecegi
unutulmamalidir. Mikroakiskan tekniginin temelini olusturan kanallarin minyatiirlestirilmesi,
cihazi olusturan malzemelere 6zel bir dikkat gosterilmesini gerekli kilmaktadir. Mikroakigskan
sistemlerde s6z konusu olan daha kisa temas siireleri, laminer akis, gelismis 1s1 ve kiitle
transferi ve biiyiik yiizey-hacim oranlari nedeniyle makro 6lgekli sistemlerde olmayan olgular
ortaya c¢ikar. Makro Orneklerle karsilastirildiginda, mikro 6lgekli ortamda gergeklesen
reaksiyonlarda, cihazin malzemesinin 1slanabilirligi ve s1vi1 faz ile mikro kanal arasinda olusan
temas acis1 da dahil olmak iizere {iretim siirecini etkileyebilecek tiim degiskenleri goz oniinde
bulundurmak gerekir (Niculescu vd., 2021; Sommonte, Denora, ve Lamprou, 2023).
Malzemelerin gesitliligi ve kalitesi gelisen teknoloji ve yapilan arastirmalar neticesinde siirekli
olarak artmaktadir. Ayn1 zamanda s6z konusu malzemeler, avantajlarindan sinerjik bir sekilde
faydalanmak i¢in hibrit cihazlarda birlestirilebilir. Bununla birlikte, mikroakiskan cihazlar
teknolojisinin ilerlemesi ve iiretimleri sadece kullanilan malzemelere bagli olmayip, daha
derin bir degerlendirme ve daha fazla deneysel ¢alisma gerektirmektedir. Mikroakigkanlar,
MEMS/NEMS ve uTAS gibi ilgili mikrosistem ailelerini igeren LoC sistemleri hakkinda,
gelismis iglevselligin yami sira entegrasyon, standardizasyon, ticarilestirme ekonomisi ve
hedeflenen sistemlerin uygulanabilirligi gibi konulardaki zorluklara daha fazla

odaklanilmalidir.



1.2.1.1. Polimerler ve PDMS

Onceleri, sirastyla yiiksek termal iletkenlikleri ve sicaklik gradyanlarina dayanma
yetenekleri nedeniyle mikroakiskan cihazlari imal etmek i¢in esas olarak silikon ve cam
malzemeler kullaniliyordu. Ancak, silikonun gosterdigi goriiniir ve ultraviyole 15181 zayif
iletmesi, biyolojik molekiillerin yiizeylerde adsorbe olma egilimi, nispeten yiliksek maliyet ve
kirilganlik; camin gosterdigi ¢ipler {izerinde mikro pompalar veya valfler olusturmada
zorluklar, gazlara karsi gecirimsizlik, isleme sirasinda temiz oda tesisleri gereksinimleri,
zaman alic1 ve pahali liretim siiregleri gibi ¢esitli dezavantajlar1 nedeniyle, bunlarin yerini
zamanla polimerler almistir (Hamblin ve Karimi, 2020). Polimerlerin ¢ok yonliiliigi,
arastirmacilarin oldukga ilgisini ¢ekmistir. Bu durum g¢aligmalarin silikon ve cam ¢iplerden
uzaklagsmasima ve mikroakiskan cihaz iiretiminde polimer kullaniminin yayginlasmasina
neden olmustur. Polimerlerin en biiyiik avantajlarindan biri ucuz olmalaridir. Mikroakiskan
cihazlar, diger MEMS cihazlarina kiyasla nispeten biiyliktiir. Bu nedenle, alt tabaka malzeme
fiyat1 birincil maliyetlerden biridir. inorganik malzemelere kiyasla polimerler olduk¢a ucuzdur
ve daha kolay ve diisiik maliyetli iiretim tekniklerinden faydalanirlar. Diger avantaj, farkl
ylizey kimyasina sahip bir¢ok farkli polimer bulunmasi ve bunlarin istenen uygulama i¢in
gereken Ozelliklere gore optimize edilebilmeleridir (Panigrahi, 2016). Polimerlerin seffaf veya
yar1 seffaf cesitleri bulunur. Polimerin bilesimine bagl olarak, optik goriiniirliigiin gerekli
oldugu tiim islemlere uygulanabilen seffaf veya yar1 seffaf cihazlar elde edilebilir. Ayrica, bu
cihazlarin verimliligini artirmak icin kolay iiretim teknikleri ve gesitli ylizey modifikasyon
yontemleri mevcuttur. Polimerlerin sabit bir erime sicakligi yoktur. Polimerik malzeme
yumusaktir ve camsi gegis sicakliginin iizerinde kaliplama ile islenebilir. Kolay kaliplanabilir
olmalar1 sayesinde mikro analitik sistem bilesenlerini, 6zellikle pompalar1 ve valfleri
elastomerlerden liretmek sert malzemelerden iiretmekten daha kolaydir (Sommonte, Denora,
ve Lamprou, 2023). Cogu polimer, biyolojik malzemelerin iglenmesi igin gerekli sicakliklarda
(40-95°C) stabil oldugundan, sicaklik gradyanlari gerektiren uygulamalar igin caziptir.
Polimerlerin sahip oldugu diisiik maliyet, ¢ok yonliiliik ve kolay kullanim 6zellikleri onlar
mikroakigkan sistemlerde kullanilmak iizere uygun malzemeler haline getiren en Snemli
avantajlarindan olmustur. Biyouyumluluk, polimerlerin cam ve silikona kiyasla bir diger
onemli avantajidir. Birgok polimer doku ve kan ile uyumludur ve ilag dagitim uygulamalari
icin implante edilebilir mikroakiskan cihazlar i¢in uygundur. Polimerik cihazlar hiicre igleme,
klinik teshis, DNA analizi ve polimeraz zincir reaksiyonlari i¢in idealdir. Polimer
mikroakigkan platformlar, nanopartikiil sentezinden sivi manipiilasyonuna kadar g¢esitli

uygulamalarda kullanilabilir. Polimer bazli mikroakiskan sistemleri, kullanilan polimerin
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ozelliklerine bagli olmak kaydiyla cesitli sicaklik kosullar1 altinda giivenilir iiretim
saglayabilirler. Polimerler oda sicakligindaki veya daha yiiksek sicakliklardaki uygulamalar
icin uygundur ve biiyiik olgekli tretimler i¢in olduk¢a kullaniglidir. Bununla birlikte,
polimerlerin hiicre sinyal dinamiklerini etkileyebilen kii¢iik molekiil absorbsiyonu, organik
coziiclilere kars1 yiiksek hassasiyet ve buhar gecirgenligi ile ilgili sorunlar gibi bazi
dezavantajlar1 vardir. Bircok polimer, diisiik uyarma dalga boylarinda kendiliginden floresan
ozelligine sahiptir. Mikroakiskan uygulamasinda algilama icin floresan kullanildiginda bu
durum cihazin hassasiyetini etkileyecektir ve polimerlerin bu tiir mikro analizlerde
kullanilmasini engelleyebilir. Cogu polimer, cama kiyasla iyonize olabilen gruplarm eksikligi
nedeniyle diistik yiik yogunluguna sahiptir. Kararli ve kontrol edilebilir elektro osmotik akis
ise yilizeyde yiiksek yiik yogunlugu gerektirmektedir. Elektro osmoz durumunda oldugu gibi,
gerekli ylizey oOzelliklerinin polimerlerin yiizey o6zellikleri ile uyumlu olmadigi mikro
analizlerde kullanilamazlar (Hamblin ve Karimi, 2020; Niculescu vd., 2021; Panigrahi, 2016).
Mikroakigkan cihaz iiretimi igin kullanilan en yaygin polimerler arasinda PDMS, PMMA,
floropolimerler, siklo-olefin polimerler ve kopolimerler (COPs/COCs) ve Tiyol-ene
polimerler (TES) bulunmaktadir. Son birkag yilda en yaygin olarak kullanilan polimerlerden

biri PDMS’dir.

Esneklik gibi mekanik 6zellikleri nedeniyle mikroakiskanlarin {iretiminde siklikla
kullanilan elastomerler grubunun en iyi ornegi olan PDMS, cesitli nedenlerden dolay1 ¢ok
dikkat ¢ekmis ve 21. ylizyilin basindan bu yana mikro cihaz iiretiminde en sik kullanilan
malzeme olmugtur. PDMS uygun fiziksel 6zellikleri, kolay iiretim siireci ve diisiik maliyeti ile
mikrofabrikasyona katkida bulunur. Buna ek olarak, kaliplanmasi kolaydir. PDMS ¢ipleri
iizerinde ¢ok katmanli kanallar, mikro valfler veya mikro pompalar kolayca olusturulabilir.
PDMS tabanli mikroakigkan cihazlarda ¢cok katmanli tasarim kullanilarak, i¢ kanallar hem 2D
hem de 3D olarak 6zellestirilebilir ve modifiye edilebilir. PDMS, esnekligi ve biyolojik olarak
pargalanabilirligi nedeniyle ¢ip iizerinde organ platformu iiretiminde en O&nemli
malzemelerden biridir. Optik berrakligi nedeniyle, kiiltiirlenmis hiicrelerin yiiksek kaliteli
mikroskobik goriintiileri yakalanabilir. PDMS'den yapilan cihazlar dis bilesenlerle kolayca
entegre edilebilir ¢iinkii polimer ¢ogu malzemeye uyum saglar. PDMS piiriizsiiz plastik veya
cam alt tabakalarla uyumlu temas sagladigindan hem geri doniisiimlii hem de geri doniisiimsiiz
sizdirmazlik miimkiindiir. PDMS biyolojik ¢aligsmalar i¢in avantajlidir ¢iinkii biyolojik olarak
uyumludur, gazlara karsi gegirgendir, hiicresel solunum igin yeterlidir, otoklavlanabilir ve
dogal olarak hiicresel yapismay1 engeller. Bu nedenle PDMS, hiicreler hala ¢ipin i¢indeyken

uzun siireli kiiltlirlere ve floresan/kemiliiminesan ¢alismalara izin vererek hiicresel calismalar
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icin ¢ok kullanigh oldugunu kanitlamistir. PDMS, yiiksek hidrolik basinca dayanmasini
saglayan gerilme mukavemetine sahip bir polimerdir. Yiiksek basing toleransi, 6zellikle
optimum karistirma icin genel akis hizinin siirekli yiiksek oldugu mikroakiskan tabanl
nanopartikiil sentezinde mikroakigkan cihazlarin énemli bir 6zelligidir (Popa vd., 2023; Seo
vd., 2023). PDMS tabanli mikroakiskan cihazlar bu ag¢ik avantajlara sahip olmakla birlikte,
zay1f solvent uyumlulugu, yiizey kirlenmesi ve yiiksek basing altinda deformasyon gibi bazi
onemli dezavantajlara da sahiptir. PDMS’in sahip oldugu gozeneklilik bazi durumlarda
dezavantaj haline gelebilir, bircok molekiiliin difiize olabilecegi adsorptif bir malzeme haline
getirir. Bu durum malzemeyi organik ¢oziiciilerle (6rn. hekzan, toluen ve kloroform) uyumsuz
hale getirir, ¢linkii molekiilleri kanal duvarlarina adsorbe olabilir ve platformu sisirebilir. Bir
baska sorun da kanal duvarlarindan suyun buharlasmasindan kaynaklanabilir, bu da ¢ozelti
konsantrasyonunda degisiklige yol acar. Ayn1 zamanda PDMS'nin i¢inden gecen gazla temas
halinde oldugunda kabarciklar olusturabildigini gdstermistir. Ttim bunlarla birlikte, PDMS'nin
kullanilmaya baglanmasinin teknolojik ve biyomedikal c¢aligmalar i¢in daha kullanigh
mikroakigkan cihazlarin gelistirilmesine yardimer oldugunu belirtmek gerekir (Hamblin ve

Karimi, 2020).

1.2.2. Mikrofabrikasyon Yontemleri

Mikroakigkan cihazlarin iiretim teknolojisi biitiinlesmis sensor ve aktiiatorlere sahip
bir dizi mikroakiskan cihazin silikondan yapildig1 silikon mikro isleme ile baslamistir.
Giliniimiizde ise mevcut olan mikrofabrikasyon teknikleri yelpazesi olduk¢a genislemistir.
Cam ve silikon gibi sert malzemeler kullanan mikro teknolojiler, asindirma, litografi ve
biriktirme gibi teknikler tizerine kuruludur ve sert teknolojiler olarak bilinirler. Sert mikro
fabrikasyon teknolojileri genellikle karmasiktir ve uygulanmasi zordur. Buna karsilik,
yumusak teknolojiler olarak adlandirilan plastik mikro teknolojiler tipik olarak polimer

malzemeler kullanir. Hizli prototipleme, seffaflik ve malzeme ¢esitliligi avantajlari sunarlar.

Mikrofabrikasyon islemlerinin genellikle temiz oda olarak bilinen son derece temiz
bir ortamda gergeklestirilmesi gerekir. Temiz oda, sicaklik ve nem agisindan diizenlenmis ve
siirekli olarak hava akimi ile gecilen bir ortamdir. Ciinkii tozlu ortamda mikrometre
boyutundaki standart partikiiller yiizeyde adsorbe olma ve imal edilen mikro yapinin dogasini
degistirme egilimindedir. Eger gerekliyse, genel temizlik, partikiil giderme, oksit giderme ve

diger cesitli kirleticileri giderme amaglarina yonelik mikrofabrikasyon igleminden 6nce 6n
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adim olarak yiizey hazirlig1 yapilmalidir. Bunun i¢in farkli sicakliklarda distile su, farkli asit

tirleri veya farkli tamponlar kullanilmasi gerekebilir (Panigrahi, 2016).

Bir mikroakiskan cihazin imal edilebilecegi genis bir malzeme yelpazesi vardir. Bu
malzemelerin her biri farkli 6zelliklere sahiptir. Dolayisiyla islenirken farkli davraniglar
sergiler. Bu nedenle, imalat yontemleri, ilgili malzemenin belirli 6zelliklerine ve son iiriin
gerekliliklerine gore uyarlanmalidir. Uretim teknigini secerken bir diger onemli husus
maliyettir. Ayrica, yaygin olarak benimsenmesi i¢in ¢iplerin erisilebilir ve dl¢eklenebilir bir
sekilde iiretilmesi gerekir. Alan ilerledik¢e gerekli kanal boyutlarini ve 6zelliklerini tiretmek

i¢in birgok tiretim teknigi tanimlanmis ve benimsenmistir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Mikroakigkan tiretim tekniklerinin siniflandirilmasi (Niculescu vd., 2021).

Malzeme Kaldirma Teknikleri Malzeme Biriktirme Teknikleri
Kimyasal Elektrokimyasal desarj ile isleme Silikon yiizeyin mikro islenmesi
prosesler . .
Islak asindirma Litografi
Kuru agindirma Miirekkep piiskiirtmeli 3D baski1
Toz 3D baski
Dogrudan yazi
iki boyutlu sanal hidrofilik kanallar
Mekanik Mikro 6giitme Enjeksiyon kaliplama
prosesler )
Mikro taglama Sicak kabartma
Mikro-agindirict hava jetli isleme
Mikro-asindirict su jeti ile isleme
Ultrasonik isleme
Xurografi
Lazer Foto termal siireg Segici lazer uygulamasi
tabanh ) . ]
prosesler Ultra kisa darbe siireci Sterolitografi
Emici malzeme siireci iki foton polimerizasyonu
Fotokimyasal modifikasyon siireci
Lazerle dogrudan isleme
Diger Odaklanmis iyon 151n1 Form verme siireci
prosesler Yumusak litografi

Katmandan katmana tiretim

Katman katman tiretim
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Bir mikroakiskan sistemde polimerik mikroakiskan kanallar ve aglar {iretmek igin
kullanilan teknikler arasinda yumusak litografi, UV lazer isleme, sicak kabartma, enjeksiyon
kaliplama veya dogrudan mikro 6giitme gibi ¢esitli teknikler yer alir. Mikroakiskan cihazlarin
imalati i¢in kullanilan polimerler arasinda PDMS, miikemmel seffaflik ve biyouyumluluk gibi
avantajli 6zellikleri nedeniyle akademide hala en yaygin kullanilan malzeme olmaya devam
etmektedir. PDMS kanallarinin yiizey kimyasini (6rnegin biyomolekiil immobilizasyonu,
ylizey hidrofobikligi ve kirlenme onleyici 6zellikler) istenen uygulamaya gore uyarlamak icin
spesifik ylizey modifikasyonu ve islevsellestirme adimlart gerekebilir. PDMS temelli
mikroakigkan cihazlarda mikro kanal geometrisinin ve kanal bosluklarinin olusturulmasi igin
en yaygin yaklasim, ana kalibin ¢oziiniirliigiine bagli olarak mikrometreden nanometre

hassasiyetine kadar degisen mikroakigkan desen ¢ozliniirliigii saglayan yumusak litografidir.

1.2.2.1. Yumusak Litografi

Yumusak litografi, mikroakiskan cihazlarin imalati i¢in kullanislidir ve cihazlarin
hizli prototiplemesini saglar. islem laboratuvar ortami kosullarinda gerceklestirilebilir; bu
nedenle 20-100 pm boyut araliginda kanallara sahip ¢ipler tiretmek i¢in pahali temiz oda
tesislerine ihtiya¢ kalmaz. (Friend ve Yeo, 2010).

PDMS mikroakiskan ¢iplerin yumusak litografi yontemi ile iiretiminde oncelikle ana
kalibin geleneksel fotolitografi teknikleri kullanilarak imal edilmesi ve sonrasinda PDMS 6n
polimer ve kiirleme maddesinin karigtirilmasi, ana kaliba dokiilmesi ve belirli bir sicaklikta

kiirlenmesi islemleri sirayla gerceklestirilir (Sekil 1.2).
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A CAD dosyasi
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Sekil 1.2. Yumusak litografi ile PDMS tabanl mikroakigkan kanal yapilarinin olusturulmas: (Ng vd.,
2002).

(A) hizli prototipleme, (B) yeniden kullanilabilir ana kalip tiretimi ve (C) mikroakiskan sistemlerin ¢ogaltma

kaliplamasi i¢in semalar.

Hizli prototipleme, mikro kanallar igin bir tasarim olusturmak {izere bilgisayar destekli
tasarim (CAD) programi kullanilarak baglar. CAD dosyasi daha sonra yiiksek ¢oziiniirliiklii
bir gériintii ayarlayici ile bir saydam film tizerine basilir; saydam film, fotolitografide bir foto
maske gorevi goriir. Ana kalip tiretiminde, foto-kiirlenebilir bir direng katmani, acikta kalan
bolgeleri polimerize etmek i¢in foto-maske araciligiyla UV 1s181ina maruz birakilir. Polimerize
olmamus fotorezist ¢oziiliir. Boylelikle tasarlanan kanal yapisinin pozitif bir kabartmasi levha
izerinde birakilir, bu yapt PDMS kanallarimin dokiimii i¢in bir ana kalip gorevi gortir. Eger 3
boyutlu yapilar isteniyorsa, fotorezistin dondiiriilerek kaplanmasi, maskenin hizalanmasi ve

UV isinlarina maruz birakilmasii igeren ek bir adim gerceklestirilebilir. Bir ana kalip
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iiretildikten sonra, levhanin yiizeyi florlu fonksiyonel gruplar iceren silan ile muamele edilir.
Bu tek katmanli silan, ana kalip ve PDMS arasinda geri doniisii olmayan baglanmayi 6nler.
Kopya kaliplama, PDMS prepolimer ve kiirleme maddesi karisiminin ana kalip iizerine
dokiilmesini, ~70°C'de 1 saat boyunca kiirlenmesini ve kopyanin ana kalip iizerinden
soyulmasini igerir. Ayni kaliptan sinirsiz sayida kopya yapilabilir. Kanal girisleri ve ¢ikiglari
bir delici kullanilarak PDMS i¢ine delinir ve kanal diiz bir alt tabakaya miihiirlenir (Ng vd.,
2002).

Yumusak litografi yontemi ile iiretilen, mikro kanal yapilarin iceren PDMS tabaka,
uygun yontemler kullanilarak diiz bir alt tabakaya yapistirilir (Sekil 1.3). Yapistirmaya yonelik
en yaygin yaklasim, yapistirma yiizeyini yaklagik 10 dakika boyunca oksijen plazmasina
maruz birakmaktir. Bu sekilde yapistirilmaya hazir hale getirilen PDMS, miimkiin oldugunca
cabuk (genel olarak bir dakikadan kisa siirede) benzer sekilde temizlenmis Si, cam veya bagka
bir PDMS katman iizerine yerlestirilerek bu iki katman arasinda kalici bir bag olusturulabilir
(Friend ve Yeo, 2010). Cihazin hazirlanmasinin ardindan, uygulanacak c¢alismanin
gerekliliklerine gore cihaz lizerinde yiizey modifikasyonu ve islevsellestirme islemleri ¢esitli

yontemlerle gerceklestirilebilir.

(a)

/ Ust PDMS levhasi
&L

mikro delik dizisi ||
"

-

- Alt PDMS levhas:

Sekil 1.3. PDMS yapistirma teknikleri (Shakeri, Khan, ve Didar, 2021).

(a) Mikro kanal boslugu ve mikro delikler igeren PDMS katmanlari, oksijen plazma isleminden sonra hizalanmig
ve yapistirilmistir. (b) PDMS'nin azot plazma ile indiiklenen amin gruplari, SU-8 substratin epoksi halkalari ile
kimyasal olarak baglanmistir. (c) Parasiklophanlarin alt tabakalar iizerine CVD polimerizasyonu ile elde edilen

mikro kanal tabakalarinin kimyasal baglanmasi.
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1.2.3. Sistem Bilesenleri

Bir mikroakiskan cihazi calistirmak icin gereken en temel bilesenler; akisin
gerceklestigi mikro kanallar, mikro kanallara giris ve cikis baglanti noktalari, sivilarin
akmasini saglayacak bir pompa ve karismalarin1 saglayacak aktif ya da pasif karistiricilar
olarak sayilabilir. Bunlarin disinda uygulanacak protokoliin gerekliliklerine gore sisteme
dahili veya harici cesitli bilesenler eklenebilir. Ornegin valfler, baglant1 borulari, filtreler,
mikro pompalar, anahtarlar, lensler, membranlar, 1siticilar, motorlar, optik fiberler, diger
cesitli aktiiatorler ve cihazlar, farkli uygulamalar i¢in cesitli sensdrler, sizdirmaz contalar,
sikistirilmig gaz hatlari, sivilarin birbirine karigmasini 6nleyecek mikro iist ve alt gegitler,
mikro akig Olgerler kullanilabilecek bilesen gesitlerinden bazilar1 olarak sayilabilir (Battat,
Weitz, ve Whitesides, 2022; Bragheri, Vazquez, ve Osellame, 2020; Deb, Sarma, ve Dalal,
2022; Huang ve Tsou, 2014; Ng vd., 2002). Bunlar ihtiya¢c ve amaglara gore segilebilir ve
cesitlendirilebilir.

Herhangi bir mikroakiskan cihazdaki ana bilegen kanal agidir. Mikro kanallar, hidrolik
capt 1 mm'nin altinda, genellikle 1-99 pum olan kanallardir. Cesitli tasarim ve fabrikasyon
yontemleri kullanilarak kanal yapist olusturulabilir. Mikro kanallar diiz, kavisli, dikdortgen,
zigzag, sarmal gibi ¢esitli seklinde olabilir (Sekil 1.4). Basit bir kanal ag1 bazi uygulamalarda
faydali olabilse de diger uygulamalar icin iglevselligi artirmak iizere sisteme ¢esitli bilesenler

eklemek gerekir (Beebe, Mensing, ve Walker, 2002; Kandlikar vd., 2005).

»” & &
daralma-genisleme
dizisi

yatay asimetrik dikdortgen

\ — kavisli asimetrik kavisli egimli

& vV &

kavisli yliksek/dugtik
en boy oranlari

diiz kavisli sarmal

asamal
genigleme dikey asimetrik dikdortgen kavisli simetrik

Sekil 1.4. Mikroakigkanlarda siklikla kullanilan kanal geometrileri (Kalyan vd., 2021).
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Cihaz igerisine siv1 akisini saglamak i¢in bir pompa kullanmak gerekir. Pompalama
semalar1 bir¢ok farkl fiziksel prensip igermektedir. Farkli pompa tiirleri, akis hizi, kararlilik,
verimlilik, gii¢ tiiketimi ve basing yiiksekligi gibi biiyiik ol¢iide farkli 6zelliklere sahiptir.
Harici pompa tiirleri arasindan siringa pompalar: siirekli calisma gerektiren kiiciik dlcekli
sistemler icin ilk tercih olsa da peristaltik pompalar ve yiiksek performansli sivi kromatografisi
pompalari da iyi segeneklerdir (Sekil 1.5). Siringa pompalari, hassas ve sabit akig hizlar1 elde
etme kolayligi nedeniyle ¢ogu mikroakiskan cihazda kullanilabilir. Peristaltik pompalar
viskoz ve kaymaya duyarli sivilarla ¢aligmak i¢in idealdir;, HPLC pompalari ise genellikle
yiiksek basing altinda ¢alisarak sirmmga pompalarindan daha yiiksek bir akis hizi saglar.
Bununla birlikte, HPLC pompalari valf arizasi olasiligi nedeniyle viskoz sivilarla kullanilamaz
(Batista vd., 2020; Li vd., 2021; Melvad, Kriihne, ve Frederiksen, 2010; Zeng, Li, ve Wang,
2015).

—;t-— —
e e

‘JC"SJ
-

siringa pompasi peristaltik pompa HPLC pompasi

Sekil 1.5. Harici pompa tiirleri.

Mikro pompalar ise mikroakigkan cihaz icerisinde bir akis olugturmayi ve siirdiirmeyi
amaglayan ¢ip {lizerine gomiilii dahili aktif cihazlardir. Caligmak i¢in harici bir etkiye ihtiyag
duyaralar. Mikro mikserlerden farkli olarak tiirbiilansli degil siirekli laminer bir akis
olustururlar. Mikro pompalar, yaygin olarak optik kuvvetler araciligi ile ¢alistirilir. Bu
yaklagim, hizli doniis hizi, uzaktan ¢aligtirma ve birka¢ rotoru eszamanli olarak ¢alistirma
imkani saglar. Kiigiik sivi damlalarinda bulunan yiizey gerilimi de siviyr pompalamak igin
kullanilabilir. Pasif pompalama teknigi, sivi damlalarinin i¢ basincindaki degisikliklerle siviy1

hareket ettirmenin bir yolunu saglar (Zhang, Xing, ve Li, 2007).

Mikroakigkan sistemlerde nanopargacik iiretimi konusu agisindan bakarsak, bu
sistemlerin, formiilasyon bilesenleri olan sivilar1 karigtirma yetenegi esas olacaktir. Bu
nedenle, ¢esitli mikroakiskan karistirma teknikleri kullanilir. Kanal agi igerisine mikro

mikserler dahil edilir. Mikro mikserler iki veya ti¢ boyutlu olabilir ve genellikle aktif veya
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pasif olarak siniflandirilir. Mikro mikserlerin biiylik cogunlugu pasiftir. Pasif mikro mikserler
akiskanlar1 itmek, akiskan igindeki partikiilleri ydnlendirmek veya ayirmak i¢in herhangi bir
dis kuvvet kullanmaz, akiskanin tiirbiilans ve kaotik ilerlemesini olusturmak icin sekil ve
geometrileri kullanilir ve sivilarin birbirine karismasi difiizyon yoluyla gergeklesir. Karisma
islemi difiizyon yolu ile gerceklestiginden, karistirmanin performansi akiskanlar arasindaki
temas alanina ve temas halinde olduklari siireye baglidir. Pasif mikro mikserler laminer akisi
bozmak, sivilar arasindaki temas alanini en iist diizeye ¢ikarmak ve sonug olarak karistirma
performansini iyilestirmek i¢in g¢esitli geometriler halinde tasarlanabilir (Hessel, Lowe, ve
Schonfeld, 2005). Bunlar T-tipi, Y-tipi, akis odakli, birlikte akis (co-flowing), S-sekilli,
kademeli baliksirtt mikro mikser gibi geometriler olabildikleri gibi bazi mikroakiskan
sistemlerde bu geometriler kombine halde de kullanilabilir (Sekil 1.6).

T-Tipi
% —/O S
———
Akig Odakh S-Sekilli
Y-Tipi

@ .L/A\\/
Birlikte akis

Kademeli Baliksirti

Sekil 1.6. Farkli tasarimlara sahip mikro mikser tiirleri (Bezelya, Kiigiiktiirkmen, ve Bozkir, 2023).

Pasif mikro mikserler, aktif mikro mikserlere gore daha diisilk maliyet, daha fazla
tasinabilirlik ve Cip-Ustii-Laboratuvar sistemlerine daha kolay entegrasyon gibi gesitli
avantajlara sahiptir. Daha basit ve daha ekonomik olmalarina ragmen pasif karistiricilar bazi
dezavantajlara da sahiptir. Kanali uzatarak sivilarin temas alanini artirmak, kanala ek akiskan
direnci saglarken, akis hizin1 yavaslatarak temas siiresini artirmak mikroakigkan sistemin
veriminin azalmasina neden olur. Aktif bir mikro mikserde ise, karistirma olaym tetiklemek
veya hizlandirmak icin harici bir kuvvet veya harici bir fiziksel alan (6rnegin manyetik, elektro

kinetik, termal, akustik, ultrasonik) kullanilmaktadir, boylece karistirma performansi artirilir.
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Aktif karigtiricilar genellikle pasif karistiricilardan daha verimlidir. Ancak, platforma harici
bir kuvvet veya alan entegre etme gereksinimi, istenmeyen karmasiklik ve ek maliyetler
getirdiginden, aktif karistiricilar hizli prototipleme ve ticari uygulamalar i¢in daha az uygun
bir secenek haline gelir (Kamat vd., 2023). Tercih edilen karistiric tipi genellikle karistiriimasi
gereken reaktiflerin tiiriine ve ¢aligma akiskan rejimine baglidir. Bazi karistiricilar daha hizl
akis hizlarinda daha verimli olurken, digerleri daha yavas akis hizlarinda daha verimli ¢alisir

(Beebe, Mensing, ve Walker, 2002).

Akis ozelliklerini diizenlemek i¢in kullanilabilecek bir diger bilesen tiirli mikro
valflerdir. Bir mikro valf, mikro 6lgekli bir valftir, yani mikroakigkan sistem igerisinde
boliimler arasindaki akisi diizenleyen iki portlu bir bilesendir. Mikroakigkan cihazlarin temel
bilesenlerinden biridir ve akiskan aktarimini kontrol etmek i¢in kullanilirlar. Iki tiir valf vardir:
enerji gerektirmeyen pasif valfler ve ¢alisma igin enerji kullanan aktif valfler. Bir cihazda
kullanilan valf tiirii, uygulama i¢in gereken kontrol miktarina ve tiirtine baghdir (Peshin,

Madou, ve Kulinsky, 2022).

1.2.4. Mikroakiskanlarin Avantajlar1 ve Dezavantajlari

Azaltilmis boyut dlgegi ve daha biiyiik yiizey-hacim orani sayesinde mikroakiskan
teknolojilerinin geleneksel makro 6l¢ekli platformlara kiyasla daha az numune ve reaktif
hacmi gerektirmesi, daha yliksek verimle caligsmalari, daha yiiksek hassasiyet gostermeleri,
diisiik maliyetleri, kiigiiltiilmiis boyutlar1 nedeniyle daha kolay tasinabilir olmalari, biyolojik
sistemleri taklit etme yetenekleri, numuneleri daha hizli islemeleri ve otomatik ve yiiksek
diizeyde entegre olma potansiyelleri sayesinde insan hatalarimi azaltmalar1 gibi cesitli

avantajlar1 bulunmaktadir (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. Mikroakiskan sistemlerin avantajlart (Bezelya, Kiigliktiirkmen, ve Bozkir, 2023).

Mikroakigkan teknolojilerin bir "g¢ip {izerinde laboratuvara" entegrasyonu,
numunelerin tek bir platformda islenmesi ve analiz edilmesi i¢in gii¢lii bir ¢6ziim sunar ve
gelencksel yontemlere gore ¢oklu islem ve daha hizli bir siire¢ kontrolii saglar. Mikro boyutlu
kanallarin gosterdigi laminer akis gibi, geleneksel s1vi igleme platformlarinda goriilmeyen bazi
akis Ozellikleri ¢esitli yaratict uygulamalara izin vermektedir (Surappa vd., 2023).
Mikroakigkan cihazlarin dikkate deger 6zelliklerinden biri, belirli hiicreleri, biyomolekiilleri,
bakterileri ve partikiilleri secici olarak yakalama ve serbest birakma yetenekleridir. Geleneksel
analiz cihazlaryla karsilastirildiginda, mikroakigkan platformlar1 temassiz ¢alisma, etiketsiz
algilama, yiiksek dogruluk, iyi hassasiyet ve minimum reaktif gereksinimi gibi gesitli
avantajlar sunar (Gong, Cretella, ve Lin, 2023). Nanopartikiil tiretimi alaninda mikroakiskan
teknolojiler ¢ok cesitli bilesimlere ve islevlere sahip partikiiller {iretmek i¢in kullanilabilirler
ve geleneksel iiretim yontemlerine gore ¢cok sayida avantaj sunarlar. Kontrollii ve giivenli ilag
iiretimi i¢in nanopartikiil {iretiminde, kiigiik boyut ve genis yiizey alani, degistirilebilir yiizey
kimyasi, yliksek ilag yilikleme kapasitesi ve yliksek yilizey-hacim orani ve tekrarlanabilirlige
sahip mikro/nanopartikiiller mikroakiskan cihazlarla {iretilebilir. Emiilsiyon polimerizasyonu,
dispersiyon polimerizasyonu, piiskiirterek kurutma vb. gibi geleneksel mikro/nanopartikiil
sentez yontemleri siklikla yiiksek polidispersiteye, zay1f tekrarlanabilirlige, sinirl iglevlere ve
diizensiz morfolojiye sahip mikro/nanopartikiiller tiretir. Mikroakigkan sistemler kullanilarak
nanopartikiil iiretilmesinin en 6nemli avantajlarindan biri, geleneksel yontemlere kiyasla daha
kiigiik boyutlu ve daha homojen partikiiller {iretme yetenegidir. Mikroakigkanlar, sivi fazlarin

akis hizim1 manipiile ederek iretilen partikillerin boyutu lizerinde kolay kontrol saglar,
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enkapsiilasyon etkinligini ve etken madde yiikleme kapasitesini artirirlar. Mikroakiskan
cihazin yap1 tasarimi, akis hizi diizenlemesi, malzeme bilesimi modiilasyonu ve sivi
viskozitesi se¢imi ile mikro/nanopartikiiliin boyutu, yapisi, islevi ve dagilimini hassas bir
sekilde kontrol edilebilir. Bu sayede farkli bilesimlere ve 6zelliklere sahip cesitli partikiiller
kolayca tasarlanabilir. Mikroakiskanlara dayali yaklagimlar, artan hassasiyet, entegrasyon
yetenekleri, yiiksek esneklik ve hammadde tiiketiminin azalmasi nedeniyle maliyet
etkinliginin yan1 sira daha giivenli kullanim ve depolama gibi avantajlar saglamaktadir. Cesitli
siticilar, sensorler, akig kontrol elemanlart gibi yapilarla kolayca entegre edilebilme
yetenekleri, 1s1 transferinin iyilestirilmesi, sicaklik ve besleme akiglarinin geri bildirim
kontrolii, tekrarlanabilirlik ve yerinde reaksiyon izleme gibi avantajlar saglayabilir. Ayrica,
ayri ayr1 tasarlanabilen mikro kanallar ve rezervuarlardan olusan mikrofabrik aglar igeren tek
bir ¢ip lizerinde ¢oklu islem asamalar1 ve/veya paralel reaksiyonlar uygulanabilir. Dahasi,
mikroakigkanlarin kullanimi sentez alanini (6rnegin sicaklik, basing, reaktifler) geleneksel
parti prosediirlerinde kolayca erisilemeyen kosullara genisletir ve bdylece karmasik
mithendislik nanoyapilarinin ve yeni malzeme sistemlerinin gergeklestirilmesi icin yeni
yontemler acar. Mikroakigkan teknolojilerle olusturulan partikiiller pH duyarlilig1 ve kontrolli
salim gibi gelismis niteliklere sahip olabilir (Forigua vd., 2021; Jia, Gao, ve Wang, 2022).
Bununla birlikte, mikroakiskanlar, mikro/nanopartikiil sentezi alaninda bazi kag¢inilmaz
zorluklarla kars1 karsiyadir. Mikroakigkanlarin nanopartikiil sentezine uygulanmasindaki
temel zorluk, iiriinler sistemi tikamadan istenen malzemeleri istenen kosullarda (basing,
sicaklik, kimyasal uyumluluk, konsantrasyon...) iiretebilen mikrosistemler tasarlamaktir.
Karmasik geometrilere ve konfigiirasyonlara sahip cihazlarin iretimi, iiretim maliyetlerini ve
islem karmagikligini artirmaktadir. Mikroakiskan cihazlarin tasarimi ve iiretimi yiiksek vasifli
teknisyenler gerektirmektedir. Mikroakigkan cihazlarin gesitliligi, biyologlari ve kimyagerleri
bu teknigi laboratuvarlarinda uygulamaktan caydirmaktadir. Sistemi olusturmak igin
kullanilan her bir malzemenin kendine 6zgili avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Yapilacak
islemin gereklilikleri gdz 6niinde bulundurularak, malzeme se¢imi ve cihazi liretimi dikkatlice
tasarlanmalidir. Ornegin PDMS gibi yaygin olarak kullanilan mikroakiskan ¢ip malzemeleri,
hidrofobik kii¢iik molekiillii ilaglar1 adsorbe edebilir ve bu da ilag arastirmalarinda etkili bir
sekilde kullanilamamalarina neden olur. Bu sorunu ¢6zmek i¢in ylizey modifikasyonu ile
adsorpsiyonu azaltmak gerekebilir. Malzeme sentezi sirasinda kanallarin tikanmasi da bazi

sistemler i¢in zorlayict olmaya devam etmektedir (Marre ve Jensen, 2010; Wu vd., 2023).
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1.3. Polimerik Nanopartikiiler Sistemler

Polimer bazli nanopartikiiller 1970'lerden beri etken madde verilisi ve goriintiileme
uygulamalar1 i¢in inceleme altindadir ve hedeflemeye katkida bulunan sayisiz avantajlari
nedeniyle arastirmalarda yaygin olarak kullanilmaya devam etmektedir. Biyouyumluluklari,
biyolojik olarak pargalanabilirlikleri, kararliliklar1 ve NP 6zelliklerinin ve etki siiresinin hassas
kontroliinii saglamak i¢in hazirlanabilmeleri nedeniyle tercih edilirler (Agha vd., 2023;

Zimmermann vd., 2023).

Polimerik NP'leri iretmek igin hem dogal hem de sentetik polimerler
kullanilmaktadir; sentetik polimerler daha genis bir formiilasyon ¢esitliligi ve partiden partiye
daha hassas bir tutarlilik sunmaktadir. Sentetik polimerler arasinda PLGA, poli(alkil
siyanoakrilat) (PACA), poli(etilen oksit) (PEO), poli(laktik asit) (PLA), polianhidritler,
poli(L-Lizin) (PLL) ve poli-kaprolakton (PCL) gibi polimerler bulunurken, dogal polimerler
arasinda kitosan, jelatin, hyaluronan ve aljinat gibi 6rnekler bulunmaktadir (Liu vd., 2022;

Maged vd., 2022).

Polimerik nanopartikiillerin iiretim siirecleri nispeten basittir ve polimerler farkli
ozelliklere sahip cok cesitli monomerlerden sentezlenebildiginden, tasarlanmis polimerik
NP'ler gesitli sekillerde, boyutlarda veya gozeneklilik gibi farkli ylizey 6zelliklerine sahip
olacak sekilde iiretilebilir. Bu da onlar1 etken madde tasiyici sistem olarak ¢esitli uygulamalar
icin oldukg¢a uyarlanabilir ve 6zellestirilebilir hale getirir. Kullanilan malzeme ve teknige bagl
olarak, cesitli yap1 ve ozelliklere sahip farkli nihai NP {iriinleri elde edilebilir. Polimerik
NP'lerde, etken madde molekiilleri NP’nin c¢ekirdeklerine enkapsiile edilebilir, polimer
matrislere hapsedilebilir, konjuge edilebilir ya da partikiil olusumundan sonra yiizeylerine
baglanabilir. Dahasi, spesifik uyaricit unsurlar yoluyla terapétik ajanlari serbest birakacak
sekilde tasarlanabilirler (Agha vd., 2023; Pondman, Le Gac, ve Kishore, 2023; Zimmermann
vd., 2023).

Polimerik nano yapili sistemler igerisinde nano kiireler, nano kapsiiller, nano
emiilsiyonlar ve nano jeller gibi yapilar sayilabilir. Nano kiireler, etken maddenin polimerik
aglar iginde hapsoldugu veya ylizeyine yapistigi, kompakt ve homojen bir polimer matrisinden
olusur. Nano kapsiiller ise, etken maddenin bir rezervuar gorevi géren akiskan bir i¢ ¢ekirdekte
bulundugu ve bu ¢ekirdegin tek bir polimer katmanla g¢evrilendigi vezikiiller sistemlerdir

(Sekil 1.8). lyi tasarlanmis nano kapsiil kabuklar1 enkapsiile edilmis etken maddeleri korur,
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dis uyaranlara yanit olarak i¢ yapisindaki etken maddeleri istenilen anda serbest birakir. Nano
jeller ise, hidrojellerin ve kolloidal partikiillerin 6zelliklerine sahip ii¢ boyutlu ¢apraz bagl
yapilardir. Nano jeller etken maddeleri dis ortamdan etkili bir sekilde koruyabilir ve yiizey
modifikasyonu yoluyla ilaglar1 belirli dokulara ve/veya hiicrelere tasiyabilir. Nano
emiilsiyonlar, molekiillerin tasinmasi ve dagitimi i¢in en umut verici kolloidal sistemlerden
birini temsil etmekte olup ilag, kozmetik, gida ve tarim alanlarinda yaygin olarak

kullanilmaktadir (Wu vd., 2023; Zimmermann vd., 2023).

POLIMERIK NANOPARTIKUL

"% poLiMERIK
NANO KAPSUL MEMBRAN NANO KURE

Sekil 1.8. Nano kapsiil ve nano kiire yapisinin sematik gosterimi (Zielinska vd., 2020).

Polimerik NP'lerin hazirlanmasi i¢in literatiirde tanimlanan birgok yontem vardir.
Bununla birlikte, en yaygin kullanilan siiregler 6nceden olusturulmus polimerlerin kullanildig:
stireglerdir. Bu grupta ¢esitli teknikler vardir, ancak one ¢ikanlar ¢oziicii emiilsifikasyon-
buharlastirma, ¢oziicii emiilsifikasyon-difiizyon ve nano presipitasyon gibi sentetik
polimerlerin kullanildigi tekniklerdir (Zimmermann vd., 2023). Bu geleneksel yontemler
genellikle "y181n yontemine" dayanmaktadir, bu nedenle genellikle karistirma, ¢ekirdeklenme
ve partikiil biiyiimesi {izerinde kontrolden yoksundurlar, bu da biiyiik boyutlu, genis boyut
dagilimli ve heterojen NP yapisina sahip NP'lerin olusmasina neden olur (Liu vd., 2022). Bu
yontemler kullanilarak iiretilen NP’lerin klinik uygulamasi, sinirli 6lgeklenebilirlik, reaksiyon
parametreleri iizerinde ¢ok az kontrol, genis nanopartikiil polidispersitesi, seriden seriye zayif
tekrarlanabilirlik ve bilylik miktarlarda kimyasal ve terapotik ajan kullanma ihtiyaci gibi

sentez sirasinda var olan smirlamalar nedeniyle kisithidir. Buna karsilik, mikroakigkan
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cihazlar, polimerik nanopartikiillerin yapimi ve sentezi i¢in yeni bir yol saglar. Polimer bazli
NP'lerin mikroakigkanlarla iiretiminin avantaji boyut, boyut dagilim: ve morfolojik 6zellikler
gibi fizikokimyasal 6zelliklerin kontroliiniin gelistirilmesine dayanmaktadir (Fabozzi vd.,
2023). Cok yonli HFF (hydrodynamic flow-focusing) cihazi, kademeli baliksirtt mikro
karistiricy, iki fazli gaz-sivi mikroakigkan karistiricilar, otomatik mikroakiskan akis reaktorti,
T-tipi (T-junction), birlikte akis (co-flowing) mikroakiskanlar ve darbe jetli mikro mikserler
son yillarda sentetik polimer NP'leri hazirlamak igin gelistirilmistir (Jia, Gao, ve Wang, 2022).

1.3.1. PLGA

PLGA, biyouyumlulugu ve biyobozunurlugu ile taninir, genis bir erozyon siiresi
yelpazesi ve ayarlanabilir mekanik 6zellikler sunar. Ozellikle hem ticari hem de arastirma
ortamlarinda kiigiik molekiillii etken maddeler, proteinler ve ¢esitli makromolekiiller i¢in
kontrollii salim sistemleri tasarlamak i¢in kapsamli olarak arastirilan FDA onayl bir
polimerdir. Ozellestirilebilir bozunma &zellikleri ve kanitlanmis klinik ge¢misi ile PLGA hem
hidrofilik hem de lipofilik ilaglar1 barindiran siirekli salim stratejilerinde giderek daha fazla
kullanilmaktadir. Polimer molekiiler agirligi, laktik-glikolik orani ve etken madde
konsantrasyonu gibi faktorleri kontrol ederek polimer-ilag matrisinin genel fiziksel

ozelliklerini uyarlamak miimkiindiir (Danhier vd., 2012; Makadia ve Siegel, 2011).

PLGA kopolimerleri amorf yapidadir ve camsi gegis sicakligi 45 ila 55°C arasindadir.
Diklorometan, tetrahidrofuran, etil asetat, kloroform, hekzafloroizopropanol, aseton ve benzil
alkol gibi ¢ok cesitli ¢oziiciilerde c¢oziinilirler. PLGA formlart tipik olarak kullanilan
monomerlerin orani ile karakterize edilir. Ornegin, PLGA 50:50, %50 laktik asit (LA) ve %50
glikolik asitten (GA) olusan bir kopolimeri ifade eder. Polimeri meydana getiren monomer
oraninin (LA: GA) polimerin 6zellikleri {izerinde belirgin bir etkisi vardir. Bu nedenle,
PLGA'nin biyomedikal uygulamalarda kullanimi, tasiyici sistemin viicuttaki bozunma
kinetigini yonlendirecek uygun LA ve GA oraninin segilmesine baglidir. Bu, belirli etken
madde tiiriine bagli olarak istenen dozaj ve salim araliklarinin elde edilmesini saglar (Makadia
ve Siegel, 2011). PLGA, homo polimerleri olan polilaktik asit (PLA) veya poliglikolik asite
(PGA) gore daha hizli bozunma kinetigine sahiptir. PLA polimeri, diizensiz konfiglirasyonuna
atfedilen olduk¢a amorf bir yapiya sahip bir polimer zincirinden olusur, metil yan gruplarinin
varligi nedeniyle PGA polimerine kiyasla daha fazla hidrofobiklik sergiler. PGA herhangi bir
metil yan grubu icermez ve PLA'nin aksine oldukga kristal yap1 gosterir (Sekil 1.9). Bu

nedenle laktik bakimindan zengin PLGA kopolimerleri daha az hidrofiliktir, daha az su emer
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ve daha yavas bozunur. PLGA'nin fizyolojik kosullar altinda 6zelliklerinde meydana gelen
degisim, icerdigi etken madde molekiillerinin salim ve bozunma oranlarini etkileyebilir
(Kapoor vd., 2015). Ayrica PLGA polimerinin PEGilasyonu veya kitosan kaplama gibi yilizey
modifikasyon teknikleri PLGA nanopartikiillerinin negatif yiiklerini sirasiyla nétr veya pozitif
yiiklere kaydirabilir.

PGA PLGA

PLA
0 0 CH;
0
0 ’{,o\)LH OH
0 H OH H Yo #
H "OH -
CH;4 0

Sekil 1.9. PGA, PLA ve PLGA’nin kimyasal yapis1 (Miranda vd., 2020).

PLGA, biyolojik olarak pargalanabilen en basarili polimerlerden biridir ¢iinkii polimer
omurgast boyunca bulunan ester baglarinin rastgele hidrolize oldugu sulu ortamda hidrolitik
bozunmaya ugrar. Hidroliz ile par¢alanmasi sonucunda metabolit monomerler olan laktik asit
ve glikolik asit tiretir. Bu monomerler endojendir ve viicut tarafindan krebs dongiisii yoluyla
kolayca metabolize edilir, bu da PLGA ilag dagitimi veya biyomateryal uygulamalari i¢in
kullanildiginda minimum sistemik toksisite ile sonuglanir. Hidrolitik bozunma disinda PLGA
ayrica oto-katalitik bozunmaya da ugrayabilir. Oto-katalitik bozunma sirasinda, asidik yan
iriin, bozunma siirecini otomatik olarak katalize eden ve yiiksek derecede asidik mikro ortama
neden olan polimer kiitlesinde sarili kalir. Biyolojik sistemde laktik asit ve glikolik asit
olusumu lokal asiditeyi artirarak 6zellikle terapotik proteinler olmak {izere hapsedilen ilaglarin
stabilitesini olumsuz yonde etkileyebilir. Asidik mikro ¢evrenin, PLGA matrisinden
hapsedilen proteinlerin stabilizasyonunun ve zayif salimmnin temel nedenlerinden biri oldugu
gbzlemlenmistir. Proteinleri stabilize eden suda az ¢6ziinen bazlarin dahil edilmesi yoluyla pH
kontrolii ile daha iyi ilag stabilitesi elde edilmistir. Bunun yani sira Pluronik F68, trehaloz,
sodyum bikarbonat gibi cesitli stabilizator ajanlar protein stabilitesini artirmak igin test

edilmistir (Danhier vd., 2012; Kapoor vd., 2015).
1.3.2. Polimerik Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
Sentezlenen ve saflastirilan nanopartikiillerin karakterizasyonu, bu partikiillerin

kalitelerini ve Ozelliklerini belirlemek ve dolayisiyla biyomedikal uygulamalara

uygunluklarini kontrol etmek igin kritik bir adimdir (Crucho ve Barros, 2017). Polimerik
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nanopartikiillerde yapilan karakterizasyon ve kontrollerden bazilart morfolojik
karakterizasyon, partikiil biiyiikliigii ve dagilimi, termal 6zellikler, ylizey 6zellikleri, kristal
yap1 analizi, ylizey alan1 ve porozite, i¢erik ve saflik, mekanik 6zellikler, stabilite ve depolama
kosullar1, nano partikiil ve biyolojik ortamlar arasindaki etkilesimler ve toksisite testleri olarak
sayilabilir. Cizelge 1.2°de gesitli karakterizasyon yontemleri paylasilmistir. Stabilite tayini
icin zaman icerisinde g¢esitli kosullarda partikiill boyutu ve dagilimi, zeta potansiyeli,
enkapsiilasyon etkinligi gibi gesitli 6zelliklerde goriilen degisimler degerlendirilebilir (das
Neves vd., 2013). Biyolojik ortamlar arasindaki etkilesimler ve toksisite testleri hiicre kiiltiirii

caligmalari ve hayvan deneyleri ile gergeklestirilebilir (Voigt vd., 2014).

Cizelge 1.2. Polimerik nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zelliklerinin degerlendirilmesine yonelik

temel teknikler (Lin vd., 2014).

Teknikler Analiz edilen fizikokimyasal 6zellik
Atomik kuvvet mikroskobu Boyut ve boyut dagilimi
(AFM) Sekil
Yap1
Adsorpsiyon
Agregasyon
Diferansiyel taramal kalorimetre Stabilite
(DSC) Erime
Kristallesme
Camsi gecis
Dinamik 151k sa¢ilimi
(DLS) Hidrodinamik boyut dagilimi
Gegirimli elektron mikroskobu Boyut ve boyut dagilim1
(TEM) Sekil heterojenligi
Agregasyon
Zeta potansiyeli Yiizey yiiki
Stabilite

1.4. Model Proteinler

Protein modelleri ilag dagitim sistemlerinin gelistirilmesinde protein davranigini
anlamak i¢in gerekli onemli yapisal bilgiler sunar. Karsilastirmali modelleme her zaman
kusursuz yapilar vermese de modeller ilgili proteinlerin ¢esitli formiilasyonda

uygulanabilirliklerini ve kullanisliliklarin1 hakkinda fikir sahibi olunmasini saglar.

27



1.4.1. BSA

Si1g1r serum albiimini (BSA), 66,5 kDa molekiiler agirliga sahip, 583 amino asitin tek
bir amino asit zinciri halinde bir araya gelmesiyle olusan monomerik bir proteindir (Sekil
1.10). Karaciger tarafindan firetilen BSA, kan plazmasimin 6nemli bir bilesenidir. BSA,
laboratuvarlarda biyokimyasal ve doku kiiltiirli ortamlarinda takviye olarak yaygin bir sekilde
kullanilir, hiicre dis1 s1vi hacmini stabilize eder ve steroidler, yag asitleri ve tiroit hormonlari
gibi kiiciik molekiiller i¢in bir tasiyict gorevi goriir. BSA'nin dikkate deger bir yonii, toksik ve
antijenik olmayan dogasidir (Roy vd., 2019). BSA, ilag gelistirme, protein saflastirma ve gida
isleme dahil olmak iizere cesitli arastirma ve endistriyel alanlarda uygulama alani

bulmaktadir.

Sekil 1.10. BSA yapisinin gosterimi. Alt1 BSA alt alami farkli renklerle vurgulanmistir (Oliva vd.,
2020).

BSA molekiil uzunlugu boyunca esit olarak yiiklenmemistir, sigir albiimini i¢in pH
7'de hesaplanan net yik I, 1T ve III boélgelerinde -10'dan -8'e ve 0'a kademeli olarak
diismektedir. Insan albiimini i¢in rakamlar -9, -8 ve +2 ve sican albiimini i¢in -9, -5 ve +2'dir

(Peters Jr, 1985). BSA’nin pl degeri yaklasik olarak 5’tir (Salis vd., 2011).

BSA, nanopartikiil formiilasyonlarinda yaygin ve kapsamli bir sekilde ¢alisilan bir
protein olarak one ¢ikmaktadir. BSA'nin yiiksek safligi, suda ¢oziiniirliigii, maliyet etkinligi
ve kolay bulunabilirligi ve oldukga stabil yapisi onu ilag endiistrisinde temel bir {iriin haline
getirmektedir. Bu dogal 6zellikler, BSA'nin ¢ok cesitli aragtirma ve gelistirme c¢abalart icin

tercih edilen bir model protein olmasini saglamistir. BSA, ¢ok yonliiliigii ve cesitli ilag
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uygulama sistemleriyle uyumlulugu sayesinde nanopartikiil formiilasyonlari i¢in hem bir ilag

tastyict hem de bir model protein olarak ikili rol oynamaktadir (Yadav ve Yadav, 2021).

1.4.2. Lizozim

Lizozim bitki ve hayvanlarda yaygi olarak bulunur. insan lizozimi burun boslugu ve
gdzyast kanallarimin mukoz membranlarinda eksprese edilir. Ayrica tiikiiriik, gozyasi, siit,
servikal mukus, lokositler ve bobrek dokusunda da bulunur. Lizozim bakteriyel
enfeksiyonlarin dnlenmesinde 6nemli rol oynayan bir enzimdir. Bunu, belirli bakteri hiicre
duvarlariin spesifik bir bileseni olan peptidoglikana saldirarak yapar. Peptidoglikan, peptit
kopriileri ile capraz baglanmis, tekrar eden amino sekerlerden, N-asetilglukozamin (NAG) ve
N-asetilmuramik asitten (NAM) olusur. Lizozim, NAG ve NAM arasindaki bagi hidrolize
ederek bakterinin gecirgenligini artirir ve bakterinin par¢alanmasma neden olur. Ozellikle
aralarinda bir dizi gida patojeninin de bulundugu gram-negatif bakterilere karsi
bakteriyostatik, bakteriyolitik ve bakteriyosidal aktivite gosterir (Lesnierowski ve Kijowski,
2007).

Arastirmalarda kullanilan lizozimin biiyiik bir kismi tavuk yumurtasi akindan
saflastirilir. Biyolojik aktiviteye sahip bir preparat olarak ticari 6lgekte elde edilebilir. Lizozim
1922 yilinda Fleming tarafindan kesfedildiginden beri, bu protein, protein yapisi ve islevi
iizerine yapilan arastirmalar i¢in bir model olarak ortaya ¢cikmistir. Yillar icinde, yiiksek
¢Oztintirliikli veri analizleri ile, lizozim hakkinda zengin yapisal bilgiler elde edilmesini
saglamistir. Lizozimin katlanmasi {izerine yapilan kapsamli ¢aligmalar, bu proteinin farkl
bolgelerinin birbirleriyle dinamik olarak nasil etkilesime girdigini géstermistir (Swaminathan
vd., 2011). Yiiksek izoelektrik noktaya sahip, 14,3 kDa agirhiginda, 129 amino asit igeren tek
bir polipeptit yapisindan olusan, temel bir protein olan lizozim (Sekil 1.11), ¢esitli
calismalarda pozitif yiiklii bir protein modeli olarak kullanilmigtir. Bu se¢im, ayrmtili
karakterizasyonu ve biyolojik aktivitesini degerlendirmenin kolayligindan kaynaklanmaktadir
(Cai vd., 2008). Lizozimin pI degeri 11'dir ve pH 7'de pozitif (+8) yiikliidiir (Steudle ve Pleiss,
2011).
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C30-C116

Sekil 1.11. Lizoziminin yapisi (Jafari ve Mehrnejad, 2016).

1.4.3. Aprotinin

6512 Da molekiiler agirliga sahip, tek zincirli, 58 amino asitli bir polipeptit olan
aprotinin (Sekil 1.12), kan kaybmi ve transfiizyon gereksinimlerini azaltma kabiliyeti
nedeniyle kalp cerrahisi prosediirleri sirasinda yaygin uygulama alan1 bulmus, anti fibrinolitik

ozelliklere sahip bir proteinaz inhibitériidiir (Huang vd., 2014).

15 Lys

Met Lys15
U4

50

28

Sekil 1.12. Aprotinin yapisi (Zhirnov, Klenk, ve Wright, 2011).

Aprotinin s1gir akcigerinden ekstrakte edilir. Sigir pankreatik trypsin inhibitorii
(BPTI) olarak da bilinir. Plazmin, kallikrein, tripsin ve aktive faktér XII dahil olmak lizere
coklu serin proteazlari dogrudan inhibe eder. Serbest plazmini notralize eden geri doniisiimli
enzim-inhibitér kompleksleri olusturur ve bu da piht1 lizisini azaltir (Michalets ve Harris,
2018).
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Aprotinin, pl degeri 10,5’tir ve fizyolojik pH 7,4'te yiiksek pozitif (+6) net yiike
sahiptir. Bu nedenle bazi etkilerini negatif yiiklii maddeler veya yiizeylerle iyonik etkilesimler
yoluyla gerceklestirir (Agi¢ vd., 2019; Moreau ve Gauthier, 1996). Aprotinin, lizozim ve
BSA’nin molekiil agirliklari, pI degerleri ve yiikleri Cizelge 1.3’te 6zetlenmistir.

Cizelge 1.3. Aprotinin, lizozim ve BSA’nin molekiil agirhigi, pl degerleri ve yiikleri.

Aprotinin Lizozim BSA
Molekiil Agirhg: 6,5 kDa 14,3 kDa 66,5 kDa
pH 7°de Yaklasik Yiik +6 +8 -18
pI degerleri 10,5 11 4,7

1.5. Pluronic® F-68 ve Pluronic® F-127

Yiizey aktif maddeler (siirfaktanlar), molekiil yapisinda hem hidrofilik hem de
hidrofobik kisimlar bulunduran kimyasal bilesiklerdir. Nanopartikiil sentezi sirasinda eklenen
ylizey aktif maddeler, nanopartikiil 6zelliklerini dogrudan etkiledikleri i¢in optimizasyonda
kritik bir rol oynamaktadir (Shaban, Kang, ve Kim, 2020). Siirfaktanlar, nanopartikiil
formiilasyonlarinda kritik 6neme sahiptir ve ylizey gerilimini azaltma, partikiil boyutunu

kontrol etme, yiizey modifikasyonu ve dagilim kararlilig1 gibi ¢esitli nedenlerle kullanilirlar.

Pluronikler, PEO-PPO-PEO seklinde diizenlenmis hidrofobik polipropilen oksit
(PPO) ve hidrofilik polietilen oksit (PEO) iceren bir sentetik triblok kopolimer sinifidir.
Biyouyumluluklarinin yiiksek olmasi nedeni ile, diger uygulamalarm yam sira ilag¢ verilisi,

hastalik teshisi ve tedavisinde yaygin olarak kullanilan noniyonik siirfaktanlardir (Yu vd.,
2021).

Pluronik F-68 (poloksamer 188) ve F-127 (poloksamer 407), pluronikler arasinda
Amerika Birlesik Devletlerinde FDA onayli tek malzemelerdir ve yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Khalig vd., 2023). Pluronic® F68; molekiiler agirlhigi ~ 8400 g/mol ve
hidrofilik-lipofilik denge (HLB) degeri ~29 olan bir yiizey etkin maddedir. Pluronic®
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F127’nin ise molekiiler agirligi 12600 g/mol ve hidrofilik-lipofilik denge (HLB) degeri
~ 22’dir. Her iki maddenin de kimyasal yapisi1 Sekil 1.13’te 6zetlenmistir.

Ethylene oxide Propylene oxide  Ethylene oxide
H O OH
O O
X y X
CH,
Hydrophilic Hydrophobic Hydrophilic

Sekil 1.13. Pluronic® F-68 ve Pluronic® F-127 kimyasal yapis1 (Yu vd., 2021).

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda, 6zel tasarim mikroakiskan ¢ip kullanilarak polimerik
nanopartikiil sistemlerinin tretimi gerceklestirilmis ve mikroakiskan platformda akis hizi
oranlar1 (FRR); toplam akigs miktar1 (TFR); polimer, protein ve yiizey aktif madde
konsantrasyonlar1 diizenlenerek iiretilen nanopartikiil sistemlerin optimizasyonu saglanmasi
amaglanmigtir. Nanopartikiillerin hazirlanmasinda biyouyumlu, biyopargalanabilir ve insanda
kullanim1 i¢in FDA tarafindan onay almis polimerlerden poli(laktik asit-ko-glikolik asit)
(PLGA) kullanilmas tercih edilmistir. Elde edilen nanopartikiillere yiiklenmesi i¢in kiigiik ve
biiyiik molekiil agirligina sahip 6rnek proteinler kullanilmistir. Bilyiik molekiil agirligina sahip
model protein olarak 66,5 kDa molekiiler agirligina sahip sigir serum albiimini (BSA); kiigiik
molekiil agirligina sahip model protein olarak 14,3 kDa molekiiler agirligina sahip lizozim ve
6,5 kDa agirligina sahip aprotinin kullanilmis, bu proteinlerin PLGA nanopartikiillerine

enkapsiilasyonu ve in vitro degerlendirilmesi yapilmistir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Geregler

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Akrilamid

Amonyum perstilfat
Amonyum siilfat

Aseton

Asetik asit

BCA reajanlar

Brilliant Blue R
Bromfenol mavisi

BSA (s1g1r serum albiimini)
Disodyum hidrojen fosfat
Etanol 96°

Gliserol

Glisin

Hidroklorik asit

Lizozim

Marker (dar aralikli)

PLGA (lactide:glycolide 50:50)

Pluronic® F-68

Pluronic® F-127

Potasyum dihidrojen fosfat
Potasyum kloriir

Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum azotiir

Sodyum asetat

Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Merck

Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

Thermo Scientific, ABD

Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Carlo Elba, italya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Merck
Biolegend, ABD
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, almanya
Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

Loba Chemie, Hindistan



Sodyum hidroksit
Sodyum klortir
N,N’-Metilen-Bis-Akrilamid

Sigma, Almanya
Merck, Almanya
N,N’-Metilen-Bis-Akrilamid

N,N,N’,N’- Tetrametiletilendiamin (TEMED) Sigma Aldrich

Tris bazi (TrismaBase)

Sigma, Almanya

2.1.2. Kullamilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Agirliklt kapatma klipsleri
Buzdolabi

Cam malzeme
Calkalayic1 inkiibator
Celik igne ucu

Derin dondurucu

Diyaliz Membrani (300kDa MWCO)
DSC cihaz1

Elektroforez Cihazi
Eppendorf Tiipii

Etiv

Gegirimli Elektron Mikroskobu
Hassas Terazi

Infiltrasyon Ignesi
Liyofilizator

Luer lock Enjektor
Manyetik karistiric
Mikroakigkan Cip
Mikropipet

Mikroplak okuyucu
Mikroplak (96 kuyucuklu)

Parafilm

Spectrum Laboratories, ABD
Vestel, Tiirkiye

[ldam, Tiirkiye

Lab Companion, SI-300, ABD
Henke Sass Wolf, Almanya
Heto, Almanya

Spectrum Laboratories, ABD
TA DSC Q2000, Cin

Bio-Rad, ABD

Isolab, Almanya

Miprolab, Tiirkiye

ZEISS EVO 40

Mettler Toledo, Almanya
Kruuse, Danimarka

Christ Gamma 2-16 LSC, Kanada
Becton Dickinson, ABD

IKA, Almanya

Nehir Biyoteknoloji, Tiirkiye
Eppendorf, Almanya
Molecular Devices, Spectra Max 190, Ingiltere
Greiner Bio-One, Almanya

Bemis Packaging, ABD
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Partikiil biiyiikliigii analizi cihazi
pH metre

Pipet Ucu

PTFE hortum
Santrifiij

Siringa Pompast
Siringa Ucu Filtre
Terazi

Ultra santrifiij
Ultrasonik banyo
Vorteks cihazi

Zeta potansiyeli 6l¢lim cihazi

Malvern Instruments, Ingiltere
Mettler Toledo, Isvicre
Isolab, Almanya

Isolab, Almanya

Sigma 2-16 P, Almanya
NEW ERA, NE300, ABD
Isolab, Almanya

RADWAG, Polonya

Hitachi, CS120FNX, Japonya
Ultrasonic LC 30, Almanya
Heidolph Reax Top, Almanya

Malvern Instruments, ingiltere

2.1.3. Cahsmalarda Kullanilan Tamponlar

Peptit ve proteinlerin formiilasyonlardan saliminin arastirilmasinda, pH 7,4 fosfat-

salin tuz ¢ozeltisi (PBS) ve pH 4,5 asetat tamponu kullanilmigtir. Her iki tampon da, Avrupa

Farmakopesi 9'un onerilerine gore hazirlanmistir (9th Edition of the European Pharmacopoeia,

2016)

pH 7,4 Fosfat-Salin Tamponu (PBS):

Disodyum hidrojen fosfat......

Potasyum dihidrojen fosfat

Sodyum klordir...................

Distile su............ ym.........

............ 2,38 ¢

........... 0,19 g

........... 8¢

............ 1000 mL
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pH 4,5 Asetat Tamponu:

Sodyum asetat............ccooevieiiennnn.. 2,99¢
2 M Asetik Asit.....oeoeeeiiiiinann.. 14 mL
Distile su............ /2% 11 P 1000 mL

Derisik HCl ile pH’1 ayarlanir.

2.2. Yontemler

2.2.1 BSA, Lizozimin ve Aprotinin Bikinkoninik Asit Yontemi (BCA) ile
Kalibrasyonu

BCA protein analizi, bir numunedeki toplam proteinin miktarinin belirlenmesi igin
kullamilir. Bu yontemin prensibi, proteinlerin alkali bir g¢ozeltide Cu*?yi Cu'le
indirgeyebilmesi (biiiret reaksiyonu) ve bikinkoninik asit tarafindan mor bir renk olusumuyla
sonu¢lanmasidir. Olusan renk degisimi bir spektrofotometre kullanilarak 562 nm'de
Olciilebilir. Protein konsantrasyonu ve absorbans arasindaki iligki genis bir ¢alisma araliginda

dogrusaldir. (Bainor vd., 2011).

In vitro salim ¢alismalarinda kullanilmak iizere BSA’ni PBS (pH 7,4 fosfat salin
tamponu); lizozim ve aprotinin proteinlerinin, PBS (pH 7,4 fosfat salin tamponu) ve pH 4,5
asetat tamponu ile hazirlanan ve igerdigi protein miktar1 bilinen ¢ozeltilerinin BCA yontemi
ile miktar tayinleri yapilmistir. Enkapsiilasyon etkinligi hesaplamalarinda kullanilmak {izere
proteinlerin gelistirilen formiilasyonlarda sulu faz olarak kullanilan siirfaktan ¢ozeltileri ile

hazirlanan protein ¢ozeltileri kullanilarak miktar tayinleri gerceklestirilmistir.

Stok protein ¢ozeltisinden (I mg/mL) dilisyonlar yapilarak 5-100 pg/mL
konsantrasyonlar arasinda sekiz farkli konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmistir. Hazirlanan bu
cozeltilerden ve kor olarak kullanilmak amaciyla icerisinde protein bulunmaya tamponlardan,
mikro plakada bulunan kuyucuklara {i¢ paralel seklinde 100’er pL koyulmustur. Ardindan
analiz protokolii geregince Reajan A ile Reajan B 50:1 oraninda karistirilmis ve her bir
kuyucuga bu karisimdan da 100’er pL eklenmistir. Mikro plaka 60°C’deki etiivde 1 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Bu siire sonunda plak oda sicakligia kadar sogutulmus (yaklagik

10 dakika) ve mikro plaka okuyucusunda (Molecular Devices, Spectra Max 190) 562 nm’de
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¢ozeltilerin absorbanslar1 Slgiilmiistiir. igerdigi protein miktar1 bilinen ¢ozeltilerden okunan
absorbans degerleri ile kalibrasyon denklemleri hesaplanmistir. Kalibrasyon denklemlerinden

hareketle drneklerde bulunan toplam protein miktarlar1 hesaplanmaistir.

2.2.2. Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve Optimizasyon Calismalari

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda mikroakiskan platformda emiilsifikasyon ¢oziicii
buharlastirma yontemi kullanilmistir. Kullanilan mikroakigkan ¢ipin goérseli Sekil 2.1’de
paylasiimigtir. Uretimde iki farkl1 yiizey aktif madde (Pluronic® F-68 ve Pluronic® F-127), 4
farkli stirfaktan konsantrasyonu (%2, %1, %0,5 ve %0,1), iki farkli PLGA konsantrasyonu
(Img/mL ve 5mg/mL), 6 farkli “Akis Hiz1 Oran1” (Flow Rate Ratio, FRR), 8 farkli “Toplam
Akis Hiz1 (Total Flow Rate, TFR), 3 farkli protein (BSA, lizozim ve aprotinin) yiiklenmesi ve
farkli protein konsantrasyonlart denenerek optimizasyon calismalart  yapilmustir.
Optimizasyon  calismalarinda  siirfaktan  tipi ve  konsantrasyonunun, PLGA
konsantrasyonunun, FRR ve TFR oranlariin, protein konsantrasyonu ve proteinin
fizikokimyasal ozelliklerinin formiilasyon iizerindeki farkli etkilerinin belirlenmesi

amaclanmustir.

Sekil 2.1. Polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin tiretiminde kullanilan PDMS mikroakiskan ¢ipin

gorseli.

PLGA, aseton igerisinde c¢ozdiiriilerek farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis ve
organik faz olarak adlandirilmistir. Polimerik nanopartikiil yapisini olusturan polimeri i¢eren
bu faz ¢ipin “dis” kanalindan siringa pompast yardimiyla pompalanmistir. Yiizey aktif
maddeler (Pluronic® F-68 ve Pluronic® F-127), distile su igerisinde ¢ozdiriilerek farkli
konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Bos (protein yiiklii olmayan) formiilasyon ¢alismalarinda,
stirfaktanl faz su fazi olarak adlandilmis, protein yiikli formiilasyonlarda ise siirfaktan fazina
protein ilave edilmis ve su fazi olarak ¢ipin “i¢” kanalindan siringa pompasi yardimiyla
pompalanmustir. Cikis kanalindan toplanan formiilasyon, manyetik karistirici tizerinde 400
rpm’de karistirilmistir. Organik ¢oziiciisii uzaklastirilan formiilasyon, 30000 rpm’de 5°C’de 1

saat boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda elde edilen siipernatant enkapsiilasyon
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etkinligi ve miktar tayininde kullanilmak iizere +4 °C’de muhafaza edilmistir. Elde edilen

cokelti ise nanopartikiil karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilmstir.
2.2.2.1. Protein Icermeyen Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Protein icermeyen (bos) nanopartikiillerin hazirlanmasi ic¢in ylizey aktif maddeler
(Pluronic® F-68 ve Pluronic® F-127) 2 farkli konsantrasyonda (%1 ve %2) hazirlanmis ve su
fazi olarak kullanilmigtir. PLGA 2 farkli konsantrasyonda (1 mg/mL vs 5 mg/mL) hazirlanmis
ve organik faz olarak kullanilmistir. Su fazi:organik faz akis oran1 (FRR) olarak 1:3, 1:2, 1:1,
2:1, 3:1 olmak iizere 5 farkli akis hiz oran1 denenmistir. Akis hizlart 1 mL/dk’ya orantisal
olacak sekilde ayarlanmistir. Bu formiilasyon caligmalari ile polimer konsantrasyonu, yiizey
aktif madde tipi, ylizey aktif madde konsantrasyonu ve FRR {izerinde yapilan degisikliklerin
partikiil boyutu ve dagilimi, zeta potansiyeli ve PDI degerleri tizerindeki genel etkilerinin

saptanmasi amaglanmaistir.
2.2.2.2. BSA Yiiklii Nanopartikiil Hazirlanmasi

BSA vyiiklii nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in 2 farkli protein konsantrasyonu (5
mg/mL, 1 mg/mL) denenmistir. Yiizey aktif maddeler (Pluronic® F-68 ve Pluronic® F-127)
2 farkli konsantrasyonda (%1 ve %2) hazirlanmistir. PLGA 2 farkli konsantrasyonda (1
mg/mL vs 5 mg/mL) hazirlanmistir. FRR oranlar1 1:1 ve 1:2 (su fazi:organik faz) olarak
denenmistir. Hazirlanan formiilasyonlarda partikiil boyutu ve dagilimi, zeta potansiyeli, PDI
ve enkapsiilasyon etkinligi parametreleri degerlendirilmis, bu parametrelerden hareketle

secilen formiillerde in vitro salim ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
2.2.2.3. Lizozim Yiiklii Nanopartikiil Hazirlanmasi

Lizozim yiiklii nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in 4 farkli protein konsantrasyonu (5
mg/mL, 1 mg/mL, 500 pg/mL, 100 pg/mL) denenmistir. Yiizey aktif maddeler (Pluronic® F-
68 ve Pluronic® F-127) 4 farkli konsantrasyonda (%2, %1, %0,5 ve %0,1) hazirlanmstir.
PLGA 2 farkli konsantrasyonda (1 mg/mL vs 5 mg/mL) hazirlanmistir. FRR oranlar 1:0,5,
0,5:0,5, 1:1, 1:2, 2:1, 3:1, 5:1 (su fazi:organik faz) olarak denenmistir. Su fazinin PBS 7,4 ile
hazirlanmas1 denenmistir. Hazirlanan formiilasyonlarda partikiil boyutu ve dagilimi, zeta
potansiyeli, PDI ve enkapsiilasyon etkinligi parametreleri degerlendirilmis, bu

parametrelerden hareketle secilen formiillerde in vitro salim ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.
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2.2.2.4. Aprotinin Yiiklii Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Aprotinin yiiklii nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in 3 farkli protein konsantrasyonu (5
mg/mL, 1 mg/mL, 500 pg/mL) denenmistir. Yiizey aktif madde olarak Pluronic® F-68
kullanilmis ve 2 farkli konsantrasyonda (%2, %]1) hazirlanmistir. PLGA 2 farkli
konsantrasyonda (1 mg/mL vs 5 mg/mL) hazirlanmistir. FRR oranlart 1:1 ve 3:1 (su
fazi:organik faz) olarak denenmistir. Hazirlanan formiilasyonlarda partikiil boyutu ve
dagilimi, zeta potansiyeli, PDI ve enkapsiilasyon etkinligi parametreleri degerlendirilmis, bu

parametrelerden hareketle se¢ilen formiillerde in vitro salim ¢aligmalar gergeklestirilmistir.

2.3. Nanopartikiillerde Yapilan Kontroller

2.3.1. Partikiil Biiyiikliigii ve Dagiliminin Saptanmasi

Elde edilen nanopartikiillerin partikiil biiytikliigii, dagilimi ve polidispersite indeksi
(PDI) belirlemek ig¢in dinamik 151k sagilma yontemi (Malvern Zetasizer NanoZS)
kullanilmistir. Olgiimler 3 seri seklinde gerceklestirilmis ve sonuclar ortalama deger + standart

sapma olarak ifade edilmistir.

2.3.2. Zeta Potansiyeli Analizi

Nanopartikiillerin yiizeyindeki yiiklerin degisimini belirlemek i¢in zeta potansiyeli
olgiimleri yapilmustir. Uretilen farkli nanopartikiil formiilasyonlarmin zeta potansiyeli
Malvern Zetasizer NanoZS cihazi kullamlarak 6lgiilmiistiir. Olciimler 3 seri seklinde

gergeklestirilmis ve sonuglar ortalama deger + standart sapma olarak ifade edilmistir.

2.3.3. Hazirlanan Formiilasyonlarda Madde Miktar Tayini

Nanopartikiil formiilasyonlarinda madde miktar tayini indirekt yontemle saptanmusgtir.
Hazirlanan formiilasyonlar, 30000 rpm hizinda 1 saat boyunca 5 °C’de santrifiij edilmistir.
Santrifiij isleminden sonra siipernatantta bulunan peptit ve protein konsantrasyonu microBCA
yontemi kullanilarak mikroplaka okuyucuda Olgiilmiistiir. Yapilan analiz 3 seri seklinde

tekrarlanmistir.
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2.3.4. Enkapsiilasyon Etkinliginin Hesaplanmasi

Boliim 2.3.3’te anlatilan sekilde indirekt yontem kullanilarak elde edilen rnekler,
Bolim 2.2.1°de anlatilan miktar tayini metoduna gore Olglilmiistiir. Enkapsiilasyon

etkinliginin (%EE) hesaplanmast i¢in esitlik 2.1 kullanilmistir.
(2.1) % EE = [(A1-A2) /A1] *100
Al: Nanopartikiil formiilasyonuna baglangicta eklenen madde miktar:
A2: Siipernatantta bulunan madde miktar1

2.3.5. In Vitro Salm Cahsmalar1

In vitro ¢dziinme hiz1 testi ya da bir diger ifade ile in vitro salim calismalari, gelistirilen
ila¢g formiilasyonlarmin in vivo performansinin tahmin edilmesinin yani sira, iriinlerin
giivenilirliginin, etkinliginin ve kalitesinin degerlendirilmesi i¢in de 6nemli bir aragtir (Shen
ve Burgess, 2013). Nanopartikiil tabanli formiilasyonlarin etken madde salim profillerinin
belirlenmesinde genellikle siirekli akis, diyaliz membran ve ornek ayrigtirma yontemleri
kullanilir. DM yontemi, nanopartikiillerin in vitro salimmi degerlendirmek i¢in en yaygin

kullanilan yontemdir (Weng, Tong, ve Chow, 2020).

Maddelerin nanopartikiil formiilasyonlarindan in vitro ¢éziinme hizi ¢alismalari igin
diyaliz membran yéntemi kullanilmistir. in vitro ¢ziinme hiz1 ¢alismalart BSA, lizozim ve
aprotinin yiiklenen nanopartikiil formiilasyonlarinda gergeklestirilmistir. Coziinme ortami
olarak pH 7,4 PBS tamponu ve pH 4,5 asetat tamponu kullanilmistir. Tiim ¢aligmalarda salim
ortamina %0,05 oraninda sodyum azit bakteriyostatik olarak ilave edilmistir. Hazirlanan
nanopartikiiller 0,5 mL ¢ozlinme ortaminda disperse edilerek diyaliz membrana (Sigma, 300
kDa MWCO) yerlestirilmistir. Membranlar 25 mL ¢6ziinme ortamina konulmus, 37+0,5°C ve
50 rpm’e ayarlanan calkalayicili inkiibatore yerlestirilmistir. 1 ay boyunca belirli araliklarla
0,5 mL salim numuneleri alinmig, alinan salim numuneleri esit hacimde taze ¢dziinme ortami
ile degistirilmistir. Alinan numunelerde mikroBCA yontemi ile miktar tayini yapilmistir.
Deneysel calisma her bir nanopartikiil formiilasyonu i¢in ii¢ paralel olarak gerceklestirilmis
ve formiilasyonlardan agiga ¢ikan yiizde madde miktarlar1 zamana karsi grafige gegirilerek in

vitro salim profilleri elde edilmistir.
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2.3.6. SDS-PAGE Analizi

Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE), proteinleri veya niikleik asitleri elektroforetik
hareketliliklerine gore ayirmak icin yaygin olarak kullanilan bir teknigi tanimlar. Proteinler
icin, sodyum dodesil siilfat (SDS), proteinleri dogrusallagtirmak ve dogrusallagtirilmis
proteinlere negatif bir yiik vermek icin protein 6rnegine uygulanan anyonik bir deterjandir. Bu
prosediire SDS-PAGE adi1 verilir (Roy ve Kumar, 2014). Bir proteinin goriiniir molekiiler
agirligl, sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE), proteinin go¢
mesafesinden belirlenebilir (Matsumoto, Haniu, ve Komori, 2019). Bu amagla SDS-PAGE
analizi yapilmistir. Proteinlerin formiilasyon siirecindeki stabilitesini kanitlamak i¢in sodyum

dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) kullanilmugtir.

SDS-PAGE igin %10’luk ve %20’lik ayirma jeli hazirlanmig ve cam kasetler arasina
dokiilmiistiir. Hazirlanan jelin bekletilerek donmasi saglanmustir. In vitro salim hizi
calismalarindan elde edilen numunelerde 40 uL alinmuis, iizerlerine 10 uL hazirlanan 6rnek
tamponundan eklenmistir. Ornek tamponu ile karistirilan numunelere 95 °C’de 5 dakika
bekletilerek rediiksiyon islemi yapilmistir. Cam kasetler igindeki jel, elektroforez tankina
yerlestirilmistir Her bir formiilasyon icin 20 puL 6rnek kuyucuklara uygulannustir. I¢ ve dis
rezervuarlar elektroforez tamponu ile gerekli yerlere kadar doldurulmustur. 100 volt gerilim
uygulanarak elektroforez islemi gerceklestirilmistir. Jel, cam kasetler arasindan dikkatlice
cikartilarak oda sicakliginda bir saat fiksasyon, iki saat sensitizasyon ¢ozeltisiyle ¢alkalanmig
ve sonrasinda boyama ¢ozeltisinde bir gece boyunca ¢alkalanmistir. Bir sonraki giin jel, bir
saat destaining I ¢ozeltisinde (boyay1 geri alma ¢ozeltisi), yaklasik 2 saat boyunca destaining
I ¢ozeltisinde ¢alkalanmistir. Boyanin uzaklastirilmasinin ardindan jelin fotografi ¢cekilmis ve
ultra saf su igerisinde saklanmistir. BSA yiiklii nanopartikiil formiilasyonlart i¢in %10’luk jel,

lizozim ve aprotinin yiiklii nanopartikiil formiilasyonlar1 i¢in %20’lik jel kullanilmigtir.

SDS-PAGE caligsmasinda kullanilan ¢ozeltiler Cizelge 2.1°de listelenmistir.
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Cizelge 2.1. SDS-PAGE c¢aligsmasinda kullanilan ¢ozeltiler.

Ayirma Jeli %10’Iuk %20’lik
%30 Akrilamid Karigimi 2,67 mL 5,33 mL
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 2mL 2mL
Distilesu y.m. 3,2mL 0,5mL
%10 a/h SDS 0,08 mL 0,08 mL
%10 a/h Amonyum persiilfat 0,08 mL 0,08 mL
TEMED 0,008 mL | 0,008 mL
TEMED ve %10 a/h amonyum persiilfat polimerizasyonu baslattig1

i¢in en son ilave edilmelidir.

%30 Akrilamid Karisimi 100 mL

Akrilamid 299

N, N’-metilenbisakrilamid 1lg

Distile su y.m. 100 mL

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 100 mL

Tris 18,2 ¢

Distile su y.m. 100 mL

Konsantre HCI ile pH’s1 8,8 e ayarlanir.

%10 SDS 100 mL

Sodyum dodesil siilfat (SDS) 10g

Distilesu  y.m. 100 mL

pH 7,2’ye ayarlanir.

%10’luk Amonyum persiilfat 2mL

Amonyum persiilfat 0,29

Distilesu  y.m. 2mL

Elektroforez tamponu 1000 mL

Tris 39

Glisin 14,4 g

SDS 1lg

Distilesu  y.m. 1000 mL

pH 8,3’e ayarlanir.
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Cizelge 2.1. Devam. SDS-PAGE c¢alismasinda kullanilan ¢ozeltiler.

Fiksasyon ¢ozeltisi 100 mL
Etanol 40 mL
Metanol 10 mL
Distile su y.m. 100 mL
Asetik asit 10 mL
Sensitizasyon ¢ozeltisi 100 mL
Amonyum siilfat 109
Distilesu  y.m. 100 mL
Asetik asit 1mL
Boyama ¢ozeltisi 100 mL
Etanol 45 mL
Distilesu  y.m. 100 mL
CBBR-250 0,125¢
Asetik asit 5mL
Destaining ¢ozeltisi-| 100 mL
Etanol 40 mL
Distilesu y.m. 100 mL
Asetik asit 5mL
Destaining ¢ozeltisi-I| 100 mL
Etanol 67 mL
Distilesu  y.m. 100 mL
Asetik asit 3mL
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2.3.7. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizi

Lizozim, lizozim nanopartikiil, aprotinin, aprotinin nanopartikiil, bos nanopartikiil ve
PLGA’nin termal ozellikleri TA Q2000 DSC cihaz1 ile incelenmistir. Yaklasik 2-5 mg
agirligindaki ornekler aliminyum pana yerlestirilerek preslenmistir. Azot gaz1 50 mL/dakika
akis hizinda kullanilarak, 6rnekler 25-300 °C sicaklik araliginda 10°C/dk dogrusal isitma

hizinda analiz edilmistir. Analizde kor olarak bos pan kullanilmistir.

2.3.8. Nanopartikiil Formiilasyonunun Goériintiilenmesi

Nanopartikiil formiilasyonunun sekli ve yiizey morfolojisinin goriintiilenmesi igin
Gegirimli  Elektron Mikroskobu (TEM) analizi gerceklestirilmistir. Gegirimli Elektron
Mikroskobu (TEM) analizi i¢in hazirlanan nanopartikiil formiilasyonu distile su ile disperse
edilmistir. Daha sonra 200 mesh bakir grid iizerine damlatilarak oda sicakliginda kurumasi

beklenmistir. FEI Tecnai G2 marka TEM (120 Kw) cihazi ile goriintiilenmistir.

2.3.9. Stabilite Calismalar

Farmasotik iiriinlerin  kararlihi@ini ve gilivenligini degerlendirmek icin stabilite
calismalar1 gerceklestirilmistir. Bu ¢aligmalar, iirlinlerin zaman iginde kalitesini, etkinligini ve

giivenligini koruyup koruyamadigini belirlemek i¢in yapilmugtir.

Hazirlanan formiilasyonun stabilitesini degerlendirmek amaciyla, iriiniin farkli
saklama kosullarindaki dayanikliligi incelenmistir. Bu kapsamda, hazirlanan formiilasyon
hem oda sicakliginda (25°C + 2) hem de buzdolab1 kosullarinda (4°C + 2) depolanarak, her
iki ortamda gosterdigi degisimler partikiil biyikligi ve dagilimi, zeta potansiyeli,
polidispersite indeksi (PDI) ve enkapsiilasyon etkinligi (%EE) ag¢isindan analiz edilmistir.

Stabilite ¢alismalarina 30 giin devam edilmistir.

2.3.10. Hiicre Canlhihg: Testi

Gelisme asamasindaki hiicreler, farkli dozlarda ilaglara maruz kaldiklarinda gesitli
tepkiler gosterirler. Bu tepkiler apoptoz veya nekroz gibi hiicre 6liimiiyle sonuglanabilecegi
gibi, hiicrelerin proliferasyon yeteneklerini kaybetmeleriyle de sonuglanabilir. Yasayan

hiicreler, kullanilan yontemlerden biri olan MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
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tetrazolyum bromiir) boyasinin indirgenmesi yoluyla dolayli olarak tespit edilir (Das vd.,
2017). MTT testinin temel prensibi, sar1 renkli ve ¢6ziinebilir 6zellikte olan MTT boyasinin,
metabolik olarak aktif hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan siiksinat dehidrogenaz (SDH)
enzimi tarafindan koyu mavi renkli ve ¢6ziinmez formazan iirlinline doniistiirilmesidir.
Olusan formazan iiriinii daha sonra ¢oziiniir hale getirilir ve meydana gelen mor renk

spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda 1.929 fare fibroblast hiicre hatt1 ve hiicre kiiltiir ortami
olarak %1 penisilin ve %10 fetal sigir serumu igeren kiiltiir ortam1 Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM) kullanilmistir. L929 hiicreleri sitotoksisite ¢caligmalarinda siklikla
kullanilmakta ve sitotoksisite testleri igin uluslararasi standartlar (ISO, 2009) tarafindan

referans hiicre dizisi olarak gosterilmektedir (Karamustafa vd., 2006).

Calismada, bos nanopartikiilin, BSA yiikli nanopartikiiliin, lizozim yikli
nanopartikiiliin ve aprotinin yiiklii nanopartikiiliin, hiicre canliligina etkilerini incelemek i¢in
yaygin olarak kullanilan kolorimetrik bir yontem olan MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide) yontemi kullanilmigtir.

96 kuyucuklu plakta kuyucuklarin her birine 1x10% L929 fare fibroblast hiicresi olacak
sekilde hiicreler ekilmis ve %5 COz igeren 37 °C’lik etiivde inkiibasyona birakilmistir. 24 saat
sonunda kiiltlir ortam1 uzaklastirilarak, bos nanopartikiil, BSA yiiklii nanopartikiil, lizozim
yiiklii nanopartikiil ve aprotinin yiikli nanopartikiil tatbik edilmis ve yeniden 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra, her kuyucuga 100 pL taze hiicre ortami ve 13 uL MTT
cozeltisi (PBS i¢inde 5 mg/mL konsantrasyonda) ilave edildikten sonra 6rnekler 2 saat inkiibe
edilmigtir. Siirenin sonunda ortam uzaklagtirilarak, drneklerin iizerine olusan mor renkli
formazon bilesiklerini ¢6zmek i¢in 100 pL dimetilsiilfoksit ¢ozeltisi eklenmis ve 570 nm'de
mikroplaka okuyucu ile absorbanslar 6l¢iilip kontrol grubu canliligi %100 kabul edilerek
diger orneklerin hiicre canlilik hesaplar1 yapilmistir. Deneyler 10 paralel olacak sekilde

yapilmistir (Yiicel vd., 2022).
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3. BULGULAR

3.1. Miktar Tayinleri icin Hazirlanan Kalibrasyonlara Ait Bulgular

Tiim 6l¢timler boliim 2.2.1°de agiklanan sekilde yapilmis ve kalibrasyonlara ait grafik

ve denklemler bulunmustur.

3.1.1. BSA Miktar Tayinleri icin Hazirlanan Kalibrasyonlara Ait Bulgular
Grafikler sirasiyla BSA pH 7,4 fosfat-salin tampon kalibrasyonu icin Sekil 3.1°de,

BSA %1 Pluronic® F-68 kalibrasyonu icin Sekil 3.2’°de, BSA %2 Pluronic® F-68

kalibrasyonu i¢in Sekil 3.3’te, BSA %1 Pluronic® F-127 kalibrasyonu i¢in Sekil 3.4’te, BSA
%2 Pluronic® F-127 kalibrasyonu i¢in Sekil 3.5’te verilmistir.
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Sekil 3.1. BSA’nin PBS pH 7,4 ile kalibrasyon grafigi.
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Sekil 3.2. BSA’nin %1 Pluronic® F68 ile kalibrasyon grafigi.
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3.1.2. Lizozim Miktar Tayinleri i¢cin Hazirlanan Kalibrasyonlara Ait Bulgular

Grafikler sirastyla lizozim pH 7,4 fosfat-salin tampon kalibrasyonu i¢in Sekil 3.6°da,
lizozim pH 5,5 asetat tampon kalibrasyonu i¢in Sekil 3.7’de, lizozim %0,1 Pluronic® F-68
kalibrasyonu i¢in Sekil 3.8’de, lizozim %0,5 Pluronic® F-68 kalibrasyonu i¢in Sekil 3.9°da,
lizozim %1 Pluronic® F-68 ile kalibrasyonu i¢in Sekil 3.10°da, lizozim %2 Pluronic® F-68

kalibrasyonu igin Sekil 3.11°de verilmistir.
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Sekil 3.6. Lizozim pH 7,4 PBS tamponu ile kalibrasyon grafigi.
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Sekil 3.7. Lizozim pH 5,5 Asetat tamponu ile kalibrasyon grafigi.
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Sekil 3.11. Lizozim %2 Pluronic® F-68 ile kalibrasyon grafigi.

3.1.3. Aprotinin Miktar Tayinleri icin Hazirlanan Kalibrasyonlara Ait Bulgular
Grafikler sirastyla aprotinin pH 7,4 fosfat-salin tampon kalibrasyonu igin Sekil

3.12°de, aprotinin pH 5,5 asetat tampon kalibrasyonu i¢in Sekil 3.13’te, aprotinin %2
Pluronic® F-68 kalibrasyonu i¢in Sekil 3.14’te verilmistir.
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Sekil 3.12. Aprotinin pH 7,4 PBS tamponu ile kalibrasyon grafigi.
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Sekil 3.14. Aprotinin %2 Pluronic® F-68 ile kalibrasyon grafigi.

3.2 Protein icermeyen Nanopartikiil Formiilasyonlarina Ait Bulgular

Protein igermeyen (bos) nanopartikiillere ait formiilasyon degerleri ve sonuglar
Cizelge 3.1’de listelenmistir. Bu ¢alisma ile polimer konsantrasyonu, yiizey aktif madde tiirt,
yiizey aktif madde konsantrasyonu ve FRR degisikliklerinin partikiil boyutu ve dagilimi, zeta
potansiyeli ve PDI degerleri iizerindeki etkileri incelenmistir. Elde edilen veriler

degerlendirilerek, protein yiiklii NP formiilasyonlarinin gelistirilmesinde kullanilmigtir.
Polimer igeren dis fazin akig oranini arttirdikga ortalama partikiil boyutunun arttig

bulunmustur. Siirfaktan iceren i¢ fazin akis orani arttik¢a ortalama partikiil boyutunun azaldigi

bulunmustur.
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Cizelge 3.1. Protein igermeyen Nanopartikiil Formiilasyon Degerleri ve Bulgular1.

Formiilasyon Dis faz i¢ faz Akis hizi oranlar1 (mL/dk)  Partikiil Boyutu PDI Zeta Potansiyeli
ad: i¢ (siirfaktan): dis (PLGA) (nm) (mV)

F1 PLGA 1mg/mL %1 F68 11 163,7+0,7 0,058 + 0,031 -28,1+0,1
F2 PLGA 1mg/mL %1 F68 1:2 173,6 £ 1,1 0,035+0,012 -20,3+1,9
F3 PLGA 1mg/mL %1 F68 1:3 258,2+0,2 0,113+0,017 -30,3+1,2
F4 PLGA 1mg/mL %1 F68 2:1 1473+ 1,1 0,047 + 0,009 -249+1,9
F5 PLGA 1mg/mL %1 F68 31 133,5+£0,6 0,118 + 0,048 -29,1+0,3
F6 PLGA 1mg/mL %2 F68 11 157,8+0,2 0,078 + 0,015 -26,2+1,1
F7 PLGA 1mg/mL %2 F68 1:2 169,6 £ 1,6 0,067 + 0,01 -29,2+£0,1
F8 PLGA 1mg/mL %2 F68 1:3 31,4+ 1,9 0,24 + 0,026 -32,7+0,5
F9 PLGA 1mg/mL %2 F68 2:1 1435+ 1,1 0,073 £ 0,007 -21,8+0,9
F10 PLGA 1mg/mL %2 F68 31 127,1+ 0,8 0,101 £0,022 -23,4+£0,9




Cizelge 3.1. Devam. Protein Icermeyen Nanopartikiil Formiilasyon Degerleri ve Bulgulari.

Formiilasyon Dis faz i¢ faz Akis hizi oranlar1 (mL/dk)  Partikiil Boyutu PDI Zeta Potansiyeli
ad i¢ (siirfaktan): dis (PLGA)  (nm) (MV)zce
F11 PLGA 1mg/mL %1 F127 1:1 149,2+0,4 0,039 £ 0,029 -299+ 1,5
F12 PLGA 1mg/mL %1 F127 1:2 161,1 £1,1 0,056 = 0,006 -28,3+04
F13 PLGA 1mg/mL %1 F127 1:3 168,9+0,8 0,066 = 0,02 -354+57
F14 PLGA 1mg/mL %1 F127 2:1 131,4+0,9 0,045 + 0,039 -26,6 £ 0,6
F15 PLGA 1mg/mL %1 F127 31 121 £0,5 0,169 £ 0,022 -21,2+0,7
F16 PLGA 1mg/mL %2 F127 11 1545+1,1 0,084 £ 0,046 -27,3+0,5
F17 PLGA 1mg/mL %2 F127 1:2 164,8+ 3,9 0,091 = 0,004 -229+1,6
F18 PLGA 1mg/mL %2 F127 1:3 208,9+ 1,6 0,054 £ 0,01 -31,4+0,6
F19 PLGA 1mg/mL %2 F127 2:1 138,5+1,3 0,049 = 0,044 245423
F20 PLGA 1mg/mL %2 F127 31 123 +£1,6 0,094 £ 0,019 -21,0+0,3
F21 PLGA 5mg/mL %1 F68 31 2499+57 0,145+ 0,002 -27,7+0,9
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3.3 BSA Yiiklii Nanopartikiil Formiilasyonlarina Ait Bulgular

Hazirlanan formiilasyonlarda partikiil boyutu ve dagilimi, zeta potansiyeli, PDI ve
enkapsiilasyon etkinligi parametreleri degerlendirilmistir. Bu parametreler temel alinarak

secilen formiiller tizerinde in vitro salim ¢alismalar1 yapilmustir.

Hazirlanan BSA Yikli Nanopartikiill Formiilasyonlarinda ilk olarak BSA
konsantrasyonu 5 mg/mL’de, siirfaktan ytizdeleri %2 degerinde, akis hiz oran1 1:1°de sabit
tutulmus, siirfaktan tipi olarak Pluronic® F-68 ve Pluronic® F-127 kullanilarak sirasiyla
BSANP-1 ve BSANP-2 formiilasyonlar1 olusturulmus, elde edilen nanopartikiillere ait
karakterizasyon  calismalart  yapilmistir. Hazirlanan BSANP-1 ve  BSANP-2
formiilasyonlarindaki akis hizi orami1 ve i¢ faz siirfaktan orani degistirilerek BSANP-3,
BSANP-4, BSANP-5, BSANP-6, BSANP-7 ve BSANP-8 formiilasyonlar1 olusturulmustur.

Formiilasyon parametreleri Cizelge 3.2’de paylasiimistir.

Dis fazin 5 mg/mL PLGA, i¢ fazin %2 Pluronic® F68 ve BSA konsantrasyonunun 5
mg/mL oldugu BSANP-1 formiilasyonunda ortalama partikiil biiylikligi 192,6 nm
bulunurken diger parametrelerin sabit tutulup i¢ faz siirfaktan oranimin %1’e diisiiriildigii
BSANP-5 formiilasyonunda ¢ip kanallari igerisinde mikro boyutlarda partikiiller olusmustur.
BSANP-1 formiilasyonuna kiyasla tiim parametrelerin sabit tutulup akis hiz oranimin 1:2
olarak degistirildigi BSANP-3 formiilasyonunda da mikro boyutlarda partikiillerin olustugu
gbzlemlenmistir. Benzer sekilde dis fazin 5 mg/mL PLGA, i¢ fazin %2 F127 ve BSA
konsantrasyonunun 5 mg/mL oldugu BSANP-2 formiilasyonunda ortalama partikiil
biiyiikliigii 167,9 nm bulunurken diger parametrelerin sabit tutulup i¢ faz siirfaktan oraninin
%1’e distirtildigi BSANP-6 formiilasyonunda ¢ip kanallar1 igerisinde mikro boyutlarda
partikiiller olusmustur. BSANP-2 formiilasyonuna kiyasla tiim parametrelerin sabit tutulup
akis hiz oraninin 1:2 olarak degistirildigi BSANP-4 formiilasyonunda da mikro boyutlarda
partikiillerin olustugu go6zlemlenmistir. BSANP-1 formiilasyonuna kiyasla hem i¢ faz
stirfaktan oraninin %1’e diistiriildiigii hem de akis hiz oraninin 1:2 olarak degistirildigi
BSANP-7; BSANP-2 formiilasyonuna kiyasla hem i¢ faz siirfaktan oraninmn %]1’°e
diistirtildiigii hem de akis hiz oraninin 2:1 olarak degistirildigi BSANP-8 formiilasyonlarinda
da mikro boyutlarda partikiiller olusmustur. Sonug olarak BSA konsantrasyonunun Smg/mL
olarak belirlendigi bu 8 formiilasyondan yalnizca BSANP-1 ve BSANP-2 formiilasyonlarinda

nanopartikiil yapisi basari ile olusturulabilmistir.
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Formiilasyon gelistirme denemelerine, calisilan 8 formiilasyonun tamaminda 5
mg/mL’de sabit tutulan BSA ve PLGA konsantrasyonlar1 1 mg/mL’ye sabitlenerek devam
edilmistir. (PLGA-BSA konsantrasyon orani sabit tutulmustur.) BSANP-1 ve BSANP-2
formiillerine kiyasla diger tiim parametrelerin sabit tutulup BSA ve PLGA
konsantrasyonlarmin 1  mg/mL olarak degistirildigi BSANP-9 ve BSANP-10
formiilasyonlarinda ortalama partikiil biiyilikliigliniin azaldigi, ancak buna karsilik olarak
mutlak zeta potansiyeli degerinin ve enkapsiilasyon etkinligi degerlerinin azaldigi
gozlemlenmistir. BSANP-9 ve BSANP-10 formiilasyonlarinda diger tiim parametreler sabit
tutulup akis hiz1 oran1 1:2’ye ayarlanarak sirasiyla BSANP-11 ve BSANP-12 formiilasyonlari
iretilmistir. BSANP-9 ve BSANP-10 formiilasyonlarina kiyasla ortalama partikiil biiyiikliigi
artmig, enkapsiilasyon etkinligi degerleri azalmistir. BSANP-9, BSANP-10, BSANP-11 ve
BSANP-12 formiilasyonlarinin diger tiim formiilasyon parametreleri sabit tutulup i¢ faz
stirfaktan oran1 %2’den %1’e diisiiriilerek sirasiyla BSANP-13, BSANP-14, BSANP-15 ve
BSANP-16 formiilasyonlart hazirlanmistir. Olusturulan bu formiilasyonlarda ortalama
partikiil biyiikliigli artmig, enkapsiilasyon etkinligi azalmis ancak mutlak zeta potansiyelleri
artmigtir. Sonug olarak BSA ve PLGA konsantrasyonlarinin 1 mg/mL olarak belirlendigi bu 8
formiilasyonun tamami mikro boyutta partikiil olusumu goézlemlenmeden olusturulmus,
karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Formiilasyon parametreleri Cizelge 3.2°de

paylagilmistir.

Yapilan tiim formiilasyon ¢aligmalar1 incelendiginde, siirfaktan olarak Pluronic® F-
68’in kullanildig1 formiilasyonlarin, diger parametreleri sabit tutulup siirfaktan olarak
Pluronic® F-127 kullanilan formiilasyonlara kiyasla zeta potansiyeli mutlak degerlerinin daha
yiiksek oldugu ve enkapsiilasyon etkinliklerinin daha yiiksek oldugu bulunmustur. Ancak
Pluronic® F-68 kullanilan formiilasyonlarda ortalama partikiil bilyiikligiiniin daha yiiksek

ciktig1 gdzlemlenmistir.
Ortalama partikiil blylkligi, zeta degerleri ve enkapsiilasyon etkinligi

degerlendirilerek BSANP-1, BSANP-9 ve BSANP-13 formiilleri in vitro salim calismalar1

yapilmak lizere secilmistir.
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Cizelge 3.2. BSA Yiiklii Nanopartikiil Formiilasyon Degerleri ve Bulgulari.

Formiilasyon Disfaz  I¢ faz Ic faz Akis hizi oranlar1  Partikiil PDI Zeta %EE
adi BSA (mL/dk) Boyutu Potansiyeli
konsantrasyonu ¢ faz: dis faz (nm) (mV)

BSANP-1 PLGA %?2 F68 5mg/mL 1:1 192,6 +£0,8 0,103+0,022 -343+0,6 92,02+3,79
5 mg/mL

BSANP-2 PLGA %2 F127 5mg/mL 1:1 167,9+0.5 0,201 £0,015 -30,3+0,1 91,58+1,99
5 mg/mL

BSANP-3* PLGA %2 F68 5mg/mL 1:2 * * * *
5mg/mL

BSANP-4* PLGA %2 F127 5mg/mL 1:2 * * * *
5mg/mL

BSANP-5* PLGA %1 F68 5mg/mL 1:1 * * * *
5mg/mL

BSANP-6* PLGA %1 F127 5mg/mL 11 * * * *
5mg/mL

BSANP-7* PLGA %1 F68 5mg/mL 1:2 * * * *

5mg/mL




Cizelge 3.2. Devam. BSA Yiiklii Nanopartikiil Formiilasyon Degerleri ve Bulgulari.

BSANP-8* PLGA %1 F127 5mg/mL 1:2 * * * *
5mg/mL

BSANP-9 PLGA %2 F68 1mg/mL 11 131,7+0,7 0,182+ 0,006 -20,6+0,7 78,04 + 2,84
Img/mL

BSANP-10 PLGA %2 F127 1mg/mL 11 112,44+ 0,3 0,171+0,001 -16,0+0,7 77,4+0,91
1Img/mL

BSANP-11 PLGA %2 F68 1mg/mL 1:2 133,3+0,8 0,215+0,007 -23,3+0,2 71,8+1,52
Img/mL

BSANP-12 PLGA %2 F127 Img/mL 1:2 1250+1,4 0,219+0,008 -11,1+0,3 71,3+0,49
Img/mL

BSANP-13 PLGA %1 F68 1mg/mL 11 1412 +0,7 0,161+0,009 -33,6+1,4 73,9+ 2,50
Img/mL

BSANP-14 PLGA %1 F27 1mg/mL 11 126,5+ 1,7 0,156+ 0,013 -18,3+0,6 69,37 + 3,55
Img/mL

BSANP-15 PLGA %1 F68 Img/mL 1:2 1429+ 1,7 0,227+0,004 -332+5,5 65,51 + 3,08
Img/mL

BSANP-16 PLG/A %1 F127 1mg/mL 1:2 140,8+ 3,4 0,182+0,006 -182+1,1 62,81+ 1,62
Img/mL

* ile igaretli formiilasyonlarda mikron boyutlu partikiiller olusmustur.
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3.3.1. BSA Yiiklii Nanopartikiil Formiilasyonlarinin In Vitro Sahm Cahsmalari

Boliim 2.3.5.’te anlatildig: sekilde diyaliz membran y6temiyle yapilan in vitro salim

calismasi sonucu elde edilen sonuglar Sekil 3.15’te gosterilmistir.

100
90
80
70
60
50

1
7
dodd

KUMULATIF BSA SALIMI (%)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
ZAMAN (SAAT)

BSANP-1 BSANP-9 —@—BSANP-13
Sekil 3.15. BSANP-1, BSANP-9 ve BSANP-13 formiilasyonlarimin in vitro salim profili.

In vitro salim ¢alismalarindan elde edilen veriler, her ii¢ formiilasyonda da salimn ilk
8 saat boyunca hizli bir sekilde gerceklestigini ve 24., 48. ve 72. saatler arasinda bu hizli
salimin yavagladigini géstermistir. Takip eden giinlerde ise salimin 96 saate kadar devam ettigi
ve sonunda bir platoya ulastifi gozlemlenmistir. Salim caligmalar1 {i¢ paralel olarak
yuriitiilmiistiir. Salim kinetigi verileri Cizelge 3.3’te paylasilmistir. Elde edilen veriler her 3

formiilasyonun da Korsmeyer-Peppas ve Weibull kinetiklerine uyum sagladigin1 gostermistir.
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Cizelge 3.3. BSA yiiklii nanopartikiillerin in vitro salim kinetikleri.

BSANP-1 BSANP-9 BSANP-13
r? 0,790 0,766 0,722
00
ko (ng/sa) 0,082 0,118 0,162
r? 0,759 0,759 0,759
10
k (sal) 0,029 0,029 0,029
r? 0,926 0,912 0,898
Higuchi
kn (ng/sa™) 1,186 1,726 2,379
r? 0,986 0,984 0,968
Peppas
n 0,176 0,173 0,237
r? 0,985 0,988 0,976
Weibull
B 0,192 0,198 0,273

3.3.2. BSA Yiiklii Nanopartikiil Formiilasyonlarmimn SDS-PAGE Analizi

Sonuclarn

SDS-PAGE analizi boliim 2.3.6’da anlatildigi sekilde gerceklestirilmistir. Jelde
gozlemlenen proteinlerin molekiil agirliklarinin tespiti i¢in marker (dar araliklr) kullanilmigtir.
Analiz sonucunda BSA molekiil agirligina ait 66,5 kDa’lik bantlar ilgili numunelerde
goriilmiistiir. Proteinlerin nanopartikiillere etkin bir sekilde yiiklendigi ve yapilan ¢aligmalarda
protein yapi1 biitiinliigiiniin korundugu goriilmiistiir. ilgili jelin gorseli Sekil 3.16’da

paylasilmistir.
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Sekil 3.16. BSA ile tiretilen nanopartikiil ve saf BSA’ya ait SDS-PAGE jeli.

Jel uygulama sirasi: 2. kuyucuk: Marker 3. kuyucuk: 50 pg/mL saf BSA, 4. kuyucuk: BSANP-13 nanopartikiil
formiilii 24.saat in vitro salim numunesi.

3.4. Lizozim Yiiklii Nanopartikiil Formiilasyonlarina Ait Bulgular

Lizozim yiiklii nanopartikiil formiilasyonlarimin gelistirilmesi amaciyla, BSANP-1,
BSANP-9 ve BSANP-13 kodlu formiilasyonlarda protein igerigi olarak lizozim
kullanilmasiyla lizozim yiiklii nanopartikiillerin iiretilmesi denenmistir. Ancak bu
formiilasyon tiplerinin tamami ¢ip kanallari igerisinde partikiil agregasyonuna neden
oldugundan yeni formiilasyon gelistirme calismalar1 yapilmistir. Oncelikle protein igermeyen
nanopartikiil formiilasyonlar1 ¢aligilmig, bu c¢alismalar sonucunda, akis hizi orani olarak en
kiiciik ortalama partikiil biiyiikliigii verilerini saglayan 3:1 orami segilmistir. PLGA
konsantrasyonu 5mg/ml, lizozim konsantrasyonu 1mg/ml’ye sabitlenmis, farkl siirfaktan tipi
ve oranlari secilerek LZNP-1, LZNP-2, LZNP-3 ve LZNP-4 formiilasyonlart ¢aligilmigtir.
Formiilasyon parametreleri Cizelge 3.4’te paylasilmigtir. LZNP-1 ve LZNP-2 formiilasyonlari
icin Pluronic® F-68 siirfaktani sirasiyla %1 ve %2 oranlarinda kullanilmistir. LZNP-3 ve
LZNP-4 formiilasyonlar1 i¢in Pluronic® F-127 siirfaktani sirasiyla %1 ve %2 oranlarinda
kullanilmigtir. LZNP-3 ve LZNP-4 formiilasyonlarinda ¢ip igerisinde mikro boyutlu
partikiillerin olugmasi iizerine ilerleyen c¢aligmalara Pluronic® F-68 siirfaktani ile devam

edilmistir.
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Protein icermeyen nanopartikiil formiilasyon ¢aligsmalar1 sonucunda i¢ fazin akis hiz1
orani arttirildikca partikiil boyutu kiiciildiigli goriilmiistiir. LZNP-1 formiilasyonundaki tiim
parametreler sabit tutulup, akis hiz1 oranlar1 5:1 olarak ayarlanarak LZNP-5 formiilasyonu
gelistirilmis, ancak bu degisiklik formiilasyonda mikro partikiillerin olusmasi ile

sonuclanmustir.

LZNP-1 ve LZNP-2 formiilasyonlar:1 karsilastirildiginda, oransal olarak daha diisiik
stirfaktana sahip LZNP-1 formiilasyonunda ortalama partikiil boyutunun daha kii¢iik olmasi
ve ayni zamanda enkapsiilasyon etkinliginin daha yiiksek olmasi nedeniyle, diger parametreler
sabit tutulup % siirfaktan orani 0,5’e diisiiriilerek LZNP-6 formiilasyonu olusturulmustur.
Olusturulan bu formiilasyonda ortalama partikiill boyutu azalmis ancak enkapsiilasyon

etkinligi LZNP-1 formiilasyonundan ~%12 daha az bulunmustur.

LZNP-1 formiilasyonunda diger parametreler degistirilmeden lizozim konsantrasyonu
0,5 ve 0,1 mg/ml olarak ayarlanarak sirasiyla LZNP-13 ve LZNP-7 formiilasyonlar
olusturulmustur. I¢ fazdaki lizozim konsantrasyonunun enkapsiilasyon etkinligine olan etkisi
incelenmistir. Bu {i¢ formiil karsilastirildiginda, lizozim konsantrasyonunun 0,5 mg/ml olarak
ayarlandigi LZNP-13 formiilasyonunda enkapsiilasyon etkinligi en yiiksek olarak

bulunmustur.

Hazirlanan biitiin formiilasyonlarda akis hizi oranlart mL/dk olarak calisilmistir.
LZNP-7 formiilasyonunda akis hizi orani (3:1) degistirilmeden, toplam akis hizi miktarini
azaltmak amaciyla i¢ ve dis fazin akis hizlarinin sirasiyla 300 pL/dk ve 100 uL/dk olarak
ayarlanmasi ile LZNP-8 formiilasyonu olusturulmustur. Bu formiilasyonlar karsilagtirilarak
TFR’nin nanopartikiil iizerindeki etkileri incelenmistir. LZNP-7 ve LZNP-8 formiilasyonu
karsilastirildiginda toplam akis hizi azaltilmis olan LZNP-8 formiilasyonunun enkapsiilasyon

etkinligi ~%2 artmis, buna karsilik ortalama partikiil biyiikligii ~106 nm artmustir.

LZNP-1, LZNP-5, LZNP-7 ve LZNP-8 formiilasyonlarindaki diger parametreler
degistirilmeden i¢ faz siirfaktan ¢ozeltisi pH 7,4 PBS ile hazirlanmig ve sirasiyla LZNP-9,
LZNP-10, LZNP-11 ve LZNP-12 formiilasyonlari olusturulmustur. Formiilasyon
gelistirilmesinde PBS kullanilmasinin enkapsiilasyon etkinligi, ortalama partikiil biiyiikligii
ve formiilasyonlarda goriillen mikro partikiillerin olugsmasi tizerindeki etkileri incelenmistir.
LZNP-5 ve LZNP-10 formiilasyonlari incelendiginde, i¢ faz ¢oziiciisi olarak PBS

kullanilmasinin LZNP-5 formiilasyonunda goriilen mikro partikiil olusumunun 6niine gectigi
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gozlemlenmistir. Buna karsilik olarak LZNP-9, LZNP-11 ve LZNP-12 formiilasyonlar
incelendiginde PBS kullaniminin ortalama partikiil biiyiikliigiinde artma ve enkapsiilasyon

etkinliginde azalma ile sonuglandigi gozlemlenmistir.

LZNP-11 ve LZNP-12 formiilasyonlar1 karsilagtirildiginda, LZNP-7 ve LZNP-8
formiilasyonlarina benzer sekilde, toplam akis hiz1 azaltilmig olan LZNP-12 formiilasyonunun
enkapsiilasyon etkinligi ~%6 artmis, buna karsilik ortalama partikiil biiyiikligii ~109 nm

artmistir.

LZNP-13 formiilasyonunda siirfaktan konsantrasyonlari %0,5 ve %0,1 olarak
degistirilerek sirastyla LZNP-14 ve LZNP-15 formiilasyonlart olusturulmustur. Hazirlanan
formiilasyonlar ortalama partikiil biiyiikliigiinde artma ve enkapsiilasyon etkinliginde azalma

ile sonuglanmugtir. Tiim formiilasyon parametreleri Cizelge 3.4’te paylagiimustir.

Ortalama partikiil biiylikligii, zeta degerleri ve enkapsiilasyon etkinligi

degerlendirilerek LZNP-13 formiilii in vitro salim ¢aligmalar1 yapilmak {izere secilmistir.
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Cizelge 3.4. Lizozim Yiikli Nanopartikiillerin Formiilasyon Degerleri ve Bulgulari.

Formiilasyon Disfaz ¢ faz i¢ faz Akis hiza Partikiil PDI Zeta %EE
adi - il oranlari Boyutu Potansiyeli
Lizozim (mL/dk)
(nm) (mV)
Konsantrasyonu i¢ faz: dis faz
LZNP-1 PLGA %1 F68 1mg/mL 31 212,5+3,6 0,094 £ 0,01 -6,7+0,3 28,8 +1,26
5mg/mL
LZNP-2 PLGA %2 F68 1mg/mL 31 2434 + 2,05 0,22 £0,014 -45+04 13,33+ 2,37
5mg/mL
LZNP-3* PLGA %1 F127  1mg/mL 3:1 * * * *
5mg/mL
LZNP-4* PLGA %2 F127  1mg/mL 3:1 * * * *
5mg/mL
LZNP-5* PLGA %1 F68 1mg/mL 5:1 * * * *
5mg/mL
LZNP-6 PLGA %0,5F68 1mg/mL 31 197,5+ 1,7 0,086 + 0,039 +13,3+£1,8 16,52 + 2,86
5mg/mL
LZNP-7 PLGA %1 F68 0,1 mg/mL 3:1 208,5+1,7 0,12 + 0,027 +1,08+0,6 27,0+1,16
5mg/mL
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Cizelge 3.4. Devam. Lizozim Yiiklii Nanopartikiillerin Formiilasyon Degerleri ve Bulgulari.

LZNP-8 PLGA %1 F68 0,1 mg/mL 0,3:0,1 3145+47 0,202 + 0,067 +3,07+ 1,5 285+1,13
5mg/mL

LZNP-9 PLGA %1 F68 1mg/mL 3:1 241,4+42 0,127+ 0,016 -0,3+0,7 14,34 + 1,02
5mg/mL PBS

LZNP-10 PLGA %1 F68 1mg/mL 5:1 182,2+1,8 0,083 + 0,041 -0,7 +£1,01 14,4+ 0,11
5mg/mL  PBS

LZNP-11 PLGA %1 F68 0,1 mg/mL 3:1 3294+ 3,2 0,269 + 0,015 +2,7+6,1 11,33+0,78
5mg/mL PBS

LZNP-12 PLGA %1 F68 0,1 mg/mL 0,3:0,1 438,2+9,2 0,168 + 0,111 +5,9+ 3,2 175+1,87
5mg/mL PBS

LZNP-13 PLGA %1 F68 0,5 mg/mL 31 237+3,1 0,176 + 0,009 +4,02+0,8 36,39+ 1,33
5mg/mL

LZNP-14 PLGA %0,5F68 0,5 mg/mL 31 272,6+0,9 0,241 +£0,01 +4,8+0,4 25,08 = 0,99
5mg/mL

LZNP-15 PLGA %0,1 F68 0,5 mg/mL 3:1 568,1 + 17,8 0,311+ 0,018 +3,7+0,6 11,35+ 1,73
5mg/mL

* ile igaretli formiilasyonlarda mikron boyutlu partikiiller olusmustur.
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Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

Sekil 3.17. LZNP-13 kodlu formiile ait partikiil boyutu ve dagilimi grafigi.

3.4.1. Lizozim Yiikli Nanopartikiil Formiilasyonlarmin In Vitro Salim

Calismalar:

Boliim 2.3.5.’te anlatildig1 sekilde diyaliz membran yStemiyle yapilan in vitro salim

calismasi sonucu elde edilen sonuglar Sekil 3.18°de gosterilmistir.

. e+
3

20

KUMULATIF LizOZiM SALIMI (%)

10

0 5 10 15 20 25 30 35 40

ZAMAN (GUN)
—@— PBS Tampon —®—pH 4,5 Asetat Tampon

Sekil 3.18. LZNP-13 kodlu formiilasyonun pH 7,4 PBS tamponunda ve pH 4,5 asetat tamponunda

gergeklestirilen in vitro salim profilleri.
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Calismalar her iki salim ortami icin de 5 hafta boyunca gergeklestirilmistir. in vitro
salim calismalarindan elde edilen veriler, pH 4,5 asetat tamponunda ilk giinden itibaren daha
hizl1 bir in vitro salim oldugunu gdstermektedir. Her iki salim ortami igin de salimin ilk giin
hizli bir sekilde gergeklestigini ve takip eden giinlerde ise uzun ve yavas bir salim

gerceklestigini gostermektedir. Salim ¢alismalari ii¢ paralel olarak yiirtitiilm{ustiir.

Salim kinetigi verileri Cizelge 3.5’te paylasilmistir. Elde edilen veriler her 2 salim

ortami i¢in de Korsmeyer-Peppas ve Weibull kinetiklerine uyum saglandigini gostermistir.

Cizelge 3.5. Lizozim yiiklii nanopartikiillerin in vitro salim kinetikleri.

pH 7.4 PBS tampon pH 4,5 asetat tampon
r? 0,760 0,803
00
ko (ng/sa) 0,083 0,126
r? 0,699 0,699
10
k (sa?) 0,030 0,30
r? 0,926 0,946
Higuchi
kn (ng/sa™) 1,200 1,781
r? 0,982 0,950
Peppas
n 0,249 0,218
r? 0,983 0,954
Weibull
p 0,264 0,241
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3.4.2. Lizozim Yiiklii Nanopartikiil Formiilasyonlarimin SDS-PAGE Analizi

Sonuc¢lan

SDS-PAGE analizi boliim 2.3.6’da anlatildigi sekilde gerceklestirilmistir. Jelde
gbzlemlenen proteinlerin molekiil agirliklarinin tespiti i¢in marker (dar aralikli) kullanilmigtir.
Analiz sonucunda lizozim molekiil agirligina ait 14,5 kDa’lik bantlar ilgili numunelerde
goriilmustiir. Proteinlerin nanopartikiillere etkin bir sekilde yiiklendigi ve yapilan ¢aligmalarda
protein yapi biitiinliigiiniin korundugu goriilmiistiir. Ilgili jelin gorseli Sekil 3.19°da

paylasilmstir.
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Sekil 3.19. Lizozim ile iiretilen nanopartikiil ve saf lizozime ait SDS-PAGE jeli.
Jel uygulama sirasi: 1. kuyucuk: Marker, 3. kuyucuk: 5 pg/mL saf lizozim ¢ozeltisi, 4. kuyucuk: 10 pg/mL saf

lizozim ¢dzeltisi, 5. kuyucuk: 20 pg/mL saf lizozim ¢ozeltisi, 7. kuyucuk: LZNP-13 nanopartikiil formiilii 24.saat
in vitro salim numunesi.
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3.4.3 Lizozim Yiiklii Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Diferansiyel Taramah

Kalorimetre (DSC) Analizi Sonuclari

Diferansiyel Taramali Kalorimetre Analizi bolim 2.3.7°de anlatildigi sekilde
gerceklestirilmistir. LZNP-13 kodlu lizozim nanopartikiiliine ait DSC analiz sonucu Sekil
3.20’de paylasilmistir.

DSC
myy

5.00-

47.97¢C
42.82C
.
49.68C

199.24¢

-5.00-

100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Lizozim nanopartikil
Bosg nanopartikul
PLGA

Lizazim

Sekil 3.20. LZNP-13 nanopartikiil formiilasyonu ve formiilasyonda bulunan maddelere ait DSC
termogramlari. Yukaridan agagiya; LZNP-13 nanopartikiil, bos nanopartikiil, PLGA ve lizozime ait

DSC termogramlari.

Verilen sonuglara gore PLGA, bos nanopartikiil ve lizozim ile {iretilen nanopartikiil
formiilasyonu 42-50 °C araliginda pik vermistir. Saf lizozim ~200 °C’de pik vermistir. Elde
edilen piklerin literatiir ¢alismalar1 ile uyumu kontrol edilmistir (Mahajan, Sakarkar, ve
Manmode, 2011; Mohammad, Grimsey, ve Forbes, 2015; Sun vd., 2015). Lizozim
nanopartikiiliiniin pik verdigi bolge ve saf lizozimin pik verdigi bolgeler karsilastirildiginda
lizozim nanopartikiil formiilasyonunda lizozime ait pikin olusmadigr gdzlemlenmistir.
Lizozim nanopartikiilii, PLGA ve bos nanopartikiile ait piklerin aralifinda pik vermistir. Bu
sonug¢ formiilasyondaki maddelerin bir araya gelerek nanopartikiil yapisini olusturdugu ve

lizozimin yapiya enkapsiile oldugunu gostermektedir.
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3.4.4. Lizozim Yiiklii Nanopartikiil Formiilasyonlarina Ait Stabilite Calismalari

Stabilite ¢aligmalari LZNP-13 kodlu nanopartikiil formiilasyonunda boliim 2.3.9’da

anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir. Yapilan c¢alismalarin sonuglar1 Cizelge 3.6°da

paylasilmistir.

Cizelge 3.6. LZNP-13 Kodlu Formiilasyonun Oda Kosullar1 ve Buzdolabi Stabilite Bulgularinin

Sonuglari.
o ) %
Partikiil Polidispersite Zeta
. . o Enkapsiilasyon
Siire boyutu indeksi potansiyeli inl
- etkinligi
Stabilite (nm) (PDI) (mV) g
sartlari
0.Gin  237:+31 0,176+ 0,009 +4,02+ 0,8 36,39 + 1,08
25°C+2°C 30.Giin 2241+22 0,217 +0,015 +75+0,7 24,17 + 0,62
4°C+2°C 30.Giin 250,6+1,5 0,207 +0,019 +5,7+0,8 32,35+0,87
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3.4.5. Geg¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi Sonug¢lari

Goriintiileme ¢aligmalari boliim 2.3.8°de anlatildigi sekilde gergeklestirilmistir. Elde

edilen sonuglara ait gortintiiler Sekil 3.21°de verilmistir.

Sekil 3.21. LZNP-13 kodlu formiilastona ait TEM goriintiisii.

3.5. Aprotinin Yiiklii Nanopartikiil Formiilasyonlarina Ait Bulgular

Hazirlanan formiilasyonlarda partikiil boyutu ve dagilimi, zeta potansiyeli, PDI ve
enkapsiilasyon etkinligi parametreleri degerlendirilmistir. Bu parametreler temel alinarak

secilen formiiller tizerinde in vitro salim ¢alismalar1 yapilmustir.

Aprotinin yiiklii nanopartikiil formiilasyon gelistirme calismalarina BSA yiiklii
nanopartikiil gelistirme g¢alismalarindan elde edilen veriler degerlendirilerek baslanmugtir.
BSANP-1, BSANP-9 ve BSANP-13 kodlu formiilasyonlardan hareketle, BSA yerine protein
olarak ayni1 konsantrasyonda aprotinin kullanilarak APRONP-1, APRONP-2 ve APRONP-3
formiilasyonlar1 ¢alisilmistir. Formiilasyon parametreleri Cizelge 3.7°de paylasilmistir. Bu 3
formiilasyonun tamaminda mikro boyutlu partikiill olusumu goézlemlenmistir. Aprotinin
nanopartikiil formiilasyonu gelistirme amaciyla yiiriitilen 6n formiilasyon c¢aligmalarina,
boyut ve yiik agisindan aprotinine daha yakin olan lizozim proteini kullanilarak devam

edilmesine karar verilmistir.
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Cizelge 3.7. Aprotinin Nanopartikiil Deneme Formiilasyonlari

Formiilasyon adi Dis faz  i¢ faz I¢ faz aprotinin  Akis hizx
oranlari
konsantrasyonu (mL/dK) ic:dis
APRONP-1 5mg/mL %2 F68 5mg/mL 1:1
PLGA
APRONP-2 5mg/mL %2 F68 Img/mL 1:1
PLGA
APRONP-3 5mg/mL %1 F68 Img/mL 1:1
PLGA

Bolim 3.2°de anlatildigi {izere, c¢alismalara protein icermeyen nanopartikiil

formiilasyon denemeleri ile devam edilmis, elde edilen veriler sonucunda, akis hizi orani

olarak, en kii¢iik ortalama partikiil biiyiikliigii verilerini saglayan 3:1 oran1 secilmistir. Boliim

3.4’te anlatildigi sekilde lizozim nanopartikiill formiilasyonu gelistirme ¢alismalari

yliriitiilmistiir. Yapilan ¢calismalar sonucunda LZNP-13 formiilii optimum 6zellikleri gdsteren

formiilasyon olarak secilmis ve bu formiilasyondan hareketle APRONP-4 formiilasyonu

tiretilmistir. Formiilasyon parametreleri Cizelge 3.8’de paylasilmistir.
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Cizelge 3.8. Aprotinin Yiikli Nanopartikiil Formiilasyon Degerleri ve Bulgulari

Formiilasyon Disfaz ¢ faz i¢ faz Akis hiza Partikiil PDI Zeta Potansiyeli  %EE
adi Aprotinin oranlar Boyutu (mV)
Konsantrasyonu (mL/dk) (nm)
I¢ faz: dis faz
APRONP-4 PLGA %1 F68 0,5 mg/mL 3:1 2181+18 0,15+0,007 -54+0,3 19,32 +1,91
5mg/mL
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Size Distribution by Intensity
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Sekil 3.22. APRONP-4 kodlu formiile ait partikiil boyutu ve dagilimi grafigi

3.5.1. Aprotinin Yiikli Nanopartikiil Formiilasyonlariin In Vitro Salim

Calismalari

Boliim 2.3.5.’te anlatildig: sekilde diyaliz membran yStemiyle yapilan in vitro salim

calismasi sonucu elde edilen sonuglar Sekil 3.23’te gosterilmistir.
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Sekil 3.23. APRONP-4 kodlu formiilasyonun pH 7,4 PBS tamponunda ve pH 4,5 asetat tamponunda

gerceklestirilen in vitro salim profilleri
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Salim galigmalar1 ii¢ paralel olarak yiiriitilmistiir. Salim kinetigi verileri Cizelge
3.9°da paylasilmistir. Elde edilen veriler her 2 salim ortami i¢in de Higuchi kinetigine uyum

saglandigini gostermistir.

Cizelge 3.9. Aprotinin yiiklii nanopartikiillerin in vitro salim kinetikleri.

pH 7.4 PBS tampon pH 4,5 asetat tampon
r2 0,849 0,892
00
ko (ng/sa) 0,028 0,056
r2 0,623 0,623
10
k (sal) 0,008 0,008
r2 0,978 0,976
Higuchi
ki (ng/sal) 0,745 1,531
r? 0,877 0,950
Peppas
n 0,181 0,234
r2 0,869 0,940
Weibull
p 0,195 0,270

3.5.2. Aprotinin Yiiklii Nanopartikiil Formiilasyonlarinin SDS-PAGE Analizi

Sonuclarn

SDS-PAGE analizi bolim 2.3.6’da anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir. Jelde
gozlemlenen proteinlerin molekiil agirliklarinin tespiti i¢in marker (dar aralikli) kullanilmigtir.
Analiz sonucunda aprotinin molekiil agirhigina ait 6,5 kDa’lik bantlar ilgili numunelerde
gOriilmustiir. Proteinlerin nanopartikiillere etkin bir sekilde yiiklendigi ve yapilan ¢aligmalarda
protein yapt biitiinliigiinin korundugu gériilmiistiir. Ilgili jelin gorseli Sekil 3.24’te

paylasilmistir.
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Sekil 3.24. Aprotinin ile diretilen nanopartikiile ait SDS-PAGE jeli.

Jel uygulama sirasi: 2. kuyucuk: Marker, 7. kuyucuk: APRONP-4 24, Saat in vitro salim numunesi, 9. kuyucuk:
APRONP-4 72, Saat in vitro salim numunesi.

3.5.3. Aprotinin Yiiklii Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Diferansiyel Taramah
Kalorimetre (DSC) Analizi Sonuglari
Diferansiyel Taramali Kalorimetre Analizi bolim 2.3.7°de anlatildigi sekilde

gergeklestirilmistir. APRONP-4 kodlu aprotinin nanopartikiiliine ait DSC analiz sonucu Sekil
3.25’te paylasilmustir.
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Sekil 3.25. APRONP-4 kodlu nanopartikiil formiilasyonunun DSC termograma.

Yukaridan asagiya; APRONP-4 nanopartikiil, aprotinin, bos nanopartikiil ve PLGA’ya ait DSC termogramlari.

Verilen sonuglara gére PLGA, bos nanopartikiil ve aprotinin ile tiretilen nanopartikiil
formiilasyonu 42-50 °C araliginda pik vermistir. Saf aprotinin ~30 °C’de pik vermistir.
Aprotinin nanopartikiiliiniin pik verdigi bolge ve saf aprotininin pik verdigi bolgeler
karsilagtirlldiginda, aprotinin nanopartikiil formiilasyonunda aprotinine ait pikin olusmadigi
gbzlemlenmistir. Aprotinin nanopartikiilii, PLGA ve bos nanopartikiile ait piklerin araliginda
pik vermistir. Bu sonug¢ formiilasyondaki maddelerin bir araya gelerek nanopartikiil yapisini

olusturdugu ve aprotininin yapiya enkapsiile oldugunu gostermektedir.
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3.6. Hiicre Canlihgi1 Calismalar: Sonuclari

Boliim 2.3.10°da anlatildig1 sekilde gergeklestirilen calisma sonucu elde edilen veriler

Sekil 3.26’da paylasilmistir.

110 -

100 -

90 -
5 80
= 70 -
=
S 60 -
S 50 - H 24 saat
= 40 -
J
= 30 -

20 -

10 -

0 T T T T 1
Kontrol ~ BosNP ~ APRONP-4 BSANP-1  LZNP-13

Sekil 3.26. Nanopartikiil hiicre canlilig1 sonuglart.
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4. TARTISMA

4.1. Caliymalarda Kullanilan Peptit ve Proteinlerin Secimi

BSA ve lizozim, uzun siiredir kullanimda olan ve giiniimiizde hala protein peptit
iceren formiilasyon arastirmalarinda yaygin bir sekilde tercih edilen model proteinlerdir.
Bunun nedeni, kolay temin edilebilirlikleri ve diisiik maliyetleridir (Fleuren, Grond, ve
Hoedemaeker, 1980; Li vd., 2024). Her iki protein de uzun siiredir arastirmacilar tarafindan
calisildigindan iyi karakterize edilmis yap1 ve Ozelliklere sahiptirler. Hem BSA hem de
lizozim'in molekiiler yapisi, amino asit dizilimleri ve fizikokimyasal o6zellikleri iyi
bilinmektedir. Bu 6zellikleri sayesinde, proteinlerin davraniglarini ve etkilesimlerini anlamak
daha kolaydir. Bu nedenlerle tez calismasinda, mikroakigskan sistem ile protein yiiklii
polimerik nanopartikiillerin tiretimi ve karakterizasyonu amaci ile BSA ve lizozim model

proteinler olarak segilmistir.

Molekiiler agirligi 10 kDa'dan az olan ve 50'den az amino asitten olusan polimerler
olarak tamimlanan peptitler, biiylik proteinler veya kiicik molekiilli ilaglarla
karsilastirlldiginda benzersiz farmakokinetik 6zelliklere sahip, hizla gelisen yeni bir terap6tik
smift olusturur (Diao ve Meibohm, 2013). Cizelge 1.3’te paylasildigi {izere, lizozim ve
BSA’nin molekiiler agirliklart sirasi ile 14,3 kDa ve 66,5 kDa olup bu tanimlamaya gore
protein olarak kategorize edilmektedirler. Molekiil agirligi 6,5 kDa olan aprotinin ise, dogal
olarak olusan bir polipeptit olup doku ve plazmada tripsin, plazmin ve kallikreinleri inhibe
eden genis spektrumlu bir serin-proteaz inhibitoriidiir (Kuklo, Owens, ve Polly Jr, 2003).
Cizelge 1.3’te paylasildigi iizere, aprotinin, lizozim ve BSA’nin yiikleri sirasi ile +6, +8 ve
-18’dir. Yapilan formiilasyon ¢aligmalarinda c¢aligilan protein-peptit yapisinin boyutunun ve
ylikiiniin formiilasyon ozelliklerine olan etkilerinin saptanabilmesi adina aprotinin
mikroakigkan sistem ile peptit yiiklii polimerik nanopartikiillerin tiretimi ve karakterizasyonu

amaci ile secilmistir.
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4.2. Secilen Peptit ve Proteinlerin Kalibrasyon Calismalarinin Degerlendirilmesi

Hazirlanan nanopartikiillere kullanilan peptit/proteinlerin enkapsiilasyonu bolim
2.3.4’te anlatildigi lizere indirekt yontem kullanilarak hesaplanmistir.  Secilen
formiilasyonlarda in vitro salim ¢aligmalar1 bolim 2.3.5’te anlatilan  sekilde
gerceklestirilmistir. Indirekt yontemde ile elde edilen numunelerde ve in vitro salim
caligmalar1 sonucunda elde edilen numunelerde miktar tayini yapilabilmesi igin, ilgili peptit
ve proteinlerde, her ¢dziinme ortaminda ayr1 ayri olmak iizere, bikinkoninik asit yontemi ile
kalibrasyon galigmalari b6liim 2.2.1°de anlatildig: sekilde gergeklestirilmistir. Miktar tayinleri

i¢in hazirlanan kalibrasyonlara ait bulgular boliim 3.1’de paylasilmistir.

Hazirlanan kalibrasyon verileri incelendiginde (Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil
3.4, Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7, Sekil 3.8, Sekil 3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11, Sekil 3.12, Sekil
3.13, Sekil 3.14), elde edilen kalibrasyon denklemlerinin tamaminda determinasyon kat
sayisinin (R?) > 0,99 oldugu goriilmektedir. Determinasyon katsayisi, R?, istatistiksel bir
model tarafindan agiklanan varyans oranini dlger ve dnemli bir 6zet istatistiktir. O ile 1 arasinda
bir deger alir ve degerinin 1'e yakin olmasi, bu denklemlerin dogrusal iligkileri temsil ettigini
ve elde edilen sonuglarin giivenilir oldugunu belirtir (Nakagawa, Johnson, ve Schielzeth,
2017).

4.3. Mikroakiskan Cip Kanallarinda Mikropartikiillerin Olusumu

Hazirlanan tiim nanopartikiil formiilasyonlari incelendiginde, protein icermeyen (bos)
nanopartikiil formiilasyonlarinin hi¢birinde mikroakigkan ¢ipin kanallarinda mikropartikiil
olusumu veya tikanma gozlenmemistir. Buna karsin, BSA, lizozim ve aprotinin igeren
nanopartikiil formiilasyonlarinda, formiilasyon parametrelerine bagl olarak, mikroakiskan ¢ip

kanallarinda mikron boyutlu partikiillerin olusumuna bagh tikanmalar gdzlemlenmistir.

Kapali ortamlarda mikropartikiil siispansiyonlarinin taginmasi, akiskanlar mekanigi ve
yumusak madde arayliziindeki karmasik olaylarla iligkilidir. Nitekim, akis altinda
pargaciklarin birikmesi ve bir araya gelmesi hidrodinamik, sterik ve kolloidal kuvvetleri igerir
ve mikrokanallarin tikanmasina yol agabilir (Dressaire ve Sauret, 2017). Mikrokanallar
icerisindeki tikanma bir partikiil kendi boyutundan daha kiiciik bir kanalda aktiginda, kanaldan
daha kiiciik partikiiller ¢6zelti icinde toplanarak biiylidiigiinde ya da kanal gdzenek yiizeyinde

partikiillerin birikmesiyle meydana gelebilir. Bu durumda, tikanma kanal boyutuna, parcacik

79



boyutuna ve en kiigiik daralmadan gegen pargacik sayisina yani kati madde oranina baglidir

(Massenburg, Amstad, ve Weitz, 2016).

Kat1 kiirelerden olusan bir siispansiyonun reolojik o6zellikleri, igindeki kati
partikiillerin oranina biiyiik 6lciide baghdir. Diisiik kati madde oranlarinda, siispansiyon,
normal bir s1v1 gibi davranir. Ancak, bu siispansiyonun viskozitesi, igindeki kati partikiillerin
miktart arttikga artar. Yani, siispansiyonun akiskanligi, kat1 partikiillerin oranina bagl olarak
degisir. Siispansiyon yogunlastik¢a, akig davranisi daha karmagik hale gelir ve bir agamadan
sonra akisin artik miimkiin olmadig1 bir kati fraksiyonu vardir (sikisma kati fraksiyonu). Bu
sitkisma gecisi sistemin tikanmasma yol acar. Bu sikisma kati fraksiyonunun altindaki
konsantrasyonlar igin tikanma olusumu, siirekli reolojik modelleme yoluyla yakalanamayan
karmagik yerel siireglerle iligkilidir. Bu tiir tikanma siireglerinin nedenleri, giiniimiizde hala
tam olarak anlagilamamis ve yogun arastirma konusu olmaya devam etmektedir. Son
zamanlarda, ¢aplar1 yliz nanometre ile birka¢ mikrometre arasinda degisen mikropartikiil
siispansiyonlarina dayanan bir dizi mikroakigkan arastirmasi, bu tikanma siireclerini
tanimlamaya odaklanmistir (Dressaire ve Sauret, 2017). Kanallarin tikanmasi, biitiin
avantajlarina ragmen mikroakigkan sistemlerin yayginlagmasmin Oniindeki en biiyiik

engellerden biri olmaya devam etmektedir (X. Xu vd., 2024).

Hazirlanan BSA yiiklii nanopartikiill formiilasyonlar1 incelendiginde, PLGA
konsantrasyonunun 5 mg/mL, BSA konsantrasyonunun 5 mg/mL seg¢ildigi 8 formiilasyondan
6’sinda mikrokanallarin tikanmasi ile karsilagildigim, ancak PLGA konsantrasyonunun 1
mg/mL, BSA konsantrasyonunun 1 mg/mL segildigi 8 formiilasyondan higbirinde bu
problemle karsilasilmadigini gozlemlemekteyiz (Cizelge 3.2). Sonug olarak, yukarida
aciklamldigr tizere, BSA formiilasyonlarinda goriilen mikrokanallardaki tikanmanin bir

nedeninin yiiksek kat1 fraksiyon olabilecegi diisiiniilmektedir.

Hazirlanan lizozim yiiklii nanopartikiil formiilasyonlar1 incelendiginde, LZNP-3,
LZNP-4 ve LZNP-5 kodlu formiilasyonlarda mikropartikiill olusumu ve bu nedenle
mikrokanallarda tikanma gerceklestigini gozlemlemekteyiz (Cizelge 3.4). LZNP-1, LZNP-2
ve LZNP-3, LZNP-4 formiilasyonlar1 karsilastirildiginda, formiilasyon parametrelerinden
yalnizca siirfaktan tipinin farkli oldugunu; herhangi bir tikanma gézlemlenmeyen LZNP-1 ve
LZNP-2 formiilasyonlarinda Pluronic® F68 kullanilmigken tikanma gézlemlenen LZNP-3 ve
LZNP-4 formiilasyonlarinda Pluronic® F127 kullanildigi goérmekteyiz. Bu durumda,

kullanilan siirfaktan tiplerinin zelliklerinin ayrintili olarak incelenmesi gerektigi kanisina
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vartlmistir. Boliim 1.5’te anlatildigi tizere, Pluronic® F68; molekiiler agirligi ~ 8400 g/mol ve
hidrofilik-lipofilik denge (HLB) degeri ~29 olan bir yiizey etkin maddedir. Pluronic®
F127’nin ise molekiiler agirligi ~12600 g/mol ve hidrofilik-lipofilik denge (HLB) degeri ~
22’dir. Pluronic F-68, F-127'ye kiyasla daha az hidrofobik PPO birimi igerir.

LZNP-3 ve LZNP-4 formiilasyonlarinda olusan kanal tikanmasinin olasi nedenleri
arasinda reolojik 6zellikler olabilir. Pluronic® F127°nin molekiiler agirligit ~12600 g/mol
olup, ¢oziindiigii s1v1 igerisinde molekiiler agirligi ~ 8400 g/mol olan Pluronic® F68’den daha
viskoz bir yap1 olusturmus olabilir. Reolojik ozellikler, yukarida agiklandigi {izere, bir
mikroakigkan sistem {lizerinde tikanma olusmasinin baslica nedenlerindendir. Ancak bu durum
tikanmaya bir neden olarak gosterilebilecekse de mikro boyutta gozlemlenen partikiil

olusumunu agiklayamayacaktir.

LZNP-5 ve LZNP-10 formiilasyonlar1 (Cizelge 3.4) incelendiginde, diger
formiilasyon dzelliklerinin tamaminin ayni tutulup, LZNP-10 formiilasyonunda i¢ fazda PBS
kullanilmasi ile mikroboyutlu partikiil olusumunun 6niine gegildigi goriilmiistiir. Hazirlanan
nanopartikiillerin o6zelliklerinin daha iyi anlasilabilmesi adina lizozimin ve PLGA’nin
fizikokimyasal 6zellikleri incelenmistir. Cizelge 1.3’te agiklandigi lizere lizozimin pH 7°de
yaklasik yikii +8’dir. PLGA ise genellikle negatif yiiklii nanopartikiiller olusturmasi ile
bilinmektedir (Kumar, Bakowsky, ve Lehr, 2004). Bu durumda, lizozim ile PLGA partikiilleri
arasindaki birincil etkilesimin iyonik gii¢ ve elektrostatik etkilesimler oldugu diigiiniilmektedir
(Chesko vd., 2005). Bu etkilesimler, nonkovalent agregasyonlar ile sonuglanmistir.
Formiilasyonda i¢ fazda PBS kullanilmas1, PBS’in barindirdig: yiiksek tuz konsantrasyonunun
iyonik etkilesimleri maskelemesi ile bu agregasyonlarin olusmasini 6nlemis olabilir. Benzer
bir durum +6 yiiklii olan aprotinin formiilasyonlarinda da goriilmektedir. Boliim 3.5°te
anlatildig1 tizere, aprotinin ylkli nanopartikiil formiilasyon gelistirme ¢aligmalarmma BSA
yiiklii nanopartikiil gelistirme c¢alismalarindan elde edilen veriler degerlendirilerek
baslanmistir. BSANP-1, BSANP-9 ve BSANP-13 kodlu formiilasyonlardan hareketle, BSA
yerine protein olarak ayni konsantrasyonda aprotinin kullanilarak APRONP-1, APRONP-2 ve
APRONP-3 formiilasyonlar1 g¢aligilmistir. Ancak bu 3 formiilasyonun tamaminda mikro
boyutlu partikiil olusumu gézlemlenmistir. Boyut olarak BSA’dan 10 kat kiigiik olan aprotinin
ile dretilen formiilasyonlarda, BSA ile hazirlanan formiilasyonlarda goriilmeyen bu mikro
boyuttaki partikiillerin olusumu yukarida agiklanildigi iizere iyonik etkilesimlerin tetikledigi
nonkovalent agregasyon olusumu ile ger¢eklesmis olabilir. Bu durumda, LZNP-3 ve LZNP-4

formiilasyonlarinda olusan agregatlar, Pluronic® F127 siirfaktaninin Pluronic® F68’e kiyasla
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daha hidrofobik yapisindan kaynaklanabilir. Pluronic® F127 siirfaktaninin kullanildigi
formiilasyonlarda hidrofobik etkilesimler daha gii¢lii olacaktir ve bu nonkovalent
agregasyonlarin olugmasini tetikleyebilir. Ayrica, Pluronic F-68’in, yapilan g¢alismalarda,
proteinlerin ve antikorlarin enjekte edilebilir formiilasyonlarini stabilize eden tek poloksamer

oldugu bildirilmistir (Khaliq vd., 2023).

LZNP-1 formiilasyonundaki tiim parametreler sabit tutulup, 3:1 olan akis hiz1 oranlari
5:1 olarak ayarlanmasi formiilasyonda mikro partikiillerin olusmasi ile sonuclanmistir.
Sistemden dakikada gecen lizozim miktarinin artmasi, polimer ve protein arasindaki olasi
etkilesimleri arttirarak iyonik etkilesimlerin giiglenmesini ve bunun sonucunda nonkovalent
agregasyonlarin olugsmasini tetikleyebilir. Ayni zamanda, aseton ve su fazlarmin karigma
hizinin arttirilmasi, kiigiik ve homojen boyutlu partikiillerin olusumunu tesvik eder. Hizli
karigma, ¢oziicii ve anti-¢oziicii arasinda ani bir doygunluk durumu yaratarak ¢ok sayida kiigiik
cekirdek olusturur. Kiicilk boyut, yiikksek yiizey enerjisine neden olur ve bu da
nanopartikiillerin yiizey enerjisini azaltmak i¢in bir araya gelme egilimini artirir (Shrestha,
Wang, ve Dutta, 2020). Bu mekanizmalar agregat olusumu ile sonuglanabilir. Diger yandan,
Shkodra ve digerilerinin 2019°da yaptig1 c¢alismada Pluronic® F68 ve Pluronic® F127
stirfaktanlarinin  PLGA  nanopartikiilleri olusturmada kullanilmasinin  nanopartikiil

agregasyonuna ve zayif restispansiyona neden oldugu bildirilmistir (Shkodra vd., 2019).

Tim bunlarla beraber, mikroakiskan sistemlerde tikanma ve agregatlarin olusmasi
karmagik bir¢ok yerel siireclerle iligkilidir. Siirdiiriilebilir ve tekrar edilebilir formiilasyon
gelistirme calismalari i¢in bu mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi gerekmektedir.
Mikroakigkan sistemler hala karmasik ¢ip yapilari ve ttkanma kolayligi gibi sorunlara sahiptir
(H. Xu vd., 2024).

4.4. Hazirlanan Nanopartikiill Formiilasyonlarinda Partikiil Biiyiikligii ve

Dagihminin, Polidispersite indeksinin ve Zeta Potansiyelinin Degerlendirilmesi
4.4.1. Ortalama Partikiil Bityiikligii ve Dagilimi

Nanopartikiiller, genellikle boyut, sekil, yiizey yapist ve doku gibi fiziko-kimyasal
ozelliklerine bagli olan performans &zelliklerine sahiptir. Partikiil biiytikligi ve dagilima,

nanopartikiillerin  kalitesini, giivenligini ve etkinligini degerlendirmek i¢in temel

ozelliklerdendir (Caputo vd., 2019). Nanopartikiillerde ortalama partikiil biyikligi ve
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dagilimi; biyoyararlanim, farmakokinetik 6zellikler, stabilite, toksisite, hiicresel alim, vaskiiler

dagilim, dolasim stiresi ve etken madde salimi iizerinde etkilere sahiptir.

Tez caligsmast kapsaminda hazirlanan protein igermeyen (bos) nanopartikiil
formiilasyon degerleri ve bulgular Cizelge 3.1°de, BSA yiiklii nanopartikiil formiilasyon
degerleri ve bulgular1 Cizelge 3.2’de, lizozim yiiklii nanopartikiillerin formiilasyon degerleri
ve bulgular1 Cizelge 3.4’te, aprotinin yiiklii nanopartikiil formiilasyon degerleri ve bulgulari

Cizelge 3.8’de paylasilmistir.

Boliim 2.2.2°de agiklandigr iizere, iretimde iki farkl yiizey aktif madde (Pluronic®
F-68 ve Pluronic® F-127), 4 farkli siirfaktan konsantrasyonu (%2, %1, %0,5 ve %0,1), iki
farkli PLGA konsantrasyonu (Img/mL ve 5mg/mL), 6 farkli “Akis Hiz1 Oran1” (Flow Rate
Ratio, FRR), 8 farkli “Toplam Akis Hiz1 (Total Flow Rate, TFR), 3 farkli protein (BSA,
lizozim ve aprotinin) yiiklenmesi ve farkli protein konsantrasyonlar1 denenerek optimizasyon

calismalar yapilmistir.

Yapilan tiim formiilasyon ¢aligmalari akis hizi oranlarn1 (FRR) agisindan
incelendiginde, polimer iceren dis fazin akis oranin arttirdikga ortalama partikiil boyutunun
arttigi, Stirfaktan iceren i¢ fazin akis oram arttikca ortalama partikiil boyutunun azaldigi
bulunmustur. Bu nedenle optimum FRR orami (i¢:dis) 3:1 olarak belirlenmistir. Siirfaktan
igeren i¢ fazin akis oraninin daha fazla arttirnlmasi denenmistir ancak, bdliim 3.4°te
aciklanildigi tizere LZNP-1 formiilasyonundaki tiim parametreler sabit tutulup, 3:1 olan akis
hizi oranlar1 5:1 olarak ayarlanmasi formiilasyonda mikro partikiillerin olusmasi ile

sonuglanmustir.

Toplam akis hizi miktarinin (TFR) formiilasyon ¢iktilar1 tizerindeki etkilerinin
anlasilmasi i¢in LZNP-7 formiilasyonunda akis hizi orani (3:1) degistirilmeden, toplam akis
hiz1 miktarin1 azaltmak amaciyla i¢ ve dis fazin akis hizlarinin sirastyla 300 plL/dk ve 100
pL/dk olarak ayarlanmasi ile LZNP-8 formiilasyonu olusturulmustur. LZNP-7 ve LZNP-8
formiilasyonu karsilastirildiginda toplam akis hizi1 azaltilmig olan LZNP-8 formiilasyonunun
ortalama partikiil biiylikliigi ~106 nm arttigi gorilmiistir. Benzer sekilde, LZNP-11
formiilasyonunda akis hiz1 orani (3:1) degistirilmeden, i¢ ve dis fazin akis hizlarinin sirasiyla
300 puL/dk ve 100 uL/dk olarak ayarlanmasi ile LZNP-12 formiilasyonu olusturulmustur.

LZNP-12 formiilasyonunun ortalama partikiil biiytikligii ~109 nm arttig1 goriilmiistiir.
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Yapilan literatiir ¢alismalarinda da akis hizi oran1 (FRR) ve toplam akis hizinin (TFR)
iiretilen partikiillerin fizikokimyasal 6zelliklerini 6nemli Olciide etkiledigi gdsterilmistir.

TFR'nin veya FRR'nin artirilmasi partikiil boyutunu azaltmistir (Roces vd., 2020)

Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2 incelendiginde, yiizey aktif madde olarak Pluronic® 127
kullanilmasi partikiil boyutunda azalmaya neden oldugu goriilmektedir. PLGA ile yapilan
nanopartikiil calismalar1 incelendiginde, elde edilen sonucun literatiir ile benzerlik gosterdigi

goriilmektedir (Shkodra vd., 2019).

Diisiik konsantrasyonda polimer orami ile iiretilen formiilasyonlar (1 mg/mL) ve
yiiksek oranda polimer igeren formiilasyonlar (5 mg/mL) karsilagtirildiginda, diisiik
konsantrasyonda polimer kullanilan formiilasyonlarda daha kiiciik partikiiller elde edildigi
gorlilmustiir. Literatiirde artan polimer konsantrasyonunun tipik olarak artan partikiil boyutuna

neden oldugu bildirilmistir (Dao vd., 2014).
4.4.2. Polidispersite Indeksi

Polidispersite terimi partikiillerin boyut dagilimimin tekdiize olmama derecesini
tanimlamak i¢in kullanilir. Heterojenlik indeksi olarak da bilinen PDI, nanopartikiillerde,
degerleri dinamik 151k sagilim1 (DLS) gibi tekniklerle belirlenir. PDI'nin sayisal degeri 0,0
(partikiil boyutuna gbére tamamen homojen bir numune i¢in) ile 1,0 (birden fazla partikiil
boyutu popiilasyonuna sahip olduke¢a polidispers bir numune i¢in) arasinda degisir. 0,05'ten
kiigiik degerler cogunlukla yiiksek oranda tek dagilimli standartlarda goriilecek sekilde
olgeklendirilken, PDI'nin 0,7'den biiyiik degerleri numunenin ¢ok genis bir partikiil boyutu
dagilimma sahip oldugunu ve muhtemelen dinamik 151k sacilimi (DLS) teknigiyle analiz
edilmeye uygun olmadigimi gosterir. Polimer bazli nanopartikiil malzemeler i¢cin 0,2 ve

altindaki degerler pratikte en yaygin kabul géren degerlerdir (Danaei vd., 2018).

BSA yiiklii nanopartikiil formiilasyonlari arasindan in vitro salim i¢in segilen BSANP-
1, BSANP-9 ve BSANP-13 formiilasyonlarinin PDI degerleri sirasiyla 0,103 + 0,022, 0,182 +
0,006 ve 0,161 + 0,009 olarak OSl¢iilmiistiir. Lizozim yiiklii nanopartikiil formiilasyonlar
arasindan in vitro salim i¢in segilen LZNP-13 formiilasyonunun PDI degeri 0,176+0,009
olarak Ol¢iilmistiir. Aprotinin yiiklii nanopartikiil formiilasyonu olan APRONP-4’{in PDI
degeri 0,15 + 0,007 olarak olglilmiistiir. Degerlerin tamaminin literatiirde bildirilen kabul

edilebilir aralikta oldugu goriilmektedir.
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4.4.3. Zeta Potansiyeli

Zeta potansiyeli (€), bir kolloid veya siispansiyon igindeki partikiillerin ylizey yiikiini
Olcen bir parametredir. Elektrokimyasal bir potansiyel olup, partikiillerin yiizeyindeki yiiklerin
stvidaki karsit iyonlarla etkilesimi sonucunda olusan elektriksel ¢ift tabaka potansiyelini ifade
eder. Nanopartikiillerin stabilitesi, dolasim siiresi, protein etkilesimleri, gegirgenligi ve
biyouyumlulugu hakkinda bilgi verir. Genel bir kural olarak, mutlak deger olarak { > 30 mV
ve <60 mV sirasiyla iyi ve milkkemmel stabilite olarak kabul edilir. Bununla birlikte, zeta

potansiyel degeri nanopartikiil stabilitesinin mutlak isareti degildir (Németh vd., 2022).

Protein  icermeyen = PLGA  nanopartikiilleri  incelendiginde,  gelistirilen
formiilasyonlarin tamaminda zeta potansiyelinin>|-20| mV oldugu goriilmektedir. BSA yiikli
nanopartikiil formiilasyonlar1 arasindan in vitro salim igin segilen BSANP-1, BSANP-9 ve
BSANP-13 formiilasyonlarinin zeta potansiyeli degerleri sirasiyla -34,3 + 0,65, -20,6 + 0,709
ve -33,6 + 1,48 olarak olglilmistiir. Lizozim yiiklii nanopartikiil formiilasyonlar1 arasindan in
vitro salim i¢in segilen LZNP-13 formiilasyonunun zeta potansiyeli +4,022+0,8879 olarak,
Aprotinin yiiklii nanopartikiil formiilasyonu olan APRONP-4’tin zeta potansiyeli ise
-5,432+0,3637 olarak Olgiilmistiir.  Literatir c¢alismalarinda  katyonik  lizozimin
nanopartikiillere ~kapsiillenmesinin, PLGA nanopartikiillerinin yiiksek negatif zeta
potansiyelini notralize ettigi gosterilmistir (Khan vd., 2024; Xie vd., 2008). Yapilan literatiir
aragtirmasinda, aprotinin yiiklenen bir PLGA NP ya da polimerik NP Ornegine
rastlanmamistir. Aprotinin +6 yiike sahip oldugundan, lizozim Orneginde oldugu gibi

partikiillerin negatif zeta potansiyellerinin diismesine yol actig1 gdzlemlenmistir.

4.5. Hazirlanan Nanopartikiil Formiilasyonlarinda Enkapsiilasyon Etkinliginin

Degerlendirilmesi

Ilag tastyic1 sistemlerde nanopartikiillerin en kritik dzelliklerinden biri, etken madde
yiikleme kapasitesidir. Nanopartikiillerin etken madde yiikleme miktari, polimerin molekiiler
agirhigl, tasinan madde ile olan etkilesimi, u¢ gruplarinin tiirii gibi faktorlere ve etken
maddenin ¢oziiniirliigline bagl olarak degisir. Ayrica, nanopartikiillerin yiizey 6zellikleri ve
hazirlama yontemleri de yiikleme kapasitesini etkileyebilir. Bu parametreler, ilacin etkinligini

ve salim profilini optimize etmek i¢in dikkatlice kontrol edilmelidir (Klojdova vd., 2023).
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Hazirlanan BSA yiiklii nanopartikiil formiilasyonlar1 incelendiginde, polimer ve
protein konsantrasyonunun en yiiksek oldugu BSANP-1 ve BSANP-2 formiilasyonlarinda
enkapsiilasyon etkinliginin en yiiksek oldugu (>%90) bulunmustur. Mikroakigkan bir sistem
kullanarak BSA yiiklii PLGA nanopartikiilleri iireten Roces ve arkadaslari, enkapsiilasyon

etkinligini %56 olarak bulmuslardir (Roces, Christensen, ve Perrie, 2020).

Hazirlanan lizozim yiikli nanopartikiil formiilasyonlar1 arasinda en yiiksek
enkapsiilasyon etkinligini %36 ile LZNP-13 formiilasyonu gostermistir. APRONP-4 kodlu
aprotinin yiiklii nanopartikiil ise %19 enkapsiilasyon etkinligi gdstermistir. Yapilan ¢aligmalar
kapsaminda lizozim ve aprotinin yiikli PLGA nanopartikiiller mikroakigkan sistem
kullanilarak hazirlanmigtir. Literatiir arastirmalari, bu ¢aligsma ile lizozim ve aprotinin yiiklii
PLGA nanopartikiillerin ilk defa mikroakigkan sistem kullanilarak hazirlandigin

gostermektedir.
4.6. In vitro Sahm Profillerinin ve Salim Kinetiklerinin Degerlendirilmesi

Hazirlanan formiilasyonlarda ortalama partikiil biiyiikligi, zeta degerleri ve
enkapsiilasyon etkinligi verileri degerlendirilmis, bu verilerden yola ¢ikarak secilen
formiilasyonlarda in vitro salim calismalar1 gerceklestirilmistir. ilgili ¢alismalarin sonuglar

Sekil 3.15, Sekil 3.18 ve Sekil 3.23’te paylasiimustir.

BSA yiiklii nanopartikiil formiilasyonlarinin in vitro salim grafikleri incelendiginde,
elde edilen veriler, her {i¢ formiilasyonda da salimin ilk 8 saat boyunca hizli bir sekilde
gerceklestigini ve 24., 48. ve 72. saatler arasinda bu hizli salimin yavasladigini1 gostermistir.
Takip eden giinlerde ise salimin 96 saate kadar devam ettigi ve sonunda bir platoya ulagtigi

gbzlemlenmistir.

Lizozim ve aprotinin yiiklii PLGA nanopartikiillerindeki in vitro salim ¢aligmalarinda
gbzlemlediginiz yavas ve tamamlanmamis salim, literatiirde de bildirildigi gibi, polimer ve
protein arasindaki etkilesimlerden kaynaklanmaktadir. (Paillard-Giteau vd., 2010). PLGA
polimeri negatif yiiklii, lizozim proteini ise pozitif yiikliidiir. Bu zit yiikler arasinda olusan
elektrostatik ¢ekim kuvvetleri, lizozimin PLGA matrisine sikica baglanmasina neden
olmaktadir. Bu elektrostatik etkilesimler, lizozimin salim hizin1 azaltmakta ve salimin

tamamlanmasini engellemektedir.
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Literatiir ¢aligmalarindan yola ¢ikarak, in vitro salim ¢alismalar1 pH 7,4 PBS ve pH
4,5 asetat tamponu olmak tizere 2 farkli ¢6ziinme ortaminda gergeklestirilmistir (Khan vd.,
2024). Sekil 3.18de goriildiigi tizere, lizozimin pH 4,5 ortamindaki salimi ilk giinden itibaren
daha ytiksektir. Lizozim yliklii PLGA nanopartikiillerinin diisiik pH ortamlarinda daha yiiksek
salim gosterdigi gozlemlenmistir. Benzer sekilde, Sekil 3.23’te goriildiigii tizere, aprotininin
pH 4,5 ortamindaki salimi ilk giinden itibaren daha yiiksektir. Bu durum, PLGA'nin diisiik pH
ortaminda protonlanmasi ve pozitif yikke kaymasi ile agiklanmaktadir. PLGA, asidik
ortamlarda protonlanarak negatif yiikiinii kaybeder ve nétr ya da pozitif yiiklii hale gelir. Bu
degisim, PLGA ve lizozim arasindaki iyonik etkilesimlerin azalmasina neden olur. Notr veya
pozitif yliklii PLGA, lizozimin pozitif yiikiiyle daha az elektrostatik ¢ekim kuvveti olusturur.

Bu azalan ¢ekim kuvveti, lizozimin PLGA matrisinden daha kolay salimisina olanak tanir.

Belirli hastaliklarin veya enfeksiyonlarin tedavisinde, hedef doku veya organlarin
genellikle farkli pH seviyelerine sahip oldugu bilinmektedir. Ornegin, tiimér mikrogevresi
genellikle normal dokulardan daha asidik bir pH'a sahiptir. Bu nedenle, daha diisiik pH'ta daha
yiiksek salim, ilacin dogrudan hedef bdlgeye daha etkili bir sekilde ulagmasini saglayarak

tedavi etkinligini artirabilir.

Ilaglarin formiilasyonlardan salim kinetigini tanimlamak i¢in matematiksel modeller
sikca kullanilmaktadir. Bu modeller, salim mekanizmas1 hakkinda 6nemli bilgiler sunabilir ve
ilacin zaman igindeki salim profilini 6ngérmeye yardimci olabilir (Zhang vd., 2010).
Caligmalarda Sifirinci Derece, Birinci Derece, Higuchi, Korsmeyer-Peppas ve Weibull
matematiksel modelleri ile uyum incelenmistir. Hangi modelin deneysel verilere en iyi uyumu

sagladigim belirlemek igin diizeltilmis korelasyon katsayisi (R?) kullanilmustir.

BSANP-1, BSANP-9 ve BSANP-13 formiilasyonlarinin salim kinetikleri
incelendiginde, elde edilen veriler her 3 formiilasyonun da Higuchi, Korsmeyer-Peppas ve
Weibull kinetiklerine uyum sagladigini gostermistir. LZNP-13 formiilasyonunun pH 7,4 PBS
tamponunda ve pH 4,5 asetat tamponundaki salim kinetikleri incelendiginde elde edilen veriler
her 2 salim ortami i¢in de Higuchi, Korsmeyer-Peppas ve Weibull kinetiklerine uyum
saglandigini gostermistir. APRONP-4 formiilasyonunun pH 7,4 PBS tamponunda ve pH 4,5
asetat tamponundaki salim kinetikleri incelendiginde elde edilen veriler her 2 salim ortami i¢in
de Higuchi kinetigine uyum saglandigim gostermistir. Weibull kinetiginde yer alan sekil
faktorii B degerinin 1’den kiigiik olmasi baslangigta hizli etkin madde salimi ve sonrasinda

hizla platoya ulasildigini gostermistir. Higuchi kinetigine uyum goriilmesi matris tipi yapidan
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baslica diflizyonla salimin gerceklestigini, Korsmeyer-Peppas kinetiginde yer alan n
degerlerinin 0,45’ten kiigiik olmasi salimin difiizyon ile gergeklestigini gostermektedir (Costa
ve Lobo, 2001).

4.7. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizlerinin Degerlendirilmesi

LZNP-13 nanopartikiil formiilasyonun DSC termogrami Sekil 3.20°de, APRONP-4
kodlu nanopartikiil formiilasyonunun DSC termogrami Sekil 3.25’te paylagilmustir.

Saf lizozim ~200 derecede ve PLGA ~50 derecede pik vermistir. Bolim 3.4.3’te
belirtildigi iizere, elde edilen termogramlar literatiir ile uyumludur. Lizozim nanopartikiil
formiilasyonunda lizozime ait pikin olusmadigi gézlemlenmistir. Benzer sekilde, aprotinin
nanopartikiil formiilasyonunda aprotinine ait pikin olugsmadig1 gozlemlenmistir. Elde edilen
bu sonuglar formiilasyondaki maddelerin bir araya gelerek nanopartikiil yapisini olusturdugu

ve yapiya enkapsiile olduklarini gostermektedir.

4.8. SDS-PAGE Analizlerinin Degerlendirilmesi

Yapisal biitlinliik tespiti i¢in SDS-PAGE analizi yiirtitiilmiisgtiir. Formiilasyonlardan
elde edilen salim numunelerine ait bantlarin ilgili poteinlerin molekiil agirligina ait seviyelerde
olmasi, proteinlerin yapisal biitiinligini korudugunu ve {iretim basamaklarindan

etkilenmedigini gostermektedir.

4.9. Stabilite Calismalarinin Degerlendirilmesi

Stabilite ¢alismalari LZNP-13 kodlu nanopartikiil formiilasyonunda boliim 2.3.9’da
anlatildigi sekilde gerceklestirilmistir. Yapilan caligmalarin sonuglari Cizelge 3.6°da
paylasilmigtir. Partikiil boyutu, PDI, Zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi
incelendiginde oda kosullarinda (25 °C + 2 °C) zeta potansiyeli mutlak degeri artmis ve
ortalama partikiil boyutu azalmistir ancak PDI degeri artmis ve enkapsiilasyon etkinligi ~%
12 azalmistir. Buzdolab1 kosullarinda (4 °C £ 2 °C) ise ortalama partikiil boyutu, zeta
potansiyeli mutlak degeri ve PDI degeri artmis, enkapsiilasyon etkinligi ise ~% 4 azalmigstir.
Buzdolabi sartlarinda meydana gelen PDI, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligindeki
degisimin daha az olmasi, buzdolab1 kosullarinin daha iyi saklama ortami sagladigim

gostermektedir.
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4.10. TEM Goriintiilerinin Degerlendirilmesi

Nanopartikiillerin morfolojik 6zelliklerini incelemek amaciyla TEM analizleri
gerceklestirilmistir.  Nanopartikiillerin TEM  goriintiilleri  incelendiginde  kiiresel
nanopartikiiller elde edildigi gozlenmektedir. Flde edilen sonuglar literatiir ile uyum

gostermektedir (Bohrey, Chourasiya, ve Pandey, 2016).

4.11. Hiicre Canlhihg1 Calismalarinin Degerlendirilmesi

Hazirlanan formiilasyonlarin hiicre canliligina etkilerini incelemek icin MTT ydntemi
ile hiicre canlilig1 ¢caligmalart uygulanmistir. Yapilan MTT hiicre canlilig1 testi sonuglarina
gore, uygulanan tiim formiilasyonlarin % hiicre canliliginin %80 veya iizerinde oldugu tespit
edilmistir. Bu sonuglar, formiilasyonlarin hiicreler iizerinde toksik bir etki gostermedigini ve
hiicre canliligini 6nemli 6lgiide etkilemedigini gostermektedir (Bohrey, Chourasiya, ve
Pandey, 2016).
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5. SONUC ve ONERILER

Mikroakigkan sistem ile protein yiiklii polimerik nanopartikiillerin iretimi ve

karakterizasyonu amaciyla gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda su sonuglar elde edilmistir:

v

Calismalarda kullanilan BSA, lizozim ve aprotinin protein/peptit yapilarinin miktar
tayin ¢aligmalar gesitli yiizdelerdeki Pluronic® 68 ve Pluronic® 127 ¢ozeltilerinde
ayrica pH 7,4 PBS ve pH 4,5 asetat tampon ortamlarinda Bikinkoninik Asit Y&ntemi
(BCA) ile gergeklestirilmistir.

Mikroakigskan platform kullanilarak uygun partikiil biiyiikligi ve dagilimina sahip
protein icermeyen (bos) PLGA formiilasyonlart olusturulmustur. Hazirlanan

nanopartikiillerin karakterizasyon islemleri gerceklestirilmistir.

Bos formiilasyonlar iizerinde yapilan degerlendirmeler sonucunda mikroakigskan

sistemin formiilasyon parametreleri tizerinde olusturdugu cesitli etkiler incelenmistir.

BSA yiklii nanopartikiil formiilasyonlar1 mikroakiskan platform kullanilarak
iretilmis  ve  hazirlanan  formiilasyonlarin ~ karakterizasyon  islemleri

gergeklestirilmistir.

Hazirlanan BSA yiiklii nanopartikiil formiilasyonlar1 partikiil biiyiikliigli ve dagilimi,
zeta potansiyeli, PDI degerleri ve enkapsiilasyon etkinligi agilarindan
degerlendirilerek, PDI degerleri <0,2 ve enkapsiilasyon etkinligi > %70 olan BSANP-
1, BSANP-9 ve BSANP-13 formiilasyonlari in vitro salim ¢alismalari igin se¢ilmistir.

Lizozim yiiklii nanopartikiil formiilasyonlar1 mikroakiskan platform kullanilarak

iretilmis  ve  hazirlanan  formiilasyonlarmm  karakterizasyon  islemleri

gergeklestirilmistir.

Hazirlanan lizozim yiikli nanopartikiil formiilasyonlar1 partikiil biyiikligi ve

dagilimi, zeta potansiyeli, PDI degerleri ve enkapsiilasyon etkinligi agilarindan
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degerlendirilmis, enkapsiilasyon etkinligi > %30 olan LZNP-13 formiilasyonu in vitro

salim caligsmalari i¢in se¢ilmistir.

Aprotinin yiiklii nanopartikiil formiilasyonu mikroakiskan platform kullanilarak
tiretilmis ve hazirlanan formiilasyonun karakterizasyon islemleri gergeklestirilmis, in

vitro salim ¢alismalar1 yapilmistir.
Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarina SDS-PAGE analizi yapilarak proteinlerin
yapisal Dbiitlinliiglini  korudugunu ve iiretim basamaklarindan etkilenmedigi

gosterilmistir.

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda DSC analizi ve TEM goriintiileme

gergeklestirilerek yapisal degerlendirmeleri yapilmigtir.

Buzdolab1 ve oda kosullar1 stabiliteleri ¢alismalar1 1 ay boyunca gerceklestirilmis,

buzdolab1 kosullarindaki stabilitenin daha uygun oldugunu goriilmiistiir.

Yapilan literatiir arastirmalarina gore bu calisma ile ilk defa bir mikroakiskan platform

kullanilarak lizozim PLGA nanopartikiillerine yiiklenmistir.

Yapilan literatiir arastirmalarina gore bu ¢aligsma ile ilk defa bir mikroakigkan platform

kullanilarak aprotinin yiikli nanopartikiiller {iretilmistir.

Sonuglar protein peptit yapilarinin nanopartikiil formiilasyonlarina mikroakiskan

platform kullanilarak yiiklenebildigini gostermistir. Mikroakiskanlar geleneksel nanopartikiil

iiretim yontemleri ile karsilastirildiklarinda, kiigiik boyut ve daha biiyiik ylizey-hacim oran,

daha yiiksek hassasiyet gostermeleri, diisitk maliyetleri, kii¢iiltiilmiis boyutlari, tekrarlanabilir

sonuglar vermeleri, kontrollii mikrogevre kosullar1 saglayarak, protein ve peptitlerin biyolojik

aktivitesini ve yapisal biitiinliigiinii korumalari, numuneleri daha hizli islemeleri ve otomatik

ve yuksek diizeyde entegre olma potansiyelleri gibi birgok avantaj géstermektedir.

Ancak mikroakiskan sistemlerde iiriinler sistemi tikamadan nanopartikiilleri istenen

kosullarda iiretebilmek hala bu sistemlerin en temel sorunlarindan birini olusturmaktadir.
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Yiiksek karistirma hizlar1 hazirlanan nanopartikiillerin boyutunu ve dagilimini kiiciiktebilse

de azalan temas siireleri enkapsiilasyon verimliligini diistirebilmektedir.

Calismanin bulgularina ve analizlere dayanarak, asagida gelecekteki arastirmalar ve

uygulamalar i¢in Oneriler listelenmistir:

v

Benzer boyutta ancak farkli yiike sahip protein ve peptitler ile farkli boyutta ancak
benzer yiike sahip protein ve peptitler kullanilarak karsilastirmali ¢aligmalar yapilmali

ve protein yapisinin hazirlanan nanopartikiiller {izerindeki etkileri anlagilmalidir.

Farkli polimer tiirleri ile calismalar yapilarak polimer-protein etkilesimlerinin

hazirlanan nanopartikiiller tizerindeki etkileri anlagilmalidir.

Farkli siirfaktan tiirleri ile denemeler gergeklestirilmelidir.

Mikroakiskan c¢ip kanallarinda yasanan tikanma problemi ile ilgili ileri ¢aligmalar

yapilmali ve problemin nedenleri daha ayrintili sekilde aydinlatilmalidir.

Farkli ¢ip malzeme ve tasarimlarinin hazirlanan formiilasyonlar iizerindeki etkileri

tizerine ileri caligmalar yapilmalidir.
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