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On yili agkin siiredir, mikroakiskan teknolojisi nanopartikiil (NP) tiretimi i¢in yeni
firsatlar sunmustur. Bununla birlikte, laboratuvar olgeginde NP iireten mikroakiskan
sistemlerin, farmasotik endiistri igin daha biiylik hacimlerde {iretim yapabilmesi amaciyla
daha gelismis teknolojilere ihtiyag vardir. Coziim yollarindan biri mikroakiskan
cihazlarin paralellestirilmesidir. Ancak bu yontem karmasik sivi akis dagilimini ve her
s1v1 girigi i¢in ayri pompa veya basing kontrol sistemini gerektirir. Bu yaklasim hem
karmasik ve pahali, hem de giivenilirligi disiiktiir. Diger taraftan daha ylksek hacimde
orta/blylk Olgekte ¢alisabilen mikromikserlerin, kiigik 6lgekli laboratuvar arastirmalari
icin minyaturizasyonu, mikroakiskanlarin seri iretimde kullanilan geleneksel enjeksiyon
kaliplama yontemiyle fabrikasyonu miimkiin degildir. Yeni toroidal mikromikserler, hem
arastirma hem de ilag endiistrisinin gereksinimlerini karsilayan akis hizlarinda (2-10
mL/dk) ¢alisabilmektedir. Ayrica, bu yeni mikromikserlerin tretimleri ekonomiktir. Tim
bu avantajlara ragmen, toroidal mikromikser kullanilarak 5-Fluorourasil (5FU) yikli
poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) NP'lerin tretimi ve kritik proses parametrelerinin NP

ozellikleri tizerindeki etkisi heniiz arastirilmamastir.

Bu tez kapsaminda, kanser tedavisi i¢in yenilik¢i bir toroidal mikroakigkan sistem

kullanilarak, tekrarlanabilir ve stabil 5FU yukli PLGA (5FU-PLGA) NP'lerin Uretilmesi



ve sistem parametrelerinin optimizasyonu hedeflenmistir. Bu amagla yeni toroidal
mikroakigkan cihazin kritik proses parametreleri olan akis hizi oranlart (FRR), yani
organik:sulu (O:S) faz oranlar1 ve toplam akis hizi (TFR) degistirilerek; proses
parametrelerinin hem PLGA NP’lerin hem de S5FU-PLGA NP'lerin fizikokimyasal
Ozellikleri {iizerindeki etkisi incelenmistir. Ayrica, kritik proses parametrelerini
belirlemek ve optimum proses parametrelerini tahmin etmek i¢in Deney Tasarimi (DoE)

yaklasimi1 kullanilmustir.

Formiilasyon 6n denemelerinde sabit proses parametreleri kullanilarak farkli ¢oziiciiler
(aseton ve asetonitril), stabilizatorler (Tris tamponu ve %1 PVA), PLGA
konsantrasyonlari (%0.5, %1 ve %2) test edilmistir. Organik faz olarak %1 PLGA/aseton
ve sulu faz olarak Tris tamponun kullanildigi formilasyon en diisiik boyut ve PDI
degerine sahip olmasi nedeniyle ¢aligmalarda bu formiilasyon se¢ilmis ve PLGA NP’lere
%1(w/w) oraninda 5FU yiiklenmistir. Bu formilasyon Uzerinde TFR 5-15 mL/dk ve FRR
ise 1:3-1:7 araliginda proses parametrelerinin PLGA NP’ler ve SFU-PLGA NP’ler
uzerindeki etkisi incelenmistir. Elde edilen PLGA ve 5FU-PLGA NP’lerin 100-150 nm
arasinda monodispers ve kiiresel yapida oldugu belirlenmistir. Hem ilag yikli hem de
ilac ylkli olmayan NP’lerin PDI degerleri ise 0.2’den kiigiik bulunmus ve zeta
potansiyeli ise yaklasik -65 ila -45 mV arasinda degistigi izlenmistir. NP'lerin ilag
enkapsiilasyon etkinligi (~%52) ve konsantrasyonunun (~9.50x10* NP/mL) bu proses

parametrelerinden etkilenmedigi gorilmiistiir.

PLGA ve 5FU-PLGA NP’lerin Uretiminde kritik proses degiskenlerinin sistematik bir
degerlendirmesi Deney Tasarimi (DoE) kullanilarak gergeklestirilmistir. Tam faktoriyel
tasarima gore TFR, FRR ve TFRxFRR ile enkapsiilasyon verimliligi ve PDI arasinda
belirgin bir korelasyon olmadig: goriilmiistiir. Yanit yiizey tasarimina gore, hem PLGA
NP'lerin hem de 5FU-PLGA NP'lerin boyut ve zeta potansiyel degerleri, TFR’den
dogrudan etkilenirken, FRR’den etkilenmemistir. Ayrica, PLGA ve SFU-PLGA NP'lerin
boyut ve zeta potansiyel degerleri, birbirinden farkli olarak, bagimsiz degiskenlerin farkl
etkilesimlerinden (TFRXTFR, FRRXFRR,TFRXFRR) etkilenmistir. Sonu¢ olarak
TFR’nin, NP ozelliklerine etki eden en 6nemli parametre oldugu tespit edilmis olup,

bunun da toroidal mikromikser tasarimina bagli oldugu bilinmektedir.

PLGA NP’ler ve SFU-PLGA NP’leri saflagtirmak amaciyla yapilan santrifiij islemi
sonucuna gore; genel olarak boyut, PDI ve zeta potansiyeli degerlerini koruduklar



goriilmiistiir. Elde edilen ila¢g yuklu formiilasyonlarin raf émdrlerini belirlemek igin
NP’ler 3 ay boyunca +4°C'de tutulmus ve stabil olduklari tespit edilmistir. Sicakligin NP
uzerindeki etkisini degerlendirmek i¢in NP’ler 21 giin 25°C ve 37°C'de bekletildiginde

ise sicaklik artigiyla NP'lerin stabilitelerinin olumsuz etkilendigi izlenmistir.

PLGA NP’lere farkli oranlarda 5FU yiiklendiginde (%1, %5, %10, %15, %20 (w/w)) NP
boyutunun ve enkapsiilasyon etkinliginin (~%50) degismedigi goriilmiistir. Tim
formiilasyonlarin saflastirma isleminden sonra monodispers ve olduke¢a kararli olduklar1
tespit edilmistir.

5FU yukli (%1 ve %20 (w/w)) PLGA NP’lerin salim profili incelendiginde ise ilk 8 saatte
ani bir salimin arkasindan 5FU, 5 giin boyunca kontrollii bir salim sergilemis ve bu salim
modelinin Higuchi kinetik modeline uydugu gorilmiistiir. S5FU-PLGA NP’lerin
sitotoksisite sonuglar1 degerlendirildiginde ise % 20 ilag ylikleme kapasitesine sahip 5FU-
PLGA NP’lerin IC50 degerine ulasarak insan skuaméz karsinom hicreleri (A-431)

tizerinde toksik etki gosterdigi belirlenmistir.

Sonug olarak toroidal mikroakiskan sistemle, hem laboratuvar hem de ila¢ endistrisi icin
tek bir kanalda dlgek biiylitmeye gerek kalmaksizin, 5-FU yUklu stabil PLGA NP'lerin

uretimi basariyla saglanmustir.

Anahtar Kelimeler: Toroidal (Bifurcating) mikroakigkan sistem, PLGA NP, 5-

florourasil (5-FU), proses optimizasyonu, deney tasarimi (DoE).
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In recent decades, microfluidics has presented new opportunities for the production of
nanoparticles (NPs). However, microfluidic devices that produce NPs at laboratory scale
require more advanced technologies to enable larger scale production for the
pharmaceutical industry. One solution is the parallelization of microfluidic devices.
However, scale-up of microfluidic devices through parallelization requires complex fluid
flow distribution and the use of a separate set of pumps or pressure controllers for each
fluid inlet. This approach is more complex, expensive, and less reliable. On the other
hand, high-flow micromixers, such as staggered herringbone mixers, are difficult to
manufacture using traditional methods when miniaturisation is required for lab-scale
research. The new toroidal (bifurcating) micromixer, which operates at high flow rates of
2-10 mL/min, is well suited for production of NPs for both research and the
pharmaceutical industry. Additionally, it can be fabricated more cost-effectively
compared to other micromixers. Despite all these advantages, the production of 5
Fluorouracil (5FU) loaded poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) NPs using a toroidal
micromixer and the effect of critical process parameters on NP properties have not yet

been investigated.



The aim of this study was to produce of reproducible and stable 5FU loaded PLGA (5FU-
PLGA) NPs using an innovative toroidal microfluidic system for cancer therapy. To
achieve this, the critical process parameters of the new toroidal microfluidic device, the
flow rate ratios (FRR, the organic to aqueous phases) and the total flow rate (TFR) were
evaluated. The effects of these process parameters on the physicochemical properties of
both PLGA nanoparticles (NPs) and 5FU-PLGA NPs were analyzed. Furthermore, a
Design of Experiments (DoE) approach was used to identify critical process parameters

and predict optimal process conditions.

For the preliminary formulation trials, different solvents (acetone and acetonitrile),
stabilizers (Tris buffer and 1% PVA), and PLGA concentrations (0.5%, 1%, and 2%)
were tested at constant process parameters. The formulation using 1% PLGA/acetone as
the organic phase and Tris buffer as the aqueous phase was selected from the preliminary
studies due to its smallest size and lowest PDI values. Subsequently, 1% 5FU (w/w) was
loaded onto the PLGA NPs.In this formulation, the effects of process parameters with
TFR between 5 and 15 mL/min and FRR between 1:3 and 1:7 on PLGA NPs and 5FU-
PLGA NPs were investigated. The resulting PLGA and 5FU-PLGA NPs were found to
be monodisperse and spherical with sizes between 100-150 nm. The PDI values of both
drug-loaded and drug-free NPs were less than 0.2, and the zeta potential ranged from
approximately -65 to -45 mV. The drug encapsulation efficiency (~52%) and
concentration (~9.50x101* NPs/ml) of the NPs were not affected by variations in these

process parameters.

A systematic assessment of critical process variables for the production of PLGA and
5FU-PLGA NPs was conducted using Design of Experiment (DoE). According to the
response surface design, the size and zeta potential values of both PLGA and 5FU-PLGA
NP were directly influenced by TFR but not by FRR. In addition, the size and zeta
potential values of PLGA and 5FU-PLGA NPs were affected differently by different
interactions of the independent variables (TFRXTFR, FRRXFRR, TFRxFRR).
Furthermore, based on the full factorial design, there was no significant correlation
between encapsulation efficiency or PDI and the three parameters (TFR, FRR, and
TFRXFRR). As a result, TFR had been identified as the most significant parameter
influencing NP properties, and this finding is known to be closely related to the design of

the micromixer.



After PLGA NPs and 5SFU-PLGA NPs were purified by centrifugation, they retained their
overall size, PDI and zeta potential values. In order to determine the shelf life of the drug
loaded formulations, the NPs were stored at +4°C for 3 months and remained stable. To
assess the effect of temperature on the NPs, they were stored at 25°C and 37°C for 21
days. It was found that the stability of the NPs was negatively affected by the increase in

temperature.

It was observed that NP size and encapsulation efficiency (~50%) did not change when
different ratios of 5FU (1%, 5%, 10%, 15%, 20% (w/w)) were loaded onto PLGA NPs.
All formulations were found to be monodisperse and highly stable even after the

purification process.

When the release profile of 5FU-loaded (%1 and %20 (w/w)) PLGA NPs was examined,
after an initial burst release within the first 8 hours, S5FU exhibited a controlled release
over 5 days. This release pattern was found to be consistent with the Higuchi kinetic
model. When evaluating the cytotoxicity results of 5SFU-PLGA NPs, it was determined
that the 5SFU-PLGA NPs with a drug loading capacity of 20% achieved an IC50 value,

indicating a toxic effect on human squamous carcinoma cells (A-431).

In conclusion, the toroidal microfluidic system with single microchannel successfully
enabled the production of stable 5FU-loaded PLGA NPs for laboratory and

pharmaceutical industry applications without the need for scale-up.

Keywords: Toroidal (bifurcating) microfluidic system, PLGA NPs, 5-fluorouracil (5-

FU), process optimization, design of experiment (DoE).
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1. GIRIS

GLOBOCAN verilerine gore 2020 yilinda diinya ¢apinda 19 milyon yeni kanser teshisi
konulmustur ve yaklasik olarak 10.0 milyon kisi kanserden hayatini kaybetmistir [1].
Giliniimiizde 6nemli bir saglik sorunu olan kanser, cerrahi mudahale, radyoterapi ve
kemoterapi gibi geleneksel tedavi yontemleriyle iyilestirilmektedir. Ancak bu tedavi
yontemleri, pek ¢ok kanser tlrtinun iyilestirilmesinde daima etkili olamamaktadir [2].
Ayrica, bahsi gecen geleneksel tedaviler ciddi akut ve kronik yan etkilere neden olabilir
ve hastalarin yasam Kkalitelerini azaltabilir [3]. Kanseri daha iyi tedavi etmek ve

lyilestirmek i¢in yeni yontemler gelistirilmistir.

Son 10 yilda, nanopartikiil (NP) ila¢ tasiyici sistemlerin kanser tan1 ve tedavisindeki
gelisimi hiz kazanmustir [4, 5]. Siirekli/kontrollii ilag salimi, kanda uzamis dolagim siiresi,
yuksek hiicresel alim ve disiik toksisite gibi avantajlar1 nedeniyle NP ilag tasiyici
sistemlerin klinik uygulamalar1 6nemli bir potansiyel tagimaktadir [6]. Terapotik amaglar
icin gesitli liposomlar, polimerik ve inorganik bazli NP’ler ilag tastyict sistemler olarak
kullanilmaktadir. Hem Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) hem de Avrupa lag Ajansi
(EMA) tarafindan onaylanan poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), biyouyumlulugu,
diisiik sitotoksisitesi ve biyobozunabilirligi nedeniyle ilag tasiyicis1 olarak yaygimn bir
sekilde kullanilmaktadir. Ayrica PLGA NP’ler ilacin hedeflenen bolgede daha uzun siire
kalabilmesini saglarken; ilacin bozulmaya karsi stabilitesini de artirir. Dahasi, hem
hidrofobik hem de hidrofilik ilaglar i¢in siirekli/kontrollii salimi kolaylastirir [7]. Bu
nedenle tim NP’lerde oldugu gibi, kararli PLGA NP’lerin tekrarlanabilir ve kontrol

edilebilir tiretimini saglamak; ilag arastirmalari ve endustrisi igin kritik bir 6neme sahiptir.

PLGA NP'lerin geleneksel yigm (bulk) iiretimi ¢oziicii bazli yontemlere (6rnegin
presipitasyon, tek/¢ift emiilsiyon vb.) dayanir. Bu {iretim teknikleri verimsiz karisma ve
yavas kiitle transferi ile karakterizedir. Bu nedenle her parti (batch) iiretimi sirasinda
NP’lerin fizikokimyasal 6zelliklerinde onemli degiskenlikler goriiliir [6, 8]. Ayrica sert
¢oziiciilerin kullanildig1 bu yontemler ¢ok adimli ve zaman alic1 siireglerdir. Bahsi gecen
bu kisitlamalar, ilag tasiyict sistemlerin laboratuvar arastirmalarindan klinik
uygulamalara gegisini engeller. Mikroakigkan sistemler, NP'lerin tiretimi igin alternatif
bir yontem sunar. Bu cihazlarin mikron boyutlu kanallarinda, akigkanlarin pikolitreden

nanolitreye kadar degisen hacimleri manipiile edilerek NP’ler elde edilir. Geleneksel



y1gin yontemlerden birka¢ kat daha hizli 1s1 ve Kkiitle transferi gergeklesir. Boylece
reaktiflerin, enerjinin ve zamanin daha az tiiketilmesiyle siire¢ daha ekonomik hale gelir

[9, 10].

Genellikle laboratuvar 6lgeginde NP iiretimine olanak tantyan mikroakiskan cihazlarin,
farmasotik endustrisi igin, tiretim hacimlerinin 6nemli 6l¢iide artirilmasi gerekmektedir.
Bu amagla saatte mililitre seviyesinden litre seviyesine yukseltecek teknolojilere ihtiyac
vardir [11]. Mikroakiskan sistemle daha yiiksek hacimde iiretim gerceklestirebilmek igin
temelde iki yaklagim vardir. Bunlardan ilki cihazin paralellestirilmesidir. Paralellestirme
islemi, tek cipte mikroakiskan cihazin tekrarli olarak paralelde yerlestirilmesiyle elde
edilir [11, 12]. Cesitli mikroakiskan tasarimlar bu isleme uygundur [11, 13]. Ancak,
mikroakiskan cihazlarin bu sekilde 6lgeklendirilmesi, karmasik akis dagitimi ve her sivi
girisi i¢in ayr1 bir pompa veya basing kontrol seti kullanilmasini gerektirir [11, 14]. Ayrica
cihazin paralellestirilmesi hem karmasik ve pahalidir hem de pek glvenilir degildir [11,
15]. Daha biiyiik hacimde {iretim yapmanin bir diger yontemi, milimetre boyutundaki
kanal tasarimina sahip tek bir karisma eleman1 kullanmaktir. Bu yaklasimda, kanal hacmi
artsa bile, mikroakigkan sistemlerle diisiik boyutlu ve dar boyut dagilimina sahip NP’lerin
uretimini engellemez. Bu mikroakigskan cihazlarda akiskanlar laminar akista ancak
nispeten daha yiliksek Reynolds sayilarinda hareket eder. Akigkanlar kanal i¢inde yutma,
deformasyon ve interdiffiizyon ile karigirlar [11]. Farmasotik arastirma ve gelistirme
sektorinde bu yaklagimi kullanan ve 10-12 mL/dk akis hizina ulasabilen mikroakigkan
mikserler 6nemli kabul gérmektedir. Bununla birlikte, bu mikserlerin tretimleri zordur
ve belirli performans sinirlamalarina sahiptir. Ayrica laboratuvar 6lgeginde NP tretmek
istendiginde, mikromikserin yiiksek akis hizilart nedeniyle kayip hacmin fazla olmasi,
kiigiik hacimlerde (yaklasik 100 pL civarinda) ¢alismayi sinirlar. Bu nedenle laboratuvar
Olgeginde caligilan durumlar i¢in halen mikromikser ihtiyaci vardir. SHM gibi
mikromikserlerin daha kiiglik boyutlarda tiretiminin bir ¢6ziim olabilecegi diistiniilmesine
ragmen; bu cihazlarin 50 pum'den kiiciik kanal boyutu gereksinimleri nedeniyle,
geleneksel mikroakigskan cihazlarin seri tliretiminde kullanilan enjeksiyon kaliplama
yontemleriyle iiretimleri olduk¢a zordur. Bu zorluklar dikkate alindiginda hem ytiksek
hem de diisiik hacimde NP iiretimi yapabilecek daha ucuz yeni mikromikser tasarimlarina

ihtiya¢ duyulmustur [16].



Yeni toroidal mikromikser, 2-10 mL/dk akis hizlarinda c¢alisarak hem arastirma hem de
farmasotik endiistri igin NP iiretimine uygundur. Bu tasarimda, merkezkag ve yiiksek hiz
kuvvetleri sivilar1 kanalin merkezinden disar1 dogru iter, bu da Dean vorteksi olusturur
[16]. NP'lerin sentezinde Dean vorteksi ve asimetrik kanal tasarimi karistirmayi artirarak,
yiiksek tekrarlanabilirlik orantyla birlikte fizikokimyasal 6zelliklerin hassas kontroliinii
saglar [14]. Ayrica bu mikser enjeksiyon kaliplama yontemiyle daha ucuz ve verimli

uretilebilir [16].

1.1. Tezin Amaci

Toroidal mikromikser kullanarak kanser tedavisine yonelik PLGA NP'lerin Gretimi ve
sistem parametrelerinin etkisini aragtirmaya yonelik caligmalar oldukga sinirlidir. Bu
calismanin amaci, farmasotik uygulamalar i¢in toroidal bir mikromikser kullanarak, 5-
fluorourasil (5FU, hidrofobik bir kemoterapotik model ilag olarak) yukli, tekrarlanabilir
ve stabil PLGA NP’leri yiiksek verimle tiretmektir. Bu amagla farkli ¢6ziiciiler, PLGA
konsantrasyonlar1 ve stabilizatorler denenmistir. Bu deneyler sonucunda en kiigiik boyut
ve en dar boyut dagilimi gosteren formiilasyon segilerek toroidal mikroakiskan cihazin
kritik proses parametreleri olan toplam akis hizi (TFR) ve akis hizi oranlan (FRR,
organik faz:sulu faz, O:S) degistirilmis ve proses parametrelerinin PLGA NP’leri ve 5FU
yukli PLGA (5FU-PLGA) NP'lerin fizikokimyasal 0Ozellikleri Uzerindeki etkisi
incelenmistir. Ayrica, kritik proses parametrelerini belirlemek ve optimum proses
parametrelerini tahmin etmek i¢in Deney Tasarimi (DoE) yaklagimi kullanilmistir. Bu
yaklagimin, toroidal mikromikser kullanilarak farkli ilag tiirlerinin istenilen
fizikokimyasal 6zellikte PLGA NP’lerin elde etmeyi amaglayan gelecek ¢aligmalar i¢in

uretim sdreclerinin optimizasyonunda faydali olacag: diistinilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mikroakiskan Sistemler

Mikroakiskanlar, kiiglik miktarlardaki (107°-107"® litre) sivilari, mikrometre
boyutlarindaki kanallar kullanarak bir veya daha fazla biyokimyasal ya da kimyasal
siireci, kiiglik bir ¢ip tizerinde gergeklestirebilen sistemlerdir [17]. Mikroakiskanlar,
kimya, fizik, biyoloji, malzeme bilimi, akiskanlar dinamigi ve mikroelektronik gibi farkl
disiplinlerin bir araya gelmesiyle gelistirilmistir [18]. Az miktarda numune ve reaktif
kullanim1 maliyetleri diisiirmekte, analiz siirelerini kisaltmakta ve daha az yer kaplayan

taginabilir cihazlarin liretimine olanak tanimaktadir [17].

Mikrokanallar ilk olarak 1980'lerde kimyasal analiz uygulamalari i¢in gelistirilmis ve gaz
faz1 kromatografisi, yliksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ve kapiler elektroforez
gibi yontemlerde kullanilmistir. Bu uygulamalar, kiiclik kanal hacimlerinde akiskanlarin
hassas bir sekilde kontrol edilmesini sagladigindan, mikroakigskan sistemlerin onciileri
olarak kabul edilmistir. Mikroakiskan teknolojilerin gelisiminde 1980'lerde molekiiler
biyolojiye yonelik mikroanaliz alaninda ve genom bilimindeki ilerlemelerle birlikte;
yiksek verimlilik, hassasiyet ve c¢Ozunurluk gerektiren analitik yontemlere ihtiyag
duyulmas1 mikroakigkan teknolojilerin gelismesini tesvik etmistir. Bu cihazlarin hizlh
blyumesi, 1990'larda kimyasal ve biyolojik silahlarin tehditlerini tespit etmek amaciyla
ABD Savunma Bakanligi ileri Arastirma Projeleri Ajansi tarafindan, tasmabilir
mikroakigskan sistemlerin gelistirilmesi i¢in ¢esitli programlarin desteklenmesiyle

olmustur [17].

Hizli gelisim gosteren ve biylk bir potansiyele sahip olan bu gucli cihazlar; reaksiyonlar,
ayrigtirmalar veya cesitli bilesenlerin tespiti gibi islemleri gerceklestirmek i¢in faydal
enstriimanlardir [18, 19]. Uygulama alanlarina ve islevsel ozelliklerine bagli olarak,
mikroakiskan cihazlar literatiirde mikroreaktorler, ¢ip-usti-laboratuvarlar (lab-on-a-chip)
veya ¢ip-Usti-organlar (organ-on-a-chip) olarak da adlandirilmaktadir [20-22]. En fazla
biyomedikal ve biyoteknoloji alanlarinda uygulamalar1 vardir. Kisisellestirilmis tip,
hastalik teshisi, kimyasal tarama, hiicre kiiltiirii, hiicre ayirma, hiicre tedavisi, ilag
taramasi, ilag tasiyici sistemler ve DNA dizileme gibi alanlarda blyik bir potansiyel

gostermektedir [23-26]. Su anda hali hazirda piyasada bulunan mikroakiskan cihazlarla



evde hamilelik testi, HIV, COVID-19, Herpes Simplex ve Hepatit A, B, C gibi virtsler
icin hizli testler, ve kan sekeri takibi yapilabilir [27, 28].

2.2. Bashca Mikroakiskan Tasarimlar:

Farkli mikroakiskan cihaz tiirleri benzer biyomedikal gorevleri yerine getirebilmesine
ragmen; genellikle pasif mikroakigkan sistemler partikiill manipiilasyonu ve sivi
karistirma i¢in kullanilirken, aktif mikroakiskan sistemler partikll yakalama ve algilama

islemlerinde kullanilir.

2.2.1. Pasif Mikroakiskan Sistemler

Pasif mikroakigkan sistemlerde disardan herhangi bir enerjiye gerek kalmadan, sivi
pompasiyla yaratilan basinca bagl olarak, akiskanlar hareket eder. Farkli kanal
geometrileri, uzunluklar1 ve konfiigiirasyonlari sayesinde, akiskanlarin birbirleriyle

yiiksek temaslari karigma verimliligini arttirir [29, 30].

2.2.1.1. Damlacik Tabanh Mikroakiskanlar

Damlacik tabanli mikroakiskan sistemlerde, damla olusumu, birbiriyle karigmayan
akigkanlarin diizenli araliklara boliinmiis ara yiizey elde edilmesine dayanir [31].
Akigkanlarin miktarina bagl olarak, damlalarin olusumuna neden olan faz “siirekli faz”
ve olusan damla “dagilmis faz” olarak nitelendirilir [32]. Damlacik tabanl
mikroakigskanlarin 6zellikle ilag tasiyici sistemler i¢in en onemli avantaji monodispers
yapida ve genellikle mikro dlgekte partikiillerin iretimidir [33, 34]. Istenilen boyutta
damlaciklar, farkli mikroakiskan cihaz tasirimi ve akiskanlarin 6zellikleri (viskozite ve

ylizey gerilimi) ve proses parametrelerinin (akis orani, basing vs.) degistirilmesi yoluyla

elde edilebilir [35, 36].

Tek ve ¢oklu emiilsiyon bazli damlacik iiretiminde T-baglanti (¢apraz akis), akis
odaklama ve es eksenli odaklama gibi farkli tasarimda mikroakiskan cihazlar kullanilir.
T-baglantili cihazda, dagilmis faz siirekli faza dik olarak sisteme verilir ve baglanti
noktasinda damlacik olusur. Es eksenli odaklanma tasarimina sahip cihaz, siirekli faz

kanali i¢cinde ayn1 eksenli dagilmis faz kanalinin bulundugu bir yapidadir. Dagilmis fazin
5



stirekli faz1 kesmesiyle elde edilen damlacigin ozellikleri akiskanlarin hizlarinin
degistirilmesiyle kontrol edilir. Akis odaklamadaysa ikisi siirekli faz, biri dagilmis faza
ait, ii¢ girisin bulundugu ve bu girislerin kesisim noktasinda damlacigin olustugu yapidir

[31, 37].

Damlacik tabanli mikroakigkan sistemlerde damla iiretimi bazi problemleri barindirir.
Cihaz iiretimi ve enstriimantasyonun standartlastiriimasinda 6nemli zorluklar bulunur.
Ayrica karmasik akislari kontrol edebilmek i¢in teknik uzmanliga sahip personele ihtiyag
vardir [38, 39]. Ote yandan, birbiriyle karisabilen akiskanlarin kademeli karisimma
dayanan siirekli akis mikroakiskanlari, daha basit {iretim ve akis kontrolii imkan1 sunar

[40].

2.2.1.2. Siirekli Akis Tabanh Mikroakiskanlar

Stirekli akis mikroakiskanlar, laminer akista kanal boyunca kademeli olarak sivilarin
birbirleriyle karigmasimma dayanir. Bu sistemde NP olusumu nanopresipitasyonla
gerceklesir [10, 41]. Ilag tasiyic1 sistemleri {iretmek igin en yaygin kullanilan siirekli akis
mikroakiskanlardan biri hidrodinamik akis odaklamadir [42]. Ancak daha kiiglk boyutlu
NP elde etmek i¢in kanal boyutunu kiicliltmek ve akis oranmi arttirmakla miimkiin
olmasina ragmen; bu iglem zaman alicidir ve elde edilen NP konsantrasyonu azaldig1 i¢in
verim kayiplari yasanir [43]. Akiskanlarin temas yiizey alanini artirmak ve mikroakiskan
kanalin uzunlugunu azaltilmak amaciyla, mikrokanallar yenilik¢i geometriler (spiral,
serpantin seklinde vb.) veya topolojilerle (baliksirt1 deseni, engeller vb.) tasarlanmigtir
[9]. Her tasarim, kanal genisligi boyunca etkili ve hizli bir sekilde akiskanlarin karigmasi
ve NP’in daha yiiksek iiretim hacimlerinde elde edilmesi igin gelistirilmistir [44, 45].
Cizelge 2.1°de farkli mikroakiskan tiirlerinin  tasarim  Ozellikleri, avantaj ve

dezavantajlar1 verilmistir.



Cizelge 2.1. NP tiretmek i¢in kullanilan gesitli siirekli akis tabanli mikroakiskan tiirlerinin

mekanizmasi, avantajlari, dezavantajlari [9].

MF tasarim Mekanizma Avantaj Dezavantaj NP Tiirii
Hidrodinamik Kilif akimlari, -Mevcut -Diistik partikiil Lipid NP,
Akis Odaklama ornek akimlari dar ~ mikroakiskan konsantrasyonu polimerik
bir bolgede odaklar, cihazlara kolay _Partikiil NP
karisma mesafesini  entegrasyonu
agregasyonu
kisaltir.
Kademeli Kanal zemininde -Verimli ve -Karmagik imalat ~ Lipid NP,
Baliksirti baliksirt1 desenler hizli karisim polimerik
-Tikanma
Mikrokanistiric1  kullanarak, kaotik NP
sorunlari
(SHM) adveksiyonu ve
mikro vorteks ile “Cihaz
malzemelerinin
karigimi artirir.
kisith solvent
uyumlulugu
Tesla Mikseri Kanateik seklindeki  -Hizli ve -Diisiik partikiil Lipid NP,
kanallardan akimlar ~ verimli karistm  konsantrasyonu polimerik
ikiye ayrilir ve -Diistik 6rnek -Diistik Reynolds NP
sonra tekrar birlesir. tiiketimi sayist akimlari
Kaotik adveksiyon . ..
icin uygun degil
karigim
performansini
artirir.
Toroidal/Baffle Akigkan akimlarint  -Hizh ve Yeniden birlesme  Lipid NP,
Mikromikser bolmek ve yeniden  verimli karisim  noktasinda polimerik
birlestirmek igin Diisiik &rnek akiglarin NP
dallanan kanal tiketimi potansiyel
yapisi kullanilir. diizensiz dagilim1
-Partikiil
boyutunun
ayarlanmasi




2.2.1.3. Siralama, Ayirma ve izolasyon Amaciyla Kullanilan Mikroakiskanlar

Uygulamaya bagli olarak, hedef hiicre tiirlerinin ana Ornek i¢inde orta veya diisiik
yogunlukta bulundugu belirli hiicre tiirlerinin biyolojik veya fiziksel 6zelliklerine bagh
olarak saflagtirma, ayirma ve izolasyon yoluyla analiz edilmesi gereken durumlarda ¢ip-
Ustl-laboratuvar platformlar1 kullanilabilir. Bu amagcla mikrofiltrasyon deterministik
yanal yer degistirme ve pinch akis fraksiyonlama gibi farkli mekanizmalara

kullanilmaktadir [46-48].

a) Mikrofiltrasyon

Mikrofiltrasyon, 6rnek igindeki bilesenlerin boyut farkliliklarini kullanarak, partikullerin
0zel olarak tasarlanmig simirlayici elemanlarda yakalanmasina dayanan bir tekniktir.
Filtrasyonda ayristirmak istenen bilesenlerin tiiriine bagli olarak, membranlar, sutunlar ve

diger akis engellerini i¢erecek sekilde mikroakigskan tasarimi yapilir [49-51].

b) Atalet mikroakiskanlari

Atalet mikroakiskanlar, yiiksek akis hizlart nedeniyle partikiillerin odaklanmasi ve
ayrilmasi islemlerinde blyiik ilgi gérmistiir. Dikdortgen kesitli diiz ve kavisli
mikroakigkan kanallarda, partikiillerin akis ¢izgisi boyunca atalet hareketi, ayirma
islemleri i¢in kullanilmistir. Kanallardaki partikillerin atalet gogii, akiskan mekanigi
alaninda kapsamli bir sekilde incelenmistir. Mikroakiskan cihazda kanal duvar ile
merkez hatt1 arasinda bir denge pozisyonu olusturan iki atalet kaldirma kuvveti bileseni
vardir: duvardan uzaklasip kanalin merkez hattina dogru hareketi saglayan duvar etkisi
kaldirma kuvveti ve akigin kesme hiz1 gradyani yoniinde (kesme hizinin azaldigi yone)
hareketini saglayan kesme gradyani kaldirma kuvveti. Kesme hiz1 gradyani, Poiseuille
akisinda (parabolik hiz profili) dogal olarak mevcuttur. Diiz dikdortgen bir mikrokanalda
partikiller, kesme kuvvetiyle olusan kaldirma kuvvetleri ile duvardan kaynaklanan
kuvvetler arasindaki denge yoluyla go¢ eder. Atalet kaldirma kuvvetleri ile partikil
boyutu arasindaki iliski nedeniyle, atalet mikroakiskanlar daha biiyiik partikulleri
odaklamak ve ayirmak i¢in kullanilmistir. Kanal uzunlugunu azaltmak ve daha kuguk
partiklleri odaklamak icin kavisli bir kanallar da kullanilmaktadir. Kavisli kanallarda

radyal yondeki basing farki nedeniyle kanalin simetri diizleminin iistiinde ve altinda karsit
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yonlii donen vortekslerden (Dean vorteksleri) olusan ikincil bir akis olugur. Baskin olan
atalet kaldirma kuvvetleri ve Dean siiriikleme kuvveti, partikiillerin go¢ etmesine ve
denge noktalarini bulmasia neden olur. Mikrokanallarda hareket eden partikiiller akis
hizina, partiktlin boyutuna ve ¢ip geometrisine bagli olarak kanalin belirli bir noktasina
dogru odaklanir [52, 53].

c) Deterministik yanal yer degistirme

Deterministik yanal yer degistirme mikroakigkan cihazlar, diisiik Reynolds sayilarinda,
laminar akis kosullar1 altinda partikil ayirma amaciyla kullanilmaktadir. Bu tor
cihazlarlarin tasariminda belirli bir desende mikro-direng¢ dizileri kullanilir. Bu sayede
kritik bir degerden kiigiik olan partiklller akis ¢izgisini takip ederken; daha biyuk
partikiller akis ¢izgisine belirli agida olacak sekilde yanal olarak haraket ederler. Bu
sayede, partikullerin boyutlar1 ya da sekillerine gére ayirmak miimkiin hale gelir. Ancak

bu sistem tikanma egilimi gostermektedir [46, 54].

d) Pinch akis fraksiyonlama

Ilk kez Yamada ve arkadaslari, laminar akista askida bulunan farkli boyuttaki
partikillerin pinch akis fraksiyonlama yontemiyle ayrilmasini dnermistir. Bu yontemde,
askida partikiller iceren bir akiskan ile bir kilif akigskan, Y sekilli bir yap1 ile sisteme
beslenirler. Her iki akiskan dar bir kesisim noktasinda birlesirler ve daha genis bir kanala
akarlar. Burada 6nemli olan nokta kilif akigkaninin yiiksek hizi sayesinde partikil igeren
akigkanin kanal duvarma itilmesidir. Bu sayede, partikiller boyutlarina gore farkl akis
cgizgilerine yonlenir. Ayrica, optimum bir tasarim elde etmek icin TFR, FRR, dar
segmentin kanal genigligi, sinir agilart ve ¢ikis konfigiirasyonu gibi parametreler dikkate
alinmalidir. Bu baglamda, partikilleri ayirmak igin simetrik veya asimetrik kanallarin
yani sira mikro-valflerle donatilmig kanallar ve diger drenaj yontemleri gibi ¢esitli ¢ikis

konfigiirasyonlar1 arastirilmistir [55].



2.2.2. Aktif Mikroakiskan Sistemler

2.2.2.1. Dinamik Mikromikserler

Aktif mikroakiskan karismada, cihaz akustik, termal, optik, elektrik ve manyetik gibi
fiziksel alanlarla entegre edilerek, akigkanlarin karigma performansi arttirilir. Boylece,
karmasik ve monodispers yapida NP elde edilebilir. Termal alan kullanilarak 1s1
transferinin daha etkili sekilde gerceklesmesiyle ¢esitli NP’ler elde edilebilirler [56, 57].
Ornegin bu amagla lazer kullanilarak optotermal etkiyle yiiksek sicakliklara ulasilabilir
[58]. Mikroakiskanda kullanilan baska bir 6nemli alan olan optik alan sayesinde,
fotokimyasal etkiyle NP sentezi gerceklestirilebilir [59, 60]. Bir diger kullanilan enerji
alan1 manyetik alandir. NP’lerin mekan ve zamana bagli hassas maniipiilasyonu
sayesinde, istenilen 6zellikte manyetik NP’ler iretilebilir [61]. Bunlara ek olarak, NP
ylizeylerinin elekroporasyonla biyolojik membran ile kaplanmasina olanak taniyan
elektrik alan da kullanilan 6nemli bir diger fiziksel alandir [62, 63]. Mekanik etki yaratan
piezoelektrik transdiiserler ya da akustik rezonatorlerse, NP’lerin deforme olmasi,
parcalanmasi ya da tekrar bir araya gelmesi gibi islemlerin ger¢eklesmesine olanak tanir
[64-66]. Ancak pasif mikroakiskan karistirmaya kiyasla daha iyi bir karisim verimliligi
ve c¢ok yonlilik saglanmasina ragmen kompleks, pahali olmalar1 gibi cesitli
dezavantajlar1 vardir [9, 29]. Ayrica orneklerin sicaklik artisi nedeniyle biyolojik

aktivitenin farmasdtik ve biyolojik i¢in kullanimlarmi sinirlar.

2.2.2.2. Partikll Ayirma

Aktif ayirma, mikroakiskan kanallar igindeki partikiilleri ayirmak i¢in akustik, elektrik,
manyetik, optik ve termal alanlar gibi dis kuvvet alanlarma dayanir. Cogu dis kuvvet,
hedef partikiillere dogrudan uygulanabilir, bu da akigkan akisini etkileyerek onlar1 dolayl
olarak kontrol etmek yerine dogrudan partikiilleri kontrol etme imkani saglar. Bu nedenle,
aktif ayirma teknikleri olduk¢a esnektir ve partikiilleri ihtiya¢ duyuldugu sekilde hassas
bir sekilde kontrol edebilir. Farkli enerji kaynaklari kullanilarak yapilan ayirma
islemlerinin uygulama alanlar1, her bir teknigin avantaj ve dezavantajlar1 Cizelge 2.2°de

verilmistir [67].
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Cizelge 2.2. Akustik, elektrik, manyetik, optik ve termal alanlarin partikiil ayirma

amaciyla uygulamalari, avantaj ve dezavantajlar1 [67].

Teknik Biyopartikul tipi Avantaj Dezavantaj
Akustik Eksozomlar, bakteriler Temassiz, ¢ok yonlii,  Diisiik verim, disiik ¢ikti
Ayirma (mikron alt1 partikiiller)  biyouyumlu
Elektrik Eksozomlar, hiicreler, Yiiksek kontrol Joule 1sitmasi,
Ayirma bakteriler, virusler, edilebilirlik, ylksek elektrokimyasal reaksiyon,
makromolekller verimlilik aktivite bozulmasi
Manyetik  Eksozomlar, hiicreler, Yiksek ¢ikt, yiikksek  Genellikle manyetik
Ayirma bakteriler verimlilik, temassiz boncuklar gereklidir,
numune hazirlama
karmagiktir
Optik Hucreler (mikron Yiksek kontrol Diistik ¢oziintirliik, diisiik
Ayirma boyutlular) edilebilirlik, tek tdr verim
partikil ayirma igin
uygundur
Termal Eksozomlar, hiicreler Basit sistem Diisiik verimlilik, diisiik
Ayirma ¢Oziiniirliik, diisiik kontrol

edilebilirlik

2.2.2.3. Odaklanma, Siralama ve Zenginlestirme icin Kullanilan Mikroakiskanlar

Aktif mikroakiskan uygulamalarinda partikillerin odaklanmasi yoluyla yapilan siralama,

pargaciklarin harici kuvvetlerin etkisi altinda bir noktada veya diiz bir ¢izgide

toplanmasin1 saglar. Odaklanmis akustik basing noktasi sayesinde, partiktllerin

boyutlarina gore maruz kaldiklar1 kuvvetlerin degismesiyle, ayirma islemi gergeklesir

[68]. Bu amacgla mikrokanalin iki yanina dikey olarak yerlestirilmis bir ¢ift elektrot

yerlestirilir [69]. Iki zit yénden yayilan akustik dalgalar, birbirleriyle etkilesime girerek,

mikrokanal i¢inde dalga boyuna bagli olarak belirli noktalarda basing noktalar1 olusturan

duran dalgalar meydana getirir [70]. Akustik tabanli mikroakigkanlara ek olarak,
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mikrokanal iginde gradyanlar elektrik, manyetik, optik alan kullanarak olusturulabilir. Bu
sayede, partikulleri belirli bir noktada odaklamak, siralamak ve yogunluklarini artirarak

saflastirmak mimkundar [71-73].

2.2.2.4. Partikil Yakalama

Bu yontemde akustik alan, elektrik alan, manyetik alan, optik alan veya termal alan gibi
cesitli kuvvetlerle partiklller yakalanir. Bir ultrasonik dalga sabit basing gradyanlar
uretir ve partikiller iizerinde kuvvet uygular. Akustik yakalamaya yonelik en yaygin
kullanilan yaklasim, tipik olarak bir baglant1 katmani, bir akiskan katmani, bir yansitici
katman ve bir donistiiriiciden olusan c¢ok katmanli rezonans yapisidir. Bu
yapilandirmada, duran dalga akigskan sisteminin yerel bir bolgesiyle sinirhidir ve akustik
dalga akigkan akisina diktir, boylece yakalama igin yanal kuvvetleri kullanir. Ultrasonik
yakalamanin 6nemli bir uygulama alani, perfiizyon sistemlerinde yapismayan hiicre
kiiltiirlerinin incelenmesidir. Bu, hiicre mikrogevresi lizerinde dinamik kontrol saglar ve
hiicre veya mikroorganizma davranisi ve ¢ogalmasinin in vitro ¢aligmalari i¢in model

sistemleri olusturmak i¢in biiyiik olanak sunar [74].

Optik yakalamadaysa, partikilleri ve hicreleri ¢cok yiksek hassasiyetle yakalamak ve
manipiile etmek i¢in odaklanmis bir lazer 1s1mm1 kullanilir. Lazer i1sin1, 151 nesneye
carptiginda partikiile veya hiicreye aktarilan bir momentum tasir. Lazer 1smmin Gauss

profili, partikiil 1s1n1n merkezine ¢ekilmesine neden olur [75].

Manyetik yakalama tekniginde, farkli tiir ve boyutlarda manyetik alanlar ve manyetik
partikiiller kullanir. Tipik manyetik partikiiller, manyetik bir ¢ekirdege ve belirli bir
partikiile baglanacak sekilde tasarlanan, manyetik olmayan bir kaplamaya sahiptir. 5

nm'den birka¢ pm'ye kadar olan partikuller bu yontemle yakalanabilir [76].

2.3. Mikroakiskanlarin Uretiminde Kullamlan Yéntemler

Baslangicta mikroakiskan cihazlarin ilk iiretimleri silikon ve cam malzemelerin,
mikroelektromekanik sistemlere (MEMS) dayali fotolitografi, 1slak/kuru asindirma,
elektron 111 litografisi gibi iliskili teknolojilerin kullanimu ile gergeklestirilmistir [17].

Temiz oda gereksinimi duyulan ve yiiksek yatirim maliyeti gerektiren bu teknolojiyle
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istenen mikro desenler elde edilmektedir. Ancak gelenecksel MEMS’e dayali teknikler
kullanilarak mikroakiskanlarin iiretimlerinin pahali olmasi nedeniyle, daha ucuz ve basit
tiretim tekniklerinin gelistirilmesine neden olmustur [77]. Gunumizde biyomedikal
uygulamalar i¢in cogunlukla kaliplama ve 3B baski olmak iizere 2 ana teknik kullanilarak

mikroakiskan cihaz tiretilmektedir.

2.3.1. Kahplama

2.3.1.1. Yumusak Litografi

Yumusak litografi, polimerik malzemelerle biyomedikal mikroakiskan cihazlarin
tretiminde en sik kullanilan yontemlerden biridir. Ilk adimda foto direng (photoresist)
istenen kalinliga gore bir dondlrerek kaplama (spin coating) cihazi ile silikon alttas
Uzerine kaplanir. Ardindan, 6nceden tasarlanmis maske kullanilarak Mask Aligner UV -
Litografi cihazi ile silikon alttas UV 1s18ina maruz birakilir. Daha sonra, 1siga maruz
kalmamis alani temizlemek i¢in bir ¢oziiciiye daldirilir ve desen olusturulur. Boylece
kalip hazir hale gelmis olur. Kalip iizerine polidimetilsiloksan (PDMS) dokiilur ve gazdan
armdirilir. Kirleme isleminden sonra, PDMS kaliptan soyulur. Mikrocihazi olusturmak

icin mikroskop cam lamelleri ile PDMS oksijen plazma yoluyla baglanir [78, 79].

2.3.1.2. Enjeksiyon Kahiplama

Enjeksiyon kaliplama, yiiksek verimliligi, maliyet etkinligi ve yiiksek hassasiyeti
nedeniyle mikroakigkan cihazlarin tiretimi igin oldukga caziptir. Ticari olarak populer
olan bu yontem, genis bir termoplastik yelpazesiyle uyumludur ve az sayida adim
gerektirir. Ilk olarak, kullanilan termoplastik bir sikistirilabilir haznede eritilir ve kalibin
iki tarafi, kalip olusturmak i¢in sikistirilir. Kalip soguduktan sonra dokiim parca ¢ikarilir.
Genel olarak mikro enjeksiyon kaliplamanin baslica dezavantajlari, termoplastiklerle

ilgili malzeme kisitlamalari, kalibin pahali imalati ve sinirli ¢oztinirliiktiir [78].

2.3.1.3. Sicak Kabartma

Sicak kabartmada, yiiksek sicaklik ve basing altinda kalip sekli termoplastiklere aktarilir.

Termoplastik film, iki kalip arasina yerlestirilir ve ardindan hem film hem de kaliplar
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vakum altinda 1sitilir. Kaliplarin yumusamis polimere bastirilmasiyla kalip sekli aktarilir.
Son olarak, kalip sogutulur ve islenmis polimer ¢ikarilir. Sicak kabartmada, termoplastik
daha kisa bir mesafede aktig1 i¢in enjeksiyon kaliplamaya gore malzemede daha az
gerilim olusur. Ancak, kullanilan malzemelerdeki sinirlamalar ve karmasik yapilarin

tiretimindeki zorluklar bu yontemin dezavantajlaridir [78, 80].

2.3.2. 3B Baski

Nispeten daha yeni bir teknik olan 3B baskiyla ¢esitli mikroakiskan cihazlar, birbirini
takip eden malzeme katmanlariyla tretilerek elde edilir. Bu teknoloji sayesinde, diisiikk
maliyetle tek bir tiretim siirecinde farkli mekanik ve fiziksel 6zelliklere sahip birkag
malzeme kullanimina olanak tanir [80]. Ancak diisiik z ekseni ¢Oziiniirliigi, plirlizsiiz
ylizey olusturmaktaki yetersizlikler ve optik gecirgen malzemenin sinirh sayida olmasi

gibi siirlamalari vardir [81].

2.3.2.1. Eriyik Birikim Modelleme

Eriyik birikim modelleme, ekstriizyon tabanli basit bir ii¢ boyutlu baski yontemidir. Bu
teknolojide termoplastik bir filaman eritilir ve bir nozul vasitasiyla ekstriide edilip
soguyarak katilagtirilir [82]. Cesitli malzemelerle uyumlu bir teknoloji olmasina ragmen,

katmanlar arasinda yeterli kaynasma olmadigi i¢in basinca kars1 hassastir [83].

2.3.2.2. Vat Polimerizasyon Yontemi

Bu yontemde, mikroakiskan sistemleri elde etmek i¢in kullanilan regine UV 1sik ile
sertlestirilir. Sistem 1g1k kaynagi, 1s18a duyarli 6nciil malzemeler (fotoinitiyatorler) ve

reaksiyon kabi olarak kullanilan bir baski platformu olmak {izere {i¢ ana bilesenden olusur

[80].

2.3.2.3. Coklu Puskirtme Ydntemi

Ticari olarak Polyjet olarak bilinen bu teknikle yiiksek hassasiyette mikroakiskan cihazlar

cesitli malzemelerle tiretilebilir. Fotosensitif regine, bir miirekkep piiskiirtme bashigindan
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damla damla puskiirtiliir ve ardindan miirekkep piiskiirtme baslhigina bagl bir 151k

kaynagi tarafindan sertlestirilir [78].

2.3.2.4. iki-foton Polimerizasyonu

Yuksek ¢ozundrlikli bu teknoloji, karmasik ve nano 6lgekli yapilar olusturma yetenegine
sahiptir. S1vi re¢ine odaklanmis bir lazere maruz birakilarak bolgesel olarak sertlestirilir.

Ardindan reg¢inenin arta kalan sivi kismi uzaklastirilir [80].

2.4. Mikroakiskanlarm Uretiminde Kullanilan Malzemeler

Mikroakigkan sistemlerin gelistirilmesinin ilk asamasi, kanal malzemesinin se¢imidir.
Kanal malzemesi se¢iminde ve imalatinda gz oniinde bulundurulmas: gereken ¢esitli
faktorler vardir. Bunlardan ilki, kanal duvarlarmin hidrofobik ozelligidir. Sivilarin
hidrofobik duvarlara sahip kanallarda 6rnek yiikleme ve hazirlama islemleri hidrofilik
olanlara gore daha zordur. Bununla birlikte, sivilar hidrofilik kanallarda kapiler kuvvetin
etkisiyle kolayca hareket eder. Bir diger dnemli faktor biyouyumluluk ve kimyasal
dayanikliliktir. Kanal duvarmin akigkanlara ve partikiillere karsi inert olmasi beklenir.
Ayrica hiicre uygulamalar igin akigkanin belirli 6l¢lide kanal duvarlarinin gegirgenligi
istenirken, bu durum fazla oldugunda paralelde ¢oklu kanallar i¢in kontaminasyona neden
olabilmektedir. Kullanilan ¢ip malzemesinin optik gegirgen olmasi istenen diger onemli
Ozelliktir. Son olarak, prototip olusturmada ve iiretim sirasinda basit ve ucuz kanal
malzemesi se¢imi maliyetleri diislirdiigli i¢in dikkat edilen unsurlar arasinda yer
almaktadir [84]. Her malzemenin kendine 6zgii avantajlar1 ve dezavantajlari oldugu i¢in
cihaz i¢in secilen malzeme belirli gereksinimlere ve uygulama alanina bagl olarak
belirlenir. Cizelge 2.3’de mikroakigkan cihazlarin tiretiminde kullanilan malzemelerin

ozellikleri gosterilmektedir.
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Cizelge 2.3. Mikroakigkan yapiminda kullanilan malzemelerin karsilagtirilmasi [83].

Silikon /| Seramik | Elastomer | Termoplastik | Hidrojel | Kagit
Cam
Diisiik maliyet | Negatif Pozitif Orta Pozitif Pozitif Pozitif
Uretim Negatif Pozitif Pozitif Orta Orta Pozitif
kolayhg:
Iyi mekanik 6z. | Pozitif Negatif | Pozitif Pozitif Orta Negatif
Esneklik Negatif Negatif | Pozitif Negatif Pozitif Pozitif
Oksijen Negatif Pozitif Pozitif Degisken Pozitif Pozitif
gecirgenligi
Biyouyumluluk | Pozitif Orta Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
Kimyasal Orta Orta Orta Orta Pozitif Orta
modifikasyon
olasihg:
Optik Negatif/ Negatif | Orta Pozitif Pozitif Negatif
gecirgenlik Pozitif
Kanal boyutu | <1 pm >1 um <l um <100 nm >1 um >1 um
Diisiik Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Orta Orta
absorpsiyon
Hizh Negatif Negatif | Negatif Pozitif Orta Orta
prototipleme
Hicre blyume | Negatif Negatif | Negatif Negatif Pozitif Pozitif

potansiyeli
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Seramik, solventlere ve yiiksek sicakliklara karsi dayanikli olmalar1 nedeniyle
mikroakigkan iiretiminde kullanilan bir malzemedir [85, 86]. Ancak kanal boyutundaki
diisiik ¢oziiniirliikk, gézeneklilik ve kirilganlik agisindan bazi sinirlamalar1 vardir. Bu da
kullanimlarin1 kisitlamaktadir [85]. Cam optik gecirgenlikleri, kimyasallara karsi inert
olmalari, yiiksek termal iletkenlikleri ve stabil elektro-osmotik hareketlilikleri nedeniyle
kapiler cihazlar olusturmak i¢in idealdirler. Benzer sekilde kimyasallarla etkilesime
girmeyen silikon, termostabilite, tasarim esnekligi ve yari iletkenlik 6zelliklerine sahip
olmas1 nedeniyle yliksek sicakliklara ve basinglara dayanabilir. Ancak, opak ve kirilgan
olmalar1 kullanimlarini kisitlar [87]. Bu kisitlamalar nedeniyle son zamanlarda daha ucuz
ve kolay islenebilen polimerik malzemelere ilgi artmistir. Mikroakigkan retiminde en
yaygin kullanilan polimerler arasinda PDMS, polimetilmetakrilat (PMMA),
floropolimerler, siklo-olefin polimerler ve kopolimerler (COP'lar/COC'lar) ve tiyol-ene
polimerler (TE'ler) bulunur. Ozellikle bir elastomer olan PDMS diisiik maliyet, yiiksek
optik gegirgenlik, mikemmel biyouyumluluk ve yiiksek elastikiyet 6zellikleri nedeniyle
mikroakigkan {iiretiminde en ¢ok kullanilan malzemelerden biridir. Bu avantajlara
ragmen, PDMS organik ¢oziiciilerle kolayca deforme olabilir, aginabilir yada sisebilir
[87]. PDMS mikroakiskan cihazlar, uzun vadeli hiicre kiiltiirii, hiicre tarama ve

biyokimyasal analizler gibi biyolojik arastirmalar i¢in siklikla kullanilir [24, 88].

Mikrogip iiretimi i¢in yaygin olarak kullanilan bir diger malzeme PMMA'dir [89]. Bir
termoplastik olan PMMA, PDMS'e gore biraz daha iyi ¢dziicii uyumluluguna sahiptir
[88]. Ayrica PMMA, optik gecirgen ve mekanik olarak dayaniklidir. Ktk Olcekli
iiretimde prototipleme imkani sunmaktadir. Ozellikle c¢ip-Usti-organ cihazlarinda
kullanilir [86, 89, 90].

PDMS’e alternatif olarak kullanilan diger bir polimerik malzeme perflorlu polimerlerdir
(6rnegin, perfloroalkoksi alkan, florlanmis etilen-propilen ve politetrafloroetilen). Bu
polimerlerin optik gegirgen olmasi, 1s1l islem kolayligi, kimyasal olarak inert olmasi, 1s1ya
dayaniklilig1 ve kirlenmeme 6zellikleri nedeniyle tercih edilirler. Kirlenmeme ve kanal
tikanmasina kars1 direngleri nedeniyle mikro vana ve pompa dretimi gibi uygulamalarda
kullanilabilirler. Ayrica hucre kulturt, ylksek hassasiyetli analizlere uygun bir
malzemedir [20, 88, 91, 92]. Ancak, floropolimer mikroakiskanlarin prototip
olusturulmasindaki zorluk ve yeterince esnek olmamasi nedeniyle kullanimlart sinirlidir

[91]. Son zamanlarda COP'lar/COC'lar, optik seffaflik, gelismis kimyasal direng, diisiik
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su emilimi, iyi elektriksel yalitim 6zellikleri ve ylizey islemlerinde uzun vadeli stabilite
gibi Ozellikleri nedeniyle mikroakiskanlarda malzemesi se¢iminde ilgi odagi olmustur
[85, 90, 93]. Bu termoplastikler asitler, bazlar ve polar ¢oziiciilere kars1 dayaniklidir. Bu
nedenle, NP Uretimi icin tasarlanan cihazlarin kullaniminda yer alir [93]. Hidrojeller,
mikroakigkan cihaz olarak kullanilan bir diger alternatif polimerdir. Yuksek
biyouyumluluklari, diisiik sitotoksisitesi, hidrofilik dogas1 ve yliksek gegirgenlikleri
nedeniyle; hiicre yapismasi, ¢ogalmasi ve farklilasmasini destekledikleri i¢in doku
mithendisligi  arastirmalarinda  kullanilan  mikroakiskan cihazlarin  iiretiminde
kullanilmaktadirlar  [88, 92]. Ancak, hidrojellerin cihaz biitiinligiinii korumak zor
oldugundan uzun sireli kullanimlar1 sinirlhidir. Bu nedenle, hidrojeller birincil Gretim
malzemesi olarak kullanilmaz. Onun yerine mikroakiskan cihazlarda yar1 gegirgen

bariyerler ya da akill1 valfler olarak kullanilirlar [86, 90].

Mikroakiskan uygulamalar1 i¢in ucuz malzemelerden biri de kagittir [24, 94]. Kagit bazli
sistemlerin basit, hafif, kolay erisilebilir olmasi, yuksek gézeneklilik ve fiziksel emilim
ozellikleri, biyouyumluluklari, kolay manipiilasyon ve sterilizasyonlari, kimyasal veya
biyolojik modifikasyon potansiyelleri ve destekleyici ekipman olmadan ¢alisma
yetenekleri nedeniyle oldukga cazip bir materyaldir [90, 94-97]. Kagit bazli mikroakiskan
cihazlar, genellikle hizli yerinde tan1 testleri ve tibbi tarama i¢in hedef biyomolekiillerin
tespitinde kolorimetrik veya elektrokimyasal ¢iktinin elde edildigi sistemlerdir [24, 94,
97, 98]. Ancak kagit bazli sistemlerin kullanimi, 1slak durumda mekanik dayanikliliklar:
zay1f olmasi ve seffafligi saglamak i¢in gereken kalinlik gereksinimleri nedeniyle

smurhidir [90].

2.5. Mikroakiskanlarda Akis Dinamikleri

Mikroakigkan sistemlerde kanallarin genellikle mikron boyutunda olmasi nedeniyle
akiskanlarin laminer rejimde akma egilimindedir. Laminar akista, siv1 paralel katmanlar
halinde akar ve herhangi bir konumdaki sivinin hiz1 sabittir. Bu kararli akis dinamigi
sayesinde akiskanlarin difiizyon ve adveksiyon tarafindan kontrol edilerek hassas bir
sekilde yonlendirilebilirler. Mikroakiskan sistemde akis kontrolii Reynolds sayisina (Re)

ve Péclet sayisina (Pe) baglidir. Reynolds sayisi (Re), akis rejimini gosteren énemli bir
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boyutsuz sayidir ve sivinin atalet ve viskoz kuvvetlerinin oranidir. Asagidaki denklemle
hesaplanabilir [29]:

_ pIDy
U

Re

Burada, p sivi yogunlugunu, 9 ortalama sivi hizini, ¢ dinamik viskozitesini ve Dy,
mikroakigskan kanalin hidrolik ¢apini temsil eder. Ancak, Re sayis1 2000'in {izerinde
oldugunda, rastgele akis cizgileriyle tiirbiilansh bir akis ger¢eklesir. Buna karsilik, Re
sayist 1800'in altinda oldugunda, akigkanin yoniine paralel diizenli akim c¢izgileriyle
laminar akis meydana gelir [42]. NP elde etmek i¢in ya diisiik Reynolds sayilarinda
laminer akis, ya nispeten daha ytliksek Reynolds sayilarinda laminer akis ya da tiirbiilansl
akis kullanilir [18].

Mikroakigkan sistemlerde bir diger dnemli boyutsuz say1 Peclet (Pe), adveksiyon ile
difiizyon hizlarinin goreceli biyiikliigiiniin ifadesidir. Pe asagidaki denklemle

hesaplanabilir [99]:

Pe = 19—L

D
Burada 9 sivi hizini, L ise diflizyon mesafesini ve D sivinin difiizyon katsayisini temsil
eder. Denklem (2)'de gosterildigi gibi, Pe akiskaninin hiz1 ve difiizyon mesafesi ile dogru
orantil1 olarak degisir. Pe sayis1 yiiksek oldugunda adveksiyon baskindir [99]. Ust degeri
genellikle Reynolds sayisi tarafindan sinirlanan Peclet sayisi, 250 ile 2500 arasinda
degismektedir [100]. Molekiiler difiizyon mikroakiskan kanal iginde karigmayan
akiskanlarda, sivi-sivi/sivi-gaz arayiizleri olustugu i¢in zordur. Ancak karigabilen
akigkanlar kullanildiginda arayiiz olusabilir bununla birlikte molekiiler difiizyon yatay
veya dikey olarak gergeklesebilir. Molekiillerin bir sividan digerine transferinin en aza

inmesi, ila¢ enkapsiilasyon etkinligini arttirabilir [101].
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2.6. Nanopartikiil Uretiminde Mikroakiskan Sistemler ve Geleneksel Yontemlerin

Karsilastirilmasi

Ilag tasiyic1 sistemlerin Uretiminde, nanopresipitasyon ve solvent evaporasyonu gibi
geleneksel yigin yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir [102-104]. Ancak, bu
tekniklerin verimsiz karigma ve yavas kiitle transferi ile karakterize olmalar1 nedeniyle,
dar bir partikiil boyutu dagilimma sahip NP’lerin elde edilmesi oldukca giigtiir. Bu
nedenle, NP'lerin partiden partiye (batch to batch) iiretimleri sirasinda fizikokimyasal
ozelliklerin degigsmesi NP’lerin farkli biyodagilim gostermelerine yol agmakta; klinige
gegislerini zorlastirmaktadir [6, 8]. Mikroakiskan cihazlar, NP sentezini hassas bir sekilde
kontrol edebilmeleri; daha kii¢iik ve uniform (esit boyutlarda) partikiiller tiretebilmeleri

nedeniyle umut vaad edici bir yaklasim olmustur [105, 106].

Mikroakigkan cihazlarda pikolitrelerden nanolitrelere kadar degisen hacimlerin
manipiilasyonu, hizli 1s1 ve kiitle transferine neden olmaktadir. Bu siire¢ geleneksel y1gin
karigmalardan birkag kat daha hizli gergeklesmektedir. Bu durum, daha az reaktif, enerji
ve zaman kullanimiyla siirecin daha ekonomik hale gelmesine neden olur [9, 10].
Geleneksel yontemlerde NP’lerin boyut ve yap1 gibi 6zelliklerinde kontrol miimkiin
olmamasina ragmen; mikroakiskan sistemlerde karisimin kinetik kontrolii sayesinde daha
monodispers, istenilen boyut, sekil, yiizey o6zelliklerine ve kontrol edilebilir salim
profiline sahip NP'ler dretilebilir [10, 107, 108]. Karnik ve arkadaslar1 (2008),
mikroakigkan sistem ve geleneksel yontem kullanarak elde edilen PEG-PLGA NP'lerin
sonuclarini karsilastirmislardir. Mikroakigkan yontemle tiretilen NP'lerin daha kiiciik
boyutlu ve dar boyut dagilimina sahip oldugu gézlenmistir [41]. Baska bir ¢alismadaysa,
mikroakigskan platform kullanilarak hazirlanan Paklitaksel iceren NP'ler, geleneksel
yontemle hazirlananlara kiyasla daha yiiksek ilag yiikkleme kapasitesi (~%6) ve
enkapsiilasyon etkinligi (EE) (~%90) gostermistir [109].

Bu yontem, yalnizca bir¢ok verimsizligin iistesinden gelmekle kalmayip ayni zamanda
Olceklenebilir ve parti degiskenliginin kontrolii ile ilgili zorluklar1 da basariyla asmistir
[109]. Son yillarda, Pfizer'm mRNA asisinin basarili bir sekilde iiretimiyle birlikte
mikroakiskan tekniklerin daha verimli ve giivenilir bir alternatif sundugu kanitlanmigtir

[43, 110].

20



2.7. Mikroakiskanlarda Farmasotik Nanopartikiillerin Olusum Mekanizmasi

Farmasotik uygulamalar i¢in mikroakigkan sistem kullanilarak NP’lerin sentezi
presipitasyon ile gerceklesir. Organik maddenin uygun bir ¢oziiciide ¢oziindiigii solvent
faz ile solventle karisabilen antisolvent fazin birbiriyle karigsmasi saglanarak kontrollii
presipitasyon iglemi gerceklesir. Presipitasyon siireci Sekil 2.1°de gosterildigi gibi temel
olarak 4 ana basamakta ger¢eklesir: karisma, sliper doygunluk, ¢ekirdeklenme ve biiylime

[18].
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Sekil 2.1. Presipitasyon siirecinin agamalari: Karisma, stiperdoygunluk, cekirdeklenme

ve buyume.

2.7.1. Karisma

Karigsma, presipitasyon siirecini kontrol eden en onemli faktdrlerden biridir. Kiigiik

boyutlu ve dar dagilimli NP’leri elde etmek amaciyla homojen bir doygunluk saglamanin

On sarti, solvent ve antisolventin homojen bir sekilde karigsmasidir [111]. Temel olarak

karisma islemi makro-karisma, mezo-karisma ve mikro-karisma olmak iizere iig

seviyeden olusur [112, 113]. Makro-karisma ve mezo-karisma beraber degerlendirilir ve

karisma konvektif tiirbiilansl taginim, kayma, kaotik akis ve burgag (girdap) hareketi ile
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gerceklesir. Mikro-karigsma da ise molekiiler difiizyon ile akiskanlar birbiriyle karisirlar.
Homojen karisimin elde edilmesi en uygun mikro-karigma ile saglanir. Mikro-karigma
karisim tiirleri arasinda istenen ve Ozellikle tasarlanan bir seviyedir [114, 115]. Bu
nedenle konvansiyonel iiretimlere kiyasla, mikroakigkan sistemlerde sivilarin mikro
Olcekte karigma olanagi sunmast nedeniyle; mikroakiskan sistemler istenilen
fizikokimyasal Ozellikli, monodispers yapili NP’lerin iiretiminde olduk¢a 6n plana

cikmustir [43].

2.7.2. Super Doygunluk

LaMer teorisi, NP olusumunu, zamanin bir fonksiyonu olarak monomer
konsantrasyonundaki degisimin kendiliginden ve rastgele olarak homojen
cekirdeklenmeye bagli olarak agiklanmaktadir (Sekil 2.2) [116]. Doygunluk derecesi, bir
cozeltideki ¢ozlinmiis madde konsantrasyonunun, bu ¢ozeltideki maksimum ¢oziiniirliik
kapasitesine oranidir. Yiiksek cekirdeklenme ile diisiik biiylime oraninda, yani daha
kiigik boyutta NP’ler elde etmek igin, yuksek doygunluk derecesi ile birlikte iyi bir
karigma gerekir. Ote yandan diisiik doygunluk derecelerinde yavas karistirmayla birlikte
elde edilen ¢ekirdek sayis1 daha azdir ve cekirdeklerin metastabil bolgede daha uzun
zaman harcamasiyla ¢ekirdek biiyiimesi ve daha biiylik boyutta NP’ler gelisir. Bununla
birlikte yiiksek doygunluk derecesinin kiitle transferini artirmasi, partikiil biiyiimesini
hizlandirabilir [111, 117]. Ancak teorik olarak hesaplanan doygunluk derecesine
olaganca yaklasabilmek icin, ¢ekirdek olusum asamasindan 6nce miimkiin mertebe
solvent ve antisolventin hizli ve homojen karisimi saglanmalidir [118]. Boylece
monodispers 6zellikteki NP’ler sayesinde, Ostwald olgunlagma etkisini minimize ederek

stabilite arttirtlmig olunur [119].

Doygunluk derecesi ve buna bagli olarak elde edilen NP’iin fizikokimyasal 6zellikleri
cesitli parametrelerin degistirilmesiyle degistirilebilir. Bu degiskenlerin NP iizerindeki

etkisi Boliim 2.8’de detayli olarak tartigilmistir.
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Sekil 2.2. NP olusumunu, monomer konsantrasyonunu zamanin bir fonksiyonu olarak

tanimlayan LaMer mekanizmasi.

2.7.3. Cekirdeklenme

NP olusumunda ¢ekirdeklenme igin sistem dengesinde siiper doygunluk yaratilarak kati
fazin olusum siireci tetiklenir [116]. Stiper doygunluk durumunda sistemin Gibbs serbest
enerjisi (AG) yiiksektir ve bu enerji, molekiiler veya atomik kiimelerin olusumuyla azalir
[120]. Ani cekirdeklenme ile siiper doygunluk seviyesindeki diisiis ¢ekirdeklenmenin
durmasina neden olur [121]. Bu kiimelerden bazilar1 birbirleri ile birleserek ¢ekirdekler
olusturur ve ortaya ¢ikan enerjiyle ¢ekirdeklerin yiizeyi stabil hale gelir. Sekil 2.3’de
gosterildigi gibi bu eklenmeler ve toplam Gibbs serbest enerji degisimi partikiiliin
biliylime asamasina ge¢mesi i¢in gereken minimum boyut olan kritik ¢ekirdek boyutuna
ulasana kadar devam eder [122]. Bundan sonra net serbest enerji, gekirdek boyutundaki
herhangi bir artis i¢in kademeli olarak azalir. Son asamada heterojen ¢ekirdeklenme yani

difiizyon kontrollii biiyiime agsamasi baglar [121].
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Gibbs Serbest
Enerjisi (4G)

W

AG

yuzey

Ficritik

AG

L AGhacim

Sekil 2.3. Cekirdeklenme i¢in serbest enerji diyagramu.

Cekirdeklenme hizi elde edilen NP’lerin fizikokimyasal 6zelliklerini belirleyen 6nemli
bir faktordiir. Cekirdeklenme hizini en fazla siiper doygunluk seviyesi etkilemektedir.
Doygunluk seviyesindeki ani azalma ile cekirdeklenme siireci sonlanarak, ¢ekirdegin
bliylime siireci baglar. Bu sayede NP’lerin hemen hepsi ayni boyutta elde edilir. Fakat
doygunluk seviyesinin daha uzun siirede diismesi, ¢ekirdeklenme siirecinin uzamasina

neden olarak daha polidispers yapida NP’lerin olusumuna yol acgar [123, 124].

2.7.4. Blyime

Cekirdek biiyiimesi birka¢ asamayi igerir. Oncelikle biiyiimeye katilan tiirler olusur ve
bunlarm biiyiime yiizeyine yani ¢ekirdeklere difiizyonu gergeklesir. Bu tiirlerin ¢cekirdege
adsorpsiyonundan sonra tersinmez katilimiyla birlikte ¢ekirdek boyutunda artis meydana
gelir. Cekirdek biiytimesi, farkli boyut dagilimlarina neden olabilen difiizyon ya da yiizey
mekanizmalari ile gergeklesebilir [125, 126]. Buytme tlrleri olan monomerlerin ¢ekirdek
yiizeyine diffiizyonu ile partikil blytmesi strecine girmesi durumunda monodispers

yapiya sahip NP elde edilir. Diflizyon kontrollii biiylimeyi tetikleyebilmek amaciyla
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sistemin viskozitesini arttiran yada sisteme NP yiizeyini sararak monomer diflizyonunu
engelleyici ozellikte bir katman eklenebilir. Ote yandan yiizey kontrollii biiyimede
sistemdeki ve ¢ekirdek yilizeyindeki konsantrasyon aynidir. Tek ¢ekirdekli (mononuclear)
blytme ve cok cekirdekli (polynuclear) biiyiime olmak tizere iki fakli sekilde yiizey
blyumesi gergeklesir. Katman katman biliylime gergeklesen tek cekirdekli buyimede
genis partikiil boyutu dagilimli NP elde edilirken; ¢cok cekirdekli biiyiimede reaktanin
ylizey konsantrasyonu c¢ok yiiksek oldugu icin tiim katmanlar ayn1 andan ilerler ve elde

edilen NP monodispers yapidadir [18, 125].

Nanosiispansiyonlar termodinamik olarak kararsiz sistemler olduklar1 i¢in Ostwald
olgunlagmasi ve agregasyon kagmilmazdir [127, 128]. Agregasyon hazirlama siirecinde
olusabilecegi gibi saklama siiresinde de gergeklesebilir [129, 130]. Bu nedenle sistemi
stabil tutmak O6nemlidir. NP’lerin sistemdeki ¢oziinlirliigiiniin diisiik olmasi ve dar
dagilimli olmas1 agregasyonu ve Ostwald olgunlasmasini azaltir [131]. Ayrica uygun bir
stabilizator secimi ve konsantrasyonu, sistemin daha stabil olmasina katkida
bulunmaktadir [130, 132, 133].

2.8. Nanopartikil Olusumunu Etkileyen Parametreler

Istenilen fizikokimyasal ozellikte NP elde etmek icin, mikroakiskan cihazda
presipitasyon siirecinin nasil manipiile edilecegini bilmek 6nemli bir anahtardir. Bu
sirecte NP olusumunu etkileyen c¢esitli faktorlere iligkin alt basliklar asagida
tartigilmistir.

Presipitasyona bagli NP’lerin olusumunda karisma zamani (tkansma) V€ presipitasyon
zamani (tpresipitasyon) olmak tlizere iki zaman 6lgegi 6ne cikar. tkansma kanal genisligine ve
solvent ve antisolventin akis hizi oranina baghdir [124, 134]. Presipitasyon zamaniysa
(tpresipitasyon), yogunlasma zamani (tyogunlasma) Ve koagiilasyon zamani (tkoagilasyon) 0lmak
tizere kendi icinde ayrilir. Karigtirma zamani (tkansma) ile presipitasyon zamaninin
(tpresipitasyon) orani boyutsuz Damkohler sayisini (Da) verir. Da sayist 1’den kiigiik olmasi
durumunda daha kiigiik ve dar boyut dagilimina sahip NP elde edilebilir [124, 135]. Bu
amagcla, tmix’i diisirmek igin daha iyi bir karisimin olusturulacagi veya sicakligin

disiiriilmesi viskozitenin arttirilmast gibi tpresipitasyon'u artiran kosullarin ayarlanmasi
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gerekmektedir. Ayrica koagiilasyonu engelleyen stabilizatorlerin sisteme eklenmesinin

de tpresipitasyon'u arttirdigi gorillmiistiir [136, 137].

2.8.1. Solvent ve Antisolventin Karisabilirligi

Nanopresipitasyon siireci solvent (organik) faz ile antisolvent (sulu) fazin karigsmasiyla
gerceklesir. Bu iki fazin birbiriyle karigabilirligi tiim sistemin diflizyona baglh
presipitasyonunu etkiler. Solventin su ile karisabilirligi ne kadar yiksekse, kiigik boyutlu
ve dar boyut dagilimina sahip partikiillerin elde edilme ihtimali o kadar artmaktadir [138].
Ayrica elde edilen NP’lerin daha kararli yapida olduklart da bildirilmistir [124].

2.8.2. Solvent-Antisolvent Hacim Oram

Antisolvent/solvent (AS/S) hacim orani, presipitasyon siirecinin etkileyen agsamalarindan
biridir. Antisolvent/solvent orani belirli bir limite kadar arttirildiginda, doygunluk
derecesi artacagi igin g¢ekirdeklenme oraninda artig goriiliirken, partikiill boyutunda
giderek azalma meydana gelir [124, 139-141]. Ancak kritik limitin Gistiindeki degerlerde
cekirdeklenme ve bliylime dengelendiginden parikiil boyutu artik daha fazla kiiciilemez
ve neredeyse sabit bir boyutta kalir [124, 142]. Ote yandan AS/S orani azaltildigindaysa
yliksek ¢oOziicli icerigi nedeniyle, presipitasyondan sonra Ostwald olgunlagmasiyla

partikiil biiytimesi gerceklesir [143, 144].

2.8.3. CO0zlcu ve Antisolventin Akis Hiz

(Coziicii ve antisolventin akis hizlar1 kademeli olarak artirildiginda, partikiil boyutunda bir
azalma gozlemlenmistir; ancak bu azalma belirli bir seviyeye ulastiktan sonra dnemsiz
hale gelmektedir [139, 145]. Akis hizinin artisiyla karigsma stiresindeki azalis, daha hizli

ve homojen suiper doygunluk seviyelerine ve daha fazla ¢ekirdeklenmeye neden olur [18].

2.8.4. Antisolvent Sicakhg1

Antisolvent sicakliginin azaltilmasi genellikle partikiil boyutunu kiiciiltiir ve boyut

dagilimmi daraltir [127, 146-149]. Sicakligin diisiiriilmesi solventteki maddenin
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¢cozlinlirliiglinii azalttig1 i¢in, doygunluk derecesini arttirarak ¢ekirdeklenme oraninin
yiikselmesine ve Ostwald olgunlagsmasinin azalmasina neden olur. Buna bagli olarak
sistem viskozitesindeki artis, partikiil hareketliliginde azalmaya ve stabilizatorlerin
partikiil yiizeylerine esit sekilde dagilmasi i¢in yeterli siire saglar. Bdylece partikiil
agregasyonu engellenir [139, 146].

2.8.5. Coziicu Fazdaki Ila¢ Konsantrasyonu

Super doygunluk derecesini kontrol etmek i¢in solvent fazdaki ¢ozelti (ila¢ veya polimer
olabilen) konsantrasyonunu kullanilmak bir diger yontemdir. Cozelti konsantrasyonu
artirmak, super doygunlugu artirarak hizli ve homojen cekirdeklenmeye neden olur.
Boylece daha kiiglik NP’ler iiretilir. Ancak, optimum konsantrasyon agildigindaysa, artan
¢ekirdek sayisiyla birlikte akiskanin viskozitesindeki artis fazlar arasi1 difiizyonu azaltir.
Hem c¢ekirdek sayisindaki artis hem de difiizyon hizindaki azalis nedeniyle, ¢arpisma
orani artar. Bunun sonucu olarak, NP’lerin boyutu artar. Fakat, optimum seviyenin altinda

bir konsantrasyon kullanilirsa ¢ekirdeklenme hizi azalarak, partikil boyutunun artmasina

neden olur [139, 143, 145, 148-150].

2.8.6. Stabilizator Secimi

Nanosiispansiyon  6zellikteki formiilasyonlarin  Ostwald olgunlagsmasimma bagh
agregasyonunu ve aglomerasyonunu 6nlemek amaciyla, sistemin araytzey gerilimini ve
serbest enerjisini diisiiren stabilizatorlerin kullanimi 6nemlidir [124, 129]. Partikillerin
ylizeyine absorbe olma ilgisine bagli olarak secilen ve polimerik, iyonik ve iyonik
olmayan ylizey aktif maddelerini kapsayan farkli tiirde stabilizatorler NP formiilasyon
asamasinda kullanilmaktadir [151]. Iyonik yiizey aktif maddeler elektrostatik itmeyle
(yiklerden kaynakli), polimerler ve iyonik olmayan yiizey aktif maddelerse sterik itmeyle
(polimer zincirlerinden kaynakli) NP’lerin biiylimesini ve agreasyonunu engellerler [144,
152]. Etkili bir sterik veya elektrostatik stabilizasyonda eklenen stabilizatorlerin
hidrofobik uglar1 NP’ilin yiizeyine absorbe oluken; hidrofilik uglar1 suya dogru
yonelmektedir [153]. lyi bir stabilizasyon ve kiigiik boyutlu NP’lerin iiretimi i¢in giilii

ve hizli adsorpsiyona karsin yavas desorpsiyon siiresi istenmektedir [154]. Daha diisiik
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molekiiler agirlikli ve daha biiyiik zincir uzunluguna sahip polimerik stabilizatorlerin

partikiil yiizeyine adsorpsiyonlari daha iyidir [155].

Stabilizator se¢imi kadar stabilizatrlerin optimum konsantrasyonda kullanimlar1 da bir
0 kadar onemlidir. Yizey aktif maddenin konsantrasyonu kritik misel konsantrasyonunu
astig1 takdirde, misel olusumunu tetiklendigi i¢in daha az yiizey aktif maddenin partikiil
yiizeyinde adsorpsiyonuna neden olur. Bu durum olas1 agregasyon riskini arttirir. Ote
yandan optimum seviyenin altindaki konsantrasyonda, yeterli sterik itme gerceklesmedigi
icin, sistem termodinamik olarak kararsiz halde kalir ve partikiillerin agregasyonuna
neden olur [119, 156, 157]. Benzer sekilde, kullanilan polimerik stabilizator
konsantrasyonun kritik flokiilasyon konsantrasyonunu agsmasi durumunda, polimer
zincirlerinin birbirine dolanmasi nedeniyle Ostwald olgunlasmasi indiiklenir ve NP

biiytimesi gergeklesir [119].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu tezde kullanilan tiim kimyasallar Cizelge 3.1'de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal maddelerin listesi.

Kimyasal Madde

Marka ve Mensei

PLGA (Resomer RG 502H, 50:50, Mw: 7.000—
17.000 Da)

Evonik Industries AG (Darmstadt,

Almanya).

Tris(hidroksimetil)aminometan (Tris, Mw: 121.14
g/mol)

Biomatik (ABD/ Kanada)

Aseton (AC)

Honeywell, Riedel-De-Haén (Seelze,
Almanya).

Asetonitril (ACN)

Sigma-Aldrich (ABD)

Poli(vinil alkol) (PVA, Mw: 30.000-70.000 Da)

Sigma-Aldrich (ABD)

5-FU

Sigma-Aldrich (ABD)

Ultrasaf Su

MES, MP Minipure (Turkiye)

Insan skuaméz hiicreli karsinom hiicreleri (A-431)

Amerikan Tip Kiltir Koleksiyonu

(ATCC)

Dulbecco'nun MEM

Cegrogen Biotech (Almanya)

Fetal bovin serumu (FBS)

Sigma-Aldrich (ABD)

L-glutamin

Cegrogen Biotech (Almanya)

Penisilin-Streptomisin

Cegrogen Biotech (Almanya)

Tripsin-EDTA

Cegrogen Biotech (Almanya)
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MTT ¢ozeltisi Sigma-Aldrich (ABD)

PBS cozeltisi Cegrogen Biotech (Almanya)

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO.) Merck (Almanya)

3.2. 5-FU’nun Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Aktif madde olarak 5-Fluorouracil (5FU) kullanilmis; 5-FU’nun FTIR ve UV

spektrumlar1 belirlenmistir.

3.2.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR)

5FU’nun FT-IR analizi, Thermo Scientific/Nicolet iS50 cihaziyla, IR bdlgesinin 500-

4000 cm! dalga sayis1 araliginda dl¢iilmiistiir.

3.2.2. UV/Vis Spektrumu

Tris tamponunda (10 mM, pH = 7.4) hazirlanan aktif maddenin UV spektrumu Shimadzu
UV-1280 UV-Vis spektrofotometresi ile elde edilmistir.

3.3. 5FU’nun Miktar Tayini

5-FU igerigi, HPLC (Dionex-Ultimate 3000, ABD) kullanilarak analiz edilmistir.
Analizler, mobil faz olarak 50 mM potasyum fosfat tamponu kullanilarak, 0.8 mL/dk akis
hizinda ve 25°C sicaklikta gergeklestirilmistir. Analiz i¢in C18 kolon (ODS-Hypersil, 5
um, 150 x 4 mm) kullanilmistir. Analizler 20 pL enjeksiyon hacmiyle, A = 265 nm'de
gerceklestirilmistir. 5-FU, ~5. dk’da tespit edilmistir. 5-FU stok c¢Ozeltisinden, seri
dilisyon yoluyla 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 5, 10, 20 ug/mL olmak tizere 7 farkl standart
konsantrasyonda hazirlanmistir. Her bir konsantrasyon i¢in dl¢iimler 3 tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Analizler, otomatik numune alici, pompa ve fotodiyot dizisi

dedektorii ile donatilmig HPLC kullanilarak gergeklestirilmistir.

30



3.4. Nanopartikiillerin Uretiminde Kullamilan Toroidal Mikromikserin Ozellikleri

Ozgiin tasarimh toroidal yapidaki mikroakiskan ¢ipler Nehir Biyoteknoloji’den (Ankara,
Tiirkiye) temin edilmistir [158]. Mikroakiskan ¢ipin kanal genislikleri ve yiikseklikleri
500 pm olup, PDMS yapi cam tabana oksijen plazma islemi ile yapistirilmistir. Degisen
uzunluklarda kavisli kanallara sahip olan cihaz, saatte 1-2 L NP Uretimi yapabilecek
kapasiteye sahiptir. Mikroakiskan cihazda siv1 girisi i¢in iki giris ve sentezlenen NP ler
icin bir ¢ikis bulunmaktadir (Sekil 3.1). Sulu ve organik fazlar1 igeren akigkanlar bir
siringa pompast (Inovenso Inc., IPS-14RS) yardimiyla cihaza pompalanmaktadir.
Mikroakiskan ¢ipte PLGA NP’ler, sulu fazin ve organik fazin mikron boyutlu karigma

kanallarinda hizli bir sekilde karismasiyla olusmaktadir.

a)

b)

Karisma Kanali Cikig

Sekil 3.1. Toroidal mikroakiskan sistemin fotografi (a), ve Toroidal mikroakiskan
sistemin sematik gdsterimi: Sulu ve organik fazlar icin iki giris, akiskanlarin birbiriyle

karistig1 karigma kanali ve NP’lerin elde edildigi bir ¢ikis (b).

31



3.5. On Formiilasyon Calismalar1

Bu tez kapsaminda mikroakiskan proses parametrelerinin NP iizerindeki etkilerini
incelemeden 6nce, 6n formiilasyon denemeleri yiriitiilmistiir. Sabit proses kosullarinda
(TFR: 5 mL/dk, FRR: 1:3) deneyler gergeklestirilmistir.Bu 6n denemelerde farkli PLGA
konsantrasyonlarinin (%0.5 , %1 ve %?2), ¢0zlculerin (AC ve ACN) ve stabilizatorlerin
(Tris tampon ve PVA) PLGA NP’lerin fizikokimyasal ozellikleri Uzerindeki etkileri
incelenmistir. Formiilasyonlar arasindan daha kigik, daha homojen ve daha stabil
Ozelliklere sahip NP’ler secilmis; bir sonraki adimda bu formiilasyonla sistem

parametrelerinin optimizasyonu yapilmistir.

3.6. PLGA NP’lerin Toroidal Mikromikser ile Uretimi

Mikroakiskanlar cihazla PLGA NP'ler elde etmek icin, 10 mg/mL (1% wiv)
konsantrasyonda PLGA, asetonda ¢oziilmiistiir. Sulu faz olarak, Tris tampon (10 mM, pH
7.4) hazirlanmig ve filtrelenmistir. Organik ve sulu fazlar ayr1 ayr1 siringalara
yiiklenmistir. NP’leri toplamadan once, belirli bir siire akisin stabil olmasi beklenmistir.
FRR ve TFR degisiminin PLGA NP'lerinin fizikokimyasal 6zellikleri Uzerindeki etkisini
degerlendirmek icin, farklt TFR degerleri (5, 10, 15 mL/dk) ve FRR oranlar1 (1:3, 1:5,
1:7) test edilmistir. Daha sonra ¢6ziiciiyii uzaklastirmak amaciyla elde edilen PLGA
NP'ler, 4°C'de ve 14.000 rpm'de 60 dakika santrifilj edilmistir. Santrifujle ¢coktlrilen
NP’ler Tris tamponuyda yeniden siispanse edilmis ve sonraki analizler i¢in 4°C'de

saklanmustir.

3.7. 5FU-PLGA NP’lerin Toroidal Mikromikser ile Uretilmesi

Farkli proses parametrelerinde ila¢g yUklu NP'lerin fizikokimyasal 6zelliklerini
degerlendirmek amaciyla, DMSO'da ¢6ziinmiis 20 uL 5-FU (% 0.5, w:v), secilen FRR'ye
bagli olarak 3 mL ila 7 mL arasinda degisen hacimde 10 mM Tris tamponuna (pH 7,4)
damla damla eklenmistir. Organik ve sulu fazlarin, farkli FRR (1:3, 1:5, 1:7) ve TFR (5,
10, 15 mL/dk) ile karismasi saglanarak, 5-FU yikli PLGA NP'ler {iretilmistir. NP'ler

daha once belirtildigi gibi santrifiijleme yoluyla saflastirilmistir.
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3.8 PLGA NP’lerin ve 5FU-PLGA NP’lerin Karakterizasyonu
3.8.1. Dinamik Isik Sacilimi (DLS)

NP’lerin boyut dagilimi, PDI ve yiizey yiikii DLS ydntemiyle Malvern Instruments Ltd.
(Malvern, Ingiltere) tarafindan iiretilen Zetasizer Nano ZS cihaz1 kullanilarak
belirlenmistir. NP’ler Tris tamponu ile 1:10 oraninda seyreltilmis sekilde katyonik kapiler
zeta hiicresine yiiklenmis ve ortam sicakliginda NP’lerin 6lglmleri yapilmistir. Santrifiij
etkisini degerlendirmek igin, NP’ler hem santrif(j 6ncesinde hem de sonrasinda
Ol¢lilmiistir. Her bir 6rnegin (PLGA NP'ler ve 5-FU yiklu PLGA NP'ler) boyut (nm),
PDI ve zeta potansiyeli (mV) degeri en az ii¢ Ol¢limiin ortalamasma dayanarak
raporlanmistir. Ortalamalar grafiksel olarak temsil edilmistir ve hata ¢ubuklar1 standart

sapmay1 gostermektedir.

3.8.2. Nanopartikiil izleme Analizi (NTA)

NTA yontemi kullanilarak NP’lerin konsantrasyonu (partikiil/mL) ve ortalama ¢ap1 (nm)
Malvern Panalytical NanoSight NS300 cihazi ile belirlenmistir. Analiz yapabilmek i¢in
NP’ler uygun konsantrasyona (x2000) seyreltilmistir. Santrifijden 6nce NP’lerin
analizleri, her biri 30 saniye olacak sekilde 3 farkli video kaydi alinarak gergeklestirilmis.
PLGA NP'lerin ve 5-FU yiiklii PLGA NP'lerin mL’deki partikiil sayis1 ve ortalama gaplar1

rapor edilmistir.

Pratik verim yiizdesinin hesaplanmasi, yontemin etkinligini degerlendirmek ve optimum
iiretim yonteminin se¢cimi amaciyla gerceklestirilmistir. Verimi belirlemek igin, ultra saf
su i¢inde yeniden siispanse edilmis NP’ler dondurularak kurutulmus ve kurutulmus
NP’lerin agirliklar dlgiilmiistiir. Her bir 6rnek igin verim hesabi, geri kazanilan NP’lerin
agirhigimin baslangicta koyulan toplam kimyasal madde miktarina oraniyla belirlenmistir.

Deneyler ti¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

Verim (%) Sentezlenen NP'lerin agirligt % 100
erim L7) = Baslangicta koyulan PLGA ve ilacin agirligt
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3.8.3. Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM)

Santrifiij edilmis PLGA NP’lerin morfolojileri, TEM kullanilarak incelenmistir. Bu
amagcla, 6rnegin 3-5 pL’si karbon kapl bir 1zgara lizerine damlatilmistir. PLGA NP'ler
negatif bir boya (1% uranil asetat) ile boyanmis ve ardindan kurutulmustur. Goriintiileme,

FEI Tecnai G2 Spirit BioTwin CTEM cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.8.4. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Santrifiij edilmis ve ultra saf su ile homojenize edilmis PLGA NP’lerin morfolojileri SEM
ile incelenmistir. 10 pL hacimde partikdl stspansiyonu temiz bir aliminyum folyoya
damlatilmis ve Kkurutulmustur. Ardindan, NP’ler altin film ile kaplanarak 10 kV'da
GAIA3+Oxford XMax 150 EDS kullanilarak goriintiilenmistir.

3.9. 5FU-PLGA NP'lerin Enkapsiilasyon Etkinligi

5-FU'nun enkapstlasyon etkinligi (%EE) dolayli bir yontem kullanilarak hesaplanmustir.
Santrifiijlenmis numunelerin siipernatantindaki serbest 5-FU miktarin1 belirlemeden
once, siipernatant 0,45 pum naylon siringa filtresiyle filtrelenmistir. Daha sonra
stipernatantlar Tris tamponu ile seyreltilmis ve dogrulanmigs HPLC metodu ile kantitatif
olarak &lciilmiistiir. Olgiimler A = 265 nm dalga boyunda ii¢ tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Kapstilleme etkinligi (EE) ve ilag ylkleme kapasitesi (DL) asagidaki

formiiller kullanilarak hesaplanmaistir:

EE (%) = Toplam ilag miktar1 — Serbest ila¢ miktar: % 100
(%) = Toplam ila¢ miktari

DL (%) = PLGA NP'lerdeki ilacin agirhig < 100
(%) = PLGA NP’lerin agirligi
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3.10. Deney Tasarim

DoE, “Tasarim Yoluyla Kalite, QbD” konsepti icinde yer alan, arastirma ve iiretim
alaninda kullanilan 6nemli bir aractir [159]. DoE, deneyleri planlamak, uygulamak,
degerlendirmek ve sonuglandirmak i¢in kullanilan bir istatiksel yontemdir [160]. Bu
teknikler sayesinde, bagimsiz degiskenlerin (parametreler) degistirilmesiyle bagimli
degiskenler (¢ikt1) Uzerindeki etkileri, daha az sayida laboratuvar veya bilgisayar deneyi
ile cok daha fazla bilgi elde edilebilir. BOylece zaman ve maliyet minimize edilmis olur
[161]. Varyans analizi, 6nemli faktorlerin belirlenmesi amaciyla kullanilir. Ayrica
bagimsiz degigskenlerden elde edilen matematiksel modeller sayesinde bagimli

degiskenlerin yanitlar1 6ngoriilebilir [162].

3.10.1. iki-Seviye Tam Faktoriyel Tasarim (FFD)

FFD, farkli bagimsiz faktorler ve onlarin farkli sayida seviyeler kullanilarak optimum
stireclerin gelistirmesi i¢in kullanilan yontemdir. Farkli faktorlerin ve birbirleriyle
etkilesimlerinin iiriin {izerinde etkisinin olup olmadig1 ve etkisi varsa {riiniin kalitesi

tizerinde nasil etkisi oldugu belirlenebilir.

Iki-seviye tam faktoriyel tasarmm, {iriin kalitesini etkileyen tiim kombinasyonlari ve
etkilesim faktorlerini icerir. Uriin kalitesini etkileyen gesitli faktdrlerin icinden énceden
gerceklestirilen deneyler dogrultusunda 6nemli olanlar tespit edilir. Bu faktorlerin ve
seviyelerin optimize edilmesi, en iyi kalitede iiriin elde etmek icin dnemlidir. iki-seviye
faktoriyel tasarimlar, diistik (-1) ve ylksek (+1) olmak tzere iki seviyeye sahip faktorlere
dayanmaktadir. Tki-seviye tam faktdriyel tasarim, 2X formili temelinde gerceklestirilir.
2, seviyeyi gosterirken; K faktorlerin sayisidir [163].

Bu tez kapsaminda PLGA NP’lerin ve 5-FU yikli PLGA NP'lerin boyut, PDI ve zeta
potansiyeli degerlerini etkileyen kritik proses ve formiilasyon parametreleri, Minitab ile
DoE kullanilarak formiilasyon tarama caligmalar1 yoluyla belirlenmistir. Ayrica DoE,
proses parametrelerinin 5SFU-PLGA NP'lerin enkapsiilasyon verimliliklerine etkisini

arastirmak i¢in kullanilmistir.

Yanit (¢ikt1) lizerinde 6nemli bir etkiye sahip olan siire¢ degiskenlerini (girdi) belirlemek

icin tam faktoriyel tasarim (22) kullanmilmistir. Her bir girdiye bir minimum seviye (-1) ve
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bir maksimum seviye (+1) atanmistir. Calismada TFR ve FRR faktorleri kullanilmustir.
Secilen tarama tasarimi, her biri {i¢ tekrarli 84 deneysel calistirma (run) yiriitilmustiir.
Deneyler rastgele diizenlenmistir. TFR i¢in minimum ve maksimum seviyeler sirasiyla 5
ve 15, FRR igin ise 1:7 ve 1:3'tur.

3.10.2. Yanit Yiizey Metodu (RSD)

Nihai Urin ozelliklerini etkileyen kritik slre¢ faktorlerinin belirlenmesi faktoriyel
yontemle gerceklestirilmistir. Bu faktorler arasindaki etkilesimlerin iiriin kalitesi ile
iliskileri yamt yiizey metodu ile tespit edilmektedir. Uriinde istenilen 6zelliklerin
maksimum (6rnegin yiiksek ila¢ yiikleme) ya da minimum yanit (6rnegin diisiik partikiil
boyutu) elde etme ihtiyacina gére optimum seviye ayarlanir. Boylece yanit ylizey metodu
minimum hatayla yiiksek kaliteli iirtin gelistirmede kullanilmis olunur. Deneylerin
yanitlari, ii¢ boyutlu yanit yilizey grafigiyle ve iki boyutlu diizlemde kontur grafigiyle
gosterilir [164, 165]. Genellikle birinci dereceden, ikinci dereceden ve kuadratik

polinomal model elde edilir [166].

Cizelge 3.2. Mikroakiskan akis ayarlari i¢in segilen girdiler ve bunlarin FFD i¢in karsilik
gelen seviyeleri.

Seviyeler
DoE Girdileri
-1 0 +1
TFR (mL/dKk) 5 10 15
FRR (v/v) 1:7 (0.125) 1:5(0.167) 1:3 (0.25)

Bu tez kapsaminda ikinci dereceden bir model elde etmek i¢in deneyler gelistirilmistir.
Yiizey yanit tasarimi (32) kullanilarak, TFR ve FRR degiskenlerinin partikiil boyutu ve
zeta potansiyeli iizerindeki etkilerini arastirmak icin denemeler yapilmustir. ikinci
dereceden bir cevap yiizey modeli gelistirmek i¢in, degisken parametrelerini tahmin

etmek Uzere (¢ seviyede deneyler yiiritilmiistiir (Cizelge 3.2). Her bir kombinasyon {i¢
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paralel tekrar ile test edilmistir. Deneysel sonuclar, ANOVA analizi yoluyla modelin

dogrulanmasi i¢in kullanilmig ve modelin tahminsel dogrulugu i¢in kanit olusturmustur.

3.11. 5FU-PLGA NP’lerin Stabilite Calismalar:

5-FU yikli PLGA NP'ler, 5-15 mL/dk’da ve 1:3-1:7 FRR’de iiretilmis ve daha dnceden
tammlanan  karakterizasyon  ydntemi  kullanilarak  degerlendirilmistir. 11k
degerlendirmelerin ardindan, bu siispansiyonlarin kararliliklar1 1s1ktan korunarak 4 °C, 25
°Cve 37 °C 'de 21 giinliik siire boyunca gozlemlenmistir. Ayrica 3 aylik bir siire boyunca
NP’lerin 4°C'de stabilitesini degerlendirmek igin bir dizi deney gerceklestirilmistir. 21
giinliik ve 3 aylik siirenin ardindan NP’lerin kararliliklar1 DLS ile NP’lerin boyutu, PDI

ve zeta potansiyelleri Ol¢iilerek degerlendirilmistir.

3.12.5FU  Yukleme Kapasitesinin 5FU-PLGA NP'lerin  Fizikokimyasal

Ozelliklerine Etkisinin Incelenmesi

%5, %10, %15 ve %20 (5FU:PLGA, w:w) olmak (zere farkli ila¢c yukleme dozu
kullanilarak elde edilen NP’lerin fizikokimyasal oOzellikleri degerlendirilmistir. Bu
amacla, DMSO'da ¢6ziinmiis 5-FU (%5, w:v), %5, %10, %15 ve %20 ila¢ yukleme dozu
hazirlamak igin sirasiyla 10 pL, 20 pL, 30 pL ve 40 pL olmak Gzere 3 mL hacimdeki 10
mM Tris tamponuna (pH 7,4) damla damla eklenmistir. Sabit FRR (1:3) ve TFR (15
mL/dk) ile mikroakiskan cihazda ila¢ yukli PLGA NP'ler iiretilmistir. NP'ler daha 6nce
belirtildigi gibi santrifiijleme yoluyla saflastirilmistir. Zetasizer cihazi ile NP’lerin hem

santrifiij oncesi hem de santrifiij sonrasi fizikokimyasal 6zellikleri analiz edilmistir.

3.13. In vitro Salim Cahismalari

Secilen bir NP grubu tizerinde in vitro salim ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. SFU-PLGA
NP’lerden ilag salim profilinin izlenmesi amaciyla dializ membran yontemi
kullanilmustir. Sink kosullar gozetilerek salim galigmalar1 hazirlanmigtir. Dondr faz
olarak, taze hazirlanan SFU-PLGA NP'ler, 14 kDa (Sigma-Aldrich) molekiiler agirlik
sinirina sahip 6nceden 1slatilmis bir dializ torbasina konulmustur. Reseptor faz olarak,

PBS (pH=7.4, 10 mL) kullanilmistir. Ardindan dondr faz, reseptor faz igine yerlestirilmis;
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fizyolojik kosullari taklit etmek i¢in 37 °C'de su banyosunda ve 130 rpm karisma hizinda
inkiibe edilmistir. 5 giin boyunca, érnekler (1 mL) belirli zaman araliklarinda (1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,24,48, 72,96, 120 saat) reseptor fazdan toplamis ve 5-FU salim konsantrasyonu
HPLC ile 265 nm'de U¢ kez Olgtilmistiir. Her 6rnek alindiktan sonra, reseptor faza esit

hacimde taze PBS eklenmistir.

3.14. Kinetik Cahsmalar

In vitro salim profillerinin kinetigi, sifirmci derece, birinci derece, Hixson-Crowell (kip
kok) ve Higuchi (zamanin karekokil) modelleri kullanilarak aragtirilmistir. Veriler,

asagida listelenen denklemler kullanarak belirtilen profillere uygun hale getirilmistir:

Sifirinci derece kinetik model:

m = 100 — kyt Eg. (1)
Birinci derece kinetik model:

In(100 — W) = In100 — kst Eq. (2)
Hixson ve Crowell kiip-kdk modeli:

(100 — WHY3 = 1003 — kyt Eq. (3)
Higuchi zamanin karekdkii modeli:

W = kyt'/? Eq. (4)

Burada W, t zamaninda yiizde ilag salim oramidir ve ko, kf, knc ve kn salim hizi

sabitleridir.

3.15. 5SFU-PLGA NP'lerinin Toksisitesi

5-FU yiiklii PLGA NP'lerin sitotoksisitesinin degerlendirilmesi igin insan skuamoz
karsinom hicreleri (A-431) kullanilmistir. A-431 hicreleri American Type Culture
Collection'dan (ATCC) temin edilmis ve %10 fetal sigir serumu (FBS, Sigma-Aldrich,
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ABD), 2 mM L-glutamin (Cegrogen Biotech, Almanya) ve 100 U/mL penisilin-
streptomisin (Cegrogen Biotech, Almanya) ile zenginlestirilmis Dulbecconun MEM
(Cegrogen Biotech, Almanya) ortaminda 37°C, %5 COz2 kosullarinda kiiltiire edilmistir.
Ortam her iki giinde bir yenilenmis ve hiicreler kiiltiir kabi yilizeyinin %901
kapladiginda hiicrelerin pasajlanmasi igin tripsin-EDTA (PBS'de %0.25, Cegrogen

Biotech, Almanya) ¢ozeltisi kullanilmistir.

Cogaltilan A-431 hucreleri, 5FU ve 5FU-PLGA NP’lerin toksisitesini degerlendirmek
icin 96 kuyucuklu hiicre kiiltirii kabinda 24 saat kiltire edilmistir (1x104
hlicre/kuyucuk). Daha sonra SFU’nun hiicre canlili1 tizerindeki doz bagimli yanitlari
belirlemek amaciyla, %1 ila¢ yikleme dozu igin 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 20, 40,
80 ve 160 uM ve %20 ila¢ yiikleme dozu icin 5.53, 11.06, 22.125,44.25, 88.5, 177, 354,
708, 1416, 2832 uM olacak sekilde artan konsantrasyonlarda 5-FU ve 5FU-PLGA NP'ler
eklenmistir. Test edilen konsantrasyonlar, PLGA NP'lerdeki SFU miktar1 temel alinarak
hazirlanmigtir. Bunun i¢in, ayn1 hacimdeki PLGA ve SFU-PLGA NP'ler 14000 rpm'de
60 dakika santriflij edilmistir. Siipernatan daha sonra uzaklastirilmis ve peletlenmis
partikiiller 30 dakika boyunca UV 15181 altinda sterilize edilmistir. Sterilizasyonun
ardindan, NP'ler hiicre kiiltiirii biiylime ortaminda homojenize edilmis ve Onceden
belirlenen konsantrasyonda (n=8) A-431 hiicrelerine 72 saat siireyle maruz birakilmustir.
%10 dimetil stlfoksit (DMSO) iceren DMEM ve NP igermeyen DMEM, sirasiyla pozitif
ve negatif kontrol grubu olarak kullanilmistir. 72 saat sonra, ortam uzaklastirilmis ve
hiicreler iki kez onceden isitilmis PBS ¢ozeltisi (Cegrogen Biotech, Almanya) ile
yikanmig ve ardindan 4 saat boyunca 100 uL 5 mg/mL MTT c¢ozeltisi (Sigma-Aldrich,
ABD) ile inkiibe edilmistir. Daha sonra, MTT c¢ozeltisi yerine formazan kristallerini
¢ozmek i¢in 100 uLL. DMSO eklenmis ve formazanin absorbansi 570 nm'de bir ELISA
mikroplaka okuyucu (VERSAmax, Molecular Devices, ABD) kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Hiicre canlilig1, negatif kontrol grubundan elde edilen veriler kullanilarak belirlenmistir.

3.17. istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz, GraphPad Prism yazilimi (Siiriim 8, San Diego, CA) kullanilarak

gerceklestirilmis ve bulgular en az ii¢ bagimsiz gruba dayanarak ortalama + standart

39



sapma olarak ifade edilmistir. Verileri degerlendirmek icin eslestirilmemis t-testi

kullanilmig olup, anlamlilik diizeyi p < 0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. 5SFU’nun FT-IR ve UV Spektrumlar:

5FU'nun FT-IR spektrumu Sekil 4.1'de sunulmustur. 5FU'nun kimyasal yapisinda
bulunan C=0 grubuna ait 1643 cm, C-H grubuna ait 3150 cm™ ve C-F grubuna ait 1241
cmtde karakteristik bantlar tespit edilmistir. FT-IR spektrumunda gorilen 5FU'ya ait

karakteristik pikler maddenin saf oldugunu gostermistir.

———5FU | | o
i 92 ://\N U‘p ﬂﬂm /—
§ i N | /M /o ﬂjﬂ({

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalga sayisi (cm-?)

Sekil 4.1. SFU’nun FT-IR spektrumu.

UV spektrofotometresi ile yapilan analizlerde 5FU’ya ait Amax 266 nm olarak

belirlenmistir (Sekil 4.2).

248

||||||||

Absorbans

200,00 250,00 300,00

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.2. 5SFU'nun UV spektrumu boyu (A max=266 nm).
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4.2. 5FU’nun HPLC ile Tayini

Sekil 4.3°de gosterildigi gibi belirlenen kromatografik kosullar altinda, yaklasik 5.
dakikada gortlen 5-FU piki ile gakigsan herhangi bir pik tespit edilmemistir. 5-FU’nun
kalibrasyon egrisi Sekil 4.4’de gosterilmistir. Bu egrinin denklemi y=1.5266x-0.0822 ve

korelasyon katsayisi r?=1 olarak bulunmustur.

1,800 - WVL265 nm

|| 5-FU-4.9
1,400 |

1,200 “
1,000 H
800 ‘ ‘
800 ‘ ‘
400 \ |

200+ [

min

-200 T T T T T T T T T
0.0 1.0 20 30 40 50 6.0 70 8.0 9.0 10.0

Sekil 4.3. 5-FU'ya ait HPLC piki.
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Sekil 4.4. HPLC yontemiyle elde edilen 5-FU’nun konsantrasyon standart dogrusu (n=3).
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4.3. On Formiilasyon Calismalari

Formiilasyon 6n deneme calismalar1 kapsaminda farkli polimer konsantrasyonlari,
stabilizatorler ve solvent tiirleri denenmistir (Cizelge 4.1). Diisiik miktarda kimyasal
kullanimi ve 6lii hacmin minimize edilmesi amaciyla en diisiik akis hiz1 olan 5 mL/dk’da
deneyler gerceklestirilmistir. Organik ve sulu fazlarin akis hizi oranlart 1:3 (O:S) sabit
tutulmustur. Oncelikle ACN ve AC olmak Uizere iki farkl1 ¢oziicii tipinin NP (izerindeki
etkisi incelenmistir. Bu sonuglara gore %2 PLGA ¢6zeltisi kullanilarak elde edilen NP’ler
arasinda, AC ile elde edilen NP’ler, ACN ile elde edilene gore daha kiicik boyutta ve
daha monodispers yapida olduklar1 bulunmustur; bununla birlikte zeta potansiyelinin
nispeten daha bilyik oldugu tespit edilmistir. Bu sonug, literatiirde mikroakiskan sistemle
yapilmis olan baska bir ¢alismayla benzerlik gostermektedir [167]. Bilindigi gibi solvent
tipinin degismesi siiper doygunlugu etkilemekte; elde edilen NP’lerin fizikokimyasal
ozelliklerini degistirmektedir. Yiiksek oranda suyla karisabilen ¢oziictlerin, daha kuguk
NP olusumuna yol agtigi bilinmektedir [138, 168]. AC ile daha iyi fizikokimyasal
Ozelliklere sahip NP’ler elde edilmesi nedeniyle, ¢alismalara bu solvent ile devam

edilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli konsantrasyon ¢oziicii ve stabilizator kullanilarak elde edilen NP’lerin

ozellikleri (TFR=5 mL/dk ve FRR=1:3).

Organik Faz (0) Sulu Faz (s) Boyut (nm) PDI Zeta Potential (mV)
%2 PLGA/ACN Tris Tamponu 229.5+4.3  0.32940.014 -64.2+2.93
%0.5 PLGA/ AC Tris Tamponu 135.7£1.6  0.154+0.015 -67.9+0.9
%1 PLGA/ AC Tris Tamponu 136.9+1.8  0.137+0.009 -69.1+£2.8
%2 PLGA/ AC Tris Tamponu 192.9+0.5 0.217+0.217 -69.1+2.0
%1 PLGA/ AC Tris Tamponu +  333.3+4.3  0.299+0.020 -0.68+0.5
%1 PVA
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Bir sonraki adimda farkli PLGA konsantrasyonlar1 (%0.5, %1, %2 (w/v) kullanilmistir.
%0.5 ve % 1 PLGA ¢ozeltisiyle hazirlanan NP’lerin benzer 6zellikte oldugu goriilmiistiir.
Diger taraftan %2 PLGA ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen NP’lerin diger
konsantrasyonlara gore hem boyut (~193 nm) hem de PDI (0.217) agisindan daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, tim konsantrasyonlarda zeta potansiyeli
yaklagik -60 ile -70 mV arasinda izlenmistir. Literatiirde konsantrasyonun artirilmastyla,
NP boyutunda ve PDI degerinde benzer sekilde artis tespit edilmistir [167, 169]. Behnke
ve digerlerinin yaptig1 arastirmada, bu calismada oldugu gibi zeta potansiyeli degerleri
birbirine yakin bulunmustur [167]. Bilindigi gibi optimum seviyenin Ustiindeki polimer
konsantrasyonu arttiginda, genellikle akiskanlarin viskozitesi arttigi i¢in iki faz arasindaki
difiizyon hiz1 azalir ve ayrica ¢ekirdek sayisinda artis goriiliir. Bu nedenle, ¢arpismalar
artar ve NP boyutu biiyiir. Optimum konsantrasyonun altinda ise ¢ekirdeklenme hizi
yavasladig1 i¢in, nanopresipitasyonun biiylime siirecini gelistirir. Dolayisiyla, elde edilen
NP’lerin boyutunda artis meydana gelir [18]. Bu ¢alismada, %1 PLGA iceren organik
fazin, %2 PLGA ile hazirlanan NP’lere gore daha kiiclik boyut ve PDI degerine sahip
olmasi ve %0.5 PLGA ile hazirlanan NP’lere gore daha yiiksek {iretim miktarda {iretim

yapilmasi nedeniyle ¢alismalara %1 PLGA konsantrasyonu ile devam edilmistir.

Son olarak, stabilizatoriin NP olusumu tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Tris tamponu
mikromikserlerde siklikla tercih edilen bir stabilizatordir. Literatiirdeki bazi makalelerde
sulu faz olarak Tris tamponu ile iyonik olmayan PV A’nin farkli konsantrasyonlari birlikte
kullanilmistir. Bu ¢aligmada, %1 PVA orani denenmistir. Cizelge 4.1°de goriildigi
tizere, sadece Tris tamponu kullanimina gére PVA eklemek hem boyut ve PDI degerini
oldukca arttirmig, zeta potansiyelini ise dramatik bir sekilde diisiirmiistiir. Roces ve
arkadaglari, partikiill olusumunu etkileyip etkilemedigi ve/veya stabiliteyi artirip
artirmadigini degerlendirmek i¢in, SHM tasarimli mikroakiskan sistemin sulu fazina
(Tris tamponu pH 7.4, 10 mM) farkli oranlarda PVA eklemislerdir [170]. Bu ¢alismada
yer alan bulgularda oldugu gibi, PVA'nin dahil edilmesinin daha biiyiik partikiil
boyutlarina neden oldugu gozlenmistir. Chiesa ve digerleri ise, PVA'nin mikroakigkan
sistemlere dahil edilmesiyle artan viskozitenin karigsma hizimi disiirerek daha biiyiik
partikiil olusumuna neden oldugu hipotezinde bulunmustur. Ancak, PDI (<0.2) degerleri

onemli Olclide etkilenmemistir. Yine bu ¢alismadaki bulgularla benzer sekilde, sisteme
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PVA eklenmesiyle PLGA NP’lerin zeta potansiyelleri anyonik degerden ndtre dogru
degismistir. Bununla birlikte PVA igeren (%0.5 PVA, %1 PVA ve %2 PVA) ve
icermeyen tim formulasyonlarda caligma siiresi boyunca NP’lerin stabil oldugu
gozlenmistir [171, 172]. Sulyag/su (w/o/w) emdilsiyonunun aksine, mikroakiskanlar
sistemlerde nanopresipitasyon ile PLGA NP zaten kendiliginden hizlica olustugu i¢in
strfaktan eklemeye gerek olmadigi bildirilmistir [173], [174]. Elde edilen bulgular
dogrultusunda, bu ¢alismada NP {iiretimi i¢in mikroakiskan sistemin sulu faza PVA
eklenmemistir. Gergeklestirilen bu denemeler dogrultusunda, organik faz olarak %1
PLGA/AC ve sulu faz olarak Tris tamponu (10 mM, pH 7.4) segilmistir.

4.4. Toroidal Mikromikser Proses Parametrelerinin PLGA NP'lerin Ozellikleri

Uzerine EtKisi

Farkli TFR (5-15 mL/dk) ve FRR’nun (1:1, 1:3, 1:5, 1:7) optimize edilmis NP Ozellikleri
tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Ancak tim TFR’de FRR 1:1 degerinde PLGA
NP’ler, santrifiij sonrasinda koagiile olmuglardir. Bu nedenle 1:1 FRR oraniyla

caligmalara devam edilmemistir.

Farkli akis parametrelerinin (FRR ve TFR), NP fizikokimyasal 6zellikleri Gizerindeki
etkisi DLS ile degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, tim PLGA NP’lerin boyutu
150 nm'nin altindadir (Sekil 4.5a). TFR, 5 mL/dk'dan 15 mL/dk'a artirildiginda NP boyutu
yaklasik 140 nm’den 95 nm’ye diismiistiir. Diger calismalarla uyumlu olarak, TFR’in
artis1 daha kii¢iik NP {iretimine neden olmustur. TFR’deki bu artis, karigma siiresini
kisatmakta ve partikiil agregasyonunu engellemektedir [175, 176]. Genel olarak FRR'yi
(1:3-1:7) diistirmenin NP boyutu iizerinde istatistiksel olarak etkisi gdézlenmemistir.
Bununla birlikte, 5 mL/dk’da 1:5 ile 1:7 gruplarinda sentezlenen NP’ler arasinda anlaml1
bir fark bulunmustur (p < 0.05). Tiim PLGA NP’ler 0.129 ila 0.158 arasinda degisen PDI
degerleriyle homojen boyut dagilimlarina sahiptir (p>0.05, Sekil 4.5a). TFR'nin
artmastyla, NP’lerin zeta potansiyel degerlerinin giderek azaldigi gozlenmistir (Sekil
4.5b). TFR, 5 mL/dk'dan 15 mL/dk'ya ¢iktikca, zeta potansiyel degerleri yaklasik olarak
-60 mV'den -45 mV'ye diismiistiir. 5 mL/dk'da FRR 1:5 ile 1:7 ve 15 mL/dk'da FRR 1:3-
1:5 ile 1:7 gruplar1 arasinda zeta potansiyel degerlerinde anlamli bir degisiklik

gozlenmemistir (p < 0.05).
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Sekil 4.5. TFR’nin PLGA NP’lerin 0zellikleri Gizerine etkisi: partikil boyutu, PDI (a) ve
zeta potansiyeli (b). Olgiimler DLS ile yapilmustir. Sonuglar ii¢ tekrarli dl¢iimiin ortalama

* standart sapmasini temsil etmektedir. (*) p<0.05’i temsil etmektedir.

Cizelge 4.2, farkli proses parametreleri altinda sentezlenen PLGA NP'lerin boyutunu,
konsantrasyonunu ve verimini listelemektedir. NTA ile élctilen PLGA NP'lerin boyutu,
DLS sonuglari ile uyumludur. NP’lerin 22 ila 252 nm arasinda degisen boyutlarda ve
ortalama 89.9£1.4 nm oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.6, 15 mL/dk hizda ve FRR 1:3'te
sentezlenen partikiillerin NTA ile dlglilen boyut ve konsantrasyon dagilim grafigini
gostermektedir. Ayrica mL basma partikiil sayis;, 16.6x1011+3.65x10%° ila
5.89x10'!'+1.83x10'° arasinda bulunmustur. En diisiik PLGA NP konsantrasyonu, 5
mL/dk, 1:7'de tespit edilmistir. Ayrica, en yiiksek verim 5 mL/dk TFR ve 1:5 FRR’de
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iretilen NP’lerde %98 olarak elde edilmistir. En diisiik verim ise 15 mL/dk TFR ve 1:7
FRR’de iiretilen NP’lerde %76 olarak kaydedilmistir (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.6. PLGA NP’lerin NTA dagilim grafigi (TFR=15 mL/dk ve FRR=1:3).

Sekil 4.7 tim NP'lerin g6zlemlenebilir bir agregasyon olmadan, kiresel simetri, tekdiize
boyut dagilimi ve piiriizsiiz morfoloji sergiledigini gostermektedir. 5 mL/dk'da FRR
1:3’de elde edilen PLGA NP’lerin TEM goriintiisii (Sekil 4.8), SEM goruntisini

destekler niteliktedir.
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10 mL/dk

Sekil 4.7. Farkli TFR’de (5 mL/dk, 10 mL/dk ve 15 mL/dK) tretilen PLGA NP'lerin SEM
goruntdleri (FRR = 1:3).

Sekil 4.8. 5FU-PLGA NP’lerin TEM gbriintiisii (TFR=15 mL/dk ve FRR=1:3).
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Cizelge 4.2. TFR ve FRR'nin partikil boyutu, konsantrasyon ve PLGA NP'lerin verimi
uzerindeki etkisi.

FRR (O:S) *MD (nm) *PLGA NP /mL Verim (%)
5 mL/dk
1:3 131.0+0.8 16.6x101 + 3.65x101° 86+14
15 128.3+2.7 10.7x101 + 1.18x10% 98+2
1.7 136.645.5 5.89x 101 + 1.83x101 76212
10 mL/dk
1:3 98.6+1.5 15.7x101 + 1.48x10%° 86+13
15 98.8+4.9 14.7x101 + 8.28x101° 97+2
1.7 95.9+2.1 11.5x104 + 1.23x104 88+8
15 mL/dk
1:3 89.9+1.4 14.5x101 + 9.92x101° 94+2
15 91.6+0.9 13.4x104 + 3.61x10° 87+9
1.7 93.2+2.1 10.2x104 + 3.95x10%° 76220

* NTA ile analiz edilmistir.

4.5. Toroidal Mikromikser Proses Parametrelerinin 5SFU-PLGA NP'lerin Ozellikleri

Uzerine EtKisi

Farkli FRR ve TFR degerlerinin 5-FU yukli PLGA NP’lerinin fizikokimyasal 6zellikleri
Uzerindeki etkisi incelenmistir. 5FU-PLGA NP'lerin basariyla iiretildigi ve ilacin sulu
faza eklenmesinin NP'lerin liretim mekanizmasini etkilemedigi goézlenmistir. Sekil
4.9a'da gosterildigi gibi, SFU-PLGA NP'lerin boyutlari, ilag igermeyenlere kiyasla
FRR'nin bir fonksiyonu olarak degisiklik gostermistir. Literatiirde belirtildigi gibi FRR,

¢Oziicii ve ¢oziicli olmayan molekiillerin karigma stiresini etkileyen énemli bir faktordiir
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[43, 177]. Karnik ve Gu, FRR ile karigma siiresi arasinda bir korelasyon kurmuslardir
[41]. 5SFU-PLGA NP'lerin boyutlar, 5 mL/dk i¢in FRR degistikce 145 nm ile 150 nm
arasindayken; TFR 10 mL/dk'ya yiikseltildiginde NP'lerin ortalama boyutu yaklasik
olarak 120-130 nm araliginda Ol¢iilmiistiir. TFR'min 15 mL/dk'ya ¢ikarilmasiyla ve
degisen FRR’de, NP’lerin boyutunda bir azalma (100-116 nm) gézlenmistir. 5 mL/dk'da
FRR 1:5 ve 1:7°de elde edilen NP'ler ile 10 ve 15 mL/dk'da FRR 1:5 ve 1:7’de iiretilen
NP’ler arasinda boyut agisindan 6nemli farkliliklar goriilmiistiir (p < 0.05). 5SFU-PLGA
NP'ler diisiik boyut dagilim1 gostermis ve TFR arttikga PDI kademeli olarak 0.095'ten
0.147'ye hafifce artmustir (Sekil 4.9a). 15 mL/dk'da test edilen tim FRR'lerde Uretilen
partikiiller yaklasitk -48 mV zeta potansiyeline sahip partikiillerle sonuglanirken; en
anyonik partikiiller 5 mL/dk'da yaklasik -67 mV zeta potansiyeline sahiptir (Sekil 4.9b).
NP'lerin zeta potansiyel degerleri 5 mL/dk'da FRR 1:7 ile 1:3 ve 1:5 arasinda; 10 ve 15
mL/dk'da FRR 1:5 ile 1:7 arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p < 0.05).

5-FU yiikli PLGA NP'lerin morfolojisini incelemek i¢in SEM kullanilmistir. Sekil
4.10°de gosterildigi gibi, tim NP'ler kiiresel simetri ve piiriizsiiz morfoloji
sergilemektedir. Herhangi bir agregasyon varligi goriilmemis olup NP’ler monodispers

yapidadir.

Cizelge 4.3'te sunulan sonuglar, test edilen proses parametrelerinin 5FU-PLGA NP'lerin
hem verimi hem de fizikokimyasal 6zellikleri Uzerindeki etkisini gostermektedir. Cesitli
TFR (5-15 mL/dk) ve FRR (1:3-1:7) ile Uretilen ve NTA ile 6l¢lilen 5FU-PLGA NP'lerin
boyut degerleri 137.1+6.3 ile 105.1£2.1 nm arasinda degismektedir. 15 mL/dk ve 1:3'te
elde edilen 5FU-PLGA NP'lerin boyut ve konsantrasyon dagilim grafigi Sekil 4.11°de
gosterilmigtir. Farkli TFR (5-15 mL/dk) ve FRR (1:3-1:7) ile sentezlenen NP’lerin mL
basina partikiil say1s1 12.0x1011+ 4,17x10%% ile 7.12x10*+ 4.45x10% arasinda degisirken;
en yiiksek konsantrasyon TFR 15 mL/dk ve FRR 1:3 ile iiretilen NP’lerden elde
edilmistir. 5, 10, 15 mL/dk’da elde edilen SFU-PLGA NP’ler santrifiij sonrasinda,
sirastyla %74-96, %84-86, %64-84 oranlarinda geri kazanilmistir (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.9. TFR’nin 5SFU-PLGA NP 6zellikleri tizerine etkisi: partikil boyutu, PDI (a) ve
zeta potansiyeli (b). Olgiimler DLS ile yapilmustir. Sonuglar ii¢ tekrarli dl¢iimiin ortalama

+ standart sapmasini temsil etmektedir. (*) p<0.05°i temsil etmektedir.
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10 mL/dk

Sekil 4.10. Farkli TFR’de (5 mL/dk, 10 mL/dk ve 15 mL/dk) tretilen 5SFU-PLGA NP'lerin
SEM goruntileri (FRR=1:3).

Proses parametrelerinin 5FU-PLGA NP'lerin %EE iizerindeki etkisi incelenmistir
(Cizelge 4.3). Test edilen gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. %EE, TFR ve
FRR'ye baglh olarak degismemistir (p>0.05). SFU-PLGA NP'lerinin enkapsulasyon
verimlilikleri 5 mL/dk'da %52.3-53.6, 10 mL/dk'da %52.5-53.6 ve 15 mL/dk'da %51.2-
53.1 olarak dlgiilmiistiir (Cizelge 4.3). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, hesaplamali

akigkanlar dinamigi (CFD) simiilasyonlari, ilacin ve polimerin presipitasyon siirelerinin
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enkapsiilasyon verimliligini etkileyen kritik faktorler oldugunu ortaya koymustur [178].
Toroidal mikromikserin tasarimi, hizli ve homojen karisim saglayarak tiim ¢ekirdeklerin
eszamanli ve esit sekilde olugsmasini garanti etmektedir. Bu stiin 6zellik, farkli proses
parametreleri  arasindaki  presipitasyon  siirelerindeki  degisiklikleri  azaltarak
enkapsiilasyon siirecini iyilestirebilir. Ilacin ve polimerin ¢dkelme siirelerinin, proses
parametrelerinin degigsmesine ragmen ayni kaldigini soyleyebiliriz. Bu kosullar altinda,
%EE veya konsantrasyonu diisiirmeden partikiil boyutunda degisim saglamak miimkiin

olmustur.
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Sekil 4.11. 5FU-PLGA NP’lerin NTA dagilim grafigi (TFR= 15 mL/dk ve FRR=1:3).
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Cizelge 4.3 TFR ve FRR'nin 5FU-PLGA NP'lerin boyutu, konsantrasyon ve verimi

uzerindeki etkisi. Veriler ortalama * standart sapma olarak rapor edilmistir.

FRR (0:S)  *MD (nm) * 5EU-PLGA NP /mL Verim (%) EE (%)
5 mL/dk
1:3 137.1+6.3 9.50x10%+ 3.96x101° 96+3.0 53.6+7.0
15 116.0+2.3 7.65x10+ 2.85x101° 74.9+9.0 52.4+4.8
1.7 120.2+4.3 7.12x101+ 4.45x101° 92.0+4.0 52.3+4.7
10 mL/dk
1:3 125.6+4.2 11.9x10M + 1.26x10M 84+7.0 52.5+8.21
15 113.442.7 8.98x10 + 6.11x101 86 +14 53.6+6.77
1.7 113.5¢6.0 9.94x 10 + 3.95x101 84+4 52.7+5.36
15 mL/dk
1:3 117.2+6.3 12.0x10M + 4.17x10% 84+5 52.2+7.09
15 114.7+12.3 11.5x101 + 1.01x104 72412 51.2+3.98
1.7 105.1+2.1 7.27x101 + 7.85x10° 64+8 53.1+4.97

* NTA ile analiz edilmistir.

4.6. Saflastirma Isleminin PLGA NP’ler ve 5FU-PLGA NP Ozellikleri Uzerine
Etkisi

NP’lerin saflagtirilmasi i¢in diyaliz, santrifiij veya filtrasyon, laboratuvar ortamlarinda
¢oziicli ve kapsiillenmemis ilacin uzaklastirilmasi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Saflagtirma siirecindeki geri kazanim ve yikama adimlar1 sirasinda NP'lerin kararli
olmasi, agrege olmamasi biyolojik uygulamalardaki dalgalanmalar1 azaltmak ve NP’lerin
kalitesini korumak agisindan 6nemlidir [179]. Bu nedenle, NP’lerin karakterizasyonu

hem santrifiijlemeden 6nce hem de sonra yapilmistir. Sekil 4.12a'da gosterildigi gibi
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santrifiij sonrasinda genel olarak gruplar arasinda boyut agisindan 6nemli bir fark
gbzlenmemistir. Literatlirde yapilan arastirmalarda toroidal sistem tarafindan farkli TFR
ve FRR ile dretilen neredeyse tim NP gruplariin boyutlarinda, saflastirma isleminden
sonra, 6nemli bir artig oldugu bildirilmistir [14, 180, 181]. Test edilen tim TFR ve FRR'de
PLGA NP'lerin PDI'si 0.089 ile 0.234 arasinda degistigi tespit edilmistir (Sekil 4.12b).
Ozellikle, TFR 15 mL/dk ile FRR 1:7°de elde edilen NP'lerin santrifiij isleminden sonra
PDI'si 0.158'den 0.234'e arttig1 goriilmistiir (p < 0.05). 15 mL/dk ve 1:7 haricindeki
gruplarda Uretilen partikiillerin PDI degerleri, santrifiij isleminden sonra 0.2'den kiguk
oldugu gorilmiistiir. Bu durum, genel olarak NP’lerdeki homojenitenin korundugunu ve
NP’lerin stabil olduklarimi gostermektedir. Saflastirma isleminden sonra, 5 mL/dk’da
FRR 1:7 ve 10 mL/dk ile FRR 1:5 ve 1:7 disinda sentezlenen tiim PLGA NP gruplarinin
yiizey yiikii azalmig (p < 0.05) ancak stabilitelerini hala koruduklar1 goriilmiistiir (Sekil
4.12c). Minimum zeta potansiyeli -23.9 £0.9 mV ile 15 mL/dk ve 1:7 FRR'de elde edilen
NP’lerde gozlenmistir. Sonug olarak, santrifiij sonras1 fizikokimyasal 6zellikler g6z
ontine alindiginda; 15 mL/dk, FRR 1:7'de Uretilen NP’ler hari¢ diger tiim NP’ler ylksek

monodispers dagilim gostermigler ve stabilitelerini korumuslardir.

SFU-PLGA NP'lerin boyutlarinin, santrifiijlenmemis olanlarla benzer yapida oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.13a). Santrifijlemeden sonra, 5FU-PLGA NP'lerin PDI'si 5
mL/dk’da 1:5 ve 10 mL/dk’da 1:3 ve 1:7°de elde edilen NP gruplar1 hari¢ (p < 0.05)
santrifiijlemeden onceki degerle ayni kalarak, dar bir partikiil boyutu dagilimi
sergilemistir (Sekil 4.13b). 5 mL/dk, 1:3 ve 10-15 mL/dk, 1:7'den elde edilen NP'lerin
zeta potansiyel degerlerinde bir diistis gorultirken(p<0.05), 10 mL/dk ve 1:3-1:5'den elde
edilen NP'lerin yiizey yiikii degerleri istatistiksel olarak artmistir (p<0.05) (Sekil 4.13c).
Diger SFU-PLGA NP gruplarimin zeta potansiyel degerleri santrifiijlenmemis
NP'lerinkiyle benzerlik gostermistir (p>0.05). 5FU-PLGA NP’lerin santrifiij sonrasi

genel olarak kararli yapida olduklari tespit edilmistir.
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Sekil 4.12. PLGA NP'lerin farkli TFR ve FRR'de santrifiij 6ncesi ve sonrasi boyut (a),
boyut dagilimi (b) ve zeta potansiyel degerleri (c). Tum Ol¢imler DLS ile
gerceklestirilmistir. Sonuglar ti¢ tekrarli 6lglimiin ortalama + standart sapmasini temsil
etmektedir. (*) p < 0.05 i temsil etmektedir.
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Sekil 4.13. 5FU-PLGA NP'lerin farkli TFR ve FRR'de santrifiij dncesi ve sonrasi boyut
(a), boyut dagilimi (b) ve zeta potansiyel degerleri (c). Tim Ol¢iimler DLS ile
gerceklestirilmistir. Sonuglar ii¢ tekrarl 6l¢limiin ortalama + standart sapmasini temsil

etmektedir. (*) p < 0.05’1 temsil etmektedir.
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Bulgulara gore, hem ilag yiiklii hem de ilag yiiklenmemis NP’lerin, saflastirma siirecinin
geri kazanim ve yikama asamalar1 boyunca, agrege olmadan kalitelerini korundugu tespit

edilmistir.

4.7. Toroidal Mikromikser Proses Parametrelerinin NP'lerin Ozellikleri Uzerine

Etkisinin Deney Tasarim ile Degerlendirilmesi
4.7.1. FFD

Toroidal mikroakigkan sistemin uygulanabilirligini metodik olarak degerlendirmek icin
22 konfigiirasyonlu rastgele tam faktoriyel tasarim kullanilmistir. Bu tasarim, cesitli
proses parametrelerinin ve formiilasyon degiskenlerinin NP'lerin fizikokimyasal
ozellikleri iizerindeki etkilerini arastirmak icin kullamlmustir. Incelenen parametreler
arasinda 5 ila 15 mL/dk arasinda degisen TFR ve 1:3 ila 1:7 arasinda degisen FRR yer
almistir. Ug tekrar halinde gerceklestirilen ve toplam 84 deneysel ¢alistirma igeren DOE
caligmasi ile faktorlerin birincil etkilerinin ve faktorler arasi etkilesimlerin hem PLGA
NP’ler, hem de 5-FU yukli PLGA NP’ler tizerindeki etkileri analiz edilmistir.

Modellerin validasyonu, yazilim tarafindan olusturulan bir diagnostik tablo kullanilarak
degerlendirilmistir. Modellerin R? degerleri, verilerin modele ne kadar uyumlu oldugu
gostermektedir. Pareto grafigi, her bir parametrenin mutlak degerlerine dayali olarak, en
biliyiik etkiden en kiiciik etkiye dogru azalan sirada standartlagtirilmis etkileri
sunmaktadir. Ana etki grafigi her bir faktoriin deney sonucuna olan ortalama etkisini ve
bu grafikte egimin derecesi faktoriin etkisinin biiytikliigilinti gosterir. Etkilesim grafigi, iki

veya daha fazla faktoriin birlikte nasil etkilestigini gosterir.

Ortalama ¢ap i¢in TFR ve FRR'ye bagh elde edilen matematiksel modelin R? degerleri,
PLGA NP’ler ve 5-FU yiikli PLGA NP’ler i¢in sirasiyla %99.91 ve %99.94
gostermektedir. Pareto grafigi, PLGA NP'lerin ortalama ¢apmin TFR ile 6nemli bir
sekilde degistigini; ancak ne FRR ne de TFR ve FRR arasindaki etkilesimin boyutu
etkilemedigini ifade etmektedir (Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16, Cizelge 4.4). Ote
yandan, 5-FU yUkli PLGA NP’ler i¢cin TFR, FRR ve bunlarin etkilesimi (TFRXFRR)
istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19, Cizelge 4.4). Sekil 4.17,
diisiik TFR seviyesinin (5 mL/dk) diisiik FRR seviyesi (0.125) ile birlestiginde PLGA
NP’lerin en bilyiik boyuta ulastigini gostermektedir. 5-FU yukli PLGA NP’lerin en
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kiglk boyut degeri yiiksek TFR (15 mL/dk) ve diisiik FRR'de (0.125) elde edilmistir
(Sekil 4.21).
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Sekil 4.14. PLGA NP’lerin ortalama ¢ap1 i¢in standartlastirilmig etkilerin pareto grafigi.
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Sekil 4.15. PLGA NP’lerin ortalama ¢ap1 i¢in ana etki grafigi.
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Sekil 4.16. PLGA NP’lerin ortalama ¢api i¢in etkilesim grafigi.
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Sekil 4.17. PLGA NP’ler i¢in ortalama ¢capin FRR ve TFR’ye karsi yiizey grafigi.
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Cizelge 4.4. TFR, FRR ve TFRXFRR’nin PLGA ve SFU-PLGA NP'lerinin 0zellikleri
(boyut, PDI, zeta potansiyeli, %EE) tizerindeki etkisi FFD ile belirlenmistir. p degeri

0.05'ten kiiciik olan sonugclar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

PLGA NP S5FU-PLGA NP
Boyut
TFR 0.000 0.000
FRR 0.571 0.027
TFRxFRR 0.069 0.000
PDI
TFR 0.030 0.128
FRR 0.382 0.406
TFRxFRR 0.711 0.928
Zeta Potansiyeli
TFR 0.000 0.000
FRR 0.012 0.281
TFRXxFRR 0.139 0.014
%EE
TFR - 0.734
FRR - 0.279
TFRXFRR - 0.591
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AB

Sekil 4.18. 5SFU-PLGA NP’lerin ortalama cap1 i¢in standartlagtirilmig etkilerin pareto

grafigi.
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Sekil 4.19. 5FU-PLGA NP’lerin ortalama ¢ap1 i¢in ana etki grafigi.
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Sekil 4.20. 5SFU-PLGA NP’lerin ortalama ¢ap1 i¢in etkilesim grafigi.
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Sekil 4.21. 5FU-PLGA NP’ler i¢in ortalama ¢apin FRR ve TFR’ye kars1 ylizey grafigi.

Matematiksel model denklemi, PDI igin TFR ve FRR degiskenleri ve bunlar arasindaki
iliskilerden tiiretilmistir. R? degerleri sirastyla PLGA NP’ler icin %49.94 ve 5-FU yuklii
PLGA NP’ler icin %31.37'dir. Diisiik R? degerleri nedeniyle, literatiirde daha 6nceden
yiriitiilen ¢alisma sonuglarinin aksine bu modeller verilere iyi uyum saglamamistir [182].
Bu calismada PLGA NP’ler icin TFR, PDI {izerinde etkiliyken (Sekil 4.22, Sekil 4.23,
Sekil 4.24, Cizelge 4.4); 5SFU-PLGA NP’ler i¢in hicbir parametre etkili olmamistir (Sekil
4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28, Cizelge 4.4). PLGA NP’ler ve SFU-PLGA NP’ler i¢in
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PDI’'nin FRR ve TFR’ye kars1 ylizey grafigi sirastyla Sekil 4.25 ve Sekil 4.29°de

verilmistir.

Term

AB Faktér Ad

TFR
FRR
0.0 05 10 15 20 255 30

Standartlastirnlmis Etki

Sekil 4.22. PLGA NP’lerin PDI degeri icin standartlagtirilmis etkilerin pareto grafigi.

TFR FRR

0155 |

0.150

0.145

Ortalama PDI

0.140 -

0.135

5 15 0125 0.250

Sekil 4.23. PLGA NP’lerin PDI degeri i¢in ana etki grafigi.
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TFR * FRR FRR
04601 —e 0125
- a= 0.250
0.155
0 0150
=9
o
E
& 0145
o
£
o
0140
0135
0130 .
5 15
TFR
Sekil 4.24. PLGA NP’lerin PDI degeri icin etkilesim grafigi.
0.160
0.152
POl g1
0.136 0.24
0.21
0.128 =

TFR . 15.0

Sekil 4.25. PLGA NP’ler i¢in PDI degerinin FRR ve TFR’ye kars1 yiizey grafigi.
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Term 2.306

Factor Name

AB
A TFR
B FRR

0.0 0.5 1.0 15 2.0 25

Standartlastinilmig Etkiler

Sekil 4.26. 5FU-PLGA NP’lerin PDI degeri igin standartlagtirilmig etkilerin pareto
grafigi.

TFR FRR

0.1400-

01375

01350

01325+

01300

Ortalama PDI

0.1275-

01250

5 15 0125 0.250

Sekil 4.27. 5SFU-PLGA NP’lerin PDI degeri i¢in ana etki grafigi.
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TFR * FRR FRR

e 0125
=m= 0.250

0.145

0.140

0135

0130

Ortalama PDI

0125

0.120

5 15
TFR

Sekil 4.28. 5FU-PLGA NP’lerin PDI degeri i¢in etkilesim grafigi.

0.140
0.135
PDI
0.130
0.125 0.24
0.120 021
0.18  FRR
50 . o 0.15
: 0.12
ER 125 oo

Sekil 4.29. 5FU-PLGA NP’ler i¢in PDI degerinin FRR ve TFR’ye kars1 yiizey grafigi.

PLGA NP’lerin ve 5FU-PLGA NP'lerin zeta potansiyeli icin éngorilen modelin R?
degerleri sirasiyla %96.83 ve %96.61'dir. PLGA NP’ler igin zeta potansiyeli TFR (A) ve
FRR (B) ile degismis (Sekil 4.30, Sekil 4.31, Sekil 4.32, Cizelge 4.4); 5-FU yuklu PLGA
NP’lerin zeta potansiyeli degeri hem TFR hem de TFR'nin FRR ile etkilesimi tarafindan
onemli 6lgtde etkilenmistir (p < 0.05) (Sekil 4.34, Sekil 4.35, Sekil 4.36, Cizelge 4.4).
Sekil 4.33 ve Sekil 4.37'deki yiizey grafikleri, en diisiik zeta potansiyeli degerinin hem
PLGA NP hem de 5-FU yiiklii PLGA NP igin yiikksek TFR'de (15 mL/dk) ve diisiik

FRR'de (0.25) oldugunu igaret etmektedir.
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Term

AB

(S

6 8

10

Standartlastiriimis Etki

12

Faktér Ad

A TFR

B FRR
14 16

Sekil 4.30. PLGA NP’lerin zeta potensiyeli i¢in standartlastirilmus etkilerin pareto grafigi.

Ortalama Zeta Potansiyeli (mV)

TFR

FRR

0125

0.250

Sekil 4.31. PLGA NP’lerin zeta potensiyeli i¢in ana etki grafigi.
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TFR * FRR FRR
—e— 0125
S s - .- 0250
E
T
>
'S 50
8
o]
o
2]
+ -55-
N
m
£
=
E -60-
o
-65
5 15
TFR
Sekil 4.32. PLGA NP’lerin zeta potensiyeli i¢in etkilesim grafigi.
0.24
0.21
FRR

Sekil 4.33. PLGA NP’ler i¢in zeta potensiyeli degerinin FRR ve TFR’ye kars1 ylizey
grafigi.
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Term

AB

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Standartlagtiriimis Etki

Sekil 4.34. 5SFU-PLGA NP’lerin zeta potansiyeli i¢in standartlastirilmis etkilerin pareto
grafigi.

TFR FRR

Ortalama Zeta Potansiyeli (mV)

5 15 0125 0.250

Sekil 4.35. 5FU-PLGA NP’lerin zeta potansiyeli i¢in ana etki grafigi.
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TFR * FRR FRR

—— 0.125

—a—= 0250

-45

-50

=55

-60

-65

Ortalama Zeta Potansiyeli (mV)

-70

TFR

Sekil 4.36. 5SFU-PLGA NP’lerin zeta potansiyeli i¢in etkilesim grafigi.

-48
54
ZP (mV)
-60
66 0.24
0.21
-12 018 FRR
50 4. s 0.15
: 0.12
T 125 o,

Sekil 4.37. SFU-PLGA NP’ler icin zeta potansiyelinin FRR ve TFR’ye karsi yiizey
grafigi.

5FU yiiklii PLGA NP'lerin %EE degerleri i¢in tahmini modelin R?=%3.66 ile, %EE ile
TFR, FRR ve TFRXFRR arasinda bir korelasyon olmadig: (Sekil 4.38, Sekil 4.39, 4.40,
Cizelge 4.4) ve datalarin modele uymadigi tespit edilmistir. SFU-PLGA NP’ler igin
%EE’nin FRR ve TFR’ye kars1 ylizey grafigi Sekil 4.41°de verilmistir.
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Term 2.306

AB

A Faktér Ad
A TFR
B FRR
0.0 05 1.0 15 2.0 2.5

Standartlastinlmis Etki

Sekil 4.38. 5FU-PLGA NP’lerin %EE i¢in standartlagtirilmis etkilerin pareto grafigi.

TFR FRR

Ortalama %EE

5 15 0125 0250

Sekil 4.39. 5FU-PLGA NP’lerin %EE i¢in ana etki grafigi.
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TFR * FRR FRR

514

- — 0.125
-’ - = 0.250
'f
50 ‘¢
‘I
w "
w49 P
= 'a'
e} -
% 48 -7
= v
t
@]

47 4

46

45

TFR

ekil 4.40. - erin %EE i¢in etkilesim grafigi.
kil 4.40. SFU-PLGA NP’lerin %EE i¢in etkilesim grafigi

49.5
%EE

48.0

46.5

45.0

Sekil 4.41. 5FU-PLGA NP’ler i¢cin %EE’nin FRR ve TFR’ye kars1 yiizey grafigi.

Elde edilen PLGA NP’lerin ve SFU-PLGA NP’lerin boyut, PDI, zeta potansiyeli ve %EE

degerleri i¢in elde edilen matematiksel modeller Cizelge 4.5’de verilmistir.
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Cizelge 4.5. FFD ile TFR, FRR ve TFRXFRR nin bir fonksiyonu olarak PLGA ve SFU-
PLGA NP'lerin fizikokimyasal 6zelliklerinin (boyut, PDI, zeta potansiyeli, %EE) tahmini

icin elde edilen matematiksel model.

Tahmin Edilen Deney Grubu Tahmin Edilen Model

Parametre

=161.81 - 4.542 X TFR + 1276 X FRR + 1.485 X

PLGA
TFR x FRR
Boyut (nm)
= 181.20- 5.493 X TFR - 64.53 X FRR + 5.653 X
5FU-PLGA
TFR x FRR
= 0.1452 + 0.00110 X TFR - 0.100 X FRR + 0.0045 X
PLGA
FRR x TFR
PDI
=-0.1307 — 0.076 X FR + 0.00127 x TFR + 0.0013 x
5FU-PLGA
FRR X TFR
=- 69.80 — 0.3 X FRR + 1.087 Xx TFR + 2.77 X FRR X
Zeta PLGA
TFR
Potansiyeli
=-91.83 + 3.273 X TFR + 80.8 X FRR -6.83 X TFR X
(mV) 5FU-PLGA
FRR
4.7.1. RSD

Bu c¢alisma, temel tasarim parametrelerini belirlemek i¢in FFD ile baslangi¢ tarama
deneyleriyle baglamistir. FFD ile elde edilen bulgulara dayanarak, yaniti artiran faktor
ayarlarini1 belirlemek ve verilerdeki egriligi yakalamak i¢cin DoE c¢alismalar1 RSD ile

devam edilmistir.

Cizelge 4.6.'te gosterildigi gibi, PLGA NP'lerin ve 5-FU yukli PLGA NP’lerin hem
ortalama caplar1 hem de zeta potansiyeli degerleri matematiksel model denklemi olarak
yazilim paketi ile tahmin edilmistir. Ortalama ¢ap i¢in olusturulan modellerde, PLGA
NP’ler igin TFR ve FRRXxFRR oénemli faktdrler olarak bulunmus (Cizelge 4.7) ; R?
degerleri %90.43 olarak tespit edilmistir. Ayrica, SFU-PLGA NP’ler igin TFR, TFRXTFR
ve FRRXFRR anlaml faktorlerdendir (Cizelge 4.7) ve R? degerleri %97.99'dur. Benzer
sekilde TFR, FRR ve TFRxFRR'nin N-asetilsistein yikli PLGA NP’ler icin ortalama
boyutu 6nemli 6l¢iide etkiledigi bulunmustur [174]. PLGA NP'lerin zeta potansiyeli igin
ongorilen modelde (R? degerinin %91.67) TFR, FRRXFRR, TFRXTFR ve FRRXTFR
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onemli faktorlerdendir (Cizelge 4.7). 5-FU yukli PLGA NP'lerin model denklemleri icin
R2 degeri %94.74'tiir ve onemli faktorler arasinda TFR ve TFRXFRR yer almaktadir

(Cizelge 4.7).

Cizelge 4.6. Degiskenler arasindaki iligkiyi tanimlamak tizere hem PLGA hem de SFU-

PLGA NP'lerin boyut ve zeta potansiyeli i¢in tahmin edilen matematiksel denklem.

Tahmin Edilen Deney Grubu Tahmin Edilen Model
Parametre
=512- 549 X TFR + 1260 X FRR + 0.1636 X TFR X
PLGA NP
TFR - 3099 X FRR X FRR - 7.89 x TFR X FRR
Boyut (nm)
= 106.5- 8.09 X TFR - 908 X FRR + 0.1682 X TFR X
SFU-PLGA NP
TFR - 2541 X FRR X FRR + 3.62 X TFR X FRR
=-722 + 276 X FRR - 3.167 x TFR — 895 X FRR X
Zeta PLGA NP
FRR + 0.1767 X TFR X TFR + 6.36 X FRR X TFR
Potansiyeli
Vv =-176.39 + 2994 XxTFR + 89.2 X FRR -0.0007 x
(mV) SFU-PLGA NP

TFR X TFR + 445 X FRR X FRR -6.12 X TFR X FRR

RSD calismasinda, kontur grafikleri ve yanit ylizeyi grafikleri, yanit modeli

egriliklerindeki degisikliklerin proses parametreleriyle baglantisin1 ifade etmektedir.
PLGA NP’ler (Sekil 4.42, Sekil 4.43) ve 5FU-PLGA NP’ler (Sekil 4.44, Sekil 4.45) igin,
herhangi bir TFR degerinde en ylksek ortalama ¢cap FRR 0.19°da gortilmektedir.
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Cizelge 4.7. TFR, FRR ve TFRxFRR’nin PLGA ve 5FU-PLGA NP'lerin fizikokimyasal
ozellikleri (boyut, PDI, zeta potansiyeli, %EE) iizerindeki etkisi RSD ile belirlenmistir. p

degeri 0.05'ten kiiciik olan sonugclar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

PLGA NP 5FU-PLGA NP
P P

Boyut

TFR 0.000 0.000
FRR 0.436 0.444
TFRXTFR 0.103 0.001
FRRXFRR 0.000 0.000
TFRXFRR 0.150 0.171
Zeta Potansiyeli

TFR 0.000 0.000
FRR 0.632 0.056
TFRXTFR 0.000 0.985
FRRxFRR 0.004 0.094
TFRXFRR 0.007 0.005
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MD (nm)

< 100

m 100 - 110

| 110 - 120

120 - 130

M 130 - 140

3:: = > 140
L

10.0
TFR

Sekil 4.42. PLGA NP’ler i¢in FRR ve TFR’ye kars1 ortalama ¢apin kontur grafigi.

150

135
MD (nm) 120

105 0.24

0.21

& FRR

TER ) 15.0

Sekil 4.43. PLGA NP’ler i¢in FRR ve TFR’ye kars1 ortalama ¢apin yiizey grafigi.
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0.24 MD (nm)
< 110
0.22 m 110 - 120
| 120 - 130
| 130 - 140
0.20 | 140 - 150
o [ > 150
&
0.18
0.16
0.14

5.0 7.5 10.0 12.5 15.0
TFR

Sekil 4.44. 5FU-PLGA NP’ler i¢in FRR ve TFR’ye kars1 ortalama ¢apin kontur grafigi.

150

140
MD (nm) 130

120
10

TFR ) 15.0

Sekil 4.45. 5FU-PLGA NP’ler i¢in FRR ve TFR’ye kars1 ortalama ¢apin ylizey grafigi.

Optimizasyon sonuglarna gore (Sekil 4.46 ve Sekil 4.47), PLGA NP'lerin zeta
potansiyeli degerleri %70 oraninda, -50 mV iistii degerlerde yogunlagsmistir. SFU-PLGA
NP’lerinin yaklasik %5', > -50 mV zeta potansiyel degerlerinde, yaklasik %15 ise < -
65 mV degerindedir (Sekil 4.48 ve Sekil 4.49).
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Zeta Potansiyelinin FRR, TFR'ye Karsi Kontur Grafigi

024 ZP (mV)
H < -60
0.22 | 60 - -55
W 55 - -50
-50 - -45
0.20 = > -45

FRR

0.18

0.16

0.14

50

TFR

Sekil 4.46. PLGA NP’ler i¢in FRR ve TFR’ye kars1 zeta potansiyelin kontur grafigi.

0.24
0.21
RR

TFR . 15.0

Sekil 4.47. PLGA NP’ler i¢in FRR ve TFR’ye kars1 zeta potansiyelin ylizey grafigi.
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Zeta Potansiyelinin FRR, TFR'ye Karsi Kontur Grafigi

0.24 ZP (mV)
[ ] < -B5
0.22 m 65 - -60
B -60 - -55
-55 — -50
0.20 L > 50
=4
=4
% 018
0.16
0.14
5.0 75 10.0 125 15.0
TFR

Sekil 4.48. 5FU-PLGA NP’ler i¢in FRR ve TFR’ye kars1 zeta potansiyelin kontur grafigi.

0.24
0.21

FRR

TFR . 15.0

Sekil 4.49. 5SFU-PLGA NP’ler i¢in FRR ve TFR’ye kars1 zeta potansiyelin ylizey grafigi.
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RSD’ye gore, hem PLGA NP'lerin hem de 5FU-PLGA NP'lerin boyut ve zeta potansiyel
degerleri TFR’den dogrudan etkilenirken; FRR’den etkilenmemistir. Ayrica, SFU-PLGA
NP’ler ile PLGA NP'lerin boyut ve zeta potansiyel degerleri, birbirinden farkli olarak
bagimsiz degiskenlerin farkli etkilesimlerinden etkilenmistir. Ek olarak, tam faktdriyel
tasarima gore, li¢ parametre (TFR, FRR ve TFRXFRR) ile enkapsiilasyon verimliligi veya
PDI arasinda belirgin bir korelasyon olmadig1 goriilmiistiir. Bu bulgular, mikromikserin
guclu karistirma mekanizmasinin akiskanlarin hizlarina bagli oldugunu dogrulamakta ve
mikromikser tasariminin karistirma verimliligini etkileyen baglica faktdr oldugunu

desteklemektedir [16].

4.8. 5FU-PLGA NP'lerin Stabilitesi

Cogu NP tabanl {irtin siv1 siispansiyon formundadir (33, 34). Nanosiispansiyonlar
termodinamik olarak kararsiz dogalar1 nedeniyle farmasétik uygulamalar i¢in 6nemli bir
sinirlama tegkil etmektedir. Bu nedenle, nano 6lgekte ilag tasiyici sistemler igin NP'lerin
stabilitesini arastirmak, raf Omriinii ve iriin kalitesini degerlendirmek agisindan

onemlidir.

5FU-PLGA NP'lerin stabilitelerini test etmek amaciyla, NP’ler stispansiyon halinde 4°C,
25°C ve 37°C'de saklanmig ve 21 giin sonra DLS kullanilarak analiz edilmistir. 4°C'de
saklanan NP'ler i¢in sonuglar Sekil 4.50'de sunulmustur. Genel olarak, 21 giin sonra tim
gruplar i¢in boyutlar arasinda 10 nm’lik bir fark bulunmus ve PDI degerlerinin 0.2'den az
oldugu tespit edilmistir. Tiim gruplar i¢in zeta potansiyel degerleri -30 mV'nin tzerinde
bulunmustur. 25°C'de saklanan SFU-PLGA NP'leri icin (Sekil 4.51), genel olarak tim
NP gruplarinda boyut 10-15 nm artmig ve PDI degerleri 0.20 ile 0.25 arasinda degismistir.
15 ml/dk TFR ve 1:3 FRR’de elde edilen NP’iin PDI degeri 0.3 olarak tespit edilmistir. 5
ml/dk TFR ile FRR 1:5 ve 15 ml/dk TFR ile FRR 1:3 disinda elde edilen tim NP gruplar:
icin zeta potansiyel degerlerinde kiiglik bir azalma meydana gelmistir. Sekil 4.52'de
gosterildigi gibi, 37°C'de 21 giin saklandiktan sonra, SFU-PLGA NP'lerinin boyutu ve

PDI's1 6nemli 6l¢iide artmis, zeta potansiyel degerleri ise belirgin bir sekilde azalmgtir.

81



a) =21 giin

_-=
Sow

Boyut (nm)

2004
1801

160{

140
120
100
80
60
40
20
0

b) =21 giin
13 0.25
u 1 7

PDI

0.20

0.05

0.00

&y
-
| I | o 5
i 5 10
TFR

t

N

) =21 giin

- d b
~Now

Zeta Potansiyeli

(mv)

&
=3

&
o

R
©

-
o

"ségg

TFR

H

il

|

15

t=0 gun
1:3
* 15

200
180
160
140
120
100

Boyut (nm)

°8888

t=0 gun
0.25

.
— -
Jow

0.20

0.15

PDI

0.10

0.00

t= Ogun

&

o
Saa
Sovw

Zeta Potansiyeli
(mV)

Sekil 4.50. Farkli proses parametreleri (TFR= 5, 10, 15 mL/dk; FRR=1:3, 1.5, 1:7) ile
uretilen 5SFU-PLGA NP'lerin 4°C'de ve 21 gln sonunda boyut (a), PDI (b) ve zeta
potansiyeli (c) 6lctimleri. Tlk 6lctim verileri sembollerle gosterilirken; 21 giin sonraki

Olgtimler gubukla gosterilmistir. (*) p<0.05’1 temsil etmektedir.
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Sekil 4.51. Farkli proses parametreleri (TFR=5, 10, 15 mL/dk; FRR=1:3, 1:5, 1:7) ile
uretilen 5SFU-PLGA NP'lerin 25°C'de ve 21 giin sonunda boyut (a), PDI (b) ve zeta

potansiyeli (c) dlgiimleri. Ik Sl¢iim verileri sembollerle gosterilirken; 21 giin sonraki

olgtimler gubukla gosterilmistir. (*) p<0.05’i temsil etmektedir.
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Sekil 4.52. Farkli proses parametreleri (TFR=5, 10, 15 mL/dk; FRR=1:3, 1:5, 1:7) ile
uretilen 5FU-PLGA NP'lerin 37 °C'de ve 21 gun sonunda boyut (a), PDI (b) ve zeta
potansiyeli (c) dlgiimleri. {lk dlgiim verileri sembollerle gdsterilirken; 21 giin sonraki

Olgtimler gubukla gosterilmistir. (*) p<0.05’1 temsil etmektedir.
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Sicakligin NP'lerin fizikokimyasal 6zellikleri iizerindeki etkisini degerlendirmek icin ek
istatistiksel analizler gerceklestirilmistir (Cizelge 4.8, Cizelge 4.9, Cizelge 4.10). Bu
sonuglara gore sicakligin 5 ile 15 ml/dk arasinda TFR ve 1:3 ile 1:7 arasinda FRR ile
uretilen tim NP'lerin fizikokimyasal ozellikleri (izerinde 6nemli bir etkisi oldugu
goriilmistir. 25°C ve 37°C'de 21 ginlik bir sure boyunca NP'lerin boyut ve PDI
degerlerindeki degisim zaten beklenen bir sonugtur. PLGA gibi polimerik malzemeler
ylksek sicakliklara maruz kaldiginda, hizli bir sekilde hidroliz yoluyla bozuldugu
bilinmektedir [183]. Diisiik molekiiler agirliga sahip polimerlerin, 37°C'de kauguk
benzeri bir duruma doniisiip; yiiksek molekiiler agirliga sahip olanlara kiyasla daha hizl
bozundugu gozlenmistir [184]. Bu nedenle, NP'lerin stabilitesini korumak igin

formiilasyonlar diisiik sicakliklarda, ideal olarak 4°C'de saklanmalidir.

Tum NP gruplarinin 4°C'de 3 ay boyunca stabilitesi degerlendirilmistir. Cizelge 4.11’de
gosterildigi gibi, tim NP'ler bu saklama kosullar1 altinda stabil kalmistir. Ostwald
olgunlagsma etkisi ve Gibbs serbest enerjisini azaltma egilimi nedeniyle olusan
agregasyonu Onlemek ve stabil NP’ler elde etmek igin, NP’leri homojen partikiil
dagiliminda elde etmenin Onemli oldugu bilinmektedir [132]. Nanopresipitasyon
sirasinda monodispers NP'lerin iiretimi i¢in, stiperdoygunluk seviyesindeki azalmanin
tiim ¢ekirdeklerin ayn1 anda ve homojen bir sekilde olusturacak diizeyde hizli olmas1
gerekir. Daha onceden belirtildigi gibi stabilizatér se¢imi, polimer konsantrasyonu,
¢oziicli se¢imi, islem parametreleri gibi faktorler NP'lerin stabilitesi lizerinde dnemli bir
etkiye sahiptir [18]. 4°C'de 3 aylik bir siire boyunca stabil NP'ler, toroidal mikroakigskan
sistemin giiglii karistirma ozelligi, secilen polimer konsantrasyonu, ¢ozicu tipi ve

stabilizator gibi parametrelerin sinerjik etkisi sayesinde elde edilmistir.
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Cizelge 4.8. 4°C, 25°C ve 37°C'de 21 glin boyunca saklanan 5-FU yiiklii PLGA NP’lerin
boyut sonuglarii karsilastirmak igin istatistiksel bir analiz yapilmistir. p degeri 0.05'ten

kiiciik olan sonuclar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

FRR (0:3) 4°C vs. 25°C 4°C vs. 37°C 25°C vs. 37°C
Y p p

5 mL/min

1:3 0.0012 <0.0001 <0.0001

1.5 0.0002 <0.0001 0.0002

1:7 0.1683 <0.0001 <0.0001

10 mL/min

1:3 0.0651 <0.0001 <0.0001

1:5 0.4688 <0.0001 <0.0001

1.7 0.0597 <0.0001 <0.0001

15 mL/min

1:3 <0.0001 <0.0001 <0.0001

15 <0.0001 <0.0001 <0.0001

1.7 <0.0001 <0.0001 <0.0001
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Cizelge 4.9. 4°C, 25°C ve 37°C'de 21 giin boyunca saklanan 5-FU yiiklii PLGA NP’lerin

PDI sonuglarin1 karsilagtirmak i¢in istatistiksel bir analiz yapilmigtir. p degeri 0.05'ten

kiiciik olan sonuclar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

FRR (O:S) 4°C vs. 25°C 4°C vs. 37°C 25°C vs. 37°C
Y p p

5 mL/min

1:3 0.0003 0.0003 0.0016

1:5 0.0003 0.0001 0.0024

1:7 0.0163 <0.0001 <0.0001

10 mL/min

1:3 0.0001 0.0009 0.0034

1:5 0.0009 0.0003 0.0007

1.7 0.0136 0.0034 0.0110

15 mL/min

1:3 <0.0001 <0.0001 0.0003

1:5 0.0021 0.0003 0.0040

1.7 0.0007 0.0122 0.0019
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Cizelge 4.10. 4°C, 25°C ve 37°C'de 21 gun boyunca saklanan 5-FU yiiklii PLGA NP’lerin
zeta potansiyeli sonuclarini karsilastirmak igin istatistiksel bir analiz yapilmistir. p degeri

0.05'ten kiiciik olan sonugclar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

FRR (O:S) 4°C vs. 25°C 4°C vs. 37°C 25°C vs. 37°C
Y p Y

5 mL/min
1:3 0.0479 0.0007 0.0005
1:5 0.0004 <0.0001 0.0001
1:7 0,2360 0.0152 0.0093

10 mL/min
1:3 0.0224 0.0020 0.0003
1:5 0.0006 0.0118 0.2292
1:7 0.0014 0.0003 0.0084

15 mL/min
1:3 0.0214 0.0105 0.0006
1:5 0.0157 0.0053 0.8559
1:7 0.3722 0.6065 0.2121
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Cizelge 4.11. 4°C'de 3 ay boyunca saklanan 5FU-PLGA NP'lerin boyut, PDI ve zeta

potansiyel degerleri.

FRR (0:w) Boyut (nm) PDI Zeta Potansiyeli (mV)
5 mL/dk

1:3 159.2+3.2 0.16+0.01 -56.4+2.2
1:5 161.6+0.6 0.23+0.02 -66.515.1
1:7 154.0+1.2 0.21+0.02 -60.7£2.9
10 mL/dk

1:3 130.3+2.5 0.16+0.01 -45.8+1.4
1:5 128.3+1.0 0.24+0.01 -48.545.1
1:7 119.0+£2.7 0.20+0.01 -44.314.2
15 mL/dk

1:3 104.2+0.6 0.23+0.01 -32.5+2.2
1:5 122.1+1.7 0.21+0.01 -48.2+1.9
1:7 113.6+1.5 0.17+0.02 -34.4+1.3

4.9. 5FU Yiikleme Kapasitesinin NP'lerin Ozellikleri Uzerine Etkisi

PLGA NP’lere farkli oranlarda (%5, %10, %15 ve %20 (w/w)) 5FU yuklenerek NP’lerin
boyut, PDI, zeta potansiyeli, enkapsiilasyon verimliligi ve ila¢ yiikleme kapasitesi
tizerindeki etkisi hem santrifiij 6ncesi hem de santrifiij sonrasi incelenmistir. Elde edilen
sonuclar Cizelge 4.12 ve Cizelge 4.13‘de verilmistir. Bu amagla en iyi proses parametresi
olarak secilen 15 mL/dk akis hizinda ve 1:3 FRR’de 5FU-PLGA NP'ler elde edilmistir.
Tim NP’lerin boyutlar1 90-95 nm, PDI degerleri 0.125-0.140 araliinda bulunmustur.
NP’lerin zeta potansiyeli yaklasik -50 mV degerinde Ol¢iilmiistiir. Sadece %5 FU iceren

NP’lerin zeta potansiyeli -62 mV dir.
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Cizelge 4.12. Farkl ilag yukleme miktarinin NP Ozellikleri izerindeki etkisi (TFR=15
mL/dk ve FRR=1:3).

5FU:PLGA Boyut PDI Zeta Potansiyeli %EE %DL
(w:w) (nm) (mV)
%5 91.50+3.0 0.137+0.010 -62.0+2.6 49.645.3 2.5+0.3
%10 95.24+0.7  0.12640.005 -51.7£1.2 53.845.7 5.4+0.6
%15 96.69+1.2  0.132+0.009 -52.7+0.9 51.948.0 7.8+1.2
%20 93.24+0.4 0.13840.011 -49.844.0 51.346.3 10.3£1.7

Santrifiij sonrast NP’lerin boyutlariyla, santrifijden 6nce élculenlerin arasinda anlamli
bir fark bulunamamistir. Ayrica NP’lerin boyut dagilimlart 0.15-0.30 degerleriyle,
nispeten daha kiiglilmiistiir. Tiim formiilasyonlarin zeta potansiyelleri -50 ile -60 mV
olarak bulunmustur. Enkapsiilasyon etkinligi tim NP’ler i¢in %50 civarindadir. Bununla
birlikte ilag ylkleme dozu %5 iken, ilag yiikleme kapasitesi %2.5 ile en diisiik seviyede;
ilag ylkleme dozu %20’ye ¢iktigindaysa, ila¢ yikleme kapasitesi %10 ile en yuksek

degere ulasmistir.

Sonug olarak ila¢ yikleme miktarindaki degisimin sentezlenen NP’lerin karakteristik
ozelliklerini 6nemli Olciide degistirmedigi goriilmiistiir. Tiim formiilasyonlarin hem
santrifiij Oncesi hem de santrifiij sonrasinda monodispers ve oldukg¢a kararli yapida
olduklar1 bulunmustur. Santrifiijiin NP fizikokimyasal 6zellikleri Gizerine herhangi bir

etkisi olmadig: tespit edilmistir.
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Cizelge 4.13. Santrifiij isleminin farkli ilag¢ yiikkleme dozlariyla elde edilen NP’lerin
fizikokimyasal 6zellikleri tizerindeki etkisi (TFR=15 mL/dk ve FRR=1:3).

5FU:PLGA (w:w) Boyut (nm) PDI Zeta Potansiyeli (mV)
%5 93.23+0.2 0.124+0.007 -49.5+1.9
%10 93.90+0.3 0.117+0.005 -53.3+3.7
%15 97.53£1.0 0.116+0.024 -57.1+0.8
%20 93.86x1.1 0.128+0.011 -51.1+0.6

4.10. 5FU-PLGA NP'lerin In vitro Sahm Profilleri ve Kinetik Degerlendirmeleri

S5FU, bircok kanserin tedavisinde kullanilan bir kemoterapdtik olmasina ragmen;
tekrarlanan yiiksek doz uygulamalar1 saglikli hiicrelere toksisite ve ila¢ direncinin
gelisimi gibi komplikasyonlara yol agabilmektedir [185]. Bu sorunlarin iistesinden
gelebilmek icin, 5FU genellikle nanotasiyicilar iginde enkapsiile edilir. Bu yontem, ilacin
daha diisiik dozlarda uzatilmis veya kontrollii salimina olanak tanir. Diger TFR’lere (5 ve
10 mL/dK) gore daha hizli, daha yiiksek ¢ikt1 kapasitesine sahip 15 mL/dk'da 1:3 FRR ile
sentezlenen kii¢iik boyutlu, monodispers, kararli 5FU yukli PLGA NP'ler, (5 mL/dk'dan
15 mL/dk'ya) diger tim gruplara kiyasla, en yiiksek konsantrasyonda (12.0x10%+
4.17x10%) iretilmistir. Bir yamit yilizeyi tasarimi kullanarak kritik proses
parametrelerinden elde edilen optimizasyon sonuglarina gore diger gruplar arasindan 15
mL/dk TFR ve 1:3 FRR’de iiretilen SFU-PLGA NP’ler secilmistir. En diisiik (%]1) ve en
yiiksek (%20) ilag yiikleme dozu kullanilarak elde edilen NP’lerin SFU salim profilleri
5 glin boyunca in vitro salim ¢alismalari ile degerlendirilmistir. Her iki formulasyonda da
ani bir ilag salimidan sonra kontrollii bir salim profili gézlenmistir (Sekil 4.53 ve 4.54).
%1 ilag yiklenen NP’lerden ilk 8 saat i¢inde ani salimla yaklasik olarak 1,07 pg/mL ilag
ortama salinmistir. Sonrasinda 5. giine kadar SFU-PLGA NP'lerden kontrollt bir ilag
salim1 gergeklesmistir. % 20 5FU yiiklenen NP’lerde, Sekil 4.54°de goriildiigi tizere, ilk
8 saat icinde ani salimla yaklasik 12 pg/mL ve sonrasinda ise daha kontrollii bir salim

profili izleyerek 5. giine kadar toplamda 16 pg/mL ila¢ salimi gergeklesmistir. Bu siirekli
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salim profili, %1 ila¢ yiikleme dozu ile elde edilen NP’lerin sonuglariyla benzerlik

gOstermektedir.

1.6 -

——
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0 25 50 75 100 125
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Sekil 4.53. %1 5FU yikli PLGA NP’lerden kiimiilatif SFU salim profili (TFR=15 mL/dk,
FRR=1:3 FRR).

%1 ve %20 5FU yiiklenen PLGA NP'lerin kinetik degerlendirmesi i¢in sifirinci derece,
birinci derece, Hixson-Crowell (kiip-kok) ve Higuchi (zamanin karekdkii) modelleri ayr1
ayr1 uygulanmis; ardindan GraphPad yazilimi kullanilarak determinasyon katsayilari (r?)
ve salim hiz sabiti degerleri (k) hesaplanmistir (Cizelge 4.14). %1 ve %20 ilag yiklenen
5FU-PLGA NP'lerin determinasyon katsayilar1 (%) sirasiyla 0.8109 ve 0.7775 olarak
bulunmustur. Bu sonuglar, 5SFU-PLGA NP'lerden ilag saliminin difiizyonun baskin
oldugu matematiksel model olan Higuchi salim modeline uydugunu gostermistir. Benzer
sekilde literatiirde mikroakiskanla SFU yiiklii PLGA NP’lerin iretildigi baska bir
calismada da salim modelinin Higuchi kinetik modeline uydugu bildirilmistir [186]. Fick
yasasina dayali ger¢eklesen bu difiizyon Higuchi modeli ile uyumlu bulunmustur.
Higuchi kinetik modeli, ilacin ¢dziinmeyen bir matriksten zamana bagli olarak serbest

birakilmasini agiklar ve ila¢ salim1 diflizyon kontrollii bir sekilde gerceklesir.
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Cizelge 4.14. %1 ve %20 ilag yukli SFU-PLGA NP'ler i¢in salim kinetiginin salim hiz1
(k) ve determinasyon katsayisi (r?) degerleri (TFR=5 mL/dk ve FRR=1:3).

Zeroorder  First order Hixon -Crowell Higuchi

k 14.3835 4.4487 0.2353 11.3739

%1 5FU r2 0.5754 0.6009 0.5924 0.8109
K 7.4571 45275 0.1186 5.7899

%620 5SFU 2 0.6440 0.6567 0.6525 0.7775

PLGA NP'lerden ila¢ salimi genellikle; difuizyon, matriksin degredasyonu ve sismesine
bagli olarak ger¢eklesmekte olup bu mekanizmalar salim kinetigini dogrudan
etkilemektedir. Su emme/sisme, PLGA NP'lerden ila¢ salim kinetiginin belirlenmesinde
kritik bir rol oynar [187]. Polimerik zincirler arasindaki ¢apraz baglar ise polimerin
coztinmesini engelleyerek polimer matriksinin siviyla dolu bir siinger gibi sismesine yol
acar. Bununla birlikte, matriksin stabilitesi ¢apraz baglarin miktarma ve tiirline bagh
olarak farklilik gosterir. Giiglii kovalent baglar, tipik olarak kimyasal kovalent baglar,
zaman i¢inde kararli bir ag ile sonug¢lanir. Buna karsilik, Coulombic, dipol-dipol, van der
Waals, hidrofobik ve hidrojen bagi gibi daha zayif etkilesimler ise daha fazla zincir
esneklige izin verir ve degredasyona yol acar [188]. Bu nedenle, ¢éziinme siireci sirasinda
PLGA matrikslerinin bozunmasi, siirekli salimda ¢ok onemli bir rol oynar. PLGA
NP'lerin birincil bozunma mekanizmasi, laktik asit (LA) ve glikolik asit (GA) kisimlari
arasindaki ester baglarinin hidrolitik bozunmasini icerir. PLGA hidrolize ugrar ve
tamamen ¢oziinene kadar difiizyon ve degradasyon kombinasyonu yoluyla ilacin salimina
izin verir [189]. NP’lerden ilag salim profilleri incelendiginde (Sekil 4.53 ve Sekil 4.54),
NP yiizeyine adsorbe olan ilacin ¢6zlinme hizina bagh olarak, ilk 8 saatte reseptor fazina
salinmasina bagli ani bir salim profili gdstermistir. Daha sonra gbzlenen kontrollii salim
ise, ilacin PLGA NP’lerin daha i¢ kisimlarindan difiize olarak ortama salinmasi sonucu

daha yavas bir salim profili géstermesine dayandirilmustir.
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Sekil 4.54. %20 5FU yiikli PLGA NP’lerden kiimiilatif SFU salim profili (TFR=15
mL/dk, FRR=1:3 FRR).

4.11. 5FU-PLGA NP'lerin Hucresel Toksisitesi

%1 5FU yikli PLGA NP'lerin (TFR=15 mL/dk, FRR=1:3) A-431 hiicrelerine kars1 doza
bagl toksisitesini arastirmak igin serbest 5-FU, PLGA NP ve 5FU-PLGA NP'ler A-431
hiicrelerine uygulanmistir. 72 saat sonra, hiicre canlilign MTT ile 6l¢iilmiis ve sonuglar
Sekil 4.55'de sunulmustur. Hem serbest 5FU hem de 5FU-PLGA NP'ler doza bagl
hiicresel toksisite gostermistir. Serbest SFU'nun 20 uM'den biiyiik konsantrasyonlarinda
A-431 hiicre canlilig1 dramatik olarak azalmis ve IC50 degerine 40 uM'da ulasilmigtir
(Sekil 4.55). Ote yandan, 10 uM'den kiiciik konsantrasyonlarda 5FU-PLGA NP'lerin
hiicre canliligini diisiirmedigi gorilmistiir (p>0.05). SFU-PLGA NP'lerin daha yuksek
konsantrasyonlarinda hiicre canliligi 6nemli 6l¢iide azalmis; >20 pM konsantrasyonlarda
%80 canlilik gozlenmistir (Sekil 4.55b). Serbest 5-FU ve 5FU-PLGA NP'lerin aym
konsantrasyonlardaki hiicre canliliklar1 karsilastirildiginda, 6zellikle 20 pM'den biiytik
konsantrasyonlarda, serbest 5FU'nun 5FU-PLGA NP'lere gore cilt kanseri hucreleri
tizerinde daha toksik oldugu goriilmiistir. Guimardes ve arkadaglari, 5FU yikli

sulfadiazin-dekore edilmis PLGA NP'leri tiretmislerdir. Bu NP’leri kanser ve kanser
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olmayan hiicreler {izerinde uygulamislardir. 5-FU yukli PLGA NP'lerin hiicre tipine ve
doza bagli toksisiteye sahip oldugunu ve Caco-2 hiicrelerinin A-431 hiicrelerinden daha
duyarli oldugunu bulmuslardir. Uygulanan 5FU yikli PLGA NP'ler i¢in 72 saat sonra
50, 25 ve 12.5 pg/mL 5FU'da A-431 hiicrelerinin canliligiin yaklasik %80 oldugu
hesaplanmistir. Serbest SFU i¢in ayni konsantrasyonlarda bu oranin %40'tan az oldugu
goriilmiistiir [190]. Literatiirdeki bu ¢alismaya benzer sekilde, bu tez ¢alismasinda SFU-
PLGA NP’lerin 20 uM ‘den biiyiikk konsantrasyonlari i¢in hiicre canliligi %80 olarak
hesaplanmis; 40 uM serbest SFU iginse bu oranin yaklagik %50 oldugu goriilmiistiir.
Ayrica, PLGA NP'lerden etken maddenin 2 saat sonra gesitli kanser hiicreleri tarafindan
hiicre igine alimlar1 yaklagik %2 oldugu bulunmustur [191]. Bu durumun, 5FU-PLGA
NP'lerin daha diisiik hiicresel toksisite gdstermelerinin  nedeni olabilecegi

diistiniilmektedir.

72 saat sonra test edilen konsantrasyonlarda 5FU-PLGA NP'lerin hiicre canliligi, SFU'nun
PLGA NP'lerinden uzun siireli salimi1 nedeniyle serbest SFU'nunkinden daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Salim sonuglaria gore (Sekil 4.53), PLGA NP'lerinden salinan
SFU'nun kiimiilatif miktar1 3 giin sonra yaklasik olarak 1.26 pg/mL’dir. Bu deger serbest
S5FU'nun ayn1 zaman araligindaki cilt kanseri hiicreleri i¢in kullanimi i¢in gereken IC50
konsantrasyonundan daha disiiktiir. Klinik vakalarda, skuamoz hiicreli karsinoma
intralezyonel enjeksiyon i¢in 50 mg/mL (384,6 mM) 5FU kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada
test edilen konsantrasyonlarla karsilagtirildiginda, yukarida bahsedilen klinik doz,
hazirlanan 5FU yiiklii PLGA NP'ler kullanilarak ulasilamayacak kadar yiiksek oldugu
agiktir [192]. Bununla birlikte, daha 6nce de tartisildigi gibi, geleneksel kemoterapide
5FU'nun klinik dozunun bir¢ok yan etkisi vardir. Sonug olarak %1 5FU yukli PLGA
NP’lerin diislik miktarda ila¢ salimi1 nedeniyle IC50 degerine ulagilamamistir. Ancak bu
NP’ler fototermal tedavi gibi ¢esitli kombine tedavileriyle birlestirilerek daha etkin bir

tedavi i¢in kullanilabilecegi degerlendirilmistir.

95



a)

104 &

100~

90- l - ee

80 'IQ ole ° °
70-

60~ *ghs R - .s-‘ﬂ

50~ oggs
40- ®
30~
20~
10+

Hiicre Canhiligi (%)

5-FU Konsantrasyonu (uM)

b)

120
1104
100 ¥
904
80
70
60
50~
40+
30+
20
10+
0 T T T T T T T T T T
VA . SN R RN

h o

¥ H—get
i
<W_~J

-«
o

1“ « " PLGANP
SRR

v 5FU-PLGA NP

L
Y
P
£
* o
< w44
-
M <
Rt
<
Ta—t
e ad

Hiicre Canhiligi (%)

5-FU Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.55. Serbest 5-FU (a) ve %1 5FU yikli PLGA NP'lerin (b) 72 saat sonra A-431
hiicrelerine kars1 doza bagli hiicresel toksisitesi. Her grup icin veriler sembollerle temsil

edilmis ve (*) p<0.05’i temsil etmektedir.

IC50 degerine ulasmak ve 5FU yiikleme miktarmin hiicresel toksisite izerine etkisini
degerlendirmek i¢in %20 SFU yiikli, TFR=15 mL/dk ve FRR=1:3 proses kosullarinda
uretilen PLGA NP'lerin ve serbest 5-FU’nun doza bagli toksisite arastirmalari
yiiriitiilmiistiir. NP’lerin ve serbest 5-FU’nun hiicrelerle 72 saat inkiibasyonun ardindan,
hiicre canliligt MTT ile degerlendirilmistir. Sekil 4.56a'da gosterildigi gibi, serbest
S5FU’nun 44.25 uM ve iizeri degerlerinde IC50 degerinin altinda bir hiicre canlilig1 elde
edilmistir. Bu konsantrasyonun altindaki degerlerde hiicre canliligi %70-80 olarak
bulunmustur. Kontrol olarak kullanilan PLGA NP’lerin ise hiicreler {izerinde herhangi bir

sitotoksik etkisi goriilmemistir (Sekil 4.56b). SFU-PLGA NP'lerin 5.5 puM’dan daha
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yuksek konsantrasyonlarinda, konsantrasyondaki artisa bagli olarak hiicre canliligin
kademeli olarak azalttigi goriilmiistiir (p<0.05). 5FU-PLGA NP'ler i¢in IC50 degeri 708
UM olarak tespit edilmistir (Sekil 4.56b). Serbest SFU ve SFU-PLGA NP'lerin ayni
konsantrasyonlardaki hiicre canliliklar1 karsilastirildiginda, 6zellikle 20 pM'den biiyiik
konsantrasyonlarda, serbest 5-FU'nun 5FU-PLGA NP'lere gore cilt kanseri hucreleri

tizerinde daha toksik etki yarattig1 gorilmustiir.
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Sekil 4.56. Serbest SFU'nun (a) ve %20 5FU yikli PLGA-NP'lerin (b), 72 saat sonra A-
431 hiicrelerine kars1 doza bagl hiicresel toksisitesi. Her grup i¢in veriler sembollerle

temsil edilmis ve ns p>0.05’i temsil etmektedir.
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5. YORUM

Farmasotik amacla Uretilen nanoterapdétiklerin - geleneksel yontemlerle Gretimi
homojenizasyon, santrifiijleme, ¢oziicii buharlastirma ve sterilizasyon gibi zahmetli,
zaman alict ve ¢ok adimli siiregleri icermektedir. Laboratuvar 6lgeginde bu sireclerin
yonetilmesi daha kolayken; NP’lerin buyik o6lgekte diisiik maliyetli, saglam ve
tekrarlanabilir Gretimleri zordur. Ayrica arzu edilen terapotik sonuglart alabilmek igin
istenilen boyut, sekil, yiizey 6zelliklerine sahip NP’lerin kontrolli Uretimleri ¢ogu ilag
Uretim tesisinde elverisli degildir. Bu tip Uretimlerde her bir adim deneyimli personelce
kontrol edilmektedir. Bu durum, nanoterapétiklerin laboratuvar olgeginden klinik

uygulamalara gegisini sinirlamaktadir [193, 194].

Bir surre 6nce, ila¢ Uretiminin gelistirilmesi amaciyla FDA, parti (batch) bazli tiretimden
strekli (continuous) tiretim siirecine geg¢isi tesvik etmistir. Bu girisimin temel amaci, daha
saglam ve verimli sistemlerle yliksek kaliteli ilag Gretilmesidir. Strekli tretim, entegre
operasyon ve kontrol saglayarak; guvenlik artisina, maliyetlerin azalmasina ve daha hizli
operasyona olanak tanir [194-196]. Bu baglamda, mikroakigkan platformlar, istiin
performanslar1 ve kontrolleri, dlgeklenebilirlikleri ve saglamliklart nedeniyle 6n plana
cikmaktadirlar [109, 194]. Birden fazla islem adimin basitlestirilmesi, sistemin artan
kontrol ve hatta in-line analiz yetenekleri sayesinde mikroakiskanlar siirekli tiretim
strecinde 6nemli avantajlar sunar. NP olusumu i¢in belirli bir otomasyon seviyesi ve
insan miidahalesinin azalmasi nedeniyle daha tekrarlanabilir bir tiretim gergeklesebilir.
Ayrica, sistem boyunca siirekli akis kullanimi, iiriin kalitesinin verimli bir sekilde
izlenmesini saglayarak partiler aras1 degiskenligi ve parti bazli iiretimi tamamen ortadan
kaldirma potansiyeline sahiptir [194, 197, 198]. Toroidal mikromikser, kanallarin
parallestirmesine gerek kalmadan tek bir ¢iple laboratuvardan klinige hizli gecisini
saglayan bir retim yolu olmasi sebebiyle surekli Uretim sdreci igin buyik umut vaat
etmektedir. Ucuz fabrikasyonlari, parallestirmenin getirdigi ek ekipman gereksinimini
minimize eden dogas1 ve yiiksek tiretim kapasiteleriyle Toroidal mikroakiskan sistemler,
NP iiretimi igin cazip bir cihaz haline gelmistir. Ayrica Toroidal mikromikserin gicl,
esnek ve gilivenilir karistirma yetenekleri, optimize edilmis islem parametreleri ile
istenilen boyutta, son derece monodispers yapida ve siirekli salim profiline sahip stabil
NP'lerin Uretilmesine yol agar. Toroidal sistemin bu essiz yapisi nedeniyle gelecekte ilag

tiretim tesislerinde kullanilabilecegi 6n gorilmektedir.
98



Bu tez kapsaminda, hem laboratuvar hem de biiyiik 6lcekli {iretimin, tek tip boyut
dagilimma (PDI < 0.15) ve yaklasik 100 ila 150 nm arasinda degisen boyutlara sahip
PLGA NP'lerin ve 5FU yiiklii PLGA NP'lerin toroidal tasarimli bir mikroakiskan ¢ip ile
Uretilebilecegi gosterilmistir. Proses parametreleri (TFR ve FRR) ve birbirleri arasindaki
etkilesimler (TFRxFRR, TFRxTFR, FRRxFRR), Deney Tasarimi (DoE) kullanilarak
NP'lerin boyutu, zeta potansiyeli, PDI ve %EE {izerindeki etkileri agisindan incelenmis
ve bunlar1 tanimlamak i¢in matematiksel modeller gelistirilmistir. Buna gore, biiyiik
Olcide TFR'nin 5FU-PLGA NP'lerin ve PLGA NP'lerin fizikokimyasal Ozelliklerini
etkiledigi bulunmustur. Ozellikle, TFR 5 ila 15 mL/dk arasinda arttik¢a, NP'lerin ortalama
cap1 yaklagik 150 ila 100 nm arasinda azalmistir. FRR orta degerdeyken, ortalama boyut
en yiiksek degerlere ulasmustir. Uretilen PLGA NP'lerin %50'sinin zeta potansiyeli -55
ila -60 mV arasinda degisirken; SFU-PLGA NP'lerin %50'sinin zeta potansiyeli -60
mV'den ylksek oldugu goriilmistiir. Karistirma hizi ve santrifiij kuvvetine bagli olan
giicli karistirma sayesinde toroidal mikroakiskan sistem, enkapstlasyon verimliligini
etkilemeden fizikokimyasal 6zelliklerin hassas bir sekilde kontrol edilmesi saglamistir.
5FU PLGA NP'lere basarili bir sekilde enkapsiile edilerek, in vitro ortamda uzun sureli
salimi gerceklesmistir. Kinetik sonuglar, mikroakiskan tabanli PLGA NP'lerden 5FU
saliminin Higuchi kinetik modeliyle uyumlu oldugunu gostermistir. SFU-PLGA NP'lerin
siirekli salim profili, hiicre kiiltiirii sonuglarina da yansimustir. Uretilen bu formiilasyonun
serbest SFU'nun toksik yan etkilerini asmak ve antikanser ila¢ tedavisini iyilestirmek i¢in
iyi bir aday olabilecegi diisiiniilmektedir. NP'ler santrifiijlemenin ardindan ve 3 aylik bir
siireden sonra bile stabilitelerini korumaya devam etmislerdir. Ayrica, toroidal tasarimda
mevcut mikromikserlere kiyasla biliylik geometrileri nedeniyle, NP {iretimi sirasinda

herhangi bir kanal tikanmasi sorunuyla karsilagilmamustir.

Bu ¢aligmada model olarak hidrofilik bir ilag olan SFU'nun kullanilmasiyle elde edilen
sonuglarm, gesitli hidrofilik ilaclarin istenilen fizikokimyasal 6zelliklere sahip PLGA
NP'lere enkapsiilasyonuna 151k tutacagi disiiniilmektedir. Stabil NP'lerden siirekli ilag
salimi, uzun vadeli kanser tedavisi i¢in umut verici bir terapotik yaklasim sunmaktadir ve
geleneksel ¢oklu dozlama rejimlerle iligkili zorluklar1 agmaktadir. NP'lerden siirekli salim
dozaj sikligin1 azaltarak, hastalarin yasam kalitesini artirabilir; ilag yasam dongiisii
yonetimini optimize edebilir ve dalgalanan ila¢ seviyelerini en aza indirerek uzun sureli

semptomlarin rahatlatilmasi saglayabilir.
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