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OZET

BiYOMEDIKAL UYGULAMALAR ICIN MIKROAKISKAN
YONYEMIYLE MIiKROBALONCUK VE PARTIKUL URETIMi

Mikrobaloncuklar biyomedikal, gida, kimya endiistrileri, kozmetik gibi bir¢cok alanda
kullanilmaktadir. Biyomedikal uygulamalarda mikrobaloncuklarin kullanimi biiyiik
onem kazanmigtir. Mikrobaloncuklar1 iiretmek icin ¢ok farkli yoOntemler vardir.
Bunlardan biri de mikroakiskan cihazlardir. Mikroakiskan cihazlar uygun maliyetli, gaz
ve sivi akisinin etkin ve kolay kontrolii saglayan ayni boyutta sivi damlaciklar tiretmek
i¢in yaygin olarak kullanilan bir sistemdir. Ayrica bu cihazlar, mikrobaloncuklarin tek bir
asamada iretilmesine izin verir ve ¢ok katmanli yapilar iiretme potansiyeline sahiptir.
Uretilen mikrobaloncuklar katmanlara sahiptir ve bunlar patlayarak séner ve partikiiller
olusur. Biyouyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilir polimerler igeren bu
nanopartikiiller kanser, diyabet, norodejeneratif bozukluklar gibi cesitli hastaliklarin
tedavisinde spesifik hedefleme ve klasik ilag tasiyici sistemlere alternatif tedavi yontemi

olarak kullanilabilmektedir.

Bu ¢aligmada, T-kesisimli mikroakiskan cihaz kullanilarak, ayn1 boyutta polimer kaph
mikrobaloncuklardan partikiiller tretilmistir. Bu partikiillere hedeflenen bdlgede
kontrollii ilag salim1 igin ¢esitli etken maddeler ve manyetik nanopartikiiller yiiklenmistir.
Uretilen bu nanopartikiillerin kimyasal, morfolojik, sitotoksik ve in vitro salim profilleri
gibi ozellikleri ayrintili bir sekilde incelenmis ve sonuglar degerlendirilmistir. Ayrica
elektrik kontrollii ilag salimini igin basit ve ucuz bir yontem olan birlikte ¢okelme
yontemiyle Bizmut Ferrit (BiFeOs) manyetik nanopartikiilleri sentezlenmistir. Elektrik
stimiilasyonunun, BiFeOs ve ila¢ yiiklii nanopartikiiller tizerindeki kontrollii ilag salimini
etkisi arastirilmis ve degerlendirilmistir. Ik olarak Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM)
tedavisine katki saglamasi amaglanan bu ¢alismada, Polivinil Alkol (PVA) ve Sodyum
aljinat (SA) gibi farkli biyopolimerler kullanilarak, mikrobaloncuk ve partikiiller tiretildi
ve c¢aplari sirasiyla 100 = 10 um ve 70 = 5 nm olarak bulundu. Metformin ilaci, bu
optimize edilmis konsantrasyonlarda ve parametrelerde nanopartikiillere basariyla
yiiklendi. Nanopartikiillerin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) goriintiileri
incelendiginde, piiriizsiiz ve tekdiize bir yapiya sahipti ve ylizeyde higbir ilag kristali ve

kiimelesme goriilmedi. /n vitro salim ¢alismalarina bakildiginda metformin, kontrollii bir
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sekilde pH 1.2'de 60 dakika siireyle ve pH 7.4'te 240 dakika siireyle salindi. Bu sonuca
gore metformin yiikklii PVA nanopartikiilleri, metformin salimin1 kontrollii bir sekilde
saglamalar1 nedeniyle, T2DM tedavisinde biiyiik potansiyel sunar. Ayrica Alzheimer
hastalig1 (AD) tedavisine de katki saglamasi amaglanan bu ¢alismada, PVA biyopolimeri
kullanilarak mikrobaloncuk ve partikiiller tiretildi. BiFeO3 manyetik nanopartikiilleri ile
hidrofilik ila¢ olan Donepezil (DO), optimize edilmis konsantrasyonlarda ve
parametrelerde nanopartikiillere basartyla yiiklendi. Sitotoksik ¢aligmalar, tiim
nanopartikiil numuneleri igin saglikli 1929 hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisinin
olmadigini gosterdi. Ayrica BiFeOs ve DO yiiklii nanopartikiillere elektrik uyaraninin
uygulanmasi sonucunda, DO salimi, -1.0 V ile 15 uyarandan sonra toplam % 68.9 DO
salimi ile daha negatif voltajlarda artti. Higuchi modeli ile hemen hemen tiim kosullar
icin daha yiiksek R? degerleri elde edildi ve DO, Fick olmayan difiizyon mekanizmastyla
nanopartikiillerden salindi. Boylece elektriksel olarak kontrol edilen BiFeOs yiiklii
nanopartikiillerin, uzun vadeli ve kontrollii ilag salim profili sergiledikleri i¢cin AD
tedavisinde heyecan verici bir potansiyele sahip oldugunu gosterilmistir. Sonug olarak bu
tez calismasinda, mikroakiskan yontemle iiretilen yaklagik 100 nm ¢apinda homojen
dagilimli antidiyabetik ve ferroelektrik 6zellige sahip anti-Alzheimer nanopartikiiller,
ozellikle T2DM ve AD tedavisinde alternatif kontrollii ila¢ salim sistemleri olarak

gelistirilmistir.

Haziran 2021 Siimeyye CESUR



ABSTRACT

MICROBUBBLE AND PARTICLE PRODUCTION BY
MICROFLUIDIC METHOD FOR BIOMEDICAL APPLICATIONS
Microbubbles are used in many fields such as biomedical, food, chemical industries and
cosmetics. The use of microbubbles in biomedical applications has gained great
importance. There are many different methods for producing microbubbles.

One of them is microfluidic devices. Microfluidic devices are a widely used system to
produce liquid droplets of the same size that are cost-effective and provide efficient and
easy control of gas and liquid flow. In addition, these devices allow the production of
microbubbles in a single step and have the potential to produce multilayer structures. The
microbubbles produced have layers that burst, deflate and particles are formed. These
nanoparticles containing biocompatible and biodegradable polymers can be used as
specific targeting and alternative treatment methods to classical drug delivery systems in
the treatment of various diseases such as cancer, diabetes, neurodegenerative disorders.
In this study, particles were produced from polymer coated microbubbles of the same size
using a T-intercept microfluidic device. These particles were loaded with various active
ingredients and magnetic nanoparticles for controlled drug release in the targeted area.
The properties of these nanoparticles such as chemical, morphological, cytotoxic and in
vitro release profiles were examined in detail and the results were evaluated. In addition,
Bismuth Ferrite (BiFeOz) magnetic nanoparticles were synthesized by the co-
precipitation method, which is a simple and inexpensive method for electrically
controlled drug release. The effect of electrical stimulation on BiFeO3 and drug-loaded
nanoparticles on controlled drug release was investigated and evaluated. In this study,
which was first intended to contribute to the treatment of Type 2 Diabetes Mellitus
(T2DM), microbubbles and particles were produced using different biopolymers such as
Polyvinyl Alcohol (PVA) and Sodium alginate (SA) and their diameters were found to be
100 £ 10 um and 70 £ 5 nm, respectively. Metformin drug successfully loaded
nanoparticles at these optimized concentrations and parameters. When Scanning Electron
Microscopy (SEM) images of the nanoparticles were examined, they had a smooth and
uniform structure and no drug crystals and aggregates were seen on the surface. When

looking at in vitro release studies, metformin was released in a controlled manner at pH



1.2 for 60 minutes and at pH 7.4 for 240 minutes. According to this result, PVA
nanoparticles loaded with metformin offer great potential in T2DM treatment, since they
provide metformin release in a controlled manner. In this study, which was aimed to
contribute to the treatment of Alzheimer's disease (AD), microbubbles and particles were
produced using PVA biopolymer. Donepezil (DO), the hydrophilic drug with BiFeOs
magnetic nanoparticles, was successfully loaded into nanoparticles at optimized
concentrations and parameters. Cytotoxic studies showed no cytotoxic effect on healthy
L929 cells for all nanoparticle samples. In addition, as a result of the application of
electrical stimulus to the nanoparticles loaded with BiFeO3z and DO, the DO release
increased at -1.0 V at more negative voltages with 68.9% DO release after 15 stimuli.
Higher R? values were obtained for almost all conditions with the Higuchi model, and
DO was released from the nanoparticles by the non-Fick diffusion mechanism. Thus, it
has been demonstrated that electrically controlled BiFeOs charged nanoparticles have an
exciting potential in the treatment of AD, as they exhibit a long-term and controlled drug
release profile. In conclusion, in this thesis study, anti-Alzheimer nanoparticles with a
homogeneous distribution of approximately 100 nm in diameter produced by microfluidic
method and having antidiabetic and ferroelectric properties have been developed as
alternative controlled drug release systems, especially in the treatment of T2DM and AD.

June 2021 Siimeyye CESUR
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YENILIK BEYANI

BiYOMEDIKAL UYGULAMALAR ICIN MIKROAKISKAN
YONYEMIYLE MIiKROBALONCUK VE PARTIKUL URETIMi

Bu tez ¢alismasinda, biyomedikal uygulamalar i¢in T-kesisimli mikroakigkan cihaz
kullanilarak, ayn1 boyutta polimer kapli mikrobaloncuklardan partikiiller {iretilmistir. Bu
partikiillere hedeflenen bolgede kontrollii ilag salimi i¢in ¢esitli etken maddeler ile
manyetik nanopartikiil yiiklenmistir. Uretilen bu nanopartikiillerin kimyasal, morfolojik,
sitotoksik ve in vitro salim profilleri gibi 6zellikleri ayrintili bir sekilde incelenmis ve
sonuglar degerlendirilmistir. Ayrica elektrik kontrollii ilag salimi igin basit ve ucuz bir
yontem olan birlikte c¢okelme yoOntemiyle BiFeOs manyetik nanopartikiilleri
sentezlenmistir. Elektrik stimiilasyonunun, BiFeOs ve ila¢ yiiklii nanopartikiiller
tizerindeki kontrollii ilag salimi etkisi arastirilmis ve degerlendirilmistir. Bu ¢alismanin

yenilikleri agagida siralanmigtir.

e Literatlirde ilk kez ¢ok kiiclik capli PVA polimerik nanopartikiiller T- kesisim
mikroakigskan yontemi ile tiretildi.

e Metformin yiiklii nanopartikiiller bir T- kesisimli mikroakiskan cihaz kullanilarak
patlayan mikrobaloncuklardan tretildi.

e Literatirde 1ilk kez BiFeOs'iin ila¢ dagitimindaki ferroelektrik 6zelligi
nanopartikiillere yiiklenerek ayrintili olarak kanitlandi.

e Donepezil ve BiFeOs manyetik nanopartikiil yiiklii polimerik nanopartikiillerin bir T-
kesigimli mikroakigkan cihaz kullanilarak patlayan mikrobaloncuklardan iiretilmesi

de bir bagka yeniliktir.

Sonug¢ olarak bu tez c¢alismasinda, T-kesisim mikroakiskan yontemle iiretilen
nanopartikiiller, 6zellikle diyabet ve alzheimer hastaliklarinin tedavisinde alternatif

kontrollii ilag salim sistemleri olarak gelistirilmistir.

Elde edilen bulgular uluslararasi konferanslarda 2 sozlii bildiri olarak sunulmus ve SCI
indeks kapsamindaki 1 dergide ve TR dizinli 1 dergide yayinlanmistir. Ayrica 2. ¢alisma

SCI indeksli dergide yayinlanma agamasindadir.

Haziran 2021 Doc. Dr. Oguzhan GUNDUZ Siimeyye CESUR
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SEMBOLLER

dk
g
mg
°C
mm
ml
rpm
mPa
kPa
pm
nm

cm

nl/dk
RA
kV

R

EE (%)

: Dakika

: Gram

: Miligram

. Santigrad derece

: Milimetre

: Mililitre

: Dakikadaki devir sayisi
: Mega paskal

: Kilo paskal

: Mikrometre

: Nanometre

: Santimetre

: Volt

: Mikrolitre/dakika

: Mikroamper

: Kilo voltaj

: Regresyon katsayisi

: Kapsiilleme verimliligi
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KISALTMALAR

AD . Alzheimer hastaligi

BiFeOs  : Bizmut Ferrit

CEHDA : Koaksiyel Elektrohidrodinamik Atomizasyon
CNC - Bilgisayarli sayisal kontrol

CNTs : Karbon nanotiipler

DMEM : Dulbecco'nun modifiye eagle besiyeri

DO : Donepezil
EC . Etil seliiloz
EDX . Enerji Dagitici X-Isin1 Spektrometresi

EHDA : Elektrohidrodinamik atomizasyon

FEP : Florlu etilen polipropilen

FTIR : Fourier doniistimlii kizil6tesi spektroskopisi
HNOs3 - Nitrik Asit

ID : I¢ cap

L929 : Fare adipoz fibroblast

MTT . Metiltiazol Difenil Tetrazolyum

NHsOH : Amonyak

oD : Di1s cap

PBS : Fosfat tampon ¢ozeltisi
PMMA  : Polimetilmetakrilat
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1. GIRIS
1.1. Mikrobaloncuklar

Mikrobaloncuklar 1-1000 um araliginda ¢apa sahip olup, biyomedikal, gida, kimya
endistrileri, kozmetik gibi bircok alanda kullanilmaktadir [1]. Biyomedikal
uygulamalarinda mikrobaloncuklarin kullanimi son yillarda biiyiik 6nem kazanmuistir.
Mikrobaloncuklar, kontrast ajanlar1 ve trombiis yikimi, ilag tasiyicisi, gen dagitimi ve
biyoalgilama olarak kullanim i¢in biiyiik talep gérmektedir. Ayrica mikrobaloncuklar,
ultrason goriintiileme i¢in kontrast ajanlari, hedef tedavi i¢in uygulama araglar1 ve kan
ikamesi i¢in gaz tasiyicilart olarak kullanilir [2]. Tiim bu uygulamalarda, ilacin dogru
dozajini saglamak ve verme etkinligini maksimize etmek igin baloncuk boyutu, boyut
dagilimi ve kullanim 6mrii ¢ok 6nemlidir [3]. Biyomedikal uygulamalar igin kullanilan
mikrobaloncuklarin ¢ap1 neredeyse bir alyuvar hiicresinin boyutuna esittir (¢capi~10 pm),
bu da viicuttaki mikrodamarlarda ve kilcal damarlarda benzer reoloji sunmasini saglar.
Gaz ¢ekirdegi partikiil hacminin ¢ogunu igerir, ilag dagitimi ve ultrason geri sagilimi igin
mekanizma saglar. Sulu ortamda bu boyuttaki gaz baloncuklari, yiizey geriliminin
etkisinden dolay1 esasen kararsizdir ve bu nedenle stabilize edici bir kabuk gerektirir.
Sekil 1.1'de gosterildigi gibi, kabuk yilizey aktif maddelerden, polimerlerden,

proteinlerden, lipitlerden veya bu malzemelerin bir kombinasyonundan olusabilir [2].
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Sekil 1.1. Farkli kabuk bilesimlerine sahip mikrobaloncuk yapasi.

1.2. Mikrobaloncuk Olusumu ve Boyut Kontrolii

T-kesisim geometrisi, iki fazin yani gaz ve sivinin, ana akis kanalina dikey olarak enjekte
edildigi mikrobaloncuklar ve damlaciklar olusturmak i¢in kullanilan en yaygin yontemdir
[4]. Bu cihazda baloncuklar ve damlaciklarin olusumu soyledir. Baglangigta dagilmis faz
(gaz veya s1v1) ana sivi kanalina girer ve kanali tikayana kadar bir baloncuk biiytimeye
baslar. Kanalin tikanmasi ve basingtaki gradyan nedeniyle s1vi akisi, baloncugu bozar ve
kirllma, yukari akis tarafindaki baloncuk giris kanalinin agagi akis tarafina dokundugunda
meydana gelir. Mikrobaloncuk boyutu, gaz basinci, sivi akis hizi, fiziksel parametrelerin
oran1 ve kanal boyutlari degistirilerek kontrol edilebilir. Garstecki ark. T-kesisimli
mikroakigskan cihaz teknigi kullanarak, baloncuk boyutunun esas olarak gaz/sivi akis
hizlarinin oraniyla iliskili oldugunu belirtmistir [5]. Ancak Xu ve ark. ¢6zeltinin
viskozitesinin baloncuk boyutunu etkiledigini ve ayrica par¢alanma dinamiklerine yol
acan kapiler sayisi ile iliskili oldugunu gézlemlemistir [6]. Baloncuk boyutu yiizey
gerilimi ile de iliskilidir [7]. Degisen baloncuk sekilleri, sivi viskozitesine ve yiizey
gerilimine baglanabilir. Yasuno ve ark. geometri agirlikli kirilma teknigindeki baloncuk
boyutunun, siirekli fazin artan viskozitesi ile arttigini, ancak yiizey gerilimi ve akis

hizlariin boyutu etkilemedigini 6ne stirmiislerdir [8].



1.3. Mikrobaloncuk Uretim Yoéntemleri

Mikrobaloncuklarin hazirlanmasi, hastalik tespiti ve tedavisi, kimyasal reaktifler, hiicre /
enzim deneyleri, hedefli terap6tik uygulamalar, proteinler, genler ve ilaglar gibi terapotik
ajanlar dahil olmak tizere genis uygulama yelpazesi nedeniyle arastirmanin ana odagidir
[9,10]. Sonikasyon, membran emiilsifikasyonu, miirekkep piiskiirtmeli baski, koaksiyel
elektrohidrodinamik atomizasyon (CEHDA), basingli donme ve mikroakigkanlar gibi
gesitli yontemler mikrobaloncuklar iiretmek i¢in kullanilir [11,12]. Bu yontemler,
biyomedikal uygulamalarda in vivo kullanim igin yeterince kii¢iik ve stabil baloncuklar
tiretme yetenekleri, mikrobaloncuk homojenligi, nispi iiretim oranlar1 ve diger pratik ve

ekonomik hususlar agisindan farklilik gosterir.
1.3.1. Sonikasyon

Bu yontem, stabilize edici bir kaplama olusturmak i¢in mikrobaloncuklarin yiizeylerine
adsorbe olacak uygun bir yiizey aktif madde veya polimer ¢ozeltisi iceren bir siv1 i¢inde
gaz mikrobaloncuklarinin bir siispansiyonunu iiretmek i¢in yliksek yogunluklu ultrason
kullanimini igerir [13] (Sekil 1.2). Sivida eylemsizlik kavitasyonunun olusturdugu yiiksek
sicakliklar ve basinglar, kaplama malzemesinde stabiliteyi daha da artiran kimyasal
modifikasyonla sonuglanabilir, ancak bu yiizey aktif maddeye baglhdir [14]. Uretilen
mikrobaloncuklarin boyut dagilimi, ultrasonun frekansina, giiciine ve darbe rejimine
baglidir. Ayrica, dinamik ve akustik tepkileri iizerinde onemli bir etkiye sahip olan
bireysel mikrobaloncuk kaplamalarin 6zelliklerinde genis bir varyasyon vardir.
Sonikasyon, mikrobaloncuklarin hazirlanmasinda en yaygin olarak kullanilan yontem
olsa da, siispansiyonlarin nispeten genis boyutlu dagilimlarinin, herhangi bir biiyiik
baloncugu (intravendz kullanim i¢in) ve ylizey aktif maddeyi uzaklastirmak ig¢in

fraksiyonlara ayrilmasi ve/veya filtrelenmesi gerekir [15,16].
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Sekil 1.2. Mikrobaloncuk iiretmek i¢in kullanilan sonikasyon diizeneginin semasi [17]

1.3.2. Yiiksek Kesme Emiilsifikasyonu

Ozellikle polimer kapli mikrobaloncuklar hazirlamak igin yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Stabilizator olarak hem polimer hem de su ile karigsmayan bagka bir siviy1
kullanarak polimerin sulu bir siispansiyon i¢inde yiiksek kesmeli karistirma ile emtilsiyon
haline getirilmesidir [18]. Polimer ¢oziiciiniin yeterince ugucu olmasi kosuluyla,
buharlagsmaya baslayacak ve polimerin damlaciklarin yilizeyinde ¢okelip kaplanmis sivi
dolu mikrokiireler olusturmasina neden olacaktir. Mikrokiireler, fazla ¢oziiciiyii ¢gikarmak
icin yikanir ve daha sonra gazla doldurulmus kabuklart tiretmek icin dondurularak
kurutulur. Bazi durumlarda sivi dolgu, mikrokiireler terapétik olarak kullanilacaksa
kismen ¢ikarilabilir. Mikrobaloncuk boyut dagilimi, ilk emiilsiyondaki damlaciklarinkine
ve sonraki islem sirasinda mikrokiirelerin herhangi bir par¢calanmasina veya birlesmesine
baglidir. Bu nedenle, mikrobaloncuk boyutunun kritik oldugu uygulamalar i¢in ek
filtreleme de gerekli olabilir [19].

1.3.3. Membran Emiilsifikasyonu

Bu yontem, mikrobaloncuklar olusturmak {izere islenen sivi damlaciklar olusturmak igin

kullanilabilir veya gaz mikrobaloncuklari, dagilmis faz olarak dogrudan gaz kullanilarak



olusturulabilir [20]. Bu teknigin avantaji, mikrobaloncuklarin verimini zaman veya
bilesen hacimleri agisindan 6nemli dl¢iide azaltmadan, sonikasyona gore ¢cok daha dar
boyut dagilimlar elde edilmesiyle mikrobaloncuk boyutu iizerinde daha fazla kontrol

sunmasidir [21].
1.3.4. Miirekkep Piiskiirtmeli Baski

Mikrobaloncuk homojenligini gelistirmek i¢in kullanilan baska bir teknik, miirekkep
piskiirtmeli baskidir (Sekil 1.3). Baloncuklar, piezoelektrik kristalin gémiilii oldugu bir
bolmeden "basilacak" siv1 ile saglanan paslanmaz celik bir nozulda (bu tiir uygulama i¢in
20-50 mm c¢apinda) olusturulur. Kristal boyunca voltaji degistirerek, sivi iginde basing
darbeleri tiretilir ve her darbede, noziilden bir damlacik ¢ikmaya zorlanir ve hazneye daha
fazla sivi ¢ekilir. Damlaciklar havada toplanabilir veya nozul sivi dolu bir kaba
daldirilabilir. Miirekkep piiskiirtmeli baskinin membran emiilsifikasyonuna ve
mikroakigkan cihazlara gore avantajlart sunlardir: damlacik boyutu, nozulu degistirmek
yerine basing darbelerinin sikligini / uzunlugunu degistirerek degistirilebilir; siv1 akisi

olusturmak i¢in yiiksek basing gerektirmez [22,23].

Miirekkep /—\_/_\ -
Darbe gerilimi
Nozul ——»

Piezoelektrik

Damlacik - donugturicu
Substrat
—ﬁ

Substrat Hareketi

Sekil 1.3. Miirekkep piiskiirtmeli bask1 tekniginin sematik gosterimi [24].



1.3.5. Koaksiyel Elektrohidrodinamik Atomizasyon (CEHDA)

Elektrohidrodinamik atomizasyon, bir stvinin kontrollii bir akis hizinda kilcal bir igneden
gecirildigi ve birka¢ santimetre uzaktaki bir toprak elektroduna birkag¢ kilovoltta
tutuldugu bir siirectir. Kilcalin ¢ikisindaki s1vi, elektrik alanin etkisi altinda ¢esitli sekiller
alir. CEHDA'da iki akiskanin es eksenli bir jeti olusturulur ve daha sonra homojen
damlaciklar olusturmak igin atomize edilir [25]. Sivilarin karismamast kosuluyla, bir
stvinin digerinin i¢inde kapsiillenmesi ile miimkiindiir. Bu siiregte, bir sivi ortamin (bir
lipit siispansiyonu gibi) ve bir gazin (bu durumda sikistirilmis hava veya nitrojen) harici
bir elektrik alaninin etkisi altinda eszamanli es eksenli akisi, sivinin gaz fazin
kapsiillemesine ve dolayisiyla baloncuklar olusumuna sebep olur. Sekil 1.4 'de iki ignenin
es eksenli olarak hizalandig1 ve her birinin ayr1 bir siringa pompasindan gelen siviyla
beslendigi bir CEHDA kurulumunun semasini gostermektedir. Mikrobaloncuk olusumu
icin, i¢ igneye gaz verilirken, dis igneye kaplama malzemesinin bir siispansiyonu verilir.
Igneler ve uclarinin kisa bir mesafe altina yerlestirilmis topraklanmis bir halka elektrot
arasina birkac¢ kilovoltluk bir elektriksel potansiyel farki uygulanir. Mikrobaloncuk

boyutu ve homojenliginin, hem uygulanan voltaja hem de gaz ve siv1 akis hizlarina bagh
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Sekil 1.4. CEHDA kurulumunun sematik gosterimi.



1.3.6. Basin¢h Donme

Basingli donme, mikrobaloncuklari tutarl: bir sekilde piiskiirtmek i¢cin merkezkag kuvveti
ve dinamik sivi akisini kullanan bir tekniktir [27]. Tipik bir basingli donme isleminde,
dondiiriilen ¢6zeltinin donme hiz1 ve ¢alisma basinci, {liriiniin morfolojisini belirler; bu

nedenle, ¢alisma kosullarinin dikkatli se¢imi, siirecin basarisi i¢in hayati 6nem tasir [28].
1.3.7. Mikroakiskan Cihazlar

Mikroakiskan cihazlar, diger yontemlere gore uygun maliyeti, mikrometre diizeninde
uzunluk 6lgegi ile sivilari ve gaz basicini kontrol ederek ayni boyutta sivi damlaciklart ve
mikrobaloncuk siispansiyonlari iretmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir sistemdir [29].
Ayrica birden fazla mikrokanalin paralel olarak kullanilmasiyla seri iiretim i¢in kolaylikla

Olgeklendirilebilen bir tekniktir.

Mikroakiskan cihazlarda mikrobaloncuk olusum siireci, bir gaz kolonunun bir s1v1 akigina
carptig1 bir delikte gergeklesir. Daha sonra, acikliktan belirli bir mesafede, gaz-sivi
araylizii kararsiz hale gelir ve bir "kistirma" islemi ile baloncuklar olusur [30].
Baloncugun boyutu ve homojenligi sivinin fiziksel ozelliklerine, gaz ve sivi akig
hizlarina, kanallarin boyutlarina ve profiline baglidir. Mikroakiskan bir cihazda, sivinin
fiziksel Ozelligi yani yiizey gerilimi ve viskozitesi baloncuk olusturma isleminde iki
onemli faktordiir. Mikroakiskan cihazlar, mikrometre O6lceginde i¢ boyutlarda
tiretilebildikleri igin tek dagilimli mikrobaloncuklarin olusumunu kolaylastirir [31]. ki
karigmayan sivi akigimna sahip gaz ve sivi akislart kullanarak ayni boyutta
mikrobaloncuklar olusturmak igin ¢esitli cihaz geometrilerine sahip birkag mikroakigkan
yontem vardir. Bunlar; T-kesisim cihazlari, akis odaklama cihazlar1 ve birlikte akan
cihazlardir [32,33]. Baloncuklarin olusturulmasi i¢in en sik kullanilan mikroakigkan cihaz
T-kesisim geometrisidir (Sekil 1.5). Ik olarak Thorsen ve arkadaslar1 tarafindan bir
mikroakigkan ¢ip i¢ine dahil edilmistir ve daha sonra baloncuklarin olusumunda,
boliimlere ayrilmis sivi-sivi ve sivi-gaz akislarinda karistirma karakterizasyonu, cift
emiilsiyon olusumu igin ve bir dizi analitik uygulamada kullanilmistir [34,35]. Bu
uygulamalarin ¢ogu, karismayan sivi segmentlerinin olusumu iizerinde hassas kontrol
gerektirir [5]. T-kesisim geometrisi, iki fazin ana akis kanalina dikey olarak enjekte

edildigi mikrobaloncuklar ve damlaciklar olusturmak i¢in en yaygin yontemdir. Bu



cihazlarda baloncuk ve damlaciklarin olusumu, akis odaklayici cihazlardakinden dnemli
oOlgiide farklidir [4]. Baslangicta dagilmis faz (gaz veya sivi) ana sivi kanalina girer ve
kanali tikayana kadar baloncuk/damlacik biiyiimeye baslar. Kanalin tikanmasi ve
basingtaki gradyan nedeniyle s1vi akisi, baloncuk/damlacigi bozar ve kirilma, yukari akis
tarafindaki baloncuk/damlacik giris kanalinin asag1 akis tarafina dokundugunda meydana
gelir. Baloncuk/damlacik ¢api, gaz basinci, sivi akis hizi ve fiziksel parametrelerin orant
ve kanal boyutlar1 degistirilerek kontrol edilebilir. Ayrica T-kesisimli mikroakiskan
cihaz1 basitlik, iyi c¢aligabilirlik, yeniden kullanilabilirlik ve maliyet etkinligi gibi

avantajlar saglar [36].
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cozeltisi (giris 1), c. Mikrobaloncuklar)

Sekil 1.5. T-kesisimli mikroakiskan cihazi kullanarak mikrobaloncuklar/nanopartikiiller
elde etme siirecini gosteren sematik ¢izim.

1.4. Polimer Partikiil Tasiyicilar

Polimer tasiyicilar, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde goriintiileme ve ilag dagitimi icin
kullanilmaktadir [37]. Biyomedikal uygulamalar i¢in hedefli ila¢ tasiyic1 araglar
(6rnegin, polimerik nanopartikiiller), kontrast maddeler (demir oksit nanopartikiiller),
teshis ve fototermal terapi i¢in antenler (6rnegin, altin nanopartikiiller) kullanilmaktadir.
Bunlar, kismen hastalikli durumlarin biyolojisinin daha iyi anlasilmasi, goriintiilleme

tekniklerindeki teknolojik gelismeler ve yeni biyouyumlu ve biyolojik olarak



parcalanabilen materyallerin senteziyle yonlendirilir [38]. Simdi, nanotip, hedef disi
toksisiteler olmaksizin hastalik bolgelerine (tlimorler ve aterosklerotik plaklar gibi)
ilaclarin hassas bir sekilde verilmesini ve secici kontrast maddeler ve hassas teshis
araglar kullanilarak hastaliklarin erken teshisini vaat ediyor [39]. Nanopartikiiller tipta
cok c¢ekicidir ¢iinkii yiizeyleri spesifik hastalik dokularimi hedeflemek veya in vivo
stabilite i¢in kimyasal olarak modifiye edilebilir. Tedavi i¢in ilaglar, nanopartikiiller
iginde kapsiillenebilir ve zaman i¢inde kontrollii bir sekilde salim yapabilir. Goriintiilleme
icin nanopartikiiller, geleneksel kiiclik molekiillii ajanlardan daha yliksek kontrast
(6rnegin, manyetik rezonans goriintiileme i¢in demir oksit nanopartikiiller) veya daha
yiiksek parlaklik (6rnegin, fliioresan goriintilleme i¢in kuantum noktalar1i (QD'ler)
saglayabilir [40]. Bu uygulamalardaki partikiil boyutu birka¢ nanometreden onlarca
mikrona kadar degisir. Nanometre boyutunda ve mikrometre boyutunun altinda polimer
kolloidler, lipozomlar, polimer mikrojeller, polimerleromlar, kapsiiller ve kat1 polimer
pargaciklar1 da ila¢ dagitimi ve o6zellikle hedeflenen, bdlgeye 6zgili ilag dagitimi icin
kullanilabilir. Bir ilag, partikiil matrisinin i¢ine yiiklenebilir, partikiiliin bir pargasi olabilir
veya partikiil yiizeyine kaplanabilir. ilacin bolgeye 6zgii dagitimi, biyolojik molekiillerin
parcacik yiizeylerine kaplanmasiyla elde edilir [41].

1.4.1. Tla¢ Tasiyicisinin Yapisi

Polimerik ila¢ nano tastyicilari, lipozomlar, polimerik ilaglar, polimer-ila¢ konjugatlari,
dendrimerler, miseller, nanokabuklar, karbon nanotiipler, viriisler, metal nanopartikiiller

(altin, glimiig), nanokristaller, polimerik nanopartikiiller gibi farkli yapi tiirlerini icerir
[42] (Sekil 1.6).

e Lipozomlar: Lipozomlar, sulu bir ¢ekirdegi paketleyen lipit ¢ift tabakasindan olusur.
Nano boyutta iiretilebilirler ve ayrica sulu ¢ekirdeklerinde aktif ajanlar da verebilirler
[43].

e Polimerik ilaclar: Polimerik ilaglar, aktif farmasotik bilesenler olan polimerler
olarak tanimlanir [44]. Bitkilerden, hayvanlardan veya deniz yosunlarindan
(polianyonlar ve polisiilfatlar) ekstrakte edilen dogal polimerlerin antiviral ve
antitimor aktiviteye sahip oldugu iyi bilinmektedir. Modifiye polisak- karidler,

sentetik polipeptitler ve bazi sentetik polimerler ilag olarak halihazirda



kullanilmaktadir. Bu terapodtik ajanlar, yliksek molekiiler agirliga ve islevsellige
sahiptir ve bagirsak sivisinda diisitk molekiiler agirlikli ve makromolekiiler hastaliga
neden olan tiirleri secici bir sekilde taniyabilir, ayirabilir ve ortadan kaldirabilir.
Geleneksel kiigiik molekillii ilag iirlinlerine kiyasla kullanimlarinin avantajlari
arasinda uzun vadeli gilivenlik profilleri, ¢ok degerlikli baglanma etkilesimleri
bulunur. Bunlar, toksinleri, viriisleri ve bakterileri baglamak igin safra asitlerini,

fosfat1 ve demir iyonlarini ayirabilirler [45].

Polimer-ila¢ konjugatlari: 5-200 nm hidrodinamik boyuta sahip nanopartikiiller,
farmakokinetik ve/veya farmakodinamik 6zellikleri degistirmek i¢in mevcut ilaglara
konjuge edilir [46]. Nanopartikiil/ilag konjugatlar1 etkilerine pasif hedefleme, yani
hastalikli hedef dokuda (genellikle kat1 timorler) spesifik olmayan bir birikim yoluyla
ulagir. Kiiciik molekiillii ilaglarin polimerik nano tastyicilara konjugasyonu,
istenmeyen yan etkileri azaltabilir. Polimer ilag konjugatlari, in vivo dolagim siiresini
birka¢ dakikadan birkag¢ saate uzatir ve ayrica endositik yola hiicresel alim1 azaltir

[47].

Dendrimerler: Dendrimerler, simetrik yapiya ve olgeklendirmeye sahip oldukga
dalli, tek bi¢cimli makromolekiiller olan ¢esitli sekiller, bir merkezi ¢ekirdek ve
terminal fonksiyonel gruplardan olusur. Tek dagilimli boyutlari, degistirilebilir yilizey
islevselligi, cok degerlikli olmalari, suda ¢oziiniirliikleri ve mevcut i¢ bosluklart gibi
ozellikleri dendrimerleri ilag dagitimi i¢in g¢ekici kilar [48]. Dendrimerler, ¢ekirdek
ve aktif terminal gruplarma sahip ¢ok sayida katmandan olusan kiireseldir.
Dendrimerlerin spesifik molekiiler yapisi, gesitli ilaglar1 kovalent konjugasyon veya
elektrostatik adsorpsiyon yoluyla multivalent yiizeylerine tagimalarin1 saglar. Ayrica
dendrimerler, hidrofobik etkilesimler, hidrojen bag1 veya kimyasal baglant1 yoluyla
cekirdeklerindeki bosluklar kullanilarak ilaglarla yiiklenebilir [49].

Miseller: Misellerin islevsel 6zellikleri, hidrofobik ilaglarin kontrollii verilmesi i¢in
0zel olarak hazirlanmis sulu ortamda nano boyutlu bir cekirdek/kabuk yapisi
olusturmak {izere bir araya gelen amfifilik blok kopolimerlerine dayanmaktadir [50].
Hidrofobik ¢ekirdek bolgesi, hidrofobik ilaglar i¢in bir rezervuar gorevi goriirken,
hidrofilik kabuk bolgesi, sulu ¢ozelti i¢inde ¢oziinmeye izin verecek kadar polar olan

hidrofobik ¢ekirdegi stabilize eder. Miseller 20-80 nm boyut araligindadir. Misel
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yapisi, ideal bir ilag dagitim nano tasiyict saglar. Hidrofobik cekirdegi, yiliksek
yiikleme kapasitesi (agirlikca %5 - %25) ile farmasotikleri, 6zellikle zayif ¢ozliniir
ilaglar1 tagiyabilir. Hidrofilik kabugu, misel i¢in sadece sterik bir koruma saglamakla
kalmaz, kandaki stabilitesini arttirir, ayn1 zamanda daha fazla misel modifikasyonu

icin uygun fonksiyonel gruplar1 da saglar [51].

Karbon nanotiipler (CNTs): Karbon nanotiipler, iistiin mekanik ozellikleri ve
etkileyici yapilar1 nedeniyle ilgi ¢ekmistir. Biyomedikal alanlarda CNTs, Raman
goriintiileme, floresans ve radyolojik goriintiileme gibi teshislerde ¢ok faydalidir. Tek
duvarl karbon nanotiipler (CNTs) sogurulmus yakin kizilotesi 15181 1s1ya dontistiiriir.

Ayrica ilag tastyicilari olarak genis ¢apta arastirilmustir [52].

Viriisler: Virtsler, ¢ekirdek kabuk yapisina sahip canli nanopartikiiller olarak kabul
edilebilir. Cekirdek, konak¢i hiicrelerin transkripsiyon ve translasyon mekanizmasini
kontrol edebilen bulasici ajanlar igerir. Viriis bazli partikiiller tipik olarak viral
niikleik asidi paketleyen i¢i bos bir yap1 iskelesi tiretmek i¢in kendi kendine birlesen
milyon protein molekiiliinden olusur. Viriis bazli nanopartikiiller, yliksek gen
transfeksiyon verimlilikleri nedeniyle gen dagitim araglari olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir [53]. Nanopartikiiller, 6zellikle ¢oklu ilaca direngli suslarin neden
oldugu bakteriyel enfeksiyonlarin tani ve tedavisinde devrim yaratmaktadir. Metalik
ve organik nanopartikiillerin antimikrobiyal ajanlarin 6ldiirme etkisini sinerji

olusturdugu bulunmustur [54].

Polimerik nanopartikiiller: Polimerik nanopartikiiller, biyolojik olarak uyumlu ve
toksik olmayan, biyolojik olarak parcalanabilen dogal veya sentetik polimerlerden
olusur. Iki tiir nanopartikiil ayirt edilebilir: (1) ilacin homojen olarak dagildig matris
sistemleri olan nanokiireler, (2) ilacin bir polimer zar ile ¢evrili ¢ekirdek icinde
bulundugu rezervuar sistemleri olan nanokapsiiller. Hazirlama yontemine baglh
olarak, ilaglar ya fiziksel olarak nanopartikiiller iginde tutulur ya da polimer matrisin
yapict polimerlerine kovalent olarak konjuge edilir veya adsorbe edilir [55].
Polimerik nanopartikiiller, ilag salimini ya polimer matris yoluyla difiizyonla ya da
matris bozunmasiyla kontrol edebilir. Tiimdrlerin bolgeye 6zel hedeflenmesi ve
ilaclarin biyolojik engeller, 6zellikle de kan-beyin bariyeri iizerinden taginmast i¢in

ilag dagitim sistemleri olarak arastirildilar. Ornegin; PLGA ve PLA tabanli
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nanopartikiiller ve mikropartikiiller, stirekli salim 6zellikleri, biyouyumluluk,
biyolojik bozunma yetenekleri ve DNA'y1 endolizozomlarda bozulmadan koruma
kabiliyetleri nedeniyle viral olmayan bir gen dagitim sistemi olarak aragtirilmistir.
Nanopartikiil aracili gen ekspresyonunu gelistirmek icin daha kiigiik partikiil
boyutunun ve tek tip boyut dagiliminin énemli oldugu tespit edildi [45]. Ilag
dagitiminda polimerik nanopartikiillerin kullanilmasinin biyolojik olarak uyumlu ve
biyolojik olarak pargalanabilir sekilde, herhangi bir ugucu farmasotik ajanin
stabilitesini arttirmasi, hedeflenen ila¢ tasima, immiinojen olmama ve toksik olmama

gibi bir¢ok avantaji vardir [43].
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Sekil 1.6. ila¢ dagitim sistemleri icin gesitli ¢ok islevli nanopartikiillerin yapilari.

1.5. Polimer Partikiillerinin Olusturulmas: i¢in Yontemler
1.5.1. Polimer Partikiilleri Uretimi icin Kullanilan Geleneksel Yontemler

Polimerik nanopartikiiller, uygulama gereksinimlerine ve ilacin fiziko kimyasal
ozelliklerine bagl olarak ¢esitli yontemlerle sentezlenmistir [56]. Belirli bir uygulama
icin istenen Ozelliklere sahip polimerik nanopartikiiller elde etmek icin en uygun
yontemin se¢imi Onemli bir rol oynar. Tek emiilsiyon-¢oziicii buharlastirma, gift
emiilsiyon, piiskiirtmeyle kurutma, nanog¢oktiirme, diyaliz, siiper kritik akiskan
teknolojisi, elektrohidrodinamik atomizasyon ve mikroakiskan gibi mikro ve
nanopartikiiller elde etmek i¢in ¢esitli yontemler vardir [57,58]. Tiim yontemlerin kendi

avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Genel olarak, tek dagilimli partikiiller, yiiksek verimli
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kapsiilleme partikiilleri (i¢i bos/gdzenekli yap1) ve dlgek biiyilitme tiretimi gibi polimerik
partikiillerin basarili ve etkili bir sekilde hazirlanmasi igin birgok gereksinimin

karsilanmasi gerekir.
1.5.1.1. Tek Emiilsiyon-Coziicii Buharlastirma

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda en sik kullanilan yontemlerden biridir. Emiilsiyon-
¢oziicii buharlastirma iki adimda gerceklesir. Tk adim, polimer ¢dzeltisinin sulu bir faza
emiilsiyonlastiriimasini gerektirir. ikinci adim sirasinda, polimer ¢dziicii buharlastirilir ve
nanokiireler halinde polimer ¢okelmesine neden olur [59]. Emiilsiyon ¢6ziicii
buharlastirma yontemi, ilacin suda ¢oziiniir polimer i¢inde kapsiillenmesi i¢in en en fazla
kullanilan yontemdir. Bu yontem genellikle hidrofobik ilaglar1 suda yag (o / w)
emiilsiyonlastirma yontemi ile yiiklemek icin uygulanir. Ilk asamada, polimer suyla
karismayan bir ¢6ziicli i¢inde ¢oziiliir ve ardindan ilag, elde edilen polimer ¢ozeltisi i¢cinde
¢oziiliir. Sonunda, polimer ¢ozeltisi, bir emiilgator kullanilarak su i¢cinde emiilsifiye edilir
(Sekil 1.7). Genellikle, emiilsiyondaki kalint1 ¢oziicliyii buharlastirmak igin sicakligin
arttirllmasi kullanilir. Bu yontem sadece hidrofobik ilaglar i¢in kullanilir. Hidrofilik
ilaclar icin kapsiilleme verimleri, ilaglarin yayilabildigi veya dagilmis yag fazindan sulu
faza ayrilabildigi bu yontemle oldukea diisiiktiir. Coziiciiler ¢ikarildiktan sonra, ¢oziicli
olmayan maddenin varlig1 harig, temelde geleneksel emiilsiyon-¢oziicii buharlastirma
islemine benzeyen gozenekli yap: lretilir. Bu yontem, gozenekli mikropartikiillerin
iretimine izin verir ve ayn1 zamanda etkili, basit ve uygun geleneksel emiilsiyon-¢oziicii

buharlastirma islemini gergeklestirir [60].
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Sekil 1.7. Mikro/Nanopartikiillerin tek emiilsiyon-¢6ziicii buharlagtirma yontemi ile
hazirlanmasi [61].
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1.5.1.2. Cift Emiilsiyon Yo6ntemi

Cift emiilsiyon (w/o/w) yontemi, protein gibi suda ¢oziiniir ilaglart mikropartikiiller
halinde kapsiillemektedir. Bu yontem ayni zamanda aktif ajanlar1 dahil etmek i¢in de
onerilebilir. 1k olarak, hidrofilik ilac, kiiciik bir sulu ¢dziicii icinde tamamen ¢oziiliir ve
daha sonra bir yag i¢inde su (w/0) emiilsiyonu iiretmek igin bir organik polimer ¢ozeltisi
ile emiilsiyonlagsmaya baslar. lkinci bir emiilsiyonlastirmada, bu emiilsiyona bir
emiilsiyonlagtirici igeren sulu bir ¢ozelti eklenir ve sonug bir (w/o/w) ¢ift emiilsiyondur.
Organik c¢oziicii daha sonra, siispansiyonda kalan ilag yiikleme polimer
mikropartikiillerini birakmak i¢in uzaklastirilir. Nanopartikiiller yiiksek hizda
santrifiijleme ile izole edilebilir bunlar daha sonra en az bes kez suda yikanir ve
dondurularak kurutulur [62]. Bu yontemde eklenecek hidrofilik ilag miktari, kullanilan
stabilizator konsantrasyonu, polimer konsantrasyonu, sulu fazin hacmi, nanopartikiillerin

karakterizasyonunu etkileyen degiskenlerdir [63] (Sekil 1.8).|
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Sekil 1.8. Cift emiilsiyon yonteminin sematik gosterimi [64].

1.5.1.3. Piiskiirtmeli Kurutma Y ontemi

Arastirmacilar, polimer nanopartikiilleri toz haline getirerek elde etmek ic¢in yillar

boyunca sprey kurutma yonteminin {izerinde ¢alismiglardir. Yontem, nanopartikiillerin



fizikokimyasal stabilitesini stabilize eder. Piiskiirtmeli kurutma, belirli uygulamalar igin
kontrollii 6zelliklere sahip ¢ok ¢esitli tozlarin liretimi i¢in uygun, rustik ve tek asamali bir
tiretim yontemidir. Tozlardan olusan nanopartikiiller genellikle polimerik malzemelerden
olusur [56]. Sprey kurutma yontemi, a¢iklanan yontemlere kiyasla ¢esitli avantajlar sunar.
Bu yontemde, organik polimer ¢dzeltisi, ilaci ¢dzer ve daha sonra, baslangictaki sulu
formiilasyona, bir ¢Ozeltiye, bir siispansiyona veya bir emiilsiyona bagli olarak,
puskiirtiilerek kurutulmus mikrokiireler veya mikrokapsiiller ortaya ¢ikar. Bu yontemin
en biiyiik avantaji, hem hidrofobik hem de hidrofilik ilaglar bu yontem kullanilarak
mikropartikiiller i¢ine kapsiillenebilir [65] (Sekil 1.9).

Sivi ¢ozelti

Sprey nozul (;ézelti damlaciklari Polimerik
nanopartikiiller
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Sekil 1.9. Piiskiirtmeli kurutma yontemi ile polimerik nanopartikiil sentezi.

1.5.1.4. Nanog¢oktiirme

Nanocgoktiirme, solvent olmayan fazda polimerin kendiliginden ¢okelmesidir. Bu yontem,
kiigiik boyutlara ve genis boyut dagilimlarina sahip nanopartikiiller elde etmek i¢in basit,
hizli ve tekrarlanabilir bir yontemdir. Organik fazin sulu ortama kendiliginden
emiilsifikasyonuna dayanir. Polimer, orta polariteli suyla karigabilen organik ¢oziicii ile
karistirtlir [66]. Cozelti, ortam kosullar1 altinda karigtirilan sulu faza eklenir. Yiizey
gerilimi ve ¢oziicliniin hizli difiizyonu nedeniyle organik ¢oziicii ve su arayliziinde
polimer birikimi, koloidal siispansiyonlarin hizli bir sekilde {iretilmesini tesvik eder.
Katilasmada nanopartikiiller toplanir. Parcacik boyutu, polimer konsantrasyonu,
karistirma hizi, iki fazin enjeksiyon hizi ve ¢oziicli/¢oziicii olmayan ¢oziiniirlik ile
diizenlenmistir (Sekil 1.10). Bu teknik ¢ok basittir, homojenizator kullanimini igermez ve
endiistriyel bir kurulumda kolayca 6l¢eklendirilebilir. Nanopartikiillerin olustugu polimer

[¢0ziicii /¢oziicli olmayan sistem se¢imindeki karmagiklik dezavantajlarindan biridir [56].
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Sekil 1.10. Nanog¢oktiirme yontemiyle nanopartikiillerin hazirlanmasi [61].

1.5.1.5. Diyaliz

Stirfaktan icermeyen bir nanopartikiilat sisteminin arastirilmasi c¢abalari, diyaliz
yonteminin tasarimiyla sona erdi. Diyaliz, kii¢iik ve dar dagilima sahip nanopartikiillerin
tiretimi igin yiizey aktif maddeler igermeyen, basit ve etkili bir yontemdir. Organik bir
¢oziicli i¢inde sivilastirilmis polimer, diyaliz membraninin igine yerlestirilir ve ¢oziicli
olmayan bir maddeye kars1 diyaliz edilir. Temel 6n kosullar, ¢oziiciilerin karisabilirligi
ve seyreltik polimer ¢ozeltilerinin varligidir. Solventin membran i¢inde yer degistirmesi,
karisimin giderek polimeri daha az ¢6zmesine neden olur [67]. Ek olarak, ara yiizey
gerilimindeki bir artis, polimer kiimelesmesine neden olur ve nanopartikiillerin bir
koloidal siispansiyonunun olusumuna yol agar. Nanopartikiillerin morfolojisi ve boyutu,
kullanilan polimer ¢oziiciisiinden etkilenir. Diyaliz basit ve yaygin bir yontem olmasina
ragmen, biiyiik hacimli kars1 diyaliz ortami, islemin uzun siirmesi nedeniyle nanopartikiil

yiikiiniin erken salinmasina neden olabilir [68].
1.5.1.6. Siiper Kritik Akiskan Teknolojisi

Diger yontemler, cevreye oldugu kadar fizyolojik sistemler i¢in de tehlikeli olan organik
coziiciilerin ve yiizey aktif maddelerin kullanimini gerektirir. Ote yandan, ilag yiiklii
polimer nanopartikiillerde artik solvent safsizliklar1 kalirsa, bunlar toksik hale gelir ve
ilac1 polimer matriks i¢inde bozabilir [69]. Bu engellerin iistesinden gelmek i¢in aragtirma
cabalar1, polimer partikiillerin tiretimi i¢in g¢evreye duyarli yontemler gelistirmeye
yoneliktir. Bu amagla, siiper kritik akiskanlar, ¢evre dostu teknoloji kullanimi, kolay ve
yeniden tiretilebilir 6lgek biiyiitme, yapisal homojenligin iyi kontrolii ve yiiksek saflikta

iretimi nedeniyle ¢ekici bir alternatif olarak ortaya ¢ikmistir [70]. Siiper kritik akigkanlar,
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stvilarin  ve gazlarin, kritik sicaklik ve basinglarinin iizerinde 1sitildiginda ve
basin¢landirildiginda ¢oziicii olarak performans gosterme becerisinin gelistirilmesine
dayanir [71] (Sekil 1.11). Siiper kritik akiskanlarin kullanilmasi, ilag ve farmasotik
bilesenlerin mikro ve nanometre partikiillerinin olusumu i¢in umut verici bir alternatiftir.
Literatiirde ¢esitli siiper kritik sivi ekstraksiyon yontemleri kullanilarak biyolojik olarak
parcalanabilen polimerlerin (6rnegin PLGA, PLA ve PEG) mikropartikiillerinin {liretimi
lizerine ¢alismalar yapilmistir. Bu teknigi kullanmanin birgok avantaji vardir. Ornegin,
siiper kritik akigkanlar yoluyla olusturulan kompleks, cok sivi fazli bir karisimdan
aglomerasyon olmaksizin belirli bir bilesen {iretir ve ayrica siiper kritik akigskan i¢indeki
kiitle aktarimi ozellikleri ve ¢oziiciilerin yiiksek ¢Oziiniirligii, mikro partikiillerin

kurumasini kolaylastirarak iglemi hizlandirir [72].
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Sekil 1.11. Nanopartikiiller tiretmek i¢in siiperkritik akis yonteminin
sematik gosterimi [73].

1.5.1.7. Elektrohidrodinamik Atomizasyon (EDHA)

Elektrohidrodinamik atomizasyon (EDHA), yiiksek enkapsiilasyon verimliligi ile hem
hidrofilik hem de hidrofobik aktif farmasotik bilesenlerin kapsiillenmesine yardimci
olmak i¢in kullanililan bir tekniktir [74,75]. Bu teknik, ayn1 zamanda partikiil boyutu ve
morfolojisi lizerinde kontrolii saglamasinin yanisira viicuda dahil edilen aktif bilesenlerin
salim profili ve biyoyararlanimini saglar [76]. Ayrica, EHDA, farmasotik uygulamalar

icin son derece Onemli olan dar boyut dagilimlarina sahip polimerik partikiillerin
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hazirlanmasina neden olur [77]. Bohr ve ark. tarafindan EHDA, diisiik suda ¢oziiniir
ilaglarin amorf formiilasyonlarinin hazirlanmasinda kullanildi, burada ayni boyutta
polimerik ilag tasiyici sistemleri gelistirildi ve selekoksibin gelismis salim profili ve
¢oziinme hiz1 sagland1 [78]. EHDA ayrica, bir aktif farmasétik bilesenin bolgeye 6zgii
verilmesinin istendigi hedeflenen ilag saliminin hazirlanmasi i¢in de kullanilmigtir
[79,80]. Bu sistemde, kilcal bir noziilden yiiklii bir sivinin ince damlaciklart olusturulur.
S1v1 ylizey, akan siv1 ile karsi elektrot arasindaki uygun bir elektrik alanindan yiiklerin
birikmesinden etkilenir. Potansiyel fark yeterli oldugunda, elektrostatik kuvvetler yiizey
geriliminin istesinden gelir, yiizey kararsiz hale gelir ve meniskiis "Taylor Cone" ad1
verilen konik bir sekil gelistirir [81]. Daha fazla yiik koniyi rahatsiz eder, daha sonra
damlaciklar iizerinde etkilenir, bu nedenle kii¢iik damlaciklar halinde pargalanabilir, bu
da koniden bir kars1 elektroda hareket eder ve uygun bir polimer ¢dzeltisi hazirlanirsa
pargaciklar olarak elde edilir (Sekil 1.12). Bu teknik, elektrik yiikii nedeniyle
damlaciklarin birlesmesini dnlemekte ve Taylor Cone modu ile dar boyutlu damlaciklar
elde etmektedir [82]. Birkag farkli piiskiirtme modu vardir, ancak koni-jet modu, tek
dagilimli nano boyutlu damlaciklarin hazirlanmasi igin en iyisidir. Ozellikle ilag yiiklii
polimerik partikiiller genellikle tekli ve ciftli emiilsifikasyon kullanilarak tretilir [83].
Ancak bu yontemlerin bazi énemli dezavantajlar1 vardir, yani iiriin genis bir boyut
dagilimina sahiptir ve ayrica yiizey aktif maddeler veya polimerler gibi parcalanmayan
katki maddelerini kullanir. Dahasi, parcaciklarin ¢oziiciiden ayrilmasi zaman alic1 ve
maliyetli olabilir, ancak diisiik bir miktar yapmak i¢in ¢6ziicii miktarini azaltmak i¢in elde
edilmesi gerekir [84]. EHDA'da damlacik boyutu ve boyut dagilimi basit parametreler
kullanilarak kontrol edilebilir. Siv1 6zellikleri, iletkenlik, akis hizi, ylizey gerilimi ve
viskozite gibi cesitli degiskenler son iirlinlin 6zelliklerini etkiler. Ayrica islem tek bir

adimda kapsiillenebilir ve ayn1 zamanda ortam sicakliklarinda ¢alisir.

18



Yiiksek

e Polimer
vo'tal soliisyon
/

0-50 kV
Piskirtme
partikiilleri
Ei o 990 o .' o0 l
Giig
kaynagi -

Sekil 1.12. Tek igneli EDHA cihazinin sematik gosterimi [85].

1.6. Polimer Partikiillerinin Mikroakiskan Yéntemiyle Uretimi

Mikroakiskanlar, mikrometre boyutundaki kanallarda akiskanlarin hareketi olarak
tanimlanmistir  [37]. Nanolitre akislarii manipiile etme konusundaki 6zellikleri
nedeniyle mikroakiskanlar, mikro/nano partikiillerin hazirlanmasi igin geleneksel
yontemlere alternatif bir teknik olarak ortaya ¢ikmustir [86]. Geleneksel yontemlerle
karsilastirildiginda, partikiil hazirlama islemi mikroakiskan cihazda minyatiirlestirilir,
boylece reaktiflerin tiikketiminde bir azalmaya yol agar. Ayrica, mikroakiskan
yaklasimlar, polimerik partikiillerin siirekli sentezini miimkiin kilar [87]. Mikroakiskan
yontemler kullanilarak nanopartikiiller (polimer, metalik, metalik olmayan, alasim,
organik-inorganik, manyetik, yari iletken vb.) dahil olmak tizere gesitli partikiiller
tretilmistir [88,89]. Hem siirekli tek fazli hem de ¢ok fazli bir mikroakigskan sentez siireci
partikiiller tiretebilir [90]. Tipik olarak, polimer partikiillerinin ¢ok fazli sentezi igin bir
mikroakigkan reaktor iki veya daha fazla parga igerir: bir karistirma bélmesi, bir damlacik
olusturucu ve polimerizasyon, jellestirme veya ¢oziiclinlin ¢ekilmesi i¢in bir bolmedir.
Damlacik tiretecinde, ayr1 kilcal damarlar veya mikro kanallar, iki karigmayan siviya yol
acar. Ayrilmasi1 gereken sivi akisi diizenli olarak damlaciklar halinde parcalanir.
Damlaciklar, 1simnlamaya, UV 1s181na, kimyasal ajanlarin eklenmesine veya ¢oziicii

ekstraksiyonuna maruz kaldiklar1 uzatma kanalina aktarlir. Gaz ve sivi akislari
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kullanarak mikrobaloncuklar1 hazirlamak igin T-kesisimleri, koaksiyel kapilerler ve akis
odaklama geometrisi gibi mikroakiskan cihazlar i¢in kullanilan birkag¢ tasarim vardir.
Baloncuk ve damlacik sisteminin tiiriine bakilmaksizin, damlacik fazli sivilarin belirli bir
kombinasyonu i¢in damlaciklarin boyutu, kilcal boyutlara ve g¢esitli sivilarin akis
hizlarina baghdir [29]. T-kesisimli mikroakiskan cihazlarda siirekli faz (siv1) diiz bir ana
kanaldan akarken, daginik faz (gaz) yan kanallardan akar ve ana kanala ¢apraz akisla
girer. T-kesisimi, daha iyi boyutta tek dagilimli damlaciklar tiretme avantajina sahiptir.
Ying ve ark. 16.7 m / s'lik nispeten yiiksek bir akis hizinda bile partikiillerin boyut veya
boyut dagilimi acgisindan hala kabul edilebilir olmadigini tespit ederek, T-sekilli
mikroakigkan mikrokanal reaktorlerin baryum siilfat ve boehmitin ayni boyutta
nanokristallerini tirettigini rapor etmislerdir [91]. Yiiksek kristalli anataz TiO. ve NiO
nanopartikiiller, stirekli bir siiper kritik hidrotermal yontem kullanilarak T-seklindeki
mikroakigkan karistiricilarda hazirlanir [92]. Bu, karistiricilarin i¢ kapiler gaplarinin
azalmasiyla partikiil boyutunun onemli bir sekilde azaldigimi gosterdi. Sebwarzer ve
Peukert, benzer sekilli kanallarda BaSO4 nanopartikiillerinin tiretimini bulmuslardir [93].

Bununla birlikte, diisiik tek dagilimli parcaciklar elde etmislerdir.

Birlikte akighi bir mikroakiskan cihaz kullanilarak i¢ ve dis akisin degistirilmesi, ¢esitli
boyutlarda damlaciklar olusturur. Daha diisiik i¢ akis hizlari, damlayan akisa neden olur.
Her iki fazin akis hizinin belirli bir kritik degerin 6tesinde arttirilmasi jetleme akisina yol
acar. Es akish kapiler cihazlarla karsilastirildiginda, bu calismalar, ayni1 karenin iki
ucundan zit yonlerde enjekte edilerek iki siviy1 es zamanli olarak kilcal damar igine akitir.
[94]. Bu teknigin temel bir avantaji, agizdan ¢ok daha kiiglik tek dagilimli damlaciklar
tiretmesidir. Bu sistem, kiiciik damlaciklar (~1-5um) tiretmeye uygundur ve tikanmay1

Onler.

Janus pargaciklari, yiizeylerde iki veya daha fazla farkli malzemeyi birlestiren 6zel
parcacik tiirleridir; 6rnegin, bir partikiil bir yar1 hidrofobik yiizey ve geri kalan yaris1
hidrofiliktir. Bu parcaciklar ayrica damlacik mikroakiskanlarindan da yapilabilir. Janus
partikiilleri genellikle Janus damlaciklarinin faz ayirma, polimerizasyon veya diger
islemler yardimiyla katilastirilmasiyla sentezlenir [95]. Kontrolsiiz mikroakiskan
yontemleri nedeniyle, Janus partikiillerinin boyutunu ve nispi hacim fraksiyonlarini
dogru bir sekilde kontrol etmek igin kullanilmistir. Nisisako ve ark. sonradan polimer

Janus parcgaciklarina doniistiiriilen Janus damlaciklarinin onciilerini iiretmek icin 2D
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mikroakiskan teknolojisini 6nerdi [96]. Bu yontemi kullanirken mikroboncuklarin yapisi
ve boyut dagilimi {izerinde de kontrol vardir. Polimer partikiillerinin siirekli mikroakiskan
sentezi, ¢esitli avantajlar ve bazi yonlerden daha 6nce ayrintili olarak agiklanan benzersiz

ozellikler sunar.
1.7. Partikiil Boyutunu Kontrol Etme

Cozelti ve gaz akis hizlari, kanal ¢ap1, polimer ve yiizey aktif madde konsantrasyonu gibi
polimer ¢dzeltisinin fiziksel 6zellikleri, partikiil iretimi sirasinda ¢6zeltinin viskozite ve
yiizey gerilimi fiziksel karakterizasyonlari araciligiyla partikiil ¢ap1 konrol edilebilir [97].
Boyut, genellikle gaz veya sivinin akis hizlari, mikroakigkan cihazin tasarimi ve ayrica
bozunma dahil olmak iizere partikiil 6zelliginin her yoniinii etkiler. Pargacik boyutu,
malzemelerin viicuttan atilmasinda énemli bir rol oynar. Bu nedenle, istenen temizleme
mekanizmasi, nanotip tasariminda bir faktor olabilir. Kiigiik parcaciklar (<10 nm)
bobrekler yoluyla temizlenirken, daha biiyilk pargaciklar (>10 nm) karaciger ve
mononiikleer fagosit sisteminden temizlenir. Cap1 en az 50 nm olan nanopartikiiller renal
Klerensi onler, ancak terapotik bir etki elde etmek igin yeterli miktarlarda timor
interstisyumundan difiize etmek i¢in 300 nm'den kiigiik olmalidir. Bu nedenle, ilag
dagitim sisteminde kullanilan nanopartikiillerin boyutu, kilcal damarlara hizli sizmalarini
onleyecek kadar biiylik, ancak karaciger ve dalakta bulunan sabit makrofajlar tarafindan
yakalanmaktan kurtulacak kadar kiiciik olmalidir [98,99]. Karacigerdeki Kupffer
hiicrelerinin dalak ve fenestrasindaki siniizoidin boyutu 150 ila 200 nm arasinda degisir
ve sizdiran timor vaskiilatiiriiniin endotel hiicreleri arasindaki bogsluk baglantisinin
boyutu 100 ila 600 nm arasinda degisebilir. Sonug olarak, bu iki 6zel vaskiiler yapidan
gecerek tiimor dokusuna ulagsmak i¢in nanopartikiillerin boyutunun 100 nm'ye kadar

olmasi1 gerekmektedir [100].
1.8. Mikroakiskan Kullanarak Uretimin Faydalar

Mikroakiskan sisteminle ilag salimi igin iiretilen partikiiller birgok avantaja sahiptir.
Yukarida bahsedilen diger yontemlerle karsilastirildiginda, bu yontem, biyolojik olarak
parcalanabilir mikropartikiillerden salinan biyomolekiiler ilaglarin (yani protein
terapotiklerinin) biyoaktivitesinin korunmasini saglar. Pahali ilaglar i¢cin onemli bir

avantaj vardir ¢iinkii geleneksel yaklasimlar, filtrasyonla uzaklastirilmasi gereken
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agregalar tiretir. Tek dagilimli partikiil iiretimi ve partikiil boyutunun kontrol edilmesi

gibi 6zelliklerinin yanisira basit, ucuz, seri liretim i¢in kolaylikla kullanilabilir.
1.9. Polimerler

Polimerler, ila¢ dagitim sistemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir [101]. Polimerler
parcalanabilir, parcalanamaz olabilir. Terapdtik ajanlarin uygulanmasi igin biyolojik
olarak pargalanabilen ve biyouyumlu polimerlerin kullanimi son zamanlarda hizla
artmistir. Biyolojik olarak pargalanabilen polimerler, dogal veya sentetik olabilir.
Sentetik polimerler biyolojik olarak uyumludur, biyolojik olarak pargalanabilir ve
emilebilir [102]. Bu malzemeler doku miihendisliginde, ila¢ dagitim sistemlerinde ve
rejeneratif tipta 6nemli bir rol oynar [103]. Hem dogal hemde sentetik polimerler,
ilaglarin ve diger biyoaktif molekiillerin kapsiillenmesi ve tasinmasinda araci olarak
kullanilir. Tyi biyouyumluluk, kontrollii enzim bozunmasi, bazi biyomolekiillerle spesifik
etkilesimler ve kolay modifikasyondaki dogal avantajlari, ila¢ dagitiminda onlara ¢ok
yonliiliik kazandirir [104]. Ilag tasinmasi ve kapsiilleme i¢in kullanilan birkag dogal ve
sentetik polimer ornekleri arasinda polivinil alkol (PVA) ve sodyum aljinat (SA),
polimetilsilseskioksan (PMSQ), etil seliilloz (EC) gibi polimerler vardir. Bunlar asagida

ayrintili sekilde anlatilmigtir.
1.9.1. Polivinil Alkol

PVA, vinil asetattan polimerize edilmis monomer basina tek bir hidroksil grubu ve
ardindan hidroliz igeren basit bir hidrofilik biyolojik olarak pargalanabilir polimerdir
(Sekil 1.13). PVA polimerleri, asetat gruplarinin miktarma bagli olarak tamamen
hidrolize ve hafif hidrolize olmak tizere ticari olarak mevcuttur [105]. PVA, kimyasal
stabilite, diisiik toksisite, suda ¢oziiniirliik, 1yi esneklik ve miikemmel bariyer 6zellikleri
gibi birgok 6zellige sahip biyolojik olarak uyumlu bir polimerdir [106]. Ilag dagitim
sistemleri (nanopartikiiller, mikrokiireler, ylizen mikrokiireler, muko yapiskan, kolon vb.)
kontakt lensler, yapay kan damarlar1 gibi biyomedikal ve farmasotik uygulamalarda
biyouyumlulugu nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir [107]. PVA, tek basina veya
diger polimerlerle kombinasyon halinde daha iyi su tutma ve sisme Ozelligi gosteren
hidrojel olusturma konusunda ¢ok iyi bir 6zellige sahiptir. Dogal polimerlerin PVA ile

karistirilmasiyla istenen fiziksel ozelliklere sahip biyouyumlu malzemeler elde edilir
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Sekil 1.13. Polivinil alkoliin kimyasal yapisi.

1.9.2. Sodyum Aljinat

Aljinatlar, kahverengi deniz yosununun hiicre duvarlarinda olusur. (1,4)-b-D-mannuronik
asit ve (1,3)-a-L-guluronik asitin dogrusal zincirlerinden olusan bir polisakkarit grubu
olusturur [109] (Sekil 1.14). SA, nano/mikropartikiil iiretimi i¢in en yaygin olarak
kullanilan biyopolimerlerden biridir ve biyolojik olarak pargalanabilir, biyouyumlu,
toksik olmama ve muko yapiskan gibi 6zelliklere sahiptir [110]. Yara sargisi, doku
miihendisligi iskelesi, hiicre kapsiilleme, ilag tasiyici vb. gibi biyomedikal uygulamalarda
yaygin olarak kullanilir [111]. Seker monomerlerinden olusan bir dogal polimerler sinifi
olan aljinat nanopartikiillerin, kapsiillenmis ilaglarin biyoyararlanimini 6nemli 6l¢iide
artirdigt bulunmustur [112]. Aljinat, transmukozal uygulamalar igin ilag¢ dagitim
sistemleri gelistirmek ic¢in yararli bir 6zellik olan, mukozal membranlara segici olarak
yapismasini saglayan anyonik dogasindan kaynaklanan muko yapiskan yapisi ile bilinir.
Ayrica, aljinat bazli malzemelerin pH'a duyarli oldugu bilinmektedir ve bu 6zellik,
kapsiillenmis biyomolekiillerin aljinat ila¢ tasiyict aracindan salim mekanizmasinin

"akill1" kontrolii i¢in kullanilabilir [113].
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Sekil 1.14. Sodyum aljinatin kimyasal yapis1 [114].

1.9.3. Etil Seliiloz

EC, siirekli salimli dozaj formlarinda ¢6ziinme hizini kontrol eden bir polimer olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir (Sekil 1.15). EC, toksik olmamasi, iyi stabilitesi ve diisiik
maliyeti nedeniyle biyolojik olarak pargalanabilen bir polimer olmamasina ragmen
yaygin olarak kullanilir. Genel olarak EC, hem ¢6ziiniir hem de az ¢oziiniir aktif maddeler
icin 6zellikle mikropartikiiller, film kapli tabletler, mikro tasiyicilar ve matris tabletler
acisindan siirekli salim triinleri olarak kullanilmistir [115]. EC, ¢esitli farmasétiklerin
istenmeyen etkilesimlere kars1 stabilize edilmesi i¢in mikrokapsiil haline getirilmesinde
kullanilir. EC, mikroakiskan sistemler de kontrollii boyut dagilimlarina sahip mikro ve
nanopartikiiller tiretmek i¢in kullanilmistir. Lui ve ark. ortalama 137 pm cap elde eden
mikroakigkan bir cihaz kullanarak EC i¢i bos partikiiller olusturmak icin basariyla
kullandi [116].
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Sekil 1.15. Etil seliilozun kimyasal yapis1 [117]

1.9.4. Polimetilsilseskioksan

PMSQ, iyi 1s1 direncine sahip olan ve organik sivilara kolayca dagilan merdiven benzeri
bir yapiya sahip polar olmayan, biyouyumlu bir polimerdir (Sekil 1.16). Yaygin organik
coziiclilerdeki ¢oziiniirliigli, onu hem teorik ¢aligmalarda hem de ¢esitli uygulamalarda
uygun bir polimer haline getirmektedir. Pirolize seramik iriinii (silikon oksikarbiir),
yiiksek termal ve kimyasal dayanikliliga, diisiik yogunluga, diisiik dielektrik sabitine,
yansima Onleyici 6zelliklere, biyouyumluluga ve yiiksek mekanik dayanima sahiptir.
Elektronik, yliksek sicaklik yapisal takviyeler, optik malzemeler ve biyomedikal

mithendisliginde genis uygulamalara sahiptir [89].
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Sekil 1.16. Polimetilsilseskioksanin kimyasal yapis1 [118]

1.10. Bizmut Ferrit (BiFeOs — BFO)

Elektrik uyarimi, NIR radyasyonu, UV ve goriiniir dalga boyu 15181, manyetik alan ve
ultrason, akilli malzemelerden ila¢ salimini artiran son gelismelerdir [119,120]. Bu
teknikler, degistirilemez pasif dagitima dayanan ila¢ tasiyici sistemleri arasinda ilag
dagitimi iizerinde daha etkili kontrol saglar. Kontrollii ila¢ salim1 i¢in nanopartikiil ilag
tastyicilart, milkemmel yapilari ve ayarlanabilir 6zellikleri gibi avantajlart nedeniyle daha
fazla arastirilmaktadir [121]. Son yillarda yapilan arastirmalar, hem manyetik hem de
elektriksel 6zelliklere sahip malzemelerin, kontrol edilebilir 6zelliklerinden dolay1 yeni
malzemeler veya yapilar olusturmaya dikkat cektigini gostermektedir [122]. Bu
malzemeler multiferroik malzemeler olarak bilinirler ve ayni anda hem ferroelektrik hem
de ferromanyetik etkiler sergilerler. Multiferroik olarak bilinen bizmut ferrit (BiFeOsg,
BFO), polar R3c uzay grubu ile bigimsiz bir hiicreye sahip tez fazli benzersiz bir
malzemedir [123] (Sekil 1.17). Oda sicakliginda BiFeOs ayni anda zayif G-tipi
antiferromanyetizma ve giiclii ferroelektriklik gosterir. Antiferromanyetik Neel sicakligi
Tn = 643 K dir. Ferroelektrik Curie sicakligi ise Tc=1103 K dir [124]. Bizmut ferrit
malzemesi, yalnizca yiiksek Neel ve Curie sicakligi nedeniyle degil, ayn1 zamanda oda
sicakligindaki ferromanyetik 6zelliklerden dolay1 da 6nemlidir [125]. Manyetik sikloidal
spin 62 nm’lik uzun bir frekansa sahip olmasindan dolayr oda sicakliginda zayif

ferromanyetizma ozelligi gosterir. Gegis metali iyonlarmin d kabuklarmin farkli
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doldurma durumlar1 ferromanyetizma ve ferroelektriklik ile alakalidir. Manyetizmada
kismen doldurulmus d kabuklari bulunurken, bos d kabuklari ferroelektrikte bulunur.
Bi*" iin elektron cifti ferroelektriklige neden olurken, Fe3* iyonlarmin 3d yériingesi G-
tipi antiferromanyetizmaya neden olur [123,126]. Bizmut ferrit nanopartikiilleri, sol-jel,
kat1 hal, hidrotermal, mekanokimyasal, sonomekanik ve birlikte ¢cokelme yontemleri olan

bir¢ok teknikle sentezlenebilir [127].

Sekil 1.17. iki kiibik perovskit BiFeOs birim hiicresinden olusturulan R3¢ yapisinin
sematik goriinimii [128].
Tiim bu yontemler, basing, siire, proses sicakligi, kurutma, yanmalar ve sinterleme gibi
cesitli sicaklik parametrelerini gerektirir. Bunlarin igerisinde birlikte ¢okelme yontemi,
en yaygin olarak kullanilan sentez yontemidir. Bu yontem ile yiiksek basing veya sicaklik
altinda tehlikeli organik ¢oziiciiler, ¢evre dostu olarak yiiksek saflikta hanomalzeme
tiretilir [129].

1.11. Kontrollii fla¢ Sahm

Kontrollii salimli ilag tastyici sistemleri, kisa farmasotik in vivo yarilanma omrii veya
zay1f oral biyoyararlanim nedeniyle sik uygulama gerektiren geleneksel tibbi ilag tedavisi
uygulamalarina alternatif olarak gelistirilmektedir. Kontrollii salim sistemleri, geleneksel
ila¢ formlarina kiyasla ila¢ konsantrasyonlarinin daha iyi kontroliinii saglama, yan etkileri
azaltma ve uyuncu iyilestirme potansiyeline sahiptir. Proteinler, farmasdétikler ve DNA,

mikrokiireler, ¢ekirdek-kabuk mikropartikiilleri ve mikrokapsiiller dahil olmak iizere
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kontrolli boyuttaki biyolojik olarak pargalanabilir polimer mikropartikiillere
kapsiillenebilir [130]. Polimerik nanopartikiiller, uzun vadeli siirdiiriilebilir ilag salim
kapasiteleri nedeniyle biyomedikal uygulamalarda biiyiik ilgi gormiistiir. Polimer
teknolojisi, hastaliklarin teshis ve tedavisinde devrim yaratmada giderek daha 6nemli bir
rol oynamistur [131]. Biyomedikal alanda, proteinler, polisakkaritler veya kolajen gibi
dogal polimerler uzun siiredir kullanilmaktadir, ancak sentetik bozunabilir polimerlerin

kullanim1 1960'tan beri kabul edilmektedir [132].

Polimerik nanopartikiiller, dogal veya sentetik polimerlerden imal edilen 1 um'den kiigiik
bir boyuta sahip olabilir. Insan viicudundaki en kiigiik kilcal damarlar 5-6 pm genislige
sahip oldugundan, polimer nanopartikiillerin taginmasinin avantaji oldukca yiiksektir
[133]. Bu nedenle, son yillarda biyolojik olarak parg¢alanabilen polimerik nanopartikiiller,
ila¢ tasima ve kontrollii salim potansiyelleri, belirli organ veya dokulara hedeflenebilme
yetenekleri, gen tedavisinde DNA tasiyicilari, proteinleri, peptitleri iletme yetenekleri
nedeniyle biyilik ilgi gormistir [134]. Biyolojik olarak pargalanabilen polimerik
nanopartikiiller, stabil olmasi, boyutu, sekli, yiizey yiikii ve kimyasi, mekanik
mukavemeti, gozenekliligi gibi onemli ozelliklere sahip olduklarindan, hedeflenen
biyomedikal uygulamalarin ihtiyaglarini karsilamak i¢in 6zel islevlere gore uyarlanabilir.
Polimerik salim sistemleri, viicut tarafindan hizla zarar goren viicuttaki ilaglar1 korur.
Ayrica kontrollii salim, dozlama diizenini degistirerek hasta konforunu ve uyucunu
artirabilir [135]. Bir¢ok kontrollii salim sistemiyle, salim hizi kararli bir profile
ulagsmadan Once baslangicta biiyiik miktarda ilag, salim ortaminda hemen salinir. Bu
islem "patlama-salim" olarak adlandirilir, Sekil 1.18 'de gosterilen patlama salimi, daha
yiiksek ilk ilag salimina yol agar ve ayrica ilacin etkili 6mriinii azaltir. Patlama etkisi iki
sekilde gozlemlenebilir: genellikle uzun vadeli kontrollii salim cihazlarinin olumsuz bir

sonucu olarak kabul edilir veya bazi durumlarda hizli salimveya yiiksek baslangic hizlart
arzu edilebilir [136].
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Sekil 1.18. Sifir dereceli bir ilag tastyici sistemindeki patlama etkisini
gosteren sematik ¢izim.
1.11.1. Mikroakiskan Sistemlere Dayah Olarak Partikiillerden ila¢ Salimim

Kontrol Etme

Mikroakigkan teknolojisi, malzeme maliyetini 6nemli 6l¢lide azaltir ve ilag kapsiilleme
verimliligini artirir. Bunun yanisira mikroakiskanlarda olusan damlaciklar, tek dagilimli
boyutlara sahip olup, akiskanlarin fiziksel 6zelliklerinden yararlanilarak ayarlanabilir
[37,137]. Ayn1 boyutta ve farkli boyutta mikroakigkan partikiiller ile benzer ortalama
boyutlara ve ¢ok daha genis bir boyut dagilimina sahip geleneksel partikiillerin, ilag salim
kinetigi arasinda iki Onemli fark vardir. Ilk olarak, mikroakiskanlar kullanilarak
hazirlanan ayni boyutta partikiiller, ilact benzer ortalama biiytikliikteki geleneksel
polidispers partikiillere gore daha yavas salmaktadir. ikinci olarak, aym boyutta
mikroakigkan partikiillerle gézlemlenen ilacin ilk patlama salimi, geleneksel polidispers

partikiillerle gbzlemlenenden 6nemli 6l¢iide daha kiigiiktiir [138].

Mikroakigkanlardaki 6nemli 6zelliklerden biri ¢ok fazli akislarin hassas kontroliidiir.
Mikro kanallarda ayni boyutta damlaciklarin olusumundan bu yana, hacimlerin dagilimi
tizerinde kapsamli bir kontrole sahip basit ve ¢oklu damlaciklarin olusturulmasi i¢in bir
dizi teknik 6nerilmistir. Stvilarin ayn1 boyut segmentlerini olusturma yetenegi, ¢esitli ve

kontrolii kolay morfolojiler ve kapsiillerdeki ¢ok sayida tek dagilimli polimerik
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partikiilleri formiile etmek icin basariyla kullanilabilir. Ayrica bu teknik,
biyomalzemeleri kapsiillemek, ultrason radyografisi i¢in mikrobaloncuk kontrast
maddeleri hazirlamak ve hedeflenen ilag dagitimi i¢in aktif bilesen tasiyicilar1 hazirlamak
icin kullanilir [139,140]. Yiiksek gaz basincina bagli olarak karigabilir polimer
cozeltilerini suyla hizli bir sekilde karistirmak i¢in bu tiir cihazlar kullanilarak
biyopolimerlerin kendi kendine montaji yoluyla baloncuklarin (gaz-sivi) olusumunu da
igerir. Bunun yanisira yiiksek gaz ile mikrometre ¢apindaki sulu damlaciklar halinde tek
tek gaz baloncuklarmin kontrollii bir sekilde kapsiillenmesini saglar. Bu yontem, ince
kabuk kapli mikrobaloncuklar ve i¢i bos nanopartikiiller olusturmak i¢in yeni bir yol

saglamistir [141].

Biyouyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilir polimerler igeren mikro/nanopartikiiller,
kanser, diyabet, ndrodejeneratif bozukluklar gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde spesifik
hedefleme ve ilag tastyict sistemlerinde alternatif tedavi yontemi olarak
kullanilabilmektedir. Bu tez c¢alismasinda, mikrokigskan yoOntemle {iretilen
nanopartikiiller, Ozellikle diyabet ve alzheimer hastaliklarinin tedavisinde alternatif

kontrollii ilag salim sistemleri olarak gelistirilmistir.

Diyabet, pankreas artik insiilin liretemediginde veya viicut insiilini iyi kullanamadiginda
ortaya ¢ikan kronik bir Thastaliktir [142]. Heterojen etiyopatoloji, insiilin
salgilanmasindaki, insiilin hareketindeki veya her ikisindeki kusurlar1 ve karbonhidrat,
yag ve protein metabolizmast bozukluklarint igerir. Diyabetin birka¢ patolojik
mekanizmasi vardir. Hepatik glukoz metabolizmasinin diizensizligi, insiilin direncinin
gelisiminde biiyiik bir sorundur ve bunu Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM) izler [143].
Diinya Saglik Orgiitii'niin raporuna gore, 2030 yilina kadar en az 578 milyon insanin
diyabet hastas1 olacagini dngoriiyor. T2DM tedavisi i¢in kullanilan farmakolojik ajanlar
arasinda biguanidler, siilfoniliireler ve tiazolidindionlar gibi oral anti-diyabetik ilaglar
vardir. Bunlar diyabetik komplikasyonlarin ilerlemesinde etkisizdir ve bulantt,
hipoglisemi, karaciger, kilo artis1 ishal ve kalp yetmezligi gibi istenmeyen yan etkiler
nedeniyle de smirli kullanima sahiptir [144]. Mevcut klinik kilavuzlar, metformini yeni
teshis edilen tiim T2DM igin birinci basamak tedavi olarak 6nermektedir. Bir biguanid
olarak metformin, en yaygin olarak kullanilan oral anti-diyabetik ilagtir ve hepatik
glukoneogenezi baskilayarak hepatik insiilin duyarliligini arttirir [145,146]. Metforminin

oral uygulamasiyla, emilen ilacin yaklasik % 90" ilk 24 saat i¢inde bobreklerden atilir.
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Plazma eliminasyon yar1 dmrii yaklasik 6,2 saattir, bu nedenle metformin giinde iki veya
ic kez uygulanir [147]. Metformin titreme, bas donmesi, kas agrisi, siddetli uyusukluk,
yorgunluk, mavi / soguk cilt, hizli / zor nefes alma, yavas / diizensiz kalp atisi, bulanti
veya kusma, ishal mide agris1 gibi semptomlarla laktik asidoz adi verilen 6nemli bir
duruma neden olabilir [148]. Yan etkileri ve dozaj sikligini azaltmak ve ayrica oral

antidiyabetik ilaglarin etkisini artirmak icin ¢esitli ilag tasiyici sistemleri arastirtlmistir.

Alzheimer hastaligi (AD), tiim diinyada yaygin olan ve beyindeki protein birikimi
nedeniyle ortaya ¢ikan Oliimciil bir nérodejeneratif hastaliktir [149]. Beyindeki sinir
hiicrelerinin dokusunda beta amiloid proteini birikimi zamanla artar. Beyindeki sinir
hiicreleri arasindaki baglanti protein birikimi nedeniyle zarar goriir ve ardindan sinir
hiicreleri 6lmeye baslar. Bu durumun bir sonucu olarak hafiza kaybi, biligsel bozukluk,
anksiyete, kafa karigikli§i, duygudurum dalgalanmalari ve konusma giigliigii gibi
belirtiler yavas yavas ortaya ¢ikar [150,151]. Diinya ¢apinda 45 milyondan fazla insan bu
hastalikla miicadele etmektedir. AD hastalariin sayisinin 2050 yilina kadar 131,5
milyona ¢ikacagi tahmin edilmektedir [152]. Su anda AD tedavisi i¢in onaylanan ilaglar
donepezil, rivastigmin, memantin, galantamin ve takrin vb'dir [153,154]. Mevcut ilaglar
semptomlar1 iyilestirebilir, ancak hastaligin ilerlemesini durduramaz veya yavaslatamaz
veya Onleyemez. Donepezil (DO), AD tedavisi i¢in iyi tolere edilen ikinci ilagtir [155].
DO, asetilkolin konsantrasyonunu artiran ve beta-amiloid mevcudiyetini azaltan, merkezi
olarak etkili bir asetilkolinesteraz inhibitoriidiir [156]. Hastalara oral olarak uygulanir ve
DO plazma konsantrasyonlarinda énemli farkliliklar gdsterir. Ayrica, DO'nun anoreksi,
kusma, bulanti ve karn agris1 gibi gastrointestinal yan etkileri, oral uygulamasiyla
iliskilidir. Ayrica demans gibi bazi1 nedenlerle ila¢ almay1 unutmak yasl hastalarda sik
karsilagilan bir sorundur [157,158]. Tedavi basarisizligi siklikla ilaglarin olumsuz
farmakodinamik ve farmakokinetik 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. Yan etkileri ve
doz sikligin1 azaltmak ve ayrica oral AD ilaglarinin etkisini artirmak icin ¢esitli ilag

tasiyici sistemleri arastirilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Malzemeler

Deneylerde kullanilan ana malzemeler polivinil alkol (PVA), sodyum aljinat (SA),
metformin, donepezil (DO), bizmut (I11) nitrat, demir (111) nitrat nonahidratidir. Yardime1

malzemeler ise nitrik asit, amonyum hidroksittir.
2.1.1. Polivinil Alkol

PVA’nin molekiil agirligi 89000-98000 olup, Sigma Aldrich’ten (USA) satin alinmustir.

Suda ¢oziinebilen sentetik bir polimerdir.
2.1.2. Sodyum Aljinat

SA’nin ortalama molekiiler agirligi 216000 g/mol olup, Sigma Aldrich’ten (USA) satin
alimmistir. Suda ¢dziinebilen dogal polimerdir. Yaygin olarak ila¢ salim sistemlerinde

kullanilir.
2.1.3. Metformin

Farmasotik bilesen olan ticari metformin, Sigma Aldrich’ten (USA) satin alinmistir.
Biguanid gruna ait olan antidiyabetik bir ilagtir. Tip 2 diyabetin tedavisi igin ilk se¢enektir.

Polikistik over sendromunun tedavisinde de kullanilmaktadir.
2.1.4. Donepezil

DO, Abdi ibrahim Ilag'tan (Tiirkiye) temin edilmistir. Alzheimer hastaligini tedavi etmek

i¢in kullanilan ilaglardan biridir. Piperidin yapisinda bir kolinesteraz inhibitoriidiir.
2.1.5. Bizmut (111) Nitrat

Bizmut nitrat, (BisO(OH)9(NO3)s formiiliine sahip kimyasal bir bilesiktir. Molekiil
agirhign 1.461,99 g/mol olup, Merck KGaA, Almanya'dan satin alinmistir. Bizmut ve
nitrat anyonlarindan oksidasyon durumunda olusan bir tuzdur. En yaygin kat1 formu

pentahidrattir. Diger bizmut bilesiklerinin sentezinde kullanilir.

2.1.6. Demir (I111) Nitrat Nonahidrat
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Demir (I11) nitrat veya ferrik nitrat, Fe(NOs)z formiiliine sahip kimyasal bilesiktir.
Molekiil agirligi 403.95 g/mol olup, Merck KGaA, Almanya'dan satin alinmistir.

2.1.7. Nitrik Asit

Nitrik asit (% 65), HNO; kimyasal formiiliine sahip inorganik bir asittir. Kezzap olarak

da isimlendirilir. Saf bilesigi renksizdir. Merck KGaA, Almanya'dan satin alinmigtir.
2.1.8. Amonyum Hidroksit

Amonyum hidroksit, amonyak suyu ,amonyak likorii veya sulu amonyak olarak da
bilinen amonyak ¢6zeltisi, sudaki bir amonyak ¢ozeltisidir. Amonyak ¢ozeltisi (% 25),

molekiil agirligr 35.05 g/mol olup, ISOLAB'dan (Wertheim, Almanya) satin alinmstir.
2.2. Birlikte Cokelme Yontemi Kullanilarak BiFeOs Nanopartikiillerinin Sentezi

Birlikte ¢okelme yontemi ile bizmut(lll) nitrat (Bi(NOz)3.5H20, demir(lll) nitrat
(Fe(NO3)3.9H20, nitrik asit (HNOs,) ve amonyak (NH4OH) kimyasallar1 kullanilarak
BiFeOs nanopartikiilleri sentezlenmistir. Bu uygun maliyetli ve hizli bir yontemdir.
BiFeOs nanopartikiillerinin sentezi i¢in, 1.86 g Bi(NO3)3.5H,0 tartilarak 10 ml nitrik asit
icerisine eklenmis, ayn1 zamanda 2.58 g Fe(NOz)3.9H0O tartilarak 10 ml distile su
icerisine eklenerek iki farkli beherde karisim hazirlanmistir. 300 rpm’de manyetik
karistiricidda 15 dk boyunca karistirilip ¢6ziinmiistiir. Daha sonra karisima amonyak
¢ozeltisi yavas yavas eklenerek ¢okelti olusturulmus ve pH degerinin 10-12 araliginda
olmasi saglanmigtir. pH degeri 10.6 oldugunda ¢okelti alinmistir ve daha sonra filtre
kagidindan gecirilen ¢okelti birkag kez distile su ile yikanarak toksik {irtinler
uzaklastirilmistir. Cokelti, 100 °C’de etiivde bekletilerek igerisinde kalan suyun
buharlagsmasi i¢in 24 saat boyunca kurutulmustur. Saf bizmut ferrit tozlar1 elde etmek

igin 550 °C'de 3 saat boyunca kalsinasyonu saglanmustir.
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2.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu
2.3.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi
2.3.1.1. PVA Cozeltilerinin Hazirlanmasi

PV A polimeri, saf su kullanilarak toplam ¢ozelti kiitlesinin agirlik¢a % 0.3 ve % 0.5 inde
¢oziindiiriildii. PVA ¢ozeltisi, 90 ° C 'de sicaklikta 250 rpm'de manyetik karistiricida 30
dakika karistirildu.

2.3.1.2. PVA/SA Cozeltilerinin Hazirlanmasi

PVA/SA c¢ozeltisini hazirlamak i¢in ilk olarak agirlikca % 0.5 PVA saf su igerisinde
manyetik karigtiricida 250 rpm'de, 90 © C 'de sicaklikta 30 dakika ¢oziindiiriildi. Daha
sonra sicaklik kapatilarak, ¢oziinen PVA ¢ozeltisine agirlikga % 0.5 SA ilave edildi.
Cozelti, oda sicakliginda 20 dakika karistirildi.

2.3.1.3. PVA/Metformin Cozeltilerinin Hazirlanmasi

In vitro salim ¢alismast igin en ideal nanopartikiilerin elde edildigi karisim olarak % 0.3
PVA ¢ozetisi secgildi. Metformin suda ¢oziinlir bir etken madde odugu i¢cin 1 mg
metformin bu hidrofilik polimer ¢ozeltine (0.5 ml) ilave edilerek 15 dakika karistirilarak

¢Oziindiirtldi.
2.3.1.4. PVA/ BiFeOs Cozeltilerinin Hazirlanmasi

PV A/ BiFeOs ¢ozeltisini hazirlamak i¢in ilk olarak agirlik¢a % 0.3 PV A saf su igerisinde
manyetik karistirictida 250 rpm'de, 90 © C 'de sicaklikta 30 dakika ¢oziindiiriildii. Daha
sonra sicaklik kapatilarak, ¢oziinen PVA ¢ozeltisine agirlik¢a % 0.1 BiFeOs (pH: 11.58)
ilave edildi. Bu ¢ozelti 20 dakika siireyle ultrasonik homojenizator kullanilarak

karistirildi.
2.3.1.5. PVA/ BiFeO3/DO Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Yukarida bahsedildigi gibi PVA/ BiFeOz ¢ozeltisi ayni prosediirle hazirlandi. Karigima
suda ¢ozlniir bir etken madde olan agirlikca % 0.2 DO ilave edilerek 10 dakika

karistilarak ¢oziindiirtildi.
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2.3.2. Cozeltilerin Karakterizasyonu

Hazirlanan ¢ozeltilerin yogunluk, yiizey gerilimi ve viskozite gibi fiziksel 6zellikleri
kalibre edilmis ekipman kullanilarak o6lciildii. Tiim ekipman Sekil 2.1'de gosterilmistir.
Yogunluk, standart 10 ml yogunluk sisesi kullanilarak 6l¢iildii. Yiizey gerilimi, Du Noily
halka yontemi kullanilarak kuvvet tansiyometresi (Sigma 703D, Attention, Almanya) ile
olgildi. Viskozite, Brookfield markali, DV-E (Massachusetts, ABD)modelli cihaz
kullanilarak 6l¢iildii. Tiim 6l¢iimler 23 © C'lik oda sicakliginda yapildi.

Sekil 2.1. Cozeltilerin fiziksel 6l¢iim ekipmani: a) Piknometre, b) yiizey gerilim cihazi
ve C) viskozimetre.

2.4. Mikroakiskan Cihaz Tasarim ve Kurulumu

Sekil 2.2a 'de gortildiigl gibi T-kesisimli mikroakiskan cihaz tasarlanmig ve kurulmustur.
Bu cihazin, baloncuk olusumu sirasinda olusan yiiksek basinglara (700 kPa'ya kadar)
dayanarak hem saglam hem de sert oldugu goriilmiistiir. Cihaz, CNC isleme ile
polimetilmetakrilat (PMMA) kullanilarak imal edildi. I¢ ¢ap1 (ID) = 100 pm ve dis cap1
(OD) = 1.6 mm olan teflon florlu etilen polipropilen (FEP) ince borusu PMMA bloguna
gomildi (boyutlar: 22 x 27 x 15 mm). Teflon FEP ince borusu, gaz ve polimerik
soliisyonlar1 besleyen T-kesisimdeki mikro kanallarin giris ve ¢ikislarini baglamak i¢in
kullanild1. Dikey ince boru, kontrollii basing altinda N2 gazi saglayan basingh bir gaz
tankina baglanmistir. Gaz basinci, {izerinde gerekli kontrol derecesini saglayan bir
manometre kullanilarak kontrol edildi. Diger yatay ince boru polimerik ¢6zelti akigini

saglayan kisimdir ve bu, bir siringa pompasina (NE-300, New Era Pump Systems, Inc.,
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ABD) bagli 10 ml'lik plastik siringa (Braun, Melsungen, ALMANYA) kullanilarak
beslendi ve kontrol edildi. Islem kosullarinin optimizasyonundan sonra, hem polimerik
¢ozelti hem de gaz, iki ince boru arasindaki kesisme bolgesinde bulustu, daha sonra

ticlincii ince borunun ¢ikisinda mikrobaloncuk kiimeleri olustu.
2.4.1. Mikrobaloncuk Uretimi

Polimer kapli mikrobaloncuklari iiretmek i¢in T-kesisimli mikroakigkan cihaz kullanildi.
Bu c¢alismada teflon FEP ince borusunun ¢api 100 pum idi. Boru c¢api, T-kesisim
cihazindan olusan baloncuklarin veya damlaciklarin boyutunu giiclii bir sekilde etkiler.
Ik olarak farkli konsantrasyonda cozeltiler (PVA, PVA-SA, PVA-Metformin PVA-
BiFeOs, PVA-BiFe03-DO) hazirlandi. Hazirlanan ¢6zelti, 10 ml'lik plastik siringaya
dolduruldu ve T-kesisimdeki mikro kanallara gitmesi i¢in yatay ince boruya baglanmistir.
Polimer ¢6zeltisinin akis hiz1 siringa pompas ile kontrol edildi. T-kesisim cihazinin dikey
kismindaki ince boru, kontrollii basing altinda N2 gaz1 saglayan basingli bir gaz tankina
baglanmistir. Gaz basinci, iizerinde gerekli kontrol derecesini saglayan bir manometre
kullanilarak kontrol edildi. Hem sivi ¢ozelti hem de N2 gazi, sirasiyla mikroakiskan
cihazin icine ayr1 ayr1 gonderidi. Mikrobaloncuklar elde etmek i¢in ¢dzelti akis hiz1 40
ila 120 pl/dk arasinda, gaz basinci ise 40 ila 120 kPa arasinda degisen uygun araliklar
secildi (tablo 2.1). Polimer ¢ozeltisi ve N2 gazi, mikroakigkan baglanti kanallarinin
birlestigi yerde cihazin merkezinde karistirildi. Daha sonra mikrobaloncukalarin olusmasi
saglandi. Ortaya ¢ikan bu mikrobaloncuklar ¢ikis kanalindan asagi dogru yonlendirildi
ve kanal ¢ikisinda baloncuk kiimeleri toplandi (sekil 2.2). Cikis kanalindan ¢ikan

baloncuklar, cam slaytlar {izerinde veya siselerde toplandi.

Tablo 2.1. T-kesisim cihazi kullanilarak mikrobaloncuk ftretimi igin kullanilan
parametreler
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Polimer Cozeltileri Akis iz Gaz basinci

(agirhik orani) (ul / dKk) (kPa)
% 0.3 PVA 40-110 40
% 0.5 PVA 90-110 70
% 0.5 (PVA-SA) 90-110 120
% 0.3 PVA /% 0.2 Metformin 110 40
% 0.3 PVA /% 0.1 BiFeOs 110 40
% 0.3 PVA /% 0.1 BiFeOs/ % 0.2 DO 120 40

(e) (d)

Sekil 2.2. T-kesisimli mikroakiskan cihaz kullanilarak mikrobaloncuk tiretim agamasini
gosteren sematik ¢izim: a) T-kesisimli mikroakiskan sistem b) mikrobaloncuk tiretimi
C) cam slayt lizerine toplanan mikrobaloncuklar d) mikrobaloncuklarin optik mikroskop
goriintiisii, €) mikrobaloncuklarin patlamasiyla elde edilen nanopartikiillerin
SEM goriintiisii.

2.5. Mikrobaloncuk ve Partikiil Karakterizasyonu
2.5.1. Optik Mikroskop

Mikrobaloncuklar, boyutu, tek tip olup olmadiklari, morfolojik dagilimi ve yapilarinin
analizi i¢in cam slaytlar iizerine toplanmistir. Cam slayt {izerinde toplanan
mikrobaloncuklar optik mikroskop (Olympus AnalySIS, ABD) (Sekil 2.3) altinda
gorilintiilendi ve x5, x10 ve x20 biiylitmede incelenmistir. Mikrobaloncuklarin ¢aplar1 ve
dagilimlari, mikroskop goriintiisiinden rastgele 100 baloncuk secilerek goriintii analiz

yazilimi1 (SmartSEM, Zeiss) ile 6l¢iildii. Toplanan veriler SPSS yazilimina aktarildi.
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Sekil 2.3. Optik mikroskop.

2.5.2. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu, malzeme yiizeylerinin 3-boyutlu morfolojik 6zelliklerinin
incelenmesinde kullanilan, malzeme ylizey ve mikro yapisindan yiiksek ¢oziintirliiklii
goriintli elde etmeyi saglayan cihazdir. SEM’den 6nce cam slaytlar iizerinde toplanan tiim
baloncuklar, 24 saat boyunca 25 ° C'de firinda kurumaya birakildi. Kurutulmus 6rneklerin
morfolojik karakterizasyonu Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM, EVO LS 10, ZEISS)
kullanilarak incelenmistir (Sekil 2.4a). Nanopartikiillerin yiizeyi, SEM cihazina
konulmadan 6nce Quorum markali, SC7620 modelli cihaz (Sekil 2.4b) kullanilarak 180
saniye boyunca altin-paladyum ile piskiirtiilerek kaplandi. Kaplanan numuneler SEM
cihazina yerlestirildikten sonra 5 KV hizlandirma voltaji altinda incelenmistir. Bunun
yanisira, ortalama nanopartikiil ¢ap1 ve dagilimlari, goriintii yazilimi1 (SmartSEM, Zeiss)
kullanilarak 6l¢iildii. Toplanan veriler SPSS yazilimina aktarildi. Ayrica SEM’de bulunan
enerji dagitict X-1s1m1 spektrometresi (EDX) spektrometresi kullanilarak BiFeOs

partikiillerinin kimyasal bilesiminin analizi gerceklestirilmistir.
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Sekil 2.4. a) Taramali elektron mikroskobu (SEM) ve b) Kaplama cihazi.

2.5.3. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Fourier doniisiimli kizilotesi spektroskopisi (FTIR), fourier matematiksel doniisiimii ile
151810 kizil6tesi yogunluguna karst dalga sayisini 6lgen kimyasal analitik yontemdir. IR
1sinlart madde igerisinden gecerken molekiilerin veya atomlarin baglarinin egilmesi,
gerilmesi, vibrasyonu veya spin sonucu olusan absorpsiyon ile spektrum olusumudur.
Olusan spektrum incelenir ve bize verdigi veriler sonucu baglar hakkinda yorum yapilir.
FTIR analizi, bir Jasco FT/IR-4700 model makine (Sekil 2.5) kullanilarak,
nanopartikiillerin fonksiyonel gruplarin1 tanimlamak ve bunlarin bag yapilarim
incelemek icin yapildi. Tiim spektrumlar 4000-400 cm™ tarama araliginda 4 cm™

¢Oziiniirliikte alinmistir.
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Sekil 2.5. FTIR cihazi.

2.5.4. X-Istm Kirimimi (XRD) Analizi

X-1gm1 kirmim (XRD) analizi, bir malzemenin kristalografik yapisini belirlemek ve
kristalin fazlarinin tanimlanmasi i¢in kullanilan mikroyapisal analiz yontemlerinden
biridir. XRD, bir malzemeyi gelen X 1sinlar ile 1sinlayarak ve ardindan malzemeyi terk
eden X 1sinlarin yogunluklarini ve sacilma agilarini 6lgerek calisir. XRD analizi i¢in
Shimadzu marka, 6100 model (Japonya) cihaz kullanilmistir (Sekil 2.6). Numunelerin
XRD desenleri, bir Cu kaynagi (A = 1.54060 A°) kullanilarak analiz edilmistir. Ornekler
sirastyla 40 kV ve 30 mA ¢alisma voltaj1 ve akiminda taranmig ve arama araligi 10-90 °,

tarama hiz1 0,48 (°/dak) ve On ayar siiresi 2 saniyeye ayarlanmistir.
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Sekil 2.6. XRD cihazi.

2.6. In-vitro Salim Olciimii ve Kinetik Calismalar

Polimerik nanopartikiillerden kapsiillenmis malzemelerin (metformin, donepezil) salimiu,
UV spektrofotometresi ile belirlendi. Kiigiik pargalar halindeki kurutulmus
nanopartikiiller hazirlandi. Metformin ve donepezil salim profilleri UV spektrofotometre
(Shimadzu UV Mini 1280 UV-VIS) kullanilarak 6lgtildi (sekil 2.7). Tiim 6l¢iimler tig
kez tekrarlandi.

41



Sekil 2.7. UV spektrofotometre cihaz.

2.6.1. Metformin Kapsiilleme Verimliligi ve ila¢ Salim Deneyi

Kapsiilleme verimliligi, nanopartikiillere yiiklenen kapsiillenmis ila¢ miktarinin,
formiilasyonu yapmak i¢in kullanilan ilk ila¢ miktarina agirlik orani olarak tanimlanir
[159]. ilag yiiklii PV A nanopartikiilleri (0.5 ml) 1 ml fosfat tamponunda (pH 7.4) 37 °C'de
1 saat karistirilarak ¢oziindiiriildii. Bu islem tamamlandiktan sonra 1 ml ¢6zelti alinmis
ve UV-Vis spektroskopisi ile 233 nm'de maksimum pikin UV absorbansi 6lgiilerek

izlenmistir. Kapsiilleme verimliligi (%) (EE) asagidaki denklem kullanilarak hesaplandi:
% EE = Wt x 100
Wi

Burada Wt, nanopartikiildeki gergek ila¢ miktaridir, Wi ise nanopartikiil tiretimi sirasinda
baslangicta eklenen ilag miktaridir. Saf suda metforminin 2 ila 10 pg / ml arasinda degisen
cozeltileri hazirlandi ve 233 nm dalga boyunda kalibrasyon egrisi kullanilarak absorbansi
olgiildii. 1 mg ilag (0.5 ml) igeren iki nanopartikiil numunesi ependorf tiiplerine toplandi
ve her bir numuneye 1 ml PBS soliisyonu (1.2 pH ve 7.4 pH) eklendi. % 0.3 PVA
nanopartikiil 6rneklerinden metformin salimi, ¢alkalamali bir inkiibatorde (37 °C, 200
rpm) hem 1.2 hem de 7.4 fosfat tampon ¢ozeltilerinde gergeklestirildi. Belirlenen zaman
araliklarinda tiiplerden 1 ml ¢6zelti alindi ve ila¢ salim miktar1 233 nm'de UV-Vis
spektrofotometre ile 6lgiildii. Daha sonra, ilk hacmi korumak igin esit miktarda taze PBS
¢ozeltisi tekrar ilave edildi. Ortalama degeri elde etmek i¢in deney 3 kez tekrarlandi.
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2.6.2. Elektrik Kontrollii Donepezil Salimi Deney Diizenegi

Elektrik kontrollii ilag salim deney diizenegi Sekil 2.8'de gosterilmistir Elektriksel
uyartimli ilag salim siirecini gergeklestirebilmek i¢in birer adet altin ve giimiis, elektrot
ependorf tlipiiniin icerisinde yer alan bizmut katkili soliisyona daldirilmistir. Tiip
icerisinde karisima ilk planda ayarli dogru akim giic kaynag: lizerinden sabit voltaj
uygulanmis ve karisim igerisinden gegen elektrik akim farkli tipte direng elemanlari
barindiran akim siirlayici problar kullanilarak sinirlandirilmistir. Sonrasinda direng
degeri sabit tutulup devreye farkli pozitif ve negatif gerilim degerleri uygulanmstir.
Devre diizenegi lizerinde yer alan agma/kapama diigmesi yardimiyla elektriksel uyartim
sinyali belli periyotlar halinde soliisyona uygulanmistir. Pozitif genlikli uyartim
uygulamasi i¢in gii¢ kaynaginin pozitif kutbu altin elektroda ve negatif kutbu ise giimiis
elektroda baglanmistir. Negatif genlikli uyartim uygulamasi i¢in ise giic kaynaginin
pozitif kutbu giimiis elektroda ve negatif kutbu ise altin elektroda baglanmistir. Uyartimin
yapildig1 siire zarfinca soliisyondan gecen akim ve sollisyon {iizerine diigen gerilim

avometreler lizerinden gozlenmis ve kaydedilmistir.

Solﬁsyonlar Uyartim agma/kapama

diigmesi
e DC gii¢ kaynagi

0
“ ]
D, Voltmetre
O Ampermetre
Akim sinirlayici \ Altin elektrot
direng probu \ .-
C

= _——

Ayarlanabilir

«— Giimiig spektrometre
) elektrot sistemi

| 1#

Elektrikseluyarimigin
¢ozelti hazirlama

Sekil 2.8. Elektrik kontrollii ilag salim1 deney diizenegi.

2.6.3. Donepezil Kapsiilleme Verimliligi

PVA / BiFeO3/ DO nanopartikiillerine yiiklenen DO igerigini tespit etmek icin standart
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deney siireci asagidaki gibidir. Ik olarak, 1 mg PVA / BiFeOs / DO nanopartikiilleri PBS
i¢cinde tamamen ¢6ziinmiis ve DO i¢in UV-Vis spektroskopisi ile 271 nm'de maksimum
pikin UV absorbansi 6l¢iilerek izlenmistir [160]. PVA / BiFeO3z / DO nanopartikiiller
tartild1 (1 mg) ve bir voliimetrik sise igindeki 2 ml PBS igerisinde ¢oziindiiriildii. Sise,
DO'nun nanopartikiillerden PBS'ye tam ¢0zlinmesini saglamak icin 1 saat boyunca
hafifce karistirildi. 271 nm'de UV ile goriilebilir bir spektrofotometre kullanilarak 2 ml
¢ozelti alind1 ve ilag salim miktar Sl¢iildii. Kapsiilleme verimliligi (%) (EE) asagidaki

denklem kullanilarak hesaplandi:
%EE = Wt x 100
Wi

Tiim dl¢timler ti¢ kez yapildu.
2.6.4. Elektrik Kontrollii Donepezil Salim Deneyi

flag salim deneyinin baslangicinda, DO igin 5 farkli konsantrasyonla (2, 4, 6, 8 ve 10
pg/ml) dogrusal bir kalibrasyon egrisi olusturuldu. Analiz, DO'nun PVA / BiFeO3 / DO
nanopartikiillerinden elektriksel olarak kontrol edilen salim davranisini aragtirmak igin
gerceklestirildi. Voltajin ilag salim davranigi lizerindeki etkisini degerlendirmek PVA /
BiFeO3 / DO nanopartikiillerinden 3 mg alind1 ve bu numuneler 3 ml PBS (37 °C’de pH
7.4) i¢ine dort farkli voltajda (—1.0 V, —0.5 V, +0.5 V ve +1.0 V) daldirildi [161]. Akim
sabit tutularak her 4 dakikada bir 20 saniye siireyle farkli voltajlarda uyar1 kullanildi ve
15 titresimden sonra 6l¢iim, bir saatlik tarama yapmak i¢in sona erdirildi. Kontrol olarak,
bir elektrot voltaj uygulamadan ayni sistemle ¢alistirildi. Ayn1 sekilde, akimin ilag salim
davranisi lizerindeki etkisi, her 4 dakikada bir 50 pA, 100 pA, =200 pA ve =300 pA farkls
akimlarda 20 s uyarici uygulanarak belirlendi ve vel5 titresimden sonra 6l¢iim, bir saatlik
tarama yapmak i¢in sona erdirildi. Ayrica, PVA /BiFeOs/ DO nanopartikiillerinin salim
davranisi, tanimlanan zaman araliklarinda (5, 10, 20, 30, 45 ve 60 dakika) 1 saat boyunca
uyarict olmadan 200 rpm'de incelenmistir. Bu nedenle, voltaj ve akimin etkisiyle 271

nm'de DO salim profilinin belirlenmesi i¢in UV spektroskopisi kullanilmustir.
2.6.5. In Vitro Sahm Kinetigi

[lag salim mekanizmalarin1 ve nanopartikiillerden metformin, DO salim profillerini
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incelemek i¢in bes popiiler matematiksel model kullanildi. Bunlar, Krosmeyer-Peppas,
sifir derece, birinci derece, Higuchi ve Hixson-Crowell modelleridir. Korsmeyer-Peppas
(2), sifir dereceden (3), birinci dereceden (4), Higuchi (5) ve Hixson-Crowell (6)

modelleri i¢in sirasiyla denklemler asagidaki gibidir:

Q = Kt" (2)
Q = Kot ©)
In(1-Q) = —Kut (4)
Q = Kyt ®)
Q™ = Knct (6)

Bu denklemlerde Q, t zamanindaki ilag¢ saliminin fraksiyonel miktaridir; K, Ko, K1, Ky ve
Kne sirastyla Korsmeyer-Peppas, sifir derece, birinci derece, Higuchi ve Hixson-Crowell
modelleri igin kinetik sabitlerdir. n, ilag salim mekanizmasinin gostergesi olan difiizyon

tsstdiir.
2.7. Sitotoksisite Deneyi

Sitotoksisite yontemi, ISO 10993-5 & 12 ve ISO 18369 gerekliliklerine gore sitotoksik
icerikler i¢in analiz edilmistir. 48 oyuklu plakalarda MTT deneyleri yapildi. L929
hiicreleri, % 10 FBS ile desteklenmis DMEM'de kiiltiirlendi ve daha sonra 2.5x10*
hiicre/oyuk yogunlukta 48 oyuklu plakalara ekildi ve gece boyunca 37 °C'de ve % 5
CO02'de kiiltiirlendi. Hiicreler her numune ile 48 saat siireyle inkiibe edildi. 48 saat
inkiibasyondan sonra, kiiltiir ortam1 temiz bir ortam ile degistirildi ve her oyuga 20 ul
metiltiyazolidifenil-tetrazolyum bromiir (MTT) ¢o6zeltisi ilave edildi ve plaka, 37 ° C'de
ve % 5 C0.'de 4 saat siireyle inkiibe edildi. 4 saat sonra formazan kristalleri, 200 pl
¢oziindiirme tamponu igerisinde ¢dziindiirtildii ve ¢dzeltinin optik yogunlugu, 550 nm ve

690 dalga boyu araliginda bir mikroplaka spektrofotometre kullanilarak degerlendirildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Metformin Yiiklii Polimer Tabanh Mikrobaloncuk / Nanopartikiil Uretimi
3.1.1. Mikrobaloncuk/Nanopartikiil Uretim ve Karakterizasyonu

Bu ¢aligmanin amaci, partikiil boyutu ve boyut dagilimi iizerinde kontrol saglayan bir T-
kesisimli mikroakigkan cihazi kullanarak baloncuklarin parcalanmasindan birkag tip
partikiil tiretmekti. Olusturulan bu yapilar, ila¢ tasima ¢aligmalarinda terapotik
uygulamalar icin Ozellikle diabet gibi hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir potansiyle
sahiptir. Bu c¢alismada PVA, PVA/SA ve PVA/Metformin gibi cesitli ¢ozeltiler
hazilanmis, polimerik ve ilag¢ yiiklii ¢ozeltiler, T- kesisimli kurulumunun girislerinden
pompalanmistir.  Diger girisinden N gazi pompalanmis ve iki farkli bilesen,
mikroakiskan cihazin karistirma alaninda kesismis, daha sonra mikrobaloncuklarin
olugmasi saglanmistir. Ortaya ¢ikan bu mikrobaloncuklar ¢ikis kanalindan asagi dogru
yonlendirildi ve kanal ¢ikisinda baloncuk kiimeleri toplanmistir. Bu baloncuklarin
boyutlar1 ve sekilleri, gaz / stv1 kavsak bolgesindeki farkli geometrik deliklere ve gaz
kaynaginin ¢ikigindaki dalgalanmalara bagli olarak degisir [97,162,163]. Bunun yanisira,
yiizey gerilimi ve viskozite, ayn1 boyutta mikrobaloncuk/nanopartikiillerin olusumunu

etkileyen iki 6nemli parametredir.
3.1.1.1. Cozeltilerin Karakterizasyonu

Cozeltilerin yiizey gerilimi ve viskozitesi, ayn1 boyutta mikrobaloncuk/ nanopartikiillerin
olusumunu etkileyen iki dnemli parametredir. Bunlar mikroakigkan sistemlerde baskin
faktorlerdir [164,165]. Deney sirasinda kullanilan ¢ozeltilerinin fiziksel karakterizasyonu
Tablo 3.1'de gosterilmistir. Saf su iginde agirlikga % 0.3, agirlikca % 0.5 PVA ve agirlikga
% 0.5 (PVA-SA) ¢ozeltilerinin yiizey gerilimleri sirasiyla 42.90 mN / m'dir. 42.44 mN /
m ve 44.87 mN/m'dir. PVA konsantrasyonu agirlik¢a % 0.3'ten % 0.5’e arttikga
coOzeltilerin yiizey gerilimi degerleri azalmistir. Bozi¢ ve arkadaslarinin yapti§i bir
caligmada yiizey gerilimi degerleri agirlikca % 0.5 PVA Kkonsantrasyonuna kadar
azalmistir. Bu noktadan sonra, PVA konsantrasyonu arttik¢a yiizey gerilimi artt1 [166].
Yiizey gerilimi degeri, agirlikga % 0.5 PVA igeren ¢ozeltiye agirlikca % 0.5 SA ilave

edilerek hafifce artirildi. Cozeltilerin  viskozitesi incelendiginde, artan polimer
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konsantrasyonu ile ¢ozeltilerin viskozitesinin arttig1 gozlenmistir. PVA konsantrasyonu
agirlikca % 0.3'ten % 0.5’e arttik¢a viskozite 286'dan 330 mPa.s'ye yiikseldi. Ayrica,
agirlikca % 0.5 PVA ¢ozeltisine agirlikga % 0.5 SA eklendiginde viskozite artt1 [167].
Agirlikca % 0.3 PVA ¢ozeltisine metformin eklenmesiyle ylizey gerilimi ve viskozite

strastyla 43.0 mN / m ve 290 mPa.s 'ye yiikseldi.

Tablo 3.1. Soliisyonlarin fiziksel karakterizasyonu

Cozelti Yogunluk  Yiizey gerilimi  Viskozite
konsantrasyonlari (g/cm?) (MN/m) (MmPa.s)
(agirlik orani) '

% 0.3 PVA 0.98 42.90 286

% 0.5 PVA 0.99 42.44 300

% 0.5 (PVA-SA) 1.00 4487 330

% 0.3 PVA /% 0.2 Metformin 0.99 43.00 290

3.1.1.2. Uretilen Mikrobaloncuk/Nanopartikiillerin Morfolojik ve Boyutsal Analizi

Uretilen mikrobaloncuklarin boyutu, mikroakiskan sisteminde polimer ¢ozeltisinin akis
hizina ve gaz kaynagmin basincina baglhh olarak da degismektedir [113].
Mikrobaloncuklarin iiretilmesi i¢in farkli konsantrasyonlarda dort farkli ¢ozelti
hazirlanmistir. Bunlardan biri agirlikca % 0.5 PVA ¢ozeltisidir. Cozelti T-kesisimli
mikroakigkan cihazin giris I (yatay) kismindan enjekte edildi. Aym1 zamanda, giris II
(dikey)'den N2 gazi pompalandi. Sabit gaz basincinda, mikrobaloncuklar olusturmak i¢in
90 pl/dk akis hizi segildi ve bunlar T-kesisimine verildi. En kiigiik ve ayn1 boyutta
mikrobaloncuklarin tiretilmesi igin 70 kPa'lik sabit bir gaz basinci korunarak, ¢ozelti akis
hizi  degistirilmis ve 90'dan 110 pl/dk'ya yiikseltilmistir. Sekil 3.1'deki
mikrobaloncuklarin optik mikroskop goriintiilerine bakildiginda, 70 kPa sabit bir
basincta, ¢ozelti akis hizi 90 pl / dk'dan 110 pl / dk'ya yiikseltildiginde ortalama
mikrobaloncuk c¢apt 267 + 32 um'den 250 + 45 pum'ye diismiistir. Bu durum, sabit

basingta akis hizini arttirmanin baloncuk boyutunu azalttigini gostermistir [164].
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Sekil 3.1. Cesitli akis hizlarinda (90 ve 110 pl / dak) hazirlanan agirlikca % 0.5 PVA
baloncuklarinin optik mikroskop goriintiileri ve ¢cap dagilimlari.

Patlama benzeri pargalanma, iiretilen bu mikrobaloncuklarda N2 gazinin salinmast igin
meydana gelir [168]. Patlama etkisi ile kiiresel kat1 PVA nanopartikiilleri olusur. Sekil
3.2 'deki SEM goriintiillerine gore, agirlikca % 0.5 PVA nanopartikiillerinin ¢ap
dagilimlari, sabit bir gaz basincinda 110 pl / dk i¢in 205 + 40 nm ve 90 pl / dk i¢in 469 +
114 nm'dir. Sabit bir basingta akis hizin1 arttirmanin nanopartikiil boyutunu azalttig

sOylenebilir. SEM goriintiileri incelendiginde olugan nanopartikiiller arasinda topaklasma

oldugu gozlenmistir.
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Sekil 3.2. Cesitli akis hizlarinda (90 ve 110 pl / dk) hazirlanan agirlik¢a % 0.5 PVA
nanopartikiillerinin taramali elektron mikroskop (SEM) goriintiileri ve ¢ap dagilimlari.
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Bu topaklasmay1 (aglomerasyon) onlemek i¢in, agirlik¢a % 0.5 PVA'ya agirlik¢a % 0.5
SA ilave edildi. Cozeltiye SA ilave edilmesinin nedeni, PVA matrisi arasindaki
aglomerasyonun oOnlenmesidir [169]. Sekil 3.3 'teki optik mikroskop goriintiilerini
inceledigimizde, agirlikga % 0.5 PVA/0.5 % SA baloncuklarinin boyutu, 120 kPa'lik sabit
bir gaz basincinda 90 ul / dk i¢in 323 + 30 pm'den 110 ul / dk igin 290 £+ 31 um'ye

diismuistiir.
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Sekil 3.3. Cesitli akis hizlarinda (90 ve 110 ul / dk) hazirlanan agirlikga % 0.5 PVA/%
0.5 SA baloncuklarinin optik mikroskop goriintiileri ve ¢cap dagilimlari.

Benzer bir durum agirlik¢a % 0.5PVA/0.5%S A nanopartikiilleri boyutunda gozlenmistir.
Sekil 3.4 'teki SEM goriintiilerine gore, partikiil boyutlar1 90 ul / dakika i¢in 572 + 86
nm'den, 110 pl / dk igin 386 + 86 nm'ye diistii. Partikiil boyutu saf PVA'ya SA ilavesiyle
artt1 ve partikiil dagilim1 ¢ok dagilimli hale geldi. Bu durum, SA'nin daha yiiksek molekiil
agirhgina sahip olmasina bagli olabilir. Buna ek olarak aglomerasyon, sekil 3.4 'te
gosterildigi gibi SA ilave edilerek 6nlendi. Bu sonuglara dayanarak, SA ilavesinin,
aglomerasyonu onlese de, nanopartikiiliin boyutunu arttirdig1 sdylenebilir. Bu ¢alismanin
en 6nemli amaglarindan biri, en kiigiik nanopartikiillerin iiretilmesiydi, bu nedenle PVA
orani arttiginda partikiil boyutu arttigindan PVA orami agirlikga % 0.5'den % 0.3'e
diisiiriildii. Hiisler ve ark. yaptigi bir ¢alismada ortalama partikiil boyutu agirlikca % 0.2
PVA ile 76 £ 2 um olarak bulunmustur [170].
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Sekil 3.4. Cesitli akis hizlarinda (90 ve 110 ul / dakika) hazirlanan agirlik¢a %0.5
PVA/% 0.5 SA nanopartikiillerinin taramali elektron mikroskop (SEM)
goriintiileri ve ¢ap dagilimlart.

Agirlik¢a % 0.3 PVA igeren mikrobaloncuklarin {iretiminde, gaz basinci 40 kPa'da sabit
tutuldu ve akis hizlar1 40' dan 80, 100, 110 pl/ dk 'ya ¢ikarildi. Mikrobaloncuklarin optik
mikroskop goriintiileri incelendiginde (Sekil 3.5), akis hizindaki artis mikrobaloncuklarin
capint 116 = 5 um'den 101 + 11 pm'ye diisiirdii. Ayrica, baloncuklarin daha diizenli ve
tek dagilimli oldugu goriildii [164].
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Sekil 3.5. Cesitli akis hizlarinda (40, 80,100 ve 110 pl / dk) hazirlanan agirlik¢a % 0.3
PV A baloncuklarinin optik mikroskop goriintiileri ve ¢ap dagilimlart.

Mikrobaloncuklardan iiretilen nanopartikiillerin SEM goriintiileri incelendiginde, farkli
akis hizlarina sahip nanopartikiillerin ortalama gaplarinin sekil 3.6' da gosterildigi gibi 40
ul /dk igin 198 & 35 nm, 80 pl /dk igin 141 =20 nm, 100 pl / dk igin 116 = 13 nm ve 110
ul /dk i¢in 70 = 5 nm' dir. Bu sonuglara gore, daha yiiksek akis hizinda tiretilen
nanopartikiillerin daha tek diize (ayn1 boyutta) oldugu agikca goriildii [171]. En yiiksek
akis hizinda tiretilen nanopartikiiller sabit bir boyuta (~70 nm ¢ap) sahipti.
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Sekil 3.6. Cesitli akis hizlarinda (40, 80, 100 ve 110 ul / dk) hazirlanan agirlik¢a % 0.3
PV A nanopartikiillerin taramali elektron mikroskop (SEM) goriintiileri ve
cap dagilimlari.

Bu sonuglara gore, agirlikca % 0.3 PVA soliisyonun, 40 kPa basing ve 110 pl / dk akis
hizinda optimize edildigi gézlendi. Baloncuklarin ve partikiillerin ¢aplar sirasiyla 100 +
10 pm ve 70 £ 5 nm idi. Metformin, bu optimize edilmis konsantrasyonlarda ve
parametrelerde nanopartikiillere basariyla yiiklendi. Ayn1 akis hizinda ve basingta iiretilen
metformin yiiklii baloncuklarin ve nanopartikiillerin ¢aplar1 sirasiyla 102 = 9 um ve 78 +
5 nm'dir (Sekil 3.7). Bu sonuglar, PVA ¢ozeltisine metformin eklenmesinin baloncuklarin
ve partikiillerin ¢apini ¢ok az etkiledigini gostermektedir. Sekil 3.7 'de, metformin yiikli
PVA mikrobaloncuk ve nanopartikiillerin optik ve SEM goriintiileri incelendiginde,
yiizeyde herhangi bir ilag¢ kristali ve kiimelenmesi gézlenmemistir. Bu, ilacin literatiir

tarafindan desteklendigi tizere iyi dagildigini kanitlamistir [172-174].
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Sekil 3.7. 110 ul / dk akis hizinda ve 40 kPa'da hazirlanan metformin yiikli
mikrobaloncuklar / nanopartikiiller. (A) Mikrobaloncuklarin optik mikroskop
goriintiileri ve ¢aplari, (B) Nanopartikiillerin SEM goriintiileri ve ¢ap dagilimlari.

3.1.1.3. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FT-IR) Spektral Analizi

Sekil 3.8'de PVA nanopartikiilleri, metformin ve metformin yiikli PVA
nanopartikiillerinin FTIR analizinin sonuglart gériilmektedir. Sekil 3.8 (a)'da tiim 6nemli
pikler, PVA nanopartikiillerinin FTIR spektrumunu agik¢a gostermistir. 3550 ile 3200
cm™ arasinda gézlemlenen genis bant, giiglii molekiiller arasi ve molekiiller aras1 hidrojen
baglarindan uzanan O-H ile iliskilidir. Ayrica, 3000-2900 cm™'deki titresim band: alkil
gruplarinmn C-H'si ile ilgilidir. 1166 cm™deki pik, C=0O gerilme bandim gdsterir
[175,176]. Sekil 3.8 (b) metforminin karakteristik kizilotesi bantlarini birincil amin
grubunun 3147 cm™ dalga boyunda N-H gerilme bandini, birincil amin grubunun 1574
cm™ dalga boyunda gerilme bandin1 ve N-H biikiilme titresimlerini gdsterir. N-H biikme
/ C-N germe / C = O gerilme band1 1621 cm™'dir. Ayrica 1472 cm™ dalga boyunda, CH3
asimetrik biikiilme bandi, 1445 cm™* dalga boyunda C-H biikiilme band1, 1417 cm™ dalga
boyunda CHs simetrik biikiilme titresimi ve 1166 cm™ dalga boyunda ise C = O gerilme
bandi gozlendi [177,178]. Sekil 3.8 (c) 'de, metformin yiikli nanopartikiiller

incelendiginde, spektrumda metformin ve PVA'nin ana pikleri goriilmiistiir. Sonug
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olarak, FTIR spektroskopisi metforminin nanopartikiillerin igerisine basarili bir sekilde

kapsiillendigini gostermistir.

150

<)

1 (C-0)-C-OH
4000 2000 1000 450
Dalgasayisi (cm1)

Sekil 3.8. a) PVA nanopartikiilleri, b) metformin ve ¢) PVA / Metformin
nanopartikiillerinin FTIR Spektrumlari.

3.1.2. Metformin Yiiklii Nanopartikiillerin Salim Profili ve Kinetigi

Metformin yiikli agirlikga % 0.3 PVA nanopartikiilleri kullanilarak in vitro ilag salim
calismalar1 gerceklestirildi. Ilk olarak, 4 ila 14 pg / ml'ye ayarlanmis metformin
konsantrasyon araligi ile elde edilen UV absorbans spektrumlart sekil 3.9 (a)'da
gosterilmektedir. Kantitatif ila¢ salim verilerini hesaplamak i¢in 233 nm'de metformin
emiliminden (R? = 0.99) dogrusal bir standart kalibrasyon egrisi olusturuldu (Sekil 3.9
(b)). Ilag yiiklii nanopartikiillerin kapsiilleme verimliligi, denklem 1'e gore % 78'dir.
Nanopartikiillerden in vitro metformin salimi, mide (1.2 pH) ve bagirsak (7.4 pH) sivilari
kosullarinda 37 C'de incelenmistir. Sekil 3.9 (c)'de gosterildigi gibi, notr durumda
metformin salimi, asidik duruma gore daha kademelidir. Mide pH'inda (1.2 pH) ilacin
neredeyse % 42'si ilk 10 dakika i¢inde salinirken, pH 7.4 'e karsilik gelen rakam neredeyse
% 30'du. Metformin pH 7.4'te 240 dakika salinmaya devam ederken, pH 1.2'de 60 dakika
icinde salim miktar1 neredeyse % 100'e ulasti. Bu fark, metforminin bu pH'ta iki
protonlanmis olmasina baglanabilir ve bu, PVA nanopartikiilleri ile kararsiz baglanmaya
neden olabilir. Bu sonuglar, metforminin kontrollii salimli ilag tasiyici sistemleri i¢in

tiretildigi calismalarla tutarlidir [179].
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Sekil 3.9. a) Metforminin UV absorbans spektrumlari b) 233 nm'de metforminin
standart egrisi ¢) Asidik (PBS, pH 1.2) ve nétr (PBS, pH 7.4) ortaminda
nanopartikiillerden metforminin in vitro salim ¢alismalar1 (her gubuk ortalama
(n = 3) £ SD olarak temsil edilir).

Notr ve asidik pH altinda PVA nanopartikiillerinden metforminin salim mekanizmasini
belirlemek i¢in ¢esitli kinetik salim modelleri kullanildi (Sekil 3.10). Sifir derece, birinci
derece, Higuchi ve Korsmeyer-Peppas modellerinden sonra tiim drneklerden elde edilen
kinetik sabitler ve regresyon katsayilar1 (R?) Tablo 3.2'de verilmistir. Korsmeyer-Peppas
modeli, her iki ilag salim profili i¢in daha yiiksek R? degerleri ile diger kinetiklere gére
daha iyi uyugsmaya sahipti. Ayrica n'nin degeri, bir polimerik sistemden ila¢ salim
mekanizmasini tanimlar. Kiiresel bir sistem i¢in, 0.43 > n, Fick difiizyona karsilik gelir
ve 0.43 <n <1, Fick olmayan difiizyona karsilik gelir [180,181]. Farkli kosullar altinda
her iki n degeri Tablo 3.2'de gosterildigi gibi 0.43'ten azdir. Bu nedenle, metforminin

nanopartikiillerden Fick difiizyon mekanizmasi yoluyla salindigini gostermistir.
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Tablo 3.2. Metformin yiiklii PVA nanopartikiillerinden farkli pH degerlerinde metformin
saliminin dort kinetik modelinin sonugclari.

Sifir Derece Birinci Derece Higuchi Korsmeyer-Peppas

Ornek R2 Ko R?2 K1 R2 Kn R?2 n
Ph7.4 04207 11,095 0,7823 -0,2841 0,6699 30,569 0,8982  0,2112
Ph1.2 0,3222 8,7053 0,6632 -0,5853 0,5731 25359 0,8701  0,1554
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Sekil 3.10. Farkli kosullarda PV A nanopartikiillerinden metformin saliminin kinetik
modelleme sonuglar1 (37 °C'de PBS (pH 7.4 ve pH 1.2)).

3.2. Donepezil ve BiFeOs Manyetik Nanopartikiil Yiiklii Polimerik Mikrobaloncuk/
Nanopartikiillerin Elektrik Kontrollii fla¢c Salim

3.2.1. Mikrobaloncuk/Nanopartikiil Uretim ve Karakterizasyonu

Bu ¢alismada bir T-kesisim cihaz1 kullanilarak, PVA, PVA/BiFeO3 ve PVA/BiFeOs/DO
ayn1 boyutta polimerik nanopartikiiller, mikrobaloncuklarin patlamasiyla iiretildi (Sekil
3.11). BiFeOs manyetik nanopartikiilleri birlikte ¢okelme yontemi ile sentezlendi ve bu
manyetik nanopartikiiller DO ile birlikte PVA nanopartikiillerine yiiklendi. Bu

nanopartikiiller noérodejeneratif bir bozukluk olan Alzheimer gibi hastaliklarin
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tedavisinde spesifik hedefleme ve ilag¢ tasiyict sistemlerinde alternatif tedavi yontemi

olarak kullanilabilmektedir.

A

PVA/BiFeO,/DP

sollisyonu | T- baglant
| geometrisi
1

[
= ,
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..........

Sekil 3.11. (A) BiFeOs nanopartikiillerinin birlikte ¢cokelme yoluyla hazirlanmasinin
sematik gosterimi, (B) T-kesisimli mikroakiskan cihaz kullanilarak mikrobaloncuk /
nanopartikiil elde etme siireci, (C) liretilen nanopartikiillerin karakterizasyonu

3.2.1.1. Cozeltilerin Karakterizasyonu

Cozeltilerin fiziksel 6zelliklerini belirlemek i¢in yogunluk, viskozite ve ylizey gerilimi
karakterize edildi. Ozellikle, viskozite ve yiizey gerilimi, mikroakiskan sistemlerde ayni
boyutta mikrobaloncuklarin/ partikiillerin olusumunu etkileyen iki 6nemli faktordir
[182]. Soliisyonlarin fiziksel karakterizasyonu Tablo 3.3'te gosterilmistir. PVA, PVA/
BiFeOs ve PVA / BiFeOs / DO ¢ozeltilerinin yiizey gerilimleri sirasiyla 42.90 mN / m,
52.20 mN / m ve 45.39 mN / m idi. Burada PV A ¢6zeltisine BiFeOz3'lin eklenmesi yiizey
geriliminde artisa neden olmug ancak DO'in ilavesiyle yiizey gerilimi azalmigtir. Ayrica
PVA, PVA/ BiFeOs ve PVA/BiFeO3/DO ¢ozeltilerinin viskoziteleri sirasiyla 286, 290 ve
310 mPas'tir. PVA soliisyonuna BiFeOs ve DO ilavesi ile soliisyonlarin viskozitesinin

arttig1 gézlendi.
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Tablo 3.3. Cozeltilerin fiziksel karakterizasyonu.

Cozelti Yogunluk Yiizey gerilimi  Viskozite
konsantrasyonlari (g/cm?) (mN/m) (mPa. s)
(agirhk orani) '
% 0.3 PVA 0.98 42.90 286
% 0.3 PVA /% 0.1 BiFeOs 0.98 52. 20 290
% 0.3 PVA /% 0.1 BiFeO3/ % 0.2 DO 1.03 45.39 310

3.2.1.2. Uretilen Mikrobaloncuk/Nanopartikiillerin Morfolojik ve Boyutsal Analizi

Tek tip baloncuklar elde etmek i¢in, iki ana degisken olan akis hiz1 ve gaz basinct ayni
anda ayarlanmahidir [183]. Bu tek tiplilige ek olarak, mikrobaloncuklarin boyutu, akis
hiz1 ve gaz basinci degiskenleri kullanilarak degistirilebilir ve kontrol edilebilir. Burada
mikrobaloncuklar elde etmek icin {i¢ farkli ¢6zelti hazirlandi: PVA ¢ozeltisi, BiFeOs
nanopartikiilleri igeren PVA ¢ozeltisi ve BiFeOs nanopartikiilleri ve DO igeren PVA
¢ozeltisi. 100 pl / dak ila 120 pl / dak arasinda degisen farkli akis hizlarinda ve 40 kPa'lik
sabit bir gaz basincinda aymi boyut olmasi icin uygun bir aralik bulundu ve
mikrobaloncuklar elde edildi. Elde edilen mikrobaloncuklarin optik mikroskop
gorlntiileri ve cap dagilimlar1 Sekil 3.12 'de gosterilmistir. PVA ¢ozeltisi, 40 kPa gaz
basinct ve 100 pl/dk akis hizinda optimize edildi ve elde edilen PVA
mikrobaloncuklarmin ¢ap1 326 =+ 10 um idi [164]. Yap1 incelendiginde
mikrobaloncuklarin diizenli ve tekdiize oldugu goriilmiistiir. PVA / BiFeO3 ¢ozeltisi igin,
40 kPa'da gaz basinci ve akis hiz1 110 pl/dk'da optimize edilerek mikrobaloncuklarin ¢ap1
333 £ 17 um olarak elde edildi. Burada PVA ¢o6zeltisine BiFeOs nanopartikiillerinin
eklenmesiyle baloncuklarin ¢apinin ¢ok az arttigi gézlendi. Mahalingam ve ark. yaptigi
bir ¢alismada PVA-lizozim mikrobaloncuklarina altin nanopartikiiller eklenmis ve
baloncuklarin ¢apinin arttig1 gézlemlenmistir [184]. PVA / BiFeOsz / DO ¢dzeltisi igin ise,
gaz basinci1 40 kPa ve akis hiz1 120 pl/dk 'ya ayarlanarak optimize edildi. Elde edilen

mikrobaloncuklarin ¢ap1 345 + 4 pm olarak bulundu.
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Sekil 3.12. 40 kPa gaz basincinda ve sirastyla 100, 110 ve 120 pl / dk akis hizlarinda
tiretilen mikrobaloncuklarin optik mikroskop goriintiileri ve cap dagilimlari.
Diisiik biiytitme goriintiisii (a, d, g), yiiksek biiylitme goriintiisii (b, €, h) ve
mikrobaloncuk ¢api (c, f, 1).
Uretilen mikrobaloncuklar, N2 gazini serbest birakmak igin bir patlama ile parcalanir
[168]. Mikrobaloncuk patlamasindan elde edilen nanopartikiillerin boyut ve morfolojisi
Sekil 3.13'te gosterilmistir. 40 kPa ve 100 pul / dk 'da tiretilen PVA nanopartikiillerinin,
Sekil 3.13 (a, b, ¢) 'teki SEM goriintiilerine gore, ¢cap dagilimlart 148 + 15 nm'dir. Burada
kiiresel kat1 polimerik PV A nanopartikiillerinin homojen olarak tiretildigi ve piiriizsiiz bir
yiizeye sahip oldugu agikga goriildii. Ayn1 gaz basinct ve akis hizinda % 0.1 BiFeOs'iin
% 0.3PVA c¢ozeltisine eklenmesiyle elde edilen nanopartikiillerin ¢ap dagilimlar1 159 +
21 nm'dir (Sekil 4 (d, e, f). Sekil 3.13 (d ve e) 'de goriildiigii gibi BiFeO3 manyetik
nanopartikiillerin ~ eklenmesinin homojen yapryr bozmadigi, ancak manyetik

nanopartikiillerin eklenmesinin partikiil capini biraz daha arttirdig1 gézlendi.
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Sekil 3.13. Sirasiyla 100, 110 ve 120 ul / dk akis hizinda ve 40 kPa gaz basincinda
tiretilen nanopartikiillerin SEM goriintiileri ve ¢ap dagilimlari. Diisiik biiylitme
goriintiisii (a, d, g), daha yiiksek biiylitme goriintiisii (b, e, h) ve nanopartikiil
cap1 (c, £, 1).

Sekil 3.14 (a) 'da, BiFeO3 manyetik nanopartikiillerinin SEM goriintiisiine gore, BiFeOs
nanopartikiillerinin nispeten homojen bir boyut dagilimina sahip oldugu goézlenmistir.
Goriintiiden alinan on farkli pargacigin ortalama cap boyutu 111 + 25 nm'dir. Manyetik
nanopartikiil yiikli PVA nanopartikiillerinin SEM goriintiilerinden elde edilen EDX
grafigine gore (Sekil 3.14 (b)), agirlikca % 33.37 Bi ve % 8.62 Fe olarak bulundu. (Sekil
3.14 (c)). 40 kPa gaz basincinda ve 120 pul / dk akis hizinda agirlikga % 0.2 DO'nun
agirlikga % 0.1 BiFeO3/% 0.3 PV A ¢ozeltisine eklenmesiyle elde edilen nanopartikiillerin
cap dagilimlart 164 = 12 nm'dir (Sekil 3.13 (g, h, i)). Sekil 3.13 (g, h) 'da, partikiillerin
kiiresel, homojen ve aglomerasyon problemleri olmaksizin stabil oldugu goriilmiis, ancak
PVA/BIiFeOs soliisyonuna DO eklendiginde partikiillerin ¢apinin arttigi gézlemlenmistir

[185].
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Sekil 3.14. (a) BiFeOz nanopartikiillerinin, (b) BiFeOs manyetik nanopartikiil yiikli
PV A nanopartikiillerinin ve (c) BiFeOs nanopartikiil yiiklii PVA nanopartikiillerinin
EDX analizinin SEM goriintiileri.

3.2.1.3. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FT-IR) Spektral Analizi

PVA nanopartikiiller, BiFeOs yiiklii PVA nanopartikiiller ve BiFeOs, DO yiikli PVA
nanopartikiillerin kimyasal bilesiminin FTIR analizinin sonuglart Sekil 3.15 'te gosterildi.
BiFeOs manyetik nanopartikiiller i¢in ~ 811.9 cm?, ~525.5 cm?, ~ 450.3 cm™'de ii¢ ana
pik gozlendi (Sekil 3.15 (a)). Dort yiizlii bolgelerde metalin gerilme titresimi 523-525 cm’
! civarinda iken, oktahedral bolgelerdeki metalin gerilme titresimi 450 cm™'de goriildii
[186]. Sekil 3.15 (b) 'de, PVA nanopartikiillerinin FTIR spektrumunda 3550-3100 cm™,
2840-3000 cm®, 1700-1750 cm™ ve 1400-1461 cm™ arasinda dort keskin genis bant
gozlendi. Bu dalga sayilar sirasiyla molekiil i¢i ve molekiiller aras1 hidrojen baglarindan
O-H uzamasi, alkil gruplarinin C-H uzamasi ve asetat gruplarinin C = O ve C-O gerilmesi
ve C-H; baglan ile ilgilidir [187]. Sekil 3.15 (c) 'de, DO'nun karakteristik kizilotesi
bantlar, sirastyla 1697, 1498 ve 1313 cm™'de C = O esneme, C - N - C esneme ve C - H
salim bantlarina karsilik gelen keskin piklerdir [188]. Sekil 3.15 (d, ¢) 'de gortldiugi gibi,
BiFeO3s manyetik nanopartikiiller ve DO yiiklii PVA nanopartikiiller i¢in spektrumda ana
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DO, BiFeO3 ve PVA pikleri goriildii. Sonug olarak FTIR spektrumlari, malzemelerin

birbiri igerisinde basarili bir sekilde dagildigin1 gostermistir.

500

T
e) W

400 r

NV M
100 |
i a) ,—'—V\r

0 ) | A 1 ;
4000 2000 1000 450

Dalgasayisi (cm™)

T (%)

Sekil 3.15. (a) BiFeOs, (b) PVA, (c) DO, (d) PVA /BiFeOs, () PVA / BiFeO3/ DO
orneklerinin FTIR spektrumlari.

3.2.1.4. X-Istm Kirinimi (XRD) Analizi

PVA, BiFeOs3, DO, PVA/BiFeOs ve PVA/BiFeO3/DO orneklerinin X 1s1mn1 kirinim
sonuglart Sekil 3.16'da gosterildi. Sekil 3.16 (a) 'da PVA igin, 26=20.78, 22.78, 38.1 ve
44.32 kirimim pikleri gozlendi [189]. Birlikte ¢okelme yontemiyle sentezlenen BiFeO3
nanopartikiillerindeki keskin ve yiiksek pikler, BiFeOs 'iin miikemmel bir Kristallik
dereceye sahip oldugunu kanitladi. Diisiik yogunluklu pikler, BizFe4Og, Bi2sFeOso ve
BissFe240s7 gibi ikincil fazlarin varligint gosterdi [190]. Sekil 3.16 (b) 'de BiFeOzs'iin ana
pikleri 26 = 22.5, 32.64, 39.46 ve 45.74'de g6zlendi. Bu gbzlemlenen pikler, R3c uzay
grubu ile BiFeOs'iin rombohedral ¢arpik perovskit yapisi olarak belirtilebilir [191]. Sekil
3.16 (c) 'de DO, kristal yapisindan dolay1 26=10.00 ile 50.00 arasinda karakteristik yogun

pikler ortaya g¢ikarmistir [192]. XRD sonuglarina gore, tiim numunelerde mevcut

bilesikler belirlenmistir. PVA/BiFeQOz 'e DO'nun eklenmesiyle kirinim tepe noktalarinin
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yogunlugunda bir diisiis gézlenmis ve DO'nun nanopartikiilde etkin bir sekilde dagildigini

gosterdi.

T g T J T T '| T
10000 - . & _
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Sekil 3.16. (a) PVA, (b) BiFeOs, (c) DO, (d) PVA/BiFeOg, (e) PVA / BiFeO3 /DO
orneklerinin XRD spektrumlari.

3.2.2. In vitro Sitotoksisite

Nanopartikiillerin potansiyelini belirlemek ve hiicre canliliginin analizi i¢in sitotoksisite
testi yapildi. Sitotoksisite testinin sonuglarma bakildiginda, PVA, PVA / BiFeO3 ve
PVA/BIiFeOs/DO nanopartikiilleri i¢in hiicre canliliginin negatif kontrol grubuna (%
77.55 £ 1.3) kiyasla, % 71.67 £ 6.4, % 78.54 = 8.1 ve % 75.23 £ 6.2'ye hafif¢e diistiiglinii
gosterdi. Ancak saglikli 1929 hiicreleri {izerinde sitotoksik etki yoktu (Sekil 3.17).
Sitotoksisite testi, tlim oOrneklerin iyi sito-uyumluluga sahip oldugunu gdsterdi. Bu
nedenle, bu nanopartikiiller daha ileri in vitro hiicre kiiltiirii ve in vivo hayvan deneyleri

icin glivenle kullanilabilir.
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Sekil 3.17. PVA, PVA/BiFeOs ve PVA/BiFeOs/DO'nun L929 (fare fibroblast)
hiicre canlilig.

Sekil 3.18 (a) 'da, toz BiFeO3 nanopartikiilleri saf su ile doldurulmus bir cam siseye
konuldugunda (Sekil 3.18 (b)), yanina bir miknatis yerlestirildiginde miknatisa yakin
tarafa dogru hareket ettikleri goriilmiistiir (Sekil 3.18 (c)). Miknatis uzaklastirildiktan
sonra partikiillerin saf suda yeniden dagildig1 gozlendi. Bu, BiFeOs nanopartikiillerinin
elektrikle kontrol edilen ila¢ saliminda kullanim i¢in uygun oldugunu gdsterir. Bu
nedenle, BiFeOs'in elektriksel kontrollii ilag salimindaki etkisinin gozlemlenmesi

amaclanmastir.

Miknatis

&

(b) (c)

Sekil 3.18. BiFeO3 nanopartikiillerinin manyetik davraniginin arastirilmasi:
(a) Toz BiFeOs nanopartikiiller, (b) saf su i¢erisinde dagilimis BiFeO3 ve
(c) BiFeOs tozlarinin miknatisa yonelimi.
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3.2.3. PVA/BiFeO3/DO Nanopartikiillerinin Elektrikle Kontrol Edilen fla¢c Salim

PVA/BIiFeOs/DO nanopartikiillerinin, elektrikle kontrol edilen ila¢ salim davranisi
incelendi. Ik olarak, 5 farkli DO konsantrasyonuyla bir absorbans spektrumu olusturuldu
(Sekil 3.19 (a)) ve ardindan DO'mun dogrusal bir standart kalibrasyon egrisi ¢izildi (Sekil
3.19 (b)). ikinci olarak, PVA/BiFeOs/DO nanopartikiilleri igin kapsiilleme verimliligi
Ol¢iilmiis ve ~% 91 olarak bulunmustur (Sekil 3.19 (c)). Daha sonra, farkli voltaj ve
akimlarda PVA/BiFeOs/DO nanopartikiiller i¢in elektrik kontrollii bir ila¢ salim testi 60
dakika siireyle gergeklestirildi. Nanopartikiiller i¢in farkli kosullarda salim profilleri,
canli organizmalarin fizyolojik kosullarin1 taklit etmek i¢in 37 °C'de ve pH 7.4'te PBS'de

olusturuldu.

PVA/BiFeO3/DO nanopartikiilleri, ilk 16 dakikada —1.0 V ve —0.5 V igin sirastyla % 53.6
ve % 56.4 oraninda patlama salimi gosterdi. Ayrica, ilk 12 dakikada +0.5 V ve +1.0 V
icin sirastyla % 30.5 ve % 23.7 oraninda patlama salim1 gosterildi. Uyarict olmadan 0
V'de, 60 dakikada tiim bilesenlerin sadece % 4.2'si salindi (Sekil 3.19 (d)).
PVA/BiFeO3/DO nanopartikiilleri, ilk 20 dakikada % 29,3 oraninda patlama salimi
gosterdi, ancak tiim bilesenlerin ~% 20'si 12 dakikada 200 rpm'de uyarici olmadan salind1
(Sekil 3.19 (f)). BiFeOgz varliginda elektrik uyaran uygulanmasinin +1.0 V disinda salimi
arttirdig1 ve daha negatif voltajlarda DO saliminin arttig1 ve —1.0 V ile 15 uyarandan sonra
toplamda % 68.9 DO saliminin arttig1 agik¢a goriilmektedir. Tiim salim sirasiyla +1.0 V,
+0.5 V ve -0.5 V'de 60 dakikada % 38.1, 42.9, % 65.7'ye ulasmistir (Sekil 3.19 (d)).
Multiferrik bir malzeme olan BiFeOs, ferroelektriklik ve anti-ferromanyetizmanin ayni
anda bir arada bulunmasi nedeniyle ¢ok onemli bir malzemedir [193]. BiFeOz tozlari,

tozlar arasinda dipol-dipol etkilesimini artirarak dielektrik sabitini gelistirdi [194].

Ayrica sabit akimla deneyler yapilmis ve akimin artmasi ile DO'nun salinmasi arasinda
dogrusal bir etki oldugu bulunmustur. DO, PVA/BiFeOs/DO nanopartikiillerinden
sirastyla =50 pA, —100 pA, —200 pA ve =300 pA'da % 39.6, 40.8, 42.2 ve 43.3 oraninda
salind1 (Sekil 3.19 (g)). Ote yandan, DO uyarict olmadan 200 rpm'de % 38,5 oraninda
salind1 ve —50 pA minimum elektrik uyarani uygulamak, 200 rpm'den daha fazla DO
salimina neden oldu (Sekil 3.19 (f)). DO'nun salim oranlar1 akimlarin yiikselmesiyle
artmasina ragmen, aralarinda 6nemli bir fark yoktu. Akim ve voltaji degistirerek DO'nun

salimin1 etkileme olasiligi, son derece kontrol edilebilir ve hassas bir sekilde
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ayarlanabilen bir ila¢ salimina yol acar.
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Sekil 3.19. PVA/BiFeO3/DO nanopartikiillerinin elektrikle kontrol edilen ilag¢ salim
profilleri: (a) Donepezilin farkli konsantrasyonlarda absorpsiyon spektrumlari, (b)
donepezil kalibrasyon egrileri, (¢) PVA/BiFeO3/DO nanopartikiillerinin kapsiilleme
verimliligi, (d) PVA/BiFeO3/DO nanopartikiillerinden farkl: voltajlarda (—1.0 V, —0.5
V,0V,+0.5V, +1.0V), (e) farkli akimlarda (0 pA, —50 pA, =100 pA, —200 pA ve
=300 pA), ve (f) uyarici olmadan 200 rpm 60 dakikada donepezil salim profilleri.

3.2.4. In Vitro Ila¢ Sahm Kinetigi

DO'nun salim kinetigi, Korsmeyer-Peppas, sifir derece, birinci derece, Higuchi, Hixson-
Crowell modelleri ile incelenmistir. PVA/BiFeO3/DO nanopartikiillerinin farkli
kosullarda elde edilen kinetik sabitleri ve regresyon katsayilar1 (R?) Tablo 3.4'te
verilmistir. Higuchi modeli ile hemen hemen tiim kosullar i¢in daha yiiksek R? degerleri

elde edilmistir. Bununla birlikte, Korsmeyer-Peppas modeli, her kosulda yiiksek R2
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degerleri ile iyi bir uyuma sahiptir. Farkli voltajlarda (0 V, —1.0 V, -0.5 V, +0.5 V, +1.0
V), farkli akimlarda (=50 pA, —100 pA, 200 pA, —300pA) ve 200 rpm de
PVA/BiFeO3/DO nanopartikiillerinden DO'nun kinetik modelleri sekil 3.20-3.29 'da
verilmistir. Ayrica, bir polimerik sistem tarafindan ilag salinim mekanizmasi, Korsmeyer-
Peppas modelinde n degeri ile tanimlanmaktadir. 0.45 > n, bir Fick diflizyonuna karsilik
gelir ve 0.45 <n <1, silindirik bir sistem i¢in Fick olmayan difiizyona karsilik gelir [195].
Nanopartikiillerin farkli kosullarda tiim n degerleri 0.45 ile 1 arasindadir. Bu nedenle,
DO'nun Fick olmayan diflizyon mekanizmasiyla nanopartikiillerden salindigini

gostermektedir.

Tablo 3.4. Farkli kosullarda PVA/BiFeO3/DO nanopartikiillerinden salimin
matematiksel modellerinin karsilastirilmasi

Korsmeyer-Peppas  Sifir Derece Birinci Derece Higuchi Hixson-Crowell
Ornek R? n R? Ko R? K1 R? Kn R? Khe
Uyarici

0,7246 0,5551 10,9631 0,0713 0,9649 -0,0003 0,9647 0,6263 0,8820 0,0092
olmadan
+1.0V 0,8733 0,7983 0,6862 0,5149 0,7225 -0,003 0,8745 15,1035 0,7105 0,0096
+0.5V 0,8378 0,8035 0,6245 0,5514 0,6642 -0,0033 0,8360 5,6012 0,6512 0,0106
-05V 0,8255 0,8827 0,6227 0,8468 0,6989 -0,0067 0,8308 8,5886 0,6739 0,0193
-1.0V 0,8760 0,9537 10,6841 0,9856 0,7657 -0,0080 0,8616 9,7125 0,7393 0,0229
=50 pA 0,8523 0,8012 0,6304 0,5117 0,6683 -0,0030 0,8320 5,1615 0,6512 0,0106
=100 pA 0,7279 0,7140 0,4900 0,4134 0,5292 -0,0025 0,7414 4,4645 0,5160 0,0079
—200 pA 0,8453 0,8055 0,6437 0,5416 0,6893 -0,0032 0,8485 15,4602 0,6741 0,0103
=300 pA 0,7586 0,7457 0,5303 0,4657 0,5776 -0,0028 0,7712 4,9313 0,5616 0,0090
200 rpm 0,9214 0,8812 0,8032 0,6109 0,8374 -0,0035 0,9502 15,4692 0,8263 0,0113
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Sekil 3.20. PVA/BiFeO3/DO nanopartikiillerinden uyarici olmaksizin DO salimlarinin
kinetik model detaylandirmasi.
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Sekil 3.21. +1.0 V'de PVA/BiFeO3/DO nanopartikiillerinden, DO saliminin kinetik
model detaylandirmasi.
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Sekil 3.22. +0.5 V'de PVA/BiFeO3/DO nanopartikiillerinden, DO saliminin kinetik
model detaylandirmasi.
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Sekil 3.23. 0.5 V'de PVA/BiFeOs3/DO nanopartikiillerinden, DO saliminin kinetik
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Sekil 3.24. 1.0 V'de PVA/BiFeO3/DO nanopartikiillerinden, DO saliminin kinetik
model detaylandirmasi
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Sekil 3.25. =50 pA 'da PVA/BiFeOs3/DO nanopartikiillerinden, DO saliminin kinetik
model detaylandirmasi

73



Sifir Derece Model

N Krosmeyer-Peppas Model
£ 20 . 50
£ a  y=0714x+0519 D 45 b
o R2=0,72791 B
T 18 J S 40]
B} > 35
; g ., E y=0,4134x+ 22,414
= £ ®© R? =0,48996
&£ o 25]
g 508 = 20
=2 £ 15]
= ©
® 04 = 104
2 — Log of CDR (%) 2 v — CDR(%) !
g - — Linear (Log of CDR (%)) 3 - — Linear (CDR (%))
2 0.0 05 10 15 2.0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Zamanin logaritmasi Zaman (saat)
Birinci Derece Model Higuchi Model
2.05
E ;20 C 0 d  y=asee5x+12231
T y =-0,0025x +1,8829 & 4 R? =0,74135
o £ 1951 R?=0,52918 2. 40,
= & 190] E 35
£ 8 T 30
© — 185 =
== -
£ £ 13801 = 20
= n Y
k3 % B 151
c 9 175 K]
8 3 o] — Log of CDR (%) remaining =§ 10 — CDR (%)
X "] — Linear (Log of CDR (%) remaining) =:‘: 5 — Linear (CDR (%))
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 i 2 3 4 & 6 17
Zaman (saat) Zamanin karekokii

Hixson-Crowell Model

y =0,0079x +0,392
R?=0,51604

~— Cube root of CDR (%)

/ — Linear (Cube root of CDR (%))
"0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Zaman (saat)

Kiimulatif ilag salim yiizdesinin
kip koki

Sekil 3.26. —100 pA 'da PVA/BiFeOs/DO nanopartikiillerinden, DO saliminin kinetik
model detaylandirmasi.
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Sekil 3.27. =200 pA 'da PVA/BiFeOs/DO nanopartikiillerinden, DO saliminin kinetik
model detaylandirmasi.
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Sekil 3.28. —300 pA 'da PVA/BiFeOs/DO nanopartikiillerinden, DO saliminin kinetik
model detaylandirmasi.
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Sekil 3.29. 200 rpm ‘de PVA/BiFeO3/DO nanopartikiillerinden, DO saliminin kinetik
model detaylandirmasi.
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4. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda basit ve ucuz bir sistem olan T-kesisimli mikroakiskan cihaz
kullanilarak, ayni boyutta polimer kapli mikrobaloncuklardan cesitli partikiiller elde
edilmistir. Uretilen bu nanopartikiillerin kimyasal, morfolojik, sitotoksik ve in vitro salim
profilleri gibi 6zellikleri ayrintili bir sekilde incelenmis ve sonuglar degerlendirilmistir.
Ayrica elektrik kontrollii ilag salinimi i¢in basit ve ucuz bir yontem olan birlikte ¢okelme
yontemiyle BiFeOs manyetik nanopartikiilleri sentezlenmistir. Elektrik stimiilasyonunun,
BiFeOs ve ilag yiiklii nanopartikiiller tizerindeki kontrollii ilag salinimi etkisi incelenmis

ve degerlendirilmistir.

Bu calismasimin ilk kisminda, PVA ve SA gibi farkli biyopolimerler kullanilmis ve
mikrobaloncuklar tiretmek i¢in bir T-kesisimli mikroakiskan cihaz kullanilarak optimize
edilmis polimer konsantrasyonuna metformin yiiklenmistir. Daha sonra baloncuklardan
tiretilen homojen polimerik nanopartikiillerin, antidiyabetik 6zellikli metformin gibi
hidrofilik bir ila¢ i¢in nanotasiyicilar olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.
Mikrobaloncuklar farkli akis hizinda iretildi ve agirlikca % 0.3 PVA soliisyonu, 40 kPa
basing ve 110 pul / dak akis hizinda optimize edildi. Optimize edilen baloncuklarin ve
partikiillerin ¢aplar1 sirasiyla 100 = 10 um ve 70 £ 5 nm olarak bulundu. Burada,
¢ozeltinin akis hizinin partikiil ¢ap1 ve partikiil 6zellikleri lizerinde 6nemli bir etkisi
oldugu gorilmustir. Metformin, bu optimize edilmis konsantrasyonlarda ve
parametrelerde nanopartikiillere basariyla yiiklendi. Nanopartikiillerin SEM goriintiileri
incelendiginde, piiriizsiiz ve tekdiize bir yapiya sahipti ve yiizeyde hi¢bir ilag kristali ve
kiime goriilmedi. /n vitro salim calismalarma bakildiginda metformin, kontrollii bir
sekilde pH 1.2'de 60 dakika siireyle ve pH 7.4'te 240 dakika siireyle salindi. Boylece,
metformin ylikli PVA nanopartikiilleri, metformin salimim1 kontrollii bir sekilde

yapabilmeleri nedeniyle T2DM tedavisinde biiyiik potansiyel sunar.

Ikinci kisminda ise, PVA biyopolimeri kullanilmis ve optimize edilmis polimer

konsantrasyonuna BiFeO3z manyetik nanopartikiilleri ile DO hidrofilik ilag yliklenmistir.

40 kPa'lik bir basingta farkli akis hizlarinda T-kesisimli cihaz kullanilarak tek dagilimli
(ayn1 boyutta) mikrobaloncuklar iiretildi. Daha sonra bu mikrobaloncuklarin patlamasiyla
yikli homojen nanopartikiiller elde edildi. Elde edilen nanopartikiillerin SEM
goriintiilerine bakildiginda, diizgiin ve tek dagilimli bir yapiya sahip olduklar

78



goriilmiistiir. Ayrica PVA, PVA/BiFeO3 ve PVA/BiFeO3/DO nanopartikiillerinin ¢aplari
sirastyla 148 + 15 nm, 159 + 21 nm ve 164 £ 12 nm olarak elde edildi. XRD ve FTIR
sonuglari, BiFeO3 manyetik nanopartikiillerinin ve DO'nun PVA nanopartikiillerine
basartyla yiiklendigini gosterdi. Sitotoksik ¢alismalar, tiim nanopartikiil numuneleri i¢in

saglikli 1.929 hiicreleri tizerinde sitotoksik etkisinin olmadigini gostermistir.

Ayrica BiFeOz ve DO yiikli nanopartikiillere elektrik uyaranimin uygulanmasi
sonucunda, +1.0 V disinda uygulanan voltajlar salinimi arttirdi. DO salinimi, -1.0 V ile
15 uyarandan sonra toplam % 68.9 DO salinimi ile daha negatif voltajlarda artti. Higuchi
modeli ile hemen hemen tiim kosullar icin daha yiiksek R? degetleri elde edilmis ve DO,
Fick olmayan difiizyon mekanizmasiyla nanopartikiillerden salinmigtir. Bdylece
elektriksel olarak kontrol edilen BiFeOs yiiklii nanopartikiillerin, uzun vadeli ve kontrollii
bir ilag salim profili sergiledikleri i¢in AD tedavisinde heyecan verici bir potansiyele

sahip oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak bu tez c¢alismasinda, mikroakiskan yontemle iiretilen yaklasik 100 nm
capinda homojen dagilimlh antidiyabetik ve ferroelektrik 6zellige sahip anti-Alzheimer
nanopartikiiller, 6zellikle T2DM ve AD tedavisinde alternatif kontrollii ila¢ salim

sistemleri olarak gelistirilmistir.
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