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OZET

SIGIR SERUM ALBUMIN NANOPARCACIKLARININ URETIiMi VE
KONTROLLU KLORAMFENIKOL SALIMINDA KULLANIMI

Leyla YESILCINAR
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Cahit AKGUL
06/07/2017, 67

Bu calismada Sigir Serum Albumin (BSA) proteininden desolvasyon, sok ¢oktiirme
ve dekstran polialdehit ile capraz baglanarak elde edilen nanopargaciklarin karakterize
edilmesi ve kontrollii ilag salim sistemi potansiyellerinin incelenmesi amaglandi. Protein
coktiirlicti olarak etanol kullanildi. BSA nanopargaciklarinin hazirlanmasinda; farkli etanol-
BSA ¢oktiirme oranlari, etanol-BSA ¢oktiirme oranlarina karsi pargacik boyutunun degisimi
ve farkli pH’lardaki parcacik boyutlarinin degisimi gibi parametreler incelendi. Elde edilen
sonuglara gore; % 70 etanol-BSA ¢oktiirme orani ve pH 7 BRT ortam1 nanaoparcaciklarin
hazirlanmasinda en uygun kosullar olarak belirlendi. Hazirlanan nanopargaciklarin
morfoloji ¢alismasi taramali elektron mikroskopu (SEM) ile aydinlatilarak dinamik 1s1k
sacilimi (DLS) ile desteklendi. DLS sonuglarina gore; desolvasyon yontemine gore
hazirlanan BSA nanoparcaciklarinin boyutu 448,0+8,4 nm iken sok ¢oktiirme yontemine
gore hazirlanan BSA nanopargaciklarinin boyutu 232,0+1,24 nm olarak belirlendi.

Uretilen BSA nanopargaciklarina rodamin B (Rh B) ve kloramfenikol yiikleme
caligmalar1 yapildi. Desolvasyon yontemine gore hazirlanmis BSA nanopargaciklarina
yapilan farkli miktarlarda rodamin B ve kloramfenikol yiiklemesinde optimum miktar 24 mg
olarak belirlendi. Sok c¢oOktiirme yontemine gore hazirlanmis BSA nanoparcaciklarina
yapilan farkli miktarlarda rodamin B ve kloramfenikol yiiklemesinde optimum miktar
sirasiyla 28 mg ve 32 mg olarak belirlendi. Belirlenen optimum miktarlarda yiikleme yapilan
yapilardan {i¢ farkli pH da salimlar incelendi. Desolvasyon yontemiyle hazirlanmis
nanoparcaciklara Rh B yiiklendiginde, 100 saatte pH 2,0°de % 49,81, pH 5,0°de % 14,79 ve

pH 7,4°de % 84,22’si salinmistir. Sok ¢oktiirme yontemiyle hazirlanmis nanoparcaciklara
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Rh B yiiklendiginde ise, 48 saatte pH 2,0’de % 78,65, pH 5,0’de % 54,43, pH 7,4 de % 76,32
salim oldugu gozlemlendi. Desolvasyon yontemiyle hazirlanmis nanopargaciklara
kloramfenikol yiiklendiginde, 120 saatte pH 2,0’de % 20,90, pH 5,0’de % 25,41 ve pH
7,4°de % 56,50’si salinirken; sok c¢oktiirme yontemiyle hazirlanmis nanoparcaciklara
kloramfenikol yiiklendiginde, 72 saatte pH 2,0’de % 14,87’sini, pH 5,0’de % 78,65’ini ve
pH 7,4°de % 98,94 {inii saldig1 gézlemlendi.

Anahtar sézciikler: Sigir Serum Albumini, Nanopargacik, Kontrollii Ilag Salim

Sistemi, Kloramfenikol
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ABSTRACT

PRODUCTION OF BOVINE SERUM ALBUMIN NANOPARTICLES AND THEIR
USE IN CONTROLLED CHLORAMPHENICOL RELEASE

Leyla YESILCINAR
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Chemistry
Advisor: Prof. Dr. Cahit AKGUL
06/07/2017, 67

In this study, Bovine Serum Albumin (BSA) nanoparticles were prepared using
desolvation, shock aggregation methods. Ethanol and dextran polyaldehyde were used as the
protein precipitating agent and crosslinking agent respectively. Nanoparticles were
characterized and investigated for their potential as controlled release system. Variation of
particle sizes according to ethanol-BSA precipitation ratios and at different pHs were
investigated. Optimum conditions were determined as 70 % ethanol-BSA ratio and pH 7
BRT. The morphologies of prepared nanoparticles were investigated using scanning electron
microscopy (SEM) and supported by dynamic light scattering (DLS), According to DLS
results; the size of BSA nanoparticles prepared with desolvation method was 448.0+8.4 nm
while the size of BSA nanoparticles prepared with shock aggregation method was
232.0+£1.24 nm.

When Rh B and chloramphenicol were loaded to BSA nanoparticles prepared by
desolvation method, optimum amount was 24 mg. When Rh B and chloramphenicol were
loaded to BSA nanoparticles prepared by shock aggregation, optimum amounts were 28 mg
and 32 mg respectively. BSA nanoparticles loaded with Rh B or chloramphenicol at their
optimum amounts were investigated for their release at 3 different pH values. Whilst BSA
nanoparticles prepared by desolvation and loaded with Rh B, released 49.81 % at pH 2.0,
14.79 % at pH 5.0 and 84.22 % at pH 7.4 in 100 hours, BSA nanoparticles prepared by shock
aggregation and loaded with Rh B, released 78.65 % at pH 2.0, 54.43 at pH 5.0, 76.32 % at
pH 7.4 in 48 hours. BSA nanoparticles prepared by desolvation and loaded with
chloramphenicol, released 20.90 % at pH 2.0, 25.41 % at pH 5.0 and 56.50 % at pH 7.4 in



120 hours, BSA nanoparticles prepared by shock aggregation and loaded with
chloramphenicol, released 14.87 % at pH 2.0, 78.65 at pH 5.0, 98.94 % at pH 7.4 in 72 hours.

Keywords: Bovine Serum Albumin, Nanoparticle, Controlled Drug Release System,

Chloramphenicol
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BOLUM 1
GIRIS

1.1. Protein

1.1.1. Proteinlerin Genel Ozellikleri

Protein sozciiglinii Yunanca’da “birinci 6neme sahip” anlamina gelen prota’dan
gelmektedir. Proteinler; bircok aminoasidin zincir halinde bir araya gelmesiyle olusan
biiyiik yapili organik bilesiklerdir. Bu zincirlerde bir aminoasidin karboksil grubu ile diger
aminoasidin amino grubu arasinda peptit bagi olusur. Protein yapilarinda 20 ¢esit standart
aminoasit vardir. Viicudun kendiliginden sentezleyemedigi ancak ihtiyag duydugu
aminoasitlere esansiyel aminoasitler, viicutta sentezlenebilen, disaridan besin yoluyla
alinmasi1 zorunlu olmayan aminoasitlere esansiyel olmayan aminoasitler denir. Hastalik,
bliylime gebelik gibi durumlarda artan ihtiyagtan dolayr esansiyel olan aminoasitlere de

yar1 esansiyel aminoasitler denir (Giimrah, 2008).

Cizelge 1.1. 20 cesit standart aminoasit ve kisaltmalari

Aminoasit Uc harfli Tek harf
kisaltmasi kisaltmalart
Glisin™ Gly G
Alanin™" Ala A / \
Valin Val Vv * Esansiyel
Losin” Leu L ] .
o aminoasitler
1zol6sin lle |
Prolin™* Pro P “Yar1 esansiyel
Tirozin™ Tyr Y e .
' . Esansiyel
Triptofan Trp W | . il
olmayan aminoasitier
Serin™ Ser S y
Treonin” Thr T \ /
Sistein™ Cys C
Metiyonin™ Met M
Asparajin™” Asn N
Glutamin™" Gln Q
Aspartat™ Asp D
Glutamat™ Glu E
Lizin”® Lys K
Arjinin™ Arg R
Histidin” His H




1.1.2. Proteinlerin Yapisi
Proteinler yapilarina gore; primer (birincil), sekonder (ikincil), tersiyer (li¢iinciil),

kuarterner (dordiinciil) olmak {izere dort gruba ayrilirlar.

Birincil yap1
Uciinciil yap:
Ikincil yapa Dordiinciil yap:

Sekil 1.1. Proteinlerin yapisi
(https://mwww.umass.edu/molvis/workshop/prot1234.htm)

Proteinin primer yapisi; belli sayidaki, belli tiirdeki aminoasitlerin belli bir diizene
gore peptit baglariyla baglanmasiyla olusur. Sekonder yapisi; bir polipeptidin zincirlerinin
biikiilmesi ve katlanmasiyla olusur. Tersiyer yapis1 ise; proteinin sekonder yapisi
olustuktan sonra uzayda daha ileri katlanmalar sonucunda veya lifler halinde globiiler veya
fibriler yapisidir. Kuaterner yapisi ise; iki veya daha fazla alt brimden olusan yapilardir.

Bu yapilara oligomerler de denilmektedir.



1.1.3. Proteinlerin Siiflandirilmasi

Cizelge 1.2. Proteinlerin siniflandirilmasi

Homoproteinler (Basit Proteinler) Heteroproteinler (Konjuge Proteinler)
Albuminiler ‘ Lipoproteinler
Gluteinler Fosfoproteinler
Provitaminler ‘ Metalloproteinler
Histonlar Kromoproteinler

Skleroproteinler ‘

e Albuminler; hayvansal ve bitkisel organizmalarda yaygin olarak bulunurlar.

e Gluteinler; bitkisel proteinlerdir.

e Provitaminler; hayvansal proteinlerdir.

e Histonlar; bazik o&zellige sahiptirler ve niikleikasitlerle niikleoproteinleri
olustururlar.

e Skleroproteinler; Insan ve hayvan organizmasinda bulunan kolajen, keratin ve
elastin gibi proteinlerdir.

e Lipoproteinler; prteinlerin lipitlerle yaptig1 bilesiklerdir.

e Fosfoproteinler; fosforik asit iceren proteinlerdir.

e Metalloproteinler; hemoglobin, miyoglobin, ferittin gibi metal iyonlarini igeren
proteinlerdir.

Kromoproteinler; kan proteinlerinin pigmentlerle olusturduklar1 bilesiklerdir

(Tekman ve Oner, 1994 ).

1.1.4. Sigir Serum Albumini

Sigir serum albumini; 583 amino asitten olusmus olup, =~69,323 Da molekiil
agirligina, sahiptir. 25°C de saf suda izoelektrik noktasi (pI) 4,7 olan bir molekiildiir.
Medikal =~ 6neminden, bol  bulunmasindan,  diisik  maliyetinden,  kolay
saflagtirilabilmesinden, ligant baglayabilme 6zelliginden dolay1 farmakokinetik alaninda

yaygin olarak ilag salim sistemlerinde kullanilmaktadir (Elzoghby, 2012).



1.1.4.1. Sigir Serum Albumininin Yapisi

H1 H2 @
: 4 ¥

BESEIAHRFFDLGEEHFRGINLIAFSOY LOOC PFDERVEINVNELTEFAKTCVADESHAGC
0 45 50 55 a0

3 10 15 20 25 30 35 4
H3 H4 vﬁ He— 6 H7

yw
ERS LHTLFGDELCEVAS LRETYGCMADCC EKQEPERNEC FLSHEDDS FDLEKLEFDPNTL
63 70 75 8O 85 =] 95 100 105 110 115 120
HE HS H105

CDEFEADERE FWSKYLY ETARRHFY FYAPELLY YANKY NGV FOECCOAEDKGACTLPEIE
123 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180

HI11

TMRERVLTSSARORLRCAS IQF FGERALFAWSVARLSCKFFEAEFY EVIKINTDLTEVHE
183 190 185 200 205 210 215 220 225 230 236 240

12y Hl4mH15——
") ] &) BB gy w- B
=

ECCHSDLLECADDRADTAKY ICDNODT ISSKLKECCDEPLLEKSHC TAEVEEDATFENLE
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Hla H17 HlE H19

FLTADFAEDKINCENYQFRFDAFIGEFLY EYSRRHPEYAVEVLLEIAKEY FATLEECCAK
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==H20y H21 H22"

DDPHACYSTV FDELEHINDEPCHNLIKONCDOFERLG EVG FOMALIVEYTREVPOVSTETL
383 370 375 3BO 385 390 395 400 405 410 415 420

H23=—— H25

VEVSRELGKVETRCCTKPES ERMPCTEDY LS LIINRLCVIHEKTEVS EEVTECCTES IV
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483 490 495 500 BO5 510 515 520 525 530 B3h 540

EH 315
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LT k] LW 1T T T 0 LT 4

Sekil 1.2. Sigir serum albumininin amino asit dizisi ve tersiyer yapisi
(http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureld=3Vv03).

Sigir serum albumini; 583 aminoasite, 6 alan (domain), 24 B-doniis, 1 y- doniis, 17
distilfit bagi, kalsiyum iyonu ve asetat iyonu igeren Bos taurus organizmasina ait tasiyici
bir proteindir (http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureld=3V03).


http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=9913

Albumini nanoparcaciklari, biyoparcgalanabilir olmalari, kolay hazirlanabilir olmalari

ve tekrarlanabilir olmalarindan dolay1 kontrollii ilag saliminda tercih edilirler.

1.1.5. Protein Immobilizasyonu
Immobilizasyon kelimesi ilk kez 1971 yilinda ABD’de diizenlenen Enzim
Miihendisligi Konferansinda ortaya ¢ikmistir. immobilizasyon; enzimin ya da proteinin
aktvitelerinin korunarak, tekrar tekrar kullanilabilme kosulu ile belli bir bolgeye fiziksel
veya kimyasal olarak hapsedilmesidir.
Immobilize proteinin serbest proteine iistiinliikleri;
e (evre kosullarina daha dayaniklidir.
e Tekrar tekrar kullanilabilir.
e Serbest proteine gore daha kararlidir.
e (Cok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.
e Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.
Immobilize proteinin serbest proteine dezavantajlari;
e islem siiresinin uzamasi

e Kiitle transferi problemleri

Cizelge 1.3. Immobilizasyon yéntemlerinin sematik gdsterimi

< immobilizasyon Yéntemleri >
Cozlinmez Formda Gozunur Formda
immobilizasyon immobilizasyon

Baglama Tutuklama Ultrafiltrasyon Hollow-Fiber
° Membranlari Membranlari

Capraz Baglama Tasyioya Jelde Tutuklama i 0 i
Baglama Mikro Kapstlleme)( Lipozom Teknigi




1.1.5.1. Céziinmez Formda immobilizasyon
(Cozlinmez formda immobilizasyon baglama ve tutuklama olmak iizere iki baslik

altinda incelenmektedir.

1.1.5.1.1.Baglama

e (apraz Baglama
Capraz baglama ile yapilan immobilizasyon yonteminde; kiigiik molekiiler yapili
olan bi- ve multi- fonksiyonel gruplu reaktifler capraz baglanacak yapilar arasinda baglar

yaparak suda ¢éziinmeyen kompleks yapilar olustururlar.

S d
O% —’% —o Yy &

Fonksiyonel D
Q O Reaktif @

| Cozinmus Enzim | | Agregat | |

Capraz Bagh Enzimler |

Sekil 1.3. Capraz baglama yontemi

Capraz baglanma derecesi; protein ve reaktifin derisimine, pH’na ve immobilize

edilecek enzime bagli olarak degisir (Sheldon, 2007).

Cizelge 1.4. Capraz baglama yonteminin avantaj ve dezavantajlari

Avantajlar Dezavantajlan
Yiiksek baglanma kuvveti Disiik aktivite geri kazanimi
Diisiik enzim kagislar Diisiik mekanik kararlilik
Bagli enzimde yiiksek kararlilik Tekrar kullanim zorlugu
Tastyiciya gerek olmamasi Jelimsi yap1
Aktivitenin tastyictyla eksilmemesi

e Tasiyiciya Baglama
Tas1yiciya baglanma; adsorpsiyon, iyonik baglama, selat baglama, kovalent baglama
ve biyospesifik baglama olmak iizere bes grupta incelenir.
Adsorpsiyon yontemi; enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski yontemdir.
Yiizey aktif, suda ¢oziinmeyen bir adsorbanin (aktif karbon, kiil, silikajel, kalsiyum
karbonat, gluten) enzim ¢ozeltisi ile karistirilmasi ve fazla enzimin yikanarak

uzaklastirilmasi esasina dayanir (Nelson ve ark., 1916).
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Cizelge 1.5. Adsorpsiyon yonteminin avantaj ve dezavantajlari

Avantajlan Dezavantajlan
Kolay olmasi Immobilizasyon kosullarinin belirlenmesinin zor
olmas1
Degisik yiikteki tastyicilart segme olasilig Enzim ile tastyici arasindaki bagin giiclii

olmamasindan dolay1 enzimin ortamdan kagist
Immobilizasyon gergeklestirilirken saflastirma

isleminin de yapilabilmesi

Iyonik baglama; iyon degistirme ozelligine sahip suda ¢dziinmeyen tasiyicilara
enzimin iyonik olarak baglanmasi esasina dayanir. Enzim ile tasiyici arasindaki bag
kovalent kadar kuvvetli olmadigindan enzim tastyicidan ayrilabilir (Telefoncu, 1997).

Selat baglama yonteminde; gegis metalleri kullanilir. Immobilizasyon metalin bos d
orbitali ile enzimin aminoasit gruplari arasinda gercgeklesir (Yildirim, 2010).

Kovalent baglama yontemi; enzim immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan

yontemlerdendir.

Cizelge 1.6. Kovalent baglama yonteminin avantaj ve dezavantajlari

Avantajlan Dezavantajlar
Enzim kagisi olmaz Uriin veriminde diisiis
Enzim tastyici yiizeyinde tutundugundan substratla Optimum kogullar1 belirlemede zorluk
kolayca etkilesir
Kararlilik yiiksektir Tastyicinin yenilenmesi ve biyokatalizoriin
tastyicidan geri kazanilmasi zordur

Biyospesifik baglama; koenzimler, inhibitorler, antikor gibi bilesiklerle enzimler

arasinda biyospesifik etkilesim esasina dayanir (Telefoncu, 1997).

1.1.5.1.2. Tutuklama

Tutuklama yontemi; enzimi belli bir bolgede durmaya zorlamaktir. Enzim bulundugu
yerde hapsolur ve bagka bir yere c¢ikamaz. Bu islem polimer matriks igerisinde
gerceklesebilecegi gibi yari gecirgen membranlar igerisinde mikrokapsiilleme ve miseller
ile de gerceklestirilebilir. Bu yontemi diger immobilizasyon yontemlerinden ayiran en

onemli 6zellik enzimin tasiyiciya fiziksel veya kimyasal olarak baglanmamis olmasidir

(Bickerstaff, 1997).



Cizelge 1.7. Tutuklama yonteminin avantaj ve dezavantajlari

Avantajlan Dezavantajlan
Uygulama kolaylig1 Enzim kagislart
Diisiik aktivite kaybi Substratin kiigiik olmasinin zorlugu

Difiizyon bariyerleri

Diisiik enzim gereksinimi ‘ Kiitle transfer sinirlamalart
Notral ve suda ¢oziinmeyen tastyicilar ‘

Tutuklama yontemi; jelde tutuklama, mikrokapsiilleme ve lipozom teknigi olmak
iizere li¢ grupta incelenir.

Polimer matriksde tutuklama ydntemi; capraz bagli polimerin enzim ¢dzeltisi
icerisinde olusturulmasina esasina dayanir. Bu yontemde en ¢ok kullanilan polimer N,N’-
metilenbisakrilamid ile ¢apraz baglanan poliakrilamiddir.

Mikrokapsiilleme yontemi; bir enzimin yar1 ge¢irgen membran iginde tutuklanmasi
esasina dayanir. Mikrokapsiillerin biiyiikliikleri 1-100 pm arasinda degismektedir.
Immobilizasyonda kullanilacak olacak membranin; gézenek boyutu substrat molekiiliiniin
kapsiiliin girigine ve ¢ikisina olanak verecek boyutta olmalidir. Substrat ne kadar kiiciikse,
immobilize edilmis yapinin verimliligi de o kadar yiiksek olur.

Lipozom yontemi; lipitlerden olusmus sivi-ylizey aktif madde membrani igine
tutuklama yapilmasi esasina dayanir. Bu yontemin avantaji; ayni anda birden ¢ok enzimin
immobilizasyonu gerceklestirilebilirken dezavanaji ise islem sirasinda enzimin inaktive

olmasi ve enzim kagisi olasiligidir.

1.1.5.2. Coziiniir Formda immobilizasyon

Coziinlir formda immobilizasyon yontemi; enzimin tasiyiciya kimyasal ya da fiziksel
bir etkilesiminin yani sira, yar1 gecirgen zar tarafindan ¢evrelendigi ve enzime hareket
alaninin saglandigi bir yontemdir. Substratin membrandan ge¢ip enzime ulagmasinin
zorlugundan dolay1 kiiciik yapili substrata sahip enzimler tercih edilmelidir (Alagoz, 2007).

Enzimlerin membran igerisinde immobilizasyonunda enzim kagisi s6z konusu
degildir Bu yilizden ¢oziinlir formda immobilizasyonda ultrafiltrasyon membranlar1 ve

Hollow-Fiber membranlari kullanilmaktadir (Telefoncu, 1997).



1.2. Nanoteknoloji

1.2.1. Nanoteknolojinin Tanim

Nanometre metrenin milyarda biri anlamina gelen 6l¢ii brimidir. Nanoteknoloji ise
nano boyuttaki yapilarin ve sistemlerin tasarlanmasi, islenmesi ve {iretilmesi ile ilgilenen
teknolojidir (Kuruca, 2013). “Nano” kelimesi Yunanca’daki cilice kelimesi anlamina
gelmektedir. Nanoteknoloji; ucuz, giivenilir, temiz ve finansal karsili1 yiiksek oldugundan

onemlidir (Naschie, 2006).

1.2.2. Nanoteknolojinin Gelisimi

Nanoteknolojinin ortaya ¢ikisi, 1959 yilinda fizik¢i Richard Feynman’in yapmis
oldugu konusmada “kiigiik boyutlarda yapilabilecek ¢ok sey var” sézlerine dayandirilir
(Sekeroglu, 2013). Nanoteknoloji kelimesini ilk kez 1974 yilinda Japon Norio Taniguchi
kullanmigtir. Daha sonra da 1986 yilinda K. Eric Drexler’in yapmis oldugu ¢alisma
sonucunda diinyaya duyurulmustur (Drexler, 1986).

1.2.3. Nanoteknolojinin Uygulama Alanlari

Nanoteknoloji disiplinlerarasi bir bilim dalidir. Nanoteknolojinin kimya, matematik,
fizik, biyoloji, malzeme bilimi, miihendislik, eczacilik-tip, elektronik, bilgisayar vb. ¢cok
cesitli uygulama alani bulunmaktadir.

Lotus bitkisinin lizerine toz pargaciklar1 ve su geldiginde yapraklarini hareket
ettirerek kendiliginden temizleme o&zelligi gosterir. Bu kendi kendini temizleme
ozelliginden yararlanilarak tekstilde kir tutmayan kumaslar yapilmaktadir (Giir, 2010).
Bitkilere yapraktan verilen giibrelerde stoma aciklig1 az oldugu i¢in mikro ya da makro
boyutlarda giibrelerin gecisi zordur. Bu da bitkilerin mineral ihtiyacim1 tam olarak
karsilayamamasina ve veriminin diismesine neden olur. Ancak nano boyutlarda giibreler
stomalardan daha kolay gececeginden bitkinin minerallerden daha iyi faydalanmasini
saglar. Bilgisayar parcalarinin nanometre boyutlarinda elde edilmesiyle islem gii¢leri,
kapasiteleri, sinyal iletimi, hiz1 artarak boyutu ise kiigiilecektir. Nanomalzemeler sayesinde
televizyon ve bilgisayar ekranlar1 daha diiz ve parlak hale getirilebilir. (Kayir ve ark.,
2010).

1.2.4. Nanoyapilar
Nanoyapilarim ilki fullerenlerdir. Fullerenler 60 karbon atomundan olusan (C60) 1

nm c¢apindaki futbol topu goriiniimiine sahip yapilardir. Daha sonra gelistirilen
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nanoyapilara karbon nanotiipler (tek duvarli karbon nanotiip ve ¢ok duvarl karbon
nanotiip), dendrimerler, quantum dotlar 6rnek verilebilir (Benli, 2008)

Karbonun allotroplarindan biri grafittir, grafitin katmanlarina ise grafen denilir.
Karbon atomlar1 birbirine altigen olusturacak sekilde grafen katlandiginda tiip haline gelir.
Nanotiipler ¢elikten daha hafif ve daha saglam olmasi, iletken 6zellikte olmasi gibi bircok
avantajindan dolay: kiigiik boyutlardaki elektronik cihazlarin yapiminda kullanilmaktadir.
Karbon nanotiipler; ince ckranlarin yapiminda, enerji depolamada, elektrokimysal
aygitlarda, nanoboyutlu elektronik aygitlarda, mikroskop problarinda, kimyasal
sensorlerde, ayakkab altliklarinda, elektrik kablolar1 ve hatlarinda, bataryalarda, kanser
tedavisinde, elektronik devrelerde, biyosensorlerde, sekil degistiren ugaklarda, radar
emiliminde, hidrojen depolamada kullanilmaktadir.

Quantum dotlar yaklasik 5 nm boyutunda olup kadmiyum ve selenyumdan olusur
(Benli, 2008). Quantum dotlar, birka¢ atomdan binlerce atoma kadar atomu barindirabilen
yapay yapilardir. Quantum dotlarin boyutlarinin degismesiyle yaptigi isimanin da rengi
degismektedir (Durmusoglu, 2012).

Sekil 1.4. Quantum dotlarin boyutlarin degismesiyle yaptigt isimalar (Durmusoglu, 2012)

Quantum dotlar1 bu 6zelliginden dolayr; goriintiileme islemlerinde, giines

panellerinde, bilgisayar uygulamalarinda kullanilmaktadir (Durmusoglu, 2012).
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Core — (%, Cd5
Shell — ZnS, CdS, ZnSe
Amphiphilic surface

¥ O e
In/cd @5/e

Sekil 1.5. Karbon nanotiip Sekil 1.6. Quantum dot

1.2.4.1. Nanoyapilar1 Elde Etme Yontemleri

Cizelge 1.8. Nanoyapilar1 elde etme yontemleri

< Nanoyapilari Elde Etme Yo6ntemleri >
Yukaridan Asagdiya ( Asagidan Yukariya )

Ddnen Soguk Asal Gaz
Mekanik Asindirma Yuzeyde Yiksek Enerji ° Yanma
Yogunlastirma
Katilagtirma
Isil Yéntem Gaz Atomizérii K|m}/asal Buhar Sol-Jel
Yogunlastirma

Mekanik Asindirma: Mekanik asindirma yontemi ile makro boyutlardaki bir

)

malzeme mekanik 6giitiicii bir makine ile atomik boyutlara indirilir.

Isil Yontem: Isil yontemde nanoyapilar elde edilirken belirli sicaklik degerleri
uygulanir.

Donen Soguk Yiizeyde Katilastirma: Bu yontemde yiiksek hizda piiskiirtme ile
malzeme kii¢iik boyutlara inerken donen yiizeyde aniden soguma meydana gelir ve
malzemede yogunlagma olur. Yogunlasan malzeme nanoboyutlardadir.

Gaz Atomizorii: Bu yontemde yiliksek hizlarda asal gaz piiskiirtme haznesine

puskiirtiiliir. Olusan ¢arpisma sonucunda nanoboyutta metal pargalart meydana gelir.
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Yiiksek Enerji Yontemi: Bu yontemle; yiiksek elektrik akimi, monokromatik
radyasyon ve gilines radyasyonu sirasiyla kat1 bir malzemeye gonderilir ve nanopargacik
elde edilir.

Asal Gaz Yogunlagtirma: Bu yontemin temel prensibi malzemenin helyum
atmosferinde buharlastirilip helyum atmosferinde yogunlastirilmasina dayanir. Atomlar
yogunlasarak nanopargaciklara doniisiirler (Ates ve Bahgeci, 2015).

Kimyasal Buhar Yogunlastirma: Bu yontemle malzeme buharlastirilir ve sicak bir
ylizeyde ayristirilarak nanoboyutlarda malzeme iiretimi gergeklestirilir.

Yanma: Malzemenin yapisina gére yanma islemi gerceklestirilerek nanoboyutlarda
yapilar elde edilir.

Sol-Jel: Bu yontem soliisyon-jellesme anlamindadir. Sol-Jel yontemi ile sivi fazdan

kolloidal nanoparcaciklar elde edilir (Giirmen ve Ebin, 2008).

1.2.5. Nanobiyoteknoloji

Nanobiyoteknoloji; nano ve biyoteknoloji olmak {izere iki kavramdan olusmaktadir.
Nanobiyoteknolojiye nano boyutlardaki biyoloji ve biyokimya alanindaki ¢alisma alanm
denilebilir (Tazebay ve Erdogan, 2011).

Nanometre Olgekli yapilarin analizi, nanometre Olcekli yapilarin fiziksel
ozelliklerinin anlasilmasi, daha dayanikli, daha hizli, daha ucuz yapilarin iiretimi veya
islenmesi, nanometre boyutlarindaki hassasiyete sahip cihazlarin gelistirilmesi vb.

nanobiyoteknolojinin amaglar1 arasindadir (Ilhan, 2014).

1.2.5.1. Nanobiyoteknolojinin Uygulama Alanlar
Nanobiyoteknolojinin ele aldigi konular interfaz sistemleri, protein bazl
nanoyiizeyler, DNA bazli nanoyiizeyler ve nanoanalitik olmak {izere dort baslik altinda

incelenebilir.
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Cizelge 1.9. Nanobiyoteknolojinin ele aldig1 konular

1. interfaz Sistemleri 2. Protein Bazh 3. DNA Bazh 4. Nanoanalitik
Nanoyiizeyler Nanoyiizeyler
Biyouyumlu anorganik Nanopor teknoloji DNA- protein Kuantum nokta ile
cihazlar nanoytizeyleri bioetiketleme
Biyosensor igin Genetik pargacik DNA-nanopargacik Protein-nanopargacik
Mikrokontakt baski organizasyon bilesikleri esleniklerinin
uygulamalari histokimyasi
Hiicre -nanoyapilarinin Mikrobiyal AFM ile Biyomolekiiler
etkilesimleri nanopargacik tiretimi yap1 analizi
Silikon yiizeylerindeki Bakteriyorodopsin
ndronal hiicre aglari teknoloji
Biyomolekiiler motorlar
- - Nanobiyoelektronik > L
cihazlar

Kullandigimiz ilaglarda; istenilen siirede etki gosterememe, sadece hedef bolgeye
degil tiim viicuda etki etme, ya da hedef bolgeye ulasamama gibi sorunlar ortaya
cikabilmektedir. Bu tip sorunlarin  bir kismi nanobiyoteknoloji  sayesinde
¢oziilebilmektedir. Ornegin, nano boyutlarda iiretilen tastyicilar sayesinde ilacin hedef
hiicreye ulagmas1 saglanabilmektedir. Nano boyutlarin olaganiistii 6zelliklerinden
yararlanilarak ilaglarin 6zellikleri arttirilabilir ya da yeni 6zellikler kazandirilabilir.

e Kanser Arastirmalarinda Nanoteknolojinin Kullanimi: Kanser hiicrelerinin
saglikli hiicrelere zarar vermeden oOldiiriilmesi konusunda c¢esitli arastirmalar
yapilmaktadir. Ornegin; sadece kanserli dokulara ve civarina kemoterapi ajani veya gesitli
ilaglar1 salabilen nano kesecikler gelistirilmektedir.

e Doku Miihendisliginde Nanoteknolojinin Kullanimi1: Doku miihendisliginin
temel hedefi; laboratuvar ortaminda doku ya da organ gelistirmektir. Gelistirilen organlar
biyouyumlu proplar ile dokunun/ organin viicuda uyumunun takibi gibi bir¢ok dnemli

avantajlar1 vardir (Ilhan, 2014).

1.3. Antibiyotikler

1.3.1. Antibiyotiklerin Tanim

Antibiyotik kavrami ilk kez 1944 yilinda Waksman tarafindan kullanilmistir
(Woodruff, 2014). Yunanca’da anti (kars1) ve bios (yasam) kelimelerinden iiretilmis olan

antibiyotik s6zcligl, bakteri ve diger mikroorganizmalarin gelisimini durduran ya da yok
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eden maddelere denir (Aktuglu, 1997). Dogal antibiyotiklerin yan dallarinda degisiklik
yapilmasiyla elde edilen antibiyotiklere yar1 sentetik antibiyotikler denilmektedir.
Siilfonamidler, kinolonlar gibi maddeler dikkate alindiginda ise antibiyotik terimi yerine

kemoterapik terimi de kullanilmaktadir (Toreci, 2003).

1.3.2. Antibiyotiklerin Siniflandirilmasi
Antibiyotikleri ¢esitli kriterlere gére siniflandirmak miimkiindiir. En ¢ok kullanilan

siiflandirmalar; ilaglarin etki mekanizmalarina ve etki glicliiklerine gore yapilanlardir

(Akkan, 1997).

1.3.2.1. Antibiyetiklerin Etki Gii¢lerine Gore Siniflandirilmasi
Antibiyotikler etki giiglerine gore temel olarak bakteriyostatikler ve bakterisidler
olmak tizere iki kisimda incelenmektedir. Antibiyotiklerin etki giiglerine gore

smiflandirilmasi ¢gizelge 1.10. da gosterilmistir.

Cizelge 1.10. Antibiyotiklerin etki gii¢lerine gore siniflandirilmasi

» | Bakteriyostatikler

Amfenikoller J Mikonizol Sdlfonamidler l Makrolitler
\ 4
Linkozamidler Kloramfenikol Tetrasiklinler

“_

Etki Guglerine
Gore

\ 4

Bakterisidler

v v v

Beta-Laktamlar Florokinolonlar Rifamisin
v v v
Polipeptitler Vankomisin Teikoplanin

1.3.2.2. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmasina Gore Siniflandirilmasi

L

Antibiyotikler etki ettikleri mekanizmalara gore; bakteri hiicre duvari sentezini bozan

ve likit enzimleri aktive edenler, sitoplazma membran permeabilitesini bozanlar (deterjan
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etkisi yapanlar), ribozomda protein sentezini bozanlar, bakteri genetik materyali iizerine
etki yapanlar ve bakteriyel antimetabolitler olmak {izere bes kisimda incelenmektedir.

Antibiyotiklerin etki mekanizmalarina gore siniflandirilmasi ¢izelge 1.11. de gosterilmistir.

Cizelge 1.11. Antibiyotiklerin etki mekanizmasina gore siniflandirilmasi

Bakteri Hiicre Duvari Sentezini Bozan ve Litik Enzimleri Aktive
Edenler

v
v v v

Beta-Laktamlar Ristosetin Teikoplanin
A 4

A4 A4

Sikloserin Basitrasin Vankomisin

Sitoplazma Membran Permeabilitesini Bozanlar (Deterjan Etkisi
Yapanlar)
Lo R < L ) Katyonik
Polimiksinler Kandisein Deterjanlar
Amfoterisin B Hekzaklorofen

—>< Ribozomlarda Protein Sentezini Bozanlar >

( Tetrasiklinter ) Makrolitler kloramfenikol
(Aminoglikozidler) Gmfenikoﬂa) ( Fusidik Asid )

Etki
Mekanizmasina
Gore

——————» Bakteri Genetik Meteryali Uzerine Etki Yapanlar

CFlorokinonlaD Kalidksik A@ @tinomisin@ CBIeomisin) GoksorubisD
Gifamisinle) @etronidaZD @itomisinleD CAsihovir> @etotreksaD
—b( Bakteriyel Antimetabolitler >

v

Silfonamidler PAS Etambutol
v Y A4
Siilfonlar izoniazid Trimetoprim
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1.3.2.3. Antibiyotiklerin Etki Spektrumuna Goére Siiflandirilmasi
Antibiyotikler etki spektrumuna gore; dar spektrumlu, orta derecede genis
spektrumlu ve genis spektrumlu olmak {izere li¢ kisimda incelenmektedir. Antibiyotiklerin

etki spektrumuna gore siniflandirilmasi ¢izelge 1.12. de gosterilmistir.

Cizelge 1.12. Antibiyotiklerin etki spektrumuna gore siiflandirilmasi

< Dar Spektrumlu >
Makrolidler
> < Orta Derecede Genis Spektrumlu >

v v
Silfonamidler Aminoglikozidler Beta-Laktamlar
< Genis Spektrumlu >

v
v

Kloramfenikol Tetrasiklinler

1.3.2.4.  Antibiyotiklerin  Bagisikhik  Diizenleyici  Etkilerine  Gore

\ 4

\ 4

.‘_ .‘_

Etki Spektrumuna
Gore

\ 4

Siniflandiriimasi

Antibiyotikler bagisiklik diizenleyici etkilerine gore; konak bagisiklik sistemine
belirgin etkileri olmayanlar, bagisiklik sistemi ile sinerjik davrananlar, bagisiklik sistemi
fonksiyonlarini baskilayanlar ve bagisiklik sistemi fonksiyonlarini siddetlendirenler olmak
izere dort kisimda incelenmektedir. Antibiyotiklerin bagisiklik diizenleyici etkilerine gore

siiflandirilmasi ¢izelge 1.13. de gosterilmistir.
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Cizelge 1.13. Antibiyotiklerin bagisiklik diizenleyici etkilerine gore siniflandiriimasi
Konak bagisiklik sawunmasina belirgin etkileri
olmayanlar
<Bag|$|kllk sistemle sinerjik davrananlar>

v

Bagisiklik )
Duzenleyici < Kinolonlar
Etkilerine Gore
<Bag|§|kllk fonksiyonlari deprese edenler>

'
v v

Kloramfenikol Tetrasiklinler
<Bag|§|kllk fonksiyonlari $iddetlendirenler>

v

\ 4

A 4

A 4

\ 4

1.3.3. Kloramfenikol

1.3.3.1. Kloramfenikoliin Kesfi ve Yapisi

1947 yilinda Burkholder, Venezuella’dan alinmis olan toprak 6rneklerinden tirettigi
Streptomyces Venezuella kiiltiirlerinde antibiyotik aktivitesi gosteren bir madde oldugunu
tespit etmistir. Bu maddenin gram-negatif bakterilere karsi etkili oldugunu deneylerle
gostermis ve izole edip kloramfenikol adiyla 1948 yilinda yaymlamistir. Kisa siire
igerisinde genis kullanim alan1 bulunan ilacin, 1950’11 yillarda yan etkileri ortaya ¢ikmaya
baglamistir (Aktuglu, 1997). Kloramfenikoliin yan etkileri boliim 1.3.3.3. de anlatilmigtir.

Kloramfenikoliin kimyasal yapist diger bir¢ok antibiyotige gore ¢cok daha basittir.
Dikloroasetik asit iceren nitro benzen tiirevidir. Yapilan arastirmalar sonucunda toksik
etkiye neden olan grubun para pozisyonundaki nitro (-NO2) grubu oldugu bulunmustur.

Nitro grubu yerine metilsiilfonil (-CH3SO2) grubu takilarak tiamfenikol adi verilen
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antibiyotik gelistirilmistir. Koramfenikoliin neden oldugu aplastik anemiye tiamfenikoliin
neden olmadigina dair yayinlar olmasina ragmen kesin bir sey gosterilmemistir (Ayaz,

2003).

OH OH oH
¢ d Ao
O O Cl Cl
Sekil 1.7. Kloramfenikoliin yapisi Sekil 1.8. Tiamfenikoliin yapisi

1.3.3.2. Kloramfenikoliin Etki Mekanizmasi

Kloramfenikol protein sentez inhibitoriidiir ve ribozomun 508 alt birimine baglanir.
Kloramfenikoliin bu bolgeye baglanmasi; peptidil transferaz enziminin aminoasite
erismesini ve polipeptide baglanmasini engelleyerek protein sentezini durdurmasina neden

olur (Toreci, 2003).

1.3.3.3. Kloramfenikoliin Yan Etkileri
Kloramfenikoliin yan etkileri gizelge 1.14. de gosterilmistir (Unal ve ark., 1989).

Cizelge 1.14. Kloramfenikoliin yan etkileri

< Kloramfenikol' Gn Yan Etkileri >
Kemik lligi
Depresyonu Optik Norit Hipersensitive PTZ de Uzama
Gri Sendromu Gastrointestinal Herxheimer Ototoksisite
v Reaksiyonu

. ) Hemopoetik
@Iastlk AnerD CToksisite >
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1.4. Kontrollii ila¢c Salim
1.4.1. Kontrollii fla¢ Salhiminin Tanim
Ilag salim sistemi; kimyasal ya da fiziksel bir tetikleyici ile viicudun belli bdliimiine
belli dozda, belli hizda ilacin salinmasina denir.
Kontrollii ilag saliminin klasik sisteme iistiinliikleri:
e Kontrollii salim sisteminde belli bir dozda ilag alindiktan sonra ilag sabit bir
sekilde kalir ve sik sik ila¢ alinma gereksinimi ortadan kalkar.
e Diislik dozlarda tedavi saglanabilir.
e Diislik dozlarda tedavi saglandiginda yan etkiler ve toksik etkiler de azalmis
olur.

e Kontrollii salim sistemlerinde hedef bolgelere ilag gonderilir (Giirsoy, 2012).

1.4.2. Kontrollii fla¢ Sahminin Gelisimi

1938’11 yillarda etkin madde salimin1 geciktirmek amaciyla yapilmis bir ¢alismanin
patent almasiyla kontrollii salim kavrami ortaya ¢ikmustir. Ilk ilag salim preparatr 1952
yilinda “SmithKline and French Laboratories” firmasi tarafindan “Spansule” adiyla farkli
seviyelerde kaplanmis pargaciklarin bir araya getirilmesiyle goreceli olarak daha uzun

stirede ve daha yavas salim yapan bir preparat hazirlamistir (Colak, 2009).

UO Y

VO 0o
089§ | ~(2 J°

Zaman=10 7aman = t Zaman = tson

Sekil 1.9. flacin zamana kars1 kontrollii salim1
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1.4.3. Kontrollii Ila¢ Salim Sistemleri

Kontrollii salim sistemlerin ¢izelge 1.15. de gosterilmistir (Giirsoy, 2012).

Cizelge 1.15. Kontrollii ila¢ salim sistemleri

Kolloidal ilag Taglyici Sistemler )
: Mikro ve
l Emldilsiyonlar l ( Nanopartikiiller ) Mikrostingerler
Coklu Kati Lipit
Emdilsiyonlar Nanopartikdiller

»
»>

7

.‘_

.‘_

Oral Sistemler

Mukozaya Yapisan Sistemler

4

TN Y O

Kontrollii llag
Salim Sistemleri >

Okdler Sistemler

Nazal ve Pulmoner Sistemler

Transdermal Sistemler

Vajinal ve Rektal Sistemler

N N N
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Proteinlerin Kontrollii ilac Salim Sistemlerinde Kullanilmasi

Santhi ve ark. (1999), koaservasyon teknigi ile amfoterisin-B (amphotericin-B) yiikli
yumurta albumini nanokiirelerinin farkli pH’da ve farkli ¢apraz baglayict miktarlarinda
nanokiirelerin boyutlarin nasil degistigini incelemislerdir. pH 8, 9, 10 da sirastyla ortalama
532, 497, 287 nm nanokiireler elde edilmistir. pH 9’da boyut dagilimi diizenliyken, pH 8
ve 10° da boyut dagilimi diizensizdir. Yumurta albumini % 2, 3 ve 4’liikk glutaraldehit —
etanol ile ¢apraz baglanmistir ve sonug olarak % 2 glutaraldehit — etanol ile gapraz
baglandiklarinda diizenli nanokiireler elde edilirken, % 3 ve 4 glutaraldehit — etanol ile
capraz baglandiklarinda diizensiz nanokiireler elde edilmistir. Amfoterisin-B yiikli
yumurta albumini nanokiirelerinin HPLC ile ne kadar ilaci saldig1 6l¢iilmiistiir. 24. saatin
sonunda pH 7,4 fosfat tamponunda ortalama ilacin % 97,7’sinin salindig1 goriilmiistiir.
(Santhi ve ark., 1999).

Weber ve ark. (2000), insan serum albumini (HSA) nanopargaciklarinin desolvasyon
yontemiyle hazirlanmasi, karakterizasyonu ve optimizasyonu igin bir ¢alisma yapmuglardir.
Yapilan ¢aligmada proteinin desolvasyonu sonucunda ortaya ¢ikan nanoparcaciklar farkli
miktarlarda glutaraldehit eklenerek gapraz baglanmistir. Par¢acik boyutu, zeta potansiyeli
ve nanopargaciklarin yiizeyindeki mevcut amino gruplarimin sayist belirlenmigtir Amino
gruplar1 spektrofotometrik yontem kullanilarak 2, 4 ,6 — trinitrobenzen siilfonik asit
(TNBS) ile tayin edilmistir. Sonuglar pargacik boyutunun agirlikli olarak eklenen ¢oziicii
madde miktarina bagli oldugunu, capraz baglayici miktar1 veya c¢apraz baglama
prosediiriiniin tilirline bagl olmadigini gdstermistir. Artan miktarda glutaraldehit, HSA
nanoparcaciklarinin ylizeyindeki amino gruplarinin sayisini1 azaltmis ve ayrica tasiyici
sistemin zeta potansiyelini diisiirmiistiir. Sicaklik ve 1sil denatiirasyon siiresi sadece
nanoparc¢aciklarin stabilitesi iizerinde bir etkiye sahipken amino gruplarinin miktar1 veya
parcacik boyutu tizerinde etkili olmadig: belirlenmistir. Isil denatiirasyon ile elde edilen
HSA nanoparcaciklarinin yiizeylerinde en fazla amino grubuna sahip olduklar
gosterilmistir (Weber ve ark., 2000).

Langer ve ark. (2003)’nin yaptig1 bir ¢alismada; HSA’nin desolvasyon metodu ile
hazirlanip ¢apraz baglanmasinin ardindan olusan HSA nanopargaciklarinin ilag¢ tagima
sistemi olarak kullanilabilme potansiyeli oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢aligmaya gore;

pargacik boyutu, Ozellikle damar i¢i enjeksiyondan sonra nanopargaciklarin in vivo
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davranislart i¢in ¢ok Onemli bir parametredir. Bu caligmanin amaci, HSA esash
nanoparcaciklarin boyutlarmin, 100 ve 300 nm arasinda kontrol edilebildigi bir
desolvasyon prosediiriiniin gelistirilmesi olmustur. Tanimlanmis kosullar altinda parcacik
hazirlamayr mimkiin kilan bir pompa kontrollii hazirlama yontemi kurulmustur.
Desolvasyon maddesinin eklenme hizi, pH degeri ve HSA ¢dzeltisinin iyonik bilesimi,
protein konsantrasyonu, pargacik saflastirma kosullari gibi hazirlama isleminin gesitli
parametreleri incelenmistir. Desolvasyon isleminden 6nce HSA ¢6zeltisinin pH degeri
pargacik boyutunu belirleyen en 6nemli faktor olarak tanimlanmistir. Bu parametrenin
degeri degistirilerek, (ortalama) pargacik ¢aplar1 150 ile 280 nm arasinda tutulabilmis, daha
yiikksek pH degerleri ile daha kii¢iik nanoparcaciklar elde edilebilmistir. Parcaciklarin
diferansiyel santrifiijle yikanmasi1 boyut dagilimlarinin belirgin olarak daha dar olmasina
yol acmustir. Onerilen hazirlama kosullarinda pargactk boyutunun ve parcacik
biiytikliigiiniin dagiliminin tekrarlanabilirligi, analitik ultra santrifiijdeki ¢okme hiz1 analizi
ile gosterilmistir ve bu nanopargaciklarin hiicresel alimi, konfokal mikroskop goriintiileme
ve FACS analizi ile incelenmistir. Elde edilen nanoparcaciklarin kararliligi pH ve tampon
titrasyon deneyleri ile incelenmistir (Langer ve ark., 2003).

Azarmi ve ark. (2006), piskiirtme-dondurma-kurutma teknigi kullanarak
doksorubisin (doxorubicin) (DOX) yiiklii nanopargaciklar iretmiglerdir. 10 + 4 nm' lik
ortalama geometrik tasiyict parcacik boyutu, konfokal lazer tarama mikroskobu
kullanilarak belirlenmistir. DOX yiiklii nanopargaciklarin tasiyici pargaciklarin yeniden
¢oziilmesinden sonra parcacik boyutu 173 + 43 nm olarak belirlenmistir. Serbest DOX ve
DOX yiikli nanopargaciklarin hiicreler tarafindan alinmasi konfokal lazer tarama
mikroskobu kullanilarak takip edilmistir. Bu c¢alisma, kuru toz aerosol formunda
nanoparcaciklar kullanilarak akciger kanseri tedavisi yaklagimini desteklemektedir
(Azarmi ve ark., 2006).

HSA’dan olusturulan nanopargaciklarin, hedef ilaglarin tiimér hiicrelerine
iletilmesinde umut vadeden bir strateji olabilecegi diistiniilmektedir Steinhauser ve ark.
(2006)’nin yaptiklar1 ¢alismada; tiolatlanmig (thiolated) trastuzumab ile kovalent olarak
modifiye edilmis HSA nanopargaciklart gelistirilmistir. Farkli tiolasyon (thiolation)
kosullarin1 ve antikor dimerizasyonu derecesi belirlemislerdir. Tiolatlanmig (thiolated)
antikoru boyut dislama kromatografisi (SEC) ile trastuzumab-konjiige nanoparcaciklarin
hazirlanmasi i¢in en iyi tiolasyon (thiolation) prosediirii tespit edilmistir. 6 haftalik bir
depolama siiresince, pargaciklarin kararli oldugu, boyut ve zeta potansiyeli gibi

fizikokimyasal ozelliklerinde herhangi bir degisiklik gostermedigi goriilmistiir. Elde
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edilen veriler dogrultusunda trastuzumab konjuge HSA nanoparcaciklart kullanilarak
tiimor hiicrelerinin yonlendirilmis hedeflemesi i¢in kararli ve biyolojik aktif tasiyici
sistemlerin gelistirilmesine yonelik bir temel olusturulmustur (Steinhauser ve ark., 2006).

Kan-beyin bariyeri (BBB), ilaglarin ¢ogunun beyne girmesine 6énemli bir engel teskil
eder ve bu nedenle beyin tiimorleri, alzheimer ve diger ndrodejeneratif hastaliklar da dahil
olmak tizere birgok ciddi merkezi sinir sistemi (CNS) hastaliginin tedavisini siddetle
kisitlar. Polisorbat 80 ile kaplanmis nanoparcaciklarin veya ekli apolipoprotein E, BBB'
nin karsisinda ilaglarin verilmesini saglamistir. Bununla birlikte, bu gelismis tasima
mekanizmasi hala tam olarak anlagilmamistir. Zensi ve ark. (2009)’nin yapmis olduklari
bir ¢alismada, hedefleyici molekiil olarak apolipoprotein E (Apo E) ile kovalent baglanmis
insan serum albumini (HSA) nanopargaciklar1 hazirlanarak SV 129 farelerinin damar i¢ine
enjekte edilmistir. Hayvanlarin beyinleri transmisyon elektron mikroskopisi ile
incelenmistir. Sadece kovalent bagli apolipoprotein E'ye sahip nanoparcaciklar, beyin
kilcal endotel hiicrelerinde ve noronlarda tespit edilirken, beyin iginde apolipoprotein E
icermeyen nanopargaciklar saptanamamustir. Bu  bulgular, kovalent baglanmis
apolipoprotein E'ye sahip nanopargaciklarin bir endositik mekanizma ile serebral endotele
alindigin1 ve bunu takiben beyin parankim i¢ine transsitoz gonderdigini gostermektedir
(Zensi ve ark., 2009).

[laglarin malign dokuya spesifik olarak uygulanmas: ve tagimnmasi, teshis ve terapi
sirasinda kritik bir noktadir. Nanopargaciklar miikkemmel ilag tasiyict sistemler olarak
bilinir ve hedeflenen ligandlarla ylizey modifikasyonu imkan1 sunar, boylece hedeflenen
dokuda spesifik birikim meydana gelir. Léw ve ark. (2011) tarafindan, biyolojik olarak
parcalanabilir HSA’ ne bagl setuksimab nanoparcaciklari, hiicresel baglanma ve hiicre i¢i
birikimi acisindan arastirilmistir. Olast sitotoksik potansiyel, spesifik baglanma ve hiicre
ici birikimi test etmek i¢in farkli EGFR ifade eden kolon karsinom hiicreleri kullanilmistir.
Sonug olarak setuksimab ile modifiye edilmis HSA-nanopargaciklarinin ilag taginmasi igin
umut verici bir tasiyici sistem oldugu belirtilmistir. Bilinen ¢aligmalara gére bu ¢alisma;
farkli EGFR ifade eden kolon karsinom hiicrelerine HSA nanopargaciklarinin spesifik
birikimlerini arastiran ilk ¢alismadir (Low ve ark., 2011).

Dubey ve ark. (2011) tarafindan, albumini nanokiirelerini, siklik arginin-glisin-
aspartik asit/ arginin-alanin-aspartik asit (RGD / RAD) peptidi ile konjuge edilmis ve boyut
dagilimi temel alinarak karakterize edilmistir. Hazirlanan tiim nanokiirelerin ortalama
boyutu yaklasik olarak 100 nm ve en fazla ilag tutuklamast % 67,2 £ 5.2 olarak

bulunmustur. Nanokiirelerin in-vitro endotel hiicre baglanmasi, SN ve RAD-SN' lerine
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kiyasla RGD-SN'lerinin insan gobek damar endotel hiicrelerine (human umbilical vein
endothelial cells) 8 kat daha yiiksek baglandigi goriilmiistir. RGD peptid bagh
nanokiireleri akciger metastazinin, anjiyogenezisin 6nlenmesinde ve serbest fluorourasil,
SN ve RAD-SN'lere kiyasla tiimorlerin etkili regresyonunda etkili oldugu bulunmustur.
Sonuglar, florourasil igeren siklik RGD peptid ile sabitlenmis, sterik olarak stabilize
nanokiirelerin primer tliimdr ve metastaza karsi, sterik olarak stabilize nanokiire ve serbest
ilagtan daha aktif oldugunu gostermistir (Dubey ve ark., 2011).

Terapotik proteinin kontrollii salinmasi protein uygulamalar1 onemli bir yere sahiptir.
Gupta ve ark. (2017) kontrollii bir sekilde protein salimini saglayabilen bir nanomateryal
hakkinda ¢aligma yapmislardir. Nanomateryal, folik asit molekiillerinden sentezlenmistir
ve BSA bu nanopargaciklarin igerisinde bir model protein olarak yiiklenmistir. Sentezlenen
folik asit nanopargaciklarinin boyut dagilimi 200 ile 300 nm arasinda gézlenmistir. HPLC
kullanarak gergeklestirilen salim galismasi, toplam folik asit ve BSA'nin % 95'inden
fazlasinin 48 saat i¢inde fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisinde birakildigini ortaya koymaktadir.
Folik asit salimmin BSA salimiyla birlikte arastirilmasi, pargaciklarin folik asit-protein
kompleksi yoluyla olustugunu ortaya koymaktadir. Salim ortamindaki tuz
konsantrasyonunun, nanopargaciklarin salim oranini kontrol etmek igin 6nemli bir
parametre oldugu bulunmustur. Bu nedenle, folik asit nanopargaciklarinin, protein
kapsiillenmesi ve minimum ila¢ kaybuiyla kontrollii bir sekilde salinmas1 i¢in etkili tasiyici

oldugu ortaya konulmustur (Gupta ve ark.,2017).

2.2. Antibiyotiklerin Kontrollii Ila¢ Salim Sistemleriyle Uygulamalari

Bhavane ve ark. (2007)’nin yapmis oldugu bir ¢alismada, siprofloksasin yiikli
nanoyapili aglomerali vezikiillerin (agglomerated vesicles), saglikli bir tavsan modelinin
akcigerlerindeki dagilimi incelenmistir. Aglomeralart olusturmak {izere nano boyutlu
lipozomlar arasinda g¢apraz baglar olusturulmustur. Serbest siprofloksasin, lipozomal
siprofloksasin ve siprofloksasin yiikli aglomerali lipozomlarin akciger asilanmasindan
(pulmoner instilasyonundan) sonra ilacin kan seviyeleri degerlendirilmistir. Lipozomlar ve
aglomeral1 vezikiiller 24 saat iginde kan i¢ine uzun siireli ilag salinimi gosterirken, serbest
siprofloksasinin salim gerceklestirmedigi gozlenmistir. (Bhavane ve ark., 2007).

Jain ve Banerjee (2008), kontrollii bir sekilde antibiyotik salimi i¢in nanoteknoloji
temelli sistemler gelistirmislerdir. Siprofloksasin hidroklorit yiiklii nanopargaciklari dort
farkli ilag tastyicisi kullanarak (albumin, jelatin, kitosan, lipid (kati lipit nanopargaciklari)

hazirlamiglardir. Olusturulan nanoparcaciklarin ortalama pargacik boyutlar1 ve ilag
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enkapsiilasyon verimleri incelenmistir. Albumini nanopargaciklarinin 120 saatte, kitosan
nanoparcaciklarinin 96 saatte, kati lipit nanopargaciklarinin ise 80 saatte ilaci saldig
goriilmiistiir. Kitosan ve kati lipid nanopargaciklarinin siirekli siprofloksasin salimi igin
umut verici tastyicilar oldugu sonucuna varilmistir (Jain ve Banerjee, 2008).

Azitromisin (AZl), eritromisin ile karsilagtirildiginda, hiicre i¢i gram negatif
bakterilere karsi daha iyi bir etkinlige sahip yeni bir makrolid antibiyotiktir. AZI
nanopar¢aciklarinin  PLGA  polimer kullanilarak hazirlanmast  ve hazirlanan
nanopargaciklarin etkinliginin, serbest AZI ¢ozeltisi ile karsilastirilmasi amaciyla
Azhdarzadeh ve ark. (2012) bir ¢alisma yapmustir. Bu ¢alismada, AZI nanopargaciklari
modifiye yari-emiilsiyon ¢oziicii diflizyon yontemi ile hazirlanmistir. Hazirlanan
nanoparcaciklarin AZI ¢ozeltisiyle karsilastirildiginda antibakteriyel aktiviteleri, agar kuyu
diflizyonunu kullanarak farkli bakterilerine kars1 analiz edilmistir. Nano formiilasyonun
inhibisyon bolgesi ¢aplari (IZD), muamele edilmemis AZI ile mukayese edilmistir. AZI'
nin ortalama inhibisyon konsantrasyon (MIC) degerleri, nutrient broth ortaminda seri
seyreltme yontemi kullanilarak tespit edilmistir. Nanopargaciklarin test edilen bakterilere
karst MIC degerleri serbest AZl'e kiyasla 8 kat azalmistir. Sonuglar, AZI
nanopargaciklarinin gelistirilmis bir potansiyeline isaret etmektedir ve bunlar, modifiye
yiizey Ozelliklerini, ayrica artan ila¢ adsorpsiyonunu ve alimmi gostermektedir
(Azhdarzadeh ve ark., 2012).

Simeonova ve ark. (2017) nin yaptigi bir ¢alismada, Siprofloksasin yiiklii poli (biitil
siyanoakrilat) nanopargaciklar: (CfH-PBCN) igin, par¢acik olusturma prosesleri gibi farkli
polimerizasyon teknikleri, parenteral (bagirsak disi) uygulama igin nanopargacik
ozellikleri agisindan en uygun olani segmek iizere degerlendirilmistir. Secilen teknikle
hazirlanan formiilasyonlarin boyut, boyut dagilimi, yiizey yiiki, yiikleme verimi, ilag
salma gibi parametreleri incelenmistir. Emiilsiyon polimerizasyonu, ortalama ¢ap1 300 nm'
nin altinda dar boyut dagilimina ve % 61-81 arasinda yiiksek bir ilag yiikiine sahip
nanopargaciklara yol agan en iyi teknik olarak bulunmustur. CfH' nin, polimerizasyon
isleminin baslatilmasinda yer aldig1 ve bunun da, gram pozitif bakterilerde ve dkaryotik
hiicrelerdeki etkinlige duyarlilifini azaltabilecek CfH molekiiliiniin modifikasyonuyla
sonuglandigr belirtilmistir. CfH-PBCN'nin farkli bakteri tiirlerine karsi antimikrobiyal
aktivitesi, bu ilacin polimer nanopargaciklar ile iliskisinden biiyiik 6l¢iide etkilenmedigi
sonucuna varilmistir (Simeonova ve ark., 2017).

Nairi ve ark. (2017)’nin yaptiklar1 ¢alismada, MCM-41, SBA-15 ve (amino

fonksiyonlu) SBA-15-NH: sirali mezo-gozenekli silis (OMS) malzemelerinden ampisilin
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(B-laktam penisilin benzeri antibiyotik) adsorpsiyonu ve salimi arastirilmistir. Silika
matrisler gézenek biiyiikliigli ve yiizey yiikii bakimindan farklidir. OMS 6rnekleri, kiigiik
ac1 X-1s1inlar1 sa¢ilimi1 (SAXS), transmisyon elektron mikroskopisi (TEM), N2 adsorpsiyon-
desorpsiyon izotermleri, fourier transform infrared spektroskopi (FTIR), termo gravimetrik
analiz (TGA) ve potansiyometrik titrasyonlar ile karakterize edilmistir. Hareketsizlestirilen
ve salinan ampisilinin miktari, UV-Vis spektroskopisi ile takip edilmistir. Deneysel
adsorpsiyon izotermleri, ampisilin yiiklemesinin adsorbentin gbdzenek boyutuna bagh
olmadigin1 kanitlamistir. Yiikleme miktarinin ise, sorbent yiizeyinin ylizey yiik yogunlugu
ile iligkili oldugu goriilmiistiir. Bu davranisi, SBA-15-NHx'nin protonlanmis amino grubu
ile ampisilinin negatif yiiklii karboksilat grubu arasindaki etkilesimin bir sonucu olarak
aciklanmaktadir. Siirekli bir ila¢ salimi elde etmek i¢in, matris yiizeyinin kimyasal dogasi,
dokusal oOzelliklerinden daha Onemli bir rol oynamaktadir. SBA-15-NH, matrisi,
antibiyotik ilaglarin lokal olarak siirekli salinmasi igin uygun bir aday olarak gosterilmistir

(Nairi ve ark., 2017).

2.3. BSA’nin Kontrollii fla¢ Salim Sistemlerinde Kullanilmasi

Merodio ve ark. (2001), ii¢ farkli yolla ganciclovir yiikkli BSA nanopargaciklari
hazirlamiglardir. 1. yolda etanoliin lizerine protein ¢dzeltisi damla damla karistirma altinda
katilarak bulanik hale getirilmis, glutaraldehit ile capraz baglanmistir. Elde edilen
nanopargaciga ganciclovir yiiklenmistir. 2. Yolda protein ¢ozeltisine ganciclovir katilarak
nanopar¢acik hazirlanmistir. 3. Yolda ise protein ¢ozeltisine ilag katildiktan sonra ¢apraz
baglanmig daha sonra etanol damla damla katilmistir. Hazirlanan ilag yiikli
nanopargaciklarin 37° C’de pH 7,4 tamponunda salimlar1 incelenmistir. Nanoparcacik
boyutu (nm), enkapsiilasyon verimi (%), ilag ylikleme verimi (%) sirasiyla 1. yolda 22546,
49,742,1, 14,6+1,1; 2. yolda 290+7, 65,3+2,5, 26,2+0,9; 3.yolda 320+9, 60,4+3,2, 20,8+1
olarak bulunmustur (Merodio ve ark., 2001).

Rahimnejad ve ark. (2006) tarafindan ilag salim sisteminde nanopargaciklarin tiretimi
icin BSA kullamlmustir. Uretilen nanopargaciklarin boyutu, lazer 15181 taramas: ile
Ol¢iilmiistiir. Uygun bir nanopargacik boyutu elde etmek amaciyla pH, sicaklik, BSA
konsantrasyonu, ¢alkalama hizi, glutaraldehit konsantrasyonu, organik ¢6ziicii ekleme hizi
ve BSA / organik ¢oziiciiniin orani gibi parametreler incelenmistir. Elde edilen
nanoparg¢aciklarin en kiigiik boyutu 101 nm en biiyiik boyutu 503 nm olarak belirlenmistir.
Inkiibatérde 4° C de minimum 300-400 rpm'lik sabit calkalama hiziyla nanopargaciklarin

istenen boyutu elde edilmistir. Ayrica protein konsantrasyonunun ve pargacik boyutu
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lizerine, ilave edilen organik ¢6ziiciiniin (etanol) orani arastirilmistir. (Rahimnejad ve ark.,
2006).

Hidrofilik ilaglar / peptitler, zayif ¢apraz kan-beyin gegirgenligine sahiptir. Kan-
beyin bariyeri boyunca ilaglarin efektif translokasyonu i¢in ¢esitli yiizey 6zellikleri farkli
olan gesitli ilag dagitim sistemleri bildirilmistir. Mishra ve ark. (2006)’nin yaptiklar1 bir
arastirmada, damar i¢i uygulama sonrasinda, miihendislik uygulanmis albumin
nanoparc¢aciklarin beyin hedeflemesi i¢in potansiyeli degerlendirilmistir. Suda ¢oziiniir
antiviral ila¢ azidotimidin (AZT) yiiklenmis, PEG'lenmis albumin nanoparcaciklari
glutaraldehit ile kimyasal ¢apraz baglanarak ultra-emiilsifikasyon yontemi ile
hazirlanmistir. PEG'lenmis nanopargaciklarin yilizeyi beyin hedeflemesi demirleyerek
modifiye edilmistir. Nanoparcaciklar: biiyiikliik, polidispersite, ylizeysel yik, ilag
yiklemesi ve in vitro ilag salimi i¢in karakterize edilmistir. Floresan c¢alismalari,
degistirilmemis nanopargaciklarla karsilastirildiginda beyin dokularinda transferine bagl
nanopargaciklarin artan alimmi ortaya koymustur. In vivo degerlendirmede, damar igi
uygulama sonrasinda nanoparcaciklarin doku dagiliminin degerlendirilmesi i¢in albino
sicanlar Tlizerinde c¢alismalar gerceklestirilmistir. Transferrin sabitlenmis PEG ile
hazirlanmig albumin nanoparcaciklari (Tf-PEG-NPs) kullanildiginda, AZT'nin beyin
lokalizasyonu ig¢in belirgin bir artis gézlenmistir. Dolayisiyla transferrin ligandinin beyin
hedeflemesi i¢in nanoparcaciklar iizerindeki spesifik rolii tespit edilmistir (Mishra ve ark.,
2006).

Yang ve ark. (2007) tarafindan emiilsifikasyon yoluyla 10-hidroksikamptotesin (10-
Hydroxycamptothecin) (HCPT) yiiklii BSA nanopargaciklart hazirlanmistir. Hazirlanan
ilag yiikli nanopargaciklarm 37° C’de pH 7,4, fosfat tamponunda karigtirma altinda
salimlar1 incelenmistir. Nanoparcacik boyutu 600 nm, enkapsiilasyon verimi % 58, ilag
yikleme verimi % 90,5 olarak bulunmustur. HCPT tripsin iceren yapilar pH 7,4 PBS
ortaminda 20 saat igerisinde % 90’dan fazla serbest birakabilirken, saf pH 7,4 PBS
ortaminda 40 saatte % 25’ini serbest birakabilmistir (Yang ve ark., 2007).

Maghsoudi ve ark. (2008), desolvasyon teknigi ile 5-Fluorouracil yiiklii BSA
nanoparcaciklart hazirlamiglardir. BSA nin {lizerine suda ¢oziinmiis ilag ¢cozeltisi eklenerek
oda sicakliginda inkiibe edilerek istenen pH degerine getirilmistir. Oda sicakliginda 550
rpm’de desolvasyon ajani olan etanol eklenmistir. % 8’lik glutaraldehit eklenerek gece
boyu karigtirma altinda ¢apraz baglama gergeklestirilmistir. Elde edilen nanopargacik

santifiijlenmistir. Pellet NaCl ¢ozeltisinde dagitilmustir. Tlag yiiklii BSA nanoparcaciklarin
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salimi diyaliz ve sonrasinda spektrofotometrik olarak incelenmistir. Nanopargacik boyutu
210 nm olarak bulunmustur (Maghsoudi ve ark., 2008).

Zu ve ark. (2009)’nin yapmus olduklari ¢alismada in vitro kosullarda PC-3 hiicrelerini
hedefleyen epigallokatekin-3-gallat (EGCG) BSA nanoparcaciklari ve etkinlik yeteneginin
degerlendirilmesi igin, folat aracili EGCG BSA nanopargaciklar1 (FA-EGCG-BSANP)
hazirlanmistir. Nanoparcgaciklarin morfolojisi ve pargacitk boyutu atomik kuvvet
mikroskopu (AFM) ile belirlenmistir. HPLC, EGCG'nin enkapsiilasyon verimi ve ilag
ylikleme hizim1 analiz etmek i¢in kullanilmistir. BSA nanopargaciklar1 lizerindeki folat
konjligasyonunun miktar1 ultraviyole (UV) spektrofotometre analizi ile belirlenmistir. PC-
3 hedefleme kabiliyeti, lazer tarama konfokal mikroskopu (LSCM) ve florofotometre
mikroskopu kullanilarak gozlenmis ve FA-EGCG-BSANPmin etkinligi MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5 Diphenyltetrazolium Bromide) yontemiyle degerlendirilmistir.
FA-EGCG-BSANP' nin morfolojisi ve pargacik boyutu ortalama 200 nm olarak
belirlenmigtir. Kiiltiirlenmis PC-3 hiicreleri tarafindan aliman FA-EGCG-BSANP,
konsantrasyona bagli olarak EGCG-BSANP miktarinin 23,65 katidir. FA-EGCG-BSA ile
tedavi edilen PC-3 hiicrelerinin 6lim oram1 % 82,8 iken, EGCG ve EGCG-BSANP ile
tedavi edilenler sirastyla % 58,6 ve % 55,1°dir. PC-3 hiicrelerinin 6liim orant,
nanopargaciklarin alim miktart ile pozitif korelasyon gostermistir (Zu ve ark., 2009).

Zhao ve ark. (2010), desolvasyon teknigi ile paklitaksel (paclitaxel) yiikli BSA
nanoparcaciklart hazirlamislardir. Bu ¢aligmada; suda ¢6ziinmeyen antikanser ilact olan
paklitaksele desolvasyon ajani olan etanol eklenerek glutaraldehit ile capraz baglanmistir.
Ilag tutma ve yiikleme verimi yaklasik olarak sirasiyla % 95,3 ve % 27,2 olarak
bulunmustur (Zhao ve ark., 2010).

Yu ve ark. (2014)’nin yapmis olduklar1 bir ¢alismada, BSA nanoparcaciklari,
desolvasyon yontemi ve bunu takiben glutaraldehit fiksasyonu ve 1s1 denatiirasyonu ile
hazirlanmistir. Nanopargaciklar ortalama 492 nm capli kiiresel sekilde gézlenmistir. Model
ila¢ olarak rodamin B kullanilmistir. Rodamin B yiiklii nanopargaciklar, kontrolli salinim
profili gostererek, kemik spiral tabakada biriktirilmistir. BSA nanopargaciklarinin, i¢ kulak
hastaliklarinin  tedavisinde lokal ilag verme alaninda potansiyel uygulamalar
gosterebilecegi bildirilmistir (Yu ve ark., 2014).

Kontrollii salim sistemlerinde; ilacin belli dozda, belli hiicreye ya da dokuya
hedeflendirilmesinden dolayr zararli etkiler ve ihtiyag duyulan ila¢ miktan
azaltilabilmektedir. Bu sebeplerden dolayr kontrollii salim sistemleri bugiin bir¢ok

hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu ¢alisma da; cesitli stratejilerle hazirlanmis
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capraz bagli protein nanoagregatlarinin kontrollii ila¢ saliminda kullanilabilme potansiyeli
incelenmistir. Calismada; model protein olarak sigir serum albumini (BSA) kullanilmistir.
Protein nanoparcaciklari, bir tanesi denatiire edici digeri ise yapiyr koruyucu iki farkli
yontemle hazirlanmistir. Model bilesik olarak rodamin B kullanilmis ve hedef bilesik olan
kloramfenikoliin farkli yoOntemlerle hazirlanan BSA nanoparcaciklarina yiliklenme

kapasiteleri ve verimleri ile kontrollii salimlar1 incelenerek karsilastirilmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
Bu arastirmada kullanilan tim kimyasallar analitik saflikta olup Sigma - Aldrich

veya Merck firmalarindan saglanmistir.

3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Sigir serum albumini (lyophilized powder fraksiyon V), kloramfenikol, rodamin B,
Coomassie Brilliant Blue G250, sodyum hidroksit, fosforik asit, asetik asit, borik asit,
potasyum kloriir, etanol, dekstran (Sigma 09184, Leuconostoc spp., mol kiitlesi = 100,000),
glutaraldehit (% 25), sodyum meta periyodat, sodyum bor hidriir, sodyum kloriir, sodyum
dihidrojen fosfat, ~12 kDa gzenek boyutuna sahip seliiloz diyaliz membrani (Sigma D9652,
MW 12203 Da), ters 0zmoz su

3.1.2. Cozelti ve Reaktiflerin Hazirlanisi

3.1.2.1. Tampon Cozeltiler

0,1 M pH =5 PBS: 3.90 g sodyum di hidrojen fosfat bir miktar ters ozmoz suda
¢ozildi, %o 1 olacak sekilde sodyum kloriir eklendi, pH’1 5’e ayarlandi ve 250 mL’ye ters
0zmoz su ile tamamlandi.

0,1 M pH = 7,4 PBS: 3.90 g sodyum di hidrojen fosfat bir miktar ters ozmoz suda
¢oziildii, %o 1 olacak sekilde sodyum kloriir eklendi, pH’1 7,4’e ayarlandi ve 250 mL’ye
ters 0zmoz su ile tamamlandi.

0,2M pH=2BRT: 0,558 g NaOH, 2,301 g H3BO4, 2,136 mL CH3COOH, 2,502 mL
H3PO4 ve 5,964 g KCI bir miktar suda ¢oziildii ve pH’1 2 ye ayarlandi ve 500 mL’ye ters
0zmoz su ile tamamlandi.

0,2 M pH =6 BRT: 2,386 g NaOH, 1,736 g H3BO4, 1,612 mL CH3COOH, 1,887 mL
H3PO4 ve 2,959 g KCI bir miktar suda ¢oziildii ve pH’1 6 ye ayarlandi ve 500 mL’ ye ters
ozmoz su ile tamamlanda.

0,02 M pH =6 BRT: 50 mL 0,2 M pH=6 BRT tamponu balon jojeye alinarak 500
mL’ye ters ozmoz su ile tamamlandi

0,2 M pH =7 BRT: 2,574 g NaOH, 1,622 g H3BOa, 1,5057 mL CH3COOH, 1,763
mL H3PO4 ve 1,804 g KCI bir miktar suda ¢oziildii ve pH’1 7 ye ayarlandi ve 500 mL ye

ters 0zmoz su ile tamamlandi.
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0,02 M pH =7 BRT: 50 mL 0,2 M pH=7 BRT tamponu balon jojeye alinarak 500
mL’ye ters 0zmoz su ile tamamlandi.

0,2 M pH =9 BRT: 3,224 g NaOH, 1,477 g H3BOg4, 1,371 mL CH3COOH, 1,605 mL
HsPOg4 bir miktar suda ¢oziildii ve pH’1 9 ye ayarland1 ve 500 mL ye ters ozmoz su ile
tamamlandi.

0,02 M pH =9 BRT: 50 mL 0,2 M,pH=9 BRT tamponu balon jojeye alinarak 500

mL’ye ters ozmoz su ile tamamlandi.

3.1.2.2. Diger Cozeltiler

2 mg/mL Kloramfenikol ¢ozeltisi: 200 mg kloramfenikol tartilarak bir miktar ters
ozmoz suda ¢oziildii ve ters 0zmoz su ile 100 mL ye tamamlandi.

2 mg/mL Rodamin B ¢ozeltisi: 200 mg rodamin B tartilarak bir miktar ters 0zmoz
suda ¢0ziildii ve ters ozmoz su ile 100 mL ye tamamlandi.

10 mg/mL BSA c¢ozeltisi: 1 g BSA tartilarak bir miktar 0,02 M pH=7 BRT’da
¢oziildi ve 0,02 M pH=7 BRT ile 100 mL’ye tamamlandi.

3.1.2.3. Bradford Reaktifi
10 mg Coommassie Brillant Blue (G-250) 12,5 mL % 95’lik etanol igerisinde
¢oziildii. Uzerine 13,75 mL % 88’lik H3POy ilave edilerek ters ozmoz su ile 250 mL’ye

tamamlanda.

3.1.3. Arag ve Gerecler

UV - Vis Spektrofotometre (PerkinElmer Lambda25), mikrosantrifiij (Hettich
EBAZ21), sogutuculu santrifiij (Niive NF800R), pH metre (Inolab WTW720), vorteks cihazi
(Velp Scientifica 2x%), analitik terazi (Precisa XB220A), 1siticili manyetik karistirict (Velp
Scientifica ARE), inkiibator (Heidolph 1000), Thermomixer (Ependorf Termomixer C),
Taramali elektron mikroskobu (SEM) (JEOL JSM-7100F), kaplama cihazi (Quorum),
Dinamik 1s1n sagilimi (DLS) (Brookhaven Ins. & Corp. 90 Plus)

31



3.2. Yontem

3.2.1. Maksimum Dalga Boyunun Tespiti

3.2.1.1. Rodamin B’nin Maksimum Sogurma Yaptig1 Dalga Boyutunun Tespiti

0,5 - 4 ppm konsantrasyon araliginda rodamin B ¢0zeltileri hazirlanarak UV-Vis
spektrofotometresinde 400-800 nm dalga boyu araliginda tarama yapildi (Yu ve ark.,
2014).

3.2.1.2. Kloramfenikoliin Maksimum Sogurma Yaptigi Dalga Boyutunun
Tespiti

5-55 ug/mL standart kloramfenikol ¢ozeltileri hazirlanarak  UV-Vis
spektrofotometresinde 200-400 nm araliginda tarama yapildi (Hegazy ve ark., 2015 ).

3.2.2. Protein Tayini

Protein tayini sigir serum albumininin (BSA), Comassie Brilliant Blue G250 ile
verdigi reaksiyon sonucunda olusan renkli kompleksin absorbansinin spektrofotometrik
olarak takip edilmesi ile gerceklestirildi Bradford yontemine gore; 150 pL 6rnegin iizerine
3 mL Bradford reaktifi eklenerek ve 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. 595 nm’de
absorbansa bakildi (Bradford, 1976).

3.2.3. Dekstran Oksidasyonu

1,65 g dekstran 50 mL ters ozmoz su igerisinde ¢oziilerek igerisine 3,85 g sodyum
metaperiyodat eklendi. Cozelti oda sicakliginda 90 dk. karistirilarak dekstran oksidasyonu
gerceklestirildi. Reaksiyon sirasinda ¢ozelti =12 kDa gozenek boyutuna sahip seliiloz
diyaliz membran1 kullanilarak her seferinde 5 L ters 0ozmoz suya kars1 oda sicakliginda en

az 2 saat olmak iizere 5 kez diyaliz edildi (Mateo ve ark., 2003).

3.2.4. Girisim Calismalari

3.2.4.1. Kullamlan Kimyasallarin Girisim Etkilerinin incelenmesi

Etanol, ters ozmoz su, 2,5 mg/mL kloramfenikol, 10 mg/mL BSA, pH 7,4 PBS,
dekstran polialdehit ve sodyum borhidriir UV-Vis spektrofotometresinde 200-400 nm.

dalga boyu araliginda taranarak girisim yapan kimyasallar belirlendi.
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3.2.4.2. Sodyum Borhidriiriin BSA’e Girisim Etkisi

Ters ozmoz suda hazirlanan 1 mg/mL BSA ¢ozeltisi UV-Vis spektrofotometresinde
200-400 nm dalga boyu araliginda tarandi. BSA ¢6zeltisine buz banyosunda, 1 saat,
karistirma altinda 1 mg/mL olacak sekilde sodyum borhidriir eklendi. UV-Vis
spektrofotometresinde 200-400 nm dalga boyu araliginda tarandi. Hem serbest BSA’nin
hem de indirgenmis BSA’nin verdikleri absorbanslar dogrultusunda birbirlerine olan

girisimleri incelendi.

3.2.4.3. Sodyum Borhidriiriin Rodamin B’ye Girisim Etkisi

Ters ozmoz suda hazirlanan 4 ppm rodamin B ¢ozeltisi UV-Vis
spektrofotometresinde 400-800 nm dalga boyu araliginda tarandi. Rodamin B ¢ozeltisine
buz banyosunda, 1 saat, karigtirma altinda 1 mg/mL olacak sekilde sodyum borhidriir
eklendi. UV-Vis spektrofotometresinde 400-800 nm dalga boyu araliginda tarandi. Hem
serbest Rh B’nin hem de indirgenmis Rh B’nin verdikleri absorbanslar dogrultusunda

birbirlerine olan girigimleri incelendi.

3.2.4.4. Sodyum Borhidriiriin Kloramfenikole Girisim Etkisi

Ters ozmoz suda hazirlanan 45 pg/mL  kloramfenikol ¢ozeltisi UV-Vis
spektrofotometresinde 200-400 nm dalga boyu araliginda tarandi. Kloramfenikol
¢ozeltisine buz banyosunda, 1 saat, karistirma altinda 1 mg/mL olacak sekilde sodyum
borhidriir eklendi. UV-Vis spektrofotometresinde 200-400 nm dalga boyu araliginda
tarand1i. Hem serbest kloramfenikoliin hem de indirgenmis kloramfenikoliin verdikleri

absorbanslar dogrultusunda birbirlerine olan girisimleri incelendi.

3.2.5. BSA Nanopar¢aciklarinin Hazirlanmasi
BSA nanopargaciklari, klasik desolvasyon (Yu ve ark., 2014) ve sok agregasyon
yontemleri kullanilarak hazirlandi (Schoevaart ve ark., 2004).

3.2.5.1. BSA Nanoparcaciklarinin Optimizasyonu
3.2.5.1.1. Etanol-BSA Coktiirme Optimizasyonu

Farkli Etanol-BSA Oranlarinda Coken Protein Miktarinin Belirlenmesi;
1,5 mL’lik santrifiij tiiplerine 400 uL 10 mg/mL BSA ¢ozeltisi eklendi. Uzerine 600
pL soguk etanol (-18° C’de bekleyen) katilip vortekslenerek -18° C’de 15 dk’da ¢oktiiriildii
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(% 60 etanol-BSA). Olusan agregat 12000 rpm’de 10 dk santrifiijlenerek siipernatant
fazinda Bradford yontemine gore protein tayini yapildi. Coken protein miktar1 ve ¢oken
protein konsantrasyonlari hesaplandi.

Yukarida % 60 etanol-BSA orani i¢in anlatildig1 gibi son hacim 1 mL olacak sekilde
% 70, 80 ve 90 i¢in de denendi ve en uygun etanol-BSA ¢oktiirme orani belirlendi. Tiim
islemler hem ters 0zmoz suda hazirlanan BSA hem de 0,02 M pH=7 BRT de hazirlanan
BSA igin ayr1 ayn gergeklestirilmistir.

Farkl1 Etanol-BSA Oranlarinda Parcacik Boyutunun Incelenmesi:

Termomikserde (4° C, 700 rpm) 50 mL’lik falkonlara % 60, 70, 80, 90 etanol-BSA
(ters ozmoz suda) toplam hacim 5 mL olacak sekilde 30 dk karistirilarak c¢oktiiriildii.
Olusan agregatin 3 mL sinde dinamik 151k sagilimi metodu (DLS) ile parcacik boyutuna
bakaldu.

Farkli pH’larda Pargacik Boyutunun Incelenmesi;

Termomikserde (4° C, 700 rpm) 50 mL’lik falkonlara % 70 etanol-BSA (0,02 M pH
6, 7, 9 BRT) toplam hacim 5 mL olacak sekilde 30 dk karistirilarak ¢oktiiriildii. Olusan
agregatin 3 mL’sinde dinamik 151k sa¢ilimi1 metodu (DLS) ile parcacik boyutuna bakildi.

3.2.5.1.2. Capraz Baglama Optimizasyonu

% 70 Etanol igin farkli miktarlarda glutaraldehit ve dekstran polialdehit ile ¢apraz
baglama gerceklestirildi. 4 ayr1 falkonda 3,5 mL etanole 1,5 mL 10mg/mL BSA (ters
0zmoz suda) eklenerek termomikserde (4° C, 700 rpm) 30 dk ¢oktiirtildi. 1. falkona % 2,5
1 mM glutaraldehitten 19 pL, 2. falkona % 2,5 0,5 mM glutaraldehitten 9,5 puL, 3. falkona
250 pL dekstran polialdehit 4. falkona 125 pL dekstran polialdehit eklenerek 25° C, 700

rpm’de 3 saat ¢apraz baglandi.

3.2.5.2. Ol¢ek Biiyiitme Calismalar

Elde edilen optimizasyon bulgularmin dogrultusunda; termomikserde (4° C, 700
rpm) 50 mL’lik falkonda 15 mL 10 mg/mL BSA (pH=7 0,02 M BRT’de) iizerine 35 mL
soguk etanol eklendi. 30 dk termomikserde ¢oktiiriildii. Olusan agregat magnetik
karistiricida 2,5 mL dekstran polialdehit ile 25° C, 700 rpm’de 3 saat ¢apraz baglandi ve
gorsel olarak incelendiginde mikro-nanopargacik karisimi olustugu gorildi. Capraz
baglama islemi 2,5 mL dekstran polialdehit yerine 250 pL dekstran polialdehit ile denendi

ve nanopargacik olusumu goézlendi. Bradford yontemine gore yapilan protein tayini
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sonucuna gore ortalama % 95’in lizerinde BSA’nin ¢apraz baglandig1 sonucuna varildi.

BSA nanopargaciklarinin iiretim presediirii de bu bilgiler dogrultusunda olusturuldu.

3.2.5.3. BSA Nanoparcaciklarimin Uretimi

3.2.5.3.1. Desolvasyon Yontemi

Coktiirme islemi termomikserde (4° C, 700 rpm) 50 mL’lik falkonlara 10 mg/mL
BSA (pH=7 0,02 M BRT’de) 15 mL eklendi iizerine 35 mL soguk etanol damla damla
katildi. 30 dk termomikserde ¢oktiiriildii (Yu ve ark., 2014).

3.2.5.3.2. Sok Coktiirme Yontemi
Coktiirme islemi termomikserde (4° C, 700 rpm) 50 mL’lik falkonlarda 35 mL soguk
etanoliin tizerine 15 mL 10 mg/mL BSA (pH=7 0,02 M BRT’de) aniden eklendi. 30 dk

termomikserde ¢oktiiriildii (Schoevaart ve ark., 2004).

3.2.5.3.3. Capraz Baglama
Olusan agregat (50 mL) magnetik karistiricida 250 pL dekstran polialdehit ile 25°C,
700 rpm’de 3 saat ¢apraz baglandi (Schoevaart ve ark., 2004).

3.2.5.3.4. indirgeme
1 mg/mL NaBHgs ile 1 saat magnetik karistiricida buz banyosunda karigtirilarak
indirgendi (2 Kez).

3.2.5.3.5. Yikama
Elde edilen BSA nanopargacik preparatlarindan, serbest proteini uzaklastirmak
amaciyla 0,02 M pH=7 BRT ile serbest protein ortamdan uzaklasincaya kadar yikand1 (3-

4 kez). Her yikamadan sonra protein tayini yapildi.

3.2.6. Rodamin B / Kloramfenikol Yiiklii BSA Nanoparcaciklarinin Uretimi

Termomikserde (4° C, 700 rpm) 50 mLlik falkonlarda farkli miktarlarda rodamin B
ve kloramfenikol ayri ayr1 35 mL etanolde ¢oziildi, 15 mL 0,02 M pH=7 BRT de
hazirlanmis BSA ¢ozeltisi (10 mg/mL) aniden eklendi. 30 dk termomikserde ¢oktiiriildii.
Olusan agregat (50 mL) magnetik karistiricida 250 pL dekstran polialdehit ile 25° C, 700
rpm’de 3 saat ¢apraz baglandi. 1 mg/mL NaBHas ile 1 saat magnetik karistiricida buz
banyosunda karistirilarak indirgendi (2 Kez). Elde edilen rodamin B ve kloramfenikol
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yiiklii BSA nanopargaciklarindan, serbest proteini ortamdan uzaklastirmak amaciyla, 0,02
M pH=7 BRT ile serbest protein ortamdan uzaklasincaya kadar yikandi (3-4 kez). Her
yikamadan sonra protein tayini yapildi (Merodio ve ark., 2001).

3.2.7. Morfoloji Calismalar:

Uretilen yapilarin morfolojik incelenmesi Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile
gerceklestirip, dinamik 151k sa¢ilimi metodu (Dynamic light scattering (DLS)) ile
desteklenmistir.

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile yiizey goriintileri alinmadan once.
numunelerin iletkenlik 6zelliklerini arttirmak i¢in Quorum kaplama cihazinda 8x10%
mbar/Pa vakum uygulanip, 10 mA voltaj uygulanarak altin-paladyum (% 80-20) kaplama
islemi gergeklestirildi. Daha sonra 15,0 -20,0 kV voltaj uygulanarak fotograflar ¢ekildi.

3.2.8. Tla¢ Yiikleme Cahsmalar:

3.2.8.1. BSA Nanoparcaciklarina Rodamin B Yiikleme

Bes ayn falkon tiipiinde 0,08 g BSA nanoparcacigi 26, 22, 18, 16 ve 14 mL ters
0zmoz suda dagitildi. Hazirlanan 2 mg/mL rodamin B ¢6zeltisinden sirasiyla; 4, 8, 12, 14,
16 mL eklenerek oda kosullarinda (=25°C), 700 rpm’de 2 saat karistirildi. 4° C, 4000
rpm’de 15 dk. santrifiijlendi. UV-Vis spektrofotometresinde 554 nm dalga boyunda
absorbansina bakildi. Yiiklenmemis rodamin B’yi ortamdan uzaklastirmak i¢in 3 kez ters
0zmoz su ile yikama islemi yapildi. Asagidaki formiiller kullanilarak ila¢ ylikleme ve

enkapsiilasyon verimleri hesaplandi. Her bir yiikleme ii¢ kez tekrarlandi (Yu ve ark., 2014).

) Nanoparcaciklarda yiiklenmis kimyasal miktar
[la¢ Yiikleme Kapasitesi (w/w%) = X 100
Nanopargacik miktar

3.1)

Nanoparcaciklarda yiiklenmis kimyasal miktar
Enkapsiilasyon Verimi (w/w%) = X 100
Baslangicta eklenen kimyasal miktar

(3.2)
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3.2.8.2. BSA Nanoparcaciklarina Kloramfenikol Yiikleme

Bes ayn falkon tiipiinde 0,08 g desolvasyon yontemine gore hazirlanmig BSA
nanopargacigl 26, 22, 18, 16 ve 14 mL ters ozmoz suda dagitildi. Hazirlanan 2 mg/mL
kloramfenikol ¢ozeltisinden sirasiyla; 4, 8, 12, 14, 16 mL eklenerek oda kosullarinda (=25°
C), 700 rpm’de 2 saat karigtirtldi. 4° C, 4000 rpm’de 15 dk. santrifiijlendi.

Bes ayr falkon tiipiinde 0,08 g sok ¢oktliirme yOntemine gore hazirlanmig BSA
nanopargacigl 26, 22, 18, 14 ve 5 mL ters ozmoz suda dagitildi. Hazirlanan 2 mg/mL
kloramfenikol ¢ozeltisinden sirasiyla; 4, 8, 12, 16, 25 mL eklenerek oda kosullarinda (=25°
C), 700 rpm’de 2 saat karistirildi. 4° C, 4000 rpm’de 15 dk. santrifiijlendi.

UV-Vis spektrofotometresinde 277 nm dalga boyunda (kloramfenikol + serbest
protein) absorbansina bakildi. 280 nm de serbest proteinin girisiminden dolay1 ayni
orneklerde Bradford yontemi ile protein tayini yapildi. Bradford yontemiyle 6rneklerde
oOlgiilen protein konsantrasyonlarinda standard BSA c¢ozeltileri hazirlanarak absorbans
Ol¢iimleri yapildi. Kloramfenikol + serbest protein’in absorbansindan protein absorbansi
cikarilarak kloramfenikol absorbansi tespit edildi. Yiiklenmemis kloramfenikolii ortamdan
uzaklastirmak i¢in 3 kez ters 0zmoz su ile yikama iglemi yapildi. B6liim 3.2.6.1°de verilen
formiiller kullanilarak ila¢ yiikleme ve enkapsiilasyon verimleri hesaplandi. Her bir

yiikleme ii¢ kez tekrarland1 (Yu ve ark., 2014).

3.2.9. Salim Calismasi
3.2.9.1. Rodamin B Yiiklii BSA Nanopar¢aciklarimin Salim Calismasi

Rodamin B yiiklii BSA nanopargaciklart 100 mL pH =2 BRT, pH =5, 7,4 PBS’de
dagitildi. 37° C, 200 rpm’de inkiibe edildi. Belli araliklarda 1,5 mL 6rnek alinip 12000
rpm, 10 dk santrifiijlenip siipernatantin 554 nm’deki absorbansina bakildi (Sarabia-Sainz
ve ark., 2015).

Salim miktar1 sekil 4.3. de gosterilen rodamin B’nin kalibrasyon grafigindeki
denklem kullanilarak hesaplandi.

y =0,2582x-0,0247

denkleminde y ile belirtilen yere spektrofotometreden okunan absorbans degeri
almarak ppm cinsiden derisim bulundu. Gerekli islem yapilarak (/1000) derisim mg/mL’ye
cevrildi. Toplam hacim ile ¢arpilarak mg olarak ne kadar salim yaptig1 bulundu. Asagidaki

formiil kullanilarak kiimiilatif salim (%) miktar1 hesaplandu.
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. . Salinan kimyasal miktari (m
Kiimiilatif salim (%) = y (mg)

* 100 (3.3)

Yiiklenen kimyasal miktar1 (mg)

3.2.9.2. Kloramfenikol Yiiklii BSA Nanoparcaciklarinin Salim Calismasi

Kloramfenikol yiiklii BSA nanopargaciklar1 100 mL pH=2 BRT, pH =5, 7,4 PBS’de
dagitildi. 37° C, 200 rpm’de inkiibe edildi. Belli araliklarda 1,5 mL 6rnek alinip 12000 rpm
10 dk santrifiijlenip siipernatantin 277 nm’deki absorbansina bakildi (Sarabia-Sainz ve
ark., 2015). Serbest proteinin girisiminden dolay1r her 6rnekte protein tayini yapildi.
Kloramfenikol + protein miktarindan protein miktar1 ¢ikarilarak kloramfenikol miktari
bulundu.

Salim miktar1 sekil 4.4. de gosterilen kloramfenikoliin kalibrasyon grafigindeki
denklem kullanilarak hesaplandi.

y =0,0259x + 0,009

denkleminde y ile belirtilen kloramfenikoliin absorbans degeri alinarak pg/mL
cinsiden derisim bulundu. Gerekli islem yapilarak (/1000) derisim mg/mL’ye cevrildi.
Toplam hacim ile ¢arpilarak mg olarak ne kadar salim yaptig1 bulundu. B6liim 3.2.9.2. de

verilen formiil kullanilarak kiimiilatif salim (%) miktar1 hesaplandi.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Maksimum Dalga Boyunun Tespiti

4.1.1. Rodamin B’nin Maksimum Sogurma Yaptig1 Dalga Boyutunun Tespiti

Bolim 3.2.1.1. de anlatildign gibi dalga boyu taramasi yapilmistir. UV-Vis
spektrofotometresinden alinan absorbans degerleri dalga boyuna kars1 grafige gecirilmistir.

Sekil 4.1. de gosterildigi gibi maksimum dalga boyu Amax = 554 hm olarak bulunmustur.

1,2

Amax = 9954 nm

Absorbans
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Dalga Boyu (nm)
0,5 ppm =1 ppm 2 ppm =3 ppm =4 ppm

Sekil 4.1. Rodamin B’nin maksimum sogurma yaptig1 dalga boyu
4.1.2. Kloramfenikoliin Maksimum Sogurma Yaptig1 Dalga Boyutunun Tespiti
Bolim 3.2.1.2. de anlatildigi gibi dalga boyu taramasi yapilmistir. UV-Vis

spektrofotometresinden alinan absorbans degerleri dalga boyuna kars1 grafige gecirilmistir.

Sekil 4.2. de gosterildigi gibi maksimum dalga boyu Amax = 277 nm olarak bulunmustur.
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Sekil 4.2. Kloramfenikoliin maksimum sogurma yaptig1 dalga boyu

4.2. Standart Grafiklerin Olusturulmasi

4.2.1. Rodamin B Kalibrasyon Grafigi

0,2-4 ppm konsantrasyon araliginda rodamin B ¢ozeltilerinin 554 nm’de verdikleri
absorbanslar kullanilarak sekil 4.3. deki kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Grafikten

elde edilen dogru denklemi daha sonra Rh B miktarlarini1 hesaplamak igin kullanilmistir.

1,2
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Derisim (ppm)

Sekil 4.3. Rodamin B kalibrasyon grafigi
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4.2.2. Kloramfenikol Kalibrasyon Grafigi

1-100 pg/mL ters ozmoz suda kloramfenikol ¢ozeltileri hazirlanarak 277 nm’de
verdikleri absorbanslar kullanilarak sekil 4.4 deki kalibrasyon grafigi olusturulmustur.
Grafikten elde edilen dogru denklemi daha sonra kloramfenikol miktarlarin1 hesaplamak

icin kullanilmistir.

2,5 -
n 2
3 y = 0,0259x + 0,009
5" < R?=10,9979
<, .

0,5 )

o &
0 20 40 60 80 100 120
Derigim (png/mL)

Sekil 4.4. Kloramfenikoliin kalibrasyon grafigi

4.3. Protein Tayini

Bolim 3.2.2. de anlatildigi gibi BSA i¢in Bradford yontemiyle protein tayini
yapilmistir. UV-Vis spektrofotometresinden alinan absorbanslar kullanilarak sekil 4.5.
deki kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Hazirlanan her yeni Bradford reaktifi i¢in yeni

kalibrasyon grafigi hazirlanmistir ve bu grafiklerden bir tanesi gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Protein kalibrasyon grafigi (BSA)

4.4, Kullanilan Kimyasallarin Girisim Etkilerinin incelenmesi

Boliim 3.2.4.1. de anlatildig1 gibi deneyler siiresince kullanilan kimyasallarin girigim
etkileri incelenmistir. UV-Vis spektrofotometresinden alinan absorbanslar kullanilarak
sekil 4.6. daki grafik olusturulmustur. Kloramfenikol ve BSA ¢ozeltileri 280 nm.’de pik
verirken diger kimyasallarin pik vermedigi gézlenmistir. BSA’ nin kloramfenikole yaptigi
girisimden dolay1 yiikleme ve salim ¢alismasinda kloramfenikol takibi yapilirken protein

tayini de yapilmistir.

=
<
'_g 2
Z 1
<
SETFASILPRINELERILELZIRIISIELE S
_1(‘\IC‘\J(‘\I(‘\IC‘\I(‘\INNNNNNNmmmmmmmmmmmmﬁ'
Dalga Boyu (nm)
Etanol pH=7.4 PBS
Ters ozmoz su 10 mg/mL BSA
—2_5 mg/mL Kloramfenikol Dekstran polialdehit
= Sodyum borhidriir

Sekil 4.6. Kullanilan kimyasallarin girisim etkisi
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4.4.1. Sodyum Borhidriiriin BSA’e Girisim Etkisi

Boliim 3.2.4.2. de anlatildig1 gibi sodyum borhidriiriin BSA’e olan girisim etkisi
incelenmistir. Serbest BSA’nin ve indirgenmis BSA’nin verdigi absorbanslar kullanilarak
sekil 4.7. deki grafik olusturulmustur. Sodyum borhidriiriin serbest BSA’e girisim

yapmadig1 gorilmiistiir.

Absorbans
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280
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Dalga Boyu (nm)

——=BSA Cozeltisi Indirgenmis BSA Cozeltisi

Sekil 4.7. Sodyum borhidriiriin BSA’e girisim etkisi

4.4.2. Sodyum Borhidriiriin Rodamin B’ye Girisim Etkisi

Boliim 3.2.4.3. de anlatildigi gibi sodyum borhidriiriin Rh B’ye olan girisim etkisi
incelenmistir. Serbest Rh B’nin ve indirgenmis Rh B’nin verdigi absorbanslar kullanilarak
sekil 4.8. deki grafik olusturulmustur. Sodyum borhidriiriin serbest Rh B’ye girisim

yapmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.8. Sodyum borhidriiriin rodamin B’ye girisim etkisi

4.4.3. Sodyum Borhidriiriin Kloramfenikole Girisim Etkisi

Boliim 3.2.4.4. de anlatildig1 gibi sodyum borhidriiriin kloramfenikole olan girisim
etkisi incelenmistir. Serbest kloramfenikol ve indirgenmis kloramfenikoliin verdigi
absorbanslar kullanilarak sekil 4.9. daki grafik olusturulmustur. Sodyum borhidriiriin

serbest kloramfenikole girisim yapmadigi goriilmiistiir.

1,8
16
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Absorbans

200
208
216
224
232
240
248
256
264
272
280
288
296
304
312

omwgmomw#
[ By ] w0 M~ 00
L T o T O 0 T w0 O T B 0

392
400

Dalga Boyu (nm)

——Kloramfenikol =~ =——Indirgenmis kloramfenikol

Sekil 4.9. Sodyum borhidriiriin kloramfenikole girisim etkisi
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4.5. BSA Nanoparcaciklarinin Optimizasyonu

4.5.1. Etanol-BSA Coktiirme Optimizasyonu

45.1.1. Farkh Etanol-BSA Oranlarinda Parc¢acik Boyutunun Incelenmesi

Boliim 3.2.5.1.1. de anlatildig1 gibi farkli etanol-BSA oranlar1 kullanilarak agregatlar
elde edilmistir. Elde edilen agregatlarin dinamik 1s1k sag¢ilimi metodu (DLS) ile pargacik
boyutuna bakilmistir. Pargacik boyutlar1 ve etanol-BSA oranlar1 kullanilarak sekil 4.10.
daki grafik olusturulmustur.

0 I I - .
60 70 80 90

Etanol (%)

Par¢acik Boyutu (nm)
s & 8 % 8

%]
o

Sekil 4.10. Farkl: etanol-BSA oranlarinda pargacik boyutu

4.5.1.2. Farkh Etanol-BSA Oranlarinda Coken Protein Miktarimin Belirlenmesi

Boliim 3.2.5.1.1. de anlatildig1 gibi % 60, 70, 80 ve 90 etanol oranlarinda ¢oken
protein miktart % ve mg cinsinden hesaplanarak etanol-BSA oranlarina karsi grafige
gecirilmistir. Etanol (¢oktiiriicii) miktar1 arttikca ¢oken protein miktarinin artmasi
beklenirken sonuglarin bu sekilde olmadigi goriilmiistiir. Cilinkii; yapilan ¢aligmada etanol
miktart arttikga protein miktar1 azalmigtir. Buna bagli olarak da sonuclar degisiklik
gostermigtir. Calisilan % 60 - 90 ¢oktiirme araliginda en iyi sonucun % 70 etanol orani
oldugu sekil 4.12. ve sekil 4.13. deki grafiklerden goriilmektedir. Bu sonuglar
dogrultusunda; % 70 Etanol 0,02 M pH=7 BRT ortaminda c¢oktiirme isleminin

gerceklestirilmesine karar verilmistir.
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Sekil 4.12. Farkli etanol-BSA oranlarinda ¢oken protein miktari (mg)
4.5.1.3. Farkh pH’larda Parc¢acik Boyutunun Incelenmesi
Bolim 3.2.5.1.1 de anlatildig1 gibi farkli pH’larda pargacik boyutlar1 incelenmistir. Elde

edilen agregatlarin dinamik 151k sac¢ilimi1 metodu (DLS) ile pargacik boyutuna bakilmistir.
Parcacik boyutlar1 ve pH degerleri kullanilarak sekil 4.11. deki grafik olusturulmustur.
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Sekil 4.13. % 70 Etanol-BSA’nin farkli pH’lardaki pargacik boyutu

4.5.2. Capraz Baglama Optimizasyonu

Boliim 3.2.5.1.2. de anlatildig1 gibi % 70 etanol i¢in farkli miktarlarda glutaraldehit
ve dekstran polialdehit ¢apraz baglama gergeklestirilmistir. Glutaraldehit icin her iki
miktarda da gozle goriilebilecek biiyiikliikte mikropargaciklar olusurken, dekstran
polialdehit i¢in her iki miktarda da nanopargacik olusumu gozlenmistir. Bu sonuglara

dayanarak capraz baglama ajani olarak dekstran polialdehit tercih edilmistir.

4.6. BSA Nanoparcaciklarinin Hazirlanmasi
4.6.1. Desolvasyon Ydntemi
Boliim 3.2.5.3.1. de anlatildig1 gibi desolvasyon yontemine gore literatiir ile uyumlu

olarak 448 nm boyutlarinda BSA nanoparcaciklar1 hazirlanmistir (Yu ve ark., 2014).

4.6.2. Sok Coktiirme Yontemi

Boliim 3.2.5.3.2. de anlatildig1 gibi sok ¢oktiirme yontemine gore literatiirden daha
kiiciik boyutlarda (232 nm) BSA nanopargaciklart hazirlanmistir (Schoevaart ve ark.,
2004).

4.6.3. Morfoloji ¢calismalar:
Uretilen yapilarin morfolojik incelenmesi Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile
gerceklestirip, dinamik 151k sagilimi metodu (Dynamic light scattering (DLS)) ile

desteklenmistir.
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Sekil 4.14. Desolvasyon yontemiyle hazirlanmis BSA nanoparcaciklarinin SEM

goriintiileri

- 100nm COMU 12/29/2016
x35,000 15.0kV LED SEM WD 10mm 11:18:48

x20,000

Sekil 4.15. Sok ¢oktiirme yontemiyle hazirlanmig BSA nanopargaciklarinin SEM

goriintiileri

Bolim 3.2.7. de anlatildigi gibi hem desolvasyon yontemine goére hemde sok
¢coktliirme yontemine gore hazirlanan BSA nanoparcaciklarinin SEM goriintiileri 15,0 kV
voltaj uygulanarak 35000 ve 15000 kat biiyiitiilerek ¢ekilmistir. Sekil 4.14. ve sekil 4.15.
de goriildiigii gibi nanopargaciklarin kiiresel sekilde olmasi literatiir ile de uyumludur
(Schoevaart ve ark., 2004; Yu ve ark.,, 2014). Kiirelerin net bir sekilde ayr1 ayr
goriilmemesinin  nedeni  protein nanoparcaciklarinin  {ist iiste  yigilmasindan
kaynaklanmaktadir. Hem SEM hem de DLS sonuglarina bakildiginda ise birbirlerini

destekler nitelikte oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.16. BSA nanopargaciklarinin DLS ile pargacik boyutunun belirlenmesi

Sok ¢oktiirme yontemiyle hazirlanan BSA nanopargaciklarinin ortalama pargacik
boyutu 232,0+1,24 nm desolvasyon yontemiyle hazirlanmis BSA nanopargaciklarinin
ortalama pargacik boyutu 448,0+8,40 nm olarak literatiirle uyumlu sonuglar elde edilmistir
(Schoevaart ve ark., 2004; Yu ve ark., 2014)

Sonuglara gore; desolvasyon yontemiyle hazirlanan BSA nanopargaciklarinin
boyutu, sok ¢oktiirme yontemiyle hazirlanan BSA nanopargaciklarinin boyutunun =2
katidir. Desolvasyon yontemiyle hazirlanan BSA nanopargacik boyutunun, sok ¢coktiirme
yontemine gore hazirlanan BSA nanoparcacik boyutundan fazla olmasinin nedeni;
desolvasyon yonteminde etanoliin damla damla katilmasi sonucunca BSA’nin denatiire
olmasidir. Desolvasyon yonteminin proteini denatiire ettigi literatiirde yer alan
bilgilerdendir (Elzoghby ve ark., 2012). Coktiirme esnasinda etanoliin aniden katimiyla

(sok ¢oktlirme yontemiyle) bu denatiire etki ortadan kaldirilmistir.

4.7. Rodamin B / Kloramfenikol Yiiklii BSA Nanoparcaciklarimin Hazirlanmasi
Bolim 3.2.6. da anlatildigi gibi Rh B yiiklii ve kloramfenikol yiikli BSA
nanoparcaciklari iiretilmistir. Ancak calismanin bu kisminda tekrarlanabilir sonuglar elde
edilmemistir. Bu yiizden bu kisim iizerine fazla yogunlasilmadan nanoparcacik tiretilip

daha sonra kimyasal yiikleme kismi {izerinde durulmustur.
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4.8. Ila¢ Yiikleme Calismalar:

4.8.1. BSA Nanoparcaciklarina Rodamin B Yiikleme

Boliim 3.2.8.1. de anlatildig1 gibi hem desolvasyon yontemine goére hem de sok
coktiirme yontemine gore hazirlanmis BSA nanopargaciklara farkli miktarlarda Rh B
yiiklenmistir. Ilag yiikleme kapasitesi ve enkapsiilasyon verimlerine bakildiginda
desolvasyon yontemine gore hazirlanmig BSA nanoparcaciklarinda optimum yiiklemenin
24 mg, sok ¢Oktiirme yontemine gore hazirlanmis BSA nanopargaciklarinda optimum

yiiklemenin 28 mg oldugu goriilmistiir (Sekil 4.17, Sekil 4.19).
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Sekil 4.17. Desolvasyon yontemine gore hazirlanmis BSA nanopargaciklarina rodamin B

yiikleme
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Sekil 4.18. Desolvasyon yontemine gore hazirlanmis BSA nanoparcaciklarina yiikli

rodamin B’nin SEM goriintiisi
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Sekil 4.19. Sok ¢oktiirme yontemine gore hazirlanmis BSA nanopargaciklarina rodamin B

yiikleme
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Sekil 4.20. Sok ¢oktiirme yontemine gore hazirlanmis BSA nanopargaciklarina yiiklii

rodamin B’nin SEM goériintiisii

Bolim 3.2.7. de anlatildigi gibi hem desolvasyon yontemine gdére hemde sok
coktiirme yontemine gore hazirlanan BSA nanopargaciklarina yiiklenen Rh B’nin SEM
goriintiileri 20,0 kV voltaj uygulanarak 35000 kat biiyiitiilerek ¢ekilmistir. Sekillerden de
gortildiigii gibi nanopargaciklarin kiiresel sekilde olmasi literatiir ile de uyumludur (Yu ve
ark., 2014). Kiirelerin net bir sekilde ayri ayri goriilmemesinin nedeni protein
nanoparcaciklarinin st liste yigilmasindan kaynaklanmaktadir. SEM goriintiilerinde
numune hazirlarken kullanilan yiiksek hizdaki (12000 rpm) santrifiijden dolay1 filmler
olusmustur. SEM goriintiilerinde film tabakasi seklindeki olusan filmlerde gomiilii
vaziyette BSA nanoparcaciklart goriilmektedir. Suana kadar yaptigimiz ¢alismalarda bu

istenmeyen durumun Oniine gecebilecek bir yontem gelistirilememistir.

4.8.2. BSA Nanoparcaciklarina Kloramfenikol Yiikleme

Boliim 3.2.8.2. de anlatildig1 gibi hem desolvasyon yontemine gére hem de sok
coktliirme yontemine gore hazirlanmis BSA nanopargaciklarma farkli miktarlarda
kloramfenikol yiiklenmistir. Ilag yiikleme kapasitesi ve enkapsiilasyon verimlerine

bakildiginda desolvasyon yontemine gore hazirlanmis BSA nanoparc¢aciklarinda optimum
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yiiklemenin 24 mg, sok ¢oktiirme yontemine gore hazirlanmis BSA nanoparcaciklarinda

optimum yiiklemenin 32 mg oldugu gortilmiustiir (Sekil 4.21, Sekil 4.23).
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Sekil 4.21. Desolvasyon yontemine gore hazirlanmig BSA nanopargaciklarina

kloramfenikol yiikleme

- 100nm COMU 12/29/2016
x35,000 15.0kV LED SEM WD 10mm 10:38:46

Sekil 4.22. Desolvasyon yontemine gore hazirlanmis BSA nanoparcaciklarina yiikli

kloramfenikoliin SEM goriintiisii
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Sekil 4.23. Sok ¢oktiirme yontemiyle hazirlanmig BSA nanoparcaciklarina kloramfenikol
yiikleme

P ;
- 100nm COMU 12/26/2016
x35,000 20.0kV LED SEM WD 10mm 14:48:10

Sekil 4.24. Sok ¢oktiirme yontemiyle hazirlanmis BSA nanoparcaciklarina yiiklii
kloramfenikoliin SEM goriintiisii
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Bolim 3.2.7. de anlatildigi gibi hem desolvasyon yontemine gére hem de sok
coktiirme yontemine gore hazirlanan BSA nanopargaciklarina yiiklenen kloramfenikoliin

SEM goriintiileri 15,0-20,0 kV voltaj uygulanarak 35000 kat biiyiitiilerek ¢ekilmistir.

4.9. Salim Cahsmalari
4.9.1. Rodamin B Yiiklii BSA Nanoparc¢aciklarinin Salim Cahismasi
Boliim 3.2.9.1. de anlatildig1 gibi Rh B yiiklii BSA nanopargaciklarindan zamana

bagli olarak Rh B salimi1 incelenmistir.

100

Kiimtiatif salim (%)
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Zaman (saat)

—e—pH=20 pH 7,4 pH=5,0

4.25. Rodamin B yiiklii BSA nanoparcaciklarinin (desolvasyon yontemine gore

hazirlanmig) salimi
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4.26. Rodamin B yiiklii BSA nanopargaciklarinin (sok ¢oktiirme yontemine gore

hazirlanmis) salimi
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Yapilan calismada; desolvasyon yontemiyle hazirlanan BSA nanopargaciklarina
yiiklii Rh B’nin 100 saatte pH=2"de % 49,81 ini pH=5’de % 14,79’unu ve pH=7,4"de %
84,22’sini saldig1, sok ¢oktiirme yontemiyle hazirlanan BSA nanopargaciklaria yiiklii Rh
B’nin 48 saatte pH 2’de % 78,65’ini pH 5°de % 54,43’tinti pH 7,4’de % 76,32’sini saldig1
gozlemlenmistir.

Sekil 4.25. e bakildiginda ii¢ farkli pH’dan salim i¢in en etkili olan1 pH=7,4 oldugu
100 saatte en fazla Rh B’yi ortama salmasindan anlagilmaktadir. Sekil 4.26. ya bakildiginda
ti¢ farkli pH’dan salim i¢in yine en etkili olaninin pH=2,0 oldugu 48 saatte en fazla Rh B’yi
ortama salmasindan anlasilmaktadir. Ancak pH=7,4 ile pH=2,0’1n hemen hemen salim

miktar1 ayn1 oldugundan dolay1 optimum pH’mn 7,4 oldugu sdylenebilmektedir.

4.9.2. Kloramfenikol Yiikliit BSA Nanoparcaciklarinin Salim Calismasi
Boliim 3.2.9.2. de anlatildig1 gibi kloramfenikol yiiklii BSA nanoparcaciklarindan

zamana bagl olarak kloramfenikol salim1 incelenmistir.

Kiimiilatif sahm (%)
3] W = Ln [=3] ~J
(=] (=) = (=] (=] (=]

=
o

=]

0 20 10 60 80 100 120 140
Zaman (saat)

pH 7.4 pH=2,0 —e—pH=50

4.27. Kloramfenikol yiiklii BSA nanoparg¢aciklarinin (desolvasyon yontemine gore

hazirlanmis) salimi
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4.28. Kloramfenikol yiiklii BSA nanopargaciklarinin (sok ¢oktiirme yontemine gore

hazirlanmis) salimi

Yapilan calismada; desolvasyon yontemiyle hazirlanan BSA nanopargaciklarina
yikli kloramfenikoliin 120 saatte pH=2’de % 20,90’m1 pH=5’de % 25,41’ini ve
pH=7,4’de % 56,50’sini saldigi, sok ¢Oktiirme yontemiyle hazirlanan BSA
nanopargaciklarina yiiklii kloramfenikoliin 72 saatte pH 2’de % 14,87’sini pH 5’de %
78,65’ini pH 7,4’ de % 98,94 inii saldig1 gdzlemlenmistir.

Iyi bir kontrollii salim belli dozlardaki kimyasali uzun siirede salmasiyla gerceklesir.
Sekil 4.27. ye bakildiginda ti¢ farkli pH’dan salim i¢in en etkili olan1 pH=7,4 oldugu 120
saatte en fazla kloramfenikolii ortama salmasindan anlasilmaktadir. Sekil 4.28. e
bakildiginda ti¢ farkli pH’dan salim i¢in yine en etkili olaninin pH=7,4 oldugu 72 saatte en
fazla kloramfenikolii ortama salmasindan anlagilmaktadir.

Yapilan salim caligmalar1 incelendiginde sok ¢oktiirme yontemine gore hazirlanmis
olan BSA nanoparcaciklarma yiiklii olan kimyasallarin daha kisa siirede daha fazla
kimyasali saldig1 goriilmektedir. Kontrollii salim ¢alismasinda eger nanoparcacik
hazirlama yontemi olarak desolvasyon yontemi ile sok ¢oktiirme yontemini karsilastiracak
olursak sonuglar bize sok ¢oktiirme yonteminin kontrollii ila¢ salim ¢alismalarinda gerek
nanoparcacik boyutu, gerekse ilact birakma hizi agisindan daha avantajli oldugunu

gostermektedir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Nanoteknolojinin son yillardaki gelisiminin sonucunda, kontrollii ve hedeflenmis
ila¢ saliminda nanoparcaciklarin kullanilmasi giderek 6nem kazanan konulardan olmustur.
Ancak proteinlerin kontrollii ila¢g saliminda kullanimina yonelik ¢aligmalar nispeten sinirli
sayidadir. Bu durumun nedenlerinden bazilari, protein nanoparcaciklarinin
hazirlanmasinin, tekrarlanabilirliginin ve boyut kontroliiniin zor olmasinin yaninda,
kullanilan yontemlerin genellikle proteini denatiire edici 6zellikte olmasidir.

Yeni antibiyotikler gelistirmenin zorlugu var olanlarin farkli stratejilerle
kullanilabilirliginin arttirilmasimi tesvik etmektedir. Kloramfenikol farkli stratejiler
kullanilarak yan etkilerinin azaltilmasi1 hedeflenen antibiyotiklerden birisidir. Kontrollii
salim sistemleri, yan etkilerin azaltilmasi1 ve antibiyotigin kullanilabilirliginin
arttirllmasina olanak saglayabilecek stratejilerin en 6nemlilerindendir.

Bu c¢alismada, protein nanoparcaciklari bir tanesi denatiire edici (desolvasyon
yontemi) digeri ise yapiy1 koruyucu (sok ¢coktliirme yontemi) iki farkli yontemle hazirlandi.
Protein ¢Oktiirlicti ajan olarak etanol, capraz baglayici olarak dekstran polialdehit
kullanildi. BSA nanopargaciklarinin hazirlanmasinda; farkli etanol-BSA ¢oktiirme
oranlari, etanol-BSA ¢oktiirme oranlarina karsi parcacik boyutunun degisimi ve farkli
pH’lardaki pargacik boyutlarinin degisimi ve ¢apraz baglayict se¢imi gibi parametreler
incelendi. Elde edilen sonuglara gore; pH 7 BRT’de % 70 etanol-BSA ¢6ktiirme oraninda
proteinin % 92,51°1 ¢oktligli i¢in nanaopargaciklar % 70 etanol-BSA (0,02 M pH 7
BRT’de) ortaminda hazirlandi. Capraz baglayici segiminde glutaraldehit ve dekstran
polialdehit kullanilarak, glutaraldehit kullaniminda gozle goriilebilecek biiyiikliikte
mikroparcaciklar goriilirken dekstran polialdehitte mikropargacik gdzlenmemesinden
dolay1 ¢apraz baglayici ajani olarak dekstran polialdehit tercih edilmistir.

Hazirlanan nanopargaciklarin morfoloji ¢alismasi taramali elektron mikroskopu
(SEM) ile aydmlatilarak dinamik 151k sagilimi (DLS) ile desteklendi. Ancak, SEM
goriintiilerinde numune hazirlarken kullanilan yiiksek hizdaki (12000 rpm) santrifiijden
dolay1 filmler olusmustur. SEM goriintiilerinde film tabakasi seklindeki gomiilii vaziyette
BSA nanoparcaciklart goriilmektedir. Yaptigimiz ¢aligmalarda bu istenmeyen durumun
oniline gecebilecek bir yontem gelistirilememis olup bu hususta daha farkli ¢alismalara

ihtiya¢ bulunmaktadir.
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DLS sonuglarma gore; desolvasyon yontemine gore hazirlanan BSA
nanoparcaciklariin boyutu 448,0£8,4 iken sok ¢coktiirme yontemine gore hazirlanan BSA
nanoparg¢aciklarinin boyutu 232,3+1,24 olarak literatiirle uyumlu sonuglar elde edilmistir.
Sonuglara gore; desolvasyon yontemiyle hazirlanan BSA nanopargaciklarinin boyutu, sok
coktiirme yoOntemiyle hazirlanan BSA nanopargaciklarinin  boyutunun =2 katidir.
Desolvasyon yontemiyle hazirlanan BSA nanopargacik boyutunun, sok ¢oktiirme
yontemine gore hazirlanan BSA nanopargacik boyutundan fazla olmasmin nedeni;
desolvasyon yonteminde etanoliin damla damla katilmasi sonucunca BSA’nin denatiire
olmus olmasi olabilir. Desolvasyon yonteminin proteini denatiire ettigi literatiirde yer alan
bilgilerdendir. Coktlirme esnasinda etanoliin aniden katimiyla (sok ¢oktiirme yontemiyle)
bu denatiire etki ortadan kaldirilmistir. Boylelikle ¢ok ¢oktiirme yontemiyle hem proteini
denatiire etmeden hem de daha kii¢lik parcacik boyutuna sahip (kontrollii ila¢ salimi1 i¢in
ideal boyutlar) nanopargaciklar iiretilebilmektedir.

Calisma siiresince kullanilan kimyasallarin girisim etkisi incelendigi serbest
BSA’nin kloramfenikole girisim yaptig1 goriildi. Bu girisim etkisinden dolay: ilgili
deneylerde ekstradan matematiksel islemler yapilarak dolayli yollardan dogru sonuglar
elde edilmeye ¢alisildi.

flag yiikleme c¢alismasi olarak iki yol tercih edildi: Birinci yolda BSA
nanoparcaciklar1 tiretimi sirasinda ila¢ yiiklenirken, ikinci yolda BSA nanopargacigi
hazirlandindiktan sonra ilact yiiklendi. Ilk basta birinci yol daha iyi sonug verecekmis gibi
gorlindiigii halde; ¢apraz baglanmadan kalan serbest proteinin girisim etkisinden kaynakli
olan tekrarlanabilirlik sikintilar1 yasanarak bu yolda basarili sonuglar alinamadi. Ikinci
yolda nanopargacik {iretildikten sonra serbest protein yikama islemiyle ortamdan
uzaklastilmaya calisildigi icin girisim etkisi azaltilmis oldu tekrarlanabilir sonuglar elde
edildi.

Uretilen BSA nanoparcaciklarina 700 rpm’oda kosullarinda 2 saatlik karistirma
altinda farkli miktarlarda rodamin B kloramfenikol yiiklenmistir. Desolvasyon yontemine
gore hazirlanmis BSA nanoparcaciklarina yapilan farkli miktarlarda rodamin B ve
kloramfenikol yiiklemesinde optimum miktar 24 mg olarak belirlendi. Sok ¢oktiirme
yontemine gore hazirlanmis BSA nanoparcaciklarina yapilan farkli miktarlarda rodamin B
ve kloramfenikol yiiklemesinde optimum miktar sirasiyla 28 mg ve 32 mg olarak
belirlendi.

Belirlenen optimum miktarlar {i¢ farkli pH i¢in, 37 °C ve 200 rpm’de salimlari

incelendi. Yapilan ¢alismada; desolvasyon yontemiyle hazirlanan BSA nanopargaciklarina
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yiiklii Rh B’nin 100 saatte pH=2"de % 49,81’ini pH=5"de % 14,79 unu ve pH=7,4"de %
84,22 sini saldig1, sok ¢oktiirme yontemiyle hazirlanan BSA nanoparcaciklarina yiiklii Rh
B’nin 48 saatte pH 2’de % 78,65’ini pH 5’de % 54,43 iinii pH 7,4°de % 76,32’sini saldig1
gbézlemlenmistir.

Sekil 4.25. e bakildiginda ii¢ farkli pH’dan salim i¢in en etkili olan1 pH=7,4 oldugu
100 saatte en fazla Rh B’yi ortama salmasindan anlasilmaktadir. Sekil 4.26. ya bakildiginda
ti¢ farkli pH’dan salim i¢in yine en etkili olaninin pH=2,0 oldugu 48 saatte en fazla Rh B’yi
ortama salmasindan anlagilmaktadir. Ancak pH=7,4 ile pH=2,0’1n hemen hemen salim
miktar1 ayn1 oldugundan dolay1 optimum pH’mn 7,4 oldugu sdylenebilmektedir.

Desolvasyon yontemiyle hazirlanan BSA nanopargaciklarina yiiklii kloramfenikoliin
120 saatte pH=2de % 20,9011 pH=5 de % 25,41’ini ve pH=7,4"de % 56,50’sini saldig1,
sok coktiirme yontemiyle hazirlanan BSA nanopargaciklarina yiiklii kloramfenikoliin 72
saatte pH 2’de % 14,87’sini pH 5’de % 78,65’ini pH 7,4’de % 98,94’iinl saldigi
gozlemlenmistir.

Iyi bir kontrollii salim belli dozlardaki kimyasali uzun siirede salmasiyla gerceklesir.
Sekil 4.27. ye bakildiginda ti¢ farkli pH’dan salim i¢in en etkili olan1t pH=7,4 oldugu 120
saatte en fazla kloramfenikolii ortama salmasindan anlasilmaktadir. Sekil 4.28. e
bakildiginda ti¢ farkli pH’dan salim igin yine en etkili olaninin pH=7,4 oldugu 72 saatte en
fazla kloramfenikolii ortama salmasindan anlagilmaktadir.

Yapilan salim ¢alismalar1 incelendiginde sok ¢oktiirme yontemine gore hazirlanmis
olan BSA nanoparcaciklarina yiiklii olan kimyasallarin daha kisa siirede daha yiiksek
miktarda salindig1 goriilmektedir. Desolvasyon metoduyla hazirlanan nanopargaciklarin
ise kloramfenikolii daha uzun silirede daha diisiik miktarlarda saldigi belirlenmistir.
Kontrollii salim ¢aligmasinda eger nanopargacik hazirlama yontemi olarak desolvasyon
yontemi ile sok ¢oktiirme yontemi karsilastirilacak olursa, sok ¢oktiirme yonteminin
kontrollii ila¢ salim ¢aligmalarinda gerek nanoparcacik boyutu, gerekse ilact birakma hizi
acisindan daha avantajli oldugu goriilmektedir.

Sonug olarak bu ¢aligmada elde edilen sonuglar biyouyumlu bir malzeme olan BSA
dan cesitli yontemlerle elde edilecek nanopargaciklarin, kontrollii salim sistemi olarak
kullanilabilecegi ve bu yapilar sayesinde ¢esitli yan etkileri nedeniyle kisith kullanima
sahip kloramfenikol gibi etken maddelerin, tekrar daha verimli bir sekilde
kullanilabilmelerine olanak saglanabilecegini gostermistir. Yeni etken maddelerin
gelistirilme siireglerinin maliyetli ve uzun zaman alan siiregler oldugu diislintildiigiinde,

cesitli nedenlerle kullanimlar1 kisitlanan mevcut etken maddelerin daha etkili bir sekilde
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kullanilabilmelerine olanak saglayacak bu tiir sistemlerin gelistirilmesi hem maliyet hem

de stire agisindan daha avantajli ¢oziimler sunabilecektir.
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