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ÖZET 

FARKLI FABRİKASYON TEKNİKLERİ KULLANILARAK 

ANTİKANSER AKTİVİTEYE SAHİP NANOPARTİKÜLLERİN 

İLAÇ SALIM SİSTEMİ OLARAK TASARLANMASI  

 

ĠLHAN AYIġIĞI, Esra 

Doktora Tezi, Biyomühendislik Anabilim Dalı 

Tez DanıĢmanı: Prof. Dr. Özlem YEġĠL ÇELĠKTAġ 

Ağustos 2021, 91 sayfa 

Ġlaç taĢıyıcı nanopartiküller,  lipidler, peptitler, polimerler veya inorganik 

metaller gibi pek çok farklı malzeme türlerinden farklı tekniklerle 

sentezlenebilmektedirler. Geleneksel kesikli yöntemlerle karĢılaĢtırıldığında, 

mikroakıĢkan platformlar sentezlenen ilaç yüklü nanopartiküllerin, farklı 

morfolojilerde ve dar bir boyut dağılım aralığında, daha kısa sürede ve 

minimum reaktant tüketimi ile üretilebilmelerine olanak sağlamaktadır. Böylece 

tümör dokularının vasküler düzensizlik ve zayıf lenfatik ağ gibi özgün 

fizyolojileri sayesinde tümör bölgesine pasif olarak difüzlenebilecek ilaç taĢıyıcı 

sistemler geliĢtirilebilmektedir. Bu tez kapsamında, farklı fabrikasyon teknikleri 

ile geliĢtirilen üç farklı antikanser etkili ilaç taĢıyıcı sistemden ilki, pasif 

hedeflenmiĢ timokinon-yüklü kübozom/hekzozomlar iken, EGF ile 

fonksiyonelleĢtirilerek EGFR reseptörlerine aktif olarak hedeflenmiĢ 

karboplatin yüklü polimer-dendrimer hibrit nanopartikülleri incelenen ikinci ilaç 

taĢıyıcı sistemdir. Son olarak, ultrason altında hem görüntü kontrastını arttırıcı 

ajan olarak görev görebilecek hem de ultrason-duyarlı olarak taĢıdığı ilacı 

uygulama bölgesine spesifik olarak salması beklenen karboplatin yüklü polimer 

kaplı teranostik mikrokabarcıkların, seri bağlı mikroakıĢkan platfomlar ile 

sentezlenmiĢlerdir. 

Anahtar sözcükler: nanopartiküller, mikroakıĢkan platform, kübozom, 

hekzozom, aljinat dendrimer hibridizasyonu, ultrason-duyarlı teranostik 

sistemler  
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ABSTRACT 

DESIGNING OF NANOPARTICLES WHICH HAVE AN 

ANTICANCER ACTIVITY, AS A DRUG DELIVERY SYSTEM 

BY USING DIFFERENT FABRICATION TECHNIQUES  

ILHAN AYISIGI, Esra 

Ph.D. in Bioengineering 

Supervisor: Prof. Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS 

August 2021, 91 pages 

Drug carrier nanoparticles can be synthesized by different techniques 

from many different types of materials such as lipids, peptides, polymers or 

inorganic metals. Compared to traditional batch methods, microfluidic 

platforms allow the production of synthesized drug-loaded nanoparticles with 

different morphologies and a narrow size distribution range, in a shorter time 

and with minimum reactant consumption. Thus, drug delivery systems that can 

passively diffuse into the tumor area can be developed thanks to the unique 

physiology of tumor tissues such as vascular disorganization and poor 

lymphatic network. In this thesis, while the first of the among three different 

anticancer effective drug delivery systems developed with different fabrication 

techniques is passively targeted thymoquinone-loaded cubosome/hexosomes, 

the carboplatin-loaded polymer-dendrimer hybrid nanoparticles actively EGFR 

targeted via the functionalization with EGF was the second investigated drug 

delivery system. Finally, carboplatin-loaded polymer-coated theranostic 

microbubbles, which are both expected to serve as an image contrast-

enhancing agent and to release the drug it carries in an ultrasound-sensitive 

manner to the application site, were synthesized by serially connected 

microfluidic platforms. 

Keywords: nanoparticles, microfluidic platform, cubosome, hexosome, 

alginate dendrimer hybridization, ultrasound-sensitive theranostic systems 
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ÖNSÖZ 

 

 

Geçtiğimiz yaklaĢık elli yılda, “nanoterapötik” konseptinin gündeme 

gelmesiyle hedeflendirilmiĢ veya kontrollü ilaç salım sistemlerinin ilgi 

çekmeye baĢladığı nanoskopik bir çağ baĢlamıĢtır. Nanoboyuttaki ilaç 

taĢıyıcılarının ligand konjugasyonu ile özel hücrelere hedeflendirilebilmeleri, 

biyolojik veya fizikokimyasal bariyerleri aĢabilecek Ģekilde geliĢtirilmeleri ile 

de bugün birçok ilaç taĢıyıcı nanosistemin klinikte kullanımı onaylanmıĢ 

durumdadır. Bu tez çalıĢması kapsamında daha kontrollü bir mikroçevre 

sunarak kontrol edilebilen ortalama partikül çapı ve benzeri avantajları sunan 

mikroakıĢkan platformlar yardımıyla antikanser etkili üç farklı ilaç taĢıyıcı 

formülasyon üzerinde çalıĢılmıĢtır.  

Malzeme ve biyoloji bilimlerindeki evrensel bilgi düzeyi ilerledikçe, 

Ģüphesiz ki daha karmaĢık ve çok-iĢlevli ilaç taĢıyıcı nanoyapılar 

tasarlayabilme yeteneği de artacak ve yenilikçi kanser tedavilerinin umut verici 

bir geleceği olacaktır.    

    

 

           ĠZMĠR 

    03/08/2021 

     Esra ĠLHAN AYIġIĞI 
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1. GİRİŞ 

Nanotıp terimi, Avrupa Bilim Vakfı ve Avrupa Nanotıp Teknoloji 

Platformu tarafından “nanoteknolojinin tıbbi uygulaması” olarak 

tanımlanmaktadır. Nano ölçekli yapıların sunduğu daha küçük boyut, yüksek 

yüzey-hacim oranı, ayarlanabilir yüzey kimyası ve ilaç yükleme kapasitesi gibi 

olumlu karakteristik özellikleri nanotıp uygulamalarını olumlu yönde 

etkilemekte ve kontrollü ilaç dağıtımından hastalıkların önlenmesi ve teĢhisine 

kadar farklı alanlarda çalıĢılmaktadırlar (Liu et al., 2018). Nanopartiküler 

halinde ilaç dağıtım sistemlerinin tedavi amaçlı uygulamaları, Ehrlich'in 

“sihirli kurĢun” fikrinin ortaya çıkmasından bu yana geniĢ çapta 

araĢtırılmıĢlardır (Couvreur, 2013). Lipit bazlı sistemler (lipozomlar, katı lipit 

nanopartiküller, lamelar olmayan lyotropik sıvı kristalin nanopartiküller), 

polimerik bazlı sistemler (nanoküreler, nanokapsüller, polimer-ilaç konjugatları 

ve dendrimerler), inorganik nanopartiküller, karbon nanotüpler ve fulerenler 

gibi pek çok farklı kategoride geliĢtirilen ilaç taĢıyıcı nanoyapılar, yukarıda 

bahsedilen olumlu karakteristiklerinden dolayı hastalık tedavilerinde oldukça 

geniĢ uygulama alanları bulmuĢlardır (Markman et al., 2013).  

Lipidler, uygun bir sulu çözelti içerisinde kendiliğinden-düzenlenerek 

kısaca düzlemsel lipid çift katmanları olan lamelar fazlar ile hegzagonal veya 

bikontinyüs kübik fazlar gibi özgün interior tasarımlara sahip lamelar olmayan 

fazları oluĢturabilmektedirler (Yaghmur, 2019). Bikontinyüs kübik faza sahip 

nanopartiküller diğer deyiĢle kübozomlar, 25 yıldan fazla süredir 

üretilebilmelerine rağmen halen FDA tarafından onaylanmıĢ bir 

formülasyonları bulunmamaktadır (Barriga et al., 2019). Antikanser etki de 

dahil olmak üzere oldukça geniĢ bir terapötik potansiyele sahip olan timokinon 

(TQ) molekülü taĢıyıcı nanosistemler olarak, sitrem/SFK kendiliğinden–

düzenlenen nanopartiküllerin bir hidrodinamik akıĢ odaklama mikroakıĢkan 

platformu kullanılarak sürekli modda üretimini bu tez çalıĢması kapsamında 

incelenen antikanser etkili ilk formülasyondur.  

En yüksek ölüm vakası frekansına sahip olan bir kanser türü olan akciğer 

kanserlerinin çoğunluğunu (yaklaĢık% 75) küçük hücreli dıĢı akciğer kanseri 

(KHDAK) vakaları oluĢturmakta ve akciğer kanseri kemoterapisinde en sık 

faydalanılan ajanlardan birisi olan karboplatinin düĢük tümör alımı ve etkinliği 
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sebebiyle, yeni ilaç taĢıyısı sistemler halinde formüle edilmelerine ihtiyaç 

duyulmaktadır. Nanopartiküllere enkapsüle edilerek tümör dokularına 

extravaze olmaları sağlanabilen ilaçların farklı fizyolojik ve kimyasal engeller 

nedeniyle hücreye alımları kısıtlanabilmektedir. Dolayısıyla nanopartiküllerde 

taĢınan ilacın sağlıklı dokular yerine spesifik olarak tümör hücrelerinde 

internalizasyonunun artırılabilmesi için EGF ligandı ile fonksiyonelleĢtirilen 

mikroakıĢkan platformda sentezlenmiĢ karboplatin yüklü aljinat-Pamam hibrit 

nanopartikülleri bu tez çalıĢması kapsamında sentezlenen ikinci 

formülasyondur. EGF-konjuge karbopatin yüklü aljinat-Pamam hibrit 

nanopartiküllerinin sitotoksik etkileri, 2B in vitro hücre kültürünün yanı sıra 

A549 ve BEAS-2B hücrelerinden ultra düĢük tutunmalı plaka tekniği ile 

geliĢtirilen 3B sferoidler üzerinde de izlenmiĢtir. In vivo doku fizyolojisi, 

anatomisi ve yapısına daha uygun Ģartlar sağlayan, kanserli dokudaki 

ekstraselüler matriksi ve dolayısıyla doku mikroçevresini daha iyi taklit eden 

3B sferoid kültür tekniği, deney hayvanı kullanımının azaltılabilmesinde umut 

vadetmektedir. 

Ġntraoperatif ve noninvaziv bir görüntüleme yöntemi olan ultrason, 

gerçek zamanlı görüntüleme, ekipman taĢınabilirliği, güvenlik ve düĢük 

maliyet gibi benzersiz avantajlara sahip olmakla birlikte, ultrason-duyarlı ilaç 

salım sistemlerinin geliĢtirilmesine de olanak sağlayan bir teknolojidir 

(Lindseth et al., 2013). Vasküler sitemde hareket eden mikrokabarcıklar (Mk), 

fosfolipidler veya polimerlerden oluĢan bir kabuk tarafından stabilize edilmiĢ 

yüksek derecede hidrofobik gaz çekirdeklerine (örneğin, C4F10, C3F8 veya SF6) 

sahip olan 10 µm'den daha küçük boyutlu ultrason kontrast ajanlardır 

(Boissenot et al., 2016). Ultrason dalgalarının stabilize gaz kabarcıkları ile 

etkileĢimi yankılar yaratarak görüntülerin oluĢturulmasını sağlamaktadır. Ses 

dalgaları ayrıca Mk‟lara enkapsüle edilen ilaçları serbest bırakabilmekte, 

ekstravasküler ve transmembran ilaç taĢınımını artırabilmektelerdir. Bu 

antikanser ilaç yüklü mikrokabarcıklar, aynı anda hem teĢhis (görüntüleme) ve 

tedavi edici ajanlar olarak hizmet edebilmektedirler. Ġlacın Mk‟lara yüklemesi 

genellikle yüzey alanları ile sınırlı olduğundan, mikro kabarcık yüzeyine 

nanopartiküllerin veya lipozomların eklenmesiyle taĢınan ilaç miktarı 34 kata 

kadar arttırılabilmektedir (Ferrara et al., 2009; Zhao et al., 2013; Chowdhury et 

al., 2017). Bu bilgiler ıĢığında yüksek hidrofobik yapıdaki fosfolipit 

mikrokabarcıkların ek bir hidrofilik aljinat polimer tabakası ile 

kaplandıklarında, hidrofilik karboplatin ilacının da bu aljinat tabakasında 
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enkapsüle edilebileceği düĢüncesinden hareketle, bu tez çalıĢması kapsamında 

3. bir formülasyon olarak karboplatin yüklü aljinat kaplı fosfolipit 

mikrokabarcıkları (C-Al-Mk) mikroakıĢkan bir platform aracılığıyla 

sentezlenmiĢ ve insan epitelyal akciğer adenokarsinomu (A549) ile insan 

bronĢiyal epitel hücre hatları (BEAS-2B) üzerindeki in vitro sitotoksik etkileri 

yeni tasarlanmıĢ bir ters kültür tekniği kullanılarak analiz edilmiĢtir. 
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2. LİTERATÜR ÖZETİ 

2.1. İlaç Taşıyıcı Sistemler Olarak Nanopartiküller 

Biyolojik olarak yeni aktif moleküller sürekli olarak keĢfedilmekte 

olsalar da, bunlardan bazılarının terapötik potansiyelleri;  hızlı eliminasyon,  

fizyolojik pH'da zayıf çözünürlük ve biyolojik dağılım nedeniyle ilaç ve etki 

bölgesi arasındaki etkileĢimin tehlikeye girmesi gibi nedenlerle 

sınırlanmaktadır (Coelho et al., 2010).  Hem tasarım hem de mühendislik 

prensipleri kullanılarak geliĢtirilen ilaç salım sistemleri, ilaç etkinliğinin 

optimize edilmesi ve yan etkilerinin azaltılması yoluyla bu engellerin 

üstesinden gelmenin çok etkili bir yoludurlar.  

Partiküler ilaç taĢıyıcı sistemler,  lipidler, peptitler ile doğal veya sentetik 

polimerler gibi farklı malzeme türleri kullanılarak farklı tekniklerle 

sentezlenebilmektedirler  (Yun et al., 2015). Sentez teknikleri geleneksel 

kesikli üretim veya mikroakıĢkan platformlar aracılığıyla, emülsiyon 

polimerizasyonu, çözücü buharlaĢması, iyonik jelleĢme, kendiliğinden-

düzenlenme (self-assembly), nanopresipitasyon ve süper kritik akıĢkan 

teknolojisi gibi stratejileri içermektedir (Yesil-Celiktas et al., 2012; Ilhan-

Ayisigi et al., 2018, 2020 a, 2021). 

Nanopartikül temelli ilaç salım sistemleri,  öncelikle aĢılar ve kanser 

kemoterapi ajanlarının taĢıyıcıları olarak geliĢtirilmiĢlerse (Jong et al., 2008) de 

AIDS (Coester et al., 2000), diyabet (Damgé et al., 2007), sıtma (Date et al., 

2007), tüberküloz (Ahmad et al., 2006) gibi pekçok farklı hastalıkların tedavisi 

için önemli bir potansiyele sahip oldukları kanıtlanmıĢtır.  

2.2. Antikanser Etkili İlaç Taşıyıcı Nanopartiküller 

Son 20-30 yılda, kanserli hücrelere ilaçların ve görüntüleme ajanlarının 

nanopartikül aracılı dağıtımı konusunda önemli araĢtırmalar yapılmıĢtır. 

Bunların arkasındaki itici güç, Maeda ve ark. (1986) tarafından ilk kez 

bildirilen “geliĢmiĢ geçirgenlik ve alıkonma” (enhanced permeability and 

retention; EPR) mekanizmasının tespit edilmesidir (Matsumura et al., 1986; 

Maeda, 2001). EPR etkisine göre, makromoleküler taĢıyıcılar (örn., polimerler) 

ile modifiye edilmiĢ veya nanopartiküllere enkapsüle edilmiĢ ilaçlar, renal 
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klerense direnebilmekte, plazma yarı ömürleri artmakta, tümör dokusunun 

bozulmuĢ lenfatik drenaj ile vasküler yapıları sayesinde pasif olarak tümör 

dokusuna sızabilmekte ve tümör dokusunda tutulmaktadırlar (Kamaly et al., 

2016). Tutulan nanopartiküller daha sonra ilaç rezervuarı olarak iĢlev görerek, 

zamanla bileĢimlerine ve yüklerine bağlı olarak membran-aracılı pasif süreçler 

yoluyla tümör hücreleri içinde internalize edilmektedirler. EPR mekanizması 

ile pasif hedefleme stratejisinin kullanıldığı en önemli iki antitümör 

nanoformülasyonu olan Doxil® (lipozomlarda formüle edilmiĢ doksorubisin) 

ve Abraxane® (albümin nanopartiküllere formüle edilmiĢ paklitaksel) 

Amerikan Gıda ve Ġlaç Dairesi (FDA) tarafından sırasıyla 1995 ve 2006 

yıllarında onaylanmıĢlardır (Master et al., 2012). Son 30-40 yılda öne çıkan 

preklinik düzeydeki “hedeflenmiĢ” ilaç salım sistemlerinin çok büyük bir kısmı 

tümör-hedefleme kapsamındadır ve Ģüphesiz ki tümör dokularının bahsedilen 

özgün fizyolojileri bunun en temel sebeplerindendir (Yun et al., 2015). Ancak, 

EPR mekanizması tümör dokusu içinde terapötik yükün birikmesini 

kolaylaĢtırsa da, yükün tümör hücresine internalizasyonu her zaman 

sağlanamayabilmektedir. Bu durumda zamanla tümör stroması içinde 

nanopartikül birikimi artmakta ve bu da nanopartikül geçiĢinin ters gradyanına 

neden olmaktadır (Master et al., 2012). 

Dolayısıyla, tümör hücresine özgü internalizasyonu kolaylaĢtırmak için 

nanopartiküller sistemlerin yüzeyine ligand bağlayarak reseptör aracılı 

endositozu uyarma gibi ek stratejiler geliĢtirilmiĢtir (Bareford et al., 2007). 

Tümör hücrelerinin yüzeylerinde çeĢitli reseptörleri aĢırı miktarda ekspres 

ettiği bilinmektedir ve ligandların bu reseptörlere bağlanması, tümör 

büyümesine ve çoğalmasına, anjiyogeneze, farklı oksijen seviyelerinde ve pH 

koĢullarında hayatta kalmasına, apoptoz direncine ve metastaza yardımcı olan 

çok sayıda sinyal kaskadında rol oynamaktadır (Cavallaro et al., 2004). Bu 

reseptörlerin çoğu "internalizasyon" reseptörleridir, dolayısıyla da nanopartikül 

yüzeyindeki ligandın hücre reseptörüne bağlanmasını takiben ligand-reseptör 

kompleksi aktif olarak endositoza uğratılmaktadır. 

2.3. İlaç Yüklü Nanopartiküllerin Sentezinde Mikroakışkan Platformlar 

Özellikle son otuz yılda, lipozomlar, polimerik nanopartiküller, inorganik 

nanopartiküller, katı lipid nanopartiküller ve lamellar olmayan sıvı kristalin 

gibi çeĢitli nanopartiküllerin ilaç salımı ve biyogörüntüleme amacıyla 
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geliĢtirilebilmesine dair artan bir ilgi vardır (Bor et al., 2019). Ġlaç taĢıyıcı 

nanopartiküller, suda az çözünen ilaçların biyoyararlanımlarını iyileĢtirme,  

hücre içi penetrasyonlarını geliĢtirme, kanda sirkülasyon süresini uzatma ve 

olası yan etkilerini en aza indirme gibi potansiyelleri nedeniyle ilgi çekicidirler 

(Steichen et al., 2013; Garcia-Pinel et al., 2019). 

Ġlaç taĢıyıcı nanopartiküllerin geleneksel yöntemlerle (kesikli üretim) 

sentezlenmesi çoğunlukla yeterince kontrol edilemeyen çevresel koĢullarla 

iliĢkilidir, bu da nanopartikül boyutunda önemli bir değiĢkenliğe neden olarak 

polidispersitesi yüksek ürünlerin elde edilmesine yol açmaktadır (Jahn et al., 

2004; Capretto et al., 2013; Carugo et al., 2016). Ayrıca bu geleneksel 

yöntemler kesikli üretim prensibindeki doğalarından kaynaklanan partiden-

partiye farklılıklar göstermekte ve pek çoğu sentez öncesi veya sonrası çok 

adımlı prosedürler gerektirmektedirler (Lombardi et al., 2010; Ghazal et al., 

2017). Kontrol edilebilir boyutlarda nanopartiküllerin yüksek standartta ve 

sürekli modda üretilmeleri için mikroakıĢkan kanallara enjekte edilen 

akıĢkanların, geometrik olarak sınırlanmıĢ mikroçevrelerde akıĢ ve karıĢtırma 

koĢullarının kontrolünün sağlandığı basit ve güçlü mikroakıĢkan sentez 

yöntemleri geliĢtirilmiĢtir (Jahn et al., 2004, 2007). Geleneksel kesikli 

yöntemlerle karĢılaĢtırıldığında, bu mikroakıĢkan platformlardaki akıĢ ve 

karıĢtırma koĢullarının çok iyi derecede kontrol edilebilmesi, istenen morfoloji, 

yüzey yükü, ilaç yükleme ve ilaç salım kinetiğine sahip üniform monodispers 

nanopartiküllerin, daha kısa sürede ve minimum reaktant tüketimi ile 

üretilebilmelerine olanak sağlamaktadır (Khan et al., 2015; Ahn et al., 2018; 

Ilhan-Ayisigi et al., 2020 b, 2021). Ek olarak nispeten uygun maliyette ve hafif 

ham maddelerden üretilebilmeleri ve taĢınabilirlikleri de mikroakıĢkan 

platformların dikkate alınması gereken diğer önemli avantajlarıdır (Lombardi 

et al., 2010; Trantidou et al., 2018). 

Geçtiğimiz on yıl boyunca, lipit ve polimer yapıdaki nanopartiküllerin 

sürekli ve verimli sentezleri için, çeĢitli kanal geometrilerinin ve hidrodinamik 

akıĢ odaklama, damlacık-temelli yöntemler ve kontrollü mikro-girdaplar gibi 

farklı tasarımların ortaya çıktığı mikrofabrikasyon tekniklerindeki geliĢmeler 

izlenmiĢtir (Ilhan-Ayisigi et al., 2021). Nanopartikül boyut karakteristikleri, bu 

ilaç nanotaĢıyıcı sistemlerin terapötik akıbetlerini ve kliniğe aktarım süreçlerini 

etkilediğinden, mikroakıĢkanlar, kontrol edilebilen boyuttaki nanopartiküllerin 

sürekli modda üretim platformları olarak esas önem kazanmıĢlardır (Valencia 
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et al., 2012). Örneğin, boyutları yaklaĢık 100 nm olan monodispers 

lipozomların, arttırılmıĢ hücresel alım ve iyileĢtirilmiĢ terapötik sonuçlar ile 

iliĢkili olduğu bilinmektedir (Feng et al., 2016). Uygulama (ilaç veriliĢ) yoluna 

bağlı olarak, nanopartiküllerin ortalama boyutlarının, boyut dağılımlarının, 

yüzey özelliklerinin ve Ģekillerinin terapötik etkinliklerini ve biyolojik 

performanslarını modüle ettiği unutulmamalıdır.  Örneğin, nanopartiküllerin 

tümör dokusunda birikimi konusunda ortalama partikül boyutu üstün bir rol 

oynamaktadır. 200 nm'den küçük nanopartiküller kanda daha uzun sirkülasyon 

süresine ve endotelyumdan sızarak ekstravaze olduktan sonra EPR etkisi 

yoluyla tümör dokusunda pasif birikime uğrarken; daha büyük nanopartiküller 

retiküloendotelyal sistem (RES) ile hızlı tanınabilir ve kan dolaĢımından daha 

kısa sürede elimine edilebilirler (Li et al., 2008; Danaei et al., 2018). 

2.4. Liyotropik Sıvı Kristalin Nanopartiküller 

Kübozomlar ve hekzozomlar, yarım asır önce keĢfedilmelerinden bu 

yana nanoilaç olarak oldukça yaygın olarak kullanılan lipozomlara benzemekle 

birlikte, sırasıyla üç boyutlu (3B) ve iki boyutlu (2B) kendiliğinden 

düzenlenmiĢ içyapılar (self assembled interiors) halinde katlandıkları için 

lipozomlardan farklı yapısal özelliklere sahiptirler (Zhai et al., 2019; Murgia et 

al., 2020). Ġlaç taĢınımı ve biyo-görüntüleme uygulamaları için 

nanotaĢıyıcıların geliĢtirilmesinde, bu ters liyotropik sıvı kristalin lipit 

nanopartiküllerin ve misel kübozomlar ile emülsifiye mikroemülsiyonlar 

(EME'ler) gibi ilgili kendiliğinden–düzenlenen nanoyapıların cazibeleri, farklı 

fizikokimyasal/kimyasal özelliklere sahip ilaçları veya görüntüleme ajanlarını 

yükleme yetenekleriyle bağlantılıdır (Bor et al., 2019; Yaghmur et al., 2020). 

Bu nanopartiküllerin iç kısımlarında çözündürülen terapötik ve görüntüleme 

ajanlarının lokalizasyonu, yüklenen bu konuk moleküllerin lipit bileĢenleri ile 

su arasında gerçekleĢecek bir dizi karmaĢık etkileĢim tarafından 

yönetilmektedir (Yaghmur et al., 2009; Gontsarik et al., 2019; Prajapati et al., 

2019 a). Dolayısıyla, suda çözünen ve az çözünen ilaçlar ya da görüntüleme 

ajanları, kendiliğinden düzenlenen içyapıların sırasıyla hidrofilik ve hidrofobik 

alanlarına yerleĢtirilme eğilimindeyken, amfifilik ilaçlar ise lipit-su 

arayüzlerinde lokalize olma eğilimindedirler (Lancelot et al., 2014; Angelova 

et al., 2017; Bor et al., 2019; Prajapati et al., 2019 b).   
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Yakın zamanda yapılan bir çalıĢmada (Azmi et al., 2016), soya 

fosfatidilkolin (SFK) ve sitremden oluĢan ikili lipit karıĢımları temelinde, 

yapısal olarak ayarlanabilir ve immünolojik olarak güvenli bir kolloidal olarak 

kararlı lamelar veya lamelar olmayan sıvı kristalin nanopartikül kütüphanesi 

tanıtılmıĢtır. Sitrem, tipik olarak emülsiyonları ve lamelar veya lamelar 

olmayan sıvı kristalin nanopartikülleri elektrostatik stabilizasyon mekanizması 

ile stabilize etmek için kullanılan FDA onaylı gıda sınıfı bir anyonik 

emülgatördür (Azmi et al., 2016; Wibroe et al., 2016). Belirtildiği gibi 

sitrem/SFK nanopartikülleri kompleman aktivasyonu ve daha sonraki 

hemolitik etkilerden yoksun olması nedeniyle hemo-uyumludurlar (Gontsarik 

et al., 2016; Angelova et al., 2018) ve bu nedenle, ilaç taĢıyıcı nanosistemlerin 

geliĢtirilmesinde umut vadetmektedirler. Fazla miktarda suda, sitremin SFK-su 

arayüzey alanına yerleĢmesi, konsantrasyona-bağlı olarak lamellar-lamellar 

olmayan yapısal geçiĢlerle iliĢkilidir ve bu da düĢük enerji (vorteksleme) veya 

yüksek enerji girdili (prob sonikasyonu) kesikli emülsifikasyon yöntemleri 

kullanılarak lamelar veziküllerin, kübozomların ve hekzozomların üretimine 

olanak sağlamaktadır (Khaliqi et al., 2017; Prajapati et al., 2018, 2019 b). 

DoymamıĢ monogliserid içerikli çok araĢtırılan kübozomlar ve hekzozomlarla 

kıyaslandığında (Helvig et al., 2021), fazla miktarda suda lamelar (Lα) sıvı 

kristalin faz oluĢturma eğilimiyle bilinen SFK fosfolipidi kullanılarak immün-

güvenli lamelar olmayan sıvı kristalin nanopartiküllerin üretilebilmesi için 

sitremden yararlanmak oldukça ilgi çekici bir yaklaĢımdır (Azmi et al., 2016). 

Bununla birlikte, bu sitrem-SFK nano-kendiliğinden–düzenlenen nanoyapıların 

mikroakıĢkan platformlar kullanılarak sürekli üretimleri hakkında literatürde 

bilinen bir yayın yoktur. 

Lipozomlardan (Jahn et al., 2004, 2010; Sedighi et al., 2019) ve diğer 

lipit nanopartiküllerinden (Koh et al., 2009, 2010; Lo et al., 2010) farklı olarak, 

kübozomların, hekzozomların ve diğer ilgili kendiliğinden-düzenlenen 

nanopartiküller yapıların mikroakıĢkan platformda sürekli sentezi nadiren 

incelenmektedir (Kim et al., 2018; Yaghmur et al., 2019). Farklı mikroakıĢkan 

karıĢtırıcılar arasında, hidrodinamik akıĢ odaklama (HAO) mikroakıĢkan 

platformları, nanopartiküllerin sürekli üretimi için en çok kullanılan 

platformlardır (Sharifi et al., 2020). Bu platformlar, hızlı bir karıĢtırma ve 

paternleme sağlamak için, enjekte edilen sıvılar arasında iyi tanımlanmıĢ ve 

öngörülebilir bir arayüz bölgesi oluĢturmaları ve merkez ile yan akımların 

mikrometre altı boyutlara hidrodinamik olarak odaklanması yoluyla ortalama 
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nanopartikül boyutunu ve boyut dağılımını kontrol etme kabiliyetleri sayesinde 

oldukça fazla ilgi toplamaktadırlar (Jahn et al., 2004; Yaghmur et al., 2019). 

Lipit bazlı nanotaĢıyıcıların mikroakıĢkan platformlarda sentezinde lipitlerin 

çözünmesi için etanol (EtOH) gibi organik çözücüler gerekmektedir ve 

Lasic‟in (1988) teorisine göre organik bir çözücü içinde çözünen lipitler, çift 

tabakalı fosfolipid yapılı ara ürün parçalarına dönüĢmektedirler (Lasic, 1988). 

MikroakıĢkan platformun hidrodinamik akıĢ odaklama kanalındaki çözücü 

(alkol) ve sulu çözücü olmayan fazlar arasındaki sıvı arayüzeyinde, farklı 

moleküler türlerin sürekli difüzyonu, alkol konsantrasyonu lipitlerin 

çözünürlük sınırının altında kritik bir seviyeye düĢene kadar lipidin çözünürlük 

koĢullarını azaltır. Bu durum, çift tabakalı fosfolipid fragmanlarının 

kenarlarında termodinamik kararsızlığa neden olarak kendi üzerine bükülmeye, 

kapanmaya ve veziküllerin oluĢumunu tetikler ve bu mekanizma "kendi 

kendine düzenlenme" olarak tanımlanmaktadır (Jahn et al., 2008; Carugo et 

al., 2016). MikroakıĢkan hidrodinamik akıĢ odaklama yaklaĢımının, klinik 

uygulama potansiyeline sahip olan lipit bazlı nano-veziküler sistemleri üretmek 

için tek geçerli mikroakıĢkan yöntemi temsil ettiği bildirilmiĢtir (Carugo et al., 

2016).  

Bu tez çalıĢması kapsamında incelenen üç formülasyondan ilki, akıĢ 

odaklama prensibindeki bir mikroakıĢkan platform kullanılarak herhangi bir 

yüksek enerji girdisi veya sekonder emülsifiye edici olmadan sürekli üretim 

prensibiyle sentezlenen timokinon (TQ) yüklü sitrem/SFK nanopartikülleridir. 

Timokinon, Nigella sativa bitkisi uçucu yağının ana terapötik bileĢiğidir (%30-

48) (Khader et al., 2014; Yaghmur et al., 2020) ve antioksidan (Bordoni et al., 

2019), antienflamatuar (Shaterzadeh-Yazdi et al., 2018; Bordoni et al., 2019), 

antihistaminik (Kanter et al., 2006), antimikrobiyal (Chaieb et al., 2011; 

Mohammed et al., 2019), nöroprotektif (Farkhondeh et al., 2018; Elibol et al., 

2019) ve immünomodülatör (Shaterzadeh-Yazdi et al., 2018) aktiviteleri ile 

birlikte antikanser (Khan et al., 2017 a) etki de dahil olmak üzere oldukça geniĢ 

bir terapötik potansiyele sahiptir. Ancak bu terapötik potansiyel, TQ‟nun düĢük 

suda çözünürlüğü, zayıf biyoyararlanımı ve membran penetrasyon kabiliyeti, 

ısıya ve ıĢığa duyarlı yapısına bağlı stabilite sorunları gibi nedenlerle sınırlıdır 

(Kazan et al., 2019; Yaghmur et al., 2020). Literatürde, lipozomlar (Odeh et al., 

2012), misel kübozomlar (Yaghmur et al., 2020), niozomlar (Rajput et al., 

2015) ve albümin (Kazan et al., 2019) nanopartiküller gibi çeĢitli 
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nanopartiküller, TQ‟nun bu sınırlamalarının üstesinden gelen TQ taĢıyıcı 

nanosistemler olarak incelenmiĢlerdir.  

Kendiliğinden–düzenlenen-nanoyapılardaki ilaç yerleĢiminin (Prajapati 

et al., 2018) veya EtOH konsantrasyonunun (Yaghmur et al., 2019) yapısal 

dönüĢümleri tetikleyebileceği bilindiğinden, etanol konsantrasyonunun ve lipit 

kompozisyonunun TQ-yüklü sitrem/SFK nanopartiküllerin, yapısal ve boyut 

karakteristikleri üzerine etkileri sinkrotron küçük açılı X-ıĢını saçılımı 

(Synchrotron Small Angle X-Ray Scattering: SAXS) ve nanopartikül izleme 

analizi (Nanoparticle Tracking Analysis: NTA) kullanılarak incelenmiĢtir. 

MikroakıĢkan platformun verimliliğini değerlendirmek için, aynı etanol 

konsantrasyonlarında ve lipid bileĢimlerinde mikroakıĢkan çip kullanılarak 

sürekli üretilen seçilen iki grup sitrem/SFK nanopartiküllerinin ortalama 

nanopartikül boyutları ve boyut dağılımları, ikili sitrem/SPK karıĢımlarının 

fazla su içinde vortekslenmesine dayanan bir kesikli emülsifikasyon yöntemi 

kullanılarak üretilenlerle karĢılaĢtırılmıĢtır.  

2.5. EGFR-Hedefli Aktif Hedeflendirilmiş Nanopartiküller 

Tümör stroması içindeki spesifik nanopartikül birikimi, tümörün sızdıran 

abnormal vasküler sistemi sayesinde sağlanırken (pasif hedeflendirme), 

hücresel internalizasyon ise nanopartikül yüzeyinde reseptöre özgü ligand 

dekorasyonu kullanılarak reseptör aracılı aktif endositotik mekanizmalardan 

yararlanılarak teĢvik edilmekte, böylelikle ilacın rastgele dokularda 

internalizasyonu ve zararlı yan etkileri en aza indirilmektedir (Akhtar et al., 

2014). Ġlaç yüklü nanopartiküllerin bu aktif mekanizmalar yoluyla endozomal 

veya lizozomal internalizasyonu genellikle, taĢıyıcı matrisin hücre içi 

parçalanması veya bozunması ve ilaçların salınmasını takip etmektedir (Master 

et al., 2012). Bu "aktif hedefleme" mekanizması kapsamında, epidermal 

büyüme faktörü reseptörü (EGFR), çeĢitli kanser türlerini hedeflemek için en 

umut verici reseptörlerden biri olarak bilinmektedir.  

Bir reseptör tirozin kinaz olan EGFR, küçük hücreli dıĢı akciğer 

kanserinde (KHDAK) sıklıkla aĢırı eksprese edilmektedir (Silva et al., 2016). 

Akciğer kanserlerinin çoğunluğunu (yaklaĢık% 75) oluĢturan KHDAK 

vakalarında ise halen iyi anlaĢılmamıĢ patolojik mekanizmalar nedeniyle tedavi 

oldukça zordur. EGFR hedefli nanopartiküller ile ilgili mevcut araĢtırmaların 
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çoğu, FDA onaylı antikor immünoterapileri olmaları sebebiyle cetuximab ve 

trastuzumab gibi antikorları, antikor fragmanlarını veya aptamerleri 

içermektedir (Xu et al., 2005). Antikor aracılı EGFR hedeflemesine paralel 

olarak, EGFR‟nün doğal ligandı olan EGF‟nün kullanılması üzerine de artan 

bir ilgi söz konusudur. EGF, 53 amino asit rezidüsünden yapılmıĢ 6-kDa 

boyutunda bir proteindir. Antikorlara ve diğer EGFR spesifik ligandlara kıyasla 

bu kadar küçük boyutta olmasının yanı sıra taĢıdığı üç disülfit (SS) bağı ve 

triptofan-tirozin rezidüleri onu nanopartiküler sistemler için çekici bir 

hedefleme ligandı haline getirmiĢtir (Master et al., 2012). Ayrıca EGF'den 

farklı olarak antikorlar, sitotoksisiteye yol açan ciddi immün yanıt 

tetikleyebilmektedirler. Bu amaçla, bu tez çalıĢması kapsamında incelenen 

ikinci formülasyon olarak, mikroakıĢkan platformda sentezlenmiĢ karboplatin 

yüklü aljinat-Pamam hibrit nanopartikülleri EGF ligandı ile konjuge edilmiĢ ve 

sitotoksik etkileri, 2B in vitro hücre kültürünün yanı sıra A549 ve BEAS-2B 

hücrelerinden ultra düĢük tutunmalı plaka tekniği ile geliĢtirilen 3B sferoidler 

üzerinde de izlenmiĢtir. Aljinat, ardıĢık 1−4 bağlı α-L-gluronik ve β-D-

mannuronik asit bloklarından oluĢan düz zincirli bir polisakkarittir ve bu 

biyopolimerin jelleĢme ve çapraz bağlanma reaksiyonları gluronik asitteki 

sodyum iyonlarının, Ca
+2

 ve Mg
+2

 gibi divalan katyonlar ile yer değiĢtirmeĢi 

Ģeklinde gerçekleĢmektedir (Istenič et al., 2015). pH-duyarlılıkları, 

biyouyumlulukları, biyoadhezyon ve ılımlı jelleĢme koĢulları, aljinatı kontrollü 

ilaç salım sistemleri için uygun hale getirmektedir (Akay et al., 2017). Ancak, 

yalnızca Ca
+2

 iyonları ile çapraz bağlı aljinat nanojeller stabil değildirler ve 

fosfat salin tampon (PBS) gibi tamponlarda Ca
+2

 iyonlarının diğer katyonlarla 

hızlı bir Ģekilde değiĢimi nedeniyle bozulmaya uğramaktadırlar (Matai et al., 

2016). Ca
+2

-çapraz bağlantılı aljinat nanojelinin bu anormal davranıĢı, nanoilaç 

olarak kullanılabilme potansiyellerini sınırlamaktadır. Bu nedenle, ilaç salım 

uygulamaları için aljinatla etkileĢime girerek ve fizyolojik koĢullar altında 

yapısal stabilitesini geliĢtirecek ikinci bir bileĢen olarak pamam dendrimer 

(G4) seçilmiĢtir. 

2.6. Teranostik Sistemler Olarak Ultrason-Duyarlı Mikrokabarcıklar 

Terapötik amaçların yanı sıra, tek bir formülasyon içerisinde he bir ilaç 

hem de bir görüntüleme ajanı içeren ve dolayısıyla terapötik iĢlevselliği 

görüntüleme ile birleĢtiren “teranostikler”, bir hastalığın tedavisinin seçiminde 

ve planlanmasında, objektif yanıtın ve takip tedavi planının izlenmesinde 
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faydalı olabilmektedirler (Lammers et al., 2011; Sharma et al., 2017). Diğer 

diagnostik yöntemlerle karĢılaĢtırıldığında, çözünürlüğü manyetik rezonans 

görüntüleme (MRI) ile kıyaslanamasa da ultrasonun güvenli, basit, non-invazif 

ve uygun maliyetli bir görüntüleme tekniği olduğu kanıtlanmıĢtır (Cai et al., 

2012). Kontrast ajan olarak mikrokabarcıkların kullanıldığı kontrastı arttırılmıĢ 

bir ultrason görüntülemede daha iyi bir çözünürlük elde edebilmekte ve uzun 

yıllardır klinikte bir dizi hastalığın teĢhisinde yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Mikrokabarcıklar (Mk'lar) özellikle geçtiğimiz son on yılda, ultrason kontrast 

maddeleri, ilaç dağıtım sistemleri ve nükleik asit transfeksiyon araçları olarak 

yaygın Ģekilde kullanılmaktadırlar (Sirsi et al., 2009; Chowdhury et al., 2017; 

Upadhyay et al., 2019). 

Mikrokabarcıklar, bir lipit veya polimer ile enkapsüle edilen ve gazdan 

oluĢan kavitasyon çekirdeklerine sahiptirler ve boyutları genellikle vasküler 

yapıda hareket edebilmek adına 1 ila 10 µm arasında olmalıdır. Ultrason 

görüntüleme ve hedefli ilaç salımı gibi biyomedikal uygulamalarda giderek 

daha fazla kullanılmaktadırlar. Lipit yapıda mikrokabarcık (Mk) kabuk, 

mikrokabarcıkların ultrasonik ses dalgaları altında deforme olmasına ve düĢük 

basınçta osilasyonuna izin verirken, polimer yapılı Mk kabukları ise serttir ve 

gaz kabarcığı, genellikle kapsüllerin kırılmasından sonra osilasyon 

yapabilmektedir (Appold et al., 2017). Mk‟lar ağır gazlardan yapıldığında, 

daha uzun bir yarılanma ömrüne sahip olmakta, aynı zamanda ağır gazların 

çözünürlüklerinin daha düĢük olması da gazın partikül membranından sızma 

süresini uzatmaktadır. Ağır gazlar arasında kükürt hekzaflorür (SF6), 

oktafloropropan veya dekaflorobütan kontrast ajanlar olarak veya organ 

koruma uygulamalarında halihazırda kullanılmaktadır ve sıklıkla Mk'lerin 

sentezi için de tercih edilmektedirler (Boissenot et al., 2016). Mikrokabarcıklar 

tercihen düĢük bir akustik basınçta kavitasyona neden olduklarından, tümör 

endotelyumunun yakınındaki kabarcık osilasyonları da por oluĢturma 

(sonoporasyon), endositoz aktivasyonu veya hücre bağlantılarının 

geçirgenliğini artırma gibi farklı mekanizmalar aracılığıyla ilacın bu bölgedeki 

penetrasyonunu arttırmaktadır. Dolayısıyla antikanser aktivitedeki bir ilacın, 

ultrason kontrast ajanları ile birlikte (co-administration) veya doğrudan bu 

ajanlara yüklenerek enjekte edilmesi son yıllarda ilgi çekmekte olan bir 

yaklaĢımdır. Mk‟ların uygulanmalarını takiben uygulanan ultrason sonrasında 

hücre zarının geçirgenliği arttırılabildiğinden, kan-beyin bariyeri hastalıklarının 
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tedavisi için oldukça fazla araĢtırılan sistemlerdir (Lindseth et al., 2013; 

Boissenot et al., 2016). 

Stratejik olarak, ilaç Mk‟larla eĢ zamanlı olarak enjekte edilerek, 

uygulanacak ultrason dalgaları ile hem görüntüleme hem de bu görüntüleme 

sırasında Mk‟ların osilasyonu ile yukarıda bahsedilen mekanizma ile ilacın 

bölgesel olarak alımının arttırılması sağlanabilmektedir (Şekil 2.1.A). 2013 

yılında rapor edilen ultrason mikrokabarcıkları ile kemoterapi tedavisinin 

kombine edildiği bir klinik çalıĢmada, gemsitabin ile birlikte ticari ultrason 

kontrast ajan SonoVue®‟nun eĢ anlı enjeksiyonu ile ultrason uygulanan 

pankreas kanseri hastalarında sadece gemsitabin ile tedavi edilen hastalara 

kıyasla sağkalımın önemli ölçüde artırılabildiği ifade edilmiĢtir (Kotopoulis et 

al., 2013). Ayrıca, ilaçlar Mk'lara yüklenerek teranostik taĢıyıcı sistemler 

olarak da enjekte edilebilirler (Şekil 2.1.B). Mk‟lara ilaç yüklenmesi 

yaklaĢımları bazı temel farklılıklar göstermekte, bazı çalıĢmalar ilaç yüklü 

nanopartikülleri Mk‟ların yüzeyine tutundurma prensibini benimserken (Burke 

et al., 2011) bazılarında ise ilaç yüklü nanopartiküllerin Mk‟ların gaz 

çekirdeğinde hapsedilmesi (Wang et al., 2016) sözkonusu olabilmektedir. 

Burke et al. (2011) balb/C fareleri ile gerçekleĢtirdikleri çalıĢmalarında, 

albümin kabuklu mikrokabarcıklara poli(laktik-ko-glikolik asit) 

nanopartiküllerinin kovalent olarak bağlandığı kompleks ajan 

formülasyonunun enjeksiyonunda, bu mikrokabarcıklar ile nanopartiküllerin 

kompleksleĢmeden eĢ zamanlı olarak enjeksiyonuna kıyasla ultrason 

uygulaması sonrası ≈2 kat fazla nanopartikülün iskelet kasına salındığını 

belirtmiĢlerdir.  Bahsedilen çalıĢmadaki kovalent bağlama stratejisinin yanı 

sıra, Mk‟lar yüzeyinde nanopartiküllerin kendiliğinden bir araya gelmesiyle de 

ilaç yüklü nanopartiküller ile iliĢkilendirilebilmektedirler.  
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Şekil 2.1. Mikrokabarcıklarla eĢ zamanlı olarak ilaç enjeksiyonu sonrasında 

ultrason uygulaması (A) ve ilaç taĢıyan mikrokabarcıkların ultrason altında 

osilasyonu sırasında ilaç salımının (B) Ģematik gösterimleri   
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Tek-aĢamada hem poli(bütil siyanoakrilat) nanopartiküllerin 

sentezlendiği hem de sentezlenen bu nanopartiküllerin mikrokabarcıkları 

stabilize eden kabuk tabakasını oluĢturdukları bir çalıĢmada, bu nanopartikülle-

stabilize edilmiĢ Mk konjugatının, serbest nanopartiküllere kıyasla hedef 

dokuda lokal olarak birikiminin arttığı, ayrıca bu nanopartiküllerin Fe@Fe3O4 

ile yüklenmesi ile de hem ultrason görüntüleme hem de MRI rehberli olarak 

nanopartikül salımının sağlanabildiği rapor edilmiĢtir (Morch et al., 2015). 

Nanopartiküllerin Mk yüzeyine konjugasyonunun,  Mk kabuğunun stabilitesini 

olumsuz etkileyebilmesi veya kan gibi biyolojik sıvılarda Mk ile nanopartikülü 

birbirine bağlayan konjugasyon ajanının degrede olabilmesi risklerine karĢın, 

Wang ve ark.‟nın (2016) geliĢtirdikleri kurkumin yüklü albümin nanopartikül 

(CcmANP) mikrokabarcık çekirdeğindeki gaz kompartmanına hapsedilmesi 

(CcmANP-MB) ile ilaç yükleme etkinliğinin arttığını belirtmiĢlerdir. Ayrıca 

tümör-oluĢturulmuĢ farelerin kuyruk damarından enjekte edilen CcmANP-

MB‟lerde serbest CcmANP ya da nanopartikül enkapsüle edilmemiĢ 

mikrokabarcık enjekte edilen gruplara kıyasla ultrason uygulaması sonrasında 

tümör inhibisyon yüzdesi neredeyse iki kat yüksek olarak tespit edilmiĢtir.  

Literatürde, ultrasona maruz kalma ile, Mk'ların taĢıdıkları ilaç yükünün 

hücresel alımının ve sitotoksik etkilerinin arttırılabildiği yaygın olarak 

bildirilmektedir. Ancak, Mk'ların biyomedikal uygulamalarda kullanımı hem 

mikrokabarcık boyutu özellikleri ile sınırlıdır hem de Mk'ların 

biyouyumlulukları ve stabiliteleri dikkate alınması gereken diğer önemli 

faktörlerdir. Mk'ların stabiliteleri, raf ömürleri (depolama sıcaklığına, basıncına 

vb. bağlı olarak) ve in vivo / in vitro stabiliteleri ile karakterize edilmektedir 

(Upadhyay et al., 2019). In vivo stabilite kavramı, mikrokabarcıklar vücuda 

uygulandığında değiĢen pH, çözünmüĢ gazlar içeren sulu ortam, arteriyel 

basınçlar ve immünojenik yanıt gibi koĢulları deneyimleyerek stabil 

kalabilmelerini ifade etmektedir. Öte yandan, mevcut bir literatür çalıĢmasında, 

protein yapıda mikrokabarcıkların sıcaklık ve basınca karĢı stabiliteleri test 

edilmiĢ ve daha yüksek depolama sıcaklıklarında, protein mikrokabarcıklarının 

sayısının parçalanma (rupturing) yoluyla daha hızlı azaldığı gösterilmiĢtir 

(Rovers et al., 2016). Öte yandan, sıcaklık-bağımlı Mk‟ların tepkilerinin 

incelendiği bir çalıĢmada da ortam sıcaklığı (27 °C) vücut sıcaklığının biraz 

üstü bir sıcaklığa (38 °C) aniden ısıtıldığında kabarcık yarıçapında ani bir artıĢ 

ve kabuk esnekliğinde bir azalma görülmüĢtür (Lum et al., 2018). Bu 

mikrokabarcık büyümesinin muhtemelen hem gaz çekirdeğinin termal 
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genleĢmesi hem de çevre sıvı ortamındaki çözünmüĢ gazların mikrokabarcık 

içerisine doğru akması sonucu meydana geldiği düĢünülmüĢtür. Mk'larla ilgili 

bu tür in vitro sonuçların, in vivo uygulamalar için mikrokabarcık 

dinamiklerinin anlaĢılmasında faydalı olacağı düĢünülmektedir.  

Bu tez çalıĢmasında incelenen 3. formülasyon olarak, SF6 gazı içeren 

fosfolipit mikrokabarcıklar, MicroSphere Creator (MSC) (Tide Microfluidics, 

The Netherlands) cihazı tarafından üretilmiĢ ve farklı mikroakıĢkan karıĢtırma 

sistemleri kullanılarak karboplatin taĢıyan hidrofilik sodyum aljinat polimerik 

tabakası ile kaplanmıĢlardır. MSC cihazının sahip olduğu bu mikroakıĢkan 

hidrodinamik akıĢ odaklama temelli yöntem, yüksek kontrol edilebilirlik 

düzeyi ve dar örnek boyut dağılımı ile mikrokabarcık sentezini mümkün 

kılmaktadır. ÇalıĢmada kullanılan model ilaç olan karboplatin, platin bazlı bir 

sisplatin analoğudur ve mesane, yumurtalık, baĢ/boyun ve özellikle küçük 

hücreli ve küçük hücreli dıĢı akciğer kanserleri (KHDAK) için etkili bir 

antineoplastik ilaçtır (Wang et al., 2017). Karboplatin, önemli ölçüde daha 

düĢük sistemik toksisite göstereren ve KHDAK için en yaygın kullanılan 

kemoterapötik ajanlardan biri olmasına rağmen, çoklu ilaç direncinin 

indüksiyonu ve hayatta kalma sinyal yolağının aktivasyonu gibi nedenlerle 

sınırlı terapötik etkinliğe sahiptir (Kang et al., 2015). Akciğer kanseri ile ilgili 

yoğun çalıĢmalara rağmen kullanılan kemoterapötiklerin taĢıdıkları ciddi yan 

etkiler ve hastaların geliĢtirebildiği ilaç direnci nedeniyle bu hastalığın tedavisi 

için yeni ilaç salım sistemleri gibi terapötik yaklaĢımlara ihtiyaç duyulmaktadır 

(Cao et al., 2020). Karboplatin taĢıyan polimerik kabuk tabakası, hidrofilisite, 

pH duyarlılığı, biyouyumluluk, biyo-adhezyon ve ılıman jelleĢme gibi 

özelliklerinden dolayı kontrollü ilaç salım sistemleri için sıklıkla tercih edilen 

doğal bir polimer olan sodyum aljinatın (Akay et al., 2017), fosfolipitle 

stabilize edilmiĢ SF6 mikrokabarcıklarında bir ek dıĢ katman olarak kalsiyum 

aracılı olarak jelleĢtirilmesiyle elde edilmiĢtir.  
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3. MATERYAL VE METOD 

3.1. Timokinon Yüklü Kübik ve Hegzagonal Liyotropik Sıvı Kristalin 

Nanopartiküller 

3.1.1. Materyal 

Soya fosfatidilkolin (SFK, %97.6 saflık) Lipoid GMBH'den 

(Ludwigshafen, Almanya) satın alınmıĢtır. Ayçiçek yağından yapılan mono- ve 

di-gliseritlerin sitrik asit esterlerinin bir kombinasyonu olan Grinsted® sitrem 

LR10, Danisco A/S'den (Kopenhag, Danimarka) hediye olarak alınmıĢtır. 

Sitrem LR10, ayçiçek yağından sentezlenmekte ve eser miktarda triaçilgliserid 

ile serbest yağ asitlerine ek olarak %64 oranda mono- ve di-gliserid, %36 

oranda ise gliserol sitrat yağ asidi esterleri içermektedir (Amara et al., 2014). 

Timokinon (>% 98 saflıkta) ve fosfat tampon (PBS, 7.4 pH'ta) tabletleri 

Sigma-Aldrich'ten (Poole, BirleĢik Krallık) satın alınmıĢtır. %96 saflıktaki 

etanol (EtOH) Merck Millipore'dan (Darmstadt, Almanya) temin edilmiĢtir. PH 

7.4'te 0.01 M PBS tamponunu hazırlamak için Milli-Q ultrasaf su kullanılmıĢtır 

(Millipore Direct-Q3 UV sistemi, Billerica, MA, ABD).  

3.1.2. Sitrem/SFK kendiliğinden-düzenlenen nanopartiküllerin düşük 

enerji girdili kesikli üretimi 

TQ içermeyen nanodispersiyonları hazırlamak için, kısaca uygun 

miktarlarda sitrem ve SFK tartılmıĢ ve EtOH içinde çözülmüĢtür. Bu stok 

çözeltiler, ağırlıkça %40 lipit (ağırlıkça 2:3 oranında hazırlanmıĢ sitrem/SFK 

ikili lipit karıĢımı) ve %60 etanol içermektedirler. Bu etanolik lipit çözeltileri 

daha sonra, 5 dakika boyunca 0.01 M PBS (pH 7.4) hafifçe vortekslenerek 

homojen ve kararlı sütsü görünümde çözeltiler elde edilmiĢtir. Bu yöntemle 

hazırlanan tüm nanodispersiyonlar sabit 2:3 sitrem/SFK ağırlık oranında 

hazırlanmıĢtır. 

TQ yüklü nanodispersiyonları hazırlamak için ise, 1-10 mg/mL arasında 

değiĢen farklı konsantrasyonlardaki TQ önceden hazırlanmıĢ bu etanolik 

sitrem/SFK solüsyonlarında çözündürülmüĢ ve daha sonra numuneler yine 

yukarıda açıklandığı Ģekilde hazırlanmıĢtır. Elde edilen bu 

nanodispersiyonların son konsantrasyonları, ağırlıkça %1.09 EtOH ve ağırlıkça 
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%8 toplam lipit (sitrem/SFK karıĢımı) olarak sabit tutulmuĢtur (bu numuneler 

B1-4 olarak kodlanmıĢtır). Etanol konsantrasyonunun üretilen 

nanopartiküllerin yapısal özellikleri üzerindeki etkisi hakkında daha fazla bilgi 

edinmek için, 2.5 mg/mL'lik sabit TQ konsantrasyonunda ve farklı EtOH 

içeriklerinde (ağırlıkça %0 ile %5.45 aralığında) ek nanodispersiyonlar da 

hazırlanmıĢtır (bu numuneler de B5 ve B6 olarak kodlanmıĢlardır). 

3.1.3. Sitrem/SFK kendiliğinden-düzenlenen nanopartiküllerin 

mikroakışkan çipte sürekli üretimi 

TQ'suz ve TQ yüklü nanodispersiyonların mikroakıĢkan çipte sürekli 

sentezi, microfluidic ChipShop Ģirketinden (Jena, Almanya) satın alınan Fluidic 

186 kodlu ticari bir hidrodinamik akıĢ odaklama (HAO) çipi kullanılarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu difüzyon mikrokarıĢtırıcılarında, iki bağımsız HFF 

polikarbonat (PC) çip segmenti aynı mikroakıĢkan platform üzerine 

yerleĢtirilmiĢ haldedir (ġekil 3.1) ve her çipin iki yanal ve iki çekirdek giriĢ 

kanalı vardır. Bununla birlikte, bu çekirdek akıĢ giriĢlerinden birisi, ikisi yanal 

ve birisi çekirdek olmak üzere toplam üç giriĢli bir hidrodinamik akıĢ 

odaklamalı mikroakıĢkan çip yaratabilmek için tutkalla doldurularak bloke 

edilmiĢtir. OluĢturulan bu çipte TQ içermeyen nanopartiküllerin sürekli 

üretimi, yanal giriĢlerden iki PBS çözeltisinin enjekte edilmesi ve çekirdek 

giriĢinden ise sitrem/SFK etanol çözeltisinin enjekte edilerek hidrodinamik 

olarak odaklanması yoluyla sağlanmıĢtır. Bu yöntemde, ağırlıkça %40 lipit (2:3 

oranda sitrem ve SFK ile hazırlanan ikili karıĢım) ve ağırlıkça %60 etanol 

içeren önceden hazırlanmıĢ stok etanol çözeltisi, 1 mL enjektöre (B.Braun 

Injects -F Solo Ģırınga, Melsungen, Almanya) yüklenirken, PBS çözeltileri ise 

iki adet 5 ml hacimli BD (BD Luer-Lok ™, New Jersey, ABD) enjektörlere 

yüklenmiĢtir. Enjektörler, tübingler ve kör uçlu iğnelerle (Terumo mixing 

needle without bevel, 18 G x1,5 ", 1.2 x 40 mm) mikroakıĢkan cihaza 

bağlandıktan sonra Ģırınga pompalarına (KR Analytical Ltd, BirleĢik Krallık) 

monte edilmiĢlerdir. Bu sistemde, kullanılan toplam akış hızı (TFR), merkezi 

ve yan akıĢların akıĢ hızlarının toplamı iken, FRR (akış hızı oranı) ise yan 

akıĢların akıĢ hızlarının merkezi çekirdek akıĢına oranıdır. Bu prosedürde, 

nanopartiküllerin sürekli üretimi, iki farklı TFR'de (50 ve 100 µL/dakika) ve 

sabit 20 FRR ile gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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TQ yüklü nanodispersiyonların sürekli üretimi için ise üç farklı 

konsantrasyonda TQ (1.0, 2.5 ve 5.0 mg/mL), ağırlıkça %40 lipit (2:3 oranda 

sitrem ve SFK ile hazırlanan ikili karıĢım) ve ağırlıkça %60 etanol içeren 

önceden hazırlanmıĢ stok etanol çözeltisine eklenerek, aynı Ģekilde 

mikrosisteme eklenmiĢtir. Sürekli üretilen kendiliğinden-düzenlenen 

nanoyapılar ağırlıkça sırasıyla %2.86 etanol ve %1.9 lipit (toplam sitrem ile 

SFK) sabit konsantrasyonlarında üretilmiĢtir. Ticari mikroakıĢkan çip 

kullanılarak, TQ'suz ve TQ-yüklü sitrem/SFK nanodispersiyonlar, iki farklı 

TFR'de (50 ve 100 µL/dak) ve sabit bir FRR'de (20) üretilmiĢlerdir. Sabit 

sitrem/SFK oranında (2:3) üretilen bu nanoyapıların ortalama nanopartikül 

boyutları ve boyut dağılımları, düĢük enerjili emülsifikasyon parti yöntemi 

kullanılarak hazırlananlarla karĢılaĢtırılmıĢtır. TQ içermeyen ve TQ-yüklü tüm 

nanodispersiyonlar, karakterizasyon iĢlemlerine kadar oda sıcaklığında (25
o
C) 

saklanmıĢtır. 

Şekil 3.1. Kullanılan ticari polikarbonat mikroakıĢkan çipin Ģematik bir 

görünümü. Mikro kanalların derinliği 100 µm ve çekirdek giriĢ kanalı geniĢliği 

100 µm, yanal giriĢ kanalları geniĢlikleri 200 µm, karıĢtırıcı kanal geniĢliği 200 

µm ve çıkıĢ kanalı geniĢliği 200 µm‟dir. 
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3.1.4. Nanopartikül izleme analizi (NTA) 

Hem ticari HAO çipi kullanılarak üretilen TQ içermeyen ve TQ yüklü 

nanopartiküllerin ve hem de bunların kesikli emülsifikasyon yöntemi 

kullanılarak hazırlanan karĢılıklarının boyut karakterizasyonları, bir lazer (405 

nm) ve bir mikroskop (Malvern Panalytical Ltd, Worcestershire, Ġngiltere) ile 

donatılmıĢ NanoSight NS300 cihazı kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Ölçümlerden önce, 10
8
-10

9
 nanopartikül/mL konsantrasyon aralığına 

ayarlayabilmek için üzere ultra saf su (18.2 MΩ cm) ile hazırlanarak filtreden , 

(0.2 µm) geçirilmiĢ PBS (pH 7.4) kullanılarak nanopartikül numuneleri 10
4
 kat 

seyreltilmiĢtir. Ölçümler, numunenin farklı konumlarından çekilen 5 ila 9 

arasında video ile nanopartiküllerin ayrı ayrı izlenmesine dayanmaktadır. 

Malvern yazılımı (NTA 3.2 Dev Build 3.2.16) sayesinde kaydedilen videolar 

analiz edilmektedir. Aynı enstrümantal ayarlarda kontrol olarak PBS (pH 7.4) 

kullanılmıĢtır. 

3.1.5. Sinkrotron küçük açılı X-ışını saçılımı (SAXS) 

Jkm SAXS incelemeleri, Avusturya SAXS ıĢın hattında (Elettra 

sinkrotron tesisi, Trieste, Ġtalya) gerçekleĢtirilmiĢtir. Numuneden dedektöre 

1314 mm mesafesinden 0.18 ile 5.00 nm
-1

 q aralığını (q = 4π sinθ/λ, λ=dalga 

boyu ve 2θ=saçılma açısı olmak üzere) kapsayacak Ģekilde 1.54 Å (8 keV) 

dalga boyuna sahip bir X-ıĢını ıĢını kullanılmıĢtır. Ölçülen intensitenin açısal 

ölçeğini kalibre etmek için standart olarak ise 58.38 Å d-aralık değerine sahip 

gümüĢ behenat (CH3-(CH2)20-COOAg) kullanılmıĢtır. Bu incelemelerde, 1 mm 

çapında kuvars kılcal borular (numune tutucular) kullanılmıĢ ve numunelerin 

sıcaklıkları bir su banyosu (sıcaklık kararlılığı±0.1°C, Unistat CC, Huber, 

Offenburg, Almanya) ile kontrol edilmiĢtir. SAXS ölçümleri, 25 veya 37°C'de, 

görüntü baĢına 20 saniye maruziyet süresi ve her 5 görüntü arasında 3 saniyelik 

gecikmeyle gerçekleĢtirilmiĢtir. 2B SAXS paternleri, tek boyutlu (1-B) saçılma 

fonksiyonuna I(q) entegre bir Pilatus3 1 M dedektörü (Dectris Ltd., Baden, 

Ġsviçre; 172×172 μm
2
 piksel boyutunda 169×179 mm

2
 aktif alan) kullanılarak 

Avusturya SAXS ıĢın hattında bulunan veri azaltma hattı olan SAXSdog ile 

elde edilmiĢ (Burian et al., 2020) ve ardından IGOR pro (Wavemetrics, Inc., 

Lake Oswego, ABD) yazılımı ile analiz edilmiĢtir. Ham veriler, detektör 

verimliliği ve arka plan saçılması adına düzeltildikten sonra, elde edilen beĢ 

görüntünün ortalama saçılma paternleri, intensitenin bir fonksiyonu olarak 
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çizilmiĢ (q'ya karĢı I(q)) ve tüm Bragg pikleri Lorentzian dağılımları ile 

denkleĢtirilmiĢtir. Saptanan sıvı kristalin nanoyapılar olan lamelar (Lα) ve 

lamelar olmayan sıvı kristal fazların latis parametreleri (ɑ), tespit edilen her 

Bragg piki için karakteristik mesafenin (d = 2π/q) hesaplanması ile elde 

edilmiĢtir. Tespit edilen lamelar-olmayan sıvı kristalin fazlar, Pn3m 

simetrisinde ters bikontünyus kübik (Q2) fazı ve ters hegzagonal (H2) fazdır. 

3.2. EGFR-Hedefli Karboplatin Yüklü Aljinat-PAMAM Hibrit 

Nanopartiküller 

3.2.1. Materyal 

EGF (Recombinant Human Epidermal Growth Factor, Gibco
TM

) ve 

ELISA™ Kiti (EGF Human Instant ELISA™ Kit, Invitrogen) ThermoFisher-

Scientific‟den satın alınırken, aljinat, Pamam (G4) ve diğer tüm kimyasallar 

Sigma-Aldrich‟den temin edilmiĢtir. Karboplatin ise (150 mg/15 mL flakon) 

Koçak Farma, Türkiye‟den temin edilmiĢtir. Tüm hücre kültürü reaktifleri, 

Tripan mavi boyası, MTT ve dimetil sülfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich‟ten 

(ABD), canlı/ölü hücre boyama kiti ise Molecular Probes, Invitrogen‟den 

(ABD) satın alınmıĢtır. 

3.2.2. Karboplatin yüklü Aljinat-PAMAM hibrit nanopartiküllerin (K-

Al-Pa) mikroakışkan platformda sentezi 

Aljinat-PAMAM hibrit nanopartikül sentezi için, aljinatın karboksil 

gruplarının aktifleĢtirilerek Pamam (4.jenerasyon: G4) dendrimerlerinin 

yüzeyinde bulunan –NH2 amino gruplarına kovalent bağlanabilir hale 

getirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle aljinat (20 mg/mL) içerisine, EDC (N-

(3-Dimethylaminopropyl)-N′-ethylcarbodiimide hydrochloride, 0.1 mmol) ve 

NHS (N-Hydroxysulfosuccinimide sodium salt, 0.05 mmol) reaktifleri 

eklenerek toplam iki saat süresince karanlıkta karıĢtırılarak aktifleĢtirilme 

reaksiyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. AktifleĢtirilen aljinat ilgili miktarda karboplatin 

eklemesi sonrası ġekil 3.2.‟de Ģematize edilen 200 µm çapa sahip üç adet 

mikrokanalın akıĢ odaklamalı birleĢtiği bir mikroakıĢkan platforma, 10 µL/dak 

hızla pompalanırken, yan kanallardan ise farklı konsantrasyonlarda Pamam 

sulu çözeltileri 200, 300 ve 400 µL/dak olarak farklı akıĢ hızlarında 

gönderilmiĢtir. Böylece akıĢ oranları (flow rate ratio, FRR) sırasıyla 40, 60 ve 
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80 olarak denenmiĢtir. Pamam G4 konsantrasyonları 0.04mM ve 0.08 mM 

olarak denenerek dendrimer konsantrasyonunun sentezlenen nanopartikül 

boyut dağılımları üzerine etkileri incelenmiĢtir. Karboplatin yüklenmeyen boĢ 

(plasebo) aljinat-Pamam Hibrit nanopartiküller (Al-Pa) ise karboplatin 

içermeyen PAMAM sulu çözeltileri kullanılarak aynı yöntemle 

sentezlenmiĢlerdir.  

 

Şekil 3.2. Karbodiimid reaksiyonu ile aljinat-Pamam hibridizasyonu 

MikroakıĢkan çipin çıkıĢ akımından alınan nanopartiküller 8750 g (9000 

rpm) hızda Eppendorf MiniSpin® plus marka cihaz ile santrifüjlenerek pellet 

halinde toplanmıĢ ve ardından 2 kez ultra saf su ile yıkandıktan sonra liyofilize 

edilmiĢlerdir. Ayrılan süpernatant ise enkapsüle olmamıĢ karboplatin 

konsantrasyonunun belirlenmesi için yüksek performanslı sıvı kromatografisi 

(HPLC) (Shimadzu LC-20A PDA) ile analiz edilmiĢtir. 0.45 µm'lik filtresi ile 

filtre edilen numuneler, ACE C18 kolonuna (250 mm x 4.6 mm x boyutu 5 

µm) gönderilmiĢlerdir. Mobil faz, sulu faz olarak 20 mM PBS tamponu (%75) 
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ve organik faz olarak asetonitril (%25) Ģeklinde hazırlanmıĢtır. Mobil fazın 

akıĢ hızı 1 mL/dak olarak ayarlanarak, numuneler sisteme 20 µL enjeksiyon 

hacmi ile enjekte edilmiĢtir. 10 dakika enjeksiyon süresi (35°C) ve dedeksiyon 

dalga boyu 227 nm olan HPLC sonuçlarına göre, enkapsülasyon verimliliği (% 

EE) aĢağıdaki denklem kullanılarak hesaplanmıĢtır:  

%EE=  
                                                                   

                           
 100 

Sentezlenecek nanopartiküllerin boyut dağılımları ve polidispersite 

indeksleri Malvern Zetasizer cihazı (Nano-ZS) ile ölçülmüĢtür. Karbodiamid 

reaksiyonu aracılığı ile gerçekleĢecek hibridizasyon reaksiyonu ise FTIR 

(fourier dönüĢümlü kızılötesi spektroskopisi) ve XPS (X-ıĢını fotoelektron 

spektroskopisi) analizleri ile izlenmiĢtir. Yüzey morfolojisini incelemek için 

SEM (taramalı elektron mikroskopisi) analizi, termal karakterizasyonları için 

ise DSC (diferansiyel tarama kalorimetresi) analizi ile yapılmıĢtır. 

3.2.3. Karboplatin yüklü Aljinat-PAMAM hibrit nanopartiküllerin (K-

Al-Pa) EGF ile konjugasyonu 

Sentezlenen Al-Pa hibrit nanopartikülerin ve dolayısıyla karboplatin 

ilacının sağlıklı dokular yerine spesifik olarak tümör dokularında birikiminin, 

adhesyonunun ve hücresel alımının artırılabilmesi için EGF ligandı ile 

konjugasyon gerçekleĢtirilmiĢtir (ġekil 3.3). Bir protein olan EGF hem 

karboksilik asitleri hem de primer aminleri (C- ve N-termini ve ayrıca 

EGF'lerin yan zincirlerinde bulunan amino asitleri) içermektedir. Dolayısıyla, 

EDC ve NHS kullanılarak karbodiimid kimyası ile yüzeydeki aljinata ait 

karboksilik grupları ile EGF‟e ait amin grupları arasında karbodiamid kimyası 

ile amid bağı oluĢturulması hedeflenmiĢtir. PBS içerisinde dispers edilmiĢ 

nanopartikül çözeltisi üzerine EDC, NHS ve EGF eklenerek manyetik 

karıĢtırıcı ile karanlıkta iki saat süresince karıĢtırılmıĢlardır. Süre sonunda 

nanopartiküller santrifüjlenerek pellet haline getirilmiĢ ve reaktif kalıntıları ile 

bağlanmamıĢ EGF‟lerin uzaklaĢtırılabilmeleri amacıyla ultra saf su ile 

yıkanmıĢ ve ardından -20
o
C‟de dondurularak liyofilize edilmiĢtir. EGF 

konsantrasyonları 1, 2 ve 3 µg/mL olarak denenmiĢ, farklı EGF 

konsantrasyonlarının konjugasyon etkinliği üzerine etkisi incelenmiĢtir. Bu 

amaçla, EGF konjuge edilmiĢ aljinat-Pamam Hibrit nanopartiküller (EGF-Al-
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Pa), PBS tamponda dispers edilmiĢ ve taĢıdıkları konjuge EGF miktarı EGF 

ELISA kiti ile analiz edilmiĢtir. Ayrıca SEM ile de morfolojik incelemeleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

Şekil 3.3. MikroakıĢkan çipte sentezlenen aljinat-Pamam hibrit 

nanopartikülerin EGF ligandı ile konjugasyonu 

3.2.4. In vitro sitotoksik etkinin incelenmesi 

Hücre Kültürü Materyalleri ve Reaktifleri: A549 (insan epitelyal akciğer 

adenokarsinomu, KRAS mutantı olduğu bilinen bir KHDAK hücre hattı) hücre 

hattı ve BEAS-2B (insan bronĢiyal sağlıklı epitelyumu) hücre hatları, 

Amerikan Kültür Koleksiyonu‟ndan (ATCC Mannassas, VA) temin edilmiĢtir. 

Hücreler, %10 fetal buzağı serumu (FCS), %1 L-glutamin (200 mM) ve %0.1 

gentamisin (10 mg/mL) ile takviye edilmiĢ Dulbecco's Modified Eagle 

Medium besin ortamında kültüre edilmiĢlerdir. Tüm hücreler, filtre edilmiĢ 

havalandırma kapaklarına (Corning, ABD) sahip T-flasklar kullnaılarak 
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37°C'de %5 CO2 ile nemlendirilmiĢ inkübatörde monolayer (%80 konfluent-

sıkıĢıklık) kültüre edilmiĢ ve sonra %0.25 tripsin-EDTA ile hasat edilmiĢtir.  

Nanopartiküllerin Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi: Serbest 

karboplatinin hücreler üzerindeki sitotoksik etkisi MTT analizi ile ölçülerek 

IC50 değeri hesaplandıktan sonra, mikroakıĢkan platformda sentezlenen 

karboplatin yüklü veya boĢ EGF-Al-Pa nanopartiküllerinin MTT analizi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bunun için yeterli sayıda üretilen ve süspanse edilen 

hücreler her bir nanopartikül konsantrasyonu ve karboplatin  için üçer tekrar 

olacak Ģekilde 96-gözlü plakanın kuyucuklarına (1x10
4
 hücre/kuyucuk) ekilmiĢ 

ve 24 saat boyunca inkübasyona (37°C, %5 CO2) bırakılmıĢlardır. Bu süre 

sonunda hücrelerin üzerindeki ortam çekilerek, besin ortamı ile seyreltilmiĢ 

farklı konsantrasyonlardaki nanopartikül numunelerinden 100‟er µL ekleme 

yapılmıĢtır. Pozitif kontrol olarak sadece besin ortamında bulunan iĢlem 

görmemiĢ hücreler, negatif kontrol olarak ise DMSO‟da bekletilmiĢ hücreler 

analiz edilmiĢlerdir. Hücreler 24, 48 ve 72 saat boyunca inkübasyona (37°C, 

%5 CO2) bırakıldıktan sonra üzerlerine, %10 MTT solüsyonu (5 mg/mL) 

içeren serumsuz besin ortamlarından 100‟er µl eklenmiĢtir. 3 saatlik 37°C‟deki 

inkübasyonun ardından, MTT dökülerek DMSO solüsyonundan 100 µL kadar 

eklenmiĢ ve ardından mikroplaka okuyucusu kullanılarak 570 nm/ 690 nm 

dalga boylarında absorbans değerleri ölçülmüĢtür. Hücre canlılığı Ģu formülden 

hesaplanmıĢtır; “örnek ile muamele edilmiĢ hücrelerin absorbansı/pozitif 

kontrol hücrelerinin absorbansı x 100”.  

3.3. Ultrason-Kontrast Ajan Olarak Karboplatin Yüklü Mikro-

kabarcıklar 

3.3.1. Materyal 

Mk‟ları stabilize eden fosfolipit tabakasının bileĢenleri olan 1,2-

dipalmitoil-sn-glisero-3-fosfatik asit (DPPA), 1,2-dipalmitoil sn-3-fosfokolin 

(DPPC) ve N-(Karbonilmetoksipolietilenglikol 5000)-1,2-dipalmitoil-sn 

glisero-3 -fosfoetanolamin (DPPE-mPEG5000) Avanti Polar Lipids, Inc'den 

satın alınırken, diğer tüm kimyasallar Sigma-Aldrich‟den temin edilmiĢtir. 

Karboplatin ise (150 mg/15 mL flakon) Koçak Farma, Türkiye‟den temin 

edilmiĢtir. Tüm hücre kültürü reaktifleri, Tripan mavi boyası, MTT ve dimetil 
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sülfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich‟ten (ABD), canlı/ölü hücre boyama kiti ise 

Molecular Probes, Invitrogen‟den (ABD) satın alınmıĢtır. 

3.3.2. Lipit-polimer karışımının hazırlanması 

Mikrokabarcıklar üretmek için kullanılan lipit çözeltisi, bir miktar GPW 

içerisinde 0.82/0.1/0.08 mol oranında üç farklı lipit DPPC, DPPA ve DPPE-

mPEG5000 kullanılarak hazırlanmıĢtır. GPW olarak isimlendirilen çözücü ise 

10/10/80 hacim oranında (% v/v) gliserol, propilen glikol ve fosfat tamponlu 

salin (PBS) içermektedir. Bu üç fosfolipit, önceden ısıtılmıĢ propilen glikol 

(72°C) içinde birer birer ilave edilerek tamamen çözünmeleri sağlanmıĢtır. 

Ardından, çözücü karıĢımın geri kalan bileĢenleri olan gliserol ve PBS de 

yavaĢça ilave edilerek, 72°C'de 2 saat boyunca karıĢtırılmıĢtır. Son olarak, 

henüz 30°C civarında olan lipit çözeltisi, 0.2 µm por çapında bir selüloz asetat 

Ģırınga filtreden geçirilmiĢtir. Daha sonra, %0.5 (ağırlıkça) aljinat 

konsantrasyonuna sahip lipit polimer karıĢımını elde etmek için, süzülen hacme 

bağlı olarak doğrudan sodyum aljinat ilave edilmiĢtir. Bu son karıĢıma, 0.2 

µm'lik bir selüloz asetat Ģırınga filtresinden ikinci bir filtrasyon 

gerçekleĢtirilmeden önce birkaç saat karıĢtırılmıĢtır. Elde edilen 10 mg/mL lipit 

ve %0.5 aljinat içeren süspansiyon, Mk sentezi için kullanılana kadar birkaç 

gün +4 ° C'de saklanmıĢtır. 

3.3.3. Mikroakışkan sistemin kurulumu 

Tide Microfluidics B.V. (Enschede, Hollanda) tarafından geliĢtirilen 

MSC isimli cihaz, kullanıcının homojen mikrokabarcıklar üretmesine olanak 

tanıyan kompakt bir üretim sistemidir. Asimetrik bir akıĢ odaklama sistemini 

kullanmakta olan MSC cihazında, basınç oranına bağlı olarak ayarlanabilir 

boyutta mikrokabarcıklar üretilebilmektedir (ġekil 3.4.). Bu platforma orta 

kanaldan giren gaz, çıkıĢ kanalında uzar ve sonunda iki yan kanaldan gelen 

sıvıların kayma kuvveti ve ortaya çıkan basınç gradyanı altında kabarcıklara 

bölünür. Gazın ve sıvının giriĢ basınçları, varyasyon katsayısının (variation 

coefficient; CV) ve üretim hızının gerçek zamanlı ölçümüne de izin veren bir 

yazılım tarafından kontrol edilirler. Kabarcıklar, cihaza entegre bir optik sistem 

kullanılarak algılanır. Üretilen kabarcıklar çıkıĢ kanalından geçer ve bir cam 

vialde saklanırlar. 
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Şekil 3.4. MSC cihazının dıĢ görünüĢü (solda) ve cihaz içerisindeki akıĢ 

odaklamalı mikroçipin tasarımı (sağda). 

3.3.4. Aljinat kaplı fosfolipit mikrokabarcıkların (Al-Mk) mikroakışkan 

sistemde sentezi  

MSC konteynerlarinden birisi aljinat-lipit solüsyonu ile doldurulurken 

diğeri SF6 gazı ile doldurulmak üzere boĢ bırakılmıĢtır. Gaz ve sıvı solüsyon, 

bu basınçlı konteynerlerden, kabarcıkların oluĢturulduğu mikroakıĢkan çipin 

içine gönderilirler. Sistem stabil duruma geldikten sonra, henüz-üretilmiĢ Al-

Mk'lar 15 dakikalık sürekli üretim süresince toplanmıĢtır. Henüz-üretilmiĢ Al-

Mk'larınn yüzeyindeki aljinat polimer zincirleri ve Ca
2+

 katyonları arasında 

çapraz bağlanma reaksiyonunu sağlamak için farklı konsantrasyonlarda (% 

0.01, 0.05 ve 0.10 w/v) CaCl2 çözeltisi ile karıĢtırılmıĢlardır. Çapraz bağlanma 

reaksiyonuna iliĢkin teknik ayrıntılar bir sonraki bölümde tartıĢılacaktır. 

Karboplatin yüklü aljinat kaplı fosfolipit mikrokabarcıkların (K-Al-Mk) sentezi 

ise aljinat-lipit solüsyonunun 2 mg/mL karboplatin nihai konsantrasyonunu 

içerecek Ģekilde hazırlanması ile elde edilmiĢtir. Deneysel MSC parametreleri, 

yaklaĢık 136 kHz'lik bir üretim hızı, ≈%3 CV, 6300 mbar sıvı basıncı ve 5140 

mbar gaz basıncı olarak ayarlanmıĢtır. 
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3.3.5. Mikrokabarcıklardaki aljinat tabakasının çapraz bağlanması için 

CaCl2 çözeltisi ile karıştırılması 

Henüz-üretilmiĢ mikrokabarcıkların (Al-Mk'lar, K-Al-Mk‟lar) CaCl2 

çözeltileri ile karıĢtırılmaları için biri T-bağlantılı mikrokanal (0.5 mm çap ve 

PEEK materyali) diğeri ise “teardrop” pasif mikrokarıĢtırıcı (Micronit 

FC_TD26_PACK) olmak üzere iki farklı mikroakıĢkan platform, MSC 

cihazının çıkıĢ kanalı ile seri Ģekilde bağlanarak çapraz bağlanma reaksiyonunu 

teĢvik etmek için mikroreaktör olarak kullanılmıĢlardır. . T-bağlantısının çıkıĢ 

hattı 80 cm uzunluğunda kesilmiĢ ve bir ilmek oluĢturacak Ģekilde kendi 

üzerinde sarılmıĢtır (ġekil 3.5.). Micronit marka “teardrop” mikrokarıĢtırıcısı 

ve uyumlu çip tutucusu ise ġekil 3.6.'da görülebilmektedir. MSC cihazı çıkıĢ 

hattındaki henüz-sentezlenmiĢ Al-Mk ve K-Al-Mk‟lar, doğrudan pasif 

mikrokarıĢtırıcının giriĢlerinden birine veya T-bağlantı kanalına bağlanarak 

diğer giriĢ kanalından gelen CaCl2 çözeltisi ile karıĢtırılmaları sağlanmıĢtır. 

CaCl2 solüsyonu veya kontrol grubu olarak kullanılan deiyonize su, Ģırınga 

pompası yardımı ile için 0.13 mL/dak akıĢ hızında pompalanmıĢtır.  

 

Şekil 3.5. MSC çıkıĢından gelen henüz-sentezlenmiĢ Al-Mk ve K-Al-Mk'ların 

CaCl2 ile karıĢtırılmaları için kullanılan T-bağlantı kanalı 

Kabuk kısmındaki aljinat polimerinin çapraz bağlanması sağlanan Al-

Mk'lar ve K-Al-Mk‟lar seri bağlı mikroakıĢkan sistemlerin nihai çıkıĢında 1 

mL'lik Ģırıngalara toplanarak santrifüjleme yöntemi ile yıkanmıĢlardır 

(Feshitan et al., 2009). Mk‟ların toplandığı Ģırıngalar, Ģırınga kapaklarıyla 
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kapatıldıktan sonra 300 RCF'de  10 dakika süreyle santrifüjlenmiĢ (Eppendorf 

5810 R, Hamburg, Almanya) ve ardından Ģırınga pistonu ile süspansiyon 

arasıında bir kek tabakası halinde toplanmıĢlardır.  

 

Şekil 3.6. MSC çıkıĢından gelen henüz-sentezlenmiĢ Al-Mk ve K-Al-Mk'ların 

CaCl2 ile karıĢtırılmaları için kullanılan "teardrop" mikrokarıĢtırıcı 

Lipit ve polimer kalıntılarını içeren geri kalan süspansiyon (infranatant), 

enkapsüle olmamıĢ karboplatin içeriğinin belirlenmesi için yüksek 

performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) (Shimadzu Prominence) ile analiz 

edilmiĢtir. 0.45 µm'lik filtresi ile filtre edilen numuneler, Hypersil C18 ODS 

kolonuna (250 mm x 4.6 mm, partikül boyutu 5 µm) gönderilmiĢlerdir. Mobil 

faz, sulu faz olarak sülfürik asit 0.001N ve sodyum sülfat 0.02 M (pH 3.5) 

içeren sulu faz ve organik faz olarak metanolün 95:5 oranlarında bir karıĢımı 
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olarak hazırlanmıĢtır. Mobil fazın akıĢ hızı 1 mL/dak olarak ayarlanarak, 

numuneler sisteme 20 µL enjeksiyon hacmi ile enjekte edilmiĢtir. Toplam 

çalıĢma süresi 20 dakika (25°C) ve dedeksiyon dalga boyu 229 nm olan HPLC 

sonuçlarına göre, K-Al-Mk‟ların enkapsülasyon verimliliği (% EE) aĢağıdaki 

denklem kullanılarak hesaplanmıĢtır:  

%EE=  
                                                               

                           
 100 

 

3.3.6. Mikrokabarcıkların boyut dağılımları 

Sentezlenen fosfolipit mikrokabarcıkların (Mk), aljinat kaplı fosfolipit 

mikrokabarcıkların (Al-Mk) ve karboplatin yüklü-aljinat kaplı fosfolipit 

mikrokabarcıkların (K-Al-Mk) boyut dağılımları, bir ıĢık mikroskobu (Nikon 

objektif CFI Achro 10XMRP00102 (10x / 0.25 WD7)) kullanılarak 

değerlendirilmiĢtir. 30 µL hacimde farklı mikrokabarcık numuneleri tek 

kullanımlık petri kaplarına pipetlendikten sonra üzerleri lamelle kapatılmıĢtır. 

Mk'ların petri ile lamel arasında sıkıĢarak patlamalarını önlemek için, petri ve 

lamel arasında küçük bir boĢluk yaratabilmek adına petrideki Mk numunesinin 

kenarlarına bant parçaları yerleĢtirilmiĢtir. Mikroskop altında her bir 

numuneden 20 fotoğraf çekilerek MATLAB yazılımı ile numunelerin ortalama 

çapı, PDI ve kabarcık konsantrasyonu analiz edilmiĢtir.  

3.3.7. Mikrokabarcıkların sitotoksik aktiviteleri 

Hücre Kültürü Materyalleri ve Reaktifleri: A549 ve BEAS-2B hücre 

hatları baĢlık 3.2.4.‟de bahsedildiği Ģekilde muhafaza edilmiĢtir.  

Mk, Al-Mk ve K-Al-Mk’ların Karşılaştırmalı Sitotoksik Aktiviteleri: Mk, 

Al-Mk ve K-Al-Mk‟ların A549 ve BEAS-2B hücre hatları üzerindeki 

sitotoksik aktiviteleri MTT testi ile belirlenmiĢtir. Ġlk olarak, logaritmik 

büyüme fazındaki hücreler, ters ıĢık mikroskobunda (Axio Vert. A1, Carl 

Zeiss, Almanya) tripan mavisi boyası kullanılarak sayılmıĢ ve kuyucuk baĢına 

1x10
4
 adet hücre olacak Ģekilde, 37°C'de 96 kuyucuklu plakalarda %5‟lik CO2 

ile nemlendirilen bir inkübatörde yaklaĢık 16 saat süresince kültüre 



31 

 

  

alınmıĢlardır. Kültür ortamı uzaklaĢtırıdıktan sonra, her kuyucuktaki hücrelere 

toplam 360 µL hacimde karboplatin (100 µg/mL) veya bu konsantrasyonda 

karboplatine denk miktarda karboplatin taĢıyan K-Al-Mk numunesi 

uygulanmıĢtır. Ayrıca, uygulanan K-Al-Mk konsantrasyonunda hücrelerin 

maruz kaldığı mikrobaloncuk hacmi hesaplanarak denk gelen miktarda 

fosfolipit mikrokabarcık (Mk) ve aljinat kaplı mikrokabarcık (Al-Mk) 

numunesi uygulanmıĢtır. Mikrokabarcıklar gaz çekirdekleri sebebiyle düĢük 

özgül ağırlığa sahip olduklarından sıvı yüzeyine doğru hareket etme eğiliminde 

olduklarından, mikrokabarcıkların hücrelere doğrudan temas etmesini 

sağlayabilmek için ġekil 3.7.„de görülen kültür sistemi tasarlanmıĢtır.  

 

Şekil 3.7. Mikrokabarcıkların monolayer hücreler ile doğrudan temas etmesini 

sağlayabilmek için tasarlanan kültür sistemi 

 Bu sistemde 96 kuyucuklu plaka ile kapağı arasına bir PDMS 

(polidimetilsiloksan) katmanı yerleĢtirilerek sızdırmazlık sağlandıktan sonra, 

plaka kapatılmıĢ ve ardından kıskaçlarla sabitlenmiĢtir. Daha sonra kuyucukları 

tamamen sıvı ile doldurulmuĢ ve ağzı kapatılmıĢ olan kültür plakaları ters 

çevrilerek, 37°C sıcaklıkta %5 CO2 sağlanan inkübatörde dört tekrarlı olarak 

72 saat süresince inkübe edilmiĢlerdir. Bu teknikte kültür süresince üstte 

pozisyon almıĢ olan hücrelerin hemen altlarındaki mikrokabarcıklarla temas 

etmeleri sağlanmıĢtır. Kültür sırasında, sıcaklık veya ultrason gibi dıĢ etmenler 

nedeniyle mikrokabarcıkların patlayacağı ve karboplatinin salınacağı hipotezi 

öne sürülmüĢtür. Böylece hücreler hem patlamadan hem de ilaç aktivitesinden 
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kaynaklanan sitotoksik bir etkiye maruz kalacaklardır. Bu tez kapsamında 

sentezlenen mikrokabarcıkların, ultrason dalgalarına maruz kalmaksızın 

sağlıklı ve tümörojenik insan akciğer hücreleri üzerinde gösterecekleri 

sitotoksik etkiler özel olarak tasarlanmıĢ kültür sistemi aracılığıyla 

incelenmiĢtir. Pozitif kontrol olarak besin ortamı kullanılırken (herhangi bir 

mikrokabarcık olmaksızın) ve negatif kontrol olarak ise hücreler DMSO ile test 

edilmiĢlerdir. 72 saatlik kültür süresinin sonunda, hücrelerin üzerindeki ortam 

uzaklaĢtırılmıĢ ve her kuyuya 5 mg/mL stok çözeltinin taze besin ortamında 

seyreltilmesi ile elde edilen % 10‟luk MTT çözeltisi eklenmiĢ ve 37°C 3 saat 

karanlıkta inkübe edilmiĢtir. Süre sonunda, MTT ortamı uzaklaĢtırılmıĢ ve 

canlılık ile doğru orantılı olarak ortaya çıkan formazan kristallerini çözmek için 

DMSO ilave edilmiĢtir. Bir mikroplaka okuyucusu (SpectraMax 190, 

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, ABD) ile 570 nm'de absorbans ölçülerek 

hücre canlılığı yüzdesine göre sitotoksisite cevabı belirlenmiĢtir. Veriler, her 

deney için dört kuyucuk kullanılarak üç bağımsız deneyden elde edilmiĢtir. 

GraphPad Prism 5.0 kullanılarak, “örnek ile muamele edilmiĢ hücrelerin 

absorbansı/pozitif kontrol hücrelerinin absorbansı x 100” formülüne göre 

belirlenen %hücre canlılıkları, canlılığı %100 olarak kabul edilen pozitif 

kontrole göre karĢılaĢtırılmıĢtır (Gülçe Iz et al., 2010).  

Canlı/ölü hücre boyama testleri, hücre canlılığının iki renkli bir floresans 

parametrelerini ölçerek canlı ve ölü hücrelerin eĢzamanlı olarak belirlenmesine 

dayanan bir hücre canlılığı sonucu sağlarlar. Polianyonik bir boya olan Kalsein 

AM, canlı hücreler içinde iyi Ģekilde tutularak homojen yeĢil bir floresan üretir. 

Etidyum homodimer-1 (EthD-1) ise zarları hasar görmüĢ hücrelere girerek 

nükleik asitlere bağlanır ve böylece ölü hücrelerde parlak kırmızı bir floresan 

üretir. Canlı/ölü hücre boyama testleri için A549 ve BEAS-2B hücreleri, 72 

saat boyunca Mk, Al-Mk ve K-Al-Mk‟lar ile muamele edildikten sonra, 

üreticinin talimatlarında açıklandığı gibi canlı / ölü boyama iĢlemleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Buna göre önce hücre ortamı uzaklaĢtırılmıĢ, ardından 2 

µM kalsein AM ve 4 µM EthD-1, PBS çözeltisi içinde karıĢtırılarak boya 

solüsyonu hücrelerin yüzeyini kaplayacak Ģekilde uygulanmıĢ ve ardından oda 

sıcaklığında karanlıkta 30-45 dakika inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyondan sonra 

hücreler PBS solüsyonu ile yıkanmıĢ ve boyanan hücreler floresan mikroskobu 

(Zeiss, Axial 2.0, Almanya) altında incelenmiĢtir. YeĢil floresan boya, canlı 

hücreleri temsil ederken kırmızı floresan boya ise ölü hücreleri temsil 

etmektedir. Hem canlı hem de ölü hücre görüntüleri ayrı ayrı alınarak 
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birleĢtirilmiĢtir (Sharifi et al., 2019). Hücreler ImageJ programı ile sayılmıĢ ve 

GraphPad Prism 5.0 programı kullanılarak hücre canlılığı yüzdesi grafikleri 

oluĢturulmuĢtur (Yildiz-Ozturk et al., 2017). Sonuçlar, Bonferroni posttestleri 

ile ±%95 güven aralığında (p <0.05) iki yönlü varyans analizi (iki yönlü 

ANOVA) ile değerlendirilmiĢtir. 

4. BULGULAR VE TARTIŞMA 

Bu tez kapsamında sentezlenen üç farklı antikanser etkili ilaç taĢıyıcı 

formülasyona ait bulgular aĢağıda üç ayrı baĢlık halinde sunulmuĢtur. BaĢlık 

4.1‟de pasif hedefli TQ-yüklü sitrem/SFK kübozomları ve hekzozomlarına dair 

elde edilen bulgular tartıĢılacak ve ardından baĢlık 4.2‟de ise akciğer kanseri 

hücrelerinde aĢırı düzeyde ifade edildiği bilinen epidermal büyüme faktörü 

reseptörüne (EGFR) aktif olarak hedeflenmiĢ karboplatin yüklü EGF-konjuge 

aljinat-PAMAM hibrit nanopartiküllerin sentezleri incelenecektir. Son olarak, 

baĢlık 4.3‟de ise uyaran (ultrason) duyarlı bir formülasyon olarak karboplatin 

yüklü aljinat kaplı fosfolipit mikrokabarcıkların sentezlerine dair bulgular 

tartıĢılacaktır. Bahsedilen bu üç farklı antikanser etkili formülasyonun hepsinin 

sentezleri için farklı tasarımlarda mikroakıĢkan platformlar kullanılmıĢ ve daha 

önce de anlatıldığı üzere pasif, aktif ve uyaran duyarlı olmak üzere 

gruplanabilen farklı hedefleme statejileri ele alınmıĢtır.  

4.1. Timokinon Yüklü Kübik ve Hegzagonal Liyotropik Sıvı Kristalin 

Nanopartiküller 

4.1.1. TQ- içermeyen ve TQ-yüklü sitrem/SFK kendiliğinden-düzenlenen 

nanoyapıların boyut karakteristikleri 

Ağırlıkça 2:3 sitrem/SFK oranında mikroakıĢkan çip kullanılarak üretilen 

TQ'suz ve TQ yüklü kendiliğinden-düzenlenen nanopartiküllerin boyut 

karakteristiklerine iliĢkin fikir edinmek için, sabit FRR (20) ve iki farklı TFR 

(50 ve 100 uL/dak) üretilen nanodispersiyonlar üzerinde bir dizi NTA ölçümü 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu nanodispersiyonlar, sabit etanol (ağırlıkça %2.86) ve 

lipit (ağırlıkça %1.9, sitrem ile SFK karıĢımı) konsantrasyonlarında 

hazırlanmıĢlardır. 100 ve 50 µL/dak TFR'de üretilen TQ içermeyen 

numunelerin (A1 ve A2), ortalama nanopartikül boyutları (çapları) ve modları 

sırasıyla 115,5±42 nm ortalama ve 134,8±3,6 nm mod ile 119,7±42 nm mean 
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ve 114.4±3.8 nm mod arasında değiĢmektedir (Tablo 4.1). Bu ortalama 

boyutlar ve modlar, farklı kesikli üretim yöntemleri olan düĢük enerjili 

emülsifikasyon (vorteksleme) ve yüksek enerjili emülsifikasyon 

(ultrasonikasyona) ile aynı sitrem/SFK lipit kompozisyonunda hazırlanan 

etanolsüz sitrem/SFK nanodispersiyonları ile benzer bulunmuĢtur (Azmi et al., 

2016; Prajapati et al., 2018).  

Etanolün boyut özellikleri üzerindeki olası etkilerine ek olarak, yakın 

tarihli bir makalede tartıĢıldığı gibi, sitrem ticari bir lipit olduğundan 

bileĢiminin partiden partiye değiĢkenlik gösterebileceği ve dolayısıyla 

sitrem/SFK nanopartikül ailesi üyelerinin boyutsal ve yapısal özelliklerinde 

küçük değiĢikliklere neden olabileceğini hesaba katmak önemlidir (Prajapati et 

al., 2018). 1-5 mg/mL konsantrasyon aralığındaki TQ yüklemelerinde (A3-A8 

numuneleri, Tablo 4.1), ortalama nanopartikül boyutları ve modları sırasıyla 

124.3±38 nm ortalama ve 126±5.5 nm mod ile 164±54 nm ortalama ve 

150.5±7.0 nm mod arasında değiĢmiĢtir. Dolayısıyla, TQ'nun sitrem/SFK 

nanodispersiyonlarına yüklenmesinin ortalama nanopartikül boyutları ve 

modlarında artıĢa neden olduğu sonucuna varılmıĢtır. Bu sonuç, gliserol 

monooleat/vitamin E ikili karıĢımı temelli lamelar olmayan sıvı kristalin 

nanopartiküllere (Yaghmur et al., 2020) ve polimerik nanopartiküllere (Kazan 

et al., 2019) TQ enkapsülasyonunun incelendiği önceki çalıĢmaların sonuçları 

ile tutarlıdır. TQ konsantrasyona bağlı olarak, plasebo nanopartiküllerin boyut 

özelliklerinde meydana gelen değiĢiklikler TQ-aracılı yapısal geçiĢlere 

dayandırılmıĢtır (Yaghmur et al., 2020). Ortalama nanopartikül boyutlarında 

artıĢ durumunun, suda çözünürlüğü düĢük diğer ilaçların (2-hidroksioleik asit 

ve indometasin) sitrem/SFK nanopartiküllerine ve baĢka lamelar-olmayan sıvı 

kristalin kendiliğinden-düzenlenen nanopartiküllere yüklenmesinde ortaya 

çıktığı literatür çalıĢmalarında bilinmektedir (Esposito et al., 2005; Prajapati et 

al., 2019 a). 
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Tablo 4.1. Ters bikontinyus kübik Pn3m fazı ile birlikte tanımlanan bifazik 

özellikteki lamelar (Lα) fazların nanopartikül boyutu analizi ve latis 

parametreleri 

a
Tüm nanodispersiyonlar, ağırlıkça sırasıyla %2.86 etanol ve %1.9 lipit (sitrem 

ile SFK) sabit konsantrasyonlarında üretilmiĢtir. 
b
Numuneler A9 ve A10 için 

SAXS paternleri incelenmemiĢtir (N.I.). 
c
NTA cihazında her ölçüm için 

numunenin farklı pozisyonlarından alınan 5 ila 9 arasında video analiz 

edildiğinde, yazılım tarafından ortalama ve mod nanopartikül boyutları 

sırasıyla ±standart sapmalar ve ±standart hatalarla sunulmuĢtur. Ticari 

mikroakıĢkan çip kullanılarak, TQ'suz ve TQ-yüklü sitrem/SFK 

nanodispersiyonlar, iki farklı TFR'de (50 ve 100 µL/dak) ve sabit bir FRR'de 

(20) üretilmiĢlerdir. Üretilen bu kendiliğinden-düzenlenen nanoyapıların 

yapısal özelliklerini belirleyebilmek için SAXS deneyleri 25
o
C ve 37

o
C olarak 

iki farklı sıcaklıkta gerçekleĢtirilmiĢtir. 

K
o

d
 a

 

T
Q

  

m
g

/m
L

 TFR 
µL/dak 

Uzay 

grubu 

Latis parametresi (nm) 

 25 
o
C               37 

o
C 

Boyut (nm)
c
 

 

Ortalama            Mode 

A1 0 100 Lα 

Pn3m 

9.63 

20.18±0.03 

9.48 

19.70± 0.05 

115.5 ± 42 134.8 ± 3.6 

 

A2 0 50 Lα 

Pn3m 

9.51 

20.18±0.03 

9.39 

19.70± 0.05 

119.7 ± 42 114.4 ± 3.8 

A3 1 100 Lα 

Pn3m 

9.42 

19.62±0.02 

9.43 

19.36± 0.02 

124.3 ± 38 

 

126 ± 5.5 

 

A4 1 50 Lα 

Pn3m 

9.56 

20.18±0.03 

9.43  

19.70± 0.05 

139.8 ± 48 

 

136.7 ± 3.2 

 

A5 2.5 100 Lα 

Pn3m 

9.52 

19.26±0.04 

9.36 

19.27± 0.03 

141.2 ± 49 145.5 ± 6.0 

A6 2.5 50 Lα 

Pn3m 

9.46 

19.87±0.02 

9.33 

19.74± 0.02 

150.1 ± 61 140.3 ± 2.7 

A7 5 100 Lα 

Pn3m 

9.46 

19.6±0.02 

9.44 

19.18± 0.01 

147.7 ± 45 

 

150.5 ± 7.0 

 

A8 5 50 Lα 

Pn3m 

9.48 

19.71±0.04 

9.41 

19.62± 0.06 

164 ± 54 

 

144.6 ± 8.1 

 

A9 0 Kesikli N.I. N.I.
b
 116.8 ± 45 

 

102.3 ±14.1 

 

A10 2.5 Kesikli N.I. N.I.
b
 141.2 ± 44 135.1 ± 3.7 
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Ġlaç yüklemesinin ortalama nanopartikül boyutları üzerindeki etkisine ek 

olarak, kesikli emülsifikasyon yönteminin etkisine de ıĢık tutabilmek adına, 

Tablo 4.1‟deki boyut dağılımları mikroakıĢkan yöntem ve kesikli 

emülsifikasyonla üretilen aynı kompozisyondaki nanodispersiyonların NTA 

bulguları karĢılaĢtırılmıĢtır. MikroakıĢkan sistemle tarafından hazırlanan TQ 

içermeyen ve TQ yüklü sitrem/SFK kendiliğinden-düzenlenen nanoyapıların 

ortalama boyutlarının (sırasıyla A1 ve A5, Tablo 4.1), kesikli emülsifikasyon 

yöntemi kullanılarak hazırlanan muadilleriyle (sırasıyla A9 ve A10, Tablo 4.1) 

oldukça benzer oldukları tespit edilmiĢtir. Örneğin, mikroakıĢkan yöntemle 

üretilen TQ içermeyen ve 2.5 mg/mL TQ yüklü nanopartikül boyutları sırasıyla 

ortalama 115.5±42 nm (134.8±3.6 nm moduyla örnek A1) ve 141.2±49 nm 

(145.5±6.0 nm moduyla örnek A5) iken, bunların düĢük enerji girdili kesikli 

emülsifikasyon yöntemi ile üretilen muadilleri ise TQ içermeyen 

nanoformülasyonda  (A9)  ortalama 116.8±45 (102.3±14.1 nm mod) ve 2.5 

mg/mL TQ yüklü nanoformülasyonda ortalama 141.2±44 nm (135.1±3.7 nm 

mod) olarak ölçülmüĢtür. Bu nanopartiküllerin mikroakıĢkan platformda 

sürekli üretimi oldukça ilgi çekici bir yaklaĢım olmasına rağmen, elde edilen 

bulgular ortalama nanopartikül boyutlarının kontrol edilebilmesi için yeterince 

etkin olmadığını ortaya koymaktadır. MikroakıĢkan platformlarda sentezlenen 

nanoformülasyoların boyut dağılımlarını kontrol altına tutabilme konusunda 

benzer etkisizliğin rapor edildiği baĢka çalıĢmalar da literatürde mevcuttur (Yu 

et al., 2011; Yaghmur et al., 2019). DüĢük dispersif enerjiyi kullanan yöntemler 

olan mikroakıĢkan platformlar, genel olarak daha dar boyut dağılımına sahip 

lipit nanopartiküllerinin geliĢtirilmesi için çekici platformlar olsalar da (Ilhan-

Ayisigi et al., 2021), göreceli olarak daha küçük boyutlarda lipit 

nanopartiküllerin üretilmesi için nadiren etkili olmadıkları da bildirilmiĢtir. 

Dokosaheksaenoik asit monogliserit (MAG-DHA) temelli hekzozomların 

sürekli üretimi için kullanılan hidrodinamik akıĢ odaklama prensibinde 

poliimidden yapılmıĢ mikroakıĢkan cihazın kullanıldığı bir çalıĢmada 

(Yaghmur et al., 2019), kullanılan mikroakıĢkan cihaz, vortekslemeye dayalı 

basit bir kesikli yöntemle karĢılaĢtırıldığında MAG-DHA nanopartiküllerinin 

boyutunu küçültmek ve boyut dağılımını daraltabilmek adına etkili 

bulunmamıĢtır. Bununla birlikte, bu cihazın göz ardı edilemeyecek faydası, 

sürekli modda üretim sürecine olanak sağlamasının yanında üretilen bu 

nanopartiküllerin yapısal özelliklerinin (örneğin SAXS ile entegre edilerek 

(Khaliqi et al., 2017)) gerçek zamanlı bir Ģekilde izlenebilmeleri fırsatı 

sağlamasıdır. Bir baĢka çalıĢmada (Yu et al., 2011) ise antisens 
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oligodeoksiribonükleotit (AS-ODN) veya küçük interferans RNA (siRNA) 

içerecek lipid nanopartiküller (LNP'ler) 3 giriĢli bir mikroakıĢkan cihaz 

kullanılarak sentezlenmiĢ ve kesikli yöntem ile sentezlenen muadilleriyle 

kıyaslanmıĢlardır. Sonuçlar, mikroakıĢkan platform ile hazırlanan siRNA yüklü 

LNP'lerin sadece daha büyük partikül boyutuna sahip olmadıkları aynı 

zamanda kesikli yöntemle üretilenlere kıyasla daha fazla polidispersite 

gösterdiğini ortaya koymuĢtur. Aynı durum, AS-ODN yüklü LNP'lerde 

meydana gelmediği için taĢınan kargo molekülünün (çift sarmallı siRNA'ya 

karĢın tek sarmallı AS-ODN) nanopartikül sentez yöntemi (mikroakıĢkan ve 

kesikli karıĢtırma) üzerinde oldukça derin bir etkiye sahip olduğu sonucuna 

varılmıĢtır. Dolayısıyla, NTA bulgularımız doğrultusunda kullanılan 

mikroakıĢkan çipin sitrem/SFK kendiliğinden-düzenlenen nanoyapıların boyut 

dağılımlarını kontrol edebilmede etkili olmadığı anlaĢıldığından, TQ yüklü 

sitrem/SFK kendiliğinden-düzenlenen nanoyapıların sürekli üretimi için daha 

verimli mikroakıĢkan platformların geliĢtirilmesi ve daha fazla araĢtırma 

yapılması gerekmektedir.  

Bu perspektifte, mikroakıĢkan platformda sürekli üretilen TQ içermeyen 

ve TQ-yüklü nanopartiküllerin boyut özellikleri hakkında daha fazla bilgi 

edinmek için, ilgili nanopartiküllerin boyut dağılımlarına göre nispi ıĢık 

saçılma yoğunluklarına karĢılık gelen 2-boyutlu (2B) NTA grafikleri 

incelenmiĢtir (ġekil 4.1). Bu bakımdan, TQ içermeyen (A1 ve A2, ġekil 4.1.A) 

ve 2.5 mg/mL TQ konsantrasyonunda hazırlanan TQ-yüklü numunelerin (A5 

ve A6, ġekil 4.1.B) 100 ve 50 µL/dak olarak iki farklı TFR'de boyut 

dağılımlarındaki değiĢimler karĢılaĢtırılmıĢtır. DüĢük enerjili kesikli 

emülsifikasyon yöntemi kullanılarak hazırlanan TQ içermeyen muadil 

nanopartiküllerin boyut dağılımları (A9, ġekil 4.1.C) ile karĢılaĢtırıldığında, 

mikroakıĢkan çip kullanılarak üretilenlerin 2B NTA grafikleri benzerlik 

göstermektedir. Ancak, kesikli emülsifikasyon yöntemi ile hazırlanan 

nanopartiküllerde (A10), mikroçip ile üretilen TQ-yüklü nanopartiküllerin (A6) 

boyutlarına kıyasla 300 nm‟nin üzerindeki nanopartikül sub-popülasyonlarında 

bir artıĢ ortaya çıktığı ġekil 4.1‟de görülebilmektedir. (ġekil 4.1.‟deki bütün 

nanodispersiyonlar 2:3 sitrem/SFK oranında ve %2.86 sabit EtOH ve %1.9 lipit 

(sitrem+SFK) konsantrasyonlarında hazırlanmıĢtır. TQ içeren 

formülasyonlarda TQ konsantrasyonu 2.5 mg/mL‟dir.)  
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Şekil 4.1. MikroakıĢkan platformda 50 veya 100 µL/dak TFR koĢullarında 

sentezlenen TQ içermeyen (A) ve TQ yüklü (B) sitrem/SFK nanopartiküller ile 

kesikli emülsifikasyon ile sentezlenen sitrem/SFK nanopartiküllerin (C) boyut 

dağılımlarını gösteren 2B NTA grafikleri 

MikroakıĢkan çipte 100 ve 50 µL/dk olarak farklı TFR'lerde 

gerçekleĢtirilen sentez sonrası kendiliğinden-düzenlenen nanopartiküllerin 



39 

 

  

boyutları önceki literatür çalıĢmaları (Ghazal et al., 2017; Yaghmur et al., 

2019) ile de tutarlı olarak, TQ içerikleri farketmeksizin anlamlı bir fark ortaya 

çıkmamıĢtır. Bununla birlikte, TFR'nin 50 µL/dak‟dan 100 µL/dak'ya 

çıkarıldığı durumda, TQ içermeyen kendiliğinden-düzenlenen 

nanopartiküllerin ortalama boyutlarında 4.2 nm büyüklüğünde bir azalma 

meydana gelirken, TQ yüklü olanlarda ise yaklaĢık olarak 8.9 ile 16.3 nm 

büyüklüğünde azalmalar tespit edilmiĢtir. hafif bir azalma gözlemlenmiĢtir. Bu, 

mevcut literatür çalıĢmaları (Ghazal et al., 2016, 2017; Yaghmur et al., 2019; 

Roces et al., 2020 a; Fathordoobady et al., 2021) ile tutarlı olan bu sonuç, 100 

µL/dak TFR'de nispeten daha yüksek kayma gerilimi olmasına ve dolayısıyla 

da merkez ve yan mikroakıĢkan kanalların kesiĢtiği noktada hidrodinamik 

olarak odaklanan akıĢdaki sitrem ve SFK moleküllerinin kendiliğinden 

düzenlenmeleri için daha kısa süre tanınmasına dayandırılmaktadır. BaĢka bir 

deyiĢle, TFR arttığında odaklanan akıĢtaki EtOH‟ün difüze olması ve 

bitiĢikteki sulu tamponlarla karıĢması için daha kısa bir zaman sağlanmaktadır 

(Ghazal et al., 2017; Yaghmur et al., 2019; Roces et al., 2020 a). 

Bu tez çalıĢması kapsamında düĢük enerji girdili kesikli emülsifikasyon 

(vorteksleme) ve sürekli (mikroakıĢkan) yöntemler kullanılarak hazırlanan tüm 

TQ içermeyen ve TQ yüklü sitrem/SFK nanodispersiyonların (Tablo 4.1 ve 

4.2) stabiliteleri görsel olarak izlenmiĢ ve hazırlama sonrası en az bir ay 

boyunca 25
o
C'de kolloidal olarak stabil oldukları tespit edilmiĢtir. Sitremle 

stabilize edilmiĢ lamelar ve lamelar olmayan nanodispersiyonlarla ilgili önceki 

çalıĢmalar incelendiğinde stabilite süresinin benzer olduğu görülmüĢ ve bu 

nanopartiküllerin elektrostatik stabilizasyon mekanizması yoluyla sulu 

tamponda stabilize edildikleri düĢünülmüĢtür (Nilsson et al., 2012; Hedegaard 

et al., 2013; Wibroe et al., 2015; Azmi et al., 2016). Bu elektrostatik 

stabilizasyon mekanizması, negatif yüklü sitrem moleküllerinin dispers haldeki 

kolloidal nanoyapıların dıĢ yüzeyleri üzerine adsorpsiyonu nedeniyle 

nanoyapılar arasında elektrostatik itmelerin meydana gelmesine 

dayanmaktadır. 
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4.1.2. TQ yüklemesi ve EtOH konsantrasyonunun kesikli emülsifikasyon 

yöntemiyle üretilen sitrem/SFK kendiliğinden-düzenlenen 

nanopartiküllere etkisi 

Sitrem/SFK nanopartiküllerin bileĢimlerindeki ve ilaç 

konsantrasyonundaki değiĢikliklere karĢı oldukça duyarlı doğaları dikkate 

alındığında (Azmi et al., 2016; Prajapati et al., 2018, 2019 b), sinkrotron SAXS 

analizi ile TQ ve etanol konsantrasyonlarına bağlı ortaya çıkabilecek yapısal 

değiĢikliklerin incelenmesi önem taĢımaktadır. TQ içermeyen ve TQ yüklü 

nanodispersiyonlar, sitrem/SFK kompozisyonu 2:3 oranında sabit tutularak ve 

geleneksel düĢük enerji girdili kesikli emülsifikasyon yöntemi kullanılarak 

ağırlıkça %8.0 lipit (sitrem ve SFK) ve %1.09 EtOH konsantrasyonlarında 

hazırlanmıĢlardır. Bu formülasyonlarda TQ konsantrasyonu ise 0, 2.5, 7.5 ve 

10.0 mg/mL olarak denenmiĢtir. SAXS desenleri incelendiğinde (ġekil 4.2), 

TQ içermeyen formülasyonlarda (B1), ikili sitrem/SFK lipid karıĢımının fazla 

sulu tampon ortamında çok katmanlı veziküller (multilamellar vesicles; MLV) 

oluĢturma eğiliminde olduğu tespit edilmiĢtir. YaklaĢık 5.55 nm d-düzlemler 

arası mesafe değerine sahip ilk Lα fazının (Lα(1)) iki karakteristik pikine ait q 

değerleri yaklaĢık 1.13 ve 2.26 nm
-1

 olarak ölçülmüĢtür (ġekil 4.2, q-değerleri 

kırmızı yıldızlarla iĢaretlenmiĢtir). Bu sonuç, aynı lipit konsantrasyonlarında 

fakat EtOH kullanmadan hazırlanan 5.71 nm d-aralığına sahip Lα fazına sahip 

MLV‟lerin sentezlendiği baĢka bir çalıĢma ile uyumlu bulunmuĢtur (Azmi et 

al., 2016). Ayrıca, yaklaĢık 0.84 ve 1.68 nm
-1

 q-değerlerinde çok zayıf tepe 

noktalarının saptanması, eĢlikçi (coexisting) bir Lα fazının (7.22 nm d-aralığına 

sahip Lα(2)) göstergesidir (ġekil 4.2., q-değerleri mavi yıldızlarla 

iĢaretlenmiĢtir). Bu daha yüksek d-aralığına sahip ikinci Lα fazının (ĢiĢmiĢ Lα(2) 

fazı) oluĢumu, nanopartiküllerin iç kısımlarına etanol alınımına bağlı ortaya 

çıkmıĢ olabileceği düĢünülmüĢtür. 
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Şekil 4.2. 25
o
C'de farklı TQ ve etanol konsantrasyonlarının düĢük enerjili 

emülsifikasyon kesikli yöntemi kullanılarak hazırlanan sitrem/SFK 

nanodispersiyonlarının yapısal özellikleri üzerindeki etkileri. A) 1-10 mg/mL 

aralığındaki TQ konsantrasyonlarında (sırasıyla ağırlıkça % 1.09 EtOH ve 

%8.0 lipid) konsantrasyonlarında hazırlanan numunelerin SAXS modelleri B) 

2.5 mg/mL sabit TQ konsantrasyonunda hazırlanan ve farklı 

konsantrasyonlarda EtOH (%0-5.45 aralığında) içeren sitrem/SFK 

nanodispersiyonlarının SAXS desenleri 
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TQ konsantrasyonu 2.5 mg/mL olduğunda (B2), MLV oluĢumu devam 

etmiĢ ve yine Lα(1)-Lα(2) bifazik özelliği tespit edilmiĢtir. Bununla birlikte, 2.5 

mg/mL'lik TQ konsantrasyonunda Lα(2) fazının d-aralığında 7.22'den 5.72 

nm'ye önemli bir düĢüĢ ortaya çıkmıĢtır (Tablo 4.2). Bu azalmanın, TQ'nun 

Lα(2) fazının hidrofobik bölgelerine penetrasyonu ve olası bir etanol 

molekülünün salımına bağlanabileceği düĢünülmüĢtür. TQ konsantrasyonu 7.5 

mg/mL'ye (B3) ve 10 mg/mL'ye (B4) arttırıldığında ise eĢlikçi Lα(2) fazı 

kaybolmuĢ ve eĢlikçi hekzozomların oluĢtuğu belirlenmiĢtir. Hekzozomlar için, 

(100), (110) ve (200) düzlemlerindeki sırasıyla 1:√3:√4 aralık oranıyla 

karakterize ilk üç Bragg piki tespit edilmiĢ ve internal ters altıgen (H2) fazı 

tanımlanmıĢtır (açık ve koyu mavi SAXS desenleri, ġekil 4.2). Ġncelenen tüm 

TQ konsantrasyon aralığında (0-10 mg/mL), eĢlikçi Lα(1) fazının d-aralıklarının 

hemen hemen aynı kalması ilgi çekici bir bulgu olmakla birlikte, TQ'nun 

ĢiĢmiĢ eĢlikçi ve etanolce daha zengin olan Lα(2) fazında TQ alımında olası bir 

artıĢ nedeniyle TQ‟un öncelikli olarak lokalize olduğunu da göstermektedir. 

TQ konsantrasyonunun 7.5'ten 10.0 mg/mL'ye yükseltilmesiyle birlikte bifazik 

Lα(1)/Lα(2) karakterinden, eĢlikçi H2 fazı ile birlikte var olan Lα(1) fazının bifazik 

karakterine faz geçiĢinin gerçekleĢmesinin, büyük olasılıkla TQ'nun 

nanopartiküllerin kendiliğinden-düzenlenen iç yapılarının hidrofobik 

bölgelerinde lokalize olma eğiliminden kaynaklandığı düĢünülmektedir. Ancak 

bu faz geçiĢi sonrası artan TQ konsantrasyonuna bağlı olarak, eĢlikçi H2 fazının 

latis parametresi α‟nın 8.13 nm‟den 8.68 nm'ye bir artıĢ göstermesi (Tablo 4.2) 

önceki literatür bulgularına göre beklenmeyen bir sonuçtur. 

TQ gibi suda çözünürlüğü düĢük ilaçların lamelar ve lamelar olmayan 

sıvı kristalin kendiliğinden düzenlenen nanoyapılara yüklenmeleri, bu 

moleküllerin nanopartiküllerin kendiliğinden-düzenlenen içyapılarının 

hidrofobik bölgelerine yerleĢimlerinin konsantrasyona bağlı bir Ģekilde latis 

parametresinde düĢüĢ gibi yapısal değiĢikliklere ve daha negatif kendiliğinden 

bükülmelere sahip fazlara yapısal geçiĢlerin uyarılmasına yol açmaları ile 

bağdaĢtırılmaktadır (Azmi et al., 2016; Prajapati et al., 2018, 2019 b; Yaghmur 

et al., 2020). Bu durum, sürfaktan benzeri lipitlerin hidrofilik baĢ gruplarının 

dehidrasyonunun ve hidrofobik kuyruklarının geniĢlemesinin eĢzamanlı etkileri 

nedeniyle oluĢmaktadır (Qiu et al., 2000; Yaghmur et al., 2012, 2020, 2021; 

Azmi et al., 2016; Prajapati et al., 2018, 2019 b). Örneğin, monoolein ve E 

vitamini ikili lipit karıĢımı (ağırlıkça %70:30) temelli TPGS-PEG2000 ile 

stabilize edilmiĢ nanodispersiyonlara 2.5 mg/mL konsantrasyonda TQ 
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yüklendiğinde bifazik kübik Fd3m/H2 karakterinden düzgün bir kübik Fd3m 

karakterine yapısal geçiĢ olması yakın zamanda rapor edilmiĢtir (Yaghmur et 

al., 2020). 

Tablo 4.2. Farklı EtOH ve TQ konsantrasyonları kullanılarak düĢük enerjili 

toplu emülsifikasyon yöntemi kullanılarak üretilen sitrem/SFK nano-kendinden 

montajlı yapıların yapısal özellikleri 

Kod 
a
 

EtOH 

% 

Lipit 

% 

TQ 

(mg/mL) 

Uzay 

grubu 

Latis 

parametresi 

(nm)  

B1 1.09 8.0 0 Lα(1) 

Lα(2) 

5.55 ± 0.06 

7.22 ± 2.63 

B2 1.09 8.0 2.5 Lα(1) 

Lα(2) 

5.61 ± 0.05 

5.72 ± 0.24 

B3 1.09 8.0 7.5 Lα  

H2 

5.50 ± 0.06 

8.13 ± 0.24 

B4 1.09 8.0 10.0 Lα 

H2 
5.56 ± 0.02 

8.68 ± 0.27 

B5 0 9.09 2.5 Lα(1) 

Lα(2) 

Lα(3) 

5.93 ± 0.006 

5.83 ± 0.06 

5.75 ± 0.13 

B6 5.45 3.64 2.5 Lα 

Pn3m 
8.14 ± 0.02 

17.07 ± 0.01 

a
Tüm nanodispersiyonların EtOH ve lipit (SFK ve sitrem) içerikleri toplamı 

ağırlıkça %9.09 olacak Ģekilde sabit tutulmuĢtur. Sinkrotron SAXS deneyleri 

25
o
C'de gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Bu tez çalıĢmasında, artan TQ konsantrasyonlarında eĢlikçi H2 fazının 

latis parametresinde artıĢ meydana gelmesi, büyük olasılıkla TQ'nun sitrem ve 

SFK ile etkileĢimlerine ve dolayısıyla da belirli bir miktarda TQ'nun lipid-su 

arayüzey alanında katılmasına dayandırılabilmektedir. Dolayısıyla, elde edilen 

SAXS sonuçları, çözülmüĢ TQ'nun sitrem/SFK kendiliğinden-düzenlenen 

nanoyapıların muhtemelen Ģu iki bölgesine yerleĢtiğini göstermektedir: 

i)hidrofobik bölgeler, ii) arayüzey filmi. Benzer lamelar ve lamelar olmayan 

faz geçiĢleri ve lamellar olmayan sıvı kristal fazların (H2 fazı dahil) latis 

parametresinde artıĢ, yakın zamanda sitrem/SFK nanopartiküllere lokal 

anestezik bir ajan olan bupivakainin yüklenmesinde de tespit edilmiĢtir 

(Prajapati et al., 2019 b). Latis parametrelerindeki böyle bir artıĢın, pozitif 
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yüklü moleküller ile lipid-su arayüzey alanına gömülü negatif yüklü sitrem 

molekülleri arasında elektrostatik etkileĢimlerinden ileri gelen bupivakainin 

kısmi iyonizasyonuna bağlandığı ifade edilmiĢtir.  

Etanol konsantrasyonunun kendiliğinden-düzenlenen nanopartiküllerin 

yapıları üzerindeki etkisi hakkında fikir edinmek için, 2.5 mg/mL TQ 

konsantrasyonunda hazırlanan B2 nanodispersiyonunun yapısal özellikleri, 

aynı lipit bileĢiminde (sitrem:SFK oranı 2:3) ve TQ konsantrasyonunda fakat 

farklı EtOH yüzdelerinde hazırlanan (B5 ve B6, Tablo 4.2) nanodispersiyonlar 

ile karĢılaĢtırılmıĢtır. ġekil 4.2 incelendiğinde, etanol konsantrasyonunun 0'dan 

(B5) ağırlıkça % 1.09'a (B2) çıkarıldığı durumda, Lα(1) ve Lα(2) fazlarının d-

aralığında küçük bir değiĢiklik olduğu ancak üçüncü bir ek eĢlikçi lamelar 

fazın (Lα(3)) B5) ortaya çıktığı görülmektedir. Etanol konsantrasyonu ağırlıkça 

%5.45'e (B6) arttırıldığında ise önemli bir yapısal geçiĢ elde edilmiĢtir.  Bifazik 

Lα(1)/Lα(2) karakterinden (B2), 17.07 nm latis parametresiyle eĢlikçi bir kübik 

Pn3m fazı ile birlikte bulunan, nispeten yüksek oranda ĢiĢmiĢ (d-aralığı 8.14 

nm) lamelar Lα fazına dönüĢüm Ģeklinde gerçekleĢen bu yapısal geçiĢin etanol-

aracılı gerçekleĢtiği anlaĢılmaktadır (B6, Tablo 4.2 ve ġekil 4.2). Bu eĢlikçi 

kübik Pn3m fazı, (110), (111), (211), (221) ve (222) düzlemlerinde tespit 

edilen karakteristik Bragg piklerine dayanarak tanımlanmıĢtır. Sitrem'in 

konsantrasyona bağlı bir Ģekilde, sitrem/SFK nanodispersiyonlarında lamelar-

lamelar olmayan faz geçiĢini indükleme eğilimi dikkate alındığında (Azmi et 

al., 2016; Khaliqi et al., 2017; Prajapati et al., 2018, 2019 b), artan EtOH 

konsantrasyonu SFK ve sitrem moleküllerinin yeniden-dağılımını sağlayarak, 

sitrem-açısından zengin kübik Pn3m fazı Ģeklinde katlanmıĢ eĢlikçi 

nanopartiküllerle birlikte bulunan SFK-açısından zengin ĢiĢmiĢ Lα fazına 

geçiĢine yol açmıĢtır. 

4.1.3. Mikroakışkan platformda sürekli üretilen sitrem/SFK 

kendiliğinden-düzenlenen nanopartiküllerin yapısal karakteristikleri 

MikroakıĢkan platform kullanılarak üretilen sitrem/SFK 

nanodispersiyonların yapısal özellikleri hakkında fikir edinmek için 25
o
C ve 

37
o
C'de bir dizi SAXS deneyi gerçekleĢtirilmiĢtir. MikroakıĢkan çip 

kullanılarak üretilen tüm nanodispersiyonlar için FRR 20 olarak sabit 

tutulurken, TFR ise 50 ve 100 µL/dak olarak iki farklı oranda denenmiĢtir. 

Etanol ve lipit konsantrasyonları (sitrem ve SFK toplamı) da sırasıyla ağırlıkça 
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%2.86 ve %1.9 olarak sabit tutulmuĢtur (Tablo 4.1). Tez kapsamında 

sentezlenen tüm kendiliğinden-düzenlenen nanodisparsiyonlarda olduğu gibi 

sitrem:SFK oranı ağırlıkça 2:3 olarak  hazırlanmıĢ ve TQ konsantrasyonları ise 

0-5 mg/mL aralığında incelenmiĢlerdir. Ters bikontinyüs kübik Pn3m fazı için 

tespit edilen Bragg pikleri ve bu piklere karĢılık gelen Miller indisleri ġekil 

4.3.‟de oklar ile iĢaretlenerek gösterilmiĢlerdir. EĢlikçi ĢiĢmiĢ Lα fazlarının 

tespit edilen ikiĢer karakteristik pikleri ise Ģekil üzerinde siyah yıldızlarla 

iĢaretlenmiĢtir. Söz konusu deneme setinde tüm nanodispersiyonlar, 2:3 sabit 

sitrem:SFK ağırlık oranında ve   ağırlıkça %2.86 EtOH ile %1.9 toplam lipit 

(SFK ve sitrem toplamı) konsantrasyonunda hazırlanmıĢtır.  25
o
C (ġekil 4.3.A) 

ve 37
o
C'de (ġekil 4.3.B) karĢılaĢtırmalı olarak incelenen SAXS desenlerinde, 

artan TQ konsantrasyonu, değiĢen TFR ve/veya artan SAXS deney sıcaklığının 

bifazik kübik Pn3m/ĢiĢmiĢ Lα nanodispersiyonların yalnızca latis parametreleri 

ve d-aralıklarında küçük değiĢikliklere yol açtığı görülmektedir. Örneğin 25
o
C 

gerçekleĢtirilen SAXS denemelerinde, farklı TFR ve TQ konsantrasyonlarında 

sentezlenen nanodispersiyonlardaki Pn3m fazı latis parametreleri 19.26 - 20.18 

nm ve eĢlikçi Lα fazı d-aralıkları 9.42-9.63 nm arasında iken,  37
o
C'de 

gerçekleĢtirilen SAXS denemelerinde ise bu parametreler sırasıyla 19.18-19.74 

nm ve 9.33 - 9.48 nm olarak ölçülmüĢtür.  
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Şekil 4.3. MikroakıĢkan çip kullanılarak sürekli üretilen TQ içermeyen ve TQ 

yüklü sitrem/SFK nanodispersiyonlarının (A1-A8) 25
o
C (A) ve 37

o
C'de (B) 

incelenen SAXS desenleri 
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Bu sonuçlar, bir önceki baĢlıkta atıfta bulunulan ve etanol 

konsantrasyonuna bağlı olarak her iki lipitin SFK-açısından zengin Lα fazı ve 

sitrem-açısından zengin Pn3m fazları Ģeklinde kendiliğinden-düzenlenmesinin 

açıklandığı literatür çalıĢmaları ile uyumludur (Azmi et al., 2016; Prajapati et 

al., 2018). Söz konusu literatür çalıĢmasında, etanol içermeyen ve SFK ile 

birlikte sitrem kullanılmadan ya da çok az bir miktarda kullanılarak hazırlanan 

veziküllerin d-aralığı 6.28 nm olarak tespit edilmiĢken, mevcut çalıĢmamızda 

hazırlanan formülasyonların hepsinde (Tablo 4.1) d-aralıklarının daha yüksek 

ölçülmesinin (9.3 nm‟den büyük) muhtemel sebebinin, her iki TFR‟de de SFK-

açısından zengin eĢlikçi Lα fazları tarafından etanol alımının gerçekleĢmesi 

olduğu düĢünülmektedir.   

Sonuç olarak, uygun boyut dağılımları dolayısıyla pasif hedeflendirme 

stratejisi kapsamında ele alınan TQ yüklü sitrem/SFK nanodispersiyonları, 

konsantrasyon bağımlı bir Ģekilde kübozom ve hekzozom yapılarında 

mikroakıĢkan platformda sürekli modda üretilebilmiĢlerdir. Sitrem ve SFK ana 

bileĢenlerinden oluĢan bu formülasyonların kompleman aktivasyonu ve 

hemolize sebep olmadıkları yani hemouyumlu oldukları önceki çalıĢmalarla 

(Azmi et al., 2016; Gontsarik et al., 2016; Angelova et al., 2018) detaylı bir 

biçimde ortaya konduğundan, bu tez çalıĢması kapsamında incelenen ilk 

formülasyon olan pasif hedefli TQ yüklü sitrem/SFK nanodispersiyonlarının 

antikanser etkili nanopartiküller olarak yenilikçi ve umut veren yapılar 

oldukları düĢünülmektedir. 

    Devam eden baĢlıkta bu tez çalıĢması kapsamında incelen ikinci 

formülasyon olan aktif hedefli karboplatin yüklü aljinat-PAMAM hibrit 

nanopartiküllere ait bulgular tartıĢılacaktır.    
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4.2. EGFR-Hedefli Karboplatin Yüklü Aljinat-PAMAM Hibrit 

Nanopartiküller 

4.2.1. Karboplatin yüklü aljinat-PAMAM hibrit nanopartiküllerin       

(K-Al-Pa) mikroakışkan platformda sentezi 

Aljinat-PAMAM hibrit nanopartiküllerin mikroakıĢkan platformda 

sentezi için, EDC ve NHS reaktifleri ile aktifleĢtirilmiĢ aljinat mikroakıĢkan 

platformun merkez kanalından 10 µL/dak hızla pompalanırken, yan 

kanallardan ise 0.04mM ve 0.08 mM konsantrasyonlarda Pamam sulu 

çözeltileri 200, 300 ve 400 µl/dak olarak farklı akıĢ hızlarında gönderilmiĢtir. 

Böylece farklı akıĢ oranları (FRR 40, FRR 60 ve FRR 80) ve ilaç yüklemesinin 

sentezlenen hibrit nanopartiküllerin boyut dağılımları üzerindeki etkileri 

incelenmiĢtir.  ġekil 4.4.‟de görüldüğü üzere pamam (G4) 

konsantrasyonundaki artıĢ ve karboplatin yüklemesi sonrasında hibrit 

nanopartiküllerin ortalama boyutlarında hafif bir artıĢ ortaya çıkmıĢtır. 

Student’s t test istatiksel analizine göre ilaç taĢımayan boĢ hibrit 

nanopartiküllerdeki boyut artıĢı anlamlı değilken, karboplatin yüklenen hibrit 

nanopartiküllerdeki artan G4 konsantrasyonuna bağlı olarak ortalama 

boyutunda anlamlı bir artıĢ söz konusudur. Bir literatür çalıĢmasında, inorganik 

prekürsör/dendrimer (G4) oranının silika/pamam hibrit nanopartikül sentezi 

için çok önemli olduğunu ve Pamam en yüksek dilüsyon oranında (5000 kat) 

yani en düĢük konsantrasyonda kullanıldığında daha küçük boyutlu 

silika/pamam hibrit nanopartiküller elde edilebildiğini rapor etmiĢtir (Yesil-

Celiktas et al., 2017). 

Benzer Ģekilde, 0.04 mM düĢük G4 konsantrasyonunki 

formülasyonlarda karboplatin yüklemesi sonrası istatistiksel olarak anlamlı bir 

artıĢ olmazken, 0.08 mM konsantrasyonda G4 kullanıldığında karboplatin 

içeren hibrit nanopartiküllerin içermeyen muadillerine göre ortalama partikül 

boyutlarında istatistiksel olarak anlamlı bir artıĢ ortaya çıkmıĢtır. Ancak 

sentezlenen en büyük nanopartiküller dahi (278.37±8.41 nm) 400 nm‟den 

küçük boyutta olduklarından, EPR etkisi ile tümör dokularına ekstravaze 

olabilecek potansiyeldedirler (Zhang et al., 2020). Tüm parametrelerde 

sentezlenen nanopartiküllerin oldukça dar bir aralıkta (0.19-0.25 PDI değerleri) 

ve ünimodal bir gauss eğrisi Ģeklinde boyut dağılımına sahip oldukları 

belirlenmiĢtir (ġekil 4.5.).    
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Şekil 4.4. Farklı pamam (G4) konsantrasyonlarında sentezlenen karboplatin 

yüklü ve yüksüz hibrit nanopartiküllerin boyut dağılımları (±SD) 

AkıĢ odaklama prensibine dayanan mikroakıĢkan platformda, yan 

kanallardaki akıĢ hızı arttıkça FRR artmakta ve elde edilen nanopartikül 

boyutları da küçülmektedir. Örneğin en küçük partiküllerin sentezlendiği seri 

olan 0.04 mM konsantrasyonda G4 kullanılan ve karboplatin içermeyen 

formülasyonlarda artan FRR koĢullarında sırasıyla 252.90±12.86 nm, 

191.50±3.65 nm ve 159.67±6.63 nm ortalama boyutlarında nanopartiküller 

elde edilmiĢtir. Muhtemelen odaklanma bölgesindeki nispeten yüksek yanal G4 

dendrimer akıĢları (yüksek FRR) ile merkez kanaldaki aljinat arasında 

kimyasal bağlanmalar ve elektrostatik etkileĢimler ile oluĢan nanopartikül 

matrisinin büyümesi için daha kısa süre tanınması sebebiyle bu durumun ortaya 

çıktığı düĢünülmektedir (Yaghmur et al., 2019; Roces et al., 2020 b; Ilhan-

Ayisigi et al., 2021).  
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Şekil 4.5. Farklı pamam (G4) konsantrasyonlarında sentezlenen karboplatin 

yüklü ve yüksüz hibrit nanopartiküllerin DLS grafikleri (boyut dağılımları) 
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Bilindiği üzere, aljinat negatif yüklü polimer iken amin uç grupları 

taĢıyan PAMAM dendrimerleri ise pozitif yüklüdür. Sentezlenen Al-Pa hibrit 

nanopartiküllerinin PBS içerisinde dispers edilerek zeta potansiyelleri 

ölçüldüğünde, karboplatin içermeyen boĢ nanopartiküllerin artan FRR 

koĢullarında sırasıyla -24.1 mV, -22.7 mV ve -17.1 mV potansiyele sahip 

oldukları ve karboplatin yüklü Al-Pa hibrit nanopartiküllerde ise bu 

potansiyellerin sırasıyla -27.6 mV, -25.4 mV ve -23.8 mV oldukları 

belirlenmiĢtir. Bu sonuçlar PBS ile seyreltildiklerinde aljinat polimerinin -55.7 

mV ve pamam dendrimerinin +36.7 mV olarak ölçülen zeta potansiyelleri ile 

birlikte değerlendirildiklerinde, sentezlenen hibrit nanopartiküllerin 

yüzeylerinde aljinat kaynaklı negatif yüklü karboksil gruplarının (-COOH) 

çoğunlukta olduğu, fakat dendrimer kaynaklı pozitif yüklü amin gruplarının da 

(-NH2) kısmen yüzeyde bulundukları fikrini ortaya çıkarmaktadır.  

Sentezlenen nanopartiküllerin süpernatantlarındaki karboplatin 

miktarının HPLC ile analizi sonrasında hesaplanan enkapsülasyon verimi 

FRR40, FRR60 ve FRR80 koĢulları için sırasıyla %28.04±1.6, %32.03±0.33 

ve %40.45±1.5 olarak bulunmuĢtur. Artan FRR koĢullarında ilacın daha 

yüksek oranda enkapsüle edilebiliyor olması muhtemelen azalan nanopartikül 

ortalama boyutları ile iliĢkilidir. Daha önce de bahsedildiği gibi yüksek FRR 

koĢulunda aljinat ve pamam bileĢenlerinin bağlanarak partikülün büyümesine 

çok daha kısa süre tanınması (hızlı topaklanma) hipotezi, aynı zamanda 

polimer fazındaki ilacın yan kanallardan gelen fazlaca miktardaki sulu faza 

difüze olabileceği sürenin de daha kısa olması anlamına geldiğinden daha fazla 

miktarda ilacın enkapsüle olmasını mümkün kılmaktadır. Nanopartiküllerin 

boyutunun küçülmesi ile birlikte daha yüksek oranda ilaç enkapsüle 

edebilmeleri, literatürdeki TQ ve L-askorbik asit yüklü kitosan 

nanopartiküllerinin geliĢtirildiği benzer bir çalıĢma ile de uyumludur (Othman 

et al., 2018).  

Sentezlenen aljinat-PAMAM hibrit nanopartiküllerin yüzey 

morfolojileri SEM mikroskobunda görüntülenerek incelenmiĢtir. Ġlaç yüklü ve 

boĢ nanopartiküllerin her ikisinde de yüzey morfolojilerinin küre Ģeklinde ve 

pürüzsüz oldukları ġekil 4.6„da görülmektedir. 
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Şekil 4.6. MikroakıĢkan platformda sentezlenen Al-Pa hibrit nanopartiküller 

(sol) ve karboplatin yüklü Al-Pa hibrit nanopartiküller (sağ) 

Sentezlenen Al-Pa hibrit nanopartiküllerinin moleküler 

karakterizasyonları FTIR spektrumları incelenerek gerçekleĢtirilmiĢtir (ġekil 

4.7).  Sentez için kullanılan polimerik aljinat örneğinin FTIR spektrumunda, 

3327 cm
-1

'deki tepe noktası −OH germe titreĢimine karĢılık gelirken, 1602 ve 

1414 cm
-1

'deki bantlar karboksilat tuz gruplarının asimetrik ve simetrik COO− 

germe titreĢimlerine ve 1110 cm
−1

 deki pik (C−O−C germe) aljinatın sakkarit 

yapısına bağlanabilmektedir. Aljinat ve pamam dendrimer ile sentezlenen 

hibrit nanopartiküllere ait FTIR spektrumunda ise 1405 cm
-1

'deki bant 

muhtemelen aljinatın karboksilat grubundan, 1644 cm-1 ve 1575 cm
-1

‟deki 

bantlar ise pamama ait amid I ve II‟den (-CO-NH-) kaynaklanmaktadır (Zhang 

et al., 2016). FTIR karakterizasyonu ile elde edilen en önemlisi, aljinat-COOH 
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ve dendrimer-NH2 grupları arasında karbodiamid kimyası ile oluĢan amid II 

(bandδ N-H bükülmesi) bağının oluĢumunu gösteren 1460 cm
-1

'de ve karbonil 

grubundan (C = O) 1726 cm
-1

'de ortaya çıkan yeni bantların görülmesidir.  

 

Şekil 4.7. Aljinat polimer (a) ve sentezlenen Al-Pa hibrit nanopartiküllerin (b) 

FTIR karakterizasyonları 

Sentezlenen hibrit nanopartiküllerin termal karakterizasyonları ise DSC 

analizi ile gerçekleĢtirilmiĢ (ġekil 4.8) ve sentez reaksiyonunda kullanılan 

aljinatın termogramı, literatüre uygun olarak 125°C'de bir endotermik zirvenin 

ve 250 santigratta bir ekzotermik zirvenin olduğunu göstermiĢtir (Praveen et 

al., 2015). Ancak Al-Pa hibrit nanopartikülleri için, iki endotermik tepe noktası 

tespit edilmiĢ ve dahası hem nanopartiküllerdeki nem kalıntılarından hem de 

aljinatın sakkarit yapısının dehidrasyonundan kaynaklanan daha yüksek su 

kaybı ile iliĢkili olabilen daha geniĢ endoterm görülmüĢtür. Hem hibrit 

nanopartiküllerde hem de polimer formundaki aljinatta, yaklaĢık 250°C'de çok 

benzer olan ekzotermik bölgeler, polimer zincirinin depolimerizasyonu ve 

dekarboksilasyonuna karĢılık gelmektedirler. 
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Şekil 4.8. Aljinat polimer ve sentezlenen Al-Pa hibrit nanopartiküllerin DSC 

karakterizasyonları 

4.2.2. Karboplatin yüklü Aljinat-PAMAM hibrit nanopartiküllerin (K-

Al-Pa) EGF ile konjugasyonu 

MikroakıĢkan platformda sentezlenen karboplatin yüklü Al-Pa hibrit 

nanopartikülerin ve dolayısıyla karboplatin ilacının sağlıklı dokular yerine 

spesifik olarak tümör dokularında internalizasyonunun artırılabilmesi için EGF 

ligandı ile konjuge edilmiĢlerdir. EDC ve NHS reaktifleri kullanılarak 

karbodiimid kimyası ile yüzeydeki aljinata ait karboksilik grupları ile EGF‟e 

ait amin grupları arasında amid bağı oluĢturulması hedeflenmiĢtir. EGF 

konsantrasyonları 1, 2 ve 3 µg/mL olarak denenmiĢ ve EGF konjuge edilmiĢ 

Al-Pa hibrit nanopartiküllerin (EGF-Al-Pa) taĢıdıkları konjuge EGF miktarı 

EGF ELISA kiti ile analiz edildiğinde, g hibrit nanopartikül kütlesi baĢına 

partikül üzerinde konjuge edilen EGF miktarları sırasıyla 0.108 µg, 0.386 µg 

ve 0.462 µg olarak belirlenmiĢtir.  
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EGF-konjuge edilen nanopartiküllerin boyut dağılımları ve polidispersite 

indeksleri Malvern Zetasizer cihazı (Nano-ZS) ile analiz edildiğinde (ġekil 

4.9),  ortalama boyutun konjugasyon sonrası artarak 230.37± 4.57‟den 

395.216± 83 nm‟ye çıktığı belirlenmiĢ ve bununla birlikte muhtemelen 

mikroakıĢkan koĢullar yerine manyetik karıĢtırıcı kullanımından kaynaklanan 

bir PDI (0.333) artıĢı sözkonusu olmuĢtur. Ayrıca, EGF-konjuge edilen 

nanopartiküllerin SEM görüntülemesi ile yüzey morfolojileri incelendiğinde 

(ġekil 4.10) konjugasyon sonrası küresel morfolojinin korunduğu 

görülmektedir. 

 

Şekil 4.9. EGF-konjuge edilen nanopartiküllerin boyut dağılımları (DLS) 

 

Şekil 4.10. EGF-konjuge edilen boĢ (sol) ve karboplatin yüklü 

nanopartiküllerin SEM görüntüleri (sağ) 
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4.2.3. EGF konjuge aljinat-PAMAM hibrit nanopartiküllerin sitotoksik 

etkileri  

Serbest karboplatinin hücreler üzerindeki sitotoksik etkisi pozitif kontrol 

olarak besin ortamı, negatif kontrol olarak ise DMSO kullanılan MTT analizi 

ile ölçülüğünde, IC50 değeri 72. saat için A549 hücrelerinde 41.64±10.81 

µg/mL ve BEAS-2B hücrelerinde 87.81±1.94 µg/mL olarak hesaplanmıĢtır. 

Daha sonra, mikroakıĢkan platformda sentezlenen karboplatin yüklü EGF-Al-

Pa hibrit nanopartikülleri hem A549 hem de BEAS-2B hücrelerinde 41.64 

µg/mL konsantrasyonda karboplatin içerecek Ģekilde uygulanmıĢ ve ilaç 

içermeyen boĢ Al-Pa hibrit nanopartikülleri ise bu denemede kullanılana denk 

gelen nanopartikül matrisi miktarınca uygulanmıĢlardır. MTT analizleri ile elde 

edilen %canlılık verileri ġekil 4.11. „de özetlenmiĢtir.  

 

Şekil 4.11. EGF-konjuge Al-Pa nanopartiküllerin 2B in vitro MTT analizi 

ġekil 4.11.‟de görüldüğü üzere ilk 24 saatlik muamele sonucu serbest 

karboplatin dahil tüm numunelerde her iki hücre grubunda da canlılık %70‟in 

üzerinde olduğundan bir sitotoksik etki görülmemiĢtir. 48 saatlik inkübasyon 

sonrası ise A549 hücrelerinde serbest karboplatin ve karboplatin yüklü EGF-

konjuge Al-Pa nanopartiküllerde canlılık %70‟in altına düĢerken, BEAS-2B 

sağlıklı hücrelerinde ise halen %70‟in üzerinde canlılık ortaya çıkmıĢtır. 72 

saatlik muamele sonunda dahi plasebo grup olan karboplatin içermeyen EGF-
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konjuge boĢ Al-Pa nanopartiküller, A549 ve BEAS-2B hücrelerinde sırasıyla 

%104.31±9.39 ve %81.06±3.74 canlılıkla sonuçlandıklarından aljinat-pamam 

hibrit partiküllerin kendi baĢlarına bir sitotoksik etkilerinin olmadığı sonucuna 

ulaĢılmıĢtır. Öte yandan, EGF-konjuge karboplatin yüklü Al-Pa 

nanopartiküllerle muamele edilen ve yüzeyinde EGF reseptörünü yüksek 

düzeyde ifade ettiği bilinen A549 hücrelerinin canlılığı %49.37±12.73‟e 

düĢerken (serbest karboplatinden daha yüksek toksisite göstermiĢtir), sağlıklı 

BEAS-2B hücrelerinde ise %67.76±5.25 canlılıkla daha düĢük bir sitotoksik 

etki ortaya çıkmıĢtır. 

Sonuç olarak, EGFR‟nin doğal ligandı olan EGF‟in kemoterapötik ajan 

yüklü nanopartiküllerin yüzeyine konjuge edilmesi ile bu partiküllerin akciğer 

kanseri hücrelerine hedeflenmeleri gerçekleĢtirilmiĢtir. EGFR spesifik 

antikorlar ya da diğer EGFR spesifik ligandlara kıyasla EGF‟in seçilmesinin 

sebebi sitotoksisiteye yol açabilecek olası bir immün yanıtın önüne 

geçilebilmesidir. Bu tez çalıĢması kapsamında incelenen ikinci formülasyon 

olan EGF-konjuge karboplatin yüklü Al-Pa nanopartiküllerinin, EGFR hedefli 

diğer nanopartiküller sistemlerden en önemli farkı, taĢıdıkları karboplatinin 

mevcut klinik uygulamalarındada karĢılaĢılan nefrotoksisite ve düĢük hücresel 

alımı gibi sorunlara yönelik olarak yenilikçi bir alternatif sunmasıdır.  

Devam eden baĢlıkta bu tez çalıĢması kapsamında incelen üçüncü 

formülasyon olan karboplatin yüklü mikrokabarcıklara ait bulgular 

tartıĢılacaktır.    

4.3. Ultrason-Kontrast Ajan Olarak Karboplatin Yüklü 

Mikrokabarcıklar 

Bu tez kapsamında mikroakıĢkan platformlar üzerinden sentezlenen bir 

diğer formülasyon, ultrason-duyarlılığı sayesinde hem görüntüleme hem de 

tedaviyi aynı anda mümkün kılan karboplatin yüklü aljinat kaplı teranostik 

mikrokabarcıklardır. Esasen fosfolipit kabukla stabilize edilen 

mikrokabarcıkların (Mk) ilaç yükleme kapasitesini arttırmak için aljinat 

polimer tabakası ile kaplanarak (Al-Mk) karboplatin ile yüklenmiĢtir (K-Al-

Mk). Sentezlenen Mk, Al-Mk ve K-Al-Mk'ların A549 ve BEAS-2B hücre 

hatlarında sitotoksik aktiviteleri MTT testi ve canlı/ölü floresan boyama 

denemeleri ile incelenmiĢtir.  
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4.3.1. Aljinat kaplı fosfolipit mikrokabarcıkların mikroakışkan sistemde 

sentezleri CaCl2 çözeltisi ile karıştırılmaları 

Bu çalıĢmada lipit dissolüsyonunun hazırlığında uygulanan fosfolipitlerin 

sırayla propilen glikolde çözündürüldükten sonra PBS tampon ile seyreltilmesi 

yönteminde organik çözücü kullanımının olmaması önemli bir noktadır. Lipit 

formülasyonlarının hazırlanmasında en çok kullanılan teknik olan ve 

“Bangham metodu” olarak da bilinen “ince-film hidrasyonu yöntemi”, katı 

fosfolipit karıĢımlarının kloroform veya metanol gibi organik çözücüler içinde 

çözdürülmesini gerektirmektedir (Bangham et al., 1964, 1965). ÇözünmüĢ bu 

fosfolipitler, daha sonra düĢük basınç altında organik çözücülerin 

buharlaĢtırılması ve sulu bir tamponla hidratlanmaları ile ince bir film Ģeklinde 

elde edilmektedirler. Ancak, bahsedilen bu yöntemin üründe toksik organik 

çözücü kalıntıları bırakması baĢta olmak üzere üretim kapasitesinin düĢük 

olması ve homojenizasyon kısıtları gibi nedenlerle ticari ölçeğe 

uygulanabilirliği sınırlıdır. Dolayısıyla, katı lipit karıĢımlarının iĢleme sürecini 

geliĢtirmeye yönelik olarak, kolayca büyük ölçeğe aktarılabilen, tamamen 

biyo-uyumlu ve en önemlisi filtrelenebilen üniform fosfolipit 

süspansiyonlarının oluĢturulabilmesine karĢı bir ihtiyaç ortaya çıkmaktadır 

(Hui et al., 2017). Bu çalıĢmada kullanılan metodoloji ilk önce biyouyumlu 

propilen glikol ve gliserol yardımcı kosolventleri içerisinde fosfolipitlerin 

tamamen çözünmesini ve ardından istenen lipit dispersiyonunu hazırlamak için 

su bazlı ortamın (PBS) eklenmesini içermektedir. Özellikle enjekte edilebilir 

olarak kullanılması amaçlanan formülasyonlar için, lipit süspansiyonlarının 

genellikle 0.2 µm'lik bir gözenek boyutundan filtre edilebilir olmsı dikkate 

alınması gereken bir diğer önemli husustur ve Bangham metodu kullanılarak 

bu Ģekilde filtrelenebilen bir lipit süspansiyonunun hazırlanması oldukça 

zordur. Kullanılan metodolojide ise 10 mg/mL konsantrasyonda lipit solüsyonu 

filtrelenebilirken, 10 mg/mL konsantrasyonda lipit ile birlikte ağırlıkça %0.5 

aljinat içeren solüsyon ise 0.2 µm'lik Ģırınga filtre ile filtrelenebilecek üzellikte 

değildi. Bu duruma yönelik olarak, toplam lipit konsantrasyonunun azaltılması 

denense de sonuç değiĢmemiĢ, çözüm olarak öncelikle lipit solüsyonunun 

hazırlanarak fltrelenmesini, sonra elde edilen bu filtrata doğru miktarda aljinat 

eklenmesi ile istenen nihai konsantrasyonda filtelenebilen lipit+polimer 

karıĢımı hazırlanabilmiĢtir.  Karboplatin yüklü K-Al-Mk'ların sentezi için 

kullanılacak lipit+polimer karıĢımı aynı Ģekilde hazırlanırken son aĢamada 

belli bir miktar karboplatin eklenmiĢtir. Fosfolipit karıĢımı ile mikrokabarcık 
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üretimi yapabilen MSC cihazında kullanılan bu lipit solüsyonunun aljinat ile 

modifikasyonu sonrası Mk oluĢumu üzerinde olumsuz bir etkisi olmadığı ġekil 

4.12.„de görülmektedir. 

 

Şekil 4.12. Mikroskop altında (A) ve cam vial içerisinde (B) aljinat-lipit 

Mk'larin görünümü 

MSC cihazında henüz-sentezlenmiĢ fosfolipit mikrokabarcıkların 

üzerindeki aljinat tabakasının Ca
+2

'un aracılığıyla çapraz bağlanmasını teĢvik 

etmek için, mikrokabarcıkların CaCl2 çözeltileri ile karıĢtırılması 

gerekmektedir. Literatürde, Na-aljinat nanoemülsiyon karıĢımının bir CaCl2 

çözeltisine damlatılması ile nanoemülsiyondaki aljinatın baĢarılı bir Ģekilde 

jelleĢtirilebildiği rapor edilmiĢse de (Huang et al., 2006), bu çalıĢma konusu 

olan mikrokabarcıklar içerdikleri gaz çekirdekleri nedeniyle yüzeye çıkma 

eğiliminde olduklarından CaCl2 çözeltisinde alıkonma sürelerini uzatmak için 

manyetik karıĢtırma da uygulanmıĢtır. Ancak bahsedilen Ģekilde MSC cihazı 

çıkıĢ hattının manyetik karıĢtırıcı ile karıĢtırılmakta olan CaCl2 çözeltisine 

daldırılması yoluyla sentezlenen aljinat kaplı fosfolipit mikrokabarcıklarda,  

yüksek kayma gerilimine bağlı olarak büyük ve daha geniĢ ortalama kabarcık 

boyut dağılımı tespit edilmiĢ ve kabarcıkların kısa sürede çoğunlukla 

patlayarak kayboldukları tespit edilmiĢtir. Dolayısıyla, MSC çıkıĢ hattından 

gelen henüz-sentezlenmiĢ mikrokabarcıkların aljinat ile kaplanması için bu 

çıkıĢ hattı bir T-bağlantı mikrokanal veya pasif mikrokarıĢtırıcıya seri 

bağlanarak, farklı konsantrasyonlarda (ağırlıkça %0.01, %0.05 ve %0.10) 

CaCl2 çözeltileri veya deiyonize su ile karıĢtırılmıĢtır.  
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4.3.2. Mikrokabarcıkların boyut dağılım özellikleri 

Sentezlenen aljinat kaplı mikrokabarcıkların (Al-Mk) mikroskop 

görüntülerinin MATLAB programında analiz edilmesi ile elde edilen boyut 

dağılım verileri incelendiğinde tüm Gauss eğrilerinin tek tepeli olduğu 

görülmektedir (ġekil 4.13). Polidispersite indeksi (PDI) değerleri ise T-bağlantı 

mikrokanal kullanılarak sentezlenenlerde 0.30 ile 0.43 arasındayken, pasif 

mikrokarıĢtırıcı kullanılarak sentezlenenlerde 0.29 ve 0.37 arasında oldukça dar 

aralıklardadırlar (ġekil 4.14.A). T-bağlantı mikrokanal kullanılarak sentezlenen 

Al-Mk‟ların ortalama boyut değerleri, deiyonize su, %0.01, %0.05 ve %0.10 

CaCl2 ve kullanılan denemeler için sırasıyla 13.4 ±0.7, 12.4 ±0.4, 13.4 ±0.5 ve 

14.6 ±0.7 µm olarak ölçülmüĢtür (ġekil 4.14.B). MikrokarıĢtırıcı kullanılarak 

sentezlenen Al-Mk‟ların ortalama boyut değerlerinin ise deiyonize su, %0.01, 

%0.05 ve %0.10 CaCl2 kullanılan denemeler için sırasıyla 8.2 ±0.3, 8.6 ±0.1, 

8.0 ±0.2 ve 6.6 ±0.2 µm olduğu görülmektedir (ġekil 4.14.B).  

Sonuç olarak, farklı CaCl2 konsantrasyonlarının, deiyonize suya kıyasla 

Al-Mk'ların boyut dağılımı üzerinde önemli bir ayırt edici etkisi olmamıĢtır. 

Ancak, pasif mikrokarıĢtırıcı düzeneğinden daha küçük Al-Mk'lar elde 

edilmesi, mikrokarıĢtırıcının daha kontrollü ve etkin bir türbülanslı 

mikroçevreye sahip olması nedeniyle, aljinatın CaCl2 ile karıĢtırılması 

sırasında Al-Mk'ların geniĢlemesini sınırlandırmasına dayandırılmıĢtır. Ancak 

mikrokarıĢtırıcı ile karıĢtırılarak aljinatın çapraz bağlanması sağlanan Al-

Mk'larda muhtemelen çekirdekteki gazın daha hızlı bir sızıntıya uğraması 

nedeniyle kısa sürede ortadan kayboldukları, bir günden fazla stabil 

kalmadıkları bilinmelidir. Bu nedenle, karboplatin yüklü mikrokabarcıklar 

sentezi için sadece T-bağlantılı mikrokanal kullanılmıĢ (%0.05 CaCl2) ve 

12.2±0.21 µm ortalama boyutta K-Al-Mk‟lar elde edilmiĢtir.  
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Şekil 4.13. MSC cihazı ile sentezlenen ve T-bağlantısı (üst panel) veya 

mikromikser aracılığıyla farklı CaCl2 çözeltileri ile karıĢtırılan Al-Mk'ların 

boyut dağılım diyagramları 

 

 

Şekil 4.14. MSC ile sentezlenen ve T-bağlantı veya mikromikser aracılığıyla 

farklı konsantrasyonda CaCl2 çözeltileri ile karıĢtırılan Al-Mk‟ların PDI 

değerleri (A) ve ortalama boyutları (μm) (B). 
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Bir mikrokabarcığın çapı, vücuttaki tüm mikrodamarlar ve kılcal 

damarlarda alyuvarlara benzer reoloji sergilemelerini mümkün kılacak Ģekilde 

tıpkı bir alyuvarın boyutu gibi yaklaĢık olarak 10 µm civarında olmalıdır (Sirsi 

et al., 2009). Bununla birlikte, tümör damarları tipik olarak 1 µm'den çok daha 

düĢük partiküller için geçirgendirler ve dahası mikrokabarcıklar mikron 

ölçekteki boyutları nedeniyle zaten pasif olarak damar dıĢına çıkamazlar. 

Ancak dalak ve karaciğer tarafından elimine edilinceye kadar ya da 

kendiğinden çözülene kadar oldukça kısa sürede dolaĢımda kalırlar (Zullino et 

al., 2018). Oldukça düĢük bir akustik basınç uygulanan mikrokabarcıklar 

kavitasyona neden olduklarından, sonoporasyon, endositoz aktivasyonu veya 

hücre bağlantılarının geçirgenliği gibi farklı mekanizmalar yoluyla ilaç 

penetrasyonunu artıracak Ģekilde tümör endotelyumuna yakın konumda 

osilasyona uğrayarak etki etmektedirler (Boissenot et al., 2016). Karboplatinin 

enkapsülasyon verimliliğine bakıldığında, aljinat tabakasına enkapsüle edilen 

ilaç yüzdesi, mikrokabarcık santrifüjlenmesi ile ayrılmalarından sonra kalan 

infranatanttaki enkapsüle olmamıĢ ilacın ölçülmesi ile dolaylı olarak 

hesaplanmıĢtır. Bu bağlamda, karboplatin yüklü mikrokabarcıklar %65 

oranında bir enkapsülasyon verimliliği ile elde edilmiĢlerdir. Elde edilen bu 

yüksek enkapsülasyon verimliliği, geliĢtirilen yöntem ile mikrokabarcıkların 

çevresinde aljinat polimerinin çapraz bağlanmasının teĢvik edildiğini ve en 

yaygın kullanılan polimer bazlı ilaç salım sistemlerine kıyasla taĢıma 

kapasitelerinde önemli bir geliĢme sağladığını göstermiĢtir (Jose et al., 2016; 

Khan et al., 2017 b).   

4.3.3. In Vitro Sitotoksisite testleri ve canlı/ölü hücre boyaması 

Bu çalıĢma kapsamında sentezlenen Mk, Al-Mk ve K-Al-Mk‟ların 

sitotoksik etkileri, insan epitelyal akciğer adenokarsinomu (A549) ve insan 

bronĢiyal epitel hücreleri (BEAS-2B) üzerinde, MTT ve canlı/ölü hücre 

boyaması testleri ile incelenmiĢtir. Bu testler öncesi hücreler ile farklı 

mikrokabarcıkların doğrudan temasını sağlayan özel tasarlanmıĢ bir ters kültür 

tekniği kullanılarak 72 saat süresince muamele edilmiĢlerdir. Bugüne kadar 

mikrokabarcıkların monolayer hücreler üzerinde sitotoksik etkilerinin 

incelenmesi için, uygulanacak sonoporasyon deneylerindeki ultrason 

düzeneğine de bağlı olarak ticari özel kültür kapları olan OptiCell
TM

 (Nunc, 

Thermo Fisher Scientific, Almanya) veya CLINIcell® (MABIO, Tourcoing, 

Fransa) gibi kültür kasetleri kullanılmıĢtır. Bu tasarımlar genellikle 
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mikrokabarcıkların hücrelere doğru yükselmesine izin verecek Ģekilde 

yerleĢtirildikleri için, çalıĢma kapsamında geliĢtirilen ters plaka kültür 

tekniğinin, sonoporasyon veya akustik uygulamalar olmaksızın mikrokabarcık- 

monolayer hücre etkileĢimlerine izin vererek etkili ve kolay eriĢilebilir bir 

sitotoksisitesinin incelemeye olanak sağladığı düĢünülmektedir (Taylor et al., 

2007; Lajoinie et al., 2016). Mk, Al-Mk, K-Al-Mk ve serbest karboplatin ile 

muamele edilmiĢ A549 ve BEAS-2B hücrelerinin kontrol grubuna göre hücre 

canlılık yüzdeleri, hem MTT testi hem de canlı/ölü hücre boyaması sonrası 

ImageJ programında sayım ile belirlenmiĢ ve sonuçlar iki yönlü ANOVA 

Bonferroni posttest ile istatistiksel olarak analiz edilerek ġekil 4.15.A„da 

gösterilmiĢtir. MTT sonuçlarına göre K-Al-Mk'lar, Mk ve Al-Mk'lara kıyasla 

her iki hücre üzerinde de anlamlı ölçüde daha yüksek bir sitotoksik etki (p < 

0.001) göstermiĢ, ancak serbest formda karboplatine göre anlamlı olmayan bir 

sitotoksik etkiye (p > 0.05) sebep olmuĢlardır. Hem Mk‟lar hem de Al-

Mk‟larda, karboplatin yüklemesi olmadığı halde, hücre canlılığı % 70'in altına 

düĢmüĢtür. Bu durum, 72 saat boyunca mikrokabarcıkların sıcaklığa bağlı 

patlamaları ve hücre zarlarında bir tür perforasyona neden olabildiklerini 

düĢündürmektedir. Bu fikir, Lentacker ve arkadaĢları (2010) tarafından 

gerçekleĢtirilen, DOX-yüklü lipozom taĢıyan mikrokabarcıkların kalıntıları ile 

muamele edilen melanoma hücrelerindeki sitotoksisitenin DOX-yüklü 

lipozomları taĢıyan mikrokabarcıklarla birlikte ultrason ile muamele edilen 

gruba göre önemli ölçüde daha düĢük olduğunu gösteren çalıĢmalarıyla 

örtüĢmektedir (Lentacker et al., 2010). Ek olarak, Al-Mk'larda aljinat varlığı, 

istatistiksel olarak anlamlı olmasa da, Mk'lar, K-Al-Mk'lar ve serbest 

karboplatin gruplarına kıyasla hücrelerin proliferasyonunu pozitif yönde 

etkilemiĢtir (p > 0.05). Bunun sebebinin, hidrofilik ve negatif yükte bir polimer 

olan aljinatla kaplı mikrokabarcıkların, yine negatif yüklü olan hücre zarları 

tarafından bir elektrostatik itme uygulanması nedeniyle hücre zarı ile 

etkileĢiminin sınırlanması olabileceği düĢünülmektedir (Nandhakumar et al., 

2017). Ayrıca aljinat kaplanan fosfolipit mikrokabarcıkların, yalnızca 

fosfolipitlerle stabilize edilenlere göre daha yüksek hidrofilik özellikte 

olabileceği de ihmal edilmemesi gereken bir diğer unsurdur.  Literatürde, altın 

nanopartiküllerin yüzeylerine bağlanan ligandların hidrofobikliğine bağlı 

olarak hidrofobisiteleri arttırıldığında, bu partiküllerin sitotoksisitelerinin de 

arttırdığı bilinmektedir (Chompoosor et al., 2010). 
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Canlı/ölü floresan boyama testlerinden elde edilen canlı (yeĢil) ve ölü 

(kırmızı) hücrelerin görüntüleri ġekil 4.15.B ve ġekil 4.15.C‟de 

gösterilmektedir. Bu görüntüler, K-Al-Mk ile muamele edilen her iki hücre 

tipinde de, 37°C kültür sıcaklığında patlayan mikrokabarcıklar ve ortama 

salınan karboplatinden ileri gelen, serbest karboplatin ve negatif kontrol 

gruplarından farklı bir morfolojide (yanmıĢ gibi) beyaz oklarla iĢaretlenmiĢ 

hücre ölümlerinin meydana geldiğini açığa çıkarmıĢtır (ġekil 4.15.B-c ve ġekil 

4.15.C-c). Karboplatin, K-Al-Mk'lar 37 °C'de zamanla patladığında salınmakta 

ve patlamanın mekanik etkisi de hücreler üzerinde ayrıca bir sitotoksik etkiyi 

tetiklemektedirir. K-Al-Mk grubunun serbest karboplatinden anlamlı olarak 

daha yüksek toksisite göstermesi için daha uzun bir süre gerektiği 

düĢünülmektedir. Serbest karboplatinin, kanser hücreleri üzerinde seçici bir 

etki göstermediği de yine bu çalıĢma kapsamındaki sitotoksisite çalıĢmaları 

sonucunda belirlenmiĢtir. Pek çok literatür çalıĢması da, bu sonuçla uyumlu 

olarak, akciğer kanseri tedavisinde klinikte yaygın olarak kullanılan sisplatin 

ve karboplatin gibi platin bazlı antineoplastik kemoterapötik ajanların, sağlıklı 

akciğer hücrelerinde akciğer kanseri hücrelerine göre daha yüksek ilaç 

toksisitesi yaratabildiği ve seçici bir etki göstermediği belirtilmiĢtir (Yildiz-

Ozer et al., 2018; Davou et al., 2019). 
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Şekil 4.15. A) MTT ve canlı/ölü hücre sayımı analizlerine göre %hücre 

canlılığı sonuçları (ns; p> 0.05, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0,001). B) 

Mk‟lar (a), Al-Mk'lar (b), K-Al-Mk‟lar (c), serbest karboplatin (d), besin 
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ortamı (e) ve DMSO (f) ile muamele edilmiĢ A549 hücrelerinin canlı/ölü 

görüntüleri (200 µm ölçek, 20X objektif, Zeiss Axio, Vert.A1). C) Mk‟lar (a), 

Al-Mk'lar (b), K-Al-Mk‟lar (c), serbest karboplatin (d), besin ortamı (e) ve 

DMSO (f) ile muamele edilmiĢ BEAS-2B hücrelerinin canlı/ölü görüntüleri 

(200 µm ölçek, 20X objektif, Zeiss Axio, Vert.A1).  
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5. SONUÇ 

Bu tez kapsamında, farklı fabrikasyon teknikleri ile geliĢtirilen üç farklı 

antikanser etkili ilaç taĢıyıcı sistemden ilki, pasif hedeflenmiĢ timokinon-yüklü 

kübozom/hekzozomlar iken, EGF ile fonksiyonelleĢtirilerek EGFR 

reseptörlerine aktif olarak hedeflenmiĢ karboplatin yüklü polimer-dendrimer 

hibrit nanopartikülleri incelenen ikinci ilaç taĢıyıcı sistemdir. Son olarak, 

ultrason altında hem görüntü kontrastını arttırıcı ajan olarak görev görebilecek 

hem de ultrason-duyarlı olarak taĢıdığı ilacı uygulama bölgesine spesifik olarak 

salması beklenen karboplatin yüklü polimer kaplı teranostik 

mikrokabarcıkların, seri bağlı mikroakıĢkan platfomlar ile sentezlenmiĢlerdir.   

Sentezlenen TQ-yüklü kübozom/hekzozomlar için; kullanılan lipit 

kompozisyonu, ilaç konsantrasyonu ve etanol içeriği parametrelerinin 

kendiliğinden-düzenlenen nanopartiküllerin hem yapısal hem de boyut 

karakteristikleri üzerinde etkili oldukları, ayrıca lamelar lipozomal 

formülasyonlar ile lamelar olmayan kübik/hekzagonal formülasyonlar arasında 

faz geçiĢlerini tetikleyebildikleri belirlenmiĢtir. Geleneksel yöntem ile 

kıyaslandığında mikroakıĢkan platformda üretilen TQ-yüklü kendiliğinden-

düzenlenen nanopartiküllerin boyut dağılımlarında belirgin bir farklılığa sebep 

olmasa da bu nanopartiküllerin partiden-partiye varyasyondan uzak ve sürekli-

üretim modunda sentezlenebildikleri ortaya konmuĢtur. 

Özellikle küçük hücreli dıĢı akciğer kanseri tedavisinde sıklıkla 

kullanılan karboplatin ilacının düĢük tümör alımı ve sağlıklı hücrelerdeki seçici 

olmayan sitotoksik etkileri nedeniyle, karboplatin aljinat-pamam dendrimer 

hibrit nanopartiküllerine yüklenmiĢ ve ayrıca EGF ligandı ile konjuge edilerek 

hücresel internalizasyonunun artırımı hedeflenmiĢtir. MikroakıĢkan sistemde 

uygulanan akıĢ oranları ve dendrimer konsantrasyonunun partikül boyutları 

üzerinde oldukça etkili olduğu, EGF fonksiyonelizasyonunda ise ligand 

konsatrasyonuna bağlı olarak konjugasyon oranının arttığı görülmüĢtür.  

Ultrason altında kontrastı arttırılmıĢ ve yüksek çözünürlükte görüntü elde 

edebilmek amacıyla klinikte uzun yıllardır kontrast ajan olarak kullanılmakta 

olan mikrokabarcıkların, karboplatin yüklü aljinat polimeri ila kaplanarak aynı 

anda hem görüntüleme hem de ilaç salımı gerçekleĢtirmesi bu tez kapsamında 
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çalıĢılan son formülasyondur. Oldukça biyouyumlu oldukları in vitro 

sitotoksisite testleri ile ortaya konulmuĢ olan karboplatin yüklü aljinat kaplı bu 

ultrason kontrast ajanların sentezlenmeleri için farklı mikroakıĢkan sistemler 

kombine halde kullanılmıĢlardır.   
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