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OZET

FARKLI FABRIKASYON TEKNIiKLERI KULLANILARAK
ANTIKANSER AKTIVITEYE SAHIiP NANOPARTIKULLERIN
ILAC SALIM SiSTEMi OLARAK TASARLANMASI

ILHAN AYISIGI, Esra

Doktora Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS

Agustos 2021, 91 sayfa

Iag tasryici nanopartikiiller, lipidler, peptitler, polimerler veya inorganik
metaller gibi pek ¢ok farkli malzeme tirlerinden farkli tekniklerle
sentezlenebilmektedirler. Geleneksel kesikli yontemlerle karsilastirildiginda,
mikroakigkan platformlar sentezlenen ila¢ yiiklii nanopartikiillerin, farkli
morfolojilerde ve dar bir boyut dagilim araliginda, daha kisa siirede ve
minimum reaktant tiikketimi ile iiretilebilmelerine olanak saglamaktadir. Boylece
timor dokularmin vaskiiler diizensizlik ve zayif lenfatik ag gibi 06zgiin
fizyolojileri sayesinde timor bolgesine pasif olarak difiizlenebilecek ilag tastyici
sistemler gelistirilebilmektedir. Bu tez kapsaminda, farkli fabrikasyon teknikleri
ile gelistirilen ti¢ farkli antikanser etkili ilag tasiyict sistemden ilki, pasif
hedeflenmis  timokinon-yiiklii ~ kilbozom/hekzozomlar iken, EGF ile
fonksiyonellestirilerek EGFR  reseptorlerine  aktif olarak hedeflenmis
karboplatin yiiklii polimer-dendrimer hibrit nanopartikiilleri incelenen ikinci ilag
tasiyict sistemdir. Son olarak, ultrason altinda hem goriintii kontrastini arttirict
ajan olarak gorev gorebilecek hem de ultrason-duyarli olarak tasidigi ilaci
uygulama bolgesine spesifik olarak salmasi beklenen karboplatin ytiklii polimer
kapli teranostik mikrokabarciklarin, seri bagli mikroakiskan platfomlar ile

sentezlenmislerdir.

Anahtar sozciikler: nanopartikiiller, mikroakiskan platform, kiibozom,
hekzozom, aljinat dendrimer hibridizasyonu, ultrason-duyarli teranostik
sistemler






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






Xi

ONSOZ

Gegtigimiz yaklagik elli yilda, “nanoterapdtik” konseptinin giindeme
gelmesiyle hedeflendirilmis veya kontrollii ilag salim sistemlerinin ilgi
cekmeye basladigt nanoskopik bir cag baslamistir. Nanoboyuttaki ilag
tastyicilarinin ligand konjugasyonu ile 6zel hiicrelere hedeflendirilebilmeleri,
biyolojik veya fizikokimyasal bariyerleri asabilecek sekilde gelistirilmeleri ile
de bugiin bir¢ok ila¢ tasiyici nanosistemin klinikte kullanimi onaylanmis
durumdadir. Bu tez caligmasi kapsaminda daha kontrollii bir mikrogevre
sunarak kontrol edilebilen ortalama partikiil ¢ap1 ve benzeri avantajlari sunan
mikroakiskan platformlar yardimiyla antikanser etkili ii¢ farkli ilag tastyici

formiilasyon iizerinde ¢alisilmistir.

Malzeme ve biyoloji bilimlerindeki evrensel bilgi diizeyi ilerledikge,
siiphesiz ki daha karmasik ve c¢ok-islevli ila¢ tasiyict nanoyapilar
tasarlayabilme yetenegi de artacak ve yenilik¢i kanser tedavilerinin umut verici

bir gelecegi olacaktir.
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1. GIRIS

Nanotip terimi, Avrupa Bilim Vakfi ve Avrupa Nanotip Teknoloji
Platformu  tarafindan  “nanoteknolojinin  tibbi  uygulamasi”  olarak
tanimlanmaktadir. Nano 6l¢ekli yapilarin sundugu daha kiigiik boyut, yiiksek
yiizey-hacim orani, ayarlanabilir ylizey kimyas1 ve ilag yiikleme kapasitesi gibi
olumlu karakteristik o6zellikleri nanotip uygulamalarini olumlu ydnde
etkilemekte ve kontrollii ilag dagitimindan hastaliklarin dnlenmesi ve teshisine
kadar farkli alanlarda g¢alisilmaktadirlar (Liu et al., 2018). Nanopartikiiler
halinde ila¢ dagitim sistemlerinin tedavi amagli uygulamalari, Ehrlich'in
“sihirli kursun” fikrinin ortaya c¢ikmasindan bu yana genis capta
arastirilmiglardir (Couvreur, 2013). Lipit bazli sistemler (lipozomlar, kat1 lipit
nanopartikiiller, lamelar olmayan lyotropik sivi kristalin nanopartikiiller),
polimerik bazli sistemler (nanokiireler, nanokapsiiller, polimer-ilag konjugatlari
ve dendrimerler), inorganik nanopartikiiller, karbon nanotiipler ve fulerenler
gibi pek ¢ok farkli kategoride gelistirilen ilag tasiyici nanoyapilar, yukarida
bahsedilen olumlu karakteristiklerinden dolay:1 hastalik tedavilerinde oldukga
genis uygulama alanlar1 bulmuslardir (Markman et al., 2013).

Lipidler, uygun bir sulu ¢ozelti igerisinde kendiliginden-diizenlenerek
kisaca diizlemsel lipid c¢ift katmanlar1 olan lamelar fazlar ile hegzagonal veya
bikontinyiis kiibik fazlar gibi 6zgiin interior tasarimlara sahip lamelar olmayan
fazlar1 olusturabilmektedirler (Yaghmur, 2019). Bikontinyiis kiibik faza sahip
nanopartikiiller diger deyisle kiibozomlar, 25 yildan fazla stiredir
uretilebilmelerine ragmen halen FDA  tarafindan onaylanmis bir
formiilasyonlar1 bulunmamaktadir (Barriga et al., 2019). Antikanser etki de
dahil olmak tizere oldukc¢a genis bir terapotik potansiyele sahip olan timokinon
(TQ) molekiilii tastyict nanosistemler olarak, sitrem/SFK kendiliginden—
diizenlenen nanopartikiillerin bir hidrodinamik akis odaklama mikroakiskan
platformu kullanilarak siirekli modda {iretimini bu tez ¢alismasi kapsaminda

incelenen antikanser etkili ilk formiilasyondur.

En yiiksek 6liim vakasi frekansina sahip olan bir kanser tiirii olan akciger
kanserlerinin ¢ogunlugunu (yaklasik% 75) kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri
(KHDAK) vakalar1 olusturmakta ve akciger kanseri kemoterapisinde en sik

faydalanilan ajanlardan birisi olan karboplatinin diisiik tiimor alimi ve etkinligi



sebebiyle, yeni ilag¢ tasiyisi sistemler halinde formiile edilmelerine ihtiyag
duyulmaktadir. Nanopartikiillere enkapsiile edilerek timdr dokularina
extravaze olmalar1 saglanabilen ilaglarin farkl fizyolojik ve kimyasal engeller
nedeniyle hiicreye alimlar1 kisitlanabilmektedir. Dolayisiyla nanopartikiillerde
tasman ilacin saglikli dokular yerine spesifik olarak timor hiicrelerinde
internalizasyonunun artirilabilmesi i¢in EGF ligand1 ile fonksiyonellestirilen
mikroakigkan platformda sentezlenmis karboplatin yiikli aljinat-Pamam hibrit
nanopartikiilleri bu tez c¢aligmast kapsaminda sentezlenen ikinci
formiilasyondur. EGF-konjuge karbopatin yiiklii aljinat-Pamam hibrit
nanopartikiillerinin sitotoksik etkileri, 2B in vitro hiicre kiiltiiriiniin yan1 sira
A549 ve BEAS-2B hiicrelerinden ultra diisiikk tutunmali plaka teknigi ile
gelistirilen 3B sferoidler iizerinde de izlenmistir. In vivo doku fizyolojisi,
anatomisi ve yapisina daha uygun sartlar saglayan, kanserli dokudaki
ekstraseliiler matriksi ve dolayisiyla doku mikrogevresini daha iyi taklit eden
3B sferoid kiiltiir teknigi, deney hayvani kullaniminin azaltilabilmesinde umut
vadetmektedir.

Intraoperatif ve noninvaziv bir goriintiileme yontemi olan ultrason,
gercek zamanli gorilintilleme, ekipman tasmabilirligi, giivenlik ve diisiik
maliyet gibi benzersiz avantajlara sahip olmakla birlikte, ultrason-duyarl ilag
salim sistemlerinin gelistirilmesine de olanak saglayan bir teknolojidir
(Lindseth et al., 2013). Vaskiiler sitemde hareket eden mikrokabarciklar (Mk),
fosfolipidler veya polimerlerden olusan bir kabuk tarafindan stabilize edilmis
yiiksek derecede hidrofobik gaz ¢ekirdeklerine (6rnegin, C4F19, C3Fg veya SFe)
sahip olan 10 pm'den daha kii¢iik boyutlu ultrason kontrast ajanlardir
(Boissenot et al., 2016). Ultrason dalgalarinin stabilize gaz kabarciklar ile
etkilesimi yankilar yaratarak goriintiilerin olusturulmasini saglamaktadir. Ses
dalgalar1 ayrica Mk’lara enkapsiile edilen ilaglari serbest birakabilmekte,
ekstravaskiiler ve transmembran ila¢ tasinimini artirabilmektelerdir. Bu
antikanser ilag yiiklii mikrokabarciklar, ayn1 anda hem teshis (goriintiileme) ve
tedavi edici ajanlar olarak hizmet edebilmektedirler. ilacin Mk’lara yiiklemesi
genellikle ylizey alanlar ile sinirli oldugundan, mikro kabarcik yiizeyine
nanopartikiillerin veya lipozomlarin eklenmesiyle tasinan ilag miktar1 34 kata
kadar arttirilabilmektedir (Ferrara et al., 2009; Zhao et al., 2013; Chowdhury et
al., 2017). Bu bilgiler 1s1ginda yiiksek hidrofobik yapidaki fosfolipit
mikrokabarciklarin ek bir hidrofilik aljinat polimer tabakasi ile
kaplandiklarinda, hidrofilik karboplatin ilacinin da bu aljinat tabakasinda



enkapsiile edilebilecegi diisiincesinden hareketle, bu tez caligmasi kapsaminda
3. bir formilasyon olarak karboplatin yiiklii aljinat kapli fosfolipit
mikrokabarciklart  (C-Al-Mk) mikroakiskan bir platform araciligiyla
sentezlenmis ve insan epitelyal akciger adenokarsinomu (A549) ile insan
bronsiyal epitel hiicre hatlar1 (BEAS-2B) iizerindeki in vitro sitotoksik etkileri

yeni tasarlanmis bir ters kiiltiir teknigi kullanilarak analiz edilmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Tla¢ Tasiyic1 Sistemler Olarak Nanopartikiiller

Biyolojik olarak yeni aktif molekiiller siirekli olarak kesfedilmekte
olsalar da, bunlardan bazilarinin terapotik potansiyelleri; hizli eliminasyon,
fizyolojik pH'da zayif ¢oziiniirlik ve biyolojik dagilim nedeniyle ilag ve etki
bolgesi  arasindaki  etkilesimin  tehlikeye girmesi gibi  nedenlerle
simirlanmaktadir (Coelho et al., 2010). Hem tasarim hem de miihendislik
prensipleri kullanilarak gelistirilen ilag salim sistemleri, ilag etkinliginin
optimize edilmesi ve yan etkilerinin azaltilmasi yoluyla bu engellerin
tistesinden gelmenin ¢ok etkili bir yoludurlar.

Partikiiler ilag tastyici sistemler, lipidler, peptitler ile dogal veya sentetik
polimerler gibi farkli malzeme tiirleri kullanmilarak farkli tekniklerle
sentezlenebilmektedirler (Yun et al., 2015). Sentez teknikleri geleneksel
kesikli {iretim veya mikroakiskan platformlar araciligiyla, emiilsiyon
polimerizasyonu, ¢06ziicii buharlagsmasi, iyonik jellesme, kendiliginden-
diizenlenme (self-assembly), nanopresipitasyon ve siiper kritik akigskan
teknolojisi gibi stratejileri icermektedir (Yesil-Celiktas et al., 2012; Ilhan-
Avyisigi et al., 2018, 2020 a, 2021).

Nanopartikiil temelli ila¢ salim sistemleri, Oncelikle asilar ve kanser
kemoterapi ajanlarinin tasiyicilart olarak gelistirilmislerse (Jong et al., 2008) de
AIDS (Coester et al., 2000), diyabet (Damgé et al., 2007), sitma (Date et al.,
2007), tiiberkiiloz (Ahmad et al., 2006) gibi pekgok farkli hastaliklarin tedavisi

icin 6nemli bir potansiyele sahip olduklari kanitlanmigtir.
2.2. Antikanser Etkili Ila¢ Tasiyic1 Nanopartikiiller

Son 20-30 yilda, kanserli hiicrelere ilaglarin ve goriintiileme ajanlarinin
nanopartikiil aracili dagitimi konusunda Onemli arastirmalar yapilmistir.
Bunlarin arkasindaki itici giic, Maeda ve ark. (1986) tarafindan ilk kez
bildirilen “gelismis gecirgenlik ve alikonma” (enhanced permeability and
retention; EPR) mekanizmasinin tespit edilmesidir (Matsumura et al., 1986;
Maeda, 2001). EPR etkisine gore, makromolekiiler tasiyicilar (6rn., polimerler)

ile modifiye edilmis veya nanopartikiillere enkapsiile edilmis ilaglar, renal



klerense direnebilmekte, plazma yari Omiirleri artmakta, tiimoér dokusunun
bozulmus lenfatik drenaj ile vaskiiler yapilar1 sayesinde pasif olarak timor
dokusuna sizabilmekte ve tiimor dokusunda tutulmaktadirlar (Kamaly et al.,
2016). Tutulan nanopartikiiller daha sonra ilag¢ rezervuari olarak islev gorerek,
zamanla bilesimlerine ve yiiklerine bagli olarak membran-aracili pasif siirecler
yoluyla tiimor hiicreleri iginde internalize edilmektedirler. EPR mekanizmasi
ile pasif hedefleme stratejisinin  kullanildigt en oOnemli iki antitimor
nanoformiilasyonu olan Doxil® (lipozomlarda formiile edilmis doksorubisin)
ve Abraxane® (alblimin nanopartikiillere formile edilmis paklitaksel)
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan sirasiyla 1995 ve 2006
yillarinda onaylanmislardir (Master et al., 2012). Son 30-40 yilda 6ne ¢ikan
preklinik diizeydeki “hedeflenmis” ila¢ salim sistemlerinin ¢ok biiyiik bir kism1
tiimor-hedefleme kapsamindadir ve siiphesiz ki timdér dokularinin bahsedilen
Ozgiin fizyolojileri bunun en temel sebeplerindendir (Yun et al., 2015). Ancak,
EPR mekanizmas: tiimor dokusu i¢inde terapotik yiikiin - birikmesini
kolaylastirsa da, yiikiin tiimor hiicresine internalizasyonu her zaman
saglanamayabilmektedir. Bu durumda zamanla timér stromas: icinde
nanopartikiil birikimi artmakta ve bu da nanopartikiil gecisinin ters gradyanina
neden olmaktadir (Master et al., 2012).

Dolayisiyla, tiimor hiicresine 6zgii internalizasyonu kolaylastirmak igin
nanopartikiiller sistemlerin ylizeyine ligand baglayarak reseptor aracili
endositozu uyarma gibi ek stratejiler gelistirilmistir (Bareford et al., 2007).
Tiimdr hiicrelerinin ylizeylerinde c¢esitli reseptorleri asir1 miktarda ekspres
ettigi bilinmektedir ve ligandlarin bu reseptorlere baglanmasi, tiimor
biiyiimesine ve ¢ogalmasina, anjiyogeneze, farkli oksijen seviyelerinde ve pH
kosullarinda hayatta kalmasina, apoptoz direncine ve metastaza yardimci olan
¢ok sayida sinyal kaskadinda rol oynamaktadir (Cavallaro et al., 2004). Bu
reseptorlerin ¢ogu "internalizasyon" reseptorleridir, dolayisiyla da nanopartikiil
yiizeyindeki ligandin hiicre reseptoriine baglanmasini takiben ligand-reseptor
kompleksi aktif olarak endositoza ugratilmaktadir.

2.3. 1lac Yiiklii Nanopartikiillerin Sentezinde Mikroakiskan Platformlar
Ozellikle son otuz yilda, lipozomlar, polimerik nanopartikiiller, inorganik

nanopartikiiller, kat1 lipid nanopartikiiller ve lamellar olmayan siv1 kristalin

gibi cesitli nanopartikiillerin ilag salim1 ve biyogoriintileme amactyla



gelistirilebilmesine dair artan bir ilgi vardir (Bor et al., 2019). ilag tasiyici
nanopartikiiller, suda az ¢oziinen ilaglarin biyoyararlanimlarini iyilestirme,
hiicre i¢i penetrasyonlarini gelistirme, kanda sirkiilasyon siiresini uzatma ve
olas1 yan etkilerini en aza indirme gibi potansiyelleri nedeniyle ilgi ¢ekicidirler
(Steichen et al., 2013; Garcia-Pinel et al., 2019).

Ilag tasiyict nanopartikiillerin geleneksel yontemlerle (kesikli iiretim)
sentezlenmesi cogunlukla yeterince kontrol edilemeyen ¢evresel kosullarla
iliskilidir, bu da nanopartikiil boyutunda 6nemli bir degiskenlige neden olarak
polidispersitesi yiiksek iirtinlerin elde edilmesine yol agmaktadir (Jahn et al.,
2004; Capretto et al., 2013; Carugo et al., 2016). Ayrica bu geleneksel
yontemler kesikli {iretim prensibindeki dogalarindan kaynaklanan partiden-
partiye farkliliklar gostermekte ve pek g¢ogu sentez Oncesi veya sonrasi ¢ok
adimli prosediirler gerektirmektedirler (Lombardi et al., 2010; Ghazal et al.,
2017). Kontrol edilebilir boyutlarda nanopartikiillerin yiiksek standartta ve
siirekli modda iretilmeleri icin mikroakiskan kanallara enjekte edilen
akiskanlarin, geometrik olarak sinirlanmis mikrogevrelerde akis ve karistirma
kosullarinin  kontroliiniin saglandig1 basit ve giiclii mikroakiskan sentez
yontemleri gelistirilmistir (Jahn et al., 2004, 2007). Geleneksel kesikli
yontemlerle karsilastirildiginda, bu mikroakiskan platformlardaki akis ve
karistirma kosullarinin ¢ok iyi derecede kontrol edilebilmesi, istenen morfoloji,
yiizey yiki, ila¢ ylikleme ve ilag¢ salim kinetigine sahip tiniform monodispers
nanopartikiillerin, daha kisa slirede ve minimum reaktant tiiketimi ile
tiretilebilmelerine olanak saglamaktadir (Khan et al., 2015; Ahn et al., 2018;
Ilhan-Ayisigi et al., 2020 b, 2021). Ek olarak nispeten uygun maliyette ve hafif
ham maddelerden iiretilebilmeleri ve tasinabilirlikleri de mikroakiskan
platformlarin dikkate alinmasi gereken diger 6nemli avantajlaridir (Lombardi
etal., 2010; Trantidou et al., 2018).

Gegtigimiz on y1l boyunca, lipit ve polimer yapidaki nanopartikiillerin
stirekli ve verimli sentezleri i¢in, ¢esitli kanal geometrilerinin ve hidrodinamik
akig odaklama, damlacik-temelli yontemler ve kontrollii mikro-girdaplar gibi
farkli tasarimlarin ortaya ciktigi mikrofabrikasyon tekniklerindeki gelismeler
izlenmistir (Ilhan-Ayisigi et al., 2021). Nanopartikiil boyut karakteristikleri, bu
ila¢ nanotasiyict sistemlerin terapdtik akibetlerini ve klinige aktarim siireglerini
etkilediginden, mikroakiskanlar, kontrol edilebilen boyuttaki nanopartikiillerin

stirekli modda tiretim platformlar1 olarak esas 6nem kazanmislardir (Valencia



et al., 2012). Ornegin, boyutlar1 yaklastk 100 nm olan monodispers
lipozomlarin, arttirilmis hiicresel alim ve iyilestirilmis terapdtik sonuglar ile
iliskili oldugu bilinmektedir (Feng et al., 2016). Uygulama (ilag verilis) yoluna
bagli olarak, nanopartikiillerin ortalama boyutlarimin, boyut dagilimlarinin,
ylizey Ozelliklerinin ve sekillerinin terapotik etkinliklerini ve biyolojik
performanslarini modiile ettigi unutulmamalidir. Ornegin, nanopartikiillerin
tiimor dokusunda birikimi konusunda ortalama partikiil boyutu {istiin bir rol
oynamaktadir. 200 nm'den kii¢iik nanopartikiiller kanda daha uzun sirkiilasyon
stiresine ve endotelyumdan sizarak ekstravaze olduktan sonra EPR etkisi
yoluyla tiimor dokusunda pasif birikime ugrarken; daha biiyiik nanopartikiiller
retikiiloendotelyal sistem (RES) ile hizl1 taninabilir ve kan dolasimindan daha
kisa stirede elimine edilebilirler (Li et al., 2008; Danaei et al., 2018).

2.4. Liyotropik Siv1 Kristalin Nanopartikiiller

Kiibozomlar ve hekzozomlar, yarim asir dnce kesfedilmelerinden bu
yana nanoilag¢ olarak oldukca yaygin olarak kullanilan lipozomlara benzemekle
birlikte, sirasiyla ii¢ boyutlu (3B) ve iki boyutlu (2B) kendiliginden
diizenlenmis icyapilar (self assembled interiors) halinde katlandiklar1 i¢in
lipozomlardan farkli yapisal 6zelliklere sahiptirler (Zhai et al., 2019; Murgia et
al., 2020). 1Ilag tasmim ve biyo-goriintileme uygulamalar1 igin
nanotagtyicilarin  gelistirilmesinde, bu ters liyotropik sivi kristalin lipit
nanopartikiillerin ve misel kiibozomlar ile emiilsifiye mikroemiilsiyonlar
(EME'ler) gibi ilgili kendiliginden—diizenlenen nanoyapilarin cazibeleri, farkli
fizikokimyasal/kimyasal 6zelliklere sahip ilaglar1 veya goriintiileme ajanlarinm
yiikleme yetenekleriyle baglantilidir (Bor et al., 2019; Yaghmur et al., 2020).
Bu nanopartikiillerin i¢ kisimlarinda ¢oziindiiriilen terapdtik ve goriintiileme
ajanlarinin lokalizasyonu, yiiklenen bu konuk molekiillerin lipit bilesenleri ile
su arasinda gergeklesecek bir dizi karmasik etkilesim tarafindan
yonetilmektedir (Yaghmur et al., 2009; Gontsarik et al., 2019; Prajapati et al.,
2019 a). Dolayisiyla, suda ¢oziinen ve az ¢oziinen ilaglar ya da goriintiileme
ajanlari, kendiliginden diizenlenen igyapilarin sirasiyla hidrofilik ve hidrofobik
alanlarina yerlestirilme egilimindeyken, amfifilik ilaglar ise lipit-Su
arayiizlerinde lokalize olma egilimindedirler (Lancelot et al., 2014; Angelova
etal., 2017; Bor et al., 2019; Prajapati et al., 2019 b).



Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada (Azmi et al.,, 2016), soya
fosfatidilkolin (SFK) ve sitremden olusan ikili lipit karisimlar1 temelinde,
yapisal olarak ayarlanabilir ve immiinolojik olarak giivenli bir kolloidal olarak
kararli lamelar veya lamelar olmayan sivi kristalin nanopartikiil kiitliphanesi
tanitilmigtir.  Sitrem, tipik olarak emiilsiyonlar1 ve lamelar veya lamelar
olmayan s1v1 kristalin nanopartikiilleri elektrostatik stabilizasyon mekanizmasi
ile stabilize etmek i¢in kullanilan FDA onayli gida smifi bir anyonik
emiilgatordiir (Azmi et al.,, 2016; Wibroe et al., 2016). Belirtildigi gibi
sitrem/SFK nanopartikiilleri kompleman aktivasyonu ve daha sonraki
hemolitik etkilerden yoksun olmasi nedeniyle hemo-uyumludurlar (Gontsarik
et al., 2016; Angelova et al., 2018) ve bu nedenle, ilag tasiyict nanosistemlerin
gelistirilmesinde umut vadetmektedirler. Fazla miktarda suda, sitremin SFK-su
araylizey alanina yerlesmesi, konsantrasyona-bagli olarak lamellar-lamellar
olmayan yapisal gecislerle iligkilidir ve bu da diisiik enerji (vorteksleme) veya
yiiksek enerji girdili (prob sonikasyonu) kesikli emiilsifikasyon yontemleri
kullanilarak lamelar vezikiillerin, kiibozomlarin ve hekzozomlarin tiretimine
olanak saglamaktadir (Khaligi et al., 2017; Prajapati et al., 2018, 2019 b).
Doymamis monogliserid igerikli ¢ok arastirilan kiitbozomlar ve hekzozomlarla
kiyaslandiginda (Helvig et al., 2021), fazla miktarda suda lamelar (L) sivi
kristalin faz olusturma egilimiyle bilinen SFK fosfolipidi kullanilarak immiin-
giivenli lamelar olmayan sivi kristalin nanopartikiillerin iiretilebilmesi i¢in
sitremden yararlanmak oldukga ilgi ¢ekici bir yaklasimdir (Azmi et al., 2016).
Bununla birlikte, bu sitrem-SFK nano-kendiliginden—diizenlenen nanoyapilarin
mikroakigskan platformlar kullanilarak siirekli tiretimleri hakkinda literatiirde

bilinen bir yayin yoktur.

Lipozomlardan (Jahn et al., 2004, 2010; Sedighi et al., 2019) ve diger
lipit nanopartikiillerinden (Koh et al., 2009, 2010; Lo et al., 2010) farkli olarak,
kiibozomlarin, hekzozomlarin ve diger ilgili kendiliginden-diizenlenen
nanopartikiiller yapilarin mikroakiskan platformda siirekli sentezi nadiren
incelenmektedir (Kim et al., 2018; Yaghmur et al., 2019). Farkli mikroakiskan
karistiricilar arasinda, hidrodinamik akis odaklama (HAO) mikroakiskan
platformlari, nanopartikiillerin siirekli {iretimi i¢in en ¢ok kullanilan
platformlardir (Sharifi et al., 2020). Bu platformlar, hizli bir karistirma ve
paternleme saglamak icin, enjekte edilen sivilar arasinda iyi tanimlanmis ve
ongoriilebilir bir arayiiz bolgesi olusturmalari ve merkez ile yan akimlarin

mikrometre alt1 boyutlara hidrodinamik olarak odaklanmasi yoluyla ortalama



nanopartikiil boyutunu ve boyut dagilimin1 kontrol etme kabiliyetleri sayesinde
oldukga fazla ilgi toplamaktadirlar (Jahn et al., 2004; Yaghmur et al., 2019).
Lipit bazli nanotastyicilarin mikroakiskan platformlarda sentezinde lipitlerin
¢Oziinmesi i¢in etanol (EtOH) gibi organik ¢o6ziiciiler gerekmektedir ve
Lasic’in (1988) teorisine gore organik bir ¢oziicii iginde ¢oziinen lipitler, ¢ift
tabakali fosfolipid yapili ara {iriin pargalarina doniismektedirler (Lasic, 1988).
Mikroakigkan platformun hidrodinamik akis odaklama kanalindaki c¢oziicii
(alkol) ve sulu ¢oziici olmayan fazlar arasindaki sivi arayiizeyinde, farkli
molekiiler tiirlerin stirekli difiizyonu, alkol konsantrasyonu lipitlerin
¢Oziiniirliik sinirinin altinda kritik bir seviyeye diisene kadar lipidin ¢oziintirlik
kosullarim1 azaltir. Bu durum, ¢ift tabakali fosfolipid fragmanlarinin
kenarlarinda termodinamik kararsizliga neden olarak kendi iizerine biikiilmeye,
kapanmaya ve vezikiillerin olusumunu tetikler ve bu mekanizma "kendi
kendine diizenlenme" olarak tanimlanmaktadir (Jahn et al., 2008; Carugo et
al., 2016). Mikroakiskan hidrodinamik akis odaklama yaklasgiminin, klinik
uygulama potansiyeline sahip olan lipit bazli nano-vezikiiler sistemleri iretmek
icin tek gegerli mikroakiskan yontemi temsil ettigi bildirilmistir (Carugo et al.,
2016).

Bu tez calismasi kapsaminda incelenen ii¢ formiilasyondan ilki, akis
odaklama prensibindeki bir mikroakigkan platform kullanilarak herhangi bir
yiiksek enerji girdisi veya sekonder emiilsifiye edici olmadan siirekli iiretim
prensibiyle sentezlenen timokinon (TQ) yiikli sitrem/SFK nanopartikiilleridir.
Timokinon, Nigella sativa bitkisi ugucu yaginin ana terapétik bilesigidir (%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), noroprotektif (Farkhondeh et al., 2018; Elibol et al.,
2019) ve immiinomodiilatér (Shaterzadeh-Yazdi et al., 2018) aktiviteleri ile
birlikte antikanser (Khan et al., 2017 a) etki de dahil olmak {izere oldukga genis
bir terapotik potansiyele sahiptir. Ancak bu terapotik potansiyel, TQ nun diisiik
suda ¢oziiniirliigii, zayif biyoyararlanimi ve membran penetrasyon kabiliyeti,
1stya ve 1518a duyarlt yapisina bagl stabilite sorunlar1 gibi nedenlerle sinirhdir
(Kazan et al., 2019; Yaghmur et al., 2020). Literatiirde, lipozomlar (Odeh et al.,
2012), misel kiibozomlar (Yaghmur et al., 2020), niozomlar (Rajput et al.,
2015) ve albiimin (Kazan et al.,, 2019) nanopartikiiller gibi c¢esitli
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nanopartikiiller, TQ’nun bu smirlamalarinin tstesinden gelen TQ tasiyict

nanosistemler olarak incelenmislerdir.

Kendiliginden—diizenlenen-nanoyapilardaki ilag yerlesiminin (Prajapati
et al., 2018) veya EtOH konsantrasyonunun (Yaghmur et al., 2019) yapisal
doniistimleri tetikleyebilecegi bilindiginden, etanol konsantrasyonunun ve lipit
kompozisyonunun TQ-yiikli sitrem/SFK nanopartikiillerin, yapisal ve boyut
karakteristikleri iizerine etkileri sinkrotron kiiciik ac¢ili X-1smm1 sag¢ilimi
(Synchrotron Small Angle X-Ray Scattering: SAXS) ve nanopartikiil izleme
analizi (Nanoparticle Tracking Analysis: NTA) kullanilarak incelenmistir.
Mikroakigkan platformun verimliligini degerlendirmek i¢in, ayni etanol
konsantrasyonlarinda ve lipid bilesimlerinde mikroakiskan ¢ip kullanilarak
siirekli iiretilen secilen iki grup sitrem/SFK nanopartikiillerinin ortalama
nanopartikiil boyutlar1 ve boyut dagilimlari, ikili sitrem/SPK karigimlarinin
fazla su icinde vortekslenmesine dayanan bir kesikli emiilsifikasyon yontemi

kullanilarak iiretilenlerle karsilastirilmistir.
2.5. EGFR-Hedefli Aktif Hedeflendirilmis Nanopartikiiller

Timor stromasi igindeki spesifik nanopartikiil birikimi, tiimoriin sizdiran
abnormal vaskiiler sistemi sayesinde saglanirken (pasif hedeflendirme),
hiicresel internalizasyon ise nanopartikiil yiizeyinde reseptore o6zgii ligand
dekorasyonu kullanilarak reseptor aracili aktif endositotik mekanizmalardan
yararlanilarak tesvik edilmekte, boylelikle ilacin rastgele dokularda
internalizasyonu ve zararli yan etkileri en aza indirilmektedir (Akhtar et al.,
2014). Ilag yiiklii nanopartikiillerin bu aktif mekanizmalar yoluyla endozomal
veya lizozomal internalizasyonu genellikle, tasiyict matrisin hiicre igi
pargalanmasi veya bozunmasi ve ilaglarin salinmasini takip etmektedir (Master
et al., 2012). Bu "aktif hedefleme" mekanizmas: kapsaminda, epidermal
biliylime faktorii reseptorii (EGFR), cesitli kanser tiirlerini hedeflemek i¢in en

umut verici reseptorlerden biri olarak bilinmektedir.

Bir reseptor tirozin kinaz olan EGFR, kiiciik hiicreli dis1 akciger
kanserinde (KHDAK) siklikla asir1 eksprese edilmektedir (Silva et al., 2016).
Akciger kanserlerinin ¢ogunlugunu (yaklasik% 75) olusturan KHDAK
vakalarinda ise halen iyi anlagilmamis patolojik mekanizmalar nedeniyle tedavi

oldukca zordur. EGFR hedefli nanopartikiiller ile ilgili mevcut aragtirmalarin
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cogu, FDA onayli antikor immiinoterapileri olmalar1 sebebiyle cetuximab ve
trastuzumab gibi antikorlari, antikor fragmanlarini veya aptamerleri
igcermektedir (Xu et al., 2005). Antikor aracili EGFR hedeflemesine paralel
olarak, EGFR’niin dogal ligandi olan EGF’niin kullanilmas: tizerine de artan
bir ilgi s6z konusudur. EGF, 53 amino asit rezidiisiinden yapilmis 6-kDa
boyutunda bir proteindir. Antikorlara ve diger EGFR spesifik ligandlara kiyasla
bu kadar kiigiik boyutta olmasinin yam sira tagidig ii¢ disiilfit (SS) bag1 ve
triptofan-tirozin rezidiileri onu nanopartikiiler sistemler igin g¢ekici bir
hedefleme ligandi haline getirmistir (Master et al., 2012). Ayrica EGF'den
farkl1 olarak antikorlar, sitotoksisiteye yol agan ciddi immiin yanit
tetikleyebilmektedirler. Bu amagla, bu tez calismasi kapsaminda incelenen
ikinci formiilasyon olarak, mikroakiskan platformda sentezlenmis karboplatin
yiiklii aljinat-Pamam hibrit nanopartikiilleri EGF ligand1 ile konjuge edilmis ve
sitotoksik etkileri, 2B in vitro hiicre kiiltliriniin yan1 sira A549 ve BEAS-2B
hiicrelerinden ultra diisiik tutunmali plaka teknigi ile gelistirilen 3B sferoidler
tizerinde de izlenmistir. Aljinat, ardisik 1—4 bagh o-L-gluronik ve B-D-
mannuronik asit bloklarindan olusan diiz zincirli bir polisakkarittir ve bu
biyopolimerin jellesme ve ¢apraz baglanma reaksiyonlar1 gluronik asitteki
sodyum iyonlarinin, Ca*? ve Mg* gibi divalan katyonlar ile yer degistirmesi
seklinde gergeklesmektedir (Isteni¢ et al.,, 2015). pH-duyarhiliklari,
biyouyumluluklari, biyoadhezyon ve 1liml1 jellesme kosullari, aljinati kontrollii
ilag salim sistemleri i¢in uygun hale getirmektedir (Akay et al., 2017). Ancak,
yalnizca Ca*? iyonlar ile capraz bagl aljinat nanojeller stabil degildirler ve
fosfat salin tampon (PBS) gibi tamponlarda Ca*? iyonlarinin diger katyonlarla
hizli bir sekilde degisimi nedeniyle bozulmaya ugramaktadirlar (Matai et al.,
2016). Ca+2-(;apraz baglantili aljinat nanojelinin bu anormal davranisi, nanoilag
olarak kullanilabilme potansiyellerini sinirlamaktadir. Bu nedenle, ilag salim
uygulamalar1 i¢in aljinatla etkilesime girerek ve fizyolojik kosullar altinda
yapisal stabilitesini gelistirecek ikinci bir bilegen olarak pamam dendrimer
(G4) secilmistir.

2.6. Teranostik Sistemler Olarak Ultrason-Duyarh Mikrokabarciklar

Terapotik amaglarin yani sira, tek bir formiilasyon igerisinde he bir ilag
hem de bir goriintileme ajani iceren ve dolayisiyla terapotik islevselligi
goriintlileme ile birlestiren “teranostikler”, bir hastaligin tedavisinin se¢iminde

ve planlanmasinda, objektif yanitin ve takip tedavi planinin izlenmesinde
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faydali olabilmektedirler (Lammers et al., 2011; Sharma et al., 2017). Diger
diagnostik yontemlerle karsilastirildiginda, ¢oziiniirliigli manyetik rezonans
goriintiileme (MRI) ile kiyaslanamasa da ultrasonun giivenli, basit, non-invazif
ve uygun maliyetli bir gériintiileme teknigi oldugu kanitlanmistir (Cai et al.,
2012). Kontrast ajan olarak mikrokabarciklarin kullanildigi kontrasti arttirilmis
bir ultrason goriintiilemede daha iyi bir ¢ozlniirliik elde edebilmekte ve uzun
yillardir klinikte bir dizi hastaligin teshisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Mikrokabarciklar (MK'lar) 6zellikle gectigimiz son on yilda, ultrason kontrast
maddeleri, ilag dagitim sistemleri ve niikleik asit transfeksiyon araglar1 olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadirlar (Sirsi et al., 2009; Chowdhury et al., 2017;
Upadhyay et al., 2019).

Mikrokabarciklar, bir lipit veya polimer ile enkapsiile edilen ve gazdan
olusan kavitasyon c¢ekirdeklerine sahiptirler ve boyutlar1 genellikle vaskiiler
yapida hareket edebilmek adma 1 ila 10 pm arasinda olmalidir. Ultrason
goriintiileme ve hedefli ila¢ salimi gibi biyomedikal uygulamalarda giderek
daha fazla kullanilmaktadirlar. Lipit yapida mikrokabarcik (Mk) kabuk,
mikrokabarciklarin ultrasonik ses dalgalar1 altinda deforme olmasina ve diisiik
basingta osilasyonuna izin verirken, polimer yapili Mk kabuklari ise serttir ve
gaz kabarcigl, genellikle kapsiillerin kirilmasindan sonra osilasyon
yapabilmektedir (Appold et al., 2017). Mk’lar agir gazlardan yapildiginda,
daha uzun bir yarilanma Omriine sahip olmakta, ayn1 zamanda agir gazlarin
¢oziiniirliiklerinin daha diisiik olmas1 da gazin partikiil membranindan sizma
sliresini  uzatmaktadir. Agir gazlar arasinda kiikiirt hekzafloriir (SFg),
oktafloropropan veya dekaflorobiitan kontrast ajanlar olarak veya organ
koruma uygulamalarinda halihazirda kullanilmaktadir ve siklikla MK'lerin
sentezi i¢in de tercih edilmektedirler (Boissenot et al., 2016). Mikrokabarciklar
tercihen disiik bir akustik basingta kavitasyona neden olduklarindan, timor
endotelyumunun yakinindaki kabarcik osilasyonlar1 da por olusturma
(sonoporasyon), endositoz  aktivasyonu veya hiicre  baglantilarinin
gecirgenligini artirma gibi farkli mekanizmalar araciligiyla ilacin bu bolgedeki
penetrasyonunu arttirmaktadir. Dolayisiyla antikanser aktivitedeki bir ilacin,
ultrason kontrast ajanlari ile birlikte (co-administration) veya dogrudan bu
ajanlara yiiklenerek enjekte edilmesi son yillarda ilgi ¢ekmekte olan bir
yaklagimdir. Mk’larm uygulanmalarini takiben uygulanan ultrason sonrasinda

hiicre zarinin gegirgenligi arttirtlabildiginden, kan-beyin bariyeri hastaliklarinin
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tedavisi i¢in olduk¢a fazla arastirilan sistemlerdir (Lindseth et al., 2013;
Boissenot et al., 2016).

Stratejik olarak, ilag Mk’larla es zamanli olarak enjekte edilerek,
uygulanacak ultrason dalgalar1 ile hem goriintiileme hem de bu goriintiileme
sirasinda MKk’larin osilasyonu ile yukarida bahsedilen mekanizma ile ilacin
bolgesel olarak aliminin arttirilmasi saglanabilmektedir (Sekil 2.1.A). 2013
yilinda rapor edilen ultrason mikrokabarciklar1 ile kemoterapi tedavisinin
kombine edildigi bir klinik calismada, gemsitabin ile birlikte ticari ultrason
kontrast ajan SonoVue®’nun es anli enjeksiyonu ile ultrason uygulanan
pankreas kanseri hastalarinda sadece gemsitabin ile tedavi edilen hastalara
kiyasla sagkalimin 6nemli dlglide artirilabildigi ifade edilmistir (Kotopoulis et
al., 2013). Ayrica, ilaglar Mk'lara yiiklenerek teranostik tasiyici sistemler
olarak da enjekte edilebilirler (Sekil 2.1.B). Mk’lara ila¢ yiiklenmesi
yaklagimlar1 bazi temel farkliliklar gostermekte, bazi caligsmalar ilag yiikli
nanopartikiilleri Mk’larin yiizeyine tutundurma prensibini benimserken (Burke
et al., 2011) bazilarinda ise ilag yiiklii nanopartikiillerin Mk’larin gaz
¢ekirdeginde hapsedilmesi (Wang et al., 2016) s6zkonusu olabilmektedir.
Burke et al. (2011) balb/C fareleri ile gergeklestirdikleri ¢alismalarinda,
albiimin ~ kabuklu = mikrokabarciklara poli(laktik-ko-glikolik  asit)
nanopartikiillerinin ~ kovalent  olarak  baglandigt  kompleks  ajan
formiilasyonunun enjeksiyonunda, bu mikrokabarciklar ile nanopartikiillerin
komplekslesmeden es zamanli olarak enjeksiyonuna kiyasla ultrason
uygulamasi sonrast ~2 Kat fazla nanopartikiilin iskelet kasina salindigini
belirtmislerdir. Bahsedilen ¢aligmadaki kovalent baglama stratejisinin yani
sira, Mk’lar yilizeyinde nanopartikiillerin kendiliginden bir araya gelmesiyle de

ilag yiiklii nanopartikiiller ile iligkilendirilebilmektedirler.
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@ ilac yiikli nanopartikiiller ultrason-kontrast ajan olarak
mikrokabarciklar
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Sekil 2.1. Mikrokabarciklarla es zamanli olarak ila¢ enjeksiyonu sonrasinda

ultrason uygulamasi (A) ve ilag tasiyan mikrokabarciklarin ultrason altinda
osilasyonu sirasinda ila¢ saliminin (B) sematik gosterimleri
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Tek-asamada  hem  poli(biitil  siyanoakrilat)  nanopartikiillerin
sentezlendigi hem de sentezlenen bu nanopartikiillerin mikrokabarciklari
stabilize eden kabuk tabakasini olusturduklar1 bir ¢alismada, bu nanopartikiille-
stabilize edilmis Mk konjugatinin, serbest nanopartikiillere kiyasla hedef
dokuda lokal olarak birikiminin arttigi, ayrica bu nanopartikiillerin Fe@Fe304
ile yiiklenmesi ile de hem ultrason goriintiileme hem de MRI rehberli olarak
nanopartikiil saliminin saglanabildigi rapor edilmistir (Morch et al., 2015).
Nanopartikiillerin Mk yiizeyine konjugasyonunun, Mk kabugunun stabilitesini
olumsuz etkileyebilmesi veya kan gibi biyolojik s1vilarda Mk ile nanopartikiilii
birbirine baglayan konjugasyon ajaninin degrede olabilmesi risklerine kargin,
Wang ve ark.’nin (2016) gelistirdikleri kurkumin yiiklii alblimin nanopartikiil
(CcmANP) mikrokabarcik cekirdegindeki gaz kompartmanina hapsedilmesi
(CcmANP-MB) ile ilag yilikleme etkinliginin arttigin1 belirtmislerdir. Ayrica
timor-olusturulmus farelerin kuyruk damarindan enjekte edilen CcmANP-
MB’lerde serbest CcmANP ya da nanopartikiil enkapsiile edilmemis
mikrokabarcik enjekte edilen gruplara kiyasla ultrason uygulamasi sonrasinda

tiimdr inhibisyon yiizdesi neredeyse iki kat yiiksek olarak tespit edilmistir.

Literatiirde, ultrasona maruz kalma ile, MK'larin tagidiklar ila¢ yiikiiniin
hiicresel aliminin ve sitotoksik etkilerinin arttirilabildigi yaygin olarak
bildirilmektedir. Ancak, Mk'larin biyomedikal uygulamalarda kullanimi hem
mikrokabarcik  boyutu  6zellikleri ile sinirhdir hem de Mk'larin
biyouyumluluklar1 ve stabiliteleri dikkate alinmasi gereken diger Onemli
faktorlerdir. Mk'larin stabiliteleri, raf dmiirleri (depolama sicakligina, basincina
vb. bagli olarak) ve in vivo / in vitro stabiliteleri ile karakterize edilmektedir
(Upadhyay et al., 2019). In vivo stabilite kavrami, mikrokabarciklar viicuda
uygulandiginda degisen pH, c¢oziinmiis gazlar iceren sulu ortam, arteriyel
basinglar ve immiinojenik yanit gibi kosullar1 deneyimleyerek stabil
kalabilmelerini ifade etmektedir. Ote yandan, mevcut bir literatiir calismasinda,
protein yapida mikrokabarciklarin sicaklik ve basinca karsi stabiliteleri test
edilmis ve daha yiiksek depolama sicakliklarinda, protein mikrokabarciklarinin
sayisinin par¢alanma (rupturing) yoluyla daha hizli azaldigi gosterilmistir
(Rovers et al., 2016). Ote yandan, sicaklik-bagimli Mk’larin tepkilerinin
incelendigi bir ¢alismada da ortam sicakligi (27 °C) viicut sicakliginin biraz
iistli bir sicakliga (38 °C) aniden 1sitildiginda kabarcik yarigapinda ani bir artis
ve kabuk esnekliginde bir azalma goriilmiistir (Lum et al., 2018). Bu

mikrokabarcik biiyiimesinin muhtemelen hem gaz c¢ekirdeginin termal
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genlesmesi hem de ¢evre sivi ortamindaki ¢oziinmiis gazlarin mikrokabarcik
igerisine dogru akmasi sonucu meydana geldigi diistinilmistir. MK'larla ilgili
bu tiir in vitro sonuglarin, in vivo uygulamalar i¢in mikrokabarcik

dinamiklerinin anlasilmasinda faydali olacag: diistiniilmektedir.

Bu tez calismasinda incelenen 3. formiilasyon olarak, SFg gazi igeren
fosfolipit mikrokabarciklar, MicroSphere Creator (MSC) (Tide Microfluidics,
The Netherlands) cihazi tarafindan iiretilmis ve farkli mikroakiskan karistirma
sistemleri kullanilarak karboplatin tasiyan hidrofilik sodyum aljinat polimerik
tabakasi ile kaplanmislardir. MSC cihazinin sahip oldugu bu mikroakiskan
hidrodinamik akis odaklama temelli yontem, yiiksek kontrol edilebilirlik
diizeyi ve dar ornek boyut dagilimi ile mikrokabarcik sentezini miimkiin
kilmaktadir. Calismada kullanilan model ila¢ olan karboplatin, platin bazli bir
sisplatin analogudur ve mesane, yumurtalik, basg/boyun ve ozellikle kiiciik
hiicreli ve kii¢iikk hiicreli dis1 akciger kanserleri (KHDAK) ig¢in etkili bir
antineoplastik ilagtir (Wang et al., 2017). Karboplatin, 6nemli 6lgiide daha
diisiik sistemik toksisite gostereren ve KHDAK i¢in en yaygin kullanilan
kemoterapotik ajanlardan biri olmasina ragmen, ¢oklu ilag direncinin
indiikksiyonu ve hayatta kalma sinyal yolagmin aktivasyonu gibi nedenlerle
siurh terapdtik etkinlige sahiptir (Kang et al., 2015). Akciger kanseri ile ilgili
yogun caligmalara ragmen kullanilan kemoterapétiklerin tasidiklart ciddi yan
etkiler ve hastalarin gelistirebildigi ilag direnci nedeniyle bu hastaligin tedavisi
icin yeni ilag¢ salim sistemleri gibi terapotik yaklagimlara ihtiya¢ duyulmaktadir
(Cao et al., 2020). Karboplatin tasiyan polimerik kabuk tabakasi, hidrofilisite,
pH duyarlilhigi, biyouyumluluk, biyo-adhezyon ve iliman jellesme gibi
ozelliklerinden dolay1 kontrollii ilag salim sistemleri i¢in siklikla tercih edilen
dogal bir polimer olan sodyum aljinatin (Akay et al., 2017), fosfolipitle
stabilize edilmis SFg mikrokabarciklarinda bir ek dis katman olarak kalsiyum

aracilt olarak jellestirilmesiyle elde edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Timokinon Yiiklii Kiibik ve Hegzagonal Liyotropik Sivi Kristalin

Nanopartikiiller

3.1.1. Materyal

Soya fosfatidilkolin  (SFK, %97.6 saflik) Lipoid GMBH'den
(Ludwigshafen, Almanya) satin alinmistir. Ay¢icek yagindan yapilan mono- ve
di-gliseritlerin sitrik asit esterlerinin bir kombinasyonu olan Grinsted® sitrem
LR10, Danisco A/S'den (Kopenhag, Danimarka) hediye olarak alinmistir.
Sitrem LR10, aycicek yagindan sentezlenmekte ve eser miktarda triagilgliserid
ile serbest yag asitlerine ek olarak %64 oranda mono- ve di-gliserid, %36
oranda ise gliserol sitrat yag asidi esterleri icermektedir (Amara et al., 2014).
Timokinon (>% 98 saflikta) ve fosfat tampon (PBS, 7.4 pH'ta) tabletleri
Sigma-Aldrich'ten (Poole, Birlesik Krallik) satin alinmistir. %96 safliktaki
etanol (EtOH) Merck Millipore'dan (Darmstadt, Almanya) temin edilmistir. PH
7.4'te 0.01 M PBS tamponunu hazirlamak i¢in Milli-Q ultrasaf su kullanilmigtir
(Millipore Direct-Q3 UV sistemi, Billerica, MA, ABD).

3.1.2. Sitrem/SFK kendiliginden-diizenlenen nanopartikiillerin diisiik

enerji girdili kesikli tiretimi

TQ icermeyen nanodispersiyonlart hazirlamak i¢in, kisaca uygun
miktarlarda sitrem ve SFK tartilmis ve EtOH iginde ¢oOziilmiistiir. Bu stok
cozeltiler, agirlikca %40 lipit (agirlikca 2:3 oraninda hazirlanmis sitrem/SFK
ikili lipit karisimi) ve %60 etanol icermektedirler. Bu etanolik lipit ¢ozeltileri
daha sonra, 5 dakika boyunca 0.01 M PBS (pH 7.4) hafifce vortekslenerek
homojen ve kararli siitsii goriiniimde ¢ozeltiler elde edilmistir. Bu yontemle
hazirlanan tim nanodispersiyonlar sabit 2:3 sitrem/SFK agirlik oraninda

hazirlanmstir.

TQ yiiklii nanodispersiyonlar1 hazirlamak i¢in ise, 1-10 mg/mL arasinda
degisen farkli konsantrasyonlardaki TQ o©nceden hazirlanmis bu etanolik
sitrem/SFK  soliisyonlarinda ¢oziindiiriilmiis ve daha sonra numuneler yine
yukarida  agiklandigi  sekilde  hazirlanmistir.  Elde  edilen  bu

nanodispersiyonlarin son konsantrasyonlari, agirlik¢a %1.09 EtOH ve agirlik¢a
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%8 toplam lipit (sitrem/SFK karisimi) olarak sabit tutulmustur (bu numuneler
B1-4  olarak  kodlanmustir).  Etanol  konsantrasyonunun  iretilen
nanopartikiillerin yapisal 6zellikleri iizerindeki etkisi hakkinda daha fazla bilgi
edinmek i¢in, 2.5 mg/mL'lik sabit TQ konsantrasyonunda ve farkli EtOH
iceriklerinde (agirlikca %0 ile %5.45 araliginda) ek nanodispersiyonlar da

hazirlanmistir (bu numuneler de B5 ve B6 olarak kodlanmislardir).

3.1.3. Sitrem/SFK kendiliginden-diizenlenen nanopartikiillerin

mikroakiskan cipte siirekli iiretimi

TQ'suz ve TQ yiikli nanodispersiyonlarin mikroakiskan ¢ipte siirekli
sentezi, microfluidic ChipShop sirketinden (Jena, Almanya) satin alinan Fluidic
186 kodlu ticari bir hidrodinamik akis odaklama (HAO) c¢ipi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu difiizyon mikrokaristiricilarinda, iki bagimsiz HFF
polikarbonat (PC) ¢ip segmenti ayni mikroakiskan platform {izerine
yerlestirilmis haldedir (Sekil 3.1) ve her ¢ipin iki yanal ve iki c¢ekirdek giris
kanali vardir. Bununla birlikte, bu ¢ekirdek akis girislerinden birisi, ikisi yanal
ve birisi ¢ekirdek olmak {izere toplam ii¢ girisli bir hidrodinamik akis
odaklamali mikroakigkan ¢ip yaratabilmek i¢in tutkalla doldurularak bloke
edilmistir. Olusturulan bu c¢ipte TQ icermeyen nanopartikiillerin stirekli
iiretimi, yanal girislerden iki PBS ¢ozeltisinin enjekte edilmesi ve g¢ekirdek
girisinden ise sitrem/SFK etanol ¢ozeltisinin enjekte edilerek hidrodinamik
olarak odaklanmasi yoluyla saglanmistir. Bu yontemde, agirlik¢a %40 lipit (2:3
oranda sitrem ve SFK ile hazirlanan ikili karisim) ve agirlikca %60 etanol
iceren dnceden hazirlanmis stok etanol cozeltisi, 1 mL enjektore (B.Braun
Injects -F Solo siringa, Melsungen, Almanya) yiiklenirken, PBS ¢ozeltileri ise
iki adet 5 ml hacimli BD (BD Luer-Lok ™, New Jersey, ABD) enjektorlere
yiiklenmistir. Enjektorler, tlibingler ve kor uglu ignelerle (Terumo mixing
needle without bevel, 18 G x1,5 ", 1.2 x 40 mm) mikroakiskan cihaza
baglandiktan sonra siringa pompalarina (KR Analytical Ltd, Birlesik Krallik)
monte edilmislerdir. Bu sistemde, kullanilan toplam akis hizi (TFR), merkezi
ve yan akislarin akis hizlarinin toplami iken, FRR (akis hizi orani) ise yan
akislarin akis hizlarinin merkezi cekirdek akisina oranidir. Bu prosediirde,
nanopartikiillerin stirekli tiretimi, iki farkli TFR'de (50 ve 100 uL/dakika) ve
sabit 20 FRR ile gerceklestirilmistir.
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TQ yiikli nanodispersiyonlarin siirekli iiretimi i¢in ise Ug¢ farkh
konsantrasyonda TQ (1.0, 2.5 ve 5.0 mg/mL), agirlikca %40 lipit (2:3 oranda
sitrem ve SFK ile hazirlanan ikili karisim) ve agirlikca %60 etanol igeren
onceden hazirlanmis stok etanol c¢ozeltisine eklenerek, aymi sekilde
mikrosisteme  eklenmistir.  Stirekli  {iretilen  kendiliginden-diizenlenen
nanoyapilar agirlik¢a sirasiyla %2.86 etanol ve %1.9 lipit (toplam sitrem ile
SFK) sabit konsantrasyonlarinda iiretilmistir. Ticari mikroakiskan c¢ip
kullanilarak, TQ'suz ve TQ-yiiklii sitrem/SFK nanodispersiyonlar, iki farkli
TFR'de (50 ve 100 pL/dak) ve sabit bir FRR'de (20) tiretilmislerdir. Sabit
sitrem/SFK oraninda (2:3) iiretilen bu nanoyapilarin ortalama nanopartikiil
boyutlart ve boyut dagilimlari, diisiikk enerjili emiilsifikasyon parti yontemi
kullanilarak hazirlananlarla karsilastirilmistir. TQ igermeyen ve TQ-yiiklii tiim
nanodispersiyonlar, karakterizasyon islemlerine kadar oda sicakliginda (25°C)

saklanmustir.

Kapatilmig kanal Kapatiimig kanal

18 mm i

Sekil 3.1. Kullanilan ticari polikarbonat mikroakiskan ¢ipin sematik bir
goriiniimii. Mikro kanallarin derinligi 100 um ve ¢ekirdek giris kanali genisligi
100 um, yanal giris kanallar1 genislikleri 200 um, karistirici kanal genisligi 200
um ve ¢ikis kanali genisligi 200 pm’dir.
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3.1.4. Nanopartikiil izleme analizi (NTA)

Hem ticari HAO ¢ipi kullanilarak iiretilen TQ igermeyen ve TQ yiikli
nanopartikiillerin ve hem de bunlarin kesikli emiilsifikasyon yontemi
kullanilarak hazirlanan karsiliklarinin boyut karakterizasyonlari, bir lazer (405
nm) ve bir mikroskop (Malvern Panalytical Ltd, Worcestershire, Ingiltere) ile
donatilmis  NanoSight NS300 cihaz1 kullanilarak — gercgeklestirilmistir.
Olgiimlerden  once, 108-10° nanopartikiil/mL konsantrasyon araligina
ayarlayabilmek igin lizere ultra saf su (18.2 MQ cm) ile hazirlanarak filtreden ,
(0.2 um) gecirilmis PBS (pH 7.4) kullanilarak nanopartikiil numuneleri 10* kat
seyreltilmistir. Olciimler, numunenin farkli konumlarindan ¢ekilen 5 ila 9
arasinda video ile nanopartikiillerin ayr1 ayr1 izlenmesine dayanmaktadir.
Malvern yazilimi (NTA 3.2 Dev Build 3.2.16) sayesinde kaydedilen videolar
analiz edilmektedir. Ayn1 enstriimantal ayarlarda kontrol olarak PBS (pH 7.4)

kullanilmustir.
3.1.5. Sinkrotron kii¢iik acili X-151m1 sacilimi (SAXS)

Jkm SAXS incelemeleri, Avusturya SAXS 1simn hattinda (Elettra
sinkrotron tesisi, Trieste, Italya) gerceklestirilmistir. Numuneden dedektdre
1314 mm mesafesinden 0.18 ile 5.00 nm™ q araligi1 (¢ = 47 sin6/), A=dalga
boyu ve 20=sacilma acis1 olmak iizere) kapsayacak sekilde 1.54 A (8 keV)
dalga boyuna sahip bir X-1sm1 1sm1 kullanilmistir. Olgiilen intensitenin acisal
olgegini kalibre etmek igin standart olarak ise 58.38 A d-aralik degerine sahip
giimiis behenat (CH3-(CHa)20-COOAg) kullanilmistir. Bu incelemelerde, 1 mm
capinda kuvars kilcal borular (numune tutucular) kullanilmis ve numunelerin
sicakliklart bir su banyosu (sicaklik kararliligi+0.1°C, Unistat CC, Huber,
Offenburg, Almanya) ile kontrol edilmistir. SAXS 6l¢timleri, 25 veya 37°C'de,
goriintii bagina 20 saniye maruziyet siiresi ve her 5 goriintii arasinda 3 saniyelik
gecikmeyle gergeklestirilmistir. 2B SAXS paternleri, tek boyutlu (1-B) sagilma
fonksiyonuna 1(q) entegre bir Pilatus3 1 M dedektorii (Dectris Ltd., Baden,
Isvigre; 172x172 pm? piksel boyutunda 169x179 mm? aktif alan) kullanilarak
Avusturya SAXS 151n hattinda bulunan veri azaltma hatt1 olan SAXSdog ile
elde edilmis (Burian et al., 2020) ve ardindan IGOR pro (Wavemetrics, Inc.,
Lake Oswego, ABD) yazilimi ile analiz edilmistir. Ham veriler, detektor
verimliligi ve arka plan sacilmasi adina diizeltildikten sonra, elde edilen bes

goriintiiniin ortalama sagilma paternleri, intensitenin bir fonksiyonu olarak
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cizilmis (q'ya kars1 1(Qq)) ve tiim Bragg pikleri Lorentzian dagilimlari ile
denklestirilmistir. Saptanan sivi kristalin nanoyapilar olan lamelar (L,) ve
lamelar olmayan siv1 kristal fazlarin latis parametreleri (a), tespit edilen her
Bragg piki i¢in karakteristik mesafenin (d = 2n/() hesaplanmasi ile elde
edilmistir. Tespit edilen lamelar-olmayan sivi kristalin fazlar, Pn3m

simetrisinde ters bikontiinyus kiibik (Q>) faz1 ve ters hegzagonal (H>) fazdir.

3.2. EGFR-Hedefli Karboplatin Yiikli Aljinat-PAMAM  Hibrit

Nanopartikiiller
3.2.1. Materyal

EGF (Recombinant Human Epidermal Growth Factor, Gibco™) ve
ELISA™ Kiti (EGF Human Instant ELISA™ Kit, Invitrogen) ThermoFisher-
Scientific’den satin alinirken, aljinat, Pamam (G4) ve diger tiim kimyasallar
Sigma-Aldrich’den temin edilmistir. Karboplatin ise (150 mg/15 mL flakon)
Kocgak Farma, Tiirkiye’den temin edilmistir. Tiim hiicre kiiltiirii reaktifleri,
Tripan mavi boyasi, MTT ve dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich’ten
(ABD), canli/6lii hiicre boyama kiti ise Molecular Probes, Invitrogen’den
(ABD) satin alinmistir.

3.2.2. Karboplatin yiiklii Aljinat-PAMAM hibrit nanopartikiillerin (K-
Al-Pa) mikroakiskan platformda sentezi

Aljinat-PAMAM hibrit nanopartikiil sentezi i¢in, aljinatin karboksil
gruplarinin  aktiflestirilerek Pamam (4.jenerasyon: G4) dendrimerlerinin
yizeyinde bulunan —NH; amino gruplarina kovalent baglanabilir hale
getirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle aljinat (20 mg/mL) igerisine, EDC (N-
(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide hydrochloride, 0.1 mmol) ve
NHS (N-Hydroxysulfosuccinimide sodium salt, 0.05 mmol) reaktifleri
eklenerek toplam iki saat siiresince karanlikta karistirilarak aktiflestirilme
reaksiyonu gergeklestirilmistir. Aktiflestirilen aljinat ilgili miktarda karboplatin
eklemesi sonrasi Sekil 3.2.’de sematize edilen 200 um ¢apa sahip {i¢ adet
mikrokanalin akis odaklamali birlestigi bir mikroakiskan platforma, 10 pL/dak
hizla pompalanirken, yan kanallardan ise farkli konsantrasyonlarda Pamam
sulu c¢ozeltileri 200, 300 ve 400 pL/dak olarak farkli akis hizlarinda

gonderilmistir. Boylece akis oranlar1 (flow rate ratio, FRR) sirasiyla 40, 60 ve
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80 olarak denenmistir. Pamam G4 konsantrasyonlari 0.04mM ve 0.08 mM
olarak denenerek dendrimer konsantrasyonunun sentezlenen nanopartikiil
boyut dagilimlari iizerine etkileri incelenmistir. Karboplatin yiiklenmeyen bos
(plasebo) aljinat-Pamam Hibrit nanopartikiiller (Al-Pa) ise karboplatin
icermeyen PAMAM sulu ¢oOzeltileri  kullanilarak  aym1  yOntemle
sentezlenmislerdir.

AN
= Aktiflestiriimis
"= aljinat
T
Pamam dendrimer Pamam dendrimer
¢Ozeltisi ¢Ozeltisi

:r__'j_:|-|”'”“']”'|_m--—* *__,_.ilwnlmmn||:_:-__1

@ Aljinat-Pamam hibrit
' nanopartikiller

Sekil 3.2. Karbodiimid reaksiyonu ile aljinat-Pamam hibridizasyonu

Mikroakiskan ¢ipin ¢ikis akimindan alinan nanopartikiiller 8750 g (9000
rpm) hizda Eppendorf MiniSpin® plus marka cihaz ile santrifiijlenerek pellet
halinde toplanmis ve ardindan 2 kez ultra saf su ile yikandiktan sonra liyofilize
edilmiglerdir. Ayrilan silipernatant ise enkapsiile olmamis karboplatin
konsantrasyonunun belirlenmesi igin yiliksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) (Shimadzu LC-20A PDA) ile analiz edilmistir. 0.45 um'lik filtresi ile
filtre edilen numuneler, ACE C18 kolonuna (250 mm x 4.6 mm X boyutu 5
um) gonderilmislerdir. Mobil faz, sulu faz olarak 20 mM PBS tamponu (%75)
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ve organik faz olarak asetonitril (%25) seklinde hazirlanmistir. Mobil fazin
akis hiz1 1 mL/dak olarak ayarlanarak, numuneler sisteme 20 pL enjeksiyon
hacmi ile enjekte edilmistir. 10 dakika enjeksiyon siiresi (35°C) ve dedeksiyon
dalga boyu 227 nm olan HPLC sonuglarina gore, enkapsiilasyon verimliligi (%
EE) asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir:

Eklenen karboplatin miktari—siipernatantta kalan karboplatin miktari

%EE= *100

Eklenen karboplatin miktari

Sentezlenecek nanopartikiillerin boyut dagilimlar1 ve polidispersite
indeksleri Malvern Zetasizer cihazi (Nano-ZS) ile olgiilmiistiir. Karbodiamid
reaksiyonu araciligi ile gergeklesecek hibridizasyon reaksiyonu ise FTIR
(fourier doniisimlii kizilotesi spektroskopisi) ve XPS (X-isin1 fotoelektron
spektroskopisi) analizleri ile izlenmistir. Yiizey morfolojisini incelemek igin
SEM (taramali elektron mikroskopisi) analizi, termal karakterizasyonlart igin
ise DSC (diferansiyel tarama kalorimetresi) analizi ile yapilmustir.

3.2.3. Karboplatin yiiklii Aljinat-PAMAM hibrit nanopartikiillerin (K-
Al-Pa) EGF ile konjugasyonu

Sentezlenen Al-Pa hibrit nanopartikiilerin ve dolayisiyla karboplatin
ilacinin saglikli dokular yerine spesifik olarak tiimor dokularinda birikiminin,
adhesyonunun ve hiicresel aliminin artirilabilmesi icin EGF ligand1 ile
konjugasyon gergeklestirilmistir (Sekil 3.3). Bir protein olan EGF hem
karboksilik asitleri hem de primer aminleri (C- ve N-termini ve ayrica
EGF'lerin yan zincirlerinde bulunan amino asitleri) icermektedir. Dolayisiyla,
EDC ve NHS kullanilarak karbodiimid kimyas1 ile yiizeydeki aljinata ait
karboksilik gruplari ile EGF’e ait amin gruplar arasinda karbodiamid kimyasi
ile amid bagi olusturulmasi hedeflenmistir. PBS igerisinde dispers edilmis
nanopartikiil ¢ozeltisi ilizerine EDC, NHS ve EGF eklenerek manyetik
karistiricr ile karanlikta iki saat siiresince karistirilmislardir. Siire sonunda
nanopartikiiller santrifiijlenerek pellet haline getirilmis ve reaktif kalintilar1 ile
baglanmamis EGF’lerin uzaklastirilabilmeleri amaciyla ultra saf su ile
yikanmis ve ardindan -20°C’de dondurularak liyofilize edilmistir. EGF
konsantrasyonlart 1, 2 ve 3 pg/mL olarak denenmis, farkli EGF
konsantrasyonlarinin konjugasyon etkinligi iizerine etkisi incelenmistir. Bu

amagcla, EGF konjuge edilmis aljinat-Pamam Hibrit nanopartikiiller (EGF-AI-
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Pa), PBS tamponda dispers edilmis ve tasidiklar1 konjuge EGF miktar1 EGF
ELISA kiti ile analiz edilmistir. Ayrica SEM ile de morfolojik incelemeleri

gergeklestirilmistir.
Aljinat
NN NN
NAS A
NN
e
PAMAM ) PAMAM
_ __dendrimer dendrimer __ _
HJY. Al-Pa Hibrit
ol /NP
£ 8 PAMAM
| amino
\lfn gruplan ile
O=( aljinat
karboksil
-/\) gruplan
arasinda
amid bag Q0
-\/\' olugumu EGF rr
, Karboplati
EGF-konjugasyonu E o.m
ile aktif hedefleme .

Sekil 3.3. Mikroakiskan ¢ipte sentezlenen aljinat-Pamam hibrit
nanopartikiilerin EGF ligandi ile konjugasyonu

3.2.4. In vitro sitotoksik etkinin incelenmesi

Hiicre Kiiltiirii Materyalleri ve Reaktifleri: A549 (insan epitelyal akciger
adenokarsinomu, KRAS mutant1 oldugu bilinen bir KHDAK hiicre hatt1) hiicre
hattt ve BEAS-2B (insan bronsiyal saglikli epitelyumu) hiicre hatlari,
Amerikan Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (ATCC Mannassas, VA) temin edilmistir.
Hiicreler, %10 fetal buzagi serumu (FCS), %1 L-glutamin (200 mM) ve %0.1
gentamisin (10 mg/mL) ile takviye edilmis Dulbecco's Modified Eagle

Medium besin ortaminda kiiltiire edilmislerdir. Tiim hiicreler, filtre edilmis

havalandirma kapaklarina (Corning, ABD) sahip T-flasklar kullnailarak
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37°C'de %5 CO; ile nemlendirilmis inkiibatérde monolayer (%80 konfluent-
sikisiklik) kiiltiire edilmis ve sonra %0.25 tripsin-EDTA ile hasat edilmistir.

Nanopartikiillerin _ Sitotoksik  Etkilerinin  Belirlenmesi: ~ Serbest

karboplatinin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisi MTT analizi ile Ol¢iilerek
ICso degeri hesaplandiktan sonra, mikroakiskan platformda sentezlenen
karboplatin yiikli veya bos EGF-Al-Pa nanopartikiillerinin MTT analizi
gerceklestirilmistir. Bunun igin yeterli sayida iiretilen ve siispanse edilen
hiicreler her bir nanopartikiil konsantrasyonu ve karboplatin igin {iger tekrar
olacak sekilde 96-gozlii plakanin kuyucuklarina (lxlO4 hiicre/kuyucuk) ekilmis
ve 24 saat boyunca inkiibasyona (37°C, %5 CO;) birakilmislardir. Bu siire
sonunda hiicrelerin {lizerindeki ortam cekilerek, besin ortami ile seyreltilmis
farkli konsantrasyonlardaki nanopartikiil numunelerinden 100’er uL ekleme
yapilmistir. Pozitif kontrol olarak sadece besin ortaminda bulunan islem
gormemis hiicreler, negatif kontrol olarak ise DMSO’da bekletilmis hiicreler
analiz edilmislerdir. Hiicreler 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibasyona (37°C,
%5 CO,) birakildiktan sonra tizerlerine, %10 MTT soliisyonu (5 mg/mL)
igeren serumsuz besin ortamlarindan 100’er pl eklenmistir. 3 saatlik 37°C’deki
inkiibasyonun ardindan, MTT dokiilerek DMSO soliisyonundan 100 puL kadar
eklenmis ve ardindan mikroplaka okuyucusu kullanilarak 570 nm/ 690 nm
dalga boylarinda absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. Hiicre canliligr su formiilden
hesaplanmistir; “6rnek ile muamele edilmis hiicrelerin absorbansi/pozitif

kontrol hiicrelerinin absorbanst x 100”.

3.3. Ultrason-Kontrast Ajan Olarak Karboplatin Yiikli Mikro-
kabarciklar

3.3.1. Materyal

Mk’lar1 stabilize eden fosfolipit tabakasinin bilesenleri 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
satin alinirken, diger tiim kimyasallar Sigma-Aldrich’den temin edilmistir.
Karboplatin ise (150 mg/15 mL flakon) Kogak Farma, Tiirkiye’den temin

edilmistir. Tiim hiicre kiiltiirii reaktifleri, Tripan mavi boyasi, MTT ve dimetil
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siilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich’ten (ABD), canli/6lii hiicre boyama Kkiti ise

Molecular Probes, Invitrogen’den (ABD) satin alinmustir.
3.3.2. Lipit-polimer karistminin hazirlanmasi

Mikrokabarciklar tiretmek i¢in kullanilan lipit ¢6zeltisi, bir miktar GPW
igerisinde 0.82/0.1/0.08 mol oraninda ii¢ farkli lipit DPPC, DPPA ve DPPE-
mPEGS5000 kullanilarak hazirlanmistir. GPW olarak isimlendirilen ¢oziicii ise
10/10/80 hacim oraninda (% v/v) gliserol, propilen glikol ve fosfat tamponlu
salin (PBS) icermektedir. Bu {i¢ fosfolipit, dnceden 1sitilmis propilen glikol
(72°C) iginde birer birer ilave edilerek tamamen ¢oziinmeleri saglanmustir.
Ardindan, ¢oziicii karistmin geri kalan bilesenleri olan gliserol ve PBS de
yavasca ilave edilerek, 72°C'de 2 saat boyunca karistirllmistir. Son olarak,
heniiz 30°C civarinda olan lipit ¢ozeltisi, 0.2 um por ¢apinda bir seliiloz asetat
siringa  filtreden gecirilmistir. Daha sonra, %0.5 (agirlikga) aljinat
konsantrasyonuna sahip lipit polimer karisimini elde etmek igin, siiziilen hacme
bagli olarak dogrudan sodyum aljinat ilave edilmistir. Bu son karisima, 0.2
pum'lik bir seliloz asetat siringa filtresinden ikinci bir filtrasyon
gerceklestirilmeden Once birkag saat karistirilmigtir. Elde edilen 10 mg/mL lipit
ve %0.5 aljinat igeren siispansiyon, Mk sentezi i¢in kullanilana kadar birkag
giin +4 ° C'de saklanmustir.

3.3.3. Mikroakiskan sistemin kurulumu

Tide Microfluidics B.V. (Enschede, Hollanda) tarafindan gelistirilen
MSC isimli cihaz, kullanicinin homojen mikrokabarciklar {iretmesine olanak
tantyan kompakt bir iiretim sistemidir. Asimetrik bir akis odaklama sistemini
kullanmakta olan MSC cihazinda, basin¢ oranina bagli olarak ayarlanabilir
boyutta mikrokabarciklar iretilebilmektedir (Sekil 3.4.). Bu platforma orta
kanaldan giren gaz, ¢ikis kanalinda uzar ve sonunda iki yan kanaldan gelen
stvilarin kayma kuvveti ve ortaya c¢ikan basing gradyani altinda kabarciklara
boliiniir. Gazin ve sivinin giris basinglari, varyasyon katsayisinin (variation
coefficient; CV) ve tiretim hizinin ger¢cek zamanli 6l¢iimiine de izin veren bir
yazilim tarafindan kontrol edilirler. Kabarciklar, cihaza entegre bir optik sistem
kullanilarak algilanir. Uretilen kabarciklar ¢ikis kanalindan gecer ve bir cam
vialde saklanirlar.
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Sekil 3.4. MSC cihazinin dig goriiniisii (solda) ve cihaz igerisindeki akis
odaklamali mikrogipin tasarimi (sagda).

3.3.4. Aljinat kaph fosfolipit mikrokabarciklarin (Al-MK) mikroakiskan
sistemde sentezi

MSC konteynerlarinden birisi aljinat-lipit soliisyonu ile doldurulurken
digeri SFs gaz1 ile doldurulmak iizere bos birakilmistir. Gaz ve sivi soliisyon,
bu basingli konteynerlerden, kabarciklarin olusturuldugu mikroakiskan ¢ipin
icine gonderilirler. Sistem stabil duruma geldikten sonra, heniiz-iiretilmis Al-
Mk'lar 15 dakikalik siirekli iiretim siiresince toplanmistir. Hentiz-tliretilmis Al-
Mk'larinn yiizeyindeki aljinat polimer zincirleri ve Ca?* katyonlar1 arasinda
capraz baglanma reaksiyonunu saglamak icin farkli konsantrasyonlarda (%
0.01, 0.05 ve 0.10 w/v) CaCl; ¢ozeltisi ile karistirtlmislardir. Capraz baglanma
reaksiyonuna iliskin teknik ayrintilar bir sonraki bolimde tartigilacaktir.
Karboplatin yiiklii aljinat kapli fosfolipit mikrokabarciklarin (K-Al-MK) sentezi
ise aljinat-lipit soliisyonunun 2 mg/mL karboplatin nihai konsantrasyonunu
igerecek sekilde hazirlanmasi ile elde edilmistir. Deneysel MSC parametreleri,
yaklagik 136 kHZ'lik bir iiretim hizi, =%3 CV, 6300 mbar s1v1 basinci ve 5140
mbar gaz basinci olarak ayarlanmistir.
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3.3.5. Mikrokabarciklardaki aljinat tabakasinin capraz baglanmasi i¢gin

CaCl; cozeltisi ile karistirilmasi

Heniiz-tiretilmis mikrokabarciklarin (Al-Mk'lar, K-Al-Mk’lar) CaCl,
cozeltileri ile karistirilmalar igin biri T-baglantili mikrokanal (0.5 mm ¢ap ve
PEEK materyali) digeri ise “teardrop” pasif mikrokarigtirict (Micronit
FC _TD26 PACK) olmak iizere iki farkli mikroakiskan platform, MSC
cihazinin ¢ikis kanali ile seri sekilde baglanarak ¢apraz baglanma reaksiyonunu
tesvik etmek i¢in mikroreaktor olarak kullanilmislardir. . T-baglantisinin ¢ikis
hattt 80 cm uzunlugunda kesilmis ve bir ilmek olusturacak sekilde kendi
tizerinde sarilmustir (Sekil 3.5.). Micronit marka “teardrop” mikrokaristiricisi
ve uyumlu ¢ip tutucusu ise Sekil 3.6.'da goriilebilmektedir. MSC cihazi ¢ikis
hattindaki heniiz-sentezlenmis Al-Mk ve K-Al-Mk’lar, dogrudan pasif
mikrokarigtiricinin  girislerinden birine veya T-baglanti kanalina baglanarak
diger giris kanalindan gelen CaCl, ¢ozeltisi ile karistirilmalari saglanmistir.
CaCl; soliisyonu veya kontrol grubu olarak kullanilan deiyonize su, siringa

pompasi yardimt ile i¢in 0.13 mL/dak akis hizinda pompalanmastir.

~S

v | CaCl,
Henliz-sentezlenmis @ '« = —
| mikrokabarciklar b, . '}' s
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% mikrokabarciklar i
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Sekil 3.5. MSC ¢ikisindan gelen heniiz-sentezlenmis Al-Mk ve K-Al-Mk'larin

CacCly ile karistirtlmalart i¢in kullanilan T-baglant1 kanali

Kabuk kismindaki aljinat polimerinin ¢apraz baglanmasi saglanan Al-
Mk'lar ve K-Al-Mk’lar seri bagli mikroakigskan sistemlerin nihai ¢ikisinda 1
mL'lik siringalara toplanarak santrifiijleme yontemi ile yikanmigslardir
(Feshitan et al., 2009). Mk’larin toplandigi siringalar, siringa kapaklariyla
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kapatildiktan sonra 300 RCF'de 10 dakika siireyle santrifiijlenmis (Eppendorf
5810 R, Hamburg, Almanya) ve ardindan siringa pistonu ile siispansiyon

arastinda bir kek tabakasi halinde toplanmiglardir.

Capraz baglanmig MK'lar ;
icin ¢IKig

Mikrokabarciklar
icin girig

Sekil 3.6. MSC ¢ikigindan gelen heniiz-sentezlenmis Al-Mk ve K-Al-Mk'larin

CaCl, ile karistirilmalari i¢in kullanilan "teardrop" mikrokarigtiric

Lipit ve polimer kalintilarini igeren geri kalan siispansiyon (infranatant),
enkapsiile olmamig karboplatin iceriginin belirlenmesi i¢in  yiiksek
performansl sivi kromatografisi (HPLC) (Shimadzu Prominence) ile analiz
edilmistir. 0.45 um'lik filtresi ile filtre edilen numuneler, Hypersil C18 ODS
kolonuna (250 mm x 4.6 mm, partikiil boyutu 5 pm) gonderilmislerdir. Mobil
faz, sulu faz olarak siilfiirik asit 0.001N ve sodyum siilfat 0.02 M (pH 3.5)

iceren sulu faz ve organik faz olarak metanoliin 95:5 oranlarinda bir karigimi
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olarak hazirlanmistir. Mobil fazin akis hizi 1 mL/dak olarak ayarlanarak,
numuneler sisteme 20 pL enjeksiyon hacmi ile enjekte edilmistir. Toplam
caligma siiresi 20 dakika (25°C) ve dedeksiyon dalga boyu 229 nm olan HPLC
sonuglarina gore, K-Al-Mk’larin enkapsiilasyon verimliligi (% EE) asagidaki

denklem kullanilarak hesaplanmistir:

Eklenen karboplatin miktari—infranatanttaki karboplatin miktar1

%EE= x100

Eklenen karboplatin miktari

3.3.6. Mikrokabarciklarin boyut dagilimlar:

Sentezlenen fosfolipit mikrokabarciklarin (Mk), aljinat kapli fosfolipit
mikrokabarciklarin (Al-Mk) ve karboplatin yiiklii-aljinat kapli fosfolipit
mikrokabarciklarin (K-Al-Mk) boyut dagilimlari, bir 151k mikroskobu (Nikon
objektif CFI Achro 10XMRP00102 (10x / 0.25 WD7)) kullanilarak
degerlendirilmistir. 30 pL hacimde farklt mikrokabarcik numuneleri tek
kullanimlik petri kaplarina pipetlendikten sonra tizerleri lamelle kapatilmistir.
Mk'larin petri ile lamel arasinda sikisarak patlamalarin1 6nlemek i¢in, petri ve
lamel arasinda kiigiik bir bosluk yaratabilmek adina petrideki Mk numunesinin
kenarlarina bant pargalart yerlestirilmistir. Mikroskop altinda her bir
numuneden 20 fotograf ¢ekilerek MATLAB yazilimi ile numunelerin ortalama

capi, PDI ve kabarcik konsantrasyonu analiz edilmistir.

3.3.7. Mikrokabareciklarin sitotoksik aktiviteleri

Hiicre Kiiltiirii Matervalleri ve Reaktifleri: A549 ve BEAS-2B hiicre
hatlar1 baslik 3.2.4.’de bahsedildigi sekilde muhaftaza edilmistir.

Mk, Al-MK ve K-Al-Mk ' larin Karsilastirmali Sitotoksik Aktiviteleri: MK,
Al-Mk ve K-Al-Mk’larin A549 ve BEAS-2B hicre hatlar1 tzerindeki
sitotoksik aktiviteleri MTT testi ile belirlenmistir. Ik olarak, logaritmik

bliylime fazindaki hiicreler, ters 1sik mikroskobunda (Axio Vert. Al, Carl
Zeiss, Almanya) tripan mavisi boyasi kullanilarak sayilmis ve kuyucuk basina
1x10* adet hiicre olacak sekilde, 37°C'de 96 kuyucuklu plakalarda %5’lik CO;

ile nemlendirilen bir inkiibatérde yaklasik 16 saat siiresince kiiltiire
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alinmigslardir. Kiiltiir ortam1 uzaklastiridiktan sonra, her kuyucuktaki hiicrelere
toplam 360 pL hacimde karboplatin (100 pg/mL) veya bu konsantrasyonda
karboplatine denk miktarda karboplatin tasiyan K-Al-Mk numunesi
uygulanmistir. Ayrica, uygulanan K-Al-Mk konsantrasyonunda hiicrelerin
maruz kaldigr mikrobaloncuk hacmi hesaplanarak denk gelen miktarda
fosfolipit mikrokabarcik (MKk) ve aljinat kapli mikrokabarcik (Al-MK)
numunesi uygulanmistir. Mikrokabarciklar gaz cekirdekleri sebebiyle diisiik
Ozgiil agirhiga sahip olduklarindan sivi yiizeyine dogru hareket etme egiliminde
olduklarindan, mikrokabarciklarin hiicrelere dogrudan temas etmesini

saglayabilmek i¢in Sekil 3.7.‘de goriilen kiiltiir sistemi tasarlanmustir.

Karboplatin yiiklii aljinat kaph
fosfolipit mikrokabarciklar

040 ot
P oo

° ®e
00 %3 2
- ‘:20': ° - ’Q OO Hucreler ile dogrudan temas
2 o %, halindeki mikrokabarciklar
e 00 0
MSC “MicroSphere Creator " L

Ters gevrilmis 96-kuyucuklu plaka

Sekil 3.7. Mikrokabarciklarin monolayer hiicreler ile dogrudan temas etmesini

saglayabilmek i¢in tasarlanan kiiltiir sistemi

Bu sistemde 96 kuyucuklu plaka ile kapagi arasina bir PDMS
(polidimetilsiloksan) katmani yerlestirilerek sizdirmazlik saglandiktan sonra,
plaka kapatilmis ve ardindan kiskaglarla sabitlenmistir. Daha sonra kuyucuklari
tamamen sivi ile doldurulmus ve agzi kapatilmis olan kiiltiir plakalar ters
cevrilerek, 37°C sicaklikta %5 CO, saglanan inkiibatorde dort tekrarli olarak
72 saat siiresince inkiibe edilmislerdir. Bu teknikte kiiltiir siiresince iistte
pozisyon almis olan hiicrelerin hemen altlarindaki mikrokabarciklarla temas
etmeleri saglanmistir. Kiiltiir sirasinda, sicaklik veya ultrason gibi dis etmenler
nedeniyle mikrokabarciklarin patlayacagi ve karboplatinin salinacagi hipotezi

One siiriilmiistiir. Boylece hiicreler hem patlamadan hem de ilag aktivitesinden
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kaynaklanan sitotoksik bir etkiye maruz kalacaklardir. Bu tez kapsaminda
sentezlenen mikrokabarciklarin, ultrason dalgalarina maruz kalmaksizin
saglikli ve tiimorojenik insan akciger hiicreleri iizerinde gosterecekleri
sitotoksik etkiler 6zel olarak tasarlanmis kiiltiir sistemi araciligiyla
incelenmistir. Pozitif kontrol olarak besin ortami kullanilirken (herhangi bir
mikrokabarcik olmaksizin) ve negatif kontrol olarak ise hiicreler DMSO ile test
edilmislerdir. 72 saatlik kiiltiir stiresinin sonunda, hiicrelerin tizerindeki ortam
uzaklastirilmis ve her kuyuya 5 mg/mL stok ¢ozeltinin taze besin ortaminda
seyreltilmesi ile elde edilen % 10’luk MTT g¢ozeltisi eklenmis ve 37°C 3 saat
karanlikta inkiibe edilmistir. Siire sonunda, MTT ortam: uzaklastirilmis ve
canlilik ile dogru orantili olarak ortaya ¢ikan formazan kristallerini ¢6zmek i¢in
DMSO ilave edilmistir. Bir mikroplaka okuyucusu (SpectraMax 190,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, ABD) ile 570 nm'de absorbans olgiilerek
hiicre canliligi ylizdesine gore sitotoksisite cevabi belirlenmistir. Veriler, her
deney i¢in dort kuyucuk kullanilarak {i¢ bagimsiz deneyden elde edilmistir.
GraphPad Prism 5.0 kullanilarak, “6rnek ile muamele edilmis hiicrelerin
absorbansi/pozitif kontrol hiicrelerinin absorbansi x 100 formiiliine gore
belirlenen %hiicre canliliklar, canliligi %100 olarak kabul edilen pozitif
kontrole gore karsilagtirnllmistir (Giilge 1z et al., 2010).

Canl/6ld hiicre boyama testleri, hiicre canliliginin iki renkli bir floresans
parametrelerini 6lgerek canli ve 6lii hiicrelerin eszamanli olarak belirlenmesine
dayanan bir hiicre canliligi sonucu saglarlar. Polianyonik bir boya olan Kalsein
AM, canli hiicreler iginde iyi sekilde tutularak homojen yesil bir floresan iiretir.
Etidyum homodimer-1 (EthD-1) ise zarlari hasar goérmiis hiicrelere girerek
niikleik asitlere baglanir ve boylece 6li hiicrelerde parlak kirmizi bir floresan
tiretir. Canli/0lii hiicre boyama testleri icin A549 ve BEAS-2B hiicreleri, 72
saat boyunca Mk, Al-Mk ve K-Al-Mk’lar ile muamele edildikten sonra,
reticinin talimatlarinda acgiklandigr gibi canli / 6lii boyama islemleri
gerceklestirilmistir. Buna gore once hiicre ortami uzaklastirilmis, ardindan 2
uM kalsein AM ve 4 uM EthD-1, PBS ¢ozeltisi iginde karistirilarak boya
soliisyonu hiicrelerin yiizeyini kaplayacak sekilde uygulanmis ve ardindan oda
sicakliginda karanlikta 30-45 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra
hiicreler PBS soliisyonu ile yikanmig ve boyanan hiicreler floresan mikroskobu
(Zeiss, Axial 2.0, Almanya) altinda incelenmistir. Yesil floresan boya, canli
hiicreleri temsil ederken kirmizi floresan boya ise Olii hiicreleri temsil

etmektedir. Hem canli hem de Oli hiicre goriintileri ayri ayri1 alinarak
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birlestirilmistir (Sharifi et al., 2019). Hiicreler ImageJ programi ile sayilmis ve
GraphPad Prism 5.0 programi kullanilarak hiicre canlilig1 yiizdesi grafikleri
olusturulmustur (Yildiz-Ozturk et al., 2017). Sonuglar, Bonferroni posttestleri
ile £%95 giiven araliginda (p <0.05) iki yonlii varyans analizi (iki yonli
ANOVA) ile degerlendirilmistir.

4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez kapsaminda sentezlenen li¢ farkli antikanser etkili ilag tasiyici
formiilasyona ait bulgular asagida ii¢ ayr1 baglik halinde sunulmustur. Baslik
4.1°de pasif hedefli TQ-yiiklu sitrem/SFK kiibozomlar1 ve hekzozomlarina dair
elde edilen bulgular tartisilacak ve ardindan baglik 4.2’de ise akciger kanseri
hiicrelerinde asir1 diizeyde ifade edildigi bilinen epidermal biiyiime faktori
reseptoriine (EGFR) aktif olarak hedeflenmis karboplatin yiiklii EGF-konjuge
aljinat-PAMAM hibrit nanopartikiillerin sentezleri incelenecektir. Son olarak,
baslik 4.3’de ise uyaran (ultrason) duyarli bir formiilasyon olarak karboplatin
yiiklii aljinat kapli fosfolipit mikrokabarciklarin sentezlerine dair bulgular
tartisilacaktir. Bahsedilen bu ti¢ farkli antikanser etkili formiilasyonun hepsinin
sentezleri i¢in farkli tasarimlarda mikroakiskan platformlar kullanilmis ve daha
once de anlatildig1 {lizere pasif, aktif ve uyaran duyarli olmak {izere

gruplanabilen farkli hedefleme statejileri ele alinmistir.

4.1. Timokinon Yiiklii Kiibik ve Hegzagonal Liyotropik Sivi Kristalin
Nanopartikiiller

41.1. TQ- icermeyen ve TQ-yiiklii sitrem/SFK kendiliginden-diizenlenen
nanoyapilarin boyut karakteristikleri

Agirlikga 2:3 sitrem/SFK oraninda mikroakiskan ¢ip kullanilarak iiretilen
TQ'suz ve TQ yikli kendiliginden-diizenlenen nanopartikiillerin boyut
karakteristiklerine iliskin fikir edinmek i¢in, sabit FRR (20) ve iki farkli TFR
(50 ve 100 uL/dak) iiretilen nanodispersiyonlar iizerinde bir dizi NTA 6l¢limii
gerceklestirilmistir. Bu nanodispersiyonlar, sabit etanol (agirlikca %2.86) ve
lipit (agirhkca %1.9, sitrem ile SFK karisimi) konsantrasyonlarinda
hazirlanmiglardir. 100 ve 50 pL/dak TFR'de iiretilen TQ igermeyen
numunelerin (Al ve A2), ortalama nanopartikiil boyutlar1 (¢aplar1) ve modlari
strastyla 115,5+42 nm ortalama ve 134,843,6 nm mod ile 119,7+42 nm mean
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ve 114.4+3.8 nm mod arasinda degismektedir (Tablo 4.1). Bu ortalama
boyutlar ve modlar, farkli kesikli {iretim yontemleri olan diisiik enerjili
emiilsifikasyon  (vorteksleme) ve  yiiksek enerjili  emiilsifikasyon
(ultrasonikasyona) ile ayni sitrem/SFK lipit kompozisyonunda hazirlanan
etanolsiiz sitrem/SFK nanodispersiyonlari ile benzer bulunmustur (Azmi et al.,
2016; Prajapati et al., 2018).

Etanoliin boyut 6zellikleri iizerindeki olas1 etkilerine ek olarak, yakin
tarihli bir makalede tartisildigi gibi, sitrem ticari bir lipit oldugundan
bilesiminin partiden partiye degiskenlik gosterebilecegi ve dolayisiyla
sitrem/SFK  nanopartikiil ailesi iiyelerinin boyutsal ve yapisal 6zelliklerinde
kiiciik degisikliklere neden olabilecegini hesaba katmak onemlidir (Prajapati et
al., 2018). 1-5 mg/mL konsantrasyon araligindaki TQ yiiklemelerinde (A3-A8
numuneleri, Tablo 4.1), ortalama nanopartikiil boyutlar1 ve modlar1 sirasiyla
124.3£38 nm ortalama ve 126+5.5 nm mod ile 164+54 nm ortalama ve
150.5+7.0 nm mod arasinda degismistir. Dolayisiyla, TQ'nun sitrem/SFK
nanodispersiyonlarina yliklenmesinin ortalama nanopartikiil boyutlar1 ve
modlarinda artisa neden oldugu sonucuna varilmistir. Bu sonug, gliserol
monooleat/vitamin E ikili karigimi1 temelli lamelar olmayan sivi kristalin
nanopartikiillere (Yaghmur et al., 2020) ve polimerik nanopartikiillere (Kazan
et al., 2019) TQ enkapsiilasyonunun incelendigi 6nceki ¢aligmalarin sonuglari
ile tutarlidir. TQ konsantrasyona bagli olarak, plasebo nanopartikiillerin boyut
ozelliklerinde meydana gelen degisiklikler TQ-aracili yapisal gegislere
dayandirilmigtir (Yaghmur et al., 2020). Ortalama nanopartikiil boyutlarinda
artts durumunun, suda ¢oziiniirliigl disiik diger ilaglarin (2-hidroksioleik asit
ve indometasin) sitrem/SFK nanopartikiillerine ve bagka lamelar-olmayan sivi
kristalin kendiliginden-diizenlenen nanopartikiillere yiiklenmesinde ortaya
ciktigr literatiir ¢alismalarinda bilinmektedir (Esposito et al., 2005; Prajapati et
al., 2019 a).
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Tablo 4.1. Ters bikontinyus kiibik Pn3m fazi ile birlikte tanimlanan bifazik
Ozellikteki lamelar (L,) fazlarin nanopartikiill boyutu analizi ve latis
parametreleri

, TFR Uzay Latis parametresi (nm) Boyut (nm)°

2 E nl/dak  grubu

N, (|_D‘ g e 37°C Ortalama Mode

Al 0 100 L, 9.63 9.48 1155+42 1348+3.6
Pn3m  20.184+0.03 19.70+ 0.05

A2 0 50 L, 9.51 9.39 119.7+42 1144+38
Pn3m  20.18+0.03 19.70+ 0.05

A3 1 100 L, 9.42 9.43 1243+38 126+5.5
Pn3m  19.62+0.02 19.36+0.02

A4 1 50 L, 9.56 9.43 139.8+48  136.7+3.2
Pn3m  20.18+0.03 19.70+ 0.05

A5 25 100 L, 9.52 9.36 141.2+49 1455+6.0
Pn3m  19.26+0.04 19.27+0.03

A6 2.5 50 L, 9.46 9.33 150.1+£61 140.3+2.7
Pn3m  19.87+0.02 19.74+0.02

A7 5 100 L, 9.46 9.44 1477+45 150.5+7.0
Pn3m  19.6+0.02  19.18+0.01

A8 5 50 Ly 9.48 9.41 164 + 54 144.6 £ 8.1
Pn3m  19.71+0.04 19.62+0.06

A9 0 Kesikli  N.I. N.I.° 116.8+45 102.3+14.1

A10 25 Kesikli  N.L N.I.° 141.2+44 135.1+£3.7

®Tiim nanodispersiyonlar, agirlikca sirasiyla %2.86 etanol ve %1.9 lipit (sitrem
ile SFK) sabit konsantrasyonlarinda iiretilmistir. ®Numuneler A9 ve A10 i¢cin
SAXS paternleri incelenmemistir (N.L.). °NTA cihazinda her Olclim icin
numunenin farkli pozisyonlarindan alinan 5 ila 9 arasinda video analiz
edildiginde, yazilim tarafindan ortalama ve mod nanopartikiil boyutlar
sirasiyla tstandart sapmalar ve <=standart hatalarla sunulmustur. Ticari
mikroakigkan  ¢ip  kullanilarak, TQ'suz ve TQ-yiikli sitrem/SFK
nanodispersiyonlar, iki farklt TFR'de (50 ve 100 pL/dak) ve sabit bir FRR'de
(20) iiretilmislerdir. Uretilen bu kendiliginden-diizenlenen nanoyapilarin
yapisal dzelliklerini belirleyebilmek icin SAXS deneyleri 25°C ve 37°C olarak
iki farkli sicaklikta gerceklestirilmistir.
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Ilag yiiklemesinin ortalama nanopartikiil boyutlari iizerindeki etkisine ek
olarak, kesikli emiilsifikasyon yonteminin etkisine de 1s1k tutabilmek adina,
Tablo 4.1°deki boyut dagilimlari mikroakigkan yontem ve kesikli
emiilsifikasyonla iiretilen ayn1 kompozisyondaki nanodispersiyonlarin NTA
bulgular1 karsilastirilmistir. Mikroakiskan sistemle tarafindan hazirlanan TQ
icermeyen ve TQ yiikli sitrem/SFK kendiliginden-diizenlenen nanoyapilarin
ortalama boyutlarinin (sirasiyla A1 ve AS, Tablo 4.1), kesikli emiilsifikasyon
yontemi kullanilarak hazirlanan muadilleriyle (sirasiyla A9 ve A10, Tablo 4.1)
olduk¢a benzer olduklar: tespit edilmistir. Ornegin, mikroakiskan ydntemle
iiretilen TQ icermeyen ve 2.5 mg/mL TQ yiiklii nanopartikiil boyutlar1 sirasiyla
ortalama 115.5+42 nm (134.843.6 nm moduyla 6rnek Al) ve 141.2+49 nm
(145.5£6.0 nm moduyla 6rnek AS) iken, bunlarin diistik enerji girdili kesikli
emiilsifikasyon yontemi ile {retilen muadilleri ise TQ icermeyen
nanoformiilasyonda (A9) ortalama 116.8£45 (102.3£14.1 nm mod) ve 2.5
mg/mL TQ yiiklii nanoformiilasyonda ortalama 141.2+44 nm (135.1+3.7 nm
mod) olarak Ol¢lilmiistiir. Bu nanopartikiillerin mikroakiskan platformda
stirekli tiretimi oldukea ilgi ¢ekici bir yaklasim olmasina ragmen, elde edilen
bulgular ortalama nanopartikiil boyutlarinin kontrol edilebilmesi i¢in yeterince
etkin olmadigini ortaya koymaktadir. Mikroakiskan platformlarda sentezlenen
nanoformiilasyolarin boyut dagilimlarini kontrol altina tutabilme konusunda
benzer etkisizligin rapor edildigi bagka caligmalar da literatiirde mevcuttur (Yu
etal., 2011; Yaghmur et al., 2019). Diisiik dispersif enerjiyi kullanan yontemler
olan mikroakigkan platformlar, genel olarak daha dar boyut dagilimmna sahip
lipit nanopartikiillerinin gelistirilmesi i¢in ¢ekici platformlar olsalar da (llhan-
Ayisigi et al.,, 2021), goreceli olarak daha kiigciik boyutlarda lipit
nanopartikiillerin iiretilmesi i¢in nadiren etkili olmadiklar1 da bildirilmistir.
Dokosaheksaenoik asit monogliserit (MAG-DHA) temelli hekzozomlarin
siirekli iiretimi i¢in kullanilan hidrodinamik akis odaklama prensibinde
poliimidden yapilmig mikroakiskan cihazin kullanildigi bir ¢aligmada
(Yaghmur et al., 2019), kullanilan mikroakiskan cihaz, vortekslemeye dayali
basit bir kesikli yontemle karsilastirildiginda MAG-DHA nanopartikiillerinin
boyutunu kiicliltmek ve boyut dagilimin1 daraltabilmek adina etkili
bulunmamaistir. Bununla birlikte, bu cihazin goz ardi edilemeyecek faydasi,
stirekli modda {iretim slirecine olanak saglamasinin yaninda {iretilen bu
nanopartikiillerin yapisal ozelliklerinin (6rnegin SAXS ile entegre edilerek
(Khaligi et al., 2017)) gergek zamanli bir sekilde izlenebilmeleri firsati
saglamasidir. Bir bagka c¢alismada (Yu et al, 2011) ise antisens
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oligodeoksiriboniikleotit (AS-ODN) veya kiigiik interferans RNA (siRNA)
icerecek lipid nanopartikiiller (LNP'ler) 3 girisli bir mikroakiskan cihaz
kullanilarak sentezlenmis ve kesikli yontem ile sentezlenen muadilleriyle
kiyaslanmiglardir. Sonuglar, mikroakigskan platform ile hazirlanan siRNA yiikli
LNP'lerin sadece daha biiyiik partikiil boyutuna sahip olmadiklar1 aym
zamanda kesikli yontemle iiretilenlere kiyasla daha fazla polidispersite
gosterdigini ortaya koymustur. Ayni durum, AS-ODN yiikli LNP'lerde
meydana gelmedigi i¢in tasmman kargo molekiiliiniin (¢ift sarmalli siRNA'ya
karsin tek sarmalli AS-ODN) nanopartikiil sentez yontemi (mikroakiskan ve
kesikli karistirma) tlizerinde olduk¢a derin bir etkiye sahip oldugu sonucuna
varitlmigtir.  Dolayisiyla, NTA bulgularimiz  dogrultusunda kullanilan
mikroakiskan ¢ipin sitrem/SFK kendiliginden-diizenlenen nanoyapilarin boyut
dagilimlarin1 kontrol edebilmede etkili olmadig1 anlasildigindan, TQ yiikli
sitrem/SFK kendiliginden-diizenlenen nanoyapilarin siirekli iiretimi i¢in daha
verimli mikroakiskan platformlarin gelistirilmesi ve daha fazla arastirma

yapilmas1 gerekmektedir.

Bu perspektifte, mikroakiskan platformda siirekli iiretilen TQ icermeyen
ve TQ-ylklii nanopartikiillerin boyut o6zellikleri hakkinda daha fazla bilgi
edinmek i¢in, ilgili nanopartikiillerin boyut dagilimlarmma goére nispi 151k
sa¢ilma yogunluklarina karsilik gelen 2-boyutlu (2B) NTA grafikleri
incelenmistir (Sekil 4.1). Bu bakimdan, TQ igermeyen (Al ve A2, Sekil 4.1.A)
ve 2.5 mg/mL TQ konsantrasyonunda hazirlanan TQ-yiiklii numunelerin (A5
ve A6, Sekil 4.1.B) 100 ve 50 pL/dak olarak iki farkli TFR'de boyut
dagilimlarindaki  degisimler karsilastirilmistir.  Distik  enerjili  kesikli
emiilsifikasyon yontemi kullanilarak hazirlanan TQ igermeyen muadil
nanopartikiillerin boyut dagilimlar1 (A9, Sekil 4.1.C) ile karsilagtirildiginda,
mikroakigkan ¢ip kullanilarak {iretilenlerin 2B NTA grafikleri benzerlik
gostermektedir. Ancak, kesikli emiilsifikasyon yontemi ile hazirlanan
nanopartikiillerde (A10), mikrogip ile iiretilen TQ-yiiklli nanopartikiillerin (A6)
boyutlarina kiyasla 300 nm’nin iizerindeki nanopartikiil sub-popiilasyonlarinda
bir artis ortaya ¢iktigi Sekil 4.1°de goriilebilmektedir. (Sekil 4.1.’deki biitiin
nanodispersiyonlar 2:3 sitrem/SFK oraninda ve %2.86 sabit EtOH ve %1.9 lipit
(sitrem+SFK) konsantrasyonlarinda hazirlanmistir. TQ iceren

formiilasyonlarda TQ konsantrasyonu 2.5 mg/mL’dir.)
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Sekil 4.1. Mikroakiskan platformda 50 veya 100 pL/dak TFR kosullarinda
sentezlenen TQ icermeyen (A) ve TQ yiiklii (B) sitrem/SFK nanopartikiiller ile
kesikli emiilsifikasyon ile sentezlenen sitrem/SFK nanopartikiillerin (C) boyut
dagilimlarin1 gosteren 2B NTA grafikleri

Mikroakiskan ¢ipte 100 ve 50 pL/dk olarak farkli TFR'lerde
gergeklestirilen sentez sonrasit kendiliginden-diizenlenen nanopartikiillerin
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boyutlar1 onceki literatiir ¢alismalar1 (Ghazal et al., 2017; Yaghmur et al.,
2019) ile de tutarli olarak, TQ igerikleri farketmeksizin anlaml bir fark ortaya
cikmamistir. Bununla birlikte, TFR'min 50 plL/dak’dan 100 pL/dak'ya
cikarildig durumda, TQ icermeyen kendiliginden-diizenlenen
nanopartikiillerin ortalama boyutlarinda 4.2 nm biiyiikliigiinde bir azalma
meydana gelirken, TQ yiiklii olanlarda ise yaklasik olarak 8.9 ile 16.3 nm
biiyiikliigiinde azalmalar tespit edilmistir. hafif bir-azalma-goézlemlenmistir. Bu,
mevcut literatiir galigsmalar1 (Ghazal et al., 2016, 2017; Yaghmur et al., 2019;
Roces et al., 2020 a; Fathordoobady et al., 2021) ile tutarli olan bu sonug, 100
uL/dak TFR'de nispeten daha yiiksek kayma gerilimi olmasina ve dolayisiyla
da merkez ve yan mikroakiskan kanallarin kesistigi noktada hidrodinamik
olarak odaklanan akigdaki sitrem ve SFK molekiillerinin kendiliginden
diizenlenmeleri i¢in daha kisa siire taninmasina dayandirilmaktadir. Bagka bir
deyisle, TFR arttiginda odaklanan akistaki EtOH’lin difiize olmasi ve
bitisikteki sulu tamponlarla karismasi i¢in daha kisa bir zaman saglanmaktadir
(Ghazal et al., 2017; Yaghmur et al., 2019; Roces et al., 2020 a).

Bu tez calismasi kapsaminda diisiik enerji girdili kesikli emiilsifikasyon
(vorteksleme) ve siirekli (mikroakiskan) yontemler kullanilarak hazirlanan tiim
TQ igermeyen ve TQ yiikli sitrem/SFK nanodispersiyonlarin (Tablo 4.1 ve
4.2) stabiliteleri gorsel olarak izlenmis ve hazirlama sonrasi en az bir ay
boyunca 25°C'de kolloidal olarak stabil olduklar1 tespit edilmistir. Sitremle
stabilize edilmis lamelar ve lamelar olmayan nanodispersiyonlarla ilgili 6nceki
calismalar incelendiginde stabilite siliresinin benzer oldugu goriilmiis ve bu
nanopartikiillerin elektrostatik stabilizasyon mekanizmas: yoluyla sulu
tamponda stabilize edildikleri disiiniilmustiir (Nilsson et al., 2012; Hedegaard
et al., 2013; Wibroe et al., 2015; Azmi et al.,, 2016). Bu elektrostatik
stabilizasyon mekanizmasi, negatif yiiklii sitrem molekiillerinin dispers haldeki
kolloidal nanoyapilarin dis yiizeyleri {izerine adsorpsiyonu nedeniyle
nanoyapilar  arasinda  elektrostatik  itmelerin  meydana  gelmesine

dayanmaktadir.
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4.1.2. TQ yiiklemesi ve EtOH konsantrasyonunun kesikli emiilsifikasyon
yontemiyle iiretilen sitrem/SFK kendiliginden-diizenlenen

nanopartikiillere etkisi

Sitrem/SFK nanopartikiillerin bilesimlerindeki ve ilag
konsantrasyonundaki degisikliklere karst olduk¢a duyarli dogalar1 dikkate
alindiginda (Azmi et al., 2016; Prajapati et al., 2018, 2019 b), sinkrotron SAXS
analizi ile TQ ve etanol konsantrasyonlarina bagl ortaya c¢ikabilecek yapisal
degisikliklerin incelenmesi 6nem tagimaktadir. TQ igermeyen ve TQ yikli
nanodispersiyonlar, sitrem/SFK kompozisyonu 2:3 oraninda sabit tutularak ve
geleneksel diisiik enerji girdili kesikli emiilsifikasyon yontemi kullanilarak
agirlikca %8.0 lipit (sitrem ve SFK) ve %1.09 EtOH konsantrasyonlarinda
hazirlanmislardir. Bu formiilasyonlarda TQ konsantrasyonu ise 0, 2.5, 7.5 ve
10.0 mg/mL olarak denenmistir. SAXS desenleri incelendiginde (Sekil 4.2),
TQ icermeyen formiilasyonlarda (B1), ikili sitrem/SFK lipid karisiminin fazla
sulu tampon ortaminda ¢ok katmanli vezikiiller (multilamellar vesicles; MLV)
olusturma egiliminde oldugu tespit edilmistir. Yaklagik 5.55 nm d-diizlemler
aras1 mesafe degerine sahip ilk L, fazinin (Lgay) iki karakteristik pikine ait g
degerleri yaklasik 1.13 ve 2.26 nm™ olarak Slgiilmiistiir (Sekil 4.2, g-degerleri
kirmiz1 yildizlarla isaretlenmistir). Bu sonug, ayni lipit konsantrasyonlarinda
fakat EtOH kullanmadan hazirlanan 5.71 nm d-araligina sahip L, fazina sahip
MLV lerin sentezlendigi baska bir ¢alisma ile uyumlu bulunmustur (Azmi et
al., 2016). Ayrica, yaklasik 0.84 ve 1.68 nm™ g-degerlerinde ¢ok zayif tepe
noktalarinin saptanmasi, eslik¢i (coexisting) bir L, fazinin (7.22 nm d-araligina
sahip Lgg) gostergesidir (Sekil 4.2, ¢-degerleri mavi yildizlarla
isaretlenmistir). Bu daha yiiksek d-araligina sahip ikinci L, fazinin (sismis L)
faz1) olusumu, nanopartikiillerin i¢ kisimlarina etanol alinimina bagli ortaya

¢ikmis olabilecegi diisiiniilmiistiir.
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Sekil 4.2. 25°C'de farkli TQ ve etanol konsantrasyonlarmm diisiik enerjili
emiilsifikasyon kesikli yontemi kullanilarak  hazirlanan  sitrem/SFK
nanodispersiyonlarinin yapisal 6zellikleri tizerindeki etkileri. A) 1-10 mg/mL
araligindaki TQ konsantrasyonlarinda (sirasiyla agirlikca % 1.09 EtOH ve
%38.0 lipid) konsantrasyonlarinda hazirlanan numunelerin SAXS modelleri B)
2.5 mg/mL sabit TQ konsantrasyonunda hazirlanan ve  farkhi
konsantrasyonlarda EtOH  (%0-5.45 araliginda) igeren sitrem/SFK

nanodispersiyonlarmin SAXS desenleri
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TQ konsantrasyonu 2.5 mg/mL oldugunda (B2), MLV olusumu devam
etmis ve yine Lq)-Lop) bifazik 6zelligi tespit edilmistir. Bununla birlikte, 2.5
mg/mL'lik TQ konsantrasyonunda L) fazinin d-araliginda 7.22'den 5.72
nm'ye onemli bir diisiis ortaya ¢ikmustir (Tablo 4.2). Bu azalmanin, TQnun
Ly2 fazmin hidrofobik boélgelerine penetrasyonu ve olast bir etanol
molekiiliiniin salimina baglanabilecegi diisiiniilmiistiir. TQ konsantrasyonu 7.5
mg/mL'ye (B3) ve 10 mg/mL'ye (B4) arttirlldiginda ise eslik¢i Lyp) fazi
kaybolmus ve eslik¢i hekzozomlarin olustugu belirlenmistir. Hekzozomlar igin,
(100), (110) ve (200) diizlemlerindeki sirasiyla 1:V3:\V4 aralik oramyla
karakterize ilk {i¢ Bragg piki tespit edilmis ve internal ters altigen (Hy) fazi
tanimlanmustir (agik ve koyu mavi SAXS desenleri, Sekil 4.2). Incelenen tiim
TQ konsantrasyon araliginda (0-10 mg/mL), eslik¢i L,y fazinin d-araliklarinin
hemen hemen ayni kalmasi ilgi cekici bir bulgu olmakla birlikte, TQmun
sismis eslik¢i ve etanolce daha zengin olan L) fazinda TQ aliminda olas: bir
artis nedeniyle TQ’un 6ncelikli olarak lokalize oldugunu da gostermektedir.
TQ konsantrasyonunun 7.5'ten 10.0 mg/mL'ye yiikseltilmesiyle birlikte bifazik
Lay/Lae) karakterinden, eslik¢i Hy fazi ile birlikte var olan Ly fazinin bifazik
karakterine faz gecisinin gergeklesmesinin, biyik olasilikla TQ'nun
nanopartikiillerin ~ kendiliginden-diizenlenen i¢  yapilarinin  hidrofobik
bolgelerinde lokalize olma egiliminden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ancak
bu faz gecisi sonrasi1 artan TQ konsantrasyonuna bagli olarak, eslik¢i Hy fazinin
latis parametresi o’nin 8.13 nm’den 8.68 nm'ye bir artis géstermesi (Tablo 4.2)

onceki literatiir bulgularina gore beklenmeyen bir sonugtur.

TQ gibi suda ¢oziiniirliigl diisiik ilaglarin lamelar ve lamelar olmayan
stvi  kristalin - kendiliginden diizenlenen nanoyapilara yiliklenmeleri, bu
molekiillerin  nanopartikiillerin ~ kendiliginden-diizenlenen  i¢yapilarinin
hidrofobik bolgelerine yerlesimlerinin konsantrasyona bagli bir sekilde latis
parametresinde diisiis gibi yapisal degisikliklere ve daha negatif kendiliginden
biikiilmelere sahip fazlara yapisal gecislerin uyarilmasina yol agmalar ile
bagdastirilmaktadir (Azmi et al., 2016; Prajapati et al., 2018, 2019 b; Yaghmur
et al., 2020). Bu durum, siirfaktan benzeri lipitlerin hidrofilik bas gruplarinin
dehidrasyonunun ve hidrofobik kuyruklarinin geniglemesinin eszamanli etkileri
nedeniyle olugsmaktadir (Qiu et al., 2000; Yaghmur et al., 2012, 2020, 2021,
Azmi et al., 2016; Prajapati et al., 2018, 2019 b). Ornegin, monoolein ve E
vitamini ikili lipit karigimi (agirlikca %70:30) temelli TPGS-PEG2000 ile

stabilize edilmis nanodispersiyonlara 2.5 mg/mL konsantrasyonda TQ
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yiiklendiginde bifazik kiibik Fd3m/H, karakterinden diizgiin bir kiibik Fd3m
karakterine yapisal ge¢is olmasi yakin zamanda rapor edilmistir (Yaghmur et
al., 2020).

Tablo 4.2. Farkli EtOH ve TQ konsantrasyonlar1 kullanilarak diisiik enerjili
toplu emiilsifikasyon yontemi kullanilarak iiretilen sitrem/SFK nano-kendinden

montajli yapilarin yapisal 6zellikleri

Kod EtOH Lipit TQ Uzay Latis
a % % (mg/mL)  grubu parametresi
(nm)
Bl 1.09 8.0 0 I—a(l) 5.55+£0.06
Lo 7.22+2.63
B2 1.09 8.0 2.5 Locr) 5.61 £0.05
Lo 5.72+0.24
B3 1.09 8.0 7.5 Lo 5.50 £ 0.06
H, 8.13+0.24
B4 1.09 8.0 10.0 (I 556+0.02
Ha 8.68 £0.27
B5 0 9.09 2.5 ) 5.93 +£0.006

La) 5.83 £0.06
Ly 5.75£0.13

B6 5.45 3.64 2.5 Lo 8.14 +0.02
Pn3m 17.07 £0.01

*Tiim nanodispersiyonlarn EtOH ve lipit (SFK ve sitrem) igerikleri toplami
agirlikca %9.09 olacak sekilde sabit tutulmustur. Sinkrotron SAXS deneyleri
25°C'de gergeklestirilmistir.

Bu tez calismasinda, artan TQ konsantrasyonlarinda eslik¢i Hy fazinin
latis parametresinde artis meydana gelmesi, biiyiik olasilikla TQ'nun sitrem ve
SFK ile etkilesimlerine ve dolayisiyla da belirli bir miktarda TQ'nun lipid-su
arayiizey alaninda katilmasina dayandirilabilmektedir. Dolayisiyla, elde edilen
SAXS sonuglari, ¢oziilmiis TQ'nun sitrem/SFK kendiliginden-diizenlenen
nanoyapilarin muhtemelen su iki bdlgesine yerlestigini gostermektedir:
1)hidrofobik bolgeler, ii) arayiizey filmi. Benzer lamelar ve lamelar olmayan
faz gegisleri ve lamellar olmayan sivi kristal fazlarin (Hy fazi dahil) latis
parametresinde artig, yakin zamanda sitrem/SFK nanopartikiillere lokal
anestezik bir ajan olan bupivakainin yiiklenmesinde de tespit edilmistir
(Prajapati et al., 2019 b). Latis parametrelerindeki bdyle bir artigin, pozitif
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yiiklii molekiiller ile lipid-su araylizey alanina gomiilii negatif yiiklii sitrem
molekiilleri arasinda elektrostatik etkilesimlerinden ileri gelen bupivakainin

kismi iyonizasyonuna baglandigi ifade edilmistir.

Etanol konsantrasyonunun kendiliginden-diizenlenen nanopartikiillerin
yapilar1 tiizerindeki etkisi hakkinda fikir edinmek icin, 2.5 mg/mL TQ
konsantrasyonunda hazirlanan B2 nanodispersiyonunun yapisal o6zellikleri,
ayni lipit bilesiminde (sitrem:SFK orani 2:3) ve TQ konsantrasyonunda fakat
farkli EtOH yiizdelerinde hazirlanan (B5 ve B6, Tablo 4.2) nanodispersiyonlar
ile karsilastirilmistir. Sekil 4.2 incelendiginde, etanol konsantrasyonunun 0'dan
(B5) agirlikca % 1.09'a (B2) cikarildigi durumda, Loy Ve L) fazlarnin d-
araliginda kiiciik bir degisiklik oldugu ancak {igiincii bir ek eslik¢i lamelar
fazin (Ly3)) BS) ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Etanol konsantrasyonu agirlik¢a
%5.45'e (B6) arttirlldiginda ise 6nemli bir yapisal gegis elde edilmistir. Bifazik
Laoay/La) karakterinden (B2), 17.07 nm latis parametresiyle eslik¢i bir kiibik
Pn3m fazi ile birlikte bulunan, nispeten yiiksek oranda sismis (d-araligi 8.14
nm) lamelar L, fazina doniisiim seklinde gergeklesen bu yapisal gegisin etanol-
aracili gerceklestigi anlagilmaktadir (B6, Tablo 4.2 ve Sekil 4.2). Bu eslik¢i
kiibik Pn3m fazi, (110), (111), (211), (221) ve (222) diizlemlerinde tespit
edilen karakteristik Bragg piklerine dayanarak tanimlanmistir. Sitrem'in
konsantrasyona bagli bir sekilde, sitrem/SFK nanodispersiyonlarinda lamelar-
lamelar olmayan faz gecisini indiikleme egilimi dikkate alindiginda (Azmi et
al., 2016; Khaligi et al., 2017; Prajapati et al., 2018, 2019 b), artan EtOH
konsantrasyonu SFK ve sitrem molekiillerinin yeniden-dagilimimi saglayarak,
sitrem-agisindan zengin kiibik Pn3m faz1 seklinde katlanmis eslikgi
nanopartikiillerle birlikte bulunan SFK-agisindan zengin sismis L, fazina

gecisine yol agmustir.

4.1.3. Mikroakiskan  platformda  siirekli  iiretilen  sitrem/SFK

kendiliginden-diizenlenen nanopartikiillerin yapisal karakteristikleri

Mikroakiskan platform kullanilarak tiretilen sitrem/SFK
nanodispersiyonlarin yapisal 6zellikleri hakkinda fikir edinmek igin 25°C ve
37°C'de bir dizi SAXS deneyi gergeklestirilmistir. Mikroakiskan ¢ip
kullanilarak iiretilen tiim nanodispersiyonlar icin FRR 20 olarak sabit
tutulurken, TFR ise 50 ve 100 pL/dak olarak iki farkli oranda denenmistir.

Etanol ve lipit konsantrasyonlari (sitrem ve SFK toplami1) da sirasiyla agirlik¢a
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%2.86 ve %1.9 olarak sabit tutulmustur (Tablo 4.1). Tez kapsaminda
sentezlenen tiim kendiliginden-diizenlenen nanodisparsiyonlarda oldugu gibi
sitrem:SFK orani agirlik¢a 2:3 olarak hazirlanmis ve TQ konsantrasyonlari ise
0-5 mg/mL araliginda incelenmislerdir. Ters bikontinyiis kiibik Pn3m fazi i¢in
tespit edilen Bragg pikleri ve bu piklere karsilik gelen Miller indisleri Sekil
4.3.’de oklar ile isaretlenerek gosterilmislerdir. Eslik¢i sismis L, fazlarinin
tespit edilen ikiser karakteristik pikleri ise sekil {izerinde siyah yildizlarla
isaretlenmistir. S6z konusu deneme setinde tlim nanodispersiyonlar, 2:3 sabit
sitrem:SFK agirlik oraninda ve agirlikca %2.86 EtOH ile %1.9 toplam lipit
(SFK ve sitrem toplami) konsantrasyonunda hazirlanmistir. 25°C (Sekil 4.3.A)
ve 37°C'de (Sekil 4.3.B) karsilagtirmal1 olarak incelenen SAXS desenlerinde,
artan TQ konsantrasyonu, degisen TFR ve/veya artan SAXS deney sicakliginin
bifazik kiibik Pn3m/sismis L, nanodispersiyonlarin yalnizca latis parametreleri
ve d-araliklarnda kiigiik degisikliklere yol actign goriilmektedir. Ornegin 25°C
gerceklestirilen SAXS denemelerinde, farkli TFR ve TQ konsantrasyonlarinda
sentezlenen nanodispersiyonlardaki Pn3m fazi latis parametreleri 19.26 - 20.18
nm ve eslik¢ci L, fazi d-araliklari 9.42-9.63 nm arasinda iken, 37°C'de
gerceklestirilen SAXS denemelerinde ise bu parametreler sirasiyla 19.18-19.74
nm ve 9.33 - 9.48 nm olarak Ol¢iilmiistiir.
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Sekil 4.3. Mikroakigkan ¢ip kullanilarak siirekli iiretilen TQ igermeyen ve TQ
yiiklii sitrem/SFK nanodispersiyonlarmin (A1-A8) 25°C (A) ve 37°C'de (B)
incelenen SAXS desenleri
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Bu sonuglar, bir o6nceki baglhkta atifta bulunulan ve etanol
konsantrasyonuna bagli olarak her iki lipitin SFK-agisindan zengin L, faz1 ve
sitrem-ag¢isindan zengin Pn3m fazlar1 seklinde kendiliginden-diizenlenmesinin
aciklandigr literatiir ¢alismalari ile uyumludur (Azmi et al., 2016; Prajapati et
al., 2018). So6z konusu literatiir ¢alismasinda, etanol icermeyen ve SFK ile
birlikte sitrem kullanilmadan ya da ¢ok az bir miktarda kullanilarak hazirlanan
vezikiillerin d-aralig1 6.28 nm olarak tespit edilmisken, mevcut ¢calismamizda
hazirlanan formiilasyonlarin hepsinde (Tablo 4.1) d-araliklarinin daha yiiksek
Olctilmesinin (9.3 nm’den biiyiik) muhtemel sebebinin, her iki TFR’de de SFK-
acisindan zengin eslik¢i L, fazlarn tarafindan etanol aliminin gergeklesmesi

oldugu diistiniilmektedir.

Sonug olarak, uygun boyut dagilimlari dolayisiyla pasif hedeflendirme
stratejisi kapsaminda ele aliman TQ yiiklii sitrem/SFK nanodispersiyonlari,
konsantrasyon bagimli bir sekilde kiibozom ve hekzozom yapilarinda
mikroakigkan platformda siirekli modda iiretilebilmislerdir. Sitrem ve SFK ana
bilesenlerinden olusan bu formiilasyonlarin kompleman aktivasyonu ve
hemolize sebep olmadiklari yani hemouyumlu olduklar1 6nceki ¢alismalarla
(Azmi et al., 2016; Gontsarik et al., 2016; Angelova et al., 2018) detayli bir
bicimde ortaya kondugundan, bu tez ¢alismasi kapsaminda incelenen ilk
formiilasyon olan pasif hedefli TQ yiiklii sitrem/SFK nanodispersiyonlarinin
antikanser etkili nanopartikiiller olarak yenilik¢i ve umut veren yapilar

olduklar diisiintilmektedir.

Devam eden baslikta bu tez calismasi kapsaminda incelen ikinci
formiilasyon olan aktif hedefli karboplatin yiiklii aljinat-PAMAM hibrit

nanopartikiillere ait bulgular tartisilacaktir.
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4.2. EGFR-Hedefli Karboplatin  Yiikli  Aljinat-PAMAM  Hibrit
Nanopartikiiller

4.2.1. Karboplatin yiiklii aljinat-PAMAM hibrit nanopartikiillerin
(K-Al-Pa) mikroakiskan platformda sentezi

Aljinat-PAMAM hibrit nanopartikiillerin mikroakiskan platformda
sentezi i¢in, EDC ve NHS reaktifleri ile aktiflestirilmis aljinat mikroakiskan
platformun merkez kanalindan 10 plL/dak hizla pompalanirken, yan
kanallardan ise 0.04mM ve 0.08 mM konsantrasyonlarda Pamam sulu
cozeltileri 200, 300 ve 400 pl/dak olarak farkli akis hizlarinda gonderilmistir.
Boylece farkli akis oranlar1 (FRR 40, FRR 60 ve FRR 80) ve ilag yiiklemesinin
sentezlenen hibrit nanopartikiillerin boyut dagilimlar1 {izerindeki -etkileri
incelenmistir. Sekil 4.4°de  gorildigii  izere pamam  (G4)
konsantrasyonundaki artis ve karboplatin yiliklemesi sonrasinda hibrit
nanopartikiillerin ortalama boyutlarinda hafif bir artis ortaya c¢ikmustir.
Student’s t test istatiksel analizine gore ilag tasimayan bos hibrit
nanopartikiillerdeki boyut artis1 anlamli degilken, karboplatin yiiklenen hibrit
nanopartikiillerdeki artan G4 konsantrasyonuna bagli olarak ortalama
boyutunda anlamli bir artis s6z konusudur. Bir literatiir calismasinda, inorganik
prekiirsdr/dendrimer (G4) oraninin silika/pamam hibrit nanopartikiil sentezi
i¢in ¢ok onemli oldugunu ve Pamam en yiiksek dillisyon oraninda (5000 kat)
yani en disiik konsantrasyonda kullanildiginda daha kiig¢iik boyutlu
silika/pamam hibrit nanopartikiiller elde edilebildigini rapor etmistir (Yesil-
Celiktas et al., 2017).

Benzer sekilde, 0.04 mM disik G4  konsantrasyonunki
formiilasyonlarda karboplatin yiliklemesi sonrasi istatistiksel olarak anlamli bir
artts olmazken, 0.08 mM konsantrasyonda G4 kullanildiginda karboplatin
iceren hibrit nanopartikiillerin igermeyen muadillerine gore ortalama partikiil
boyutlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis ortaya cikmistir. Ancak
sentezlenen en biiyliik nanopartikiiller dahi (278.3748.41 nm) 400 nm’den
kiigiikk boyutta olduklarindan, EPR etkisi ile tiimor dokularina ekstravaze
olabilecek potansiyeldedirler (Zhang et al., 2020). Tim parametrelerde
sentezlenen nanopartikiillerin oldukc¢a dar bir aralikta (0.19-0.25 PDI degerleri)
ve tiinimodal bir gauss egrisi seklinde boyut dagilimina sahip olduklar
belirlenmigtir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.4. Farkli pamam (G4) konsantrasyonlarinda sentezlenen karboplatin

yiiklii ve yiiksiiz hibrit nanopartikiillerin boyut dagilimlari (=SD)

Akis odaklama prensibine dayanan mikroakigkan platformda, yan
kanallardaki akis hizi artttkca FRR artmakta ve elde edilen nanopartikiil
boyutlar1 da kiigiilmektedir. Ornegin en kiigiik partikiillerin sentezlendigi seri
olan 0.04 mM konsantrasyonda G4 kullanilan ve karboplatin igermeyen
formiilasyonlarda artan FRR kosullarinda sirasiyla 252.90+12.86 nm,
191.50+3.65 nm ve 159.67+6.63 nm ortalama boyutlarinda nanopartikiiller
elde edilmistir. Muhtemelen odaklanma bolgesindeki nispeten yiiksek yanal G4
dendrimer akiglar1 (yiiksek FRR) ile merkez kanaldaki aljinat arasinda
kimyasal baglanmalar ve elektrostatik etkilesimler ile olusan nanopartikiil
matrisinin biiylimesi i¢in daha kisa siire taninmasi sebebiyle bu durumun ortaya
ciktig1 distiniilmektedir (Yaghmur et al., 2019; Roces et al., 2020 b; Ilhan-
Ayisigi et al., 2021).
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Sekil 4.5. Farkli pamam (G4) konsantrasyonlarinda sentezlenen karboplatin
yiklii ve yiiksiiz hibrit nanopartikiillerin DLS grafikleri (boyut dagilimlari)
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Bilindigi lizere, aljinat negatif yiiklii polimer iken amin ug¢ gruplar
tasityan PAMAM dendrimerleri ise pozitif yiiklidiir. Sentezlenen Al-Pa hibrit
nanopartikiillerinin PBS igerisinde dispers edilerek zeta potansiyelleri
Olclildiigiinde, karboplatin igermeyen bos nanopartikiillerin artan FRR
kosullarinda sirasiyla -24.1 mV, -22.7 mV ve -17.1 mV potansiyele sahip
olduklar1 ve karboplatin yiiklii Al-Pa hibrit nanopartikiillerde ise bu
potansiyellerin sirastyla -27.6 mV, -254 mV ve -23.8 mV olduklar
belirlenmistir. Bu sonuglar PBS ile seyreltildiklerinde aljinat polimerinin -55.7
mV ve pamam dendrimerinin +36.7 mV olarak Ol¢iilen zeta potansiyelleri ile
birlikte  degerlendirildiklerinde, sentezlenen  hibrit  nanopartikiillerin
yiizeylerinde aljinat kaynakli negatif yiikli karboksil gruplarmin (-COOH)
cogunlukta oldugu, fakat dendrimer kaynakl pozitif yiiklii amin gruplarinin da
(-NH;) kismen yiizeyde bulunduklar fikrini ortaya ¢ikarmaktadir.

Sentezlenen  nanopartikiillerin  siipernatantlarindaki  karboplatin
miktarinin HPLC ile analizi sonrasinda hesaplanan enkapsiilasyon verimi
FRR40, FRR60 ve FRR80 kosullar1 i¢in sirastyla %28.04+1.6, %32.03+0.33
ve %40.45+1.5 olarak bulunmustur. Artan FRR kosullarinda ilacin daha
yiiksek oranda enkapsiile edilebiliyor olmast muhtemelen azalan nanopartikiil
ortalama boyutlar1 ile iligkilidir. Daha 6nce de bahsedildigi gibi yiiksek FRR
kosulunda aljinat ve pamam bilesenlerinin baglanarak partikiiliin biiyiimesine
cok daha kisa siire taninmasi (hizli topaklanma) hipotezi, aynt zamanda
polimer fazindaki ilacin yan kanallardan gelen fazlaca miktardaki sulu faza
difiize olabilecegi siirenin de daha kisa olmas1 anlamina geldiginden daha fazla
miktarda ilacin enkapsiile olmasin1 miimkiin kilmaktadir. Nanopartikiillerin
boyutunun kiiciilmesi ile birlikte daha yiiksek oranda ila¢ enkapsiile
edebilmeleri, literatiirdeki TQ ve L-askorbik asit yiikli kitosan
nanopartikiillerinin gelistirildigi benzer bir ¢alisma ile de uyumludur (Othman
etal., 2018).

Sentezlenen  aljinat-PAMAM  hibrit  nanopartikiillerin  yiizey
morfolojileri SEM mikroskobunda gériintiilenerek incelenmistir. ilag yiiklii ve
bos nanopartikiillerin her ikisinde de yiizey morfolojilerinin kiire seklinde ve

piirlizsiiz olduklar1 Sekil 4.6°da goriilmektedir.
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Sekil 4.6. Mikroakiskan platformda sentezlenen Al-Pa hibrit nanopartikiiller
(sol) ve karboplatin yiiklii Al-Pa hibrit nanopartikiiller (sag)

Sentezlenen Al-Pa hibrit nanopartikiillerinin molekiiler
karakterizasyonlari FTIR spektrumlari incelenerek gerceklestirilmistir (Sekil
4.7). Sentez i¢in kullanilan polimerik aljinat 6rneginin FTIR spektrumunda,
3327 cm™deki tepe noktast —OH germe titresimine karsilik gelirken, 1602 ve
1414 cm™deki bantlar karboksilat tuz gruplarinin asimetrik ve simetrik COO—
germe titresimlerine ve 1110 cm ™ deki pik (C—O—C germe) aljinatin sakkarit
yapisina baglanabilmektedir. Aljinat ve pamam dendrimer ile sentezlenen
hibrit nanopartikiillere ait FTIR spektrumunda ise 1405 cm™deki bant
muhtemelen aljinatin karboksilat grubundan, 1644 cm-1 ve 1575 cm™’deki
bantlar ise pamama ait amid I ve II’den (-CO-NH-) kaynaklanmaktadir (Zhang
et al., 2016). FTIR karakterizasyonu ile elde edilen en 6nemlisi, aljinat-COOH
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ve dendrimer-NH; gruplar1 arasinda karbodiamid kimyasi ile olusan amid II
(bandd N-H biikiilmesi) bagmnin olusumunu gosteren 1460 cm™de ve karbonil
grubundan (C = O) 1726 cm™'de ortaya ¢ikan yeni bantlarin goriilmesidir.
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Sekil 4.7. Aljinat polimer (a) ve sentezlenen Al-Pa hibrit nanopartikiillerin (b)
FTIR karakterizasyonlari

Sentezlenen hibrit nanopartikiillerin termal karakterizasyonlar1 ise DSC
analizi ile gercgeklestirilmis (Sekil 4.8) ve sentez reaksiyonunda kullanilan
aljinatin termogramu, literatiire uygun olarak 125°C'de bir endotermik zirvenin
ve 250 santigratta bir ekzotermik zirvenin oldugunu gostermistir (Praveen et
al., 2015). Ancak Al-Pa hibrit nanopartikiilleri i¢in, iki endotermik tepe noktasi
tespit edilmis ve dahasi hem nanopartikiillerdeki nem kalintilarindan hem de
aljinatin sakkarit yapisinin dehidrasyonundan kaynaklanan daha yiiksek su
kaybr ile iligkili olabilen daha genis endoterm goriilmiistiir. Hem hibrit
nanopartikiillerde hem de polimer formundaki aljinatta, yaklasik 250°C'de ¢ok
benzer olan ekzotermik bdlgeler, polimer zincirinin depolimerizasyonu ve
dekarboksilasyonuna karsilik gelmektedirler.
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Sekil 4.8. Aljinat polimer ve sentezlenen Al-Pa hibrit nanopartikiillerin DSC
karakterizasyonlari

4.2.2. Karboplatin yiiklii Aljinat-PAMAM hibrit nanopartikiillerin (K-
Al-Pa) EGF ile konjugasyonu

Mikroakigkan platformda sentezlenen karboplatin yiiklii Al-Pa hibrit
nanopartikiilerin ve dolayisiyla karboplatin ilacinin saglikli dokular yerine
spesifik olarak tiimor dokularinda internalizasyonunun artirilabilmesi i¢in EGF
ligand1 ile konjuge edilmislerdir. EDC ve NHS reaktifleri kullanilarak
karbodiimid kimyasi ile ylizeydeki aljinata ait karboksilik gruplar1 ile EGF’e
ait amin gruplart arasinda amid bagi olusturulmasi hedeflenmistir. EGF
konsantrasyonlar1 1, 2 ve 3 ug/mL olarak denenmis ve EGF konjuge edilmis
Al-Pa hibrit nanopartikiillerin (EGF-AI-Pa) tasidiklart konjuge EGF miktari
EGF ELISA Kkiti ile analiz edildiginde, g hibrit nanopartikiil kiitlesi basina
partikiil lizerinde konjuge edilen EGF miktarlar sirastyla 0.108 ug, 0.386 ug
ve 0.462 pg olarak belirlenmistir.
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EGF-konjuge edilen nanopartikiillerin boyut dagilimlar1 ve polidispersite
indeksleri Malvern Zetasizer cihazi (Nano-ZS) ile analiz edildiginde (Sekil
4.9), ortalama boyutun konjugasyon sonrasi artarak 230.37+ 4.57°den
395.216+ 83 nm’ye ¢iktigi belirlenmis ve bununla birlikte muhtemelen
mikroakigskan kosullar yerine manyetik karistirici kullanimindan kaynaklanan
bir PDI (0.333) artis1 sozkonusu olmustur. Ayrica, EGF-konjuge edilen
nanopartikiillerin SEM goriintiilemesi ile yiizey morfolojileri incelendiginde
(Sekil  4.10) konjugasyon sonrasi kiiresel morfolojinin  korundugu

gorilmektedir.
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Sekil 4.9. EGF-konjuge edilen nanopartikiillerin boyut dagilimlar: (DLS)

Sekil 4.10. EGF-konjuge

nanopartikiillerin SEM goriintiileri (sag)
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4.2.3. EGF konjuge aljinat-PAMAM hibrit nanopartikiillerin sitotoksik
etkileri

Serbest karboplatinin hiicreler tizerindeki sitotoksik etkisi pozitif kontrol
olarak besin ortami, negatif kontrol olarak ise DMSO kullanilan MTT analizi
ile olgiiliigiinde, ICso degeri 72. saat i¢in A549 hiicrelerinde 41.64+10.81
ng/mL ve BEAS-2B hiicrelerinde 87.81+1.94 ug/mL olarak hesaplanmistir.
Daha sonra, mikroakiskan platformda sentezlenen karboplatin yiikli EGF-Al-
Pa hibrit nanopartikiilleri hem A549 hem de BEAS-2B hiicrelerinde 41.64
ng/mL konsantrasyonda karboplatin igerecek sekilde uygulanmis ve ilag
icermeyen bos Al-Pa hibrit nanopartikiilleri ise bu denemede kullanilana denk
gelen nanopartikiil matrisi miktarinca uygulanmiglardir. MTT analizleri ile elde

edilen %canlilik verileri Sekil 4.11. ‘de 6zetlenmistir.
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Sekil 4.11. EGF-konjuge Al-Pa nanopartikiillerin 2B in vitro MTT analizi

Sekil 4.11.’de goriildiigi lizere ilk 24 saatlik muamele sonucu serbest
karboplatin dahil tim numunelerde her iki hiicre grubunda da canlilik %70’in
tizerinde oldugundan bir sitotoksik etki goriilmemistir. 48 saatlik inkiibasyon
sonras1 ise A549 hiicrelerinde serbest karboplatin ve karboplatin yiikli EGF-
konjuge Al-Pa nanopartikiillerde canlilik %70’in altina diiserken, BEAS-2B
saglikli hiicrelerinde ise halen %70’in iizerinde canlilik ortaya ¢ikmistir. 72
saatlik muamele sonunda dahi plasebo grup olan karboplatin igermeyen EGF-
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konjuge bos Al-Pa nanopartikiiller, A549 ve BEAS-2B hiicrelerinde sirasiyla
%104.314£9.39 ve %81.06+3.74 canlilikla sonuglandiklarindan aljinat-pamam
hibrit partikiillerin kendi baslarina bir sitotoksik etkilerinin olmadig1 sonucuna
ulasilmistir.  Ote  yandan, EGF-konjuge karboplatin  yiikli ~ Al-Pa
nanopartikiillerle muamele edilen ve yiizeyinde EGF reseptoriinii yiiksek
diizeyde ifade ettigi bilinen A549 hiicrelerinin canliligi %49.37+12.73’¢
diiserken (serbest karboplatinden daha yliksek toksisite gostermistir), saglikli
BEAS-2B hiicrelerinde ise %67.76+5.25 canlilikla daha diisiik bir sitotoksik
etki ortaya ¢ikmustir.

Sonug olarak, EGFR’nin dogal ligand1 olan EGF’in kemoterapétik ajan
yiiklii nanopartikiillerin yiizeyine konjuge edilmesi ile bu partikiillerin akciger
kanseri hiicrelerine hedeflenmeleri gerceklestirilmistir. EGFR  spesifik
antikorlar ya da diger EGFR spesifik ligandlara kiyasla EGF’in se¢ilmesinin
sebebi sitotoksisiteye yol acabilecek olasi bir immiin yanitin Oniine
gecilebilmesidir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda incelenen ikinci formiilasyon
olan EGF-konjuge karboplatin yiiklii Al-Pa nanopartikiillerinin, EGFR hedefli
diger nanopartikiiller sistemlerden en O6nemli farki, tasidiklar1 karboplatinin
mevcut klinik uygulamalarindada karsilasilan nefrotoksisite ve diisiik hiicresel

alimi gibi sorunlara yonelik olarak yenilik¢i bir alternatif sunmasidir.

Devam eden baglikta bu tez calismast kapsaminda incelen {igiincii
formiilasyon olan karboplatin yiikli mikrokabarciklara ait bulgular
tartigilacaktir.

4.3. Ultrason-Kontrast Ajan Olarak Karboplatin Yiiklii
Mikrokabarciklar

Bu tez kapsaminda mikroakiskan platformlar iizerinden sentezlenen bir
diger formiilasyon, ultrason-duyarliligi sayesinde hem goriintiileme hem de
tedaviyi ayni anda miimkiin kilan karboplatin yiiklii aljinat kapli teranostik
mikrokabarciklardir.  Esasen  fosfolipit  kabukla  stabilize  edilen
mikrokabarciklarin (Mk) ilag yiikleme kapasitesini arttirmak icin aljinat
polimer tabakasi ile kaplanarak (Al-Mk) karboplatin ile yiliklenmistir (K-Al-
Mk). Sentezlenen Mk, Al-Mk ve K-Al-Mk'larin A549 ve BEAS-2B hiicre
hatlarinda sitotoksik aktiviteleri MTT testi ve canli/6lii floresan boyama

denemeleri ile incelenmistir.
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4.3.1. Aljinat kaph fosfolipit mikrokabarciklarin mikroakiskan sistemde
sentezleri CaCl; ¢ozeltisi ile karistirilmalar:

Bu calismada lipit dissoliisyonunun hazirliginda uygulanan fosfolipitlerin
sirayla propilen glikolde ¢oziindiiriildiikten sonra PBS tampon ile seyreltilmesi
yonteminde organik ¢oziicii kullaniminin olmamasi énemli bir noktadir. Lipit
formiilasyonlarinin hazirlanmasinda en ¢ok kullanilan teknik olan ve
“Bangham metodu” olarak da bilinen “ince-film hidrasyonu yo6ntemi”, kati
fosfolipit karisgimlarinin kloroform veya metanol gibi organik ¢oziiciiler iginde
¢ozdiiriilmesini gerektirmektedir (Bangham et al., 1964, 1965). Coziinmiis bu
fosfolipitler, daha sonra disiik basing altinda organik ¢oziiciilerin
buharlastirilmasi ve sulu bir tamponla hidratlanmalari ile ince bir film seklinde
elde edilmektedirler. Ancak, bahsedilen bu yontemin iiriinde toksik organik
¢oziicii kalintilar1 birakmasi basta olmak tizere liretim kapasitesinin diisiik
olmasi ve homojenizasyon kisitlar1 gibi nedenlerle ticari Olgege
uygulanabilirligi sinirlidir. Dolayisiyla, kati lipit karigimlarinin isleme siirecini
gelistirmeye yonelik olarak, kolayca biiyiikk olgege aktarilabilen, tamamen
biyo-uyumlu ve en Onemlisi filtrelenebilen  Gniform  fosfolipit
siispansiyonlarinin olusturulabilmesine karsit bir ihtiya¢ ortaya c¢ikmaktadir
(Hui et al., 2017). Bu calismada kullanilan metodoloji ilk 6nce biyouyumlu
propilen glikol ve gliserol yardimci kosolventleri igerisinde fosfolipitlerin
tamamen ¢Oziinmesini ve ardindan istenen lipit dispersiyonunu hazirlamak igin
su bazli ortamim (PBS) eklenmesini icermektedir. Ozellikle enjekte edilebilir
olarak kullanilmas1 amacglanan formiilasyonlar i¢in, lipit siispansiyonlarinin
genellikle 0.2 um'lik bir gozenek boyutundan filtre edilebilir olms1 dikkate
alinmasi gereken bir diger 6nemli husustur ve Bangham metodu kullanilarak
bu sekilde filtrelenebilen bir lipit siispansiyonunun hazirlanmas: oldukga
zordur. Kullanilan metodolojide ise 10 mg/mL konsantrasyonda lipit soliisyonu
filtrelenebilirken, 10 mg/mL konsantrasyonda lipit ile birlikte agirlik¢a %0.5
aljinat igeren soliisyon ise 0.2 um'lik siringa filtre ile filtrelenebilecek tizellikte
degildi. Bu duruma yonelik olarak, toplam lipit konsantrasyonunun azaltilmasi
denense de sonu¢ degismemis, ¢oziim olarak Oncelikle lipit soliisyonunun
hazirlanarak fltrelenmesini, sonra elde edilen bu filtrata dogru miktarda aljinat
eklenmesi ile istenen nihai konsantrasyonda filtelenebilen lipit+polimer
karisimi hazirlanabilmistir.  Karboplatin yiikli K-Al-Mk'larin sentezi igin
kullanilacak lipit+polimer karisimi ayni sekilde hazirlanirken son asamada

belli bir miktar karboplatin eklenmistir. Fosfolipit karigimi ile mikrokabarcik
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tiretimi yapabilen MSC cihazinda kullanilan bu lipit soliisyonunun aljinat ile

modifikasyonu sonrast Mk olusumu iizerinde olumsuz bir etkisi olmadig1 Sekil
4.12.°de goriilmektedir.

Sekil 4.12. Mikroskop altinda (A) ve cam vial igerisinde (B) aljinat-lipit

Mk'larin goriiniimii

MSC cihazinda heniiz-sentezlenmis fosfolipit mikrokabarciklarin
tizerindeki aljinat tabakasinin Ca*?un aracilifiyla ¢apraz baglanmasini tesvik
etmek igin, mikrokabarciklarin CaCl, c¢ozeltileri ile Kkaristirilmasi
gerekmektedir. Literatiirde, Na-aljinat nanoemiilsiyon karigimimin bir CaCl,
cozeltisine damlatilmas1 ile nanoemiilsiyondaki aljinatin basarili bir sekilde
jellestirilebildigi rapor edilmigse de (Huang et al., 2006), bu ¢alisma konusu
olan mikrokabarciklar icerdikleri gaz g¢ekirdekleri nedeniyle yiizeye ¢ikma
egiliminde olduklarindan CaCl; ¢ozeltisinde alikonma siirelerini uzatmak i¢in
manyetik karistirma da uygulanmistir. Ancak bahsedilen sekilde MSC cihaz
¢ikis hattinin manyetik karistirict ile karistirllmakta olan CaCl, ¢ozeltisine
daldirilmast yoluyla sentezlenen aljinat kapl fosfolipit mikrokabarciklarda,
yiiksek kayma gerilimine bagl olarak biiyiik ve daha genis ortalama kabarcik
boyut dagilimi tespit edilmis ve kabarciklarin kisa siirede ¢ogunlukla
patlayarak kaybolduklari tespit edilmistir. Dolayisiyla, MSC ¢ikis hattindan
gelen heniiz-sentezlenmis mikrokabarciklarin aljinat ile kaplanmasi i¢in bu
cikis hattt bir T-baglanti mikrokanal veya pasif mikrokaristiriciya seri
baglanarak, farkli konsantrasyonlarda (agirlikca %0.01, %0.05 ve 9%0.10)

CaCl, gozeltileri veya deiyonize su ile karistirilmustir.
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4.3.2. Mikrokabarciklarin boyut dagilim ézellikleri

Sentezlenen aljinat kapli mikrokabarciklarin  (Al-MK) mikroskop
gorlntiilerinin MATLAB programinda analiz edilmesi ile elde edilen boyut
dagilim verileri incelendiginde tim Gauss egrilerinin tek tepeli oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.13). Polidispersite indeksi (PDI) degerleri ise T-baglanti
mikrokanal kullanilarak sentezlenenlerde 0.30 ile 0.43 arasindayken, pasif
mikrokaristirici kullanilarak sentezlenenlerde 0.29 ve 0.37 arasinda oldukg¢a dar
araliklardadirlar (Sekil 4.14.A). T-baglanti mikrokanal kullanilarak sentezlenen
Al-MKk’larin ortalama boyut degerleri, deiyonize su, %0.01, %0.05 ve %0.10
CacCl; ve kullanilan denemeler i¢in sirasiyla 13.4 £0.7, 12.4 £0.4, 13.4 £0.5 ve
14.6 £0.7 um olarak olgiilmistir (Sekil 4.14.B). Mikrokaristirict kullanilarak
sentezlenen Al-Mk’larin ortalama boyut degerlerinin ise deiyonize su, %0.01,
%0.05 ve %0.10 CaCl, kullanilan denemeler i¢in sirasiyla 8.2 £0.3, 8.6 +0.1,
8.0 £0.2 ve 6.6 £0.2 um oldugu goriilmektedir (Sekil 4.14.B).

Sonug olarak, farkli CaCl, konsantrasyonlarinin, deiyonize suya kiyasla
Al-Mk'larin boyut dagilimi {izerinde 6nemli bir ayirt edici etkisi olmamustir.
Ancak, pasif mikrokarigtirici diizeneginden daha kiiciik Al-MK'lar elde
edilmesi, mikrokaristirncinin  daha kontrolli ve etkin bir tirbiilansh
mikrogevreye sahip olmasi nedeniyle, aljinatin CaCl, ile karigtiriimasi
sirasinda Al-Mk'larin genislemesini simirlandirmasina dayandirilmigtir. Ancak
mikrokarigtirict ile karigtirilarak aljinatin ¢apraz baglanmasi saglanan Al-
Mk'larda muhtemelen ¢ekirdekteki gazin daha hizli bir sizintiya ugramasi
nedeniyle kisa siirede ortadan kaybolduklari, bir giinden fazla stabil
kalmadiklar1 bilinmelidir. Bu nedenle, karboplatin yiiklii mikrokabarciklar
sentezi i¢in sadece T-baglantili mikrokanal kullanilmis (%0.05 CaCly) ve
12.2+0.21 pm ortalama boyutta K-Al-Mk’lar elde edilmistir.
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Sekil 4.13. MSC cihaz1 ile sentezlenen ve T-baglantisi (iist panel) veya
mikromikser araciligiyla farkli CaCl, ¢ozeltileri ile karistirilan Al-Mk'larin
boyut dagilim diyagramlari
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Sekil 4.14. MSC ile sentezlenen ve T-baglant1 veya mikromikser araciligiyla
farkli konsantrasyonda CaCl, c¢ozeltileri ile karistirilan Al-Mk’larin PDI
degerleri (A) ve ortalama boyutlar1 (um) (B).
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Bir mikrokabarcigin ¢api, viicuttaki tim mikrodamarlar ve kilcal
damarlarda alyuvarlara benzer reoloji sergilemelerini miimkiin kilacak sekilde
tipki bir alyuvarin boyutu gibi yaklasik olarak 10 um civarinda olmalidir (Sirsi
et al., 2009). Bununla birlikte, tiim6r damarlar1 tipik olarak 1 um'den ¢ok daha
disiik partikiiller i¢in gecirgendirler ve dahasi mikrokabarciklar mikron
Olcekteki boyutlar1 nedeniyle zaten pasif olarak damar disina g¢ikamazlar.
Ancak dalak ve Kkaraciger tarafindan eclimine edilinceye kadar ya da
kendiginden ¢6ziilene kadar oldukga kisa siirede dolasimda kalirlar (Zullino et
al., 2018). Olduk¢a diisiik bir akustik basing uygulanan mikrokabarciklar
kavitasyona neden olduklarindan, sonoporasyon, endositoz aktivasyonu veya
hiicre baglantilarinin gecirgenligi gibi farkli mekanizmalar yoluyla ilag
penetrasyonunu artiracak sekilde tiimdr endotelyumuna yakin konumda
osilasyona ugrayarak etki etmektedirler (Boissenot et al., 2016). Karboplatinin
enkapsiilasyon verimliligine bakildiginda, aljinat tabakasina enkapsiile edilen
ilag yiizdesi, mikrokabarcik santrifiijlenmesi ile ayrilmalarindan sonra kalan
infranatanttaki enkapsiile olmamis ilacin Olgiilmesi ile dolayli olarak
hesaplanmistir. Bu baglamda, karboplatin yiiklii mikrokabarciklar %65
oraninda bir enkapsiilasyon verimliligi ile elde edilmislerdir. Elde edilen bu
yiiksek enkapsiilasyon verimliligi, gelistirilen yontem ile mikrokabarciklarin
cevresinde aljinat polimerinin ¢apraz baglanmasmin tesvik edildigini ve en
yaygin kullanilan polimer bazli ilag salim sistemlerine kiyasla tagima
kapasitelerinde onemli bir gelisme sagladigini gostermistir (Jose et al., 2016;
Khan et al., 2017 b).

4.3.3. In Vitro Sitotoksisite testleri ve canli/6lii hiicre boyamasi

Bu ¢alisma kapsaminda sentezlenen Mk, Al-Mk ve K-Al-Mk’larin
sitotoksik etkileri, insan epitelyal akciger adenokarsinomu (A549) ve insan
brongiyal epitel hiicreleri (BEAS-2B) iizerinde, MTT ve canli/6lii hiicre
boyamasi testleri ile incelenmistir. Bu testler Oncesi hiicreler ile farkli
mikrokabarciklarin dogrudan temasin1 saglayan 6zel tasarlanmis bir ters kiiltiir
teknigi kullanilarak 72 saat siiresince muamele edilmislerdir. Bugiine kadar
mikrokabarciklarin  monolayer hiicreler iizerinde sitotoksik etkilerinin
incelenmesi i¢in, uygulanacak sonoporasyon deneylerindeki ultrason
diizenegine de bagl olarak ticari 6zel kiiltiir kaplar1 olan OptiCell™ (Nunc,
Thermo Fisher Scientific, Almanya) veya CLINIcell® (MABIO, Tourcoing,
Fransa) gibi kiltir kasetleri kullanilmistir. Bu tasarimlar genellikle
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mikrokabarciklarin hiicrelere dogru yiikselmesine izin verecek sekilde
yerlestirildikleri igin, calisma kapsaminda gelistirilen ters plaka kiiltir
tekniginin, sonoporasyon veya akustik uygulamalar olmaksizin mikrokabarcik-
monolayer hiicre etkilesimlerine izin vererek etkili ve kolay erisilebilir bir
sitotoksisitesinin incelemeye olanak sagladigi diisiiniilmektedir (Taylor et al.,
2007; Lajoinie et al., 2016). Mk, Al-Mk, K-Al-Mk ve serbest karboplatin ile
muamele edilmis A549 ve BEAS-2B hiicrelerinin kontrol grubuna gore hiicre
canlilik yiizdeleri, hem MTT testi hem de canli/6lii hiicre boyamasi sonrasi
Imagel] programinda sayim ile belirlenmis ve sonuglar iki yonli ANOVA
Bonferroni posttest ile istatistiksel olarak analiz edilerek Sekil 4.15.A‘da
gosterilmistir. MTT sonuglarina gore K-Al-MK'lar, Mk ve Al-Mk'lara kiyasla
her iki hiicre iizerinde de anlamli 6l¢iide daha yiiksek bir sitotoksik etki (p <
0.001) gostermis, ancak serbest formda karboplatine gére anlamli olmayan bir
sitotoksik etkiye (p > 0.05) sebep olmuslardir. Hem Mk’lar hem de Al-
Mk’larda, karboplatin yiliklemesi olmadig: halde, hiicre canlilig1t % 70'in altina
diismiistiir. Bu durum, 72 saat boyunca mikrokabarciklarin sicakliga baglh
patlamalar1 ve hiicre zarlarinda bir tiir perforasyona neden olabildiklerini
diisiindiirmektedir. Bu fikir, Lentacker ve arkadaslari (2010) tarafindan
gerceklestirilen, DOX-yiiklii lipozom tasiyan mikrokabarciklarin kalintilart ile
muamele edilen melanoma hiicrelerindeki sitotoksisitenin DOX-yiiklii
lipozomlar1 tagiyan mikrokabarciklarla birlikte ultrason ile muamele edilen
gruba gore Onemli Olciide daha diisiik oldugunu gosteren ¢aligmalariyla
ortismektedir (Lentacker et al., 2010). Ek olarak, Al-Mk'larda aljinat varligi,
istatistiksel olarak anlamli olmasa da, Mk'lar, K-Al-MK'lar ve serbest
karboplatin gruplarina kiyasla hiicrelerin proliferasyonunu pozitif yonde
etkilemistir (p > 0.05). Bunun sebebinin, hidrofilik ve negatif yiikte bir polimer
olan aljinatla kapli mikrokabarciklarin, yine negatif yiiklii olan hiicre zarlari
tarafindan bir elektrostatik itme uygulanmasi nedeniyle hiicre zar1 ile
etkilesiminin smirlanmasi olabilecegi diistiniilmektedir (Nandhakumar et al.,
2017). Ayrica aljinat kaplanan fosfolipit mikrokabarciklarin, yalnizca
fosfolipitlerle stabilize edilenlere gore daha yiiksek hidrofilik 6zellikte
olabilecegi de ihmal edilmemesi gereken bir diger unsurdur. Literatiirde, altin
nanopartikiillerin yiizeylerine baglanan ligandlarin hidrofobikligine bagl
olarak hidrofobisiteleri arttirildiginda, bu partikiillerin sitotoksisitelerinin de
arttirdig1 bilinmektedir (Chompoosor et al., 2010).
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Canli/6li floresan boyama testlerinden elde edilen canli (yesil) ve oli
(kirmiz1)  hiicrelerin  gortintiileri  Sekil 4.15.B  ve Sekil 4.15.C’de
gosterilmektedir. Bu gortintiiler, K-Al-Mk ile muamele edilen her iki hiicre
tipinde de, 37°C Kkiiltir sicakliginda patlayan mikrokabarciklar ve ortama
salinan karboplatinden ileri gelen, serbest karboplatin ve negatif kontrol
gruplarindan farkli bir morfolojide (yanmis gibi) beyaz oklarla isaretlenmis
hiicre 6liimlerinin meydana geldigini agiga ¢ikarmistir (Sekil 4.15.B-c ve Sekil
4.15.C-c). Karboplatin, K-Al-Mk'lar 37 °C'de zamanla patladiginda salinmakta
ve patlamanin mekanik etkisi de hiicreler lizerinde ayrica bir sitotoksik etkiyi
tetiklemektedirir. K-Al-Mk grubunun serbest karboplatinden anlamli olarak
daha yiiksek toksisite gostermesi i¢in daha uzun bir silire gerektigi
disiiniilmektedir. Serbest karboplatinin, kanser hiicreleri iizerinde segici bir
etki gostermedigi de yine bu calisma kapsamindaki sitotoksisite c¢alismalari
sonucunda belirlenmistir. Pek ¢ok literatiir ¢alismasi da, bu sonugla uyumlu
olarak, akciger kanseri tedavisinde klinikte yaygin olarak kullanilan sisplatin
ve karboplatin gibi platin bazli antineoplastik kemoterapdtik ajanlarin, saglikli
akciger hiicrelerinde akciger kanseri hiicrelerine gore daha yiiksek ilag
toksisitesi yaratabildigi ve segici bir etki gostermedigi belirtilmistir (Yildiz-
Ozer et al., 2018; Davou et al., 2019).
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Sekil 4.15. A) MTT ve canli/6lii hiicre sayimi analizlerine gore %hiicre
canliligi sonuglart (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



66

ortami (e¢) ve DMSO (f) ile muamele edilmis A549 hiicrelerinin canli/6li
goriintiileri (200 pm 6lgek, 20X objektif, Zeiss Axio, Vert.Al). C) MKk’lar (a),
Al-MK'lar (b), K-Al-Mk’lar (c), serbest karboplatin (d), besin ortam1 (e) ve
DMSO (f) ile muamele edilmis BEAS-2B hiicrelerinin canli/6lii goriintiileri
(200 pm olgek, 20X objektif, Zeiss Axio, Vert.Al).
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5. SONUC

Bu tez kapsaminda, farkli fabrikasyon teknikleri ile gelistirilen ti¢ farkl
antikanser etkili ilag¢ tasiyict sistemden ilki, pasif hedeflenmis timokinon-yiikli
kiibozom/hekzozomlar iken, EGF ile fonksiyonellestirilerek EGFR
reseptorlerine aktif olarak hedeflenmis karboplatin yiiklii polimer-dendrimer
hibrit nanopartikiilleri incelenen ikinci ilag tastyici sistemdir. Son olarak,
ultrason altinda hem goriintli kontrastin1 arttirici ajan olarak gorev gorebilecek
hem de ultrason-duyarl olarak tasidigi ilaci uygulama bolgesine spesifik olarak
salmast  beklenen  karboplatin  yikli  polimer kapli  teranostik
mikrokabarciklarin, seri bagh mikroakiskan platfomlar ile sentezlenmislerdir.

Sentezlenen TQ-yiiklii kiibozom/hekzozomlar igin; kullanilan lipit
kompozisyonu, ila¢ konsantrasyonu ve etanol igerigi parametrelerinin
kendiliginden-diizenlenen nanopartikiillerin hem yapisal hem de boyut
karakteristikleri lizerinde etkili olduklari, ayrica lamelar lipozomal
formiilasyonlar ile lamelar olmayan kiibik/hekzagonal formiilasyonlar arasinda
faz gecislerini tetikleyebildikleri belirlenmistir. Geleneksel yontem ile
kiyaslandiginda mikroakiskan platformda iiretilen TQ-yiikli kendiliginden-
diizenlenen nanopartikiillerin boyut dagilimlarinda belirgin bir farkliliga sebep
olmasa da bu nanopartikiillerin partiden-partiye varyasyondan uzak ve stirekli-
tiretim modunda sentezlenebildikleri ortaya konmustur.

Ozellikle kiiciik hiicreli disi akciger kanseri tedavisinde siklikla
kullanilan karboplatin ilacinin diisiik tiimdr alim1 ve saglikl hiicrelerdeki segici
olmayan sitotoksik etkileri nedeniyle, karboplatin aljinat-pamam dendrimer
hibrit nanopartikiillerine yiiklenmis ve ayrica EGF ligand: ile konjuge edilerek
hiicresel internalizasyonunun artirirmi hedeflenmistir. Mikroakiskan sistemde
uygulanan akis oranlar1 ve dendrimer konsantrasyonunun partikiil boyutlar
tizerinde oldukga etkili oldugu, EGF fonksiyonelizasyonunda ise ligand
konsatrasyonuna bagli olarak konjugasyon oraninin arttig1 gériilmiistiir.

Ultrason altinda kontrast1 arttirilmis ve yiiksek ¢oziiniirliikte goriintii elde
edebilmek amaciyla klinikte uzun yillardir kontrast ajan olarak kullanilmakta
olan mikrokabarciklarin, karboplatin yiiklii aljinat polimeri ila kaplanarak ayni

anda hem goriintiileme hem de ilag¢ salim1 gerceklestirmesi bu tez kapsaminda
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calisilan son formiilasyondur. Olduk¢a biyouyumlu olduklari in vitro
sitotoksisite testleri ile ortaya konulmus olan karboplatin yiiklii aljinat kapli bu
ultrason kontrast ajanlarin sentezlenmeleri i¢in farkli mikroakiskan sistemler

kombine halde kullanilmislardir.



69

KAYNAKLAR DiZINi

Ahmad, Z., Pandey, R., Sharma, S. and Khuller, G.K., 2006, Alginate
nanoparticles as antituberculosis drug carriers: formulation development,
pharmacokinetics and therapeutic potential, The Indian journal of chest
diseases & allied sciences, 48(3):171-176pp.

Ahn, J., Ko, J., Lee, S., Yu, J., Kim, Y. and Li, N., 2018, Microfluidics in
nanoparticle drug delivery; From synthesis to pre-clinical screening,
Advanced Drug Delivery Reviews, 128:29-53pp.

Akay, S., Heils, R., Khiem, H., Smirnova, I. and Yesil-celiktas, O., 2017,
An injectable alginate-based hydrogel for microfluidic applications,
Carbohydrate Polymers, 161:228-234pp.

Akhtar, M.J., Ahamed, M., Alhadlaq, H.A., Alrokayan, S.A. and Kumar,
S., 2014, Targeted anticancer therapy: Overexpressed receptors and
nanotechnology, Clinica Chimica Acta, 436:78-92pp.

Amara, S., Patin, A., Giuffrida, F., Wooster, T.J., Thakkar, S.K,
Bénarouche, A., Poncin, 1., Robert, S., Point, V., Molinari, S.,
Gaussier, H., Diomande, S., Destaillats, F., Cruz-Hernandez, C. and
Carriere, F., 2014, In vitro digestion of citric acid esters of mono- and
diglycerides (CITREM) and CITREM-containing infant
formula/emulsions, Food and Function, 5:1409-1421pp.

Angelova, A., Garamus, V.M., Angelov, B., Tian, Z., Li, Y. and Zou, A,
2017, Advances in structural design of lipid-based nanoparticle carriers
for delivery of macromolecular drugs, phytochemicals and anti-tumor
agents, Advances in Colloid and Interface Science, 249:331-345pp.

Angelova, A., Drechsler, M., Garamus, V.M. and Angelov, B., 2018, Liquid
crystalline nanostructures as PEGylated reservoirs of omega-3
polyunsaturated fatty acids: structural 1insights toward delivery
formulations against neurodegenerative disorders, ACS Omega, 3:3235—
3247pp.

Appold, L., Shi, Y., Riitten, S., Kiihne, A., Pich, A., Kiessling, F. and
Lammers, T., 2017, Physicochemical Characterization of the Shell

Composition of PBCA-Based Polymeric Microbubbles, Macromolecular



70

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam)

Bioscience, 17(10):1700002pp.

Azmi, 1.D.M., Wibroe, P.P., Wu, L.P., Kazem, A.l., Amenitsch, H.,
Moghimi, S.M. and Yaghmur, A., 2016, A structurally diverse library
of safe-by-design citrem-phospholipid lamellar and non-lamellar liquid
crystalline nano-assemblies, Journal of Controlled Release, 239:1-9pp.

Bangham, A.D. and Horne, R.W., 1964, Negative staining of phospholipids
and their structural modification by surface-active agents as observed in
the electron microscope, Journal of Molecular Biology, 8(5):660-668pp.

Bangham, A.D., Standish, M.M. and Watkins, J.C., 1965, Diffusion of
Univalent lons across the Lamellae of Swollen Phospholipids, Journal of
Molecular Biology, 13(1):238-252pp.

Bareford, L.M. and Swaan, P.W., 2007, Endocytic mechanisms for targeted
drug delivery, Advanced drug delivery reviews, 59(8):748—758pp.

Barriga, H.M.G., Holme, M.N. and Stevens, M.M., 2019, Cubosomes: The
Next Generation of Smart Lipid Nanoparticles?, Angewandte Chemie -
International Edition, 58(10):2958-2978pp.

Boissenot, T., Bordat, A., Fattal, E. and Tsapis, N., 2016, Ultrasound-
triggered drug delivery for cancer treatment using drug delivery systems:
From theoretical considerations to practical applications, Journal of
Controlled Release, 241:144-163pp.

Bor, G., Azmi, I.D.M. and Yaghmur, A., 2019, Nanomedicines for cancer
therapy: current status, challenges and future prospects, Ther. Deliv,
10(2):113-132pp.

Bordoni, L., Fedeli, D., Nasuti, C., Maggi, F., Papa, F., Wabitsch, M., De
Caterina, R. and Gabbianelli, R., 2019, Antioxidant and anti-
inflammatory properties of nigella sativa oil in human pre-adipocytes,
Antioxidants, 8:51pp.

Burian, M., Meisenbichler, C., Naumenko, D. and Amenitsch, H., 2020,
SAXSDOG: open software for real-time azimuthal integration of 2D
scattering images, arXiv preprint, arXiv:2007.02022pp.

Burke, C.W., Hsiang, Y.H.J., Alexander IV, E., Kilbanov, A.L. and Price,



71

KAYNAKLAR DIZiNi (devam)

R.J., 2011, Covalently linking poly(lactic-co-glycolic acid) nanoparticles
to microbubbles before intravenous injection improves their ultrasound-
targeted delivery to skeletal muscle, Small, 7(9):1227-1235pp.

Cai, X,, Yang, F. and Gu, N., 2012, Applications of Magnetic Microbubbles
for Theranostics, Theranostics, 2(1):103-112pp.

Cao, X.T., Patil, M.P., Phan, Q.T., Le, C.M.Q., Ahn, B.H., Kim, G. Do and
Lim, K.T., 2020, Green and direct functionalization of poly (ethylene
glycol) grafted polymers onto single walled carbon nanotubes: Effective
nanocarrier for doxorubicin delivery, Journal of Industrial and
Engineering Chemistry, 83:173-180pp.

Capretto, L., Carugo, D., Mazzitelli, S., Nastruzzi, C. and Zhang, X., 2013,
Microfluidic and lab-on-a-chip preparation routes for organic
nanoparticles and vesicular systems for nanomedicine applications,
Advanced Drug Delivery Reviews, 65(11-12):1496-1532pp.

Carugo, D., Bottaro, E., Owen, J., Stride, E. and Nastruzzi, C., 2016,
Liposome production by microfluidics: Potential and limiting factors,
Scientific Reports, 6:25876pp.

Cavallaro, U. and Christofori, G., 2004, Multitasking in tumor progression:
signaling functions of cell adhesion molecules, Annals of the New York
Academy of Sciences, 1014:58-66pp.

Chaieb, K., Kouidhi, B., Jrah, H., Mahdouani, K. and Bakhrouf, A., 2011,
Antibacterial activity of Thymoquinone, an active principle of Nigella
sativa and its potency to prevent bacterial biofilm formation, BMC
Complementary and Alternative Medicine, 11:29pp.

Chompoosor, A., Saha, K., Ghosh, P.S., Macarthy, D.J., Miranda, O.R.,
Zhu, Z. jiang, Arcaro, K.F. and Rotello, V.M., 2010, The Role of
Surface Functionality on Acute Cytotoxicity , ROS Generation and DNA
Damage by Cationic Gold Nanoparticles, Small ., 6(20):2246-2249pp.

Chowdhury, S.M., Lee, T. and Willmann, J.K., 2017, Ultrasound-guided
drug delivery in cancer, Ultrasonography, 36(3):171-184pp.

Coelho, J.F., Ferreira, P.C., Alves, P., Cordeiro, R., Fonseca, A.C., Gois,



72

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam)

J.R. and Gil, M.H., 2010, Drug delivery systems: Advanced technologies
potentially applicable in personalized treatments, EPMA Journal,
1(1):164-209pp.

Coester, C., Kreuter, J., von Briesen, H. and Langer, K., 2000, Preparation
of avidin-labelled gelatin nanoparticles as carriers for biotinylated
peptide nucleic acid (PNA)., International journal of pharmaceutics,
196(2):147-149pp.

Couvreur, P., 2013, Nanoparticles in drug delivery: Past, present and future,
Advanced Drug Delivery Reviews, 65(1):21-23pp.

Damgé, C., Maincent, P. and Ubrich, N., 2007, Oral delivery of insulin
associated to polymeric nanoparticles in diabetic rats., Journal of
controlled release : official journal of the Controlled Release Society,
117(2):163-170pp.

Danaei, M., Dehghankhold, M., Ataei, S., Hasanzadeh Davarani, F.,
Javanmard, R., Dokhani, A., Khorasani, S. and Mozafari, M.R.,
2018, Impact of particle size and polydispersity index on the clinical
applications of lipidic nanocarrier systems, Pharmaceutics, 10(2):1-
17pp.

Date, A.A., Joshi, M.D. and Patravale, V.B., 2007, Parasitic diseases:
Liposomes and polymeric nanoparticles versus lipid nanoparticles.,
Advanced drug delivery reviews, 59(6):505-521pp.

Davou, G.I., Chuwang, N.J., Essien, U.C., Choji, T.P.P., Echeonwu, B.C.
and Lugos, M.D., 2019, Cytotoxicity analysis of etoposide and cisplatin
on cell lines from human lung cancer and normal human lung,
International Research Journal of Medicine and Medical Sciences,
7(2):40-47pp.

Elibol, B., Terzioglu-Usak, S., Beker, M. and Sahbaz, C., 2019,
Thymogquinone (TQ) demonstrates its neuroprotective effect via an anti-
inflammatory action on the AB(1-42)-infused rat model of Alzheimer’s
disease, Psychiatry and Clinical Psychopharmacology, 29(4):379-386pp.

Esposito, E., Cortesi, R., Drechsler, M., Paccamiccio, L., Mariani, P.,



73

KAYNAKLAR DIZiNi (devam)

Contado, C., Stellin, E., Menegatti, E., Bonina, F. and Puglia, C., 2005,
Cubosome dispersions as delivery systems for percutaneous
administration of indomethacin, Pharmaceutical Research, 22(12):2163-
2173pp.

Farkhondeh, T., Samarghandian, S., Shahri, A.M.P. and Samini, F., 2018,
The neuroprotective effects of thymoquinone: A review, Dose-Response,
16(2):1559325818761455pp.

Fathordoobady, F., Sannikova, N., Guo, Y., Singh, A., Kitts, D.D. and
Pratap-Singh, A., 2021, Comparing microfluidics and ultrasonication as
formulation methods for developing hempseed oil nanoemulsions for oral
delivery applications, Scientific Reports, 11:72pp.

Feng, Q., Sun, J. and Jiang, X., 2016, Microfluidics-mediated assembly of
functional nanoparticles for cancer-related pharmaceutical applications,
Nanoscale, 8(25):12430-12443pp.

Ferrara, K.\W., Borden, M.A. and Zhang, H., 2009, Lipid-Shelled Vehicles:
Engineering for Ultrasound Molecular Imaging and Drug Delivery,
Accounts of Chemical Research, 42(7):881-892pp.

Feshitan, J.A., Chen, C.C., Kwan, J.J. and Borden, M.A., 2009, Journal of
Colloid and Interface Science Microbubble size isolation by differential
centrifugation, Journal of Colloid and Interface Science, 329(2):316—
324pp.

Garcia-Pinel, B., Porras-Alcala, C., Ortega-Rodriguez, A., Sarabia, F.,
Prados, J., Melguizo, C. and Lopez-Romero, J.M., 2019, Lipid-Based
Nanoparticles: Application and Recent Advances in Cancer Treatment,
Nanomaterials, 9(4):638pp.

Ghazal, A., Gontsarik, M., Kutter, J.P., Lafleur, J.P., Labrador, A,
Mortensen, K. and Yaghmur, A., 2016, Direct monitoring of calcium-
triggered phase transitions in cubosomes using small-angle X-ray
scattering combined with microfluidics research papers, Journal of
Applied crystallography, 49:2005-2014pp.

Ghazal, A., Gontsarik, M., Kutter, J.P., Lafleur, J.P., Ahmadvand, D.,



74

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam)

Labrador, A., Salentinig, S. and Yaghmur, A., 2017, Microfluidic
platform for the continuous production and characterization of
multilamellar vesicles: a synchrotron small-angle x-ray scattering
(SAXS) study, Journal of Physical Chemistry Letters, 8(1):73—79pp.

Gontsarik, M., Buhmann, M.T., Yaghmur, A., Ren, Q., Maniura-Weber,
K. and Salentinig, S., 2016, Antimicrobial peptide-driven colloidal
transformations in liquid-crystalline nanocarriers., Journal of Physical
Chemistry Letters, 7:3482-3486pp.

Gontsarik, M., Yaghmur, A., Ren, Q., Maniura-Weber, K. and Salentinig,
S., 2019, From structure to function: pH-switchable antimicrobial nano-
self-assemblie, ACS Applied Materials & Interfaces, 11(3):2821-2829pp.

Giilce Iz, S., Deliloglu Giirhan, S.I., Sen, B.H., Endogan, T. and Hasirci,
N., 2010, Comparison of in vitro cytotoxicity and genotoxicity of MMA-
based polymeric materials and various metallic materials, Turkish
Journal of Medical Sciences, 40(6):905-916pp.

Hedegaard, S.F., Nilsson, C., Laurinméki, P., Butcher, S., Urtti, A. and
Yaghmur, A., 2013, Nanostructured aqueous dispersions of citrem
interacting with lipids and PEGylated lipids, RSC Advances,
3(46):24576-24585pp.

Helvig, S.Y., Woythe, L., Pham, S., Bor, G., Andersen, H., Moghimi, S.M.
and Yaghmur., A., 2021, A structurally diverse library of glycerol
monooleate/oleic acid non-lamellar liquid crystalline nanodispersions
stabilized with nonionic methoxypoly(ethylene glycol) (mPEG)-lipids
showing variable complement activation properties, Journal of Colloid
and Interface Science, 582:906-917pp.

Huang, K.S., Lai, T.H. and Lin, Y.C., 2006, Manipulating the generation of
Ca-alginate microspheres using microfluidic channels as a carrier of gold
nanoparticles, Lab on a Chip, 6(7):954-957pp.

Hui, P.K., Bishop, J.E. and JR (Lantheus Medical Imaging Inc.), E.S.M.,
2017, Preparation of a lipid blend and a phospholipid suspension
containing the lipid blend, US 20170312375A1.



75

KAYNAKLAR DIZiNi (devam)

Ilhan-Ayisigi, E. and Yesil-Celiktas, O., 2018, Silica-based organic-inorganic
hybrid nanoparticles and nanoconjugates for improved anticancer drug
delivery, Engineering in Life Sciences, 18(12):882—-892pp.

Ilhan-Ayisigi, E., Ulucan, F., Saygili, E., Saglam-Metiner, P., Gulce-lz, S.
and Yesil-Celiktas, O., 2020a, Nano-vesicular formulation of propolis
and cytotoxic effects in a 3D spheroid model of lung cancer, Journal of
the Science of Food and Agriculture, 100(8):3525-3535pp.

Ilhan-Ayisigi, E., Saglam-Metiner, P., Manzi, G., Giannasi, K., van Hoeve,
W. and Yesil-Celiktas, O., 2020b, One-Step Microfluidic Coating of
Phospholipid Microbubbles with Natural Alginate Polymer as a Delivery
System for Human Epithelial Lung Adenocarcinoma, Macromolecular
Bioscience, 20(6):2000084pp.

Ilhan-Ayisigi, E., Yaldiz, B., Bor, G., Yaghmur, A. and Yesil-Celiktas, O.,
2021, Advances in microfluidic synthesis and coupling with synchrotron
SAXS for continuous production and real-time structural characterization
of nano-self-assemblies, Colloids and Surfaces B, 201:111633pp.

Isteni¢, K., Balan¢, B.D., Djordjevi¢, V.B., Bele, M., Nedovi¢, V.A.,
Bugarski, B.M. and Ulrih, N.P., 2015, Encapsulation of resveratrol into
Ca-alginate submicron particles., Journal of Food Engineering, 167:196—
203pp.

Jahn, A., Vreeland, W.N., Gaitan, M. and Locascio, L.E., 2004, Controlled
vesicle self-assembly in microfluidic channels with hydrodynamic
focusing, Journal of the American Chemical Society, 126:2674-2675pp.

Jahn, A., Vreeland, W.N., Devoe, D.L., Locascio, L.E. and Gaitan, M.,
2007, Microfluidic directed formation of liposomes of controlled size,
Langmuir, 23(11):6289-6293pp.

Jahn, A., Reiner, J.E., Vreeland, W.N., DeVoe, D.L., Locascio, L.E. and
Gaitan, M., 2008, Preparation of nanoparticles by continuous-flow
microfluidics, Journal of Nanoparticle Research, 10:925-934pp.

Jahn, A., Stavis, S.M., Hong, J.S., Vreeland, W.N., Devoe, D.L. and

Gaitan, M., 2010, Microfluidic mixing and the formation of nanoscale



76

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam)

lipid vesicles, ACS Nano, 4:2077-2087pp.

Jong, W.H. De and Borm, P.J.A., 2008, Drug delivery and nanoparticles :
Applications and hazards, International Journal of Nanomedicine,
3(2):133-149pp.

Jose, S., Juna, B.C., Cinu, T.A,, Jyoti, H. and Aleykutty, N.A., 2016,
Carboplatin loaded Surface modified PLGA nanoparticles : Optimization
, Characterization , and in vivo brain targeting studies, Colloids and
Surface B, 142:307-314pp.

Kamaly, N., Yameen, B., Wu, J. and Farokhzad, O.C., 2016, Degradable
controlled-release polymers and polymeric nanoparticles: Mechanisms of
controlling drug release, Chemical Reviews, 116(4):2602-2663pp.

Kang, J.H., Kang, H.S., Kim, LK., Lee, H.Y., Ha, J.H., Yeo, C.D. and Lee,
S.H., 2015, Curcumin sensitizes human lung cancer cells to apoptosis
and metastasis synergistically combined with carboplatin, Experimental
Biology and Medicine, 240(11):1416-1425pp.

Kanter, M., Coskun, O. and Uysal, H., 2006, The antioxidative and
antihistaminic effect of Nigella sativa and its major constituent,
thymoquinone on ethanol-induced gastric mucosal damage, Archives of
Toxicology, 80:217-224pp.

Kazan, A., Yesil-Celiktas, O. and Zhang, Y.S., 2019, Fabrication of
thymoquinone-loaded albumin nanoparticles by microfluidic particle
synthesis and their effect on planarian regeneration, Macromolecular
Bioscience, 19(11):1900182pp.

Khader, M. and Eckl, P.M., 2014, Thymoquinone: an emerging natural drug
with a wide range of medical applications, Iran Journal of Basic Med
Sci, 17(12):950-957pp.

Khaligi, K., Ghazal, A., Azmi, 1.D.M., Amenitsch, H., Mortensen, K.,
Salentinig, S. and Yaghmur, A., 2017, Direct monitoring of lipid
transfer on exposure of citrem nanoparticles to an ethanol solution
containing soybean phospholipids by combining synchrotron SAXS with
microfluidics, Analyst, 142(17):3118-3126pp.



77

KAYNAKLAR DIZiNi (devam)

Khan, 1.U., Serra, C.A., Anton, N. and Vandamme, F.T., 2015, Production
of nanoparticle drug delivery systems with microfluidics tools, Expert
Opinion on Drug Delivery, 12(4):547-562pp.

Khan, M.A., Tania, M., Fu, S. and Fu, J., 2017a, Thymoquinone, as an
anticancer molecule: from basic research to clinical investigation,
Oncotarget, 8(31):51907-51919pp.

Khan, M.A., Zafaryab, M., Mehdi, S.H., Quadri, J. and Rizvi, M.\M.A.,
2017b, Characterization and carboplatin loaded chitosan nanoparticles
for the chemotherapy against breast cancer in vitro studies, International
Journal of Biological Macromolecules, 97:115-122pp.

Kim, H., Sung, J., Chang, Y., Alfeche, A. and Leal, C., 2018, Microfluidics
Synthesis of Gene Silencing Cubosomes, ACS Nano, 12(9):9196—
9205pp.

Koh, C.G,, Kang, X., Xie, Y., Fei, Z., Guan, J., Yu, B., Zhang, X. and Lee,
L.J., 2009, Delivery of polyethylenimine/DNA complexes assembled in
a microfluidics device, Molecular Pharmaceutics, 6(5):1333-1342pp.

Koh, G.C., Zhang, X., Liu, S., Golan, S., Yu, B., Yang, X., Guan, J., Jin,
Y., Talmon, Y., Muthusamy, N., Chan, K.K., Byrd, J.C., Lee, R.J,,
Marcucci, G. and Lee, L.J., 2010, Delivery of antisense
oligodeoxyribonucleotide lipopolyplex nanoparticles assembled by
microfluidic hydrodynamic focusing, Journal of Controlled Release,
141:62-69pp.

Kotopoulis, S., Dimcevski, G., Helge Gilja, O., Hoem, D. and Postema, M.,
2013, Treatment of human pancreatic cancer using combined ultrasound,
microbubbles, and gemcitabine: A clinical case study, Medical Physics,
40:072902pp.

Lajoinie, G., Cock, I. De, Coussios, C.C., Lentacker, 1., Gac, L., Stride, E.
and Versluis, M., 2016, In vitro methods to study bubble-cell
interactions : Fundamentals and therapeutic applications,
Biomicrofluidics, 10:011501pp.

Lammers, T., Aime, S., Hennink, W.E., Storm, G. and Kiessling, F., 2011,



78

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam)

Theranostic Nanomedicine, Accounts of Chemical Research, 44(10):1029—
1038pp.

Lancelot, A. and Sierra, T., 2014, Nanostructured liquid-crystalline particles
for drug delivery, Expert Opinion on Drug Delivery, 11(4):547-564pp.

Lasic, D.D., 1988, The mechanism of vesicle formation, Biochemical Journal,
256(1):1-11pp.

Lentacker, 1., Geers, B., Demeester, J., De Smedt, S.C. and Sanders, N.N.,
2010, Design and evaluation of doxorubicin-containing microbubbles for
ultrasound-triggered doxorubicin delivery: Cytotoxicity and mechanisms
involved, Molecular Therapy, 18(1):101-108pp.

Li, S.D. and Huang, L., 2008, Pharmacokinetics and biodistribution of
nanoparticles, Molecular Pharmaceutics, 5(4):496-504pp.

Lindseth, F., Lange, T., Selbekk, T., Hansen, R., Reinertsen, 1., Askeland,
C., Solheim, O., Unsgird, G., Marvik, R. and Nagelhus Hernes, T.A.,
2013, Ultrasound-based Guidance and Therapy, In: Eds: G.T.T.
Gunarathne (ed.), Advancements and Breakthroughs in Ultrasound
Imaging. IntechOpen, London; UK, p. Ch. 2.

Liu, D., Zhang, H., Fontana, F., Hirvonen, J.T. and Santos, H.A., 2018,
Current developments and applications of microfluidic technology
toward clinical translation of nanomedicines, Advanced Drug Delivery
Reviews, 128:54-83pp.

Lo, C.T., Jahn, A., Locascio, L.E. and Vreeland, W.N., 2010, Controlled
self-assembly of monodisperse niosomes by microfluidic hydrodynamic
focusing, Langmuir, 26(11):8559-8566pp.

Lombardi, D. and Dittrich, P.S., 2010, Advances in microfluidics for drug
discovery, Expert Opinion on Drug Delivery, 5(11):1081-1094pp.

Lum, J.S., Stobbe, D.M., Borden, M.A. and Murray, T.W., 2018,
Photoacoustic technique to measure temperature effects on microbubble
viscoelastic properties, Applied Physics Letters, 112:111905pp.

Maeda, H., 2001, The enhanced permeability and retention (EPR) effect in

tumor vasculature: the key role of tumor-selective macromolecular drug



79

KAYNAKLAR DIZiNi (devam)

targeting., Advances in enzyme regulation, 41:189-207pp.

Markman, J.L., Rekechenetskiy, A., Holler, E. and Ljubimova, J.Y., 2013,
Nanomedicine therapeutic approaches to overcome cancer drug
resistance, Advanced Drug Delivery Reviews, 65(13-14):1866—1879pp.

Master, A.M. and Gupta, A. Sen, 2012, EGF receptor-targeted nanocarriers
for enhanced cancer treatment, Nanomedicine (Lond), 7(12):1895-
1906pp.

Matai, I. and Gopinath, P., 2016, Chemically Cross-Linked Hybrid Nanogels
of Alginate and PAMAM Dendrimers as Efficient Anticancer Drug
Delivery Vehicles, ACS Biomaterials Science & Engineering, 2(2):213—
223pp.

Matsumura, Y. and Maeda, H., 1986, A new concept for macromolecular
therapeutics in cancer chemotherapy: mechanism of tumoritropic
accumulation of proteins and the antitumor agent smancs, Cancer
Research, 46(12):6387-6392pp.

Mohammed, S.J., Amin, H.H.H., Aziz, S.B., Sha, A.M., Hassan, S., Aziz,
JM.A. and Rahman, H.S., 2019, Structural Characterization,
Antimicrobial Activity, and In Vitro Cytotoxicity Effect of Black Seed
Oil, Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine,
2019:6515671pp.

Merch, Y., Hansen, R., Berg, S., Aslund, A.K.O., Glomm, W.R., Eggen, S.,
Schmid, R., Johnsen, H., Kubowicz, S., Snipstad, S., Sulheim, E.,
Hak, S., Singh, G., Mcdonagh, B.H., Blom, H., de Lange Davies, C.
and Stenstad, P.M., 2015, Nanoparticle-stabilized microbubbles for
multimodal imaging and drug delivery, Contrast Media and Molecular
Imaging, 10(5):356-366pp.

Murgia, S., Biffi, S. and Mezzenga, R., 2020, Recent advances of non-
lamellar lyotropic liquid crystalline nanoparticles in nanomedicine,
Current Opinion in Colloid and Interface Science, 48:28-39pp.

Nandhakumar, S., Dasaratha, M. and Devendran, V., 2017, Influence of

surface charge on the in vitro protein adsorption and cell cytotoxicity of



80

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam)

paclitaxel loaded poly ( e -caprolactone ) nanoparticles, Bulletin of Faculty
of Pharm. Cairo University, 55(2):249-258pp.

Nilsson, C., Edwards, K., Eriksson, J., Larsen, S.W., Ostergaard, J.,
Larsen, C., Urtti, A. and Yaghmur, A., 2012, Characterization of oil-
free and oil-loaded liquid-crystalline particles stabilized by negatively
charged stabilizer citrem, Langmuir, 28:11755-11766pp.

Odeh, F., Ismail, S.I., Abu-Dahab, R., Mahmoud, I.S. and Al Bawab, A.,
2012, Thymogquinone in liposomes: a study of loading efficiency and
biological activity towards breast cancer., Drug Deliv, 19(8):371-377pp.

Othman, N., Masarudin, M.J., Kuen, C.Y., Dasuan, N.A., Abdullah, L.C.
and Jamil, S.N.A.M., 2018, Synthesis and optimization of chitosan
nanoparticles loaded with I-ascorbic acid and thymoquinone,
Nanomaterials, 8:820pp.

Prajapati, R., Salentinig, S. and Yaghmur, A., 2018, Temperature triggering
of kinetically trapped self-assemblies in citrem-phospholipid
nanoparticles, Chemistry and Physics of Lipids, 216:30-38pp.

Prajapati, R., Gontsarik, M., Yaghmur, A. and Salentinig, S., 2019a, pH-
responsive nano-self-assemblies of the anticancer drug 2-hydroxyoleic
acid, Langmuir, 35(24):7954-7961pp.

Prajapati, R., Larsen, SW. and Yaghmur, A., 2019b, Citrem-
phosphatidylcholine nano-self-assemblies: Solubilization of bupivacaine
and its role in triggering a colloidal transition from vesicles to cubosomes
and hexosomes, Physical Chemistry Chemical Physics, 21:15142-
15150pp.

Praveen, R., Verma, P.R.P., Singh, S.K. and George, J.K., 2015, Cross
linked alginate gel beads as floating drug delivery system for cefdinir:
optimization using Box—Behnken design, Journal of Pharmaceutical
Investigation, 45(2):187-199pp.

Qiu, H. and Caffrey, M., 2000, The phase diagram of the monoolein/water
system: metastability and equilibrium aspects, Biomaterials, 21(3):223-
234pp.



81

KAYNAKLAR DIZiNi (devam)

Rajput, S., Puvvada, N., Kumar, B.N.P., Sarkar, S., Konar, S., Bharti, R.,
Dey, G., Mazumdar, A., Pathak, A., Fisher, P.B. and Mandal, M.,
2015, Overcoming Akt induced therapeutic resistance in breast cancer
through siRNA and thymoquinone encapsulated multilamellar gold
niosomes, Molecular Pharmaceutics, 12(12):4214-4225pp.

Roces, C.B., Lou, G., Jain, N., Abraham, S., Thomas, A., Halbert, G.W.
and Perrie, Y., 2020a, Manufacturing considerations for the
development of lipid nanoparticles using microfluidics, Pharmaceutics,
12:1095pp.

Roces, C.B., Christensen, D. and Perrie, Y., 2020b, Translating the
fabrication of protein-loaded poly(lactic-co-glycolic acid) nanoparticles
from bench to scale-independent production using microfluidics, Drug
Delivery and Translational Research, 10:582-593pp.

Rovers, T.A.M,, Sala, G., Linden, E. VVan Der and Meinders, M.B.J., 2016,
Effect of Temperature and Pressure on the Stability of Protein
Microbubbles, ACS Applied Materials & Interfaces, 8:333-340pp.

Sedighi, M., Sieber, S., Rahimi, F., Shahbazi, M.A., Rezayan, A.H.,
Huwyler, J. and W.itzigmann, D., 2019, Rapid optimization of
liposome characteristics using a combined microfluidics and design-of-
experiment approach, Drug Delivery and Translational Research,
9(1):404-413pp.

Sharifi, F., Htwe, S., Righi, M., Liu, H., Pietralunga, A., Yesil-Celiktas, O.,
Maharjan, S., Cha, B., Shin, S., Dokmeci, M., Vrana, N.,
Ghaemmaghami, A., Khademhosseini, A. and Zhang, Y., 2019, A
Foreign Body Response-on-a-Chip Platform, Advanced Healthcare
Materials, 8(4):e1801425pp.

Sharifi, F., Yesil-Celiktas, O., Kazan, A., Maharjan, S., Saghazadeh, S.,
Firoozbakhsh, K., Firoozabadi, B. and Zhang, Y.S., 2020, A
hepatocellular carcinoma—bone metastasis-on-a-chip model for studying
thymoquinone-loaded anticancer nanoparticles, Bio-Design and
Manufacturing, 3:189-202pp.



82

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam)

Sharma, R., Mody, N., Agrawal, U. and Vyas, S.P., 2017, Theranostic
Nanomedicine; A Next Generation Platform for Cancer Diagnosis and
Therapy, Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, 17(18):1746-1757pp.

Shaterzadeh-Yazdi, H., Noorbakhsh, M.F., Hayati, F., Samarghandian, S.
and Farkhondeh, T., 2018, Immunomodulatory and Anti-inflammatory
Effects of Thymoquinone., Cardiovasc Hematol Disord Drug Targets,
18(1):52—-60pp.

Silva, C.O., Petersen, S.B., Reis, C.P., Rijo, P., Molpeceres, J., Fernandes,
A.S., Gongalves, O., Gomes, A.C., Correia, I., Vorum, H. and Neves-
Petersen, M.T., 2016, EGF functionalized polymer-coated gold
nanoparticles promote EGF photostability and EGFR internalization for
photothermal therapy, PLoS ONE, 11(10):1-29pp.

Sirsi, S. and Borden, M., 2009, Microbubble compositions, properties
andbiomedical applications, Bubble Science Engineering Technology,
1:3-17pp.

Steichen, S.D., Caldorera-Moore, M. and Peppas, N.A., 2013, A review of
current nanoparticle and targeting moieties for the delivery of cancer
therapeutics, European Journal of Pharmaceutical Sciences, 48:416-
427pp.

Taylor, S.L., Rahim, A.A., Bush, N.I., Bamber, J.C. and Porter, C.D.,
2007, Targeted retroviral gene delivery using ultrasound, The Journal of
Gene Medicine, 9(February):77-87pp.

Trantidou, T., Friddin, M.S., Gan, K.B., Han, L., Bolognesi, G., Brooks,
N.J. and Ces, O., 2018, Mask-free laser lithography for rapid and low-
cost microfluidic  device fabrication, Analytical  Chemistry,
90(23):13915-13921pp.

Upadhyay, A. and Dalvi, S. V, 2019, Microbubble Formulations: Synthesis,
Stability, Modeling and Biomedical Applications, Ultrasound in
Medicine and Biology, 45(2):301-343pp.

Valencia, P.M., Farokhzad, O.C., Karnik, R. and Langer, R., 2012,

Microfluidic technologies for accelerating the clinical translation of



83

KAYNAKLAR DIZiNi (devam)

nanoparticles, Nature Publishing Group, 7(10):623-629pp.

Wang, J., Li, P., Tian, R., Hu, W., Zhang, Y., Yuan, P., Tang, Y., Jia, Y.
and Zhang, L., 2016, A novel microbubble capable of ultrasound-
triggered release of drug-loaded nanoparticles, Journal of Biomedical
Nanotechnology, 12(3):516-524pp.

Wang, Y., L, W., Chen, G. and Gong, S., 2017, Carboplatin-Complexed and
cRGD-Conjugated Unimolecular Nanoparticles for Targeted Ovarian
Cancer Therapy, Macromolecular Bioscience, 17(5):1600292pp.

Wibroe, P.P., Mat Azmi, I.D., Nilsson, C., Yaghmur, A. and Moghimi,
S.M., 2015, Citrem modulates internal nanostructure of glyceryl
monooleate dispersions and bypasses complement activation: Towards
development of safe tunable intravenous lipid nanocarriers,
Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine, 11(8):1909—
1914pp.

Wibroe, P.P., Ahmadvand, D., Oghabian, M.A., Yaghmur, A. and
Moghimi, S.M., 2016, An integrated assessment of morphology, size,
and complement activation of the PEGylated liposomal doxorubicin
products Doxil®, Caelyx®, DOXOrubicin, and SinaDoxosome, Journal
of Controlled Release, 221:1-8pp.

Xu, H., Yu, Y., Marciniak, D., Rishi, A.K., Sarkar, F.H., Kucuk, O. and
Majumdar, A.P.N., 2005, Epidermal growth factor receptor (EGFR)—
related protein inhibits multiple members of the EGFR family in colon
and breast cancer cells, Molecular Cancer Therapeutics, 4(3):435-
442pp.

Yaghmur, A. and Glatter, O., 2009, Characterization and potential
applications of nanostructured aqueous dispersions, Advances in Colloid
and Interface Science, 147-148:333-342pp.

Yaghmur, A., Rappolt, M., Ogstergaard, J., Larsen, C. and Larsen, S.W.,
2012, Characterization of bupivacaine-loaded formulations based on
liquid crystalline phases and microemulsions: The effect of lipid

composition, Langmuir, 28:2881-2889pp.



84

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam)

Yaghmur, A., 2019, Nanoencapsulation of food ingredients by cubosomes and
hexosomes, In: Jafari, S. (ed.), Lipid-Based Nanostructures for Food
Encapsulation Purposes 1st edn. Academic Press Inc. (London) Ltd., pp.
483-522.

Yaghmur, A., Ghazal, A., Ghazal, R., Dimaki, M. and Svendsen, W.E.,
2019, A hydrodynamic flow focusing microfluidic device for the
continuous production of hexosomes based on docosahexaenoic acid
monoglyceride, Physical Chemistry Chemical Physics, 21:13005-
13013pp.

Yaghmur, A., Tran, B.V. and Moghimi, S.M., 2020, Non-lamellar liquid
crystalline nanocarriers for thymoquinone encapsulation, Molecules,
25(1):16pp.

Yaghmur, A., Rappolt, M., Jonassen, A.L.U., Schmitt, M. and Larsen,
S.W., 2021, In situ monitoring of the formation of lipidic non-lamellar
liquid crystalline depot formulations in synovial fluid, Journal of Colloid
and Interface Science, 582:773-781pp.

Yesil-Celiktas, O. and Cetin-Uyanikgil, E.O., 2012, In vitro release kinetics
of polycaprolactone encapsulated plant extract fabricated by supercritical
antisolvent process and solvent evaporation method., Journal of
Supercritical Fluids, 62:219-225pp.

Yesil-Celiktas, O., Pala, C., Cetin-Uyanikgil, E.O. and Sevimli-Gur, C.,
2017, Synthesis of silica-PAMAM dendrimer nanoparticles as promising
carriers in Neuro blastoma cells, Analytical Biochemistry, 519:1-7pp.

Yildiz-Ozer, M., Oztopcu-Vatan, P. and Kus, G., 2018, The investigation of
ceranib-2 on apoptosis and drug interaction with carboplatin in human
non small cell lung cancer cells in vitro., Cytotechnology, 70(1):387—
396pp.

Yildiz-Ozturk, E., Gulce-l1z, S., Anil, M. and Yesil-Celiktas, O., 2017,
Cytotoxic responses of carnosic acid and doxorubicin on breast cancer
cells doped in butterfly-shaped microchips in comparison to 2D and 3D
culture systems., Cytotechnology, 69(2):337-347pp.



85

KAYNAKLAR DIZiNi (devam)

Yu, B., Zhu, J., Xue, W., Wu, Y., Huang, X., Lee, L.J. and Lee, R.J., 2011,
Microfluidic assembly of lipid-based oligonucleotide nanoparticles,
Anticancer Research, 31(3):771-776pp.

Yun, Y.H., Lee, B.K. and Park, K., 2015, Controlled Drug Delivery:
Historical perspective for the next generation, Journal of Controlled
Release, 219:2-7pp.

Zhai, J., Fong, C., Tran, N. and Drummond, C.J., 2019, Non-Lamellar
Lyotropic Liquid Crystalline Lipid Nanoparticles for the Next Generation
of Nanomedicine, ACS Nano, 13(6):6178-6206pp.

Zhang, L., Chen, Q., Ma, Y. and Sun, J., 2020, Microfluidic Methods for
Fabrication and Engineering of Nanoparticle Drug Delivery Systems,
ACS Applied Bio Materials, 3(1):107—120pp.

Zhang, Y., Liu, X,, Li, L., Guo, Z.,, Xue, Z. and Lu, X., 2016, An
electrochemical paracetamol sensor based on layer-by-layer covalent
attachment of MWCNTSs and a G4.0 PAMAM modified GCE, Analytical
Methods, 8(10):2218-2225pp.

Zhao, Y.Z., Du, L.N,, Lu, C.T., Jin, Y.G. and Ge, S.P., 2013, Potential and
problems in ultrasound-responsive drug delivery systems, International
Journal of Nanomedicine, 8:1621-1633pp.

Zullino, S., Argenziano, M., Stura, 1., Guiot, C. and Cavalli, R., 2018, From
Micro- to Nano-Multifunctional Theranostic Platform: Effective
Ultrasound Imaging Is Not Just a Matter of Scale, Molecular Imaging,
17:1-18pp.



86

TESEKKUR

Tez ¢alismam siiresince bana rehberlik eden, degerli goriis ve onerilerini
benden esirgemeyen, gerek yurtdisi gerek yurti¢i bilimsel igbirliklerine dahil
olmam ve tezim disinda da birgok bilimsel ¢alismayi yiiriitebilmem konusunda
her zaman destegini arkamda hissettigim, akademik serlivenime essiz bir
dokunus yapan ¢ok kiymetli hocam Prof. Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS a,

Ultrason duyarli formiilasyon ¢alismalar1 sirasinda birlikte ¢alisma
firsatin1 buldugum Tide Microfluidics B.V. sirketinin degerli kurucusu Dr.
Wim van HOEVE ve sevgili proje miidiiriim Dr. Katharine GIANNASTIye,

Lyotropik sivi kristalin nanopartikiil formiilasyonlar1 i¢in Uluslarasi
Network Programi kapsaminda bana laboratuvarini agan ve Elettra Sincrotrone
Trieste uluslararasi arastirma merkezinde gerceklestirilen SAXS analizlerine
katilma firsat1 sunarak iizerimde cok biiyiikk emegi olan Prof. Dr. Anan
YAGHMUR’a, ayrica finansal destekleri i¢in Danimarka Bilim ve Yiiksek

Ogrenim Kurumu’na
9

Lisans mezuniyetimden itibaren gerek akademik gerek 6zel hayatimda
her ihtiyacim oldugunda yanimda olan Dr. Meltem BAYRAKTAR ve Dr. Arzu
YILDIRIM’a, hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda destegini benden esirgemeyen
Pelin SAGLAM METINER’e, tiim dostluk ve destekleri igin Biyomimetik

Mikrosistemler Arastirma Grubu iiye ve mezunlarina,

Hayatimin her aninda maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen her
ihtiyacim oldugunda yanimda olan canim aileme, Karsilastigim her zorlugun
istesinden gelmem i¢in bana gii¢ veren, yliksekdgrenimim boyunca gosterdigi
sonsuz tolerans ve destek i¢in minnettar oldugum sevgili esim Oktay
AYISIGI’na tesekkiirii bir borg bilirim.

03/08/2021

Esra ILHAN AYISIGI



87

OZGECMIS

Esra ILHAN AYISIGI 2007 yilinda girdigi Ege Universitesi Miihendislik
Fakiiltesi Biyomiihendislik Boliimii’'nden 2012 yilinda mezun olmustur. 2012-
2015 yillar1 arasinda Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyomiihendislik
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Tide Microfluidics B.V. sirketinde (Hollanda) ve Kasim 2019- Aralik 2019
tarihleri arasinda Danimarka Bilim ve Yiiksek Ogrenim Kurumu tarafindan
desteklenen Danimarka-Tiirkiye ikili isbirligi projesi kapsaminda Kopenhag

Universitesi Eczacilik Béliimii’nde arastirmaci olarak bulunmustur.
Arastirma projeleri

2020-2022, Aljinat-PAMAM dendrimer hibrit nanopartikiillere enkapsiile
edilen karboplatinin 3B in vitro hiicre kiiltiirii ve in vivo deneysel hayvan
modelindeki etkinlik potansiyeli, Yiiksekogretim Kurumlari Destekli Proje
(FGA-2020-21665), Karabay Yavasoglu, N. U. (Yiiriitiicii), Ilhan Ayisig1 E.

(Aragtirmaci)

2018-2020, Kikirdak Doku Miihendisligi I¢in Sentezlenen Yenilik¢i Sert Bir
Hidrojelin ~ Mikrokakiskan  Platformda  Uretilen  Nanopartikiil  Ile
Fonksiyonellestirilmesi Ve In Vivo Denemeleri, TUBITAK Uluslararas: Ikili
Isbirligi Projesi, Yesil Celiktas O. (Yiiriitiicii), Ilhan Ayisig1 E. (bursiyer)

2016-2018, Naftokinon Tiirevi Bilesiklerin Sol-Jel Metodu Ile Enkapsiilasyonu
Ve Karakterizasyonu, Yiiksekdgretim Kurumlari Destekli Proje (16-MUH-
052), YESIL CELIKTAS O. (Yiiriitiicii) , Ilhan Ayis181 E. (Arastirmaci)

2014-2016, Stevia rebaudiana Bertoni de in vitro kosullarda farkli elisitor
uygulamalarinin stevioside ve rebaudioside A iiretimi {iizerine etkilerinin
aragtirilmasi,  Yiksekogretim  Kurumlari  Destekli  Proje  (PYO-
MUH.4001.14.006), Bayraktar M.(Yiiriitiicii), [lhan E. (Arastirmaci)
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2013-2014, Ters Lale Fritillaria imperialis L Bitkisinde In Vitro Kosullarda
Organ Rejenerasyonlarinin Saglanmasi, Diger Resmi Kurumlarca Desteklenen
Proje (Aliye Ustel Vakfi) Giirel A. (Yiiriitiicii) , ilhan E. (Proje personeli)

Yayinlar

Ilhan-Ayisigi, E., Budak, G., Celiktas, M.S., Sevimli-Gur, C., Yesil-Celiktas,
O,. Anticancer activities of bioactive peptides derived from rice husk both in
free and encapsulated form in chitosan. JOURNAL OF INDUSTRIAL AND
ENGINEERING CHEMISTRY, 2021, (Basimda) (SCI indekslerine Giren
Dergi) doi.org/10.1016/j.jiec.2021

Ilhan-Ayisigi, E., Ghazal, A., Sartori, B., Dimaki, M., Svendsen, W.E., Yesil-
Celiktas, O., Yaghmur, A. Continuous Microfluidic Production of Citrem-
Phosphatidylcholine Nano-Self-Assemblies for Thymogquinone Delivery.
NANOMATERIALS, 2021, 11, 1510, (SCI Indekslerine Giren Dergi)

Kececiler-Emir C., Ilhan-Ayisigi E., Celen-Erden C., Nalbantsoy A. , Yesil-
Celiktas, 0., Synthesis of Resveratrol Loaded Hybrid Silica-PAMAM
Dendrimer Nanoparticles With Emphases on Inducible Nitric Oxide Synthase
and Cytotoxicity, PLANT FOODS FOR HUMAN NUTRITION,
10.1007/s11130-021-00897-5, 2021, 76(2), 219-225, (SCI indekslerine Giren
Dergi)

Ilhan-Ayisigi, E.; Yaldiz, B.; Bor, G.; Yaghmur, A.; Yesil-Celiktas, O.
Advances in microfluidic synthesis and coupling with synchrotron SAXS for
continuous production and real-time structural characterization of nano-self-
assemblies. COLLOIDS SURFACES B, 2021, 201, 111633. (SCI indekslerine
Giren Dergi)

Sayqili E., Kaya E., Ilhan-Ayisigi E. , Saglam-Metiner P., Alarcin E., Kazan
A., et al.An alginate-poly(acrylamide) hydrogel with TGF-beta 3 loaded
nanoparticles for cartilage repair. Biodegradability, biocompatibility and
protein adsorption, INTERNATIONAL JOURNAL OF BIOLOGICAL
MACROMOLECULES, 2021, 172, 381-393, (SCI indekslerine Giren Dergi)
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Ilhan-Ayisigi E. , Ulucan F., Saygili E., Saglam-Metiner P., Gulce-1z S. ,
Yesil-Celiktas O., Nano-vesicular formulation of propolis and cytotoxic effects
in a 3D spheroid model of lung cancer, JOURNAL OF THE SCIENCE OF
FOOD AND AGRICULTURE, 100(8), 3525-3535, 2020 (SCI indekslerine
Giren Dergi)

Ilhan-Ayisigi E. , Saglam-Metiner P., Manzi G., Giannasi K., Van Hoeve W.,
Yesil-Celiktas O, One-Step Microfluidic Coating of Phospholipid
Microbubbles with Natural Alginate Polymer as a Delivery System for Human
Epithelial Lung Adenocarcinoma, MACROMOLECULAR BIOSCIENCE,
2020, 20(6), 2000084, (SCI Indekslerine Giren Dergi)

Sayqili E., Orakci B., Koprulu M., Demirhan A., llhan-Ayisigi E. , Kilic Y., et
al., Quantitative determination of H202 for detection of alanine
aminotransferase  using  thin  film  electrodes, @ ANALYTICAL
BIOCHEMISTRY, 2020, 591, 113538, (SCI Indekslerine Giren Dergi)

Ilhan- Ayisigi E. , Yesil-Celiktas O., Silica-based organic-inorganic hybrid
nanoparticles and nanoconjugates for improved anticancer drug delivery,
ENGINEERING IN LIFE SCIENCES, 2018, 18, 882-892, (SCI Indekslerine
Giren Dergi)

Yildiz-Ozturk E., llhan-Ayisigi E. , Togtema A., Gouveia J., Yesil-Celiktas
O., Effects of hydrostatic pressure and supercritical carbon dioxide on the
viability of Botryococcus braunii algae cells, BIORESOURCE
TECHNOLOGY, 2018, 256, 328-332, (SCI Indekslerine Giren Dergi)

Bayraktar M., NAZIRI E., AKGUN 1. H. , KARABEY F., Ilhan E. , Akyol B.
et al, Elicitor induced stevioside production, in vitro shoot growth, and biomass
accumulation in micropropagated Stevia rebaudiana, PLANT CELL TISSUE
AND ORGAN CULTURE, 2016, 127, 2, 289-300, (SCI Indekslerine Giren
Dergi)

Giirel A. , Bayraktar M., Ansiz A., Akyol B., Ilhan E. , Ekmekgigil M., et al.
Plant in vitro art, Dokuz Eyliil Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Fen ve
Miihendislik Dergisi, 2016, 18, 56-62, (Diger Kurumlarin Hakemli Dergileri)
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