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PMMA Nanokapsiillerin Cesitli Formiilasyon Degiskenlerinin Boyut,
Morfoloji ve Zeta Potansiyel Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Investigating the Effects of Various Formulation Variables on the Size, Morphology and Zeta
Potential of PMMA Nanocapsules
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Oz

Bu c¢alismanin amaci saghk uygulamalarinda genis bir kullanim alanina sahip Polimetil Metakrilat (PMMA) nanokapsdillerin
cesitli formilasyon degiskenlerinin boyut, morfoloji ve zeta potansiyel lizerine etkisinin incelenmesi ve buradan elde edilen
sonuglarla formilasyon bilesenleri ile tretim silirecinin iyilestirilmesidir. Calismada, PMMA nanokapsiller miniemlsiyon
¢Oziicl buharlastirma yontemi kullanilarak basari ile Gretilmis olup, elde edilen nanokapsiillerin karakterizasyonu ise dinamik
1stk sagtlimi yontemi, elektroforetik 1sik sagilimi yontemi ve transmisyon elektron mikroskobu kullanilarak boyut, zeta
potansiyel ve morfolojinin belirlenmesi seklinde gergeklestirilmistir. Calisma siirecinde PMMA miktari artisi nanokapsiil
boyutunun artisina neden olmus ve morfolojinin kapstlden kiire formuna dontsimu gorilmustir. Benzer sekilde stirfaktan
miktarinin artisi da morfoloji degisimine neden olmus olup, sirfaktan miktari azalsi ise boyutu 6nemli derecede artirmistir.
Calismanin bir diger 6nemli bulgusu ise piring kepegi yagi iceren PMMA nanokapsil formulasyonun miniemdlsiyon ¢ozlicl
buharlastirma yontemiile basariile Uretildigi, ancak miniemulsiyon polimerizasyonunun bu noktada uygun bir tiretim yontemi
olmadigidir. Calismanin son adiminda, optimum formdilasyonu belirlenen PMMA nanokapsiillerinin yizey 6zelliklerinin
biyolojik perspektif ile iyilestiriimesine odaklanilmistir. Bu amagla yenilikgi ve pratik bir yaklasimla ylizeyin polietilen glikol
(PEG) bazh stirfaktanlar ile kaplanmasi gergeklestirilmistir. Bunun ilerleyen g¢alismalarda nanokapsillerin kan akisinda kalis
slresini artirma potansiyeli oldugu distnilmektedir. Calisma siirecinde elde edilen Uretim sireci ve formiilasyonun
iyilestiriimesine yonelik tim bulgular, PMMA nanokapsillerin saglik uygulamalarinda etkinliginin artirilmasina katki
saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Polimer Nanokapsiiller, Nanopartikil Morfolojisi, Polimetil Metakrilat, Zeta Potansiyel,
Nanokarakterizasyon

Abstract

The aim of the study is to investigate the effect of various formulation variables on the size, morphology, and zeta potential
of PMMA nanocapsules, and to improve the formulation components and production process based on the results obtained.
PMMA nanocapsules have been successfully produced using the miniemulsion solvent evaporation method and the
characterization of the obtained nanocapsules was conducted by determining the size, zeta potential, and morphology using
dynamic light scattering, electrophoretic light scattering methods, and transmission electron microscopy. During the study,
an increase in the amount of PMMA led to an enlargement in nanocapsule size and the morphology changed from capsule to
spherical form. Similarly, increasing surfactant amounts also changed the morphology, whereas a decrease in surfactant
amount significantly increased the size. Another important finding was that PMMA nanocapsules containing rice bran oil
could be successfully produced using the miniemulsion solvent evaporation method, yet miniemulsion polymerization was
not found to be a suitable production method at this stage. In the final step of the study, the focus was to enhance the surface
characteristics of the optimally formulated PMMA nanocapsules from a biological perspective. For this purpose, an innovative
and practical approach was employed to coat the surface of the nanocapsules with PEG-bearing surfactants. This has the
potential to increase the circulation time of the nanocapsules in the bloodstream in future studies. All findings related to the
production process and formulation improvements obtained within the study will contribute to enhance the efficacy of
PMMA nanocapsules in future biomedical applications.
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I. GIRIS

Saglik alaninda nanoteknolojinin kullanimi, son
yillarda artan bir ivme ile tip ve ila¢ sektoriinde teshis
ve tedaviye yonelik yenilikgi tirlinlerin gelistirilmesine
olanak vermektedir. Ozellikle polimerik
nanopartikiiller; polimerlerin kimyasal ¢esitlilikleri,
yuzey, morfoloji ve boyut 6zelliklerinin nao 6lgekteki
kontrol olanag ile ilag salim uygulamalari, medikal
goriintiileme, doku  miihendisligi ile asl
formiilasyonlari gibi birgok ileri diizey kullanim alani
icerisinde yer bulmaktadir.

Polimer nanopartikller; nanokiire veya nanokapsul
morfolojisinde olmak {izere iki farkl sekilde tiretilebilir
[1]. Polimer nanokapstller, bir polimer kabuk ile
gevrelenmis sulu veya yaghi bir ¢ekirdek yapidan
olusmakta olup, nanokiire morfolojisine gore birtakim
avantajlara sahiptir. Bu rezervuar tipi nanopartikuller,
¢ok ¢esitli ilaglar1 polimer kabuklari i¢ine hapsederek
tagima sirasindaki biyolojik bozunmayi Onler ve
istenmeyen sizintilari engeller. Boylece, ilacin hedef
noktaya etkin bir sekilde ulasmasma katkida
bulunurlar. Diger yandan, polimer nanokapsullerin
hem kabuklarma hem de g¢ekirdek igerisine farkl
fizikokimyasal ozellige sahip molekiiller
yerlestirilebilir. Bu sayede ayni anda birden fazla tedavi
veya tedavi ile teshisi es zamanli saglayacak farkli
kombinasyonlarda nanotasiyict  yapilar  formiile
edilebilir. Ayrica, polimerlerin fonksiyonel gruplarla
modifiye edilme potansiyeli, nanopartikil yizeyinin
uygulamaya yonelik olarak islevsellik kazanmasini
saglar. Bu durum, nanopartikiillerin biyolojik
ortamlarla  olan etkilesimlerini  makromolekiiler
mihendislik yoluyla etkin bir sekilde kontrol etmek
icin temel bir rol oynar. Tum bu avantajlar nanokapsil
morfolojisinin saglik alanindaki uygulamalarda son
yillardaki artisini ve énemini vurgulamaktadir. Klinik
uygulamada basar1 icin ideal bir nanopartikiil yapisinin
yiiksek kapasitede ila¢ ve tiirevlerini tasima Ozelligi
yaninda, hedefli ve kontrolli ila¢ salimi1 ve/veya teshis
ozelligi ile kan akisinda yeterli dolasim siiresi gibi bir
takim anahtar Ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir
[2-6]. Bu ideal duruma ulasabilmek ancak
nanopartikillerin boyut, yiizey o6zellikleri, kolloidal
stabilitesi, formiilasyon bilesimi, {iretim yontemi ve
kosullar1 ile morfolojik yapisinin hassas ve optimum
bir sekilde tasarlanmasi ile gergeklesebilir.

Polimer nanokapsiillerin {iretim yontemleri arasmnda
miniemlsiyon polimerizasyonu (MEP),
miniemiilsiyon  ¢Oziici  buharlagtirma  yontemi
(MCBY) [7, 8], katman-katman birlestirme yontemi
(LBL), inorganik nanoparcaciklarin sablon olarak
kullanildigi  ve polimer ile kaplandiktan veya
polimerizasyon ile polimer olusumu saglandiktan sonra
inorganik yapinimn ortamdan uzaklastirildigt cesitli
yontemler [9-11] dikkat ¢ekmektedir. Diger yandan,
amfifilik blok kopolimerlerin kendiliginden organize
olarak olusturdugu igi sulu ¢ekirdek / polimer membran
yapisindaki polimerzomlarin formiilasyonlar1 da bir
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baska {iretim yontemi olarak goze ¢arpmaktadir [12-
14]. Uretim yontemleri nanopartikiliin boyut, yizey
ozellikleri lizerine etkili oldugu gibi morfolojik yapinin
nanokapsil veya nanokire olusumunda da rol
oynamaktadir. Bu yontemler igerisinde miniemiilsiyon
¢Oziici buharlastirma yontemi ve miniemiilsiyon
polimerizasyon yontemi ile ¢ok g¢esitli polimer
nanokiireler, polimer nanokapsiiller farkli biyomedikal
uygulamalar i¢in Uretilmistir [2]. Nanoteranostik
uygulamalar igin tiretilen bazi 1g1k duyarli nanokapsiil
formiilasyonlarinda fotoaktif molekillerin
polimerizasyon siirecinde bozunmasi gibi nedenler, bu
tip yapilarin miniemiilsiyon ¢oziicii buharlastirma
yontemi ile hazir polimerler kullanilarak tiretilmesine
neden olmustur [15]. Bu ve benzeri enkapsiilasyon
sureglerinin olumsuz etkilenme potansiyeli, Gretim
yonteminin se¢iminde onemli bir rol oynamaktadir.
Diger yandan bu iiretim yaklasimi ile hem su i¢inde yag
(Y/S) miniemiilsiyonu, hem de yag i¢inde su (S/Y)
miniemiilsiyonu  hazirlanabilmektedir. Bu da
nanokapsil formulasyonunun uygulamaya yonelik
olarak hem i¢i yagh c¢ekirdek hem de i¢i sulu ¢ekirdek
olarak tasarlanabildigini gostermektedir.

Miniemiilsiyon bazli iiretim yontemleri uygulanarak
cesitli polimer nanokiireler ve nanokapsiiller farkl
boyutlarda ve yiizey 6zelliklerinde uretilebilir. Bunlar
icerisinden polimetil metakrilat (PMMA)
nanokapsiiller, hem hazir PMMA kullanilarak
miniemiilsiyon ¢6ziicii buharlastirma yontemi ile, hem
de metil metakrilat (MMA) monomeri kullanilarak
polimerizasyon ile  Uretilebilmektedir. PMMA
biyouyumlu bir polimer olup; ortopedik dolgular,
ortodonti uygulamalari, katarakt ameliyatlar1 sonrasi
kullanilan intraokiiler lensler gibi cesitli biyomedikal
uygulamalarda  siklikla  giivenli  bir  sekilde
kullanilmaktadir [16]. Buna ilaveten, PMMA
nanopartikiiller as1 uygulamalar1 [17, 18], ila¢ salim
sistemlerinde melanoma tedavisi [19], c¢esitli
antibiyotiklerin taginimi [20], hiicre icine alim
calismalar1 [21], nanoteranostik olarak hiicre ici
sicaklik sensor uygulamalar: [15] ve cesitli antiseptik
molekiillerin tasinmasi [22] gibi bir ¢ok calismada da
yer almaktadir. PMMA nanopartikiillerin tretim
cesitliligi ve kolayligma ilaveten, saglik alanindaki
genis kullanim alani, polimerin kimyasal bozunmaya
kars1 direngli olmasi, birgok ila¢ ve tiirevi icin yiiksek
tasima kapasitesi, biyouyumlu yapisi gibi 6zellikleri bu
yondeki c¢alismalarin son yillarda artmasma neden
olmustur.

Tiim bunlarm 151¢1nda, bu ¢aligmanin amaci, Sekil 1°de
ozetlendigi sekilde saglik uygulamalarinda genis bir
kullanim alanma sahip PMMA nanokapsiillerin gesitli
formiilasyon degiskenlerinin boyut, morfoloji ve zeta
potansiyel (zerine etkisinin incelenmesi ve buradan
elde edilen sonuglarla formiilasyon bilesenleri ile
Uretim slrecinin iyilestirilmesidir. Morfolojik yapmin
etkisi ilerleyen ¢alismalarda yapinin ilag ve tiirevlerini
tagima kapasitesine etkili olacak olup, boyut ve zeta
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potansiyel 6zellikleri nanopartikillerin biyolojik ortam
ile etkilesimi ve hiicre ig¢ine alim Ozelliklerine etKki
edecektir. Nanopartikiillerin kan akiginda yeterli siire
dolagabilmesi i¢in ylizeyin iyonik olmayan, polietilen
glikol (PEG) bazl siirfaktanlar ile yenilik¢i ve kolay bir
yaklagimla modifiye edilmesi de ¢alismanin son adimi1
olarak gerceklestirilecektir.

2 Uretim Yéntemi
lyilestirmesi

Formiilasyon 1
iyilestirilmesi

Mo_rfolojik Yapinin
3 lyilestirilmesi

Sekil 1. Calismanmn Sematik Ozeti: PMMA
Nanokapsiillerin Formiilasyon, Uretim Yontemi,
Morfolojik Yapisi ve PEGilasyon Siireci Dahil Yiizey
Ozelliklerinin Tyilestirilmesi

Yiizey Ozelliklerinin
lyilestiriimesi 4

Il. MATERYAL VE METOD

2.1. Malzeme

Polimetil metakrilat (PMMA, 350 kDa, 120 kDa, 94.6
kDa, 35 kDa), sodyum dodesil sulfat (SDS, %99,
iyonik siirfaktan), metil metakrilat (MMA, 99%), 2,2'-
Azobis(2-metilbiitironitril)  (AIBN, > 98%),
hekzadekan (99%) Sigma-Aldrich'ten satin alinmustir.
Kloroform Acros Organics'ten elde edilmistir. Piring
kepegi yagi, TEA Natura (TEA Prodotti Naturali di
Manzotti P., Italya) firmasindan satin almmustir.
Lutensol AT 50 toz formunda (iyonik olmayan
strfaktan, alkilpolietilen glikol eter, Mw: 2460 g/moL)
BASF firmasindan temin edilmistir. iki farkli molekiil
agirhigl ayirma smirma sahip rejenere seliilozdan
yapilmis diyaliz membranlart (molekiiler agirlik
ayirma simirt 6-8 kDa ve 1 kDa) Carl Roth'tan satin
almmustir.

2.2. Nanokapstillerin Sentezi

Nanokapstl ~ sentezi iki yéntem uygulanarak
gerceklestirilmigtir. Bunlardan ilki olan miniemlsiyon
¢oziicii buharlagtirma yontemi (MCBY) Tablo 1°de
gorilmekte olan PNK1 — PNKS8 nanokapsullerinin
iretiminde kullanilmustir [7, 8, 15]. Sentez su sekilde
gerceklestirilmistir: Tablo 1°de belirtilmis olan farkli
miktarlarda (150, 200 ve 300 mg) PMMA, kloroform
(1.8 mL) igerisinde ¢oziilmiis ve bu ¢ozelti, piring
kepegi yagt (300 mg) ile karigtirilarak emiilsiyonun
dagilma fazi (i¢ faz) olusturulmustir. Buna paralel
olarak, yuzey aktif madde (SDS, 25 mg, 10 mg, 3.5 mg)
ultra saf suda (10 mL) ¢oziilerek siirekli faz (dis faz)
olusturulmustur. Bu iki faz bir saat boyunca 1000
rpm'de karistirilarak makroemiilsiyon elde edilmistir.
Bunu takiben, makroemiilsiyon buz sogutmasi altinda
sonikator (Branson Sonikatér W450) ile %90 genlikte
2 dakika boyunca homojenizasyona tabi tutulmustur
(10 saniye darbe/10 saniye mola). Son adimda, elde
edilen nanoemiilsiyon 30 °C'de 16 saat boyunca 300
rpm'de karistirilarak kloroform ugurulmus ve bunu
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takiben nanokapsiiller fazla SDS’i uzaklastirmak
amactyla ultra saf suya karsi diyalize (molekiiler agirlik
kesme limiti, MWCO 6-8 kDa) tabi tutularak
karakterizasyon i¢in hazir hale getirilmistir.

Ikinci yontem olarak, miniemiilsiyon polimerizasyonu
(MEP) Tablo 2’de goriilmekte olan PNK9-PNK10
nanokapsillerinin sentezi i¢in uygulanmistir {7, 8, 23].
Bu amagcla metil metakrilat (MMA, 1 g) monomeri notr
alliminyum oksit lizerinden gegirilerek saflagtiriimig ve
ardindan baslatict olarak kullanilan AIBN (44 mg) ve
nanokapsil cekirdek malzemesi olarak enkapstle
edilmesi planlanan yag fazi ile karistirilmustir.
Kullanilan yag fazi PNK9 i¢in sadece piring kepegi
yag1 olup (2 g), PNK10 igin ise esit miktarlarda piring
kepegi yagt (lg) ve hekzadekandan (lg)
olusturulmustur. Olusturulan bu dagilma fazi, sulu SDS
cozeltisi (1 mg/mL) ile 1 saat boyunca 1000 rpm’de
karigtirilarak makroemiilsiyon olusturulmustur. Bunu
takiben, makroemiilsiyon buz sogutmasi altinda
sonikator (Branson Sonikatdr W450) ile %90 genlikte
2 dakika boyunca homojenizasyona tabi tutulmustur
(10 saniye darbe/10 saniye mola). Ardindan azot ortami
altinda 68 °C’de 18 saat boyunca polimerizasyon
gergeklestirilerek, filtrasyon ve son olarak yukarida
anlatildigit ~ sekilde nanokapsiilleri  saflastirmak
amaciyla ultra saf suya karsi diyalize (molekiiler agirlik

kesme limiti, MWCO 6-8 kDa) tabi tutularak
karakterizasyon i¢in hazir hale getirilmistir.
2.3. Nanokapstllerin Karakterizasyonu
Nanokapsullerin  karakterizasyonu  boyut, zeta

potansiyel o6l¢cimi ve morfolojik karakterizasyon
seklinde  yiirlitilmistiir. ~ Nanokapsiill ~ boyutu
hidrodinamik ¢apin dinamik 11k sagilim (PSS Nicomp
380, Pargacik Boyutlandirma Sistemleri, ABD) metodu
ile 6l¢iimii seklinde belirlenmistir. Olgiimler, 20°C'de
ve sabit 90° agida yapilmistir. Nanokapsiillerin zeta ()
potansiyeli, elektroforetik 151k sagilim metodu
kullanilarak, Zetasizer Nano Z cihazt (Malvern
Instruments, UK) ile 1 mM potasyum Klor(r ¢ozeltisi
(1 mL) iginde 25 °C' de belirlenmistir. Morfolojik yapi,
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) kullanilarak
incelenmistir. TEM, 120 kV hizlandirma voltajinda
calisan bir JEOL 1400 transmisyon elektron
mikroskobu (Jeol Ltd., Tokyo, Japonya) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ornekler, seyreltilmis nanokapsiil
dispersiyonlarinin 300 mesh karbon kapl bakir
gridlerin {izerine damlatilmas1 ve kurumadan kaynakli
artefaktlar1 azaltmak icin fazla suyun bir filtre kagidi
kullanilarak alinmastyla hazirlanmistir.

.?_.4. Siirfaktan Degisim Yontemi ile PEGilasyon
Islemi

Bu islem formiilasyon parametrelerinden PMMA
miktar1 ve molekiil agirlig, stirfaktan miktari ile tiretim
yonteminin boyut, zeta potansiyel ve morfoloji izerine
olan etkisinin sonu¢ ve tartisma boliimiinde detayli
degerlendirilmesi ile optimum olarak belirlenen PNK1
nanokapsiilii  kullanilarak  geceklestirilmigtir. Bu
amacla PNK1 nanokapsili (2 mL) igerisine farkli
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miktarlarda (4 mg, 8 mg, 12 mg) iyonik olmayan
stirfaktanlardan alkilpolietilen glikol eter yapisindaki
Lutensol AT50 (BASF, MW: 2460 g/moL) eklenerek,
olusan karistm 3 saat boyunca 300 rpm hizinda
karistirilmigtir.  Nanokapsiil yiizeyi ile etkilesim
icerisinde  olmasit  beklenen  Lutensol  ATS50
stirfaktanlarmim iyonik yapidaki SDS siirfaktani ile yer
degistirmesini  saglamak amagli ilerletilen bu
metodolojinin ~ devaminda ~ SDS’in  ortamdan
uzaklastirilmast ig¢in 1 kDa molekiiler agirlik ayirma
siirina sahip rejenere seliilozdan olugan membran ile

24 saat boyunca ultra saf suya kars1 diyaliz
gergeklestirilmistir.  Bu  siiregte  belli  zaman
araliklarinda (17 sa., 21 sa., 24 sa.) diyaliz

membranindan numune almarak, ilgili numunelerin
zeta potansiyel olgtimleri yapilmistir. Her Olglim
sonrasi numune diyaliz membranina geri koyularak,
zeta potansiyel degerleri sabit olana kadar diyaliz
islemi devam ettirilmistir. Son numunenin boyut
olglimii yukarida anlatildigi sekilde dinamik 151k
sacihm (PSS Nicomp 380, ABD) metodu ile
belirlenerek, islem oncesi ve sonrasi boyut degerleri
kargilagtirilmistir.

III. SONUCLAR VE TARTISMA
Calismanin ilk adimmda PMMA nanopartikiilleri
miniemiilsiyon  ¢6ziici  buharlagtirma  yontemi
(MCBY)  kullanilarak  farkli  formiilasyonlarda
tiretilmistir. Bu islem icin kisaca su i¢inde yag (y/s) tipi
bir emiilsiyon olusturulmus ve yag damlaciklarinin su
icerisindeki stabilizasyonu icin iyonik bir sirfaktan
olan SDS kullanilmistir. Bu islemde, yag fazi olarak
biyouyumlu yapiy1 destekleyecek sekilde bitkisel
yaglardan piring kepegi yagi kullanilmis olup, daha
once nanoteranostik olarak hiicre ic¢i sicaklik
Ol¢iimiinde kullanilan MCB iiretim yontemi dikkate
almarak ilerlenmistir [15]. Yag fazi, Tablo 1°de
goriildiigi tizere farkli formiilasyonlarda degisen
PMMA polimer miktarlarmin organik bir ¢oziiciide
(kloroform) ¢oOziinmiis sekli ile karistirilmis ve
emiilsiyonun i¢ fazini olusturmustur. Su faz1 ve
dagilma fazi karistirilarak elde edilen makroemiilsiyon
ultrasonikasyona tabi tutularak nanodamlacik olusumu,
bir diger degisle miniemiilsiyon eldesi
gerceklestirilmigtir. Elde edilen miniemilsiyondan
organik ¢oziiciiniin (kloroform) yavas bir sekilde
buharlagtirilmas1 ile PMMA polimerlerinin piring
kepegi nanodamlaciklar1 tizerini kaplayarak kapsiil
morfolojisine  ulagsmast  hedeflenmistir.  Burada
¢oOziliciiniin buharlagsma hizinin da morfolojide etkili bir
faktor oldugu bilinmekle birlikte, bu adim onceki
caligmalardan elde edilen bilgiler [2, 15] ile 16 saatlik
bir buharlagtirma stiresi olarak sabit tutulmustur.

Tablo 1, MCBY ile sekiz farkli formiilasyon ile iretilen
PMMA nanopartikllerinin ortalama boyut ve zeta
potansiyel degerlerini gostermektedir. Calismanin 6n
denemelerinde, TWEEN 80 gibi iyonik olmayan ve

410

farmas6tik uygulamalarda siklikla kullanilan yilizey
aktif maddeler de stabilizatér olarak kullanilmig
olmakla birlikte, nanopartikiiller bu sekilde basari ile
iiretilememis ve boyutlar1 700 nm ile 1 mikron arasinda
degisen cesitli agregat yapilar olusmustur. Bu nedenle
caligma iyonik bir yiizey aktif madde ile devam
ettirilmis olup, formiilasyon igerigindeki malzemelerin
miktarlar1 degistirilerek ilerlenmistir. Ik asamada,
PMMA miktarinin (Tablo 1, PNK1, PNK2, PNK3)
artirilmast ve bunun ortalama boyut {izerine etkisi
degerlendirilmis olup, miktarin 150 mg degerinden 300
mg degerine ¢ikarilmasi boyutun yaklasik 40 nm kadar
biiyiimesine neden olmustur. Bu artis 6nemli bir
degisim gibi goriinmese de, Sekil 2 a, b ve ¢’de goriilen
Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)
analizlerinde, PMMA miktar1 artisinin partikiillerin

morfolojisini  nanokapsilden nanokire durumuna
dontistiirdigli  gortilmiistir.  Bunun nedeni artan
PMMA  miktarmin  {iretim  sirasinda  ¢6ziicii

buharlastirma adiminda sadece yag damlacigi ve su ara
fazinda c¢okme seklinde degil, tim damlacig
kapyalacak sekilde ¢okmesi oldugu diistiniilmektedir.
Sekil 2c’de yer yer kapsiil morfolojileri goriilmekle
beraber, morfoloji biiyik o6lcide nanokire formuna
gecmistir. Bu nedenle PMMA miktarinin en diisiik
oldugu 150 mg (PNKI1) secilerek, ikinci adimda
siirfaktan miktarinin degisiminin etkisi incelenmistir.
Buradaki ama¢ SDS miktarinin olabildigince az
kullanilmast ile partikiil bityiikligii ve partikiil sekli
degisiminin test edilmesidir. Tablo 1’de goriildigii
iizere SDS miktar1 2.5 kat artirildiginda boyutta 30 nm
kadar bir artis gozlenmekle beraber, zeta potansiyel
degeri beklenildigi lizere -51 mV degerinden -72 mV
degerine ¢ikmistir. Her iki deger de DLVO teorisi
dikkate alindiginda itme kuvvetlerinin, ¢ekme
kuvvetlerinden = daha  yiiksek  oldugunun ve
nanodamlaciklarm birbirleri ile birlesmeyerek su
icerisinde stabil olarak dagilacaginin gostergesidir [24].
Bir diger deyisle, nanopartikiiller her iki durumda da
stabil olup, Sekil 2e’de artan SDS miktarinin (PNK4)
morfolojiyi nanokapsiilden uzaklastirdigi
gorulmektedir. Nanokapsil morfolojisini elde etmede,
emiilsiyon icerisindeki fazlarin araylizey
gerilimlerinden kaynakl olarak polimer
nanopartikiiller ile yag damlaciklarnin iki ayr1 faz
olarak ayrilabilecegi ve sonunda kapsiil degil, heterojen
bir nanokiire morfolojisine ulasabilecegi Onceki
calismalarda  goriilmiistir [23]. Diger yandan
nanopartikillerin yizeyleri ¢ok yiksek negatif veya
pozitif  yikler tasidiginda, kan igerisindeki
biyomolekiiller ile etkilisimi sonucu agregasyon gibi
olumsuz sonuglarin olusabildigi c¢alismalar da
mevcuttur [25]. TUm bunlar disiinildiiginde SDS
miktarinin artist uygun olarak degerlendirilmemis,
miktarin 1 mg/mL degerinden (PNK1, Tablo 1, Sekil
2a,d) 0.35 mg/mL degerine (PNKS, Tablo 1, Sekil 2f)
diistiriilerek boyut, zeta potansiyel ve morfoloji lizerine
etkisi degerlendirilmistir. SDS miktarmin yaridan daha
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fazla azaltilmas1 sonucu nanokapsiil morfolojisi bilyiik
olgiide korunmakla beraber (Sekil 2f), boyut 220 nm
civarindan 340 nm’ye yiikselmistir. Diger yandan zeta
potansiyel degerinde 6nemli sayilabilecek bir azalig
goriilmemis, nanopartikiller (Tablo 1, PNK4, -50.9

mV) stabilitesini stirdiirmistiir. Gelinen noktada,
optimum SDS miktart 1 mg/mL olarak belirlenmis
olup, calismalara bu sekilde devam edilmesine karar
verilmisgtir.

Tablo 1. Nanokapsil Kabuk (PMMA: Polimetil Metakrilat) Miktar1 ve Molekiil Agirligi ile Siirfaktan Miktart
(SDS: sodyum dodesil siilfat) Degisimin incelenmesi

Nerokapsil - Kabulc PMMA - (00G (e sDS kan  OTHIMABOM ooy
(kDa) (mg/mL) (mV)
PNK1 150 120 1 222+0.4 -51.4+1.1
PNK2 200 120 1 257+1.6 -57.7+0.9
PNK3 300 120 1 266+0.5 -59.3+1.5
PNK4 150 120 25 252+0.6 -712.2+0.6
PNKS5 150 120 0.35 340+9.2 -50.9+0.7
PNK6 150 35 1 181+1.7 -58.9+1.4
PNK7 150 94.6 1 201+3.4 -55.9+0.8
PNKS8 150 350 1 264+0.6 -69.6+1.2

*Cekirdek malzemesi olarak piring kepegi yag1 300 mg olarak sabit miktarda kullamlmistir. Uretim, Miniemiilsiyon Coziicii

Buharlagtirma Yontemi (MCBY) ile gergeklestlrllmlstlr

Sekil 2. Morfolopk Karakterlzasyon Transmisyon Elektron Mikroskobu Sonuglar1 (a) PNK1, (b) PNK2, (c)
PNK3, (d) PNK1, (e) PNK4, (f) PNKS5, (g) PNKS, (h) PNK7, (i) PNKS.
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Calismanin devaminda, 150 mg PMMA miktart ve 1
mg/mL SDS miktari ile devam edilerek, farkli molekiil
agirliginda PMMA  polimerinin  nanopartikiillerin
boyut, zeta potansiyel ve morfolojisi (zerine etkisi
incelenmistir. Tablo 1°de listelenen nanopartikiil
formiilasyonlarma bakildiginda 4 farkli molekiil
agirhiginda (35 kDa, 94.6 kDa, 120 kDa, 350 kDa)
PMMA’in formiilasyonda denenmesi ile boyut ve zeta
potansiyel degerlerinin farklilagtigi goriilmektedir.
Buradaki egilim, beklendigi tizere PMMA polimerinin
molekiil agirligi arttikca nanopartikiillerin ortalama
boyutunun da arttigi yoniindedir. 35 kDa PMMA
kullanildiginda boyut 181 nm iken (PNK6, Tablo 1)
350 kDa PMMA kullanildiginda boyut 264 nm olarak
belirlenmistir. Zeta potansiyel degerlerine
baktigimizda, yine DLVO teorisi dikkate alindiginda,
nanodamlaciklar arasinda siirfaktanlarin olusturdugu
itme kuwvetinin ¢ekme kuvvetlerinden daha yiksek
oldugu ve yiiksek zeta potansiyel degerlerinin ( >-30
mV) tim nanopartikiillerde goriildiigli, dolayisiyla
kolloidal stabilitenin saglandif1 sonucuna varilmistir
[24]. Ancak PNK4 nanopartikiilinde bahsedildigi
tizere, ¢ok yiiksek zeta potansiyel degerlerinin kan
icerisindeki biyomolekiiller ile etkilesim sirasinda
istenmeyen  stabilite  problemlerine de neden
olabilecegi not edilmelidir [25]. Sekil 2 incelendiginde
PNK1, PNK6 ve PNK7 nanopartikillerinin kapsul
morfolojisini korudugu ancak molekiil agirlig1 350 kDa
olan PMMA ile Uretilen PNK8 nanopartikillerin hem
nanokapsil hem de nanokiire morfolojisi olmak Uzere
heterojen bir yapida sonuglandigi goriilmiistiir. Bunun
nedeni olarak, yuksek molekil agirliginin daha 6nce
yiksek miktarda kullanilan PMMA nanopartikiil
iretiminde belirttigimize benzer sekilde (PNK3, Tablo
1) iiretim sirasinda ¢Oziicii buharlastirma adiminda
PMMA polimerinin yer yer tiim damlacig1 kaplayacak
sekilde ¢okmesi oldugu disiiniilmektedir. Diger
yandan, burada hedef boyutun 200 nm civarlarinda
tutularak, ilerleyen calismalarda artirilmis gecirgenlik
ve tutulum (EPR: Enhanced Permeability and
Retention) etkisinden yararlanmak lizere kanserde pasif
hedeflendirme uygulamalarinda kullanilma
potansiyelini sakli tutmaktir [26]. Sonu¢ olarak,
¢alismanm bu adiminda PMMA miktari, molekiil
agirhig ve sirfaktan miktari olmak iizere ii¢ farkl
parametrenin  degisimi incelenmistir. Bu  grup
igerisinden PNK1 formiilasyonu 200 nm civarina yakin
ortalama boyutu, ylksek zeta potansiyeli ile sagladig
kolloidal stabilitesi ve morfolojik analizlerinde gorilen
net, homojen kapsiil gorlintiileri ile uygun bulunmus
olup, calismanin devaminda farkli parametreler bunu
baz alarak degerlendirilmistir.

Calismanm bir sonraki adimminda iiretim yontemin
etkisi incelenmistir. Tablo 1 ve Sekil 2°de goriilmekte
olan 8 farkli formiilasyon ile MCBY ile iiretilen
PMMA  nanopartikiillerinin -~ MEP ile  dretimi
degerlendirilmistir. Burada, MMA monomerinin
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radikal polimerizasyonu miniemulsiyon igerisinde
gerceklestirilerek, olusan PMMA polimerinin yag/su
arafazinda ¢okmesi ve kapsiil olusumunun saglanmasi
hedeflenmistir. Bu tip {retimler sirasinda Y/S
emiilsiyon sistemlerinde monomer damlaciklari
igerisine Ostwald olgunlasmas1 (Ostwald ripening)
etkisini ortadan kaldirmak ig¢in, yiiksek hidrofobik
ozellikte bir yardimci molekiil eklendigi bilinmektedir.
Bu amagla genellikle hekzadekan kullanilmakta olup,
literatiirde bu sekilde iretilen PMMA nanokapsiiller
vardir [7, 8]. Ancak iriniin farmasétik olarak
kullanilabilmesi igin kapsiil icerisinde biyouyumlu bir
yag olmasi hedeflendiginden, ¢alismada yine benzer
sekilde oncelikle piring kepegi yagi kullanilmasina
karar verilmistir. Tablo 2’de goriildiigii lizere siirfaktan
miktar1t MCBY yontemi ile ayni tutulmus olup,
saflastirilan MMA monomeri, radikal polimerizasyon
islemleri igin gerekli olan baglatici molekiil (AIBN) ve
piring kepegi yagi ile karistirilarak i¢ fazi olugturmustir.
Ardindan sulu sirfaktan fazi ile karistirilarak
makroemilsiyon olusturulmus ve bunu takiben
ultrasonikasyon ile su igerisindeki nanodamlaciklarin
olusumu saglanmistir. Polimerizasyonun 18 saat
boyunca 68 °C’de azot ortaminda gerceklestirilmesi ile
nanopartikiiller elde edilmistir. Bu islemde bagslatici ile
reaksiyona girmeyen monomeri ortamdan
uzaklastirmak i¢in, nanopartikiiller saflagtirma adimina
tabi tutulmustur. Sonugta, Tablo 2’de goriildiigii lizere
PNK9 nanopartikiilleri basar1 ile tiretilememis ve 1.3
mikron boyutundan daha biiyiik agregatlar olusmustur.
Bunun nedenini  anlayabilmek igin, yukarida
bahsedildigi iizere piring kepegi yagina ilave olarak
hidrofobik 6zelligi ¢ok yiiksek olan hekzadekan,
cekirdek igerigine eklenmis ve polimerizasyon ayni
kosularda yiiriitiilmiistiir. Bunun sonucunda partikiil
boyutu 202 nm civarlarina diismiis ve -59.2 mV zeta
potansiyel degeri ile kolloidal agidan stabil bir
nanopartikiil elde edilmistir. Buradan ¢ikan sonug,
yukarida bahsedildigi iizere piring kepegi yaginin tek
basina polimerizasyon sirasinda Laplace basincini
dengeleyemedigi ve sonugta Ostwald olgunlasmasi ile
kiiciik damlaciklarin biiyiik damlaciklara difiize olarak
agregat olusumuna neden oldugu yoniindedir.
Hekzadekan ilavesinin, damlaciklar igerisindeki
basinca sundugu katki ile Laplace basincini
dengeleyebildigi ve bu bahsedilen Ostwald
olgunlasmasi durumunun gergeklesmedigi
goriilmiistiir. Bu sonu¢ degerli olmakla birlikte,
hekzadekan iceren bir yapmin gelecek biyomedikal
uygulamalar icin fayda saglamayacagini dikkate
aldigimizda, miniemiilsiyon polimerizasyonunun bu
asamada pratik olmadigi goriilmiistir. Bu acidan
calismada daha Once basari ile elde etti§imiz bitkisel
yag c¢ekirdekli (piring kepegi yag) PMMA
nanokapsiilleri dikkate aldigimizda, miniemiilsiyon
¢Oziici buharlastrma yonteminin uygun {iretim
yontemi oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 2. Nanokapsiil Uretim Yontemi Degisimin Incelenmesi. Uretim Metodu: Miniemiilsiyon Polimerizasyon
(MEP). MMA: Metil Metakrilat. Baglatici: AIBN

Nanokapsul Monomer: Cekirdek icerigi ve Miktar Sirfaktan: Ortalama Zeta
Kodu MMA (g/mL) SDS Miktan Boyut (nm) Potansiyel
. i x Agregat
PNK9 0.067 Pirin¢ Kepegi Yag:i —0.13 1 olusumu, >1.3 )
PNK10 0.067 Piring Kepegi Yagi — 0.67 1 202+0.4 59.240.8

Hekzadekan — 0.066

-Agregat yapilar olustugu icin zeta potansiyel degeri belirlenmemistir.

Sekil 1°de goriilmekte olan formiilasyon, iiretim ve
morfolojik yapinin iyilestirilmesi adimlarmin ardindan
son olarak yizey ozelliklerinin bir biyomedikal
uygulama goziiyle iyilestirilmesi ve biyolojik etkileri
dikkate alarak gelistirilmesi {izerine odaklanilmustir.
Bunun igin, yukarida tartisilan nedenlerden Otird
PNKI1 nanokapsiilleri se¢ilmis olup, 222+0.4 nm
boyutunda, -51.4+1.1 mV zeta potansiyel degerindeki
(Tablo 3) yapmin yiizey 6zelliklerinin gelistirilmesi
tizerine calistlmistir. Bilindigi lizere nanopartikiillerin
kan akisindaki dolagim siiresini artirmak icin yilizeyin
PEG gibi ¢esitli malzemelerle kaplanmasi ve bu sayede
kandaki opsonin proteinlerle etkilesiminin azaltilmasi
bir yol olarak oOnerilmektedir. Bu adim sayesinde,
nanopartikiller makrofajlardan  saklanabilecek ve
hizlica viicuttan atilimi engellenmis olacaktir [27].
Diger yandan, nanopartikiillerin yiizey yiikiiniin
azaltilmasi ve sterik stabilizasyonun saglanmasinin da
kandaki opsonin proteinler ile etkilesimi azaltmada rolii
olabilecegi bilinmektedir [25, 27]. Bu iki faktér g6z
oniinde bulunduruldugunda, klasik kovalent baglama
yontemleri ile uygulanan PEGilasyon islemine
alternatif son derece pratik ve yenilik¢i bir yaklasimla
PNK1 nanokapsiillerinin yiizeyindeki SDS siirfaktani
iyonik olmayan ve PEG yapili bir siirfaktan olan
Lutensol ATS50 ile yer degistirerek hem yiizey yiikii
kontrol altina almacak, hem de yizeyin PEGilasyonu
ile opsonin proteinlerle etkilesiminin azaltilmasi
saglanacaktir. Bunun i¢in 2 mg/mL, 4 mg/mL ve 6
mg/mL olmak tizere farkli miktarlarda molekiil agirlig
2460 g/mol olan Lutensol AT50 (Tablo 3, Sekil 3)
PNK1 nanopartikiiline eklenerek 3 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Bunu takiben, 1 kDa molekiler
agirlik ayirma sinirma sahip rejenere seliilozdan olusan
membran ile 24 saat boyunca ultra saf suya kars1 diyaliz
gerceklestirilmigtir. Burada amag, nanopartikil yizeyi
ile etkilesim igerisinde olan Lutensol ATS50
sirfaktaninin SDS ile yer degistirerek, serbest kalan
SDS molekiillerinin (molekiil agirligi: 288.4 g/mol)
diyaliz ile ortamdan uzaklastiritlmasidir. SDS
molekdllerinin ve Lutensol AT50 siirfaktanin molekiil
agirhig distinildiginde, kullanilan 1 kDa diyaliz
membran1 bu amaca hizmet edecektir. Benzer bir
yontem daha once silika nanokapsillerin Uretilmesi

sirasinda kullanilan CTMA-CI
(cetyltrimethylammonium  chloride) siirfaktaninin
Lutensol AT50 ile yer degistirmesi siirecinde

kullanilmis ve basar1 ile PEGilasyon saglanmistir [28].
Tablo 3 incelendiginde, kullanilan Lutensol AT50
miktarmin boyut lizerinde énemli bir etkisinin olmadig1

goriilmistiir. Diger yandan, zeta potansiyelin -51.4 mV
degerinden, 2 mg/mL, 4 mg/mL ve 6 mg/mL Lutensol
ATS50 kullanildiginda sirasiyla -29.1 mV, -20.0 mV ve
-20.5 mV degerlerine diistiigii goriilmiistiir. Buradan
¢ikacak sonug, 4 mg/mL degerinin bir limit oldugu ve
Lutensol miktarmin artirmrminin PEGilasyon agisindan
bir fark yaratmadigi seklinde yorumlanabilir. Diger
yandan, zeta potansiyel degerinin -20 mV dolaylarina
diismesi, kandaki opsonin proteinleri ile etkilesim
agisindan olumlu bir perspektif sunmakla beraber,
kolloidal stabilitenin hem elektrostatik hem de sterik
etkilesimlerle saglandigini da gostermektedir. Bu,
PMMA nanokapsullerin yizeyinin Lutensol AT50 ile
kaplandigi, dolayisiyla PEGilasyon siirecinin basari ile
sonuglandigini  gostermekle beraber, yiizeyde SDS
molekiillerinin de kismen yer aldigin1 ve elektrostatik
stabilizasyonu sagladigimi gostermektedir.

Tablo 3. Optimum Nanokapsul Formilasyonunun
(PNK1) Siirfaktan Degisim Yontemi ile PEGilasyon
Siirecinin Incelenmesi

N Lutensol Zeta
Nanokapsul AT50 Ortalama Potansiyel
Kodu (mg/mL) Boyut (nm) (mv)

PNK1 0 222+0.4 -51.4+1.1
PNK1-P1 2 217+1.2 -29.1+0.7
PNK1-P2 4 215+1.3 -20.0+0.7
PNK1-P3 6 216+3.4 -20.5+0.8

Sekil 3. Morfolojik Kérakterizayon. Trnsmison
Elektron Mikroskobu Sonuglar1 (a) PNK1-P1, (b)
PNKZ1-P2, (c) PNK1-P3, (d) PNK1-P3
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Sekil 3’te goriilmekte olan TEM fotograflan
incelendiginde, siirfaktan degisim siirecinin PMMA
nanokapsiillerin ~ morfolojik  yapisina  etkisinin
olmadigi, ve tiim kosullarda kapsiil morfolojisinin
korundugu goriilmektedir.

IV. SONUC

Sonug olarak, bu ¢alisma saglik uygulamalarinda genis
bir kullanim alanma sahip PMMA nanokapsiillerin
boyut, morfoloji ve =zeta potansiyelini ¢esitli
formiilasyon degiskenlerine bagl olarak incelemistir.
Elde edilen bulgular, formiilasyon bilesenlerinin ve
uretim stirecinin, nanokapsiillerin incelenen ozellikleri
tizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu gostermistir.
Calisma kapsaminda, bitkisel bir yag olan piring kepegi
yagi igerikli nanokapsiil formiilasyonunun iiretimi i¢in
miniemiilsiyon ¢6ziicii buharlagtirma ydnteminin
uygun  oldugu, miniemulsiyon  polimerizasyon
stirecinde ancak agregatlar elde edilebildigi sonucuna
vartlmistir. Diger yandan, PMMA miktar1 ve molekiil
agirhg ile siirfaktan miktart ve cesidi gibi gesitli
parametrelerin de kapstl morfolojisinde 6nemli bir
etkisi oldugu goriilmiistiir. Ayrica, nanopartikiillerin
kan akisinda yeterli siire kalabilmesi i¢in ylizeylerinin
PEG ile modifiye edilmesi igin uygulanan surfaktan
degisim yontemi, calismanin yenilik¢i ve pratik
yaklagimlarindan biri olarak 6ne ¢ikmustir. Bu bulgular,
PMMA  nanokapsiillerin ~ daha  etkili  saghk
uygulamalar1 gelistirilmesine yonelik formiilasyon ve
tiretim siireglerinin iyilestirilmesi i¢in 6nemli bir temel
teskil etmektedir. Sonugta, bu caligmanin ortaya
koydugu temel bulgular, nanokapsiil tabanli ilag salim
sistemlerinin ~ optimizasyonu  ve etkinliginin
artirilmasina  yonelik gelecek ¢aligmalara katki
saglayacaktir.
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