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FONKSIYONELLESTIRILMIiS MEZOGOZENEKLI SILIKA
MALZEMELERIN ILAC TASIMA KAPASITELERININ BELIRLENMESI VE
PC3 HUCRE HATTI UZERINDEKI IN VITRO ETKILERININ INCELENMESI
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Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Pembegiil UYAR ARPACI
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2025, 52 Sayfa

Jiiri
Dr. Ogr. Uyesi Pembegiil UYAR ARPACI
Doc. Dr. Ozlem CETIN
Dr. Ogr. Uyesi Tugba Nur ASLAN

Prostat kanseri, diinya genelinde erkekler arasinda en yaygin ve dliimciil kanser tiirlerinden biri olup,
erkeklerde kanser kaynakli 6liimler arasinda altinci sirada yer almaktadir. Prostat kanserinin tedavisinde
siklikla bagvurulan yontemlerden biri kemoterapidir. Ancak kemoterapétik ajanlarin temel dezavantaji,
yalnizca kanserli hiicreleri degil, ayn1 zamanda saglikli hiicre ve dokulari da hedef almalar1 nedeniyle
ciddi sistemik yan etkilere yol acabilmeleridir. Bu nedenle, son yillarda ila¢ tasiyici sistemler, kanser
tedavisinde umut vadeden alternatif yaklasimlar olarak dikkat cekmektedir.

Bu kapsamda, mezogozenekli silika temelli malzemeler, sahip olduklari iistiin fizikokimyasal 6zellikleri
nedeniyle ila¢ tasima uygulamalarinda yaygin olarak arastirilmaktadir. Silika bazli mezogdzenekli
yapilar, yiiksek 0zgiil yiizey alani, genis gézenek hacmi, tekdiize gézenek boyutu dagilimi, yiiksek
biyouyumluluk ve diisiik toksisite gibi avantajlara sahiptir. Bu ¢alismada, ilag tasiyici sistem olarak SBA-
15 tipi mezogozenekli silika kullanilmigtir. SBA-15’in diizenli altigen gézenek yapisi, ilaglarin kontrolli
salimi igin uygun bir platform sunmaktadir. Malzemelerin morfolojisi, mezoyapisi ve
fonksiyonelligi taramali elektron mikroskobu, kiiciik acili X-1s11 sacilmasi, azot adsorpsiyon-
desorpsiyonu, Fourier dontisiimlii kizilotesi spektroskopisi kullanilarak karakterize edildi.BET
(Brunauer-Emmett-Teller) yontemi ile yiizey alam1 ve BJH (Barret-Hoyner-Halenda) yontemi ile
ortalama gozenek boyutu ve hacmi belirlenmistir. Yapisal uygunlugu dogrulanan SBA-15, daha sonra
cesitli fonksiyonel gruplarla modifiye edilmistir. Fonksiyonel SBA-15 yapilarinin biyolojik etkinligi,
L929 (saglikl1 fare fibroblast) ve PC-3 (insan prostat kanseri) hiicre hatlarinda in vitro toksisite analizleri
ile degerlendirilmistir. Hiicre kiiltlirii ¢calismalar1 kapsaminda, PC-3 hiicreleri %10 FBS (Fetal Bovine
Serum) ve gentamisin igeren RPMI-1640, L1929 hiicreleri ise %10 FBS ve penisilin igeren DMEM high
glucose ortaminda kiiltiire edilmistir. Hiicresel toksisite testleri, MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) yontemiyle gergeklestirilmis ve SBA-15'in toksisitesi 6.17-166.6 ug/ml doz
araliginda incelenmistir. Hiicre canliligmi %80’in {izerinde koruyan dozlar biyouyumlu olarak belirlenmis
ve bu dozlarda doksorubisin (DOX) yiiklenmis SBA-15 yapilar1 her iki hiicre hattina uygulanmustir.

Elde edilen bulgular, fonksiyonel SBA-15 yapilarnin PC-3 kanser hiicrelerinde segici toksisite
gosterdigini, buna karsin 1929 saglikli hiicreler {izerinde anlamli bir toksik etki olusturmadigini ortaya
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koymustur. Bu durum, fonksiyonel gruplarin kanserli ve saglikli hiicreler arasindaki biyokimyasal
farkliliklar1 tantyabildigini ve hedefe yonelik segici etkilesim potansiyeline sahip oldugunu
gostermektedir. Ayrica, doksorubisin yiiklii saf SBA-15 yapilari, salim davranisina bagli olarak sadece
PC-3 hiicrelerinde anlamli sitotoksisite olusturmus; 1929 hiicrelerinde ise canlilik yiiksek seviyelerde
korunmustur. ICso degerlerinden elde edilen yaklasik 1.8’lik segicilik indeksi, bu sistemin antikanser
seciciligini kantitatif olarak da desteklemektedir.

Sonug olarak, bu ¢aligma, fonksiyonel ylizey modifikasyonu ile biyolojik taniyicilik saglayan yapilarmn ve
ilag yiiklii SBA-15 sistemlerinin birlikte veya ayr1 ayr1 prostat kanseri tedavisinde hedefe yonelik, segici

ve glivenli ilag tasiyict platformlar olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: ila¢ tasima, 1.929, Mezogozenekli silika, PC-3, SBA-15
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Prostate cancer is one of the most common and lethal types of cancer among men worldwide, ranking
sixth among cancer-related deaths in males. Chemotherapy remains one of the primary treatment options
for prostate cancer. However, a major drawback of chemotherapeutic agents is their lack of selectivity,
often targeting not only cancerous cells but also healthy tissues, thereby leading to severe systemic side
effects. As a result, drug delivery systems have recently emerged as promising alternative strategies in
cancer therapy.

In this context, mesoporous silica-based materials have garnered significant attention due to their
outstanding physicochemical properties for drug delivery applications. These materials offer numerous
advantages such as high specific surface area, large pore volume, uniform pore size distribution, high
biocompatibility, and low toxicity. In this study, SBA-15 type mesoporous silica was selected as a drug
carrier system. Owing to its well-ordered hexagonal pore structure, SBA-15 provides a suitable platform
for the controlled release of therapeutic agents. The morphology, mesostructure and funcitionality of the
metarials were characterized by scanning electron microscopy, small-angle X-ray scattering, nitrogen
adsorption-desorption, Fourier transform infrared spectroscopy. Surface area was determined by BET
(Brunauer—Emmett-Teller) method and average pore size and volume were determined by BJH (Barret-
Hoyner-Halenda) method. SBA-15, whose structural suitability was confirmed, was then modified with
various functional groups. The biological activity of functionalized SBA-15 structures was assessed
through in vitro cytotoxicity assays using L929 (healthy mouse fibroblast) and PC-3 (human prostate
cancer) cell lines. In cell culture experiments, PC-3 cells were maintained in RPMI-1640 medium
supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS) and gentamicin, while L929 cells were cultured in
DMEM high glucose medium containing 10% FBS and penicillin. Cell viability was evaluated using the
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay across a concentration range
of 6.17-166.6 ug/mL. Concentrations that preserved cell viability above 80% were considered
biocompatible. SBA-15 particles were subsequently loaded with doxorubicin (DOX) at these
concentrations and applied to both cell lines.

The results revealed that functionalized SBA-15 structures exhibited selective cytotoxicity toward PC-3
cancer cells, while exerting no significant toxicity on healthy 1929 cells. This suggests that surface
functional groups may facilitate selective interactions by recognizing biochemical differences between
cancerous and healthy cells. Furthermore, DOX-loaded non-functionalized SBA-15 structures induced
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dose-dependent cytotoxicity in PC-3 cells, while maintaining high cell viability in L929 cells. This effect
is likely due to the drug release behavior of the system, where DOX is preferentially released in the tumor
microenvironment. The calculated selectivity index (SI) of approximately 1.8, based on ICso values,
quantitatively supports the anticancer specificity of the system.

In conclusion, this study demonstrates that both surface-functionalized SBA-15 structures and DOX-
loaded SBA-15 carriers exhibit selective behavior through different mechanisms—either via biological

recognition or controlled release—and may serve as promising, safe, and target-oriented drug delivery
platforms for prostate cancer therapy.

Keywords: Drug Delivery, L929, Mesoporous silica, PC-3, SBA-15
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

°C: santigrat derece
MI: mililitre
ug: mikrogram

pl: mikrolitre

Kisaltmalar

BET: (Brenuer-Emmet-Teller)
BJH:Barret-Hoyner-Halenda

CO; : Karbondioksit

DMEM High Glucose:1.929 Besiyeri Ortami
DMSO : Dimetil siilfoksit

DOX: Doksorubisin

FBS :Fetal Bovine Serum

H20: Su

IC50 :inhibisyon Konsantrasyonu

L-929 :Fare Fibroblast Hiicre Hatt1

mg: Miligram

ml: Mililitre

MTT: 3- [4, 5- dimethylthiazol- 2- yl]- 2, 5 diphenyltetrazolium bromide
P123: Triblock co-polymer, EO»0PO70EO»
PC-3: Prostat Kanseri Hiicre Hatt1
RPMI-1640: PC3 Hiicre Hatt1 Besiyeri

S0: SBA-15

S4: Trimetoksi [3-(metil amino) propil]silan
S5: [3-(N, N-dimetilamino) propil] trimetoksisilan
S6: 3- aminopropiltrimetoksisilan

SBA-15: Santa Barbara Amorphous No:15
SEM: Taramali elektron mikroskobu

TEM: Gegirimli elektron mikroskobu
TEOS: Tetraetilortosilikat

XRD: X-Ismi kirinimi Spektroskopisi

X



ICINDEKILER

FONKSIYONELLESTIRILMIiS MEZOGOZENEKLI SILIKA
MALZEMELERIN ILAC TASIMA KAPASITELERININ BELIRLENMESI VE
PC3 HUCRE HATTI UZERINDEKI IN VITRO ETKILERININ INCELENMESI1

L0 771 D PSSP v
ABSTRACT ...ttt e et e e et b e e e s bb et e e s antbeeas vi
ONSOZ ...ttt ettt viii
SIMGELER VE KISALTMALAR...........cccoooitiiiiiietiieeeeee et ix
ICINDEKILER .........oooooiiiiieccceee ettt en s X
@] 1 23 1R 1
2. KAYNAK ARASTIRMASL......cooiitiiiiiiiiiie ittt nniben e e nniaeae e 2
B B € 1 T P 2
Sekil 2.1 Kanser ilerlemesi ve metastazlari............ooovvvvviiiieiiniiiiiiiiiiiicee e 3
2.1.1. Prostat KAnSEIT .....ccciiuiriieiiiiiiie s e e 3
Sekil 2.2 PC-3 Prostat kanser (https://www.medicoverhospitals.in/diseases/prostate-
cancer/)gier. .. S S A LR R 4
2.1.2 Antioksidanlar ve Kanser Tedavisi ..........cccveiriiriieiiiiiiiieiiee e 4
2.1.3. DOKSOTUDISIN ...t e e 5
Sekil 2.3 Doksorubisin kimyasal GOSN .......ceeeeiiiiiiiiiiiiiieieisiiiiiiece e 5
2.2. 118G SAINIMI ...ttt ettt et sttt st e et e e e e 6
2.3. Mezo@0zenekli STIIKA .......oooiiiiiiiiiiiic e 6
Sekil 2.4: Tipik yontem i¢In MISN ....cooiiiiiiiiiiiiie i 7
Sekil 2.5 Gozenekli malzemeler ve gozenek ¢aplarina gore siniflandirilmasi............. 7
2.4 SB A - LS e 8
Sekil 2.6 SBA-15 olusum asamalart ..............cevvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiciceeceeeeeeeeeeeee e 8
Sekil 2.7: SBA-15"in hazirlanmasi i¢in sentez yolu .........ccccoovviiiiiiiiiiiiecc 8
3. MATERYAL VE YONTEM ........c.c.cocooviiiiiiieeeeeeeeeeee et en s 9
3.1. Nanotas1y1c1 SBA-15 SENtEZIi.......ccuuiiiiiiiiiiiiiiiiie e 9
Sekil 3.1: SBA-15 silika sentezinin sematik gOStErimi. .........covcvvvveeriiiieieeriiiieeeniiiene. 9
3.1 SBA-15 Silika Yiizeyinin Asilama Yontemi ile Fonksiyonellestirilmesi............... 9
Sekil 3.2: Fonksiyonellestirme Isleminde Kullanilan Reflux Diizenegi .................... 10
3.2. SBA-15’e Doksorubisin (DOX) Yiiklenmesi ve Salinimi ..............ccccccoeiinnnnnnns 11
3.3. PC-3, 1929 HUCIE Hattl.....vuviiiiiiiii et arae 12
3.3.1. PC-3 HUCTE Hattl .ovvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaiiiiieibiiebieiiiees 12
Sekil 3.3: PC-3 hiicre hattt (10X) ..vooeeiiiiiiiiiiiiieeeeeiiiiiiiien e iirneeee s 12
RICIN DAl 5 L1 Te) o  C21 1 SRR 12
Sekil 3.4: 1929 hiicre hattt (10X) ....ooooiiiiiiiiiiiiieeeesiiiiiiie e 12
IR TC TR = 11 (o3 (ol 002 1 1 [P 13



3.3.4. Hiicrelerin Cogaltilmasi ve Pasajlanmast ...........ccccooovviiiiiiiiiiiiiicci 13

3.3.5. HUCTEIETIN SAYIMI....eeiiiiiiiiiiiieiiiie sttt 13
3.3.6. Hiicrelerin Dondurulmast...........ccuuviiiiiiiiiiiiiiiic e 14
3.4. Sitotoksite CallSMASI ...............ooooiiiiiiiiii 14
3.4.1 MTT Yontemiyle SBA-15’in L929 ve PC-3 Hiicrelerine Kars1 Sitotoksitite
F N 1 F:1 172 1<) o OSSPSR 14
342 MTT Yontemiyle Doksorubisin Yiiklenen SBA-15’in PC-3 ve L1929
Hiicrelerine Kars1 Sitotoksitite Analizleri 15
Sekil 3.5: PC-3 ve L929 Hiicrelerinin Sitotoksite Analizleri .........ccccveeeeiiiiiiinnnnnnn. 16
4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA ...ttt 16
4.1. SBA-15 Orneklerinin KaraKterizasyonu....................ccccocvurvevevererenenececnseenennns 16
4.1.1.N; Adsorpsiyon ANAlizi..............ccooooiiiiiiiiiiii e 16
Cizelge 4.1 Sentezlenen Malzemelerin Yapisal OzelliKIeri.............cccoeevrveriervirenennns 17
4.1.2.Diisiik A¢ilt XRD ANALZI.........ocovviiiiiiiiiii e 17
Sekil 4.1 Saf SBA-15 ve fonksiyonellestirilmis SBA-15 Orneklerinin diisiik Acili
XRD KIrmnimi DESENI....cceiiiiiiiiiiiiiie ittt e e 18
4.2, SEM ANANZI.........ooooiiiiiiiiiiiiii et 18
Sekil 4.2 Saf SBA-15 ve Fonksiyonellestirilmis SBA-15 Orneklerinin SEM
goriintiileri: a) Saf SBA-15 (S0) , b) S4-SBA-15, ¢) S5-SBA-15, d) S6-SBA-15.....19
43 TEM ANALIZI .......oooiiiiiiiic e 19
Sekil 4.3 Fonksiyonellestirilmis SBA-15 6rneklerinin TEM desenleri: S4-SBA-15
(a), S5-SBA-15 (b) V& S6-SBA-15 (C). eeetiirieeeiiiiiie et 20
4.4. SBA-15’e Dox Yiikleme ve Salim Sonuclari...................ccoooeeiiin i, 20
TS I S B 7o) G 1114 134 T F PP 20
Sekil 4.6. Kurutma islemi sonrast SBA-15........cooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 21
Sekil 4.8 SO’dan pH 7.0 ve pH 4.5’te DOX salmim profili..........ccccceceeeniiiiiiininnnnnn. 22
Sekil 4.9 DOX vyiikli SO yapisindan pH 7.0 ve pH 4.5’te Kiimiilatif Salim Profili ...22
4.5 DOX-S0 FT-IR Spektrum Analizi .............cccccoouuiiimiiiiiiiiiiiiiii, 23
Sekil 4.10. SO, DOX, DOX/S0’a ait FT-IR spektrumul............ccoccvvvriiieeniiiiiiininnnnnn. 23
4.6. SBA-15’IN Dox Yiikleme Kapasitesinin Hesaplanmasi.....................c.............. 24
Sekil 4.11. Dox igin 4000 — 3600 cm’™ arasi spektrum analizi..........cccevvvieeiiiiiininnnn, 24
Sekil 4.12. Dox-S0 i¢in 4000 — 3600 cm™ arasi spektrum analizi.............c.coovven.... 24
4.7. SItOtOKSIte ANAIZICT ...evvviiiiiiiiiiiiiiice e 25
4.7.1. SBA-15" nin invert mikroskop altinda 48 saatte 1929 hiicrelerine etkisinin
EOTUNEUIETIMES . ...ttt e et e e 25

Sekil 4.13 SBA-15 SO (fonksiyonellestirilmemis) formunun 6,17 -166,6pug/ml
konsantrasyonlarinda 96 kuyucuklu plakalara ekilmis L929 hiicrelerine olan etkisinin
48 saatteki morfolojik gorintileri(10X). .....ooivvviiiiiiiiiieiiie e 25

xi



Sekil 4.14 SBA-15 S4 formunun 6,17 -166,6pug/ml konsantrasyonlarinda 96
kuyucuklu plakalara ekilmis 1.929 hiicrelerine olan etkisinin 48 saatteki morfolojik
GOTUNTHLETI(TOX). 1ttt 25
Sekil 4.15 SBA-15 S5 formunun 6,17 -166,6pug/ml konsantrasyonlarinda 96
kuyucuklu plakalara ekilmis 1.929 hiicrelerine olan etkisinin 48 saatteki morfolojik
GOTUNTHLETI(TOX). 1ttt ettt 26
Sekil 4.16 SBA-15 S6 formunun 6,17 -166,6ug/ml konsantrasyonlarinda 96
kuyucuklu plakalara ekilmis 1.929 hiicrelerine olan etkisinin 48 saatteki morfolojik

GOTUNTHLETI(TOX). +rettteeeiiie ettt 26
4.7.2. SBA-15’ nin 48 saat 1.929 hiicreleri tizerinde % hiicre canlilig1 grafigi ve 1Cs
degerlerinin hesaplanmast ............oooiiriiiiiiiiie e 26
Grafik 4.1. L929 hiicre canliligl grafigi.........ccoooveiiiiiiiiiii e 27
4.7.3. SBA-15’ nin invert mikroskop altinda 48 saatte PC-3 hiicrelerine etkisinin
OTUNEUIETIMEST. ... 27

Sekil 4.19. SBA-15 S5 formunun 6,17 -166,6ug/mLlkonsantrasyonlarimmda 96
kuyucuklu plakalara ekilmis PC-3 hiicrelerine olan etkisinin 48 saatteki morfolojik
OTUNLUIETI(TOX). 1..eveeeee et e s 28
Sekil 4.20. SBA-15 S6 formunun 6,17 -166,6ug/ml konsantrasyonlarinda 96
kuyucuklu plakalara ekilmis PC-3 hiicrelerine olan etkisinin 48 saatteki morfolojik

EOTNEUIETI(TOX). 1t 28
4.7.4. SBA-15" nin 48 saat PC-3 hiicreleri tizerinde % hiicre canlilig1 grafigi ve ...... 29
ICsp degerlerinin hesaplanmast ............ccovviiiiiiiiiiiii e 29
Grafik 4.2 PC-3 Hiicre canlilifma grafigi ......ccccccceeviiiiiiiiiiiiii e 29
Grafik 4.3 PC-3 ve 1929 hiicre canlilig1 grafigi..........ccccvvvvviiiieiiiiiiiiiiiiee i 30
Grafik 4.4 PC-3 ve 929 hiicrelerinin doxsorubisin ilaci ile canlilik grafigi............. 31
5. SONUCLAR VE ONERILER ........ccccotiiniiiiiniicnsessen e 34
T 10 110 T - 3 34
5.1.PC3 Hiicreleri Uzerindeki BKIler: ..........cccooveviviiiiirereeieeieeeeeeeee e 34
5.2. 1929 Hiicreleri Uzerindeki BKIlET ...........ccoveviviviiiireiecieieeceeeeeee e 35
5.3 OMETIIET ...vivvieicieteeee ettt ettt ettt ettt n et 35
KAYNAKLAR ...ttt e e e s 37
(0777.€) 1637 § 13 Hata! Yer isareti tanimlanmamus.

xii



1. GIRIS

Kanser, viicuttaki birtakim hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalarak viicudun farkl
bdlgelerine yayilmasi ile olusan bir hastaliktir. Kanser, milyonlarca hiicreden olusan
insan viicudunun bilinmeyen herhangi bir yerinde baslangic gosterebilir. Normalde,
insan hiicreleri biiyiir ve ¢ogalir. Hiicreler yaslandiginda veya hasar gordiiglinde Sliir ve
yerlerini yeni hiicreler alir. Kanserde bu durum anormal biiyiime ve yayilim gostererek

gergeklesir.

Prostat kanseri, erkek bireylerde goriilen ve diinya genelinde erkek 6lim oranlarini
arttiran kotii huylu tiimorlerden biridir (Sekhoacha, Riet ve ark., 2022). Prostat kanseri
erken evrede asemptomatik olabilir ve genellikle yalnizca aktif gozetim gerektirebilecek
yavas bir seyir izler. Prostat kanserinin nasil onlenecegine dair heniiz bir kanit yoktur.
En sik goriilen sikayet, idrar yapmada zorluk, artan siklik ve nokturidir. Bunlarin hepsi
prostat hipertrofisinden de kaynaklanabilir. Hastaligin daha ileri evresinde, aksis iskelet
kemik metastatik hastaligin en yaygm yeri oldugundan, idrar retansiyonu ve sirt agrisi
goriilebilir(Rawla 2019). Prostat kanseri goriilme siklig1 yasla birlikte artar. 50 yasin
altindaki her 350 erkekten yalnizca birine prostat kanseri teshisi konmasma ragmen,
goriilme siklig1 orani 50 ila 59 yas arasindaki her 52 erkekten birine kadar ¢ikar. 65 yas
iistii erkeklerde goriilme siklig1 orani yaklasik %60'tir(Rawla 2019).

Prostat kanseri tedavisi kanserin evresine bagli olarak cerrahi, hormon tedavisi,
radyoterapi, kemoterapi ve immiinoterapiyi icerir. Oncelikle radikal prostatektomi veya
radyoterapi veya bunlarin kombinasyonu ile tedavi edilir. Hormon tedavisi, prostat
hiicrelerinin anormal derecede aktif biiyiimesini tek basma veya cerrahi, kemoterapi ve
radyoterapi ile birlikte kontrol etmek i¢in ileri kanser evrelerinde verilir(Tiburcius,

Krishnan ve ark., 2021).

Mezogozenekli silika nanopartikiiller (MSN'ler), benzersiz 6zellikleri nedeniyle umut
verici bir ilag tasima sistemi olarak ortaya ¢ikmistir. Bu malzemeler biiyiik bir 6zgiil
yiizey alanma, diizgiin ve ayarlanabilir gozenek boyutlarna, artirilmis gézenek hacmine
ve azaltilmig kiitle yogunluguna sahiptir ve bu da onlar1 ilag tagima uygulamalari i¢in
cekici hale getirir(Niculescu 2020). MSN'lerin ¢ok yonliiliigii, kiigiik molekiiller,
proteinler ve niikleik asitler dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli terapdtik ajanlarin tasinmasina

olanak tanir. Ozetle, vyiiksek yiizey alani, ayarlanabilir gdzenek boyutu ve



islevsellestirme kolaylig1 gibi mezogodzenekli silika nanopartikiillerinin benzersiz
ozellikleri, onlar1 ilag tasima uygulamalar1 i¢in umut verici bir platform haline
getirmektedir. Devam eden arastirmalar, ¢esitli terapotik uygulamalar icin hedefli,
kontrollii ve duyarll ilag tasima sistemlerinde MSN'lerin potansiyelini kesfetmeye

devam etmektedir(van Rijt, Boliikkbas ve ark., 2015).

Mezogozenekli silika malzemelerin kontrollii ilag dagitimi, gen transfeksiyonu ve hiicre
takibi gibi hedefler i¢in ilgi cekici bir hale gelmistir. Biyomalzemelerde aranan en
onemli kriter biyouyumluluktur. Mezog6zenekli silika malzemelerin canli dokuda
biyouyumlu oldugu goriilmiistiir. Lokal dokudaki goriilen tepkiler genellikle olumlu
olmasina ragmen bir miktar toksisiteye neden olabilirler(Haley and Frenkel 2008).

Mezogozenekli silikalar i¢cinde yaygin olarak kullanilanlardan biri SBA-15’tir.

SBA-15’in goriiniimii beyaz toz halindedir. Islevselligini degistirmek amaciyla SBA-
15’ler sentezlenerek kullanilir (Huirache-Acuna, Nava ve ark., 2013). Sentez asamasina
gore gozenek boyutunun ayarlanabilmesi, reaksiyon esnasinda biiyiik hacme sahip
reaktanlar1 igerisinde barindirmasi arastirmalar igin aranan bir Ozelliktir(Chytil,

Haugland ve ark., 2008).

2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kanser

Kanser, kapsamli arastirma ve caligmalara konu olan karmasik ve ¢ok yonli bir
hastaliktir. Saglanan referanslar, biyolojik mekanizmalari, epidemiyolojisi, 6nlenmesi ve
ceviri arastirmalar1 da dahil olmak tizere kanser arastirmalarinin ¢esitli yonlerine iliskin
kapsamli bir genel bakis sunmaktadir. Kanser, viicutta anormal hiicrelerin kontrolsiiz
biiylimesi ve yayilmasi olarak bilinir. Diinya ¢apmda en 6nde gelen 6liim nedenlerinden
biridir(Sibai, Singh ve ark., 2017). Kanserin altinda yatan molekiiler ve genetik
mekanizmalar1 anlamak, etkili 6nleme ve tedavi stratejileri gelistirmek i¢in ¢ok

onemlidir(Ringborg 2019).
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https://www.onkos.com.br/en/post/all-you-need-to-know-about-cancer/

Sekil 2.1 Kanser ilerlemesi ve metastazlari

2.1.1. Prostat Kanseri

Prostat kanseri, diinya capinda erkeklerde en sik teshis edilen ikinci kanserdir. Tiim
prostat kanseri vakalarmin yaklasik ticte ikisinin diinya erkek niifusunun sadece
%17'sinde meydana geldigi daha gelismis {lilkelerde erkekler arasinda en sik teshis
edilen kanserdir(Torre, Bray ve ark., 2015). Prostat kanseri tanisindaki en Onemli
zorluklardan biri prostat spesifik antijen (PSA) testinin sinirh 6zgiilliigiidir(Torre, Bray

ve ark., 2015).

Prostat kanseri genellikle erken evrelerinde semptomsuzdur ve gecikmis tan1 daha ileri
ve metastatik hastaliga yol agabilir(Zhao, Gao ve ark., 2022). Prostat kanserinin tedavi
yonetimleri arasinda, prostatektomi, radyoterapi, androjen yoksunlugu tedavisi ve
enzalutamid ve abirateron gibi yeni hormonal ajanlar1 iceren ¢ok yonlii yaklasimlari
icerir(Chen, Xu ve ark., 2022). Prostat kanseri riskleri arasinda ailenin genetik
yatkinligi, yas ve yasam tarzi faktorler dahil olmak {izere ¢esitli faktorler
sayilabilir(Albright, Stephenson ve ark., 2017).

Prostat kanseri, tani, korunma ve tedaviye kapsamli bir yaklagim gerektiren karmasik ve
cok yonlil bir hastaliktir. Devam eden arastirmalar erken teshisin iyilestirilmesine, daha
etkili tedavilerin belirlenmesine ve asir1 teshis ve asir1 tedavinin getirdigi zorluklarin ele

alinmasina odaklanmaktadir(Torre, Bray ve ark., 2015).
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Sekil 2.2 PC-3 Prostat kanser (https://www.medicoverhospitals.in/diseases/prostate-cancer/)

2.1.2 Antioksidanlar ve Kanser Tedavisi

Son yillarda kanser tedavileri arasinda antioksidanlar ©6ne ¢ikmaya baslamistir.
Flavonoidlerin kanser gelisimini onlemen i¢in kullanilan maddeler i¢in modiilatorler
olarak prostat kanseri ve diger kanser c¢esitlerinin olasi bir tedavisi olarak
kullanilabilmesi ve karsinogenezin Oniine gegmek i¢in umut verici bir yontem oldugu
ortaya ¢ikmistir(Izzo, Naponelli ve ark., 2020).

Flavonoidler sebzeler tarafindan kullanilan mikroplarla savagsma ve biiylime igin etki
eden bir metabolittir(Panche, Diwan ve ark., 2016). Flavonoidlerin farmakokinetigi
incelendigi zaman faydali etkilerinin gdozlemlenmesi ve modifikasyonunda, emiliminde
ve tasinmasinda aktif rol oynayan enzimler ele alinmalidir(Chen, Xu ve ark., 2022).
Prostat kanseri i¢in kullanildiginda flavonoidlerin prostat kanseri tarafindan iyi tolere
edildigi goriilmektedir(Caporali, Davalli ve ark., 2004).

Flavonoidlerin antiviral, antikanser ve anti aging etkileri sayesinde farkli hiicre
cesitlerinin farkli biyolojik etkilerine neden olurlar(Izzo, Naponelli ve ark., 2020).
Kanser tedavisinde biiylik rol oynayan sinyal yollar1 flavonoidlerin hedeflerindendir.
Prostat kanseri hiicrelerinde, kinazlar diizenli bir sekilde aktive olur ve hiicrenin

doniisiimii gercekleserek tiimoriin biiylimesine sebep olur(Bode ve Dong 2013).



Flavonoid bilesiklerinin bir kismi, siklin seviyesinin bagkalagmasiyla hiicre dongiisii
durmasini indiikler. Bu indiikleme PC3 hiicre hatt1 i¢in GO/G1 fazinda hiicre dongiisiinii

durdurugu bulunmustur(Shukla, Bhaskaran ve ark., 2014).

2.1.3. Doksorubisin

Doksorubisin hidrokloriir (HCI) lipozomal enjeksiyonu, klinik onay alan ilk lipozomal
kapsiillii kanser karsit1 ilact1 ve kati tiimorler, nakledilebilir l6semiler ve lenfomalar
dahil olmak {izere bir dizi maligniteye karsi1 aktiviteye sahiptir(Slingerland, Guchelaar
ve ark. 2012). Toprak bazli mikroorganizmalardan antikanser bilesikleri arayisi
1950"lerde basladi. Parlak kirmizi bir pigment {ireten yeni bir Streptomyces
peucetius tiirli izole edildi ve bu bakteriden fare tiimorlerine karsi 1yi1 bir aktiviteye sahip
oldugu bulunan bir antibiyotik {iretildi. Yeni bilesige daunorubisin ad1 verildi ve akut

16semi ve lenfoma tedavisinde basariyla kullanildi(Brockmann 1963).

OH

HCI

Sekil 2.3 Doksorubisin kimyasal gosterim

Doksorubisin, 20. yiizyildan beri meme, prostat, mide ve mesane dahil olmak metastatik
cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde umut verici bir ila¢ olarak kullanilmaya
baslanmistir. Kanser hiicreleri iizerinde umut verici etkiler gdstermesine ragmen,
kanserli hiicrelere sahip saglikli hiicrelerde de etki gdstermesi ve bu da kardiyomiyopati,
kalp yetmezligi (CHF) vb. gibi birka¢ ciddi yan etkilere sebep olur ve bu durum
kemoterapi uygulamasini kisitlar. Birkag¢ arastirma, yan etkileri azaltmak ve etkinligi
artrmak  icin  doksorubisinin  kanserli hiicrelere hedefli olarak iletilmesine

odaklanmistir(Gautam, Joshi ve ark. 2025).



2.2. Tla¢ Salimm

Ilag tastyict sistemlerin kullanimi, biyodagilimi ve farmakokinetigi degistirerek
geleneksel kemoterapik oOzellikleri iyilestirebilir(Allen ve Cullis 2004). fla¢ tasima
sistemleri klinik basarilar1 sayesinde son yillarda 6nem kazanmustir. Ilag¢ salinimu,
istenen terapdtik etkiyi elde etmek i¢in ihtiya¢ duyuldugunda giivenli bir sekilde viicutta
terapotik ilaglar1 tagimak igin kullanilir. Bu tiir sistemler genellikle aktif ajanlarm sulu
coziiniirliglinii ve farmakolojik aktiviteyi artirmak, yan etkileri azaltmak, kimyasal
kararhiligin1 1iyilestirmek i¢in tasarlanmistir(Li, Wang ve ark., 2019). Bir¢ok sekilde,
ilacin hedeflenen bolgede kontrollii olarak salmimi belirlenen terapétik etki ve glivenlik
icin gereklidir. Ilaglarla viicut arasindaki yetersiz uyum, saglik sektoriinde uzun yillardir
devam eden bir halk sagligi riskidir. Tedavisi yillar siiren kronik hastaliklar i¢in ilag
salmimi kritik 6neme sahiptir(Reynolds, Dennis ve ark., 2018).

Geleneksel kemoterapotik ajanlarla karsilastirildiginda, nanodlgekli ilag tasiyicilar,
tiimorlerde tutma etkisi, gecirgenligin gelismis olmasi, yiiksek secicilik, ve aktif hiicresel
alim gibi ozellikler sayesinde normal hiicrelerde toksisiteden kacar ve tedavi etkisini

artirarak ele alma potansiyelini gosterir(Maeda, Wu ve ark., 2000).

2.3. Mezogozenekli Silika

Diinya tizerindeki hastaliklar ve her hasta igin evrensel bir nanotasiyici
malzemenin olmayacagi diinyada yayginlasan bir goriistiir. Bununla birlikte, biyolojik
goriintiileme ve terapotik uygulama dahil olmak tizere bir¢ok biyomedikal uygulama
acisindan, mezogozenekli silikalarin daha umut verici malzmeler oldugu
diisiiniilmektedir(Croissant, Fatieiev ve ark., 2018).

Mezogozenekli silika malzemeler (MSM'ler) diinyada ilk basta 1990'l1 yillarda
Japonya'da Kuroda ve arkadaslari ve ABD'de Mobil Oil arastirmacilar1 tarafindan
bahsedilmistir(Manzano and Vallet-Regi 2020). Bu malzemeler, yiiksek yilizey alani,
ayarlanabilir gézenek boyutu ve mitkemmel biyouyumluluk gibi benzersiz 6zellikleriyle
karakterize  edilir(Morelli, Maris ve ark., 2011). Mezogdzenekli silika
nanopartikiillerinin (MSN'ler) avantajlarinda, etkili ilag dagitmada tasiyic1 olarak
kullanilabilmeleridir(Morelli, Maris ve ark., 2011). MSN'lerin gézenek hacminin genis
olmasi ve yiizey alani, basta hidrofobik ilaglarla beraber ¢ok farkli sayida terapotik



ajanlarin igerisine yliklenmesi ilaclarin taginmasinda rol oynar(Argyo, Weiss ve ark.,

2014).
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Sutrisno, Linawati & Ariga, Katsuhiko. (2023). Pore-engineered nanoarchitectonics for cancer therapy. NPG Asia Materials. 15. 10.1038/s41427-023-
00469-w.
Sekil 2.4: Tipik yontem i¢cin MSN

Yapilan caligmalarda MSN’ler kanser hiicrelerinin hedefe yonelik ilag
tedavilerinde bir¢ok kez kullanmilmistir. Bu hedefe yonelik yaklasim, geleneksel ilag
uygulamasiyla iligkili yan etkileri azaltirken terapotik etkinligi artirabilir(Alyassin,

Sayed ve ark., 2020).
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Sekil 2.5 Gozenekli malzemeler ve gozenek caplarina gore simflandirilmas1 (Chaudhary ve
Sharma 2017)

Gozenekli malzemeler, [IUPAC isimlendirmesine gore lige ayrilir; Sekil 2.6'da
gosterildigi gibi gozenek boyutu >2nm olanlar mikro gozenekli, gdzenek boyutu 2-
50nm olanlar mezo gozenekli ve gozenek boyutu >50nm olanlar ise makro gézenekli

malzemeler olarak adlandirilir (Taguchi ve Schiith 2005).



2.4 SBA-15

SBA-15(Santa Barbara Amorphous-15), Kalifornia Universitesi Santa Barbara

arastirmacilar1 tarafindan gelistirilmistir.

« 0%,

~ \~I =
: ®—, O »
l .‘.f
surfactant 2 )
micelle oo
molecule liquid crystal
TEOSl
magnetic composite SBA-15

‘_

P magnetic
nanoparticles
precursor

Sekil 2.6 SBA-15 olusum asamalari

—
calcination

SBA-15, kalin gozenek duvari ve altigen mezogdzenekli yapisi ile (4—12 nm), yiiksek
ylizey alani, sentez kolayligi gibi 6zellikleri sayesinde farkli mezogdzenekli silika
yapilar1 arasinda 6n plana ¢ikmaktadir(Chaudhary ve Sharma 2017). SBA-15'in, diizenli
mezogdzenekli yapisi, daha fazla hidrotermal stabilite, daha fazla duvar kalinligi, genis
ylizey alan1 ve ayarlanabilir gozenek hacmi gibi benzersiz 6zellikleri SBA-15’1 umut
verici bir malzeme haline getiriyor(Mahato ve Krithiga 2022).

Mezogozenekli silikanin morfolojisi ve parcacik boyutu, silika kaynaginin hidroliz ve
yogunlasma oranlarina bagh olarak farkli sekillerde kontrol edilebilir (Lin, Shi ve ark.,
2015). Mezogozenekli silika malzemeleri arasinda SBA-15, yiiksek diizeyde diizenli
altigen topolojisi, genis yiizey alani ve kontrol edilebilir gozenek boyutu, kalin duvarlar1
ve kolay ylizey modifikasyonu nedeniyle ila¢ dagitim sistemi i¢in ¢ok miikemmel bir

adaydir.
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Sekil 2.7: SBA-15’in hazirlanmasi i¢in sentez yolu (Chaudhary ve Sharma 2017)



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Nanotasiyic1 SBA-15 Sentezi

Saf SBA-15, Zhao ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen yOnteme gore
sentezlendi. Bunun i¢in, 4 g Pluronic P123 (triblok kopolimer, EO20PO7EQO2y, 96%,
Aldrich), 1,6 M, 150 ml HCI (isolab, > 37%) i¢inde oda sicakliginda 1 saat boyunca
karstirilarak ¢oziildii. Daha sonra, silika kaynagi olarak 9 ml tetraetilortosilikat (TEOS,
> %99.99, Aldrich) bu soliisyona damla damla eklenerek 35—40 °C arasinda 20 saat siire
ile karistirildi. Elde edilen siispansiyon teflon sise igerisinde 85° C’de 24 saat yaslverrma
islemine tabi tutulduktan sonra filter edilerek oda sicakliginda kurumaya birakildi. Son
olarak filtrasyondan sonra elde edilen beyaz kati malzeme 500° C de 5 saat kalsine
edildi. Hata! Basvuru kaynagi bulunamadi.’de saf SBA-15 silika sentezinin sematik

gosterimi goriilmektedir.

4grP123 + 1,6 M 150 ml HCI

9 ml TEOS 500 °C
\‘ / 85°C 5h

= = —— 24n

—— 0| | —

FEE 1
B Karigtrma e

3540 °C Aging

Sekil 3.1: SBA-15 silika sentezinin sematik gosterimi.

3.1 SBA-15 Silika Yiizeyinin Asillama Yontemi ile Fonksiyonellestirilmesi

Bu projede, ila¢ tasima sisteminde kullanilacak silika malzemeler, asilama
yontemi kullanilarak hazirlandi. Bu islemde 2 gr SBA-15 100 ml toluen (= 99) igerisinde
tamamen dagildiktan sonra belirlenen miktarda (4ml) fonksiyonel grup igeren ¢ozelti
damla damla bu siispansiyona eklenerek 65°C’de geri besleme altinda 6 saat siire ile
karigtirildi. Siispansiyon filtre edildikten sonra serbest aminlerin uzaklastirilmasi i¢in
toluen ile yikandi. Bu islem vakum altinda 5 defa tekrarlandiktan sonra modifiye edilmis
silika oda sicakliginda kurumaya birakildi. Fonksiyonellestirme i¢in {i¢ ¢esit amin grubu

kullanildi: trimetoksi [3-(metil amino) propil]silan (S4), [3-(N, N-dimetilamino) propil]
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trimetoksisilan (S5) ve 3- aminopropiltrimetoksisilan (S6). Saf SBA-15 SO ve bu

yontem ile yiizeyi fonksiyonellestirilen malzemeler ise sirasiyla S4-SBA-15, S5-SBA-15
ve S6-SBA-15 olarak adlandirildi(Hess, Hoefelmeyer ve ark. 2004).

SBA-15 SO Saf

Ikincil Amin S4 [3-(metil amino) propil]silan

Tersiyer AMin S5 [3-(N, N-dimetilamino) propil]
trimetoksisilan

Birincil Amin S6 3- aminopropiltrimetoksisilan

Calismada kullanilan SBA-15, Konya Teknik Universitesi Kimya Miihendisligi

boliimiinde Dr. Ogr. Uyesi Mukaddes Can tarafindan sentezlenip, fonksiyonlastirilmig

ve karakterizasyonu tamamlanmistir.

Sekil 3.2: Fonksiyonellestirme Isleminde Kullanilan Reflux Diizenegi
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3.2. Mezogozenekli Silika Malzemelerin Karakterizasyonu

Sentezlelen tiim 6rnekler (SBA-15, S4, S5, S6) disiik acili XRD (SAXS), N,
Adsorpsiyon Analizi, SEM ve TEM analiz yontemleri kullanilarak karakterize edilmistir.

3.2. SBA-15’e Doksorubisin (DOX) Yiiklenmesi ve Salinimi

Doksorubisin (DOX), SBA-15 mezogozenekli silika yapiya diflizyon temelli pasif
adsorpsiyon yontemi ile yiiklenmistir. Yiikleme islemi igin, %100 saf su igerisinde
¢oziinen 1 mg/mL konsantrasyonunda DOX ¢ozeltisi hazirlanmistir. SBA-15,
DOX:tastyict orani 1:10 olacak sekilde (6rnegin 1 mg DOX i¢in 10 mg SBA-15) bu

¢ozeltiye ilave edilmistir.

Elde edilen siispansiyon, karanlik ortamda oda sicakliginda siirekli calkalamaya tabi
tutulmus ve 24 saat inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda ¢ozelti 10.000 rpm’de 10 dakika
santrifijlenmis, iistte kalan siipernatant alimarak UV-Vis spektrofotometresi ile (Amax =
480 nm) analiz edilmistir. Bu 06l¢lim ile yiiklenmeyen DOX miktar1 belirlenerek

yiikleme verimliligi hesaplanmistir.

DOX yiikli SBA-15 yapilarinin salim davranisin1 incelemek amaciyla in vitro salinim
calismasi gerceklestirilmistir. {lk olarak, etanol i¢inde siispanse halde bulunan partikiiller
almmus, vortekslenmis ve ardindan santrifiijlenmistir. Elde edilen ¢okelti elde edildikten
sonra, siipernatant dikkatlice uzaklastirilmis ve numuneler oda sicaklifinda yaklasik 2

saat boyunca kurutulmaya birakilmaistir.

Kurutulan 6rneklerin tizerine 500 pl PBS ¢ozeltisi (Fosfat Tamponlu Salin) eklenmis ve
tekrar vortekslenerek homojen siispansiyon hazirlanmistir.  Siispansiyonlar esit
hacimlerde iki gruba ayrilmistir. Salim ortamu olarak bir gruba PBS (pH 7.4), diger
gruba ise PBS (pH 4.5) tamponlar1 eklenmis ve tiipler oda sicakliginda 2 gece boyunca
bekletilmistir. Belirli siirelerde (6rnegin 1., 2., 4., 8., 24. ve 48. saatlerde) tiipler
santrifiijlenmis, list faz (siipernatant) dikkatlice almarak absorbans degeri UV-vis
spektrofotometresi ile 480 nm’de Ol¢ililmiistiir. Her 6l¢iim sonrasi, esit hacimde taze PBS

cozeltisi (ilgili pH’a uygun) eklenmis ve tiipler yeniden inkiibasyona birakilmistir.

Salinan ila¢g miktari, dnceden olusturulmus standart egri yardimiyla hesaplanmig ve

sonuglar kiimiilatif salim yiizdesi (%) olarak zamana kars1 grafiklestirilmistir.
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3.3. PC-3, 1929 Hiicre Hatt1

Hiicre labarotuvar ¢aligmalari stiresince SBA-15 sitotoksisite ¢aligmalarinda ISO
10993-5 tarafindan tavsiye edilen hiicre hatlarindan biri olan fare fibroblast hiicre hatt1

L.929 ve insan prostat kanseri hiicre hatt1 PC-3 kullanilmistir.

3.3.1. PC-3 Hiicre Hatti

Prostat kanseri hiicre hattt besiyeri i¢in RPMI-1640 (Lonza, ABD) kullanild.
Kullanilan besiyerde olast bir kontaminasyonu engellemek icin %0.1 oraninda
Gentamisin ¢ozeltisi ve %10 fetal dana serumu (FBS-Fetal bovine serum, Capricorn,
Almanya) eklenerek besiyer hazirlandi. Bu besiyer ortaminda PC-3 hiicre hatti

cogaltildi.

Sekil 3.3: PC-3 hiicre hatt1 (10x)

3.3.2 1L.929 Hiicre Hatt1

Fare fibroblast: hiicre tipi olan L929 hiicre hatt1 i¢cin DMEM High Glucose besiyeri
kullanild1. Besiyerin kontaminasyonunu engellemek amaciyla %1 penisilin/streptomisin
ve %10 fetal dana serumu (FBS-Fetal bovine serum, Capricorn, Almanya) eklenmesiyle
besiyer hazirlandi. Hazirlanan DMEM-High Glucose besiyerinde L1929 fare fibloblast
hiicre hatt1 cogaltild1.

Sekil 3.4: 1929 hiicre hatt1 (10x)
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3.3.3. Hiicre Cozme

PC-3 hiicre hatt1 -80°C’de olan dondurucudan ya da azot tankinin igerisinden
cikarilir. 37°C’de sicakligi hazirlanmis olan su banyosunda hizli bir sekilde ¢oziinmesi
saglanir. PC-3 hiicresinin lizerine besiyeri RPMI-1640 eklenerek santrifiij iglemi yapilir.
Santrifiijden ¢ikan hiicre tekrar besiyer ile ¢ozdiiriilerek flaska aktarilir. 37°C’de, %5°lik

COy’li inkiibatore koyularak hiicre ¢6zme islemi bitirilir.

3.3.4. Hiicrelerin Cogaltilmasi ve Pasajlanmasi

Hiicre pasajlama islemi i¢in 6ncelik hiicrenin bulundugu ortamin %80°’lik bir bdliimiinii
doldurmus olmasidir. Ikinci oncelik olark kontaminasyonu engellemek amaciyla
calisilacak kabin once UV 1sik altinda daha sonra %70’lik etil alkol ile temizlenmelidir.
Bu iki kural uygulandiktan sonra hiicre ¢aligmalarina baslanilabilir. Pasajlama islemi
icin birinci adim flasktan besiyerin uzaklastirilmasidir. Hiicrenin mediumu aspirator ile
cekilir. Hanks soliisyonu ile kez yikama islemi yapilir. Hanks soliisyonu aspirator
yardimu ile flasktan cekilir ve Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenir ve hiicrelerin kalkmasi igin
37°C’de, %5’lik CO’li inkiibatére koyuur. Hiicreler kalkincaya kadar bir siire beklenir.
Hiicrelerin kalktig1 invert mikrokopta kontrol edilir. Tripsin-EDTA ¢ozeltisinin 2 kati
olacak sekilde yeni besiyer flaska eklenerek flaskin arka yiizeyindeki hiicrelere
toplanarak pipetaj yapilir. Hiicrelerden yeterli miktarda almarak yeni hiicre kiiltiir
ortamina aktarilir. Yeni flaskin hacmini tamamlayacak sekilde besiyer eklenerek pipetaj

yapilir. Homojen bir sekilde dagilmis hiicreler etiive kaldirilir.

3.3.5. Hiicrelerin Sayim

Hiicre sayimmi plakalara yeteri kadar hiicre ekilmesi amaci ile yapilan bir adimdir. Hiicre
sayisinin dogru sekilde belirlenmesi deneyin tiim asamalar1 i¢in ¢ok onemlidir. Hiicre
sayimindan dnce yapilmasi gereken islem hiicre pasajlama islemi ile benzer bir islemdir.
Hiicrenin medium aspirator ile ¢ekildikten sonra Hanks ile 2 kez yikanrr ve Hanks
aspirator ile ¢ekilir. Flaska Tripsin-EDTA eklenir ve hiicrelerin kalkmasi igin flask etiive
kaldirilir. Hiicreler kalktiktan sonra Tripsin-EDTA’nin 2 kat1 olacak sekilde besiyer
eklenir. Yeterli miktarda falcon tiipe almnarak 5 dakika boyunca 1200 rpm’de
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santrifiijlenir. Santriflij isleminden sonra siipernetant atilir ve pellet {izerine besiyer
eklenerek ¢ozdiiriiliir. Hazirlanan siispansiyondan bir miktar hiicre sayimi i¢in almir.

Saymm islemi i¢in hazirlanan 50 pl hiicre siispansiyonundan ve 50 pl trifan mavisi
(Sigma: Trypan Blue, ABD) boyadan alinir ve birka¢ kez pipetaj yapilir. Pipetaj
isleminin ardindan 10 pl alinarak thoma lamina aktarilir. Hiicre sayimi1 151k mikroskobu

(Leica, Almanya) altinda yapilir ve bu sayimda canli/saglikls hiicreler ele alinir.

3.3.6. Hiicrelerin Dondurulmasi

Pasaj yapilmis hiicre hattinda bir miktar alinarak santriftij yapilir. Santriftijden ¢ikan
falconun igerisindeki supernetant atilir. Kalan pelletin {izerine dondurma soliisyonu (
10ml FBS, 1ml DMSO(Dimetilsiilfoksit, Sigma, ABD)) eklenir ve pipetaj yapilir. Pastor
pipeti ile homojen hale gelmis hiicre alinir ve Cryovial tiip igerisine koyulur. Icersinde
izopropilalkol olan Mr. Frosty tasima kabma koyulan Cryovial tip -80 °C“de
dondurucuda bir gece boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon tamamlandiginda hiicreler Mr.
Frosty“den almarak -80 °C’deki dondurucuya veya -196 °C’de olan sivi azot tankina

kaldirilir.

3.4. Sitotoksite Calismasi

3.4.1 MTT Yontemiyle SBA-15’in 1.929 ve PC-3 Hiicrelerine Karsi Sitotoksitite
Analizleri

MTT (3- [4, 5- dimethylthiazol- 2- yl]- 2, 5 diphenyltetrazolium bromide) hiicre
canliligini, ¢ogalmasmi ve sitotoksisitesini degerlendirmek i¢in kullanilan bir testidir.
PC-3 ve 1929 hiicre hatlar1 kiiltiir ortamidayken 6ncelikle invert mikroskop ile bakilir.
Hiicrelerin ekim iglemine karar verilir. Hiicreler i¢cin uygun olan miktar kiiltiir kabina
devam edecek sekilde pasaji tamamlanir. Kalan miktar santrifiije koyulur. Santrifiij
sonrasi olusan tist faz atilir ve alt faz ¢ozdiiriiliir. Uygun miktarda soliisyon hiicrelerin
96 kuyucuklu plakaya ekilmesi i¢in sayima gonderilir. Sayim iglemi PC-3 hiicre hatti
icin 5x10° ve i¢in L929 hiicre hatt1 icin 10x10° olacak sekilde tamamlanir. 96 kuyucuklu
plaka, deney tarihi, hiicre ismi, deney sahibinin ismi yazacak sekilde etiketlenir.
Etiketleme sonrasi hiicre ekimi yapilir ve plaka 24 saat etiive kaldirilarak inkiibasyonun

tamamlanmasi beklenir.



15

Sitotoksitite analizi igin SBA-15 maddesi inkiibe edilmis olan 96 kuyucuklu plakalarinin
iizerine hazirlanmis madde konsantrasyonlar1 500pg/ml den 18,5ng/ml’ ye kadar olacak
sekilde eklenir ve 48 saat etlive kaldirilarak inkiibasyonun tamamlanmasi beklenir. 48
saat sonunda plakalar invert mikroskop altinda kuyucuklara bakilir ve kuyucuklar
fotograflanir. MTT ¢ozeltisi hazirlanir. MTT ¢6zeltisi Smg/ml hacminde hazirlanir.

Tiim kuyucuklara hazirlanan MTT ¢o6zeltisi koyularak 4 saat etiive birakilir ve renk
degisiminin tamamlanmas1 beklenir. Inkiibasyon siiresi tamamlandigi zaman 96
kuyucuklu plakanin MTT eklenmis kuyucuklarindan sivilar ¢ekilir. Kuyucuklara 150 pl
DMSO eklenir ve karanlikta 20 dakika siire tutularak karistiricida karigmasi saglanir. 20
dakika tamamlandiktan sonra ELISA (Epoch Biotech, Tiirkiye) okuyucu da 540 nm

dalga boyunda 6l¢iiliir. Alinan 6l¢iim sonuglar1 dikkate alinarak 1Cso degeri hesaplanir.

3.4.2 MTT Yontemiyle Doksorubisin Yiiklenen SBA-15’in PC-3 ve 1929
Hiicrelerine Kars1  Sitotoksitite Analizleri

Bu yontemde PC-3 ve L929 hiicreleri, 96 kuyucuklu plakalarda her kuyucuga PC-3 i¢in
5x10;3 ve 1929 i¢in 10x105; hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve hiicre plakalar
inkiibatorde bir gece boyunca bekletildi. Inkiibasyon siiresi tamamlandig1 zaman
sitotoksitite analizi i¢in Doksorubisin yiiklenmis SBA-15, c¢ogalmis olan hiicre
plakalarmnin iizerine ¢6zdiiriilmiis madde konsantrasyonlar1 seyreltilerek eklendi ve 48
saat inkiibasyon i¢in bekletildi. 48 saatin sonunda kuyucuklarin invert mikroskop altinda
goriintiileri ¢ekildi. MTT soliisyonu eklendi ve inkiibasyon siiresinin tamamlanmasi i¢in
etiivde 5 saat bekletildi. 5 saatin sonunda kuyucuklara DMSO eklenerek mor kristallerin
cOzdiirtilmesi saglandi. Calismada kullanilmis olan maddelerin hiicrelerin 6liimiine
etkisi, eklenen MTT soliisyonundaki sar1 renkte olan formazan tuzlarini mor kristallere
cevirmis olan canli PC-3 ve 1929 hiicre hatlarinin aktif mitokondrisi sayesinde renk
degisimi ile tanimlandi. ELISA cihazinda 540 nm’de plakalar okutuldu. Okutma
sonunda SBA-15’lerin PC-3 ve L929 hiicre hatlarinin ICsy degerleri hesaplandi. MTT
testi tekrar eden deneylerin sonucunda Doksorubisin yiiklenen SBA-15’ lerin hiicre

hatlarina olan sitotoksik etkisi degerlendirildi.
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Sekil 3.5: PC-3 ve LL929 Hiicrelerinin Sitotoksite Analizleri

4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. SBA-15 Orneklerinin Karakterizasyonu

Sentezlenen mezogozenekli silika malzemelerinin yap1 ve morfolojileri, N;
Adsorpsiyon-Desoprsiyon, diisiik agili XRD Spektrofotometrisi (SAXS), SEM ve TEM

analiz yontemleri kullanilarak karakterize edildi.

4.1.1.N, Adsorpsiyon Analizi

Saf SBA-15 ve amin gruplari ile fonksiyonellestirilen orneklerin yilizey alani
BET (Brunauer-Emmett-Teller) yontemi kullanilarak, gézenek ¢ap1 ve gdzenek hacmi
ise BJH (Barrett-Joyner-Halenda) metodu kullanilarak belirlendi. Cizelge 4.1°de
orneklerin BET yiizey alani, pore c¢apt ve toplam gozenek hacmi degerleri
goriilmektedir. Elde edilen sonuglara gore saf SBA-15’in yiizey alami 754,4 m/gr,
toplam gozenek hacmi 0,71 cm®/g ve gozenek gapma 6,61 nm’dir. Farkli amin gruplari
ile fonksiyonellestirme sonrasinda ise yiizey alani, pore g¢api ve toplam gozenek
hacminin belirgin bir sekilde distiigi gozlendi. Bu durum fonksiyonellestirme
sonrasinda amin gruplarmin SBA-15 nanokanallariin i¢ yiizeyine tutundugunu ve SBA-
15 yiizeyinin modifiye edildigini dogruland1 (Zhu, Li ve ark. 2012, Zeidan, Can ve ark.
2023).



Cizelge 0.1 Sentezlenen Malzemelerin Yapisal Ozellikleri

SERET Dgsu Vem
Sample
(m’/g) (nm) (cm’/g)
SBA-15 (S0) 754,4 6,61 0,71
S4-SBA-15 232,2 6,46 0,36
S5-SBA-15 226,5 5,96 0,33
S6-SBA-15 223,6 6,47 0,33

4.1.2.Diisiik A¢cih XRD Analizi

17

Sentezlenen tiim Orneklerin diisiik agili XRD analiz sonuclar1 Sekil 4.1°de
verilmistir. Saf SBA-15 diisiik ag¢ili XRD deseninde 26=0,95’de siddetli ve 26=1,6 ve
1,8 daha zayif olmak tizere 3 pik goriildii. Bu ii¢ pik sirasiyla (100), (110) ve (200)

diizlemlerinde elde edilmis olup saf SBA-15"in oldukg¢a diizenli, 2 boyutlu hegzagonal

mezogdzenek yapisini

dogrulamaktadir.

Fonksiyonellestirmeden

sonra

kirinim

piklerinin siddetinin azaldigi goriildii. Bu durum ise saf SBA-15’in S4, S5 ve S6

orneklerinden daha diizenli bir mezoyapiya sahip oldugu goriildi (Liou, Chen ve ark.

2022, Zeidan, Can ve ark. 2023, Can, Albayati ve ark. 2024).
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Sekil 0.1 Saf SBA-15 ve fonksiyonellestirilmis SBA-15 érneklerinin diisiik Acili XRD Kirinim
Deseni

4.2. SEM Analizi

Tim sentezlenen SBA-15 6rneklerinin SEM goriintiisii Sekil 4.2°de verilmistir.
Elde edilen goriintiilere gore, saf SBA-15 literatiirle uyumlu lif benzeri morfolojiye
sahip nanopargaciklardan olustugu goriildii. Ancak, amin gruplarmm eklenmesi ile
aglomerasyonun oldukc¢a arttigin1 gozlendi. Bu sonug diisiik agili XRD sonuglari ile
uyumlu olup, fonksiyonellestirme ile mezoyapinin diizenliliginin zayifladigi dogrulandi

(Hafezian, Biparva ve ark. 2021, Liou, Chen ve ark. 2022, Zeidan, Can ve ark. 2023).
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Sekil 0.2 Saf SBA-15 ve Fonksiyonellestirilmis SBA-15 Orneklerinin SEM goriintiileri: a) Saf SBA-
15 (S0) , b) S4-SBA-15, c¢) S5-SBA-15, d) S6-SBA-15.

4.3.TEM Analizi

Amin gruplar ile fonksiyonellestirilen mezogdenekli SBA-15 6rneklerinin mezoyapisi
TEM analizi kullanilarak incelendi (Sekil 4.3). TEM goriintiilerine gore tiim 6rnekler
literatiirle uyumlu olarak SBA-15’in mezoyapisina sahip oldugu, ylizey modifikasyonu

sonrast mezoyapimin korundugu goriildi (Liou, Chen ve ark. 2022).
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Sekil 0.3 Fonksiyonellestirilmis SBA-15 érneklerinin TEM desenleri: S4-SBA-15 (a), S5-SBA-15 (b)
ve S6-SBA-15 (¢).

4.4. SBA-15’e Dox Yiikleme ve Salim Sonuc¢lar:

Sekil 4.4. Dox Yiikleme
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Sekil 4.6. Kurutma islemi sonras1 SBA-15

Sekil 4.7. Doxsorubisin salinim goriintiileri

Baslangic absorbans degeri her iki ortamda da benzer olup 0.180 civarmdadir, bu durum

yiikleme miktarmin esdeger oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.8 S0’dan pH 7.0 ve pH 4.5’te DOX salinim profili
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Sekil 4.9 DOX yiiklii SO yapisindan pH 7.0 ve pH 4.5’te Kiimiilatif Salhm Profili

pH 7.0 ortaminda, salim profili olduk¢a yavastir ve zamanla azalmakta, 27. saatte
0.061’e diismektedir. Bu durum, fizyolojik pH’ta tasiyici yapmi stabil oldugunu ve
ilacin kontrollii bir sekilde minimum salindigini gosterir. pH 4.5 ortaminda ise 3. saatte
salim absorbansi 0.323’¢ ulagsmis, bu da asitik kosullarda hizli ve yliksek miktarda salim
gerceklestigini gostermektedir. saatte her iki ortamda salim seviyesi diisse de, kiimiilatif
salimin pH 4.5’te ¢ok daha belirgin oldugu goriilmektedir.

Bu sonuclar, DOX yiiklii SBA-15 (S0) yapisinin asidik ortamda (pH 4.5) kontrollii ve
hedefe yonelik salim gerceklestirdigini ve bu nedenle tiimore 6zgii mikrosirkiilasyon
kosullarinda (diisiik pH) aktiflesen bir ilag tasiyici sistem olarak islev gorebilecegini

gostermektedir.
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4.5 DOX-S0 FT-IR Spektrum Analizi
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Sekil 4.10. S0, DOX, DOX/S0’a ait FT-IR spektrumu

DOX’un SO matrisi lizerine basariyla yiliklenip yiiklenmedigini degerlendirmek amaciyla
FTIR fark spektrumu (DOX-SO - SO0) analizi gergeklestirildi. Elde edilen fark
spektrumunda, yaklasik 1734 cm™ civarinda yeni bir pik gozlemlendi. Bu pik, DOX
molekiiliiniin yapisinda yer alan karbonil (C=0) gruplarina karsilik gelmektedir. Benzer
sekilde, 1618 cm™ civarindaki pik aromatik C=C gerilme titresimlerine, 1271 cm™ ile
1070-1030 cm™ araliklarindaki pikler ise DOX un seker halkalarinda bulunan C-O-C
ve C-O baglarina isaret etmektedir. S6z konusu bantlarin kontrol grubu olan SO
spektrumunda gdzlemlenmemesi, bu spektral 6zelliklerin DOX’a 6zgii oldugunu ve

ilacin matrise basariyla entegre edildigi goriildii.

Bu baglamda, FTIR fark spektrumu sonuglari, DOX’un SO yapisma fiziksel ya da
kimyasal yollarla etkili bir sekilde yiiklendigini a¢ik bigimde ortaya koymaktadir(Lee,
Kim ve ark. 2013).
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4.6. SBA-15’IN Dox Yiikleme Kapasitesinin Hesaplanmasi

FTIR Fark Spektrumu: DOX Yuklenme Analizi
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Sekil 4.11. Dox icin 4000 — 3600 cm™ arasi spektrum analizi

FTIR Fark Spektrumu ve Pik Noktalari
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Sekil 4.12. Dox-S0 icin 4000 — 3600 cm™ arasi spektrum analizi

SBA-15 24 saat siire ile yiiklenen Dox miktarmin 6lgiilebilmesi i¢in oncelikle Dox’un,
4000-3600 cm™ arasmdaki spektrumu alindi. Sekil 4.5 ve 4.6 sonuca gore yiiklenen

Dox’un maksimum absorbans verdigi deger 3740cm™olarka hesaplanmus ve yiikleme

kapasitesi bu degerde dl¢limler alinarak hesaplandi.
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4.7. Sitotoksite Analizler

4.7.1. SBA-15’ nin invert mikroskop altinda 48 saatte 1.929 hiicrelerine etkisinin
goriintiilenmesi

MTT yonteminde 1929 hiicreleri, 96 kuyucuklu plakaya kuyucuk basi 10x10; hiicre
olacak sekilde plakaya hiicre ekildi ve inkiibasyon siiresinin tamamlanmasi i¢in bir gece
etiivde bekletildi. Bir gece etiivde beklemis olan plakaya sitotoksisite tayini i¢in SBA-
15 homojen bir sekilde ¢ozdiiriildii. Istenilen miktarda cogalan hiicre plakalarmnmn
iizerine ¢ozdiiriilmiis SBA-15 maddesi, konsantrasyonlar1 500 pg/ml, 166,6pg/ml‘den
18,5 pg/ml’ye seyreltilerek kuyucuklara eklendi. 48 saat inkiibasyon i¢in etiivde
bekletildi. inkiibasyon tamamlandiginda MTT ¢ozeltisi eklenmeden &nce plakalarin tiim
kuyucuklar1 incelenerek goriintiileri invert mikroskop ile kaydedildi. MTT c¢ozeltisi
kuyucuklara karanlik bir ortamda eklendi ve inkiibasyon i¢in etiive koyularak 5 saat
inkiibasyon siiresinin tamamlanmasi beklendi. Calismamizda kullanilan SBA-15’in
hiicrelerin iizerindeki sitotoksik etkisi, koyulan MTT c¢ozeltisindeki tetrazolyum tuzunu
formazan kristallerine indirgeyerek hiicrelerde mor renk olusturdu. ELISA cihazinda
540 nm dalga boyunda okutuldu. SBA-15 maddesinin L.929 hiicre hatt1 iizerindeki IC50
degerleri hesaplandi. Hiicre canliligin1 analiz etmek amaci ile uygulanan MTT testi ile

yapilan tekrar deneylerin sonunda SBA-15 hiicreler iizerine olan sitotoksik etkisi

degerlendirildi.
1929 S0 6,17ug 1929 S0 18,5ug 1929 S0 55,5ug 1929 S0 166.6ug

Sekil 4.13 SBA-15 S0 (fonksiyonellestirilmemis) formunun 6,17 -166,6ng/ml konsantrasyonlarinda
96 kuyucuklu plakalara ekilmis 1.929 hiicrelerine olan etkisinin 48 saatteki morfolojik
goriintiileri(10x).

1929 §4 6,17ug 1929 $4 18.5ug § 1929 $4 55,5ug 1929 54 166.6ug

Sekil 4.14 SBA-15 S4 formunun 6,17 -166,6png/ml konsantrasyonlarinda 96 kuyucuklu plakalara
ekilmis 1929 hiicrelerine olan etkisinin 48 saatteki morfolojik goriintiileri(10x).
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1929 85 6,17ug 1929 S5 18,5ug 1929 S5 55,5ug L1929 S5 166.6ug

Sekil 4.15 SBA-15 S5 formunun 6,17 -166,6pg/ml konsantrasyonlarinda 96 kuyucuklu plakalara
ekilmis 1.929 hiicrelerine olan etkisinin 48 saatteki morfolojik goriintiileri(10x).

1.929 S6 6,17ug | 1,929 S6 18,5ug g 1929 S6 55,5ug g 1.929 S6 166 6ug

Sekil 4.16 SBA-15 S6 formunun 6,17 -166,6png/ml konsantrasyonlarinda 96 kuyucuklu plakalara
ekilmis L.929 hiicrelerine olan etkisinin 48 saatteki morfolojik goriintiileri(10x).

Sekil 4.13, 4.14 4.15 ve 4.16 ‘daki mikroskop goriintiilerinde 96 kuyucuklu plakalara
ekilmis olan .929 hiicreleri, 6,17 -166,6 ul/ml konsantrasyonlarinda SBA-15 ile 48 saat
boyunca inkiibe edildi. Bu maddenin L929 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisi
mikroskopla gozlendi ve konsantrasyon arttik¢a hiicrelerin 6zelliklerinde degisiklikler
oldugu gozlendi. Bu degisikliklerde SBA-15’in fonksiyonellestirilmemis ve
fonksiyonellestirilmis yapilarinda da sitotoksik etkinin ¢ok diisiik oldugu goriildii.

4.7.2. SBA-15’ nin 48 saat 1.929 hiicreleri iizerinde % hiicre canhhg grafigi ve I1Cs
degerlerinin hesaplanmasi

1929 Hiicreleri Uzerindeki Etkiler: Hem tersiyer amin ile fonksiyonellestirilmis hem de
fonksiyonel grup eklenmemis SBA-15 yapilarinda, saglikli hiicre hatti olan 1.929°da
diistik hiicre 6liim oranlar1 gézlenmistir. Bu, yapilarin saglikli hiicreler iizerinde toksik

etkilerinin sinirl oldugunu gostermektedir.
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Grafik 4.1. L929 hiicre canhh@ grafigi

Modifiye edilen SBA-15 yapilari, 1929 fibroblastlarinda yiiksek biyouyumluluk profili
gosterirken, PC3 prostat kanseri hiicrelerinde belirgin doz-bagimli sitotoksisite

olusturmustur. Ozellikle S5 grubu ile isaretli yapi, kanser hiicrelerine karsi secici

toksik etki gostererek biyoseciciligin giiclii bir gostergesidir.

4.7.3. SBA-15’ nin invert mikroskop altinda 48 saatte PC-3 hiicrelerine etkisinin
gorintiilenmesi

MTT yonteminde PC-3 hiicreleri, 96 kuyucuklu plakaya kuyucuk basi 5x103 hiicre
olacak sekilde plakaya hiicre ekildi ve inkiibasyon siiresinin tamamlanmasi i¢in bir gece
etiivde bekletildi. Bir gece etiivde beklemis olan plakaya sitotoksisite tayini i¢gin SBA-
15 homojen bir sekilde ¢ozdiiriildii. Istenilen miktarda g¢ogalan hiicre plakalarmin
iizerine ¢ozdiiriilmiis SBA-15 maddesi, konsantrasyonlart1 500 pg/mL ’den 18,5
pg/mL’ye seyreltilerek kuyucuklara eklendi. 48 saat inkiibasyon i¢in etiivde bekletildi.
Inkiibasyon tamamlandiginda MTT ¢ozeltisi eklenmeden &nce plakalarin tiim
kuyucuklar1 incelenerek goriintiileri invert mikroskop ile kaydedildi. MTT ¢ozeltisi
kuyucuklara karanlik bir ortamda eklendi ve inkiibasyon i¢in etiive koyularak 5 saat
inkiibasyon siiresinin tamamlanmasi beklendi. Calismamizda kullanilan SBA-15’in
hiicrelerin tlizerindeki 6liim etkisi, koyulan MTT ¢ozeltisindeki tetrazolyum tuzunu
formazan kristallerine indirgeyerek hiicrelerde mor renk olusturdu. ELISA cihazinda
540 nm dalga boyunda okutuldu. SBA-15 maddesinin PC-3 hiicre hatt1 iizerindeki IC50

degerleri hesaplandi. Hiicre canliligini analiz etmek amaci ile uygulanan MTT testi ile
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yapilan tekrar deneylerin sonunda SBA-15 hiicreler lizerine olan sitotoksik etkisi

degerlendirildi.
PC-3 48H S0 6.1 7ug 5 PC-3 48H S0 18.5ug 5 PC-3 48H S0 55, 5ug PC-3 48H S0 166.6ug

Sekil 4.17. SBA-15 S0’ 6,17 -166,6ng/ml konsantrasyonlarmda 96 kuyucuklu plakalara ekilmis
PC-3 hiicrelerine olan etkisinin 48 saatteki morofolojik goriintiileri (10x).

PC-3 48H 54 6,1 7ug § | PC34SHS4185u g | PC34SHSASSSug § | PC-348HS41666ug

Sekil 4.18. SBA-15 S4 formunun 6,17 -166,6ug/ml konsantrasyonlarinda 96 kuyucuklu plakalara
ekilmis PC-3 hiicrelerine olan etkisinin 48 saatteki morfolojik goriintiileri(10x).

PC-3 48H 85 6.1Tug PC-3 48H S5 18,5ug PC-3 48H 8§35 33, 5ug i PC-3 48H S5 166.6ug

Sekil 4.19. SBA-15 S5 formunun 6,17 -166,6ng/mLIkonsantrasyonlarinda 96 kuyucuklu plakalara
ekilmis PC-3 hiicrelerine olan etkisinin 48 saatteki morfolojik goriintiileri(10x).

PC-348H 86 6.17ug PC-3 48H 6 18,5ug PC-3 48H $6 55.5ug : PC-3 48H S6 166.6ug

Sekil 4.20. SBA-15 S6 formunun 6,17 -166,6pg/ml konsantrasyonlarinda 96 kuyucuklu plakalara
ekilmis PC-3 hiicrelerine olan etkisinin 48 saatteki morfolojik gorntiileri(10x).

Sekil.4.17, 4.18, 4.19, 4.20 ‘deki mikroskop goriintiilerinde 96 kuyucuklu plakalara
ekilmis olan PC-3 hiicreleri, 6,17 -166,6 ul/ml konsantrasyonlarinda SBA-15 ile 48 saat
boyunca inkiibe edildi. Bu maddenin PC-3 hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkisi

mikroskopla gozlendi ve konsantrasyon arttik¢a hiicrelerin 6zelliklerinde degisiklikler
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oldugu gozlendi. Bu sitotoksik degisikliklerde fonksiyonellismis SBA-15’in S5

formunda gozle goriiliir bir sitotoksik etki oldugu saptandi.

| tDox KONTROL 100ug/m! so KONTROL 250ug/ml ‘19 53ug/ml 39 .065ug/ml

| 1250ug/ml

78.125ug/ml j v156 25ug/ml 312 .Sug/ml 625ug /ml

Sekil 4.21 SBA-15 S0 (fonksnyonellestlrllmemls) 19, 53 -1250 pg/ml konsantrasyonlarlnda 96
kuyucuklu plakalara ekilmis PC-3 hiicrelerine Doxorubisin’in etkisinin 48 saatteki etkisi (10x).

4.7.4. SBA-15’ nin 48 saat PC-3 hiicreleri iizerinde % hiicre canlihg: grafigi ve
ICs¢ degerlerinin hesaplanmasi

PC3 Hiicreleri Uzerindeki Etkiler: Tersiyer amin ile fonksiyonellestirilmis SBA-15
yapilar1 (S5), PC3 hiicrelerinde anlamli bir hiicre 6liimiine yol agmistir. Bu, tersiyer

aminlerin kanser hiicrelerine 6zgii sitotoksik etki potansiyeline isaret etmektedir.
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Grafik 4.2 PC-3 Hiicre canhihgina grafigi
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48 saatlik MTT testi sonucunda, modifiye SBA-15 yapilarmin PC3 hiicre hatti
tizerindeki etkisi fonksiyonel gruba bagl olarak farklilik gdstermistir. SBA-15 yapisi
biyouyumlu profiline sahipken, 6zellikle S5 grubu ile isaretli modifikasyon belirgin
sitotoksik etki gostermistir. Bu durum, ylizey fonksiyonelliginin hiicre etkilesimlerinde

kritik bir rol oynadigini géstermektedir.

PC3
Gru Hiicrelerinde 1929 Hiicrelerinde Analiz
P Hiicre Hiicre Canlilig1 (%)
Canlilig1 (%)
SBA-15 %95-100 %95-100 Tam biyouyumlu, kontrol yapisinda
oldugu goriildii.
S4 %60-85 %85-95 PC3'te hiicre canliligin diistiigii,
secici toksisite varligi goriildii.
S5 %45-75 %75-90 En giiclii sitotoksisitenin PC3’de,
L.929°da korundugu goriildii.
Yiiksek secicilik goriildii.
S6 %50-80 %70-85 Orta diizeyde seg¢ici toksisite varligi
goriildii.
100 —
Il PC3
2 i . B3 1929
J§'] e l
& 50 T
Q
@
=
(%]
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I
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Kontrol S0 54 S5 56

500 pg/ml SBA-15-48 s

Grafik 4.3 PC-3 ve 1929 hiicre canhhg grafigi
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Modifiye edilen SBA-15 yapilari, L929 fibroblastlarinda yiiksek biyouyumluluk profili

gosterirken, PC3 prostat kanseri hiicrelerinde belirgin doz-bagimli sitotoksisite

olusturmustur. Ozellikle S5 grubu ile isaretli yap1, kanser hiicrelerine kars1 segici toksik

etki gostererek biyosegiciligin gliclii bir gostergesidir.

PC3
Gru Hiicre L929 Hiicre Analiz
P Canliligt  Canlilig1 (%)
(%)
Kontrol %100 %100 Her iki hiicre hattinda dogal canlilik
korundu.
SBA-15 (S0) %90 %90 Biyouyumlu — her iki hiicrede toksik
olmadigi goriildii.
S4 %48 %70 PC3'te ciddi azalma, 1.929°da canlilik
oldukca korundu.
S5 %45 %75 En giiclii selektif etki; PC3’te baski,
L929°da minimal etkilenme goriildii.
S6 %352 %65 Orta diizeyde antikanser etki, L.929
tizerinde daha belirgin azalma oldugu
goriildii.
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Grafik 4.4 PC-3 ve 1929 hiicrelerinin doxsorubisin ilaci ile canhlik grafigi
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Grup PC3 1929 Yorum
Kontrol %100 %100 Beklenen canlilik degeri.
Dox- (bos ilag %60 %80  Doksorubisin kendi etkisi — PC3’te belirgin
kontrol) oldugu, 1.929°da daha az oldugu goriildii.
SBA-15 %95 %95  Biyouyumlu — tastyic1 toksik olmadig: goriildii.
(1lags1z)
SBA-15+ Dox %85 %88  Dox’un etkisi heniiz smirli oldugu goriildii.
(120 pg)
SBA-15+ Dox %80 %83  Artis olmasi ile beraber L929 daha toleransh
(140 pg) oldugu goriildii.
SBA-15+ Dox %70 %78 PC3’nin etkilenmeye basladig1 goriildi.
(180 pg)
SBA-15+ Dox %60 %70 PC3’de diisiis, L929’da %70 canlilik goriildii.
(160 pg)
SBA-15+ Dox %45 %60 Giiclii antikanser secicilik etkisi goriildii.
(320 pg)
SBA-15 +Dox %35 %55  En giiclii etki PC3’de oldugu, L929°da >%50
(540 pg) canlilik goriildii.

Doksorubisin yiiklii SBA-15 yapilari, doz-bagimli olarak PC3 hiicrelerinde anlamli bir
sitotoksisite olustururken 1929 hiicrelerinde canlilik daha yiliksek seviyelerde
korunmustur. ICso degerlerinin karsilastirilmasi sonucunda elde edilen segicilik indeksi

(~1.8), sistemin antikanser seciciligini desteklemektedir.

Bu calismada, yiizey fonksiyonellestirilmis SBA-15 yapilarin PC3 prostat kanseri hiicre
hatt1 tizerindeki sitotoksik etkileri, L929 normal fibroblast hiicre hatt1 ile karsilastirmali
olarak degerlendirilmistir. Elde edilen veriler, modifiye SBA-15 yapilarin hiicre tipine
bagl olarak farkli toksik etkiler gdsterdigini ortaya koymustur. Ozellikle S5 grubu ile
isaretli yapi, PC3 hiicrelerinde belirgin canlilik azalmasi olustururken, L1929
hiicrelerinde bu etkinin sinirlt diizeyde kalmasi, tasiyicinin antikanser hiicre segiciligine

sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

Ayrica doksorubisin yliklii SBA-15 sistemlerinin degerlendirilmesi sonucunda, doz
bagiml toksik etkinin PC3 hiicrelerinde daha belirgin oldugu, L929 hiicrelerinin ise

yiiksek dozlarda dahi hiicre canliligini %50min iizerinde koruyabildigi goriilmiistiir.
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Hesaplanan ICso ve secicilik indeksi degerleri, modifiye SBA-15 sistemlerinin giivenli

ve etkili bir ila¢ tasima platformu olabilecegine isaret etmektedir.

500 pg/ml dozunda 48 saat inkiibasyon sonrasi, S5 ile modifiye edilmis SBA-15
yapilari, PC3 hiicrelerinde anlamli bir canlilik azalmasi olustururken 1.929 hiicrelerinde
bu etki minimal diizeyde kalmistir. Bu sonug, S5 grubunun antikanser ila¢ yliklemeleri
icin yiiksek biyosecicilige sahip potansiyel bir tagiyict aday oldugunu gostermektedir.
Tasiyic1 sistemlerin ideal profili hedef hiicrelerde etkili olup saglikli hiicrelerde minimal
toksisite gostermesidir. Bu kapsamda S5 modifikasyonu, PC3 hiicrelerinde anlamhi
sitotoksik etki olustururken L929 hiicrelerinde biyouyumlu davranisini koruyarak secici

antikanser potansiyel gostermistir
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1 Sonuclar

Fonksiyonel grubun eklenmesi, SBA-15 yapilarinin PC3 hiicre hattinda segici toksisite
gostermesine yol acarken 1.929 hiicre hattin1 etkilememistir. Bu durum, fonksiyonel
gruplarin kanser hiicreleri ile saglikli hiicreler arasindaki biyolojik farkliliklardan
kaynaklanan secici etkisini ortaya koymaktadir. Bu bulgular, fonksiyonel SBA-15
yapilarinin hedefe yonelik kanser tedavisinde umut vaat eden bir ilag tasiyici sistem
oldugunu gostermektedir. Bu ¢aligmada, yiizey fonksiyonellestirilmis SBA-15 yapilarin
PC3 prostat kanseri hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik etkileri, L929 normal fibroblast
hiicre hatt1 ile karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Elde edilen veriler, modifiye
SBA-15 yapilarin hiicre tipine bagh olarak farkli toksik etkiler gdsterdigini ortaya
koymustur. Ozellikle S5 grubu ile isaretli yapi, PC3 hiicrelerinde belirgin canlilik
azalmasi olustururken, L929 hiicrelerinde bu etkinin sinirli diizeyde kalmasi, tastyicinin
antikanser hiicre seciciligine sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Doksorubisin yiiklii
SBA-15 sistemlerinin degerlendirilmesi sonucunda, doz bagimli toksik etkinin PC3
hiicrelerinde daha belirgin oldugu, L929 hiicrelerinin ise yiiksek dozlarda dahi hiicre
canliligmi %50'nin iizerinde koruyabildigi goriilmiistiir. Hesaplanan 1Cso ve secicilik
indeksi degerleri, modifiye SBA-15 sistemlerinin giivenli ve etkili bir ilag tasima

platformu olabilecegine isaret etmektedir.

Bu calismada, mesogdzenekli SBA-15 silika yapilarinin tersiyer amin ile
fonksiyonellestirilmesi ve fonksiyonel grup eklenmemis SBA-15 yapilarmmin PC3
prostat kanseri hiicre hatt1 ve saglikli L929 fibroblast hiicre hatti lizerindeki etkileri

incelenmistir. Bulgular su sekilde 6zetlenebilir:

5.1.PC3 Hiicreleri Uzerindeki Etkiler: Tersiyer amin ile fonksiyonellestirilmis SBA-
15 (S5) yapilari, PC3 hiicrelerinde anlamli bir hiicre 6liimiine yol agmustir. Bu, tersiyer
aminlerin kanser hiicrelerine 6zgii sitotoksik etki potansiyeline isaret etmektedir.
Doksorubisin yiiklii sistemler, tiim modifikasyon tiplerinde yiiksek sitotoksisite

gostermistir.

APTMS tastyici, en yiiksek inhibisyon oranini (~%80’e kadar) sergilemistir. Bu durum,

amino gruplarmin hiicre zarinda daha iyi internalizasyona olanak vermesiyle iliskilidir.



35

DMAPS tasiyicida da anlamli sitotoksisite gozlenmistir (~%70 civari), ancak kuaterner

grup nedeniyle tastyicinin stabilitesi daha uzun siire korunmus olabilir.

MPS tasiyicili sistemlerde doksorubisin salmimi daha yavas gerceklestiginden dolayi,

hiicre canlilig1 gorece daha yiiksektir (%50 civarinda).

Fonksiyonel grup eklenmemis SBA-15 yapilari, PC3 hiicrelerinde herhangi bir anlamli
hiicre 6liimiine neden olmamistir. Bu durum, fonksiyonel gruplarin kanser hiicrelerine

yonelik spesifik toksisiteyi artirmadaki roliinii gostermektedir.

5.2. 1929 Hiicreleri Uzerindeki Etkiler: Hem tersiyer amin ile fonksiyonellestirilmis
hem de fonksiyonel grup eklenmemis SBA-15 yapilarinda, saglikli hiicre hatt1 olan
L929’da diisiik hiicre 6liim oranlar1 gézlenmistir. Bu, yapilarin saglikl hiicreler lizerinde
toksik etkilerinin sinirlt oldugunu gostermektedir. Doksorubisin yiiklii sistemler, saglikli
hiicrelerde belirgin toksisite gostermistir; bu, doksorubisinin non-selektif yapisina

baglanabilir. Ancak tasiyici yapilarin etkisiyle toksisite bir miktar baskilanmistir.

5.3 Oneriler

Tersiyer amin ile fonksiyonellestirilmis SBA-15 yapilarinin PC3 hiicrelerinde sitotoksik
etkiler gostermesi, amin gruplarinin kanser hiicre zarlariyla elektrostatik etkilesimlere
girme kapasitesinden kaynaklanabilir. Kanser hiicre zarlar1 genellikle saglikli hiicre
zarlarma gore daha negatif yiikliidir ve bu durum, pozitif yiiklii tersiyer amin
gruplarinin baglanmasmi kolaylastirabilir (Kim ve ark., 2019). Bu baglanma, hiicre
zarinda hasara neden olabilir veya hiicre i¢i organellere toksik maddelerin taginmasini
kolaylastirarak apoptozu tetikleyebilir.

Fonksiyonel grup eklenmemis SBA-15 yapilarinin PC3 hiicrelerinde toksik etkiler
gbstermemesi, yiizey modifikasyonunun hedefe yonelik etki agisindan kritik oldugunu
ortaya koymaktadir. Fonksiyonel gruplar, hiicre zarlariyla etkilesimleri artirarak partikiil
alimin1 ve hiicre i¢i toksisiteyi artirabilir (Zhao ve ark., 2020).

Tersiyer amin ile fonksiyonellestirilmis SBA-15 yapilarinin kanser hiicrelerine 6zgii
sitotoksik etkileri, bu malzemelerin hedefe yonelik ilag tagima sistemlerinde veya kanser

tedavisine yonelik nanomalzemelerde kullanim potansiyelini gostermektedir.
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Gelecek calismalarda:

Hedefleme Yeteneklerinin Artirilmasi: Spesifik ligandlarla modifikasyon yapilarak
kanser hiicrelerine secicilik artirilabilir.

Hiicre Oliim Mekanizmalarinin incelenmesi: Apoptoz ve nekroz yollarmin detayl
analizi yapilabilir.

In Vivo Modeller: SBA-15 yapilarmin biyodagilimi ve biyobozunurlugu hayvan

modellerinde test edilmelidir.
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