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OZET

GORUNTULEME KILAVUZLU VE TEDAVIYE YONELIK
NANOPARCACIKLARIN SENTEZI VE IN VITRO
UYGULAMALARI

DEMIR, Bilal

Doktora Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Suna TIMUR
Eyliil 2017, 142 sayfa

Biyomedikal uygulamalardaki biiyliyen ihtiyaca  yOnelik  olarak
multifonksionel nanopartikiillerin diger bir tanimla tek bir partikiilde hem tedavi
hem de diyagnoz 6zelligi tasiyan teranostiklerin gelisimi hizlanmistir. Bu baglamda
teranostiklerin etkin hiicresel alimini saglamak i¢in cesitli kompozisyon ve
biyokonjugasyonlar ile goriintiileme kilavuzlu terapi amaciyla bircok stratejiye
bagvurulmustur. Bu tez projesinde, multifonksiyonel nanopartikiiller, yenilik¢i
teranostikler olarak tasarlandi ve sentezlendi. Genel tasarim olarak, teranostiklere
yonelik sentez stratejileri diinyada en ¢ok mortalitenin ikinci goriildiigii hastalia
ilisgkin olarak kanserli hiicre hatlarina gore planlanmistir. Tez caligmasinda
kullanilan ana nanopartikiiller, yiizey modifikasyonu, polimer kaplama,
enkapsiilasyon ve folik asit ya da antikor ile biyokonjugasyonu ile yapilan ileri
islevsellige ve hedefleme kabiliyetine sahip altin nanopartikiiller (AuNP), karbon
noktalar (CD) ve lipozomlar ve niozomlar1 gibi vezikiiler sistemlerdir. Bunun igin,
fonksiyonel polimer kapli AuNP’ler, FA baglanmis niozomlar ve anti-CD44 bagh
lipozomlar ve bununla beraber molekiiler baskilanmis polimer kapli CD’ler
calisgtlmigtir. Tiim nanopartikiillerin sentezi sonrasinda, ilgili karakterizasyon ve
takibinde in vitro hiicre temelli ¢aligmalar teranostiklerin toksisite, hiicre alimi,
biyogoriintileme ve kemo/radyo- ya da fotodinamik terapiuygulamalari ile
multimodal 6zellikleri incelenmistir. Tez kapsaminda elde edilen tim sonuglar, bu
futliristik partikiillerin aydinlatilmis karakteristikleri ve artirilmis biyokimyasal
performanslar1 sayesinde klinik amaglar dogrultusunda etkin aracglar olabilecegini

isaret etmektedir.

Anahtar sozciikler: Teranostikler, multifonksiyonel nanopartikiiller,

multimodal terapi, biyogoriintiileme, biyokonjugasyon






ABSTRACT

SYNTHESIS OF MONITORING MEDIATED AND THERAPY
ORIENTED NANOPARTICLES AND IN VITRO APPLICATIONS

DEMIR, Bilal

Ph.D in Biochemistry.
Supervisor: Prof. Dr. Suna TIMUR
September 2017, 142 pages

Growing needs in biomedical applications have driven the development of
multifunctional nanoparticles in other terms of theranostically engineered
nanoparticles that carry both therapeutic and diagnostic properties in a single
nanoparticle structure. In this regard, many strategies to point effective cellular
uptake of theranostics have been approved via various assembling and
bioconjugate architectures in the way of imaging guided targeted therapy. In this
thesis project, multifunctional nanoparticles are designed and synthesized as novel
theranostics. For the general concept, the synthesis strategies of theranostics were
planned according to cancerous cell lines which the disease causes the most
second mortality in the world. The main nanoparticles used in the thesis consist of
gold nanoparticles (AuNPs), carbon dots (CDs) and vesicular systems such as
liposomes and niosomes as their post-functionalization by polymer coatings,
surface passivations, encapsulations and bioconjugations with folic acid (FA) and
antibodies to generate efficient targeting for those theranostics. For this,
functional polymer coated AuNPs, FA tagged niosomes and anti-CD44 tagged
liposomes by incorporating various bioactive structures as well as molecularly
imprinted polymer coated CDs to be used in active targeting and monitoring of
cancer cells were studied. After the synthesis part of all those multifuntional
particles, relative characterizations and the following in vitro cell-based studies
were conducted to investigate the multimodal properties of the theranostics by
toxicity, cell uptake, bioimaging and chemo/radio- or photodynamic therapy
applications. Whole results indicate that those futuristic particles can be efficient
tools for the clinical purposes with their illuminated characteristics and increased
bioperformances.

Keywords: Theranostics, multifunctional nanoparticles, multimodal
therapy, bioimaging, bioconjugation.
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1. GIRIS

Nanoteknolojideki son gelismelerle birlikte, nanomateryaller genis kullanim
potansiyeline sahip olmasiyla 6nemli olgiide dikkat ¢ekmektedir (Gwinn and
Vallyathan, 2006). Son 10 yil boyunca, bir¢cok farkli tiirdeki ve boyutlar1 1,0 —
100 nm arasinda degisen nanopartikiiller essiz fizikokimyasal ozellikleri ve
yenilik¢i fonksiyonlart sayesinde tip (terapotik ve diagnostik vb.), kozmetik ve
gida alanlar1 gibi uygulamalarda yer almasi igin iretilmektedir (Salata, 2004).
Nanopartikiiller yiizeylerinin fonksiyonel hale getirilmesi ve modifikasyonu ile
daha etkin hale getirilebilirler. Insan yasaminda da kullanilan bu
nanopartikiillerden bazilar1 endiistriyel olarak da iiretilmektedir. Bir diger yandan
ise pek cok arastirma grubu son zamanlarda bu materyallerin biyolojik etkilerini
anlamak icin hiicre goriintiileme, terapotik ve diyagnoz iizerine yogunlagsmaktadir.
Buna yonelik olarak yapilan birgok iiriin, arastirma vb. faaliyetler kapsamindaki

nanopartikiillerin uygulamalar1 Sekil 1.1 de 6zetlenmistir.
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Sekil 1. 1 Nanopartikiillerin uygulamalari.

Nanoteknoloji diinyasinda bilindigi {izere, nanopartikiillerin 6zellikleri

kaynak materyallerinin ham hallerindeki 6zelliklerinden oldukca farklanmaktadir.



Bu fark sadece fiziksel olmamakla birlikte, kimyasal 6zelliklerindeki degisimleri
de barindirdigi i¢in biyolojik uygulamalar agisindan degerini artirmaktadir. Yeni
kesfedilmekte olan bu diinyada alt dallarina ayrilarak nanobiyoteknoloji gibi biyo-
uygulama arastirmalarinda 6nemli kesiflere ve teknolojik gelismelere yol agmayi
saglamistir. Nanobiyoteknoloji alaninda ise son 10 yilda popiiler olan, yenilige ve
gelismeye miisait olup, ortaya "multifonksiyonel nanopartikiiller" adli bir grubu
ortaya ¢ikarmistir. Ozellikle diyagnostik ve terapdtik alanda kullanimi artan bu
gruptaki birgok nanopartikiiler yap1 klinik uygulamalarda kullanima basvurulmus
ve hatta glinimiizde klinik deneyler de yiiriitilmektedir (Davis et al., 2008;
Hrkach et al., 2012; Kim et al., 2010; Peer et al., 2007b; Sapsford et al., 2013).

Bu tez calismasinin temel tasini olusturan multifonksiyonel hibrit yapilar ile
ilgili olarak daha detayli bilgi bir sonraki baslikta daha kapsamli bir sekilde yer

alacaktir.
1.1  Multifonksiyonel Nanopartikiiller

Nanobiyoteknolojik calismalarda hizlica genisleyen bir alan olan nanotip
icin umut vaat edici sonuglart ortaya c¢ikaran multifonksiyonel nanopartikiiller,
goriintiileme ve terapi gibi bircok hedefi gerceklestirebilen ya da c¢oklu
fonksiyonel birimleri icermesiyle tek bir gelismis fonksiyona sahip olan gelismis
yapilar olarak adlandirilir (Bao et al., 2013) (Sekil 1.2). Bu nanopartikiillerin
ortaya ¢ikist nanofabrikasyon teknikleri sayesinde ilerleme kazanmigtir
(Champion et al., 2007; Euliss et al., 2006; Gratton et al., 2008; Roh et al., 2005).
Ayrica temel nanopartikiil sentezlerinin rutin bir hal almasi ile birlikte, materyal
bilimi arastirmacilari bir mithendislik yaklagimiyla yliksek komplekslige sahip
nanoyapi konseptlerine yonelmislerdir (Petros and DeSimone, 2010; Yoo et al.,
2011). Ote yanda medikal alandaki ihtiyaglarda multifonksiyonel pargaciklarin
izerine diislilmesinde 6nemli bir etken olmustur. Bu ihtiyaglardan en nde geleni
kanser tiplerinde meydana gelen farkliliklar olusturmakta ve bu farkliliklar da
"goriintiileme aracili/rehberli tedavi" gerekliligi dogurmaktadir. Bu tarz bir
yaklasim, genel olarak hastalarin tedaviye verdigi cevap ve her bir hastanin
patolojik kosullar1 baz alinarak planlandigi zaman ortaya "kisisellestirilmis
tedavi" terimi On plana ¢ikmaktadir. Bu terapdtik devrim ile birlikte
multifoksiyonel nanopartikiil terimi yaninda bu partikiillere artik "Tera(g)nostik™

nanopartikiiller adiyla da literatiirde yerini almaktadir.



Goid nanoshell

Sekil 1. 2 Multifonksiyonel nanopartikiil tasarimindaki temel bilesenler (Milane et al., 2011 den

alinmigtir).
1.2  Teranostik Nanopartikiiller

Bir onceki bashikta da belirtildigi gibi yeni bir rejim haline gelen bu
materyaller, ilk olarak 2002 yilinda Funkhouser tarafindan literatiire "teranostik"
diger bir deyisle "terapotik + diyagnostik" terimi kazandirilmistir (Funkhouser,
2002). Bu yapilar tedavi ve tan1 gibi iki dnemli fonksiyoneliteyi tek bir nanoyap1
kapsaminda tasiyan platformu olustururlar. Bunun yaninda temelde terapi ve
diyagnoz uygulamalari i¢in gelistirilen tek bir sistem gibi diisiiniilse de, daha
derine inildiginde aslinda bu tarz materyallerin diyagnoz, ilag goriintiileme, hedefe
yonelik tedavi ve kontrollii ila¢ salimi alanlarinin bir araya geldigi bir entegrasyon
ile galistigin1 sdylemek daha dogru olacaktir. Teranostik nanopartikiillere iliskin
genel yapilar Sekil 1.3 teki gibidir.



a b

Liposome or micelle Mesoporous silica
encapsulation coating

«,{

e
Optical| UCNP
‘GNP, MNP,

AN
N

N \::@;“ Y Targeting igand
= W Furophoe
Layer-by-layer

Surface
assembly modification NG 75 siRNA

C

Sekil 1. 3 Teranostik nanopartikiillerin sematik diyagrami. Bu tarz multifonksiyonel
nanopargaciklar ya farkli fonksiyonlara sahip nanokristalleri bir araya getirerek ya
da farkli yiizey modifikasyon stratejileri ile fonksiyonel kii¢iik molekiil kargolari
nanokristallerle birlestirerek gelistirilebilir. Anorganik nanokristaller i¢in dort
farkli yontem kullanilmaktadir: (a) lipozom ya da misel enkapsiilasyonu, (b)
mezopor silika kaplama, (c) katmanli halde kendiliginden biraraya gelme ve (d)
yiizey konjugasyonu. Kisaltmalar: GNP-altin nanopartikiiller, HfO-hafniyum oksit
nanopartikiilleri, MNP-manyetik nanopartikiiller, QD-kuantum noktalar, UCNP-

Upconversion nanopartikiilleri.

Multimodal goriintiileme kabiliyetine sahip teranostik parcaciklar, ¢oklu
alan derinligi ya da tedavi asamalarinda daha iyi goriintiiler sunabilmektedir. Bu
da hastaligin diyagnoz ve prognozu i¢in kolaylastiric bir etken olmaktadir. Hentiz
nanorobotlardan uzak olmasina ragmen, multifonksiyonel nanopartikiiller,
hastalik i¢in tan1 islevselligine de sahip olabildiginden rehberli tedavi i¢in iyi bir
oneri olarak nanotip alaninda daha interaktif bir yol ag¢maktadir. Devrim
niteligindeki bu gelismeler ile gelencksellesmis medikal uygulamalar, teranostik



partikiillerin multifonksiyonelligi ile birlikte modern tibba gegiste biiyiik bir etki

yaratmigtir.

Nanopartikiillerin 6nemli bir sinifi, metal, metal oksit ve yar1 iletken ve ayni
zamanda nadir toprak mineralleri ve silika gibi inorganik yapili olanlari
kapsamaktadir. Bu tarz nanopartikiiller genellikle nano boyuttaki kuantum
mekanik etkisine bagli olarak essiz elektrik, manyetik, optik ve plasmonik
Ozelliklere sahiptir (Giner-Casares et al., 2016; Krahne et al., 2011; Nie et al.,
2010).  Gegtigimiz 10 yil boyuncaki nanokristal sentezindeki ilerlemeler
sayesinde, bir¢cok nanopartikiil boyut, sekil, kompozisyon ve fiziksel ozellikleri
daha da kontrol altinda tutularak iiretilebilmektedir (Champion et al., 2007b;
Euliss et al., 2006; Jana et al., 2004; Xu et al., 2007). Aslinda bir¢ok anorganik
nanopartikiil ¢esitli formlarda ticari olarak bulunabilir hale gelmistir. Bir¢ok
tirdeki anorganik nanopartikiiller esasen doga tarafindan multifonksiyonel
ozelliktedir. Ornek olarak, altin nanopartikiiller (AuNP) optik goriintiileme,
fotoakustik goriintilleme ve bilgisayarli tomografi icin dikkat cekici kontrast
ajanlaridirlar (Cole et al., 2015; Song et al., 2016). Buna ek olarak, altin
nanokabuklar ve nanokafeslerin fototermal tedavideki kullanim potansiyeli de
bilinmektedir (Hirsch et al.,, 2003; Huang et al., 2006). Bu sayede sadece
minimum optimizasyonla aynt AuNP ler goriintiileme ve tedavide kullanima
imkan saglamistir. Bu zamana kadar, bircok arastirma sonucunda yiizey
modifikasyon teknikleri ve yiizey kimyasina ait bir kiitiiphane anorganik
nanopartikiiller i¢in olusturulmustur. Boya, terapotik ajan, hedefleyici ligandlari
iceren kii¢lik molekiiller kontrol edilebilir diizeydeki kosullarda nanopartikiillere
konjuge edilebilirler. Daha da 6nemlisi, nanokristaller silika/mezoporus silika,
misel, lipozom ya da biyopolimerlerin katmanli kaplanmasi ile farkli tasarimlar da
ortaya konulabilir. Bu kaplama yontemleri hem kiiclik molekiillerin
fiziksel/kimyasal adsorpsiyonu hem de anorganik partikiillerin enkapsiilasyon ile

vezikiiler sistemlere yiliklenmesi i¢in yararhdir.

Terapotik ve goriintilleme uygulamalarinda aktif olarak kullanilan diger bir
materyal grubu ise organik nanopartikiillerdir (Doshi and Mitragotri, 2009; Igbal
et al., 2012; Liechty et al., 2010; Peppas et al., 2006). Buna yonelik olan farkli
boyutlardaki nanopartikiiller ¢esitli biyobozunur polimerler kullanilarak
hazirlanmistir. Bunlara 6rnek olarak, polilaktik-poliglikolit ve polikaprolaktonlar
ile albumin ve kollajen gibi proteinik materyaller verilebilir (Luk and Zhang,
2014; Ma et al., 2016; Panyam and Labhasetwar, 2012; Tam et al., 2010).



Yukarida da genel olarak oOzetlendigi tlizere multikonsiyonel 6zellikli
teranostik yapilarda etkin bir aktivite saglanmasi, temelde ii¢ farkli element
tizerine kurulu olmaktadir. Bunlar; 1) tasiyici se¢imi 2) terapi ve/veya diyagnoz da
kullanilacak materyalin se¢imi ve enkapsiilasyonu/baglanmasi ve 3) hedefleme
stratejisi seklindedir.

1.2.1 Teranostiklerde kullanilan tasiyic1 nanopartikiiller

Multifonksiyonel 6zellikli nanoparcaciklar tasarimindaki seceneklerden
dogan yeni umut vaadeden teknikler kisisellestirilmis tedavi ve goriintiileme
kilavuzlu tedavi terimlerini ortaya ¢ikarmistir. Teranostikler olarak da adlandirilan
bu tarz multifonksiyonel nanopartikiillerin kullanimi ile birlikte su sekilde
avantajlar1 beraberinde getirmektedir: 1) terapotik yararlanim, 2) yan etkilerin
azaltilmasinda  tasiyictnin - gilivenligi. Bu  iki  Ozellik  farmasdtiklerin
gelistirilmesinde ve ilag salim sistemlerinde stabilite, ¢oziiniirliik, biyouyumluluk,
biyoaktivite, segicilik ve toksisite gibi birgok 6zelligin kontrolii agisindan biiytlik
bir rol oynamaktadir (Sahoo et al., 2007).

Organik Nanotasiyicilar

Vezikiiler Tasiyicilar Polimerik Tasiyicilar
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Sekil 1. 4 Teranostik nanopartikiillerin tasarim ve sentezinde kullanilan nanotastyici tiirleri.



Sekil 1.4 te bu zamana kadar gelistirilen nanopartikiillerin ve polimerik
yapilarin  tasiyict olarak multifonksiyonel tasarimlarda kullanilabilirligi
kanitlanmistir. Bu amagcla bir¢ok organik tasiyicilar (lipo/polimerzomlar, , polimer
nanopartikiiller, dendrimerler vb.) ve anorganik tasiyicilar (metalik
nanopartikiiller, kuantum noktalar ve karbon nanomateryaller) biyomedikal
uygulamalarda ¢okga yer almistir (Giner-Casares et al., 2016; Liechty et al., 2010;
Luk and Zhang, 2014; Ma et al., 2016; Petros and DeSimone, 2010). Bu tasiyici
yapilara fiziksel tutuklama veya kimyasal konjugasyon ile goriintileme ya da
terapotik ylikleme yapilabilir. Buna ek olarak, sonraki ylizey modifikasyonlari,
fizyolojik kosullar altinda partikiilllerin istenilen hedef bolgeye spesifitesini ve
uyumlulugunu artirmak i¢in kullanilabilir.

Tastyicilar, goriintiileme ve terapotik ajanlarin fiziksel tutuklamasi igin
pordz yapilara ihtiya¢ duymaktadirlar. Lipozomlarin olusumu(Almer et al., 2013;
Carter et al., 2016; Hamano et al., 2013; Palekar et al., 2013) ve amfifilik blok
kopolimer misellerinin(Kelsch et al., 2012; Y. Liu et al., 2016; Quadir et al., 2014;
Rabotyagova et al., 2011; Schnitzler and Herrmann, 2012; Shen et al., 2016;
Venkataraman et al., 2017) olusumu goriintileme veya terapdtik ajanlarin
tutuklanmasinda etkin materyaller olarak kanitlanmigtir. Ancak bu durum
anorganik nanopartikiiller i¢in her zaman ise yaramamaktadir. Bu durumda
nanotagtyicinin farkli sekillerde aktif madde ile yiikklenmesi gerekmektedir. Bunun
icin ise nanotastyicilar uygun intermolekiiler etkilesimlere ihtiya¢ duyar. Bunlar
biyoaktif molekiil ve tasiyici arasindaki m-m etkilesimleri, hidrojen baglar1 ve
kovalent baglari ile gerceklestirilmektedir. Ozellikle, tasiyicida tutuklanmis olan
ya da ona konjuge haldeki ilaglarin salim kinetikleri, geleneksel olarak dagitilan,
oral olarak, intraven6z olarak ve sistemik ilaglardan farkli olarak yan etkisini

diistirecek sekilde farklanmaktadir.

Sonraki boliimlerde genel olarak tez kapsaminda kullanilan ve onun yaninda
en ¢ok kullanilan nanotasiyicilar hakkinda bilgiler verilecektir. Bunlar icerisinde
lipozom/niozom gibi vezikiiler sistemler, altin nanopartikiiller (AuNPler) gibi
metalik nanopartikiiller, yari-iletken kuantum noktalar ve karbon noktalar gibi

karbon temelli yapilardan soz edilecektir.



1.21.1 Vezikiiler nanopartikiiller

Vezikiiler nanopartikiiller, yukarida bahsedilen ilag tasima sistemlerindeki
en eski tarihe dayanan tasiyict grubuna girmektedir. Bu tarz nanopartikiiller
genellikle kiiciik kiiresel sekilli bilayer (iki tabakali) vezikiillerin amfifilik
yapilardan biraraya gelmesiyle olusmaktadir. Genellikle vezikiiller, kiigiik
unilamelar vezikiiller (small unilamelar vesicles, SUVs, boyut <200 nm), biiyiik
unilamelar vezikiiller (large unilamelar vesicles, LUVs, boyut 200-1000 nm),
multilamelar vezikiiller (MLV, bircok tabakayr i¢inde bulunduran) ve
multivezikiiler vezikiiller (MVVs, kiigiik vezikiilleri iginde bulunduran
vezikiil)den olusmaktadir. Bu vezikiillerin ylizeyleri farkli ligandlar ile birlikte
yiizeyleri fonksiyonel hale getirilerek akilli, multifonksiyonel sistemler
gelistirilebilir (Sekil 1.5)

SuUv LUV GUV MLV MVV
<200 nm 200 - 1000 nm > 1000 nm

Kolesterol Negatif Pozitif
. © yukia lipid @ i lipia
: Polietilen .
e Glikol (PEG) f%‘;i“dey'“ Z(;::ntuleme

%, ' X

lipid bilayer - O @ ®®

, Protein ﬁ( Antikor éPeptid ;-Ilidrofobik
ac

Sekil 1. 5 (a) Boyut ve tabakalarina gore degisiklik gosteren vezikiiller. (b) Vezikiil ¢ift
katmanmin yapist (solda) ve fiziksel olarak enkapsiile edilebilen veya kimyasal

konjuge edilebilen biyoaktif yapilar (sagda).

Bu tiirdeki nanopartikiillerden en bilineni lipozomlar dir. Lipozomlar ilk
olarak Alec Bangham ve arkadaslar1 tarafindan 50 yil 6nce kesfedilmis ve tekli ya
da ¢oklu istiflenmis sekilde yanyana dizilmis fosfolipid cift tabakalarmin kiiresel
formda ve sulu bir merkezden olusan yapilar olarak giiniimiize kadar
sentezlenmistir. 11k lipozom formiilasyonlar1 dogal fosfolipidlerden olusmaktadir
(Bangham et al., 1967). Buginlerde lipozomlar, fosfatidilkolin (PC),



fosfatidiletanolamin (PE), fosfatidilserin (PS), fosfatidilgliserol (PG) gibi dogal
veya sentetik olan fosfolipidlerden elde edilmektedir. Lipozomlar son yillarda
tibbin pek ¢ok uygulama alaninda ilgi odagi haline gelmistir. Lipozomlarin
akigskanligi, gecirgenligi ve molekiiler organizasyonu gibi Ozellikleri {izerine
yogunlasmis olan fizikokimyasal ¢alismalar, dogal membranlarin yapisal elementi
olarak ¢ift kathi lipit tabakalarinin Onemini ortaya koymaktadir. Hiicre
biyolojisinde lipozom-hiicre etkilesimleri, fiizyon ve adhezyon gibi fizyolojik
proseslere bir model unsur teskil etmektedir. Buna ek olarak, hiicre-hiicre
fizyonunu gelistirmek, membranlarin fosfolipid ve kolesterol igerigini
degistirmek ve normal olarak suda ¢oziinebilen, fakat hiicre icine gecisi zor

molekiillerin transferinde kullanilabilmektedir.

Cizelge 1. 1 Lipozomlarin avantaj ve dezavantajlar1 (Akbarzadeh et al., 2013).

Avantajlari Dezavantajlan

Enkapsiilantin  terapotik indeksi ve | Diisiik ¢ozlintirliik

etkinligini artirma

Enkapsiilasyonla artirilmig stabilite Kisa raf dmrii

Non-toksik, flexible, biyouyumlu, | Hidroliz ya da oksidasyon ile
parcalanabilir, sistemik ve sistemik | fosfolipidlerin bozunmasi
olmayan dagilimlar i¢in immunolojik

etki gostermez.

Enkapsiile ajanin toksisitesini azaltir. Enkapsiile ajanin sizintist ya da

flizyonu

Toksik ilaglarm hassas dokulara | Uretim maliyeti yiiksek

zararini azaltir.

Yan etkisi azaltilmis Daha az stabil

Aktif hedefleme ile belirli bolgelere

yonlendirme
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Lipozomlar c¢ogunlukla kozmetik ve farmasotik endiistrisinde kullanim
potansiyeli bulmustur. Bununla birlikte, gida ve tarim endiistrisinde de g¢okca
calisilan materyaller olup, stabil olmayan (antimikrobiyal, antioksidan, aromalar
ve biyoaktif elementler) maddeleri ve bunlarin fonksiyonunu korumak ig¢in
enkapsiile edilen salim sistemlerini genisletmek i¢in kullanilmaktadir.

Lipozomal enkapsiilasyon teknolojisi (LET) belirli organlara yonelik
iyilestirici maddelerin daha hizli iletimi i¢in tibbi arastirmacilar tarafindan
kullanilan yeni yeni pazarda kendine yer bulmaktadir. Bu sekildeki ilag dagitim
formiilasyonlar1 viicut i¢in gerekli hayati kombinasyonlar1 geri kazandirmak i¢in
kullanilmaktadir. LET, cok sayida malzemeyi kapsayan lipozomlar olarak
adlandirilan alt-mikroskobik baloncuk iiretme metodudur. Bu "lipozomlar" kendi
etrafinda bir bariyer olusturur. Insan viicudunda iiretilen agizda ve midede
enzimlere, alkali ¢ozeltilere, sindirim sivilarina, safra tuzlarmma ve bagirsak

florasina ve serbest radikallere karsi direncli i¢eriklerdir.
Lipozom hazirlama yontemleri

- Genel hazirlama yontemleri:

Lipozom hazirlama yontemleri genelde dort basamaktan olusmaktadir.

a) Organik ¢dzgeni ugurarak lipid tabakasi olusturma

b) Lipidlerin sulu ortamda dispersiyonu

c) Olusan lipozomlarin saflastirilmasi

d) Son iiriin analizi

Lipozomlar temelde iki farkli teknik kullanilarak biyoaktif maddelerin

enkapsiilasyonunu saglarlar:

e Pasif ylikleme teknikleri

o Aktif yiikleme teknikleri

Pasif yiikleme teknikleri {i¢ farkli yolla yapilabilir. Bunlar;
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a) Mekanik dispersiyon yontemi
b) Solvent dispersiyon yontemi
€) Deterjandan arindirma yontemi

seklindedir.

a) Mekanik dispersiyon yontemi: Mekanik dispersiyon teknigi bir¢cok farkl: tiirden

olusmaktadir. Bunlar kisaca,
i.  Sonikasyon
ii.  French Pressure hiicresi: ekstriizyon
iii.  Frezze-Thaw
iv.  Ince film hidrasyonu ve elle ¢alkalama
V.  Mikroemiilsifikasyon
Vi.  Membran ekstriizyonu
seklindedir.
i. Sonikasyon: Sonikasyon, belki de SUV hazirlanmast i¢in en yaygmn kullanilan
yontemdir. Burada, MLV'ler diisiik atmosfer altinda banyo tipi sonikatdr veya bir
ultrasonik prob ile sonike edilir. Bu yontemin baslica dezavantajlar1 ¢cok diisiik i¢
hacim/kapsiilleme etkinligi, enkapsiilasyondaki fosfolipidlerin ve bilesimlerin
muhtemel bozunmasi, bilylik molekiillerin eliminasyonu, prob ucundan metal

kirliligi ve SUV ile birlikte MLV'nin varlhigidir.

ii. French Pressure hiicresi: ekstriizyon: French pressure hiicresi, kiigiik bir delik

yoluyla MLV'nin ekstriizyonunu igerir. French pressure vezikiil yonteminin
onemli bir 6zelligi, sonikasyonda oldugu gibi proteinlerin islem sirasinda belirgin
bir sekilde iddiali gériinmemesidir. Tlging bir aciklama, French pressure vezikiilii
onemli Olclide sonikasyon veya deterjan ¢ikarilmasi tarafindan iretilen SUV

lerden daha uzun siire ve siiriikklenen ¢6ziinen maddeleri tutabilmesidir. Yontem,
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kararsiz malzemelerin hafifce tutulmasini igerir. Yontem sonikasyon yontemine
gore bircok avantaja sahiptir. Elde edilen lipozomlar sonike edilmis SUV'lerden
oldukca daha biiyiiktiir. Metodun dezavantaji, yiiksek sicakligin elde edilmesinin
zor olmasi1 ve calisma hacminin nispeten kiiciik olmasidir (maksimum olarak
yaklasik 50 mL)(Mayer et al., 1986; Mozafari, 2005; Song et al., 2011).

iii. Freeze-thaw: SUV'ler hizla donar ve yavas¢a c¢ozilir. Kisa oOmiirli

sonikasyon, toplanmis materyalleri LUV'ye dagitir. Tek katmanli vezikiillerin
olusturulmasi, dondurma ve ¢dzme siirecleri boyunca SUV'un kaynasmasinin bir
sonucudur. Bu tiir sentez, fosfolipid konsantrasyonunun arttirilmasi1 ve maddenin
iyonik kuvvetinin arttirilmasi yoluyla kuvvetli bir sekilde engellenmektedir. % 20
ila% 30 kapsiilleme etkinlikleri elde edilebilmektedir(LIu and Yonetani, 1994;
Ohsawa et al, 1985; Pick, 1981).

iv. Ince film hidrasyonu ve elle calkalama: Cam balonun geperlerinde olusan lipit

film, sulu faz eklendikten sonra elle calkalanarak siispanse edilir. Bu yontemle
MLV’ ler hazirlanir.

Niozomlar

Lipozomlarin yaninda kullanilan diger bir vezikiiler sistemde niozomlardir.
Niozomlar bir vezikiile kapsiillenen, tedavide kullanilan bir ila¢ tagima sistemidir.
Vezikiiller iyonik olmayan cift tabakali aktif ylizey ajanlarindan olusur ve bu
yizden niozom admi alir.Boyut olarak ¢ok kiiciik ve mikroskobiktirler.Yap1
olarak lipozomlara ¢ok yakin olmalarina ragmen, lipozomlarla kiyaslandiginda
birgok avantaja sahiptirler. Niozomlarin baz1 6zellikleri; ¢dzgenleri lipozomlara
benzer sekilde yakalamalari, ozmotik olarak aktif ve stabil olmalari, yapisal olarak
(akicilik, icerik ve boyut) esnek olmalar1 ve istenilen duruma gore
sekillendirilebilmeleri, ila¢ molekiillerinin performansini artirmalari, 6zel
bolgelere erisim ilag molekiilleri korundugu siirece daha kolay olmalari
seklindedir. Ayrica niozomlar biyouyumlu, biyolojik olarak parcalanabilen ve
immunolojik olmayan yapilardir(Gunes et al., 2017; Un et al., 2015).

Yapisal olarak niozomlar lipozomlarla ¢ok benzerdir ve her ikisi de cift
tabakadan olugmustur ancak niozomlardaki ¢ift tabaka lipozomlardaki
fosfolipidler yerine iyonik olmayan aktif yiizey ajanlarindan olugmustur.Bir ¢ok
aktif ylizey ajan1 suya daldirildiginda misel yapilar1 olusturur ancak niozom gibi

yiizey aktif maddeleri ¢ift tabakali vezikiiller olusturur.Niozomlar hidrofilik uglari
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disarida kalan, hidrofobik kisimlar1 igeride birbirleri ile etkilesen yiizey aktif
maddelerden olusur. Bu yiizden hidrofilik ilaglar vezikillerin yiizeyinde

tutulurken, hidrofobik ilaglar ¢ift tabakaya gémiiliir.

Sulu Merkez Kisim

| Span-60 1
1 Q I
| oo~ |
I OH I
1 |
| OH :
: Hidrofobik kuyruk I
" Hidrofilik bag
1 |
S S D d

Sekil 1. 6 Niozom bilegenleri.

Niozomlarda kullanilan noniyonik siirfaktanlar Sekil 1.6 daki gibidir.
Hidrofilik lipofilik denge (HLB) degerine gore farkli formiilasyonlar amaca gore
gelistirilebilmektedir (Sekil 1.7). HLB, ylizey aktif madde se¢imi i¢in zaman
kazandiran bir kilavuz olarak bilinen yiizey aktif maddeler icin boyutsuz bir
parametredir. Ayrica, bir ylizey aktif maddenin HLB degeri, ilacin enkapsiilasyon
etkinliginin kontroliinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Simdiye kadar, niozomlarin
uygulanmasina bagli olarak, poligliserol alkil eterler, glikozil dialkil eterler, kron
eterler, polioksietilen eterler ve esterler, 6rnegin Brijler, Spanlar ve Tweenler ve
benzeri gibi ¢esitli HLB degerlerine sahip ¢ok sayida iyonik olmayan siirfaktanlar
kullanilmistir. Iyonik olmayan yiizey aktif maddeler i¢cin HLB aralign 0 ila 20
arasindadir; Diigiik bir HLB, hidrofilik (suda ¢oziiniir) siirfaktan1 ve bir lipofilik
siirfaktan (yagda ¢oziiniir) ise ylksek bir HLB'yi belirtir. HLB sayis1 3 ile 8

arasinda olan siirfaktan maddeler, bilayer yiizeylerin hazirlanmasi ile uyumludur
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ve yag i¢inde su (W / O) emiilsifiye edici ajanlara karsilik gelir. Ayrica, su i¢cinde

yag (O / W) emiilsiyonlastiricilari, 8-18 araliginda HLB degerleri sergiler.

En Cok Kullanilan
Sirfaktanlar
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— —
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Sekil 1. 7 Niozom hazirlanmasinda en ¢ok kullanilan siirfaktanlar.

Niozomlarin hazirlama yontemleri icin ise lipozomlardaki teknikler
kullanilmaktadir ve elde edilen farkli boyutlar ve katmanlardaki yapilara iliskin
tanimlamalar benzerlik géstermektedir. En ¢ok kullanilan yontemlerden biri olan

ince film hidrasyonu ve sonikasyon teknikleri Sekil 1.8 de gosterilmistir.
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Sekil 1. 8 ince film hidrasyon ve sonikasyon yontemiyle niozom hazirlama.

1.2.1.2 Kuantum noktalar

Yar iletken nanopartikiiller veya kuantum noktalar (QD'ler), dar (simetrik)
ayarlanabilir emisyon spektrumu, genis absorpsiyon profili, yiiksek fotostabilite,
istlin parlaklik, uzun floresans 6mrii, proteinler ile konjuge edilebilme 6zelligi
olan nanokristallerdir (Chen and Liang, 2014). Buna ek olarak, QD'ler biiyiik
Stokes kaymasina sahiptir, yani goriiniir 15181n bir fotonu bdyle bir yar1 iletkene
carptiginda, bazi elektronlar1 daha yliksek enerji durumlarina uyarilir ve taban
durumlarina donerken daha diisiik enerjili bir goriiniir 191k yayar (Jamieson et al.,
2007). Bunlar, molekiiler ve hiicresel isaretleme, in vivo goriintiileme, hiicre
izleme, gen teknolojisi, ila¢ dagitim, kanser tespiti ve tedavisi gibi bir¢ok alanda
genis bir kullanim alanina sahiptir (Pathakoti et al., 2013; Zhao et al., 2010).
Sonug olarak, 1998'de biyolojik etiketleme i¢in kolloidal kuantum noktalarinin ilk
gosteriminden sonra, daha sonraki yenilikler, biyomedikal uygulamalar igin
QD'lerin arastirilmasina odaklanmistir (Bruchez Jr., 1998; Chan, 1998).

Kuantum noktalarin hazirlanmast igin gelistirilen sentetik proses dizisi
arasinda baskin yaklasim, bir CdSe ¢ekirdegini bir ZnS tabakasiyla kaplayarak en
iyi kristal kalitesi ve monodispersiteyi elde etmektir. ZnS katmani tarafindan
pasiflestirilmesi ¢ekirdegi oksidasyondan korur, CdSe'nin ¢evre c¢ozeltilerine

sizmasini Onleyerek toksisiteyi azaltir ve fotoliiminesans verimini arttirir. Bununla
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birlikte, ZnS kapl1 QD'ler sadece polar olmayan organik ¢oziiciiler icinde ¢6ziiniir.
Biyolojik ortamin sulu yapisi nedeniyle, QD ylizey 6zelliklerini hidrofobikden
hidrofilize hale getirmek QD'lerin biyolojik uygulamalarda yararli olabilmesi i¢in
onemli bir adim olur. QD'lerin sentezi dogrudan sulu soliisyonda gergeklestirilse
de, sulu semalarin iirlinleri biiylik oranda polidispersedilir ve yiiksek sicaklik
yollariyla  sentezlenenlerin  kalitesini  hidrofobik  organik solvent/ligand
karisimlariyla nadiren eslestirir (Rogach et al.,, 2000). Ayrica, QD'ler gibi
inorganik materyallerin dogustan gelen biyolojik 0Ozgiilliige sahip olmadiklari
veya hi¢ olmadiklar1 bilinmektedir. QD'lerin biyolojik afinite kazanmak igin
aptamerler (Bagalkot et al., 2007a), antikorlar (Han et al., 2015), oligoniikleotidler
(Shahmuradyan and Krull, 2016), peptidler (Breger et al., 2014; Cai and Chen,
2008; Lowe et al., 2012; Lu et al., 2010; Safi et al., 2017), folatlar (Bwatanglang
et al., 2016; Morosini et al., 2011; Suriamoorthy et al., 2010) ve kiigiik molekiil
ligandlar1 (Cambi et al., 2007; Komatsuzaki et al., 2015) gibi biyolojik

molekiillerle konjugasyona dayali olmalidir.

(a) (b) (1) Escape from RES
Clearance
I
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Agent Diseased Cells / A ... ¢ i,
r\.} ............... \T P ﬁm\
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Sekil 1. 9 (a) Hem terapotik hem de goriintiileme ajani olarak kullanilabilen multimodal QD
tasarimina iliskin sematik gosterim. (b) Insan viicudundaki ideal bir teranostik ajan igin
gerekenler: 1) retikiiloendotelyal sistem (RES) arindirmasindan kagmali, 2) Spesifik
hiicrelere hedefli olmali, 3) Hiicrelere girmeli, 4) Terapétik ajan1 dagitmali ve 5)

Muamelenin degerlendirilmesi.

Belki de QD tabanli tranostikleri gelistirmeye yonelik en basarili 6rnek,
Bagalkot ve digerleri tarafindan sunulan, ayn1 zamanli kanser goriintiileme ve
izlenebilir ilag takibi QD-Apt-DOX olarak kisaltilan QD-aptamer (Apt) -
doksorubisin (DOX) konjugatidir (Bagalkot et al., 2007b). Hedefleme modalitesi
(RNA aptameri) LNCaP hiicrelerinde eksprese edilen prostata segimli membran
antijenini (PSMA) belirlemek i¢in tanisal modaliteye (QD'ler) yonelik fonksiyonel
hale geltirilmistir. Terapotik yontem olan doksorubisin (DOX), yaygin olarak

kullanilan bir antrasiklin ilaci aptamere eklenmistir. ila¢ yiikleme ve salimimin
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sensor haline getirilmesi, Sekil 1.10 a 'da gosterildigi gibi bi-FRET (ikili verici-
sondiiriicii) tasarimina dayanmiyor: (1) ilag yiikleme durumunda: hem QD hem de
DOX floresans;, QD floresans1i DOX tarafindan sondiiriilmiistir ve DOX
floresans1 RNA aptamer ile sondiirtilmiistiir, (2) ilag salim durumunda: DOX, QD-
Apt kompleksinden salindi, boylece hem QD ve DOX floresans1 " ACIK ", ve (3)
ilag nakli sirasinda: DOX floresansi izlenebilmistir. Bu ¢ok fonksiyonlu QD,
spesifik olmayan PC3 hiicreleriyle karsilastirildiginda hedeflenmis LNCaP
hiicrelerine kars1 terapotik Ozgiinliigi artirmak igin in vitro olarak gosterildi.
[lacin salinmas1 ve tasinmas1, DOX a ait floresan ile izlenebilir, ancak enkapsiile
DOX floresaninin konjugattan fiziksel ayrisma veya aptamerin enzimatik
bozunmasindan kaynaklanip etkilenmedigi belli degildir. In vivo uygulamadan
once daha fazla optimizasyon gerektirebilirse de, bu ¢aligma alanda heyecan verici
bir gelisme sunmaktadir. QD-lipozom sisteminin, goriintiileme ve terapi igin,
Sekil 1.10 b 'de gosterilen bagka bir ¢ok islevli platform olusturabilecegini de not
etmeye layiktir. QD'ler, tipik olarak, bilayer membrana dahil edilir ya da bir QD-
lipid vezikiil olusturan bir lipozom {iizerine islevsellestirilir (Al-Jamal et al., 2009;
Al-Jamal et al., 2008).
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Sekil 1. 10 Multimodal teranostik QD lere iligkin olas1 tasarimlar: (a) QD-Apt-DOX konjugati
eszamanli tan1 ve tedavi imkan1 sunabilen QD temelli bir teranostiktir. RNA aptameri
hedefleme ajani olarak kullanilmakla birlikte, DOX ise hem tedavi hem de bi-FRET
etkisi gosterebilmektedir. Aptamer arasinda yiiklii olan DOX, QD ile birikteyken
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floresans soniimlenmisken, salindiginda hem QD hem de DOX 1s1ma yapabilirler. (b)
QD lere iligkin kapsamli teranostik tasarim rehberi seklindeki gosterim. Ayrica
sagdaki QD-lipozom hibrit yapilar1 ise teranostik tedavilerde yeni bir yiiz olarak

ortaya ¢cikmaktadir.

1.2.1.3 Metalik nanopartikiiller: Altin nanopartikiiller (AuNPs)

Giliniimiizde, metal temelli nanoparcaciklar, yeni ila¢ dagitim sistemleri i¢in
kanser tedavisinde kullanilan baglica tasiyici platformlardan biridir. Altin
nanopartikiil (AuNP), demir oksit nanopartikiil (I0), gadolinyum (Gd) ve
titanyum dioksit (TiO;) pargaciklari, en sik kullanilan metal temelli
nanopargaciklardir (Doria et al., 2012). Metalik nanopartikiiller atil olup canli
dokuya zararli olmasa da, ilagla tedavi edildikten sonra viicutta birikmeleri
toksisiteye neden olabilir. Bu arada, ilag verme sistemlerinde tasiyici olarak metal

esasli nanopartikiillerin sematik temsili Sekil 1.11'de verilmistir.
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Sekil 1. 11 Farkli metalik nanopartikiiller ve onlara ait yiizey modifikasyonlari, ila¢ yiikleme,

salim ve farkli terapi modalitelerinde kullanimin1 gosteren genel sema.



19

Altin nanopartikiiller

AuNP'ler potansiyel kolloidal ilag tasiyici sistemler olarak biyomedikal
uygulamada ilgi ¢ekici bir konu haline gelmistir. AuNP'lerin istenilen boyut ve
sekli (0.8 ila 200 nm aras1) elde etmek miimkiindiir (Sekil 1.12). Ustelik bunlarin
sentezi ve foksiyonalitesi kolaylasmistir. En yaygin tercih edilen sentez yontemine
1951'de bildirilen Turkevich yontemi adi verilir. Bu teknik, kloroaurik asitin
(HAUCIl,) su i¢inde sodyum sitrat ile indirgenmesini igerir ve dnceden segilmis
boyutta (10-147 nm arasinda) sentez i¢in gerekli olan farkli indirgeme /
dengeleyici maddeler ve altin (III) tiirev oranlarini kullanarak kiiresel AuNP'ler
elde etmeyi saglar (Evanoff and Chumanov, 2004; Kimling et al., 2006). Ayrica,
AuNP'lerin yesil sentezi de literatiirde bildirilmistir. Yesil sentez yontemine gore,
organik ¢oziicii igerisinde hazirlanan sifali bitki 6zleri indirgeyici madde olarak
kullanilir (Tiwari et al., 2011). Literatiirde sentez ve stabilizasyon AuNP'leri igin
sOzii edilen diger yontemler ksantatlarin, ditiyokarbamatlarin, disiilfidlerin, di- ve
trityollerin ve politiyoeterlerin kullanimina dayanmaktadir. Bununla birlikte, bu
metotlar AuNP'lerin tipta kullanimini planladiklari takdirde tercih edilmez (Daniel
and Astruc, 2004).

Buna ek olarak, AuNP'lerin biyolojik molekiiller ve anti-kanser ajanlari ile
yiizey modifikasyonu temel tekniklerle olusturulabilir (Sonavane et al., 2008).
Ayrica AuNP'lerin hacmine oranla daha biiyiik ylizey alani oranina bagl olarak
yiiksek yogunluklu ligandlar AuNP'lere tutturulabilir. Ayrica, AuNP'ler biyolojik
olarak uyumlu, inert ve toksik degildir. Biitiin bu 6zellikler, AuNP'leri hedefleme
ve ilag yiikleme uygulamalarinda kullanmak i¢in miikemmel bir aday

yapmaktadir.
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Sekil 1. 12 Soldan saga boyutlari artan AuNP kolloidal soliisyonlari.
flag salim sistemlerinde, bunlar yiizeylerinin kolay fonksiyonellestirilmesi

nedeniyle farkli sekillerde kullanilirlar (Sekil 1.13). Aktif formda olmayan

ilaglarin parcalanabilir baglayicilar vasitasiyla kovalent bag ile AuNP'lere
konjugasyonu, salim stratejilerinden biridir. Diger bir segenek, salim sisteminde
hidrofobik ilaglar kullanildiginda, ilaglarin AuNP'lerle kovalent olmayan
etkilesimleridir. Ilaglarin tasinmasi ve birakilmasi, etkin dagitim sistemleri
saglamada kritik rol oynamaktadir. Tagiyici sistemlerin hiicresel alimi etkin ilag
salimi i¢in 6nemli bir parametredir. AuNP'lerin hiicresel alimi, yilik, boyut ve
yiizey fonksiyonelitesine baghidir. Ilag yiikli AuNP'ler ilact i¢ ya da dis
uyaranlarla serbest birakabilir. Nanotasiyicilarin ilag salim profili, hiicre i¢i
glutatyon (GSH) seviyelerine dayanir. Yiiksek intraseliiler GSH konsantrasyonu,
cekirdekteki ya da disiilfir degisimi yoluyla yer degistirme reaksiyonlar
nedeniyle ilag salimini 6nemli Slglide arttirir (Duncan et al., 2010; Ghosh et al.,
2008; Kim et al., 2009; Patra et al., 2010; Pissuwan et al., 2011). Harici olarak
kontrol edilen ilag salimi i¢in bir diger kullamigh yaklasim 1s1k tetikleyici
salimlardir. Ozetle, AuNP'lerin ilag saliminda umut verici bir yapr sagladigim

kolayca sdyleyebiliriz.
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Sekil 1. 13 AuNP lerin multifonksiyonel dogasimi gosteren sema. a) Folik asit, antikorlar veya
peptidler gibi aktif hedefleme ligandlar1 AuNP'ye konjuge edilebilir. PEG gibi
hidrofilik polimerler ile yilizey modifikasyonu pasif hedefleme 6zelliklerini
gelistirebilir; b) Farkli biyoaktif molekiil siiflari, doku ve hiicreleri hedeflemeyi

hedef alanlarina deginmek i¢in konjuge edilebilir veya AuNP'lerle birlestirilebilir.

Bazi durumlarda AuNP sentezinin iyi olmasina ragmen, NP'lerin bazen
kolloidal kararliligi, uzun vadeli istikrar durumunda agregasyon problemleri
yaratabilir. Ayrica, AuNP'ler toksik olmayan materyaller olarak bilinir, ancak 1.4
nm boyutlu AuNP'ler HeLa hiicrelerinin toksikligini 15 nm AuNP'lerden daha
biiyiikk olgtide indiiklemistir (Pan et al., 2007). Bu arada kolloidal NP'lerin
toksisitesi de ylizey kimyasindan kaynaklanmaktadir. Bu durumla ilgili olarak,
yiizeydeki fonksiyonel gruplart tam olarak kontrol etmek ve ayrica partikiil
sentezinden kaynaklanan kalinti kirleticileri (6zellikle sitrat) kaldirmak 6nemli bir
rol oynar (Freese et al.,, 2012; Hauck et al., 2008; Niidome et al., 2006)
Dolayisiyla, polimer kaplt AuNP'lerin 6nemi genisletilmis islevselliklerin katkisi,
bilesimi ve yiikii acisindan biyiiktiir. Bugiine kadar, polietilen glikol (PEG)
(Spadavecchia et al., 2016) hyaluronik asit (Cheng et al., 2014), kitosan (H.
Huang and Yang, 2004), tiyolat polivinilpirolidon (Fu et al., 2011), heparin (I. C.
Sun et al., 2009) ve benzeri ile kaplanmis AuNP'ler ile ilgili bir¢ok ¢alisma rapor
edilmistir. Ayrica AuNP'lerin radyasyon terapisinde miikemmel bir kabiliyeti
vardir. Kanserlerin yarisi i¢in yaygin olarak kullanilan terapotik bir arag olarak
bilinen radyoterapi, hidroksil radikali (OH-) ve siiperoksit anyon (O%) gibi reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) iiretildigi kanser dokusu hasarina dayanmaktadir X
1sinlariyla aydinlatma {izerine. Ayrica, altinin (atom numarasi, Z = 79) altinin
fotoelektrik etkisi nedeniyle karbon (Z = 6), gadolinyum (Z = 64) ve platin (Z =
78) gibi radyasyona duyarli diger elementlere gore daha iyi bir radyasyon etkisi
vardir (Muddineti et al., 2015) Ayrica, PEG, polisakkaritler, poloksaminler veya
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poloksamerlerle kapli AuNP'ler radyasyon terapisine dahil edilmistir. Bu tarz
caligmalarla da kanitlandigi iizere AuNP' ler tasiyicit olmanin yani sira radyoterapi

ve fototermal terapi ¢alismalarinda da kullanilabilmektedir.

1.2.1.4 Karbon temelli nanomateryaller: Karbon noktalar

Karbon temelli nanomalzemeler (CBN'ler), ¢esitli arastirma alanlarinda en
cok kullanilan nanoyapilar smiflarindan biridir. Mekanik, elektriksel ve optik
olarak bir araya getirilen miikemmel 6zelliklerinden dolayi, CBN'ler son iki on
yilda nanoteknolojide ilgi ¢ekici konuma yiikseldi. Bu yapilar i¢inde mekanik ve
elektronik nano-miihendisliginden biyomedikal amagclarla genis bir uygulama
yelpazesi ¢esitli arastirma gruplar1 ve endiistrilerin arastirma gelistirme
departmani tarafindan gerceklestirilebilir (Cha et al., 2013; Mauter and Elimelech,
2008; Zhang et al., 2013; Zhou et al., 2014). CBN'lerin kullanim1 i¢indeki tiim bu
yeni stratejik ilerlemeler arasinda, grafen oksit, karbon nanotiipleri (CNT),
nanodiamondlar (nanoelmas), fullerenler (buckyballs) dahil olmak fiizere bu
karbon allotroplarinin iglevsellestirilmesi ve modifikasyonu, meydana gelebilecek
cesitli rahatsizliklarla ilgili biyolojik sistemlerde terapotik uygulamalar yapmay1

basarmislardir.

Karbonlu nanoyapilarin iyilestirilmesi i¢in genel proses, nanoparcaciklarin
modifikasyondan sonra islevsel hale getirilmesiyle baslar. Van der Waals,
hidrofobik etkilesimler ve CBN'ler ve modifiye edici ajanlar arasindaki zn-m
etkilesimleri gekici olmakla birlikte ve kimyasal olarak da iyi bilinmektedir. Bu
tir etkilesimlerin yani sira, bazi CBN'lerin asitle muamelesi, bir kovalent bag
olusturarak terapotik ilaclar, antikorlar, aptamerler veya hidrofilik floresan
molekiilleri i¢in mitkemmel barmaklar olusturabilir. Bu nedenle, bu materyallerin
tanimlanmas1 ve terap6tik uygulamalart CBN'lerin dogasina bagli olarak belirli

altyazilar altinda arastirilmalidir (Sekil 1.14).
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Sekil 1. 14 Karbon yapili nanomateryallerin biyomedikal uygulamalarda teranostik ajan olarak

kullanim Ozeti.
Karbon Noktalar

Grafen kuantum noktalarindan (GQD'ler) ve karbon kuantum noktalarindan
(CQD'ler, C-noktalar veya CD'ler) olusan karbon temelli kuantum noktalari, 10
nm'nin altinda boyutlara sahip karbon nanomalzemelerinin yeni bir smifidir. ilk
duvarli karbon nanotiiplerinin saflastirilmasi esnasinda, 2004'de (Xu et al., 2004)
hazirlayict elektroforez esnasinda ve daha sonra 2006'da grafit tozunun ve
¢imentonun lazer ablasmani (Sun et al., 2006) yoluyla elde edildi. Biiyiileyici
ozelliklere sahip karbon temelli kuantum noktalar1 benign, bol ve ucuz dogasi
nedeniyle bir nanokarbon iiyesi olarak giderek ylikselen bir yildiz haline gelmistir
(Baker and Baker, 2010). Karbon genellikle bir siyah malzemedir ve genellikle
suda diisiik ¢oziiniirliikk ve zayif floresans olarak diisiiniilmiistiir. Genis yelpazede
bir ilgi odag haline gelmeleri ve iyi ¢oziiniirliik ve kuvvetli parlaklik nedeniyle

karbon temelli kuantum noktalar iizerinde yogunlasilmistir.

Geleneksel yar1 iletken kuantum noktalariyla ve organik boyalarla

karsilastirildiginda, fotoliiminesans karbon bazli kuantum noktalar yiiksek (sulu)
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¢Oziinlirliikk, saglam kimyasal stabilite, kolay modifikasyon ve fotosoniimlemeye
kars1 yiiksek direng bakimindan daha tstiindiir. Diisiik toksisite ve iyi biyolojik
uyumluluk gibi karbon bazli kuantum noktalarinin {istiin biyolojik ozellikleri,
onlar1 biyogoriintiileme, biyosensor ve biyomolekiil / ila¢ dagitiminda potansiyel
uygulamalarda kullanima elverisli hale getirir. Elektron vericiler ve alicilar olarak
karbon bazli kuantum noktalarmin olaganiistii elektronik  6zellikleri,
kemiliiminesans ve elektrokimyasal parlakliga neden olur; optik, kataliz ve

sensorlerde kendilerine genis potansiyeller kazandirir (Sekil 1.15).

Biomedicine

Sekil 1. 15 CD lerin kullanim alanlari: Biyotip, optronik, sensorler ve kataliz (Wang and Hu,
2014).

Hidrotermal karbonizasyon (HTC) veya solvotermal karbonizasyon cesitli
prekiirsorlerden yeni karbon bazli malzemeler iiretmek i¢in diisiik maliyetli, cevre
dostu ve toksik olmayan bir yoldur. Genellikle, bir organik prekiirsér ¢ozeltisi
kapatilir ve yliksek sicaklikta bir hidrotermal reaktérde reaksiyona sokulur.
CD'ler, glukoz (Yang et al., 2011), sitrik asit (Zhu et al., 2013), kitosan (Yang et
al., 2012), muz suyu (De and Karak, 2013) ve kaz tiiyii (R. Liu et al., 2015) gibi
birgok prekiirsorden HTC vasitasiyla hazirlanmistir. Mohapatra ve arkadaglari
Portakal suyunun hidrotermal aritilmasi ve bunu takiben santrifiijleme ile bir
adimda % 26'lik kuantum verimi ile yiiksek fotoliiminesan CD'ler hazirlad1 (Sahu
et al., 2012) 1,5-4,5 nm boyutlarindaki bu CD'ler, yiiksek fotostabilitesi ve diisiik
toksisitesi nedeniyle biyolojik goriintiileme yonteminde uygulandi. Liu ve ark. ,
180 ° C'de 12 saat siire ile kitosanin hidrotermal karbonizasyonu ile amino-
islevsellestirilmis fluoresant CD'lerin tek adimda sentezlendigini bildirdi (Yang et



al., 2012) Amino fonksiyonlu fluoresan CD'lerin yeni biyolojik goriintiileme ajani

olarak dogrudan kullanilabilecegini unutulmamalidir.

4 180 °C )
! t ¢  Hyvdrothermal

N.S.C-dots

Sekil 1. 16 Hidrotermal teknikle sentezlenmis CD ler ve iki farkli eksitasyon 1simast ile Fe analizi

ve hiicre goriintiilemede kullanimi (Chen et al., 2016).

Multifonksiyonel bir teranostik ajan olarak ise (CD-Oxa), amin gruplari
iceren CD'lerin yiizeyine bir anti-kanser maddesinin (okside edilmis oksaliplatin,
oksa (IV) -COOH) konjugasyonuyla hazirlanmistir. CD-Oxa, CD'lerin optik
ozelliklerini ve Oxa nin terapotik performansimi basariyla biitiinlestirmistir. In
vitro sonuglar, CD-Oxa'nin iyi biyouyumluluk, biyolojik goriintiileme fonksiyonu
ve antikanser etkilerine sahip oldugunu gostermistir. In vivo sonuglar, ilacin
enjeksiyon zamanini ve dozajin1 Ozellestirmeye yardimci olan CD-OXa'nin
pozitiflesme sinyalini izleyerek ilacin takibini veya dagilimini izlemenin miimkiin
oldugunu gostermektedir (Sekil 1.17a).
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Sekil 1. 17 a) CD-Oxa teranostik konjugatinin sematik goriintiisii (Zheng et al., 2014). b) CD-PEI/
AU-PEI / pDNA kullanilarak monte edilen nano-hibridleri kullanarak hiicreye naklinin

gercek zamanl izlenmesi ve gen aktarimi i¢in sematik bir resim (Kim et al., 2013).

1.2.2 Teranostiklerde kullanilan biyoaktif yapilar

Multifonksiyonel o6zellikle teranostik nanopartikiillere iliskin olarak ilk
kisimda tasiyict seciminden soz edilmistir. Bu kisimda da tasiyici partikiillere
konjuge edilebilen veya fiziksel olarak tutuklanabilen agirlikli olarak terapotik
etkiye sahip olan biyolojik aktif materyallerden bahsedilecektir. Cok genis
yelpazeye sahip olan bu kisimda daha ¢ok tez kapsaminda kullanilan terapotik

etkiye sahip materyaller s6z konusu olacaktir.

Tez kapsaminda kullanilan teranostik partikiil tasarimlar1 genel olarak
kansere yonelik olarak tasarlanmistir. Kanser, hiicre biiylimesi ve hiicre dongiisti
siireclerini etkileyen DNA mutasyonlarindan kaynaklanan karmasik bir hastalik
kiimesidir. Kanserin heterojen kosullar1 genis bir yelpazede kapsamasi ve yiiksek
diizeyde ongoriilemez olmasi, erken teshis ve etkili tedavi i¢in sayisiz zorluga
neden olmakta ve kanseri 21. ylizyilda diinya ¢apinda onemli bir halk sagligi
sorunu haline getirmektedir. Yalniz Amerika Birlesik Devletleri'nde kanserin
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2010 yilinda 569.500 oliimle sonu¢lanmasi beklenmistir. Kanser igin giincel
tedavi teknikleri ameliyat, radyoterapi, kemoterapi hipertermi, immiinoterapi,
hormon tedavisi, kok hiicre tedavisi ve bunlarin kombinasyonlarin1 i¢ermektedir.
Bir¢ok durumda erken teshis, tedavi rejimini ve terapotik miidahalenin se¢imini
yonlendiren 6nemli faktordiir. Bir tiimdriin tespit edildigi evre, adjuvan tedaviye
gerek kalmadan cerrahi olarak c¢ikarilip c¢ikarilamaycagini veya tipik olarak
ameliyat, radyasyon ve kemoterapi igeren yaklasimlarin bir kombinasyonunu

gerektirip gerektirmeyecegini belirler.

1.2.2.1 Kemoterapi: Doksorubisin (DOX)

Doksorubisin, degistirilmemis haliyle, Food and Drug Administration'in
onayladig1 kemoterapotik ilaglarin en giiclii ilaglarindan biri olarak kabul edilerek
biiylik bir tedavi potansiyeli gostermistir. Hizl1 bdliinen hiicrelere karsi savasma
yetenegi ile hastaligin yavas ilerlemesini saglayarak, insan viicudundaki kanserli
hiicreler tizerindeki toksisitesi ile sinirli olarak, on yillardir yaygin olarak kabul
gormiistiir. Ilag, aglikonik ve seker parcalarma sahip, segici olmayan bir smifi
anthrasiklin sinifidir. Aglikon, Kinin-hidrokinon bitigik gruplari olan bir tetrasiklik
halkadan, metoksi barindiran kisa yan zincirden sonra karbonil grubundan
olugmaktadir. Seker bileseni (daunosamine olarak da bilinir) bir halkaya bir
glikozidik bag ile baglanir. Bu bir 3-amino-2,3,4-trideoksi-L-fukozil grubundan

olusur.
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Sekil 1. 18 DOX un molekiiler yapisi ve ticari intravendz kullanim preparati.

DOX, DNA ile iliskili enzimlere baglanarak etki eder, DNA ¢ift sarmalinin
baz ¢iftlerinin arasina girebilir. Topoizomeraz enzimler I ve II gibi ¢oklu
molekiiler hedeflere baglanarak anti-cogalma ile birlikte bir dizi sitotoksik etki

meydana gelir ve bdylece DNA hasar1 olusur. Apoptoz yolu, DNA kopmalarini



28

onarma girisimi basarisiz oldugunda tetiklenir ve G1 ve G2 evrelerinde hiicresel
biiylime inhibe edilir. DOX'un, hem DNA hem de RNA polimerazin inhibisyonu
ile DNA'ya interkale ettigi ve sonu¢ olarak DNA replikasyonunu ve RNA
transkripsiyonunu durdugu biliniyor (Tacar et al., 2013).

Daha 6nce de belirtildigi gibi, antrasiklin ilaglarinin ana yan etkileri, ¢ok
yonlii sitotoksik etkilerdir ve kardiyotoksisite en belirgini olmustur. Faz II ve III
arastirmalart  sirasinda  1970'lerde  DOX  {izerine yapilan erken klinik
degerlendirmeler, akut kusma ve mide bulantisi, gastrointestinal problemler,
kellik ve norolojik sisteme iliskin bozukluklarin ortak yan etkilerini gostermistir
(genellikle haliisinasyonlara ve 151k hassasiyetine neden olur). Ne yazik ki DOX
spesifik olarak tiimdre yonelik degildir ve viicudun bir ¢cok bagka hiicre tipinin
biliylimesini etkileyebilir. Bu, bagisiklik sisteminin baskilanmasina neden olur ve
bagisik hiicre sayisi azaldiginda, hasta mikrobiyal enfeksiyonlara daha duyarl
hale gelir, yorgunluk ve iyilesme siiresi azalir. Bu etkilerin siddeti ve olusumu
DOX dozajina ve hastanin kemik iliginin rejenerasyon kapasitesine baglidir
(Chatterjee et al., 2010). DOX un kiigik bir damara siirekli uygulanmasiyla,
fleboskleroz (damar duvarlarinin kalinlagmasi) gibi problemler ortaya ¢ikabilir ve
eger lokal dokularda veya organlarda ekstravazasyon olusursa, nekroz ortaya
cikabilir. Ekstravazasyonun diger yan etkileri arasinda seliilit, tromboflebit ve
agrili endurasyonun (dokunun patolojik sertlesmesi) eklem hareketi sinirlamasi
yer alir (Carvalho et al., 2009; Tacar et al., 2013). Bu sebeplerden dolay1 en ¢ok
kullanilan kemoterapdtik ilag igin ¢esitli  sekillerde nanoformiilasyonlar
gelistirilmistir. Su anda doksorubisin (Doxil®), daunorubisin (Daunoxome®)
sitarabin (Depocyt®), Myocet® ve vinkristin (ONCO-TCS®) dahil olmak {tizere
kanser tedavisi igin piyasada bulunan birka¢ lipozomal formiilasyon
bulunmaktadir. Lipozomal DOX, meme kanseri, yumurtalik kanseri, AIDS'e bagl
Kaposi sarkomu, bas/boyun kanseri ve beyin tiimoérleri igin klinik olarak

arastirilmistir.

1.2.2.2 Radyoterapi: Radyosensitizerler

Radyoterapi, malign lezyonlarin tedavisinde en Onemli terapotik
yontemlerden biri olarak kabul edilmektedir. Bu alan son zamanlarda hizla
ilerlemektedir. Radyosensitizer ve radyoprotektif ajanlar kullanilarak, radyoterapi
strasi ile tliimor hiicrelerinin sensitizasyonunu ve normal hiicrelerin korunmasini
gelistirmistir. Radyosensitizerler, tiimor hiicrelerini radyasyona duyarli hale

getiren ajanlardir. Bu bilesikler, molekiiler diizeydeki radyasyon hasari ile iiretilen
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serbest radikallerin fiksasyonunu tesvik etmektedir. Etki mekanizmasi, zararli
molekiillerde biyokimyasal reaksiyonlarin hiicresel radyasyon hasarmin
onarilmasini  6nledigi oksijen etkisine benzer. OH' gibi serbest radikaller
radyosensitizerlerin elektron afinitesi ile yakalanir ve molekiillerin onarilamamasi
miimkiin olur. Radyoprotektorler, radyasyondan kaynaklanan normal dokulardaki
hasar1 azaltmak i¢in tasarlanmis bilesiklerdir. Bu bilesikler genellikle
antioksidandir ve etkinlik i¢in O6nce veya radyasyon sirasinda bulunmalidir.
Radyasyon verildikten sonra bile toksisitenin en aza indirgenmesi i¢in hafifletici

olarak adlandirilan diger ajanlar kullanilabilir.

Radyasyon terapisinin amaci, normal dokulara zarar vermeyi en aza
indirirken (terapdtik oran) maksimum tiimor hiicresi O6ldiirmeyi basarmaktir.
Lokal tiimor yetmezligi, kanser 6limlerinin %40 ile %60'1n1in nedenidir ve 6lim
anindaki kanser hastalarinin %60 ile %80'inde ortaya ¢ikabilir. Terapdtik oranin
tyilestirilmesine yonelik ¢abalar, tiimdr hiicrelerinin radyo-duyarliligini arttirmak
veya normal hiicreleri radyasyonun etkilerinden korumak icin etkili bazi
bilesiklerin gelismesine neden olmustur. Basarili radyasyon terapisinin amaci, bu
nedenle, tiimor hiicrelerindeki radyasyon hasarimi maksimize etmek ve ayni
zamanda normal hiicrelerde ayni radyasyon hasarini en aza indirmektir. Bu, ya
radyasyon dozunun daha iyi lokalizasyonu ya da normal hiicreler i¢in diferansiyel
radyoprotektorlerin  kullanilmas1  ve/veya tiimor hiicrelerinin radyasyona

duyarlilastinci saglamastyla miimkiin olabilir.

Cizelge 1. 2 Cesitli radyosensitizerlerin listesi.

Hiperbarik oksijen

Karbojen

Nikotinamid

Metronidazol ve analoglar1 (misonidzol, etanidazol, nimorazol)

Hipoksik sitotoksik ajanlar (mitomisin-C, tirapazamin)

Membran aktif ajanlar (procaine, lidocaine, klorpromazin)
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Radyosensitif niikleozidler (5-floroagil, florodeoksiuridin, bromodeoksiuridin,

iyododeoksiuridin, hidroksiiire, gemsitabin, fludarabin)

Teksafirin (moteksafin gadolinyum)

Siilfidral grup baskilayicilar1 (N-etilamid, diamid ve dietilmaleat

Hipertermi

Yeni radyosensitizerler (paklitaksel, dokataksel, irinotekan)

Gama 1sinlar1 veya X 1sinlar gibi yliksek enerjili iyonlastirici radyasyonlar
esasen hiicresel bilesenleri ve/veya suyu iyonize etmek i¢in kullanilir. Alfa veya
beta parcaciklart veya elektron, proton veya ndtron 1sinlart gibi pargacik
radyasyonlari, baz1 6zel durumlarda kanser dokusunu hedeflemek i¢in kullanilir.
Su hiicrelerin énemli bir bileseni oldugu i¢in bu molekiiliin radyasyon kaynakli
parcalanmaya neden olan bu iyonlastirici radyasyonun ana hedefidir. Bir kimyasal
coziinmeden farkli olarak, bu radyoliz sadece yiiklii tiirevlerin degil ayn1 zamanda
hidrojen radikali H", hidroksil radikal OH', siiperoksitler O® gibi serbest
radikallerin ve H,O" ve H,O" gibi yiiklii su tiirlerinin olusumuyla sonuglanur.
Diger birgok hiicresel bileseni de hasar gormesine ragmen DNA, radikallerle
birlikte 1iyonlastirici radyasyonlarin birincil hedefidir. Serbest radikallerin
membran yapilariyla etkilesimi de apoptozu indiikleyen yapisal hasarlara neden
olur. Hidroksil iyonu bir¢ok ¢alismada hiicresel hasarin 6nemli bir kaynagi oldugu
ve lipit peroksidasyonunu indiikledigi bilinmektedir. Lipid bilayeri ile olan

etkilesim, hiicrelerin geg¢irgen hale getirilmesi i¢in de gosterilmistir.

Son birkag yildir, Ozellikle metal (agirhik olarak altin) temelli
nanopartikiilleri kullanarak radyoterapétik etkileri arttirmak i¢in formiilasyonlarin
kullanimina olan ilgide Onemli bir artis olmustur. Yogun haldeki metal
parcaciklari, yliksek enerjili gama/X-1s1m1 radyasyonlarini segici olarak dagitabilir
velveya emebilir. Bu, timér dokulari ig¢indeki hiicresel bilesenlerin daha iyi
hedeflenmesini saglar ve daha lokalize ve sinerjik sekilde hasara izin verir.
Metallerin ylizeyinin gama 1s1masina maruz kalmasi iizerine fotoelektron
sagilmasi da arttirilmis aktivite mekanizmasi olarak onerilir (Sekil 1.19 ve Sekil

20). Tim alinan sonuglarin kombinasyonu, saglikli doku hasarimi daha da
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sinirlayan  terapdtik radyasyon dozunu belirlemede de yardimci olur.
Nanomateryal radyosensitizerlerin kullanimina Nanopartikiille Artirilmis X-1g1n1
Terapisi veya NEXT denir (Kwatra et al., 2013; Raviraj et al., 2014).

Radyasyon Etkisini )

Artirma

N

Radyosensitizerler

Metal Temelli F Kuantum Siiperparamanyetik 1 Metal Olmayan
Nanopartikiiller . Noktalar 1 Demir Oksitler . Nanopartikiiller
m Hafniyum S - )
Temelli Temelli Kemoterapdtik
Gd Temelli AR ferna :
: Fulleren
Ti Temelli
Temelli

Sekil 1. 19 Radyoterapotik etkinin artirilmasinda kullanilan nanopartikiiller.
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A\ S N AT
NN \v . S

target X-ray indirect inactivation by
nanoparticle ¥ fluorescence radiation demages
uv

0} singulett oxygen
of

cancer cell

Sekil 1. 20 indirekt radyasyon terapisi ile hedef materyal iizerinde ikincil radyasyon iiriinlerinin

olusmasi sonrasi kanser hiicrelerinin inaktivasyonu

(http://www.mpsd.de/irt/IRT.html).

1.2.2.3 Fotodinamik terapi: Fotosensitizerler

Fotodinamik terapi (PDT), malign hiicrelere karsi segici bir sitotoksik
aktivite gosterebilen klinik olarak onaylanmig, minimal invaziv bir terapotik
islemdir. Islem, bir fotosensitizer maddenin uygulanmasini ve ardindan
sensitizoriin bir absorbans bandina karsilik gelen bir dalga boyunda 1simayi igerir.

Oksijen varhiginda, bir dizi olay dogrudan tiimor hiicresi 6liimiine, mikro damar
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sistemine hasar vermeye ve lokal bir inflamatuar reaksiyonun indiiklenmesine yol
acar. Klinik caligmalar, ozellikle erken evre tiimoérlerde PDT'min iyilestirici
olabilecegini ortaya koymustur. Kullanilamayan kanserlerde sag kalimi uzatabilir
ve yagsam kalitesini onemli Olgiide artirabilir. Minimal normal doku toksisitesi,
thmal edilebilir sistemik etkiler, uzun siireli morbiditenin azalmasi, intrinsik veya
kazanilmis diren¢ mekanizmalar1 eksikligi ve miikemmel kozmetik yani sira
organ fonksiyonu koruyucu etkileri bu kombinasyon tedavileri i¢in degerli bir
tedavi secenegi haline getirir. Yakin zamanlardaki teknolojik gelismelerle PDT,
kanser tedavisinin ana akimina entegre olma potansiyeline sahiptir.

PDT ii¢ temel bilesenden olusur - fotosensitizer (PS), 151k ve oksijen (Dougherty
et al., 1998; Dougherty et al., 1978). Bunlarin higbiri ayr1 ayri toksik degildir
ancak birlikte, singlet oksijen olarak adlandirilan oldukca reaktif bir iirliniin
olusumuyla sonuglanan fotokimyasal reaksiyon baslatirlar. Ikincisi, apoptoz veya
nekroz yoluyla hiicre Oliimiine neden olacak ©6nemli toksisiteye hizla neden
olabilir. PDT'nin antitiimor etkileri birbiriyle iligkili {i¢ mekanizmadan
kaynaklanir - tiimor hiicreleri {izerine dogrudan sitotoksik etkiler, tlimor
vaskiilatiiriine hasar ve sistemik bagisikligin gelisimine yol acabilecek gii¢lii bir
inflamatuar reaksiyonun indiiksiyonu. Bu mekanizmalarin katkis1 géreceli olarak,
kullanilan PS'min tipi ve dozu, PS uygulamasi ile 151k maruziyeti arasindaki
zaman, toplam 151k dozu ve akicilik orani, tiimdr oksijen konsantrasyonu ve belki
de diger zayif olarak fark edilen diger degiskenlere baglidir. PDT'de klinik ve pre-
klinik asamalarda kullanilan PS'ler Sekil 1.21 de 6zetlenmistir.

Protoporfirin IX (PplX)

Porfirinler, tipta fotosensitize edici ilaglar olarak yaygin olarak
uygulandiklar i¢in diinya ¢apinda arastirmacilarin ilgisini ¢eken tetrapirollerin bir
smifidir. Deuteroporfirin  IX, hematoporfirin IX, hematoporfirin tiirevi,
mezoporfirin IX ve PpIX gibi porfirin IX tiirleri, yeni bir kanser tedavisi modeli
olan PDT'de yaygin olarak kullanilan fotosensitizerlerdir. Protoporfirin X, heme
ler, sitokrom c ve klorofil i¢in metabolik bir prekiirsor olan 4 metil, 2 propiyonik
ve 2 vinil yan zinciri igeren bir tetrapirrole sahiptir. Protoporfirin IX,
protoporfirinojenin metilen kopriisiiniin  protoporfirinojen oksidaz enzimi
tarafindan oksidasyonu ile firetilir. Protoporfirin IX dogal olarak diskida az
miktarda bulunur. PpIX, ayrica kus yumurtalarinin kahverengi pigmentlerinden
(Ooporfirin) sorumludur. PpIX, Heme'ye (demir yerlestirilerek) ve klorofillere

(Mg eklenmesiyle ve diger yan zincir transformasyonu ile) gecen biyosentetik
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yolda bir dal noktasi olarak kullanilir. PpIX karaciger hastaliklarini, 6zellikle,
sodyum tuzu formunda, tedavi etmek i¢in kullanilabilir. Bunun yaninda anti-HIV
aktivitesi de gosterebilir (Vzorov et al., 2002).

Protoporphyrin IX Photofrin Be‘g:ﬂq:;ﬂl;iﬁ“
Aminolevulinic i 1 (Verteporfia) Phthalocyanine Pc 4
acid y ! N

IPRD v LA

m-Tetrahydroxyphenyl- R
chlorin (mTHPC or Foscan) Mono-aspartyl chlorin e6 OH
(NPe6)

Hexylpyropheophorbide
(HPPH)

Sekil 1. 21 Klinik veya klinik Oncesi arastirmalarda segilmis fotosensitizerlerin isimleri ve
yapilari. Bunlardan {g¢ii klinik PDT i¢in diizenleyici onay aldi: Photofrin;
Benzoporfirin tiirevi  (Verteporfirin); ve PpIX un metabolik Onciisii olan

aminolevulinik asit (Levulan).

Daha o6nceki ¢alismalarda PplX un multimodal teranostik modalitelerinde
de yer aldig1 goriilmiistiir. Bunun i¢in radyoterapide gadolinyum nanopartikiiller
ile PpIX PDT esliginde multimodal goriintiileme ve tedavi agisindan niozomlar
igerisinde biyouyumlulugu artirilmis sekilde tasarlanmistir (Barlas et al., 2016).
Ayrica PpIX un kullanimima bir 6rnek olarak da uyarici cevaplayict sistemlerin
PpIX konjuge silika nanopartikiiller halinde kanser hiicrelerine uygulanmasi
verilebilir (Vivero-Escoto and Vega, 2014).
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Sekil 1. 22 Uyarici cevaplayici silikon NP temelli PpIX teranostik ajani ve kanser hiicrelerine PDT
uygulamasi (Vivero-Escoto and Vega, 2014).

1.2.2.4 Dogal Bilesikler: Kurkumin

Bazi kanserler neden bazi iilkelerde digerlerinden daha belirgindir, bu
sorunun cevabi -diyet dahil- yasam tarzinin bu asamada 6nemli rol oynamasidir.
Bu farklilig1 olusturan diyet aligkanliklarindan biri de zerdegal ya da hintsafranidir
(Curcuma longa). Bu baharat birgok kanserin daha az goriildiigii ve zerdecalin
sikca tiiketildigi glineydogu Asya kitasinda siklikla tiiketilmektedir. Zerdecal tozu
Ayurveda, Unani ve Siddha tibbinda cesitli hastaliklara yonelik evde hazirlanan
preparatlar seklinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu toz, kurkumin (diferuloil
metan), ilk once 1815'e izole edilen, 1870'de kristallestirilen (3,4) ve 1,6-
heptadien-3,5-dion-1,7-bis(4-hidroksi-3-metoksifenil) (1E, 6E) olarak tanimlanan
sar1 renkli bir polifenoldiir. Doga ana ve insan tarafindan yapilan kurkumin
analoglar1 glinlimiizde tanimlanmistir. Buna ek olarak, diferuloilmethan veya
kurkumin disinda zerdecal demetoksikurkumin (kurkumin 1),
bisdemetoksikurkumin  (kurkumin III) ve yakin zamanda tanimlanan
siklokurkumin gibi kiigiik fraksiyonlart igerir. Biitiin bu analoglar, kurkumindeki
hidroksil gruplarinin antioksidan aktivitesi icin gerekli oldugu halde, onun

metoksi gruplari, antienflamatuar ve antiproliferatif aktivitesi i¢in esastir.
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Sekil 1. 23 Kurkumin ve dogada bulunan analoglari.

Hayvanlarda kurkuminin antikanserojenik &zellikleri, timdr baglatma
inhibisyonu (Huang et al., 1992) ve tiimor tesviki (Conney et al., 1991; Huang et
al., 1988) ile gosterilmistir. Kurkumin {izerine yapilan ¢aligsmalar, yapisal olarak
direkt bir baglantisi olmayan membran proteinlerini ¢esitli sinyal yolaklari
boyunca etkiledigini gostermistir (Bilmen et al., 2001). Yakinlardaki bir ¢aligsma,
kurkuminin, lipidlerin fosfat grubuna hidrojen bagiyla baglandigi transbilayer
oryantasyonu ile hiicresel membranin derinliklerine yerlestigini ve dolayisiyla ¢ift
tabakada negatif kavis olusturdugunu one siirmektedir (Barry et al., 2009).
Kurkumin ile negatif egriligin tesvik edilmesi, apoptotik protein tBid'in
permeabilize edici aktivitesini arttirarak apoptoz iizerinde dogrudan bir etkiye
sahip olabilir (Epand et al., 2002). Kurkuminin ¢oklu sinyal yolaklarini bastirdigi
ve hiicre proliferasyonunu, istilasini, metastaz1 ve anjiyogenezi inhibe ettigi
gosterilmistir. Kurkuminin kimyasal Onleyici etkisi, ¢esitli yollarla apoptozu
uyarabilme yetenegine bagli olabilir. Kurkumin dogrudan veya dolayli olarak

hiicre 6liim yollarinda rol alan farkli genleri veya gen tirtinlerini de kontrol eder.

Bu kadar 6zelliginin yaninda ilag salim ¢alismalarinda da ilgi cekici hale
gelen kurkumin diisiik ¢oziiniirliige ve biyouyumluluga sahip oldugundan farkli
tasiyict sistemler icerisinde enkapsiile edilerek kullanilmis ve biyolojik etkinligi
artirilmistir. Bunlardan birinde oktadesilamin ve hyaluronik asit ile enkapsiile

edilmis ve kanser hiicrelerindeki CD44 ve folat reseptorlerine hedeflendirilmis
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misel yapisindaki konjugatta, kurkumin ile desteklenen terapétik etki in vitro ve in
vivo olarak kanitlanmis ve kurkuminin 350-500 nm arasi eksitasyonu ile yesil

bolgede emisyon vererek hiicre alimlar1 izlenmistir.

HA = zuu- - z.o.

<> OCA ['\ MTX .cun

: & ‘5’ rw;iuie.‘.";;*,,
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Sekil 1. 24 Dual reseptér hedefli kurkumin enkapsiile konjugatin kanser hiicreleri {izerinde

etkisinin sematik gosterimi (Song et al., 2017).
1.2.3 Teranostiklerde hedefleme stratejileri

1.2.3.1 Pasif hedefleme

Cogu nanopartikiiliin tiimor kan damarlariin patofizyolojik 6zelliklerinden
dolay1 tiimor igerisinde birikmesi beklenir. Besin maddelerinin aktif olarak
biiyliyen bir tiimdre 2,0 mm? den daha biiylik bir hacimle ulastirilmasi difiizyonla
sinirhidir ve besin maddeleri ve oksijen saglamak icin yeni kan damari olusumu
gerekir (Jones and Harris, 1998). Tamamlanmamis tiimoér damarlanmasi sizan
damarlara neden olur ve 100 nm'den 2,0 um a kadar olusan bosluklardan
makromolekiiller tiimér tiirtine bagl olarak interstisiyuma kolayca erisir (Hobbs
et al., 1998; Shubik, 1982; Yuan et al., 1995). Tiimoérler, normal dokulardan daha
fazla bilesik tutma siiresine sahiptir, ¢linkii tiimorler iyi tanimlanmig bir lenfatik
sisteme sahip degildir. Bu ozellikler, timor interstisiyumunda nanopargaciklarin

pasif hedeflenmesi ve selektif birikimi i¢in 6nemli bir mekanizmayr olusturan
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gelismis gegirgenlik ve tutma (enhanced permeation and retention, EPR) etkisi
saglar. DOX dagilimi icin bir PEG kaplamali lipozom sistemi olan Doxil® ve
metastatik gogiis kanseri tedavisi i¢in albumin bagli paklitaksel nanopartikiiller
iceren Abraxane”, (ABD gida ve Ila¢ idaresi'nin temsilcisidir) formiilasyonlari
FDA tarafindan kanser tedavisi i¢in nanotasiyici temelli ilaglar olarak onaylandi.
Bu ajanlar, sistemik toksisiteyi azaltarak serbest antikanser ilaglarinkinden

yaklasik 100 kat daha uzun 6miir ile viicuda dolasirlar.

Bununla birlikte, pasif hedefleme yaklasimlari cesitli smirlamalardan
etkilenmektedir. EPR efektini kullanarak kanser hiicrelerini hedeflemek, biitiin
timorlerde uygulanabilir degildir, c¢linkii timor damarlanmasi ve timor
damarlarinin gézenekliligi tiimdr tiiriine ve durumuna gore degisebilir. Buna ek
olarak, kanser hiicreleri, nanopargaciklarin internalizasyonuna yol agan az sayida
belirli etkilesimi gdsterebilir. Nanopartikiiller ve opsoninler arasindaki
etkilesimlerin engellenmesine ilaveten, yiizeylerin PEG ile kaplanmasi,
nanoparcaciklar ve hiicre ylizeyleri arasindaki etkilesimleri de azaltabilir. Bu
durumda kontrol eksikligi, ilacin atilmasina ve kanser hiicrelerinin ¢esitli terapotik
etkileri kaginilmaz olarak azalttig1 cesitli ilaglara (¢oklu ilag direnci, MDR) kars1
diren¢ gelistirmesine neden olabilir. Bu kisitlamalarin iistesinden gelmek icin bir

yaklasim nanopartikiil yiizeylerine hedefleme kisimlar1 eklemektir.

1.2.3.2 Aktif hedefleme

Hedefleme birimlerini igeren nanoparcaciklar, hiicrenin i¢indeki reseptor
aracilt endositozu ve ila¢g salimmi indiikleyen ligand-reseptor etkilesimleri
vasitasiyla hedef hiicrelere baglanabilir. Etkin baglanma ve internalizasyon,
reseptOrlerin normal hiicrelere gore sadece hedef kanser hiicrelerinde (hiicre
bagmna 10%-10° kopya) ifade edilmesini ve ifade edilen tiim hedef hiicrelerde
homojen olmasimi gerektirir (Peer et al., 2007a). Bu dagilim stratejisi, yiiksek
secimlilik ve dagilim verimliligi saglarken, se¢cimli olmayan baglanma ve MDR
cikis mekanizmasindan kacinmaktadir. Terapétik, diyagnostik veya bariyer
onleyici ozelliklere sahip birgok ligand, tek bir nanopartikiil sisteminde genis
nanopartikiil yiizey alan1 boyunca birlestirilebilir. Multivalent hedefleme ile de bir
parcacigmn hedef hiicreye dogru baglanma afinitesini Onemli odlglide
arttirabilmektedir.  Yiizey modifikasyonlar1 ~ (Sekil ~ 1.25), multimodal
fonksiyonelligi saglamak i¢in hedefleme ligandlar1 (6rnegin, antikorlar, peptitler,
kiicik molekiiller veya aptamerler), floresan boyalar, genler veya ilaglarla

konjiigasyon yoluyla kolaylikla saglanabilmektedir (Yu et al., 2012).
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Aptamerler 1 y .
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Sekil 1. 25 Multifonksiyonel nanopartikiillerde aktif hedeflemede kullanilan yiizey modifikasyon

ajanlart.

Aktif hedefleme i¢in yapilan ylizey modifikasyonlarinda fonksiyonel
birimlerin nanopartikiil ylizeyine konjugasyonu i¢in farkli yontemler mevcuttur.
Bu dogrultuda, hedefleme ligandlari, terapdtik molekiilleri veya kontrast ajanlarini
nanopartikiil yiizeylerine konjuge etmek i¢in genis bir kimyasal yaklagim
yelpazesi kullanilmistir. Bu yontemler geleneksel biyokonjugasyon stratejileri
(dogrudan konjiigasyon, linker kimyasi, fiziksel etkilesimler), "Click" kimyasi
veya hibridizasyon yontemleri olarak kategorize edilebilir. Hedeflenen ligand
konjligasyonunun  birincil  hedefi, nanoparcacikla tutturulduktan sonra
islevselligini kaybetmeden bir hedefleme pargasini baglamaktir. Ornegin,
tanimlama bolgesi gdéz Oniine alinmadan bir antikorun bir nanopartikiil ile
baglanmas1 fonksiyonel bolgelerin kapanmasina ve hedefleme o6zelliklerinin
azalmasina neden olabilir. Ilaglar ve siRNA gibi konjuge terapdtik ajanlar,
terapotik etkileri gdstermek i¢in hiicrenin alimindan sonra bir nanopartikiil
sisteminden salinacak sekilde tasarlanmalidir. Asagidaki sekilde aktif
hedeflemede en ¢ok kullanilan direkt konjugasyon tekniklerinin bir 6zeti seklinde
listelenmistir (Sekil 1.26).
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Sekil 1. 26 Direkt konjugasyon teknigine dayali yiizey modifikasyon yontemleri.

1.2.3.3 Hedefleme stratejilerinde veni bir soluk: Molekiiler

baskilanmis polimerler

Molekiiler baskilama kisaca, iizerinde kalip molekiilii tanima

szelligi

tagityan merkezler iceren polimerlerin sentezlenmesi islemidir. Sentez icin iki
temel gereksinim vardir: 1) kalip molekiil veya diger bir deyisle baskilanacak

molekiil, 2) kalip molekiil ile etkilesebilecek (kovalent ya da non-kovalent

baglanma ile) iglevsel bir monomer. Bu temel gereksinimlerin yani sira ¢oziici,

capraz-baglayici gibi yan gereksinimler de mevcuttur.
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Molekiiler baskilanmis polimerlerin olusumu ii¢ adimda Gzetlenebilir: a)
Hedef (kalip) molekiil ile polimerize olabilecek fonksiyonel gruplara sahip
monomerler arasinda kovalent/kovalent olmayan etkilesimlere dayali kompleks
olusumu, bu adimda kalip molekiil etrafini monomerler sararak pre-kompleks
olusturulur. b) Ortamda bulunan polimerizasyon ajanlart (porojen, capraz
baglayici, insiyator) ile kalip-monomer etkilesimi artarak kalip molekiiliin polimer
icerisinde baglanma boélgeleri(kalip molekiile se¢cimli bosluklar) olusur. c¢) Kalip
molekiil uygun yontemler ile (¢ozgen ekstraksiyonu, hidroliz) polimerden
uzaklasgtirilir ve tekrar ortama konuldugunda bu baglanma bdolgelerine yeniden

baglanir (Bompart and Haupt, 2009).

Ced L

1- Fonksiyonel Monomerler
2- Capraz Baglayici
3- Kalip Molekul

Sekil 1. 27 Molekiiler baskilanmis polimerlerin hazirlanmasi.

Sensorler diagnostik, ¢cevre ve gida proseslerinde birgcok biyolojik molekiil
kullanarak(enzim, antikor, mikrop) hedef molekiilin taninmasi amaciyla
kullanilan analitik sistemlerdir. Ancak kullanilan bu biyomolekiillerin pH, sicaklik
ve organik ¢ozgenlere karst dayaniksiz olmalari sistemlerin pratik kullanimini
kisitlar. Molekiiler damgali polimerler ile biyosensorlerin birlestirilmesi ile

olusturulan sistemler bu zorlayici kosullara dayaniklidirlar. MIP sensorlerinde
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kullanilan transduser(reaksiyon sonucunda olusan sinyali uygun 6l¢iim sistemine
ceviren aparatlar) sistemlerine goére molekiiler damgali polimer sensor ¢alismalari
siiflandirilabilir (Vandevelde et al., 2007).

Molekiiler baskili polimerleri MIP sensorlerinde kullanirken elektrot
yiizeyine y1gin polimer ya da membran formatindaki molekiiler (kalip molekiil-
substrat) baskili polimerlerin uygun ¢ézgen ya da kimyasallar yardimiyla uygun
immobilizasyon yontemiyle birlestirilmesine dayanir, olusan reaksiyonun sinyali
de uygun yontemler ile tayin edilebilir ya da bu reaksiyon sonucu 6l¢iilebilir bir
sinyal olugsmuyorsa polimerin kendisi sinyal olusturacak sekilde dizayn edilebilir
(floresan metaloporfirinler hem kalip molekiil hem de fonksiyonel monomer
olabilir bu da polimerin olugan reaksiyon sonunda olusturdugu sinyalin 6l¢iimii ile

analiz yapilabilir).

Apay Sensorler

Reséptarler

Biyosensorle
Antikorlar \ r

Sekil 1. 28 MIP yapilarinin biyoteknolojideki kullanim alanlar.

Birgok farkli alanda kullanilabilen MIP-biyosensor sistemlerinin yaygin
kullantmin1  smirlandiran  parametreler; standart bir MIP-sensér hazirlama
yonteminin olmamasi, sulu sistemlerde tayin yapmaya olanak saglayan
sistemlerin olmamasi, non-spesifik baglanmalarin azaltilamamasi, uygun bir

immobilizasyon protokoliiniin bulunmamasidir (Vasapollo et al., 2011).
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MIP ler iistiin baglayict ozellikleri sayesinde yiiksek afinite ve segicilige
dayali oldugu igin siklikla antikorlarla karsilastirilirlar (Hoshino et al., 2008;
Vasapollo et al., 2011). Bu yiizden bu yapilar ayn1 zamanda plastik antikorlar
olarak adlandirilirlar. Biyolojik antikorlara karsin, MIP lerin tiretimi tekrarli, hizh
ve ekonomiktir ayrica hayvan kullanimina gerek duyulmaz. MIP ler birgok
sebepten Otlirii hiicre kiiltiiri uygulamalar1 icin potansiyel olan essiz reseptor
materyalleridir: MIP ler fiziksel ve kimyasal olarak kararlhidirlar, proteazlar ile
parcalanmazlar ve solventler ile denatiire olmazlar. Ayrica istenen uygulama
tiriine gore gelistirilebilir. Temelde, MIP ler herhangi bir hedef molekiil i¢in
tasarlanabilir. Bunun yaninda, bu materyaller floresans boyalarla ve kuantum
noktalarla kolaylikla fonksiyonel hale getirilebilir ve boyutlar1 hedefin
lokalizasyonuna gore ayarlanabilir. Aslinda, gegen yillar boyunca, ¢esitli
yontemler MIP lerin nanopartikiil seklinde sentezlenmesine katki saglamistir ve
bu sayede goriintilleme uygulamalar i¢in en uygun formda olusturulmuslardir.
Buna iliskin olarak Kunath ve arkadaglari (2015) floresans isaretli MIP
nanopartikiilleri hiicre ve doku goriintiilemede plastik antikor olarak
kullanmiglardir  (Kunath et al.,, 2015). Calismada model olarak hiicre
yiizeylerindeki hyaluronan kullanilmistir. Sonug olarak epitop yaklagimi ile hem
fikse edilen hem de canli hiicre (HaCaT) ve dokularda biyo-goriintiileme basarili
bir sekilde saglanmistir. Bunun yaninda ayni ¢aligma grubu tarafindan Ton ve
arkadaslarinin yaptig1 bir uygulamada nafthalimid (floresans ozellikli) isaretli
MIP ler kullanilarak karboksil i¢eren yapilar1 se¢imli olarak algilayabilmektedir
(Ton et al., 2015).

Sonug olarak, MIP temelli polimerik materyaller veya bunlarin kompozit
tiirevleri, sensor/biyosensor, ilag salimi gibi bir¢ok uygulamada kolaylikla yer
bulabilmis ve ozellikle giiniimiizde biiyiik bir sorun haline gelen kanser tiirlerinin
tanisinda antikor benzeri Ozellikleri sayesinde umut verici sistemler olarak

goriilmektedir.
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Sekil 1. 29 Floresans isaretli MIP problarinin aktif hedefli goriintiileme c¢aligmalarindaki

potansiyelini gdsteren sema.

1.3 Tez Calismasinin Amaci

Son yillarda 6zellikle nanopartikiillerin etkin bir sekilde kullanilmaya
baslamas1 ile siklikla kullanilmaya baslanan teranostik yaklasim, teshis ve
tedavinin ayn1 anda yapilabilmesine olanak veren uygulamalardir. Ilk baslarda
hastalara enjekte edilen radyo aktif elementler veya radyofarmosotiklerin gama
kameralar ile viicut i¢inde goriintiilenip, giiniimiizde 6zellikle nanopartikiillerin
essiz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri sayesinde kemoterapi, fotodinamik terapi,
fototermal terapi, radyo terapi ve gen terapisinde de etkin bir sekilde kullanilmaya
baslamis ve bu alandaki ¢alismalar son 10 yilda yiiksek bir ivme kazanmistir. Tez
caligmas1 kapsaminda tedavi ve goriintiilemeyi miimkiin kilan nanoparcaciklarin
tasarimi ve sentezini gergeklestirmek ve bu teranostik 6zellikli nanoparcaciklarin
biyolojik aktivitelerini model kanser hiicre hatlarinda in vitro platformlarda test
edilmesi hedeflenmektedir. Boylelikle tedavi etkinligi bulunan ilag/dogal bilesik
vb. molekiillerin diagnostik 6zellikli floresans metal/karbon temelli/polimerik
yapilarla konjuge edilmesi ve/veya bunlarin niozom, lipozom, polimerler gibi
tasiyici sistemlerle pasif/aktif hedefleme yapilarak model kanser hiicre hatlarina

yonlendirilmesi ile multi-fonksiyonel yapilarin tasarimi gergeklestirilecektir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1 Materyal

Sitrat kapli altin nanopartikiiller (AuNPs) (40 nm), doksorubisin (DOX),
sistein (Cys), N-(3- dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride
(EDC),  N-hydroxysuccinimide  (NHS),  3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT), 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI),
ditiyotretiyol (DTT), 4-Morfolinetansiilfonik asit (MES) ve sodyum dodesil siilfat
(SDS) Sigma Aldrich (Dorset, UK) ten alinmistir. N-g-maleimidocaproic acid
hydrazide (EMCH) Thermo Fischer Scientific (California, USA) firmasindan elde
edilmistir. Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), Penisilin/Streptomisin
(10,000 Ul/mL), L-Glutamin (200 mM), Tripsin/EDTA (0,05% Tripsin; 0,20 g/L
EDTA) ve tuzlu fosfat tamponu (Phosphate Buffered Saline, PBS) hiicre kiiltiirii
calismalarinda kullanilmakta olup Lonza (Basel, Isvi¢cre) firmasindan elde
edilmistir. Fetal Bovine Serum (FBS) ise Biowest (Nuaill¢, Fransa) firmasindan
alimmustir. Kolesterol (% 99, Chol) Avanti Polar Lipids’ ten (Alabaster, Alabama,
USA) alindi. 1,1 karbondiimidazol (CDI), metanol, tween 80, folik asit (FA),
protoporfirin IX (PPIX) ve kloroform Sigma-Aldrich (Dorset, UK)’ ten temin
edildi. 10 nm boyutlu AuNP ler ise BBI Solutions (USA) tan temin edilmistir.

Tezin Ttgiincli bolimii Compiégne/Fransa da yapilmis ve buna yonelik
malzeme temini su sekildedir: Molekiiler baskilanmis polimer (MIP) sentezi i¢in
anhidréz cozgenler kullanilmistir. Calismalarda kullanilan "Karbon Noktalar
(CDs)" Regensburg Universitesi/ ALMANYA'ndeki Prof. Joachim Wegener'in
ekibi tarafindan sentezlenmis ve temin edilmistir. Glisin ve paraformaldehit
Applichem firmasindan alinmistir. HaCaT keratinosit hiicreleri Cell Line Service
ten temin edilmistir (Eppelheim, Almanya). insan serviks adenokarsinoma (HeLa)
hiicreleri ATCC den elde edilmistir. Cam lameller, hiicre kiiltiirii flasklar1, 12-well
plate, 96-well plate, penisilin/streptomisin, DMEM, FBS, % 0.25 lik
Tripsin/EDTA  Thermo Scientific ten temin edilmistir (Illkirch, Fransa).
Mikroskop lamlart Roth Sochiel E. U. R. L. (Lauterbourg, France) den temin
edilmistir. Polimerizasyon sonrasi polimer ic¢inde kalan baslatict boyalarin
fotosoniimlenmesi i¢in 18 W floresans lamba (MAZDAFLUOR, UK )
kullanilmigtir. Polimer siispansiyonlari Branson Sonifier 250 ultrasonik prob ile
sonikasyonu yapilmigtir. Bunlarin disinda kullanilan diger materyaller Sigma-
Aldrich (St-Quentin Fallavier, France) veya VWR International (Fontenay-sous-

Bois, France) firmalarindan saglanmistir.
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2.2 Boliim-1: "Polimer Kaph Altin Nanopartikiiller: Teranostikler
I¢cin Fonksiyonel Yapilar"

Tez galismasimin birinci boliimiinde polimetakrilik asit (PMAA) kaph
AUNP ler sistein (Cys) ve kanser terapisinde kemoterapétik ilag olarak kullanilan
doksorubisin (DOX) ile pH-duyar post-modifikasyonu yapilmis ve model hiicre
hatt1 olarak HeLa (Insan serviks adenokarsinoma hiicreleri, ATCC, USA)
hiicrelerinde in vitro testleri gergeklestirilmistir.

2.2.1 PMAA kaph AuNP lerin sentezi

Calisma kapsaminda kullanilan PMAA kapli AuNP ler (AuNP-PMAA)
Queen Mary Universitesi'nden Prof. Dr. Remzi BECER tarafindan hazirlanmis
olup, reaksiyon akis1 sekildeki gibidir. AuNP yiizey lizerine PMAA kaplamadan
once, ilk olarak PMAA igin tersinir katilma-bolisme zincir transfer
polimerizasyonu (reversible addition-fragmentation transfer polymerization-
RAFT) teknigi ile CPBDT ve baslatict olarak AIBN varliginda metanol:su (2:1)
karisiminda 70 °C de 12 saat boyunca polimerizasyonu yapilmistir. Elde edilen
RAFT polimeri, NaBH, ile 2 saat reaksiyonu sonucunda gerceklestirilmistir.
Sonrasinda AuNP soliisyonu siipernatantin kaldirilmasi i¢in santrifiijlendi ve 1,0
mL su iginde ¢oziildii. Terminal ucu tiyollenmis PMAA polimeri (10 mg) 1,0 mL
AuNP i¢inde karanlikta gece boyu karistirilmaya birakildi. Baglanmayan PMAA
polimeri ise 5470 rpm de 30 dk. boyunca santrifiijlenerek AuNP-PMAA
yapisindan armdirildi. Iki defa daha yapilan yikama adimindan (ayni kosullardaki
santrifiij ile) sonra dinamik 1s1k sagilimi (dynamic light scattering-DLS), UV/Vis
spektroskopi, termogravimetrik analizi (Thermal Gravimetric Analysis-TGA) ve
gecirimli elektron mikroskobu (transmission electron microscopy-TEM) ile
fizikokimyasal karakterizasyona yonelik calismalar gergeklestirildi. Senteze
iliskin sematik gdsterim Sekil 3.1 de yer almaktadir.
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Sekil 2. 1 MAA nin RAFT polimerizasyonu ve AuUNP-PMAA nin sentezi.
2.2.2 pH-duyar ozellikli AuNP-PMAA ve DOX konjugasyonu

Elde edilen AUNP-PMAA larin konjugasyon adimlar1 ise su sekildedir: ilk
olarak yapisindaki PMAA sayesinde icerdigi -COOH gruplan ile Cys arasinda
EDC/NHS kimyasi kullanilarak kovalent amid baglar1 olusturuldu. 25 pL. AuNP-
PMAA (100 mg/mL 10 mM pH 7,4 fosfat tamponunda hazirlanmig) 48,9 mg
EDC, 7,2 mg NHS ve 250 uL Cys (1,0 mg/mL pH 5,0 MES tamponunda
¢cOziilmiis stok soliisyon) 1500 pL ye MES tamponuyla tamamlandi ve 3 saat
boyunca 1000 rpm de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi, pH 7,4 PBS
tamponuna kars1 ornek 2 saat boyunca diyalizlendi. AUNP-PMAA-Cys ¢ozeltisi
sonrasinda ditiyotretiyol (DTT) (1:0,9 molar oran - Cys:DTT) ile gece boyu 1000
rpm ve oda sicakligi kosullarinda inkiibasyona birakildi. Cys deki -SH gruplari
arasinda olusabilecek S-S baglarinin indirgenmesinden sonra 3,2 mg EMCH
capraz baglayict karisima eklenerek 2 saat oda kosullarinda 1000 rpm de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi karisim 6 saat pH 7,4 PBS e karsi
diyalizlendi. Son asamada ise DOX (son konsantrasyonu 50 uM olacak sekilde
Vson=2,0 mL) AuNP-PMAA-Cys (EMCH) eklenerek oda kosullarinda 1000 rpm
de 2 h reaksiyona birakildi. Son konjugat olan AuNP-PMAA-Cys-DOX pH 7,4
PBS e karsi gece boyu diyalizlendi. Konjugasyon asamalar1 ve pH-duyar hidrazon

baginin olusumu Sekil 3.2 de gosterilmistir.
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Sekil 2. 2 AuNP-PMAA-Cys-DOX partikiillerinin konjugasyon reaksiyonlari.

2.2.3 AuNP-PMAA-Cys-DOX biyokonjugatlarinin karakterizasyonu

AUNP-PMAA ve AuNP-PMAA-Cys-DOX icin partikiil boyutu (DLS), zeta
potansiyel, UV/Vis spektroskopisi, floresans spektroskopisi, TGA ve TEM
kullanilarak analizler yapildi. Partikiil boyutu ve zeta potansiyeli iceren DLS
Ol¢iimleri, Orneklerin 10 kat saf su igerisinde seyreltildikten sonra Malvern
Zetasizer NanoZS model cihazi (Malvern Ins., UK) ile yapilmistir. Bunun i¢in + 4
°C de tutulan orneklerden 100 pL almarak PBS tamponuyla 1,0 mL ye
tamamland: ve 25 °C, 633 nm ve 90° sa¢ilim agis1 ayarlarinda ii¢ tekrarh dlciimler
alindi. Zeta potansiyel 6l¢iim sonuglart Smoluchowski esitligine gore cihaz

tarafindan hesaplanmaktadir.

TGA olgiimleri TA Instruments TGA Q500 cihazi ile azot gazi altinda 5,0
mg 6rnek kullanilarak gergeklestirilmistir. Metot ayarlari: 100 °C den 900 °C ye
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10 °C/dk, hizinda artirarak yapilmistir. AUNP-PMAA larin UV/Vis spektral
ozellikleri PerkinElmer UV/Vis Spectrometer Lambda 35 cihaz ile incelenmistir.

AUNP ve AuNP-PMAA parcaciklarinin TEM analizleri ise 200 kV voltaj ile
JEOL 1400 ile gerceklestirilmistir. TEM oOrnekleri karbon kapli bakir gridler

iizerine su i¢indeki 6rneklerden damlatilarak hazirlanmistir.

Spektroflorometrik ve  X-isim1  fotoelektron — spektroskopi  (X-ray
photoelectron  spectroscopy-XPS) analizleri AuNP-PMAA nin DOX a
baglandigimi kanitlamak i¢in DLS o6l¢iimleri yaninda yapilmistir. Partikiillerin
spektroflorometrik karakterizasyonu ise Varioskan model spektroflorometre
(Thermo Fischer, USA) ile yapilmistir. Son olarak sentezlenen AuNP-ilag
konjugat1 i¢in XPS analizleri PHI 5000 VersaProbe (Minnesota, USA) ile
gerceklestirilmistir. Olgiimler &ncesinde, drnekler dnceden farkli alkol ¢dzgenleri
ile sonikayonla temizlendikten sonra indium tin oksit (ITO, Teknoma, Tiirkiye)

yiizeylerinde partikiiller kurutulmustur.
2.2.4 Invitro ila¢ salim ¢calismasi

DOX yiiklenmis nanopargaciklarin in vitro salim davranigi yapay ortam
hazirlanarak izlenmistir. pH 7,4 ve 5,3 degerlerine sahip PBS tamponlar sirasiyla
saglikli ve kanserli hiicre g¢evresini simiile etmek icin kullanilmistir. 0,5 mL
AUNP-PMAA-Cys-DOX igeren diyaliz torbalari, 5,0 mL tampon ortami igeren
¢ozeltiye daldirilarak 37 °C de ve 100 rpm de tutulmustur. Orneklerin  in  vitro
salim profillerini incelemek i¢in, her 6rnek ortamindan belirli zaman araliklarinda
(30. dk, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48 ve 72. saatler) 0,5 mL alinarak yerine ayni
miktarda aym1  ortamdan eklenmistir. Toplanan  o6rneklerdeki DOX
konsantrasyonu, DOX un floresan 6zellikleri kullanarak olusturulan bir standart
grafigi ile belirlenmistir. Salinan DOX i¢in, kiimiilatif ila¢ salim yiizdesi (Er)
asagidaki esitlik ile hesaplanmistir:

Ve Z37Y Ci+Vo Cn

Er
M(Dox)

Burada M(Dox) partikiillerdeki DOX konsantrasyonunu, V, (5,0 mL) salim
hacmini, V. (0,5 mL) degisim hacmini, C, ise n. andaki o&lgiilen DOX
konsantrasyonunu vermektedir.
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2.2.5 Hiicre Kkiiltiirii cahismalari

Kanser hiicrelerine yonelik hazirlanan pH duyar AuNP-PMAA-Cys-DOX
partikiillerinin hiicre kiiltiiri ¢alismalar1 insan yumurtalik kanseri olan HeLa hiicre
hatt1 ile gergeklestirilmistir. Yapilan her calisma Oncesinde HeLa hiicrelerinin
bliylime kosullar1 su sekildedir. Hiicreler, 75 cm? lik hiicre kiiltiir flasklarinda
DMEM (4,5 g/L glukoz igeren) hiicre biiyiime ortami ile % 10 FBS ve % 1,0
penisilin/streptomisin destekli ortamda 37 °C de % 90 nemlendirilmis ortamda

CO; inkiibatorii icerisinde yetistirilmektedir.

2.2.5.1 Partikiillerin hiicre canliligina etkisi

AUNP-PMAA-Cys-DOX konjugatinin HeLa hiicreleri iizerindeki canlilik
etkisi sitotoksisite testi ile yapildi. Doz-bagimli olarak gerceklestirilen bu test igin
3-(4,5 Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromir (MTT) yontemi
kullanild1 (Guler et al., 2014). Flask ortamindan tripsinizasyon ile alinan hiicreler
96-kuyucuklu kiiltir ortamina transfer edildi. Kuyucuklarda hiicrelerin
kiiltivasyonu, hiicreler konfluent hale gelene kadar devam edildi. Sonrasinda
bliylime ortami kuyucuklardan alinarak hiicreler steril PBS ile yikandi. Hiicreler
orneklerle (AuNP-PMAA, DOX ve AuNP-PMAA-Cys-DOX degisen
konsatrasyonlarda 24 saat boyunca muamele edildi. Sonrasinda ornekler
kaldirilarak hiicreler tekrardan PBS ile yikanir. Her bir kuyucuk basina 110 pL
olacak sekilde % 10 MTT cozeltisi eklenir. Hiicrelerin i¢inde olusacak olan
formazanin ¢oziilmesini saglamak i¢in 4 saat boyunca hiicreler MTT ile muamele
edilir. Hiicre membranini parg¢alamak i¢in kuyucuklara 100 uLL SDS (10 mL 0,01
M HCI de hazirlanmis 1,0 g SDS) eklenir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda her bir
kuyucugun optik yogunlugu spektrofotometrik mikro-plaka okuyucuda (Bio-Tek
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) 570 ve 630 nm’lerde okundu.

2.2.5.2 Radyoterapi

llgili 6rneklerin varhginda ve yoklugunda pozitif ve negatif kontroller
olusturularak hiicrelere radyasyon uygulamasi LINAK (6 MV Dogrusal
Hizlandiric1) kullanimiyla literatiir de Onerildigi sekliyle gergeklestirilmistir
(Chang et al., 2014). Uygulanan islem asagidaki gibidir.

4x10° hiicre, 96 kuyucuga ekilerek, gece boyu inkiibatérde bekletilerek,
ertesi giin besiyeri uzaklastirilip, 6rneklerin uygulamasi gerceklestirilmistir. 2 saat
sonra hiicreler, ii¢ farkli dozda (2,5, 5 ve 10 Gray) LINAK sistemi altinda
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radyosyona maruz birakilmis ve ardindan, 72 saat stliresince inkiibe edilerek, MTT
metodu ile hiicre canlilig1 belirlenmistir. Sonuglar kontrol grubu ile (radyasyon

uygulanmamus hiicreler) karsilastirma yapilarak hesaplanmistir.

2.2.5.3 Hiicre Goriintiilleme

8x10% HeLa hiicreleri 8’1i Chamber slide’lara ekilip ve 2 giin inkiibasyona
birakilmig, inkiibasyon sonrasinda besiyeri alinarak ornekleri iceren besiyerlerler
hiicrelere ilave edilerek ve 2 saat inkiibe edilmistir. Ardindan, her bir hiicre, 3 kez
PBS ile yikanip hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasi i¢in DAPI ¢ozeltisi ile 15 dk.
inkiibatorde bekletilmistir. Son olarak, tekrar PBS ile 3 kez yikanip goriintiiler
Floresans mikroskop kullanimi ile kirmizi ve DAPI filtre kullanimiyla
goriintiilenmistir.  Sonuglar  kontrol gruplar1 ile karsilastirma yapilarak

degerlendirilmistir.

2.3 Bolim-2: '"Folat Reseptorii Hedefli Multimodal Vezikiiler
Teranostikler"

Tez ¢alismasinin ikinci boliimiinde ise AuNP ler protoporfirin IX ile birlikte
niozom vezikiilleri igerisinde enkapsiile edilip FA ile model kanser hiicrelerine
hedefli hale getirilmistir. Sentez ve karakterizasyon asamalar1 sonrasi toksisite
testleri yapilan multimodal 06zelligi gosterebilen partikiiller radyoterapi ve

fotodinamik terapi uygulamalart ile partikiillerin etkinligi test edilmistir.
2.3.1 Tween 80-FA konjugasyonu

Denemelerde FA hedefli niozomlarin sentezi Oncesi kullanilacak ana
siirfaktan olan Tween 80 ile FA nin konjugasyonu literatiirde yer alan Tween 20
ile amino grubu iggeren bir ligandin konjugasyonun yapildig1 prosediire gore
yapilip, birka¢ noktada modifikasyon yapilmistir (R. J. Chen et al., 2003).

1,66 g Tween 80 ve 0,66 g CDI bir cam vialde 5,0 mL dimetilsiilfoksit
(DMSO) igerisinde ¢oziildiikten sonra, 2 saat boyunca 40 °C de 1000 rpm de
calkalama ile inkiibasyona birakilir. 2 saatlik CDI aktivasyonu sonunda DMSO
iizerine 15 mL dietileter eklenerek soliisyon karistirilir. Iki faza ayrilan soliisyon
daha sonra ayirma hunisine konularak tekrar ¢alkalanir ve faz ayrilmasi saglanir.
Aktif -OH gruplarina sahip Tween 80 igeren alt faz ayrildiktan sonra ayni islem

tekrarlanir. Ekstraksiyon ile toplanan Tween 80 iceren alt faz yaklasik 2 saat
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boyunca etiivde tutularak 6rnek deristirilir. Son olarak elde edilen 1,0 mL Tween
80 ile sonraki islemler devam edilir. -OH gruplar1 aktiflestirilen Tween 80 ile FA
(1:3 molar konsatrasyonda) konjugasyonu i¢in 0,36 g FA, 1,0 mL Tween 80
tizerine eklendikten sonra 30 mL sodyum karbonat tamponu (10 mM, pH=9,0)
eklenerek oda sicakliginda 4 saat karistirma altinda reaksiyona birakilir.
Reaksiyon sonrasi porsiyonlanan Tween 80-FA konjugati liyofilize edilerek son

konjugat kat1 hale getirilir.
2.3.2 Niozomlarin hazirlanmasi

Niozomlar geleneksel ince film hidrasyon yoOntemiyle hazirlanmustir.
Niozomlarin hazirlanmasinda 1:1 oraninda (M/M) Tween 80: Chol kullanildi. 3:1
(v/v) oraninda kloroform: metanol karisiminda hazirlanan siirfaktan: Chol
¢ozeltisi 50 mL lik yuvarlak dipli balonda hazirlanir ve rotary evaporatdrde 50 °C
de organik ¢ozgenler buharlastirilarak ince film tabakasi olusturuldu. Ardindan 10
mL pH s1 7,4 e ayarli PBS, 0,387 mg/mL olacak sekilde sentezlenen Tween 80-
FA film tabakasinin tizerine eklendi ve balon hizlica vortekslendi. Siirfaktan film
tabakasinin katmanlar halinde kalkmasiyla ¢ok tabakali niozom vezikiilleri olusur.
Hidrasyon asamasi1 50 °C de 2 saat boyunca hafif ¢alkalama ile gergeklestirildi. 2
saatin sonunda vezikiiller 30 dk. boyunca sonikasyonda birakildi. Sonikasyon
sonras! toplanan niozom 6rnekleri gece boyu + 4 °C de diyalize (MW: 10 — 12
kDa) birakildi. Diyaliz sonras1 6rnekler sonraki asamalarda kullanilmak tizere + 4
°C de tutuldu.

2.3.3 AuNP/Protoporfirin IX enkapsiile niozomlarin hazirlanmasi

AuNP/Protoporfirin IX enkapsiile niozomlar (AuNP/PPIX) FA takil
niozomlardaki gibi hazirlanmistir. Niozomlarin hazirlanmasinda 1:1 oraninda
(M/M) Tween 80: Chol kullanildi. 3:1 (v/v) oraninda kloroform: metanol
karigiminda hazirlanan siirfaktan: Chol ¢ozeltisi 50 mL lik yuvarlak dipli balonda
hazirlanir ve rotary evaporatorde 50 °C de organik ¢6zgenler buharlagtirilarak ince
film tabakasi olusturuldu. Ardindan 10 mL pH s1 7,4 e ayarli PBS 0,387 mg/mL
olacak sekilde Tween 80-FA, 100 uM PPIX ve 500 pL AuNP (direkt ticari
siseden) igeren film tabakasinin iizerine eklendi ve balon hizlica vortekslendi.
Siirfaktan film tabakasinin katmanlar halinde kalkmasiyla ¢ok tabakali niozom
vezikiilleri olusur. Hidrasyon agamasi 50 °C de 2 saat boyunca hafif ¢alkalama ile
gerceklestirildi. 2 saatin sonunda vezikiiller 30 dk. boyunca sonikasyonda

birakildi. Sonikasyon sonrasi toplanan niozom O6rnekleri gece boyu + 4 °C de
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diyalize (MW: 10 — 12 kDa) birakildi. Diyaliz sonras1 6rnekler sonraki agsamalarda
kullanilmak tizere + 4 °C de tutuldu. Hazirlanan bu ornekler sonrasinda
AuNP/PpIX/FA seklinde kodlandi. Denemelerde kontrol amagli olarak kullanmak
icin AuNP/PpIX ve PpIX/FA kontrol grubu olan niozomlar hazirlandi.

2.3.4 Enkapsiilasyon etkinligi

Taze hazirlanan PpIX iceren niozomlar diyaliz islemi sonrasinda enkapsiile
olmayan PPIX den ayrildi. Niozom igeriginin disari ¢ikmasi i¢in niozomlar
kloroformda ¢Oziiniir hale getirildi ve akabinde, bu Ornekler 96 kuyucuklu
plakalara eklenip absorbanslar1 410 nm de okunarak ve elde edilen verilerden
standart grafigi kullanilarak niozomlardaki enkapsiile edilmis PpIX miktar
hesaplandi. Standart grafik ic¢in; 1,0; 5,0; 10; 25; 50; 100 ve 200 uM PpIX
sollisyonlar1 hazirlanarak 3 tekrarli sekilde okundu. PpIX iceren PpIX/FA;
AuNP/PpIX/FA ve AuNP/PpIX niozom O6rnekleri 10 kat seyreltilerek 6l¢iimleri 3
tekrarli olarak alindi. Enkapsiilasyon etkinligi (% EE) asagida verilen formiil ile

hesaplanmustir:
% EE = [Enkapsiile PpIX/ Baslangicta Eklenen PpIX] x 100
2.3.5 Karakterizasyon calismalari

Bu asamada ilk asamada sentezlenen Tween 80-FA konjugatina yonelik
karakterizasyonlar ile baglandi. Basarili bir sekilde liyofilize edilen Tween 80-FA
konjugatina yonelik ilk olarak yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC) ile
FA baglanma verimi hesaplandi. Bunun icin Agilent HPLC sistemi 283 nm
dalgaboyunda DAD dedektorii ile FA yapidaki serbest FA miktar1 dl¢tildii. Kolon
sicaklignr 25 °C  ye ayarlandi ve C18 kolonu (Agilent Eclipse column XDB-C18
(5 um partikiil boyutlu, 4,6x150 mm)) kullanilmigtir. Mobil faz, % 1 fosforik ait
iceren saf su (A) ve asetonitril (B) (90:10, v:v). Akis hiz1 1,2 mL/dk ya ayarland1
ve enjeksiyon hacmi 20 puL dir. LOD ve LOQ degerleri 1,58 ng/mL and 5,28
ng/mL.

Bunun yaninda Tween 80-FA nin konjugasyonunu gosterebilmek igin
fourier transform infrared spektroskopisi (FT-IR) kullanildi. Bunun igin toz

halindeki Tween 80-FA ve kontrol olarak FA 6rnegi direkt olarak cihaza verildi.
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AuNP ve PpIX enkapsiile niozomlarin bazi fizikokimyasal parametrelerinin
degerlendirilmesi i¢in de karakterizasyon g¢alismas1 yapildi. Ilk olarak hazirlanan
vezikiillerin parcacik boyut analizi ve yiizey zeta potansiyelleri taze orneklerle
bakildi. Bunun i¢in + 4 °C de tutulan 6rneklerden 50 uL alinarak PBS tamponuyla
1,0 mL ye tamamlandi ve 25 °C, 633 nm ve 90° sagilim agis1 ayarlarinda {i¢
tekrarli Olgtimler alindi. Zeta potansiyel Olgiimleri ise Smoluchowski esitligine

gore boyut analiz cihazi tarafindan hesaplandi.

Boyut ve zeta potansiyel analizlerinden sonra 6rneklerin Atomik Kuvvet
Mikroskop (AFM)’ unda goriintiileri alindi. AFM, atomik ya da molekiiler
diizeyde yiizey topolojisinin 6l¢iilmesini ve yiiksek ¢oziiniirliikte resimlerin elde
edilmesini saglayan bir tekniktir. Nanoskaladaki maddelerin boyut, sekil, rijitlik
gibi ¢esitli ozelliklerinin belirlenmesinde kullanilir. Olgiimlerde ITO-camlar

kullanilmistir. Ornek hazirlama asamasi su sekildedir;

* ITO kaplh cam yiizeyleri temizlenmesi i¢in deterjan sollisyonu igerisinde

ITO — camlar 15 dk. sonikasyona tutuldu.

*  Dabha sonra sirastyla de-iyonize su, aseton ve 2-propanol ile yikanarak N»

gazindan gegirilerek kurutuldu.

. 0,1 mM konsatrasyonundaki niozom &rnekleri ITO kapli yiizeylere

dondiirerek kaplama (spin coating) ile biriktirildikten sonra AFM 6l¢timleri alindi.
2.3.6 Hiicre kiiltiir calismalari

AuNP/PpIX/FA  niozomlarin  hazirlanmast ve  karakterizasyonlar
tamamlandiktan sonra in vitro hiicre kiiltiirii uygulamalar1 ile gelistirilen
formiilasyonlarin saglikli hiicrelere olan cesitli etkileri incelenmistir (Sekil 2.2).
Proje kapsaminda hiicrelerin {izerinde radyoaktif fotodinamik ajam1 olarak
etkilerini artirmaya yonelik hazirlanan preparatlar éncelikli olarak model olarak
secilen HeLa ve A549 (akciger kanseri hiicresi, ATCC, U.S.A) hiicre hatlarinda
test edilmistir. Ilk olarak farkli dozlarda canlilik testi yapilarak preparatlarmn
uygulanacagi toksik olmayan en yiiksek ortak doz secildikten sonra sirasiyla
radyosensitivitesine, fotodinamik terapi etkinligine ve bu iki modalitenin birlikte
uygulamalariyla kanser hiicreleri lizerindeki etkileri hiicre canliligi testleri ile
belirlendi. Son olarak hazirlanan niozomal preparatlar PpIX un varligi sayesinde

kirmizi filtre kullanilarak hiicrelerin floresans goriintiileri alinmistir.
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HeLa ve AS549 hiicre hatlarmin kiiltivasyonu, %210 FBS, %1,0
penisilin/streptomisin igeren DMEM (4,5 g/L ve L-Glutamin igeren) ortaminda ve

%5,0 CO; iceren nemlendirilmis inkiibator sartlarinda gerceklestirildi.

2.3.6.1 Niozomlarin hiicre canhihgina etKisi

AuNP/PpIX/FA niozomlarin HelLa ve A549 hiicreleri iizerindeki canlilik
etkisi sitotoksisite testi ile yapildi. Doz-bagimli olarak gerceklestirilen bu test igin
MTT yontemi kullanildi. Flask ortamindan tripsinizasyon ile alinan hiicreler 96-
kuyucuklu kiiltiir ortamina transfer edildi. Kuyucuklarda hiicrelerin kiiltivasyonu,
hiicreler konfluent hale gelene kadar devam edildi. Sonrasinda biiylime ortami
kuyucuklardan alinarak hiicreler steril PBS ile yikandi. Hiicreler vezikiiler
orneklerle (PpIX/FA, AuNP/PpIX ve AuNP/PpIX/FA) degisen konsatrasyonlarda
24 saat boyunca muamele edildi. Sonrasinda Ornekler kaldirilarak hiicreler
tekrardan PBS ile yikanir. Her bir kuyucuk basma 110 pL olacak sekilde % 10
MTT cozeltisi eklenir. Hiicrelerin i¢inde olusacak olan formazanin ¢dziilmesini
saglamak i¢cin 4 saat boyunca hiicreler MTT ile muamele edilir. Hiicre
membranini par¢alamak i¢in kuyucuklara 100 uL SDS (10 mL 0,01 M HCI de
hazirlanmig 1,0 g SDS) eklenir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda her bir kuyucugun
optik yogunlugu spektrofotometrik mikro-plaka okuyucuda 570 ve 630 nm’lerde
okundu.

2.3.6.2 Niozom preparatlarinin radyosensitivitesi

Ilgili 6rneklerin varhiginda ve yoklugunda pozitif ve negatif kontroller
olusturularak hiicrelere radyasyon uygulamasi LINAK (6 MV Dogrusal
Hizlandiricr) literatiirde onerildigi sekliyle gergeklestirildi (Sekil 2.3). Uygulanan
islem asagidaki gibidir:

4x10° hiicre, 96 kuyucuga ekilerek gece boyu inkiibatorde bekletildi. Ertesi
glin besiyeri uzaklastirilip 6rneklerin uygulamasi gerceklestirildi. 2 saat sonra
hiicreler, 2,5 Gray dozda LINAK sistemi altinda radyosyona maruz birakildi ve
ardindan, 72 saat siiresince inkiibe edilerek, MTT metodu ile hiicre canlilig
belirlendi. Sonuclar kontrol grubu ile (radyasyon uygulanmamis hiicreler)

karsilagtirma yapilarak hesaplandi.
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Sekil 2. 3 Hiicrelere iyonize radyosyon uygulamak i¢in kullanilan LINAK.

2.3.6.3 Niozom preparatlan ile fotodinamik terapi calismasi

Fotodinamik terapi onceki bir ¢alismadaki metot ile yapildi (Morimoto et
al., 2014). 8000 hiicre 96 kuyucuklara ekilerek normal inkiibator sartlarinda 48
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras: hiicrelerin {istiindeki besi yeri alinip yerine
degisik igerik ve konsantrasyonda olan uygulama besi yeri eklendi. Iki saat inkiibe
edildikten sonra hiicreler beser dakika 1s13a maruz birakildi (Sekil 2.4). Bir giin
normal sartlarda inkiibatorde bekletilen hiicrelerde canliik MTT metodu ile
bulunup sonuglar kontrol gruplartyla karsilastirilarak hesaplandi.

Sekil 2. 4 Steril kabin igerisinde hiicrelere FDT uygulanmasi.
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2.3.6.4 Niozom preparatlarinin radyosensitivite ve fotodinamik terapi
ile kombine terapi etkinliginin belirlenmesi

Hazirlamis oldugumuz niozom preparatlarinin fotodinamik terapi ve
radyoterapinin (2,5 Gy) kombine uygulamalar {izerine etkinliklerinin belirlemek
icin ii¢ calisma grubu olusturuldu. 1k hiicre grubu énce 5 dk LED (beyaz) 1s18a
maruz birakilip 24 saat inkiibe edildikten sonra 2,5 Gray radyasyon ile muamele
edilip 72 saat normal kosullarda inkiibe edildi. ikinci grubun hiicreleri dnce
radyasyona maruz birakilip 72 saat inkiibe edildikten sonra 5 dk 1s1k ile muamele
edilip 24 saat inkiibatorde bekletildi. Ugiincii grubun hiicreleri ise ayn1 anda 5 dk
151k ve 2,5 Gray radyasyon uygulanip 72 saat inkiibasyona birakildi. En son olarak
iic grubun hiicre canliligt MTT metodu ile tespit edilip kontrol gruplari ile
karsilastirmalar yapildi.

2.3.6.5 Hiicre goriuntiilleme

8000 A549 ve HeLa hiicreleri 8’li Chamber slide’lara ekilip 2 giin
inkiibasyona birakild: (Sekil 2.5). inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin iizerindeki
besiyerler alinarak 6rnekleri igeren besiyerleri kuyucuklara ilave edilmis ve 2 saat
inkiibasyona birakildi. Ardindan, her bir hiicre, 3 kez PBS ile yikanip hiicre
cekirdeklerinin boyanmasi i¢cin DAPI ¢ozeltisi ile 15 dk. inkiibatdrde bekletildi.
Son olarak, hiicreler tekrar PBS ile 3 kez yikanip goriintiiler Floresans mikroskop
ile yesil ve DAPI filtre kullanimiyla goriintiilendi. Sonuglar kontrol gruplari ile

karsilagtirma yapilarak degerlendirildi.
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Sekil 2. 5 Hiicre goriintiilerinin daha iyi alinabilmesi ig¢in kullanilan 8 kuyucuklu chamber
slide’lar.

24 Bolim-3: " Kanser Tamisina Yonelik Molekiiler Baskilanmis
Polimer  Problarmmin  Gelistirilmesi ve Biyo-goriintiileme
Uygulamalar:"

Tez ¢alismasinin {igiincii boliimii icinde gerceklestirilen ¢alisma kapsaminda
kanser diyagnostigine yoOnelik ileri stratejiler kullanilarak belirli kanser
hiicrelerine spesifik non-invasiv, hazirlamasi kolay ve diisiikk maliyetli molekiiler
baskilanmis polimer (MIP) problar1 hazirlanarak optik goriintiileme teknikleriyle
yeni yaklasimlar ortaya konulacaktir. Bu siiregte, etkin se¢imliligi olusturacak
farkli molekiiler kaliplar ile (protein, niikleik asit ve karbohidrat tiirevleri gibi)
yiiksek spesifiklige sahip floresans MIP ler gelistirilmis ve bu kaliplara iliskin
model hiicre hatlart kullanilarak MIP problar1 in vitro ortamlarda biyo-
goriintlileme ¢aligmalart ile test edilmistir. Bu kapsamda hiicre yiizeylerinde
lokalize olan hyaluronik asit (HA) birimlerindeki glukuronik asit (GIcA)
hedeflenerek MIP problar1 gelistirilmistir. MIP problari, floresan 6zellik gdsteren
karbon noktalarin (Carbon dots-CDs) kendi internal emisyonunu 1sik kaynagi
olarak kullanildig1 bir strateji ile ylizeyinin GlcA ile baskilanmig polimerin

kaplanmasiyla MIPGICA-CD partikiilleri sentezlenmistir.
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2.4.1 MIPGIcA-CD kompozitlerinin sentezi

Tez projesinin lglincii kismi olan bu asamada kanser hiicrelerinin
goriintiilenmesinde floresans MIP ler sentezlenmistir. Sentez agsamasinda floresans
materyal olarak CD lar kullanilmistir. Sentez stratejisi ise daha dnce Prof. Haupt
ve ekibi tarafindan ortaya konulan kuantum nokta gibi kendi floresans 1simasina
sahip malzemeleri kullanarak gergeklestirilen fotopolimerizasyona
dayanmaktadir. Bu noktada kuantum noktalar yerine toksisitesi diisiik ve cevre
acisindan daha iyi olan floresan 6zellikli CD ler kullanilmistir. MIP kapli CD lerin

sentez agamasinda yer alan karigim Cizelge 2.1 de verilmistir.

Cizelge 2. 1 MIPGICA-CD larin sentezi igin polimerizasyon karigimi.

Kalip Fonksiyonel | Capraz Baslatici Cozgen
Monomerler | Baglayianr | Sistem (porojen)
Molekiil
D-GIcA AB+MAM EGDMA Kumarin6 + 1,0 mL
TEA +CDs DMSO da
) D-GIcA +
(emisyon=450 | Ag
nm) inkiibasyonu
n (mmol) 0,022 0,022 + 0,066 | 0,44
Mass (mg) | 4,27 5,27 + 5,62 500 pg CDs
Hacim 83,1 Kumarin 6=7 | Vson=2,0
(nL) pl (2,85 mM | mL
DMSO
icindeki
stoktan)
TEA=10 pL
(72 mM
stoktan)
CDs= 100 pLL
(5 mg/mL
PBS teki
stoktan)

Cizelge 2.1 deki (4-acrylamidophenyl)(amino) methaniminium acetate (AB)
yapis1 Prof. Haupt ve ekibi tarafindan sentezlendigi gibidir (Nestora et al., 2016).
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AB fonksiyonel monomeri yaninda metakrilamid (MAM) de yan monomer olarak
D-GICA kalip molekiill olarak kullanilmistir. Capraz baglayici  olarak
etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) ve baslatict sistem olarak trietilamin (TEA),
kumarin 6 ve CD kullanilmistir. Porojen solvent olarak dimetilsiilfoksit (DMSO)

kullanilmistir. Sentez asamasinin sematik gosterimi Sekil 2.6 daki gibidir.

UV Irradiasyon MIP Kaph
(365 nm) ' Karbon Noktalar
9 4¥ (MIPGIcA-CDs)

el e

<4

-

Fonksiyonel Monomerler £ Capraz baglayici

:- Baslatici D-Glukuronik asit

Sekil 2. 6 MIPGIcA-CD kompozitlerinin UV irradiasyon ile sentezi.

Sentez i¢in 365 nm eksitasyon giiciine sahip iki adet UV lamba
polimerizasyon Orneklerine 1-2 cm olacak sekilde uzakta tutularak oda
sicakliginda karanlikta yapilmistir. MIPGIcA-CD partikiillerinin yaninda kalip
molekiilii hekzanoik asit olan CD kapli polimerler GlcA baskili olmayan
polimerler (NIP) olarak adlandirilmigtir. Polimerizasyonun CD lerden gelen
(emisyon: 450 nm) floresans 1s1ma ile oldugunu kanitlamak i¢in CD i¢ermeyen bir

kontrol grubu da olusturulmustur.
2.4.2 MIPGICA-CD lerin baglanma etkinligi

Fotopolimerizasyon siireci sonrasi, MIPGIcA-CD larin baglanma kapasitesi
kompozitleri kuru olarak elde ettikten sonra incelenmistir. MIPGIcA-CD larin
taniyic1 Ozellikleri Dubois ve ark. tarafindan gelistirilen kolorimetrik temelli bir
yontem ile ¢alisilmistir (Dubois et al., 1956). Dubois yontemi karbohidratlarin
analizinde kullanilan bir tekniktir ve monosakkaritlerin, oligo- ve polisakkaritlerin
tayininde ¢okg¢a kullanilmaktadir. Yontem genel olarak karbohidratlarin yiiksek
dozdaki asidik ortamda (siilfiirik asitle) olusan hidroksimetilfurfural yapilarinin

fenol ile etkileserek altin-sar1 renginde bir kompleks vermesine dayanir.
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Yontemde standart grafik olusturmak igin; 50 uL. D-GIcA, 150 pL H,SO4 (%95)
ve 30 uL % 5,0 fenol mikro kuyucuklu plakalarda 90 °C de su banyosunda 20 dk
inkiibe edilerek, ornekler 490 nm de spektrofotometri cihazinda okunur.
Baglanma kapasitesi i¢in farkli derisimlerdeki MIP kompozitleri 10 nmol GIcA ile
17 saat boyunca inkiibe edilerek 21000 rpm de 45 dk 22 °C de santrifiijlenir ve
siipernatant kolorimetrik yontemle aymi sekilde okunur. Aymi prosediir MIP

kompozitleri yaninda kontrol olarak sentezlenen NIP lere de uygulanmustir.
2.4.3 MIPGIcA-CD lerin karakterizasyonu

Sentezlenen MIPGIcA-CD kompozitlerinin fizikokimyasal karakterizasyonu
icin ilk olarak partikiil boyutu ve zeta potansiyel analizleri DLS yontemi ile
Malvern NanoZS model partikiil boyut analizi cihazi ile yapilmistir. Sonrasinda
ise gecirimli elektron mikroskobu (TEM) kullanilarak partikiillerin morfolojik
yapilart aydinlatilmistir. Bunun yaninda sentezlenen partikiillerin ve serbest CD

lerin spektroflorometrik 6zellikleri de floresans spektroskopisi ile incelenmistir.
2.4.4 Hiicre Kkiiltiir calismalari

MIPGICA-CD  kompozitlerinin  hazirlanmast  ve karakterizasyonlari
tamamlandiktan sonra in vitro hiicre kiiltiri uygulamalari ile gelistirilen
partikiillerin model hiicre hatlar1 iizerine toksisite etkileri incelenmis ve biyo-
goriintilleme uygulamalar1 gergeklestirilmistir. Tez kapsaminda HaCaT ve Hela
hiicreleri saglikli ve kanser hiicreleri model olarak kullanilmistir. Hela ve
HaCaT hiicre hatlarmin kiiltivasyonu, % 10 FBS, %1,0 penisilin/streptomisin
iceren DMEM ortaminda ve % 5,0 CO; igeren nemlendirilmis inkiibator

sartlarinda gerceklestirildi.

2.4.4.1 MIPGIcA-CD kompozitlerinin hiicre canhihigina etkisi

MIPGICA-CD lerin HeLa ve HaCaT hiicreleri iizerindeki canlilik etkisi
sitotoksisite testi ile yapildi. Doz-bagimli olarak gergeklestirilen bu test igin 3-(4,5
Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromiir (MTT) yontemi kullanildi.
Flask ortamindan tripsinizasyon ile alinan hiicreler 96-kuyucuklu kiiltiir ortamina
transfer edildi. Kuyucuklarda hiicrelerin kiiltivasyonu, hiicreler konfluent hale
gelene kadar devam edildi. Sonrasinda biiyiime ortami kuyucuklardan alinarak
hiicreler steril PBS ile yikandi. Hiicreler vezikiiler 6rneklerle (MIPGIcA-CD, NIP-
CD ve CD) degisen konsatrasyonlarda 24 saat boyunca muamele edildi.
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Sonrasinda ornekler kaldirilarak hiicreler tekrardan PBS ile yikanir. Her bir
kuyucuk bagina 110 pL olacak sekilde % 10 MTT ¢ozeltisi eklenir. Hiicrelerin
icinde olusacak olan formazanin ¢oOziilmesini saglamak icin 4 saat boyunca
hiicreler MTT ile muamele edilir. Hiicre membranini pargcalamak i¢in kuyucuklara
200 uLL. DMSO eklenir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda her bir kuyucugun optik
yogunlugu spektrofotometrik mikro-plaka okuyucuda 570 ve 630 nm’lerde
okunur.

24.4.2 MIPGICA-CD ile biyo-goriintiileme

HaCaT ve HeLa hiicreleri 12 kuyucuklu plakalar i¢inde cam lameller
lizerinde 2 giin biiyiime ortami igerisinde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda hiicrelerin {izerindeki besiyerler alinarak % 3,0 PFA ile 10 dk boyunca
hiicreler yiizeye fikse edildi ve fiksasyon reaksiyonunu durdurmak i¢in hiicreler
ti¢ defa glisin tamponu ile yikandi. Sonrasinda PBS ile tekrar yikanan hiicreler 90
dk boyunca soniklenmis drneklerle CO; inkiibator kosullarinda muamele edildi.
Metanol: Su ¢ozeltisi ile ii¢ defa yikanan hiicreler, 10 dk boyunca PI ile inkiibe
edilerek cam lameller lam iizerine gliserin ¢6zeltisi ile yapistirilarak, mikroskop

i¢in goriintiileme ornekleri hazirlandi.

2.5 Bolim-4: "Teranostik Olarak Gelistirilmis = Multimodal
Lipozomlar: Aktif Hedefli Kemo/Radyoterapotik Ajanlar"

Tezin son boliimiinde ise daha 6nceki niozom ¢aligmasi gibi iki biyoaktif
malzemenin cifte enkapsiilasyonu yapilmis ve antikor ile kanser hiicrelerine aktif
olarak hedefli hale getirilmistir. Calisma kapsaminda terapétik olarak kanser
tedavisine yonelik olarak literatiirde siklikla kullanilan kurkumin ve teranostik
yapinin diyagnostik kismi igin floresan 0Ozellikli karbon noktalar (CDs)
kullanilmistir. Belirlenen lipozom kompozisyonu ile beraber ¢ifte enkapsiilasyonu
yapilan kurkumin/CD yiiklii vezikiillerin, sonrasinda kanser hiicrelerine hedefli
hale getirilmesi i¢in anti-CD44 antikoru ile konjugasyonu yapilmistir. Sentez
sonrast Karakterizasyon ve in vitro hiicre kiiltiir ¢alismalar1 tamamlanarak, tezin
son bolimii de tamamlanmistir. Calismada kullanilan CD ler Atatiirk Erzurum

Universitesi'nden Ayse Merve Senol'dan temin edilmistir.
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2.5.1 Teranostik kurkumin/CD enkapsiile lipozomlarin hazirlanmasi

Lipozomlar geleneksel ince film hidrasyon yontemiyle hazirlanmistir.
Lipozomlarin hazirlanmasinda Cizelge 2.2 deki oranlar kullanildi. 3:1 (v/v)
oraninda kloroform: metanol karistminda hazirlanan kurkumin igeren lipid
¢ozeltisi 50 mL lik yuvarlak dipli balonda hazirlanir ve rotary evaporatorde 45 °C
de organik ¢ozgenler buharlastirilarak lipid film tabakasi olusturuldu. Ardindan
pH s1 7,4 e ayarli PBS film tabakasinin {lizerine son konsatrasyonu 300 ug/mL
olacak sekilde etanol igerisinde siispanse edilmis (sonikasyon ile) CD ler eklendi
ve balon hizlica vortekslendi. Lipid film tabakasinin katmanlar halinde
kalkmasiyla ¢ok tabakali lipozom vezikiilleri olusur. Hidrasyon asamasi 40 °C de
2 saat boyunca hafif calkalama ile gergeklestirildi. 2 saatin sonunda vezikiiller Tm
(jel-kristal faz gecis sicakligl) iizerinde (40 °C) iken oOrnekler Hamilton
siringalarina alinarak ekstriizyon islemine baslandi. Ekstriizyon islemi 80 nm por
capli polikarbonat membranlar kullanilarak, 11 kez Ornegin membrandan
gecirilmesiyle gerceklestirildi. Ekstriizyon sonrasi toplanan lipozom O6rnekleri
gece boyu + 4 °C de diyalize (MW: 6000 — 8000 kDa) birakildi. Diyaliz sonrasi
ornekler sonraki asamalarda kullanilmak iizere + 4 °C de tutuldu. Sonraki
asamada gelistirilmesi planlanan kurkumin/CD/Anti-CD44 lipozomlar diyalizden
alinan kurkumin/CD lipozomlar1 kullanilarak post-modifikasyon yapilmstir.
Bunun i¢in 48 mg EDC, 7,2 mg NHS ve 7,2 ng/mL anti-CD44 ilk olarak 2,0 mL
lik ependorflar kullanilarak 15 dakika oda sicakliginda 500 pL pH 6 MES
tamponu igerisinde 1000 rpm de termal ¢alkalayici ile inkiibasyonu yapildi.
Sonrasinda iizerine 1500 pL kurkumin/CD lipozom soliisyonu eklenerek 3 saat
boyunca 1000 rpm de termal calkalayic1 da oda sicakliginda karanlikta inkiibe
edildi. Reaksiyon sonras1 -NH2 gruplar1 yiizeyde bulunan lipozomlar ile -COOH
gruplar1 aktiflesmis anti-CD44 baglanmis olup, fazla EDC/NHS 1 uzaklastirmak
icin ornek 6 saat boyunca oda sicakliginda diyalizlenmistir. Son olarak elde
edilmesi planlanan teranostik yap1 Sekil 2.7 deki gibidir.

Cizelge 2. 2 Teranostik amaglarla kullanilacak farkli lipozomal yapilarin formiilasyonlari

Kurkumin Kurkumin/CD Kurkumin/CD/Anti-
icerik Lipozom Lipozom CD44 Lipozom
(F1) (F2) (F3)

DMPC 3,0 mg/mL 3,0 mg/mL 2,25 mg/mL
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PE 0,2 mg/mL 0,2 mg/mL 0,15 mg/mL
Kolesterol (Chol) 0,5 mg/mL 0,5 mg/mL 0,375 mg/mL
Kurkumin 0,5 mg/mL 0,5 mg/mL 0,375 mg/mL
Karbon Nokta (CD) | - 0,3 mg/mL 0,225 mg/mL
Anti-CD44 - - 7,2 pg/mL

@ KarbonNanodot

e  Curcumin
D Hedefleyici Ligand

Sekil 2. 7 Kurkumin/CD/anti-CD44 teranostik lipozomlarmin sekilsel gosterimi.
2.5.2 Teranostik lipozomlarin ve CD lerin karakterizasyonu

[lk olarak disaridan temin edilen CD lerin  spektofotometrik
karakterizasyonlar1 yapilmistir. UV/Vis spektrometrik 6l¢timler 200 uL 6rnek ile
UV-Vis Microplate spektrofotometre (Epoch Microplate Spectrophotometer,
Biotek) kullanilarak yapilmistir. CD lerin floresans Olglimleri ise Varioskan
spektroflorometre (Thermo Fischer) ile 3,5 mL lik kiivetler kullanilarak 3,0 mL

ornek hacmi ile saf su i¢ginde Slgiimler alinmastir.

CD lerin ve lipozomlarin karakterizasyonu i¢in partikiil boyutu ve zeta
potansiyel analizleri DLS yontemi ile Malvern NanoZS (USA) model partikiil

boyut analizi cihazi ile yapilmistir.
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2.5.3 Enkapsiilasyon etkinligi

Diyaliz sonrasi elde edilen lipozom oOrneklerinden 100 uL alinarak iizerine
900 uL metanol eklenerek vezikiiler yapilarin dekompozisyonu vorteks ve 10 dk.
sonikasyon ile saglanmistir. Lipozom oOrneklerindeki kurkumin aciga ¢ikartilarak
enkapsiilasyon verimi analizi i¢in hazirlanmistir. Sonrasinda, gerekli kurkumin
analizleri yiliksek performanshi sivi kromatografisi (HPLC) ile gergeklestirilmistir.

Enkapsiilasyon etkinligi (% EE) asagida verilen formiil ile hesaplanmistir:

% EE = [Enkapsiile kurkumin/ Baglangicta eklenen kurkumin] x 100

2.5.4 Hiicre kiiltiirii calismalari

Kurkumin/CD  enkapsiile teranostik  vezikiillerin  hazirlanmas1  ve
karakterizasyonlar1 tamamlandiktan sonra in vitro hiicre kiiltiirii uygulamalar ile
gelistirilen formiilasyonlarin kanser hiicrelerine olan ¢esitli etkileri incelenmistir.
Tez kapsaminda hiicrelerin iizerinde kemo/radyoterapdtik ajani olarak etkilerini
artirmaya yonelik hazirlanan preparatlar oncelikli olarak model olarak secilen
HaCaT ve U-87MG (noroglioma, ATCC, U.S.A) hiicre hatlarinda test edilmistir.
[k olarak farkli dozlarda canlilik testi yapilarak preparatlarm uygulanacag toksik
olmayan en yliksek ortak doz secildikten sonra radyosensitivitesi kanser hiicreleri
iizerindeki etkileri hiicre canliligr testleri ile belirlendi. Son olarak hazirlanan
vezikiiler preparatlar CD lerin varlig1 sayesinde kirmizi filtre kullanilarak (ikincil

tekrarli floresans) hiicrelerin floresans goriintiileri alinmastir.
HaCaT ve U-87MG hiicre hatlarmin kiiltivasyonu, %10 FBS, %1,0

penisilin/streptomisin iceren DMEM (4,5 g/L ve L-Glutamin i¢eren) ortaminda ve

% 5,0 CO; igeren nemlendirilmis inkiibator sartlarinda gerceklestirildi.

2.5.4.1 Teranostik lipozomlarin hiicre canliligina etkisi

Teranostik lipozomlarin U-87MG iizerindeki canlilik etkisi sitotoksisite testi
ile yapildi. Doz-bagimli olarak gergeklestirilen bu test icin MTT yontemi
kullanildi. Flask ortamindan tripsinizasyon ile alinan hiicreler 96-kuyucuklu
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kiltiir ortamina transfer edildi. Kuyucuklarda hiicrelerin kiiltivasyonu, hiicreler
konfluent hale gelene kadar devam edildi. Sonrasinda biliylime ortami
kuyucuklardan alinarak hiicreler steril PBS ile yikandi. Hiicreler vezikiiler
orneklerle (Kurkumin, Kurkumin/CD ve Kurkumin/CD/anti-CD44) degisen
konsantrasyonlarda 24 saat boyunca muamele edildi. Sonrasinda Ornekler
kaldirilarak hiicreler tekrardan PBS ile yikanir. Her bir kuyucuk basma 110 pL
olacak sekilde %10 MTT ¢ozeltisi eklenir. Hiicrelerin iginde olusacak olan
formazanin ¢oziilmesini saglamak i¢in 4 saat boyunca hiicreler MTT ile muamele
edilir. Hiicre membranini par¢alamak ic¢in kuyucuklara 100 uLL SDS (10 mL 0,01
M HCI de hazirlanmig 1,0 g SDS) eklenir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda her bir
kuyucugun optik yogunlugu spektrofotometrik mikro-plaka okuyucuda 570 ve

630 nm’lerde okundu.

2.5.4.2 Teranostik lipozomlarin radyosensitivitesi

Ilgili 6rneklerin varhginda ve yoklugunda pozitif ve negatif kontroller
olusturularak hiicrelere radyasyon uygulamasi LINAK (6 MV Dogrusal
Hizlandiric1) literatiirde oOnerildigi sekliyle gergeklestirildi. Uygulanan islem
asagidaki gibidir:

4x10° hiicre, 96 kuyucuga ekilerek gece boyu inkiibatorde bekletildi. Ertesi
giin besiyeri uzaklastirilip Orneklerin uygulamasi gerceklestirildi. 2 saat sonra
hiicreler, 2,5 Gray dozda LINAK sistemi altinda radyosyona maruz birakildi ve
ardindan, 72 saat siiresince inkiibe edilerek, MTT metodu ile hiicre canlilig
belirlendi. Sonuglar kontrol grubu ile (radyasyon uygulanmamis hiicreler)

karsilagtirma yapilarak hesaplandi.

2.5.4.3 Hiicre goriintiilleme

8000 U-87MG ve HaCaT hiicreleri 8’li Chamber slide’lara ekilip 2 giin
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin iizerindeki besiyerleri
alimarak Ornekleri igeren besiyerleri kuyucuklara ilave edilmis ve 2 saat
inkiibasyona birakildi. Ardindan, her bir hiicre, 3 kez PBS ile yikanip hiicre
cekirdeklerinin boyanmasi i¢in DAPI ¢ozeltisi ile 15 dk. inkiibatérde bekletildi.
Son olarak, hiicreler tekrar PBS ile 3 kez yikanip goriintiiler Floresans mikroskop
ile kirmiz1 ve DAPI filtre kullanimiyla goriintiilendi. Sonuglar kontrol gruplari ile

karsilastirma yapilarak degerlendirildi.
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2.6 Istatistiksel Analizler

Tez calismasindaki tiim denemeler en az ii¢ tekrarli sekilde yapilmistir.
Ozellikle ¢ikarilanlar disindaki tiim veriler + S.S. (Standart Sapma) seklinde
verilmistir. Sonuglarin istatistiksel degerlendirmesi, tek yonli ANOVA (Varyans
Analizi) ile Tukey’ in ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak gerceklestirildi. Iki
grup arasinda farkliligin P < 0,05 degerinden kiigiik oldugu takdirde anlamli, eger
P < 0,01 veya 0,001 ise anlamli fark derecesinin arttig1 diistiniilmiistiir.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

31 Béliim-1: "Polimer Kaph Altin Nanopartikiiller: Teranostikler
I¢cin Fonksiyonel Yapilar"

3.1.1 Karakterizasyon

PMAA fonksiyonalizasyonu &nce, AuNP ¢ozeltisi santrifiijlendi.
Stipernatant uzaklastirildi ve ayni hacimde su ile tekrar disperse edildi. Ardindan
PMAA kapli altin nanopartikiiller gece boyunca PMAA ve AuNP'lerin karanlikta
karistirilmast ile hazirlandi. 1k olarak, elde edilen PMAA kapli AuNP'ler boyut
ve yiizey plazmon rezonans maksimum bandi (SPRmax) deger degisiminin
incelenmesi acisindan DLS ve UV/Vis spektroskopisi ile karakterize edildi.
AuNP'lerin SPRmax bandi genellikle nanopartikiil boyutu, sekli, toplanmasi ve
ayrica dielektrik ortamima uygundur. Sekil 3.2'de goriildigi gibi, SPRmax
bandinin konumu PMAA'nin yiizeye adsorbe edilmesi nedeniyle 519'dan 521
nm'ye kaymistir. Dahasi, UV absorpsiyon piki, tiyol ile son bulan PMAA ile
kaplanmis AuNP'lerin hala kiire bi¢iminde olduklarim1 ve ayrica UV
absorbansinda herhangi genis genis bir kayma olmadigi i¢in herhangi bir
agregasyon gostermedigini dogrulamistir. PMAA ile kaplanmis AuNP'ler, DLS
kullanilarak boyut ve zeta potansiyeli acisindan karakterize edildi. AuNPs ve
PMAA-AuNP arasindaki hidrodinamik hacmi ic¢inde belirgin bir artis yiizeyi
tizerine PMAA basariyla immobilizasyon isaret yoktu. Sekil 3.1'de gosterildigi
gibi, PMAA ile kaplandiktan sonraki altin nanopartikiillerin boyutu, polidispersite
indeksi (PDI) 0,15 ile 55,7 £ 0,2 nm'den 104 £ 0,7 nm'ye ve dar bir partikiil

boyutu dagilimina isaret etmektedir.

Ayrica, sulu soliisyonda karboksil grubunun (RCOOH <> RCOO™ + H")
deprotonasyonundan dolay1 negatif zeta potansiyelinin biiyiikligii -26,9 + 0,2'den
-43,6 £ 0,8 mV'a yiikselmistir. TEM goriintiilerine gére, PMAA kaph altin
nanopartikiillerin boyutu 52 + 1,4 ila 65 £ 2,6 nm arasinda degismektedir.
Monodisperse nanoparcaciklarin ortalama boyutu ise 57 + 1,8 nm olarak
hesaplanmistir.
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Sekil 3. 1 A) PMAA kapli AuNP lerin TEM goriintiisii; B) AuNP ve PMAA kapli AuNP (AuNP-

PMAA) lerin partikiil boyut dlgiimleri.

AuNP'lere immobilize edilen PMAA polimerinin miktarini belirlemek icin,
her bir malzeme termal profilini analizlemede TGA o6l¢iimleri gergeklestirildi.
Sekil 3.2B'de goriildiigii gibi, PMAA kapli AuNP, PMAA polimerinin ylizeyden
ayrismast nedeniyle yaklasik 650 °C'ye kadar kiitle kaybina sebep olmus ve kalan
fraksiyon ise sentetik nanoparcaciklarin Au ¢ekirdegine sahiptir. Sonug olarak,

PMAA kaplanmig AuNP'lerin polimerin %87,4'inii i¢erdigi gozlenmistir.
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Sekil 3. 2 AuNP ve AuNP-PMAA larin A) UV-Vis spektroskopik karakterizasyonu ve B) Termal

gravimetrik analiz (TGA) 6l¢iimleri.

Dr. Remzi BECER ve ekibi tarafindan basarili bir sekilde sentezlenen
PMAA kapli AuNP (AuNP-PMAA) pargaciklarin eldesi sonrasinda pH duyar bir
yiizey olusturabilmek i¢in bu pargaciklar EDC/NHS kimyasi ile birlikte Cys
aminoasidi ile kimyasal konjugasyonu yapilmistir. Sonraki asamalarda da DOX
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ile pH duyar hidrazon bagini olusturduktan sonra AuNP-PMAA-Cys-DOX sentezi
gerceklestirilmistir.

AUNP-PMAA-Cys-DOX konjugatinin baslangi¢ karakterizasyon adimi
olarak spektrofotometrik 6zellikler arastirilmistir. Konjugatin floresan ve UV/Vis
spektrumu  Sekil 3.3'te gosterilmistir. Konjugasyon prosediiriiniin Oncesi ve
sonrasinda DOX'un spektral 6zelliklerini karsilagtirmak i¢in, serbest DOX ve
AUNP-PMAA-Cys-DOX konjugati ayni konsantrasyonda kullanilmistir. Sekil
3.3'de goriildiigi gibi DOX, AuNP-PMAA-Cys'e konjuge edildiginde 600 nm'de
floresan emisyonunu (eksitasyon:480 nm) gosterebilir. Burada, konjugasyon
adimlarindan kaynaklanan floresans yogunlugunun ve absorpsiyon piklerinin
azaltilmasi ile DOX konjugasyonu kanitlandi. Diger ¢alismalarda benzer bulgular
polimer kuantum nokta ve PEG ile birlestirilmis paladyum nanopartikiillerinin
konjligasyonuyla gosterildigi gibi ortaya ¢ikmistir (Du et al., 2015; Shanthi et al.,
2015). Bununla birlikte, DOX kendi spektral 6zelliklerini Bununla birlikte, DOX
spektral 6zelliklerini goriiniir alanda koruyabilir, bu nedenle bu sorun, DOX'in
AUNP-PMAA partikiilleri tizerindeki baglanma verimliligini (BE%) hesaplamada
yararli olabilir. Dolayisiyla, 480 nm'de absorbansi okurken 2,5-100 uM DOX
konsantrasyon araliginda y = 0.0068x + 0.012 (R? = 0.999) denklemiyle standart
bir egri olusturuldu. Daha sonra yeni sentezlenen 1,25 mg/mL AuNP-PMAA-Cys-
DOX konjugat: 6l¢iildii ve tekrarlanabilir sonuclar Cys uzatilmis ve polimer kaph
AuNP'lerin 25,5 uM DOX'u baglayabilecegini gosterdi. Baglanma verimi

asagidaki formiille hesaplanmis olup, %51 seklinde bulunmustur.

Baglanma Verimi %: (Konjugattaki DOX miktar/ Baslangictaki DOX
miktar1) x 100
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Sekil 3. 3 Sistein (Cys) ve Doxorubicin (DOX) ile yapilan pH-sensitive konjugasyonun (AuNP-
PMAA-Cys-DOX) UV-Vis spektroskopik ve florimetrik karakterizasyonlar1. Olgiimler
hazirlanan stok konjugat ve ayn1 miktarda DOX (10uM) ile gerceklestirildi.

AuNP-PMAA ve AuNP-PMAA-Cys-DOX a ait partikiil boyutlar1 sirasiyla
104,9£0,7 nm (polydispersity index (PDI): 0,15) ve 147425 nm (PDI: 0,43)
seklindedir. AuNP-PMAA ve AuNP-PMAA-Cys-DOX a ait yiizey yiikleri ise
sirastyla -43,6+0,8 mV ve -22,7+12 mV. Negatif olarak yilizey yiiklii NP'lerin
plazma protein adsorpsiyonunda azalma ve diisiik oranda spesifik olmayan hiicre
alimim sergiledigi bilinmektedir (Alexis et al., 2008; He et al., 2010). Ayrica
yiikli NP'ler, NP'lerin dogal agregasyon egiliminin {stesinden gelmek icin
birbirlerini itebilir (Aggarwal et al., 2009). Dolayisiyla, yeni sentezlenmis AuNP-
PMAA ve bunlarin DOX konjuge formlarinin, PDI degerleri ile desteklenen iyi
dagilim kararlilig1 sayesinde kanserli dokuda EPR etkisi ile birikimi i¢in uygun

olabilecegini gostermektedir.
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Sekil 3. 4 AUNP-PMAA-Cys-DOX konjugasyonunun X-isin fotoelektron spektrokopisi (XPS)

taramasi.

Fizikokimyasal parametrelere ek olarak, AuNP-PMAA-Cys-DOX'in XPS'i,
son konjugattaki karakteristik baglar1 baglama enerjileri yoluyla kanitlamak i¢in
kullanildi. Sekil 3.4'deki XPS spektrumu, AuNP-PMAA'nin karboksil kalintilari
ile Cys'in amino grubu ve pH duyar bag olarak hidrazon arasindaki bir amid bagi
da dahil olmak iizere, konjugasyon adimlarinda kullanilan kritik baglar hakkinda
detayh bilgiyi gostermektedir. Spektrumda, 282,65 eV'lik baglanma enerjisi tipik
C-C baglarin1 ortaya ¢ikarmaktadir. Normal olarak C-C baglanma enerjisi
yaklagik 284 eV (Riick-Braun et al., 2013) gosterir. Bununla birlikte, bir yiizey
iizerinde karbonun kimyasal adsorpsiyonunun baglanma enerjisini 282,6 eV'de
gosterebildigi ispatlanmistir. Ayrica O=C-N amid bagi, 287,8 eV'de 285,8'lik bir
kayma ve baglanma enerjisi ile 6nceki ¢alismalarda saptanan tipik hidrazon bagini
(C=N) sunmaktadir. Ayrica, 288,5 eV'lik baglama enerjisinde kiiciik bir omuz,
RCOOH gruplarim1 gosterir. Bu ise, PMAA iizerindeki Cys artiklar1 veya konjge
olmamis karboksil grubundan gelmektedir. XPS Olgiimleri ile de konjugattaki

spesifik amid ve hidrazon baglarini net olarak kanitlanmastir.

Karakterizasyon adimlarina ek olarak, DOX-konjuge edilmis, polimer kapl
AuNP'lerin in vitro serbest salim profilleri, bu partikiillerin iletim tasiyicilar
olarak potansiyel kullanimini arastirmak {izere iiretildi. Tiimor alanlarinin ana
karakteristik 6zelliklerinden biri, hafif asitli mikro ¢evreye sahip olmasidir (Wong

et al., 2011) Bu nedenle, bu ¢alisma, kemoterapotik yaklasimlarin kullanilmasinda
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bir ara¢ olarak AuNP-PMAA'y1 kullanarak pH duyarli bir DOX konjugasyonunu
tiretmeyi amacglamistir. Tipik bir hidrazon bagindan olusturulmus bir ilag ve bir
tasiyici arasindaki pH'ya duyarli baglarin bircogu, kanser hiicrelerinin hiicre dis1
pH ortamii model alarak pH 5,3'te ve pH 7,4'te saglikli hiicrelerin ortamini
modelledigi gibi degerlendirildi (Romero-Garcia et al., 2014) Goruldigi gibi
Sekil 3.5'de, serbest DOX, pH 5,3'te % 100 serbest salima ulasarak tipik salinma
profilini ortaya koymustur. Ote yandan, AuNP-PMAACys-DOX konjugatinin
kiimiilatif salim profilinin, serbest DOX salimina gore pH 5,3'de daha kontrol
edilebilir oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.5). Benzer sekilde, pH 7,4'te de benzer bir
durum gozlendi. Konjugattan pH 7,4'te DOX salimi, 72 saat boyunca yaklasik %
6,0 civarinda idi. Bu degerli veriler, formiilasyonun daha diisiik sicakliklarda
tutulmast  sayesinde =~ AuNP-PMAA-Cys-DOX'in  yavas  salinmmi  ve

kullanilabilirligi uzun siire potansiyelini gosterdi.

-~ DOX(pH5.3) - AuNP-PMAA-Cys-DOX (pH 5.3)
= DOX(pH7.4) -¥ AuNP-PMAA-Cys-DOX (pH 7.4)

100 . —o
80
60
40

20

Kumiilatif Salim (%)

Zaman (saat)

Sekil 3. 5 in vitro kosullarda pH 5,3 ve pH 7,4 te 37 °C de AuNP-PMAA-Cys-DOX a ait ilag

salim profilleri.
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Sekil 3. 6 AUNP-PMMA-Cys-DOX partikiillerine ait galisma semas.

3.1.2 Hiicre kiiltiirii calismalari

Sirastyla HeLa hiicrelerinde gergeklestirilen toksisite, radyoaktivite ve hiicre
goriintiileme ¢alismalarinin sonucglar1 asagidaki gibidir. Bu calismada model
kanser hiicre hatti olarak HeLa hiicreler1 1ile diger parametrelerin
degerlendirilmesinden 6nce, hiicrelerin doz bagimli canliligt AuNP-PMAA, DOX
ve AuNP-PMAA-Cys-DOX konjugatt icin 24 saat boyunca 37 °C'de
nemlendirilmis kosullar altinda ve %5,0 CO, kosullarinda incelenmistir.
Giliniimiize degin, AuNP'lerin hem saglikli hem de kanserli hiicreler iizerinde ¢ok
fazla toksik etki gostermedigi bilinmektedir (Demir et al., 2014; Unak et al., 2012)
Bu adimda, AuNP-PMAA yapilan baslangicta canlilik {izerine etkileri agisindan
test edilmistir. HeLa hiicreleri. Sekil 3.7A, polimer kapli AuNP parcaciklarinin
hiicre canliligi iizerindeki etkisini gostermektedir. Agikca goriilebilecegi gibi,
polimer kapli AuNP'ler, 500 pg/mL parcaciklara kadar (%84) HeLa hiicreleri
iizerinde toksik etki gostermez (Sekil 3.7B).
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Sekil 3. 7 A) AUNP-PMAA ve B) AuNP-PMAA-Cys-DOX ve serbest DOX a ait HeLa hiicreleri
tizerindeki doz bagimli toksisite sonuglar1. Hata barlar1 ortalama + S.S. yi vermektedir
(n=4).

Serbest DOX'un hiicre canliligr profili, 1,0 uM DOX'a kadar AUNP-PMAA.-
Cys-DOX'a yakindir (konjugat i¢in 50 pg/mL AuNP-PMAA'ya esdegerdir). DOX
5,0 uM'ye kadar daha etkili goziikse de, son konsantrasyonda serbest DOX (%
47,11) ve AUNP-PMAA-Cys-DOX (% 25,6, p <0.001) arasinda anlaml1 bir diisiis
vardir. Serbest DOX'un verilmesinin hiicre zar1 boyunca basit difiizyona
dayandig1 bilinmektedir. Bunun yani sira, bircok nanotasiyicinin hiicresel alimi
hiicre tipine ve tasiyicinin fizikokimyasal oOzelliklerine bagli olarak farkl
endositik yolaklar ile gerceklesmektedir. Fonksiyonel partikiillerin hiicre igine
alimindan sonra, partikiiller hiicrede parcalanir ve terapdtik maddenin dagilimi
asidik kosullar altinda saglanir. In vitro DOX salinim profili diger ¢aligmalar gibi
benzer davranmis sergilediginden, bu profilin etkisi de sitotoksiteye iliskin fikir
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verebilir. Dahasi, serbest DOX'un kiimiilatif ilag salim profillerinde asidik
kosullar altinda kolayca serbest kalabilecegi daima gosterilmistir. Bununla
birlikte, nanotastyici sistemleri 24 saatlik toksisite testlerinde daha etkili olurlar.
Olgumuzda, 6nerilen terapatik platformun etkin konsantrasyonunu 5,0 uM DOX
konsantrasyonu olarak go6zlemleyebiliriz. Dolayisiyla, pH-duyar bir bag ile
olusturulan DOX konjugati, siirekli salimi ve toksik olmayan bir tasiyict mimariye
sahip olmasi sayesinde kemoterapide iyi bir potansiyel olabilir.

Bunu takiben, AuNP ve DOX'un her iki yonteminin gii¢clendirici yonlerini
kullanarak kemoterapi ve radyoterapi kombinasyonu i¢in pH-duyar bir hidrazon
baglantis1 olusturarak kolay ve etkili bir sekilde konjuge edilmistir. AuNP-
PMAA-Cys-DOX konjugasyonunun radyosensitif etkilerini arastirmak icin, HeLa
hiicreleri li¢ farkli iyonize radyasyonla (2,5, 5,0 ve 10 Gray) muamele edildi.
Buna ek olarak, serbest DOX (5,0 uM), AuNP-PMAA ve sitratla kaplanmig
AuUNP (hem AUNP-PMAA hem de AuNPPMAA ile ayn1 konsantrasyonda)
AUNP-PMAA-Cys-DOX (5,0 uM esdegeri) ile kapsamli ve kontrollerle birlikte
radyoterapdtik etkiler test edilmistir. Sekil 3.8'de gosterildigi gibi, AuNP-PMAA-
Cys-DOX (%27) igin iyonize radyasyonun 5,0 Gray i, serbest DOX (% 40),
AUNP-PMAA (%36,3) ve ayrica sitratla kapli AuNP'ler arasinda 6nemli bir fark
oldugunu ortaya koymustur (%46) diger dozlarla kiyaslandiginda (p <0,05). Bu
arada bulgularimizi destekleyen baska bir ¢alismada DOX kanser hiicrelerine
uygulandiginda benzeri sonuglar alinmistir (Xu et al., 2012). 2,5 ve 10 Gray
1s1masi sirasinda, sitrat kapli AuNP'lerden AuNP-PMAA-Cys-DOX'e kadar olan
orneklerin hiicre canliliklarinin benzer sonuglar verdigi goriildii. Bu sonuglar ayni
zamanda istatistiksel olarak da karsilastirilmistir, ancak sekilden goriilecegi iizere,
her iki radyasyon dozu i¢in uygulanan 6rnekler arasinda dramatik bir degisiklik
yoktur. Dahasi, 5,0 uM'lik serbest DOX konsantrasyonu, 2,5 Gray de ek bir
terapotik etki gostermemistir. Bu numunenin hiicre canlilig1 sitotoksisite testine
benzerdir. Radyasyon seviyesinin artmasi sirasinda hem AuNP-PMAA hem de
DOX kontrol grubuna gore anlamli bir etki ortaya ¢ikmistir. Giris boliimiinde
belirtildigi  gibi, AuNP'lerin radyosensitif etkisi, bu ¢alismada agik¢a
gosterilmistir. Beklendigi gibi, AuNP-PMAA-Cys-DOX partikiilleri, 5,0 Gray
radyasyon altinda HeLa hiicreleri lizerinde serbest DOX a gore terapotik
etkinligini daha da arttirmay1 basarmistir. Diger rapor edilen ¢aligmalarda, DOX,
HeLa hiicreleri ve V79 hamster hiicre dizisi i¢in radyosensitizer olarak
kullanilmistir (Bonner and Lawrence, 1990; Jagetia and Nayak, 2000). Jagetia ve
Nayak, DOX'un 10 pg/mL'lik (5,8 puM'a esittir) DOX'v Hela'ya ekleyerek
DOX'un radyasyon etkisi 0-3,0 gray 1sinlama dozlar1 araliginda hiicreler iizerine
aragtirmalar yapmistir. Bu caligmaya gore, artan radyasyon dozlart kontrol
hiicreleriyle karsilastirildiginda hiicre canliliginda kademeli bir diislis saglamistir.
Bu sonuglar, ayn1 zamanda, serbest DOX grubunun hiicre canliliginda azalma ile
ilgili bulgularimiz1 desteklemektedir. Bu calismalarda gosterildigi gibi, 10 Gray
gibi yiiksek radyasyon dozlari, terapotik molekiiller olmayan kontrol gruplari igin
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azalmis hiicre canliligina neden olabilir. Bununla birlikte, 6rnekler, sadece kontrol
grubuyla karsilastirildiginda, 10 Grayde HeLa hiicrelerine toksisitesini énemli
Ol¢tide gostermistir (p <0,001).
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Sekil 3. 8 AuNP-PMAA-Cys-DOX konjugatinin 2,5, 5 ve 10 graylerdeki radyoterapotik

aktivitesi. Hata barlar1 ortalama standart sapmay1 vermektedir (n=6).

Sentezlenen AUNP-PMAA-Cys-DOX i¢in son c¢alisma olarak DOX
konjugatlarinin internalizasyonunu izlemek i¢in 2 saat boyunca konjugatlarin
toksik olmayan konsantrasyonlar1 HeLa hiicrelerine uygulanmistir. Sekil 3.9'dan
goriilebilecegi gibi, ayn1 dozdaki DOX, HeLa hiicrelerinin ¢ekirdeginde serbest
DOX olarak kolaylikla lokalize edilebilir. DOX'un benzersiz spektroskopik
ozellikleri ile floresan goriintiilemenin yani sira, faz kontrast goriintiileri
goriintiilerin iist iiste binmesi ve polimer kapli AuNP konjugatinin hiicrelerin
izlenmesinde de etkili oldugunu gdstermek igin ¢ekilmistir. Onerilen konjugatin
bu Ozelligi, bir teranostik nanoparcacik olarak uygun ve faydali bir aday

olabilecegini ortaya koymaktadir.
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Sekil 3. 9 HeLa hiicrelerinin faz-kontrast ve floresans goriintiileme teknikleriyle AuNP-PMAA-

Cys-DOX konjugatinin serbest DOX la karsilagtirilarak yapilan hiicre goriintiileme

caligmasi. Goriintiiler 100x biiylitme ile kirmizi filtre kullanilarak alinmistir.

3.2 Boliim-2: '"Folat Reseptorii Hedefli Multimodal Vezikiiler
Teranostikler"

3.2.1 Tween 80-FA nin sentezi

Tween 80 ve FA arasinda yapilan konjugasyon asamasinda ilk olarak CDI
ile Tween 80 deki -OH gruplar aktiflestirilerek FA daki -NH; gruplar ile
arasinda kovalent bag olusturulmustur. Konjugasyon asamasinda Tween 80 deki -
OH in miktar1 kadar reaksiyon ortamina FA eklenmistir (Tween 80 (3 adet -OH
grubu): FA (1 adet -NH, grubu), 1:3) .Reaksiyona iliskin sematik gosterim Sekil
3.10 deki gibidir.
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Sekil 3. 10 Tween 80-FA konjugatinin olusumuna iligkin reaksiyon semas.

Bu yapmin karakterizasyonuna yonelik ilk olarak FA nin baglanma verimi
HPLC ile belirlenmistir. FA, Tween 80 ile konjuge edildiginde FA nin verdigi
pikte kayma ve degisme oldugu i¢in baglanma verimi liyofilize haldeki konjugatta
bulunan serbest FA miktar1 tizerinden gidilmistir. FA i¢in standart grafik 0,5 - 10
ppm arast elde edilmis ve denklem y=26,687x-1.471 (R*=0,999) seklindedir.
Baglanma verimi i¢in 1,0 mg Tween 80-FA konjugati tartilip ¢oziildiikten HPLC
ye verilmistir. Sonug olarak % 98,025 FA nin baglandigit HPLC ile kanitlanmustir.
Bu sonuca bakarak her bir hidroksil grubu igin konulan FA nin %100 e yakin

olarak tamamen baglandig1 sOylenebilir.

Sonrasinda Tween 80-FA daki olusan karbamat baginin olusumunu kanitlamak
icin FT-IR spektroskopisi kullanildi. Kontrol olarak serbest FA kullanildi.
Sonuglar Sekil 3.11 de
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verilmistir.
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Sekil 3. 11 Tween 80, FA ve Tween 80-FA konjugatina ait FTIR sonuglart.

FA, bir pteridin halkasi, p-amino benzoik asit ve glutamik asitten
olusmaktadir. Serbest FA ya ait FTIR analizine bakildiginda fenil ve pteridin
halkalarindaki COOH, C=0 ve aromatik C=C vyapilar1 gibi en ¢ok bulunan
karakteristik pikler 1700 ve 1610 cm™ civarinda agikca goriilmektedir. Ayrica
literatiirdeki verilere gore Tween 80 e ait FTIR pikindeki 2900-3000 cm™
arasindaki iki pik, yapisindaki asimetrik ve simetrik metilen (-CH,) gruplarinin
varligmi 2932 ve 2873 cm™ kamitlamaktadir (Ren et al., 2012). Ayrica FA daki
3450 ve Tween 80-FA konjugatindaki 3448 cm™ civari olan pik ise N-H bagmna ait
oldugu diistiniilmektedir. 3500 ve 3600 cm-1 civarindaki FA ya ait pikler ise O-H
bagina ait oldugu daha 6nceki ¢alismalarimizdan da bilinmektedir (Akbulut et al.,
2015). Bunun yaninda Tween 80 deki genis bir alana yayilan pikin yapinin
uclarinda yer alan primer alkol kismina ait karakteristik O-H grubuna ait oldugu
bilinmektedir (Ren et al., 2012). Konjugatta ise benzer bolgede daha keskin bir
pikin varlig1 ise N-H pikine ait oldugu sdylenebilir. Ayrica konjugatta yer alan
C=0 amide I tipi bag gosteren 1631 cm™ konjugasyonun basarili oldugunu da

kanitlamaktadir.
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3.2.2 Niozom vezikiillerinin karakterizasyonu

Nanopartikiillerin kaderi genellikle pargacik boyutu ve boyut dagilimindan
etkilenirler. Nanopartikiillerin miikemmel bir fiziksel stabiliteye ulasmada partikiil
boyut dagilimi 6nemli bir noktadir. Zeta potansiyel, siispansiyon ve dispersiyon
¢oOzeltilerinde materyalin yiizey ylkiiniiniin bir fonksiyonudur. Zeta potansiyel
analizleri ile 6zellikle vezikiillere iliskin ¢alismalarda vezikiiler partikiiliin hiicre

ortamindaki girecegi yol kontrol altina alinabilir.

Proje kapsaminda niozomlar hazirlandiktan sonra boyut ve zeta potansiyel
analizleri gerceklestirildi. Cizelge 3.1 de gosterildigi lizere PPIX-Au, PPIX-FA
ve PPIX-Au-FA ve tek basina AuNP lerin boyutlar1 ve zeta potansiyelleri
verilmistir. Cizelgeden tiim vezikiiler yapilarin boyutlarinin birbirine ¢ok yakin
oldugu goriilmektedir. Literatiirde de kanitlandig: ilizere hizlica yapilan vorteks
islemi sonrast sonikasyon ile vezikiillerin boyutlar1 100 nm nin altina
indirilebilmektedir. Ancak ¢oklu dagilim indeksleri (PDI) geregi az miktarda da
olsa biiyiik vezikiillerin varligi homojeniteyi etkilemektedir. Partikiil boyutlari,
ornekteki sayica fazla olan vezikiil boyutuna goére verilmistir. Ayrica niozomlarin

yiizey yliklerininde fazla olmas: stabiliteyi korumak i¢in 6nemli parametredir.

Cizelge 3. 1 AuNP, PPIX-Au, PPIX-FA ve PPIX-Au-FA o6rneklerinin zeta potansiyel ve boyut

dagilimlar1. Veriler en az 3 tekrarli olup + S.S.? seklinde verilmistir.

Zeta Potansiyel

Boyut (nm) PDI (mv)
AUNP 8+2 0,143 -42+7
PPIX-Au 69+10 0,697 -48,5+8
PPIX-FA 70+13 0,636 -46+8
PPIX-Au-FA 93,617 0,546 -50+£9

% S.S. degerleri ayr1 giinlerde taze olarak hazirlanmis Orneklerin sonuglarindan

hesaplanmuistir.

Partikiil boyutu ve yiizey yiikii belirlenen vezikiillerin igerdigi protoporfirin
miktart i¢cin spektrofotometrik olarak % enkapsiilasyon verimi hesaplanmistir.
Oncesinde 1,0-200 uM araliginda ¢izilen PPIX standart grafigi kullanilarak
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niozomlardaki PPIX miktar1 Cizelge 3 2. deki gibi verilmistir. Cizelgeden de
goriildiigli iizere hazirlanan {i¢ farkli formiilasyon iginde benzer oranlarda
enkapsiilasyon verimi elde edilmistir. Hazirlama asamasinda 100 uM olarak
eklenen PPIX icin enkapsiilasyon verimleri direkt olarak icerdikleri
konsantrasyonu vermektedir. Sonraki ¢alismalar i¢in hazirlanan stogun 85 uM

PPIX igerige sahip oldugu kabul edilmis ve hiicrelere uygulanmistir.

6 y=0.0288x+0.1022
RZ=0.9974

Absorbans

0 T T T T 1
0] 50 100 150 200 250

PPIX Konsantrasyonu {uM)

Sekil 3. 12 PPIX a ait standart grafigi.

Cizelge 3. 2 . Niozomlarda PPIX Enkapsiilasyon Verimi (EE) (%) (S.S.:Standart Sapma)

Ornekler % EE % S.S.
PPIX-FA 86,31 1,08
PPIX-Au-FA 86,57 0,97
PPIX-Au 84,16 4,26

Diger karakterizasyon tekniklerinin yaninda partikiillerin sekilsel yapist ile
ilgili analizler AFM teknigi ile yapildi. PPIX-AuNP, PPIX-FA ve PPIX-AuNP-
FA niozom vezikiillerinin AFM histogramlar1 Sekil 3.13 deki gibidir. Sonuglara
gore, DLS analizindeki verilere oranla benzer sekilde yapi karmasiklastikca
histogram yiiksekliklerindeki artma ve morfolojinin kiiresel olmasi vezikiillerin

basarili bir sekilde sentezlendigini kanitlamaktadir.
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Sekil 3. 13 PPIX-AuNP (A), PPIX-FA (B) ve PPIX-AuNP-FA (C) niozomal formiilasyonlarina ait

AFM histogramlari.

3.2.3 Hiicre kiiltiirii calismalar

Sirastyla HelLa ve A549  hiicrelerinde gergeklestirilen toksisite,
radyoaktivite/fotodinamik terapi ve hiicre goriintilleme calismalarinin sonuglari
asagidaki gibidir. Radyoaktivite ve fotodinamik terapi ve kombine terapi
denemeleri dncesi hiicrelerde 151k ve radyason etkisine maruz kalmaksizin 24 saat
stiresince muamele edildigin partikiillerin toksik olmayan en yiiksek dozu

hiicrelere bu etkenler esliginde verilmistir.



84

PPIX-AuNP
150
<
S 1004 @A
€
©
(&S]
@ 501
(%]
=]
b o
0-
+°°\‘
[PpIX] (1M)
PRBCER PpIX-AuNP-FA
_— 150
A549 A549
3 B3 Hela 7 E3 Hela
% B 100{
& o 504
%] (%]
2 g HH
HH B
oLHH HH HE 4 HE:
R N I O

+ [PpIX] (uM)

[PpIX] (uM)

Sekil 3. 14 Hazirlanan niozomlarin farkli kanser hiicrelerinde sitotoksik etkisi. Hata barlari

ortalama standart sapmay1 vermektedir (n=4).

Toksisite sonuglar1 geregi sonraki asamada 5,0 pM PPIX igeren niozomlar
radyasyon, fotodinamik terapi ve kombine terapi uygulamalar1 ile multipleks
ozellikli vezikiillerin aktiviteleri incelenmistir. Sonuglara gore FA hedefli
olmayan vezikiillerde hiicre hatlar1 arasinda herhangi bir degisim olmadig
gozlenmistir. Tek basma 2,5 Gray radyasyon ve 5 dk. boyunca uygulanan 1s1k ile
ayr1 yapilan denemelerde ise HeLa hiicrelerinin canlilig1 diisse de istatiksel olarak
net bir fark ortaya ¢ikarmamaktadir. Ancak kombine terapi uygulamasiyla FA
reseptorii acisindan negatif olarak kullanilan A549 hiicrelerinin canlilik orani,

HeLa (FA reseptor pozitif) hiicrelerine gore anlamli olarak daha fazladir
(p<0.001).
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Sekil 3. 15 Radyoterapi, PDT ve kombine terapi ile farkl: hiicre hatlarinda niozomlarin etkisi. Hata

barlar1 ortalama standart sapmay1 vermektedir (n=6).

Son olarak yapilan floresans hiicre goriintiileme ¢alismasi ile de multipleks
ozellikli PPIX-AUNP-FA niozomlarinin kontrol gruplarina kiyasla daha etkin bir

sekilde FA reseptorii fazla bulunan HeLa hiicrelerine alim1 gosterilmistir.
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A549 HelLa

Sekil 3. 16 HeLa ve A549 hiicrelerinin niozom formiilasyonlar1 ile muamelesi sonrasi alinan

PPIX-FA PPIX-AuNP

PPIX-AuNP-FA

floresans hiicre goriintiileri. (Goriintiiler kirmiz1 filtre kullanilarak 63x biiyiitme ile

almmustir. Goriintiilerdeki skala 10 pm dir.)

3.3 Bolim-3: " Kanser Tamsina Yonelik Molekiiler Baskilanmis
Polimer Problarimin  Gelistirilmesi ve Biyo-goriintiileme
Uygulamalar"

3.3.1 CD lerin sentezi ve karakterizasyonu

Bir dnceki boliimde belirtildigi tizere bu ¢alismada kullanilan CD ler Prof.
Joachim Wegener ve ekibi tarafindan sentezlenmistir. Kullanilan CD lere iliskin
genel sonuglart asagidaki gibi verilmistir. Sentez asamasinda kullanilan azot
doplanmasi ile CD lerin fotoliiminesans 6zelliklerini artirma yoniinde bir strateji

kullanilmigtir. Azot doplama i¢in sentez sirasinda triptofan (Trp) amino asidi
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kullanilarak N modifiye CD ler hazirlanmistir. Karbon kaynagi olarak nisastadan

yola ¢ikilarak sentezlenen CD lerin sentez asamalar1 Sekil 3.17 de verilmistir.

Sekil 3. 17 CD lerin sentez siirecindeki asamalar1. a) Sulu nisasta siispansiyonu b) Karbonizasyon
sonrast ham CD siispansiyonu, c¢) Filtrasyon sonras1 CD siispansiyonu, d) 1,0 mg/mL
ye seyreltilmis CD siispansiyonu, e) Karanlikta UV 151k (366 nm) altinda seyreltilmis

CD siispansiyonu.

Literatiirdeki verilerle de karsilastirildiginda CD'lerin UV 1s1k altinda mavi
renkte emisyon yaydigi bilinmektedir. Sentezin basarili oldugu konusundaki ilk
ipuclarin1 veren bu testten sonra morfolojik ve yapisal karakterizasyonuna
gecilmistir. Sentez sirasindaki prekiirsor molekiillerin varliginin yaninda bu
partikiillere ait boyut, ylizey yiikii gibi karakteristiklerde incelenmistir. Bunun
yani sira CD'lerin kimyasal kompozisyon ve spektroskopik Ozellikleri de
incelenmistir. Hidrodinamik ¢apin partikiillerin boyut ve yiizey ozellikleri ile
direk bir iligkisi vardir. Hidrate kabuklar1 sayesinde hiicrelere kolaylikla
girebildikleri i¢in CD'ler bu konuda ¢ok 6nemli bir rol oynarlar. Bu kisimda
sentezlenen CD'lere iliskin ilk veriler olan partikiil boyutu ve pH ya bagimli zeta

potansiyel sonuglar1 Sekil. 3.18 de verilmistir.
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Sekil 3. 18 CD lere iliskin (A) partikiil boyutu ve (B) farkli pH lardaki zeta potansiyel analizleri.

Hidrodinamik partikiil boyutu sonuclarina bakildiginda, "intensity",
"volume™ ve "number" verileri bize pargacik boyutunun 0,8 ile 10 nm arasinda
oldugunu sdylemektedir. "Intensity" degeri icin ortalama partikiil boyutu 4,4+0,4
nm seklindedir. Buna ek olarak Sekil 3.18B de goriildiigii gibi CD lerin ylizey
yiikleri ti¢ farkli pH da (pH 2,0, pH 7,4 ve pH 12) calisilmistir. Sekilden de
goriilecegi tlizere ndtral pH da (pH 7,4) CD lerin kismen negatif yiiklii oldugu (-
9,3+3,5 mV) goriilmektedir. pH degerinin 12 ye yiikseltilmesi ile birlikte yilizey
yukiiniin daha negatif oldugu (-14,7 = 8,3 mV) gorilmiistiir. Bu artisin sebebi
yiizeydeki gruplarin deprotonlanmasi ile agiklanabilir. Yiizeydeki bu kiigiik artigin
sebebinin az miktarda bulunan amin gruplarindan kaynaklandig: diigiiniilmektedir.
Buna zit olarak yiliksek asiditeye sahp pH 2,0 ortamindaki zeta potansiyel
Olgtimlerinde ise ylizey potansiyelinin 10,6+7,6 mV oldugu goriilmiistiir. Bu etki
yiizeydeki karboksil gibi gruplarin agirlikli oldugunu ve hepsinin protonlanarak

negativiteyi ortadan kaldirdigin1 kanitlamaktadir.

Partikiil ylizeyindeki kimyasal birimler ise infrared spektroskopisi (IR) ve
XPS ile aydinlatilmistir. Bu metotlarin se¢ilme sebebi, Raman spektroskopisinin
CD nin kendi floresans: yiiziinden hatali sonu¢ vermeye elverisli olmasindandir.
CD lere ait tipik IR spektrumu sekil 3.19 A da gosterilmistir. Spektrumda -OH
grubuna ait (gerilme-titresim) 3600 — 3100 cm™ aras1 goriilen karakteristik pikler
kendini gostermektedir. 2930 ile 2890 cm™ (simetrik ve asimetrik C-H gerilme-
titresim), ve 1410 ile 1340 cm™ (C-H deformasyon titresimleri) piklerinin
yaninda, 1660 ile 1593 cm™ piklerinde ise amid I ve II gerilme titresimleri
goriilmektedir. C-O gerilme titresimleri ise 1145 ve 1012 cm™ deki piklerden
kendini gostermektedir. Bunun yaninda, XPS ile birlikte CD deki kimyasal
baglayict yapilara yonelik yapinin aydinlatilmasi saglanmistir. Genel XPS
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spektrumu karbonun (C 1s, 285 eV), azotun (N 1s, 400 eV) ve oksijenin (O 1s,
532 eV) varligim agik¢a ortaya koymaktadir. C1 spektrumuna ait grafikteki 285,0
eV, 286,3 eV ve 288,5 eV pikleri sirasiyla COOR, C-O/C-N ve C-C/C-H
kimyasal yapilarina iliskindir. Ozetle hem IR hem de XPS verileri CD'lerin yiizey

yapisinda Trp den kaynakli olarak azotlu gruplarin varligin1 gostermektedir.

CD lerin spektroskopik karakteristiklerine baktigimizda ise 300-400 nm
arast dalgaboyunda uyarildiginda degisen oranlarda ancak sadece 450 nm de
emisyon piki verdikleri goriilmiistiir. En yiiksek floresans yogunluk ise 360 nm
deki eksitasyon ile elde edilmistir. Eksitasyon dalgaboyu arttikca emisyon
dalgaboyunda da artis gozlenmekte ancak floresans yogunlukta da biiyiikk oranda

diisme gozlenmistir.
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Sekil 3. 19 A) Liyofilize CD lerin IR spektrumu. (B) CD lerin genel XPS spektrumu. (C) CD lerin
C1 piklerinin yiiksek rezoliisyon spektrasi. (D) 1,0 mg/mL CD'lerin dogal emisyon
spektasi. Eksitasyon dalgaboyu 20 nm araliklarla 300-500 aras1 degismektedir. (E)

Normalize edilmis emisyon spektrasi.

3.3.2 MIPGIcA-CD lerin karakterizasyonu

Cekirdek-kabuk yapili MIPGIcA-CD partikiillerinin sentezi sonrasinda, bu
partikiillerin fizikokimyasal karakterizasyonlari {izerine ¢alisilmistir. MIP, NIP ve
CD lerin hidrodinamik boyut dagilimlari NanoSight NanoTracking Analyzer
(NTA) sistemi ile Olciilmiistiir. Bu teknigin avantaji partikiillerin de tek tek
davraniginin incelenebilmesidir. NTA sonuglar1 Sekil 3.20 de oldugu gibidir.
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Sekil 3. 20 (A) MIPGIcA-CD ve (B) NIP-CD partikiillerine ait NTA boyut dagilim sonuglari.

Sekil 3.20 den de goriilecegi tizere, MIP partikiillerinin boyutu en ¢ok 48
nm olarak yer almaktadir. Bunun yaninda NIP lerin boyutlar1 MIP lere oranla
daha biiyilk c¢ikmistir. En ¢ok partikiil popiilasyonu 82 nm civarinda
goriilmektedir. Sonrasinda MIPGIcA-CD ve NIP-CD igin yiizey yiiklerine
bakilmigtir. Sirasiyla bu partkikiillere ait zeta potansiyel sonuglari, 24+1,62 mV ve
19£1,73 mV dir. Yiizeydeki pozitiflik fonksiyonel monomer olan AB nin
yapisindaki serbest pozitif yiiklenmis amino (NH®*) gruplarindan oldugu
diisiiniilmektedir.

Sonraki karakterizasyon i¢in TEM yontemiyle partikiillerin morfolojik
yapilari analiz edilmistir. Sekil 3.21 de serbest CD lerin, MIPGICA-CD ve NIP-
CD lerin yapilari net olarak géziikmektedir.

Sekil 3. 21 (A) CD, (B) MIPGIcA-CD ve (C) NIP-CD ¢ekirdek kabuk yapili partikiillerinin TEM
goriintiileri. MIPGIcA-CD ve NIP-CD partikiillerinin ¢ekirdek boyutu ve polimer
kabuk kalinlig1 goriintiilerde yer aldig: gibidir.



91

Sekil 3.21 de goriildiigii tizere CD lerin boyutu genellikle literatiirde de
belirtildigi gibi ortalam 3,0-10 nm arasindadir. Ek olarak, MIPGICA-CD (Sekil
3.21 B) ve NIP-CD lerin g¢ekirdek-kabuk yapilar1 net olarak goriinmekedir. Ayrica
TEM goriintiilerindeki boyutlar yaklasik olarak NanoSight sonuglari ile birbirine

yakin oldugu goriilmiistiir.

Yapisal karakterizasyon sonrasi partikiillerin floresans oOzellikleri de
spektroflorometri ile incelenmistir. CD lerin artan dalgaboylarindaki uyarmalar ile
maviden kirmiziya dogru floresans verebildikleri bir¢ok ¢aligma ile kanitlanmastir.
Bu ¢alismada kullanilan CD ler ise 300-500 nm arasi1 uyarilmigtir ve 365-445 nm
floresans 1s1ma yapabildikleri goriinmiistiir. Dahasi, MIP ve NIP yapilarinin
olusturulmasindan sonra floresans emisyonlar1 belirgin bir diizeyde diigse de
goriintlileme i¢in gerekli 1s1may1 verebildikleri goriilmiistiir. Ayrica partikiiller
arasinda hapsolmus kumarin 6 yapilar1 sayesinde ise hem mavi hem de yesil

floresans bolgede goriintiileme yapilabilecegi agikca ortaya konmustur (Sekil
3.22).
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Sekil 3. 22 (A) 100 pg/mL CD lerin farkli eksitasyon dalgaboylarindaki floresans spektrumlari.
(B) 500 pg/mL MIPGIcA-CD ve (C) 500 pg/mL NIP-CD lerin farkh

eksitasyonlardaki floresans spektrumlari.
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3.3.3 Baglanma kapasitesi

GlcA ya se¢imli olarak tasarlanan MIP kapli CD lerin baglanma kapasitesini
incelemek i¢in, karbohidrat analizinde ¢okca kullanilan ve ekonomik olan
kolorimetrik Dubois yontemi kullanilmistir. Baglanma kapasitesi bakilmadan
once sadece D-GIcA ile 10-500 nmol arasi1 konsantrasyonlar kullanilarak standart
grafik cizilmistir (Sekil 3.23). Grafige iliskin lineerlik denklemi y = 0.0012x +
0.018 (R2 = 0.998) seklindedir. Sonrasinda ise 0,1; 0,25; 1,0 ve 2,5 mg/mL
polimer siispansiyolart ile 10 nmol GIcA geceboyu inkiibe edilmis ve sonuglar
Sekil 9 daki gibi bulunmustur. NIP-CD ler i¢in de yapilan denemeler sonucunda
artan polimer konsantrasyonu ile MIPGIcA-CD partikiillerinde baglanmanin
arttig1 gorilmiistiir. Kontrol grubu olan NIP-CD ler i¢in ise oldugu diizeyde

kalmaktadir. Bu da gelistirilen partikiillerin amaca yonelik hizmet ettigini

gostermektedir.
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Sekil 3. 23 D-GIcA igin ¢izilen standart grafik ve MIPGIcA-CD ve NIP-CD ler i¢in baglanma

kapasitesi sonuglari. Hata barlar1 +S.S. yi vermektedir. (n=3).

3.3.4 Hiicre kiiltiirii calismalari

Sirasiyla HeLa ve HaCaT hiicrelerinde gergeklestirilen toksisite ve hiicre

goriintiileme calismalarinin sonuglar1 asagidaki gibidir.
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Sekil 3. 24 MIPGIcA-CD, NIP-CD ve CD lerin (A) HaCaT ve (B) HeLa hiicreleri tizerindeki

sitotoksik etkisi. Hata barlar1 +S.S. yi vermektedir (n=5).

Literatlirdeki bir¢cok veriye gore CD lerin kuantum noktalar gibi diisiik
konsantrasyonlarda toksik olmadigi bilinmekle birlikte, 1,0 mg/mL ye kadar hiicre
canliligimi diisirmedikleri kanitlanmistir. Cevre dostu ve nontoksik olan CD ler
kullanilarak sentezlenen MIPGIcA-CD ve NIP-CD lerin ise dis pozitif yiiki
dolastyila artan dozlarda hiicre canliligim1 azaltict yonde etkidikleri goze
carpmaktadir. HaCaT i¢in 100 pg/mL, HeLla i¢in ise 250 pg/mL sonrasinda
dramatik bir toksisite gozlenmistir (Sekil 3.24). Son olarak yapilan floresans hiicre
goriintliileme caligsmasi ile de multipleks 6zellikli CD lerin hiicre membraninin
glikozilasyonu ile saglanan hedefleme stratejisi sayesinde biyo-goriintiileme

uygulamalari gerceklestirilmigtir.
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Standart bir immiino-boyama protokolii, keratinositler ve HeLa hiicreleri
iizerinde HA'nin tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesi i¢in hiicre goriintiileme
icin floresans MIP'lerin uygulanmasina ydnelik uyarlanmustir. ilk olarak, hiicreler,
digik arka plan floresansi olan PFA ile fiksasyonu yapilmistir. Fiksasyonu
durdurmak ve se¢imli olmayan baglanmay1 azaltmak i¢in glisin ile bir bloklama
basamagi yapilir. Son olarak, hiicreler MIP ve kontrol NIP nanokompozitleri ve
modifiye olmamis CD'ler ile fikse edildikten sonra (genellikle immiinoassaylerde
yapilir) inkiibe edilir. Parcaciklarin dagilimi ve lokalizasyonu, konfokal floresan
spektroskopi ile analiz edilmistir (Sekil 3.25). Fiksasyon muamelesinin sadece
pasif dagilim yapabilecegi bilinmektedir. Nanopartikiil hidrofobik goriinecek
sekilde, nanoparcacik {iizerindeki ligand tabakasi membrana uyum saglayarak,
yiizey yiiklerinin yeniden diizenlenmesine izin verirse, sans eseri, membrandaki
gbzenek olusumundan kac¢imilabilir. Modifiye olmamis CD'ler, Sekil 3.25'da
gosterildigi gibi hiicre zar iginden gecer. Daha Once belirtildigi gibi, hiicre
iizerinde HA kalintilarina yonelik yiizey modifikasyonu ve hedefleme stratejileri,
CD-MIPGIcA pargaciklari tizerindeki GlcA bosluklarinin varligina bagli afinite
temelli bir psddoimmiino-isaretlemeye dayalidir. Sekil 3.25'e gore, bu durum

HeLa hiicrelerinde giizel bir sekilde ortaya ¢ikmistir.

Daha sonra, CD-MIPGICA igin spesifiklik farki ¢ift renkli goriintiileme ile
konfokal goriintiilerden basariyla desteklenmistir. (Sekil 3.26A). Dahasi,
MIPGIcA-CD'lerin NIP-CD'lere kiyasla baglanmas1 ve iki hiicre ¢izgisi arasindaki
baglanma farki Sekil 3.26A'da gosterilmistir. Image J yazilimi ile her bir hiicrenin
etrafinda (kalan arka planlari igermeksizin) bir goriintii analizi ile elde edilen bu
sonuglar, 5 farkli goriintiiden ortalama 20 hiicreye uygulandiktan sonra renk
yogunluklari normallestirilmis veriler halinde elde edilmis ve tek yonlii ANOVA
(Tukey'nin test sonrasi ¢oklu karsilastirma ile) testi uygulanmistir. HeLa
hiicrelerindeki goriintiilerle yapilan analiz sonuglar1 CD-NIP'lere kars1 % 85'lik bir
yiizdeyle gelismis CD-MIPGIcA'ya olan baglanma afinitesini istatistiksel olarak
(p <0,001) ayirt eder. Benzer sekilde, CD-MIPGIcA ile muamele edilmis
HaCaT'lere karsi, CD-MIPGIcA ile muamele edilmis HeLa hiicrelerine gore %
70'lik nispi bir yilizdesel (p <0,001) bir fark daha vardir. Dahasi, bu analiz
yontemi, sentezlenmis nanokompozitlerin ¢ift renk 6zellikleriyle bu c¢aligmanin
bir bagka uygunlugunu ortaya koymustur. Kendilerini mavi olarak gdsteren UV
is181yla  aydinlatilmis  pargaciklar, insan {izerindeki gercek goriintlileme
uygulamalar sirasinda bir dereceye kadar ciddi zararl etkiler yaratabilir, bdylece
hiicre canlilig1 kayb1 olmaksizin daha giivenli bir alanda (UV-NIR arasinda) ikinci

renk etkinligini ortaya koyabilmektedir.



Glikoz, galaktoz,  N-asetilglukozamin,  N-asetilgalaktozamin ~ ve  N-
asetilndraminasit (sialik asit) gibi hiicre yiizeyi lizerindeki seker molekiillerine
yonelik daha onceki segicilik baglanma deneyleri, MIPGIcA'nin GlcA'ya karsi
cok secici oldugunu gostermistir. Bu, hiicrelerdeki MIPGIcA'nin yesil veya mavi
noktalarinin biiyiik olasilikla GlcA'y1 hedefledigi anlamina gelmektedir.
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Sekil 3. 25 HaCaT hiicrelerinin 100 ug/mL CD, MIPGIcA-CD ve NIP-CD ler ile muamelesi
sonucu elde edilen konfokal mikroskobi goriintiileri. Goriintiilerin skalas1 50 pm

dur.
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Sekil 3. 26 HeLa hiicrelerinin 100 ug/mL CD, MIPGlcA-CD ve NIP-CD ler ile muamelesi sonucu

elde edilen konfokal mikroskobi goriintiileri. Goriintiilerin skalas1 50 pm dur.
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Sekil 3. 27 (A) Cifte floresans rengine sahip MIPGICA-CD ve NIP-CD uygulanmis hiicrelerin
Image J ile analizi (Hata barlart S.S. yi gostermektedir (n=10)). (B) MIPGIcA-CD (yesil floresans)
ile isaretlenmis bir fikse edilen HeLa hiicresinin konfokal goriintiisii. Niikleus boyamasi PI ile
yapitlmigtir. (C ve D) Fikse edilmis HaCaT ve HeLa hiicrelerinin goériintiilemede kullanildig

yiizeylerde kiiltive edildigi haldeki faz-kontast goriintiileri.

3.4 Bolim-4: '"Teranostik Olarak Gelistirilmis = Multimodal
Lipozomlar: Aktif Hedefli Kemo/Radyoterapotik Ajanlar"

3.4.1 Sentezlenen CD lerin karakterizasyonu

Materyal ve metot boliimiinde de belirtildigi gibi tezin son bdoliimiinde
kullanmilan CD'ler Atatiitk Universitesi'nden Ayse Merve Senol tarafindan
sentezlenmis ve sonraki fizikokimyasal ve spektroskopik karakterizasyon

asamalaria gec¢ilmistir.
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Sekil 3. 28 CD lerin farkli konsatrasyonlardaki sulu siispansiyonlarinin UV/Vis bélgede dalgaboyu

taramalarl.

Hidrotermal tekniklerle dogal kaynaklardan hazirlanan CD lerin ylizey
yapisinda farklanmalar olusturabilmek i¢in ham haldeki CD ler etanolle uzun siire
sonikasyonu sonrasi evaporatorde kati hale getirilerek ylizeyinin hidrofilik
karakterini artirmak istenmistir. Sekil 3.28 deki CD lerin absorpsiyon spektrasi
goriilmektedir. Artan konsantrasyon ile birlikte 325 nm civarinda CD lere iliskin
bir absorpsiyon piki ortaya ¢ikmaktadir. Daha 6nceki yapilan ¢alismalardan yola
cikarak CD lerde karakteristik olan bu pikin yapisinda barindirdigt C=0
gruplarinin varhigindan dolay1 oldugu sdylenebilir (Aslandas et al., 2015). Elde
edilen bu spektra ise literatiirde sentezlenmis bircok CD yapisiyla benzerlik

gostermesi sentezin basarilt oldugunun kanitlarindan biri olarak gosterilebilir.
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Sekil 3. 29 (A) 250 pg/mL CD lerin emisyon spektasi. Eksitasyon dalgaboyu 20 nm araliklarla
300-480 aras1 degismektedir. (B) 360 nm eksitasyon dalgaboyunda artan

konsantrasyonlardaki CD floresans emisyon spektrumlari.

Bir 6nceki boliimdeki calisma kapsaminda sentezlenen N doplanmig CD
lerde oldugu gibi burada da artan dalgaboylarindaki uyarilmalar ile emisyon
dalgaboyunun da arttifi gozlemlenmistir. 300-500 nm aras1 eksitasyonlar ile

[

emisyon piklerinin de 390-550 nm arasinda degistigi goriilmistiir (Sekil 3.29).
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3.4.2 Teranostik lipozomlarin karakterizasyonu

Teranostik kapsamda optik goriintiileme ile partikiillerin lokalizasyonunu
gosterecek olan fotoliiminesans Ozellikli CD lerin spektroskopik karakterini
belirledikten sonra, bu partikiiller lipozomlarda kurkumin aktif maddesiyle
enkapsiile edilerek terapi ve diyagnoz anlaminda gelistirilmistir. Calismanin
hedefi son iiriin olarak F4 olarak kodlandirilan kurkumin ve CD yapilarini igeren
ve anti-CD44 ile dis yiizeyi CD44 reseptorlerine hedeflendirilmis vezikiiler
sistemlerdir. Ancak hem karakterizasyon i¢in hem de hiicre kiiltiirli ¢aligmalarinda
kontrol olarak kullanmak i¢in sadece kurkumin enkapsiile lipozomlar (F1) ve
kurkumin ve CD lerin birlikte enkapsiile oldugu F2 formiilasyonu da
hazirlanmistir.  Onceki deneylerde de yapildign iizere, ilk olarak vezikiillerin
fiziksel ve kimyasal ozellikleri ile ilgili fikir edinebilmek i¢in DLS teknigi ile
partikiil boyutu ve yiizey yiikleri incelenmistir. Bununla ilgili sonular Cizelge 3.3
teki gibidir.

Cizelge 3. 3 Farkli lipozom formiilasyonlarmin boyutu, ¢oklu dagilim indeksi (PDI) ve zeta

potansiyel sonuglari. S.S. standart sapmayi1 gostermektedir (n=3).

Ornek Partikiil Boyutu=S.S. PDI Zeta Potansiyel+S.S.
(nm) (mV)
CD 72+24 0,264 -9,0+£2
F1 76+ 23 0,3 -29+ 2
F2 70+ 25,8 0,548 -26,7+5,32
F3 81,12+ 16,43 0,728 -18+ 4,24

Cizelge 3.3 te goriildiigli lizere CD ler kuantum noktalara benzer 6zellikte
olmalar ile bilinmekte ve bu benzerlik spektral ve hatta boyutsal 6zelliklerini de
kapsamaktadir. Daha onceki ¢alismada kullanilan CD ler gibi buradaki CD ler de
10 nm den kii¢iik hidrodinamik ¢apa sahiptirler. Bu da bilindigi gibi hiicrelere
kolay niifuz edebilmesi agisindan Onemli bir parametredir. Lipozom
formiilasyonlarinin  fizikokimyasal parametrelerine bakildiginda kullanilan
ekstriizyon teknigi sonucunda partikiill boyutlarmin 80 nm civart oldugu

bulunmustur. Ayrica yapiya eklenen her bir modifikasyon sonrasi ylizey
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yiikiindeki diisiis son {riin ola teranostik lipozomlarin basarili bir sekilde

sentezlendigine iliskin fikir vermektedir.

3.4.3 Hiicre kiiltiirii cahismalari

3.4.3.1 Teranostik lipozomlarin hiicre canliligina etkisi

Ilk denemeler sentezlenen CD lerin hiicre canlilig1 {izerine olan etkisini
incelemek olmustur. Sekil 3.30 da goriildiigi tizere U-87MG ler icin 150 ng/mL
ye kadar hiicre canlilig1 degismezken HaCaT i¢in daha toksik gelmislerdir.

150+ E3 U-87MG
—_ EE3 HaCaT
X
S 100
=
1]
o
L 504E
Q -
=]
o
ol
N
&

[CDs] (ng/mL)

Sekil 3. 30 Serbest CD lerin U-87MG ve HaCaT hiicreleri iizerindeki (24 saat uygulandiktan

sonraki) etkisi. Hata barlar1 S.S. y1 gostermektedir (n=4).

U-87MG ye yonelik hazirlanan lipozomal formiilasyonlarin gliomalar
tizerindeki sitotoksik etkileri Sekil 3.31 deki gibidir. Buna gore teranostik 6zellikli
tasarlanan F3 formiilasyonu biiyiik bir farkla hiicrelerdeki metabolik aktiviteyi
tamamen giderdigi gozlenmistir. Ayrica F3 formiilasyonuna ait IC50 degeri
hesaplanmis ve 0,4 uM kurkumin (15,6 pg/mL) konsantrasyonunun etkin oldugu
kanitlanmistir. Ayrica sekil 4.xx te 32 pg/mL kurkumin konsantrasyonu i¢in
HaCaT hiicreleriyle karsilastirma yapilmis ve U-87MG ler i¢in daha etkin olduu

kanitlanmustir.
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Sekil 3. 31 Lipozom formiilasyonlart olan F1, F2 ve F3 iin U-87MG hiicreleri iizerindeki (24 saat
uygulandiktan sonraki) etkisi. Hata barlar1 S.S. y1 gostermektedir (n=4). Kurkumin ortak

enkapsiilant materyal oldugu i¢in, hesaplamalar onun iizerinden yapilmustir.

Hiicre Canhhgi (%)

T
Sekil 3. 32 Anti-CD44 ile hedeflenen Kurkumin/CD lipozomlarinin (F3) 32 pg/mL kurkumin

iceren konsatrasyonunun saglikli HaCaT ve U-87MG gliomalar1 {izerindeki

sitotoksik etkisi. Hata barlar1 S.S. y1 gostermektedir (n=4).
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3.4.3.2 Teranostik lipozomlarin radyoterapotik aktivitesi

Giris kisminda bahsedilen radyosensitizer etki gosteren materyallerden biri
de dogal kaynakli terapdtik ajanlardan olan kurkumindir. Ancak kurkuminin
yaninda karbon temelli yapilarinda radyoterapotik aktivite potansiyeli oldugu
daha oOnceden tartisitlmistir. Literatiirde aslinda c¢okca yeni olan karbon
materyallerin radyasyon aktiviteleri iizerine yeterli sayida calisma olmamasi
buradan elde edilecek sonuglar i¢in heyecan verici olmaktadir. Genellikle bu
kisimdaki birka¢ calisma karbonnanotiip (CNT) lerin radyasyona tiimér icinde
maruz birakilmas1 sonrasi ortaya ¢ikardigi terapotik etkileri konu edinmistir
(Yang et al., 2007; Zhang et al., 2014). Bunun yan1 sira CD ler igin ise yakin
tarihte yayimnlanan bir ¢alisma CD lerin Gd i¢in tasiyict etkisi gosterdigi ve Gd
sayesinde radyoterapdtik olarak kullanilabilirligi incelenmistir (Du et al., 2017).

Sekil 3.33 te de yer aldig1 gibi burada sadece kurkumin igerikli F1, CD ve
kurkumin igeren F2 ve F2 nin anti-CD44 ile hedefli versiyonu olan F3
formiilasyonlarinin radyosensitiviteleri U-87MG hiicreleri ile karsilagtirilmastir. 5
gray dozundaki radyasyon ile muamele sonrasi kontrole ve F1 formiilasyonuna
gore CD igeren F2 ve F3 daha etkin toksisite gdstermistir. Lipozom ¢evresinin
antikor kapli olmasi ile de en diisiik hiicre canlilig1 belirgin bir sekilde en diisiik
degerini almistir. MTT testi ile 24 saat lik kemoterap6tik aktivitesi degerlendirilen
F3 formiilasyonunun radyoterapdtik etkisi ile multimodal bir teranostik ajanin
gelistirildigi sdylenebilir ve pre-klinik arastirmalarda kullanilmak iizere uygun bir
aday olabilir.

120-
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Sekil 3. 33 Gelistirilen lipozomal formiilasyonlarin U-87MG hiicreleri ile 5,0 Gray dozunda
radyokaktif 1ginlara maruz birakilmasi sonrasi gosterdigi radyoterapi sonugclari. Hata
barlar1 S.S. yi géstermektedir (n=6). Kontrol (-), 6rnek ve radyasyon uygulanmamus,
kontrol ise 6rnek uygulanmamis ancak 5,0 Gray radyasyon uygulanmis hiicreleri

ifade etmektedir.

3.4.3.3 Hiicre gorintiilleme

CD lerin intrinsik floresans ozellikleri kullanilarak CD igerikli yapilarin ve
serbest CD nin hiicresel alim profili floresans mikroskopisi ile iki hiicre hatti
kullanilarak degerlendirilmistir. Hedefli lipozomal formiilasyon olan F3 den

beklenildigi lizere en iyi hiicre alimimi U-87MG hiicreleri ile sergilemektedir.

U-87MG HaCaT

o
o

Sekil 3. 34 Serbest CD ler, F2 ve F3 formiilasyonlarinin U-87MG ve HaCaT hiicrelerindeki

lokalizasyonlar1 gosteren floresans goriintiiler. Goriintii skalast 10 pm dir.
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3.4.3.4 Teranostik lipozomlarin mikro-cipler altinda 3D holografik
mikroskop ile calismalari

Gelisen hiicre analiz sistemleri ile birlikte farkli yaklagimlar ve daha az
madde ile daha etkin arastirma ve test olanaklar1 giiniimiizde yayginlasmaya
baslamaktadir. Bunlardan biri olan ve hatta ikinci akis sitometrisi olarak goriilen
3D holografik mikroskop sistemleri ile kamera altinda hiicresel aktivitelerin
rahatlikla izlenebilecegi ve buna iliskin hiicresel morfolojik parametrelerin ortaya
konulmasi saglanmistir. Calismanin son asamasi olarak, klasik hiicre kiiltiirti
teknikleri ile elde edilen toksisite ve hiicre alimi sonuglarini mikrogiplerde
denemek igin sekildeki diizenek kurulmustur (Sekil 3.35).

Sekil 3. 35 CO; inkiibatdriinden bagimsiz ¢alisan 3D holografik mikroskop sistemi.

Sekil 3.36 sadece kurkumin enkapsiile (F1) ve son teranostik yapi (F4) olan
lipozomlarin zamana karsi hiicre sayisindaki degisimini kontrole karsi ortaya
koymaktadir. Bu ¢aligmadaki temel terapdtik aktivitenin kurkuminden geldigi i¢in
CD igeren F2 6rnegine gerek duyulmamistir. Ayrica bu iki 6rnek arasindaki fark
daha temel ve anlasilir sonuglar vermesi diistiniilmiistiir. Mikroskop altindaki
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mikrokanallarda hiicreler ekildikten sonra, 6rnek uygulanmayan kontrol grubu ve
F1 ve F3 formiilasyonlarinin uygulandigi test gruplari olusturuldu. 16. saatten
sonraki farklanmalara bakildiginda son teranostik lipozomal formiilasyon olan F3

iin 24 saat sonunda hiicre sayisini diigiirdiigli gézlenmistir.

-~ Kontrol
- F1

-+ [3

Hiicre Sayisi (%)
(92
o

Zaman (saat)

Sekil 3. 36 Ayni oranda kurkumin igeren F1 ve F3 oOrneklerinin mikrocip diizeneginde 3D

holografik mikroskop analizleri sonucu elde edilen 24 saatlik hiicre sayis1 (%) degisim grafigi.
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4. GENEL DEGERLENDIRME

Tez kapsaminda sentezlenecek olan teranostik nanoparcaciklar icin ilk
asamada fonksiyonel polimer kapli AuNP ler pH-sensitive ilag salim1 yapabilecek
sekilde sentezlendi. Karakterizasyon ve ilag salim profili sonuglari model
kemoterapoétik ilag olarak kullanilan DOX pH-sensitive 6zellik tasiyan hidrazon
bag1 sayesinde istenilen 6zellikleri tasidigr dogrulandi. HeLa hiicreleri ile yapilan
toksisite, radyoaktivite ve hiicre goriintiileme caligsmalari, sentezlenen AuNP-
PMAA-Cys-DOX konjugatinin potansiyel bir teranostik ajan olabilecegini
gostermistir. Calismalarin devami olan ikinci asamada ise multipleks 6zellige
sahip olabilecek sekilde protoporfirin IX (PPIX) ve AuNP lerin folik asit ile HeLa
hiicrelerine  hedeflendirilmesi  dogrultusunda niozom vezikiilleri iinde
enkapsiilasyonu yapildi. Karakterizasyon ve enkapsiilasyon verimi sonuglari
model fotodinamik terapi ajani olan PPIX nin yapida yer aldigi dogrulandi. HeLa
ve A549 hiicreleri ile yapilan toksisite, radyoaktivite/fotodinamik terapi ve hiicre
goriintlileme ¢alismalari, sentezlenen PPIX-AuNP-FA niozomlarinin potansiyel
bir teranostik ajan olabilecegini gostermistir. Tez kapsaminda kanser hiicrelerine
hedefli MIPGlcA-CD partikiilleri yeni bir strateji ile sentezlenerek multipleks bir
goriintiileme ajan1 gelistirilmistir. Karakterizasyon ve baglanma verimi sonuglari
gelistirilen MIP-CD ¢ekirdek-kabuk yapisinin olusturuldugunu ve D-GlcA ya
affinitesi oldugu yapilan kontrol denemeleriyle kanitlandi. HeLa ve HaCaT
hiicreleri ile yapilan toksisite ve hiicre goriintiileme calismalari, sentezlenen
MIPGIcA-CD partikiillerinin potansiyel bir diyagnostik ajan olabilecegini

gostermistir.

Tez boyunca polimer kapli metalik nanopartikiiller, karbon temelli yapilar
ve vezikiiler sistemlerin farkli hedefleme stratejileriyle donatilarak testlerinin
yapilmasindan sonraki asamada son olarak antikor ile isaretlenerek kanser
hiicrelerine  yonlendirilen teranostik lipozomlarin sentezi ve biyolojik
uygulamalar1 ele alimmistir. Terapdtik olarak kanser caligmalarinda siklikla
kullanilan kurkumin ile floresans o6zellikli CD lerin birlikte enkapsiilasyonu
sayesinde deneylerde kullanilan noéroglioma (U-87MG) hiicrelerine olan
toksisitesi diger kurkumin preparatlarina oranla yiiksek derecede etki gosterdigi
MTT ve goriintiileme ¢aligmalartyla kanitlanmistir. 3D holografik mikroskobu ile
yapilan ek denemelerde hiicresel arastirmalarda yeni bir soluk olan mikrogip
sistemleri kullanilmis ve etkin sonuglar alinmistir. Sonug olarak, sentezlenen anti-
CD44 isaretli kurkumin/CD enkapsiile lipozomlarin gelecekte de kanser

aragtirmalarinda potansiyeli yiiksek bir aday oldugu diisiiniilmektedir.
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