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OZET

Bu calismada, kontrollii ila¢ salim sisteminde kullanilabilecek elipsoidal manyetik hibrit
nanopargaciklar sentezlendi. Manyetik O6zellikli Fe304s@SiO.@mSiO2 nanopargaciklari
gecirimli elektron mikroskobu (TEM), Manyetik Histerisis, ylizey alan1 6l¢tiimii (BET) ve x-
1sin1 kirmmi (XRD) oSlgtimleri ile karakterize edildi. Pargaciklarin biyouyumlulugunu
arttirmak ve pH/redoks kontrollii salim profili géstermeleri i¢in lipoik asit modifye edilmis
kitosan polimeri (KTLA) sentezlendi. Sentezlenen polimer *H-NMR ile karakterize edilmis
ve baglanan lipoik asit grubunun miktar1 yapilan trinitrobenzosiilfonik asit (TNBSA) testi
ile Dbelirlendi. Hazirlanan manyetik 6zellikli Fe3Os@SiO.@mSiO2 nanopargaciklari
pH/redoks duyarli KTLA polimeri ile kaplandi. Hazirlanan hibrit nanotasiyici sistem
gecirimli elektron mikroskobu (TEM), yiizey alani 6l¢iimii (BET) ve Fourier Doniistimlii
Kizil Otesi Spektrometre (ATR-FTIR) analizleri ile karakterize edildi. Daha sonra
nanopargaciklara model ilag olarak secilen rodamin 6G (R6G) yiiklendi.
KTLA@Fe30:@SiO.@mSiO2 nanopargaciklari pH ve redoks kontrollii salim igin 1,4
ditiyotriitol (DTT) ile ¢apraz baglandi. Capraz bagli olan ve olmayan pargaciklarin, pH 5,5;
6,8 ve 7,4 olmak iizere ii¢ farkli tampon igerisinde 37°C’da salim profilleri incelendi. Capraz
bagli pargaciklarin redoks salim etkinliginin incelenmesi i¢in 0-10 mM arasinda degisen
derigimlerde Glutatyon (GSH) igeren ortamdaki salim profilleri incelendi. Bununla birlikte
parcaciklarin ultrases-kontrollii salim profilleri de incelendi. Hazirlanan ve karakterize
edilen pH/redoks-duyarl: hibrit nanopargaciklarin meme kanseri tizerindeki etkinliklerinin
incelenmesi i¢in anti-kanser ilact doksorubisin (DOX) yiiklendi. DOX yiiklii pH/redoks-
duyarli hibrit nanopargaciklarin MCF-7 meme kanseri hiicreleri iizerinde toksisite
calismalar1 yapildi. Sonug olarak; bu tez galismasi kapsaminda kontrollii ilag salim
sistemlerinde kullanilabilecek ¢ok fonksiyonlu terandstik hibrit nanoparcaciklar basari ile
hazirlanarak uygulanabilirlikleri in vitro ortamda gosterildi.

Bilim Kodu : 20112

Anahtar Kelimeler : Manyetik nanopargacik, pH/redoks/ultrases kontrollii salim, MCF-7,
meme kanseri, hibrit nanotasiyici
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ABSTRACT

In this study, ellipsoidal magnetic hybrid nanoparticles which can be used in controlled drug
delivery system were synthesized. The synthesized magnetic Fe304@SiO.@mSiO;
nanoparticles were characterized by transmission electron microscopy (TEM), Magnetic
Hysteresis, Brunauer, Emmett and Teller (BET) and X-Ray Diffraciton (XRD)
measurements. Lipoic acid modified chitosan polymer (CTLA) was synthesized to enhance
the biocompatibility of the particles and to provide the pH/redox-responsive release
property. The synthesized polymer was characterized by H-NMR and lipoic acid
modification degree of the polymer was determined by the trinitrobenzenesulfonic acid
(TNBSA) assay test. The Fe304@SiO.@mSiO» nanoparticles were coated with pH/redox-
sensitive CTLA polymer to obtain hybrid nanoparticles. The prepared hybrid nanoparticles
were characterized by transmission electron microscopy (TEM), Brunauer, Emmett and
Teller (BET) and fourier-transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR) analyses.
CTLA@Fe30:@SiO.@mSiO, nanoparticles were crosslinked with 1,4-Dithiothreitol
(DTT) for redox-controlled release. The both non-crosslinked and crosslinked nanoparticles
were loaded with rhodamine 6G (R6G) as a model drug molecules. The release profile of
the hybrid nanoparticles were examined at three different pH solutions (pH 5,5; 6,8 and 7,4
) at 37°C. The redox-controlled release profile of the crosslinked nanoparticles was
investigated in the media containing glutathione (GSH) in the different concentrations which
were changed from 0 to 10 mM. Moreover, the ultrasound-controlled release profiles of the
nanoparticles were investigated. Anti-cancer drug doxorubicin (DOX) was loaded into
pH/redox-sensitive hybrid nanoparticles. The cytotoxicity of the DOX-loaded pH/redox-
sensitive hybrid nanoparticles were performed on MCF-7 breast cancer cells. As a result; the
multifunctional theranostic hybrid nanoparticles have been successfully fabricated and have
shown the in vitro effectivity on breast cancer applications.

Science Code 20112

Key Word : Magnetic nanoparticles, pH/redox/ultrasound-controllable delivery,
hybrid nanoacrriers, MCF-7, breast cancer
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Kisaltmalar Aciklamalar

'H-NMR Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi
BET Yiizey alani 6l¢iim cihazi

C18TMS Oktadesiltrimetoksisilan

DCC N,N’-Disikloheksilkarbodiimit

DOX Doksorubusin

DTT 1,4-Ditiyotiriitol

EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimit hidroklorid
F-TIR Fourier doniistimlii kizil 6tesi spektrometre
GPTMS (3-Glisidoksipropil)trimetoksisilan

GSH L-Glutatyon

KT Kitosan

LA Lipoik Asit

MNP Manyetik nanopargacik

MR Manyetik rezonans goriintiileme

MSN Mezoporoz silika nanopargacik

NHS N-Hidroksisiiksinimit

NP Nanopargacik

PBS Fosfat buffer

R6G Rodamin 6G

TEM Gegirimli elektron mikroskobu

TNBSA Trinitrobenzosiilfonik asit

XRD X-1s1m1 kirmimi






1. GIRIS

Kanser giinlimiizde ¢ok yaygin olarak hemen hemen her yas grubunda goriilebilen ve erken
teshis yapilamamasi durumunda Sliimle sonuglanabilen ciddi bir hastaliktir. Bu hastaligi
anlayabilmek i¢in biyolojik olarak nasil gelistiginin bilinmesi gerekmektedir. Saglikli bir
bireyde hiicreler kontrollii bir sekilde ¢ogalir ve kendini yenileyip, onarabilirken, kanserli
hiicreler kontrolsiiz bir sekilde siirekli boliinerek ¢ogalir ve tiimorleri olustururlar. Bu
kontrolsiiz ¢ogalan basit hiicre tipleri erken teshis edilemez ise tiim viicuda yayilarak verdigi
tahribat ile organizmanin 6liimiine neden olabilmektedir (Hoener ve digerleri, 1992). Diinya
Saglik Orgiitii tarafindan yapilan istatistiksel bir galismada 2018 yilinda 18,1 milyon yeni
kanser vakasinin ortaya ¢iktigini ve kanser hastaligindan dolayr dliimlerin 9,6 milyona
yiikseldigini raporlamistir (Ferlay ve digerleri, 2018). Kanser tedavisinde halihazirda
kullanilan geleneksel kemoterapotik ilaglar, timorlii hiicreler disinda normal hiicreler
iizerine de toksik etki gosterdiginden immiin sistemi de etkileyerek, organizmanin kendini
iyilestirme yetkinligini kisitlamaktadir (Danhier, 2010). Bu nedenle son yillarda bilim
insanlar1  hastalikli  bolgeye  hedefli nanotasiyicilarin  gelistirilmesi  {izerine
yogunlagmislardir. Bu kapsamda, nihai hedefe odakli, toksik olmayan sistemlerin
gelistirilmesi ile tedavinin yan etkilerinin azaltilmasi ve tedavi etkinliginin arttirilmasi
hedeflenmektedir (Byrne, 2008). Bu nedenle, biyouyumlu polimerik nanopartikiiller,
lipozomlar ve mikrokiireler gibi ¢esitli ila¢ tastyicilari, terapotik etkinligin arttirilmasi ve
anti-kanser ilaglarinin toksisitesinin azaltilmasi amaciyla gelistirilmektedir. Son birkag yildir
ise bu hedef bir nokta daha ileri gotiiriilerek, hedefleme, goriintiileme, teshis ve tedavi gibi
pek ¢ok oOzelligin tek bir sistemde toplandigi ¢ok fonksiyonlu nanotasiyici sistemlerin
gelistirilmesi tizerine odaklanilmistir (Na ve digerleri, 2003). Bu kapsamda ¢ekirdek/kabuk
seklinde bulunan ve hibrit diye adlandirilan nanotasiyict sistemleri hazirlanmaktadir. Bu
sistemlerde c¢ekirdek kismi; manyetik nanopargacik, altin nanoparcacik, giimiis
nanoparcacik, silika nanopargacik gibi metalik veya inorganik 6zellikli olabilirken dis kabuk
genellikle biyoyumlulugu arttirmak ve salim profilini kontrol edebilmek i¢in polimer tabanl
sistemler kullanilmaktadir (Neubergera ve digerleri, 2005). Bu hibrit nanotasiyici
sistemlerinin ¢ekirdek kismini olusturabilen manyetik nanoparcaciklar, biyomedikal
uygulamalarda, Manyetik Rezonans Goriintileme (MR) ajan1 olarak hastaliklarin
teshislerini  kolaylastirdiklar1 gibi tibbi 1ilacin istenilen bolgeye manyetik olarak
hedeflemesinde de kullanilabilmektedirler. Manyetik nanopargaciklarinin

biyouyumluluklarinin  arttirllmas1  ve kontrollii bir nanotasityici sistem olarak



hazirlanabilmesi i¢in genellikle biyouyumlu, sentetik ve biyobozunur (poliesterler,
polianhidritler, poliortofosfatlar) veya biyouyumlu, sentetik ve biyobozunur olmayan
(poliakrilatlar, silikon elastomerler) veya dogal, biyobozunur (jelatin, aljinat, kollajen,
kitosan, vb.) polimerler ile kaplanabilmektedir (Panyam ve Labhasetwar, 2002). Akilli ve
cok fonksiyonlu bu nanotasiyict sistemlerinden beklenen en énemli 6zellik tasidig: kargo
molekiillerini istenilen bolgeye hedefli olarak tasimasi, istenilen dozda ve siirede salim
yapmasi ve bunun yaninda kan dolagiminda istenilen siire dolasim yapabilmesi ve bu siirede
olabildigince diisiik toksisite gostermesidir. Bu parametrelerin hepsinin birlesimi ile
hazirlanan nanotastyicilar kontrollii ilag salim sistemi olarak adlandirilmaktadir. Bu tip akilli
ve cok fonksiyonlu sistemlerde ilag salim hizin1 etkileyen faktorler, ilacin bulundugu
matriksin yapist ve polimer-ilag iligkisi etrafinda dénmektedir. Bu nedenle, ilacin yavas
yavas ve kontrollii salimina izin veren bir matriksin olusturulmasi gerekmektedir. Bu
kapsamda, bu salim kontrolii dis kabugu olusturan polimerin pH, sicaklik, redoks, ultrases
gibi dig uyaricilara verdigi tepki ile saglanabilmektedir. Nanotasiyict sistem bu tip dis
uyaranlara tepki olarak tasidigi kargo molekiillerini kontrollii bir sekilde salabilmektedir
(Freiberg, S. ve Zhu, X.X., 2004). Son yillarda hazirlanan ¢ok fonksiyonlu nanotasiyici
sistemlerinde bu parametreler goz Oniine alinarak, teshis, goriintiileme ve tedavi
bilesenlerinin tek bir sistemde toplandigi kisiye ve hastalifa 6zel tasiyict sistemlerin

gelistirilmesine ¢alisilmaktadir.

Bu tez calismast kapsaminda, meme kanseri tedavisinde kullanilmak {izere
pH/redoks/ultrases-kontrollii hibrit bir nanotasiyici sistemi hazirlanmigtir (Sekil 1.1). Bu gok
fonksiyonlu nanotasiyict sistemin pH/redoks/ultrases-kontrollii salim etkinligi in vitro
kosullarda incelenmis ve hazirlanan sistemin kanser tedavisindeki kullanilabilirligi MCF-7

meme kanseri hiicreleri izerinde yapilan sitotoksisite ¢alismalari ile incelenmistir.

Gelistirilen bu sistemden elde edilen sonuglar 1s18inda, bu elipsoidal ve ¢ok fonksiyonlu
hibrit nanotasiyict sistemin yeni nesil kontrollii salim sistemi olarak umut vaad ettigi

diistiniilmektedir.
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Sekil 1.1. pH/redoks/ultrases kontrollii hibrit nanotasiyici sistemin ¢alisma mekanizmasinin
sematik gosterimi






2. GENEL BILGILER

2.1. Tla¢ Tasiyic1 Sistemler

Kanser tedavisinde kullanilan en klasik yontem, kimyasal bir tedavi olan kemoterapidir.
Kemoterapi ilaglar1 kanserli hiicrelerin yaninda saglikli hiicreler {izerine de toksik etki
gostermektedir. Bununla birlikte viicudun immiin sistemini etkiledigi i¢in organizmanin
kendini koruma kalkanlarimi g¢alismaz hale getirmektedir. Bunun yaninda, kemoterapi
kanserli hiicrelere se¢imli bir tedavi sekli degildir, doz ayar1 istenilen sekilde
yapilamamaktadir. Bu yan etkileri nedeniyle tedavi siireci hasta i¢in oldukg¢a zorlu
geemektedir. Kemoterapinin bu yan etkilerinin azaltilmasi ve tedavi siirecinin daha etkili ve
hastanin konforuna uygun hale getirilmesi i¢in son yillarda arastirmacilar kemoterapik
ilaclarin kapsiile edildigi, doz ayarmin yapilabildigi, kontrollii ve secimli salimin
yapilabildigi ve istenmeyen yan etkilerin en aza indirildigi nanotasiyici sistemlerin
gelistirilmesi iizerine ¢alismaktadirlar. Bu amagla farkli tipte pekg¢ok nanotasiyict
gelistirilmistir. Bunlarin baglicalari; lipozomal nanoparcgaciklar, miseller, polimerik
nanoparcaciklar, mikrobaloncuklar ve son zamanda popiiler hale gelen ¢ekirdek/kabuk tipi

nanotagtyicilardir (Sekil 2.1) (Cho ve digerleri, 2008; Daglar ve digerleri, 2014).

Nanotasiyici Sistemler

oo = 1o
o _0°
Oo o
Polimerik
Polimerik Misel Nanopartikiil
O

N

- )

Cekirdek/Kabuk Lipozomal
Nanotasiyicilar Nanoparcacik

Mikro Baloncuklar

Sekil 2.1. Nanotasiyict sistemlerinin sematik gosterim (Daglar ve digerleri, 2014)



Bu nanotasiyicilarin hazirlanmasindaki istenilen temel hedef; amaca uygun olarak igerisine

yiiklenen ilag, gen, DNA, protein gibi kargo molekiillerinin salim siiresinin, dozunun ve

salim yerinin kontroliiniin saglanmasidir (Langer ve Peppas, 2003). Bu kontrollii salim
sistemlerinde salim genellikle li¢ ana mekanizma {izerinden yiiriimektedir;

i. Difiizyon-kontrollii salim mekanizmasi: Bu mekanizma {izerinden yiirliyen bir salim
profilinde; ilag molekiilleri biyouyumlu, toksik olmayan bir polimer matris igerisine
hapsedilir ve bu matrisden kargo molekiillerinin difiizyon hiz1 salim mekanizmasi igin
smirlayicidir. Bu diflizyon hizi en iyi sekilde Fick yasasi ile tanimlanmaktadir (Siepmann
ve Siepmann, 2012).

ii. Kimyasal reaksiyon-kontrollii salim mekanizmasi: Bu mekanizmada ila¢ molekiilleri
polimere kovalent baglarla baglanir ve ilacin salinmasi i¢in uygun sartlarda bu baglarin
kirilmasi ve ilacin serbest hale gelmesi gerekmektedir.

iii. Coziicii tasinmasi-kontrollii salim mekanizmasi: Polimerik matriksin igine ¢oziicii
difiizyonu olur ve matrisin sismesi ve ilacin igeri giren ¢oziicli molekiilleri ile yer

degistirerek digar1 ¢ikmasi prensibine dayanir (Langer ve Peppas, 1983).

Bu mekanizmalar dikkate alinarak hazirlanan kontrolli ilag salim sistemlerinde oncelikli
hedef; ila¢ dozajin1 minimum seviyeye indirmek ve hastanin yagam Kkalitesini arttirmaktir.
Bu beklentileri en iyi karsilayan kontrollii nanotasiyici sistemlerinde salim mekanizmasi
Sekil 2.2°de sematik gosterildigi sekilde yiiriimektedir. Ilgili grafik incelendiginde,
geleneksel ilag aliminda, viicut igerisine verilen ila¢ derisiminin zamana bagli degisiminin
ila¢ alimindan itibaren kan iginde ilk olarak arttigin1 daha sonra kisa bir siire sabit kaldig1 ve
hizla azaldig1 goriilmistiir. Bilinen dozaj sekillerinde ilag¢ viicut igerisine verildikten bir stire
sonra, derisimi ve etkinligi azalmaktadir. Bu durumda tekrar ilag takviyesi yapilmalidir ve
ancak birgok kere uygulanmasiyla birlikte madde-plazma diizeyi etkin bolgede
tutulabilmektedir. Ancak kontrollii salim sistemleri incelendiginde viicut i¢erisine belirli bir
doz alindiktan sonra etkin madde derigimi istenilen siirede sabit kalmaktadir. Bu platformda,
ilacin etkin madde diizeyi degismedigi i¢in, hastaya ayn1 seviyede aktif madde ile diisiik doz

kullanilarak tedavi saglanmis olmaktadir (Liechyt ve digerleri, 2010).
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Sekil 2.2. Salim sistemlerinde dozaj karsilastirmasi (Liechyt ve digerleri, 2010)

Nanotasiyici sistemlerinden beklenen en 6nemli 6zellik kontrollii bir dozda ve se¢imli salim
yapilabilmesidir. Bu kapsamda kontrollii salim yapilabilmesi i¢in nanotasiyici sistemleri
genellikle bir dis uyarici etkene duyarli olarak hazirlanmaktadir. Boylelikle hazirlanan
sistem sicaklik, pH, ultrasonikasyon ve redoks gibi bir dis uyariciya cevap olarak tasidig
kargo molekiillerini salmaktadir. Bu dis uyarici etmenler ve salim stratejileri su sekilde

Ozetlenebilir;

Sicaklik-duyarli salim etkisi: Sicaklik-duyarl ilag tasinma sistemlerinde yapilabilen ¢ok
yonlii tasarimlar ile sistemin faz gegis sicaklikligr ayarlanabilmekte ve kanser tedavisine 6zel
tastyici Sistemler hazirlanabilmektedir (Bikram ve West, 2008). Bilindigi gibi normal viicut
sicakligi 37°C’dur. Fakat kanserli hiicrelerin 39-44°C arasinda sicakliga bagli olimi
saglanabilmektedir. Bu kapsamda sicaklik-kontrollii nanotasiyict sistemleri siklikla
hazirlanmaktadir (Choi ve digerleri, 2010). Bu strateji igin en uygun tasiyici tipleri
lipozomlar, polimerik miseller ve polimerik partikiillerdir (Karimi ve digerleri, 2016).

pH etkisi: Timorli bolgelerin pH degerinin normal hiicrelere gore daha asidik oldugu
bilinmektedir. Endozomal bolgede pH degeri 6 civar iken lizozomal bolgenin pH degeri ise
5 civaridir. Bu pH degerlerine duyarli salim Yyapabilen nanotasiyict sistemleri

tasarlanabilmektedir (Stubbs ve digerleri, 2000, He ve digerleri, 2013).

Ultrasonikasyon etkisi: Son yillarda ilaglarin dagitimimni ve etkinligini arttirmak igin

ultrasonikasyon yontemi kullanilmaktadir. Sonikasyon, viicut dokularina niifuz edebilen bir



teknik olarak kabul edilir ve bu ultrasonik etki, kritik saglikli dokularin yakininda
bulunmayan tiimoérlerin tedavisinde ilag salinimini kontrol etmek igin terapotik bir arag
olarak kabul edilmektedir (Taghizadeh ve digerleri, 2014). Ayrica terapétik ultrasonik
uygulanmasiyla damar gecirgenligindeki artisin, antikanser ilag molekiillerinin tiimorli
bolgede iki kat daha fazla ulastirilmasia yol agtigi tespit edilmistir (Kheirolomoom ve
digerleri, 2010).

Redoks-duyarli salim etkisi: Nanotasiyict ilag sistemlerinin, timorli hiicrelerde redoks
duyarl olarak bozulmasi ve yiiklenmis ilacin serbest birakmasina izin veren oldukga etkili
bir salim sistemidir. Redok-duyarli nano-tasiyicilari normal dokularda genellikle
kararlidirlar ve bu nedenle toksisite etkileri cok daha azdir. Redoks-duyarli nanotasiyicilarin
yapisinda ¢apraz baglanmis olarak bulunan -S-S- baglar1 sayesinde igerisindeki kargo
molekiilllerini bu ¢apraz baglarin kirilacag: indirgeyicilerin bulundugu ortama dek oldukga
kararl1 ve se¢imli bir sekilde tasimakta ve indirgeyici ajanlar ile ¢apraz baglar kirildiginda

salim yapilmaktadir (Guo ve digerleri, 2018).

2.2. Nanotasiyic1 Sistemlerin Siniflandirilmasi

Kanser gibi tedavisi uzun ve yorucu olan hastaliklarin teshis, tedavi ve goriintiilenmesi i¢in
akill1 ve kontrollii salim yapabilen, diisiik toksisiteye sahip, se¢imli ve yoOnlendirilmis
nanotastyicilarin gelistirilmesi son yillarin en 6nemli arastirma basliklarindandir. Buradaki
temel hedef; kisiye ve hastaliga 6zel “kisisel ilag” {iretimidir. Bu amagla hazirlanan farkl

tipte nanotastyici sistemlerini asagidaki gibi siniflandirmak miimkiindiir.

2.2.1. Lipozomlar

Lipozomlar, aralarinda sulu bir faz bulunan birden fazla lipit ¢ifte tabakadan olusan kiiresel
sekilli keseciklerdir. Bu lipitlerden olusan diisiik toksisiteli keseciklerin icerisi ilag gibi
kargo molekiilleri ile doldurulabilmekte ve bu sekilde tasiyict sistem olarak
kullanilabilmektedir (Malam ve digerleri, 2009).

2.2.2. Miseller

Miseller kiiresel bir ¢ekirdek ve bir dis kabuktan olusan makromolekiiler yapilardir. Diblok,
triblok kopolimerler veya as1 polimerler kullanilabilmektedir. Diblok yapinin ¢ekirdek Kismi



hidrofobik ve dis kabuk kismi hidrofiliktir. Bu nedenle, ¢ekirdek kismina hidrofobik ilaglar,
kabuk kismina ise hidrofilik maddeler yiiklenebilmekte veya modifiye edilebilmektedir
(Batrakova ve digerleri, 2006).

2.2.3. Mikrobaloncuklar

Mikrobaloncuklar (MB'ler) ultrases-kontrollii ¢alismalarda kullanilmaktadirlar. Ultrasesin
MB'lerle kombinasyon halinde kullanilmasi ilag salimini arttirmak igin yeni bir yontem
olarak dikkat cekmektedir. Polimerik nanopartikiiller (NP'ler) ile kombine edilmis
MB'lerden olusan tek bir sistemde, goriintiileme ve tedavi dahil olmak iizere ¢ok fonskiyonlu
sistemler gelistirilebilmektedir. Uygulanan ultrases dalgalar1 ile MB'ler patlar ve yiiklenen
kargo molekiilleri serbest kalir. Mikrobaloncuklar iyi bir tasiyici ve goriintiileme ajani olarak

kullanilabilmektedir (Merch ve digerleri, 2015).

2.2.4. Polimerik nanoparcaciklar

Polimerik nanoparcaciklar, dogal ve sentetik bilesenlerin kullanilmasi ile istenilen
ozelliklerde sentezlenebilen, kolay fonksiyonellestirilebilen nanotasiyict sistemleridir
(Elsabayh ve Wooley, 2012). Bu nanoparcaciklara yiiksek miktarda ilag¢ yiiklenebilir,
hedeflendirilebilir ve pH, redoks, sicaklik, ultrases, manyetik ve 151k gibi dis uyaricilar ile
salimlar1 kontrol edilebilir olmalar1 nedeni ile siklikla tercih edilen sistemlerdir (Cheng ve
digerleri, 2013).

2.2.5. Cekirdek/Kabuk hibrit nanotasiyicilar

Son yillarda yeni nesil nanotasiyici sistemlerinin gelistirilmesi tizerine ¢alismalar devam
etmektedir. Farkli yapisal 6zellikler ve iiretim yontemleri kullanilarak yeni nesil nanotasiyici
sistemleri gelistirilmektedir. Bu sistemlerde artik ana hedef; kargo molekiillerinin
tasiniminin yaninda kontrollii bir salim profilinin yakalanmasi ve nanotasiyici sistemin
teshis/tedavi/goriintiilleme gibi {i¢lii etkiye sahip olmasidir. Bu tiir teshis/tedavi amacglh
kullanilabilen sistemler terapotik sistemler olarak adlandirilmaktadir (Gong ve digerleri,
2012). Bu terapotik tasiyict sistemlere farkli ilag molekiilleri, proteinler, gen ve DNA gibi
kargo molekiillerinin yaninda hedef doku ve organlarin goriintiilenmesi i¢in bazi
goriintiileyici ajanlar yiiklenebilmekte ve/veya hazirlanan pargacik sistemine kimyasal

olarak baglanabilmektedir. Geleneksel tedavilere alternatif gelistirilmeye baslanan ilk
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kontrollii salim sistemlerinde Oncelikle arastirmacilar tekli bilesenden olusan
nanoparcaciklari incelemislerdir. Fakat 1980'lerin sonunda, heterojen veya sandvig
seklindeki hibrit parcaciklarin, tekli pargaciklardan daha iyi verime sahip oldugunu
belirlemislerdir (Dhas ve digerleri, 2018). 1990'larin basinda, bu malzemelerin 6zelliklerini
daha da gelistirmek amaciyla katmanli nanopargaciklari sentezlemislerdir. Bu sentezlenen
katmanli parcaciklar i¢in “gekirdek/kabuk” terimi kabul edilmistir (Hoener ve digerleri,
1992, 1993; Zhou ve digerleri, 1994). Genellikle, nanopargaciklar, tek bir malzemeden
yapilirken adindan da anlasilacag gibi, ¢ekirdek/kabuk pargaciklar: iki veya daha fazla farkli
ozellikteki maddeden olusmaktadir. Cekirdek/kabuk nanopargaciklari bir cekirdek (ic
malzeme) ve bir kabuk (dis katman malzemesi) icerecek sekilde tanimlanmaktadir.
Cekirdek/kabuk nanoparcaciklar, ¢ekirdek ve kabuk malzemelerinin bir araya gelmesiyle
elde edilebilecek benzersiz 6zelliklere sahip ¢ok islevli malzemelerdir. Bu nanopargaciklari
olusturan kabuk malzemeleri ve c¢ekirdek arasindaki orani degistirilerek elde edilen yeni
yapi, farkli fiziksel 6zellikler gosterebilmektedir (Oldenberg ve digerleri, 1998). Cekirdegin
kabuk ile kaplanmasi kimyasal kararlilig1 da arttirir ve sonug olarak bu nanoparcgaciklarin
sentezlenmesinde kullanilan c¢ekirdek ve kabuk malzemelerinin spesifik 6zelliklerinin
yanisira farkl fiziksel 6zelliklerde ortaya ¢ikmaktadir (Daniel ve Astruc, 2004; Caruso ve
digerleri, 2001). Sentezlenen c¢ekirdek/kabuk hibrit nanoparcaciklar1 ¢ekirdek ve kabuk
malzemesinin 6zelliklerine bagl olarak; (i) organik ¢ekirdek/organik kabuk; (ii) organik
cekirdek/inorganik kabuk; (iii) inorganik c¢ekirdek/organik kabuk; (iv) inorganik
¢ekirdek/inorganik kabuk seklinde siniflandirilabilmektedir (Gosh ve Paria, 2011).

Biyolojik uygulamalardaki uyumlulugundan dolay1 inorganik cekirdek ve organik kabuk
yapilar1 daha ¢ok tercih edilmektedir. Ozellikle cekirdek igin tercih edilen manyetik
nanoparcaciklar (MNP), manyetik alanda yonlendirilebilir olmasi, manyetik alan altinda
isiarak hipertermi saglayarak olusan 41-47°C sicakligin hiicre oliimiinii saglamasi,
hedeflendirilmis ila¢ salimi1 saglamasi ve MR goriintiilenmesine olanak saglamasi ile siklikla
kullanilan 6nemli bir malzeme sinifidir (Wu ve Huang, 2017). Genellikle kiiresel formda,
cesitli boyutlarda ve ortak ¢oktiirme, mikroemdiilsiyon, hidrotermal gibi sentez yontemleri
kullanilarak sentezlenebilen MNP’lar biyouyumluluklarinin arttirtlmasi ve kargo tasiyici bir
sistem olarak hazirlanabilmesi icin polimerler gibi organik veya silika katmani gibi
inorganik bir kabuk ile kaplanmaktadir. Bu sekilde hazirlanan gekirdek/kabuk hibrit
nanoparcacik sistemi dis kabuk olan polimerlerin fonksiyonellestirilebilme 6zelliginden

yararlanilarak DNA, aptamer, protein gibi hedefleyici ajanlarla modifiye edilebilir ve igine
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istenilen kargo molekiillerin yiiklenmesi ile de hem goriintiileyici hem de akilli bir salim

sistemi olabilir (Millart ve digerleri, 2018) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Manyetik o6zellikli ¢ekirdek/kabuk tipi hibrit nanotasiyicilarin teshis/tedavi
mekanizmasi ve pargaciklarin sematik gosterimi (Erdogan, 2018)

Sekil 2.3’de sematik gosterildigi gibi manyetik ¢ekirdek ve akilli bir polimerik kabuktan
olusturulan manyetik hibrit nanotasiyici sistemleri manyetik yonlendirme ile istenilen
timorli bolgelere yonlendirilebilmektedir. Bu yonlendirme MR’de manyetik ¢ekirdegin
verdigi kontrast ile goriintiilenebilmekte ve uygulanan manyetik alanin etkisi ile 1sian
sistemin olusturdugu hipertermi ile bélgenin 41- 47°C arasinda 1sinmasina ve kanserli hiicre
ile dokularin sicaklikla tahrip olmasina sebep olamaktadir. Bunun yaninda manyetik hibrit
nanoparcaciklar i¢lerindeki kargo molekiillerini bu ortamda kontrollii bir sekilde salmakta

ve etkili bir teshis/tedavi saglanabilmektedir.

Cekirdek/kabuk tipi hibrit nanotasiyici sistemlerinin genellikle goriintiileme, yonlendirme
gorevini Ustlenen i¢ ¢ekirdek kismimin yaninda biyouyumlulugu arttiran ve kargo
molekiillerinin kontrollii salimin1 saglayan kabuk kisminin tasarimi ve kullanilan
materyaller oldukca Onemlidir. Cekirdek/kabuk tipi hibrit nanoparcaciklarda genellikle
yumusak, biyouyumlu ve fonksiyonellstirmeye elverigli olan sentetik, yar1 sentetik veya

dogal polimerler kullanlabilmektedir. Ozellikle dogal polimerler diisiik toksisiteleri ve
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biyouyumlu, biyobozunur yapilari nedeniyle siklikla tercih edilmektedir (Bajpai ve digerleri,

2008).

Biyopolimerler arasinda seliiloz, nisasta, ipek, jelatin ve kollajen gibi dogal polimerik

yapilar gesitli sekillerde biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir.

Kitosan; yapi olarak seliilloza benzeyen ve eklembacaklilar, bocekler ve kabuklu deniz
canlilarmin kabugunda bulunan bir polisakkarit olan Kitin (CgH130sN)n’in deasetilasyonu
sonucu elde edilen, katyonik bir polisakkarittir (Sekil 2.4). Kitosan nétral ve alkali pH’da
¢dziinmez, ancak asidik pH degerlerinde suda ¢oziinebilen formlara doniisiir. Ozellikle %
75-80 deasetilasyon derecesine sahip olan tiirevlerinin asidik ortamda en iyi ¢6ziindiigi
bilinmektedir (Gref ve digerleri, 1994). Biyouyumlu, biyobozunur dogasi ve yapisinda
bulunan —NH> gruplarindan ¢esitli sekillerde kimyasal olarak modifiye edilebilmesi ve bu
gruplarin asidik ortamda pozitif yiikklenmesi nedeniyle biyomedikal, kozmetik, gida,
farmasotik sektori, atik su iyilestirme, gida endiistrisi ve kontrollii salim sistemlerinde tercih

edilen dogal bir polimerdir (Rao ve digerleri, 2006).

OH OH OH OH
0 o] o o
&A/L\Eﬁﬁ?%/
HO HO HO
NH2 NH2 NHZ NH2

Sekil 2.4. Dogal polimer olan kitosanin molekiiler yapisi.

Literatiirde kitosan polimerinin kullanildig1 pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Bu ¢aligmalar
incelendiginde; Hu ve arkadaglari, pH-duyarli kitosan kapli mezoporoz silika yapilarinin
(KT-MSN) sentezini ve antikanser ilact DOX’un yiiklemesinin ardindan meme kanseri
hiicresi olan MCF-7 hiicreleri iizerinde diisiik ve yiiksek pH’lardaki pH-duyarli salim
profillerini incelemistir. Yaptiklar1 ¢aligmalarda pargaciklarin asidik ortamda daha fazla
salim yaptig1 ve kanser hiicreleri iizerine sitotoksik etki gosterdigini raporlamislardir (Hu ve

digerleri, 2013).

Bir bagka ¢alismada Zhou ve arkadaslar1, lipoik asit modifiye edilmis glikol kitosan ile bir
misel sistemi olusturmuslar ve 1,4-Ditiyotiriitol (DTT) ile ¢apraz bagladiklar1 bu sistem
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icerisine DOX ytiklemesi yaparak farkli pH ortamlarindaki akciger kanser hiicresi olan A549
hiicreleri lizerinde pH/redoks-duyarli salim profillerini incelemislerdir. Yapmis olduklari
calisma sonucunda hazirladiklar1 sistemin kanser hiicresi iizerinde sitotoksik etki
gosterdigini ve daha asidik ortamda ve ayrica indirgeyici ajan GSH ortaminda daha fazla

salim gerceklestigini gostermislerdir (Zhou ve digerleri, 2016).

Liu ve arkadaslari, polietilenglikol-kitosan-lipoik asit amfifilik kopolimerini (PEG-KT-LA)
sentezleyip capraz baglayici DTT ile misel olusturmuslar ve karaciger kanseri hiicresi olan
HepG2 hiicresindeki salim uygulamalar1 i¢in DOX yiiklemesi yapmislardir. Calismalarmin
sonucunda sistemin, viicut i¢ginde dolasim sirasinda dengesini korudugunu ve hiicre ici
redoks kosulu altinda ilag saliminin ¢ok daha hizli gergeklestigini gézlemlemislerdir (Liu ve
digerileri, 2016).

Cekirdek/kabuk tipi nanotastyici sistemleri de literatiirde son zamanlarda oldukga siklikla
caligilan sistemlerdir. Lee ve arkadaslari ise yaptiklari bir calismada, silika/mezoporoz silika
katmanlari ile kapli siiper paramanyetik FesOs nanopargaciklarini biyouyumlu bir dis kabuk
ile kaplamiglar ve pH ve ultrases-duyarli bu sistem hazirlamislardir. Bu sisteme DOX
yiiklemesi yaparak L1929 hiicreleri (kok hiicre) lizerindeki etkinliklerine bakmislardir. Elde
ettikleri sonuglar dogrultusunda hazirlanan manyetik ¢ekirdekli sistemin biyouyumlu olup
L929 hiicrelerine kars1 sitotoksik etki gdsterdigini, ilag, pH'nin diisiiriilmesi ve ultrases
varhiginda ise metal katyon ile tag eterin glikol zincirleri arasindaki etkilesimin
parcalanmasiyla ila¢g molekiillerinin salimmin gergeklestigini gostermislerdir (Lee ve

digerleri, 2013).

Kim ve arkadagslar1 ibuprofen ilag¢ ytiklii, silika merkezli polidimetilsiloksan (PDMS) kaplh
bir ila¢ tasima sistemi gelistirmislerdir. Bu sistem iizerinde ultrases dalgalar1 kullanarak
kontrollii salim profillerini raporlamiglardir. Calismalari sonucunda ultrases uygulanan
parcaciklarin ila¢ molekiillerini normal salima gore daha fazla gergeklestirdigini

raporlamiglardir (Kim ve digerleri, 2006).

Bu yapilan c¢alismalarin yaninda, son birka¢ yildir nanoparcaciklarin sekilsel
degisikliklerinin de nanotasiyici sistemlerin etkinliklerini etkiledigi gézlemlenmistir. Bu
caligmalarda; kiiresel hibrit nanotasiyicilarin yerine piring ve elipsoidal benzeri

geometrideki nanopargaciklar kullanildiginda bunlarin  hiicre duvarindan kiiresel
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nanopargaciklara nazaran daha kolay gecebildigi ve buna ek olarak ince fakat uzun yapilari
ile daha fazla kargo molekiilii tagiyabildikleri gosterilmistir (Sekil 2.5 ) (Dhas ve digerleri,
2018; Daglar ve digerleri, 2014).

Sekil 2.5. Elipsoidal geometrideki nanoparcaciklarin hiicresel alinkonmasinin sematik
gosterimi (Yang ve Ma, 2010).

Sekil 2.5° de goriildiigii gibi piring benzeri elipsoidal geometrideki bu pargaciklar hiicre
duvarlarindan ¢ok daha rahat ve efektif bir sekilde gecebilmektedirler. Desai ve arkadaslari
da, poligliserol sebakat (PGS) ve polietilen glikol (PEG)’den olusan PGS-ko-PEG elipsoidal
nanoparcacik sistemini gelistirmislerdir. Parcaciklar igerisine DOX yliklemesi yaparak
osteoblast (kemik hiicresi) tizerinde sitotoksik etkisini incelemislerdir. Calisma sonucunda
nanopargacik seklinin, hiicre i¢i alimi ve parcacik ic¢ine ila¢ yiiklenmesi icin elipsoidal
geometrideki pargaciklarin daha etkin oldugunu ve serbest ilag ile karsilastirildiginda hiicre

iizerinde daha fazla sitotoksik etki gdsterdigini raporlamiglardir (Desai ve digerleri, 2018).

Literatiirde yapilan ¢alismalar incelendiginde bir¢ok kontrollii salim yapabilen nanotasiyici
gelistirildigi goriilmektedir. Yapilan tiim ¢aligmalar incelendiginde, elipsoidal geometrideki
teshis/tedavi ve goriintiileme amagli kullanabilen, yiiksek ilag yiikleme kapasitesine sahip
hibrit nanotasiyici sistemlerin yeni nesil kontrollii salim sistemlerinin gelistirilmesinde

onemli bir yere sahip oldugu goriilmektedir.
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

KTLA kapli elipsoidal manyetik Fes0s@SiO.@mSiO2 nanopargaciklarin hazirlanmasinda

kullanilan kimyasallarin formiilleri agagida verilmistir.

Demir(l11) Perklorat Hidrat

Fe(ClO,),.H,0
Molekiil Kiitlesi : 354,20 g/mol
O ,
Il Ure
PN
HoN NH, Molekiil Kiitlesi : 60,06 g/mol
CII) Sodyum Dihidrojen Fosfat (NaH_PO )
HO-P-ONa . J 24
OH Molekiil Kiitlesi : 119,98 g/mol
HsC CHa
\_O‘sro_/ Tetraetilortosilikat (TEOS)
/~0" 0\ Molekiil Kiitlesi : 208,33 g/mol
H3C CHj
QCHs Trimetoksi(oktadesil)silan (C,,TMS)

CH3(CH2)15CH2—Si-OCHgy
(I)CH3 Molekiil Kiitlesi : 374,67 g/mol
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HO
HO OH ©
o0
OH NH;
HO NH5

O,N NO;

Kitosan (KT)

Molekiil Kiitlesi : 50.000-190.000 Da

Lipoik Asit (LA)
Molekiil Kiitlesi : 206,33 g/mol

N-Hidroksistiksinimit (NHS)
Molekiil Kiitlesi : 115,09 g/mol

2.,4,6 Trinitrobenzensiilfonik Asit
(TNBSA)
Molekiil Kiitlesi : 293,17 g/mol

Rodamin 6G (R6G)
Molekiil Kiitlesi : 479,02 g/mol

Doksorubisin (DOX)
Molekiil Kiitlesi : 543,52 g/mol



17

SH
o 0 H 9 L-Glutatyon (GSH)
/U\/\/u\ N\)k
HO™ ™ N OH Molekiil Kiitlesi : 307,32 g/mol
NH; @)
_SH
H——OH 1,4-Ditiyotriitol (DTT)
OS] Molekiil Kiitlesi : 154,25 g/mol
“SH
ooHs 3-Glisidiloksipropil)trimetoksisil
HsCO—$i—\/\O/\7 (3-Glisidiloksipropil)trimetoksisilan
OCHjs o (GPTMS)

Molekiil Kiitlesi : 236,34 g/mol

ON =C=N O N,N’-Disikloheksilkarbodiimit
(DCC)

Molekiil Kiitlesi : 206,33 g/mol
3.2. KTLA Kaph Elipsoidal FesO4@SiO2@mSiO2 Nanoparc¢aciklarin Hazirlanmasi
3.2.1. Elipsoidal hematit Fe2O3 nanoparcaciklarin sentezi

[k olarak elipsoidal hematit Fe2Os nanoparcaciklari hidrotermal ydntem kullanilarak
sentezlendi. Bunun igin, i¢i teflon olan ¢elik reaktor i¢erisinde 300 mL deiyonize su iginde
13,92 g Fe(Cl0O4)3.6H20, 1,8 g iire ve 0,192 g NaH2POj igeren bir ¢ozelti hazirlanmis ve
100°C'de 24 saat boyunca bekletildi. 24 saat sonunda reaktér oda sicakligina sogutulduktan
sonra agilmis ve koyu kahverengi renkli ¢ozelti 8000 rpm’de 30 dakika santrifiijlenerek
¢oktiiriilmis, stipertanant atilmis ¢okelek 3 kez saf su ile yikandi. Boylelikle elipsoidal
geometride hematit-Fe-O3 nanopargaciklari elde edildi (Ma ve digerleri, 2012).

3.2.2. Elipsoidal manyetik FesO4@SiO2@mSiO2 nanopargaciklariin sentezi

Hazirlanan elipsoidal hematit-Fe2O3 nanopargaciklarin gézenekli hale getirilmesi igin Silika

ve mezoporoz silika katmani ile kaplanarak sonraki agamalara hazir hale getirildi. Silika
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(SiO2) tabakasi kaplamasi igin 72 mg hematit-Fe2O3z nanoparcaciklari, 171,4 mL etanol, 24
mL H2O ve 7,54 mL amonyak ¢6zeltisi iceren bir ¢ozelti i¢ine alindi. Daha sonra {izerine
4,8 mL etanol i¢inde ¢oziilmiis 0,60 mL Tetraetilortosilikat (TEOS), hizli karistirma
ortaminda eklendi. Mezoporoz silika (mSiO) kaplamasi i¢in, 4,8 mL etanol i¢inde 0,72 mL
TEOS ve 0,48 mL Trimetoksi(oktadesil)silan (C18TMS) karigimlari, 1 saat siireyle oda
sicakliginda ayni hizli karistirma yontemi ile damla damla ilave edildi. Elde edilen
Fe203@SiO.@mSiO; ¢okeltisi 8000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenerek 3 kez saf su-etanol
karisimi ile yikama islemi yapilarak c¢oktiirme yapilmis ve toplandi. Bu sekilde hematit
Fe203@SiO2@mSiO2 nanopargaciklari sentezlendi. Daha sonra, tiriin 100°C'de kurutuldu
ve 6 saat boyunca 550°C'de kalsine edildi. Son olarak indirgeme islemi igin, 5 saat boyunca
450°C'de N2(%95)/H2(%5) gaz karisimi gegirilen ortamda Ha-indirgeme islemine tabi
tutuldu. Kahverengi olan hematit nanopargaciklarimiz daha koyu siyaha yakin renkte
manyetik FesO4@SiO>@mSiO; haline doniistiiriildii (Ma ve digerleri, 2012).

- - —— (=

Hematit Hematit He.matit )
Fe,0, Fe,0,@SiO, Fe,0,@Si0,@mSiO,
550°C Kkalsine
6 Saat
H,/N,
450°C indirgeme

5 Saat »
Koyu renkli manyetik Mezoporoz gozenekli
Fe;0,@SiO,@mSiO, parcacik

Sekil 3.1. Manyetik Fe30s@SiO@mSiO2 nanopargaciklarinin olusum semas.

3.2.3. LA modifiye edilmis KT polimerinin hazirlanmasi

Hibrit nanotasiyict sisteminin kabuk kismini olusturacak biyouyumlu, pH/redoks-duyarli
lipoik asit modifiye edilmis kitosan polimeri (KTLA) sentezlendi (Sekil 3.2). Bu amagla,
100 mg lipoik asit (LA) 2 mL diklorometan (DCM) iginde ¢oziildii. Uzerine DCM iginde
¢ozilmis 82 mg N,N'-Disikloheksilkarbodiimit (DCC) tizerine ilave edildi. N2 altinda 48 saat
karanlikta ve oda sicakliginda karigmaya birakildi. Bu siire sonunda ¢oziicli evaporatdrle

ucurulmus ve balonda film halinde bulunan aktive edilmis LA, 20 mL dimetilsiilfoksit
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(DMSO) ile tekrar ¢oziildii. Uzerine yine 50 mL DMSO iginde ¢dziilmiis biyouyumlu
polimer olan 400 mg kitosan polimeri ilave edilmis ve karanlikta 48 saat boyunca N> altinda
oda sicakliginda karismaya birakildi. Bu siire sonunda ¢ozelti 6nce siiziiliip filtrelenmis ve
sonra diyaliz membranina (MWCO: 6-8 kDa) alinarak 2 saat DMSO i¢inde, 4 giin deiyonize
Suya kars1 diyaliz edildi (Elsaid ve digerleri, 2017). Diyaliz sonunda malzeme liyofilize
edilmis ve bu islemler sonunda KTLA elde edilmis ve kimyasal yapist 'H-NMR ile

karakterize edildi.

3 ) ) \/\/[L
N
o] o oy
o HO
. HO HO
NH, N
NH,

Hz

n

N, altinda
48 saat/oda sicakhgi

DCC
OrenO)

OH OH OH
0 o
o o
%o HE Ho
NH NH,
/ :

o

NH,
1}
C—o0

Sekil 3.2. Lipoik asit modifiye edilmis kitosan polimerinin (KTLA) sentezinin sematik
gosterimi.

3.2.4. Capraz bagh olmayan hibrit nanotasiyicilarin hazirlanmasi

Biyouyumlu ve dogal polimer olan kitosan polimerine redoks duyarli u¢ olan lipoik asit
birimlerinin modifikasyonu ile elde edilen KTLA polimeri elipsoidal ve manyetik
Fe30:@SiO2@mSiO2 nanopargaciklar: tizerine kaplanmis ve hibrit nanotasiyict sistem
hazirlandi. Burada amag, parcaciklarin viicut i¢erisindeki biyouyumlulugunu arttirmak ve
dolagim siirelerini uzatarak hedefli kanser hiicrelerine ulasim ihtimalini arttirmanin yaninda
kontrollii bir salim profili elde etmektir. Bunun ig¢in ilk olarak 20 mg elipsoidal
Fe304@Si0,@mSiO; parcactk 10 mL DMSO i¢inde dagitilmis ve ortama 100 ul 3-
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Glisidoksipropilmetoksisilan (GPTMS) ilave edilmis ve 3 saat N> altinda karigmaya
birakildi.

GPTMS
3-(Glisidoksipropil)trimetoksisilan

OGHs

HaCO-Si—~_~
OCHs O/w

Sekil 3.3. Fe304@Si0.@mSiO; pargaciklarinin GPTMS ile modifikasyonu

Daha sonra %1 lik (w/v) KTLA polimeri ¢ozeltisi bu karisim tizerine damla damla ilave
edilmis ve 1 giin oda sicakliginda karigsmaya birakildi. Kaplanan pargaciklar santrifiijlenip 3
kez su ile yikanarak saflagtirilmis ve miknatis yardimiyla toplandi. Bu sekilde KTLA
polimeri kapli elipsoidal ve manyetik KTLA@Fe304s@SiO@mSiO2 parcaciklar: elde
edildi.

Sekil 3.4. KTLA polimerinin epoksi-sonlu Fes0s@SiO.@mSiO> par¢acigina baglanmasinin
sematik gosterimi.
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3.3. Capraz bagh hibrit nanoparcaciklarin hazirlanmasi

Hibrit nanoparcaciklarin pH/redoks-kontrollii salim yapabilmeleri i¢in sentezlenen KTLA
polimerinin, redoks duyarli birimleri olan lipoik asit molekiillerinden -S-S- baglarina duyarl
capraz baglayici olan 1,4-Dithiothreitol (DTT) ile ¢apraz baglandi. Bu amagla, 1; 5; 10 ve
20 mM olarak PBS’de hazirlanan DTT c¢ozeltilerine, 10 mL pH=7,4 PBS’de dagitilmis 10
mg KTLA@Fe304@Si0.@mSiO; pargaciklart eklenmis oda sicakliginda, N altinda, gece
boyunca karigmaya birakildi. Bu siire sonunda, ¢apraz baglanan pargaciklar 7000 rpm’de
santrifiijlenip 3 kez su ile yikanarak saflastirildi ve miknatis yardimiyla toplandi. Bu sekilde
capraz baglanmis KTLA@Fe304@Si0.@mSiO: pargaciklari elde edildi.

3.4. Trinitrobenzosiilfonik Asit (TNBSA) testi

Kitosan polimerinin redoks duyarli grup olan lipoik asit molekiilleri ile modifikasyon
derecesinin belirlenmesi i¢in primer amin gruplarinin varliginin belirlenmesinde kullanilan
tipik bir metot olan TNBS testi yapildi. Burada KT’ nin yapisinda bulunan -NH> ug¢larinin
LA ile modifiye olma derecesinin belirlenmesi ¢alismasi yapildi. Bu amagla ilk olarak
kitosanin yapisinda bulunan -NH2’lerin belirlenmesi amaciyla farkli derisimlerde (0,034;
0,066; 0,08; 0,098; 0,12; 0,14; 0,16 mg/mL) kitosan ¢ozeltileri hazirlandi. Uzerlerine 1,33
mL %4 (w/v)’liik NaHCO3z ve 1,33 mL %1(w/v)’lik TNBS ¢ozeltileri eklenerek 37°C de 2
saat bekletildi sonrasinda da 1,33 mL HCI ¢ozeltisi ilave edildi. UV spektrofotometresinde
okumasi yapilan ¢ozeltilerin kitosan derisimi arttik¢a aciktan koyuya dogru turuncu renge
dondigi goriildi. Maksimum absorbans degerinin okundugu 360 nm’deki pik verilerine
gore kitosanin kalibrasyon grafigi ¢izildi. Daha sonra lipoik asit ile modifiye edilen kitosanin
(KTLA) 0,1 mg/mL derisimli ¢ozeltisi hazirlanarak ayni1 yontem izlenerek UV absorbans
degeri okundu ve lipoik asitin baglanma miktar1 agsagidaki esitlik (E.S 3.1) ile hesaplandi
(Liu ve digerleri, 2015).

_ Modifiye Edilen Kitosan Derisimi (mg/mL)
Baslang i¢ Derisimi (mg/mL)

Baglanma kapasitesi (%) x100 Esitlik 3.1

3.5. Hibrit nanoparcaciklara ila¢ yiiklemesi

Polimer kapli elipsoidal ve manyetik nanoparcaciklara ilag yiiklenmesi igin yapilan
optimizasyon c¢alismalarinda ilk olarak Doksorubusin (DOX) yerine model ilag olarak
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Rodamin 6G (R6G) kullanildi. Bunun nedeni, R6G nin kimyasal yapisinin antikanser ilaci
olan DOX’a oldukga benzer olmasi ve salim ¢alismalarinin optimizasyonunda model ilag

olarak siklikla kullanilmasidir (Harada ve digerleri, 2013).

Sekil 3.5. (a) DOX ve (b) Rodamin 6G molekiillerinin kimyasal yapisi.

Hazirlanan hibrit nanopargaciklara model ilag R6G yiiklemesinde 6ncelikle kalibrasyon
grafigi calismas1 yapildi. Bunun icin farkli derisimlerde (2,64x1072-2,75x10° mg/mL) R6G
cozeltileri hazirlanarak UV spektrumlart alinmis ve 526 nm dalga boyunda verdigi spesifik
pik degeri i¢in absorbanslar belirlendi ve kalibrasyon grafigi ¢izildi. Daha sonra hibrit
nanopargaciklart (10 mg) pH 7,4 PBS i¢inde (15 mL) dagitildi. Daha sonra bu ortama R6G
¢ozeltisi (2,64x102 mg/mL) ilave edilip N2 atmosferi altinda 1 giin oda sicakliginda ve
karanlikta Karigtirildi. Bu siire sonunda miknatisa oturtularak ¢oktiiriilen hibrit
nanoparcaciklar ayrildi. Parcaciklar 3 kez tampon ile yikanmis ve miknatis ile ayrilarak ileri
caligmalar i¢in 30°C’da vakum etiivde kurutuldu. Yiiklenen R6G miktarin1 hesaplama i¢in
ilk ¢oktiirme sonrasi ve yikama sonrasi siipernatantin UV’si alinarak daha once ¢izilmis
kalibrasyon grafiginden R6G yiikleme kapasitesi ve etkinligi asagidaki esitlikler (E.S 3.2 ve
E.S 3.3) ile hesaplanda.

Yiiklenen ilag miktar:

Ila¢ Yiiklenme kapasitesi (wt%) (LC) X
Yiklenmis Nanopartikiil miktar: (3.2)

Yiiklenen Ilag miktar:

Ilag Yiiklenme etkinligi (%) (LE)

x100
Ortama beslenen DOX miktar: (3 3)
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Salim ¢aligmalarinin optimizasyonlart R6G ile yapilmig fakat asil hiicre sitotoksisite
caligmalar1 anti-kanser ilact DOX ile yapildi. Bu amagla hibrit nanopargaciklara DOX
yiiklemesi yapildi. DOX’un 2 mL pH 7,4 PBS tampon igerisinde 0,5 mg/mL ile 2x10™
mg/mL araliginda olacak sekilde farkli derisimlerde c¢ozeltileri hazirlandi ve UV
spektrofotometresinde verdigi 485 nm’deki spesifik pik degeri kullanilarak kalibrasyon
grafigi cizildi ve yukaridaki esitlikler kullanilarak DOX yiiklenme kapasitesi ve yiikklenme
etkinligi hesaplandi.

3.6. Hibrit nanotasiyici sistemin salim profilleri

Hazirlanan hibrit nanotasiyici sistemi pH/redoks/ultrases-kontrollii salim etkinligi yoniinden
incelendi. Bu amagla 6ncelikle hibrit nanotasiyici sistemin ¢apraz bagli olan ve olmayan
durumlari i¢in optimizaSyon ¢aligmalar1 yapilmis ve sistemin ¢alisma araliklar1 ve etkinligi

belirlendi.

3.6.1. Capraz bagh olmayan hibrit nanoparcaciklarin pH-kontrollii salim calismalari

Hazirlanan hibrit nanotasiyici sisteminin farkli kosullarda salim profilleri incelendi. Capraz
bagli olmayan hibrit nanotasiyict sistem igin ilk olarak pH-duyarli salim profilleri izlendi.
Bu amagla 37°C’da pH 7,4; 6,8 ve 5,5 olmak iizere farkli tampon ¢ozelti ortamlarinda
izlendi. Bu amagla, her bir pH i¢in 37°C de PBS (10 mL) igerisinde dagitilan yiiklii hibrit
nanopargaciklarin (2 mg), 1’er saat ara ile dogal salim ortamina birakilmasinin ardindan
¢oktiirme islemi yapilarak, istte kalan siipertanantin UV’de absorbans okumasi yapildi ve
parcaciktan disariya ¢ikan model ilag miktar1 E.S 3.2 den yararlanilarak % salim hesaplandi.
Bu salimlar en az 3 kez caligildi standart sapmalariyla birlikte grafige gecirildi. Bu deneyde
alinan her 2 mL’lik 6rnek yerine ana ¢ozeltiye taze tampon ¢ozelti eklenerek ana ¢ozeltinin

hacmi sabit tutuldu.

3.6.2. Capraz bagh hibrit nanotasiyici sistemin pH-kontrollii salim ¢calismalar:

Capraz baglanan hibrit nanotasiyici sistemin 37 °C’da ti¢ farkli pH ortaminda (pH 7,4; 6,8
ve 5,5) ortamindaki salim profillleri incelenerek ¢apraz bagh parcaciklarin salim etkinlikleri

ve buna bagli en uygun ¢apraz baglanma etkinlikleri belirlendi.
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3.6.3. Capraz bagh hibrit nanotasiyici sistemin redoks-kontrollii salim ¢alismalari

pH-kontrollii salim etkinlikleri incelenen capraz bagli hibrit nanoparcgaciklarin bu ¢alisma
kapsaminda redoks-kontrollii salim profilleri incelenmistir. Bu amagla 20 mM DTT ile
capraz baglanan pargaciklar kullanildi. Hibrit nanopargaciklarin sadece redoks-duyarli salim
etkinliklerinin incelenebilmesi igin ortam pH degeri 7,4’de sabitlendi. Bu sekilde; -S-S-
capraz baglarini kiran, farkli derisimlerdeki (1, 5 ve 10 mM) Glutatyon (GSH) varliginda
capraz bagl olan hibrit nanopargaciklarin R6G salim etkinlikleri 37°C’da zamana bagh

olarak incelendi.

3.6.4. Capraz bagh hibrit nanotasiyici sistemin ultrases-kontrollii salim ¢alismalari

Yukarida sirasiyla yapilan salim asamalarindan sonra DTT ile ¢apraz baglanmis pH/redoks
duyarli pargaciklarin ultrases-kontrollii salim profilleri incelendi. Bu amagla 42 kHz
frekansli ultrasonik banyo kullanildi. 37°C de pH 7,4 PBS (10 mL) igerisinde dagitilan yiikli
hibrit nanopargaciklar (2 mg) i¢in ilk 60 dakika dogal salim profiline birakildi sonra 1 dakika
ultrases dalgalarina maruz birakilip salim hesapland: ve tekrar 30 dakika dogal salima
birakildi. Bu islem ayn1 zaman araliklarinda tekrarlanmig ve daha 6nce anlatildig: sekilde

R6G salim miktar1 belirlendi.

3.7. Hibrit nanoparcaciklarin hiicre ici sitotoksisitesi

[lag salim profilleri incelenen ve optimum kosullari belirlenilen pH/redoks/ultrases-
kontrollii hibrit pargaciklarin sitotoksisite deneyleri Hacettepe Universitesi HUNITEK *de
hizmet alimi olarak gergeklestirilmistir. Bu kapsamda nanoparcaciklarin sitotoksisite
Olglimleri insan go6gilis adenokarsinoma (MCF-7) hiicre hatt1 ilizerinde c¢alisilmistir.
Sitotoksisite deneyleri i¢in MCF-7 hiicreleri ile DOX-yiiklii olmayan hibrit
nanoparcaciklarin farkli derisimleri i¢in (6,25-100,0 pg/mL arasinda degisen) 24 ve 48 saat
stireyle inkiibe edilmis ve sitotoksisiteleri belirlenmistir. Bununla beraber pH 7,4; pH 5,5 ve
10 mM GSH olmak tizere farkli ortamlarda 24 ve 48 saat siireyle MCF-7 hiicreleri farkli
derisimlerde DOX-yiiklii hibrit parc¢aciklarin 0,5-8,0 pg/mL derisimleri ile inkiibe edilerek
sitotoksik etkileri incelenmistir. HUNITEK tarafindan yapilan sitotoksisite deneyleri su

prosediir izlenerek yapilmistir (Mossman ve digerleri, 1983).
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Calismalar ISO 10993-5 2009 standartlarina gére dolayli sistotoksisite yontemi ve MTT testi
ile yapilmistir. Calismalarda MCF-7 hiicre hatt1 kullanilmistir. Calismalarda 1/10 oraninda
FCS igeren alfa-MEM besi yeri kullanilmistir. Malzemelerin ekstraktini elde etmek igin
numuneler, bir numune/ImL besi yeri derisimde, hiicre kiiltiir besi yeri ile 37°C’de 72 saat
boyunca etkilestirilmistir. 96 kuyucuklu plaklara 1x10* hiicre ekilmis ve numune ekstraktlari
hiicreler lizerine 100puL eklenmistir. Plaklar 24 ve 48 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Daha
sonra plaklardaki besi yeri atilmis ve 10 uL MTT ¢ozeltisi igeren, 100 uL besi yeri
kuyucuklara ilave edilmistir. 3,5 saatlik inkiibasyondan sonra besi yerleri atilmis ve 150 pL
DMSO kuyucuklara ilave edilmistir. Kuyucuklarin absorbansi 570 nm’de belirlenmistir.
Negatif calisma olarak sadece rutin hiicre kiiltiir besi yeri etkilestirilmis hiicrelerden alinan
absorbanslar kullanilmistir. Pozitif ¢alisma olarak rutin hiicre kiiltiir besi ile 1/10 oraninda

seyreltilmis DMSO kullanilmistir.

3.8. Hibrit nanotasiyicilarin karakterizasyonu

Hazirlanan hibrit nanotastyic1 sisteminin fiziksel ve kimyasal karakterizayonlar1 ODTU

Merkez Laboratuvarindan alinan hizmet alimlar ile gerceklestirilmistir.

3.8.1. Geg¢irimli elektron mikroskobu (TEM)

Calismada sentezlenen pargaciklarin morfolojilerinin gozlenebilmesi igin TEM 6l¢timleri

almmustir. Bu amagla, FEI 120kV CTEM cihazi1 kullanilmistir.

3.8.2. Fourier doniisiimlii kizil 6tesi spektrometre (FTIR)

Tez galismasindaki KT, LA, KTLA ve KTLA@Fe304@SiO.@mSiO; hibrit pargaciklarin
kimyasal fonksiyonel gruplarinin karakterizasyonu i¢in ATR-FTIR Spektroskopisi (Alpha
FTIR Spectrometer Bruker) kullanilarak yapilmistir.

3.8.3. Niikleer manyetik rezonans (*H-NMR)

KTLA polimerinin sentezinin kimyasal karakterizasyonu icin proton NMR yontemi
kullanilmistir. Bu amagla, KT, LA ve KTLA polimerlerinin kimyasal karakterizasyonu
Bruker Ultrashield 300 MHz sivi NMR Spektrometresi kullanilarak aydinlatilmistir.
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3.8.4. Manyetik histerisis

Hematit-Fe;O3@Si0@mSiO2 ve manyetik Fe304s@Si0.@mSiO2 nanopargaciklarin
manyetik histerisis Ozellikleri Cryogenic Limited PPMS cihazi ile yapilan 6l¢iim ile

belirlenmistir.

3.8.5. X-Isim kirimimi (XRD)

Hazirlanan Fe203@SiO.@mSiO; ve Fe304s@Si0O.@mSiO2 nanopargaciklarinin  kristal
yapilarinin incelenmesi amaciyla (20 = 2-90° araliginda) tarama yontemiyle XRD (Rigaku

Ultima-1V) 6l¢iimleri alinmistir.

3.8.6. Yiizey alam ol¢iimii (BET)

Hazirlanan FesOs@SiO.@mSiO2 ve KTLA@Fe304s@SiO@mSiO; pargaciklarinin yiizey
alanlar1 ve gozenek boyut ve dagilimlarinin belirlenmesi i¢in Quantachrome Nova 2200
kullanilmistir.  Olgiimde adsorpsiyon/desorpsiyon siireci boyunca elde edilen veriler
kaydedilmistir. BET yiizey alanlar1, 0,05-0,30 bagil basing (P/P0) araliginda N2 adsorpsiyon
verileri kullanilarak ¢ok nokta, gézenek boyut dagilimlari ise adsorpsiyon/desorpsiyon
verileri kullanilarak, Barret Joyner Halenda (BJH) yontemlerine gore belirlenmistir (Barret
ve digerleri, 1951).

3.8.7. UV spektrofotometresi

Tez galismada kapsaminda, pargacik igerisine ilag yiikklemesi ve salim ¢alismalarinda UV-

Goriiniir Bolge Spektrofotometresi (Shimadzu Mini-2045) kullanilmustir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Elipsoidal hematit Fe2Os ve manyetik FesO4@SiO2@mSiO2 nanoparcaciklarin
karakterizasyonu

Sentezlenen hematit-Fe>O3 nanopargaciklarinin yapisal morfolojileri TEM goriintiileri ile
belirlenmistir. Sekil 5.1a’da goriildiigii gibi hematit-Fe,O3 nanopargaciklarinin elipsoidal
geometride ve yaklagik 40 nm en ve 300 nm boy degerlerinde basar1 ile sentezlendigi
goriilmektedir. Sentezlenen bu elipsoidal hematit-Fe-O3 nanopargaciklari daha sonra iki
asamal1 silika kaplamasina tabi tutulmustur. Deneysel kisimda anlatildig1 gibi pargaciklarin
en st silika kaplamasindaki C18TMS ajanlarinin 550°C’da yapilan kalsinasyon sonrasi
ortamdan yakarak uzaklastirilmasiyla gézenekli st silika katmani olusturulmustur. Bundan
sonra 450°C sicaklikta %95 N2/ %5 Hz gaz gecen ortamda ikinci bir yakma islemi yapilmis
ve Hz-indirgemesi ile parcaciklar siyah renkli manyetik hale getirilmistir. Boylelikle
gozenekli ve manyetik-Fe30s@Si0.@mSiO2 nanopargaciklart hazirlanmistir (Ma ve
digerleri, 2012). Sekil 5.1b’de TEM goriintiilerinde goriildiigii gibi elipsoidal ve manyetik-
Fe30:@SiO2@mSiO» pargaciklarinin en igteki koyu FesOs ve bir istteki silika ve en iistteki
gbzenekli mesoporoz silika katmani oldukga net bir sekilde goriilmektedir. Pargaciklarinin

boyutlarinda 130 nm en ve 310 nm boy olacak sekilde bir degisim gozlenmistir. Bu sekilde

parcaciklarin basar ile sentezlendigi gézlenmistir.

Sekil 4.1. (a) Elipsoidal hematit-Fe,O3 ve (b) elipsoidal manyetik Fez0s@SiO.@mSiO;
nanoparcaciklarin TEM goriintiisii.

Parcaciklarin manyetik ozelliklerindeki degisimin incelenmesi i¢in manyetik histerisis
olgtimleri yapilmistir. Oda sicakliginda yapilan olgtimlerde (Sekil 5.2) beklendigi gibi
hematit 6zellikli Fe2O3@SiO2@mSiO2 nanopargaciklarinin manyetik 6zellik neredeyse
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gostermedigi ve miknatisa gelmedigi gorilmiistir. Bu pargaciklarin manyetizasyon
degerinin 1,18 emu/g oldugu belirlenmistir. Hz-indirgeme islemi sonrasi manyetik 6zellik
kazandirilan Fez0s@SiO@mSiO parcaciklarinin miknatisa geldigi ve manyetizasyon
degerinin ciddi bir artis ile 88,38 emu/g degerine ulastigi goriilmiistiir. Bunun sonucunda
hematit-Fe.O:@Si0.@mSIiO; pargaciklarinin Ho-indirgeme islemleri sonrasi manyetik hale

doniistiigii goriilmektedir.

]-4—Fe,0,@si0,@msi0
—A— Fe,0,@Si0,@mSiO

2

2

Manyetizasyon (emu/g)

Manyetizasyon (emulg)

T
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
Manyetik Alan (Oe)

Sekil 4.2. Fe203@SiO>@mSiO2 ve Fez0s@SiO@mSiO2 nanopargaciklari igin manyetik
histerisis egrileri.

Hazirlanmis olan ¢ekirdek/kabuk 6zelligi tasiyan hematit ve manyetik 6zellikli
nanopargaciklarin X-isimn1 kirmimi (XRD) 6l¢timleri alinmistir. XRD o6l¢timii, her bir
kristalin fazin kendine 6zgli atomik dizilimlerine bagli olarak X-isinlarin1 Karakteristik bir
diizen igerisinde kirmasi esasia dayanir. Her bir kristalin faz i¢in bu kirinim profilleri bir
nevi parmak izi gibi o kristali tanimlar (Ma ve digerleri, 2018). Hematit 6zellikli
Fe203@SiO2@mSiO2 ve manyetik ozellikli FesOs@SiO.@mSiO2 nanopargaciklarinin
XRD olgtimleri Sekil 5.3’de verilmistir. Hematit Fe2Os@SiO.@mSiO2 yapist igin
karakteristik pikler; 0,12 (24.14°); 104 (33.06%); 110 (36.66°); 113 (40.94°); 0,24 (49.35°);
116 (54.12%); 214 (62.517); 300 (64.38%); 1010 (71.54°) degerlerinde ve literatiir ile uyumlu
oldugu gozlenmistir (Zhuang ve digerleri, 2015). Hematit 6zellikli bu nanopargaciklar Ha-
indirgeme isleminin sonucunda manyetik 6zellikli Fe3Os@SiO2@mSiO2 nanopargaciklari
elde edilmistir. Bu manyetik 6zellikli nanoparcaciklarin kristal yapilarina ait XRD
ol¢timiinde ise; 101 (30.06%); 220 (30.06°); 311 (36.09%); 400 (42.39°); 422 (52.97°); 511
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(57.23%); 440 (61.17°) seklinde gozlenmistir. Bununla birlikte pargaciklarin kapli oldugu
SiO; tabakasi da tipik bir genis bir pik ile 20° ile 30° arasinda goriilmiistiir (Zhuang ve
digerleri, 2015).

Fe,0,@Si0,@mSiO,
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Sekil 4.3. Hematit Fe;O:@SiO,@mSiO2 ve manyetik  Fez0s@SiO2@mSiO;
nanoparcaciklari i¢in X-1ginlar1 kirinim desenleri

4.2. KTLA polimeri kaph elipsoidal hibrit nanoparcaciklarin hazirlanmasi

Biyoyumlu ve kontrollii salim yapabilen hibrit sistemin hazirlanmasi i¢in manyetik 6zellikli
Fes04@SiO.@mSiO2  nanopargaciklart  pH/redoks-kontrolli  KTLA  polimeri ile

kaplanmislardir. Bu amagla dncelikle KTLA polimeri sentezlenmis ve karakterize edilmistir.

4.2.1. LA modifiye edilmis KT polimerinin sentezi ve karakterizasyonu

Hibrit nanotasiyict sistemin hazirlanmasi igin Fe3O4s@SiO.@mSiO2 nanopargaciklari
oncelikle biyouyumlu bir polimer tabakasi ile kaplanmigtir. Bu amagla, biyouyumlu ve
dogal polimer olan kitosan (KT) polimeri se¢ilmistir. KT polimeri biyouyumluluk ve
biyobozunur 6zelligi ile akilli tasiyici sistemlerin hazirlanmasinda en ¢ok tercih edilen dogal
polimerlerden birisidir (Wei ve digerleri, 2008). KT polimeri yapisinda bulunan biiyiik

miktardaki amino gruplarindan dolay1 pH-duyarli bir polimerdir. KT polimerinin pKa degeri
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6.3’diir. Dolayisiyla asidik veya hafif asidik ortamlarda nétral ortamlara gore daha siddetli
tepkiler verir. Bilindigi gibi anormal dokular normal dokulara gore daha asidik lokal bir
cevre uretirler. Endozomal bolgenin pH degeri 6,8 iken lizozomal dokularin pH degeri 5,5-
6,0 degerleri arasindadir. Dolayisiyla KT asidik bolgelerde kontrollii ve spesifik ilag
saliminin saglanabilmesi i¢in tercih edilen bir polimerdir (Wu ve Sailor, 2009). Bu kapsamda
hibrit nanotasiyict sisteminin kabuk kismint olusturan Kitosan-lipolik asit (KTLA)
polimerinin pH-duyarli grubunu KT polimeri saglamaktadir. Tasarlanan hibrit nanotasiyict
sisteminin pH/redoks-kontrollii salim gergeklestirebilmesi i¢in KT polimeri yapisinda
bulunan —NH: gruplarindan, redoks-duyarli molekiiller olan lipoik asit (LA) molekiilleri ile
modifiye edilmistir. Sentezlenen KTLA polimerinin kimyasal karakterizasyonu H-NMR

spekturumu ile aydinlatilmistir.

T T T 1 T T T 1 T T T 1 T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Sekil 4.4. a. Kitosan (KT), b. Lipoik asit (LA), c. Kitosan-Lipoik asit (KTLA)

Sekil. 4.4(a)’da verilen *H-NMR incelendiginde, herhangi bir modifikasyona ugramamis

olan kitosana ait spesifik metil, etil ve seker yapilarina ait pikler gozlenmektedir. Ilgili
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spektrum incelendiginde, 4,5 ppm’de goriilen pikin (O-CH) gruplarini, 3,0 - 3,5 ppm
arasinda goriilen piklerin etilen grubuna ait protonlar: (-CH2) ve 2,77 ppm de goriilen pikin
ise amin grubuna bagli (-CH) protonunu oldugu ve literatir uyumlu bir sekilde
goriilmektedir. Bunun yaninda, 1,66 ppm de goriilen pikin ise kitosanin su i¢inde asetik asit
ile asitlendirilmesinden kaynakli asetil protonu (COCH3) oldugunu disiinilmektedir
(Weinhold ve digerleri, 2009). Yine aym sekilde lipoik asit’e ait *H-NMR spektrumu (Sekil
4.4.b) incelendiginde, 0,5-3,0 ppm arasinda goriilen (a, b, ¢, d, e, f, g) lipoik asitin
karakteristik lineer -CH2, -CH gruplarina ait proton pikleri goriilmektedir (Yang ve digerleri,
2016). pH/redoks duyarli KTLA polimerinin H-NMR spektrumu (Sekil 4.4.c)
incelendiginde ise 1,0-2,5 ppm arasinda goriilen piklerin (d, e, f, 9) LA nin karakteristik CH>
gruplarinin KT polimeri yapisina katilmasindan kaynaklanan proton piklerinden geldigini,
3,0-4,0 ppm arasindaki piklerin (a,b) kitosanin (-CH ve —CH>) spesifik piklerinden geldigi
ve 4,85 ppm de goriilen kiigiik pikin (¢) kitosanin (O-CH) protonlarindan kaynakli oldugunu
diistintilmektedir (Elsaid ve digerleri, 2017). Bu sonuglardan yola ¢ikarak KTLA polimerinin

basari ile sentezlendigi s0ylenebilir.

Sentezlenen ve kimyasal yapist H-NMR ile aydmlatilan KTLA polimerindeki LA
birimlerinin modifikasyon derecesinin belirlenebilmesi icin TNBSA testi yapilmistir.
Bilindigi gibi TNBSA testi primer aminlerin varliginin belirlenmesinde kullanilan ve Sekil

5.5’de verilen kimyasal mekanizme iizerinden yiiriiyen bir reaksiyondur.
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Sekil 4.5. Kitosan-TNBSA etkilesim mekanizmasinin sematik gosterimi

Burada TNBSA primer aminlerle reaksiyona girerek turuncu renkli bir bilesik
olusturmaktadir. Buradaki renkteki degisimin derecesi ortamdaki pirimer aminlerin varligini
UV Spektrofotometresinde okunmasin1 saglamaktadir. Bu kapsamda oncelikle farkli
derigimlerdeki KT ¢ozeltileri igin bir kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Sekil. 5.6(a)
incelendiginde, farkli derisimlerdeki (0,034 — 0,16 mg/mL) kitosan ¢6zeltileri igcin TNBSA
testine ait UV Spektrumlari goriinmektedir. Bu spektrumdaki 360 nm’deki spesifik
absorbans degerleri dikkate alinarak Sekil 4.6. (b)’de kalibrasyon egrisi olusturulmustur.
Olusturulan bu kalibrasyon egrisi kullanilarak modifiye edilen KTLA polimerindeki primer
aminlerin miktar1 belirlenmis ve ES 3.1 kullanilarak modifikasyon yiizdesi hesaplanmistir.
Yapilan 6l¢timler sonucunda LA birimlerinin KT polimerine modifikasyon derecesi yaklasik

% 23 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.6. (a) Farkli derisimlerde hazirlanan kitosan ¢6zeltilerinin TNBSA testi ile UV
Spektrumlari ve (b) TNBSA testine ait kalibrasyon grafigi.

4.3. KTLA polimeri kaph hibrit nanoparcaciklarin hazirlanmasi ve karakterizasyonu

Hibrit nanotasiyici sistemin hazirlanmasi i¢in manyetik FesOs@SiO.@mSiO; pargaciklari
KTLA polimeri ile kaplanmistir. Hibrit nanotasiyici sistemin yapisal morfolojisi TEM
goriintiileri alinarak incelenmistir. Hibrit nanotasiyici sistemin Sekil 4.7°de verilen TEM
goriintiileri incelendiginde, nanoparcaciklarin KTLA polimerle kaplamasindan sonra 138
nm en ve 371 boy olarak boyutlarinin degistigi gézlenmistir. Yiiksek ¢oziiniirliikli TEM
(Sekil 4.7(b)) gorintiisiinde pargaciklarin orta g¢ekirdegini olusturan elipsoidal FezOs
nanoparc¢ag ve bu parcacigi kaplayan iki tabakadan olugan silika katmani ve yaklagik 8 nm

kalinliginda olan polimer tabakasi rahathikla gdzlenmektedir. Sonu¢ olarak, hibrit

nanotagiyici sistemin basarili bir sekilde sentezlendigi belirlenmistir.

50 nm

100 nm.

Sekil 4.7. KTLA kapl elipsoidal manyetik Fe3O4s@SiO2@mSiO2 nanopargaciklarin TEM
goruntisu.
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Hibrit nanopargaciklarin yapisal morfolojilerinin incelenmesinin ardindan, pargaciklarin
kimyasal yapilarinin karakterizasyonu i¢in, parcaciklarin hazirlanmasinda kullanilan her bir

bilesenin ve en son hibrit nanopargacik sisteminin ATR-FTIR spektrumlar1 alinmistir.
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Sekil 4.8. Fe30:@SiO>@mSiO2, KT, LA, KTLA ve hibrit nanopargaciklarin ATR-FTIR
spektrumlari.

Sekil 4.8’de verilen ilgili spektrumlar incelendiginde; manyetik Fe30s@SiO@mSiO-
pargaciklarina ait 3400 cm™ deki —OH grubuna karsilik gelen gerilme band, silika
kaplamasia 6zgiin sirastyla 1060 cm™ ve 810 cm™ deki Si-O gerilmelerinin simetrik ve
asimetrik titresimleri gézlenmektedir (Mahto ve digerleri, 2015). Bu manyetik parcaciklara
pH/redoks duyarli KTLA polimerinin kaplanmasina ait ATR-FTIR spektrumunun
yorumlanabilmesi i¢in 6ncelikle KTLA polimerinin tiim bilesenlerinin ayr1 ayr1 spektrumlari
alinmistir. Ilk olarak KT icin ATR-FTIR spektrumuna bakilacak olursa, 3291-3360 cm™
deki giiclii band, N-H ve O-H gerilmesine ve ayrica molekiil i¢i H-baglarina karsilik
gelmektedir. Yaklasik 2920 ve 2873 cm™ deki bantlar sirastyla, C-H simetrik ve asimetrik
gerilmeden kaynaklanmaktadir. Bu bantlar polisakkaritin tipik bir dzelligidir. 1589 cm™ deki
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bant, primer amide karsilik gelmektedir. CH, ve CHs simetrik deformasyonlar1 yaklasik
1423 ve 1375 cm™ deki bandlarin varligi ile dogrulamir. 1153 cm™ deki band C-O-C
kopriisiiniin asimetrik gerilmesine baglanabilir ve 1060 cm™ ile 1028 cm™ deki bandlar C-O
gerilmesine karsiliktir (Fernandes ve digerleri, 2014). LA i¢in ATR-FTIR spekturumuna
bakildiginda; 3937 cm? civarindaki genis band O-H gerilmesini, 2925 ve 2855 cm™ deki
titresimler simetrik ve asimetrik -CH, gruplarin1 ve gostermektedir. 1634 cm™ deki band
yapidaki C=0 bagmi temsil ederken 1412 cm™ civar1 goriilen band C-S bagmi temsil
etmektedir (MilaSinovi¢ ve digerleri, 2016). Bu pH/redoks duyarli kitosan-lipoik asit
polimerinin birbirine modifiye edilmesine ait ATR-FTIR spekturumu incelendiginde ise,
3070-3541 cm™ deki genis band; KT’ —OH ve —NH> gruplarin1 temsil ederken 1550 cm™
deki tepe ise yeni bir amid bagi (-CO-NH-) olusumunu temsil etmektedir. Son olarak bu
pH/redoks duyarli KTLA polimerini manyetik Fe30s@SiO@mSiO. pargaciklarina
kaplanmasinin ardindan silika katmanli manyetik pargaciklarimizdan gelen Si-O titresimleri
1060 cm™ de biraz baskilanmus sekilde goriiliirken, 1030 cm™ de kitosanin yapisindan gelen
C-O bag goriilmektedir. Ayrica 1550 cm™ de —~NH biikiilmesi olarak adlandirdigimiz amid
II titresimini agikga goriirken, 1647 cm™ de olustugunu gordiigiimiiz C=0O bagida acikca
goriilmektedir (Nikoli¢ ve digerleri, 2014). Bu sonuglar 1s18inda mezoporoz yapili
Fe304@Si102@mSiO, parcaciklari biyouyumlu pH/redoks duyarli KTLA polimeri ile
basariyla kaplanmis ve bir sonraki asama olan ilag salim galigsmalarinin yapilmasi igin hazir

hale getirilmigtir.

Hazirlanan KTLA@Fe304@SiO2@mSiO; hibrit nanotasiyici sistemi igerisine ilag yiikklemesi
yapilarak kontrollii salim uygulamalarinda kullanilmast planlandigi i¢in bu sistemin
gozenekliligi, gbzenek boyutu ve yiizey alan1 belirlenmesi gereken 6nemli parametreleridir.
Bu parametrelerin belirlenmesi amaci ile polimer kaplamasi 6ncesi Fe3O4@SiO.@mSiO2 ve
polimer kaplamasi sonrasi KTLA@Fe304@Si02@mSiO2 nanopargaciklari igin Yiizey Alani
Olgiim Cihazi (Brunauer, Emmett and Teller (BET)) ile dl¢iimler yapilmustir. Sekil 5.9 (a)’da
Fe304@Si02@mSiO2 nanopargaciklarinin N2 adsorpsiyon/desorpsiyon izotermleri ve
gdzenek boyutu dagilim grafikleri goriinmektedir. Izotermler mezoporlu sistemlere dzgii
tipik Tip-1V izotermine uymaktadir (AbouAitah ve digerleri, 2016). Sekil 5.9 (b)’de polimer
kapli KTLA@Fe301@SiO2@mSiO2 nanopargaciklart igin N2 adsorpsiyon/desorpsiyon
izotermleri ve gozenek boyutu dagilim grafikleri verilmistir. Bu grafikler incelendiginde
yapidaki gozenekliligin polimer kaplamasi sonrasi azaldigr ve gozenek boyu dagilimin

PR

degistigi gdzlenmistir.
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Sekil 4.9. (a) FesO4s@Si0.@mSiOz ve (b) KTLA@Fe304@SiO2@mSiO2 nanopargaciklari
icin N2 adsorpsiyon/desorpsiyon izotermleri.

Polimer kapli ve kapsiz nanoparcacik sistemi i¢in BET yiizey alan1 degerleri bagil basing
degerinin 0,05-0,30 arasindaki N> adsorpsiyonu verileri kullanilarak, 6l¢iim yapilan cihazin
yazilimi tarafindan hesaplanmistir. Ayrica her iki nanopargacik sisteminin de N2 desorpsiyon
izotermleri kullanilarak yine cihazin yazilimi tarafindan Barrett-Joyner-Halenda (BJH)

modeline gore gézenek hacmi ve gozenek boyut dagilimlart hesaplanmustir.

Fe304@Si0.@mSiOz ve KT-LA@Fez04@SiO.@mSiO2 nanopargaciklarina ait bu yapisal
parametreler asagidaki Cizelge 1°de verilmistir. Cizelge 1°de verilen degerlere bakildiginda
Fes04@Si02@mSiO; pargaciklarinin yiizey alan1 261,371 m?/g ve gdzenek cap1 1,84 nm
iken KTLA@Fe304Si0.@mSiO; pargaciklarinimin yiizey alan1 175,75 m?/g ve gozenek
capida 1,52 nm olarak goriilmektedir. Bu sonucglar 1s18inda KTLA polimeri kapl
parcaciklarin kaplamadan dolay: yiizey alaninda bulunan mezoporoz yapilarini orttiigii ve
gbzenek capiinda buna bagl azaldig: belirlenmistir. Adsorbsiyon/desorpsiyon egrilerinin
birbirini uyumlu bir sekilde takip ettigini KTLA polimer kaplamasinin basarili sekilde
yapildig1 gortilmiistiir.

Cizelge 4.1. Fez04@SiO.@mSiO2 ve KTLA@Fe304@SiO>@mSiO2 nanopargaciklarina ait
yapisal parametreler

Spesifik i ) .
Numune Yiizey Alani Gozenek3/Hacm1 Gozen(ek lioyutu
2 cm nm
(m’/g) (cm'/g)
Fe,0,@Si0,@mSiO, 261,37 0,47 1,84
KTLA@Fe,0,@Si0,@mSio, 175,75 0,34 1,52
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4.4. Polimer kaph hibrit nanoparcaciklara ila¢ yiiklenmesi

Hazirlanan KTLA@Fe304@Si0.@mSiO2 nanopargaciklarinin pH/redoks/ultrases-kontrollii
salim etkinliklerinin incelenmesi igin Oncelikle pargaciklara model ilag molekiilii olarak
R6G yiiklenmistir. Pargaciklara yliklenen R6G miktariin ve etkinliginin hesaplanabilmesi
icin oncelikle 2,64x102-2,75x10° mg/mL derisim araliklarinda R6G ¢dzeltisinin UV
Spektrumlar1 alinmigtir (Sekil 4.10(a)).

3,0 2,5
- 2,64E-2 H 2 m
R” = 0,99948 %
251 l 2,0
2,7525E-5 ' *
2,0 R 8
| 1,5
2 2
K 1,5 5
§ i 2 1,04
lc 1,0 2 /’//
| . /
0,5 0,5 ’ /
0,0 0,0 - 0/’
T T T T T T T T T T T T T T T T T
400 450 500 550 600 0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030
Dalga Boyu (nm) Derisim (mg/mL)

Sekil 4.10. Model ila¢ molekiilii R6G i¢in (a) UV Spektrumu ve (b) kalibrasyon grafigi

Ilgili spektrumda goriildiigii gibi R6G, 526 nm’de bir maksimum absorbans degerine
sahiptir. Bu derisim aralifinda bu absorbans degerleri icin lineerligin yakalandigi derigim
aralig1 i¢in kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Sekil 4.10(b)). Cizilen egriden elde edilen degerler
kalibrasyon grafigine gecirildiginde korelasyon degeri (R?) 0,99948 olarak bulunmustur.
Bundan sonraki tiim yiikleme ¢alismalarinda bu kalibrasyon egrisi kullanilarak parcaciklara
R6G yiikleme miktar1 (ES 3.2) ve etkinlikleri (ES 3.3) hesaplanmustir. ilgili esitlikler
kullanilarak KTLA@Fe304@Si02@mSiO2 nanopargaciklarina R6G yiikleme miktar: % 83

olarak ve kapstilasyon etkinligi ise % 1,09 olarak hesaplanmustir.

4.5. Ila¢ salim profilleri

Hibrit KTLA@Fe304@Si0>@mSiO2 nanopargaciklari gapraz bagli olmayan ve gapraz bagh
olarak iki farkli sekilde hazirlanmistir. Bu pargaciklarin salim etkinlikleri pH, redoks ve
ultrases-kontrollii olarak ayri ayri incelenmis ve hazirlanilan bu hibrit sistemin optimum

salim etkinlikleri ve kullanilabilirlikleri tartisiimistir.
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4.5.1. Capraz bagh olmayan hibrit nanoparcaciklarin ila¢ salim profili

Hibrit nanoparcaciklar herhangi bir ¢apraz baglayici ajan kullanilmadan sadece pH etkisiyle
kontrollii salim1 incelenmistir. Bu hibrit nanopargaciklarin pH-kontrollii salimi dis kabukta

kaplamasi yapilan biyouyumlu KTLA polimerinin KT kismi sayesindedir.

Kitosan, Kitinin deasetilasyonu sonucu elde edilen, katyonik polisakkarittir. Yapilari
kimyasal olarak birbirine benzer, yalnizca genel karbonhidrat yapisindaki iki numarali
karbona bagli gruplarinda kitinde N-asetil (N-NHCOCHS3), kitosanda ise amin (-NH2)
gruplart bulunmaktadir. Hidroksil gruplart (-OH) bulundurmasindan dolayr yiiksek
hidrofilite gosterir. Kitosan noétral ve alkali pH’da ¢6ziinmemesinin sebebi kararli kristal
yapisindan dolayidir. Hidroklorik asit (HCI), laktik asit (C3HsO3) ve asetik asit (CHzCOOH)
gibi inorganik ve organik asitlerle suda ¢oziinebilmektedir. Asitlendirilmis ortamda,
¢ozlinmenin baglamasiyla yapisinda bulunan amino gruplari protonlanir ve pozitif yiiklenir.
Kitosanin iki biiyiikk avantajindan birincisi kitini ¢ozmek igin toksik oOzellikli ¢oziiciiler
kullanilirken kitosanin seyreltik asetik asit i¢inde kolayca ¢oziinebilmesidir. Ikincisi ise aktif
kisim olan serbest amin gruplarina sahip olmasidir. Bu amin gruplar ile modifikasyon
islemleri kolaylikla yapilmakta ve pH-duyarli biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir
(Rao ve digerleri, 2006). Bu ¢alismada, KT polimeri pH-duyarli salim sistemi hazirlanmak
icin kullanilmig ve ayrica yapisindaki primer amin gruplari kullanilarak LA birimleri ile
modifiye edilerek pH/redoks-kontrollii bir hibrit tagiyict sistemi hazirlanmistir. Hazirlanan
sistemin salim etkinliklerinin aydinlatilmas: i¢in Oncelikle capraz bagli olmayan hibrit

nanotasiyici sistemin pH-kontrollii salim profilleri incelenmistir.
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Sekil 4.11. Capraz bagli olmayan hibrit parcaciklarin farklt pH ortamlarindaki salim
profilleri

Model ilag¢ olarak kullanilan R6G’nin, polimer kapli ve g¢apraz bagli olmayan hibrit
pargaciklarin igerisine yiiklenmesinden sonra ii¢ farkli pH ortaminda (5,5; 6,8; 7,4) salim
profilleri 24 saatlik siirede 37°C sicaklikta incelenmistir. Sekil 5.11°de goriildiigi gibi salim
profillerinin pH 7,4; 6,8 ve 5,5 de farklilik gésterdigini asitlik arttik¢a salimin da arttig
goriilmektedir. pH=7,4 de salim1 % 56, pH=6,8 de % 72,5 ve pH=5,5 de ise % 93,2 oldugu
goriilmiistiir. Beklendigi gibi hibrit nanoparcaciklarin dis kabugundaki pH-duyarli polimer
olan KT polimeri asidik pH ortamda daha hidrofilik hale gelmistir ve buna bagli agilan
polimer iplikleri ile hibrit nanopargacigin porlari agilarak kargo molekiilleri disar1 ¢ikmustir.
Hazirlanilan hibrit nanotasiyic1 sistemin kanserli bolgede kontrollii salim yapmasi
istenmektedir. Bilindigi gibi tiimorlii dokularin pH degeri normal dokulara gore daha
asidiktir. Bu elde edilen salim grafigine bagli olarak hazirlanilan bu pH-kontrollii hibrit
nanotastyici sistemi bu bdolgelerde istenildigi gibi kontrollii salim yapma yetisine sahip

oldugu sdylenebilir.

4.5.2. Capraz bagh hibrit nanoparcaciklarin ila¢ salim profili

Hibrit nanopargaciklar yukarida da goriildiigi gibi herhangi bir ¢apraz baglayici ajan
kullanilmadan sadece pH etkisiyle pH=5,5 de % 93,2 oraninda bir salim gdstermistir. Bu
hibrit nanoparcaciklarin pH-kontrollii salim yapmasinin disinda dogrudan kanserli bolgede
daha kontrollii ve akilli salim yapmasi igin hibrit nanopargaciklar pH-kontroliiniin disinda
redoks duyarli hale getirilmistir. Bu amagla, parcaciklarin redoks kontrollii salim

yapabilmesi i¢in KT polimeri yapisindaki -NH2 fonksiyonel gruplarindan redoks duyarlh
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molekiil LA birimleri ile modifiye edilmistir. LA birimleri bu birimlere duyarli ¢agraz
baglayici bir ajan ile ¢apraz baglanabilmektedir. Buradaki ama¢ LA birimlerinin ¢apraz
baglanmasi1 sonucu daha dayanikli bir dis kabuk elde etmek ve hibrit nanopargargacigin
dogrudan kanserli hiicre igerisinde pH/redoks-kontrollii salim yapmasini saglamaktir. Bu
amagcla, capraz baglayici olarak kiikiirt baglarina duyarli 1,4-Ditiyotriitol (DTT)
kullanilmistir. Burada hibrit nanoparcacigin dis kabugunu olusturan KTLA polimerindeki
LA birimleri DTT ile Sekil 5.12’de verilen sematik mekanizma {izerinden c¢apraz
baglanmaktadir. Oncelikle hibrit nanopargaciklarm DTT ile ¢apraz baglanma etkinliginin

belirlenilmesine ¢alisilmistir.
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Sekil 4.12. Hibrit nanopargaciklarinin DTT ile ¢apraz baglanmasinin sematik gosterimi

Bu amagla farkli miktarlarda DTT kullanilarak capraz baglanan pargaciklarin R6G salim
etkinlikleri parcaciklarin ¢ok fazla salim yapmadigi nétral pH olan ortaminda incelenmistir.
Capraz bagli parcaciklarin salim etkinlikleri ¢apraz bagli olmayan pargaciklar ile pH=7,4
ortamindaki salim etkinliklerinin kiyaslamali olarak incelenmesi ile pargaciklarin ¢apraz
baglanma yeterlilikleri incelenmistir. Pargaciklarin en az salimin yapildigt DTT derisimi

optimum gapraz baglayici olarak secilmistir
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Sekil 4.13. (a) Farkli derisimlerdeki DTT ile ¢apraz baglanmis hibrit pargaciklarin ve (b) 20
mM DTT ile c¢apraz baglanan parcaciklarin farkli pH ortamlarindaki salim
profilleri.

4.13 (a)’da verilen ve pargaciklarin farkli DTT miktarlarina baghh pH=7,4’de ve 37°C
sicaklikta 24 saatlik salim profilleri incelendiginde, DTT miktar1 1mM ile 20 mM arasinda
arttirildikca sirastyla salim oran1 % 41, 37, 32 ve 18 olarak ol¢lilmiistiir. Goriildigi gibi 20
mM DTT derisiminde ¢ok az miktarda salim gdzlenmistir. Bu salim miktar1 ¢capraz bagl
olmayan parcaciklar ile kiyaslandiginda 20 mM DTT ile capraz baglanan parcaciklarin 24
saat igerisindeki salim etkinliklerinin yaklasik % 56 degerinden % 18 degerine diistiigii
gozlenmistir. Bu noktadan hareketle 20 mM DTT derisimi optimum ¢apraz baglayici olarak
se¢ilmistir. Bununla birlikte, 20 mM derisimde DTT ile ¢apraz baglanan pargaciklar farkl
pH degerleri i¢in salim etkinlikleri yoniinden Sekil 4.13 (b)’de incelenmistir. Goriildiigi gibi
20 mM DTT ile ¢apraz baglanan pargaciklar farkli pH degerlerinde de 24 saatlik salim
caligmasinda capraz bagli olmayan pargaciklara kiyasla ¢ok az salim gdstermistir. Buna
bagli olarak hibrit pargaciklarin pH=7,4 de salim1 %18, pH=6,8 de %20 ve pH=5,5 de ise
%34 degerlerine kadar diistiigiinii goriilmiistiir. Capraz bagli olmayan ve capraz bagh

parcaciklarin salim profilleri toplu olarak Sekil 4.14’de kiyaslamali olarak incelenmistir.
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Sekil 4.14. Capraz baglh olan ve ¢apraz bagli olmayan pargaciklarin farkli pH ortamlari i¢in
salim grafikleri.

Capraz baglanma islemi olmadan 6nce pH=7,4 de %56, pH=6,8 de %72,5 ve pH=5,5 de
%93,2 salim gergeklesirken DTT ile ¢apraz baglanan parcaciklarin salim degerlerinin ise
pH=7,4 de %18, pH=6,8 de %20 ve pH=>5,5 de ise %34 degerine kadar diistiigii gorilmiistiir.
Bu sonuglar 1s1ginda lipoik asit ile modifiye edilen kitosan kapli hibrit pargaciklarin etkin

bir sekilde ¢apraz baglanarak daha dayanikli hale getirildigi gézlenmistir.

4.5.3. Capraz bagh hibrit nanotasiyici sistemin pH/redoks-kontrollii ila¢ salimi

Hibrit nanopargaciklarin basarili sekilde DTT ile ¢apraz baglandiktan sonra kargo
molekiillerinin redoks-kontrollii salim profilleri incelenmistir. Bu amagla ¢apraz baglanan
lipoik asit birimlerindeki -S-S- baglarinin kirilmasi igin indirgeyici ajan olarak Glutatyon
(GSH) kullanilmistir. Bilindigi gibi GSH viicutta dogal olarak iretilmekte olan bir
antioksidandir. Yapilan ¢alismalar GSH’1n viicutta normal hiicrelerdeki degerinin 1-10 uM
arasinda iken kanserli hiicreler igerisindeki miktarinin bu degerin 100-1000 kat1 arasinda
degiserek 1-10 mM olabildigini gostermistir (Quinn ve digerleri, 2016). Bu durumdan
yararlanarak, son yillarda kanser tedavisinde kullanilmak iizere daha kontrollii ve se¢imli
salim yapilabilmesi i¢in nanopargaciklara —S-S- bag1 igerecek sekilde redoks-duyarli olarak
hazirlanmaya baglanmistir. Bu sistemlerdeki —S-S- baglar1 milimolar seviyesindeki GSH ile
indirgenmekte ve —SH yapisina donmektedir. Boylelikle pargaciklar normal hiicrelerde degil

yiiksek derisimde GSH igeren kanserli hiicrelerin icerisinde yapilarindaki —S-S- baglarinin
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indirgenmesi ile salim yapabilmektedirler (Sekil 4.15)(Quinn ve digerleri, 2017; Khorsand
ve digerleri, 2013; Palanikumar ve digerleri, 2015).
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Sekil 4.15. Capraz bagli hibrit nanopargaciklarin GSH ile baglarinin kirilmasi ve kargo
molekiillerinin saliminin gematik gosterimi

Bu kapsamda oncelikle ¢apraz bagli hibrit nanopargaciklarin ¢apraz baglarinin agilmasi i¢in
gerekli GSH miktarinin belirlenilmesi iizerine bir ¢alisma gergeklestirilmistir. Bu amagla,
capraz bagli hibrit nanoparcgaciklarin salim profilleri zamana kars1 olarak pH=7,4 ortaminda
37°C sicaklikta farkli derisimlerde (1, 5 ve 10 mM) GSH bulunan ortamda incelenmistir
(Sekil 4.16 (a)).
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Sekil 4.16. (a) Farkli GSH derisimlerinde ¢apraz bagli olan hibrit nanopargaciklarin 37°C ve
pH 7,4’deki ve (b) 20 mM DTT ile ¢apraz baglanmis hibrit nanopargaciklarin
farkli pH ortamlarinda 10 mM GSH ilavesi ile zamana bagli salim profilleri.

Sekil 4.16 (a) incelendiginde, hibrit nanopargaciklarinin salim degerlerinin 1 mM GSH
ortaminda % 40 iken 5 mM GSH ortaminda % 47 ve 10 mM GSH ortaminda ise % 57
oldugu belirlenmistir. Bu degerlere bagli olarak, ortamdaki GSH miktar1 1 mM’dan 10
mM’a cikartilmasiyla paralel olarak pargaciklarin salimlarinin da arttig1 goriilmektedir. 10
mM GSH miktar1 kullanimi ile pargaciklarin en fazla salimi sergiledikleri gozlenmistir. Bu
nedenle 10 mM GSH derisimin ¢apraz baglarin kirilmas: igin yeterli olacagi kanisina
vartlmigtir. Optimum GSH derisiminin belirlenmesinden sonra bu degerde fakat farkl pH
degerlerinde hibrit pargaciklarin salim profilleri incelenmistir. Sekil 4.16 (b)’deki ilgili
grafik incelendiginde 20 mM DTT ile ¢apraz baglanmis hibrit nanopargaciklarin ti¢ farkli
pH ortaminda 10 mM GSH ilavesi ile yapmis oldugu R6G salim grafigi incelendiginde
pH=7,4 de %57, pH=6,8 de %80, pH=5,5 de ise salimin %96’lara ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu
sonuglarda bize ¢apraz baglarin GSH ilavesiyle ve pH etkisiyle beraber pH/redoks kontrolli

salimin basaril1 bir sekilde gerceklestigini gostermektedir.
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Sekil 4.17. Capraz bagl hibrit nanopargaciklarin 10 mM GSH varliginda 37°C’daki farkli
pH degerlerindeki salim profilinin toplu gdsterimi.

Sekil 4.17°deki grafik incelendiginde ¢apraz bagl hibrit parcaciklar ii¢ farkli pH degerinde
cok diisiik bir salim gosterirken ortama 10 mM GSH ilave edilmesiyle S-S baglarindaki
capraz baglarin da agilmasi ile salimda etkili bir artis gézlenmistir. 10 mM GSH eklenerek
capraz baglarin da agilmasiyla redoks-kontrollii salim mekanizmasi da devreye girmis ve
salim hizli bir sekilde artmistir. Bu sonuca gore hazirlanan hibrit nanopargacik sistemin

pH/redoks-kontrollii salim mekanizmasini etkili bir sekilde gosterdigi goriilmiistiir.

4.5.4. Hibrit nanotasiyici sistemin ultrases-kontrollii salim profili

Hibrit nanopargaciklarin pH ve redoks-kontrolii yaninda ultrases-kontrollii salim
etkinliklerinin de incelenmesi amaglanmigtir. Bilindigi gibi ultrases, 6zellikle seker hastalari
ve kanser hastalar1 gibi sok dozlarda ve ani ilag verilmesi gereken kisilerde kullanilan bir
yontemdir. Tastyict sistemleri ultrases dalgalari ile uyarildiginda pargacigin dis kabugundaki
polimer tabakasi hareketli hale gelir ve pargacigin igindeki kargo molekiillerinin salimina
izin verir. Sekil 4.18 deki sematikte goriildiigii gibi pargacik sisteminin ultrases dalgalari ile
uyarilmasiyla kabuktaki polimer tabakasi hareketli hale gelmis ve bir miktar ¢apraz baglarin
kirtlmis olabilmesine bagli olarak, tasiyici sistem icindeki ilag molekiillerini dogal
salimindan ¢ok daha fazla bir bigimde salabilmektedir. Burada 6ncemli olan ultrases-uyarimi
ile parcacigin i¢indeki ila¢ molekiillerinin tamamini degil belli bir kismin1 ani salmasi geri

kalan kismini igerisinde tutarak dogal salima devam etmesi beklenmektedir. Bu olay bir
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ultrases-dogal dongiisii seklinde kademeli uyarimlar ile tekrarlanabiliyorsa o sistem ultrases
ile kontrol edilebiliyor denilebilmektedir (Demirel ve digerleri, 2012).
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Sekil 4.18. Capraz bagli hibrit nanoparcgaciklarin ultrases dalgalari ile salim mekanizmasinin
sematik gosterimi

Bu kapsamda hazirladigimiz pH/redoks-kontrollii hibrit nanopargaciklarin ultrases-kontrollii
salim etkinligine sahip olup olmadiginin incelenmesi i¢in pargaciklar Sekil 4.19°de verilen
grafikte de goriilebilecegi gibi dnce bir 60 dakika dogal salim profiline birakilmig ardindan
1 dakika 42 kHz ultrasonik su banyosunda ultrases dalgalar1 ile uyarilmis ve salimi
incelenmis daha sonra 30 dakika dogal salima birakilmis ve ardindan yine 1 dakika ultrases
ile uyarilmistir. Bu islem dongii seklinde tekrar edilmis ve ayrica farkli pH degerleri i¢in
parcaciklarin salim etkinlikleri kiyaslamali olarak incelenmistir. ilgili grafikte, ¢apraz baglh
hibrit nanopargaciklarin ultrases etkisiyle saat mertebesinden ziyade dakikalar i¢inde tagidigi

kargo molekiillerini hizli bir sekilde saldigi gozlemlenmistir.
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Sekil 4.19. Farkli pH ortamlarinda capraz bagli parcaciklarin ultrases-kontrolli salim
profilleri
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Sekil 4.19 incelendiginde, pH=5,5 ortaminda dogal ila¢ saliminda ilk 60 dakika sonunda %8
salim gozlenirken pargaciklar 1 dakika ultrases dalgalar ile uyarildiginda salim degeri % 15
degerine ¢ikmustir. Sistem tekrar 30 dakika dogal salima birakildiginda salimin yavas bir
sekilde devam ettigi gozlenirken her ultrases uyariminda kademeli olarak ani salimlar
gozlenmistir. Ug saatlik salim profili calismas1 sonucunda pH=5,5 ortaminda gapraz bagh
parcaciklarin salimmin %39 degerlerine ¢iktigr gozlenmistir. Bu deger dogal salimda
yaklasik 24 saat igerisinde bile yakalanamamistir. Ayni durum pH=6,8 ve pH=7,4 ortaminda
da gortilmistir. pH=6,8 de ilk dogal salimin % 6 iken 3 saat sonunda % 34 e ve pH=7,4 de
ilk salimin % 4 iken 3 saat sonunda uygulanan ultrases dalgalariyla % 32 ye kadar ¢iktigi
goriilmistlir. Sonug olarak dogal salim ile yaklasik 24 saat igerisinde yaptiklart salimi
ultrases—kontrolii ile 3 saat igerisinde yakalandigi goézlenmistir. Bu salim profilleri
incelendiginde hibrit nanopargaciklarin ultrases-kontrollii salimi etkili bir sekilde

gosterdikleri gézlenmektedir.

4.6. Hibrit nanoparcaciklarin hiicre i¢i sitotoksisitesinin incelenmesi

Pargacik sisteminin cesitli salim profilleri incelendikten sonra son asama olarak hiicre
icindeki sitotoksisiteleri incelenmistir. Bu amagla hibrit nanoparcaciklarina farkli
derisimlerde antikanser ilact Doksorobusin (DOX) ¢ozeltileri hazirlanarak deneysel kisimda
ayrintili anlatildigr gibi yiiklemesi yapilmistir. Yiikleme etkinligi ve veriminin
hesaplanabilmesi igin oncelikle farkli derisimlerde (0,5 mg/mL-1,563x102 mg/mL)
hazirlanan DOX ¢ozeltileri i¢in UV spektrumlart alinmistir (Sekil 4.20 (a)). Bu spektrumda
goriinen DOX’ a ait 488 nm’deki maksimum absorbans degerine ait spesifik pik degerleri
kullanilarak Sekil 4.20 (b)’de kalibrasyon grafigi cizilmistir. Bu kalibrasyon grafigi
kullanilarak ES. 3.2 ve ES. 3.3 kullanilarak yapilan hesaplamada pargaciklara yiiklenen
DOX miktart % 89,9 ve kapsiilasyon etkinligi % 4,1 olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 4.20. (a) DOX ¢ozeltileri i¢in UV spektrumlari, (b) DOX icin kalibrasyon grafigi

Hazirlanan hibrit nanopargaciklarin ilag tasiyici sistem olarak kullanilabilmeleri igin ilag
yiikli degil iken toksik 6zellik gostermemeleri beklenmektedir. Bu amagla, dncelikle DOX
yiiklii olmayan hibrit nanotasiyicilarin hiicreler ilizerine toksisiteleri, farkli derigsimlerde
parcacik kullanilarak MCF-7 meme kanseri hiicreleri iizerinde 24 ve 48 saat siireyle
incelenmistir. Sekil 4.21(a)’da verilen DOX-yiiklii olmayan 100,0-6,25ug/mL miktarlari
arasindaki hibrit pargaciklarin sitototoksisite sonuglarina bakildiginda pargaciklarin hiicreler
iizerine ciddi bir toksisite gostermedigi goriilmektedir. 100,0 pg/mL degeri gibi oldukga
yiiksek pargacik miktarinda bile hiicrelerin %80 civarinda yasayabilirlik gosterdigi
goriilmektedir. Bu durum bu pargaciklarin biyomedikal uygulamalar i¢in uygun oldugunu

gostermistir.

Daha sonra pH=7,4 ve pH=5,5 olmak iizere iki farkli pH ortaminda ve en ¢ok salimin
gozlendigi pH=5,5+10 mM GSH ortaminda 48 saat siireyle MCF-7 hiicreleri farkli
derisimlerde DOX iceren hibrit parcaciklari ile muamele edilmistir. Farkli ortamlarda
toksisitesi incelenen bu DOX yiiklii parcaciklarin sitotoksik etkinlikleri ayn1 miktarda

serbest DOX ile karsilastirmali incelenmistir (Sekil 4.21 (b)).
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Sekil 4.21. (a) KTLA kapli pargaciklarin 24 ve 48 saatte hiicre igi sitotoksik etkisi, (b) DOX-
yiiklii pargaciklarin farkli ortamlarda hiicre yasayabilirlik grafigi

Sekil 4.21 (b)’de goriildiigii gibi, farkli derisimlerde DOX (0,5-8,0 pg/mL) igeren
parcaciklar pH=7,4’de ortaminda %100-%75 hiicre yasayabilirligi gosterirken; pH=5,5
ortaminda hibrit nanoparcaciklart uygulanan hiicrelerin hiicre yasayabilirligi %70
degerlerinden artan DOX miktarina bagli olarak % 60 degerlerine diiserken, pH=5,5+10 mM
GSH igeren ortamda ise hiicrelerin yasayabilirligi DOX miktarina bagli olarak % 40

degerlerine diismiistiir.

Bu degerlerin daha net anlasilabilmesi i¢in DOX-yiiklii hibrit nanopargaciklarin sitotoksik
etkinlikleri ayni derisim degerlerindeki serbest DOX ile kiyaslanmistir. lgili grafikte
goriilecegi gibi DOX miktariin artisina bagl olarak MCF- 7 hiicrelerinin yasayabilirligi
%30-%28 arasinda degismektedir. Buna bagli olarak pH/redoks-kontrollii hibrit nanotasiyici
sisteminin ise serbest DOX degerine oldukga yakin bir sekilde % 40 hiicre yasayabilirligi

gosterdigi gdzlenmistir.

Tiim bu sonuglar 1s181nda, tez kapsaminda hazirlanan bu hibrit nanotasiyici sisteminin etkili
bir sekilde pH/redoks/ultrases-kontrollii salim yapabildigi, DOX yiiklii degil iken toksik
olmadig1 ve DOX yiiklendiginde ise etkili bir sekilde hiicre oliimii sagladigr gosterilmistir.
Sonug olarak, hazirlanan bu hibrit nanoparcacik sisteminin kanser tedavisinde kullanilmak

lizere umut vaat edecegi belirlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

o
*

*

X/
°e

Kontrollii ilag salim sistemlerinde kullanilacak 40 nm en ve 300 nm boyunda elipsoidal
Fe203 hibrit nanopargaciklar: sentezlendi.

Sentezlenen elipsoidal Fe2O3 nanopargaciklari daha sonra iki agsamali silika/mezoporoz
silika katmani ile kaplandi.

Parcaciklarin manyetik 6zelliklerindeki degisimin incelenmesi i¢in manyetik histerisis
Olgtimleri yapildi. Hematit o6zellikli Fe;O3@SiO.@mSiO2 nanopargaciklarinin
manyetizasyon degerinin 1,18 emu/g oldugu, magnetit Fe30s@Si0O,@mMSiO2
parcaciklarinin ise manyetizasyon degerinin ise 88,38 emu/g degerine ulastig1 goriildii.
Hazirlanmis olan ¢ekirdek/kabuk o6zelligi tasiyan hematit ve manyetik o6zellikli
nanoparcaciklarin kristal yapilarina ait X-1gin1 kirinimi (XRD) 6lgiimleri alinmis ve
literatiir ile uyumlu oldugu goriildii.

Biyoyumlu KTLA polimeri sentezlendi ve kimyasal karakterizasyonu *H-NMR
spektrumu ile aydinlatildi.

Sentezlenen KTLA polimerindeki LA birimlerinin modifikasyon derecesi TNBSA testi
ile yaklagik % 23 olarak bulundu.

KTLA@Fe:0:@SiO.@mSiOz hibrit nanotasiyict sistemin morfolojisi  gecirimli
elektron mikroskobu (TEM) ile aydinlatildi.

Parcaciklarin kimyasal yapilarinin karakterizasyonu i¢in, par¢aciklarin hazirlanmasinda
kullanilan her bir bilesenin ve en son hibrit nanopargacik sisteminin Fourier Doniisiimli
Kizil Otesi Spektrometre (ATR-FTIR) &l¢iimleri alindh.

Hibrit nanotastyici sistemin yiizey parametreleri Yiizey Alam Ol¢iim Cihazi (Brunauer,
Emmett and Teller (BET)) ile yapilan 6lgiimler ile hesaplandi.

Hazirlanan KTLA@Fe304@SiO2@mSiO2 nanopargaciklarmin  pH/redoks/ultrases-
kontrollii salim etkinliklerinin incelenmesi i¢in Oncelikle parcaciklara model ilag
molekiilii olarak R6G yiiklendi.

Polimer kapl1 hibrit nanopargaciklarin pH, redoks ve ultrases-kontrollii olarak optimum
salim etkinlikleri incelendi.

Capraz bagli olmayan hibrit nanopargaciklarin pH etkisiyle kontrollii salim profilleri
incelendiginde; pH 7,4’de %56, pH 6,8 ‘de %72,5 ve pH 5,5’de %93,2 salim etkinligi
sergiledigi goriildii.

Hibrit nanopargaciklarin redoks kontrollii salim igin ilk olarak LA birimleri 1,4-

Ditiyotiriitol (DTT) ile capraz baglanmis ve belirlenen optimum DTT miktar1 (20mM)
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ile ii¢ farkli pH ortaminda salim profilleri incelendiginde pH=7,4 ‘de %18, pH=6,8"de
%20 ve pH=5,5"de %34 salim oldugu goriildii.

Optimum GSH miktarinda, ti¢ farkli pH ortaminda ¢alisildiginda pH=7,4’de %57,
pH=6,8"de %80 ve pH=5,5"de %96 salim oldugu goriildii.

Hibrit nanotasiyici sistemin pH/redoks-kontrollii saliminin yanisira ultrases-duyarli
salim profili de incelendi. 2,5 saatte ultrases uyarimlari sonucu pH=5,5’de %39,
pH=6,8"de %36 ve pH=7,4’de %34 salim oldugu goriildii.

Parcacik sisteminin gesitli salim profilleri incelendikten sonra son asama olarak bu
sisteminin  hiicre  igindeki  sitotoksisiteleri incelendi. Bu amagla hibrit
nanopargaciklarina antikanser ilact Doksorobusin (DOX) yiiklendi.

Hiicre i¢i sitotoksisite calismlari i¢in Oncelikle DOX yiiklii olmayan hibrit
nanotastyicilarin hiicreler ilizerine toksisiteleri, farkli derisimlerde (100-6,25ug/mL)
parcacik kullanilarak MCF-7 meme kanseri hiicreleri ilizerinde 24 ve 48 saat siireyle
incelendi. Pargaciklarin yiiksek derisimlerde bile %80 hiicre yasayabilirligi sagladigi ve
toksik olmadig1 biyomedikal uygulamalara uygun oldugu goriildii.

Daha sonra pH=7,4 ve pH=5,5 olmak tizere iKi farkli pH ortaminda ve en ¢ok salimin
gozlendigi pH=5,5 + 10 mM GSH ortaminda 48 saat siireyle MCF-7 hiicreleri farkl
derisimlerde (0,5-8,0ug/mL) DOX igeren hibrit pargaciklari ile muamele edildi. Bu
DOX yiiklii parcaciklarin sitotoksik etkinlikleri ayn1 miktarda serbest DOX ile de
karsilastirmali incelenmistir. Sonuglar incelendiginde pH=7,4’de ortaminda %100-%75
hiicre yasayabilirligi gosterirken; pH=5.5 ortaminda hibrit nanoparcaciklar1 uygulanan
hiicrelerin hiicre yasayabilirligi artan DOX miktarina bagli olarak % 60 degerlerine
diiserken, pH=5.5+10 mM GSH igeren ortamda ise hiicrelerin yasayabilirligi DOX
miktarina bagli olarak %40 degerlerine diismustiir. Sitotoksik etkinlikleri serbest DOX
ile kiyaslandiginda DOX miktarinin artigina bagli olarak MCF- 7 hiicrelerinin
yasayabilirligi %30-%28 arasinda degismektedir. Buna bagli olarak pH/redok-kontrollii
hibrit nanotastyici sistemi ise % 40 hiicre yasayabilirligi gostermistir.

Bu sonuglar ile hazirlanilan hibrit ve ¢ok fonksiyonlu nanotasiyici sistemin basar ile
hazirlandi. Bu nanotasiyici sistemin gosterdigi kontrollii salim profilleri ve sitotoksisite
ozellikleri ile biyomedikal uygulamalar i¢cin uygun bir nanotasiyict sistemi oldugu

gosterilmistir.
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