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OZET

DOGAL CAPRAZ BAGLAYICI iLE SENTEZLENEN ALBUMIN MiKRO VE
NANO TASIYICILARDAN KONTROLLU ANTI-KANSER ILAC SALIMI

Sultan (KODAL) DUMAN
Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya
Danisman: Prof. Dr. Fatma AYHAN
Haziran 2022, 95 sayfa

Kanser diinya iizerinde en c¢ok oliim oranina sahip hastaliklardan biridir. Yaygin
olarak kullanilan tedavi bigimi kemoterapidir. Ancak kemoterapi hastalarin sadece
kanser hiicrelerine degil saglikli viicut hiicrelerine de zarar vermektedir. Kanser
hastlarinin bagisiklik sistemi diisiik performansta calisirken iizerine bir de saglikli

hiicrelerine de zarar vermesi hastay1 oldukc¢a zor bir siirecin pengesine alir.

Kanser tedavisinde bizim hedefimiz sadece kanser hiicrelerini yok etmektir. Bu da
ancak nanoteknolojinin gelismesiyle gerceklestirilebilir. Nanoteknolojik ¢aligmalarin
bircogunda hastalara intraven6z olarak ¢esitli mikro ve nanotastyicilarin verilmesi
giindemdedir. Bu tastyicilarin sentezlenirken c¢esitli polimerler kullanilmasinin

yanisira farkli ¢capraz baglayici ajanlar da kullanilmaktadir.

Bu tez c¢aligmasinda sentezlenen tastyicilar albiimin proteini kullanilarak
sentezlenmistir. Albiimin kanimizda %55 oraninda bulunmaktadir. Bu sebepledir ki
biyouyumlu bir molekiildiir. Ayn1 zamanda yapilan ¢alismalar albiimin molekiiliiniin
kanserli bolgede biriktigini de gostermistir. Bu sayede kanser hedefli bir ¢alisma

gerceklestirilmistir.

Geleneksel yontemlerde kullanilan ¢apraz baglayict glutaraldehittir. Glutaraldehitin
belli dozunun {istii 6limciil etki yaratmaktadir. Zaten bagisikligi diisiik hastalarda
kullanilmas1 oldukga tehlikeli olabilir. Bu tez calismasinda dogal ¢apraz baglayicilar
kullanilmistir. Bu dogal ¢apraz baglayicilar gallik asit, tannik asit, kuersetindir. Bu
kimyasallar fenolik bilesiklerdir. Ayn1 zamanda da hepsi antioksidandir. Bu sayede
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kanser hiicreleri iizerinde dldiiriicli etki yapmasi planlanmistir. Sentezlenen albiimin
mikro tasiyicilara ve albiimin nano tasiyicilara ilag da yiiklenerek etkisine

bakilmistir. Boylece ilagl ve ilagsiz etkileri karsilastirilmistir.

Bu tez caligmasinda koaservasyon yontemi kullanilarak alblimin mikro tasiyilari
sentezlenmistir. Desolvasyon yoOntemiyle alblimin nanotasiyicilar sentezlenmistir
ancak bu asamada bazi sorunlar yasanmistir. Koaservasyon yonteminde yontem
modifikasyonuna gidilerek alblimin nano tasiyicilar sentezlenmistir. Tasiyicilarin boy
dagilimlarina bakilarak optimum kosullar belirlenmistir. Bu segilen kosullarda
sentezlenen tasiyicilarin  karekterizayonu i¢in  fouirer transform infrared
spektrofotometre (FTIR), taramali elektron mikroskobu (SEM), hidrolitik
degredasyon, sentezlenen ilagli tasiyicilarin da ila¢ salimimi miktariin 6l¢tiimi

yapilmistir.

Sentezlenen tastyicilarin in-vitro sitotoksik denemeleri 3-4,5-dimetil tiyazolil-2,5-
difeniltetrazoyum bromiir (MTT) testi ile yapilmistir. A549 akciger kanseri hiicre

hatt1 ve HT29 kolon kanseri hiicre hatt1 tizerinde ¢alisilmistur.

Denemeler sonucunda sitotoksik etkilere bakildiginda ilag yiiklenmeyen tasiyicilarin
ilach tasiyicilar kadar etkili oldugu, dogal capraz baglayicilarin ilag kadar etkili
oldugu goriilmiistiir. Boylece hem albiimin gibi biyouyumlu bir polimer kullanilarak
kanser hedefli c¢alisilmis hem de kimyasal ila¢g kullanmadan dogal antioksidanlarla
antikanser etki yaratilmistir. Kanser tedavisi igin alternatif tedavi yontemi olarak

degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Albiimin Mikro Tasiyici, Albiimin Nano Tasiyici, Dogal Capraz
Baglayici, Gallik Asit, Tannik Asit, Kuersetin, Glutaraldehit,

Celecoxib, Albiimin, Kanser Tedavisi, Nanoteknoloji.
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ABSTRACT

CONTROLLED ANTIi-CANSER DRUG DELiVERY FROM ALBUMIN
MIiCRO AND NANO CARRIERS SYNTHESIZED WIiTH NATURAL CROSS
LINKERS

Sultan (KODAL) DUMAN
Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Fatma AYHAN
June 2022, 95 pages

Cancer is one of the diseases with the highest mortality rate in the world. The most
common form of treatment is chemotherapy. However, chemotherapy damages not
only cancer cells but also healthy body cells. While cancer patients' immune system
works at low performance, they also damage their healthy cells, which puts the

patient in a very difficult process.

Our goal in cancer treatment is to destroy only cancer cells. This can only be
achieved with the development of nanotechnology. In most of the nanotechnological
studies, intravenous administration of various micro and nanocarriers to the patients
is on the agenda. While synthesizing these carriers, various polymers are used as well

as different cross-linking agents are used.

The carriers synthesized in this thesis study were synthesized using albumin protein.
Albumin is 55% in our blood. For this reason, it is a biocompatible molecule. At the
same time, studies have shown that the albumin molecule accumulates in the

cancerous area. In this way, a cancer-targeted study was carried out.

The crosslinker used in traditional methods is glutaraldehyde. Above a certain dose
of glutaraldehyde creates a fatal effect. Its use in already immunocompromised
patients can be quite dangerous. In this thesis, natural crosslinkers were used. These
natural crosslinkers are gallic acid, tannic acid, quercetin. These chemicals are

phenolic compounds. They are also all antioxidants. In this way, it is planned to have
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a lethal effect on cancer cells. The effect of the drug was also loaded on the
synthesized albumin microcarriers and albumin nanocarriers, and its effects were

examined. Thus, the effects with and without drugs were compared.

In this thesis, albumin microcarriers were synthesized using the coacervation
method. Albumin nanocarriers were synthesized by the desolvation method, but
some problems were experienced at this stage. In the coacervation method, albumin
nanocarriers were synthesized by modifying the method. Optimum conditions were
determined by looking at the length distributions of the carriers. Fouirer transform
infrared spectrophotometer (FTIR), scanning electron microscope (SEM), hydrolytic
degradation, and the amount of drug release of synthesized drug carriers were
measured for the characterization of the synthesized carriers under these selected

conditions.

In-vitro cytotoxic assays of the synthesized carriers were performed with the 3-4,5-
dimethyl thiazolyl-2,5-diphenyltetrazoium bromide (MTT) test. A549 lung cancer

cell line and HT29 colon cancer cell line were studied.

As a result of the trials, when the cytotoxic effects were examined, it was seen that
the non-drug loaded carriers were as effective as the medicated carriers, and the
natural cross-linkers were as effective as the drugs. Thus, cancer-targeted studies
were made using a biocompatible polymer such as albumin, and an anticancer effect
was created with natural antioxidants without using chemical drugs. It can be

considered as an alternative treatment method for cancer treatment.

Keywords: Albumin Microcarrier, Albumin Nanocarrier, Natural Crosslinker, Gallic
Acid, Tannic Acid, Quercetin, Glutaraldehyde, Celecoxib, Albumin,

Cancer Treatment, Nanotechnology.
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1. GIRIS

Nanoteknolojinin en biiyiik etkileri tip ve biyoloji alaninda yasanmistir.
Nanoteknolojik yontemlere dayanarak iiretilen nanopartikiiller tip alninda genis bir
sekilde kullanilmaktadir. Nanopartikiiller ¢esitli biyolojik ya da sentetik
polimerlerden sentezlenerek ilag salinim sitemleri olusturulmaktadir. Bu
polimerlerden birisi de albiimindir. Albiimin kan plazmamizin %55 ini
olusturmaktadir. Albiimin bazli nanopartikiiller toksik degildir, immunojenik degildir,
biyouyumludur ve biyobozunurdur. Ayni zamanda spesifik hiicreler iizerindeki

hedefleme 6zelligi ile ¢esitli tedaviler i¢in tastyici 6zellik gostermektedir.

Alblimin nanopartikiiller ¢esitli ilaglar1 yiiksek baglama kapasitesine sahiptir ve
herhangi bir yan etki birakmadan viicutta yok edilir. Bu 6zellikler albiimini tip

alanindaki calismalarda essiz bir polimer haline getirmektedir.

Kanser diinya ¢apinda en ¢ok 6liime sebep olan hastaliklardan biridir. Bu sebeple
arastirmacilar kanseri baskilayan ya da bagisiklik sistemini giiglendiren ve kansere
molekiiler hedef alabilen iiriinler {izerinde durmaktadir. Bu amaglar dogrultusunda
albiimin yine avantajli madde olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ciinkii albliminin kati
timor dokularinda birikmektedir boylece higbir ekstra sisteme gerek duymadan

timor hedefli calismalarda kolaylik saglamaktadir.

Albiimin bazli partikiiller olusturulurken genelde glutaraldehit, karbodiimid gibi
cesitli sentetik capraz baglayicilar kullanilmaktadir. . Ozellikle glutaraldehit oldukga
yaygin kullanilmaktadir. Ancak sentetik yapilarin zamanla istenmeyen saglik
sorunlarina yol actig1 ¢esitli arastirmalarla glindeme getirilmistir. Glutaraldehit letal
doza sahip bir ¢apraz baglayici oldugundan zaten bagisiklik sistemi zayif olan kanser

hastalarinda kullanilmasi oldukg¢a sakincali durumlar ortaya ¢ikarabilir.

Yapilacak bu tez ¢calismasinda dogal capraz baglayicilar olarak gallik asit, tannik asit
ve kuersetin kullanilacaktir. Bu dogal ¢apraz baglayicilar ayn1 zamanda antioksidan
oldugu i¢in kanser iizerinde kendi etkilerini de gostererek belki ilaca bile gerek

duymadan kanseri yok etmesi hedeflenmektedir.



1.1.Amag¢ ve Kapsam

Nanoteknolojinin en biiylik etkileri tip ve biyoloji alanlarindadir. Nanoteknolojik
yontemlere dayanarak {iretilen nano ve mikrotasiyicilar tip alaninda genis bir sekilde
kullanilmaktadir. Tasiyicilar ¢esitli  biyolojik ya da sentetik polimerlerden
sentezlenerek ilag salinim sitemleri olusturulmaktadir. Biyopolimerlerden birisi de

albiimindir. Albiimin kan plazmasinin %55’ini olugturmaktadir.

Albiimin bazli tasiyicilar toksik degildir, immunojenik degildir, biyouyumludur ve
biyobozunurdur. Ayn1 zamanda spesifik hiicreler lizerindeki hedefleme 6zelligi ile
cesitli tedaviler icin tasiyici Ozellik gostermektedir. Albiimin tastyicilarin gesitli
ilaglar yiiksek baglama kapasitesi ve herhangi bir yan etkisiz viicutta tolere edilebilir
olusu sayesinde tiim dikkatleri {izerine ¢ekmistir. Albiiminin kat1 timor dokularinda
birikmesi sebebiyle tiimdr hedefli ¢alismalarda alblimin bazli ilag dagilim sistemleri

gelistirilmektedir.

Arastirmada albiimin mikrotastyicisi (AMT) ve albiimin nanotasiyict (ANT)
sentezinde c¢apraz baglama islemi sentetik c¢apraz baglayict olmadan dogal

malzemeler olan gallik asit, tannik asit ve kuersetin ile gergeklestirilmistir.

Her dogal malzemenin belli derisimlerinde AMT ve ANT sentezi yapilacaktir. Dogal
capraz baglayicilarin kullanilmasi ile elde edilecek albiimin tasiyicilar FTIR, SEM ile

yapisal olarak karakterize edilecektir.

Nano ve ya mikro yapilarin sentezinde genellikle kullanilan glutaraldehitin, yapilan
bazi1 caligmalarda zamanla istenmeyen saglik sorunlarina yol a¢tigi giindeme
getirilmistir. Glutaraldehit yogun olarak CO;'ye metabolize olur ancak idrarla atilimi
diisiiktiir. Saglik calisanlar1 tarafindan duyusal tahris edici etkiler, cilt ve solunum
organlarinda hassasiyet ve diger semptomlar bildirilmistir. Insanlarda kronik bronsit
ve nazal semptomlarin prevalansi, glutaraldehit maruziyetinin konsantrasyonlar ile
onemli ol¢iide iliskilidir. Cilt tahrisinin kapsami, temas siiresine ve yerine baglidir ve

semptomlarin siddeti doza bagl oldugu bildirilmistir(Takigawa ve Endo 2006).

Yapilacak bu tez caligmasinda dogal capraz baglayici olarak kullanilan fenolik
bilesikler ayn1 zamanda antioksidan, antikanser Ozellige sahiptir. Molekiillerin bu
ozelliginden de yararlanilarak kanser hiicreleri iizerinde ila¢ dahi olmadan sitotoksik

etki birakmasi planlanmaktadir.



1.2. Kaynak Ozetleri

1.2.1. Albiimin
1.2.1.1. Albiimin cesitleri

Ovalbiimin (OVA)

Ovalbiimin yumurta beyazindan ekstrakte edilir. Gida matrisi tasariminda sikga
kullanilan olduk¢a fonksiyonel gida proteinidir. Kimyasal olarak 385 amino asit
kalintisindan olusan fosfoglikoprotein monomeridir. 47000 Da molekiiler agirligina

sahiptir. izoelektrik noktas1 4.8 dir.

Diger molekiilere oranla bulunabilirligi yiiksek ve diisiik maliyetli olmasi sayesinde
ilag tastyici olarak tercih edilmektedir. Ayrica OVA jel ag1 olusturma, emiilsiyon ve
kopiik stabilizasyonu gibi 6zellikleri de bulunmaktadir. Sicaklik ve pH duyarlilig:
sayesinde ila¢ salinimi i¢in yiiksek potansiyel olusturmaktadir (Elzoghby vd. 2012).

Sekil 1.1. Ovalbiimin.

Dana serum albiimin (BSA)

Dana serum albiimini 69 kDa agirligindadir. Izoelektrik noktas: 25 derecede su
icerisinde 4.7 dir. Medikal Onemi, bulunabilirligi, diisitk maliyeti, saflastirma
kolayligi, ligand baglama 06zelligi ve farmasdtik olarak kabul edilmis bir molekdil

olmas1 BSA’nin yaygin kullanimin saglamistir (Elzoghby vd. 2012).



Sekil 1.2. Dana serum albiimini

Insan Serum Albiimin (HSA)

BSA in-vivo immiinolojik cevaplara neden olabilecegi i¢in onun yerine HSA tercih
edilebilir. HSA 66,5 kDa’dur ve olduk¢a ¢oziiniir olan 585 amino asit kalintisindan
olusur. 35 sistein kalintis1 icerir. Diisiik oranda triptofan igerir. Tkincil yapisinda %65
alfa-helix ve 6 doniis ile 17 disiilfid kopriisii igerir. Uciinciil yapisinda alfa-helikal
elipsoid yapisinda {i¢ homojen domain disiilfid kopriileriyle ¢apraz baglanmistir. Bu
tic domainin her biri ‘A’ ve ‘B’ olarak adlandirilan iki alt domain bulundurur (Karimi

vd. 2016).

Sicakliga (60 derecede 10 saate kadar), pH’a (4-9 araliginda stabil) ve organik
c¢oziiciilere kars1 dayaniklidir (Elzoghby vd. 2012).

Albiimin plazmada en ¢ok bulunan protein yapisidir. Plazmanin yaklagik %55 ini
olusturur. Karacigerlerimiz giinliik olarak 10-15 gram albiimin iiretir. Insan serum

albiimininin (HSA) yarilanma 6mrtii yaklasik 19 giindiir.

HSA'nin fonksiyonlari ve baglanma 6zellikleri ¢gok yonliidiir:

a) uzun zincirli yag asitleri i¢in ¢oziicii ajan gdrevi goriir ve bu nedenle lipitlerin
metabolizmasi i¢in gereklidir (Kratz F. 2008).

b) HEM’in bozulma iiriinii olan bilirubini baglar, hormonlarin ve steroidlerin

dagilimin saglar (Kratz F. 2008;Tan ve Ho 2018).
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binding / q
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Sekil 1.3. insan serum albiimini

¢) penisilinler, siilfonamidler, indol bilesikleri ve benzodiazepinler gibi ¢ok sayida

terapotik ilaci baglar,

d) Bakir (II) ve nikel (II) 'yi spesifik ve kalsiyum (II) ve ¢inko (II)' yi nispeten
spesifik olmayan bir sekilde baglar ve kandaki bu metal iyonlar1 i¢in tasiyici gorevi
gorur,

e) kanin onkotik basincindan (Basta albiimin olmak tizere proteinlerin siviyr damar
icinde tutmasina yol agan basinctir. Alblimin miktar olarak azalirsa onkotik basing
azalir; kan stvist yani plazma damar i¢inden damar disina sizar ve dokular arasinda,

karin boslugu ve akciger zarlar1 arasinda birikir.) sorumlu ana proteindir,
f) HSA parcalandig1 zaman, amino asitler periferik dokulara besin saglar.
HSA, kan plazmasinda bulunan en kiiciik proteinlerden birisidir (Kratz F. 2008).

Albilimin, diisiik immiinojenitesi, non-toksisikligi, bulunabilirligi, timér dokularinda
hiicre i¢ci alimi destekledigi rapor edilmesi, iyi biyouyumluluk gdstermesi ve
biyobozunur olmasi onu ilag ve gen iletimi i¢in ideal bir tasiyict yapar (Karimi vd.

2016).

Cizelge 1.1. Albiimin cesitlerinin 6zet kiyaslama tablosu

Ozellik Ovalbiimin | Danaserum | Insan serum Tavsan serum
albiimin albiimin albiimin
Molekiil agirlig 47 kDa 69 kDa 66,5 kDa 64.3 kDa
Amino asit say1st 385 aa 607 aa 585 aa -
Izoelektrik noktasi 4.7 4.8 4-9 8.6
(suda @ 25°C)
Bulundugu yerler Yumurta Dana serumu | Insanserumu | Tavsan serumu
beyazi




1.2.2. Mikropartikiil & Nanopartikiil

Nanopartikiiller 1 ila 100 nanometre arasindaki boyutlar i¢in tanimlanir ve

mikropartikiiller 100 nanometre ile 1000 mikrometre araligindaki boyutlar i¢in

tanimlanir.

Sekil 1.4. Sigir serum albiimin (~7 nm) ile 10 nm partikiiliin kiyaslanmasi.

e Mikro ya da nanopartikiiller kiire, kiip, silindir, yildiz ve ya diizlem gibi ¢esitli

formlarda olabilir.

e Partikiiller sentezlenirken metal partikiiller, c¢esitli organik ya da sentetik

polimerler kullanilabilir.

e Aym1 zamanda partikiillerin ylizeyinin elektrik yiikii ¢esitli yontemlerle
degistirilebilir. Yiizeylerine fonksiyonel gruplar, hedef liganlar takilabilir. Partikiiliin

kullanilacag1 yer ve kullanim amaci dogrultusunda istenen sekilde modifiye edilerek

daha efektif kullanilmasi saglanabilir.
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Sekil 1.5. Nanopartikiiller sentezlenirken kullanilan baz1 materyaller, yiizeylerini fonksiyonel

yapmak icin yapilan uygulamalar ve nanopartikiil sekilleri verilmistir.



Viicudun dolagim sisteminde ilag tastyici sistemleri etkileyen iki ana fizikokimyasal
etmen vardir. Bunlar partikiil boyutu ve yiizey karakteristik 6zellikleri. Partikdiil
boyutu viicut sirkiilasyonunda filtre edilmeyecek kadar kiiciik olmali. Yiizey
karakteristigi direk olarak partikiil boyutunu etkileyen bir olgudur. Partikiliin yiizey
karakteristik ozellikleri spesifik plazma membran reseptorleri ile intraksiyonlarini
belirler. Yeni biyoteknolojik yaklasimlarla bu partikiiller modifiye edilebilir. Boylece

partikiillerin sistemik dolasima elimine edilmemesi saglanir.

Mikro ve nano boyuttaki partikiiller terapotik ajanlarin salinmasi ve yliklenmesi igin
miitkemmel bir tasiyicidir. Kiiciik boyuttaki partikiiller viicutta bulunduklari yerlerde
sitimiilasyona neden olur. Son zamanlarda mikro ve nano partikiiller igerisine
biyobozunur molekiillerin koyulmasi dikkat cekici bir konu olmustur. Ciinkii
biyonozunur molekiillerin toksisitesi olduk¢a diisiiktiir ve bircok molekiil ¢esidi bu
partikiillere yiiklenebilir (DNA, proteinler, ilaglar vb.). Kanser asilar1 i¢in MP ve NP
formiilasyonlar1 hizlca gelistirilebilir ve preklinik calismalardan klinik denemelere
kolayca dontstiiriilebilir. Ayni zamanda bu partikiiller miikemmel terapdtik

potansiyel gosterir.

Nanopartikiil endositoz ile hiicre membranindan hiicre igine alinir. Ayrica
nanopartikiiller antikorlar gibi proteinlere baglandiktan sonra bile hiicrelere
girebilmektedir. Nanopartikiiller antikorlarla konjuge edilerek hedefli kanser
tedavisinde kullanilabilir. Cesitli nanopartikiiller, kanser teshisi ve tibbi tedavisi i¢in
hedeflenmis biyolojik belirtecler ve ilag salinim maddeleri olarak da kullanilmaktadir

(Daraee vd. 2014).

1.2.2.1. Mikropartikiil ve Nanopartikiil Uretim Yollari

Genel olarak sentezleme yollar1 iki kategoride incelenmektedir. Bunlar: biiyiikten
kiiglige tiretim metodlar1 ve kiiglikten biiylige tiiretim metodlaridir. Bahsedilen
blyiikliik ve kiigiikliik malzemenin boyutudur yani kiiciik malzemelerden biiyiik
partikiiller elde edilmesi ya da biiyilk malzemelerin kiiciiltiilmesidir. Sentezleme yolu
secilirken metodun teknik ve ticari olarak uygulanabilir olmasi gerekmektedir. Bu
nedenle maliyeti diisiik olmalidir. Biyolojik malzemelerle ¢alisiliyorsa islem boyunca
toksik olmayan coziiciiler kullanmalidir. Ayn1 zamanda secilen yontemin biiyiik

Olceklere uyarlanmasi kolay olmalidir.
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Sekil 1.6. Nano ve mikro partikiillerin sentezlenme yollar1

Biiyiikten Kiiciige Uretim Metodlart

Biiyiik partikiillerin nano ya da mikro boyuta indirildigi metotlardir. Pargaciklari
parcalamak icin ii¢ cesit yikict kuvvet etkilidir: kayma, carpma ve sikistirma. Ug

yontem igermektedir.

o Ogiitme
o Homojenizasyon
. Ekstriizyon

Bu yontemler yiiksek ekipman maliyeti, bakim ve isletme maliyetleri
gerektirmektedir. Materyal iizerine uygulanan biiyiik basing ve stres malzemenin
bozulmasina neden olabilmektedir. Ayrica standardizasyon sorunundan dolayi tek tip

yapisal 6zelliklere sahip partikiillerin sentezlenmesi zordur.

Biiyiikten Kiiciige Uretim Metodlar
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Ekstriizyon

Emilsiyon/Stispansiyon
JyJellesme

Nanopartikiil veya Mikropartikiil

Sekil 1.7. Nano ve mikro partikiillerin biiyiik boyuttan kiiciik boyutlara indirgenerek

sentezlenme metodlari.



Ogiitme

Ogiitme genellikle degerli ve hassas biyoaktif bilesenler icin uygun degildir, ¢iinkii
bliyiik miktarda malzeme gereklidir. Malzemeler iizerindeki basing ve mekanik baski

bozulmaya neden olabilir.

Homojenizasyon

Mekanik bir cihaz kullanarak birbiri i¢inde karigsmayan iki sivinin bir araya
getirilmesiyle bir emiilsiyon olusturulmasini igerir. Emiilsiyon olusumundan sonra, i¢
faz sicaklik muamelesi veya jellestirici ajanlarin eklenmesi ile jellestirilir. Bu tema

tizerinde ¢esitli varyasyonlar mevcuttur:

-Suda Su Emiilsiyonlari (W/W): Bu sistemde su fazlar1 emiilsiyonu olusturmak igin

birlikte karistirilir ve daha sonra i¢ su fazi ¢apraz baglanir. Hidrojeller bu yontemle
sentezlenir. Hidrojeller sentezlenirtken proteince zengin bir soliisyonla ve
polisakkaritce zengin iki biyopolimer ¢ozeltisinin olusturdugu faz farkindan
yararlanilir. W/W emiilsiyonu birlikte karisirken igerideki su fazi asidifikasyon ya da

transglutaminaz calismalariyla capraz baglanir.

-Yagda Su emiilsiyonlar1 (W/O): emiilsiyonlar karisan yag fazinin igerisine suda

¢oziinebilen bir biyopolimerin sulu fazin1 damlatilarak olusturulmaktadir. Daha sonra
sulu fazdaki biyopolimerlerin ¢apraz baglayici vasitasiyla stabil kalmasi saglanir.
Cesitli amaclar dogrultusunda sicaklik, iyon, asit, baz ve ya capraz baglayici ekleme
gibi degisikliklerle caligmalar modifiye edilebilir. Yaglh fazdan uzaklasmak icin
santrifiij, filtrasyon ve organik solventlerle yikama yapilabilir. Secilen organik
solventte biyopolimer ¢oziinmemelidir ve organik solventin en son buharlastirilarak

ortamdan uzaklagmasi saglanmalidir.

-Yagda su icinde su emiilsiyonlart (W/W/O), yeni bir yapr ile biyopolimer

partikiilleri olusturulmaktadir. Ornegin aljinatin igerisine peynir alt1 suyu proteinleri

enkapsiile edilmesinde W/W/O emiilsiyonlar1 olusturulmaktadir.

-Su_icinde yagda su emiilsiyonlar1 (W/O/W), bu durumda, suda c¢Oziiniir

kapsiillenmis bir bilesik bir W/O/W emiilsiyonunun i¢ su fazi icinde tutulur. i¢ su

faz1 veya yag fazi bir biyopolimer tarafindan jellestirilir.



Ekstriizyon

Yaygin olarak kullanilir. Burada jellestirici ortama bir biyopolimer ¢ozeltisi enjekte
edilerek parcacik olusturulur. Hizli uygulanabilirdir ve endiistriyel oOlgek icin
uygundur. Elde edilen pargaciklarin boyutu, ignenin ¢apina, ¢dzeltinin akis hizina ve

viskozitesine, jellesme ortaminin 6zelliklerine baglidir.

Kiiciikten Biiyiige Uretim Metodlar

Iyonik kuvvet, pH, sicaklik veya konsantrasyon gibi cevresel kosullardaki
degisiklikler nedeniyle pargaciklarin kendiliginden birlesmesi veya molekiillerin
kendiliginden birlesmesi olarak tanimlanmaktadir. Enerji ihtiyact biiyiikten kiiciige

tiretim metodlarina gore daha diisiiktiir. Stv1 jel olusturma

' Nanopartikiil veya Mikropartikiil
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Kiiciikten Biiyiige Uretim Metodlar1
Sekil 1.8. Kiiciik molekiillerden biiyiik molekiillere gecis yoluyla Nanopartikiil ve Mikropartikiil

sentezleme yollari.

Pargaciklarin boyutu, morfolojisi ve fiziksel durumu kontrol edilerek iiretilebilir.

Ayrica kontaminasyon riski, daha azalir. Bes yontem bulunmaktadir,

. Anti-sovent ¢oktiirme
. Koaservasyon

. Kurutma

o Katilma kompleksi

Anti-solvent Coktiirme

Bu yontem, biyopolimerin ¢odziindiigli ¢oziiclinlin ¢oziintlirliigiiniin diisiiriilmesiyle
olusturulan bir sistemdir. Ozel donanim ve karmasik ¢alisma kosullar1 gerektirmedigi
i¢cin cazip bir teknolojidir, maliyetler olduk¢a diisiiktiir ve teknik oldukca kolay bir
sekilde Olgeklendirilebilir. Farmasotik amaglar dogrultusunda nanopartikiiller

tiretmek i¢in endiistride yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Koaservasyon

Siirekli olarak karistirilan polimer ¢ozeltisine damla damla etanol ya da aseton
damlatilmas1 prosesidir. Damlatma islemi ¢ozeltide bulanmiklik goriiliinceye kadar
devam eder. Organik solvent polimerin sudaki ¢6ziiniirliigiinii azaldig1 i¢in polimer
faz1 ayrilir. Polimer fazimi stabil hale getirmek icin cesitli ¢apraz baglayicilar

kullanilarak stabil hale getirilir.
Kurutma

Kurutma islemi hacmi ve kiitleyi azaltir ve bu nedenle depolama ve nakliye
maliyetlerini azaltir, tasima kapasitesini arttirir. Pargacik ¢aplari 1 ile 10 um arasinda
degismektedir. Parcacik Ozellikleri akis hizi, ¢oziinen konsantrasyon, sicaklik,
basin¢li hava besleme orant ve atomizasyon metod,u manipiilasyonu ile kontrol
edilebilir. Kurutma islemi basit, ekonomik, hizli ve 6lgeklendirmesi kolay olan tek

adimda gergeklesen bir prosestir.

Katilma Kompleksi

Icerisinde bosluk iceren bir molekiile, biyoaktif bir molekiiliin enkapsiilasyon
islemidir. Burada etkili kuvvetler hidrojen bagi, Van Der Waals kuvvetleri ve
hidrofobik etkilesimlerdir. Ugucu organik molekiillerin kapsiillenmesi, kokularin

veya aromalarin maskelenmesi veya aromalarin korunmasi i¢in kullanilmaktadir.

St Jel Olusturma

Jelasyon islemi, tiim sistem boyunca diizglin bir sekilde gergeklesmelidir ki
partikiiller aras1 boyut dagilimi dar olsun. Uretilen parcaciklar genellikle kolayca
deforme olabilir ve 6zelliklerinin karakterizasyonunu zorlastiran diizensiz bir sekle
sahiptir. Partikiil 6zellikleri, kullanilan bilesenlerin tipi, konsantrasyonunu, jellesmesi
ve kayma kosullarin1 kontrol ederek manipiile edilebilir (Joye ve McClements,

2014).
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1.2.3. Capraz Baglama Ajanlar
1.2.3.1. Glutaraldehit

Capraz baglayici ajan olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Capraz baglamada ¢ok
cesitli reaksiyon yolaklar1 icermektedir. Capraz baglanma reaksiyonu materyalde
bulunan lizin amino asidinin € amino kalintis1 ile glutaraldehidin aldehit ucu arasinda

gerceklesmektedir.

D._— MD

H H
Sekil 1.9. Glutaraldehit'in 2 boyutlu yapisi.
Bu reaksiyon sonucu Schiff bazi ara {iriinii olusmaktadir. Ek olarak ara iiriin
olusumunu takiben doymamis gruplar ile amin gruplart Michael katilmasi
reaksiyonunu verir ve bunun sonucunda ¢apraz bag olusur. Boylece amin gruplariyla

aldehit gruplarinin ¢apraz baglanmasi miimkiindiir (Damink vd. 1995).

Bahsedildigi gibi glutaraldehit en sik kullanilan ¢apraz baglayict olmasina karsin
saglik iizerinde yan etkilere sahiptir. Ornegin astim semptomlarmni arttirir, rinit’e
neden olur, deride iritasyonlara neden olur. Biyoprostetik kalp damar
ksenograftlarinda stabilizatdr olarak yine glutaraldehit kullanilmasina ragmen bu
uygulama kalsifikasyona neden olmaktadir. Bunlar sonucunda glutaraldehit,

sitotoksiktir.

Si1gir perikardiyumu i¢in yapilan bir ¢aligmada glutaraldehide karst makrofajlardan
sitotoksinlerin salindig1 gosterilmistir. Bu da glutaraldehidin viicutta inflamasyonel

yanit olusturdugunun kanitidir (Pinheiro 2015).
1.2.3.2. Gallik asit

Galik asit (3,4,5 trihidroksibenzoin asit) kristalin bir katidir, hafif saridir. Molekiil
agirhigr 170.11954 g/mol ve molekiiler formiilii C7HsOs'tir. Erime noktasi, 210°C'dir
ve 235-240°C’de bozulurken CO2 ve CO olusturur. Yogunlugu 1.69 kg/L (20°C),
pKa'st 4.40 dir. Su, alkol, eter ve gliserolde ¢oziiniir ve benzen, kloroform ve eter

petroliinde pratik olarak c¢oziinmez. Gallik asit, cogu bitkide bulunan ikincil
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metabolitlerdendir. Baslica fenoliklerdedir ve hidrolizlenebilen tanenlerdendir. Bir
molekiil seker ve farkli sayilardaki fenol asit molekiillerinden olusan benzoikasittir.
Gallik asit ilk tanimlandiginda antioksidan kapasitesi iizerinde ¢ok durulsa da daha
sonralar1 antikanser, anti-HIV, antililserogenik, antiiflamatuar, antimikrobiyal ve

antifungal 6zellikleri de agiklanmistir (Fernandes ve Salgado 2015).

0- g
H
Sekil 1.10. Gallik asitin 2 boyutlu yapisi.
Fenolik asitlerin sagligimiz {izerinde olumlu etkilere sahip olmasina ragmen
viicudumuzda biyoyararlanimini sinirhidir. Clinkii stabilizasyonu ve adsorplanma
yetenegi dusiiktiir. GA ve tiirevleri nano o6l¢ekli dagilim sistemlerinde GA’in
biyoyararlanimin1 ve terapotik etkilerini iyilestirmek i¢in uygulanmistir. GA,
antioksidan, antiinflamatuvar, anti-diyabetik, anti-apoptotik (apoptoz inhibitdrii),
hepatoprotektif ~ (karaciger  koruyucu),  renoprotektif(bobrek  koruyucu),
ndroprotektif(sinir hiicresi koruyucu), anti-obezite ve anti-aging igerir (Ashrafizadeh

vd 2021).
1.2.3.3. Tannik Asit

Tannik asit (TA), baklagiller, sorgum, fasulye, muz, hurma, ahududu, sarap ve genis
bir ¢ay cesidi de dahil olmak iizere cesitli otsu ve odunsu bitkilerde bulunan dogal
olarak olusan bitki kokenli bir polifenoldiir. Sarimsi bir renge sahiptir. Molekiil

agirligi 1701.20 g/mol ve molekiil formiilii C76Hs52046’d1r.

Klinik olarak TA, giiclii antioksidan/serbest radikal siipiiriicii, antienflamatuar,
antiviral/bakteriyel ve anti-kanserojen ozelliklere sahiptir (Braidy vd. 2017). Kan
basincini diisiirme ve pihtilasmay1 saglayan fizyolojik etkilere sahiptir. Tannik asit

protein yapilarina hidrojen bagi sayesinde baglanir (Shavandi vd. 2018).
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Sekil 1.11. Tannik asitin 2 boyutlu yapisi.

1.2.3.4. Kuersetin

Kuersetin (3,3°,4°,5,7-pentahidroksiflavanon), flavonoidlerin flavonol alt grubuna
aittir. Sebze ve meyvelerde, 6zellikle sogan, elma, cilek, dereotu, rezene yapragi,
kekik, pul biber, karalahana, marul ve brokolide bol miktarda bulunur. Tanim olarak,
kersetin bir aglikondur. Sar1 renkli, ac1 bir tada sahiptir ve suda az ¢oziinlir ancak

alkol ve lipidlerde iyi ¢oziiniir.

Sekil 1.12. Kuersetinin 2 boyutlu yapisi.

Diyetlerde, kuersetin genellikle bir veya daha fazla hidroksil grubunun farkh tipteki
glikozil gruplartyla degistirildigi glikozitler formundadir. Besin takviyelerinin bir
bileseni olarak kersetin, ¢cogunlukla aglikon formundadir ve kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar, diyabet, obezite ve artrit gibi birgok hastalik icin besin takviyesi olarak
kullanilir. Kardiyovaskiiler ve noérodejeneratif hastaliklarin 6nlenmesi, antikanser,

antidiyabetik, antihipertansif, antihiperlipidemik, antibakteriyel, antiviral, antialerji,
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antioksidan, antiinflamatuar ve anti-hiperiirisemik aktivitelerin dnlenmesi gibi ¢ok
sayida farmakolojik aktivitenin kersetinin saglik yararlarini kanitladig1 bildirilmistir
(Nutmakul, 2021). Covid-19 pandemisi doneminde yapilan c¢alismalarda kuersetin

covid-19 viriisiine kars1 giiclii bir aktivite gdstermistir ( Malaterre vd. 2022).

1.2.4. Polifenoller ve Proteinlerin Etkilesimi

Fenolikler, hidroksil (-OH) gruplari i¢eren bir veya daha fazla aromatik halka iceren
kimyasal bilesikleri ifade eder. Meyveler, sebzeler, baklagiller ve tahillar tarafindan
iretilen ikincil metabolitlerdir. Fenolik asitler benzoik asit tiirevleri ve sinamik asit

tiirevleri olarak iki ana baglikta incelenir.

Antosiyaninler, flavonlar ve flavonoller, flavanonlar, flavanonoller ve flavanlar dahil
olmak {tizere 5000'den fazla dogal olarak olusan flavonoid, izoflavonoid ve
neoflavonoid vardir. Bu flavonoidler, molekiiler yap1 ve ayrica glikosilasyon,
hidroksilasyon, metoksilasyon ve/veya prenilasyon derecesi ve modeli bakimindan
biiyiik farkliliklar gosterir. Fenolikler, fenol yapisal birimi gibi reaksiyonlar i¢in bir
dizi aktif fonksiyonel gruba ve ayrica hidroksil, karbonil ve karboksilik asit

gruplarina sahiptir.

Cesitli molekiiler yapilari nedeniyle fenolik tiirler, antioksidan, antiinflamatuar, anti-
obezite, anti-diyabetik, antikanser, antimikrobiyal, antialerjik, hepatoprotektif
aktiviteler gibi cesitli biyolojik ve farmakolojik aktivitelere sahiptir (Guan vd. 2021).
Baslangicta, protein-polifenol kompleksleri zayif birlesmelerle bir arada tutulur.
Mekanizma, protein molekiillerinin kopriiler olarak islev goren polifenolik bilesikler

tarafindan bir arada tutuldugu kovalent olmayan bir etkilesimdir.

1.2.5. Albiimin Nano ve Mikro Partikiillerin Biyomedikal Uygulamalar:

Albilimin, diisiik immiinojenitesi, non-toksisikligi, bulunabilirligi, timér dokularinda
hiicre i¢i alimi1 destekledigi rapor edilmesi, iyi biyouyumluluk gostermesi ve
biyobozunur olmast onu biyomedikal uygulamalar icin ideal duruma getirir.
Yiizeyindeki amino ve karboksil gruplari gibi fonksiyonel gruplar sayesinde

hedeflenen ligand ile kovalent bag kurar.
Kan serumu ile interaksiyona girmediginden ilag tasiyici sistemler lizerinde ve gen
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terapi araglarin gelistirilmesi i¢in uygundur. Ayrica antikanser ilaglarin tiimor

oldiiriicti aktivitelerini arttirmak i¢in etkili bir tastyicidir.

Bir Amerikan sirketinin gelistirdigi ve adina nab teknolojisi dedigi ydntemle
sentezlenen albiimin nanopartikiillerin farkli ilaglarla yapilan klinik denemelerin
asamalar1 Sekil 1.13°de gosterilmektedir. Nab teknolojisine gore lipofilik ilag ve
albiimin ytiksek basingla bir jet iginden gegirilerek 130 nm boyutunda partikiiller
olusturulmaktadir. Bu yontemle sentezlenen paklitaksel bulunduran partikiiller FDA
tarafindan 2005 yilinda ilk kez onaylanmistir ve 41 iilkede metastasik meme kanseri

tedavisinde kullanilmaktadir (Abraxane®) (Elsadek ve Kratz, 2012).

¢ S S S S W

ABI—OO7 (nab®-paclitaxel) i i i
Breast (Metastatic) _

Breast (Metastatic — First Line) _

Lung (Advanced — First Line) _
Melanoma (Metastatic — First Line) _
Pancreatic (Metastatic — First Ling) _

ABI-008 (nab®-docetaxel)
Prostate | e

(Hormone Refractory — First Line)

ABI- 009 (nab’“—rapurrycin)
mMTOR Inhibitor —

Solid Tumors

ABI-010 (nab®-17AAG)

Hsp90 Inhibitor —  EE
Solid Tumors

ABI-011 (nab®-VDA)

Vascular Disrupting Agent

ABI-013 (nab®-novel taxane)

Novel Taxane

Sekil 1.13. Mevcut nab teknolojisi tabanl ilaglar 1g:1n farkl gelistirme asamalarini gosteren iiriin
hatti.

Ornek olarak, metastatik pankreas kanserinin seyri agirdir, gemsitabin veya 5-

fluoururasil, bugiine kadar %10-20 yanit oranmi ile onaylanan tek ilactir ve hayatta

kalma siiresini 2 ay uzatmaktadir. Bir faz I/Il ¢aligmasinda, 125 mg/m? paklitaksel

esdegerlerinde Abraxane® ve gemsitabin kombinasyonu, metastasik pankreas

kanseri olan 44 hasta {izerinde yapilan kontrollerde hastalarin hayatta kalma siireleri

12.2 aya yiikselmistir.

16



Bir hasta i¢in gosterilen PET taramada (Sekil 1.14) olduk¢a anlamli tepkiler rapor
edilmistir. Bu kombinasyonun etkinligini daha fazla degerlendirmek i¢in ilerlemis
pankreas kanseri olan hastalarda bir faz III denemesi devam etmektedir (Elsadek ve

Kratz, 2012).

R

f‘;

Baseline pretreatment After 2 cycles of therapy

Sekil 1.14. Abraxane® 125 mg/m? paklitaksel esdegeri ve 1000 mg/m? gemsitabin
kombinasyonunun metastatik kanserli bir hastada PET taramalar. (akciger ve gastrointestinal

metastazlarda onemli bir azalma gozlemlendigi rapor edilmistir.)

Indication Phase | Phase Il Phase Ill| Market
Approval

Diabetes Levemir®

Diabetes Victoza®

Diabetes CJC-1134-PC

Oncology Abraxane®

Oncology INNO-206

Oncology MM-111

Oncology AFL-HSA

Oncology ZHER2:342

Rheumatology ATN-103

Oncology Nanocoll®

Rheumatology

Oncology Albures®

Rheumatology

Vasculardisease Vasovist®

Sekil 1.15. Piyasa onayina ulagsmis veya klinik gelisimin farklhh asamalarinda olan albiimin bazh
ilaclara genel bakis.

Ticari adi Levemir® olan albiimin baglayict insiilin 2004 yilinda avrupada

onaylanmistir. Tip 1 diyabet (insiilin liretimi olmamasi) ve tip 2 diyabet (insiilin

direnci) tedavisinde kullanilmaktadir. Diger rakiplerine oranla enjeksiyon Oncesinde

ve sonrasinda ¢Oziiniir kalan, kristaller ve ¢okeltiler de olusturmayan tek uzun etkili

instilindir (Elsadek ve Kratz, 2012).

Victoza®'nin diyabet 2 tedavisindeki faydalari, artan ve uzun sireli insiilin

salgilanmasina izin veren beta hiicrelerini hedeflemesi ve ayn1 zamanda kan sekeri
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seviyelerini diizenlemesi, agirlig1 diisiirmesi ve basta gastrointestinal rahatsizliklar
olmak {izere sadece hafif ve gecici yan etkilere sahip olmasidir (Sekil 1.16) (Elsadek
ve Kratz, 2012).

H-His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser

H\g/mu—ou
14!
Myristic |N°

wcid  Phe-Glu-Lys-Ala-Ala-Gin-Gly-Glu-Leu-Tyr-Ser

lle-Ala-Trp-Leu-Val-Arg-Gly-Arg-Gly-OH

N i
Startwith\ | Al 1.8 g it 1.2 mg doos

1 ..ﬁmg — 12mg P accoptabio
for 1 week //—l_‘/ glycemic control

Sekil 1.16. Victoza®: biraz modifiye edilmis bir glukagon benzeri peptit dizisinde (albiimin

baglayici) glutamik asidin N-terminal pozisyonunda eklenen lizinin e-amino pozisyonundaki
miristik asit. (Tip 2 diyabet tedavisi icin deri alt1 enjeksiyon icin kullanima hazir siringa olarak
mevcuttur.)
Alblimin bazli nanopartikiiller tip alaninda intravendz, akciger, intranazal, okiiler,

otik ila¢ dagitim sistemlerinde ¢aligmalar1 devam etmektedir.

Intravendz sistemlerde yukarda da bahsedilen Paclitaxel (Abraxane®) metastastik
meme kanseri, akciger kanseri ve pankreas kanseri tizerinde ticari olarak
kullanilmaktadir. Klinik ¢alismalar1 devam etmekte olan bazi partikiillerde ise ¢esitli
timor hastaliklari, hipertansiyon, mutasyonlu ileri kanser, nefrotik hastaliklar,
romatizmal eklem rahatsizliklar1 gibi hastaliklar {izerinde g¢alisilmaktadir. Akciger
sistemi i¢in pulmener fibroz, akciger kanseri, akciger hasarlari, astim, bronkospazm
gibi hastaliklar iizerinde ¢alismalar bulunmaktadir. Intranazal sistemler igin
alzheimer hastaliginda ¢alisilmaktadir. Okiiler sistem caligmalar1 ise alerjik
rahatsizliklar, retinitler, optik sinir sikigmasi, glokom gibi hastaliklar tizerindedir

(Tan ve Ho 2018).
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1.2.6. Antikanser lac; Selekoksib

Selekoksib (Ci7H14F3N302S), non-steroidal anti-inflamatuvar ilaglar grubundadir.
Etki mekanizmast siklooksijenaz-II (COX-II) enzimini inhibe etmektir.
Gastrointestinal sistem {izerindeki yan etkileri diisiiktiir. Selekoksibin su da

¢Oziiniirligl 4.3 mg/I’dir (25°C’de). Oldukga diisiik bir ¢oziiniirliige sahiptir.

H™ "H
Sekil 1.17. Selekoksibin 2 boyutlu yapisi.
Ancak COX-II, bobrek ve beyin gibi bazi organlarda yapisal olarak mevcut
oldugundan ve diger dokularda indiiklenebildiginden, spesifik COX-II inhibitorleri
bile yan etkilerden yoksun degildir. Bu nedenle selekoksib, artmis kardiyovaskiiler

ve renal yan etkilerle iliskili olabilmektedir (Thakkar vd. 2005).

COX-II enzimi, agrimin ve inflamasyonun rahatlatilmasinda hedef molekiildiir.
Prostaglandin E2 (PGE2) gibi prostanoidlerin iiretilmesinde sorumludur ve PGE2 ilk
kanserojenik etkileri modiile eder. Ek olarak COX-II kanser hiicrelerindeki apoptotik
resiztans, proliferasyon, transformasyon, inflamasyon, anjiyogenez, saldir1 ve
metastas gibi durumlar1 yonetmektedir. Bu sebeplerle COX-II’'nin ve alt akis

yolaklarinin inhibe edilmesi kanser tedavisinde yararli olabilir (Mishan vd. 2020).
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1. Kullanilan Kimyasallar

Calismasinda albiimin mikro ve nano tasiyicilar hazirlamak i¢in biyopolimer olarak
BSA (Sigma Aldrich Co.); ¢capraz baglayici ajanlar glutaraldehit (J.T.Baker), gallik
asit (Sigma Aldrich Co.), tannik asit (Sigma Aldrich Co.) ve kuersetin (Sigma-
Aldrich Co.); en dis ¢ozelti olarak zeytinyagi (Komili, Riviera) , yikama ajani olarak
dietileter (Merck) kullanilmistir. Anti kanser ilag olarak Selekoksib (Celecoxsib,
Sigma-Aldrich Co.) kullanilmigtir. Nanopartikiil stabilizasyonu i¢in tween-85
(Sigma-Aldrich Co.) kullanilmstir.

SBF tamponu hazirlamak i¢in NaCl (Merck), KCI (Riedel-de-Haén), CaCl, (Merck),
NaHCOs; (Merck), MgS04.7H,0 (Merck), Na,HPO412H,O (Merck), KH2PO4
(Riedel-de-Haén) kullanilmistar.

g-amino tayini i¢in TNBS (Sigma-Aldrich Co.), SDS (Merck), HCl (Merck)
kullanilmistir. Hiicre ¢alismalart icin insan kolon kanseri (HT29) ve insan akciger
kanseri (A549) hiicre hatlar;; medium icin DMEM (Applichem); hiicreleri
flasklardan kaldirmak i¢in tripsin (Applichem); flasklardan kalkan hiicreleri yikamak
icin PBS; sitotoksisite testinde tetrazolyum tuzu olarak 3-4,5-dimetil-2-tiazolil (MTT
(Applichem)) kullanilmastir.

2.2. Kullanilan Cihazlar

UV-VIS spektrofotometre (Thermo Scientific Genesys 10S), manyetik karistirici
(IKA-WERKE RT10), hassas terazi (RADWAG AS 220/C/2), pH metre (CyberScan
pH500), santrifiij (MPW-65R), ultrasonikatdr (caliskan ultrasonic cleaner), vorteks
(VELP SCIENTIFICA), manyetik karistirict (Ika labortechnic), optik mikroskop
(Motic AE31E), calkalamali su banyosu (MEMMERT WB/OB 7 45, taramali
elektron mikroskobu (SEM), fourier doniisiimlii infrared spektroskopisi (FTIR
(Thermo Nicolet 1S10)), Taramali Elektron Mikroskobu (Scanning Electron
Microscope, SEM, QUANTA 400F Field Emission SEM)
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2.3. Albiimin Mikro Tasiyic1 (AMT) sentezi

Alblimin  mikro koaservasyon yontemi (REF) ile

sentezlenmistir. Bu dogrultuda 50 mg BSA, 500ul distile suda, 500 rpm karistirma

tastyicilar  (AMT)

hizinda manyetik karistirict araciligiyla ¢ozdiiriilmistiir. Capraz baglayic1 olarak
secilen gallik asit tannik asit ve Kuersetin i¢in hepsinden Ser farkli konsantrasyonda

¢ozelti hazirlanmigtir. Cozeltiler 500 pl hacminde hazirlanmastir.

Cizelge 2.1. Dogal capraz baglayicilarin derisim degerleri.

D(;)ga} sapraz Derisim 1 Derisim 2 Derisim 3 Derisim 4 Derisim 5
aglayici
Gallik asit 0.0119 g/ml | 0.0096 g/ml | 0.0072 g/ml | 0.0048 g/ml | 0.0024 g/ml
Tannik asit 0.0119 g/ml | 0.0096 g/ml | 0.0072 g/ml | 0.0048 g/ml | 0.0024g/ml
Kuersetin 0.06 mg/ml | 0.05mg/ml | 0.04 mg/ml | 0.03 mg/ml | 0.02 mg/ml

50 ml zeytinyaginin icerisine BSA ¢ozeltisi damla damla damlatilmistir ve 5 dakika
1000 rpm de karistirllmistir. 5 dakika sonunda gallik asit ¢ozeltisi yine damla damla
damlatilmistir ve 30 dakika homojenize olmasi i¢in karigtirllmaya birakilmistr.
Cozelti deney tiipline bosaltilmistir ve 4500 rpm de santrifiij edilmistir. Siipernatant
kismi1 uzaklastirilmigtir ve tiipe dietil eter eklenerek 3 kez yikamaya tabi tutulmustur.
Daha sonra AMT’lar +4 derecede saklanmistir. Ayni islemler capraz baglayici ajan

olan tannik asit ve Kuersetin i¢in de tekrarlanmistir.

—> —>

Capraz
[>l<] BSA  sulu
L baglayici

¢Ozeltisinin ]

ajanin
l Satrifiij islemi
+—

Dietil eter ile

S TSN

o
o°3 %o

Sekil 2.1. Albiimin mikro tasiyici sentezi akis semasi.
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2.4. Albiimin Nano Tasiyicilarin (ANT) Sentezi

Albiimin nanopartikiiller, desolvasyon yonteminde bazi degisiklikler yapilarak
hazirlanmistir. Bu amagla 2 mg BSA (%20 w/v), 10ml NaCl (10 mM) sulu ¢ozeltisi
icerisinde manyetik karistirict (500 rpm) kullanilarak  albiimin  ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Hazirlanan albiimin ¢ozeltisinin pH’s1t NaOH (0,1M) kullanilarak 9°a
ayarlanmigtir. Daha sonra desolvasyon ajani olarak aseton, ¢ozeltiye damla damla (1
ml/1 dk) ilave edilerek ¢ozelti ilk bulaniklagma goriildiigiinde aseton eklenmesi
sonlandirilmistir. Olusturulmusg nanopartikiillerin stabilizasyonu i¢in ¢apraz baglayici
bir ajan olan gluteraldehid (%25°lik) 10 pl eklenmistir. Cozelti 500 rpm’de 3 saat
boyunca karistirllmaya birakilmigtir. 3 saatin sonunda safsizliklar1 uzaklastirilmak
icin, 14.000 rpm’de 30 dk santrifiijlenip, siipernatantar1 mikropipet yardimiyla
alinacak ve asetonla tamamlanip sonikatorde asil hacmine dagitilmistir. Bu yikama
islemi, toplam 5 kere tekrarlanmistir. Olusan nanopartikiiller kurutularak +4 derecede

saklanmuistir.

Dogal capraz baglayici derisimi sudaki maksimum ¢oziiniirliikk derisimleri dikkate

aliarak bes farkli degerde olacak sekilde degistirilmistir.

Yukarida bahsedilen yontem tez onerisinde aciklanan yontemdir. Ancak bu yontemle
yapilan sentez basarisiz oldugu i¢in AMT sentezleme yoOnteminde modifiyeler

yapilarak ANT sentezlenmistir.

Albliimin nano tasiyicilarin  hazirlanmasinda koaservasyon (REF) yontemi
kullanilmistir. Mikro tasiyicilar i¢in kullanilan yontem sadece karistirma hizin1 250
rpm yaparak sentezlenmistir. Nano tastyicilar i¢in hiz 2400 rpm’e ¢ikarilarak sentez
islemi gerceklestirilmistir. AMT ler icin belirlenen optimum miktarlar kullanilarak
gallik asit, tannik asit ve quersetin ile Alblimin nano tasiyicilar sentezlenmistir. 50 ml
zeytinyaginin igerisine 500 pul BSA ¢ozeltisi damlatilmistir ve 5 dakika 2400 rpm de
karistirllmistir. 5 dakika sonunda 500 pl gallik asit ¢ozeltisi damlatilmistir ve 30
dakika mekanik karistiricida karigmaya birakilmistir. Yaglh karisim deney tiipiine
bosaltilmistir ve 4500 rpm de 1 saat santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi
uzaklastirilmistir ve tiipe dietil eter eklenerek 3 kez yikama yapilmistir. Daha sonra
ANT’ler +4 derecede saklanmistir. Ayn1 islemler ¢apraz baglayict ajan olan tannik

asit ve Kuersetin i¢in de tekrarlanmistur.
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2.5. Albiimin Tasiyicilarin Karakterizasyonu

2.5.1. FTIR ile karakterizasyon

Fourier donilisimlii infrared spektroskopisi sayesinde her maddeye 06zgli bir
absorpsiyon piki olusturulmustur. Maddeye gonderilen infrared spektrumunda madde
kendine kimligini belli eden noktada titreserek pik verir bdylece maddenin
karakterizasyonu saglanir. Maddenin pik verdigi noktalar molekiiller arasi1 baglardan
kaynaklanmaktadir. (Biiyiiksirt T, Kuleasan H., Fourier Doniisiimli Kizilotesi (FTIR)
Spektroskopisi ve Gida Analizlerinde Kullanimi, Mayis 2014)

2.5.2. e-Amino Grup Tayini

Bikarbonat tamponu (pH: 8.5) 1.6 mg/ml olacak sekilde hazirlanmistir ve hazirlanan
albiimin mikro tastyici ile muamele edilmistir. % 0.01°’lik TNBS hazirlanmistir.
Partikiil ¢ozeltisinden 500ul alinir ve tlizerine 500 pl TNBS ¢ozeltisi eklenmistir.
Olusturulan ¢dzelti vortekslenmistir. Ardindan 2 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonucu % 10’luk 500ul SDS eklenir ve tepkimeyi durdurmak i¢in 250 pl HCI

eklenmistir. Cozeltilerin 335 nm absorbans degerleri okunmustur.

2.5.3. SEM ile karakterizasyon

Yukarida belirtilen yontemle AMT’ler sentezlendikten sonra kesit alinarak SEM

cthazinda goriintiileme yapilmistir.

2.5.4. Hidrolitik Degredasyon

Glutaraldehit, gallik asit, tannik asit ve Kuersetin ile capraz baglanarak sentezlenen
AMT’ler ve ANT ler farkl tiilbent keselere koyularak SBF tamponunda calkalamali
banyoda 37°C karistirmaya birakilmistir. Belli araliklarla kiitle 6l¢timii yapilarak
kiitle degisimine (kiitle kayb1 degerine) bakilmstir.
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2.6. Albiimin Mikro ve Nano Tasiyicilarin Antikanser ila¢ Cahsmalar:

2.6.1. Antikanser ila¢ Kalibrasyonu

Antikanser ilag olarak Selecoxib segilmistir. Selekoksib (NSAII) Non-Selektif Anti-
Inflamatuvar ilag olarak tanimlanmistir. Selekoksibin ¢oziiniirliigii 0,0043 mg/ml’dir.
Coziinlirliigii ¢cok diisiik oldugu icin ¢oziinme sinirinda stok ¢ozelti hazirlanmistir.
Daha sonra stok ¢ozeltiden 0,5 pg/ml-1pg/ml -2pug/ml -3pug/ml -4pg/ml derisimlerine
sahip ¢ozeltiler seyreltilmistir. UV spektrometrede 240 nm dalga boyunda veriler

alimmis ve kalibrasyon grafigi olusturulmustur.

2.6.2. Albiimin Mikro Tasiyicilara Ila¢ Yiiklenmesi

Belirlenen optimum kosullarda ilacin ¢dziinme giicli ¢ok zayif oldugundan sulu
¢ozeltide dagitilmast amaciyla 10 mg BSA bulunan sulu ¢ozeltiye 0,004 mg (sudaki
maksimum ¢Oziiniirliik degeri) selekoksib eklenerek sonikatérde 15 dk muamele
gormiistiir. Karigmakta olan zeytinyagina bu ¢6zelti damla damla eklendikten 5 dk
sonra c¢apraz baglayicinin bulundugu c¢ozelti damlatilmistir. 30dk 1000 rpm de
karigtirilmistir. 4500 rpm de 5 dakika santrifiij uygulandiktan sonra siipernatant kismi

atilarak dipte kalan kisim dietileter ile 3 kez yikanmistir. +4°C de saklanmustir.

Ayni islemler diger ¢apraz baglayicilar i¢in de tekrar edilmistir.

2.6.3. Albiimin Nano Tasiyicilara Ila¢ Yiiklenmesi

AMT’lerde oldugu gibi hazirlanan BSA’l1 ¢ozeltiye 0,0004 gr Selekoksib eklenerek
15 dakika sonikatére koyulmustur. Zeytinyagina BSA ve ila¢ bulunan c¢d6zelti
damlatildiktan sonra 5 dk 2500 rpm’de karigsmaya birakilmistir. Ardindan c¢apraz
baglayici ajan damlatilmistir. 30 dk 2500 rpm’de homojenize olduktan sonra 1 saat
boyunca 4500 rpm’de santrifiij edilmistir. Siipernatant kism1 uzaklagtirilarak dipte
kalan kisma 3 kez dietileter ile 4500 rpm de 5’er dakika yikama islemi yapilmistir.
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+4°C de saklanmustir.

Yukarida agiklanan deney protokolii tim ¢apraz baglayicilar i¢in yapilmistir.

2.6.4. Antikanser Ila¢ Sahm

[lag salinim profilinin belirlenebilmesi i¢in sentezlenen ilag yiiklii mikropartikiiller
olusturulan tiilbentten yapilan keseciklerin igerisine koyulmustur. Tampon ¢dzelti
olarak SBF kullanilmistir. Sisenin igerisine 50 ml SBF koyulmustur ve kesecigin sise
icerisinde askida kalmasi saglanmistir. Belirli zaman araliklarinda sise igerisinden 1
ml ornek alarak 240 nm’de SBF’ye kars1 okuma yapilmstir. Siselerden alinan 6rnek

kadar ortama taze SBF eklenmistir.

2.7. Hiicre Calismalari

HT29 ve A549 hiicre hatlar1 DMEM mediumunda, %5 CO; inkiibatoriinde
cogaltilmistir. Cogaltmanin ardindan 2 giin sonunda hiicrelerin %80 konfluente
ulastigr inverted mikroskop araciligiyla goézlemlenmistir. Hiicreler tek tabaka
formuna (monolayer) ulastigi gozlendiginde besi ortami flaskdan kolaylikla
uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin {izerine tripsin eklenmistir ve 5 dakika
siiresince %5 CO; inkiibatoriinde bekletilmistir. Flasklarin iizerine DMEM eklenerek
olusan siispansiyon falkon tiiplere alinmistir ve 24°C, 1200 rpm de santrifiij
edilmigtir. Stipernatant kismi atilarak falkonlarin ilizerine PBS eklenerek yikama
islemi yapilmistir. Siipernatant kismi uzaklastirilarak iizerine DMEM eklenmistir.
Falkon igerisindeki hiicre yogunlugunu hesaplamak adina Thoma Laminda tripan
mavisi indikatorii ile hiicre sayimi1 yapilmistir. 96 well platelerin her bir kuyucugunda
1x10* hiicre konsantrasyonu olacak sekilde ekim yapilmgtir. 24, 48 ve 72 saatler
olacak sekilde 3 set olusturulmustur. AMT’ler, ANT’ler, ilagh AMT’ler ve ilagh
ANT’ler kuyucuklara 1 mg seklinde, saf kimyasallar ¢oziindiikleri miktar kadar
kuyucuklara eklenerek 6 tekrarli sekilde deneme yapilmistir. Sitotoksisite deneyleri

icin MTT testi yapilmistir.

Hazirlanan 3 set i¢inde inkiibasyon siiresini tamamlayan plakanin kuyucuklarinda

bulunan besi yeri dokiilmiistiir ve 100 pl taze besiyeri koyulmustur. PBS'de
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(phosphate buffered saline) hazirlanan 5 mg/ml konsantrasyondaki MTT her
kuyucuga 10 pl ekilmistir. 37°C’de CO; inkiibatdriinde 4 saat inkiibe edilmistir. 4
saatin sonunda her kuyucuktaki MTT besiyeri dokiilmiistiir ve kuyucuklara 100 pl
DMSO koyulmustur. 150 rpm'de 5 dakika boyunca g¢alkalandiktan sonra 540 nm'de

mikroplaka okuyucuda okutulmustur.

MTT prosediirii, canli hiicrelerdeki mitokondrilerde bulunan dehidrogenazlarin
aktivitesini 0lgmektedir. MTT testi sonucunda mor renk olusur ve olusan bu renk
spektrofotometrik olarak okunur. MTT canliligi 6l¢tiigii i¢in mor renk ne kadar

azsa %sitotoksisite o kadar ytiksektir.

NADH NAD'
« O R F D

N b e
NS o N S
O oo O oo
CH, CHy

MTT Formazan

Sekil 2.2. MTT formazana doniiserek mor renk verir.
Sitotoksisite hesaplamalarinda asagidaki denklem kullanilmistir:

Islenmemis hiicrelerin ort. Abs-Islenmis hiicrelerin ort. Abs *100

Y%sitotoksisite= (2.1)

Islenmemis hiicrelerin ort. Abs
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3. BULGULAR VE iRDELEME

3.1. Albiimin Mikro Tasiyicilar (AMT)

Sunulan bu arastirmada albiimin mikrotasiyict (AMT) sentezinde ¢apraz baglama
islemi sentetik capraz baglayici olmadan dogal malzemeler olan gallik asit, tannik
asit ve kuersetin ile gergeklestirilmistir. Bu calisma ile dogal stabilizor ve/veya
capraz baglayici olarak kullanilan bu bilesiklerin canli sistemlerdeki etkilesimlerinin

degerlendirilmesi ve biyomalzemelerde kullanilmasi konusunda bilgi edinilmistir.

AMT sentezinde genelde glutaraldehit, karbodiimid gibi ¢esitli sentetik capraz
baglayicilar  kullanilmaktadir.  Ozellikle — glutaraldehit — olduk¢a  yaygin
kullanilmaktadir. Ancak sentetik yapilarin zamanla istenmeyen saglik sorunlarina yol
actig1 cesitli aragtirmalarla gliindeme getirilmistir. Yapilan bu ¢alismada dogal ¢apraz
baglayicilar olarak gallik asit, tannik asit ve kuersetin kullanilarak her dogal

malzemenin belirlenen derisimlerinde AMT sentezi gerceklestirilmistir.

3.1.1. Gallik Asitle Sentezlenen AMT Boy Dagilimi

Gallik asitin ¢apraz baglayict oldugu AMT’ler i¢in yapilan boy dagilimi analizlerine

gore yapilan degerlendirmeler asagida ayrintili olarak verilmektedir.
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G1 BOY DAGILIMI
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8

AMT Sayis1 (Adet)
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4928 5569 6531 7498 8468 0622 10466 11492 12480 13545 14248 15105
AMT Cap: (pm)
Sekil 3.1. Gallik asit 0.0119 g/ml AMT boy dagihm grafigi.
G1 olarak kodlanan derisim (0.0119 g/ml) i¢in agirlikli olarak 7-10 pm araliginda
degisim gosteren mikro tasiyicilar elde edilmistir. Sekil 3.1°den de goriildiigii gibi
boy dagilimi 4-15 pum genis araliginda degisim gostermektedir bu boy dagilim1 ¢ok

genis bir aralik olarak degerlendirilmistir.

G2 olarak kodlanan derigim (0.0096 g/ml) i¢in agirlikli olarak 2,5-4,5 pm araliginda
degisim gosteren mikro tasiyicilar elde edilmistir. Sekil 3.2’den de goriildiigii gibi
yine 1-11pm raliginda farkl bir ¢ok dagilim vardir.

60 =
G2 BOY DAGILIMI

0 - 1 Il 1 1 . Il == 1 == 1

1.743 2.533 3.439 4.425 5.390 6.065 7.070 11.377
AMT Cap1 (um)
Sekil 3.2. Gallik asit 0.0096 g/ml AMT boy dagilim grafigi.
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G3 BOY DAGILIMI
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2.811 3.511 4.521 5.436 6.411 7.468 8.489

AMT Cap1 (um)
Sekil 3.3. Gallik asit 0.0072 g/ml AMT boy dagilim grafigi.

G3 olarak kodlanan derigim (0.0072 g/ml) i¢in agirlikli olarak 3,5-6,5 pm araliginda
degisim gosteren mikro tastyicilar elde edilmistir. Sekil 3.3’den de goriildiigi gibi 2-
8 um boyutlarinda dagilim gostermistir. Bu ii¢ derisim sonucunda derisim azaldikca

boy dagilimi degisimi de azalmaktadir.

G4 olarak kodlanan derisim (0.0048 g/ml) i¢in agirlikli olarak 2,6-4,5 pm pum
araliginda degisim gosteren mikro tasiyicilar elde edilmistir. Sekil 3.4’den de
goriildiigii gibi 2,5-5 um boyutlarinda dagilim gostermistir. Bu derisimde ise boy
dagilim araliginin da oldukg¢a azaldig1 gézlenmistir. en fazla tagiyict 3 um boyutunda

olusmustur.
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G4 BOY DAGILIMI
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AMT Cap: (um)

Sekil 3.4. Gallik asit 0.0048 g/ml AMT boy dagilhim grafigi.
G5 olarak kodlanan derigim (0.0024 g/ml) i¢in agirlikli olarak 3,5-5,5 pm araliginda
degisim gosteren mikro tasiyicilar elde edilmistir. Sekil 3.5’den de goriildiigii gibi
2,5-10 um boyutlarinda dagilim gostermistir. Bu derisimde ise boy dagilim araliginin
tekra arttig1 gozlenmistir.
Asagidaki sekil 3.6’da tiim derisimlerin boy dagilimina etkisini gdsteren toplu grafik
sunulmaktadir. Sonug olarak en dar boy dagiliminin elde edildigi derisim G4 olarak

belirlenmis ve optimum deger olarak kabul edilmistir.

60 5
G5 BOY DAGILIMI
50
S 40
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<
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2.613 3.510 4.421 5.564 6.390 7.284 8.363 10.148
AMT Capi (jum)
Sekil 3.5. Gallik asit 0.0024 g/ml AMT boy dagihim grafigi.
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60 r GALLIK ASITLI AMT BOY DAGILIMI GRAFIiGi i

50 |

30 r

AMT Sayis1 (Adet)

20

10 r

3 4 5 6
AMT capr (1um)
Sekil 3.6. Gallik asitle sentezlenen AMT tiim derisimlerin toplu boy dagilim grafigi.

G4 derisimine ait mikroskop goriintiileri Sekil 3.7°de goriilmektedir. Mikroskop
goriintiilerinde goriildiigli lizere neredeyse tek forma sahip bir ¢ok AMT
goriilmektedir. AMT’lerin i¢inin 15181 yansittigr goriilmektedir. Bazilarinin ise
ceperinin parlak oldugu goriilmektedir. Bu tasiyicilarin ¢eperinin porlu oldugu

anlamina gelmektedir.

Sekil 3.8’de verilen glutaraldehitle sentezlenen tastyicilarla karsilastirildiginda form

olarak benzer olduklar1 goriilmektedir.
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Sekil 3.8. Glutaraldehidle sentezlenen AMT mikroskop goriintiisii (biiyiitme 40x).
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3.1.2. Tannik Asitle Sentezlenen AMT Boy Dagilimi

Tannik asitin ¢apraz baglayict oldugu AMT’ler i¢in yapilan boy dagilimi analizlerine

gore yapilan degerlendirmeler asagida ayrintili olarak verilmektedir.

T1 olarak kodlanan derisim (0.0119 g/ml) i¢in agirlikli olarak 3-5 pm araliginda
degisim gosteren mikro tastyicilar elde edilmistir. Sekil 3.9°dan da goriildiigii gibi en

cok 4 um de tasiyici tespit edilmistir.

T1 BOY DAGILIMI

50
40 -
30
20
10 +
L
| 3,5 | 4,47 l

2.8

AMT Sayis1 (adet)

5,33

AMT Cap1 (um)
Sekil 3.9. Tannik asit 0.0119 g/ml AMT boy dagihm grafigi.

60 T2 BOY DAGILIMI
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-
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1.877 2.585 3.499 4.459 5.329 6.020
ATM Cap: (pm)

Sekil 3.10. Tannik asit 0.0096 g/ml AMT boy dagilim grafigi.
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T2 olarak kodlanan derisim (0.0096 g/ml) i¢in agirlikli olarak 1,8-6 pm araliginda
degisim gosteren mikro tasiyicilar elde edilmistir. Sekil 3.10°dan da goriildigi gibi
bu derisimde boy dagilim1 degiskenlik gdsteren tasiyici elde edilmistir.

T3 olarak kodlanan derisim (0.0072 g/ml) i¢in agirlikli olarak 2-4 um araliginda
degisim gosteren mikro tasiyicilar elde edilmistir. Sekil 3.11°den de goriildigli gibi
en ¢ok 2,5 ve 3,5 um de tastyici sentezlenmistir. Bu derisimde tasiyict boyutunun

kiigiildiigii gozlenmistir. Ancak tek bir boyutta degil 2 farkli boyutta ¢ogunluk

olusmustur.
60 - o
T3 BOY DAGILIMI
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1.894 2.622 3.406 4.256
ATM Cap1 (pm)
Sekil 3.11. Tannik asit 0.0072 g/ml AMT boy dagihm grafigi.
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2.743 3.516 4.424 5.287
ATM Cap: (um)
Sekil 3.12. Tannik asit 0.0048 g/ml AMT boy dagilim grafigi.
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T4 olarak kodlanan derisim (0.0048 g/ml) i¢in agirlikli olarak 2-4 um araliginda
degisim gosteren mikro tasiyicilar elde edilmistir. Sekil 3.12°den de goriildigli gibi
En c¢ok 3,5 ve 4,5 um de tasiyict sentezlenmistir. Bu derisimde tasiyicit boyutunun
yine kiiciik oldugu gozlenmistir. Ancak tek bir boyutta 3,5 um boyutta yogunluk

olusmustur.

T5 olarak kodlanan derisim (0.0024 g/ml) i¢in agirlikli olarak 2,5-7 pm aralifinda
degisim gosteren mikro tasiyicilar elde edilmistir. Sekil 3.13’den de gorildiigi gibi
boy dagilimi artmistir.

60

T5 BOY DAGLIMI
50

40

30

2

10 t I

’ . . . B

2.779 3.621 4.453 5.300 6.122 7.274
ATM Cap:1 (um)
Sekil 3.13. Tannik asit 0.0024 g/ml AMT boy dagilim grafigi.

AMT Sayis1 (adet)

Tannik asit T1, T3 ve T4 derisimlerine bakildiginda boy dagilimin en az oldugu
goriilmektedir. Bu ii¢ derisimden T4’de tek boyutta olusan yogunluk nedeniyle bu

derisim optimum olarak belirlenmistir.

Asagidaki sekil 3.14’de tlim derisimlerin boy dagilimina etkisini gosteren toplu
grafik sunulmaktadir. Sonu¢ olarak en dar boy dagilimmin ve tek boyutta
yogunlagmanin elde edildigi derisim T4 olarak belirlenmis ve optimum deger olarak

kabul edilmistir.

T4 derisimine ait mikroskop goriintiisii sekil 3.15°de goriilmektedir. Mikroskop
goriintiilerinde goriildigli lizere neredeyse tek forma sahip bir ¢ok AMT
goriilmektedir. AMT’lerin i¢inin 15181 yansittigr goriilmektedir. Bazilarinin ise
ceperinin parlak oldugu goriilmektedir. Bu tasiyicilarin ¢eperinin porlu oldugu

anlamina gelmektedir.
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TANNIK ASITLI AMT BOY DAGILIMI GRAFIiGI =T1
mT2
60 mT3

AMT Sayis1 (adet)

2 3 4 5
ATM Cap1 (pm)
Sekil 3.14. Tannik asitle sentezlenen AMT tiim derisimlerin toplu boy dagihm grafigi.

Sekil 3.15. Tannik asitle sentezlenen AMT mikroskop goriintiisii (bilyiitme 40x).
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3.1.3. Kuersetinle Sentezlenen AMT Boy Dagilim

Kuersetinin ¢apraz baglayici oldugu AMT’ler icin yapilan boy dagilimi analizlerine

gore yapilan degerlendirmeler asagida ayrintili olarak verilmektedir.

QI olarak kodlanan derigsim (0.02 mg/ml) i¢in agirlikli olarak 2,5-5,5 um araliginda
degisim gosteren dort farkli boyutta mikro tasiyici elde edilmistir. Sekil 3.16’dan da
goriildiigli gibi en ¢ok sayilan boyut 60 adete yakin 3,5 um capa sahip tastyicilar

olmustur.

80 Q1 BOY DAGILIMI

70 |
50 |

30

AMT Sayis1 (adet)
8

20

10

2,629 3,461 4,435 5,556
ATM Capt (pm)
Sekil 3.16. Kuersetin 0.02 mg/ml AMT boy dagilim grafigi.
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il Q2 BOY DAGILIMI
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= i B

3,781 4,545 5,422 6,356 7,392
ATM Cap1 (pm)
Sekil 3.17. Kuersetin 0.03 mg/ml AMT boy dagihm grafigi.

AMT Says1 (adet)
5

Q2 olarak kodlanan derisim (0.03 mg/ml) i¢in agirlikli olarak 3,5-7,5 um araliginda
degisim gdsteren bes farkli boyutta mikro tasiyict elde edilmistir. Sekil 3.17°den de
goriildiigli  gibi  belli bir boyutta en fazla 30 adet civarinda sayim
gerceklestirilebilmistir.

Q3 olarak kodlanan derisim (0.04 mg/ml) i¢in agirlikli olarak 2,7-5,0 um araliginda
degisim gosteren dort farkli boyutta mikro tasiyici elde edilmistir. Sekil 3.18’den de
goriildigi gibi 3,5 ve 4,5 um capa sahip tasiyicilar cogunluktadir.

8 Q3 BOY DAGILIMI
70
60 7
o 5 f
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z 07T
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% 30 r
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0 1 1 1
2,7 3,53 453 5,11
ATM Cap1 (pm)

Sekil 3.18. Kuersetin 0.04 mg/ml AMT boy dagilim grafigi.
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AMT Says1 (adet)

AMT Sayis1 (adet)

80 Q4 BOY DAGILIMI
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| .
0 1 1 ! |

2,66 3,53 4,19 5,33
ATM Cap: (pm)
Sekil 3.19. Kuersetin 0.05 mg/ml AMT boy dagilim grafigi.
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3,76 4,54 547 6,43 7,39 8,18
ATM Cap1 (um)
Sekil 3.20. Kuersetin 0.06 mg/ml AMT boy dagilhm grafigi.
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QUARSETINLI AMT BOY DAGILIMI GRAFIGi

mQ1
Q2
Q3

80
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2 4 5

* ATM Capt (um)

AMT Sayisi (adet)

Sekil 3.21. Kuersetinle sentezlenen AMT tiim derisimlerin toplu boy dagilim grafigi.

Q4 olarak kodlanan derisim (0.04 mg/ml) icin agirlikli olarak 2,6-5,0 um araliginda
degisim gosteren dort farkli boyutta mikro tasiyici elde edilmistir. Sekil 3.19°dan da
goriildiigii gibi 3,5 um ¢apa sahip tastyicilar cogunluktadir.

Q5 olarak kodlanan derisim (0.06 mg/ml) i¢in agirlikli olarak 3,7-8 pm araliginda
degisim gosteren alt1 farkli boyutta mikro tasiyici elde edilmistir. Sekil 3.20°den de
goriildiigi gibi en ¢ok sayilan boyutlar 4,5-5,5 ve 6,5 um ¢apa sahip tastyicilar

olmustur.

Asagidaki Sekil 3.21°de tiim derisimlerin boy dagilimina etkisini gdsteren toplu
grafik sunulmaktadir. Tasiyicilarin ¢aplarina gore gruplandirildiginda tek boyutta
senteze oldukca yaklasildigini géstermektedir. Sonug olarak en dar boy dagiliminin
ve tek boyutta yogunlagsmanin elde edildigi derisim Q4 olarak belirlenmis ve

optimum deger olarak kabul edilmistir.
Q4 konsantrasyonuna sahip mikroskop goriintiileri sekilx de goriilmektedir.

Q4 derisimine ait mikroskop goriintiisii Sekil 3.22°de goriilmektedir. Mikroskop
goriintiilerinde goriildigli lizere neredeyse tek forma sahip bir ¢ok AMT

goriilmektedir. AMT’lerin iginin 15181 yansittigi goriilmektedir. Bazilarmin ise
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ceperinin parlak oldugu goriilmektedir. Bu tasiyicilarin g¢eperinin porlu oldugu

anlamina gelmektedir.

*s ¢y -

Sekil 3.22. Kuersetinle sentezlenen AMT mikrskop goriintiisii (bilyiitme 40x).

3.1.4. AMT FTIR Sonuclar:

Calismanin bu asamasinda sentezlenen Albiimin Mikro Tastyicilarin (AMT) ve
sentez i¢in kullanilan albliminin ve capraz baglayicilarin FTIR spekturumlar
alarak karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Sekil 3.23’de sentezlerde kullanilan
albiiminin spektrumu verilmektedir. Sekil 3.24’de glutaraldehidin, Sekil 3.25°de
gallik asidin, Sekil 3.26’da tannik asidin ve Sekil 3.27°de kuersetinin FTIR

spektrumlar: verilmektedir.
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Sekil 3.23. Albiimin FTIR spektrumu.
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Sekil 3.24. Glutaraldehid FTIR spektrumu.
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Sekil 3.25. Gallik Asit FTIR spektrumu.
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Sekil 3.26. Tannik Asit FTIR spektrumu.
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Sekil 3.27. Kuersetinin FTIR spektrumu.

Albiimin mikro tastyict sentezinde kullanilan gerek albiimin gerekse de c¢apraz
baglayicilarin yapilarinda var olan ve capraz baglanma reaksiyonuna katilan
fonksiyonel gruplarin varligi ve de dzellikle -OH gruplarinin 3000-3500 cm™ dalga
boyunda oldukea genis bir band olusturdugu gézlemlenmistir.

Sekil 3.28, 3.29, 3.30 ve 3.31°de sirastyla; Glutaraldehid; Gallik asit; Tannik asit;
Kuersetin ile sentezlenen Albiimin Mikro Tastyicilarin FTIR spektrumlar1 verilmistir.
Bu spektrumlardan da goriilecegi gibi bazi fonksiyonal gruplar soniimlenmis,
bazilarinin siddeti azalmistir. Ancak en dikkat ¢eken durum Sekil 3.31°de -OH

gerilme pikinin siddetinin azaldig1 ancak yok olmadig1 sonucudur.

Bu durum Kuersetin molekiiliiniin yapisindaki karbonil grubunun reaksiyon sirasinda
acilarak  serbest -OH grubuna doniismesinden kaynaklanmakta oldugu
distintilmiistiir.
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Sekil 3.28. Glutaraldehid ile sentezlenen AMT FTIR spektrumu.
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Sekil 3.29. Gallik asitle sentezlenen AMT FTIR spektrumu.
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Sekil 3.30. Tannik asitle sentezlenen AMT FTIR spektrumu.
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Sek il 3.31. Kuersetinle sentezlenen AMT FTIR spektrumu.

3.1.5. AMT SEM Sonugclari

Calismanin bu asamasinda sentezlenen Albiimin Mikro Tasiyicilarin (AMT) SEM
(taramali  Elektron = Mikroskobu)  goriintiileri  alinarak  karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda Sekil 3.32’de Glutaraldehidin ¢apraz baglayici
olarak kullanildigi AMT’lerin Sekil 3.32a’da x500 ve Sekil 3.32b’de x6000
biiylitmedeki goriintiileri verilmektedir. Sekil 3.32’den de goriilecegi gibi opak
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kristalin i¢ yapisda AMT ler elde edilmistir.

g WD 2 n
0 x 4 0 11.0 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 3.32. Glutaraldehidle sentezlenen AMT SEM goriintiisii (a)x500; (b)x6000 biiyiitme.

Sekil 3.33’de Gallik asidin ¢apraz baglayici olarak kullanildigt AMT lerin Sekil
3.33a’da x500 ve Sekil 3.33b’de x6000 biiylitmedeki goriintiileri verilmektedir. Sekil
3.33’den de goriilecegi gibi opakligin olduk¢a azaldigi kristalin yapida ve aymi

zamanda mikro-makro-mezo gozenekli yapida AMT’ler elde edilmistir.

det HV mag  spot

w
ETD |30.00 kV/S00x 4.0 1 11.2 mm

Sekil 3.33. Gallik asitle sentezlenen AMT SEM goriintiisii (a)x500 (b)x6000 buyutme

Sekil 3.34’de tannik asidin ¢apraz baglayici olarak kullanildigit AMT lerin Sekil
3.34a’da x500 ve Sekil 3.34b’de x6000 biiylitmedeki goriintiileri verilmektedir. Sekil
3.34’den de goriilecegi gibi yar1 opak ve yar1 kristalin yapida AMT’ler elde

edilmistir.
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Sekll 3 34 Tanmk asitle sentezlenen AMT SEM goruntusu (a) x500 (b) x6000 buyutme

Sekil 3.35’de kuersetinin capraz baglayici olarak kullanildigt AMT’lerin Sekil
3.35a’da x500 ve Sekil 3.35b’de x6000 biiylitmedeki goriintiileri verilmektedir. Sekil
3.35’den de goriilecegi gibi opakligin ve kristalinitenin olmadig1 yapidaki AMT ler
elde edilmistir. Sekil 3.35b’de x6000 biiyiitmedeki goriintiide ayn1 zamanda mikro-
makro-mezo gdézenekli yapida AMT ler elde edilmistir.

200 pm —
WETU CENTRAL LAB

Sekll 3 35. Kuersetlnle sentezlenen AMT SEM goriintiisii (a) x500 (b) x6000 buyutme

3.1.6. AMT Hidrolitik degredasyon

Calismanin bu asamasinda da dort farkli ¢apraz baglayici kullanilarak sentezlenen
Albiimin  Mikro Tasiyicilarin  (AMT)  Hidrolitik  degredasyon  deneyleri
gerceklestirilmistir. 7 glin boyunca takip edilen hidrolitik degredasyon sonuglari

yukarida verildigi gibidir. 72. Saatte denge durumunun olustugu goriilmektedir.
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Glutaraldehitin degredasyonu 48. Saatte bitmistir.
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Sekil 3.36. Sentezlenen AMT hidrolitik degradasyon davramslari.

Hidrolitik degredasyon ¢alismasi i¢in yine 4 farkli kese hazirlanmis ve igerilerine
belirli miktarda albiimin mikro tastyicilar koyularak pH: 7.4 fosfat tamponunda
cesitli zaman araliklarinda kiitle degisimine bakilarak degredasyon grafikleri

olusturulmustur.

Elde edilen verilerden Sekil 3.36°da verilen kiitle kayb1 grafigi elde edilmistir. Kiitle
kayb1 grafiginden de goriilecegi gibi dogal capraz baglayicit kullanilarak sentezlenen
tim AMT lerin benzer degredasyon davranisi gosterdigi ve 10. Saatte tamamen
sonlandig1 goriilmiistiir. Sentetik capraz baglayict olan glutaraldehid ile sentezlenen
AMT lerde ise 45. Saatte (2700. dakikada) degradasyon sonuna ulasilmistir. Bu
durum ilag salim davranislar1 ile de uyumluluk gostermektedir. Bu davranis bigimi
ila¢ salim davranisinin yigin (bulk) erozyon ile meydana gelmektedir. Diflizyon ile
ila¢ salim1 bu grupta olusmamuistir. Sentetik ¢apraz baglayici olan glutaraldehid ile
sentezlenen AMT’lerde ise degradasyon yigin yapidan gerceklesmekte fakat ilag

salim1 hem y1gin yapidan erozyon hem de difiizyon ile olugsmaktadir.

Gupta ve arkadaglariin yaptigi biyobozunur mikro partikiillerden ila¢ salinimi
sistemi hakkindaki caligmasinda emiilsiiyon yoOntemiyle sentezleyip sicaklikla
stabilize ettikleri alblimin mikropartikiiller 1 saat i¢cinde erozyona ugramaya baglamis
24 saat sonunda tamamen degrede olmustur (Gupta vd. 2012). Bizim ¢alismamizda

da AMT’ler aslinda neredeyse 10. Saatte degredasyonu tamamlanmis 24. Saatte de
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denge konumuna geldigi Sekil 3.36’da goriilmektedir.

3.1.7. AMT ila¢ Salim

Calismanin bu asamasinda ise dort farkli capraz baglayici kullanilarak sentezlenen
Albiimin Mikro Tasiyicilara (AMT) ilag yiiklenerek ilag salim deneyleri
gerceklestirilmistir. Bu amagla gecirgen 0Ozellikli kesecikler hazirlanmis ve
selekoksib (celecoxib) ilaci ile sentezlenen AMT’ler bu keselere koyulmustur.
Icerisinde 50 ml pH:7.4 SBF (Simulated body Fluids) tamponu bulunan reaktdrlere
daldirilarak seri o6lgiimler alinmustir. Olgiimler spektrofotometrede 240 nm’de
Olclilmiistir. Kimiilatif ilag salim hesaplamalar1 i¢in Sekil 3.37’da verilen
kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Bu egriden hesaplanan dogru denklemi ile de

hesaplamalar gerceklestirilmistir.

Selekoksib kalibrasyon egrisi (240 nm)

y = 0,0092x + 0,007
R2=0,9936

Absorbans

0 0.5 1 1.5 2 2,5 3 3.5 4
Derisim (pg/mL)

Sekil 3.37. Selekoksibin kalibrasyon grafigi ve dogrusu.
Sekil 3.38°de de ¢alisma kapsaminda Sentezlenen Albiimin Mikro Tastyicilardan Ilag
Salim Davraniglar1 verilmektedir. Kiimiilatif ilag salim sonuglar1 irdelendiginde
calisma kapsaminda dogal ¢apraz baglayic kullanilarak sentezlenen tiim AMT lerin
benzer salim davranisi gosterdigi ve 10. Saatte (600. dakikada) %100 salima ulastig1
gozlemlenmistir. Sentetik c¢apraz baglayici olan glutaraldehid ile sentezlenen
AMT’lerde ise %100 salima 56. Saatte (3360. dakikada) ulasilmistir. Gupta ve
arkadaglarinin yaptig1 calismada olusturduklart albiimin mikropartikiillere diltiazem
HCL yiikleyerek salinimina bakmislardir. Bu olusturduklar1 % kiimiilatif ilag salinimi

grafigine gore tiim ilag 25 dakika sonunda %100 salinmistir (Gupta vd. 2012).
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Sekil 3.38. Sentezlenen albiimin mikro tasiyicilardan ila¢ salim davranislari.

3.1.8. AMT Hiicre Deneyleri Sonuclar:

3.1.8.1. insan Akciger Kanseri (A549) Hiicreleri Deneyleri

Calismanin bu asamasinda sentezlenen Albiimin Mikro Tasiyicilarin (AMT) ilagsiz
ve ilagh formlar1 ile hiicre deneyleri gergeklestirilmistir. insan Akciger Kanseri
(A549) Hiicreleri ile gergeklestirilen deneylerin sonuglar1 ve irdelenmesi asagida
sunulmustur. Sekil 3.40’da insan akciger kanser (A549) hiicre hattinin to anindaki
(baslangigta) hiicre yogunlugu goriilmektedir. Hiicrelerin c¢ogalarak yiizeye
tutundugu goriilmektedir. A549 hiicre hattinin monolayer (Ren vd. 2016) davrandig:
gdz Oniinde bulundurularak bakildiginda, 24-48-72 saat serilerinde hiicrelerin
¢ogalma yogunlugu Sekil 3.41°de goriilmektedir. Sekil 3.42°de ¢alismada kullanilan
kimyasallarin A549 hiicreleri ile etkilesimleri ile ilgili toplu hiicre 6liim sonuglar
sunulmustur. Sekil 3.42’ye gore en fazla sitotoksik etki gosteren gallik asit olmustur.

72 saatin sonunda %90 civarinda sitotoksik etki gdstermistir.
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Sekil 3.40. A549 hiicreleri (to aninda).

Gallik asitten sonra etkili olan kimyasal tannik asittir. Tannik asit 72 saat
sonunda %75 civarinda etki gdstermistir. Quarsetin %30 civarinda kalmustir. Ote
yandan anti-kanser ilag olan selekoksib %50’lerdedir. Ilacin ve quarsetinin
¢Oziiniirligliniin diisiik olmas1 sonuglar1 desteklemektedir. Gallik asitin tannik asite
gore daha diisiik molekiil agirligina ve daha basit molekiil yapisina sahip olmasi

sitotoksisite agisindan daha avantajli olmasini saglamistir.

<.»uy_ ,(’\"k . -t““\ . A¥ e y - .
h‘:‘f’,i{&‘g“;’@‘i sa_gt . A549 Kontrol 48 saat

/ e
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A549 Kontrol 72 saat

Sekil 3.41. A549 hiicreleri kontrol gruplari iiremeleri (24-48-72 saatler).
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Kimyasal Tiirii

Sekil 3.42. Kullanilan kimyasallarin A549 hiicre hattinda gosterdigi % oliim miktarlari.
Sekil 3.43°de A549 hiicreleri iizerinde saf gallik asitin antioksidaninin 24-48-72
saatlerindeki yogunlugu goriilmektedir. Hiicrelerin tutunmasinin azaldigi yani canl
hiicre miktarinin azaldig1 goriilmektedir. Sekil 3.44 ise A549’un tannik asit ile

etkilesim sonuglarini gostermektedir. Hiicre yogunlugundaki azalma goriilmektedir.

A549-GALLIK ASIT 48 saat

A549-GALLIK ASIT 72 saat

Sekil 3.43. A549 hiicrelerinin gallik asit ile etkilesim sonugclar: (24-48-72 saatler).
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AS49-TANNIK ASIT 48 saat

AS549-TANNIK ASIT 72 saat

Sekil 3.44. A549 hiicrelerinin tannik asit ile etkilesim sonuclari (24-48-72 saatler).

g AN,

relerinin kuersetin ile etkilesim sonuclari (24-48-72 saatler).

'
7.

Sekil 3.45. A549 hiic

Sekil 3.45’de ise hiicrelerin kuersetin ile etkilesimi verilmistir. Hiicreler arasinda kol

atmalarin yayilmanin azaldig1 farkedilmektedir. A549 hiicre hattinin selektif COX-2
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inhibitorii olan Selekoksib ile 24-48-72 saat etkilesimleri goriilmektedir. Hiicre

yogunlugundaki azalma gozle goriiliir diizeydedir.

Sekil 3.46. A549 hiicrelerini ilac ile etkilesim sonuglal (2448-72 saatler).

100 A549-AMT Etkilesimleri m24h

a5 L n48h
©72h
80 +
70
60
50

40

30 |

Hiicre Oliimii (%)

T >

GLA/AMT GA/AMT TA/AMT QU/AMT
AMT TURU

Sekil 3.47 Sentezlenen AMT’lerin A549 hiicre hattinda gosterdigi % oliim miktarlari.
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Sekil 3.47°de Sentezlenen AMT’lerin A549 hiicreler ile etkilesimleri toplu olarak
sunulmustur. Sekil 3.47°ye gore 72 saat sonunda tiim glutaraldehitle ve gallik asitle
sentezlenen tiim AMT’ler 72 saat sonunda yaklasik %50 sitotoksisite gostermistir.
Gallik asit tek basina %90 sitotoksisite gosterirken tasiyicinin igerisinde yani yapi
icerisinde oldugu igin serbest haldeki kadar etkili olmamistir. Tannik asitin ¢apraz
baglayict oldugu AMT’ lerde sitotoksisite % 55 civarinda olmustur. Kuersetinin
capraz baglayici oldugu AMT’ lerde 72 saat sonunda sitotoksisite % 35 civarindadir.
AS549 hiicre hatt1 i¢in tannik asitin ¢capraz baglayici oldugu AMT ler en etkili sonucu

vermistir.

Sekil 3.48’de hiicrelerin glutaraldehit ¢apraz baglayicisi kullanilarak sentezlenen
AMT’larin 24-48-72 saat etkilesimleri goriilmektedir ve 72 saatlik verilerden
hiicrelerin lizerindeki sitotoksik etki bariz goriilmektedir.

Sekil 3.49°da hiicrelerin gallik asit ile sentezlenmis AMT’lerle etkilesimi

goriilmektedir. Hiicrelerde neredeyse yiizeye tutunma kalmadigi agiktir.

Sekil 3.50’de tannik asit capraz baglayicis1 kullanilarak sentezlenmis AMT’lerin
A549 hiicre hatt1 iizerindeki etkilesimleri goriilmektedir. Canli hiicre yogunlugunun
azaldig1 farkedilmektedir. Kuersetin ¢apraz baglayicist kullanilarak sentezlenen
AMT lerin hiicre hatt1 iizerindeki etkileri Sekil 3.51°de goriilmektedir. Hiicrelerin

ylizeye tutunabilirligi oldukca azalmaistir.
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Sekil 3.48. A549 hiicrelerinin GLA-AMT lerle etkilesim sonuclari (24-48-72 saatler).

A549 48 saat

Sekil 3.49. A549 hiicrelerinin GA-AMT lerle etkilesi sonc;larl (24-48-72 saatler).

55



ETM{ TA AMT AS549 48 saat

TAAMT AS549 saat

Sekil 3.50. A549 hiicrelerinin TA-AMT’lerle etkilesim sonuglar: (24-48-72 saatler).
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Sekil 3.52. ilag yiiklii AMT’lerin A549 hiicre hatti iizerindeki sitotoksik etKisi.

Sekil 3.52°de ila¢ yiiklii AMT’lerin A549 hiicreleri ile etkilesimleri toplu olarak
sunulmustur. Sekil 3.52’ye gore glutaraldehitle sentezlenen AMT’ler %30 civarinda
sitotoksik etki gostermistir. Kuersetinle sentezlenen ilag yiklii AMT’ler de 72 saat
sonunda %30 civarlarindadir. Gallik asitli AMT’ler nispeten daha iyi sonug verirken

en c¢ok sitotoksik etki gdsteren tannik asitli AMT ler olmustur.

— Y
4 e e,

Sekil 3.53. A549 hiicrelerinin iLAC/LA-AMT’lele etkilesim sonuclari (24-48-72 saatler).
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Sekil 3.54. A549 hiicrelernm iLA /A-AMT’erle etkilesim sonuclari (24-48-72 saatler).
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Sekil 3.56. A549 hiicrelerinin ILAC /QU-AT’lerle etkilesim snug:larl (24-48-72 saatler).

Glutaraldehitin ¢apraz baglayic1 oldugu ayni zamnada igerisinde ilag yikli
AMT’lerin etkileri Sekil 3.53’de verilmistir. Hiicrelerin canliligi zaman igerisinde

azalma gostermistir.

Icerisine ilag koyularak sentezlenen 3 farkli tip AMT nin A549 hiicre hatt1 iizerindeki
etkileri sekil 3.54, sekil 3.55 ve sekil 3.56’de goriilmektedir. Hiicrelerin yiizeye
tutunarak cogaldigr goz Oniinde bulunduruldugunda hiicrelerin ylizeye tutunmasi

azaldig1 farkedilmektedir.
3.1.8.2. insan Kolon Kanseri (HT29) Hiicreleri Deneyleri

Calismanin bu asamasinda sentezlenen Albiimin Mikro Tasiyicilarin (AMT) ilagsiz
ve ilagh formlari ile hiicre deneyleri gerceklestirilmistir. Insan Kolon Kanseri (HT29)
Hiicreleri ile gerceklestirilen deneylerin sonuclar1 ve irdelenmesi asagida

sunulmustur.

Sekil 3.57’de insan kolon kanseri (HT29) hiicre hattinin to an1 goriintiileri

verilmektedir.

Sekil 3.58’de ise kontrol grubu hiicrelerin 24-48-72 saatlerdeki etkilesimleri
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verilmektedir. 72. saat sonunda ¢ogalmanin yogunlastig1 gériilmektedir.

Sekil 3.57. HT29 hiicreleri (to aninda).

HT29 Kontrol 48 saat

HT29 Kontrol 72 saat

Sekil 3.58. HT29 hiicreleri kontrol gruplari iiremeleri (24-48-72 saatler).

Sekil 3.59°da ¢alismada kullanilan kimyasallarin HT29 hiicreleri ile etkilesimleri ile
ilgili toplu hiicre oliim toplu sonuglart sunulmustur. Sekil 3.59’a gore 72 saat
sonunda gallik asit yaklagik %90, tannik asit %70 civarinda, kuersetin %380,
selekoksib yaklasik %40 civarinda sitotoksik etki gostermistir. Capraz baglayici

olarak secilen dogal anti-oksidan molekiillerimiz ilagtan daha fazla etki gdstermistir.
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Sekil 3.60°da hiicrelerin gallik asit ile etkilesimi verilmistir.
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Kimyasal Tiirii
Sekil 3.59. Kullanilan capraz baglayicilarin HT29 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisi.
Hiicrelerin yiizeye tutunmasi azalmistir. Sekil 3.61°de tannik asitle etkilesen
hiicrelerin canliligit olduk¢a azalmistir. Sekil 3.62 hiicrelerin kuersetin ile
etkilesimidir. Hiicrelerin yogunlugunun azaldigi goriilmektedir. Sekil 3.63°de
hiicrelerin ilag ile etkilesiminde opak ve parlak olanlar yiizeye tutunan hiicrelerdir.

Bu baglamda hiicrelerin yiizeye tutunmasinin azaldigi gortilmektedir.
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HT29-GALLIK ASIT 72 saat

Sekil 3.60. HT29 hiicrelerinin gallik asit ile etkilesim sonuclar: (24-48-72 saatler).

HT29-TANNIK ASIT 48 saat

HT29-TANNIK ASIT 72 saat

Sekil 3.61. HT29 hiicrelerinin tannik asit ile etkilesim sonuclari (24-48-72 saatler).




Sekil 3.63. HT29 hiicrelerinin ilag ile etkilesim sonuclari (24-48-72 saatler).
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Sekil 3.64. Sentezlenen AMT’lerin HT29 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkileri.
Sekil 3.64°de ilag yiikli AMT’lerin HT29 hiicreleri ile etkilesimleri toplu olarak
sunulmustur. Sekil 3.64’e gore 72 saat sonunda glutaraldehitin ve gallik asitin ¢apraz
baglayict oldugu denemelerde yaklasik %50, tannik asitin ¢apraz baglayici oldugu
AMT’ler %40 civarinda, quersetinin c¢apraz baglayict oldugu AMT’ler %35
civarinda sitotoksik etki gdstermistir. En ¢ok sitotoksik etki gdsteren gallik asitle

sentezlenen AMT’ler olmustur.

GLA-AMT HT29 48 saat
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GLA-AMT HT29 72 saat

Sekil 3.65. HT29 hiicrelerinin GLA-AMT etkilesim sonuclari (24-48-72 saatler).

GA-AMT HT29 48 saat

GA-AMT HT29 72 saat

Sekil 3.66. HT29 hiicrelerinin GA-AMT etkilesim sonuclari (24-48-72 saatler).
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TA-AMT HT29 72 saat

Sekil 3.67. HT29 hiicrelerinin TA-AMT etkilesim sonuclari (24-48-72 saatler).

£

.--‘.\ o ke 't": ; -
Sekil 3.68. HT29 hiicrelerinin QU-AMT etkilesi

A e
m sonuclar

(24-48-72 saatler).

Sekil 3.65 glutaraldehit ila ¢apraz baglanmis AMT’lerin etkilesimlerini

gostermektedir. Hiicrelerin monolayer 6zelligini kaybettigi goriilmektedir.

Sekil 3.66°da gallik asitle ¢capraz baglanmis AMT lerin hiicreler iizerindeki etkileri

goriilmektedir. Hiicrelerin canliligi azalmistir.

Sekil 3.67 tannik asitle ¢apraz baglanmis AMT lerin etkisini gostermektedir. Canlt
hiicre miktar1 oldukca azalmigtir. Kuersetin kullanilarak ¢apraz baglanan AMT lerin
goriintiileri  Sekil 3.68’de verilmistir. Hiicrelerin nispeten canliligmin azaldig:
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goriilmektedir.
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Sekil 3.69. ilag yiiklii AMT’lerin HT29 hiicre hatt: iizerindeki sitotoksik etKisi.

Sekil 3.69’a gore glutaraldehitin ¢apraz baglayici oldugu ilag yiiklii AMT’ler % 35,

gallik asitin ¢apraz baglayici oldugu ilag yiiklii AMT’ ler %5 0, tannik asitin ¢apraz

baglayici oldugu ilag yiiklii AMT’ler %40 civarinda, quarsetinin ¢apraz baglayict

oldugu ilag yiiklii AMT’ler %35 civarinda sitotoksik etki gostermistir. En etkili gallik

asitle sentezlenen ilag yiikliit AMT’ler olmustur.
HT?29 hiicre hattinin ilag etkilesim goriintiileri Sekil 3.70, Sekil 3.71, Sekil 3.72 ve

Sekil 3.73’de sirastyla verilmistir. Bunlar sirasiyla glutaraldehit, gallik asit, tannik

asit ve kuersetin ile sentezlenen ila¢ yiikli AMT’lerdir. Hepsinde de hiicre

canliliginin azaldig1 net olarak goriilmektedir.
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N

)

inin ILAC/GLA-AMT etkilesim sonuglar: (24-48-72 saatler).

Sekil 3.70. HT29 hiicreler
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Sekil 3.73. HT29 hiicrelerinin iLC/QU-AMT etkilesi sonuglari (24-48-72 saatler).

3.2. Albiimin Nano Tasiyicilar (ANT)

Arastirmanin = bu  asamasinda  Albiimin  Nanotasiyict  (ANT)  sentezi
gerceklestirilmistir. Bu sentez yontemlerinde yine capraz baglama islemi sentetik
capraz baglayict olmadan dogal malzemeler olan gallik asit, tannik asit ve kuersetin

ile gerceklestirilmistir.
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3.2.1. Gallik Asitle Sentezlenen ANT Boy Dagilim

Sekil 3.74’de gallik asitin ¢apraz baglayici oldugu ANT’lerin dietileterle yikama

sonucu tiipte toplanan formu verilmistir.

Sekil 3.74. Gallik asitle sentezlenen ANT’lerin kolloidal fotografi.

70 r . . .
GALLIK ASIT-ANT BOY DAGILIMI

20
0 1 1 . 1 1 1 1
154 218 327 472 554 6 775 858 939

58
ANT Cap1 (namometre)
Sekil 3.75. Gallik asit 0.0048 g/ml ANT boy dagilimi.

8 3 3

ANT Sayis1 (Adet)
(¥
o

AMT sentezinde kullanilan gallik asit miktarlarindan yola ¢ikilarak sentezlenen
ANT’lerin boy dagilimi Sekil 3.75’de verilmistir. Tasiyicilar 600-900 nanometre
capinda dagilim gostermistir. Sentezlenen ANT’lerin mikroskop goriintiileri Sekil

3.76’da goriilmektedir.
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Sekil 3.76. Gallik asitle sentezlenen ANT mikrosko goriintiisii (bilyiitme 40x).

3.2.2. Tannik Asitle Sentezlenen ANT Boy Dagilimi

Tannik asitin c¢apraz baglayict oldugu ANT’lerin sentezlenmesi sonrasi tiipte
toplanan goriintiisii Sekil 3.77°de verilmistir. Sentezlenen ANT’lerin boy dagilimi

600-900 nanometre arasindadir. Mikroskop goriintiileri Sekil 3.78’de goriilmektedir.

Sekil 3.77. Tannik asitle sentezlenen ANT’lerin kolloidal fotografi.
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636

ANT Cap1 (nanometre)
Sekil 3.78. Tannik asit 0.0048 g/ml ile sentezlenen ANT boy dagilimi.

Sekil 3.79. Tannik asitle sentezlenen ANT mikroskop goriintiisii (bilyiitme 40x).
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3.2.3. Kuersetinle Sentezlenen ANT Boy Dagilimi

Kuersetinle sentezlenen ANT’lerin tiipte toplanan goriintiisii Sekil 3.80°de
sunulmustur. Kuersetin ile sentezlenen ANT’lerin Sekil 3.81°de sunulmaktadir.
Grafikten de goriilecegi gibi boy dagilimi daha ¢ok 600-700 nanometre arasinda
degismektedir. Mikroskop goriintiileri Sekil 3.82°de verilmistir.

Sekil 3.80. Kuersetinle sentezlenen ANT’lerin kolloidal fotografi.

70 s &,
KUERSETIN-ANT BOY DAGILIMI

]
50 t
40 |
30
20
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1111
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ANT Sayis1 (Adet)

34
ANT Cap1 (nanometre)
Sekil 3.81. Kuersetin 0.03 mg/ml ile sentezlenen ANT boy dagilimi.
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3.2.4. ANT FTIR Sonuglan

Calismanin bu asamasinda sentezlenen Albiimin Nano Tasiyicilarin (ANT) ve sentez
icin kullanilan ¢apraz baglayicilarin FTIR spekturumlari alinarak karakterizasyonu
gergeklestirilmistir.

Sekil 3.83’de sentezlerde kullanilan Gallik asidin, Sekil 3.84’de ise Gallik asit ile

sentezlenen Alblimin Nano Tasiyicilarin FTIR spektrumlart verilmistir.

% Transmittance
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Sekil 3.82. Kuersetinle sentezlenen ANT mikroskop goriintiisii (biiyiitme 40x).
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Sekil 3.83.
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Gallik asit FTIR spektrumu.
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Sekil 3.84. Gallik asit ile sentezlenen ANT FTIR spektrumu.

Sekillerden de goriilecegi gibi Gallik asidin yapisinda var olan -OH hidroksil
gruplarinin 3000-3500 cm™ dalga boyunda olduk¢a genis bir band olusturdugu
gozlemlenmistir. Capraz baglanma reaksiyonu gergeklestikten sonra reaksiyon veren
bu fonksiyonel gruplarin varligindaki azalma ile -OH bandinda kiiglilme

goriilmiistiir.

Sekil 3.85°de sentezlerde kullanilan Tannik asidin, Sekil 3.86’da ise Tannik asit ile

sentezlenen Alblimin Nano Tastyicilarin FTIR spektrumlar verilmistir.
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Sekil 3.85. Tannik asitin FTIR spektrumu.
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Sekil 3.86. Tannik asitle sentezlenen ANT FTIR spektrumu.
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Sekillerden de goriilecegi gibi Tannik asidin yapisinda var olan -OH hidroksil
gruplarmin 3000-3500 cm™! dalga boyunda oldukg¢a ¢ok genis bir bant olusturdugu
gozlemlenmistir. Capraz baglanma reaksiyonu gerceklestikten sonra reaksiyona giren
bu fonksiyonel gruplarin varligindaki azalma ile -OH bandinda kiigiilme

goriilmiistiir.

Sekil 3.87’de sentezlerde kullanilan kuersetinin, sekil 3.88’de ise kuersetin ile

sentezlenen Albiimin Nano Tasiyicilarin FTIR spektrumlari yer almaktadir.
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Sekil 3.87. Kuersetinin FTIR spektrumu.
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Sekil 3.88. Kuersetinle sentezlenen ANT FTIR spektrumu.

Bu spektrumlardan da goriilecegi gibi bazi fonksiyonal gruplar soniimlenmis,
bazilarinin siddeti azalmistir. Ancak en dikkat ¢eken durum -OH gerilme pikinin

siddetinin azaldig1 neredeyse yok olma noktasina geldigi sonucudur.

Bu durum Kuersetin molekiiliiniin yapisindaki karbonil grubunun reaksiyon sirasinda
acilarak serbest -OH grubuna doniismesinden kaynaklanmakta oldugu seklinde

diistinilmiistiir.
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3.2.5. ANT SEM Sonuclan

Caligmanin bu agsamasinda sentezlenen Albiimin Nano Tasiyicilarin (ANT) SEM
(taramali  Elektron = Mikroskobu)  goriintiileri  alinarak  karakterizasyonu

gerceklestirilmistir.

Sekil 3.89’da gallik asidin ¢apraz baglayict olarak kullanildigi ANT’lerin x6000
biiylitmedeki goriintlisii verilmektedir. Sekil 3.89’dan da goriilecegi gibi kristalin
yapida ANT’ler elde edilmistir.

mag |spot| WD e—A 0 1111

g d

3/18/2022 | det | HV
9:56:51 AM |ETD |30.00 kV|6 000 x| 4.0 [11.2 mm METU CENTRAL LAB
Sekil 3.89. Gallik asitle sentezlenen ANT SEM goriintiisii (x6000 biiyiitme).

Sekil 3.90’da tannik asidin c¢apraz baglayici olarak kullanildigt ANT’lerin x6000
biiylitmedeki goriintiisii verilmektedir. Sekil 3.90°dan da goriilecegi gibi yar1 opak ve
yart kristalin yapida ANT’ler elde edilmistir.
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3/18/2022 | det HV mag Spot‘ WD — 10 ym ——
10:06:06 AM | ETD|30.00 kV|6 000 x| 4.0 [11.1 mm METU CENTRAL LAB
Sekil 3.90. Tannik asit ile sentezlenen ANT SEM gériintiisii (x6000 biiyiitme).

7

e S

= 4

3/18/2022 | det HV mag |spot| WD C— 10 ym ——
10:09:29 AM | ETD [30.00 kV|6 000 x| 4.0 |10.9 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 3.91. Kuersetin ile sentezlenen ANT SEM gériintiisii (x6000 biiyiitme).

Sekil 3.91°de kuersetinin ¢apraz baglayici olarak kullanildigt ANT’lerin x6000
biiylitmedeki goriintiisii verilmektedir. Sekil 3.91°den de goriilecegi gibi opakligin

azaldig1 ve kristal yapida ANT ler elde edilmistir.
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3.2.6. ANT Hidrolitik degredasyon

Calismanin bu agsamasinda da ti¢ farkli capraz baglayict kullanilarak sentezlenen
Albiimin  Nanoo Tasiyicilarin  (ANT) Hidrolitik  degredasyon deneyleri
gergeklestirilmistir. Sekil 3.92°de 7 giin boyunca takip edilen hidrolitik degredasyon
sonuglar1 verilmigtir. 72. Saatte denge durumunun olustugu goriilmektedir. Ayrica
degredasyon davranmisinin ilk 12 saatlik gosteriminde degredasyonun tim ANT

tiirlerinde benzer davranis gostermistir.

ANT'lerin Hidrolitik Degredasyon Davranisi
0.12
B L
0.14 ilk 12 saat degredasyon Davrams
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170
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Sekil 3.92. Sentezlenen ANT hidrolitik degradasyon davramslari.
3.2.7. ANT Ila¢ Salim

Calismanin bu asamasinda ise ii¢ farkli ¢apraz baglayici kullanilarak sentezlenen
Alblimin Nano Tasiyicilara (ANT) ila¢ yiiklenerek ilag salim deneyleri
gerceklestirilmisti. Bu amacla gegirgen 0Ozellikli kesecikler hazirlanmis ve
selekoksib (celecoxib) ilaci ile sentezlenen ANT’ler bu keselere koyulmustur.
Icerisinde 50 ml pH:7.4 SBF (Simulated body Fluids) tamponu bulunan reaktdrlere
daldirlarak seri Olgiimler alinmistir. Olgiimler spektrofotometrede 240 nm’de

Olciilmiistiir.

Sekil 3.93°de gallik asitle sentezlenen ANT’lerin % kiimilatif ilag salinimi
verilmistir. Buna gore 40.dk da ilag¢ salinimi1 %100’e ulagsmistir. GA-ANT lerin kisa
stireli salimlar i¢in kullanilabilecegi diisiintilm{istiir.
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ila¢ Salmu (%)
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Sekil 3.93. Sentezlenen GA-ANT’lardan ila¢ salhm davramslari.

Sekil 3.94°de tannik asitle sentezlenen ANT’lerin ilag salim davranisi sunulmustur.

Grafige bakildiginda ilk 5. dakikada tiim ilacin salindig1 goriilmektedir. Bu durum

kusma etkisi (burst effect) ile acgiklanabilir. Bu durum Tannik asitin yapist biiyiik

olmasi nedeniyle ilacin tastyicinin yiizeyine baglandigi seklinde yorumlanmustir.

fla¢c Salmu (%)
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Zaman (dakika)

Sekil 3.94. Sentezlenen TA-ANT’lardan ila¢ salim davramslari.

Sekil 3.95’de ise Kuersetinin ¢apraz baglayict oldugu ANT lerde asamal1 bir salinim
goriilmektedir. Yaklasik 30000.dakikada %100 salmmim gerceklesmistir. QU ANT

yapilarda ilacin yapinin i¢inde bag yaptigi ve degradasyona bagli bir ilag salimi

gerceklestigi seklinde yorumlanmastir.
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Sekil 3.95. Sentezlenen QU-ANT’lardan ila¢ salim davramslari.

3.2.8. ANT Hiicre Deneyleri Sonuc¢lari

3.2.8.1. insan Akciger Kanseri (A549) Hiicreleri Deneyleri

Calismanin bu asamasinda sentezlenen Albiimin Nano Tasiyicilarin (ANT) ilagsiz ve

ilagh formlari ile hiicre deneyleri gergeklestirilmistir. Insan Akciger Kanseri (A549)

Hiicreleri ile gergeklestirilen deneylerin sonuglart ve irdelenmesi

sunulmustur.

Sekil 3.96. A549 Hiicreleri (to aninda).
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Sekil 3.96’de A549 hiicre hattinin to an1 goriintiileri verilmistir. A549 hiicrelerinin 24-

48-72 saat ¢ogalma sonuglarina dair mikroskop goriintiileri ise Sekil 3.95’de yer

almaktadir.

SRENT,

AT L ; . -
{m&;p 24 saat A A549 Kontrol 48 saat

BT R 2N
{4 ‘wf g
g LA

i e ’{_ X
;

A549 Kontrol 72 saat

Sekil 3.97. A549 hiicreleri kontrol gruplari iiremeleri (24-48-72 saatler).

80 r
A549 Hiicreleri H24 saat m48 saat m72 saat

Hiicre Oliimii (%)

Sekil 3.98. Sentezlenen ANT’lerin A549 hiicre hatti iizerindeki sitotoksik etkisi.
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Sekil 3.98’da sentezlenen ANTlerin A549 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisi
verilmistir. Her ANT ¢esidi i¢in 72 saat sonunda %60’1n {izerinde sitotoksik etki
gbzlenmistir. Ancak en cok gallik asit ile sentezlenen ANT’lerin sitotoksik etkisi
olmustur %70’e yakin etki bulunmustur. Gallik asitin capraz baglayici oldugu
ANTlerin hiicre tizerindeki mikroskop goriintiileri Sekil 3.99’de goriilmektedir.
Hiicrelerin yiizeye tutunma oranlarinda gozle goriliir diizeyde azalma olmustur.
Beigi ve arkadaslarinin yaptigi calismada glutaraldehit ile sentezledikleri albiimin
nanopartikiillerinin igerisine gallik asit yiiklemislerdir. Yapilan in vivo ¢alismalarda
pcl2 (néroendokrin) hiicre hatti {izerinde hiicre canliligina etkilerine bakilarak viicut

hiicreleri iizerinde toksik olmadig1 soylenmistir (Beigi vd. 2015).

Sekil 3.99. A549 hiicrelerinin GA-ANT’lerle etkilesim sonug:lar (24-48-72 saatler).

Sekil 3.100 tannik asitin ¢apraz baglama ajani oldugu ANT’lerin hiicre iizerindeki
mikroskop  goriintiilerini  gostermektedir. Hiicrelerin  yiizeye tutunmasinda
gerceklesen azalma miktar1 goriilmektedir. Chowdhury ve arkadaslart meme kanseri
lizerinde tannik asit ve paklitaksel ile sentezlenmis nanopartikiillerin etkisine
bakmistir. Yapilan MTT testleri sonucunda bu nanopartikiil kanser hiicrelerinin go¢
etme ve saldirma O6zelligi lizerinde inhibe edici Ozellige sahip oldugunu rapor
etmislerdir. Kuersetinle sentezlenen ANT’lerin mikroskop goriintiileri Sekil 3.99°da

verilmistir. Hiicrelerin tizerindeki sitotoksik etki gdzle goriiliir olmustur.
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Sekil 3.100. A549 hiicrelerinin TA-ANT’lerle etkilesim sonuclari (24-48-72 saatler).

Sekil 3.101. A549 hiicrelerinin QU-ANT lerle etkilesim sonuclari (24-48-72 saatler).



80 r
A549 Hiicreleri B 24 saat M 48 saat ¥ 72 saat

Hiicre Oliimii (%)

CE-GA-ANT CE-TA-ANT CE-QU-ANT CELEKOKSIB
ILACLI ANT TURU
Sekil 3.102. ilac yiiklii ANT lerin ve ilacin A549 hiicre hatt: iizerindeki sitotoksik etkisi.

Sekil 3.102°de verilen grafik ila¢ yiiklenerek sentezlenen ANT lerin 24-48-72 saatlik
etkilerini gostermektedir. Her bir tasiyicinin %60 sitotoksisitenin {izerinde oldugu
goriilmektedir. Saf selekoksib %70 sitotoksik etki gosterirken ona en yakin gallik
asitle sentezlenen ilag yiiklit ANT’ler olmustur.

Sekil 3.103. A549 hiicrelerinin ILAC/GA-ANT lerle etkilesim sonuclar1 (24-48-72 saatler).
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Sekil 3.104. A549 hiicrelerinin ILAC/TA-ANT lerle etkilesim sonuclari (24-48-72 saatler).

Sekil 3.105. A549 hiicrelerinin ILAC/QU-ANT lerle etkilesim sonuclari (24-48-72 saatler).
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TLAC-A549 48 saat

TLAC-A549 72 saat

Sekil 3.106. A549 hiicrelerinin ilag ile etkilesim sonuclari (24-48-72 saatler).

Hiicrelerin ilagh tasiyicilarla etkilesim goriintiileri Sekil 3.103, Sekil 3.104, Sekil 3.
105 ve Sekil 3.106’de Sirasiyla gallik asitle, tannik asitle, kuersetinle sentezlenen
ilag yiiklii ANT’ler ve saf selekoksibin etkisinin mikroskop goriintiileri verilmektedir.
Goriintiiler irdelendiginde hepsinde de hiicrelerin yiizeye tutunup ¢ogalmasi oldukga

azaldig1 gézlemlenmistir.
4.2.8.2. insan Kolon Kanseri (HT29) Hiicreleri Deneyleri

Calismanin bu asamasinda sentezlenen Albiimin Nano Tasiyicilarin (ANT) ilagsiz ve
ilaghi formlar1 ile hiicre deneyleri gergeklestirilmistir. insan Kolon Kanseri (HT29)
Hiicreleri ile gerceklestirilen deneylerin sonuclari ve irdelenmesi asagida

sunulmustur.

Sekil 3.107°de HT29 hiicre hattinin to anindaki mikroskop goriintiisii verilmistir.
HT29 kontrol grubu hiicrelerin 24-48-72 saat ¢ogalmalarinin mikroskop goriintiileri
ise Sekil 3.108’da sunulmaktadir.
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Sekil 3.107. HT29 Hiicreleri (to aninda).

HT29 Kontrol 48 saat

HT29 Kontrol 72 saat

Sekil 3.108. HT29 hiicreleri kontrol kruplari iiremeleri (24-48-72 saatler).

Sekil 3.109°de sentezlenen ANT’lerin HT29 hiicre hattindaki etkileri goriilmektedir.
En ¢ok sitotoksik etki gdsteren kuersetin ile sentezlenen ANT’ler olmustur. %30
civarlarinda sitotoksik etki gostermistir. Daha sonra gallik asit ile sentezlenen

ANT’ler %25 sitotoksik etki gostermistir. Tannik asit ile sentezlenen ANT’ler

ise %20 sitotoksik etki gostermistir.
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HT29 Hiicreleri m24 saat 48 saat " 72 saat

Hiicre Oliimii (%)

Sekil 3.109. Sentezlenen ANT’lerin HT29 hiicre hatti iizerindeki sitotoksik etkileri.

Sentezlenen tim ANT’lerin HT29 hiicreleri ile olan etkilesimlerinin mikroskop
goriintiileri Sekil 3.110, sekil 3.111, sekil 3.112°da sirastyla verilmistir. Mikroskop
gorilintiileri incelendiginde tiim ANT’ler i¢in 72 saat sonunda hiicrelerin

tutunmasinda énemli diizeyde azalma gozlemlenmistir.

Sekil 3.110. HT29 hiicrelerinin GA-ANT etkilesim sonug¢lari (24-48-72 saatler).
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TA-ANT HT29 48 saat

TA-ANT HT29 72 saat

Sekil 3.111. HT29 hiicrelerinin TA-ANT etkilesim sonuclari (24-48-72 saatler).

QU-ANT HT29 48 saat

QU-ANT HT29 72 saat

Sekil 3.112. HT29 hiicrelerinin QU-ANT etkilesim sonug¢lari (24-48-72 saatler).
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HT?29 Hiicreleri 24 saat 148 saat 72 saat
35

30

20

15

Hiicre Oliimii (%)

10 |

CE-G-ANT CE-TA-ANT CE-QU-ANT CELEOKSiB
ILACLI ANT TURU
Sekil 3.113. Ilag yiiklii ANT’lerin ve ilacin HT29 hiicre hatti iizerindeki sitotoksik etkisi.
Sekil 3.113’de ise ila¢ yiikkli ANT’lerin HT29 hiicreleri iizerindeki etkileri
sunulmustur. Selekoksib en ¢ok sitotoksik etki yaratmustir. Sitotoksisite oran1 %35
civarindadir. Daha sonra kuersetin ile sentezlenen ilag yiikli ANT %30 civarinda
sitotoksik etki gostermistir. Gallik asit ve tannik asitle sentezlenen ilag yiikli
ANT lerin sitotoksisitesi %25’ler civarindadir. Ilag yiiklii ANT lerin neredeyse ilag

kadar etkili olmas1 da 6nemli bir sonug olarak degerlendirilmistir.

Sekil 3.114. HT29 hiicrelerinin ILAC/GA-ANT’lerle etkilesim sonuclari (24-48-72 saatler).
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Sekil 3.115. HT29 hiicrelerinin ILAC/TA-ANT lerle etkilesim sonuclar1 (24-48-72 saatler).

Sekil 3.116. HT29 hiicrelerinin ILAC/QU-ANT lerle etkilesim sonuclar1 (24-48-72 saatler).
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Sekil 3.117. HT29 hiicrelerinin ilag ile etkilesim sonugclari (24-48-72 saatler).

flac yiikliit ANT lerin HT29 hiicreleri ile etkilesimlerinin mikroskop gériintiileri Sekil
3.114, Sekil 3.115, Sekil 3.116, sekil 3.117 de verilmektedir. Sirasiyla gallik asitle,
tannik asitle, kuersetinle sentezlenen ila¢ yiikli ANT’ler daha sonrada ilacla

muamele goren hiicrelerin mikroskop goriintiileri sunulmustur.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Calisma kapsaminda kullanilan tim dogal ¢apraz baglayicilar ile AMT
sentezinde basarili olunmustur. Sentezlenen tim AMT’ler olduk¢a dar boy

dagilimi gostermistir.

Calisma kapsaminda sentezlenen tim AMT’lerin FTIR ve SEM

karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir.

Calisma kapsaminda sentezlenen tiim AMT lerin Hidrolitik degredasyonlari
calisilmis ve sentezi gergeklesen tasiyicilarin yigin degredasyon ile tamamen

degrede oldugu gozlenmistir.

Calisma kapsaminda sentezlenen tim AMT’lere ila¢ yiiklemesi

gerceklestirilmistir. Ila¢ salim davramislarinin benzer oldugu tespit edilmistir.

Calisma kapsaminda sentezlenen tiim AMT’ler, Insan Akciger Kanseri
(A549) Hiicreleri ile etkilestirilmis ve yapilan MTT testi sonucunda tiim

sentezlenen AMT lerin sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur.

Calisma kapsaminda sentezlenen tiim ilag yiiklii AMT’ler, insan akciger
kanseri (A549) hiicreleri ile etkilestirilmis ve yapilan MTT testi sonucunda
tim sentezlenen ILAC/AMT lerin sitotoksik etki gosterdigi sonucuna

varilmistir.

Calisma kapsaminda sentezlenen tiim AMT ler, insan kolon kanseri (HT29)
Hiicreleri ile etkilestirilmis ve yapilan MTT testi sonucunda tiim sentezlenen

AMT lerin sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur.

Calisma kapsaminda kullanilan tiim dogal ¢apraz baglayicilar ile ANT
sentezinde basarili olunmustur. Sentezlenen tiim ANT’ler nano boyutlarda ve

oldukca dar boy dagilimi gdstermistir.

Calisma kapsaminda sentezlenen tiim ANT’lerin FTIR ve SEM

karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir.

Calisma kapsaminda sentezlenen tiim ANT’lerin hidrolitik degredasyonlari
calisilmis ve sentezi gergeklesen tasiyicilarin yigin degredasyon ile tamamen

degrede oldugu gozlenmistir.
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> Calisma kapsaminda sentezlenen tiim ANT’lere Ilag yiiklemesi

gerceklestirilmistir. Ilag salim davranislariin benzer oldugu tespit edilmistir.

> Calisma kapsaminda sentezlenen tiim ANTler, Insan Akciger Kanseri (A549)
Hiicreleri ile etkilestirilmis ve yapilan MTT testi sonucunda tiim sentezlenen

ANT lerin sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur.

> Caligma kapsaminda sentezlenen tiim ilag yiikli ANT ler, insan Akciger
Kanseri (A549) Hiicreleri ile etkilestirilmis ve yapilan MTT testi sonucunda
tim sentezlenen ILAC/ANT’lerin sitotoksik etki gosterdigi sonucuna

varilmistir.

> Calisma kapsaminda sentezlenen tiim ANT ler, Insan Kolon Kanseri (HT29)
Hiicreleri ile etkilestirilmis ve yapilan MTT testi sonucunda tiim sentezlenen

ANTlerin sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur.

Tiim bu ¢alisma sonuglarinin genel olarak degerlendirilmesinde;

Sentezlenen hem AMT lerde hem de ANT’lerde ilag yiiklii olmayan tasiyicilarin saf
ilag ve saf capraz bag ajanlar kadar Insan Akciger Kanseri (A549) ve insan Kolon

Kanseri (HT29) hiicrelerinde etkili oldugu;

Sentezlenen ilag yiliklii QU-ANT tasiyicilarin ise uzun siireli kanser tedavi icin etkili

oldugu;

Bu durum calismalarin ileri asamalarinda antioksidan ozellikli dogal ¢apraz
baglayicilarin kullanilarak hedeflenebilir kanser tedavisi icin 6nemli yol gosterici

olmustur.
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