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OZET

Sistemik ila¢ kullaniminin getirdigi bazi temel sorunlar bulunmaktadir. Bunlardan baslicalari,
ilacin viicutta biyodagiliminin etkin sekilde saglanamamasi, ilacin hastalikli bolgeye yonelik
afinite eksikligi, yeterli lokal konsantrasyona ulasilabilmesi i¢in yiiksek sistemik dozun
gerekliligi, yiiksek ila¢ dozlarina bagh gelisen yan etki ve toksisite olarak sayilabilir. ila¢ etki
bolgesine ulasana kadar, pek ¢cok saglikli organ, doku, hiicre ve bariyeri asmak zorunda kalarak
etkinligini yitirebilmektedir. ila¢ hedeflendirme, yani hedef bélgede baskin ilag birikimi bu
sorunlarin cogunu ¢6zebilir. Bu tez calismasinda, belirli bir hedef bolgeye ilgili ilacin etkin
dozda harici bir manyetik alan kullanilarak yonlendirilmesini saglamaya yo6nelik bir nano
tasiyict  tasarlanmasi, karakterizasyonu ve ilag hedeflendirme uygulamalarinin
gerceklestirilmesi amacglanmistir. Model ilag olarak kanser tedavisinde yaygin olarak
kullanilan Doksorubisin Hidrokloriir (DOX) secilmistir. DOX tasiyici olarak {i¢ farkli manyetik
malzeme MCaplll, PEG@MCaplll ve MCaplV sentezlenmistir. MCapIV'lin pH’a duyarl bir salim
profili sergiledigi goriiliirken, MCaplll ve PEG@MCaplll icin pH farki ilag salim davranisi
tizerinde belirgin bir etki yaratmamistir. PEG@MCaplII'iin MCaplIl ve MCapIV’e kiyasla daha
kontrollii bir salim gerceklestirdigi ve ani salim etkisinin polietilenglikol kaplama ile azaldig1

tespit edilmistir.
Anahtar Kavramlar: Kanser, ila¢ hedeflendirme, nanobiyomalzeme, fitosentez, manyetik

nanopartikiil

Bilim Kodu: 92305, 20112
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ABSTRACT

There are some basic problems brought about by systemic drug use. The main ones are the
inability to ensure effective biodistribution of the drug in the body, the lack of affinity of the
drug for the diseased area, the necessity of high systemic dose to reach sufficient local
concentration, side effects and toxicity due to high drug doses. Until the drug reaches the site
of action, it may lose its effectiveness by having to overcome many healthy organs, tissues, cells
and barriers. Drug targeting, that is, predominant drug accumulation at the target site, can
solve most of these problems. In this thesis, it is aimed to design, characterize and perform
drug targeting applications of a nanocarrier to ensure that the relevant drug is directed to a
specific target region using an external magnetic field at an effective dose. Doxorubicin
Hydrochloride (DOX), which is widely used in cancer treatment, was chosen as a model drug.
Three different magnetic materials MCaplll, PEG@MCaplll and MCaplV were synthesized as
DOX carriers. While MCaplV appeared to exhibit a pH-sensitive release profile, the pH
difference for MCaplll and PEG@MCaplIl had no significant effect on drug release behavior. It
has been determined that PEG@MCaplll has a more controlled release compared to MCaplII
and MCaplV and its burst release effect is reduced with polyethyleneglycol coating.

Key Terms: Cancer, drug targeting, nanobiomaterial, phytosynthesis, magnetic nanoparticle

Science Code: 92305, 20112
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GIRIS
Cagimizin hastalifl olan kanser, genel anlamda viicudumuzun cesitli bolgelerindeki timor
hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile olusan bir rahatsizliktir. Viicudun hangi organinda veya
sisteminde ortaya cikarsa ona gore adlandirilan ve 100’den fazla c¢esidi olan bir hastalik
grubudur. Bu hastaligin kesin bir tedavisi olmasa da yapilan klasik tedaviler insan viicudunda
onemli 6l¢lide yan etkiler birakmakta ve yasam standardini olumsuz y6nde etkilemektedir. Her

gecen giin vaka sayilari artmakta, bu yiizden hastaligin erken tani ve tedavi siireci 6nem

kazanmaktadir.

Son zamanlarda kanser vakalarinin artmasi, geleneksel kanser tani ve tedavilerinin ortaya
koydugu yan etkilerin azaltilmasi ya da ortadan kaldirilmasi ve etkili bir tedavi i¢in yeni
teknolojiler bulmaya yonelik 6nemli calismalar yapilmaktadir. Arastirmacilar tarafindan
kanser tedavileri gelistirmek i¢in siirekli en az yan etki, anti-metastaz, yiiksek 6zgiilliik, yeni
diistik maliyetli ve etkili ¢oziimler bulmak icin ¢aba sarf edilmektedir. Tiimorlerin tedavisinde
nanotip, kesin ve verimli ila¢ hedeflemesi ile klinik uygulamada ¢ok 6nemli hale gelmektedir
(Cui ve ark.2022). Bu amagla antikanser ilaglarinin biyolojik tampondaki ¢6ziiniirliiklerini,
stabilitelerini ve hedeflendirilebilirliklerini artiran nano boyutlu kemoterapoétik sistemler
gelistirilmektedir (Wang ve ark., 2016).

lla¢ tasarimindaki ana hedef, gelismis biyolojik aktiviteye sahip yenilikci terapétik ajanlari
sentezlemek ve gelistirmek olmustur. Kontrollii salim sistemlerinde, ilac etki yerine tasinirken,
hedef bolge tlizerindeki etkinligi artar ve istenmeyen yan etkileri en aza indirilir. Manyetik
nanopartikiillerin sahip oldugu emsalsiz manyetik 6zellikler, biyolojik etkilesimlerin hiicresel
ve molekiiler diizeyde c¢alisma yetenekleri vardir. Bu tez ¢alismasinda, manyetik
nanopartikiillere yiiklenmis etkin maddenin istenilen bolgeye secici olarak yonlendirilmesi ve
ilac konsantrasyonunun bu bolgede diger bolgelere gore artirilmasi i¢in gerekli etken maddeyi
tasiyan ve hedef bolgede cesitli yontemlerle ilaci kontrollii bicimde birakabilecek 6zel bir
sistemin tasarimi amag¢lanmistir. Bu amaca yonelik olarak kapari tohumlari (Capparis spinosa)
manyetik nanoparcaciklarla bir araya getirilerek kompozit bir ila¢ tasiyici biyomalzeme

tretilmistir.

Bu tez calismasinda nano biyokompozit ila¢ tasiyici malzemenin sentezlenmesinde katki
malzemesi olarak 6giitiilmiis Capparis spinosa tohumlari kullanilmistir. Literatiirde kapari
tohumlarinin nanopargacik sentezinde kullanildig1 ¢calismalara rastlanmistir (Benankashani ve
ark., 2016, Ebrahimi ve ark.,2017, Samari ve ark. 2019, Zarei ve ark,2021) ancak, ilac¢
hedeflendirme sistemi olarak tasarlanan bir nano biyomalzeme olarak kullanimina
rastlanmamistir. Model ila¢g olarak secilen DOX ile manyetik hedeflendirme calismalari
mevcuttur (Unsoy ve ark.,, 2014) ancak belirlenen sentez yontemi ile iiretilen ve Capparis

spinosa ve polietilen glikol (PEG) i¢erikli bir malzeme ile calisma ilk kez yapilmistir.



Belirlenen iki farkli sentez yontemi kullanilarak elde edilen manyetik nano biyokompozit
karakterizasyonu icin TEM, SEM, XRD, Zeta Potansiyeli ve Mdssbauer Spektroskopisi
yontemleri kullanilmistir. Elde edilen nano biyokompozitin ilag¢ ylikleme ve salinim potansiyeli
HPLC teknigi kullanilarak belirlenmistir. Nano biyokompozitin biyouyumluluk-sitotoksisite
ozelliklerinin analizi icin MTT testi yapilmistir. On deneme sonugclar1 ve literatiir verileri
1s5181inda nano biyokompozit malzeme PEG ile kaplanarak ila¢ tutma kapasitesi ve dolasim yar1

Omriiniin uzatilmasi hedeflenmistir.

Bu calismada, hedefe yonelik ila¢g salinimi yapabilen biyouyumlu bir nano biyokompozit
malzeme hazirlanarak ilag tasiyic olarak kullanimi amaglanmistir. Manyetik 6zellikte olacak
olan ila¢ tasiyicisinin, NdFeB miknatislar ile olusturulacak bir harici manyetik alan ile hedef
bolgeye yonlendirilebilir olmas1 planlanmistir. Tasarlanan tasiyici sistem ile, klasik ilag¢
uygulamalarinin sinirh etkinlik, zayif biyolojik dagilim, toksisite ve duyarlilik eksikligi gibi

sinirlamalarinin asilmasi hedeflenmistir.



1. BOLUM
KURAMSAL TEMELLER

Nanoteknolojinin hizli gelisimi ile ilag saliniminin nanoyapilar ile baglantili olarak
yapilabilmesi icin arastirmalar devam etmektedir. Essiz ve listiin 6zellikleri nedeniyle, cesitli
nanoyapilar, az ¢oziinen ilaglarin ¢ozintrligini 6nemli 6l¢lide artirabilir, normal dokulara

karsi sitotoksisiteyi azaltabilir ve terapotik etkinligi gelistirebilir (Lu ve ark., 2016).

Bu sistemler kullanilarak bir¢ok basari elde edilmesine karsin bazi dezavantajlar1 nedeniyle
tedavideki istenilen yerini alabilmesi icin daha ¢ok ¢alisma yapilmasi1 gerekmektedir. ilag
tasiyic1 sistemlerin bagisiklik sistemi tarafindan temizlenerek viicuttan atilmalari, toksik
etkileri ve hedeflenen yere yeterli dozda ilacin salinamamasi gibi dezavantajlar1 nedeniyle,

akilli ila¢ tasima sistemlerine ihtiyac duyulmustur (Kegeloglu, 2020).

Verimli bir terapotik salim tasarimyi; ilag tasiyan uygun yapinin se¢imine, basarili hedeflemeye
ve terapétik molekiillerin bélgeye 6zgii birikimini saglayan yiik salimina baghdir. in vitro
ortamda tasarlanan hedefli ilag tasiyici sistemin in vivo ortamda ilaci secici olarak hedeflenen
bélgeye vermesi kesin degildir. ila¢ tasiyici sistem damar icine verildikten sonra cesitli
biyolojik engellerle karsilasir. Bu engelleri, hedef disi izlenimleri ve in vivo toksisiteyi
azaltarak, yiiklin terapotik etkinligini arttirmak i¢in tasarim yapilirken bu veriler géz oniinde
bulundurulmalidir (Voronin ve ark., 2021).

Giinimiizde, giderek artan sayida nanofarmasétikler, yasami tehdit eden hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Zayif sulu ¢6ziiniirliik sergileyen bilesiklerin biyoyararlanimi
olarak, agizdan uygulanan dozaj formlar: alaninda, sadece salim hizi degil ayni zamanda gecici
bir asir1 doygunluk, gecirgenligi engelleyerek kan dolasimina belirli miktardailag verilmesi izin

verir (Jung ve ark., 2018).

Hedeflenen ilag dagitim sistemleri, karmasik yapilardir ve biiylik avantajlarindan dolayi sayisiz
arastirmaci tarafindan yogun bir sekilde arastirilmaktadir. Hedefli ila¢ dagitim sistemleri
ilaclar veya biyolojik aktif maddeleri istenilen doku/reseptére ulastirmak, timoér bolgesinde
hizli ve kesin olarak hareket etmek ve boylece sistemik toksisite giiclii bir sekilde sinirlamak
avantajlar1 arasindadir. Nanopartikiiller aktif veya pasif tiimor hedefleme araglari olarak
kullanilabilir (Movileanu ve ark., 2022).

Nanotasiyic1 tabanh platformlar, genellikle yiiksek ylizey alani/hacim orani ile karakterize
edilen mikron alt1 boyutuna (tipik olarak <500 nm) sahip koloidal nanopartikiillerden olusan
kemoterapotik aktif ilaglarin tasinmasina ayrilmis sistemlerdir. Bu nanoyapili prototipler, aktif
(anti kanser dahil) ilaclarin hastalikli dokulara etkili bir sekilde verilmesini saglamistir
(Lombardo ve ark., 2019).



lla¢ hedefleme, ilacin organizmadaki dagiliminin, yalnizca hedef dokuyla etkilesime girecek
sekilde hareket ettigi bir yontemdir. Teorik olarak, secici veya hedefe yonelik ilag dagitimi
sistemleri klasik yontemlere gore verilen ilag molekiiliiniin maksimum oranda yalnizca tedavi
edilecek hiicrelerle reaksiyona girmesine izin vererek normal saglikli hiicrelere olumsuz
etkisinin olmasinin éniine gegebilir. llac hedeflemede birinci hedef ilacin normale karsi tiimére
secici gecisi, ikinci dereceden hedefleme, hiicre fiizyonu, endositoz veya pinositoz yoluyla

ilaclarin hiicre i¢i tasinmasini nitelendirir (Liibbe ve ark., 2001).

Hedeflendirmede ila¢ salim mekanizmalar: bircok faktére bagh olarak degisiklik gésterir. ilag
tasiyict maddenin gozenek boyutu, baglanabilirlik, ilag/tasiyic1 etkilesimi ve ilag/polimer
deformasyon hizi gibi degiskenlerden etkilenebilirler. Bu nedenle, serbest birakma
mekanizmasi ihtiya¢c duyulan tedavi ve bolgeye gore belirlenmelidir. Tlimérlii dokularin pH"1
normal dokulardan daha diistiktiir. Fizyolojik ortamdaki pH (~7.4) ve tlimor hiicresi pH (~5.0-
7.0) oldugundan ila¢ salimmini saglamak igin énce stabil pH da ila¢ dagiim sistemleri
hazirlanmalidir. Daha sonra salim yapilacak ortama gore pH ayarlanmalidir. In vitro ilag salim

calismalari asidik pH'ta daha yliksek ila¢ salinimi gostermektedir (Aydin, 2020).

Yiizey Nanopartikiillerin islevsellestirilmesi icin ila¢ yiiklemesinden o©nce ek ylizey
iyilestirmesi yapilarak ilac¢ yiikleme siirecini ve salim 6zelligini tamamen degistirebilir (Wang
ve ark., 2016).

Son zamanlarda tibbi uygulamalar alaninda, o6zellikle klinik tanida ve cesitli tedavi
yontemlerinde manyetit nanopargaciklarin kullanimi o6zellikle ilgi c¢ekici olmustur.
Biyomedikal uygulamalarda kullanilan nanopartikiillerin Biyouyumluluk, biyobozunurluk,
manyetik 6zellikler ve kolay islevsellestirme gibi kullanish 06zelliklerinin olmasi
gerekmektedir. Manyetik nanopartikiiller, hiicreler, viriisler, bakteriler, proteinler, niikleik
asitler, enzimler gibi biyolojik pargalarin tespiti i¢cin, biyolojik olarak ayrilmalarin teshisi i¢in
ve hedeflenen ila¢ dahil terapotik nedenler icin manyetik rezonans goriintiisii (MRI)
kullanilabilir. Kemoterapinin en énemli sinirlamalari ¢oklu ila¢ kullanimi ve buna bagh olarak
tiimor dokularinda ve hiicrelerinde ilacin tercihli birikme olmaksizin viicutta dagilim

nedeniyle doku toksisitesine sebep olmasidir (Movileanu ve ark., 2022).

Antitiimor tedavisinde tercih edilen yontemlerden biri hedeflenen bolgeye yonelik uyaranlara
duyarhi ila¢ dagitim sistemleridir. Bu yontemlerden tedavi amaciyla kullanilmakta olanlardan
biri de manyetik nano malzeme kullanilarak yapilan akill ila¢ hedeflendirmedir. Bu teknoloji,
ilact konsantre eden ferro-sivilari olan tasiyici manyetik 6zelligi araciligi kullanilarak ilgi
alanina (timor bolgesi) tasinir. Daha sonra, ilag ferro-sividan desorbe olur (Liibbe ve ark.,
2001).

Fink ve arkadaslar (2020) yaptiklar ¢alismada, bir goriintiileme teknolojisi olan manyetik
otomotiv ultrason teknigiyle, manyetik nanoparcaciklar ile ilag hedeflendirilmesi yapilmis olan



bir dokunun goriintisiiniin elde edilmesini saglamaya calismiglardir. Bu arastirmada, bir
tavsanin kanser tedavisi i¢cin manyetik ila¢ hedeflendirme islemi sirasinda, demir oksit
nanopargaciklarin toplanmasini canli olarak 6lgme imkanini yakalamiglardir. Bu y6ntemin,
manyetik ila¢ hedeflendirme islemleri icin gelecek vadeden bir yontem oldugu sonucuna,

yaptiklari 6l¢limler sonucu ulagsmiglardir.

Polimer bazli ilacin verme sistemleri, bobreklerin temizleme isini azaltarak ilacin yar1 6mriinii
artirabilir. Ayrica ilact enzimatik bozulmadan korur. Yiiksek kapasite yiizey modifikasyonu
islevsellestirme saglayarak, hidrofobik ilaglarin bile suda ¢6zlniirligiiniin arttirilmasini
kolaylastirmaktadir. Polimerik nanopargaciklarin polietilen glikasyonu (PEG) stabiliteyi ve
dolayisiyla yar1 6mrd, yani sira immiinojenik olmayan ve antijenik olmayan 6zellikler artirmak

icin siklikla uygulanir (Narmani ve ark., 2018).

Yapilan ¢alismalar, manyetik demir oksit nanopargaciklarinin in vivo uygulamalarinin spesifik
olmayan alimlar1 dogustan gelen bagisiklik sistemi tarafindan engellendigini gostermistir.
Nanopargaciklarin ylizey PEGilasyonu, uzun bir kan dolasimi yar1 6mri i¢in retikiiler-endotel
sisteminden kagmak icin uygun bir yaklasim olabilir. Ni ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada iki
boyutta monodispers nanoparcacik sentezlemislerdir (Ni ve ark. 2012). Nispeten uzun
dolasim yari omriine sahip ideal bir malzeme icin PEG uzunlugunun azaltilmis protein
adsorpsiyonu ve makrofaj hiicreleri tarafindan spesifik olmayan alim tizerindeki etkilerini
incelemislerdir. Elde ettikleri sonuclarda ytiksek molekiiler agirlikli PEGilasyona sahip kiiciik
nanopartikiillerin boyut etkisi ve protein adsorpsiyonunu azaltmadaki yiiksek etkinligi

nedeniyle daha uygulanabilir olabilecegini géstermislerdir.

Bir baska ¢alismada kararli sulu demir oksit nanopartikil dispersiyonlari, Fe 2+ ve Fe 3+ ile
birlikte ¢okeltilerek hazirlanmistir. As1 kopolimerleri, poli(gliserol monoakrilat)-g-poli(PEG
metil eter akrilat) (PGA-g-PEG) varliginda bir baz ile sulu ¢6zelti formunda hazirlanmistir. PGA-
g-PEG, PEG metil eter akrilatin atom transfer radikal kopolimerizasyonu ile sentezlenen
poli(solktal akrilat)-g-poli(PEG metil eter akrilat)'in asidik hidrolizi ile hazirlanmistir. X 15101
kirinimi kullanilarak yapilan yapisal karakterizasyon sonucu, nanoparcaciklarda yalnizca
manyetit fazinin varhigl tespit edilmistir. Elde edilen sonuclara gére nanopartikiillerin oda

sicakliginda sliperparamanyetik olduklari gésterilmistir (Wan ve ark., 2006).

lla¢ dagitim sistemlerine, terapétiklerin hedeflenen hastalikli hiicrelere teslimati icin
iyilestirilmesine (biyolojik olarak aktif protein/peptid molekiilleri, niikleik asitler, asilar vb.)
ihtiya¢ vardir. Bu ylizden PEG ile stabilize edilmis ve folik asit (FA) (Fe;0.@PEG@FA) ile
modifiye edilmis manyetit nanopartikiiller (Fez04) gelistirerek, folik asit reseptorleri
hedeflemislerdir. Fe3;0.@PEG@FA nanoparcaciklari, tek kapta birlikte ¢oktiirme yoluyla
sentezlenmistir. Anti-tlimoral aktiviteye sahip bir polifenol olan kurkumin (Curc),
nanopartikiillere yiiklenmis ve FA hedefli (Fe;04@PEG@FA@Curc) ve hedefsiz
(Fes04@PEG@Curc) sistemler elde edilmistir. Bu Fez04@PEG@FA@Curc ve Fe304@PEG@Curc



nanoparcaciklarinin iki timoér olusumunda hiicre icine alindig1 belirlenmistir. FA-
fonksiyonellestirilmis manyetik sistemlerin hiicre icine daha fazla alindig1 ve hem kanser
tedavisinde hem de cesitli terapotik ajanlarin verilmesi icin kullanilabilir oldugu sonucuna
varilmistir (Movileanu ve ark., 2022).

Song ve arkadaslar1 2015’te yaptiklari calismada manyetik Fe304 nanomisellerinin, ylizey aktif
madde olarak amfifilik PEG'lenmis fosfolipid ve dengeleyici olarak soya fasulyesi yagi ile basit
mekanik karistirma ve sonrasinda ultrasonikasyon altinda sentezlendigini rapor etmislerdir.
Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) verileri, numunenin i¢ ¢ekirdek boyutunun 9 nm ve dis
nanomisel kabuk kalinhiginin 1,5 nm oldugunu ve homojen dagilimh kiiresel Fe304
nanoparcaciklarindan olustugunu gostermistir (Song ve ark. 2015). Deneyler sonucunda,
PEGilasyonun, nanomisellerin makrofajlar tarafindan alinmasini etkili bir sekilde 6nleyebildigi
gosterilmistir. Nanomisellerin artmis gecirgenlik ve alikonma (EPR) etkisi ile tiimérii hassas
bir sekilde saptamak icin iyi bir MRI yetenegi sagladigini tespit etmislerdir. PEGlenmis
monodispers manyetik nanomiseller, MR goriintiileme ile tlimoriin pasif hedefleme teshisi icin

potansiyel bir kontrast maddesi olarak kullanilabilecegini sdylemislerdir.

PEG kapli demir oksit nanoparcaciklar, sahip olduklar1 6zelliklerden dolayr MRI, manyetik
hipertermi ve ila¢ dagitimi gibi olas1 uygulamalarda kullanilmak iizere tercih edilmektedirler.
2022'de gerceklestirilen bir ¢alismada nanoparcaciklarin o6zellikleri, yapisi, boyutu, yiizey
modifikasyonu ve kullanilan PEG miktarinin etkileri incelenmistir. PEG miktarinin artmasiyla
demir oksit nanoparcaciklarinin pargacik boyutunun neredeyse sabit kaldig1 gozlemlenmistir
(7-8 nm). Kullanilan PEG miktarinin artmasiyla nanopartikiillerin kaplama yiizdesinin orantil
bir sekilde arttig1 ve siiperparamanyetik 6zellik gosterdikleri belirlenmistir. Kaplanmamis
demir oksit nanopartikiiller siiperparamanyetik davranisi korurken, PEG kapli demir oksit
nanoparcaciklarinin kontroliinii ve iletimini iyilestirebilecegi sonucuna ulasilmistir (Karaagac
ve ark., 2022).

Damar tikanikliginin tedavisi icin manyetik nano malzeme kullaniminda i¢ faktorlerin
parametrik etkisinin arastirildig1 diger bir calismada; i¢ faktorlerden plak morfolojisinin, dis
manyetik alan etkisinde ydnlendirilmis nano manyetik pargaciklara etkisi detayli olarak
incelenmistir. Bunun i¢in sonlu elemanlar programi ANSYS plak darlik derecesi ve sirt
uzunlugu parametrelerini iceren sayisal simiilasyon i¢in kullanilmistir. Bu simiilasyonla farkl
darlik derecesi ve sirt uzunluguna sahip plaklar, optimum iletim hizi ve birikim miktarinin
tespiti icin sayisal ortamda olusturulmustur. Calisma sonucunda, daha kii¢iik darlik derecesi
ve daha uzun sirta sahip nano parcaciklarin, daha az plak deformasyonu ve daha etkili ilag
hedeflendirilmesine olanak saglamasi sayesinde, daha iyi iyilestirme etkisine sahip oldugunu

tespit etmislerdir (Zhang ve ark., 2020).

Huang ve arkadaslarinin 2014’te tasarladiklari ila¢ tasiyici nanoparc¢acik hem hidrofobik hem
de hidrofilik bir kanser ilaci tasiyabilmektedir. PEG kapli nanoparcacik hidrofilik DOX



molekiili ile yiiklenmistir. Polilaktid-ko-glikolik asit cekirdeginde hidrofobik paklitaksel
bulunmaktadir. Aktif hedefleme ile naopartikiiliin spesifik olarak kanser hiicreleri tarafindan
alinmasina Sgc8 aptamer neden olur. Yaptiklari ¢alismada ¢oklu ila¢ kombinasyonunun hiicre
canliligini azaltmada her iki ilagtan da daha etkili oldugunu ve ikinci bir ilacin eklenmesinin
normal hiicrelerin canliligl lizerinde 6nemsiz bir etkiye sahip oldugunu gostermislerdir.
Calismanin sonucunda ilaci nanopartikiiller ile hedeflendirmenin tiimoér hiicrelerinin alimini

artirmak icin kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Diger bir ¢calismada; kullanilan manyetik nano partikiillerin hedeflenen boélgedeki birikiminin
tespit edilmesi icin harici bir manyetik alan olusturulmustur. Modelleme ve analizler ANSYS
ortaminda gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada ayrica; uyku, dinlenme, hafif aktivite ve hizli nefes
almanin insan fiziksel aktivite kosullari iizerine etkileri de dikkate alinmistir. Sayisal sonuclara
gore iki farkli manyetik alan pozisyonunda nano partikiil birikim verimliliginin ¢esitli fiziksel
aktiviteler i¢in farkli oldugunu ortaya koymuslardir. Yaptiklar1 modellemenin akcigerin belirli
bir bolgesine ila¢ salimi saglayacagina ve toksisiteyi en aza indirecegi sonucuna ulasmislardir
(Ghosh ve ark., 2020).

Bir baska calismada kemoterapdtik hedeflendirmeyi daha iyi yapabilmek icin manyetik
kuvveti giiclendirmenin gerekli oldugunu ac¢iklamislardir. Bunun icin yapilmasi gerekenin
tasiyict1 pargaciklarin seklini degistirmek oldugu c¢alismada vurgulanmistir. Bu amacla
kullanilan nanotellerle, ayn1 hacme sahip kiirelerden ¢ok daha giiclii manyetik dipollerin
uygulanmasinin daha miimkiin oldugu matematiksel olarak kanitlanmistir. Yaptiklari
hesaplamalarda, ilag tasiyicisi olarak 15 nm yarigaph ve uzunlugu 150 nm'den biiyiik olan bir
nanotel kullanildiginda hedefleme derinliginin 8,5 cm'yi asabilecegini gostermislerdir. Bu
derinligin, ayni hacme sahip kiiresel parcaciklar icin daha 6nceki ¢alismalara gore 1,7 kat daha

fazla oldugu da calisma kapsaminda belirlenmistir (Heidarshenas ve ark., 2019).

Fe304ile yapilan bir diger calismada suda yiiksek oranda dagilabilir ve boyutu kontrol edilebilir
sliper paramanyetik Fe30s nano kiimeleri sentezlemisler. Solvotermal yontem kullanilarak
dietilen glikol (DEG) ve etilen glikol (EG) iceren kompleks ¢6ziicii icerisinde, yiizey degistirici
olarak sodyum sitrat kullanilarak sentezleme islemi gergeklestirilmistir. Fe304 nanokiimeleri
asilanmis kiiciik molekillidiir ve Fe304 boyutundadir. DEG/EG'nin hacim orani degistirilerek
nanokiimeler istenilen sekilde denetlenebilir. Manyetit nanokiimelerinin yiizeyinde bulunan
sodyum sitrat; dagilabilirligi artiran baglayici fonksiyonel bir ligand olarak kullanilmistir. Ayni
zamanda reaksiyondaki kiimelerin boyutunu da ayarlayabildigi gozlemlenilmistir. Giiglii
manyetik yanit verme o0zelligine sahip Fe30s nano kiimeler renkli ekran ve hipertermi
uygulamalarinda kullanilabilir. Dis manyetik alanlarin indiiksiyonu altinda goriiniir 1siktaki

kirinim rengi formiile edilebilir sonucuna ulasilmistir (Wang ve ark., 2015).

Rahmati ve arkadaslar1 (2022) calismalarinda, quercetin (QUR) yuklii manyetik nano

misellerin, ila¢ yan etkilerini azaltirken ila¢ biyoyararlanimini iyilestirme potansiyelini



arastirmay1 amaglamislardir. Gelistirilen QUR yiiklii manyetik nano misellerin (QMNM'ler)
biyo-giivenligi, glutatyon, malondialdehit ve plazmanin ferrik indirgeme yetenegi dahil olmak
lizere izole fare karaciger mitokondrisi kullanilarak mitokondriyal toksisite yoluyla ¢alisma
kapsaminda gergeklestirilmistir. Calismanin sonucunda QMNM'lerin ve QUR'un secici
mitokondriyal toksisiteye sahip olmadigini ortaya koymuslardir. Bu veriler dogrultusunda
QMNM'lerin biyo giivenli oldugu ve hedefli ila¢ dagitim sistemi olarak kullanabilecegi ortaya

konmustur.

DOX hedefleme {izerine gergeklestirilen bir calismada lignin bazl ila¢ tasiyici NP sentezi i¢in
hizli ve basit bir yéntem 6nerilmistir. ici bos lignin NP yiizeyinde, manyetik NP’lar ve folik asit
katmani kendiliginden bir araya gelme yontemiyle birlestirilerek ila¢c hedeflendirme i¢in bir
platform olarak kullanilmistir. Calisma sonucunda edilen veriler, ici bos lignin NP’larin Fez04
ile diizgiin bir sekilde kaplandigini ve folik asitin de yapiya katildigini géstermistir. Elde edilen
folik asit ile fonksiyonlandirilmis manyetik lignin NP’larin manyetik alana ve folik asit
reseptorlerine duyarli oldugu ve hedeflendirme islemi sonucunda NP’larin HeLa hiicrelerine

aliminin arttig1 tespit edilmistir (Zhou ve ark., 2019).

Gerceklestirilen diger bir ¢alisma kapsaminda goz dokusuna 50 nm boyutundaki manyetik
nanoparcaciklarin, géz civarinda olusturulan 20T/m biyiikliiglindeki bir manyetik alanla
iletiminin miimkiin oldugunu sayisal simiilasyonlarla tespit etmislerdir. Daha sonra, optimize
edilmis cok cekirdekli nano parcaciklar, bu uygulama icin secilmis ve su icinde toplanmay1
engelleyecek sodyum Kkloriir soliisyonu ve yapay gozyasi ile kaplanmistir. Bu kaplama
isleminden tuz ortamina en dayanikli olan nisastanin en verimli ve stabil kaplama maddesi
oldugu tespit edilmistir. Evcil bir domuzun g6z akindan ve korneasindan gecebilme yetenegini
tespit etmek amaciyla, géz dokusu ile ayrilmis iki ayri hiicre oda (depo ve hedef) ii¢ boyutlu
olarak gelistirilmistir. Siirekli bir manyetik alan olusturularak siiper iletken manyetik
nanoparc¢aciklar, depo hiicre odadan hedef kabul edilen hiicre odaya yonlendirilmistir. Hedef
hiicre odada manyetik parca spektrometresiyle yapilan o6lciimlerle, manyetik nano parca
miktari belirlenmistir. Calisma sonucunda, nisasta disinda hi¢cbir kaplama malzemesinin hedef
hiicre odaya ulasamadigi, nisastanin ise 5ng/mm?lik degere 24 saat icerisinde ulastig
gozlenmistir (Zahn ve ark., 2020).

Bu calismada manyetik dogal zeolitin nano/mikro partikiiller tarafindan rodamin B, siilfonlu
aliminyum ftalosiyanin ve hiperisinin adsorpsiyonu ve hiperisin salinimi arastirilmistur.
Alternatif bir manyetik alan kullanilarak, enjekte edilen manyetik dogal zeolitin partikiilleri ile
hayvan dokusunda 10 °C'lik yerel sicaklik artisi gosterilmis. Dogal zeolit esasli partikiillerin
instlin ve lizozimin amiloid agregasyonu ilizerinde doz ve miza¢ yoniinden antiamiloidojenik
etki gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gére manyetik dogal zeolitin kontrollii
ilac tasiyici uygulamalarinda kullanilabilecegini beyan etmislerdir (Hovhannisyan ve ark,
2021).



Alishiri ve arkadaslar1 (2021) yaptiklar1 g¢alismada, nano/ mikro tasiyicilar tarafindan
hedeflenen ila¢ dagitimini gelistirmek icin miknatis ve ultrason gibi harici alanlarin
kullanilmasinin potansiyel bir yontem olabilecegini, yaptiklar1 g¢alismada manyetik
nanopartikiillerin, kapli nano lipozomlarin ve mikro kabarciklarin ateroskleroz plagina ilag
iletimi, ligand - reseptor baglama yoluyla plaga yapismasi agisindan manyetik ve ultrasonik
alanlar altinda incelendigini ifade etmislerdir. Halbach diizenlemesi, plaga yapisan nano
lipozomlarin ve mikro kabarciklarin ylizey yogunlugunu sirasiyla %121 ve %94 oraninda
artirmis, 60W gliclinde odaklanmis bir doénitistiiriicli, daha iyi ilag verme performansina yol
acmis ve plaga yapisan nano lipozomlarin ve mikro kabarciklarin yilizey yogunlugunda
sirasiyla %67 ve %58 'lik bir artisa neden olmustur. Manyetik alan uygulamasinda ila¢ verme
potansiyelinin ultrason alan uygulamasindan daha fazla oldugu saptamislar. Manyetik ve
ultrason alanlarinin eszamanl kullanimi ile nano lipozomlarin ve mikro kabarciklarin dagitimi
sirasiyla %148 ve %121 oranlarinda arttirilabilmistir. Elde edilen verilere gére miknatisin
(boyutu, konumu ve diizenlenmesi) ve ultrason doniistiriiciisiiniin hedeflenen ilag

dagitiminda etkili olabilecegini soylemislerdir.

Statik manyetik alana maruz kalan trombolitik ajanlar tasiyan manyetik nanopargaciklarin ila¢
salimini nasil etkiledigini arastirilmis. Fez04@SiO; nanopartikiilleri ile calismislardir. Manyetik
alan yogunlugunun artmasi ile trombolinin hizlandirdig1 sonucuna ulasmislar. Manyetik alanin
yogunlugunun 0,1 'den 0,3T'ye ¢ikarilmasi, sirasiyla pihti ¢éziinme hizinin %55' ten %89 'a
c¢ikmasina neden olmus, ayrica mikro BT taramasi goriintiileri, bir trombolitik ajan tasiyan
manyetik nanopartikiillerin, manyetik alan yogunluklar1 arttikga pihtinin yapisina benzer
sekilde agin daha derinlerine niifuz ettigini ve bu da pihtinin daha fazla ¢éziinmesine yol

acabilecegini ortaya koymustur (Moghanizadeh ve ark., 2021).

Yapilan gilincel bir calismada, dogrudan kan dolasimina verilen ila¢g yiiklii manyetik
nanopartikiilleri harici bir manyetik alan programi ile hareketlerini takip etmislerdir. Calisma,
parcacik kiitlesi ve konsantrasyon parametresinin artmasiyla hem kanin hem de nano
parcaciklarin hizinin arttigin1 gosterirken, fraksiyonel parametre, manyetik alan etkisi ve
termal radyasyonun artmasiyla tam tersi davranis gozlendigini gostermistir. Peclet sayis1 ve
metabolik 1s1 kaynaginin artmasi ile duvardaki 1s1 ve kiitle transfer hizlar1 artmistir. ilag yiiklii
manyetik nanopartikiillerin hedeflenen bolgede salim yaptigi sonucu elde edilmistir (Maiti ve
ark., 2021).

Rezaeian ve arkadaslar (2022) yaptiklar1 ¢alismada, manyetik kontrollii ila¢ hedeflemenin
karinzar1 ici kemoterapisindeki etkinligini arastirmak i¢in matematiksel bir model
gelistirildigini, bu modelin, kanser hiicrelerine ilag baglanmasi ve igsellestirilmesi
mekanizmasi g6z 6niinde bulundurularak, manyetik nanopartikiiller (MNP) kullanilarak ila¢
sunumunun etkinligi degerlendirdigini a¢iklamislardir. Ayrica modelin, ilacin etkinligini

geleneksel karinzari i¢i kemoterapisi ile karsilastirdigim1 da ifade etmislerdir. Calismada,



MNP'ler kullanilarak ila¢ saliminin geleneksel tedaviye oranla 2,5 kat daha fazla tiimor hiicre

olimi gergeklestigi belirtilmistir.

1.1. Kanser

Kanser gliniimiizde en cok karsilasilan ve her gecen giin artan bir hastalik olarak karsimiza
cikmaktadir. Kanser hiicreleri normal hiicrelerin genlerindeki mutasyonlar sonucu meydana
gelen anormal hiicrelerdir. Insan viicudunun bir¢ok hiicre tipinden ve organindan
kaynaklanan ve anormal doku o6zellikleri gosteren ve uzak organlara metastaz yapabilen
hiicrelerin nispeten sinirsiz ¢cogalmasi ile karakterize olan 100'den fazla farkli hastaligi kapsar.
Mutasyon edinme siirecinin diizgiin olmasi gerekmez ve kanser hiicresinin onciilleri aniden

cok sayida mutasyon alabilir (Stratton ve ark., 2009).

Bu genetik dengesizlik ayn1 zamanda kemoterapi ve radyoterapiye direncli olmalarini saglar.
Teshis konuldugunda tiimor bolgesel kaldiginda klasik tedavilerle (cerrahi veya radyoterapi
gibi) hastalarin yaklasik ticte biri iyilestirilmektedir. Bu tedavilerde erken teshis basari oranini
artirmaktadir. Bolgesel ileri evre hastaligl olan hastalarda kemoterapi, daha sonra cerrahi
rezeksiyonun yapilmasi ve radyoterapi ile kombine yaklasimla daha iyi klinik sonuglara yol
acmistir. Buglin, erken evre kanser tanisi alan hastalarin yaklasik %50'si iyilestirilebilir. Buna
karsilik, tiimor ileri evrede teshis edildiginde kemoterapi tek basina tiim kanser hastalarinin
%10"'undan daha azini iyilestirebilir (Chu ve ark., 2018).

Geleneksel terapotik yontemlerin etkinligini artiran veya tiimor hiicrelerini dogrudan tedavi
eden farkl stratejiler arastirilmaktadir. Yiiksek ytlizey alani/hacim orani ile karakterize edilen
nanopartikiillerin farkli morfolojileri, farkli boyutlari, cesitli kimyasal o6zellikleri ve
ayarlanabilir yapisi nedeniyle terapoétiklerin tiimér bolgesine iletimini saglayarak kanser

tedavisini kolaylastirmaktadir.

1.2. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, yeni iiriin gelistirmeye ve mevcut {riinlerin iyilestirilmesine, genis arastirma
ve uygulama alanlarindaki calismalarinda 1 ile 100 nanometre arasinda degisen olgiilerde
biiytikliige sahip(nanoboyutta) maddeler kullanan ¢ok genis bir disiplinler aras1 bilim alanidir.
Nanometre (nm), 1 metrenin milyarda birine esit biiyiikliigli tanimlamak icin kullanilan 6l¢ti
birimidir(1nm = 1,0 x 10-9 metre). Bir veya daha fazla boyutunun 6l¢iisii 1 ile 100 nanometre

arasinda olan tek bir mikroskopik maddeye nanoparcacik adi verilir.

Nanoparcaciklar, ¢ok cesitli kimyasal, fiziksel ve biyolojik o6zelliklere sahiptirler. Ayni

maddeler makro/mikro ve nano boyutta farkli o6zellikler gosterebilirler. Maddelerin
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boyutunun kii¢tilmesi ile yiizey alan1 / hacim orani artacak bu da pargaciklarin ylizeylerinde i¢
kisimlarindan daha fazla atom bulunmasina sebep olacaktir. Bu nedenle nanoparcaciklarin
diger malzemelerle etkilesimi daha fazla olacagindan farkli 6zellikler gostermelerine yol
acacaktir (Ersoz ve ark., 2018).

Nanopargaciklarin yiizeyindeki atomlarinin i¢ kismina oranla daha ¢ok olmasi nedeniyle
kuantum ozellikleri olarak adlandirilan o6zelliklere sahiptir. Bu sayede nano o6lgekteki
malzemeler benzersiz fiziksel, kimyasal, mekanik ve optik 6zelliklere sahip olurlar. Biiylik
Olcekli maddeler yer cekiminden etkilenirken, nano o6l¢cekli maddeler yer c¢ekiminden
etkilenmeyip, Van der Waals gibi giiclerden etkilenirler. Boylece ¢ok daha diisiik erime
noktalari, daha yiiksek bir reaktivite seviyesi, cok daha diisiik dalga boylar iiretme gibi
ozellikler kazanirlar. Partikiiliin mukavemeti, rengi ve boyutu agirlikli olarak sentez sirasinda

kullanilan malzemeye baglh olarak degismektedir (Pathak, 2019).

Nano 6lcegin 6zelliklerinin "ayarlanabilirligi" kuantum etkilerinin hayran birakan ve giiclii bir
sonucudur. Yani, bir bilim adami, par¢acigin boyutunu degistirerek, ilgilenilen bir maddenin
0zelligini tam anlamiyla ince ayar yapabilir. Bu essiz 0zelliklerden ila¢ sektoriinde de
yararlanilmaktadir. Nanoteknoloji ile yeni ilaclar gelistirilmekte veya var olan ilaglarin
etkinligi artirllmaktadir (Pathak, 2019).

Nano tip nanoteknolojinin tipta uygulanmasidir. Nano tipta hastaliklarin 6nlenmesi, teshisi ve
tedavisi icin kesin ¢ozlimler tiretmek icin biyolojik olaylarin dogal 6l¢eginden yararlanir. Nano
tip formiilasyonlari, terapoétik etkiyi elde etmek ve toksisiteyi azaltmak icin gereken dozu
azaltmak, terapdtikleri kan dolasimindaki siiresini uzatabilmek ve viicuttaki belirli bir bélgeye

vermek lizere tasarlanabilir.

1.3.  ilag Tasiyicl Sistemler

lla¢ Tasiyic1 Sistemler; yapilacak tedavinin giivenli ve basarili olmasi, viicutta terapétiklerin
verimli taginmasini kapsayan yaklasimlar, formiilasyonlar, teknolojiler ve sistemlerdir. Bu da
ilac molekiillerinin terapotik etkilerini arttirmak ve ilgili yan etkileri azaltmak i¢in uzun siire
yiksek kontrol edilebilirlikleri sayesinde hastalik bolgesinde secici olarak birikmesi ile

saglanir (Liu ve ark., 2016).

Boyutlari ayarlanarak istenilen 6zelliklere sahip olan nanopartikiiller teshis ve tedavi amaciyla
spesifik ve hizli bir sekilde hedef hiicrelere gelismis ila¢ dagitimi alaninda kullanilmaktadir.

Boylece ila¢ salinimi kontrol edilebilir, lokalize edilebilir ve etki alanina kolayca tasinabilir.

Geleneksel sekildeki oral yolla alinan serbest ilaglar genellikle istenilen siirede, uygun dozda
hedef bolgeye ulasmada giigliikler igermektedir. Spesifik organ ve dokular1 hedef alan ilag
tasiyici sistemler daha iyi viicut dagilimi ile stirekli ila¢ dagitimini saglamaktadirlar. Bu sayede
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biyoyararlanim artmakta terapotik indeksi iyilestirmede biiyiik ilerlemeler kaydedilmektedir.
llag hedefleme sistemleri ile ¢dziiniirlik sorunlarin1 engelleyebilir, ilaci dis ortamdan
koruyabilir, salim profilini kontrol ederek doz miktarini azaltilabilir. Ayrica hedeflenmeyen
dokular ilaca maruz kalmaz ve tedavilerin etkinligi artarken yan etki ve toksisiteyi azaltmis
olur. ila¢ hedeflemede farmasétik kullamim, ilacin fizikokimyasal &zellikleri, uygun bir
formiilasyon tasarlama ve biyouyumluluk en 6nemli kosullardandir. Mikrokapsiilasyon, yeni
terapotiklerin gelistirilmesinde 6nemli olmustur. Biyouyumlu polimerler icinde hapsolmus
hem hidrofilik hem de hidrofobik ilaclar iceren mikrokiireler tiretmek icin mikrokapstlasyon
kullanilmistir. Bu tasiyicilar: kullanmanin amaci, belirli bir siire boyunca kontrollii bir salim
elde etmek ve boylece terapotik ilag seviyelerinin emilimini korumaktir. Mikro partikiiller,
boyutlar1 1 ile 250 um (ideal olarak <125 um ve istisnai olarak 1000 pm) arasinda degisen,
polimerlerden veya lipitlerden (lipozomlar) yapilabilen mikrokapsiiller ve mikrokiirelerden

bahsetmek icin kullanilan genel bir terimdir (Martinho ve ark., 2011).

Hedefli ila¢ tasima sistemlerinde, hastalarin tedavisinde siireci degistirmek i¢in ilacin etki
yerine belirli bir konsantrasyonda ulasmasi ve bu terapotik doz araliginin yeterince uzun bir
slire boyunca sabit kalmasi istenir. Hedefli ila¢ dagitim sistemlerinin kimyasal yapilarina goére
terapotiklerin etkisi, bozunmalari, diger hiicrelerle etkilesimleri ve dokulara niifuz etmeleri
gibi cesitli 6zellikleri belirler. Terapotiklerde daha verimli bir sonu¢ elde edebilmek i¢in
tasarimda bu oOzellikler dikkate alinmaktadir. Bu sebeple ila¢ tasiyicilarinin polimerik
sistemleri biiytlik ilgi gormektedir. Zaman ve salim kontrolli polimerik sistemler hedefleme
icin uygun bir parcaciklardir. Nano- ve mikro-parcaciklar, dendrimerler, nano/mikrokiireler,
kapsozomlar ve miseller basta olamak lizere ¢esitli polimer tiirleri potansiyel ila¢ verme
sistemlerinde kullanilmak {lizere denenmistir. Bu sekilde hazirlanan tasima sistemlerinde

ilaclar polimer matrislerde kapsiillenebilir veya konjtige edilebilir (Vilar ve ark., 2012).

Oncelikle ilag molekiillerini tasimak icin nanoteknoloji aracihgiyla akill ila¢ tasiyici
sistemlerleri sentezlenirken hedef bdlgenin ozellikleri dikkate alinmalidir. Akilh
nanoplatformun hassas tasarimi, sistemik uygulamada yiiklerin belirli dokularda salinmasini
saglar. la¢ yiiklii nanoplatform, ilacin kan dolagimi sirasinda serbestce disar1 cikmamasini,
ancak aktif veya pasif hedefleme stratejisiyle yalnizca nanotasiyicilarin biriktigi hedeflerde
salinmasini saglar. Sekil 1.1'de goriildigii gibi hastaligin patolojik o6zellikleriyle ilgili pH
varyasyonlari, hormon seviyesi, enzim konsantrasyonu, kiiciik biyo-molekiiller, glikoz veya
redoks gradyani gibi icsel tetikleyiciler, sicaklik, manyetik alan, ultrason, 1sik, elektrik
darbesi/yliksek enerji radyasyonu gibi ekzojen tetikleyiciler de hastalikli bolgelerde ilag

salinimini baslatmak veya arttirmak i¢in kullanilabilir (Liu ve ark., 2016).
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Sekil 1.1. Hedeflendirilmis ila¢ salim sistemleri icin sematik gosterim (Vilar ve ark., 2012)

llag tasiyic1 sistemler, geleneksel terapotiklere goére, dozaj sikhgmi etkili bir sekilde
ayarlayarak hedeflenen organlarda veya dokularda ila¢ konsantrasyonunu daha uzun siire
korumaktadir. Bu sayede hedeflendirilmis ilag tasiyici sistemleri, ilagc konsantrasyonundaki
dalgalanmay1 ve ilag¢ toksisitelerini azaltarak, terapotik etkinligi artirmak i¢in biiyiileyici

ozellikler sunarlar (Liu ve ark., 2016).

1.4. Nano Biiyiikliikte ila¢ Partikiillerinin Kullanilmasinin Avantajlari

Mevcut kemoterapi tedavilerinde kanser ilaglarinin spesifik olarak kanser hiicrelerini
hedefleyememesi cogu tedaviyi engellemektedir. Yiiksek derecede toksik kanser terapotikleri
sadece timor dokularina degil saglikli hiicrelere de etki etmektedir. Ancak bu etkiler
immiinolojik sistemde ciddi hasara neden oldugundan, tedavinin durdurulmasi ile
sonuc¢lanmakta ve buna siklikla toksik yan etkiler sebep olmaktadir. Mevcut bir ilaci daha iyi
hedeflemek icin daha etkili bir yol tasarlamak, tamamen yeni bir ila¢ gelistirmekten genellikle
daha hizli ve daha ucuzdur. Terapdtiklerin nanoparcgaciga dahil edilmesi ve ardindan ylizeyin
islevsellestirilmesi ile saglikli dokulara terapétiklerin etkilerinin en aza indirilerek antikanser
ilaclarin en iyi sekilde uygulanmasini saglamak icin tercih edilen bir yontem olmustur.
Nanoteknoloji temelli sistemlerin tasarimi yapilirken uygun parcacik boyutu, diisiik toksisite,

yeterli biyoyararlanim ve hedef doku uyumlulugu saglamasina dikkat edilmelidir.
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Ila¢ nanoparcaciklarinin avantajlari, artan yiizey alani yoluyla ¢éziinme hizinin artmasi kadar

basit veya yeni uyaranlar yoluyla hedeflenen dagitim kadar karmasik olabilir (Sah, 2006).
Nanoboyutta ila¢ hedeflendirme ile;

* Essiz boyutlar1 ve yiiksek yiikleme kapasiteleri nedeniyle hastalik bolgelerine yiiksek

konsantrasyonlarda ilag verilebilir.

* [lacin tiim yiizey alanini artiran kiiciik par¢acik boyutunda veriliyor olmasi kanda daha hizh

¢ozlinmesine yardimci olur.
* Konsantrasyon hedef dokuda daha uzun siire devam edebilir.

* EPR artirllmis gecis ve alikonma etkisi gosterir, yani, timorde oldugu gibi zayif lenfatik
drenaja bagh olarak kiiciik boyut ve birikme nedeniyle bariyerlerden artmis bir sizma

gosterebilir.

* Herhangi bir 6zel ligand yardimi olmaksizin hastalik etki bolgesine pasif hedefleme

sergileyebilir.
*Yan etkiler azalir.
* Tedavi daha diisiik dozda ila¢ formiilasyonlariyla gergeklestirilebilir (Ansari ve ark., 2012).

Nanomalzemeler kabaca 1 ila 100 nanometre (nm) boyutlarindadir, ancak sinir araliginda
boyut 1000 nm'ye kadar genisletilebilir. Uygun boyutta tasarlanan nanotasiyicilar
terapotiklerin reaktivitesinin, giiciiniin, elektriksel o6zelliklerinin ve in vivo davranisinin
degistirilebilmesi nedeniyle hedefli tedavide kullanilan en basarii yontem olarak
gorilmektedirler. Nanotasiyici tabanh platformlar kemoterapétiklerin secici hedeflenmesini

saglayarak ilacin etkinligi artiran ve toksisiteyi en aza indiren sistemlerdir.

1.5. Nanotasiyici Sistemlerin Siniflandirilmasi

Vezikiiler sistemler, hem hidrofilik (i¢ hidrofilik b6lme) hem de lipofilik (dis lipid tabakasinda)
biyoaktif bilesikleri kapsiillemek i¢in kullanighdir. Vezikiiler nanotasiyicilar, ana bilesiklerine

gore siniflandirilir.

1.5.1. Katilipit nanopartikiiller

Kati lipit nanopartikiiller, sulu yiizey aktif madde ile kaplanmis kati bir ¢cekirdek olarak yiiksek
erime noktali lipitten olusan kolloidal tasiyici sistemdir. Kati lipit nanopartikiiller diger
kolloidal tasiyicilara kiyasla sivi lipid, kat1 lipid ile degistirilir. Ilag dagitim i¢cin matriks

materyali olarak kati lipidin kullanimi, oral ila¢ dagitimi icin lipit pelletlerinden iyi
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bilinmektedir. Genis anlamda lipit terimi trigliseritleri, kismi gliseritleri, yag asitlerini igerir.
Siv1 lipit yerine kati lipid kullanimi, kapsiillenmis bilesiklerin salim kinetigi iizerindeki
kontrolii ve kimyasal olarak hassas lipofilik bilesenlerin stabilitesini arttirdigi i¢cin avantajlidir
(Yadav ve ark., 2013).

1.5.2. Miseller

Amfifilik polimerlerin kendiliginden birlesmesi ile meydana gelen nano boyutlu (5-200 nm)
parcaciklara polimerik miseller denir. Bu nanopartikiiller i¢ kisimdaki hidrofobik kisim
(cekirdek) ve dis kisimdaki hidrofilik kisim (kabuk) bélgelerine sahip makromolekiiller icerir.
Misellerin cekirdegi, ilaglarin dahil edilmesi i¢in uygun oldugundan etkili bir biyoyararlanimin
saglanmasi ve hidrofobik ilaglarin ¢6zlinirliigiiniin artirllmasini saglamaktadir (Lombardo ve
ark., 2019). Hidrofobik cekirdek zayif sulu ¢oziiniirliige sahip maddelerin ¢6zliniirligiini
onemli 6lciide artirir. Hidrofilik kabuk kanda dolasim siiresini uzatir ve koloidal stabiliteyi
arttirir. Polimerik miseller, hedef ligandlarla islevsellestirerek tiimoérde birikmeyi arttirir
(Wang ve ark., 2018).

1.5.3. Lipozomlar

Lipozom kiiresel sekle sahip bir molekiildiir ve en az bir lipid ¢ift tabakadan olusan vezikiiler
bir yapiya sahiptir. Lipozomlar, bir (tek lamelli) veya birkag¢ (cok lamelli) esmerkezli fosfolipit
zarla gevrili sulu bir ¢ekirdege sahip fosfolipid cift katmanl sistemlerdir. Lipozomlar, insan
hiicrelerinin plazma zarina benzer fosfolipid cift tabakasindan olusur. Lipozomlar bilesime,
boyuta, ylizey yiikiine ve hazirlama yontemine gore farklilik gosterir. Bir lipozomun hidrofilik
bir bas grubu ve hidrofobik bir hidrokarbon kuyrugu vardir. Lipozomlarin uygulanmasindaki
ana 6zellik, hem suda ¢oziiniir (sulu ¢ekirdek bolgesinde) hem de yagda ¢oziintir (lamellerde)
biyoaktif bilesikleri barindirabilmeleridir. Bu 6zelligi sayesinde dagilimi1 kolaylasir.
Lipozomlarin bu biyolojik olarak parcalanabilir ve biyolojik olarak uyumlu bilesimleri, onlar:

terapotik ajanlarin miikemmel tasiyicilar: yapar (Subramanian, 2021).

1.5.4. Dendrimerler

Dendrimerler, ii¢c boyutlu geometriye ve kolayca degistirilebilir ylizeylere sahip aga¢ benzeri
kollardan veya dallardan olusan nano boyutlu polimerik yapilardir. Islevsellestirme, ilaglar ve
DNA/RNA ile konjugasyon icin uygun yapilardir. Dendrimerlerin ii¢ bileseni vardir: bir
baslatict ¢ekirdek, dallar ve uc¢ fonksiyonel gruplar. Baslatici ¢ekirdek molekiiliin

merkezindedir ve dallar buradan disar1 dogru uzanir. Ayrica, dendritik dallar, istenen biyolojik
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ve ila¢ dagitim uygulamasi i¢in hem yiiklii hem de hidrofilik veya lipofilik bir islev elde edecek
sekilde modifiye edilebilir (Bharali ve ark., 2009).

Dendrimerlerin molekiil i¢i boslugunda hidrofobik ilaclar tutulabilir veya ylzeylerinde
fonksiyonel gruplarina konjuge edilebilir. Boylece dendrimer ilaglarin ¢oziiniirligiini ve
biyoyararlanimini artirirlar. Dendrimerin dis kismindaki fonksiyonel gruplar belirli
hastaliklar1 hedefleyebilen ve iletimi iyilestirebilen partikiillerin baglanmasi ile modifiye
edilebilir (Palmerston ve ark., 2017).

1.5.5. Nanojeller

Nanojel terimi, fiziksel veya kimyasal olarak ¢apraz bagh polimer aglardan olusan kiiciik
hidrojel parcaciklarin1 tanimlar. Sulu ortamda dagilmis, sismis nanojel aglar1 yumusaktir ve
onemli miktarda suyu icine alabilir. Biyolojik ajanlar ve ilaglar, yiiksek dispersiyon stabilitesine
sahip hidrofilik partikiiller olusturan ajan ve polimer matris arasindaki etkilesimleri igeren
spontan bir silire¢le nanojellere yiiklenebilir. Nanojeller, biyolojik molekiilleri in vivo
bozunmaya karsi fiziksel olarak koruyabilir ve kii¢iik ilaglardan biyomakromolekiillere kadar
bir¢ok aktif molekiil tiirii i¢in preklinik olarak arastirilmistir. Nanojeller sistemik ila¢ salimi,
cok islevli nanotasiyicilarin tasarimi ve hedeflenmis ila¢ salim uygulamalari i¢in ilgi ¢cekici hale

gelmislerdir (Vinogradov, 2010).

1.5.6. Nanoemiilsiyonlar

Tipik bir nanoemiilsiyon, yag, su ve bir emilgatdr iceren, yaklasik 100 nm mertebesinde
boyuta sahip damlaciklardir. Nano emiilsiyon formiilasyonu, birbiriyle karismayan iki siv1 ve
bir emtlgatér kullanimini gerektirir. Birbirine karismayan sivilardan birinin yagli, digerinin
sulu yapida olmasi gerekir. Bir emiilgatoriin eklenmesi, emiilsiyonun yag ve su fazlari
arasindaki ara yiizey gerilimini yani birim alan basina ylizey enerjisini azalttig: i¢in kiiciik
boyutlu damlaciklarin olusturulmasi icin kritik 6neme sahiptir (Aswathanarayan ve ark,
2019).

1.5.7. Karbon nanotiipler

Sp? hibridize karbon atomlarindan iiretilen grafen levhalardan olusan karbon nanotiipler,
biiyiileyici fizikokimyasal dzellikleri nedeniyle ilgi cekici olmaktadir. Karbon nanotiipler, tipik
olarak nanometre c¢apli boru sekilli yapilardir ve uzunluklari mikron mertebesinde
olabilmektedir. 0,4 nm kadar kii¢iik olabilen ve ¢cevresinde yalnizca 10 atom iceren ¢ok kii¢iik
caplar1 nedeniyle sira disidirlar. Tek duvarl ve ¢ok duvarli nanotiipler veya grafitik polihedral
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nanoparcaciklar gibi karbon nanoyapilar farkli sentez ydntemleriyle elde edilebilirler.
Nanotiip liretmek icin en yaygin kullanilan teknik elektrik ark desarji yontemidir, fulleren
nanoparcaciklar da ayni yontemle tretilir. Karbon nanoyapilarin ¢ok kii¢iik boyutu ve birgok
benzersiz fiziksel ozellikleri onlarin nanotipta kullanimini avantajli hale getirir (Dresselhaus
ve ark,, 2004).

1.5.8. Molekiiler baskilama

Molekiiler baskilama islemi ilag-monomer-¢6ziicii arasindaki ii¢ boyutlu etkilesimlere dayal
bir sistemdir. Molekiiler baskilama sisteminde ila¢ molekiilleri fonksiyonel grup iceren
monomerlere baglanirlar. Kiiciik molekiiller kalip olarak kullanilarak capraz bagh ilag
molekiillerinin uzaklastirilmasi saglanir (Oncel, 2013).

1.6. Nanotasiyici Sistemlerde Yiizey Modifikasyonlari

Nano tasiyicy, bir ila¢ veya hedef ajani tasimak i¢in kullanilan, genellikle polimerik malzemeler
iceren nanopargcaciklardir. Nano tasiyicilar birden fazla ajan veya ilag tasiyabildiklerinde nano-
vektor olarak adlandirilirlar. Nanopartikiillerin yiizeyi, hedefin taninmasinda, ilacin verimli bir
sekilde aktarilmasinda ve saglikli dokuya zarar verme riskini en aza indirebilmede kilit 6neme
sahiptir. Bu sebeplerden dolay1 nanopartikiillerin ytizeylerinin bir dizi farkli uyarana yanit
veren kisimlarla modifikasyonu ve islevsellestirilmesi faydalidir. Hedeflenen tiimér dokusuna
terapotiklerin verimli bir sekilde iletilmesi icin tasarimda kullanilan nanoparcaciklarin
viicuttan atilmadan yeterli bir siire kan dolasiminda kalma 6zelligi olmaldir. Karaciger ve
dalak gibi retikiiloendotelyal sistem tarafindan yakalanmamalari i¢in nanopargaciklarin yiizeyi
modifiye edilmelidir. Kan dolasimina verilen nanopartikiillerin ne kadar siire dolasimda
kalacag1 boyutlar: ve ylizey 6zellikleri ayarlanarak kontrol edilebilir. Makrofajlar tarafindan
yakalanmasina engel olmak icin nanopartikiillerin ytizeyinin hidrofilik olmasi gereklidir. Bu,
iki sekilde yapilabilir: Nanopartikiillerin yiizeyinin PEG gibi bir hidrofilik polimer ile
kaplanmasi, plazma proteinlerini iterek onlarin makrofajlarca imha edilmekten korur;
alternatif olarak nanopargaciklar, hidrofilik ve hidrofobik alanlara sahip blok kopolimerlerden
olusturulabilir (Cho ve ark., 2008).

Nanopartikiilleri kaplamak i¢in kullanilan alternatif polimerler; biyouyumlu polimerler
(dekstran, nisasta, jelatin, kitosan, poliakrilik asit vb.), PEG, polioksazolinler (POX'lar),
poligliseroller, poliglisidoller, aminoasitler, polibetainler ve polisakkaritler, vb. olarak
sayilabilir.
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1.7.  Nanopartikiiler ila¢ Tasiyic1 Sistemlerde Hedeflendirme

Geleneksel kemoterapotikler, viicutta spesifik olmayan bir sekilde dagildiklarindan hem
kanserli hem de normal hiicreleri etkilerler. Bunun yanisira, tiimér icinde ulasilabilecek doz
azalir ve ayrica toksisite nedeniyle tedavi yetersiz kalir. Molekiiler hedefli tedavi, geleneksel

kemoterapoétiklerin 6zgiilliigiinii saglamak icin ideal bir yaklasimdir (Cho ve ark., 2008).

lla¢ hedeflendirmede bir nano tasiyicinin boyutu, kan dolasiminda ne kadar kalacagini ve
viicuttan ne kadar hizli temizlendigini belirlediginden, nanoboyutta tasarlanan ilag¢

tasiyicilarin boyut dagilimi 6nemli bir parametredir.

Terapotiklerin viicut dokusu boyunca iletilmesi icin ila¢ tasiyici sistemlerin biyomedikal

alanda kullanilan farkl tiirde nanomateryalleri icermesi gereklidir (Siafaka ve ark., 2016).

Nanoparcaciklarin ¢ogu proteine benzer boyuttadir. ilag yiiklii nanoparcaciklarin viicuttaki
dagilimi ve farkl dokular tarafindan alinimi nanopargacigin boyutuna baglidir, 6rnegin sadece
capt 200 nm'den kii¢lik nanopargaciklar kan damarlarindan gecebilir ve 1 nm'den kiigiik
nanopartikiiller, kan-beyin bariyerini gecebilmektedir. Nanopartikiiller ilaclar1 tiimoral
dokulara iletmek icin, nanoparcaciklarin kan dolasiminda sabit ve uzun siire kalmasi ve
tlimorde etkin birikim sergilemesi i¢in floresan sinyalizasyonu, sekil tanima, biyouyumluluk,
baglayicilar, koruyucu katmanlar veya antijen tespiti gibi islevlere sahip olabilir (Chen ve ark,,
2017).

Hedeflemede terapétik ilaglarin tiimor hiicrelerine ulasmasi (membranlardan penetrasyon ve
endositoz ile aktif bir bilesigin hedeflenen bdlgeye iletilmesi), biyolojik koruyucu
mekanizmalarindan (RES ve opsonizasyon temizligi gibi) kagma yetenegi ve c¢evresel

degisiklikleri tanimak dnemlidir (Siafaka ve ark., 2016).

Geleneksel ila¢ salim sistemlerinin spesifik olmayan biyolojik dagilim ve hedefleme, suda
cozunirliik eksikligi, zayif oral biyoyararlanim ve diisiik terapotik indeksler gibi cesitli
sinirlamalarinin  iistesinden gelmek icin hedeflenmis kanser nano terapotikleri
gelistirilmektedir. Bunun i¢in 6zel optimum boyut ve yiizey 6zelliklerine sahip nanopartikiiller
tasarlanmaktadir. Hem molekiiler olarak hedeflenen hem de geleneksel kemoterapotik
ajanlarin etkinligini diistiren bir baska engel olan ila¢ direnci de nanopartikiiller kullanilarak

asilabilir veya en azindan azaltilabilir. (Cho ve ark., 2008).

Antikanser ilaclarinin etkili bir tedavi yapabilmesi igin uygulandiktan sonra viicuttaki
bariyerleri gecerek kan dolasiminda en az hacim veya aktivite kaybi ile istenen timor
dokularina ulasabilmeleri gerekir. Sentezlenen ilac yiiklii nanopartikiiliin kontrolli bir salim
mekanizmasi ile normal hiicreleri etkilemeden tiimor hiicrelerini secici olarak taniyip, yok

etme yetenegine sahip olmalidir. Bu temel stratejiler ayn1 zamanda ilaglarin hiicre igi
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konsantrasyonunu artirarak ve ayni anda doz sinirlayici toksisiteleri azaltmaktadir (Cho ve
ark., 2008).

Hedefe yonelik tedavi, bir ilag¢ ile reseptorii arasinda molekiiler diizeyde spesifik etkilesim
anlamina gelir. Etkili hedefli ila¢c dagitim sistemleri dort temel adimda gergeklesir: tutma,

kacinma, hedef alma ve salma (Bae ve ark., 2011).

Ilag yiiklii nanopargaciklari hastalikli bélgelere tasimak icin pasif hedefleme ve aktif hedefleme
yontemleri kullanilarak hedefleme yapilabilir. Boylece hedeflenen bolgede ilag
konsantrasyonunu daha uzun siire korunur, dozaj siklig1 etkili bir sekilde azaltilabilir. Bu
sayede ila¢ konsantrasyonu dalgalanmasi ve ila¢ yan etkileri azaltilabilir, boylece etkili bir
tedavi gerceklestirilebilir (Liu ve ark., 2016).

1.7.1. Pasif hedeflendirme

Akilliilag tasiyici sistemlerde kanser tedavisi icin pasifilag hedefleme kullanilan yontemlerden
biridir. Pasif hedeflendirme ile NP birikimini artiran, farmakokinetigi iyilestiren ve EPR etkisi
araciligiyla tiimor dokusunda biyo-dagilimi kolaylastiran bir yontemdir (Pourradi ve ark,
2022).

Pasif hedefleme, saglikli dokularda normalde bulunmayan tiimér dokularina 6zgl ayirt edici
ozellikler nedeniyle tiimor mikro ortami icinde nano vektdrlerin birikmesine dayali bir

hedeflemedir.

Nano tasiyicilar, kan dolasiminda daha uzun siire dolasabilme kabiliyetinden EPR etkisiyle
pasif hedefleme yoluyla tiimoér bolgelerinde birikebilir. Tiim6ér damarlarinin benzersiz
patofizyolojik 6zellikleri, nanopargaciklar da dahil olmak iizere makromolekiillerin tiimor
dokularinda secici olarak birikmesini saglar. Normal hiicrelere gére kanser hiicreleri daha hizh
biliyiidiigiinden daha fazla oksijen ve besine ihtiyaci vardir. Timor hiicreleri daha fazla olan
besin gereksinimlerini karsilamak icin yeni damarlarin olusmasini (neovaskiilarizasyon) veya
tlimor kiitlesinin yakinindaki damarlarin yeniden yonlendirilmesini saglar. Bu ylizden olusan
bliyiime faktorleri ve matriks metalloproteinazlar gibi anjiyojenik diizenleyicilerin ortaya
¢ikan dengesizligi timor damarlarini olduk¢a daginik hale getirir. Endotelyal hiicreler arasinda
genislemis bosluk baglantilarin1 ve tehlikeli lenfatik drenaji gésteren cok sayida gozenekle
genisler. Normal hiicrelerden farkli olarak tiimér hiicrelerini ¢evreleyen essiz mikro ortam
pasif hedeflemeye yardimci olur. Hizli biiyiiyen, kanser hiicreleri, yliksek bir metabolik hiz
gosterir ancak oksijen ve besin kaynagi genellikle bunu siirdiirmeleri icin yeterli degildir.
Ihtiya¢ duydugu fazla enerjiyi glikoz kullanarak gidermeye ¢alisir. Bundan 6tiirii ortam asidik
olur. Fizyolojik ortam pH’1 7,4’te stabil olacak sekilde tasarlanan pH'a duyarl lipozomlar, pH'in
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fizyolojik degerlerden diisiik oldugu hedef dokularda bozunarak (tiimoér hiicrelerinin asidik
ortami gibi) aktif ilac1 serbest birakir (Cho ve ark., 2008).
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Sekil 1.2. EPR etkisi sematik gosterim (Pathak 2019)

EPR, nanopargaciklarin nanometre boyut araligina ve kanser dokularin iki temel 6zelligine,
yani sizdiran vaskiilatiir ve bozulmus lenfatik drenaja dayanmaktadir (Bazak ve ark., 2014).
Nanopartikiiller sadece pasif olarak hedeflendiginde tek bir tiimor i¢indeki farkli timor
evreleri ile hastalara 6zgili ve farkli tiimérler arasinda membran reseptorlerinin heterojen

ekspresyonunu da kapsamaktadir (Chen ve ark., 2017).

1.7.2. Aktif hedeflendirme

Yalnizca pasif hedefleme mekanizmalarina dayanan bir ikili eslenik (polimer-ila¢ eslenigi)
iceren ila¢ verme sistemleri 6zgiilliige iliskin sinirlamalarla karsi karsiyadir. Bu sinirlamalarin
istesinden gelmek icin polimer-ila¢ eslenik hedefleyiciye bir ligand veya antikor dahil
edilmelidir (Cho ve ark., 2008).

Nanopartikiiliin tasarlanirken sahip oldugu boyut, sekil ve yiizey yiikii gibi 6zellikler ile timor
mikrovaskilatiiri nanopartikiillerin iletimini belirler. Aktif hedeflemede istenen hedefe
ulasmada daha yiiksek bir ozgiillik ve etkinlik sergileyen biyotanima molekiilleri, timor
hiicreleri tarafindan ifade edilen spesifik isaretleri hedeflemek icin nano vektorlerin ylizeyine
baglanmistir (Bazak ve ark., 2014).
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Ila¢ saliniminin 6nemli bir sekilde artmasi icin NP’larda hedef hiicreye yiiksek baglanma cekim
giiciine sahip ligandlarin bulunmasi gerekir. Aktif hedeflemenin en temel bicimi, bir NP'nin,
kanser hiicrelerinde asir1 ifade edilen bir molekiile baglanan bir ligand ile islevsellestirilmesini
icerir. Aktif hedefleme, NP yiizeyine baglh ligandlar kullanilarak (spesifik ligand-reseptor
etkilesimi) alim segiciliginden yararlanilir. Bu sayede hedef hiicrelerle reaksiyona girebilen
ligandlar ayrica NP'leri enzimatik yikimdan da korurlar. Hedef hiicreyle ligandlar arasinda

ylksek baglanma afinitesi varsa ila¢ salimi gii¢lii bir sekilde artiracaktir (Yu ve ark., 2016).

Birilag/ilag tasiyicisinin kan dolasimi ve intravenéz olarak uygulanan ilacin damar disina ¢ikisi
ve cevre dokuya yayillmasinin(ekstravazasyonun) ardindan timér mikro ortaminda veya
kanser hiicrelerinin yiizeyinde asir1 eksprese edilen "biyobelirtecleri” 6zel olarak taniyan
antikorlar, peptitler ve aptamerler gibi hedefleme ligandlar1 sayesinde intratiimoral
retansiyon ve dagilimin bir sonucu olarak hedef bélgeye ulasirlar. Nanopartikiillerin kan
dolasiminda daha uzun silire kalmasi (ylizey PEG modifiyesi) tiimor bolgesine iletiminin
cogalmasina bu da spesifik ligand-reseptor tipi etkilesiminin artmasina yol acar (Bae ve ark.,
2011).

Aktif olarak hedeflenen dagitim sistemleri icin birtakim zorluklar vardir. Aktif olarak
hedeflenen nanopartikiillerin "baglanma boélgesi bariyeri" olayinda sizdiran tiimér damar
sisteminden disar1 sizan timoér cevresindeki giicli reseptor-ligand etkilesimlerinden
kaynaklanan ilacin istem disi1 sizmasi nanopartikiillerin tiimoériin icine girmesini daha da
engelleyebilir (Chen ve ark., 2017).

1.7.3. Kanser tedavisinde nano ilag¢ tasiyici sistemler

Gilinlimiizde kullanilan kemoterapotikler, uygulandigi andan sonra viicutta yliksek dagilim
hacmine sahip diisiik molekiler agirlikli ajanlardir. Bu diisiik molekiler agirliklar: viicuttan
kolayca atilmalarini saglar. Retikiiloendotelyal sistem nedeniyle dolasimdan ayrilma, serum
proteinleri tarafindan absorbsiyona ugrama, makrofajlar tarafindan alinma gibi pek ¢cok faktor
nedeniyle serbest olarak dolasima verilen ila¢ molekiilleri ¢cogu kez hastalikli bolgeye etkin
bicimde ulagamaz (Parambath, 2018). Bazen de etkili tedavi icin gereken terapotik seviyeler
siklikla asilir ve yiiksek bir toksisiteye maruz kalinir. intravenz olarak verilen ilaglar viicutta
esit olarak dagilma egilimindedir. Bu sebepten dolay1 kanserli olmayan dokularda énemli
hasara neden olurlar. Bu, kemik iligi baskilanmasi, sa¢ dokiilmesi (alopesi) ve bagirsak epitel

hiicrelerinin dokiilmesi gibi ciddi, istenmeyen yan etkilere neden olur (Bharali ve ark., 2009).

Kiiglik molekiilli antikanser ilaclarin dogrudan verilmesine kiyasla, uyariciya duyarh ilac¢
tasiyici sistemlerin temel 6zelligi, ilac1 uyariciya duyarh bir sekilde salabilmeleri, yiiksek ilag¢

yukleme kapasiteleri ve biyouyumluluklaridir. Sadece tiimér dokusu iginde uyaranlar
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etkinlestirilir. Boylece daha yiiksek bir ila¢ salim etkinligi saglanmis olur (Thomas ve ark.,,
2020).

1.7.4. Uyari-yanit sistemine dayali ila¢ tasiyici sistemler

Uyariciya duyarli nanopartikillii ila¢ dagitim sistemleri, o6zgtlliikleri, secicilikleri ve
etkinlikleri nedeniyle yogun ilgi gormistiir. Dis ortamdaki kiiciik degisiklikler polimer

vezikiillerin ilac1 salinmasi tetikleyebilir (Cui ve ark., 2022).

Bu sistemler, esas olarak kan dolasimini artiran, derin timor dokusunun igine girmeyi artiran,
yukin sitoplazmaya kontrol edilebilir sekilde salinmasini saglayan ve ¢oklu ila¢ direncinin

uistesinden gelen nanopartikil bazli ila¢ dagitim sistemleridir.

Uyaranlara duyarli nanopartikiil sistemlerinde terapoétiklerin hizhi ve kontrol edilebilir salimi
icin nanopartikiiller ayarlanabilir 6zelliklere sahiptirler. Uyarana duyarli nanoyapilar,

islevlerini harici bir uyarana yanit olarak yerine getirir. (Thomas ve ark., 2020).

Ligandla modifiye edilmis aktif hedefli dagitim sistemleri yalnizca pasif olarak hedeflenen
nanopartikiiller ile benzer zorluklar1 degil ayn1 zamanda tek bir tiimor icindeki farkh timoér
evrelerinin yani sira bireysel hastalar ve farkl tiimoérler arasinda membran reseptorlerinin
heterojen ekspresyonunu da icerir. Sizdiran tiimor damarlanmasi nedeniyle intravenoz olarak
uygulanan ilacin damar disina ¢ikisi ve ¢evre dokuya yayilmasindan sonra tiimor ¢evresindeki
giiclii reseptor-ligand etkilesimleri, ekstravaze nanopartikiillerin tiimoériin icine sizmasini
daha da engelleyebilir. Uyaranlara duyarli nanoyapinin ve bunun bir ila¢ dagitim sistemindeki
uygulamasinin temel amaci, gelismis giivenlik ve etkinlige sahip nanoyapilar olusturmaktir. Bu
tlir uyaranlar, nanopartikiillerin boyutunda, zeta potansiyelinde, hidrofobikliginde veya

tasiyicida bir degisiklige neden olabilir. (Chen ve ark.,, 2017).

1.7.5. pH-duyarh ila¢ tasiyici sistemler

llag tasiy1c1 sistemlerde ilacin nanopartikiillerden pH'a yanit olarak salinmasi etkili bir yéntem
olarak kullanilmaktadir. pH’a duyarli ila¢ salim sistemleri; timoértn hafif asidik olan dis ortami,
lizozomlar, endozomallar ve pH degeri 5,5 olan asidik hiicre i¢i b6lmelerinde salim yaparlar.
Bir tiimoriin mikro ortami, timor hiicrelerinin boliinmesi sirasinda olusan birikmis laktik asit
nedeniyle asidiktir. Bu 6zel olaya Warburg etkisi denir. Bu asidik ortamda pH duyarliligina
sahip nanoparcaciklar, sonu¢ olarak malzemenin kimyasini degistiren ve ila¢ salinimini
indiikleyen bir uyarana duyarli eylemi tetikler. pH'a duyarli nanopartikiller tiretmek icin hem
organik hem de inorganik malzemeler kullanilir. pH'a duyarli sistemler, polimer bazh

nanopartikiiller ile hazirlanir, ¢iinkii hacim veya konformasyon ve ¢oziintrliikteki degisiklikler
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gibi pH'in neden oldugu degisiklikler kolayca elde edilebilir. pH bazl baglayicilara sahip
polimer sistemleri, polimerin pK degeri degistiginde yiikiin ters ¢evrilmesine dayali olarak
ozelliklerinde bir degisiklik meydana getirecektir. Yiikiin ters g¢evrilmesi ile polimerlerden
katyonik 6zellik gosterenler hidrofobikten hidrofilige degisirken, anyonik 6zellik gosterenler
hidrofilikten hidrofobiklige degisir. Benzer sekilde, anyonik polimerler daha diisiik bir pH'a
maruz kaldiklarinda hidrofilikten hidrofobik hale donisiirler. pH kaynakli bir salim
mekanizmasi elde etmenin baska bir stratejisi, diisiik pH'ta hidrolize olan ve dolayisiyla

kararsiz hale gelen baglayicilarin kullanilmasidir (Thomas ve ark., 2020).

1.7.6. Redoks-duyarl ila¢ tasiyici sistemler

Kanser hiicreleri, normal hiicrelere gore ortalama 100-1.000 kat daha yliksek bir redoks
potansiyeline sahiptir. Redoks duyarli kanser tedavilerinde, indirgeyici ajan Glutatyon (GSH),
kontrollii ila¢ salimina neden olan nano-tasiyicilarin distilfit baglarini kirar. Redoks duyarh
nanoyapilarin hedeflenen bélgede etkin olabilmesi i¢in tasarimda peptidler de dahil
edilebilmektedir. Redoksa duyarli nanopartikiiller, GSH enziminin varhiginda kolayca
kopabilen ve ilacin salinmasina neden olan disiilfid bagina bagh bir kabuga sahiptir. Redoks
duyarh ilag tasiyici sistemlerde; distilfit baglar1 ve diselenyum baglar1 olmak tizere iki farkl
redoks tepkili bag kullanilir. Nanopartikiliin igsellestirilmesi ile disiilfit baglar1 GSH'nun
varlhiginda koparak stlfhidril gruplar: olustururlar. Bu sayede polimer sisteminin baglarinin
kopmasiyla ila¢ salimi yapilir. Ayni sekilde distilfit baglarindan daha diisiik bag enerjisine sahip

olan diselenyum baglarida verimli bir sekilde ayrilabilir (Thomas ve ark., 2020).

1.7.7. Enzim-duyarh ila¢ tasiyici sistemler

Enzime duyarl ilag¢ tasiyici sistemler, biyokatalitik reaksiyonlara karsi hassas olan nano-
tasiyicilarin modifikasyonunu icerir. Asiri eksprese edilen enzimler, ilacin kanser hiicrelerinde
salinmasina yardimci olabilir. Hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar sonucu timor
hiicrelerinin olusumu degisen enzim ekspresyonuna yol acabilir. Bu da daha yiliksek
seviyelerde matriks metaloproteinazlar, katepsin, hiyaliironidaz, tripsin, trombin, proteinaz K,
vb. miktarlarina neden olabilir. Yukari dogru diizenlenen enzimler, nano tasiyicilardan gelen
yuklerin azaltilmasi, polimer omurgalarinin kirilmasi, nano tasiyicilarin fiziksel olarak
parcalanmasi ve tiimor mikrogevresinde ilag ile tasiyici arasindaki baglarin boliinmesi gibi
yollarla kontrollii salim i¢in kullanilabilir. Enzimlerin biyotanima ve katalitik islevi sayesinde
bozunan nanotasiyici, etkili antikanser ilag salimi gdsterir. Kullanilabilen enzimler arasinda;
hidrolaz (proteaz, tripsin, elastaz, lipaz, glikosidaz) ve oksidorediiktaz (glikoz oksidaz,
peroksidaz, azorediiktaz, glutatyon rediiktaz) sayilabilir. Hidrolaz enzimleri, su molekiillerinin

eklenmesiyle kimyasal baglari parcalayabilir; oksidorediiktaz enzimleri,
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oksidasyon/rediiksiyon reaksiyonlarini katalize ederek nanoparcaciklarin yok olmasina
neden olabilir (Thomas ve ark., 2020).

1.7.8. Sicaklik-duyarh ila¢ tasiyici sistemler

Diger uyaranlarla karsilastirildiginda ila¢ salinimini kontrol etmek i¢in sicaklik en uygun ve
etkili yontemlerden biridir. Normal dokulara gore inflamasyon gibi patofizyolojik durumlar ve
tlimorler, normalden daha yiiksek sicakliklara sahip dokulardir. Kanser dokular ile normal
dokular arasindaki sicaklik farki dikkate alinarak nanoparcaciklar tetiklenebilir ve tiimorlerde
ila¢c salinimini artirmak miimkiin olabilir. Bir diger sicakliga duyarli strateji, tiimor bolgesinin
harici tetikleyiciler tarafindan (manyetik alan vb.) ila¢ salinimini artirmak igin tiimor
vaskiilatiirii mikro c¢evresi 1sitilabilir. Genel olarak, 1siya duyarli nano tasiyicilarin, ytiklerini
hizla serbest biraktiklar: sicaklik 40-45°C'nin iizerine c¢ikar. Boylece tlimor dokularina ilag

salinimi gerceklestirilmis olur (Liu ve ark., 2016).

1.7.9. Manyetik-duyarh ila¢ tasiyici sistemler

Harici bir manyetik alan uygulayarak ila¢ tasiyici sistemlerin hareketi iizerinde kontrol
saglanir ve antikanser ilacin tiimor bolgesinde birikmesine yardimci olarak dolasim siiresini
uzatilir. Fe304 nanoparcaciklari gibi manyetik nanoparcaciklar da kontrast maddesi olarak
islev gorerek manyetik rezonans goriintiilemede 6nemli bir rol oynar. Son zamanlarda,
manyetik alanlara yanit veren ilag¢ tasiyici sistemler basariyla gelistirilmistir (Ding ve ark.,
2016).

Manyetik alan, in vivo dagitim sistemlerinin uzaktan hedeflenmesi i¢in kullanilabilir. Diinya
tzerindeki tiim canli organizmalar dogal olarak jeomanyetik alana siirekli maruz
kalmaktadirlar. Manyetik alan iyonlastirici degildir. Bu nedenle, genellikle zararsiz oldugu
kabul edilir. Manyetik alan dokularda iyi bir gecirgenlige sahiptir. Hedefleme istenen bdlgenin
ayni sekilde olmayan statik manyetik alan uygulanarak elde edilebilir. Manyetik hedeflemenin
ilkesi, manyetik alan ¢izgilerinin yogunlugunda (yani uzamsal manyetik alan gradyani) yerel
homojensizligin olusmasidir. Manyetik olarak duyarl tasiyici, ¢izgilerin en yogun oldugu alana
hareket edecektir. Normalde, tiim biyolojik ve organik materyaller, diisiik manyetik duyarlilik
ve negatif miknatislanma tepkisi ile diyamanyetiktir. Bu nedenle, pozitif bir manyetizasyon
tepkisine ve yiiksek manyetik duyarliliga sahip manyetik parcaciklarla modifiye edilmis
tastyicilar, ayni sekilde olmayan manyetik alan tarafindan secici bir sekilde lokalize edilebilir
(Voronin ve ark., 2021).

24



1.7.10. Ultrason-duyarh ilag¢ tasiyici sistemler

Ultrason da manyetik alan gibi klinik tanisal goriintiileme yontemi olarak gelistirilmistir.
Ultrason iyonlastiric1 degildir ve viicut dokusunda iyi bir penetrasyona sahiptir. Son kanitlar,
yuksek frekansli ses dalgalarinin bazi 6zel ilag tasima sistemlerinin yapi iskelelerine
(lipozomlar ve miseller gibi) zarar verebilecegini kamitlamistir. Ayrica, sonokimyanin
gelismesiyle birlikte arastirmacilar, ultrasonun kimyasal reaksiyonlar: tetikleyebilecegini,
hatta bazi kimyasal baglar1 parcalayabildigini de bulmuslardir (Ding ve ark., 2016).

Teshis amaciyla kullanilan ultrason, dokular ve organlar hakkinda bilgi toplamayi
amagclamaktadir. Bu nedenle, diisiik frekanslh ses dalgalarina maruz kalmay: gerektirir. Diger
yandan, tedavi amaciyla kullanilan terapotik ultrason, daha yiiksek frekansh ses dalgalarin
yogunluklar1 hedeflenen dokular1 baska bir sekilde etkileyebilmektedir (Voronin ve ark,
2021).

1.7.11.Is13a-duyarh ilag tasiyici sistemler

Isiga duyarl ilag dagitim sistemlerinin en biiyiik avantaji, zamansal ve mekansal kontrol
edilebilirlikleridir. Isik, tim canli organizmalar icin en 6nemli dis uyarandir. Belirli bir
pozisyonda belirli bir 1s1k sacilimi uygulanarak ila¢ salma davranisi tam olarak kontrol
edilebilir. Uygulanacak 1siklarin dalga boylarinin degistirilmesi farkl 6zellikler gostermesine
sebep olmaktadir. Yapilan ¢alismalarda ultraviyole (UV) 15183, goriiniir 1518a ve yakin kizilotesi
(NIR) 15182 yanmit veren ila¢ dagitim sistemleri gelistirilmistir. Isiga duyarh ila¢ tasima
sistemleri; 1sikla indiiklenen izomerizasyon, bag bdliinmesi ve tasiyici malzemelerin
ayristirilmasi seklinde calisma prensibinde tasarlanmaktadir. Ultraviyole (UV) 1s181n dalga
boyu 10-400 nm araliginda olup, gériiniir 1s1ktan daha kisa fakat X-1sinlarindan daha uzundur.
Bununla birlikte, insan dokularinin UV 1518111 giiclii bir sekilde emmesi nedeniyle, UV 1s181n1n
penetrasyon Kkabiliyeti nispeten diisiiktliir ve genellikle penetrasyon derinligi 10 mm'den
biiylik degildir. Ayrica UV 15181, hiicreleri istikrarsizlastirarak foto toksisitesi kanitlanmig
nispeten yliksek enerjiye sahiptir. NIR 1s1k, dalga boyu 780-2526 nm arasinda olan 15181 ifade
eder. Iki foton uyariminin gelistirilmesi, kontrollii dagitim siireclerinde NIR 151k sagilimi
uygulamalarina yeni bir uygulama alani olusturdu. UV 15181na kiyasla NIR 15181, yan etkilerin
olmamasi ve yiiksek penetrasyon kabiliyeti (santimetre 6lceginde) gibi avantajlara sahiptir.
Ayrica, NIR 15181 soy metal nanopartikiiller tarafindan termal enerjiye dontstiirtlebilir, klinik
uygulama alanini daha da genisletmektedir. Son =zamanlarda, yukar1 doniisiimli
nanomalzemelerin (genellikle lantanit bazli maddeler) gelistirilmesiyle, foton enerjisi NIR
bolgesinden UV-vis dalga boylarina yiikseltilebilir. Bu, NIR'nin 1s18a duyarli kimyasal
reaksiyonlara katilmasini saglamaktadir (Ding ve ark., 2016).
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Isiga duyarli dagitim sistemlerinin avantaji, 1sikla indiiklenen uyaranlarin yiiksek hassasiyetli
uzaysal ve zamansal kontrolii olasiligidir. Genellikle 151k kaynag: olarak kullanilan modern
lazerler ve lazer diyotlar, 151k darbelerinin uzunlugu ve tekrarlama frekansi ile 151k noktasinin

boyutunu ve ¢ikis gliciinli kontrol etmeye olanak tanir (Voronin ve ark., 2021).

1.7.12. Polimer bazl ilag tasiyicilar

Polimer bazl ilag tasiyicilarda terapotikler, bir baglayici (pargalanabilir bag) ile dogrusal bir
polimerin yan zincirine baglanabilir. Suda ¢oziiniir, toksik degildir, biyolojik olarak
pargalanabilir. Hazirlama ydntemine bagh olarak, ila¢ ya fiziksel olarak polimer matriste
tutulur ya da polimer matrise kovalent olarak baglanir. Ortaya c¢ikan bilesikler, kapsiil
(polimerik nanoparcaciklar), amfifilik cekirdek/kabuk (polimerik miseller) veya asir
dallanmis makromolekiiler (dendrimerler) yapiya sahip olabilir. ilac konjugatlari1 olarak
kullanilan polimerler, dogal ve sentetik polimerler olmak iizere iki gruba ayrilabilir. Polimerik
nanopartikiiller (polimer-ilag konjugatlari); albiimin, kitosan ve heparin gibi polimerler dogal
olarak bulunur ve ilaglarin yam sira oligoniikleotitlerin, DNA'nin ve proteinin tasinmasi igin
tercih edilen bir malzeme olmustur. N- (2-hidroksipropil)-metakrilamid kopolimer (HPMA),
polistiren-maleik anhidrit kopolimer, PEG ve poli- 1 -glutamik asit (PGA) sentetik polimerler
arasindadir (Cho ve ark., 2008).

1.7.12.1. Polietilen Glikol (PEG)

Nanopartikiillerin bagisiklik sistemleri tarafindan tespit edilmeden biyolojik sistem icinde
uzun bir dolasim siiresine sahip olmasi, hedeflenen bolgeye ulasmasi ve burada ila¢ dozunu
belirli seviyede tutabilmesi i¢in ¢cesitli modifikasyonlara sahip olmasi gerekir. Bu nedenle, pasif
kaplama, notr ylizey mimarisi saglamak icin PEG kullanarak, NP'lerin yiikli yiizeylerini
korumak, dolasim siirelerini ve tiimor dokularinda birikimlerini artirmak i¢in yaygin olarak
kullanilan bir stratejidir (Pathak, 2019).
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Sekil 1.3. Polietilen glikol molekiil formiilii (C2nHan+20n+1)

PEG, renksiz, zehirsiz, kokusuz, tatsiz, suda ¢oziinen bir polimerdir ve molekiiler agirligina gére
polietilen oksit ve polioksietilen olarak adlandirilir. Gidalarda ve ilaglarda kullanildiginda E
numarasli E 1521'dir. Etilen glikol zehirli degildir, zira yutuldugunda oksalik aside metabolize

olmaz.

PEG zincirinin, gelismis bir sistemik dagitim icin belirli bir molekiile kovalent baglanmasi
Pegilasyon olarak adlandirilir. Molekiiller PEG ile kaplanarak kamuflaj olanag saglanirken,
RES sistemlerinden ve diger kan fagositlerinden korunarak viicutta daha uzun dolasim sansi
elde ederler (Pathak, 2019).

Kaplama, nanopartikiillerin kararhiligini ve biyouyumlulugunu gelistirir, manyetik ¢ekirdegin
aglomerasyonunu ve oksidasyonu onler. Spesifik olarak, PEG'in bir¢ok uygulama icin 6énem
tasiyan suda ¢oziiniirliik, yliksek biyouyumluluk, uzun kanda dolasim siiresi ve ayni1 zamanda

islevsellik gibi ayirt edici avantajlar1 vardir.

Pasif olarak hedeflenen PEG'lenmis nanopartikiillerin cogunlugu dogrudan toplar damara
girilerek enjeksiyon yapildiktan sonra verimli bir sekilde tiimor dokusuna gegis yapabilir.
Ayrica yogun tiim0r stromasi, anormal anjiyogenez ve yiiksek timor interstisyel sivi basinci
gibi timo6r mikro cevresindeki cesitli biyolojik engeller nedeniyle yalnizca birka¢ nanopargacik
tlim tiimor boyunca yayilma yetenegine sahiptir. Cogu nanoparcacik, ilaglar aktif olarak tiimor
hiicrelerine iletemez. Nanopartikiillerin kan dolasimindaki stabilitesi ile tiimdér dokusuna
ekstravazasyondan sonra uygun tiimor hiicresel alimi gecisinde bir denge olusmasi gereklidir.
Nanopartikiillerin PEG ile kaplanmasi bagisiklik sistemi tarafindan yabanci madde olarak
taninma olasiligini azaltarak pasif hedefleme ile tiimor boélgesine ulasmasini saglar. PEG
tabakasi;; kan dolasiminda c¢ekirdegin hidrofobikligini ve pozitif yiikiini saglayarak
nanopartikiillerin stabilitesini korur ve kan dolasim siiresini uzatir. Timorlii dokulara gelen
hedeflendirilmis ilag¢ tasiyici sistemler ortama sizar. Daha sonra timoér mikro ¢evresindeki

uyaranlar tarafindan PEG ile partikiil ¢ekirdegi arasindaki bag kopar. Boylece PEG tabakasi
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nanopartikiilden ayrilir. Artan antitiimor etkisi ile gelistirilmis bir yiizey-hiicre etkilesimi
gerceklesir (Chen ve ark., 2017).

Terapotik verimliligi etkileyen degiskenlerden biri de kan dolasim siiresidir. Hedefli ilag
tasiyicl sistemlerin en onemli gorevleri; hedeflenen dokulardaki ilag konsantrasyonunu
artirmak ve ilag yiikiiniin farmakokinetigini ve biyolojik dagilimini modiile ederek sistemik yan
etkileri azaltmaktir. ilag tasiyici sistem ne kadar uzun siire kan dolasiminda kalirsa tiimér
bolgelerindeki ila¢ konsantrasyonunu artirmak icin o kadar fazla zamani olur. Bu sayede
mononiikleer fagosit sistemi tarafindan sekestrasyon olmadan tasiyicinin tiimore ilag verme
olasiligini artirir. Kan dolasimindaki stireyi uzatmak i¢in nanopargacik modifiye edilmelidir.
Bunun icin en iyi secenek PEG kaplamadir. Ayrica Adagen, Doxil, Macugen ve Pegasys gibi bazi

PEGillenmis nano ilaglar klinik kullanim i¢in onaylanmistir (Wang ve ark., 2017).

1.8. Kapari

Kapari, capperidaceae familyasindan kiiciik ¢ok yillik bir calidir. Yuvarlak, etli yapraklari olan
ve blyiik beyazimsi pembemsi cigekler tasiyan uzun émiirli bir bitkidir. Farkl isimlerle de
adlandirilmaktadir. En yaygin olarak Gebre otu veya Kapari olarak bilinen dikenli bir bitki

tarudir.

llag, kozmetik, gida ve hayvan beslenmesi gibi alanlarda kullanimi1 yaygindir. Diinyanin cesitli
bolgelerinde Kapari tedavi amach bitki tibbinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica birkag
yazar bu bitkinin idrar soktiiriicli, kan durdurucu ve tonik gibi de kullanildigini bildirmistir
(Saifi ve ark., 2011).

Kaparinin fitokimyasal analizinde flavonoidler, glukozinolatlar, fenolik asitler, tokoferoller,
karotenoidler, polifenoller ve alkaloidler gibi biyoaktif bilesikler bakimindan zengin oldugu
bulunmustur. Bu dogrultuda, kapari ekstraktlarinin saglig gelistirici bircok 6zelligi, 6zellikle
anti kanser ve antioksidan aktiviteleri bilimsel olarak gosterilmistir (Koufan ve ark., 2022).

Diinya genelinde en ¢ok kullanilan tibbi bitkilerden biri Capparis spinosa (Capparidacea)dir.
Icerisinde barindirdig1 antioksidan, antikanserojenik, antihipertansif, antidiyabetik ve
antibakteriyel etken maddeler sayesinde gosterdigi biyolojik ve farmakolojik etkilerinden
dolay1 cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu da kaparinin umut verici bir tibbi

bitki olarak kabul edilmesine yol agmistir (Benzidane ve ark., 2020).
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Resim 1.1. Capparis spinosa bitkisi A) tohumu B) cicegi
(https://www.gardenia.net/plant/capparis-spinosa)

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapétiklerin birgok yan etkisinden dolay1 insanlar bitki
tibbina yonelmislerdir. Dogada yetisen bitki ve bitki o6zlerinden kanser tedavisinde
yararlanilmis, birgok fitokimyasalin giiclii bir antikarsinojenik aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir. Kapari kaynakli biyoaktif molekiillerin kanser tedavisinde glivenli ve etkili oldugu

kanitlanmistir.

1.9. Manyetit (Fez04)

Manyetit, dogal olarak olusan, kolayca elde edilebilen ve sentezlenebilen demir oksitlerden
biridir. Genel olarak FeO.Fe;03; kimyasal formiiliine sahip Fe3;04 nanoparcaciklari, yliksek
miknatislama doygunluguna sahip, toplu halde ferrimanyetik 6zelliklere sahiptir. Bununla
birlikte, Fe304 nanopargaciklarinin manyetik 6zellikleri parcacik boyutlarina goére yonetilir.
Ferrimanyetik Fe304 nanopartikiillerinin boyutu yeterince kii¢iik oldugunda, uygulanan

manyetik alana biiylik yanit veren siiper paramanyetik 6zelliklere sahiptirler.

Genel olarak, cap1 20 nm esiginin altinda olan Fe304 nanopargaciklari stiper paramanyetik
ozellikler gosterir. Ayrica siiper paramanyetik nanoparcaciklarin dis manyetik alana karsi daha
giiclii ve daha hizli manyetik tepki verir. Diisiik toksisite, yiiksek yiizey alan1 / hacim orani ve
basit ayirma metodolojisi gibi diger i¢sel ozelliklerle birlikte siiperparamanyetik Fes;04
nanopargaciklari, kirliligin 6énlenmesi ve atik su aritimi i¢in cevresel iyilestirme alaninda
oldukca dikkat cekmektedir (Koo ve ark., 2019).
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Fe3z04 NP'ler kanser tedavisi icin miikemmel nanopartikiillerdir. Ancak, bireysel Fe304 NP'lerin
antitiimor etkisi yoktur. Fe;04 ile hazirlanan kompozit NP'ler kanser tedavisi i¢in biiylik

potansiyel gostermistir (Cui ve ark., 2022).

Manyetit, hiicre etiketleme, hedefleme, hiicresel terapi, doku onarimi; ila¢ dagitimi, MR,
hipertermi ve magnetofeksiyon gibi cesitli uygulamalar i¢in énemli bir nanomalzemedir. in
vitro c¢alismalarda manyetik nanopartikiillerin boyutlarinin 10 ila 200 nm arasinda olmasi
istenir. Bunun nedeni, insan dalaginda 200 nm'den biiyiikk manyetik nanopartikiillerin
yakalanmasi, 10 nm'den kii¢iik manyetik nanopartikiillerin ise, renal klerans ile viicuttan
atilmasidir. Bu yiizden tasarlama yaparken sentez kosullari, ¢ézeltinin konsantrasyonu ve pH’1
gibi manyetik nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zelliklerini ve kullanilan 1s1l islem y6ntemi
gibi kosullar goz 6niinde bulundurulmalidir. Biyomedikal ¢alismalarda kullanilacak manyetik
nanopartikiilleri hazirlamak icin literatiirde aciklanan yontemler; birlikte ¢okeltme, mikro
emilsiyonlar, ylksek organik oncii maddelerden termal ayrisma, destekli sonokimyasal,
elektrokimyasal yontemler ve sol-jel islemidir. Biyomedikal ¢alismalarda kullanilacak
manyetik nanomalzemenin suda dagilmasi gereklidir. Buna uygun sentez ydntemleri
kullanilarak hazirlanan manyetik nanomalzemenin ayni zamanda biyouyumluluk ve toksisite
gibi 6zelliklerinin belirlenen sinirlarda olmasi gerekir. Kristal fazi belirleyen biyouyumlu
malzeme ile kaplanmis demir oksit manyetik nanopartikiillerde ortalama ¢ap ve manyetik

0zellik 6nemlidir (Mamani ve ark., 2014).

1.10. Manyetik Nanoparcaciklarla Hedefli ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Manyetik nanoparcaciklar (MNP'ler) kii¢ciik parcacik boyutu, genis spesifik ylizey alani,
manyetik tepki, kristallik, esneklik ve siiperparamanyetizma ile ¢ok islevli nano malzemelerdir.
MNP'ler sabit bir manyetik alan altinda istenen sekilde konumlandirilabilir ve 1s1, alternatif
manyetik alandaki elektromanyetik dalga tarafindan emilir. Cogu biyolojik varlik, suyunkine
benzer (~10-6) ihmal edilebilir bir manyetik duyarliliga sahip oldugundan, manyetik alanlar
biyolojik numunelere ¢ok az girisim yapar. Biyomedikal uygulamalarda, MNP'ler genellikle
sliper paramanyetik durumdadir. MNP'lerin muazzam niteliklerinden dolay1 kanser tanisinda,
ilac saliminda ve biyomedikal uygulamalarda tercih edilmektedir. Kanser tanisi i¢in tiimor
goriintiileme teknolojisi, hastaligin erken teshisini miimkiin kilmistir. Yaygin goriintiileme
yontemleri arasinda MRI, manyeto akustik tomografi (MAT), bilgisayarli tomografi (CT) ve NIR
goriintilleme bulunmaktadir. Bunlar arasinda MRI, kanserin erken teshisinde giiclii bir etkiye
sahiptir. Normal ve anormal dokularin MR gorintiilerini ayirt etmek zordur; bu nedenle,
kontrast1 artirmak ve daha yiiksek ¢oziintrlik ve hassasiyet elde etmek icin 6zel eksojen
kontrast maddelerine ihtiya¢ vardir. Siiper paramanyetik demir oksit nanopartikiiller
(SPION'lar) retikiiloendotelyal hedeflemenin ve tiimérleri hedefleyen problarin MR

goriintiilemesi icin kontrast maddeler olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. SPION'lar
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manyetizma, iyi gelistirilmis yiizey kaplamasi ve islevsellik ozelliklerinden dolay1 kontrast
ajani olarak kullanilmislardir. SPION'lar harici bir manyetik alan uygulandiginda ytiksek bir
manyetizasyon sergiler; dis manyetik alan kaldirildiginda miknatislanma sifir olur. flag ytiklii
manyetik nano tasiyicilara harici bir manyetik alan uygulanarak in vivo olarak istenen spesifik
konuma hedeflenebilir. Kanser tedavisinde MNP'ler genellikle kemoterapi, manyetik
hipertermi (MHT, tiimorlerin 1s1 ile tedavisi), fotodinamik terapi (PDT) ve foto termal terapi
yontemlerinde kullanilir. Daha etkili bir tedavi gerceklestirmek i¢cin kombinasyon terapisi
yontemi kullanilmaktadir (Wu ve ark., 2017).

Biyouyumluluklar1 ve siiper paramanyetik 6zellikleri nedeniyle, yeni nesil ila¢ tasiyicilari
olarak MNP'ler biiyiik ilgi gormektedir. MNP'lerin potansiyel faydalar1 dikkate deger olsa da
bu MNP'lerle iliskili herhangi bir potansiyel toksisite belirgin bir sekilde tanimlanmalidir.
Farkli yiizey kaplamalari tarafindan tretilen MNP'lerin ilag yiikleme kapasitesi ve biyomedikal
ozellikleri toksisitede en hassas parametrelerdir. MNP'lerin yiizey islevsellestirilmesi ve
toksisitesinin azaltilmasi i¢in kaplama malzemesi olarak bir¢cok organik ve inorganik malzeme
kullanilmaktadir. pH veya sicakliga duyarli malzemeler, ila¢ yiiklemesini ve hedeflenen salimi
yonetmek icin yaygin olarak kullanilir. Ayrica MNP'ler harici manyetik alan kullanilarak
kontrol edilebilir ve istenilen patolojik bolgeye yonlendirilebilir. Hedefe yonelik ila¢ saliminin
gerceklestirilmesi, ilacin dozajini azaltmis ve etkinligini arttirmis, bu da normal dokularda yan

etkilerin azalmasiyla sonuglanmistir (Mou ve ark., 2015).

MNP firetimi icin cesitli manyetik malzemeler kullanilabilir. Sentezlemedeki en onemli
Kkriterler; biyolojik ortamlarda kararli olmasi, toksik olmamasi ve istenen manyetik 6zellikleri
gostermesidir. Bunu saglamak icin en basit yontemlerden biri demir oksit NP'leri (manyetit
Fe304 veya hematit Fe,03) kullanmaktir. Doygunluk manyetizasyonlar1 lantanit manyetik
malzemeler kadar yiliksek olmasa da toksisiteleri diisiiktiir ve yiiksek oranda
biyouyumludurlar. Bu tiirden kiiciik boyutlu NP'ler, SPION’lar olarak adlandirilir. MNP'lerin
manyetik 6zelliklerinin parcacik boyutuna bagh olmasi ¢ok 6nemli bir 6zelliktir. MNP’lerin
agregasyonuna yol acan, az sayida manyetik alana sahip daha biiyiik parcaciklar kalici
ferromanyetik niteliklere sahiptirler. Tek bir manyetik alana sahip daha kii¢iik pargaciklarin
siiper paramanyetik nitelikleri biyomedikal uygulamalar i¢in daha uygundur. Bu partikiillerin
uygun boyutunun 20-30 nm arasi oldugu belirlenmistir. Daha fazla manyetik 6zelliklere sahip
biiylik parcaciklar MNP'lerin aglomerasyonuna yol acan kalici miknatislanma sebebiyle
biyomedikal uygulamalarda tercih edilmezler. Kontrollii ilag tasiyici olarak kullanilan MNP'ler
hedeflenen bdélgede ilacin birikmesi ve yiizeylerindeki ligandlarin tiimér dokularini
hedeflemesi i¢in tasarlanmigslardir. Aktif molekiiller nano tasiyici kabuga veya bir yiizey
koruyucuya baglanmalidir. In vivo ortamdaki manyetik nanoparcaciklarin genellikle
cozlinmis oksijen, retikiiloendotelyal sistem ve biyoaktif bilesiklerin olumsuz etkilerinden
korunmak i¢in modifiye edilmeleri gerekmektedir. Bu sebeplerden nanopartikiiller kompakt

ve kimyasal olarak kararli kabuklarla kaplanir. Nanotip alaninda kullanilacak MNP'lerin
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hidrofilik polimerler tarafindan uygun sekilde kaplanmis olmasi gereklidir. Bu sayede MNP'ler
belirli bir yiik yogunluguna sahip olur, fizyolojik ortamda topaklanma gerceklesmez ve dis
etkenlerden koruyucu bir kalkan eklenmis olur. Modifikasyon islemi i¢in bir silika kabuk veya
altin film kullanilabilecegi gibi bir polimer kabuk da kullanilabilir. Biyomolekiillerin spesifik
olmayan adsorpsiyonunu 6nlemek icin kabuk malzemesinin daha fazla islevsellestirilmesi
gerekmektedir. ilaglar, adjuvanlar, hedefleyici ligandlar, floresan molekiiller, biyouyumluluk
arttirict  ajanlar gibi fonksiyonel molekiillerin immobilizasyonu i¢in kullanilabilecek
kaplamalara (6rn. amin, karboksil) farkli fonksiyonel gruplar eklenebilir. Adsorpsiyondan
korunan ¢ekirdek-kabuk MNP'leri genellikle toksik degildir ve uygulama yollarindan bagimsiz
olarak in vivo olarak iyi tolere edilir. Polietilenimin kapli IONP'lerin, hem makrofajlarda hem
de kanser hiicrelerinde PEG ile olanlardan 6nemli 6l¢lide daha yiiksek alim sergiledigi ve
apoptoz gibi coklu mekanizmalar yoluyla ciddi sitotoksisiteye neden oldugu bildirilmistir. Bu
sorunun giderilmesi icin Polietileniminin ayn1 zamanda pozitif yiik tasiyan biyouyumlu bir

poli-L-lizin kaplamasi yeterlidir (Hepel, 2020).

1.11. Doksorubisin (DOX)

Doksorubisin; molekiil formiilii sekil 1.4.’"de gosterildigi gibi olan, kanser kemoterapisinde
kullanilan bir ilagtir. Ayni zamanda, bir antrasiklin tiirevi antibiyotiktir.
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Sekil 1.4. Doksorubisin molekiil formiilii

1960'lardan beri kemoterapétik bir ajan olarak yaygin bir kullanima sahiptir. DOX, yumusak
doku ve kemik sarkomlarini, meme, yumurtalik, mesane ve tiroid kanserlerini tedavi etmek
icin kullanilabilir. Ayrica akut lenfoblastik 16semi, akut miyeloblastik 16semi, Hodgkin lenfoma
ve kiiclk hiicreli akciger kanseri tedavisinde de kullanilmaktadir. DOX'in birincil etki
mekanizmasi, ilacin DNA baz ciftleri icinde araya girerek DNA zincirlerinin kirilmasina ve hem
DNA hem de RNA sentezinin inhibisyonuna neden olma yetenegini icerir. DOX, topoizomeraz
Il enzimini inhibe ederek DNA hasarina ve apoptozun indiiklenmesine neden olur. DOX, demir

ile birlestiginde ayrica DNA'da serbest radikal aracili oksidatif hasara neden olarak DNA
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sentezini daha da sinirlar. Deksrazoksan gibi demir selatdrleri, DOX'in demir ile baglanmasini
sinirlayarak serbest radikal olusumunu 6nleyebilir. DOX uygulanmadan 6nce buzdolabinda ve
1siktan uzak bir yerde saklanmalidir. DOX, dokulara hizli dagilim gosterir ve 48 saate kadar
eliminasyon yar1 omriine sahiptir. DOX enzimatik indirgemeye maruz kalir, bu nedenle

korunmasi gerekir. DOX, safra atilimi yoluyla eliminasyona ugrar.

DOX uygulamasindan sonra, yorgunluk, sa¢ dokiilmesi, mide bulantisi, kusma ve agiz yaralari
gibi yan etkiler yaygindir. Kemik iligi baskilanmasi ve sekonder malignite teshisi riskinde artig
meydana gelebilir. intraven6z uygulama sirasinda DOX ekstravazasyonu, zamanla kétiilesen
ciddi doku iilserasyonu ve nekroz ile sonuglanabilir. DOX ayrica ilacin uzun streli kullanimini
sinirlayan 6nemli kardiyak toksisite ile iliskilidir. DOX’in neden oldugu kardiyak toksisitenin
etki mekanizmasi, ilacin antitimér mekanizmasindan farklidir. Artan oksidatif stres, kalbe
0zgli genlerin asag regiilasyonu ve DOX tarafindan kardiyak miyosit apoptozunun
indiiklenmesini icerir. DOX’in akut kardiyak toksisitesi, ilacin uygulanmasindan sonraki giinler
icinde ortaya ¢ikar ve ilaci alan hastalarin yaklasik %11'inde goriiliir. Konjestif kalp yetmezligi
de olusabilir. DOX kaynakli konjestif kalp yetmezligi risk faktorleri arasinda daha yiiksek
kiimiilatif ila¢ dozu, asir1 yas, diger kardiyotoksik ilaglarla kombinasyon kemoterapisi, dnceden
var olan sol ventrikil disfonksiyonu, hipertansiyon ve mediastinal bélgeye 6nceki radyasyon

yer alir (Johnson-Arbor ve ark., 2017).

Gercekten de hedeflenmeyen dokularin ilaca maruz kalmasi genellikle DOX'un terapotik
dozajlarini smirlayarak ve DOX tedavisi sirasinda ve sonrasinda hastalarin yasam Kkalitesini
azaltarak kanser tedavisini karmasiklastirir. Bununla birlikte DOX, beyin, bobrek ve karaciger
gibi diger organlari da etkiler. Kapsamli klinik kullanimina ragmen, DOX'un etki mekanizmalari
yogun bir tartisma konusudur. Artan veriler bu ilacin iki ucu keskin bir bigak olabilecegi

goriisiinli desteklemektedir (Carvalho ve ark., 2009).

DOX'in akut yan etkileri arasinda mide bulantisi, kusma ve kalp diizensizligi sayilabilir. Ayrica
notropeni (akyuvarlarda azalma) ve kellik de goriilebilmektedir. Doxil, peglenmis (PEG kapli)
lipozom icine kapsiillenmis bir DOX bicimidir. PEG kaplama Doxil'in deride konsantre olmasini

saglar.

Cogu DOX kemoterapi prosediirii diisiik hiicresel alim, yetersiz hiicre i¢i ila¢ salinimi ve ilac¢
sizdiran tasiyicilar icerir ve sonuclar cogu zaman ¢ok olumlu degildir. Yeni ila¢ tasiyici
sistemler ile, pasif ve aktif nanopartikiiller icinde enkapsiile edilmis DOX kullanilarak
kardiyotoksisiteyi ve kemoterapi etkinligini azaltmak miimkiin olmustur. DOX tedavileri,
tlimor gelisimini, timor agirhigini ve kiimilatif timor hacmini diger tedavilere kiyasla 6nemli
Olciide azaltmustir. Birgok c¢alisma, akilli DOX'un ila¢ dagitim sistemleri, timorii azaltmada
serbest DOX'tan daha etkili oldugunu ortaya koymustur (Pourradi ve ark., 2022).
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Von Hoff ve arkadaslar (1979), yaptiklar1 calismada DOX kaynakli konjestif kalp yetmezligi
gelisiminden sorumlu potansiyel risk faktorlerini, 4018 hasta kaydinin retrospektif analizi
yoluyla incelemislerdir. [laca bagh konjestif kalp yetmezliginin genel insidans1 %2,2 (88 vaka)
olarak hesaplanmistir. DOX kaynakli konjestif kalp yetmezligi meydana gelme olasiliginin,
uygulanan toplam DOX dozu ile iliskili oldugu sonucuna ulasilmistir. Uygulanan ilacin
kiimilatif miktar1 arttikca risk miktarinin arttign gézlemlenmistir. Haftalik bir DOX doz
cizelgesi, genellikle her 3 haftalik programa goére 6nemli dlciide daha diisiik konjestif kalp
yetmezligi insidansi ile iliskilendirilmistir. ilerleyen hasta yasiyla birlikte ilaca bagh konjestif
kalp yetmezliginde de bir artis oldugu ancak cinsiyet, irk ve tlimoér tipinin risk faktorii olmadigi

sonucuna ulasilmigtir.

DOX ile yapilan bir baska ¢alismada, MRI ve kemoterapi i¢cin manyetik Fe304 ¢ekirdegi ve DOX
(SPION PEG D) ile konjuge edilmis PEG kabugundan olusan fonksiyonel SPION’lar
gelistirilmistir (Liang ve ark., 2016). SPION’larin boyutu, gecirimli elektron mikroskobu
kullanilarak ~ 10 nm olarak 6l¢iilmistiir. Titresimli numune manyetometresi ile olusturulan
histerezis egrisi, SPION PEG D'nin 6énemsiz bir histerezis ile siiper paramanyetik oldugunu
gostermistir. DOX'un kan dolasimindaki yar1 6émrii, SPION'un yiizeyindeki DOX'un PEG ile
konjuge edilmesiyle uzatilmistir. Prusya mavisi boyama c¢alismasinda, bir manyetik alan
altinda SPION-PEG-D ile tedavi edilen tiimorlerin, tek basina SPION-PEG-D ile tedavi edilen
tlimorlerden ¢ok daha ytiksek intratiimoral demir yogunluguna sahip oldugunu gostermistir.
In vivo MRG ¢alismasinda, agirlikh sinyal artisi, manyetik alan altindaki grup icin daha giiclii
bulunmustur. Bu, grubun timoér dokularinda daha iyi bir SPION-PEG-D birikimine sahip oldugu
gosterilmistir. SPION-PEG-D icin antikanser etkinlik ¢alismasinda sonuglar, manyetik alana
sahip grup icin kontrol grubuna goére o6nemli o6lciide daha kiiciik bir tiimér boyutu
gosterilmistir. in vivo deneyler ayrica, yerel bir manyetik alanla birlestirilen bu ila¢ verme
sisteminin kardiyotoksisite ve hepatotoksisitenin yan etkilerini azaltabilecegini gostermistir.
Sonuglar, gelistirilen SPION-PEG-D nanoparcaciklarinin, MRG izlemeli miknatis gii¢clendirici
tlimor kemoterapisi icin bliyiik bir potansiyele sahip oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

1.12. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC), aktif bilesikleri ayirmak, tanimlamak ve
6lemek icin kullanilan spesifik bir kolon kromatografisi seklidir. HPLC esas olarak, kolon dolgu
maddesini (sabit faz) tutan bir siitun, mobil fazlar1 kolon boyunca hareket ettiren bir pompa ve
molekiillerin tutulma siirelerini gésteren bir dedektoér yardimiyla ¢alisir. HPLC, az miktarda
sivl numunenin, bir pompa (3 ila 5 um ¢apinda) tarafindan verilen yiiksek basingla kolondan
gecirilen ve sabit fazla dolu bir siitundan gecen ve mobil faz olarak adlandirilan hareketli bir

siv1 akisina enjekte edilmesiyle gerceklestirilir.
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Bir karisimin bilesenlerine ayrilmasi, siitundaki her bir bilesenin farkli derecelerde
tutulmasina baghdir. Bir bilesenin kolonda ne 6lciide tutulacagi, sabit faz ile mobil faz
(kullanilan ¢oziicii veya ¢oziiciiler) arasindaki cesitli kimyasal ve/ veya fiziksel etkilesimlere
bagh olarak degisir. Bilesikler farkli hareketliliklere sahip olduklarindan, kolondan farklh
zamanlarda ¢ikarlar; yani, farkli alikonma siirelerine sahiptirler. Alikonma zamani genelde RT
ile gosterilir ve analitin kolondan ¢ikma siiresi olarak tanimlanir. Sabit faz kolondan gecerken
oncelikle analitlerin farkli polaritesi nedeniyle, iki faz arasinda farkl hizda etkilesimler olur.
Mobil faz ile en fazla etkilesime sahip analitler kolondan daha hizli ¢ikarlar. Bu ayrilmis
bilesenler, kolon ¢ikisinda, dedektdr araciliiyla algilanir. Alikonma siiresi, enjeksiyon ve

algilama arasindaki stiredir (Ali, 2022).

Bir HPLC sistemindeki ana bilesenler arasinda solvent deposu, yiiksek basingli pompa, kolon,

enjektor sistemi ve dedektor vardir (Sekil 1.5).

Enjektdr *

Kolon
Ekstraksiyon = -
[ Bl d i

Polimerik Pompa = M

Nanoparcaciklar == m
— — I o -
>
Dedektdr — S E——
. Kromatogram Yanit Yiizey
\, ﬂ Grafigi

HPLC Sistemi Yaziim

Sekil 1.5. Bir HPLC sistemindeki ana bilesenler (Mandpe ve ark.,2022)

1.12.1. HPLC performansini etkileyen faktérler

i¢ cap: Bir HPLC siitununun i¢ ¢ap1 (ID), kolona yiiklenebilecek numune miktarini belirleyen

ve ayrica hassasiyeti de etkileyen kritik bir faktérdiir.

Parcacik boyutu: HPLC, kiiciik kiiresel silika pargaciklarinin disina bagh sabit faz ile
gerceklestirilir. Daha iyi ayrimlar i¢in, daha fazla yiizey alani ve daha kii¢iik parcaciklar gerekir.

Ancak optimum dogrusal hiz icin gereken basing, parcacik capinin karesinin tersi ile artar.

Gozenek biiyiikligii: Gozenek bircok sabit fazin daha fazla ylizey alani saglamasi i¢in gerekli

bir faktordiir. Kiiciik gézenekler daha biiyiik yiizey alani saglarken, daha biiyliik gozenek
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boyutu 6zellikle daha biiyiik analitler icin daha iyi kinetige sahiptir. Gozenek boyutu, analit
molekiillerinin par¢acigin icine niifuz etme ve ic¢ yiizeyi ile etkilesime girme yetenegini sinirlar
clinkii, dis parcacik yiizeyinin i¢ yiizeyine orani yaklasik 1:1000 'dir ve bu 6zellikle 6nemlidir.
Yiizey molekiiler etkilesimi esas olarak i¢ partikiil yiizeyinde gerceklesir.

Pompa basinci: Pompa performansi tutarli ve tekrarlanabilir bir akis hizi elde etme yetenegi
ile 6l¢tlir. Pompalarin basing kapasitesi degiskendir. Yeni gelistirilen HPLC sistemleri ¢ok
daha ytiksek basinclarda ¢alisacak sekilde ayarlanmistir ve bu nedenle kolonlarda ¢ok daha

kiiclik partikiil boyutlari (<2 mikrometre) kullanilabilmektedir.

Sicaklik: HPLC'nin diizgiin ¢alismasi i¢in sicakligin etkisi 6nemlidir. Cogunlukla HPLC

stitunlar1 oda sicakliginda veya 25- 35 0C civarinda iyi calisirlar.

1.13. Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM)

Taramali elektron mikroskobu (SEM), numune yiizeyine odaklanmis, yiiksek voltaj ile
hizlandirilmis bir elektron demeti ile taranmasi sonucu elektron ve numune atomlari
arasindaki etkilesimlerin neticesinde numune yiizeyindeki topografi ve kompozisyon
hakkinda bilgiler igeren farkl sinyaller iiretir. Bu sinyaller uygun algilayicilarda toplanarak

sinyaller dijital veri seklinde bilgisayara aktarilarak goriintii elde edilir.

Organik ve inorganik malzemelerin nanometre- mikrometre (um) dlgeginde analizinde etkili
bir yontemdir. SEM, cok cesitli malzemelerden ¢ok hassas goriintiiler tiretmede 300.000 ve
hatta 1000000 'e ulasabilen yiiksek bir bliyiitmede ¢alisir. SEM, 6rneklerin malzeme bilesimi
hakkinda temel bilgiler sunma potansiyeline sahiptir. Cihaz, herhangi bir numuneyi tutabilen
degisken basing sisteminden olusur. Cihaz, cap1 200 mm'ye ve ytliksekligi 80 mm'ye kadar olan
numunelerin analiz edilmesini saglar. SEM ‘de analiz edilebilecek malzemeler metaller ve
polimerler dahil olmak iizere organik ve kat1 inorganik malzemelerdir. SEM nitel ve nicel analiz
icin cok 6nemli bir tekniktir. SEM araciligiyla numunenin yiizey topografyasi ve kompozisyonu
hakkinda bilgi edinilebilir (Mohammed ve ark., 2018).

1.14. Fourier Transform Kizilétesi Spektroskopisi (FTIR)

Fourier Donilisimlii Kizilotesi Spektroskopi (FTIR), bir tiir titresim spektroskopisidir. Bu
yontemin temeli, cihaz tarafindan gonderilen kizilotesi 1s1§in numune tarafindan
sogurulmasina dayanir. Numune icindeki molekiil i¢ci baglar kizilétesi 1sinlar titresim ve
donme hareketleri ile sogurululur. Kizilétesi 151k ancak dipol momente sahip polar molekiiller
tarafindan sogurulur. Bu sogurulma sonucu elde edilen spektrumlar gézlemlenerek nicel ve

nitel analizler gerceklestirilmektedir. Her maddenin kendine 6zel bir spektrumu oldugundan
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organik ve inorganik bilesiklerin molekiiler yapisina ait bilgileri sunabilmektedir. FTIR
spektroskopisi ile, molekiiler bag karakterizasyonu yapilarak yapi tayini, kalitatif ve kantitatif
analiz, katy, s1vi, gaz veya ¢ozelti halindeki organik bilesiklerin yapisindaki fonksiyonel gruplar,
iki bilesigin ayni olup olmadigi, baglanma yerleri gibi bircok 6nemli veri elde edilebilir.

1.15. Tanecik Boyutu ve Zeta Potansiyel Analizi

Zeta potansiyeli, siispansiyon halindeki bir partikiiliin gosterdigi fiziksel bir 6zelliktir. Pek ¢cok
nanoparcacik ya da kolloidal partikil siispansiyon icinde yilizey yiikiine sahiptir. Zeta
potansiyeli (elektrokinetik potansiyel) nanoparcacik yiizeyindeki etkin elektrik yiikiiniin bir
olciistidiir ve kolloidal nanopargaciklarin yiik kararliligini ifade eder. Net yiizey yiikiine sahip
olan bir nanoparcacik, yiizeyde zit yiiklii iyonlarla cevrelenir. Parcacik yiizeyine yakin
konumdaki zit yukli iyonlar (Stern tabakasi) parcaciga siki bir sekilde baglanirlar. Zayif
baglanan iyonlar ise ikinci bir tabaka (difiizyon tabakasi) olusturur. Bu karsit yiikli iyonlar
nanoparcacik ile birlikte hareket eder ve ytizey yiikii ile beraber karsit yiiklii iyon topluluguna
elektriksel cift tabaka adi verilir (Sekil 1.6). Parcaciklarin dagildig1 sivi ortam ile parcgacik
arasinda bir potansiyel farki olusur. Bu potansiyel fark: elektriksel ¢ift tabakanin kalinligi ile

degisir. Bu potansiyele zeta potansiyel ad1 verilir. Simgesi , birimi volt’tur.

:~—'; Elektriksel cift
| tabaka

om ©!
o ;/Kayan dizlem
*] Negatif yuzey
1 yuklu parcacik
0 o
o 2 oi :

HE
Stern tabakasi ; | Difizyon tabakasi
100+ i

Yazey poransivell
Stemn potansiell

mVE

Zeta potansiyell

0 1
Parcacik ylizeyinden uzaklik

Sekil 1.6. Cozelti icindeki nanopargacik ylzeyindeki elektriksel cift tabakanin sematik
gosterimi (http://nanocomposix.com/pages/characterization-techniques

Zeta potansiyeli, bir partikiiliin igcinde dagildig siv1 kiitlesi ile nanoparcacik yiizeyindeki karsit
yukli iyonlari iceren sivi tabakasi arasindaki potansiyel farkinin bir él¢iistidiir. Pozitif bir zeta
potansiyele sahip olan partikiiller negatif ytklii ylizeylere, negatif zeta potansiyelli olanlar ise

pozitif yiizeylere baglanir. Tablo 1.1’de gosterildigi gibi zeta potansiyelinin biiytikligi partikiil
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kararliligr hakkinda bilgi verir ve partikiil yiizeyindeki yiik karakteristigini belirlemek icin
kullanilir. Yiiksek zeta potansiyel degerleri elektrostatik itme kuvvetinin fazla olmasi anlamina
gelir, bu da siispansiyon kararhigini arttirir ve diisiik viskoziteli, iyi dagilmis bir siispansiyon
olusturur (Sekil 1.7).

Yiiksek 4mmmm Zeta Potansiyeli mmmm) Diisiik

Yogun
Kararli Agregasyon Agregasyon
: 0’.‘. So o} [P )
% & < ‘

4w Zaman
Y
8 ||
Y%
el

Sekil 1.7. Zeta potansiyelin siispansiyon o6zellikleri {lizerine etkisinin sematik goésterimi
(https://www.americanpharmaceuticalreview.com/Featured-Articles/139288-An
Overview-of-the-Zeta-Potential-Part-3-Uses-and-Applications/)

(+/-) 30 mV lizerinde zeta potansiyeline sahip nanopargaciklar siispansiyon icinde kararlidir

clinkii ylizey yiikleri partikiillerin agregasyonunu engeller.

Tablo 1.1. Zeta potansiyel degerinin NP stlispansiyon 6zelligine etkisi

NP Siispansiyon Ozelligi
0-5mV Yiginlar olusturma ya da 6beklesme egiliminde partikiiller
5-20 mV Minimal partikiil kararlilig
20-40 mV Orta derecede partikiil kararlilig
40+ mV Yiiksek partikiil kararlilig

1.16. Maossbauer Spektroskopisi

Mossbauer spektroskopisi, bircok bilim alaninda bilgi saglamak icin kullanilabilecek ¢ok yonlii
spektroskopik bir tekniktir. Bir malzemenin kimyasal, yapisal, manyetik ve zamana bagh
ozellikleri hakkinda ¢ok kesin bilgiler verebilir.(https://www.rsc.org/membership-and-

community/connect-with-others/through-interests/interest-groups/mossbauer/)
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Mossbauer spektroskopisi, elektromanyetik spektrumun bir parcasi olan gama isinlarinin
emilmesi ve yeniden yayilmasiyla niikleer yapiy1 incelemek icin kullanilan ¢ok yonli bir
tekniktir. Mossbauer spektroskopisi, fotonu geri tepmesiz bir sekilde absorbe etme olasiligi
olan katilarin veya kristallerin kullanilmasini gerektirir, bircok izotop Mdssbauer 6zellikleri
sergiler, ancak en yaygin olarak incelenen izotop 57 Fe'dir.
(https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Physical and Theoretical Chemistry Textbook M

aps/Supplemental Modules (Physical and Theoretical Chemistry)/Spectrosco Mossbauer

Spectroscopy)

1.16.1. Mossbauer etkisi

Atomlardaki ¢ekirdekler, genellikle bir gama 1sininin emisyonu veya absorpsiyonu ile iligkili
cesitli enerji seviyesi gecislerine maruz kalir. Bu enerji seviyeleri hem elektronik hem de
manyetik cevre ortamindan etkilenerek degistirilebilir veya boliinebilir. Enerji seviyelerindeki
bu degisiklikler, atomun bir sistem icindeki yerel ortami hakkinda bilgi saglayabilir ve
rezonans-floresans kullanilarak gézlemlenmelidir. Bununla birlikte, bu bilgiyi elde etmenin
oniinde iki biiyiik engel vardir: ¢ekirdek ve cevresi arasindaki 'asiri ince' etkilesimler son
derece kiiciiktiir ve gama 1s1n1 yayilirken veya emilirken ¢ekirdegin geri tepmesi rezonansi

onler.

Serbest bir ¢ekirdekte, bir gama 1s1n1 emisyonu veya absorpsiyonu sirasinda, momentumun
korunumu nedeniyle geri teper, tipki bir silahin mermi ateslerken geri tepme enerjisiyle geri
tepmesi gibi. Geri tepme enerjisi (Er) sistemin kiitlesine ters orantilidir. Yayilan gama 1sini,
niikleer gecisten daha az Er enerjisine sahiptir. Ancak rezonansla sogurulmasi icin, sogurucu
cekirdegin geri tepmesi nedeniyle gecis enerjisinden Egr daha biiyiik olmalidir. Rezonans elde

etmek icin geri tepme enerjisi kaybinin bir sekilde iistesinden gelinmesi gerekir (Sekil 1.8. A).

Mossbauer'in kesfettigi sey, atomlar kati bir matris icindeyken ¢ekirdegin etkin kiitlesinin ¢ok
daha biiytik oldugudur. Geri tepme kiitlesi artik etkin bir sekilde tiim sistemin kiitlesidir ve Er
ve Ep' yi ¢ok kiiciik yapar. Gama 1511 enerjisi yeterince kigiikse, ¢ekirdegin geri tepmesi bir
fonon olarak iletilemeyecek kadar disiiktiir. Bu nedenle tiim sistem geri teperek geri tepme
enerjisini neredeyse sifir yapar. Geri tepmesiz olaylarda yayan ve soguran ¢ekirdekler kat1 bir
matris icindeyse yayilan ve sogurulan gama 1sin1 ayni enerjidir. Bu da ayni frekansta salinmasi

yani rezonansi ifade eder (Sekil 1.8. B).
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Sekil 1.8. a) Bir gama 1s1n1 emisyonunda veya absorpsiyonunda serbest cekirdeklerin b)
Cekirdekler kristal kafes gibi kati1 bir matris i¢cindeyken bir gama 1sininin geri
tepmesiz emisyonu veya absorpsiyonu geri tepmesi
(:https://www.rsc.org/membership-and-community/connect-with-
others/through-interests/interest-groups/mossbauer)

Yayici Cekirdek  Sogurucu Cekirdek

Sekil 1.9. Yayic1 ve sogurucu cekirdekler

Yayici ve sogurucu cekirdekler ayni kiibik ortamlarda ise, gecis enerjileri aynidir ve bu Sekil
1.9’ da gosterildigi gibi tek bir sogurma cizgisi tiretir (https://www.rsc.org/membership-and-

community/connect-with-others/through-interests/interest-groups/mossbauer).

1.16.2. Mdssbauer izotoplari

Méssbauer spektroskopisi kullanilarak incelenen en yaygin izotoplar 57 Fe'dir, ancak diger
bircok izotop da bir Méssbauer spektrumu gostermistir. Islevsellik icin iki kriter

sunulmaktadir:

Uyarilmis durum cok diisiik enerjilidir ve temel ile uyarilmis durum arasinda kii¢iik bir enerji
degisikligine neden olur. Bunun nedeni, daha yiiksek enerjideki gamaisinlarinin geri tepmeden

sogurulmamasi, yani rezonansin yalnizca diisiik enerjili gama 1sinlar1 icin olusmasidir.

Mossbauer spektroskopisinin ¢6zliniirliigii, uyarilmis durumun émriine baghdir. Uyarilmis

durum ne kadar uzun siirerse, goriintii o kadar iyi olur.
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Sekil 1.10. (1) Ciplak bir cekirdek, (2) elektrik monopol etkilesimi (izomer kaymasi), (3)
elektrik dort kutuplu etkilesim (dort kutuplu bdlme) ve (4) manyetik dipol
etkilesimi icin niikleer enerji seviyesi diyagramini gosteren 57Fe ¢ekirdekleri icin
asir1 ince etkilesimlerin gosterimi (McCammon, 1995)

Sekil 1.10’da goruldiigi iizere mossbauer spektrumlari ii¢ parametre kullanilarak tanimlanir:
kaynak ve sogurucu arasindaki elektron yogunlugu farkindan kaynaklanan izomer kaymasi,
dort kutuplu ayrilma, yakindaki elektronlarin neden oldugu bir elektrik alan gradyaninin
neden oldugu niikleer enerji seviyelerinde bir kayma ve asir1 ince boliinme (yalnizca manyetik
malzemeler i¢in), tarafindan indiklenen niikleer enerji seviyelerinde bir kaymadir. Grafiksel
olarak, dort kutuplu ayrilma, bir ikilinin iki bilesen zirvesi arasindaki ayrimdir ve izomer
kaymasy, ikilinin orta noktasi ile hiz 6lceginde sifir arasindaki farktir. Mossbauer parametreleri
sicakliga duyarlidir ve bu 6zellik bazen tepe ¢oziiniirligiinii iyilestirmek ve ilging manyetik
olaylara neden olmak icin daha diisiik sicakliklar kullanilarak yapilmaktadir.
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Sekil 1.11. Kaynak ve sogurucu atomlarin enerji seviyeleri ve olusan spektrumlar
Kaynak:https://serc.carleton.edu/research_education/geochemsheets/techniq
ues/mossbauer.html

Kaynak ve sogurucu atomlar farkli yerel ortamlarda oldugunda, niikleer enerji seviyeleri
farkhidir (Sekil 1.11). En basit haliyle, bu, iletim spektrumunda minimumun sifir hizdan uzaga
kaymas1 olarak goriiniir; bu kaymaya genellikle izomer kaymasi (IS) denir. 1/2 ve 3/2
etiketleri, niikleer doniisti veya i¢sel acisal momenti, kuantum sayilarini, I temsil eder. Niikleer
dort kutuplu momentin elektrik alan gradyam ile etkilesimi, niikleer enerji seviyelerinin
boliinmesine yol agar. 57Fe icin, bu, iletim spektrumundaki bireysel tepe noktalarinin, QS'nin
dort kutuplu béliinmesine sahip ciftlere bdliinmesine neden olur. Cekirdekte bir manyetik alan
mevcut oldugunda, Zeeman boéliinmesi gerceklesir ve altili bir desen verir; en basit durumda
cizgilerin alanlar1 3:2:1:1:2:3 oraninda degisir. Gosterilen spektrum icin, doygunluk etkileri
nedeniyle dis cizgiler azaltilmis yogunluga sahiptir. Sag altta gri olarak gosterilen iki ek olasi
gecis (m [ = -1/2- +3/2 ve m I = +1/2 - -3/2) secim kurali nedeniyle olusmuyor, Aml <1.
Yariklarin net bir sekilde goriilebilmesi icin gecis oklarinin uzunluklarinin biiytk odl¢iide
kisaltilmistir.

Fe atomunun etrafindaki elektronlar, manyetitte oldugu gibi bir manyetik alan yaratirsa, o
zaman Fe cekirdegindeki enerji seviyeleri boliinerek alt1 olasi niikleer gecise izin verir ve bir
altili spektrum ortaya ¢ikar. Altilidaki zirvelerin konumlari, niikleer enerji seviyelerinin asiri
ince boliinmesini (BHf) tanimlar.

Farkl yerel ortamlardaki ve farkli oksidasyon durumlarina sahip olan demir atomlari, farklh
enerjileri emer. Bu nedenle tipik bir Méssbauer spektrumu, her biri numunedeki belirli bir

ortamdaki (bir Fe niikleer bolgesi) bir demir ¢ekirdege karsilik gelen tepe kiimelerinden
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(genellikle ciftler ve altililar) olusur. Niikleer ortam, elektron sayisi (Fe?, Fe 2+ Fe 3+), koordine
edici anyonlarin sayisi, bolgenin simetrisi ve manyetik siralamanin varligi/yokluguna bagh
olarak Fe ¢ekirdeginin ¢evresinde farkli tepe noktalari belirir. Bu nedenle, belirli bir mineralin

spektrumu, ikili ve altililarin st iiste binmesinden olusabilir.

1.17. Dinamik Isik Sa¢ilimi Yontemi (DLS)

Dinamik 151k sacilimi ya da foton korelasyon spektroskopisi, bir siv1 icinde dagilmis
parcaciklarin boyutunu 6lgmek igin kullanilir. Mikro ve nano boyutlu parcaciklarin ve
makromolekiillerin boyut analizleri i¢in kullanilan bir tekniktir. DLS teknigi parcacik boyutunu
Brownian hareketleri dlgerek dolayli olarak tayin eder. Pargaciklarin kendilerini ¢evreleyen
¢oziicii molekiilleri ile carpismalari sonucu gerceklesen rasgele hareketlere Brownian hareket
denir. Brownian hareketin hiziile pargacik boyutu arasinda ters bir iligki vardir, boyut ne kadar
biiylikse hareket o kadar yavastir. Brownian hareketin hizi ¢cevrimsel difiizyon katsayisi (D) ad1
verilen bir kavramla ifade edilir. DLS tekniginde 6l¢iilen ¢ap, parcacigin difiizlenme sekli ile
ilgilidir. Aslinda olgililen ¢ap, parcacikla birlikte difiizlendigi kabul edilen, parcacikla aym
cevrimsel difiizyon katsayisina sahip bir kiirenin ¢apidir. Hidrodinamik ¢ap Stokes ¢ap1 olarak
adlandirilir (Sekil 1.12). Hidrodinamik ¢ap her zaman parc¢acik boyutundan biiyiiktiir ¢iinki
parcacik etrafinda olusan elektriksel ¢ift tabaka ile 6lgiilen ¢aptir.

TEM (Parcacik ¢api)

R

n Hidrodinamik cap

Sekil 1.12. Hidrodinamik ¢ap (http://www.fritsch-international.com/particle-sizing/fritsch-
knowledge /hydrodynamic-diameter/)

DLS sisteminde, siv1 icinde slispanse edilen nanoparcaciklar bir lazerin optik yolu iizerine
yerlestirilir ve lazer 15181n1n slispansiyon i¢indeki parcgaciklarla etkilesmesi saglanir. Brownian
hareketi sergilemekte olan nanopargaciklara carpan lazer isinlari sagilir. Sacilan 15181n
siddetindeki degisim, parcacigin hareketine, buna bagh olarak da parcacigin biiytikligiine,

ortamin viskozitesine ve sicakliga baghdir.
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Sacilan 1sinlar bir dedektor yardimiyla tutularak difizyon hizi belirlenir ve Stokes-Einstein

esitligi yardimiyla ortalama hidrodinamik pargacik boyutu hesaplanir.
Stokes- Einstein esitligi: d(H)= kT/3mmD (1.1)

[Burada; d(H): Hidrodinamik ¢api, k: Boltzmann sabitini, T: Mutlak sicakligl, n: Viskoziteyi ve

D: Cevrimsel difiizyon katsayisini ifade eder.]

1.18. MTT Analizi

MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid] analizi, canli hiicrelerin suda
coziinlr ozellikteki tetrazolyum tuzunu suda ¢éziinmeyen formazan kristallerine doniistiirme
potansiyellerini belirleyen kolorimetrik bir canlilik testidir. Tetrazolyum tuzlar1 NADH ve
NADPH gibi oksitlenmis substratlardan ya da uygun enzimlerden elektron alirlar. MTT
mitokondriyal elektron transfer sistemindeki ubikinon ve sitokrom b & c bdlgelerinde
indirgenir ve bu indirgenme metabolik olarak aktif canli hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan
stiksinat dehidrogenaz enzimi tarafindan katalizlenir. Bu reaksiyon sar1 renkteki tetrazolyum
tuzlarinin mavi-mor renkteki formazan kristallerine doniisiimiine sebep olur. Canli olmayan
hiicreler bu donilisiimii gerceklestiremez. Olusan kristaller suda ¢6ziinmez ancak organik bir

coziiclide ¢ozlinebilir ve konsantrasyon spektrofotometrik olarak belirlenir (Sekil 1.13).

MTT ile
inkuibasyon

Spektrofotometrik olgim

Sekil 1.13. MTT Analizinin sematik gosterimi
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1.19. Sonokimyasal Yontem

Sonokimyasal yontem; nanopartikiillerin sentezlenmesinde kullanilan yontemlerden biridir.
Sonokimyasal yontemde gerceklesen olaylar; mikro bosluklarin olusumu, gelisimi ve patlamasi

olarak ozetlenebilir.

Canlilar ses dalgalarini iletisim kurabilmek icin kullanirlar. Ses hareket kabiliyeti yiiksek bir
ortamda boyuna dalga olarak hareket eder. Siv1 iginde bu ses dalganin hareket yoniine paralel
olarak yer degistirecek sekilde ortami uyarir. Insanin duyma frekans araligi 20 Hz-20 kHz
arasidir. infrasonik (sesalt1) dalgalar 20 Hertz (Hz)'den daha diisiik frekanslar, ultrasonik
dalgalar ise 20 kHz frekansin lizerindeki frekanslar olarak bilinmektedir (Ersoz ve ark., 2018).

20 kHz ses radyasyonunun kimyasal baglar1 nasil koparabileceginin agiklanmasi i¢in bir dizi
teori gelistirilmistir. Sonokimyadaki temel olay, siv1 icinde olusan bir kabarcigin olusmasi,
biiylimesi ve ¢cokmesidir. Bu olaylar molekiiller arasi hiicresel kuvvetleri azaltarak baloncugun
olusmasini saglayan, goriilmeyen pargaciklarin veya gaz baloncuklarinin varhigina
dayanmaktadir. Bu teoriler, c¢o6zelti ultrafiltrasyona ugradiginda, ultrasonik giiciin
uygulanmasindan oOnce, sono kimyasinin olmadigini gosteren deneysel kanitlarla
desteklenmektedir. Daha sonra kabarcigin i¢ine ¢o6ziinen buharin difiizyonu ile ortaya ¢ikan
kabarcigin hacminin biiylimesidir. En son olarak kabarcik boyutu maksimum degerine
ulastiginda gerceklesen kabarcigin ¢cokmesidir. Bir balonun ¢okiisiiyle kimyasal baglarin neden
koptugunu aciklayan sicak nokta mekanizmasina gore, bu icten patlamali ¢okiis yerel sicakligi
5000 K'ye ve basinclar birka¢ yiiz atmosfer kiireye yiikseltir. Bu asir1 kosullar kimyasal
baglarin kopmasina neden olur. Céken kabarcigin tahmini boyutu on ila birka¢ yiiz mikron
arasinda degisir. Bir gaz fazi reaksiyonunun ¢oktiigi baloncugun icindeki bolgeye ek olarak,
ikinci 6nemli bir bolge biiylik 6nem tasimaktadir. Bu, cokmekte olan kabarcigi ¢cevreleyen ara

ylzey bolgesidir (Gedanken, 2003).

Bu nedenle, gaz fazi reaksiyonlarinin baskin oldugu ugucu 6nctlerin bulundugu durumlarda,
amorf nanoparcaciklar elde edilir. Ote yandan, éncii ucucu olmayan bir bilesikte ise, reaksiyon
cokmekte olan kabarcigi ¢evreleyen 200 nm'lik bir halkada meydana gelir. Bu durumda
sonokimyasal reaksiyon sivi fazda gerceklesir. Uriinler bazen nano amorf parcaciklar ve diger
durumlarda nano kristaldir. Bu, reaksiyonun gerceklestigi halka boélgesindeki sicakliga
baghdir. Bu halkadaki sicaklik, ¢dken kabarcigin icinden daha diistktiir, ancak yigin
sicakligindan daha yiiksektir. Kisacas1 inorganik iiriinlerin olustugu sonokimyasal
reaksiyonlarin hemen hepsinde nano boyutlu malzemeler elde edilmistir. Boyutlari, sekilleri,
yapilar1 ve kati fazlarinda (amorf veya kristal) cesitlilik gosterirler, ancak her zaman
nanometre boyutundalardir (Gedanken, 2004).

Sonokimyasal yontem, sol jel tekniginden daha hizhdir. Sonokimyasal tiriinlerin, geleneksel
yontemlerle sentezlenenlerden daha kalin duvarlara sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica,
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drlnlerin sol jel irtnlerine gore hidrotermal olarak daha kararli oldugu gosterilmistir
(Gedanken, 2003).

1.20. ilag Adsorpsiyonu
1.20.1. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon, kat1 fazin ylizeyinde ¢6ziinmiis halde bulunan diger fazdaki sivi ya da gaz iyon,
atom ve/veya molekiillerin derisiminin artmasi olarak tanimlanir. Adsorpsiyon ¢alismalarinda
adsorbat, ylizeye transfer olup konsantrasyonu artmis madde, adsorban ise molekiillerin

ylizeyine transfer olan maddeye denir (Ozdemir, 2008; Aslan, 2020).

Adsorpsiyon olusumunda adsorban ylizeyi ile adsorplanan madde arasindaki c¢ekim
kuvvetlerine bagh olarak adsorpsiyon, fiziksel ve kimyasal adsorpsiyon olarak ikiye ayrilir
(Tosun, 1., 2009).

1.20.2. Fiziksel adsorpsiyon

Fiziksel adsorpsiyon, adsorbentin ylizeye sadece zayif van der Waals kuvvetleri, hidrojen bagi
ve dipol-dipol etkilesimler yoluyla geri doniisiimlii olarak gerceklesen adsorpsiyon tiirtidiir.
Fiziksel adsorpsiyonda adsorplanan maddenin desorpsiyonu miimkiindiir (Kili¢, 2014; Balci,
2018).

Sicaklik arttikga fiziksel adsorpsiyon azalir yani aralarinda ters oranti vardir. Fiziksel

adsorpsiyon bir ya da cok tabakali olabilmektedir (Tosun, I., 2009).

1.20.3.Kimyasal adsorpsiyon

Fiziksel adsorpsiyonun aksine, adsorban ve adsorbat arasinda kimyasal baglanma soz
konusudur. Molekiiller arasinda karsilikli elektron alisverisi veya paylasiminin oldugu
adsorpsiyon tiiriidiir. Kimyasal adsorpsiyon stireci i¢cin adsorpsiyon 1sis1 yaklasik -200 k] mol-
1 civarindadir ve tek tabakali olarak gergeklesir. Yiiksek aktivasyon enerjisine sahiptir (Kilig,
2014; Eynur, 2016; Balci, 2018).

Sicaklik arttikea kimyasal adsorpsiyonun hizi artar. Kimyasal adsorpsiyon yalnizca bir tabakali

olarak gerceklesir (Tosun, I., 2009).
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Tablo 1.2. Fiziksel ve kimyasal adsorpsiyonun karsilastirilmasi

Fiziksel Adsorpsiyon Kimyasal Adsorpsiyon
Birden fazla tabakali olabilir. Tek tabakali olarak gerceklesir.
Kimyasal bag yoktur. Kimyasal bag vardir.

Tersinir, desorpsiyon olabilir. Tersinir degildir.

1.20.4. Adsorpsiyon siirecini etkileyen faktérler
Adsorpsiyon stirecini etkileyen faktorler sunlardir:

e Sorbatin 6zellikleri

o (ozelti pH'1

e Sicaklik

e Etkilesen maddeler

e Adsorbentin 6zellikleri

e Temas siresi

1.20.5. Adsorpsiyon Kkinetigi

Adsorpsiyonda dengenin kurulmas igin ihtiya¢ duyulan zamani tespit eden teorik temele
adsorpsiyon kinetigi denir. Bir adsorpsiyonda olusan kiitle transferi ve kimyasal reaksiyon gibi

mekanizmalari belirlemek icin ¢esitli kinetik modeller gelistirilmistir (Tosun, i., 2009).

1.20.5.1. Yalanci-Birinci Dereceden Kinetik Model

Lagergren ve arkadaslar1 (1898) tarafindan 6nerilen kinetik modelde, adsorpsiyonun hizinin
adsorban yiizeyindeki bosluk sayisiyla dogrusal olarak orantili oldugunu 6ne siirmektedir. Bu
kinetik model asagidaki denklem ile ifade edilmektedir.

In(qq-q¢) = Inqgq - kit (1.2)

qd : Dengedeki adsorpsiyon kapasitesi (mg g1),
t:Zaman (dk.),

gt : t aninda adsorplanmis sorbat miktar1 (mg g1 )
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ks : Yalanci birinci derece hiz sabiti (dk.1)

In (qu-q:) degerlerinin t'ye karsi ¢izilen grafiginde negatif egimli bir dogruyu verecektir. Bu
dogrunun egiminden hiz sabiti ki, ordinati kestigi noktadan da Inqq degerleri hesaplanabilir
(Eynur, 2016).

1.20.5.2. Yalanci-ikinci Dereceden Kinetik Modeli

Ho ve McKay (1999)’in yalanci-ikinci-dereceden kinetik modeli asagidaki esitlikteki gibi ifade

edilir.

t 1 1
— = + —t 1.3
qt k2q3 az (13)

t:Zaman (dk.),

gt : t aninda adsorplanmis sorbat miktar1 (mg g1)
gz : Maksimum adsorpsiyon kapasitesini (mg g-1),
kz : Yalanci ikinci derece hiz sabiti (dk. 1)

Esitlik 1.3’ten yola cikilarak t'ye karsilik t/q; ¢izilen grafikte egim 1/q3, ordinat ekseni kesim
noktasi ise 1/k.q»?’dir (Ho ve Mckay 1999).x()

1.20.5.3. Tanecikler Arasi Difilizyon Kinetik Modeli

Adsorpsiyon, ¢oziinmiis molekiillerin sulu fazdan adsorbentin kat1 parcaciklarinin yiizeyine
tasinmasini ve daha sonra ¢oziinen molekiillerin yavas bir sekilde gozeneklerin icine
difiizyonunu iceren ¢ok asamali bir islemdir. Gézenek igine ilerleme yavas olacagi icin hiz

belirleme asamasinin bu sekilde olacagi belirtilir (Tang ve ark., 2012).

q=kpt/2+C (1.4)

gt : t anindaki adsorpsiyon kapasitesi (mg g1),
kp :Pargacik i¢i dagilim hiz sabiti (mg g-1 dk.-1/2)

C : Adsorpsiyon isleminin tabaka kalinlifini gosteren sabit
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Deneysel olarak hesaplanan q; degerinin t'/2ye karsi grafige gecirilmesiyle elde edilen grafigin
dogrusal olmasi, partikiiller arasi difiizyonun varligin1 gosterir. Dogrunun orjinden geciyor

olmasi ise difiizyonun hiz belirleyici basamak oldugunu gésterir (Tosun, I., 2009).

1.20.6. Adsorpsiyonu izotermi

Adsorbat ve adsorbanin sicaklik sabit tutuldugunda adsorpsiyon gaz fazindan yalnizca basinca,
cozelti fazindan ise yalnizca derisime baghdir. Sabit sicaklikta yiizeye baglanan adsorbat
miktarinin, o maddenin gaz faz1 veya ¢ozeltideki derisimi ile bagintisini gésteren denkleme

adsorpsiyon izotermi denir.

1.20.6.1. Langmuir Izoterm Modeli

Langmuir izotermi modeli, homojen ytizeylerde tek tabakali adsorpsiyonun gergeklestigini ve
adosorbe edilen molekiiller arasinda etkilesim olmadigini varsayar. Oncelikle gaz-kati faz
adsorpsiyonunu tanimlamak icin tasarlanmis olan Langmuir adsorpsiyonu ayrica cesitli
biyosorbentlerin biyosorpsiyon kapasitesini 6l¢mek ve karsilastirmak i¢cin kullanilir. Langmuir
izotermi, adsorpsiyon ve desorpsiyon (dinamik denge) oranlarini dengeleyerek yiizey
kapsamini agiklar (Sekil 1.14).

Adsorbat ’ ]
™S A

A OO
[ | L) L) .
(a) (b)

Sekil 1.14. Adsorpsiyonun sematik gésterimi (a) tek tabakali adsorpsiyon modeli ve (b) ¢ok
tabakali adsorpsiyon modeli (Hwang ve Barron, 2011)

Langmuir izoterm modeli asagida (1.5) esitligi seklinde ifade edilmektedir.

1/9a=1/qmax+ ( 1/ qmax K1). 1/Cq (1.5)

gad : Dengede adsorplanan madde miktarini (mg g-1),
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gmax : Maksimum tek tabakali adsorpsiyon kapasitesini (mg g1),
K. : Langmuir izoterm sabitini (L mg-1),
Cq: Dengede adsorplanmadan kalan madde miktarini (mg L-1)

Langmuir izoterminin temel 6zellikleri, Ry, olarak bilinen ve boyutsuz bir sabit olan ayrilma
faktort ile ifade edilebilir (Ayawei, 2017).

Tablo1.3. R, degerleri ve izoterm tipleri

R.degerleri izoterm tipi
R.>1 Istemli olmayan
RL=1 Dogrusal
0<Ry<1 Istemli
Ru=0 Tersinmez
R, = — (1.6)

1+ K1,Co
K. - Langmuir sabiti (L mg-1)

Co = Maksimum adsorbat derisimidir (mg L-1)

1.20.6.2. Freundlich izoterm Modeli

Freundlich denklemi, doygunluk noktasinda kati ve sulu fazlar arasindaki ¢6ziinen maddenin
dagilimini tanimlamak icin kullanilir. Freundlich denklemi, heterojenite faktérii 1/n ile
karakterize edilen ve heterojen sistemleri tanimlamak i¢in kullanilan ampirik bir denklemdir.
Langmuir modelinden farkli olarak Freunlich izoterm modeli, tek tabaka adsorpsiyon
kapasitesi hakkinda herhangi bir bilgi vermez.

Inqg; = InKg + %lnCd (1.7)

Ca: Dengede ¢ozeltide adsorplanmadan kalan madde konsantrasyonu (mg L-1)
qd: Dengede birim biyosorban iizerine adsorplanan madde miktari (mg g-1)
Kr : Deneysel olarak hesaplanan adsorpsiyon kapasitesi (L mg-1)

n : Adsorpsiyon siddeti
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1 / n degeri (0 <1 / n <1) arasindaysa, izotermin elverisli oldugunu gésterir, 1 / n = 0 ise

izotermin tersinmez oldugunu ve 1 / n> 1 ise elverissiz oldugunu gosterir (Esmail, 2018)
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2. BOLUM

MATERYAL VE YONTEM
2.1. Madde, Malzeme, EKipman ve Cihazlar
2.1.1. Deneylerde kullanilan madde ve malzemeler

FeCl3.6H20 ve FeS04.7H;0 (Sigma-Aldrich), DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), a-
MEM (Eagles’s minimum essential medium), penisilin streptomisin, LDH reaktifi,
Hoechst33342 (Bisbenzimide H 33342 Fluorochrome Trihydrochloride) ve Propidium lodide
(Sigma, ABD)'den, MTT [3-(4,5-dimetildiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] (Serva,
Almanya)’dan alinmistir. Lactate-Glo TM LDH Kiti Promega ‘dan (Promega Corporation,

Sweden) temin edilmistir.

2.1.2. Deneylerde kullanilan ekipman ve cihazlar

Saf su cihazi: Deneylerde kullanilan saf suyun elde edilmesinde Labconco Water Pro PS model

saf su cihazi kullanilmistir.

Sonikatér: Calismada malzemenin sonokimyasal sentezi ve ilag yiikleme deneylerinde Wise
Clean WUC-AO3H marka sonikator kullanilmistir.

Coklu manyetik karistirici: Calismalarda Velp Multistirrer Scientifica markal ¢coklu manyetik

karistirict kullanilmistir.

Neodmiyum Miknatis: Calismalarda manyetik dekantasyon i¢in neodmiyum miknatislar

kullanilmistir.

Analitik terazi: Kullanilan maddelerin tartimlari Mettler Toledo marka analitik terazide

yapimistir.

Deiyonize su cihazi: Calismalar boyunca kullanilan suyun elde edilmesinde Human

Corparation Zeener Power 1 model saf su cihazi kullanilmistir.

Etiiv: Calismada sentezlenen malzemelerin kurutulmasinda Memmert UN110 model etiiv

kullanilmistir.

pH metre: Calismalarda hazirlanan ¢ozeltilerin pH ayarlamalarini Mettler Toledo marka pH

metre ile gerceklestirilmigtir.

Mekanik Homojenizator: Calismalarda homojenizasyon islemleri IKA marka (Ultra Turrax,
IKA, Model T25, Germany) mekanik homojenizator ile gerceklestirilmistir
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Ogiitiicii: Calismalarda kullanilan kapari tohumlarinin istenilen boyutlara getirilebilmesi i¢in

Ika® A11 basic model 6giitiicii kullanilmistir.

Eleme: Malzeme boyutu standardizasyonu i¢in 300 pm ve 150 pm gézenek boyutlu RETSCH

marka elekler kullanilmistir.

Rotatoér: Calismada Kkaristirma islemleri icin Biosan marka Bio RS -24 mini rotator

kullanilmistir.

Floresan Atagmanl Invert Mikroskop: Calismada gerceklestirilen biyouyumluluk ve
sitotoksisite calismalari kapsaminda hiicre morfolojisinin belirlenmesine yo6nelik analiz
tekniginin uygulanmasinda floresan atagmanli Leica DM IL LED marka mikroskop

kullanilmistir (Kastamonu Universitesi Kok Hiicre Laboratuvari).

Karbondioksitli Inkiibatér: Calismada gerceklestirilen biyouyumluluk ve sitotoksisite
calismalar1 kapsaminda hiicrelerin inkiibasyonu ve ¢ogaltilmasinda 37 °C, %5 CO2, %95 nem
ortamini saglayan bir karbondioksitli inkiibatér (Nuaire, Plymouth, Minnesota, ABD)

kullanilmistir (Kastamonu Universitesi Kok Hiicre Laboratuvari).

Mikroplaka Okuyucu: Calismada gercgeklestirilen biyouyumluluk ve sitotoksisite ¢alismalari
kapsaminda gerceklestirilen spektrofotometrik ve luminesans olglimler BioTek marka
mikroplaka okuyucu kullanilarak gerceklestirilmistir (Bio Tek, Synergy HTX, ABD)

(Kastamonu Universitesi Kok Hiicre Laboratuvari).

Laminer Akish Steril Kabin: Hiicre izolasyonu, ekimi ve maruziyet ¢alismalari laminer akish
biyogiivenlik kabininde (Nuaire, Class II, Plymouth, Minnesota, ABD) gerceklestirilmistir

(Kastamonu Universitesi Kok Hiicre Laboratuvari).

2.2. Kullanilan Analiz Yontemleri ve Teknikler

Asagidaki cizelgede bu calismada kullanilan analiz yontemleri ve teknikler ile elde edilen

veriler listelenmistir (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1. Calismada kullanilan analiz yontemleri ve elde edilen veriler

Kullanilan analiz yéntemi Elde edilen veriler
FTIR Kimyasal yap1
SEM, DLS Boyut, sekil ve morfoloji
ZETA Potansiyel Yizey Kkimyasi, yuk, ylizey alani,
gozenek boyutu
Méssbauer Spektroskopisi Manyetik 6zellik, kristal yapi, ytiik
HPLC llaglarin kantitatif tayini
MTT Hiicre Canliligi
LDH Sitotoksisite
Hoechst33258/P1 Floresan Cift | Hlicre Morfolojisi
Boyama

2.2.1. Dinamik 1sik sa¢ilimi (DLS) ve zeta potansiyel analizi

Nanopargacik boyut analizi icin foton korelasyon spektroskopisi olarak da bilinen dinamik 1s1k
sacilimi yontemine dayali olarak 6lciim yapan Malvern NanoZetasizer-ZS (Worcestershire,
Ingiltere) cihazi kullanilmistir. Zeta potansiyeli 6lgiimleri de ayni cihaz ile gerceklestirilmistir.
Olgiim igin NP’ler saf su ortaminda 100 pug/mL konsantrasyonda siispanse edilmistir. Elde
edilen siispansiyonlar aglomerasyonu engellemek ve homojeniteyi saglamak iizere 5 dk.
boyunca ultrasonik banyoda (Fisher Scientificc FB15060) bekletilmistir. Olciimler tek
kullanimlik kiivetler icerisinde 25 9C'lik oda sicakliginda gercgeklestirilmistir. Her NP igin
toplamda 13 ardisik 6l¢lim yapilmistir.

2.2.2. SEM analizi

Nanoparcaciklarin sekil, boyut ve morfolojileri Quanta 450 FEG (FE], Hillsboro, OR, USA) model
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir. NP’ler uygun dispersiyon
ortaminda slispanse edilerek problu sonikator yardimiyla 3 dk. boyunca sonike edilmis ve SEM
goriintiileri cekilmistir.

2.2.3. FTIR analizi

Uretilen ilag tasiyic1 biyokompozit malzemelerin yapisal tayini icin Thermo Scientific marka,

Nicolet 6700 model Fourier Transform Infrared Spektroskopi cihazi kullanilmistir.
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2.2.4. Sitotoksisite ve biyouyumluluk analizleri

Calismada gergeklestirilen sitotoksisite ve biyouyumluluk analizleri icin Mezenkimal Kok
Hiicreler (MSC) kullamldi. Mezenkimal kok hiicreler Kastamonu Universitesi Doku
Miihendisligi, Biyomalzeme ve Kok Hiicre Laboratuvari envanterinde bulunan Wistar albino
sicanlarindan izole edilerek sivi azotta dondurularak saklanmis 8. pasaj kemik iligi Mezenkimal
Kok Hiicrelerinden temin edilerek kullanildi. K6k hiicreler %10 FBS ve %1 Streptomisin
Penisilin iceren a-MEM icerisinde T-75 hiicre kiiltiir kaplarina konularak 37°C, %5 CO2, %95
hava ve %90 nem igeren inkiibatorde kiiltlire edildi. Hiicreler istenilen sayiya ulasana kadar 4
kez pasajlama islemi gerceklestirildi. Tripan mavisi ile Thoma lami kullanilarak hiicre sayimi
yapildiktan sonra, 96-kuyucuklu petri igerisine 1000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicre
ekimi gerceklestirildi.

2.2.4.1. MTT [3-(4,5-dimetildiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] Testi

Sican mezenkimal kok hiicrelerinin (MSC) metabolik aktiviteleri farkli konsantrasyonlardaki
(5, 10, 50 ve 100pg/mL) MCaplll, PEG@MCaplll ve MCaplV ile 1, 3 ve 7 giin siireyle
etkilestirildikten sonra kolorimetrik MTT testi (Serva) kullanilarak incelendi. Ozetle, hiicreler
belirlenen konsantrasyonlardaki MCaplll, PEG@MCaplll ve MCapIV’e maruz birakilmis ve
maruziyet siireleri sonunda NP’larin uzaklastirilmasi amaciyla besi ortami aspire edilerek
hiicreler tahrip edilmeden ii¢ kez serumsuz besi ortami ile yikandi. Ardindan her kuyucuga 25
uL taze hazirlanmis MTT ¢ozeltisi (5 mg/mL) ve %1 penisilin/streptomisin iceren 225 pL
DMEM (serumsuz) eklendi ve hiicreler 37°C’de, %95 nem iceren %5 CO; atmosferinde 4 saat
boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda ortam dikkatli bir sekilde aspire edildi ve her
kuyucuk i¢ine 250 pul MTT ¢oziclsii (susuz izopropanol icinde 0.1 N HCl) eklenerek olusan
mavi formazan kristallerinin ¢dziinmesi saglandi. Ardindan kalan NP’lar1 uzaklastirmak amaci
ile 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplar1 25°C’de 5 dk. boyunca 250 x g'de santrifiijlendi ve
siipernatantlar yeni 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina aktarildi. Olusan formazan miktari
mikroplaka okuyucu (BioTek, Synergy HTX, ABD) kullanilarak 570 nm’de dl¢iildii. Olgiilen
absorbans [A] miktari ile belirlenen formazan iiriiniiniin artan konsantrasyonu kiiltiir icindeki
canli hiicre sayisi ile dogru orantilidir. Bagil hiicre canliligi (%) asagidaki formiile gore

hesaplandi;

[A]('jrnek/ [A]kontrol X 100 (21)

Burada [Alsmex test numunesinin absorbansi ve [Alkonwrol ise Kkontrol numunesinin

absorbansidir.
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Elde edilen absorbans degerleri herhangi bir maruziyet uygulanmamis kontrol gruplarina
kars1 grafige gecirilerek istatistiksel olarak degerlendirildi Tiim deney gruplar: i¢in aymi

islemler uygulandu.

2.2.4.2. Biyoliiminesansa Dayali LDH Analizi

Laktat dehidrojenaz (LDH), bir¢ok hiicre tipinde bulunan ¢6ziiniir, kararli bir sitozolik
enzimdir. LDH, Plazma zarinin bozulmasiyla hizla hiicre kiiltlirii ortamina salinir, bu nedenle
sitotoksisitenin belirlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilan bir belirtectir. Bu tez calismasinda
elde edilen ila¢ tasiyici malzemenin sitotoksisite analizi i¢in yiiksek hassasiyeti nedeniyle

biyoliiminesansa dayali LDH testi ger¢eklestirilmistir.

Lactate Glo™ Biyoliiminesansa dayali LDH testi Sekil 2.1'de gosterildigi gibi iki adimlh bir
tekniktir. ilk adimda LDH, laktatin piruvata déniisiimiiyle NAD+ (nikotinamid adenin
ditikleotit)’in NADH ve H*'e indirgenmesini katalizler. Ikinci adimda ise, Rediiktaz, NADH ve
pro-lusiferin rediiktaz substratini kullanarak liisiferini olusturur. Lusiferin ise Ultra-Glo™
rLuciferase aracilifiyla ATP varliginda reaksiyona girerek biyoliiminesans olusumunu saglar.

Olusan biyoliiminesans sinyalinin siddeti, LDH miktar1 ile dogru orantilidir.

~

N\

{ Membran \
| Hasan ]
\ IDH 7/

N
Hiicre
7®\

NAD NADH

Ultra-Glom rTusiferaz +
Rediiktaz .o ATP g Yo
— > Rediiktaz T Biyoliiminesans
Substrat Lusiferin ——— B

Sekil 2.1. Biyoliiminesansa dayali LDH testi mekanizmasi

—

Piriivat

Lactate Glo™ Biyoliiminesansa dayali LDH test protokolii:

Membran hasarina ugramis cansiz hiicrelerden salinan LDH miktarin1 6lgmek icin sigcan

mezenkimal kok hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara (5000 hiicre/kuyucuk) ekildi. Ardindan
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calismada sentezlenen farkli konsantrasyonlardaki (5, 10, 50, ve 100 pg/mL) manyetik ilag
tasiyict malzemelerle (MCaplll, PEG@MCaplIl ve MCaplV) 1, 3 ve 7 giin boyunca etkilestirildi.
Maruziyet uygulanmayan hiicreler kontrol olarak kullanildi. Maruziyet siiresinin sonunda
hiicreler plakadan kaldirilmadan 50 pl hiicre besi yeri alinarak baska bir kuyucuga aktarild.
Ardindan esit hacimde (50 pl) LDH reaktifi hiicrelerin bulundugu kuyucuga eklenerek 37 °C’de
60 dk. inkiibe edildi. Siire sonunda liiminesans degerleri okundu. Her bilesik i¢in en az iki
tekrarli deney gerceklestirildi.

2.2.4.3. Hoechst 33258/Propidium Iodide (HO/PI) Floresan Cift Boyama Yontemi ile Hiicre

Morfolojisinin Belirlenmesi

Floresan ikili boyama ydntemi, canli ve 6lii hiicreleri tespit etmek icin yaygin olarak kullanilan
bir tekniktir. Hoechst 33342 mavi floresan bir boyadir ve kromatin DNA'sin1 boyar. Propidyum
iyodiir ise yalnizca olii hiicrelerin membranlarindan gegebilir, canli hiicrelerin biitiinligiini
koruyan hiicre membranindan iceri giremez. Boylece es zamanli kullanildiklarinda olusan
boyanma deseni sayesinde normal, apoptotik ve nekrotik hiicre popiilasyonu floresan

mikroskop aracilifiyla goriintiilenebilir ve sayilabilir.

Bu yontem kullanilarak hiicrelerin maruziyet nedenli 6lim bicimlerini de niikleusun
morfolojisini inceleyerek tespit etmek miimkiindiir. Apoptotik hiicre cekirdekleri, canh
hiicrelere gore daha kiigiiktiir. Nekrotik hiicrelerde ise cekirdek normalden biraz daha
biiyiiktiir ve daha az boyanmistir (Akman 2017). Propidyum iyodiir, piroptoza bagh olarak
membran biitiinliigli bozulmus olan ge¢ apoptotik/ sekonder nekrotik veya primer nekrotik
hiicreleri boyar. Nekrotik hiicrelerde kromatin yogunlasmasi, niikleer fragmentasyon veya

apoptotik cisimciklere parcalanma goriilmez. Apoptotik hiicrelerde ise par¢alanma belirgindir.

Ikili boyama testi icin, Kastamonu Universitesi Doku Miihendisligi ve Biyomalzeme
Laboratuvari stoklarinda bulunuan sigan kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri (MSC) kiiltiire
edildi. Mezenkimal kok hiicreler, %10 FBS, 100U/mL penisilin ve 100 pg/mL streptomisinle
zenginlestirilmis L-DMEM besi yeri ortaminda 37°C, %95 nem oram1 ve %5 CO.li
kosullarindaki inkiibatérde ¢ogaltildi. 3 giinde bir besi yeri degisimi yapilarak %90 doluluk
oranina ulasildiginda hiicreler tripsin-EDTA ¢6zeltisi ile pasajlanarak 96 kuyucuklu plakalara
5000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. Hiicre ekiminden 24 saat sonra 5 ve 100 pg/mL
konsantrasyonda PEG@MCaplIl ile hiicreler etkilestirildi. Kontrol grubu hiicrelerine
maruziyet uygulanmadi. Giin asir1 vasat ve doz yenilendi. 7 giinliik maruziyet siiresi sonunda

boyama prosediirii uygulandu.

Hoechst 33342 /Pl Boyama Prosediirii: Bu amagcla hiicre besi yeri uzaklastilarak PBS (tuzlu
fosfat tamponu) ile yikandi. Ardindan, serumsuz 100 pl vasat ile yeniden siispanse edilen
hiicrelere 30’ar pul Hoechst 33342 /PI Boya ¢ozeltisi (1:1, V/V) eklendi. Boyanan hiicreler oda
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sicaklifinda laminar kabin icinde 15 dk. karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
boya ¢ozeltisi uzaklastirildi ve hiicreler 3 kez PBS ile yikandi. Yeni besi yeri eklenerek hiicre
morfolojisi Leica DMIL LED floresan atagmanli mikroskopta (Leica DMIL, Leica Microsystems,
Heidelberg, Germany) boyaya uygun filtreler kullanilarak gériintiilendi.

2.2.5. Mossbauer spektrometresi analizi

Hazirlanan ila¢ tasiyict manyetik nanomalzemelerin igerdigi manyetik fazlar sabit hizlanma
modunda ¢alisan bir Wissel Mossbauer 6l¢liim sistemi ile belirlenmistir. Méssbauer spektrumu
oda sicakliginda sabit hizlanma modunda ¢alisan bir spektrometre ile Rh (rodyum) matriks
icindeki 25 mCi aktiviteye sahip 57Co (kobalt) kaynagi kullanilarak elde edilmistir. Hiz
kalibrasyonu WissEl GmbH’den alinan Wissel MVC 450 model bir lazer kalibrasyon cihazi
kullanilarak yapilmistir. Ayrica oda sicakliginda a-demir folyonun 57Fe Mdssbauer spektrumu
alinarak élgiilen hiz degerleri valide edilmistir. Olgiim icin ~40 mg NP numunesi 1 cm? kesit
alanli naylon 6rnek tutucuya yerlestirilmistir. Herhangi bir dis manyetik alan uygulanmamaistir.
Spektrum, Win Normos i¢in Igor yazilim paketi (ver. 6.36) kullanilarak en kii¢iik kareler
yontemi ile Lorentzian fonksiyonlarina uydurularak asir1 ince yap1 (hyperfine) parametreleri;
izomer kayma (IS), kuadrupol yarilma (QS) ve yar1 maksimumdaki tam genislik (W) degerleri
mms-! cinsinden elde edilmistir. Izomer kayma degerleri oda sicakligindaki a-demirine gore

verilmigtir.

2.3. Manyetit-Kapari Nanobiyokompozitinin (MCap) Sentezi

Ila¢ hedeflendirme ¢alismalarina yonelik kapari tohumu ile konjuge edilmis manyetit 2 farkli
reaktif (FeCl2.4H20 e FeS04.7 H20) ve 2 farkli yontem(birlikte ¢oktiirme ve sonokimyasal
birlikte ¢oktiirme) kullanilarak hazirlanmistir.

2.3.1. Kaparinin senteze hazirlanmasi

Kapari tohumu birkag¢ kez saf su ile yikanmis ve 50 °C de 1 gece etiivde kurutulmustur.
Kurutulmus kapari tohumu laboratuvar tipi 6gutiicii ile 6giitiilmiis ve 6nce 300, ardindan 150
um’lik Retsch marka elek kullanilarak elenmistir. Elde edilen kapari tozu, 4 farkl sekilde (2
farkli yontem, 2 farkh reaktif) Fe;04 ile nanobiyokompozit haline getirilmis ve deneylerde

kullanilacak manyetik nano-tasiyici elde edilmistir (Sekil 2.2).

58



Ogiitiilmiis  (Feci3.6H20+FeCI2.4H20)

s T et Kapari
Kapari Tohumu G

Sekil 2.2. Manyetik kaparinin hazirlik ve sentez semasi

2.3.2. FeCl; ile birlikte ¢oktirme yéntemi Kkullanillarak manyetik Kkapari
nanobiyokompoziti I (MCap I)’in hazirlanmasi

11,8 g FeClz.6H,0 ve 4,3 g FeCl».4H;0 tartilip 200 mL saf suda 85 °C de yiiksek devirde
karistirilarak ¢ozilmistiir. Hazirlanan ¢ozeltiye 5 g 6glitiilmiis kapari tohumu eklenmis ve 30
dk. stire ile karistirllmistir. Daha sonra ¢ozeltiye 20 mL %26’lik NH3 ¢6zeltisi 85 °C de yavas
yavas eklenmis ve 2 saat siiresince manyetik karistirma esliginde 1sitilmistir (bu islem
sirasinda ¢ozeltinin rengi turuncudan siyaha donmiistiir). Olusan manyetik malzeme ultra saf
su ile birkag kez yikandiktan sonra NaCl ¢ozeltisi ile 2 kez yikanmis ve vakum altinda kurutma

islemi yapilmistir (Sekil 2.4).

2.3.3. FeC(l; ile sonokimyasal birlikte ¢coktiirme yéntemi kullanilarak manyetik kapari
nanobiyokompoziti II (MCap II)’'in hazirlanmasi

11,8 g FeClz.6H20 ve 4,3 g FeCl».4H,0 tartiip 200 mL saf suda 85 °C da yliksek devirde
karistirilarak ¢ozlilmiistiir. Hazirlanan ¢ozeltiye 5 g 6giitiilmiis ve 300um goézenek boyutlu
elekten (Retsch) elenen kapari tohumu eklenmis ve 30 dk. siire ile karistirllmistir. Daha sonra
cozeltiye 20 mL %26'lik NH3 ¢ozeltisi 85 °C de yavas yavas eklenmis ve 2 saat siliresince
sonikatorde kanistirillmistir (bu islem sirasinda ¢ozeltinin rengi turuncudan siyaha
dontlismistiir). Olusan manyetik malzeme ultra saf su ile birka¢ kez yikandiktan sonra NaCl

cozeltisi ile 2 kez yikanmis ve vakum altinda kurutma islemi yapilmistir (Sekil 2.3).
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2.3.4. FeSO. ile sonokimyasal birlikte c¢éktiirme yoéntemiyle manyetit Kkapari
nanobiyokompoziti III (MCaplIIl)’iin hazirlanmasi

10,8 g FeCl3.6H,0 ve 5,6 g FeS04.7H;0 tartilip 300 mL saf suda 80 °C de yiiksek devirde
karistirilarak ¢ozilmiistiir. Hazirlanan ¢ozeltiye 5 g 6glitiilmiis kapari tohumu eklenmis ve 30
dk. siire ile karistirilmistir. Daha sonra ¢dzeltiye 200 mL %26’lik NH4OH ¢6zeltisi 85 oC da yavas
yavas eklenmis ve 2 saat sliresince sonikatdorde karistirilmistir (bu islem sirasinda ¢oézeltinin

rengi turuncudan siyaha déniismiistiir) (Sekil 2.3).
FeCI3.6H20 FeS04.7H20

C.
Spinosa
R l [ u
. 30dk Yikama &=
0 — = (N >«

Isitma ve @ 80 © Kurutma@ 100 °C
kanigtirma 4 saat vakum altinda

+NH40H
Isitmave @80°C

sonikasyon 2 saat
.9 @

Manuel 6glitme

McCap lll

Sekil 2.3. Manyetik Kapari Nanobiyokompozitinin (MCaplII) Sentez Semasi

Olusan manyetik malzeme 6nce saf su ile ndtral pH’a ulasilana kadar yikanmis, ardindan ultra
saf su ile birkag¢ kez yikandiktan sonra vakum altinda kurutma islemi yapilmistir (Resim 2.1).
Deneydeki tiim yikama islemleri neodmiyum miknatislar kullanilarak manyetik dekantasyon

yontemi ile gerceklestirilmistir.
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Resim 2.1. Nanoyapil ila¢ hedeflendirme tasiyicisinin kurutma ve yikama asamalari

2.3.5. FeS0O; ile birlikte ¢oktirme yontemi kullanilarak manyetik Kkapari
nanobiyokompoziti IV (MCaplV)’iin hazirlanmasi

10,8 g FeCl3.6H,0 ve 5,6 g FeS04.7H,0 tartilip 300 mL saf suda 80 °C da yiiksek devirde
karistirilarak ¢ozilmiistiir. Hazirlanan ¢ozeltiye 5 g 6glitiilmiis kapari tohumu eklenmis ve 30
dk. siire ile karistirilmistir. Daha sonra ¢ozeltiye 200 mL %26’lik NH4OH ¢6zeltisi 85 oC da yavas
yavas eklenmis ve 2 saat siiresince manyetik karistirici ile karistirilmistir (bu islem sirasinda
¢ozeltinin rengi turuncudan siyaha doéniismiistiir). Olusan manyetik malzeme 6nce saf su ile
notral pH’a ulasilana kadar yikanmis, ardindan ultra saf su ile birka¢ kez yikandiktan sonra
vakum altinda kurutma islemi yapilmistir. Deneydeki tiim yikama islemleri neodmiyum

miknatislar kullanilarak manyetik dekantasyon yontemi ile ger¢eklestirilmistir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. MCaplIV’lin Sentez Semasi

2.4. MCaplIl'iin PEG ile Modifikasyonu

Nanopargaciklarin ilag tutma kapasitesinin ve biyouyumlulugunun artirilmasi amaci ile Mannu
vd. ‘nin kullandig1 yontem modifiye edilerek (Mannu et al. 2021) 1450 g molekiiler agirhiga
sahip polietilenglikol (PEG 1450) ile MCaplIl kaplamistir. Prosediire gore, 2 adimda kaplama
islemi gerceklestirilmistir (Sekil 2.5). ilk adimda PEG (2,2g, 2 mmol) ve (3-
Aminopropil)trietoksisilan (APTS) (0.45 mL, 2 mmol) dimetilformamid (DMF) icinde disperse
edilmistir. Hazirlanan ¢ézelti 3 giin boyunca oda sicakhiginda bekletilmistir. ikinci adimda
MCaplII (0.5 g) 25 ml DMF iginde disperse edilerek 15 dakika sonikatorde bekletilmistir.
Ardindan 1. asamada hazirlanan ¢dzelti ile birlestirilerek lizerine 3 damla saf su eklenmistir.
Birlestirilen ¢6zelti oda sicakliginda 2 giin boyunca mekanik homojenizator (Ultra Turrax, IKA,
Model T25, Germany) ile karistirilmistir (Sekil 2.5). Daha sonra neodmiyum miknatis ile
dekante edilerek saf su ile birka¢ kez yikanmis, vakumlu firinda kurutularak PEG kaph

manyetik nanobiyokompozit (PEG@MCaplll) elde edilmistir.
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Sekil 2.5. A) PEG kaplh manyetik nanobiyokompozit (PEG@MCaplV) malzemenin sentezi
(Mannu ve ark., 2021) B) PEG ile kaplama o6ncesi ve C) PEG ile kaplama sonrasi
neodmiyum miknatis ile manyetik 6zelligin gosterimi

2.5. llag Yiikleme Deneyi

MCaplll, MCaplV ve PEG@MCaplll ile kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan 5-
Fluorourasil (5FU) ve DOX isimli iki ilag¢ ile hedeflendirme ¢alismalar1 yapilmistir. Dort ayri
deney tiipiine 20 mL fosfat tuzu tamponu (PBS, pH=7,4) ve 30 mg manyetik nanobiyokompozit
malzeme ve 200ul (4mg/20 mL DOX; 500 mg/L 5FU) ilag cozeltileri eklendi. Cozeltiler
rotatérde oda sicakliginda ve 151ksi1z ortamda 24 saat karistirimistir. 24 saat sonunda ¢ozeltiler
neodmiyum miknatisla dekante edilmistir (Sekil 2.6). Elde edilen ila¢ numuneleri HPLC

cihazinda kantitatif olarak tayin edilmistir.
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ILAC YUKLEME DENEYi AKI$ SEMASI iLAC YUKLEME DENEYi AKIS SEMASI
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Sekil 2.6. Ilac yiikleme deneyi akis semasi

2.6. Ilag Sahim Deneyi

Ilag salim deneyi iki farkh pH degerinde gerceklestirilmistir. Fizyolojik pH i¢in PBS tamponu
(pH 7,4) ve asidik ortam icin ise asetat tamponu (pH 5) secilmistir. ilk olarak ilag yiiklii
manyetik nanobiyokompozit malzeme 10 mL PBS ile yikama yapilmis ve manyetik
dekantasyonla yikama sular1 ayrilmistir. Bu islem iki kere tekrar edildikten sonra ilag¢ yiikli
nanobiyokompozit malzemeler iki kisima ayrilmistir. 1. kisima 20 mL PBS tamponu, 2. kisima
ise 20mL asetat tamponu eklenmistir. Bu islemden sonra her saat basi 0.5’er mL numune alinip
yerine 0.5 mL taze tampon eklenmistir (Sekil 2.7). Elde edilen numunelerin spektrofotometrik

Olciimleri HPLC cihazinda gercgeklestirilmistir.
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iLAG SALINIM DENEYI AKIS SEMASI
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=

Manyetik Dekantasyon

=

0,5 mL Siipernatant alimip yerine
taze tampon gdzelti eklenir

=

HPLC ile kantitatif tayin

=

islem belirli zaman
noktalarinda tekrarlanir

Sekil 2.7. ilag yiikleme ve salim deneyi akis semasi

2.7. HPLC Sartlar1

Calismada ilag¢ yiikleme ve salim deneylerinde kantitatif tayinler icin HPLC cihazi kullanilmistir.

Tablo 2.2 de DOX ve 5-FU i¢in HPLC sartlar1 verilmistir.
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Tablo 2.2. HPLC analiz parametreleri

HPLC Kosullar DOX 5-FU

Akis Hizi 1 mL dk.! 0,8 ml dk.!
Kolon Sicaklig 30°C 25°C
Hareketli Faz Kombinasyonu %40 Asetonitril-Su % 10 Metilen-Su

Kolon Tipi X-Terra C18 ters faz kolunu | X-Terra C18 ters faz kolunu

Enjeksiyon Hacmi 20 pL 20 pL

Hareketli Faz pH"1 9,5 pH ayar1 yok
Dalga boyu 235 nm 260 nm

Calismada kullanilan DOX ve 5-FU ilaglarina ait kalibrasyon grafikleri Sekil 2.8 ve Sekil 2.9.da

verilmigtir.
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Sekil 2.8. DOX kalibrasyon grafigi
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Sekil 2.9. 5-FU kalibrasyon grafigi

2.8. Biyobozunurluk Analizi

Sentezlenen ilag tasiyict malzemelerin farkli pH ortamlarinda zaman icindeki kiitle degisimini
incelemek tlizere her ii¢c malzeme (MCaplll, PEG@MCaplll ve mcaplV) 0,0150 gr olarak
tartilmis ve 10’ar mL pH 7,4 PBS ve pH 5,2 AC tamponunda siispanse edilmistir. Siispanse
edilen numuneler, 37 °C’de etiivde bekletilerek farkli zaman araliklarinda manyetik
dekantasyonla siipernatant ayrilmis ve numuneler kurumaya birakilmistir. Tamamen kuruyan
numuneler tartilarak kiitledeki zaman icindeki degisim belirlenmistir. Tiim deneyler 3 tekrarh
olarak gergeklestirilmistir. Kitlenin zaman i¢indeki degisimi % olarak hesaplanarak grafige

gecirilmistir.

2.9. Istatistiksel Analiz

Deneylerden elde edilen tiim veriler birbirinden bagimsiz li¢c deney sonucunda elde edilmistir
ve ortalama#standart sapma olarak ifade edilmistir. P = 0,05 degeri istatistiksel olarak anlaml

kabul edilmistir.
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3.BOLUM
BULGULAR
3.1.Malzeme Karakterizasyonu
3.1.1. ZETA potansiyel ({) ve DLS analizi

lla¢ tasiyict MCap NP'larin ortalama tanecik boyut dagilimi ve zeta potansiyeli ({) Zeta Sizer
Nano (Nano ZSP; Malvern Panalytical Ltd, Malvern, UK) cihazi kullanilarak foton korelasyon
spektroskopisi (DLS) yontemi ile saf su ortaminda 6l¢iildii. Bu amagla NP'lar, 100 ug / mL
stispansiyonlar halinde hazirland1 ve sonike edildi. Olciimler, 25 °C'lik ortam sicakhginda tek
kullanimlik kiivetlerde yapildi. Toplam 13 ardisik 6l¢iim yapilarak, yogunluga gére boyut
dagihmini olusturmak icin negatif olmayan bir en kiiciik kareler algoritmasi kullanildi.
Yogunluk verileri daha sonra, ilgili poptilasyonda temsil edilen 6rnegin yiizdesini gésteren, her
biiytikliikteki poptlasyonun nispi miktarlarini karsilastirmak icin bir kiitle veya hacim

dagilimina doniistirildi.

Sentezlenen 3 farkli MCap NP’lara ait Zeta Potansiyel analizi 6l¢lim sonuglar1 Tablo 3.1'de
verilmistir. Zeta potansiyel degerleri incelendiginde her {i¢ malzemenin de nispeten diisiik
(<30MV) bir zeta potansiyele sahip oldugu goriilmektedir. Ayrica Zeta potansiyel dlciimii ile

ylzey yukiiniin negatif oldugu belirlenmistir.

DLS yo6ntemi ile boyut analizi sonuclarina gére, MCaplV’iin diger malzemelere kiyasla daha

biiytlik bir parc¢acik boyut dagilimina sahip oldugu gérilmektedir.

PDI sonuglari, MCaplIV’in genis bir boyut dagilimina sahip oldugunu géstermektedir ve PEG@
MCaplll ise daha dar bir boyut dagihmina sahiptir. Ozellikle MCapllIl icin elde edilen PDI

sonuclar1 oldukca dar bir boyut dagilimini gostermektedir.

Tablo 3.1. Karakterizasyon ¢alismasi sonuclari

MCaplIV MCaplIl PEG@ MCaplII

DLS (nm) 1771 412,4 848,5
Zeta potansiyel () (mV) -15,9 -12,4 -9,31
Polidispersity index (PDI) 0,952 0,374 0,555
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3.1.2. Taramali elektron mikroskopisi (SEM)

Hazirlanan nanopargaciklarin SEM mikrograflar1 50000X biiyiitmede cekilmistir (Sekil 3.1. A,
B & (). Hazirlanan ila¢ tasiyici nanokompozit malzemelerden MCaplV, MCaplll ve PEG@
MCapllI ile kiyasla daha biiytik bir parcacik boyutuna sahip oldugu goériilmektedir. MCapllII ve
PEG@ MCaplll ise daha fazla sayida nano boyutlu partikiiller iceren bir yiizey morfolojisine
sahiptir. Her li¢ malzeme de yiiksek bir yiizey alan1 ve yogun gézenek dagilimi sergilemektedir.

HUBTUAM

Sekil 3.1. SEM analizi sonuclar1 A) MCaplV B) MCaplll C) PEG@ MCaplII (Olgek:2 pum)

3.1.3. Fouirer transform infrared spektroskopisi (FT-IR)

Uretilen ilag tasiyic1 biyokompozit malzemelerin yapisal tayini icin Thermo Scientific marka,
Nicolet 6700 model Fourier Transform Infrared Spektroskopi cihazi kullanilmistir. Sekil 3.2.de
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saf kapari, saf PEG, MCaplll, PEG@MCaplll, MCaplV ve DOX yiikli formlarina ait FT-IR
spektrumlari verilmistir.
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Sekil 3.2. a) Saf kapari, MCaplll ve MCaplV b) MCaplll, PEG@MCaplll ve saf PEG c)
PEG@MCaplll, PEG@MCaplll + DOX/pH 7.4 ve PEG@MCaplll + DOX/pH 5.2 FT-IR
spektrumlari
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Sekil 3.3. (Devam) a) Saf kapari, MCaplIl ve MCaplV b) MCaplll, PEG@MCaplII ve saf PEG c)
PEG@MCaplll, PEG@MCaplll + DOX/pH 7.4 ve PEG@MCaplll + DOX/pH 5.2 FT-IR
spektrumlari

Saf kapari, MCaplll ve MCaplIV’iin spektrumlari incelendiginde 3279, 3285 ve 3277 cm-! pikleri
O-H gerilme titresimi ve 1615, 1635 ve 1634 cm-! piki -C=N egilme titresimini gostermektedir.
Saf kapari ve MCaplV’e ait FTIR spektrumlarindaki 3279 ve 3277 cm-Ydeki O-H pikleri
MCaplIl'iin spektrumunda bir miktar soniimlenmeye ugramistir (3285 cm-1). Saf kapari,
MCaplll ve MCaplV'deki 2919, 2920 ve 2921 cm-! pikleri C-H gerilmesine aittir, bu pikler saf
kapari ve MCaplV spektrumlarinda nispeten daha keskindir. 1031 ve 1032 cm-! 'de gortlen C-
O titresim piki, MCaplV’te daha siddetli olarak gdzlenmistir (Sekil 3.2 A). Saf kaparinin
spektrumunda ise ayni bolgede 1045 ve 1104 cm! de -CH»-0 ve -CH-O0 pikleri goriilmektedir.

MCaplll, PEG@MCaplll ve saf PEG’in bir arada goriildiigli spektrumda, MCaplll ve saf PEG’e ait
spektrumlarda gozlemlenen O-H gerilme titresiminin (3285 ve 340 cm) siddeti
PEG@MCaplIl'in spektrumunda artmis ve yayvanlasmistir (3272 cm-). Saf PEG'in
spektrumunda gézlemlenmeyen, MCaplII'iin spektrumunda belirgin olan 1635 cm-! ‘deki C=N
gerilme piki, PEG@MCaplIl'iin spektrumunda 1633 cm-1te daha keskin bir bant olarak
gozlemlenmistir. MCaplII'iin spektrumunda gozlemlenen 1730 cm-Ydeki C=0 gerilmesine ait
pikin PEG@MCaplil'de sonlimlendigi goriilmektedir. Saf PEG ve PEG@MCaplll'in
spektrumlarindaki 1240 ve 1222 cm-''de belirginlesen Ar-0 pikinin, MCaplII'iin spektrumunda
goriilmemesi malzemenin PEG ile kaplanmis oldugunu géstermektedir. MCaplIl'e ait 1032 cm-
deki C-O piki PEG@MCapllIl’e ait spektrumda (1026 cm-!) yayvanlasmistir (Sekil 3.2 B). Saf

PEG’in spektrumunda ise ayni bélgede pik goriillmemektedir.

Sekil 3 C'de PEG@MCaplll, DOX ytukli PEG@MCaplll (pH 7.4ve DOX yiikli PEG@MCapllI (pH
5.2 )‘e ait FTIR spektrumlari verilmistir. Bu spektrumlarda sirasiyla 3272, 3335 ve 3285 cm-!
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de O-H gerilme pikleri goriilmektedir. 1222 cm-'deki Ar-O piki DOX'un yiiklenmesi ile 1207
cm?! de ve 1151 cmt C-O piki 1150 cm?! de her iki pH icin de siddetini arttirmis ve
belirginlesmistir.

Elde edilen FTIR bulgularina gore, sentezleme yonteminin malzemenin kimyasal 6zellikleri
tizerinde etkili oldugu soylenebilir (Sekil 3.2 A). Sonokimyasal sentez yontemi ile elde edilen
MCap. III'tin PEG ile kapli oldugu (Sekil 3.2 B) ve DOX'un tasiyici yiizeyine tutundugu
goriilmektedir (Sekil 3.2 C).

3.1.4. Biyouyumluluk ve sitotoksisite analizleri

Elde edilen 3 farkhi potansiyel ila¢g tasiyici manyetik malzemenin biyouyumluluk ve
sitotoksisite profillerinin belirlenebilmesi icin 3 farkhh yéntem kullamild: ilk olarak hiicre
canliliginin belirlenebilmesi icin yaygin olarak kullanilan kolorimetrik MTT testi uygulandu.
Ardindan hiicre membrani biitlinliigii ve sitotoksisite belirteci olarak biyoliiminesansa dayali
hassasiyeti yliksek bir yontem olan LDH testi geceklestirildi. Son olarak hiicre morfolojisi,
sitotoksisite etkisiyle dlen hiicrelerin 6liim modu ve canlilik hakkinda bilgi veren Hoechst
33258/Propidium lodide floresan ¢ift boyama yontemi kullanildi. Her ti¢ teknikte Kastamonu
Universitesi Doku Miihendisligi, Biyomalzeme ve Kok Hiicre Laboratuvar1 envanterinde
bulunan Wistar albino sicanlarindan izole edilen mezenkimal kok hiicreler kullanildi. MTT ve

LDH analizlerinde her 6rnek icin en az iki tekrarli bagimsiz deney gergeklestirildi.

Deneylerden elde edilen bulgular analiz edildiginde, her ii¢ testin birbiri ile pararlel sonuglar

verdigi goruld.

3.1.4.1. MTT [3-(4,5-dimetildiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] Testi Bulgulari

MCaplll, PEG@MCaplll ve MCaplV’e ait MTT analizi bulgularindan elde edilen veriler
kullanilarak % canlilik oranlar1 hesapland:i ve konsantrasyona kars: grafige gecirildi. Elde

edilen grafikler sirasiyla Sekil 3.3, Sekil 3.4 ve Sekil 3.5’te verilmistir.
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Sekil 3.3. MCaplII MTT testi hiicre canlilig1 verileri
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Sekil 3.4. PEG@MCaplIl MTT testi hiicre canlilig1 verileri
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Sekil 3.5. MCaplV MTT testi hiicre canlilig1 verileri

MTT analizi bulgularina gore, her ii¢ ila¢ tasiyici malzeme i¢in en diisiik konsantrasyon ve en
yuksek maruziyet siiresinde elde edilen hiicre canlilig1 verilerine bakildiginda (5 pg/mL, 7 giin)

MCaplII'iin kontol hiicrelerine kiyasla %100’e yakin hiicre canlilig1 degerlerine sahip oldugu
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gorilmektedir (Sekil 3.3). PEG@MCaplll ve MCaplV icin de bu zaman noktasi ve
konsantrasyonda %75’in iizerinde canlilik degerlerine ulasildig1 goriilmektedir. MCaplII'iin en
yliksek maruziyet dozu olan 100. pg/mL konsantrasyonda ve en uzun maruziyet stiresi olan 7.
giinde %60’lik canlilik oramiyla en diisiik sitotoksisite olusturan malzeme oldugu tespit
edilmistir. MCaplV ic¢in siireye bagimli bir canlilik diisiistii gdzlenmektedir. MCaplIV’ i¢in her iki
zaman noktasi ve konsantrasyonda ve 6zellikle 100 pg/mL konsantrasyonda %25’in altindaki
hiicre canliligi oraniyla her ii¢ malzemeden daha yliksek bir toksik etki olusturdugu
goriilmektedir (Sekil 3.5). PEG@MCaplll ise, zaman icinde azalan bir sitotoksik etki
gostermekte, 5 ve 10 pg/mL konsantrasyonda 7 giinliik maruziyet sonunda %100’e yakin
canlilik degerleri olusturmaktadir (Sekil 3.4). Kullanilan en yiiksek miktar olan 100 pg/mL doz
ve en uzun maruziyet stiresi olan 7. giindeki veriler kiyaslandiginda, MCaplIl ve PEG@MCaplII
icinse hiicresel canlilik miktarlar1 %50’nin lizerindedir. PEG@MCapllII verilerinde bakildiginda

tiim dozlarda hiicre canlilifinda zamanla artis oldugu gézlemlenmektedir.

3.1.4.2. Biyoliiminesansa Dayali LDH Analizi Bulgulari

Okunan liiminesans degerlerinin zamana ve log[konsantrasyon] degerlerine karsi grafige
gecirilmesi ile elde edilen MCaplll, PEG@MCaplll ve MCaplIV’e ait LDH analizi bulgularina ait
grafikler sirasiyla Sekil 3.6, Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’de verilmisgtir.

MCaplll MCaplll
__ 10000 __ 10000
=) S 8000
2 8000 & 6000
— 6000 5 pg/ml — 4000 )
@ 4000 B 2000 e —®—1. Giin
$ 2000 10 pg/ml g 0 i
= = R I e 3. Gun
€ 0 50 pg/ml € N S
= 3 S\ o 7. Giin
- L3 7 100 pg/ml - P ‘
Glin Gin GUn \) N
Zaman log[MCaplll], pg/ml

Sekil 3.6. MCaplll LDH grafigi
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Sekil 3.7. PEG@MCaplII LDH grafigi
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Sekil.3.8. MCaplV LDH grafigi

LDH analizi verileri ile elde edilen grafikler incelediginde, en yiiksek LDH salimi her ii¢
malzeme icin de maruziyetin 7. giiniinde gerceklesmistir. Maruziyetin 3. giiniinde ise, LDH
saliminin MCap III ve MCaplV i¢in gerceklesmedigi, PEG@MCaplIl i¢in ise minimal diizeyde
oldugu goriilmektedir. Maruziyetin ilk giiniinde en yiliksek LDH salimina sebep olan malzeme
PEG@MCaplIl olmustur (Sekil 3.7). MCaplII'iin, tiim zaman noktasi ve konsantrasyonlarda en
diisiik LDH salimina sebep olan malzeme oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.6).

3.1.4.3. ikili Boyama Hoechst 33258 /Propidium Iodide (HO/PI) Floresan Cift Boyama Yéntemi
ile Hiicre Morfolojisi Analizi Bulgulari

PEG@MCaplll ilag¢ tasiyict nanokompozitin MSC hiicreleri lizerine morfolojik etkisi ikili
boyama yontemi ile belirlendi (Sekil 3.9). Hiicre kiiltlirii ortaminda apoptozise giden
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hiicrelerin membran biitiinliikleri korunurken (erken apoptozda) daha ileri donemlerde gec
apoptoz/sekonder nekrozun gelismesi ile hiicrelerin membran biitiinliikleri bozulmaktadir. PI
bu nedenle yalniz membran biitiinliigli bozulmus ge¢ apoptoz/sekonder nekroz asamasindaki
hiicreleri boyamaktadir. Hoechst ise hiicre membranindan gegebilmekte ve niikleusa sahip
tlim hiicreleri boyamaktadir. Kullanilan teknikte, normal canli hiicre niikleuslar1 mavi (Hoechst
33342), apoptotik niikleusa sahip canli hiicreler agik-parlak mavi (Hoechst 33342), normal
niikleusa sahip 6lii hiicreler parlak kirmiziya (PI) ve apoptotik niikleusa sahip 6lii hiicreler acik
kirmizi-pembe renge (HO/PI) boyanir (Cao vd. 2017).

Hoechst 33342 ile boyanan hiicreler Sekil 3.9 A, D ve G’de; Pl ile boyanan hiicreler Sekil 3.9 B,
E ve H'de; iki gorselin iist liste bindirilmesiyle elde edilen HO/PI ikili boyama gérintiisii ise,
Sekil 3.9 C, F ve I'da verilmistir.

Maruziyetin 7. giiniindeki hiicre morfolojisini gosteren Sekil 3.9 incelendiginde, kontrol
hiicrelerinin biiylik oranda a¢ik mavi renkte boyanan normal hiicre niikleuslarindan olustuguy,
az sayida membran biitiinliigii bozulmus-nekrotik hiicre icerdigi goriilmektedir (Sekil 3.9 C).
Spug/mL PEG@MCaplll ile etkilestirilen hiicrelerde, canli hiicre sayisinin nekrotik-6li
hiircrelerden daha fazla oldugu goriilebilir. Kontrol grubu hiicreleri ile karsilastirildiginda
nekrotik hiicre sayisinda bir miktar artis mevcuttur (Sekil 3.9 F) ancak, normal/canh
hiicrelerin yine belirgin sekilde daha fazla sayida oldugu belirlenmistir. 100 pg/mL
PEG@MCaplll ile etkilestirilen hiicrelerde ise canli hiicre sayisinda belirgin bir disiis ve
nekrotik hiicre sayisinda ve membran gecirgenliginde artis tespit edilmistir. Canli/6li hiicre
oraninin birbirine daha yakin oldugu ve apoptotik hiicelerin bulundugu Sekil 3.9 I'da

goriilebilir.
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Hoechst 33342 PI Hoechst 33342 /P1

-
-
-

Sekil 3.9. 7 giinliikk maruziyet sonunda A, B ve C Kontrol grubu D, E ve F 5pg/mL, G H ve [ ise
100 5pg/mL PEG@MCaplll ile muamele edilmis mezenkimal kok hiicrelere ait ikili
boyama floresan mikroskop gériintiileri (Olcek: 200 um) (Oklar; 1: Normal
niikleuslu canli hiicre, 2: Apoptotik niikleuslu canli hiicre, 3: Normal niikleuslu 6l
hiicre, 4: Apoptotik ntiikleuslu 6l hiicre-HO/PI ¢ift boyanmis)

PEG@MCaplll/ Kontrol MSC
DOX 5ug/mL

PEG@MCaplll/
DOX 100 pg/mL

3.1.5. Mossbauer spektroskopisi sonuglari

Mossbauer spektrumuna ait sonuglar asagida (Sekil 3.10. & Tablo3.2.) verilmisgtir.
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Sekil 3.10. Farkli yontemle sentezlenen a) MCaplll, b) PEG@MCapllIl ve c) MCaplIV’e ait

Mossbauer Spektrumlari

Orneklerin oda sicakliginda elde edilen Méssbauer spektrumlar: Sekil 3.10’ de verilmistir. Fit
sonucu elde edilen izomer kayma, i¢ manyetik alan, kuadropol kayma, ¢izgi genisligi ve olusan
fazlarin kismi alani gibi Mossbauer parametreleri Tablo 3.2’ de verilmistir. Sekil 3.10° de
goriildigu gibi MCaplll ve MCapV’ e ait Mdssbauer spektrumlari 2 doublet ve 1 sextet den
olusmaktadir. PEG@MCaplIl'e ait Mossbauer spektrumu ise bir doublet ve iki sekstetten

olusmustur.

Iki farkh yoéntemle sentezlenen MCaplll ve MCaplV’e ait asir1 ince yapi parametreleri
incelendiginde, her iki malzemede de iki doublet ve bir sekstet yap1 olustugu goriilmektedir.
PEG@MCaplIl'e ait spektrum ise iki sekstet ve bir doubletten olusmaktadir.

MCaplll i¢in, demir atomlarinin yalnizca oktahedral B bdlgesine yerlestigi goriiliirken
PEG@MCaplll i¢in hem tetrahedral A hem de oktahedral B bolgelerinde demir atomlarinin

yerlesik oldugu gozlemlenmektedir. Kiiresel simetrik olmayan bir yiik dagilimi asimetrik bir
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elektrik alana sebep olur, bu da niikleer enerji seviyelerinde kaymaya sebep olur. Niikleer
enerji seviyeleri ile elektrik alan gradiyenti arasindaki etkilesim kuadropol kaymanin
nedenidir. Spektrumda doublet olarak tanimlanan ikili bir pik olarak gortliir. Bu iki pik
arasindaki mesafeden Q.S. degeri belirlenir. Q.S. degeri kristal yapinin simetrisi ve yerel
bozulma hakkinda bilgi verir (Tablo 3.2). MCaplll ve PEG@MCapllI i¢in ferromanyetik fazin

Q.S. degeri ihmal edilebilir seviyededir. MCapIV’te ferromanyetik faz olusumu gézlenmemistir.

Tablo 3.2. Farkhh yontemle sentezlenen manyetik nanopargaciklarin Mdssbauer
spektrumlarinin oda sicaklifinda uyumlandirilmasiyla elde edilen asir1 ince
yap1 parametreleri (Bhf: asir1 ince manyetik alan, L.S.: izomer kayma, I ¢izgi
genisligi, Q.S.: kuadrupol yarilma, RA :roélatif alan)

Nanobiyo . LS. Q.S. Bhs r Ra

kompozit e (mm s-1) (mm s-1) (T) (mm s-1) (%)
Sx-B: Fe*3 0,424 -0,098 43,448 1,604 22,523
MCaplIl Db1: Fet3 0,351 0,887 - 0,535 52,758
Db2: Fe+3 0,347 0,542 - 0,371 24,719

Sx-B: Fe*3 0,328 -0,035 46,787 0,853 8,831
rRGONGY Sx-A: Fe*3 0,309 -0,05 40,487 1,258 46,272
i Db: Fe+3 0,329 0,72 - 0,759 44,897
Sx-B: Fe*3 0,363 0,073 43,316 1,477 37,785
MCaplV Db1: Fet3 0,343 0,827 - 0,592 45,236
Db2: Fe+3 0,337 0,506 - 0,406 16,979

3.2 On Denemeler
3.2.1. Ilag yiikleme ve salim 6n denemeleri

On denemeler kapsaminda 6ncelikle calismada model ilag olarak kullanilmasi planalan DOX ve

5 FU i¢in HPLC cihaz1 kullanilarak kalibrasyon grafikleri cizilmistir.

Ardindan iki farkli yontemle ve iki farkl bilesenle kapari iceren 4 farkli manyetik ilag tasiyici
malzeme sentezlenmistir. Sentezlenen malzemeler MCap I, MCap II, MCaplIl ve MCaplV olarak
adlandirilmistir. Elde edilen malzemelere yaygin olarak kullanilan iki farkli kemoterapotik
ilacla (DOX ve 5FU) yiikleme yapilarak ilag¢ yiiklenme potansiyelleri ortaya ¢ikarilmistir.

Yapilan 6n denemeler sonucunda DOX ve 5FU’nun tasiyiciya yiiklenme kapasiteleri belirlenmis

ve 5FU’nun ilag tasiyici tizerinde ¢ok diisiik miktarlarda tutuldugunun ve salim oranlarinin da
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disiik oldugunun belirlenmesi (Sekil 3.11) lizerine deneylere DOX ile devam etme karari

alinmistir.
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Sekil 3.11. PEG@MCaplll 5 FU ilag salimi1 6n deneme sonuglari

Gerceklestirilen ilag¢ yiikleme 6n denemelerinde, MCap 1 ve MCap II olarak adlandirilan iki
malzemenin DOX ve 5 FU ylikleme miktarlarinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle deneylere

MCaplll ve MCaplV ile devam edilmesine karar verilmistir.

Tez kapsaminda gergeklestirilecek deneyler, hedeflenecek ila¢c olarak DOX ve ilag
hedeflendirme tasiyicisi olarak MCaplll, MCaplV ve MCaplIl'iin PEG ile kaplanmasi ile elde
edilecek PEG@MCapllII izerine planlanmistir.

3.2.2. ilag yiikleme

On deneme sonuglarina gére belirlenen malzemelere DOX yiiklenmis ve iki farkli pH ortaminda
secilen ila¢ tasiyici maddelerin ne kadar ila¢ tutabildikleri hesaplanarak Tablo 3.3’te
verilmistir. Ila¢ yiikkleme miktarlarinin hesaplanabilmesi icin, 24 saat boyunca ilacla
etkilestirilen malzemeler neodmium miknatislarla dekante edilerek saf su ile 4-5 kez yikanmis

ve yikama suyuna gecen DOX miktar1 HPLC cihazi ile kantitatif olarak tayin edilmistir.
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Baslangic DOX miktarindan yikama suyuna gecen miktar ¢ikarilarak malzeme yiizeyine

tutunan DOX miktar1 hesaplanmistir.

Tablo 3.3 incelendiginde, her iki pH degerinde MCaplll'in daha yiiksek bir DOX tutma
kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. Bu bulgudan hareketle MCaplIl'iin
biyouyumlulugunun ve sistemik dolasimda kalma siiresinin artirilmasi amaciyla MCaplII'iin
PEG ile kaplanmasi planlanmistir. Kaplama c¢alismasi sonrasi elde edilen malzeme
PEG@MCapllII olarak adlandirilmistir. PEG@MCapllI ile de DOX ytiikleme calismasi yapilarak
ilac tutma kapasitesi belirlenmistir (Tablo3.3). Elde edilen bulgular, MCaplll ylizeyinin PEG ile
kaplanmasi ile ila¢ tutma kapasitesinin belirgin bicimde arttifin1 gostermistir (pH 7,4
ortaminda %78'den 92’ye ve pH 5,2 ortaminda %81’den 91’e). PEG kaplamanin bu etkisinin

hem ylizey alani artis1 hem de fonksiyonel gruplarindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

MCaplIV’iin ilag yiikleme kapasitesi MCaplll ve PEG@MCaplIIl'e kiyasla, belirgin bicimde daha

diistiktiir. Bu durum, malzemenin sentez yonteminden kaynaklanan boyut ve ylizey farki ile

aciklanabilir.
Tablo 3.3. ilag yiikleme potansiyelleri
%ilag Yiikleme pH 7,4 (PBS) pH 5,2 (AC)
MCaplV 72 76
MCaplIl 78 81
PEG@MCaplIl 92 91

3.3. ila¢ Salim Deneyleri

MCaplll, PEG@MCaplll ve MCaplV’e ait in vitro ila¢ salim profilleri, pH 7,2 (PBS) ve pH 5,2 (AC)
tampon ¢ozelti ortaminda incelenmistir. Bu amagla belirli zaman araliklarinda DOX yiiklii ilag¢
tasiyicilardan salinan ilag miktar1t HPLC cihazi ile kantitatif olarak analiz edilmis, her zaman
noktasi icin % kiimiilatif salim miktarlari hesaplanmis ve zamana karsi grafige gecirilerek
sentezlenen ila¢ tasiyici malzemelerin PBS ve AC tamponundaki ilag salim profilleri
belirlenmistir. MCaplll, PEG@MCaplll ve MCaplV’e ait in vitro ilag salim grafikleri sirasiyla
Sekil 3.12, 3.13, ve 3.14’te verilmistir.

MCaplIl'tin DOX salim profili incelendiginde, iki pH degerinde benzer salim profillerinin

olustugu goériilmektedir ancak pH 5’te bir miktar daha hizh salim oldugu séylenebilir. ilk 50 dk.
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icinde her iki pH degerinde malzeme iizerine yiiklii DOX'un yaklasik %60°’1 salinmigtir. 150-200
dk. araliginda ise DOX'un tamamina yakini salinmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. MCaplll DOX ilag salim deneyi

Ayni malzemenin PEG ile kaplanmis formu olan PEG@MCaplil'e ait DOX salim grafigi
incelendiginde, ortam pH'inin biiyiik bir fark yaratmadigi, her iki pH degerinde paralel bir
salim profili sergiledigi goriilmekle beraber, AC tamponu ortaminda nispeten daha yiiksek bir
miktarda salimin gercgeklestigi belirlenmistir. Salim baslangicindan itibaren ilk 300 dk.da
malzemenin %70’e yakin oranda DOX saldig}, ilerleyen zaman noktalarinda da bu oranin sabit
kaldig1 goriilmektedir (Sekil 3.13).

MCaplV i¢in elde edilen salim grafiginde pH farkinin salim profilini belirgin sekilde degistirdigi
goriilmektedir ve malzeme pH’a duyarh bir salim davranisi sergilemektedir. Malzeme pH 5,2
ortaminda ilk 75 dk/da tasidigi DOX'un yaklasik %Z24’ini salmakta ve sonraki zaman
noktalarinda salim yapmamaktadir. pH 7,4 ortaminda ise ilk 225 dk.’da DOX salimi yaklasik
%91’e ulasmistir, takip eden saatlerde ise daha diisiik hizla ilacin tamamini salmaktadir (Sekil
3.14).
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Sekil 3.13. PEG@MCaplll DOX ilag salim deneyi
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Sekil 3.14. MCaplV DOX ila¢ salim deneyi
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3.4. ila¢ Konsantrasyonu

MCaplll, PEG@MCapllIl ve MCaplV icin maksimum DOX ytikleme kapasitesinin arastirilmasi ve
ilacin tasiyic1 yiizeyine tutunma bi¢iminin izoterm hesaplamalari ile modellenebilmesi
amaciyla farkli konsantrasyonlarda hazirlanan DOX c¢ozeltileri ile ila¢ tasiyici malzeme
etkilestirilmis ve her konsantrasyon icin yiiklenen % DOX miktarlar1 hesaplanmistir.
Hesaplanan sonuglar DOX konsantrasyonuna karsi grafige gecirilerek Sekil 3.15, 3.16 ve

3.17’da verilmistir.

MCaplll i¢in elde edilen verilere gore, 200 mg/L DOX konsantrasyonunda maksimum yiikleme
miktari olan yaklasik %92’ye ulagsmistir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. MCaplll ila¢ konsantrasyonu deneyi

PEG@MCaplll icin DOX yiikleme verilerine gore, 300 mg/L konsantrasyonda maksimum ila¢
yikleme orani olan %95’e ulasilmistir (Sekil 3.16). MCaplV ise, benzer sekilde 300 mg/L ilag

konsantrasyonunda %93’liikk maksimum yiikleme oranina sahiptir (Sekil 3.17).
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Sekil 3.16. PEG@MCaplll ila¢ konsantrasyonu deneyi
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Sekil 3.17. MCaplV ila¢ konsantrasyonu deneyi
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3.4.1. izoterm hesaplamalar

Biyosorpsiyon izotermi, sorbat ve biyosorbent arasindaki etkilesimi tanimladigi i¢cin énemlidir.
Biyosorpsiyon izotermleri, biyosorbent ilizerine biyosorbe edilen sorbat miktar1 ile denge
aninda sividaki sorbat konsantrasyonu arasindaki iliskiyi bulmaya yardimci olur. Cok cesitli
denge izoterm modelleri vardir, bunlardan bazilar1 Langmuir, Freundlich, Redlich-Peterson,
Dubinin-Radushkevich (D-R), Temkin, Sips ve Flory-Huggins izotermleridir (Kumar, 2019). Bu
calismada MCaplll, MCaplV ve PEG@MCaplll tlizerine DOX'un biyosorpsiyonu icin ilag¢
konsantrasyonu deneysel calismasindan elde edilen veriler Langmuir, Freundlich ve Dubinin-
Radushkevich izoterm modellerine uygulanmistir. MCaplll icin Langmuir, Freundlich ve
Dubinin-Radushkevich izoterm modelleri sirasiyla Sekil 3.18, 3.19 ve 3.20’de, MCaplV i¢in
sirasiyla Sekil 3.21, 3.22 ve 3.23’te ; PEG@MCaplll icin ise sirasiyla Sekil 3.24, 3.25 ve 3.26’'da
verilmistir.

In (g4)

Sekil 3.18. MCapllI Freunlich izoterm modeli
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Sekil 3.19. MCaplll Langmuir izoterm modeli
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Sekil 3.20. MCaplII D-R izoterm modeli
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Sekil 3.21. MCaplV Freundlich izoterm modeli
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Sekil 3.22. MCaplV Langmuir izoterm modeli
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Sekil 3.23. MCaplV D-R izoterm modeli
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Sekil 3.24. PEG@MCaplll Freundlich izoterm modeli
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Sekil 3.25. PEG@MCaplll Langmuir izoterm modeli
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Sekil 3.26. PEG@MCaplII D-R izoterm modeli
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Tablo 3.4. ila¢ adsorpsiyonu icin izoterm sabitleri

MCaplIl

Langmuir izotermi

Freundlich izotermi

D-R izotermi

gmax (mol g'1) | 3,972x10-¢ gmax (mol g1) 2,56 x105
gmax (mgg1) | 2,303 n 4,950 3 (molz kJ-2) 2,484x10-8
K. (L mol) 1,525x105 | Kr(Lg?) | 2,144 %105 E (k] mol1) 4,48 x105
r? 0,680 r? 0,265 r2 0,817
MCaplV

Langmuir izotermi

Freundlich izotermi

D-R izotermi

Gmax (mol g'1) | 1,027x10-5 gmax (mol g1) 2,54 x10-5
n 4,830
gmax (mg g1) | 5956 3 (mol? kJ-2) 1,463x10-9
6,666x 105
Ki. (L. mol-1) Ke (L g1) | 8,149 x10-5
E (k] mol-1) 7,09 x105
r? 0,815 r? 0,795 r2 0,796
PEG@MCaplIl

Langmuir izotermi

Freundlich izotermi

D-R izotermi

gmax (mol g'1) | 2,678x10-4 gmax (mol g1) 4,874 x10-5

gmax (Mg g1) | 15,5 n 1,246 R (mol2 kJ-2) 7,523x10-9

K. (L mol-1) 9,381x103 | Kr(Lg1) | 2,61x101 E (k] mol1) 8,15 x103
re 0,876 re 0,755 rz 0,011

DOX'un biyosorban iizerine biyosorpsiyonuna ait deneysel veriler Tablo 3.4’te verilmistir.
MCaplll icin Langmuir, Freundlich ve Dubinin-Radushkevich izotermlerinin korelasyon kat
sayilar1 sirasiyla 0,680, 0,265 ve 0,817 olarak hesaplanmistir. Elde edilen korelasyon
katsayilarina bakildiginda, deneysel verilerin D-R izoterm modeli ile uyumlu oldugu
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gorilmektedir. DOX ile MCaplII'iin kimyasal olarak baglandigi diisiiniilmektedir. Ayica E degeri

16 kj/mol den yiiksek olmasi kimyasal adsorpsiyonun varligini desteklemektedir.

MCaplIV’iin deneysel verileri izoterm modelleri ile degerlendirildiginde ise en yiiksek r2 degeri
Langmuir 0,815 olarak bulunmustur. Langmuir izoterm modelinde biyosorpsiyon enerjisi K.
degeri 6,666 x10° olarak hesaplanmistir. Biyosorpsiyon verilerinin Langmuir izoterm
modeline uymasi ile biyosorpsiyon isleminin biyosorbanin yiizeyine tek tabakali olarak
gerceklestigi soylenebilir.

PEG@MCaplll tizerine DOX biyosorpsiyonunun Langmuir izoterm modeli uygulandiginda elde
edilen korelasyon katsayisi 0,876 olarak en yliksek degere sahiptir. Freundlich izoterm
modeline icin ise r2 degeri 0,755 olarak bulunmustur. Tiim bu sonuglra gére PEG@MCaplII'iin

tizerine DOX biyosorpsiyonu fiziksel ve tek tabakali olarak gergeklesmistir.

3.4.2. Kinetik hesaplamalar

DOX ilacinin hazirlanan biyomalzemeler lizerine adsorpsiyon mekanizmalarim1 belirlemek
amaciyla, siire deneysel ¢alismalarindan elde edilen adsorpsiyon verilerine yalanci-birinci-
dereceden ve yalanci-ikinci-dereceden kinetik modelleri uygulanmistir. Deneysel veriler ile
modelin 6ngordiigli degerler arasindaki uygunluk, korelasyon katsayilar1 (r2 degerleri 1’e
yakin veya 1’e esit) ile ifade edilir. Yiiksek bir r2 degeri, modelin DOX adsorpsiyonunun
kinetigini basariyla tanimladigini gdsterir. Uygulanan kinetik modellerin grafikleri asagida

verilmistir.
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Sekil 3.27. MCaplll ile yalanci-birinci-dereceden kinetik modeli
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Sekil 3.28. MCaplV ile yalanci-birinci-dereceden kinetik modeli

-2
-3 4 5
° °
-4
o
Cid
7 o
=
£ -6
o)
o)
_7 -
® PEG@MCaplll PBS
-8 - O PEG@MCaplll AC
'9 T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350
t (dk)

Sekil 3.29. PEG@MCaplll ile yalanci-birinci-dereceden kinetik modeli
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Sekil 3.30. MCaplll ile yalanci-ikinci-dereceden kinetik modeli
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Sekil 3.31. MCaplV ile yalanci-ikinci-dereceden kinetik modeli
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Sekil 3.32. PEG@MCaplll ile yalanci-ikinci-dereceden kinetik modeli

Hazirlanan biyomalzemeler iizerine DOX'un biyosorpsiyonuna ait Lagergren yalanci birinci
dereceden hiz ifadesinden elde edilen In( - ) degerlerinin t’ ye karsi grafikleri Sekil 3.27,
Sekil 3.28 ve Sekil 3.29’da yalanci ikinci dereceden hiz ifadesinden elde edilen t/qt degerlerinin
t’ ye karsi grafikleri Sekil 3.30, Sekil 3.31 ve Sekil 3.32’de verilmistir. Tablo 3.5’ deki veriler bu

grafiklerin egim ve kesimlerinden bulunan kinetik parametrelerdir.

Tablo 3.5 incelendiginde yalanci birinci dereceden kinetik model ¢alismasindan elde edilen
korelasyon katsayilarinin her ti¢ biyomalzeme (MCaplll, MCapIV ve PEG@MCaplll) i¢in de
yuksek olmadig1 goriilmektedir. Ayrica teorik olarak hesaplanan q degerleri de deneysel
verilerle uyum saglamamaktadir. Bu sonuglara gore, DOX ile her ii¢ biyomalzemenin de
biyosorpsiyon mekanizmasi yalanci-birinci-dereceden kinetik modele uyumlu olmadigi

gorilmistir.

Tablo 3.5 de goriildiigii tizere yalanci ikinci dereceden kinetik model ¢calismasindan elde edilen
korelasyon katsayilar1 0,980-0,999 aralifinda yer almaktadir. Deneysel ve teorik olarak
bulunan q degerlerini karsilastirdigimizda da sonuglarin birbirlerine yakin oldugu
gorilmektedir. Bu nedenle, MCaplll, MCaplV ve PEG@MCaplll iizerine DOX

biyosorpsiyonunun yalanci-ikinci-dereceden kinetik modeline uydugu sdéylenebilir.
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Tablo 3.5. ila¢ adsorpsiyonu icin kinetik parametreler

Yalanci-birinci- Yalanci-ikinci-
dereceden dereceden
MCaplII PBS
qe (mg g1) 0,019 qe (mg/g) 1,130
ki (dk?) 6,654 x 103 k. (g/mg. dk) 1,66x10°2
r2 0,064 r2 0,972
MCaplII AC
qe (mg g™) 0,433 qe (mg/g) 1612
-2
Fa (dk1) 1,250 x 10° k2 (g/mg. dk) 191x10
r2 0,601 r2 0,982
MCaplV PBS
qe (mg g 1) 0,110 qe (mg/g) 1,22
ki (dk-1) 1,110 x 102 k; (g/mg. dk) 1,95x10-2
r? 0,136 r2 0,999
MCaplV AC
ge (mg g1) 0,284 ge (mg/g) 1,23
-2
ki (dk1) 2,400x 10 k2 (g/mg. dk) 2 43x10°
r? 0,415 r? 0,998
PEG@MCaplII PBS
qe (mg g) 0,054 q. (mg/g) 1,161
ki (dk1) 1,890 x 10-3 k (g/mg.dk) | 2,39x102
r2 0,521 r2 0,998
PEG@MCaplII AC
qe (mg g1) 0,082 qe (mg/g) 1,161
ki (dk) 5,564 x 103 ko (g/mg. dk) 213x107
r2 0,100 r2 0,980

3.5. Biyobozunurluk Analizi Bulgulari

Sentezlenen ila¢ tasiyict malzemelerin farkli pH ortamlarinda zaman igindeki kiitle degisimini
incelemek iizere pH 7,4 PBS ve pH 5,2 AC tamponunda gerceklestirilen deneysel calismanin

bulgular1 Sekil 3.33’te verilmistir. Kiitlenin zaman icindeki degisimi kiimiilatif % olarak

hesaplanarak grafige gecirilmistir.
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Sekil 3.33. MCaplll, PEG@MCaplll ve MCaplV’e ait iki farkli pH ortami ve 37 °C’deki zamana
bagh % kiitle degisimi grafigi

Biyobozunurluk analizi bulgular1 Sekil 3.33’te verilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde,
kullanilan tim malzemelerde ilk 2 haftalik zaman araliginda PBS tamponu igindeki MCaplV
disindaki tiim malzemelerde kiitlede azalma gerceklesmistir. Bu azalmanin AC tamponu
icindeki malzemeler i¢in daha fazla oldugu gorilmektedir. Kullanilan malzemeler arasinda en
fazla kiitle kaybi, AC tamponu icinde siispanse edilen PEG@MCaplII icin tespit edilmistir. PBS
tamponu icindeki MCaplV icin kiitlede azalma olmamistir, hatta minimal bir artis
gerceklesmistir.

2-9. Haftalar arasinda ise tiim malzemelerde kiitlenin arttig1 goriilmektedir. Bu artis pH 7,4
ortamindaki MCaplll i¢in en yiiksek, pH 5,2 ortamindaki PEG@MCaplll ve MCaplV icin en
distik seviyede gerceklesmistir.
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4. BOLUM

TARTISMA

Ilag tasiyic1 nanoparcaciklarin zeta potansiyel analizi 6l¢iim sonuglar tablo 1.1’de verilmistir.
Zeta potansiyel degerleri incelendiginde her lic malzemenin de nispeten diisiik (<30MV) bir
zeta potansiyele sahip olmasi, malzemenin 6bek/agregat olusturma potansiyeli bulundugunu

gostermektedir. Ayrica zeta potansiyel 6l¢limii ile ylizey yiikiiniin negatif oldugu belirlenmistir.

DLS yontemi ile boyut analizi sonuglarina gore, MCapIV’iin sentezlenen diger malzemelere
kiyasla daha biiyiik bir pargacik boyut dagilimina sahip oldugu goriilmektedir. Bu sonu¢ SEM
analizi sonuglari ile de uyumludur. En kii¢lik parcacik boyutuna sahip olan malzeme 412 nm
ile MCapllI olarak belirlenmistir. Malzemenin PEG ile kaplanmasi sonucu elde edilen PEG@

MCaplII'in daha biiyiik boyut araligina sahip olmasi da deneysel akis ile uyumludur.

PDI sonuclari, MCapIV’in genis bir boyut dagilimina sahip oldugunu gostermektedir. ve PEG@
MCaplll ise daha dar bir boyut dagihmina sahiptir. Ozellikle MCapllIl icin elde edilen PDI

sonuglari olduke¢a dar bir boyut dagilimini géstermektedir.

Elde edilen SEM sonuglarina gore, sentezlenen ila¢ tasiyici nanokompozit malzemelerden
MCaplV, MCaplll ve PEG@ MCaplll ile kiyasla daha biiyiik bir parcacik boyutuna sahip oldugu
gorilmektedir. MCaplll ve PEG@ MCaplll ise daha fazla sayida nano boyutlu partikiiller iceren
bir yilizey morfolojisine sahiptir. Her lic malzeme de yiiksek bir ylizey alan1 ve yogun gozenek
dagilimi sergilemektedir. FTIR ¢alismasi bulgulari, sentezleme ydnteminin malzemenin
kimyasal 6zellikleri tizerinde etkili oldugunu gostermistir (Sekil 3.2 A). Sonokimyasal sentez
yontemi ile elde edilen MCap. III'lin PEG ile kapli oldugu (Sekil 3.2 B) ve DOX'un tasiyici
ylizeyine tutundugu da FTIR analizi sonug¢larindan anlasilmaktadir (Sekil 3.2 C).

Biyouyumluluk ve sitotoksisite deneyleri malzemenin ilag hedeflendirici olarak giivenli
bicimde kullanilabilirligini ortaya ¢ikarmak tizere gerceklestirilmistir. MTT analizi bulgularina
gore, her Ug ila¢ tasiyict malzeme icin en diisiik konsantrasyon ve en yiliksek maruziyet
siiresinde elde edilen hiicre canlilig1 verilerine bakildiginda (5 pg/mL, 7 giin) MCaplII'iin
kontol hiicrelerine kiyasla %100’e yakin hiicre canlilifi degerlerine sahip oldugu
goriilmektedir (Sekil 3.3). Ayni1 malzeme i¢in en yiiksek maruziyet dozu olan 100. pg/mL
konsantrasyonda da 7. giinde %60’k canlilik oraniyla en dusiik sitotoksisite olusturan
malzeme oldugu tespit edilmistir. MCaplV’'e bakildiginda her iki zaman noktasi ve
konsantrasyon icin ve 6zellikle 100 pg/mL konsantrasyonda %25’in altindaki hiicre canlihig
oraniyla her li¢c malzemeden daha ytiksek bir toksik etki olusturdugu goriilmektedir (Sekil 3.5).
PEG@MCaplll ise, her iki zaman noktasi ve konsantrasyon degeri icin MCaplIl'e kiyasla daha
disiik hiicre canlihig1 verilerine sahiptir ancak 5 ve 10 pg/mL konsantrasyonda 7 giinliik

maruziyet sonunda %100’e yakin canlilik degerleri olusturmaktadir (Sekil 3.4), bu da bu
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malzemenin 50 pg/mL ve flzerindeki dozlarinin sitotoksik yanit olusturdugunu
gostermektedir. PEG@MCapllI i¢in zamanla artan hiicre canlilifl degerleri, PEG ile kaplama
sirasinda muhtemel olarak malzeme {izerinde kalmis olan atik maddelerden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Maruziyetin ilerleyen giinlerinde degistirilen hiicre vasati ile birlikte kalinti
kimyasallarin da ortamdan uzaklasmasi, canlilifin zamanla artmasini saglamis olabilir. LDH

analizi verileri de bu durumu dogrulamaktadir.

LDH analizi verileri ile elde edilen grafikler incelediginde, en yiiksek LDH saliminin her g
malzeme i¢in de maruziyetin 7. glinlinde gerceklestigi goriilmiistiir. M CaplIl'iin verilerine
bakildiginda, tiim zaman noktasi ve konsantrasyonlarda en diisiik LDH salimina sebep olan
malzeme oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.6). PEG@MCaplll i¢gin ise tam tersi bir durum
gecerlidir(Sekil 3.7). Bu bulgu PEG’in bilinen biyouyumlu bir polimer olmasi nedeniyle
beklenmeyen bir sonuctur ancak, bu sitotoksik etkinin MCaplIl'in PEG ile kaplanmasi
asamasinda kullanilan dimetil formamid ve 3-aminopropil trietoksisilan gibi kimyasal
maddelerden gelebilecek kalintilardan kaynakl olabilecegi diisiiniilmektedir. 50 pug/mL ve
tizerindeki dozlarda goriilen sitotoksik etkinin azaltilabilmesi icin kaplama prosediirii
sonrasinda malzemenin daha yogun bir yikama islemine tabi tutulmasinin faydali olabilecegi
diistintilmektedir.

Her li¢ madde i¢in 3. Giin LDH salim miktarlari kontrolle ayni veya ¢ok diisiik miktardadir.

Hoechst 33258/Propidium lodide (HO/PI) floresan cift boyama yontemi ile elde edilen
goriintiilerde, normal niikleuslu kontrol hiicreleri maviye, kondanse niikleuslu erken
apoptotik hiicreler parlak maviye, membran biitiinliigii bozulmus ge¢ apoptotik/ sekonder
nekrotik hiicreler kirmizi ve parlak kirmizi-pembe renge boyanmistir (Sekil 3.9). Membran
biitiinligli bozulmus hiicrelerde, iist liste bindirilmis ikili boyama goriintiilerinde pembe-mor
renge boyanmis hiicreler hem PI hem de HO ile ¢ift boyanmis, membran biitiinliigii bozulmus
hiicreleri isaret etmektedir (Sekil 3.9). Acik-parlak maviye boyanan hiicreler kondanse veya
parcalanmis kromatini isaret eder. Kirmiziya boyanan hiicreler, normal niikleuslu oli
hiicrelerdir. Daha parlak kirmizi-pembeye boyanmis hiicreler ise yogunlasmis veya
parcalanmis apoptotik niikleusa sahip olan membran biitiinliigli bozulmus ge¢ apoptotik veya
nekrotik hiicrelerdir.

HO/PI iklili boyama yontemi ile elde edilen veriler degerlendirildiginde, 5 pg/mL
PEG@MCaplIl konsantrasyonunda kontrol hiicrelerine kiyasla dramatik bir sitotoksisite artisi
gozlenmemistir. Kullanilan en yiiksek toksisite dozu olan 100 pg/mL PEG@MCaplll
konsantrasyonunda ise canli hiicre sayisindaki diisiis, membran biitiinliiniin korunamamis
olmasi, nekrotik ve ge¢ apoptotik hiicrelerin varligi sitotoksik etkinin bu konsantrasyonda
belirgin hale geldigini gostermektedir. Bu bulgular LDH testi bulgulari ile de uyumludur.
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Gercgeklestirilen Mdssbauer spektroskopisi analizi sonucunda, iki farkli yéntemle sentezlenen
MCaplll ve MCaplV’e ait asir1 ince yap1 parametreleri incelendiginde, her iki malzemede de iki
doublet ve bir sekstet yap1 olustugu gorilmektedir. PEG@MCaplIIl’e ait spektrum ise iki sekstet
ve bir doubletten olusmaktadir. izomer kayma degerleri, demir atomlarinin +3 yiiklii

olduklarini gostermektedir.

MCaplll i¢in, demir atomlarinin yalnizca oktahedral B bdlgesine yerlestigi goriiliirken
PEG@MCaplll i¢cin hem tetrahedral A hem de oktahedral B boélgelerinde demir atomlarinin
yerlesik oldugu tespit edilmistir. MCaplII'iin PEG ile kaplanmasi sonrasinda izomer kayma
degerlerinin azalmasi oktahedral B bdlgesinde s elektron yogunlugunun arttiginin
gostergesidir. Ayrica malzemenin i¢ manyetik alan degerlerinin de artmis oldugu
gozlemlenmistir. Kiiresel simetrik olmayan bir yiik dagilimi asimetrik bir elektrik alana sebep
olur, bu da niikleer enerji seviyelerinde kaymaya sebep olur. Niikleer enerji seviyeleri ile
elektrik alan gradiyenti arasindaki etkilesim kuadrupol kaymanin nedenidir. Spektrumda
doublet olarak tanimlanan ikili bir pik olarak goértlir. Bu iki pik arasindaki mesafeden Q.S.
degeri belirlenir. Q.S. degeri kristal yapinin simetrisi ve yerel bozulma hakkinda bilgi verir
(Tablo 3.2). MCaplll ve PEG@MCaplll icin ferromanyetik fazin Q.S. degeri ihmal edilebilir
seviyededir. Bu da PEG ile kaplamanin cekirdegin simetrisi lizerinde etkisi olmadigini
gostermektedir. MCaplV'te ferromanyetik faz olusumu goézlenmemistir. Bu bulgu, farkh
yontemle sentezlenen MCaplll ve PEG@MCaplll i¢in paramanyetik veya siiperparamanyetik
6zelligin daha fazla oldugu hakkinda bilgi vermektedir.

DOX tasiyict manyetik MCaplll, PEG@MCaplll ve MCaplIV’in ilag salim profillerine
bakildiginda, MCapIV’iin pH’a duyarli bir salim profili sergiledigi goriilmiistiir. pH 5’te ilag
salim orani %23’le sinirh kalirken, pH7,2’de %100’e yakin degerlerde ila¢ salim davranisi
gostermektedir. MCaplll ve PEG@MCaplll icin pH farki ilag salim davranisi iizerinde belirgin
bir etki yaratmamistir, ancak her iki malzeme de pH 5 kosullarinda bir miktar daha fazla ilag
salmaktadir. MCaplV i¢in pH'1n bu etkisinin nedeni, ylizey yiikiintin diger malzemelere kiyasla
daha negatif olmasi ile aciklanabilir. Asidik pH’ta DOX yiizeyinde hidroksil ve amin gruplari ile
MCaplV ylizeyi arasinda daha kuvvetli bir hidrofilik-hidrofobik etkilesim olabilecegi, bu
nedenle bu pH degerinde ilacin ortama salinmak yerine yiizeye tutundugu diisiiniilmektedir.
PEG@MCaplll icin ilag salim profili incelendiginde, ilk 30 dakikada %40 DOX salimi
gerceklestirdigi goriilmiistiir. Bu durum, ani salim veya patlama etkisi (burst effect) olarak
yorumlanabilir. Daha sonraki zaman noktalarinda daha kontrollii bir salim gergeklesmis ve ilag
pH 5 ortaminda yaklasik %74’e, pH 7,4’te ise %64’e varan salim miktarlar1 gézlenmistir.
MCapllIl i¢in, ani patlama etkisi diger malzemelere kiyasla ¢ok daha belirgin bir sekilde ortaya
aikimustir. {1k 10 dk. icinde tagidigi DOX'un %40’ 1m salmis, sonrasinda ise yine nispeten hizli
bir salim sergileyerek 165 dk. icinde %100 salim degerine ulasmistir. Bu ani salim etkisi,
malzemenin PEG ile kaplanmasiyla azalmis ve daha kontrollii bir salim yapilabilmesi miimkiin

olmustur.
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llag¢ konsantrasyonu deneyinden elde edilen deneysel veriler Langmuir, Freundlich ve
Dubinin-Radushkevich izoterm verileri degerlendirilmistir. Deneysel veriler Langmuir izoterm
verileriyle uyumludur. Bu sonu¢ DOX'un biyokompozit malzeme ylizeyine tek tabakal olarak
adsorbe oldugunu géstermektedir.

Sekil 3.3'te verilmis olan biyobozunurluk analizi bulgularina gore, kullanilan tim
malzemelerde ilk 2 haftalik zaman araliginda PBS tamponu icindeki MCaplV disindaki tiim
malzemelerde kiitlede azalma gerceklesmistir. Bu azalmanin AC tamponu i¢cindeki malzemeler
icin daha fazla oldugu goriilmektedir. Kullanilan malzemeler arasinda en fazla kiitle kaybi, AC
tamponu icinde siispanse edilen PEG@MCaplll i¢in tespit edilmistir (%0,08). PBS tamponu
icindeki MCaplV icin kiitlede azalma olmamistir, hatta minimal bir artis (%0,01)
gerceklesmistir.

2-9. Haftalar arasinda ise tiim malzemelerde kiitlenin arttif1 goriilmektedir. Bu artis pH 7,4
ortamindaki MCaplll icin en yiiksek (%0,13), pH 5,2 ortamindaki PEG@MCaplIl ve MCaplV i¢in
en disiik seviyede (%0,07 ve %0,01) gerceklesmistir. pH 5,2’de tim malzemelerdeki kiitle
artist daha diisiik oranda gergeklesmistir.

Ik haftalarda gerceklesen kiitle diisiisiiniin malzeme yiizeyinden bir miktar biyobozunur
kaparinin ve PEG’in ayrilmis olmasi ile, daha sonra gerceklesen kiitle artisinin ise 37°C deki
etlivde kurutma sartilarinda malzeme yiizeyindeki atomlarin havanin oksijeni ile reaksiyona
girerek oksitlenmesi ile olabilecegi diisiniilmektedir. Elde edilen bulgular malzeme yiizeyinin
PEG ile kaplanmasinin 6zellikle pH 5,2’de malzemeyi oksitlenmekten korudugunu
gostermistir. pH 7,2’de en diisiik kiitle artisi ve oksitlenme diizeyi yine PEG@MCaplIl i¢in tespit
edilmistir (%0,007). Bu bulgu da PEG ile kaplamanin malzemeyi oksitlenmeye karsi koruyucu

etkisini ortaya koymaktadir.
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SONUC ve ONERILER

Bu calismada, hedefe yonelik ila¢ salinimi yapabilen biyouyumlu bir nano biyokompozit
malzeme hazirlanarak ilag¢ tasiyici olarak kullanimi {izerine arastirma yapilmistir. Arastirma
bulgulari, sentezlenen manyetik 6zellikli ila¢ tasiyici malzemelerden MCaplll, PEG@Mcaplll ve
MCaplV’iin ilag tasima ve salim potansiyeline sahip oldugunu gostermistir. Elde edilen
malzemelerden biyouyumlulugu ve ila¢ tutma kapasitesi en yiiksek olan MCaplll, PEG ile
kaplanmistir. PEG ile kaplama ilacin daha kontrollii salimina olanak saglamis, ayn1 zamanda
mazemeyi oksidasyona karsi korudugu da belirlenmistir. Ayrica PEG’in ilacin dolasimda kalma
siiresine de katkida bulunacagl ve daha etkin bir hedeflendirmeye olanak saglayacagi
diistiniilmektedir. Bu malzemelerin giivenli biyouyumlu dozlari tespit edilmis ve sitotoksisite
olusturabilecek faktorler belirlenmistir. Bulgular PEG@MCaplIII'iin ideal bir harici manyetik
alan kontrollii ila¢ salim sistemi olarak kullanilabilme potansiyeline sahip oldugunu
gostermistir. Kolay ve ucuz ve cevre dostu bir yontemle sentezlenmis olmasi, manyetik alan
etkisi ile yonlendirilebilir olmasi, sitotoksik olmamasi ve ilag yiikleme-birakma, kontrollii salim
fonksiyonu tasimasi sayesinde elde edilen biyomalzemenin saglik alaninda kullanima uygun
olabilecegi ortaya konmustur.

Sentezlenen malzemelerin uygulamaya yonelik potansiyeli, genisletilmis analizler ve in vitro
deneyler de yapilarak arttirilabilir. Uygun farkli ilaglarin hedeflendirilmesi i¢in de kullanilarak
daha genis bir kullanim alani yaratilabilir. Ayrica biyosensdr uygulamalar1 gibi farkh
biyomedikal ve saglk alanlar1 i¢cin de biyomalzeme olarak kullanilabilirligi arastirilabilir.
Calismanin devami niteliginde gerceklestirilecek bu arastirma adimlar1 sayesinde ¢ok

fonksiyonlu bir nanobiyomalzeme elde etme potansiyelinin ytliksek oldugu diisiiniilmektedir.
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