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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

DENEYSEL MEME KANSERI MODELINDE DiSULFIRAM YUKLU
NANOPARCACIKLARIN ANTIKANSER ETKISININ INCELENMESI

Kiibra SOLAK

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Nanobilim ve Nanomiihendislik Anabilim Dal1
Nanobiyoteknoloji Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ahmet MAVI

Bu calismada toksik olmayan, biyouyumlu ve goézenekli yapiya sahip manyetik silika
nano materyallerin (Fes0,@mSiO;) kullanildig1 ilag tasiyict sistemin hazirlanmasi
amaglanmistir. Ilag tasima sisteminin suda ¢oziiniirliigiinii artirmak ve kanser
hiicrelerine spesifikligini saglamak amaciyla ilag yiiklenmis yapi, folik asit bagh
polietilenimin (PEI-FA) ile kaplanmistir. Béylece ~160 nm boyutlarina sahip manyetik
cekirdekli mezogozenekli folik asit takili nano tastyici sistem (mMDPF) hazirlanmigtir.
mMDPF’lerin ilag yiikleme orant %4,35 olarak belirlenmistir. Partikiillerin ilag salim
kinetigi arastirilmis ve en iyi ilag salimi pH 6,0°da 37°C’de elde edilmistir. mMDPF,
bakir ve/veya sodyum nitroprusit ile birlikte MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerine
uygulanarak ila¢ sisteminin meme kanseri tedavisinde etkinligi artirilmistir.
mMDPF nin MCF-7 hiicreleri tarafindan daha fazla alindigi ve MCF-7’ye kars1 toksik
etkisinin MCF-10A’ya gore ¢ok daha yiiksek oldugu goézlenmistir.

2017, 117 sayfa

Anahtar Kelimeler: ilag Tasima Sistemi, Manyetik Nanopargacik, Fe304, Disiilfiram,

Kanser



ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF ANTICANCER EFFECT OF DISULFIRAM LOADED
NANOPARTICLES ON/IN EXPERIMENTAL BREAST CANCER MODEL

Kiibra SOLAK

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Nano Science and Nano Engineering
Nanobiotechnology Science

Supervisor: Prof. Dr. Ahmet MAVI

In this study, it was aimed to prepare a drug delivery system using magnetic silica
nanomaterial (Fes0,@mSiO,) which was non-toxic, biocompatible and porous. The
drug-loaded structure was coated with folic acid linked polyethyleneimine (PEI-FA) to
increase the water solubility of the drug delivery system and to provide specificity for
cancer cells. Thus, a magnetic core mesoporous nano-carrier system (MMDPF) with
~160 nm dimensions was prepared. The drug-loading capacity of mMDPF was
measured as 4.35%. Drug release kinetics of mMMDPF was investigated and the best
drug release was obtained at pH 6.0 and 37°C. The efficacy of the drug system in breast
cancer treatment was improved by applying mMDPF with copper and/or sodium
nitroprusside to MCF-7 and MCF-10A cells. It was observed that mMMDPF was taken
more by the MCF-7 cells and its toxicity on MCF-7 was much higher cells than MCF-
10A cells.

2017, 117 pages
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1. GIRIS

1.1. Problem Tespiti

Kanser ilaglari, intravendz (damar i¢i enjeksiyon) veya oral yolla viicuda gonderilirken
kanser hiicrelerine yeterli miktarda ulasmasi arzulanir. Kanser tedavisinde kullanilan
ilaglarin bircogu suda c¢ozinmez veya az ¢oziinir, imminojeniktir’ veya viicut
ortamlarinda (kan, mide gibi) kararsizdir (Bardin et al. 2011; Narvekar et al. 2014). Bu
nedenle tedavide yiiksek doz ilag uygulanmaktadir. Yiiksek doz ilag uygulamasi
sonucunda, kanser hiicrelerinin yaninda viicuttaki her bir hiicre, ilagtan olumsuz yonde

etkilenmektedir.

Gelistirilecek tasiyict sistemler ile ilag, suda ¢6ziiniir bir matriks igerisinde tasinabilir.
Se¢ilen tasiyici sistemin immiinojenik olmamasi, sadece hedef bdlge/hiicrelerde ilact
salmasi, suda c¢Oziiniir olmast ve viicut sivilarinda degredasyona kars1 ilact
koruyabilmesi belirtilen problemlerin ¢oziimii olabilir. Tiim bu 6zelliklere sahip olan

tastyict molekiiliin, damarlardan gecebilecek boyutlarda olmas1 gerekmektedir.

1.2. Calismanmin Amaci

llag tastyici sistemler (DDSs, Drug Delivery Systems), ilacin bir tasiyici iizerinde
hedefe 6zgiil tasinmasini saglar ve/veya yalnizca amaglanan bolgede faaliyet gostererek
saglikli dokular1 ilacin yan etkilerinden korur. Ilac tasiyici sistemler, 1s1 veya 1s1k
tedavisi  ile  birlestirilerek  multifonksiyonel  tedavilerin  gelistirilmesinde
kullanilmaktadir. Hedef seciciligi yiliksek olarak hazirlanabilen ¢oklu ilag tastyici
sistemler, teropdtik agidan hiicresel yolaklari sinerjistik bir sekilde etkilemektedir.
Nanoteknolojiyi kullanan tasiyici sistemler, ideal boyutlari nedeniyle gesitli sistemleri

bir arada kullanmak i¢in uygun yapilardir.

! Bagisikliga neden olan molekiiller



Bu tez c¢aligmasinda, manyetik nanoparcaciklar (FesO, MNP), miknatisla
yonlendirilebilmelerinden dolay1 ¢ekirdek yapi olarak secilmistir. Daha sonra Fe3O4
MNP’ler mezogézenekli silika ile kaplanmistir (Fe30,@mSiO,). Goézeneklere anti
kanser, apoptotik, reaktif oksijen tiirlerini (ROS) indiikleyici etkiye sahip distilfiram
(DSF) ilact yiiklenmistir. DSF yiikli Fe3Os@mSiO, sistemini suda iyi dagitmak,
immiinojenik etkisini azaltmak ve hiicre disinda ilacin salimin1 6nlemek amaciyla yapi,
polietilenimin-folik asit (PEI-FA) ile kaplanmistir. Folik asit (FA) ise ilag tasiyict
sistemin kanser hiicrelerine &zgilliigiinii artirmaktadir. Ilag tasima sisteminin
(Fes0,@mSiO,-DSF@PEI-FA, mMDPF) salim kinetigi ve kararliligi iki farkli pH ve
sicaklikta arastirilmistir. Sistemin hem saglikli hem de kanser hiicreleri tizerindeki etkisi

in vitro olarak ¢alisilmistir (Sekil 1.1).

Fe,0, Fe,0,@nSi0,

€ I g

xl@”&;

Fe,0,@mSio,

Disﬁiﬁram

>
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Kanser Hiicre
Olimii

Sekil 1.1. Tez calismasinin genel amaci.
CTAB: Heksadesiltrimetil-amonyum bromiir, mMMDPF: Fe;0,@mSiO,-DSF@PEI-FA, ila¢ yiikli
manyetik mezogozenekli silika nanopargaciklar. PEI: polietilenimin, FA: folik asit

Bu tez ¢alismasinda sik¢a kullanilan manyetik mezogdzenekli ilag tasiyici sistem, ilk

defa disiilfiram tasinmasinda kullanilmistir.



1.3. Kanser ve Tedavi Yontemleri

Kanser, insan sagligini ve kaliteli yasamini etkileyen, kontrolsiiz hiicre boliinmesi ve
anormal hiicre dongiisiinii ile karakterize olan bir grup hastaliga verilen genel bir addir.
Hastalik klonaldir® ve neoplastik® siirecle timor kitlesine doniisiir. Timér patogenezi
calismalari, normal hiicrelerin asamali olarak neoplastik bir hal aldigin1 ortaya
koymustur. Yapilan ¢alismalar ile timor mikro ¢evresinde bulunan normal hiicrelerin,
tiimor gelisimini izleyen pasif seyirciler olmadigi, tiimor gelisimine katilan aktif tiyeler

oldugu ortaya ¢ikmistir (Hanahan and Weinberg 2011).

1001n tizerinde farkli tiirii (NIH 2015) olan kanser hiicreleri, devam eden proliferatif
sinyal siireciyle baslayan kanserlesme siirecinde metastatik evreye ulasincaya kadar pek
cok degisiklige ugrar (Sekil 1.2) (Hanahan and Weinberg 2011). Kanserin insan hayati
i¢in tehdit olusturdugu en ciddi asama, metastatik evredir. Ciinkii bu asamada, viicudun

belli bir yerinde baglayan kontrolsiiz hiicre boliinmesi, diger organlara tasinir.

2 Tiimérlii dokudaki her bir hiicre tek bir kanser hiicresinden koken alir
¥ Tiiméral gelismeyle ilgili, timor yapisinda



Devam eden proliferatif sinyal

« Somatik mutasyonlarin proliferatif sinyal olusturan gen
ekspresyonunu artirmast,

* Proliferatif sinyali zayiflatan negatif-feedback (geri besleme)
mekanizmalarinda aksamalar,

« Asir proliferatif sinyal sonucu hiicre yaglanmasi,

Biiyiime baskilayicilarindan kagis

« Kontak inhibisyon mekanizmasi ve bundan kagis,
» TGF-B yolagiin bozulmasiyla malignansi tesviki,

Hiicre 6liimiine direng

« Otofajinin hem tiimor devamliligi hem de hiicre 6limii lizerine
etkisi,
* Nekrozisin tiimor tesvik potansiyeli ve proimfulamatuar etkisi,

Replikatif 6liimsiizliigiin etkinlestirilmesi

* Neoplastik siirecin smirlandirilmas: ve tesvik edilmesinde
gecikmis telomeraz aktivasyonu,

* Telomerazin yeni fonksiyonu,

Anjiyogenezis

Invazyon ve metastaz aktivasyonu

Sekil 1.2. insan tiimdriiniin ¢ok asamali gelisim siireci

Trilyonlarca hiicreye sahip insan viicudunun her an, herhangi bir yerinde, kanser
baslayabilir. Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization, WHO), 2012 yilinda
8,2 milyon insanin &liim nedenini kanser olarak aciklamistir (WHO 2014). Ustelik her
gecen giin yeni kanser vakalarinda artis gézlenmektedir. Amerika Kanser Toplulugu
(ACS) 2017 yilinda 1.688.780 yeni vakaya kanser teshisi kondugunu rapor etmistir
(ACS 2017). Tirkiye’de, kanser nedenli Oliim oranlarina bakildiginda erkeklerde
akciger kanseri nedenli 6lim (%32,2) ilk sirada iken kadinlarin %15,7’si (Sekil 1.3)
meme kanserinden hayatin1 kaybetmektedir (WHO 2014). Bu oran, diinyanin pek ¢ok
yerinde oldugu gibi kadin kanser vakalarinda 6liim nedeni olarak, meme kanserini

birinci siraya yerlestirmektedir.
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Sekil 1.3. Tirkiye’de cinsiyete bagl olarak en sik karsilasilan kanser vakalar1 (WHO
2014)

Kanser hastaligina cerrahi operasyonla tiimoriin uzaklastirilmasi, kimyasal tedavi, 151
tedavisi, immiinoterapi, hormon ile tedavi ve hatta alternatif tip gibi birgok farkli
yontem ile ¢are aranmaktadir. Ancak bunlarin hi¢birinde su ana kadar kalici ve etkili bir

basar1 saglanamamastir.

Kanserlesme siirecinde hiicrelerin kazandigi her yeni 6zellik bilim insanlar1 i¢in birer
hedeftir. Ornegin smirsiz boliinme 6zelligini saglayan telomeraz enzim aktivitesini
kazanmalar1 kanser hiicrelerinde bu enzimin hedef olarak secilmesine sebep olmustur
(N. W. Kim et al. 1994; L.-J. Ma et al. 2017; Zhdanov et al. 2017). Bunun yaninda
kanser hiicreleri artmis reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) seviyesi ile karakterizedir (Liou
and Storz 2010). Yiiksek ROS miktarini tolere etmek i¢in kanser hiicreleri, antioksidan
ve ROS-temizleyici sistemlerin aktivite ve ekspresyonlarini artirir (Allensworth et al.
2015). Bazi anti-kanser tedavi yaklagimlari kanser hiicrelerinin bu savunma hattin
yikarak kanseri yiiksek seviyede ROS birikimi ile yok etmeyi énermektedir (Marengo et
al. 2016). Yine kanser hiicrelerinin pH degerinin normal hiicrelerden daha diisiik oldugu
bilinmektedir (Gerweck and Seetharaman 1996). Bu 6zellik kullanilarak pH-bagimli
ilag tasima sistemleri hazirlanmaktadir (Wu et al. 2008). Béylece saglikli somatik’

hiicreler ilaglardan daha az etkilenmektedir.

* Viicut hiicreleri



Pek c¢ok arastirmact kanser i¢in tek bir tedavi yoOnteminin yeterli olamayacagi
noktasinda hem fikirdir. Bu nedenle erken teshisin yaninda birden fazla tedavi
yonteminin kombinasyonu ile kanser tedavisi hem in vitro hem in vivo olarak
arastirilmakta ve bu kapsamda klinik uygulamalar yiiriitiilmektedir. Ornegin kanserin
ilag ile tedavisi, 151k veya 1s1 uygulamalari ile desteklenmektedir (Access et al. 2014;
Luo et al. 2016).

1.3.1. Hedefe yonelik tedavi

Kemoterapi olarak bilinen kimyasal tedavi, kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in muhtelif
ilaclarin kullanildig1 yaygin bir tedavi yontemidir. Fakat ilaglarin tiimor bolgesine
yeterli miktarda ulasamamasi, tolere edilemeyen toksik etkisi, ¢oklu ilag direncinin
gelismesi gibi nedenlerle kimyasal tedavi basarisi sinirlidir. Ek olarak, ilacin kanser
hiicrelerine ulasmasi oldukg¢a zorlu bir siiregtir. Ila¢ viicuda girdiginde bircok engelle
karsilasir (Maeda et al. 2013; McCrudden and McCarthy 2013). Ornegin kan, pek ¢ok
ilag i¢in kararsiz bir ortamdir. Kan, tiim viicudu dolastig1 i¢in tiimoriin oldugu organa
gelinceye kadar ilag pek ¢ok organ tarafindan alinmaktadir. Hedef hiicreye ulagsa bile
hiicresel bariyerler (hiicre zari, secici gegirgen gdzenekler vb.) ile ilacin hiicre igine
alimi kisitlanir. Ayrica hiicre, ilaci aldiktan sonra aktif disa atim (efflux) mekanizmasi
ile ilac1 hiicre disina atmak suretiyle hiicresel ila¢ miktarinin azaltilmasi s6z konusudur.
Yine hiicre zar1 ve ¢ekirdek zarinda bolca bulunan, p-glikoproteini (P-gp veya MDR1),
ilaca kars1 direng (MDR, multi drug resistance) gelistirir ve hiicre i¢i anti kanser ilag

miktarini azaltir (Vasir and Labhasetwar 2005). Bu sebeple,

e Tedavide gozlenen olumsuzluklar1 gidermek/en aza indirgemek,

e Hiicresel diizeyde ila¢ alimini artirmak,

e llaglarin dolasim gibi biyolojik ortamlardaki derisimini ve salm kinetiklerini
optimize etmek,

e ilaglarm toksik ve immunojenik 6zelliklerini gidermek ya da en aza indirgemek,

e Diisiik ya da yiiksek dozlarda etkin ve giivenli tedavi saglamak, ilaglarin kararliligini

artirmak,



e Viicudun diger bolgelerinde istenmeyen etkilesmeye neden olmadan, hedef bolgede
istenilen dilizeyde farmakolojik yanit elde etmek gibi nedenlerle hedefleme

yapilmaktadir (Vasir and Labhasetwar 2005).

Timor hiicre biyolojisi, tiimor gelisim siireci ve tiimor mikro ¢evresi hakkinda artan
arastirmalar neticesinde, etkili hedeflenmis ila¢ tasima sistemleri tasarlanmaktadir.
Hiicreler aktif, pasif veya fiziksel yontemler kullanilarak hedeflenebilir (Sekil 1.4).
Pasif hedefleme, ilacin timor bolgesinde secici olarak toplanmasini saglar ve tiimor
cevresindeki damar yapilanmasinin normal dokulardan farkliligini kullanir (EPR etKisi,
enhanced permeability and retention effect)® (Peer et al. 2007; Vasir and Labhasetwar
2005). Hem ilacin hedeflenmesi hem de kontrollii saliniminda rol oynayan fiziksel
yontemlerde, ultrasound veya manyetik tasiyici sistemler kullanilmaktadir (Vasir and
Labhasetwar 2005; Yin et al. 2016). Aktif hedeflemede ise dogrudan tiimor vaskiiler
endoteli veya timor hiicrelerinin sahip olduklari biyolojik 6zellikleri kullanilarak
hedefleme yapilir. Bu kapsamda VEGF (vascular endothelial growth factor), Endoglin
(CD105), LDL (low density protein) resesptorii ve ¢esitli hormon reseptorleri gibi
hedefler anti-VEGF antikorlari, RGD peptit dizisi, LDL ve hormon gibi ligandlarla
kanser hiicreleri hedeflenir (Peer et al. 2007; Vasir and Labhasetwar 2005).

® Tiimér cevresindeki damar gegirgenliginin artmast



Kanser Hiicresi

®
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Pasif Hedefleme Aktif Hedefleme
EPR Etkisi Vaskiiler Endoteller
Lokalize Gonderim Timor Hiicreleri
Timor Mikrogevresi Fiziksel Hedefleme *Reseptor-Ligand

*Karbonhidrat-Lektin

Manyetik - -
* Antijen-Antikor

Ultrsound

Sekil 1.4. Kanser hiicrelerini hedefleme yontemleri.
EPR: enhanced permeability and retention

Folik asit (FA) (Sekil 1.5) ve folik asit reseptorii (FR), kanser hedefli ilag tagima
sistemleri i¢in en sik tercih edilen aktif hedefleme ajanlaridir (Fasehee et al. 2016; Han
et al. 2016; K Hayashi et al. 2009; Li et al. 2016; Mohapatra et al. 2011). Pek ¢ok
kanser hiicresinde overekspres olan (fazla miktarda iiretilen) folik asit reseptorii normal
hiicrelerde bulunmaz veya az bulunur (Parker et al. 2005). Bu nedenle, FR uzun siiredir

timoOr marker olarak kullanilmaktadir.

OH

=z

Sekil 1.5. Folik asitin kimyasal yapisi



a ve B izoformu olan FR, glikozilfosfatidil inositol bagli (anchored) bir membran
proteinidir (Parker et al. 2005). FR, FA icin yiiksek afiniteye sahiptir (Kq ~ 10™° M)
(Parker et al. 2005). Folik asit ise vitamin B’nin suda ¢6ziiniir halidir. Folik asit diisiik
maliyetlidir, kolay bir sekilde uygulanabilir, sitoplazmaya tasinmasi kolaydir, diger
ligandlara kiyasla kiiciiktiir (molekiil kiitlesi 441,40 g/mol), kararlidir, pH ve 1s1ya kars1
direnclidir, reseptoriine afinitesi giigliidiir, yiiksek diizeyde kanser segicidir ve en
onemlisi immunojenik cevap olusturmayan bir molekiildiir (Fasehee et al. 2016; K
Hayashi et al. 2009; Hilgenbrink and Low 2005). Bu nedenle ilag hedeflemede ¢ok
onemli bir yere sahiptir. FA, FR igermeyen dokulardan hizlica atilmaktadir
(Hilgenbrink and Low 2005). Tiim bu avantajlarindan dolaytr FA kullanilan hedefe

yonelik ilaglarin klinik kullaniminin, gelecekte daha fazla olmasi beklenmektedir.

FR, reseptor iligkili endositoz® mekanizmasi ile FA ve FA bagli her molekiilii hiicre
icine almaktadir (Hilgenbrink and Low 2005). Reseptore baglanan folik asit veya folik
asit konjuge yapi, endositoz vezikiilii ile hiicre igine geger. Endozom kesesinin diisiik
pH sartlarindan (pH=~5) dolay1 folik asit veya folik asit konjuge yapi reseptorden
ayrilarak (Sekil 1.6) vezikiilde serbest kalir (Hilgenbrink and Low 2005).

[lacin hiicre igine alindiktan sonra, endozomdan etkili bir sekilde sitoplazmaya ge¢mesi
(endozomal kagig) ve hiicreye etki etmesi beklenmektedir. Endozomal zarda gozenek
olusumu (i), proton siinger etkisi (proton sponge effect) (ii), fiizyon (iii) ve fitokimyasal
parcalanma (iv) olmak tizere dort yolla endozolmal kagis s6z konusudur (Varkouhi et
al. 2011). Tasiyict sistem calismalarinda pH-tamponlama ektisi olan polietilenimin
(PEI), proton siinger etkisi ile endozomal kagis sagladigindan dolayr siklikla tercih
edilmektedir (Sekil 1.6, Sekil 1.7).

® Hiicresel alim mekanizmalarindan biri olan endositoz karmagsik olmasmna karsm, birgok molekiiliin
hiicreye aliminda goriilen yaygin bir yoldur. Endositoz ile alinan yapilarin bulundugu vezikiile endozom
denir.
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Sekil 1.6. FR-bagiml1 hiicresel alim ve proton siinger etki mekanizmasi

Proton siinger etkisi, asidik pH’da endozomda ozmotik sisme yoluyla endozomun
parcalanmasi seklinde agiklanmaktadir. Yiiksek tamponlanma kapasitesinden (pH=7,2-5
(Varkouhi et al. 2011)) dolay1 PEI, endozomal membrani destabilize eder (endozmoliz).
Fazla miktarda amin gruplarina sahip PEI, endozom i¢inde proton birikmesi nedeniyle
endozomda pozitif yiiklerin artisina neden olur (Argyo et al. 2014; El-Sayed et al. 2009;
X. Wang et al. 2009). Artan pozitiviteye karsin sitoplazmadan endozoma dogru klor ve
su akis1 gerceklesir. Nihayetinde ozmotik patlama ile endozom igerisindeki tasinan
molekiil, gen/vektor sitoplazmaya dagilir (Huth et al. 2004). Boylece ekstra bir
endozom dagitic1 ajan (chloroquine, peptit gibi) kullanmaya gerek kalmadan endozomal

kacis miimkiin olur.

Proton siinger etki, heniiz tam olarak anlagilmamis olsa da, yiiksek transfeksiyon

kapasitesine sahip oldugundan dolayi hiicrelere ilag veya gen gibi bir kargo molekiiliin
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aktarilmasinda kullanilan basarili bir mekanizmadir (Akinc et al. 2005; Benjaminsen et
al. 2013; Varkouhi et al. 2011). Ek olarak PEI, retikiiloendotelyal sistemden (RES,
Reticuloendothelial system)’ kacisi saglayarak tasiyici sistemi hedef doku/hiicrelere
giivenle ulastirmaktadir (Cai et al. 2013). Ayrica PEI, yapisindaki amin gruplar
nedeniyle folik asit, floresan isaret gibi farkli molekiillerle modifiye edilebilir. PE’nin
dallanmis uzun zincirli formu (Sekil 1.7), molekiillerin baglanabilecegi ekstra bos

alanlar sagladigi i¢in molekiiler modifikasyon i¢in kullanilabilir (Steitz et al. 2007).

HZN/\/ \/\ Ve \/\ Ve \/\NHZ

2

Sekil 1.7. Dallanmis yapiya sahip PEI

Yiiksek molekiiler agirliga sahip PEI, yiiksek dozda hiicreler igin sitotoksiktir ancak
tastyict sistemlerde kullanilan miktarda toksisite olduk¢a diisiiktiir (H. Yang et al.
2015).

1.3.2. Kimyasal tedavi ilaclar

Kimyasal tedavi ajanlari, kanser tipine ve gozlendigi organa gore farkli sekillerde
tasarlanmistir (Corrie 2007). Klasik olarak ilag intravendz enjeksiyon veya oral yol ile

uygulanir. Tiimor bdlgesine yeterli miktarda ilacin ulasabilmesi icin ise verilmesi

’ Sitoplazmalarina aldiklar hiicre artiklari, yabanc cisimler ve mikroorganizmalar gibi gesitli maddeleri
sindirme 6zelligi bulunan, sabit ya da hareketli hiicrelerden olusan sistemdir.
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gerekenden daha yiiksek dozda ilag verilir (Sekil 1.8). Dogal olarak, her ilag ciddi
anlamda yan etkiye sebep olur (Corrie 2007).

Normal hiicreler

Tiimor hiicreleri /

I

/J
/
/J

Cevap (% olarak &len hiicre)

ilag konsantrasyonu

Sekil 1.8. Kemoterapi ajanlarinin doz-cevap egrisi
(A) Toksik doza ¢ok yakin, (B) Teropdtik ajanin giivenli olmayan seviyesi, (C) Hastalar i¢in secilen doz
((Corrie 2007)’den Tiirk¢e’ye gevrilmistir)

Kemoterapi ajani1 olarak kullanilan yapilardan bazilar1 alkilleyici ajanlar, anti-
metabolitler, steroidler, hormonlar (6strojen ve progesteron gibi), monoklonal
antikorlar, proteazom® inhibitérleri, interferonlar, kanser biiyiime baskilayicilaridir.
Herseptin, doksorubisin, sisplatin, tamoksifen ve avastin gibi ilaglar halihazirda
kullanilan etkili kemoterapi ilaglarindan birkagidir (Cizelge 1.1). Son yillarda alkol
bagimliligi tedavisinde kullanilan disilfiram ilacinin da anti-kanser etkisi ortaya

konmus ve klinik olarak kanser hastalarinda kullanilmistir (Nechushtan et al. 2015).

8 Biiyiik protein yapilardan olusur. Hasar gérmiis veya ise yaramayan proteinleri, peptit baglarini kirarak
calisan proteoliz enzimi araciligtyla viicuttan atar.
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Cizelge 1.1. Ilaclar etki ve mekanizmalar1

Ilac Etki Mekanizmasi

Herseptin Kinaz inhibitorii ve antikor bagimli hiicresel sitotoksisite
saglayan monoklonal antikor

Doksorubisin DNA enterkalasyon ajani

Sisplatin DNA replikasyonunu durdurur

Tamoksifen Seg¢ici Ostrojen reseptorii modiilatorii (Ostrojen antagonisti)

Avastin VEGF (vascular endothelial growth factor - damar i¢i dokusu

tireme faktoril) inhibitoriidiir. Tiimdrii besleyen damar
olusumunu onler.

Disiilfiram Divalent metal baglayicidir. Cesitli enzim ve proteinleri inhibe
eder.

1.3.3. Disiilfiram ilaci

Ditiyokarbomat ailesinin {iyesi olan disiilfiram (Bis(dietiltiyokarbamoil) disiilfit,
Ci10H20N2S4, DSF), ticari sahada Antabus veya Antabuse olarak bilinir. IUPAC ismi 1-
(dimetil tiokarbamoil disiilfanil)-N, N-dietil-metan tiyoamit (Sekil 1.9) olarak
gecmektedir. 1800’14 yillarda kauguk islenmesini hizlandirici bir madde olarak
kullanilirken, ilk kez 1937°de alkol bagimlilig1 tedavisinde kullanilmistir (Suh et al.
2006). DSF, giinliik kullanim dozu sinirli olmasi sartiyla (500 mg/giin), 1951 yilinda
Amerikan Besin ve Ila¢ Yonetim Kurumu’ndan (FDA, Food and Drug Administration)

onay almig giivenli bir ilagtir (Suh et al. 2006).

H;C

S

Sekil 1.9. Disiilfiramin kimyasal yapisi.
* metal baglama bolgeleri
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Hidrofobik karakterli DSF, kan dolasiminda ve mide ortaminda hizlica pargalanan
oldukga reaktif bir molekiildiir (Doroschuk et al. 2016). Dolagimda glutatyon
peroksidaz enzimi ile hizlica yikilir (yaklasik %90’1) ve kandaki orani tespit
edilemeyecek konsantrasyonlara diiser (Xi Chen et al. 2015; Doroschuk et al. 2016).
Sonug olarak DSF’1n hizli yikim1 ve kararsizligi ilacin klinik uygulamalarda kullanimini

smirlandirmakta ve kullanilacak dozu artirmaktadir.

DSF yikimi ile olusan ilk metaboliti, hiicre i¢inde pek ¢ok molekiil ve proteinle
reaksiyona giren dietilditiyokarbamattir (DDC, DDTC) (Sekil 1.10). Asidik sindirim
ortaminda ise DSF, hizlica dietilditiyokarbomata c¢evrilir (Doroschuk et al. 2016;
Fasehee et al. 2016; Koppaka et al. 2012). Genel olarak tiim ditiyokarbomatlarda
oldugu gibi tiiketilmesi ile son iiriin olarak CS; olugmaktadir (B Cvek and Dvorak

2007). CS,, proteinlerle g¢apraz baglar kurarak ditiyokarbomat toksisitesinde -etki

gosterir.
H,C H,C H,C
CH j CH
\| j e e
HSC\/N\"/SH — chvN\n,s . Hsch\n/s
DDTC S Me-DDTGC S DETC O
T HsC HsC
HsC ’ \I cl:H3 ’ \I (EH?,
S ®
ﬁ J\ HiC N sxoe HsC N s%‘oe
Hach S s N7 NcH \n/ \ﬂ/
\ﬂ/ 3 DETC-SO S Me-DDTC-sO O
S
Disulfiram CHs l l
HaC 5 H,C
HsC j«l V- C \IN 2y -0t
3 ~ W H3 ~ W
(0] 0]
DETC-SO, S Me-DDTC-S0, O

Sekil 1.10. DSF metabolizmasi

DDTC; dietilditiokarbamat, Me-DDTC; Metil Dietilditiokarbamat, DETC: S-Metil-N, N-
dietiltiokarbamat, DETC-SO: DETC-siilfoksit, Me-DDTC-SO: S-Metil-N, N-dietiltiokarbamat siilfoksit,
Me-DDTC-SO,: S-Metil-N, N-dietiltiokarbamat siilfon (Koppaka et al. 2012)
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Hem DSF hem de DDTC, tiyol reaktifidir ve proteinlerin serbest tiyolleri ile reaksiyona
girer. Ayrica bakir ve ¢inko gibi agir metalleri selatlar. Bu iki 6zellik ile hiicresel neme
sahip pek ¢ok enzimi ve proteini is goremez hale getirir. Oregin DSF’nin aldehit
dehidrogenaz enzimini (ALDH) (EC 1.2.1.10) inhibe etmesi alkol ve kokain
bagimliligina karsin DSF’nin ilag olarak kullanilmasina neden olmustur (Suh et al.
2006). ALDH, beyin ve karacigerde metabolizma sonucu olusan asetaldehiti asetik asite
doniistiiren bir enzimdir (Center for Substance Abuse Treatment 2009). DSF ve
metabolitlerinin hem sitozolik (ALDH1) hem de mitokondriyal (ALDH2) ALDH
inhibisyonuna neden oldugu bilinmektedir (Babu et al. 2014).

Normalde alkol viicuda alindiktan sonra metabolize olur ve asetaldehit olusur. DSF,
ALDH’in spesifik bolgesine baglanir ve -S-S- baglar1 olusturarak enzimi geri
doniistimsiiz olarak inhibe eder (Sekil 1.11) (Kai 1982; Soghoian and Tarabar 2016).
Alkol alimma bagli olarak asetaldehit birikimi ile sonuglanan mekanizma disiilfiram-
alkol reaksiyonu olarak adlandirilmaktadir (Center for Substance Abuse Treatment
2009; Kai 1982; Koppaka et al. 2012). Asetaldehit birikimi, alkol tiiketimini 6nleyecek
derecede, bireyde fizyolojik ve psikolojik hosnutsuzluga, tiksindirici duygu
olusturmasina neden olur. DSF’1n az miktarda olmasi halinde bile ALDH inhibe olur ve

bu durum alkol alan kiside mide bulantis1, kusma ve tasikardi® gibi etkilere sebep olur.

Etanol Asetaldehit Asetik Asit
H H NAD’ NADH+H H H NAD' NADH+H" H H
H—(lj—(lj—O—H Alkol Dehidrogenez> H—é—é=0 Aldehit hidrogenez>H_(|:_(|:<OH
L DRI ki
DSF

Sekil 1.11. ALDH metabolizmasi
DSF varliginda ortamda asetaldehit birikir.

llag, ALDH disinda pek c¢ok enzim ve proteinin fonksiyonunu bozar. DSF, tiyol

gruplarina ve bakir, ¢inko gibi divalent katyonlara baglandigindan hiicre i¢i metal

9 Kalbin izl huzh atis1 seklinde seyreden kalp rahatsizligidur.
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bagiml siirecleri olumsuz yonde etkiler (Allensworth et al. 2015; Wiggins et al. 2015).
Ornegin ¢inko selatlayarak matriks metalloproteinaz' MMP-2 ve MMP-9 ile dogrudan

etkilesir ve onlarin proteolitik aktivitesini inhibe eder (Fasehee et al. 2016).

DSF metaboliti olan DDTC de, bakir selatlar (Sekil 1.12) ve sonugta hiicre i¢ine Cu
akis1 baglar. Cu, redoks reaksiyonlarinda kritik bir role sahiptir ve DNA hasari, protein
yikimi gibi sonuglar doguracak reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini baglatir (Xinwei Liu
et al. 2016). DDTC uygulanan farelerin beyninde dopamin-p-hidroksilaz enziminin
inhibisyonu gozlenmistir (Lakomaa et al. 1982). Yine bu ¢alismada enzimin aktif
bolgesinde bulunan bakirin, DDTC tarafindan selatlanmasi suretiyle enzimin inhibe

oldugu ortaya konmustur.

s. S
N— C/ ‘ Cu \C N
[ HN\g “H

Sekil 1.12. DDTC-bakir (Cu) kompleksi

Birgok in vitro ve in vivo ¢alisma, DSF’in kimyasal olarak uyarilmig toksisite ve
karsinogeneze kars1 koruyucu etkisini ortaya koymaktadir. DSF sitotoksik etkisi birgok
parametreye dayanmaktadir; DNA metiltransferazi inhibe eder, DNA’ya baglanir ve
DNA replikasyonunu durdurur, oksidatif stresi indiikler, mitokondriyal membran
gecirgenligini artirir, hiicre dongiistinii aksatir, proteazom aktivitesini inhibe eder (Boris
Cvek and Dvorak 2008; Fasehee et al. 2016; Subastri et al. 2016). Redoks iligkili bir
yolla apoptozisi indiikler, kanser hiicrelerinde proliferasyonu inhibe eder, anjiogenezisi
durdurur ve tiimor metastazina karsi direng gosterir (Cen et al. 2002; D. Chen et al.
2006; Uyulur 2015; Wiggins et al. 2015). DSF, P-gp’i inhibe ederek MDR gelisimini
onler (B Cvek and Dvorak 2007; X. Duan et al. 2013; Song, Tang, Lei, et al. 2016;

10 . L. -
Kanser hiicrelerinin invazyon ve metastazini saglar.
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Tawari et al. 2015). Boylece alinan ilacin hiicre disina atilmasimni onleyerek kanser

hiicrelerini 6ldiiren mekanizmalari ¢alistirir.

Pro-enflamatuar gen ekspresyonunun diizenlemesinde gorev aldigi i¢in birgok tedavide
ilgi ¢ekici bir hedef olarak goriilen ¢ekirdek faktérii NF-«xB, ditiyokarbomatlar
tarafindan inhibe edilmektedir (B Cvek and Dvorak 2007). Bakir bagimli etki gosteren
DSF, NF-«kB inhibisyonu neticesinde ROS seviyesini yiikseltir. DSF proteazom
aktivitesini bozarak NF-kB’nin aktivasyonunu 6nler (Boris Cvek and Dvorak 2008).
Boylece kanser ve kanser kok hiicrelerini yok edici bir etki gosterir. DSF’in Cu ile
desteklenmesi sonucunda kanser hiicreleri i¢in DSF’1n sitotoksik etkisi artmaktadir (Yip
et al. 2011). DSF-Cu kompleksi bir prooksidan olarak gorev yapar, NF-«kB’yi inhibe
ederek ROS aracili kanser hiicresi 6liimiinii indiikler. Bu durumda NF-xB’ye bagh
antioksidan ve anti-apoptotik gen ifadesi azalir (Yip et al. 2011). DSF-Cu, kanser
hiicrelerini ROS'a karst koruyan ALDHI1’i inhibe eder. Liu ve arkadaslar1 DSF’in
ALDH inhibisyon 6zelliginin doz bagimli oldugunu belirtmistir (P Liu et al. 2012). Bu
calismada DSF-Cu kombinasyonunun diisiik dozda bile ALDHI1’i inhibe ettigi
gosterilmistir. DSF’nin ALDH’1 inhibe etmesinin kanser tedavisinde Onemli olma
nedeni ALDH’1n kanser kok hiicre (CSC) marker: olarak bilinmesidir (J. Y. Kim et al.
2016; P Liu et al. 2012, 2013). Bu nedenle DSF, ALDH inhibisyonu yoluyla CSC’leri
hedefe almaktadir.

DSF suda kismi ¢oziiniirliige sahip, asidik olan gastrik ¢evrede kararsiz, hizlica
parcalanip metabolize olan bir molekiil oldugundan dolay1 kanser tedavisinde yeterli
miktarda ilacin tlimorlii bolgeye ulagsmast ¢ok zordur. Bu nedenle DSF’in ilag tasiyici
sistem ile birlikte kullanilmas1 gerekmektedir. Genelde emiilsiyon sistemleri, lipozom
gibi toksik olmayan, biyouyumlu bilesenler bu tip ilaglarin taginmasinda giivenli yol
olmustur. Nanoteknoloji tabanli ilag tasima sistemleri DSF’yi kararli bir sekilde hedefe
ulastirmak i¢in kullanilmaktadir (X. Duan et al. 2013; Najlah et al. 2016; L. Zhang et
al. 2015). DSF tasimnmasinda kullanilan sistemler, yiikkleme ve salim oranlar

Cizelge 1.2°de sunulmustur.
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Cizelge 1.2. DSF tasinmasinda kullanilan sistemler, yiikleme ve salim oranlari

DDS Yiikleme Salim Kaynak

12 saat pH

. . . 0
Polimerik misel /05 7 4°te %60

(X. Duan et al. 2013)

Lipozom enkapsiilasyonu | 3 mg/mL | 120 saat %>60 | (Peng Liu et al. 2014)

Lipit nanokapsiilasyon 03/(’);’645_ 2,25§3:t‘;) IjSO (L. Zhang et al. 2015)
PLGA-PEG %5,4 24 saat %30 (Fasehee et al. 2016)
MPEG-PLGA/PCL %5,5 i g%‘igg Tang, Shen, et al.
MPEG-PLGA/PCL %7,8 24 saat %30 (2%‘1%? Tang, Lei, etal.

PLGA nanopargaciklari %10 (w/w) | 24 saat %~40 (Najlah et al. 2016)

Tiim bunlara ek olarak DSF’1n silikaya kars1 giiclii adsorbsiyon 6zelligi Sandberg ve
arkadaglar tarafindan ortaya konmustur (Sandberg et al. 2008). Ancak simdiye kadar

DSF tasinmasinda silika sistem kullanilmamustir.

1.4. Tla¢ Tasima Sistemleri ve Nano-sistemler

Yeni ila¢ kesfi ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde aranan en temel 6zellik,
tedavinin bolgesel olmasi, sadece kanser hiicrelerini hedeflemesi ve ila¢ saliniminin
kontrollii bir sekilde yapilabilmesidir. Cogu makro molekiil hidrofobiktir ve viicut
sivilarinda iyi dagilmaz. Pek c¢ok ila¢g molekiilii i¢in hiicre zar1 gegirgen olmadigindan
dolay1 hiicreler tarafindan alinamazlar. Bu sebeplerden dolay: arastirmacilar gesitli ilag
tastma sistemleri (drug delivery systems, DDSs) gelistirmektedir. Ustelik ayni
sistemlerin tedavinin yaninda hastalik teshisine yonelik olarak da kullanilabilmesi,

istenen bir durumdur. Nanoteknolojinin ¢ok hizli bir sekilde gelismesi ile DDS’ler
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arasinda nano olgekli tasiyict sistemler sikga goriilmektedir. Ciplak antikorlar, kimerik
proteinler’’, immiinotoksinler’?, hidrojeller, dendrimerler, polimerik miseller ve
inorganik nanoparcaciklar gibi farkli tasima sistemleri hazirlanmaktadir (Sekil 1.13)
(Fan and Moon 2015; Safari and Zarnegar 2014; Sanna et al. 2014; Singh and Lillard
2009; Vasir and Labhasetwar 2005).

Lipozom Immiinotoksin  Dendrimer  Nanopartikiiller

Sekil 1.13. Cesitli ila¢ tasima sistemleri

Nano, Yunanca “ciice” kelimesinden gelmektedir (Buzea et al. 2007). Nanometre ise
matematiksel olarak 10 metre olarak tanimlanan bir dl¢ii birimidir. Nanoparcaciklar,
en az bir boyutu 1-100 nm arasinda olan, bulk hallerinden farkli olarak kendilerine 6zgii
optik, elektronik, manyetik ve kimyasal 6zelliklere sahip yapilardir (Buzea et al. 2007).
Boyutla ters orantili olarak nanoparcaciklar, genis ylizey alanina sahiptir. Yiizey
alanmin artmasi pargaciklarin pek ¢ok 6zelliginde oldugu gibi biyolojik aktivitelerinde
de degisime neden olmaktadir. Mesela; kuantum noktalar (quantum dots) tibbi
gortintiilemede kullanilmaktadir (Chanda and Mohanta 2016). Bunun yaninda manyetik
nanopargaciklar saglik alaninda hem goriintiileme (manyetik rezonans-MR ajani) hem
de tedavi (manyetik hipertermi) amaciyla kullanildig1 i¢in teronostik (terapi + diyagnoz)
multipotensiyel ilag olarak diistiniilmektedirler (Gobbo et al. 2015; Janib et al. 2010;
Wau et al. 2008). Biyoloji ve tip alaninda nanomateryallerin kullanim alanlart; ilag ve
gen gonderimi, proteinlerin ve patojenlerin biyodedeksiyonu, niikleik asit analizleri,

hipertermi, biyolojik molekiillerin ve hiicrelerin belirlenmesi ve saflastirilmast gibi

11 Rekombinant DNA teknolojisi ile hazirlanan iki veya daha fazla kodlanan diziyi (codding sequence)
iceren bir niikleotid sekansi tarafindan kodlanan hibrid proteinlerdir.

12 Bir toksine baglanan insan yapimi proteinlerdir. Bir gesit kimerik proteindir ve genelde bir antikordur
ya da bir antikor ile modifiye edilir.
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siralanmaktadir. Bunlar disinda doku miihendisliginde, nano-cerrahide ve floresan
biyolojik marker olarak da kullanilmaktadirlar (Chanda and Mohanta 2016; H. Huang
and Lovell 2017). Sayilamayacak kadar ¢ok alanda, birbirinden farkli amaglara hizmet

eden, onlarca nanoyap1 mevcuttur.

Nanoparcaciklar farkli iiretim yontemleri ile hazirlanabilir (Sekil 1.14). Sentez
yontemleri ile NP’lerin boyut ve sekil kontrolii saglanir, istenilen ylizey
modifikasyonlar1 yapilir. Aym1 zamanda cesitli NP’lerin bir arada kullanildigi ¢oklu

sistemler hazirlanir.

Nanomateryal Sentez Yontemleri

— Yukaridan Asagiya __ Asagidan Yukariya
98 D ahe  DOOS
— >9800 N ——O0 00
PP e B ID
-Li.togr.afj 5 -Coktiirme
-Bilyeli ogiitme -Termal
> -Asindirma (Kimyasal — -Sol-gel
veya fiziksel) -Piroliz
-Elgratmsl -Buhar depozisyon
-Lazer ablasyon -Self-assembly
> Biyosentez

Sekil 1.14. Nanomalzeme sentez yontemleri ve drnekleri.
NP’ler amaca uygun olarak secilen herhangi bir sentez yontemi kullanilarak sentezlenebilir.

Kullanilacak ilag tasiyici sistemin nanoboyutta olmasi ¢ok 6nemlidir. Viicut icerisindeki
en kiigiik kapiler ¢ap1 5-6 pm oldugu i¢in kullanilacak tastyici sistemin boyutunun 5
um’den kiiglik olmasi gerekmektedir. Ayrica, olasi bir agregat olusumu damar
tikanikli§ina yol acabilir. Agregasyon olusturmayan nano sistemlerin hazirlandigindan

emin olunmalidir.
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Giiniimiizde “Sihirli kursun (magic bullet)” olarak adlandirilan, cevresiyle iletisim
kurabilen ve cevap olarak ortam sartlarina gore sistemini agip kapatabilen akilli nano
tasiyicilar gelistirilmektedir (Chanda and Mohanta 2016). Bu sayede ilaglarin yan
etkisinin onemli Ol¢lide azaltilacagi diisiiniilmektedir. Ayrica tek bir nano tasiyici
lizerine bir¢ok ajan tutturularak farkli kombinasyonlarin kullanilmasi, sadece bir ilacin
yiiksek dozda kullanilmasina nispeten daha avantajlidir ve mantiklidir. Coklu ajan

tasiyici nano sistemler;

e Ucuz yolla elde edilmeli,

e Kolay bir sekilde tiretilmeli,

e Ayarlanabilir ve dar boyut dagilim araligina sahip olmali,

o Yiiksek ila¢ ylikleme orani i¢in genis ylizey alanina sahip olmali,

e Kan dolasiminda uzun siire bozulmadan kalabilmesi i¢in suda iyi dagilabilmeli ve
kararl1 olmaly,

e Tiimor/hastalik bolgesine yeterli miktarda ilag tasiyabilmeli ve

e Yalnizca tiimor/hastalik bolgesinde ilag salarak ilacin yan etkilerini azaltmalidir (X.
Duan et al. 2013; Zhu et al. 2010).

Ilag tasiyict sistemler ¢oklu ilag direncini asar veya azaltir, tiimdr hiicresindeki ilag
yogunlugunun fazla olmasini saglayarak teropdtik etkiyi artirir. Ilacin  kanserli
hiicrelerce ¢ok daha yogun alinabilmesi i¢in ilag tasiyici sistemlerin ylizeyine ¢esitli
molekiiller takilmaktadir. Bu amacgla kanser hiicre yiizeylerinde saglikli hiicrelere
kiyasla daha fazla iiretilen reseptorlerin ligandlari, 6rnegin epitelyal biiylime faktorii
(EGF), folik asit, RGD (aminoasit dizisi), mannoz gibi molekiiller kullanilmaktadir
(Argyo et al. 2014).

1.4.1.Mezogozenekli nano yapilar

Kat1 maddeler iizerindeki kiiciik acikliklar olarak tanimlanan gézenek (por), dis yiizeyle
baglantisinin olup olmamasina gore acik veya kapali formda olabilir. Gozenekli yapilar,

IUPAC (International Union at Pure and Applied Chemistry) tarafindan gézenek gap1 <
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2 nm ise mikrogozenekli, 2-50 nm ise mezogdzenekli ve >50 nm ise makrogdzenekli
seklinde siniflandirilir (ALOthman 2012; Foll et al. 2006; Kresge et al. 1992)
(Sekil 1.15).

Gozenek Capa
1A’ Inm 10nm 100nm 1pm

Gozeneksiz Mikrogozenek Mezogozenek Makrogozenek
e ool : ®
s Gsr, % e
. - e ® .

Sekil 1.15. Gézenekli yapilarin siniflandirilmasi
Skala 6l¢eksizdir.

Takip edilen sentez yontemi ve kullanilan materyaller farkli yapisal 6zelliklere sahip
gbzenek formlarinin bi¢cimlenmesine neden olmaktadir (Sekil 1.16). Mezogozenekli
materyaller SBA ve M41S olmak iizere iki tiptir (ALOthman 2012). SBA (Santa
Barbara Amorphous) tip materyallerde gozenek boyutu 5-30 nm arasinda degisir.
SBA’nin SBA-16, SBA-15, SBA-14 ve SBA-11 gibi c¢esitleri vardir. Kiibik MCM-48
(MCM: Mobile Crystalline Materials), hekzagonal MCM-41 ve lamelli yapidaki MCM-
50 gibi cesitleri olan MA41S tipi gdzenekli yapilar sentezlenirken zeolitler', tek
molekiiller veya katyonlar kalip olarak kullanilmaktadir. SBA sentezi asidik kosullar
altinda yiritilirken M41S iretiminde ortam sartlar1 baziktir (He and Shi 2011). Farkli
organik materyaller eklenerek veya ortam sartlar1 degistirilerek yapisal kontrol

saglanmaktadir.

3 Yapusal olarak kil minerallerine benzeyen, pozitif yiiklii atomlari, iyonlar1 ve diger bilesenleri hapsedip
bulunduklar sistemden uzaklastiran, ¢esitli minerallerin birlesimi ile olusan bir grup mineralidir.
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Gozenekli Yapi

* o Kapali1 ug
s ¢ Acik uc
* ¥ Olii uc

m Kanal

Sekil 1.16. Gozenek gesitleri

Gozenekler kapali ug, agik ug, 6lii ug veya kanal formunda olabilir

Silika NP’lerin sentezi i¢in siklikla kullanilan Stober metodunda, bir sol-gel 6nciiliiniin
hidrolizi ve yogunlasmasi ile kaplama gergeklesir (Liberman et al. 2014). Ikinci yontem
olan mikroemiilsiyon sentezde silika kabuk olusumu miseller araciligiyla siirlandirilir
(Y. Lu et al. 2002). Sol-gel yontemi, mikroemiilsiyon yontemine gore daha ¢ok tercih
edilmektedir. Silika kaplama igin kullanilan Stober metodunda kKimyasal reaksiyon su
sekildedir:

Si(OC)Hs), +4H,0 o Si(OH), + 4C,H;OH (1)

SiOH)y_____ 5 8i0, + 2H,0 2)

Farkli mezogdzenek materyalleri kullanilarak degisik sekillerde mezogdzenekli nano
yapilar hazirlanmaktadir (Liberman et al. 2014; Safari and Zarnegar 2014). Sentezde
kullanilan her materyal nanopargacigin boyutunu, gézenek capini ve yiizey alanini
etkilemektedir. Genellikle bir organosilika materyal (TEOS gibi) kullanilarak yiiksek

bazik ortamda sol-gel metoduyla elde edilen silika nanopargaciklar, kalsinasyon veya
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asidik alkol ortaminda asindirma yoluyla gézenekli forma doniistiiriiliir (Liberman et al.
2014). Uretim siirecinde pH, sicaklik veya siire gibi ortam parametreleri degistirilerek
gozenek boyutu, gézenek hacmi ve ylizey alani kolayca ayarlanabilir. Ayrica kullanilan
stirfaktanin karbon zincir uzunlugu degistirilerek de gozenek boyutu ayarlanabilir (Jiang

et al. 2016).

Mezogo6zenekli silika nanopargaciklar (MSP NP) miikemmel biyobozunur 6zellik ve
kolloidal kararlilik gosterir (Cauda et al. 2010). MSP kaplama, nanopargacik yiizeyinde
olusacak istenmeyen protein adsorbsiyonunu minimize eder (Argyo et al. 2014).
MSP’ler teshis amagl biyo isaretleme, biyo algilama, biyo kataliz, kemik onarimi i¢in
scaffold miihendisligi, molekiil tasinmasi gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Argyo et
al. 2014; Bayat et al. 2014). Mezogozenekli silika iceren nano tasiyici Sistemler,
gozenekli yapisindan dolayr yliksek ilag tasima kapasitesine sahiptir. MSP’ler ilag
disinda DNA, RNA, oligoniikleotit, protein veya enzim gibi genis ¢esitlilik gosteren
kargo repertuvarina sahiptir ( Kalantari et al. 2012; X. Ma et al. 2013; Cui et al. 2014;
Y. Wang et al. 2014).

MSP’lerin yapisinda bulunan silanol gruplart vasitasiyla yiizey kimyasi rahatlikla
degistirilebilir ve bu sayede hedeflenebilir 6zellikleri artirilmaktadir. Bunun disinda,
silika kabuga floresan boyalar ilave edilebilir (Y. Lu et al. 2002). Yiizeyine floresan
etiket tasiyan antikor takilarak dokularda istenilen hiicreler isaretlenebilir. Hedefe 6zgii

ajanlarin takilmasi suretiyle hedef hiicre tarafindan alimlar1 artirilabilir.

MSP’lerin gdzenekli yapist nedeniyle artan ylizey alani, ylikleme etkinligini de
artirmaktadir. ilag yiikleme oraninin fazla olmasi kadar ilacin hedefte salinimi da ¢ok
onemlidir. Organik veya inorganik molekiillerle yapilan ylizey modifikasyonlari ile ilag
salim mekanizmas1 manyetizma (Baeza et al. 2012), 11k (Lai et al. 2010; Wang et al.
2014), 1s1, pH (Cui et al. 2014; Zhang et al. 2015), iyonik etki (Casasus et al. 2004),
reaktif oksijen tiirleri (ROS), enzim (Zhang et al. 2013) gibi i¢ veya dis etkilerle
tetiklenebilir. Boylece ilag salimi, kontrollii bir sekilde baslatilip durdurulabilir. Wang

ve arkadaglar1 doksorubisin tasiyan, polietilen glikol ve hedefleme peptiti ile yiizeyi
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degistirilmis mezogdzenekli nanopargacik sistemi kullanarak ¢ift uyarici etki (NIR/pH)
sonucunda ila¢ salimi yapan bir tagima sistemi gelistirmis ve meme kanseri hiicrelerini

yok etmislerdir (Wang et al. 2014).

Tasinacak materyalin gdzeneklere hapsedilmesinin ardindan erken salimi 6nlemek adina
genel olarak gatekeeper olarak adlandirilan protein veya farkli bir nanopargacik (altin,
demir nanopargaciklar) ile gézenekler kapatilabilir, MSP tamamen lipit ile sarilabilir ya
da aptamer ile kaplama yapilabilir (Argyo et al. 2014; C. Yang et al. 2015). Bu
islemelerin sonradan ilag salinimini engellemeyecek sekilde olmasi veya bir uyaran ile
salimin baslamasi1 gerekir. Yapilan modifikasyonlar MSP’nin suda ¢ozlintirliglini
artirir, agregasyonunu azaltir, kaplanmis materyalin hizlica par¢alanmasini Onler ve

retikiiloendotelyal sistemden (RES**) kagisim saglar.

Genellikle ilag tasiyan MSP’ler hiicreye calveole iliskili endositoz yolu ile alinir (Argyo
et al. 2014). Ilacin sitoplazmada etki edebilmesi i¢in endozomdan sitoplazmaya gegisi
zorunludur. Ciinkii uzun siire endozomda bulunma, lizozomal degredasyon nedeniyle
ilacin zarar gérmesine neden olacaktir. Doksorubisin gibi bazi kanser ilaglar1 kendi
endozomal kacis mekanizmalarina sahiptir. Bu nedenle MSP dahil diger ¢ok
fonksiyonlu ila¢ tasiyici sistemlerde etkili bir endozomal kacgis saglanmalidir. Yiizey
yiikii pozitif olan yapilarin endozomal kagisinin daha kolay oldugu bilinmektedir (He
and Shi 2011). Bu sebeple pozitif zeta potansiyeline sahip polietilenimin (PEI), tek
bagmma veya nanoparcaciklari kaplamak amaciyla, ilag tasiyict sistemlerde tercih

edilmektedir (Varkouhi et al. 2011).

MSP’lerin biyobozunmasi ile ilgili ¢alismalar, MSP birikiminin en fazla RES organlar
olan karaciger ve dalakta oldugunu belirtmektedir (Liberman et al. 2014). Fare
kuyrugundan enjekte edilen MSP’ler daha ¢ok tiimor gevresinde yogunlagmaktadir (He
and Shi 2011). Fare deneyleri MSP biyobozunmasinin karacigerde gergeklestigini ve

enjeksiyondan 4 giin sonra degredasyon triinlerinin dahi atildigin1 gostermektedir (He

1 Retikulo endotelyal sistem, bk. dipnot 7
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and Shi 2011). Yiizey modifikasyonlar ile yiizey yiikii pozitif yapilan MSP’ler daha
hizli viicuttan atilmaktadir (He and Shi 2011; Liberman et al. 2014). Aksine, yapilan
kaplama tiiriine bagli olarak nanoparcacigin degredasyon siiresi uzatilabilir. Ornegin
PEG (Polietilen glikol) ile kaplanmig MSP’ler 10 giin sonunda hala tespit
edilebilmektedir (Liberman et al. 2014). Ustelik bu kaplama islemi MSP’lerin
makrofajlar tarafindan toplanmasini azaltmaktadir. Boyut ve ylizey ozellikleri,
MSP’lerin biyodagilimlarimi etkilemektedir. Genel olarak MSP’ler biyouyumu yiiksek
ve distik toksisite gdsteren tasiyici sistemlerdir. In vivo ve in vitro MSP toksisitesi doz
ayar1 ile kontrol edilebilir (Liberman et al. 2014). Bu ozellikler, tasiyici sistemler

arasinda MSP’lerin kullanim potansiyelini artirmaktadir.

MSP’ler tek baslarina kullanildigi gibi bir metal nanopargacigin yiizeyine kaplama
olarak da uygulanabilir. Bu sayede onlarin immiin sistemden kagisini ve dogal kan
ortaminda degredasyonunu onler. Ozellikle toksik olmamasi ve kaplama olarak
kullanildiginda metal NP’lerin toksisitesini azaltmasi da goéze carpan bir diger
avantajidir (Suteewong et al. 2010). Bu sayede yapi, yeni 6zellikler kazanmakta ve gok
daha genis uygulama sahasinda kullanilabilmektedir. Bilhassa manyetik hedefleme
saglamasi agisindan manyetik mezogozenekli nanoparcaciklar son yillarda yogun ilgi

gormektedir (Sekil 1.17).
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Sekil 1.17. Web of Science alintilama raporu
“Magnetic Mesoporous” bagliginin Web of Science veri tabaninda aranmasi sonucu elde edilen alintilama
indeksi (Science 2017)
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Manyetik mezogozenekli NP’ler ¢ekirdek-kabuk (core-shell) yapisiyla biyolojik
uygulama alanlarinda kendine genis yer bulmustur. Cekirdek-kabuk yapisi hazirlanirken
NP’lere manyetik 6zellik kazandiracak manyetik nanopargaciklar, ¢ekirdek yap1 olarak
kullanilirken ¢ekirdegin etrafin1 saran mezogozenekli silika tabaka ise kabuk kisminda
kullanilmaktadir. Bdoylece genis gozenek kanallarini barindiran manyetik sistem

istenilen molekiillerin taginmasinda kullanilabilir.

1.4.2.Demir oksit manyetik nanoparcaciklar (MNP)

Peki, manyetik nanoparcaciklar nelerdir? Manyetik nanoparcaciklar, nano 6lgege sahip
(1-100 nm), metal veya metal oksit yapida (Ni, Co, Fe, Fe3O, ve Fe,O3 gibi) olan ve
ferromanyetik yani miknatistan oldukea yiiksek seviyede etkilenen nano pargaciklardir.
Aslinda tiim materyaller birbirinden farkli olarak belirli bir manyetik 6zellige sahiptir.
Atomik diizeyde yiiklii pargaciklarin hareketi manyetizmanin kaynagini olusturur.
Materyaller manyetik duyarliliklarina gore diamanyetik, ferromanyetik, ferrimanyetik,
antiferrimanyetik veya paramanyetik olabilirler (Sekil 1.18) (C. Sun et al. 2008).
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Diyamanyetizma

* Eslenmemis elektron yoktur.
» Miknatislanmalar1 ¢ok zayiftir.
* Miknatislanmas1 miknatislayici alan yoniine terstir.

* Tlim elektron, yoriinge ve spinleri toplam manyetik
momenti sifir yapar.

k —————— « Negatif, kiiciik ve sabit manyetik doygunluga sahiptirler.

—_—

Paramanyetizma

O . Eslenmemis elektron vardir.
» Miknatislanmalar1 ¢ok zayiftir.
Ny O * Miknatislanmas1 miknatislayici alan yoniindedir.
» Net manyetik moment sifirdan farklidir.

N

.

Ferromanyetizma

? T * Eslenmemis elektronlara sahiptir.

* Elektron degis-tokusuna dayanan kuvvetli manyetizmaya
sahiptirler.

+ Kendiliginden miknatislanma 6zelligine sahiptirler

* Manyetik alan i¢inde alan yoniinde ve kuvvetli bir
bigimde miknatislanirlar.

k ] » Demir, kobalt, nikel

— —
— —

? Antiferromanyetizma
¢ * Cok kiiciik manyetik duyarlilik gosterir

D D O

T Ferrimanyetizma

* Manyetik alan yoklugunda da miknatis 6zelligi gosterir.
* Esit olmayan z1t yonlii elektron spin yonelimine sahiptir.

_\ — _\
- > — —»

S

Sekil 1.18. Manyetizma genel olarak bes gruba ayrilmaktadir.

Manyetik nanopargaciklar, teropdtik ajanlarin doku spesifik salimi, hiicre ve

biyokimyasal molekiillerin isaretlenmesi ve ayirimi gibi uygulama alanlarinda
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kullanilmaktadir (Sheng-Nan et al. 2014). Kullanilacak MNP’ler, termal ve kimyasal
Ozellikleri bakimindan kararli olmali, boyut ve sekli arzulanan uygulamaya gore
ayarlanabilmelidir. Son derece hassas manyetik nano-araglarda ve biyomedikal
uygulamalarda MNP’lerin 20 nm’den kiigiik boyutlarda (siipermanyetik (Gnanaprakash
et al. 2007)) ve dar boyut dagilim araligina sahip (monodispers) olmasi Oncelikli
istenilen durumdur (S. Sun et al. 2004). Kristal yap1, sekil ve boyut, demir oksit
NP’lerinin manyetik hipertermi ve manyetik alanda hareket yeteneklerini etkilemektedir
(Sheng-Nan et al. 2014). MNP’ler in vitro ve in vivo pek c¢ok biyomedikal
uygulamalarda kullanilmaktadir. Ozellikle kisa veya uzun vadede diisiik toksisite ve
yiiksek siipermanyetik Ozellikleri nedeniyle demir oksit nanopargaciklari, 1s1 artisi
yoluyla tedavi (manyetik hipertermi) ve yiiksek ¢oziiniirlikte anatomik goriintiiler
alinmasinda kullanilan manyetik rezonans goriintileme (MRI) sistemlerinde tercih
edilmektedir (G. Huang et al. 2013; Sheng-Nan et al. 2014).

Literatiirde yapisal agidan farklilik gosteren wiistite (FeO), goetit (FEO(OH)), hematit
(a-Fe,03), maghemit (y-Fe,O3), manyetit (FesO4) gibi ¢esitli demir oksit
nanopargaciklari karsimiza ¢ikmaktadir (Ahn et al. 2012). Bu g¢esitlilik, demir tuzlarinin
iginde bulundugu soliisyon ortamindan etkilenerek demir iyonlarmin (Fe®*, Fe**) farkli

indirgenme reaksiyonlarindan kaynaklanmaktadir (Sekil 1.19).

[NH;] ;
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Sekil 1.19. Birlikte ¢oktiirme yontemi ile manyetit iretim yolu (Ahn et al. 2012)
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Manyetit olarak adlandirilan demir oksit (FeO.Fe;O3, Fe30,4) nanopargaciklar: en kararl
MNP’dir. Kimyasal olarak yapisinda hem Fe®* hem de Fe** bulundurur (Sheng-Nan et
al. 2014). Bu nedenle oksijen atomlarinin arasinda tetrahedral ve oktahedral bolgelere
demir katyonu yerlesmistir (Sekil 1.20) (Harris et al. 2015). Yani manyetit oktahedral
ve tetrahedral/oktahedral tabakalarin karisimindan olusmaktadir (Sheng-Nan et al.
2014).

Sekil 1.20. 2,6 nm boyutlu bir Fe304, MNP

Mavi demir atomunu, kirmizi oksijen atomunu temsil etmektedir (Harris et al. 2015)

Demir oksit nanopargaciklarin boyutu, kristal ve yilizey yapisi gibi ozellikleri cesitli
sentez yontemleri kullanilarak kontrol edilmektedir. PVD (physical vapor deposition),
CVD (chemical vapor deposition), sol-jel, elektrodepozisyon, birlikte ¢oktiirme,
hidrotermal, termal bozusma gibi ¢esitli yontemler ile MNP’ler sentezlenmektedir
(Mascolo et al. 2013; Sheng-Nan et al. 2014).

Fe** ve Fe** iyonlarmim bir bazik ¢ozelti varhginda (NaOH veya NH,OH) birlikte
cOktiiriildiigii sentez yontemi en yaygimn kullanilan yontemdir (Sekil 1.21). Ancak bu
yontemde sulu ortamda sentez yiiriitiildiigiinden dolay1 yiiksek kristalinite i¢in gereken
yiksek sicakliklara ¢ikilamaz. Bu yontemde genellikle sentez ortaminin pH’1
ayarlayarak pargaciklarin sekil ve kararliliklar1 kontrol edilmektedir. Ancak 20 nm’nin
altinda ve kontrollii boyut dagiliminin elde edilmesi bu yontemde zordur. Farkli sekil ve
boyuta sahip parcaciklar farkli manyetik o6zellikler gosterecegi i¢in monodispers

dagilimin elde edilmesi ¢ok dnemlidir.
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FeCl; (suda)+2FeCl; (suda)+8MOH (suda) — Fe30,4 (k)+8MCI (suda)+4H,0 (s)
(M =Na", NH;")

Sekil 1.21. Birlikte ¢oktiirme yontemi reaksiyon denklemi

Alternatif olarak bir 6ncii demir kaynagimin yiiksek sicaklikta organik fazda bozunmasi
(thermal decomposition) yoluyla monodispers dagilim elde edilmektedir. Bu sentez
yonteminde yiiksek kristalinite elde edilir. Sentez siirecinde ulagilan sicaklik degeri ve
bu sicaklikta tutulduklar1 siire par¢acik boyutuna dogrudan etki etmektedir. Ornegin
298°C kaynama noktasina sahip benzil eter ile 259°C’de kaynamaya baslayan fenil eter
kullanilarak hazirlanmis olan parcgaciklar kiyaslandiginda benzil eter kullanilanlarin
daha biiyiik boyutta oldugu goézlenmistir (S. Sun et al. 2004). Genelde 6ncii madde
olarak diger onciil maddelerle kiyaslandiginda daha ucuz ve yiiksek verim saglayan

demir (I11) asetilasetonat (Fe(acac)s) kullanilmaktadir.

Termal yontemde pargaciklarin hekzan icerisinde dagilimini kolaylastirip kararliligini
artirmak amaciyla oleyilamin ve oleik asit kaplama ajanlar1 kullanilmaktadir. Siirfaktan
(surface active agent) olarak bilinen yiizey aktif maddeler genel olarak pargaciklarin
kararliligi i¢in gereklidirler. Bir pargacik, siirfaktan ile dipol-dipol, Van der Waals veya
hidrojen bagi yoluyla etkilesebilir. Termal bozunma metodunda kullanilan diger
indirgeyicilerle kiyaslandiginda, mesela 1,2-hekzadekandiole gore oleyilamin daha
ucuzdur. Oleyilamin, amin grubuyla pargacik yiizeyine baglandigindan pargaciktan
ayrilmast daha kolaydir. Ornegin oleik asit parcacik yiizeyine karboksil grubuyla
baglanir ve oleyilamin ile kiyaslandiginda NP yiizeyinden daha zor ayrilir (Sheng-Nan
et al. 2014). Pargacigin siirfaktan ile yaptigi bag daha sonra istedigimiz molekiille

stirfaktanin yer degistirebilmesi agisindan 6nemlidir.

MNP’ler kimyasal tedavi ve radyoterapiye alternatif olarak gelistirilen manyetik
hipertermi (magnetic hyperthermia) tedavisinde kullanilmak iizere gelistirilmektedir.
Kanser hiicreleriyle karsilastirildiginda normal hiicreler, sicaklik artisina daha
direnglidir. Sicaklik artisi kanser hiicrelerinde proliferasyonu inhibe eder ve hiicre

oliimiine (apoptotik/nekrotik) neden olur (Access et al. 2014). Is1 kaynagi olarak AC dis
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manyetik alan altinda MNP’lerin kullanimi manyetik hipertermi uygulamasini
dogurmustur. Ciinkii MNP’ler yiiksek frekansh alternatif manyetik alan (AMF) altinda
histerezis kaybederek'® 1s1 iiretirler (Sekil 1.22). Bu yontemde; kanserli bolgede
manyetik nanoparc¢aciklarin biriktirilmesi sonucu AMF altinda bolgesel 1sinma ve buna
bagl olarak o bolgedeki kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesi hedeflenmektedir (Koichiro

Hayashi et al. 2014).

aYs  <ws AMF Ureticisi:
o s -PEG-F
. e o FOBATIREN AC Dis Manyetik Alan Kanser Hiicresi
o ;6:4 /‘\;\ Olumi
£ LAY,
-3 £-3 B 11 01
& — > (R 5 58 aw
£ X % Manyetik Hipertermi
Kanser Hicresi T=36,5°C T=42-43°C

Sekil 1.22. Manyetik hipertermi

MNP’ler AC dis manyetik alan altinda titresirler ve bu titresim 1s1 {iretir. Sicaklik 42-43°C’ye ulastiginda
hiicrelerde apoptotik siire¢ baslar. (AMF: Alternative Magnetic Field)

Hipertermi hiicre 6liimiiniin tesviki disinda uyarici olarak da kullanilabilir (Yin et al.
2016). Ozellikle uyaran varhiginda ilag salimi, ilag salim sistemlerinde kontrolii elde
tutmak acisindan biiyiik avantaj sunar. Bu nedenle sicaklik artisinin ilag salimini
artirdigl ila¢ salim sistemlerinin gelistirilmesi, saglikli hiicreleri ilacin etkisinden

koruyacaktir.

Tim 6zelliklerinin yaninda MNP’ler, Fe?* kaynag roliinii istlenir. Demir, demir
baglayan reseptor olarak bilinen transferrin aracili endositoz yoluyla hiicrelere alinir
(Richardson and Ponka 1997). Calismalar, hiicre tarafindan alinan demir
nanoparcaciklarin endositik organelde16 metabolize oldugunu ve agia cikan demirin
divalent metal transporter araciligiyla endo-lizozomal membrandan sitozole gegtigini

belirtmektedir (G. Huang et al. 2013). Ac¢iga ¢ikan demir, hiicre i¢i ROS miktarini

> Dogrultusu déniisiimlii olarak degisen manyetik alanmn, manyetik malzemede olusturdugu manyetik
stirtinmeden kaynaklanan enerji kaybidir.
¢ Endozomun lizozom ile birlesmis hali
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artirmak suretiyle diisiikte olsa kanserli dokular iizerinde toksisite gosterir (G. Huang et

al. 2013; Richardson and Ponka 1997).

Tim bunlara karsin, FesO4 MNP’ler, biyolojik ¢alismalarda kullanildiginda agregasyon
olusturarak hedef hiicre tarafindan alimmama, bagisiklik sistemince yakalanma veya
hiicre tarafindan alindiktan sonra hemen atilma gibi problemlerle karsilasilmaktadir.
MNP’lerin demir iyonu salmasinin istenmedigi durumlarda MNP’ler inert bir yapi (altin
gibi) ile kaplanarak nontoksik hale getirilebilir. Kaplanan MNP’ler, manyetik
ozelliklerinden bir sey kaybetmez. Yine pargaciklarin kararliligini artirmak ve onlari
biyouyumlu hale getirmek icin yiizey modifikasyonlar1 yapilmaktadir. Ornegin pH
7’nin altina diisiince demir oksitin yasam siiresi kisalmaktadir (Sheng-Nan et al. 2014).
Yiizey kimyasini degistirilmesi, NP’lere ekstra kimyasal ve fiziksel Ozellikler de
eklemektedir. Bu nedenle altin, polimer, karbon vb. organik veya inorganik molekiiller
ile yiizey kaplamasi yapilarak manyetit, canli sistemlerde kullanima uygun hale

getirilmektedir (Sekil 1.23).

INORGANIK ORGANIK

Altin ‘
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COOH
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degisimi

Enkapsiilasyon

Kararh kabuk
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Sekil 1.23. Manyetik ¢ekirdek ve kabuk formunda MNP’ler
MNP yiizeyi organik veya inorganik molekiiller ile modifiye edilebilir
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Bolim 1.4.1°de detaylica anlatildig: iizere silika, manyetitin kaplanmasi i¢in idealdir.

MNP’ler, mezogdzenekli silika ile birlestirilince tek bir tagiyici ile birden fazla islemin

es zamanda yiiriitiilmesi miimkiin olmaktadir (Cizelge 1.3). Bunun yaninda silika

kaplama manyetik nanopargaciklar1 daha kararli kilar (Sheng-Nan et al. 2014).

Cizelge 1.3. Manyetik mezog6zenekli nano-tasiyici sistemlerinin 6zellikleri

Mezogozenekli Nanoparcacik

Manyetik Nanoparcacik

50-300 nm boyut araliginda sentezlenerek
kolayca endositoz ile hiicreler tarafindan
alinabilmektedir.

Polimerlerle kiyaslandiginda mekanik stres,

1s1, hidroliz indiiklii degredasyon gibi
olumsuz sartlara karst daha direncli
olmaktadir.

Miknatis ile istenilen bolgede

toplanabilmektedir.
Disaridan yiliksek frekansli alternatif
manyetik alan uygulandiginda sicaklik

artisina neden olmaktadir

Cok dar gozenek boyutu dagilimina sahiptir
ve gozenek capi ayarlanabilir. Bu ozellik,
farkli ilag molekiillerinin yiiklenmesini
saglar.

Cok genis ylizey alanina ve ¢ok biiylk

gozenek  hacmine  sahiptir.  Boylece
maksimum diizeyde kargo
yiiklenebilmektedir.

Hem i¢ hem dis ylizey alanimna sahip olmasi

farkli  fonksiyonel  gruplarin

yluzeye

katilmasmi  saglar. Boylece  sistemin

kullanilabilirligi artmaktadir.

Manyetik rezonans goriintiileme (MRI)
icin kullanilir. Bu 6zelligi sayesinde
teshis  ve  tedavi es  zamanh
yiiritiilebilmektedir.

Cok kiiciik boyutlarda hazirlanabilmeleri
ve ylizeyinin cesitli sekillerde
fonksiyonel héle getirilmesi ile genis
kullanim alanina sahiptir.

Karasizdir, hizla oksitlenir.




35

2. KAYNAK OZETLERI

Disiilfiram (DSF), metabolize olarak hizlica dietilditiyokarbamat (DDTC)’a
pargalandigi ve hem DSF hem de DDTC dolasimda kararsiz oldugu i¢in DSF tasima
sistemleri kullanilmaktadir. Bu konuda yiiriitiilmiis birkag¢ ¢alisma devam eden boliimde

sunulmustur:

Lipozom enkapsiilasyonu ile meme kanseri hiicrelerine gonderilen DSF’in NF-xB
yolagini inhibe ettigi bildirilmistir (Peng Liu et al. 2014). Duan ve arkadaslari,
doksorubisin (DOX) ve disiilfirami (DSF) kombinleyerek 6nerdikleri tedavi modelinde
pH duyarli misel tagima sistemi kullanmiglardir (X. Duan et al. 2013). Bu calismada
¢oklu ilag direncinin istesinden gelmek igcin DSF’mn P-glikoproteini inhibe etme
ozelliginden faydalanilmistir. Bu sekilde hiicreler aldiklart DOX ilacint efluks
mekanizmasiyla geri atamayacaktir. Ayni zamanda DSF, apoptotik 6zellige sahip
oldugu i¢in tedaviye ikinci bir katk1 saglamistir. Gelistirdikleri kan dolasiminda kararli,
sadece asidik ortamda pargalanabilen, hem DSF hem de DOX tasiyan misel yapisi,
meme kanseri tiimoér modelinde etkili sonug gostermistir. DSF’1 olduk¢a kararli bir
sekilde misel icerisine hapsetmisler ve yapinin DSF tagima kapasitesini %5 olarak

Olemiislerdir.

Chen ve ekibi mide ortaminda ve yiiksek sicaklikta DSF ilacinin kararli kalmasini
saglayacak lipid emiilsiyon sistemi hazirlamiglardir (Xi Chen et al. 2015). Bir diger
calismada, kanser hiicrelerinde bakir (Cu) ve DSF sitotoksisite mekanizmasi
arastirilmig, sonucta DSF/Cu kompleksinin kanser hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerini
tirettigi ve hizli bir sekilde hiicre 6liimiine neden oldugu belirtilmistir (Tawari et al.
2015). DSF/Cu kompleksinin yiiksek oranda toksik olmasma ragmen DDTC/Cu
kombinasyonunun sitotoksik olmadigi ortaya konmustur. Ayn1 zamanda arastirmacilar
ayrt ayri verilen DDTC-bakir karigiminin ROS  iiretimine neden olmadigin
gozlemlemistir. Ancak ayni anda uygulanan diisiik doz DSF/Cu kompleksi yiiksek
miktarda ROS iiretimine neden olmaktadir. Diger bir ¢alismada DSF, Cu ile birlikte
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kullanildiginda, enflamatuar meme kanserinde (IBC) tiimor redoks direncinin kirildigi
ve kanser hiicrelerinin etkili bir sekilde oldirildigi belirtilmistir (Allensworth et al.
2015). Bunun disinda Wiggins ve arkadaslari meme kanseri tedavisinde DSF-indiiklii
sitotoksisiteden faydalanmistir (Wiggins et al. 2015). Calismada DSF’in anti-timor
aktivitesinde ¢inko iyonunun rolii arastirllmis ve c¢ok diisilk konsantrasyonlarda
uygulanan DSF ve ZnCl; ile meme kanseri hiicrelerinde ciddi oranda 6liim gézlenirken
saglikli epitel hiicrelerde higbir etki gdzlenmemistir. Cinkoya kiyasla bakirin kanser
hiicrelerinde DSF toksisitesini daha ¢ok artirdigi ortaya konmustur (Wiggins et al.
2015).

Glioblastoma hiicrelerine DSF tasinmasi amaciyla yapilan bir arastirmada,
arastirmacilar %10 ve %20 (w/w) oranlarinda PLGA (Poli (laktik-ko-glikolik asit)) ve
DSF kullanarak milirod hazirlamislardir (McConville et al. 2015). Cubuklar1 kii¢iik
parcalara ayirdiktan sonra DSF/PLGA kararli soliisyonu hazirlanmig, tiim ¢alisma bu
kararl1 soliisyon iizerinden siirdiiriilmiigtiir. Arastirmacilar timor ¢evresine hazirlanan

milirodun stereotaksi'’ ile yerlestirilerek tedavide kullamlabilecegini 6nermislerdir.

Zhang ve arkadaslari, TAT peptiti (TATp, YGRKKRRQRRR) ile hedef 6zgiil hale
getirdikleri lipozom enkapsiilasyon sistemini DSF tagima araci olarak kullanmis ve pH
bagiml ila¢ salinimini denetlemislerdir (Zhang et al. 2015). Arastirmacilar farkli
miktarlarda PEG (Polietilen glikol) ile kaplama yaparak koruduklari sistemlerinin
boyutunun 50-100 nm araliginda degistigini ve ilag yiikleme oranlarinin %3,45-3,76
arasinda degistigini belirtmistir. TATp ve PEG, lipit nanokapsiiliin kararliligini
artirmigtir. Sisteme dahil ettikleri PGA (Poliglutamat asit) ile pH kontrolli ilag
salimimin1 saglamiglardir. Calismada en iyi ila¢ saliniminin pH=6,5’te elde edildigi
gosterilmistir. Fareler {izerinde yiiriittiikleri ¢alismalarda DSF tasiyan sistemin timor
bolgesinde yogunlastigi ve tiimorii kiigllttiigii ortaya konmustur. Aragtirmacilar DSF’1n

en 1yl anti kanser etkisini, Cu varliginda gézlemlemistir.

Y Bir tiimér veya hastalikli alana tam bir kesinlik icinde ve saglikli dokular1 en az etkileyecek bigimde
ilag/is1k verilmesi
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Song ve arkadaslar ilag tasima sistemlerinde siklikla kullanilan yaygin bir polyester
olan PLGA’y1 DSF enkapsiilasyonunda kullanmislardir (Song, Tang, Lei, et al. 2016).
Hazirladiklari mPEG-PLGA/PCL'® sisteminin ilag tasima kapasitesini %7,8 olarak
belirlemisglerdir. Aym1 zamanda bu ¢alismada lipozom tabanli tasima sistemiyle
kiyaslandiginda NP tabanli tasima sistemlerinin DSF yilikleme oranimi ve kararliligini
artirma yoniinde daha avantajli oldugu ortaya konmustur. Wang ve arkadaslar1 da DSF
yikli PLGA wuygulanmis olan pankreas kanseri hiicrelerinin 06ldiigiinii, bu
enkapsiilasyon sistemini fare modelinde denediklerinde de tiimdri kiigiilttiigiinii ortaya
koymustur (Z. Wang et al. 2016). Faschee ve arkadaslari, folat reseptorii hedefli DSF
yikli (yaklastk %5) PLGA-PEG nanoparcaciklarini meme kanserine Kkarsi
kullanmiglardir (Fasehee et al. 2016). Bu c¢alismada, folik asit igermeyen
nanoparcaciklara oranla, folik asit ile modifiye edilmis nanoparcaciklarin toksisite ve
ROS miktarinda artis gézlenmistir. Ayrica fare modelinde denenen ilag tasiyan sistem,
timor kitlesini ciddi oranda kiigiiltmiistiir. Benzer bir c¢alismada %10°luk DSF
soliisyonu PLGA ve PCL sistemine hapsedilmistir (Najlah et al. 2016). Poli-L-glutamik
asit-sisplatin ile konjuge olarak kullanildiginda ise disiilfiramin sisplatin direncini

azalttig1 ortaya konmustur (Song, Tang, Shen, et al. 2016).

DSF diginda farkl ilaglarin tasinmasi i¢in kullanilan sistemler mevcuttur. Ornegin FA
reseptoril ile hedeflenmis manyetik-mezogozenekli silika nanopargaciklar: anti kanser
DOX ilacinin tasinmasinda kullanilmistir (Li et al. 2016). Li ve arkadaslari, DOX yiiklii
manyetik-mezogozenekli silika nanopargaciklar1 PEI-FA ile modifiye etmis (M-
MSN(DOX)/PEI-FA), sistemin suda ¢oziiniirligiinii ve kanser hedefleme 6zelliklerini
arttrmiglardir (Li et al. 2016). Bu g¢alismada PEI-FA kaplamanin nanokompleksin
ortalama boyutunda 195 nm’den 217 nm’ye artisa Sebep oldugu belirtilmistir. Ayrica
gozenekli yapida gozenek ¢api 3,4 nm, gozenek hacmi 0,51 cm®/g olarak dlgiilmiistiir.
Elektron mikroskop goriintiilerine dayanarak nanokompleksin uniform ve kiiresel
sekilde olduklari, ilag ve siRNA yiiklemenin morfolojik agidan bir etkisinin olmadigi
belirtilmistir.  Ilag  yiikleme etkinligi %12,3 olan M-MSN(DOX)/PEI-FA

18 poli (etilen glikol)-b-poli (laktit-ko-glikolid)/poli (s-kaprolakton)
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nanokompleksinin ila¢ saliminda en ideal pH degerini 4,7 olarak belirtilmistir. ilag
saliminin 10 saat i¢inde yapilmasindan otiirii tasarladiklar1 sistemi baglangicta yiiksek
doz uygulamasi1 gereken kanser tedavisinde kullanisli oldugu 6ne siirilmiistiir. Bu

calismada kimyasal tedavi ve gen tedavi es zamanl ylritilmiistiir.

Lai ve arkadaglar1 floresan izotiosiyanat-p-siklodekstrin (FITC-B-CD) ile modifiye
edilmis mezogozenekli silika nanopargaciklar hazirlamiglardir (Lai et al. 2013).
Hazirladiklar1 sistem indirgeyici olmayan sartlarda istikrarli iken, redoks uyarani
varliginda gézenekler agilmakta ve ila¢ salinimi gergeklesmektedir. Bu sistem ile gergek
zamanlt olarak ilag salinimi izlenebilmektedir. Salim kontrollii ilag tasiyici sisteme
baska bir 6rnek olarak Chen ve arkadaslarinin galigmasi verilebilir. Bu ¢alismada kanser
hiicrelerinin sahip oldugu diisiik pH 6zelligi kullanilarak pH<S5,5 sartlarinda ve yalnizca
timor hiicrelerinde bolca bulunan esteraz varliginda ila¢ salimimi yapabilen
mezogodzenekli silika nanoparcaciklar ile akilli ilag tagima sistemi hazirlamiglardir

(Chen et al. 2014).

Yapilan bir calismada manyetik c¢ekirdek iceren mezogdzenekli nanokompozit
hazirlanmis ve bu sistem DOX ilacinin taginmasi i¢in kullanilmistir. Calismada DOX
tasima kapasitesi %1,75 olarak belirlenmis ve pH kontroliinde salim ig¢in tasima
sisteminin etrafi PEI-FA ile sarilmistir (Han et al. 2016). PEI-FA ile ilacin pH=7,4’de
gozeneklerde kaldig1 ve bu sekilde hazirlanmis ilag tasima sisteminin daha etkili oldugu
ortaya konmustur. Ayrica PEI-FA ile diisik pH’da ilag salimimin daha hizli oldugu
belirtilmistir. Arastirma sonuglarinda sistemin maksimum ila¢ salimi i¢in en uygun

sartlarin pH=2,0 ve PEI-FA:Nanoparcacik oraninin 0,5:1 oldugunu belirtmislerdir.

Jiang ve ekibinin hazirladigi Fe;O,@SiO,@LDH nanokompozit sistemine %60,32
oraninda ilag (MTX) yiliklenmis ve sistem 72 saat sonunda pH=4’te bu ilacin
%66,16’sm1 salmistir (Jiang et al. 2016). Ustelik HelLa hiicre hattinda sistemin
sitotoksik etkisi tek basina ilag ile kiyaslandiginda daha ytiksek ¢ikmistir.
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Aerosil kullanilarak hazirlanan Aerosil nanopargaciklar, DSF ¢6ziiniirligiinii artirmis ve
parcalanmasini 6nemli oOlgiide yavaslatmistir (Jing et al. 2014). Calismada DSF
yapisindaki kiikiirt (S) ile Aerosil’e ait silika-OH gruplar1 arasinda kurulan bagin DSF
yikimini yavaslattigi bu nedenle silika nanoparcgaciklarin kolay parcalanabilen DSF gibi

ilaclarin tasinmasinda daha kullanigh oldugu belirtilmistir.

Bu tez g¢alismasinda, oncelikle Fe3O, manyetik nanopargaciklar sentezlenmis ve bu
tanecikler mezogozenekli silika kabuk ile kaplanmistir (Fe30,@mSiO;). Daha sonra
gozeneklere DSF yiiklenmistir. Ardindan DSF yiiklii nanoparcaciklar PEI-FA ile
kaplanmistir  (Fe3O,@mSiO,-DSF@PEI-FA, mMDPF). PEI, ilacin gbzeneklerde
kalmasimi ve ilacin sadece endozomal pH’ta salinmasimi saglar. FA ise ilag tasiyan
sistemin kanser hiicreleri tarafindan daha fazla alinmasini desteklemektedir. ilag tasiyic
sistemin iki farkli pH (pH 7,4 ve 6,0) ve iki farkli sicaklikta (37 ve 42°C) DSF salim
kinetigi belirlenmistir. Ayrica ilag tasiyict sistemin kanser (MCF-7) ve normal hiicre
(MCF-10A) hatlar1 iizerine etkinligi test edilmistir. Buna ilave olarak ilag tasiyici
sistemin etkinliginin bakir ve/veya sodyum nitroprusit (SNP) varliginda nasil degistigi

belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullamlan Kimyasallar

Marka Isim

Sigma Aldrich Amonyum hidroksit (NH3 basis)
Gibco At serumu

MERCK Bakir Klortiir (CuCly)

Sigma Aldrich Benzil Eter

Sigma Aldrich Demir (111) asetilasetonat, Fe(acac);
MERCK Dimetilsiilfoksit (DMSO)

Sigma Aldrich Disikloheksilkarbodiimid (DCC)
Sigma Aldrich Disiilfiram (DSF)

Gibco DMEM (glikoz ve L-glutamin igeren besiyeri)
Gibco DMEM/F12 (glikoz ve L-glutamin igeren besiyeri)
Sigma Aldrich Epidermal biiyiime faktorii (EGF)
Sigma Aldrich Etil alkol, etanol (EtOH)

Sigma Aldrich Etil asetat (EtOAC)

Gibco FBS (Fetal Bovine Serum)

Sigma Aldrich Folik asit (FA)

Sigma Aldrich Fosfat Tamponlu Tuzlu Su (PBS)
Sigma Aldrich Hekzan

Sigma Aldrich Hidroklorik asit (HCI)

Sigma Aldrich Hidrokortizon

Sigma Aldrich Insiilin

Sigma Aldrich Kloroform

Sigma Aldrich Metanol

ABCAM MTS Cell Proliferation Assay Kit
Sigma Aldrich N-Dimetilformamit (DMF)

Sigma Aldrich N-Hidrokistiksinimid (NHS)



Carlo Erba
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Gibco

Sigma Aldrich
MERCK
MERCK
Carlo Erba
Fluka
MERCK
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Gibco

Gibco
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Nitrik asit (HNO3)

Oleyilamin

Paraformaldehit

Penisilin-streptomisin antibiyotigi
Polietilenimin (PEI) 25kDa, dallanmig
Potasyum ferrosiyaniir (Fe4(Fe[CN]¢)3)
Potasyum fosfat monobzik (KH,PQOy,)
Potasyum kloriir (KCI)

Setrimonyum bromiir (CTAB), (364,45 g/mol)
Sodium hydrogen phosphate (Na,HPO,4.12H,0)
Sodyum kloriir (NaCl)

Sodyum nitroprusit (SNP)

Tetraetil ortosilikat (TEOS)

Tripsin/EDTA (%0,25)

Trypan blue

3.2. Kullamilan Cozeltiler ve Hazirlanisi

Calisma boyunca hazirlanmis olan tiim ¢ozeltiler Cizelge 3.1’de sunulmustur.
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Cizelge 3.1. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanisi

Cozelti

Hazirlanis1

0,1 M PBS (pH 7,4)

0,8 g NaCl, 0,02 g KCl, 0,363 g Na;HPO,4-12H,0 (0,144 g
Na,HPO,) ve 0,024 g KH,PO,4 80 mL saf suda ¢oziildiikten
sonra HCI 7.4°e

ayarlanmistir. Son olarak hacim saf su ile 100 mL’ye

ekleyerek pH metre yardimiyla pH

tamamlanmistir.
PBS, pH=7,4 200 mL saf su igerisinde 1 tablet ¢oziilmiistiir.
PBS pH=6,0 200 mL saf su igerisinde 1 tablet ¢6zilmiis ve konsantre HCI

(%36,5-38) ile pH ayarlanmustir.

PBS (%10 FBS)

90 mL PBS (pH=7,4) ve 10 mL serum karistirilmustir.

Hazir DMEM

10 mL serum, 1 mL antibiyotik karistmi ve 89 mL DMEM

karistirilmistir.

%4 PFA

Paraformaldehit kullanmadan Once taze olarak 0,1 M PBS
(pH=7.,4) igerisinde %4 oraninda 30 dakika oda sartlarinda

karistirilarak hazirlanmistir.

DMEM/F12

1 mg/mL konsantrasyonlu 50 pL hidrokortizon, 5 mL at
serum, 1 mL antibiyotik karistmi ve 84 mL DMEM/F12
Bu besi MCF-10A hiicrelerinde

kanistirilmastir. yeri

kullanilmistir.

Altinsuyu (kral suyu)

10 mL nitrik asit, 30 mL hidroklorik asit ile ¢eker ocakta

karistirilarak hazirlanmistir.

%20 sulu hidroklorik

asit ¢ozeltisi

56 mL konsantre HCI (%36,5-38)

karistirilmis ve saf su ile hacim 100 mL’ye tamamlanmustir.

ile 20 mL saf su

%10 Potasyum

ferrosiyantir soliisyonu

10 g potasyum ferrosiyaniir trihidrat, 80 mL distile su
igerisinde ¢oziilmiis ve hacim saf su ile 100 mL’ye

tamamlanmuistir.

Prussian mavisi

%20 sulu hidroklorik asit ¢ozeltisi ve %10 potasyum
ferrosiyanit soliisyonu kullanmadan hemen o6nce 1:1 (v/v)

oraninda  karigtirllarak ~ PrusSian ~ mavisi  soliisyonu

hazirlanmstir.
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3.3. Kullanmilan Arac ve Geregler

Saf su cihaz1 (FISTREEM Calypso, Direct-Q 8UV), pH metre (Mettler Toledo), etiiv
(Redline- RE 53), sicaklik kontrol iinitesi (PC441, Ordel), vakum pompasi (Labconco),
buz dolabr1 (Argelik), - 80°C dondurucu (NUAIRE), vorteks (Whirlimixer), ultrasonik su
banyosu (ISOLAB), hassas terazi (Shimadzu UniBloc-AUX220, Shimadzu-ATX224),
calkalayic1 (Heidolph-Vibramax 100), siticili manyetik karistirict (Heidolph), kus
yuvasi 1sitici (LapHeat), mantolu 1sitici (Elecrothermal), peristaltik pompa (Langer
Pump-BT100-1L), santrifiij (Hettich-Universal 16, NUVE-NF1200R), CO>’li inkiibator
(NUAIRE), steril kabin (ESCO, Class Il BSC), inverted mikroskop (ZEISS), mikroskop
kameras1 (Axiocam ERc 5s, Zeis), su banyosu (Memmert), Elisa plate okuyucu
(BioTek-Epoch), calkalayict inkiibator (IKA KS 2000), zetametre (Malvern), otoklav
(HMC HIRAYAMA), evaparator (Heidolph), UV spektrofotometre (JASCO-V-530,
MERCK-Spectroquant NOVA 60 ve Shimadzu UV-1800), HPLC (Agilent Technology,
1260), XRD (D2 Bruker ve. GNR APD 2000 Pro), FTIR (Vertex 70V), fotograf

makinesi (Canon).

3.4. Tla¢ Tasiyic1 Sistemin Hazirlamis:

3.4.1. Demir oksit manyetik nanoparcacik (Fe;0, MNP, manyetit) sentezi

Nanomateryallerin sentezi i¢in schlenk sistemi kurulmustur (Sekil 3.1). Bu sistem ile
ortamdaki tiim hava vakum yapilarak ¢ekilir, ortama istenilen gaz verilir ve su akisi ile
sogutma yapilarak buharlasan ¢oziiciilerin reaksiyon ortamina geri doniisii saglanir.
MNP sentezi siiresince sicaklik rejimi otomatik olarak adim kontrol cihazi (PC441,
Ordel) ile kontrol edilmistir (Sekil 3.1). Senteze baslamadan 6nce otomatik ayar (auto-
tune) yapilarak sistem set edilmistir. Sicaklik 6l¢iimlerinde K4 tipi termokupl (NiCr-Ni)

kullanilmastir.
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Sekil 3.1. Oleyilamin kapli Fe3O4 MNP sentezi igin kullanilmis olan schlenk sistemi

Yiiksek kalitede kristal yapiya sahip 10 nm’den kii¢iik manyetit (Fes04) MNP’ler termal
bozunma ydntemiyle (thermal decomposition) sentezlenmistir. Onciil demir kaynag
olarak demir (Ill) asetil asetonat (Fe(acac)s) kullanilmistir. Coziicii, siirfaktan ve
indirgeyici ajan olarak oleyilamin, ¢6ziicii olarak ise benzil eter tercih edilmistir. Sentez
15 mL oleyilamin ve 15 mL benzil eter igerisinde ¢oziilmiis 3 mmol Fe(acac); ile
yuritilmiistir (Xu et al. 2009). Ortam1 su ve oksijen kalintilarindan arindirmak igin
schlenk sistemine 45 dakika vakum uygulanmistir. Vakum igsleminden sonra istenmeyen
oksidasyonu 6nlemek amaciyla ortama azot (N;) gaz1 uygulanmis ve reaksiyon boyunca

ortam inert atmosferde tutulmustur.

Reaksiyon ortaminin sicakligi 30 dakika igerisinde 110°C’ye ¢ikarilmis ve tiim Oncii
maddelerin ¢6ziinmesi i¢in sicaklik 1 saat bu degerde tutulmustur (Sekil 3.2). Cekirdek
olusumu (nucleation) bu siirecte gergeklesmektedir (Sheng-Nan et al. 2014). 1 saat

sonunda, stabilizasyon i¢in reaksiyon ortami 300°C’ye 1sitilmig (~10°C/dakika) ve 1
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saat daha sistem bu sicaklikta tutulmustur. Ardindan soliisyonun oda sicakligina

sogumasi i¢in beklenmistir (Sekil 3.2).

300—&300
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=~ ¢
—
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Siire (Dakika)

Sekil 3.2. Fe304 MNP sentezinin siire-sicaklik iligkisi

Ortamdaki ¢oziicii ve kirlilikleri gidermek i¢cin FesO4 MNP’leri etanolde dagitilmis ve
falkon tiip i¢erisinde 9000 rpm’de 10 dakika santrifiij islemiyle ¢oktiiriilmiistiir. Yikama
adimi 2-3 kez (temiz siipernatant goriinceye kadar) tekrar edilmistir. Her yikamada
stipernatant pH metre ile 6l¢iilmiis ve yikama islemiyle MNP ortaminin pH degerinin
bazik diizeyden nétre yaklagtigi gozlenmistir. Bu durum baglanmayan oleyilaminin
uzaklastirlldigini gostermektedir. Son olarak pargaciklar hekzan (50 mg/mL) igerisinde

dagitilarak azot atmosferinde kullanilincaya kadar saklanmastir.

3.4.2. Mezogozenekli silika kaph Fe;O,4 (Fes0,@mSiO;) sentezi

Gozenekli silika kapli manyetik nanoparcacik sentezinde Stober metodunun modifiye
edilmis hali kullanilmistir (J. Kim et al. 2006). Oncelikle, 30 mg Fe3O4 MNP’leri (600
uL) 3 mL kloroformda ultra sonikasyon ve vorteks ile dagitilmistir. Monodispers
manyetit nanoparcaciklar, 0,4 g CTAB (54,8 mM) ihtiva eden 20 mL sulu bir soliisyona
ilave edilmis ve 30 dakika siddetli bir sekilde (1400 rpm) karistirildiktan sonra,
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homojen bir su-yag mikroemiilsiyonu (Sekil 3.3) elde edilmistir. Amfifilik'® CTAB,
yapisal olarak misel olusumuna elverigli oldugundan dolayir diizenli MCM-41 tip

nanopargaciklarin hazirlanmasinda sik¢a kullanilmaktadir (Liberman et al. 2014).

%

CTAB, 3 i,

7

«
Ce

Fe,O, Mikroemiilsiyon

Sekil 3.3. (A) Su-yag mikroemiilsiyonunun sematik gosterimi ve (B) mikroemiilsiyonun
fotografi

Cozelti 70°C’de 30 dakika 1sitarak kloroform uzaklastirilmis, boylece sulu fazda
dagilmis nanopargaciklar hazirlanmistir. Daha sonra, elde edilen sulu soliisyondan 0,5
mL almarak, 10 mL su ile seyreltilmistir. Manyetit nanoparcaciklarini igeren
seyreltilmis sulu soliisyona 0,3 mL amonyum hidroksit (NH4;OH) ¢6zeltisi ve 0,5 mL
etil asetat (EtOACc) (5,11 mmol) igerisinde ¢oziilmiis olan 0,05 mL tetraetilortosilikat
(TEOS, 0,223 mmol) ilave edilmistir. Nihai karigim, 30 saniye karistirilip (500 rpm) 3
saat dinlendirilmistir (Sekil 3.4).

¥ Hem hidrofilik hem hidrofobik 6zellige sahip
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Sekil 3.4. Silika kaplama reaksiyonu (aging)

TEOS, suda karismadigi i¢in ¢oziiniirliigiiniin artirilmasinda etanol veya etil asetat
kullanilmaktadir (Suteewong et al. 2010). Sentez sisteminin pH degeri, elde edilecek
yapilarin diizenli siralanmasini ve sekil-boyut gibi 6zelliklerini etkilemektedir. Etil
asetat kullanilarak pH degeri distiriiliir. Baz1 ¢aligmalarda etanol kullanilarak sistemin
polaritesi artirtlir (Suteewong et al. 2010). Su miktar1 az tutularak ve diisiik
konsantrasyonlu TEOS kullanilarak kii¢iik boyutlarda pargacik elde edilmektedir
(Liberman et al. 2014). Hidrolizlenmis TEOS ile siirfaktan-stabilize inorganik
nanopargaciklar (CTAB ile sarilmis manyetit) elektrostatik olarak etkilesir ve manyetik
cekirdekli silika kapli nanokompozit elde edilir. Ayrica silika ve MNP arasinda

kovalent baglar ve hidrojen baglar1 da kurulur.

Suteewong ve arkadaslar1 yaglanma (aging) stiresine bagh olarak, manyetik ¢ekirdegin
gozenekli yapimnin merkezinden kenarma dogru konum degistirdigini one siirmiistiir
(Suteewong et al. 2010). Bu ¢alismada ayn1 zamanda demir oksit manyetik ¢ekirdek
varhiginin, daha kii¢iik boyutlarda ve daha dar dispersiyon araliginda mezogozenekli
yapilarin elde edilmesine katki sagladigi belirtilmistir. Neticede manyetik cekirdek,
silika NP’lerin boyut kontroliinii de saglamaktadir. Bunun yaninda yaslanma stiresi

parcaciklarin morfolojilerini de etkilemektedir (X. Sun et al. 2015).
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3 saat sonra santrifiij yapilarak gozeneksiz silika kapli manyetik nanopargaciklar
(FesO4@nSi0,) ¢oktiiriilmiis, birkag kez su ve etanol ile yikanmistir. FezO,@nSiO,
MNP’leri kurutulduktan sonra 550°C’de (Sekil 3.5) 5 saat kalsinasyon islemine tabi
tutulmustur. Bu sayede, CTAB cikarilarak mezog6zenekli silika kiireler i¢ine gomiilii

manyetit nanopargaciklar elde edilmistir (Fe30,@mSiO,).

A [ Fe,0,@nSio, Fe30 @mSiOz

Sekil 3.5. (A) Kalsinasyon isleminin sematik gosterimi ve (B) siiregte kullanilan firin

NP’ler, birkag kez su ve etanol ile yikanmig, 9000 rpm’de 15 dakika santrifiij islemiyle
¢oktiiriilmistiir. Cokelek (Fes04,@mMSiOy), kuru bir sekilde oda sartlarinda saklanmustir.

3.5. Nanoparcaciklara Ila¢ Yiikleme (FesO,@mSiO,-DSF)

Fes0,@mSiO; MNP’lere disiilfiram (DSF) yiikleme isleminde, 0,5 g DSF, 25 mL

metanolde tamamen c¢oziilerek stok soliisyon hazirlanmistir. DSF stok soliisyonu,
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+4°C’de (L. Zhang et al. 2013) saklanmistir. 250 mg Fe;O,@mSiO, MNP’ler, 20 mL
DSF soliisyonu igerisinde tamamen dagitilmigtir. Karisim 24 saat oda sartlarinda
karistirtlmistir (500 rpm). Boylece hidrofobik DSF, hidrofobik gozeneklere kolay bir
sekilde yerlesmistir (He and Shi 2011) (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Gozenekli tastyici sisteme DSF (Kirmizi) yiiklenmesi

3.5.1.Yiizey modifikasyonu (Fe;0,@mSiO,-DSF@PEI-FA, mMDPF)

Oncelikle 300 mg folik asit, dimetilformamit (DMF)/dimetil siilfoksit (DMSO) (27 mL,
3:1, h/h) ¢ozeltisi i¢inde ¢oziilmiis disikloheksilkarbodiimid (DCC, 93 mg) ve N-
hidroksisiiksinimid (NHS, 77 mg) ile 24 saat boyunca 300 rpm karigtirma hiziyla
karistirilarak aktive edilmistir (Zhu et al. 2010). Ardindan, aktive edilmis FA soliisyonu,
%y5’1ik PEI soliisyonuna (250 mg PEI/S mL DMSO) ilave edilmistir. Reaksiyon ortami
oda sicakliginda ve karanlik kosullar altinda 24 saat karistirilmistir (300 rpm).

PEI-FA soliisyonu DSF ile doyurulduktan sonra Fe;0,@mSiO,-DSF soliisyonuna
damla damla eklenmistir (1:1, PEI:Fe30O,@mSiO,-DSF) (Li et al. 2016; X. Ma et al.
2013). Karigim, 2 saat 180 rpm’de karistirilmistir. Ortamdaki fazla DSF, baglanmayan
PEI ve FA yapilarin1 uzaklastirmak i¢in parcaciklar, en az ii¢ kez organik ¢oziicii ve saf
su ile yikanip santrifiij (9000 rpm’de 15 dakika) islemiyle Fes0.@mSiO,-DSF@PEI-
FA (mMDPF) pargaciklar (Sekil 3.7) toplanmistir (Han et al. 2016; Li et al. 2016; G.
Wang et al. 2015). Ayn1 yontem ile tasiyict sistemin etkisini kontrol etmek amaciyla
Fes0,@mSiO,@PEI-FA (mMPF) (disiilfiram igermeyen tasiyict sistem) hazirlanmis ve

deneylerde kontrol numunesi olarak kullanilmistir.
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Sekil 3.7. ilag yiiklii nano tastyicinin PEI-FA ile yiizey modifikasyonu

Modifikasyon islemlerinin ardindan mMDPF'deki DSF miktar1 belirlenmistir. Bunun
icin 10 mg mMDPF, oda sartlarinda 5 mL metanol igerisinde dagitilmis ve 1 saat
karistirllmistir (Wan et al. 2014). Numuneler, 9000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmis
ve slipernatanttaki DSF miktar1 tespit edilmistir. DSF miktarinin belirlenmesinde
literatiirde HPLC veya UV/VIS spektrofotometre kullanilmaktadir (X. Duan et al. 2013;
L. Zhang et al. 2013, 2015). Calismamizda, daha hassas olmasi1 bakimindan, HPLC
metodu ile DSF miktar1 dlgiilmiistiir. {lacin yiiklenip yiiklenmedigi ve yiizey
modifikasyonlarinin karakterizasyonu, HPLC disinda, DLS ve FTIR &l¢limleri ile de
dogrulanmistir (Fasehee et al. 2016; L. Zhang et al. 2015). Ayrica FA, A=280-370
nm’de absorbans piki gosterdiginden dolayr FA baglama UV/VIS spektrofotometre ile
kontrol edilmistir (X. Ma et al. 2013). ilag¢ yiikleme kapasitesi (YK) asagidaki
formiillere gore hesaplanmistir (M; agirlik olarak alinmustir) (Li et al. 2016; Luo et al.
2016; Song, Tang, Lei, et al. 2016; Wan et al. 2014):

MSﬁpernatanttaki DSF

%YK = x 100

MmMDPF

3.6. Nanoparcacik karakterizasyonu

Sentez {irlinlerinin kristal yapisinin aydinlatilmasinda, X-i1sin1 kirmnim (XRD) analizi
yapilmigtir. Bunun i¢in numuneler toz halinde hazirlanmis ve XRD cihazinin aparatina
tutturulmustur. Numunelerin XRD desenleri D2 Bruker (Fizik Bolimii, Fen Fakiiltesi,
Atatiirk Universitesi) ve GNR APD 2000 Pro (Elektrik Elektronik Boliimii,
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Miihendislik Fakiiltesi) difraktometre ile elde edilmistir. Cu Ko A=1,54 °A dalga
boyundaki X isinlar1 ile 30 mV ve 10 mA veya 40 mV ve 30 mA kosullarinda
calistlmistir. Ornekler 0,05 adimlar ile 20 degerinin 5-80° ve 0,02 adimlar ile 20
degerinin 10-70° oldugu aralikta taranmistir. Kirmim desenleri XPOWDer yazilimi
kullanilarak analiz edilmis ve kristalit boyutu Debye-Scherrer denklemi ile

hesaplanmaistir:

_ KxA ~ 09x1,54
~ B X cosh B X cos6

A: X-151n1 dalga boyu (0,15406 nm).

B: FWHM degeri (full width at half maximum, pik siddetinin maksimum degerinin
yarisina distiigii pik yari genigligi). Origin Pro 8.5 programi ile 1,219 olarak
hesaplanmuistir.

K: Sekil parametresidir ve manyetit i¢in bu deger 0,89’dur (Mascolo et al. 2013).

0: Bragg acisi. 20 degeri 35,68° olan pik se¢ilmis ve Cosl17,84= 0,5322 olarak

hesaplanmuistir.

Parcaciklarin sahip olduklar1 fonksiyonel gruplarin belirlenmesinde Vertex 70V FTIR
spektrometresi (DAYTAM) kullamlmustir (Sekil 3.8). Orneklerin 400-4000 cm™ arasi
gecirgenlik (Transmittans) pikleri alinmustir. Sivi Olglimlerde cihazin sivi numune

aparat1 kullanilmistir.

L ——————a,

Sekil 3.8. Vertex 70V FTIR spektrometresi, DAYTAM, Atatiirk Universitesi
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Caligmamizda nanoparcaciklarin yilizey yiikleri (&-potansiyel), hidrodinamik boyutlar
(Rn) ve polidispersite indekslerinin (PDI) belirlenmesi i¢cin DLS (Dynamic Light
Scattering) teknigi kullanilmistir. Bunun igin kullanilan Zetasizer cihazi (Sekil 3.9),
dalga boyu 633 nm, 151k kaynagi He-Ne lazer ve lazer kuvveti 2 mW’tir (ZS90,
Malvern, DAYTAM). Cihaz, siispansiyon i¢indeki kiiciik parcaciklarin boyut dagilim
profillerini belirleyen DLS metodu ile c¢alisir. DLS analizi ile pargaciklarin
hidrodinamik boyut (Rp), polidispersite indeksi (PDI, Polydispersity Index) ve zeta
potansiyelleri hakkinda bilgi elde edilmektedir. PDI degerleri 0,7’den biiyiik ise
numune ¢ok genis bir boyut dagilimina sahiptir ve DLS teknigi i¢in uygun degildir. PDI
degerlerinin 0,05-0,7 arasinda olmasi, pargaciklarin monodispers (dar dagilim) 6zellige
sahip olduklarini gostermektedir. En ideal dar dagilim araligi PDI’nin 0,1-0,25 arasinda
oldugu durumlarda gézlenir. DLS 6l¢iimiiyle belirlenen zeta potansiyel degerlerinin +40
ve £60 mV arasinda bir yiike sahip olmalar1 kararliliklarinin iyi oldugunu, hatta bu
degerin £61mV olmasi miikemmel kararlilig1 belirtmektedir. Zeta potansiyelinde yiikiin
pozitif veya negatif olmas1 pargacigin yiizey gruplar tarafindan belirlenir. Bu nedenle
okunan &-potansiyel degerlerinin isareti ylizey kimyasii belirtirken degerin kendisi
kararlihgim ifade etmektedir. Ornegin karboksil gruplari ile modifiye edilen bir
pargacigin &-potansiyelini -40 olarak 6l¢tiigiimiizii farz edelim. Bu durumda pargacigin
kararliliginin iyi oldugu 40 degerinden, yiizeyinin karboksille kapli oldugu (-)

isaretinden anlagilmaktadir.

Sekil 3.9. Zetasizer, ZS90, Malvern, DAYTAM, Atatiirk Universitesi
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DLS olgtimleri, 90° agida 25°C’de yapilmistir. Numune hazirlama isleminde

nanoparg¢aciklar analizden 6nce sonikasyonda tutularak dispers edilmistir.

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile morfolojik yapi belirlenmistir. SEM
gorintiileri i¢in numuneler cam yiizeyinde kurutulmus, altin kaplama yapildiktan sonra
yiizey goriintiileri almmistir (Erzincan Universitesi). Gegirimli elektron mikroskobu
(TEM) kullanilarak nanopargaciklarin yapisal 6zellikleri belirlenmistir. Bunun igin FEI
TALOS F200S TEM 200 kV elektron mikroskobu kullanilmistir (Bayburt Universitesi).
Nanoparcaciklar, uygun c¢oziiciilerde dispers edildikten sonra karbon kapli bakir grid

lizerine tutturulmus ve oda sicakliginda kurutulduktan sonra goriintiileri alinmistir.

Brunauer-Emmett-Teller (BET) ve Barrett-Joyner—Halenda (BJH) metotlar
kullanilarak pargaciklarin gozenek dagilimi ve yiizey alami tespit edilmistir. BET
yonteminde malzemenin adsobladigi gazin hacminden yola ¢ikilarak adsorbent yiizey
alan1 hesaplanmaktadir. BET ile yilizey alani analizi belirli bir basingta P/Py adsorbsiyon
degerini kullanir. Gézenek boyut dagilimi ise BJH metodunu kullanarak hesaplanir. Bu
teknikte ise gaz ile tamamen doldugu varsayilan gozeneklerin zamanla azalan rolatif
basincini (P/Pg) kullanarak gozenek boyut dagilimi belirlemektedir. Olgiim sirasinda
dakikada 10°C artig seyredecek sekilde 300°C’de degaz islemi yapilmistir.

Toplam gozenek boslugunun malzemenin hacmine oranina poropzite denir (ALOthman
2012). Gozenekli malzemelerde genellikle 0,2-0,95 oraninda porozite amaglanir.
IUPAC gozenekli yapilarin adsorbsiyon ozelliklerine bakarak, adsorbsiyon izotermini 6
smifa ayirmaktadir (ALOthman 2012). Sekil 3.10’de sunulan bu egrilerden tip 1
mikrogozenekli, tip II, III ve VI gozeneksiz veya makrogozenekli yapilara aittir. Tip [V

ve V ise mezogdzenekli yapilara ait adsorbsiyon izotermini belirtmektedir.
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Sekil 3.10. izoterm egrileri
Mikro (I) makro (IL, III ve VI) ve mezogo6zenekli (IV ve V) yapilar (ALOthman 2012).

Mezogozenekli yapilarda izoterm egrilerinde 4 farkli gecikme kavisi (hysteresis loop)
gozlenir ve bunlar yapidaki gozeneklerin boyut ve geometrisi hakkinda bilgi
vermektedir (Sekil 3.11) (ALOthman 2012). Bu egrilerden H1, yapinin silindir benzeri
gozenek kanallarina sahip oldugunu ve uniform dagilim gosterdigini belirtmektedir. H2
ise genellikle iyi tanimlanmamis gozenek sekli ve boyutuna sahip materyallerde
gozlenmistir. H3 ve H4 gecikme kavisleri kesik seklinde gozenek yapilarint belirtir.

H4’de kesikler ¢ok dardir.
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Amount Adsorbed —P

Relative pressure —P

Sekil 3.11. Mezogozenekli yapilarda gozlenen gecikme kavisleri (ALOthman 2012)

Gozenek yapisinin dogrulanmasi i¢in Fe30,@nSiO; ve Fe30,@mSiO, MNP’lerinin
BET ve BHJ analizleri yaptirilmistir.

PEI-FA ile kapli olan nanopargaciklar UV/NIR spektrofotometre (DAYTAM) ile genis
aralikta taranmistir. FA, A=280 ve 370 nm’de absorbsiyon pikleri verir (X. Ma et al.
2013). UV/NIR spektrofotometre ile yapiya baglanan FA dogrulanmustir.

3.7. Tla¢ Salim Kinetiginin Incelenmesi

2 mg/mL mMDPF soliisyonu hem pH=7,4 hem de pH=6,0 olan sartlarda hazirlanmistr.
Soliisyonlar ependorf tiiplere dagitilmis (1 mL) ve ¢alkalamali inkiibatérde (300 rpm)
37°C ve 42°C’de inkiibe edilmistir. 4, 6, 7, 8, 18 ve 24. saatlerde tiipler santrifiijlenmis
(15.000 rpm 10 dakika) siipernatant ayrilmistir. DSF sulu ortamda hizla
hidrolizlendiginden, tampon soliisyonundaki DSF miktarmin dogru bir sekilde 6l¢timii

olas1 degildir (Cen et al. 2004; Lewis et al. 2014; Song, Tang, Lei, et al. 2016; L. Zhang
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et al. 2013). Bu nedenle salinan DSF miktar1 NP’de kalan DSF miktar1 olgiilerek
hesaplanmistir. Bu amagla santrifiijle ¢oktiirilen mMDPF, 1 mL metanol ile muamele
edilip tekrar santrifiijlenmistir. Metanol faz HPLC ile analiz edilmis ve salim siiresi
sonunda pargaciklarda kalan DSF miktar1 tespit edilmistir. Aymi sekilde kontrol
grubunda, 10 mg mMMDPF 5 mL metanol ile karistirilmig ve mg nanopargacik basina ne
kadar DSF’nin yiikli oldugu HPLC ile belirlenmistir. Kontrol grubu ile deney

gruplarinin farki alinarak salinan DSF miktar1 (Spsg) hesaplanmustir:

Spsk = Mkontrot psF — MimmppF' de kalan DSF

3.7.1. HPLC yo6ntemi

flag igerigi HPLC metoduyla belirlenmistir. Calismada kullanilan HPLC sistemi
(Agilent teknoloji 1260 Infinity 1) Ace C18 kolon (5 pum, 250 x 4,6 mm) ve UV
detektorden olusmaktadir. Mobil faz olarak 0,7 mL/dakika akis hizinda su-metanol
(20/80, h/h) kullanilmistir. Kolon sicakligi 30°C, UV detektor 275 nm ve enjeksiyon

hacmi 5 uL olarak ayarlanmistir.

Numunelerin 6l¢iimiine baslamadan o6nce 0,1-30 ppm araliginda DSF ¢ozeltileri
kullanilarak  standart grafik hazirlanmistir.  NanopargacCiklara yiliklenen ve

nanoparcaciklardan salinan ilag miktar1 bu standart grafik yardimiyla hesaplanmistir.

3.7.1.a. HPLC yonteminin gegerlilik testi (validasyon)

HPLC yontemiyle elde edilen kalibrasyon egrilerinin regresyon esitliklerinin

istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. HPLC calismasinda disiilfirama ait kalibrasyon egrileri ile ilgili istatistik
degerleri

Parametreler Disiilfiram

Dalga boyu (1) 275 nm

Dogrusal aralik 0-30 (ppm)
Regresyon dogrusu denklemi y=16,919x+0,2752
Korelasyon katsayist (%) 0,9997

Disiilfiram igin kalibrasyon egrisinin en kiigiik degerinden daha kiigiik derisimlerde bir
seri ¢Ozelti hazirlanip kromatogramlar1 alinmistir. Kromatogramlarda pik yiiksekliginin
giiriiltii yiiksekligine oraninin (sinyal/gliriiltii oraninin) 3 oldugu derisim gdzlenebilme

smirt, 10 oldugu derisim ise tayin alt sinir1 degeri olarak belirlenmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. HPLC yonteminin gozlenebilme sinir1 ve tayin alt sinir1 degerleri

Etkin madde Gozlenebilme Simir1 (LOD) Tayin Alt Simir1 (LOQ)
(ng/mL.) (ppb) (ng/mL) (ppb)
Disiilfiram | 25 75

Yontemin dogrulugu ve kesinligi giin i¢i ve giinler arasi degiskenlerle belirlenmistir.
Disiilfiramin kalibrasyon egrileri i¢ine diisen, ii¢ farkli derisimde hazirlanan ¢ozeltilerin
ayni giin ve farkli giinlerde (en fazla 2 giin i¢inde) kromatogramlar1 alinip pik alanlar
ic kez okunmustur. Okunan degerlerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 belirlenmistir.
Yontemin kesinligi yiizde bagil standart sapma (%RSD) ve dogruluk da bagil hata ile
Cizelge 3.4’de verilmistir.
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Cizelge 3.4. HPLC yonteminin giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri

Giin ici Giinler arasi
Eklenen | Bulunantstd. | %bagil | %RSD | Bulunan +std. | %bagil | %RSD
sapma hata sapma hata
1,25 1,29+0,039 3,20 3,02 1,31+0,050 4,80 3,82
Disiilfiram | 7,5 7,61+0,136 1,47 1,79 7,72+0,172 2,93 2,23
(ppm) 725 26,14+0,397 | 4,56 152 | 26,280,752 | 5,12 2,86

Disiilfiram stok ve standart ¢ozeltilerinin ¢alisma siiresince kararli (stabil) kaldig: siireyi

belirlemek amaciyla kararlilik calismast gergeklestirilmistir. Bunun igin ii¢ farkl

derisimde hazirlanan disiilfiram ¢ozeltileri oda sicakligi, +4 ve -20°C’de 24 ve 48 saat

siireyle bekletilmistir. Bu siireler sonunda ¢dzeltilerin kromatogramlar1 alinip pik

alanlar1 Olciilmiis ve elde edilen degerler standart ¢ozeltilerin hemen okunan degerleri

ile kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim ve %RSD ile Cizelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.5. Disiilfiramin HPLC yontemle belirlenen kararlilik (stabilite) degerleri

Siire Sicakhik Disiilfiram Derisimi (ppm)
2,5 10 20
= Oda sicaklig 97,6+2,12 98,5+2,47 101,242,71
& +4°C 98,1+3,85 99,2+2,27 101,7+2,34
S 20°C 99,4312 99.712,08 100.6+1,89
= Oda sicaklig 96,9+4,13 98,4+3,16 99,4+3,89
§ +4°C 97,7 +4,97 98,6+3,06 102,1+3,54
~ -20°C 99,6+3,78 100,7+3,15 101,8+2,76

3.8. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarina baglamadan Once tiim malzemeler uygun sterilizasyon
kosullari ile steril edilmistir. Her defasinda laminer kabin (Sekil 3.12) %70 etanol ile
silinmis ve kabine alinan her malzeme Once alkol ile muamele edilmistir. Calisma
siiresince eldivensiz kabine dokunulmamis sik sik eller alkol ile steril edilmistir.

Calismaya baglamadan once ve g¢alismanin sonunda kabinin UV lambasi en az 15

dakika caligtirilmistir.
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Sekil 3.12. Hiicre kiiltiirii calismalarinin yiiriitiildiigi Class I tip steril kabin

Calismada kullanilan hiicre hatlart Cizelge 3.6’de belirtilmistir. Tiim hiicreler satici
firmanin tavsiye ettigi sekilde yetistirilip pasajlanmigtir. Kanser hiicre hatti (MCF-7) %1
antibiyotik ve %10 serum (FBS) iceren DMEM medyum ile kiiltiire alinmistir. MCF-
10A hiicreleri ise %5 at serum, %1 antibiyotik, hidrokortizon, insiiliin ve epidermal
bliylime faktori (EGF) iceren DMEM/F12 medyumunda yetistirilmistir. Hiicreler
37°C’de %5 CO; ve %90 nem igeren inkiibatorde inkiibe edilmistir.
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Cizelge 3.6. Calismada kullanilan hiicre hatlar1

Hiicre Hatta Ozellik Organizma Kaynak
) . Veteriner Fakiiltesi, Atatiirk
MCF-7 Meme Kanseri Insan .
Universitesi
MCF-10A Meme Epitel Insan Celal Bayar Universitesi

Dondurulmus halde saklanan stok hiicre hatlari, hizlica ¢ozdiiriiliip tizerlerine 1 mL
FBS iceren medyum eklenmistir. 1500 rpm’de 5 dakika santriflijlenerek hiicreler
¢Oktiiriilmustiir. Siipernatant atilmis ve pellet, hiicre medyumunda ¢oziilerek flasklara
hiicre ekimi yapilmistir. Ekim i¢in kullanilan hiicre sayisi, medyum ve tripsin miktari
Cizelge 3.7’de belirtilmistir. Biitiin ¢alisma boyunca hiicrelerin maksimum 30 pasaja

kadar ilerlemesine miisaade edilmis, morfolojileri her adimda kontrol edilmistir.

Cizelge 3.7. Hiicre ekim yogunlugu ve uygulanan medyum miktari

Hiicre Biiyiime Kaplari Hiicre Sayisi Medyum Tripsin
96 Kuyucuklu Kap 5 x 10° hiicre/kuyu 0,2 mL -

12 Kuyucuklu Kap 5x 10* hiicre/kuyu 1 mL 0,5 mL
6 Kuyucuklu Kap 3 x 10° hiicre/kuyu 2 mL 1 mL
T25 flask 1 x 10° hiicre 4 mL 2mL
T75 flask 3 x 10° hiicre 15 mL 4mL

Kullanilan hiicre tipleri adherent (yiizeye yapisarak biiyiiyen) olup pasajlanma

siirecinde;

e Eski medyumun uzaklastirilmasi,

e Tripsin/EDTA (%0,25) ile 2-3 dakika 37°C’de inkiibasyon,

e Serum iceren medyum ile tripsinin inaktive edilmesi,

e 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij ile hiicrelerin ¢oktiiriilmesi,

e Hiicrelerin trypan blue ile boyanmasi ve thoma lami kullanilarak sayima,

e Uygun sayida hiicrenin yeniden ekimi seklinde siralanan adimlar takip edilmistir.
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Calisma siirecinde elde edilen fazla hiicreler, %5 DMSO igeren besiyeri ile cryotiip
icerisinde (1,5 mL) 1 saat -20°C’de, 24 saat -80°C’de dondurduktan sonra sivi azot
tankinda stoklanmistir. Hiicreler, mikroskobik olarak goriintiilenmis ve Axiocam ERc

5s tipi Zeis marka kamera ile resimleri alinmustir.

3.8.1. Hiicre canlilig1 ve sayim

Hiicre ayirma, dondurma veya ¢6zme gibi islemlerden sonra canli kalan hiicre sayisini
belirlemek igin kullanilan trypan blue canlilik testi, canli hiicrelerin boyay1 almamasi ve
6li hiicrelerin almas1 prensibine dayanir. 10 pL hiicre siispansiyonu ve 10 pL trypan
blue boyasi karistirilmis, 151k mikroskobunda 10X biiyiitmede hiicreler thoma lami ile
saytlmistir. Mililitre basina 6lii ve canli hiicrelerin toplam sayisinin belirlenmesinde

kullanilan formiil asagidaki gibidir.

Sayilan Toplam Hiicre
16 Adet Kare

Hiicre Konsantrasyonu = X 10.000 X Dilltisyon Faktori

10.000: 0,1 mm*’teki sayim sonucunu 1 mL’deki sayiya doniistiirmek ve standart sonug
elde etmek i¢in kullanilan sabit bir degerdir.
Diliisyon faktorii: 2 (10 pL hiicre siispansiyonu ve 10 pL trypan blue boyasi) olarak

alinmustir.

Hiicre canliligi i¢in kullanilan formiil ise su sekildedir:

i Mavi Hlcre Sayist
% Canlt Hiicre = [1,00 — ( - )] x 100
Toplam Hiicre Sayist

Canlilik yiizdesinin %95 ve lzeri ¢ikmasi hiicrelerin saglikli oldugunu gostermistir.
Sayim islemini takiben kullanilacak hiicre sayis1 Cizelge 3.7’°de belirtildigi gibi kiltiir

kabinin hacmine uygun sayida hiicre ekimi yapilmistir.
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Sekil 3.13. Thoma laminda canli (parlak) ve 6lii (mavi) hiicrelerin gériiniimii
10X biiyiitme

3.8.2.Doz belirleme ve ila¢ uygulama

T75 flaskta, uygun besi yeri ortaminda gogaltilan MCF-7 ve MCF-10A hiicreleri, her
kuyucukta 5.000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu kaplara ekilmistir. 200 pl hiicre
medyumu ile 24 saat inkiibe edilmistir. Hiicrelere uygulanacak DSF, CuCl,, SNP ve
MMDPF miktarinin belirlenmesi i¢in 6ncelikle ayr1 ayri CuCl, (0,1-15 uM), DSF (0,1-
25 uM), SNP (1-100 mM), Fe;0,@mSiO, (5-600 pg/mL) ve Fe;0,@mSiO,@PEI-FA
(20-80 pg/mL) uygulanmistir. Muameleden 24 ve 48 saat sonra hiicreler bolim 3.8.3’te
anlatildig1 gibi MTS toksisite testine tabi tutulmustur.

3.8.3. Toksisite testi (MTS)

Uygulanacak yapilarin hiicreler {izerindeki proliferatif ve sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi i¢cin MTS testi (MTS Cell Proliferation Assay Kit (Colorimetric), 197010,
ABCAM) uygulanmistir. MTS, hiicrelerin proliferatif ve sitotoksik 6zelliklerini ortaya
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koyan kolorimetrik bir test yontemidir. Test, MTS tetrazolium tuzunun canli hiicreler
tarafindan iretilen formazan tarafindan yikimina dayanir. Formazan boyas1 490-500

nm’de absorbans Ol¢limiiyle belirlenir.

Hiicre ekimi (5.000 hiicre/kuyu) ve muamele isleminin ardindan hiicreler belirli
stirelerde (24 veya 48 saat) inkiibe edildikten sonra canlilik belirlenmistir. 96 kuyucuklu
kaplardaki (200 pl) hiicrelere 20 pul MTS soliisyonu eklenmistir. 3 saatlik inkiibasyonun
ardindan 490 nm’de absorbans degerleri Plate Reader ile 6l¢iilmiistiir. Hiicre canliligi

(%) asagida belirtilen formiile gore hesaplanmustir.

Absorbansyyamere
% Canlilik = x 100
% Canlil Absorbansgonirot

3.8.4.Nanoparcaciklarin hiicresel alim

Hiicresel alimin arastirilmasi i¢in 50.000 hiicre 12 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 1 mL
medyum ile ekilmis ve kiiltiir kaplart 24 saat inkiibe edilmistir. Endositozik
mekanizmanin aydinlatilmas1 i¢in Prussian Mavisi (Prussian Blue) ile boyama
yapilmistir (Shanehsazzadeh et al. 2013). Bu boyama hiicre igerisindeki demiri
belirlemek i¢in kullanilan bir boyamadir. Hiicrelere 0,5 mg/mL mMDPF uygulandiktan
sonra her bir grup icin kiiltir kaplarinin alt kismina 10 dakika miknatis tutularak
pargaciklarin hiicre i¢ine gegisi hizlandirilmistir. Hiicreler 24 saat sonra, soguk (ice
cold) PBS ile 3 kez yikanmistir. Ardindan %4 PFA (Cizelge 3.1) ile 20 dakika oda
sicakliginda fikse edilmistir. Fiksasyon islemi endositozu durdurmak amaciyla
yaptlmistir. Cizelge 3.1’de anlatildigi gibi hiicreler, taze hazirlanmig Prussian Mavi
soliisyonu ile 30 dakika, 37°C’de inkiibe edilmistir. Hiicreler tekrar PBS ile yikanmis ve

mikroskop ile gdzlenmistir.
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3.8.5.Klonojenik deney

MMDPF’lerin, hiicrelerin iireme ve koloni olusturma kapasitelerinin arastirilmasinda
kullanilan bir sitotoksisite testidir. Oncelikle 12 kuyucuklu kaplara ekilen hiicreler,
MMDPF ile muamele edilmis, 12 saat sonra toplanmistir (Fasehee et al. 2016). 50
hiicre/kuyu olacak sekilde ila¢ icermeyen taze medyum ile hiicreler yeniden kiiltiire
alimmigtir. Kiiltiirtin 7-10. giiniinden sonra en az 50 hiicre iceren koloni formlar
kolonijenik hiicre olarak sayilmistir (Peng Liu et al. 2014; Xinwei Liu et al. 2016; Yip
et al. 2011). Saymm i¢in kuyucuklar PBS ile yikanmis soguk metanol ile hiicreler fikse
edilmis ve %0,4 trypan mavisi ile hazirlanan %10’luk PBS-trypan mavisi soliisyonu ile

koloniler boyanmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Mag Tasiyic1 Sistem

Bu tez c¢alismasinda, ¢ekirdek materyali olarak Fe3;O, (Manyetit) manyetik
nanopargaciklart (MNP) basit ve hizli bir yontem olan termal dekompozisyon
metoduyla retilmistir (Sekil 4.1). Bdylece ¢ok iyi monodispers dagilim gdsteren
manyetit nanoparcaciklart hazirlanmistir. Termal yontemde baslangic materyali olarak
demir kaynaklarindan Fe(acac); veya Fe(CO)s kullanilmaktadir. Fe(CO)s’nin yiiksek
toksisitesi (Sheng-Nan et al. 2014) nedeniyle ¢alismamizda 6nciil demir kaynagi olarak
Fe(acac)s kullanilmistir. Yiizey aktif madde (siirfaktan) olarak oleyilamin kullanilmistir.
Boylece hekzanda dagilan, monodispers ve siipermanyetik MNP’ler hazirlanmistir.
Sentez sonucunda 928,30 verimle 300 mg Fe30; MNP elde edilmistir. Verim
hesabinda agagidaki formiil kullanilmistir (Bikiaris et al. 2009):

o NP (9)
% NP Verimi = - X 100
Baslangi¢ materyali (g)

FesO4 MNP’leri hekzan icerisinde dagitilip (50 mg/mL), N, atmosferinde saklanmustir.
Sekil 4.1’de, MNP’lerin ve ilag tasiyan sistemin, c¢oziiciilerde dagilimi ve manyetik
yanitlama (responsiveness) bulgular1 sunulmustur. Resimlerden de anlasildigi {izere,
hazirlanmis olan ilag tasiyict sistem, dis manyetik etki ile hareket ettirilebilir ve
manyetik hedefleme amaciyla kullamilabilir. Manyetik 06zellikleri kullanilarak, ilag
tastyici sistemin hiicrelere uygulanmasinin ardindan hiicre kaplarinin tabanina miknatis
tutulmus ve tasiyict sistemin, dogal olarak da ilacin hiicre i¢inde konsantre olmasi
saglanmistir. Ayrica manyetik yetenekleri bu yapinin farkli ¢alismalarda manyetik
hipertermi tedavisinde kullanimini da saglar. In vivo uygulamalarda MRI ajan olarak da

kullanilabilir.
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Sekil 4.1. NP’lerin ¢oziiciide dagilim ve manyetik yanitlama (responsiveness) bulgulari
(A) Hekzan igerisinde dagitilmis oleyilamin kapli Fe;0, MNP, (B) Suda Fe;0,@nSiO, MNP’ler, (C)
Suda Fe;0,@mSiO, MNP’ler ve (D) Suda dagitilan mMDPF

Sentezlenen MNP’lerin, beklenildigi gibi manyetit olup olmadigini anlamak,
nanopargaciklarin kristal yapisini belirlemek ve kristal boyutu hesaplamak amaciyla toz
halindeki 6rneklerin genis agili X-151n1 kirmim (XRD) desenlerine bakilmigtir. XRD
analizinde, FesO4, MNP'lere ait tipik 30,27, 35,68, 37,43, 43,01, 54,17, 57,56 ve 62,97°
pikleri gozlenmistir (Sekil 4.2). Bu pikler sirasiyla ters kiibik spinel manyetitin [220],
[311], [222], [400], [422], [S11] ve [440] diizlemlerini belirtmektedir (PDF No. 01-075-
0149). Sentezlenen Fe3O4 MNP’lerin yiizey merkezli kiibik ters spinel kristal yapiya
sahip oldugu tespit edilmistir. Fe(acac)s onciil molekiilii kullanildiginda kiibik kristal
orgiiye sahip NP’ler elde edildigi bilinmektedir (Sheng-Nan et al. 2014). Kristal
boyutun hesaplanmasi i¢in gereken FWHM degeri hesaplanirken 26 = 35,68° agisinda
gozlenen (311) major pik (Sekil 4.2) baz alinmistir. Debye-Scherrer denklemi

kullanilarak yapilan hesaplamalar sonucunda kristal boyut 2,14 nm olarak bulunmustur.
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Sekil 4.2. Fe304 MNP'lerinin XRD kirinim deseni

XRD analizi sonucunda elde edilen pikler gesitli makale sonuglari ile kiyaslanmigtir
(Cui et al. 2014; Metin et al. 2014; S. Sun et al. 2004). Piklerden anlasildig: {izere,
hazirlanan MNP’ler sadece manyetit icermektedir, diger demir oksitleri (a-Fe,O3 veya
v—Fe;03) barindirmamaktadir. Buna ilaveten hekzan-MNP soliisyonunun siyah olmasi
ve soliisyonda kirmizi ya da kahverengi yansimalarin olmamasi, iiretilmis parcaciklarin

sadece manyetitten olustugunu gostermektedir (Chicea et al. 2012).

MNP yiizeyinin kimyasal yapisinin karakterizasyonu FTIR ile yapilmistir. Fe3Oq4
MNP’lerine ait IR spektrumunda gdriilen 3412 ve 1577 cm™ pikleri oleyilaminin -NH,
gruplarini1 belirtmektedir (Sekil 4.3). Yang ve arkadaslar1 bu pikleri 3406 ve 1596 cm’
Lde gormiislerdir (H.-M. Yang et al. 2009). 3014, 2922 ve 2850 cm™deki yogun
absorpsiyon bantlar, oleyilaminde bulunan -CH,; ve -CHs; gruplarinin -C-H
titresimlerini belirtmektedir (Xu et al. 2009; H.-M. Yang et al. 2009). Xu ve arkadaslari,
¢alismamizda gozlenen, 1330-1650 cm™ deki pikin oleyilamin yapisinda bulunan -NH,
grubundan kaynaklandigini belirtmistir (Xu et al. 2009). 1451 ve 1402 cm™ deki pikler
asimetrik ve simetrik -CHs;’den kaynaklanan titresimleri gostermektedir (H.-M. Yang et

al. 2009). Son olarak, FesO, MNP’lerde oktahedral demir iyonu ile oksijen
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kompleksinin neden oldugu giiclii emilimi, 587cm™ deki pik ile gormekteyiz (Sharma et
al. 2015; Xu et al. 2009). Andrade ve arkadaslarinin ¢alismasina gore, ters spinal yapi
FTIR spektrumunda 550-600 cm™’de pik vermektedir (Andrade et al. 2009). Buna gore
sonuglarimizda gozlemledigimiz 587 cm™ piki, olusan yapmin manyetit oldugunu
kesinlestirmektedir. Bununla birlikte 417 cm™ dolaylarinda Fe-O deformasyonunu
gosteren pik bulunmaktadir (Xu et al. 2009). Tim bu bulgular, oleyilamin kaplh

manyetitin varligini gostermektedir.

C [Fe,0,-0am

Oleyilamin

Transmittans [a.u.]

Fe-O

L} L) L L} L L L L) L L L) L L} L L] L L}
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

-1
cm

Sekil 4.3. (A) Oleyilamin (B) Oleyilamin bagh Fes0, MNP (C) Oleyilamin bagl Fe;O4
MNP’nin FTIR spektrumu

Hazirlanan Orneklerin yapisal analizi igin taramali elektron mikroskobu (SEM) ve
gecirimli elektron mikroskobu (TEM) kullanilmistir. Sekil 4.4’te goriildiigii gibi Fe3O4
MNP’leri monodisperstir ve ortalama 10 nm boyutlarindadir. TEM sonuglarinda
manyetitin hekzagonal sekle sahip oldugu gozlenmistir. Sentez kosullarina bagli olarak
hekzagonal sekilli manyetitler kiibik kristal orgiiye sahip olabilir (Eom et al. 2016).
FesO4 MNP’lerin hidrodinamik boyutlarint (Rp) belirten dinamik 151k sagilmasi (DLS)
sonuglarina gore Fes0, MNP’leri, monodispers boyut dagilimina sahiptir (Sekil 4.4).
Buna gore Fes0, MNP’lerinin R, dagilimi 8-11 nm (Sekil 4.4) arasindadir. Zeta
potansiyeli olarak tanimlanan yiizey yiikii -39,5 mV olarak belirlenmistir (Sekil 4.8). Bu
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deger, parcaciklarin hekzan igerisinde kararli oldugunu ve iyi dagilima sahip olduklarini
gostermektedir. Polidispersite indeksi (PDI) ise 0,347 olarak goézlenmistir. Boylece

parcaciklarin monodispers dagilima sahip oldugu dogrulanmistir.
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Sekil 4.4. Fe304 MNP’lerinin (A) SEM ve (B) TEM goriintiisi. (C) FesO4 MNP’lerin
hidrodinamik boyut (Rh) dagilim1

Sol-gel yontemi ile yapilan Silika kaplama isleminin ardindan Fe;0,@nSiO, MNP’ler,
kalsinasyon islemine tabi tutulmustur. Kalsinasyon islemi, silika kaplamadan CTAB’i
uzaklastirarak mezoporoz yapmin (Fe30,@mSiO;) olusmasini  saglamaktadir.
Calismamizda kalsinasyon sonunda 320 mg Fe;0,@mSiO; MNP elde edilmistir.
Hazirlanan Fe30,@mSiO, MNP’ler suda ¢ok iyi dagilmaktadir (Sekil 4.1). XRD analiz
sonuglarinda gozlenen 20-30° (20=21,8°) yayvan pik (Sekil 4.5) amorf silika yapisina
aittir (Cui et al. 2014; Han et al. 2016; Jiang et al. 2016). Silika kaplamanin etkisi ile
FesO4 MNP’lere ait karakteristik pik yogunluklarinda azalma goézlenmistir.
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Sekil 4.5. Fe30,@mSiO, MNP’lerinin XRD kirinim deseni

Sekil 4.6’da sunulan IR spektrumunda, silika kapli pargaciklarin suda dagilmasini
kolaylastiran —OH absorbsiyonu ~3400 cm™ bélgesinde hafif yayvan bir pik olarak
goriilmektedir. Yine 1630 cm™ civarinda gériilen pik, pargaciklarm hidrofilik silanol
(SiO-H) igeren yiizeye sahip oldugunu gostermektedir (Moller et al. 2007). Andrade ve
arkadaglar1, 1080, 800 ve 460 cm™’de IR bantlarmin -Si-O-Si- bagmna ait oldugunu
belirtmistir (Andrade et al. 2009). Jiang ve arkadaslar1 ise -Si-O-Si- yapisinin
absorbsiyon bantlarm1 1032 ve 778 cm™’de gdzlemlemistir (Jiang et al. 2016).
Xiaodong Liu, -Si-O-Si- baglarini 800 ve 1100-1300 cm™’deki pikler olarak belirtmistir
(Xiaodong Liu et al. 2015). Bizim sonuclarimizda da (Sekil 4.6) 1221 ve 1041 cm™ ile
788 cm™ ve 433 cm™ pikleri simetrik ve asimetrik -Si-O-Si- baglarmi belirttigi

diistiniilmektedir.

Andrade’nin 960 cm™de, Xiaodong Liu'nin ise 961 cm™de gordiigi -Si-OH
absorbsiyon piki calismamizda 962 cm™’de goriilmiistir (Andrade et al. 2009;
Xiaodong Liu et al. 2015). Bu omuz, -Fe-O titresimi ile -Si-O-H geriliminin
birlesimiyle olusmaktadir (Andrade et al. 2009). Kalsinasyon islemi -Si-OH gruplarinda

azalmaya neden olmustur (Sekil 4.6-B). Ancak kalsinasyon ciddi bir yapisal bozulmaya
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neden olmamaktadir (Kumar et al. 2006; Liberman et al. 2014). Neticede, Sekil 4.6-
A’da sunulan IR spektrum sonuglar literatiirle uyumlu olup, ¢ekirdek-kabuk yapisinin
elde edildigini ortaya koymustur (Andrade et al. 2009; Jiang et al. 2016; Xiaodong Liu
et al. 2015; H.-M. Yang et al. 2009).
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Sekil 4.6. (A) Silika kaplama ve (B) Kalsinasyonla CTAB’in ¢ikarildigini gosteren
FTIR sonuglar
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Fes0,@nSiO; MNP’lerden CTAB ¢ikarilarak gozenekli FezO,@mSiO, MNP’ler
hazirlanmistir (Sekil 3.5 ve Sekil 4.6-B). Kalsinasyon isleminde ¢ok yiiksek sicakliga
cikilmasina ragmen bu siiregte inorganik gruplarda ciddi bir degisik olmamaktadir
(Kumar et al. 2006). Ayrica kalsinasyon islemi mezogodzenekli silika nanopargaciklarin
(MSP) biyo-uyumlulugunu artirarak toksisitesini diisiirmektedir (Liberman et al. 2014).
Ciinkii MSP’ler silanol gruplart nedeniyle hiicreler icin toksiktir ve kalsinasyon

sonucunda silanol gruplari pargacik yiizeyinde azalir.

Baslangigta MNP’lerin oleyilamin kapli olarak hazirlanmas: silika kaplama ve gozenek
formun olugmasina yardimci olmaktadir. Oleyilamin, -NH; gruplariyla parcacik
yiizeyiyle temas halindedir. Bu etkilesim ¢ok zayiftir. Kloroform varliginda oleyilamin
kolayca pargacik yiizeyinden kopmaktadir (Sheng-Nan et al. 2014). Pargaciklarin
organik fazdan su fazina gegisi, pargacik ylizeyinde tutunmus olan hidrofobik zincirin
(oleyilamin) hidrokarbonlari ve CTAB arasindaki Van der Waals etkilesimi ile
gerceklesir (Suteewong et al. 2010; J. Zhang et al. 2011). Daha sonraki adimlarda
CTAB’in uzaklastirilmas1 ile son derece diizenli mezogdzenekli yapilar elde
edilmektedir. CTAB’in basarili bir sekilde uzaklastirilmasi hem diizenli gbzenek
yapilarinin elde edilmesini saglar hem de tasiyici sistemin sitotoksik etkisini azaltmasi
acisindan gereklidir. Tamamen uzaklastirilmadig1 takdirde, CTAB hiicreler {izerinde
belli bir toksik etki olusturmaktadir (He and Shi 2011). Elde edilen FTIR sonuglarina
dayanarak, CTAB yapisinda bulunan metilen zincirinin geriliminden kaynakli 2923 ve
2855 cm™’deki piklerin (Sekil 4.6-B) kalsinasyon sonrasi yok olmasi, CTAB
molekiiliiniin yapidan basarili bir sekilde uzaklagtirildigint gosterir (Yin et al. 2016).
FTIR spektrumunda, kaplamanin etkisi ile Fe-O kaynakli pik siddetinin azaldigi
gozlenmistir. Kalsinasyon sonunda hizli sogutma yapildigi zaman, Fe3;0,@mSiO;
parcaciklarinin suda dagilmadigi, topaklanip ¢Oktiigli gbézlenmistir. Ancak yavas
sogutma islemi neticesinde elde edilen Fe30,@mSiO, MNP’lerin suda dagilimi

yeterince iyidir.

Fe30,@mSiO; MNP’lerin morfolojileri Sekil 4.7°deki SEM goriintiilerinde goriildiigi

tizere kiiresel ve monodispers sekildedir. Silika kaplama sonucunda elde edilen
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Fes0,@mSiO,; MNP’lerin silika kalinligi ve gozenek olusumu TEM ile belirlenmistir.
Hui ve arkadaslari, silika kabuk kalinliginin reaksiyon siiresi ve ilave edilen TEOS
miktarma bagli, ancak Fe;O; MNP konsantrasyonundan bagimsiz oldugunu ortaya
koymuslardir (Hui et al. 2011). Sekil 4.7°de, Fe;O,@mSiO, MNP’lerin silika
kalinliginin ~50 nm, pargacik boyutlarinin ise ~100 nm oldugu goriilmektedir. Hui ve
arkadaslar1 1 mg/mL Fe3;04 MNP kullandiginda silika kaplamada birden fazla ¢ekirdek
yapisi gozlemislerdir (Hui et al. 2011). TEM sonuglari, sentezledigimiz bazi NP’lerin
manyetik ¢ekirdek igermedigini bazilarinin birden fazla veya tekli ¢ekirdek yapisina

sahip oldugunu goéstermektedir (Sekil 4.7).

WD det  spot

mag O
60000x 9.1mm LFD 30 L

Sekil 4.7. Fe;0,@mSiO, MNP’lerin (A) SEM ve (B) TEM gériintiileri

Zetapotansiyel oOl¢timleri ile gozenekli silika kaplanmis nanopargaciklarin negatif

yiizeye sahip olduklar1 belirlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Fe;04 ve Fe;0,@mSiO, MNP’lere ait zeta potansiyel 6l¢timii

Gozenekli pargaciklarin DSF ile karistirilmasi sirasinda DSF ve silika arasinda zayif
hidrojen bagi kurulmaktadir (Jing et al. 2014). Bu etkilesimler neticesinde hidrofobik
olan DSF, hidrofobik karakterli gbzeneklere yerlesmektedir. Yapilan bir ¢aligma, suda
¢oziilerek hazirlanan DSF ¢ozeltisinin 6 ve 96 saat sonra DSF miktarini sirasiyla %43
ve %10 olarak belirlemistir (Song, Tang, Lei, et al. 2016). Bu tez ¢alismasi siirecinde
metanolde ¢oziilen DSF’in aylar sonra bile ¢ok biiyiikk oranda bozulmadan kaldig:

g6zlenmistir. Bu nedenle DSF yiikleme islemi metanol ortaminda yapilmustir.

Sekil 4.9°da sunulan IR spektrumunda goriilecegi iizere, DSF’ye ait -S-S- geriliminden
kaynaklanan 554-666 cm™ piki (Mahendra Kumar Trivedi 2015) Fes0,@mSiO;
MNP’lerinde goriilmezken, bu pik DSF yiiklendikten sonra goriilmektedir. C=S gerilimi
ise 1270 cm™ civarinda pik vermistir (Mahendra Kumar Trivedi 2015). Fe30,@mSiO,
MNP’lerde olmadigi halde, DSF yapisinda goriilen 2972 cm™ piki Fe;0,@mSiO,-DSF
MNP’lerde goriilmektedir (Sekil 4.9). Bunun yaninda silika kapli parcaciklarda
gozlenen Si-OH pikinde, ilag yiikleme isleminden sonra, DSF ile yaptig1 hidrojen bagi
nedeniyle ¢ok az bir kayma gozlenmistir (Jing et al. 2014).
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Sekil 4.9. ilag (DSF) ve ilag yiiklenmis tasiyic1 sisteme (Fes0,@mSiO,-DSF) ait FTIR
sonucu

Hazirlanmig olan Fe304@mSiO,-DSF yapist negatif yiiklidir ve suda ¢ozinirliigi
diisiiktiir. Biyolojik ¢alismalarda suda ¢oziiniirliik ilacin taginmasi ig¢in ¢ok 6nemlidir.
Ayrica pargaciklarin negatif yiiki, sistemin hiicre zarindan gegisini ve hedefe
ulagsmasini1 zorlastiracaktir. Bir ¢ok ¢alismada pargaciklarin yiizeyi amin grubu igeren
molekiillerle (APTES, PEI gibi) modifiye edilerek sudaki dagilim artirilmistir.
Mezogozenekli yapilarin pozitif yikli ylizeye sahip olmalari, ilag salimini da
desteklemektedir (He and Shi 2011). Ayrica gozenekli yapinin elde edilmesinde tercih
ettigimiz  kalsinasyon islemi silanol gruplarinda azalmaya neden olugu icin
hidrofobikligi artirmaktadir. Bu durum tasiyici sistemin endositoz ile alimim
azalmaktadir (He and Shi 2011). Calismamizda ilag yiiklii tasiyict sistemin hiicrelerce
kolay bir sekilde alinmasi, sistemin suda ¢ozilniirliigliniin artirilmasit hem de yiizeye
pozitif yiik saglamasi agisindan ilag yiiklii nanopargaciklar biyo-uyumu artiran, pozitif
yikli PEI ile kaplanmistir (Cai et al. 2013). PEI molekiilii, pozitif yiiklerinin

elektrostatik itmesi ile stabilizasyon ajani olarak is gormektedir.
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PEI kaplama isleminde PEI:NP orani ilag salim hizin1 ve miktarini etkilemektedir.
Ayrica PEI'nin yliksek konsantrasyonlarda toksik etkiye sahip oldugu bilinmektedir.
Han ve arkadaslari en iyi kaplama oraninin 0,5:1oldugunu belirtmistir (Han et al. 2016).
Yine bu ¢alismada PEI miktarinin artmasi ile ilag salimmin yavasladigi belirtilmistir.
Kullandigimiz metotta PEI, folik asite (FA) kovalent olarak bagli halde (PEI-FA)
MNP’lere uygulanmaktadir. Yaptigimiz 6n g¢alismalarda, 0,5:1 PEI-FA:MNP orani
kullanildiginda parcaciklarin suda dagiliminin istenilen diizeyde olmadig1 gézlenmistir.

Bu nedenle PEI-FA:MNP orani ¢alismamiz siiresince 1:1 olarak tutulmustur.

PEI'nin FA ile modifiye edilmesi tastyici sistemin kanser hiicreleri tarafindan alimini
artirmaktadir. FA reseptorii 6zellikle metastatik olmak iizere genel olarak tiim kanser
hiicrelerinde saglikli hiicrelerden g¢ok daha fazla iiretilmektedir (Parker et al. 2005).
Eger sadece PEI kaplanarak uygulama yapilirsa suda dagilimi iyi olan ilag yiiklii sistem,
tim hiicrelerce kolayca hiicre igine alinacaktir. Tasiyict sistemi kanser hiicreleri
tarafindan taninir yapmak ve saglikli hiicreler tarafindan alimini azaltmak amaciyla PEI
yapisinda bulunan amin gruplar1 kullanilarak PEI-FA molekiilii hazirlanmis ve ardindan
PEI-FA ile ila¢ yiiklii NP’ler kaplanmistir (nMDPF, Fe;0,@mSiO,-DSF@PEI-FA).
Bu yolla kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelere nispeten daha fazla ila¢g almasi
saglanmistir. Bunun yaninda ilag tasiyici sistemin hiicre i¢ine transmembran proteinleri
kullanan reseptor iligkili endositoz ile gegisi, kargonun hiicresel yikimini1 6nlemektedir

(He and Shi 2011). FA bagli nanopargaciklarin endositoz ile alimi bu sekildedir.

PEI-FA ile kaplanan Fe;0,@mSiO,-DSF sisteminin yiizeyinde meydana gelen yeni
baglar FTIR ile kontrol edilmistir (Sekil 4.10). PEI ve FA baglanmasinda DCC ve NHS
kimyas1 kullanilmigtir. Béylece PEI’'nin amit gruplari ile FA’nin karboksil gruplar
amidasyon reaksiyonu ile baglanmistir (Han et al. 2016). Bu bag IR spektrumunda
~1500 cm™ goriilmektedir (C. Lu et al. 2012). PEI kaplama, -Si-O- ve -Si-OH
piklerinde azalmaya neden olmaktadir (Islam et al. 2014). Wan ve arkadaslari -N-H
amit II bagina ait titresimi 1605 cm™ de gostermistir (Wan et al. 2014).
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MNP’ler negatif yiizeyli oldugu i¢in PEI elektrostatik olarak nanopargacik yiizeyini
sarar. Bunun yaninda PEI, silika kapli NP’lere hidrojen bagi ile de baglanir (Islam et al.
2014). FTIR spektrumunda gozlenen 3317 ve ~1590 cm™deki pikler, PEI yapisinda
bulunan -NH deformasyonunu gostermektedir (Sekil 4.10). Bunun disinda, 1502 cm’
L deki pik de -N-H yapisini gostermektedir (Han et al. 2016; Islam et al. 2014). Folik
asitin karboksil grubunda bulunan C=0 piki 1689 cm™ dedir. mMMDPF hazirlanirken FA
ve PEI arasinda kurulan amit bagi (CO—NH) neticesinde bu pik 1654 cm™’ye kaymistir
(Fasehee et al. 2016; Han et al. 2016; Zhu et al. 2010). Yine mMDPF yapisindaki PEI’e
ait C-H titresimlerini 2846 ve 1107 cm™’de gdrmekteyiz (C. Wang et al. 2016). FA
yapisinda bulunan aromatik C=C 1606 cm™de, fenil halkasina ait pik ise 1483 cm™de
goriilmektedir (Fasehee et al. 2016; C. Wang et al. 2016). IR spektrumunda DMSO,
THF, NHS ve DCC’ye ait piklerin goriilmemesi yikama isleminde tiim safsizliklarin

uzaklastirildigini géstermektedir.
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Sekil 4.10. FA, PEI ve Fe30,@mSiO,-DSF@PEI-FA (MMDPF) icin IR spektrumu
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flag tastyici sistemin hiicreler tarafindan endositoz ile alimi igin boyutun 200 nm’den
kiiglik olmasi gereckmektedir (Argyo et al. 2014). DLS olgiimleri ile elde edilen
bulgulardan ~160 nm hidrodinamik g¢apa (Ry) sahip mMDPF’lerin en yiiksek oranda
bulundugu goriilmektedir (Sekil 4.11). Bu veriler TEM sonuglari ile ortiismektedir.

Intensity (%)
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Sekil 4.11. mMDPF’in DLS analizi boyut sonuglari

UV spektrumunda yaklastk A2=280 nm ve A=360 nm absorbsiyon pikleri FA’nin
varligin1 gostermektedir (Han et al. 2016; X. Ma et al. 2013; H. Yang et al. 2015; Zhu
et al. 2010). Absorbans grafiginde (Sekil 4.12) gorildigi gibi, Fe30,@mSiO;
MNP’lerde higbir pik yok iken mMDPF’lerde folik asite ait absorpsiyon pikleri
gozlenmistir. Boylece, FTIR 0l¢iim sonuglartyla uyumlu olarak, folik asit

modifikasyonunun basarili oldugu dogrulanmistir.
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Sekil 4.12. UV spektrofotometre analizi ile FA baglanma
In vitro calismalarda tasiyici sistemin etkisini gérmek ve ilactan kaynakli etkiyi

gozlemleyebilmek amaciyla ilag icermeyen bos tasiyici sistem (Fes0,@mSiO,@PEI-
FA, mMPF) hazirlanmistir. mMPF yapis1 FTIR ile kontrol edilmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Ilag icermeyen tasiyici sistem (Fe30,@mSiO,@PEI-FA, mMPF)

Hazirlanan gézenekli yapmin yiizey alanini, gozenek hacmini ve gozenek boyutunu
belirlemek  i¢cin  nitrojen  adsorbsiyon-desorbsiyon  teknigi  kullanilmistir.
Fes0,@mSiOy’ye ait BET grafiginde (Sekil 4.14) gozlenen izoterm egrisinden
anlasildig1 tlizere {iretilen materyal mezogdzenekli yapr sergilemektedir. BET
sonuglarina  goére Fe;0,@mSiO, yapisinin - yiizey alam 930,38 m?/g olup,
nanopargaciklarin oldukga genis ylizey alanina sahip olduklar1 goriilmektedir
(P/Py=0,275) (Sekil 4.14). Kontrol amagl yapilan gozeneksiz form olan Fe3O,@nSiO,
MNP’lere ait BET 6l¢liimiinde yiizey alan1 44,40 m?/g olarak belirlenmistir. Bu bulgular
ile Fe;0,@mSiO; MNP’lerin gozenekli yapiya sahip oldugu, olusan gozenekler
sayesinde yapinin yiizey alanmin yaklasitk 20 kat artti§i sonucuna varilmistir.
Suteewong ve arkadaslart benzer yontemle yaptiklari sentez sonucunda 893 m?/g

yiizeyine sahip manyetik mezogdzenekli yapilar hazirlamigtir (Suteewong et al. 2010).
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Sekil 4.14. Nitrojen adsorbsiyon-desorbsiyon analizi BET grafigi

Fes0,@mSiO;’e ait BET grafiginde (Sekil 4.14) gbzlenen izoterm egrisinde H4 tip
gecikme kavisi gozlenmistir. Boylece agik ve ulasilabilir olan gozeneklerin kesik (slit)
seklinde oldugu anlagilmaktadir (ALOthman 2012; Suteewong et al. 2010). Bu sonuglar
TEM sonuglariyla ortiismektedir (Sekil 4.15). Gozenekler, ¢ok kiigiik kilcal kanallara

sahip yapimin yiizeye agilan kisminda kiigiik ¢aplariyla (<3 nm) belirmistir.
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Sekil 4.15. mMDPF’lerin gozeneklerine ait TEM goriintiisii

BHJ analizi ile elde edilen, gozenek boyutu dagilim egrisi sonuglarina gore
Fes0,@mSiO; MNP’lerinin gézenek hacmi 0,73 cm?/g ve gozenek ¢ap1 2,74 nm’dir
(Sekil 4.16). Gozenek boyutu grafiginde gozlenen dar pik (pik merkezi yaklasik 2

nm’de) uniform ve dar gézenek boyutuna sahip yapilarin elde edildigini géstermektedir.
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Sekil 4.16. BHJ analizi ile gézenek hacmi ve ¢ap1

Cui ve arkadaslar elde ettikleri Fe30,@mSiO, nano yapisinin yiizey alanini 642 m?/g,
gozenek hacmini 0,6 cm®/g ve gozenek capi 2,8 nm olarak belirtmiglerdir (Cui et al.
2014). Tez calisgmamizda ise elde ettigimiz mezogdzenekli yapilar oldukga genis yiizey
alanina sahiptir, gézenek boyutu kiiciik ve gézenek hacmi oldukca fazladir. Tiim bu

bulgular hazirlanan ilag tasiyici sistemin ideal olma 6zelliklerini artirmaktadir.

4.2. Tla¢ Yiikleme Oram

llag yiikleme islemi metanol ortamda yiiriitiilmiistiir. Baz1 ¢alismalarda DMSO ile
coziilen DSF ile ilag ylikleme islemi yapilmaktadir. Ancak DMSO uzaklastirma
siirecinde DSF de kaybedildigi i¢in bu durum ilag enkapsiilasyon oranini diisiirmektedir
(Fasehee et al. 2016). Calismamizda ilag¢ tagsiyict mMDPF igerisindeki DSF miktari,
HPLC ile belirlenmistir. Metanol ile karistirllan mMDPF’ler santrifiij edilmis ve
stipernatanttaki DSF derisimi HPLC ile ol¢iilmiistiir. Elde edilen pikin altinda kalan
alan standart grafikte yerine konularak nanopartikiildeki DSF miktar1 hesaplanmuistir.
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Bu amagla c¢alismada Oncelikle belirli miktarda DSF, metanolde c¢oziilerek farkli
derisimlerde (0-30 ppm) ¢ozeltiler hazirlanmis ve bu c¢ozeltiler HPLC ile analiz
edilerek, derisim-alan grafigi (standart grafik) ¢izilmistir (Sekil 4.17). Bu grafikten elde

edilen denklem kullanilarak nanopar¢aciklarda kalan DSF miktar1 hesaplanmistir.
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Sekil 4.17. DSF kalibrasyon egrisi

HPLC analiz sonuglarma gore 10 mg mMDPF 435,8+13,023 pg DSF icermektedir.
Yani mMDPF’nin ilag yiikleme kapasitesi %4,35’tir (0,0435mg DSF/mg mMDPF,
43509 DSF/mg mMDPF). Han ve arkadaslari manyetik mezogozenekli
nanopargaciklara ila¢ yiikleme oranimi kiitlece %1,75 olarak belirtmistir (Han et al.
2016). Bir baska ¢alismada mezogozenekli tasiyict sistemin ilag (DOX) tasima miktari
16,3 ng/mg olarak verilmistir (F.-H. Chen et al. 2010). Calismamizda gozlenen
yiikleme orani, diger DSF tasima sistemleri ile kiyaslandiginda, normal bir yiikleme

oranidir (Cizelge 1.2).
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4.3. Tla¢ Sahm

Kan dolasimi ve normal dokulardan farkli olarak bir¢ok kati tiimdr yapisinin
ekstraseliiler ¢evresinde pH degeri 6,0-7,0 olarak bilinmektedir (Han et al. 2016). Bu
deger hiicre i¢inde, 6zellikle endozomal yapilarda 5-6’ya kadar diismektedir. Bu 6zellik,
saglikli ve tiimorli dokunun ayirt edilmesinde kullanilmaktadir. Bu nedenle mevcut tez
calismasinda, mMDPEF’in 4, 6, 7, 8, 18 ve 24 saat sonunda ilag salim tutumu iki farkli
sicaklik ve iki farkli pH altinda (sicaklik 37°C-42°C ve pH=6,0-7,4) incelenmistir.

Hazirlanan oOrneklerden PBS ortaminda salinan DSF miktari, salim sonrasi
nanopargaciklarda kalan DSF miktarinin tespiti ile hesaplanmistir. Bunun i¢in salim
stiresi dolan parcaciklar ¢oktiirilmiis ve pargaciklarda kalan DSF metanolle
¢ozlilmistiir. Metanol soliisyonlart HPLC ile analiz edilmis, elde edilen pik alanlari
standart grafik denkleminde yerine yazilarak salinan DSF derisimleri hesaplanmistir
(Sekil 4.18). Siipernatantlardan 6lgiilen DSF miktarlar1, kontrol grubu DSF miktarindan
c¢ikarilarak saliman DSF miktar1 hesaplanmis ve salim grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.19).

Kontrol grubu olarak PBS ile muamele edilmeyen mMDPF yapilar kullanilmistir.
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Sekil 4.18. Salim Orneklerinden elde edilen kromatogramlara ait pik alanlarinin
kalibrasyon egrisinde yerine konulmasi

Elde edilen bulgulara dayanarak pH=7,4"te ve 37°C’de ilag salim1 nispeten yavastir (4

saat sonra salim oran1 %64,34 olarak tespit edilmistir). Ancak pH=6 ve 37°C’de 4 saat
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sonunda ila¢ salim oran1 %90,1 olarak belirlenmistir. Benzer durum 42°C’deki pH 6,0
ve 7,4 altindaki Slglimler icin de gecerlidir. Asidik ortamda daha hizli ilag salimi
PEI'nin kap1 gorevi gordiginii ve kontrollii ilag salimma neden oldugunu
diistindiirmektedir. Calismamizda pH=6,0’da her iki sicaklikta da daha hizli ila¢ salimi

gozlenmistir.
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Sekil 4.19. mMDPF sisteminin DSF salim kinetigi

Duan ve arkadaslar1 pH 7,4’de polimerik misel ile tagidiklart DSF’nin 12 saat igerisinde
%70,2’sinin salindigini belirtmistir (X. Duan et al. 2013). mPEG-PLGA/PCL ile DSF
aktarimi yapildig1 ¢alismada, Song ve ekibi 24 saat sonra DSF’1n %70’inin hala tastyici
sistemde oldugunu ve yapisinin bozulmadigini belirtmistir (Song, Tang, Lei, et al.
2016). Wan ve arkadaslart PEI-FA ile modifiye ettikleri paklitaksel (PTX) tasiyan
mezogodzenekli tasiyici sistemin ila¢ salim oranlarmmi %30,86, %56,35 ve %81,90
(swrasiyla pH=7,4, pH=6,5 ve pH=5,0 i¢in) olarak belirlemislerdir (Wan et al. 2014).
Han ve arkadaslar1 1:1 oraninda PEI-FA ile kapladiklar1 manyetik mezogdzenekli

tasiyici sistemden ila¢ salim oranmin diisiik pH’da daha hizli ve yiiksek oldugunu (5
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saat sonra pH=4"te yaklasik %65) belirtmistir (Han et al. 2016). Najlah ve arkadaslar
farkli oranlarda polimer kullanarak hazirladiklar1 DSF tasiyan sistemden ilag salim

oranlarinin 4 saat sonunda %30-90 arasinda degistigini gostermistir (Najlah et al. 2016).

DSF, MDR denilen ilag direncinden sorumlu olan P-gp’i hizlica inaktive etmektedir (X.
Duan et al. 2013). Hizlica DSF salimi sayesinde bloke olan efluks mekanizmasi
nedeniyle hiicreler aldiklart mMDPF’leri hiicre digina atamadigindan ilag¢ salimi hiicre
icinde devam edecektir. Tez calismamizda mMDPF’lerin manyetik 6zellikleri
kullanilmis ve hiicrelerin mMDPF ile muamelesinin ardindan hiicre kiiltiir kabinin alt
yiizeyine miknatis tutulmustur. Boylece hiicresel alim hizlandiriimak suretiyle, salinan

ilacin hiicre i¢cinde daha hizli bir sekilde konsantre olmasi saglanmistir.

4.4. In vitro Deneyler

Calismamizda dstrojen bagimsiz MCF-7 meme kanseri hiicresi ve non-tiimorejenik olan
MCF-10A 6liimsiiz meme epitel hiicresi kullanilmistir. Hiicre morfolojileri her adimda
kontrol edilmis ve morfolojiyi degistirecek etkilerin olmadigindan emin olunmustur
(Sekil 4.20). Tryphan blue canlilik testine gore canlilik yiizdesi %95 ve tizeri olan

hiicrelere uygulama yapilmistir.

MCF-10A .

Sekil 4.20. Calisilan hiicre hatlarinin morfolojik kontrolii
40X biiylitme
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Uygulama caligmalarina gegmeden once kullanilacak gruplarin uygulama dozlar
belirlenmistir. Bunun i¢in MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerine disilfiram, CuCl,,
Fe30,@mSiO; ve sodyum nitropurisit (SNP)’in farkli dozlarda uygulamasi yapilmis, 24

ve/veya 48 saatlik toksik etkileri ayr1 ayr1 belirlenmistir.

Normalde mezogdzenekli nanopargaciklar 100 ug/mL konsantrasyon altinda toksik
ozellik gostermezler (Liberman et al. 2014). Ancak mezog6zenekli nanopargaciklar bu
degerin Ustlinde farkli hiicre hatlarinda farkli etkiler gosterir. MSP’lerin toksik 6zelligi
konsantrasyon disinda pargacik boyutu ile de iligkilidir (Wei et al. 2016). 500 pg/mL
altin kapli Fe30,@mSiO, MNP uygulanmis Hel a hiicre hattinda 48 saat sonra %80’den
fazla canlilik gozlenmistir (Cui et al. 2014). Baska bir calismada ise 80 pg/mL
Fes0,@mSiO, MNP, MCF-7 hiicrelerinde sadece %10’luk toksik etki gostermistir (Li
et al. 2015). Tez ¢alismamizda hazirlanan Fe30,@mSiO, MNP’lerin meme epitel ve
meme kanseri hiicre hatlarinda diisiik diizeyde toksisite gosterdigi gozlenmistir
(Sekil 4.21). 48 saat sonunda 75 pg/mL Fe;0,@mSiO, MNP uygulanmis MFC-7
hiicrelerinde canlilik yaklasik %84, MCF-10A hiicrelerinde ise %96 olarak
gozlenmistir. Bu bulgular, Fe;0,@mSiO, MNP’lerin diisiik toksik etkiye sahip

oldugunu gostermektedir.

120

I MCF-7

g [ |MCF-10A

—_
N 0 e 2
[ — I — I ]
1 1 1 [

Hiicre Canhihg (%

[
(]
1

[
[

0 pg/ml Spg/ml 10 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 75 pg/ml 100 pg/ml

Fe O,@mSiO,

Sekil 4.21. Fe30,@mSiO, toksisitesi
(0-100 pg/mL) uygulamasinin 48 saatte hiicreler tizerindeki etkisi
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MCF-10A hiicre hattinda yiiksek dozda (25 uM) etkili olan DSF, MCF-7 hiicre
hatlarinda diisiik dozlarda bile etki gostermistir (Sekil 4.22). Bu durum DSF’mn kanser
secici toksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. 48 saat sonunda 1 uM DSF’in
MCEF-7 hiicrelerinde canlilik oran1 %54 olarak gozlenmistir. Faasehee ve arkadaglari ise
500 nM DSF uygulanmig MCF-7 hiicrelerinde 24 saat sonra canliligi %68 olarak
belirlemistir (Fasehee et al. 2016). Kontrol hiicrelerimiz olan MCF-10A’da, 48 saat
sonunda 15 uM DSF uygulamasinda bile canlilik %82’dir.
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Sekil 4.22. DSF i¢in MTS canlilik testi.
DSF (0-25 uM) uygulamasmin (A) 24 ve (B) 48 saatte MCF-7 ve MCF-10A hiicreleri {izerindeki toksik
etkisi

Doz bagimli MTS sonuglart kullanilarak, DSF’in hiicreler iizerindeki etkisini
karsilastirmak amaciyla Origin Pro Lab 8.5 programinda IC5% degerleri hesaplanmaistir.
Elde edilen bulgulara gore 24 saatlik inkiibasyon sonunda MCF-7 hiicreleri i¢in ICsg
degeri 5,33 uM, MCF-10A hiicreleri i¢in ise 17,80 uM olarak bulunmustur. 48 saatlik
ICs0 degeri MCF-10A hiicreleri ig¢in 19,56 uM olarak bulunmustur. Song ve arkadaslari
MCF-7 hiicreleri igin 48 saat sonra 1Csy degerini 18 uM olarak belirtmistir (Song, Tang,
Lei, et al. 2016). Wiggins ve grubu MCF-7 hiicreleri igin 48 saat sonra DSF ICs
degerini 0,3 puM, MCF-10A hiicreleri i¢in ise DSF 1Csy degerini >10 puM olarak
belirtmistir (Wiggins et al. 2015).

20 1Csq degeri hiicreler iizerinde %50 toksisite gdsteren ilag konsantrasyonudur, inhibitory concentration
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Sonug olarak, DSF ilacinin meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7) daha etkili oldugu
gozlenmistir. Saglikli hiicre soyu olan MCF-10A, kanser hiicreleriyle kiyaslandiginda
daha yiiksek DSF konsantrasyonunda canliligimi kaybetmektedir.

Normal hiicrelere kiyasla kanser hiicreleri, yiiksek seviyede bakir (Cu) ile karakterizedir
(Mulay et al. 1971; Yip et al. 2011). Bakir, 15 uM dozda bile hem kanser hem saglikli
hiicreler tlizerinde toksik etki gostermemektedir (Yip et al. 2011). Bir ¢alismada MCF-7
hiicrelerinde Cu i¢in 1Csq degeri >20 uM olarak belirtilmistir (Yip et al. 2011). Ancak
bakirin sitotoksik etkisi DSF varliginda, bir baska deyisle DSF’mn 6ldiriicii etkisi Cu
varliginda, artmaktadir (Allensworth et al. 2015; Xinwei Liu et al. 2016; Wiggins et al.
2015; Yip et al. 2011). Bu bilgiler 1s1ginda, bu calismada mMDPF yapisinin bakir
bagiml toksik etkisinin aragtirtlmasi da amaglanmistir. Bu nedenle 6ncelikle hiicreler

tizerinde bakirin tek basina etkisi arastirilmis ve kullanilacak bakir dozu belirlenmistir.

Bakir uygulamasi igin yapilan CuCl, toksisite arastirmasinda, ciddi bir sitotoksik etki
gozlenmemistir (Sekil 4.23). Cu uygulandiginda normal hiicre hattinda canlilik orani

kanser hiicrelerinden fazladir. Deneylerde uygulanacak CuCl, dozu 5 uM olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.23. Bakir toksisitesi
0-15 pM CuCl, uygulamasinin MCF-7 ve MCF-10A hiicreleri tizerinde (A) 24 ve (B) 48 saat sonundaki
etkisi.
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DSF’nin toksisitesine bakir diginda sodyum nitropurisit (SNP)’in etkisi de
aragtirtlmistir. SNP, vasodilator bir ilactir ve konsantrasyona bagli olarak ROS kaynakli
stres (oksidatif stres) olusturur. Ciinkii SNP, bir ROS c¢esidi olan nitrik oksit (NO)
donoriidiir (Kaku et al. 2001). NO, bir radikal molekiildiir ve DNA gibi bazi hiicresel
yapilara saldiran ikincil molekiillerin olusmasina neden olur (Janjetovic et al. 2008).
Sonug olarak SNP uygulamasini takiben NO artis1 olmasi ve buna bagli olarak radikalik
zincir reaksiyonlarin  indiiklenmesi ile ortamdaki ROS miktarinin artmasi
beklenmektedir. Bu sebeple c¢alismamizda ROS kaynagi olan DSF ile SNP’in
sitotoksisite tizerine sinerjistik bir etki olusturup olusturmadigi arastirilmistir. SNP, 1

mM konsantrasyonda toksisite (Sekil 4.24) gostermistir. Deneylerde SNP 0,5 mM

kullanilmuastir.
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Sekil 4.24. SNP toksik etkisi
0-100 mM SNP’nin 24 saat sonunda MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerine etkisi

Son olarak ilag icermeyen tasiyici sistemin hiicreler {izerindeki sitotoksik etkisi
arastirtlmistir. Bunun i¢in 20, 40, 60 ve 80 pg/mL mMPF ile muamele edilen hiicreler

24 saat sonra toksisite testine tabi tutulmustur. Ozellikle PEI hiicrelerde doz bagimli
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toksisiteye neden oldugu i¢in ilag tasiyici sistemin hiicrelerdeki toksik etkisinin
arastirtlmas1 6nem arz etmektedir. Calismamizda uygulanan dozlarin kullanilan hiicre
hatlar1 i¢in ihmal edilebilir toksisiteye sahip oldugu gozlenmistir (Sekil 4.25). Ozellikle
MCF-10A hiicre soyunu i¢in mMPF’in etkisi yoktur. Ciinkii 80 pg/mL mMPF
uygulamasinda bile MCF-10A hiicrelerinde %90 canlilik gozlenmistir. Sonug olarak, 60

ug/mL tasiyici sistemin uygulamalar i¢in ideal oldugu belirlenmistir.

1
g
1

o

Hiicre Canhh

Opg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml 60 pg/ml 80 pg/ml
mMPF

Sekil 4.25. mMPF’in 24 saat sonunda hiicre hatlari tizerine etkisi

4.4.1. Nanoparcaciklarin hiicresel alim

Ekimi yapilan hiicrelere mMDPF uygulamasi yapildiktan sonra, hiicrelerin mMDPF
alimlar1 arastirilmistir. Mikroskop goriintiileri, kanser hiicrelerinin daha fazla mMDPF
aldigin1 gostermektedir (Sekil 4.26). Yine ayni goriintiiler, 72 saat sonunda MCF-7
medyumunda bulunan nanopargacik miktarmin MCF-10A medyumunda bulunan

nanopargacik miktarina gore az oldugunu ortaya koymustur (Sekil 4.26). Yani FA ile
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modifiye ettigimiz mMDPF’ler, MCF-7 kanser hiicreleri tarafindan daha fazla alinirken,
saglikli kontrol hiicreleri (MCF-10A) tarafindan daha az alinmstur.
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Sekil 4.26. Zaman bagimli mMDPF’in hiicresel alim1
Olgek 50 pm’dir.
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Manyetik nanopargaciklarin intra- ve ekstraseliiler alimi1 Prussian Mavi boyamasi ile
dogrulanmistir. Net bir gozlem igin hiicrelere 500 pg/mL mMMDPF uygulanmistir.
Sekil 4.27°de 151k mikroskobu ile alinan hiicre goriintiilerinde, hiicre iginde gozlenen
mavi renk hiicre i¢ine alinan nanoparcaciklar1 belirtmektedir. MCF-7 hiicrelerinin MCF-

10A hiicrelerine kiyasla ¢ok daha fazla mMDPF aldig1 gézlenmistir.

MCF-10A

Sekil 4.27. mMDPF’lerin hiicresel aliminin gosterimi i¢in Prussian Mavisi ile boyama

4.4.2 Hiicre canlih@

Hazirlanan ilag igeren tasiyict sistem (MMDPF), MCF-7 kanser hiicrelerinde doza bagh
etki gostermektedir (Sekil 4.28). mMDPF’in MCF-10A hiicreleri tizerinde toksik etkisi
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gozlenmemistir. MCF-7 hiicrelerinde ise doz artisina bagli olarak toksisitede artig
gozlenmistir. MCF-7 hiicrelerine 60 ng/mL mMDPF uygulandiginda 24 saat sonunda
%70 civarinda canlilik gozlenmistir (Sekil 4.28). mMPF ve mMDPF uygulandiktan
sonra elde edilen toksisite sonuglarina dayanarak hiicre kiiltiirii ¢alismalarimizda 60

ug/mL mMDPF kullanilmistir.
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Sekil 4.28. mMMDPF’in MCF-7 ve MCF-10A hiicreleri lizerinde 24 saat sonundaki etkisi

60 ug/mL mMDPF uygulanan MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerinde 24 saat sonunda hiicre
morfolojilerinde bir degisiklik tespit edilmemistir (Sekil 4.29). Ancak 80 pg/mL
mMDPF uygulamasinda MCF-7 hiicrelerinin morfolojisi degismis, hiicreler kiiresel bir
sekil almistir. MCF-10A hiicrelerinde ise 80 pg/mL mMDPF uygulamasinda da bir etki

gbzlenmemistir.



97

Kontrol 0 o/ml MPF

s

MCF-7

MCF-10A

Sekil 4.29. 60 ng/mL mMDPF uygulamasinin morfolojik etkisi
(Olgek 50 pm’dir)

Liu ve arkadaglart DSF enkapsiilasyonu i¢in lipozom sistemini (Lipo-DS) meme kanseri
kok hiicrelerine karsi kullanmislardir (Peng Liu et al. 2014). In vitro ve in vivo olarak
yiriittikleri ¢alisma sonucunda Lipo-DS’in bakir ile kombinasyonunun diisiikk dozda
NF-kB inhibisyonu yoluyla meme kanseri kok hiicrelerini hedef aldigini ortaya
koymuslardir. Vurguladiklart nokta, bakir varliginda DSF bagimli ROS artist
neticesinde NF-kB ve ALDH inhibisyonunun kanser i¢in segici oldugudur. Bir baska
caligmada DS-PLGA, bakir ile kombinlenerek karaciger kanserine uygulanmis ve Cu ile
uygulanan DS-PLGA’nin kanser kok hiicrelerini hedef aldig1 belirtilmistir (Z. Wang et
al. 2016). Cu varhiginda sitotoksik etkinin artmasi, Cu bakimindan zengin timor
hiicrelerinde DSF varliginda sekillenen Cu(DETC);’nin neden oldugu proteazom iligkili
apoptozisin indiiklenmesinden kaynaklanir (L. Zhang et al. 2015). Bunun yaninda DSF-
Cu ikili uygulamasi ROS indiikleyici ve NF-kB yolagi inhibitoridiir (Yip et al. 2011).

Bu nedenle 6ncelikle DSF’nin (1 uM) Cu (5 uM) ve SNP (0,5 mM) ile ayr1 ayr1 ve
birlikte kullanildigi uygulamalar yapilmistir. Elde edilen bulgulara gére MCF-10A
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hiicreleriyle karsilastirildiginda MCF-7 hiicreleri iizerine DSF+Cu+SNP’nin toksik
etkisi daha fazla olmaktadir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. DSF (1 uM)’in Cu (5 uM) ve SNP (0,5 mM) ile kombinasyonunun MCF-7
ve MCF-10A hiicrelerine 24 saatlik toksik etkisi

Calismamizda kontrol amacli olarak ila¢ icermeyen tasiyici sistemin (mMPF) Cu ve
SNP ile kombinasyonunun etkisi arastirilmistir. Elde ettigimiz  bulgular,
MMPF+Cu+SNP’nin MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerinde canliligt anlamli diizeyde
etkilemedigini gostermektedir (Sekil 4.31). Boylece DSF yoklugunda, caligilan
konsantrasyonlarda Cu ve SNP’nin MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerinde 6nemli bir etkiye

neden olmadig1 anlagilmistir.
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Sekil 4.31. mMPF’in (60 pg/mL) Cu (5 uM) ve SNP (0,5 mM) ile kombinasyonunun
MCEF-7 ve MCF-10A hiicrelerine 24 saatlik toksik etkisi

Calismamizin bir sonraki adiminda mMDPF, Cu ve/veya SNP ile birlikte MCF-7 ve
MCF-10A hiicrelerine uygulanmig ve 24 saat sonundaki canlilik oran1t MTS testi ile
belirlenmistir (Sekil 4.32). mMDPF’in (60 pg/mL) Cu (5 uM) ve SNP (0,5 mM) ile
kombinasyonu, MCF-10A hiicreleri i¢in yaklasik %10 oraninda toksisite gostermistir.
Ayni dozlarda MCF-7 hiicrelerine yapilan uygulama sonucunda MCF-7 hiicrelerinin

canlilik oraninin %40’ altina diistiigii gozlenmistir.
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Sekil 4.32. mMMDPF (60 pg/mL)’in Cu (5 uM) ve SNP (0,5 mM) ile kombinasyonunun
MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerine 24 saatlik toksik etkisi

60 pg/mL mMDPF, Cu ve SNP uygulamalarinda 24 saat sonra hiicrelerin goriintiileri
alinmigtir (Sekil 4.33). mMDPF, Cu ve SNP uygulanan gruplarda MCF-7 hiicrelerinin
biiyilk oranda o6ldiigli, MCF-10A hiicrelerinin ise belirlenen dozda yapilan

uygulamalardan fazla etkilenmedigi belirlenmistir.



101

60 ng/ml mMDPF
+SNP +Cu 60 pg/ml mMDPF Kontrol
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Sekil 4.33. 60 pg/mL MMDPF, Cu (5 pM) ve SNP (0,5 mM) uygulamast
24 saat sonra hiicrelerin 10X biiyiitme goriintiileri (Olgek 50 pm’dir)
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Sonug olarak DSF varliginda Cu ve SNP kaynakli sitotoksik etki artmaktadir. Ilag
tasimayan mMPF’lerde DSF bulunmadigindan mMPF varliginda Cu ve SNP kaynakl
sitotoksisite sinirhidir. Ayrica her uygulamada kanser hiicrelerinin saglikli kontrollere
gore daha fazla 6ldugi gozlenmistir. Bu durumda mMDPF meme kanseri tedavisinde

hedef spesifik olarak ¢alisan ideal bir tedavi ajan1 olarak umut vaat edicidir.

4.4.3.Klonojenik deney

Hiicrelerin iireme ve koloni olugturma yeteneklerinin arastirilmasi icin MCF-7 ve MCF-
10A hiicreleri, Cu ve SNP ile birlikte veya ayr1 ayr1 olarak DSF, mMPF ve mMDPF ile
muamele edilmistir. Hiicresel alim igin 12 saat beklendikten sonra taze medyum ile
hiicreler yeniden inkiibe edilmistir. Yaklasik on giin sonunda MCF-7 hiicrelerinin
koloni formlarmin daha kiiresel ve belirgin oldugu ancak MCF-10A hiicrelerinin
yiizeyde yayilarak c¢ogaldigi gozlenmistir (Sekil 4.34). Iki hiicre hattinin Kkoloni
olusumunda gozlenen bu farkliliga literatiirde de rastlanmigtir (Peng Liu et al. 2014).

Yiizeye yayilarak cogaldigt icin MCF-10A hiicrelerinde koloni sayimi yapilamamustir.

DSF+Cu uygulamasinin kanser hiicrelerinin koloni formlarinda kiiclilmeye neden
oldugu ve koloni sayisini azalttigi bilinmektedir (Allensworth et al. 2015; Y. Yang et al.
2015). Yaptigimiz ¢alismada DSF’nin Cu ve SNP ile uygulandigi gruplar
karsilastirildiginda, Cu varliginda DSF’nin hiicre oliimiinii artirdigt goézlenmistir.
DSF+SNP uygulamasi kanser hiicrelerinin koloni yetenegini DSF+Cu grubuna kiyasla
daha az etkilemistir. Sekil 4.34’te sunulan fotograflardan elde edilen bulgular
dogrultusunda MCF-7 hiicrelerinin kontrol grubunda ~120 koloni varken DSF+Cu,
DSF+SNP ve DSF+Cu+SNP i¢in sirasiyla 1, 55 ve 1 koloni sayilmistir. MCF-10A
hiicrelerinde de DSF+SNP uygulamasi 6nemli etki gostermemistir. Sonu¢ olarak DSF
icin yapilan klonojenik deneyde, MCF-7 hiicrelerinde en fazla etkilenen grup
DSF+Cu+SNP ii¢lii uygulamasinda gozlenmisken bu uygulama MCF-10A hiicrelerinde
siirl etki gostermistir (Sekil 4.34).
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Hem MCF-7 hem de MCF-10A hiicre hatlarina DSF icermeyen mMPF’nin koloni
olusumuna bir etkisi olmamustir (Sekil 4.34). MCF-7 hiicrelerine ait klonojenik
sonuglarinda, kontrol grubunda yaklasik 120 koloni sayilmisken mMPF’in tek basina
uygulandigr grupta 118 koloni sayilmistir. MCF-7 hiicrelerinde mMPF+Cu uygulanan
grupta ortalama 68 koloni olusumu gdzlenmistir. Ilging bir bicimde mMPF+SNP
uygulanan MCF-7 hiicrelerinde tipki mMPF+Cu+SNP grubunda oldugu gibi koloni
olusumu gozlenmemistir. MCF-10A hiicrelerinde en fazla etki mMPF+Cu+SNP
uygulanan grupta gézlenmistir, fakat kontrolle farki ¢ok azdir.

Sonug olarak;

e mMDPF kanser segici etkiye sahiptir,

e mMMDPF+Cu ve mMMDPF+Cu+SNP uygulamast MCF-7 hiicrelerinin koloni
olusumunu Onlemistir,

e MMDPF+SNP uygulamast MCF-7 hiicrelerinde koloni sayisini azaltmig, MCF-10A
hiicrelerine etki etmemistir,

e Sonuglar literatiir ile uyum gostermektedir (L. Duan et al. 2014; P Liu et al. 2013;
Yip et al. 2011).
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Sekil 4.34. Klonojenik deney
mMDPF (60 pg/mL), mMPF (60 pg/mL), Cu (5 pM) ve SNP (0,5 mM) uygulanmis (A) MCF-7 ve (B)
MCEF-10A hiicrelerinin koloni olusturma yetenekleri
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5. SONUC ve ONERILER

Literatiirdeki ¢aligmalar, DSF’1n ¢esitli kanser tiplerine kars1 oldukga yiiksek sitotoksik
etkiye sahip oldugunu belirtmektedir. Jivan ve arkadaslarinin yaptigi DSF-metfomin
uygulamasinin, yine Duan ve arkadaslarimin kullandigi DSF-DOX kombine
uygulamasinin neticesinde DSF’in diger ilaglarin secici toksisitesini artirdigi ortaya
konmustur (X. Duan et al. 2013; Jivan et al. 2015). Bu a¢idan multi fonksiyonel ilag
tasiyict sistemler, DSF ile birlikte farkli ilaglarin aktarimi ve bunlarin birlikte kullanimi

icin ideal platform konumundadir.

Kararsiz yapiya sahip DSF, in vitro ve in vivo uygulamalarda cesitli tasiyici sistemler
ile kullanilmistir. Ancak bu sistemlerin boyutu genellikle ~200 nm veya daha biiyliktiir.
Bununla beraber PLGA veya PEG ile hazirlanan DDS’ler negatif yiizeye sahiptir (X.
Duan et al. 2013; Fasehee et al. 2016; L. Zhang et al. 2015). Bu o6zellikler DDS’in
dolayisiyla da ilacin negatif yiizeye sahip hiicreler tarafindan alimini1 zorlastirmaktadir.
Ayrica birgcok DDS’nin ilag yiikkleme orant memnun edici diizeyde degildir. Bu
calismada, DSF’ nin mezoporozsilika nanopargaciklara %4,35 oraninda yiiklenebilecegi

ortaya konmustur.

FesO; MNP’lerin miknatis tarafindan g¢ekilebilmesi, onlarin fiziksel hedefleme araci
olarak kullanilmasinin sebebidir. Mezog6zenekli silika kaplama yapilarak ilacin Fe3O4
MNP’ lerin iizerine tutunabilecegi gézenekli yapr hazirlanmistir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).
Silika kaplama, MNP’lerin biyo-uyumlulugunu arttirmis ve suda dagilmalarini
saglamistir. Gozeneklere disiilfiram ilac1 yiiklendikten sonra platformun PEI ile
sartlmasi, ilacin istenmeyen salimini onlenmistir. PEI, kontrollii ilag saliminin yaninda
ilag tastyici sistemin RES elemanlarindan kacisini saglar, kan dolasimindaki omriinii
uzatir ve yapisinda bulundurdugu -NH; grubu sayesinde NP’lerin yiizeyini pozitif
yapar. Yiizeydeki -NH, fonksiyonel gruplar kullanilarak ilag tasiyici sistemin yiizeyine
FA takilmistir (Sekil 4.10 ve Sekil 4.12). FA, ilag tasiyict sistemin kanser hiicrelerini

saglikli hiicrelerden daha fazla etkilemesi icin aktif hedefleme araci olarak
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kullanilmistir. Bu ¢alismada MCF-7 kanser hiicrelerinin MCF-10A hiicrelerine kiyasla
daha fazla mMDPF aldig1 gozlenmistir (Sekil 4.27).

Sicaklik ve pH parametreleri degistirilerek ilag salim deneyleri yiiriitilmiis ve
endozomal pH olan pH=6,0"da ila¢ saliminin ¢ok daha hizli gerceklestigi gézlenmistir.
Bu durum kanser hiicrelerinde ilacin hizla salinmasini saglamakta ve ilac1 lizozomal

degredasyondan korumaktadir.

mMDPF uygulanan MCF-7 hiicrelerinin canlilik orani MCF-10A hiicrelerine gore ¢ok
daha diisiiktiir (Sekil 4.26, Sekil 4.28 ve Sekil 4.29). Ustelik mMMDPF, Cu ve/veya SNP
ile birlikte uygulandiginda bile bu durum degismemistir (Sekil 4.32 ve Sekil 4.33).
[lacin Cu ve SNP ile birlikte uygulanmast ile toksisitesinin kanser spesifik olarak arttig1
gbzlenmistir. In vitro bulgularimiza gore ¢ok diisiik konsantrasyonlarda mMMDPF, Cu ve
SNP kullanarak saglikli hiicrelere etki etmeden meme kanseri hiicreleri yok edilebilir.
Ustelik sistemin manyetik ve FA tabanli hedefleme imkan1 sunmasi, dnerilen ydntemin

spesifikligini artirmaktadir.

Sonug olarak gelistirilen ilag tasiyici sistemi meme kanseri tedavisi i¢in umut verici bir
aractir. Detayl etkiler daha kapsamli ¢alismalar ile arastirilabilir. mMDPF’ler manyetik
hipertermi tedavisi ile birlestirilebilir. Uygulamalar kobaylarda yapilarak, ilag

sisteminin in vivo etkileri ortaya konabilir.
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