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GRAFEN OKSIT KOMPOZIT YAPILARININ ILAC SALIM SISTEMi
OLARAK KANSER TEDAVISINDE KULLANIMI
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Danisman: Dog. Dr. Duygu EKINCI
Ortak Danigsman: Prof. Dr. Yadollah OMIDI

Kontrolsiiz hiicre gelisimi olarak ifade edilen hastaliklarin bir sinifin1 kapsayan kanser,
diinya capinda en genel 6lim sebeplerinden birisidir. Kanser i¢in en sik uygulanan
tedavi, kanserli hiicreleri 6ldiirmek icin ilaglarin kullanildigi kemoterapidir. Kemoterapi
kanseri viicuttan uzaklastirmak igin ¢ok etkili bir yontem olmasina ragmen, halen ¢ok
ciddi yan etkilere sahiptir. Kemoterapinin yan etkileri, saglikli organlarda sitotoksik
anti-kanser ilaglarinin zamanla organ zehirlenmelerine sebep olan birikmesine
atfedilmektedir. Bu ciddi sorunu ¢6zmek igin su an arastirmalar etki-tepki veren ilag
salim ajanlarinin dizaynina odaklanmistir. Giinlimiize kadar pH, 1s1 veya 151k dahil
olmak {izere farkli uyaranlara duyarli bilesenler iceren salim araglarinin bir dizisi
tasarlanmistir. Son yillarda, altin nanopartikiil tabanli ilag salim sistemleri, diisiik
toksisite, essiz kimyasal/optiksel Ozellikler ve kolay hazirlanabilme gibi avantajlar
nedeniyle oldukga ilgi cekmektedirler.

Bu tez c¢alismasinda, seg¢ilmis kanser ilacinin in-vitro salimina izin veren yeni bir
nanoplatform gelistirmeyi amagladik. Bu baglamda oncelikle, mitoksantron (MTX)
sonlu altin  nanopartikiil (SMTX-AuNPs) ve mitoksantron sonlu altin
nanopartikiil/indirgenmis grafen oksit yapilart (SMTX-AuNPS/RGO) sentezlendi.
Mitoksantron, sentetik ve DNA/RNA replikasyonunu dnleyici bir ajandir. Ustelik meme
ve beyin kanseri dahil tiimorlere karsi, ¢ok etkili antikanser ilaglarindan biridir. Bu
calismada, MTX ilaci tiyol baglayici ile altin nanopartikiillere baglandi. Daha sonra,
fonksiyonlandirilmig Au nanopartikiiller indirgenmis grafen oksit (RGO) ile muamele
edildi. Sonug yapilar UV-vis absorpsiyon, FTIR, Raman, TEM, FESEM, AFM ve DLS
gibi ¢esitli analitik teknikler ile karakterize edildi. In-vitro ¢alismalarinda néron, GBM
hiicreleri ve U-87MG kiiltiirii kullanildi. Kiiltiirler MTT, RT-PCR, Dapi boyamasi ve
flow sitometri ile analiz edildi. Analizler, SMTX-AuNP’lerin saf MTX’e kiyasla daha
anlaml1 sonuglar verdigini gosterdi.

2016, 96 sayfa

Anahtar Kelimeler: MTX, meme kanseri, GBM, altin nanopartikiiller, grafen,
nanoteknoloji.
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Cancer, a class of diseases characterized by out-of-control cell growth, is one of the
most common causes of death in the world. Most frequent treatment for cancer is
chemotherapy using drugs to destroy cancer cells. It is a very effective method of
ridding the body of cancer; however, chemotherapy has the most severe side effects.
The side effects of chemotherapy are attributed to accumulation of cytotoxic anti-cancer
drugs in healthy organs which eventually cause organ toxicities over time. To address
this serious issue, current research has focused on designing stimulus-responsive drug
delivery agents. To date, an array of delivery vehicles was designed involving
components that are responsive to different stimuli including pH, heat or light. In recent
years, gold nanoparticle based drug delivery systems have attracted considerable
attention due to their advantages such as low toxicity, unique chemical/optical
properties and easy preparation.

In this thesis, we aim to develop a new nanoplatform for the precise in vitro delivery of
drug. First, mitoxantrone (MTX) terminated gold nanoparticles (SMTX-AuNPs) and
mitoxantrone terminated gold nanoparticles/reduced graphene oxide (SMTX-
AUNPs/RGO) structures were synthesized. Mitoxantrone is a syntetic drug and action
by inhibition of DNA/RNA replication. Also, MTX are using against all type of cancer
as well as breast and brain cancers. In this study, MTX drug are attached onto gold
nanoparticles by thiol linker. Then, functionalized Au nanoparticles were in the
proximity of the reduced graphene oxide (RGO). The resulting structures were
characterized by several analytical techniques such as UV-vis absorption, FTIR, Raman,
TEM, FESEM, AFM and DLS. During in-vitro studies, neuron, GBM cells and U-
87MG culture wre used. Cultures were analyzed by MTT test, RT-PCR, Dapi staining
and flow cytometry. Our results showed SMTX-AuNPs have greater effect on both
cancer than pure MTX.

2016, 96 sayfa

Keywords: MTX, breast cancer, GBM, gold nanoparticles, graphene, nanotechnology.
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1. GIRIS

Kanser, sik goriilmesi ve oOldiirliciiliigiiniin yiiksek olmasi nedeniyle, ¢agimizin en
onemli halk saghig sorunlarindan biri haline gelmistir. Diinya Saglik Orgiitii ve
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi’nin verilerine gore 2012 yilinda diinya genelinde
14.1 milyon kisiye kanser teshisi konulurken, bu rakamin 2030 yilinda 32.6 milyonu
asacagl tahmin edilmektedir. Tiirkiye’de kanser goriilme sikligi incelendiginde ise,
kanser insidansi, yiiz binde erkeklerde yaklasik 280, kadinlarda ise yaklasik 172 olarak
belirtilmektedir. Bu da iilkemizde her yil yaklasik 170 bin yeni kanser hastasinin teshis
edildigi anlamina gelmektedir. Eski kanser hastalarinin varligi da hesaplandiginda,
saglik hizmetlerinin her basamaginin planlanmasinda kanser probleminin ciddi anlamda

ele alinmasi geregi ortaya ¢ikmaktadir.

Kanser, hiicrelerde DNAmin hasari sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir
sekilde biiylimesi ve ¢ogalmasidir. Organizmanin temel yapi tasini olusturan saglikli
hiicreler, belirli bir hizda ve kontrol altinda boliinebilme yetenegine sahiptirler. Olen
hiicrelerin yenilenmesi ve yaralanan dokularin onarilmasi amaciyla, hiicreler bu
yeteneklerini kullanirlar. Ancak, saglikli hiicreler sonsuza kadar boliinemezler;
hiicrelerin boliinebilme yetenekleri siirlidir. Her hiicrenin hayatt boyunca belli bir
boliinebilme sayis1 vardir. Saglikli bir hiicre gerektigi yerde ve ona taksim edilen say1
kadar boliinecegini bilir. Buna karsin kanser hiicreleri, bu bilinci kaybederler ve
kontrolstiz boliinme ile ¢ogalirlar. Normal olmayan sekilde g¢ogalmaya baslayan bu
hiicreler, kisa siirede bulunduklar1 yerdeki doku ve organlart isgal edecek tiimdrlerin
(kitlelerin) olusumuna neden olurlar. Tiimorler normal dokulart sikistirabildigi gibi,
iclerine sizarak onlari1 tahrip edebilirler. Eger kanser hiicreleri olustuklart tiimdrden
ayrilirsa, kan ya da lenf dolasimi araciligi ile viicudun diger bdlgelerine gidebilirler.
Gittikleri yerlerde tiimor kolonileri olusturur ve biiyiimeye devam ederler. Kanserin bu

sekilde viicudun diger bolgelerine yayilmasi olayina metastaz adi verilir.

Kanserin sebebi heniiz kesin olarak bilinmemektedir. Kanser hastalig1 igin iki grup risk

faktorii vardir ve bu risk faktorleri yasam sekillerine, yasa, cinsiyete ve aile dykiilerine



bagli olarak degisir. Bir baska risk grubu ise ¢evresel faktorlerdir. Cevresel faktorler,
sigara/alkol kullanimi, uzun siire ve tehlikeli saatlerde giines altinda kalma, asir1 dozda
rontgen 1s1mina maruz kalma, bazi kimyasal maddeler, bazi viriisler, hava kirliligi ve

kotii beslenme aliskanligi olarak siniflandirilabilir.
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Sekil 1.1. Kanser gesitleri ve sebeplerinin sematik gosterimi (Knapton 2015)

Kanserler, olusmaya basladiklar1 organ ve mikroskop altindaki goriiniislerine gore
gruplandirilirlar (Sekil 1.1). Diinya genelinde en sik goriilen kanser tipleri, akciger (1.8
milyon, % 13.0), meme (1.7 milyon, % 11.9) ve kalin bagirsak (1.4 milyon, % 9.7)
kanseridir. Kanser 6liimlerinin en ¢ok rastlandig1 kanser tipleri ise, akciger (1.6 milyon,
% 19.4), karaciger (0.8 milyon, % 9.1) ve mide (0.7 milyon, % 8.8) kanseridir.



2012 yilinda, 8.2 milyon insan kanserden dolay1 hayatin1 kaybetmistir. Bu 6liimlerin
%8.11ne, kanser tipleri arasinda ikinci sirada yer alan meme kanseri sebep olmaktadir.
Hayatini, kanser yliziinden kaybeden bayanlar arasinda ise, meme kanseri %23’liik bir
orana sahiptir. Amerika’da, her 100 bin bayandan 124.3°i gogiis kanserine
yakalanmisken; Tiirkiye ve Iran’da bu oran sirasiyla 40.6 ve 23.5 ile daha diisiik bir
seviyededir. Ancak, her iki iilkede de bayanlardaki 6liim sebepleri igerisinde birinci
sirada meme kanseri bulunmakta ve meme kanserinin orani 6zellikle son on yil iginde

hizla artmaktadir.

Genellikle kadinlara 6zgii bir hastalik gibi diisiinilen meme kanseri, aslinda
erkeklerinde dikkat etmesi gereken bir kanser tiiriidiir. Her y1l yaklasik yiizbin erkekten
birine meme kanseri tanis1 konmaktadir. Ustelik erkeklerin kitleyi yag bezesi olarak
diisiinmeleri ve cok az erkegin durumun farkina varmasi nedeniyle, hastalik tanisi
erkeklerde kadinlara gore daha ge¢ konmaktadir. Bu nedenle, kanser tanist kondugunda

hastalik genellikle ilerlemis olur, tedavisi zorlasir ve 6liim kaginilmaz bir sondur.

Gogiis kanserinin olusumu, meme hiicrelerinin anormal boéliinmesinden veya viicudun
baska yerlerinde pasif olan kanserli hiicrelerin, metastaz yardimiyla gégiis bolgesine
gelip aktiflesmelerinden kaynaklanmaktadir. Meme kanserinin belirtileri, gogils
ucundan normalde veya kiigiik basing uygulamasiyla kan ve benzeri sivilarin gelmesi,
gogiiste agris1 olmayan bir tiimor varligy, renk degisikligi, simetrisinde veya boyutunda

bozulmalar ve nefes almada zorluk olarak siralanabilir.

Meme kanserine kiyasla daha az goriilen (100 bin kiside 3.8 ile 5.1 arasinda), ancak 35
yasin altindaki kisiler arasinda kanser liimlerinin baslica nedenlerinden birisi olan bir
diger kanser tiirii ise beyin kanseridir. Beyin kanseri, ya beyinde direkt baglayarak yada
viicudun herhangi bir yerindeki baska bir kanserli hiicrenin kopmasi ve kan dolagimi ile
seyahat ederek beyne ulagsmasi ile olusur. Beyinde baslayan kanserler birincil beyin
timorleri olarak adlandirilirken; viicudun bagka bir yerinden beyine yayilmis olan

kanserler ise ikincil beyin tiimorleri olarak adlandirilirlar (Ohgaki and Kleihues 2009).



Akciger, meme, bobrek, mide, bagirsak ve cilt kanseri beyine yayilabilen kanser

turleridir.

Neredeyse 100 farkli beyin tiimorii bulunmaktadir ve bunlar genellikle gelistikleri
hiicrenin adi ile amilmaktadirlar. En yaygin goriilen tiir, sinir hiicrelerini destekleyen
gliyal hiicrelerde gelisen ve gliyoma  (glioblastoma multiforme, GBM) olarak
adlandirilan beyin timoriidiir. Beyin tiimorleri ne hizla gelistiklerine bagli olarak
derecelendirilmektedirler. Mikroskop altinda bakildiginda (Sekil 1.2), tiimor ne kadar
anormal goriiniiyorsa o kadar hizli gelisir ve daha ytiksek bir dereceye sahip olur. Pratik
bir kural olarak, diisiik dereceli tiimdrler iyi huylu ve yiiksek dereceli olanlar ise kotii
huylu olarak kabul edilirler. Iyi huylu tiimérler alindiktan sonra ¢cok nadiren tekrarlar ve
yayilirlar. Ancak, timor her ne kadar iyi huyluda olsa beyinde bulundugu bdlge hayati
onem tasiyan bir boOlge ise ameliyat sonrast sonuglar maalesef yiliz giildiiriicii
olmayabilir. Ko6ti huylu timorler ise c¢ok hizli ilerleyen, ¢amur kivaminda ve
operasyonla alinmast olduk¢a zor olan tiimorlerdir. Tamamen alinsalar bile belli bir
stirecten sonra tekrar niiksederler ve beynin diger kisimlarina hatta omurilige kadar

yayilabilirler.

Sekil 1.2. Beyin kanser dokusunun mikroskobik goriintiisii (Angelov et al. 1998)

Beyin tiimorii bircok kanserde oldugu gibi yaygin olarak daha ileri yasta goriilmektedir,

ancak bazi spesifik tipleri daha geng kisilerde daha yaygindir (Fujisawa et al. 2000;



Ohgaki et al. 2007). Genellikle 9 yas alt1 ve 55 yas tstii daha siklikla goriilen beyin
kanserlerine beyaz irkta ve erkeklerde daha ¢ok rastlanir (Ostrom et al. 2013). Her 100
beyin timoriniin %5°i genetik doga ile iliskilidir (Larsen et al. 2010; Watts et al.
2014). Eger ebeveyniniz, erkek yada kiz kardesiniz sinir sisteminde timor tanisi

almigsa, sizin beyin tiimorii riskinizde diger insanlarin yaklagsik iki katidir.

Klinikte, beyin tiimori teshisi konulmus olan hastalarda goriilen ilk belirtiler: artmis
kafa ici basinci, bas agrisi, norolojik bozukluklar, bulanti, kusma, gorsel bozukluklar
(6rnegin cift gérme, odaklanma bozukluklari), hafiza kaybi, motor islev bozuklugu
(kismi felg, ayakta durmakta zorluk), konusma bozukluklari (kekeleme, climle kurma
bozukluklari), kisilik degisikligi ve nobetlerdir. Bu belirtiler kanser kitlesinin yerlesmis
oldugu bolgeye gore degismektedir.

Halen tiim mekanizmalar1 tam olarak anlagilamamis olan kanser hastaliginin
aydinlatilmas1 ve her evrede tedavisinin miimkiin hale gelmesi i¢in, diinya ¢apinda
yogun calismalar yliriitiilmektedir. Kanserde yaygin olarak kullanilan tedavi yontemleri,
cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, hormon tedavisi ve biyolojik tedavi yontemleri olarak
siiflandirilabilir. Tiimoriin biiyilikliigli, bulundugu bolge ve hastaligin evresine baglh
olarak tercih edilen bu tedavi stratejileri arasinda, kemoterapi bir ¢ok kanser tiirii i¢in en
sik uygulanan tedavi yontemlerinden biridir. En basit sekliyle kanser hiicrelerinin
ilaclarla oldiirtilmesi olarak tanimlanan kemoterapi, tek basina yada diger metotlar ile
birlikte kullanildiginda, tiimdr biiylimesini anlamli dlciide etkileyebilen ve belki de gare
tiretebilen bir tekniktir. Ancak, antikanser ilacinin spesifik olmayan dagilimi ve sistemik
toksisite gibi ciddi yan etkiler, kemoterapiyi basarisiz kilmaktadir (Peer et al. 2007). Bu
sorunlar, daha giivenli, hedefe odakli ve etkili ajanlarin tasarimi ve gelistirilmesi i¢in
bilim adamlarin1 tesvik etmistir. Bu baglamda, yalnizca kanserli hiicreyi hedefleyen
akilly ilag salim sistemleri onlarin gelismis tedavi etkinligi ve azalan yan etkileri
nedeniyle son yillarda oldukga cazip ve heyecan uyandiran disiplinlerarasi bir alan
olmustur (Moore et al. 2009; Wong et al. 2015). Zamanin dogru periyotlarinda, dogru
konsantrasyonlarda, dogru yerde ilacin salimini saglayan ila¢ salim sistemleri (Sekil

1.3), implante elektronik aygitlardan polimer tabanli malzemelere, giiniimiizde ise



nanoteknolojinin gelismesiyle nanopartikiillere, nanokapsiillere kadar yayilan genis bir

cesitlilige sahiptirler.

Sekil 1.3. Kontrollii ilag salim sisteminin sematik gosterimi (Gao et al. 2010)

Kontrollii ila¢g salim sistemlerinin ge¢misi 1800°lii yillara dayanmakta olup, ilk basit
implantlar etkin maddenin sikistirllmasi ile deri altina yerlestirilen pelletler halinde
hazirlanmistir. Ik nanopartikiil ilag tastyict sistem ise 1969 yilinda Speiser ve
Birrenbach tarafindan gelistirilmistir (Kreuter et al. 2007; Park et al. 2008). Speiser ve
Birrenbach o tarihlerde laboratuvarlarinda sulu fazda monomerleri polimerize ederek
misel kesecikleri olusumu ile as1 ve antineoplastik etkin maddeleri i¢in tasiyict
sistemleri test etmislerdir. 1980’11 yillara gelindiginde ise nano ila¢ salim sistemleri,
diisiik toksisite ve yiiksek kemoterapi etkisi goOsteren caligmalar ile kanser terapi

tizerinde yogunlagmaya baglamistir (Grislan et al. 1983).

Kanserli timorde damar gelisimi, hizli hiicre gelisiminin bir sonucu olarak diizenli
degildir ve bu durum tiimoriin ¢evresinde kusurlu bir damar sisteminin olusumuyla
sonuglanir (Szakacs et al. 2006). S6z konusu olan bu damar anormallikleri, por6z
endotelyum ve kusurlu lenfatik drenaj sistemi ile birlikte, mimari kargasanin bir sonucu
olarak tiimoriin heterojen kan besleme ve yiiksek doku i¢ basinci gibi karakteristikler
sergilemesine neden olur. Bu kusurlu yapi, tiimdr icerisinde yiliksek molekiil agirligina
sahip makromolekiiller veya kolloidal terapdtiklerin yigilmasi ve tutunmasi i¢in 6nemli
bir firsat saglar (lyer et al. 2006). Boylece rasgele difiize olabilen serbest ilaglardan
farkl1 olarak, polimerler ve nanopartikiiller kati tiimorleri pasif bir sekilde
hedefleyebilirler. Bu olay artan gegirgenlik ve tutma etkisi (enhanced permeability and
retention effect, EPR) olarak isimlendirilir (Sekil 1.4) (Pastan et al. 1987; Maeda et al.



1989; Brannon et al. 2012). EPR etkisi ile salimin birka¢ giinii iginde normal dokuda

bulunan kinden 10-50 kat daha yiiksek ilag konsantrasyonunu bagsarmak miimkiindjir.

2005 yilinda, Abraxane ticari pazara girmek igin A.B.D. Gida ve Ilag idaresi (the U.S.
Food and Drug Administration, FDA) tarafindan onaylanan ilk pasif nanopartikiil
olmustur (Nordqvisk et al. 2013). Abraxane, kanserin gesitli tiirlerinin tedavisi igin
anti-kanser ilac1 Paclitaxel’in saliminda kullanilan nanopartikiil esasl insan albiminidir.
Abraxane, onun serbest haline kiyasla klinik uygulamalarda, EPR etkisi sonucu iyi
sonu¢ veren, Umit verici bir ila¢ salim sistemi olarak ortaya c¢ikmistir. Yapilan
calismalar, Abraxane ve geleneksel kemoterapinin bir kombinasyonu ile tedavi edilen
pankreas kanseri hastalarinda bir yillik siire¢ iginde sag kalimin %59 arttigim

gostermistir.

Environmentally Sensitive Probes Active Targeting Probes

-

< receptor

Sekil 1.4. Kanser tedavisinde nanoproblarin EPR etkisi ile pasif ve aktif hedefleme
yaklasimlar1 (Park et al. 2012)

Belirlenen klinik faydalarina ragmen EPR etkisinin birka¢ sinirlamasi vardir (Jain et al.

1994; Gottesman et al. 2002). Bu sinirlamalar ilag direnci, partikiil tutunmasini kontrol



etmedeki zorluk ve tiimoér dokusu iginde damarlarin heterojen gecirgenligi olarak
siiflandirilabilir. Bu sinirlamalarin iistesinden gelmek icin pasif hedeflemeye alternatif
bir yaklasim olarak aktif hedefleme gelistirilmistir. Aktif hedefleme, spesifik hiicre
popiilasyonunu agiga cikaran antijenler veya reseptorler ile baglanma ve etkilesmeyi
artiran nano tasiyicinin yilizeyi iizerinde spesifik molekiillerin varlig1 ile basarilabilir
(Tauro et al. 2005). Kanser terapi igin arastirilan hedef ligandlar antikorlar
(Hellebrekers et al. 2000), vitaminler (Vrijland et al. 2003) ve peptitlerdir (Hill et al.
1995). Uygun ligandin se¢imi onun spesifikligi ve stabilitesine dayanir. Aktif
hedefleme, tiimorler i¢inde hedef hiicreleri ile spesifik etkilesmenin bir sonucu olarak,

pasif hedeflemeyi tamamlar.

Nanopartikiiller kolloidal ila¢ salim sistemleri i¢cinde artan bir sekilde baskin bir yer
tutar (Brigger et al. 2002; Allen et al. 2004; Burgess et al. 2010). Polimer-ilag
konjugatlar, dendrimerler, miseller, lipid ve polimerik keseler ve nano kapsiilleri i¢eren
alternatif tasiyicilarda bilimsel ve klinik arastirmalarin konusudur (Sekil 1.5) (Zhang et
al. 2008). Nanopartikiiller 10-1000 nm arasinda ¢apa sahip, i¢erisine ilacin yakalandigi,
kapsiille ¢evrildigi veya ylizey lizerine adsorplandigi tek bir materyalden olusan kati

kolloidal ilag tastyicilardir.

Ideal olarak bir nanopartikiil ilag tastyict miimkiin oldugu kadar

- biyouyumluluk,

- toksin olmayan parcalanma {iriinleri,

- kolay ve maliyet etkili hazirlanabilme,

- ilacin partikiil yiizeyine yiiksek oranda yiiklenmesi,
- optimum boyut

- kontrollii ve tlimore spesifik ila¢ salimi 6zelliklerinin bir¢oguna sahip olmalidir.

Bu faktorler dikkate alindiginda manyetik nanopartikiiller (Yang et al. 2014; Zhao et al.
2015), karbon nanotiipler (Bianco et al. 2005; Zhang et al. 2011), altin nanoyapilar
(Kumar et al. 2013; Parween et al. 2013; Ajnai et al. 2014) veya silika nanopartikiiller



(Slowing et al. 2008; Argyo et al. 2014) gibi ¢esitli nanopartikiil sistemleri ilag salimi
icin platform olarak kullanilabilir (Sekil 1.6).
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Quantum dot
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Sekil 1.5. ilag salim1 igin kullanilan farkl tasryicilar

Bu grup icerisinde, altin nanopartikiiller (AuNPs) toksin olmamalari, biyouyumlu
olmalar1 ve kolayca sentezlenebilmeleri nedeniyle kemoterapi salim sistemleri olarak

ozellikle ilgi ¢ekicidir.

Altin nanopartikiiller, kolloidler ve ylizey bilimi alaninda yeni bir arastirma alan1 olarak
ortaya ¢imigtir. Michael Faraday’in deneyleri ile baglayan bu alan (Faraday et al. 1857),
Richard Adolf Zsigmondy tarafindan zayif alkali ¢ozelti igerisinde formaldehitin, altin
tuzunu indirgeyerek altin kolloidal ¢ozeltilerinin hazirlandigi ¢calisma ile devam etmistir

(Zsigmondy et al. 1926).
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Sekil 1.6. ilag salim1 igin (a) manyetik, (b) silika ve (c) altin nanoyapilarinin gosterimi

AuNP’leri ilgin¢ kilan en 6nemli 6zellik, partikiillerin sergiledikleri yiizey plazmon
rezonans (surface plasmon resonance, SPR) davranisidir. Yiizey plazmon rezonans
(SPR) etki, elektromanyetik bir dalga soy metal nanopartikiilii ile etkilestigi zaman,
nanopartikiiliin yiizeyindeki elektronlarin elektromanyetik alanin yoniine goére yiizeyin
bir tarafinda toplanmasidir (Sekil 1.7). Bu elektromanyetik dalganin frekansinin
maksimumuna yiizey plazmon rezonans (SPR) bandi denilmektedir. Altin, giimiis ve
bakir nanopartikiiller goriiniir bolgede giicli bir SPR piki verirken; diger
nanopartikiiller UV bdlgesinde genis ve zayif pikler gostermektedirler. Altin
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nanopartikiillerin SPR piki partikiil boyutu ve sekline bagli olarak 520 nm’den 800
nm’ye kadar ¢ok degisik dalga boylarinda goriilmektedir.
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Sekil 1.7. Nanopartikiillerin elektriksel alan ile etkilesimi

Altin nanopartikiillerin SPR pikinin farkli dalga boylarinda goriilmesinin nedeni Mie

teorisi ile agiklanmaktadir (Mulvaney et al. 1996; Burda et al. 2005).

23 .3/2 !
Cott()) = Un*Re)! ¢ (X) -
A (" (A) +2e) +€7(A)

Burada, Cex: toplam radyasyon azalimi, R nanopartikiillerin ¢api, A radyasyonun dalga
boyu, &' ve &" materyalin dielektrik fonsiyonunun gercek ve hayali kismina bagl

frekans, em ise ortamin dielektrik sabitidir.

Bu teoriye gore Cext’nin sabit kalmasi i¢in R ile goriiniir bolge 1smnimin dalga boyunun
beraber degigsmesi gerekmektedir. Nanopartikiiliin ¢ap1 biiyiik oldugu zaman (R biiyiik
oldugunda) partikiil biiyiik dalga boylarini sogurmakta ve kiiclik dalga boylarmi
sacmaktadir. Boylece altin nanopartikiiller mavi renkte goriilmektedir (Sekil 1.8).
Nanopartikiillerin ¢ap1 kiiclik oldugunda ise partikiil kiiciik dalga boylarmmi sagarak

kirmizi bir goriinlim kazanir.
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Sekil 1.8. AuNP’lerin partikiil boyutuna bagli olarak dalga boyu ve rengindeki degisim
(Burda et al. 2005)
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SPR bandi nanopartikiillerin geometrisine de baghdir. 40 ile 100 nm araliginda capa
sahip dairesel altin nanopartikiiller yaklasik 550 nm’de pik sergilemektedirler. Ancak
altin naopartikiil, nanogubuk yapisina sahip ise bu esnada SPR piki iki bolgede
gozlenmektedir (Sekil 1.9). Bu piklerden biri goriiniir bolgede yaklagik 537 nm’de ve
digeri ise IR bolgesine yakin yaklastk 800 nm’de goriilmektedir. Nanokafes ve
nanogekirdeklerin SPR pikleri ise parcaciklarin boyutlarina bagl olarak ¢ogunlukla 400

ile 1000 nm arasinda goriilmektedir.
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Sekil 1.9. Nanogubuk yapisina sahip altin nanopartikiillerinin UV-vis absorpsiyon
spektrumu (Li et al. 2013)
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Sekil 1.10. (a) 20, (b) 40 ve (c) 80 nm capa sahip Au nanopartikiillerin absorpsiyon
spektrumu

El Sayed ve g¢alisma arkadaslar1 (Burda et al. 2005) absorbsiyon ile sagilmanin Mie
teorisine gore tamamen nanopartikiillerin boyutuyla ilgili oldugunu saptamislardir
(Sekil 1.10). 20 nm’de altin nanopartikiillerin soniimii tamamen absorbansa bagli iken,
40 nm’nin altindaki pargaciklarda sagilma gozlenmektedir. 80 nm’de ise altin
nanopartikiillerde bu sonme hem absorbansa hem de sagilmaya baglidir. Bu da altin
nanopartikiillerin gesitli alanlarda kullanilmasina olanak saglamaktadir. Ornegin biiyiik
nanopartikiillerin sagilmalar1 yliksek oldugu i¢in rontgen amagh olarak kullanilirken,
kiictik nanopartikiillerin absorbans1 yiiksek oldugu icin fototermal terapide

kullanilmaktadirlar.

Altin nanopartikiiller ¢ok farkli yontemler ile sentezlenebilmektedirler. Bu yontemler
arasinda en ¢ok kullanilan1 kimyasal metotlardir. Kimyasal metotlar, iirtinde ytiksek
kontrol, toksik olmayan c¢ozeltileri se¢gme yetisi, sicaklik, reaktiflerin de§isimi ve
¢Ozeltinin tlirii ile nanopartikiillerin boyutlart ve sekillerinin kontrol edilebilmesi ve en

onemlisi diisiik sicakliklarda reaksiyonun gergeklesebilmesi gibi avantajlara sahiptir.

Kimyasal yontem ile nanopartikiiller hem sulu ortamda hem de organik ortamda

sentezlenebilmektedirler (Sekil 1.11).
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Kimyasal Sentez

Organik ortam

Sulu Ortam

Tuz: Kloroaurik asit

Tuz: Kloroaurik asit
a. Turkevich metodu

indirgeyici reaktif: Sodyum sitrat

: Tuz: Kloroaurik asit
b. Martin metodu

a. Brust metodu .
Indirgeyici reaktif: Sodyum borhidrat

Tuz: Kloroaurik asit
b. Perrault metodu

indirgeyici reaktif: Hidrokinon

indirgeyici reaktif: Sodyum borhidrat

Tuz: Kloroaurik asit

Tuz: Kloroaurik asit
c. Yesil sentez

b. Poliol metodu

indirgeyici reaktif: Etilen glikol

indirgeyici reaktif: Bitki ekstrakt:

Sekil 1.11. Kimyasal yontemler ile Au nanopartikiillerin sentezi

Turkevich metodu: Bu metotta HAuUCIls tuzunun ¢ozeltisi hazirlanarak ortam sicakligi
kaynama noktasina kadar yiikseltilmektedir (Turkevich et al. 1951; Frens et al. 1972).
Sonra bu ¢dzeltiye trisodyum sitrat indirgeyicisi ilave edilerek Au®* iyonlar1 altin
atomlarma indirgenmektedirler. Olusan bu atomlarin bir araya gelmesiyle oOnce
cekirdekler olugmakta ve termodinamik kosullar saglandiginda cekirdekler 6nce kafes
yapisina daha sonra da altin nanoparcaciklara doniismektedirler. Olusan altin
nanopargaciklarin ¢evresi de ortamdaki asir1 sitrat iyonlari ile sarilmaktadir. Boylece
zeta potansiyelinin artmasiyla sitrat iyonlar1 stabilizator gorevi iistlenmektedir. Son
yillarda Turkevich metodu gelistirilerek, sitrat iyonlarinin yerine indirgeyici olarak
sodyum borhidrat, potasyum borhidrat, glikoz, fruktoz ve mono sodyum glutamat
molekiilleri kullanilarak da daha diisiik sicaklikta ve yiliksek reaksiyon hiziyla daha
kiigiik nanopartikiiller elde edilmektedir.

Martin metodu: Bu metot yardimiyla kiigiik boyutta altin nanopartikiiller elde
edilmektedir (Martin et al. 2010). Bunun i¢in HAuCls suda ¢oziildiikten sonra sodyum
borhidrat oda sicakliginda damla damla ¢6zeltiye ilave edilerek kirmizi renkli kolloidal
altin nanopartikiil c¢o6zeltisi elde edilmektedir. Martin metodunda stabilizator
kullanilmadigindan dolayi, bu metotla sentezlenen nanopartikiiller ¢ok kisa bir siire

sonra ¢cokme egilimi gostermektedirler.
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Yesil sentez: Gliniimiizde nanoteknolojinin ilerlemesiyle birlikte yesil sentez yontemi
gelistirilmistir. Yesil sentez yontemi, altin nanopartikiillerin sentezi i¢in mantar, algler,
bakteri ve bitki 6zlerinden faydalanmaktadir (Bhati et al. 2013; El-Rafie et al. 2013;
Jayaseelan et al. 2013). Bu yontemle Aloe vera (Chandran et al. 2006), Trigonella
foenum-graecum (Ashwaty et al. 2012), Citrus sinensis peel (Kaviya et al. 2011),
Cinnamomum zeylanicum (Smitha et al. 2009), Alfalfa (Gardea et al. 2002), Tamarind
leaf (Ankamwar et al. 2005) ve Rosa rugosa (Dubey et al. 2010) gibi birgok farkli bitki

ekstrakti kullanilarak altin nanopartikiillerin sentezi yapilmistir.

Brust metodu: Yontemde oncelikle tetra oktil amonyum bromiir (TOAB) toluen
icerisinde ¢oziiliir. Bagka bir balonda HAuCls suda ¢oziilerek TOAB ¢0zeltisi igerisine
ilave edilir. Portakal rengini alan ¢6zelti dekante edildikten sonra, organik faz bagka bir
balona alinir ve organik tiyol molekiilleri ilave edilerek ¢ozelti manyetik karistirict da
belli bir siire karigtirtlir. Daha sonra NaBHjs ilave edilerek altin nanopartikiillerin

olusumu saglanir (Brust et al. 1994; Gu et al. 2012).

Perrault metodu: Bu metot altin nanopartikiillerin kiigiik boyutlarda homojen olarak
dagilimma olanak saglamistir. Hidrokinon indirgeyicisinin kullanildigi bu metot

yardimiyla altin nanopartikiiller 2 ile 200 nm arasinda sentezlenmektedir (Mechler et al.
2010).

Poliol metodu: Bu metotta, ¢oziicii ve indirgeyici olarak etilen glikol, kararlilig:
saglamak i¢in polivinil pirolidin (PVP) ve ortami bazik yapmak i¢cin NaHCOs3
kullanilmaktadir. Ugiinii de igeren ¢dzelti iki saat boyunca karistirilir ve daha sonra
HAuUCI4 ¢ozeltisine ilave edilir. Boylece kirmizi renkli altin nanopartikiiller elde edilir
(Long et al. 2013).

Altin nanopartikiillerin kimyasal sentezi esnasinda partikiil boyutu ve seklini etkileyen

bircok faktdr mevcuttur. Bu faktorler asagidaki sekilde siralanabilir:
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i- Indirgenin tiirii ve konsantrasyonu: Indirgen giiclii oldugu zaman cekirdeklerin
olusumu hizli oldugu icin kiigiik nanopartikiiller olusmaktadir. Ornegin Turkevich
metodunda sodyum sitrat yerine indirgeyici reaktif olarak sodyum borhidrat kullanildigi
zaman reaksiyon hizli bir sekilde gerceklesmektedir. Boylelikle kiiclik parcaciklar elde
edilmektedir (Bahadory et al. 2008).

li- Stabilizatoriin tiirii ve konsantrasyonu: Giiglii stabilizatorler kullanildigi zaman
nanopartikiillerin boyutunun artmasi engellenmekte ve partikiillerin kiigiik boyutta
kalmasi saglanmaktadir (Patel et al. 2006; Kayleen et al. 2008).

iii- Sicaklik: Sicaklik arttigt zaman reaksiyon hizi artmakta ve daha kiigiik
nanopartikiiller elde edilmektedir (Fischer et al. 2009).

iv- Reaksiyon siiresi: Reaksiyon siiresi arttigi zaman daha ¢ok ¢ekirdek olugmakta ve

boylece kiiciik nanopartikiiller elde edilmektedir (Pong et al. 2007).

Altin nanopartikiilleri kararli halde tutabilmek igin birgok farkli stabilizator
kullanilmaktadir. Bunlardan en ¢ok tercih edilenleri kiiciik tiyol molekiilleri veya tiyol
u¢c grubu iceren makro polimerlerdir (Sekil 1.12). Alkanetiyoller ile altin
nanopartikiillerin stabilizasyonunda, tiyol molekiilleri, altin ve siilfiiriin karakterleri
nedeniyle kovalent bag vasitasiyla altina kuvvetli bir sekilde baglanir. Alkanetiyoller ile
kapli her bir partikiil i¢in kristalizasyon ve X-isinlar1 yap1 belirleme g¢alismalart tiim

stilfiir atomlarmin iki altin atomuna koprii konformasyonunda baglandigini gdstermistir.

Functional groups

N X, X x
Thiol ligand " § HJ
EHH'““' x\—\ ]\I_\ )] - /—/X
T —__§88
HS "X s®b [
HAUCI W g §~~"~"¥ [1-5 nm
# ' MNaBH, és US.: ¥
8BS —_
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Sekil 1.12. Tiyol molekiilleri ile stabilize edilmis Au nanopartikiillerin sentezi
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Aminler (Masala et al. 2004) ve fosfinler (Sardar et al. 2009) gibi diger fonksiyonel
ligandlarda kararli altin kolloitlerini olusturabilir. Ancak onlarin altin ylizeyine

baglanmasi oldukga zayiftir ve bu ligandlar tiyoller ile kolayca yer degistirebilirler.

Son yillarda gergeklestirilen ¢alismalar, nanopartikiillerin grafen nano tabakalar gibi
karbon materyaller ile kombinasyonunun, her bir materyalin tek basma kullanimi ile
kiyaslandiginda, biyouygulamalar i¢in son derece arzu edilen ve belirgin bir sekilde
avantajli ilave essiz fizikokimyasal Ozellikler sergiledigini gostermistir (Sekil 1.13)
(Sun et al. 2008; Shao et al. 2010; Pumera 2011; Lee et al. 2011; Bai et al. 2012; Shah
et al. 2013; Wang et al. 2013).
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Sekil 1.13. Biyosensorler, fototermal terapi, doku miithendisligi, ilag salim1 ve biyo goriintiileme
gibi ¢esitli biyouygulamalar i¢in grafen/nanopartikiil kompozit yapilarmin kullanimi (Yin et al.
2015)

Grafen, iki boyutlu bal petegi kafes yapisi iginde siki bir sekilde paketlenmis sp? bagh

karbon atomlarinin bir tek tabakasidir. Son yillarda grafen, miikemmel optiksel
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gecirgenlik (~%97.7), siiper termal iletkenlik (~5000 Wm™K™) (Balandin et al. 2008;
Liang et al. 2011), cok yiiksek spesifik alan (2360 m2g™?) (Stoller et al. 2008), yiiksek
tastyici hareketler (200000 cm?V-s?) (Novoselov et al. 2004; Zhang et al. 2005;
Bolotin et al. 2008) ve goze ¢arpan mekaniksel sertlik (~1.0 TPa) (Geim and Novoselov
2007; Lee et al. 2008) gibi muazzam &zellikleri nedeniyle fizikgiler ve kimyacilart
biiylileyen bir materyal olmustur. Boylece bu materyal, gaz sensorleri (Berger et al.
2004; Schedin et al. 2007), transistorler (Berger et al. 2004; Novoselov et al. 2004),
stiper kapasitorler (Vivekchand et al. 2008) ve enerji depolama materyallerini (Stoller et
al. 2008) igeren bir¢cok uygulamada silikona dayanan teknolojinin yerini alacak timit

verici bir komponent olarak kabul edilmektedir.

Gecmisi 1940’lara kadar uzanan grafenin ilk tek tabaka kristalinin {iretimi, Andre Geim
ve Konstantine Novoselov tarafindan 2004 yilinda mikromekanik ayristirma ile grafit
yigmindan tek tabakanin ayristirilmasiyla basarilmistir (Sekil 1.14) (Novoselov et al.
2004). Grafen tretimi i¢in oldukga basit olan bu proses, miithendislik uygulamalari i¢in
gereklilik arz eden biiyiik Olgek fabrikasyona hitap edememektedir. Bu dogrultuda,
herbiri farkli avantajlar ve dezavantajlara sahip olan ¢ok ¢esitli metotlar grafen sentezi
icin gelistirilmistir. Bunlardan en yaygin olanlari, sicaklik gradienti ile kontrollii sartlar
altinda kimyasal buhar depozisyonu (CVD), silisyum Kkarbiiriin 1sitilmasi, grafit

tabakalarinin ayristirilmasi ve yiikseltgenme/indirgenme yontemleridir.

Sekil 1.14. Grafen tek tabakasinin mikromekaniksel ayristirma ile iiretimi
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I- Kimyasal Buhar Depozisyonu (CVD): Metan ve etan gibi karbon kaynaklarmnin
kullanildig1 bu metotta (Park and Ruoff 2009; Reina et al. 2009, 2010; Li et al. 2009),
gaz fazindaki karbon, nikel veya bakir gibi bir katalizor lizerinde ayrisir. Bu metaller,
yiiksek sicakliklarda (1000°C), i¢lerine karbonun difiize olabildigi ¢ok ¢dzlinen bir
ortam olustururlar. Sogutma sirasinda karbonun ¢oziiniirliigii azalmaya baglar ve bir
araya gelen karbon atomlari grafenin birka¢ tabakasini olusturmak lizere birlesirler
(Sekil 1.15). CVD yontemi biiylik 6lgekli ve yliksek kaliteli grafen gereksinimini
saglayabilmesine ragmen, katalizoriin belirli bir siire sonra deaktive olmasi nedeniyle

kesikli bir siire¢ icermesi ve yiiksek maliyetli olmas1 yontemi sinirlamaktadir.

) Surface catalyzed dominated
Ni(111) surface (single layer growth)

. L Surface catalyzed and segregation
Polycrystalline Ni surface dominated (nL growth)

(c) (d)

Sekil 1.15. Kimyasal buhar depozisyon yontemi ile grafen sentezi (Zhang et al. 2012)

li- Silisyum Karbiir (SiC)iin Isitilmasi: Bu metot 1300°C gibi ¢ok yiiksek sicaklik ve
ultra yiiksek vakum altinda SiC yari iletkeni 1sitilarak, ylizeyden silisyum atomlarinin
koparilmas1 ve daha sonra yiizeyde kalan karbon atomlarinin yeniden diizenlenerek
altigen orgiilii grafen yapisini olusturmasina dayanmaktadir (Sekil 1.16) (Berger et al.
2004; Emtsev et al 2009). Yontem metal katalizorlerden kaginma gibi bazi avantajlar
icermesine ragmen; silisyum atomlarinin buharlagsmasi i¢in ihtiya¢ duyulan ultra yiiksek

vakum ve yliksek sicakligin saglanabilmesi acisindan olduk¢a maliyetlidir.
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Sekil 1.16. SiC’{in 1sitilmast ile grafen sentezi (Kageshima et al. 2012)

iii- Grafit Tabakalarimin Ayrigtirlmasi: Grafit katmanlarindan grafen tek tabakalarini
ayirmak igin, organik ¢oziiciiler igerisinde ultrasonik muamele (Bunch et al. 2005;
Hernandez et al. 2008), sulu ¢ozeltiler i¢inde ylizey aktif maddelerinin kullanim1 (Li et
al. 2008; Dresselhaus et al. 2002) veya elektriksel voltaj destegi ile eksfoliasyon (Liu et
al. 2008) islemleri kullanilabilir (Sekil 1.17). Bu prosesler ile hazirlanan grafenin
kolloidal dispersiyonu, tabakalar arasindaki zayif Van der Waals etkilesmeleri

nedeniyle, zamanla agrega olma egilimindedir.
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Sekil 1.17. Grafit tabakalarinin farli uygulamalar ile ayristirilmasi
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iv- Yiikseltgenme/Indirgenme Yontemi: Diisiik maliyetli ve uygulanmasi oldukca kolay
olan bu yontemin (Sekil 1.18) ilk asamasinda, grafit giiclii asitler kullanilarak Hummer
metodu ile grafen oksite yiikseltgenir (Hummer et al. 1958). Grafen oksit, saf grafen
tabakalarin sp? bagli karbon agma hidroksil ve epoksit gruplarinin asilanmasiyla elde
edilen, grafenin hidrofilik bir tiirevidir (Dreyer et al. 2010). Bu materyal, hidrazin hidrat
(Stankovich et al. 2007), sodyum borohidrid (NaBHa4) (Shin et al. 2009) ve hidrokinon
(Wang et al. 2008) gibi indirgeyiciler ile muamele edildigi zaman pul pul dokiilen
grafen tabakalarini olusturur. Yontem, indirgenmeye ragmen yapida hala -OH
gruplarinin  varligi, makro kusurlu yapilarin olusumu ve atik kirliligi gibi bazi

dezavantajlar icermektedir.
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Sekil 1.18. Grafen oksitin indirgenmesi ile grafen sentezi

Verilen bilgiler 15181 altinda, biz de bu tez kapsaminda, mevcut literatiir ¢alismalarinin
ortaya koydugu bir¢ok avantaji tek bir noktada birlestirerek, anti kanser ila¢ salimina
imkan saglayan AUNP ve AuNP/RGO yapisina dayanan nanomateryallerin sentezini ve
onlarin in vitro sartlar altinda kanserli hiicreler i¢in uygulanmasini arastirmayi

amacladik. Bu amag¢ dogrultusunda,

i- Ik asamada, tiyol bas grubu ve mitoksantron anti-kanser ilact son grubu iceren
molekiilin (SMTX) sentezi gerceklestirildi. Klinik uygulamalarda su an kullanilan
kemoterapdtiklerin ana bir sinifint antrasen molekiilleri olusturmaktadir. Mitoksantron
antrasen ailesinin 1yi bilinen iiyelerinden biridir. Mitoksantron Gstrojen reseptoriine

baglanarak DNA’ nin replikasyonunu engeller. A¢ilan DNA, kendini tamamlayamadigi



icin bir apoptoz mekanizmasiyla hiicrenin yok olmasia sebep olur. Ayrica, bu ilag

topoizomeraz II enzimi vasitasiyla kanserli hiicrenin boliinerek cogalmasini engeller.

SMTX

ii- Ikinci asamada sentezlenmis olan oleyil amin kapli altin nanopartikiillerin (OAM-
AuNPs) yiizeyi yer degistirme reaksiyonu ile SMTX molekiilleri ile kapland1 ve boylece
tiyol modifiye altin nanopartikiiller sentezlendi (SMTX-AuUNPS).

iii- Uciincii asamada sentezlenmis olan indirgenmis grafen oksit (RGO) ile SMTX-
AuNP’nin etkilesimi saglanarak SMTX-AuUNPS/RGO kompozit yapisi sentezlendi.
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SMTX-AuNPs

SMTX-AuNPs/RGO

Iv- Son asamada ise, sentezlenen ilag bagli AUNP ve AUNP/RGO nanomateryallerinin

In-vitro sartlar altinda meme ve beyin kanser hiicreleri igin uygulamalari arastirildi.
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2. KAYNAK OZETi

Gemma et al. 2012 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, altin nanopartikiilleri cis-platin anti
kanser ilaciyla baglandiktan sonra kararliligmmi test etmislerdir (Sekil 2.1). Bu
caligmada, 25, 55 ve 90 nm boyutlarina sahip kiiresel altin nanopartikiiller
sentezlenmistir (Sekil 2.2). Altin nanopartikiillerin gevresi viicut sivilariyla uyumlu
olmasi icin polietilen glikol (PEG) maddesiyle kaplanmistir. Literatirde en sik
karsilagilan ilag salim sistemlerinden biri altin nanopartikiillerin PEG ile konjuge
edildigi sistemlerdir. Suda 1iyi ¢Oziinen polietilen glikol altin nanopartikiilleri
cevrelediginde kararli bir yapr olusur ve bu durum sterik engelle kararlilik olarak
adlandirilir. Altin nanopartikiiller ve polietilen glikol’den olusan nanokompozit ilag ile
muamele edildiginde daha kararli ve daha uzun siire timor hiicrelerine etki eden bir
yapt meydana gelir (Hone et al. 2002; Wauelfing et al. 2007). 25, 55 ve 90 nm
boyutlarina sahip altin nanopartikiiller i¢in ila¢ yiikleme miktarinin partikiil boyutu
arttikga arttig1 gézlenmistir. Ayrica nanopartikiillerin stablizasyon davranisi arastirilmis
ve 4°C’de bekletilen nanopartikiillerin 24 giin bekletildikten sonra partikiil
biiyiikliikklerinde ¢ok fazla bir degisimin olmadigr gozlenmistir. 25 nm partikiil igin
%2.4, 55 nm partikill i¢in %3.3 ve 90 nm partikil i¢in degisimin %4.6 oldugu
bulunmustur. Ayrca 25 nm boyutundaki partikiillerin UV 1s1n absorpsiyonunun olduk¢a

diisiik oldugu belirlenmistir.
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Sekil 2.1. Cis-platin anti kanser ilaci igeren altin nanopartikiiller
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Sentezlenen bu altin nanopartikiil sistemi akilli olmadig1 icin cis-platin ilacinin ¢ok

ciddi yan etkileri gézlenmistir. Uretilen partikiillerin boyutu pH kontrollii yapilmis ve
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bu amagla sodyum sitrat kullanilmistir. Sodyum sitratin ¢ekirdek yapisinin olusumu ve
biliylimesinde onemli rolii oldugu, ayrica parcaciklara negatif yiik vererek pargaciklarin

birbirine yapismasini engelledigi gozlenmistir (Gemma et al. 2012).

Wavelength (nm)

Sekil 2.2. Altin nanopartikiiller igin kaydedilen UV-vis spektrumlari. Bordo renk 25 nm partikiil
(cizgili ilagsiz, diiz ilagli), yesil renk 50 nm partikiil (¢izgili ilagsiz, diiz ilagl1) ve turuncu renk
90 nm partikiil (¢izgili ilagsiz, diiz ilagli)

Peiris et al. (2015) metastatik meme kanserinde altin nanopartikiilleri kullanmiglardir.
Bu c¢aligmada {dretilen nanopartikiillerle gogiisin damar yapisin1 hedeflemeye
caligmiglardir. Spesifik hedefleme i¢in alfa ve beta integrin peptidini kullanmiglardir.
Radio isaretleme yontemiyle teknetium-99m’i altin nanopartikiile baglamiglar ve
radioniikleik goriintiileme sistemi ile bu partikiillerin metastatik meme kanseri iizerinde
etkisini aragtirmislardir. 4T1 soyu olan farelerde meme kanseri modeli yapilmis ve ufak
doz nanopartikiil injeksiyonla damar yoluyla verilmistir. Elde edilen sonuglara gore
partikiillerin %14 oraninda 60 dakika i¢inde kanser bolgesinde tutulduklari tespit

edilmistir.

Dreaden et al. (2009) tamoksifen ilacini PEG-tiyol linkeri olan altin nanopartikiillere
baglayarak meme kanserinin tedavisi i¢in ¢alisma yapmiglardir (Sekil 2.3). Bu galisma
icin kullanim1 yaygin olan tamoksifen ilaci altin nanopartikiil sistemiyle birlestirilmistir.

Uretilen tamoksifen-PEG-tiyol-Au parcacigi estrojen reseptorlerine sepesifik hedef
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alma imkan1 vermektedir (Sekil 2.4). Bu ¢alisma verilerine gore bu kompleksin kanser

uzerindeki etkisi normal ilacin etkisinin 2.7 katidir.
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Sekil 2.3. Tamoksifen-PEG-tiyol-Au iiretim protokolii.
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Sekil 2.4. Dark scattering mikroskopla ¢ekilen goriintiide reseptér ve partikiiliin

etkilesimi gosterilmektedir.
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Tamoxifen-OEG-OH iiretimi igin N-metil tamoksifen ve etilen glikol 10 mL DMF
icinde ¢oziilmiis ve bu karisima K>COgz ilave edilmistir. Daha sonra argon gazi
atmosferinde ve 85°C sicakliginda 24 saat karistirtlmistir. Iss DMF’nin buharlagsmasina
neden olmaktadir. Geride kalan kat1 maddeye etil asetat ilave edilmis ve sonra filtrasyon

yapilmustir.

Majd et al. (2013) yaptiklari ¢alismada mitoksantron’u PEG, dopamin ve folik asitle
birlestirip kansere karsi kullanmislardir. Uretilen nanopartikiiller 107 mm ¢apindadir.
Bu parcaciklar Feacac3 1s1 ydntemi kullanarak iiretilmislerdir. Uretim asamasinda ilk
olarak PEG ve dopamin birlestirilir ve sonra FesOs parcaciklart folik asitle
birlestirilerek partikiil son seklini (Fe3Os-DPA-PEG-FA) alir. Nanopartikiil iretiminden
sonra MTX bu komplekse ilave edilip fizikokimyasal dzellikleri arastirilmistir. Uretilen
parcaciklarin boyutunun 35 nm oldugu belirtilmistir. Hiicre toksisite testi olarak MTT

ve flow sitometri uygulanmustir.

FesOs tretimi igin, demir (II1) asetilasetat (Feacac3), benzil eter ve oleyilamin
karisiminda ¢oziilmiis ve sonra argon atmosferinde 120°C’de kurutulmustur (Sekil 2.5).
Sonra tekrar kurutulan madde 270 dereceye kadar isitilmisg ve tekrar 80 dereceye
sogutulmustur. Bu asamadan sonra 80 ul etanol ilave edilip santrifiij edilmistir. Son
retilen soliisyona 30 mL hekzan ilave edilmis ve nanopartikiller 4°C’de

saklanmislardir.



28

F
= Oleylami
; 270°C s
lsmp 2 Benzyl Ether
JIA
g o o B
A e - NN A"n‘)LO'\'iO‘/}O)\’n"ANN~/'-
83 d I‘ |] n
: \ehre” N E

Step 3 [

!’I ’, N
)/ N
07w °
1

\
\ N P
\ T v N .
[Stepl | B ~NH o c O> Iﬂl

Mitoxantrone

N "~
/\/‘\,‘Wh/ E (o] OH
( [e]
1 I 1 1)
0)-
= i MO\/\N/\/NH o o
| 2 H @

!uo’i’*‘o [14]

Sekil 2.5. Fe304-MTX nanopartikiillerinin sentezi

Chen et al. 2012 yilinda nanopartikiilleri amfifilik polimer ile birlestirerek kanser
tizerindeki etkiyi arastirmiglardir. Bu ¢alismada iki farkli pargacik-gekirdek tasiyici
tasarlanmistir. Bu amagla altin pargacik ¢ekirdek olarak ve ylizeyinde demir ve amfifilik
polimer dis kaplayict olarak birlikte kullanilmistir.  AuNCs-PLGA-GPPS-FA
parcaciklarina (Sekil 2.6) TEM, DLS, FTIR ve 'H NMR analizi yapilmustir. Anti kanser
amagcla camptothecin ilac1 kullanilmustir. Partikiiller in vitro deneylerde pH 5.3, 7.4 ve
9.6’da ayn1 ilag salimin1 gostermislerdir. Partikiillerin 15’inci saate kadar stabil olarak
salim yaptiklar1 tespit edilmistir. Ayrica pH 9.6°da camptothecin ilacinin daha fazla
salindig1 gozlemlenmistir. Bu caligmada helea kanser hatti kullanilmistir. Sonuglara
gore folat baglar1 parcacigin alimini hiicre igine artirarak toksisite etkisini ¢cogaltmistir.

Floresans goriintiiler nanoparcaciklarin hiicre yiizeyine tutulduklarint goéstermektedir.
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Sekil 2.6. AUNCs-PLGA-GPPS-FA parcaciklarinin hazirlanmasi

Wang et al. (2014) yaptiklar1 bir ¢alismada indirgenmis grafen (RGO) kompozitleri
yildiz goriinimli altin  pargacik (AuNS) tabanli ilag tasima sistemleri igin
kullanmiglardir (Sekil 2.7). Uretilen pargaciklarin SERS yontemi ile yiizey analizleri
yapilmistir. Bu yontemle, RGO-AUNS pargaciklarimin 151k ve yapisal O6zeliklerini
surfaktant ve stabilizatér polimer kullanmadan kontrol edebilmislerdir. Daha sonra
kompozit yapisinin ilag yiiklenebilirlik 6zellikleri arastirildiginda, doxorubicin ilaciyla

farkli pH’larda basarili oldugu belirlenmistir.
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¢

Graphene oxide AuNP AulNS* Doxorubicin (DOX)

Sekil 2.7. Indirgenmis grafen (RGO) oksit/altin nanoyildiz kompozit yapisinin ilag
tasima sistemi olarak kullanimi1

Tournebize et al. (2012) yaptigi caligmada altin nanopargaciklarinin yogunluk ve
baglanma profillerinin ila¢ salim sistemlerine etkisini arastirmistirlar (Sekil 2.8). 5 nm
capinda olan altin nanoparcaciklar sitratla sabitlendikten sonra hidrolipoloik asitle
karistirllmistir (%28, %56, x140 ve x222). Pargacik iiretiminde sitrat baglariyla ditiyol
bag etkilesimi sonucunda nanopargaciklar DHLA kapli olarak iretilmislerdir.
Pargaciklarin fazla miktardaki DHLA ile kaplanmasinin fizyolojik ortamlarda yiiksek
direng ve stabilite gosterdigini belirlemislerdir. Bu makaledeki sonuglara gore %222

DHLA konsantrasyonunun tibbi amagla kullanilabilecegi ifade edilmistir.
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Sekil 2.8. Ilag salimi i¢in hazirlanan altin nanopartikiiller

Parween et al. 2013 yilinda yapilan ¢alismada amino asit kapli parcaciklari ilag salim

amagh kullanmislardir. Bu ¢alismada a,B-dehidrofenilalanin ve a-aminoisobutirik asit

kullanilmistir. Peptidlerle kaplanan nanapargaciklarin Hela hiicre, fare ve dalak

hiicreleriyle ilgili hi¢ toksisite gostermediklerini ispatlamiglardir. Daha sonra antikanser

ilag yiiklenen pargaciklarin etkili bir sekilde Hela hiicrelerini 6ldiirdiiklerini

gostermislerdir (Sekil 2.9).

' : Drug
(Doxorubicin)

GNPs

Drugs entrapped in

Peptide capped GNPs 5o e capped GNPs [ Cellular uptake

Sekil 2.9. Ilag salimi i¢in hazirlanan altin nanopartikiiller ve hiicreler ile etkilesimi

Minati et al. (2012) yaptiklar1 ¢alismada altin ve karbon hibrit materyalini gériintiileme

ve ilag¢ salimi igin kullanmiglardir. Altin pargaciklari, su fazinda farkli katmanli karbon
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nano tiipler ile indirgenerek tiretilmistir (Sekil 2.10). Bu pargaciklar, doxorubicin anti
kanser ilact ile yiiklenip A549 akciger kanserine karsi kullanilmistir. Ilag yiiksek oranda
parcacigin farkli pi-pi baglarina tutunarak afinite gostermektedir. Bu hibrid pargacik
ayrica kirmizi 1s1tk  alaninda  goriintii  verir ve goOrlintiileme  sistemlerinde

kullanilabilmektedir. In-vitro calismalarda doxorubicin yiiksek oranda hiicreye

ulagmustir.
ox-CNT CNT@Au CNT@Au-dox
e
=
% (PEG)-SH
_—

@ Doxorubicin

— Dox

CNT@Au

Sekil 2.10. Ila¢ salimi i¢in hazirlanan altin ve karbon hibrit materyali

Kumar et al. (2014) yaptig1 ¢alismada platin tabanli antikanser ilaglarinin etkinligini
cogaltmak igin altin nanopargacigmi kullanmislardir (Sekil 2.11). Bu c¢alismada
AU@GSH (glutatiyon) pargacigina Pt tabanli ilag baglanarak prostat kanserine karsin
kullanilmistir. Bu ¢aligmada glutatiyon antioksidan 6zellik sergilemektedir. Ayrica bu
komleksin neurophil-1 reseptoriine etkisi bakilmistir. NF-1 6zel bir reseptor olarak
ilaglarin hiicreye girigini artirmaktadir. Sonug olarak analizlere gére Au@GSH platin

tabanli ilaglarin etkisini artirmaktadir.
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Sekil 2.11. Platin tabanli antikanser ilacinin salimi i¢in hazirlanan altin nanopartikiiller

Labala et al. (2014) yaptigi calismada altin nanopargaciklarin 6zelligini kullanarak
imatinib (IM) ilacin1 deriden gegirebilme 6zelligi lizerinde arastirma yapmuslardir (Sekil
2.12). Parcaciklar Turkovich yontemi ile dretilmis ve stabilizator olarak
polivinilpirolidon ve polietilen imin kullanilmistir. AuNP’ler 6nce anyonik
poli(stirensulfonat) ve sonra katyonik polietilen imin ile kaplanmis; sonrada IM ilaci
tutturulmustur. Parcacik boyutu ve zeta potansiyeli sirasiyla 98.5+4.3 nm ve 32.3£1.3
mV olarak belirtilmistir. Katmanlar ilave edildikten sonra yilizey plazmon bandi 518
nm’den 530 nm’ye kaymistir. Ilacin salimini arastirmak igin kulak derisi secilmis ve

sonuca gore altina bagli olan ilag 6.2 kat daha gegirgenlik gostermistir.

= PSS 4= @ PE| Imatinib X
[ @® ——

AuNP ini
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Cathode
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Sekil 2.12. IM antikanser ilacinin salimi i¢in hazirlanan altin nanopartikiiller
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Reum et al. (2010) yaptig1 ¢alismada suda ¢oziilmeyen ilaglarin hazirlanmasinda altin
pargaciklar1 kullanmislardir (Sekil 2.13). Bu ¢alismada 1s1ga duyarli olan 5,10,15,20-
tetrakis(3-hidroksifenil)porfirin, mTHPP, anti kanser ilac1 kullanilmistir. Ayrica iiretilen
pargaciklarin boyutu 14.5 nm olarak belirtilmistir. NP’ler soguk kurutma yontemi ile
negatif poli elektrolit poli(stiren sulfonat) sodyum tuzu ile {iretilmistir. Aragtirmalar
sonucu baglanmanin tipi pi-pi olarak saptanmistir. ilag yiiklemede su anyon olarak ve
katyon olarak da poli(allilamin hidrokloriir) kullanilmistir. Uretilen NP’ler UV-vis, zeta

potansiyel, ICP-OES ve TEM ile analiz edilmistir.

PAH PSS/mTHPP
D A
( ( oH \ \
(o' ]y
T on-or}
H T H //;J\\n<21 “ ki OH
‘|3H3 o |
s i ) il
CH—CH
s S ad
r
PAH PSS/mTHPP
[————— =
N ' n
AuNP(citrate) AuNP(PAH) AuNP(PAH/PSS+mTHPP)

Sekil 2.13. Porfirin halkalar1 ile modifiye edilmis altin nanopartikiiller

Shiao et al. (2014) yaptig1 caligmada aptamer bagli nanopartikiilleri tiretmislerdir (Sekil
2.14). Yapilan aragtirmalarinda hem goriintiileme hem de ilag salim sistemi olarak farkli
islev géren parcaciklar iiretilmistir. Ilag direnci en bilyiik kanser hedefleme
probleminden biridir. Bu c¢alismada aptamer kullanilarak iki farkli ilag salimi
calistlmistir. Uretilen altin parcaciklarm boyutunun 13 nm oldugu saptanmistir.
Aptamer 21 ¢ift niikleotidden yapilmis ve ismi AS1411 olarak tanimlanmistir.
Kullanilan iki ila¢ 5,10,15,20-tetrakis(1-metilpiridinyum-4-yl) porfirin (TMPyP4) ve
doxorubicin olarak tanimlanmistir. Hedef hiicre olarak da Hela ve MCF-7R

belirtilmistir. 632 nm dalga boyunda verilen 151k bu parcaciklar tarafindan serbest
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oksijen radikallerinin olusumu tetiklemektedir. Ayrica 1s18in etkisiyle anti kanser ilag

salim1 gerceklesmekte ve toksik bir sekilde hiicre 6liimii saglanmaktadir.

w/o light

@ ds(AS1411) Doxorubicin TMPyP,

Sekil 2.14. Porfirin halkalar1 ile modifiye edilmis altin nanopartikiiller ve hiicrelerde
kullanimi
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1. Kimyasallar

3-merkapto propionik asit (MPA), N,N'-disiklohekzilkarbodiimid (DCC), N-hidroksi
suksinimid (NHS), trietilamin, oleyilamin (OAm, >70%), boran tert-butilamin
kompleksi (TBAB), 1,2,3,4-tetrahidronaftalin (tetralin), tetrakloroaurik (Il1) asit
trihidrat (HAuUCls-3H20) ve grafit Sigma-Aldrich (USA) firmasindan satin alind.
Mitoksantron Ebewe Pharma GmbH (Avusturya) firmasindan tedarik edildi. RPMI
1640 ve fetal bovine serum Invitrogene-Gibco (UK) firmasindan satin alindi. Real time
PCR igin primerler (18srRNA, AKt, Caspase9, and Bax) Eurofins MWG Operon
(Germany) firmasindan satin alindi. SYBR®Green PCR karisim1 ve anneksin V-FITC
apoptosis kiti sirasityla Applied Biosystems (USA) ve EMD Chemicals (USA)
firmalarindan tedarik edildi. Hiicre kiiltiir servisi (well plates, pipet ve flasks) SPL Life
Sciences (South Korea) firmasindan alindi. MCF-7 hiicre setleri iran Ulusal Hiicre

Bankasi’ndan satin alindi. Kullanilan tiim diger kimyasallar analitik safliktaydi.

3.1.2. 2,5-dioksopirolidin-1-yl 3-merkaptopropanoat sentezi (MP-NHS)

Merkapto propionik asit (74 pL, 0.86 mmol) ve N-hidroksi suksinimid (0.39 g, 3.42
mmol) kuru diklorometan (10 ml) igerisinde ¢oziildii. Karisim buz banyosu ile
sogutuldu. Daha sonra, bu karisima kuru diklorometan igerisindeki DCC (0.71 g, 3.42
mmol) ¢ozeltisi sogukta yavas bir sekilde ilave edildi, ve karisim 5 saat oda sicakliginda
karistirildi. Coziicii buharlastirildiktan sonra, elde edilen kati etil asetat/n-hekzan (1:9)
ile silika jel tlizerinden kolon kromatografisi ile saflagtirildi. 3-merkaptopropanil-N-
hidroksisuksinimid ester (MP-NHS) (80%) acik sar1 kat1 olarak elde edildi. FTIR (KBr
pellet, cm™) 3419, 3326, 2932, 2851, 1810, 1785, 1737, 1575, 1368, 1200, 1071, 994,
814.
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3.1.3. N-(2-((5,8-dihidroksi-4- ((2-((2-hidroksietil)amino)etil)amino)- 9,10-diokso-
9,10- dihidroantrasen-1-yl) amino)etil)-N-(2-hidroksietil)- 3-merkaptopropanamid
(SMTX) sentezi

Mitoksantron sonlu tiyol molekiili (SMTX) daha once yaymlanan metotlara gore
sentezlendi (Tsou 1997; Majd et al. 2013). MP-NHS (2.3 mg, 0.012 mmol) 5 mL
DMSO iginde ¢oziildi ve 10 dakika N> atmosferi altinda karistirildi. O zaman,
trietilamin (1.6 pL, 0.012 mmol) ¢ozeltiye ilave edildi ve tekrar 10 dakika karistirildi.
Diger bir balonda, trietilamin (0.0095 mL, 0.0675 mmol) ve MTX (0.006 g, 0.0112
mmol) ¢ozeltisi hazirlandi ve 10 dakika karistirildi. Daha sonra hazirlanan her iki
¢ozelti birlestirildi ve oda sicakliginda azot atmosferinde tiim gece karistirildi. DMSO
uzaklastirildiktan sonra vizkoz bir kat1 elde edildi. FTIR (KBr pellet, cm™) 3425, 3000,
2915, 1658, 1564, 1437, 1407, 1314, 1200, 1025, 954, 901; GC-MS (m/z) 203 (RT 8.8
dakika).

Hs/\)Lo—N)b MIZ

SMTX
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3.1.4. Oleyilamin kaph altin nanopartikiillerin (OAM-AUNPS) sentezi

Oleyilamin kapli altin nanopartikiiller (OAmM-AUNPS) daha 6nce literatiirde tanimlanan
metoda gore sentezlendi (Zhu et al. 2013). Kisaca, HAuCls-3H20 (0.3 g), tetralin (15
mL) ve oleyilamin (15 mL) buz banyosunda ¢oziildii ve 20 dakika karistirildi. Benzer
sekilde TBAB (0.13 g), tetralin (1 mL) ve oleyilamin (I mL) sonikasyon islemi
yapilarak ¢oziildii ve o zaman bu ¢ozelti altin ¢ozeltisine enjekte edildi. Reaksiyon
karisimi 2 saat 4 °C’de karstirildi. Bundan sonra, aseton (40 mL) OAm-Au
nanopartikiillerini ¢oktlirmek i¢in ¢ozeltiye ilave edildi 9000 rpm’de 12 dakika santrifiij
isleminden sonra, OAmM-Au nanopartikiiller hekzan igerisinde yeniden dispers edildi ve
iki kez etanol ile yikandi. FTIR (KBr pellet, cmt 3448, 3281, 2950, 2853, 1653, 1591,
1461, 1402, 1370, 1265, 1021, 801, 722; UV-vis (hekzan, nm) 520.
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3.1.5. Tiyol kaph altin nanopartikiillerin (SMTX-AuUNPS) sentezi

HAUC|43H20

Oleyilamin kapli altin nanopartikiiller’in (OAm-AuNPs) ¢oziiciisii buharlastirildiktan
sonra kat1 partikiiller 1 mL metilen kloriir i¢inde ¢oziildii. Daha sonra bu ¢ozeltiye
SMTX’in metilen kloriir i¢erisindeki ¢ozeltisi damla damla ilave edildi ve karisim oda
sicakliginda 10 saat karistirilldi. Karistirma isleminden sonra SMTX-AuNP’leri
coktiirmek i¢cin 10 mL hekzan ilave edildi ve 5000 rpm’de 5 dakika siiresince santrifiij

edildi. Ilk santrifiij isleminden sonra alinan c¢okelek, safsizliklar1 uzaklastirmak icin iki
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kez tekrar n-hekzan/metilen kloriir karisimi ile 5000 rpm’de 5 dakika siiresince
santrifiijlendi. FTIR (KBr pellet, cm™) 3443, 2980, 2913, 2850, 2592, 2321, 2102, 1992,
1660, 1437, 1407, 1313, 1030, 954, 900, 702, 670; UV-vis (DMSO, nm) 560, 610, 660.

7 3\“ -3

3.1.6. Merkapto propionik asit kaph altin nanopartikiillerin (MPA-AuUNPS) sentezi

Oleyilamin kapli altin  nanopartikiiller’in  (OAmM-AuNPs) hekzan ¢oziiciisii
buharlastirildiktan sonra kat1 partikiiller 1 mL metilen kloriir i¢inde dispers edildi. Daha
sonra bu ¢ozeltiye MPA’nin metilen kloriir igerisindeki ¢ozeltisi damla damla ilave
edildi ve karisim oda sicakliginda 10 saat karistirildi. Karistirma isleminden sonra
MPA-AuNP’leri ¢coktiirmek i¢cin 10 mL n-hekzan ilave edildi ve 5000 rpm’de 5 dakika
stiresince santriflij edildi. Santrifiij islemi, n-hekzan/metilen kloriir ¢ozeltisi kullanilarak
iki kez tekrarlandi. FTIR (KBr pellet, cm'l) 3443, 2930, 2850, 1720; UV-vis (hekzan,
nm) 530.
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3.1.7. Indirgenmis grafen oksit (RGO) sentezi

Indirgenmis grafen oksit (RGO), modifiye edilmis Hummer’s metodundan yola

cikilarak ii¢c basamakli bir sentez yontemiyle hazirlandi.
1. Basamak: Grafitin on oksidasyonu

250 mL’lik bir erlen igerisine 20 g grafit, 10 g P2Os, 10 g K2S20s ve 50 mL H2SO4
eklenerek 6 saat 80°C’de bekletildi (Sekil 3.1). Bekleme siiresi sonunda elde edilen
madde stiziildii ve parlak gri renkli bir kat1 elde edildi. Boylece grafitin 6n oksidasyon

islemi gerceklestirilmis oldu.

— (X
1.K,5,0¢ was added l

2.P,0;was added
(waiting for 6 h)

0l Bath (T=80°C) (T=25°C) Filtration

-
@
R -l

;0 G J COOH
\f—’"}_; HO~ \3'*\ Drying for 1 hr at 80°C
/ JX’K
COOH
GO

Sekil 3.1. Grafitin 6n oksidasyon isleminin sematik gésterimi

2. Basamak: Grafit oksit sentezi

On oksidasyon sonucu elde edilen madde kullanilarak, modifiye Hummer’s metodu ile
grafit oksit sentezlendi (Sekil 3.2). 250 mL’lik bir erlen igerisine 1 g 6n oksidasyona
ugramis grafit, 1 g NaNO3z ve 50 mL H>SO4 konularak manyetik karistirict yardimiyla
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iyice karistirildi. Buz banyosunda 0-3°C’ye sogutuldu ve lizerine yavasca 6 g KMnOg4
eklendi. Erlen buz banyosu icerisinde 30 dakika bekletildikten sonra sicaklik 35°C’ye
cikarilarak 3 saat karistirildi. Bu silire¢ sonunda elde edilen yogun madde tekrar buz
banyosuna alinarak 50 mL’lik saf su damla damla ilave edildi. Yaklasik 30 dakikalik bir
karistirma sonucu koyu kahverengi bir madde elde edildi. Erlen icerisine 100 mL saf su,
tizerine 8 mL %30’luk H2O> damla damla ilave edildi. Siiziildiikten sonra saf su ile

yikanip 80°C’de etiivde kurutulmasi sonucu grafit oksit elde edildi.

KMnO,was added

and stirred for 10 minil
Stirred for 10 min
at25°C Snmd for 30 min >
at0°C Stur:td3f5(lrc3 hr Stlrred for 30 min
Hzoz
30% sl
/ /
HOOC 7) m\/\/ /
= SN
—) ® — \"\,/SO /n(\;» {
/nn \ J  “coou
Drying for 1 hr at 80°C \/\
Stirred Filtration COOH
GO

Sekil 3.2. Grafit oksit sentezinin sematik gdsterimi

3. Basamak: Indirgenmis grafen oksit sentezi

Elde edilen grafit oksitten 400 mg alinarak cam bir balonda 400 mL DMF igerisinde
sonikator yardimi ile ¢oziinme islemi gergeklestirildi (Sekil 3.3). Cam balon, 1sitic
ceket icerisine yerlestirilerek 150°C’de 6 saat refluks edildi. Daha sonra oda sicakligina
sogutularak siizme iglemi yapildi. Etil alkol ile yikama yapilarak DMF uzaklastirildi.
Stizme islemi sonras1 bir doner buharlastiric1 vasitasiyla ¢oziicii uzaklastirildi. Sonug

olarak RGO elde edildi.
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400 mg GO/400 ml DMF
at 150°C for 5 h
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Sekil 3.3. indirgenmis grafen oksit sentezinin sematik gdsterimi

3.1.8. SMTX-AuNPs/RGO kompozit yapilarinin sentezi

5 mg RGO, 1.5 ml DMF igerisinde 2 saat sonike edilerek ¢oziildii (Sekil 3.4). Daha
sonra bu karisima 5 mg SMTX-AuNPs ilave edildi ve 3 saat daha ¢ozelti sonike edildi.

Karigim falkon tiipe alind1 ve 15000 rpm’de 10 dakika siiresince santrifiij yapildi. FTIR
(KBr pellet, cm™) 3419, 1633, 1405, 1381, 1121, 690; UV-vis (hekzan, nm) 560.

SMTX-AuNPs RGO

SMTX-AuNPs/RGO

Sekil 3.4. SMTX-AuNPs/RGO kompozit yapilarinin sentezinin sematik gosterimi

3.1.9. MPA-AUNPS/RGO kompozit yapilarinin sentezi

5 mg RGO, 1.5 ml DMF igerisine ilave edildikten sonra 2 saat sonike edildi ve homojen
bir ¢ozelti hazirlandi (Sekil 3.5). Baska bir balonda 5 mg MPA-AuNPs, 1 ml DMF
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icerisinde ¢o6ziildli ve homojen RGO c¢dzeltisine ilave edildi. Karisim 3 saat siiresince
sonike edildi. Uriin falkon tiipiine alimip etanol igerisinde ¢oziildii ve 15000 rpm’de 10

dakika siiresince santrifiij edildi. FTIR (KBr pellet, cm-1) 3419, 1633, 1405,

1381,1405,1381, 1121, 1091, 614.
2 h sonikasyon N ‘ MPA-AuNPs 0
. '- 3 h sonikasyon - '

RGO tabakalar
MPA-AuNPs/RGO

Sekil 3.5. MPA-AuNPs/RGO kompozit yapilarinin sentezinin sematik gosterimi

3.1.10. Hiicre kiiltiiri

9 adet yeni dogan rat yavrusu (sprague Dawley sican yavrusu) Oncelikle batekonla
yikandi ve steril petri kabina alinip hizli bir sekilde dekapite edildi (Buyukokuroglu,
Gepdiremen et al. 2003). Kafa, gazli beze alindiktan sonra 6nce deri, sonra kafatasi ince
makasla acildi. Beyin kasig1 yardimiyla korteks alindi ve 2 mL DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) soliisyonu bulunan tiipe koyuldu. Tim korteksler
toplandiktan sonra dibe ¢okmiis beyinler petri kabina alind1 ve ¢ift bisturi yardimiyla 20
dakika boyunca hafif dokunuslarla parcalandi. Bu islemle makro par¢alanmadan sonra
mikro parcalama asamasina gecildi. Tekrar DMEM sollisyonuna alinan pargalanmis
korteks tizerine 1/4 oraninda tripsin EDTA (Sigma-Aldrich) ilave edildi ve 30 dakika
etiivde bekletildi (Sengul et al. 2011).

Alman hiicreler 3 defa 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve her seferinde {ist siv1
atildi ve yeni medyum koyularak yeniden santrifiij edildi. Elde edilen saf néron
hiicreleri hazirlanan néron soliisyonuna, NBM (Neuro Basal Medium), 1/10 FBS (Fetal
Bovin Serum), 1/50 B27, 1/1000 antibiyotik konuldu ve her kuyucuk basmna 1x10°



44

hiicre 96’11k polilisin kapl polistiren kaplarda ekildi. Diizenli olarak her ii¢ giinde bir
hiicreler kontrol edilip medyum degisikligi yapildi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Noron hiicre kiiltiir goriintiisii

3.1.11. Kanser kiiltiri

U-87MG kanser hatti Van {iniversitesinden temin edildi. Krayo falkonlarda gelen
hiicreler seri sekilde normal oda sicakliginda ¢oziindiiriildii. Sivi hale gelen hiicre ve
medyum 2 mL yeni medyumla karigtirilarak 1200 rpm +4 santigrat dereceli santrifiij ile
5 dakika boyunca santrifiijlendi. Dibe ¢oken hiicrelerin listli atilarak yeni medyum
DMEM, FBS, %1 antibiyotik (pensilin-streptomisin-amfotrisin B), %1 L-Glutamat ile
karistirildi ve 25 cm? flaskda ekildi. Her 3 giinde bir medyum degisikligi uyguland.
Hiicreler flaskin %70’ini kaplayinca pasaj islemi yapildi. Bunun icin hiicrelerin
medyumu atilarak uzaklastirildi (Wang, Sun et al. 2015). Flask steril PBS (Ca®* ve
Mg?* icermeyen) ile yikandi. PBS uzaklastirildiktan sonra 25 cm?lik flaska 0.4 mL
Tripsin/EDTA eklendi ve enkiibe ederek 5 dakika hiicrelerin kaldirilmasi igin zaman
tanind1. 1:1 oraninda FBS ilave edildi ve flaskin soliisyonunda yiizen hiicreler steril tiipe

alinarak 1200 rpm’de 5 dakika santriflij edildi. Pellet olusturan hiicrelerin, iist sivisi
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atildiktan sonra yeni medyum ilave edildi ve 96’lik aparatlara 100 pl gelecek sekilde
ekim islemi yapildi ve hiicre dagilimmin homojen olmasina 6zen gosterildi. Toma
camiyla, her kuyucuk basina 1x10° hiicrenin geldigi saplandi. Aparatlar, 37 derece, %5
CO2 enkiibatorde tutuldu (Sekil 3.7) (Youn et al. 2015; Zhu et al. 2015).

AN
e

N

Sekil 3.7. U-87MG ve MCF7 hiicrelerinin goriiniimii
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3.1.12. MTT ile sitotoksisite testi

Oncelikle 96 bolmeli aparatin her bir bolmesine normal hiicreler mikropipetle ilave
edildikten sonra tizerlerine AUNP-linker-drug ilave edildi. Daha sonra MTT (3-(4,5-
dimetildiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolium brom) sivisi ilave edildi ve 4 saat inkiibe
edildi. Bu prosediirde, sayet AuNP-linker-drug dozu diisiikk ve toksik degilse, normal
hiicrelerden serbest kalan NADH enzimi MTT sivisindaki sar1 tetrazolii, koyu menekse
rengindeki formazona doniistiirmektedir. Eger doz, asir1 olur veya ilag¢ toksik bir
davranis sergiler ise hiicreler 6leceginden inkiibasyon sirasinda tetrazolden kaynaklanan
sar1 renkte herhangi bir degisim gdzlenmez. Inkiibasyon sirasinda formazonun
fazlasinin kristal ¢okelegi, DMSO ile ¢oziiliip daha 6nce baska bolmelere alinan sivi
faz iizerine eklenerek, formazonun maksimum absorbansi olan 540 nm dalga boyunda

ELSA ile dl¢tim yapilir.

3.1.13. Flow sitometri

Her bir hiicre veya partikiil lazer demetinin i¢inden gecerken saptirilan lazer 15181 ve
hiicreler tarafindan yayinlanan floresans 15181 bir araya getirilip, optik filtreler ve aynalar
tarafindan farkli dalga boylarma ayrilarak, analog sinyallere donistiiriiliirler. Bu
sinyaller dijitallestirilerek, histogramlar olarak ekrana aktarilir. Histogram, ol¢iilen
parametrelerin frekans dagilimlarinin gérsel sunumudur. Olgiim sirasinda hiicreler canli
veya sabit olmalidir, ayrica sivi i¢inde hiicreler tek tek askida olmalidir. Hiicreleri iceren
sispansiyon siirekli bir akisla lazer 151n1 i¢inden ge¢cmelidir. Her bir hiicre lazer 15181nin
bir kismin1 saptirir ve ayn1 zamanda lazer tarafindan uyarildiklarindan yani ekstra enerji
yiiklenmis oldugundan, floresans 15181 yayarlar. Floresans yogunlugu her bir hiicre i¢in
es zamanl olarak bir¢ok farkli dalga boylarinda 6l¢iiliir. Floresans proplar: hiicrelerin
spesifik bilesenlerinin sayilarini rapor etmek i¢in kullanilirken, floresans antikorlar daha
cok spesifik yiizey reseptorleri yogunluklarinin rapor edilmesinde kullanilir. Boylece
gecis genleri ifade eden hiicreler de dahil olmak iizere farklilagsmis hiicre tiplerinin alt
populasyonlar1 belirlenir. Flow sitometri ayn1 zamanda hiicreler arasi serbest kalsiyum,

zar potansiyeli, pH veya serbest yag asitlerindeki hizli degisiklikleri de izleyebilir. Flow
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sitometriler; akigkanlar, lazer optikler, elektronik dedektorler, analog dijital ¢cevrimciler
ve bilgisayarlar1 igerir. Optik kisim lazer 15181 yayar ve 1sim1 birkag¢ hiicre capinin
olusturdugu demet {izerine odaklar. Calismalarimizda BD FACS Calibur 342976 marka

cihaz kullanildi.

3.1.14. RT PCR

PCR hiicre icinde DNA’nin kendisi eslemesi mekanizmasina dayanir. Cift zincirli DNA
(dsDNA), tek zincirli DNA (ssDNA) biciminde ¢oziiliir, kopyalanarak c¢ogaltilir ve
tekrar baglanir. Bu teknik;

e (Cift sarmal DNA’nin yiiksek sicaklikta ¢oziilerek tek sarmal haline gelmesi
(denatiirasyon),

e Primer olarak kullanilan iki oligoniikleotidin hedef DNA’ya baglanmas1 (primer
eslesmesi)

e  Mg*?iyonlarmin varliginda, katalizér olan DNA polimeraz ile primerlere niikleotid

eklenmesi ve DNA zincirinin uzamasi (primer uzama)

islem dongiilerinin bir ¢ok tekrarindan olusur.

Genellikle kisa zincirlerden olusan oligoniikleotidler, birbirlerinden dizin olarak
farklidir. Primerlerin sekansi, cogaltilacak hedef DNA’y1 komsu tanimlama bdolgelerine
estir. Denatlirasyon, primer birlesmesi ve primer uzamast PCR metodunda bir dongii
olusturur. Her dongiiniin sonunda yeni sentezlenen DNA zincirleri, bir sonraki dongii
icin hedef zincir olabilir. Bu reaksiyonun ana iirlinii, sonu oigoniikleotid primerlerin
5’ucu olan ve uzunlugu primerler arasi uzaklikla tanimlanan bir dsDNA pargasidir.
Basarili bir amplifikasyonun bir dongiisiiniin {liriinleri, bir primerin baglanma bdlgeleri
arasindaki uzakliktan daha fazla uzunluga sahip, farkli boyutlarda DNA molekiilleridir.
Ikinci dongiide, istenen uzakliktaki DNA zincirleri olusturulur. Calismalarimizda RG

3000 Corbet marka cihaz kullanildi.
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3.2. Yontemler

3.2.1. Ultraviyole-Gériiniir bolge spektroskopisi (UV-vis)

Ultraviyole ve goriiniir bolgede meydana gelen absorpsiyon, genel olarak bag
elektronlariin  uyarilmasindan kaynaklanmaktadir. Buradan hareket edilerek,
absorpsiyon piklerinin dalga boylari, incelenen tiirlerdeki baglarin tipleriyle
iligkilendirilebilir. Molekiiler bir M tiirliniin ultraviyole veya goriiniir 151n1 absorplamasi
iki basamakta cereyan eden bir olaydir. Bunlardan ilki, o tiiriin asagida gosterildigi

sekilde elektronik uyarilmasiyla ilgilidir.

M + hy > M~

M ile hv fotonu arasindaki reaksiyon iiriinii, elektronik olarak uyarilmis M” ile
gosterilen tiirdiir. Uyarilmis tiirlerin 6miirleri kisa olup (10* s) cesitli durulma
stirecleriyle bagka tiirlere doniisiirler. En yaygin durulma tipi uyarilma enerjisinin 1siya

dontistiigli durumdur.

UV ve goriiniir bolgede spektrofotometrik ol¢limler nitel ve nicel analizde en ¢ok
kullanilan ydntemlerden birisidir. Maddenin 15181 sogurma (absorplama) derecesini
6l¢mek ve bundan yararlanarak derisimi saptamak i¢in, sogurma ile derigim arasindaki
iliski bilinmelidir. Monokromatik (tek dalga boylu 1s1ma) ve lo siddetindeki bir 151k
demeti, kalinlig1 b cm olan bir tiipte bulunan ¢ozeltideki herhangi bir molekiil tarafindan
absorplandiginda siddeti azalir ve tiipti | siddetinde terk eder. Molekiillerin se¢ilen dalga
boyundaki 1s181 absorplamasi sonucu ortaya g¢ikan azalma Lambert-Beer esitligi ile

verilir.

Iog|T°=8b0=A
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Bu esitlikte, A; absorbans, Io; 6rnek kabina giren 15181n siddeti, I; 6rnek kabini terk eden
151810 siddeti, €; Molar absorpsiyon katsayisi (L/mol.cm), b; 6rnek kabinin kalinligi

(cm), c; derisim (mol/L)’dir.

Ornek kabimi terk eden ve kaba giren 151k siddetleri arasindaki orana gegirgenlik (T)

denir.

—=T=10"

Maddenin 15181 absorplamasini incelemek i¢in spektrofotometre adi verilen bir diizenek
kullanilir (Sekil 3.9) ve baslica 151k kaynagi, monokromator, 6rnek kabi ve dedektdrden
olusur. Bu tiir cihazlarda, radyasyon kaynagi olarak UV ve goriiniir bolgede 1s1ma
yapan tungsten, hidrojen veya doteryum ve ksenon lambalar gibi siirekli 151k kaynaklari
kullanilir. Stvi numuneler i¢in 6rnek kabi olarak 200-320 nm dalga boyu araliginda
kuartz, 320-700 nm araligindaki bolgede ise cam kiivetler kullanilabilir. Ayrica kati
numuneler i¢in optikge transparant elektrotlar (OTE) {izerine adsorplanmis kati
materyaller ile dlgiim yapilabilir. Ornegin 15181 absorplayip absorplamadigini anlamak
i¢in, 151k kaynagindan gelen 1s181n siddeti dedektor ile Olctiliir. UV ve goriiniir bolgede
fotovoltaik veya fotoiletken dedektorler, fototiipler ve fotogogaltict tiipler dedektor
olarak kullanilmaktadir. Spektrofotometrelerde bu ana bilesenlerden baska 15181

toplamak, yansitmak, bolmek amaciyla mercekler, aynalar, 11k béliictileri de kullanilir.

hu hu Dalga h .
o v | ;
Isik Kaynagi | —p | Numune > boyu | Dedektor J Tmya.l |
islemcisi
segicisi :

Sekil 3.9. Molekiiler absorpsiyon cihazlari i¢in genel bir sema

Cesitli kromofor gruplarin (bir molekiilde belli bir dalgaboyu araligindaki 15181n

absorpsiyonundan sorumlu olan fonksiyonel gruplar) absorpsiyon bantlar1 genis



50

olduklar1 i¢in birbirleriyle ortiisiirler ve bu nedenle UV ve goriiniir bolge spektroskopisi
ile nitel analiz ¢ok yapilmaz. Diger taraftan bu yontem nicel analiz i¢in oldukga

uygundur. Calismalarimizda Philips 4000 marka cihaz kullanildi.

3.2.2. Infrared (IR) spektroskopisi

Bir molekiiliin infrared 1sinlarin1 absorblayabilmesi igin titresim veya déonme hareketi
sonucunda molekiiliin dipol momentinde net bir degisim meydana gelmelidir. Sadece bu
sartlar altinda 1sinin degisen elektrik alani ile molekiil etkilesebilir ve molekiildeki
hareketlerin genliginde bir degisime neden olur. O,, N, Cl, gibi tek tip atomlu tiirlerin
donmesi veya titresmesi sirasinda, dipol momentlerinde net bir degisim olmaz; bu

nedenle boyle bilesikler infrared bolgede absorbsiyon gostermezler.

Spektrumun infrared bolgesi, 1s1nin 12800 ile 10 cm™ dalga sayil veya 0.78 ile 1000
um dalga boylu kismini kapsar. Hem cihaz, hem de uygulama agisindan infrared
spektrumu yakin, orta ve uzak infrared isinlart olmak iizere ii¢ bolgeye ayrilir. Uzak
infrared bolgenin en 6nemli kullanim alani, absorbsiyon dlgiimlerine dayanan inorganik
ve metal-organik bilesiklerin yapilarinin tayinidir. Orta infrared bolge ise, organik ve
biyokimyasal maddelerin yapilarinin aydinlatilmasinda oldukga biiyiikk bir 6neme
sahiptir. Spektrumun yakin infrared (NIR) bolgesi, su, proteinler, diisiik molekiil

kiitleli hidrokarbonlar ve bazi yariiletken maddelerin tayinlerinde kullanilir.

Infrared absorbsiyonun &lgiimiinde kullanilan {i¢ tip ticari cihaz bulunmaktadr.
Ozellikle kalitatif ~cahismalarda kullamlan ayinmh  (dispersif) optik agh
spektrofotometreler, hem kalitatif hem de kantitatif infrared 6l¢iimlerinde kullanilan
fourier doniisimlic ¢ok amach cihazlar ve atmosferdeki bir¢ok organik maddenin
kantitatif tayininde kullanilmak {izere gelistirilmis ayirimsiz fotometreler. 1980’lere
kadar infrared  olgtimlerinde en  yaygin  kullanilan  cihazlar  ayirimh
spektrofotometrelerdi. Fakat giintimiizde fourier dontsimli spektrometreler hiz,
giivenilirlik ve kullanim kolayliklari nedeniyle bu cihazlarin yerini almaktadir. Orta

infrared spektral bolgede fourier doniisiimli cihazlar, kaliteli bir ayirimli cihazdan
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birka¢ ondalik mertebesi daha iyi sinyal/giiriiltii oranina sahiptir. Yakin infrared bolgesi
icin kullanilan cihazlar, UV-goriiniir bolge i¢in kullanilan cihazlara benzer. Kuartz
pencereli tungsten-halojen lambalar 1sin kaynagi olarak kullanilir. Dedektorler

genellikle kursun siilfiirden yapilmis fotoiletkenlerdir.

Infrared yansima spektrometri, polimer filmler ve fiberler, gidalar, kaucuklar, tarim
tirtinleri, ve bircok benzeri maddeler gibi katt numunelerle ilgili pek¢ok uygulama alani
bulmustur. Yansima spektrumlar1 ile hem kalitatif, hem de kalitatif analiz yapilabilir.
Bircok cihaz iireticileri son zamanlarda infrared adsorpsiyon cihazlarinin hiicre
bolmelerine bir adaptor ekleyerek cihazi ayn1 zamanda yansima spektrumu alabilecek

hale getirmislerdir. Calismalarimizda Unicam-4600 model cihaz kullanildi.

3.2.3. Raman spektroskopisi

Isin demeti seffaf bir ortamdan gegtigi zaman radyasyon giiciiniin bir kismi, demetin
gelis yoniine gore cesitli acilarla her yonde sacgilir. Ortamdaki tanecikler molekiiler
boyutlardaysa sacilan 1s1n gozle saptanamaz; buna "Rayleigh sag¢ilmasi" denir.
Ortamdaki tanecikler 1ginin dalga boyu ile kiyaslanabilir boyutlarda olursa sagilma,
Tyndal etkisi veya bulamiklik seklinde goézlenebilir. Hintli fizikci C.V. Raman, bazi
molekiiller tarafindan sacilan az miktardaki 1sinin dalga boyunun gelen demetin dalga
boyundan farkli oldugunu ve dalga boyundaki kaymalarin sac¢ilmaya neden olan
molekiillerin kimyasal yapisina gore degistigini kesfetti. Raman sac¢ilmasinin teorisi, IR
spektroskopisine olduk¢a benzerdir. Bu iki teknik birbirinin tamamlayicisi
niteligindedir, IR aktif bir grup Raman inaktif veya Raman aktif bir grup IR inaktif
olabilir. Bazi sorunlarin ¢6ziimiinde IR yontemi, bazilari iginse Raman yontemi
avantajlidir. Raman spektranin infraredden en Onemli avantaji suyun spektrayi
engellememesidir. Raman spektrumlar1 sulu ¢ozeltilerden elde edilebilir. Ayrica, cam
veya kuvartz hiicreler kullanilabilir, IR’de oldugu gibi, sodyum kloriir veya diger
atmosfere kars1 kararsiz pencerelerle ¢alisma zorunlulugu yoktur. Calismamizda Perkin-

Elmer model 12 Raman spektometre kullanildi.
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3.2.4. X-Ismlar kirimim (XRD) yontemi

X-1gmlart kirmnimi (XRD) basit inorganik katilardan, DNA ve proteinler gibi daha
kompleks yapidaki molekiilleri igeren materyallerin kristal yapilari, kimyasal bilesimleri
ve fiziksel oOzellikleri hakkinda bilgi saglayan analitik bir tekniktir. Bu c¢ok yonlii
teknigin temeli, Ornekle etkileserek yansiyan ve kirilan X-iginlarina ait verilerin
toplanmasina dayanir. Glinimiizde X-1sinlar1 kirinim teknigi, incelenecek ornek tiiriine
bagli olarak kristaldeki atom diizlemleri arasindaki uzakligin, kristal boyutunun ve
kusurlarinin ve ayrica epitaksiyel filmlerdeki gerilimlerin belirlenebilmesi gibi degisik
uygulamalara sahiptir. Ayrica, kirinim piklerinin altindaki alanlar 6rnekte mevcut olan
her bir fazin konsantrasyonuna bagli olarak degisim gosterir. X-1ginlar1 kirinimi, asirt
miktarlardaki X-ism1 verilerini isleyebilen ¢ok yiiksek hiza sahip bilgisayarlarin

kullanimiyla biiyiik l¢iide gelismistir.
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Sekil 3.10. Bir X-1s1n1 tiiptiniin semasi

XRD ¢aligmalarinda, monokromatik X-iginlar1 (dalga boyu araligi; 107°-102 A)
kullanilir. Sekil 3.10°da gosterildigi gibi bir X-1sinlar1 tiiplinde 1sitilan bir katottan
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(tungsten gibi) yayinlanan elektronlar 100 kV’luk elektromanyetik bir alan iginde
hizlandirilirlar. Hizlandirilarak yiiksek enerji kazandirilan bu elektron demeti bir anota
(bakir gibi) ¢arptiginda, elektronlar anotun elektron kabuklarina girerler (Skoog et al.
1998).

Yiiksek enerjili elektron demeti ¢ekirdege yakin kabuktaki bir elektrona ¢arparak onu
yerinden ¢ikartirsa, elektron kaybindan dolay1 atom kararsiz hale geger ve bos kalan
elektronun yeri daha yiiksek enerjili kabuktaki bir elektron tarafindan doldurulur. Bu
elektron gec¢isinden kaynaklanan enerji farki, X-1sim1 fotonu olarak yaymlanir.

Yayinlanan enerji,

bagintisiyla belirlenir. Burada; h: Planck sabiti (6,62x103* J.s), c: 151k hiz1 (3x108 m/s),
A ise X-151n1nin dalga boyudur.

Bir yariktan gecirildikten sonra paralel hale getirilen X-1sinlar1, daha sonra doner bir
masa lizerine yerlestirilmis kristal diizlemine gelir (Sekil 3.11). Diger elektromanyetik
1510 tiirlerinde oldugu gibi, X-1sminin elektrik alan vektoriiyle 1simin i¢inden gectigi
maddenin elektronlar1 arasindaki etkilesme sonucu sagilma meydana gelir. X-1s1nlar1 bir
kristaldeki diizenli ortam tarafindan sagildiginda, sagilmay1 yapan merkezler arasindaki
mesafe 15181 dalga boyu ile ayn1 mertebeden oldugu i¢in sagilan 1ginlar girisim (olumlu
veya olumsuz etki) yaparlar. Bu durum genel olarak kirinim olarak adlandirilir. Kirinim
olayinda, gelen X-1sinlari kristal yiizeyinin altindaki atom diizlemlerine de ulasir yani
kirinim yiizeysel bir olay degildir. Diizensiz yapida (amorf) bir kristal diizlemine gelen
X-1ginlar1  demeti kristal diizlemlerine herhangi bir aciyla carparsa, kirinim
gerceklesmez. Ciinkii kristal diizlemlerinden yansiyan X-isinlarinin aldiklart yollarin
uzunluklar farkli oldugundan, s6z konusu 1sinlar arasinda faz farki olusur ve bu 1sinlar

birbirlerini sondiiriirler. Bunun sonucu olarak herhangi bir difraksiyon piki gozlenmez.
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N

Sekil 3.11. (a) Bir kristal diizleminde X-1s1n1 kiriniminin meydana gelisi ve (b) kirinim olayinda
X-1silarinin aldigi yollarin uzunluklar arasindaki farklarin ayrintili bir sekilde gosterimi

X-1s1m1 demetinin atom diizlemlerine Bragg acist olarak bilinen belirli bir agi ile
carpmasi durumunda ise yansiyan iginlar tarafindan alinan yol, uygun gelis agisinda

dalga boyunun (L) tam katlarina esit olacagindan, 1sinlar ayn1 faza sahip olur.

Kirinima ugrayan, yani atom diizlemlerinden yansiyan X-isinlarinin ayni fazda olmasi
durumunda kirinim deseni olusur. Kirinim deseni elde edebilmek i¢in; X-i1silarinin
atom diizlemlerine ¢arpma acis1 (0), atom diizlemleri arasindaki uzaklik (d) ve gelen X-
1sinlarmin dalga boyu (L) arasinda belirli bir bagintinin bulunmasi gerekir. Bir X-151m1
demetinin birbirine paralel atom diizlemlerine, 6 agis1 altinda ¢arpmasi durumunda
kirimim meydana gelir. Yani kristal diizlemi, diizenli tek kristal yapisinda ise, X-1s1inlar1
kristal diizleminden ayn1 fazda sacilir. Bunun sonucu olarak kirinim goézlenir. Kirmnimin
meydana gelisi Sekil 3.11.a’da gosterilmektedir. Burada farkli kristal diizlemlerinden

yanstyan 1sinlarin dedektore geldiginde ayni faz iginde olmasi gerekir. Bunun
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gerceklesebilmesi i¢in de Sekil 3.11.b’de gosterilen MBN yol farkinin A dalga boyuna
veya A’'nin tam katlara esit olmasi gerekir. Yanstyan 1sinlar, ancak bu durumda ayni
fazda olurlar. Kirinim olayinda X-iginlarinin aldigir yollarin uzunluklar1 arasindaki
farklar Sekil 3.11.b’de ayrintili bir bigimde goriilmektedir. Buna gore, X-1sinlarinin

aldiklar1 yollarin uzunluklari arasindaki fark;

MBN=MB+BN

olarak yazilabilir. AMB ve ANB dik tiggenlerinden;

. MB BN

sinf=——=—
d

MB=BN=d sinf

seklinde yazilir. Buradan, x-1sinlarinin aldiklar1 yollarin uzunluklar1 arasindaki fark,

MB+BN=2d sin

olarak bulunur. Kirmnimin gergeklesmesi i¢in bu yol farkinin A veya A’nin tam katlarma

esit olmas1 gerekir. Bu nedenle;

2d sinf=n A

bagintis1 elde edilir. Burada; Bragg agisi (gelen 1sinlarla atom diizlemlerinin yaptig1 aci)
ve A (kullanilan X-151n1n1n dalga boyu) bilinirse d (atom diizlemleri arasindaki uzaklik)
hesaplanabilir. Bragg kanunu olarak bilinen bu bagmti X-1is1m1 kirmimi igin gerekli

kosulu ifade eder. Tez kapsaminda Siemens D5000 X-Ray Difraktometre kullanildi.
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3.2.5. Atomik kuvvet mikroskobu (AFM)

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM), 1986 yilinda Binnig, Quate ve Gerber tarafindan
gelistirildi. AFM teknigi kullanilarak iletken, yariiletken ve manyetik 6zellik gosteren
orneklerin yan1 sira polimer, seramik, alagim, cams1 materyaller, sentetik ve biyolojik
membranlar gibi yalitkan olan hemen hemen her tiirlii numune yiizeyi hakkinda da

morfolojik bilgi almak miimkiindiir.

AFM’de tip ile ornek arasinda elektrostatik, kapiler, Van der Walls, siirtiinme ve
magnetik kuvvet gibi giicler s6z konusudur. Bundan dolayr AFM sayesinde her tiirlii
ornek morfolojisi incelenebilir. Bu sistemde kuvvete karsi duyarli bir ucu igneli denge
cubugu (tip) numune lizerinde raster diizeninde tarama yapar. AFM’de silisyum,
silisyum oksit veya silisyum nitriirden yapilmis keskin bir tip, genellikle silisyum
oksitten yapilan kentilever ad1 verilen ve belli bir kuvvet sabitine sahip denge ¢ubuguna
tutturulmustur. Denge c¢ubugu yiizeye yaklastirildiginda, tip ile ylizey arasindaki
kuvvetler denge ¢ubugunun z ekseni boyunca (yiizeye dik olarak) yukar1 ve asagi dogru
egilmesine neden olur ve bu yer degisimlerin optik araglarla olgiilmesi ile ylizey
morfolojisi tespit edilir. AFM tipinin hareketinin temelini Hook yasasi olusturur. Hook
yasasi; denge cubugunun z mesafesi kadar yer degistirmesi i¢in uygulanan kuvvet (F)
ve kentileverin yay sabiti (k) ile ifade edilir. Boylece tip ve ornek arasindaki etkilesim

kuvvetleri bulunabilir.

F=-kz

Bir atomik kuvvet mikroskobun performansi denge ¢ubugunun ve ucun (tipin) fiziksel
niteliklerine baglidir. Denge cubuklar1 oldukca kiiclik ve hassas parcalardir. Denge
cubuklart yaklasik olarak 10-20 mikrometre uzunlugunda, on mikrometreden daha az
genislikte ve yaklasik bir mikrometre kalinligindadir. Piramit veya konik sekilli uglarin
yiiksekligi ve taban genigligi birka¢ mikrometredir. Genelikle, 0,001 ile 100 N/m
araligindaki bir yay sabitine sahip bir denge cubugu kullanilarak 1-0,1 A’luk

mesafelerdeki, 1011-10® N’luk yiizey/tip etkilesim kuvvetlerini belirlemek miimkiindiir.
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Sekil 3.12, tipi tutan denge cubufunun sapmasinin tayininde kullanilan en yaygin
yontemi sematik olarak gostermektedir. Bir lazer demeti denge cubugu iizerindeki bir
noktadan yansitilarak pozisyona duyarli, hareketi tayin eden iki veya dort bolmeden
olusan fotodiyoda ulasir. Daha sonra fotodiyod c¢ikisi, denge ¢ubugunun asagi yukari
hareketiyle uca uygulanan kuvveti kontrol ederek kuvvetin sabit kalmasini saglar. Bagka
bir deyisle optik kontrol sistemi, taramali tiinelleme mikroskobunda tiinelleme akimini

kontrol eden sistemle benzerlik gosterir.

Fotodiyot
Lazer

Denge cubuin

Genbesleme ve
x!l }?, z
- rd
tarama kontrolii %Yz /
—— | piezoelekiik |
tarayira f
G orimtii

Sekil 3.12. AFM (Atomik kuvvet mikroskop) sisteminin sematik goriiniisii

Atomik kuvvet mikroskobu ile iki farkli yontem kullanilarak goriintii alinmaktadir.
AFM’in kullanilan en yaygin metodu olan kontak modda, denge ¢ubugunun ucundaki
tiple ylizey arasinda ¢ok yakin bir fiziksel temas s6z konusudur. Basta 6zellikle Van der
Waals itme kuvvetlerinin etkili oldugu bu statik modda tip ve 6rnek arasinda etkilesimi
saglayan kuvvet yaklasik olarak 0,1-100 nN’luk bir degere sahiptir. Normal sartlar
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altinda Van der Waals etkilesimlerinin yani sira ince bir su tabakasiyla kapli 6rnek
yiizeyinden (kapiler ¢ekme kuvvetleri) ve denge ¢ubugunun kendisinden kaynaklanan
mekanik etkilerde s6z konusudur. Kapiler gii¢lerin siddeti, tip ile 6rnek arasindaki
mesafe ile degisebilmesine ragmen sikistirilmis bir yayin kuvvetine benzer olan
mekanik kuvvetlerin biiyiikligi ve yonii (itme veya c¢ekme) ise denge ¢ubugunun
esneklik sabitine baghdir. Kisacasi kontak AFM modda Ornek-tip etkilesiminden
kaynaklanan itici Van der Waals kuvvetlerinin, mekanik ve kapiler kuvvetlerin sonucu
olusan giiglerin bileskesi ile dengelenmesi gerekmektedir. Ancak yinede, tipin numune
yiizeyine olduk¢a yakin olmasi nedeniyle asagiya dogru olan ¢ekici giigler baskin hale
gelebilmektedir. Bunun sonucunda ise, 6zellikle biyolojik numuneler ve polimerler gibi
yumusak malzemelerde tip ile 6rnek yiizeyinin hasar gérmesi ve goriintiiniin bozulmasi

gibi durumlar s6z konusu olabilir.

Titresimli (tapping) mod ve non-kontak mod olarak adlandirilan dinamik yontemler ise
yiizeyin hasar gormesini Oonlemek amaciyla gelistirilmistir. Tipin ylizeye sadece ¢ok
kisa stirelerde periyodik olarak temas edip uzaklastigi titresimli mod adi verilen bu
teknikte, denge c¢ubugu birka¢ yiliz kilohertz’lik bir frekansla salinim yapmaktadir.
Fotodetektor tarafindan 6l¢iilen bu salinim frekansinin siddeti ise, ug ile numune yiizeyi
arasindaki etkilesim kuvvetlerine bagl olarak artma veya azalma gostermektedir. Geri
besleme mekanizmasi bu osilasyon siddetini sabit tutmak i¢in ylizey lizerindeki ucun
yiiksekligini degistirir. Buradan bulunabilecek degisim, hem numunenin 6zellikleri hem
de etkilesim miktar1 hakkinda bilgi vermektedir. Diger bir dinamik metot olan non-
kontak modda, AFM atomik kuvvetlerinin (Van der Waals, elektrostatik, manyetik ve
kapiler) yardimiyla denge c¢ubufunun asagi ve yukariya dogru egilmesinden
faydalanilarak ylizeye dokunmadan topografik goriintii olusturulmaktadir. Tip ile ylizey
arasindaki mesafenin 50-150 A oldugu bu modda, basglica Van der Waals ¢ekim
kuvvetleri etkin olmaktadir. Goreceli olarak zayif olan bu etkilesim kuvvetleri, tipin
rezonans frekansinda veya ona yakin bir degerde (yaklasik olarak saniyede yiiz bin
defa) titresmesi saglanarak tespit edilebilir. Rezonans frekansta titresim yaptirmak icin
genel olarak denge ¢ubugunun altina monte edilen kiiclik bir piezo kristali kullanilir.

Sonug olarak, AFM tekniginin yaygin olarak tercih edilen bu iki dinamik sabit temas
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modu ile gorilintlisii alinamayan veya ¢ok zor alinan 6zellikle zayif bagli veya yumusak
tirdeki malzemelerin  yiiksek reziiliisyonlu goriintiilerini  elde etmek igin

kullanilmaktadir. Bu ¢alisma i¢in kullanilan cihaz Nanosurf model S’dir.

3.2.6. Enerji dagilimh spektroskopi (EDS)

Incelenen numune yiizeyindeki bilesenlerin kalitatif ve kantitatif tayini, numune iginde
istenilenden baska elementlerin olup olmadigi EDS teknigi ile belirlenenebilir. EDS
genelde taramali elektron mikroskobu (SEM) ile kombine haldedir. SEM’de numune
yiizeyi tarama diizeninde yiiksek enerjili elektron demeti ile taranir. Yiizeyden cesitli tiir
sinyaller olusturulur. Bunlar geri sagilmig e’lar, Auger e’lari, ikincil e’lar, X-1511
emisyonu ve degisik enerjili diger fotonlardir. Bunlardan geri sagilmig ve ikincil e”’lar
SEM’in temelini olusturur. EDS’in temeli ise elektron bambardimanina maruz birakilan
numuneden elektronlarla numunenin etkilesimi sonucunda salinan X-1s1nin
coziimlenmesine dayanir. Periyodik tablodaki her bir elementin farkli elektronik yapiya
sahip olmasinin bir sonucu olarak her element farkli bir cevap verecek ve her bir

element i¢in salinan 1sinlarin enerjisi farkli olacaktir.

3.2.7. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM)

Gecirimli elektron mikroskobu (TEM) (Sekil 3.13), goriintiileme ve kirinim tekniklerini
birlikte kullanarak malzemelerin mikro yapisal incelenmesini ve kristal yapilarinin
belirlenmesini birlikte saglayabilen ¢ok 6zel bir malzeme karakterizasyon cihazidir. Bir
baska deyisle, nanometre mertebesinde ¢ok kiigiikk ve ince alanlardan, milyon kati
biiylitmelerde malzemenin kristalagrofik ve morfolojik bilgilerine ayn1 anda
ulasilmasini olanakli kilan bir tekniktir. Yiiksek ayirma giicii, ayn1 anda kirinim ve
goriintii bilgilerinin alinabilmesi gibi {Ustiinliiklerine ragmen, bu teknigin de belli
smirlamalar1 vardir: Ug boyutlu bir numuneden alinan iki boyutlu ve kirmim kékenli
goriintiilerin yorumlanmasi uzmanhk gerektirir. Ozellikle biyolojik ve polimerik
malzemelerde 6ne c¢ikan 1sin hasar1 (beam, damage) etkisi numune oOzelliklerinin

degismesine yol agabilmektedir. En biiylik kisitlama ise numune hazirlamada ortaya
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cikar. Elektron mikroskopta incelenecek numune kesinlikle kati malzeme olmak
zorundadir ve 3 mm c¢apinda, 100 mm’den daha ince ve elektron gecgirgenligine sahip
(bir kag mm) bir disk olarak hazirlanma zorunlulugu sorun yaratabilir. Dolayisiyla
elektron gecirgenligine uygun olarak hazirlanamamis bir numuneden bir goriinti

kontrast1 elde etmek miimkiin olamamaktadir.

Electron gun

Condenser aperture

Objective aperture Specimen port

Intermediate aperture

Fluorescence screen

Sekil 3.13. Gegirimli elektron mikroskobu

TEM’de goriintli ve kirinim bilgisini elde etmenin temel prensibi, ortasinda ¢ok kiigiik
bir delik bulunan numuneye paralel bir elektron demeti gondermek ve numuneden
dogrudan gecen kirmnima ugramamis 1ginlart (TB) ve numunenin belirli diizlemlerinden
Bragg sartlarina uygun acgilarda kirinima ugramis (DB) i1sinlart numunenin altinda
toplamak esasina dayanir. Sirasiyla sadece gecen 1sin demetini ve kirinima ugramisg
1sinlardan birini kullanilarak yapilan goriintiileme teknikleri olan aydinlik alan ve
karanlik alan goriintiileri numunelerdeki mikron alti boyutlardaki olusumlarin
incelenmesinde, var olan ikinci fazlarin ayirt edilmesinde en c¢ok kullanilan
yontemlerdir. Yiiksek ¢oziiniirliiklii kafes goriintiillemesi (HRLI) kristal numunelerdeki
atomik diizlemlerin izdiisiimlerini goriintiilemede kullanilan daha ileri bir tekniktir.

Malzemelerin kristal yapilarmin belirlenmesinde ise secilmis alan kirmmim yontemi
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kullanilir. Yiiksek acili huzme kirmmimi (CBED) ise malzemelerin tam kristalografik
analizinde (nokta ve uzay guruplarinin belirlenmesi) kullanilabilen ¢ok gelismis bir
baska kirmim teknigidir. Yiksek acili agisal karanlik alan (HAADF) detektoriine sahip
Taramali-Gegirimli Elektron Mikroskobu (STEM) HAABF ve HAADF goriintiilerinin
eldesinde kullanilir. STEM goriintiilerinde taramali elektron mikroskobuna benzer bir
mantikla numuneyi tarayan bir 1isindan alinan sinyallerle goriintii eldesi biraz zaman
almakla birlikte, mercek hatalarindan arindirilmis goriintiiler elde edilmesiyle 6nemli

bir avantaj olarak goriilebilir. Caligmalarimizda 100kb LEO 900 cihazi kullanilmistir.

3.2.8. Gaz kromatografi-kiitle spektrometresi (GC/MS)

Gaz kromatografi/kiitle spektroskopisi, iki giiclii analitik teknigin kombinasyonudur.
Gaz kromatografisi, karisimdaki bilesenleri ayirir. Kiitle spektroskopisi, her bir
bilesenin yapisal olarak tanimlanmasinda yardimci olur. Cok diisiik miktarlardaki
orneklerin tanimlanmasi, giiclii yapisal analiz, hizli analiz stiresi gibi 6nemli avantajlart
bulunmaktadir. Gaz kromatografisinde karisimdaki maddeler birbirinden ayrildiktan
sonra iyonlagtirarak kiitle spektrometresinde karsimdaki maddelerin kiitlelerine bagl

olarak elementler tayin edilir.

GC-MS sistemi ¢ok bilesenli karigimlardaki elementlerin belirlenmesinde, gaz fazinda
bulunan ya da gazlastirilabilen numunelerin kiitle kromatografik yontemle ayrimini
saglar. Elde edilen spektrumlar yardimiyla ileri seviye (organik, inorganik ve biyolojik)
molekiiler yap1 tayinlerinde, kalitatif ve kantitatif ¢alismalar i¢in kullanilan ytliksek
performansh ve yiiksek hizli bir gaz kromatografisi kiitle spektrometresi sistemidir.

Analizler i¢in GC-MS (Agilent Technologies, Palo Alto, Canada) cihazi kullanildu.

3.2.9. Temas agis1 (Contact angle)

TZM-2 adinda bir mikroskop ve CiOMS3MP adinda bir kamera bulunduran bu cihaz
Italyan bir sirket tarafindan yapilmistir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Temas agis1 6l¢iimleri i¢in kullanilan cihaz

Cihazin uygulamasi, numune yiizeyine ¢ozeltiden bir damla damlatilir ve damla ile
numune ylizeyi arasinda olusan agi Olgiiliir. Bu cihazda 6l¢iim yapmak icin, teflon
fitreler yiizeyine 6nceden su icerinde dispers edilmis grafen, grafen oksit ve indirgenmis
grafen oksit ¢ozeltileri damlatilarak 50°C’de 12 saat kurutuldu ve her numune analizi

bes kere tekrar edildi.

3.2.10. Zeta potansiyeli

Maddenin, kati, sivi ve gaz hali homojen bir sekilde karistirilarak kolloid ¢ozeltileri
olusturulur. Kolloid sistem igerisindeki partikiiller birleserek toplanirlar (Sekil 3.15).
Olusan topaklar ya ¢okerler yada kopiik halinde ¢ozelti ylizeyinde kalirlar. Bu topaklar
oldukca biiyiidiikten sonra pihtilagirlar. Topaklar sonikator etkisiyle eski haline

donerken pihtilaganlar sonikatorle eski haline donmezler.
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Sekil 3.15. Kolloidal ¢ozeltilerin sematik gosterimi

Parcaciklar arasindaki itici kuvvetler aglomerasyon ve topaklasmanin olusumunu
engeller. Itici kuvvetler ne kadar fazlaysa ¢dzelti o kadar kararhdir. Itici kuvvetlerin
artmasi istenmektedir, bunun i¢in de iki metot vardir (Sekil 3.16). Birinci yontem,
polimerik maddelerin kolloid ¢ozeltilerine eklenmesine dayanmir. Ikinci yontem ise;
cozelti ortamina asit ya da baz ilave edilerek partikiil yiizeyindeki yiiklerin olusumu ile

¢ozeltinin kararli hale getirilmesidir.

Steric stabilization Electrostatic stabilization

Sekil 3.16. Kararli kolloidal ¢ozeltilerin olusumu

Bir kolloidal partikiil etrafinda ii¢ tabaka vardir;

1. Birinci tabaka, yiikler ¢ekici kuvvetlerin etkisiyle diizenli bir sekilde olusurlar.
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2. lkinci tabaka, yiiklerin cekici kuvvetleri azaldigindan uzak mesafede olurlar ve
diizenli halde degillerdir.
3. Ugiincii tabaka da ise cekici kuvvet oldukca azaldigindan yiikler arasi mesafe

fazladir ve diizenli degillerdir.

lons
Stern layer

Slipping plane

Bulk fluid

Sekil 3.17. Kolloidal partikiillerin yapisi

fkinci tabakanm en son noktasinda olan potansiyele zeta potansiyeli denir. Kolloidlerin
kararliliklarinin incelenmesi zeta potansiyel yardimiyla yapilir. Eger zeta potansiyeli

+30V ya da - 30uV olursa elde edilen partikiil kararhidir. Caligmalarimizda

Nanotrac wave marka cihaz kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI ve BULGULAR

4.1. SMTXin Sentezi ve Karakterizasyonu

Mitoksantron sonlu tiyol molekiili (SMTX) iki adim bir prosediir kullanilarak
sentezlendi. SMTX’in sentez semas:t Sekil 4.1°de verilmektedir. Ik adimda,
merkaptopropiyonik asit ve NHS kuru diklorometan igerisinde azot atmosferi altinda
¢oziildii ve buz banyosu kullanilarak ortam 0°C’ye sogutuldu. DCC azot atmosferinde
kuru diklorometan igerisinde ¢oziildii ve 0°C’de reaksiyon karisimina yavas bir sekilde
ilave edildi. Reaksiyon karisimi 0°C’de 1 saat ve oda sicakliginda 4 saat karistirildi.
Uriin kolon kromatografisi ile izole edildi. Etil asetat/n-hekzan ile saflastirma sonucu
aktif ester (MP-NHS) elde edildi. Ikinci adimda, MP-NHS ve trietilamin DMSO
icerisinde ¢oziildii ve N2 atmosferi altinda karigtirtldi. Diger bir balonda trietilamin ve
MTX ¢ozeltisi hazirland1 ve aktif ester ¢ozeltisine ilave edildi. Reaksiyon karisimi oda
sicakliginda tiim gece karistirildi. Madde, DMSO uzaklastirildiktan sonra vizkoz kati
olarak elde edildi. Sentezlenen molekiillerin yapilari, MP-NHS ve SMTX, FTIR ve GC-
MS spektroskopik teknikleri ile analiz edildi.

o o 9
NHS MTX
—_— - —_—
HS/\)I\OH HS/\)LO N HS
DCCICH,Cl,/5 h Et;N/DMSO/24 h

MPA MP-NHs ©

SMTX b

Sekil 4.1. Mitoksantron sonlu tiyol molekiiliiniin sentez prosediirii

MP-NHS ve SMTX molekiilleri i¢in alman FTIR spektrumlart Sekil 4.2°de
goriilmektedir. MP-NHS icin 2944, 2853 ve 2566 cm™ dalga sayisinda sirastyla v(C-
H)sym, V(C-H)asym ve v(S-H), gerilimlerine karsilik gelen pikler gozlenmektedir.
Spektrumun asag1 alani incelendiginde ise 1814, 1783 ve 1737 cm™ civarinda amid ve

karbonil gruplarindan kaynaklanan pikler goriilmektedir. Ayrica 1210 ve 1068 cm™
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dalga sayisinda C-O gerilimlerinden kaynaklanan pikler agik bir sekilde ortaya
cikmaktadir. SMTX’in IR spektrumu incelendiginde ise, yapiya mitoksantron
molekiiliiniin katilmasi nedeniyle —OH gerilmelerinden kaynaklanan genis bir bant 3340
cm’de goriilmektedir. Ayrica yapidaki amid gruplarinin titresimlerinden kaynaklanan

karakteristik amid band gerilimi 1457 ve 1381 cm™’de goriilmektedir.
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Sekil 4.2. MP-NHS ve SMTX molekiilleri i¢in alinan FTIR spektrumlari

Molekiiller i¢in alinan GC-MS spektrumlart incelendiginde de MP-NHS ve SMTX
yapilar1 ile uyumlu olarak sirasiyla 203 ve 446 m/z degerlerinde piklerin varligi
goriilmektedir (Sekil 4.3). Ayrica spektrumlarda molekiillerin parcalanmasi nedeniyle

daha diisiik m/z degerlerinde piklerin varlig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.3. MP-NHS ve SMTX molekiilleri i¢in alinan GC-MS spektrumlari

4.2. Oleyilamin Kaph Altin Nanopartikiillerin (OA-AuNPs) Sentezi ve

Karakterizasyonu

Dar boyut dagilimina sahip monodispers altin nanopartikiiller altin metal tuzunun
oleilamin ile direkt reaksiyonu sonucu hazirlanabilir. Tipik sentez prosediiriinde
oleilamin kapli altin nanopartikiiller (OAmM-AuNPS) daha 6nce tanimlanan prosediir
kullanilarak hazirlandi. Sentezde oleilamin stabilizator ve BTB ise indirgeyici reaktif
olarak kullanildi. Sekil 4.4.a, sentezlenen oleyilamin kapli altin nanopartikiillerin
hekzan igerisinde UV-vis spektrumunu gostermektedir. Partikiillerin absorpsiyon
spektrumu 520 nm’de altin nanopartikiillerin karakteristik yiizey plazmon (SPR)
bandim sergilemektedir. Partikiillerin TEM goriintiileri incelendiginde ise, elde edilen
partikiillerin boyutunun kiiresel bir bicim ve dar boyut dagilimi ile 5-7 nm arasinda
degistigi belirlendi (Sekil 4.4.b). XRD analizi altinin hegzagonal merkezli yapisi ile
uyumlu olarak 38° civarinda (111) kafes diizlemine karsilik gelen genis bir pik
sergilemektedir (Sekil 4.4.c). Scherrer esitligi kullanilarak belirlenen kristal boyutuda
TEM ile uyumlu olarak 7 nm olarak belirlendi. DLS analizi partikiillerin 6.9 nm partikiil
boyutu, 7.4 mV zeta potansiyeli ve pozitif polariteye sahip oldugunu gosterdi (Sekil
4.4.d).
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Sekil 4.4. OAm-AuNP’ler i¢in alinan (a) UV-vis absorpsiyon, (b) TEM, (c) XRD ve (d)
DLS analiz sonuglari

Sekil 4.5, saf oleyilamin (OAm) ve oleyilamin kapli altin nanopartikiillerin (OAmM-
AuNPs) FTIR spektrumlarini gostermektedir. Oleyilaminin IR spektrumu ile oleyilamin
kapli AuNP’lerin spektral ozellikleri olduk¢a benzerdir. Sadece birka¢ bant altin
nanopartikiiliin yiizey etkisi nedeniyle farklilik gdstermistir. Ornegin oleyilaminin IR
spektrumunda N-H gerilme modu nedeniyle 3321 cm™’de gozlenen bant, OAmM-Au
nanopartikiiller igin 3292 cm™’e kaymustir. Oleyilaminin altina baglanmasindan sonra
2850-2920 cm? civarindaki C-H gerilme bantlar1 igin herhangi bir kayma
belirlenmemistir. Ayrica, 1066 ve 1460 cm'deki bantlar oleyilamindeki C=C ve C-C

salinim modlarina atfedilmektedir.



69

OA-AuNPs

( W o
3292 cm!

1653 cm!

3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Dalga Sayisi/cm!

Sekil 4.5. OA ve OA-AuNPs icin alinan FTIR spektrumlari

4.3. Tiyol Kaph Altin Nanopartikiillerin (SMTX-AuNPs ve MPA-AuUNPs) Sentezi

ve Karakterizasyonu

Oleyilamin molekiilleri nanopartikiillere zay1f bir sekilde adsorplanir ve bu nedenle altin
partikiiller iizerindeki oleyilamin molekiilleri, nanopartikiil ¢ozeltisine tiyoller ilave
edildiginde kolayca tiyol molekiilleri ile yer degistirebilirler. Bu baglamda, tiyol kaplh
altin partikiiller oleyilamin kapli altin nanopartikiiller’in (OAmM-AuNPs) ¢oziiciisii
buharlastirildiktan sonra metilen kloriir i¢cinde ¢oziiliip, bu ¢ozeltiye SMTX’in metilen
kloriir icerisindeki c¢ozeltisi damla damla ilave edilerek hazirlandi. Karistirma
isleminden sonra SMTX-AuNP’leri ¢oktiirmek icin hekzan ilave edildi ve santrifiij
yapildi. Sentezlenen tiyol kapli partikiiller ¢esitli teknikler ile karakterize edildi.
Oncelikle tiyol molekiillerinin oleilamin molekiilleri ile yer degistirdigini ispat etmek
icin her iki partikiil icin Raman spektrumlar1 alind1 (Sekil 4.6). Spektrumda agik bir
sekilde 327 cm™¥de altin yiizeyine koordine olmus Au-S baginin titresimsel

modlarindan birine atfedilen Raman piki goriilmektedir. Bu pikin OAm-AuNP
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spektrumunda goriilmemesi partikiillerin ¢evresinin tiyoller ile kaplandiginin kesin bir

ispatidir.
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Sekil 4.6. OAM-AuUNPs ve SMTX-AuUNPSs i¢in alinan Raman spektrumlari

SMTX kapli AuNP’lerin ve karsilastirma igin STMX molekiiliiniin UV-vis spektrumlari
Sekil 4.7.a’da verilmektedir. Oleilamin ile SMTX molekiilii yer degistirdigi zaman
partikiillerin karakteristik SPR bandinin 520 nm’den 560 nm’ye kaydig1 agik bir sekilde
goriilmektedir. SPR bandmin kirmiziya kaymas: partikiillerin kismen agregasyonuna
atfedilmektedir. Bu durum yilizey ligandlarinin yerdegistirmesi ile partikiillerin
hazirlanmasi hakkinda daha 6nce yayinlanan sonuglar ile uyumludur (Shi et al. 2007).
Ayrica spektrumda SMTX’in absorpsiyon spektrumu ile uyumlu olarak 614 ve 667
nm’de omuzlarin varligi belirlendi. Bu piklerde altin partikiillerin ¢evresinde
mitoksantron igeren tiyol molekiillerinin varligina isaret etmektedir. SMTX-AuNP’ler
igin alinan TEM goriiniitiisii de ligand degisiminden sonra partikiillerin ¢ok azda olsa
aglomera oldugu sonucunu desteklemektedir (Sekil 4.7.b). Partikiil boyutlarinin daha
genis bir dagilim ile ortalama boyutunun 10.14+2.5 nm oldugu belirlendi. Benzer sekilde
DLS olgtimleride partikiillerin hidrodinamik capinin yaklasik 13.7 nm oldugunu
gostermektedir (Sekil 4.7.c).
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Sekil 4.7. SMTX-AuNP’ler i¢in alinan (a) UV-vis absorpsiyon, (b) TEM ve (c) DLS
analiz sonuglari

Kanser hiicre ¢aligmalarinda partikiillere bagli mitoksantron anti-kanser ilacinin etkisini
net olarak gorebilmek igin, mitoksantron ilacini igermeyen merkaptopropiyonik asit
(MPA) ile modifiye edilmis altin nanopartikiiller (MPA-AuNPS) sentezlendi. Bu amag
icin referans partikiillerin sentezi daha 6nce bahsedilen prosediire benzer bir sekilde,
oleyilamin kapl altin nanopartikiiller’in (OAmM-AUNPS) ¢6zeltisine merkaptopropiyonik
asit ilave edilerek yapildi. Oleyilamin ile merkaptopropiyonik asitin yer degistirme
reaksiyonundan sonra elde edilen partikiiller santrifiij ile saflastirildi ve UV-vis
absorpsiyon spektroskopisi ile karakterize edildi. Sekil 4.8, MPA-AuNP’ler i¢in alinan
UV-vis spektrumunu gostermektedir. Goriildiigii gibi partikiiller yaklasik 558 nm’de
karakteristik SPR pikini sergilemektedir. Ustelik, partikiil c¢evresinde mitoksantron

molekiilii olmadigi igin 600-700 nm civarinda herhangi bir pikde gézlenmemektedir.
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Sekil 4.8. MPA-AuNP’ler i¢in alinan UV-vis absorpsiyon spektrumu

Sentezlenen tiyol kapli altin nanopartikiillerin, SMTX-AuNPs ve MPA-AuUNPs, FTIR
spektrumlar1 Sekil 4.9°da verilmektedir. MPA-AUNPS igin 3433 cm™’de gdzlenen pik
COOH grubunun —OH gerilmesine karsilik gelmektedir. Ayrica 1694 cm™®’de C=0
gerilmesi nedeniyle siddetli bir pikin varhig goriilmektedir. C-O gerilmesi neneniyle
1238 ve 1400 cm™’de piklerin varligi belirlenmistir. SMTX-AuUNPs’nin FTIR
spektrumu incelendiginde ise, Sekil 4.2°de verilen spektruma olduk¢a benzer bir
spektrum karsimiza ¢ikmaktadir. Spektrumda mitoksantron molekiil yapisinda bulunan
—~OH ve —CH gruplar1 nedeniyle 3323 cm™’de oldukga yayvan bir pik yanisira metil
asimetrik ve simetrik gerilme titresimlerine atfedilen 3001 ve 2913 cm™’de pikler
goriilmektedir. Ayrica yapida amid gruplarmin varligina isaret eden karakteristik amid
band gerilimide 1659 cm™’de goriilmektedir. SMTX-AuUNPs’nin IR spektrumunda C-N
ve C-O gerilmeleri nedeniyle sirasiyla 1437, 1314 ve 1025 cm™ civarinda piklerin

varligida gozlenmistir.
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Sekil 4.9. MPA-AuUNPs ve SMTX-AuUNPSs yapilari igin alinan FTIR spektrumlari

4.4. Indirgenmis Grafen Oksit (RGO) Sentezi ve Karakterizasyonu

Indirgenmis grafen oksit (RGO), modifiye edilmis Hummer’s metodundan yola
cikilarak sentezlendi. Bu islem i¢in dncelikle grafitin, K2S,Og ve H2SOys ilavesi ile 6n
oksidasyon islemi yapildi. Daha sonra 6n oksidasyona ugramis olan grafit cesitli
oksidantlar yardimiyla ikinci kez okside edildi. Son asamada indirgenmis grafen oksit
sentezi i¢in, elde edilen grafen oksit saflastirildiktan sonra DMF igerisinde kaynatilarak
indirgenme islemi gergeklestirildi. Sonug grafen oksit (GO) ve indirgenmis grafen oksit
(RGO) yapilar1 FTIR, Raman, XRD, TGA, SEM, elementel analiz ve temas agisi

Olgtimleri ile karakterize edildi.

GO ve RGO igin aliman FTIR spektrumlart Sekil 4.10°da verilmektedir. GO’nun
spektrumunda 3439 cm™’deki genis pik yapidaki karbon atomlarinin oksidasyonu ile
olusan -OH gerilmelerine karsilik gelmektedir. Spektrumda C=C gerilme pikleri
yaklasik 1627 cm™’de goriillmektedir. Ayrica spektrumda C-O-C, C-OH ve C=0
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gerilmelerinden kaynaklanan sirastyla 1056, 1220 ve 1720 cm™¥de pikler
goriilmektedir. RGO i¢in alinan spektrumda indirgenme sonucu karbonil, epoksi ve
hidroksil fonsiyonel gruplarinin yapida azalmasi nedeniyle bu gruplara karsilik gelen

piklerin siddetinin azaldig: belirlendi.
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Sekil 4.10. GO ve RGO igin alinan FTIR spektrumlari

Raman spektroskopisi karbona dayanan materyallerin karakterizasyonu i¢in oldukca sik
kullanilan bir tekniktir. Bu nedenle GO ve RGO yapilar1 Raman spektroskopisi ile
karakterize edildi (Sekil 4.11). Referans olarak almman grafit (G)’in Raman
spektrumunda kusurlara isaret eden D-band1 ve yapinin diizeni hakkinda bilgi veren G-
bandi sirastyla 1312 ve 1577 cm™°de belirgin bir sekilde goriilmektedir. GO igin alinan
spektruma bakildiginda bu bantlarin genisledigi ve yaklasik 8-10 cm™ kadar kirmiziya
kaydig1 belirlendi. Ayrica yapmin diizeni hakkinda bilgi veren Ip/le pik siddetleri
oranminda grafit i¢in 0.32’den grafen oksit i¢in 1.53 degerine arttig1 belirlendi. RGO
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icin alman spektrum GO i¢in kaydedilen spektruma olduk¢a benzerdir; spektrumlar

arasindaki en biiyiik fark Ip/lc pik siddetleri oranininda gozlendi.
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Sekil 4.11. Grafit (G), grafen oksit (GO) ve indirgenmis grafen oksit (RGO) i¢in alinan
Raman spektrumlari

Grafit (Q), grafen oksit (GO) ve indirgenmis grafen oksit (RGO) i¢in XRD spektrumlari
(Cizelge 4.1) incelendiginde ise saf grafitin 26=26.0° (d=0.34 nm) degerinde keskin bir
pik sergiledigi goriildii. Grafen oksit igin bu pik tamamen kaybolurken, 26=9.6° (d=0.8
nm) degerinde yeni bir pikin ortaya ¢iktig1 belirlendi. Indirgenmis grafen oksit icin ise
20=23.0° (d=0.4 nm) degerinde yeniden grafitte gozlenen pike benzer bir sekilde
yayvan bir pikin ortaya ¢iktig1 goriildii.
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Cizelge 4.1. Grafit (G), grafen oksit (GO) ve indirgenmis grafen oksit (RGO) i¢in XRD
spektrumlarindan belirlenen sonuglar.

Numune 20 d-mesafesi
(nm)

G 26.0° 0.34

GO 9.6° 0.8

RGO 23.0° 0.4

Grafit (G), grafen oksit (GO) ve indirgenmis grafen oksit (RGO) i¢in TGA analizleri
incelendiginde (Sekil 4.12), sicaklik artisina ragmen grafit yapisinda herhangi bir
degisim gozlenmedi. Ancak GO igin 160°C’de hizli bir pargalanmanin oldugu
belirlendi. RGO i¢inde bu par¢alanmanin 300°C’de gergeklestigi bulundu.
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Sekil 4.12. Grafit (G), grafen oksit (GO) ve indirgenmis grafen oksit (RGO) i¢in alinan
TGA grafikleri
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Yapilarin elementel analiz sonuglarida Cizelge 4.2°de verilmektedir. Gorildigl gibi
GO ve RGO yapisinda oksidayon sonucu yapilarda olusan oksit gruplari nedeniyle
oksijen varlig1 belirlenmistir. GO i¢in %36 oraninda gozlenen oksijen orani, indirgenme

sonucu RGO i¢in yaklasik %16 degerine azalmistir.

Cizelge 4.2. Grafit (G), grafen oksit (GO) ve indirgenmis grafen oksit (RGO) i¢in
belirlenen elementel analiz sonuglari

Numune %C %0 %H C/O Deneysel Formiil
G 99.8 - - - C

GO 61.8 36.0 2.2 2.29 (C238H1000125)n
RGO 78.6 15.5 5.8 6.71 (Ce76H6000100)n

Karbon yapilarinin oksidasyon 6ncesi ve indirgenme sonrasi yapilarindaki hidrofilik
hidrofobik doniisimii analiz etmek i¢in grafit (G), grafen oksit (GO) ve indirgenmis
grafen oksit (RGO) i¢in temas agis1 Ol¢timleri alind1 (Sekil 4.13). Grafit i¢in yapinin
hidrofobik olmasi sebebiyle yiiksek bir temas agist degeri (104°) belirlendi. Diger
yandan oksidasyon sonucu yapiya suyu seven oksijen gruplarinin baglanmasi nedeniyle,
GO igin 55%1ik bir temas agis1 degeri 6l¢iildii. GO’nin DMF igerisinde indirgenmesi
elde edilen RGO karbon yapisi i¢in de 110°’lik bir temas agis1 belirlendi.

Sekil 4.13. (a) Grafit (G), (b) grafen oksit (GO) ve (c) indirgenmis grafen oksit (RGO)
i¢in alian temas agis1 Ol¢limleri

Karbon yapilariin yapisal morfolojileri SEM ile arastirildi (Sekil 4.14). Alinan SEM

gorlntiileri grafitin yaprak goriintiisiinde tabakalardan olustugunu gostermektedir. GO
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icin materyalin kirigik bir yapiya sahip oldugu, RGO i¢in ise tabakal1 bir yapinin oldugu
belirlendi

Sekil 4.14. (a) Grafit (G), (b) grafen oksit (GO) ve (c) indirgenmis grafen oksit (RGO)
icin alinan FE-SEM goriintiileri

4.5. SMTX-AuNPS/RGO ve MPA-AUNPS/RGO Kompozit Yapilarinin Sentezi ve

Karakterizasyonu

RGO, DMF igerisinde 2 saat sonike edildikten sonra bu karistma SMTX-AUNPs ve
MPA AuNPs ilave edildi ve ¢ozeltiler 3 saat daha sonike edildi. Indirgenmis grafen
oksit/altin nanopartikiil kompozit yapilar1 santrifiij ile saflastirildiktan sonra Raman,
TEM, AFM ve DLS teknikleri ile karakterize edildi.

RGO, SMTX-AuNPs ve SMTX-AuNPs/RGO i¢in alinan Raman spektrumlar1 (Sekil
4.15) incelendiginde RGO i¢in spektrumda sadece karbon yapisinin gerilmelerinden
kaynaklanan D ve G bantlar1 1332 ve 1677 cm™ degerinde goriilmektedir. SMTX-
AuNPs/RGO kompozit yapisi icinde D ve G bantlar belirgin bir sekilde goriilmektedir.
Ayrica yapida metalik altina bagl tiyol gruplar1 ve SMTX molekiilii nedeniyle C-S, C-
OH gerilmelerinden kaynaklanan 327 ve 3200 cm civarinda pikler goriilmektedir.
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Sekil 4.15. indirgenmis grafen oksit (RGO), SMTX-AuUNPs ve SMTX-AuNPs/RGO
icin alinan Raman spektrumlari

Sekil 4.16. SMTX-AuNPsS/RGO kompozit yapisi igin alinan TEM goriintiisi

SMTX-AuNPs/RGO kompozit yapisi i¢in TEM goriintiisti incelendiginde (Sekil 4.16)

indirgenmis grafen oksit filmi {izerinde altin nanopartikiillerinin varlig1 agik bir sekilde

goriilmektedir.
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Sekil 4.17. SMTX-AuNPS/RGO kompozit yapisi igin alinan AFM goriintiisii

SMTX-AuNPs/RGO kompozit yapist icin AFM topografi goriintiisii incelendiginde

(Sekil 4.17) yiizey iizerinde indirgenmis grafen oksit filminin varligi belirlendi.

SMTX-AuNPs/RGO kompozit yapisi i¢cin DLS spektrumu incelendiginde (Sekil 4.18)
kompozit yapisinin nanopartikiillere kiyasla oldukga biiytik bir partikiil dagilimi (199-
254 nm) gosterdigi belilendi. Yapiya RGO eklendigi zaman zeta potansiyeli, iletkenlik
ve mobilite degerlerinin arttig1 belirlendi (Cizelge 4.3).

Particle Size Distribution
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Sekil 4.18. SMTX-AuNPs/RGO kompozit yapisi igin alinan DLS spektrumu
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Cizelge 4.3. SMTX-AUNPs ve SMTX-AuNPs/RGO kompozit yapilari i¢in alinan DLS
spektrum analiz sonuglari

Numune Zeta Partikiil boyut dagithmi ~ Polarite iletkenlik Mobilite
Potansiyeli (S/lcm)  (Scm/V)
di0 d50 doo
(mV)
SMTX- 28.6 1141  13.65 19.17  pozitif 19 0.05
AUNPs
SMTX- 130.5 199.9 2245 253.8  pozitif 50 2.73
AuNPs/RGO

4.6. MCF7 Kiiltiirii (Meme Kanseri) Bulgular:

Sentezlenen nanopartikiil ve kompozit yapilarinin kanser hiicrelerinde arastiriimasi
amaciyla ¢alismalar yapildi. Bu dogrultuda 6ncelikle MCF7 hiicre kiiltiirli hazirlanarak
in vitro deneylerde kullanildi. Kiiltiir ortamina verilmek {izere kontrol grubu, 5 pg/ml
MTX, 10 pg/ml SMTX-AuUNPs, 10 pg/ml SMTX-AuNPS/RGO, 10 pg/ml MPA-AuNPs
ve 10 pg/ml MPA-AuUNPsS/RGO olarak hazirlandi. Flow sitometri, gen ekspresyon ve

dapi boyasiyla apoptoz parametrelerine bakildi.

4.6.1. MTT Analiz Sonuclar:

Analizler 24 ve 48 saat olmak iizere 2 farkli saatte yapildi. Ilag 24 saat ve 48 saat

hiicrelere temas ettikten sonra MTT analizi yapildi.

Sitotoksisite sonuclaria gore, SMTX-AUNPS grubu kontrole gore p<0.01 anlamlilik
gosterirken; MTX ve MPA-AuUNPsS/RGO gruplart p<0.05 anlamlilik gostermektedir
(Sekil 4.19). 24 saat ve 48 saat sitotoksisite sonuclar1 asagida verilmektedir (Sekil 4.20).
48 saat sonuglari 24 saat sonuglarina yakinlik gostermektedir, ancak c¢ok anlamli

degildir.
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Sekil 4.19. MTT analizinde sonuglarin od hesaplamasinin yapilmasi

gy 24 saat
= 75-
@ *%
= )
- 50
4
2
o 25
-‘3 *
c Ll L T T T T
© Q (8] & o
€SS
® QV: §$ § 4(\"
& 4¥ &
Q &
& S
754 48 saat
§ Fedkek
.g 50 Kk
0
[/]]
-
2
5 25
=
c v v T T T T
> ‘a o o) )
€ FEEES
& F & & b
F & & &F
& ¥ o &
¥ & S
Q &
s

Sekil 4.20. 24 ve 48 saat MTT analiz sonuglari

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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MTT sonuglarina gore 24 saat ve 48 saat siireleri i¢in canlilik degeride hesaplandi (Sekil
4.21).

120- 24 saat

100+ *

60-

*%

Canlilik (%)

40

204

150+
125+
100+

75+

Canhilik (%)

25+

Sekil 4.21. 24 saat ve 48 saat MTT analiz sonuglari
*p<0.05, **p<0.01

Elde edilen sonuglara gore, SMTX-AUNPs ve MTX gruplarinin anlamli derecede
kanserli hiicreler tizerinde etkili olduklar1 ve indirgenmis grafen oksit ile hazirlanan

kompozit yapilarinin anlamli sonug vermedigi tespit edilmistir.
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4.6.2. PCR Analizi

Altin nanopartikiillerin kanser tiizerine etki mekanizmalarimi anlamak icin gen
ekspresyonuna bakildi. Bu amagla MDR geni ilag direncini belirlemek i¢in, BAX
proapoptotik geni olarak deneyler yapildi. BCL2 antiapaptotik gen ekspresyonu 4, 24 ve
48 saat olmak tizere 3 farkli saatde yapildi ve sonuglar analiz edildi (Sekil 4.22).

4 saat
4- kA
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g .
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g I %§
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Fededk

MDR degisimi

Sekil 4.22. 4, 24 ve 48’inci saatde yapilan MDR ekspresyonu
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Alman gen ekpresyonuna gére SMTX-AUNPs grubu kontrol grubuna gore p<0.001
anlamlilik gostermektedir. Ayrica SMTX-AuUNPs grubu 4 saatin sonunda saf MTX’e
kiyasla p<0.05 anlamlilik gdstermektedir ve saf maddeden daha etkili bir sekilde ilag

direncini ortadan kaldirmustir.

4 saat

BAX degisimi

e

BAX degisimi
=
e, B
|

*kk

BAX degisimi

Sekil 4.23. 4, 24 ve 48’inci saatde yapilan BAX ekspresyonu
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BAX gen ekspresyonu i¢in zaman ilerledik¢e gen iizerindeki etki belirgin bir sekilde
gozlenmektedir (Sekil 4.23). Yapilan analize géore SMTX-AuNPs grubu belirgin olarak
bu gen ekspresyonunu artirmistir ve saf MTX gore 24 saat sonunda p<0.05 anlamlilik

ve 48 saatin sonunda p<0.01 anlamlilik gostermistir.
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Sekil 4.24. 4, 24 ve 48’inci saatde yapilan BCL2 ekspresyonu



BCL2 gen ekspresyon sonuglarma gore (Sekil 4.24), SMTX-AuNPs grubu anti
apoptotik gen ekspresyonunu baskilamis ve kontrole gore 24 ve 48 saatlerde p<0.001
anlamlilik gostermistir. Ayrica saf MTX gore p<0.01 oraninda anlamlilik arz

etmektedir.
4.6.3. DAPI Boyamasi

Floresan mikroskopi, floresan maddelerin kullanilmasiyla yapilan bir boyama seklidir.
Floresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini dolayisiyla
cekirdegi goriinlir hale gelebilir. Bu yontemle hiicrelerin 6lii ya da canli oldugu
anlagilabilir ama 6lii hiicrelerin apoptozla veya nekroz ile 6liip 6lmediklerinin ayrimi,
boyamada ¢ekirdek morfolojisine bakilarak yapilir. Bu histokimya boyamasinda DAPI
“4,6-diamidin-2’-fenilindol” boyasi1 kullanilarak apoptoza girmis hiicreler agiga
cikarilmigtir (Sekil 4.25). Sadece SMTX-AuUNPs ve MTX gruplarinda DNA
fragmantasyonu goriilmektedir. Bu sonuglar DNA ladderle ispatlanmustir (Sekil 4.26).

-

Sekil 4.25. DAPI boyamast




88

DNA marker

DNA profile

SMTX-AuNPs ile
muamele edilen
MCF7 hicreleri

Sekil 4.26. DNA ladder goriintiisii

4.6.4. Flow Sitometri

Almnan sonuglara géore AuSMTX ve MTX grubunun daha fazla apoptoz oranina sahip
oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.27). Ustelik bu sonuglar RT-PCR ile uyumludur.

0.64%
ENP_'!
0.40% .
102 103 10? EI-UD 10! 102 10% 104
FITC FITC
kontrol hiicreleri mitoksantron
‘9 ?9 ,..9 I
12.49% 2.78% 1.50% 0.03% 0.54%
'8 ze Ewga
=r = - it
0.44% 6.40% | 0.54%
R T R R R R
SMTX-AuUNPs/RGO MPA-AUNPs/RGO MPA-AuNPs

Sekil 4.27. Flow sitometri sonuglari
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4.7. UB7-MG ve Noron Kiiltiirii Bulgular:

U87-MG kanser hiicreleri, néron hiicre kiiltiiri amact i¢in kullanildi. Bu hiicrelere
nanomateryallerin karsilagtirillmas1 amaciyla 50, 25 ve 12.5 pg/mL MTX, SMTX-
AuNPs, OA-AuNPs, SMTX-AuNPs/RGO ve OA-AuUNPs/RGO ilave edildi. Kontrol

gruplarina sadece medyum eklendi.

120
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g 80 * * *
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E 60 *
©
3]
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Q
=
= =
20
o]
kontrol 50 25 12,5 50 25 12,5 50 25 12,5
pg/mL pg/mL pg/mL
MTX OA-AuNPs/RGO SMTX-AuNPs/RGO
120
100 I
g 80 * * T T £
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e 40
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20
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kontrol 50 25 125 50 25 12,5 50 25 12,5
ug/mL pg/mL ug/mL
MTX OA-AuNPs SMTX-AuNPs

Sekil 4.28. Noron kiiltiirii MTT analizi

Noron hiicrelerine MTT sitotoksisite analizi yapildi (Sekil 4.28). Bu analiz 24 saat
hiicrelere ilag uygulandiktan sonra yapildi ve olusan kristaller belirlendi. Elde edilen
sonuglar kontrol grubuyla karsilagtirildi. Bulgulara gore saf MTX ilacinin 50 pg
kullaniminda kontrole gore p<0.001’den daha anlamli oldugu ve kompozit yapilarininda
kontrol grubuna goére p<0.05’den daha anlamli oldugu gozlemlendi. Bu durum MTX
ilacinin noronlar1 yiiksek bir oranda oldiirdiigiine isaret etmektedir. OA-AuUNPS/RGO
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ilavesi ise anlaml bir fark gostermemektedir, ancak detayli incelendiginde kompozitin

noronlara kars1 azda olsa bir toksisite etkisi gosterdigi belirlendi.
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Sekil 4.29. U87-MG Kkiiltiirii MTT analizi

U87-MG hiicrelerine 24 saat ilag uygulandiktan sonra MTT sitotoksisite analizi
yapildiginda ise (Sekil 4.29), saf MTX ilacinin tiim dozlarinin kontrole gore
p<0.001’den daha anlamli oldugu tespit edildi. Bu durum, MTX ilacinin hem noéronlarin
hem de kanser hiicrelerinin yiiksek bir oranda Oliimiine neden olduguna isaret
etmektedir. OA-AUNPs grubu ise saf MTX grubuna kiyasla daha az oranda kanser

hiicrelerini 6ldiirm{istir.



91

5. SONUC

Tez c¢alismasi, ¢agimizin en Onemli saglik problemlerinden birisi olan kanser igin,
giivenilir, biyouyumlu, yiiksek stabiliteye sahip ve en 6nemlisi hedefe ulagsmadan ilacin
salimin1 engelleyen molekiiler ilag¢ salim sisteminin ingasin1 amaglamistir. Glioblastoma
multiforme en sik goriilen beyin kanser tiiriidiir. Meme kanseri ise bayanlar arasinda en
stk goriilen kanser tiiriidiir. Bu hastaliklarin gelistirilmis mevcut tedavilere cevap
oranlar1 oldukca diisiiktiir. Bu alanda yeni ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesi oldukca

onemlidir.

Mitoksantron bir antrasiklin tiirevi olup antrosenedion grubundan sentetik bir
antineoplastiktir. Mitoksantron’un etki mekanizmasi tam anlagilmamakla birlikte timor
hiicresinde DNA ve RNA sentezini inhibe ederek sitotoksik etki gosterdigi ileri
stirilmektedir. Mitoksantron ayni zamanda RNA olusumunu engellerken; zarar gormiis
DNA’nin tamirinden sorumlu bir enzim olan topoizomeraz Il enziminide giiglii bir

sekilde inhibe eder.

Bu baglamda tez kapsaminda, oncelikle mitoksantron anti-kanser ilact son grubu ve
tiyol bas grubu igeren molekiilin (SMTX) sentezini gergeklestirdik. Daha sonra
sentezlenmis olan oleil amin kapli altin nanopartikiillerin (OA-AuNPs) yiizeyi yer
degistirme reaksiyonu ile SMTX molekiilleri ile kaplandi ve boylece ilag yiiklenmis
altin nanopartikiillerin sentezi yapildi (SMTX-AuNPs). Son agamada ise, sentezlenmis
olan indirgenmis grafen oksit (RGO) ile SMTX-AuNP’nin etkilesimi saglanarak
SMTX-AuNPs/RGO kompozit yapisi sentezlendi. Sentezlenen ila¢ bagli AuNPs ve
AuNPs/RGO nanomateryallerinin in-vitro sartlar altinda meme ve beyin kanser

hiicreleri i¢in uygulamalar1 aragtirildi.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda, SMTX-AuUNPs ve MTX gruplarmin RGO kompozit

gruplarina kiyasla anlaml derecede kanserli hiicreler tizerinde etkili oldugu belirlendi.
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