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Hedefli ilag salim sistemi, geleneksel kanser tedavi yontemleriyle iliskili olan yan
etkileri azaltma ve etkinligi arttirma kabiliyeti nedeniyle yakin zamanlarda umut verici
kanser tedavisi olarak ortaya ¢ikmistir. Bu tezde, MCF-7 kanser hiicrelerini hedeflemek
amaciyla aptamer-konjuge manyetik grafen oksit nanotasiyici hazirlanmistir. Model
kanser ilact olarak paklitaksel (PAC) kullanilmistir. Nanotasiyicinin biyouyumlulugu,
kararliligi, ilag yUkleme ve salim performansini artirmak amaciyla; pektin, jelatin ve
hidroksipropil seliiloz ile konjuge edilmistir. Ayrica, fototermal ve fotodinamik terapide
kullanilabilmek iizere 1s18a duyarli hale getirilmesi i¢in  klorin e6 (Ce6) ile

konjugasyonu yapilmstir.



Hazirlanan nanotasiyicinin yapisi, boyutu, yiizey morfolojisi, manyetik o6zelligi ve
kararliligi, FTIR, X-isitm1 kirmimi, TEM, SEM, Zeta-sizer, VSM ve TGA / DSC
kullanilarak aydmlatilmigtir. Ayrica, ilag yiikklenme ve salim performanslari, UV
absorbans spektrumu ile hesaplandi. Sitotoksisite testi L929 fibroblast normal hicre ve
MCF-7 kanser hiicresi kullanilarak MTT testi ile gergeklestirildi. Fototermal (PTT) ve
fotodinamik (PDT) tedavilerinin etkisi 808 ve 660 nm’lik lazer sistemi kullanilarak
arastirilmigtir.  Ustelik, nanotastyicilarin  kanser hiicresini spesifik olarak taniyip

tanimadigini akis sitometrisi ile belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar, sentezlenen nanotasiyicilarin superparamanyetik, biyouyumlu,
kararli, pH’ya duyarli ve yiiksek ilag¢ ylkleme ve salim verimliligine sahip oldugunu
gostermistir. Manyetik grafen oksit (MGO) ve polimer konjuge MGQ’larin boyutlar
500 ile 800 nm arasinda iken, FesOa ise 5 - 15 nm araliginda bulunmustur. ilag yiikleme
ve in vitro salim analizi, % 75,75’den fazla ilag tutuklama verimi ve pH’ya duyarli salim
gOstermistir. Huicre toksisite analizinde, % 80°den daha fazla hiicre canliligi
bulunmustur. Polimer ve FesO4 konjugasyonu, GO’nun biyouyumlulugunu artirmistir.
Ustelik, PAC ve PAC yiiklii nanomalzemelerin MCF-7 kanser hiicrelerine yiiksek
sitotoksik etkisi g0Ozlenmistir. PTT/PDT analizlerinde, 808 ve 660 nm’lik lazer
isinmasiyla daha fazla kanser hiicreleri 6ldiriilmiistiir. Ayrica, Kemoterapi-PTT/PDT
kombinasyonu, kemoterapi ve PTT/PDT’den daha etkili bulunmustur. Diger yandan,
akis sitometri sonuglari, nanotasiyicilarin MCF-7 kanser hticrelerine spesifik olarak

baglanabildigini ortaya koymustur. Elde edilen sonuglara gore, hazirlanan



superparamanyetik nanomalzemeler, hedefli kanser ila¢ verme sistemleri icin umut

verici bir tagiyici olarak diistiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Manyetik Grafen Oksit, Nanomalzeme, Polimer, Biyouyumluluk,
Sitotokisisite, Kontrollii ve Hedefli Ilag Verme Sistemi, Ila¢ Salim,

Fototermal Tedavi, Fotodinamik Tedavi
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Co-Supervisor: Prof. Dr. Mustafa TURK

March 2018, 200 pages

Targeted drug delivery has recently come out as a promising cancer therapy owing to its
capability to increase efficacy and reduce the side effects, which are associated with
conventional anti-cancer treatment methods. Herein, we have attempted to prepare
aptamer-conjugated magnetic graphene oxide nanocarrier, which can carry Paclitaxel
anti-cancer drug to target MCF-7 tumor cells. The nanocarrier was also conjugated with
natural polymers such as pectin, gelatin and hydroxypropyl cellulose aiming to increase
biocompatibility, colloidal stability, drug loading and release performances.
Furthermore, Ce6 chromophore was attached to the nanocarrier to make the system lazer
sensitive for its application in photothermal and photodynamic therapies. The structure,

surface morphology, magnetic property and thermal stability of the nanohybrid were



investigated using FTIR, XRD, TEM, SEM, Zeta-sizer, VSM and TGA/DSC. Moreover,
drug loading and release performances were studied by UV-Vis absorption spectra. The
cytotoxicity test was also performed by MTT test using L929 fibroblast normal cell and
MCF-7 cancer cell lines. Moreover, the effect of photothermal and photodynamic
therapies were investigated by using a laser system with 808 and 660 nm. Furthermore,
flow cytometry was done to assess whether the prepared nanocarrier specifically target

the cancer cell.

The results showed that the synthesized nanocarriers are superparamagnetic,
biocompatible, stable, pH-responsive with high loading and release efficiency. The
particle size of magnetic graphene oxide (MGO) and polymer konjugated MGO
nanocarriers were found to be 500 - 800 nm, whereas, the Fe3O4 was 5 - 15 nm. PAC
loading and release results revealed a good loading performance with entrapment
efficiency greater than 75.75 % and pH responsive release. Cellular toxicity assay
showed the nanocarriers are biocompatible having cell viability greater than 80 %. The
conjugation of FesO4 and polymers have showed an enhancement in the biocompatibility
of the nanocarriers. Besides, high cytotoxic effect was observed for PAC and PAC
loaded nanocarriers on MCF-7 cancer cells. The combination of Chemotherapy-
PTT/PDT was found more effective than either of chemotherapy and PTT/PDT.
Furthermore, flow cytometry investigation reveals that the obtained nanocarrier can
specifically bind to MCF-7 cancer cells. Therefore, based on the results the prepared
superparamagnetic nanocarrier could be considered as a promising agent for cancer drug

delivery systems.
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1. GIRIS

1.1. Kanser

Kanser, anormal hiicrelerin kontrolsiiz biliylime ve yayilmasi ile karakterize edilen
hastaliklarin bir grubudur. Kanser hucrelerinin dort ana 6zelligi: kontrolsuz buyime
(boltinme), cevre dokulara yayilim, metastaz (viicudun farkli yerlerine yayilim) ve
Olimsiizlik (programli hiicre oliimlne karsi koruma) olarak bilinmektedir [1]. Bu
hastalik, ilk asamada bolgesel olarak baslar ancak yavas yavas viicuttaki uzak bolgelere
yayilir. Eger yayilma kontrol edilmezse 6liimle sonuglanabilir [2]. Kanser hem titun,
bulasic1 organizmalar, kimyasallar ve radyasyon gibi dis faktorlerden hem de kalitsal
mutasyonlar, hormonlar ve bagisiklik kosullar gibi i¢ faktorlerden kaynaklanabilir. Bu
faktorler, kanser gelisimini baslatmak veya one ¢ikarmak i¢in birlikte hareket edebilir.

Kanserin saptanabilir hale gelmesi 10 yil ya da daha fazla zaman sirer [3,4].

Kanser insan hayatindaki tahrip edici saglik problemlerinin 6énemli bir nedenidir. Cogu
tilkelerde en baslica 6liim sebebidir [5,6]. ABD’de, yillik yarim milyondan fazla insanin
oliim sebebi kanserdir ve ayni zamanda her dort 6liimden biri kanser kaynaklidir [3,7—
9]. 2012 yilinda Diinyada 14,1 milyon yeni kanser vakasi tespit edilmis ve 8,2 milyon
olim kayit edilmistir [10]. Kiiresel olarak, kanser oranlari endise verici bir dizeyde
artmaktadir. Oniimiizdeki 14 yilda, yeni kanser vakalarmin sayis1 % 68 artacagi tahmin
edilmektedir [11-13]. Saglik Bakanliginin raporlarina gore Tiirkiye’de her yil yaklasik

97 bin erkek, 62 bin kadin ve toplamda 159 bin kisi kansere yakalanmaktadir [14].



Kanser tedavisinde buyik cabalar ve gelismeler saglamakla birlikte, bu ¢ok faktorli

heterojen hastalik birgok tlkede hala baslica 6liim nedenlerinden biridir [6].

1.2. Kanser Tedavisi

Mevcut kanser tedavileri arasinda cerrahi yontemler, radyasyon ve kemoterapdtik ilaclar
bulunmaktadir [15]. Cerrahi yaklasimlar, kanserden etkilenen vicut bolimind
ameliyatla uzaklastirma prosedurudir. Radyoterapi, kanser hiicrelerini 6ldirmek ve
timorleri kuclltmek icin yiiksek dozda radyasyon kullanan kanser tedavisinin bir
tiriidiir. Kemoterapi, kanser hiicrelerini 6ldiirmek icin ila¢ kullanan bir gesit kanser
tedavisidir [16]. Bu klasik kanser tedavi yontemleri bir¢cok sinirlamaya sahiptir ve ¢ogu
zaman kanser tiimdriiniin tamamini yok etmede basarisiz olmaktadir. Ornegin cerrahi,
yiksek agri, enfeksiyon ve yaraya neden olabilmektedir. Radyasyon tedavisi mide
bulantisina ve sa¢ dokiilmesine yol agarken kemoterapi bulanti, kusma, yorgunluk ve
enfeksiyon olasiligi gibi yan etkiler gostermektedir [17,18]. Ayrica kemoterapotik
antikanser ilaclarmin ¢ogu klinik uygulamalarda, asil hedef olan tiimor hiicrelerinin
yaninda saglikli hiicrelere de toksik etki gdstermesinden ve sulu ortamlardaki diisiik
¢oziiniirliiklerinden dolayi, siirhidir [19-21]. Bu nedenle birgok ¢alisma, anti-timor
ilaglarin  6zel hiicresel alimini arttirma ve akilli kontrollii salim gerceklestirme

yetenekleri olan verimli dagitim sistemlerinin gelistirilmesi tizerine odaklanmistir [22].



1.3. Kanser Tedavisinde Nanoteknoloji Uygulamasi

Nanoteknoloji, biyoloji, kimya, fizik, miihendislik ve tibb1 birlestiren bir arastirma
alanidir [23,24]. Nanometre boyutundaki malzemelerin yapisini, davranigini ve
uygulamalarini inceleyen yeni arastirma alanlarindan biridir [25]. Nanoteknoloji, nano
Olcekli cihazlardan nanotip’a kadar hayatin her alanina dokunus yapan bir bilim dalidir.
Hizla gelismekte olan bu alan, diinya ¢apinda kamu ve medya ilgisini kazanmistir [24].
Son yillarda Ozellikle nanoteknoloji, mevcut geleneksel tedavilerin sorunlarinin
giderilmesi icin yenilik¢i bir sistem sunma potansiyeli nedeniyle kanser tedavileri
alaninda onemli derecede ilgi ¢ekmistir [26]. Nanoteknolojinin kanser tedavisindeki
uygulamalarinda, etkili tedavi i¢in yeni mekanizma yaratmasi beklenmektedir. Nano
olgekli materyallerin en 6nemli biyomedikal uygulamalari, molekiiler goriintiileme, ilag
dagitim, gen iletim, hedef ilag, biyomarkir haritalama ve fototerapi alanlarini
icermektedir [27]. Sekil 1.1°de nano-malezemelerin biomedikal alaninda uygulamalari

gosterilmistir.



Hedefli tedavi

Fototermal
tedavi/
Fotodinamik
tedavi Nanomalzemelerin
biyomedikal

uygulamasi

Hastalik
tespitive
teshisi

Molekuler
gorintileme

Sekil 1. 1. Nanoteknolojinin biyomedikal alaninda uygulamasi

1.4. Kanser Tedavisinde Kullanilan Nanomalzemeler

Lipozomlar, dendrimerler, miseller, kuantum noktalar, anorganik ve metalik
nanopargaciklar, fullerenler, karbon nanotupleri ve manyetik nanopargaciklar gibi farkli
nano tasiyicilar kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar [28,29]. Her
nanoparcacik kendini digerlerinden farkli kilan 6zgiin 6zelliklere sahiptir. Bu nedenle,
kanser tedavisinde spesifik uygulamalar i¢in avantaj ve dezavantajlarina bagl olarak
secilmektedirler. Sekil 1.2’de, nanotipta yogun olarak kullanilmakta olan
nanoparcaciklar gosterilmistir. Ayrica, bazi nanopargaciklarin detayli anlatimi asagida

verilmistir.



Kuantum nokta

Karbon nanotiip Grafen

Sekil 1. 2. Nanotipta yaygin olarak kullanilan nanoparcaciklar

1.4.1. Lipozomlar

Lipozomlar, tek katmanli ya da ¢ok katmanli amfifilik membran ile olusturulan 50 ila
1000 nm araliginda olan lipit vezikullerdir [30]. Lipit yapis1 bir hidrofilik bas grubu ve
bir hidrofobik kuyruk ile karakterize edilebilir. Lipozomlar hidrofobik etkilesimler
yoluyla lipid ¢ift tabakalar1 olusturarak hidrofilik ve hidrofobik molekiilleri ayni1 anda

tastyabilirler [31]. Hidrofobik ve hidrofilik molekiiller sirasiyla lipit ¢ift katmani ve igi



bos cekirdek icine yuklenebilmektedir. Bu onemli 6zelliginden dolay:r tek bir sistem
kullanilarak kombinasyon kanser tedavisi yapilabilmektedir [25]. Lipozomlar 6zellikle
kanser tedavisi i¢in ilag tasiyicist olarak yaygin bir sekilde arastirilmigtir. Lipozomlarin
ana sinirlamalar arasinda diislik stabilitesi, sterilizasyon zorlugu, diisiik ilag ylikleme

kapasitesi ve ilaglarin ¢ok hizli salimi bulunmakatadir [25,32] .

1.4.2. Dendrimerler

Dendrimerler, bir merkezden uzanan ¢ok sayida ince dallar1 nedeniyle neredeyse
mikemmel (¢ boyutlu geometrik desene sahip olan dallanmis polimer
makromolekiillerin essiz bir siifidir [30,33]. Dendrimerler ii¢ bilesenden olusur:
merkezi bir i¢ kisim, i¢ dendritik yap1 (dallar) ve fonksiyonel gruplara sahip bir dis
yuzey. Bu bilesenlerin ¢esitli kombinasyonunda, biyolojik ve materyal bilimlerindeki
uygulamalar i¢in ideal aday olan korumali i¢ ¢ekirdeklerden farkli sekil ve boyutlarda
nano drdnler Gretilebilmektedir. Dendrimerler, nano boyutlu ve dar polidispersite
indeksli olmalari, i¢ kisimdaki kavitelerde ve bosluklarda ¢ok fonksiyonel gruplarin
bulunmasi1 gibi cazip O6zelliklerinden dolay1 [34]; ilaclar, oligontkleotidler, enzimler,
agilar, genler ve farkli biyoaktif maddelerin uygulanmasinda kullanilmak {izere

arastirtlmistir [33,35-38].



1.4.3. Miseller

Miseller, kendilerini sulu solusyonlarda kuresel bir formda dizenleyen lipid
molekulleridir. Hidrofilik ve yiiklii "bas" grubuna ve hidrofobik bir kuyruga sahip kiigiik
molekiillerden olusurlar [39]. Bir ¢ekirdek ve kabuk yapisindan olusan misellerde; i¢
cekirdek suda az ¢oziinen ilaci kapsayan hidrofobik kisimdir, hidrofilik olan dig kabugu
ise ilact sulu ortamdan korur [40]. Ayrica hidrofobik ¢ekirdek suda az ¢oziinen ve
amfifilik ilaclar1 reserve ederken, hidrofilik kabuk ise ¢ekirdegi stabilize eder, ilacin
kanda dolasim siiresini uzatir ve timor dokularinda birikimi arttirir [32]. Miseller,
endustriyel ve biyolojik alanlarda, polar olmayan maddeleri sulu bir ortamdan yok
etmek ya da uzaklastirmak ve suda az ¢dzlinen ilaglar1 tasimak icin kullanilmaktadir.

Misellere dayali ila¢ salim sistemleri, hizli ve ucuz formiilasyonlar sunmaktadir [41].

1.4.4. Karbon Nanotupler

Karbon nanotipler (CNT) bir karbon allotropudur. Karbon nanotiiplerin yapisi; tek-
duvarly, sadece tek grafen tabakasi sarilmis veya birden fazla-duvarli, birden fazla tabaka
esmerkezli bir modele sarilmis olarak iki ana gruba ayrilabilir [42]. CNT’ler; ilaglar,
genler ve proteinler gibi biyolojik aktif maddeleri tasiyabilen igne yapisina benzer
potansiyel nanomalzemelerdir [31]. Caplar1 birkag nanometreden yiizlerce nanometreye
kadar olabilir [43]. Yiiksek yiizey alanlarindan dolay1 ¢ok cesitli terapdtik molekdlleri
adsorbe veya konjuge edebilme yetenegine sahiptirler [44]. Nanotuplerin

islevsellestirilmesi onlar1 daha ¢6ziiniir, biyouyumlu hale getirir ve kovalent veya



kovalent olmayan baglar yoluyla baz1 molekiillerin yiizeylerine yliklenmesine yardimci
olur. Boylece hedefli kanser terapinin her seviyesinde iyi bir tasiyict olmalarini saglar.
Son 20 yilda, CNT’ler benzersiz mekanik 6zelliklerinden dolay1 biiyiik ilgi gérmiislerdir

[45].

1.4.5. inorganik Nanoparcaciklar

Inorganik nanoparcaciklar, nanometre araliginda olan metal oksit veya metalik bilesim
partikiilleri olarak tanimlanabilir [46]. Son on yillarda, altin, silis, giimiis ve demir oksit
gibi inorganik nanopargaciklarin nanotipta kullanimlar1 incelenmektedir. Birgok
hastaligin tespiti, teshisi ve tedavisi i¢in kullanimaktadirlar [47-50]. Bu nanopargaciklar,
hem tanisal goriintileme hem de hedefli ila¢ dagitiminda biiyiik bir potansiyel

gostermisglerdir [51].

Tipta altin kullanimu tiiberkiiloz tedavisinde 1920’lere kadar uzanmaktadir [52]. Gegmis
tarihlerden bu zamana, altin nanopargaciklar ilag ve gen teslim araglari olarak yaygin bir
sekilde arastirilmaktadir. Altin nanomalzemeler, kanserin fototermal tedavisi igin cazip
adaylar haline getiren yakin kizil 6tesi (NIR) bolgede giiglii absorpsiyona, ideal optik
Ozelliklere ve in vivo kanser biyobelirte¢ algilama i¢in yiizey gelistirilmis Raman
spektroskopi (SERS) Ozelliklerine sahiptirler [53]. Altin nanopargaciklar 2-150 nm
boyut araliginda kolaylikla farkli sekillerde (kiiresel, cubuk, kiibik, vb.) hazirlanabildigi
ve karbonhidratlarla yiizey modifiye edilebildigi i¢in ag1 sunumunda da kullanilir [54—

56].



Silika, nanotip i¢in en yaygin olarak arastirilan inorganik maddelerden biridir. Silika
tabanli nanopargaciklar; secici timor hedefleme, gergek zamanli ¢ok modlu gorintileme
ve asi serbestlestirme gibi ¢esitli uygulamalar i¢in nano tasiyict olarak miikemmel
Ozelliklere sahiptir [56-58]. Diger yandan, silika ¢ekirdegi ve ince altin kabuktan olusan
nano-kabuklar kanser goriintileme ve tedavisinde uygulanmak iizere tasarlanmustir.
Cunku, silika cekirdek ve altin kabuklar, NIR 1s1gm1 giiglii bir sekilde emer ve termal
ablasyon terapisi i¢in hiicreleri 6ldiiriicii yogun bir 1s1 olusturabilmektedir [59]. Ayrica,
silika nanopargaciklarin birgok yiizey degisikligi olasiligi, ilag veya kimyasal yiklemeyi,
nanoparcacik dagilimi, kan dolasimi ve bolgeye 6zgii hedeflemeyi ayarlamak igin ylizey
kimyasinin kontroliinii saglar. Bu 06zellikleri birlestiren silika nanopargaciklar;
biyomedikal goriintiileme, terapétik dagitim ve ablasyon tedaviler igin arzu edilen bir

platform haline getirilebilmektedir [60,61].

Glimiis nanopargaciklar (AgNPs) umut verici terap6tik molekuller olarak taninmaktadir.
Kanser teshisi ve terapisinde kullanimlarini yayginlasmaktadir [62]. Giimiis
nanopargaciklar optik, elektriksel ve termal Ozelliklere sahip olmakla birlikte
fotovoltaiklerden biyolojik ve kimyasal sensorlere kadar degisen Urin yelpazesine
sahiptirler. Bu oOnemli 0Ozellikler, nanotoksikoloji arastirmalarinda oldugu kadar
biyomedikal, optik ve anti mikrobiyal uygulamalar da dahil olmak tizere ¢ok sayida yeni
teknoloji i¢in giimiis nanoparcaciklari ideal kilmaktadir [63]. Metalik haldeki giimiis
inerttir, ancak nemle reaksiyona girdiginde iyonize olur. Iyonize giimiis oldukca
reaktiftir; doku proteinlerine baglandiginda bakteri hiicre duvarinda ve niikleer

membranda yapisal degisiklikler getirerek hiicre bozulmasina ve Sliimiine neden olur.



Glimiis ayn1 zamanda denatiire ederek bakteriyel DNA ve RNA’ya baglanir ve
bakteriyel replikasyonu engeller [64]. Son yillarda, AgNP’lerin bir insan hiicresindeki
ATP igeriginin azalmasina neden olmasinin yani sira fotodinamik terapi i¢in kullanilan

reaktif oksijen tiirlerini (ROS) indiikledigi bildirilmistir [65-67].

1.4.6. Kuantum Noktalar

Kuantum noktalar, 2 ile 10 nm arasinda degisen bir ¢apa sahip, 10-50 atomdan olusan
inorganik floresan yari iletken pargaciklardir [59,68]. Cok kii¢iikk boyutlari, yiiksek foto
kararliligi, ayarlanabilir optik 6zellikleri ve ¢oklu modelleri nedeniyle bir¢ok biyolojik
ve biyomedikal uygulamalar i¢in hizla popiiler liminesans problar1 haline gelmektedirler
[69-71]. In vivo caligmalarda optik goriintii uygulamasi igin incelenmistir ve hic
bozulmadan aylarca kalabilmektedirler [72]. Kuantum noktalarin kanser tedavileri igin
foto ve radyo sensitizasyon mekanizmalarina dayanan uygulanabilirligi de aragtirilmistir.
Yiksek atom ve elektron yogunlugu nedeniyle kanser hiicrelerine lokalize ve hedefli
radyo tedavi igin radyosensitizor olarak etkili yiiksek enerjili fotonlari emebilirler [68].
Kanserin tespiti ve teshisi igin kullanilabilen uzun vadeli, yiiksek hassasiyetli ve ¢ok
kontrastli goriintiileme ajanlar1 olarak secilmistir. Kuantum noktalar son zamanlarda
baz1 kanser tipleri i¢in onaylanmis tedavi modeli haline gelen fotodinamik terapide
(PDT) uygulanan fotosensitizor olarak kullanilmaktadir [73,74]. Diger nanopargaciklara
benzer sekilde, kuantum noktalar hedefli salim icin g¢esitli ylizey molekiillerinin

konjugasyonu yoluyla modifiye edilebilir. Kuantum noktalar, eszamanli ilag dagtim ve

10



in vivo goriintilleme i¢in ve ayn1 zamanda doku miihendisligi igin terapOtik ajanlar

eklenmesine yeterli yiizey alani saglamaktadir [75-77].

1.4.7. Manyetik Nanoparcaciklar

Manyetik nanopargaciklar, manyetik alan kullanilarak aktive olan nanopargaciklarin bir
siifidir. Bu tiir pargaciklarin kimyasal bilesikler genellikle, ge¢is metali demir, nikel ve
mangan gibi manyetik elementlerden olusur [78]. Son yillarda, manyetik
nanopargaciklar biyomedikal bilimdeki ¢esitli in vivo ve in vitro uygulamalarda
(6rnegin, kanserli hipertermi, hedefli ila¢ dagitim, NMR goriintiilleme ve benzeri gibi)
essiz Ozellikleri ve ¢esitli uygulamalart nedeniyle ¢ok dikkat ¢ekmistir [79-81].
Manyetik hedefli ilag dagitim sistemi en popiiler ve etkili sistem olarak kabul
edilmektedir. Bu teknikte, agizdan alinan veya damar yoluyla enjekte edilen ilag tasici
manyetik materyal, dis manyetik alanla kanser alanlarina yonlendirilecektir [82].
Manyetik alan tarafindan yonlendirilmesinin, ila¢ tasiyicilarini etkili bir sekilde tiimor

dokularna siiriikleyerek ilag verme verimliligini artirmas1 beklenmektedir [83].

Manyetik nanoparcaciklar arasinda manyetit (FesOs), toksik olmamasi ve yuksek
kimyasal stabilitesi nedeniyle ila¢ verme, kanserli hipertermi ve manyetik rezonans
goriintiileme (MRI) gibi bazi 6nemli biyomedikal uygulamalar i¢in daha fazla ilgi
cekmistir [84,85]. Ayrica, FesOs nanopargaciklari siiperparamanyetik 6zellige sahiptirler
[86]. Stiperparamanyetik nanopargaciklar, 15 nm’den daha kiguk capta demir oksit veya

FesOs (manyetit) pargaciklar1 ifade etmektedir. Superparamanyetik nanoparcacik,
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manyetik alana maruz kaldiginda manyetik 6zelligi kazanmasi ancak manyetik alan
kesildiginde kalict bir miknatislanma kabiliyeti (remanence) olmamasi nedeniyle tercih
edilmektedir [87]. Fizyolojik ortamda diisiik toksisite ve biyouyumluluk nedeniyle

goriintiileme uygulamalari i¢in popiilerdirler [88—90].

1.4.8. Grafen ve Grafen turevleri Nanoparc¢aciklar

Grafen, iki boyutlu (2D) tabakali elementel karbonun allotroplarindan (karbon nanotiipii,
fulleren, elmas) biridir [91]. Tek atom kalinhigina, diizlemsel bir yapiya ve sp? hibrit
karbon atomlarinin tek veya ¢ok katmanli bir tabakasina sahiptir [92—95]. 2004 yilinda
grafenin kesfinden [94] bu yana, fizik, kimya, nanoteknoloji ve malzeme miihendisligi
gibi ¢esitli bilim alanlarinda en dinamik konulardan biri olmustur [96,97]. Grafen: ilging
elektriksel, optik, mekanik ve kimyasal 6zelliklerinden dolay1 biyotip da dahil olmak
lizere genis bir alanda potansiyel uygulamalara sahiptir [96]. Grafen ve turevi
nanomalzemeleri biyosensorlerin, doku miihendisliginin, fototerapinin, ilag ve gen

dagitiminin gelistirilmesinde biiyiik umutlar vermistir [98].

Grafen oksit (GO), tabakasinda karboksilik asit, epoksit ve hidroksil gibi oksijen iceren
gruplardan olusan, kimyasal olarak modifiye edilmis grafenin oldukga oksitlenmis bir
seklidir [99]. Fonksiyonel gruplarin varligi, GO’nun sudaki ¢oziiniirliigiini arttirir ve
diger maddelere daha fazla konjugasyonu igin olanak saglamaktadir [20,100]. GO esasl
ilag tasiyicilart bu avantajli 6zelliklerinden dolayi, sistemik hedefleme ve kontrollii ilag

dagitim sistemleri i¢in uygulanma potansiyeli olan rekabetci bir ilag tastyicisi olarak
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ortaya ¢ikmistir [101,102]. Bu nanomalzemelerin avantajlarindan biri, suda ve fizyolojik
ortamlarda dagilabilme yeteneklerinin kararli dispersiyonlar vermesidir. Ozellikle,
kanser tedavisi i¢in bir ilag teslim araci olarak GO’nun potansiyel kullanimi, bol oksijen
iceren gruplar1 nedeniyle 6nemli derecede ilgi gormiistiir [103]. Buna ek olarak, GO’nun
mikemmel biyouyumluluk ve diisiik toksisitesi, ilag tasiyict olarak umut verici bir
malzeme yapmustir [104]. Sekil 1.3’te grafenin (a) ve grafen oksitin (b) kimyasal

yapilar sunulmustur.

Sekil 1. 3. Grafenin (a) ve grafen oksitin (b) kimyasal yapilar
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1.4.9. Polimer Konjuge Nanoparcaciklar

Polimerler, ilag tasiyicilari olarak en ¢ok aragtirma konusu olmus materyallerden biridir
[15]. Polimerlerin, ilaglarin siirekli salinmasini, viicudun enzimatik ve dejeneratif
kosullarindan korunmasini ve pasif hedeflemede tiimor hiicresinde ilag birikimini
saglayabildikleri tespit edilmistir. Buna ek olarak, bazi ilaglarin suda zayif
¢cozlnlirliiginiin ~ Gstesinden gelmek ig¢in kullanilabilmektedirler [51]. Polimer
kompozitler yiksek performansli malzemeler olarak potansiyel uygulamalarda gugl,
dayanikli ve ¢ok fonksiyonlu tiirler olarak degerlendirilmektedir [105]. Siklodekstrin,
polilaktid, kitosan, seliiloz ve jelatin gibi dogal biyolojik olarak bozunabilir polimerler,
biyouyumluluk, yenilenebilirlik ve ¢evresel duyarlilik gibi miikemmel &zelliklerinden
dolay1 kontrollii ila¢ salim sistemleri i¢in uygulanmaktadirlar. Son zamanlarda, yesil ¢ay
fenol [106], nisasta [107], kurkumin [108] gibi birka¢ fonksiyonlandirma ajanlar daha
diisiik sitotoksik ve daha iyi suda c¢oziniirliik etkileri saglamaktadirlar. Dogal
malzemeler arasinda pektin, nanomalzemelerin iiretiminde etkili ve biyolojik olarak

uyumlu indirgeyici oldugu rapor edilmistir [109,110].

Diger yandan, polimerler biyouyumlulugu, ilag yiikleme ve salim performansini
artirmak i¢in c¢esitli nanoparcaciklar ile konjuge edilmektedirler [111,112]. Son
zamanlarda yapilan arastirmalara gore, biyouyumlu polimerler ile konjuge edilen nano-
boyutlu grafen oksit ilag tasiyicisinin sitotoksisiteSinin azaltilmasinin yani sira yiiksek
yukleme verimine sahip olmasi ve ilacin daha kararli olmasimi sagladigi bulunmustur

[92,103,113]. GO’nun polimerle fonksiyonellendirilmesinin aglomerasyonu azaltmanin,
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kararsizligt Onlemenin ve verimliligi artirmanin en etkili yollardan biri oldugu
gosterilmektedir [92,114]. Fonksiyonellestirilmis grafene dayali ilag verme sistemleri
ustin bir yer tutmustur, ¢linkii islevsellestirme hiicre ortaminda biyouyumluluk ve
stabiliteyi artmaktadir, ayrica, n-n istifleme yoluyla ilag¢ yiikklenmesi i¢in yeterli ylzey

alan birakmaktadir [111].

Polimer konjuge GO ¢esitli ilag dagitim sistemleri i¢in son birkag yildir aragtirilmustir.
Polimerlerin GO’yu islevsellestirilmesi, SN38 ilacin1 sunmak amaciyla PEG ile
basariyla modifiye edilmesi Liu ve arkadaslari tarafindan ilk kez rapor edilmistir
[115,116]. Daha sonra, ilgili birka¢ calisma bildirilmistir. Ornegin; metotreksatin
ilacinin etkili bir sekilde verilmesi igin jelatin ile konjuge edilmis grafen tabakasi
hazirlanmistir  [117]. Mianehrow ve arkadaslari GO’nun salim ortamlarindaki
stabilitesini arttirmak i¢in hidroksietil seliiloz ile stabilizasyonunu arastirmislardir [118].
Lei ve ¢alisma grubu daha kararli, suda ¢oziiniirliigi iyi ve yuksek ilag yukleme
kapasitesine sahip olan, kitosan ve sodyum aljinatla fonksiyonellestirilmis GO
hazirlamiglardir [112]. Pan ve arkadaslari A-5RT3 kanser hicreleri Gzerinde anti-
proliferasyon etkisi gdsteren kamptotenin bir ilag tasiyicist olarak poli (N-
izopropilakrilamid) ile GO modifiyesini gelistirmiglerdir [119]. Zhang ve arkadaslar
hedef spesifik MCF-7 kanser hucrelerinin tedavisi igin hedefleme ajani olarak folik asit
ve sabitleyici olarak poli(etilen glikol) kullanmiglardir [120]. Simdiye kadar GO’nun
islevsellestirilmesi, cesitli biyomedikal uygulamalarinda devam etmektedir. Bu tez
calismasinda dogal polimer olan pektin (PEC), jelatin (GEL) ve hidroksipropil seliiloz

(CLS) kullanilmustir.
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PEC c¢ogu bitkinin hiicre duvarlarin1 olusturan dogal bir polimerdir ve gida, kozmetik,
eczacilik ve biyomedikal endistrilerinde yogun bir sekilde kullanilmaktadir [121,122].
Biyolojik olarak parcalanabilen ve biyouyumlu olan bu polimer, ila¢ dagitimi igin
yaygin bir sekilde arastirilmaktadir [123]. Glinlimiizde, doku miihendisligi uygulamalari
ve ilag dagitimi i¢in tasiyici olarak pektin jellerinin kullanimina ilgi artmaktadir [124—
127]. PEC, uygun fiziksel 6zellikleri, yiiksek su icerigi, hiicreleri, genleri, proteinleri ve
ilaglar1 homojen olarak hareketsiz kilma yetenegi gibi onemli niteliklerinden dolay1
biyomedikal uygulamalar icin umut vadetmektedir [128-130]. Ote yandan, muko
yapiskanlik, bazik ortamlarda ¢oziinme kolayligi ve asit ortamlarda jel olusturma
kabiliyeti, ila¢ dagitimi icin ideal bir polimer olarak pektini 6n plana ¢ikarmaktadir.
Ayrica, pektinin, kanser patolojilerinin farkli evrelerinde yer alan galektin molekiillerini
tanimlamasi, Ozellikle hedeflenmis tiimor hiicrelerinin tedavisi hususunda ilgi
cekmektedir [131]. PEC’nin kimyasal yapisi, hidroksi, esterlenmis karbonil ve eter
gruplar1 gibi 6nemli fonksiyonel gruplari igermektedir. Bu fonksiyonel gruplar, PEC’nin
GO tabakasiyla kolaylikla konjuge olmasini saglamaktadir. PEC’nin kimyasal yapisi

Sekil 1.4°te verilmistir.
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Sekil 1. 4. PEC’nin kimyasal yapisi

GEL, biyolojik olarak parcalanabilen, toksik olmayan ve biyouyumlu bir polimerdir
[132,133]. Kemik, deri ve tendon gibi hayvan bag dokularinin birincil protein bileseni
olan kollajenden tiiretilmis yiiksek molekiiler agirlikli bir polipeptittir [134]. Biyolojik
kokenli olmasi, miikemmel biyolojik bozunabilirlik, biyouyumluluk gibi 6nemli
Ozellikleri ve diisiik maliyetli olmasi nedeniyle doku miihendisliginde biytk ilgi
cekmektedir [133]. GEL, ilag salim, doku miihendisligi, ve gen terapisi igin de
kullanilmaktadir [135]. Ayrica, -NH2, -COOH ve -OH igeren aktif gruplarin varlig
nedeniyle, cesitli amaclar i¢cin baska fonksiyonel molekiiller ile modifiye

edilebilmektedir [136]. GEL’nin kimyasal yapis1 Sekil 1.5’te sunulmustur.
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Sekil 1. 5. GEL’nin kimyasal yapisi

Neredeyse tiukenmez ve yenilenebilir bir ham madde olan seliilozun (CLS) oldukca
onemli bir biyopolimer oldugu bildirilmektedir [137]. CLS’nin makro ve nano fiberleri,
yiilksek mukavemet ve sertligi, biyolojik bozunabilirligi, yenilenebilirligi ve
kompozitlerinin gelistirilmesindeki uygulamasi nedeniyle artan bir ilgi gormistiir [138].
Son zamanlarda, CLS esasli akilli malzemeler; sensorler, tibbi ve elektronik
uygulamalar igin benzersiz 6zelliklerinden dolay1 dikkat ¢ekmistir [139]. Bu ¢alismada
kullanilan, hidroksipropil selilloz, gida, ilag, kagit, seramik, plastik gibi g¢esitli
uygulamalarda kaplama, kapsiilleme, baglama malzemeleri, kopiiklestirici maddeler,
koruma kolloidleri ve topaklayicilar olarak kullanilan en ¢ok bilinen seliiloz
threvlerinden biridir [140]. Hidroksipropil selillozun kimyasal yapisi Sekil 1.6’da

verilmistir.
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Sekil 1. 6. CLS’nin kimyasal yapis1

1.5. Hedefli Ila¢ Teslimi

Hedefli ilag teslimi hedeflenmemis bolgelerin (saglikli hiicreler) aksine viicudun belli bir
bolumine (tumor hicreleri) kanser ilaglari dagitan yeni rekabet¢i kanser tedavi
yontemlerinden biridir [20]. Bu kanser hicresi hedefleme stratejisi, klasik tedavilerle
iliskili yan etkileri azaltarak verimliligi arttirir [141]. Hedefli ilag teslimi; pasif, aktif ve

uyartya duyarli sistemler olarak t¢ bolimde incelenebilir [142].

1.5.1. Pasif Hedefleme

Pasif hedefleme, ilaglarin pasif olarak (herhangi bir hedefleme maddesi kullanmadan)
hedef boOlgeye ulagsmasini saglayan bir yontemdir [143]. Pasif hedefleme, artirilmis
gecirgenlik ve tutunma etkisi (EPR) ile ¢alisir. EPR etkisi belirli boyutlu molekillerin
timor dokusunda normal dokularda oldugundan ¢ok daha fazla birikim egilimi
gosterdigini ifade eden bir kavramdir [144]. Bu etki, timore yakin kan damarlarinin

boyutlar1 100 nm ile 780 nm arasinda degisen yariklardan kaynaklanir [145]. EPR etkisi,
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ilacin sirkiilasyon siiresini, penetrasyon hizin1 ve hiicre ile etkilesimini etkiler ve
pargacik boyutu, sekli ve yiizey yiikii gibi nanopargacik 0zelliklerinden etkilenir [146].
Sirkulasyon strelerini ve hedefleme kabiliyetini artirmak icin ideal pargacik boyutu ¢api
10 - 100 nm olmalidir [147]. Negatif bir yiizey yliklii nanoparcaciklar kan i¢inde daha
uzun siire dolasacaktir, ancak pozitif yiiklii nanopargaciklar kanser hiicreleri tarafindan
daha kolay alinir [142,148]. Ayrica, kiiresel sekilli nanopargaciklar hizli olarak hicre ile

etkilesmektedir [149]. Sekil 1.7°de pasif hedefleme teslimi semasi verilmistir.
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Sekil 1. 7. Nanopargaciklarin artirilmis gecirgenlik ve tutunma etkisi (EPR) ile

timorlere pasif hedeflenmesi

20



1.5.2. Aktif Hedefleme

Aktif hedefleme, ila¢ tasiyicilarin kanser hiicresi ylizeyindeki molekiileri taniyabilen
spesifik hedefleme ligandi ile konjuge edilmesiyle saglanmaktadir [150]. Bu ligand
hedef hcrelerle reaksiyona girebilir ve hedef hicredeki bir reseptére baglanabilir
[142,151]. Daha sonra, nanotasiyici ilacin daha yiiksek salimina yol agarak, endositoz
yoluyla timdr hiicresinin i¢ kismina alinir [152]. Boyle bir timor hedefleme stratejisi,
sistemik toksisiteyi en aza indirgeyerek istenmeyen yan etkileri azaltacaktir [153]. Folik
asit ve karbonhidratlar gibi kiglk molekiiller veya peptidler, proteinler, antikorlar,
aptamerler ve oligonukleotidler gibi makromolekdiller de dahil olmak lzere hedefleyici
olarak genis ligand cesitleri kullanilmaktadir. Tiimor tedavisinde en yaygin olarak
kullanilan aktif hedefleme ligandlari; folik asit [102], hiyaltronik asit [154] aptamerler

[155], transferrin, antikorlar ve peptidleri [156] icermektedir.

Folik asit, hedefli ilag dagitim sistemleri i¢in en yaygin kullanilan ligandlardan biridir.
Hiicreyi hedeflemek ve folat reseptorii vasitasiyla endositozu arttirmak igin kullanilan
bir liganttir. Folat reseptorleri i¢in yiiksek afiniteye sahip, kararli ve diisiik immiinojenik
bir ajandir [157,158]. Hiyaliironik asit dogal olarak olusan bir lineer polisakkarittir
[119]. Transferrin, timor hedefleme uygulamalar1 igin kullanilan bir baska reseptor-
ligand ¢iftidir ve reseptorii ile isleyen bir membran glikoproteinidir. Transferrin
reseptoriine baglandiginda endositozu baglatir ve hiicresel sitoplazma ile etkilesir
[156,159]. Aptamerler ise gesitli konformasyonlara sahip olan ve ligand baglanmasi

yapabilen kisa oligoniikleotid RNA veya DNA’dir. Diger hedefleme ajanlariyla
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karsilastirildiginda, aptamerler kolaylikla sentezlenebilmeleri, biyolojik ortamlardaki
stabiliteleri, sitotoksitelerinin olmamalari, hizli doku penetrasyonlar1 ve hedeflere
yiiksek afiniteleri gibi birgok ¢ekici 6zelliklere sahiptirler. Ayrica, nikleazlar tarafindan
asamali olarak parcalanabilir ve sistem toksisitesi olmaksizin kandan temizlenebilirler

[160-162].

1.5.3. Uyariya Duyarh Sistemler

Uyartya duyarlt sistemler, fiziksel, kimyasal veya biyolojik uyarilarla yap1 ya da
konformasyonlarinda degisiklikler olusturarak ilaglari serbestlestirebilen sistemlerdir.
Bu uyarilar i¢ veya dis uyarici olarak ikiye ayrilabilir. I¢ uyarilar, hedef dokulardaki pH
ve iyonik siddet degisikliklerini igerir [145]. Dis uyarilar fiziksel hedefleme olarak da
bilinir. Fiziksel hedefleme, nanotasiyicilart hedef bolgeye yonlendirmek ve salinimi

kontrol etmek igin manyetik alan gibi harici kaynaklari kullanir [142].

1.6. Foto Tedavi

Foto tedaviler, kanser hucrelerine secici olarak 6ldirmek icin belirli dalga boyundaki
15181 kullanmaktadirlar [163]. iki ana foto terdavi tiirii vardir: fototermal ve fotodinamik
tedavi [163,164]. Fototermal tedavi (PTT), kanser tumorleri tedavi edebilme
kapasitesine sahip, uygulanmasi kolay ve geleneksel tedavilerden daha ustlin bir
tedavidir [165]. PTT’de nanopargacik, yakin kizilotesi 15181 (NIR) kullanarak, tumoéru

yok etmede umut verici bir tedavi saglamaktadir [166]. PTT’ye dayanan
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nanopargaciklar, verimli timor ablasyonu i¢in ¢evredeki dokuya minimum etki ile umut
verici bir tedavi stratejisidir [166]. NIR lazer isinlamasinin ardindan, foto emici
maddeler hipertermi tretmek ve daha sonra tumorleri yok etmek icin elektromanyetik
dalga enerjisini yerel 1siya doniistiirebilmeketedir [167]. Kanser hicrelerinin tahrip
edilmesi, lokalize foto-termoliz igin dokuya yeterli miktarda enerji veren fototermal
etkilesime bagli olarak gerceklesmektedir [168]. Fotodinamik terapi (PDT) ise klinik
uygulamada cesitli kanserlerin tedavisinde giderek daha fazla taninan bir terapidir
[169,170] Geleneksel tedavi yontemlerle karsilastirildiginda, PDT; ilgi alaninin
seciciligi, direng gelistirmeden veya toplam doz sinirlamalarini agmadan hastalar1 tedavi
etme yetenegi gibi gesitli avantajlara sahiptir [171,172]. PDT kavraminda, fotosensitizor
(PS) uygun dalga boylar1 ile 1ginlama iizerine reaktif oksijen tiirlerini (ROS) iiretmek
icin foton enerjisini aktarir ve bu singlet oksijenleri hiicreleri dldiirebilmektedir.
"Klorofil a" dan gelen klorlar, kirmiz1 151k bdlgesinde yiiksek yokolus katsayisi ve
yiiksek singlet oksijen kuantum verimi nedeniyle PS ajan1 olarak sik¢a kullanilmaktadir

[173].

1.7. Tezin Amaci ve Kapsam

GO ve tirevleri nanomalzemelerin hedefli ilag dagitim sistemleri ve manyetik rezonans
goriintiileme i¢in uygulanmasi son yillarda arastirilmaktadir. Bununla birlikte, ¢esitli
kanser tedavileri icin umut verici bir nanomateryal olarak manyetik grafen oksit (MGO)
nanotasiyicilar heniiz detayli olarak arastirilmamistir [22,174]. Ayrica, Fe3O4

konsantrasyonlarinin MGO nanomalzemelerinin hiicre canliligi, manyetik 6zelligi, ilag
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yiukleme ve salim performanslar1 (zerindeki etkileri ile ilgili az sayida g¢alisma
bulunmaktadir. Aptamerleri spesifik hiicre hedefleme ajan1 olarak kullanan ilag yikleme
ve salim sistemleri hakkinda az sayida rapor bulunmaktadir [175]. Foto-kimyasal tedavi
kombinasyonu tiizerine yapilan bazi ¢alismalar bildirilmis olsa da, nadiren hedefli ilag
dagitim sistemleri ile birlestirilmistir. Paklitaksel kanser ilaciyla superparamanyetik
GO’ya dayali ilag salim sistemi ile ilgili ¢alismalar bulunmamaktadir. Diger yandan,
grafen ve tarevlerinin biyomedikal uygulamasinda, GO’nun islevsellestirilmesi, en yeni
arastirma alanlarindan biridir. Simdiye kadar, etkili bir ila¢ dagatim araci elde etmek
Uzere ilag yiikkleme ve salim performansini, biyouyumlulugunu ve Kkararliligini artirmak
icin MGO’yu PEC, GEL ve CLS ile islevsellestiren bir rapor bulunmamaktadir.
Dolaysiyla, bu ¢alismada, GO tabakasinin yilizeyine yiiklenen FesOs nanopargaciklarin
miktarlarmi  degistirerek  farkli manyetik  6zelligi, ilag yukleme ve salim
performanslarina sahip dort slperparamanyetik nanotasiyicilar — sentezlenmistir.
Hazirlanan nanotasiyicilarin  biyouyumlulugu, karaliligi, ilag ylikleme ve salim
performanslarini artirmak i¢in PEC, GEL ve CLS ile konjuge edilmistir. Diger yandan,
MGO nanomalzemeler 1siga duyarli klorin e6 (Ce6) ve MCF-7 kanser hucresini
tantyabilen APT ile konjuge edilmistir. Elde edilen nanomalzemeler UV, FTIR, Raman,
DSC, TGA, VSM, TEM, Zetasizer, ICP-OES ve XRD ile karakterize edildi. Daha sonra,
sentezlenen nanomalzemelerin ilag yukleme ve in vitro salim performanslari ve pH
duyarhiliklar1 model kanser ilact olarak paklitaksel kullanilarak arastirildi.
Biyouyumlulugu ve sitotoksisite calismalar1 da L929 fibroblast normal hiicreleri ve
MCF-7 kanser hiicreleri kullanilarak, MTT yontemi ile gerceklestirildi. Son olarak da

APT konjuge edilmis yapilarinin kanser hiicresine baglanmasi akis sitometri deneyleri
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ile gergeklestirilmistir. Nanotasiyicilarin sentezlenme, ilag yiklenme ve spesifik kanser

hiicre hedefleme islemleri Sekil 1.8’de 6zetlenmistir.

-’;"'”a_nl.\ ) “f‘ JIE“ o
I\ b Ej]_.{,n Konjugasyonu “:%
¢ . :

X "]I';" Pollmerl

MGOICe6-PAC-APT

® Fe 0, “:Polim.r = Paklitaksel tlplam.r

Sekil 1. 8. Nanotasiyicilarin sentezlenme, ila¢ yiiklenme ve spesifik kanser hiicre

hedefleme islemlerin sematik gosterimi
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kimyasal Maddeler

Grafen oksit, Grafen Sipermarket, ABD’den satin alindi. Demir (III) asetilasetonat
(Fe(acac)s, > % 99,9) Sigma-Aldrich, ABD’den temin edildi ve saflagtirilmadan
kullanildi. Trietilen glikol (TREG, > % 99), Merck Millipore sirketi, Almanya’dan
saglanmistir. Pektin, esterlenmis potasyum tuzu, (% 55-70) Slovakya’daki Sigma-
Aldrich’ten satin alindi. Hidroksipropil seliloz ve Jelatin a tipi, Sigma-Aldrich, ABD
tarafindan saglanmistir. Paklitaksel (> % 97), Sigma-Aldrich, Cin’den elde edildi. 5-
[FITC][PEG][PEG][PEG]GCAGTTGATCCTTGGATACCCT GG ve 5-[FITCIJAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAGCAGTTGATCCTTTGGATA CCCTGG dizisine sahip
olan MCF-7 kanser hicresini hedefleyen aptamer, Sigma ABD tarafindan
sentezlenmistir. Klorin e6 (Ce6) ve doksorubisin (DOX) Santa Cruz Biotechnology,
Inc. sirketi, Teksas, ABD’den tedarik edildi. Dimetil stlfoksit (DMSQO), ACS derecesi
Amresco’dan satin almmustir. Etanol (> % 99,8) Sigma-Aldrich ABD’den temin

edilmistir.
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2.1.2. Cihazlar

Spektroskopi analizleri: UV absorpsiyon spektrumlari, UV spektrometresi (UV/Vis
spectrometer, lambda 35, PerkinElmer, ABD) ile Ol¢uldi. FTIR spektrumlari, IR
spektrometresi (IR spectrometery vortex 70V, Bruker, ABD) ile 400-4000 cm
frekanslar1 arasinda kaydedildi. X-1s1m1 kirmimi (XRD), 40 kV jenerator gerilimi ve 40
mA akiminda CuKa radyasyon ile donatilmis Rigaku D/MAX2200 / PC difraktometre
kullanilarak alindi. Numuneler numune tutucu iizerine tutturulmustur ve 20 °/dakika
hizinda 2-100° 260 araliginda taranmistir. Raman spektrum, Raman mikroskop,

SENTERRA, Bruker, ABD ile kaydedildi.

Yizey morfoloji ve par¢acik boyutu analizleri: Nano tastyicinin yuzey morfolojisi ve
tabaka boyutu: gecirgenlik elektron mikroskopisi TEM, (Electron Microscope, JEM-
3010, Jeol, Japonya), Taramali elektron mikroskopi (SEM) (JSM 5600, JEOL, Japonya)
ve Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM, Veeco, multiMode V, AS-12 E, ABD) ile
incelenmistir. Yiizey yiikii, Zetasizer (Nano ZS 90, Malvern Instruments Ltd., Malvern,
Ingiltere) ile zeta hiicresi kullanilarak &l¢iilmiistiir. Numuneler 6lgtilmeden 6nce 0,1 mg
mL? konsantrasyonda ultra deiyonize su ile hazirlandi. Tiim dl¢iimler 25 °C sicaklikta
ve 73° sacilma agisinda yapildi. Grafen oksit tabakasinin iizerinde konjuge olan demir
oksit miktarlar1 ICP (ICP-OES, Spectro blue, Almanya) ile 6lculdi. Oncellikle, drnekler

(5 mg) 10 mL HNO:3 ile disperse edilerek mikro dalga icinde 210 °C’de yakilmuistir.
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Manyetik Ozellikler: Titresimli Numune Magnetometresi (VSM, Lake Shore
Cryotronics, Inc.) ile Ankara Universitesi Stiperiletken Teknolojileri Uygulama ve

Arastirma Merkezinde yapildi.

Termal analizler: Nanomalzemenin termal davranisi termogravimetrik analiz, TGA
(Q500, TA Instruments Inc., Milford, MA, ABD) ile 10 °C/dk 1sitma hizinda
incelenmistir. Ayrica, Diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC) 6l¢limleri, DSC Q2000
(TA Instruments Inc., Milford, MA, ABD) kullanilarak kaydedilmistir. DSC analizi igin
numuneler Once 60 °C kadar 1sitild1 sonra oda sicakligina kadar sogutularak, 10 °C/dk

1sitma oraninda 400 °C’ye 1sitilmstir.

Lazer isinlamasi: PTT / PDT icin lazer radyasyonunun hiicre 6ldirme etkisini incelemek
uzere Diyot lazer sistemi (A = 808 nm, 1000 mW, SUA-808-1000, Kenar Mihendislik,
Ankara, Turkiye) ve (A = 660 nm, 1000 mW, SUA-660-1000, Kenar Muhendislik,

Ankara, Turkiye) kullanilmastir.

Hiicre kiiltiir ¢calismalari: Apoptotik ve nekrotik hiicre sayist DAPI ve FITC filtreleri
kullanilarak floresan mikroskop (Leica, DMI 6000, Almanya) ile incelenmistir.
Apoptotik ve nekrotik hiicre miktar1 rastgele mikroskopik alanlardan sayilmistir.
Hiicrelerin optik yogunlugu ELISA mikroplaka okuyucu (BioTek, ABD) ile
kaydedilmistir. Akis sitometri analizi BD FACSAria-I1, (BD Bioscience, Becton, ABD)

cihazi kullanilarak yapildi.
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Yukarida listelenen cihazlara ek olarak asagida belirtilen cihazlar kullanilmistir.
+ Analitik terazi (OHAUS corporation, Pioneer, PA214C, ABD)

Etlv (Vacucell ve Ecocell, MMM group, Cek Cumhuriyeti)

Manyetik karistiric1 (Schott instuments, Gmbh, Almanya)

pH metre (Hanna Instruments, HI221)

Sonikator (ISO LAB, Gmbh, Almanya)

Calkalamali Su banyosu (LAB Companion, BS-21, LAB RepCo, ABD)

Isitmali su banyosu (SONOREX digita 10P, BANDELIN, Almanya)

- + + & & + #

Santrifij (NUVE NF 1215, Tiirkiye)

2.2.Yontem

2.2.1. FesO4’Un Hazirlanmasi

Manyetik nanopargaciklarin sentezlenmesi i¢in; mikro emdilsiyon yontemi [176,177],
solvotermal yontemi [178,179], sol-jel yontemi [180,181], birlikte ¢Okeltme yontemi
[182-184], hidrotermal sentezi [185,186], organik cozlcilerde termal parcalanma
[187-189], elektrokimyasal sentezi [190], ultrasonik kimyasal c¢okturme [191], gibi
cesitli yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler arasinda, termal pargcalanma yontemi,
yuksek Kaliteli sliperparamanyetik nanopargaciklar1 Uretebilen umut verici bir teknik
olarak kabul edilmektedir [187]. Buna gore Fe3Os manyetik nanopargaciklarinin sentezi,
yiizey aktif maddeler kullanilmadan, demir Oncusii olan demir (111) asetilasetenoat

(Fe(acac)s)’in  trietilen  glikol (TREG) i¢inde sicaklikla  pargalanmasiyla

29



gerceklestirilmigtir [192-194]. Bu reaksiyonda TREG, yiiksek kaynama noktali ¢oziicii,
indirgeyici, partikiillerin bir araya toplanmasin1 dnleyici ve dengeleyici ajan olarak rol

oynamaktadir [195].

Kisaca, 2 mmol Fe(acac);, 30 mL TREG ortaminda ¢oziildii ve daha sonra argon
atmosferinde geri sogutucu altinda manyetik olarak karigtirildi. Karigim Once yavas
yavas 180 °C’ye 1sitild1 ve 45 dakika siireyle bu sicaklikta tutuldu, sonra 280 °C’ye
kadar karistirilarak kaynatildi ve bu sicaklikta 60 dakika sabit tutuldu. Oda sicakligina
sogutulduktan sonra, manyetik nanopargaciklardan olusan siyah homojen bir kolloidal
suspansiyon elde edildi. Nanopargaciklar, etilasetat ilave edilerek santrifuj ile
cokturuldu. Elde edilen ¢okelti tekrar etanolle disperse edilerek 4 defa yikandi ve 60

°C’de vakum etuviinde kurutuldu.

2.2.2. MGO’nun Hazirlanmasi

MGO’nun sentezlenmesinde Cong ve arkadaslarinin yontemi modifiye edilerek
kullanilmistir [196]. Bu yonteme gore 40 mg GO, 30 mL trietilen glikole (TREG) ilave
edilerek 3-4 saat vorteks ve sonifikasyon yapildi. 40 mg demir (1) asetilasetenoat
(Fe(acac)s) ilave edilerek 30-45 dakika daha karistirildi. Sonra, argon atmosferinde geri
sogutucu altinda 278 °C’ye kadar yavasca karistirilarak kaynatildi. Bu sicaklikta 60
dakika karistirildiktan sonra, karigtirilarak oda sicakligina sogumasi saglandi. Olusan

tirlin miknatis yardimi ile toplanarak 4 kez etanol ve deionize su ile yikandi ve 60 °C’de
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vakum etliviinde kurutuldu. Fe(acac)s miktarlar1 degistirilerek fakli bilesimde MGO

yapilar elde edildi.

2.2.3. Polimerlerin MGO ile Konjugasyonu

MGO ile polimer konjugasyonu icin, 6nce dogal polimerler (Pektin, Seliiloz ya da
Jelatin) ayr1 ayr1 dionize su ile ¢ozildii ve 4 mL MGO (1 mg mL?, 7,4 PBS’de)
hazirlandi. Sonra, 3 mL polimer ¢ozeltisi (0,5 mg mL™, Dionize su’da) ile 4 mL MGO
(Img mL?, 7,4 PBS’de) 20 mL’lik tiip i¢inde karistirildi. Daha sonra, 5 dk vorteks
edilip, karanlikta 24 saat karistirilmistir. Elde edilen polimer konjuge nano-yapilari
miknatis yardimiyla toplanarak 3 kez dionize su ile yikandi ve 60 °C’de vakum etiiviinde

kurutuldu.

2.2.4. APT’nin MGO ile Konjugasyonu

DNA aptamer MGO ve MGO@Ce6 nano-yapilarin EDC-NHS kimyas: ile GO’nun
COOH gruplart ile APT’nin NH2 gruplarindan amid olusumu ile kovalent olarak
saglanmigtir. APT’ler MCF-7 hucreleri taniyabilmesi i¢in uygun dizilimde secilmistir.
Bu deney icin iki g¢esit APT kullanilmistir. APT-3, dizgisi: ([FITCJAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAGCAGTTGATCCTTTGGATACCCTGG) ve APT-4: dizgisi:
([FITC] [PEG] [PEG] [PEG] [PEG] [PEG] GCAGTTGATCCTTTGGATACCCTGG)
seklindedir. APT konjugasyonunda, 6nce nano tastyicilar EDC-NHS karisiminda aktive

edilmis, daha sonra APT cozeltisi ile karnistinlmistir. Kisaca, 1 mg MGO ya da
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MGO@Ce6, 1,38 mg N-hidroksistksinimid (NHS) ve 1,92 mg 1-Etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-karbodiimid (EDC) 1 mL 10 mM PBS (pH 7,4) cozeltisinde
¢oz0ldl. Bu ¢ozelti karanlikta 8 saat karistirildi. Daha sonra bu ¢6zeltinin tizerine 200
pL, 5 pM aptamer eklendi ve 2 saat karigtirarak inkiibe edildi. Aptamer ile
fonksiyonlandirilmig nano-tabakalar1 (MGO@APT, MGO@Ce6-APT) magnet yardimi
ile topland1 ve 3 kez 10 mM PBS ¢ozeltisi ile yikandi. Son olarak, 1 mL 10 mM PBS ile
cozerek farkli konsantrasyonda Akis sitometri deneyi i¢in kullanildi. Kalan ¢6zelti tekrar

¢oktiiriip oda sicakliginda kurutuldu [153,197].

2.2.5. Klorin e6’min MGO ile Konjugasyonu

MGO ve klorin e6 (Ce6) konjugasyonu Huang ve arkadaslarinin yontemine gore
yapilmistir [166]. Kisaca: Ce6 farkli konsantrasyonlarda (0,5 mM, 1 mM, and 2 mM)
DMSO’da ¢oziilerek, 1 mg mL™? ya da 0,5 mg mL™* MGO sulu suispansiyonu ile oda
sicakliginda, karanlikta 24 saat karistirildi. Konjuge olmus MGO@Ce6 miknatis yardimi
ile ayrildi. Miknatis ile toplanan MGO@Ce6 nanomalzemeler tekrar suda disperse
edilip, tekrar magnetle toplandi. Bu islemler 6rnek viallerine aliiminyum folya sarilarak
yapilmistir. Benzer sekilde MGO@Ce6 nano-yapilar1 deiyonize su ile 4 kez yikand1 ve
vakum etiviinde kurutuldu. Ce6’nin yiiklenme verimi 402 nm’deki UV absorbansindan

kalibrasyon dogrusu yardimi ile bulunmustur.
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2.2.6. Paklitaksel’in MGQO’ya Y Uklenmesi

MGO ya da polimer ile konjuge edilmis MGO nano-yapilarina paklitakselin (PAC)
yuklenmesi igin 0nce belirli ilag miktarlar: (0,25 — 1,0 mg) dimetil sulfoksit (DMSO)
¢oziici ile hazirlandi. Daha sonra, | mL MGO, MGO@Ce6 ya da polimer konjuge
MGO (1 mg mL*?, PBS 7,4) nanomalzemeye 1 mL PAC ilac1 gesitli konsantrasyonda
ilave edilerek, karanlikta 24 saat karistirilmistir  [174,198]. Ilac yiiklii nano-yapilar
magnet ve santrifiij yardimiyla ayrilmstir. Ilag yiiklii nano-yapilar 30 °C’de sabit tartima
gelinceye kadar kurutulurdu. Yiiklenen PAC miktar1 UV spektrometresinden elde edilen
kalibrasyon dogrusu ile bulundu (Bkz. EK 1). MGO, MGO@Ce6 ya da polimer konjuge
MGO nano-yapisinin ilag yiiklenme kapasitesi ve ilacin tutuklanma verimi asagidaki

esitlikler ile hesaplandi [22,199].

Mano yvapidaki deneveel ilag miktary

Yiiklenme kapasitesi (%) = x 100 (2,1)

Manowyap: miktary

Nano vapidaki deneyeel ilagmiktam

x 100 (2,2)

Tutuklanma verimi (%) =
[: j Mano yapirdaki teorik ilag miktam

2.2.7. Doksorubisin’in MGO’ya Y uklenmesi

Bu calismada ana ilag PAC olup karsilagtirmak adina doksorubisin (DOX) kanser ilaci
da kullanilmistir. Genel olarak, DOX’un ylklenme yontemi PAC ile benzerdir. Kisaca,

once DOX’un gesitli miktarlar1 (0,125 — 1,0 mg mL?, PBS’de) hazirlandi. Daha sonra
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0,5 ya da 1mg MGO ilave edilip, karanlikta 24 saat karistirilmistir [87,196]. ilag yiiklii
nano-yapilar magnet ve santrifiij yardimiyla toplandi. Bu islemler 6rnek viallerine
aliiminyum folya sarilarak yapilmustir. ila¢ yiiklii nano-yapilar 30 °C’da sabit tartima

gelinceye kadar kurutulurdu.

2.2.8. In Vitro ila¢ Sahm

In vitro ilag salim davranis1 ¢alkalamali su banyosunu kullanarak gerceklestirilmistir. 1
mg ila¢ yUkli nano-yapilart (MGO@PAC, MGO@CLS-PAC, MGO@PEC-PAC ve
MGO@GEL-PAC) 20 mL’lik vialde 5 mL farkli pH’lardaki (2,0, 5,5, ve 7,4) tampon
cozeltileri ekleyerek 37 °C’da 120 saat boyunca karanlikta galkalamali su banyosunda
100 rpm hizda karistirlmustir. Ilk 6 saat icin her 1 saat, ondan sonra her 24 saatte
araliklarinda 500 pL 6rnekleri alinip ayn1 miktarda yeni tampon ¢ozeltisi salim ortamina
ilave edilerek, alinan c¢ozeltiyi UV spektroskopi kullanilarak, salinan ilag miktari

absorbans degerinden hesaplanmistir. Her bir deney 3 kez tekrarlanmugtir.

Diger taraftan, ila¢ salim mekanizmasi1 Korsmeyer-Peppas modeli ile hesaplanmistir. Bu

modele gore, ilag salma mekanizmasi1 denklem 2,3 kullanilarak belirlenmektedir.

M t

o= ke (2,3)

Burada, Mt, t zamaninda salinan PAC kiitlesi, Mn, yiiklenen PAC’nin toplam kditlesi, Kk,

salim hizi sabiti ve n bir is’dur. N’nin degeri salim mekanizmasini belirtir; n < 0,45 Fick
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difiizyonu ile iligkilidir, n > 0,89’dan sifir-derece tasima ve 0,45 < n < 0,89 Fickian

olmayan veya anormal diflizyon olarak bilinmektedir [200].

2.2.9. In Vitro Hiicre Kiiltir Cahsmalar

2.2.9.1. Biyouyumluluk Testi

Hazirlanan nano malzemelerin (GO, MGO-1, MGO-2, MGO-3, MGO-4, MGO@Ce6,
MGO@Ce6-APT, MGO@CLS, MGO@PEC, MGO@GEL ve MGO@APT)
biyouyumluluklarini degerlendirmek igin, in vitro 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum bromir (MTT) deneyi ile, 1.929 fibroblast normal hiicre kullanilarak
incelenmigtir. MTT testi ISO 10993-5 standartlarina uygun sekilde yapildi. MTT,
metabolik aktivite ile ilgili mitokondrial enzimler tarafindan suda ¢éziinmeyen formazan
boyaya indirgenmektedir. MTT’nin indirgenmesi primer olarak hucre igerisindeki
glikolitik aktivite ile ilgili olmakla birlikte Nikotinamide Adenin Dintkleotid (NADH)
ve Nikotinamide Adenin Dintkleotid fosfat (NADPH) varligina baglhdir. MTT
sollisyonu canli veya apoptozun erken evresindeki hiicrelerin mitokondrileri araciligryla
olusturdugu reaksiyonda, soliisyonda bulunan tetrazolium halkas1 hiicre
mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz enzimleri ile pargalanarak renkli formazan
kristalleri olusturur. Canli hiicrelerde gbzlenen renk degisimi Elisa okuyucuda yapilan

okuma sonundaki absorbans degerlerini vermektedir.
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Numuneler, 24 saat boyunca, alt1 farkli konsantrasyonda (200 pg mL™?, 100 pg mL?, 50
pug mL?, 25 pg mL?, 12,5 pg mL?t ve 6,5 pg mL7Y) test edilmistir. Bu yonteme gore: her
bir kuyucuga 1x10* hiicre olacak sekilde sayilarak 48’11k kuyucuga ekim yapildi. Sonra,
24 saat boyunca 37 °C’de ve % 5 COz’de inkiibe edildi. Ardindan, ortam atildi ve
hiicreler, numuneler ile muamele edilerek ayni kosullar altinda 24 saat inkiibe edildi.
Omekler 3 tekrarli olarak calisilmistir. Pozitif kontrol olarak sadece besi ortami
hiicrelere uygulanmistir. Kiiltiir ortami atilarak yerine 100 uL taze ortam ve 20 uL MTT
(PBS’de 5 mg mL™) eklendi. MTT yi hiicreye entegre etmek icin 3,5 saat bekledikten
sonra, 150 uL. DMSO eklendi. Son olarak, muamele edilen hiicrelerin optik yogunlugu
ELISA mikroplaka okuyucu (BioTek, ABD) tarafindan 570 nm’de degerlendirildi.

Hiicre canlilig, agsagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir [201,202].

grneklerin ortalama optik vogunlugu
- ——5 "5 x100 (2,3)
kontrolin ortalama optik yogunlupgu

Hiicre canlihg (%) =

2.2.9.2. Nano-yapilarin Antikanser Aktivitesi

Ilag yiiklii nano tastyicilarin sitotoksik etkilerini degerlendirmek igin, nanoparcaciklarin
sitotoksik aktivitesi, MCF-7 kanser hicreleri kullanilarak MTT testi ile incelenmistir.
Kisaca, MCF-7 kanser hucreleri 96°lik kuyucuklu levhalarda her bir kuyucuga 1x10*
hiicre olacak sekilde ekimi yapilmigtir. Hiicreler 24 saat siireyle inkiibasyona
birakilmistir. Daha 6nceden yiiklenen ilacin serbest ilag ile esit olacak sekilde hazirlanan
100 ng mLPlik MGO, MGO@PAC, MGO@Ce6-PAC, MGO@CLS-PAC,

MGO@PEC-PAC, MGO@GEL-PAC, MGO@APT-PAC, PAC, MGO@DOX ve DOX
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orneklerinden belirlenen konsantrasyonlarda (3,125 ng mL*, 6,25 ng mL?, 12,5 ng mL
125 ng mL?, 50 ng mL™ ve 100 ng mL™?) hiicrelerin iizerine uygulanip, 48 saat inkiibe
edilmistir. 48 saat sonunda kuyucuklardaki vasatlar atilarak her kuyucuga 100 pL
besiyeri ve 10 uL MTT c¢ozeltisi ilave edilmistir. 3,5 saat inkiibasyondan sonra
kuyucuklara 150 pL DMSO eklenerek 15 dakika inkiibe edilmistir. Hiicre canliliginin
tespiti icin 96°Iik kuyucuklu plakanin absorbans degerleri ELISA plaka okuyucuda 570

nm’de okutulmustur.

Diger taraftan, foto tedavi yontemlerinin (PTT/PDT) MCF-7 hedef hicrelerini 6ldirme
etkisi de incelenmistir. Once her bir kuyucuga 1x10* hiicre olacak sekilde sayilarak
96’lik kuyucuga ekim yapildiktan sonra 24 saat boyunca 37 °C’de ve % 5 COy’de
inkiibe edildi. Sonra, 25, 50 ve 100 pug mL* konsantrasyonlarda numuneler ile muamele
edilerek 24 saat ayn1 kosullarda inklbe edildi. 808 nm ve 660 nm’dek’ lazerlerine (100
mW cm) ayri ayri ve birlikte 3 dakika maruz birakildiktan sonra tekrar 24 saat inkiibe
edildi. Kultiir ortami atilarak yerine 100 pL taze ortami ve 20 pL MTT eklendi. 3,5 saat
bekledikten sonra, 150 pL DMSO eklendi. Son olarak, muamele edilen hiicrelerin optik
yogunlugu ELISA mikroplaka okuyucu kullanilarak 570 nm’de okutuldu. Kontrol

gruplar1 baz alinarak % canlilik hesaplanmistir.

2.2.9.3. Apoptoz ve Nekroz Analizi

Ikili boyama metodu ¢ekirdegi boyamakta ve bu sayede apoptozu ve nekrozu

gOstermektedir. Bu sekilde hiicrelerin apoptoz ve nekroz oranlari belirlenmektedir.
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Hoechst boyama (33342) hiicrelerin c¢ekirdeklerini maviye boyamaktadir. Biitiin
hiicreleri boyamasina ragmen apoptotik hiicreler daha parlak ve ¢ekirdek homojenligi
kaybolmus ve pargalanmis olarak goriinmektedirler. Bu sayede gercek apoptotik
hiicreler normal hiicrelerden ayrilmaktadirlar. ikili boyamada kullamlan diger boya
Propidium iyodur (Pl) olarak segilmistir. DNA’y1 kirmiziya boyayarak nekrozu
gostermektedir. PI normal hiicrelerin zarlarindan ge¢mez, sadece hiicre zari hasar
gormis veya Olmiis hiicrelerin zarlarindan gegerek nekroza ugramis hiicreleri
gostermektedir. Canli hiicreler DAPI filtresi iginde mavi renk olarak ve FITC filtresi i¢inde

yesil renk olarak goriilmektedir.

Farkli derisimlerde nano-yapilar fibroblast 1929 ve MCF-7 kanser hucreleri
kullanilarak, 48 saat etkilestirildikten sonra floresan boyama yapilmistir [17]. Kisaca,
hiicre sayimidan sonra canli hiicre sayisina gore her plaka’da 1x10* hiicre olacak
sekilde hesaplama yapilmistir. Bu ¢alismada L929 ve MCF-7 hucreleri igin iki 48’lik
kuyucuklu plakast kullanilmistir. 48’lik kuyucuklu plakada her kuyucuga 100 pL hiicre
konulup 24 saat siire ile inkiibasyona birakilmigtir. 24 saat sonunda kuyucuklardaki
medyum bosaltip tiim kuyucuklarma 150 pL yeni medyum koyulmustur. Birinci 48’lik
kuyucuklu plakada, yiiklenen ilaci serbest ilag miktar1 ile esit olacak sekilde her
orneklerinden belli bir konsantrasyonlarda MCF-7 hiicrelerin iizerine uygulanip, 48 saat
inkiibe edilmistir. Ikinci plakada, benzer sekilde 1929 fibroblast hiicrelerin (izerine
uygulanmstir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki medyum bosaltilarak her kuyucuga
10 pL taze ortam ve 10 pL 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-

tetrazolium tozu (WST1) ekledi ve 2 saat inkiibasyona birakildi. Ardindan, 70 pL ikili
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caligma soliisyonu (double staining calisma soliisyonu) eklenip hi¢ 151k gérmeyecek
sekilde kapatilip 15 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda floresan mikroskopta
DAPI filtresi kullanilarak apoptoza ugramis hiicrelerin ve FITC (480-520 nm dalga

boyunda) nekroza ugramis hiicrelerin degerlendirmesi yapilmistir.

2.2.9.4. Akas Sitometri Analizi

Aptamer konjuge nano tasiyicilarin (MGO@APT ve MGO@Ce6-APT) hedef MCF-7
hiicrelerine baglanmasi, 4 °C’de 2 saat inkiibe edilerek gerceklestirildi. Hiicre yogunlugu
deneylerden 6nce hesaplandi. Yaklasik 1x10° hiicre, RPMI hiicre ortaminda siispanse
edildi ve 3 dakika boyunca 1200 rpm’de santriflij edildi ve 1x PBS kullanilarak 2 kez
yikandi. Ardindan 200 pL MCF-7 hiicreleri 5 ayr tiipe yerlestirildi. Sonra, tiip 1°de
sadece hiicre olup, 2, 3, 4 ve 5 numarali tiiplere sirasiyla, APT (300 uM) , MGO@APT,
MGO@Ce6-APT ve MGO olmak iizere 200 puL 6rnek eklendi ve hiicrelerle karistirildi.
Benzer sekilde, negatif kontrol hiicresi (L929) ile numuneler ayr1 ayri tiipte karistirild.
Daha sonra, 200 pL baglama tamponu (Annexin V, 10X) her tlp Gzerine ilave edildi ve
pipet ile karistirildi. Sonunda, tiim numune, 4 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra, her tiip igindeki karisim ¢6zeltisi yikama (10 mM PBS) tamponu ile yikandi ve
akis sitosimetrinden 6nce 1x PBS icinde tekrar dagitildi. Bu deney, 10 pg mL™?, 50 pg
mL? ve 100 pg mL* naomalzeme konsantrasyonunda yapildi. Akis sitometri analizi,

FACScan sitometresi kullanarak 10,000 olay1 sayarak kaydedildi [197].
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2.2.9.5. Floresan Mikroskop Analizi

Akis sitometri sonuglarin1 desteklemek ve nanotasiyicilarin  hiicresel alimini
goruntilemek icin MCF-7 kanser hiicreleri ile muamele edilmis APT, MGO@APT ve
MGO@Ce6-APT'nin floresan gorintisti Leica MDI 6000 ters (inverted) floresan
mikroskopu ile cekilmistir. Ilk olarak, MCF-7 kanser hicreleri, 46 kuyucuklu bir
plakaya ekilerek 24 saat inkiibe edildi. Ardindan, numuneler (50 pug mL™?) ile muamele

edildi ve 2 saat bekletildi. Son olarak, hucreler floresan mikroskopu ile gérintulendi.

2.3. istatistiksel Analiz

Istatistiksel hesaplamalar Student’s t-testi ve tek yonlit ANOVA ile SPSS 16,0 yazilimi
(IBM, NY, ABD) kullanilarak gergeklestirildi. Verilerin anlamlilik diizeyi (P) < 0,05
oldugunda istatistiksel olarak farkli kabul edildi. Sonuglar ortalama * standart sapma

(SS) olarak verildi. Tiim deneyler i¢in en az {i¢ bagimsiz 6l¢iim yapilmustir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

3.1. FesO4 Manyetik Nanoparcaciklarin Karakterizasyonu

3.1.1. FTIR Spektrum Analizi

FesO4’lin FTIR spektrumu Sekil 3.1°de verilmistir. Sekilde, 438 cm™ ve 556 cm™’deki
pikler, Fe-O’nun karakteristik gerilme titresimini gostermektedir [189]. Ayrica, 1083,
1412, 1613 ve 2853 cm™’deki pikler, FesOs pargaciklarin yiizeyine adsorbe olmus
TREG molekiillerinden kaynaklanan, sirasiyla C-O-C gerilme titresimi, C-OH gerilme
titresimi, -C-H egilme titresimi, C=0 gerilme titresimi ve C-H gerilme titresimlerine
atfedilmektedir [184,187,193]. FTIR analizi, FesOs numunelerinin aglomerasyon
olmadan suda dagilmasini saglayan organik hidrofilik molekilin (TREG), manyetik

parcaciklarin ylizeyinde vardigini gostermektedir [203].
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Sekil 3. 1. Fe3O4’un FTIR spektrumu

3.1.2. X-151m1 Kirmim Analizi

FesOs nanopargaciklarinin Kristal yapisini incelemek i¢in X-151n1 kirinim analizi
gergeklestirilmistir. Sekil 3.2°de goriilebilecegi gibi FezOs’Un X-1gin1 kirmnima, (111),
(220), (311), (400), (422), (511) ve (440) kristal duzlemlerine atfedilebilen, 20 aci
degerleri sirasiyla 18,78° 29,90°, 35,49° 42,90° 53,23° 57,14° ve 62,53° olarak
saptanmistir. Bu sonug, manyetik nanoparcaciklarin standart X-1sin1 kirmnimi verileri ile
karsilastirildiginda ylzey merkezli kiibik kristal yapiyla manyetik nanopargaciklarin

basarili bir sekilde sentezlendigini dogrulamaktadir [105,195,204-206].
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Sekil 3. 2. Fe304’lUn X-1511 kirinimi

Secili alan elektron kirmim (SAED) deseni, nano boyutlu materyallerin kristal yapisini
karakterize etmek i¢in kullanilan araglardan biridir. SAED deseni (Sekil 3.3) Fe3Oq
nanopargacilarin kristal diizlemlerini sunmaktadir. Numunenin SAED deseninde, alt1 kat
desenli net kirinim halkalara sahip oldugu goézlenmistir. Bu halkalar, partikillerin
yuksek oranda kristallikleri nedeniyle kirinim noktalarinin bir araya gelmesinden
kaynaklanmaktadir [207]. Ayrica, halkalar oldukca belirgindir ve X-isin1 kirmimi
analizinin sonucu ile tutarlidir. Bu da nano boyutlu olan Fe3Os parcaciklarin yiiksek

kristalliklerini gostermektedir [208].
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Sekil 3. 3. Fe3O4 ’Un segili bolge kirimim (SAED) gorintusi

3.1.3. Manyetik Ozellik Analizi

Fe304 nano parcaciklarin manyetik 6zellikleri titresim drneklemli manyetometre (VSM)
ile arastirilmigtir. Sekil 3.4’te, oda sicakliginda 6lctilen GO ve FesO4’Un histeresis
dongiileri verilmistir. GO’nun manyetik doygunluklari, 0,0’da iken FesO4 icgin 45,62
emu g*' bulunmustur. Elde edilen sonug, hazirlanan Fe3Os’iin manyetik &zelliginin

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3. 4. GO ve Fe304’Un manyetik histeresis dongusi

3.1.4. Yluzey Morfoloji Analizi

Fe304’Un yizey morfolojisi transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile incelendi. Sekil
3.5’te gosterilen Fe3O4’tin TEM goriintiilerinde, nanopargaciklar iyi bir sekilde dagilmig
kire halindedir. FesOs’tin ortalama ¢apt yaklagtk 5-15 nm’dir ki bu aralik
sliperparamanyetik nanopargaciklarin boyut araligi i¢indedir [209]. Pargaciklarin gogu,
agregasyon olmaksizin diizgun bir sekilde goriilmektedir; bunun ise absorbe edilmis

TREG’nin nanopargaciklari kaplamasi nedeniyle olabilicegi diistinilmektedir [210].

Ote yandan, Fe3Os nanopargaciklarimin yiizey yikil Zetasizer ile incelenmistir. Zeta
potansiyeli ve elektrokinetik 0Ozellikleri manyetik nanopargaciklarin uygulanmasi

acisindan onemli bir parametredir [211]. Nanopargaciklarin kararlilig1 zeta potansiyeli
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ile ifade edilebilmektedir. Zeta potansiyeli mutlak deger olarak 25-30 mV’dan yiksek
degerde ise genellikle pargaciklarin elektrostatik olarak kararli oldugu kabul edilir. Bu
durum kolloidal kararlilik, sterik ve elektrostatik iticilikten kaynaklanmaktadir [212].
Sentezlenen Fe304’lin zeta potansiyelleri pH 2,0, 5,5 ve 7,4’te sirasiyla, +21,77 + 1,1,
-5,18 + 1,0, ve -23,43 + 1,96 mV olarak bulunmustur. Elde edilen verilere gore, pH’daki
bazik yone dogru artis nanopargaciklarin yiizey yiikiinde negatif yonde artisa sebep
olmustur. Bunun bazik ortamlarda OH™ iyon Kkonsantrasyonunun artmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir [212]. Asidik pH’larda ise manyetik nanopargaciklarin
ortamdaki asir1 H' iyon konsantrasyonu nedeniyle pozitif bir yiizey ylikiine sahip oldugu
rapor edilmistir [212]. Benzer sonuglar farkli arastirmacilar tarafindan da bildirilmistir
[213,214]. Elde edilen bu sonuglar, FesOs nanopargaciklarin pH’ya duyarli yapilar

olduklarini gostermektedir.

46



Sekil 3. 5. FesO4’tin TEM goruntileri

3.1.5. Termal Analiz

FesOs nanopargaciklarinin termal davraniglari, termal gravimetri analizi (TGA) ve
diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC) kullanilarak incelendi. Sekil 3.6’da, doért
asamal1 agirlik kaybina sahip olan Fe3O4 nanopargaciklarin TGA egrisi gosterilmektedir.
Ilk agirlik kaybi, 0 °C - 245 °C sicaklik araliginda olup maksimum 218 °C’de

gozlenmistir. Bu agirlik kaybinin (% 3,5) demir oksit yiizeyine adsorbe edilen su veya
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¢ozlcl molekiillerinin buharlagsmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir [215-217].
Ikinci agirlik kaybi, maksimum 285 °C ile 245 - 447 °C sicaklik araliginda tespit
edilmistir. Bu agirlik kaybr muhtemel kaynama noktas1 280 °C olan adsorbe TREG nin
ayrigmasi ile iliskilidir [210]. Nispeten kararli oksijen iceren gruplarin (FeO-OH gibi)
ayrigsmasiyla iligkili olan tgiincii agirlik kaybi, 447 - 666 °C arasinda yer almaktadir
[215]. Sicakligin 667 °C’den yiiksek oldugu son agirlik kaybinin, Fe3Os’ten oksijenin
kismen uzaklagmasindan kaynaklandigi disiinilmektedir [218]. Sekil 3.7°deki DSC
egrisi, 100 °C’nin altinda genis bir pik, 225 °C’de keskin pik ve 296 °C’de omuz
gostermistir. Ik genis pik, adsorbe suyun uzaklasmasina atfedilebilir. TGA analizinde
gozlendigi gibi, ikinci ve uUclncu pikler adsorbe TREG c¢ozlcuslniin kismen ve

tamamen ayrismasina karsilik gelmektedir [219].
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Sekil 3. 7. Fe3O4’lin DSC termogrami

3.2. MGO’nun Karakterizasyonu

MGO nano-yapilar, GO tabakasina Fe3O4 yliklenerek sentezlendi. Manyetik davranigini
ve diger Onemli Ozelliklerini karsilastirmak amaciyla 4 farklh MGO O6rnegi
hazirlanmistir. Hazirlanan nano tasiyicilarin; UV, FTIR, XRD, Raman, Zetasizer, ICP-
OES, TEM, SEM, AFM, DSC ve TGA analizleriyle ylizey morfolojisi, spektroskopik,

manyetik ve termal 6zellikleri incelenmistir.
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3.2.1. UV Spektrum Analizi

Sekil 3.8’da GO ve MGO’nun UV spektrumlart sunulmustur. GO’nun UV spektrumuna
bakildiginda, 234 nm’de maksimum absorpisyon piki ve 300 nm civarinda bir omuz
gostermektedir. Bu pikler aromatik C=C ve karboksilik gruplarin C=O baglarinin ©—
n* gegislerine atfedilebilir [113,220]. MGO’nun spektrumu ise, 272 nm’de bir genis pik
gostermektedir. GO ve MGO UV spektrumlari arasinda fark olusmasi (kaymasi), FesOs
nanoparcaciklarin GO tabakasinin iizerinde mevcut fonksiyonel gruplardaki oksijen ile

baglanmalar: gosterebilmektedir [204,221].
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Sekil 3. 8. GO ve MGO’un UV spektrumlari

50



3.2.2. FTIR Spektrum Analizi

GO ve MGO’un FTIR spektrumlart Sekil 3.9°da verilmistir. GO spektrumunda, 3383
cm™® deki pik O-H bagi gerilmesini, 1721 cm™ ve 1573 cm™°deki pikler karboksilik
gruplarin C=0 asimetrik ve simetrik gerilme titresimlerini gostermektedir. 1037 cm”
Ldeki pik ise C-O gerilme titresimidir [209,222]. FTIR spektrumu, grafen oksiti
karakterize eden hidroksi, epoksi ve karboksil gruplarin varligini dogrulamaktadir.
MGO’nun FTIR spektrumunda, 534 ve 644 cm™’deki bantlar FesOs’in GO’ya
baglanmasmin gosteren Fe-O bagi gerilme titresimleridir [150,208]. 940 ve 1121 cm’
L deki bantlar C-O gerilme titresimlerini temsil etmektedir [105,223]. 1722 ve 1636 cm’
Ldeki pikler sirastyla, C=O ve C=C gerilme titresimlerine atfedilmektedir [113]. Ayrica,
1452 ve 1316 cm™’deki pikler O-H egilme titresimi ve Fe bagali C-O gerilme
titresimlerinden kaynaklandigi diistiniilmektedir [209,224]. Elde edilen sonuclar, Fe3O4

ve GO’nun karboksil grubu arasinda etkilesimlerin varligini kanitlamaktadir.

51



3500 2000 2500 2000 1500 1000 500

’y Mm I

MGO

Transmittance [%]

1636
3404 ‘

- 1)

1316

T T
3500 3000 2500 2000 1800 1000 500
Wavenumber cm-1

Sekil 3. 9. GO ve MGO’un FTIR spektrumlari

3.2.3. X-151m1 Kirinimm Analizi

GO ve MGO’nun yapist X-1s1n1 kirimimi kullanilarak arastirilmigtir. GO’nun X-1s1m1
kirmimi deseninde (Sekil 3.10), 20 degeri 10,68°de guiclii bir pik ve 20,68° de zayif bir
pik gortlmektedir. 10,68°’deki pik, (001) yansimasina atfedilirken [209,225],
20,68° deki pik ise grafen tabakasinin ana yapisiyla iliskilidir [105]. FesOa yiiklendikten
sonra, MGO’nun X-1s11 kirinim deseni, 20 = 24,22°°de GO tabakasindan kaynakli olan
bir kirmnim piki gostermistir [105,226]. Ayrica, 20 = 29,98°, 35,46°, 42,92°, 57,43° ve
62,78° ‘deki pikleri, sirasi ile (220), (311), (400) (511), ve (440) kibik Fe3O4’ln kristal

duzlemlerine atfedilebilir [204]. Ustelik, 20 = 10,68%deki pikin kaybolmas: ve ek
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piklerin olusmasi, GO ve Fe3Os arasi etkilesim kaynakli GO yuzeyinin modifikasyonu
ile aciklanabilir [208, 209]. Diger taraftan, Fe3O4’ilin orani arttikga 20 = 24,22°deki
karakteristik pikin siddeti azalmistir. Bu diisiis, FesO4 nanopargaciklarin grafen oksit
yiizeyinde biriktiginde grafen oksit yapisinin serbest tabakasinin azaldigini ortaya

koymaktadir. XRD sonuglart MGO’nun basariyla hazirlandigin1 desteklemektedir.
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Sekil 3. 10. GO ve MGO’larin X- 1s1n1 kirinim deseni

Diger taraftan, secili alan elektron kirinim (SAED) deseni Sekil 3.11°de sunulmustur.
Sekilde goriilen halkalar belirgin olup X-1s1n1 kirinimi analiz sonucu ile tutarlidir. Bu da
nanopargaciklarin son derece kristalize ve saf FesO4 kiibik yapisina endeksli oldugunu

gOstermektedir [207].
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Sekil 3. 11. MGO’nun Segili bolge kirinim (SAED) goriintiisii

3.2.4. Raman Spektrum Analizi

Raman spektroskopisi karbonlu malzemelerin karakterize edilmesi icin dnemli bir analiz
yontemidir. Ozellikle, karbonun dizenli ve diizensiz kristal yapisini ayirmak igin yaygin
olarak kullanilmaktadir. GO’nun Raman spektrumu genellikle D ve G olan iki band ile

gosterilmektedir. D bandi oksidasyon islemi sirasinda grafitin amorflastirilmasi
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nedeniyle elde edilen sp® karbon atomundan kaynaklanir, G modu ise sp? karbon
atomunun titresimi ile ilgilidir [224,227]. D/G siddet oran1 (ID/IG) grafen diizlemindeki
kristalit boyutunu ve dizensizlik derecesini gdstermektedir [228]. GO’nun Raman
spektrumu 1348 ve 1588 cm ’de iki bant gdstermistir (Sekil 3.12). Bunlar D ve G
bantlarina isaret etmektedir. GO’nun D/G siddet oraninin degeri 1,04 olarak
hesaplanmigstir. MGO’nun Raman spektrumunda ise sirasiyla, D ve G bantlarin1 gosteren
pikler 1339 cm? ve 1585 cm? dalga sayisina kaymistir. MGO’nun Raman
spektrumunda dalga sayilarinin kaymasi ve D/G siddet oraninin GO’nunki (1,04) ile
karsilastirildiginda 1,15°e artmas1, sp? karbon ag1 iginde lokalize olan sp® hibrit
orbitallerinin artmasindan kaynaklandigi disiiniilmektedir [209]. Bu sonuglar GO

tabakasinin basarili olarak fonksiyonlandirilmasina atfedilebilir.
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Sekil 3. 12. GO ve MGO’un Raman spektrumlari

3.2.5. Manyetik Ozellik Analizi

MGO nanomalzemelerin manyetik 6zellikleri titresim 6rneklemeli manyetometre (VSM)
ile yapildi. Sekil 3.13, oda sicakliginda 6lgiilen histeresis dongulerini gostermektedir.
Numunelerin manyetik doygunluklar1 , GO, MGO-1, MGO-2, MGO-3 ve MGO-4 i¢in
sirastyla 0,00, 16,60, 26,26, 30,09 ve 33,50 emu g? olarak bulunmustur. Elde edilen
sonuglarindan, GO’nun manyetik 6zellik tasimadigi ve MGO’larin manyetik 6zelliginin,
GO tabakasina yiiklenen Fe3O4 miktarimin artirmasiyla arttigi gozlenmektedir. Histeresis
egrilerinden aynt zamanda MGO oOrneklerinin  kalici miknatislanma (remanens)

gostermedigi ve siiperparamanyetik 6zelligi tasidigi tespit edilmistir [229].
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Ayrica, MGO’nun siiperparamanyetik davranis1 dig bir manyetik alan kullanilarak test
edilmistir. Sekilden (Sekil 3.13 ek) goriilebilecegi gibi, GO’nun aksine, MGO
nanoparcaciklar dis manyetik alanin etkisi ile miknatisa dogru ¢ekilirken, miknatis
kaldirildiginda homojen bir sekilde yeniden dagilmistir ki bu MGO’nun mukemmel
stiperparamanyetik 6zelligini dogrulamaktadir [20]. Bu sonuglar GO tabakasinin Fe3O4
ile konjugasyonunun basarili oldugunu ve nanomalzemeye manyetik 6zellik

kazandirildigini géstermektedir.
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-40
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Sekil 3. 13. GO ve MGO’nun manyetik histeresis dongiisii dig manyetik alana tepkileri

(icteki resim).
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3.2.6. Yuzey Morfoloji Analizi

3.2.6.1. TEM Analizi

GO ve MGO’nun yizey morfolojileri TEM, SEM ve AFM ile incelenmistir. Sekil
3.14’te GO ve MGO tabakalarinin TEM goriintiileri gosterilmektedir. Gorlntulerden
GO’nun puruzsiz ince tabakalar halinde oldugu gorulebilmektedir. MGO’nun TEM
goruntdleri iki boyutlu GO nano-tabakalar Uzerine FesOs nanopargaciklarin girisiyle
yiizeyinin piriizli hale geldigini géstermektedir. MGO tabakalarinin boyutlar1 500-800
nm arasindadir. FezO4’Un boyutlarinin ise 5-15 nm oldugunu hesaplanmistir ki bu aralik
stperparamanyetik nanopargaciklarin boyut araligi igindedir [192,209]. Sekillerden
goriilebilecegi gibi GO ve MGO arasinda, GO yiizeyinde Fe3O4 yiklenmesini
dogrulayan morfolojik fark vardir. Ayrica, Fe3Os orani arttikca, GO nano tabakasinin
yiizeyi lizerine baglanan FesO4 yogunlugunun orantili olarak arttigi TEM goriintiisiinden
kolayca goriilmektedir. Bu sonug, yukarida tartisilan MGO nano tasiyicilarin manyetik

davranistyla tutarhdir.
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Sekil 3. 14. GO ve MGO’larin TEM goriintiileri

3.2.6.2. SEM Analizi

GO ve MGO’nun yiizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak
da incelenmistir. SEM goriintiilerinde (Sekil 3.15), TEM goriintiilerinde oldugu gibi,
GO’nun st iste yigilmis piriizsiiz ince tabakalar halinde oldugu ve Fes3Os
partikullerinin GO’nun yiizeyine dagilmasiyla MGO yiizeyinin piiriizlii hale geldigi

gortlmektedir.
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Sekil 3. 15. GO ve MGO’larin SEM goriintiileri
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3.2.6.3. AFM Analizi

GO ve MGO’nun morfolojisi, atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile aragtirilmistir. Sekil
3.16°’da GO ve MGO’nun iki ve l¢ boyutlu AFM goriintiileri sunulmustur. Elde edilen
AFM gorintist, GO uzerinde yuklu olan FesOs boyutlarinin 15 nm’den daha az
oldugunu gostermektedir. Ayrica, GO ve MGO’nun yiizey piuriizliligii (RMS olarak)
dleiilmiistiir. 1 pm? alanda 6lgiilen GO ve MGO’nun yiizey piiriizliiliigii sirastyla 1,31 ve
1,46 nm olarak bulunmustur. Elde edilen sonug¢, GO yizeyine FesOs yiklenmesiyle

yiizey puriizliliginin artigini géstererek TEM sonuglarini dogrulamistir.

GO

_3|_JJ 1l][l nm MGO J_! 10.0 nm

: J 1
0.0 1: Height 500.0 nm 0.0 1: Height 500.0 nm

Sekil 3. 16. GO ve MGO’nun iki ve U¢ boyutlu AFM gortntileri
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Sekil 3.16. (devami) GO ve MGO’nun iki ve ¢ boyutlu AFM gorantileri
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3.2.6.4. MGO Yuzeyindeki FesO4’nun Miktar Tayimm

MGO vyuzeyindeki Fe3Os miktar1 ICP-OES ile 6l¢lUlmiistiir. Hazirlanan dort farkli MGO
nanomalzemelerine ylklenen Fe3O4’lin yilizdesi Sekil 3.17°de verilmistir. Sekilde
goriilebilecegi gibi, GO ylzeyinde yikli olan Fe3Os’ln yizdesi MGO-1, MGO-2,
MGO-3 ve MGO-4 i¢in sirasiyla % 12,63, % 19,12, % 20,46 ve % 25,14 olarak
bulunmustur. Elde edilen sonu¢ beklendigi gibi GO tabakasinin yilizeyinde kaplanan

Fes3Os miktarlarinin orantili olarak arttigin1 gostermektedir.

MGO-1 MGO-2 MGO-3 MGO4

8 R B
:

Yiiklenen Fe;O4 (%)
i —
ST

S &

Sekil 3. 17. MGO yiizeyindeki FezO4’tlin yiizdesi
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3.2.7. Zeta potansiyeli Analizi

Zeta potansiyeli kolloidal kararligini karakterize etmek i¢in 6nemli bir faktordiir. Ayrica,
partikiillerin yiizey yiiklerinin 6l¢iilmesini saglar. Genel olarak, yliksek pozitif ve negatif
zeta potansiyeli olan nanoparcaciklar dagilma stabilitesi gostermektedir. Yiksek zeta
potansiyeli olan nanopargaciklar, pargaciklar aras1 yiiksek elektrostatik itme kuvvetinden

dolay1 depolanma siiresinde koagiile olmazlar [230].

GO ve MGO’nun yiizey yiikii Zetasizer kullanilarak incelenmistir. GO ve MGO’nun
sulu ¢ozeltideki zeta potansiyelleri, Sekil 3.18’de sunulmustur. GO’nun zeta potansiyeli
-43,13 £ 3,6 mV olarak tespit edilmistir. Bu degerin GO yiizeyindeki negatif ytikli
hidrofilik karboksil, epoksi ve hidroksil gruplarindan kaynaklandigir diisiiniilmektedir
[204]. Bununla birlikte, MGO-1, MGO-2, MGO-3 ve MGO-4’lin zeta potansiyeli,
sirastyla -20,17 £ 1,9 mV, -12,9 + 0,67 mV, -7,2 + 1,57 mV ve +9,91 + 1,32 mV olarak
kaydedildi. Zeta potansiyel sonuglari, yiiklii FesOs miktar1 arttikga nano tastyicilarin
ylzey yiikiinde onemli bir artis oldugunu gostermektedir. GO tabakasinin yiizey yiikii,
yuklenen Fe3Os oranina gore artmasi, GO tabakasmna Fe3Os baglanmasindan

kaynaklanmaktadir.
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Sekil 3. 18. GO ve MGO nanomalzemelerin sudaki zeta potansiyeli

Diger taraftan, GO ve MGO’nun pH’ya duyarliligini incelemek igin farkli pH’larda (2,0,
5,5 ve 7,4) zeta potansiyeli incelenmistir. GO’nun zeta potansiyeli (Sekil 3.19) pH 2,0,
5,5 ve 7,4 i¢in swrasiyla, +11,3 + 1,2, -28,3 + 1,0 ve -36,3 + 2,0 mV olarak tespit
edilmistir. Kullanilan ¢6zeltinin pH’smin artmasiyla GO tabakasinin zeta potansiyelinin
onemli dl¢lide negatif yonde arttig1 goriilmektedir. Elde edilen sonuglar GO’nun pH’ya
duyarliligin1 géstermektedir. Ayrica, zayif asit ve bazik ortamda GO’nun ylksek zeta
potansiyel degerleri, GO’nun iyi bir stabiliteye sahip oldugunu gostermektedir. Fan ve
arkadaglarinin yaptigi ¢alismada benzer sonuglar bulunmustur [204]. GO’nun farkli pH
ortaminda gosterdigi renkler Sekil 3.19(ek)’te verilmistir. Beyaz renkli olan pH 2,0’deki
cozeltiyken, acik kahverengi ve kahverengi olanlar pH 5,5 ve 7,4 ortaminda hazirlanan

cozeltilerdir. Benzer sekilde, MGO-1’in zeta potansiyeli pH 2,0, 5, 5 ve 7,4 i¢in sirasiyla
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+154 + 10 mV, -11,2 £ 1,7 mV ve -27,1 £ 3,5 mV olarak bulunmustur. Elde edilen
sonuclar MGO’nun pH’ya duyarliligini ve bazik ortamda daha kararli oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 3. 19. GO’nun farkli pH’lardaki zeta potansiyeli ve ¢ozeltilerin gorintileri (ic

resim)

3.2.8. Termal Analiz

GO ve MGO nanomalzemelerin termal davraniglar1 termal gravimetri analizi (TGA) ve
diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC) kullanilarak incelenmistir. TGA ve DSC
analizleri numunelerin bilesimini belirlemek ve termal stabilitesini ayirt etmek icin bir

aractir [224].
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3.2.8.1. Termogravimetri Analizi

GO’nun TGA termogrami Sekil 3.20°de verilmistir. GO’nun TGA termograminda kiitle
kayiplarinin {i¢ bolgede oldugu goriilmektedir. 100 °C altinda goriilen ilk kiitle kayb1
fiziksel adsorbe edilen suyun ayrismasina atfedilebilir [231]. 199,55 °C merkezli, 150 ve
340 °C arast olan ikinci kiitle kayb1 karboksil, hidroksil ve epoksi gibi oksijen igeren
gruplarin CO, CO2 ve H>O seklinde uzaklasmasindan kaynaklanmistir [102,224]. 350 ve
900 °C arahiginda go6zlenen igiincii kiitle kaybinin ise karbon bozulmasindan

kaynaklandigi diistiiniilmektedir [232].
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Sekil 3. 20. GO nanomalzemenin TGA/DTG termogramlari
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MGO’nun TGA termogrami (Sekil 3.21), GO ile benzer kiitle kaybi egilimini
gOstermistir. Bununla birlikte, kiitle kaybinin miktar1 ve sicaklar farklidir. GO, 100 °C
sicaklikta % 11,40 kutle kaybederken, tim MGO’larda % 2’den daha az kiitle kayb1
gozlenmistir. Kalint1 yiizdesi karsilastirildiginda, GO i¢in kalan miktar % 22,96 iken,
MGO-1, MGO-2, MGO-3 ve MGO-4 i¢in sirasiyla % 42,18, % 42,71, % 48,2 ve %
53,62 olarak saptanmistir. Bu sonuglar, GO’ya gore MGOQ’larin daha yiiksek termal
stabiliteye sahip olduklarini gostermektedir. Ayrica, yiiklenmis demir miktar1 artis1 ile
nano malzemenin termal stabilitesi artmistir. Ote yandan, % 50 kiitle kayip sicakli
dikkate alindiginda; GO i¢in bu deger 294,25 °C iken, MGO-1 MGO-2, ve MGO-3 i¢in
sirastyla 877,61 °C, 882,01 °C ve 891,48 °C olarak bulunmustur. Elde edilen bu sonug,
GO vyuzeyine Fe30s yiklenmesiyle, MGO’nun termal dayanikliliginin artigini

gostermistir.
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Sekil 3. 21. MGO nanomalzemelerin TGA/DTG termogramlari
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Sekil 3.21. (devami) MGO nanomalzemelerin TGA/DTG termogramlari
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3.2.8.2. Diferansiyel Taramah Kalorimetri Analizi

GO and MGO’nun termal oOzellikleri DSC analizi ile de incelenmistir. Sekil 3.22°de
GO’nun DSC termogrami 200 °C merkezli giiclii bir ekzotermik pik gosterilmistir. Bu
pik karboksil, hidroksil ve epoksi gibi oksijen igeren fonksiyonel gruplarin
uzaklagsmasina atfedilebilen 199,55 °C merkezli TGA pikine karsilikli gelmektedir.
MGO’nun termograminda, ani 1s1 kayb1 (ekzotermik pik) bulunmadan 400 °C’ye kadar
kademeli bir disiis goriilmektedir. Bu sonu¢ GO’nun yiizeyine baglanmis FesOs

nanopargaciklari nedeniyle MGO’nun termal stabilitesinin arttigini géstermektedir [22].
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Sekil 3. 22. GO ve MGO’larin DSC termogramlari
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3.3. Polimer Konjuge MGO’nun Karakterizasyonu

GO’nun polimerle fonksiyonlandirilmasi, aglomerasyonu azaltmanin, kararsizlig
Onlemenin ve verimliligi artirmanin en etkili yollarindan biri olarak gdsterilmektedir
[92,233]. Ayrica, GO’nun polimerle fonksiyonlandirilmast hiicre ortaminda
biyouyumlulugu ve stabiliteyi artirabilmektedir. Bu nedenle, segilen ii¢ dogal polimer
PEC, GEL ve CLS kullanilarak GO ile konjugasyonu yapilmistir. Konjuge edilen bu

nanomalzemelerin karakterizasyonu asagida verilmistir.

3.3.1. Pektin Konjuge MGO’nun (MGO@PEC) Karakterizasyonu

3.3.1.1. FTIR Spektrum Analizi

Sekil 3.23’te, MGO, PEC ve MGO@PEC’nin FTIR spektrumlari sunulmustur.
MGO’nun FTIR spektrumu, 3399 cm™’de (O-H gerilmesini), 2926 cm™®’de (C-H
gerilmesini), 1722 cm™¥’de (C=0 asimetrik gerilmesini), 1636 cm™ (C=C gerilmesini),
1561 cm™ (C = O simetrik gerilmesini), 1451 cm™ (O-H egilmesini), 1311 cm™’de (Fe
bagali C-O gerilmesini), 1121 ve 940 cm™’de (C-O epoksi ve hidroksil gerilmesini)
karakteristik pikleri gostermektedir. Ayrica, 643 cm™ ve 532 cm™’de gozlemlenen iki
pik, Fe-O bag etkilesimlerine karsilik gelmektedir [209,234]. PEC spektrumunda, 3343
cm™ ve 2933 cm™*deki pikler O-H ve C-H bagi gerilme titresimini gostermektedir [235].
1740 cm™’deki esterifiye karbonil grubuna karsilik gelen PEC’nin karakteristik pikidir

[123]. 1600, 1405, 1227, 1143 ve 1013 cm™*’deki pikler, sirasiyla, C=0 gerilmesine, O-
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H egilmesine, C-OH gerilmesine, asimetrik metoksi grubuna ait C-O gerilmesine ve C-
O-C gerilmesine karsilik gelmektedir [236]. MGO@PEC’nin spektrumu, MGO ve
PEC’nin karakteristik piklerinin ¢ogunu, bazi durumlarda az bir kayma ile
gostermektedir. Spektrumdan goriilebilecegi gibi, 3305 cm™’deki pik O-H gerilmesine
atfedilebilir, ancak PEC’in rediiksiyon 6zellikleri nedeniyle pikin kuvveti zayiftir [237].
1048 cm™’deki genis pik, MGO ile etkilesim yiiziinden PEC’de 1013 ve 1143 cm™’de
olan C-O gerilmesinin bir araya gelmesinin sonucudur. Ayrica, 1222 cm™ ve 885 cm-
Ldeki, C-OH gerilmesine ve C-H diizlem dis1 egilmesine karsilikli gelen, pikler sadece

pektin yapisina ait olup PEC’nin basarili bir sekilde konjuge edildigini dogrulamaktadir.
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Sekil 3. 23. MGO, PEC ve MGO@PEC nin FTIR spektrumlari
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3.3.1.2. X-1s1m Kirimimm Analizi

MGO@PEC nanotasiyicinin X-1gin1 kirmnimi analizi sonucu saptanan 24,22°, 30,24°,
35,67°, 43,56° 57,24° ve 63,12°’lik 20 degerlerindeki difraksiyon pikleri Sekil 3.24’te
sunulmustur. 24,2211k 26 degerindeki difraksiyon piki, ana grafen tabakasinin kirinimi
ile iligkilidir [105,226]. Geri kalan pikler, FesO4’iin kiibik kristal yapisinin (220), (311),
(400), (511), (440) duzlemlerine karsilik gelmektedir [195]. PEC’nin ise X-1s11 kirinimi
karakteristik  pikleri g0zlenmemistir. Bunun nedeni, konjuge edilen PEC
konsantrasyonunun X-isin1 kirmimi saptama limitlerinden daha diisiik olmasi olabilir.

Benzer sonuglar Kadam ve ark. tarafindan da elde edilmistir [238].

0 25 50 75 100
2-theta (deg)
—MGO ——MGO@PEC

Sekil 3. 24. MGO ve MGO@PEC’nin X-1s1n1 kirmimi
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3.3.1.3. Manyetik Ozellik Analizi

MGO’nun manyetik 6zelliklerine PEC ve PAC yiiklemesinin etkisini degerlendirmek
icin, MGO, MGO@PEC ve MGO@PEC-PAC’nin manyetik 6zellikleri VSM ile analiz
edildi. Sekil 3.25’te gosterildigi gibi, MGO, MGO@PEC ve MGO@PEC-PAC’nin
maksimum manyetik doygunluklar1 16,62, 9,04 ve 7,67 emu g olarak bulunmustur.
Beklendigi gibi MGO’nun manyetik 0Ozellikleri PEC ve PAC konjugasyonundan
etkilenmistir. MGO’nun manyetik doygunlugu PEC konjugasyonu ile 7,58 emu g’
azaldi ve PAC yiiklendiginde 1,37 emu g daha azalma kaydedildi. Bunun nedeni,
konjuge PEC ve PAC, MGO parcacigimi ortererek dis manyetik alana olan tepkilerini
azaltmis olabilecegi diistintildii [239]. Ayrica, PEC ve PAC eklenmesi, pargaciklarin
bilesen oranini degistirir, 6zellikle de manyetik 6zelligi sahip MGO’nun oranini azaltir.
Diger taraftan, tiim naopargaciklarinin histeresis egrilerinden kalict miknatislanma

gOriilmemistir ve bu da parcaciklarin stiperparamanyetik 6zelliklerini gostermistir [229].
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Sekil 3. 25. MGO, MGO@PEC ve MGO@PEC-PAC’nin manyetik histeresis dongusu

3.3.1.4. Yuzey Morfoloji Analizi

MGO ve MGO@PEC nanomalzemenin yiizey morfolojisi TEM kullanilarak incelendi.
MGO ve MGO@PEC’nin TEM gorintilerinden (Sekil 3.26) goriilebilecegi gibi,
MGO’nun yiizey tabakasi nispeten siyah noktalar seklinde dagilan parlak renktedir.
Bununla birlikte, MGO@PEC’nin yiizeyi, sismis gibi goriilen FesOs partikilleri ile
bulanik bir tabaka olarak goriiliiyor. Bu, tabakada dagilan siyah FesOs partikilleri
kaplayan polimerden kaynaklanmaktadir. Diger yandan, PEC konjugasyonunun yiizey
yiikii tizerindeki etkisi Zetasizer kullanilarak incelenmistir. MGO’nun (su iginde) zeta

potansiyeli -20,17 + 1,9 mV iken nanomalzemenin koloidal stabilitesini arttiran PEC

konjugasyonuyla -26,03 + 2,9 mV’e yiikselmistir. Bu sonug, PEC konjugasyonunun,
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nano tasiyicinin yiizey yilkiini onemli Olclide degistirdigini gostermistir. Ayrica,
MGO@PEC’nin pH’ya duyarliligi da incelenmistir. Elde edilen sonu¢ MGO@PEC
nano-yapilari’nin pH 2,0, 5,5 ve 7,4 ¢evre kosullarinda, sirasiyla, 11,63 £ 0,9 mV,
-16,70 £ 2,0 mV ve -28,45 + 0,8 mV zeta potansiyel degerleri ile pH’ya duyarl

oldugunu gostermistir.

2
ed s o
pd 100 NM

A

Sekil 3. 26. MGO ve MGO@PEC’nin TEM gorintlleri
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3.3.1.5. Parcacik Boyutu Analizi

MGO ve MGO@PEC’ nin pargacik boyutu analizi Zeta sizer ile dl¢lilmistiir. Cizelge
3.1, MGO, MGO@PEC ve MGO@PEC-PAC’nin ortalama pargacik boyutu ve
polidispersite indeksini gostermektedir. Cizelgeden goriilebilecegi {izere, MGO,
MGO@PEC ve MGO@PEC-PAC nanopargaciklarinin ortalama boyutlar: sirasiyla 509
+ 55 nm, 534 + 42 nm ve 533 = 55 nm’dir. Elde edilen veriler MGO’nun pargacik
boyutunda PEC konjugasyonu ile biraz genisleme gostermistir. Bu artig, bazi PEC
zincirlerinin - GO  tabakasinin  kenarindaki  karboksilik  gruplariyla  konjuge

gercektirilmesiyle agiklanabilir.

Cizelge 3. 1. MGO, MGO@PEC ve MGO@PEC-PAC’nin ortalama pargacik boyutu ve

polidispersite indeksi. Sonuglar, n = 3’{in ortalama + SS olarak verildi.

Tasiyicilar Boyut (nm) PDI

MGO 509,00 + 55,57 0,526 £ 0,28
MGO@PEC 534,47 £ 41,95 0,545+ 0,12
MGO@PEC-PAC 532,90 + 54,62 0,588 £ 0,09
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3.3.1.6. Termal Analiz

PEC ve MGO@PEC’nin termal 6zellikleri TGA kullanilarak incelendi. Sekil 3.27°de
PEC, MGO ve MGO@PEC’nin TGA termogramlari sunulmustur. TGA termogrami
PEC igin ¢ aralikta kiitle kayb1 gostermistir. 0 — 145 °C sicaklik araliginda olan ilk
kiitle kayb1 (% 8.,9), adsorbe suyun buharlasmasindan kaynaklanmaktadir. 145-370 °C
arasindaki ikinci bolgedeki kiitle kaybi, OH, COOH ve COOCHS3 gibi oksijen iceren
gruplarin ayrismasina atfedilebilir. Son kiitle kaybi (370 — 900 °C), karbon
molekdllerinin  kismen bozulmasindan kaynaklanmaktadir. MGO@PEC’nin  TGA
termogrami, 750 °C’ye kadar hafif bir kiitle kayb1 (% 10,8) ile 6nemli termal kararlilik
artigin1 gostermistir. 745 ile 900 °C arasinda gozlenen ikinci kaybin, karbon molekullerin
bir kisminin bozulmasindan kaynaklandig: disiiniilmektedir. Ayrica, PEC, MGO ve
MGO@PEC’nin TGA termogramlart karsilastirildiginda PEC’nin yuklenmesiyle nano

tastyicinin termal stabilitesinin artigini agikga gorebiliyoruz.
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Sekil 3. 27. MGO, PEC ve MGO@PEC’nin TGA/DTG termogramlari
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Sekil 3.27. (devami) MGO, PEC ve MGO@PEC’nin TGA/DTG termogramlari

3.3.2. Jelatin Konjuge MGO’nun (MGO@GEL) Karakterizasyonu

3.3.2.1. FTIR Spektrum Analizi

MGO, GEL ve MGO@GEL’nin FTIR spektrumu Sekil 3.28’de gosterilmistir.
MGO’nun spektrumu, O-H gerilmesi (3300-3500 cm™’de), C=0 gerilmesi (1722 cm’
1’de) C-O epoksi ve hidroksi gerilmeleri (950-1125 cm™de) ile farkli oksijenli
fonksiyonel gruplarin varligini ortaya g¢ikarmaktadir. Ayrica, aromatik yapinin C=C
gerilme titresimleri 1636 cm™’de bulunmaktadir. GEL spektrumu, diger pikler ile
birlikte amid I gerilme titresimi (C=0, 1630 cm™ '), amid II egilme titresimi (N-H, 1527

cm!), amid I diizlem ici egilme titresimi (N-H, 1238 cm™') ve N-H gerilme
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titresimlerini (3670 cm™!') gostermektedir [135,240-242]. MGO@GEL spektrumu,
jelatinin karakteristik pikleri olan C=0 gerilme titresimi (1630 cm™!"de) ve C-N gerilme

titresimi (1525 cm "’de) gostererek MGO tabakasi iizerindeki jelatin konjugasyonunu

dogrulamistir.
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Sekil 3. 28. MGO, GEL and MGO@GEL’nin FTIR spektrumlari

3.3.2.2. X-1stm1 Kirmnimmm Analizi

GEL ve MGO@GEL’nin X-1s1mn1 kirmimi analizi Sekil 3.29°da verilmistir. MGO ve
MGO@GEL’nin X-1smm1 kirmim desenleri, 24,52°, 30,48°, 35,42° 43,08°, 57,34° ve

63,24 luk 20 degerlerinde kirmimlar gostermistir. Elde edilen, 30,48°, 35,42°, 43,08°,
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57,34° ve 63,24°°deki 20 degerleri sirastyla, Fe3O4’Un saf kiibik kristal yapisinin (220),
(311), (400), (511), (440) dizlemlerine karsilik gelmektedir. 24,52°°deki genis 26 degeri
GO tabakasinin kirinimindan kaynaklanmistir. Ayrica, 20° civarinda olan GEL’nin

kirmimi, 24,52°°deki MGO’nun genis 26 degeriyle birlesmis olabilecegi diistiniilmistiir

[243,244].
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Sekil 3. 29. MGO ve MGO@GEL’nin X-1gin1 kirmimi

3.3.2.3. Manyetik Ozellik Analizi

MGO, MGO@GEL ve MGO@GEL-PAC’nin histeresis doéngisi Sekil 3.30’da
gosterilmistir. MGO’nun manyetik 6zellikleri GEL ve PAC konjugasyonun etkisiyle

azalmistir. Sekilde goriilecegi gibi MGO, MGO@GEL ve MGO@GEL-PAC’nin
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manyetik doygunluklar1 16,62, 9,20 ve 7,81 emu g! olarak bulunmustur.
MGO@PEC’nin manyetik 6zelligi boliimiinde bahsedildigi gibi polimerlerin ve ilaglarin
konjuge edilmesi ana malzemenin manyetik &zelligini azalmaktadir. Diger taraftan,
MGO@GEL ve MGO@GEL-PAC’nin histeresis egrilerinde kalict miknatislanma

goOrilmemesi superparamanyetik 6zellik gosterdigini kanitlamistir [229].
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Sekil 3. 30. MGO, MGO@GEL ve MGO@GEL-PAC’nin manyetik histeresis dongusti

3.3.2.4. Yluzey Morfoloji Analizi

MGO@GEL nanomalzemenin yiizey morfolojisi TEM ile arastirilmistir. Sekil 3.31°de
MGO ve MGO@GEL’nin TEM goriintiileri sunulmustur. GEL konjugasyonundan

sonra, MGO’nun ylzeyi biraz bulaniklasmistir. MGO’nun yiizey kalinligi, yiizeyindeki
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GEL dagilimi nedeniyle ylizey Ortiisii olusturarak artmistir. Diger yandan,
nanomateryalin yiizey yiikiinii degerlendirmek icin MGO@GEL’nin zeta potansiyeli
incelenmistir. Inceleme sonucu, MGO’nun zeta potansiyeli -20,17 £ 1,9 mV ve
MGO@GEL’ninki -24,6 + 4,4 mV oldugu saptanmustir. Jelatinin konjugasyonunda
amino gruplar gibi pozitif yiiklii gruplar zeta potansiyel degerini arttirken karboksilik
asit gibi negatif yukli gruplar zeta potansiyeli’nin azalmasina neden olur [245]. Bu
durumda, negatif yiik artisi gorllmustir ki GEL’nin konjugasyonunu dogrulamistir.
Ayrica, sentezlenen nanotastyicinin pH’ya duyarliligi da arastirilmistir. Buna gore,
MGO@GEL’nin zeta potansiyeli pH 2,0, 5,5 ve 7,4’te sirasiyla, +14,30 + 2,0, -10,4 +
05 ve -21,2 £ 1,0 mV olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonu¢, MGO@GEL

nanotasiyicinin pH’ya duyarli oldugunu gostermistir.
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Sekil 3. 31. MGO ve MGO@GEL’nin TEM goruntuleri

3.3.2.5. Parcacik Boyutu Analizi

Cizelge 3.2’°de MGO, MGO@GEL ve MGO@GEL-PAC’nin ortalama pargacik boyutu
ve polidispersite indeksini verilmistir. MGO, MGO@GEL ve MGO@GEL-PAC
nanopargaciklarinin ortalama boyutlar1 sirasiyla 509 + 55 nm, 545,8 + 64,15 nm ve
548,1 + 49,87 nm olarak bulunmustur. MGO’nun parcacik boyutu GEL
konjugasyonuyla birlikte ylizey alan artis1 gostermistir. GEL zincirlerinin GO

tabakasinin ucundaki karboksilik gruplariyla konjugasyonu bu artisin bir nedeni olarak
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diistintilmistiir. Ayrica, bu artig, ilacin yiklenme kapasitesi artirmak igin énemli bir

faktordur.

Cizelge 3. 2. MGO, MGO@GEL ve MGO@GEL-PAC’nin ortalama pargacik boyutu ve

polidispersite indeksi. Sonuglar, n = 3’{in ortalama + SS olarak verildi.

Tasiyicilar Boyut (nm) PDI

MGO 509,0 + 55,57 0,526 £ 0.28
MGO@GEL 545,8 £ 64,15 0,22+0,14
MGO@GEL-PAC 548,1 + 49,87 0,37+ 0,16

3.3.2.6. Termal Analiz

GEL ve MGO@GEL’nin termal dzelliklerini incelemek i¢cin TGA analizi yapilmistir.

Sekil 3.32’de, GEL, MGO ve MGO@GEL’nin TGA ve DTG termogramlari verilmistir.

TGA termograminda GEL nin kiitle kaybinin ii¢ bolgede oldugu goriilmektedir. 40 °C -

180 °C sicaklik araliginda goriilen ilk kiitle kaybt (% 8,3) adsorbe suyun ayrilmasina

aftedilebilir. 180 °C - 550 °C sicaklik araliginda olan ikinci kiitle kaybinin, jelatin ana

zincirinin bozulmasindan ve 550 °C - 900 °C sicaklik araliginda goriinen hafif kiitle

kaybinin ise, karbon bozulmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Jelatinin yapisal

ayrigmasina karsilik gelen 180 °C - 550 °C araliginda % 66,42°lik kiitle kaybi

gozlenmistir [244,246]. Diger taraftan, DTG egrileri, 300,41 °C’de ana jelatin yapisinin
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bozulmasina karsilik gelen endotermik bir pik gostermisti. MGO@GEL’nin TGA
termograminda iki asamal kiitle kayb1 goriilmiistiir. Tlk kiitle kayb1 (% 14,38), 50 °C —
550 °C arahiginda olup jelatin ve diger oksijen igeren gruplarin kismen degrade
olmasindan kaynaklanmaktadir. 550 °C ve 900 °C arasindaki ikinci kiitle kaybi karbon
yapisinin  kismen bozulmast (CO ve CO: olarak ayrismasi) nedeniyle oldugu

diistiniilmiistiir. Sonuglar, MGO ylzeyinde GEL konjugasyonuyla termal kararliligin

arttigini acikga gostermektedir.
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Sekil 3. 32. MGO, GEL ve MGO@GEL’nin TGA termogramlar1
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3.3.3. Seluloz Konjuge MGO’nun (MGO@CLS) Karakterizasyonu

3.3.3.1. FTIR Spektrum Analizi

MGO, CLS ve MGO@CLS nanomalzemelerinin FTIR spektrumlar1 Sekil 3.33’te
sunulmustur. CLS’nin FTIR spektrumunda, 3431 cm™ (O-H gerilmesi), 2970 cm™ ve
2874 cm™ (CH2 gruplarinin asimetrik ve simetrik titresim gerilmesi), 1453 cm™ (-CH;
egilmesi), 1373 cm™ (CH egilmesi), 1275 cm™ (O-H egilmesi), 1048 cm™ ve 955 cm’
de (C-O gerilmesi) karakteristik pikleri goriilmektedir [137,247]. MGO@CLS’nin
FTIR spektrumunda, MGO’daki O-H ve C-O gruplarinin karakteristik pikleri, CLS’nin
hidroksil gruplart ve MGO’un karboksil gruplari arasindaki zayif etkilesiminden dolay1
kicuk bir kayma ile yerlerini korumuslardir. Ayrica, CLS’nin varligin1 dogrulayan

CLS’ye ait 2862, 1367 ve 852 cm™’de ilave pikler gdzlenmistir.
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Sekil 3. 33. MGO, CLS ve MGO@CLS’nin FTIR spektrumlari

3.3.3.2. X-1is1mm1 Kairimim Analizi

CLS ve MGO@CLS’nin XRD X-isin1  kirinmmi  Sekil 3.34°te  gosterilmistir.
MGO@CLS’nin difraksiyon desenlerinde, MGO tabakasinin kirinimina ve (220), (311),
(400), (511), (440) Fe3O4’lin kiibik kristal yapisinin diizlemlerine karsilik gelen, sirasiyla
24,48°, 30,26°, 35,54°, 43,58°, 57,36° ve 63,52° 20 degerlerinde pikleri goéziikmektedir.
CLS’nin X-1s1mm1 kirinmminin 20° civarinda olmasi bekleniyordu [248,249]. Bununla
birlikte, 24,48°°deki MGO’nun genis piki ile oOrtiismis olabilecegi veya diisiik

konsantrasyon nedeniyle gorulemedigi distinilmektedir.
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Sekil 3. 34. MGO@CLS’nin X-1s1n1 kirinimi

3.3.3.3. Manyetik Ozellik Analizi

Sekil 3.35, MGO, MGO@CLS ve MGO@CLS-PAC’nin histeresis dongusi
gostermigtir.  Sekilde goriilecegi gibi MGO, MGO@GEL ve MGO@GEL-PAC’nin
manyetik doygunluklar1 16,62, 9,50 ve 8,06 emu g* olarak bulunmustur. CLS ve
PAC’nin konjugasyonu MGO’nun manyetik 0zelligi yariya diigiirmiistiir. Ayrica,

histeresis egrileri nanotasiyicilarin stiperparamanyetik 6zellik tasidigini gostermektedir.
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Sekil 3. 35. MGO, MGO@CLS ve MGO@CLS-PAC’nin manyetik histeresis dongust

3.3.3.4. Yuzey Morfoloji Analizi

MGO@CLS’nin yiizey morfolojisi TEM kullanilarak incelenmistir. TEM gorunttlerinde
(Sekil 3.36), MGO’nun ve MGO@CLS’nin yiizey morfolojisi arasindaki farkiliklari
acikca gorulmektedir. MGO@CLS’nin yiizeyi, CLS konjugasyonu nedeniyle plrizsiz,
koyu ve kalin bir tabaka haline gelmistir. MGO ylizeyinde bulunan Fe3O4 partikdlleri,
seliiloz tarafindan tamamen kaplanmistir ve net olarak goriinemez olmustur. YUzeyin
zeta potansiyeli nano-yapilarin yiizey yiikiini degerlendirmek icin arastirilmistir. Elde
edilen sonuca gore, MGO tabakasi tizerine CLS’nin konjugasyonu, mutlak zeta
potansiyel degerini artirarak yilizey yiikiinii degistirmistir. Konjugasyon sonrasinda,

MGO’nun zeta potansiyel degeri -20,17 £ 1,9 mV’den -30,73 £ 2,1 mV’ye yiikselmistir.
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Bu da nanomalzemenin kolloidal kararliiginin artismin bir gostergesidir. Ote yandan,
nano yapilarin pH duyarlili1 incelemek icin, zeta potansiyeli 2,0, 5,5 ve 7,4 pH ¢evre
kosullarinda oOlglilmiistiir. Buna gore, 7,4, 5,5 ve 2,0 pH ortamlar i¢in yiizey yikleri
sirastyla -25,60 + 1,79, -11,05 + 0,55 ve +10,41 + 3,0 mV olarak bulunmustur. Sonug,

MGO@CLS nano-yapilarin pH’ya duyarli oldugunu kanitlamstir.

et 50 NM

:

Sekil 3. 36. MGO ve MGO@CLS’nin TEM goruntleri
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3.3.3.5. Parcacik Boyutu Analizi

MGO, MGO@CLS ve MGO@CLS-PAC’nin ortalama parcgacik boyutu ve polidispersite

indeksini Cizelge 3.3’te sunulmustur. MGO, MGO@CLS ve MGO@CLS-PAC’nin

pargaciklarinin ortalama boyutlar1 sirastyla 509 £ 55 nm, 522,1 + 65,63 nm ve 522,53 +

45,47 nm’dir. CLS’nin konjugasyonu MGO’nun yuzey alani biraz genislemistir. Bunun

nedeni, belirtildigi gibi CLS zincirlerinin GO tabakasmin kenarindaki Kkarboksilik

gruplartyla konjugasyonu oldugunu diistiniilmiistiir.

Cizelge 3. 3. MGO, MGO@CLS ve MGO@CLS-PAC’nin ortalama pargacik boyutu ve

polidispersite indeksi. Sonuglar, n = 3’lin ortalama = SS olarak verildi.

Tastyicilar Boyut (nm) PDI

MGO 509,0 + 55,57 0,526 £ 0.28
MGO@CLS 522,1 + 65,63 0,40 £ 0,15
MGO@CLS-PAC 522,53 + 45,57 0,38+ 0,13

3.3.3.6. Termal Analiz

CLS ve MGO@CLS’nin termal 6zellikleri TGA kullanilarak arastirilmistir. MGO, CLS

ve MGO@CLS’nin TGA / DTG termogramu Sekil 3.37’de gosterilmistir. CLS nin TGA

egrisi, iki termal bozunma asamasini igermektedir. CLS’nin karakteristik fonksiyonel
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gruplarinin ¢ogunun parcalanmasina bagli olan ilk ve ana kiitle kayb1 (% 92,35), 150-
400 °C sicaklik araliginda gézlenmistir. 400 ile 900 °C’deki hafif kiitle kaybi ana
kimyasal yapisinda kalan karbon oksidasyonu nedeniyle ortaya g¢ikmustir.
MGO@CLS’nin TGA egrisi de iki asamali ayrisma gostermistir; bununla birlikte,
CLS’nin aksine, ilk asamada hidroksipropil grubunun kismen bozunmasindan
kaynaklanabilen hafif (% 10,08) kiitle kaybi1 gozlenmistir. Kiitle kaybinin ikinci
asamasinda (400-900 °C), selilloz fonksiyonel gruplarin ve ana yapidaki karbonun

kismen pargalandigi diistiniilmektedir. Bu sonu¢, MGO@CLS’nin CLS ve MGO’dan

daha kararli oldugunu kanitlamistir.
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Sekil 3. 37. MGO, CLS ve MGO@CLS’nin TGA termogramlari
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3.4. Klorin e6 konjuge MGO’nun Karakterizasyonu

Fotodinamik tedavi (PDT) igin 15181 absorplayacak fotoduyarli bir bilesige (PS) ihtiyag
duyulmaktadir [163,250]. Ce6, NIR 15181 ile aktivasyonu, viicuttan nispeten hizli
eliminasyon ve yiiksek singlet oksijen iiretim verimliligi nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir [167,251]. Ayrica, diinya ¢apindaki birgok iilkede, en iyi bilinen ve
PDT i¢in ¢ok arastirilan fotosensitizor olan klorin e6; net bir yapiya, giiglii fotodinamik
aktiviteye ve daha diisiik sitotoksisiteye sahiptir [252]. Ce6’nin molekiil formiilii

Ca4H36N4Og’dur. Sekil 3.38’de Ce6’nin kimyasal yapisi verilmistir.

Sekil 3. 38. Ce6’nin kimyasal yapisi
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3.4.1. UV Spektrum Analizi

Ce6 ve MGO@Ce6 absorbsiyon spektrumlart Sekil 3.39’da verilmistir. Ce6’nin UV
spektrumu 402 nm ve 665 nm’de iki ana absorbsiyon piki icermektedir. MGO@Ce6’nin
UV spektrumuna bakildiginda Ce6’nin 402 nm ve 665 nm’deki pikleri yerlerini
korumuslar ancak siddetleri azalmigtir. Elde edilen spektrumdan MGO (izerine Ce6

yiiklendigi dogrulanmastir.
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Sekil 3. 39. Ce6 ve MGO@Ce6 UV spektrumlari

Ce6’nin konjugasyon verimliligi UV spektrometresi ile incelenmistir. Ce6’nin 402

nm’deki pikini kullanilarak alinan kalibrasyon dogrusundan regresyon R? = 0,9959

bulunmustur (Bkz Ek 2). Ce6’nin yiiklenme kapasitesi ve tutuklanma verimi elde edilen
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kalibrasyon dogrusu yardimiyla hesaplanmistir. Ce6’nin yiiklenme verimliligi artirmak
icin ¢esitli metotlar kullanilmigtir. En son olarak, tutuklanma verimi (EE) ve ylklenme
kapasitesi (LC) sirasiyla % 75 ve % 41 olarak hesaplanmistir. Ayrica, Ce6’nin
konsantrasyonu ile tutuklanma verimi ve yiliklenme kapasitesi arasindaki iligki
incelenmistir. Sekil 3.40 incelendiginde Ce6’nin tutuklanma verimi ve ylklenme
kapasitesinin Ce6 konsantrasyonu artisi ile arttigi tespit edilmistir. Elde edilen ytiklenme
verimi, MGO’nun polimerik miseller ve silis nanopargaciklart gibi diger
fotosensitizorlerin tasiyicilarina kiyasla daha yiiksek yiiklenme etkinligine sahip
oldugunu gostermektedir [253]. Elde edilen sonuglar MGO’nun Ce6 nano tasiyicisi

olarak PDT i¢in ¢ok umut verici bir nanomalzeme oldugunu kanitlanmistir.
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Sekil 3. 40. Farkli Ce6 konsantrasyonunda, Ce6’nin % EE ve % LC
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3.4.2. FTIR Spektrum Analizi

Sekil 3.41°de, MGO, Ce6 ve MGO@Ce6 FTIR spektrumlari sunulmustur. Ce6’nin
spektrumu, 3292, 2964, 2925, 2871, 2525, 1709, 1688, 1598, 1429, 1232 ve 729 cm™°de
pikler géstermistir. 3292 cm™ ve 2850-2950 cm™’deki pikler O-H ve C-H gerilme
titresimlerine atfedilebilir [254]. 1429 cm™’deki pikin N-H egilmesine ve 1709 cm™,
1688 cm™ ve 1598 cm™’deki piklerin ise, sirasiyla karboksil grubunun C=0, C=N ve
C=C baglarmin gerilme titresimine ait oldugunu diisiiniilmektedir [255]. 729 cm™°de
gozlenen pikin  N-H baginin dizlem dis1 egilmesine karsilik gelmektedir.
MGO@Ce6’nin FTIR spektrumu Ce6’nin tiim karakteristik piklerini gostererek Ce6’nin

MGO iizerinde basarili bir sekilde konjuge edildigi kanitlamistir.
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Sekil 3. 41. Ce6 ve MGO@Ce6’nin FTIR spektrumlari
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3.4.3. X-1511 Kirmim Analizi

MGO@Ce6’nin yapisini karakterize etmek i¢in X-1s1n1 kirinimi analizi yapilmigtir. Sekil
3.42, MGO ve MGO@Ce6’nin tipik X-1s1m1 kirinim desenleri sunmustur. MGO’nun
grafen tabakasmin kirinimi ile iligkilendiren, 23,30°de genis bir band1 ve kibik
Fe304’0in standart X-1s1n1 kirmim verilerine karsilik gelen 29,98°, 35,68°, 43,66°, 57,58°
ve 63,15°°de keskin pikleri gostermektedir. MGO@Ce6’nin  difraktogrami
MGO’nunkine benzer olarak bulunmustur ve Ce6’nin X-i1gim1  kirmimi  agikga
gorilmemistir. Bu durumun, siddetli olan MGO’nun X-1sin kirinimlarinin Ce6’nin

piklerini 6rtmesinden kaynaklandig: diisiiniilmiistur.

0 20 40 60 80 100

2-theta (deg)

—MGO —— MGO@Ceb

Sekil 3. 42. MGO ve MGO@Ce6’nin X-1s1n1 kirinimi
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3.4.4. Yuzey Morfoloji Analizi

Ce6’nin MGO ile konjugasyonun etkisini arastirmak igin yuzey morfoloji analizi; TEM
ve Zetasizer ile incelenmistir. MGO ve MGO@Ce6’nin TEM goriintleri Sekil 3.43’te
verilmistir. Sekilden goriilecegi gibi, Ce6 yilklenmesiyle yiizey goriintisinde 6nemli
degisiklik goriilmemistir. Ancak, yuzey yuku zetasizer ile 6l¢iildiigiinde, farkli degerler
alinmigtir. MGO’nun sudaki zeta potansiyeli -20,17 + 1,9 mV iken MGO@Ce6 zeta
potansiyeli beklendigi gibi, negatif yiiklii Ce6 yiiklenmesiyle yliksek negatif degere (-

28,65 £ 2,85 mV) kaymustir.

50 nm

Sekil 3. 43. MGO ve MGO@Ce6’nin TEM goriintiileri
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3.4.5. Termal Analiz

MGO@Ce6’nin termal davranislart TGA ile incelenmistir ve Sekil 3.44’te sunulmustur.
TGA termograminda, iki bozunma bélgesi bulunmaktadir. ilk bozunma, 500 °C altinda
olup OH, COOH ve CO gibi oksijen igeren gruplarin uzaklagsmasindan, 500 ve 900 °C
arast olan ikinci ise ana yapisindan karbonun kismi bozunmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir [228, 234]. MGO ve MGO@Ce6’nin TGA termogrami arasinda
onemli bir fark bulunmamaktadir. Bu sonug, MGO’nun termal davranisinin Ce6

konjugasyonundan etkilenmedigini gostermektedir.
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Sekil 3. 44. MGO ve MGO@Ce6’nin TGA termogramlari
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3.5. Aptamer Konjuge MGO’nun Karakterizasyonu

Hedefli ila¢c verme, spesifik hiicreleri veya dokuyu taniyabilen bir hedefleme ajani
kullanarak ilaglarin viicudun belirli bir boliimiine iletilmesidir [150]. Aptamer (APT),
kanser tedavisinde kullanilan hedefleyici ajanlardan biridir [155]. APT; proteinler,
niikleik asitler, hiicreler ve dokular dahil olmak fiizere c¢esitli molekiiler hedeflere
spesifik olarak baglanabilen kisa, sentetik, tek sarmal oligoniikleotittir [256]. Bu
caligmada MCF-7 kanser hiicresindeki O-glikoz konjuge edilmis musin protini (MUC1)
taniyabilen aptamer kullanilmistir. Hazirlanan MGO@APT’nin  yapisi UV
spektrometresi ile aydinlatilmigtir. Sekil 3.45’te APT ve MGO@APT’nin UV
spektrumlart verilmistir. APT’nin 261 nm ve 500 nm’de iki karakteristik pikleri
bulunmaktadir. Bu pikler MGO@APT nin spektrumunda siddetleri azalmasi disinda
acik olarak goriinebilmektedir. Elde edilen bulgular APT’nin konjugasyonunu

kanitlamistir.
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Sekil 3. 45. MGO ve MGO@APT nin UV absorpsiyon spektrumlari

3.6. Ila¢ Yiiklenmesi ve Karakterizasyonu

3.6.1. PAC’nin MGO’ya Yuklenmesi ve Karakterizasyonu

PAC kanser hiicrelerine yiiksek sitotoksisite gdsteren, yaygin olarak kullanilan bir ilagtir
[257]. PAC taxus drevifoliaden elde edildiginden bu yana kanser tedavisinde énemli
roller oynamaktadir [258-260]. PAC, meme kanseri, yumurtalik kanseri, kolon kanseri,
akciger kanseri ve boyun kanseri gibi genis bir kanser tiirline karsi aktiftir [261].
PAC’nin molekul formill Cs7HsiNO14 seklindedir ve kimyasal yapisi Sekil 3.46°da

gosterilmistir.
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MGO nanomalzeme hidrofobik karbonlar ve aromatik gruplar1 icermektedir. Ayrica,
nanomalzemeyi amfifilik hale getiren -OH ve -COOH gibi oksijen igeren gruplart vardir
[262]. MGO nanomalzemenin ve PAC’nin hidrofobik ve aromatik gruplari arasindaki
hidrofobik etkilesimler ve fiziksel n-n istiflemeler yoluyla PAC, MGO yizeyine
yuklenebilmektedir [198,263]. II-n istifleme, nanotasiyicinin ve ilacin aromatik
gruplarinin p-orbitalleri arasindaki molekiiller arasi ortiisme ile gerceklestirir [264].
Ayn1 zamanda, nanomalzemenin -OH ve -COOH gibi aktif islevsel gruplar1 PAC’deki -

OH, -C=0 ve -NH gruplart ile etkilesime girerek hidrojen bagi olusturmaktadirlar [265].

Sekil 3. 46. PAC’nin kimyasal yapisi
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3.6.1.1. UV Spektrum Analizi

MGO (zerinde PAC yuklenmesi UV absorpsiyon spektrumunda 231 nm’deki PAC’nin
karakteristik absorpsiyon piki ile dogrulanmistir. Sekil 3.47°de PAC ve
PAC@MGO’nun UV spektrumlart sunulmustur. Sekil incelendiginde 231 nm’deki

PAC’nin karakteristik piki MGO@PAC’nin spektrumunda kolayca goriinmektedir.

15

1.25 A

0.75 1

Absorbans

0.5 1

0.25 1

0

200 225 250 275 300 325 350
Dalga boyu (nm)

=== M GO@PAC === PAC

Sekil 3. 47. PAC’nin ve MGO@PAC’nin UV spektrumu

Diger yandan, PAC’nin yiklenme performanst GO ve dort farklit MGO nano tastyicilari
kullanilarak arastirilmistir. Sekil 3.48’de PAC’nin tutuklanma verimleri (EE) ve
yuklenme kapasitesi (LC) verilmistir. Sekil’den goriilecegi gibi, GO, MGO-1, MGO-2,
MGO-3, ve MGO-4’(in tutklanma verimi sirasiyla % 67,12 + 6,0, % 75,96 + 5,8, %

79,30 + 4,4 % 85,04 + 4,0 ve % 95,75 + 4,1 bulunmustur. Benzer sekilde, yuklenme
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kapasitesi i¢in sirasiyla % 12,42 + 2,0, % 17,26 + 2,0, % 18,28 + 2,3, % 19,33 + 1,8 ve
% 21,38 + 1,9 olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuclara gore, GO (zerinde ylklenen

Fes30s artirlldiginda, ilag yiikleme performansi artmistir. Bu durum sentezlenen MGO

nano malzemenin ¢ok iyi bir ilag tasiyicisi olabilecegini gostermektedir.
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Sekil 3. 48. GO ve MGO’larin yiikleme kapasitesi ve tutukanma verimleri

3.6.1.2. FTIR Spektrum Analizi

PAC ve MGO@PAC’nin FTIR spektrumlar1 Sekil 3.49°da verilmistir. PAC’nin FTIR
spektrumundaki 3515-3400 cm™’deki pikler N-H gerilme titresimleri, 3303 cm™’deki O-
H gerilme titresimi ve 2970-2900 cm™°de bulunan pikler CH, asimetrik ve simetrik

gerilme titresimleri olarak belirlenmistir [266]. 1734 ve 1707 cm™’de yer alan pikler,
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ester ve keton gruplarinda bulunan C=0’nun gerilme titresimine atfedilmistir [267,268].
Amid C=0 gerilme titresimleri 1645 cm™ civarindayken, CHs deformasyonu ve C-N
gerilme titresimleri sirastyla 1369 ve 1242 cm™’de bulunmaktadir. 1072 cm™, 985 cm™?
ve 705 cm™’deki pikler, sirastyla C-O-C gerilme titresimi, C-H diizlem ici ve diizlem
dis1 deformasyonuna atfedilmistir [269]. MGO@PAC spektrumunda, 3654 civarindaki
genis pikin PAC’ten gelen N-H baginin gerilme titresimine ait oldugu distiniilmiistiir.
Ayrica, 1369 ve 705 cm™’deki PAC’nin Kkarakteristik piklerinin ayn1 bdlgede ¢ikmasi

MGO nanotastyici lizerine PAC ilacin basariyla yiiklendigini dogrulamistir.
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Sekil 3. 49. PAC ve MGO@PAC’nin FTIR spektrumlari
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3.6.1.3. Yuzey Morfoloji Analizi

MGO nano tastyici iizerinde PAC ilaci yiiklendikten sonra MGO’nun yiizey morfolojisi
TEM ve Zetasizer ile incelenmistir. Sekil 3.50’de MGO ve MGO@PAC’nin TEM
goriintiist ~ verilmistir. TEM  goriintiisinde, PAC MGO yuzeyinin  Fe3O4
nanopargacikalarin (siyah noktalar) oldugu yerlerde daha fazla kaplamigtir. Bu gorinti
PAC’nin Fe304 lizerinde daha fazla yiiklenebildigini isaret edebilir. Bu sonu¢ yukarida
verilen MGO’larin  PAC yiikleme performanslar1 ile tutarlidir. Ote yandan,
MGO@PAC’nin zeta potansiyeli incelendiginde, MGO@PAC’nin yilzey yuki
deiyonize su iginde -20,17 + 1,9 mV’den -27,01 + 1,8 mV’ya artmustir. Ylzey yUkinin

artmas1 PAC’nin MGO ytizeyinde yuklenmesini dogrulamistir.

——— 100 nm ]

Sekil 3. 50. MGO ve MGO@PAC’nin TEM goriintiileri
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3.6.1.4. Termal Analiz

PAC ve MGO@PAC’nin termal 6zellikleri TGA ve DSC analizleriyle arastirilmistir.
Sekil 3.51’de PAC ve MGO@PAC’nin TGA ve DSC termogramlari verilmistir.
PAC’nin TGA termograminda (Sekil 3.51a), PAC’nin bozulmasina atfedilen 233,22
°C’de kiitle kayb1 (% 65) gorulmektedir. Ayrica, 900 °C’de PAC’nin % 90 kiitle kayb1
olmustur. Bu sonu¢ PAC’nin yiiksek sicakliga dayanamadigini gostermektedir.
MGO@PAC’nin TGA termogramina bakildiginda (Sekil 3.51b), MGO@PAC’nin
termal dayanimi MGO’ya gore daha azdir, bu durum ise PAC’nin yiiklendigini
dogrulamaktadir. Diger yandan, PAC’nin DSC termogrami ilacin erime noktasina
karsilik gelen 223,83 °C’de karakteristik pik gostermektedir. Ayrica bozunma noktasina
atfedilen ekzotermik pik 243,55 °C’de bulunmaktadir [261,270,271]. MGO@PAC’nin
DSC termogram ise (Sekil 3.51c), PAC’nin bozunma noktasina karsilikli gelen 246,61
°C’de diisiik siddetli bir ekzotermik pik gostermistir. Elde edilen veriler, PAC’nin MGO

Uzerinde yiiklendigini desteklemektedir.
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Sekil 3. 51. PAC ve MGO@PAC’nin TGA (a, b) ve DSC (c) termogramlari
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Sekil 3.51. (devami) PAC ve MGO@PAC’nin TGA (a, b) ve DSC (c) termogramlari

3.6.2. PAC’nin Polimer Konjuge MGO’ya Y uklenmesi

Polimerlerin konjuge edilmesinin ila¢ ylklenmesinde gosterecegi etkiyi arastirmak igin
MGO@PEC, MGO@GEL ve MGO@CLS’nin ila¢ yukleme performansi incelenmistir.
Elde edilen, veriler Sekil 3.52°de verilmistir. MGO, MGO@PEC, MGO@GEL ve
MGO@CLS’nin % EE orani sirasiyla % 75,68 + 5,8, % 80,77 + 4,8, % 74,69 + 5,8 ve
% 78,57+ 6,9 olarak bulunmustur. MGO nanomalzemenin polimer ile konjugasyonu,
belirgin olarak yiikleme performansini etkilememistir. MGO@GEL’nin yukleme
performanst1 MGO’ya gore hemen hemen aymidir, ancak, MGO@PEC ve
MGO@CLS’ninki biraz yiiksek bulunmustur. Bazi polimer zincirlerin MGO kenarinda

bulunan karbosilik asit gruplar ile konjugasyonuyla tasiyicinin yilizey alani artabilir. Bu

115



durum daha fazla ilag yuklenmesine yol agmaktadir. Ayrica, konjuge edilen polimerin
yapisi iizerindeki aktif fonksiyonel gruplar ile ila¢ arasindaki hidrojen bag etkilesimi

gozlenen ilag yiikleme performansi artisina neden olabilecegi diistiniilmistiir [118] .
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Sekil 3. 52. MGO, MGO@PEC, MGO@GEL ve MGO@CLS’nin % LC ve % EE

3.6.3. Doksorobisin’in MGO’ya Y uklenmesi ve Karakterizasyonu

DOX, gesitli kanser tiimorlerine karst miikkemmel anti-timor etkisiyle klinik uygulamada
yaygin olarak kullanilan ilaglardandir [272,273]. Gilinlimiizde, nanotipin bir pargasi
olarak azalmis toksisite ve yiiksek tedavi etkinligi gostererek bircok kanser hastalarini
tedavi etmek icin kullanilmaktadir [274]. Meme kanseri, yumurtalik kanseri, akciger
kanseri, noroblastoma kanseri, 16semi vb. gibi kanser tedavisinde en c¢ok kullanilan

ilaglardan biridir. DOX’un molekil formili Cz7H2o0NO11  seklindedir ve kimyasal
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yapist Sekil 3.53’te verilmistir. DOX, fiziksel n-n istifleme ve hidrofobik etkilesimler
yoluyla MGO yiizeyine yiklenebilmektedir [22]. Ayrica, MGO ve DOX arasi hidrojen
bag etkilesimleri vardir. DOX’un MGO’ya yiklendiktan sonra PAC’deki gibi UV
absorbans spektrometresi kullanilarak yiiklenme kapasitesi ve tutuklanma verimleri
hesaplanmistir. DOX ilac1t UV absorpsiyonunda bes tane karakteristik pik gostermistir.
Bu piklerden 474 nm’de bulunan pik kullanilarak lineer regresyon (R? = 0,997) ile
normalize egrisi ¢izilmistir (Bkz Ek 3). DOX’un tutuklanma verimi ve yiklenme

kapasitesi sirasiyla % 72,47 + 6,4 ve % 34,03 + 4,8 bulunmustur.

Sekil 3. 53. Doksorubisin’in kimyasal yapisi

3.6.3.1. UV Spektrum Analizi

GO uzerinde DOX’un yuklenmesi UV ve FTIR spektrumlari ile incelenmistir. Sekil
3.54’te DOX, ve MGO@DOX’un UV spektrumlar1 sunulmustur. MGO@DOX’un

spektrumunda DOX’un karakteristik bes piki; 233 nm, 253 nm, 291 nm, 474 nm, 499
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nm ve 533 nm’de bulunmaktadirlar. Bu piklerde siddet azalmasi disinda yerlerinde bir

kayma olmamuistir. Sonuglar, DOX’un MGO iizerinde yiiklendigini desteklemektedir.
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Sekil 3. 54. MGO@DOX ve DOX’un UV spektrumlari

3.6.3.2. FTIR Spektrum Analizi

Sekil 3.55 MGO, MGO@DOX ve DOX’un FTIR spektrumlarini gdstermektedir.
DOX’un FTIR spektrumunda, 3529 ve 3323 cm™’deki pikler N-H ve O-H baglarmin

! arasindaki pikler metilen

titresim gerilmesine karsilik gelirken, 2950 ve 2890 cm’
grubunun (-CH2) asimetrik ve simetrik gerilmesiyle iliskilidir [275,276]. Ayrica, 1730
cm™°de C = O gerilmesi, 1616 ve 1581 cm™°de primer aminin N-H egilmesi, 1413 cm"
Lde alkollerin O-H egilmesi, 1284 cm™’de C-N gerilmesi, 1114 ve 1072 cm™’de C-O

gerilmeleri ve 675-900 cm™'de diizlem dis1 O-H egilmesi ile iliskilendirilmektedir [277].
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MGO@DOX’un FTIR spektrumu MGO’ya kiyasla gérdiigiimiizde, 3538 cm™ 1205 cm?
ve 864 cm™’de pikler gozlenmistir. Bu pikler DOX’un MGOQ’ya yiiklenmesini

dogrulamaktadir.
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Sekil 3. 55. MGO, DOX ve MGO@DOX’un FTIR spektrumlari

3.7. In Vitro ila¢ Salim

3.7.1. PAC’nin MGO’dan In Vitro Salim

Hazirlanan nano yapilarin in vitro ila¢ salim kapasiteleri ve pH’ya duyarliliklari, pH 7,4,

(normal fizyolojik ortam pH’s1), pH 5,5 (kanser hiicresinin endomozal pH’s1) ve pH 2,0
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(mide ortam1 pH’s1) incelenmistir. Sekil 3.56’da pH 2,0, 55 ve 7,4°deki
MGO@PAC’nin PAC salim profili gosterilmektedir. Sekil incelendiginde, PAC’nin
salimi iki agamada gerceklesmistir. Birinci asama ilk 6 saat i¢inde ger¢eklesmis ve hizl
PAC salimi izlenmistir. Bu salim orant kismen yiiksek spesifik ylizey alanina sahip
MGO nanoparcaciklar yiizeyine adsorbe olan PAC’nin salinmasina bagli olabilir. Ikinci
asamada, PAC’nin salim hiz1 yavas yavas giderek sabit bir degere ulasmistir. ilag salim
sisteminde, ilacin ikili salim asamasindan (bi-phasic) olusmasi tedavide 6nemli bir rol
oynayacaktir. Ilk asamada salman ilag hizla hastalig1 tedavi edebilir ve yavas salimli

asamasl iyilestirici etkisinin pekistirilmesini saglar [278].

MGO’nun PAC salim1 pH 7,4, 5,5, ve 2,0 ortamlarinda sirasiyla % 17,89 + 1,0, % 23,72
+ 1,8 ve % 69,59 + 3,0 olarak bulunmustur (Sekil 3.56). Disiik pH’larda (2,0 ve 5,5)
salinan ilag miktar1, bazik ortama (pH 7,4) gore, 6nemli 6l¢ude daha yiksektir. PAC’nin
salim artig1 istatistiksel olarak analiz edildi ve anlamli bulundu (p < 0,05). Sonuc,
MGO’nun ila¢ saliminda kanser hiicre tedavisi i¢in énemli bir faktdr olan pH’ya duyarlt
oldugunu gostermektedir. Gozlenen pH duyarliliginin nedeni, asidik ortamda MGO’nun
islevsel gruplarinin protonlanmast sonucu, ilag ve tasiyici arasindaki baglanma
kuvvetlerinin kismen ayrismasi olabilir [279]. Bu asidik ortamdaki hidrojen bag
etkilesimlerinin azalmasi salinan paklitaksel miktarimi artirabilmektedir. Ote yandan,
notr ve bazik kosullarda ila¢ ve nano tasiyict arasinda nispeten daha giiclii hidrojen
baglanma etkilesiminin olmasi, diisiik bir PAC salimiyla sonug¢landigi diisiiniilmektedir
[280]. Bu sonug timor spesifik ilag verme sistemleri icin ¢ok 6nemlidir ¢lnki timaor

dokularinin hiicresel ortami asidiktir. Genellikle, kanser ilaglari, asidik endozomlar ve
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lizozomlar’dan tasinip bir timor hiicresi igine teslim edilebilmektedir. Bu asidik tiimor
ortami normal dokulara kars1 olan yan etkileri azaltmak suretiyle, pH ile aktive edilmis

MGO ilag saliminin elde edilmesini saglamaktadir [204].
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Sekil 3. 56. pH 2,0, 5,5 ve 7,4 ortamlarinda MGO’nun PAC salim1. Veriler, ortalama +

SS, P <0,05 (n = 3) olarak ifade edildi.

Ayrica, MGO-1, MGO-2, MGO-3 ve MGO-4’lUin PAC salim performanslari pH 5,5 ve
7,4’de arastirilmastir. Sekil 3.57a’da, MGO-1, MGO-2, MGO-3 ve MGO-4’lin pH 7,4
ortamdaki PAC salim yiizdeleri sirasiyla % 17,89 + 1,0, % 21,80 £ 1,9, % 22,82 + 1,7 ve
% 24,0 + 0,9 olarak gosterilmistir. Ayni sekilde, pH 5,5’te (Sekil 3.57b) PAC salim

yluzdeleri, % 23,72 + 1,8, % 25,72 £ 2,5, % 29,29 + 1,2 ve % 32,02 + 2,3 olarak
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bulumustur. Ayrica, bitin MGO’lar pH 5,5’te daha fazla PAC salim1 gOstererek, pH’ya

duyarli olduklart dogrulanmustir.
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Sekil 3. 57. MGO-1, MGO-2, MGO-3 ve MGO-4 PAC salim profili, (a) pH 7,4 (b) pH

5,5. Veriler, ortalama = SS, P <0,05 (n = 3) olarak ifade edildi.
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Diger taraftan, MGO pargaciklarindan ila¢ salma mekanizmasi1 Korsmeyer-Peppas
modeli ile degerlendirilmistir. Cizelge 3.4’te pH 5,5 ve 7,4’teki MGO-1@PAC, MGO-
2@PAC, MGO-3@PAC ve MGO-4@PAC’nin Korsmeyer-Peppas modeline gére n
degerleri sunulmustur. Elde edilen sonug gosterdigi gibi, tiim nano tasiyicilar i¢in n’nin
degeri, hem pH 5,5 hem de 7,4’te 0,45’ten diisiik bulunmustur. Bu n degeri PAC’nin
salim mekanizmasi Fick diflizyonu oldugunu gdstermistir; yani, nano tagiyicilardan PAC

salim1 esas olarak ilacin diflizyonuna baglidir [200].

Cizelge 3. 4. Korsmeyer-Peppas modeli kullanilarak PAC salim profilinden hesaplanan

n degerleri.

Tastyicilar Ortamin n degerleri  Regresyon (r)

pH’s1
MGO-1@PAC 55 0,250 0,9503

7,4 0,314 0,9402
MGO-2@PAC 55 0,206 0,9613

7,4 0,171 0,9317
MGO-3@PAC 55 0,207 0,9752

7,4 0,178 0,9366
MGO-4@PAC 55 0,210 0,9686

7,4 0,190 0,9412
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3.7.2. PAC’nin Polimer Konjuge MGO’dan in Vitro Sahm

MGO@PEC, MGO@GEL ve MGO@CLS’nin ilag salim kabiliyeti, polimer
konjugasyonun salim performansi lizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in arastirilmistir.
Ayrica, nano tastyicilarin farkli pH ortamlardaki salim 6zelliklerini incelemek igin, pH
5,5 ve 7,4 iginde yapildi. Sekil 5.58°de, 5,5 ve 7,4 pH ortamdaki MGO, MGO@PEC,
MGO@GEL ve MGO@CLS’nin PAC salim degerleri sunulmustur. Salim profilinden
goriilebilecegi gibi, polimer konjuge nano tastyicilarin salim performansinda bir miktar
artma gozlenmistir. MGO, MGO@PEC, MGO@GEL ve MGO@CLS nano tastyicilar
pH 7,4’de PAC salim sonuglari (Sekil 5.58a) sirasiyla, % 17,89 + 1,0, % 22,55 + 2,0, %
19,15 + 1,4, ve % 26,88 + 2,0 olarak hesaplanmistir. Polimer konjugasyonu etkisiyle
gelen salim farklari istatiksel olarak incelenmis ve elde edilen hesaplama sonucunda
anlamli (P < 0,05) olarak degerlendirilmisir. Bu sonuglar dogrultusunda, MGO@CLS

en iyi salim yapan tasiyiciy1 olarak bulunmustur.

Diger taraftan, MGO, MGO@PEC, MGO@GEL ve MGO@CLS’nin 5,5 pH’daki salim
yuzdeleri (Sekil 5.58b), sirasiyla % 23,72 + 1,8, % 30,65 + 2,1, % 37,23 + 1,2 ve %
40,66 + 1,8 olarak bulunmustur. Alinan sonuclara gore, pH 5,5 salim ortaminda, tiim
nano tastyicilarin salim performansi istatiksel olarak anlamli bir artis ile pH’ya duyarh
ozellik gostermiglerdir. Hazirlanan MGO ve polimer konjuge MGO nano-yapilarin
pH’ya duyarlhi ilag saliminda, nano-yapilar1 ve PAC arasinda hidrojen bag
etkilesimlerinin rol oynadigi diisliniilmektedir. Asidik ortamda, PAC’nin salim hizinin

artmasi, asidik ortamda MGO fonksiyonel gruplarin protonlanmasi ve bunun sonucunda
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ilag ve tasiyict arasindaki hidrojen baginin kismen ayrigmasi olabilir. Ayrica, notr ve
bazik kosullarda nanotasiyici ve ilag arasinda nispeten daha gii¢lii hidrojen baglanma

etkilesimi PAC saliminin azalmasina neden olabilir [204,279].
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Sekil 3. 58. MGO, MGO@PEC, MGO@GEL and MGO@CLS’nin PAC salimi (a) 7,4
pH’da, (b) 5,5 pH’da. Veriler, ortalama + SS, n = 3 ve P <0,05 olarak ifade

edildi.
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Diger taraftan, polimer konjuge MGO’larindan ila¢ salma mekanizmasi Korsmeyer-
Peppas modeli ile degerlendirilmistir. pH 5,5 ve 7,4’te MGO@PEC-PAC, MGO@GEL-
PAC ve MGO@CLS-PAC’nin Korsmeyer-Peppas modele gore hesaplanan n degerleri
Cizelge 3.5’te verilmistir. Tiim nano tasiyicilar hem pH 5,5 hem de 7,4’te 0,45’ten az n
degeri gostererek PAC’nin salim mekanizmasi Fick difiizyonu oldugunu kanitlanmistir

[200].

Cizelge 3. 5. Korsmeyer-Peppas modeli kullanilarak polimer konjuge MGO’larin PAC

salim profilinden hesaplanan n degerleri.

Tasiyicilar Ortamin n degerleri Regresyon (r)
pH’s1
MGO@PEC-PAC 55 0,237 0,9405
7,4 0,187 0,9859
MGO@GEL-PAC 55 0,245 0,9440
7,4 0,134 0,9762
MGO@CLS-PAC 55 0,196 0,9551
7,4 0,192 0,9646

3.7.3. DOX’un In Vitro Salim

DOX’un in vitro salimint incelemek icin DOX yikli MGO (MGO@DOX) nano-
yapilar1 pH 7,4 (PBS), ve pH 5,5 (asetik asit/asetat tampon) ortaminda, 474 nm dalga

boyun’daki UV absorbans spektrumu kullanilarak incelenmistir. Sekil 3.59°da, pH 5,5
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ve 7,4’deki MGO@DOX’un salim profili verilmistir. DOX’un 5 giin iginde salinan
miktar1 pH 5,5 ve 7,4 ortamlarinda sirasiyla % 34,78 + 1,4 ve % 20,71 + 1,0 olarak
bulunmustur. Bu sonu¢, MGO’nun ila¢ saliminda kanser hiicre tedavisi i¢in onemli bir
faktor olan pH’ya duyarli oldugunu gostermektedir, ayn1 zamanda, litiiratiirdeki benzer

calismalarin degerleri ile uyumlu sonuclar bulunmustur [174,281].
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Sekil 3. 59. MGO@DOX’un pH 7,4 ve 5,5 ortamlarinda salim profili. Veriler, ortalama

+SS, n =3 ve P <0,05 olarak ifade edildi.

MGO@DOX un ila¢ salim mekanizmasi degerlendirmek i¢in Korsmeyer-Peppas modeli
kullanilmistir. Cizelge 3.6’da, pH 55 ve 7,4’te Korsmeyer-Peppas modele gore
hesaplanan n degerleri verilmistir. Elde edilen sonuca gore (n < 0,45) MGO@DOX’un

ilag salim salim mekanizmasi Fick difiizyonu oldugunu kanitlanmistir [200].
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Cizelge 3. 6. Korsmeyer-Peppas modeli kullanilarak MGO@DOX salim profilinden

hesaplanan n degerleri.

Tasiyic Ortamin pH’s1  n degerleri  Regresyon (r)
MGO@DOX 55 0,190 0,9413
7,4 0,201 0,9390

3.8. Hiicre Kiiltiir Calismalar:

3.8.1. MGO’larin Biyouyumluluk

MGO nanomalzemenin biyouyumluluklarini degerlendirmek igin in vitro sitotoksisite
MTT deneyi ile, L929 fibroblast normal hiicre kullanilarak incelenmistir. MGO’nun
biyouyumluluguna Fe3Os konsantrasyonlarinin etkisini incelemek igin, farkli Fe3Os
oranli (MGO-1, MGO-2 MGO-3, ve MGO-4) drnekleri uygulanmistir. Numuneler, 24
saat boyunca, alt1 farkli konsantrasyonda (200 pg mL™, 100 pg mL?, 50 pg mL?, 25 pg
mL?, 12,5 pg mL? ve 6,5 ug mL?) test edilmistir. Sekil 3.60a’da gosterildigi gibi,
nano- yapilarin canliliklart konsantrasyona baglidir. Numunenin konsantrasyonu
arttikca, biyouyumlulugu azalmistir. Bu sonugtan, hazirlanan MGO nanoparcaciklarin 1-
200 pg mL? konsantrasyon araliginda biyouyumlu oldugu sonucuna varilabilir. Ayrica,
GO tabaka iizerine yiiklenmis Fe3Os4 miktarmin etkisi de incelenmistir (Sekil 3.60Db).
Grafen oksit lizerine yiiklenmis Fe3Os miktar1 arttik¢a nanopargacigin biyouyumlulugu

artmigtir. MGO-1, MGO-2, MGO-3 ve MGO-4’niin hiicre canlilig: sirasiyla, % 84,16 +
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3,0, % 86,65 + 2,4, % 90,45 £ 3,0 ve % 95,82 £ 3,0 olarak bulunmustur. Yukaridaki

verilerden, MGO’larin GO’dan daha biyouyumlu oldugunu sdylenebilir.
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Sekil 3. 60. MGO’nun farkli konsantrasyonundaki hiicre canlilig1 (a), GO ve MGO’larin

100 pg mL™Y°deki hiicre canlilig (b)

Diger yandan, PDT icin fotosensitizor olarak uygulanan Ce6 ve MCF-7 kanser

hiicresinine hedefleyici olan APT ile kojuge edilen MGO’larin biyouyumluluklar1 ayni
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metot kullanilarak arastirilmistir. Sekil 3.61°’de MGO@Ce6 ve MGO@APT ’nin L929
fibroblast hicresi ile muamele edildikten sonra bulunan hiicre canliligi verilmistir.
Sekilden giiriilecegi gibi nanomalzemelerinin hiicre canlilig1 verilen konsantrasyonda

yiiksek bulunmustur ki bu sonug da biyouyumlu olduklarini géstermistir.
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Sekil 3. 61. MGO@APT, MGO@Ce6 ve MGO@Ce6-APT nin farkli konsantrasyonda

hiicre canlilig1

3.8.2. Polimer YUkl MGO’larin Biyouyumluluk

MGO@PEC, MGO@GEL ve MGO@CLS nanomalzemelerinin biyouyumluluklarini
degerlendirmek igin, in vitro sitotoksisite MTT deneyi ile, L929 fibroblast normal hiicre

kullanilarak incelenmistir. Sekil 3.62’de gortildiigi gibi, nano-yapilarin biyouyumlulugu
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polimer konjugasyonu ile artmistir. Ayrica, canliliklarin yiizdesi konsantrasyona
baglidir. Numunenin konsantrasyonu arttikca, biyouyumlulugu azalmistir. Diisiik
konsantrasyonda (12,5 ve 25 pg mL™?), hemen hemen tiim hiicreler canlidirlar. Ancak,
yiiksek konsantrasyonda (200 ug mL™) hiicre inhibisyonu bir miktar gozlenmektedir. Bu
sonuctan, hazirlanan polimer konjuge MGO nano-yapilarin biyouyumlu oldugu

sonucuna varilabilir [117].
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Sekil 3. 62. MGO, MGO@PEC, MGO@GEL ve MGO@CLS’nin hiicre canliligi

3.8.3. Nano-yapilarin Antikanser Aktivitesi

Ilag yiiklii MGO’nun ve serbest ilaclarin MCF-7 kanser hiicresi tizerinde sitotoksisitesini

incelemek icin MTT analizi kullanilmistir. MCF-7 hiicresi, 72 saat boyunca 3,125 ile
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100 ng mL*? konsantrasyon araliginda ornekler ile inkiibe edildikten sonra hiicre
canliliklar1 okunmustur. Sekil 3.63’'te MGO, MGO@PAC, MGO@DOX, PAC ve
DOX’un, 25 ng mL? ila¢ konsantrasyonda, hiicre canlilig1 egrisi verilmistir. Sekilden
goriilebilecegi gibi, hiicre canliligi yiizdesi MGO, MGO@PAC, MGO@DOX, PAC ve
DOX igin sirastyla % 92,0 + 3,23, % 19,92 + 2,43, % 17,63 + 2,54, % 15,11 + 1,42 ve
% 12,62 + 1,57 olarak bulunmustur. Kullanilan ilag miktar1 ¢ok az olmasina ragmen
ilaglarin ikisi de hiicre biiylimesini asir1 derecede inhibe etmistir. Ayrica, ilag yukli
MGO’lar (MGO@PAC ve MGO@DOX) hicrelerin % 80’den fazla oldirerek etkisini
gostermistir. Diger yandan, ilagsiz olan MGO beklendigi gibi kanser hucrelerini

etkilememistir.
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Sekil 3. 63. MGO, MGO@PAC, MGO@DOX, PAC ve DOX’un hiicre canlilig1 (25 ng
mL Y de).

Ayrica, Sekil 3.64’te MGO@PAC, MGO@DOX, PAC ve DOX’un hiicre canliliginin

konsantrasyona  karst etkileri  gosterilmistir. MGO@DOX ve MGO@PAC
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konsantrasyona karsi 6nemli degisimler gostermistir. Yiiklenen ila¢ konsantrasyonu
artikca 6nemli Ol¢iide hiicre canlilig1 azalmistir. Ancak, serbest PAC ve DOX kullanilan
deneylerde c¢alisilan konsantrasyon araliliginda hiicre canliliginda fazla degisim
gorilmemektedir. Hemen hemen tiim konsantrasyonlar hticrelerin % 80’den fazlasini
oldiirmistiir. Bu sonuca gore, ilaglarin ¢ok etkili oldugu ve hiicre biiylimesini inhibe

etmek i¢in diigiik ila¢ miktarlarinin yeterli oldugu sdylenilebilir.
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Sekil 3. 64. MGO@PAC, MGO@DOX, PAC ve DOX’un farkli ilag konsantrasyonunda

hiicre canlilig1

Diger yandan, ilag yuklu polimer konjuge MGO’larin MCF-7 kanser hicresine karsi
etkisi MTT deneyi ile arastirillmistir. Sekil 3.65’te, MGO@PEC-PAC, MGO@GEL-

PAC ve MGO@CLS-PAC’nin hiicre canliligi egrisi verilmistir. Yukaridakine benzer
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sekilde ila¢ yukli polimerli nanomalzemeler énemli 6lcide MCF-7 kanser hcrelerini

Oldiirmustir.
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Sekil 3. 65. MGO@PEC-PAC, MGO@GEL-PAC ve MGO@CLS-PAC’nin farkli ilag

konsantrasyonundaki hiicre canliligt

3.8.4. Apoptoz ve Nekroz Analizi

Hucrelerin 6lumi apoptoz ve nekroz olarak iki tirliddr. Apoptoz, normal fizyolojik
kosullar altinda ger¢eklesen hiicre dliimiidiir. Ayn1 zamanda, programli ve "istenen"
hiicre Olimii olarak da bilinmektedir. Nekroz ise, hiicre bilesenlerinin diizensiz
sindirimiyle sonuglanan enfeksiyon, toksinler veya travma gibi dis faktorlerden
kaynaklanan "istenmeyen" hiicre 6lumudir [282]. Kisaca, apoptozlar, hiicrenin dogal
olarak (dis etkilerinden kaynaklanmayan) Glenlerin sayisini gosterirken nekrozlar ise,

ilag gibi dis faktorlerin ldirme etkisini gostermektedir. Apoptotik ve nekrotik endeksler
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¢ift boyama yontemi kullanilarak 1.929 fibroblast ve MCF-7 hiicreleri lizerinde ¢esitli

ornek konsantrasyonunda elde edilmistir.

Sekil 3.66’da farkli konsantrasyonda gekilen 1929 hiicrenin apoptik ve nekrotik
goriintiileri sunulmustur.  Alinan verilere goére nekrotik hiicre ylizdesinin artan

MGO’nun  Konsantrasyonu ile arttigt  goriilmiistir. Bununla birlikte, tim

konsantrasyonlarda apopotik hiicrelerin miktar1 yiiksektir.

Sekil 3. 66. Farkli MGO konsantrasyonu ile inkiibe edilen L929 normal hiicresi floresan
mikroskopi goriintileri: (A) kontrol, (b) 50 ug mL?, (c) 100 pg mL? ve (d)

200 pg mL™.
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Seekil 3.66. (devami) Farkli MGO konsantrasyonu ile inkiibe edilen L929 normal
hiicresi floresan mikroskopi goruntiileri: (A) kontrol, (b) 50 ug mL™, (c) 100
ug mL? ve (d) 200 pg mL: Oklar apoptik ve nekrotik hiicreleri

gostermektedir.

Ayrica, farkli konsantrasyonda 1929 fibroblast normal hiicresi ile inkube edilen
MGO’nun goruntulerinden nekrotik hicre yuzdeleri hesaplanmistir. Sekil 3.67°de
gosterildigi gibi, MGO’nun nekrotik yiizdesi 6,25, 12,5 25, 50, 100, ve 200 pg mL*
numune konsantrasyonda % 11,54 + 2,12, % 15,25 + 2,43, % 20,67 + 2,3, % 22,83 +

2,8, % 23,33 + 3,12 ve % 31,78 + 3,16 olarak bulunmustur. Sonug, beklendigi gibi
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nekrotik hicre yuzdesi MGO’nun konsantrasyonu ile artmistir ve yukarida (Sekil

3.60’ta) verilen MGO’nun hiicre canliligi ile tutarlidir.

~
6,25 12,5 25 50 100 200

konsantrasyon (ug mL)

Nekrotik Hiicre (%)
N w
(= =

=
o
1

o
|

o /

Sekil 3. 67. Farkli MGO konsantrasyonu ile inkiibe edilen L929 fibroblast normal

hiicrenin nekrotik hicreleri

Bagka bir ¢alismada, MGO, MGO@PAC, MGO@DOX, PAC ve DOX’un belli bir
konsantrasyonda (12,5 ng mL™) cekilen MCF-7 hiicrenin apoptik ve nekrotik
goriintiileri, Sekil 3.68’de sunulmustur. Alinan verilere gére, MGO’nun nekroz orant
degerlere gore diisiiktiir. Bu da MGO’nun biyouyumlulugunu desteklemektedir. Genel
olarak, MGO@PAC, MGO@DOX, PAC ve DOX orneklerin konsantrasyonu artik¢a
nekrotik oranmi artmistir, ancak, apoptozunu diizenli bir sekilde etkilememistir.
Nekrozlarin konsantrasyona bagli artmasi ilag yiiklii olan MGO’nun ve serbest ilaglarin

hiicre biiyiimesini etkili olarak inhibe ettiklerini kanitlamaktadir.
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MGO@DOX

Sekil 3. 68. MGO, MGO@PAC, MGO@DOX, PAC ve DOX’un 12,5 ng mL*
konsantrasyonda ¢ekilen MCF-7 hicrenin apoptik ve nekrotik

goruntileri. Oklar nekroz hucreleri gostermektedir.
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Sekil 3.68. (devam1) MGO, MGO@PAC, MGO@DOX, PAC ve DOX’un 12,5 ng mL™*
konsantrasyonda ¢ekilen MCF-7 hicrenin apoptik ve nekrotik

goruntdleri. Oklar nekroz hiicreleri gdstermektedir.

Ayrica, MGO, MGO@PAC, MGO@DOX, PAC ve DOX’un farkli konsantrasyonda
nekrotik hiicre yiizdelerini hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.69°da verilmistir.
MGO, MGO@PAC, MGO@DOX, PAC ve DOX’un nekrotik hiicre oranlari sirasiyla
% 23,33 + 2,34, % 35,75 + 2,61, % 37,57 £ 2,76, % 46,83 + 3,13 ve % 45, 64 + 2,96

bulunmustur. Bu sonug, ilacin etkisiden dolayr daha fazla hiicrelerin 6ldiiglinii ifade
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etmektedir. Benzer sekilde, yukarida, in vitro sitotoksisite bolimiinde verilen sonucu

desteklemektedir.
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Sekil 3. 69. MGO, MGO@PAC, MGO@PAC, DOX ve PAC (100 ng mL™?) ile inkiibe

edilen MCF-7 kanser hiicrenin nekrotik hiicreleri orani

3.9. Akis Sitometri Analizi

Akis sitometri analizi, FITC etiketli APT’nin MCF-7 kanser hiicrelerine spesifik olarak
baglanip baglamadigini incelemek igin yapilmistir. Negatif kontrol olarak L929 normal
hiicre kullanilmistir. Akis sitometri profilleri Sekil 3.70’de sunulmustur. Akis sitometri
profilinden goriilebilecegi gibi, MCF-7 ile muamele edilen MGO igin herhangi bir
kayma go0zlenmezken APT, MGO@APT ve MGO@Ce6-APT, icin kaymalar
gorilmiistiir (Sekil 3.70a). Bu kaymalar nanopargaciklarin hiicreyle etkilesime orani

gostermektedir. Burada, MGO@APT, MGO@Ce6-APT ve APT sirasiyla % 30,0, %
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55,2 ve % 91,1’t MCF-7 hucreleriyle baglanmistir. Diger taraftan, L929 normal
fibroblast hiicresi ile muamele edildiginde, tiim nano tasiyicilar i¢in hi¢ bir kayma
gozlenmemistir (Sekil 3.70b). Elde edilen sonug, aptamer ve aptamer konjuge nano
tastyicilar MCF-7 kanser hiicreleri ile spesifik baglanma kabiliyetini gdstermistir
[153,256,283]. Bu da sentezlenen nanomalzemenin hedefli ila¢ dagitim sistemleri igin

umut verici bir nano tasiyicisi olacagini kanitlamaktadir.
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Sekil 3. 70. MGO, MGO@APT, MGO@Ce6-APT, APT’in MCF-7 (a) ve L929 (b)

hiicreleri ile etkilesimi gosteren Akis sitometri profili
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3.10. Floresan Mikroskop Analizi

APT’nin MCF-7 kanser hticrelerine spesifik olarak hedeflenmesini desteklemek ve
nanotastyicilarin hiicresel alimini aragtirmak igin MCF-7 kanser hucreleri ile muamele
edilmis APT, MGO@APT ve MGO@Ce6-APT’nin floresans goriintiisii incelenmistir.
Sekil 3.71’de, APT, MGO@APT ve MGO@Ce6-APT ile muamele edilmis MCF-7
hiicresinin goriintiileri sunulmustur. MCF-7 kanser hicresinin floresan gorintisiinde
(Sekil 3.71B), hicrenin floresan emisyonunun yoklugundan dolay1 sinyalleri
goriilmemistir [160]. APT ile muamele edilen hiicrenin gorintisu (Sekil 3.71 A), hiicre
zarinin kenarlarinda floresans sinyalleri (parlak yesil renk) gostermistir ve bu da
APT'nin hicrelerin yuzeyine baglandigin1 kanitlamaktadir [153]. MGO@APT ve
MGO@Ce6-APT ile muamele edilen MCF-7 hiicre goruntulerinde (Sekil 3.71C ve D)
ise sinyaller ¢ekirdegin etrafinda goriilmistiir. Bu goriinti, APT’ nin MCF-7 hiicresi ile
spesifik etkilesim nedeniyle nanotasiyilarinin zar igerisine sitoplazmaya alimin
desteklemektedir [154,167]. Bu sonuglar, APT, MGO@APT ve MGO@Ce6-APT
nanotastyicilarinin - MCF-7 kanser hiicresini spesifik olarak hedefleyebildigini

dogrulamaktadir. Ayrica, yukarida tartisilan akis sitometrisinin sonucuyla tutarlidir.
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Sekil 3. 71. Nanopartikul ile etkilestirilmis MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskop
fotograflari. A) Sadece APT ile etkilestirilmis hiicreler, ok hiicrelerin
membran zarina baglanmis floresan isaretli APT’leri gosterir, yildiz; hiicre
sitoplazmasin1  gostermektedir. B) MCF-7 hicrelerinin  normal 151k
fotograflari, ok bir hiicreyi gostermektedir. C) MGO@APT, ok; hicre
sitoplazmas1 igersinde floresan aptemer takili partikiillerin floresan
gorintlsi, kisa ok; hiicre ¢ekirdegini gostermektedir. D) MGO@APT-
Ce6’nin hiicre sitoplazmasindaki goéruntusu, kisa ok hiicre c¢ekirdegini

gostermektedir.
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3.11. Fototermal Tedavi Analizi

Nanoparcaciklarin PTT i¢in kullanabilirligini degerlendirmek i¢in NIR lazer isinlari
(808 nm, 1W / 0,32 cm?) ile kanser hiicrelerini 6ldiirme etkileri incelenmistir. Bu
calismada MTT testi ile MCF-7 kanser hucresini kullanilarak yapilmistir. Karsilagtirma
amaciyla, lazerli ve lazersiz olarak (¢ konsantrasyonda test edilmistir. Sekil 3.72°da
MGO, MGO@APT, MGO@Ce6, MGO@Ce6-APT ve Ce6 nanopargaciklarin 50 pg
mL™’deki hiicre canlilign verilmistir. Sekilden goriilecegi gibi Ce6, MGO@Ce6 ve
MGO@Ce6-APT icin lazer kullanmadan ~ % 13, ~ % 14 ve ~ % 14 kanser hicreleri
Oldiiriirken lazer NIR 1s1nma ile ~ % 67, ~ % 60 ve ~ % 62 Oldirmiistiir. NIR lazerin
etkisi Ce6, MGO@Ce6 ve MGO@Ce6-APT gibi Ce6 konjuge nanopargaciklar’da
onemli oOlgiide gorilmistir [167,173]. Ancak, MGO ve MGO@APT icin lazer
isnmanin ~ etkisi  azdir.  Ornegin, MGO’nun lazerli ve lazersiz sonuglar

karsilastirildiginda, lazer 1sinmasi ile sadece % 8 kanser hiicre 6ldirme etkisi artmistir.
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Sekil 3. 72. MGO, MGO@APT, MGO@Ce6, MGO@Ce6-APT ve Ceb6
nanopargaciklarin lazerli ve lazersiz MCF-7 hiicre canliligi (50 pg

mL™’de)

Ote yandan, PTT ve Kemoterapinin sinerjik etkisini arastirmak icin, ilag yiklu
nanopartikuller MTT testi ile lazersiz / lazerli olarak degerlendirildi. Yukaridaki testte
oldugu gibi ilacin ve lazerin hicre 6ldirme verimi incelemek icin MCF-7 kanser hicresi
kullanildi. Sekil 3.73’te, 50 pg mL* MGO@PAC, MGO@PEC-PAC, MGO@GEL-
PAC, MGO@CLS-PAC, MGO@Ce6-PAC, MGO@Ce6-APT-PAC ve PAC ile
muamele edilmis MCF-7 hiicrelerinin canliligi lazerli ve lazersiz olarak verilmistir.
Sekilde goriilebilecegi gibi, ila¢ yUkli nanotasiyicilarla muamele edilen MCF-7 timor
hlcreleri 6nemli hiicre 6liimiiyle (> % 60) sonuglanirken, lazerle 1sinlandiginda daha
fazla hiicre 6liimii gozlenmistir [168]. Ornegin, lazerle 1sinlamadan énce MGO@PAC

ve MGO@PEC-PAC’nin hiicre canlilig1 40,5 ve 42,3 iken, lazer i1ginlamasi nedeniyle
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34,7 ve 38,7’ye dismiistiir. Ancak, Ce6’ya konjuge nano tasiyicilar lazer 1sinlamasinda
daha fazla kanser hiicrelerini 6ldiirdigii goriilmistir. Bu sonugtan Ce6’nin NIR
isinlamasina MGO’ya gore daha duyarli oldugu sonucuna varilabilir. Ayrica,

birlestirilmis kemo-PTT yontemi bu iki yontemden (Kemoterapi ve PTT) daha etkili

bulunmustur.

B Lazersiz ALazerli

50 1~

Hiicre Canhligi (%)

Sekil 3. 73. MGO@PAC, MGO@PEC-PAC, MGO@GEL-PAC, MGO@CLS-PAC,

MGO@Ce6-PAC, MGO@Ce6-APT-PAC 50 ug mL™*’deki MCF-7 hiicre

canlilig
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3.12. Fotodinamik Tedavi Analizi

Fotodinamik terapi, lazer radyasyonu ile uyarilan fotosensitizor tarafindan {iretilen
yuksek derecede toksik singlet oksijen ile tumor hucrelerini 6ldurerek tedavi etme
yontemidir [163]. Nanoparcaciklarin, PDT yontemi ile Ce6 fotosensitizor kullanilarak
MCF-7 kanser hucrelerini 6ldurme etkileri incelenmistir. Kontrol olarak MGO
kullanilmustir. Sekil 3.74°te, 3 dakika boyunca 660 nm’lik lazer ile vurulduktan sonraki
Ce6, MGO@Ce6, MGO@Ceb-PAC, MGO@Ce6-PAC-APT ve MGO ile inkube edilen
MCF-7 hiicrelerinin hiicre canliliklar1 sunulmustur. Sekilden goriilebilecegi gibi,
MGO'nun hiicre canliligi, tiim konsantrasyonlarda % 80'den yiiksektir. Bu sonug,
vurulan 660 nm’lik lazer radyasyonuna karst MGO’nun duyarsizligi nedeniyle, lazer
radyasyonundan etkilenmedigi ve siglet oksijen iiretiminin olmadigimi gosterir. Bununla
birlikte, Ce6 ve Ce6 konjuge nanotasiyicilar (Ce6, MGO@Ce6, MGO@Ce6-PAC,
MGO@Ce6-PAC-APT) lazer radyasyonu nedeniyle 6nemli derecede hicre 6ldirme
etkileri gostermistir. Hiicre canliliklarinin, tiim konsantrasyonlarda % 35'ten daha az
oldugu bulunmustur. Ornegin, 25 pg mL? konsantrasyonunda Ce6, MGO@Ce®6,
MGO@Ce6-PAC ve MGO@Ce6-PAC-APT'nin hiicre canliligt sirasiyla % 24,23, %
32,24, % 25,28 ve % 19,04 olarak bulunmustur. Sonug, lazer 1sinlamasiyla Ce6'dan
yeterli miktarda singlet oksijen tretildigini ve Onemli derecede kanser hiicrelarini
oldiirtildiigiini gostermistir. Ayrica, nanotasiyicilarin konsantrasyonlari arttik¢a 6ldiirme
etkisi de artmustir, ancak gozlenen fark dikkat g¢ekici degildir. Bu da, diisiik Ce6
konsantrasyonunun bile kanser hiicrelerini 6ldurmekte gerekli olan singlet oksijenleri

tiretmek i¢in yeterli olabilecegini gostermektedir.

147



E100pgml-1 ME50pgml-1 M25pgml-1

100 -

80 -

60 -

40 -~

Hiicre Canlihgi (%)

20 -

Sekil 3. 74. Ce6, MGO@Ce6, MGO@Ce6-PAC, MGO@Ce6-PAC-APT ve MGO ile
inkibe edilen MCF-7 hiicresinin 3 dakika boyunca 660 nm’lik lazer ile

vurulduktan sonraki hiicre canliliklari.

Diger taraftan, hem PTT, hem de PDT i¢in nanotastyicilarin etkinligini degerlendirmek
amaciyla MCF-7 kanser hucrelerinin hiicre canliligi, 660 ve 808 nm'ye maruz
birakilarak incelenmistir. Ayrica, kanser hiicrelerini 6ldiirmede tiim etkileri analiz etmek
icin ilag yiiklii nanotasiyicilar da dahil edilmistir. Lazersiz deneyde; ilagsiz nano-yapilar
(Ce6, MGO@Ceb ve MGO) icin yiiksek hiicre canliligi bulunmustur. Ancak,
MGO@Ce6-PAC ve MGO@Ce6-PAC-APT’ler, yiikli ilaca bagli olarak kanser
hiicrelerini 6ldiirme etkileri gostermistir. Lazerli ¢alismada; Ce6 yiiklii nanotasiyicilar
radyasyonla Ce6'dan singlet oksijen Gretimi nedeniyle kanser hicrelerini 6ldirme

kabiliyeti goOstermistir. Bununla birlikte, 660 ve 808 nm lazerlerin birlikte
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kullanilmasiyla kanser hiicrelerini 6ldiirme etkisi artmistir. Ornegin, MGO@Ce6-
PAC'nin hiicre canlilig1 lazersiz, 660 nm ve 660&808 nm’deki lazer vuruldugunda,
strastyla % 39,59, % 27,25, % 17,20 bulunmustur. Sonuglardan, hem PDT/PTT hem de
ilag kullanildiginda tedavi veriminin ¢ok yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu nedenle,
hazirlanan ilag yiiklii Ce6 konjuge nanotasiyicilarin PTT/PDT ve ilag dagtim sistemleri

icin ¢cok amacl ajan olarak kullanilabilecegi diisiiniilmustiir.

Lazersiz M Llazer- 660 nm Lazer - 660 ve 808 nm

7
2

Hiicre Canhhgi (%)

Sekil 3.75 Ce6, MGO@Ce6, MGO@Ce6-PAC, MGO@Ce6-PAC-APT ve MGO ile
inkiibe edilen MCF-7 hicrelerinin lazersiz ve 3 dakika boyunca 660 nm ve
660 & 808 nm’lik lazer ile vurulduktan sonraki 50 pg mL*?

konsantrasyoununda hiicre canliliklari.
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4. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda asagidaki sonuclar elde edilmistir.

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

7
°e

FesOs manyetik parcaciklari termal pargalanma yontemi ile hazirlanmis ve
kimyasal yapis1t XRD, FTIR, TEM, RAMAN, Zetasizer, TGA/DSC ve VSM ile

aydimlatilmistir.

GO’nun yizeyi Uzerinde FesO4 pargaciklart yiiklenerek farkli manyetik 6zelligi
tagtyan dort ¢esit MGO nanomalzemeleri sentezlenmis ve UV, FTIR, XRD, TEM,
SEM, RAMAN, ICP-OES, Zetasizer, AFM, VSM ve TGA/DSC ile karakterize

edilmistir.

MGO malzemelerin 500-800 nm ve Fez04 pargaciklarin 5-15 nm boyut araliginda

bulunmustur.

MGO  nanomalzemelerin  superparamanyetik  0zellik  tasidigi,  termal
dayanikliliginin arttigi, pH’ya duyarl ve bazik ortamda daha kararli oldugu tespit

edilmistir.

Fes04 pargaciklar1 GO’ya gore daha biyouyumlu bulunmustur.
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MGO nanomalzemelerin aglomerasyonunu azaltmak, kararsizligi onlemek ve
biyouyumlulugu artirmak i¢in dogal polimerler (PEC, GEL ve CLS) ile konjuge

edilmis ve karakterize edilmistir.

Polimerlerin MGO ile konjugasyonu, biyouyumlulugu, ilag yiikleme ve salim

performansini, termal dayanikliligi ve pH’ya duyarliligi artirmistir.

PDT icin fotosensitizorler olarak kullanilan klorin €6 (Ce6) MGO ile konjuge

edilmis ve elde edilen nanomalzemenin (MGO@ Ce6) yapilar1 aydinlatilmigtir.

Hazirlanan tiim nanomalzemelerin biyoumlulugu, L929 fibroblast normal hiicre
kullanilarak test edilmis ve hemen hemen hepsi yiiksek hiicre canliligt (> % 75)

gostererek biyouyumlu bulunmustur.

MCF-7 kanser htcrelerine hedeflemek amaciyla, spesifik hiicreleri veya dokuyu
taniyabilen  aptamer MGO ve MGO@Ce6 nanomalzemeleri ile

fonksiyonlandirilmis ve hedefleme kabiliyeti akis sitometri ile incelenmistir.

Model antikanser ila¢ olarak paklitakselin MGO ve fonksiyonlandiriimis MGO
nano-yapilarina yiiklenmis ve tutuklanma verimi, yiiklenme kapasitesi, salinma

yuzdesi ve hicre oldirme etkisi tespit edilmistir.

In vitro ilag salim sonuglari; pH 7,4 ortamina gore, kanser pH’sinda (pH 5,5’te)

daha fazla PAC salim yiizdeleri gostermistir.
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s PAC ile karsilastirmak ic¢in kullanilan DOX kanser ilact MGO nanomalzeme

tizerinde yiiklenmis ve pH’ya duyarli salim tespit edilmistir.

X/

¢ Hicre sitotoksisitesi, MCF-7 kanser hiicresi kullanilarak incelenmis ve hiicre
canlilig1 yiizdesi MGO, MG@PAC, MG@DOX, PAC ve DOX igin sirasiyla %
92,0+ 3,23,% 19,92 + 2,43, % 17,63 + 2,54, % 15,11 + 1,42 ve % 12,62 + 1,57

bulunmustur.

% Elde edilen in vitro sitotoksisite sonuglari ¢ok az PAC miktarinin bile hicre

biiyiimesini asir1 derecede inhibe ettigini gostermistir.

% Akis sitometri analizinde, aptamer ve aptamer konjuge nanotasiyicilar MCF-7
kanser hiicreleri ile spesifik baglanma kabiliyetini gostermis ve sentezlenen
nanomalzemenin hedefli ilag dagitim sistemleri i¢in umut verici bir nanotasiyicisi

olabilecegini tespit edilmistir.

% PTT/PDT g¢alismalarinda, nano pargaciklarin 808 ve 660 nm lazer ile daha fazla
kanser hiicresini 6ldirme etkisi goriilmistiir. Ayrica, Ce6’nin MGO’ya gore lazer

1s1masina daha duyarli oldugu tespit edilmistir.

% Birlestirilmis kemoterapi-PTT/PDT yontemi her iki yontemden daha etkili

bulunmustur.
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