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Tez caligmas1 kapsaminda, fotodinamik, fototermal ve aclik terapilerinden yararlanilarak
kanser tedavisi i¢in ¢ok islevli bir nanopartikiil gelistirilmistir. Sinerjistik terapi ajani
olarak kullanilmak {iizere i¢i bos, mezogdzenekli ve monodispers formda silika
nanopartikiilleri (H-Si02), ¢cok asamali sol-jel kaliplama yontemi ile sentezlenmistir.
Nanopartikiillere polidopamin kaplanarak fototermal etki olusturma yetenegi
kazandirilmistir. Boylece, 808 nm’de yakin kizilétesi lazer 1simnlamasi ile timor mikro
cevresinde olusturulan 52°C’ye kadar ¢ikan sicaklik sayesinde tiimor hiicrelerinde 6liim
gerceklesmistir. Fotodinamik terapi fonksiyonunun olusturulabilmesi i¢in 1518a duyarli
molekiil olan klorin €6, nanotasiyici ilizerinde olusturulan polidopamin katmani iizerine
immobilize edilmistir. 650 nm LED ile aktive olan nanopartikiiller, hiicre 6liimiine yol
agan 'O reaktifi lireterek tiimor hiicrelerinde oksidatif hasara neden olmustur. Ardindan
nanopartikiillere glikoz oksidaz (GOx) ve katalaz (CAT) enzimlerini iceren bir kaskat
enzim sistemi yiiklenmistir. GOx tiimdr hiicre metabolizmasi i¢in gerekli glikoz
kaynaklarmi tiiketerek aglik terapisi olusturmus ve glikozun oksidasyonu sonucunda
iretilen H2O», CAT tarafindan oksijene doniistiiriilerek fotodinamik terapi etkinligi
artirllmustir. [n-vitro calismalar, sentezlenen sinerjistik terapi ajaniin T98G glioblastoma
hiicrelerinde uygulanan fototermal, fotodinamik ve aglik terapileri ile hiicre Sliimiiniin

saglandig1 gostermistir. Kombine tedaviler, geleneksel antitiimor ajanlar kullanilmadan



hiicre canliligmi  %?21°e diislirmiistir. Bu tez ¢alismasinda, sentezlenen H-
Si0,@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiillerinin kanser tedavisi icin etkili bir

sinerjistik terapi ajan1 olarak kullanilabilecegi sonucuna ulasilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Silisyum dioksit, nanopartikiil, kanser, fototermal terapi,

fotodinamik terapi, aclik terapisi, sinerjistik terapi
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF SiO; BASED SYNERGISTIC THERAPY AGENTS IN
THE FORM OF POROUS AND HOLLOW NANOSTRUCTURES AND
DETERMINATION OF THEIR IN-VITRO THERAPY PERFORMANCE

Master's Degree, Department of Chemical Engineering
Supervisor: Prof. Dr. S. Ali TUNCEL
Co-Supervisor: Assoc. Prof. F. Cigdem KiP
June, 2024, 77 pages

In this thesis, a SiO, based multifunctional nanoparticle was developed for cancer
treatment by utilizing photodynamic, photothermal and starvation therapies. Hollow,
mesoporous and monodisperse silica nanoparticles (H-Si02) were synthesized by using a
multistep shape-templating sol-gel method to be used as a synergistic therapy agent. The
nanoparticles were coated with polydopamine to give them the ability to produce
photothermal effect. Thus, tumor cells were killed due to the temperature increase of up
to 52°C generated in the tumor microenvironment by near-infrared laser irradiation at 808
nm. To create the photodynamic therapy function, chlorine e6, a photosensitizer, was
immobilized on the polydopamine layer formed on the nanocarrier. Activated under 650
nm LED light, the nanoparticles caused oxidative damage to tumor cells by producing
10, reactive leading to cell death. The nanoparticles were then loaded with a cascade
enzyme system including glucose oxidase (GOx) and catalase (CAT) enzymes. GOx
induced starvation therapy by consuming glucose resources required for tumor cell
metabolism, and the H>O» produced because of glucose oxidation was converted to
oxygen by CAT, enhancing photodynamic therapy efficacy. In-vitro studies showed that
the synthesized synergistic therapy agent significantly increased cell death by
photothermal, photodynamic and starvation therapies applied in T98G glioblastoma cells.
The combined treatments reduced cell viability to 21% without the use of conventional

antitumor agents. In this thesis, it was concluded that the synthesized H-

il



SiO2@PDA@PDA@Ce6@GOx@CAT nanoparticles can be used as an effective

synergistic therapy agent for cancer treatment.

Keywords: Silicon dioxide, nanoparticles, cancer, photothermal therapy, photodynamic

therapy, starvation therapy, synergistic therapy
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Her seyden once, danigsmanim Sayin Prof. Dr. S. Ali TUNCEL’e, en derin minnettarligimi ifade
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paha bigilmezdi. Bilime olan bagliligimiz ve derin bilginiz, sinirlarimi zorlamam ve en iyisi i¢in
cabalamamda bana ilham verdi.
Caligmalara basladigimiz ilk giinden beri destegini ve tecriibelerini esirgemeyen es danigmanim
Saym Dog¢. Dr. F. Cigdem KiP’e tesekkiirlerimi sunarim. Rehberliginiz bu arastirmayi
zenginlestirdi ve beni fikirlerimi gelistirmeye itti.
In-vitro hiicre calismalarinda, laboratuvarim acgtigi, isbirlik¢i bir ortam yaratigr ve
calismalarimda yeni bir ufuk a¢tig1 icin Saym Dog. Dr. Esin AKBAY CETIN’e tesekkiir ederim.
Canim ailem, Savas COSAR, Giilsah COSAR ve Ceren COSAR’a, akademik yolculugumun
temelinde, sonsuz fedakarliklarimiz, sarsilmaz desteginiz ve cesaretlendirmeleriniz ile
potansiyelime her zaman inandiginiz i¢in tesekkiir ederim. Sizin sevginiz ve bana olan inanciniz
olmasaydi, bu tez miimkiin olmazdi.
Beraber calistigim laboratuvar arkadaglarima, laboratuvardaki uzun saatleri sadece katlanilabilir
degil, ayn1 zamanda keyifli hale getirdikleri igin tesekkiir ederim. Sevgili Ars. Gor. Burcu
GOKCAL KAPUCU’ya giiler yiizii, destekleri ve sabr1 icin tesekkiir ederim. Bu ¢alismada bana
ilham olan ve yardimlarim esirgemeyen sevgili Cagil Zeynep SUNGU AKDOGAN’a tesekkiir
ederim. Birlikte caligmaktan ¢okca keyif aldigim canim arkadaslarim Gok¢e COBAN, Serhat
HACIIBRAHIMOGLU ve Razan ANWAR FAHMI HAMDAN’a destekleri i¢in ¢ok tesekkiir
ederim.
Ozel bir tesekkiir de camim dostlarim Beril SIMSEK ve Ada OZTURK’e. Kendimden siiphe
ettigim zamanlarda bile bana olan inanciniz, motivasyon konusmalariniz, sevginiz ve isler
planladigim gibi gitmediginde beni ayaga kaldirarak her zaman yanimda oldugunuz igin tiim
kalbimle tesekkiir ederim.
Yiiksek lisans tez calismalarim boyunca 1004-MUKEMMELIYET MERKEZI DESTEK
PROGRAMI kapsaminda desteklenmis olan 22AG004 numarali, "Saglikli Yasam I¢in Yeni Nesil
Biyomalzeme Teknolojileri Arastirma Ag1" isimli projenin ¢aligmalarinda gérev almami sagladigi
ve bursiyer 0grenci olarak destekledigi i¢in Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu'na
(TUBITAK) en icten dileklerimle tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi ve yayilmasi ile tanimlanan kanser, diinya
capinda 6nde gelen bir hastalik ve 6liim nedenlerinden biridir [ 1]. Kemoterapi, radyasyon
tedavisi, cerrahi miidahaleler gibi geleneksel kanser tedavi yontemleri onlarca yildir
yaygin olarak kullanilmaktadir. Kemoterapi, hizla boliinen kanser hiicrelerini yok etmeyi
amaglar; ancak, genellikle ciddi yan etkiler ve kanser hiicrelerinde direng gelisimi gibi
onemli dezavantajlart da beraberinde getirmektedir [2]. Geleneksel tedavi
yontemlerindeki en biiyiik sorun spesifik olmamalaridir, sadece kanser hiicrelerini degil
ayni zamanda saglikli hiicreleri de hedef alirlar. Bu kisitlamalar nedeniyle, yan etkileri
azaltan ve daha diisiik toksisite sunan alternatif terapotik yaklasimlar olusturmak igin

cesitli tedavi yontemlerini birlestiren sinerjistik terapilere olan ilgi artmaktadir [3].

Sinerjistik terapi, kanser tedavisine daha etkili ve hedefe yonelik bir yaklagim olusturmak
icin fototermal terapi, fotodinamik terapi ve aclik terapisi gibi farkli tedavilerden
yararlanan kombine bir tedavi yontemidir [4]. Fototermal terapi, ozellikle kanser
hiicrelerini hedef alan 1518a duyarli ajanlar1 1sinlamak i¢in yakin kizilétesi lazerlerin
kullanimimi igeren tedavidir. Bu ajanlar 15181 emer ve 1siya doniistiirerek lokalize
hipertermi yoluyla kanser hiicrelerini etkili bir sekilde yok eder [5]. Tedavi son derece
spesifiktir ve cevredeki saglikli dokulara verilen zarar1 en aza indirerek geleneksel
tedavilere gore dnemli bir avantaj sunar. Fotodinamik terapi, hiicre 6liimiine neden olan
reaktif oksijen tiirlerini iiretmek i¢in 1518a duyarli molekiillerin ve belirli bir 151k dalga
boyunun kullanildig1 terapi yontemidir [6]. Isiga duyarli molekiiller 1s18a maruz
kaldiginda kanser hiicrelerini segici olarak Oldiirmektedir. Bu alternatif tedavi
yonteminde de sistemik toksisite minimize edilerek saglikli hiicrelere verilen hasar
geleneksel kemoterapiye gore azaltilmistir. Aglik tedavisi, kanser hiicrelerine temel
besini olan glikozu keserek onlar1 agliktan 6ldiirmeyi amaclayan tedavi yontemidir [7].
Geleneksel onkolojik tedavilerden sinerjistik tedaviye gegis, kanser tedavisinde onemli
bir ilerlemeyi temsil etmektedir. Fototermal, fotodinamik ve aglik terapisini birlestirerek
ila¢ kullanmadan, minimal invazif yontemlerle daha yiiksek terapotik etkinlik elde etmek

miumkindir.



Bu tez kapsaminda, kanser tedavisinde yenilik¢i bir yaklasim olan sinerjistik terapi
yontemlerinin kullanildig silika temelli ¢ok iglevli bir nanoplatform olusturularak kanser
hiicre hattinda in-vitro terapi performanslar1 ve alternatif terapilerin uygulanmasi
arastirilmistir. Calismada, monodispers, gozenekli, i¢ci bos formda 180-200 nm boyut
araliginda ytiksek yiizey alanina ve gdzenek hacmine sahip silisyum dioksit (H-SiOz)
nanokiireler, kalip materyali olarak monodispers formda poli(GDMA-co-MAA)
nanokiireler kullanilarak ¢ok basamakli sol-jel yontemiyle sentezlenmistir. Nanopartikiile
fototermal terapi yetenegi polidopamin kaplama sayesinde kazandirilmis, fotodinamik
fonksiyon i¢in nanopartikiile klorin e6 fotoduyarli molekiilii immobilize edilmistir.
Glikoz oksidaz ve katalaz enzimlerinin baglandig1 kaskat sistem sayesinde tiimor mikro
cevresinde aclik terapisi olusturulmus ve hipoksik ortama direncli bir sinerjistik terapi

ajan1 sentezlenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasi ile karakterize edilen karmasik bir
hastalik grubudur [1]. Hiicresel degisiklikler, iyi huylu (kanserli olmayan) veya kotii
huylu (kanserli) olabilen anormal dokularin biiyiimesine yol agmaktadir. Koétii huylu
timorler, komsu dokulara yayilabilme ve lenfatik veya dolagim sistemleri yoluyla uzak
organlara metastaz yapma potansiyelini i¢eren 6zellikler gostermektedir.

Iyi huylu tiimérler yavas biiyiirken koétii huylu tiimérler genellikle hizli ve daha agresif
bir sekilde biiytir. Ayrica, kotii huylu tiimorler metastaz yaparak kanseri uzak organlara

yayabilmektedir [8].

Kanserin kokeni, g¢evresel maruziyetler, yasam tarzi se¢imleri, kalitsal kusurlar ve
enfeksiyonlar dahil bir¢cok cesitli faktorden etkilenen hiicrelerin DNA'sindaki genetik
mutasyonlara dayanir. Mutasyona ugramis genler tipik olarak hiicre ¢ogalmasini tegvik
eden onkogenleri ve hiicre biiylimesini engelleyen tiimor baskilayici genler icermektedir.
Bu genler degistiginde hiicreler kontrolsiiz bir sekilde ¢cogalmaya baslar ve timor adi
verilen bir kitle olusturur. Tipik olarak basladiklari organ veya hiicre tiiriine gore

kategorize edilen 100'den fazla farkli kanser tiirii mevcuttur [8, 9].

Kanser gelisimi ¢ tlir gendeki degisiklikleri igerir. Bunlar, proto-onkogenler, tiimor
baskilayici genler ve DNA onarim genleridir. Proto-onkogenler, hiicrelerin biiyiimesine
yardimci olan normal genlerdir. Mutasyona ugradiklarinda onkogen olurlar ve hiicrelerin
kontrolsiiz bir sekilde biliylimesine neden olurlar. Tiimor baskilayici genler ise DNA
hatalarin1 onararak ve hiicrelere ne zaman Olmeleri gerektigini soyleyerek hiicre
biiytimesini kontrol eder. Bir tiimdr baskilayict gendeki mutasyon kontrolsiiz hiicre
biliylimesine yol acabilmektedir. DNA onarim genleri, DNA hasarimi diizeltmeye
yardimci olur ve bu genlerdeki mutasyonlar, kanserin ilerlemesine sebep olabilecek giiglii

mutasyonlar icerir [10].

Birincil (primer) tiimdr, kanser hiicrelerinin ilk gelistigi ve timor olusturdugu bolgeyi
ifade eder. Bu tiimor kanserli hiicrelerin kaynagi olarak kabul edilir. Primer timor tipi

genellikle kanserin basladigi organ veya hiicre tipinin adini alir. ikincil (sekonder)



tiimorler kanser hiicrelerinin birincil timorden koparak viicudun diger bolgelerinde yeni
tiimorler olusturmasiin sonucudur. [11]. Metastatik tliimor olarak da bilinen sekonder

tlimorlerin, viicudun diger bolgelerine yayilma siireci metastaz olarak bilinir [12].

Ikincil tiimérler, birincil tiimdrle aym tip hiicrelerden olusur. Ornegin, meme kanseri
hiicreleri kemige yayilirsa, kemikteki ikincil tiimoér kemik hiicrelerinden degil meme
kanseri hiicrelerinden olusur ve kemige metastatik meme kanseri adi verilir. Ikincil
timorler viicudun herhangi bir yerinde olusabilir ancak en yaygin olarak akcigerlerde,
karacigerde, kemiklerde veya beyinde bulunur. Yayilma, viicudun lenfatik sistemi veya
kan dolasimi yoluyla gerceklesir ve bu tiimorler, kanseri viicuda yayma, tedaviyi
zorlagtirma ve olumlu bir sonug olasiligini azaltmalar1 nedeniyle daha ciddi olarak kabul
edilmektedir. [13, 14].

Kanser hala tedavisi en zor hastaliklardan biridir ve insan sagligini ciddi sekilde tehlikeye

atmaktadir; bu nedenle etkili bir tedavi yontemi bulmak biiyiik 6nem tasimaktadir.

2.2. Kanser Terapi Yontemleri

Geleneksel kanser tedavisi cerrahi miidahaleler, kemoterapi ve radyasyon terapilerini
icermektedir [9]. Genellikle tedavinin ilk basamagi olan ameliyat, tiimorii ve gevresindeki
dokunun bir kismini ¢ikarmay1 amaglar. Kanser lokalize oldugunda ve yayilmadiginda en
etkili yontemdir. Radyasyon tedavisinde, kanser hiicrelerini yok etmek i¢in yliksek
enerjili parcaciklar ve dalgalar kullanilmaktadir. Kemoterapi ise kanser hiicrelerini
oldiirmek i¢in ilaglarin kullanildig: bir tedavi tiirtidiir. [15]. Sistemik bir tedavidir, kan
dolasgim1 yoluyla tiim viicudu etkiler. Genellikle yayilmis veya metastaz yapmis

kanserleri tedavi etmek icin kullanilmaktadir.

Tiimor mikro ¢evresi (tumor microenvironment, TME), cevreledigi kanser hiicreleri ile
etkilesim halinde olan bir ekosistemdir. TME, kanserle iligkili fibroblastlar, bagisiklik
hiicreleri, endotel hiicreleri, sinyal molekiilleri ve hiicre dis1 matris gibi ¢esitli
bilesenlerden olusur. Kanserin ilerlemesinde ve metastazda énemli bir rol oynayarak

timor davranigini ve tedaviye yaniti etkiler [1].



TME; diisiik pH, hipoksi (diisiik oksijen), yliksek glutatyon derisimi ve asir1 hidrojen
peroksit (H20,) tiretimi gibi 6zelliklere sahiptir [16, 17]. TME’nin bu 6zelliklerinden
faydalanarak yeni tedaviler gelistirilmektedir. Bu tedaviler, yalnizca TME'nin kosullar
icinde aktive olacak sekilde tasarlanmakta bdylece saglikli dokularin korunmasi

amaglanmaktadir.

Kanser hiicreleri, oksijen varliginda bile (Warburg etkisi) mitokondride oksidasyon
yerine glikoliz ve sitozolde laktik asit fermantasyonu yoluyla enerji tretir [18]. Bu
metabolik degisim asir1 laktik asit iiretimine yol acar. Bu nedenle TME, diisiik pH
degerine sahiptir. Bu asidik kosullar ilag yapisin1 degistirerek kemoterapiye veya diger
tedavilere kars1 direng olusturabilmektedir [19]. Tiimorler anormal ve verimsiz vaskiiler
yapilara sahiptir, bu da hipoksiye ve kan akiginin azalmasina neden olmaktadir. Hizl
biiyliyen tiimorler, mevcut kan damarlarinin sagladigi miktar1 asan oranda oksijen

tilketmekte ve diisiik oksijen kosullarina uyum saglamaktadir [20].

Geleneksel onkolojik tedavi yontemleri, cerrahi miidahaleler, kemoterapi ve radyoterapi
yontemleri kanser tedavisinde hala 6nemli bir rol oynamaktadir. Ancak, bu yontemler
genellikle ciddi sistemik toksisiteye yol agmakta ve yan etkileri minimalize etmek ve
kanser hastalarinin yasam kalitesini artirmak amactyla ¢esitli yenilikei ve etkili terapotik

yaklagimlarin gelistirilmesine yonelik 6nemli ¢alismalar devam etmektedir [21].

Son donemde, reaktif oksijen tiirlerine (reactive oxygen species, ROS) dayali bir dizi ileri
kanser tedavisi, 6zellikle fotodinamik terapi, fototermal terapi, kemodinamik terapi ve
aclik terapisi gibi yontemler genis ¢apta kabul gérmiistiir [7]. Kombinasyon tedavisi,
farkl1 tedavi yontemlerinin bir araya getirilmesiyle olusturulan giiglii bir anti-kanser

stratejisi olarak kabul edilmekte ve ¢esitli avantajlar sunmaktadir [22, 23].

2.2.1 Kemoterapi

Kemoterapi, kanser hiicrelerini 6ldiirmek veya biiyiimelerini engellemek i¢in kimyasal
maddeler, 6zellikle sitotoksik ve antineoplastik ilaglar kullanan bir kanser tedavisidir [9].
Sistemiktir, viicuttaki hiicreleri hedef alarak hem yerel timor bolgelerine hem de orijinal

tiimor konumundan yayilan metastatik kansere etki edebilmektedir.



Kemoterapi ilaglar1, hizli boliinen kanser hiicrelerinin biiylime ve ¢ogalma yetenegini
kisitlar. Etkinligini artirmak i¢in genellikle cerrahi, radyasyon tedavisi ve immiinoterapi
gibi diger tedavilerle birlikte tercih edilmektedir [11, 24]. Bu multimodal yaklasim,
cerrahi miidahale veya radyasyon terapisinden Once tiimdrleri kiicliltmek, ameliyat
sonrast kalan kanser hiicrelerini ortadan kaldirmak veya viicudun diger bolgelerine
yayilmis kanserleri tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir.

Kemoterapi, etkisine ragmen dezavantajlar1 nedeniyle her zaman tercih edilmemektedir.
Kemoterapide kanser hiicreleri segici olarak hedef alinmaz, ayn1 zamanda saglikl
hiicreleri de etkileyerek sistemik toksisiteye ve komplikasyonlara yol acar [25]. Ciddi yan
etkiler arasinda bulanti, kusma, sa¢ dokiilmesi, yorgunluk ve beyaz kan hiicresi sayisinin
diismesine bagli olarak enfeksiyon riskinin artmasi yer almaktadir. Toksisite hastanin
yasam kalitesini 6nemli 6l¢iide etkilemektedir. Ayrica, kanser hiicreleri kemoterapi
ilaclarina kars1t direng gelistirebilir ve bu da ilaclar1 zamanla daha az etkili hale

getirebilmektedir [2, 9].

Bu dezavantajlar, normal dokular etkilemeden kanser hiicrelerine daha spesifik olarak
odaklanarak yan etkileri azaltmay1 amaglayan hedefe yonelik alternatif tedavilerin
arastirilmasina ve gelistirilmesine katkida bulunmaktadir.

Kemoterapi, radyasyon ve ameliyat gibi geleneksel tedavilerle iligkili sinirlamalar ve yan
etkiler nedeniyle alternatif ve sinerjistik kanser tedavileri giderek daha Onemli hale

gelmistir.

2.2.2. Fototermal Terapi

Fototermal terapi (photothermal therapy, PTT), kanser de dahil olmak {izere gesitli
hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla lokalize hipertermiyi saglayan ve 151k enerjisini 1s1ya
doniistiiren minimal invazif bir tedavi yontemidir [6]. Minimal invazif yontem, sadece
kiigiik kesiler gerektiren veya hi¢ kesi gerektirmeyen, geleneksel cerrahi tekniklere
kiyasla viicuda fiziksel miidahaleyi 6nemli 6l¢iide azaltan yontemdir [11]. PTT, timor
bolgesine disaridan veya optik fiberler kullanilarak c¢ok kiiciik kesiler yoluyla
yonlendirilebilen lazerlerin kullanimini icermektedir [5]. Bu yaklasim, ¢evre dokulara
verilen zarar1 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir. Minimal invazif yontemler daha az fiziksel

travma icerdiginden, hastalar daha hizli iyilesme siireci yasamaktadir.



PTT'nin temel prensibi, fototermal ajanlar olarak bilinen belirli malzemelerin 15181 emdigi
ve 1s1ya doniistiirdiigii fototermal etkiye dayanmaktadir [4]. PTT deki fototermal ajanlar,
yiikksek penetrasyon yetenegi olan yakin kizildtesi (near infrared radiation, NIR)
spektrumunda (700-1100 nm) giiclii emilime sahip malzemelerden olusur [26]. Yaygin
malzemeler arasinda altin, glimiis, bakir, siilflir, polidopamin veya indosiyanin yesili
bulunur [27]. Bu biyouyumlu ajanlar, emilen 15181 verimli bir sekilde termal enerjiye
doniistiirtirler. Goriiniir 1518a kiyasla biyolojik dokulara daha derin niifuz edebildiginden
NIR yaygin olarak kullanilir. Ayrica ¢evredeki saglikli dokuya zarar vermeden cildin

birkag¢ santimetre altinda bulunan tiimorlere ulasabilir.

Normal hiicreler en fazla 44°C'ye dayanabilirken tiimdr hiicreleri 42,5°C'de 6lmektedir.
Timor hiicrelerine etkili bir sekilde zarar vermek i¢in sicakliklarin tipik olarak 41-
45°C'ye ulasmasi1 gerekir [4, 26]. Olusan 1s1, hiicrelerdeki proteinlere ve yapilara

dogrudan zarar vererek apoptoza yol agmaktadir [6].

Lokalize 1s1, normal dokular1 korurken tiimér hiicrelerini etkili bir sekilde yok eder ve
kemoterapi gibi sistemik tedavilere kiyasla daha az yan etki ile sonuglanir.

PTT tek basina etkili olsa da etkisini artirmak icin diger tedavilerle birlestirilebilir. Bu
sinerjistik yaklasim kombinasyon tedavisi olarak adlandirilir. PTT'nin kemoterapi veya
diger hedefe yonelik tedavilerle kombinasyonunun terapotik sonuglart 6nemli 6lgiide

artirdig1 kanitlanmistir [28, 29]

Nanoteknolojideki son gelismeler PTT'nin ilerlemesinde etkili olmustur. Polidopaminden
yapilan veya polidopaminle kaplanan nanopartikiillerin, ytliksek fototermal doniisiim
verimlilikleri ve biyouyumluluklari sayesinde PTT de etkili oldugu sonucuna ulagilmistir

[30-32].

Ayrica bu nanopartikiiller, terapotik ajanlarin salinimini tetiklemek ve sistemik toksisiteyi
en aza indirmek icin tiimor mikro ¢evresine yanit verecek sekilde tasarlanmaktadir [5].
Sonu¢ olarak, fototermal tedavi, diger kanser tedavi yoOntemleriyle birlikte
uygulandiginda, geleneksel yontemlere kiyasla daha hedefli, verimli ve daha az toksik bir

tedavi segenegi sunarak onkolojide umut verici bir ilerlemeyi temsil etmektedir.



2.2.3. Fotodinamik Terapi

Fotodinamik terapi (photodynamic therapy, PDT), kanser hiicrelerini yok etmek igin
fotoaktif dalga boyunda 151k giiciinden yararlanan tibbi bir tedavidir. Yiizyili agkin bir
stiredir kullanilan bu terapi yontemi, kanser hiicrelerinde segici olarak biriken ve 1518a
hassas kimyasal ajan (fotoduyarlastiric1) kullanimmna dayanir. Hedef bolge belirli bir
dalga boyundaki 1s18a maruz kaldiginda, 1s18a duyarl hale gelerek aktive olur ve kanser
hiicrelerini 6ldiiren, timori besleyen kan damarlarima zarar veren ve tiimore kars
bagisiklik sistemini harekete geciren bir tiir ROS iiretir [33].

PDT, bir fotoduyarlastirici, belirli bir dalga boyunda 151k ve oksijen bilesenlerini iceren
bir tedavi yontemidir [34]. Kanserli dokularda secici olarak biriken 1s18a duyarl bir
bilesik olan bir fotoduyarlastiricinin uygulanmasiyla baslar. Fotoduyarlastiricilar agizdan
verilebilir, damar i¢ine enjekte edilebilir veya kanserin konumuna bagl olarak bolgesel

olarak uygulanabilmektedir.

Fotoduyarlastiricilar, belirli bir dalga boyunda 1s18a (genellikle lazerler veya LED 1siklar)
maruz birakilana kadar pasif kalmaktadir [35]. Bu dalga boyu, fotoduyarlastiricinin
emilim spektrumuna karsilik gelir ve fotoduyarlastiricinin maksimum enerji emilimini ve
aktivasyonunu saglar. Isikla aktivasyon lizerine, fotoduyarlastirici temel halden uyarilmig
hale gecger. Temel hale geri dondiiglinde, fotoduyarlastiricidan ¢evredeki oksijene enerji
transferi gergeklesir ve basta tekli (singlet) oksijen (!O2) olmak tizere ROS iiretir. Bu ROS
oldukc¢a reaktiftir ve tiimor hiicrelerindeki lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi
hiicresel bilesenlerde oksidatif hasara neden olur [6]. ROS olusumu hem 1518in hem de
1518a duyarlastiricinin mevcut oldugu alanlara baghdir, boylece yalnizca hedeflenen
kanser hiicrelerini etkilemektedir. Hem saglikli hem de kanserli hiicreleri etkileyen
sistemik tedavilerin aksine, PDT'nin bdlgesel olmas1 viicut biitiinliiglindeki yan etkileri
en aza indirmektedir. Bu lokalize tedavi yaklasimi, saglikli dokularin daha iyi

korunmasini saglar ve hastanin maruz kaldig1 genel toksisiteyi azaltir [36].

Geleneksel tedavilerle karsilastirildiginda, PDT minimal invazif bir yontemdir. Kesilere
gerek kalmadan ayakta yapilabilmekte ve radyasyon tedavisinde karsilasilan riskler

olmadan ayn1 bolgede birden fazla kez tekrarlanabilmektedir.



Son caligmalarda PDT ile PTT nin birlikte uygulamalar1 yer almaktadir; fototermal
ajanlar tarafindan iretilen 1s1, fotoduyarlastiricinin aktivasyonunu destekleyerek

tedavinin etkisini artirmaktadir [37].

PTT ile PDT arasinda bazi farklar mevcuttur. PDT de belirli dalga boylarinda 1s1kla
aktivasyon iizerine hiicre 6liimiine yol acan ROS iireten fotoduyarlastiricilar kullanilir ve
verimi oksijen varligina baglidir [38]. PTT ise emilen 15181 1s1ya doniistiiren fototermal
ajanlar igermektedir. PDT’de penetrasyon derinligi 15181n etkili bir sekilde ulagabildigi
yere (genellikle dokuya birka¢ milimetre) baglidir. Bu yiizden PDT daha yiizeysel veya
endoskopik olarak erisilebilir timdrler i¢in uygundur. PTT’de, kullanilan goriiniir 1g1ktan

daha derine niifuz eden NIR kullanilmaktadir [4, 11, 32, 39].

PDT’nin temel mekanizmasinda, baslangicta fotoduyarlastirici temel durumda bulunur.
Belirli bir dalga boyunda 1518a maruz kaldiginda, foton enerjisini absorbe ederek
uyarilmig bir singlet duruma gecis yapar. Bu singlet durumdan floresan yayarak tekrar
temel duruma geri doner ya da daha kararli olan triplet uyarilmis duruma sistemler arasi
gecis yapar. Bu triplet durumda fotoduyarlastirici iki tiir fotokimyasal reaksiyona girer.
Tip I reaksiyonda, triplet haldeki fotoduyarlastirict enerjiyi dogrudan substratlara
aktararak serbest radikallerin olusmasina neden olur. Tip II reaksiyonda ise enerjiyi
molekiiler oksijene (O2) aktararak son derece reaktif bir oksijen formu olan singlet oksijen
('02) olusturur. Hem serbest radikaller hem de tekli oksijen, hiicre oliimiine yol agan

giiclii reaktif oksijen tiirleridir [6, 40].

2.2.3.1. Fotoduyarh Molekiiller

Fotoduyarlastiricilar PDT'deki merkezi kimyasal ajanlardir. Bunlar porfirin bazlh
bilesiklerdir, ancak klorinler, ftalosiyaninler ve purpurinler gibi porfirin olmayan
fotoduyarlastiricilar da Cizelge 2.1°de goriildiigli gibi derin doku penetrasyonuna izin
veren kirmizi ve yakin kizilotesi bolgedeki (650-800 nm) giiclii absorpsiyonlari nedeniyle
kullanilmaktadir [41, 42]. Uygulama i¢in 151k kaynagimin (lazerler, LED) dalga boyu
fotoduyarlastiricilarin absorpsiyon pikiyle eslesmelidir. Ek olarak, dokuyu asir1 1sitmadan
fotoduyarlastiricinin yeterli aktivasyonunu saglamak icin 151k yogunlugu ve i1sinlama
siiresi hesaplanmalidir. PDT'nin etkinligi, tiimor mikro ¢evresindeki oksijen derisimi ile

sinirhdir. Tiimorler genellikle diisiik oksijen seviyelerine (hipoksik alanlara) sahiptir. Bu



da PDT'nin etkisini azaltacagindan tedavi oncesinde tiimor mikro ¢evresindeki oksijen

seviyelerini artirmak gereklidir [4, 35].

Cizelge 2.1. Fotoduyarlastirici ajanlar ve aktive olduklar1 dalga boylar1 [42]

PDT Ajanlan Aktivasyon Dalga Boyu (nm)
Hematoporfirinler 350420, 620-650
Protoporfirinler 405, 500-505, 630-635
Metalloporfirinler 400435, 500-520, 550-560, 590-630
Feoforbitler 750-790

Porfirinler Purpurinler 350-440, 500-550, 600-700
Benzoporfirinler 360-500, 550-600, 670-700
Klorinler 380420, 480-550, 590-660
Ftalosiyaninler 350-400, 600-700
Porfikenler 350400, 550-600, 630-730
Squarinler 550-600, 650-800
Siyaninler 750-900
Porfirin Ksantenler 500-570
olmayanlar Fenotiyazinler 620-700
Kurkuminoidler 420-580
Bor-dipirometen 500-580

Fotoduyarlastiricilar, 151k absorpsiyon ozelliklerine, kimyasal stabilitelerine ve ROS
iiretme kabiliyetlerine gore secilirler. Birinci nesil, ikinci nesil ve {i¢iincii nesil olmak
iizere smiflandirilirlar. Birinci nesil fotoduyarlastiricilar, daha uzun aktivasyon dalga
boylarma sahiptir ve uzun siireli cilt 15181 duyarliligina ve yetersiz 151k gegisine sebep
olabilirler. ikinci nesil fotoduyarlastiricilar, 15181 daha uzun dalga boylarinda absorbe
ederek daha derin doku penetrasyonuna izin verir ve daha az yan etkiye sahiptir. Ugiincii
nesil fotoduyarlastiricilar, antikor-fotoduyarlastirict konjugatlar1 gibi spesifik tiimor
komplekslerini igerir. Saglikli dokuya verilen zarar1 en aza indirirken PDT'nin verimini

artirmay1 amagclar [33, 39, 40, 43, 44].
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Tez kapsaminda segilen FDA onayli bir fotoduyarlastirici tiirii olan klorin e6’nin

kimyasal yapis1 Sekil 2.1°de verilmistir.

Porfirin Klorin Klorin €6

Sekil 2.1. Porfirin, klorin ve klorin e6'nin molekiiler yapilar

Klorin e6 (Ce6), PDT'de kullanilan ikinci nesil bir fotoduyarlastiricidir [33]. Bir¢ok
biyolojik pigmentin temeli olan porfirinlerle yakindan iligkili olup Sekil 2.1°de
gosterildigi gibi klorofilden tiiretilmis bir tetrapirolik bilesiktir [45].

Yapisi dolayisiyla 660-680 nm civarinda gii¢lii bir absorpsiyon pikine sahiptir, 1518a
maruz kaldiginda fotonlar1 sogurur ve temel halden uyarilmis singlet hale geger. Sistemler
aras1 gecis sayesinde, daha uzun 6miirlii bir triplet duruma gegebilmektedir.

Kirmizi ve yakin kizilotesi spektral bolgelerde giiclii emilime sahiptir, bu da birinci nesil
fotoduyarlastiricilara kiyasla daha derin doku penetrasyonuna izin verir. Viicuttan hizli
bir sekilde temizlenir ve uzun vadeli fototoksisite risklerini azaltir. Tiimor hiicreleri
tarafindan secici olarak alinarak 1sikla kontrollii aktive olur [4, 6, 34]. Tiim bu avantajlari

ile Ce6, PDT calismalarinda siklikla kullanilan fotoduyarlastiricilardan biridir.

2.2.4. Kemodinamik Terapi

Kemodinamik terapi (chemodynamic therapy, CDT), PDT ve PTT gibi tedavilerde
gerekli olan 151k veya 1s1 gibi uyaranlara ihtiya¢ duymadan kanser tedavisi i¢cin Fenton
kimyasinin nanoteknoloji ile birlesmesinden ortaya ¢ikmistir [46]. Bu siireg, gecis metal
iyonlar1 (demir veya bakir gibi) tarafindan katalize edilir ve tiimdr hiicrelerinde bulunan

yliksek H>O; seviyelerinden yararlanir. CDT'nin amaci, TME i¢inde Fenton veya Fenton
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benzeri reaksiyonlar yoluyla hidroksil radikalleri (-OH) iiretmektir. Bu gii¢lii oksidatif
radikaller DNA, proteinler ve lipidler gibi hiicresel bilesenlere zarar vererek kotii huylu
tiimor hiicrelerinin apoptozuna yol agmaktadir [47].

Fenton reaksiyonu, ferr6z demir (Fe**) ve H2Oz igeren bir redoks siirecidir. Bu reaktanlar
etkilesime girdiklerinde ferrik demir (Fe**), su ve oldukga reaktif -OH ortaya ¢ikarir. [43,
47].

Literatiirde benzer uygulamalar i¢in Fenton ve Fenton benzeri reaksiyonlarda yaygin
kullanilan demir metaline ek olarak baska gecis metal iyonlar1 da arastirilmistir [46, 48].
Bu metaller H>O> ayrismasini katalize eder ve geleneksel Fenton reaksiyonuna benzer
mekanizmalarla ROS iiretir. Bakir, manganez, kobalt, titanyum, vanadyum, paladyum,
giimiig, molibden, rutenyum, tungsten, seryum ve ¢inko dahil olmak iizere diger bir¢ok

metal elemente dayanan CDT terapileri 6nerilmistir [46].

Demir (Fe), Fenton reaksiyonlarinda birincil ve en geleneksel katalizordiir. Klasik Fenton
siireglerinde Fe** ve Fe** kullanir [49]. Bakir (Cu), H2O ayrigmasini demire benzer
sekilde katalize eder. Cu'" ve Cu?" iyonlar1 belirli kosullar altinda -OH iireterek redoks
dongiistine katilir [50, 51]. Manganez iyonlar1 (Mn) da H,O» ayrismasini katalize ederek
ROS olusumuna yol acar [52-54]. Gilimiis iyonlar1 i¢in de ayn1 sekilde H>O>’den ROS
iretimi arastirtlmaktadir. Bakteri hiicrelerine kars1 giiglii oksidatif yetenekleri sayesinde
genellikle antimikrobiyal uygulamalarda kullanilmistir [55].

CDT, PTT ve PDT kanser tedavisinde kullanilan modern terapétik yaklagimlardir. Bu
yontemlerin her birinde tiimor hiicre Oliimiini tetikleyen farkli mekanizmalar

kullanilmaktadir.

2.2.5. Achik Terapisi

Aclik terapisi (starvation therapy, ST), kanser hiicrelerini ¢ogalmalari i¢in gerekli temel
besinlerden mahrum birakarak tiimdr biiylimesini engellemeyi amaglayan bir kanser
tedavisi yaklagimidir [7]. Bu yontem, kanser hiicrelerinin hayatta kalmak icin birincil
enerji kaynagi glikoza olan bagimliliklarindan faydalanir. ST, hiicreleri glikozdan yoksun

birakarak hiicre 6liimiine neden olur [19].
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ST’de glikozun glukonik aside oksidasyonunu katalize eden ve ayni1 zamanda oksijeni
H>0O>’ye indirgeyen bir enzim olan Glikoz Oksidaz (GOx) kullanilir. Bu siire¢ sadece
glikozu tliketerek tiimdr hiicrelerini a¢ birakmakla kalmaz, ayn1 zamanda H>O: derisimini

artirarak tiimor ortamindaki stresi artirir [56].

2.2.6. Sinerjistik Terapi

Sinerjistik terapi, iki veya daha fazla tedavinin birlikte kullanilarak bireysel tedavilerin
etkilerinden daha fazla etki elde edildigi bir tedavi yaklagimidir. Sinerjistik tedavide,
tedavilerin kombinasyonu sadece tedavi etkisini artirmakla kalmaz, aym1 zamanda
olusabilecek potansiyel yan etkileri de azaltir. Bunun nedeni, daha diisiik dozlar ile
sinerjistik etkilesim sayesinde daha yiiksek terapotik etkiler elde edilebilmesidir [3, 4, 19,
27, 38, 48, 57-60].

2.3. Sinerjistik Terapi Uygulamalarinda Nanotasiyicilar

Nanotasiyicilar, hedefe yonelik tedaviler sundugundan kanser tedavilerinde oldukga
onemlidir. Bu nano 0lcekli araglar, ilaglar1 dogrudan hastalik bolgesine iletmek iizere
tasarlanmis olup sistemik yan etkileri en aza indirirken terapdtik etkileri en iist diizeye
cikarmaktadir [61]. Nanotasiyicilar, yapilarina ve yapiminda kullanilan malzemelere gore
cesitli tiirlere ayrilirlar. Bunlar lipozomlar, miseller, dendrimerler, silika nanopartikiiller,
altin nanopartikiiller, siiperparamanyetik demir oksit nanopartikiiller, karbon nanotiipler

ve kuantum noktalaridir [62].

Lipozomlar, iizerinde en ¢ok calisilan nanotasiyici tiirlerinden biridir. Bir veya daha fazla
fosfolipid ¢ift tabakadan olusan kiiresel vezikiillerdir. Biyouyumluluklari ve hem
hidrofilik hem de hidrofobik ilaglar1 kapsiilleme yetenekleri sayesinde kanser tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir [63].

Miseller, amfifilik kopolimerlerden olusan kolloidal partikiillerdir. Hidrofobik ¢ekirdegin
hidrofobik ilaglar1 ¢ozebildigi ve koruyabildigi, sulu ortamlarda ¢oziiniirliiklerini ve
stabilitelerini artirdig1 bir ¢ekirdek-kabuk yapisina sahiptirler. Miseller 6zellikle suda az
¢oziinen ilaclarin verilmesi i¢in kullanighdir [64].

Dendrimerler, yliksek molekiiler homojenlige, boyuta, sekle ve yiiksek yogunlukta

fonksiyonel u¢ gruplara sahip ¢ok dallanmis makromolekiillerdir. Bu yiiksek oranda
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dallanmis, aga¢ benzeri yapilar, ila¢ baglanmasi i¢in kullanilabilecek ¢oklu fonksiyonel
gruplar sunar [65].

Mezogozenekli silika nanopartikiiller, ilag yiiklemesi i¢in yiiksek yiizey alani saglayan
oldukga diizenli gbzenekli bir yapiya sahiptir. G6zeneklerine terapotik ajanlar yiiklenerek
kontrollii bir sekilde salinir. Bu partikiiller 6zellikle hedefli ve siirekli salim uygulamalari
icin kullanighdir [21].

Altin nanopartikiiller, hedeflenen kanser hiicrelerini yok etmek i¢in 151k enerjisini 1s1ya

doniistiiren PTT’de kullanilir [61].

Stiperparamanyetik ~ demir-oksit nanopartikiiller (Superparamagnetic iron-oxide
nanoparticles, SPION), hem terapotik hem de teranostik amaglarla kullanilmaktadir.
Harici manyetik alanlar kullanilarak manipiile edilirler, bu da onlar1 hedefli ilag dagitinm
ve manyetik rezonans goriintiileme (MRI) i¢in uygun kilar [66].

Elektriksel, termal ve mekanik 6zellikleriyle bilinen karbon nanotiipler hiicre zarlarina
niifuz ederek ilag ve gen iletimi dahil olmak iizere ¢esitli biyomedikal uygulamalar i¢in
kullanilirlar.

Kuantum noktalari, boyuta gdre ayarlanabilen 151k emisyonu gibi elektronik ve optik
ozellikler sergileyen yari iletken nanopargaciklardir ve bu da onlar1 hiicresel goriintiileme
ve diger biyomedikal uygulamalar i¢in uygun hale getirir [67, 68].

Nanotasiyicilar, birden fazla terapotik ajani tek bir platformda birlestirerek sinerjistik

tedavilere olanak tanir, bu da tedavi etkinligini artirir [3].

2.3.1. Silisyum Dioksit

Silisyum evrendeki en yaygin yedinci elementtir. Yerkabugunda yaygindir ve oksijenden
sonra en bol bulunan ikinci elementtir. Ayrica Merkiir, Veniis ve Mars'ta, Ay'da ve
Jiipiter'in uydularinda ve meteoritlerin yaklagik %96'sinda da silisyum yogun olarak
bulunur.

Silisyum bol miktarda bulunmasina ragmen temel formu ile nadiren karsilagilir. Sekil
2.2°de gosterildigi gibi silisyum oksijenle baglanarak silikay1 olusturur. Dort oksijen
atomu ile ¢evrili bir silisyum atomu ile dortyiizlii olarak temsil edilir, bu da molekiiliin
kararl ancak reaktif dogasini gosterir. Bu konfigiirasyon ¢ogu silikat mineralinin temelini

olusturur. Tetrahedron yapisi, silikonun dort bagi doldurma ihtiyaci ve oksijen atomlari
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arasindaki itme kuvveti tarafindan belirlenir ve bir piramit sekli olusturur. Genellikle bu
tetrahedralar birleserek daha biiyiik silisyum dioksit yapilar1 olusturur; burada ek baglar
arayan dis oksijen atomlart hidroksil gruplar1 olusturmak iizere sudan gelen hidrojen

atomlartyla birleserek yapiy1 stabilize ederler [69-71].

Sekil 2.2. Silika molekiiler yapisi

Genel olarak silika olarak adlandirilan silisyum dioksit (SiO2), diinyada en bol bulunan
bilesiktir. Inorganik bir malzeme olarak silika nanopartikiilleri (SiNP) tek tip gézenek
boyutuna, kontrol edilebilir partikiil boyutuna, genis ylizey alanina ve silanol gruplarinin
(Si-OH) varligi sayesinde kolayca modifiye edilebilen yiizeylere ve yiiksek
biyouyumluluga sahiptir [72]. Bu 6zelliklere dayanarak inorganik silika yapisi, sicaklik
dalgalanmalari, organik ¢oziiciiler ve asidik kosullarin varliginda bile yiiksek stabiliteye

sahiptir [71].

SiNP'ler diinya c¢apinda en fazla iiretilen ikinci nanomateryaldir. Boylece SiNP'lerin
toksisitesi tizerine yapilan ¢aligmalar da artmistir [73].

SiNP'lerin sentezi, partikiil boyutlarini, gézenekliligini ve yiizey islevselligini belirledigi
icin ¢ok dnemlidir ve bunlarin tiimii biyolojik sistemlerle etkilesimlerini dogrudan etkiler.
SiNP'lerin iki baskin tiirii olan gdzeneksiz silika nanopartikiiller ve mezogozenekli silika
nanopartikiillerin her biri yapisal farkliliklarina bagli olarak farkli amaglara hizmet

etmektedir.

Gozeneksiz SiNP'ler amorf yapidadir ve belirli yapisal 6zellikleri yoktur, bu da onlar
yiiksek biyouyumluluk ve stabilite gerektiren uygulamalar icin uygun hale getirir. Ote
yandan, mezogozenekli SiNP'ler, kontrolli ilag salinimi ve kataliz gibi yiiksek ylizey
alanlar1 ve ayarlanabilir gozenek boyutlar1 gerektiren uygulamalar i¢in avantajlidir [72,

74].

15



2.3.2. Silika Sentezi

SiNP sentezi i¢in sol-jel yontemi, mikroemiilsiyon, hidroliz ve yogunlagtirma yontemi
gibi ¢esitli teknikler kullanilmaktadir [72]. Her yontem belli avantajlar sunar ve istenen
ozelliklere ve uygulamaya gére segilir. Ornegin, geleneksel bir sol-jel teknigi olan Stdber
yontemi, sinirlart belli kiiresel SiNP'ler iiretmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir ve
kontrollii gbzenek boyutlarina ve yiizey islevlerine sahip mezogdzenekli SiNP'ler

iiretmek i¢in uyarlanmistir [75].

Monodispers  (tekil dagilimli) silika partikiillerinin ~ sentezlenmesine yOnelik
fizikokimyasal bir yontem olan Stober sentezi, ilk olarak Werner Stober tarafindan
kesfedilmistir ve metalik tuzlardan, alkol eklenerek olusturulan metal alkoksitlerden veya
hidroliz ve yogunlastirma yoluyla diger organometalik silikon 6nciillerinden ¢ok ¢esitli

sol-jeller tiretmek i¢in kullanilir [76].

Kolloidal SiNP'ler Stober yontemine dayali sol-jel prosesleri ile sentezlenebilir.
Reaksiyonda katalizér olarak amonyak, hidroliz ajan1 olarak alkil silikatlar ve alkol
cozeltilerinde yogunlastirma icin silisik asit kullanilir. Monodispers ve 50-2000 nm
capinda kiiresel SiNP'lerin kontrollii biiyiimesiyle sonuglandigi bir kimyasal
reaksiyondur. Islem sirasinda, Si-OR ve Si-OH igeren tiirler, siloksan baglar1 (Si-O-Si)
olusturarak siloksan bilesiklerine yogunlasir. Yogunlagsma ya alkol ya da su eliminasyonu
ile gergeklesir (Sekil 2.3). Elde edilen sol-jel daha sonra santrifiijleme ile izole edilir,
yikanir ve kurutulur. Stober sentezi yoluyla olusturulan gozeneksiz SiNP'lerde alkil
silikatlar ve tetraetil ortosilikat (tetraetoksisilan, TEOS) bulunur [77]. Sol-jel yonteminde
sentezin basit, dl¢eklenebilir ve kontrol edilebilir olmas1 avantajdir. Partikiil boyutu,
dagilimi ve morfolojisi reaksiyon parametreleri degistirilerek kontrol edilebilmektedir

[78].

TEOS, hidroliz ve yogunlagma reaksiyonlar1 yoluyla silika (SiO2) mikro/nanokiirelerin
sentezinde siklikla kullanilan kimyasal bir onciidiir. Hidroliz asamasinda, TEOS su ile
reaksiyona girer. Bu reaksiyon sirasinda, TEOS'taki etoksi gruplari (OC;Hs) hidroksil
gruplar1 (OH) ile yer degistirerek silanol (Si(OH)4) olusumunu saglar [74].
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Si(OC2Hs)s+ 4 HoO — Si(OH)s+4 C,HsO

Bu reaksiyon katalizor gorevi gorecek bir asit veya bazin varligini gerektirir.
Hidrolizi takiben, silanol gruplari yogunlasma reaksiyonlarina girer. iki silanol molekiili,

su salinimu ile bir siloksan bagi (Si-O-Si) olusturmak tizere reaksiyona girer [79].

2 Si(OH)s — Si(OH)3-O-Si(OH); + H,0

Daha fazla siloksan bagi olustukca SiO: partikiilleri de biiyiir. Nanokiirelerin boyutu ve
sekli, TEOS derisimi, su, katalizor tipi, reaksiyon sicakligi ve zaman gibi faktorler
ayarlanarak kontrol edilir.

Son olarak, elde edilen SiO2 nanokiireler, reaksiyona girmemis TEOS, etanol veya diger
yan Uriinleri uzaklastirmak i¢in santrifiijleme, yikama ve kurutma gibi tekniklerle

stabilize edilir.

TEOS'tan SiO> nanokiirelerin sentezi, kimyasal stabilite, genis ylizey alan1 ve
gozeneklilik gibi silikanin gii¢lii 6zellikleri nedeniyle kaplamalar, dolgu maddeleri ve
katalizorler i¢cin destek materyalleri dahil olmak {izere c¢esitli uygulamalarda yaygin

olarak kullanilmaktadir [80].

| hidroliz I
7~o—si—o.  + HO HO—si-oH | CHLOH
| |
0 OH
 OH OH | — oH )
| Ho—s‘l—o—s‘l—OH N %
HO—gi—om| Xomdenzasyon  po o o) 0 ——— | ©-1(si0, ©
OH HO—Si—O0—Si—OH O \ Q
n \ \ HO &
| OH OH . — —

Sekil 2.3. Stober yontemindeki reaksiyonlarin hidroliz ve kondenzasyon adimlari
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Mikroemiilsiyon —sentez metodunda, gozeneksiz SiNP'ler yag iginde su
mikroemiilsiyonlarinda tiretilir [81]. Baslangigta, ylizey aktif maddenin etkisi altinda, su
faz1 ve yag faz1 bir mikroemiilsiyon olusturmak i¢in birlesir.

Alkil silikat daha sonra mikroemiilsiyon sistemine eklenir. Alkil silikat yag fazina yerlesir
ve yavasea yiizey aktif madde katmanindan su katmanina difiize olur ve burada kademeli
olarak hidrolize olur [78]. Hidrolitik yogunlasma siireci pH ile iliskilidir. Alkali kosullar
yogunlagma i¢in daha elveriglidir. Sol-jel reaksiyonunun baz katalizorii yogunlagsmay1 ve
coziinmeyi tesvik eder. Buna karsilik, asit katalizorii hidrolizi tesvik eder ancak hem
yogunlagmay1r hem de ¢oziinmeyi engeller. Mikroemiilsiyon sentezi kolayca kontrol
edilebilmektedir fakat organik ¢oziiciiler ve pahali yiizey aktif maddeler kullanilir. Bu da
biiyiik 6lcekli sentezler igin saflastirma ve nanopartikiil geri kazanimi gerektirir. Buna
karsin, Stober sentezi daha yaygin olarak kullanilmaktadir ve optimizasyon i¢in daha

genis bir potansiyele sahiptir [82].

Mezogozenekli silika nanopartikiiller, 2-50 nm arasinda degisen ayarlanabilir gdzenek
boyutlari, 1000 m?/g'1 agan yiiksek yiizey alanlar1 ve yiiksek ilag yiikleme kapasitelerine
izin veren biiyiik gézenek hacimleri ile karakterize edilir [83].

Mezogozenekli SiNP’lerin sentezinde genellikle ylizeylerine fonksiyonel gruplarin
eklenmesini kolaylagtiran sol-jel teknikleri kullanilir. Bu &zellestirme, hedef kanser
hiicreleri i¢in spesifik bir afiniteye sahip birden fazla molekiil veya grubun (ligand) bir

tastyici sisteme baglanmasini saglar [84].

Nanosilikalar, ila¢ dagitimi1 ve goriintiileme sistemlerinde sik¢a kullanilan inorganik
malzemelerdir. SiNP'ler biyomedikal alanda ilag dagitimi, hedefleme, uyaranlara yanit
verme ve goriintiileme icin kullanilirlar. Fonksiyonellestirilerek belirli hiicrelerin veya
dokularin hassas bir sekilde hedeflenmesini saglarlar.

SiNP'ler pH degisiklikleri, redoks kosullari, 151k ve sicaklik gibi dis uyaranlara yanit
verme Ozelligine sahiptir. Bu akilli salim mekanizmasi, tiimorlerin asidik mikro ortami
gibi hedef ortamin kosullarinda ¢aligmaktadir [78].

SiNP'ler terapdtik uygulamalarin yani sira tibbi teshis alaninda da kullanilmaktadir. MRI
ve optik goriintiileme gibi teknikleri gelistirerek es zamanli tedavi ve teshise olanak

saglamaktadir.
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2.4. Polidopamin

Doga olaylarinin gézlemlenmesi ve arastirilmasi, yeni malzemelerin kesfedilmesine ve
altta yatan fiziksel siireglerin daha iyi anlasilmasina olanak tanir. Son yillarda, midyeden
esinlenilen polidopamin (PDA) ve kopolimerleri, biyouyumluluk ve yapiskanlik gibi
ozellikleri bir araya getirdikleri i¢in literatiirde ilgi gdrmiistiir [85]. Omurgasiz midyelerin
kat1 ylizeylere yapismasinin gozlemlenmesi, malzeme bilimi alaninda 6nemli bir
ilerlemeye yol agmistir. Midyeler, 1slak ytizeylerde bile yiliksek baglanma giiciine sahip
olup cesitli yiizeylere gii¢lii bir sekilde yapisir. Bu saglam yapismanin, plak-substrat ara
ylizeyine yakin 3,4-dihidroksi-i-fenilalanin (-DOPA) ve lizinle zenginlestirilmis
proteinlerden kaynaklandigi bulunmustur [86]. Bu durum, katekol ve amin gruplarinin es

zamanl varliginin giiglii yapigma i¢in gerekli olabilecegi hipotezine yol agmustir.

Bu bulgulara dayanarak, DOPA ile benzer bir molekiiler yapiya sahip olan polidopaminin
kullanilabilecegi sonucuna ulasilmistir. PDA, siiperhidrofobik yiizeyler de dahil olmak
iizere hemen hemen her tir inorganik ve organik substrat iizerinde kolayca
birikebilmektedir. Bu avantaj, PDA’y1 cesitli yiizeylerin modifikasyonunda ve
islevsellestirilmesinde siklikla kullanilan bir malzeme haline getirmistir [87].

PDA’nn bir diger degerli 6zelligi de katekol, amin ve imin gibi bir¢ok fonksiyonel grubu
iceren kimyasal yapisidir. Bu fonksiyonel gruplar, istenen molekiillerle ve metal

iyonlariyla baglanti noktalar1 saglar [88].

(Cozelti oksidasyon yontemi, polidopamin sentezi i¢in en yaygin kullanilan protokoldiir.
Monomeri olan dopamin, oksijen ile alkali kosullar altinda (pH>7,5) oksitlenerek
kendiliginden polimerlesir. Bu kendiliginden polimerizasyon reaksiyonu sert reaksiyon
kosullarina ihtiya¢ duymadan gergeklesir. Dopamin monomeri olan dopamin hidrokloriir
(DOPA-HCI) alkali bir ¢ozeltiye eklendiginde, polimerizasyon hemen gergeklesir ve
gecen zamanla renksizden koyu kahverengiye doniisen bir renk degisimi ile sonuglanir.
Substratlar iizerinde bir PDA filmi elde etmek i¢cin, DOPA-HCI derisimi 2 mg/mL'den
yiikksek olmalidir. PDA filminin kalinligi, dopamin monomerlerinin derisimi ve

polimerizasyon siiresi ayarlanarak kontrol edilir [31].
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Sentez, dopaminin oksidasyonuyla baslar. Sentezin ilk adiminda benzen halkasina bagl
iki hidroksil grubuna sahip olan dopamin, oksijene maruz kaldiginda, hidroksil gruplar
kinon yapilarina oksitlenerek dopaminkinon olusur. Benzen halkasindaki hidroksil
gruplar1 oksitlenerek karbonil gruplarina (C=0) doniisiir. Bu reaksiyon, benzen halkasini
daha elektrofilik hale getirerek kinon yapisini olusturur. Olusan yapi, iki karbonil grubu
iceren ve kimyasal reaktivitesi yiiksek olan bir kinon tiiriidiir. Bu adim, hidrojen
atomlarinin ¢ikarilmasim1 ve halkada ¢ift baglarin olusumunu igerir, halkanin
reaktivitesini artirir. Sonraki adimda amin grubu (—NH>) kinon yapisi ile reaksiyona
girerek siklik bir bilesik olan 16kodopaminkromu olusturur. Bu reaksiyon yeni bir
halkanin olusumunu igerir, burada azot bir karbonil grubuna saldirir. Daha sonraki
asamada, l6kodopaminkrom, daha kararl1 bir molekiil olan dopakroma oksitlenir. Burada,
iki hidrojen atomu kaybolur ve ¢ift baglar olugur. Dopaminkrom, 5,6-dihidroksiindole
tautomerize olur. Tautomerizasyon, bir bilesik i¢cindeki baglarin yeniden diizenlenmesi
olup genellikle bir hidrojenin kaymas1 ve yeni bir ¢ift bagin olusumunu igerir, daha kararl
bir aromatik yap1 olusur. Sonunda polimerizasyonla PDA sentezi tamamlanir.

Bu polimerizasyon mekanizmasi, PDA kapli malzemelere artirllmis stabilite,

biyouyumluluk ve fonksiyonel ¢ok yonliiliik saglar [87, 88].

PDA, yiiksek biyouyumluluga, suda ¢oziiniirliige ve ozellikle in-vitro PTT igin NIR
bolgesinde fototermal 6zellik saglayan giiclii absorpsiyon kapasitesine sahiptir [89].
PDA’nin molekiiler yapisindaki ¢esitli aromatik halkalar ve bu halkalardaki gruplar, NIR
151811 emme kabiliyetini artirir. Emilen NIR 15181, molekiiler titresimler ve diger enerji
transfer mekanizmalar1 yoluyla hizla 1s1 enerjisine doniistiiriiliir. Bu doniisiim, kanser
hiicrelerini hedef alarak onlar1 yok etmek i¢in kullanilabilir 1s1 tiretir. PDA, sahip oldugu

bu 6zellik sayesinde fototermal ajan olarak kullanilmaktadir [30].
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2.5. Kaskat Enzim Sistemi

Kaskat (basamakll) enzim sistemleri, 6zellikle kanser terapdtikleri alaninda, sinerjistik
terapi i¢in kullanilmaktadir. Bu enzim sistemleri, nano Ol¢ekte spesifik ve verimli
reaksiyonlar olusturmak i¢in dogal enzimatik yollarin taklit edilmesinden
yararlanmaktadir. Birden fazla enzimi veya enzim benzeri nanomalzemeyi sirali bir
sekilde kullanan kaskat sistemler, terapotik etkileri artiran bir dizi reaksiyonu tetikleyerek
kanser hiicrelerinin daha etkili bir sekilde yok edilmesini saglarken saglikli dokuya
verilen zarar1 en aza indirmeyi amagclar [90, 91]. Dogal enzimatik islevleri taklit etmek
icin “nanozimler” olarak bilinen c¢esitli enzimler ve enzim benzeri nanomalzemeler

kullanilir [92].

Glikoz oksidaz enzimi, glikozun glukonik asit ve hidrojen peroksite doniigiimiinii saglar.
Uretilen H,0,, sitotoksik etkiler uygulamak veya diger terapétik reaksiyonlari tetiklemek
icin kaskat sistemindeki diger enzimler tarafindan kullanilmaktadir [93].

Peroksidaz enzimi, glikoz oksidaz tarafindan tiretilen H2O>’yi, renksiz bir substrati renkli
bir iiriine oksitlemek i¢in kullanir. Renk degisiminin yogunlugu, H>O> miktar1 ve
dolayisiyla baslangictaki glikoz derisimi ile dogru orantilidir [94].

Nanozimler tarafindan taklit edilen siiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit radikallerini
H>0, ve O gibi daha az zararli molekiillere doniistiirmek i¢in kullanilir. SOD, tiimér
hiicrelerindeki oksidatif stresi terapdtik seviyelerde tutarken normal hiicrelerdeki

oksidatif stresi azaltmak i¢in dnemlidir [95].

Glikoz Oksidaz (GOx) ve Katalazin (CAT) kanser tedavisine yonelik kaskat enzim
sistemleri i¢inde birlikte kullanilmasi, tedavinin etkinligini artiran sinerjistik bir etkilesim
saglamaktadir [94]. GOx glikozun glukonik aside oksidasyonunu katalize ederek H>O»
iretir. CAT ise H202’yi su ve oksijene ayristirir. Bu reaksiyon, asirt H>O2’nin saglikli
hiicrelere verebilecegi potansiyel zarar1 azaltmaya yardimci olurken tiimdr mikro
cevresindeki oksijen igerigini de artirir [96]. Diisiik oksijen seviyeleri yliziinden hipoksik
timor ortamlarinda kisitlanan PDT etkinligini ilave oksijen sayesinde daha etkili hale

getirir [97, 98].
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2.6. Hiicre Hatt1 Calismalari

Beyin tiimoérleri, bulundugu konum ve siklikla lokal biiyiimeleri nedeniyle yiiksek 6lim
oranina sebep olan tiimdr tiirlerindendir. Glioblastoma en agresif ve yaygin beyin
timoriidir. Glioblastomadan kaynakli kanser hastasinin hayatta kalma siiresi uzun

olmamaktadir [99].

T98G hiicre hatti, yetiskinlerde primer beyin tiimorlerinin en yaygin ve agresif formu
olan insan glioblastomundan tiiretilmistir. Bu hiicre hatt1, yiiksek malignitesi (kotii huylu
tiimor), tedavi direnci, hizli ¢ogalmasi ve saglamlig1 nedeniyle farkli terapétik ajanlarin
etkinligini degerlendirmek i¢in kanser aragtirmalarinda kullanilmaktadir [100-102].

Farenin deri alti bag dokusundan tiiretilen 1929 hiicre hatti, g¢esitli arastirma ve
endiistriyel uygulamalarda yaygin olarak kullanilan bir fibroblast hiicre hattidir. L929
hiicre hatt1 kanser kokenli degildir, bu da onu dogrudan kanserle ilgili olmayan ¢aligmalar
icin de uygun hale getirmektedir. L929 hiicreleri fibroblastiktir, yani ig seklindedirler ve
kiiltiir substratina giiglii bir sekilde yapisirlar. L929 hiicreleri, hiicre canliligmi ve

sitotoksisiteyi degerlendirmek i¢in MTT deneylerinde siklikla kullanilir [103-105].

2.6.1. Sitotoksisite Calismalari

Hiicre canliligy, bir popiilasyon i¢indeki canli, saglikli hiicrelerin oraninin bir lgiistidiir.
Hiicre canliligr analizleri, cesitli tedavilere yanit olarak hiicrelerin genel sagligini ve
hayatta kalmasini belirlemek i¢in olduk¢a 6nemlidir. Sitotoksisite, hiicreler i¢in toksik
olma niteligini ifade eder. Belirli maddelerin veya ajanlarin hiicreleri 6ldiirme veya zarar
verme kapasitesidir. Sitotoksisite testleri, bir maddenin hiicreler itizerindeki dogrudan
etkileri hakkinda bilgi verir ve canli hiicreler lizerindeki zararlh etkilerin belirlenmesini
saglar [106]. Hiicre canliligin1 ve sitotoksisitesini 6l¢gmek i¢in boyama yontemleri ve

metabolik aktiviteye dayali yontemler kullanilmaktadir [107].
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2.6.2. MTT Testi

3-(4, 5-dimetiltiyazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT), suda ¢6ziinebilen sar1
renkli bir tetrazolyum tuzudur ve sitotoksik analizlerde hiicre canliligini belirlemek i¢in
yaygin olarak kullanilir. Hiicre ¢ogalmasi sirasinda, mitokondriyal dehidrojenaz enzimi
tarafindan indirgenerek enzim aktivitesinde bir artisa yol acar ve suda ¢éziinmeyen mor
bir kristal yapt olan formazani olusturur. MTT deneyi hiicrelerin MTT ile
inkiibasyonundan birka¢ saat sonra (1-4 saat) gerceklestirilir. [108, 109]. Olusan
formazan kristalleri ya dimetil siilfoksitte (DMSO) ya da izopropanolde (IPA)
¢oziindiikten sonra ¢ok kuyucuklu bir spektrofotometre kullanilarak 570 nm'de absorbans
Ol¢iimii ile belirlenir. Cozelti ne kadar koyu olursa, canli, metabolik olarak aktif
hiicrelerin sayist da o kadar fazla olur. Elde edilen formazan kristal {irlin miktari,
kullanilan canli hiicre sayis1 ile dogru orantilidir. Islem gérmemis kontrol grubunun
hiicresel canlilik orant %100 olarak alinir ve oransal hesaplamalar bu kontrol grubuna

gore yapilir [110, 111].

2.6.3. Hiicre Boyama

Akridin turuncusu (acridine orange, AO) ve propidyum iyodiir (propidium iodide, PI),
floresan mikroskobu yoluyla canlilii ve hiicresel bilesenleri degerlendirmek iizere
hiicreleri boyamak i¢in yaygin olarak kullanilan boyalardir. AO, 510-550 nm dalga
boyunda canli hiicreler icin yesil renkte floresan verirken PI, 460-490 nm dalga boyunda

yalnizca 6lii veya hasarli hiicreleri belirtmek i¢in kirmizi renkte floresan verir [112].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Malzemeler ve Cihazlar

Tez kapsaminda, toluen ISOLAB’tan, 2,2'-Azobis(2-metilpropiyonitril) (AIBN, 97%)
Matrix Scientific (Amerika Birlesik Devletleri)’ten, gliserol dimetakrilat (GDMA, 85%),
metakrilik asit (MAA, 99%), asetonitril (ACN), teknik etanol (EtOH, 95%-99%), mutlak
etanol, 2-propanol (IsoPr-OH), tetrabiitilamonyum iyodiir (TBAI, 98%), amonyum
hidroksit (25-30% NH3), tetraetilortosilikat (TEOS, >99.0%),
tris(hidroksimetil)Jaminometan (TRIS, >99.8%), dopamin hidrokloriir, hidroklorik asit
(HCl, 37%), sodyum hidroksit (NaOH, 98-100.5%, pelet), sodyum dodesil siilfat (SDS),
trisodyum sitrat, o-fenilendiamin (OPDA), hidrojen peroksit (%50 w/w), titanyum (IV)
kloriir (TiCls), Glikoz oksidaz (GOx, Katalog No: G6125, Tip II, >15.000 birim /g kati,
Aspergillus niger), cytochrome-c from bovine heart (Cyt-C, >95%), fosfat tamponlu salin
(PBS), akridin turuncusu (AO), propidyum iyodiir (PI), 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difenil  tetrazolyum bromiir (MTT), 1,3-difenilizobenzofuran (DPBF) ve
penisilin/streptomisin (P/S) kimyasallar1 Sigma-Aldrich Inc., MERCK’ten (St. Louis,
Amerika Birlesik Devletleri), Klorin e6 (Ce6) Medkoo, ABD'den temin edilmistir. T98G
insan glioblastoma hiicreleri ve L929 deri alt1 bag dokusu hiicreleri) American Type
Culture Collection'dan (ATCC, Manassas, VA, ABD) temin edilmistir. Yiiksek glikozlu
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)/Ham's F12, %10 (w/w) fetal bovine
serum (FBS) ve DMEM-F12 Biochrom AG, Berlin, Almanya'dan satin alinmgtir.

Tiim sentez ¢aligmalar1 ve in-vitro deneylerde, kimyasal malzemelerin tartimi i¢in hassas
terazi (Sartorius, Entris® 224- 18S), kimyasal direnci 18 MQ cm olan deiyonize su igin
Millipore Direct-Q® 3 UV marka cihaz, partikiillerin kurutulmasi i¢in Memmert UNS5S5
marka etiiv, manyetik karistirma i¢cin IKA RO-10 (Germany), 1siticili karistirma icin IKA
C-MAG HS (Germany) marka karistirici, mekanik karigtirma i¢in IKA RW-20 digital
(Germany) marka karistirici, vortex karistirict (SCI FINETECH ve IKA GENIUS 3),
ultrasonik banyo (ISOLAB sonikatdr), prob sonikatér (Bandelin Sonopuls), pH metre
(Istek NeoMet pH/SE Meter pH-240L), partikiillerin santrifiijleme-dekantasyon yéntemi
ile yikanmasi icin Hermle Z 326 K Sogutmali Santrifiij, ¢alkalamali su banyosu
(Memmert, Almanya), kiil firinlar1 (CLS CLMF-1205 ve Mikrotek Dental, MFX-1010)
kullanilmistir. UV-Vis spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) absorbans dl¢timleri

icin kullanilmigtir. Fototermal terapi ve fotodinamik terapi deneyleri i¢in CNI
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(Changchun New Industries Optoelectronics Technology Co., Ltd., PSU-III-LED, China)
808 nm NIR ve 650 nm LED lazer kullanilmistir. Optik mikroskop goriintiisii i¢in Nikon,
Eclipse E200, gozenek boyutu ve ylizey alani dl¢timleri i¢in Quantochrome, Nova 2200e,
(ABD) cihazi, boyut dzellikleri icin Hacettepe Universitesi Ileri Teknolojiler Uygulama
ve Arastirma Merkezi (HUNITEK)’teki GAIA3+Oxford XMax 150 EDS Model
Taramali Elektron Mikroskobu kullamilmustir. /n-vitro deneylerde, MTT testleri igin
mikroplaka spektrofotometresi (pQuantTM, BiotekW Instruments Inc, USA), hiicre
goriintiilemeleri i¢in inverted floresan mikroskobu (Olympus IX70, Japonya)

kullanilmistir.

3.2. Poli(gliserol dimetakrilat-ko-metakrilik asit) [poli(GDMA-co-MAA)]

NanoKkiirelerin Sentezi

Tez kapsaminda, 180-1000 nm araliginda ortalama boy degerine sahip ¢ikis materyali
olarak kullanilmak iizere monodispers (tekil dagilimli) formda poli(GDMA-co-MAA)
nanokiireler sentezlenmistir. Bu amacla istenilen boyutlarda poli(GDMA-co-MAA)
nanokiirelerin sentezi i¢in optimizasyon deneyleri ger¢eklestirilmistir. 180-200 nm boy
dagilimima sahip sentezlenen kalip materyalleri, ilgili monomerlerin asetonitril/toluen

ortaminda dispersiyon polimerizasyonu yontemi ile hazirlanmistir.

3.2.1. 180-200 nm Boyut Arahginda Poli(GDMA-co-MAA) Nanokiire Sentezi

Sentez ortam1 i¢in 42,3 mL toluen ve 22,7 mL asetonitril (ACN) oda sicakliginda T sekilli
sizdirmaz cam polimerizasyon reaktdriinde soniklenmistir. Monomer olarak sirasiyla
0,15 mL metakrilik asit (MAA) ve ¢apraz baglayict monomer 0,64 mL gliserol
dimetakrilat (GDMA), hazirlanan ¢6zeltiye eklenerek soniklenmistir. Baslatici olarak
0,09 g 2,2'-Azobis(2-metilpropiyonitril) AIBN c¢oziinene kadar ultrasonik banyoda
sonikasyona tabi tutulmustur. Calkalama hizi 120 cpm olan sicaklik kontrollii ¢alkalamali
su banyosu 70 °C'ye kadar 1sitilmis ve polimerizasyon bu kosullar altinda 24 saat boyunca
gerceklestirilmistir. 24 saat sonra, sizdirmaz cam polimerizasyon reaktorii sicaklik
kontrollii ¢alkalamali su banyosundan alinip oda sicakligina kadar sogutulmustur.
Poli(GDMA-co-MAA) cikis lateksi santrifiijleme (10000 rpm, 10 dakika) ile izole

edilmis ve siipernatant uzaklastirildiktan sonra partikiiller sirasiyla mutlak etanol, teknik
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etanol ve distile su ile birkag kez yikanmistir. Sulu ortamda belirli bir hacimdeki

poli(GDMA-co-MAA) tohum lateks miktar1 gravimetrik analiz ile elde edilmistir.

3.3. i¢ci Bos Silika Nanokiirelerin Sentezi

Cikis materyali olarak, istenen boyutlardaki monodispers-gdzenekli poli(GDMA-co-
MAA) nanokiireler kullanilarak i¢i bos H-SiO» nanokiireler ¢ok basamakli sol-jel
kaliplama yontemi ile sentezlenmistir. Hangi boyutlarda silika sentezlenecekse o boyutta
iretilmis polil(GDMA-co-MAA) polimerik nanokiirelerin yiizeyinde NHsOH ¢ozeltisi ve
TBAI igeren IPA/su ortaminda TEOS’un hidroliz-kondenzasyon reaksiyonu ile SiO»
katmani olusumu saglanmistir.

TEOS’un hidrolizi ve kondezasyonu ile SiO; nanopartikiillerinin sentezi iki asamali
olarak gerceklesir. Ik olarak, TEOS su ve bir katalizér (NH4OH) varhiginda hidrolize
ugrayarak silanol (Si-OH) gruplart olusturur. Daha sonra, bu silanol gruplari
yogunlasarak siloksan (Si-O-Si) baglar1 olusturur ve SiO> nanopartikiillerinin olusumunu

saglar.

Sekil 3.1°de, kalip materyali iceren ve basamakli hidroliz-kondenzasyon protokolii
kullanilarak sentezlenen i¢i bos mezogodzenekli SiO; nanopartikiillerinin sentezi

gosterilmektedir.

TEOS+ %
NHLOH poli (GDMA-co-MAA) ‘Z°pr°pan°1/
4

+ TBAI nanokiireler
N e
su —_— 1 saat
+ izoproparm, | 1

oda sicaklig1
‘T
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Monodispers kalsinasyon kurutma polimer-silika
i¢i bos SiO, kom;iozn
nanopartikiiller nanokiireler

Sekil 3.1. H-SiO» sentez asamalar1
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Nanopartikiillerin sentezi i¢in siirekli ortam olan 50 mL IPA ile 5 mL distile su oda
sicakliginda soniklendikten sonra 0,25 g TBAI ardindan 0,25 mL NH4OH eklenmistir.
0,4 g onceden sentezlenen poli(GDMA-co-MAA) nanokiireleri ¢ézeltide dagitilmis ve
dispersiyon 1 saat boyunca oda sicakliginda manyetik karigtirilmistir. Homojen
dispersiyon ortamina 1,25 mL TEOS ve 3,75 mL IPA karisgimi 1 saat sonra enjektor
siringa ile damla damla eklenerek tekrar 20 saat boyunca 30°C’de su banyosunda
manyetik karistirilmistir.  Sentez tamamlandiktan sonra olusan poli(GDMA-co-
MAA)/SiO; kompozit yapt 10000 rpm’de 5 dakika c¢oktiiriiliip IPA ve distile su ile
yikanmustir. Partikdiller etiivde 70°C’de bir gece kurutulduktan sonra hava atmosferinde
450°C’de, 2°C artigla 8 saat kiil firininda kalsine edilerek monodispers i¢i bos formda
gozenekli SiO; (H-Si0O») nanopartikiiller Sekil 3.1°deki gibi elde edilmistir.

3.4. Polidopamin Kaph I¢i Bos Silika Nanopartikiillerin Sentezi

I¢i bos silisyum dioksit nanopartikiillere fototermal terapi 6zelligi kazandirmak amaciyla

polidopamin kaplamasi yapilmistir (Sekil 3.2).

dopamin
polimerizasyonu

\ N
' ‘\/, “:) : .\:w N . -
H-§i0, ..) H-Si0,@PDA
Sekil 3.2. H-SiO>@PDA sentezi

Sekil 3.2°de, 30 mg H-SiO» nanopartikiilleri 15 mL 10 mM pH: 8,5 Tris-HCI tamponu
icinde ultrasonikasyon ile dagitilmistir. Hemen sonrasinda 30 mg DOPA-HCI ilave
edilerek dispersiyon tekrar pH: 8,5’e getirilmis ve sentez oda sicakliginda 6 saat boyunca
350 rpm'de mekanik olarak karigtirilmigtir.

PDA kabuk kapli H-SiO, NP'ler santrifiijleme-dekantasyon yoluyla distile su ile yikanmis

ve su i¢inde siispansiyon halinde +4°C’de buzdolabinda saklanmistir.

27



3.5. Glikoz Oksidaz Enziminin Nanopartikiil Uzerine Immobilizasyonu

Tiimor mikro cevresindeki glikozun oksidasyonu ile saglanacak acglik terapisi igin

nanopartikiillere GOx enzimi immobilize edilmistir (Sekil 3.3).

dopamin GOx
polimerizasyonu | : \] immobilizasyonu
———— \ 4 1 ) ——) ” e
N, _ N \\ ’
( ‘ »w A AN - 7/’
. (N e . .
H-8i0, (. J( "" H-Si0,@PDA H-8i0,@PDA@GOxX

Sekil 3.3. H-SiO2@PDA@GOx sentezi

Sekil 3.3’te, polidopamin kapli i¢i bos silika nanopartikiillerine GOx enziminin
immobilizasyonu i¢in 2 mg GOx; 2 mL, 25 mM, pH 7,0 fosfat tamponu i¢inde (1 mg/mL)
10 mg H-SiO2@PDA nanopartikiillerin {izerine fiziksel olarak adsorbe edilmistir.
Dispersiyon, karanlik ortamda 2 saat boyunca 50 rpm'de rotatorda dondiiriilmiistiir. Elde

edilen H-Si0,@PDA @GOx nanopartikiiller, santrifiijlenerek distile su ile yikanmustir.

3.5.1 Glikoz Oksidaz Aktivitesi Tayini

12 mg H-SiO,@PDA@GOx NP'ler 550-22200 uM (0,1-4 mg/mL) arasinda degisen
derisimlerden glikoz iceren 3 mL’lik 100 mM, pH:5,0 sitrat tamponu i¢inde dagitilmigtir.
Elde edilen dispersiyon, karanlikta 37°C'de 1 saat boyunca 120 cpm hizinda ¢alkalamali
su banyosunda c¢alkalanmistir. 1 saatin sonunda partikiiller ¢oktiiriiliip siipernatant tekrar
yeni bir siseye alinmisg ve pH:5,0 sitrat tamponu ile OPDA ¢ozeltisi (2,0 mM, 3 mL)
hazirlanip OPDA ¢ozeltisi ile ayni anda 2 mg/mL’lik sitokrom-c (cyt-c) (15 pL)
dispersiyona eklenmistir. OPDA ve cyt-c eklendikten hemen sonra kronometre agilarak

zamana kars1 absorbans degerleri kaydedilmistir.
Siipernatantin absorbansi, UV-Vis spektrofotometresinde 446 nm’de Olglilmiistiir.

Baslangic glikoz tiikketim oranlari, farkli baglangic glikoz derisimlerinin glikoz

oksidasyonlarindan elde edilen Orneklerle OPDA derisiminin zamanla degisimine
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dayanarak hesaplanmistir. H-SiO2@PDA@GOx NP'lerin GOx aktivitesi, Michaelis-

Menten model parametreleri Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak hesaplanmistir.

3.6. Katalaz Enziminin Nanopartikiil Uzerine Immobilizasyonu

Tiimdr mikro ¢evresindeki hipoksik ortamin eliminasyonu i¢in nanopartikiillere katalaz

enzimi immobilize edilmistir (Sekil 3.4).

dopamin GOx CAT § L P
polimerizasyonu immobilizasyonu i immobilizasyonu - ;¢ i
o Al § .
- - @ . e
H-SiO, (T H-SiO,@PDA H-Si0,@PDA@GOx H-Si0O,@PDA@GOx@CAT

Sekil 3.4. H-SiO2@PDA@GOx@CAT sentezi

Sekil 3.4’te, 10 mg H-SiO2@PDA nanopartikiiller 5 mL 25 mM pH:7,0 fosfat
tamponunda ultrasonikator ile dagitilmistir. Sirasiyla 2 mg GOx ve 1 mg CAT enzimi
eklenmistir. Enzimlerin baglanmasi i¢in ortam 50 rpm’de 2 saat boyunca karanlikta
rotatorda karistirilmistir. Santrifiijleme yoluyla H-SiO2@PDA@GOx@CAT NP’ler elde

edilmisgtir.

3.6.1 Katalaz Aktivitesi Tayini

H-Si02@PDA@GOx@CAT NP'lerin yapay katalaz aktivitesi, kolorimetrik bir yontem
kullanilarak H>O>'nin bozunmasi (dekompozisyon) izlenerek degerlendirilmistir. 10 mg
H-Si0,@PDA@GOx@CAT NP'ler 0,5 ile 15 mM araliginda degisen 5 mL’lik farkl
baslangi¢ H>O; derisimi ile hazirlanan sulu bir H»O, ¢ozeltisi i¢inde dagitilmistir.
H>O>'nin fotobozunmasini dnlemek i¢in reaksiyon ortami oda sicakliginda (22°C) 30
dakika boyunca karanlikta 50 rpm’de rotatorda inkiibe edilmistir. 30 dakika boyunca
belirli zaman araliklarinda (0, 1, 2, 5, 10, 30 dakika) reaksiyon karigimindan 1 mL
cekilerek nanopartikiiller santrifiijlenmistir. Kolorimetrik tespit i¢in alinan numuneden
elde edilen siipernatanttaki H>O; derisimi, TiCls/HCl kompleksi ile karistirilarak 414
nm'deki absorbanst UV-Vis spektrofotometresinde Olciilerek belirlenmistir. Tiim zaman

noktalari ve H>O, derisimleri i¢in absorbans degerleri kaydedilmistir. H-
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Si0,@PDA@GOx@CAT NP'lerin yapay katalaz aktivitesi i¢in absorbans degerleri
zamana kars1 cizilerek H>O, bozunmasinin baslangi¢c hizi hesaplanmistir. Lineweaver-

Burk grafigi kullanilarak Michaelis-Menten sabiti belirlenmistir.

3.7. Nanopartikiillerin Fototermal Terapi Ozelliklerinin Incelenmesi

H-SiO2 ve nihai partikiil olan H-SiO>@PDA@Ce6@GOx@CAT NP'lerinin fototermal
yanit1 bir NIR lazer (808 nm) kullanilarak dl¢iilmiistiir. Sekil 3.5’te PTT etkisi sematize

edilmisgtir.

808 nm NIR
lazer

H-Si0,@PDA@Ce6@GOx@CAT

timor hiicreleri

Tiimor kalcal Olii hiicreler
damarlar

Sekil 3.5. Nanopartikiillerin NIR lazer ile timoér hiicrelerinde olusturdugu temsili PTT

etkisi.

Nanopartikiillerin 200 uL’lik sulu dispersiyonu, 1 W/cm? gii¢ yogunlugunda 5 dakika
boyunca NIR lazere maruz birakilmistir. Dispersiyonlar 0,1 ile 2 mg/mL arasinda degisen
nanopartikiil derisimlerinde hazirlanmistir. Sulu dispersiyonun sicakligi, kabin merkezine
sabitlenen bir 1s1l ¢ift araciligiyla her 20 saniyede bir deger alinarak 5 dakika boyunca
Olciilmiistiir. Isitma-sogutma grafigi icin her 5 dakikada bir besli dongii olacak sekilde
NIR lazer kapatilarak sogutma islemi sirasinda sulu dispersiyonun sicakligi zamana kars1
tekrar kaydedilmistir ve dispersiyon baslangi¢ sicakligina geldigi andan itibaren lazer
tekrar acilmigtir. Nanopartikiillerin termal kararliligin1 degerlendirmek icin ardigik

1sitma/sogutma islemleri bu sayede bes kez tekrarlanmistir.
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3.8. Nanopartikiillerin Fotodinamik Terapi Ozelliklerinin Incelenmesi
3.8.1. Partikiillere Ce6 Yiiklenmesi

Klorin e6 (Ce6), fiziksel adsorpsiyon yoluyla polidopamin kapli i¢i bos silika (H-
SiO2@PDA) nanopartikiillere yiiklenmistir (Sekil 3.6).

dopamin i
polimerizasyonu | £ | Ceo6 Yiklenmesi
— % I
Y/ \\_> 7
H-Si0, ./ /"7 H-Si0,@PDA H-Si0,@PDA@Ce6
HO oH Ho on_J

Sekil 3.6. Nanopartikiillere Ce6 yiiklenmesi

10 mg/mL H-SiO2@PDA nanopartikiiller 1 mg/mL derisimde 2 mL Ce6-metanol
cozeltisi ile 30 dakika boyunca rotatorda karistirilmistir. Adsorpsiyon oda sicakliginda ve
karanlikta gerceklestirilmistir. 30 dakika sonunda ¢o6zelti santrifiijlenerek su ile

yikanmuistir.

3.8.2. Partikiillerin Fotodinamik Etkisi

10 mg/mL H-SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT NP'ler karanlikta 30 pg/mL DPBF/ACN
cozeltisi i¢inde dagitilmistir. Cozelti, 650 nm dalga boyunda (0,8 W) bir LED ile
isinlanmigtir. Cesitli 1s1nlama siirelerinde (0, 1, 5, 10 dakika) alinan numunelerin santrifiij
edilmesiyle elde edilen siipernatantlarin absorpsiyon spektrumlari bir UV-Vis
spektrofotometresinde 410 nm'de Olgiilmiistir. Kontrol calismasinda, H-
Si0,@PDA@Ce6@GOx@CAT NP'leri dahil edilmeden sadece DPBF c¢ozeltisi ayni
kosullarda LED ile 1s1nlanmig ve absorpsiyon spektrumlari ayni yontemle kaydedilmistir.

Sekil 3.7°de PDT etkisi sematize edilmistir.
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650 nm LED
151k

Tiimér hiicreleri Olii hiicreler

Sekil 3.7. Fotoduyarlastiric1 yiiklii nanopartikiillerin 650 nm LED altinda tlimor

hiicrelerinde olusturdugu temsili PDT etkisi

Sekil 3.7°de, nanopartikiile yiliklenen Ce6, 650 nm dalga boyunda LED isikta aktive

olarak hiicre 6liimiine yol agan ROS iiretmektedir.

3.9. Hiicre Deneyleri
3.9.1. Sitotoksisite Calismalari

H-Si0, ve tiirevlendirilmis formu olan H-SiO@PDA@Ce6@GOx@CAT
nanopartikiillerinin sitotoksik etkilerini degerlendirmek icin T98G insan glioblastoma
hiicreleri ve L929 fare fibroblast hiicre hatlar1 kullanilmistir. Hiicreler, 96 kuyucuklu
kiiltiir plakalarina kuyu basina 2x10* hiicre yogunlugunda ekilmis ve bir gece boyunca
tutunmalarina izin verilmistir. Her iki hiicre hatt1 da 37°C'de %5 CO; iceren atmosferde,
%10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin (P/S) ile desteklenmis yiiksek
glikozlu DMEM ortaminda 24 saat inkiibe edilmistir.

Hiicrelere daha sonra %2 FBS, %1 P/S ve %1 DMEM i¢eren 200 pL’lik kiiltlir ortaminda
0,1 ie 1,0 mg/mL arasinda degisen derisimlerde H-SiO, ve H-
Si0,@PDA@Ce6@GOx@CAT verilerek 24 saat karanlikta inkiibe edilmistir.

24 saat sonunda hiicre canlili1, floresan mikroskop ve MTT testi (Sekil 3.8) ile analiz

edilmisgtir.
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Sekil 3.8. MTT testinin genel adimlart.

Sekil 3.8, hiicre metabolik aktivitesini degerlendirmek i¢in kullanilan kolorimetrik bir test
olan MTT test siirecini gostermektedir. MTT testi icin kiiltiir ortam1 200 pL, agirlikca
%10’luk MTT (500 uL MTT ve 4,5 mL besiyeri) ile degistirilmis ve hiicreler karanlikta
2 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda formazan kristallerini ¢6zmek icin ortam
uzaklastirilarak tekrar ayni ortama izopropil alkol eklenmistir. Her bir kuyucugun
absorbansi her derisim grubu i¢in mikroplaka spektrofotometresi (EZ Read 400 ELISA)
Galapagos yazilimi iizerinden ile 570 nm’de 6lgiilerek hiicrelerin yiizde canlilik oranm

hesaplanmuistir.

Besiyerleri uzaklagtirilan ve MTT uygulanmayan hiicre gruplarindaki hiicreler 2 dakika
boyunca AO/PI boya ¢ozeltisi (100 pL, hacimce 1:1) ile inkiibe edilmistir. 2 dakika
sonunda boya c¢ozeltisi uzaklastirilarak hiicreler iki kez fosfat tamponlu salin ile
yikanmistir. Canli (yesil floresan) ve 6lii (kirmizi floresan) hiicreleri degerlendirmek igin
hiicreler floresan mikroskobu altinda 460-490 nm ve 510-550 nm dalga boylarinda
goriintiilenmistir. Kontrol deneyleri i¢in de ayni prosediir ortama nanopartikiil

eklenmeden uygulanmuistir.

33



3.9.2. Nanopartikiillerin in-vitro Kombine Fototermal, Fotodinamik ve Achk

Terapisi Calismalari

Sitotoksisite testlerinin ardindan, lazer tedavisi prosediirii, hiicresel ortamdaki
nanopartikiil inkiibasyonundan sonra, T98G hiicrelerini igeren her bir kuyucuktaki kiiltiir
ortam1 808 nm ve 650 nm dalga boylarindaki lazerlere maruz birakilmistir.

Farkli derisimlerde H-SiO>@PDA nanopartikiil iceren kuyucuklar 5 dakika boyunca 808
nm dalga boyunda bir NIR lazerle etkilestirilmistir. Bu adimda, nanopartikiiller
iizerindeki PDA kaplama aktive edilerek lokalize 1sitma yoluyla fototermal tedaviyi

artirma amaglanmastir.

Ce6 araciligiyla fotodinamik terapi etkinlestirmek {izere sentezlenmis H-
Si0@PDA @Ce6 nanopartikiiller 7 dakika boyunca 650 nm dalga boyunda bir LED 151k
kaynagina maruz birakilmistir. Bu 1sinlama agamasinda, hiicre hattinda reaktif oksijen
tiirlerinin olusumu kolaylastirilarak hiicresel oksidatif stresi artirma hedeflenmistir.

Kombine fototermal, fotodinamik ve aglik terapisinde 6liim orani, ek hidrojen peroksit
iretmek i¢in glikozun oksidasyonunu katalize eden nanopartikiiller iizerine immobilize
edilmis glikoz oksidaz (GOx) ile daha da artirilma hedeflenmistir. GOx enzimine ek
olarak yliklenen katalaz ile H»O: oksijene ayristirilarak hipoksi hafifletilmis ve
fotodinamik terapinin etkisi artirilmistir. H-SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT nihai
nanopartikiil iizerine sirasiyla 5 dakika 808 nm ve 7 dakika 650 nm lazer 1sinlanarak
kombine terapi gergeklestirilmistir. Lazer tedavisinin ardindan, hiicreler inkiibatore geri
gonderilmis ve terapétik etkilerin ortaya ¢ikmasini saglamak icin 24 saat daha standart
kiltir kosullart (37°C, %5 CO.) altinda tutulmus ve daha sonra canlilik testi ve

goriintlileme testleri ayn1 prosediirler uygulanarak degerlendirilmistir.
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3.10. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
3.10.1. Brunauer-Emmett-Teller (BET) Analizi

H-Si02 ve H-SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiillerinin 6zgiil yiizey alanlar
(specific surface area-SSA) ve gdzenek boyutu Brunauer-Emmett-Teller (BET) denklemi
kullanilarak analiz cihazi (Quantachrome, Nova 2200E, UK) ile belirlenmistir. 0,1 g
tartilmis numuneler adsorpsiyon analizoriiniin giris boliimiinde 6 saat boyunca 250°C'de
vakum altinda adsorbe olmus kirleticileri gidermek icin gazdan arindirilmistir. Gaz
giderme isleminden sonra analizler bir inert gaz olan azot ile sabit ve diisiik sicaklikta s1vi
azot kullanilarak numunenin yiizeyine 77 K'de adsorbe edilmistir. Farkli bagil basinglarda
(P/P0) adsorbe edilen azot miktar1 dlcililerek SSA hesaplanmistir. Gazin malzemeden
nasil adsorbe edildigi ve desorbe edildigi incelenerek ise gozeneklilik tiirii (6rnegin,
kiigiik, orta, biiyiik gozenekler) belirlenmistir. Buna ek olarak nanopartikiillerin

fizisorpsiyon izotermleri ¢ikarilmigtir.

3.10.2. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ve Enerji Dagilimh X-is1m
Spektroskopisi (EDX) Analizi

Kanser tedavilerinde sinerjistik terapi ajani olarak kullanilmak {izere tiirevlendirilen igi
bos gozenekli silika nanopartikiillerinin ayrintili yiizey morfolojileri, ylizey yapilari,
ylizey dokular1 ve ortalama boyut dagilimini belirlemek i¢in taramali elektron
mikroskobu (Scanning Electron Microscope, SEM) (Tescan, GAIA3+Oxford XMax 150
EDS, HUNITEK) kullanilmistir.

Numune hazirlama igin, yaklasik 0,1 g 70°C’de etiivde kurutulmus nanopartikiiller
agirlikga 9%0,05°lik sulu bir SDS ¢ozeltisinde birkag dakika boyunca prob sonikasyonla
buz banyosu i¢inde dagitilmistir. Daha sonra dispersiyon, disk lizerine yapistirilan bir ¢ift
tarafli karbon bant {izerindeki lamele damlatilmis ve oda sicakliginda bir giin boyunca
kurutulmustur. iletken olmayan numuneler, analizi etkileyebilecek elektron 1sin1 altinda
yiikklenmeyi Onlemek i¢in iletken bir kaplama gerektirdiginden kurutulan numuneler
fiziksel buhar biriktirme yontemiyle 5 nm altinla kaplanmaigtir.

SEM ile kullanilan diger bir analitik teknik Enerji Dagilimli X-151m1 Spektroskopisi
(Energy-dispersive X-ray spectroscopy, EDS veya EDX), sentezlenen malzemelerin

element bilesimini ve dagilimini belirlemek i¢in ayn1 6rnek tizerinden kullanilmistir.
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3.10.3. Dinamik Isik Sa¢ilimi (DLS) Analizi

Dinamik Isik Sagilimi1 (Dynamic Light Scattering, DLS), kolloidal siispansiyon halindeki
H-Si0; nanopartikiillerin boyut dagilimini karakterize etmek icin kullanilmistir. Kuru
haldeki H-SiO» nanokiireler deiyonize su iginde prob sonikatdrde dagitilarak 0,1
mg/mL'lik derisimde hazirlanmistir. Hazirlanan siispansiyon tek kullanimlik kiivete 2 mL
kadar eklenmistir. Ol¢iim oda sicakliginda alinmistir. DLS cihazi, nanopartikiillerin
Brownian hareketiyle 151k sagilma yogunlugundaki dalgalanmalar1 kaydetmistir. DLS
yazilimi kullanilarak Z-ortalamasi (yogunluk agirlikli ortalama ¢ap), boyut dagiliminin
genisligini gosteren polidispersite indeksi (PDI), yogunluk, hacim ve sayiya gore boyut
dagilimi verileri alinmigtir. Bu verilere gore partikiil boyutuna karsi ortalama yogunluk
yiizdesi grafigi cizilerek silika nanopartikiillerinin ¢ozeltideki boyut dagilimi tayin
edilmigtir. Analizde Malvern Instruments Zetasizer Nano-S Particle Analyzer ZEN1600

cihazi kullanilmistir.
3.10.4. Fourier-Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR-ATR)

Sinerjistik terapi ajanit olarak kullanilmak iizere sentezlenen H-SiO, ve H-
SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiillerindeki fonksiyonel gruplar1 ve kimyasal
baglar1 tanimlamak i¢in FTIR spektrumu alinmistir. Yaklagik 2 mg kat1 toz haldeki
nanopartikiiliin analizi FTIR spektrofotometresinde (Thermo Fisher Scientific, Nicolet
6700, A.B.D.) ger¢eklestirilmistir. FTIR-ATR spektrumlari elde edildikten sonra ¢esitli

fonksiyonel gruplara ve baglara karsilik gelen pikler analiz edilmistir.
3.10.5. Ultraviyole-Goriiniir Bolge Spektroskopisi (UV-Vis)

H-Si0,@PDA@GOx nanopartikiiller {izerindeki immobilize GOx'un aktivitesini
degerlendirmek, H-SiO2@PDA@GOXx@CAT nanopartikiillerinin  yapay katalaz
aktivitesi icin H>O>'nin ayrisma hizinm degerlendirmek ve H-
Si0,@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiiliinde Ceb fotoduyarlastiricinin
yiiklendigini dogrulamak i¢in belirli dalga boylarinda UV-Vis spektrumlar1 (Thermo

Scientific, ABD) incelenmistir.

36



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez kapsaminda, sentezlenmis nanopartikiillerin morfolojik 6zellikleri, ylizey alani,
gozenekliligi, yiizey yapisi, ortalama boyutu, elementel dagilimi, Nz fizisorpsiyon
izotermleri, fonksiyonel gruplari, kimyasal baglari, enzim aktiviteleri, fototermal ve
fotodinamik yanitlari, in-vitro sitotoksisiteleri, sinerjistik terapi uygulamalarinda hiicre

canlilik oranlar1 arastirilmistir.

4.1. Nanopartikiillerde SEM ve EDX Analizi
4.1.1. Poli(GDMA-co-MAA) Nanokiire Sentezi ve Karakterizasyonu

180-1000 nm araliginda ortalama boy degerine sahip monodispers formda poli(GDMA-
co-MAA) nanokiireler dispersiyon polimerizasyonu yontemiyle sentezlenmistir.
Nanokiirelerin boyutu toluen/ACN orani, monomer miktarlari ve termal baslatici
miktarlar1 degistirilerek belirlenmistir. Siirekli ortamda azalan polarite yani artan toluen
derisimi ile partikiil boyutunda belirgin bir artis goézlenmistir [113]. Farkli boyutlarda

sentezlenen ¢ikis latekslerinin sentez kosullar1 Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli boyutlarda sentezlenen poli (GDMA-co-MAA) mikro/nanokiirelerin

sentez kosullari

Poli (GDMA-co-MAA) Mikro/Nanokiirelerin Boyutu

Malzeme
Miktarlar:
1 pm 500 nm 400-500 nm 350 nm 300-350 nm  200-180 nm
Toluen (mL) 48,7 423 48,7 97.4 45,5 423
ACN (mL) 16,3 22,7 16,3 32,6 19,5 22,7
GDMA (mL) 1,50 0,65 0,64 1,00 0,64 0,64
MAA (mL) 0,40 1,50 0,15 0,27 0,15 0,15
AIBN (g) 0,16 0,16 0,16 0,08 0,09 0,09
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Tez kapsaminda segilen 180-200 nm boyutlarindaki latekslerin SEM goriintiileri Sekil

4.1°de gosterilmistir.

Sekil 4.1. Sinerjistik terapi ajani sentezinde kalip materyal olarak kullanilmak {izere
sentezlenen poli(GDMA-co-MAA) nanokiirelerin SEM goriintiileri.
Biiyiitme: (A) X10000, (B) X25000, (C) X50000, (D) X200000.

Sekil 4.1°deki SEM goriintiilerine dayali boyut dagilimi i¢in ortalama partikiil boyutu
(Dp) ve degisim katsayis1 (Cv) ImagelJ yazilimi iizerinden hesaplanmistir. polilGDMA-
co-MAA) nanokiirelerin 180-200 nm boyut araliginda, Cv'leri %5'ten disiik,
monodispers formda ve nano boyutta partikiiller seklinde sentezlendigi gosterilmistir.

Sinerjistik terapi ajani olarak en kiigiik ¢ikis nanopartikiiliiniin se¢ilme sebebi boyutlari
nedeniyle hiicreler i¢ine taginiminin daha kolay olmasidir. Nanopartikiillerin yiizey hacim
oranlar1 boyutlartyla degisir. Boyut kiiciildiik¢e ylizey alan1 artar. Boylece hedef dokuyla

etkilesimlerinin artmast hedeflenmistir.
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4.1.2. H-SiO; Sentezi ve Karakterizasyonu

H-Si0;’lerin yiizey morfolojisi ve boyutu SEM goriintiileri tizerinden degerlendirilmistir.
Silikalarin boyutlar ¢ikis lateksine gore ayarlanmigtir. Yiiksek bos hacme sahip olmasi

icin silika nanokiireler i¢i bos formda sentezlenmistir.

H-Si02, H-Si02@PDA ve H-Si02@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiillerinin SEM

gorlintiileri Sekil 4.2'de verilmistir.

o % — . M

Sekil 4.2. H-Si02, H-SiO2@PDA ve H-SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT nanokiirelerin

SEM goriintiileri.
Biiyiitme: (A) X50000, (B) X50000, (C) X100000, (D) X50000, (E) X200000, (F)
X200000, (G) X50000, (H) X50000, (I) X100000
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Sekil 4.2 (A), (B), (C)’de goriildiigii iizere, H-SiO, nanopartikiilleri olduk¢a dar boyut
dagilimi (Cy %4,7) ile sentezlenmistir. H-SiO> nanopartikiillerin ortalama boyutu 220 nm

olarak hesaplanmigtir.

Sekil 4.2 (D), (E), (F) ve Sekil 4.2 (G), (H), (I)’da sirastyla H-SiO>@PDA ve H-
SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiilleri gosterilmektedir. Her iki sentezde de
H-Si02 nanopartikiillerinin hem ortalama boyutunun hem de homojenliginin degismesi
beklenmemekte olup ortalama boyuttaki hafif artis silikalarin {izerine kaplanan PDA
kabugundan kaynaklanmaktadir. H-SiO; nanopartikiillerinin i¢i bos formu agikca

goriilmektedir.

H-Si02@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiillerinin EDX goriintiileri Sekil 4.3°te

verilmistir.

S

C N

Sekil 4.3. H-SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiillerinin EDX goriintiileri
A) Taranan bdlgenin ham goriintiisii, B) Si, C) O, D) C, E) N, F) S elementel dagilimi

EDX analizi, beklendigi gibi H-SiO» nanopartikiillerinde Sekil 4.3 (B), (C), (D)’de Si, O
ve C atomlarmin varligint dogrulamaktadir ve goriintiiler nanopartikiillerin homojen
dagilimmi gostermektedir. Ayrica, EDX goriintiilerinde sirastyla PDA kabugundan ve

ona bagli GOx enziminden kaynaklanan N ve S atomlar1 gézlenmektedir (Sekil 4.3 (E),
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(F)). Siilfiir, GOx enzimindeki bazi amino asitlerden kaynaklanmaktadir. Polidopaminde
ise azot iceren bir amin grubu (-NH3z) vardir. Ek olarak, gdzlenen C sinyali, kalsinasyon
sirasinda  polimetakrilat kalibinin  ayrigmasindan  kaynaklanan artitk karbondan

gelmektedir.

4.2. Nanopartikiillerde DLS Analizi

Dinamik Isik Sagilim1 (DLS) grafigi ile sinerjistik terapi ajani olarak kullanilacak H-SiO»

nanopartikiillerinin boyut dagilim verileri saptanmistir.
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Sekil 4.4. H-SiO2 nanopartikiillerine ait yogunluga gére boyut dagilim grafigi.

Sekil 4.4’te H-SiO: nanopartikiillerinin boyutu logaritmik bir Olcekte nanometre
cinsinden gosterilmistir. Yaklasik 219,2 nm'lik en yiiksek tepe, ¢cogu partikiiliin bu boyuta
yakin oldugunu gostermektedir. Birden fazla pik bulunmadigi icin gesitli partikiil
boyutlarina sahip (polidispers) bir partikiil olmadig1 grafikten agikca goriilmektedir.

DLS analiz sonuglarina gore polidispersite indeksi (PDI) 0,535 ¢ikmistir. PDI, belirli bir
numunedeki molekiiler kiitle dagiliminin bir 6l¢iisiidiir. Bu indeks 0 ile 1 arasinda degisir;
0 degeri monodispersiteyi (tim partikiiller ayn1 boyuttadir), 1'e yakin degerler ise
polidispersiteyi (partikiiller genis bir boyut araliginda) gosterir. 0,535'lik bir PDI ile
partikiil nispeten genis bir partikiil boyutu dagilimina sahiptir. Bu durum grafikten de

goriildiigii iizere genis bir pik ile sonuglanmistir.

41



4.3. Nanopartikiillerde BET Analizi

H-Si02 ve H-SiO>@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiilleri i¢in 6zgiil yilizey alani,
gbzenek hacmi ve cap1 belirlenmistir.

Cizelge 4.2°de goriildiigii tizere, H-Si0; i¢in yapilan BET sonuglarina gore 6zgiil yiizey
alam 434 m?/g, gbzenek hacmi 1,23 cm’/g, ortalama gozenek ¢ap1 26,9 nm olarak
Ol¢lilmiistiir. SEM goriintiilerine dayanarak hesaplanan ortalama partikiil boyutu (220
nm) ve varyasyon katsayisi (%4,7) da cizelgeye eklenmistir.

Ortalama gozenek ¢ap1 (26,9 nm), nanopartikiiller icindeki gézeneklerin mezogodzenekli
oldugunu gostermektedir. Ozgiil yiizey alanm (434 m?/g), nanopartikiillerin etkilesimler
icin yiliksek ylizey alanina sahip oldugunu gdstermektedir. Diislik varyasyon katsayisi
nanopartikiillerin monodispers (es boyut dagilimli) oldugunu gostermektedir.
H-Si0,@PDA@Ce6@GOx@CAT i¢in c¢ekilen SEM goriintlilerine gore ortalama
partikiil boyutu 240 nm ve varyasyon katsayist %4,9 olarak hesaplanmigtir. Ortalama
boyuttaki bu kii¢iik artis, H-SiO, iizerinde bir PDA kabugunun olusmasindan
kaynaklanmaktadir.

BET sonucuna gore, H-SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiillerinin 6zgil ylizey
alam 238 m?/g, gézenek hacmi 0,96 cm?/g ve ortalama gbzenek ¢api 26,8 nm olarak
Ol¢lilmiistlir. Yalin haldeki H-SiO2 nanopartikiillerine gore 6zgiil ylizey alan1 ve gdzenek
hacmi diismiistiir. H-SiO, ilizerine immobilize edilen enzimler ve PDA kaplama
gozenekleri doldurarak gozenek boyutunda degisikliklere yol agmistir. Ortalama gzenek
capinda dnemli bir degisiklik olmamugtir.

Cizelge 4.2. H-SiO2 ve H-SiO@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiillerinin

morfolojik 6zellikleri

Ortalama .
Ozgiil Gozenek Ortalama
Partikiil
Nanopartikiil Tiirii Yiizey Alam  Hacmi Gozenek  %Cyv
Boyutu
(m’/g) (em’/g)  Capi (nm)
(nm)
H-Si0, 220 434 1,23 26,9 4,7
H-Si0,@PDA@Ce6@GOx@CAT 240 238 0,96 26,8 4,9
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Sekil 4.5. H-Si02 ve H-SiO>@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiillerine ait gézenek

boyutu dagilim egrisi.

Sekil 4.5’te kirmizi egri H-SiO2’nin gozenek boyutu dagilimini, mavi egri ise H-
Si0,@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiillerini gostermektedir. X ekseni logaritmik
Olcekte gozenek capini temsil etmektedir. Eksen, mikro gbzenekleri (2 nm'den kiiciik),
mezogozenekleri (2-50 nm) ve makrogozenekleri (50 nm'den biiyiik) kapsayan 1 nm ile
1000 nm arasinda degismektedir. Y ekseni, malzemenin grami basina diisen gézenek
hacmini temsil etmektedir. H-SiO» i¢in 26,9 nm etrafinda belirgin bir tepe noktasi

goriilmektedir. Bu da malzemenin mezogdzenekli yapisini dogrulamaktadir.

Keskin pik, gézenek boyutunda dar bir dagilima isaret eder, yani gézeneklerin ¢ogu boyut
olarak olduk¢a homojendir.

Mavi egriye bakildiginda gozenek ¢apinda yaklagik 10 nm ile 100 nm arasinda degisen
daha genis bir tepe noktas1 goriilmektedir. H-SiO>’ye kiyasla nihai partikiiliin daha genis

bir gézenek boyutu dagilimina sahip oldugu anlasilmaktadir.
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Sekil 4.6. H-SiO2 nanopartikiillerine ait N> adsorpsiyon/desorpsiyon izotermleri.

Sekil 4.6’da verilen adsorpsiyon-desorpsiyon izotermi, Tip IV izotermin karakteristigi
olan daha yiiksek bagil basinglarda (P/P0) belirgin bir histerezis dongiisii gostermektedir.
Tip IV izotermler mezogdzeneklerin varligmi gostermekte olup Onceki verileri

dogrulamaktadir.
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Sekil  4.7.  H-SiO@PDA@Ce6@GOx@CAT  nanopartikiillerine  ait N>

adsorpsiyon/desorpsiyon izotermleri

Sekil 4.7, Sekil 4.6 ile kiyaslanarak H-SiO: ile H-SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT 1n
adsorpsiyon-desorpsiyon egrileri incelenmistir. Sekil 4.6’ya benzer sekilde, egriler
0,4'liik bir bagil basingtan sonra yiikselmeye baslamis ve bagil basincin 1 olmasina yakin
dik bir artig olmustur. Sekil 4.7°de daha az belirgin bir histerezis dongiisii vardir, bu da
Sekil 4.6’ya kiyasla daha diisiik bir gézenek hacmine isaret etmektedir. Her iki grafik de

mezogoOzenekli malzemelerin gostergesi olan Tip IV izotermini gdstermektedir.
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4.4. Nanopartikiillerde FTIR Analizi

IR spektrumunu olusturmak icin farkli frekanslarda kizilotesi 1s

gegirilerek her frekanstaki 15181n yiizde gegirgenligi ol¢iilmiistiir.

—— H-SiO,
. H-Si0,@PDA@Ce6@GOX@CAT

1k iki farkli partikiilden

o st —————————— ws T
3358,48 l
802,74
S
N’
|
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k> j
0 R
(3 l 7
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Sekil 4.8. H-Si02 ve H-SiO>@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiillerine ait FTIR-

ATR spektrumlari

Sekil 4.8’de biri kirmiz1 digeri mavi olmak iizere, her biri etiketli piklere sahip iki farkli

spektrum gosterilmektedir. X ekseni, dalga boyu ile ters orantili olan ve belirli bag

titresimlerinin gostergesi olan dalga sayisini (cm™) temsil eder

ken y ekseni, numuneden

ne kadar 151k gectigini gosteren gegirgenligi (%) temsil etmektedir.
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Her iki spektrumda da hidroksil gruplarinin varligina isaret eden 3365,71 cm™ ve 3358,48
cm!’deki absorpsiyon bandi O-H gerilme titresimleriyle iliskilidir. Silika yiizeyleri dogal
olarak silika nanopartikiillerinin sentezi sirasinda olusan silanol gruplarma (Si—OH)
sahiptir [114]. 1639,71 cm™! piki tipik olarak C=0 gerilmesine karsilik gelir. PDA,
polimerizasyon ve oksidasyon islemleri sirasinda olusan kinon benzeri yapilarda oldugu
gibi yapisinin bir pargasi olarak karbonil gruplar1 (C=0) igerir. Hem GOx hem de CAT,
peptit yapilarinda ve belirli yan zincirlerinde C=0O baglarn igerir [115]. FTIR
spektrumundaki Si—O gerilme titregsimi 1000 ila 1100 cm™! araliginda goriiniir. 1050,07
cm! ve 1058,75 ecm™’deki giiglii yogun sinyaller, bu araliga ¢ok iyi uymaktadir ve
asimetrik Si—O-Si gerilmesinin gostergesidir [114, 116]. Si—-O'nun simetrik gerilme

titresimine karsilik gelen 797,92 cm™! ve 802,74 cm!'de pikler gdzlenmistir [116].

4.5. Nanopartikiillerde GOx Aktivite Tayini

H-Si02@PDA@GOx nanopartikiillerinin GOx aktivitesi, nanopartikiillerin degisen
derisimlerde glikoz iceren bir sitrat tamponu i¢inde dagitilmasiyla degerlendirilmistir.
Nanopartikiile bagli Ce6, GOx aktivitesinin belirlenmesi i¢in yapilan absorbans
Olgtimlerinde bir interferansa sebep oldugundan deney, H-SiO2@PDA@GOx partikiilii

icin gergeklestirilmistir.

GOx tarafindan katalize edilen glikoz oksidasyonu sonucunda olugan H>O: iiretimi
izlenmistir. OPDA, GOx tarafindan {iretilen H20’yi tespit etmek i¢in kromojenik bir
substrat olarak kullanilmigtir.  Silika nanopartikiiliiniin  peroksidaz  aktivitesi
olmadigindan ortama sitokrom-c eklenmistir. H>O> daha sonra sari-turuncu bir renk
iretmek icin peroksidaz gorevi goren sitokrom-c varliginda OPDA ile reaksiyona
girmistir. Bu renk degisimi GOx tarafindan oksitlenen glikozun varligini ve miktarini
gostermektedir. Rengin yogunlugu o6l¢iilerek glikoz derisiminin kantitatif bir okumasi
saglanmistir. OPDA oksidasyonuna bagli absorbans degisiklikleri (H2O, miktar1) UV-Vis
spektrofotometre ile Ol¢iilmiistiir. Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak glikoz tiiketim
oranlar1 ve Michaelis-Menten model parametreleri hesaplanmistir.

Cesitli derisimlerde enzimin substrati iirline ne kadar verimli bir sekilde doniistiirdiiglinii

kanitlayan rmax ve km kinetik parametreleri bulunmustur.
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Sekil 4.9. H-SiO,@PDA@GOx nanopartikiillerinin GOx aktivitesi i¢in Michaelis-
Menten grafigi. Nanopartikiil derisimi: 2 mg/mL. Sicaklik: 37 °C.

Sekil 4.9°da Michaelis-Menten grafigi, substrat derisimi (glikoz) ile GOx reaksiyon hizi
(glikoz tiikketim hiz1) arasindaki iliskiyi gostermektedir. Egri, enzimin maksimum
reaksiyon hizin1 gosteren bir platoya ulasmaktadir. Maksimum reaksiyon hiz1 (tmax) 2,82
uM/dk olarak bulunmustur. Michaelis sabiti (km) 5357,9 uM olarak bulunmustur.
Veriler, UV 1518in madde tarafindan emilimini tanimlayan Beer-Lambert yasasi ile
bulunmustur.

A=¢-L-C
Denklemden, A absorbans degeri, ¢ molar absorptivitedir (molar soniim katsayisi), L
kiivetin yol uzunlugudur (cm cinsinden), C analitin derisimidir.

Derisimi (C) ¢6zmek icin denklemi yeniden diizenlersek,

A

C ="
e-L

€=0,0167 M tecm™?!

Absorbans (A), H-SiO2@PDA@GOx tarafindan emilen 151k miktar1 446 nm’de pik
vermistir. Molar absorptivite (¢) analitin belirli bir dalga boyundaki 15181 ne kadar giiglii

absorpladigin1 gosteren sabit OPDA igin 0,0167 pM-'cm™dir [117]. Yol uzunlugu (L)
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151810 H-SiO2@PDA@GOx boyunca kat ettigi mesafe 1 cm olarak alinmistir. Beer-
Lambert yasas1 baglaminda OPDA, derisimi 6l¢iilen analittir ve dogrudan reaksiyon
hiziyla iliskilendirilmistir. Michaelis-Menten grafigi her derisim i¢in 5.dk’da 446 nm’de

alinan absorbans degerlerine gore ¢izilmistir.

08 r

0,7

-

o6 T y =1901x + 0,3548
..... R? =0,9994
T *
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02 |

1/Glikoz Tiiketim Hiz1 (dk/pM)

0,1

0,0 1 J
0,0000 0,0001 0,0002

1/Baslangi¢ Glikoz Derisimi (1/uM)

Sekil 4.10. H-SiO>@PDA@GOx nanopartikiillerinin GOx aktivitesi i¢in Lineweaver-
Burk grafigi. Nanopartikiil derisimi: 2 mg/mL. Sicaklik: 37 °C.

Sekil 4.10°da verilen Lineweaver-Burk grafigi ile reaksiyon hizinin tersi (1/ rmax) substrat

derigsiminin tersine (1/[C]) kars1 ¢izilmistir.

1 1
—— =1901 - — + 0, 3548
. c] T

Yiiksek R? degeri (0,9994) dogrusal regresyon igin iyi bir uyum oldugunu gdstermekte
ve dogru deneysel verilere isaret etmektedir. Lineweaver-Burk grafigi, Michaelis-Menten
grafiginden elde edilen verilerle tutarlidir.
Y kesisiminden,;

Tmax ~ m ~ 2’82/,LM/ dk

Egimden,
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Ky = 1901 - 7oy = 1901 - 2, 82 ~ 5357, 9uM.

Maksimum reaksiyon hizi (rmax) yaklasik 2,82 uM/dk, Michaelis sabiti (km) ise yaklasik
5357,9 uM olarak bulunmustur. Bu parametreler, enzimin substrat i¢in verimliligini ve

afinitesini gostermektedir.

4.6. Nanopartikiillerde Katalaz Aktivitesi

Katalaz aktivitesi, PDT’de yaygin bir zorluk olan timor mikro c¢evresindeki hipoksiyi
hafifletmek icin olduk¢a 6nemlidir. Bu ¢alismada, katalaz immobilize edilmis i¢i bos

silika nanopartikiillerinin yapay katalaz aktivitesi degerlendirilmistir.

H-Si0O2@PDA@GOx@CAT  nanopartikiillerinin ~ yapay  katalaz  aktivitesinin
degerlendirilmesi icin kolorimetrik bir yontem kullanilarak H>O;'nin bozunmasi UV
spektrofotometresi ile izlenmistir. CAT tarafindan H,O» oksijene doniistiiglinden, kisa bir
stire iginde H>O2 absorbansinda 6nemli bir diisiis oldugu gozlemlenmis ve nanopartikiiliin

yapay katalaz aktivitesi kanitlanmistir.
H-Si0,@PDA@GOx@CAT ig¢in baslangic H>O> tiikketim hizi, reaksiyon siiresinin ilk 1

dakikasi i¢in derisiminin zamanla degisimine dayanarak hesaplanmistir. Sekil 4.11 ve

4.12’de Lineweaver-Burk ve Michaelis-Menten grafikleri ¢izilmistir.
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Sekil 4.11. H-SiO@PDA@GOx@CAT nanopartikiillerinin CAT aktivitesi i¢in
Michaelis-Menten grafigi. Nanopartikiil derisimi: 2 mg/mL. Sicaklik: 24 °C.

Sekil 4.11’de, Michaelis-Menten grafigi substrat derisimi (H>O;) ile H-
SiO2@PDA@GOx@CAT nanopartikiillerinin yapay katalaz aktivitesinin reaksiyon hizi
(H20; tliketim hiz1) arasindaki iligkiyi gostermektedir.

Absorbans (A), H-SiO2@PDA@GOx@CAT tarafindan emilen 151k miktar1 414 nm’de
pik vermistir. H>O»-TiCls kompleksinin molar absorptivitesi 0,029 mM-lcm"dir [118].
L degeri 1 cm olarak alinmistir. H,O>-TiCly kompleksi, derisimi Ol¢iilen analit olup
reaksiyon hiziyla iligkilendirilmistir. Michaelis-Menten grafigi 1.dk’da 414 nm’de alinan

absorbans degerine gore ¢izilmistir.

Lineweaver-Burk grafiginde Michaelis-Menten grafigini dogrulayan verilere ulagilmistir.
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Sekil 4.12. H-SiO@PDA@GOx@CAT nanopartikiillerinin CAT aktivitesi i¢in

Lineweaver Burk grafigi. H-Si02@PDA@GOx@CAT derisimi: 2 mg/mL.
Sicaklik: 24 °C.

Dogrudan elde edilen denkleme gore,

1
=0,0874 - — + 0,0097
Tmax [C]

1/ rmax degeri y-kesisimine (0,0097) karsilik gelirken egim (0,0874) Km/rmax degerine
karsilik gelmektedir.

1
Tmax = 570097

~ 103, 1mM/dk.

Ko 20,0874 - Pmax =~ 0,0874 - 103, 1 ~ 9, 01mM,

Maksimum reaksiyon hiz1 rmax 103,1 mM/dk olarak, Michaelis sabiti (km) 9,01 mM olarak
bulunmustur.

Diisiik kn degeri, nanopartikiillerin H>O» igin yliksek bir afiniteye sahip oldugunu
gosterirken yiiksek rmax degeri, yapay katalaz aktivitesini yansitan yiiksek H>O; ayrisma
hizin1 gostermektedir. Bu da H-SiO2@PDA@GOx@CAT nanopartikiillerini, tiimor

mikro ¢evresindeki hipoksinin hafifletilmesi i¢in etkili kilmaktadir.
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Sekil 4.13. 2 mM derisim i¢in TiCls/H202 ve H-SiO2@PDA@GOx@CAT + TiCls/H202
komplekslerinin UV-Vis absorpsiyon spektrumu.

Sekil 4.13’te UV-Vis absorpsiyon spektrumlar1 TiCls/H>O> kompleksi (mavi egri) ile H-
Si0,@PDA@GOx@CAT + TiCls/H202 kompleksi (kirmizi egri) arasindaki
karsilagtirmay1 gostermektedir. Her iki egride de TiCls/H202 kompleksinin karakteristigi
olan 414 nm civarinda bir pik gorilmektedir [119]. Partikiil etkisi H-
SiO2@PDA@GOx@CAT + TiCls/H20:> i¢in yine ayni dalga boyunda azalmis bir pik
gozlenmistir. Partikiilsiiz ortamda TiCls/H202 kompleksi i¢in absorbans yogunlugu, H-
Si0,@PDA@GOx@CAT + TiCls/H20: i¢in olandan daha yiiksektir.

H-Si0,@PDA@GOx@CAT varliginda 414 nm'de absorbansin azalmasi, H>O>'nin
ayristigini ve yapay katalaz aktivitesini gostermektedir. Kirmizi egrideki diisiik
absorbans, immobilize enzim kompleksinin (H-SiO2@PDA@GOx@CAT) H202'nin

ayrismasini katalize etmede etkili oldugunu dogrulamaktadir.
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4.7. H-SiO:@PDA@GOx@CAT Nanopartikiillerinin Fototermal Yanmiti

Tez kapsaminda silika bazli nanopartikiillerin 151k emilimini ve 1s1 doniistiirme
kabiliyetlerini artirmak i¢in PDA kaplamasi yapilmistir. PDA kapli nanopartikiiller NIR
bolgede genis ve gli¢lii bir emilime sahiptir [120]. PDA kaplama yapilmasinin en 6nemli
sebeplerinden biri de son derece biyouyumlu olmasi ve potansiyel sitotoksisiteyi en aza

indirmesidir. Boylece partikiiliin fototermal 6zellikleri gelistirilmistir.

Sekil 4.14’teki grafik, NIR altinda nanopartikiillerin sicaklik yiikselme profillerini
gostermektedir.  Dispersiyonlar 0,1 ile 2,0 mg/mL arasinda degisen H-
SiO,@PDA@GOx@CAT  nanopartikiill ~ derisimlerinde  hazirlanmigtir.  Sulu

dispersiyonun sicakligi her 20 saniyede bir zamana kars1 ol¢tilmiistir.
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Sekil 4.14. 808 nm lazer altinda farkli H-SiO2@PDA@GOx@CAT derisimleri ile elde

edilen sicaklik yiikselme egrileri. Lazer gli¢ yogunlugu: 1 W/cm?

H-Si02@PDA@GOx@CAT dispersiyonlarinin sicakligi NIR lazer 1sinlamasiyla énemli

Olciide artmistir. Lazer 1simnlamasi altindaki sicaklik artisi, bu nanopartikiillerin timor

54



hiicrelerinde hipertermiyi etkili bir sekilde artirabilecegini ve bunun da kanser

hiicrelerinin Sliimiine yol agabilecegini gostermektedir.

Nanopartikiil derisimi 0,1 mg/mL'den 2,0 mg/mL'ye arttikca elde edilen maksimum
sicaklik da artmaktadir. En yiiksek derisimde (2,0 mg/mL) ulagilan maksimum sicaklik,
tiimor hiicrelerinde hipertermi i¢in yeterli olan ve hiicre 6liimiine yol acan 52°C'ye kadar

cikmistir.
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Sekil 4.15. 808 nm lazer altinda farkli H-SiO; (yesil egri) ve H-SiO2@PDA@GOx@CAT

(kirmiz1 egri) derisimlerinin sicaklik artisinin degisimi.

Sekil 4.15teki grafik, H-Si02 ve H-SiO2@PDA@GOx@CAT derisiminin bir fonksiyonu
olarak 5 dakika i¢indeki sicaklik artigin1 gostermektedir.
H-Si02@PDA@GOx@CAT, tek basina H-SiO; ile karsilastirildiginda daha yiiksek bir

sicaklik artis1 sergileyerek fototermal 6zellik kazandigina isaret etmektedir.

55



i
=1

¢
st 4 ‘3? P4 ﬁt ‘
3 e & * t
$ 3 Pt ¢t ty
4t 4% ? o x ‘4
& ¢ R o ! t ) P IR
: |43 s 3 R $ Rt
%35 | P s % 6 .
=~ d ‘ 2 * 1 X I x
8 ! $ * 4 $
7 4 ¢ | : * t é § by !
30 o % ‘: QQ é & “ A ) ‘.
SRR A A Y
-
25 » - 4 « >e X
. @l - Y A
t 1 % b4 b A
20 L L L L L L
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Zaman (s)

Sekil 4.16. 808 nm lazer altinda 1 mg/mL derisimde H-SiO>2@PDA@GOx@CAT

nanopartikiillerinin 5’li ardisik 1sitma/sogutma egrileri.

Sekil 4.16’da H-SiO2@PDA@GOx@CAT nanopartikiilleri ¢oklu 1sitma/sogutma
dongiilerinde termal stabilite gostererek tekrarlanan PTT uygulamalar1 i¢in uygun

olduklarin1 dogrulamistir. Bu kararlilik, nanopartikiillerin birden fazla PTT seansi i¢in

yeniden kullanilabilecegini gostermektedir.

4.8. H-SiO:@PDA@Ce6(@GOx@CAT Nanopartikiillerinin Fotodinamik Yaniti

Bu calismada, polidopamin kapli i¢i bos, gézenekli silika bazli nanopartikiiller {izerine
immobilize edilmis Ce6 kullanilarak fotodinamik, fototermal ve aglik tedavisi islevlerine
sahip bir sinerjistik tedavi ajan1 (STA) gelistirilmistir. Bu sisteme GOx ve CAT
eklenmesi, hipoksiyi hafifleterek bir kaskat reaksiyon sistemi aracilifiyla tedavinin
etkisini artirmay1 amaglamistir.
PDT etkisi, Oz tiretmek icin H2Ox'yi ayristirarak hipoksiyi hafifleten ve boylece PDT
sirasinda ROS iiretimini artiran silika bazli partikiillerin yapay katalaz aktivitesi
sayesinde onemli dl¢lide artirillmigtir.
H-Si02@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiilleri ile H2O2'nin zaman i¢inde ayrigmasi,
kimyasal prob olan 1,3-difenilizobenzofuran (DPBF) kullanilarak tekli oksijen ('O»)

reaktifinin tiretimi spektrofotometrik bir protokolle takip edilmistir.
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Sekil 4.17. 650 nm'de LED 15181 altinda H-SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiil

varhiginda 'O; reaktifinin olusumu.

H-Si02@PDA@Ce6@GOx@CAT derisimi: 5 mg/mL. LED 151k 1g1nlama siiresi: 20 dk.

Absorpsiyon spektrumlari, H-SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT varliginda, 650 nm LED
15181 altinda ROS'a duyarli bir prob olan DPBF'nin fotodegradasyonu ile kanitlanarak 151k
1sinlamast altinda ROS iiretimi oldugunu gostermistir.

Kirmizi egri (kontrol), H-SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiilleri igermeyen
kontrol numunesini temsil etmektedir. Yesil egri ise H-SiO2@PDA@Ce6(@GOx@CAT

nanopartikiilleri igeren numuneyi temsil etmektedir.

Hem kontrol hem de H-SiO>@PDA@Ce6@GOx@CAT numunesi 0. dakikada yaklasik
0,8'lik benzer bir absorbansla baglamistir.

Kontrol numunesi (partikiil olmayan ortam) ayni 1s1k 1s1nlama kosullar1 altinda minimum
absorbans degisikligi gostererek nanopartikiillerin yoklugunda ihmal edilebilir 'O,
iretimine isaret etmektedir. Buna karsilik, H-SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT
nanopartikiillerinin varliginda, ilk 5 dakika i¢inde 410 nm’de DPBF absorbansindaki hizli
diisis DPBF'nin  neredeyse  tamaminin  ayrnistigmi  gostermis ve  H-
SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiilleri tarafindan yiiksek oranda 'O; reaktifi

iretildigini kanitlamigtir.
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4.9. In-Vitro Deneyler
4.9.1 Hiicre Sitotoksisite Deneyleri

Sitotoksisite testleriyle, ilk (H-SiOz) ve son (H-SiO@PDA@Ce6@GOx@CAT)
partikiiliin canli hiicreler iizerindeki potansiyel toksik etkileri degerlendirilmistir.
Sinerjistik terapi ajani olarak kullanilacak partikiillerin biyouyumlu oldugu sonucuna

ulagilmistir.

Kontrol

200pm
—

H-Si0, (mg/mL)

0,10 0,20 0,50 0,75

1,00

H-Si0,@PDA@Ce6@GOx@CAT (mg/mL)
0,10 0,20 0,50 0,75 1,00

Sekil 4.18. Farkli derisimlerde H-SiO2 ve H-SiO@PDA@Ce6@GOx@CAT
nanopartikiilleri i¢in AO/PI ikili hiicre boyamasiyla elde edilen canli/6li L929 hiicre
goriintiileri.

L.929 hiicre yogunlugu: 2x10* hiicre/kuyu. Olgek cubugu: 200 pm
Sekil 4.18”de L9209 hiicre hattinda floresan mikroskobu altinda canli ve 6lii hiicreleri ayirt

etmek i¢in AO/PI kullanilarak ikili hiicre boyamasi yapilmis ve hiicre goriintiileri

alimmigtir. Goriintiiler yiiksek canlilik oranin1 gostermektedir.
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Sekil 4.19. L1929 hiicre hattinda farkli derisimlerde H-SiO> ve H-
Si0,@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiilleri i¢cin MTT sonuglari.

Sekil 4.19°da nanopartikiillerin sitotoksisitesi MTT testi kullanilarak degerlendirilmistir.
Kontrol deneyleri L929 fibroblast hiicreleri kullanilarak partikiillere maruz kalmadan ve
151k 1s1nlamasi olmadan gerceklestirilmistir.

MTT protokolii izlenerek elde edilen ¢oOzeltinin absorbanst  mikroplaka
spektrofotometresinde 570 nm'de dl¢lilmiistiir [121]. Canli hiicrelerin yilizdesi asagidaki

formiil kullanilarak hesaplanmistir:

Islem grubu absorbansi
Kontrol grubu absorbansi

Hiicre canliligy yiizdesi (%) = x 100

Bu hesaba gore yiiksek hiicre canliliklart (>%94) elde edilmistir. Bu da 1sinlanmamais

kosullar altinda nanopartikiillerin minimal dogal sitotoksisitesini gostermektedir.
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Kontrol

200pm
e ——

H-SiO, (mg/mL)

0,10 0,20 0,50 0,75 1,00

200pum
——

H-Si0,@PDA@Ce6@GOx@CAT (mg/mL)
0,10 0,20 0,50 0,75 1,00

Sekil 4.20. Farkli derisimlerde H-SiO2 ve H-SiO@PDA@Ce6@GOx@CAT
nanopartikiilleri i¢in AO/PI ikili hiicre boyamasiyla elde edilen canli/6lii T98G
glioblastoma hiicre goriintiileri.

Hiicre yogunlugu: 2x10* hiicre/kuyu. Olgek ¢ubugu: 200 um
T98G glioblastoma hiicrelerinin 1simlanma olmadig1 kosullarda partikiil ortaminda

sitotoksik etkilerinin gozlenmedigi Sekil 4.20°deki floresan mikroskop goriintiilerinde

kanitlanmistir.
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Sekil 4.21. T98G  hiicre hattinda farkli derisimlerde H-SiO, ve H-
Si0,@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiilleri i¢cin MTT sonuglari.

Sekil 4.21°de Sitotoksisite, T98G hiicre hattinda MTT sonuglarina gore
degerlendirilmistir. Her iki nanopartikiil i¢in de derisim 1 mg/mL'ye kadar artirilsa bile

hiicre canlilig1 %96'nin lizerinde gozlenmistir.

Isik kaynag1 yoklugunda farkli H-SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT derigimleriyle elde
edilen hiicre canliliklar1 %98'in {izerinde olmustur. Sonug¢ olarak, STA'nin immobilize
GOx araciligiyla glikoz tiiketimine dayanan aglik fonksiyonunun bu kosullar altinda

hiicre 6liimii i¢in ¢ok etkili olmadigini gostermistir.
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4.9.2 Hiicrelerde Fototermal Terapi Etkisi

T98G hiicreleri 808 nm'de NIR lazer kullanilarak H-SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT

nanopartikiilleri ile etkilestirilmistir.

AO/PI ile boyanan T98G hiicrelerinin canli/6lii hiicre goriintiileri Sekil 4.22°de

verilmistir.

Kontrol

200um
——

H-Si0,@PDA@Ce6@GOx@CAT (mg/mL)
0,20 0,50 0,75 1,00

0,10

Sekil 4.22. Farkli derisimlerde H-SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiilleri i¢in

NIR lazer uygulama sonrasi canli/6lii T98G glioblastoma hiicre goriintiileri.
T98G hiicre yogunlugu: 2x10* hiicre/kuyu. Olgek cubugu: 200 um. NIR 1sinlama siiresi:
5 dakika (1 W cm™)

Sekil 4.22°deki goriintiilerde canli ve 6li hiicreler hiicre i¢i yesil ve kirmizi floresan

emisyonlari ile gézlemlenmistir. PTT etkisinin partikiil derisimi ile arttig1 gériilmektedir.

Bu caligmalarda elde edilen MTT sonuglar1 Sekil 4.23’te yer almaktadir.
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Sekil 4.23. T98G hiicre hattinda farkli derisimlerde H-SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT

nanopartikiilleri i¢in NIR lazer sonras1t MTT sonuglari.

H-Si0,@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiilleri ile 808 nm'de NIR lazer
isinlamastyla  gergeklestirilen  c¢alismada, nanopartikiillerin ~ fototermal  etkisi
gozlemlenmis ve bu etki hiicrelerin bulundugu ortamin sicakligini artirarak 5 dakika

icinde hiicre o0liimiine sebep olmustur.

Kontrol grubu nanopartikiillere maruz birakilmadan yalnizca NIR lazer uygulanmis olup
thmal edilebilir bir 6liim oran1 oldugundan canlilik %100 kabul edilmistir.

T98G hiicreleri, H-SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiilleri ile 808 nm'de NIR
lazere maruz birakildiginda canlilik sirasiyla azalan derisimlerde %90,59, %54,21,

%351,64, %46,54 ve %32,63 olarak bulunmustur.
Ayrica, STA'nin fototermal etkisiyle elde edilen yiiksek sicakliklarda daha yiiksek glikoz

oksidasyon hizindan kaynaklanan aclik fonksiyonunun artmasi, hiicre Oliimiiniin

artmasini saglamistir.
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4.9.3 Hiicrelerde Fotodinamik Terapi Etkisi

T98G hiicreleri 650 nm'de kirmizi LED kullanilarak H-SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT
nanopartikiilleri ile etkilestirilmistir.
Etkilesimden sonra AO/PI ile boyanan T98G hiicrelerinin canli/6lii hiicre goriintiileri

Sekil 4.24°te verilmistir.

Kontrol

200pm
—

H-Si0,@PDA@Ce6@GOXx@CAT (mg/mL)
0,20 0,50 0,75

Sekil 4.24. Farkli derisimlerde H-SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiilleri i¢in

LED uygulama sonrasi canli/6lii T98G glioblastoma hiicre goriintiileri.
T98G hiicre yogunlugu: 2x10* hiicre/kuyu. Olgek cubugu: 200 pm. LED 1s1nlama siiresi:
7 dakika (1 W cm™)

H-Si0,@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiilleri ile 650 nm'de kirmizi LED
kullanilarak yapilan c¢alismada hiicre 6liimii, Ce6'nin goriiniir 1s1kla etkilesimi sonucu
olusan !'O’den kaynaklanmaktadir. Ayrica, H-SiO>@PDA@Ce6@GOx@CAT
nanopartikiilleri lizerindeki kaskat enzim sistemi tarafindan O> olusumu tetiklendigi i¢in

hiicre 6liim ytizdesi yiiksektir.

T98G  hiicrelerinin ~ farkli  derisimlerdeki  H-SiO@PDA@Ce6@GOx@CAT
nanopartikiilleri ile kirmizi LED kullanilarak etkilestirilmesinden elde edilen MTT

sonuglar1 Sekil 4.25'te verilmistir.
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Sekil 4.25. T98G hiicre hattinda farkli derisimlerde H-SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT

nanopartikiilleri icin LED sonrast MTT sonuglari.

Sekil 4.25, Sekil 4.24 ile karsilastirildiginda floresan mikroskop goriintiilerinin MTT
sonuclariyla desteklendigi goriilmektedir.

LED 15tk uygulanan  hiicre ortaminda  H-SiO@PDA@Ce6@GOx@CAT
nanopartikiilleri i¢in her derisimde neredeyse ayni oranda hiicre 6liimii (%33,08, %32,09,

%31,54, %31,69, %31,54) goriilmiistiir. Derisim, 6liim oranini etkilememistir.
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4.9.4 Hiicrelerde Kombine Terapi Etkisi

Fototermal terapi (PTT), fotodinamik terapi (PDT) ve aglik terapisinin (ST) sinerjistik
etkileri T98G hiicre hatti lizerinde degerlendirilmistir.

T98G hiicreleri hem 808 nm’de NIR lazer hem de 650 nm'de kirmizi LED kullanilarak
H-Si02@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiilleri ile etkilestirilmistir.

Etkilesim sonrasi1 AO/PI ile boyanan T98G hiicrelerinin goriintiileri Sekil 4.26’te

verilmistir.

Kontrol

H-Si0,@PDA@Ce6@GOx@CAT (mg/mL)
0,20 0,50 0,75 1,00

0,10

Sekil 4.26. Farkli derisimlerde H-SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiilleri i¢in

200pm
—

art arda NIR lazer ve LED uygulamalar1 sonrast canli/6lii T98G glioblastoma hiicre
goriintiileri. T98G hiicre yogunlugu: 2x10* hiicre/kuyu. Olgek ¢ubugu: 200 um. NIR lazer

1isinlama siiresi: 5 dakika, LED 1sinlama siiresi: 7 dakika (1 W cm)

Sekil 4.26°da gosterildigi tizere, NIR lazer (808 nm) ve kirmizi LED (650 nm) 1sinlama
kombinasyonuna maruz  birakildiginda  0,5-1,0 mg/mL  araligindaki  H-
Si0,@PDA@Ce6@GOx@CAT derisimlerde hiicre i¢i kirmizi  hiicre floresan
emisyonlart baskin olmustur. Canlilik 6nemli Sl¢iide azalmig ve kombine terapotik

yaklagimin etkisi kanitlanmaistir.

T98G hiicrelerinin H-SiO>@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiilleri ile NIR ve LED

kullanilarak etkilestirilmesinden elde edilen MTT sonuglar1 Sekil 4.27'de verilmistir.
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Sekil 4.27. T98G hiicre hattinda farkli derisimlerde H-SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT
nanopartikiilleri icin NIR + LED sonrast MTT sonuglari.

Kombine 1smmlama kosullart altinda 1 mg/mL H-SiO@PDA@Ce6@GOx@CAT
derisiminde hiicre canlilig1 %21'e diismiistiir.

Sekil 4.27, Sekil 4.26 ile karsilastirildiginda floresan mikroskop goriintiilerinin MTT
sonuglarini destekledigi goriilmektedir.

Calismada once NIR lazer ile tiimor mikro ¢evresindeki sicaklik artirilarak hiicrelerin
Olmesine sebep olan lokalize 1sitma saglanmis, daha sonra LED 151k ile Ce6 aktive
edilerek hiicrelerde oksidatif hasara neden olan ROS tiirlinlin olugmasi saglanmistir.
Tedavi, her iki 151k kaynagini da kullanarak termal hasar, oksidatif stres ve apoptoz gibi
cesitli hiicre olimii mekanizmalarin1 tetikleyerek kanser hiicrelerinin direng
gelistirmesini zorlagtirmigtir. Bunun yani sira, STA’nin kaskat enzim sistemi sayesinde
ortamdaki oksijen miktar1 artirilarak hipoksi hafifletilmis ve boylelikle 'O, iiretimi

artarak PDT'nin etkisi artirilmistir.
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5. YORUM

Tez kapsaminda, SiO; tabanli nanotastyici kullanilarak, fototermal, fotodinamik ve aclik
terapisi fonksiyonlarmi bir araya getiren, ayn1 zamanda hipoksik ortama direngli bir

sinerjistik terapi ajan1 sentezlenmistir.

e 180-200 nm araliginda ortalama boy degerine sahip tekil dagilimli, mezogdzenekli,
yiiksek ylizey alana sahip i¢i bos silisyum dioksit (H-SiO2) nanokiireler, kalip
malzeme olarak poli(GDMA-co-MAA) nanokiireler kullanilarak sentezlenmistir.

o Fototermal terapiye yonelik olarak, ¢ekirdek-kabuk yontemiyle H-SiO2 nanokiireler
polidopamin ile kaplanmistir.

o Fotodinamik terapi 6zelligi kazandirmak amaciyla 1s18a duyarli molekiil (Ce6),
nanopartikiil tizerinde olusturulan polidopamin katmani iizerine immobilize edilmis
ve nanopartikiile reaktif oksijen tiirleri liretme yetenegi kazandirilmstir.

o Silika nanopartikiil lizerine aclik terapisine imkan veren ve hipoksik ortamin
eliminasyonu ile oksijen liretim yetenegine sahip glikoz oksidaz (GOx) ve katalaz
(CAT) enzimlerini i¢eren bir kaskat enzim sistemi yerlestirilmistir.

e SEM goriintiilerinden, sentezlenen silika partikiillerinin i¢i bos formda oldugu,
nanometre boyutlarinda ve es boyut dagilimma sahip oldugu (%4,7-%4,9), PDA
kaplamanin ve yiiklenen enzimlerin partikiiliin morfolojisini degistirmedigi sonucuna
ulagilmistir. Elementlerin homojen dagilimi EDX gériintiileri ile gosterilmistir.

e BET analizinde, H-SiO> nanopartikiiliiniin 6zgiil yiizey alam 434 m?/g, gdzenek
hacmi 1,23 cm?/g ve ortalama gozenek ¢ap1 26,9 nm olarak 6lgiiliirken, sinerjistik
terapi ajani olarak kullanilmak iizere sentezlenen H-SiO>@PDA@Ce6@GOx@CAT
nanopartikiillerinin 6zgiil yiizey alami 238 m?/g, gozenek hacmi 0,96 cm’/g ve
ortalama gozenek capi 26,8 nm olarak Ol¢iilmiistiir. Yiizey alan1 ve gozenek
hacmindeki bu diisiis gbézeneklerin kaplamadan kaynaklanan PDA ile dolmasi ve
immobilize enzimler ile iliskilendirilmistir.

e H-Si02 ve H-SiO2@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiillerinin N> fizisorpsiyon
izotermlerinden elde edilen veriler, Tip IV izotermlerin tipik 06zelligi olan
mezogoOzenekli yapiy1 dogrulamaktadir.

e FTIR-ATR spektrumlarina gore, silika nanopartikiillerindeki PDA katmaninin ve

immobilize enzimlerin varligir dogrulanmistir.
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GOx aktivitesi tayini i¢in enzimin glikoz oksidasyonu sonucunda olusan H>O»> iiretimi
izlenerek Lineweaver-Burk ve Michaelis-Menten grafikleri c¢ikarilmistir.
Grafiklerden elde edilen verilere gore, glikoz tiikketim hiz1 rmax 2,82 uM/dk olarak ve
km 5357,9 uM olarak bulunmustur.

CAT aktivitesi tayini i¢in Lineweaver-Burk ve Michaelis-Menten grafiklerinden elde
edilen verilere gore, H,O» tikketim h1z1 rmax 103,1 mM/dk olarak, ki, 9,01 mM olarak
bulunmugtur.

H-Si02@PDA@GOx@CAT nanopartikiillerinin fototermal yaniti, 808 nm NIR lazer
isinlamasiyla degerlendirilmistir. Lazer i1sinlamasi altinda 52°C'ye kadar ulasan
sicaklik artis1 ve termal stabilite gozlenmistir.

H-Si02@PDA@Ce6@GOx@CAT nanopartikiillerinin fotodinamik yaniti, 650 nm
LED 1sik ile degerlendirilmistir. STA varhginda 'O, reaktifinin olusumu DPBF
absorbansinda gergeklesen diisiis ile kanitlanmistir.

In-vitro ortamda T98G glioblastoma hiicrelerine, sentezlenen STA verilerek PTT,
PDT ve ST i¢in hiicre canlili1 bireysel olarak degerlendirilmistir.

Kombine terapi ile in-vitro ortamda T98G hiicrelerinin canlilifinda 6nemli bir azalma
oldugu ve herhangi bir geleneksel kemoterapdtik ajana ihtiya¢ duymadan kombine

tedavi ile hiicre canliliginin %21'e kadar diistiigli bulunmustur.
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