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OzZET

MEME KANSERI TEDAVISINDE KONTROLLU ILAG TASINIM
SISTEMI OLARAK LiPiT NANOTUPLERIN KULLANIM
POTANSIYELININ INCELENMESI

AYSE NAZLI KARAKUSCU

Yiiksek Lisans, Kimya Mihendisligi Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Nihal AYDOGAN
Es Danisman: Dr. Hande UNSAL HUNTER

Haziran 2019, 106 Sayfa

Meme kanseri, Olumle sonuglanma acgisindan Onde gelen kanser tarleri
arasindadir. Radyasyon ve cerrahi ydontemlerle birlikte kemoterapi en ¢ok tercih
edilen tedavi bicimlerinden olsa da kemoterapdétikler organlarda ciddi hasara
sebep olabilmektedirler. Bu nedenle, anti-kanser ajanlari ile galismak ¢esitli riskler
bulundurmaktadir. Kanser tedavisindeki ana problemleri ¢ozebilmek ve terapotik
etkinliklerini arttirabilmek igin, nanoteknoloji temeline dayanan ilag taslyici
sistemler (ITS) geleneksel ydntemlere kiyasla umut vaad edici birer alternatif
haline gelmislerdir. Lipit nanotipler (LNT) amfifilik monomerlerden olusan ve bu
monomerleri sayesinde sulu c¢ozeltilerde kendiliginden kimelesme yontemi ile
olusturulabilen acgik uglu, ici bos silindirik yapili nanotasiyicilardir. LNT ler
biyouyumlu ylzeyleri ve ayarlanabilir boyutlara sahip tubuler geometrileri gibi

cesitli avantajlara sahiptir. Tum bu karakteristik Ozellikleri LNT’leri tercih edilir



adaylar haline getirmektedir. Model anti-kanser ajani olarak segilen mitoksantron
(MTX) genellikle meme kanseri, prostat kanseri ve I6semi tedavilerinde kullanilan

ve iyi bilinen sentetik bir antrasenediyon antibiyotiktir.

Bu calismanin amaci meme kanseri tedavisi i¢in tUmor bolgesini aktif olarak
hedefleyebilen bir ITS gelistirmektir. Ayrica gelistirilen ITS’nin ¢oklu ilag direncinin
ustesinden gelmek ve ilaglarin sinerjik sitotoksik aktivitesinden yararlanmak igin
kombine terapide kullanilmasi da amaclanmaktadir. Bu amaglari saglayabilmek
adina, Ozel tasarlanmig yapilarinin sagladigi ve anti-kanser ajanlarinin
tasiniminda en sik tercih edilen uyaricilardan olan pH’a duyarh karakteristigi
nedeniyle Aqua LNT’lerin nanotasiyici olarak kullaniimasina karar verilmistir. ikinci
kisimda, Aqua LNT’lerin ¢oklu kemoterapétik tasiniminda kullanim potansiyelini
arastirmak icin sisteme doksorubisin (DOX) eklenmigtir. MTX ve DOX, Aqua
LNT’lere elektrostatik etkilesim ve -1 yigisma etkilesimleri ile yiklenmistir. ilag
enkapsullasyonu ve salimi deneylerinde analizler UV-Vis spektrofotometresi ile

gercgeklestiriimistir.

Aqua LNT’lerin fonksiyonellestiriimesinde basit ve disuk maliyetli bir strateji olarak
zit yukla fonksiyonel gruplar arasinda elektrostatik etkilesim kurulmasina dayanan
tabaka-tabaka-kaplama (TTK) yontemi tercih edilmistir. TTK yontemi yalnizca ilk
ve ani salimi azaltmakla kalmayip tabakalar gesitli liganlar ile zenginlestirilirse
molekuler hedefleme stratejilerine de katki sunmaktadir. Bu galismalarda, aljinat
(ALG) ilk kaplama tabakasi olarak kullaniimigtir. Ayrica, folik asit (FA) meme
kanseri hlucre zarindaki reseptorlerin varligi dolayisiyla hedefleyici ligand olarak
secilmis ve kitosan (CHI) ile kimyasal olarak konjuge edildikten sonra Aqua
LNT’lere uygulanmigtir. ALG veya FACHI tabakalariyla kaplanan Aqua LNT’lerin
karakterizasyonunda Atomik Kuvvet Mikroskobu ve zeta potansiyel dlgumlerinden
yararlanilmigtir. Sonug¢ olarak, Aqua LNT’lere % 90 verimle MTX yuklenmesi
basariimis ve TTK sonrasinda salim suresinin 168 saate ulagsmasi saglanmigtir.

Anahtar Kelimeler: ilac tasinimi, kontrollli salim, lipit nanotiip, tabaka-tabaka

kaplama yontemi, ila¢ hedeflemesi
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Breast cancer is one of the leading cancer types which gives rise to death.
Chemotherapy is still the most preferred way of the treatment with the radiation
and surgery yet the chemotherapeutics can cause serious organ damage.
Therefore, working with anticancer agents has various risks. For addressing main
obstacles in the cancer therapies and to improve their therapeutic efficacy, drug
delivery systems (DDS) based on nanotechnology have become a promising
alternative over the conventional therapies. Lipid nanotubes (LNTs) are open-
ended, hollow cylindrical nanocarriers that consists of amphiphilic monomeric units
and owing to these monomers LNTs could be formed by self-assembly method in
agueous media. LNTs have different advantages such as biocompatible
membrane surface and tubular geometry with tunable dimensions. All these
characteristic features make the LNTs favourable candidates for drug delivery.



The selected model anticancer agent mitoxantrone (MTX) is a well-known
synthetic anthracenedione antibiotic which is commonly used for treatment of

breast cancer, prostate cancers and leukaemia.

The aim of this study is to develop a DDS for the treatment of breast cancer which
is able to target the tumor side actively. It is also aimed to use the developed DDS
in combination therapy in order to overcome the multi-drug resistance (MDR) and
to take advantage of drugs synergistic cytotoxic activity. In order to achieve these
aims, Aqua LNTs are decided to be used as nanocarriers because of their
specially designed structure gives them a pH sensitive character which is the most
preferred stimuli for the delivery of anticancer agents. In the second part,
doxorubicin (DOX) is also added to system to investigate the potential use of Aqua
LNTs as multiple chemotherapeutics carrier. MTX and DOX have been loaded to
the Aqua LNTs via both electrostatic and Tr-11 stacking interactions. In the drug
encapsulation and release experiments, the analysis has been performed by using

UV-vis spectrophotometry.

Layer-by-Layer (LbL) technique which is develop via electrostatic interactions
between the oppositely charged functional groups is preferred as a simpler and
cost-effective strategy for the functionalization of Aqua LNTs. LbL technique not
only reduce the initial burst release but also makes a contribution to molecular
targeting strategies if the layers are composed of different ligands. In these
studies, alginate (ALG) has been used as first coating layer. Also, folic acid (FA)
has been selected as targeting ligand due to its presence on the breast cancer cell
membrane and it has been introduced to Aqua LNTs after conjugation with
chitosan (CHI) chemically. In order to characterize the Aqua LNTs which are
coated by ALG or FACHI layers, Atomic Force Microscopy and zeta potential
measurements were performed. As a conclusion, MTX loading was achieved to
Aqua LNTs with 90% encapsulation efficiency and the release period was reached

to 168 hours after LbL coating.

Keywords: Drug delivery, controlled release, lipit nanotubes, layer-by-layer
method, drug targeting
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1. GIRiS

Nanobilim ve nanoteknoloji 1-100 nm boyutlarindaki malzemelerin o&zelliklerini
iyilestirmek ve geligtirmek Uzere yurutulen tum bilimsel ve teknolojik aragtirmalari
kapsayan galismalar butinidir ve son yillarda giderek daha fazla 6nem kazanan
bir noktaya ulasmistir. Elektronik, optik, kozmetik, biyoteknoloji gibi pek ¢ok farkh
sektor ve uygulama arasinda nanoteknolojinin ilgi alaninda yer alan en onemli
konulardan bir tanesi ise kontolli ilag tasinim sistemleridir. Ustin 6zellikler
kazandiriimis ve iglevselligi arttinlmis bu sistemler sayesinde geleneksel ilag
uygulamalarinda karsilagilan belli kisittamalarin giderilebilmesi hedeflenmektedir.
Bunlar arasinda en yaygin goérulen dezavantajlar ilacin plazmadaki derigiminin
aniden yukselmesi ancak bu duruma ragmen terapotik etki gosterdigi derigimlerde
beklenen seviyenin uzun slUre korunamamasi veya ciddi yan etkilerle
kargilagilmasidir. llag tasiyici sistemlerin varhigiyla birlikte etkin maddelerin
terapotik 6zelliklerinin arttirlmasi, suda ¢oézunurlugu dusik ilaglardan daha fazla
yararlanim saglanmasi, uygulanan ila¢g dozajinin azaltilmasi ve kan dolasiminda

kalig suresinin uzatilmasi temel kazanimlar olarak one ¢ikmigtir.

llag tasiyici sistemler boyut ozelliklerinin kazandirdi§i avantaj ile arttirilmig
gegirgenlik ve allkonma etkisi seklinde ifade edilen pasif ilag hedeflemesini
saglarken, tasarim asamasinda kazandirilan uyari-cevap 6zellikleri sayesinde de
ilacin tedavinin planlandidi bolgeye aktif olarak hedeflemesini yapmaktadir. Bu
uyaranlar isik, sicaklik, ses 6tesi dalgalar, manyetik alan, redoks vb. gesitli fiziksel
ve kimyasal etkiler olabilirken kanser tedavisine yonelik geligtirilen yapilarda pH
duyarl sistemler hastaligin dogal sartlari sebebiyle ayrica dikkat geker hale
gelmistir. Vicudun saglikli bolgelerinde ve kanda pH degeri 7,4 iken, tumorli
dokularda pH’In 5-5,5 seviyesine dustugu bilinmektedir. Dolayisiyla kemoterapi
ajanlarinin tasinimi i¢in tasarlanan bir sistemde tasiyicidan ila¢ saliminin
tetiklenmesi amaciyla digaridan ekstra bir uyaran verilmesine gerek duyulmaksizin

pH farki araciligiyla ilag saliminda kontrol saglanabilmektedir.

Gelisen teknoloji ile birlikte pH duyarl taginim sistemlerinde kullanilan malzemeler
ve bunlarin geometrileri genig bir yelpazeye yayilir hale gelmigtir. Polimerik,
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inorganik ve karbon malzemelerden Uretilen nanopartikuller, nanokapsuller veya
miseller kontrollU ilag salim galismalarinda siklikla karsimiza ¢ikmaktadir. Kuresel
yapilara kiyasla tubuler formdaki nanotasiyicilarin madde tutma kapasitesinin
daha fazla olmasi ve hlcre igine alimlarinda sorun yasanmadiginin ortaya
konulmasiyla bu tur yapilara olan ilgi de artmigtir [1]. Tubuler formda yaygin olarak
tercih edilen tasiyicilar Ustun mekanik dayanimlari, gelismis fiziksel ve elektriksel
Ozellikleriyle karbon nanottpler (KNT) olmustur. Fakat birgok agidan avantajl olan
yanlarina ragmen KNT’lerin Uretim asamalarinda yuUksek enerji gerektiren
prosesler kullanildigi, dolayisiyla Uretim zorlugu ve yuksek maliyet gerektirdigi
bilinmektedir. KNT’lerin bir diger dezavantaji ise 6zellikle biyomedikal uygulamalar
s0z konusu oldugunda dikkat edilmesi gereken en 6nemli hususlardan biri olan
toksisite degerleridir. Hucre ici birikim ile hucre olumlerine yol agabildigi tespit
edilen KNT’lere alternatif geligtirimesi agsamasinda bu gemetrinin getirdigi en
onemli avantajlardan olan yuksek madde tasima kapasitesini kaybetmeden fakat
biyouyumlulugu ¢ok daha iyi olan ve kolay uretim yéntemleri ve distk maliyetleri
ile 6n plana ¢ikan organik yapili nanotlpler dikkat ¢gekmistir. Organik nanotlpler
kontrolll ilag saliminda umut vaad eden ¢alismalar ortaya konulmasini saglamakla

birlikte literatirde henlz doygunluga ulasmamis bir alani tegkil etmektedirler.

Tez calismasi kapsaminda bu tir organik nanotip sinifina giren lipit bazli ve
kendiliginden kimelesme yodntemi ile olusturulan Aqua nanotupler kullaniimigtir.
Aqua nanotuplerin olusumunda monomer olarak yer alan ve Aqua kisaltmasiyla
bahsedilen AQ-NH-(CH2)10COOH molekll yapisi da daha once arastirma
grubumuzda tasarlanan ve sentezi gergeklestirilen 6zel bir molekuldur. Amfifilik
Ozellikteki bu molekul 10 karbonlu bir hidrokarbon zincirinin iki ucunda yer alan
amino antrakinon ve karboksilik asit gruplarindan olugsmaktadir ve bu fonksiyonel
gruplar sayesinde hem redoks aktif hem de pH duyarl karakteristige sahiptir. Ayni
gruplar hidrojen bagi olusturma ve -1 etkilesimleri gosterme egilimlerinin kuvvetli

olmasi dolayisiyla nanotlip formunun ortaya ¢gikmasinda da rol oynamaktadir [2].

Bu tez galismasinda, pH ve redoks gibi uyaranlara tepkili olmasi sebebiyle akill
yapida oldugu ortaya konulan lipit bazli Aqua nanotuplerle meme kanseri
tedavisinde kullanima yonelik bir ilag tasinim sistemi gelistiriimesi Uzerine

incelemelerde bulunulmustur. Hedeflenen amag¢ dogrultusunda model kemoterapi
2



ajani olarak secilen mitoksatron etkin maddesinin daha uzun sureye yayilmig ve
lyilestirilmis bir salim profili sergileyebilmesi adina lipit nanotiplerin tabaka-tabaka
kaplama (TTK) yontemiyle modifiye edilmesi yoluna gidilmistir. Ayrica yine bu
yontemden faydalanilarak meme kanseri hicrelerinde yogun bigcimde yer aldigi
bilinen folik asit resaptorlerine baglanabilmesi dogrultusunda nanotupler Uzerine
aktif molekuler hedeflemeye katki sunacak ligandlar yerlestiriimigtir. Tez
calismasinin ikinci agamasinda ise kemoterapi sirasinda en yaygin karsilagilan
problemlerden biri olan ¢oklu ila¢ direncinin kirilmasi adina dnemli etkilere sahip
oldugu cesitli bulgularla desteklenen kombine terapiye yonelik olarak arastirmalar
yapilmis ve Aqua nanotuplere mitoksantron ile birlikte doksorubisin etkin maddesi

de es zamanl olarak yUklenrek salim davraniglari incelenmisgtir.



2. GENELBILGILER

2.1. Nanoteknoloji ve ilag Taginimi

Nanobilim ve nanoteknolojinin kesin bir tanimi olmamakla birlikte, yaygin kabule
gore 1-100 nanometre boyutlarda maddelerin anlasiimasi, kontrol edilmesi ve
atomsal seviyede degistirilerek igslevsel hale getirilmesi c¢alismalaridir.
Nanoteknolojinin bilim ve teknolojinin degisik alanlarinda 6n plana c¢ikan
uygulamalari arasinda ilag, gen veya protein aktarimlarini saglayan tasinim
sistemleri, sahip oldugu yUksek avantajlar sayesinde gectigimiz yillarda buyuk ilgi
odagi haline gelmiglerdir. Ancak ilag taginim sistemlerinin tarihgesine bakildiginda
bu kapsamda yapilan arastirmalarin ¢ok daha eskiye dayandigi gorulmektedir.
1959 yilinda Richard Feynman tarafindan éne surtlen nano boyutlu partikdl fikrinin
tim bu galismalarin temelini olusturdugu séylenebilir [3]. 1964 yilinda ise lipozom
yapilari olusturulmus, 1980’de ila¢ hedeflemesine uygun sekilde modifiye edilmis
ve 1995 senesinde doksorubisin yUkli lipozomlar Doxil markasi adi altinda
Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi (ing: U.S. Food and Drug Administration, FDA)

tarafindan onayli hale gelmistir [4].

llag tasinim sistemlerinin, terapétik ajanlarin farmasétik ve biofarmasotik
Ozelliklerini arttirmak ve hedef bolgeye ulasan ilag miktarini ¢ogaltmak igin
kullanilan ¢esitli formualasyon stratejileri oldugu sdylenebilir [5]. Bu sistemler
incelendiginde geleneksel yontemlere kiyasla getirdikleri pek ¢ok farkli avantajla
karsilagilacaktir. Ornegin, sistematik sekilde ilag salimini kontrol edebilmeleri,
hastanin ilacin neden oldugu yan etkilerden buyuk olgide korunmasina yardimci
olmalari, c¢oklu ilag hedeflemesine olanak saglamalari, ilaglarin farmasotik
Ozelliklerini  (stabilite, tumorld dokuda birikim vs.) zenginlegtirmeleri, suda
¢OzUnUrlGgu dusidk ilaglarin kullanimi sirasinda olusan dezavantajlari elimine
edebilmeleri, ilacin kan sirkilasyonunda kalig surelerinin uzatilmasina yardimci
olmalari, ve in vivo géruntilemeye katki sunmalari son derece kritik 6neme sahip
avantajlari olarak 6n plana ¢ikmaktadir [6]. Ayrica, kombine terapilerde c¢oklu ilag
tasinimi yapabilmeleri, terapétik ajanlara kisiye 6zel fonksiyon kazandirilabilmeleri
ve uygulanan ila¢ dozajinin/araliginin dugurulmesine yardimci olmalar da diger

onemli faydalarindandir [5].



Tasinim sistemleri biomedikal uygulamalarinin gesitli alanlarinda yogun bi¢imde
kullaniimaktadir. Bunlar arasinda en ¢ok 6n plana ¢ikanlarin kontrollu ilag salimi,
ilac hedeflemesi, kombine terapi ve in vivo goruntiuleme oldugunu sodylemek

mumkunddar.

2.1.1. Kontrollii ilag Salimi

Kontrollu salim sistemlerinin ge¢gmigine bakildiginda 1938 yilinda etken maddenin
salimini geciktirmek Uzere kaplanan peletlere dair Lipowski'ye ait patent géze
carpmaktadir. 1952 yilinda ise degisik seviyeli kaplanmig partikillerin bir araya
getirildigi ve gorece daha yavas salimin saglandigi bir karisim olan ‘Spansule’
adindaki ilk piyasa preparati ile karsilasiimaktadir [7]. Bu &éncu c¢alismalarin
ardindan kontrolli ilag salimina yonelik arastirmalar daha da c¢esitlenerek
gunumuzde akilli ve biyouyumlu 6zelliklere sahip birgok farkl malzeme ve tasarimi

temel alan hallerine kavusmustur [8].

llag tedavilerinde kontrollii salim sistemlere duyulan ihtiyaclarin ortaya cikmasina
geleneksel uygulamalarda rastlanan kandaki ilag konsantrasyonunun aniden
yukselmesi ancak bu seviyede kalamayip tekrar diusmesi gibi problemler neden
olmustur. Cunku ilacin kanda maksimum toksik konsantrasyon (MTC) dizeyinin
uzerinde yer almasi toksik etkilere yol agmakta, minimum etkin konsantrasyon
(MEC) degerinin altinda kalmasi ise gosterdigi aktivitenin faydasini dugsurmektedir
[9]. Bu noktada kontrolll ilag tasinim sistemleri 6ngorulebilir ilag seviyelerine
ulasilarak, etken maddenin istenilen sure boyunca terapétik aralikta ve hedeflenen
degerde sabit tutulmasina yardimci olduklari igin son derece caziptirler. Kontrollt
ila¢g salim sistemi kullanilarak bir tedavi gerceklestirildiginde kan plazmasindaki
ila¢ derisiminde meydana gelecek olan farkhlik Sekil 2.1.’de gdsterildidi gibidir.
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Sekil 2.1. Kontrolli ve kontrolsuz ilag salimi durumunda kandaki ilag derisiminde

meydana gelen farkhlik [9]

ilag tasinimi ve kontrollii salimi icin farkl sekil ve boyutlarda ¢ok cesitli nanoyap!
kullanildigi gibi bunlar polimer, lipit, metal ya da seramik malzemelerden elde
edilebilmektedir [10]. Vicuda ilag alimi oral, intravendz enjeksiyon, nazal ve
pulmoner, transdermal, vajinal ve rektal gibi degisik yollarla yapilabildiginden her
sistemin kendine has gerekliliklerini kargilayabilmek Uzere farkli ilag tasiyici yapilar
gelistirimeye ydnelik calismalar da yapiimaktadir [7]. ila¢ tasinmina ydnelik

geligtirilen bu nanoyapilara Bélum 2.2'de yer verilmistir.

2.1.1.1. Uyari-Cevap Mekanizmalari

Bahsedildigi gibi kontrolli ilag tasinim sistemlerindeki en 6nemli amag ilacin
vicudun saglikli bdlgelerinde mumkin oldugunca tasiyici iginde kalmasi
saglanirken, hedeflenen bolgeye ulasildiginda ise kontrolli sekilde saliminin
gerceklestirilebilmesidir. Bu amag dogrultusunda, uyari-cevap mekanizmasi olarak
adlandirilan ¢esitli fiziksel, kimyasal veya biyolojik i¢ ve dis uyaricilardan
yararlanilarak ilag salimin tetiklenmesinin planlandigi ilag tasiyici yapilar
tasarlanmaktadir [11]. Uyari cevap mekanizmalari ile etki gosteren bu
nanomalzemeler genellikle ‘akilli’ veya ‘cevresel duyarll’ ilag tasiyici yapilar olarak
ifade edilmektedirler.

Yaygin olarak tercih edilen uyaricilar arasinda pH, redoks etkisi (kimyasal),
sicaklik, 1s1k, manyetik alan, ses otesi dalgalar (fiziksel), enzimler ve inflamasyon
(biyolojik) basta gelmektedir [6]. Sicaklik hem i¢ hem de disg uyarici olarak
kullanilabilirken; pH, redoks ve enzimler i¢ uyarici; 1SIk ve manyetik alan ise dig

uyarici seklinde siniflandirilabilir [12].



Bu uyaranlara karsilik, nanomalzemelerin verdigi cevap ise herbir durum igin sabit
degildir ve tasiyici malzemenin Ozelligine gore spesifik olarak degiskenlik
go6sterebilmektedir. Ornegin, sicaklikla birlikte Liu ve Jiang’in calismasinda yer
alan polimerik bazli miseller genlesirken, Kono ve arastima grubunun gelistirdigi
kolajen vyapih dendrimerlerin sicaklik karsisinda degredasyona ugrayarak
tasidiklari ilaci biraktigr goralmektedir [13, 14] (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Cesitli ic ve dis uyaricilarin farkli nanotasiyici yapilar Uzerinde

olusturdugu cevap mekanizmalari [15]

Nanotasiyici Uyari Cevap
Pt Nanokristal pH Protonasyon
I¢
Kuantum noktalari Enzim Secimli yigisma
Uyani
Polimerik NP Redoks Bozunma
Altin NP Sicaklik Hidrojen bag degisimi
Dis . _ Elektrokovalent bag
Silica NP Elektrik Alan
Uyani Kirllmasi
Titanyumoksit NP Sesustu dalga Kapsul dagiimasi
Altin NP oH, Isik Hidrofilik/hidrofobik
etkilesim
Coklu
Demiroksit NP pH, Redoks Bag kiriimasi
Uyarni
Altin NP pH, Isi Formasyon degisimi

Boyle bir uyaran ve cevap cesitliligi arasinda dogru bir tercih yapabilmek adina
g6z o6nlune alinmasi gereken en onemli nokta, secilen uyarici ile teshis veya
tedavisi planlanan hastaligin klinik uygulamasinin eglesebiliyor olmasidir. Bu
nedenle kanser tedavisine yonelik tasinim sistemleri incelendigi zaman en ¢ok
kargilagilan uyaran olarak pH’a rastlaniimasi kanser fizyolojisi dikkate alindiginda
son derece dogaldir. ilerleyen boliimde kanser tedavisi 6zelinde kontrolli taginim

sistemleri detaylariyla birlikte ele alinmaktadir.
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2.1.1.2. Kanser Tedavisinde Kontrollii ilag Taginimi

Kanser dunya genelinde kalp hastaliklarindan sonra en ¢ok Olime sebep olan
hastaliklar arasinda ikinci sirada gelmektedir [16]. Yalnizca 2016 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri’nde alti yiz bin 6lim vakasina sebep olan kanser hastaliklari
gunumuzde vyeni teknoloji ilaglara ihtiyaci hayli yuksek olan bir alani
olusturmaktadir [17]. Tez galismasi kapsaminda Uzerinde arastirmalar yapilacak
kanser turu olarak secilen meme kanseri ise dinya genelinde 183 ulkede
kadinlarda en yaygin bicimde gozlenen, 115 Ulkede ise yine kadinlar arasinda
olumle sonuglanma orani en yuksek olan kanser turu olarak dikkat ¢ekmektedir
[18].

Kanser tedavisinde kullanilan baslica yontemler ameliyat ve radyoterapi olmakla
birlikte bunlar yalnizca bélgesel ¢doziimler sunmaktadir. Uglinci bir alternatif olarak
kemoterapi yani sitotoksik (hucre olduricu) ajanlarin dogrudan enjeksiyon yoluyla
kana verilmesi yontemi 6n plana ¢ikmaktadir. Ancak kemoterapinin kan hucresi
uretiminin baskillanmasi ve uygulama esnasinda saglikli hicre oOlimuine de
sebebiyet vermesi gibi birtakim énemli kisittamalari bunlunmaktadir. Ozellikle kana
verilen kemoterapi ilaglarinin yalnizca belli bir bolimUnin timorll bdlgeye
ulasirken kalan kisminin vicudun saglikli doku ve organlarina yayildigi, bu
nedenle de tedavinin etkinliginin ¢ok ciddi sekilde azaldigi ve hastanin hayat
kalitesini diistiren yan etkiler olustugu bilinmektedir. Ornegin pek cok farkli tipte
kansere karsl yaygin olarak kullanilan ilaglardan doksorubusinin kemik iligi ve
bagirsak epitel hicreleri gibi hizla bolinen hicrelerde akut toksisiteye, kalp ve
karaciger dokularinda ise kronik toksisiteye neden oldugu arastirmalarla ortaya
konulmustur. [19].

Kemoterapi ilaglarinin uygulamadaki bu kisitlamalarinin 6ntine gecgebilmek igin
kontrollU ilag taginim sistemlerinden faydalanmak kagilmaz bir sonug olarak ortaya
citkmigtir. Teorik arastirmalari tamamlandiktan sonra ilk kez 1980°li yillarin
ortalarinda klinik asamaya gegilen ve 1990’h yillarin ortalarinda FDA onay! alarak
ticarilesen ilag tasiyici sistemler mevcuttur [3]. 1995 yilindan bu yana kemoterapi
ajanlarini tagsimaya yonelik birbirinden degisik nanoyapilar Uzerinde Kklinik
uygulamalara gegcilmistir. FDA onayina sahip ilk nanoilaglar olarak bilinen ticari



markalar Doxil ya da diger adiyla Caelex (doksorubisin), DaunoXome

(daunorubisin) ve Abraxane (paklitaksel) ilaglaridir [20].

Kanser tedavisine yonelik gelistirilen bu tasiyici yapilarin formlari veya boyutlari
farkli olmakla beraber sahip olduklari belli ortak 6zellikler de mevcuttur. Ornegin,
gesitli uyart mekanizmalar arasinda, kanser tedavisinde kullaniimak Uzere
tasarlanan bir nanotasiyici sistem s6z konusu oldugunda en ¢ok tercih edilen
uyaricilarin basinda pH etkisinin basta geldigi gérilmektedir. insan viicudunun
farkh doku ve organlari arasinda pH degerlerinin degisiklik gosterdigi olduk¢a net
sekilde bilinmektedir. Kotu huylu tumorler igin de bu ayrim son derece bariz
bicimde gbézlemlenmektedir. Kan ve saglikl dokularda 7,4 gibi notr seviyerlerdeki
pH degerinin, kanser hucrelerinin yuksek metabolizmalari ve bunun sonucunda
biriken asidik yan Urunler nedeniyle tumor mikrogevresinde daha dusuk seviyeye
inerek 5,5-6 pH deger araliginda gozlenmesine sebep olmaktadir. Bu sayede
disaridan herhangi bir mudahaleye gerek duyulmaksizin ilag salimini tetikleyici

uyaranin varligini olusturmaktadir [21, 22].

Meme kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapi ajanlarinin
tasinimina yonelik gelistirilen gesitli yapilarin fonksiyonel 6zellikleri incelendiginde
ise bahsedildigi gibi pH duyarli 6zellige sahip c¢esitli polimerik veya biyopolimerik
nanopartikillerin, misellerin veya lipit bazli tagiyicillarin 6n plana ¢iktigi fark
edilmektedir [22].

Tez kapsami Ozelinde ele alinacak meme kanseri tedavisinde yaygin olarak
kullanilan kemoterapi ajanlari gosterdikleri etki mekanizmalarina goére dort ana

sinifa ayriimaktadir. Bunlar Cizelge 2.2.’de sunulmaktadir.



Cizelge 2.2. Meme kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapi

ajanlari ve siniflari [23]

Etkin Madde Etki Mekanizmasi

Doksorubisin
DNA eslemesinde gorev

Antrasiklinler Mitoksantron alan enzimlerin aktivitesini
engelleme
Epirubisin
Siklofosfamid DNA eslemesi sirasinda
Alkile edici ajanlar nukleotitlere baglanarak
Sisplatin aktivitesini engelleme
Pakiitaksel Hiicresel mikrotubdillerin
Toksoidler _ o
Dosetaksel fonksiyonunu degistirme
5-floroiirasil (5-FU) DNA eslemesinde gorev
Antimetabolitler alacak yapi taglarinin yerine
Kapasitabin gegcme

Cizelge 2.2’de sunulan etkin maddelerin tedavi igin goOsterdikleri etki
mekanizmalari kadar gozlenen yan etkiler ve uygulama sirasinda dikkat edilmesi
gereken hususlar da gesitlilik géstermektedir. Ornegin, antrasiklin grubuna giren
kemoterapi ajanlari sahip oldugu ylksek kardiyotoksisiteleri nedeniyle bir hastanin
hayati boyunca alabilecegi toplam kimdulatif dozaj belirli bir kisittamaya sahiptir.
Antimetabolitlerde 6ne ¢ikan en dnemli kisitlama ise yalnizca hucre boélunmesinin
bazi asamalarinda etkinlik gdsterdikleri igin bellirli bir zaman gizelgesi icinde
uygulanabiliyor olmalaridir. Sonug olarak farkli siniflara ait etkin maddelerin sahip
oldugu avantaj ve dezavantaijlar birlikte degerlendirildiginde daha efektif bir tedavi
saglanabilmesi amaciyla kombine terapilere duyulan ihtiyaglar gindeme gelmistir.
Coklu ilag tagsinimini ifade eden kombine terapilere ait detayl bilgiler Bolum 2.1.3

altinda ele alinmistir.
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2.1.2. Molekiiler ilag Hedeflemesi

Ozellikle gectigimiz son on yilda kanser hastaliklarin hiicresel ve molekiler
seviyedeki mekanizmalarinin arastiriimasi kadar tedavi i¢in yeni ilaglarin tasarimi
konularinda da yogun calismalar yapilmaktadir. Bu ihtiyaglar dogrultusunda
uzerinde en ¢ok ugras verilen noktalardan biri de molekuler ilag hedeflemesidir.
Kanser tedavilerinde molekuler ilag hedeflemesi kemoterapi ilaglarinin yuksek
toksisiteleri sebebiyle ciddi seviyede sebep olduklari saglikli hucre tahribatinin

engellenmesi ve tumor i¢i birikimin arttirilmasi amaciyla tasarlanmaktadir.

llag taslyici sistemlerin daha gelismis hale gelmesiyle fizikokimyasal 6zellikleri de
kontrol edilebilir olmus ve bu sayede kullanim amaglarina yenileri eklenmistir.
Hucresel ve molekiler biyolojideki ilerlemelerle de desteklenen bu yeni teknoloji
ila¢g tasiyict sistemlerle son derece O6zel tasarlanmigs ve karmasik ilag

hedeflemelerini saglama imkani dogmustur [17].

ila¢c hedeflemesi Sekil 2.2’'de sematize edildigi gibi pasif timér hedeflemesi veya

aktif hucre hedeflemesi olarak iki farkli mekanizma yardimiyla gercgeklegtirilebilir.

11



Tumér hucresinin yakin goranimi
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Sekil 2.2. Kanser tedavisinde kullanilan ilag tasiyici sistemlerin pasif doku
hedeflemesi ve aktif hicre hedeflemesinin sematik gosterimi i) hicre
yakininda tasigr kemoterapi ajanini birakmasi ii) hucre zarina

baglanmasi ve ilag salimi iii) hticre igine alimi [16]

Pasif hedefleme olarak bilinen arttirlmis gecirgenlik ve alikonma etkisi (ing:
enhanced permeabililty and retention effect, EPR) ilk kez 1986 yilinda Matsumura
ve Maeda tarafindan tanimlanmistir. EPR etkisi kisaca tumorli bolgelerde
damarlarin i¢ kisminda yer alan endotel hucrelerinin diziliminde meydana gelen
acllmalara ilag taslyici yapilarin birikmesi olarak o6zetlenebilir. Bu agilmalarin
sebebi kontrolsliz sekilde bdlinen kanser hucrelerinin artan besin ve oksijen
ihtiyacinin karsilanmasidir. Saglikh damar yapilarinda 2 nm’den buyuk molekiller
siki dizilim nedeniyle endotel hicreler arasindan gegemezken tumor bolgesinde
bu siki dizilim bozuldugundan dolayr, 10-500 nm boyut arahdindaki
makromolekiller dokuya gecebilir ve burada birikir. Buna ek olarak, tumorli
bolgelerdeki etkisiz lenfotik bosaltim nedeniyle de biriken molekuller sistem disina
ctkamaz hale gelir. Boylelikle tumor bolgesindeki damarsal yapinin
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bozunmasindan faydalanilarak pasif hedefleme gerceklestirilir. Bu ¢ok dikkat
cekici 6zellik, tumor-hedefli kemoterapide bir donum noktasi olarak kabul edilmigtir

ve antikanser ilag gelistiriimesinde oldukga Umit vericidir [24].

Pasif hedefleme klinikte uygulama bulmus olmasina karsin, bazi timadrlerde damar
gegirgenlikleri farkh oldugundan EPR etkisi ile tasinim gerceklesemeyebilir. Bu
nedenle nanotasiyici sistemlerle aktif hedefleme yapilabilecedi yaklasimi ortaya
cikmistir. Ancak aktif hedefleme ile timorli bdélgeye pasif hedeflemeden daha
yuksek miktarda ila¢ birikiminin saglanabilece@i gibi bir yanilgiya dusulmemesi
gerekmektedir. Aktif hedefleme yalnizca ilacin bu bdlgeye segimli olarak

ulasmasini saglayarak terapétik etkinligini arttirmaktadir [25].

Aktif hedefleme, kanser hicrelerinin yuzeylerinde yogun bi¢imde yer alan reseptor
(ahict) veya antijenlere secimli olarak baglanacak 6zel ligandlara modifiye edilmis
ilag tayiciyr sistemler ile saglanir [10]. Bu sayede kemoterapi ajanlarinin
sitotoksisiteleri arttirilarak saglikli hicrelerin goérecegi zarar dizeyi de minimuma
indirilmig olur. Aktif hedefleme ile yalnizca yan etkilerin 6ntine gegmekle kalmayip
ilaglarin terapotik etkilerinin arttihldigi ve ¢oklu ilag direncinin (ing: multi drug

resistance, MDR) Ustesinden gelindigi de bilinmektedir [16].

Farkl kanser turleri icin hastaligin spesifik 6zellikleri ve hangi agamada oldugu g6z
onune alinarak degisik liganlardan yararlanmak mumkinddr. Kullanilan ligandlar
genellikle peptit, hormon, vitamin veya blyume faktérleridir [26, 27]. Bu liganlarin
birden fazlasinin ayni anda tasiyici ylzeyine baglanmasi ile ¢oklu hedefleme
gerceklestirme imkani da bulunmaktadir. Bazi ligand turleri ve kullanim alanlari su

sekilde drneklendirilebilir:

Folik asit hedeflemesi: Folik asit (FA) hem epitel kanser turlerinde hem de

hematolojik kanserlerde hucre yuzeylerinde oldukga yogun miktarda yer almasina
karsilik, saglikli dokularda oldukga az bulunan folik asit reseptorleri (FR) nedeniyle
aktif hedefleme araci olarak kullaniimasi ¢ok siklikla tercih edilen bir ligand tlradar
[16, 26]. Folik asit ile konjuge edilmis nanotasiyicilar bu reseptore baglanarak
hiacre igine alindiktan sonra tasidigi kemoterapi ilacini kanserli hicrenin

sitoplazmasina birakir [10]. FR’nin bilinen Gg¢ farkl tirde g¢esiti mevcuttur, bunlar
13



FR-a, FR-B ve FR-y'dir. FR-a o6zellikle yumurtalik kanseri ve bunun yani sira
beyin, meme, akciger, bobrek gibi diger epitel kanser dokularinda yer alirken, FR-

B ise kronik veya akut miyeloid I6semi gibi timdrlerde gdzlenir [26].

FR hedefleme galismalarinda simdiye dek iki farkli strateji Uzerinde durulmustur.
Folik asitin kendisine ek olarak FR’ye baglanabilen bir diger molekal, mAb Mov18
adindaki monoklonal antikordur. Ancak folik asitin stabilitesinin ylksek olusu, daha
dusuk maliyete sahip olmasi ve bilinen yan etkilerinin bulunmamasi onu daha
tercih edilir kilmistir [26].

Transferin hedeflemesi: Transferin, hizli buytyen hucre zarlarindan demir gegisini

destekleyen bir glikoproteindir. Tumorll bélgedeki hlicrelerin yogun demir ihtiyaci
dolayisiyla  ylUzeylerinde transferin  reseptorleri fazla miktarda varlik
gostermektedir. Folik asitte oldugu gibi transferin ile konjuge edilmis
nanotasiyicilar bu reseptorlere baglanarak tasidiklari kanser ilacinin salimini
gerceklestirir. Transferin reseptorlerinin temel alan ilag hedeflemesi 6zellikle kan-
beyin bariyerinin endotel hucrelerindeki yogun dagilim nedeniyle beyine verilecek
olan kanser ajanlarinin uygulamasinda tercih edilebilir. Gan ve Feng bu stratejiyi
kullanarak biyobozunur yapidaki poli(laktit)-D-alfa-tokoferil polietilen glikol stiksinat
diblok kopolimer nanopartikilleri ile kan-beyin bariyerinden dosetaksel taginimini

saglamistir [16].

Hiyaliironik _asit_hedelemesi: Hiyaluronik asit (HA) biyobozunur ve biyouyumiu

yapisinin yani sira, bazi kanser hicrelerinin ylzeylerinde bulunan CD44
reseptorune secgimli olarak baglanma 06zelligine de sahiptir ve bu sayede ilag
hedeflemesine oldukga uygundur. Choi ve arkadaslarina ait galismada, hiyaltronik
asitin kendiliginden kiimelesmesi ile sentezlenen nanopartikullerin ile bas-boyun
kanserinde yodun bigcimde vyer alan CD44 reseptorlerini aktif olarak
hedeflenebildigii ve fliorasan boyamasi ile nanopartikillerin hicre igine aliminin

ve birikiminin gergeklestigi de gosterilmigstir [28].
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2.1.3. Kombine Terapi

Tipta gelisen teknolojilere ve elde edilen pek ¢ok ilerlemelere karsin, kanser dinya
uzerinde en c¢ok oOlumle sonuglanan hastaliklar arasinda yer almaya devam
etmektedir. Bu durumun arkasinda yatan en onemli sebep olarak kanserin son
derece kompleks ve heterojen bir hastalik olmasi dikkat ¢ekmektedir. Genel
anlamiyla ifade edilmesi gerekirse kanser, hucrelerin kontrol diginda bolinmesi
veya farklilasmasi ile ortaya ¢ikmaktadir ve tedavisinde de toksik degerlerinin
yuksekligi acisindan son derece riskli ilag gruplari ile cahsilmaktadir [19]. Bu
zorluklar arasinda 6zgul olmayan yan etkiler, ilacin kandan hizli sekilde sirkule
olmasi nedeniyle yuksek doz miktarlariyla tedavinin sirdurilmesi en yaygin
sekilde bilinenler olarak sayilabilir ancak, tek bir kanser ilacinin surekli sekilde
uygulanmasiyla ortaya ¢ikan ve kemoterapi etkinligini onemli 6lgiide azaltan goklu

ila¢ direnci (ing: multi drug resistance, MDR) de hayli 6nem tasimaktadir [29].

Kanser tedavisi sirasinda kargilagilan tum bu zorluklarin Ustesinden gelebilmek
icin Onceleri daha c¢ok arastirma safhasinda olan kombine (birlesik) terapi
yontemleri artik klinik uygulamada da daha fazla kullanilir hale gelmistir. Kombine
terapi en yalin tanimiyla, iki ya da daha fazla terapotik ajanin birlikte uygulanmasi
veya farkl tedavi yontemlerinden (kemoterapi, radyoterapi, hormon terapisi vs.)
ayni anda yararlaniimasidir. Tum bu farkli yaklagsimlar arasinda farkli kemoterapi
ajanlarinin tek seferde uygulanmasi en cok tercih edilen uygulamadir [30]. Ikili ilag

tasinim sistemleri de bu ihtiyaca cevap verecek sekilde tasarlanmaktadirlar.

ikili ilag tasinim sistemlerinin sagladigi en ®nemli avantajlardan biri MDR
olusumuna engel olmasidir. Bu noktada MDR’yi daha detayli sekilde tanimlamak
gerekmektedir. MDR, hastanin Uzerinde tedavi slresi boyunca daha once hig
uygulanmayan ilaglara karsi bile bir direng mekanizmasi olusumunun
gOzlemlenebildigi durumlardir. Bu yan ekinin ortaya ¢ikmasina ayni kanser ilacinin
tekrarli bicimde hastaya verilmesi neden olabilmektedir. MDR gelisen vakalarda
kargilagilan en buylk problemler; ilacin hicre igine girisinde azalma veya hicre
disina atma iglevinde artisla ortaya ¢ikan hicre ici ilag birikiminde azalma, ilag-
hedef iligkisinde azalma veya ilag dagihminda degisiklik seklinde
siralanabilmektedir [31]. MDR olusumundan sonra ilacin aktivite gostermeye
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devam edebilmesi igin uygulanan dozun arttirilmasi gerekir ki bu da tum vicuda
yayllan (sistemik) bir toksisiteyi dogurabilir. Dolayisiyla bodyle bir durumda

basvurulabilecek en iyi alternatif ikili ila¢g uygulamasina gegcmek olacaktir [29].

Kombine (birlesik) terapinin MDR’yi yenmenin yani sira getirdigi farkli avantajlar da
bulunmaktadir. Bunlar arasinda ilk olarak sagladigi sinerjetik etki goze
carpmaktadir. Klasik yontemlerle uygulanan kemoterapide vucuda tek bir ilag
verilirken, bu ilag ile kanserli hicrelerin belli bir metabolik dénglisi hedef alinmis
olur ancak kombine tedavi sirasinda c¢oklu ilag kullaniladigi i¢in birden fazla
metabolik donglye, bolinme safhasina veya gene etki ederek kanserli dokuyu

elimine etme sansi yukseltilebilmektedir [30].

Tekli ila¢g uygulamasinin aksine kombine terapide farkli kemoterapi ilaglarinin bir
arada veriliyor olmasi sayesinde ilaclar daha dusik dozajlarda uygulanabildigi igin
getirdigi toksik yan etkiler de etkinliklerinden 6din verilmeden azaltilmaktadir [24,
30].

Kombine terapilerin daha olumlu sonuglar verdigi ve tekli ilag uygulamalarina
karsin hayatta kalma oranlarini yukselttigi bilinmekle birlikte kendi iginde birtakim
limitasyonlari da mevcuttur. Kullanilacak ilaglarin optimum oranlarda verilmesi ve
hedeflenen bdlgeye kadar bu oranin sabit tutulmasi, biodagilimlarinin dogru
ayarlanmasi ve benzer olmayan farmakokinetik 6zelliklerinden bir batin halinde
faydalanilmasinin  saglanmasi gerekmektedir. Bu zorluklarin  Ustesinden
gelebilmek igin, kemoterapik ajanlari tek bir nanoformilasyon altinda vicuda
vermek hayli avantajli bir gozUm sunmaktadir [24].
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2.2. lilag Tasiyici Yapilar

Tasinim sistemlerinin yarattigi avantajlarin daha gorundr hale gelmesiyle birlikte,
bu amagclar dogrultusunda kullanilan nano veya mikro boyuttaki tasiyicilar
uzerinde de arastirmalar yogunlagsmig ve gesitlilik artmigtir. Bu gelisen yeni nesil
tasiyicilarla birlikte yalnizca ilag alaninda degil, doku muhendisligi, biyomalzemeler
ve medikal drunler gibi diger biyoteknoloji uygulamalarinda gelismeler

kaydedilmigtir.

Onceleri makro boyutta caligilan tasiyici sistemler yiksek yikleme kapasiteleri,
uzatiimis ilag salim profilleri ile tekrarlanan dozaj miktarlarini azaltmalari gibi
olumlu 6zelliklerine ragmen doku hasarina sebebiyet vermeleri, bazi durumlarda
cerrahi mudahale gerektirmeleri ve sistemik sirklilasyonda gozlenen kisitlamalar
gibi dezavantajlari dolayisiyla zaman iginde mikro boyuta devaminda ise nano
seviyelerine kadar kucultlmustar. Nanotasiyici sistemlerin getirdigi en 6nemli
avantajlar sistemik sirklilasyonda daha uzun sture kalabilmeleri, dokuya daha iyi
nifuz edebilmeleri (EPR etkisi), hiicresel hedeflemeye uygunluklari ve boyutlarinin

kUcuklUgu ile hucre i¢i alim mekanizmalarina uyumluluklaridir [9].

Gittikce daralan spesifikasyonlarina ragmen ideal bir ilag tasiyici yapinin sahip
olmasi gereken ortak ozellikler varligini korumaktadir. Bunlar asagida goéruldugu

gibi bes ana baglikta 6zetlenebilir [19]:

e Biyouyumlu ve/veya biyobozunur yapi

e Yuksek ilag tasima kapasitesi

e Sifir veya ihmal edilebilir dizeyde premature ilag salimi

e Saglilikli hiicre ve dokulari korumak adina hedeflenen boélgeye 6zgl salim
mekanizmasi

e Hedeflenen bdlgede etkin ila¢g dozajina ulasilmasini saglayan kontrollli bir

ila¢ salim mekanizmasi

Bu Ozellikler arasinda biyouyumlu/biyobozunur olmalari, canli metabolizmasinda
birikim nedeniyle goOzlenebilecek toksik etkileri elimine edebilmek ve hicresel
igslevierde meydana gelebilecek tahribatlari engellemek adina son derece
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onemlidir. Terapodtik ilaglar ise bu nanotasiyicilara enkapsulasyon, yuzeye tutturma

veya kimyasal baglar araciligiyla yuklenebilir [10, 32].

Belirtilen hedefler gozetilerek, polimer, lipit, albimin veya seramik bazli pek ¢ok
farkl malzeme ve geometride nanotaslyici yapi veya nanojel tasarlanmis ve gesitli
hastaliklarin tedavisinde ve goruntulenmesinde ya da gen ve protein aktariminda
kullaniimistir [33]. Genel hatlariyla bu nanotasliyici yapilar belli bir siniflandirmaya

tabi tutulacak olursa Sekil 2.3’te gdsterildigi gibi bir sonug elde edilebilir.
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Sekil 2.3. Nanotasiyici sistemlerin kullanilan malzemelere goére siniflandirmasi
[34-36]

Literatirde bulunan tim nanotasiyici yapilari sistematik bir bigcimde
detaylandirmak konunun uygulama alanlarinin gesitliligi dusunuldugunde elbette
oldukca zor olacaktir. Bu nedenle, yalnizca kanser tedavisine yonelik nanotagiyici

malzemeleri ele almak daha akillica bir yaklagim haline gelebilir.
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Kanser tedavisinde kullanimi arastirilan tasiyici yapilar ise vyapildiklari
malzemeler, sentez metotlari veya geometrileri dusunulerek farkli siniflara
ayrilabilir. Kemoterapi uygulamalarinda en yaygin sekilde karsimiza gikan kuresel
formdaki nanotasliyicilar lipit yapili lipozomlar, kati lipit nanopartikiller (SLN) ve
nano yaplil lipit tasiyicilardir (NLC). Bunlara karsilik polimerik bazl olanlar ise
miseller, dendrimerler, nanokapsuller, metalik ve hibrid nanopartikullerdir. Ayrica
silindirik formdaki karbon nanottpler (KNT) de siklikla tercih edilmektedir [19].

HelLa hucreleri tarafindan kuresel olmayan partikillerin de hicre igine aliminin
gerceklestiginin  gorulmesiyle, farkli geometrilerdeki tasiyicilar daha siklikla
arastinlir hale gelmistir [1]. Buna ek olarak son doénemde hem lipit yapisiyla
biyouyumlulugu daha iyi saglayan hem de geometrisinin getirdigi yuksek ilag
tasima kapasitesi ve kan surkulasyonuna karsin dayanikli olmasi gibi avantajlari

da lipit nanotupleri hayli ilgi ¢ekici hale getirmistir [37].

Tez arastirmasi kapsaminda tasiyici sistem olarak kullanilan yapilar da 6zel olarak
tasarlanmis ve sentezi gercgeklestiriimis bir lipit nanotlip o6rnegidir ve ilerleyen

bdlimlerde detaylarindan bahsedilmektedir.

2.2.1. Lipit Nanotupler

Nanotlp yapilari; yuksek yuzey alani hacim oranlari, stabilite ve ayarlanabilir
boyut degerleri (¢ap, uzunluk, duvar kalinhdi) gibi Ustin &zelliklere sahip
malzemeler olmasi sebebiyle nanoteknolojinin elektronik, medikal, sensor vs.
uygulamalarinda siklikla incelenen ve Uzerinde iyilestirmeler vyapilan bir
konumdadir. Bu alandaki calismalar Ustiin mekanik ve elektriksel ozellikleri ile
KNT’ler Uzerine yogunlassa da yuksek enerji gerektiren Uretim asamalari,
maliyetleri ve sorgulanmaya baslanan toksik etkilieri dolayisiyla nanotup

yapilarinda alternatif arasiyina yonelinmesine neden olmustur [38].

Bu ihtiyaglar dogrultusunda kazandigi 6nem giderek artan organik yapidaki
nanotuplerin tarihgesine bakildiginda, 1977 yilinda yayinlanan Kunitake ve
Okahata’nin calismasinda tamamen sentetik yapidaki bir ¢ift tabakal

membrandan su icerisinde kendiliginden kimelesme yontemiyle ilk kez klresel
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kesecikler elde edildigi gorulmektedir [37]. Bu bulgu dogrultusunda
membranlardan basit ve fonksiyonel yapilar uretilebileceg@i fikri ortaya atiimigtir.
1984 yilinda ise ABD ve Japonya’'dan Ug¢ farkh arastirma grubunun, su igerisinde
kendiliginden kimeleserek tek boyutlu tlbuler nanoyapilari olusturan fosfolipit

veya glutamik asit bazli amfifilik molekullerden bahsettigi gorilmektedir [36].

ilag ve protein tasima ya da gen aktarimi gibi yaygin biyomiihendisik
uygulamalarinin yani sira LNT’ler, nanotel ya da nanogubuk eldesinde kullanilan
bir mikroreaktor, nanotelleri kendi yuzeylerinde metalize ederek olusturmak igin
yararlanilan bir sablon, cifli lipit tabakalari arasina goémuli nanopartikulleri

barindiran bir tasiyici gibi farkl sekillerde de karsimiza ¢ikmaktadirlar [39].

Lipit nanotupler temel olarak, hidrofilik ve hidrofobik fonksiyonel gruplari iceren
amfifilik molekdllerin kendiliginden kiimelesme ile olusturdugu, acgik-uglu, igi bos
silindirik nanotasiyicilardir. Bu amfifilik molekullerin kivrilarak nanotiip yapisi
olusturmasindaki etkenler genellikle, kovalent olmayan etkilesimlerden sayilan
Van der Walls c¢ekimleri, hidrojen bagi olusumu veya 1-11 yigisma etkilesimidir
[36].

Farkli olusum mekanizmalari ile LNT’leri elde edebilmek mimkuindar. Bu
yontemler arasinda yer alan kiral molekullerin, bolaamfifillerin ya da blok
kopolimerlerin  kendiliginden kumelegsmesi, molekuler yontma ve gdzenekli
yapilarin sablon olarak kullanilmasi teknikleri Sekil 2.4’te sematize edilerek

gosterilmigtir [40].
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Sekil 2.4. Lipit nanotlplerin farkli olusum mekanizmalari [40]

Bu yontemler arasinda kendiginden kimelesme prosesi, herhangi bir kovalent bag
olusumuna gerek duyulmaksizin molekuller arasi itme ve ¢ekme kuvvetlerinde
hassas bir denge kurulmasi esasina dayandidi i¢in oldukg¢a avantajlidir ve Uretim

kolayligina sahiptir [41].

2.2.1.1. Aqua Lipit Nanotiipler

Tez calismasi kapsaminda kullanilan lipit nanotip formundaki tasiyicilar,
arastirma grubumuzda 6zel olarak tasarlanmis ve karakterizasyonu tamamlanmis,
Aqua kisa adiyla isimlendirilmig lipit nanotuplerdir. Aqua LNT’lere 6zgunlugunu
kazandiran, monomer olarak kullanilan amfifilik ozellikteki, C2sH20NO4 kapali
formaline sahip ve zincir uzunlugu 10 olan bir hidrokarbon zinciriyle birbirine
baglanmis karboksilik asit ve amino antrakinon fonksiyonel gruplarindan olusan
AQ-NH-(CH2)10COOH veya kisaca Aqua seklinde adlandirilan molekuldar [38].
Yapisindaki karboksilik asit ve antrakinon gruplari sirasiyla hidrojen baglari
olusturma ve -1 etkilesimleri gosterme egilimleri ylksek gruplar oldugu igin

nanotlp olusumuna katki sunmaktadirlar (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Aqua molekll yapisi

Aqua molekul sentezinin ardindan onceden belirlenen ve nanotip olusumunun
optimum duzeyde saglandigi bilinen kosullar ve prosedur kullanilarak Aqua
LNT lerin lipit nanotlip olusumunda en basit ve en avantajli ydéntem olarak on plana
¢lkan kendiliginden kumelegsme yontemi ile eldesi gerceklestiriimigtir. Aqua
LNT lerin karakterizasyon basamaklari ise sekil, boyut, yik ve stabilite analizleri ile

yapilmigtir.

AFM, STEM ve cryo-TEM olgumleri birlikte degerlendirildiginde Aqua LNTlerin
dizgun silindirik yapilara sahip oldugu acik bir sekilde ortaya konulmustur. AFM
analizinde kullanilan tip ve tarama yontemine bagli olarak kimelesme boyutlari
oldugundan daha vyuksek degerde Olgebilmektedir. Bu nedenle STEM
analizlerinden elde edilen boyut degerleri dogru degerler olarak tespit edilmis ve
Aqua LNT’lerin ¢aplari 80-160 nm, uzunluklari 4-8 uym olarak belirlenmigtir [2].

Sekil 2.6. Esmolar miktarda etanolamin varliginda kendiliginden kimelesme
yoluyla elde edilen Aqua nanotlp yapisinin a) AFM b) STEM c) cryo-
TEM goruntileri [2]
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Aqua LNT’lerin stabilitesi test edilirken seyretme ve kurutma durumlarinda nasil bir
davranis sergildiklerine bakilimigtir. Aqua LNT’lerle tasarlanan bir ilag tasima
sisteminin vicuda verilmesi halinde kana karigsarak yuksek oranda seyrelme
faktorine maruz kalacagi bilinmektedir. Bdyle bir durumda Aqua LNT’lerin
morfolojisinde bir degisiklik olusmamasi 6nem tasidigl igin seyrelmeye karsi
dayanimlari incelenmistir. Yapisindaki karboksilik asit grubunun varhg sayesinde
pH duyarli bir molekll olan Aqua’nin ¢dzelti pH'I sabit tutuldugu stirece ¢ok yluksek
oranda seyreltmeye karsi kararlh oldugu ancak pH kontroli saglanmadiginda

nanotlUplerde agilma meydana geldigi belirlenmigtir [38].

Aqua LNT’lerin dayanimlari belirlenirken bakilan bir baska parametre ise
kurumaya karsi yapisal bir degisiklik olup olmadigidir. Bu amagcla gercgeklestirilen
AFM analizlerinde kuru numunelerde silindirik seklin korunmasi ve yapilarda
herhangi bir ¢cokme veya kirllma ortaya ¢ikmamasi, bu yapilarin morfolojilerinin
kurumaya karsi dayanikh olduklarini ve kuruma esnasinda buyuk degisikliklere

maruz kalmadiklarini agikga géstermektedir [38].

Bir baska stabilite goOstergesi olarak ele alinan zamana karsi dayanim
parametresinde de 6 aylk sure boyunca yapisal Ozelliklerinde farklilasma

gostermeyen Aqua LNT’lerin son derece kararli olduklar belirlenmigtir [2].

Aqua LNT’lerin islevselligini ve ila¢ tasinimi alanindaki uygulanma potansiyelini
arastirmak adina daha dnce grubumuzda yapilan ¢alismalarda yaygin olarak kotu
huylu tamorlerin tedavisinde kullanildigi bilinen doksorubisin (DOX) etkin
maddesinin alim-salim galigmalari gergeklestiriimistir. Buna gore yuksek madde
tutma kapasitesiyle ©6ne ¢ikan Aqua LNT’lerin, salim performasinda da
iyilistirmelere gidildigi takdirde son derece umut vaad edecek bir tagsinim sistemi

olabilecegi gorulmustur [42].
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2.3. Tabaka-Tabaka Kaplama

llag tasiyici sistemlerin fonksiyonellestiriimesi, Ustin 6zelliklerle donatiimasi ve
molekuler hedefleme saglanmasi gibi amagclarla tasarim asamasindan sonra farkh
teknikler kullanilarak gelistiriimeleri s6z konusu hale gelmistir. Bu yaklagimlar
arasinda tabaka-tabaka-kaplama (TTK) yontemi uygulama kolayhligi, dusuk
maliyeti ve kisa sureli prosedurleri gibi avantajlari dolayisiyla 6n plana
cikmaktadir. TTK ydnteminin bir diger 6nemli avantaji ise uygulamada
kullanilabilecek malzeme c¢esitliligidir. Bunlar arasinda polietilenimin  (PEI),
polyakrilik asit (PAA), poliallilamin hidroklortr (PAH) gibi geleneksel polielektrotlar;

kitosan, alginat vb. biyomalzemeler veya inorganik materyaller yer almaktadir [43].

TTK yoéntemi iki farkh ylzey arasinda hidrojen badi, kovalent bag veya biyolojik
cekim gibi cesitli etkilesimlerle saglanabildigi gibi en yaygin olarak tercih edilen
etkilesim turl ise zit yUkli malzemeler arasinda kurulan elektrostatik
etkilesimlerdir. Bu sekilde ylzeyler Uzerinde ince film tabakalari olusturmanin
mudmkin oldugunu 6ne siren ilk ¢alismalar 1965-66 yillarinda ller ve Kirkland
tarafindan ortaya konulmustur. Decher and Hong ise 1991 yilinda bu ¢alismalari

ilk kez tamamiyla karakterize edebilen bilim insanlari olmuslardir [44].

Zaman igerisinde elektronik, mekanik, optik gibi farkli alanlarda arastirilan her tirlG
nanofabrikasyon calismalarinda dikkat c¢eken hale gelen TTK tekniginin
biyomedikal uygulamalara adapte edilmesiyle ila¢ tasiniminda da yuksek bir
uygulama potansiyeli barindirdigi gdézlenmistir. Ozellilkle terapétik ajanlarin
tasiniminda giderek daha siklikla tercih edilen bir konuma ulasan TTK teknigi
sayesinde terapotik ajanlarin tagsiniminda ortaya ¢ikan en ciddi problemlerden olan
yuksek ani ve hizli salim degerlerinin azaltilmasi ve uzatiimig salim profillerinin
elde edilmesi konusunda son derece umut vaad eden ¢alismalar yapilmigtir. Bu iki
temel iyilestirme etkin maddelerin sistemik toksisitesinin azaltilabilmesi ve tUmorlu
bélgede hedeflenen terapdtik dederin surdurdlebilirliginin - daha uzun slre

saglanabilmesi agisindan da ayrica kritik 6Gneme sahiptir [45].

TTK yontemi kullanilarak fonksiyonelligi arttirilan nanotasiyicilarda, uygulama
performansi her bir yuzey kaplamasi sonrasinda gesitli enstirmanlar ile takip
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edilerek karakterizasyon calismalari gergeklestiriimektedir. Bu analiz teknikleri ile
degisimi izlenen parametreler genel olarak tasiyici boyutlar ve yuzey yukudur.
Taslyici boyutlari SLS-DLS (Statik ve Dinamik Isik Sacgilimi) analiziyle dogrudan
Olcimler ile saglanabildigi gibi AFM (Atomik Kuvvet Mikroskobu), SEM (Taramali
Elektron Mikroskobu) veya TEM (Gegirimli Elektron Mikroskobu) gibi cesitli
goruntileme teknikleri Gzerinden elde edilen goruntilerden de Olgulebilmektedir.
Bir diger onemli kaplama parametresi olan yluzey yukundeki degisimler ise zeta
potansiyel olgumleri ile takip edilerek bu degerlerin pozitif ve negatif blyukler

arasindaki gegisi gozlemlenmektedir.

2.4. lilag Salim Kinetigi

Literatirde rastlanan salim mekanizmalari genellikle; ¢6zinme kontrolll,
enkapsulasyon-¢ozunme kontrolll, diftizyon kontrolll, difuzyon-¢ézinme kontrolld,
veya ozmotik kontrolli salimlardir [46]. Kontrolli ila¢ saliminda, tasiyici bir
sistemden ila¢g salimin arkasinda bu mekanizmalardan hangisinin bulundugunu
daha iyi anlayabilmek adina salim profillerinin modellenmesi ve kinetiginin
incelenmesi yoluna gidilmektedir. Bu modeller arasinda lipit veya polimer bazl pek
cok sisteme uygunluklar bilinen ve siklkla tercih edilenler ise birinci-derece,

Higuchi ve Korsmeyer-Peppas modelleridir [47, 48].

Birinci-Derece Modeli 1967'de Gibaldi ve Feldman tarafindan onerilen birinci-

derece modeline gore, salinmadan kalan ilag miktarinin logaritmasinin, salim igin
gecen sureyle orantili oldugu sdéylenmektedir. Esitlik 2.1’de gdsterilen formdl
uzerinden acgiklanabilen birinci-derece modelinin, difizyon kontrolli salim ve
¢6zunme kontrolli salim calismalarindaki sistemlere uygunluk goésterebildigi gibi
suda oldukga yuksek ¢ozunurlige sahip olan ilaglarin suda ¢6ézunur olmayan ve
sisme Ozelligi gostermeyen tasiyicilardan salimiyla uyusabildigi de literaturde
yapilan calismalarda yer almaktadir [49].

In(1—F) = —kyt (2.1)

ki: birinci-derece salim hiz sabiti
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Higuchi Modeli: 1960’h yillarda 6ne surllen Higuchi modelinde, suda ¢6zinebilen

ve ¢ozunurlugu nispeten dusuk olan ilaglarin yari-kati ve/veya kati tagiyicilardan
salimi agiklanmaktadir. Higuchi modeline uygun salim davranisinda Esitlik 2.2'de

gOsterildigi gibi salinan ilag kesri zamanin karekoku ile orantili olmaktadir [50].

F = kyt (2.2)

kn: Higuchi salim hiz sabiti

Korsmeyer-Peppas Modeli: 1983 yilinda Korsmeyer tarafindan gelistirilen bu

modelde ilag saliminin zamanin Ussu ile iligkilendirildigi yari empirik bir esitlik olan
Esitlik 2.3 turetilmigtir. Korsmeyer-Peppas modeline gore ilacin salim Kkesri,
zamanin ussu ile iligkilendirilmistir. Esitlikte verilen kxp Korsmeyer-Peppas salim

hiz sabiti ve n ise salimin derecesini gostermektedir.

F = kKPtn (23)

kkp: Korsmeyer-Peppas salim hiz sabiti

Esitlik 2.3’te yer alan n degerinden salim mekanizmasinin karakterize edilmesinde
yararlaniimaktadir. n degerine gore salim g farklh siniflandirmaya sahiptir. Bunlar,
n degeri 0,45’ten kuguk veya 0,45 oldugu durumda Fick yasasina uyan (Fickian)
difizyon mekanizmasi, 0,45 ile 1 arasinda oldugu durumda ise Fick yasasina

uymayan (non-Fickian) difizyon mekanizmasidir.

Literatlrdeki ¢alismalar incelendiginde, Fick yasasina uyan durumlarda, salimin
yuklenen ilag miktariyla orantili ve yilklenen malzeme ile tasiyicinin kimyasal
yapilarinin uyumluluguna bagh olarak hizlanip yavaglayabildigi gorulmektedir. Fick
yasasina uymayan durumlarda ise salimin yine diflizyonla gerceklesmekte oldugu
fakat bu kosulda erozyon ya da tasiyici malzemenin sismesi gibi bagka kuvvetlerin
de salimi etkiledigi vurgulanmaktadir. Salim derecesini gdsteren n degerinin 1’in
ustine g¢iktigi kosulda ise yine difuzyon ve erozyon mekanizmalarinin etkili oldugu
ancak difizyondansa erozyonun daha baskin hale gelmeye basladig
sdylenebilmektedir [46, 51].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Maddeler

Yuksek lisans tez kapsamindaki deneysel c¢alismalarda kullanilan 1-
kloroantrakinon (%98), 11-aminoundekanoik asit (%97), etanolamin (%99), aljinat,
folik asit (%97), kitosan (diguk molekul agirlikli), mitoksantron dihidroklorur (%97),
doksorubisin  hidroklorir  (%98) maddeleri  Sigma-Aldrich’den, 1-(3-
dimetillaminopropil)-3-etilkarbodiimid hidroklorid (EDC - %98) Acros Organic’ten
ve DMSO (susuz - % 99) Fisher Bioreagents’tan temin edilmis ve sonrasinda

herhangi bir saflastirma iglemi uygulanmadan kullaniimistir.

3.2.  Aqua Molekuliniun Sentez ve Karakterizasyonu

Taslyici sistem olarak kullanilacak lipit nanotipleri olusturmak tzere, Oncelikle
Aqua kisatimasi ile ifade edilen ve C2sH29NO4 kapali formlline sahip, arastirma
grubumuzda 6zel olarak tasarlanmis [38] molekll sentezi ve karakterizasyonu
gergeklestiriimistir. Aqua maddesinin sentezi i¢in 1-kloroantrakinon (CIAQ) ve 11-
aminoundekanoik asit (NH2C11COOH) hammaddeleri kullaniimis ve asagida

gOsterilen tek basamakli reaksiyon ile urun elde edilmistir.

o da
o)
O‘O + HQN/W\/\/\)LOH _— O HN

lo] {

1-kloroantrakinon 11-aminoundekanoik asit )

Sekil 3.1. Aqua maddesinin sentez reaksiyonu

Reaksiyon ortami olarak sodyum hidroksit igeren sulu ¢ozucu karigimi kullaniimig
ve 1ll-aminoundekanoik asit bilesiginin ¢ozulmesi ile isleme baslanmigtir.
Ardindan Uzerine 1-kloroantrakinon eklenerek heterojen durumdaki reaksiyon
karisimi 120 °C sicakhidinda ve geri sogutucuya sahip sistemde, 1000 rpm
karistirma esliginde 48 saat boyunca tepkimeye sokulmustur. Bu surenin sonunda,
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reaksiyon tamamlanmis ve oda sicakligina gelmesi beklenmistir. Hacmine gore
asirl miktarda saf su eklenmesi ve daha sonra 6N’lik HCI ¢Ozeltisi ile ortam pH’inin
1’e duslrulmesiyle UrinU de bulunduran karisimin ¢oktartlmesi saglanmistir. Bu
noktadan sonra tepkimeye girmeyen reaktiflerin ortamdan uzaklastiriimasina
gecilmigtir. Cokturalen kati minimum hacimdeki kloroformda ¢ozuldukten sonra
birka¢c defa hekzanda cokturulmustur. Bu yontem ile reaksiyona girmeyen 1-
kloroantrakinonun ortamdan ayriimasi saglanmistir. Elde edilen kati haldeki Aqua
maddesi yine kloroformda ¢dzlldukten sonra ilk olrak 6N HCI ile daha sonrasinda
ise saf suyla birkag defa ekstraksiyona tabi tutulmustur. Ekstraksiyonun
tamamlanmasiyla kloroform doéner buharlastirici araciligi ile uzaklastiriidiktan
sonra saf haldeki Aqua maddesi elde edilmistir. Urinin safligini analiz etmek igin
H-NMR C-NMR ve LC-MS testleri uygulanmistir (Ek 1).

'H-NMR (400 MHz, CDCI3): &H 8,2 (2H, d, antrakinon halkasinin 5 ve 8
konumlari), 7,6 (2H, m, antrakinon halkasinin 6 ve 7 konumlari), 7,4 (2H, m,
antrakinon halkasinin 3 ve 4 konumlari), 6,9 (1H, d, NHCCH), 3,3 (2H, d, NHCH>),
2,3 (2H, t, COOHCHy), 1,7 (2H, m, COOHCH2CH2), 1,5 (2H, m, NHCH2CH2), 1,2
(12H, s, CH2)

13C NMR (400 MHz, CDCI3): & (ppm) 24,6 (COOHCH2CH2), 27-29 (NH
CH2CH2CH2), 29,7 (COOHCH2CH2CH2), 30-32 (CH2), 34 (COOHCH2), 43
(NHCH2), 116-138 (antrakinon halkasi), 179 (COOH)

LC-MS: ESI (+) m/z: 408,9 (M+H, 100%)

3.3. Agua Nanotiiplerin Sentez ve Karakterizasyonu

Lipit nanotuplerin sentezlenmesi igin, belirli miktarda tartilan Aqua Uzerine molce
esit miktarda etanolamin icerilmesi saglanacak sekilde sulu etanolamin ¢ozeltisi
(1 M) eklenmis ve toplam karisimindaki Aqua miktari agirlik¢a % 1’e denk gelecek
sekilde saf su ile gerekli hacme tamamlanmigtir. Karisim, homojen bir gérianime
kavusuncaya dek onceden 120 °C’ye isitilmig yagd banyosu igerisinde 10 dakika

boyunca calkalanarak kaynatiimis ve ardindan da oda sicakligina gelmesi
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beklenmistir. Bu asamadan sonra kullanilacak Aqua nanotupler terimiyle, yukarida

bahsedilen yontem ile elde edilmis (Sekil 3.2) lipit nanotupler kastedilmektedir.

1-kloroantrakinon
11-

Q
aminoundekanoik & /‘\‘ { o
asit
o
o
Aqua LNT

‘v Aqua ° .:
Saflagtirma molekld
islemleri Karakterizasyon

P— islemleri

Sekil 3.2. Aqua molekullinin ve Aqua nanotuplerin sentez basamaklarinin sematik

Tc;z formdaki

gOsterimi

Atomik Kuvvet Mikroskopu (AFM), nanometre dlgegindeki yapilarin boyut ve yuzey

topografyasini incelemekte vyararlanilan bir goérintileme teknigidir. AFM’nin
getirdigi en dnemli avantajlar; optik tekniklere gére 1000 kattan daha iyi ¢ozunarlik
sunmasi ve U¢ boyutlu goéruntilemeye de olanak saglamasidir. Ylzey tarama
islemi, ‘kantilever’ olarak adlandirilan ve ucunda tip (igne ucu) bulunan prob
sayesinde gerceklestirilir. Olgim sirasinda kantilever ucundaki tip 6rnege
olabildigince yaklastirilir ve ardindan tipin ylzeyi taramasi beklenir. Tarama
devam ettigi surece tip ve ornek ylzeyi arasinda bir etkilesim olusur ve kantilever
da bu etkilesime bir tepki verir. Bu tepki, yuzey ve tip arasindaki hatlar ve
Ozelliklere bagh olarak kantileverda bukulme meydana gelmesi seklinde gorulebilir.
AFM élgtimleri farkli modlar kullanilarak yapilabilir. Ornegin; ignenin yiizeye temas
ettirilerek uygulandigi “contact mode” (temas yontemi), ignenin ylzeye temas
etmedigi “non-contact mode” (temassiz ydéntem) ve ignenin ylzeye vurularak
uygulandigi vurma yontemidir. Temas yontemi daha c¢ok kristalik malzemeler ve
sert ornekler igin iyi sonuglar verirken, temassiz yontem yumusak Orneklerin

analizlenmesi i¢in daha uygun bir tercihtir [52].

29



— | Dedektdr &

Geribildirim
Fotodiyot
J’ Lazer
_.—"'/
L 0
Omek yiizeyi T = Kantilever & Tip

LB

Sekil 3.3. AFM galisma mekanizmasinin sematik gosterimi

Bu tez galismasi kapsaminda yapilan AFM dl¢cimleri PSIA Corporation markali,
XE-100E cihazinin non-contact (temassiz) modunda ve ACTA 10M tipi Cr-Au
kantilever’ler kullanilarak gercgeklestiriimistir. Kati bir substrat Gzerinde hazirlanan
orneklerin ylzey tarama hizi 0.37 Hz olarak belirlenmis ve tarama alani ise

incelenen 6rnede bagl olarak 5-10 um? arasinda degistirilmistir.

3.4. Aqua Nanotiiplerinin ilag Alim ve Salim Ozelliklerinin incelenmesi

Aqua nanotlpler tarafindan enkapsule edilen ve salim 6zellikleri incelenen model
etkin maddeleri, molekul yapilari Sekil 3.4'te verilen mitoksantron (MTX) ve
doksorubisin (DOX) adindaki kemoterapi ajanlaridir.

HR SO
H

Sekil 3.4. a) Mitoksantron ve b) doksorubisin ilaglarinin molekul yapilari

30



MTX ve DOX etkin maddelerine ait 6ne ¢ikan birtakim fiziksel ve kimyasal

Ozellikler Cizelge 3.1’de 6zet olarak sunulmaktadir.

Cizelge 3.1. MTX ve DOX’a ait fiziksel ve kimyasal 6zellikler

MTX DOX
Molekdl Agirhgi (g/mol) 517,4 578,9
pKa 8,5 8,2
Sudaki Cozunurlik (mg/ml) 5,17 10
Maksimum Absorbans (nm) 611 - 664 485
Molekdil Yiizey Alani (A?) 163 206,07

ilag alim ve alim &zelliklerine dair nicel analizler UV-vis spektroskopisi ile

yapilmistir.

UV-visible spektrofotometresi 1sigin ultraviole ve infrared bolgedeki absorbasindan

yararlanilarak yapilan bir miktar tayin yontemidir. Ana bilesenleri; istenilen dalga
boyu araligini kapsayan bir 1sik kaynagi, daha dar dalgaboyu araliklarini segmekte
kullanilan bir monokromator, iginde bulundugu ¢ézucuylu ve analizi yapilacak
ornegi barindiran kuvetlerin yerlestirildigi htcreler, érnekten gecgen 1s1gin siddetini
Olgcmekte kullanilan dedektdr ve yapilan dlgcimua gostermekte kullanilan ekrandan
olusan bir cihazdir [53]. UV-visible dlgimlerinde analizi yapilacak olan g¢ozeltinin
¢bzucuslu referans kabul edilir. Yontem, 6rnek olarak kullanilan ¢ozelti ve
¢cOzucusu tarafindan gecirilen isik siddetlerinin dl¢cliimesi esasina dayanmaktadir.
Transmitans terimiyle ifade edilen ve 6rnek tarafindan gegirilen 1s1gin siddetinin (1)
referans tarafindan gecirilen 1s1gin siddetine (lo) oranina karsilik gelen deger
sayesinde absorbans degerleri de belirlenebilmektedir. Transmitans ve absorbans

arasindaki iligki Esitlik 3.1°de verilen sekildedir.

A = -log(T) (3.1)
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Absorbansa etki eden faktorler 151gin gectigi uzunluk ve maddedin derigimidir. Bu

etki Beer-Lambert yasasi ile tanimlanmaktadir.

A=¢ebc (3.2)

Esitlik 3.2’de yer alan € molar absorptivite degerini, b analiz érneginin yer aldigi
kivetin uzunlugunu, c ise derisimi gostermektedir. Beer-Lambert yasasindan
yararlanilarak olusurulan kalibrasyon egrileri ile miktar analizi yapilabilmektedir.
Tez boyunca gergeklestirilen UV-vis spektrofotometre dlgimleri igin 190-1100 nm
dalga boyu araliginda calisan Thermo Scientific Genesys 10S UV-vis
spektrofotometre cihazi kullanilmigtir. Bu olguimlerde o&rneklerin yerlestirildigi

kuartz kuivetlerin kenar uzunluklari ise 1 cmdir.

3.4.1. Aqua Nanotiiplerin Mitoksantron Tutma Ozelliklerinin incelenmesi

Aqua nanotuplerin ila¢ tutma calismalarina ilk olarak MTX ile baslanmis ve farkli
parametrelerin etkisi incelenmistir. Bunlar; degisik ¢ozelti pH'lari, Aqua:MTX (w/w)
oranlaridir. Tez kapsamindaki tim ¢aligmalarda, agirlikga % 1’lik Aqua nanotlp ve
1 mg/ml derisimindeki MTX ¢odzeltilerinden yararlaniimistir. Toplam ¢ozelti miktar
1 ml olacak sekilde planlanan ve pH'l istenilen degerdeki (pH 5,5 ve pH 7,4) PBS
tampon ¢ozeltisi ile ayarlanan ilag tutma ortamina, dnceden belirlenen MTX:Aqua
(w/w) oranina (1:1 ve 2:1) denk gelecek sekilde gerekli MTX cozeltisi ilave
edilmigtir. Bu karisim bir gece boyunca inkibe edilerek MTX'un Aqua nanotuplerce
enkapsule edilmesi saglanmistir. MTX yUkli Aqua nanotuplerin (Aqua-M), serbest
haldeki MTX'dan ayrilmasi igin 14000 rpm’de 5 dakika santriflj iglemi
gerceklestiriimistir. Elde edilen supernatant UV-vis spektroskopisi ile analiz
edilerek nanotlpler tarafindan tutulmayan MTX miktari saptanmistir. Bu asamada
MTX’un 664 nm dalga boyundaki absorbas degerinden olusturulan kalibrasyon
egrisinden yararlaniimistir (Ek 2). Baslangigta ¢ozeltiye eklenen MTX miktari ile
sUpernatantta yer alan MTX miktari arasindaki fark sayesinde tiplerin MTX tutma
kapasitesi belirlenmistir. Bu asamada iki farkli parametre Gzerinden yapilacak

degerlendirmeler igin asagida verilen esgitlikler kullaniimigtir.
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Yiklenen MTX Miktar: (mg)

- (3.3)
Baslangi¢ Aqua Miktarit (mg)

ila¢ tutma kapasitesi (mg/mg) =

" S Yiiklenen MTX Miktar: (mg) 34
Yiikleme Verimliligi (%) = Baslangic MTX Miktart (mg) x 100 (3.4)

ila¢ tutma kapasitesi (TK, mg/mg ) kullanilan birim nanotasiyici basina ne kadar
ilag yuUklenebildigini, yikleme verimliligi (YV, %) ise baslangi¢c miktarindaki ilacin
hangi oranda tasiyiciya yuUklenebildigini ifade eden degerlerdir ve ilag alim
calismalarinda en ¢ok goz dnune alinan odlgutlerdir. Her iki degerde, optimum ilag

yukleme kosullarinin belirlenebilmesi asamasinda dikkate alinmistir.

3.4.2. Aqua Nanotiiplerin Mitoksantron Salim Ozelliklerinin incelenmesi

ila¢g salim calismalari, MTX yiklii Aqua nanotiiplerin salimin gergeklestirilecegi
kosullardaki (sicaklik ve pH degerinde) PBS ortami igerisinde dagitiimasi ve
onceden belirlenmis zaman araliklarinda 14000 rpm’de 5 dakika boyunca
santrifijlenerek bu ortamdan ayrilmasiyla gergeklestirilmistir. Salinan ilag miktarini
tayin etmek adina santrifij sonrasi elde edilen supernatantlar yine tutma
¢alismalarinda oldugu gibi UV-visible spektroskopisi ile analiz edilmistir. Her bir
ornek alimindan sonra ortama yine ayni pH ve sicaklik degerine sahip taze PBS

tampon ¢ozeltisi eklenerek ila¢ salimina devam edilmigtir.
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Sekil 3.5. Aqua nanotlplerce ilag tutma ve ila¢g salimi calismalarinin sematik

gOsterimi

3.5. Aqua Nanotiiplerinin ikili ilag Alim ve Salim Ozelliklerinin incelenmesi

3.5.1. Aqua Nanotiiplerin Mitoksantron ve Doksorubisin Tutma Ozelliklerinin

incelenmesi

ikili ilag tutma deneylerinde de agirhikga % 1lik Aqua nanotiip ¢ozeltisi
kullaniimistir.  Aqua nanotuplere, 1 mg/ml derisimindeki MTX ve DOX
¢Ozeltilerinden 0,1 ml es zamanh olarak eklenmis ve karisim bir gece inkibe
edilmigtir. 14000 rpm’de 5 dakikalik santrifij ile ortamdan ayrlan ikili ilag
yuklemesi yapilmis Aqua nanotuplerin (Aqua-MD) enkapstile ettigi ila¢ miktari UV-
visible spektroskopisi kullanilarak tayin edilmistir. Bunun igin, DOX’'un 485 nm,
MTX’un ise 664 nm dalgaboyundaki absorbanslarindan yararlaniimistir (Ek 3).

Ardindan Aqua-MD salim galigmalarina gegilmistir.

3.5.2. Aqua Nanotiiplerin Mitoksantron ve Doksorubisin Salim Ozelliklerinin
incelenmesi

Aqua nanotuplerden MTX ve DOX’un es zamanli salim ¢alismalari Bolium 3.4.2'de
anlatilan prosediir ile ayni sekilde uygulanmistir. ilag salimlari pH 5,5 ve pH 7,4
ortamlarinda, 37 °C’de gercgeklestiriimigtir. Analiz yontemi olarak UV-visible

spektroskopisi kullaniimistir.
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3.6. ilag Yiiklii Aqua Nanotiiplerinin Yiizey Kaplama islemleri

Aqua nanotlupler MTX ve MTX/DOX ilaglar ile yuklendikten sonra dig yuzeyleri
siraslyla aljinat (ALG) ve folik asit-kitosan (FACHI) konjuge yapisiyla kaplanmistir.
Her iki tabakanin da kaplanmasi sonrasinda nanotlplerin inert yizeyler Gzerinde
AFM goruntuleri ahnmis ve yuzey yuklerindeki degisim zeta potensiyel olgumleri
ile belirlenmigtir. Ayrica bu iki tabakanin salim Ozellikleri Gzerine nasil bir etkide

bulundugu detayli bigimde incelenmigtir.

3.6.1. ilag Yiiklii Aqua Nanotiiplerinin Aljinat ile Kaplanmasi

llag yiklu tuplerin yiizeylerinin ALG ile kaplanmasi islemi icin oncelikle 3.4.1. ve
3.5.1.ci kisimlarda anlatildigi gibi MTX ve MTX/DOX enkapsule edilmis Aqua
nanotupler (Aqua-M ve Aqua-MD) hazirlanmigtir. Daha sonra 0,1 M’k NacCl
¢bzlcuslinde ¢dzinmus ve Aqua nanotlplere gore agirlikca 1:2 (ALG:Aqua-M)
oraninda ALG igeren 1 ml ¢dzeltide 1 saat, 6 saat, 8 saat ve 16 saat boyunca
inkiibe edilmistir. ilag yikleme c¢alismalarinda oldugu gibi ALG kaplanmis
nanotuplerin ortamdan ayriimasi 14000 rpm’de 5 dakika santrifuj ile saglanmigtir.
Bu asamadan sonra ALG ile kapl ila¢ yukli Agua nanotupler Aqua-M-ALG veya
ikili ilag yuklemesi durumunda Aqua-MD-ALG seklinde ifade edilecektir.

3.6.2. ilag Yiiklii Aqua Nanotiiplerin Folik Asit-Kitosan ile Kaplanmasi

Aqua nanotuplere ilag yuklendikten ve ylzeyleri ALG ile kaplandiktan sonra, ikinci
tabaka olan folik asit-kitosan (FACHI) konjuge yapisi ile kaplanmasi islemine
gecilmistir. Bunun igin dncelikle folik asit (FA) ve kitosan (CHI) kimyasal olarak
birbirine baglanmis ve konjuge bir yapi elde edilmistir.

Kimyasal bagli FACHI konjugesinin hazirlanmasi igin, agirlikga % 1 derigimindeki
CHI c¢ozeltisi ve 1-(3-dimetillaminopropil)-3-etilkarbodiimid hidroklorid (EDC) ile
karboksilik asit gruplari aktiflestiriimis 0.065 M FA c¢dzeltileri kullaniimistir ve bu
sekilde reaksiyon baglangicinda FA ve CHI zincirlerinde yer alan NH2 gruplari
arasinda 1:1 orani saglanmigtir [54]. CHI c¢ozeltisi asetat tamponda 4 saat
karistirma ile FA ¢Ozeltisi ise molce 1:1 oraninda EDC varhgindaki susuz DMSO

icerisinde ve azot ortaminda 2 saat karistirma ile hazirlanmigtir. Tepkimenin
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baglatiimasi sirasinda CHI ¢ozeltisi, FA ¢ozeltisi Uzerine damla damla eklenmistir.
16 saat boyunca karanlikta suren reaksiyon, 1 M NaOH ile ortam pH'Inin 9a
getiriimesiyle sonlandiriimistir. Bu asamada goézlenen parlak sari renkli ¢gdkelekler

2500 rpm’de 5 dakika santriflij islemiyle toplanmistir [55].

Elde edilen Urinun, tepkimeye girmeyen kisimdan ayriimasi adina kati yeniden
PBS ortaminda dagitilarak, 2 gin boyunca PBS ortamina karsin diyaliz edilmigtir.
PBS tuzlarinin uzaklastiriimasi igin de devamindaki 2 glin boyunca saf su icinde
diyalize tabi tutulmustur. Diyalizin tamamlanmasiyla Grin vakum altinda kurumaya
alinmigtir ve Sekil 3.6’'da kimyasal formuli gosterilen FACHI maddesi elde
edilmistir [56].
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Folik asit-kitosan (FACHI)

Sekil 3.6. Folik asit-kitosan (FACHI) eldesinde kullanilan kimyasal reaksiyonunun

sematik gosterimi

Tamamen kuruduguna emin olunan kati formdaki FACHI konjuge yapisinin analizi

icin FTIR ve UV-Vis spektroskopisi olgimlerinden yararlaniimigtir.

Fourier Dontstumlil  Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR), temel olarak bir madde

icerisinde, IR 1sinlara maruz kalan molekul veya atomlarin baglarinin egilmesi,
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bukulmesi, gerilmesi, titresimi veya donme hareketleri sonucu bir absorpsiyon
vermesi ile elde edilen spektrumun degerlendiriimesidir. Molekul i¢ci bu kompleks
olaylar, molekillerin foksiyonel gruplari tarafindan karakterize edildigi i¢in her bir
molekilin IR spektrumu kendine hastir ve o molekulun taninmasi veya

tanimlanmasinda faydalaniimaktadir [57].

FACHI konjuge yapisinindaki atomik gruplarin tayin edilebilmesi icin ATR-FTIR
(Attenuated Total Reflection - Fourier Transform Infrared) Spektrofotometresi
(Thermo Scientific, Nicolet 6700, ABD) kullanilarak, 400-4000 cm dalga sayilari

arasinda analiz galigsmalari gerceklestiriimigtir.

Kitosan iginde yer alan amin gruplari ve baglanan FA arasindaki mol oraninin bir
baska deyisle baglanma derecesinin tayini icinse UV-vis spektroskopisi
kullanilmigtir. Buna gore konjuge yapida gozlenen ve FA’e ait oldugu bilinen 363
nm’deki absorbans degeri Olgllerek yine FA igin olusturulan kalibrasyon dogrusu
(Ek 4) Uzerinden miktar tayini yapilmistir [58]. Daha sonrasinda Esitlik 3.3’te
verilen baginti kullanilarak FA’in baglanma derecesi (BD) seklinde ifade edilen

degere ulasiimistir.

"/MA, (3.5)
m-—-m
IMAgy

BD =

Esitlik 3.5’te yer alan ifadelerden; m: baglanan FA miktari, m:: FACHI konjugesinin
miktari, MAra: FA'in molekdl agirhgini ve MAchi: CHI'min molekul agirhgini
gOstermektedir. Devaminda asetilasyon derecesi Uzerinden bir mol CHI'da ne

kadar amin grubu bulundugu hesaplandiktan sonra FA:NH2 oranina gegilmistir.

FACHI konjuge vyapisinin ilag yukli Aqua nanotuplerin ylzeyine kaplanmasi
asamasinda ise, asetik asit (% 2) ve NaOH (1 M) c¢ozeltileri ile pH degeri 9’a
ayarlanan sulu ¢ozeltisi hazirlanarak belirlenen sidre boyunca 06n islemleri

tamamlanmis ila¢ yukli Aqua nanotuplere bu ¢ozelti ile muamele edilmistir.
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FACHI kaplama islemi sonrasinda elde edilen Aqua-M-ALG-FACHI veya Agqua-
MD-ALG-FACHI yapilarinin tamami i¢in karakterizasyon basamagina gegilmistir.

3.6.3. Yuzey Kaplama islemi Sonrasinda Aqua Nanotiiplerin

Karakterizasyonu

Aqua nanotuplerin basarili sekilde ALG veya ALG/FACHI tabakalari ile kaplanmis
oldugu hem AFM goruntulerinden hem de zeta potansiyel olgumlerinden teyit
edilmistir (Sekil 3.7). Bu amag¢ dogrultusunda, kaplama islemi sonrasi ortamdan
ayrilan MTX veya MTX/DOX vyuklid Aqua nanotupler yeniden kaplanmanin
gerceklestigi kosuldaki PBS ortaminda dagitiimistir. AFM gorantileri icin elde

edilen ornekler temiz bir kati substrat yuzey uzerinde kurutulmustur.

v inert yiizeyler
Uz?rir'\.de AI.:M
Slgtimleri
@ P 3
Giuias 50 A\
& & %
ilag yiikli Aqua ilag yuklu & S Yiizey yiikiiniin
LNT’lerin 14000 rpm ALG/FACHI kapli W belirlendigi zeta
ALG/FACHI icinde Aqua LNT otansig el
inktibasyonu P’I . |y .
Slguimleri

Sekil 3.7. llag yukli Aqua nanotiplerin ylzeylerinin ALG veya FACHI ile
kaplanmasi ve ardindan gerceklestirilen karakterizasyon

basamaklarinin sematik gosterimi

Zeta potansiyel d6lcimd, kullaniimasi planlanan tasiyici yapilarin yuzey yuklerini

Olcmeye yarayan bir tekniktir. Bu hedef dogrultusunda, tasiyici yapilar bir ¢ozelti
icinde dagitilarak, anot ve katot uglar arasina belli bir potansiyel farkin uygulandigi
bir hticreye konulur. Cozelti icindeki bu yapilarin anot veya katota yénelmeleri ve
elektroforetik mobilite adi verilen hareket hizlarinin belirlenmesi ile 6lgim
gerceklestirilir [59]. Tez calismasinda sonuglari verilen zeta potansiyel élgtimleri,
Zetasizer Nano ZS instrument (Malvern Instruments, Malvern, UK) cihazi
kullanilarak elde edilmistir. Ornekler, hazirlandi§i kosulda (¢bziici pH'I ve
seyreltme yapiimadan) analiz edilmistir.
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3.6.4. Yiizey Kaplamasi Gergeklestirilen Aqua Nanotiiplerden ilag Salim

Ozelliklerinin incelenmesi

ALG ve FACHI kaph ilag yukli Aqua nanotlpler Boélim 3.6.1 ve 3.6.2’de anlatildigi
gibi hazirlandiktan sonra, 1 ml hacmindeki pH 5,5 ve pH 7,4 PBS ortamlarinda ve
37 °C’de ilag salim calismalarina gecilmistir. Deney proseduru olarak Aqua
nanotuplerden ila¢ salimi ile ALG veya ALG/FACHI kaph olanlardan

gerceklestirilecek ilag salimi birbiriyle aynidir.

Tez calismasi kapsaminda gergeklestiriien deneysel arastirmalari ve bunlar
uzerinde denenen farkli parametreleri toplu bir bakis altinda 6zetlemek gerekirse,
Cizelge 3.2’de gosterildigi sekliyle MTX ve MTX/DOX tasinimi olmak tzere iki ana

baslik altinda ifade etmek mUmkuindur.

Cizelge 3.2. Tez calismasi kapsaminda arastirilan deneysel parametreler

MTX:Aqua pH ALG FACH! Ornek pH
1:1 5,5 1 Aqua-M
R ——— | Aqua-M-ALG (6)
1:1 7,4 i 6
L EEFETELETI PR EPEORPR .: 2 Aqua-M-ALG-FACHI (6-2) 5,5-7,4
..................................... 98] Aqua-M-ALG (8)
2:1 9 16 . | Aqua-M-ALG-FACHI (8-2)
MTX:DOX:Aqua pH ALG FACH! Ornek pH
Aqua-MD
1:1:1 9 8 2 Aqua-MD-ALG (8) 55-74

Aqua-MD-ALG-FACHI (8-2)
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4, BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Aqua Molekiiliiniin Sentez ve Karakterizasyonu

Aqua moleklli Sekil 3.1’de gosterilen reaksiyon Uzerinden sentezlenirken daha
onceki c¢alismalarda optimum parametreler olarak belirlenmis kosullardan
yararlanilmigtir. Buna gore ¢ozlicu ortami olarak 5/2 su/DMSO karigimi, ortam
pH'In1 alkali duruma getirmek Uzere 11-aminoundekanoikasit’in iki kati miktarda
NaOH ve reaksiyon suresi olarak 48 saat tercih edilmistir. Bu sartlar altinda % 77
reaksiyon verimi elde edilmistir ve literaturdeki degerler Gzerinden bir kiyaslama

yapildiginda oldukga yuksek bir verime ulasildigi gérulmuastar [60, 61].

Elde edilen drinin saflik derecesi ise NMR analizi ile belirlenmistir. NMR analizine
ait 'H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari Ek 1’de ve spektrumda yer alan piklerin ait
oldugu gruplarla, kimyasal kayma degerleri ise Bolim 3.2.1’de bulunmaktadir. *H-
NMR spektrumunda 3.2 ve 6.9 ppm kimyasal kayma degerlerinde gorulen pikler
hammaddelerde bulunmayan, yalnizca Urline ait olan piklerdir. Buna gére H-NMR
spektrumunda 3.2 ppm’de gb6zlenen pik NHCH: piki, 6.9 ppm’deki pik ise
antrakinon halkasina NH grubu bagh olmasi sonucu agiga ¢ikan piktir. Yine H-
NMR spektrumundaki pik alanlarina bakildiginda ise urinin oldukg¢a saf bir
sekilde elde edildigi anlasiimaktadir. 13C-NMR spektrumunda da benzer sekilde
yaklasik 43 ppm ve 152 ppm kimyasal kayma degerlerinde goérulen pikler yine
sirasiyla NH-CH2 ve antrakinon halkasina bagl NH gruplarina aittir.

Tepkime verimini belirlemek icin, tepkime tamamlandiktan sonra ortamda mevcut
olan ve herhangi bir saflastirma islemi uygulanmamis reaksiyon karigiminin ‘H-
NMR analizleri gergeklestiriimis ve Urlne ait piklerden elde edilen birim alan
degerlerinin, reaksiyona girmemis hammaddeye ait olan piklerin birim alanlarina

oranindan faydalanilmigtir.
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4.2. Aqua Nanotiiplerin Sentez ve Karakterizasyonu

Aqua molekilunun saf olarak elde edildiginin belirlenmesinden sonra, bu molekul
ile kendiliginden kiimelesme yontemi kullanilarak sulu ¢ozelti iginde lipit nanotlip
yapilari elde edilmigtir. Aqua molekilinin etanolamin varligindaki yuksek
¢o6zunurligunden faydalanilarak agirlikga %1’lik sulu karisimindan i1sitma-sogutma

proseduru sayesinde tubuler formdaki nanoyapilar sentezlenmistir.

Olusturulan nanotlp yapilarinin karakterizasyon asamasinda, érnekler inert bir
yuzey Uzerine alinarak kurutulmus ve bunlardan elde edilen AFM gdrantilerinden
sekil ve boyut incelemeleri yapilmistir. Sekil 4.1a’da goéruldugu gibi Aqua
nanotlpler dizgln silindirik forma sahip asimetrik yapilardir ve bu goérintiler
Uzerinden yapilan okumalar sonucunda uzunluklarinin 4-9 um, ¢aplarinin ise 120-

250 nm araliginda degistigi tespit edilmistir [2, 38].

Sekil 4.1. Aqua nanotuperin AFM’den elde edilen a) error b) t¢ boyutlu topografya

goruntusu

AFM analizi ile ayni zamanda bu nanotup yapilarinin G¢ boyutlu geometrisinin ve
yuzey morfolojisinin incelenmesi de mumkundur. Sekil 4.1b’de sunuldugu gibi bu
goruntulerden elde edilen sonuglara gore nanotuplerin yuzeylerinin kavisli ve
duzgun silindirik yapida oldugu, diz ya da levha sekilli olmadigi agik bir sekilde
ortaya konulmaktadir.
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Bu analiz asamasinda c¢ikarilabilecek bir diger 6nemli sonug ise, AFM analizi igin
hazirlanan kuru orneklerin duzgun silindirik formlarini koruyabildiklerinden ve
¢okme veya kirilmalara rastlanmadigindan dolay! kurumaya karsi dayanimlarinin
mevcut oldugu ve morfolojik olarak buytk degisikliklere maruz kalmadiklaridir.
Ancak AFM analiziyle ortaya konulan c¢ap bulgulari, tarama proseduri ve
kullanilan tip 6zelliklerine bagh olarak kimelesme kalinliklarini oldugundan fazla
Olcebildigi igin ayni yontem ile hazirlanan érneklerin daha ylksek dogruluk degeri
tasidig1 kabul edilen TEM/STEM o&l¢umleri ile goruntilenmeleri yinelenmistir [62].
Buna goére nanotiplerin 110-190 nm araliginda farkli ¢ap degerlerine sahip

olduklari goéralmustar [2, 38].

4.3. Aqua Nanotiiplerinin ilag Alim ve Salim Ozelliklerinin incelenmesi

Aqua nanotupler tasarim asamasindan itibaren lipit yapisinin sagladigi yuksek
biyouyumluluklari ve tubuler geometrisinin yarattigi genis i¢ hacim dusunulerek
vicut igerisinde  kontrolli salim uygulamalarinda yararlaniimak Uzere
degerlendirilmigtir. Oldukg¢a yuksek boy/cap oranina sahip olan Aqua nanotupler,
kliguk cap degerleri sayesinde vucut igerisindeki c¢esitli bariyerlerden rahatlikla
gecebilirken, buyuk bir i hacme sahip olmalari da ulastiklari bolgeye hayli yuksek
oranda madde tasiyabilme imkanini saglamaktadir. Madde tutma konusundaki bu
yuksek potansiyelinin yani sira morfoloji ve ylzey yuk dagiliminin tersinir olarak
degistirilebilmesi sayesinde kontrolli salim agisindan da oldukg¢a avantajli olan
Aqua nanotuplerin, tez gcalismasi kapsaminda dncelikle model ila¢g molekull olarak
secilen MTX'u daha sonra ise DOX ile kombine durumdaki ilag tutma ve salim

Ozelliklerine dair incelemeler yapilmistir.

4.3.1. Aqua Nanotiiplerin Mitoksantron Tutma Ozelliklerinin incelenmesi

MTX; meme, prostat ve lenfoma basta olmak Uzere pek c¢ok farkli kanserin
tedavisinde kullanilan ve antineoplastik sinifina giren bir kemoterapi ajanidir.
Molekul agirhgr 517,4 g/mol olan MTXa ait molekul yapisi Sekil 3.4a’da
gOsterilmektedir [63]. 1970’li yillarin sonunda sentetik olarak Uretilen MTX, yer
aldigi siniftaki diger antrasiklinlere kiyasla yalinlastiriimis molekul yapisi ve genis

kullanim alani gibi avantajlarina ragmen kardiyotoksisite, akciger ve tiroitte birikim
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vb. yan etkileri dolayisiyla tasiyici sistemler ile viicuda verilmesi son derece uygun
bir konumdadir ve son vyillarda kontrolli tasinim sistemleri tarafindan
uygulanmasina yoénelik literatir arastirmalari dikkat c¢ekmektedir. [64-67]. Bu
nedenle yuksek lisans tez calismasi kapsaminda Aqua nanotlpler tarafindan
kontrolli tasinimi incelenmek Uzere segilen model ilag molekult olmasina karar

verilmigtir.

Aqua nanotuplerin MTX tutma kapasitesi Uzerindeki c¢aligmalara, arastirma
grubumuzda gercgeklestirilen ve yine Aqua nanotlplerce DOX tutulmasina etki
eden parametreler referans alinarak basglanmistir. Bu dogrultuda, 1 mg/ml
derigsimindeki ila¢g ¢odzeltisi ve agirlikca % 1’lik Aqua nanotip c¢ozeltisi ile
calisiimaya karar verilmistir [2]. ila¢ tutma kapasitesi (TK, mg/mg) ve yiikleme
verimliligi (% YV) hesaplamalari UV-vis spektroskopisi ve Bolum 3.4.1°de verilen
3.3 ve 3.4 esitlikleri kullanilarak yapilirken, MTX:Aqua orani ve c¢ozelti pH'l
degistirilerek  Aqua nanotuplere optimum ilagc yuklemesinin saglanmasi

hedeflenmistir.

ik olarak 1:1 MTX:Aqua oraninda caligildiinda, ortam pH'l ile birlikte tutulan ilag
miktarinda meydana gelen degisiklik incelenmistir. Sekil 4.2’de gdsterildigi gibi pH
5ten 9’a kadar arttirildiginda kullanilan Aqua miktari bagina tutulan MTX miktari
surekli olarak artis gostermistir. Buna gore TK degeri pH 5,5'te 0,28 mg/mg, pH
7,4’te ise 0,62 mg/mg’dir. En yuksek orana ulastigi pH 9 durumunda ise belirlenen
TK degeri 0,91 mg/mg olmustur.

43



1,60 100

1,40
80
1,20
70
1,00
E 60 -
& 0,80 50 &
E >
40 =
=|_= 0,60
30
0,40
20
0,20 . 10
0,00 0
5,5 7,4 9 9
(1:1) (1:2) (1:2) (2:1)
pH
s TK (mg/mg) YV (%)

Sekil 4.2. Aqua nanotuplerin farkh MTX:Aqua oranlarinda (1:1 ve 2:1) ve ¢ozelti
pH'larinda MTX tutma kapasitesi (TK, mg/mg) ve yukleme verimliligi
(YV, %)

Tutulan MTX miktarinda ortam pH'ina bagh olarak bdyle bir farklilik gézlenmesinin
sebebi Aqua nanotlpler ve MTX arasinda kurulan elektrostatik etkilesimin
degisiminden kaynaklanmaktadir. Yapisindaki karboksilik asit varligi sebebiyle
Aqua nanotuplerin net eksi yukleri pH degeri arttikgca artmaktadir [2]. MTX ise
yapisinda pKa degeri 8,5 olan amin gruplari icermektedir ve bu degerin altindaki
pH'larda net pozitif yike sahip iken tGzerinde kalan pH kosullarinda % 50’si yukli
olmaktadir [29]. pH degisiminin her iki grubu da zit sekilde etkiledigi bu aralikta,
MTX Uzerindeki yik miktarinin azalmasina ragmen Aqua nanotuplerdeki eksi yuk
artisinin daha baskin hale gelmesiyle elektrostatik etkisim de karboksilik asit
uzerinden kontrolli hale gelerek yuksek ilag tutma kapasitesinin pH 9'da elde

edilmesine sebep olmaktadir.

Ortam pH'1 9 oldugu zaman YV’nin % 90’in tzerine ¢gikmasiyla birlikte eklenen ilag
miktarinin daha fazla arttirilabileceg@i dusunulerek bu oran 2:1 MTX:Aqua seklinde
yeniden denenmistir. 2:1 MTX:Aqua oraninda, TK degeri beklenildigi Uzere artarak
1,48 mg/mg’a kadar ulagmistir ancak YV degeri % 75 seviyesine gerilemistir. Bu

noktada salim caligmalarina gecgilmeden o6nce optimum ylikleme kosulunu
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belirlemek adina, TK veya YV degerlerinin hangisinine oncelik verilecegine karar
verilmesi gerekliligi dogmustur ve detayl bir literatur arastirmasi ile elde edilen

bulgular degerlendirilmistir.

Elektrostatik etkilesimden yararlanilarak MTX yUklemesinin gergeklestirildigi ve
elde edilen sonuglar itibariyle literatirde 6ne ¢ikan bazi nanotasiyici sistemler
Aqua LNT’lerin MTX tutma o6zellikleri ile karsilastirmali olarak Cizelge 4.1'de

gOsterilmektedir.

Cizelge 4.1. MTX taginimi ve kontrolli salimi i¢in geligtirilen bazi sistemlerin MTX

tutma kapasiteleri ve yukleme verimlilikleri

Biiyiikliik K Yv

Tasiyici Yapi (nm) (mg/mg) (%) Kaynak
Aqua LNT 110-190 0,91 90 -
Silika NP 80-100 0,30 60 [29]
Silika NP 86 0,18 60 [68]
Silika NP 25 0,283 71 [69]
Kitosan NP 48 0,184 78 [70]
Kitosan-PEG NP 210 0,080 98 [66]

MTX tasiniminda inorganik yapidaki silika nanopartikullerden gelistirilen tasiyici
sistemlere sikga rastlaniimaktadir. Ornegin, Che ve arkadaslarinin tasarladig
sistemde mezo gozenekli silika nanopartikuller kullanildiginda MTX'un yukleme
miktari 0,3 mg/mg ve verimlilik % 60 olarak bulunmustur [29]. Xiao ve Zong
tarafindan ortaya konulan ¢alismada ise daha buylk boyutlara sahip kitosan yapili
partikller kullanilmigtir ve yikleme verimi % 98’e kadar arttirlmasina ragmen
tutulan ilag miktarinin yalnizca 0,08 mg/mg seviyesinde kaldigi dikkat gekmektedir
[66].

Goruldagu uzere Aqua nanotuplerin hem TK (mg/mg) hem de YV (%) degerleri
literatirde yer alan ve elektrostatik etkilesim araciigiyla MTX ylklemesi

gerceklestirilen baslica nanotasiyici sistemlerden oldukga Ustlindir. Bu sonucun
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ortaya c¢ikmasini saglayan en onemli sebep ise, MTX'da oldugu gibi Aqua
nanotlUplerin yapisinda da yer alan antrakinon grubu sayesinde ila¢ ve tasiyici
molekuller arasinda elektrostatik etkilesime ek olarak kuruldugu dastnulen Tr-11
etkisimleridir. Her iki etkilesimin avantajindan da yararlanilarak, Aqua nanotuplere

neredeyse kendi agirhginca MTX yuklemesinin yapilabiliyor oldugu gortulmektedir.

Elde edilen bu bilgiler 1siginda ilag yuklemesini arttirmak adina yukleme
verimliliginden odun verilmesine gerek duyulmadigina karar verilerek, ileri
asamalarda gercgeklestirilecek salim ¢alismalarina 1:1 yukleme oraninda ve ortam
pHInIn 9 oldugu kosullarda hazirlanan ilag yukli Aqua nanotlpler ile devam

edilmistir.

4.3.2. Aqua Nanotiiplerin Mitoksantron Salim Ozelliklerinin incelenmesi

Aqua nanotuplere basarili bir bicimde ve ylksek verim oraninda MTX
yuklemesinin saglanmasinin ardindan bir sonraki adim olan salim c¢alismalarina
gecilmigtir. MTX salim profili tGzerine pH etkisi incelenirken fizyolojik kosullari
yansitmasi agisindan saglikli doku pH'l olarak bilinen 7,4 ve tumorld doku pH'i
olan 5,5 salim ortamlarinda deneysel arastirmalar yapilmistir [71]. Bu amag
dogrultusunda uygun pH ayarlamasi saglanmis PBS tampon ¢ozeltisinden
yararlanilmistir. Ayrica, tim salim c¢alismalar vicut sicakhgr olan 37 °C’de
gerceklestiriimistir ve her bir deney seti i¢in Uger kez tekrarlandiktan sonra elde
edilen sonuclarin ortalamalari seklinde sunulmaktadir. Sekil 4.3’te bahsedilen

kosullara ait MTX salim profilleri gosterilmektedir.
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Sekil 4.3. Farkli MTX:Aqua baslangi¢ oranlarinda ytklemesi gerceklestirmis Aqua
nanottplerden iki ayri pH’'ta MTX salim profili a) 1:1 b) 2:1

Bolim 4.3.1’de optimum yukleme kosulu olarak belirlenen 1:1 MTX:Aqua oraninda
elde edilen ilag yUkli Aqua nanotiplere ait salim sonugclari Sekil 4.3’Gn a kisminda
yer almaktadir. Buna gore ortam pH’1 5,5 oldugu zaman ilk 4 saatin |:?onunda
yaklagik % 50 oraninda MTX'un salindigi, pH degerinin 7,4’e oldugu ortamda ise
bu degerin % 28’e dusuldigu goérulmektedir. 24 saatin sonunda ise salinan MTX
miktari pH 5,5 ve pH 7,4 icin sirasiyla % 56 ve % 46 olarak belirlenmigtir. Bu
surenin sonunda MTX saliminin dengeye ulastigi da ayrica gozlemlenmektedir.
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1:1 MTX:Aqua oraninin yani sira 2:1 yukleme orani icin de salim profilinin
incelenerek ayni egilimin gozlemlenip gozlemlenmeyeceginin degerlendirmesi
yapilmistir. Sekil 4.3b’de de goérildugu gibi 4 saatin sonunda pH 5,5te % 45
oraninda MTX salinirken, pH 7,4 icin ayni sirede bu deger % 25e kadar
inmektedir. Yine 24 saat sonundaki oranlar karsilastirildiginda da pH 5,5'te % 44
ve pH 7,4'te % 27’luk bir MTX salimi ortaya ¢ikmaktadir.

2:1 yukleme oranina c¢ikildiginda miktar olarak daha fazla MTX tutuldugu
bilindiginden yalnizca salinan yuzdenin degil, bu ylzdeye karsilik gelen ilag
derigimlerinin de incelenmesi gerekliligi daha saglikli bir sonuca ulagabilmek adina
onem kazanmistir. Bu asamada, referans derisimi olarak MTX'un terapétik acidan
etkin oldugu degerin g6z 6nune alinabilecegi fikri dogmustur. Yapilan literatir
arastirmasi ile terapoétik dozajin hastanin yas, kilo, vicut yluzey alani ve tedavi
gecmisi gibi ozelliklerine veya ilacin uygulanma sikligina bagl olarak ¢ok hassas
degiskenlikler gosterdigi fark edilmistir [63-65]. Ote yandan MTX icin belirlenen
maksimum tolare edilebilir dozaj (MTD) ise tim bu degiskenlerden badimsiz
olarak yuksek bir kesinlik degeri ile ifade edilmektedir ve tek bir intavendz
uygulama esnasinda 5 mg kg?! oldugu belirtlen MTD degerinin (zerine
cikilmamasi gerektigi 6zellikle belirtimektedir [72]. Bu MTD degeri saglikli bir
bireyin ortalama vicut agirhidr ve bunun yaklasik olarak % 7-8'ni olusturan kan
hacmi dikkate alindiginda 0,06-0,07 mg/ml aralginda bir ila¢ derigsimine karsilik
gelmektedir [73].

Bu asamada her iki ylikleme orani icin de o6zellikle daha fazla ilag saliminin
gerceklestigi pH 5,5 ortaminda Aqua nanotuplerden salinan ilag derisiminin
ulastigr son konsantrasyon degerleri dnemli hale gelmistir ve bu degerler Cizelge

4 .2’de sunulmaktadir.
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Cizelge 4.2. Aqua nanotlplerden MTX salimi tamamlandidi andaki ilag derisimleri

Baslangi¢ pH 5,5 pH 7,4
MTX:Aqua Orani (mg/ml) (mg/ml)
1:1 0,05 0,06
2:1 0,09 0,07

Goruldugu Uzere 2:1 baslangic oraninda MTX yuklemesi yapilan Aqua
nanotlplerden salinan ila¢g miktari MTD’den daha yuksektir ve in vivo sistemlere
uygulanma konusunda risk olusturma potansiyeli mevcuttur. Dolayisiyla ilag
yuklemesinde baslangi¢ orani olarak 1:1 MTX:Aqua de@erinin segilmesi salim
profili ile de desteklenmis ve optimum ilag ylikleme orani olarak devam edilmesine

karar verilmigtir.

Tam bu incelemeler sonucunda, Aqua nanotuplerden pH degeri 5,5 olan tampon
¢Ozeltide salinan MTX miktarinin, her iki kosulda da pH 7,4 durumuna kiyasla
daha fazla olmasi Aqua nanotlplerinin pH duyarh bir ilag tasiyici sistem
davranisinina sahip oldugunu ortaya koymasi acisindan oldukga 6nemli bir
bulgudur. Bu sayede MTX'un segici olarak kanserli hicrelere daha fazla

salinmasinin yani kontrolli saliminin mumkun kilinabilecegi ortaya konulmustur.

Ancak salim profili daha detayli bigimde incelendiginde, pH 7,4’te ilag saliminin
uzun sureli devam etmesine karsilik, pH 5,5’te ani ila¢ birakiminin (ing: burst
release) gozlendigi ve bu nedenle salimin oldukg¢a kisa surede gergeklestigi fark
edilmektedir. Dolayisiyla salim suresi ilerledikge her iki pH arasinda salinan MTX
miktari arasindaki fark azalmaktadir. Oysa ideal bir ilag tasinim sisteminde
hedeflenen salim profilinin bu durumun tam tersini yansitacak sekilde olmasi
gerektigi bilinmektedir. YUksek segiciligi saglamak adina kanserli bolge ve saglikl
dokuya taginan ilag miktarlari arasindaki fark mumkin oldugunca yuksek tutulmali
ve ayni zamanda uzatilmig bir salim profiline ulagiimahdir [45]. Dolayisiyla Aqua
nanotuplerden MTX salim profili Uzerinde iyilestirmeler yapilmasi gerekliligi

dogmustur.
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Bu hedef dogrultusunda tabaka-tabaka-kaplama (TTK) yonteminden yararlanilarak
Aqua nanotuplerin dis ylzeylerinin kaplanmasiyla ila¢ salimina kargi ek bir bariyer
yerlestirilerek MTX saliminda farklilik saglanabilecedi fikri ortaya ¢ikmis ve buna

yonelik incelemelere baglanmigtir.

4.4. ilag Yiiklii Aqua Nanotiiplerinin Yiizey Kaplamalari

Aqua nanotuplerden gergeklestirilen MTX salimlarinin iyilestirmelerinin
saglanabilmesi adina zit yuklO malzemeler arasinda elektrostatik etkilesim
kurulmasi esasina dayanan tabaka-tabaka-kaplama (TTK) yontemi ile tip
yuzeylerinin farkl katmanlarla kaplanmasina yonelik calismalara gegilmistir. Bu
amag¢ dogrultusunda ilk katman olarak anyonik bir polielektrolit olan aljinat (ALG)
kullaniimasi, devaminda ise folik asit ile modifiye edilmis kitosan tabakasiyla
yapinin zenginlestiriimesi hedeflenmigtir. Bdylelikle salim profilini gelistirmenin
yani sira ayni uygulama Gzerinden molekiler ila¢ hedeflemesinin de

saglanabilmesi olasi hale getirilmistir.

Aqua nanotupler Gzerine uygulanan bu katmanlarin ylzeyde basariyla
tutundugunun belirlenmesi ve yine kaplamalar sirasinda degisen parametrelerin
nasil bir etkiye sahip oldugunun takip edilmesi asamasindaysa iki farkli degisken
uzerinden cift yonlU bir kontrol saglanmistir. Bu degiskenler; nanotlip ¢aplarindaki
artisin AFM goruntulerinden 6lgumu ve tuplerin ylizey yuk degerlerindeki degisimin

zeta potansiyel 6lgimuine yansiyan etkisidir.

4.4.1. ilag Yiiklii Aqua Nanotiiplerinin Aljinat ile Kaplanmasi
4.4.1.1. Aljinat Kaph Aqua Nanotuplerin Karakterizasyonu

Aljinat (ALG) B-D-mannuronik asit ve a-L-guluronik asit monomerlerinden olusan
ve kahverengi alglerden elde edilen dogal bir kopolimerdir. Sulu ¢dzeltisinde
yapisindaki karboksilik asit gruplari (pKa: 3,6) iyonlasarak eksi yukle yuklenmesini
saglamaktadir. YUksek biyouyumluluk, disik toksisite, kolay jellesme ve duslk
maliyet gibi sebeplerden dolayi ilag tasinimi, doku muhendisligi ve yara kapama
gibi uygulamalarda kullanimi siklikla tercih edilmektedir [74]. Calstigimiz Aqua
nanotlp sisteminde de bu avantajlarindan faydalanmak adina ilk yuzey kaplama
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tabakasi olarak kullanilmasi tercih edilmigtir. ALG tabakasinin bir sonraki kaplama

islemine gecilmeden 6nce ara basamak olarak kullaniimasi planlanmigtir.

Yapilan ilk denemelere agirlikgca 1:1 orana denk gelecek sekilde ALG ve MTX
yukli Aqua nanotlpler kullanilarak baslanmistir ancak bu orandaki kaplamanin
ila¢ salimini hedeflenenden ¢ok daha fazla derecede azaltmasi ve salinan ilag
derisimin etkisiz duzeye inmesiyle nanotup miktar arttirilarak 1:2 ALG:Aqua-M
oranina gegcilmistir. Kaplama islemi igin, ila¢ yukli Aqua nanottpler 1 ml hacminde
ve pH degeri 9 olan ALG ¢dzeltisi icinde gesitli streler boyunca inkibe edilmigtir.
Yapilan literatir arastirmasinda 16 saate denk geldigi dusunitlen bir gece
ifadesinden yola c¢ikilarak bu slrenin inklibasyon icin Ust limit olarak
belirlenmesine karar verilmis ancak 1 saat, 6 saat ve 8 saat gibi daha kisa sureli

denemelerin de yapilmasi tercih edilmigtir [71].

Kaplama sonrasinda santriflij ile ortamdan ayrilan nanotipler Aqua-M-ALG
kisatimasiyla ifade edilecektir ve parantez icindeki degerler ALG kaplama suresini
yansitmaktadir. Aqua-M-ALG formunda elde edilen nanotuplerin

karakterizasyonlarina ilk olarak AFM incelemesi ile baslanmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Yalin, ilag yukla ve farkl slrelerce ALG kaplamasi gergeklestirilmis

Aqua nanotuplerin AFM Uzerinden elde edilen topografya goruntuleri

AFM goruntuleri Uzerinden yapilan ilk degerlendirme ALG kaplamasi sonrasinda
Aqua nanotuplerin duzgun silindirik formlarini koruyup korumadiklarina dairdir ve
Sekil 4.4'te de net bir bigcimde goéruldugua gibi tabdler yapilarinin varhdini
surdirdiigi séylenebilmektedir. ikinci adim olarak, kaplama siresinin etkisini
incelemek Uzere goruntulerdeki nanotup ¢aplarinin 6lgumu gergeklestiriimistir. Her
bir 6érnek i¢in en az 15 farkh tip c¢api Uzerinden yapilan degerlendirmelere ait

ortalama sonuglar Sekil 4.5’te sunulmaktadir.

52



254
4265

—— 252

— 234
— 240

= 173

Gap (nm)

Aqua Aqua-M Aqua-M-ALG (1)
B Aqua-M-ALG (6) Aqua-M-ALG (8) mAqua-M-ALG (16)

Sekil 4.5. Yalin, ilag yukli ve ALG kaplamasi gerceklestiriimis Aqua nanotuplerin

AFM goruntuleri tzerinden Olgulen ortalama ¢ap degerleri

Aqua nanotupler Uzerine kaplanan ALG tabakasinin etkisini daha net anlayabilmek
adina Olcimlere yalin Aqua nanotupler ve vyalnizca MTX yuklemesi
gerceklestiriimis olanlar (Aqua-M) ile baslanmistir. Buna gbére Aqua nanotlpler
160-184 nm arasinda degisen ¢ap uzunluguna sahiptir. Yalin Aqua nanotuplere ait
daha 6nce gergeklestiriien TEM Olgumleri ile bu sonuglar karsilastirilacak olursa
AFM ile elde edilen dlgum sonuglarinin da son derece kabul edilebilir oldugu
gorulecektir. MTX yuklemesi sonrasindaki c¢ap degerlerinin ise 215-246 nm
arasinda degerlere sahip oldugu belirlenmigtir. Yani ortalama degerler Uzerinden
g6zlenen artis yaklasik olarak 60 nm’dir. Bodyle bir artisin kiyasini yapabilmek
adina tekrar literatir sonuglarina bakilarak c¢esitli nanotip formlarinda ilag
yuklemesi durumunda ne gibi degisiklikler gdzlendigi incelenmistir. Ornegin, Zhang
ve calisma arkadaslarn karbon nanotiplere DOX yuklemesi gerceklestirdikten
sonra tup ¢apinda bariz bir artig olguldugunu raporlandirmistir [75]. Nicel olarak
ulasilabilen kaynaklarda ise bir gesit inorganik nanotlp formu olan halositlerde
yine DOX yuklemesi sonrasi ¢ap degerlerinin yaklasik iki katina kadar arttigi
dolayisiyla ilacin buyuk bir kisminin ylzeyde bulundugu belirtiimistir [76].
Dolayisiyla, Aqua nanotlplerde ilag yuklemesiyle birlikte gbézlenen bu ¢ap

artiglarinin da kabul edilebilir bir sonu¢ oldugu gorulmektedir.
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ALG tabakas! kaplandiktan sonra 1 saat, 6 saat, 8 saat ve 16 saat kaplama
sureleri icin tUp caplari sirasiyla 240 £ 18, 254 + 28, 252 + 16 ve 265 + 13 nm
ortalama degerlerinde Ol¢ulmustir. Bu durumda referans noktasi olarak
alinabilecek Aqua-M tup capi ile ALG kaplilar arasindaki ¢ap kalinhigi farki 1 saat
icin 6 nm, 6 saat i¢cin 20 nm, 8 saat i¢in 18 nm ve 16 saat i¢cin 31 nm’dir. Goruldugu

uzere kaplama suresi uzadikga beklenildigi gibi tip ¢aplari da artis gostermigtir.

Ancak AFM goéruntilemeleri sonucunda kaplama surelerindeki degisimin miktar
olarak etkisi tam olarak belilenemememigstir. Bu nedenle zeta potansiyel dlgcimu
ile yizeydeki yuk miktarina bakilarak ikinci bir degerlendirme yapilmasi yoluna
gidilmigtir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Yalin, ilag yUkli ve ALG kaplamasi gergeklestiriimis Aqua nanotiplerin

zeta potansiyel degerleri

llag yiklemesinden énce pH 9 ortaminda -20 mV net yike sahip olan Aqua
nanotuplerde MTX alimiyla birlikte bu degerin -3 mV'a yukseldigi gorulmektedir.
ALG tabakasinin kaplanmasindan sonraysa yuzey yeniden eksi yukle yuklenerek
1 saat, 6 saat, 8 saat ve 16 saatlik kaplama periyotlari i¢cin dizgun bir artis
gOstermis ve sirasiyla -24+3, -27+1, -28+2 ve -30£2 mV olarak oélgulmustir. Bu

bulgulara dayanarak kaplama suresini arttirmanin yuzeye tutunan ALG miktarinda
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onemli bir farkliiga sebep olmadigi soOylenebilmektedir. Ayrica ylzey yuk
miktarinin ALG kaplamasi sonrasinda yalin hadeki Aqua nanotuplerden daha
negatif hale gelmis olmasi zeta potansiyeldeki bu digslsin yalnizca kaplama
sirasindaki bir miktar ilag kaybindan degil, ALG tabakasinin ylzeyde basariyla

tutunmasindan kaynaklandigini gostermesi agisindan 6neme sahiptir.

AFM ve zeta potansiyel Olgumunden elde edilen bulgular birlikte
degerlendirildiginde, Aqua nanotiplerin Uzerine ALG tabakasinin basarili sekilde
kaplanabildigi ancak inkibasyon suresini degistirmenin tabaka kalinhigi Uzerinde
bariz bir farkhliga sebep olacak bir etkisinin gbézlemlenmedigini sdylemek
mumkindir. Bu noktada Aqua-M-ALG yapisindaki nanotliplerden ila¢g salimina
gecilmeden 6nce 16 saat boyunca Aqua nanotlplere yuklenmis MTXun bir
kisminin kaybedilmesi ihtimali de g6z 6nunde bulundurularak gorece daha uzun
olan bu bekleme suresinin elimine edilmesine karar verilmigtir. 6 saat ve 8 saatlik
sureler ise kaplama sirasinda birbirlerine oldukgca yakin ve ihmal edilebilecek
miktarda ila¢ kaybinin da gbézlemlenmesi sebebiyle salimi incelenecek nanotup

formlari olarak segilmistir.

4.4.1.2. Aljinat Kapli Aqua Nanotiiplerden ilag Salim Ozelliklerinin

incelenmesi

ALG tabakasinin MTX salimi Uzerinde yarattigi etkiyi gérmek igin daha once
belirtilen nedenler dolayisiyla 6 saat ve 8 saatlik kaplama sureleri tercih edilmistir.
Aqua-M-ALG (6) ve Aqua-M-ALG (8) olarak ifade edilecek bu nanottip formlarina
ait salim profilleri Sekil 4.7’de gdsteriimektedir.
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Sekil 4.7. Yalin haldeki ve ALG kaplamasi gergeklestiriimis Aqua nanotlplerden iki
ayr1 pH ortamlarindaki MTX salim profilleri a) pH 5,5 b) pH 7,4

ilk olarak Sekil 4.7a’da verilen pH 5,5 ortamindaki MTX salimlari incelenirse, hem
6 saatlik hem de 8 saatlik ALG kaplamalariyla birlikte ilk ve ani salim miktarinin
oldukga azaldigi gorulecektir. Aqua-M nanotlplerde yaklasik % 32 olan bu deger
Aqua-M-ALG (6) ve Aqua-M-ALG (8) icin sirasiyla % 26 ve % 18 dedgerlerine
gerilemistir. Salim suresine bakilacak oldugunda ise, Aqua-M'de 32 saat devam
eden MTX saliminin 96 saate kadar basariyla uzatilmigtir.
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Sekil 4.7b'de yer alan pH 7,4 salim ortamindaki sonuglara bakildiginda ise, pH 5,5
saliminin aksine surenin kisalmasi ve salinan MTX miktarinin azalmasi
hedeflerine ulasildigi agikga gorulmektedir. Aqua-M’e ait sonuglarda yaklasik % 30
olarak dlglinen 4. saatin sonundaki salinan MTX miktari Aqua-M-ALG (6) ve Aqua-
M-ALG (8) igin sirasiyla % 22 ve % 14’e kadar dusurtlmustur. Salim sonunda ise
Aqua-M’lerden salinan miktar % 60’a kadar ¢ikarken, Aqua-M-ALG (6) ve Aqua-M-
ALG (8)'de yalnizca % 37 ve % 30 oranlarinda MTX salimi gergeklesmistir. Yine
ayni sekilde Aqua-M’'de 120 saate varan salim suresi, 6 saat ve 8 saatlik

kaplamalar icin 48 saat ve 80 saatte sona ermistir.

iki farkli pH ortaminda ALG tabakasinin salimi daha uzun siireye yayma ve daha
kisa surede tamamlanmasi seklinde zit etki gostermesinin degisen kosullarla
birlikte Aqua nanotupler, MTX ve ALG arasinda kurulan elektrostatik etkisimlerin
farkllagsmasindan kaynaklandigi dusunulmektedir. pH 7,4te ALG ve Aqua
nanotuplerin negatif yukleri pKa degerleri 3,4 ve 4,9 olan -COOH gruplari
nedeniyle artarak, MTX’un her ikisi tarafindan da daha iyi tutulmasina ve salinan
miktarinin digsmesine neden olacaktir. pH 5,5’te ise yuku azalan ALG tabakasi
salimi MTX ile yuk etkilesimini kuvvetlendirerek azaltmaktan ziyade salim
sirasinda asilmasi gereken fazladan bir engel olusturarak yapmaktadir.
Dolayisiyla MTX daha az ancak daha uzun sureye yayillmis bir salim profili

sergileyebilmektedir.

ALG kaplamasinin getirecegi bir diger énemli avantaj ise inorganik yapidaki
karsiliklarina goére (6r: KNT) daha az mekanik dayanimi olan lipit Aqua
nanotuplerin uzayan salim sureleri boyunca biyolojik kosullardaki kararlihigini

arttiracak olmasidir [77].

AFM goruntulemeleri ve zeta potansiyel Olgumleri ile kaplama suresinin tutunan
ALG miktari Gzerindeki kesin olarak belirlenemeyen etkisi salim sonuclari ile net
bicimde ortaya konulmustur. Her iki kosulda da salinan MTX miktarinin, Aqua-M-
ALG (6)da Aqua-M-ALG (8)den daha fazla olmasi tahmin edildigi gibi kaplama
suresi uzadikga nanotlip yuzeyinde tututan ALG miktarinin artmis olabilecegini
gOstermektedir.
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4.4.2. ilag Yiiklii Aqua Nanotiiplerinin Folik Asit-Kitosan ile Kaplanmasi

442.1. Folik Asit-Kitosan Konjuge Yapisinin Sentez ve

Karakterizasyonu

ALG tabakasi ile ilk asama yuzey kaplamasi gerceklestirilen ilag yukli Aqua
nanotuplere, ikinci katman olarak beraberinde pek ¢ok farkli avantaji da getirecek,
kimyasal bag ile konjuge yapi haline getiriimis folik asit-kitosan (FACHI)
tabakasinin kaplanmasina karar verilmistir. Bu noktada, ilk olarak FACHI yapisinin

eldesine ait kimyasal reaksiyon ve karakterizasyon basamaklarina deginilecektir.

FACHI konjuge vyapisinin sentezi igin, karboksilik asit gruplan 1-(3-
dimetillaminopropil)-3-etilkarbodiimid hidroklorid (EDC) ile aktif hale getirilmis folik
asit (FA) ve dusuk molekul agirlikh, % 75 asetilasyon derecesine sahip kitosan
(CHI) kullaniimistir. Sentez karakterizasyonu FTIR analizi ile gergeklestirilmistir
(Sekil 4.8).

100 TEQLIK ASIT
| ™

80-

%T

60- LA VLY

100 ;KlTOS //—~—"" \ ~
| \\\/\/ W\ \
90 —: v »\

E |
£ g0 A //\\
! N |
1 \ /7 N
70~ [
! ! J
| /
100 T FA-EDC/Chi
98- 23
96
s { 1
& o4- 6
i 4 5
92-
90—
i 7
1 R B
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Dalga sayisi (cm?)

Sekil 4.8. Yalin FA ve CHI ile FACHI konjuge yapisina ait FTIR spektrumu
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Sekil 4.8'de reaksiyon oncesi yalin hallerinde bulunan FA ve CHI'a ek olarak
sentez sonucu elde edilen FACHI konjuge yapisina ait FTIR spektrumlari yer
almaktadir. FACHI konjuge vyapisinin FTIR spektrumu Uzerinde vyapilan
incelemelerde kitosana ait karakteristik piklere ek olarak, bu zincire dahil olan folik
asit gruplarinin varligini gosteren 6zel pikler belirlenmistir. Buna gore; 1, 3, 4 ve 7
numaralari ile gosterilen pikler, sirasi ile 3287 cm* (O-H gerilme), 2868 cm™* (C-H
gerilme), 1643 cm (N-H egilme) ve 1028 cm™ (C-O-C gerilme) konumunlarindadir
ve kitosana ait karakteristik pikleri ifade etmektedir. Bunlar arasinda 3287 cm
konumunda yer alan pikin reaksiyon sonrasi olusan N-H gruplari ile 6rtismesinden
dolayl daha siddetli hale geldigi gorulmektedir [58]. 2, 5 ve 6 numaralari ile
belirtiimis pikler ise folik asitin sirasiyla 2927 cm™* (C-H gerilme), 1542 cm
(serbest N-H egilme) ve 1439 cm? (aromatik halkadaki C=C gerilmesi)
konumunda yer alan pikleridir ve bdylelikle iki molekul arasindaki kimyasal

konjugasyonun basaril sekilde gergeklestigi ortaya konulmaktadir [58, 78, 79].

FA’in basarili bicimde CHI Uzerine baglandiginin tespit edilmesinin ardindan bu
yap! igindeki nicel tayinine gegilmistir. Bu amagla, UV-Vis spektrofotometresinden
yararlaniimig ve ilk olarak FA’e ait 363 nm dalga boyundaki kalibrasyon dogrusu
elde edilmistir (Ek 4). Daha sonrasinda Esitlik 3.5'te verilen baginti kullanilarak
FA’in baglanma derecesi (BD) seklinde ifade edilebilecek degdere ulasiimistir.
Buna gore, 1 mol CHI Uzerinde 47,54 mol FA yer aldigi belirlenmistir. Ancak CHI
oldukga genis bir aralikta molekul agirhgi degisen bir biyopolimer oldugu igin bu
degeri daha anlamli kilabilmek ve literaturle karsilastirabilmek adina CHI
zincirindeki amin gruplarinda ne kadar FA baglandigini gosteren oran temel
alinmistir. Sentez sonrasi elde edilen Urindeki FA:NH2 orani 0,084 olarak

bulunmustur.
Literatirde yer alan cesitli FACHI sentez sonuglarina bakildiginda reaksiyon

sonrasinda elde edilen baglanma dereceleri Cizelge 4.3’te verilerek tez

calismasinda sentezlenen FACHI konjuge yapisiyla karsilastiriimistir.
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Cizelge 4.3. FACHI sentezi gergeklestirilen bazi ¢alismalarda ulasilan baglanma

dereceleri
CHI
A Baslangi¢ Sentezlenen

Molekiil Agirhgi FA:NH, FA:NH, Kaynak

(kDa)

120 1 0,084 -
150 0,1 0,033 [79]
150 0,2 0,059 [79]
400 1 0,085 [80]
400 2 0,124 [78]

Cizelge 4.3'te goruldigu gibi kitosan agirligi ne olursa olsun, amin gruplarina
oranla reaksiyona sokulan FA miktari arttikca baglanma derecesi de artmistir. Tez
calismasinda sentezlenen FACHI yapisi da 1:1 baslangi¢ orani géz 6énidnde
bulundurularak gercgeklestiriimistir ve elde edilen Urtindeki baglanma derecesinin

de literatlrle son derece uyumlu oldugu tespit edilmigtir.
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4.4.2.2. Folik Asit-Kitosan Kapli Aqua Nanotiiplerin Karakterizasyonu

FACHI kapli Aqua nanotiplerin karakterizasyon c¢alismalarinda da ALG
tabakasinda oldugu gibi AFM goruntuleri elde edilerek tip ¢gapinda meydana gelen

degisim dl¢ulmUs ve zeta potansiyellerinin ne sekilde farkhlastigl incelenmistir.

Aqua-M-ALG-FACHI (6-2) Aqua-M-ALG-FACHI (8-2)

Sekil 4.9. ALG ve FACHI tabakalar ile yizey kaplamalar gergeklestiriimis Aqua

nanotUplerin AFM Gzerinden elde edilen topografya goriuntileri
Sekil 4.9'”da da goéruldiagu Uzere Aqua nanotlplerin tubiler formunda FACHI

kaplamasi sonrasi herhangi bir bozulma meydana gelmedigi tespit edildikten

sonra tup c¢aplarinin degerlendiriimesine gegcilmigtir.
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Sekil 4.10. Yaln, ilag yukli ve ylzey kaplamalar gerceklestiriimis Aqua
nanotuplerin AFM goruntuleri Uzerinden Olgulen ortalama c¢ap

degerleri

Sekil 4.10°da verilen sonuglar AFM goéruntulerinden elde edilen ve en az 15 farkl
nanotup Uzerinden okunan c¢ap degerlerinin ortalamasini yansitmaktadir. Buna
gore ALG uUzerine 2 saat FACHI konjuge yapisinin kaplanmasiyla birlikte ortalama
cap degeri yaklasik olarak 20 nm’lik bir artis gostererek Aqua-M-ALG-FACHI (6-2)
ve Aqua-M-ALG-FACHI (8-2) icin sirasiyla 271 £ 10 ve 279 £ 12 nm degerine
ulasmistir. FACHI c¢ozeltisine ayni kosullarda ve ayni sure boyunca muamele
edilmis ila¢ yukla Aqua nanotupler igin boylesine yakin sonuglar elde edilmesi son

derece dogaldir.

ikili tabaka kaplanmasi sonrasinda nanotiiplerin ulastigi son cap degerlerinin hata
paylari da g6z oOnune alindiginda 300 nm'yi asmadiginin gorulmesi canh
sistemlerde c¢alisildigi durumlarda dogabilecek kisitlamalarin 6nline gegebilmek
adina 6nemli bir sonugtur. Nanotlp capindaki en yuksek artisin gozlenebilecegi
Aqua-M-ALG-FACHI formunda dahi intraven6z uygulama ile vicuda verilmesi
planlanan ila¢ tasiyici sistemlerde tercih edilmesi gereken uygun boyut araligi
icinde kalinmasi dikkate deger pozitif bir bulgudur [16].
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AFM goruntulemelerinin ardindan, kaplamanin gercgeklestigi kosullarda Aqua-M-
ALG-FACHI (6-2) ve Aqua-M-ALG-FACHI (8-2) igin zeta potansiyel degerlerinin
Olcimune gecilmistir (Sekil 4. 11.).
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Sekil 4.11. Yaln, ilag yukli ve ylzey kaplamalar gerceklestirimis Aqua

nanotlplerin zeta potansiyel degerleri

Bu dlgum sonuglarina gore Aqua-M-ALG-FACHI (6-2) ve Aqua-M-ALG-FACHI (8-
2) formundaki Aqua nanotuplere ait yuzey yukleri sirasiyla -17 £ 1 ve -21 £ 2 mV
olarak bulunmustur. Uzerine herhangi bir islem uygulanmayan CHI ¢ozeltilerinin
farkli kosullarla (sicaklik, ¢dzicu, pH vs.) degisiklik gostermekle birlikte net pozitif
yuke sahip oldugu bilinmektedir [81]. Ancak FA ile fonksiyonellestiriimesinin
ardindan Uzerindeki amin gruplarinin bir kisminin kapanmasindan dolayi toplam
pozitif yukinde belli bir azalma meydana gelmesi de beklenen bir sonugtur [79].
Bu nedenle ALG tabakasi sonrasinda FACHI tabakasi ile kaplanan Aqua
nanotuplerde net bir pozitif yuk gdzlenmemekle birlikte, yuzey yukunun artan
yondeki degisikligi, tupler Uzerinde tutunan FACHI varligini dogrulamak adina

onemli bir bulgudur.
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4.4.2.3. Folik Asit-Kitosan Kaph Aqua Nanotiiplerden ilag Salim

Ozelliklerinin incelenmesi

ilag yukli Aqua nanotiipler lizerine basariyla kaplanan ALG tabakasiyla MTX
salim profili Uzerinde hedeflenen etkiye buyidk 6lglide ulasiimistir. Ancak ilag
tasiyici sistemizi bir adim ileri gétlrebilmek adina nanotupler Uzerine, ayni yapida
molekuler hedefleme yapilabilmesini de saglayacak olan FACHI konjuge yapisinin
da kaplanmasi tercih edilmistir. TTK yontemi kullanilarak hazirlanan ikinci yuzey
kaplamasinin varligi AFM goruntilemeleri ve zeta potansiyel olgcumleri ile
dogrulandiktan sonra MTX salim profiinde meydana gelecek degisikliklerin
incelenmesi  c¢alismalari  gerceklestiriimigtir. MTX salimlart  yine UV-Vis
spektrofotometresi kullanilarak incelenmistir. FACHI yapisinin, spektrumun analiz

edilen bolgesinde herhangi bir etkiye sahip olmadigi belirlenmisgtir.

Sekil 4.12°de daha 6nce verilen salim profillerine ek olarak ALG tabakasi Uzerine 2
saat slreyle FACHI konjuge yapisinin kaplandigini beliten Aqua-M-ALG-FACHI
(6-2) ve Aqua-M-ALG-FACHI (8-2) formlarindan MTX salimlarn ilk 8 saatlik
yakinlagtiriimig goruntuleriyle birlikte yer almaktadir. Ayrica MTX salimi
sonrasinda Aqua nanotuplerin morfolojisinde farklilagsma ya da ylzeyde tutunan

tabakalarda kayip olmadigini gosteren AFM goruntuleri Ek 5’te sunulmustur.
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Sekil 4.12. Yalin haldeki ve ylzey kaplamalari gergeklestiriimis Aqua nanotlplere
ait iki ayri pH ortaminda kisa sureli ve denge anina kadar olan MTX
salim profilleri a) pH 5,5 b) pH 7,4
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Ik olarak Sekil 4.12a’da verilen pH 5,5 ortamindaki MTX salimlari karsilastirilacak
olursa, FACHI tabakasiyla beraber ilk ve ani salim miktarinin ciddi bicimde
azaltildigi ve ayni zamanda birim zamanda salinan ilag miktarinin da dtsuraldagu
gériilmektedir. ilk 24 saatlik siire boyunca Aqua-M-ALG-FACHI (6-2) ve Aqua-M-
ALG-FACHI (8-2) yapisindaki nanotuplerden salinan MTX miktarlari arasinda ciddi
bir farklilik olusmaz iken bu sureden sonra zamanla Aqua-M-ALG-FACHI (8-2)'de
daha az miktarda ila¢g saliminin gergeklestigi gdézlemlenmektedir. Yalnizca ALG
tabakasiyla kaplanmis Aqua nanotuplerde de kaplama suresi uzadik¢a salinan
MTX miktarinin azaldi§i dusundlirse bunun beklenen bir sonu¢ oldugu

gOrulecektir.

FACHI tabakasinin sagladigi en énemli katkilardan biri de salim stresini ilk defa
olarak 96 saatin Uzerine c¢ikarmasi ve bdylelikle uzatilmig bir salim profili
olusturabilmesidir. Denge anina ulasana dek 168 saate yayilmis bir salim profili
gbzlenen ikili tabakaya sahip bu nanotuplerden belirtilen stre sonunda salinan ilag
miktarlari Aqua-M-ALG-FACHI (6-2) ve Aqua-M-ALG-FACHI (8-2) icin sirasiyla %
53,8 ve 49,1°dir.

Bir diger salim ortami olan pH 7,4’e ait salim verileri incelendiginde ise Aqua-M-
ALG-FACHI (6-2) ve Aqua-M-ALG-FACHI (8-2)'in yine ayni davranisi sergiledigi
ortadadir. Cift katmanli bu nanotuplerde, yalin Aqua nanotuplere kiyasla salinan
MTX miktari yaridan daha fazla azaltilarak 24 saatte Aqua-M-ALG-FACHI (6-2)
icin % 24,6'ya, Aqua-M-ALG-FACHI (8-2)'de ise %21,8’e kadar indirilmistir.

Yapilan ¢alismalarla Aqua nanottplerden MTX salim profilinde gelinen son noktayi
literatirde yer bulmus cesitli tasiyici sistemlerle karsilastirilarak degderlendirmek
faydali  olacaktir. Zheng ve c¢alisma grubunun  gelistirdigi, silika
nanopartikullerinden olusan sistemde pH 5’te salimin neredeyse 5 saatte dengeye
ulastigr ve bu stirede MTX'un yaklasik % 40’inin salindigi belirtiimistir [69]. Che ve
calisma grubunun ortaya koydugu ve yine silika nanopartikillerin kullanildigi bir
diger arastirmada ise ayni pH kosulunda salinan MTX miktarinin % 40’a ulagsmasi
icin 48 saatlik bir strenin gerektigi gorulmustur [82]. Ho ve arastirma grubuna ait
calismada bir tir nanoelmas yapilarindan yararlanilarak MTX salimi Uzerine

incelemelerde bulunulmus ve asidik kosullarda ilacin % 45’in salimina 12 saatte
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ulagtigl, 72 saate devam eden slrecgte de salinan miktarda buyuk bir degigim
olmadigi belirtilmistir [83]. Ote yandan Ping ve arastirma grubunun inceledigi
foksiyonellestiriimis polietilen glikolden sentezlenen misel yapilariyla saglanan
MTX tasiniminda ise pH 5 ortaminda 48 saatte ilacin % 80’den fazlasinin salindigi
raporlanmigtir [84]. Dikkate deder bir baska c¢alisma olan Yang ve arastirma
grubunun verdigi sonuglara gore ¢ok hizli MTX salimina sebep olan polulan
nanopartikillerden tasarlanan sistemlerinde 48 saatte %90’'in Uzerine ¢ikan bir
salim orani s6z konusudur [85]. Bahsedilen tim bu sistemlerde pH 7 ortamindaki
MTX salimlarinda ise ortak bicimde % 15-25 araliginda kalinmis olmasi kendi

tasiyici sistemimiz Aqua nanotupler ile ortisen bir bagka bulgudur.

Goruldagu gibi tasiyici sistemimiz olan Aqua nanotlplerin en blyuk avantajinin
uzatilmig salim sureleri oldugunu sdylemek yanlis olmayacaktir. Ancak asidik pH
kosullarinda salinan MTX miktarinin % 60’a yaklasan degerleri ile benzerlerine
oranla kismen daha diusuk seviyede kaldigi da disundlebilir. Aqua nanotlplerin
MTX tutma kapasitesinin ele alindigi Bolum 4.3.1'de de detayh sekilde
bahsedildigi gibi literatirdeki karsiliklarina gore ¢ok daha fazla MTX tasiyor
olmasi, daha dusuk yuzdeyle salim yapmalarina ragmen miktar olarak etkinliginin

kisitlanmasinin 6nune gegcmektedir.
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4.4.3. Aqua Nanotiplerden Mitoksantron Saliminin Modellenmesi

Aqua nanotuplerden MTX salimi gesitli kosullar altinda elde edildikten sonra bu
yapilara ait salim davraniglarinin daha iyi anlagilabilmesi adina kinetik modelleme
yapilmasi yoluna gidilmistir. Bu amacla literaturde kontrolli ilag salim
calismalarinda en sik Ornegine rastlanan farkli kinetik modellerden olan birinci-
derece modeli, Higuchi modeli ve Korsmeyer-Peppas modelinden yararlanilarak
MTX salimi modellenmistir. Salimin modellenmesi hesaplamalarinda, plato
bdlgesine ulasmadan 6nceki veri noktalari dikkate alinmistir ve Bolium 2.4’te her

bir salim modeli i¢in verilen esgitlikler kullaniimigtir.

pH 5,5 pH 7,4

14 0,6

In{1-F)

In{1-F)

Birinci Derece Modeli

0,0 0,0

08 05
07
06
05
04

03

02

Higuchi Modeli

0,1
0,0

InF

Korsmeyer-Peppas Modeli

£2,0

-2,5 35

—a—Aqua-M-ALG (6) Aqua-M-ALG (8) Aqua-M-ALG-FACHI (6-2) Aqua-M-ALG-FACHI (8-2)

Sekil 4.13. Belirli sekillerde yuzey kaplamasi gergeklestirilen Aqua nanotuplerden

MTX salim davraniginin farkli modellere gére hesaplanan profilleri
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MTX salimina ait profilin hangi modelle daha uygun bicimde ifade edilebilecegini
anlayabilmek igin uygun esitlikler ile hesaplama yapildiktan sonra her bir yuzey
kaplamasi veri grubu icin egilim cizgileri eklenerek (Sekil 4.13) bunlar tzerinden o
salim profilini tanimlayan determinasyon katsayisi (R?), salim hiz sabiti (k) ve
salimin derecesi (n) degerleri elde edilmistir (Cizelge 4.4). Ortaya c¢ikan R?
degerleri birbirleri ile karsilagtirildiktan sonra en yuksek degere ait modelin o

deney grubunun salim profilini en iyi bicimde tanimladigina karar verilmigtir.

Cizelge 4.4. YUzey kaplamasi gergeklestirilen Aqua nanotuplerden MTX salimi igin

hesaplanan kinetik parametreler

Birinci Derece Modeli Higuchi Modeli Korsmeyer-Peppas Modeli
R2 k R2 k R2 k n
Aqua-M-ALG (6) 0,76 0,012 0,82 0,053 0,86 0,295 0,21
Agua-M-ALG-
0,77 0,006 0,86 0,041 0,90 0,199 0,23
FACHI (6-2) ! ! ! ! ! ! !
pH 5,5
Aqua-M-ALG (8) 0,68 0,008 0,79 0,039 0,88 0,267 0,19
Aqua-M-ALG-
0,77 0,006 0,86 0,042 0,91 0,225 0,24
FACHI (8-2) ! ! ! ! ! ! !
Aqua-M-ALG (6) 0,80 0,008 0,91 0,047 0,92 0,117 0,34
Agua-M-ALG-
0,81 0,005 0,92 0,034 0,93 0,071 0,36
FACHI (6-2)
pH 7,4
Aqua-M-ALG (8) 0,81 0,005 0,91 0,034 0,93 0,071 0,36
Aqua-M-ALG-
FACHI (8-2) 0,84 0,007 0,92 0,042 0,94 0,077 0,42

Cizelge 4.4’te uygulanan kinetik modellere gére Aqua-M-ALG ve Aqua-M-ALG-
FACHI formundaki nanotuplerden her iki pH ortaminda da elde edilen sonuglar yer
almaktadir. Agikga goruldigu Uzere birinci derece modeli her drnek i¢in en dusuk
R? degerini vermektedir ve bu nedenle uygun model olarak segilmesi s6z konusu
olmamistir. Higuchi ve Korsmeyer-Peppas modellerinin R? dederleri arasinda ise

kismen dusuk farklar gézlemlenmesine ragmen Korsmeyer-Peppas modelinin
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tasinim sistemimizden ila¢ salimini daha yuksek dogrulukla tanimlayacagi

dusulmustar.

Korsmeyer-Peppas modeli uygun salim modeli olarak belirlendikten sonra, empirik
esitlikte yer alan ifadelerden ‘n’ ve ‘k’ degerlerinin incelemesine gegilmigstir.
Ozellikle salimi karakterize etmek adina kullanilan ‘n’ parametresinin 0,45'ten
kiguk bulunmasiyla yuzey kaplamasi saglanmigs Aqua nanotuplerden MTX
saliminin Fickian difzyon mekanizmasina uygun gercgeklestigi gorilimastir. Bu tir
durumlarda, salim ilk olarak hizli gekilde baglasa da devaminda giderek
yavaglamakta oldugu ve sonunda bir denge noktasina ulastigi bilinmektedir [51].
Aqua nanotuplerden MTX saliminda ortaya konulan deneysel sonuglarda da boyle

bir profilin elde edildigi daha dnceki basliklarda agik¢a bahsedilmistir.
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4.5. Aqua Nanotiiplerinin ikili ilag Alim ve Salim Ozelliklerinin incelenmesi

Aqua nanotuplerin MTX i¢in avantajli bir tasinim sistemi olarak uygulanabilme
potansiyelinin basariyla ortaya konulmasindan sonra kombine terapi alanindaki
kullanim potansiyelini arastirmak Uzere yuksek lisans tez calismasina devam
edilmigtir. Ayni tasinim sisteminde iki ya da daha fazla kemoterapi ajaninin birlikte
sunulmasini ifade eden kombine terapi icin MTX’a ek olarak tercih edilecek ikinci
model etkin maddenin yapisal Ozellikleri ve analiz edilebilirligi gibi cesitli
deg@erlendirmeler g6z 6nlne alindiktan sonra doksorubisin (DOX) olmasina karar
verilmigtir [66]. Molekul agirhgr 578,98 g/mol olan DOX molekulene ait kimyasal
yap! ise Sekil 3.4b’de verilmektedir.

DOX, MTX'da oldugu gibi antrakinon temeline dayanan ve cesitli kétl huylu
tumorlerlerin ve meme, masane, safra kanali, yumurtallk ve karaciger gibi
kanserlerin tedavisinde yaygin bicimde kullanilan bir antibiyotiktir [86, 87]. Her iki
ila¢c da topoizomeraz Il inhibitdérl sinifinda yer alan kemoterapi ajanlari olmasina
karsilik kanserli hucreler Uzerinde sinerjetik etki yaratiimasi ve MDR olugsumunun
onune gecilmesi gibi sebepler gozetildiginde MTX/DOX kombine uygulamasinin
kanserli hucrelere kargi daha etkin bir tedavi imkani saglayabilecegi
dusundlmektedir [29].

MTX/DOX kombine tasinimina yonelik arastirilan parametrelerde MTX Uzerinde
en uygun sonucu verdigi disundlen sonuglardan yola gikilmistir. Bu sebeple ALG
ve FACHI kaplamalari siyasiyla 8 saat ve 2 saat tercih edilmis, es zamanli alim ve
salim galigmalarinda da Aqua-M ile ayni yontem takip edilmigtir.
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4.5.1. Aqua Nanotiiplerin Mitoksantron ve Doksorubisin Tutma Ozelliklerinin

incelenmesi

Aqua nanotuplere kombine olarak MTX ve DOX yuklenmesi asamasinda, her iki
ilag ¢ozeltisi de 1 mg/ml derisimde hazirlanmigstir ve incelenen literatlir sonuglarina
gore en yuksek sinerjetik etkinligi gosterebildigi belirlenen 1:1 MTX:DOX oraninda
Aqua nanotuplere yuklemesinin yapilmasina karar verilmistir [29]. YUkleme ortami
olan PBS tampon c¢oézeltisinin pH'l ise en ylksek ila¢g yikleme kapasitesine
ulasilan 9’a ayarlanmistir. MTX ve DOX’un birlikte ylUklendigi Aqua nanotipler bu
noktadan itibaren Aqua-MD olarak ifade edilecektir. Elde edilen bulgular Sekil

4 14’te sunulmaktadir.

1,8
1,6
1,4
1,2

TK (mg/mg)

0,8
0,6
0,4
0,2

MTX DOX Toplam

pH9

Sekil 4.14. Aqua nanotuplerin ikili ilag yiklemesinde MTX ve DOX tutma kapasitesi
(TK, mg/mg)

ikili ilag alim gahismalarinin sonugclarina bakildiginda, Aqua nanotiiplere 0,829
mg/mg MTX ve 0,793 mg/mg DOX yuklenebildigi yani Aqua nanottplerin tasidigi
toplam ilag miktarinin 1,622 mg/mg oldugu gértlmektedir. Tutulan MTX ve DOX
miktarlari ele alindiginda aralarinda % 5ten daha az bir farkhlik oldugu goéze
carpmaktadir. MTX'un molekuller yapisinda yer alan iki ayri amin grubu ile Aqua
nanotuplerle etkilesime girdigi, buna karsihk DOX'un tek bir amin grubu araciligiyla
Aqua nanotuplere baglandigr dasunulirse MTX lehine gozlenen bu gorece daha
dusuk farkhligin nedeni ortaya konulabilir.
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Aqua nanotuplerin sec¢imli olarak iki ilagtan birine daha yuksek afinite
gOstermemesi ve yukleme sonrasinda da nanotuplerin tagidigi MTX:DOX oraninin
baslangi¢c kosulunda planlanan 1:1 oranindan sapma meydana gelmeden devam
ediyor olmasi hedeflenen sinerjik etkinin yakalanabilmesi agisindan oldugu kadar,
bu oranda degisiklik meydana geldiginde saglikli hicrelerde yuksek oranda hicre

o0lumune sebebiyet verdigi bilindidi icin ayrica kayda degerdir [29].

ikili ilaca ait toplam yiikleme oranlarinin karsilastirilabilecegi deger ise, siiphesiz
toplam ilag yUklemesi ayni orana denk gelen baslangic MTX:Aqua orani 2:1 olan
kosuldur. 2:1 MTX:Aqua yukleme oraninda ve ayni ¢ozelti pH'Inda 1,48 mg/mg
MTX yUklenebildigi Bolim 4.3.1°de verilmistir. Goraldugu gibi bu iki baslangi¢
kosulu arasinda toplam ilag tutma kapasitesi agisindan % 10’un altinda bir farklilik
s6z konusudur. ilk durumda kullanilan MTXun bir kisminin yerini alan DOX, Aqua
nanotuplere baglanma yonunden daha az avantajli olsa da molekdl agirhginin
daha yuksek olmasi sebebiyle nanotuplere yuklenen ilag miktarinin agirlikga

degerinde artis gozlendigini sdylemek mumkundur.
MTX/DOX vyukli Aqua nanotuplerden es zamanh ilag salim o6zelliklerinin

incelenmesi yuzey kaplamasi gergeklestiriimis olan Aqua-MD’ler ile birlikte 4.5.3

béluimu icerisinde verilecektir.

73



4.5.2. Mitoksantron ve Doksorubisin Yukli Aqua Nanotiplerin Yizey
Kaplamalari

ikili ilag yuklemesi yapilan ve ardindan yiizey kaplama islemleri tamamlanan Aqua
nanotlplerden Aqua-MD, Aqua-MD-ALG (8) ve Aqua-MD-ALG-FACHI (8-2)
formlarina ait AFM topografya goruntuleri Sekil 4.15’te sunulmaktadir.

Aqua-MD-ALG (8) Aqua-MD-ALG-FACHI (8-2)

Sekil 4.15. ikili ilag yukli ve yiizey kaplamalari gerceklestirilmis Aqua nanotiiplerin

AFM Uzerinden elde edilen topografya goruntuleri

MTX yuklulerde oldugu gibi degisik formdaki MTX/DOX yuklu Aqua nanotlplerin
ortalama ¢ap deg@erleri de AFM goruntuleri Uzerinden elde edilmistir. Sekil 4.16’'da
gosterildigi gibi Aqua-MD, Aqua-MD-ALG (8) ve Agua-MD-ALG-FACHI (8-2) igin
sirasiyla 240 + 12 nm, 255 + 8 nm ve 272 £ 15 nm genisliginde ortalama c¢ap
degerleri tespit edilmistir.
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Sekil 4.16. Yahn, ikili ilag yUkli ve yuzey kaplamalari gergeklestiriimis Aqua
nanotuplerin AFM goruntileri Uzerinden Olgulen ortalama c¢ap
degerleri

Aqua-MD nanotupler icin AFM goruntulerinden elde edilen ortalama ¢ap bulgulari
Aqua-M sonuglari ile kiyaslanacak olursa nanotuplerin tagidigi etkin madde
miktarindaki artisa ragmen tup kalinhdinda bariz bir farklilagsma olmadigindan séz

edilebilir. Bahsedilen sonugclar Cizelge 4.5’te 6zet bigimiyle sunulmustur.

Cizelge 4.5. Tekli ve ikili ilag yUklendigi durumlarda Aqua nanotlplerin cesitli

formlarinda gézlenen ortalama ¢ap degerleri (nm)

Tabaka Sayisi MTX Yiiklii MTX/DOX Yiiklii
0 234 +9 240 +£12
1 252 £ 16 255+ 8
2 279 +£12 272 £ 15

Goruldagu gibi yalin MTX veya MTX/DOX yUkli Aqua nanotlpler arasinda
ortalama ¢ap degeri olarak elde edilen bulgular son derece yakindir. Ayni sekilde
tekli tabakaya sahip Aqua-M-ALG (8) formu ile Aqua-MD-ALG (8) ve iki tabaka ile
kaplanmis Aqua-M-ALG-FACHI (8-2) formu ile de Aqua-MD-ALG-FACHI (8-2)
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arasinda ortalama c¢ap degeri olarak bariz bir farkhlik gézlemlenmemigtir. Bu
benzerlikler Aqua nanotiplerin etkin madde tasima kapasitesinin kendi
agirhgindan daha fazlaya c¢iktigi Aqua-MD durumunda dahi tip c¢aplarinin
ortalama boyutunu korudugu seklinde degerlendirilebilir. Bu sonucun arkasinda
yatan en onemli nedenlerden biri nanotuplere yuklemesi yapilan MTX ve DOX
etkin maddelerinin tagiyici sisteme kiyasla ¢gok daha kug¢uk molekuller olmalaridir.
ALG veya FACHI konjuge yapisi gibi gorece buylk polimerik malzemeler nanotlp
yluzeyine kaplanirken meydana getirdikleri boyut farklihdi rahatlikla tespit
edilebilirken, ayni durum tasinimi saglanan kemoterapi ajanlari i¢cin mumkun

olmamaktadir.

Ayrica yine bu sonuglara bakildiginda Aqua nanotuplerden maksimum ilag tagima
kapasitesinde yararlaniimiyor olabilecedi gibi olumsuz bir degerlendirme ortaya
cikabilir. Ancak kemoterapi ajanlarinin toksik 6zellikleri de dikkate alindiginda bu
denli yuksek seviyede ila¢ yuklemesinin avantajdan ¢ok dezavantaj yaratacagi
dusunidlerek TK’nin arttirilmamasi  yonunde tercihte bulunulmustur. Fakat
istenildigi takdirde yan etkileri arasinda yuksek kardiyotoksisite bulundurmayan
farkli ila¢c etkin maddeleri ya da degerli kimyasallarin tasinimi konusunda
planlanan galismalarda Aqua nanotuplerin madde tutma kapasitesinden en yuksek

seviyede faydalanilmasi agisindan bir engel bulunmamaktadir.

ikili ilag tasiniminda yiizey kaplamasinin etkisini arastirmaya Sekil 4.17°de verilen

zeta potansiyel olgumleri ile devam edilmisgtir.
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Aqua-MD-ALG-

FACHI (8-2)
-10

Zeta Potansiyel (mV)

-15

-20

Aqua-MD-ALG (8)

-25

Sekil 4.17. Yahn, ikili ilag yUukli ve yuzey kaplamalari gergeklestiriimis Aqua

nanotuplerin zeta potansiyel degerleri

ikili ilag yiiklemesi sonrasinda Aqua nanotiiplerin -20 mV olan zeta potansiyel
degeri pozitif yUkli ilaglarin katkisiyla 1,2 mV'a ylkselmistir. 8 saat suresince ALG
ile muamele edilmesinin ardindan ylzey yeniden negatif yukle yuklenerek -22 + 2
mV olarak Olgulmastur. Aqua nanotupler Uzerine ikinci katman olarak kaplanan
FACHI tabakasiyla birlikte ise ulasilan son zeta potansiyel degeri -8 + 1 mV
olmustur. Bu sonugclarin tamami birlikte degerlendirildiginde, elektrostatik etkilesim

esasina dayanan TTK yonteminin basariyla uygulanmis oldugu gorulmektedir.

Bu bulgularin ardindan Aqua nanotiplerden MTX ve DOX'un es zamanli salim
calismalarina gegilmisgtir.
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45.3. Aqua Nanotuplerden Mitoksantron ve Doksorubisin Salim

Ozelliklerinin incelenmesi

Aqua nanotlplerden es zamanlh MTX ve DOX salimlari pH 5,5 ve pH 7,4 PBS
tampon c¢oOzeltilerinde ve vicut sicakhdr olan 37 °C’de gerceklestiriimigtir.
Belirlenen araliklarla alinan ornekler UV-Vis yontemi ile MTX i¢in 664 nm, DOX
icin 485 nm dalga boyunda analiz edilmigtir. Her bir ortam kosulu ve farkli ylizey
kaplamasina sahip Aqua nanotiplerden MTX ve DOX salim sonuglari ayri ayri

olacak bigimde Sekil 4.18'de sunulmaktadir.

an MTX Miktar (%)

an MTX Mikt,

Salin
Salina

an DOX Miktar: (%)

alinan DOX Miktari (%)

Salin

—e—Aqua-M —e—Aqua-D Aqua-MD Aqua-MD-ALG (8) —e—Aqua-MD-ALG-FACHI (8-2)

Sekil 4.18. Yalin haldeki ve yuzey kaplamalari gergeklestiriimis Aqua nanotlplere
ait iki ayri pH ortamindaki es zamanl ilag salim profilleri a) MTX salimi
pH 5,5 b) MTX salimi pH 7,4 ¢) DOX salimi pH 5,5 d) DOX salimi pH
7,4
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Sekil 4.18°de yer alan sonuglardan a ve b panellerinde yer alan MTX salimlarinin
incelemesine ilk olarak Aqua nanotuplerden yalnizca MTX salimin saglandigi
durumla karsilastirilarak baslanacaktir. Buna goére her iki pH ortaminda da ikili ilag
yuklenmesiyle salinan MTX miktarinin Aqua-M salimina goére arttigi gorulmektedir.
Ornegin pH 5,5'te, 12 saat goz 6niine alindiginda salinan MTX miktari Aqua-M igin
% 53,7 iken ayni deger Aqua-MD’de % 62,2’ye yukselmigtir. Ayni surede ve ayni
yapilarda pH 7,4 ortaminda da benzer bir durum s6z konusudur. Aqua-M’den
MTX'un % 38,2’si salinirken, ikili ila¢c yUklemesiyle bu deger % 44,5’e ¢ikmistir.
Tasidigl ekstra madde miktari sonucunda Aqua nanotupler ile salim ortami
arasindaki konsantrasyon farki artmis ve boylelikle salinan MTX miktari da Aqua-

M’e gore yukselmistir.

ALG ve ALG-FACHI tabakalariyla kaplanmis Aqua nanotiplerde ise yalnizca MTX
yuklendigi durumda oldugu gibi salim miktarinin ve hizinin dismesi, ayni zamanda
da salim slresinin uzamasi beklenilmektedir ve hedeflenen sonuglara ulasiimistir.
Bu yapilardan Aqua-MD-ALG (8) ve Aqua-MD-ALG-FACHI (8-2) icin pH 5,5te
MTX salimi 96 saatte tamamlanarak sirasiyla % 57,2 ve % 56,5'lik salim

miktarlarina ulasiimistir.

Aqua nanotuplere kombine olarak ytklenen bir diger ilag olan DOX’a ait bulgular
da ayrica degerlendirilmistir. Oncelikle, saglikh bir karsilastirma yapabilmek adina
daha once vyer verilmeyen Aqua-D yani DOXun tek basina yalin Aqua
nanotuplerden salimina dair veriler de bu baglik altindaki arastirmalara dahil
edilmistir ve Sekil 4.18’in ¢ ve d panellerinde sunulmaktadir. Bu sonuglara gore,
ikili ilag yUklemesiyle artan derigsim farki sayesinde salinan DOX miktarinda da
artis gézlenmigstir. 12 saatte Aqua-D formundan DOX salimi pH 5,5 ve pH 7,4
ortamlarinda sirasiyla % 59,7 ve % 42 iken, bu degerer Aqua-MD’ye ait oldugu
zaman % 75,6 ve % 43,7’ye yukselmistir.

Kombine terapi arastirmasinda es zamanl olarak salinan toplam MTX ve DOX

derisimleri de ayrica dikkate alinmigtir ve bu iki ilacin belirli zaman araliklarinda

salim ortamindaki miktarlarini gésteren sonuglar Sekil 4.19°’da verilmektedir.
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Sekil 4.19. ikili ilag salminda Aqua nanotiiplerden pH 5,5 ve pH 7,4 ortamlarina

belirli zamanlarda salinan toplam ilag derigimleri

Sekil 4.19’da verilen sonuglar mg/ml cinsinden olup, salim ortamindaki toplam ilag
miktarini yansitmasi agisindan 6énemlidir. Buna goére, pH 5,5 ortaminda 24 saatlik
surede ulagilan toplam ilag derigsimi Aqua-MD-ALG (8) ve Aqua-MD-ALG-FACHI
(8-2) icgin sirasiyla 0,071 mg/ml ve 0,062 mg/mldir. Ayni degerlerin pH 7,4
ortamindaki karsiliklari ise 0,054 mg/ml ve 0,042 mg/ml derigimlerine denk
gelmektedir. Bu sonuglar ikili ilag sallminda MTXun yani sira DOX igin de
maksimum tolere edilebilir dozajin (MTD) Uzerine c¢ikilmadigini gdstermesi

agisindan 6nemli bir bulgudur [72, 88].
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Es zamanli salim sonugclarina gére ALG ve ALG-FACHI katmanlarinin nanotupler
Uzerine uygulanmasiyla ani ve hizli salimin basariyla azaltildigi ve uzatiimis bir
salim grafigi elde edildigi gorulmektedir. Ayrica bu bulgular dikkatle
degerlendirildiginde Aqua LNT ’lere yiklenen MTX ve DOX etkin maddelerinin yalin
haldeki nanotliplerde oldugu gibi TTK sonrasinda da salimlarinin es zamanh
olarak gercgeklestigi gorulmektedir ve bu salim profillerinin arasinda herhangi bir
gecikme suresi olugsmadigi da ortadadir. Bu durum kovalent olmayan yontemler ile
yluzey fonksiyonellestirmesinin saglandigi yapilara bakildiginda genel olarak
beklenen bir sonugtur [89]. Ancak TTK ile yapiya katilan ALG ve FACHI ylzey
kaplamalarinin salinan DOX miktari Uzerinde, MTX'a gore daha fazla etki etmis
oldugu da fark edilecektir. Ornegin pH 5,5’te ALG tabakasi salinan DOX yizdesini
24 saatte yaklasik % 30 azaltirken, bu degisiklik MTX igin % 12 seviyelerindedir.
FACHI tabakasiyla beraber aralarindaki farkliik daha da artmigtir. Yine ayni
surede, salinan DOX yuzdesi % 38 dusus gostermis, buna karsilik MTX saliminda
yalnizca % 15,5'lik azalma meydana gelmistir. pH 7,4’teki salimlarda da benzer bir

durum mevcuttur.

Aqua-MD formundaki nanotliplerde yluzey kaplamasinin ardindan goézlenen bu
durumun, etkin maddelerin ayri ayri yuklendigi durumlarda da ayni egilim iginde
olup olmayacagi sorusu gundeme gelmistir. Bu nedenle yine ayni ortam
kosullarinda ve 37 °C sicaklikta Aqua-D-ALG ve Aqua-D-ALG-FACHI yapilarina ait
salim profilllerinin de incelenmesine karar verilerek salim profilindeki degisiklikler

TTK sonrasi gézlenen MTX salim sonuglari ile kiyaslanmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Yalin haldeki ve yuzey kaplamalari gergeklestiriimis Aqua
nanotlplerden iki ayri pH ortaminda MTX ve DOX salim profilleri
a)pH55b)pH 7,4

Sekil 4.20'de de gorluldugu Uzere iki terapoétik ajanin es zamanli saliminda da
oldugu gibi, tekli ve ciftli ylizey tabakalarinin DOX salimina olan etkileri yine ayni
tabakalarin MTX salimina olan etkilerinden daha fazladir. pH 5,5 ortaminda ALG
tabakasiyla MTX salimi 24 saatte yaklasik % 9 azalirken bu oran DOX saliminda
% 26’ya kadar yukselmistir. FACHI tabakasinin eklenmesinden sonra ise her iki
durum arasindaki fark daha da artmigtir, yine ilk 24 saatte MTX salimindaki dusus
% 16,5 ile ifade edilebilecekken ayni sure sonunda DOX saliminda godzlenen
dusus % 36’ya ulagsmistir. pH 7,4 ortaminda da benzer bir durum s6z konusudur.
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Ikili ilacin Aqua nanotlplere yiiklenmesi asamasinda da bahsedildigi gibi her iki
etkin  maddenin Aqua nanotuplere ylUklenmesi sirasinda elektrostatik
etkilsimlerden faydalaniimakta, bu durum MTXun vyapsindaki iki, DOX'un
yapisinda bulunan tek —NHz grubu ile saglanmaktadir. Ancak ylzey kaplamalari
sonrasinda, kinetik modelleme galismalarinda daha detayli ele alinacagi gibi Aqua
LNT’lerden ilag salimina difizyonla ila¢ salimi mekanizmasi da dahil edilmektedir
[90]. DOXun hem molekdl agirliginin daha fazla oldugu hem de ylzey
konformasyonu acisindan daha genis bir alan kapladigi géz o6ndne alinirsa
difizyonla ge¢gmesi gereken tabakalarin varligindan da daha fazla etkilenmesinin

dogal bir sonug¢ oldugu gorulecektir [91, 92].
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45.4. Aqua Nanotuplerden Mitoksantron ve Doksorubisin Saliminin

Modellenmesi
MTX yukli Aqua nanotuplerde oldugu gibi ikili ilag yuklemesi gergeklestiriimis ve
yuzey kaplama islemleri tamamlanmig olan Aqua-MD nanotlplere ait salim

profilleri igin de kinetik modelleme incelemesi yapilmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Belirli sekillerde yuzey kaplamasi gergeklestiriien Aqua nanotlplerden
es zamanh MTX ve DOX salim davranisinin farkli modellere gore

hesaplanan profilleri
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Cizelge 4.6. Yuzey kaplamasi gergeklestiriien Aqua nanotlplerden es zamanl

MTX ve DOX salimi igin hesaplanan kinetik parametreler

Ryrx Rpox NyTx Npox Kumx Kpox

Aqua-MD-ALG | oo 0,87 0,18 0,21 0,309 0,277

5,5 Aqua-MD-ALG- 091 091 0.30 031 0,192 0,168
FACHI (8-2) ’ ’ ' ' ’ ’

Aqua-MD-ALG 0,85 0,88 0,23 0,24 0,210 0,187

7,4 Agqua-MD-ALG- 084 0.90 026 0.39 0,168 0,098
FACHI (8-2) ’ ’ ' ' ’ ’

Birinci derece, Higuchi ve Korsmeyer-Peppas modelleri arasinda en yiksek R?
degerine sahip olan Korsmeyer-Peppas modelinin Aqua nanotliplerden es zamanli
MTX ve DOX salimini en uygun bigimde ifade ettigi gorilmustir. Korsmeyer-
Peppas modeli Uzerinden elde edilen kinetik parametreler Cizelge 4.6'da
sunulurken diger modellere ait veriler Ek 6’da yer almaktadir. Korsmeyer-Peppas
modeline gore 0,45’ten klguk n degerlerine sahip olmalari sebebiyle kombine ilag
saliminda da MTX saliminda oldugu gibi Fickian difuzyon mekanizmasinin

korundugunu igsaret etmektedir.

Cizelge 4.6'da verilen durumlarin tamaminda MTX salim hiz sabitin, DOX salim
hiz sabitinden daha fazla oldugu ve tekli tabakadan ikili tabakaya geciste DOX
salim hizindaki dasis oraninin, MTX’a gbére daha fazla oldugu tespit edilmigtir.
Molekll yapisinda bir tane —NH2z grubu igeren DOXun Aqua nanotiplerle
elektrostatik etkilesim kurmakta MTX kadar avantajli olmadigindan Bolum 4.5.1’de
bahsedilmistir. Ayrica DOX molekill ylzey alani olarak 206,1 AZlik bir alan
kaplarken MTX'un yiizey alaninin 163 A? oldugu bilinmektedir [91, 92]. Bu iki etken
beraber degerlendirildiginde kaplanan tabakalarla birlikte DOX saliminda
difizyonla kontrolin daha baskin hale geldigi ileri surulebilir. Bdylece ilacin
difizyonla ALG ve FACHI tabakalarindan gecisi zorlagsmakta ve TTK’nin DOX

Uzerinde daha yuksek kisittama yaratmasina sebep oldugu disunulmektedir.
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Sonug olarak organik yapili ve 6zel olarak tasarlanmis Aqua nanotuplere tekli ve
ikili ila¢ yuklemesi basariyla saglandiktan sonra literaturde ilk defa olarak bu turde
bir organik LNT’ye elektrostatik etkilesimle ylUklenen kemoterapi ajanlarinin TTK
yontemi sayesinde diflzyon kontrolli salimi gerceklestiriimistir. Bu sekilde
uzatilmig salim profilleri elde edilen Aqua LNT’ler Gzerine pH duyarli 6zelligine ek
olarak molekuler hedeflemenin de yapilabilmesine olanak saglayacak ligandlarin

(folik asit) yine TTK yonteminden faydalanilarak yerlestiriimesi basariimistir.
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5. SONUGCLAR

Yapilan tez galismasi kapsaminda, Aqua molekulinin sentez asamasindan
baslanilarak kendiliginden kimelesme yontemi ile elde edilen ve uyari-cevap
Ozelligine sahip Aqua nanotlpler ile kanser tedavisinin hem geleneksel
uygulamasinda hem de kombine terapisinde kullanima yonelik pH duyarli bir akill
ilag tasinim sistemi gelistirilimistir. Onceden belirlenen parametreler ve hedeflenen
amaclar dogrultusunda gergeklestiriien c¢alismalarla ortaya konulan o6nemli

bulgular asagida siralanmaktadir:

e Calisma kapsamina ilk olarak ilag tasiyici sistemin temelini olusturan ve
birbirlerine 11 karbonlu bir hidrokarbon zinciriyle baglanmis 1-
aminoantrakinon ve karboksilik asit fonksiyonel gruplarindan meydana
gelen Aqua molekulinin sentezlenmesi ile baslanmistir. Aqua molekdl
sentezi NMR analizi ile karakterize edilmistir.

e Taslyici sistem olarak kullanilacak Aqua nanotlUpler, Aqua molekulinun
kendi ile molce esit miktarda etanolamin varligindaki ve agirlikca % 1
derisime sahip sulu ¢dzeltisine 1sitma-sodutma prosedird uygulanarak
kendiliginden kimelesme yontemiyle olusturulmustur.

e Aqua nanotuplerin ilag tagsima performanslarinin degerlendirilebilmesi igin,
model ilag moleklll olarak segilen mitoksantron (MTX) tutma kosullarinin
optimizasyonu yapimigtir. Bu amagla Uzerinde calisilan parametreler;
ortam pH'I ve Aqua:MTX (w/w) baslangi¢ orani olmugtur. Tim ila¢g alim-
salim deneylerinde UV-Vis spektrofotometresinden yararlaniimigtir.

e Aqua nanotuplerin, pH 9 durumunda ve Aqua:MTX (w/w) oraninin 1:1
oldugu kosulda tuttugu MTX miktarinin 0,91 (mg/mg) degerinde oldugu ve
enkapsulasyon verimliliginin % 90’in Uzerine ¢iktigl tespit edilmistir. Salim
calismalarina bu kosullarda optimum miktarda MTX yuklenmis Aqua
nanotuplerle (Aqua-M) devam edilmistir.

e llag salimi asamasinda fizyolojik kosullari taklit etmesi agisindan, 37 °C
sicaklikta ve 55 ile 7,4 pH degerine sahip PBS tampon ¢oOzeltisi
ortamlarinda calisiimistir. Beklenildigi gibi, MTX saliminin pH 5,5te pH

7,4’e gore daha hizli ve ¢ok miktarda oldugu gértulmustir. Buna gore, ilk 24
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saatlik slUre sonunda Aqua nanotuplerden pH 5,5 ortamina % 56,4, pH 7,4
ortamina % 49,2 oraninda MTX salimi gergeklestigi belirlenmistir.

Aqua nanotuplerden MTX salimini daha uzatilmis bir profide elde
edebilmek igin ilag yukli nanotiplere yuzey modifikasyonu yapilmasi
gerektigine karar verilmigtir. Bu amagcla, Aqua-M nanotupler ilk olarak
anyonik Ozellikteki dogal bir polisakkarit olan aljinat (ALG) tabakasi ile
kaplanmigtir.

ALG kaplama proseduru, farkli kaplama sureleri (1 saat, 6 saat, 8 saat, 16
saat) denenerek optimize edilmigtir. TTK yontemi ile ylzey kaplamasi
saglanan Aqua nanotuplerde islem sonrasi kirilma veya ylzeylerinde
¢Okme meydana gelmedigi AFM gorantuleri ile desteklenmistir. Ayrica bu
goruntuler tzerinden gesitli sureler sonunda ulasilan ortalama ¢ap degerleri
belirlenmistir.

1 saat, 6 saat, 8 saat ve 16 saatlik kaplama periyotlari sonunda ilag yuklu
nanotuplerin ortalama ¢ap degerleri sirasiyla 240 + 18, 254 + 28, 252 + 16
ve 265 £ 13 nm olarak olgulmusgtur.

Yuzey kaplamasi analizinde ikinci yontem olarak zeta potansiyel olgumu
uygulanmistir. Kaplama oOncesi zeta potensiyeli -3 mV olan Aqua-M’lerin
yuzey yuku 1 saat, 6 saat, 8 saat ve 16 saatlik ALG kaplamasiyla beraber
-2413, -27+1, -2812 ve -30+2 mV'a dismustar.

Kaplama sureleri arasinda yapilan degerlendirmeler sonucunda 6 saat ve 8
saatlik surelerde elde edilen Aqua-M-ALG formundaki nanottplerden MTX
saliminda meydana gelen degisiklikler incelenmistir. Buna gore, ani ve hizli
salimin (ing: burst release) belirli dlgude iyilestirildigi belirlenerek pH 5,5'te
% 31,8den Aqua-M-ALG (6) ve Aqua-M-ALG (8) igin sirasiyla %30 ve
%26,4’e indigi tespit edilmistir. pH 7,4’'te ise bu oranlar % 6,7’den % 6,4 ve
% 3,6'ya dusus bigiminde gozlemlenmistir. Ayrica ALG tabakasiyla birlikte
salim suresi pH 5,5’te 96 saate kadar uzatilabilmistir.

Aqua nanotuplerin  TTK yontemi kullanilarak fonsiyonellestiriimesi
¢alismalarina ikinci katman olarak kaplanmasi planlanan FACHI konjuge
yapinin sentezlenmesi ile devam edilmistir. Bu sayede Aqua nanotuplerin
FA reseptorlerine baglanarak molekuler ilag hedeflemesinde de kullaniimasi

amaclanmistir.
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FACHI konjuge yapisinin sentezi icin disuk molekul agirlikh CHI ve EDC ile
aktiflestiriimis FA kullanilmistir. Sentez sonrasi elde edilen Urinin
karakterizasyonu FTIR ve UV-Vis spektrofotometresi ile saglanmistir.
Konjuge yapidaki FA oranin CHI zincirlerinde yer alan —NH2 gruplarina
baglanma oranin 0,084 oldugu belirlenmisgtir.

Literatir arastirmalariyla Aqua-M-ALG formundaki nanotuplerin 2 saat
boyunca FACHI c¢ozeltisinde inkibe edilmesine karar verilmistir. FACHI
kaplamasina ait karakterizasyon iglemleri de AFM goruntulemeleri ve zeta
potansiyel olgumleri ile gerceklestiriimigtir.

Aqua-M-ALG-FACHI (6-2) ve Aqua-M-ALG-FACHI (8-2) formundaki
nanotuplerin ortalama caplarinin 271 + 10 ve 279 = 12 nm degerine
yukseldigi belirlenmigtir. Ayni kosullardaki nanotuplerin yuzey yukleri de
-17 £ 1 ve -21 + 2 Mv olarak bulunmustur.

ALG ve FACHI tabakalarinin beraber uygulanmasi sonrasinda Aqua
nanotuplerden MTX saliminda ilk ve ani salimin 6nemli dlgude azaltildigi ve
buna ek olarak uzatiimig salim profiliyle pH 5,5te 168 saate varan
sonuglarin ortaya ¢iktigi gézlenmistir. Bu stirede Aqua-M-ALG-FACHI (6-2)
ve Agqua-M-ALG-FACHI (8-2)den salinan MTX miktari sirasiyla % 53,8 ve
49,1°dir. Literaturdeki karsiliklarina oranla kismen daha dusik seviyede
kalan ilag saliminin Aqua nanotuplerin yiksek ilag tutma kapasitesi
gOzetildiginde, bu sonucun dezavantajli bir etki yaratmayacagi seklinde
yorumlanmistir. pH 7,4 otaminda salinan MTX miktari ise benzerleri ile
ortiserek %15-25 araliginda kalmig ve tasinim sistemimizin kanser
tedavisinde uygulanabilirli§i acisindan bir baska 6énemli bulgu ortaya
konulmustur.

Aqua nanotuplerin cesitli formlarindan elde edilen MTX salim profilleri
literatirde yer alan baslica kinetik modeller Uzerinden degerlendirilerek
salim mekanizmasi incelenmistir. Elde edilen bulgular, Korsmeyer-Peppas
modelinin Aqua nanotlplerden MTX salimini en uygun bicimde ifade
edilebilecegini ortaya koymaktadir. Ek olarak, salim mekanizmasini
tanimlakta kullanilan bir Korsmeyer-Peppas parametresi olan n degerlerinin

0,45ten kuguk bulunmasiyla MTX saliminin  Fickian difuzyon
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mekanizmasina uygun bigimde gergeklestigini sdylemek miumkdn hale
gelmisgtir.

Tez calismasinin ikinci kisminda ikili ilag tasinimina yonelik calsmalara
yogunlasiimistir.  Aqua nanotuplerin  kombine terapilerdeki kullanim
potansiyelinin belirlenebilmesi adina ikili ilag tutma ve salim deneylerinde
MTX’un yaninda ikinci ilag olarak kullanilmak utzere, hem farmokolojik
Ozelliklerinin bir arada kullanima uygunlugu agisindan hem de literatirde bu
konuda yer alan ihtiya¢ gozetilerek pek ¢ok farkh kanser tedavisinde yaygin
olarak kullanildigi bilinen bir kanser ilaci olan doksorubisin (DOX)
secilmigtir.

llag aliminda, pH degeri 9 olan PBS tampon c¢dzeltisinde ve 1:1:1
MTX:DOX:Aqua baslangic oraninda yuklemesi gerceklestiriien Aqua
nanotlplerin 0,829 mg/mg MTX ve 0,793 mg/mg DOX, dolayisiyla toplam
1,622 mg/mg ilag tasiyabildigi belirlenmigtir. YUkleme sonrasinda da iki ilag
arasindaki belirlenen baslangi¢ oranin korunmasi hedeflenen sinerjik
etkinin saglanabilecegi gozetilerek optimum kosul olarak degerlendirilmigtir.
Aqua-MD nanotuplerin bagariyla yizey kaplanmasinin gergeklesmis oldugu
AFM goruntuleri ve zeta potansiyel degerleri dlgulerek test edilmistir. Aqua-
MD, Aqua-MD-ALG (8) ve Aqua-MD-ALG-FACHI (8-2) ic¢in bulunan
ortalama cap deg@erleri 240 £ 12 nm, 255 £ 8 nm ve 272 + 15 nm’dir. Ayni
Orneklere ait yuzey yukleri ise 1,2+1 mV , -22+2 mV ve -8+1 mV olarak
OlgUlmasgtar.

Aqua nanotuplerin kombine terapideki uygulanabilirligini arastirmak adina
gerceklestirilen in vitro es zamanli salim c¢alismalarinda, ilk olarak ikili
yuklemeyle beraber artan konsantrasyon farki sonucunda salinan ilag
miktarinin da hem MTX hem DOX igin ylUkseldigi belirlenmigstir. Salinan ilag
miktarlari ayri ayri ele alindiginda ise Aqua-MD-ALG (8) nanotuplerden 12
saatte pH 5,5'te % 48,8 MTX ve % 48,0 DOX salindigi, FACHI tabakasiyla
birlikte bu degerlerin % 42,2 MTX ve % 36,5 DOX seviyesine geriledigi
gorulmagtur. Bunun yani sira ALG-FACHI tabakalarinin DOX Uzerine
MTX'a gore daha fazla etkisinin oldugu dikkat ¢ekmistir. Yalin Aqua
nanotlplere kiyasla 24 saatteki DOX salimi pH 5,5'te % 38 azalirken MTX

salimlarindaki fark % 15,5 olarak go6zlenmigtir. Bu durum molekuiler
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konformasyonu sebebiyle daha yuksek ylzey alani kaplamasi ve
sonucunda da difuzyonla gegmesi gereken tabakalarin varligindan daha
fazla etkilenmesiyle iligkilendirilmistir.

Es zamanl ilag salimlarina ait profiller de kinetik model incelemesine tabi
tutulduktan sonra sistemimizi en uygun yansitan modelin Korsmeyer-
Peppas oldugu ve bu modelin parametrelerine goére Fickian diflzyonuna
uygun salim gergeklestigi bir kez daha gorulmustur. Beklenildigi sekliyle
MTX salim hiz sabiti DOX salim hiz sabitinden daha yuksek

hesaplanmigtir.
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EK 1 Aqua molekilinin *H - NMR ve 3C - NMR spektrumlari
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EK 2 MTXa ait UV-Vis spektrumu ve 664 nm dalga boyundaki kalibrasyon
dogrusu
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EK 3 DOXe ait UV-Vis spektrumu ve 485 nm dalga boyundaki kalibrasyon

dogrusu
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EK 4 FA’e ait UV-Vis spektrumu ve 363 nm dalga boyundaki kalibrasyon dogrusu
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EK 5 MTX salimi sonrasinda Aqua-M-ALG ve Aqua-M-ALG-FACHI yapilarina ait
AFM goruntuleri

Aqua-M-ALG Aqua-M-ALG-FACHI
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EK 6 Yuzey kaplamasi gergeklestirilen Aqua nanotiiplerden es zamanli MTX ve

DOX salimi i¢in Birinci derece ve Higuchi modellerine gére hesaplanan

kinetik parametreler

Birinci Derece Modeli
szvn'x Rjz)ox Kumx Koox
Aqua-MD-ALG 0,71 0,70 0,013 0,011
55 | A
’ qua-MD-ALG-
0,83 0,81 0,016 0,011
FACHI (8-2) ' ’ / '
Aqua-MD-ALG 0,74 0,75 0,011 0,009
pH (8)
7,4
’ Aqua-MD-ALG-
FACH! (5-2) 0,71 0,80 0,010 0,009
Higuchi Modeli
anx R,z,ox Kurx Koox
Aqua-MD-ALG 0,78 0,79 0,044 0,052
pH (8)
55 | A
4 qua-MD-ALG-
FACH! (5.2) 0,83 0,89 0,063 0,057
Aqua-MD-ALG
qua 0,82 0,85 0,048 0,046
pH (8)
7,4
4 Aqua-MD-ALG-
0,81 0,90 0,045 0,051
FACHI (8-2)
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