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Damar daralma veya tikanmalari ile ortaya c¢ikan kardiyovaskuler sistem
rahatsizliklari, insanlarin yasam kalitesini olumsuz yodnde etkileyen ve olumcul
sonuglari olan en 6nemli rahatsizliklardan biridir. Bu rahatsizliklarin erken
donemde teshis edilebilmesi c¢ogunlukla tedavi etkinliginin artmasina hatta
hastanin  hayatinin  kurtariimasinda etkili olabilmektedir. ~Kardiyovaskuler
rahatsizliklarin ge¢ déonemde fark edilmesi; hastanin kalp krizi, beyin kanamasi
gecirmesi gibi ¢ok ciddi 6lumcul olaylarla sonuglanabilmektedir.

Bugln halen daha kullaniimakta olan bir takim teshis ve tani sistemleriyle bu
hastaliklarin olabildigince zamaninda fark edilebilmesi her ne kadar mimkin olsa
da; bu sistemlerin uygulanigi sirasinda, hastaya enfeksiyon bulasma riskinin
yuksek olmasi, hastanin uygulanan girisimsel yontemden rahatsizlik duymasi ve
de en onemlisi bu sistemlerin, hastalik belli bir duzeye ulagsmadan dogru bulgularin
elde edilememesi gibi dezavantajlari bulunmaktadir.

Nanotip alaninda yapilan ¢alismalarin énemli bir bolumund, erken teshise olanak
saglayan, ylksek hassasiyete ve dokuya hedeflenebilir &zelliklere sahip
nanomateryallerin gelistiriimesi olusturmaktadir. Bu nedenle, 6zellikle son yillarda
dikkatleri ceken nanoteknoloji ve nanotip alaninda yapilan ¢alismalar sayesinde,

bircok saglik alaninda oldugu gibi aterosklerotik koroner damar rahatsizliklarinin



erken donem teshis ve tedavisinde ilerleme kaydedilmesi, yeni ufuklarin agiimasi

mimkuin olabilecektir.

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda da belirtilen nanoteknoloji ve nanotip
uygulamalarinin bir érne@i olarak manyetik 6zelliklere sahip ve yuzeyleri damar
daralma veya tikanmalarinin oldugu bdlgeleri tanima yetenegine sahip olan
biyomolekulller (ligandlar) ile donatiimigs olan polimerik nanopartikullerin
hazirlanmasi ve karakterizasyonu ile bu nanopartikillerin in vitro - in vivo
¢alismalarinin yapilmasi amacglanmigtir. Bu amaca ulagsmak Uzere oncelikle
boylari yaklasik olarak 15-20 nm dolayinda olan demir oksit nanopartikulleri
hazirlanmistir. Ayrica, bu nanopartikilleri blinyesinde bulunduran 150-250 nm
araliginda, kendine has 0ozelliklere sahip kitosan (CS), kitosan tlrevi suda
¢6zlinme yetenegine sahip karboksimetil kitosan (CMCS) ve poliester yapisindaki
polihidroksibutirat ile polisakkarit yapisindaki karboksimetil kitosan iceren
polihidroksibutirat-karboksimetil kitosan (PHB-CMCS) polimerik nanopartikulleri
hazirlanmis ve karakterizasyonlari yapilmigtir. Bu malzemeler kullanilarak
hazirlanan nanotasiyicilarin  morfolojik 6zelliklerinin  belilenmesinde taramali
elektron mikroskobu (SEM) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) kullaniimistir.
Partikdllerin boyut analizi icinse Zeta-Sizer cihazi kullanilmigtir. Hazirlanan
manyetik 6zellige sahip olan ve olmayan nanopartikiller karakterize edildikten
sonra referans ligand olan 1gG-1 ile etkilestirilmistir. Elde edilen % ligand
baglanma verimlilikleri kiyaslandiginda, PHB-CMCS polimeri ile hazirlanmig
manyetik nanopartikillerin % ligand baglanma verimliliginin fazla olmasi nedeni ile

deneysel ¢caligmalara bu partikullerle devam edilmigtir.

Daha sonra, Anneksin-5 ve Anneksin-1 ligandlari ile etkilestirilen manyetik PHB-
CMCS nanopartiklllerin, % ligand baglanma verimlilikleri hesaplanmistir.
Yapilacak hayvan deneyleri icin nanopartikullerin htuicresel anlamda segicilikleri ve
sitotoksisite testleri in vitro olarak gerceklestiriimistir. Buradan alinan neticelere
gbre; daha az toksisite gosteren ve yuksek baglanma oranina sahip olan
Anneksin-5 ve IgG-1 ligandlar ile fonksiyonllestiriimis PHB-CMCS manyetik
partikullerin hayvan deneylerinde kullaniimasina karar verilmigtir.

Tez calismasinin son basamaginda ise, yuzeyleri ligandlar ile fonksiyonellestirilmis

PHB-CMCS nanopartiklllerin  etkinligi in vivo olarak test edilmistir.



Nanopartikullerin vicut igi aterosklerotik plak etkilesimlerinin arastiriimasi amaci
ile 30 tanesi %1 yagdli diyet ile beslenen, 6 tanesi normal sigan yemi ile beslenen
toplam 36 adet sekiz haftalik Wistar albino irki sigana manyetik nanopartikdl
enjeksiyonu gerceklestiriimigtir. Enjeksiyonun yapildigi 1. gin ve sonrasindaki 3.
gun hayvanlarin aort incelemeleri icin MRI goruntuleri alinmis ve bu goruntilerde
ligandlarla fonksiyonellestiriimis manyetik PHB-CMCS nanopartikllerin istenilen

aterosklerotik bolgede goruntuleri elde edilmistir.

Yapilan bu galisma, 110S181 Nolu “Kardiyovaskuler Sistem Rahatsizliklarinin
Teshis ve Tedavisinde Nanoteknolojik Yaklasimlar” adli TUBITAK Ar-Ge Projesi

destegdiyle hazirlanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Kardiyovaskuler sistem, aterosklerotik plak, manyetik
nanopartikil, manyetik rezonans (MR) goruntileme.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF NOVEL NANOCARRIERS TO BE USED IN
CARDIOVASCULAR SYSTEM DISEASE DIAGNOSIS AND
THERAPY

DAMLA TURKAY
Master of Science, Department of Nanotechnology and
Nanomedicine
Supervisor: Prof. Dr. Emir Baki DENKBAS
March 2013, 93 Pages

Vascular narrowing or blockages caused by the cardiovascular system disorders,
affecting the quality of life of people with deadly consequences, and is one of the
most important illnesses. These disorders can be diagnosed early to increase the
effectiveness of treatment often can be effective in saving the patient's life even.
Late diognases of cardiovascular disorders; may be resulting with patients heart

disease, such as bleeding in the brain undergo a very serious fatal incidents.

Today, diagnosis and diagnostic systems still in use in a number of these
diseases, although it is possible to be realized in time as possible, during the
implementation of these systems, have an increased risk of transmission of
infection to the patient, the patient's discomfort, and most importantly, the unability

in getting reliable informations until the disease comes to a critical level.

Nanomedicine includes an important part of the work done in the field of early
diagnosis, allowing the development of nanomaterials with high precision and can

be targeted to tissues.



Therefore, in the last decades remarkable studies in the field of nanotechnology
and nanomedicine as well as many health scope of early diagnosis and treatment
of atherosclerotic coronary artery disorders, and progress may be possible to open
new horizons.

Also presented in this thesis mentioned as an example of applications of magnetic
nanotechnology and nanomedicine vessel narrowing or obstruction in areas where
the features and surfaces that are capable of recognition biomolecules (ligands)
equipped with the preparation and characterization of nanoparticles of polymeric

nanoparticles in vitro - in vivo studies intended.

To achieve this aim, primarily the iron oxide nanopatrticles in size around 15-20 nm
were prepared. In addition, these nanoparticles which comprise from 150 to 250
nm range, with unique properties of chitosan (CS), chitosan derivative
carboxymethyl chitosan (CMCS) which is capable of water solubility and
polihidroksibutirat (PHB-CMCS) polymeric nanoparticles were prepared and
characterized.

In determination of the morphological characteristics of nanocarriers prepared with
these materials, scanning electron microscopy (SEM) and atomic force
microscopy (AFM) was used. Zeta-Sizer device is used for the analysis of particle

size.

After characterization of nanoparticles with and without magnetic functionality,
reference ligand IgG-1 is activated. When the resulting % efficiencies of ligand
binding compared, the magnetic nanopatrticles prepared with PHB-CMCS polymer
is more than due to the % efficiency of ligand binding, experimental studies have

been continued with these particles.

Then, % ligand binding efficiencies of magnetic PHB-CMCS nanoparticles that is
activated with Annexin-5 and Annexin-1 ligands is calculated. Selectivity and
cytotoxicity of nanoparticles cellular sense to do tests for animal experiments in

vitro were performed.



According to the obtained outcomes; less toxic, and having high binding ratio
Annexin-5 and IgG-1 ligands operationalized PHB-CMCS magnetic particles was

decided to use in animal experiments.

In the final step of the thesis work, activities of PHB-CMCS nanoparticles whose
surfaces operationalized with ligands have been tested as in vivo. With the aim of
investigation of atherosclerotic plaque interactions of nanoparticles in body, 30 of
them with 1% fat diet fed, 6 of them fed with normal rat chow, totally magnetic
nanoparticle injection was applied to 36 eight-week Wistar albino rats.

At the injection site after the first day and third day, MRI images of the animals
were taken for the aorta examination and magnetic PHB-CMCS nanoparticles
functionalized ligands were obtained from images of the desired atherosclerotic

region.

This work is supported by TUBITAK Project, named “Nanotechnological
Approaches in Cardiovascular System Diseases Diagnosis and Therapy” with the
code number 110S181.

Keywords: Cardiovascular system, atherosclerotic plaque, magnetic nanopatrticle,
magnetic resonance (MR) imaging.
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1. GIRIS

Aterosklerotik koroner damar hastaligi, damarlarin i¢ ylizeyinde bulunan duz kas
hacrelerinin proliferasyonuna ve lipid depolanmasina bagli olarak, orta ve buyuk

capta koroner arterlerin daralmasinin baslica nedeni olarak tanimlanabilir [1].

Bugln, Birlesik Devletlerde ve pek c¢ok gelismekte olan ulkelerde Uzerinde
arastirma yapilmasini bu denli tetikleyen ve en iyi nasil kontrol edilebilir sorusuna
yanit arayigi icinde olunan; aterosklerozdan daha fazla insan 6liminden sorumlu

tutulan baska bir hastalik yoktur [2].

Turk Kardiyoloji Derneg@i’nin dnculigunde 1990 yilindan beri yuratulen TEKHARF
(Tark Eriskinlerinde Kalp Hastaligi ve Risk Faktorleri) calismasinin 12 vyillik
verilerine gore, Ulkemizde 2 milyon koroner kalp hastasinin bulundugu ve yilda
160 bin yurttasimizin koroner kalp hastaliklari nedeni ile o6ldugu tahmin
edilmektedir. TEKHARF c¢aligmasi, erigkinlerde vyillik koroner kalp hastaligi
mortalitesini erkeklerde binde 5.2, kadinlarda binde 3.2 olarak bulmustur. Her 8
o6lumden birinin nedeni belirlenememis, nedeni bilinenler arasinda koroner kalp
hastaligi 6lumu % 42.5’lik bir pay ile basi ¢gekmis, onu % 24’0k oranla kanser ve %
12’lik bir oranla da serebrovaskuler olay nedenli élimler takip etmistir [3].
Nanoteknolojinin tip alanindaki uygulamalarina bakildiginda ise, basta
nanomalzemelerin teshis ve tedavi amacli olarak kullanimi olmak Uzere
nanoelektronik biyosensorler ve bireysel tip uygulamalarina imkan verecek
molekuler nanoteknoloji gibi alanlari igerisinde barindirdigi gorulmektedir. Nanotip
alaninda yapilan ¢alismalarin onemli bir bolumunu erken teshise olanak saglayan,
yuksek hassasiyete ve dokuya hedeflenebilir 6zelliklere sahip nanopargaciklarin
gelistiriimesi olusturmaktadir.

Nanoparcaciklara istenilen ylizey modifikasyonlarinin uygulanabilmesi sayesinde,
parcaciklara biyotaklit 6zelligi kazandirilabilir. Bu sayede nanotagiyicilarin yalnizca
belirli bir bolgeye, belirli bir damara ya da belirli bir cevreye hedeflendiriimesi
mumkin olabilmektedir [4]. Sagladi§i bu avantajlar ile nanopartikillerin, uygun
biyoisaretciler (ligandlar) ile modifiye edilerek; insan olumlerinde basi ¢ceken ve

belirli bir noktaya gelmeden saglikli bulgular elde edilemeyen, kardiyovaskuler



sistem rahatsizliklarinin erken teshisinde kullaniminin, umut vaad edici oldugu
dusunulmektedir.

Damar igerisinde rahatca dolagsima imkan taniyan kuguk boyutlari, biyobozunur
olmalari ve toksisitelerinin dusuk olusu gibi 6zellikleri; nanotasiyicilarin pek ¢ok
tibbi arastirma-gelistirme calismalarinda oldugu gibi kardiyoloji alaninda da tercih
edilme sebebidir. Bu calismada, ateroskleroz endotelinde olusan lezyonlara
yonelik hedeflendirme c¢alismalari yapilmis; kendine has essiz 6zelliklere sahip
dogal bir polimer olan kitosan (CS), kitosan turevi ve suda ¢ozinebilen yapisi ile
biyomedikal uygulamalarda 6zellikle tercih edilen karboksimetil kitosan (CMCS) ve
polihidroksibutirat — karboksimetil kitosan (PHB-CMCS) polimerleri, sahip olduklari
dusuk toksisite ve kolay modifiye edilebilir oluglari sebebi ile bu ¢alismada tercih
edilmistir.

Sunulan tez galismasinin amaci, aterosklerotik lezyonlarinin olustugu bdlgelere
spesifik, yuzeyleri biyoisaretgilerle modifiye edilmis manyetik 6zellige sahip
nanopartikullerin hazirlanmasi, karakterizasyonu ve yapilan in vitro — in vivo
deneyler ile bu partikillerin gesitli 6zelliklerinin arastiriimasidir. Nanopartikullerin
hazirlanmasinda ug farkl polimer (CS, CMCS, PHB-CMCS) kullaniimis ve hastalik
icin teshis etkinlikleri arastirilmistir. Hazirlanan nanopartikillerin fizikokimyasal
Ozelliklerinin belilenmesi amaci ile taramali elektron mikroskobu (SEM) ve atomik
kuvvet mikroskobu (AFM) kullaniimistir. Partikullerin boyut olgimleri icin Zeta-
Sizer cihazindan yararlanilmigtir. Partikullerin “aktif’ hedeflendirme ¢alismalarinda
ise yuzeyleri IgG1, Anneksin-5 ve Anneksin-1 ile modifiye edilmis ve ligand
baglanma etkinligi arastirilmigtir. In vitro ¢alismalar ile hazirlanan nanopartiktllerin
hucre etkilegsimleri gerceklestiriimig, sonraki adim olan hayvan deneyleri igin
gerekli sitotoksisite c¢alismalari yapilmistir. Bu asamada hazirlanan ug tar
nanopartikilden bir tanesi secilerek in vivo c¢alismalara o partikll ile devam
edilmistir. Tez calismasinin son basamaginda ise, ylzeyleri ligandlar ile modifiye
edilen PHB-CMCS nanopartikillerin, vicut ici aterosklerotik plak etkilesimlerinin
arastirlmasi amaci ile 30 tanesi %1 yagl diyet ile beslenen, 6 tanesi normal sigan
yemi ile beslenen toplam 36 adet sekiz haftalik Wistar albino irki sicana
nanopartikullerin enjeksiyonu gergeklestiriimistir. Enjeksiyonun oldugu 1. guin ve 3.

gun hayvanlarin aort incelemeleri igcin MR goruntuleri alinmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ateroskleroz

Dunya Uzerinde erigkin insanlarda en 6nemli mortalite ve morbidite nedeni olan
ateroskleroz, patogenezinde ¢ok karmasik mekanizmalarin rol almasi nedeni ile
uzun yillar boyunca aydinlatiimasi olduk¢a zor bir alandi. iglevi sadece kani
iletmek gibi gorllen arterler, aslinda ateroskleroz gelisiminde etkin role sahip
yapilardir. Aterosklerotik lezyonlarin oldugu bolgeler, intima ve altinda belli
bolgelerde kalinlagmalar olarak gorulur [5].

Normal aort duvari; endotel hlcrelerini bulunduran intima, diz kas hucrelerini
iceren orta tabaka ve aort duvarinin beslenmesini saglayan adventisya kisimlarini
icerir (Sekil 2.1.).

Elastica interna

Limen

duz kas hucreleri

adventitia

Sekil 2.1. Normal aort duvari; intima, medya ve adventisya kisimlarini igerir [6].

Ateroskleroz arter duvarinin intima tabakasindaki degisimlerin eglik ettigi, lipidlerin,
kanin diger yapi taslarinin ve fibr6z dokunun yerel birikiminden dogan
degisikliklerin bir kombinasyonu olarak tanimlanir [7].

Esasen yasli kisileri etkileyen, uzun yillar icinde yavasca ilerleyen ve sonunda kan
akiminda mekanik etkilerle obstriksiyona yol acan dejeneratif bir hastaliktir.
Kardiyovaskuler hastaliklar, komplikasyonlari ile birlikte gelismis dunyada
insanlarin yagsam kalitesini dugtiren ve oOlum oranlar agisindan bakildiginda ilk
sirayl alan hastalik turleridir ve major 4 hastalik grubunu igerir. Bu hastaliklar

sunlardir:



1) Koroner kalp hastaligi (Miyokart enfarktisu, anjina pektoris, kalp yetersizligi ve
koroner olum )

2) Serebrovaskuler hastaliklar (Strok ve gegici iskemik atak)

3) Periferik arter hastaligi

4) Aortik ateroskleroz (Torasik veya abdominal aort anevrizmasi)

2002’de yayinlanan “National Cholesterol Education Program” koroner disi
aterosklerotik hastaligi olanlarin kardiyak olay gecirme riskinin koroner kalp
hastaligi olanlarla ayni oldugunu belirtmis ve bu hastaliklari koroner kalp hastaligi
esdegerleri olarak kabul etmistir.

Kardiyovaskuler hastaliklar genel popullasyonda yaygin olarak gorulur ve 6zellikle
60 yas Ustu erigkinleri daha fazla etkilemektedir. Amerika Birlesik Devletlerinde ve
gelismekte olan Ulkelerde bugln, aterosklerozdan baska, insan dlimlerinden bu
kadar sorumlu tutulan, Uzerinde arastirmaya ihtiya¢c duyulan ve kontrolinun nasil
saglanacagi konusunda tartismalar ydrutilen bagka bir hastalik yoktur [8]. Her yil
dinya genelinde 19 milyondan fazla insanin akut kardiyak olay (akut koroner
sendrom veya ani kardiyak 6lim) gecirdigi tahmin edilmektedir. Bu say1 ABD'de 1
milyon, Turkiye’de 300.000’den fazladir [7] [9].

2.2. Ateroskleroz Risk Faktorleri

Ateroskleroz, patogenezinde cevresel ve genetik faktorlerin rol aldigi ve buylk
arterlerde fibr6z elemanlarin ve lipitlerin birikimi ile karakterize bir hastaliktir [10].
Cevre ve gen etkilesimi sonucunda ortaya c¢ikan aterosklerotik damar hastaligi,
genetik egilimi olan kisilerde cgevresel risk faktorleri tetigi ¢cekerek proinflamatuvar
bir yanit baslatir. Yapilan arastirmalar da, sigara, kolesterol, hipertansiyon,
diabetes mellitus, obezite gibi risk faktorlerinin ateroskleroz gelisiminde rolleri
oldugu kanitlanmistir [11].

Deneysel calismalar ise bu risk faktorlerinin genel inflamatuvar bir yanit baslatarak
vlcutta yaygin bir reaksiyon olusturdugunu gostermigtir.

Aterojenik lipoproteinler, aterosklerotik plaklarin baslangicinda ve gelisiminde
onemli role sahiptirler. Kan plazmasinda bulunan duguk yogunluklu lipoprotein
(LDL) kolesteroliiniin seviyesindeki dusus, miyokardiyal enfarktls ve diger pek ¢ok
kardiyovaskuler komplikasyonlarin olusum riskini azalttigi gorusu bugun hala “lipid

hipotezi” olarak bilinen bir dogmadir [12].
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2.3. Ateroskleroz Patolojisi (Patogenezi)

Ateroskleroz, arter intimasinda plazmadan kaynaklanan aterojenik lipoprotein
birikmesine kargi gelisen karmasik bir inflamatuvar- fibroproliferatif yanittir [13].

(e ) Endotel hicreleri

<@ > Dizkas hicreleri
_~\— Proteoglikan
O Lipoprotein partikilleri

@ Lokosit adezyon molekulleri

@ Monositler
@ T-lenfositler

Sekil 2.2. Ateroskleroz olusumu sirasindaki patolojik degisimler [14].

Damar yollarinin daralma veya tikanmasina neden olan aterotrombotik plaklarin
baslica bilesenleri sdyle siralanabilir; a) icerisinde kollajen, proteoglikanlar ve
fibronektin elastik fiberler igeren ekstraselller matriks, b) kolesterol kristalleri,
kolesterol esterleri ve fosfolipidler, ¢c) monosit tirevi makrofajlar, T-lenfositler ve diz
kas hucreleri, d) fibrin atiklari, pihti hdcreleri gibi trombotik materyaller [15].

Ateroskleroz olusumu sirasinda damarda gorulen patolojik degisimler Sekil 2.2. ve

2.3.’te gorulmektedir.

a)

b)

<)

d)

e)




Bir damarin kesiti alinacak olursa kanin aktigi alan damar limeni olup; endotel
kismi, bu damarin i¢ yuzeyini olusturan ve kanla temas halinde olan bolumuddar.
Damari olugturan boélumlerden ilki olan intima, Sekil 2.1."de goruldigu gibi birbiri
Uzerine duzenli araliklarla yapismis hucrelerin toplulugu olan endotel tabakasini
icerir. Onun altinda ise duz kas hucrelerinin yer aldigi medya kismi bulunur.
Uglincli damar katmani olan adventisya ise bag dokusundan olusmustur ve onu

besleyen kuguk damarlar igerir [1].

Birinci on
yildan
itibaren
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lipit !
birikimi ile SessS

baydr

Ara lezyonlar
+ Yeni yad cizgileri
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Ateroma
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+ Hicre digi yagd birikintisi

Fibroateroma Klinik
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4.0on
vildan
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+ Bozuk yluzey, hematoma,

A Tromboz,
+ hemoraj, trombus

hematom

Sekil 2.3. Aterosklerotik plak olugsum evreleri [16].

Aterosklerozda ilk lezyon olugumu, endotelin bozulmasi ile baslar. Parlak ve
kaygan bir yapiya sahip olan endotelin Uzerinde hucrelerin tutunmasini ve
blylimesini 6nleyen maddeler bulunmaktadir. Fakat, endotelin hasar gérmesi
nedeni ile bu maddeler de etkinligini yitirmeye baslar. Ateroskleroz Risk Faktorleri
Bolimi’'nde de bahsedildigi Uzere, endotel butinliginin bozulmasinda; seker
hastaligi, hipertansiyon, okside LDL’ler gibi faktorlerin etkili oldugu bilinmektedir.



Ateroskleroz patogenezinden bahsederken endotel Uzerinde durmak mantikli
olacaktir. CunkU endotel, bugun aterosklerozdaki karmasanin, ateroskleroz
sorununun ¢ozuldugu tek yerdir [1].

Sanilanin aksine, ateroskleroz ge¢ yaslarin hastaligi degil; 10 yasindan itibaren lipit
yukli makrofajlarin damar icerisine nufuzu ile ilerleyen donemde ortaya ¢ikan bir
rahatsizliktir. Kan plazmasinda bulunan LDL’nin endotel icerisine sizmasi ile olusan
ilk evrede endotelde bulunan serbest radikaller nedeni ile LDL’nin yUkseltgenmesi
ve okside LDL (ox-LDL) olugsumu gorulur. Damar duvarinda meydana gelen hasar
enflamasyona neden olur. Bir akyuvar turi olan monositler, arter endotelinden
gecgerek degisime ugrar ve makrofaj hlcrelerine donusurler. Makrofaj hucrelerinin
okside LDL’leri yutmasi ile aterosklerotik plak olusumuna neden olan kopuk
hldcreler meydana gelir. Kopuk hucreleri, beta-VLDL iceren makrofajlar ya da
degisime ugramis asetil-LDL (okside LDL gibi) igerebilir [17]. Képluk hucrelerinin bir
sure sonra, Sekil 2.4.’te goruldigu Uzere endotel ve diz kas hucreleri arasinda
apoptoza ugramasi, koroner arterde enflamasyonun artisina sebep olur. Mikroskop

altinda ise bu lezyon artik yag cizgilenmesi seklinde goérular.
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Sekil 2.4. Ateroskleroz olugsumu sirasinda hucre ici meydana gelen olaylar [18].



Ateroskleroz olusumu, aortadan epikardiyal koroner arterlere dek degisen
biyukliikteki sistemik arterleri etkileyebilir. ileri evrelerde cesitli lezyonlar bir arada
gorulebilirse de intimal plaklar karakteristik lezyon 6zelligi tasir. Plaklar daha ¢ok
[umen ylzeyi ile LDL gibi partikillerin arasindaki etkilesim suresinin artmig oldugu
dallanma bodlgelerine yakin yerlesirler. Bu durum, lipoproteinlerin transendotelyal
difizyonunda artigla ve hiperlipidemi varliginda subendotelyal matrikste lipid
birikiminde artigla iligkilidir [19] [20]. Sekil 2.5.’te aterosklerotik damar tikanmasinin

oldugu damar kesiti gorulmektedir.

Sekil 2.5. Damar ici pithtilagsmanin ve tikanikhdin yogun olarak goéruldigu koroner
arter kesit alani. Ug renkli boyayici ile yapilan renklendirmede, pihtilasmanin
oldugu bolge kirmizi, kollajenler mavi ve lipid bdlgesinin renksiz oldugu

gorulmektedir [21].

2.4. Geleneksel Teshis Yontemleri

Dunya uzerinde insan olumlerinde bu derece onemli role sahip olan aterosklerotik
rahatsizliklarin en koklu ve etkili tedavisinde, izlenmesi gereken onemli stratejilerin
basinda; hastaligin ¢ok Onceden belirlenebilmesi ve ayrintii  olarak
tanimlanabilmesi oldugu yadsinamaz bir gergektir. Bu amagla kullanilan en yaygin
teknikler sirasiyla asagida belirtilmigtir.



2.4.1. Fiziki muayene

Aterosklerozun teshisi rutin fiziksel muayene ile konulabilir. Doktorun hastanin
boynunda, kasiklarinda veya kamindaki steteskop muayenesi sirasinda, eger
ateroskleroz yok ise, kalin ve kaba tonda bir kan akigi sesi duyar. Eger ateroskleroz
var ise ve damar daralmissa bu bodlgelerden puskirme sesi duyar. Doktor
damardan gecen kan akisi miktarini dirsek, bacak ve ayaktaki pulsasyonu (nabzi)
hissederek tahmin edebilir. Bu pulsasyonlardaki azalma kismi olarak kan akisinin

tikandigi suphesini ortaya cikarir.

2.4.2. Elektrokardiogram (EKG)

Kalbin elektriksel aktivitesi hakkinda bilgi almak igin kullanilan yodntem, vucut
yuzeyinden yapilan Olgumler ile kalp atim hizinin tespitinde kullanilir.
Yorumlanmasinda uzun zamandir birikmis tecribeye gereksinim duyulan teshis
yontemi ile aritminin taninmasi ve supraventrikiler - ventrikiler aritminin ayirt
edilmesi saglanabilir, ayrica iskemi gibi ciddi koroner arter hastaligi oldugunu

bildigimiz hastaliklarinda teshisi bu yolla mimkuinddar.
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Sekil 2.6. Kalp kasi hlcrelerinde elektrik akimi iletimi.

EKG’ler kalbin bir tarafindaki tim bir duvar boyunca devam eden hasari (Q dalgasi,
kalp krizi) ayirt edebilir. Yeni bir Q dalgasi gdsteren EKG, kalp krizinin gugli bir
kanitidir. Q dalgasi gostermeyen bir kalp krizini gosteren bir EKG’yi yorumlamak

daha zordur.



2.4.3. Kardiyak enzimler

Kardiyak enzim testleri, kalp kasi hasar gordugunde kana bosaltilan belirli kardiyak
enzimlerin varligini tespit eder. Kalp hasari tespit etmek igin en sik olarak aranan iki
enzim troponin ve keratin kinaz MB’dir. Troponin, bir kalp krizinden 4 saat sonra
kanda tespit edilebilir; keratin kinaz MB 12 ila 24 saat sonra en yogun dizeyde
bulunur. G6gus agrisi mevcut bulunan ve EKG’sinde Q dalgasi kalp krizi gorulen
bir kisinin kardiyak enzimlerini 6lgmek, zaten kesin olan teshis hakkinda daha fazla
bilgi saglar. EKG'de Q dalgasi gorulmediginde teshis yaparken kardiyak enzimler
daha fazla 6nem kazanmaktadir. Kalp kasinin ne kadar hasar gordugunu
belirlemede ise keratin kinaz MB enzim 6l¢gumleri faydalidir ginki kalp kasinda ne

kadar ¢ok hasar, o kadar ¢ok keratin kinaz MB enzim salimina sebep olur.

2.4.4. Egzersiz Stres Testi (EST)

Efor testi, mevcut riskleri yaninda yaygin ve guvenle kullanilan bir testtir ve kalp
hastaliklarinin tanisi ve takibinde ¢ok énemli bir yer tutmaktadir. Efor testi, fiziksel
aktiviteye kargi kalp performansinin kaydidir ve bu ylklenme stres testinin amaci,
tibbi gbézetim altinda (doktor ya da teknisyen) hastanin kalbini zorlayarak verim
sinirlarini 6grenmektir. Bu yontemle, kalp damarinin tikanikhigi dolayli olarak
ogrenilebilir, hastanin gecirdigi balon anjiyoblastinin ya da by-pass ameliyatinin

yeterliligi test edilebilir.

2.4.5. Ekokardiografi (EKO)

Ekokardiyografi kalbin ses dalgalari yolu ile (ultrasound) i¢ yapisinin ve islevlerinin
incelenmesidir. Ses dalgalarinin iletilmesini saglayan bir alet (transdiser) vasitasi
ile yapilir. Transduser gogus duvarinin degdisik yerlerine uygulanarak kalbin

duvarlari ve kapaklari degisik pozisyonlarda incelenir.

FR 33Hz

Sekil 2.7. Doppler Ekokardiyografisi ile alinmis bir gérinti; S: sistolik (kasiima)

D: diastolik (gevseme) akis esnasindaki koroner arter sinyalleri [22].
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2.4.6. Miyokard Perfuzyon Sintigrafisi (Talyum Testi)

Film icin digsuk miktarda radyasyon igeren bir radyoaktif ilag; uygulanacak stres
testinin sonunda (egzersiz veya farmakolojik) damar yoluyla enjekte edilir.
Radyoaktif ilag kan akimi yoluyla koroner arterlere ve oradan kalp kasina ulasir.
Ardindan 06zel bir kamera yardimiyla verilen radyoaktif maddenin kalpte nasil
dagildigini gosteren goruntiler elde edilir. Goruntuler bir bilgisayar yardimiyla

dizenlenerek, degerlendirilir.

2.4.7. Manyetik Rezonans Goriintileme (MRG)

Manyetik rezonans goéruntileme, genel olarak hidrojen atomlari g¢ekirdeklerinin
manyetik Ozelliklerine bagh olarak gelistirilmis bir sistemdir. Bu sistemde hasta,
oldukga ylksek manyetik alan bulunan mekanizmanin merkezine yerlestirilir ki,
hastanin vucudunda bulunan protonlarin, bu manyetik alanla etkilesime

gecebilmesi mimkun olabilsin [23].

Sekil 2.8. Kalbin sistolik evrelerdeki MR gorintileri; miyokardiyal kas ile kalbin

odaciklarinda bulunan kan arasinda yuksek kontrast goruntulenmigtir [23].

MR goruntileme sistemi ile vicudun tum doku ve organlarindan radyasyon

kullaniimaksizin ayrintili goruntileme yapilabilmektedir. Temel ¢alisma prensibi bir
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manyetik alan icerisinde insan vicuduna radyo dalgalari gonderilmesi ve buna
cevap olarak alinan sinyallerin bilgisayar yardimiyla goruntiye donuasturiimesidir.
Alicilara ulasan sinyaller bilgisayar analizleriyle siyah beyaz goruntilere (Perfizyon
goruntilemelerde sonuglar renklendirilebilir) donusturalir. Bu amagla kullanilan

manyetik alan 1 - 1,5 Tesla araligindadir [24].

2.4 8. Bilgisayarl Kesit Tomografisi (CAT)

X-1sin1 kullanarak vicudun kesit seklinde goruntulerini elde etmeyi saglayan
radyolojik teshis yontemidir. Bu yontem, vicudun ince bir kesitinden (1,5-12 mm
arasinda degisir) zayiflamalarin dedektorlerle Olgulerek bilgisayar yardimiyla
goriintli olusturma temeline dayanir. Ulkemizde ilk defa 1975 yilinda Hacettepe
Universitesi'nde uygulanmaya baslanan bu ydnteme “Bilgisayarli Beyin
Tomografisi” (BBT) adi verilmistir. Dokulardaki yogunluk farkini ¢ok iyi saptar. Bir
rontgen Uzerindeki yogunluk farklihgi yaklasik 20 iken BT'de 2000 veya daha
fazladir. Bu nedenle rontgenle secilemeyen ddem vb. yumusak doku yogunluklari

BT’de ¢ok iyi goruntulenir.

2.4.9. Koroner Anjiografi

Koroner anjiyografi; koroner arterlerde aterosklerotik hastalik olup olmadigini
anatomik olarak gosteren, tedavinin g¢esidinin planlanmasinda ve uygulanmasinda
kullanilan en guvenilir ve hala altin standart olmaya devam eden bir ydontemdir.
Koroner anjiyografi periferik bir arterden vyerlestirilen kateterin, koroner arterin
orjinine kadar ilerletilmesi ve kateterin igerisinden verilen radyoopak maddelerle x-
ray altinda koroner arter limen anatomisinin radyografik olarak goéruntilenmesi

yontemidir.

Sekil 2.9. Koroner anjiyografi goruntuleri [25].
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Lezyonlar sag koroner, sol on inen dal ve sol sirkumfleks arterde % 70’den fazla
ise, sol ana koroner arterde % 50°den fazla ise ciddi kabul edilirler. Bu lezyonlar
kullanilan kateterin gapina oranlanarak mevcut olan darligin ciddiyeti yoninden

degerlendirilir.

2.4.10. Ultrason Goruntiileme (USG)

Ekokardiyografi ve vaskuler ultrason yontemleri, bir donusturicu vasitasi ile
kardiyovaskuler sistemlerin ¢ok boyutlu olarak incelenmesine, hatta ginimuizde U¢
boyutlu goérinti alinmasina imkan tanir. Vaskuler ultrasonografi, periferal

arterlerdeki damar trombozu, darlik ve yetersizligin anlasilmasinda kullanilir [26].

2.4.11. Pozitron Emisyon Tomografi (PET)

Pozitron emisyon tomografi, memeli biyolojisindeki biyokimyasal sureclerin
izlenmesini ve c¢esitli Olcimlerin alinmasini saglayan gelismis analitik bir
goruntuleme cihazidir. Sistemde kullanilan pozitronlar, radyoizotoplari yayan
isaretlenmis bilesiklerdir. Pozitron emisyon tomografisinden direkt olarak kimyasal
analizin yapiimasi mumkin olmadigindan bu isaretli molekullerin kullaniimasi
gerekmektedir [27].

2.5. Nanoteknoloji

Cok eski zamanlardan beri var olmasina ragmen, nanoteknolojinin kesfedilmesinin
“There’s Plenty of Room at the Bottom” adli makalesi ile Amerikali Fizik¢i ve
Nobel 6dulla sahibi, Dr. Richard Philip Feynman tarafindan oldugu diinyaca kabul
goérmustar [28].

Nanoteknoloji icerisinde fizik, kimya, biyoloji, mihendislik, elektronik, tibbi bilimleri
barindiran ve bunlarin birbiri ile entegrasyonunu saglayan multidisipliner bir
alandir. Nanoteknolojiyi agiklarken bahsedilmesi gereken iki ana yaklasim vardir,
bunlar; “yukaridan asagiya (top-down)” ve “asagidan yukariya (buttom-up)”’
yaklasimlaridir [28]. Bu iki yaklagim su sekilde 6zetlenebilir:

1) Bottom-up: Asagidan yukariya yaklasimi (klgukten buyuge), molekiler diizeyde
nanaoteknolojiyi belirtir ve organik veya inorganik yapilari, maddenin en temel
birimi olan atomlardan baslayarak atom atom, molekul molekll insa edilmesini

ifade eder.
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2) Top-down: Yukaridan asagiya yaklagsimi (buyukten kiguge) ise makineler,
cesitli kimyasallar ve mekanik yontemlerin kullaniimasi ile nanofabrikasyonu ifade
eder.

Teknolojinin bugunkl seviyesi sebebi ile yapilan ¢alismalarin birgogu yukaridan
asaglya (top-down) klasmaninda degerlendirilir.

Kimyasal ve fiziksel 6zellikler yapinin buyukligune ve atom yapisinin ayrintilarina,
disaridan sisteme baglanan yabanci bir atomun cinsine ve yerine gore ¢ok farkl
ve olaganustu davraniglar sergilemektedir. Nanobilim, nanometre 6l¢geginde ortaya
¢ikan bu davraniglari kuantum kurami ile anlamamizi saglarken; nanoteknoloji ise
yeni nanoyapllarin tasarlanip sentezlenmesine olanak saglar ya da var olan
nanoyapilara yeni olaganusti o6zellikler kazandirmaylr ve bu oOzelliklerin farkl
alanlarda kullanilmasini amaglar [29].

Nanoteknoloji, ginumuzde oldukga yaygin kullanim alanina sahiptir. Bu alanlara
ornek olarak, fiber ve tekstil alanlari, ziraat, elektronik, adli tip, uzay ve medikal

alanlari verilebilir [30].

2.6. Nanopartikiiller

Nanopartikuller genellikle dogal ya da sentetik polimerlerden elde edilen, boyutlari
100 nm civarinda olan kati ve dairesel formda yapilardir. Hidrofobik ve hidrofilik
olmak Uzere ¢ok cesitli kiigUk ilaglar, asilar ve biyolojik makromolekillerin vicut
icerisinde  salimi  nanopartiklller sayesinde saglanabilmektedir.  Ayrica
nanopartiklller, 6zel organlara ve hucrelere hedefleme yapilmasina, kontrolll ilag
salim ¢alismalarina da imkan vermektedirler [31].

Nanopartikullerin sentez asamalarinda da yine nanoteknoloji bolumu igerisinde
bahsedilmis olan top-down ve bottom-up stratejilerinden bahsetmek mimkindur.
“Top-down” yani yukaridan asagiya metodunda, cesitli materyallerin karisimi ile
elde edilen buyuk miktardaki yapilarin kugultilerek nanoboyuta getirilmesi on
planda iken, “bottom-up” asagidan yukari stratejisinde atom ve molekdillerin bir
araya gelerek nanometre Olgegindeki molekuler yapilari olusturmalari so6z
konusudur. GUnUmulzde yapilan calismalarin pek c¢odunda nanopartikillerin
biyolojik ve kimyasal sentezi sirasinda yukaridan asagi metodunun yaygin olarak

kullanildigr gorulmektedir [32].
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Farkh yapisal ve boyut Oozelliklerine sahip nanopartikiller, Sekil 2.10°da

gorulmektedir.

Y
4k A
Q-
e
< 7 ¥y
X
50-80 100-600 < 50 nm (oldukea kicik) 200-250 nm 2-10 nm 2-15 nm
nm nm > 30-300 nm

Sekil 2.10. Goéruntuleme ve ilag salim sistemlerinde kullanilan NP c¢esitleri [33].

Nanopartikullerin sahip oldugu;
e Oldukca dusuk toksisite
e Kolay hazirlanig
e Standart gortnttileme yontemleri ile yerlerinin tespit edilebiliyor olusu
e Vicut icerisindeki yarilanma dmrunun uzun olusu

e ilag tasiyici sistemlere ek potansiyel olusturmasi

gibi dzellikleri, onlarin nanotip alaninda yapilan ¢alismalarda buyuk ilgi gérmesine
neden olur [34].

Bugln pek ¢ok terapdtik tasiyicinin basarili olamamasinin asil nedeni, hedef doku
ya da bolgeye ulasma yetenegdinin sinirli olugudur. Nanoteknoloji bir¢ok bilim dalini
kapsamakla beraber tip alaninda da oldukga c¢arpici gelismelere imkan
tanimaktadir. insan viicudunun icerisine girerek hiicre seviyesinde onarim
saglayan mikroskobik robotlar, yine nanopartikullerin kendine has ozellikleri
sayesinde, insan vucudundaki hastaliklari ¢cok dnceden saptayarak erken tedavi
olanagi saglamasi ve kanser gibi olumcul hastaliklarda, belli sicaklikta titresime
gecerek kanserli hucrenin pargalanarak yok edilmesi igin kullaniimasi nanotip

alanina sagladigi avantajlari arasindadir [34].

2.6.1. Manyetik Nanopartikiller (MNP)

Gunumuzde, manyetik nanopartikiller mikro boyuttan nano boyuta kadar degisen
boyutlari sayesinde tibbi uygulamalarda kullaniimaktadir. Sahip oldugu ylksek
yuzey alani/hacim orani, ylzey enerjisi, neredeyse kusursuz olusu gibi 6zellikler,

manyetik nanopatrtikillere; kendine has fiziksel, kimyasal, elektronik, mekanik,
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manyetik vb. ozellikleri kazandirir [32]. Sahip oldugu bu egsiz 6zellikler sayesinde
manyetik nanopartikuller, her giin gelismekte olan nanoteknoloji alaninda kendisine

oldukga yer edinmeye baglamistir.

MNP’lerin nanotip alaninda dikkat geken 6zelliklerinden bazilari séyle siralanabilir;

Enjeksiyon kolayligi

Toksisitelerinin olduk¢a dusuk olusu

Hedeflenen organ ya da dokuda birikmesi

Biyouyumlu olmasi

Onceleri, nikel ve kobalt bilesiklerinden hazirlanan MNP’ler, bu malzemelerden
kaynakli biyolojik dezavantajlar ortaya gikmasi sebebi ile daha sonralari ferrik ya
da ferroz oksit bilesikleri ile hazirlanmaya baglanmistir. Digsaridan uygulanan
manyetik alana gore rahatca yonlenebilmesi manyetik nanopartikullerin teshis ve
tedavi alanlarinda kendisine ¢ok sayida uygulama alani bulmasina imkan
tanimistir. Bu uygulama alanlarindan bazilar; MR goéruntilemede kontrast ajan
olarak, kanser tedavilerinde uygulanan hipertermide, doku mihendisliginde ve son
yillarda ise Ozellikle kardiyovaskiler hastaliklarin  goéruntilenmesinde
kullanilmaktadir [35].

2.6.1.1. Manyetik Nanopartikillerin Kardiyovaskiiler Uygulamalan
Kardiyovaskuler hastaliklarin goruntilenmesinde ¢ok onemli bir yere sahip olan
manyetik nanopartiklller, siperparamanyetik 6zellie sahip ve merkezinde demir
oksit bulunan ve herhangi bir karbonhidrat veya polimerle kaplanmig olan
yapilardir. Fiziksel yapilari ve boyutlari itibariyla ayrica ilag salim ozellikleri
sayesinde aterosklerotik plak ve miyokardiyal yaralanmalarin hem hicresel hem de
molekuler boyutta goruntulemesinde manyetik nanopartikillerin kullanimi oldukga
uygundur [36] [37]. Kardiyovaskuller goérintilemede kullanilan teknolojilerle
karsilastirildiginda, manyetik nanopartikullerin sagladigi kullanim avantajlari;
yuksek boyutlarda ayirimcilik saglamasi, mukemmel yumusak doku kontrasti ve
plak bolgesinde hem anatomik hem de molekuler dizeyde gayet iyi bilgi vermesidir
[38].
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Manyetik nanopartikullerin hazirlanmasinda kullanilan paramanyetik malzemelerin
yani sira, kaplama ya da kapsulleme malzemesi olarak 06zellikle polimerik
malzemelerin  kullanimi  olduk¢a yaygindir. Burada soOzu edilen polimerik
malzemelerin islevlerini yerine getirdikten sonra vicuttan atiimalari yapilan
calismalar kapsaminda en buyuk avantaj sayilacaktir. Bu nedenle konu ile ilgili
olarak yapilan galismalarda biyolojik olarak bozunabilen polimerik malzemeler

tercih edilmistir.

2.7. Nanopartikullerin Hazirlanmasinda Kullanilan Biyopolimerler

2.7.1. Kitin

Selulozdan sonra yeryuzinde en fazla bulunan ikinci polisakkarit olarak da
tanimlanan kitin, B-1,4- glikozidik baglara sahip N-asetil-D-glukozamin (GIcNAc)
rezidulerinden olusmustur [39]. Boceklerin iskeletinde ve mantarlarin hicre
duvarlarinin yapisinda da bulunan kitin; yenge¢, karides gibi su urunleri
kabuklarinin ana bileseni olusturmaktadir. Kitinin birgok tlrevi bulunmakla beraber,
bunlardan en énemlisi kitosandir. Suda ¢dézlinmeyen, beyaz, sert, elastik olmayan
ve azot bakimindan zengin bir bilesik olan kitin, molekul yapisi olarak da seluloza

benzer. Kitinin kimyasal yapisi Sekil 2.11’de goruldtugu gibidir.

COCH;4

H oH

Chitin

Sekil 2.11. Kitinin kimyasal yapisi [30].
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2.7.2. Kitosan
Kitinin deasetilasyonu sonucu elde edilen, 1— 4 bagh 2 - amino, 2 — deoksi, - D —

glukan (Sekil 2.12) yapisinda olan kitosan, dogal bir polisakkarittir [40].

iy OH

HO

H oy

Chitosan

Sekil 2.12. Kitosana ait yapisal formal [30].

Kitosan, kitin gibi dogada oldukga fazla bulunan bir polisakkarittir. Ucuz ve yuksek
elde edilebilirligi olan ¢gevreye ve insanlara zarar vermeyen bir maddedir. Kitosan,
bircok organik reaksiyon -tosilleme, alkilleme, karboksilleme, silfolama, schiff
bazi, kuartarner tuz vs.- ile kolayca modifiye olabilen serbest amin gruplarini ve
hidroksil gruplarina sahip oldugu icin, sentetik polimerlerden oldukga farkli
fonksiyonel gruplara sahip polimerlerin sentezlenmesinde, buyUk bir potansiyele

sahiptir.
Kitinin yUksek sicaklikta, sodyum hidroksit veya potasyum hidroksit igeren

heterojen ortamda deasetilasyonu sonucu yapi kitosana [B-(1-4) 2-amino-2-

deoksi D-glukoz] donusur. Buna iliskin sentez semasi sekil 2.13’te gdsterilmistir.
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Karides /yengec kabuiu

l HCl

Dremineralizasyon

] MNalOH

Dreproteinizasyon

l

Kitin
l Org=nik asit 1
Kitosan parcacklan Cozlunme
lasitbe cozlndr) 1
Bgatme Filtrasyon

| |

Kitosan Tozu Dehidratasyon

l Organik asit 1
Kitosan tuzu
Karistirma (suda ¢dziiniir)

Kitosan/fasit karisim
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Sekil 2.13. Kitinden kitosan elde edilis semasi [30].

Atik sularin aritilmasindan yemek ve kozmetik sanayine kadar tip alanindaki
calismalar da dahil olmak Uzere pek cok alanda kullanimi olan kitosan, sahip
oldugu duslk toksisite, ucuzluk, dogada bol miktarda bulunmasi gibi 6zellikleri
nedeni ile tercih edilmektedir [40].

Yapisindaki amin gruplari nedeniyle asidik ortamda ¢ozunur 6zellige sahiptir. Bu
¢ozunurlUk, zincir boyunca tekrarlanan gruplarin dagilimi ile de kontrol edilebilir.
Ayrica yapisindaki serbest amin gruplari, kitosana katyonik bir polielektrolit olma
Ozelligi de kazandirmaktadir [41]. Katyonik bir poliamin olan kitosanin ézelliklerine
etki eden parametreler; deasetilasyon derecesi, molekul agirligi, viskozite,
¢6zunurlik ve renk seklinde siralanabilmektedir. Kitinin aksine, kitosan sulu asetik
asitte ¢cozunmektedir. Kitin ve kitosan turevleri hem tek hucreli canlilarda hem de
yuksek organizasyonlu oOkaryot organizmalarda enzimatik olarak yikima
ugrayabilmektedir. Mikroorganizmalardaki kitinaz ve kitozinaz enzimleri ile yuksek
organizasyonlu canlilarda lizozomal enzimler, kitin ve kitosani parcalarlar.
Kitosanin lizozomal enzimlerin etkisi ile pargalanabilmesi, bu polimerin farmasoétik

alanda kullanimi agisindan buyuk dnem tagimaktadir [42].
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2.7.2.2. Kitosanin Kullanim Alanlari

Kitosan ve kitosan turevi polimerler sularin toksik maddelerden arindiriimasindan,
tipta yapay deri uygulamalarina kadar ¢ok genis bir yelpazede kullanim alani
bulmustur. Bu nedenle atik sularin civa, kursun ve krom gibi agir metallerden
arindinimasinda  kullanilir.  Kitosanin antifungal 06zelligi nedeniyle ¢esitli
mikroorganizma enfeksiyonlarina ve parazitlere karsi tarimsal amaglarla bitkilerin
korunmasinda 6nemli bir potansiyele sahiptir. Zayiflatici ve kolesterol dusurucu
olarak, kozmetik endustrisinde sa¢ bakim Urlnlerinde ve kontakt lens yapiminda,
fotografcilikta, tekstiide boya baglama 6zelliginden dolayi agartici olarak, kagit
endustrisinde sellloz gibi destek materyali olarak, tip alaninda dermatit, purtlan
hastaliklarin, yara ve yaniklarin tedavisinde kitosan ve kitosan tlrevi
bilesiklerinden yararlaniimaktadir. Kitosanin en énemli kullanim alanlarindan biri
ilag endustrisidir. ila¢c tasiyici materyal olarak hidrojeller, tabletler, graniiller ve
mikropartikular, sistemlerin hazirlanmasinda yaygin olarak kullaniimaktadir.
Kitosanin ilag salim sistemlerinde kullaniminin arastirildigi birgok c¢alisma
olmasina ragmen, kitosanin bu alanda kullaniminda bazi dezavantajlarinin oldugu
bilinmektedir. Bu dezavantajlar, kitosanin seyreltik asetik asit hari¢ birgok organik
¢o6zlcude ¢dzinmemesi, disuk mekanik 6zelliklere sahip olmasi ve ayrica fiziksel
Ozelliklerinin pH'a ¢ok bagl olmasidir. Bu nedenle kitosanin, bir ilag tasiyicisi
olarak kullaniimasi durumunda, 6zellikle agizdan ila¢ aliminda insan vicudunun ig
organlarinin belirledigi farkh pH degerleri altinda ila¢ salim davranisinin kontrol(
zor olmaktadir. Bunun sonucu olarak, ilacin asiri salimi insan vucudunda hastaliga
sebep olabilir. Diger taraftan, kitosanin baska polimerlerle karistirimasiyla
modifikasyonu pratik kullanimlarda fiziksel 6zelliklerinin iyilestiriimesi igin uygun ve

etkili bir metottur.

2.7.3. Karboksimetil Kitosan (CMCS)

Yalnizca asidik ortamlarda ¢ozunmesi, kitosanin bazi alanlardaki uygulamalarina
kisittama getirir. Sudaki bu “sinirli” ¢ézunarliGgin asiimasi bir takim kimyasal
modifikasyon yontemleri ile mimkin olabilmektedir [44]. Kimyasal modifikasyon
yontemlerinden en oOnemlisi ve yaygin olani karboksimetillemedir. Bu
modifikasyonlar sayesinde, polimerin ¢dzinurligu, antimikrobiyal aktivitesi ve

diger materyallerle etkilesim yetenegi arttirilabilir [30] [44].
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Kitosana gesitli 6zelliklerin kazandiriimasi icin yapilan kimyasal modifikasyonlarda,
yapidaki reaktif amino gruplari, birincil ve ikincil hidroksil gruplari kullanilir.
Karboksimetil gibi karboksialkil gruplarinin yapiya eklenmesi ile kitosanin hidrofilik
Ozellik kazanmasi saglanir [46]. Karboksimetil kitin ve kitosanin N-asetil
glukozamin igeren orijinal yapilari, biyouyumluluk, hidrofilisite, biyobozunurluk ve
farkh formlar alabilme Ozelliklerini arttirmaktadir [47]. Diger suda ¢6zunen kitosan
turevleri ile kargilastirildiginda, karboksimetil kitosan, anyonik ve katyonik gruplar
barindiran yapida ve kolay sentezleniyor olusu nedeni ile pek ¢ok tercih edilen bir

polimerdir [30].

2.7.3.1. Karboksimetil Kitosanin Tilirevleri

2.7.3.1.1. O-Karboksimetil Kitosan (O-CMCS)

Biyouyumlu, biyobozunur, antibakteriyal olusu ve toksik 6zellik tagimamasi, O-
karboksimetil kitosani biyomedikal uygulamalar agisindan oldukga ilgi ¢ekici kilar.
Molekul yapisinda -COOH ve -NH; gruplari bulunduran O-karboksimetil kitosan,
amfiprotik eter tlrevi bir polimerdir. O-CMCS sentezlenme semasi Sekil.2.14’te

gOsterilmigtir.

OH OCH,COOH
OH
H o
. - NaOH, CICH,COOH
H o~ >
H NH, H Isopropanol, 50" C H  Nu,
H H

Chitosan O-Carboxymethyl Chitosan

Sekil 2.14. O-CMCh sentezlenme semasi [30].
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2.7.3.1.2. N-Karboksimetil Kitosan (N-CMCYS)

Kitosanin karboksimetillenmesi ile yapinin amfiprotik 6zellikler kazanmasi saglanir.
Bu ozellik O-karboksimetil kitosanda ortama monokloroasetik asit eklenmesi ile
gerceklestirilirken N- karboksimetil kitosan sentezinde ortama glioksilik asit

eklenmesi ile saglanir. N-CMCS sentez semasi Sekil 2.15’te gosterildigi gibidir.

Glyoxalic acid, NaBH,
H

.
L

CH;COOH/NaOH, 60° C

NHCH,COOH

Chitosan N-Carboxymethyl Chitosan

Sekil 2.15. N-Karboksimetil kitosan sentezi [30].
2.7.3.1.3. N,O-Karboksimetil Kitosan (N,O-CMCS)

Suda ¢dzinen kitosan turevlerinden bir digeri olan N,O-CMCS, karboksimetil
gruplarinin yapi tzerindeki amin ve birincil hidroksil gruplarina baglanmasi ile elde
edilebilir. Suda ¢6zinlr olmasinin yani sira N,O0-CMCS’nin biyouyumlu,
biyobozunur olmasi, jel olusturabilmesi ve farkli formlar alabilme gibi olumlu
Ozelliklere sahip olmasi onu pek c¢ok biyomateryal arasinda daha gekici
kilmaktadir. Anyonik makromolekuler terapotiklerin tasinmasinda ve emiliminde
uygun bir polimer oldugu kanitlanmistir [30]. Sentezi Sekil 2.16’da gosterildidi
gibidir.

OH OCH,COOH
OH
H o
. -~ NaOH, CICH,COOH
H o~ -
H
H NH; H Isopropanol, 50° C
_ NHCH,COOH
Chitosan

N, O-Carboxymethyl Chitosan

Sekil 2.16. N,O- Karboksimetil Kitosanin sentez semasi [30].
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2.7.3.2. Karboksimetil Kitosan (CMCS) Tiirevlerinin Uygulama Alanlari

Yapilarinda bulunan, -hidroksil, amin, karboksil gibi- fonsiyonel gruplarin olmasi
nedeni ile CMCS tlrevlerinin metal iyonlar ile selat olusturma imkanlar
artmaktadir. Bu da bir anlamda, onlara iyi metal tutma 6zelligi kazandirir [48]. Kitin
ve kitosanin yara iyilestirmeyi hizlandirici etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Suda
¢OzUunur tarevlerinin de yara ortisu olarak kullanimi mamkunddar.

Gen taginmasinda, biyosensorlerde ve kozmetik, saglik gibi cesitli uygulama
alanlarinda kullanilmak Uzere karboksimetillenmis turevlerin nanopartikulleri,

sentezlenmektedir [49].
2.7.4. Polihidroksibutirat (PHB)

Polihidroksialkanoatlar, doku muhendisligi ve ila¢g salim uygulamalari i¢in yuksek
mekanik 6zelliklerinin yani sira biyouyumlu ve biyobozunur malzemeler olarak son
zamanlarda buyuk ilgi uyandiran mikrobiyal biyopolimer ailesinin bir sinifidir [50].
Poli-3-hidroksibutirat (PHB) polihidroksialkanoatlarin en genel tipidir; bu sinifin
diger polimerleri olan poli-4-hidroksibutirat, polihidroksivalerat,
polihidroksihekzanoat, polihidroksioktanoat ve bunlarin kopolimerleri farkh
organizmalar tarafindan da uretilmektedir. Poli-3-hidroksibutirat ilk olarak 1925
yilinda Lemoigne tarafindan bakteride kesfedilen D(-)-3-hidroksibutirik asit lineer
poliesteridir. Karbon kaynaginin fazla oldugu; oksijen, azot ya da fosfor gibi
kaynaklarin sinirlandirildiyi sartlarda gram pozitif ve gram negatif ¢ok sayida
organizmanin hucre i¢i granullerinde biriktirilir. PHB suda ¢6zUnmez, hidrolitik

degredasyona direnclidir. Oksijen gegirgenlidi iyidir, biyoyumlu ve nontoksiktir[51].

CHs 0

0O— HC— CH,C —+

Sekil 2.17. Polihidroksibutiratin kimyasal yapisi

Polihidroksialkanoatlar arasinda polihidroksibutirat (PHB) ve polihidroksibutirat-ko-

hidroksivalerat stent, kemik plagi ve civi yapiminda kullanilmaktadir. in-vitro testler
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polihidroksibutiratin osteoblast, epitel hicreleri ve kondrosit gibi hucre tiplerine
kargi biyoyumlu olduklarini gdostermistir [52]. Polihidroksialkanoatlardan salinan
degredasyon durunlerinden biri olan 3-HB monomerinin doku yenilenmesine

katkida bulundugu ve apoptozu engelledigi bildiriimektedir.

2.8. Kardiyovaskiler Teshis Yontemi i¢in Kullanilan Ligandlar

Kan damarinin i¢ ylzeyini olusturan tek katmanli endotel tabakasi, ateroskleroz,
iskemi-reperflzyon, hipertansiyon, kalp krizi gibi pek ¢ok vaskuler enflamasyona
neden olan rahatsizigin tedavisinde 6nemli bir terapodtik hedeftir. Endotel
tabakasinda gerceklesen molekuler ve fonksiyonel bozukluklarin, invaziv olmayan
bir yontemle erken safhada ve tam zamaninda godruntilenebilmesi oldukga
onemlidir ve bunlar igin 6zel molekuler isaretcilerin kullaniimasi gerekmektedir.
Hasar sonucu aktive olmus endotel damari Uzerine I0kosit hucreleri tutunmaya
baslar. Buna neden olan enflamasyonun isaretgileri ise endotel hlcre adezyon
molekulleri (CAM’lar) dir. Cizelge 2.1."de bu adezyon molekulleri ve onlara ait bazi

Ozellikler gortulmektedir [24].

Cizelge 2.1. Endotel hicre adezyon molekulleri ve 6zellikleri.

Stiperailesi Lektin adezyon molekiilleri Ig- siiperailesi hiicre adezyon molekiilleri
Hiicre Adezyon | P-Selektin E-Selektin VCAM-1 ICAM-1 PECAM-1
Molekiil (CAM)
CD Smufi CD62P CD62E CD106 CD54 CD31
Yiizey uyarilabilir uyarilabilir uyarilabilir esas esas
etkilesimi
Gegici Ekspresyon Ekspresyon 4 Cok diisiik Normal \ 10° hiicre
ekspresyon hizli ve gegici | saatte (in vitro) | hiicre dokuda 10"~ | cogalmasi
¢ogalmast (10%- | 10°hiicre
10°) kopyalanmasi
Fonksiyon Lokosit Sik1 lokosit Lokosit
baglama baglama transmigrasyonu,
anjiyoenez
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2.8.1. P- ve E- Selektinler

Normalde endotel ylzeyinde bulunmayan P- ve E- selektinler, enflamasyonla
beraber endotel yuzeyinde bir artis gosterirler [24].

Selektinler, fukosillenmis, sialillenmis glikoprotein ligandlarini  baglayan
karbonhidrat baglayici molekullerdir; endotel hucrelerinde, trombosit ve

I6kositlerde bulunurlar [53].

2.8.2. VCAM-1/ ICAM-1 Adezyon Molekulleri

Vaskuler adezyon molekulleri-1(VCAM-1) ve intraselller adezyon molekulleri-1
(ICAM-1), lokositlerin B1 ve B2 integrinleri sayesinde endotelyal adezyonunu
saglamlagtiran transmembran proteinlerdir. VCAM-1 molekulleri selektinlere
benzer 6zellik gosterir ve onlarda normal sartlarda endotel yuzeyinde bulunmazlar,
diger taraftan ICAM-1 molekulleri endotel yluzeyinde devamli olarak bulunurlar
fakat inflamasyon olusum sirasinda endotel katmanlarinda ortaya c¢ikigi daha
hizlanir [24].

2.8.3. PECAM-1 Adezyon Molekiilleri

Platelet endotelyal adezyon molekuli-1, endotel ylzeyinde temel olarak bulunan
adezyon molekullerindendir. Goruntlileme problari ve ilaglarinin iletiminde segici
olarak gorev almasi mimkin olmasa da endoteli koruyucu profilaktik girisim igin
etkili hedeflerdir [24].

2.8.4. Anneksin-1/ Anneksin-5 Ligand Molekiilleri

Hucrelerin Uremesinden apoptozuna kadar bir¢gok hicresel fonksiyonundan ikincil
derecede sorumlu olan Ca*? iyonu; kaslarin kasiimasinda, adezyon, sekresyon,
hareket, buylme, gen ekspresyonu, hucre olumu gibi olaylarin gergceklesmesinde
esansiyel bir mineraldir Bu nedenle kalsiyum konsantrasyonunda meydana gelen
degisimler haberci molekdller igin sinyal anlami tasir. Sinyalleri ileten kalsiyum
baglayici proteinler, hicre fonksiyonlarinin dizenlenmesinde de etkili role
sahiptirler [54].

Aterosklerotik lezyonlarin igerisinde aktive olmus hucrelerin  ylzeyinde
fosfatidilserin (PS) olusumu gerceklesir. Kalsiyum baglayici 6zellige sahip
anneksin ailesine ait ve yapisinda floresans 06zelligine sahip bir protein olan

anneksin-A5, negatif yUkla fosfolipid ylzeyine baglanir ve bu 6zelligi sayesinde
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aterosklerotik lezyon goruntulenmesinde 6nemli role sahiptir. Buglin, anneksin
AS5’in anti-inflamatuvar ve anti-aterosklerotik 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir
[55].

Anneksin A5 ile ayni familyada bulunan anneksin A1 proteini de AS’e benzer
Ozellikler gosterir; kalsiyum ve fosfolipid baglama o6zellige sahiptir. Yang ve
arkadaslarinin yaptigi ¢alismalarda anneksin A1’in de anti-inflammatuvar 6zellige

sahip oldugu gosterilmigtir [56].
2.8.5. immunoglobulin-G1 (IgG-1)

IgG1 yapisinda 2 agir y zinciri, 2 tanede hafif zincir bulunan immunoglobulin
sinifina ait ve yapisinda floresans dzellige sahip bir proteindir. immunoglobulin G1

yapisi Sekil 2.17°de gosterilmistir.

Yla-Herttuala ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismalar
gOstermistir ki, insan ve tavsanda bulunan '
aterosklerotik lezyonlar, okside LDL’nin

karakteristik uclarini belirleyici IgG1 icermektedir H
[57].

Sekil 2.18. 1IgG1 antikoruna ait yapisal
gOsterim [58].

2.9. Partikiil Ligand Etkilegimleri

Sunulan tez galismasi kapsaminda, daha dnce yapilan ¢alismalarda kanser teshis
ve tedavisinde kullaniimak Uzere hazirlanan, manyetik 6zellige sahip kitosan
nanopartiklllerin ylizey modifikasyon islemlerinde Konkavalin-A proteini model
ligand olarak kullaniimig ve basarili sonuglar elde edilmigtir [59]. Yapilan bu
calismalar baz alinarak, aterosklerotik plak teshisinde kullanilacak ligandlarin

hazirlanan manyetik partikullerle etkilesimi icinde ayni metodoloji izlenmigtir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasallar

Yapilan tez galismasi surecinde hazirlanan nanopartikullerin sentezi icin Kitosan
(Fluka, Almanya), Poli-B-Hidroksibutirat (PHB) (Sigma, ABD) ve Karboksimetil
kitosan (CMCS) sentezi i¢in dustk molekul agirhkh Kitosan (low-MW) (Fluka,
Almanya) kullaniimistir. Kitosan nanopartikillerin daha stabil olmasini saglamak
amaci ile capraz baglayici olarak tri-polifosfat (TPP) (Sigma, ABD) kullaniimigtir.
Yine PHB-CMCS nanopartikil sentezinde dagitici ortam olarak polivinil-alkol
(PVA) (Sigma, ABD) ve organik ¢ozuclu olarak kloroform (Merch, Almanya)
kullanmilmigtir.  Hucre sitotoksisite testlerinde ise, Tripsin-EDTA (Tripsin-
Etilendiamin tetraasetik asit), DMEM F-12 (“Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium”)
besiyeri ve Fetal Sigir Serumu (FBS), DMSO (Dimetilsulfoksit) Biological
Industries (israil) firmasindan, Tetrazolyum Tuzu (MTT) Serva’dan (ABD) temin
edilmig ve kimyasallara herhangi bir islem uygulanmadan kullaniimigtir. Hucre
kultdr kaplari ile ¢oklu kuyucuklu kultir kaplar ise Corning (ABD) firmasindan
temin edilmistir. MES ( 2-(N-morfolino) etansulfonik asid) tamponu, suda
¢ozlnebilen EDC (1-Etil-3-(3'-dimetil-aminopropil)-karbodiimid HCI), Glisin, fosfat
tamponu (PBS), Sigma (ABD) ve VWR (Belgika) firmasindan temin edilmis olup bu
kimyasallar; kitosan, karboksimetil kitosan ve PHB-CMCS nanopartiklllerine
ligand baglama prosedurlerinde kullaniimistir. TUm ¢aligsmalar suresince kullanilan
bu kimyasallar, analitik saflikta olmalarindan dolayi herhangi bir ekstra saflastirma

islemine tabi tutulmamislardir.

3.2. Demir Nanopartikillerin Sentezi

Manyetik demir oksit nanopartikullerin hazirlanmasi sirasinda, kimyasal ¢oktiurme
yontemi kullaniimistir. Bu yénteme gore ilk olarak FeCl,.4H,O ve FeCl;.6H,0
reaktif tuzlarindan belli oranlarda alinip 10 mllik deiyonize su igerisinde
¢ozundukten sonra, oda sicakhiginda sonikator icerisine yarlestiriimis U¢ boyunlu
balona alinarak, ylUksek hizda karigim imkani saglayan homojenizatorde stabil
hale gelmesi icin bir sure karnigtirlmigtir. Daha sonra degisik derisimlerde
amonyak, NH3 ¢ozeltisi ortama damlatilarak eklenmistir, bu esnada inert bir ortam

olusturmak amaci ile reaktdér kabina azot gazi baglanmistir. Cozelti oda
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sicakliginda 1 saat cok yuksek karistirma hizinda (2000 rpm gibi) karistiriimistir.
Daha sonra bu c¢ozelti 9000 rpm'de 30 dakika sureyle oda sicakliginda
santrifijlenmistir. Cokelek atilip sulu faza Ug¢ defa deiyonize su ile yikama iglemi
uygulanmigtir. Bu amacla ¢ozelti yluksek hizda (22.000 rpm gibi) santrifijlenerek
¢cOktlralmus ve yikanmistir. Calismanin bu boéliminde diger galisma kosullari
onceki calismalarda optimize edilen degerler olarak kullaniimistir (Fe*?/Fe ** mol
orani 1/2, sicaklik 25 °C ve karigtirma hizi 2000 rpm). NH3 derisimi ise yukarida
belirtildigi gibi 1, 1.25 ve 1.5 M olarak degistiriimistir. Manyetik nanopartikullerin
sentez semasi Sekil 3.1. deki gibidir.

FeCl..4H.0 E 5 : FeCl;.6H:0

Demirtuzlan+d.H:0 Demirtuzlan+1MNHs3

Sekil 3.1. Manyetik demir nanopartiklllerin sentez semasi.
3.3. Manyetik Kitosan Nanopartikiillerin Sentezi

Literaturdeki klasik bir kitosan partikul hazirlama prosedurine gore; ilk olarak
kitosan (Fluka, Almanya) konsantrasyonu % 0.5lik olacak sekilde hazirlanmig
ardindan bu gozelti igerisine %1’lik asetik asit (Carlo Erba, italya) ¢ozeltisinden
birkag damla eklenerek kitosanin suda c¢ozunmesi saglanmigtir. Homojen bir
¢cozelti elde etmek amaci ile hazirlanan ¢ozeltinin manyetik karigtiricida bir gin
karismasi saglanmistir. Kitosan ¢oOzeltisi pH degerinin  4.6-4.8 arasinda
tutulabilmesi icin 10 N’lik NaOH c¢o6zeltisi damlaciklar halinde manyetik karistirici

uzerinde karigmakta olan kitosan ¢ozeltisine damlatilmigtir.
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Kitosan ¢ozeltisinin pH degeri uygun degere sabitlendikten sonra kitosan ¢ozeltisi
tic boyunlu balona alinarak bir siire karistiktan sonra ortama, Fe*? ve Fe*® tuzlari
uygun derisimlerde ¢o6ztUnup eklenmistir. Kitosan ve demir tuzlari ile elde edilen
homojen karisima ayni anda 3M NH;3; ve 10 ml deiyonize su igerisinde tripolifosfat
(TPP) siringalar yardimi ile damla damla ortama eklenmistir. Bu esnada yine inert
bir ortam elde etmek amaci ile sonikator icerisinde bulunan reaktore azot gazi
baglanarak reaksiyonun gergeklesmesi saglanmistir. Kitosan'in kimyasal yapisi
Sekil 2.1.1.’de sunulmustur ve sekilden goruldugu gibi yapida yer alan amin, NH,
gruplari asidik ortamda protonize olarak pozitif yuklenir boylece tripolifosfat

gruplarinin negatif yukli olmasi nedeniyle ¢okme reaksiyonu gergeklesir.

%0,25 TPP 3MNH,

W

-
%1%k \

P %N

% 0, SKitosan+ % 1 asetik asit NaOH ile pH ayarlanmasi
(pH 4,6 - 4,8)

Y
Qq

(. 4

%

&

Kitosan + Fe™ ve Fe™
tuzlan kangimi

. e

[ ucit Lot

2 -

'ﬁ

9000 rpm’de 30 dk. santrifij 40°C' lik etlvde kurutma

Sekil 3.2. Manyetik kitosan nanopartikillerin hazirlanig semasi.

Sekil 3.2.’de gorlldigu gibi hazirlanan ¢oézelti oda sicakhginda homojenizator
yardimi ile 1 saat ¢ok yuksek karistirma hizinda karistiriimistir. Karigtirma islemi
sonrasinda 9000 rpm’de 30 dk. ile U¢ kez santriflj islemine gecilmis, ayirma islemi
sonrasinda, manyetik kitosan nanopartiklllere birka¢ defa deiyonize su ile yikama

islemi uygulanmistir.
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Yikama isleminden sonra nanopartikuller, 40 °C’de vakumlu etivde 1 gun sure ile
kurumaya birakilmistir. Manyetik kitosan nanopartikillerin hazirlanis semasi

sekil.15’te goruldugu gibidir.

3.4. Karboksimetil Kitosan (CMCS) Nanopartikiillerin Sentezlenmesi

Karboksimetil kitosan nanopartikullerin hazirlanmasindan once, CMCS polimerinin
sentezi gergeklestiriimigtir. Polimer sentezi icin dncelikle 2,0 g dusuk molekdl
agirlikh kitosan (Fluka, Germany) ve 20 ml izopropil alkol, 5 dakika sire ile
mekanik karigtirici ve ultrasonik banyo (Elma, Almanya) kullanilarak karistiriimigtir
(Sekil 3.2.). CMCS sentezi, deney ortami sicakhdr 25°C’nin altinda tutularak
gerceklestiriimistir. 10 N NaOH c¢ozeltisi karisima dort dakikalik araliklarla, 0,84
mL’lik 6 esit hacimde (6 x 0,84 ml) eklenmig ve 45 dakika 24000 rpm’de
karistinimistir. Bir sonraki basamakta kloroasetik asit beg dakikalik araliklarla, bes
esit hacimde (5 x 0,48g) eklenmis ve ultrasonik banyoda isitilarak reaksiyon
sicakhgr 60°C’ye yukseltiimigtir. Karisma ortami olarak eklenen alkolin hizl
uguyor olusu ve ortam sicakhginin arttinlmasi polimer ortaminin devamli
kurumasina sebebiyet verdiginden, aralikli olarak ortama alkol ilave edilmigtir. Elde
edilen ¢ozelti bes saat boyunca karismaya birakilmistir. 1,7 ml soguk distile su
karisima eklenmis ve asetik asit ilavesi ile karisimin pH degeri 7.0’a ayarlanmistir.
Filtre k&gidi yardimiyla suzulen karigsim ve 30 ml %30’luk metanol ¢ozeltisi icinde
30 dk. sure ile karistirilarak yikama yapilmistir. Uglincli yikama sonrasinda,

sentezlenen karboksimetil kitosan etlivde kurumaya birakilmistir.
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1) 10 N NaOH (6 x 0,84 mL)

2) CICH2COOH (5 % 0,48 gr)

3) 60 °C 1s1 (4 saat)

4) 2 mL d.H20 + CH3COOH (pH 7)
5) % 30’'luk metanol ile yikama

6) stizme ve kurutma

2,0 gr Kitosan + 20 mL isopropanol

Sekil 3.3. Karboksimetil kitosan (CMCS) polimeri sentez proseduri
3.5. Manyetik Karboksimetil Kitosan Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Kurutma isleminden sonra gerekli FTIR analizleri sonucunda kullanima uygun olan
toz karbosimetil kitosan % 0,5 derisimde olacak sekilde distile su igerisinde
¢ozulir. Daha onceden hazirlanmis olan Fe3O4 nanoapartikiller karbosimetil
kitosan ¢oOzeltisine eklenir (FeszO4: karboksimetil kitosan orani, 1:10) ve sonikator
varliginda homojenizatér yardimiyla yiksek hizda karigmasi saglanir. Ardindan %
0,5’lik CaCl, ¢ozeltisi hazirlanir. Hazirlanan % 0,5’lik CaCl, ¢dzeltisi mikropipet
yardimiyla damla damla karistiricida bulunan karboksimetil kitosan cozeltisine
eklenir. Deney slresince ortamdan azot gazi gecirilmektedir. En son ¢ozelti hafif
bulanik turuncu-kahverengindedir. Daha sonra elde edilen ¢ozelti 1 saat yuksek
hizli karistiricida karistirilmaya birakilir. Bir saatin ardindan hazirlanan ¢ozelti
santrifijlenerek ayirma islemi uygulanir ve 3 kez 9000 rpm’ de 15’er dakikalik
araliklarla distile su ile yikanir. Elde edilen ¢okelek liyofilize edilerek kiguk tuplerde

saklanir.
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3.6. Manyetik PHB\CMCS Nanopartikullerin Hazirlanmasi

Manyetik PHB\CMCS nanopartikullerin hazirlanmasinda, emulsiyon olusturma
¢6zlicu buharlastirma yontemi kullanilmistir. Bunun icin 25 mg polihidroksi-butirat
(PHB), 10 ml kloroform igerisinde ¢ozulerek % 0,25’lik PHB ¢ozeltisi hazirlanmistir.
icerisinde FeCl,.4H,0 ve FeCls.6H,0 reaktif tuzlarinin belli oranlarda alinip distile
su ile ¢6zunmus oldugu Ug¢ boyunlu reaktor kabina % 0,25 PVA (stabilize edici
ajan) ve % 0,1 karboksimetil kitosan (CMCS) igeren sulu ¢ozelti de azot gazi
altinda ilave edilir. Daha sonra reaktdr kabinin bir ucundan kloroformda ¢ézunmus
olan PHB ilave edilirken, diger ucundan ise demir tuzlarinin ¢oktirticusu olan
amonyak (NH3) ortama damla damla eklenir. Elde edilen emulsiyon, homojenizator
(Ultra-Turrax T10, Cin) kullanilarak 24.000 rpm’'de 15 dakika oda sicakhginda
kanistinlmistir (Sekil 3.3.). Daha sonra organik ¢oézucunun uzaklagtirilmasi igin,
elde edilen suspansiyon 18-24 saat sure ile oda sicakliginda sabit hizda (600 rpm)
manyetik karigtirici kullanilarak karistirilmistir. En son olarak da ¢6zeltinin 12000
rom’ de 30 dakika sure ile santrifijlenmesi ile elde edilen nanopartikuller distile su

ile yikanmis ve liyofilizatorde kurutulmustur.

PHB-CMCh Manyetik
Nanopartikiller

% 0,25 PHB
+ Kloroform

%0, 25 PVA ve % 0,1 (CMCh) Mekanik karistirici (18-24 saat)
+ Demir tuzlari ve d.H:0

Sekil 3.4. PHB\CMCS manyetik nanopartikillerin hazirlanma prosedura.



3.7. Nanopartikillerin Karakterizasyonu
3.7.1. Morfolojik Ozelliklerin Belirlenmesi

Sentezlenen kitosan, karboksimetil kitosan ve PHB\CMCS nanopartikillerin
morfolojik 6zelliklerinin belilenmesi amaciyla taramali elektron mikroskobu (SEM)
ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) kullaniimistir. Bu amacla nanotasliyicilar ince
bir altin film tabakasiyla kaplanarak SEM gorintusu alinmis ve boylelikle drnekler,

sekil ve boyut dagilim agisindan degerlendirilmigtir.

Bu cgalismada hazirlanan nanopartikiller dogrudan AFM 6rnek tutucu Unitesine
yerlestiriimis ve Ozellikle orneklerin boyut dagilimlarinin homojenitesi yonunden

incelenebilmesi igin AFM goruntileri alinmigtir.
3.7.2. Kimyasal Ozelliklerin Belirlenmesi

Sentezlenen kitosan, karboksimetil kitosan ve PHB\CMCS nanopartikillerin sahip
oldugu kimyasal yapilari belirlemek, ayni zamanda baglanan ligandi gdstermek
amaci ile her drnek i¢in FTIR galismalari yapilmistir. Bu amagla, érnekler KBr ile
uygun oranlarda (6rnegin; agirhk¢ca % 1 olacak sekilde) karistirilarak 10 tonluk
pres yardimiyla incelemeye hazir diskler haline getiriimis ve FTIR (Schimadzu,
DR8101, Japonya) spektrumlari alinmigtir. Elde edilen FTIR spektrumlarinin
degerlendiriimesi sonucu hazirlanan érneklerin beklenilen kimyasal yapiya sahip

olup olmadigi incelenmistir.
3.7.3. Nanopartikiil Boyut Analizi

Sentezlenen kitosan, karboksimetil kitosan ve PHB\CMCS nanopartikullerin boyut
ve dagilimlarini belirlemek, AFM ve SEM calismalarinda elde edilen bulgular ile
karsilastirlmak (zere Zeta-Sizer (3000 HSA, Malvern, ingiltere) cihazi
kullanilmistir. Kolloidal c¢ozeltilerde partikillerin boyutunu ve zeta-potansiyelini
bulmak icin kullanilan bir cihaz olan Zeta-Sizer, dinamik ve elektroforetik 1s1k
sacilmasi yontemleriyle calisir ve otomatik titratoriyle pH'ya gore partikulin boyut
ve yuzey yukundeki degisimlerin gozlenmesine imkan sunar. Dinamik Isik
sacgiimasi (DLS) yontemine goére dlgcim yapmaktadir. Dinamik 1sik sagiimasi, mikro
saniyenin onda biri ile mili saniye zaman araliginda, ornek ¢ozeltinin kuguk bir

kismindan sacilan 1s1§in zamanla degisiminin o6l¢limesidir. Sentez sonrasi
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yikanarak elde edilen nanopartikuller deiyonize su ile seyreltiimis ve yaklasik 3 ml
hacimli 6rnek ¢ozeltisi, polistiren (PS) kuvet icerisine konulmustur. Alinan dlgumler
birkag defa tekrarlanarak dlglimiin dogrulugu saglanmaya calisiimistir. Olgumler,

ornek ¢ozelti igerisinden lazer 1s1ginin gegirilmesi sonucu gergeklestiriimigstir.
3.8. Biyopolimerik Nanopartikiillerin Yiizey Modifikasyonu (Ligand Takilmasi)

Sunulan tez calismasi kapsaminda, gerekli yizey modifikasyon islemleri igin proje
Onerisinde belirtilen ligandlardan dncelikle biri model olarak segilmis ve bu daha
sonraki adimlarda nasil bir yol izlenecegi konusunda kolaylik saglamistir. Daha
once vyapilan calismalarda kanser teshis ve tedavisinde kullaniimak uGzere
hazirlanan, manyetik 6zellige sahip kitosan nanopartikullerin yizey modifikasyon
islemlerinde Konkavalin-A proteini model ligand olarak kullaniimig ve basarili
sonuglar elde edilmigtir [59], bu nedenle yapilan ligand baglanmasi deneylerinde
ya da bir bagka deyisle ylzey modifikasyon islemlerinde de benzer iglem

basamaklari kullaniimigtir.

Takip edilen islem basamaklari su sekildedir; ©ncelikle nanopartiklllerin
aktivasyonu i¢in 5mg Fe3O, yukli kitosan nanopartikllleri 3 defa pH 5.2 MES
tamponu ile yikanip ayni hacimde suspanse edilmistir. Aktive edilen
nanopartikdller ile 25 mg/ml EDAC ile 30 dk sureyle oda sicakliginda uygun hizli
donen karistiricida karigtinlmigtir ve boylelikle yapidaki amin gruplarinda 6zgun
aktif ara formun olusmasi saglanmistir. Ortamdaki fazla EDAC’In uzaklastiriimasi
amaci ile, nanopartiktller 3 defa pH 5.2 MES tamponu ile yikanip ayni hacimde
MES tamponu ile sispanse hale getirilmistir. Oncelikli olarak sectigimiz 1gG1
(Img/mL) ligandindan 100 ul alinip 1400 yl MES tamponunda ¢ézulerek ligand
suspansiyonu hazirlanmigtir. Ligand baglanma islemlerinden sonra baglanma
verimini belirlemek amaciyla sonradan yapilan olgumlerde kullanmak igin, ligand
stspansiyonundan ayni oranda (1:15) alinarak “baglanma oncesi 6rnek” elde
edilmigtir. Kalan ligand suspansiyonu ile aktive nanopartiklller 24 saat oda
sicakliginda sabit hizda rotatorda karistirilmistir. 24 saat sonunda nanopartikuller

bir miknatis yardimi ile ayrilmigtir.
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Ayrilan sivi faz atilmadan “baglanma sonrasi 6rnek” olarak teste alinip 280 nm
dalga boyunda UV spektrofotometrede her iki ornek arasinda ol¢llen absorbans

farkindan yuzde baglanma hesaplanmigtir. Formulasyon asagida verilmistir.

b.6. absorbans degeri— b.s. absorbans degeri

% ligand baglanma verimi = x 100

b.6. absorbans degeri
(Esitlik 3.1.)

Nanopartikuller baglanma sonrasi 6rnek ile ayrildiktan sonra, 1 kez pH 5.2 MES
tamponu ile yikanip miknatis yardimi ile ayrilmigtir. Daha sonra devam eden
reaksiyonu durdurmak amaciyla ortama fazla amin kaynagi olarak pH 8.0, 1M
glisin ¢ozeltisi eklenir ve nanopartikillerin 30 dk. boyunca oda sicakliginda sabit
hizda donen rotatorda karismasi saglanmigtir. Karistirma sonunda nanopartikiller
miknatis ile ayrilip pH 7.4 fosfat tamponu ile 3 defa yikanmig ve 2 ml fosfat
tamponunda suspanse edilmistir.

Yapilan ¢alismalarin daha sonrasinda, model ligand olarak segilen IgG1 ligandi ile
Fe304 yUklU biyopolimerik nanopartikiller (6rnegin; kitosan, karboksimetil kitosan,
PHB-karboksimetil kitosan) etkilestiriimis, elde edilen ligand baglanmig
nanopartikiller daha sonraki islemlerde kullaniimak Gzere +4°C’de saklanmistir.
Manyetik olmayan CS, CMCS, PHB-CMCS nanopartikillerin ligand baglanma
islemleri de yukaridaki gibi olup sadece yikama surecinde ayirma igin yuksek
hizdaki santrifijden yararlanilmigtir. Nanopartikil yizeylerine ligandlarin kovalent

baglanma mekanizmasi Sekil 3.5.te gdsterilmistir.

s
7

3
1\
°
o

Manyetik K
Nanopartikiil C:}/
Kararsiz reaktif O-acylisourea
Ligand

Sekil 3.5. Ligandlarin manyetik nanotasiyiciya baglanma mekanizmasi.
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Sekil 3.6. IgG1 model ligandi ile kitosan partikullerin etkilesim mekanizmasi.
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Sekil 3.7. 1gG1 ligandi ile CMCS nanopartiklllerin etkilesim mekanizmasi.
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Sekil 3.8.PHB-CMCS nanopartikilleri ile IgG1 ligand etkilesim mekanizmasi.
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Tam partikallerin 1gG1 ligandi ile baglanma islemleri gergeklestirilmistir. Bu
islemler sonucunda elde edilen % baglanma verimine gore ise diger ligandlarin,
Anneksin Al (0.85mg/mL) ve Anneksin A5 (50ug/250uL), hangi partikllle
etkilestirilecegine karar verilmistir. Segilen PHB-CMCS partikillerinin anneksin A5

ve anneksin Al ile etkilesim mekanizmalari Sekil 3.9’da gosterilmistir.

OH

CH, 0
Q
NH; +
H + Jo
0] OH

\i

HO NH
Annexin | HOOC—/
veya ”_\N:_C:—_N
Annexin 5 \«/\/N{Pcr
PHB-CMCS
AN
EDC
OH
CH, o)
[¢)
H ¥ o
(¢] OH

HO NH
HNLO

Sekil 3.9. Anneksin A1 ve A5 ligandinin PHB-CMCS nanotasiyiciya baglanma

mekanizmasi.
3.9. Nanopartikillerin Sitotoksisite Caligmalari

Hazirlanan nanopartiklllerin  boy-boy dagilimi, ylzey yukd gibi 06zellikleri
belirlenmis ve partiklller cesitli fizikokimyasal karakterizasyon islemlerinden
gecirilmigtir. Elde edilen bulgulara ilave olarak, hem tez galismasinda hem de
sunulan proje kapsaminda daha sonraki hayvan caligsmalarinda kullanilan bu
nanotagiyicilarin biyolojik yonden guvenilirlikleri bir baska deyisle biyolojik
uyumluluk testleri 1SO 10993-5 no’lu uluslararasi standarda uygun olarak

gergeklestirilmistir.
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Deneysel calismalarda kullanilan hdcre hatlari, UNAM hdcre kultir merkezinden
temin edilmistir. Bu galismalar kapsaminda farkh derigsimlerde (1, 10, 25 ve 50
pg/ml) ve farkh formalasyonlara sahip nanopartikullerin belirtilen ISO standardinda
yer alan standart hlcre hatlarindan biri olan L929 fare fibroblast hlcreleri Gzerine
sitotoksisitesi MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
testi ile incelenmistir. L929 hucreleri %10 FBS, %1 L-glutamin ve %1 penisilin-
streptomisin iceren DMEM-F12 besi yeri ile 37°C’de, %5 CO3; ortaminda kulture

edilmistir.

Calismada 5x10° hiicre/ml konsantrasyonda L929 hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara
ekilmigtir. HUcreler bir gece etlvde inkube edilmistir. Nanopartikdller, sterilizasyon
islemi icin UV 1sik altinda 30 dakika bekletiimistir. Daha sonra farkli
konsantrasyonlardaki nanopartikiller hicre kultir vasati ile dilue edilerek
hazirlanmis ve her bir kuyucuga 200ul pipetlenmigtir. Plaklar 24 saat boyunca
etiivde inkiibe edilmistir. inkiibasyon isleminden sonra, plaklardaki nanopartikiil
iceren vasat atilmis yerine 13 pl MTT solusyonu, 100 ul taze vasatla birlikte
pipetlenmistir. Plaklar 4 saat sure ile etivde inkibe edilmistir. Bu inkibasyon
sonrasinda yine plaklardaki vasat atimis ve 100 pl 0.08M HCI iceren saf
izopropanol kuyucuklara pipetlenmistir. Plaklar 30 dakika oda isisinda karanlikta

inklibe edilmis ve daha sonra 570 nm’de mikroplak okuyucusunda okutulmustur.

Kontrol calismasinda hucreler sadece hucre kultur vasati ile etkilestirilmistir.
Alinan absorbans yuzde yuz olarak kabul edilmig, test kuyucuklarindan alinan
absorbanslar ile karsilastirilarak nanopartikillerin sitotoksisiteleri % canlilik olarak,

asagida verilen formul yardimi ile hesaplanmistir.

%Canlilik= OD (numune)x100/0D (kontrol)
(Esitlik 3.2.)

3.10. Biyopolimerik Nanopartikiil - Hiicre Etkilesimleri (in vitro galigmalar)

Tez calismalarinin bu asamasinda ise, proje kapsaminda gergeklestirilecek
hayvan deneyleri dncesinde hazirlanan ligand takili nanopartikaller ile uygun hucre
hatlarinin etkilestirilerek elde edilen bulgularin sonraki agamalarda alt yapi olarak

kullanilmasi igin gerekli c¢alismalar gerceklestiriimigtir. Bu amagla da
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kardiyovaskuler sistem hastaliklari s6z konusu oldugunda canl sistemde
karsilasilacak hucre hatlarindan duz kas hucreleri ve damar endotel hucreleri
yapilan degerlendirmelerde model hicre hatlari olarak kullaniimigtir. Bu kapsamda
A7r5 duz kas hucreleri (Smooth muscle cells from rat embryonic thoracic aorta) ile
HUVEC endotel (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) hacreleri kullaniimistir.
Bu hucreler ile 6ncelikle MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) testi ile biyolojik uyumluluk testleri tekrarlanmis ve sonrasinda floresans
mikroskobu yardimiyla 6zellikle ileri asamalarda kullaniimasi planlanan manyetik
Ozellikli nanopartikuller kullanilarak hicre-nanopartikul etkilesimleri gorsel olarak
degerlendiriimigtir. Bu asamada hacreler %10 FBS, %1 L-glutamin ve %1
penisilin-streptomisin iceren DMEM-F12 besi yeri ile 37°C’de, %5 CO3; ortaminda

kultare edilmigtir.

Yapilan calismalarda L929 hiicreleri 5x10° hiicre/ml, A7r5 hiicreleri 7x10° hiicre/ml
ve HUVEC'ler ise 8x10° hiicre/ml konsantrasyonda 96 kuyucuklu plaklara
ekilmigtir. Nanopartikul-hicre etkilesimleri bir 6nceki bolumde, sitotoksisite
deneylerine benzer sekilde gergeklestiriimis ve yluzde hicre canhligi degerleri ayni

formulsyon ile belirlenmigtir.

3.11. Manyetik Nanopartikiiller ile Yapilan in vivo Galigmalar

Nanopartikullerin hayvan uygulamalari icin 36 adet erkek, sekiz haftalik Wistar
albino Irki sigan, sekiz hafta boyunca % 1 hayvansal yag katkili standart sigcan
yemi ile beslenmistir [Yokogoshi H. Ve ark. 1999]. Pozitif kontrol olarak, bu 36 adet
erkek sigandan alti tanesi ayrilmis ve bu slre boyunca standart sican yemi ile
beslenmistir. Bu siganlar, MRG incelemeleri icin negatif kontrol olarak
kullaniimistir. Hayvanlarin sularina herhangi ekstra bir sey katilmamis, serbest su
alimlari saglanmistir. Sekiz hafta sonrasi diyet ile beslenen hayvanlarin ve
standart sican yemi ile beslenen sigcanlarin; standart anestezi altinda plak
olusumunu incelenmek amaci ile MR gorantileri alinmistir. MRG incelemelerinde
oncelikli olarak hayvanlarin kardiyovaskuler anatomisi tespit edilmistir. Daha sonra
standart yem ile beslenen sigan ve kolesterolce zengin diyetle beslenen sigcanlarin

aortlari incelenmistir.
Diyet suresi bitiminde sigcanlar Cizelge 3.1’deki gibi gruplara ayriimistir.
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Cizelge 3.1. Sekiz hafta boyunca % 1 hayvansal yag katkili standart sican yemi ile

beslenmis siganlarin gruplari.

Gruplar Sigan sayilari

Negatif Kontrol

Pozitif Kontrol

lgG1/PHB-CMCS Np 1.gun
lgG1/PHB-CMCS Np 3.gun
An-5/PHB-CMCS Np 1.gun
An-5/PHB-CMCS Np 3.gun

| O O OO OO O

IgG1 ve An-5 ile konjuge edilmis PHB-CMCS nanopartikulleri total hacim 200 pl
serum fizyolojik igerisinde 50 ug/ml  konsantrasyonda hazirlanmigtir.
Operasyonlarin tamami aseptik kosullar altinda yapilmistir. Siganlara sistemik
anestezi icin intraperitonal yolla 40 mg/kg ketamin ve 1mg/kg ksilazin verilmistir.
Siganlarin sag femoral ven hatti belilenmis ve bu yolla nanopartikiller enjekte
edilmistir. Enjeksiyondan sonra operasyon hatlari stturlanmigtir.

IgG1 ve Anneksin-5 ile modifiye edilmis PHB-CMCS nanopartikil enjekte edilen
sicanlar rastgele 1. gun ve 3. gun olarak ayrilmistir ve 1. gun grubundaki
sicanlarin MR incelemeleri ayni gun yapilmistir. Enjeksiyonlardan ¢ gun sonra ise

3. gun grubundaki sicanlarin MR incelemeleri yapilmistir.

3.12. Istatistiksel analiz

Calismamizda, sonuglar ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. Gruplar
arasindaki farklarin saptanmasinda One Way ANOVA kullaniimistir.
Korelasyonlarin degerlendiriimesinde Scheffe testinden yararlaniimistir. Butin

istatistiksel incelemeler SPSS-18 istatistik programi yardimiyla yapilmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR ve TARTISMALAR

4.1. Manyetik Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

4.1.1. Manyetik Demir Oksit Nanopartikullerin Karakterizasyonu

Belirtilen islem basamaklari uygulanarak elde edilen FesO, nanopartikullerin
morfolojik incelemeleri taramali elektron mikroskobu (SEM) ve atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) ile karakterize edilmistir. Elde edilen bulgular Sekil 4.1. ve

4.2'de sirasiyla verilmistir.

EHT = 20.00 kv  200nm
WD = 12 mm
Mag = 91.27 KX

Sekil 4.1. FezO4 nanopartikillerin SEM gorintisu.

Sentezlenen demir oksit nanopartikillerin karakterizasyonu sonucunda, elde
edilen demir oksit nanopartikullerin boyutlarinin 11-20 nm araliginda ve kuresel
formda oldugu, agregasyonlarin minimal dizeyde olustugu goértlmektedir. Kiguk
boyutlardaki  nanopartikullerin ~ goruntilenmesinde AFM  tekniginden de

yararlanilmigtir.
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Sekil 4.2. Fe304nanopartikillerin AFM gorintisu.

Elde edilen AFM goruntistinde demir oksit nanopartikil boyutlarinin dar bir
aralikta bulundugu goézlenmistir (Sekil 4.2.). AFM gorintilerinden elde edilen
sonuglara goére, nanopartiklllerin kiresel boyutta ve agregasyonun minimal

duzeyde oludugu gorulmektedir.

Tez kapsaminda kullaniimak Uzere 6ncelikle manyetik nanopartiktller (érnegin;
Fe304, demir oksit nanopartikllleri) sentezlenmistir. Bu amacgla grubumuzda daha
onceden kanser tedavisinde hipertermi uygulamalari igin gelistirilen nanopartikuller
icin kullanilan metodoloji kullaniimistir [59]. Elde edilen sonuglar literatirle
karsilastiriimistir. Wei- Wen Liu ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada demir oksit
nanopartikilleri degisen molaritelerde HCI c¢o6zeltisi  kullanilarak anyonik
degisimlerle yaklasik 20-25 nm araliginda sentezlemislerdir [60]. Shantanu K.
Behera ve arkadaslarinin yaptigi diger bir calismada ise demir oksit

nanopartikuller, ¢oktirme teknigi ile hazirlanmis ve 15-25 nm araliginda demir
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oksit nanopartikiller elde edilmistir [61]. Calismada elde ettigimiz sonuglar

literatlrd dogrular niteliktedir.

Ote yandan Fe304 nanopartikiillerin boy-boy dagilimina NH3 derisiminin etkisi Sekil

4.3.'te gosterilmistir.
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Sekil 4.3. NH3 derisiminin Fe3O,4 nanopartikillerin boy-boy dagilimna ekisi.

Ancak, s6z konusu metodolojide ihtiya¢c duyulan yuksek manyetiklik o6zelligi
saglamak amaciyla daha 6nce hazirlanan demir oksit nanopartikillerden (gapi
yaklasik 20 nm) daha klguk demir oksit nanopartikilleri hazirlamak Uzere en
uygun parametre olan amonyak derisimi degerleri 1, 1.25 ve 1.5 M olarak
secilerek yapilan deneyler tekrarlanmigtir. Yapilan g¢aligmalar sonunda istenilen
degerlere (20 nm’nin altindaki nanopartikillere), 1 M’lik amonyak derigimi

kullanilarak ulasilmistir.

4.1.2. Manyetik Kitosan Nanopartikillerin Karakterizasyonu

Deneysel calismalar kisminda bahsedildigi Uzere hazirlanan manyetik 6zellige
sahip kitosan nanopartikillerin morfolojik 6zelliklerinin karakterize edilmesinde
taramali elektron mikroskobundan (SEM) ve atomik kuvvet mikroskobundan (AFM)
yararlanilmigtir. Yapilan calismalara ait gorUntiler, Sekil 4.4'te ve 4.5'te

gorulmektedir.
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Sekil 4.4. Manyetik kitosan nanopartikillerin SEM fotografi

6.00

3.00

Sekil 4.5. Manyetik kitosan nanopartikillerin AFM fotografi
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Tez calismasi kapsaminda elde edilen kitosan nanopartikullerin literattrdeki diger
calismalarla [62][63] karsilastinimistir. Kitosan nanopartikuller Calvo ve ark.,
tarafindan tarif edilen iyonik jellesme yontemi modifiye edilerek hazirlanmistir.
Calvo ve ark., (1997) yaptiklari calismada, yeni bir hidrofilik nano pargacik
olusturmus ve proteinlerin tutulmasi ve kontrolli salimindaki yararlarini
degerlendirmiglerdir [64]. Calisma kapsaminda elde edilen nanopartikillerin (ayni
kosullarda ve ayni madde miktarlari ile tekrarlanan denemeler sonucu) ortalama
bayukligu 169.6 + 5.9 (0.259 + 0.025) nm boyutlari arasinda bulunmustur ve
makaleyi [62] dogrular niteliktedir (Sekil 4.6).

= = N N
o a o a
o o o o

Manyetik Kitosan
Nanopartikiil Boyutu (nm)
[6)]
o

1. Deneme 2.Deneme 3. Deneme

Sekil 4.6. Manyetik kitosan nanopartikillerin boy-boy dagilimi degerleri

Hazirlanan manyetik Ozelliklere sahip kitosan nanopartikillerin hazirlanmasinda
kitosan/TPP oranlari degistirilerek en uygun nanopartiklllerin hazirlanmasi
hedeflenmis ve elde edilen bulgular Sekil 4.7.'de verilmigtir. Sekilden anlasilacagi
gibi hazirlanan nanopartikullerin boy arahgi 170-185 nm gibi dar bir aralikta ve
yapilan ¢alismalarda kullanilmaya son derece uygun gorunmektedir. Ayrica ¢apraz
baglayici (TPP) konsantrasyonun nanopartikillerin boy-boy dagiimina etkisi
arastinlmig, yapilan calismalar sonucunda %0.25 (w/v) derigsimindeki TPP
kullanilan deneylerde kitosan nanopartikullerin en dusuk boyuta sahip oldugu

gorulmastar.
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Sekil 4.7. Manyetik kitosan nanopartikillerin farkh ¢capraz baglayici

konsantrasyonuna bagli boy-boy dagilimi degerleri.
4.1.3. Manyetik Karboksimetil Kitosan Nanopartikillerin Karakterizasyonu
4.1.3.1. Karboksimetil Kitosan Polimeri Sentezi ve Karakterizasyonu

Karboksimetil kitosan nanopartikillerin hazirlanmasinda kullaniilmak Uzere
sentezlenen CMCS’nin karakterizasyonu amaciyla, kullanilan kitosanin ve

sentezlenen karboksimetil kitosanin FT-IR spektrumlari alinmistir.

%T

%T

80~

. . . . . . . . . . ' . . . . . . . . . . . '
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Sekil 4.8. (A) Kitosana ve (B) Karboksimetil Kitosan ait FT-IR spektrumlari.
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Kitosan ve Karboksimetil kitosana ait FT-IR spektrumlari $ekil 4.8'de gosterilmistir.
Kitosan igin karakteristik FT-IR absorpsiyon pikleri sdyle siralanmaktadir:3361 cm™
(O-H gerilme), 2870 cm™ (C-H gerilme), 1577cm™ (N-H egilme), 1068cm™ (C-O
gerilme) (Sekil 4.8.A). Karboksimetil kitosana ait 3353 cm™'de gériilen genis band
ise N-H gerilme bandidir (Sekil 4.8.B). Ayrica 1410 cm™ (-COOH), 1049 cm™ (-C-
O)'de gorulen absorpsiyon pikleri karboksimetil kitosanin karakteristik pikleridir
(Sekil 4.8.B). 1585 cm™de ve 1410 cm™ ’te sirasiyla COO- karboksilat iyonlari
karakteristik asimetrik ve simetrik gerilme bantlari gorulmektedir. Alinan

spektrumlar kitosandan karboksimetil kitosan eldesini konfirme etmektedir [65].

4.1.3.2. Manyetik CMCS Nanopatrtikiillerin Morfolojik Ozellikleri

Sunulan tez calismasi kapsaminda, hazirlanan manyetik karboksimetil kitosan
nanopartikullerin morfolojik 6zelliklerinin belilenmesi amaci ile SEM (FEI, ABD)
goruntulerinden yararlaniimistir. Elde edilen nanopartiklllere ait SEM goruntileri

Sekil 4.9' da sunulmustur.

F i
v 3
HV spot mag det | tilt WD — ’SC-H] (2100 R —
15.00 kV| 3.0 [194 629 x |[ETD|-0 °[9.2 mm

Sekil 4.9. Manyetik karboksimetil kitosan nanopartikillerin SEM fotografi.
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4.1.3.3. Manyetik CMCS Nanopartikullerin Boy-Boy Dagilimina Etki Eden

Parametreler

Yapilan ¢alismalar kapsaminda hazirlanan karboksimetil kitosan nanopartikillerin
boy-boy dagilimina etki eden parametreler olarak CacCl, derigimi ve karboksimetil
kitosan derigsimi secilmis ve bu parametreler degistirilerek Uretilen nanopartikallerin

boy-boy dagilimi grafikleri Sekil 4.10 ve 4.11°de verilmistir.

4.1.3.3.1. Gapraz Baglanma Derecesinin Manyetik CMCS Nanopartikullerin
Boy-Boy Dagilimina Etkisi

Bu kisimda c¢apraz badlayici ajan olarak CaCl, kullaniimistir. Capraz baglayici
miktarinin partikil boyutuna etkisini incelemek amaciyla CaCl, konsantrasyonunu,
% 0.5, % 1 ve % 1.5 arasinda degistirilip diger parametreler sabit tutulmustur ( %
0,5 CMCS, karigtirici hizi 1800 rpm ve karisma suresi 1 saat). Elde edilen

nanopartikullerin boyutlari Sekil 4.10’ da gosterilmigtir.
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Sekil 4.10. CaCl, derisiminin CMCS nanopartikil boy-boy dagilimina etkisi.

Sekil 4.10'da gorildigu gibi ortamdaki capraz baglayici orani arttikga manyetik
karboksimetil kitosan nanopartikillerin boyutlari kigilmektedir. Bu durum CacCl,
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miktarindaki artisla daha kuguk partiktllerin olusmasina yol agan partikdl
bliztsmesi meydana gelmesi ile agiklanabilir [49]. Calisma kapsaminda elde

edilen nanopartikuller makalede belirtilen boyutlardadir.

4.1.3.3.2. CMCS Polimer Derigsiminin Manyetik Karboksimetil Kitosan
Nanopartikiillerin Boy-Boy Dagilimina Etkisi

Polimer derisiminin partiktl boyut etkisine bakmak amaci ile polimer miktari % 0.5

ile % 1.5 arasinda degistirilerek bir seri deney yapiimistir.
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Sekil 4.11. Karboksimetil kitosan derisiminin karboksimetil kitosan nanopartikul

boy-boy dagilimina etkisi.

Polimer konsantrasyonu arttikga viskozite artigsindan dolay! polimerin dispersiyon
ortaminda dagitilmasi zorlagacagindan partikul boyutunda artisa neden olmaktadir
[66]. Dolayisiyla Sekil 4.11" de goéruldigu gibi polimer miktari arttikga vizkozite
artacagindan dolayr nanopartikullerin boyutlarinda artis gozlenmistir ve elde

ettigimiz bulgular makaleyi dogrular niteliktedir.

Sonug¢ olarak nanopartikiil hazirlama prosedirinde karistirma suresi ve hizi,
CMCS polimer konsantrasyonu, CaCl, konsantrasyonu, sirasiyla 60 dakika, 1800
rem, % 0,5 (w/v), ve kullanilan CMCS polimerinin CaCl, ye orani 5:1 (w:w), olarak

secildiginde en duguk nanopartikul boyutu olan 150 nm’ye ulasiimistir.
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4.1.4. Manyetik PHB/CMCS Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
4.1.4.1. Karboksimetil Kitosanin Sentezi ve Karakterizasyonu

Yapilan cgalismada dusuk molekual agirhkh kitosandan karboksimetil kitosan
Uretilmis ve ardindan polimer matriks olarak kullanilmak Uzere nanopartikul
sentezine katilmistir. Elde edilen karboksimetil kitosanin FT-IR spektrumu Sekil
4.8’de verilmigtir. Ayrica hazirlanan polihidroksibutirat/karboksimetil kitosan
nanopartikdllerini karakterize etmek amaci ile CMCS polimeri ile karsilastirmali
FT-IR spektrumlari alinmigtir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. CMCS polimer (A) ve PHB/CMCS nanopartikule (B) ait FT-IR
spektrumlari.
Cizelge 4.1° de verilen CMCS ve PHB/CMCS nanopartikillerin FTIR
spektrumundan elde edilen karakteristik pik gruplari verilmigtir. Karboksimetil
kitosan igin 3318 (O-H gerilme), 1730-1590 (-COOH gerilme), 1412 (N-H gerilme),
1040-1135 cm-1 (-C-O gerilme)'de gorllen absorpsiyon pikleri karboksimetil
kitosanin karakteristik pikleridir. Polihidroksibutirat icin karakteristik pikler 1720
(C=0 gerilme) ve 1280 (C-O gerilme) dalga sayisinda gozlenmistir. Buradaki FTIR

spektrumunda elde edilen karakteristik pikler literatlr ile uyusmaktadir [46][67].
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Cizelge- 4.1. CMCS ve Polihidroksibutirat’ in FT-IR spektrumlarinda gorulen
karakteristik pikler

Polihidroksibutirat Karboksimetil
Kitosan

Karakteristik Pik Dalga Sayisi (cm ™) Karakteristik Dalga Sayisi (cm 7)
Pik

C=0 gerilme 1850-1600 COOH gerilme | 1730-1590

-C-O gerilme 1300-950 -C-0 gerilme 1040-1135

CH3 egilme 1380-1460 N-H gerilme 1414-1401

4.1.4.2. Polihidroksibiitirat - Karboksimetil Kitosan (PHB-CMCS)

Nanopartikiillerin Morfolojik Ozellikleri

Sunulan c¢alismalar kapsaminda, hazirlanan PHB-karboksimetil kitosan
nanopartikullerin SEM fotografi Sekil 4.13’ te verilmigtir. Fotograftan da gorulecegi
Uzere hazirlanan PHB-karboksimetil kitosan nanopartikiller kuresel formda ve

monodispers 6zellige sahiptir. Partikuller ortalama 180-200 nm boy araligindadir.

WD | mag |det| 2/20/2012 | pressure |
9.8 mm |44 510 x |ETD | 4:19:51 PM | 2.79e-6 mbar

Sekil 4.13. PHB- karboksimetil kitosan nanopartikillerin SEM fotografi.
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4.1.4.3. PHB/CMCS Nanopartikillerin Boy-Boy Dagilimina Etki Eden
Parametreler

Yapilan c¢alismalar kapsaminda, partiktllerin hazirlanmasi i¢in  kullanilan
homojenizatdr hizi ve emdlsifier konsantrasyonu PHB/CMCS nanopartikillerin
boyutuna etki eden parametreler olarak belirlenmis olup, elde edilen sonugclar
detaylariyla alt basgliklar halinde verilmektedir. Yapilan deneysel c¢alismalar
sonucunda 180-900 nm boyut araliginda PHB/Kitosan nanopartikiller elde
edilmistir.

Homojenizator hizinin partikil boyutuna etkisini incelemek amaciyla homojenizator

genligi 15000-24000 rpm arasinda degistirilmigtir.
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Sekil 4.14. Homojenizatdr hizinin partikil boyutuna etkisi.

Sekil 4.14’ te goruldigu gibi homojenizatér genligi 15000-24000rpm araliginda
arttinldiginda PHB/CMCS nanopartikillerin boyutlarinin azaldigi gozlenmistir.
Homojenizatér hizi azaldikga ortama aktarilan enerji miktari azalacagindan
partikil boyutu artmaktadir. Bunun yani sira Alleman ve ark., yaptiklari ¢alismada
olugacak nanopartikilin son boyutunun, ortama aktarilan damlaciklarin boyutlar
ile iligkili oldugunu ve yuksek karistirma hizi polimer ¢ozeltisinin daha kuguk
boyutlu damlaciklara dagilmasina neden oldugunu aciklamistir [68]. Lee ve ark,.
2003 te yaptigi calismada homojenizator hizi arttirildiginda birim zamandaki

yuksek kayma dayanimi nedeniyle damlaciklarin boyutunun azaldigi ve buna bagli
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olarak nanopartikullerin boyutunun kuguldugu gorulmektedir [69]. Yapilan
calismada 15000 rpm sonikator genligi ile Uretilen nanopartikillerin boyutlart 990
nm iken; 20000 rpm'de bu deder 774 nm'ye ve 24000rpm'de de 315 nm’ ye
dusmustir. Nanopartikullerin boy dagihm indeksleri (PDI) sirasiyla; 0,547; 0,306;
0,343.

Emulsifier oraninin partikil boyutuna etkisine bakmak icin PVA miktari 50 ile 500

mg arasinda degistirilmigtir.
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Sekil 4.15. Emulsifier (PVA) miktarinin partiktl boyutuna etkisi

Emdulsiye edici ajanin tiruU ve konsantrasyonu emulsiyon olusturma-¢ozucu
buharlagtirma yonteminde oldukga onemli bir parametredir. Bu amagla tween 80,
jelatin, dextran ve PVA gibi cesitli stabilize edici ajanlar kullaniimaktadir [70].
Nanopartikullerin Uretimi sirasinda olugan damlacik ve proto-nanopartikullerin
stabilize edilmesi pargaciklarin yigin olusturmasini ve birlesmesini engelleyecek,
bu da kiguk boyutlarda partikillerin olusmasini saglayacaktir [71]. Yapilan
calismada, emdllsifiyer olarak kullanilan PVA, sulu faz ile polimer (organik faz)
arasindaki intiyag duyulan yuzey gerilimini saglamaktadir. Teorik olarak beklenilen
bulgu, emulsifiyer konsantrasyonunun artmasi ile kligilen nanopartikil boyutudur.
Fakat yapilan calismada, emdulsifiyer miktari ve partikil boyutu arasinda bir
baglanti olmadigi gdézlenmistir. Sekil 4.15’te de goéruldigu Uzere, en kiguk
nanopartikul boyutuna 200 mg PVA kullanilarak ulasiimaktadir. PVA miktari 50 mg
iken nanopartikul boyutu 560 nm; 100 mg iken 315 nm, 200 mg iken 295 nm ve
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500 mg iken 597 nm'dir. Nanopartikullerin boy dagilim indeksleri (PDI) sirasiyla;
0,341, 0,385; 0,214; 0,417.

4.2. Biyopolimerik Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Tezin ilk alti aylik donemi icerisinde manyetik FezO4 nanopartikullerin ardindan bu
nanopartikileri ve daha sonraki uygulamalarda diger ajanlari (ligand, etken madde
ve/veya bioyomolekulleri) tagiyacak olan polimerik nanotasiyicilar gelistirilmistir.
Bu asamada nanopartikul hazirlanmasinda kullanilmasi planlanan polimerler suda
¢Ozunebilen ve suda ¢ozinmeyen biyolojik olarak bozunabilen polimerik
yapilardan secilmistir. Bu polimerler sirasiyla;
Suda (veya sulu ¢ozeltilerde) ¢dzinebilen polimerler

e Kitosan

e Karboksimetil kitosan
Organik ¢dzuculerde ¢ézunebilen polimerler

e PHB/Karboksimetil kitosan

4.3. Biyopolimerik Nanopartikiillere Ligand Takilmasi

Sunulan tez calismasi kapsaminda proje oOnerisinde belirtilen ligandlardan
oncelikle biri model olarak segilerek, gerekli ylzey modifikasyon islemleri
gercgeklestiriimistir. Bu amacgla daha 6nce yapilan ¢aligmalarda kanser teshis ve
tedavisinde kullaniimak (zere hazirlanan, manyetik 06zellige sahip kitosan
nanopartikdllerin ylizey modifikasyon islemlerinde Konkavalin-A proteini model
ligand olarak kullaniimig ve basarili sonuclar elde edilmistir [59]. Bu nedenle
yapilan ylzey modifikasyon islemlerinde bir baska deyimle ligand baglanmasi
deneylerinde de benzer islem basamaklari izlenmistir.

Tez calismasinda kullaniimak Uzere hazirlanan kitosan, karboksimetil kitosan,
PHB-CMCS partiklllerin IgG1 ligandi ile baglanma islemleri gergeklestiriimistir. Bu
islemler sonucunda elde edilen % baglanma verimine gore ise diger ligandlarin,
Anneksin Al (0.85mg/mL) ve Anneksin A5 (50ug/250uL), hangi partikille
etkilestirilecegine karar verilmigtir.

Partikillerin IgG1 ligandi ile baglanma %’leri Sekil 4.16. ve 4.17’deki gibidir.
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Sekil 4.16. Manyetik 6zellige sahip, FesO,4 yukli nanopartikullerinin IgG1 ligandina

baglanma %/’leri
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Sekil 4.17. Manyetik 6zellige sahip olmayan nanopartikillerin, IgG1 ligandi ile

baglanma %’leri.

Bu veriler dogrultusunda manyetik 6zellige sahip olan ve olmayan PHB-CMCS
nanopartikillerinin Anneksin A1 ve Anneksin A5 ligandlar ile etkilestiriimesine

karar verilmigtir.

55



Sekil 4.18. ve 4.19'da Anneksin A1 ve A5 ligandlarinin PHB-CMCS partikdllerine

baglanma %’leri asagida gdsterilmigtir.
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Sekil 4.18. PHB-CMCS nanopartikullerinin Anneksin A1 ligandina baglanma %/’leri.

PHB-CMCS-mag PHB-CMCS

Sekil 4.19. PHB-CMCS nanopartikillerinin Anneksin A5 ligandina baglanma %/’leri.

Sunulan calismalar kapsaminda gercgeklestirilien deneysel c¢alismalardan elde
edilen bulgulara gore hazirlanan biyopolimerik nanopartikullerden 6zellikle kitosan,
karboksimetil kitosan ve polihidroksibutirat-karoksimetil kitosan (PHB-CMCS)
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nanopartikullerden 6zellikle manyetik nanopartikul iceren formlarda beklendigi gibi
daha yuksek ligand baglanma verimi elde edilmistir. Ayrica tum baglanma
verimliligi  degerleri incelendiginde Fe3O, nanopartikiller yalin  olarak
kullanildiginda en yuksek ligand baglanma kapasitesine ulagildigi ve Ote yandan
manyetik  nanopartikil iceren biyopolimerik ~ nanopartikillerinde  bos
nanopartikullerden daha yuksek ligand baglanma verimliligine sahip oldugu
belirlenmistir. Buradaki temel farklilik protein yapisinda olan ligandlarin 6zellikle
metallerle selat olusturma yeteneginden dolaylr bu sonuglar beklenen sonuglar
olarak degerlendiriimektedir.

Ote yandan gerceklestirilen deneysel calismalarda kullanilan tim nanopartikillerin

boyut analizleri yapildiginda Cizelge-4.2’de sunulan bulgular elde edilmigtir.

Cizelge-4.2. Ligand baglanma deneylerinde kullanilan nanopartikullerin boy-boy

dagilimlan

Nanopartikul tara Nanopartikul boy araligi (nm)
Fes04 nanopartikul 15-17

Kitosan nanopartikil (CS) 260-274

Manyetik kitosan nanopartikial (CS-mag) | 190-263

Karboksimetil  kitosan  nanopartikdl

144-212
(CMCS)
Manyetik karboksimetil kitosan

188-234
nanopartikil (CMCS-mag)
Polihidroksibutirat-karboksimetil kitosan

163-184

nanopartikil (PHB-CMCS)

Manyetik Polihidroksibutirat-
karboksimetil  kitosan  nanopartikdl | 143-211
(PHB-CMCS-mag)

Cizelge-4.2.’de verilen bulgular incelendiginde FeszO4 nanopartiklllerin ortalama
buyuklUkleri yaklagik olarak 16 nm dolayinda ve diger polimer kapl

nanopartikullerden yaklasik olarak 10-15 kat daha kuguktur. Bu nedenle Fe3O4
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nanopartikullerin ayni kutledeki polimer iceren nanopartikuller ile yuzey alanlari
kargilastirildiginda oldukga buy(k farkliliklar ortaya ¢cikmaktadir. Ozet olarak ligand
baglanmasi esnasinda baglanma noktasi olarak Fe;O, nanopartikillerde gok daha
fazla imkan bulundugundan baglanma verimliliginin son derece yuksek olmasi
kolay anlagilir bir durum haline gelmektedir. Ancak diger formulasyonlar ile ilgili
olarak benzer yorumlari yapmak cizelge-4.2.'de verilen bulgular yeniden
degerlendirildiginde nanopartikul boy araligi degerlerinin olabildigince birbirine

yakin olmasi nedeniyle benzer yorumlari yapmak pek mumkuin gérinmemektedir.

4.4. Biyopolimerik Nanopartikiil-Hiicre Etkilegimleri

Tez calisamalarinin bu asamasinda daha oOnceki proje gelisme doneminde
hazirlanan biyopolimerik nanopartikiller kullanilarak gergeklestirilen biyolojik uyum
ya da bir baska deyimle sitotoksisite deneyleri ikinci gelisme doéneminde
hazirlanan ligand baglanmig olan nanopartikil formulasyonlari ile de
tekrarlanmistir. Bu amagcla oncelikle farkli formulasyonlara sahip nanopartikiller
ISO 10993-5 no’lu standard’da belirtilen standart hicre hatlarindan L929 (fare
fibroblast hucreleri) ile farkh konsantrasyonlarda (50, 25, 10 ve 1 pg/ml)
nanopartikuller sekinde etkilestirilerek incelenmistir.

Calismalarin daha sonraki bdlimlerinde ise hayvan deneyleri oOncesinde
hazirlanan ligand takili nanopartikiller ile uygun hicre hatlarinin etkilestirilerek
elde edilen bulgularin sonraki asamalarda alt yapi olarak kullaniimasi igin gerekli
calismalar gerceklestiriimigtir. Bu amacla da kardiyovaskuler sistem rahatsizliklari
s0z konusu oldugunda canli sistemde kargilagilacak hiucre hatlarindan duz kas
hucreleri ve damar endotel hicreleri yapilan degerlendirmelerde model hucre
hatlari olarak kullaniimistir. Bu kapsamda A7r5 diz kas hlcreleri (Smooth muscle
cells from rat embryonic thoracic aorta) ile HUVEC endotel (Human Umbilical Vein
Endothelial Cells) hlcreleri kullaniimistir. Bu hdcreler ile 6ncelikle MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) testi ile biyolojik uyumluluk
testleri tekrarlanmis ve sonrasinda floresans mikroskobu yardimiyla 6zellikle ileri
asamalarda kullaniimasi planlanan manyetik 6zellikli nanopartikuller kullanilarak

hucre-nanopartikul etkilegsimleri gorsel olarak degerlendirilmistir.
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4.41. L929 Hiicreleri Uzerine Farkh Formiilasyonlarda Hazirlanan

Nanopartikiillerin Sitotoksisitesi

Bu bdlimde yapilan galismalarda daha onceki bolumlerde ayrintili olarak ligand
baglanma verimlilikleri agiklanan nanoartikul formulasyonlarinin (CS, CMCS, PHB-
CMCS nanopartikuller) hem manyetik 6zellige sahip olmayan formlari hem de
manyetik ozellige sahip olan formlari ayri ayri degerlendiriimis ve 3 farkh ligand
(IlgG1, Anneksin Al ve Anneksin AS5) igin tum deneyler benzer sekilde
gerceklestiriimigtir.

Sekil 4.20’de farkli konsantrasyonlarda (50, 25,10 ve 1ug/ml) IgG1 ve Annexin A5
ile  modifiye edilmis PHB-CMCS nanopartikillerin  L929 hucreleri Uzerine
sitotoksisite sonugclari verilmigtir. Nanopartikuller hlcreler ile 24 saat boyunca

etkilestirilmistir.

Farkli formiilasyonlardaki nanopartikiillerin L929 hiicreleri iizerine
120 sitotoksisitesi
100 - T T
1
~ F {
S i i
~ 80 -
8D
= 0 Kontrol
= 60 -
S O1ug/ml
(o]
§ 40 A O010pg/ml
[m]
B50pg/ml
° Mag-PHB
) ag-FHb- pHB-CMCH- Mag-PHB-
100 PT'gz(l:'\NAgHCMCH-IgGl A5Np  CMCH-
NP A5 NP

Sekil 4.20. Nanopartikil-L929 hiicre etkilesimlerine Anneksin A5 ve IgG1 etkisi.

Sitotoksisite c¢alismalari sonuglarina gore, IgG1 ile modifiye PHB-CMCS
nanopartiklllerin sitotoksisiteleri %5 ile sinirli kalmistir. Manyetik formdaki PHB-
CMCS-IgG1 nanopartikullerin sitotoksisiteleri ile yaklasik %12 olarak bulunmustur.
Bir 6nceki calismalardan alinan sonuglar dikkate alindiginda IgG1 modifikasyonun

PHB-CMCS ve manyetik formunun sitotoksisitesini etkilemedigi goralmustar.
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Aneksin 5 ile modifiye edilmis PHB-CMCS nanopartikullerin L929 hicreleri Uzerine
sitotoksisitelerinin yaklasik %7, manyetik formdaki nanopartikillerin ise yaklagik
%11 oldugu saptanmigtir. Bir onceki c¢alismadan alinan sonuglar dikkate
alindiginda aneksin 5 modifikasyonunun PHB-CMCS nanopartikullerin
sitotoksisitelerinin  etkilemedigi, fakat manyetik formdaki nanopartikullerin
sitotoksisitelerini yaklasik %2 artirdigi saptanmigtir.

Sekil 4.21.’de farkl konsantrasyonlarda (50, 25,1 0 ve 1 pg/ml) IgG1 ve Annexin
A1 ile modifiye edilmis PHB-CMCS ve demir nanopartikullerin L929 hacreleri
Uzerine sitotoksisite sonuclari verilmistir. Nanopartikuller hucreler ile 24 saat

boyunca etkilestirilmistir.

Farkli formiilasyonlardaki nanopartikiillerin 929 hiicreleri iizerine
sitotoksisitesi
120 -
100 -
3 _I__I' —I—_I_ _I_‘I'
=1 80 -
= O Kaontrol
g 60 O Ipg/ml
5 40 0 10pg/ml
an
[m]
20 - 25ug/ml
B 50pg/ml
0 Fe(l- Ig
Kontrol PHB-CMCH- Mag-PHB- NP
ontro PO CMCH-
Al NP

Sekil 4.21. Nanopartikil-L929 hiicre etkilesimlerine Anneksin Al ve IgG1 etkisi.

Yapilan sitotoksisite calismalarina gére, anneksin 1 ile modifiye edilmis PHB-
CMCS nanopartikillerin ~ sitotoksisiteleri yaklasik %3, manyetik formdaki
nanopartiklllerin ise yaklasik %10 oldugu saptanmigtir. Bir dnceki calismalar
dikkate alindiginda annexin 1 ile modifikasyonun PHB-CMCS nanopartikillerin ve
bunlarin manyetik formllasyonlarinin sitotoksisitelerini etkilemedidi saptanmistir.
IgG1 ile modifiye demir nanopartikilin sitotoksisitesi yaklasik %95 olarak
bulunmustur ve bir dnceki g¢alisma dikkate alindiginda IgG1 modifikasyonunun

demir nanopartikullerin sitotoksisitesini etkilemedigi gorulmustar.
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Sekil 4.22.’de farkli konsantrasyonlarda (50, 25, 10 ve 1 ug/ml) IgG1 ile modifiye
edilmig CMCS ve kitosan nanopartikullerin ve bunlarin manyetik formlarinin L929
hlcreleri Uzerine sitotoksisite sonuglari verilmistir. Nanopartikiller hacreler ile 24

saat boyunca etkilestirilmistir.

Farkli formiilasyonlardaki nanopartikiillerin L929 hiicreleri iizerine
sitotoksisitesi

120 -
100 -
~ F eaEs
ED 80 -
= O Kontrol
g 60 -
s O1pg/ml
§ 40 1 O 10pg/ml
20 - O025pug/ml
0 B50pg/ml

Kontrol CMCH-1gG1 Mag-CMCH-Kitosan-lgG1 Mag-Kitosan-
NP IgG1 NP NP IgG1 Np

Sekil 4.22. Nanopartikil-L929 huicre etkilesimlerine IgG1 etkisi.

Yapilan sitotoksisite c¢alismalarina goére, 1gG1 ile modifiye edilmis CMCS
nanopartiklllerin  sitotoksisitelerinin konsantrasyona bagli olarak %3 ile %8
arasinda degistigi saptanmistir. Manyetik formdaki CMCS-IgG1 nanopartiltllerin
ise yaklasik %7 sitotoksik oldugu gérulmustur. Bir dnceki yapilan galismalara gore
IgG1 modifikasyonun CMCS nanopartikillerin L929 hicrelerine sitotoksisitesini
%2-3 azaltigi saptanmistir. IgG1 modifiye kitosan nanopartikullerin sitotoksisiteleri
incelendiginde konsantrasyona bagli olarak %4 ile %8 arasinda degistigi
saptanmigtir. Manyetik formdaki kitosan-IgG1 nanopartikillerin ise %5 ile %11
arasinda sitotoksik oldugu gorulmustur. Bir onceki ¢alismalar dikkate alindiginda,
IgG1 modifikasyonun kitosan nanopartikillerin sitotoksisiteleri Uzerine bir
etkilerinin olmadigi, fakat manyetik formdaki nanopartiktllerin sitotoksisitelerini

yaklasik % 3 arttirdiklari géraimuastur.
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4.4.2. Biyopolimerik NP’ler ile damar endotel hiicrelerinin (HUVEC) etkilegimi

Calismalarin bu bélimiunde daha onceki bolumlerde inceleme altina alinan
biyopolimerik nanopartikillerden PHB-CMCS-mag nanopatrtikuller her bir ligand ile
(Anneksin Al, Anneksin A5 ve IgG1) biraraya getirilerek damar endotel hucreleri
(HUVEC) ile etkilestirilmistir. L-929 hdcre hatti ile yapilan ¢alismalara benzer
sekilde oOncelikle hucrelerin  her bir nanopartikil formualasyonu karsisinda
gosterdikleri uyum (bir bagska deyimle canlilik performanslari) belirlenmis daha
sonra yapilan mikroskobik incelemeler ile nanopartikullerin hicrelere girisi (ya da
hicrelere tutunmalari) belirlenmistir. ilk grupta elde edilen degerler Sekil 4.23.'de
farkli konsantrasyonlarda (50, 25, 10 ve 1 pg/ml) PHB-CMCS nanopartikulleri ve
bu partikullerin manyetik formlarinin HUVEC hucreleri Uzerine sitotoksisite

sonuglari verilmistir. Nanopartikiller hicreler ile 24 saat boyunca etkilestirilmistir.

120 Farkl1 formiilasyonlardaki nanopartikiillerin HUVEC ler iizerine
sitotoksisitesi
100 1/ Thed
H=h OKontrol
S -I--ILE_I_ 1 _I_}{% ontro
= 80 O1pg/ml
2 O10ug/ml
= m
g 60 ue
o B25ug/ml
=
2 40 B 50pug/ml
= ug
o
20 -
0 1
Kontrol PHB-CMCH Mag-PHB- PHB-CMCH- Mag-PHB-
NP ALNP CMCH-A1
CMCH NP NP

Sekil 4.23. PHB-CMCS NP-HUVEC hcre etkilesimlerine Anneksin Al etkisi.

Sitotoksisite ¢alismasi sonuglarina goére, PHB-CMCS nanopartikillerin HUVEC’ler
Uzerine sitotoksisitesinin % 2 ile % 4 arasinda sinirh kaldigi goéralmastar.
Sitotoksisite oranlarinin nanopartikll konsantrasyonu ile dedismedigi saptanmistir.
Manyetik formda hazirlanan PHB-CMCS nanopartikillerin ise yaklasik % 10
sitotoksik oldugu saptanmistir. Bu da manyetik nanopartikillerin daha reaktif

oldugunu gdstermektedir. Anneksin 1 ile modifiye PHB-CMCS partikillerin % 5 ile
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7 arasinda sitotoksik oldugu saptanmigtir. Bu durum aneksin 1 modifikasyonunun
nanopartikulerin sitotoksik aktivitelerini yaklasik % 5 artirdigini gostermektedir.
Aneksin 1 takili manyetik nanopartikullerin sitotoksisiteleri incelendiginde,
sitotoksisite oranlarinin % 10 ile % 16 arasinda degistigi saptanmistir.

Sekil 10°da farkl konsantrasyonlarda (50, 25, 10 ve 1 yg/ml) IgG1 ve Anneksin 5
takili PHB-CMCS nanopartikulleri ve bu partikullerin manyetik formlarinin HUVEC
hlcreleri Uzerine sitotoksisite sonuglari verilmigtir. Nanopartikiller hucreler ile 24

saat boyunca etkilestirilmistir.

Farkli formiilasyondaki nanopartikiillerin HUVEC ler iizerine
sitotoksisitesi

120 -

100 - {{
= S O Kontrol
S g T3 BE
Eo 80 - O1ug/ml
T% 60 - O10pg/ml
; 40 O25pg/ml
5 _
E BE50pg/ml

20 -

0
Kontrol pHB-CMCH- Mag-PHB- PHB-CMCH- Mag-PHB-
IgGINP  CMCH-  A5NP CMCH-

Sekil 4.24. PHB-CMCS NP-HUVEC etkilesimlerine Anneksin A5 ve IgG1 etkisi.

Sitotoksisite ¢alismasi sonuglarina goére, 1gG1 ile modifiye edilmis PHB-CMCS
nanopartikillerin HUVEC’ler Uzerine sitotoksisitesinin % 7 ile % 9 arasinda sinirli
kaldig1 goriimustar. Sitotoksisite oranlarinin nanopartikiil konsantrasyonu ile
degistigi saptanmistir. Anneksin 5 ile modifiye edilen nanopartikillerin sonugclari
incelendiginde, bu partikillerin HUVEC’ler Uzerine sitotoksisitesinin % 2 ile % 8
arasinda oldugu ve nanopartikil konsantrasyonu arttikga sitotoksisiteninde artigi
saptanmistir. Anneksin 5 ve IgG1 takili manyetik nanopartikillerin sonugclari
incelendiginde, 1gG1 ile modifiye edilen nanopartikullerin % 13 ile % 17 arasinda;
aneksin 5 ile modifiye edilenlerin ise % 9 ile % 14 sitotoksik oldugu saptanmistir.
Bu sonuclara gore IgG1 modifikasyonunun manyetik partikillerin sitotoksisitesini

yaklasik % 6, annexin 5’in ise yaklasik % 7 artirdigi saptanmistir.

63



Sekil 4.25.’te farkh konsantrasyonlarda (50, 25, 10 ve 1 pg/ml) IgG1 takili CMCH
nanopartikdlleri ve bu partikillerin manyetik formlarinin HUVEC hucreleri Gzerine
sitotoksisite sonugclari verilmigtir. Nanopartiktller hlcreler ile 24 saat boyunca

etkilestirilmistir.

Farkli formiilasyonlardaki nanopartikiillerin HUVEC ler iizerine
sitotoksisitesi
120 -
100 - F
— F
> 80 - =T JJ:_-:E {_-I- O Kontrol
%D O1ug/ml
§ 60 1 010pg/ml
:§ 40 - O025ug/ml
= 20 - E50ug/ml
0
Kontrol CMCH NP Mag-CMCH CMCH-lgG1 Mag-CMCH-
NP lgG1

Sekil 4.25. CMCS ve Mag-CMCS nanopartikul-HUVEC etkilesimlerine 1gG1 etkisi.

Sitotoksisite ¢alismasi sonuglarina gére, CMCS nanopartikillerin sistoksisitelerinin
%5 ile sinirl kaldigi géralmastir. Manyetik CMCS’lerin ise %10 ile %12 arasinda
sitotoksik oldugu saptanmistir. IgG1 ile modifiye edilmis CMCS nanopartikillerin
konsantrasyona bagli olarak % 5 ile % 10 arasinda, 1gG1 ile modifiye manyetik
CMCS nanopartikullerin ise % 10 ile % 14 arasinda sitotoksik oldugu saptanmigtir.
Sonuglara goére IgG1 modifikasyonun CMCS nanopartikillerin sitotoksisitelerini
yaklasik olarak % 5, manyetik formdaki CMCS’lerin ise % 4 artirdig1 gérulmustar.

Sekil 4.26’da farkli konsantrasyonlarda (50, 25, 10 ve 1 pg/ml) IgG1 takili kitosan
nanopartikil ve bu partikillerin manyetik formlarinin HUVEC hlcreleri zerine
sitotoksisite sonuclari verilmistir. Nanopartikuller hucreler ile 24 saat boyunca

etkilestirilmistir.
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Farkli Formiilasyonlardaki nanopartikiillerin HUVEC ler iizerine
sitotoksisitesi
120 -
100 H
S i RaEs i ks
< 80 3
= O Kontrol
5 607 O 1wml
5 40 O 10w/ml
T
20 - O025w/ml
B 50pg/ml
0
Kontrol Kitosan NP Mag-Kitosan Kitosan_|gGlMag-Kitosan-
NP NP IgG1 NP

Sekil 4.26. CS ve Mag-CS nanopartikil-HUVEC etkilesimlerine IgG1 etkisi.

Sitotoksisite ¢alismasi sonuglarina gore, kitosan nanopartikillerin sitotoksisilerinin
%6 ile sinirh kaldigi gérulmastir. Manyetik formdaki kitosan nanopartikullerin ise
sitotoksisite oranlarinin % 12 oldugu saptanmistir. 1gG1 ile modifiye edilen
nanopartikullerin  sitotoksisitelerinin = % 8, 1gG1 ile modifiye manyetik
nanopartikillerin ise % 15 oldugu saptanmistir. Sonuglara goére IgG1 ile
modifikasyonun kitosan nanopartikillerin  sitotoksisitelerini % 2, manyetik

formdakilerinin de % 4 oraninda artirdid1 saptanmistir.
Sekil 4.27.’de farkli konsantrasyonlarda (50, 25, 10 ve 1 ug/ml) IgG1 ile modifiye

edilmis demir nanopartikillerin HUVEC hlcreleri Gzerine sitotoksisite sonuclari

verilmistir. Nanopartikuller htcreler ile 24 saat boyunca etkilestiriimistir.
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Fe (1) ve Fe (11)-IgG1 nanopartikiillerin HUVEC ler tizerine
sitotoksisitesi
120 ~
1004 e T 1 OKontrol
S 171
= 80 - O1ug/ml
20
= 60 - O10pg/ml
3] O25ug/ml
5 40 -
E B 50pg/ml
20 -
Kontrol Fe (1) Fe (I1)-1gG1
nanopartikdl nanopartikdl

Sekil 4.27. FezO4 nanopartikil-HUVEC etkilesimlerine 1gG1 etkisi
Sitotoksisite ¢alismasi sonuglarina gore, demir nanopartikullerin sitotoksisitelerinin
%4 ile sinirli kaldigi géralmastur. 1gG1 ile modifiye edilmis demir nanopartikullerin
ise sitotoksisite oranlari yaklagik olarak % 10 olarak bulunmustur. IgG1
modifikasyonunun demir nanopartikullerin sitotoksisitelerini % 6 oraninda artirdigi
gOruimustar.

4.4.3. Biyopolimerik nanopartikiiller ile duz kas (A7r5) hiicrelerinin etkilesimi
Sekil 4.28.’de farkli konsantrasyonlarda (50, 25, 10 ve 1ug/ml) aneksin 1 ile
modifiye edilmis PHB-CMCS nanopartikillerin ve bunlarin manyetik formlarinin
A7r5 hucreleri Uzerine sitotoksisite sonuclari verilmistir. Nanopartikuller hucreler ile

24 saat boyunca etkilestirilmigtir.

120 -
100  f % {
g w0 i I E
B O Kontrol
60 - O 1pg/ml
o 10 O 10pg/ml
5 1
E O025ug/ml
20 B 50pg/ml
0 Viag- -
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Sekil 4.28. PHB-CMCS NP-diz kas hucre etkilesimlerine Anneksin Al etkisi
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Sitotoksisite g¢alismalari sonuglarina gére PHB-CMCS nanopartikillerinin A7r5
hacreleri Uzerine sitotoksisitelerinin % 4, manyetik PHB-CMCS nanopartikullerin
ise konsatrasyona bagli olarak % 8 ile % 10 oldugu saptanmistir. Aneksin 1 ile
modifiye edilen PHB-CMCS nanopartikilerin ise sitotoksisite oranlarinin % 10,
manyetik formdakilerin ise % 14 oldugu saptanmigtir. Sonuglara gore aneksin 1
modifikasyonun PHB-CMCS nanopartikullerin sitotoksisitelerini % 6, manyetik
formdakilerin ise yaklasik % 4 artirdig1 saptanmistir.

Sekil 4.29.'da farkli konsantrasyonlarda (50, 25, 10 ve 1 ug/ml) IgG1 ve Aneksin 5
ile modifiye edilmis PHB-CMCS nanopartiklllerin ve bunlarin manyetik formlarinin
A7r5 hicreleri Uzerine sitotoksisite sonuclar verilmistir. Nanopartikiller hucreler ile

24 saat boyunca etkilestirilmistir.
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I |
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Sekil 4.29. PHB-CMCS nanopartikil-diz kas hlcre etkilesimlerine Anneksin A5 ve
IgG1 etkisi

Sitotoksisite galismalarinin sonugclarina gore aneksin 5 ile modifiye edilen PHB-
CMCS nanopartikillerin sitotoksisitelerinin % 4, aneksin 5 ile modifiye manyetik
PHB-CMCS nanopartiklllerin ise % 14 oldugu saptanmistir. Bu sonuglara gore
ankesin 5 ile modifikasyonun PHB-CMCS nanopartikllerin sitotoksik etkileri
uzerinde herhangi bir etkisinin olmadiklari saptanmistir. Bununla birlikte aneksin 5
modifikasyonun manyetik PHB-CMCS nanopartikillerin sitotoksisitelerini yaklasik

%4 artirdigi saptanmistir. IgG1 ile modifiye PHB-CMCS nanopartikdllerin
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sitotoksisitelerinin %2 ile %7 arsinda degistigi saptanmistir. Manyetik formdaki
IlgG1 modifiye PHB-CMCS nanopartikillerin ise %3 ile %10 arasinda oldugu
gorulmustar. Bu sonuglarda IgG1 modifikasyonun PHB-CMCS nanopartikullerin ve
bu partiktllerin manyetik formlarinin A7r5 hacreleri Uzerine sitotoksisitelerini
etkilemedigini gostermektedir.

Sekil 4.30.’da farkli konsantrasyonlarda (50, 25, 10 ve 1 yg/ml) IgG1 ile modifiye
edilmis CMCS nanopartikullerin ve bunlarin manyetik formlarinin A7r5 hucreleri
Uzerine sitotoksisite sonuclari verilmistir. Nanopartikuller hucreler ile 24 saat

boyunca etkilestirilmistir.
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Sekil 4.30. CMCS nanopartikil-diz kas hicre etkilesimlerine IgG1 etkisi

Sitotoksisite calismasi sonuglarina goére, CMCS nanopartikillerin yaklasik % 4,
manyetik formdakilerin ise % 9 sitotoksik oldugu saptanmistir. IgG1 modifiye
CMCS nanopartikillerin yaklagsik % 8, 1gG1 modifiye manyetik CMCS
nanopartiklllerin ise yaklasik % 17 sitotoksik oldugu saptanmistir. Bu durum da
IgG1 modifikasyonun CMCS nanopartikllerin sitotoksisitelerini % 4, manyetik
formdakilerin ise % 9 artirdigini gostermektedir.

Sekil 4.31.de farkli konsantrasyonlarda (50, 25, 10 ve 1 ug/ml) IgG1 ile modifiye
edilmis kitosan nanopartikillerin ve bunlarin manyetik formlarinin A7r5 hcreleri

Uzerine sitotoksisite sonuglari verilmigtir.
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Sekil 4.31. CS nanopartikil-duz kas hlcre etkilesimlerine IgG1 etkisi

Sitotoksisite ¢alismalarina goére, kitosan nanopartiktllerin sitotoksisitelerinin % 5,
manyetik formdakilerin ise konsantrasyona bagli olarak % 2 ile % 8 arasinda
degistigi saptanmistir. IgG1 modifiye kitosan nanopartikullerin yaklagsik % 6,
manyetik IgG1 modifiye kitosan nanopartikillerin ise konsantrasyona bagh olarak
% 7 ile %12 arasinda oldugu saptanmigtir. Bu sonuglara goére I1gG1
modifikasyonun kitosan nanopartiklllerin sitotoksisitelerini etkilemedigi, bununla

birlikte manyetik formdakilerin sitotoksisitelerini % 5 artirdigi gérulmustar.
Sekil 4.32.de farkli konsantrasyonlarda (50, 25, 10 ve 1 ug/ml) IgG1 ile modifiye

edilmig demir nanopartikullerin A7r5 hucreleri Uzerine sitotoksisite sonugclari

verilmistir. Nanopartikuller hucreler ile 24 saat boyunca etkilestirilmistir.
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Sekil 4.32. FezO4 nanopartikul-diz kas hicre etkilesimlerine 1IgG1 etkisi

Yapilan sitotoksisite ¢alismalari sonuglarina gore demir nanopartikuller
sitotoksisitelerinin % 4, IgG1 modifiye olanlarin ise yaklasik % 4 oldugu
gorulmustar. Bu sonuglara gore 1gG1 modifikasyonu demir nanopartikullerin

sitotoksisitesini etkilememektedir.

4.4.4. Biyopolimerik Nanopartikiul-Hiicre Etkilesimlerinin  Mikroskobik
Incelenmesi

Sekil 4.33. PHB-CMCS-mag (Anneksin A5) HUVEC (Normal isik mikroskobu)
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Sekil 4.34. PHB-CMCS-mag (Anneksin A5) HUVEC (Fluoresans mikroskobu)

Sekil 4.35. PHB-CMCS-mag (IgG1) HUVEC (Normal 1sik+Floresans mikroskobu)
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Sekil 4.36. PHB-CMCS-mag (IgG1) HUVEC (Fluoresans mikroskobu)

Sekil 4.37. PHB-CMCS-mag (Anneksin A5) Diiz Kas Hucresi (Normal
Isik+Floresans mikroskobu)
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Sekil 4.38. PHB-CMCS-mag (Anneksin A5) Diz Kas Hucresi (Fluoresans
mikroskobu)

Sekil 4.39. PHB-CMCS-mag (IgG1) Duz Kas Hucresi (Normal 1sik+Floresans
mikroskobu)
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Sekil 4.40. PHB-CMCS-mag (IgG1) DUz Kas Hucresi (Fluoresans mikroskobu)

Calisamalarin bu bdliminde Annexin A5 ve IgG1 ile damar endotel hicreleri
(HUVEC) ve duz kas hucrelerinden elde edilen bulgular degerlendirildiginde
nanopartikullerin  ozellikle diUz kas hucreserine secimli olarak yonlendikleri
anlasiimaktadir. Burada endotel hucrelerine de bir miktar yonlenme olmustur. Elde
edilen bulgularin 111 altinda gerekli olan veriler toplanmig ve hayvan deneyleri

icin gerekli altyapi1 hazirlanmisgtir.

4.5. In Vivo Caligsmalar
4.5.1. Sigcanlarda Aterosiklerotik Plak Olusturulmasi

Lipid diyeti 6ncesi ve sonrasi hayvanlardan kan alinmis ve lipid paneli (Total
kollesterol, Trigliserid, HDL kollesterol, LDL kollesterol, VLDL kollesterol)
calisilmistir. Sonuglar Cizelge-4.3’te verilmistir. Lipid paneli sonuglarina goére
sicanlarin serum total kollesterol ve trigliserid seviyelerinin arttigi saptanmigtir.

Ayrica hayvanlarin kilo alimlari haftalik tartimlar ile belilenmis, elde edilen
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sonuglara gore siganlarin sekiz hafta sonunda yaklagik 100 g kilo aldiklari

gOzlenmistir (Cizelge-4.3).

Kullanilan lipit diyeti literatirde Ren ve ark. kullandigi tavsan modeli ile ayni

Ozelliktedir. Elde edilen sonuglar literatir ile olduk¢a uyumludur [72].

Cizelge-4.3. Sekiz hafta slresince %1 hayvansal yag katkili standart sigan yemi

ile beslenen siganlarin, diyet dncesi ve sonrasi kan lipid degerleri.

Diyet Diyet
Lipid paneli oncesi |sonrasi
Total kollesterol (mg/dl) |46 75
Trigliserid (mg/dI) 71 89
HDL kollesterol (mg/dl) |32 55
VLDL kollesterol (mg/dl) | 14 13
LDL kollesterol (mg/dl) |3 7

Cizelge-4.4. Sekiz hafta suresince %1 hayvansal yag katkili standart sican yemi

ile beslenen sicanlarin, kilo alimlari.

1.sican |2.sigan
Baslangi¢ agirhig 211 202
1. Hafta 224 219
2. Hafta 237 238
3. Hafta 253 250
4. Hafta 274 272
5. Hafta 282 280
6. Hafta 294 294
7. Hafta 302 299
8. Hafta 311 307
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45.2. Aterosklerotik Plaklarin MR ile Goriintiilenmesi

Standart sican yemi ile ve hayvansal yag katkili diyet ile beslenen siganlarin
aortlar sagittal MR goéruntuleri ile gosterilmistir (Sekil 4.41). Sigan aortuna yonelik
olarak yapilan kontrastsiz MR anjiyografi (TOF teknigi ile) incelemesinden elde
edilen koronal MIP goruntllerle aortlar ve aort duvarlari net olarak
incelenebilmistir. Ayrica yag diyeti ile beslenen sicanlardaki plak olugsumu ve
standard yem ile beslenen hayvanda plak olmayisi ilave MR goéruntuleriyle Sekil

4.41’de ortaya konulmustur.

>~
~

./’*,\

l_l_l_'_\_l_‘_L

~

s

—a

|

-
—m

-
|
|
|
=
_|
_|
_,jLR
]
|
_
==
g

L]

1 (Ep12000°
N 710.00 Hz/px
30T 30T

Sekil 4.41. Standart sigan yemi (A) ve %1 hayvansal yag katkili standart sigan

yemi (B) ile beslenen sicanlarin sagittal MRG fotograflari ile aortlari gosterilmistir.

Literaturdeki bir bagka ¢alismada da Poli-L-lizin ile degistirilmis yuzeyler, dekstran
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kapl demir oksitlerin biyodagilimi tavsanlarda ve farelerde denenmistir. Calisma
da demir oksitlerin dekstran ile kaplanmasinin farelerin lenf bezlerinde partikul
birikmelerine yol actigi gozlemlenmistir. Ayrica intraven6z enjeksiyonla verilen
polimer kapli demir oksit nanopartikilleri bazi manyetik alanlarda korunmaktadir.
Pargalar once akyuvarlara ardindan da kemik iligi ve RES yapilarina (karaciger,
dalak ve lenf bezleri) gecer. Bu fiziksel hareketler tahmin edilebilir fizyolojik
dagihimlardir ve manyetik agidan hedefe yonlendirme asamasinda yararl olabilir.
Calismada kalici miknatislik olusturulmus ve hazirlanan manyetik partiktller MR

kontrast ajan olarak gosterilmistirler [73].

Sekil 4.42. A: Sican aortuna yonelik olarak yapilan kontrastsiz MR anjiyografi
(TOF teknigi ile) incelemesinden elde edilen koronal MIP gériuntilerde; arkus
aorta, inen aort ve aortun ana dallari net olarak izlenmistir (oklar). B: Karaciger

kubbesi duzeyinden gecen aksiyel T1 agirlikli gorantide, sigan aortu ve lUmen
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acikhgr net olarak izlenmistir (ok). C: T1A aksiyel goruntude, abdominal aort ve

duvari izlenmigtir (ok).

Literatir deki bir diger c¢alismada da suUperparamanyetik demir oksit
nanopartikuller kontrast ajan olarak kullanilarak lenf nodu metastazi tanisinda
kullanilmistir. insan dokusunda &zellikle su ve lipid yapisinda bulunan hidrojen
cekirdeginin olusturdugu manyetik rezonans sinyalinin analizi kullanilmistir [74].
Manyetik rezonans gevseme zamanlarina gore T1-agirlikli ve T2-agirlikh
sekanslar elde edilmistir. Bizim calismamizda da T1 ve T2 bdlgelerini elde

edebilmek igin su ve lipid 6zellikleri kullanilarak MR goéruntulerimiz elde edilmistir.

Sekil 4.43. %1 hayvansal yag ile beslenen (A) ve standart sican yemi ile beslenen

siganlarin (B) MR fotograflari.

Kolesterolce zengin diyet ile beslenen sicanlarda; aort duvarinda aterom

plaklarina sekonder gelisen kalinlasma net olarak izlenmektedir (asteriksler).
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Standart yem ile beslenen sicanda ise, aort duvari belirgin ince ve bu nedenle

sinirlar zar zor secilebilmektedir (asteriks).

Diger bir calismada da uygulanan lipit diyeti ile tavsanlar beslenmis ve yine MR

goruntuleri elde edilmistir. Elde edilen sonuglar literatirle uyumlu haldedir [75].

45.3. Manyetik Nanopartikullerin Ateroskleroz Bolgelerinde MR ile

Gorintillenmesi

Calismamizda si¢an aortlarinda hazirlanan IgG1/PHB-CMCS ve An-5/PHB-CMCS
nanopartikdllerin in vivo MR incelemelerinde s6z konusu nanopartikiler

hedeflemenin etkinlikleri incelenmistir.

MR incelemeler 3 tesla MR cihazinda (Tim Trio system, Siemens, Erlangen,
Almanya), 15 kanall diz koili kullanilarak yapilmistir. Calismaya alinan tim
hayvanlarin T1 ve T2 agirlikli géruntuleri elde olunmustur. Her bir hayvan icin MR
cekim suresi yaklasik 20 dakikadir. MR inceleme sonuglari genel olarak
degerlendirildiginde; nanopartiktl verilen hayvanlarin aort duvarinin daha kalin
oldugu ve batin i¢i yag miktarlarinin artmis oldugu dikkati gekmistir (Sekil 4.44).
Nanopartikil verilen hayvanlarin karaciger, dalak ve lenf nodlar gibi
retiklloendotelyal organlarinda belirgin bir tutulum saptanmamigtir. Bu durumun
sebebi vendz yol ile verilen partikilin buydk kisminin akcigerde tutulmasi (ilk
gegcis etkisi nedeniyle) olabilir. MR ¢ekimlerinde akciger tutulumuna iligkin yorum
yapilamamistir. Akciger hareketli bir organ olup, tUm sekanslarda hava
bulundurmasi nedeniyle hipointens karakterdedir ve bu nedenler ile akciger
parankiminin MR ile degerlendiriimesi mimkin degildir. Batin i¢i organlarda
belirgin  bir nanopartikil tutulumu izleyemememizin bir diger nedeni de
nanopartikal birikiminin veya tutulumunun MR rezolusyon sinirlarinin altinda
olmasi olabilir. Zira milimetrik boyutlu birikimler gogunlukla MR incelemelerde

saptanamamaktadir.

Yapilan MR incelemeleri sonucunda; proje kapsaminda hazirlanan IgG1 veya An-
5 ile modifiye edilmis PHB-CMCS nanopartiklller vasitasiyla milimetrik boyutlu
aterosklerotik plak lezyonlari, deneklerin ¢gogunda saptanabilmistir. Bu plaklar
cogunlukla infrarenal dizeyde ve daginik yerlesim gostermektedir. Plaklar genel

olarak, tim sekanslarda hipointens gérinumdedir (Sekil 4.44). Bununla birlikte;
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MR goruntuleri kargilastinildiginda, partikuller arasinda herhangi bir Ustunluk veya

anlaml farkhlik saptanmamistir.

Bryan R. Smith ve arkadaslari sipermanyetik demir oksit nanopartikillerden MR
kontrast maddesi hazirlamak amaci ile demir nanopartikilleri heparin ile kaplamig
ve annexin-V ile modifiye etmiglerdir. Hazirladiklari sipermanyetik nanopartikilu
aterosklerotik lezyonlar olusturduklari tavsanlara uygulamiglardir. Hedefleme
olmayan nanopartikiller ile spesifik olmayan negatif kontrast elde etmelerine
karsin, Anneksin-5 ile modifiye ettikleri nanopartikiller ile 2000 kat daha fazla

negatif kontrast elde etmislerdir [76].

Sekil 4.44. Negatif kontrol (soldaki resim) ve obez kontrol (orta ve sagdaki
resimler) T1 agirhkh koronal 3B-SPACE fotograflari. Negatif kontroliin aort ¢gapinin
ve batin i¢ci yag miktarinin, obez denege oranla belirgin disuk oldugu izleniyor
(oklar).

80



Sekil 4.45. Partikl verilmis bir denegin, koronal planda gradyent eko T1 (soldaki
resim) ve turbo spin-eko T2 (sagdaki resim) agirlikh MR goruntileri. Aterosklerotik

plaklar hipointens gérinumdedir (oklar).
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5. SONUGLAR ve ONERILER

Yapilan tum calismalar sonunda elde edilen bulgular ve bulgularin 1s1g1 altinda

ortaya konulan sonug 6zetleri ve dneriler agsagida sunulmustur.

>

Yeni nesil nanopartikiler akilli tasiyicilarin  gelistiriimesi asamasinda
oncelikle manyetik nanopartiktller demir klortr bilesikleri kullanilarak 15-20
nm arasinda basariyla hazirlanmis ve karakterize edilmistir. Ardindan ilgili
literatirde yer alan ve yer almayan biyopolimerik malzemeler (kitosan,
karboksimetil kitosan, polihidroksibutirat-karboksimetil kitosan) kullanilarak
uygun boy-boy araliginda (150-300 nm) nanopartikiller hazirlanmigtir. Bu
nanopartikillere ayni zamanda demir oksit nanopartikuller yuklenmis ve

bdylece bu nanopartikullere manyetiklik 6zelligi kazandiriimistir.

Hazirlanan nanopartikullerin morfolojik karakterizasyonlari SEM ve AFM
cihazlari kullanilarak yapilmistir. Morfolojik incelemeler sonucunda

nanopartikullerin kiresel yapiya sahip olduklari belirlenmigtir.

Ancak, SEM goériuntileri daha kugluk boyutlarda olan nanopartikulleri
gorintileme agisindan yetersiz kaldigini gézlenmistir. Bu sebeple 6zellikle
TEM cihazi kullanilarak goruntileme yapilarak daha net sonuclar elde

edilebilecegi dusunulmektedir.

Hazirlanan tim biyopolimerik nanopartikillerin 1ISO 10993-5 standardina
gbre biyolojik uyum testleri yapilmis ve tum formalasyonlarin toksik

etkilerinin oldukca duguk seviyelerde oldugu belirlenmigtir.

Calismalarin bir diger boéliuminde hazirlanan nanopartikiller in vivo
uygulamalarda kullaniimasi planlanan ligandlar ile etkilestirilerek bu

ligandlarin nanopartikullere baglanmasi saglanmistir.

FesO4 nanopartiktller yalin olarak kullanildiginda en yuksek ligand
baglanma kapasitesine ulasildigi ve oOte yandan manyetik nanopartikil
iceren biyopolimerik nanopartikillerinde bos nanopartikillerden daha

yuksek ligand baglanma verimliligine sahip oldugu belirlenmistir. Buradaki
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temel farkhlik protein yapisinda olan ligandlarin Ozellikle metallerle selat
olusturma yeteneginden dolayr bu sonuglar beklenen sonuglar olarak

degerlendiriimektedir.

FesOs4 nanopartikillerin ortalama buyuklUkleri yaklagik olarak 16 nm
dolayinda ve diger polimer kapli nanopartikullerden yaklasik olarak 10-15
kat daha kucuktir. Bu nedenle FezOs nanopartikillerin ayni kutledeki
polimer igeren nanopartikiller ile ylzey alanlari karsilastirildiginda oldukga
blylk farkhliklar ortaya gikmaktadir. Ozet olarak ligand baglanmasi
esnasinda baglanma noktasi olarak Fe;O4 nanopartiklllerde ¢ok daha fazla
imkan bulundugundan baglanma verimliliginin son derece yluksek olmasi

kolay anlagilir bir durum haline gelmektedir.

Nanopartikil boy arali§i de@erlerinin olabildigince birbirine yakin
olmasindan dolayl hazirlanan diger polimerik nanopartikiller igin ayni

yorumlari yapmak pek mumkin gérinmemektedir.

Sitotoksisite  ¢alismasi  sonucglarina goére, Fe3O, nanopartikilerin
sitotoksisitesi % 9 ile simirh  kalmistir. FeszO, nanopartikilerin
sitotoksisitesinin konsantrasyona bagli olmadigi gorulmuastar. Bunun yani
sira manyetik 0zellige sahip polimerik nanopartikullerin bos Fe3z04

nanopartikullerden daha az sitotoksik olduklari saptanmigtir.

Yapilan baglanma verimliligi ¢alismalarinin sonuglarina goére en yuksek
baglanma verimliligi PHB/karboksimetil kitosan polimerlerinin bir arada
kullanimiyla hazirlanan nanopartikuller ile elde edilmistir. Bu nedenle
hayvan deneylerinin yer aldigi in vivo deneylerde bu formilasyona ve

Anneksin V ile IgG1 ligandlarina yer verilmistir.
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Hayvanlara yag diyeti uygulanmis ve kilo alimlari haftalik tartimlar ile
belirlenmis, elde edilen sonuglara goére siganlarin sekiz hafta sonunda

yaklasik 100 g kilo aldiklari goézlenmistir.

Hayvan deneylerinden elde edilen bulgulara gore oOncelikle yad diyetine
sokulan hayvanlarin aortlarinda standart yem ile beslenen siganlara gore
onemli oranda aterosklerotik plak olusumunun gergeklestigi MR

goruntuleriyle ortaya konulmustur.

Daha sonra bu siganlar ligand takili manyetik 6zellige sahip nanopartikuller

uygulanarak hedefleme etkinligi testlerine tabi tutulmustur.

Yapilan MR incelemelerine goére, uygulanan nanopartikiler yapilarin
hedeflenen (olusturulan) aterosklerotik plak bdlgesine basariyla ulastirildigi
g6zlemlenmis ve hedeflenen akilli nanotasiyici formlarinin gelistiriimis

oldugu ortaya konulmustur.
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