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OZET
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Ilag salim sistemleri (DDS), istenen terapétik etkiyi giivenli bir sekilde elde etmek igin
aktif farmasotik molekiilleri, viicutta iletilmesi hedeflenen bodlgeye tasimak amaciyla
kullanilmaktadir. Son yillarda, ilag salim sistemlerinin tasariminda iizerinde durulan
konulardan biri de kombine tedavilere imkéan saglayan hibrit yapilarin olusturulmasidir.
Bu sayede, kemoterapi ve fototermal terapi gibi tedavilerin birlikte uygulanmasi
sayesinde, kontrollii ve hedefli ilag salim1 saglanmakta ve fonksiyonellestirilmis yap1 ile
viicuda alinacak olan kimyasalin dozu minimuma indirgenerek sinerjistik bir etki
yaratilabilmektedir. DDS tercihi yapilirken goz onilinde bulundurulmas: gereken en
onemli Ozelliklerden biri de tasiyici sistemlerin gdzenekli yapisidir. Gozenekli
malzemeler kategorisinde, metal organik cerceveler (MOF) malzeme bilimi ve kimya
miihendisliginin birgok alaninda kullanilan 6nemli yapilardan biridir. Bu ¢alismada,
toksik olmayan metal iyonu olarak potasyum ve biyouyumlu organik ligand olarak -
siklodekstrin segilerek solvotermal/sonikasyon/buhar difiizyon yontemi ile yiiksek yiizey
alan1 ve gozeneklilige sahip B-siklodekstrin-MOF (CD-MOF) yapis1 sentezlenmistir. CD-
MOFlarin karakterizasyonu optik mikroskop, XRD, SEM, AFM ve FTIR ile
gerceklestirilmistir. CDlerin dis ylizeyi hidrofilik, kavitesi ise hidrofobik bir yapiya
sahiptir. Boylece elde edilen CD-MOFlarin gozeneklerine hidrofobik molekiillerin
alinmasi saglanabilmektedir. Ancak CD-MOF yapisinin su igerisinde su igerisinde
¢Oziinmesinden dolay1 sistemin stabilitesi olduk¢a diisiiktiir. Bu sebeple, CD-MOF]larin

ylizeyi 1H,1H,2H,2H-Perfloro-1-dekanol ile kaplanmis ve sudaki stabilitesi



artirilabilmistir. Boylece ilag tasiyici sistemin temel pargasi olan CD-MOF larin sudaki
dayaniklilig1 artirilmis ve bundan sonra gerceklestirilecek olan islemler i¢in uygun bir
zemin hazirlanmistir. CD-MOF’larin kavitesine yliklenmek tizere molekiil yapisi ve
sudaki ¢oziiniirliigii farkli olan kurkumin ve orange OT molekiilleri model olarak
secilmigtir. Model molekiillerin CD-MOF’lara enkapsiilasyonu sentez esnasi ve sentez
sonrasit olmak iizere iki farkli ydntemle saglanmistir. Sentez esnasinda model
molekiillerin enkapsiilasyonu daha yiliksek oranlarda gerceklestirilebildigi i¢in bu
yontemle devam edilmis ve model molekiillerin salim performansi incelenmistir. Son
yillarda yapilan caligmalara bakildiginda MOF’lar lipit temelli tasiyici sistemler gibi
biyomolekiillerin yapisina kolay bir sekilde entegre edilerek her iki sistemin de
avantajlarin1 biinyesinde barindirabildikleri goriilmiistiir. Tez calismasi kapsaminda,
florokarbon kapli CD-MOF’larin (FTOH@CD-MOF) yiizeyi lipit ¢ift tabakasi ile
kaplanmistir. Lipit@FTOH@CD-MOF (lipit kompozit yapist ile kolloidal stabilitenin
saglanmast ve hiicresel etkilesimin  artirllmasi  hedeflenmistir.  Ardindan,
Lipit@FTOH@CD-MOF yiizeyi kombine bir tedavi saglayabilmesi i¢in fototermal terapi
ajan1 olan altin nanopartikiiller ile kaplanmistir. Bu islem, partikiillerin yiizeyinde
altinlarin olusturulmasi ile saglanmistir. Lipit kaplamasinin en dig katmanda olmasinin
avantaj1 ve fototermal terapi iizerindeki etkisinin incelenebilmesi i¢in FTOH@CD-MOF
yapisi tam tersi olarak once altin sonra lipit ile kaplanmistir. Bu Au@Lipit@FTOH@CD-
MOF ve Lipit@Au@FTOH@CD-MOF yapilariin elde edilmesinden sonra 808 nm’ye
dalga boyuna sahip bir lazer ile fototermal etkileri incelenmistir. Her iki partikiiliin de
lazer altinda termal kamera ile sicakligi Ol¢iilmiis ve sicaklik artisinin saglanabildigi
goriilmiistiir. Lipit@Au@FTOH@CD-MOF yapisinda altin kaplamasinin arada olmasi
altinlarin partikiillerinin ylizeyden ayrilmasi engellenmis ve aynm gligte ve ayni miktar
altin ile daha yiiksek sicaklara ¢ikilmasini saglamistir. Au@Lipit@FTOH@CD-MOF ve
Lipit@Au@FTOH@CD-MOF yapilarinin karakterizasyonu optik mikroskop, floresan
mikroskop, zeta potansiyeli, SEM-EDX ve AFM ile gerceklestirilmistir.

Son olarak, Au@Lipit@FTOH@CD-MOF yapilarinin farkli uygulama alanlarinda
islevselliginin de gosterilebilmesi peroksidaz benzeri enzim etkisi gosterilmistir. Caligsma
sonucunda, Au@Lipit@FTOH@CD-MOF ve Lipit@Au@FTOH@CD-MOF ile
kemoterapi ve fototermal terapinin tek bir ila¢ tasinim sisteminde gergeklestirilmesini
saglayan, farkli fizikokimyasal 6zelliklere sahip ilag etken maddelerinin yapiya yiiksek

oranda yiiklenebilmesine ve kontrollii salimmin gergeklestirilmesine; ayrica enzim
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benzeri etki gostermesiyle farkli uygulamalarda da kullanimi olan ¢ok fonksiyonlu

yapilar elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Siklodekstrin, Metal Organik Cerceveler, Kontrollii fla¢c Sahmn,
MOF/Lipit Hibrit Yapi, Fototermal Terapi Nanozim
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Drug delivery systems (DDS) are being used to transport active pharmaceutical molecules
to the target area in the body to safely achieve the desired therapeutic effect. In recent
years, one of the issues emphasized in the design of drug delivery systems is the creation
of hybrid structures that enable combined therapies. By combining treatments such as
chemotherapy and photothermal therapy, a controlled and targeted drug release is
achieved, and a synergistic effect is created by minimizing the dose of the chemical to be
taken into the body with the functionalized structure. One of the most important features
to consider when choosing DDS is the porous structure of the carrier systems. In the
category of porous materials, metal organic frameworks (MOFs) are one of the important
structures used in many areas of materials science and chemical engineering. In this study,
B-cyclodextrin-MOF (CD-MOF) structure with high surface area and porosity was
synthesized by solvothermal/sonication/vapor diffusion method by selecting potassium
as the non-toxic metal ion and B-cyclodextrin as the biocompatible organic ligand.
Characterization of CD-MOFs was carried out by optical microscopy, XRD, SEM, AFM
and FTIR. The outer surface of CDs has a hydrophilic structure, while the cavity is
hydrophobic. As a result, hydrophobic molecules can enter the pores of the resulting CD-
MOFs. However, due to the dissolution of the CD-MOF structure in water, the system's
stability is quite low. For this reason, the surface of CD-MOFs was coated with
1H,1H,2H,2H-Perfluoro-1-decanol and its stability in water could be increased. Thus, the

water resistance of CD-MOFs, which are the basic part of the drug carrier system, was
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increased and a suitable basis was prepared for the processes to be carried out from now
on. Curcumin and orange OT molecules, which have different molecular structures and
water solubility, were selected to be loaded into the cavity of CD-MOFs. Encapsulation
of model molecules into CD-MOFs was achieved by two different methods: during
synthesis and after synthesis. Since the encapsulation of model molecules can be achieved
at higher rates during synthesis, this method was carried out and the release performance
of the model molecules was examined. Considering the studies carried out in recent years,
MOFs can be easily integrated into the structure of biomolecules such as lipid-based
carrier systems and can incorporate the advantages of both systems. Within the scope of
the thesis study, the surface of fluorocarbon-coated CD-MOFs (FTOH@CD-MOF) was
covered with a lipid bilayer. Lipit@FTOH@CD-MOF with its lipid composite structure,
it is aimed to ensure colloidal stability and increase cellular interaction. Then, the
Lipit@FTOH@CD-MOF surface is coated with gold nanoparticles, which are
photothermal therapy agents, to provide a combination theraphy. This process is carried
out on the surface of the particles. In order to examine the advantage of the lipid coating
in the outermost layer and its effect on photothermal therapy, the FTOH@CD-MOF
structure was first coated with gold and then with lipid. This is Au@Lipit@FTOH@CD-
MOF and Lipit@Au@ After obtaining the FTOH@CD-MOF structures, their
photothermal effects were examined with a laser with a wavelength of 808 nm. The
temperature of both particles was measured with a thermal camera under the laser and it
was seen that the temperature increase could be achieved. In the
Lipid@ Au@FTOH@CD-MOF structure ,the presence of gold coating prevented the gold
particles from falling off the surface and enabled higher temperatures to be reached with
the same power and the same amount of gold. Characterization of
Au@Lipit@FTOH@CD-MOF and Lipit@ Au@FTOH@CD-MOF structures was carried
out by optical microscope, fluorescence microscope, zeta potential, SEM-EDX and AFM.
Finally, the functionality of Au@Lipit@FTOH@CD-MOF structures in different
application areas can be demonstrated and their peroxidase-like enzyme effect has been
demonstrated. As a result, multifunctional structures have been obtained with the ability
to carry out chemotherapy and photothermal therapy in a single drug delivery system
using Au@Lipid@FTOH@CD-MOF and Lipid@ Au@FTOH@CD-MOF. This allows
for the high loading of drug active substances with different physicochemical properties
into the structure and enables controlled release. Additionally, these structures exhibit

enzyme-like effects, making them suitable for various applications.
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1.GIRIS

Akilli ilag tastyict sistemlerin tasariminda terapétik etkinlik ile minimum yan etki
arasindaki optimal dengenin kurulmas: siiregelen problemlerin baginda gelmektedir. ideal
bir tastyict sistemin ila¢ molekiillerinin hastalik bolgesinde segici olarak birikmesi,
terapotik yiiklerini kontrollii bir sekilde serbest birakmasi ve uzun stireli aktivite
gdstermesi beklenmektedir. Ozetle ilag tastyici sistemler istenen terapétik sonuglari elde
etmek icin etken maddenin viicutta etkili ve giivenli bir sekilde tasinmasi i¢in tasarlanmig
formiilasyonlardir. Geleneksel ilag salim sistemleri (DDS) genellikle, ilaglarin kontrolsiiz
bir sekilde salinmasi sebebiyle bir¢ok yan etkiye sebep olmaktadir. Yeni nesil DDS’ler
ise terapotik ajanlarin hedeflendigi konuma tasinmasini ve kontrollii bir sekilde etken

maddenin salinmasini amaglamaktadir [1-3].

Geleneksel DDS'lerin aksine, akilli ve kontrollii DDS’ler, uzun siireler boyunca spesifik
olarak organ veya dokularda etken madde konsantrasyonunu koruyarak, doz alim
sikliginin azaltilmasim1 saglamaktadir. Doz sikliginin azaltilmasi ile etken madde
toksisitesinin azaltilmasi ve sonu¢ olarak terapotik etkinliginin  artirilabildigi
potansiyeline sahip bir DDS gelistirilebilmektedir. Akilli bir DDS sisteminin
gelistirebilmesi i¢in son zamanlarda farkli biyofonksiyonel 6zelliklere sahip yapilarin bir
araya getirilerek etkin bir tedavinin gerceklestirilmesi hedeflenmektedir. Temel olarak,
DDSlerin tasariminda biyouyumluluk, biyobozunur, stabilite ve ilag kapsiilleme
verimliligi gibi parametreler dikkate alinmaktadir. Bu amacla, lipitler, polimerler ve

inorganik bilesikler gibi birgok malzeme DDS olarak kullanilmaktadir [4-6].

Son yillarda, Metal-Organik Cerceveler (MOF), dikkat cekici 6zellikleri ve farkhi
alanlardaki ¢esitli uygulamalar1 nedeniyle biiytlik ilgi géren yapilardir. Koordinasyon
polimerleri kategorisine ait olan MOF'lar, metal iyonlar1 veya kiimeleri ile organik
baglayicilarin sinerjik birlesiminden ortaya ¢ikmaktadir. Bu benzersiz kombinasyon, bir,
iki veya li¢ boyuta yayilabilen, 6zellestirilebilir gzenek boyutlari, genis yiizey alanlar
ve ¢ok yonlii islevler gibi olaganiistii nitelikler sergileyen yapilar saglamaktadir. MOF
sentezinde kullanilan metal iyonlar1, gecis metalleri ve p-blok elementlerinden alkali ve
toprak alkali metallerine kadar uzanmaktadir. Benzer sekilde, organik baglayici olarak da

karboksilatlar, fosfonatlar, siilfonatlar, piridiller, imidazolatlar ve azolatlar



kullanilmaktadir. Metal iyonlar1 ve baglayicilardaki bu g¢esitlilik, zeolitler ve aktif
karbonlar gibi geleneksel gozenekli malzemelerinkini geride birakarak 1000 ila 10.000
m?*g arasinda degisen yiizey alanlarina sahip MOF'larin olusturulmasina katkida
bulunmaktadir. Sonug olarak MOF'lar, ilag salimi ve tasinimindaki 6nemli rollerinin yani
sira enerji depolama, kataliz, CO, adsorpsiyonu ve hatta kozmetik dahil olmak {izere bir

dizi sektorde kullanim alani bulmaktadir [7].

MOF'larin ayarlanabilir gozenek boyutlari, yiiksek yilizey alanlart ve cok islevli
yetenekleri gibi olaganiistii Ozellikleri, onlar1 c¢esitli uygulamalarda paha bigilmez
bilesenler haline getirmektedir. Ozellikle biyouyumluluklari, biyolojik olarak
parcalanabilirlikleri ve minimum sitotoksisiteleri MOF'lar1 6zellikle biyomedikal
uygulamalar i¢in uygun hale getirmektedir. Bu baglamda ila¢ salimi ve terapotik
miidahalelerdeki potansiyelleri nedeniyle dikkat ¢ekmektedirler. MOF'lar, ilag tastyict
sistemleri olarak heyecan verici bir potansiyel sunmaktadir. MOF’larin DDS olarak
kullaniminda ve viicutta etkili ila¢ tasinmasina iliskin mevcut zorluklara ¢6ziim bulmak

i¢in ¢alismalar siirdiiriilmektedir [8].

Metal tuzlarinin ve organik baglayicilarin bir ¢oziicii igerisinde 1sitilmasini igeren
solvotermal yontemler, MOF sentezi i¢in geleneksel yaklasimi olustururken, mikrodalga
destekli, elektrokimyasal, mekanokimyasal ve sonokimyasal islemler gibi alternatif
sentez yoOntemleri de arastirilmaktadir. Bununla birlikte, siklikla MOF'larin,
bilesenlerinin potansiyel riskleri sebebiyle ilag salim sistemlerindeki kullanimini
kisitlamaktadir. Bu sebeple, MOF sentezi i¢in biyouymlulugu yiiksek olan bilesenlerin
secimine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu dogrultuda, siklodekstrinler (CD) miikemmel

yapistyla ilgileri tizerine ¢eken bir yap1 haline gelmistir [9].

Siklodekstrinler, a-1,4-glikosidik baglantilarla baglanan D-glukopiranoz birimlerinden
olusan siklik oligosakKkaritlerdir. Nisastanin par¢alanmasi sirasinda enzimatik olarak
tiretilen bu bilesikler farkl1 6zellikler sergilemektedir. Kristal bir yapiya sahip olan CD’ler
kesik koni seklinde goriinmektedirler. Hidrofilik dis ylizeyi hidroksil gruplartyla
kapliyken hidrofobik kavitesi glikozidik oksijenler ve C—H birimleri ile dekore edilmistir.
Seker halkas1 boyutlarina gore a, B ve y formlarinda siniflandirilan CD'ler sirasiyla 0,57,
0,78 ve 0,95 nm ¢apa sahiptir. Bu benzersiz yapi, hidrojen bagi ve van der Waals
kuvvetleri gibi zayif etkilesimler ile metal iyonlariyla kompleksler olusturabilmektedir.

Ustelik CD'ler hidrofobik kavitesi ile kompleks olusturan kararsiz hidrofobik

2



molekiillerin fiziksel 6zelliklerini degistirerek stabilize etme yetenegi gostermektedir [10,

11] .

Siklodekstrin-MOF’lar (CD-MOF) metal iyonu organik ligandin arasindaki
koordinasyon bagi yoluyla olusan MOF tiirlerinden biridir ve birgok alanda kullanima
sahiptir. CD-MOF’lar genis gozenek boyut dagilimi ve yiiksek yiizey alani sayesinde
yuksek oranda etken madde enkapsiilasyonuna olanak saglamaktadir. Bu sayede

farmasotik alanda kullanim potansiyeli yiiksek olan bir malzeme haline gelmektedir [12].

Ayrica, lipit temelli ilag salim sistemleri de 6zellikle ¢ok fonksiyonlu yapilara sahip
sistemlerin gelistirilmesinde dikkat cekmektedir. Lipit formiilasyonlari, biyolojik olarak
parcalanabilirlik, diisiik toksisite potansiyeli ve kontrollii ilag salim1 yetenekleri ile 6ne
cikmaktadir. Lipozomlar, kati lipit nanopartikiiller (SLN) ve nanoyapil lipit tastyicilar
(NLC), bu alandaki temsilci 6rnekler olarak bilinmektedir. Bu yapilar, farkli boyut ve
molekiil agirligina sahip etken maddelerin tagiimini saglamakla kalmayip, cesitli ylizey

islevleri ile de 6zellestirilebilmektedir [13, 14].

Bu baglamda, literatiirdeki ¢alismalar, farkli tasiyici sistemlerin birlestirilmesi ile daha
etkili ve Ozellestirilmis ilag tasima sistemlerinin gelistirilebilecegini gdstermektedir.
Ornegin, siklodekstrinler (CD'ler) ve metal organik ¢ergevelerin (MOF'lar) &zellikleri,
ilaclarin stabilitesini ve ¢0ziiniirliigiinii artirma yetenekleri ile bilinmektedir. Bunun yani
sira, lipit tabanli ilag tastyicilart da etken maddelerin biyoistatistiksel Ozelliklerini
optimize ederek tedavi sonuglarini artirabilmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda, literatiirde
onceden incelenmemis olan CD-MOF-lipit yapisinin, sinerjistik etki saglayarak ilag

tagima sistemlerindeki potansiyelini arastirilmas1 amaglanmistir.

DDS’lerin etkinliginin artirilabilmesi yoniinde birden fazla tedavinin ayni tasiyici sistem
biinyesinde saglanabilmesi icin farkli yapilarin bir araya getirilmesi son zamanlarda ilgi
goren alanlardan biridir. Kanser tedavisinde kemoterapinin yaninda fototermal terapinin
de gerceklestirilebilmesi i¢in tasiyici sistemlerin islevsellestirilmesi yoniinde ¢alismalar
devam etmektedir. Fototermal ajanlar arasinda biyouyumlulugu ve 6zel yilizey plazmon
Ozelligi gosteren altin nanopartikiilleri (AuNP) biiyiik ilgi gormektedir. AuNP'ler,
yonteme bagli olarak tiimorlere aktif veya pasif olarak verilebilmektedir. [15, 16]. Altin
nanopartikiilleri, diisiik lazer giiclerinde yeterli 1s1 iireterek kanser hiicrelerinde geri

doniisii olmayan hasara yol agabilen NIR lazer 1sinimiyla etkinlestirilebilmektedir.



Termal ablasyon adi verilen bu siireg, proteinleri denatiire edebilir ve timoér i¢indeki
hiicrelerin zarlarin1 kirabilir, ayn1 zamanda saglikli doku tizerindeki olumsuz etkileri

azaltabilme yetenegine sahiptir [17-19].

Son yillarda yapay enzimler olan nanozimler, dogal enzimlerin katalitik aktivitesine
benzer sekilde etki sergiledikleri i¢in oldukca dikkat c¢ekmektedir. Nanozimlerin
biyoteknoloji alanindaki uygulamalarda kullanilmasi ise yeni bir arastirma alani1 haline
gelmistir. Bu kapsamda, biyosensor, kanser tedavisi ve farkli hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilmesi biiylik 6nem tagimaktadir. Nanozimlerin tasariminda en Onemli
parametreler aktivite ve Ozgiinliikktiir. Enzimlerde oldugu gibi nanozimlerin de aktif
bolgesi oldukca kritik bir parametredir. Enzimlere kiyasla nanozimler daha fazla aktif
bolgeye sahip olabilir bu da nanozimin aktivitesini artirmasina olanak saglamaktadir.
Nanozim tasariminda yaygin olarak kullanilan partikiillerden biri de AuNP’lerdir.
AuNP’ler tek basina kullanilabildigi gibi bir yiizeye tutturulmasi ile daha stabil bir etki
de saglanabilmektedir[20-22]. Bu ¢alisma kapsaminda da AulNP kapl1 hibrit partikiillerin

peroksidaz benzeri aktivitesi degerlendirilmistir.

Bu tez ¢alismasinda MOF'larin bir alt sinifindan olan B-siklodekstrin-MOF (CD-MOF)
yapisinin sentezlemesi ve farkli malzemeler ile islevsellestirilmesi amaglanmistir. Bu
amagla CD-MOF’larin sentezi sonikasyon/solvotermal/buhar difiizyon yontemlerinin
birbirine entegre edilerek gerceklestirilmesi hedeflenmistir. CD-MOF'un genis ylizey
alani, gozenekliligi ve hidrofobik kavitesi sayesinde suda ¢oziinmeyen molekiilleri
barindirma konusundaki ayirt edici yetenegi gibi kendine 6zgii 6zellikleriyle 6n plana
ciktig1 bilinmektedir. Bununla birlikte, CD-MOFlarin yiizeyinin hidrofilik olmasi
sebebiyle DDS’lerde kullanimini sinirlayabilmektedir. Bu sebeple CD-MOF un etkili bir
ilag tastyict sistem olabilmesi i¢in yiizeyinin hidrofobik bir bilesen ile dekore edilmesine
ithtiya¢ duyulmaktadir. Bu sorunun iistesinden gelmek ve CD-MOF'larin potansiyelinin
ortaya cikarilabilmesi icin stratejik ve c¢ok yonlii bir yaklasim benimsenmistir. Bu
kapsamda CD-MOF'larin 1H,1H,2H,2H-Perfloro-1-dekanol (FTOH) ile yiizey
modifikasyonun gerceklestirilmesi planlanmigtir. Bu sayede CD-MOF yapisinin suya
kars1 direncinin artirilmast yapisal biitlinligliniin saglanmast hedeflenmistir. CD-
MOFlarin yiiksek oranda ila¢ kapsiilleme verimligine ulasabildiginin gosterilebilmesi

i¢in iki farkli model ilagla calisiimas1 amag¢lanmistir. Burada farkli ¢oziiniirliik ve yapiya



sahip olan orange OT ve kurkumin molekiilleri sentez esnasinda ve sentez sonrasinda

yapiya dahil edilerek en avantajli yontemin belirlenmesi planlanmistir.

Bundan sonraki caligmalarin ise iki farkli tasarimla yiiriitiilmesi hedeflenmistir.
Tasarimlardan biri FTOH@CD-MOF’larin yiizeyinin 6nce lipit ardindan AuNP’ler ile
kaplanmasidir. Bir diger tasarim ise FTOH@CD-MOF yapisinin 6nce AuNP’ler ardindan
lipit ile kaplanmasini icermektedir. Burada lipit katmani ile kolloidal stabilitenin
arttirllmasi, hiicresel etkilesimi tesvik edilmesi ve platformun genel olarak
biyouyumlulugunun artirilmasi hedeflenmektedir. AuNP’ler ile de hibrit yapinin
fototermal terapiye imkan saglayarak kombine bir tedavinin yiiriitilmesi amaglanmistir.
Iki farkl: sekilde elde edilen hibrit yapinin hiicresel alim veya fototermal etkinlikleri gibi
birtakim o6zelliklerinin hangi yapida ne gibi avantajlara sahip olabileceginin

degerlendirilmesi amaglanmaktadir.

Tez c¢aligmast kapsaminda, kemoterapi ve fototermal terapinin  birlikte
gerceklestirilebilecegi cok yonlil bir ilag tastyici sistemin tasarlanmasi hedeflenmektedir.
Platform, aktif terapotik ajanlari fonksiyonellestirilmis MOF yapisi igerisine enkapsiile
edilerek kontrollii, hedefli ilag saliniminin gergeklestirilmesi hedeflenmistir. Ayrica, altin
nanopartikiillerinin stratejik entegrasyonu ile birden fazla tedavinin gergeklestirilmesi
amaglanmstir. Boylelikle, kemoterapi ve fototermal terapinin birlikte
gerceklestirilebilmesini saglayan hedefli ve kontrollii ila¢ saliminin saglanabilecegi CD-
MOF, lipit ve AuNP’lerin birbirine entegrasyonu ile elde edilen bir ilag tasiyici sistem ilk

kez bu calismada elde edilmistir.



1. GENEL BIiLGILER

2.1 ila¢ Salim Sistemleri

[lag salim sistemleri (DDS), istenen terapétik etkiyi giivenli bir sekilde elde etmek igin
farmasotik molekiilleri, viicutta iletilmesi hedeflenen bolgeye iletmek i¢in tasarlanan
yapilardir. Bu tiir sistemler 6zellikle hidrofobik molekiillerin suda ¢oziiniirliigiinii ve
ilmli olmayan ortam kosullarindaki stabilitesini artirmak, farmakolojik etkisini
iyilestirmek ve olumsuz etkilerinin en aza indirilebilmesi i¢in tasarlanmaktadir. Ila¢ salim
sistemlerinin 6nemli islevlerinden biri, hedef biyolojik bolgede etken maddenin dogru
konsantrasyonda olmasini saglamak ve bu etkiyi stirdiirmektir [23, 24]. DDS’lerin tedavi
stiresindeki verimliliginin maksimum diizeye c¢ikarilabilmesi ve ila¢ molekiillerinin
olumsuz yan etkilerinin iistesinden gelinebilmesinin saglanabilmesi i¢in kontrollii bir
salimin gerceklestirilebilmesi gerekmektedir. Bu sayede, iletilmesi hedeflenen bdlgede
ilag molekiillerinin birikiminin artmasi saglanmaktadir. Hedef bolgedeki ilag derisiminin

de artmasi ile doz sikliginin azaltilmasinin da 6nii agilmis olacaktir [1].

DDS gelistirilmesi iizerine yapilan caligmalar, farmasotik alandaki birgok ilag etken
maddenin etkinligini optimize etmeye odaklanmaktadir. ilaglarm farmakolojik etkisi,
viicuttan hizli bir sekilde elimine edilmesi ve bdlgeye 6zgii seciciliginin olmamasi
nedeniyle kisitlanabilmektedir. Bu sebeple, etkin bir tedavi saglayabilmek i¢in ilaglarin
toksik etkisinin kabul edilebilir degerlerin ¢ok istiindeki miktarlara ihtiyag
duyulmaktadir. Birgok ilacin yiiksek reseptor baglanma kapasitesi ve kandan doku igine
gecisi suda ¢Oziinlip coziinmemesine gore degisiklik gostermektedir. Hidrofobik ilaglarin
fizyolojik kosullardaki diisiikk ¢oziiniirliigii ise ilaclarin tasinimimi biiylik 6l¢iide
engellemektedir. DDS’ler ile ise bu gibi bir¢ok sorunun iistesinden gelinebilmektedir.
Sagladigi avantajlardan en Onemlileri ila¢ molekiillerinin viicut igerisinde kan
dolasiminda kalma siirelerinin uzatilmasi, ihtiya¢ duyulan bolgelere hedeflenebilecek
sekilde tasarlanmasi1 ve hidrofobik 0zellige sahip ilaglarin biyoyararlaniminin

artirtlabilmesidir [25].



Ideal bir DDS sisteminde bulunmasi gereken o&zellikler ozetle su sekilde
siralanabilmektedir:

e Biyouyumlu olmasi

e Boyut ve sekil parametrelerinin ayarlanabilir olmast

e Yiiksek oranda ilag molekiiliiniin kapsiillenebilmesine imkan saglamasi

e lletilmesi hedeflenen bdlgenin tantyacag dzgiilliikte olmasi

e Hedef hiicrenin icerisinden gecisinin gergeklestirilebilmesi

e Kolay sentezlenebilir olmasi

e Maliyet a¢isindan karsilanabilir olmas1 [25].

Ilag salim sistemlerinde siklikla polimerler, hidrojeller, lipozomlar, nanopartikiiller ve
miseller gibi tastyici sistemler kullanilmaktadir (Sekil 2.1). Mevcut olan bu tasiyici
sistemlerin yani sira siklodekstrin gibi akilli DDS’ler de gelismeye devam eden arastirma
alanlarindan biridir. Ila¢ salim sistemlerine CD’lerin dahil edilmesinin, literatiirde siklikla
tercih edilen polimerik tasiyici sistemler tarafindan ortaya konulmus olan bircok

siirlamanin {istesinden gelmeye yardimci oldugu bilinmektedir [26].
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Sekil 1.1. Siklikla kullanilan ila¢ salim sistemlerinin sematik gosterimi



2.2 Siklodekstrinler

Siklodekstrinler (CD), nisastanin enzimatik bozunma reaksiyonu sonucu elde edilen
toroidal bir sekle sahip oligasakkaritlerdir. CD’nin ilk eldesi 1891 yilina dayanmakta
ancak ilk kez 1903 yilinda Schardinger tarafindan karakterizasyonu gergeklestirilmistir.
a-, B- ve y-siklodekstrin olarak 3 farkli ¢esidi bulunan CD’nin siniflandirilmasi sahip
oldugu glukopiranoz birimlerinin sayisina gore yapilmaktadir (Sekil 2.2). CD’lerin ¢ap1
60-120 nm arasinda degismektedir. Toroidal bir sekle sahip oldugu belirtilen CD’lerin
huniye benzer bir sekle sahip oldugu goriilmektedir. Bu essiz yapisinin i¢ yapist yani
kavitesi lipofilik bir 6zellige sahip dis yapist ise hidrofilik 6zellik gostermektedir. Yapinin
koni sekilde olmasin1 C6 atomunun C2 ve C3 OH™ gruplarinin rotasyonu saglamaktadir.
Ayrica birincil yilizeyin dar ikincil ylizeyin daha genis oldugu Sekil 2.1.b’de
goriilmektedir. Dar kisimda primer hidroksil gruplari ve geni u¢ kisimda sekonder
hidroksil gruplar1 bulunmaktadir. i¢ yiizeyin hidrofobik olmasini karbon-hidrojen baglar
ve glikozidik kopriileri saglamaktadir [26, 27].
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Sekil 1.2. (a) CD monomer biriminin yapisi, (b) CD’nin genel sekil ve (c) a-, B- ve y-

CD'lerin yapilarinin sematik gosterimi [28].



CDler, 06zel yapist dolayisiyla, hidrofobik bilesikler ile inkliizyon kompleksi
olusturabilmektedir (Sekil 2.3). Kisaca, uygun boyuta sahip olan hidrofobik molekiiller,
sulu bir siklodekstrin ¢ozeltisine eklenip hidrofobik kaviteye dahil edilerek, suda
¢Oziinebilen bir yap1 elde edilmektedir. Olusturulan bu kompleks bir¢cok avantaj
saglayabilmektedir. Bu avantajlardan en 6nemlisi suda ¢oziiniirligli diisiik olan ilacin,
yapisinda bulunan fonksiyonel gruplari yardimiyla ¢o6ziiniirliigiiniin artirilmasidir.
CD’nin 6zel yapisti ile ilag hidrofobik kaviteye dahil edilip ¢evre ile temasi kesilerek hem
¢ozinlrligi hem de biyouyumlulugu artirilmaktadir. Ayrica, siklodekstrinler ilaglarin
kimyasal, fiziksel ve termal stabilitelerini arttirmaktadir. Dahasi, kavitesinde tasidigi
hidrofobik bilesigi oksijen dekompozisyonundan kimyasal enzimlerden, su, radyasyon ve
1sidan koruyarak bozulmasini engellemektedir. Bu baglamda, a-siklodekstrin ¢ok kii¢iik
molekiil agirliga sahip olan bilesiklerle kompleks olusturabildiginden oldukga kisitlt bir
kullanim alanina sahiptir. - ve y-siklodekstrinin boyutlar1 daha biiyiik oldugu i¢in daha
genis bir araliktaki molekiiller ile kompleks olusturabilmektedir. Literatiire bakildiginda,
yapisi dolayisiyla daha kullanish ve yaygin olarak kullanilan B-siklodekstrindir fakat
ikincil hidroksil gruplar1 arasindaki molekiil i¢i hidrojen bagi ve molekiiller arasi bag

nedeniyle suda ¢oziiniirliigii oldukga distiktiir [29, 30].

|

Konak Konuk inkliizyon
Kompleksi

Sekil 1.3. Bir CD (konak) ve bir konuk molekiilii arasindaki inkliizyon kompleksi

olusumunun sematik gosterimi [31].

CD’lerin DDS olarak kullanimina canlilarda toksisite etkisinin olmamasi sebebiyle
literatiirde siklikla rastlanmaktadir. Bunun yani sira, su anda 30’un {izerinde farmasotik
olarak ticarilestirilmis 1iirtinii bulunmaktadir. CD tek basmma bir DDS olarak
kullanilabildigi gibi bagka DDS’lerin yapisina dahil edilebilme veya DDS’nin bir parg¢asi
olabilme potansiyeline bir malzemedir. DDS olarak kullaniminin sagladigi baslica
avantajlar su sekilde verilebilir:

e Toksik olmamasi



e Kapsiillenen ilacin kotii etkilerini kavitesine alarak engelleyebilmesi
e Kontrollii salimin saglanabilmesi
e (Canli viicudunda farkli uygulama yollarina imkan saglamasi

e Hidrofobik ilag molekiillerini kapsiilleme verimliliginin gorece yliksek olmasi

Hidrofobik molekiiller ile konuk-konake¢1 kompleksi olusturabildigi belirtilen CD’ler
boyutca kiigiik molekiilleri, proteinleri ve iyonlar gibi bircok maddeyi kavitesine dahil
edebilme yetenegine sahiptir. Olusturulan bu inkliizyon kompleksi ile DDS’lerin
viicuttaki kontrollii salimi ile ilacin dogru bolgede yiiksek konsantrasyonda salinmasini

saglamaktadir [26].

CD’lerin dis yiizeyinin suda ¢oziiniir oldugu soylense de a-, B- ve y-siklodekstrinin
sirastyla sudaki ¢oziiniirliikleri %13, %2 ve %26 olarak bulunmustur. B-CD sekonder
hidroksil gruplarindaki hidrojen baglarinin etkilesimi sebebiyle daha diisiik ¢oziiniirliige
sahiptir. Diislik ¢Ozlinlirliigii ile tanimlanmis olsa da kavitesinin boyutu ve ilag
molekiilleri kapsiilleyebilme yetenegi sayesinden DDS uygulamalarinda B-CD en ¢ok
kullanimi bulunan CD olarak karsimiza ¢ikmaktadir. B-CD’nin ¢oziiniirligiiniin
artirabilmesi i¢in B-CD’nin tiirevleri sentezlenmistir. Bu islemi, metilasyon, propilasyon
gibi hidrojen bagini ortadan kaldirarak yani B-CD’nin ylizeyinde modifikasyonlar
gerceklestirilmistir. Bu prosesin ardindan f-CD’nin ¢6ziiniirliigii yiiz katin tistiine ¢iktig1
ispatlanmistir [10]. Bu sebeple, tasiyict sistemler olarak siklodekstrin tiirevleri veya
siklodekstrin-metal organik ¢ergeve (MOF) yapilar1 kullanilmaktadir. Bu sistemlerle
yapinin ¢Oziiniirliigiinlin - artirllmasinin  yani1 sira inkliizyon kompleksi olusturma
kapasitesinin artirilmasi ve biyolojik membranlardan gecis yeteneginin iyilestirilmesi

gibi ek avantajlar da saglamaktadir [27].

2.3 Metal Organik Cerceveler (MOF)

Son yillarda yapilan ¢alismalara bakildiginda, ilag salim sistemlerinde kullanilacak olan
tastyicinin gozenekli bir yapiya sahip olmasinin oldukc¢a énemli oldugu goriilmektedir.
Gozenekli malzemeler, genis i¢ ylizey alani, yliksek ylizey/hacim orani, uyarlanabilir ve
tek tip gozenek boyutu saglayabilen organize bir yapidadir. Gézenekli yapilarin DDS
olarak kullanimu ile terapétik aktivite iist seviyelere ¢ikabilmekte ve yan etkileri bulunan
ilaglarin gozeneklere hapsedilmesiyle olumsuz etkinlikler ortadan kaldirilabilmektedir.

Gozenekli malzemeler kategorisinde, metal organik ¢ergeveler (MOF) malzeme bilimi ve
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kimya miihendisliginin bir¢ok alaninda kullanilan 6nemli yapilardan biridir. MOF'lar, bir,
iki veya li¢ boyutlu yapilar olusturmak i¢in organik baglayicilarla koordine edilmis metal
iyonlarindan/kiimelerinden olusan koordinasyon polimerleridir. MOF’lar kisaca
tanimlanmak istenirse oldukca kolay bir sekilde kontrol edilebilen gozenekli kristal
malzemelerdir. 1k kez 1989 yilinda Hoskins ve Robson tarafindan sentezlenmistir.
Glintimiizde 20000’den fazla MOF ¢esidi bulunmaktadir ve yeni MOF yapilar1 da
sentezlenmeye  devam  etmektedir. Geleneksel  gbzenekli  malzemelerle
karsilastirildiginda, genis yiizey alanina, ayarlanabilir gozenek boyutu ve sekline, kontrol
edilebilir bilesime ve islevsellestirilmis gozenek ylizeyine sahiptirler. Yiiksek gézenek
orani (>%350) ve yiizey alanina sahip (BET yiizey alan1: 1000-10000 m?/gr) olan MOFlar,
gbzeneklerinin ayarlanabilir olmas1 ayirma, katalizleme, gaz depolama ve ilag salim
sistemleri gibi farkli uygulama alanlar1 i¢in avantaj saglamaktadir [32-34]. MOF

yapisinin olusumu ve biyotekonolojideki kullanim alanlar1 Sekil 2.4’te verilmistir.
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UYGULAMA ALANLARI

Sekil 1.4. MOF yapisinin olusumunun ve biyoteknolojideki kullanim alanlarinin sematik

gosterimi [34]

Farkli organik baglayic1 ve metal kiimelerinin se¢imiyle ¢esitli uygulama alanlarinda
kullanim1 saglanabilecek fizikokimyasal 6zellikleri birbirinden farkli MOF’larin elde
edilmesi miimkiindiir. MOF’larin modiilasyonu ile farkli boyut ve sekillerde partikiil
tasarimi gergeklestirilebilmektedir. Boylece istenen gézenek boyutuna ve yiizey alanina
sahip yapilar elde edilebilmektedir. Bu o6zellikleriyle de DDS’ler igin uygun bir yap1
haline gelmektedir. MOF’lar var olan DDS’lere gore bir¢ok avantaj gostermektedir.

Bunlar su sekilde siralanabilir:
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e Yiiksek ila¢ enkapsiilasyonu
e Stabil yap1

e (Gozenekli yapist

e Ayarlanabilir sentez

e Kolay iiretim

e Diisiik maliyet

e Yan etkilerin maskelenmesi

Yukarida siralanmig olan avantajlarin yani sira MOF’larin en 6nemli 6zelligi Branauer-
Emmett-Teller (BET) yiizey alaninin ¢ok yiiksek olmasidir. Yiizey alaninin ayarlanabilir
olmas1 da kiiciik ilag molekiillerinin, peptitlerin, makromolekiillerin yani farkl
fizikokimyasal Ozelliklere sahip kargolarin kapsiilasyon oranin maksimize edilmesine
olanak saglamaktadir. Bunun yani sira, dogadaki organik ligand ve metal ¢esidinin dogru
bir sekilde secilmesi ile biyouyumlu hale getirilmesi stratejik olarak miimkiindiir. Bunun
yani sira, MOF’larin yiizeylerinin modifikasyonun kolay bir sekilde yapilabilmesi de
DDS olarak kullaniminda biiyiik bir avantaj saglamaktadir. Hali hazirda DDS olarak
kullanilan lipitler ve polimerler MOF’larin yiizeyine immobilize edilebilir bdylece
yiiksek stabiliteye sahip su igeren ortamlarda MOF’larin ylizeyi korunmaktadir.
MOF’larin DDS olarak biiytik bir avantaj saglamasinin bir diger sebebi, metal ve organik
ligand arasindaki bagin zayif etkilesimler ile olusmasidir. Zayif baglar, biyolojik bir
ortamda kolayca bozulabilmektedir. Boylece MOF’lar biyobozunur yapilar olarak da
DDS sistemleri i¢in olduk¢a umut vaat edici bir yapidir. Bahsedilen bu avantajlari
sayesinde 0zellikle kanser tedavisinde kombine terapilerde kullanimu {izerine son yillarda
birgok arastirma yapilmaktadir. Bu baglamda biyouyumlu metal ve organik baglayicinin
secici biiylik onem arz etmektedir [35, 36]. Cizelge 2.1°de DDS olarak kullanim1 bulunan

spesifik MOF’lar ve yliklenen ilag molekiilleri verilmistir.
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Cizelge 1.1. DDS olarak kullanimi bulunan MOFlar ve kapsiillen etken maddeler

Metal Yiiklenen Ila¢
Adlandirma Organik Ligand Ref
Iyonu Molekiilii
' ' Ibuprofen,
MIL-89 Fe Mukonik Asit [37]
azidotimidin trifosfat
Gemsitabin-
1,3,5-
monofosfat,
Benzenetrikarboksilik o
MIL-100 Fe . topotekan, izoniazid, [37-39]
asit
doksisiklin,
tetrasiklin,
1,4-Bis(1H-pirazol-4-
il)-2-X-benzen
ZnBDP_ X Zn (H2BDP_X; X =H, Mitoksantron [40]
NO2, NH2, OH)
2-Metilimidazolat
) 5-Florourasil,
ZIF-8 Zn 5-Florourasil, ) [41, 42]
) doksorubisin
Doksorubisin
1,4-
Ui0-66 Zr Benzendikarboksilik Kafein, dikloroasetat  [43, 44]
asit
Lansoprazol,
_ _ azilsartan, budesonid,
CD-MOF K Siklodekstrin [45, 46]

valsartan 20,67,68,80
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2.3.1 Siklodekstrin-Metal Organik Cerceveler (CD-MOF)

Genel olarak, organizmalardaki metal iyonlarinin seviyeleri, MOF iiretimi i¢in segilen
metal bilesenlerinin  biyouyumluluklarin1  belirlemek i¢in bir kilavuz olarak
kullanilabilmektedir. Temel eser metaller, organizmalardaki nispeten yliksek
konsantrasyonlar1 nedeniyle MOF sistemleri olusturmak i¢in uygun adaylar olabilecegi
diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalara bakildiginda, cogu MOF sentezi i¢in toksik gegis
metalleri (Co, Ni, Cr, vb.) ve yenilenemeyen organik ligandlar kullanilmis ve MOF’larin
potansiyel toksisitesi canli organizmalardaki uygulamalarini kisitlamaktadir. Bu nedenle,
yiiksek biyouyumluluga sahip MOF sentezi iizerine olan arastirmalar son zamanlarda
giderek artis gostermistir [47]. Potasyum, kalsiyum ve titanyum gibi toksik olmayan
metal iyonlarinin yani sira peptitler, karbonhidratlar, amino asitler, siklodekstrinler ve
bunlarn tiirevleri gibi dogal ve biyolojik olarak olusan bilesikler kullanilarak biyouyumlu
MOF'larin sentezlenmesi lizerine bir¢ok ¢alisma yapilmistir [48]. Bununla birlikte, dogal
olarak olusan bilesiklerden MOF sentezi, kristallesmeye uygun olmayan yap1 birimlerinin
dogal asimetrisinden dolay1 olduk¢a zordur. Bu kapsamda, 2010 yilinda Smaldone ve
calisma arkadaslari tarafindan buhar difiizyon yontemi ile y-CD ve potasyum hidroksit
(KOH) ¢ozeltisi kullanilarak yiiksek biyouyumluluga sahip siklodekstrin-MOF (CD-
MOF) sentezlenmistir [49].

CD-MOF'lar, metal-ligand koordinasyon baglari yoluyla potasyum iyonlarindan ve
siklodekstrin'den olusan MOF’lardir. CD-MOF’larin olusum mekanizmasi Sekil 2.5’te
verilmistir. CO2 yakalama, insektisit adsorpsiyonu ve uzaklastirilmasi, sensér ve gida
paketleme gibi ¢esitli alanlarda kendine kullanim alani bulabilmistir. Bu uygulamalarinin
yan1 sira, bu malzemelerin yiiksek gézeneklilik ve genis spesifik yilizey alani gibi essiz
ozellikleri farmasotik uygulama alanlari ig¢in de uygun hale getirmektedir. CD’lerin iistiin
ozelliklerinin MOF'larda kullanilabilir hale getirilmesi sayesinde CD’lerin kavitesi ve
MOF'larin koordineli gdzenekli yapisi bir araya getirilerek ilag salim sistemleri i¢in
yiiksek oranda hidrofobik molekiiliin yapiya yliklenebilmesine olanak saglamaktadir
[50]. Ayrica, CD’ler DDS sistemlerinde yaygin olarak kullanilan ve biyouyumlu bir
tastyici oldugu kanitlanmig bir sistem olmasi dolayisiyla elde edilen CD-MOF yapisinin
biyouyumlulugu oldukga yiiksektir. Yapilan caligmalara gore, CD-MOF’larin 2000
pug/mL konsantrasyon seviyelerine kadar HepG2 (insan hepatomu) ve Caco-2 (insan
epitelyal kolorektal adenokarsinom) hiicrelerinde herhangi bir toksisiteyi indiiklemedigi

goriilmiistiir [51].
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Sekil 1.5. CD-MOF’larin olusumunun sematik gosterimi [52].

CD-MOF’larin sentez yoOntemlerinin avantajlart ve dezavantajlart Cizelge 2.2°de
verilmistir. Ancak, literatiirde daha iyi kristal eldesi i¢in buhar difiizyon yontemi ile
sentezlenmesi tercih edilmektedir. Ayrica, bu yontem ile, gozenekli CD-MOF
kristallerinin partikiil boyutu, olduk¢a diizglin ve diizenli morfolojisinin kontrolii rahat
bir sekilde saglanabilmektedir [53]. Kritskiy ve arkadaslari, renksiz, kiibik, CD-MOF
kristallerini, sulu ¢ozelti icinde KOH’in y-CD'ye molar orani 1:8 olan bir buhar difiizyon
prosediirii metanol buhar1 serbest birakilarak 2-7 giin i¢inde basarili bir sekilde
hazirlamiglardir. Ayrilan beyaz kristaller MeOH ile yikanip gece boyunca 50°C'de vakum
altinda kurutulduktan sonra 200—400 um boyutunda kristaller elde etmislerdir [54]. Han
ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise, 5-10 pm boyutunda daha kiiclik kristaller elde
edebilmek i¢in sentez asamasinda c¢ozeltiye ylizey aktif madde olarak
setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) eklenmesiyle yenilik¢i modifiye edilmis bir buhar

difiizyon yontemi gelistirmislerdir [55].
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Cizelge 1.2. Farkli sentez yontemlerinin avantajlar1 ve dezavantajlari [56].

Sentez Yontemi  Avantajlar Dezavantajlan
e [liml reaksiyon sicakligi ve e Ligandlarin ¢oziiniir
basinci olmasinin gerekmesi

e K, Rb ve Cs gibi metal iyonlari
Buhar Difiizyon ile CD-MOF sentezinin
Y 6ntemi miimkiin olmast

e Es boyutlu kristal eldesi

e Boyut ayarlamasinin

yapilabilmesi
Hidrotermal e Destek malzemelerinin o Yiiksek sicaklikta
Yontem cklenmesinin miimkiin olamsi calisilmasi gerekebilir
) e Reaksiyon
. e Basit ve hizli olmasi
Mikrodalga parametrelerinin
L e (evreye zararsiz . _ .

Destekli Yontem partikiillerin seklini ve

e Yiiksek verim o .
boyutunu degistirmesi

Ultrasonik e Basit ve hizli olmasi °-

Yontem e (evreye zararsiz olmasi

Yapilan ¢aligmalara bakildiginda, CD-MOF’un homojen yapis1 ve nano Olgekli
gozenekliligi malzemenin DDS sistemlerindeki performasint etkili bir sekilde
tyilestirdigi sdylenmektedir. Karboksil veya hidroksil gruplar1 igeren ve uygun
biiyiikliikteki ilag molekiilleri, elektrostatik etkilesim ve hidrojen baglarindan
yararlanarak CD-MOF'a yiiklenebilmektedir. Boylece, CD-MOF, ila¢ molekiillerini
yiklemek igin etkili bir sekilde kullanilma avantaji sunmaktadir [57-59]. Li ve
arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada, y-CD ve KOH kullanilarak CD-MOF
hazirlanip, yapiya lansoprazol yiiklenmistir. Yiiklemenin yaklasik agirlik¢a ~%23 +2.1
oldugu goriilmiis ve ilag yiiklenmis CD-MOF’larin iki yildan fazla stabil kaldigin
belirtmislerdir. Ilag yiiklii CD-MOF un uzun siire stabil kalmas1 DDS sistemlerinde fiilen
uygulanmak {izere olduk¢a uygun sistemler oldugunu gostermektedir [60]. Li ve ¢alisma
arkadaglarinin yapmis oldugu baska bir ¢alismada, ibuprofen ve lansoprazol tasiyici
olarak CD-MOF’in performansini iyilestirmek i¢in polimer matrisleri ile kompozit

malzeme olarak yeni bir sistem tasarlamislardir. Yag i¢inde yag (s/o/0) emiilsifiye edici

16



solvent buharlastirma teknigi ile elde edilen CD-MOF'ler ve poliakrilik asitten (PAA)
olusmaktadir. CD-MOF-1/PAA'nin ibuprofen yiikleme kapasitesi agirlikga yaklasik
%12,7 iken, lansoprazol igin agirlikca %4.,5 oldugu belirtilmistir. ibuprofen 48 saat
boyunca yavas bir salim profili sergilerken, lansoprazol 48 saat boyunca dogrusal bir
salim profili gostermistir. CD-MOF'larda bulunan yiik dengeleyici OH- anyonlarinin
varlig1 nedeniyle ibuprofen ve CD-MOF'lar arasinda gii¢lii elektrostatik etkilesimlerinin
mevcut oldugu goriilmistiir. Dolayisiyla, adsorplayan ile adsorplanan arasindaki
etkilesimi artirarak daha yavas bir salima neden olmustur. Elde edilen sonuglar, CD-
MOF/PAA mikrokiirelerinin bilesiminin hiicre uyumlulugunu gelistirdigini ve DDS’ler
icin giivenli oldugunu dogrulamigtir [61]. Literatiirdeki bu calismalar 1s1ginda, CD-
MOF’larin yiiksek oranda ilag¢ etken maddesini kapsiilleyebilecegi, hidrofobik molekiiller
ile etkilesimi sonucu stabil bir yapinin elde edilecegi, ayrica suda ¢éziinmeyen ilaglarin
olusan kompleks sayesinde artirilabilecegi ve hibrit yapilar olusturularak kullanilmasinin

bir¢ok avantaj saglayabilecegi goriilmektedir.

Cizelge.1.3. Farkli CD-MOF’lara yiiklenen etken maddelerin bilgisi

CD-MOF Etken Madde Yiikleme Kapasitesi, %  Ref.
CD-MOF-1 Lansoprazol 21.0-25.0 [62]
CD-MOF-1 Fenbufen 19.0-20.0 [63]
CD-MOF-1 Ibuprofen 23.0-26.0 [55, 62, 64]
CD-MOF-1/PAA  TIbuprofen 12.7 [61]
Chol/CD-MOF Dox 6.0-8.0 [46]
CD-MOF/C-60 Dox 6.5 [65]
CD-MOF Kurkumin 13.44 [66]

2.4 Lipit Temelli fla¢c Salim Sistemleri

Lipit temelli ila¢ salim sistemleri, biyouyumluk, biyolojik olarak parcalanabilirlik, diisiik
toksisite potansiyeli, kontrollii ilag salim1 olasilig1 gibi bir¢ok avantaja sahip sistemlerdir.
Lipit formiilasyonlari; hastalik durumu, uygulama yolu, toksisite ve etken madde
konsantrasyonuna gore ¢ok cesitli gereksinimleri karsilamak i¢in, farkli modifikasyonlar
ile hazirlanabilmektedir. Diger ila¢ salim sistemleri ile karsilastirildiginda, lipit temelli
ilag salim sistemleri farkli boyut ve molekiil agirligindaki etken maddelerin kontrollii
salimimin yani sira farkli doku veya organlara iletiminde 6nemli avantajlar sagladigi

goriilmektedir. Bu kapsamda, lipit temelli ilag tasiyici sistemler olan lipozomlar, kat1 lipit
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nanopartikiiller (SLN) ve nanoyapili lipit tastyicilarin (NLC) literatiirde biiyiik ilgi
gordiigii bilinmektedir. Lipozomlar, ilk olarak 1963'te Alee Bangham tarafindan
kesfedilen, en yaygin olarak kullanilan ila¢ tasiyici sistemlerden biridir. Lipozomlar,
cesitli etken maddelerin enkapsiile edilebildigi dogal veya sentetik fosfolipit lipit ¢ift
tabakasindan olusan kiiresel vezikiillerdir. Hidrofilik molekiilleri i¢ su fazi iginde,
lipofilik ilaglar1 lipit membraninda ve amfifilik olanlari sulu-lipit ara yiizeyinde
kapstillenebilmektedir. Lipozomlar, etken maddenin ¢ozliniirliigiinii artirmak, membran
boyunca tasima yetene8i ve yiiksek kapsiilleme verimliligi gibi bircok avantaj

sunmaktadir [67].

Literatiirdeki calismalara bakildiginda, lipozomal ila¢ tasiyici sistemler sagladigi
avantajlar sebebiyle 6ne sikan sistemler arasindadir. Lipozomlar, diger salim sistemleriyle
karsilastirildiginda biyouyumluluk, kendi kendine birlesme yetenegi hem hidrofilik hem
de hidrofobik molekiilleri kapsiilleyebilmesi, ila¢ etken maddelerin ¢oziiniirliiklerini
artirmasi, kapsiillenen molekiilleri dis etkilerden korumasi toksisitesini azaltabilmesi,
bolgeye 6zgli hedefleme ve dokulara penetrasyonunu artirma yetenegi gibi bir¢cok ayirt
edici Ozellik sunmaktadir. Lipozomlar bir veya iki katmanli zara sahip olabilmektedir.
Lipozom boyutu ise, lipozomlara ilag yiikleme kapasitesinde belirleyici rol oynamaktadir.
Lipozomun boyutu ¢ok kiiciik vezikiiller (25 nm) ile oldukga biiyiik (25 um) vezikiiller
arasinda farklilik gosterebilmektedir. Ek olarak, boyutlarina ve ¢ift katman sayisina gore
lipozomlar iki tipe ayrilmaktadir: (1) tek katmanli vezikiiller ve (2) ¢ok katmanli
vezikiiller (MLV). Tek katmanl vezikiiller ayrica ti¢ alt gruba ayrilir: (1) Kiigtik tek katl
vezikiiller (SUV) ve (2) biiyiik tek kath vezikiiller (LUV) ve dev tek katmanli vezikiiller
(GUV). Tek katmanh lipozomlarda vezikiil, sulu ¢6zeltiyi ¢evreleyen tek bir fosfolipit
cift katmanl kiireye sahiptir. Cok katmanli lipozomlarda vezikiiller sogan benzeri bir
yapiya sahiptir ve en dis katmandaki vezikiiliin i¢inde, su molekiilleri ile ayrilmis es

merkezli fosfolipit kiireler bulunmaktadir [68].

Fosfolipitler, lipozomlarin ana yap1 tasini olusturmaktadir. Lipitler ayni zamanda
biyolojik zarlar1 olusturan ana bilesenlerdir. Kisaca, fosfolipitler, bir kutup basi (suda
¢Oziiniir hidroksil gruplari) ve suda ¢oziinmeyen bir kuyruktan olusan amfifilik
molekiillerdir. Lipozomlar, zwitteriyonik, pozitif veya negatif yiiklii veya yiiksiiz
olabilmektedir ve bu fosfolipitin kutup basinin yiikiine baghdir. Lipozomal

formiilasyolarda en c¢ok kullanilan lipitler, fosfatidilkolin, fosfatidilgliserol, fosfatidik
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asit, fosfatidiletanolamin ve fosfatidilserindir. Kolesterol ise lipozomlarin bir bagka
stratejik bilesenlerinden birini olusturmaktadir. Lipozomlarin lipit ¢ift tabakasinin
Ozellikleri tizerinde modiilator bir etkiye sahiptir. Ayrica, lipozom yapisindaki dolgunlugu
kontrol edebilme, fosfolipit molekiilleri arasindaki paketlemeyi artirabilme, alifatik
kuyruk bolgesinde daha diizenli bir konformasyon saglayabilmek gibi avantajlar
sunmaktadir. Bunun yani sira, lipozomlarin biyolojik ve fizyolojik engellerin {istesinden
gelebilmek i¢in c¢esitli ajanlar ile lipozomlarin yiizeylerinin islevsellestirilmesi de
miimkiindiir. Lipozomlar, polietilen glikoller (PEG'ler), aptamerler, antikorlar, proteinler,
peptitler, ligandlar, karbonhidratlar veya kii¢iik molekiiller ile islevsellestirilebilmektedir
[69]. Literatiirde, PEG ile modifiye edilmis lipozomlarin, karaciger ve dalak gibi
retikiiloendotelyal sistem (RES) tarafindan viicut digina atilmasi engellenerek uzun
dolagim 6zelliklerine sahip oldugu bildirilmistir. Geng ve arkadaslar1 PC/Chol/DSPE-
PEG2000 (46:50:4) formiilasyonuna sahip yaklasik 150 nm boyuta sahip lipozomlar
hazirlamig ve bilesenlerin yapiya etkilerini degerlendirmislerdir. Elde edilen in vitro
sonuglara gére PEG ile modifiye edilmis lipozomlar edilmeyenlere kiyasla 6nemli 6l¢iide
stabilite sergilemis ve enkapsiile edilmis olan ila¢ etken maddesinin yapidan sizintisinin
azaldig1 goriilmistiir. Ayrica, yapidaki kolesteroliin sistemik dolasimda lipozomlarin

stabilitesini korumada 6nemli bir rol oynadig goriilmiistiir [70].

Genellikle, hidrofobik ilact lipit ¢ift tabakasina kapsiillenme verimliligi ilag: lipit oranina
dayanmaktadir. Ancak lipit ¢ift katmaninin alanmi sulu ¢ekirdege gore kiigiik oldugu i¢in
yiiksek kapsiilleme verimliligi elde etmek oldukca zordur ve hidrofobik molekiil lipit ¢ift
katmanin yapisinin bozulmasina sebep olmaktadir. Ayrica, bu bolgedeki ilaglar daha hizl
salinmaya egilimlidir. Bu baglamda, suda diisiik ¢oziiniirliige sahip bilesigin uygun bir
tastyict yapinin biinyesine dahil edilip ardindan sulu ¢ekirdege kapsiillenmesi ile bu
eksikligin iistesinden gelinebilmektedir. Ayrica ila¢ yiikiinii maksimize etmek i¢in, ilaci
hem iki tabakali hem de lipozomun c¢ekirdeginde kapsiilleyerek, lipozomlarin ¢ift
yiiklenmesi Onerilmektedir. Bu tiir bir ¢ift yiikleme yaklagimi, hidrofobik ilaglarin
canliligini kontrol etmek, vezikiil stabilitesini artirmak ve salim profilini uzatmak icin de
onerilmektedir. Bu baglamda, ila¢/CD inkliizyon kompleksleri hem lipozomlarin hem de
CD inkliizyon komplekslerinin géreceli avantajlarini birlestiren yeni bir ilag salim sistemi
olarak lipozomlarin sulu ¢ekirdeklerine yerlestirilmektedir. Azzi ve arkadaslari, lipozom
icinde siklodekstrin iginde ilag (DCL) sistemini Nerolidol i¢in tasiyici sistem olarak

incelemislerdir. Nerolidol’iin yiiksek enkapsiilasyon verimiyle (~%97) DCL sistemine
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dahil edilebildigi goriilmiistiir. Ek olarak, DCL’nin ilag etken madde salimini bir hafta
boyunca uzattigin1 ve fotostabiliteyi bos lipozomlara gore ¢ok daha iyi bir sekilde
saglayabildigini gostermislerdir. Son olarak ise hazirlanan bu formiilasyonun 4°C'de 12
aylik saklama siiresinin ardindan lipozomlarin satabil sekilde kaldig1 goriilmiistiir [45].
Baksa bir calismada, Maestrelli ve arkadaslari, ketoprofenin etkili bir topikal
formiilasyonunu gelistirmek i¢in DCL sistemine enkapsiilasyonunu ger¢eklestirmislerdir.
Ketoprofen ve hidroksipropil-B-siklodekstrin'in (HP-BCD) es molar kompleksi,
fosfatidilkolin ve kolesterolden (%60/%40, w/w) olusan lipozomlarin sulu fazina ilave
edilerek DCL’ler hazirlanmistir. Elde edilen sonuglara gore, CD-ilag inkliizyon
kompleksi, ilacin ¢ézlinmesini iyilestirmis ve sulu lipozomal faza tutunmasinda artig
gorlilmiistiir. Membran gegirgenlik calismalarinda, ilag-HP-BCD komplekslerinin
beklenildigi gibi lipozomal formiilasyonlardan saliminin uzun siireli oldugu séylenmistir.
Bu nedenle DCL’lerin farmasotik alanindaki uygulamalari i¢in potansiyel tasiyicilar

oldugu soylenebilmektedir [71, 72].

2.5 MOF-Lipit Hibrit Yapilar

MOF’larin sentetik siireglerinin gelisimi ve son on yildaki 6nemli potansiyel
uygulamalar1 sayesinde, biyomolekiillerin MOF'lara entegre edilmesi son zamanlarda
oldukca onemli bir alan haline gelmistir. Lipitler, oligopeptitler, niikleik asitler ve
proteinler dahil olmak iizere biyomolekiiller, ¢esitli yontemler ile, MOF yapisina dahil
edilebilmektedir. Bu yontemlerden biri, biyomolekiillerin dogrudan MOFlar1 elde etmek
icin yapr birimleri olarak kullanilmasidir. Bunun yani sira, fiziksel etkilesimlerle
biyomolekiiller gozeneklere yayilabilmekte veya yiizeyine eklenebilmektedir.
Fonksiyonel gruplar i¢eren bazi biyomolekiiller, MOF’lar ile kovalent olarak konjuge
edilebilir ve biyomolekiiller ayrica enkapsiilasyon yoluyla dogrudan MOF matrisine
immobilize edilebilmektedir. Olusan biyomolekiil-MOF hibrit yapilari, antitimor
tedavisi, gen iletimi ve biyomolekiiler algilama gibi c¢esitli uygulama alanlarinda
kullanilmaktadir. MOF’lar, biyomolekiilleri immobilize etmek icin kullanilan diger
tagtyict sistemler ile karsilastirldiginda (hidrojeller, mezogodzenekli silika vb.)
karsilagtirildiginda, farkli kompozisyona ve genis ylizey alanina sahip olmasi gibi
ozellikleri ile 6n plana ¢ikmistir. Sonug olarak hem biyomolekiillerin hem de MOF’larin
avantajlarim1  biinyesinde barindiran bu sistem ile bir¢ok sorunun asilabilecegi

diisiilmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, kolloidal stabilitenin saglanmasi ve
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hiicre ile etkilesimi artirmak i¢in MOF-lipit hibrit yapisinin ise kullanilmaya baslandig:

goriilmektedir [73].

Literatiirdeki MOF ve lipit temelli ilag¢ tasiyici sistemlerinin bir arada kullanildig:
calismalara bakildiginda, Lin ve ¢aligma arkadaglarinin, 1,2-dioleoil-sn-glisero-3-fosfat
sodyum tuzu (DOPA) varliginda sisplatin etken maddesiyle Zn(II) bisfosfonat
MOF’larin1 ters mikroemiilsiyon yontemiyle hazirladigi goriilmektedir. Ardindan,
MOF’larin ylizeyinde 1,2-dioleoil-sn-glisero-3-fosfokolin (DOPC), kolesterol ve 1,2-
distearoyl-sn-glisero-3-fosfoetanolamin-N-[metoksi(polietilen  glikol)-2000] (DSPE-
PEG2000) 4:4:2 oraninda, yiizeyde lipit ¢ift tabakasimnin olugmasi saglanmustir.
Hazirlanan kompozit yapinin uzun siireli dolasim siiresi ve tiimor bolgelerinde artan ilag
birikimi sagladig1 goriilmiistiir [74]. Benzer sekilde, Bein ve ¢aligma arkadaglari, MIL-
100(Fe) ve MIL-101(Cr) nanopartikiillerini, ¢oziicli degisimli biriktirme yontemi yoluyla
DOPC ile modifiye etmislerdir. Sentezin sematik gosterimi Sekil 2.6’da verilmistir. Lipit
baslangicta etanol/su karisiminda monomer bi¢ciminde bulunurken, su konsantrasyonu
arttikca nanopargacik yiizeyinde yavas yavas lipid ¢ift tabakasi olusturabilmistir.
Sonuglara bakildiginda MOF-lipit sisteminin gozeneklerden boya salimini etkili bir
sekilde engelleyebilecegini gostermistir [48]. Literatiirdeki ¢caligmalar 15185inda hem DCL
sisteminin hem de MOF-lipit entegrasyonunun 6nemli etkiler sagladig1 goriilmektedir ve
bu tez ¢alismasi kapsaminda literatiirde daha 6nce ¢alisiimamis olan CD-MOF-lipozom

yapisinin sinerjistik etki olusturularak kullanilmasinin bir¢ok avantaj saglayabilecegi

diistiniilmektedir [75].
% ..‘.::. :.:'
s Floresan Yiiklii MOF
MOF Partikiilleri Partikiilleri
Lipit kaplannus MOF Hiicre ici
Partikiilleri Ahmu

Sekil 1.6. Floresan yiiklii lipit kaplanmug MOF partikiillerinin sentezinin sematik
gosterimi [75].
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2.6 Altin Nanopartikiiller (AuNP) ve Fototermal Terapi

Kontrollii salim sistemlerine bakildiginda ilag salim 6zelligi yaninda farkli fonksiyonel
ozellikler kazandirilmis ¢ok fonksiyonlu yapilara siklikla rastlanmaktadir. Bunlar
arasinda en ¢ok kullanilanlardan biri altin nanopartikiillerdir (AuNP). AuNP’ler yiiksek
biyouyumluluk ve kolay biyokonjugasyonunun yani sira lokalize yiizey plazmon
rezonansi sunan 1-100 nm ¢apa sahip nanopartikiillerdir. AuNP’ler yiiksek yiizey-hacim
oranina sahip sulu ortamda yiiksek dagilabilirligi bulunan, boyut, sekil, ylizey kimyasi
veya kiimelenme durumu degistirilerek ayarlanabilen cesitli Ozelliklere sahiptir.
AuNP’ler tek baglarma kullanilabildigi gibi ylizey baglayic1 6zelligi ile gesitli nano
tasiyicilar biinyesine dahil edilerek de kullanilabilmektedir. Ayrica, ¢ok yonlii 6zellikleri
ve ¢oklu ylizey islevleri sebebiyle biyonanoteknolojide yaygin olarak kullanilmaktadir.
Baslica uygulamalarindan biri ise fototermal terapi (PTT)’dir. PTT, viicudun farkl
bolgelerindeki kat1 kanserleri veya tiimorleri tedavi etmek igin lokalize bir tedavi
yontemidir. PTT sirasinda, elektromanyetik radyasyon ve yakin kizil &tesi (NIR)
radyasyonlar kullanilarak bir 1s18a duyarlilagtiric1 uyarilmaktadir. Isiga duyarlilagtiricinin
islevi, 15181 veya enerjiyi emmek ve ayrica lokal hipertermiyi indiikleyen ve tiimoriin
ablasyonuna izin veren 1stya doniistiirmektir. PTT ile tiimor hiicrelerinin yok edilmesinde
altin nanopartikiiller, kisa 11k salinimi ile yiiksek sicakliga ulasan ve bu sicaklig
depolayabilen hedefe 6zgii yonlendirilebilen ve bu sayede etkili tedavi saglayabilen nano
boyuttaki yapilardir. NIR bolgesinde plazma rezonanslarina sahip AuNP’ler, tiimor
bolgesinde nanopargacik aliminin ardindan kanserli timdrlerin fototermal ablasyonu i¢in
15181 verimli bir sekilde 1siya doniistiirebilmektedir. Literatiirde, AuNP’ler tarafindan
emilen 1s1; timorlii doku c¢evresindeki hiicresel makro-molekiillere zarar vermeden;
kanser hiicrelerini ortadan kaldirmaktadir. AuNP’ler, dokuya 6zgii bir sekilde hiicre
ylizeyinde veya sitoplazmada bulunan hedeflere yonlendirilerek 6zgiin bir sekilde tedavi

saglayip tedavinin etkinligini arttirirken, yan etkilerini azalttig1 bilinmektedir [76-83].

Sicakliga duyarli sistemlerin, PTT nin yani sira ila¢ salinimin1 kontrol etmede etkili
oldugu da bilinmektedir. [84]. Lipozomlarin belirli sicakliklarda tetiklenen ilag salimi igin
caligmalar yapilmaya devam edilmektedir. AuNP kapli lipozomlar, hidrofobik ilaglar i¢in
nanotastyicilar olarak hizmet edebilmekte ve ayrica fototermal tetikleme yoluyla NIR 151k
1s1masi iizerine hapsolmus ilacin salintminmi kolaylastirabilmektedir. Ayrica, NIR 151k
1sinlamast sirasinda iretilen 1s1, hiperterminin neden oldugu hiicre Oliimiinii 6nemli

Olclide saglamaktadir [85]. Romanowski ve arkadaslar tarafinda yapilan c¢alismada,
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DPPC ve AuNP igeren bir DDS sistemi tasarlanmistir. Calismada DPPC’nin ylizeyine
altin eklenerek bir ¢ekirdek-kabuk etkisinin elde edildigi ve boylece NIR bolgesinde
fototermal aracili ilag salimi i¢in uygun bir absorbans olusturuldugu gosterilmistir.
Ayrica, bu tiir DPPC bazli lipozomlarin, absorbans dalga boylarina karsilik gelen NIR
lazer dalga boylarina duyarlt ve spesifik olduklarini da gdstermislerdir [86]. Bir diger
calismada, Singh ve arkadaslar1 kurkumin salimi i¢in biyolojik olarak parcalanabilen
AuNP kapl lipozom yapilarim1 hazirlayip, 780 nm’de 650 mW gilic uygulayarak
fototermal terapi etkinligini degerlendirmislerdir. AuNP ile kaplanmasi, hazirlanan
kompozit yapmin yiizey plazmon rezonansi (SPR) sayesinde 6zel olarak NIR 1s18m1
absorplamasini saglamis ve bu 1sik enerjisi 1siya doniistiiriilmiistiir. Uretilen 1s1,
kapsiillenmis kurkumin salinimini arttirarak lipozomal ¢ekirdegin dengesini bozmustur.
Kurkumin yiiklenmis AuNP kapli lipozomlarin fototermal transdiiksiyon etkinligi, lazer
1s1nlamasi tizerine geri doniisli olmayan hiicresel hasara neden olan énemli bir sicaklik
artis1 gostermistir. Ayrica yapinin B16F10 (melanom) hiicre hattinda in vitro fototermal
etkisi ve hiicre i¢i alimi degerlendirilmistir. Kurkumin yiliklenmis AuNP kapli lipozom,
serbest kurkumin ile karsilagtirildiginda 6nemli Ol¢lide arttirilmis alim gostermis ve

43°C'nin iizerindeki sicaklik artiginin hipertermi sagladigi gorilmiistiir.[ 77].

2.7 Nanozim

Yasamsal faaliyetlerin siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan enzimler, kimyasal reaksiyonlarin
gerceklesebilmesi i¢in aktivasyon enerjisini diisiiren ve reaksiyonu hizlandiran yiiksek
verimli biyokatalizorlerdir. Ik kez James B. Sumner 1926 yilinda enzimlerin yapisinin
protein oldugunu ve kristallesebildigini bulmustur. Her sistem i¢in kendine 6zgii yapida
olan dogal enzimlerin biyolojik sistemler disinda klinik teshis ve atik sularin aritilmasi
gibi farkli alanlarda kullanimina da rastlanmaktadir [87-92]. Bu avantajlarinin yani sira,
enzimlerin biiylik bir cogunlugunun proteinlerin olusturmasindan dolay: ¢ok kolay bir
sekilde denatiire olmaktadir. Ayrica, enzimlerin saflastirilmast olduk¢ca zor ve
maliyetlidir. Bu dogrultuda, enzimlerin taklit edebilen, biyolojik ve biyolojik olmayan
ortamlara uyum saglayan yeni yapilara ihtiya¢ duyulmustur. Bu ihtiya¢ dogrultusunda
aragtirmacilar, endiistriyel uygulamalarda kullanilmak tiizere enzimi taklit edebilen

kimyasal malzemelerin sentezlenmesine yonelik girisimlerde bulunulmustur [88, 93, 94].
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Nanozimler, enzime benzer Ozellikler gosteren nano malzemeler olarak
tanimlanmaktadir. Nanozim uygulamalart iizerine yapilan c¢alismalar 2007 yilinda
manyetik Fe3Os nanopartikiillerinin peroksidaz benzeri etki gdstermesinin ardindan
hizlanmisti. Nanozimlerin tasariminda biyolojik sistemlerden ilham alinmakta ve dogal
enzimlere gore iiretimi daha kolay ve diisiik maliyetli stabil yapilar elde edilebilmektedir.
Essiz fizikokimyasal 6zelliklere sahip malzemeler enzim benzeri aktiviteler gostermenin
yani sira biyoteknolojinin kataliz bilimi ve nanoteknolojinin Oniimiizdeki yillar

igerisindeki gelisimine de ¢ok biiyiik bir katki saglamaktadir [95-98].

Dogal enzimler yiiksek katalitik etkisi, kendine 6zgii ve secgici yapiya sahip olmasina
ragmen nanozimler daha diisiik katalitik aktiviteye sahip ve az sayidaki enzimi taklit
edebilmektedir. Bu da nanozimlerin uygulama alanlarina biiyiik bir kisitlama
getirmektedir. Nanozimlerin dogal enzimlerin yerini tutabilmesi veya bir alternatif
olabilmesi icin substratina kars1 segici, katalitik aktivitesi yiiksek, birden fazla enzim
aktivitesi gosterebilmelidir [99]. Nanozimlerin, dogan enzimlerin ve nanomalzeme bazli

katalizorlerin avantaj ve dezavantajlari Cizelge 2.4’te goriildiigii gibidir.
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Cizelge 1.4 Nanozim, dogal enzim ve nanomalzeme bazli katalizorlerin avantajlar1 ve

dezavantajlart [99]

Avantajlan

Dezavantajlari

Nanozim

Yiiksek katalitik aktivite
Ayarlanabilir

Coklu enzim etkisi
Yiiksek stabilite

Diisiik maliyet

Kolay seri iiretim

Dis uyarilarla kontrol
edilebilmesi

Essiz fizikokimyasal

ozellikler

Kisith nanozim gesidi
Az sayida enzim
etkisinin gosterilmesi
Mekanizmanin
anlasilma zorlugu
Yapinin boyut ve
sekline bagli olarak
katalitik etkilerinin

degismesi

Dogal Enzim

Substratin segici olmasi
Biyouyumlu

Cok sayida ¢esidinin
olmas1

Uygulama alanlariin

cok cesitli olmasi

Sinirli stabilite

Yiiksek maliyet

Ayirma ve saflagtirma
proseslerinin zor olmasi
Seri tiretiminin
miimkiin olmamasi
Depolama siiresinin
kisa olmasi

Sadece 1liml
kosullarda kullanilabilir

olmasi

Nanomalzeme
bazh

katalizorler

Diisiik maliyet

Seri iiretime uygun
Stabilitesi yiiksek

Uzun stire depolanabilir
olmas1

Zorlu ortamlara kars1

dayaniklilik

Biyouyumlu olmamasi
Secisi olmamasi

Ozgiil olmamasi
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2.7.1 Altin Nanozimler

Aminoasitlerin diziliminden protein ¢esitliliginin atmasindan dolay1 enzimlerin sayis1 da
oldukca fazladir. Bu ¢esitlilik sayesinde de farkli katalitik etkilere sahip enzimlerin sayisi
neredeyse sinirsiz olarak belirtilebilmektedir. Enzimler en temel haliyle 7 farkli grup
olarak simirlandirabilir. Bunlar, oksidorediiktazlar, hidrolazlar, liyazlar, transferazlar,
izomerazlar, transloklazlar ve ligazlardir. Nanozimlerin eldesi ile bu katalitik etkilerin
birgogunun goriilebilmesi miimkiindiir. Bu etkinin saglanabilmesi i¢in Nanozim yapisinin
yiiksek enerjili atomlardan olusmasi gerekmektedir. Bu etki tek bir malzeme ile
saglanabildigi gibi farkli kompozit yapilarin yilizeyine ligandlarin baglanmasi ile katalitik
aktivitenin goriilebilmesinin sinerjistik terapinin de dniinti agmaktadir [100-102].

Dogal enzimlerin kimyasal tepkimeler {izerindeki mekanizmasi katalizoriin 6zgiilliigiine
ve girenlerin ge¢is durumuna baglidir. Burada 6ne siiriilen mekanizmalar kovalent, asit-
baz, elektrostatik ve kofaktor katalizdir. Enzimler bahsedilen bu 6zellikleri ile essiz olsa
da farkli kullanim alanlarinda da kullanimi aktif bolge sayisinin sinirli olmasiyla
giiclesmektedir. Ancak nanozimler daha fazla aktif bolgeye sahip olma ve birden fazla
katalitik etki gosterme yetenegine sahip olabilir [100-102].

Daha onceki boliimde belirtildigi gibi, altin nanopartikiiller (AuNP) cok genis bir
yelpazede hem tek basina hem de farkl fizikokimyasal 6zelliklere sahip malzemelerin
ylizeyinin dekore edilmesinde kullanilmaktadir. Oldukca yeni bir arastirma alani olan
enzim benzeri etki gosteren malzemelerin ortaya ¢ikisinin ardindan AuNP’lerin de
katalitik etkisinin olabilecegi sonucuna varilmistir. AuNP-nanozimler bir¢ok farkli enzim
benzeri katalitik etkisi gosterebilmektedir. Bunun yani sira enzimlerin yani sira sadece
iliml1 ¢evre kosullarinda degil farkli sicaklik ve pH araliklarinda ¢alisilmasi miimkiin olan
essiz Ozelliklere sahip bir yap1 elde edilebildigi literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde

goriilmektedir [103]. Bu konu {izerine yapilan ¢alismalar Cizelge 2.5’te verilmistir.
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Cizelge 1.5. Nanozim aktivitesi degerlendirilen bazit AuNP ve tiirevleri

Nanozim Katalitik Aktivite Ref.

AuNP bazli kiral nanozim Transfosforilasyon katalizor etkisi  [104]
Pd-Au Peroksidaz benzeri etki [105]
B-CD-AuNP Esteraz benzeri etki [106]
AuNP Peroksidaz benzeri etki [107]
AuNP Glukoz oksidaz benzeri etki [108]
Silika NP destekli AuNP Oksidaz ve peroksidaz benzeri etki [109]

AuNP’lerin tek bagina kullaniminin yani sira birgok avantaj sunan MOF yapilarinin
ylizeyinin dekore edilmesiyle yeni hibrit malzemelerin eldesi olduk¢a umut verici ¢alisma
alanlarindan biri olup birgok uygulama alaninin da oniinii agmaktadir. Literatiirdeki
caligmalar incelendiginde, AuNP’lerin MIL-101 adli MOF yapisina dahil edilmesiyle
enzimatik bir etki gosterebilecegini ilk kez kanitlanmistir. Yihui Hu ve arkadaslari bu
hibrit yapinin HRP enzimi gibi hiicrelerde glikoz ve laktat1 tespit etmek gerekli olan
katalitik etkiyi saglayabilecegini gostermislerdir [110]. Son yillarda ise AuUNP@MOF
yapilarmin kullanim1 biyoteknolojik alanlardaki uygulamalari i¢in de degerlendirilmeye
baslanmistir. Hu ve arkadaslar1 tarafindan oldukga ilgi c¢eken bir calisma ortaya
konmustur. Bu caligsmada, Staphylococcus aureus ile savagsmak i¢cin OH™ radikallerinin
sentezi icin yine AuNP@MOF yapilar1 kullanilmis ve dogal enzim benzeri etki ile
anbakteriyel tedavinin saglanabildigi bildirilmistir [111].

Ozetle, biyoumlu hibrit yapilarmn 6zellikle bu tez galismasi kapsaminda da etkisi
degerlendirilmis olan peroksidaz benzeri etkinin saglanabilecegi ve bir¢ok uygulama

alaninda kullanimin miimkiin oldugu goriilmektedir.

2.7.2 Peroksidaz Benzeri Etki Gosteren Nanozimler

Peroksidaz bir¢ok canlidan bulunan dogal enzimlerden biridir. Peroksidazin ana gorevi
hidrojen peroksidi (H20:) toksik olmayan bilesenlerine ayristirmaktir. H>O3) ise oksijenli
solunumun sonucunda olusan bir yan iirlindiir. Peroksidaz ise toksik olan bu yan {iriiniin
toksik olmayan bir forma doniismesine yardimer olmaktadir. Reaksiyon mekanizmasi su

sekilde ifade edilmistir:

AH, + ROOH - A + ROH + H,0 (1)
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Peroksidaz, biyolojik sistemlerdeki islevinin yani sira, analitik ve klinik kimya
alanlarinda analitlerin renk degisimi ile belirlenmesinde kullanilmaktadir. ik peroksidaz
benzeri etki gdsteren nanozim Fe3;Os nanopartikiilleridir. Yapisinda demir bulunduran
malzemelerin dogal yaban turpu peroksidazina (HRP) benzer etki sergiledigi de
belirtilmistir. Peroksizdan benzeri etkinin goriiliip goriilmediginin kanitlanabilmesi igin
en ¢ok kullanilan yontem 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin (TMB) ile yapilan analizdir [96,
112, 113]. TMB’nin peroksidaz etkisi varligindaki mekanizmasi Sekil 2.7°de verilmistir.
Peroksidaz varliginda renksiz olan TMB molekiilii oksitlenerek mavi renkli ox-TMB
tirtintine dontigmektedir. Reaksiyonun varliginin kolorimetrik olarak kanitlanmasinin
yani sira, enzim benzeri etkinin dogrulanmasinin en giiglii kaniti Michelis-Menten

kinetigine uygunlugunun degerlendirilmesidir [114]
NH2 +

NH,
Nanozim I
—-
I H,0, I
NH_ +NHZ

TMB ox-TMB

Sekil 1.7. TMB ile peroksidaz benzeri etkinin gdzlemlenmesinin sematik gosterimi

2.7.3 Nanozimin Uygulama Alanlar:

Nanozimleri enzim benzeri yapilar oldugu i¢in enzimler gibi biyolojik sistemlerde
kullanilabilmektedir. Bunun yan1 sira, analitik, biyomedikal ve ¢evresel uygulamalarda
kullanima aciktir. En ilgi c¢eken uygulama alanlarindan biri ise biyosensorlerdir.
Nanozimler, biyoanalitik analizlerde protein enzimleri yerine kullanilabilir, hidrojen
peroksit (H20z) gibi substratlarin varligimi belirleyebilmektedir. Literatiirdeki yapilan

caligmalar incelendiginde, nanozimlerin inhibitér ve aktivatorlerinin tespiti i¢in de
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sensorler gelistirildigi goriilmektedir [115]. Ornegin, Hg">’nin AuNp’lerin katalizor

olarak kullanildig: tepkimelerde aktivator etkisi gosterdigi goriilmiistiir [116].

Kanser, insanlarda en ¢ok 6liime neden olan ve anormal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
artmasi sonucu ortaya ¢ikan bir hastalik tlirtidiir. Dokularin karmagik bir yapiya sahip
olmasi tedaviyi gii¢lestirmektedir. Kanserli hiicrelerde redoks diizensizligi ortaya
cikmaktadir. Buradaki redoks diizensizliginin Oniine nanozimler ile gecilebilecegi
diisiiniilmektedir. Ornegin, kanserli hiicrelere glikoz iletiminin éniine gegmek icin glikoz
oksidasyonu hizlandirilarak tiimoriin biiylimesinin 6niine gegilebilecegi diisiiniilmektedir.
Bir baska yaklagim ise, reaktif oksijen tiirlerinin seviyesinin kontroliiniin saglanmasi ile
bagisiklik sinyalleri tetiklenebilmektedir. Biyokatalizorler arasindan peroksidaz ve
oksidazlar olarak bilinen oksidorediiktazlar, redoks durumunu ve reaktif oksijen tiirlerinin
diizenlemesinde bir modiilator gorevi gorebilecegi diisiiniilmektedir. Bdylece tasarlanan
nanozimlerin kanser tedavisinde de umut verici bir yaklasim olabilecegi diisiiniilmektedir
[117]. Enzimlerin sahip oldugu dezavantajlarin da iistesinde gelmekte ve hastalik teshisi
i¢in de bir arac1 olarak kullanilabilecegi gdsterilmistir. Ornegin, kandaki glutatyon (GSH)
ve kolesterol gibi bilesenlerinin varliginin tespitini yapabilen nanozimlerin
gelistirilebilecegi ve boylece teshis ve tedavide kendine kullanim alanmi agacagi

diisiiniilmektedir [118].

Nanozimler yeni bir arastirma alan1 olmasina ragmen su ana kadar ¢evresel ve biyolojik
sistemlerde yerini almaya baslayan dzel yapilardan biridir. Oniimiizdeki yillarda, yapilan
calismalar ve iyilestirmeler ile birden fazla fonksiyona sahip yapilarin elde edilebilecegi

aciktir.

2.8 Michaelis — Menten Kinetigi

Michaelis-Menten reaksiyon kinetigi enzimlerin substratiyla olan iliskisini irdeleyen
modellerden biridir. Kinetik model olusan iirlinlin olusum hizini, reaksiyon kosullarini,
enzim substrat arasindaki ilgiyi ifade etmektedir. Bu model 1913’te Michaelis ve
Mennten tarafindan yapilan ¢aligsmalar ile ortaya atilmis ve enzim varliginda gerceklesen
reaksiyonlarin agiklanabilmesi i¢in olduk¢a 6nemli bulgu haline gelmistir. Michaelis-

Menten modeli bir substratin bulundugu Esitlik 2.1°deki verilen reaksiyonlar ig¢in

gecerlidir.
k1 k2 k3 . .
E4+S < ES<E+U Esitlik 2.1

29



Esitlik 2.1°de E enzimi, S substrati ES enzim substrat kompleksini ve U iiriinii ifade
etmektedir. ki, ko ve k3 reaksiyon hiz sabitleridir. Tersinir bir reaksiyon olan E ve S ilk
olarak ES’nin olusumu gozlenir. ES kompleksi ileri yonlii tepkime ile k3 hizi ile {iriine; ko
hizli geri yonlii tepkime ile tekrar E ve S’ye doniismesi miimkiindiir. Kinetik modelde
ES’nin ileri yonlii tepkimesi ile olusun iirliniin olusma hizi Vo olarak belirlenmistir. Vo
tepkime baslangi¢c hiz1 olarak da ifade edilmektedir. Vo Esitlik 2.2°de verildigi sekilde

gosterilmektedir.

V, = ks X [ES] Esitlik 2.2

Burada Vo, [ES]’nin ileri yonlii tepkimesi yani yikim asamasindaki hizina esit oldugu

belirtilmektedir.
[ES]Olusum mz = Kq X [E] X [S] Esitlik 2.3
[ES] vikim iz = k2 X [ES] X k3 X [ES] = (k; + k3) X [ES] Esitlik 2.4

Tepkime dengeye geldigi anda Esitlik 2.3’te ve Esitlik 2.4’te verilen yapim ve yikim

hizlarinin birbirine esit oldugu varsayimi yapilmaktadir. Bu durumda Esitlik 2.5 elde

edilmistir.
E|X[S
[ES] = % Esitlik 2. 5
kq
24 = K, = Michelis — Menten Sabiti Esitlik 2.6
1

Esitlik 2.5’te paydadaki ifade K, olarak ifade edilmektedir ve Michaelis-Menten sabiti
olarak adlandirilmistir. Bu deger enzimin en yiiksek hizinin yar1 degerine ulastig1 andaki
substrat derisimine esittir. [E] ifadesi ise serbest enzim miktarini ifade etmektedir. Bu

ifade ise Esitlik 2.7°de verildigi gibi formiilize edilmistir.

[E] = [ET — ES] Esitlik 2.7

Burada Ert, toplam enzim konsantrasyonudur. Esitlikler diizenlendiginde, belirli bir

andaki hizin hesaplanabilmesi i¢in Esitlik 2. 8 tiiretilmistir.
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Vimax X [S]

V, =
T

Esitlik 2.8

Esitlik 2.8 Michaelis-Menten kinetik modelinin temel halidir ve kinetik verilerden elde

edilen hiperbolik bir egridir. Bu egrinin sematize edilmis hali Sekil 2.8’te verilmistir.

T
v max
N
.
=
]
=
‘tn
—
o
b ]
[
V max"{ 2

Y

K, Substrat Derisimi, [S]

Sekil 1.8. Michaelis-Menten kinetik modelinin sematize gésterimi

Vmax enzimin ulasabilecegim en yiikse hiz degerine karsilik gelmektedir. Enzimin aktif
bolgesi substratina doygun hale gelince bu degere ulasmis olur. Ky, ise maksimum hiz
degerinin yarsinindaki substrat miktarin1 ifade eder. Bu degerin dogru bir sekilde
hesaplanabilmesi i¢in farkli substrat konsantrasyonlarinda calisilmalidir. Her katalizoriin
kendine ve substratina 6zgii bir Ky, degeri mevcuttur. Kisacasi bu deger katalizoriin

substratina olan afinitesine karsilik gelmektedir.

Bu kinetik modellerin pratik bir sekilde degerlendirilebilmesi i¢in adini bu esitligi tlireten
arastirmacilardan alan Lineweaver-Burk grafigi siklikla kullanilmaktadir. Bu denklem

Esitlik 2.9°da verilmistir.

1 K 1 1
—=—"X—+ Esitlik 2.9
V0 Vmax [ ] Vmax
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Basit bir dogru denklemi olarak diisiintiliirse 1/S’e kars1 1/Vy grafige gecirilirse dogrunun

kaymast 1/Vmax, dogrunun egiminden ise Vmax degeri hesaplanabilmektedir [119].

Tez c¢alismas1 kapsaminda, yiliksek biyouyumluluga sahip CD-MOF/lipit hibrit
yapilarinin ilag etken madde tutma kapasitesi ve kontrollii ilag salim potansiyelinin
arastirilmas1 hedeflenmektedir. Bu kapsamda, ilag etken madde tutma kapasitesi ve
kontrollii salimi1 model ilag molekiilleri kullanilarak arastirilacaktir. Model ila¢ molekiilii
olarak, zerdecalin polifenolik-hidrofobik bilesenlerine sahip biyoaktif pigmenti olan
kurkumin kullanilacaktir. Kurkuminin yapilan ¢alismalara gore, karacigerde konjuge
olup hizli bir sekilde metabolize edildigi, zayif stabilitesi ve diisiik ¢oziiniirliige sahip
hidrofobik 6zelligi nedeniyle sinirli biyoyararlanima sahip oldugu bilinmektedir [57]. Bu
nedenle, kurkuminin kontrollii salim sistemi igerisine alinmasi gerekmektedir. Hazirlanan
hibrit yapilarinin model ila¢ tutma kapasitesi belirlendikten sonra kontrollii saliminin
yapilmasi amaglanmistir. Literatiirde, CD-MOF yapilarinin ilag tasiyic sistemler olarak
kullanimu ile ilgili kisitli ¢alismalar bulunsa da lipit molekiillerine entegrasyonu ile ilgili
bilgimiz dahilinde bir ¢alisma daha Once yapilmamistir. Elde edilecek bu yapr ile,
kemoterapi ve fototermal tedavinin birlikte uygulanmasimin sinerjik bir etki yaratip,
tasarlanan tasiyici sistemin gozenekli yapisina yiliksek oranda birden fazla ilag etken
maddesinin yiiklenmesi ve lipit temelli bir ila¢ salim sistemiyle daha stabil kompozit bir
yap1 haline getirilmesiyle daha etkin bir tedavinin saglanabilecegi goriilmektedir. Ek
olarak elde edilen bu yapimin enzim benzeri bir katalitik etkisinin oldugu da konsept bir
calisma olarak tez calismasi kapsaminda gosterilmistir. Tez calismast kapsaminda
tasarlanan, literatiirde daha once c¢alisilmamis olan; ¢ok fonksiyonlu ve bu amacla

kullanim1 bulunmayan AuNPler ile dekore edilmis CD-MOF-lipit yapilari elde edilmistir.
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2. DENEYSEL YONTEMLER

3.1 Kimyasal Maddeler

Gergeklestirilen tez calismasi kapsaminda, [-siklodekstrin, potasyum hidroksit,
potasyum karbonat, setiltrimetil amonyum bromiir, polietilen glikol 2000, kurkumin,
Tween 80, orange OT, tetrakloroaurik (III) asit, askorbik asit sodyum borhidriir, 3,3',5,5'-
tetrametilbenzidin (TMB), hidrojen peroksit (H20.), 1H,1H,2H,2H-Perfloro-1-dekanol
(FTOH), sodyum fosfat dibazik, sodyum fosfat monobazik, demir (II) siilfat, sodyum
kloriir, potasyum kloriir, Sigma Aldrich’ten; dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC), Avanti
Polar Lipids’ten temin edilmistir. Kullanilan kimyasallar herhangi bir saflastirma

islemine tabi tutulmamustir. Tiim ¢6zeltiler ultra saf su kullanilarak hazirlanmstir.

3.2 CD-MOF’larin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Bu tez calismasi, B-siklodekstrin-MOF (B-CD-MOF) yapisinin ilag taginimi amaci ile
kullanilabilmesi i¢in buhar difiizyon ve sonikasyon sentez metotlariyla tasiyici sistem
hazirlanmistir. B-CD-MOF tasiyic1 sisteminin istenilen boyut ve morfolojide elde
edilebilmesi i¢in bir¢ok metot ve parametre denenmis olup tez ¢alismasinin sonraki
adimlarinda kullanilmasi en uygun olan yap1 elde edilmeye calisilmistir. Bu calisma

kapsaminda ilk olarak buhar difiizyon yontemi ile ¢aligmalara baglanmaistir.

Calismanin ilk asamasinda CD-MOF’lar buhar diflizyon yontemi ile hazirlanmstir.
Sentez yonteminin sematik gosterimi Sekil 3.1°de verilmistir. CD-MOF sentezinde
kullanilacak olan organik ligand farmasétik uygulamalar i¢in daha uygun olan ve siklikla
kullanilan B-Siklodekstrin (-CD) ve metal iyonu olarak potasyum olarak se¢ilmistir. CD-
MOF kristallerinin elde edilmesinin ilk agsamasinda, 141.875 mg B-CD (0.125 mmol), 5
ml KOH (mmol/L) sulu ¢ozeltisi igerisine eklenmistir. Ardindan ¢ozelti 0.45 pm’lik
membrandan gegcirilerek icerisinde 5 ml metanol bulunan bir cam viyale siizlilmiistiir.
CD-MOF sentezi i¢in daha iyi kristallerin elde edilebilmesi i¢in metanol buharinin
difiizyonu gercgeklestirilmistir. Metanol buhar difiizyonu i¢in yaklasik 45 ml metanol
biiyiik bir cam viyale konulup, icerisine ¢ozeltinin bulundugu cam viyal yerlestirilmistir.
Bu islem 50 °C’de 6 saat boyunca gerceklestirilmistir. Monodispers CD-MOF
kristallerinin eldesi i¢in 6 saat sonunda yaklasik 7 ml ¢ozeltinin geri kazanilmasi

hedeflenmistir. Ardindan, CD-MOF’larin boyutlarinin kii¢tiltiilmesi i¢in geri kazanilan
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¢ozelti yeni bir kaba alinip lizerine 5 ml CTAB (8 mg/ml) ilave edilmistir. 6 saatlik sentez
stiresinin ardindan gece boyunca kristallerin olusmasi beklenmistir. Elde edilen beyaz
blok kristaller ii¢ kez izopropanol ile 6000 rpm’de 10 dakika boyunca yikanmistir. Elde
edilen yapimin gozeneklerine hapsolmus solventin uzaklastirilabilmesi igin CD-
MOF’larin  aktivasyon islemi diklorometan igerisinde 3 giin bekletilerek
gergeklestirilmistir. Aktivasyon isleminin tamamlanmasi ile CD-MOF’lar 40 °C’de

vakum altinda kurutulmasi saglanmistir [120].

/7 M P-CD/KOH

6 saat Hm CTAB/PEG2000
_’ .—’
50°C - ' Yikama
p-CD Y >

KOH Gozeltisi

B-CD-MOF

Aseton/Metanol
Buhar Diflizyonu

Sekil 2.1. Buhar difiizyon yontemi ile sentezlenen B-CD-MOF sentezinin sematik

gosterimi

Buhar difiizyon yontemi ile elde edilen yapinin istenen Ozellikleri tam olarak
saglayamamasi sebebiyle sentez yonteminin gelistirilmesi gerekmistir. Bu amagcla, ilk
olarak potasyum kaynaginin yapiya olan etkisi incelenmistir. Literatiirde yapilan
caligmalar 1518inda potasyum kaynagi olarak KoCOs secilmistir [121]. KoCOs ile
sentezlenen B-CD-MOF’un sentezinin sematik gosterimi Sekil 3.2°de verilmistir. Bu
yontemde, buhar difiizyon yontemi ile ayni olacak sekilde miktarlar ayarlanmis olup
¢coziicii diflizyonu gerceklestirilmeden sentez gergeklestirilmistir. 6 saat boyunca 50
°C’de gerceklestirilen sentezin ardindan ¢ozelti lizerine 5 ml CTAB (8 mg/ml) ilave
edilmis ve gece boyunca kristallerin olusmasi beklenmistir. Elde edilen kristaller ii¢ kez
izopropanol ile 6000 rpm’de 10 dakika boyunca yikanmistir. Elde edilen yapinin
gozeneklerine hapsolmus solventin uzaklastirilabilmesi i¢cin CD-MOF’larin aktivasyon
islemi diklorometan icerisinde 3 giin bekletilerek gerceklestirilmistir. Aktivasyon

isleminin tamamlanmasi ile CD-MOF’lar 40 °C’de vakum altinda kurutulmustur.
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Sekil 2.2. K»COs ile sentezlenen B-CD-MOF sentezinin sematik gosterimi
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K:CO: Gozeltisi B-CD-MOF

Tez ¢alismasi kapsaminda, CD-MOF larin en uygun sekilde sentezlenebilmesi i¢in ikinci
asamada sonikasyon yontemine bagvurulmustur ve bu yontem i¢inde belli parametreler
ile ¢alisilmistir. Bu parametrelere bulgular kisminda detayli bir sekilde deginilecektir.
Sekil 3.3’te sematik gosterimi verilen sentez yonteminden kisaca bahsedilecek olursa; -
CD (0.284 g) ve KOH (0.112 g) 10 ml deiyonize su igerisinde ¢oziindiiriiliip
homojenizator ile 55 W’da (%80 gii¢) 30 dakika boyunca ultrasonik giic yardimiyla
karistirilmistir. Elde edilen ¢ozelti 0.45 um’lik membrandan siiziiliip metanol ile
karistirilmis ve su banyosu yardimiyla oda sicakliginda tutulmustur. Elde edilen ¢ozeltiye
boyut kiiciiltiicii ajan olarak PEG-2000 veya CTAB c¢ozeltisi eklenmistir. Oda
sicakliginda bekletilerek ¢oken partikiiller etanol ile yikanmis ve vakumla kurutulmustur

[122].

C‘/ .\\
. Filtreleme °
30 dakika Aseton/Metanol
pestenvenans. | —
D %90 Glig CTAB/PEG2000 |
B Yikama |
| - | p-CD-MOF
- A\ — ..
e i

/

Sekil 2.3 Sonikasyon yontemi ile f-CD-MOF sentezinin sematik gosterimi

Tez caligmasi kapsaminda belirlenen hedefe ulasilmasi amaciyla buhar difiizyon yontemi
ve sonikasyon yontemi birbirine entegre edilmis ve bu iki yontemin parametre ¢aligsmalari
sonucunda elde edilen en uygun kosullarinda sentez gerceklestirilmistir. Bu amagla, (-

CD (0.284 g) ve KOH (0.112 g) 10 ml su i¢inde 30 dk boyunca %90 giigte ultrasonik prob
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ile karistirilmistir. 30 dk sonunda 2 ml metanol/aseton bulunan cam viyal igerisine 0.45
um'lik bir organik membrandan siiziilerek eklenmistir. Ardindan kii¢iik cam viyal
icerisinde yaklasik 50 ml %25 Aseton/%75 Metanol bulunan biiyiik cam viyal igine
konulmustur. Metanol/aseton diflizyonun 50 derece 12 saatte gergeklesmesi saglanmistir.
12 saatin sonunda sentez temiz bir kaba alinip tizerine 5 ml su igerisinde ¢oziindiiriilen
0.08 g CTAB ya da PEG-2000 ¢ozeltisi hizli bir sekilde eklenmistir. Ardindan, MOF
kristallerinin olugmasi beklenmistir. Elde edilen partikiiller uygun ¢6ziicii ile yikanmis ve
vakum ile kurutulmustur. Buhar diflizyon/sonikasyon yonteminin sematik gosterimi Sekil

3.4’te verilmistir.

/M B-CD/KOH
CTAB/PEG2000
mese—

Yikama

B-CD-MOF

B-CD/KOH Aseton/Metanol
Buhar Diflizyonu

Sekil 2.4. Sonikasyon/Buhar difiizyon yontemi ile B-CD-MOF sentezinin sematik

gosterimi

Tez caligmas1 kapsaminda, istenen boyutta B-CD-MOF elde edilebilmesi i¢in sonikasyon
yonteminin solvotermal yontemle birlikte uygulanmasimin boyuta olumlu yonde bir
etkisinin olabilecegi diisliniilmiistiir. Bu ama¢ dogrultusunda sekil 3.5’te de sematik
gosterimi verilen, B-CD ve KOH sonikasyon islemine tabi tutulmadan 6nce 10 ml
deiyonize su igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve filtrelenmistir. Ardindan ¢ozeltiye
metanol/aseton eklenip 60 °C’ye 1sitilmistir. Sonrasinda, %90 giicte sonikasyon ile (2
saniye agik, 2 saniye kapali modunda) 30 dakika boyunca karigtirilmistir. Ardindan boyut
kiiciiltiicii ajan olarak PEG-2000 ¢6zeltisi eklenmistir. Sonrasinda partikiiller etanol ile 3

kez yikanip 40 °C’de vakumla kurutulmustur [123].
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Sekil 2.5. Solvotermal/Sonikasyon yontemi ile B-CD-MOF sentezinin sematik gosterimi

Yapilmasi hedeflenen tez calismasi kapsaminda, tasiyici sistemin tasariminda, kosullarin
optimize edilmesinin son asamasinda sonikasyon, solvotermal ve buhar difiizleme
yontemlerinin bir arada kullanilmasi ile istenen B-CD-MOF’larin elde edilebilecegine
karar verilmistir ve sentezin sematik gdsterimi Sekil 3.6°da verilmistir. Bu baglamda, -
CD ve KOH sonikasyon iglemine tabi tutulmadan 6nce 10 ml deiyonize su igerisinde
¢oziindiriilmiis ve filtrelenmistir. Ardindan ¢ozeltiye metanol/aseton eklenip 60 °C’ye
isitilmigtir. Sonrasinda, %90 giicte sonikasyon ile (2 saniye acik, 2 saniye kapali
modunda) 30 dakika boyunca karistirilip 50 °C’de metanol/aseton (%50%350)’un 12 saat
boyunca difiizlenmesi saglanmistir. Sentez yonteminde sonraki adimlar ayni sekilde

uygulanmistir.

Filtreleme 12 saat CTAB/PEG2000
—p

e Aseton/Metanol

B-CD 50 °C Yikama

Aseton/Metanol
60°C Buhar Diflizyonu

10 dakika

Sekil 2.6. Solvotermal/Sonikasyon/Buhar difiizyon yontemi ile B-CD-MOF sentezinin

sematik gosterimi

CD-MOF’larin sentez asamasi tamamlandiktan sonra karakterizasyon islemleri
gerceklestirilmistir. MOF karakterizasyonunda kristal yapisinin belirlenmesi ig¢in X-Isim
Kirmimi (XRD), partikiil boyutu ve morfolojisinin belirlenmesi i¢in optik mikroskop ve

taramal1 elektron mikroskobu (SEM) kullanilmistir. Toz halindeki 6rneklerin XRD’leri
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Zero Back Ground Holder ile alinmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda CD-MOF

yapisinin elde edildigi dogrulanmistir.

3.3 CD-MOF’un Florokarbonlu Ligand ile Kaplanmasi

CD-MOF’larin suda ¢oziiniirliigiiniin azaltilmas1 amaciyla yiizeyin per floro 1- dekanol
(FTOH) ile kaplamas1 gergeklestirilmistir. Bu islem icin sonikasyon/solvotermal/buhar
difiizyon yontemi ile elde edilen partikiiller kullanilmistir. 12 saatlik sentezin ardindan
¢Oken partikiillerin igerisine kiitlece B-CD:FTOH olacak sekilde per floro 1- dekanol
eklenip 15 dakika daha karistirildiktan sonra ayni adimlar takip edilerek suya karsi
dayaniklt MOF kristalleri elde edilmistir [124].

3.4 CD-MOF Yapisinin Stabilitesinin Incelenmesi
Calisma kapsaminda elde edilecek olan CD-MOF yapilarinin depolama ve farkli

¢oziiciiler igerisindeki stabilitelerinin incelenmesi planlanmaistir.

Farkli ¢oziiciiler icerisindeki stabilite ¢aligmalarinin gergeklestirilmesi i¢in, 200 mg CD-
MOF vyapist cam bir siseye almip iizerine 10 mL diklorometan, metanol, etanol,
isopropanol, aseton ve su ilave edilmistir. Ardindan, farkli zaman araliklarinda (2, 4, 6,
12, 24 saat) oda sicakliginda bekletilen 6rneklerin yapisindaki degisimler incelenmistir

[120].

3.5 CD-MOF’lara Etken Madde Enkapsiilasyonu

CD-MOF vyapilarina model ilag olarak kurkumin ve Orange OT enkapsiilasyonunun
yapilmas: hedeflenmistir. Etken madde enkapsiilasyonu, emdirme ve birlikte
kristallendirme metotlariyla sentez esnasinda ve sentez sonrasinda olmak iizere B-CD-
MOF yapisina dahil edilmistir.

Kurkumin enkapsiilayonu icin yukarida bahsedilen sonikasyon/solvotermal/buhar
difiizyon yoéntemi ile elde edilen B-CD-MOF’lar kullanilmistir. Oncelikle sentez
sonrasinda ilag¢ enkapsiilayon yontemi ile baslanmistir. Literatiirde daha once yapilmis
olan ¢aligmalardaki ilag:B-CD-MOF oranlari ile ¢alismalara baglanmistir. Kisaca, B-CD-
MOF'lar ve kurkumin (1:1, 2:3) (ilag:B-CD) ayn1 anda etanol i¢inde ¢ozdiiriildiikten sonra
karanlikta 750 rpm'de 3 saat manyetik karistirici ile karigtirllmistir. Ardindan etanol ile
yikama yapilip vakum ile 40 °C’de kurutulmustur [12, 125].

Elde edilen kurkumin yiiklii partikiiller HCI ile bozulup kapsiillenen ila¢ derisiminin
hesaplanabilmesi i¢in UV-Vis spektroskopisi ile 424 nm’de analizlenmistir. f-CD-MOF
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yapisina dahil edilen etken madde miktar1 (% enkapsiilasyon verimi) Esitlik 3.1

kullanilarak hesaplanmastir.

. .. Eklenentoplamilag — serbest ilag o
%Enkapsiilasyon Verimi = toplam ilag x100 Esitlik 3.1

Yeilac ikl K tesi Eklenen toplam ilag — serbest ilag 100 Esitlik 3.2
oltag tukteme fapasttest = toplam ilag miktart + toplam MOF miktart SRS

Literatiirde, genellikle emdirme yontemi ile etken madde enkapsiilasyonu
gergeklestirilmis ve birlikte kristallendirme yontemi ile yiliksek verimde enkapsiilasyon
yapilamadigmma  deginilmistir  [12, 125].  Literatirde = daha  Oncesinde
sonikasyon/solvotermal/buhar diflizyon yontemi ile CD-MOF sentezlenmedigi goz
Oniine almirsa ve elde edilen yapilarin olduk¢a gbzenekli bir yapiya sahip oldugu
diisiiniiliirse bu yontem ile yiiksek oranda enkapsiilasyon verimi elde edilebilecegi
disiiniilmiistiir. Bu baglamda, B-CD ve KOH 10 ml deiyonize su igerisinde
¢Oziindiriilmiis ve filtrelenmistir. Ardindan ¢ozeltiye metanol/aseton eklenip 60 °C’ye
isitilmastir. Sonrasinda, ¢ozeltiye 1:20, 1:10, 1:2 ve 1:1 (ilag:B-CD-MOF) oraninda %90
giicte sonikasyon ile (2 saniye acik, 2 saniye kapali modunda) 30 dakika boyunca
kanigtirtlip 50 °C’de metanol/aseton (%50%350)’un 12 saat boyunca difiizlenmesi
saglanmistir. Ardindan, ¢oken partikiiller etanol ile yikandiktan sonra liyofilize edilerek
saklanmistir. Ayrica partikiillerin bir miktar1 vakum ile kurutularak biiyiik boyutlu
partikiiller elde edilmistir ve B-CD-MOF’larin morfolojinin incelenmesi ig¢in

kullanilmastir.

Basarili bir sekilde kurkumin ve orange OT yiiklenen B-CD-MOF’larin salim ¢aligmalari
diyaliz membran kullanilarak pH 7.4 fosfat tampon (PBS) ¢ozeltisi icerisine etken madde
salim1 37°C’de yapilmistur. Ilag yiiklii olan B-CD-MOF’lardan 6 mg/ml alimis ve 10 ml
PBS ¢ozeltisi igerisinde dagitilmistir. Belirli zaman araliklarinda salim ortamindan 6rnek
alinarak, salim ortamindaki madde miktar1 belirlenmistir. Madde miktarinin belirlenmesi
UV-vis spektroskopisi kullanilarak 424 nm (kurkumin) ve orange OT (489 nm) dalga
boyunda absorbans degerleri Olgiilerek belirlenmistir. Absorbans degerlerinden bir
kalibrasyon dogrusu kullanilarak konsantrasyon degerlerine gecilmis ve zamana kars1

%model ila¢ salim1 grafikleri elde edilmistir.
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3.6 Au@Lipit@FTOH@CD-MOF ve Lipit@Au@FTOH@CD-MOF Yapilarinin
Hazirlanmasi

Tez calismasi kapsaminda, B-CD-MOF yapisindan etken madde saliminin kontrollii bir

sekilde saglanabilmesi icin iki farkli konseptte caligilmistir.

3.6.1 Tasarim Au@Lipit@FTOH@CD-MOF

Bu agsamada ilk olarak, FTOH@B-CD-MOF’larin yiizeyinin model lipit olan DPPC ile
kaplanmasi gerceklestirilmistir.

Oncelikle, lipit kaplamasinin goriintiilenebilmesi igin DPPC, hidrofobik rodamin B (R18)
ile etiketlenmistir. Bu islemde oncelikle, 2.5 mg DPPC ve 0.2 pg rodamin B’nin
kloroformda ¢oziilmesiyle yapilmigtir. Buradaki molar oran %99.995 DPPC ve %0.005
rodamin B olacak sekilde ayarlanmigtir. Ardindan kloroform azot gazi kullanilarak
buharlastirilmistir. Elde edilen lipit ¢ozeltisi bir gece vakum altinda kurutulmustur. Lipit
daha sonra 1 ml %40 etanol %60 su (v/v) ¢oziiciisiinde ¢oziilmiis ve son konsantrasyon

2.5 mg/ml olacak sekilde ayarlanmistir [75].

FTOH@B-CD-MOF’larin  lipit ile kaplanmasi Wuttke vd. bildirdigi sekilde
gerceklestirilmistir. Lipit tabakasiyla f-CD-MOF’larin kaplanabilmesi i¢in Oncelikle,
DPPC 60/40 (v/v) oranindaki 100 pul H>O/Etanol karigimi igerisinde c¢oziilmiistiir.
Ardindan, 1 mg B-CD-MOF, ¢ozelti igerisine eklenip ¢ok hizli bir sekilde 900 pl H2O
eklenerek karistirilmaya devam edilmistir. Ortamdaki su konsantrasyonunun
artirtlmasiyla, lipit molekiillerinin ¢okmesi ve B-CD-MOF’larin yilizeyinde bir lipit
tabakas1 olusturmasi beklenmistir. Ardindan 14000 rpm’de 5 dakika boyunca 6rnekler
santrifiijlenmistir ve 1 ml H2O i¢inde yeniden dagitilip yikama islemi gerceklestirilmistir.
Santrifiijlenen 6rnekler 200 pl H2O igerisinde yeniden dagitilarak saklanmistir [75].

Elde edilen Lipit@FTOH@CD-MOF karakterizasyonunda lipitin  kaplanip
kaplanmadiginin belirlenebilmesi i¢in florosan mikroskop ve yiikiiniin belirlenebilmesi
icin zeta potansiyel cihazi kullanilmistir. Hibrit yapinin goriintiilenebilmesi icin SEM ve

optik mikroskop kullanilmustir.

[lag tastyic1 sistemlerin viicut iginde birikmesinin dnlenmesi kadar biyolojik ortamlarda
hizla bozunmasini hatta kontrolsiiz bir sekilde patlama saliminin 6énlenmesi de oldukca
onemli bir noktadir. Bu nedenle, bu ¢aligmada hidrofobik lipit kaplamasinin yapilmasi ile
birlikte B-CD-MOF’ un gézeneklerinden etken maddenin saliminin kontrollii bir sekilde

yapilabilmesi hedeflenmistir. Bu sayede, salim ve bozunma mekanizmalar {izerinde
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kontrol saglanabilmesine olanak saglayan bir ilag tasiyict sistemin tasarlanmasi miimkiin

hale gelebilecegi diisiiniilmiistiir [126].

Bu kapsamda, B-CD-MOF’lar DPPC ile kaplanmistir. DPPC kaplamasinin ila¢ salimina
etkisinin degerlendirilebilmesi amaciyla diyaliz membran kullanilarak pH 7.4 fosfat
tampon (PBS) ¢ozeltisi icerisine etken madde salim1 37°C’de gerceklestirilmistir. Ilac
yukli olan B-CD-MOF’lardan 6 mg/ml alinarak ve 10 ml PBS c¢ozeltisi igerisine
birakilmistir. Belirli zaman araliklarinda salim ortamindan Ornek alinarak salim
ortamindaki madde miktar1 belirlenmistir. Madde miktarinin belirlenmesi UV-vis
spektroskopisi kullanilip absorbans degerleri Olciilerek belirlenmistir. Absorbans
degerlerinden bir kalibrasyon dogrusu kullanilarak konsantrasyon degerlerine gegilmis

ve zamana kars1 %omodel ilag salimi grafikleri elde edilmistir

Lipit@FTOH@CD-MOF yapilar1 elde edildikten sonra ylizeyleri kombine bir tedavi
saglamak amactyla AuNPler ile kaplanmistir. Bu dogrultuda, oncelikle lipit kapli CD-
MOF’larin yiizeyinde AuNPler olusturularak yiizeyin kaplanmas1 planlanmaistir. Bu islem
i¢in, oncelikle 100 pl lipit/CD-MOFlar alinip iizerine 400 pl HAuCls eklenmistir.
Ardindan karisima 400 pl 20 mM askorbik asit/NaBH4/FeSOs ilave edilmistir. Bu
asamada farkli indirgeyici ajanlarin ylizeyin altin ile kaplanmasi iizerine etkileri
degerlendirilmistir. Lipitlerin yiizeyi AuNP’ler ile kaplandiginda, reaksiyon karisim1 ani

renk degisimi gostermistir. [127].

3.6.2 Tasarim Lipit@ Au@FTOH@CD-MOF

Oncelikle FTOH@CD-MOF yiizeyinin altin ile kaplanabilmesi i¢in yine ayni yontem
takip edilmistir. FTOH@CD-MOF’larin yiizeyinin AuNPler ile kaplanmasi igin,
oncelikle 100 pl lipit/CD-MOF]lar alinip iizerine 400 pl HAuCls eklenmistir. Ardindan
karisima 400 pl 20 mM FeSOy ilave edilmistir. FTOH@CD-MOF ’larin yiizeyi AuNP’ler

ile kaplandiginda, reaksiyon karigimi ani renk degisimi gostermistir [127].

Au@FTOH@B-CD-MOF’larin lipit ile kaplamasi Wuttke vd. bildirdigi sekilde
gerceklestirilmistir. Lipit tabakasiyla B-CD-MOF’larin kaplanabilmesi i¢in oncelikle,
DPPC 60/40 (v/v) oranindaki 100 pul H>O/Etanol karisimi igerisinde ¢Oziilmiistiir.
Ardindan, 1 mg B-CD-MOF, ¢ozelti igerisine eklenip ¢ok hizli bir sekilde 900 pl H>O
eklenerek karistirnlmaya devam edilmistir. Ortamdaki su konsantrasyonunun

artirtlmasiyla, lipit molekiillerinin ¢okmesi ve B-CD-MOF’larinin yiizeyinde bir lipit
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tabakasi olusturmasi beklenmistir. Ardindan 14000 rpm’de 5 dakika boyunca drnekler
santrifiijlenmistir. Ardindan 1 ml H>O icinde yeniden dagitilip tekrar santrifiijlenmistir.
Santrifiijlenen 6rnekler 200 ul H>O igerisinde yeniden dagitilarak saklanmastir [75].

Elde edilen Lipit@ AU@FTOH@CD-MOF karakterizasyonunda lipitin kaplanip
kaplanmadiginin belirlenebilmesi i¢in florosan mikroskop ve yiikiiniin belirlenebilmesi
icin zeta potansiyel cihazi kullanilmistir. Hibrit yapinin goriintiilenebilmesi i¢in SEM ve

optik mikroskop kullanilmustir.

3.7 Hibrit Yapimin Fototermal Terapi ve Etken Madde Alim/Salimi Amaciyla
Kullamlabilirliginin incelenmesi

Calismanin son asamasinda elde edilen yapilara 808 nm de lazer uygulamasi yapilarak
fototermal terapi amacl kullanilabilirligi incelenmistir. Orneklere 1-2.5 mW/cm? lazer 5-
15 dk boyunca uygulanmig ve sicaklik artis1 takip edilmistir. Sicaklik artiginin 6l¢timii
termal kamera ile gerceklestirilmistir. Ardindan fototermal doniisiim verimliligi

hesaplanmistir. Fototermal terapinin doniistim verimliligi Esitlik 3.3 ile hesaplanmustir.

N = (hAATmax -Qs)/1(1-10 ) Esitlik 3.3

Burada, h 1s1 transfer katsayisi, A kap yilizey alanini, AT max ¢6zeltideki maksimum
sicaklik degisimini, Ay 808 nm’deki absorbans degerini, I lazer gii¢ yogunlugunu ve Qs

151k absorbans degerini ifade etmektedir.

Uygulanan lazer sonrasinda hibrit yapmnin ilag salim performasindaki degisim de
incelenmistir. Bu kapsamda, AuNP’ler ile dekore edilmis yapilarin santrifiijlenerek
ayirma islemi gergeklestirilmistir. ila¢ salim performansmin degerlendirilebilmesi igin,
cokelti kismma PBS eklenmesiyle, fototermal terapi varliginda belirli zaman
araliklarinda, UV-vis spektroskopisi ile 489 nm dalga boyunda analizlenmesi
planlanmistir. Hazirlanan kalibrasyon dogrusu kullanilarak, etken maddenin salimina

fototermal terapinin etkisi degerlendirilmistir.
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3.8 Au@DPPC@FTOH@CD-MOF Partikiillerinin Peroksidaz Aktivite Ol¢iimleri

Sentezlenen partikiiller ile yapilan peroksidaz aktivite dl¢iimleri farkli H2O» (5, 25, 50,
100, 150, 200 mM) konsantrasyonlarinda  ¢alisilarak  incelenmistir.
Au@DPPC@FTOH@CD-MOF partikiilleri burada katalizoér, H2O> ise substrat gorevi
gormektedir. Peroksidaz etkisi TMB’nin 20 mM pH 4’te PBS igerisinde partikiiller ile
H>0; oksidasyonu sonucu 370 nm ve 652 nm’de absorbans degerlerinde goriilen piklerin
izlenmesiyle kinetik 6l¢iimler gergeklestirilmistir. Yontem kisaca 6zetlenirse, 250 pg/ml
Au@DPPC@FTOH@CD-MOF ¢ozeltisi tizerine farkli konsantrasyonlarda H2O: (5, 25,
50, 100, 150, 200 mM) ¢ozeltisi eklenmistir. Ardindan {izerine 800 uM TMB ¢ozeltisi
eklenmistir. TMB’nin eklenmesinin ardindan ¢o6zelti renginin Ox-TMB olusumu ile
maviye donmesi beklenmektedir. Deneyin sematik gosterimi Sekil 3.7°de verilmistir.
Reaksiyonun gerceklesmesi igin sicaklik 34°C olarak ayarlanmistir. Cozelti igerisinden
belli zaman araliklarinda 6rnek alinip 652 nm’de kinetik modelin olusturabilmesi i¢in
absorbans degerleri okunmustur. Michelis-Menten sabitlerinin hesaplanabilmesi i¢in
Lineweaver—Burk grafigi kullanmilmistir. Elde edilen absorbans degerlerinden hiz
degerlerinin hesaplanabilmesi icin Beer-Lambert esitliinden konsantrasyon degerine
gecilmigtir. Buradaki yontem zamana karsi absorbans degerlerinin dogrusal oldugu

verilerin kullanilmasi esasina dayanmaktadir [128-130].

’ TMB
I eklenmesi - I—
] -:I:, o — a , J
d I'\-ﬂ B PH 4.0 3 _"'I:":;
34°C ¢ ol

Sekil 2.7. Au@DPPC@FTOH@CD-MOF partikiillerinin peroksidaz aktivitesinin

sematik gdsterimi
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3.9 Sentezlenen CD-MOF’larin ve Hibrit Yapilarin Karakterizasyonu

3.9.1 Optik Mikroskop

Gortiniir 151kla calisan optik mikroskop, farkli boyutlardaki yapilarin goriintiilenmesi ve
morfolojik olarak analizinin gergeklestirilmesi i¢in kullanilan cihazlardan biridir. Optik
mikroskoplar 3 boliimden olugsmaktadir: mekanik, optik ve aydinlatma. Cihazin mekanik
kismi optik elemanlarinin tasimakla ve asil yapinin olusturmakla gorevli olan boliimdiir.
Bu boliimiin parcalarindan bazilar1 mikroskop ayagi, gévde ve nesne tablasidir. Optik
kism1 goriintii elde edilmesini saglamaktadir. Bu bolmede goriintiiyii olusturan parcalar,
optik yol, 151k kaynagi, objektif lens, okiiler lens ve yogunlastiricidir. Yogunlastiricinin
gorevi 151k kaynagimin esit dagilmasini saglamaktir. Optik mikroskoptan alinan
gorilintliniin  kalitesini belirleyen objektif lensin kalitesidir. Tipiin st kismina
konumlandirilan ve gozle goriilen okiiler mercek, objektif mercek tarafindan iiretilen
nesne gorilintiisiindeki hatalar1 biiyiitiilmesini ve diizeltilmesini saglamaktadir [131].
Optik mikroskop yoluyla partikiil karakterizasyonu, 20X ve 100X objektifli Leica DMI
4000B ters 151k mikroskobu kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen biitiin partikiiller
uygun solventler icerisinde dagitilip lam ve lamel arasinda konulan partikiillerin

goriintiileri alinmis olup partikiillerin morfolojik karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

Sekil 2.8. Optik mikroskop cihazinin sematik gdsterimi
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3.9.2 Floresan Mikroskop

Optik mikroskopla net bir sekilde karakterize edilemeyen partikiillerin bazi kisimlarinin
Ozellikle kaplama gibi islemlerin varliginin kanitlanabilmesi i¢in floresan mikroskop
kullanilmaktadir. Bunun igin gerekli boliim floresan boya ile etiketlenip floresan

mikroskop yoluyla goriintiilleme saglanmaktadir.

Floresan mikroskoplarda, kaynaktan gelen 151k bir filtreden gecerek numuneyi uyarir ve
belirli bir dalga boyu veya aralikta 151k yaymaktadir. Partikiil karakterizasyonu i¢in optik-
floresan mikroskobu hem optik mikroskop hem de floresan mikroskobu analizlerine
olanak taniyan Leica DMI 4000B kullanilarak gerceklestirilmistir. Lam ve lamel
arasindaki ¢ozeltiyi veya partikiillerin tizerine kiigiik bir dalga boyu araligina sahip 151k
gonderilmekte ve partikiillerin yapisindaki floresan boya nedeniyle partikiillerin parladig:
goriilmektedir. Bu goriintiiniin alinabilmesi i¢in analiz altindaki floresan boyanin dalga
boyu araligi ile floresan mikroskop cihazinda kullanilan filtrelerin dalga boyu araliginda

olmasi gerekmektedir [132].

Bu calismada floresan goriintiiler yakalamak i¢in, CD-MOF partikiillerine kurkumin
etken maddesinin kapsiillenebildigi floresan mikroskop ile karakterize edilmistir. CD-
MOF’larin lipit kaplanabildiginin kanitlanmasi i¢in ise DPPC hidrofobik Rhodamine B

floresan boyasi ile etiketlenmistir ve ardindan karakterizasyonlar1 gerceklestirilmistir.

3.9.3 Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM):

Atomik Kuvvet Mikroskobu, nanometre boyutundaki partikiillerin boyutunu ve ylizey
topografyasini belirlemek i¢in siklikla kullanilan bir tekniktir. Yiizeyi taramak igin
kantilever olarak bilinen tipler kullanilmaktadir. AFM’den ylizey topografyasinin
alinabilmesi, numuneler ve tip arasindaki etkilesimlerden kaynaklanmaktadir. Baskin
kuvvet, degisen kuvvet araliklar1 nedeniyle numune ile tip arasindaki mesafeye baghdir.
Yiizeyden yiikseklikleri 6lgcmek icin, fotodiyot araciligiyla tipin iist ylizeyine bir lazer
15101 yonlendirilmektedir. Tip-yiizey temasini dnlemek i¢in bir geri bildirim mekanizmasi

mevcuttur. Bu sayede tip ile ylizey temasi1 engellenmektedir.

x , y ve z eksenlerinde hareket edebilen piezoelektrik tiip lizerine konumlandirilan
numune, X ve y ekseni hareketleriyle iki boyutlu ylizeyin tamami taranmaktadir. Es
zamanli olarak z ekseni hareketi kuvvet sabit kalmasini saglamaktadir. AFM cihazinda 3

farkl1 mod ile ¢alisilmaktadir. Bunlar temasli, temassiz ve dokunma modlaridir. Temas
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modunda tip ile partikiil yiizeyi mesafesi minimum diizeyde tutulmaktadir. ve bu da
elektrostatik ¢cekim kuvvetlerine yol agmaktadir. Temassiz mod, temas moduna kiyasla
tip ile ornek arasindaki mesafe daha fazladir. Bu sebepten otiirii bu modda zayif

kuvvetlerin daha etkin oldugu sdylenebilmektedir [133].

Tez ¢alismasinda tiim numuneler i¢in temassiz mod analizi kullanilmistir. Boyut analizi
topografya modunda gergeklestirilmistir. PSIA Corporation'n XE-100E modeli AFM,
partikiillerin boyutunu ve geometrilerini arastirmak i¢in kullanilmistir. Tiim taramalarda
temassiz modda ACTA 10M tipi Cr-Au konsollar kullanilmigtir. Tarama hizlar frekansa
bagl olarak 0,30 ila 0,45 Hz arasinda degismektedir. AFM analizleri, seyreltilmis
numunelerin temiz bir mikroskop lami tizerine damlatilmasi ve ardindan oda sicakliginda

kurutulmasi sonrasinda gergeklestirilmistir.

Sekil 2.9. AFM cihazinin sematik gosterimi

3.9.4 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Hazirlanan partikiillerin morfolojisinin daha ayrintili bir sekilde incelenebilmesi igin,
HITACHI SU5000 alan emisyon taramali elektron mikroskobu (FE-SEM) kullanilarak
SEM analizi yapilmistir. Cozelti halindeki numuneler silikon bir yiizeyine gerekli
miktarda seyreltilip damlatilmistir. Oda sicakliginda kurutulan 6rnekler SEM analizi igin

hazir hale getirilmistir. SEM analizi 6ncesinde yiizeyin iletken hale getirilmesi i¢in Leica
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EM ACE 200 cihaz1 kullanilarak 0,02 mbar basingta 12 saniyelik piiskiirtme islemi ile

kaplama gerceklestirilmistir.

SEM cihazi ii¢ ana bilesenden olusmaktadir: elektron tabancasi, manyetik mercekler ve
dedektorler. Elektron tabancasindan yayilan ve manyetik merceklerle odaklanan
elektronlar numuneye yonlendirilmektedir. Elektronlar ile numune arasindaki etkilesim

sonucu sagilan elektronlar ¢esitli dedektorler tarafindan incelenmektedir.

SEM analizi, bir elektron 1gininin bir numune boyunca sistematik olarak tarandigi ve
ortaya c¢ikan sacilmis elektronlarin tespit edilerek goriintii olusturuldugu bir topografik
inceleme teknigidir. Elektron 1siniyla uyarilan 6rnek atomlar tarafindan yayilan ikincil
elektronlar, SEM tarafindan goriintii olusturmak i¢in kullanilmaktadir. Numunenin farkli
bolgelerinden yayilan ikincil elektronlarin miktar1 dncelikle 151n1n yiizeyle kesistigi actya
baghdir ve yiizeyin topografyasimi yansitmaktadir. ikincil elektronlara ek olarak, geri
sacilan elektronlar, karakteristik X 1s1nlar1, katot 1ginlar1 ve aktarilan elektronlar gibi diger
sinyallerden de numunenin topografyasi ve bilesimi hakkinda ¢esitli bilgiler elde etmek

icin yararlanilmaktadir [134].

3.9.5 Ultraviyole ve Goriiniir Isik (UV-Vis) Absorpsiyon Spektroskopisi

Goriintir bolgedeki 15181n absorplanabilmesine dayanan nicel analiz tekniklerinden biri
Ultraviyole-Goriiniir spektrofotometre (UV-Vis spektrofotometre)’dir. Cihaz kisaca, 151k
kaynagi, monokromatdr, Orneklerin konuldugu kiivetlerin bulundugu hiicreler, 151k
yogunlugunu 6lcen bir dedektdr ve bir monitérden olugmaktadir. Bu yontemde istenen
sonucun elde edilebilmesi i¢in ilk olarak blank olarak da adlandirilan ¢6zeltinin
¢oOziiclislinlin analizi gergeklestirilir. Buradaki ¢alisma prensibi hem c¢ozeltinin hem
¢Oziiclinlin lizerine diisen 151k konsantrasyonunun Olcililmesidir. Numune tarafindan
iletilen 15181n yogunlugunun (I) bos ¢ozelti tarafindan iletilen 15181n yogunluguna (Io)
orant gecirgenlik olarak adlandirilir. Absorbans degerleri gecgirgenlik degerine gore
hesaplanmaktadir. Absorbans, 151k yolundaki absorplayici malzemenin miktarina baghdir,
dolayistyla konsantrasyon ve 1s1ga maruz kalma siiresinden etkilenir. Bir maddenin

absorbans degeri Beer-Lambert yasasiyla dl¢tilmektedir.

A=—log(T)=¢-b-c Esitlik 3.4
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A absorbansi, T gecirgenlig, € molar absorpsiyon katsayisini, b numune kabinin
kalinligint (cm) ve ¢ konsantrasyonu (mol/L) ifade etmektedir. Kisaca, Beer-Lambert

yasasi ile derisimi belli olmayan ¢ozeltilerin derisiminin belirlenmesine olanak saglar

[135].

3.9.6 X-Isinlar1 Difraktometresi (XRD)

XRD analizi, kristal yapidaki malzemelerin karakterizasyonu i¢in olduk¢a 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu tez ¢alismasinda, CD-MOF yapisinin dogru bir sekilde elde edilip elde
edilemedigi, model molekiillerin kapsiillenmesinin ve FTOH kaplamasinin ardindan CD-
MOF yapisina etkisinin degerlendirilebilmesi i¢in XRD kullanilmistir. XRD analizleri,
Rigaku Ultima-IV X-1511 Kirinim cihazi araciligiyla 5°/dk tarama hizinda yapilmistir.
X-Ismi kirinim analizi (XRD), bir malzemenin kristalografik yapisi, kimyasal bilesimi ve
fiziksel 6zellikleri hakkinda ayrintili bilgi saglayan, malzemenin yapisina zarar vermeyen
bir karakterizasyon teknigidir. [136]. Monokromatik X 1sinlarinin ve kristal
partikiillerinin yapic1 girisimine dayanmaktadir. Daha kisa dalga boyuna sahip
elektromanyetik radyasyon olan X-1sinlari, elektrik yiiklii ve bol enerjili parcaciklarin
yavaglamasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. XRD'de ortaya c¢ikan X 1sinlart dikkatli bir
sekilde birlestirilip ve ornege dogru yonlendirilmektedir. Gelen 1smlar ile Ornek
arasindaki etkilesim, daha sonra tespit edilen, islenen ve 6l¢iilen bir kirinimli 151nin
iiretilmesine yol a¢gmaktadir. Malzemeden cesitli agilarda sagilan bu kirilan 1sinlarin
yogunlugu daha sonra bir kirinim modeli olusturmak i¢in grafiksel olarak ifade
edilmektedir. Bu yontemin avantajlar1 arasinda Ornege zarar vermemesi, az miktarda

numunenin analiz edilebilmesi ve sagladig: bilgi miktar1 yer almaktadir [137].

3.9.7 Dinamik Isik Sacinim Yontemi (DLS)
Isik Sacilimi (LS), bir ¢ozeltideki molekiillerin difiizyon davranigini arastirmak igin
kullanilan yontemlerden biridir. Difilizyon katsayis1 araciliiyla hesaplanan hidrodinamik

yarigap, molekiillerin boyutuna ve geometrisine baglidir.

Partikiillerin boyutunun hesabi, bir ¢ozelti icinde Brown hareketine sahip partikiillere
yonlendirilen monokromatik 15181 dalga boyunun degistirilmesiyle elde edilmektedir.
Sagilan 15181 yogunlugunu degerlendirerek difiizyon katsayis1 hesaplanabilmekte ve

cesitli korelasyonlar yaricap degerinin belirlenmesine olanak tanimaktadir.
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Partikiillerin hidrodinamik yarigap1, dalgalanmalardan ve Stokes-Einstein esitligi 3.5'ten
elde edilen veriler kullanilarak hesaplanmaktadir. Burada hidrodinamik yarigap,

varsayilan kiiresel parcacikla aymi hizda yayilan kati bir kiirenin yaricapini temsil

etmektedir.
R, = -1 Esitlik 3.5
b 6mD FILIX S

Bu esitlikte,D difiizyon katsayisini, k boltzman sabitini, T mutlak sicakligi,  viskoziteyi,
Ry, ise hidrodinamik yarigapi belirtmektedir.

Kiiciik boyutta elde edilen CD-MOF’larin cap degerinin belirlenebilmesi i¢in Isik
Sacilimi (LS) cihazi kullanilarak karakterizasyon yapilmistir. Calisma kapsaminda 632,8
nm lazer dalga boyuna sahip Malvern CGS-3 serisi DLS cihaz1 kullanilarak CD-
MOF’larin  boyut analizi yapilmistir. ALV-korelatorii, 90° agiyla gergeklestirilen

Olctimlerle bu cihazdan elde edilen verilerin kullanimini kolaylastirilmistir [138, 139].

Lazer B
Kaynag f_l
§ —
- —_— [ ... SO
< l
Sacilan
-3 ]
—

Dedektér Korelator

Sekil 2.10. LS cihazinin sematik gdsterimi
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3.9.8 Liyofilizator

Dondurarak kurutma yani liyofilizasyon teknigi, 1siya duyarli numunelerin
korunmasinda, hasarin Onlenmesinde ve aktivite kayiplarinin en aza indirilmesinde
oldukgca etkili bir yontem olarak hizmet vermektedir. Sulu numunelerin kurutulmasinda
en avantajli yaklagimlardan biri olarak One ¢ikmakta ve kurutma islemi sirasinda
numunenin dondurularak bilinen 1sitma yontemleriyle iliskilendirilen denatiirasyon
risklerini azaltmaktadir. Bu yontem sayesinde, numunenin morfolojisi, ¢oziinlirliigli ve

kimyasal biitiinliigii korunarak su donmus halde uzaklastirilmaktadir.

Dondurarak kurutma dongiisii li¢ farkli asamadan olusmaktadir. Bunlar, donma, buzun
siiblimlesmesi ve son agama kurutmadir [140]. Baslangi¢ asamasi olan dondurma
asamasi, dondurarak kurutma isleminin genel performansinin belirlenmesinde ¢ok dnemli

bir rol oynamaktadir.

CD-MOF’larin yikama isleminin ardindan kurutma islemi boyutlarinin biiyiimesinin
engellenmesi i¢in liyofilizasyon ile yapilmistir. Partikiiller -20 °C'de birkag saatlik bir
donma siiresinin ardindan 24 saatlik bir kurutma islemi uygulanmistir. Toz halinde elde
edilen sonugtaki numuneler daha sonra oda sicakliginda saklanmistir. Bu titiz yaklagim
yalnizca numune 6zelliklerinin korunmasini saglamakla kalmaz, aym1 zamanda suyun
hizli ve etkili bir sekilde uzaklastirilmasi bakteriyel veya diger kontaminasyon tiirlerinin
potansiyelini azalttig1 i¢in kontaminasyon riskini de en aza indirmektedir. Bu baglamda
dondurarak kurutmanin kullanilmasi, arastirma siirecinde hassas numunelerin kalitesinin

ve stabilitesinin korunmasindaki 6nemini gostermektedir.

3.9.9 Siirekli Dalga Lazeri

Hibrit yapilar belirli bir konsantrasyon ve siire igerisinde lazer 1gmmlamasimna maruz
birakilmigstir. Yapilarin tetiklenmesi sonucu olusan sicaklik degisiminin arastirilmasi i¢in
PSU-H-LED ayarlanabilir ¢ikis gii¢ modiiliine sahip CNI, MDL-I11-808 nm model lazer
kullanilmistir. Sicaklik artiginin kaydi i¢in FLIR E54 model termal kamera kullanilmistir.
Siirekli dalga lazerleri belirli bir siirede kesintisiz bir 151k 1511 yayabilir. Lazer ortamina
siirekli bir enerji kaynagi tarafindan siirekli olarak enerji saglandiginda, atomlarin
devamli olarak uyarilmas1 ve bu siire¢ sonucunda foton emisyonunun meydana gelmesi

gerceklesir [141].
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez kapsaminda, ilk asamada B-siklodekstrin- metal organik cergevelerin (CD-MOF)
sentez yonteminin belirlenmesi ardindan uygun ¢oziicii oran1 ve sentez siiresi gibi
parametrelerin belirlenmesi lizerine ¢alismalar gerceklestirilmistir. Ardindan optimize
edilen kosullar ile CD-MOF’larin karakterizasyonu, model ilag¢ molekiillerinin
kapsiillenmesi ve salim kapasitesinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu ¢aligmanin en
onemli noktalarindan biri de CD-MOF’larin sudaki stabilitesinin artirilmasidir. Bu
amagla, CD-MOF’lara hidrofobik bir molekiiliin yiiklenmesinin yan1 sira, CD-MOF’larin
ylizeyi, florlu bir ligand olan 1H,1H,2H,2H-Perfloro-1-dekanol ile kaplanarak sudaki
¢Oziiniirliglinlin diistiriilmesi basartyla gergeklestirilmisti. CD-MOF yapilarinin en
uygun sekilde hazirlanmasinin ardindan partikiillerin yiizeyi lipit ile kaplanarak
partikiillerin ~ karakterizasyonu ve ila¢ alim-salim amaciyla kullanilabilirligi
degerlendirilmistir. Caligmanin son asamasinda ise, tasarlanan tasiyici sistemin son
katmani olan altin nanopartikiiller (AuNP) ile lipit/CD-MOF yapisinin yiizeyi kaplanmis

olup sistemin fototermal terapi i¢in kullanilabilirligi incelenmistir.

4.1 CD-MOF’larin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Bu tez ¢alismasinda, B-siklodekstrin-MOF (B-CD-MOF) yapisinin ilag taginimi amaci ile
kullanilabilmesi i¢in buhar difiizyon ve sonikasyon sentez metotlariyla tasiyici sistem
hazirlanmistir. B-CD-MOF tasiyici sisteminin istenilen boyut ve morfolojide elde
edilebilmesi igin bir¢ok metot ve parametre denenmis olup c¢alismanin sonraki

adimlarinda kullanilmasi en uygun olan yap1 elde edilmeye caligiimustur.

4.1.2 Buhar Difiizyon Yontemi ile CD-MOF Sentezi
Bu calisma kapsaminda ilk olarak buhar diflizyon yontemi ile ¢caligmalara baglanmastir.
Bu baglamda, incelenen parametre ve kosullar asagida belirtilmistir;

A. Reaksiyon Sicakligi: 50 ve 60°C

B. Reaksiyon Siiresi: 6 ve 12 saat

C. Cozicii Tiirli ve Orani: Metanol ve Metanol/Aseton

D. Boyut kiictiltiicii ajan: CTAB ve PEG2000

E. Partikiillerin ¢cokme sicakligi: 25 ve 4°C.
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Cizelge 4.1’de buhar diflizyon yontemi ile hazirlanan B-CD-MOF’larin sentez
parametreleri ve boyutlar1 verilmistir. Bu sentez yonteminde, literatiirdeki optimum -
CD-MOF partikiillerinin elde edilebilmesi i¢in kullanilan B-CD:KOH molar orani (1:8)
ile calisilarak B-CD-MOF’lar hazirlanmistir  [120]. B-CD-MOF  partikiillerinin
boyutlarinin kiigiilmesinde en etkili parametrenin Metanol/aseton ¢dziiciilerinin birlikte
kullanilmast olmustur. Bu iki ¢oziiclinlin birlikte kullanilmasi ile metanol ile kristal
yapilarin diizgiin bir sekilde olusmasi saglanirken asetonun ortama daha hizli difiize
olmastyla da MOF olusumundaki ¢ekirdeklenme ve kristal bliyiime asamalarinin daha
hizli bir sekilde gerceklesmesinin kontrolii saglanmistir [12]. Bdylece elde edilen
partikiillerin boyutlarinin diger B-CD-MOF’lara gore kiicik oldugu gorilmistiir.
Reaksiyon sicakliginin ve siiresinin artirilmasi ile elde edilen partikiillerin boyutlarinda
azalma gerceklesmistir fakat elde edilen partikiillerin hala mikron boyutunda olmasi
sebebiyle sentez yoOnteminin gelistirilmesi ve degistirilmesinin uygun olacagi
diistiniilmiistiir. Buhar difiizyon yontemi ile elde edilen partikiillerin optik mikroskop ile
alman goriintiileri incelendiginde, elde edilen yapinin literatliirdeki yapilar ile
kiyaslandiginda kiip seklinde olmasi beklenirken ince tabakalar halinde bir yap1 elde
edildigi gorilmustir. (Sekil 4.1.A). Elde edilen partikiillerin MOF oldugunun
dogrulanabilmesi amaciyla FTIR spektrumu alinmig ve Sekil 4.1.B’de verilmistir. FTIR
spektrumu incelendiginde, 3418 cm!, 2926 cm™, 1643 cm’!, 1427 cm™, 1367 cm™!, 1246
cm!, 1081 em!, 1028 cm™! ve 853 cm™’deki B-CD’nin karakteristik pikleri goriilmekte
ve Cizelge 4.2°de detayli agiklamalari ile birlikte verilmistir [12]. Bu sonuglar
dogrultusunda, saf B-CD'nin ve B-CD-MOF’un FTIR spektrumlar1 karsilastirildiginda
ana siklodekstrin iskelet yapisinin korundugu ve B-CD-MOF,’de tutuldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 3.1. Cesitli parametrelerin buhar difiizyon yontemi ile elde edilen B-CD-
MOF’lara etkisi

Boyut Cokme
. Sicaklik Siire  Coziict tiir Boyut
Ornek Kiictltiic  Sicakligi
(°O) (saat) ve orani ) (um)
i Ajan (°O)
B-CD-MOF; 50 6 Metanol CTAB 25 5.8£2.3
B-CD-MOF, 60 6 Metanol CTAB 25 4.2+1.8
B-CD-MOF3 50 12 Metanol CTAB 25 4.5+1.2
Metanol/Aseton(% 3.5£2.4
50 6 CTAB 25
B-CD-MOF4 25/%75)
Metanol/Aseton(% 3.0£0.9
50 6 CTAB 25
B-CD-MOFs 50/%50)
PEG- 4.8+1.6
50 6 Metanol 25
B-CD-MOFs 2000
10.1£2.
50 6 Metanol CTAB 4
B-CD-MOF~ 2
Metanol/Aseton(% PEG- 6.2+2.8
50 6 25
B-CD-MOFs 50/%50) 2000
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Sekil 3.1 A) B-CD-MOF;’in optik mikroskop goriintiisii, B) B-CD ve B-CD-MOF;’in
FTIR spektrumu
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Cizelge 3.2. B-CD’nin FTIR Spekturumunda goriilen karakteristik bag tiirleri [142].

Dalga Boyu, cm™! Bag Tiirii
3277 e Hidroksil gruplarinin simetrik gerilmesi
2926 e CH, bandinin simetrik gerilmesi
1643 e Kavitesinde bulunan su molekiilleri nedeniyle
1416,1366, 1245 e B-CD’nin birincil ve ikincil hidroksil gruplaridaki CH

baglariin deformasyon titresimleri
1079, 1023 e B-CD’nin eter ve hidroksil gruplarindaki C-O baglarinin
degerlik titresimleri

861 e (C-C germe titresimleri

B-CD-MOF’un MOF yapisina sahip olmasinin kesin bir sekilde belirlenebilmesi i¢in
XRD analizi gergeklestirilmis olup, elde edilen X-ray spektrumu Sekil 4.2°de
sunulmustur. Literatiirdeki f-CD-MOF;’in XRD spektrumlarinda ana piklerin 4.5°, 6.3°,
10.4°, 12.4° ve 19.1° oldugu ve bunlarin sirasiyla (1 1 0),(200),(222),(330)ve (63
0) kristal diizlemlerine karsilik geldigi belirtilmistir [143]. Sekil 4.2°deki XRD spektrumu
incelendiginde sentezlenen B-CD-MOF’ta da ana pikler goriilmistir ancak 4.5
derecedeki pikin goriilmemesi ve optik mikroskoptaki goriintiilerinin de tabaka benzeri
yapilar olmasi ile elde edilen partikiillerin bir kalinliginin olmadig1 sonucuna varilmstir.
Yapinin daha iyi bir sekilde anlasilabilmesi i¢in literatiirdeki B-CD-MOF’larin kristal
verileri incelendiginde, B-CD-MOF partikiillerinin bir B-CD molekiilii, bir K+ ve sekiz
kafes sudan olustugu goriilmiistiir. Kristalografik olarak bagimsiz sirasiyla bir CD
molekiiliiniin a-, b- ve d-glukopiranozilinden 2-, 3-OH, halka O atomu ve 6-OH grubu,
3-OH ve 2, 3-OH gruplar araciligiyla dort K+ iyonu ile baglanmaktadir. Buna karsilik,
her bir K+ iyonu, D(+)-glikopiranoz biriminden dort ikincil hidroksil grubu, bir halka
oksijen atomu ve tek koordineli bir 6-OH grubu igeren, dort B-siklodekstrinin alt1 oksijen
atomu ile koordine olmakta ve K—O bag mesafeleri 2.765 A- 2.982 A araligindadir. p-
CD-MOF yapisinin 6ne ¢ikan 6zelligi her bir yapisinin iki gbézenege sahip olmasidir.
Spesifik olarak, iki bitisik B-CD, ¢anak benzeri bir yapiya sahip bir kavite olugturmak i¢in
"T" tipi diizenleme yoluyla bir K+ iyonu ile baglanmaktadir. B-CD ve K+ iyonlari

birbirine baglanarak tek boyutlu bir zincir yapist olusturur, bu “T” yap1 birimleri  bir
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diizlem boyunca “8” tipi ¢ift kanal olusturacak sekilde kendi kendine kiimelenmektedir.
Son olarak, cift kanall1 birimlerin her biri, genel bir {i¢ boyutlu B-CD-MOF yapisi
olusturmak i¢in diizlem boyunca K-O etkilesimi yoluyla baglanmaktadir [59].
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Sekil 3.2. B-CD-MOF/’in XRD Spektrumu

4.1.2. K2COs ile CD-MOF Sentezi

Elde edilen yapinin bir boyutunun olmamasi ve mikron boyutunda olmasi ¢aligmanin
onemli noktalarindan biri oldugu i¢in sentez yonteminin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu
amagla, ilk olarak potasyum kaynagiin yapiya olan etkisi incelenmistir. Literatiirde
yapilan ¢aligmalar 15181nda, yeni potasyum kaynagi olarak K>COj3 secilmistir [5]. K2COs
ile sentezlenen B-CD-MOFo’un sentezinin optik mikroskop goriintiileri sekil 4.3.te
gosterilmistir. Elde edilen partikiillerin KOH ile sentezlenen partikiillere benzer olarak ~5
um civarinda oldugu ancak 3 boyutlu bir yapiya sahip olduklar1 goriilmektedir (Sekil
4.3.A). Coziicli olarak aseton ilavesi ile boyutun yaklasik olarak 1 um’ye kadar diistiigi
sonucuna varilmistir (Sekil 4.3.B). Cokme agsamasindan sonra elde edilen partikiiller

etanol ile yikandiktan sonra morfolojisinin bozulmasindan dolayr potasyum kaynagi
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olarak KOH kullanilmasinin daha uygun olacag goriilmiistiir (Sekil 4.3.C). Literatiirdeki
caligmalar incelendiginde de farkli potasyum kaynaklari arasindan KOH’un CD-
MOF’larin kendi kendine kiimelenmesini saglamak i¢in daha 1liml1 kosullar sagladigi ve

daha diizgiin kristallerin olugsmasini sagladigi goriilmektedir [12].

Sekil 3.3. A) K»COs ile sentezlenen B-CD-MOFo-un, B) Aseton ilave edilmis B-CD-
MOFo’un C) Etanol ile yikanan B-CD-MOFo’un optik mikroskop goriintiisii

4.1.3 Sonikasyon Yontemi ile CD-MOF Sentezi

Caligsma kapsaminda, B-CD-MOF un lipit temelli bir ilag tagiyici sisteme entegre edilmesi
ve ilag taginimi amact ile kullanilabilmesi i¢in daha yiiksek yiizey alan1 ve gozenek
boyutuna sahip nano boyutta partikiillerin hazirlanmas1 gerekmektedir. Elde edilen
partikiillerin bu ihtiyaglar1 tam olarak karsilamadigina karar verilmis olup sonikasyon
yontemi ile B-CD-MOF partikiillerinin sentezlenmesine karar verilmistir. Sonikasyon
yonteminin buhar difiizyon yonteminden ayrildig1 en 6dnemli noktalardan biri reaksiyon
siiresinin olduk¢a kisa olmasidir. Bunun en 6nemli sebebi, buhar diflizyon yonteminde
karigtirma tiirii veya hizinin bir parametre olmamasidir. Sonikasyon ydnteminde
karisgtirmanin - CD-MOF  partikiillerinin - kendi kendilerine kiimelenme siirecini

hizlandirdig1 ¢okme siiresinin kisalmasi ile ¢cok acik bir sekilde goriilmiistiir. Uygulanan
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sonikasyon giicliniin ayarlanabilmesi ile partikiil boyutunun ayarlanabilir olmasi ise bu
yontemi oldukca avantajli kilmaktadir. Sonikasyon giiclinlin yan1 sira buhar difiizyon
yonteminde oldugu gibi ¢dziicii tiirli/oran1, boyut kiictliltlicii ajan tiirii ve ¢cokme sicakligi
gibi parametreler sistematik bir sekilde ¢alisilmis olup partikiil boyutu ve morfolojisi

lizerine etkisi incelenmistir. Incelenen parametre ve kosullar asagidaki gibi belirlenmistir;

A. Sonikasyon Giicii: %40, %50, %60, %70, %80, %90
B. Coziicii Tiirli ve Orani: Metanol ve Metanol/Aseton
C. Boyut kiiciiltiicli ajan: CTAB ve PEG2000

D. Partikiillerin ¢okme sicakligi: 25 ve 4°C.

Cizelge 4.3’ de sonikasyon yontemi ile hazirlanan B-CD-MOF’larin sentez parametreleri
ve boyutlar1 verilmistir. Sentez yonteminden kisaca bahsedilecek olursa; B-CD (0.284 g)
ve KOH (0.112 g) 10 ml deiyonize su igerisinde ¢dziindiiriiliip homojenizator ile 55 W’ta
(%80 giic) 30 dakika boyunca ultrasonik gii¢ yardimiyla karistirilmistir. Elde edilen
cozelti 0.45 um’lik membrandan siiziiliip metanol ile karistirilmigs ve su banyosu
yardimiyla oda sicakliginda tutulmustur. Elde edilen ¢ozeltiye boyut kiigiiltiicii ajan
olarak PEG-2000 veya CTAB c¢ozeltisi eklenmistir. Oda sicakliginda bekletilerek ¢oken
partikiiller etanol ile yikanmis ve vakumla kurutulmustur [144]. Calisilan parametreler
incelendiginde, sonikasyon giiclinlin  %90’a ¢ikarilmas1 partikiill boyutunun
azaltilmasinda 6nemli bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.4.B). Bundan dolayz,
bundan sonraki sentezler %90 gii¢ uygulayarak ger¢eklestirilmistir. Bir diger parametre
olan boyut kii¢iiltiicii ajan tiirliniin sadece partikiil boyutunu etkilemedigi ayrica partikiil
morfolojisi iizerine de bir etkisinin oldugu kanisina varilmistir. Sekil 4.’teki verilen optik
mikroskop goriintiilerine bakildiginda, PEG-2000 kullanildiginda partikiillerin kiibik
yapida (Sekil 4.4.B), CTAB kullanildiginda ise elde edilen partikiillerin igne benzeri
yapiya sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 4.4.C). Cokme sicakliginin 25 °C’den 4 °C’ye
diisiiriilmesi ise kristal biiylime siiresinin uzamasina ve partikiillerin daha ge¢ ¢okmesi

sonucunda daha biiyiik kristallerin olusmasina neden olmustur.
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Cizelge 3.3. Cesitli parametrelerin sonikasyon yontemi ile elde edilen B-CD-MOF’lara

etkisi
Coziicii tiirii Boyut
Sonikasyon Cokme Sicakhi@in  Boyut
Ornek ve Kiiciiltiicii
Giicii (%) ((®) (nm)
orani Ajan
B-CD-MOFo 40 Metanol PEG-2000 25 42.1£2
B-CD-MOF; 50 Metanol PEG-2000 25 30.8+4
B-CD-MOFi, 60 Metanol PEG-2000 25 28+8
B-CD-MOFi3; 70 Metanol PEG-2000 25 20.5+9
B-CD-MOF 4 80 Metanol PEG-2000 25 15.9+3
B-CD-MOFis 90 Metanol PEG-2000 25 10.4+8
En: 5£2.4
B-CD-MOF ¢ 90 Metanol CTAB 25
Boy: 40+7.6
B-CD-MOFi7 50 Metanol PEG-2000 4 58.5+9
Metanol/Aseton
B-CD-MOF;g 90 PEG-2000 25 9.8+1.2
(%25/%75)
Metanol/Aseton
B-CD-MOF 9 90 PEG-2000 25 5.3£1.8
(%50/%50)
Metanol/Aseton En: 3.1£1.5
B-CD-MOFzq 90 CTAB 25
(%50/%50) Boy: 24+6.3
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Sekil 3.4. A) B-CD-MOF0’in (%40 giic ile PEG2000), B) -CD-MOF10’un (%90 Giig ile
PEG2000) C) B-CD-MOF,’in (%90 Gii¢ ile CTAB) optik mikroskop

goruntisu

Sentezlenen partikiillerin MOF oldugunun dogrulanabilmesi i¢in f-CD-MOF9 ve 3-CD-
MOFyg partikiillerinin XRD spektrumlar1 alinmis olup, Sekil 4.5’te verilmistir. Alinan
XRD spektrumlari incelendiginde, literatiirdeki spektrumlarla (4.5°, 6.3°, 10.4°, 12.4° ve
19.1°) uyumlu oldugu goriilmiistiir [71]. B-CD-MOFo’un 4.7°°de goriilen pikin elde
edilen partikiiliin bir boyutunun oldugunu dogrulamaktadir. B-CD-MOFy ise 4.7°’deki
pikin yogunlugunun diisiik olmasi elde edilen partikiiliin boyutunun olmadigim
gostermektedir. Bu sonuglar dogrultusunda, tez calismasinin hedefleri dogrultusunda
boyut kiiciiltiicii ajan olarak CTAB’in toksik olmasi da g6z o6niinde bulundurulursa PEG-
2000’in kullanilmasiin daha uygun oldugu acik¢a goriilmektedir [143].
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Sekil 3.5. A) B-CD-MOF19’un, B) B-CD-MOF20’in XRD Spektrumu

4.1.4 Sonikasyon/Buhar Difiizyon Yontemi ile CD-MOF Sentezi

Hedeflenen partikiillerin elde edilebilmesi i¢in buhar difiizyon yontemi ile sonikasyon
yonteminin birbirine entegre edilmesi diistiniilmiistiir. Bu amagla, p-CD (0.284 g) ve
KOH (0.112 g) 10 ml su i¢inde 30 dk boyunca %90 giigte ultrasonik prob ile
karigtirllmistir. 30 dk sonunda 2 ml metanol/aseton bulunan cam viyal igerisine 0.45
um'lik bir organik membrandan siiziilerek eklenmistir. Ardindan kii¢iik cam viyal
icerisinde yaklasik 50 ml %25 Aseton/%75 Metanol bulunan biiyilk cam viyal igine
konulmustur. Metanol/aseton difiizyonun 50 derece 6 saatte gerceklesmesi saglanmistir.
6 saatin sonunda sentez temiz bir kaba alinip {izerine 5 ml su igerisinde ¢oziindiiriilen 0.08
g CTAB ya da PEG-2000 ¢ozeltisi hizl bir sekilde eklenmistir. Ardindan ¢okme igleminin
gerceklesmesi beklenmistir ancak partikiillerin ¢okmesi 2 hafta kadar uzun siirmiistiir.
Sekil 4.6’da buhar diflizyon/sonikasyon yontemi ile elde edilen partikiillerin optik
mikroskop goriintiileri verilmistir. Boyut kiigiiltiicli ajan olarak CTAB (B-CD-MOF2)
kullanilmasimin sonucunda daha oOnceki verileri destekler nitelikte bulgular elde

edilmistir. Elde edilen partikiillerin tabaka benzeri yapilar oldugu Sekil 4.6.A’de
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gosterilmistir. Boyut kiigiiltiicii ajan olarak PEG-2000 kullanilan sentezlerin (B-CD-
MOF>,) bulgular1 daha 6nceki sadece sonikasyon yontemiyle elde edilen B-CD-MOF’lar
ile karsilastirildiginda elde edilen partikiillerin daha piiriizlii bir yapiya sahip oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglar da gozenekli bir yapiya sahip partikiillerin elde edilebildigini
kanitlar niteliktedir. (Sekil 4.6.C). Elde edilen bu yap1 sayesinde hidrofobik molekiillerin
enkapsiilasyon verimliliginin artirilabilecegi diisiiniilmiistiir. Buhar difiizyon yontemi ile
tabaka halinde elde edilmis olan partikiillerin bu sentez yonteminde tabakalarin {ist {iste
dizilerek boyutlu bir yap1 elde edilebildigi goriilmektedir. Sonug olarak, sonikasyon
yontem ile tabakalarin kendi kendilerine kiimelenmelerini, ayrica buhar diflizyon
yontemiyle de solventlerin yavas bir sekilde difiizlenmesi ile gozenekli bir yapinin elde
edilmesi saglanmistir. Ancak Sekil 4.6.B ve Sekil 4.6.D’de gosterildigi tizere kristallerin
santrifiijleme asamasinda stabil kalamadig fark edilmistir. Bu nedenle sentez yonteminin

optimize edilmeye devam edilmesi gerektigine karar verilmistir.

. .
. .
Sekil 3.6. Sonikasyon/ Buhar diflizyon yontemi ile sentezlenen -CD-MOF’lar A) CTAB
ile sentezlenen B-CD-MOF»;’un, B) CTAB ile sentezlenen B-CD-MOF2;’un

yikama sonrasi, C) PEG2000 ile sentezlenen -CD-MOF22’un, D) PEG2000

ile sentezlenen B-CD-MOF2;’un yikama sonrasi optik mikroskop goriintiisii
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4.1.5 Solvotermal/Sonikasyon Yontemi ile CD-MOF Sentezi

Tez ¢aligmas1 kapsaminda, istenen boyutta B-CD-MOF elde edilebilmesi i¢in sonikasyon
yonteminin solvotermal yontemle birlikte uygulanmasinin boyuta olumlu yoénde bir
etkisinin olabilecegi diislinlilmiistiir. Bu amag¢ dogrultusunda B-CD ve KOH sonikasyon
islemine tabi tutulmadan 6nce 10 ml deiyonize su igerisinde ¢Oziindiiriilmiis ve
filtrelenmistir. Ardindan c¢Ozeltiye metanol/aseton eklenip 60 °C’ye 1sitilmustir.
Sonrasinda, %90 giicte sonikasyon ile (2 saniye agik, 2 saniye kapali modunda) 30 dakika
boyunca karigtirllmigtir. 30 dakikanin sonunda partikiillerin olduk¢a hizli bir sekilde
¢okmeye basladigi gozlemlenmistir. Ardindan boyut kiigiiltiicii ajan olarak PEG-2000
cozeltisi eklenmistir. PEG-2000 ayn1 zamanda stabilizatdr gorevi de gormekte ve hizla
coken partikiillerin siirecini kontrol ederek dogru morfolojide partikiillerin olugsmasini da
sagladig1 disiiniilmektedir. Sonrasinda partikiiller etanol ile 3 kez yikanip 40 °C’de
vakumla kurutulmustur [123]. Solvotermal yontemin sonikasyon ile karistirma igleminin
oncesinde yapilmasi; g¢ekirdeklenme ve kristal biiyiime asamasini hizlandirdigr icin
partikiillerin daha hizli bir sekilde ¢okmesini sagladig diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda
¢okmenin hizli bir sekilde olmasi partikiillerin es boyutlu olarak elde edilmesini de
saglamigtir. Sekil 4.7.A’de solvotermal/sonikasyon yontemi ile elde edilen B-CD-
MOF23’un optik mikroskop goriintiileri verilmistir. Sekil 4.7.B’de verilen yapilarin
kalinliklariin  net bir sekilde goriildiigli ve optimum sentez yOnteminin

parametrelerinden birinin elde edildigi diisiiniilmektedir.

I
100 um 100 um

Sekil 3.7. A) Solvotermal/Sonikasyon yontemi ile sentezlenen B-CD-MOF23’un, B) B-
CD-MOF’un boyutunu gosteren optik mikroskop goriintiisii
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4.1.6 Solvotermal/Sonikasyon/Buhar Difiizyon Yontemi ile CD-MOF Sentezi

Yapilmasi hedeflenen ¢alisma kapsaminda, tasiyict sistemin tasariminda, kosullarin
optimize edilmesinin son asamasinda sonikasyon, solvotermal ve buhar difiizleme
yontemlerinin bir arada kullanilmasi ile istenen B-CD-MOF’larin elde edilebilecegine
karar verilmistir. Bu baglamda, -CD ve KOH sonikasyon islemine tabi tutulmadan 6nce
10 ml deiyonize su igerisinde ¢Oziindiiriilmiis ve filtrelenmistir. Ardindan ¢ozeltiye
metanol/aseton eklenip 60 °C’ye 1sitilmistir. Sonrasinda, %90 giicte sonikasyon ile (2
saniye acik, 2 saniye kapali modunda) 30 dakika boyunca karistirllip 50 °C’de
metanol/aseton (%75 metanol/%25 aseton)’un 12 saat boyunca difiizlenmesi
saglanmistir. Sentez yonteminde sonraki adimlar ayni sekilde uygulanmustir. Sekil
16.A’da sentezin bitimindeki partikiillerin (B-CD-MOF24) optik mikroskop goriintiileri
verilmis olup partikiillerin optik mikroskopta goriilemeyecek kadar kiigiik boyutlara (~1
um) inebildigi goriilmektedir. Sekil 4.8.B’de ise optik mikroskoptan goriintii alinmaya
devam ederken 10 dakika igerisinde kuruyan partikiillerin goriintiisii goriilmektedir.
Gorilintii  incelendiginde 10 dakika ©nce optik mikroskopla analiz edilemeyen
partikiillerin morfolojilerinin anlasilabilecegi kadar kristal biiylimesi gergeklestigi
goriilmektedir. Ardindan Sekil 4.8.C’deki yikanip kurutulan partikiil goriintiilerine
bakildiginda partikiillerin kendi kendilerine tekrar kiimelenmesiyle daha biiyiik
partikiillere doniistiigii acik¢a goriilmektedir. Bu sebeple, kurutma hizinin ve yonteminin
B-CD-MOF’lar i¢in oldukca O6nemli bir parametre oldugu belirlenmistir. Caligmanin
bundan sonraki asamalarinda daha hizli bir sekilde kurutma yapabilmek igin
liyofilizasyon ile kurutma yapilmasina karar verilmis olup yaklasik ~1 um boyutunda (-
CD-MOF’larin elde edilmesi saglanmigtir. Bundan sonraki ¢aligsmalarda en uygun yap1

olan B-CD-MOF»4 kullanilmis olup kisaca CD-MOF olarak adlandirilmstir.
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Sekil 3.8. A) Sentez bitimindeki B-CD-MOF’un, B) Kurutulmaya birakilan B-CD-
MOF’un 10. dakikadaki, C) Bir gece vakum ile kurutulan B-CD-MOF’un
optik mikroskop goriintiisii

CD-MOF larin istenen morfolojide Solvotermal/Sonikasyon/Buhar diflizyon yontemi ile
sentezlenmesinin ardindan daha kii¢lik boyutlarda elde edilebilmesi saglanmistir. Secilen
yontem ile ¢ekirdek biiylimesinin ardindan kristal bliylime agamasinda ¢okmesinin daha
hizli olmasi ile kiiciik boyutlarda CD-MOF sentezi gerceklestirilmistir. Elde edilen
partikiillerin boyutlarinin, AFM ve LS ile sirasiyla 1.5+0.54 um, 2.3+0.22 pm oldugu

tespit edilmistir.

Solvotermal/Sonikasyon/Buhar difiizyon yontemi ile sentezlenen CD-MOF’larin AFM

goriintiileri Sekil 4.9°da verilmistir.
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Sekil 3.9 Solvotermal/Sonikasyon/Buhar difiizyon yontemi ile sentezlenen CD-
MOF’larin AFM goriintiileri

Sekil 4.9°de verilen AFM ile alinan CD-MOF’larin topografya goriintiileri incelendiginde
Sekil 4.9.B ve 4.9.C’de partikiillerin tabaka tabaka olustugu net bir sekilde goriilmektedir.
Ayrica partikiillerin morfolojilerinin kiigiik boyutlarda da dortgen seklinde oldugu
goriilmektedir. Bu yontemle sentezlenen partikiillerin bir boyuta sahip oldugu agik¢a
goriilmektedir. Ayrica DLS ile hesaplanan partikiil boyutlarinin AFM ile belirlenen
boyutlara gore biiyiik olmasinin sebebi, DLS tekniginde partikiiliin kendi boyutuna ek
olarak hidrasyon tabakasinin da olgiilmesinden kaynaklidir [145]. Bu sebeple DLS ile
hesaplanan CD-MOF’larin boyutunun daha biiyiik olmas1 diger tekniklerle elde edilen

boyutlara gore biiyiik olmasi normal bir durumdur.

CD-MOF’larin SEM goriintiilerine bakildiginda ise kiigiik boyutta olusan kristal yapilarin
morfolojileri de istenildigi sekilde oldugu goriilmistiir (Sekil 4.10). SEM goriintiilerine
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gore CD-MOF’larin boyutlar1 1.2+0.72 pm’dir. Bu sonuglarin da AFM ve DLS sonuglari

ile uyumlu oldugu goriilmektedir.

Sekil 3.10. Solvotermal/Sonikasyon/Buhar difiizyon ydntemi ile sentezlenen CD-
MOF’larin SEM goriintiileri

4.2 CD-MOF’larn Yiizeyinin Florokarbonlu Ligand ile Kaplanmasi
CD-MOF’larin sudaki stabilitesi oldukg¢a diisiiktiir ve su icerisinde saniyeler igerisinde
coziinmektedir. Sekil 4.11’de CD-MOF’larin saniyeler i¢inde suda ¢éziinmesinin optik

mikroskop goriintiisti verilmistir.
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Sekil 3.11. CD-MOF’larin suda ¢6ziinme aninda alinmis optik goriintiileri, A) Su
eklenmeden onceki, B) Su eklendikten sonra 1. Saniye, C) Su eklendikten

sonraki 5. Saniyedeki CD-MOF larin optik mikroskop goriintiisii

Literatiirde, CD-MOF’larin yiizeyinin kolesterol [ 146] ve kitosan [147] gibi malzemelerle
kaplandig1 bilinmektedir. Ancak, yapilan ¢alismalarda CD-MOF’larin sudaki stabilitesi
yaklagik olarak 24 saat artirilabilmistir. CD-MOF’larin stabilitesinin artirilabilmesi igin
bu kapsamda yiizeyi 1H,1H,2H,2H-Perfloro-1-dekanol ile kaplanmistir. Florokarbonlar,
yiiksek yiizey aktivitesi, kimyasal kararlilik, biyokimyasal inertlik ve hidrofobik 6zellik
gosteren molekiillerdir. Son yillarda ise bir¢ok avantaja sahip olan florokarbonlar, cesitli
uygulamalar i¢in yiizey kaplama gibi iglemler i¢in tercih edilmeye baglanmistir.
Florokarbonlarin, fotodinamik terapide kullanilmak tizere yeni partikiillerin tasarlanmasi
da oldukea ilgi ¢ekmektedir. Bu calismada, CD-MOF’larin yiizeyinin florokarbonlu
ligand ile kaplanmasi hidrofobik bir dogasinin olmasi sebebi ile gerceklestirilmistir.
Ancak, CD-MOF’larin fonksiyonellestirilmesi i¢in de kullanilabilecek potansiyelde bir
yap1 elde edilmistir. Florokarbonlu ligand kapli MOF (FTOH@CD-MOF)’larin XRD
spektrumu Sekil 4.12°de verilmistir. FTOH@CD-MOF ve CD-MOF XRD spektrumu
karsilastirildiginda 4.5°, 6.3°, 10.4°, 12.4° ve 19.1°°deki karakteristik piklerin oldugu
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goriilmiistiir. Sonug olarak florokarbon kaplanmasi sonucu CD-MOF yapisinin kristal

yapisini korudugu goriilmektedir.
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Sekil 3.12. FTOH@CD-MOF un XRD spektrumu

FTOH@CD-MOF yapisinin olusturulabildiginin kanitlanabilmesi i¢in FTIR analiz
teknigi de kullanilmistir (Sekil 4.13). Florokabon’un karakteristik pikleri 1100 ile 1400
cm’! arasinda goriinmektedir. CD-MOF’larin florokarbon ile kaplanmasmin ardindan
alinan spektrumda da florokarbonun spesifik piklerinin korundugu goriilmektedir. Bu
karakteristik pikler simetrik ve simetrik olmayan CF> gerilme bantlarini géstermektedir.
Ayrica 600 cm! civarindaki bant da CF gerilme bandimi gostermektedir. Florokarbonun
ylzeye zayif etkilesimlerde tutundugu ve CD-MOF yapisinin da korundugu FTIR analizi

sonucu kanitlanmistir [148].
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Sekil 3.13. FTOH@CD-MOF’un FTIR spektrumu

FTOH@CD-MOF’larin optik mikroskop goriintiileri Sekil 4.14’te verilmistir. Optik
mikroskop goriintiileri incelendiginde, CD-MOF’larin florokarbonlu ligand ile
kaplanmasi morfolojide bir degisiklige yol acmadigi ve dortgen seklinde olduklari

kanisina varilmistir.

Sekil 3.14. FTOH@CD-MOF’larin optik mikroskop goriintiisii
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Bunun yani sira, kiiglik boyutta sentezlenen CD-MOF’larin da florokarbon kaplamasi
saglanmis ve AFM ve DLS analizleri gerceklestirilmistir. Sekil 4.15’te verilen AFM
goriintiilerinde de kiiciik boyutta sentezlenen yapilarin da morfolojisini korudugu
goriilmektedir. AFM’de olgiilen boyutlar 1.53+0.51 pm ve DLS’den alinan sonuglara
gdre partikiillerin boyutlar1 2.02+0.43 pm’dir. Iki analiz teknigiyle dlgiilen boyutlarin
birbiriyle uyumlu oldugu goriilmektedir.

A

Sekil 3.15. FTOH@CD-MOF yapilarinin AFM goriintiileri

4.3 CD-MOF Yapisimin Stabilitesinin incelenmesi
Calisma kapsaminda solvotermal/Sonikasyon/Buhar difiizyon yontemi ile sentezlenen
CD-MOF yapisinin  depolama ve farkli ¢oziicliler iceresindeki stabilitesi

degerlendirilmistir.

[k olarak CD-MOF larin sudaki stabilitesi incelenmistir. Sekil 4.16°’da CD-MOFlarin su
icerisinde alinan optik goriintiileri verilmistir. Sekil 4.16 A’da goriilen kuru olarak lamelin
tizerine konulmus CD-MOF’larin iizerine su eklendiginde 30 saniye icerisinde yapinin

tamamen su igerisinde ¢ozildiigli goriilmektedir.
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Sekil 3.16. CD-MOFlarin A) kuru haldeki B) su icersinde 1. saniyede, C) 10 saniyede, D)

30. saniyede alinan optik mikroskop goriintiisii

B-CD’lerin sudaki ¢Oziintirligii diisiik oldugu i¢in yapilan g¢alismalarda B-CD’nin
tiirevlerinin kullanildig1 goriilmektedir. Hidrofobik bir ilag etken maddesini kavitesinde
tasimasi ve biyouyumlulugundan 6tiirli B-CD birgok avantaja sahiptir. § -CD’nin burada
MOF yapisinin organik ligandi olarak kullanilmasiyla suda ¢6ziiniir ve gdzenekli bir yap1
elde edilmektedir. Ancak istenen bdolgeye iletimine kadar CD-MOF’larin yapisinin
bozulmamas: ve igerisindeki kargoyu tastyabilmesi de olduk¢a miithim bir konudur. Bu
sebepten otiirli, CD-MOF’larin yiizeyi florokarbon ile kaplanarak sudaki stabilitesi
tyilestirilmistir. Sekil 4.17°de FTOH@CD-MOF’larin su igerisindeki optik mikroskop
goriintiileri verilmistir. Kapli olan CD-MOF’larin ilk 24 saat boyunca ayni partikiiliin
izlenmesiyle stabilitesi incelenmis olup partikiillerin su igerisinde hala stabil oldugu
goriintiilenmistir. Sonrasinda, su icerisinde bulunan CD-MOF’larin takibi belirli zaman
araliklarinda 6rnek sisesinden alinarak gerceklestirilmis olup 1 haftaya kadar stabil

kaldiklar1 gdzlemlenmistir. Boylece, ¢alismanin devaminda da gergeklestirilecek islemler
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esnasinda sentez ortaminda su bulunmasinin CD-MOF’lar i¢in bir sorun ¢ikarmasinin

Oniine gecilmistir.

Sekil 3.17. FTOH@CD-MOFlarn su igerisindeki A) 1. saat B) 2. saat, C) 4. saat, D) 6.

Saatinde alinan optik mikroskop goriintiisii

Ardindan CD-MOF’larin farkli solventler igerisindeki stabilitesi degerlendirilmistir. Bu
islem i¢cin CD-MOF larin iizerine metanol, aseton, etanol, izopropanol ve dikoloro metan
eklenmistir. 6 saat boyunca optik mikroskop ile ayni partikiiliin takibi gergeklestirilmeye
calisilmigtir. Elde edilen optik mikroskop goriintiileri Cizelge 4.4’te verilmistir. Biitiin
solventler icerisinde CD-MOF yapisinin ¢ogunlukla morfolojisini korudugu
goriilmektedir. Ancak solventin polaritesi suya ne kadar yakinsa yapilarin daha ¢abuk
kristalinitesini kaybettigi yani bozulmaya ugradigi goriilmiistiir. Dikolorometan gibi
apolar ¢oziiciilerde ise morfolojinin ve kristal yapinin stabilitesinin daha yiiksek oldugu

goriilmiistiir [65].
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Cizelge 3.4. CD-MOF’un farkli solventler icerisindeki belli zaman araliklarinda alinan

optik mikroskop goriintiileri

an
Solv

1. saat 2. saat 4. saat 6. saat

Metanol

Etanol

Isopropanol

Aseton

Dikloro
metan
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4.4 CD-MOF’lara Etken Madde Enkapsiilasyonu

Yapilan tez calismasi kapsaminda, hazirlanan tasiyic1 sistem etken madde
enkapsiilasyonu ve salimi bakimindan degerlendirilmistir. Bu amagla model ilag olarak
kurkumin ve Orange OT kullanilmistir. Iki farkli model molekiil ile ¢alisiimasinin sebebi
CD-MOF’larin farkli ¢oziintirliikteki ve yapidaki molekiillerin alim salim g¢alismalari
tizerindeki etkisini degerlendirebilmektir. Etken madde enkapsiilasyonu, kurkumin
molekiilii i¢in emdirme ve birlikte kristallendirme metotlariyla sentez esnasinda ve sentez
sonrasinda olmak iizere CD-MOF yapisina dahil edilmistir. Orange OT molekiilii ise

sentez esnasinda CD-MOF’a enkapsiile edilmistir.

4.4.1 Kurkumin Enkapsiilasyonu

B-CD hidrofilik bir dis ylizeye ve hidrofobik bir kaviteye sahip olan 6zel bir tasiyict
sistemdir. Caligma kapsaminda, B-CD’nin 6zel kavitesinden yararlanilmasinin yani sira
MOF yapisinin gozenekli yapisi ile suda ¢oziiniirliigi diistik olan, ilag etken maddelerinin
yiiksek oranda kapsiillenmesi hedeflenmektedir. Literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde,
B-CD-MOF’lar etken madde ile kompleks olusturarak, hidrofobik maddenin hem
¢Oziiniirliglinli hem biyouyumlulugunun artirmaktadir. Ayrica stabilitesi diisiik olan
etken maddelerin, daha uzun siirelerde saklanmasina da imkan sunabilmektedir [10].
Calisma kapsaminda, essiz bir yapiya sahip olan B-CD-MOF’lara suda ¢oziiniirligii
oldukea diisiik olan bununla birlikte, son derece zayif fizikokimyasal stabilitesi ve diisiik
oral biyoyararlanimi olan kurkuminin enkapsiile edilmesi amag¢lanmistir. Literatiirdeki
caligmalara bakildiginda, kurkuminin enkapsiilasyon veriminin diisiik oldugu
goriilmektedir. Bu baglamda, kurkumin i¢in etkili bir ilag tasiyici sisteminin tasarlanmasi
biliylik 6nem arz etmektedir [149]. Bu calismada da B-CD-MOF’lar ile kurkuminin
enkapsiilasyonunun ve fizikokimyasal stabilitesinin iyilestirilmesi amaglanmustir.
Cizelge 4.5’te B-CD-MOF'lara farkli oranlarda ila¢ etken maddesi ttutma ¢alismalarinin
sonuglart listelenmistir. Elde edilen sonuglara bakildiginda, hazirlanan 1:1 oranindaki 3-
CD-MOF'larin kurkumin tutma kapasitesi ~%0 olarak bulunmustur. 2:3 oranindaki f3-
CD-MOF'larn ilag tutma kapasitesi ~5 olarak kaydedilmistir. Enkapsiilasyon degerinin
diisiik ¢ikmasinin kurkuminin B-CD-MOF’larin gozeneklerine erisemediginden dolay1
oldugu diisiiniilmektedir. Bundan dolay1 birlikte kristallendirme yontemi ile ilag etken

madde enkapsiilasyonunun yapilmasinda karar verilmistir.
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Cizelge 3.5 Kurkuminin B-CD-MOF partikiillerine farkli kiitlece ylizdelik oranlarda
(1:1,2:3) yiiklenmesi sonucu %EE ve %DL degisimleri
Ila¢:p-CD-MOF

EE (%) DL (%)
Formiilasyonu
11 ~0 -0
2:3 5.51+2.37 0.32+0.17

Literatiirde, genellikle emdirme yontemi ile etken madde enkapsiilasyonu
gerceklestirilmis ve birlikte kristallendirme yontemi ile yiliksek verimde enkapsiilasyon
yapilamadigina deginilmistir [12]. Literatiirde daha Oncesinde
sonikasyon/solvotermal/buhar diflizyon yontemi ile CD-MOF sentezlenmedigi goz
Oniine almirsa ve elde edilen yapilarin olduk¢a gdzenekli bir yapiya sahip oldugu
disiiniiliirse bu yontem ile yiiksek oranda enkapsiilasyon verimi elde edilebilecegi
diisiiniilmistiir. Bu baglamda, B-CD ve KOH 10 ml deiyonize su igerisinde
¢oziindiiriilmiis ve filtrelenmistir. Ardindan ¢ozeltiye metanol/aseton eklenip 60 °C’ye
isitilmistir. Sonrasinda, ¢ozeltiye 1:20 ve 1:10 (ilag:B-CD-MOF) oraninda %90 giicte
sonikasyon ile (2 saniye acik, 2 saniye kapali modunda) 30 dakika boyunca karistirilip 50
°C’de metanol/aseton (%50%50)’un 12 saat boyunca difiizlenmesi saglanmistir.
Ardindan, ¢oken partikiiller etanol ile yikandiktan sonra liyofilize edilerek saklanmustir.
Ayrica partikiillerin bir miktar1 vakum ile kurutularak biiylik boyutlu partikiiller elde

edilmistir ve B-CD-MOF’larin morfolojinin incelenmesi i¢in kullanilmistir.

Sekil 4.18’de kurkumin yiiklii B-CD-MOF’larin sematik gdsterimi ve optik mikroskop
goriintiileri verilmistir. Gortintiiler incelendiginde partikiillerin gézeneklerine kurkumin
molekiillerinin enkapsiile edilebildigi goriilmektedir. B-CD-MOF’ un gelistirilen sentez
yontemi ile birlikte sentez esnasinda enkapsiilasyon i¢in kullanilmasinin uygun oldugunu
nitel veriler ile destekleyen goriintiler elde edilmistir. 1:10 oraninda ilag
enkapsiilasyonuyla elde edilen partikiillerin goriintiilere bakildiginda Sekil 4.18.D’de
goriildiigl gibi oldukg¢a yogun bir turuncu renge sahip oldugu goriilmektedir. Ancak 1:20
oraninda ¢alisildiginda ise agik renkte turuncu partikiillerin elde edildigi goriilmektedir
(Sekil 4.18.E). Ila¢ enkapsiilasyon mekanizmasinin, tabakalar halinde dizilen MOF
yapisinin gozeneklerine ve B-CD’nin kendi 6zel hidrofobik kavitesi ile kompleks

olusturmasi seklinde oldugu diisiiniilmektedir [12].
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Sekil 3.18. A) Kurkumin yiiklii -CD-MOF’larin sematik gosterimi B) 1:20 oraninda ilag
enkapsiilasyonu yapilan -CD-MOF un, C) 1:20 oraninda ila¢ enkapsiilasyon
yapilan B-CD-MOF un optik mikroskop goriintiisii, D) 1:10 oranindaki B-CD-
MOF’un, E) 1:20 oranindaki -CD-MOF’un kamera goriintiisii

Ek olarak kurkuminin floresan 6zelligine sahip oldugu bilindiginden floresan mikroskop
ile de kurkumin yiikli B-CD-MOF’larin goriintileri alinmig olup Sekil 4.19’da
verilmistir. Sekil 4.19.B’deki goriintii incelenirse B-CD-MOF larin floresan 1g1ma yaptigi
ve bu bulgu ile de partikiillere kurkumin kapsiillenebildigi dogrulanmistir [150].
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Sekil 3.19. A) Kurkumin yiikli B-CD-MOF’larin optik mikroskop goriintiisii B)
Kurkumin yiiklii f-CD-MOF’un floresan mikroskop goriintiisii

Elde edilen kurkumin yiiklii partikiiller HCI ile bozulup kapsiillenen ilag¢ derisiminin
hesaplanabilmesi i¢in UV-Vis spektroskopisi ile 424 nm’de analizlenmistir. B-CD-MOF
yapisina dahil edilen etken madde miktar1 (% enkapsiilasyon verimi) Esitlik 3.1

kullanilarak hesaplanmustir.

Kompleksler i¢indeki kurkuminin %EE ve DL degerleri Cizelge 4.5’te verilmistir. Elde
edilen sonuglara bakildiginda, hazirlanan 1:20 oranindaki f-CD-MOF’larin kurkumin
tutma kapasitesi ~%30 civarinda kalirken, ilag:B-CD orani1 1:10°a ¢ikarildiginda
kurkumin tutma kapasitesi ~%95 civaridadur. Ilag konsantrasyonunun artmas ile orantili
olarak enkapsiilasyon veriminin 6nemli dl¢lide artirilabildigi goriilmiistiir. Literatiirdeki
calismalar ile kiyaslandiginda, bu calismada kurkuminin kapsiillenme oraninin
artirtlabildigi goriilmektedir. Liu vd. yaptig1 calismada kapsiilleme verimliligi ~%20
civarindayken bu caligmada 4-5 kat daha ytiksek kapsiilleme verimliligine ulasilabilmistir
[125]. Kapsiilleme verimliliginin etkili bir sekilde artirilabilmis olmasinin sebebinin [-
CD-MOF’larin sentez yonteminden kaynakladigi acik bir sekilde goriilmektedir. Bir
onceki boliimde bahsedilen sonikasyon/solvotermal/buhar diflizyon ydntemi B-CD-
MOF’larin gozenekli yapisinin basarili bir sekilde olustugu ve B-CD’nin hidrofobik
boslugunun yani sira olusturulan bu goézenekli yapiya da etken maddenin basarili bir
sekilde tutunabildigi anlagilmaktadir. Elde edilen yapinin, B-CD’ye gore kiyaslamasi
yapilirsa Arya vd. yapmis oldugu ¢aligmada f-CD’nin kurkumin tutma kapasitesi ~%30
oldugu goriilmiistiir [151]. Bu sonuglar karsilagtirildiginda B-CD-MOF’larin gozenekli

yapisina kurkuminin tutunabildigi dogrulanmastir.
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Cizelge 3.6. Kurkuminin B-CD-MOF partikiillerine kiitlece farkli oranlarda (1:20,1:10)

yiiklenmesi sonucu %EE ve %DL degisimleri

Ilag:B-CD Formiilasyonu EE (%) DL (%)
1:20 33+1.69 3.04
1:10 95 8.10

Basaril1 bir sekilde kurkumin yiliklenen B-CD-MOF’larin salim calismalar1 diyaliz
membran kullanilarak pH 7.4 fosfat tampon (PBS) ¢6zeltisi igerisine etken madde salimi

37°C’de yapilmaistur.
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Sekil 3.20. B-CD-MOF’lardan (1:10,1:20, oraninda) kurkumin salim profili (A. 1 giin

siiresince, B. kisa zamanli) (salimlar %3 Tween 80 iceren pH 7.4 PBS

¢ozeltisi icerisinde 37°C’de gergeklestirilmistir [n=3].)
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B-CD-MOF’lardan farkli oranlarda kurkumin salim grafikleri Sekil 4.20’de verilmistir.
1:20 oranindaki salim incelendiginde, B-CD-MOF’un suda saniyeler icerisinde
¢Oziinmesinden dolay1 kurkuminin hizli bir sekilde salindig1 goriilmiistiir. Kisa zamanl
salim profili incelendiginde daha net bir sekilde ayirt edilebilecegi iizere ilk 5 dakika
icerisinde, enkapsiile edilen kurkuminin %901 salinmistir. 1:10 oranindaki salim trendi
incelendiginde ise ilk 5 dakika igerisinde kurkuminin ~%30’unun salindig:
hesaplanmistir. Bir giiniin sonunda ise kapsiillenen kurkuminin %90’1 salinmistir. Bu
bulgular 1s181inda, ¢ozilniirliigii oldukca yiiksek olan B-CD-MOF’larin hidrofobik bir
madde ile kompleks olusturarak partikiillerin su igerisindeki stabilitesinin artirilabildigi
anlagilmaktadir. 1:10 oraninda enkapsiilasyon c¢alisilan partikiillerin daha ig¢te bulunan
gozeneklere difiize olarak kapsiilleme miktarmin artirilabildigi diisiiniilmektedir. Bu
sayede de salimin daha yavas bir sekilde ger¢eklesmesi saglanmistir. Enkapsiilasyonun
artirilabilmesi ile B-CD-MOF’larin ¢oziiniirligi distiriilmiis olsa da patlama saliminin
hala hizl1 bir sekilde gergeklesiyor olmasindan dolay1 yapinin bagka bir tagiyict sistem ile
entegre edilerek ila¢ saliminin daha kontrollii bir sekilde gerceklestirilmesinin

saglanabilecegi diisiiniilmektedir.

4.4.2 Orange OT Enkapsiilasyonu

CD-MOF’lara farkli ¢oziiniirliik ve yapisal olarak farkli olan model molekiillerin alim
salim davranisinin incelenebilmesi i¢in orange OT molekiiliiniin kapsiillenmesi de
amaclanmistir. Cizelge 4.6’da kurkumin ve orange OT’nin fizikokimyasal 6zellikleri

verilmistir.

Cizelge 3.7. Kurkumin ve Orange OT’nin fizikokimyasal 6zellikleri

Ozellikler Kurkumin Orange OT
Molekiil Formiilii C21H2006 Ci7H1aN20
Molekiil Agirlig1, g/mol 368.39 262.31
Suda ¢oziintirlik 0.6 ng/ml 26.23 ng/l
Erime Sicakligi, °C 183 124-126
Kaynama Sicaklig1 591.4 405.6

Orange OT’nin ¢oziiniirliigli kurkumine kiyasla oldukga diisilk ve molekiiler yapisi
acisindan birbirlerinden oldukga farklidir. Orange OT’nin enkapsiilasyonu icin elde

edilen CD-MOF yapisinin gozeneklerinin biiyiik bir cogunlugunu aslinda -CD’nin kendi
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hidrofobik kavitesinin olusturdugu diisiincesiyle hareket edilmistir. Bu dogrultuda ilk
once 1:10 (model molekiil: B-CD) oraninda c¢alisilmistir. Sekil 4.21°de 1:10 oraninda
caligilarak elde edilen OT@CD-MOF un optik mikroskop goriintiileri verilmistir.

Sekil 3.21. 1:10 oraninda Orange OT kapsiillenen OT@CD-MOFlarin optik mikroskop

goruntusu

Sekil 4.21°de verilen optik mikroskop goriintiileri incelendiginde 1:10 oraninda orange
OT enkapsiilasyonu gergeklestirilen CD-MOF ’larin basarili bir sekilde olusturulabildigi
ve model molekiiliin yiiklemesinin yapilabildigi goriilmektedir. Ancak bos MOF
kristallerinin yiiklii olan MOF’lara kiyasla daha ¢ok olusum gdsterdigi anlasilmigtir.
Bunun sebebinin ise f-CD’nin kavitesine ve MOF yapisinin elde edilmesiyle elde edilen
gozeneklere enkapsiile edilebilecek miktarda yeterli orange OT molekiiliiniin
olmadigindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ornegin, Li vd. CD-MOF’lara
narinjin enkapsiile edilme mekanizmasimin narinjinin fenil grubunun B-CD’nin
hidrofobik kavitesine yerlestigi ve glikozit kismmin ise f-CD’nin diizlemi boyunca
uzandigini soylemislerdir [143]. B-CD’nin kavitesine etken madde enkapsiilasyonu i¢in
bir ¢ok yaklasim bulunmaktadir. Genel olarak bahsedilecek olursa ilag: -CD orani 1:1
veya 1:2 gibi bir¢ok oran olabilmektedir ve bu enkapsiilasyonu yapilmasi hedeflenen
molekiiliin yapisina baglidir. Wang vd. Orange G’yi B-CD’ye kapsiillemiglerdir ve burada
inkliizyon kompleksi olusturmak i¢in gerekli olan orange G: B-CD oranini bulabilmek
icin Hildebrand—Benesi esitligi kullanilmis ve buradan oranin 1:1 olmasi gerektigi
yoniinde bir sonuca varilmistir [152]. Bu dogrultuda, ¢alismanin devaminda orange OT
enkapsiilasyonu i¢in 1:2 ve 1:1 oranlarinda da ¢alisilmis olup optik mikroskop goriintiileri

Sekil 4.22°de verilmistir. Sekil 4.22. B’deki optik mikroskop goriintiisii incelendiginde
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1:2 oraninda ¢alisilmas: ile hala bos CD-MOF’larin olusumunun gozlemlendigi
goriilmektedir. 1:1 oraninda ¢alisildiginda ise sekil 4.22.C ve D’de goriildiigli gibi bos
MOF kristallerinin olusumunun yok denecek kadar az oldugu gozlemlenmistir. Elde
edilen sonuclara gore, B-CD’nin hidrofobik kavitesinin CD-MOF’lara etken madde
enkapsiilasyonu a¢isindan oldukca 6nemli oldugu goriilmektedir.

CD-MOF yapisina etken madde enkapsiilasyonunun ardindan kristal yapinin korunup
korunmadiginin anlagilabilmesi i¢in 1:1 oraninda model molekiil yiiklii olan partikiillerin
XRD spektrumlart alinmigtir (Sekil 4.23). FTOH@CD-MOF ve FTOH@OT@CD-MOF
partikiillerinin XRD spektrumlarin kiyaslanacak olursa MOF yapisinin karakteristik
piklerinin korundugu goriinmektedir. Buradan, kristal yapmnin etken madde
enkapsiilasyon prosesinden etkilenmeyerek yapiin basarili bir sekilde olustugu
sOylenebilir. 12.5°’deki pikin siddetinin yiiksek olmasinin sebebinin gézeneklere giren

molekiillerden kaynakli oldugu diigiiniilmektedir.

A

Sekil 3.22. A), B) 1:2 oraninda C), D) 1:1 oraninda orange OT enkapsiilasyonu sonucu
olusan CD-MOF’larin optik mikroskop goriintiisii
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Sekil 3.23. FTOH@OT@CD-MOF un XRD spektrumu

Bunun yani sira, kapsiillenen orange OT nin CD-MOF yapisinda bir degisime sebep olup
olmadig1 FTIR analizi ile de incelenmistir (Sekil 4.24). OT@CD-MOF yapisinin
spektrumunun B-CD'ninkine benzer oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi kaviteye alinan
molekiiliin absorpsiyon bantlarinin maskelenmesidir. f-CD'nin 6zel yapisi sayesinde
kapsiillenen Orange OT’nin karakteristik pikleri gériinmemekte ve B-CD'nin yapisinda

bir bozulmaya sebep olmamistir [143].
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Sekil 3.24. OT@CD-MOF yapisinin FTIR spektrumu

Kii¢iik boyutta elde edilen yapilarin morfolojileri AFM ile degerlendirilmistir (Sekil
4.24). Boyutlar1 ise AFM ve DLS ile belirlenmis olup sirasiyla 1.58+0.42 ve 2.17+0.21
um’dir. Morfolojileri ise beklenildigi gibi dortgen yapida goriinmektedir.
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Sekil 3.25. OT@CD-MOF’larin AFM goriintiileri
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CD-MOF’un olusumunda elde edilen goézenekler de diisiiniildiiglinde etken madde
miktarinin artirilmas: ile daha yiiksek enkapiilasyon degerlerine ulasilabilecegi
diistintilmektedir. Cizelge 4.7°de ¢alisilan farkli oranlar sonucunda elde edilen %EE ve
%DL degerleri verilmistir.

Orange OT ‘nin CD-MOF ’lara kapsiillenmesi asamasinda her bir f-CD molekiilii i¢in bir
model molekiile gerek oldugu Li vd. B-CD etken maddeler ile 1:1 veya 1:2 olacak sekilde
inkliizyon kompleksleri olusturabilmektedir [151]. Orange OT’de bulunan fenil grubu bir
B-CD molekiiliinlin hidrofobik kavitesi ile hidrofobik etkilesimler ile tutunabilmekte ve
kalan kisim diizlem boyunca uzanmaktadir [143]. Orange OT’nin CD-MOF’lara
enkapsiilasyonu sentez esnasinda gerceklestirilmistir. Burada, ¢ozeltiye 1:10, 1:2 ve 1:1
(ilag:B-CD) oranlarinda orange OT eklenmistir. Orange OT molekiilii i¢in her bir -
CD’nin 1:1 oraninda molekiilii kapsiilleyebilecegi denenen oranlar sonrasinda

anlagilmistir.

Cizelge 3.8. Orange OT’nin B-CD-MOF partikiillerine kiitlece farkli oranlarda (1:10,1:2,

1:1) yiiklenmesi sonucu %EE ve %DL degisimleri

flac:p-CD Formiilasyonu EE (%) DL (%)
1:10 65.2+8.91 5.01
1:2 83.5+2.77 10.54
1:1 88.9+5.2 11.21

Orange OT nin CD-MOF’lara enkapsiilasyonunun ardindan pH 7.4 PBS ¢ozeltisinde 37
C’de model molekiil yiiklii partikiillerin salim potansiyelleri degerlendirilmistir. Farkli
oranlarda model molekiil yiiklii olan CD-MOF’larin salim profilleri Sekil 4.26’te

verilmistir.
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Sekil 3.26. B-CD-MOF’lardan (1:10,1:2 ve 1:1 oraninda) orange OT salim profili (A. 2
giin siiresince, B. kisa zamanli) (salimlar %3 Tween 80 igeren pH 7.4 PBS

¢ozeltisi icerisinde 37°C’de gerceklestirilmistir [n=3].)

Bilindigi tizere CD-MOF larin sudaki ¢oziiniirliigii oldukca ytiksektir. MOF kristallerinin
gozeneklerine hidrofobik molekiillerin hapsedilmesi ile olusan kompleksin sudaki
stabilitesinin artirildigi bilinmektedir [151]. Yapilan ¢alismada da hidrofobik 6zellikteki
bir maddenin MOF basina diisen miktarinin artirilmasi ile hem stabilitenin artirilabildigi
hem de daha kontrollii bir salim gergeklestirilebilecegi goriilmiistiir. Kurkumine kiyasla
daha hidrofobik olan orange OT molekiilii ile su igerisindeki stabilitesinin yaklasik 2
katina ¢ikarilabildigi sonucuna varilmistir. Sekil 4.26’da goriildiigii iizere ilk 1 saat
icerisinde 1:10, 1:2, ve 1:1 yiiklii CD-MOF’lardan salinan % orange OT miktar1 sirasiyla
95.48, 69.14, 52.68°dir. 1:10 oraninda yiiklenen partikiillerin salim1 1 saat icerisinde
biterken 1:1 oraninda yiiklenen partikiillerden salimi1 6 saate kadar uzatilmig ve model
molekiilin %951 salinmistir. Buradan kapsiillenen madde miktar1 arttikga patlama
saliminin azaltilabilecegi ve kontrollii bir ilag salimi gerceklestirilebilecegi sonucuna

varilmistir.

86



Bir onceki boliimde bos CD-MOF’larin florokarbon ile kaplanmasi sonucu ile sudaki
stabilitesinin artirildig1 ispatlanmis olup ilag yiiklii partikiillerin yilizeyinin kaplanmasi ile
salim lizerindeki performansi da incelenmistir. Sekil 4.27°de 1:1 oraninda orange OT
yuklii partikiillerin florokarbon kapli ve kapli olmayan halinin karsilastirmali olarak salim

profilleri verilmistir.
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Sekil 3.27. Florokarbon kapli (FTOH@CD-MOF) ve kapli olmayan CD-MOF’lardan A)
2 giin boyunca, B) kisa siireli orange OT salim profili (salimlar %3 Tween 80

iceren pH 7.4 PBS ¢ozeltisi igerisinde 37°C’de gerceklestirilmistir [n=3].)

Sekil 4.27°de verilen salim profili incelendiginde ilk bir saatte sadece orange OT yiiklii
olan partikiilden orange OT nin yaklasik %52’si; florokarbon kapli olan partikiillerden
ise 1 saat icerisinde orange OT’nin yaklasik %31’1i salinmistir. Bu bulgular 15181inda
yiizeyin florokarbon kaplamasi partikiillerin stabilitesini artirmakta ve gdzeneklerden
ilacin ortama diflize olmasmin kontrolii saglanabildigi gorilmektedir. Boylece,
florokarbon kaplamasimin hedefli ve kontrollii bir ila¢ salimina katki saglayabilecegi

sonucuna varilmistir.
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4.5 Au@Lipit@FTOH@CD-MOF ve Lipit@ Au@FTOH@CD-MOF Yapilarinin
Hazirlanmasi

Yapilmasi hedeflenen ¢alisma kapsaminda, elde edilen CD-MOF yapisinin lipit temelli
ilag tastyici sistem olan lipozomlarin sulu ¢ekirdegine alinmasi amaglanmistir. Ancak bu
siregte CD-MOF’larin sudaki stabilitesinin ¢ok diisiikk olmasi ve lipozomun sulu
cekirdegine alinmasiyla istenen siireler boyunca partikiillerin stabil kalamayacagi
diistiniilmiistiir. Ayrica partikiillerin yiizeyinin florokarbon gibi hidrofobik bir molekiil ile
kaplanmasi ile sulu ¢ekirdege alimu ile ilgili birtakim siiphelere yol agmistir. Ayrica daha
once de belirtildigi gibi, CD-MOF’lara hidrofobik bir madde yiiklenmesi ile sudaki
stabilitesi artirilsa da sulu bir ¢ekirdek icgerisinde depolama Omriiniin yeterince uzun
olmayacag diisiiniilmiistiir. Yiizeyi florokarbon kapli partikiillerin yilizeyinin lipit ile
kaplanmasi ise hem hiicre i¢i alimin1 hem de daha kontrolli bir ilag saliminin
gercgeklestirilmesine hala olanak saglayabilecek bunun yani sira elde edilen yapinin daha

stabil olabilecegi sonucuna varilmis ve bu dogrultuda ¢alismalara devam edilmistir.

Bunun yani sira ¢aligma kapsaminda, ilk once lipit ardindan altin ile kaplanacagi
belirtilmistir. En avantajli sistemin olusturabilmesi adina CD-MOF’larin yiizeyinin 6nce
altin sonra lipit ile kaplamasi1 yapilmistir. Bu islemin yapilmasinin sebepleri siralanacak
olursa oncelikle en dis katmaninin lipit olmas1 yani bir diger deyisle viicuda aliminda
biyouyumlu bir maddenin kullanilmasi biiyiik bir avantaj saglayacaktir. Ayrica altinlarin
bir alt katmanda olmasi ile ylizey lizerinde daha sabit durmasi saglanabilecektir. Bu
kisimda oncelikle florokarbon kapli olmayan CD-MOF’larin yiizeyinin lipit
kaplanmasindan bahsedilecektir. Ardindan 6nce lipit sonra altin ile kaplanmig CD-
MOF’lardan (Au@lipit@FTOH@CD-MOF) ve en son olarak da dnce altin sonra lipit ile
kaplanmis CD-MOF’lardan (Lipit@Au@FTOH@CD-MOF) bahsedilecektir.

Calismalara oncelikle florokarbon kapli olmayan partikiillerin lipit ile kaplanmasiyla
baslanmistir. Burada, CD-MOF larin sulu bir ortamda stabil kalmasi1 sadece hidrofobik
madde olan kurkuminin yliklenmesi ile saglanmistir. Ayrica ¢alismalarda baglangic olarak
model lipit DPPC ile ¢alisilmistir. Sekil 4.28’de DPPC kapli B-CD-MOF’larin optik
mikroskop gortintiileri verilmistir. Goriintiiler incelendiginde yapilarin hala kiibik yapida
goriinliyor olmalar1 sulu ortamda lipit tabakasinin B-CD-MOF’larin ylizeyine yonelerek
partikiillerin ¢ozlinmesini engelledigi goriilmektedir. Ayrica, partikiillerin zeta potansiyel

analizleri gerceklestirilmis ve DPPC ile kaplamanin partikiillerin zeta potansiyellerini
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nasil etkiledigi incelenmistir. Sonuglar incelendiginde, B-CD-MOF un zeta potansiyeli ~-
35 mV olarak Olclilmiisken, DPPC ile kaplanildig1 disiiniilen partikiillerin zeta
potansiyeli ~+2.5 mV oldugu goriilmiistiir. Partikiillerin yiizey yiikiiniin degigmesi ise -
CD-MOF larin yiizeyinin DPPC ile kaplandigini dogrulayici niteliktedir.

A

Sekil 3.28. A) B-CD-MOF’larin DPPC ile kaplanmasinin sematik gosterimi, B) Lipit
kapli B-CD-MOF’larin kamera goriintiisii, C, D) Lipit kapli B-CD-MOF’larin
optik mikroskop goriintiisii

4.5.1 Au@Lipit@FTOH@CD-MOF Yapisinin Olusturulmasi ve Karakterizasyonu
Au@Lipit@FTOH@CD-MOF yapisinin olusturulabilmesi i¢in ¢alismalara Oncelikle
FTOH@CD-MOF yapisinin model lipit DPPC ile kaplamas1 gerceklestirilmistir. CD-
MOF yapisinin lipit ile kaplanmasi burada kargonun kontrollii ve hedefli salinmasini
saglayabilecegi ve CD-MOF’larin dis etkenlerden korunmasini da saglayan bir bariyer
gé’)revi gérecegi dﬁ@ﬁnﬁlerek hareket edilmistir. Kaplama islemi Wauttke vd. tarafindan
olursa, 2.5 mg FTOH@CD-MOF partikiillerinin iizerine hacimce %40 ethanol/%60 su
igerisinde ¢oziindiiriilmiis olan 2.5 mg/mL derisime sahip DPPC ¢dzeltisinden 100 pL
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eklenmistir. Ardindan lipit ¢ift tabakasinin FTOH@CD-MOF yiizeyinde olusumunu
saglayabilmek icin hizli bir sekilde su eklenmistir [75]. Lipit kaplamasinin
anlagilabilmesi i¢in ise DPPC molekiillerinin rodamin-b ile etiketlenmesi saglanmis olup
boylece partikiillerin lipit ile kaplandiginin tespiti floresan mikroskop ile
gerceklestirilebilecektir Sekil 4.29°da kaplanan partikiillerin optik ve floresan mikroskop

goriintiileri verilmistir.

Sekil 3.29. A) DPPC kapli FTOH@CD-MOF larin optik mikroskop goriintiisii B) DPPC
kapli FTOH@CD-MOF’larin floresan mikroskop goriintiisii
Buradaki lipit kaplama prensibi FTOH@CD-MOF’larin yiizeyine ¢oziicii degisimi ile
birlikte lipitin yiizeye birikmesine dayanmaktadir [83]. Coziicii bilesiminin su ylizdesinin
birden artirilmasi ile birlikte lipit ¢ift tabakasi partikiil yilizeyine yonelerek basarili bir
sekilde kaplama isleminin gerceklestirilmesi saglanmaktadir. Sekil 29. A’daki optik
mikroskop goriintiisii incelendiginde CD-MOF’larin  dortgen yapisini  korudugu
goriilmektedir. Burada c¢ok piiriizsiiz bir kaplama da beklenmedigi i¢in baz1 partikiillerin
koseleri de tam olarak gdriinememektedir. Diger bir ihtimal ise burada baz1 partikiillerin
bir kismmin su ile etkilesime girerek seklini tam olarak koruyamayacagi da ifade
edilmelidir ¢iinkii florokarbon kaplamasimnin da her yerde esit kalinlikta olabilme
thtimalinin olmadig1 da g6z 6niinde bulundurulmalidir. Buradaki kaplamanin dogrulama
tekniklerinden birisi, lipitin etiketlenerek floresan mikroskop ile MOF ylizeyinde lipitin
olup olmadigma bakilmasidir. Sekil 29.B incelendiginde etiketlenmis olan DPPC
molekiiliiniin ylizeyde parlamasi ile FTOH@CD-MOF larin lipit ile basarili bir sekilde

kaplandig1 sonucuna varilmistir.

Ardindan aradaki etkilesimin incelenebilmesi adina, Lipit@FTOH@OT@B-CD-
MOF’un FTIR spektrumu alinmistir. Sekil 4.30°da verilen spektrum incelendiginde,
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2852.5 cm! civarindaki bant hidrokarbonun simetrik CH, gerilme band1 goriilmektedir.
Florokarbonlar ile iliskili bantlar 1100 ile 1400 cm-1 arasinda goriinmektedir [153]
Burada 1144 cm-1 deki bant yag asidi ile florokarbon arasindaki simetrik CF2 gerilme
bandini1 gosterirken 1237 ve 1191 cm-1 deki bantlar simetrik olmayan CF2 gerilmesini
gostermektedir. Bu sonuclar dogrultusunda da kaplamanin basarili bir sekilde

gerceklestirilebildigi anlagilmaktadir.
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Sekil  3.30. FTOH@OT@CD-MOF  ve  Lipit@FTOH@OT@CD-MOF un
karsilastirilmali FTIR spektrumu

Kaplama isleminin basarili bir sekilde gerceklestirilmis olmasinin bir diger onemli
gostergelerinden biri ise partikiiliin zeta potansiyelidir. Cizelge 4.8’de B-CD-MOF,
OT@pB-CD-MOF, FTOH@OT@B-CD-MOF ve Lipit@FTOH@OT@B-CD-MOF’a
iliskin zeta potansiyel degerleri verilmistir. Zeta potansiyel degerleri karsilagtirilacak
olursa FTOH@OT@B-CD-MOF’un zeta potansiyel degeri +1.23+0.62 mV iken lipit
kaplandig1 durumda zeta potansiyel degeri -7.12+0.29 mV olarak degismistir. Zeta
potansiyel degerinin burada artidan eksiye donmesi partikiillerin yiizeyinin lipit ile

kaplandigini gostermektedir.
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Cizelge 3.9. B-CD-MOF, OT@p-CD-MOF, FTOH@OT@B-CD-MOF ve
Lipit@FTOH@OT@B-CD-MOF a iliskin zeta potansiyel degerleri

Partikiil Zeta Potansiyeli (mV)
B-CD-MOF -35.26+0.62
OT@p-CD-MOF -27.59+0.57
FTOH@OT@pB-CD-MOF +1.23+0.62

Lipit@FTOH@OT@B-CD-MOF ~ -7.12+0.29

Lipit kaplanan partikiillerden orange OT salimi da gerceklestirilmis olup OT@p-CD-
MOF ve FTOH@OT@B-CD-MOF partikiilleri ile karsilagtirmali olarak Sekil 4.31°de
verilmistir. Salim profili incelendiginde lipit kapli olan partikiillerin ilk 1 saatte orange
OT’nin %24 linii salmistir. Bu salim ytizdesi florokarbon ile kaplanmis ve sadece orange
OT yiiklii olan partikiillere oranlara daha diisiik bir ylizdedir. Buradan da partikiillerin
aslinda lipit ile kaplanabildigi ve bu kaplama sayesinde ila¢ salimini yavaslatilmasiyla
daha kontrollii bir salim saglanabildigi goriilmektedir. Boylece partikiiliin viicuttaki
dolagim siiresi azaltilarak istenen bolgede yani hedefli calisilabilmesine olanak
saglayabilecek hem de yliksek baslangic ila¢ konsantrasyonunun olumsuz etkileri ortadan

kaldirilabilecektir.
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Sekil 3.31. Lipit@FTOH@OT@CD-MOF, FTOH@OT@CD-MOF ve OT@CD-
MOF’lardan A) 2 giin boyunca, B) kisa siireli orange OT salim profili
(salimlar %3 Tween 80 igeren pH 7.4 PBS c¢ozeltisi icerisinde 37°C’de

gerceklestirilmistir [n=3].)

Lipit  kaplamasmmin  basarili  bir  sekilde  gergeklestirilmesinin  ardindan
Lipit@FTOH@OT@B-CD-MOF’un  ylizeyinin  partikiillere = fototermal  &zellik
kazandirabilmek adma altin ile kaplanmasi kismina gecilmistir. Yiizeyin altin
nanopartikiiller ile kaplanmasi Singh vd. digerleri tarafindan belirtilen yontem ile
ylizeyde olusturularak gerceklestirilmistir. Yiizeyde AuNP olusturmak i¢in oncelikle 2
mg/ml derisimindeki lipit kapli CD-MOF’lardan 100 pl alinip iizerine 4 mM 100 pl
HAuCly eklenmigtir. Ardindan karigima 400 pl 20 mM askorbik asit (AA) eklenmistir
[127]. Bu islemin ardindan ylizeyin kaplandiginin anlagilabilmesi i¢in ani bir renk
degisiminin gbzlemlenmesi gerekmektedir. Lipit@FTOH@OT@CD-MOF
partikiillerinin ylizeyinin altin kaplandiktan sonraki optik mikroskop goriintiileri ve renk

degisimi Sekil 4.32°de verilmistir. Lipit@FTOH@OT@CD-MOF partikiilleri altin ile
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kaplanmadan Once turuncu goriinmekte iken ylizeye indirgenmesiyle ¢ozelti
kahverengiye donmiistiir. Bos partikiiller ile ¢alisildiginda ¢ozeltideki renk degisiminin
mor oldugu gdzlemlenmistir. Model molekiiliin turuncu olmasit mor ile karistiginda
kahverengiye dondiigii bilinmekte ve altinin indirgendigi dogrulanabilmektedir. Sekil
4.32.B incelendiginde altinin indirgenmesindeki 5. dakikada OT yiikli MOF
partikiiliiniin baz1 bolgelerinin kapandig1 ve optik mikroskopta yiizeyi siyah olan bir
partikiil gériinmeye baslamustir. Indirgemenin ardindan 15. Dakikasinda ise partikiillerin
ylizeyindeki altin miktarmin arttigt goézlemlenmistir (Sekil 4.32.C). Bu sonug
dogrultusunda ideal bir kaplama i¢in 15 dakika kadar beklenmesi gerektigine karar

verilmistir.

Sekil 3.32. A) Lipit@FTOH@OT@B-CD-MOF’larin AA kullanilarak altin ile
kaplanmasi sonucu goézlenen renk degisiminin kamera goriintiileri,
Cozeltiye askorbik asit eklendikten B) 5 dakika, C) 15 dakika sonraki
Au@Lipit@FTOH@OT@B-CD-MOF’larin optik mikroskop goriintiileri

Partikiillerin altin ile kaplandiginin dogrulanmasi konusunda bagvurulan yontemlerden
biri ise zeta potansiyel degerinin Olgiilmesidir. Au@Lipit@FTOH@OT@B-CD-
MOF’larin  zeta potansiyel degeri +19.12+£1.86 olarak Olglilmiistiir. Altin
nanopartikiillerin burada yiizeye indirgenebilmesi i¢in indirgeyici ajan olarak askorbik

asit kullanilmaktadir. Fakat askorbik asit zayif bir indirgeyici ajandir. Altinin yiizeye
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*ten Au”a indirgenmesi gerektigi belirtilmistir. Singh ve

kaplanabilmesi i¢in Au
digerleri tarafindan gerceklestirilen ¢aligmada, lipozom ylizeyinin altin ile kaplanabilmesi
icin de askorbik asit kullanilmigtir. Burada, askorbik asidin potansiyelinin diisiik olmas1
sebebiyle Au**’ten Au!’e indirgendigi belirtilmistir [127]. Elde edilen bu bilgi
dogrultusunda ve bir sonraki bolimde bahsedilecek olan altin kapli partikiillerin
fototermal tedavide kullanilabilirligi acisindan farkli indirgeyici ajanlarin da denenmesi
gerektigine karar verilmistir. Bu kapsamda ilk olarak ¢ok giiclii bir indirgeyici potansiyele

sahip olan sodyum bor hidriir (NaBH4) kullanilmistir ve kaplama islemi icin aym

prosediir tekrarlanmistir.

Indirgeyici ajan olarak NaBH4 kullanilarak elde edilen Au@Lipit@ FTOH@OT@B-CD-
MOF’larin optik mikroskop goriintiileri ve renk degisimi Sekil 37°de verildigi gibidir.

Sekil 3.33. A) Lipit@FTOH@OT@B-CD-MOF’larin NaBHs kullanilarak altin ile
kaplanmasi sonucu gozlenen renk degisiminin kamera goriintiileri, NaBH4
eklendikten B) 5 dakika, C) 15 dakika sonraki Au@Lipit@FTOH@OT@-
CD-MOF’larin optik mikroskop goriintiileri

NaBHs4 indirgeyici ajanlar arasinda en yiiksek potansiyele sahip olanlardan
kimyasallardan biridir ve gerceklesen reaksiyonun Au™’ten Au”’a olmas1 yoniinde tam

etki gosterebilecek etkiye sahiptir [154]. Beklenildigi lizere yiizeye oldukga ¢ok giiglii bir
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sekilde indirgenmistir. Sekil 4.33.A’da goriildiigii gibi ani bir renk degisimi gdzlemlenmis
ve yiizeye indirgenen altinlar sonucunda ¢ozelti siyaha donmiistiir. Plazmonik yapilarin
elde edilmesinde partikiiliin boyutu sekli, kompozisyonu ve aradaki etkilesim 6nemli bir
etkiye sahiptir. Bu etkiler sebebiyle de plazmonik yapinin spektral penceresi
kayabilmektedir .Buradaki etkilesimde ise NaBHj4 ile etkilesim sonucu altin partikiilleri
genis banta sahip 151k emilimi sayesinde giiclii bir plazmonik etki gostermistir [155, 156].
Bundan dolay1 ¢ozelti siyah goriinmektedir. Sekil 4.33.A’da da goriildigli gibi
Lipit@FTOH@OT@B-CD-MOF’larin ylizeyinin kaplanabildigi ve AA ile elde edilen
sonug¢ gibi yiizeyi kaplt partikiiller goriinmektedir. Ancak buradaki NaBH4’iin giiclii
indirgeme potansiyelinden otiirii yiizeye kaplanmayan ve ortamda serbest halde bulunan
altinlarinda bir araya geldigi ve yikama islemi ya da diyaliz ederek ortamdan
uzaklagtirmak miimkiin olmamistir. Serbest altinlarin ve partikiillerin bir araya gelme
egiliminden Otiirli sentez ortamina farkli oranlarda HAuCls eklenmistir. Sekil 4.33. A’da
goriilecegi gibi farkli oranlarda calisilsa da ¢dzeltinin renginin siyaha kaydigir ve bir
sonraki boliimde bahsi gececek olan fototermal terapi gergeklestirilmek {izere
kullanilacak olan partikiiller i¢in uygun olmadigina karar verilmistir. Cok giiglii bir
potansiyelle indirgenen altinlarin bir arada durmasi fototermal etkiyi iist seviyelere
cikardig1 fark edilmis ve saglikli hiicrelerin bu kosullar altinda canli kalamayacagi
diisiiniilerek farkli bir indirgeyici ajan segimi yapilmistir [157]. Indirgeyici ajan
seciminde bu sefer ne AA kadar zayif ne de NaBH4 kadar gii¢lii bir ajan olmamasina
dikkat edilmis olup bu dogrultuda demir (II) siilfat (FeSO4) kullanilmasina karar
verilmistir [158].

Sekil 4.34’A’da goriilecegi gibi FeSOy ile indirgeme isleminden sonra ¢ozelti AA’da
oldugu gibi kahverengi rengine donmiistiir. Sekil 4.34.B ve C’deki optik mikroskop
goriintiileri incelendiginde ise diger indirgeyici ajanlarda oldugu gibi partikiiliin bir yiizey
kaplamasina sahip oldugu goriilmektedir. FeSOs‘1n indirgeyici ajan olarak
kullanilmastyla elde edilen yapinin zeta potansiyeli Ol¢lilmiistiir.
Au@Lipit@FTOH@OT@CD-MOF’larin zeta potansiyeli +4.2742.5 olarak dl¢iilmiistiir.
Buradaki zeta potansiyel degisiminde de ylizeyin kaplandigi anlagilmaktadir.
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Sekil 3.34 A) Lipit@FTOH@OT@p-CD-MOF’larin  FeSO4 kullanilarak altin ile
kaplanmas1 sonucu gozlenen renk degisiminin kamera goriintiileri, FeSO4
eklendikten B) 5 dakika, C) 15 dakika sonraki Au@Lipit@FTOH@OT@-
CD-MOF larin optik mikroskop goriintiileri

Biiyiik partikiillerle ¢alisildiktan sonra kii¢lik boyutlu partikiillerle de ¢alisiimis ve AFM
ile partikiiller goriintiilenmistir. (Sekil 4.35). Sekil 4.35.A’da Lipit@FTOH@OT@CD-
MOF partikiillerinin dortgene benzedigi fakat CD-MOF yapisindaki gibi keskin
koselerinin olmadig1 goriilmektedir. Bunun sebebinin hem lipit kaplamasinin ¢ok
plirtizsiiz bir sekilde olamayacagi hem de kaplama ortaminin su olmasiyla partikiillerin
bazi kisimlarinin suda c¢oziinebileceginden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.
Au@lipit@FTOH@OT@CD-MOF partikiillerinin ise yine dortgen benzeri bir
morfolojiye sahip oldugu goriilmektedir. Elde edilen bu sonuglar biiylik partikiillerin
optik  mikroskop  goriintiileriyle  dogru  orantili  oldugu  anlasilmistir.
Lipit@FTOH@OT@CD-MOF ve Au@Lipit@FTOH@OT@CD-MOF yapilarinin
boyutlari sirastyla 1.65 pm ve 1.8 pm’dir.
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Sekil 3.35. A) Lipit@FTOH@OT@CD-MOF, B) Au@Lipit@FTOH@OT@CD-MOF
yapilarinin AFM goriintiileri

Yiizeyin altin ile kaplandiginin kanitlanabilmesi ve yapiin agik¢a goriilebilmesi i¢in
SEM-EDX analizi gerceklestirilmistir ve sonuglar Sekil 4.36’ta goriildiigii gibidir. Sekil
436.A’da  verilen Au@Lipit@FTOH@OT@B-CD-MOF’un  sem  goriintiisii
incelendiginde ilk katman olan CD-MOF un kiibik yapisinin korundugu ve yiizeyinin
CD-MOF un katman katman olusan yapisinin etrafinin kapli oldugu kanisina varilmistir.
Sekil 4.36.B’de verilen EDX analizi sonucu ylizeydeki elementlerin tayini
gergeklestirilebilmistir.  Son katmanda bulunan Au oraninin  %54.3 olmasiyla
Au@Lipit@FTOH@OT@B-CD-MOF yapisinin basarili bir sekilde olusturulabildigi
acik¢a goriilmektedir.

Bu bolimde farkli potansiyele sahip indirgeyici ajanlarin kullanilmasiyla farkli
plazmonik partikiiller elde edilmis olup Lipit@ Au@FTOH@OT@B-CD-MOF yapisinin
sonuglarinin degerlendirilmesinin ardindan bir sonraki boliimde bu yapilarin fototermal

terapi icin kullanilabilirligi degerlendirilmistir.
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Sekil 3.36. Au@Lipit@FTOH@OT@B-CD-MOF’un A) SEM goriintiisii B) EDX analizi

4.5.2 Lipit@ Au@FTOH@CD-MOF Yapisinin Olusturulmasi ve Karakterizasyonu
Calismanin ilerleme siiresinde en iist katmanin lipit olmas1 sayesinde, partikiiliin hiicre
icine alimi1 agisindan, enzim ve pH gibi dig etkilerden partikiilii koruyabilecek ve yan
etkileri azaltabilecek bir formiilasyon elde edilebilecegi diisiiniilmiistiir. Bu amacla

oncelikle FTOH@OT@B-CD-MOF’larin yiizeyi altin ardindan lipit ile kaplanmstir.

FTOH@OT@B-CD-MOF’larin  yiizeyinin  altin  ile  kaplanma  prosediirii
lipit@FTOH@OT@B-CD-MOF]larin ylizeyinin altin kaplanma prosediirii ile ayn1 sekilde
gergeklestirilmistir. Burada indirgeyici olarak AA, NaBH4 ve FeSO4kullaniimistir. AA ile
indirgeme isleminde indirgenemeyen fazla altinin oldugu ve ortamda serbest halde altin
nanopartikiillerinin bulunduguna ve yiizeye kaplanamadigi kararina verilmistir. Yiizeyin
yeterince altin ile kaplanamamasinin, fototermal verimliligi etkileyecegi diisiintilmiistiir.
Au@lipit@FTOH@OT@B-CD-MOF yapisinda oldugu gibi indirgeyici olarak NaBHg4

kullanim1 altin birikmesine yol agacagi diistiniilmiistiir. Bu sebeplerden dolay1 bir sonraki
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boliimde tartigilacak olan partikiillerin fototermal etkinligi agisindan ve yapinin en uygun
bicimde kaplanmasimin saglanmasi a¢isindan en uygun indirgeyici ajan olan FeSO4
kullanilarak ylizeyin altin kaplanmasin karar verilmistir. Altinlarin  ylizeye
indirgenmesiyle burada da ¢ozelti ani bir sekilde kahverengine donmiistiir (Sekil 4.37.
A). Ardindan partikiillerin optik mikroskop goriintiileri alinmis ve Sekil 4.37°de
verilmigtir. Goriintiiler incelendiginde partikiiliin yiizeyini kaplayan bir yapt oldugu
gbzlemlenmistir. Bu prosediirde de yapinin iskeleti olan CD-MOF yapisinin sekline sahip
oldugu da goriilmektedir. Altin ile kaplanan yapinin daha sonra zeta potansiyel degeri
dl¢iilmiistiir. Olgiilen zeta potansiyel degeri +8.33+1.67°dir. Sonug olarak altin ile
kaplanan FTOH@OT@-CD-MOF yapisinin olusturulabildigi kanisina varilmig olup bir

sonraki adim olan lipit kaplama kismina ge¢ilmistir.

Sekil 3.37. A) FTOH@OT@pB-CD-MOF’larin FeSO4 kullanilarak altin ile kaplanmasi
sonucu gozlenen renk degisiminin kamera goriintiileri, FeSO4 eklendikten B)
5 dakika, C) 15 dakika sonraki Au@FTOH@OT@B-CD-MOF’larin optik

mikroskop goriintiileri
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FTOH@OT@CD-MOF’larin yiizeyinde AuNP’lerin oldugunun anlasilabilmesi igin
partikiillerin XRD spektrumlari alinmistir (Sekil 4.38). Alinan spektrumda CD-MOFlarin
karakteristik piklerinin FTOH@OT@CD-MOF’lara gore siddetinin orantili bir sekilde
azaldig1 goriilmektedir. Literatiirde altin ile kaplama prosesinde altin konsantrasyonun
artttkca MOF’larin piklerinin kaybolabilecegi veya piklerin siddetinin azalabilecegi
belirtilmistir [88]. Buradan hala yapinin iskeletini olusturan MOF yapisinin korundugu
sOylenebilmektedir. XRD spektrumunda MOF’larin piklerinin yan1 sira AuNP’lere ait
olan 38.21°, 44.44°, 64.61° ve 77.63°'deki 20 degerlerindeki giiclii tepeler, AuNP’ler i¢in
(111),200),(220)ve (31 1)dizlem setine karsilik gelmektedir [159]. Bdylece
partikiillerin yiizeyinin AuNP’ler ile kaplanabildigi sdylenebilmektedir.
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Sekil 3.38. A) Au@FTOH@OT@CD-MOF’un B) OT@CD-MOF, FTOH@OT@CD-
MOF ve Au@FTOH@OT@CD-MOF’un XRD spektrumu
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Au@FTOH@CD-MOF yapisiin lipit ile kaplama prosediirii daha onceki kaplama
yontemi kullanilarak yapilmistir. Partikiillerin  yiizeyinin lipit ile kaplandiginin
kanitlanmas1 i¢in DPPC molekiilleri floresan 6zellik gdsteren rodamin-b molekiilii ile
etiketlenmistir. Lipit@Au@FTOH@CD-MOF yapisinin floresan mikroskop ve optik

mikroskop goriintiileri Sekil 4.39°da verilmistir.
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Sekil 3.39. Au@FTOH@OT@CD-MOF’larin A) optik mikroskop goriintiisii B) floresan

mikroskop goriintiisii

Floresan mikroskop goriintiileri degerlendirildiginde, partikiillerin yiizeyinde rodamin-b
ile etiketlenmis olan lipitin bulunduguna karar verilmistir. Lipit@ Au@FTOH@CD-MOF
yapisinin basariyla olusturulabildigi rodamin-b’nin floresan 6zelligi sayesinde ylizeyin

parlak goriilmesiyle anlagilmistir.

Yapinin basariyla olusturulmasinin ardindan kii¢iik boyutlu Au@FTOH@OT@CD-MOF
ve Lipit@Au@FTOH@OT@CD-MOF’larin AFM goériintiileri alinmistir (Sekil 4.40).
Yapilar incelendiginde yapilarin morfolojisini korumaya devam ettigi goriilmektedir.
Dortgen yapinin tam olarak goriillememesi daha dnce de sdylendigi gibi yapinin yiizeyinin
her yerinin esit bir sekilde kaplanamayacagindan kaynaklandig: diistiniilmektedir. Sekil
4.44.C’deki AuLipit@Au@FTOH@OT@CD-MOF’larin topografya goriintiisii CD-
MOF  yapisinin  topografyasiyla  karsilastirilldiginda  ylizeyin ~ kaplanabildigi
anlagilmaktadir. Au@FTOH@OT@CD-MOF ve Lipit@Au@FTOH@OT@CD-
MOF’larin AFM’den elde edilen boyutlari sirasiyla 1.57 pm ve 1.73 pm’dir.
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Sekil 3.40. A) Au@FTOH@OT@CD-MOF B,C) Lipit@Au@FTOH@OT@CD-
MOF’larin AFM goriintiileri

Yiizeyin lipit ile kaplanip kaplanmadiginin bir diger kanit1 olan zeta potansiyel degeri ise
+2.5+1.55 olarak Ol¢iilmiistiir. Bu degerin +8.33+1.67°den +2.5+1.55’¢ degisimi ise
partikiillerin yiizeyinin altin ile kaplandigini gostermektedir. Cizelge ’da B-CD-MOF,
OT@p-CD-MOF, FTOH@OT@B-CD-MOF, Au@FTOH@OT@p-CD-MOF  ve
Lipit@Au@FTOH@OT@B-CD-MOF a iliskin zeta potansiyel degerleri verilmistir.
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Cizelge 3.10. B-CD-MOF, OT@p-CD-MOF, FTOH@OT@B-CD-MOF ve
Au@FTOH@OT@B-CD-MOF ve Lipit@Au@FTOH@OT@B-CD-MOF a iliskin zeta

potansiyel degerleri

Partikiil Zeta Potansiyeli (mV)
B-CD-MOF -35.26+0.62
OT@p-CD-MOF -27.59+0.57
FTOH@OT@p-CD-MOF -1.5+3.52
Au@FTOH@OT@p-CD-MOF +8.33£1.67

Lipit@Au@FTOH@OT@CD-MOF ~ +2.5+1.55

Ardindan partikiillerin ylizeyinde hangi elementlerin bulundugu arastirilmistir.
Lipit@ Au@FTOH@CD-MOF partikiiliiniin SEM-EDX analiz sonucu Sekil 4.41°de

goriilecegi iizere ylizeydeki karbon oraninin %64.7 oldugu goriilmiistiir.

Boylece, iki farkli konseptte CD-MOF’larin katman katman kaplamasi ile daha once
literatiirde benzeri olmayan yapilar elde edilmistir. Thtiyaca yénelik olarak farkli partikiil
tasarimlarinin kullanilmasinin miimkiin olabilecegi goriilmektedir. Ancak iki durumda da
suda oldukca hizl bir sekilde ¢coziinen CD-MOF yapilarinin stabilitesinin artirilabildigi
oldukca agiktir. Her iki partikiiliin su icerisinde stabilitesi 1 ay boyunca takip edilmistir.
Elde edilen sonuglara gore yapilarin su igerisinde ¢oziilmeden morfolojisi bozulmadan
saklanabilmesi miimkiin hale gelmistir. ~ Kavitesinde ve gozeneklerinde yiiksek
enkapsiilasyon verimiyle etken madde yiiklemesi gerceklestirilen CD-MOF’larin
kullaniminin 6niinde biiyiik bir engel olan suda ¢6zlinme sorununun iistesinde
gelinebilmis ve hedefli ve kontrollii ilag saliminin gerceklestirilmesi saglanabilmistir.
Bunun yani sira yiizeyinde altin bulunan CD-MOF yapisinin kombine tedavi saglayabilen

bir sistem gelistirilmistir.
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Sekil 3.41. Lipit@Au@FTOH@CD-MOF’un A) SEM goriintiisii B) EDX analizi
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4.6 Hibrit Yapmmin Fototermal Terapi ve Etken Madde Alm/Salimi Amaciyla
Kullanlabilirliginin incelenmesi

Bu béliimde Au@lipit@FTOH@CD-MOF ve Lipit@ Au@FTOH@CD-MOF yapilarinin
fototermal ozellikleri ayr1 ayri incelenecektir. Oncelikle tez kapsaminda tasarlanmasi
planlanmis  olan  Au@lipit@FTOH@CD-MOF  yapist1  degerlendirilecektir.
Au@lipit@FTOH@CD-MOF  yapisi incelenirken farkli  indirgeyici ajanlarin
kullanilmasinin fototermal terapi tizerindeki etkileri degerlendirilip en uygun ajan ile ve

Lipit@ Au@FTOH@CD-MOF yapisinin fototermal 6zellikleri irdelenecektir.

4.6.1 Au@lipit@FTOH@CD-MOF Yapisimn  Fototermal  Ozelliklerinin
Arastirllmasi

Fototermal terapi kemoterapi ile birlikte kullanilmasiyla kanser tedavisinde sinerjistik bir
etki olusturarak daha iyi sonuclar elde edilmesini saglar. Tiimor ¢evresindeki sicakligin
41-45 °C’ye yiikseltilmesi ile kanserli hiicrelerin protein yapilar1 zarar gérerek timorlii
hiicrelerin Sliimiiniin gergeklesmesine neden olur. Tez c¢alismasi kapsaminda ise,
AuNP’ler kullanilarak sicakligin artirilmasi amaglanmaktadir. Burada, yiizeyi altin ile
kaplanan partikiiller absorpladigi enerjiyi cok hizli bir sekilde 1s1 enerjisine ¢evirmektedir.
Boylece, elde edilen partikiiller kanser tedavisinde kullanilmak iizere miikemmel
hipertermik ajanlar haline gelmektedir.

Bu boliimdeki caligmalara oncelikle farkli indirgeyici ajanlar kullanilarak yiizeye
AuNP’lerin, Au@lipit@FTOH@CD-MOF yapis1 lzerindeki sicaklik profilleri
incelenmistir. Altinlarin yiizeye indirgenmesi i¢in AA, NaBH4 ve FeSO4 kullanilmasiyla
elde edilen AuNP kapli partikiillere 808 nm dalga boyunda bir lazer uygulanmistir. Bu
kapsamda, oOncelikle Au@lipit@FTOH@CD-MOF  partikiilleri  0.50 mg/ml
konsantrasyonda olacak sekilde ayarlanmis ve 15 dakika boyunca 1.5 W/cm? giiciinde
lazere maruz birakilmis olup sicaklik artisi termal kamera ile goriintiilenmistir. Sekil
4.42°de AA, NaBH4 ve FeSOg4 ‘nin indirgeyici ajan olarak kullanilmasiyla elde edilen
Au@lipit@FTOH@CD-MOFlarin zamana kars1 sicaklik artislar1 ve yapilarin optik
mikroskop goriintiileri verilmistir. Sekil 4.43’te ise lazer uygulanma esnasindaki termal
kamera goriintiileri verilmistir. Indirgeyici olarak AA kullanildiginda sicaklik 26.9 °C’den
47.5°C’ye; NaBHs kullanildiginda sicaklik 27.3 °C’den 102.5°C’ye; FeSO4
kullanildiginda sicaklik 26 °C’den 53.6°C’ye ¢ikmustir. Indirgeyici olarak NaBHa
kullanildiginda partikiillerinin gosterdigi 75.2 °C’lik sicaklik artis1 fototermal terapide

kullanilmas: i¢in ¢ok yliksektir. Tiimor cevresinde hedeflenmesiyle elde edilen bu
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sicaklik artisinin saglikli hiicrelerin 6limiine de sebep olabilecegi diisiiniildiigiinden,

uygun bir sicaklik artig1 olmadigi yargisina varilmistir.

--—AA

5 10 15
Zaman (dk.)

e NaBH4

—+—FeSO4

Sekil

5 10 15
Zaman (dk.)

342. Farkli indirgeyici ajanlarin  kullanilmasiyla elde  edilen
Au@lipit@FTOH@CD-MOF partikiillerine uygulanan NIR 1s1mas1
altinda alman zamana kars1 sicaklik profilleri ve optik mikroskop

goriintiileri A) AA, B) NaBH4, C) FeSO4 (808 nm A, 1.5 W/cm?)
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15 dk

Sekil  3.43. Farkli indirgeyici ajanlarin  kullanilmasiyla  elde  edilen
Au@lipit@FTOH@CD-MOF’larin lazer uygulanma esnasinda alinan
termal kamera goriintiileri A) AA, B) NaBH4, C) FeSO4 (808 nm A, 1.5
W/cm?)

Bu kapsamda, NaBH4’lin indirgeyici olarak kullanilmasinin miimkiin olabilirliginin
arastirilabilmesi i¢in farkli oranlarda HAuCly ile calisilmistir ve sicaklik profilleri Sekil
4.43’te verilmistir. NaBH4 ¢ok giiclii bir indirgeyici ajandir. Yiizeye indirgendikten sonra

ortamda kalan serbest AuNP’ler bir araya gelerek kiimelesmektedir. Bu partikiillerin de
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lazer uygulanmasi ile ¢ok yiiksek sicaklik artiglarina neden oldugu diisiiniilmektedir. Bu

sebeple bu sistem i¢in NaBH4’iin uygun bir indirgeyici ajan olmadigina karar verilmistir.

a0

60

20

0 2 4 i} 8 10 12 14 16
Zaman (dk.)

Sekil 3.44. Farkli oranlarda HAuCls’tin NaBH4 ile ylizeye indirgenmesi sonucu elde
edilen Au@Lipit@FTOH@CD-MOF partikiillerine uygulanan NIR 1s1mast
ile elde edilen zamana kars: sicaklik profilleri (808 nm A, 1.5 W/cm?)

Indirgeyici ajanlardan AA en zayif potansiyele sahiptir. Singh vd. AA'min zayif

+3 +1»

potansiyelinden dolay1 Au™’ten Au" e indirgenerek ylizeye tutundugunu bildirmislerdir
[127]. Ancak bu sistemde indirgenemeyen serbest altin miktarinin oldukga fazla olmasi
sebebiyle AA’nin indirgeme potansiyelinin uygun olmadig1 kanisina varilmistir. Sekil
4.44.A’ da AA’ ile indirgenen altinlarin yeterli bir sicaklik artis1 sagladigi goriilse de bu
sicaklik artis1 birkag dongii boyunca saglanamamustir. Siralanan sebepler dikkate
aliarak, indirgeme potansiyeli NaBH4 ve AA arasinda kalan FeSO4’iin indirgeyici ajan
olarak kullanilmasina karar verilmis olup lazer uygulandiginda elde edilen sicaklik artis
28 °C olmustur. Iyi bir fototermal ajanin oda sicakligindan itibaren 20 °C’nin iistiinde bir
sicaklik artis1 gostermesi gerekmektedir. FeSO4 ile de bu kriterler saglanabilmektedir.
Baska bir perspektiften bakildiginda ise diinyada en bol bulunan elementlerden biri olan
demir diistik toksisite degerine sahiptir. Bunun yaninda kolay elde edilebilirligi ve diisiik
maliyetiyle de bilinmektedir. Demirin birgok alanda kullanima sahip oldugu

bilinmektedir. Daha 6nce de altinin indirgenmesinde kullanilmistir fakat siklikla
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rastlanmayan yontemlerden biridir [158]. Diger indirgeyici ajanlara kiyasla gosterdigi

avantajlardan dolay1 FeSO4’iin indirgeyici ajan olarak kullanimina karar verilmistir.

AuNP’ler ile kapli olan Au@lipit@FTOH@CD-MOF yapisinin saglamis oldugu sicaklik
artisinin altin ile kaplamasindan saglandigini kanitlayabilmek icin Lipit@FTOH@CD-
MOF, FTOH@CD-MOF ve OT@CD-MOF partikiillerine 0.50 mg/mL konsantrasyonda
808 nm’de lazer uygulanmistir. Sekil 4.45°te goriilen sicaklik profili incelendiginde
anlamli bir sicaklik artisinin sadece altin kaph partikiillerde goriildiigli agiktir. Diger
partikiillerde goriilen yaklasik 1 °C’lik sicaklik artisi ise saf suyun sebep oldugu sicaklik
artist ile neredeyse aynidir. Buradan, diger partikiillerin fototermal etki gostermedi

anlagilmaktadir.
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Sekil  3.45. 050 mg/ml konsantrasyonda  Au@lipit@FTOH@CD-MOF,
Lipit@FTOH@CD-MOF, FTOH@CD-MOF ve OT@CD-MOF
partikiillerine NIR 1s1masi altinda elde edilen sicaklik profilleri (808 nm
A, 1.5 W/ecm?)

Altin kaplamasi i¢in ideal indirgeyici ajanin belirlenmesi ve fototermal terapide
kullanilacak olan konsantrasyon degerinin de uygun olmasiyla bir diger asama olan
Au@lipit@FTOH@CD-MOF partikiillerinin fototermal verimliklerinin hesaplanmasina
gecilmistir.
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Fototermal doniistim verimliligi, emilen 151k enerjisini verimli bir sekilde 1siya
doniistiirme yetenegini ifade eder. Altin kapli partikiiller veya altin nanopartikiiller gibi
inorganik malzemeler baglaminda fototermal doniisiim verimliligi, ylizey plazmon
rezonansl ile agiklanabilir. Altin nanopartikiiller, belirli bir dalga boyundaki 1s18a maruz
birakildiginda, metal yiizeyindeki iletken elektronlarin kolektif titresimi, yiizey plazmon
rezonansi olarak bilinen rezonant bir yanit olusturur. Bu fenomen, nanopartikiillerin 15181
daha etkin bir sekilde absorbe etmesine neden olur ve ¢evrelerindeki elektromanyetik
alan1 bliyiik 6l¢lide artirmaktadir [157]. Elde edilen bu sonu¢ da fototermal etkinin
saglanabildigini gostermektedir. Sekil 4.46’da 0.50 mg/ml konsantrasyona sahip
Au@lipit@FTOH@CD-MOF  partikiillerinin  1sinma-soguma  egrileri  verilmistir.
Buradaki dongiiler partikiillerin fototermal etki boyunca stabil kalabildigini
gostermektedir. Au@lipit@FTOH@CD-MOF partikiillerinin 3 dongii boyunca stabil
kalabildigi ve fototermal etkisini korudugu gozlemlenmistir. [sinma-soguma egrilerinden
yola c¢ikilarak Au@lipit@FTOH@CD-MOF partikiillerinin  fototermal doniistim
verimliligi %27.39 olarak hesaplanmistir. Verimli bir fototermal terapi i¢in, fototermal
doniistim verimliliginin %20min {izerinde olmasi gerektigi belirtilmistir [160]. Bu
baglamda, Au@lipit@FTOH@CD-MOF partikiillerinin etkili bir fototermal terapi ajani

olarak kullanilabilecegi ifade edilebilir.
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Sekil 3.46. Au@Lipit@FTOH@CD-MOF yapilarinin A) 3 dongii boyunca NIR 1s1mast
altindaki agma-kapama dongiileri B) Fototermal Doniisiim Verimliligi (808

nm A, 1.5 W/em?)
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NIR 1s1n1na maruz birakildiktan sonra Au@lipit@FTOH@CD-MOF partikiillerinin optik
mikroskop goriintiileri alinmistir ve sekil 4.47°de verilmistir. Sekiller incelendiginde
dongii boyunca NIR 1sinina maruz birakilan partikiillerin morfolojisini koruyabildigi

goriilmektedir.

Sekil 3.47. Au@Lipit@FTOH@CD-MOF yapilarina 3 déngii boyunca uygulanan lazerin

ardindan alinan optik mikroskop goriintiisii

4.6.2 Lipit@Au@FTOH@CD-MOF Yapisimn  Fototermal  Ozelliklerinin
Arastirilmasi

AuNP’ler fototermal doniisiim verimliliginin yliksek olmasi nedeniyle fototermal terapi
icin umut verici ajanlardan biridir [160]. AuNP’lerin gostermis oldugu yiizey plazmon
rezonansi sayesinde organik fototermal ajanlara gore daha verimli ve hizli bir fototermal
dontisiim saglayabilmektedir [161]. Bu avantajlarin yam sira, dolasim siiresinin kisa
olmasi nedeniyle tiimor hedeflemesinin diisiik olmasi ve viicutta uzun siire kalmasinin
toksisite agisindan risk olusturmasi gibi problemleri de birlikte getirmektedir. Altin inert
ve biyouyumlu bir malzeme olmasina ragmen viicutta uzun siire kalmasi farkli sorunlara
yol acabilmektedir. Altinin toksik hale gelmesi viicutta ne kadar kaldig1 ve birikimine
baghdir. AuNP’lerin dezavantajlarinin ortadan kaldirilabilmesi i¢in, AuNPlerin bir
tasiyici sistemin gozeneklerine alinmasi veya yiizeye tutturulmasi daha hedefli ¢alisan bir

fototermal ajan olmasina katkida bulunabilmektedir [161].
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Bu c¢aligmada, CD-MOF’larin yiizeyinin baglangicta lipit sonrasinda AuNP’ler ile
kaplanmasi hedeflenmistir. Ancak CD-MOF’larin 6nce altin sonrasinda lipit ile
kaplanmas1 ile daha stabil bir yap1 elde edilebilecegi diisiiniilmiistiir. AuNP’lerin
ylizeyinin kaplanmasi ile viicut i¢ine aliminin kolaylastirilmasi ve hedefli bir terapinin
gerceklestirilmesinin  saglanabilecegi  diisiiniilmiistir. Bu kapsamda, oncelikle
Lipit@ Au@FTOH@CD-MOF partikiilleri 0.50 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde
ayarlanmis ve 15 dakika boyunca 1.5 W/cm? giiciinde lazere maruz birakilmis olup
sicaklik artist termal kamera ile goriintilenmistir. NIR 1smmasi altindaki
Lipit@ Au@FTOH@CD-MOF yapilarinin zamana bagh sicaklik artig profili Sekil
4.48’de verilmistir. Lipit@Au@FTOH@CD-MOF partikiilleri 15 dakikada 33.3 °C’lik
sicaklik artis1  gostererek  59.1°C’ye  ulagsmustir.  Elde edilen bu sonucun
Au@Lipit@FTOH@CD-MOF yapisinda elde edilen sicaklik artisgindan +5.3 °C daha
fazla oldugu goriilmektedir. Bunun sebebinin AuNP’lerin ara katmanda olmasi ile

yapilarin ylizeye tutunarak daha stabil kalmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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Sekil 3.48. 0.50 mg/ml konsantrasyonda Au@lipit@FTOH@CD-MOF, ve
Lipit@ Au@FTOH@CD-MOF, partikiillerinin NIR 1s1mas1 altinda elde
edilen sicaklik profilleri (808 nm A, 1.5 W/cm?)

Bir fototermal ajanin oda sicakligindan baslayarak 20 °C’nin {izerinde bir sicaklik artis1
gostermesi yeterli olmaktadir. Ancak tiimdrlii hiicrelere uygulanan NIR 1s1masi ile saglikli

hiicrelerin zarar gormemesi gerekmektedir. Elde edilen Lipit@Au@FTOH@CD-MOF
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yapisinin +33.3 °C’lik bir artis gostermesinden dolayr daha diisiik bir giicte ¢alisarak da

yeterli sicaklik artisginin saglanabilecegi diisiiniilmiis olup 1.5 W/cm?

olan gii¢ 1
W/ecm?’ye diisiiriiliip partikiillerin ayn1 konsantrasyondaki sicaklik artis1 takip edilmistir.
0.5 mg konsantrasyona sahip Lipit@ Au@FTOH@CD-MOF yapisinin 808 nm’deki lazer
1s1masi sonucu sicaklik 25.3 °C’den 45.8 °C’ye ulagmustir (Sekil 4.49). Boyle daha diisiik
bir glic oraninda calisilip +23.2 °C’lik bir sicaklik artist saglanabilmistir. Tasarlanan
partikiiller i¢in uygun bir gii¢ degeri de belirlendikten sonra partikiillerin stabilitesinin
belirlenebilmesi i¢in 3 dongii boyunca 1sinma-soguma deneyleri yapilmistir. Ardindan
partikiillerin fototermal doniisiim verimliligi hesaplanmistir. Sekil 4.50.A’da goriilecegi
gibi  partikiillerin 3 dongli  boyunca stabil kalabildigi = gorilmektedir.
Lipit@ Au@FTOH@CD-MOF yapisinin fototermal doniisiim verimliligi %24.10 olarak
hesaplanmistir. Elde edilen bu sonuglara gore Lipit@Au@FTOH@CD-MOF yapisinin

fototermal ajan olarak kullanilmasi bir¢ok agidan avantaja sahip oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.49. 0.50 mg/ml konsantrasyonda Lipit@Au@FTOH@CD-MOF, yapisina
uygulanan farkli giiclerde elde edilen sicaklik profilleri (808 nm A)
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Sekil 3.50. Lipit@Au@FTOH@CD-MOF yapilarinin A) 3 dongii boyunca NIR 1s1mas1
altindaki agma-kapama dongiileri B) Fototermal Doniisiim Verimliligi (808

nm ), 1 W/cm?)

Sekil 4.51°de 3 dongii boyunca NIR 1s1mast altinda birakilan Lipit@ Au@FTOH@CD-
MOF yapisinin optik mikroskop goriintiileri verilmistir. Goriintiiler incelendiginde
1sinma-soguma dongiilerinin tamamlanmasinin ardindan partikiillerin morfolojilerini
koruyabildigi goriilmektedir. Bu sonuglar dogrultusunda Lipit@Au@FTOH@CD-MOF

yapisinin basariyla olusturulabildigi goriilmektedir.
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Sekil 3.51. Lipit@ Au@FTOH@CD-MOF yapilarina 3 déngii boyunca uygulanan lazerin

ardindan alinan optik mikroskop goriintiisii

4.7 Lipit@Au@FTOH@OT@CD-MOF ve Au@Lipit@FTOH@OT@CD-MOF
Etken Madde Alim/Salimi Amaciyla Kullamlabilirliginin Incelenmesi

Bilindigi iizere CD-MOF’un suda ¢oziiniirliigli olduk¢a ytiksek ve stabil olmayan bir
yapiya sahiptir. Ancak tasarlanan yapilar ile CD-MOF’un stabilitesi artirilabilmis ve
kontrollii ilag¢ saliminin gergeklestirilmesi saglanmigtir. Buna ek olarak, salimin NIR 1s1n1
ile tetiklendiginde hedefli bir salim gergeklestirilebilmesinin miimkiin olup olmadig da
irdelenmistir. Lipit@Au@FTOH@OT@CD-MOF ve Au@Lipit@FTOH@OT@CD-
MOF partikiillerinin tetiklenmemis ve tetiklenmis salim profilleri Sekil 4.52°de
verilmistir. Oncelikle Lipit@ Av@FTOH@OT@CD-MOF ve
Au@Lipit@FTOH@OT@CD-MOF partikiillerinin eldesi sonucu kontrollii salimin
saglanabildigi acikca goriilmektedir. Partikiillerin 1 saatteki OT salim yiizdeleri
karsilagtirilirsa OT@CD-MOF (1:1) 1 saatte %44.48, FTOH@CD-MOF %43.94,
Lipit@FTOH@CD-MOF  %24.69, Lipit@Au@FTOH@OT@CD-MOF  %18.91,
Au@lipit@FTOH@OT@CD-MOF 1se%17.42’sini salmistir. Elde edilen bu sonuglara
gore olusturulan hibrit yapinin ila¢ salimmin kontrollii bir sekilde saglandigi
sOylenebilmektedir. Bu kapsamda, kontrollii salimi saglanabilen yapinin hedefli bir
sekilde salim gerceklestirebilme potansiyeli de degerlendirilmistir. Bu amagla 37 °C’de
pH 7.4 PBS ¢ozeltisinde hibrit yapilardan orange OT saliminin 25. Dakikasindan itibaren
5 dakika boyunca NIR 1s1mast altinda birakilmistir [57]. Lipit@ Au@FTOH@OT@CD-
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MOF yapis1 5 dakikada 37 °C’den 48 °C’ye; , Au@lipit@FTOH@OT@CD-MOF
partikiilleri ise 37 °C’den 45 °C’ye isinmistir. Ardindan %salinan madde miktar
hesaplanmistir. Sekil 56’da verilen salim profillerinde tetiklemenin ardindan
Lipit@ Au@FTOH@OT@CD-MOF’dan ~ %53.78,  Au@lipit@FTOH@OT@CD-
MOF’dan ise orange OT’nin %49.39’unun salindig1 goriilmektedir. 1 giiniin sonunda ise
partikiillerden salinan ila¢ miktar1 yaklasik %90 civarinda oldugu goriilmektedir. Bu
sonuglar dogrultusunda Lipit@Au@FTOH@OT@CD-MOF ve
Au@lipit@FTOH@OT@CD-MOF yapisindan etken madde saliminin kontrollii ve
hedefli yani istenilen bolgede istenilen zamanda olacak sekilde gerceklestirilebildigi

sOylenebilmekte ve iki yapinin salim profillerinde bir fark olmadig: goriilmektedir.
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Sekil 3.52. Tetiklenmemis ve tetiklenmis Lipit@Au@FTOH@OT@CD-MOF ve
Au@Lipit@FTOH@OT@CD-MOF’lardan A) 2 giin boyunca, B) kisa
siireli orange OT salim profili (salimlar %3 Tween 80 i¢eren pH 7.4 PBS
cozeltisi icerisinde 37°C’de gergeklestirilmistir [n=3].)
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4.8 Au@DPPC@FTOH@CD-MOF Partikiillerinin Peroksidaz Aktivite Ol¢iimleri

Daha onceki boliimlerde iki farkli hibrit yap1 tasariminin kombine tedaviye imkan
sunabilecegi acikca gosterilmistir. Elde edilen bu partikiillerin farkli kullanim alaninin da
olabileceginin gosterilmesi icin Au@DPPC@FTOH@CD-MOF partikiillerinin nanozim
aktivitesi degerlendirilmistir. Bu konsept calisma ileride gerceklestirilecek olarak
caligmalara 151k tutabilmesi amaciyla gerceklestirilmistir. Son yillarda, enzim benzeri
aktivite gOsteren yapilarin tasarimina biiyiik bir ilgi gosterilmektedir. Nanozim olarak
adlandirilan bu yapilar bir katalizor etkisini gosterebilmektedir. Nanozimleri dogal
enzimlerden ayiran en Onemli noktasi ise birden fazla enzimin etkisini biinyesinde
tagiyabilecek sekilde tasarlanabilmektedir. Bu tez calismasinda, baslangic olarak
Au@DPPC@FTOH@CD-MOF  partikiillerinin ~ peroksidaz ~ benzeri  aktivite
gosterebilecegi kanitlanmistir. Peroksidaz benzeri aktivite Ol¢timleri farkli substrat
derisimlerde calisilmistir. Olgiimler i¢in H>O, substrat olarak belirlenmistir. Ortama
TMB ilavesi sonrast mavi renkli bir ¢ozelti olusturmustur. Renk degisimi peroksidaz
benzeri etki gdsterdiginin bir kanit1 olarak degerlendirilmistir. Gergeklesen reaksiyon

Sekil 4.53’te verilmistir.

NH, NH,
Au@DPPC
@FTOH@

CD-MOF
—-
H,0, I
NH2 +NH2
TMB ox-TMB

Sekil 3.53. TMB’nin yiikseltgenme reaksiyonu
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Tez ¢aligmasi kapsaminda, ilk olarak peroksidaz etkisinin bu konsept ile saglanabildiginin
gosterilmesi i¢in kontrol deneyleri yapilmistir. Bunun i¢in, TMB’nin sadece H2O; ya da
sadece Au@DPPC@FTOH@CD-MOF partikiilleri tarafindan oksitlenemeyecegi

kanitlanmas1 planlanmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.54°te verilmistir.
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Sekil 3.54. Peroksidaz aktivite dlgiimleri i¢in alinan zaman karst absorbans degisimleri.

(Absorbans= 652 nm)

Sekil 4.54’te goriilecegi iizere katalitik aktivite TMB, H>O» ve partikiillerin varliginda
gozlemlenmistir. TMB’nin sadece HxO, ya da sadece partikiil varhiginda
yiikseltgenemedigi gozlemlenmistir. Bunun yam sira, peroksidaz benzeri etkinliginin
farkli pH’lardaki etkisi de gézlemlenmistir. 250 ng/ml Au@DPPC@FTOH@CD-MOF
konsantrasyonun da 652 nm’deki zamanla absorbans degisimi pH 4.0 ve pH 7.4
incelenmistir (Sekil 4.54) Artan pH degeriyle katalitik etkinin azaldigina karar verilmis

olup kinetik ¢alismalari i¢cin pH 4.0’te calisilmasina karar verilmistir.

Katalitik etkinin varliginin ispatinin ardindan farkli substrat konsantrasyonlarinda
calisilarak gerceklesen reaksiyonun Michelis-Menten kinetigine uygunlugu tartisilmistir.
Sabit TMB derisiminde farkli peroksit derisimlerinin kullanildig1 peroksidaz aktivitesi
6l¢iimleri sonucunda elde edilen Au@DPPC@FTOH@CD-MOF partikiillerinin zamanla

degisen absorbans degerleri Sekil 4.55’te verilmistir.
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Abzorbans (652 nm)
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Sekil 3.55 A) Farklih H»O, derisimine sahip reaksiyon ortamlarinda
Au@DPPC@FTOH@CD-MOF  partikiillerinin TMB  oksidasyonu
sonucu zamanla almman absorbans degerleri B) 50 mM H20:
konsantrasyonunda zamanla alinan kamera goriintileri (Partikiil
derigimi: 250 pg/ml, reaksiyon pH degeri: 4.0, reaksiyon sicakligi:34 °C,
TMB konsantrasyonu: 800 pM).

Zamanla okunan absorbans degerleri yaklasik olarak 652 nm dalga boyunda okunmustur
[128]. Sekil 4.55°te goriildiigii iizere artan substrat derisimi ile reaksiyon hizi artmaktadir.
Reaksiyon hizinin artis1 absorbans degerindeki artigla gozlemlenmistir. Reaksiyon siiresi
30 dakikaya ulastiginda absorbans degerinin platoya geldigi anlagilmaktadir. 200 mM
H>Os konsantrasyonunda en yiiksek absorbans degerine ulastigi gériilmiistiir. Daha diisiik
H>O> konsantrasyonlarinda diisiik absorbans degerlerinin okunmasi peroksidaz

aktivitesinin diistiiglinii géstermektedir.

Elde edilen bu veriler yardimiyla 6ncelikle Au@DPPC@FTOH@CD-MOF partikiilleri

icin TMB tiiketim hizlar1 hesaplanmistir. Her substrat konsantrasyonu igin tiiketim hizlar
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Beer- Lambert yasasi kullanilarak hesaplanmistir. Hesaplanan TMB tiiketim hizlar1 Vo

olarak simgelendirilmistir ve Cizelge 4.10’da verilmistir.

Cizelge 3.11. Farkli substrat derisimleri i¢in hesaplanan Vo degerleri

[S], MM Vo, M/s

200 1.55x 107
150 1.28x 1077
100 1.21x10-7
50 6.55x 10 ®
25 5.43x10°8
5 251x10°8

Partikiillerin peroksidaz aktivite mekanizmasinin anlasilabilmesi i¢in yatiskin kosulda
elde edilmis olan hiz degerlerine kars1 substrat derisimi egrisi ¢izilmistir (Sekil 4.56.A).
Egrinin seklin incelendigi zaman Michelis-Menten kinetik modelinin egrisinin elde
edilebildigi gortilmistiir. Michelis-Menten ve Lineweaver Burk grafikleri yardimiyla K
ve Vmax sabitleri hesaplanmistir. Grafigin R? degeri 0.947 oldugu goriilmekte ve bu da
1/[S] ile 1/Vy arasinda dogrusal bir iliskinin oldugu kanitlanmaktadir. Elde edilen dogru
denkleminden K ve Vmax sabitleri sirasiyla 20.1632 uM ve 0.125 uM/s olarak
bulunmustur. Literatiirdeki veriler ile karsilastirmali olarak Cizelge 4.11°de verilmistir.
Dogal enzime kiyasla Au@DPPC@FTOH@CD-MOF partikiillerinin K, degerinin daha
diisiik oldugu goriilmektedir. Bu da maksimum aktiviteye ulasabilmek i¢in daha yliksek
H>0> konsantrasyonuna ihtiya¢ duyuldugu anlamina gelmektedir. Vimax degerinin dogal
enzime kiyasla yiiksek olmasi ise Au@DPPC@FTOH@CD-MOF partikiillerinin daha
fazla aktif bolgesi oldugunu gosterir niteliktedir. Boylece Au@DPPC@FTOH@CD-
MOF partikiilleri dogal enzimden daha yiiksek bir maksimum hiz degerine ulagabildigi
sOylenebilir. Literatiirdeki diger nanozimler ile kiyaslandiginda ise elde edilen bu yapinin

umut vaat eden bir nanozim yapisina sahip oldugu agikca goriilebilmektedir.
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Sekil 3.56. Au@DPPC@FTOH@CD-MOF partikiilleri i¢cin A) Michelis- Menten B)
Lineweaver Burk grafikleri (Partikiil derisimi: 250 pg/ml, reaksiyon pH degeri:
4.0, reaksiyon sicakligi:34 °C, TMB konsantrasyonu: 800 uM).
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Cizelge 3.12. Mevcut ¢alisma ile literatiirdeki Michelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum

hi1z (Vmax) degerlerinin karsilagtirilmasi

Katalizor Kn(uM) Vmax(uM/s) Ref
Au@DPPC@FTOH@CD- 20.1632 0.125 -
MOF (Mevcut Calisma)

Fe;04 154 0.0978 [129]
EMSN-AuNP 119.2 0.05258 [128]
HRP (enzim) 3.7 0.0871 [129]
Hb-AuNP 7 0.2 [162]
Au-NCS 16.71 0.013 [163]
C0304 173.51 0.187 [164]
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4. SONUCLAR

Bu tez caligmasinda, biyouyumlu, kemoterapi ve fototermal terapi ile birlikte kombine
bir tedavinin gerceklestirilmesine imkan taniyan, kontrollii ve hedefli ila¢ saliminin da
saglanabildigi bir ilag tasiyici sistem tasarimi gergeklestirilmistir. Bu kapsamda dncelikle,
etken maddelerin yliksek oranda kapsiillenebilecegi en uygun CD-MOF yapisinin sentezi
gerceklestirilmistir. Suda ¢oziiniir bir yapiya sahip olan CD-MOF’lardan maksimum
verimin alinabilmesi i¢in kristal yapinin yeterince stabil bir ortam yaratamayacagi
diisiiniilmiistiir. Bu kapsamda ¢alismanin bir sonraki adimlarinda biiyiik bir fark yaratacak
olan, CD-MOF yapisinin sudaki stabilitesinin artirilabilmesi i¢in yiizeyin florokarbon ile
kaplanmasinin tasiyici sisteminin stabilitesini biiyiik oranda artirabilecegi diistiniilmiistiir.
Yapimin stablitesinin florokarbon kaplamasi ile artirllmasinin ardindan farkli
¢oOziiniirliikteki ve molekiiler yapidaki model molekiillerin (kurkumin, orange OT)
alim/salim c¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Tez calismasinda, ardindan yapinin yiizeyinin
lipit ¢ift tabakasi ile kaplanmasinin uygun olacagi diistinlilmiistiir. Sonrasinda, uygun
boyutta sentezlenen FTOH@OT@CD-MOF yapilarinin iki farkli sekilde tasarimi
gerceklestirilmistir. Bu tasarimlardan ilki, FTOH@OT@CD-MOF yapisinin 6nce DPPC,
ardindan AuNP’ler ile kaplanmasidir. Bir digeri ise AuNP’lerin 6nce FTOH@OT@CD-
MOF  yapismnin  yiizeyine tutturularak ardindan lipit ile kaplanmasinin
gerceklestirilmesidir. Ikinci bir tasarimin yapilmasmin nedeni ise lipitlerin en dis
katmanda bulunarak, tasiyici sistemin hiicre i¢ine alimimin kolaylastirilabilecegi
diisiiniilmiistlir. Bunun yani1 sira, AuNP’lerin ara katmanda bulunmasi ile PTT tizerindeki
olumlu etkilerinden de faydalanilmistir. Literatiirdeki ¢alismalarda AuNP’lerin
biyouyumlulugunun yiiksek oldugunu ancak viicutta birikmesi ile toksik bir etki
yaratabilecegi sOylenmektedir. Bu sebeple, AuNP’lerin yiizeyinin DPPC ile
kaplanmasiyla birlikte iletilmesi hedeflenen bdlgeye AuNP’lerin kontrollii bir sekilde
iletilmesi bliyiik 6nem tasimaktadir. Bu kapsamda, tez ¢calismasinin ilerleyisinde tasiyici
sistemin en milkemmel formunda olabilmesi i¢in iyilestirilmeler yapilmistir. Asagida
calismaya iliskin sonuclar detayl1 bir sekilde verilmistir:
e (Calisma kapsaminda ilk olarak farkli sentez yontemleri ve parametreleri ile CD-
MOF yapisinin sentezi gergeklestirilmistir. CD-MOF’lar i¢in en uygun
morfolojideki ve boyuttaki sentezin solvotermal/sonikasyon/buhar difiizyon

yontemlerinin birbirine entegrasyonu ile gerceklestirilebildigine karar verilmistir.
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En uygun yapmin sentezlenebilmesi i¢in parametrelerin solvotermal sentez
asamasinda siirenin 10 dakika, sicakligin 60 °C olmast; sonikasyon yonteminde
sentezin %90 giicte (2 saniye agik 2 saniye kapali) 30 dakika boyunca yapilmasi;
buhar diflizyon yonteminde ¢oziicli oraninin %75 metanol %25 aseton ve sentez
stiresinin 12 saat olmast gerektigi belirlenmistir. CD-MOF’larin kiiciik boyutta
sentezlenebilmesi i¢in 6nemli parametrelerden birisi de partikiillerin vakumda 40
°C’de kurutulmasi yerine liyofilize edilerek kurutulmasidir. Dondurularak
kurutulan 6rneklerin bu siirecte kristal biiylimesinin ve yapilarinin bir araya
gelmesinin engellenmesi saglanmistir. Yapinin son halinde elde edilen yaklagik
boyutlar AFM, DLS ve SEM ile sirasiyla 1.5+0.54 pm, 2.3+0.22 um ve 1.2+0.72
pum oldugu tespit edilmistir.

Sentezlenen CD-MOF yapisinin karakterizasyonu i¢in XRD analizi yapilmustir.
CD-MOF kristallerinin (1 1 0), (2 0 0), (2 2 2), (3 3 0) ve (6 3 0) diizlemlerine ait
pikler 4.5°, 6.3°, 10.4°, 12.4° ve 19.1°acilarinda goriilmiistiir ve kristal yapinin
olusturabildigi bu pikler sayesinde dogrulanmistir. Sentezlenen CD-MOF’larin
FTIR analizi sonucunda -CD yapisinin korundugu tespit edilmistir.
CD-MOF’larin sudaki stabilitesinin artirilabilmesi i¢in yapinin florokarbon ile
kaplanmasi saglanmistir. Boylelikle saniyeler i¢inde suda ¢oziinen CD-MOF’larin
florokarbon kaplamasi ile sudaki stabilitesi 24 saatin iizerine c¢ikarilmistir.
Kaplama isleminin ardindan, CD-MOF yapisinin korundugunun gdsterilebilmesi
icin XRD analizi gergeklestirilmistir. Sonug olarak florokarbon kaplamasinin CD-
MOF yapisina ait piklerin konumlarii degistirmedigi goriilmiistiir. Florokarbon
kapli CD-MOF’larin AFM ve DLS ile 6l¢iilen boyutlar1 sirasiyla 1.53+0.51 ve
2.024+0.43 um’dir.

CD-MOF yapisinin farkli solventlerdeki biitiinliigiiniin  korunabildiginin
gosterilebilmesi i¢in metanol, etanol, izopropanol, aseton ve diklorometan
icerisinde partikiillerin yapilarinin nasil etkilendigi irdelenmistir. Partikiillerin
stabilitesinin apolar ¢oziiciilerde daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Solventin
polaritesi suyun polaritesine yaklastikca partikiillerin bu solventler igerisinde
uzun siire bekletilmesinin kristal yapisini etkileyebilecegine karar verilmistir.
Ancak kullanilan solventler icerisinde morfolojinin etkilenmedigi ve sonra
islemler icin sentez ortaminda bu solventlerin bulunmasinin bir sakincasi

olmadig: tespit edilmistir.
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CD-MOF yapisinin bagartyla elde edilebilmesinin ardindan farklt model
molekiillerin yapiya dahil edilebildiginin gosterilebilmesi i¢in kurkumin ve
orange OT ile ¢alisilmigtir. Hidrofobik molekiillerin sentez esnasinda yapiya dahil
edilmesinin en verimli yontem olduguna karar verilmistir. Kurkumin CD-MOF
yapisina %95 oraninda kapsiillenebilmistir. Farklt molekiil yapisina ve
¢oOziiniirliige sahip orange OT ise % 90 oraninda yapiya dahil edilebilmistir.
Burada, yapiya eklenmesi gereken model molekiil miktarinin baglangicta sentez
ortamindaki B-CD miktarina bagli olarak belirlenmesi gerektigine karar
verilmistir. Her B-CD molekiiliiniin bir hidrofobik molekiilii kavitesine alabildigi
ve bunun yani sira CD-MOF yapisinin gozeneklerine de enkapsiile edilebilecegi
fark edilmistir. Calismanin bu agamasinda 1:1 (B-CD-ilag) oraninda ¢alisiimasinin
yeterli olacagina karar verilmistir. Yapiya hidrofobik bir molekiiliin dahil edilmesi
ile yapinin sudaki stabilitesinin artirilabildigi kanitlanmistir. Model molekiiliin
CD-MOF yapisina dahil edilmesiyle AFM ve DLS sonuglarina gore dnemli bir
artis gostermedigi sonucuna varilmstir.

pH 7°de PBS ¢ozeltisinde 37 °C’de orange OT’nin 1: 10 (ilag:B-CD) oranda
kapsiillendigi durumda salinan madde miktar1 1 saatte %95 civarinda iken 1:1
oraninda kapsiillenen yapidan 1 saat igerisinde orange OT’nin %701 salinmistir.
Boylece hidrofobik molekiiliin yapiya yiiksek oranda kapsiillenmesi yapinin
stabilitesini artirmis ve kontrollii bir salim gerceklestirilmesini saglamistir.
FTOH@OT@CD-MOF yapisindan ise 1 saat igerisinde orange OT’nin yaklasik
%60’1 salinmustir. Florokarbon kaplamas: ile de salimin kontroliiniin
saglanabildigi gosterilmistir.

FTOH@OT@CD-MOF yapisi basartyla elde edildikten sonra hibrit yapinin elde
edilebilmesi igin iki ayri konseptte yapi eldesine gegilmistir. Ilk olarak
FTOH@OT@CD-MOF yapisinin yiizeyi DPPC ile kaplanmistir. DPPC
kaplamasinin anlasilabilmesi i¢in lipit rodamin-B molekiilii ile etiketlenmistir.
Floresan mikroskop ile lipitlerin ylizeyinde DPPC oldugu kanitlanmistir. Kaplama
yapildiginin bir diger kaniti ise partikiillerin zeta potansiyelleridir. CD-MOF’larin
zeta potansiyeli -35.26+0.62 mV, OT@B-CD-MOF’larin zeta potansiyeli
27.59+0.57 mV, FTOH@OT@p-CD-MOF’larin -1.5+£3.52 mV,
Lipit@FTOH@OT@B-CD-MOF’larin  -4.12£1.29 mV olarak ol¢tilmistiir.

Buradaki zeta potansiyel degisiminden yiizeyin kaplandigi dogrulanmastir.
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Lipit@FTOH@OT@pB-CD-MOF  yapisinin ~ fototermal bir ajan olarak
kullanilabilmesi i¢in yiizey AuNP’ler ile kaplanmistir. AuNP’lerin burada
ylizeyde olusturulmasi ile kaplama islemi gerceklestirilmistir. AuNP’lerin yiizeye
indirgenmesini saglamak icin 3 farkli indirgeyici ajan kullanilmistir. Bunlar, AA,
NaBH4 ve FeSOg4’tiir. Burada AA ¢ok diisiik bir indirgeme potansiyeline sahip
oldugu i¢in ortamda ylizeye indirgenemeyen AuNP sayisinin ¢ogunlukta olmasi
sebebiyle tercih edilmemistir. NaBH4 ise oldukg¢a yiiksek indirgeme potansiyeline
sahip oldugu icin gii¢lii bir plazmonik etki gostermis ve ¢ozelti rengi siyaha
kaymistir. Cok giiclii bir sekilde indirgenen AuNP’lerin yiizeye kaplandigi
dogrulanmistir ancak AuNP’lerin kiimelenmesiyle ortamdan serbest altinlar
allmamamustir. Bu sebeplerden otiirii iki indirgeyici ajanin arasinda bir potansiyele
sahip bir ajan secilmesi gerektigine karar verilip FeSO4 ile calisiimistir.
Beklenildigi gibi FeSO4 AuNP’lerin indirgenebilmesi i¢in 1limli bir ortam
saglamistir. Yiizey kaplama islemi tamamlandiktan sonra ortamda bulunan serbest
AuNP’ler yikanarak ortamdan uzaklastirilmis ve yap1 biitiinliigiiniin korunmasi
saglanmistir. Au@Lipit@FTOH@OT@p-CD-MOF yapisinin zeta potansiyeli
+4.27£2.5 olarak ol¢iilmistiir. Buradaki zeta potansiyel degisiminden yiizeyin
kaplandig1 anlasilabilmektedir. Yiizeyde AuNP’lerin oldugunun kanitlanmasi i¢in
SEM-EDX analizi yapilmis olup ylizeyde yaklasik %50 oraninda Au elementinin
bulunmasi kaplama isleminin basariyla gergeklestirilebildigini dogrulamistir. Son
olarak elde edilen hibrit yapilarin morfolojilerinin ise dortgen benzeri yapilar
oldugu yapinin iskeletini olusturan CD-MOF yapisinin  korundugunu
gostermektedir.

Ardindan hibrit yapinin tasarmmi  katmanlarin  yerinin  degistirilmesiyle
gerceklestirilmistir. Oncelikle, FTOH@OT@pB-CD-MOF kristalleri AuNP’ler ile
kaplanmistir.  Au@FTOH@OT@B-CD-MOF  yapisinin  zeta potansiyeli
+8.33+1.67 mV olarak olgiilmiistiir. Degigsen zeta potansiyeli ile partikiillerin
yilizeyinin AuNP’ler ile kaplanabildigi anlasilmaktadir. AuNP’ler ile kaplanan
yapinin hep CD-MOF vyapisint korudugu hem de ylizeyde AuNP’ler ile
kaplandiginin  kanitlanabilmesi i¢in XRD analizi sonuglar1 incelenmistir.
Spektrum incelendiginde diisiik siddette CD-MOF’larin piklerinin gorildigi
anlagilmaktadir. Bunun yan1 sira AuNP’lerin sahip oldugu 38.21°, 44.44°, 64.61°
ve 77.63°'deki 20 degerlerinde gii¢lii tepeler goriinmektedir. Bu pikler AuNP’ler
icin(111),(200),(220)ve (31 1)diizlem setine karsilik gelmektedir.
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Au@FTOH@OT@B-CD-MOF yapisinin ardindan lipit ¢ift tabakasi ile kaplamasi
yapilmistir. Kaplama isleminin kanitlanmasi icin DPPC molekiilleri rodamin-B
molekiilleri ile etiketlenmis ve floresan mikroskop altinda yapilarin yiizeyinin
parlamast ile lipit iPartikiillerin zeta potansiyeli ise 8.33+£1.67 mV iken +2.5+1.55
mV degerine ulasmis ve buradaki degisimden yiizeyin lipit ile kaplandig1 tespit
edilmistir. Elde edilen son yapinin SEM-EDX analizi sonuglarina gore ylizeyde
yaklagik %60 oraninda karbon elementi icermesi partikiillerin yiizeyinin karbonca
zengin olan DPPC ile kaplandigin ifade etmektedir.
Au@Lipit@FTOH@OT@B-CD-MOF ve Lipit@ Au@FTOH@OT@p-CD-MOF
yapilarinmn eldesinden sonra fototermal 6zellikleri irdelenmistir. Oncelikle farkl
indirgeyici ajanlarla AuNP kaplanmasinin fototermal terapi iizerindeki etkisi
degerlendirilmistir. Au@Lipit@FTOH@OT@B-CD-MOF partikiillerinin 808
nm’deki 1.5 W/cm? giice sahip NIR 151k 111 altinda AA, NaBHs ve FeSOs
indirgeyici ajanlariyla elde edilen sicaklik degisimleri sirasiyla 21.4 °C, 75.2 °C,
ve 28 °C’dir. Buradan en uygun indirgeyici ajanin FeSO4 oldugu bir kez daha
dogrulanmistir. AA’nin sagladig1 sicaklik artisi da yeterli bulunmustur fakat
AuNP’lerin ylizeye verimli bir sekilde indirgenmemesinden dolay1 partikiillerin
ylizeyinde yeterince AuNP bulunmadigi anlagilmistir. Ardindan, partikiillerin
fototermal stabilitelerinin test edilmesi i¢in 3 dongii boyunca partikiiller lazer
1s1nina maruz birakilmistir. Partikiillerin 3 dongii boyunca stabil kalabildigi ve
morfolojisini koruyabildigi gériilmiistiir. Yapinin fototermal doniisiim verimliligi
%27.39 olarak hesaplanmuistir.

Bir sonraki agamada 0.5 mg/ml konsantrasyondaki Lipit@ Auv@FTOH@OT@-
CD-MOF yapisinin 1.5 W/cm? giigte 808 nm dalga boyundaki lazer 1s1m altinda
33.3 °C’lik bir sicaklik artig1 gdsterdigi goriilmiistiir. Au@Lipit@FTOH@OT@B-
CD-MOF ve Lipit@Au@FTOH@OT@B-CD-MOF yapilarinin  fototermal
ozellikleri kiyaslandiginda Lipit@Au@FTOH@OT@B-CD-MOF yapisinin ayni
konsantrayonda daha fazla sicaklik artis1 gdsterdigi anlagilmistir. Bunun sebebinin
AuNP’lerin ylizeyinde lipit katmaninin bulunmasiyla AuNP’lerin yiizeyde daha
stabil ~ kalmasindan  dolayr  oldugu  disiiniilmektedir. =~ Boylelikle,
Lipit@Au@FTOH@OT@-CD-MOF partikiilleri ile daha diisiik giicte ¢alisma
avantaji sunmustur. Hibrit yap1 1 W/em? giigte 23.2 °C’lik bir sicaklik artist
gostermistir.  Yapinin  fototermal doniisim  verimliligi  %24.1 olarak

hesaplanmistir. Bu sonuglar 15181inda her iki yapinin da fototermal terapi ajani
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olarak kullanilmas1 uygun bulunmustur. Ancak, Lipit@ Au@FTOH@OT@B-CD-
MOF yapisinin hem lipit katmanin iistte bulunmasiyla hiicresel etkilesimin
artirilabilmesi agisindan hem de fototermal ajan olarak kullanimi bakiminda daha
avantajli oldugu goriilmektedir.

Son olarak, elde edilen son yapilar ile hedefli ve kontrollii bir ilag saliminin
gergeklestirilebilmesi i¢in salim ortami 25. Dakikadan itibaren 5 dakika boyunca
lazer 1s1n1na maruz birakilmistir. Tetiklenmemis Au@Lipit@F TOH@OT@B-CD-
MOF ve Lipit@Au@FTOH@OT@B-CD-MOF yapilarindan orange OT salim
profilleri arasinda bir fark goriilmemistir. Ancak tetiklenmis ve tetiklenmememis
salim profillerinin  beklenildigi gibi farkli oldugu tespit edilmistir.
Au@Lipit@FTOH@OT@B-CD-MOF ve Lipit@ Au@FTOH@OT@B-CD-MOF
yapilarindan 30 dakikada salinan orange OT yaklasik %18 iken tetiklendikten
sonra salinan madde miktar1 yaklasik %50 oldugu goriilmiistiir. Buradan, istege
bagl olarak tiimor cevresinde hedefli bir ilag salimi gergeklestirilebilecegi
anlagilmaktadir. Ek olarak baslangicta sudaki ¢oziiniirliigli oldukea yiiksek olan
CD-MOF yapisinin igerisindeki kargoyu 1 saatte tamamen salmasinin ardindan
elde edilen son yapilar ile salim siiresi 48 saate kadar uzatilarak kontrollii bir
salimin gergeklestirilmesi miimkiin hale gelmistir.

Sinerjistik terapi saglamasinin yani sira sonraki ¢alismalara 151k tutabilmesi adina
Au@Lipit@FTOH@OT@B-CD-MOF yapisinin enzim benzeri bir aktivite
gosterip  gosteremeyecegi  test edilmistir.  Bu calisma  kapsaminda,
Au@Lipit@FTOH@OT@B-CD-MOF  partikiillerinin  peroksidaz  benzeri
katalitik aktivite gosterebildigi kanitlanmistir. Bu aktivitenin varli TMB’nin
yiikseltgenerek ox-TMB’ye doniismesiyle kolorimetrik olarak kanitlanmistir. Bu
reaksiyon esnasinda ortam mavi renge donilismiistiir. Enzim benzeri bir aktivite
sergileyen yapinin Michelis-Menten kinetik modeline uygunlugunun ve K ve
Vmaz sabitlerinin bulunabilmesi igin farkli substrat konsantrasyonlarinda bir dizi
deneyler yapilmistir. Bu deneyler sonucunda Lineweaver- Burk grafiginin R?
degeri 0.947 oldugu bulunmustur. Elde edilen dogru denkleminden K ve Vimax
sabitleri sirasiyla 20.1632 uM ve 0.125 uM/s olarak bulunmustur. Elde edilen bu
Sonug olarak, kombine tedavinin sunulabildigi; kontrollii ve hedefli ila¢ salimin
gergeklestirilebildigi bir ilag tasiyici sistem bilgimiz dahilinde ilk kez ortaya
konulmustur. Bunun yani sira, hibrit yapilarin nanozim olarak kullanilabilecegi de
gosterilmisti
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