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OZET

ICi BOSLUKLU GOZENEKLI SILiKA
NANOPARTIKULLERIN ILAC TASIYICI SISTEM
OLARAK HAZIRLANMASI VE INCELENMESI
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Etkin maddelerin etkisini gosterebilmesi i¢in kanda kalis siiresinin arttirilmasi, bu
sayede daha etkin bir Akut Miyeloit Losemi (AML) tedavisi saglanabilmesi amaciyla ig
boslugu sayesinde ila¢ tasima kapasitesi yliksek, proton-siinger etkisiyle (proton-sponge
effect) endozomdan kacarak etkinligini gosterebilecek, kanda kalis siiresi uzatilmis bir
ilag tastyici sistem tasarimi bu tezde ele almmustir. Oncelikle elde edilen gozenekli
silika sistemin tanimlanabilmesi i¢in karakterizasyon galigmalar1 gergeklestirilmistir.
Dinamik 151k sa¢ilimi (DLS) ile ortalama partikiil biiylikligiiniin yaklasik 200 nm
oldugu anlasilmig, bu bilgi Transmiyon Elektron Mikroskopisi (TEM) ile kontrol
edildiginde partikiillerin yaklagik 150 nm oldugu ortaya ¢ikmistir. Ayrica partikiillerin
i¢c bosluklarinin basariyla olustugu da goézlenmistir. X-151m1 kirmmim  desenleri ile
partikiillerin dis c¢eperinin gozenekli kristal oOzellikte oldugu, azot adsorpsiyon-
desorpsiyon yontemi ile (Braun-Emmet-Teller yontemi, BET) gdzenek capinin yaklasik
16 nm, ylizey alaninin 232 m2/g oldugu anlasilmistir. Elde edilen partikiillerin yiizey
yiikiiniin negatif oldugu, bu yiikiin pozitife donligmesiyle poli etilen glikol baglanmis
kitosan (Kitosan-PEG) kaplamanin gerceklestigi sonucuna varilmistir. Yapilan hiicre
kiiltiiri ¢aligmalariyla, etkin madde yiiklenmemis partikiillerin herhangi bir toksik etki
gostermedigi, yiiklii partikiillerin ise serbest etkin madde ile yakin bir toksik etki
gosterdigi gozlenmistir. Bunun iizerine gerceklestirilen in vivo calismalardan elde
edilen veriler, kitosan-PEG kaplamasinin kanda kalig siiresini arttirdigini gostermistir.
Tasarlanan sistemin AML tedavisi i¢in umut vaadettigi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gozenekli Silika, ila¢ Tasiyict Sistem, pH Duyarli Sistem,
Proton-Siinger Etkisi, Kitosan-PEG Kaplama
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In this thesis, designing a drug delivery system with high drug loading capacity due to
it’s hollow interior, effective drug delivery by endosomal escape with proton-sponge
effect and elongated blood circulation time to achieve a better Acute Myeloide
Leukemia (AML) treatment is discussed. First of all, the characterization study was
done to define mesoporous silica system. The average particle size was found as
approximately 200nm by DLS measurements and this information checked by
transmission electron microscopy (TEM) and the particles were approximately 150nm.
Besides, it was observed that the hollow interior was achieved. It was observed that the
outer wall of the particles were a crystal porous structure by X-Ray Diffraction, por
diameter was approximately 16nm and the surface area was 232 m?/g by nitrogen
adsorption-desorption isotherms (BET). The evaluated particles were charged negativly
until chitosan- poly ethylene glycol (Chitosan-PEG) modification and after that the
surface charge was positive which indicates chitosan-PEG was coated onto surface. The
intact NPs have no toxic effect in vitro, yet the NPs with drug substance have a toxic
effect almost as good as free doxubicin. The datas from in vivo studies showed that
Chitosan-PEG coating was elongated blood circulation time of NPs. The designed
system is promising for the treatment of AML

Anahtar Kelimeler: Porous silica, Drug delivery system, pH Senssitive systems,

Proton-Sponge Effect, Chitosan-PEG coating
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1 GIRIS

Nanoboyuttaki partikiiller/malzemeler, ayn1 maddeye ait daha biiyiik partikiillere gore
cok farkli ozellikler (optik, elektriksel, kimyasal ve fiziksel ozellikler agisindan)
gosterirler.  Bunun temel nedeni farkli 6lgeklerde farkli kuvvetlerin etkili olmasidir.
Bunlarin en 6nemlisi yer ¢ekimi kuvvetidir. Yer¢ekiminin etkisi, dogrudan kiitle ve
mesafe ile iligkilidir; ancak nano-Ol¢ekte kiitleler 6nemsiz kabul edilebilecek kadar
kiiciiktiir ve bu nedenle yer g¢ekimi etkisi Onemsiz hale gelirken elektromanyetik
kuvvetler etkili olur. Molekiiler hareketler daha 6nemli hale gelmekte, yerini makro-
Olcekte ¢ok nadir goriilen gelisigiizel hareketlere birakmaktadirlar (Brownian motion,
Brown Hareketi). Bu nedenle de nano-boyutta malzemelerin hareketleri ve enerjisinin
aciklanmasi icin klasik fizik yerine kuantum mekanigi uygulanmaktadir. Yine nano-
Olgekte yiizey alani-hacim oraninin 6nemli 6lgiide artmasi nedeniyle partikiillerin
davranis1 degismekte, daha iyi katalizorlerin yapilmasina olanak tanityacak sekilde

etkilesim saglayacak yiizey alanlar1 artmaktadir.

Nanoteknolojinin tip alanindaki uygulamalar1 yani nanotip, hastaliklarin iyilestirilmesi
ve kas, kemik ve sinir gibi hasarli dokularin iyilestirilebilmesi amaciyla
nanoteknolojinin tip alanina uygulanmasini hedefler. Boylece geleneksel yontemlerle
tedavi edilemeyen hastaliklarin tedavisinin saglanmasi ve hedeflendirilmis Sistemler
sayesinde daha az yan etkiyle daha etkin tedavi saglanmasi amacglanmaktadir.
Hedeflendirilmis ila¢ tasima, suda az ¢dzilinen ilaclarin taginmasi, iki veya daha fazla
ilacin ayni1 anda taginmasi ve goriintiileme teknikleri kullanilarak ilag taginan bolgeden
goriintli alinmas1 gibi avantajlart ve gelistirilen ve piyasaya siiriilen nanoteknolojik
ilaclarin basaris1 nedeniyle bu alanda yapilan arastirmalarin sayis1 giderek artmaktadir.
Nanoonkoloji alaninda nanoteknoloji, erken teshis ve tedavide basar1 saglanmasi,
cerrahi ile ulasilamayan hiicrelerin Oliimii, malin hiicrelerin sagliklilarla ayrilarak
oldiiriilmesi, metastazlarin hedeflenebilmesi, immiin yanittan etkilenmemenin
saglanabilmesi, geciktirilmis veya kontrollii salimla hedef bdlgede ilag
konsantrasyonunda artig saglanmasi, farmakolojik olarak gerekli dozda ilacin hedef
bolgeye tasinmasi, etkin maddelerin bozunma veya inaktivasyona karsi korunmasi ve

coklu ilag direncinin yenilmesi gibi avantajlar saglamaktadir. Arastirma sayis1 arttikga,



ilag tastyict sistem olarak kullanilabilecek malzemelerin sayis1 ve ¢esitliligi de artis
gostermeye baslamistir. Baslangigta  Ozellikle biyo-indirgenebilir malzemelere
odaklanan literatiirde artik inorganik malzemeler de yerini almistir. Bu da gelistirilen
ila¢ tasiyict Sistemlerin ¢esitliligini arttirmig, organik-inorganik melez (hibrit)

Sistemlerin gelistirilmesine yol agmustir.

Hibrit Sistemler, organik ve inorganik malzemelerin avantajlarini bir arada tagimaktadir.
Kullanilan organik (genelde polimerik) kisim biyouyumlulugu arttirirken, inorganik
kisim ilag yilikleme kapasitesi ve/veya stabilite acisindan ilag tasiyict sistemin
tyilestirilmesini saglar. Bu sekilde gelistirilen partikiiller, en ¢ok gdoriintiileme amaciyla
hazirlanmakla beraber yiiksek ila¢ tasima kapasitesi gibi nedenlerle ilag tasiyici sistem

olarak da siklikla tasarlanmaktadir.

Kitosan nanopartikiiller, opsonizasyonu engelledigi ve hiicre zar1 ile etkilesimi daha iyi
oldugu i¢in iizerinde en ¢ok calisma yapilan partikiillerdendir. Bununla beraber, elde
edilen partikiillerin stabil olmamasi (agregasyon egilimi) nedeniyle beklenen basariya
ulasamamustir ve Amerikan Gida ve ilag Dairesince (FDA) onaylanmamustir; ancak
aragtirmalar devam etmektedir. Silika nanopartikiiller ise genellikle demir veya altin
gibi metalik nanopartikiiller ile kombine edilerek termal terapi veya goriintiilleme amacl
kullanilmast  hedeflenen Sistemlerde yer almistir. Bununla birlikte, silika
nanopartikiillerin ilag tasiyici sistem olarak tek basina kullanilmasina yonelik ¢aligmalar
da devam etmektedir. Nanopartikiillerden beklenen bir diger 6nemli 6zellik ise kanda
kalig siiresinin arttirilmasidir. Boylece nanopartikiillerin hiicrelerle etkilesim siiresinin
uzatilmasi, bunun da hiicre icine alimi arttirmasi hedeflenmektedir. Bu amacla

genellikle poli etilen glikol (PEG) kullanilmaktadir.

Nanopartikiillerin hiicre ile etkilesimi arttirilarak hiicre icine alinmasi saglanabilir.
Partikiil {izerinde hedeflendirme varsa, reseptor-ligand iliskisi ile partikiiller hiicre igine
alinirlar. Hedeflendirmeyi saglayan antikor, anahtar-kilit iligkisi ile hiicre tizerindeki
reseptorlere baglanarak, hiicre i¢ine alim yolaklarini aktive eder. Partikiil tizerinde

hedeflendirme yoksa, partikiiliin sekli, biiyiikliigii, konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi
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daha da 6nemli hale gelir. 100nm’den daha kii¢iik nanopartikiillerin hiicre ig¢ine aliminin
daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Partikiiller hiicre zar ile etkilestikten sonra, hiicre
icine endozom kesesinde alinirlar ve kese icinden ¢ikamadiklar takdirde lizozomda
etkisiz hale gelebilirler. Bu nedenle endozomdan kagabilen nanopartikiillerin
gelistirilmesi 6nemlidir. Bunu saglamak i¢in endozomda gbzenek olusturulmasi, proton
stinger etkisi veya endozomun fotokimyasal bozulmasi gibi ¢esitli stratejiler literatiirde

Onerilmektedir.

llag tasiyici Sistemler tasarlanirken bir diger 6nemli konu partikiillerin yalnizca
hedeflenen dokuda etkili olmasidir. Bunun i¢in aktif veya pasif hedeflendirme
kullanilabilecegi gibi yalnizca hedeflenen dokuda etki gosteren partikiiller veya bu iki
stratejinin kombinasyonlar1 kullanilabilir. Fototermal terapi veya cesitli etkilere yanit

veren partikiiller tasarlanarak yan etkilerin azaltilmas1 miimkiin olabilmektedir.

Bu tez kapsaminda, inorganik bir nanopartikiil ¢esiti olan silika nanopartikiiller kitosan
ile birlestirilerek hibrit nanopartikiiller elde edilmistir. Hiicre ile etkilesimin artmasi i¢in
partikiiller kitosan ile kaplanirken, kanda kalig siiresinin arttirilmas1 amaciyla polietilen
glikol (PEG) ile konjuge edilmis bir kitosan kullanilmigtir. Bu inorganik-organik
yaptyla her iki malzemenin de istiin 6zelliklerinden (silikanin yiiksek ilag¢ yiikleme
kapasitesi, kitosanin hiicre zar1 ile daha iyi etkilesmesi ve PEG’in kanda kalis siiresini
arttirmasi) faydalanilmak istenmistir. Akut miyeloit l6semi (AML) i¢in endike bir ilag
olan doksorubisin etkin madde olarak se¢ilmistir. Bunun yani sira nanopartikiiller hiicre
i¢ine alindiktan sonra endozom kesesinden kacgarak etkin maddenin sitozole ulasmasi
amaciyla sodyum bikarbonat (NaHCO3) doksorubisinin yani sira nanopartikiillere
yiiklenmistir. Hiicre i¢ine alim agisindan partikiil biiyikligii 6nemli oldugu icin, dnce
partikiil biliylikliigli optimizasyonu yapilmis, daha sonra elde edilen partikiillerin
karakterizasyonu yapilarak partikiillerin yiizey 6zellikleri ve fizikokimyasal 6zellikleri
incelenmistir. Yapilan in vitro ve in vivo g¢alismalarla partikiillerin sitotoksisiteleri

belirlenerek, farmakokinetik 6zellikleri incelenmistir.



Bu calismada gergeklestirilen Silika-Kitosan-PEG hibrit nanopartikiillerin ilag tasiyici
sistem olarak tasarlanmasi, hazirlanmasi ve optimizasyonu, elde edilen sistemin
yalnizca hedef dokuda etki gostermesi ve endozomdan kagisin saglanmasi ve in vitro —
In vivo karakterizasyonunun yapilmasi, yeni nanopartikiiler sistem tasarimlari agisindan

sonraki ¢caligmalarda da yol gdsterici olmasi amaglanmustir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Kati1 tiimor, kiiciik bir hiicre ya da bir hiicre grubunda meydana gelen bir mutasyon ile
baslar. Saglikli bir dokuda hiicrelerin ¢ogalmasi, hiicresel sinyallere gore ayarlanir ve bu
mekanizma ile hiicre boliinme sayis1 kontrol altinda tutulur. Eger bu hiicresel sinyaller
dogru sekilde iletilmez ise, eksik ise ya da hiicre boliinmesini yOneten genlerde
kendiliginden olugsan bir mutasyon s6z konusu ise, hiicreler kontrolsiiz olarak
¢ogalmaya ve biraraya gelerek timor denilen yapilart olusturmaya baslar. Kiside
semptomlar goriilmeye baslayana kadar, hasarli hiicrenin ¢ogalmasi ve tlimoriin

goriintiilenebilecek kadar biiyiimesi i¢in zaman gegmesi gerekir [1].

Tiimorler malign (kotii huylu) ya da benign (iyi huylu) tiimér olabilirler. Iyi huylu
timorler genellikle yavas biiyiime hizi gosterirler, viicudun diger bolgelerine yayilmaya
egilimli degillerdir ve normal viicut hiicreleri ile kapli durumda gériiliirler. Iyi huylu
tiimdr hiicreleri normal hiicrelerden ¢ok da farkli olmamakla birlikte; ¢ok biiylik bir alan
kaplamaya baslayabilir, organlara baski yapabilir, hastayr rahatsiz edebilirler. Koti
huylu tiimorler ise genellikle 1yi huylu olanlara gére cok daha hizli biiylime gosterirler,
etraflarin1 saran dokulara yayilma ve hasar verme oOzellikleri vardir, primer timor
olusumundan sonra kan damarlar1 ya da lenfatik sistem aracilig1 ile viicudun diger

bolgelerinde sekonder tiimorlerin olusumuna sebep olabilmektedirler [2].

Tiimor hiicreleri kontrolsiiz ve diizensiz olarak cogaldik¢a, tiimér merkezindeki
hiicreler, kendilerini besleyen kan damarlarina ulasmakta zorluk cekerler ve bu yiizden
anjiyojenik faktorler salgilamaya baglarlar. Bu faktorler tiimor igerisinde ve etrafinda
yeni kan damarlarinin olusmasmi uyaran faktorlerdir. Boylece tiimor, heterojen
dagilmis olan kan damarlarindan kendisine gereken besinleri ve oksijeni alabilir hale
gelir [3].



Giliniimiizde 200’ln iizerinde kanser tiirii oldugu sodylenmektedir. Diinya Saglhk
Orgiit’iine (WHO) gore diinya ¢apinda, 2012 yilinda 14 milyon yeni kanser vakasi

tanimlanmis ve 8.2 milyon kanserden 6liim kaydedilmistir [4].

2.1.1 Kilasik kanser tedavisinin kisitlamalari

Kanser tedavisi, tiimor dokusunun ve damarlanmasinin heterojenik yapisindan dolay:

giintimiizde hala etkin olarak saglanamamustir. Tedavi yaklasimlari olarak;

o Cerrahi miidahale
o Radyasyon tedavisi
o Kemoterapi

. Immunoterapi

o Hedeflendirilmis Terapi

. Hormon Tedavisi
. Kok hiicre Transplanti
o Presizyon (Precision) Tedavi gibi yaklagimlar bulunmaktadir.

Ameliyat secenegi kanser icin bilinen en eski tedavilerdendir. Eger kanser metastaz
yapmadiysa, tiimoriin hastadan cerrahi olarak alinmasi ile tedavi saglanabilir. Ancak
kanser hiicrelerinin tamaminin dokudan uzaklastirilmasi neredeyse imkansizdir.
Radyasyon tedavisi ile kanser hiicrelerinin yiiksek enerjili 1s1nlarin odaklanmasi ile yok
edilmesine dayanan bir tedavidir. Bu yaklasim ile kanser hiicrelerine zarar vermek ve
kendilerini yok etmelerini saglamak amaclanmaktadir. Bu yontemin sakincasi ise bu
yiiksek enerjili gama 1smlarinin, tiimor hiicrelerinin yaninda saglikli hiicreleri de
oldiirmesi, dolayisi ile erken evre kanserlerin tedavisinde yarar gostermekten ¢cok zarar
vermeleridir. Kemoterapide, hiicre boliinmesini engelleyici, hiicre DNA’sina ya da
proteinlerine zarar vererek hiicrenin kendisini dldiirmesine sebep olan etkin maddeler
kullanilmaktadir. Bu etkin maddeleri tasiyan ilaglar, hizla ¢ogalmakta olan hiicrelerin,

boliinmesini engelleyerek tiimor dokusunu kiiciiltmeyi, biiylimesini durdurmay1



hedeflemektedir. Ancak bilindigi {lizere, kemoterapi ile hastaya verilen ilaglar, dokuya
hedeflendirilmedikleri i¢in, sadece tliimdr hiicrelerine degil saglikli hiicrelere de zarar
vermektedirler ve hastanin saglikli hiicrelerinin kendilerini onarabilmeleri ig¢in
kemoterapi seanslar1 arasinda gerekli zamanin birakilmasi gerekmektedir. Kemoterapi
boyunca kan dolasiminda bulunan etkin maddeler, sa¢ dokiilmesi, bulanti, yorgunluk,
notropeni ve kusma gibi ciddi yan etkilere sebep olmakta, hastanin moral ve yasam
kalitesinde diisiise neden olmaktadir. Immunoterapi ile, kan dolasimma verilen protein
interferon gibi immiin sistemi tiimore karsi tetikleyici maddelerin, tiimori kii¢liltmesi
amaglanmaktadir. Bir diger immunoterapi yontemi ise kemik iligi transferidir. Her iki
yontem de her hastaya uygulanamayacak yontemlerdir. Protein interferon yontemi
heniliz aragtirma asamasinda olan ve gelistirilmesi gereken bir yaklagimdir. Hormon
terapisi, sadece hormonlar ile baglantili olduklar1 diisiiniilen kanser tipleri i¢in uygun
goriilmektedir. Bu yontemde, viicudun hormon iiretim diizenini degistirmek ve timor
hiicrelerinin biiylimesini durdurmak amag¢lanmaktadir. Bu tedavi de heniiz yalnizca
meme ve prostat kanseri, bir ihtimal olarak 16semi ile lenfoma tizerinde etkili olabilecek
bir tedavidir. Gen terapisi, kansere neden olan hasarli genlerin, dogru ¢alisan genler ile
yer degistirilmesini kapsar. Kanser tedavisi i¢in yapilan arastirmalarda énemli bir yer

bulsa da, gen terapisi ile insanda basarili bir tedavi saglanamamistir [5, 6].

2.1.2 Akut Miyeloid Losemi (AML)

Losemi kanser tiirleri i¢inde rastlanma sikligr agisindan 11’inci, 6liim siklig1 acisindan
10’uncu sirada gelmektedir [7]. Losemiler kendi i¢inde lenfositik ve miyeloid olmak
tizere ikiye ayrilirlar [8]. Kemik iligindeki gen¢ miyeloid hiicrelerin, kemik iliginden

kanserdz olarak iiretilip viicuda yayildigi 16semi tiiriine miyeloid 16semi denir [8].

Akut Miyeloit Losemi (AML), kemik icinde yer alip kan hiicrelerinin tretilmesine
yardimet olan yumusak doku olarak tanimlanabilen kemik iliginde baslayan bir kanser
tiriidiir. Kanser, normalde beyaz kan hiicrelerine doniismesi gereken miyeloit
blastlardan olusmaktadir [9]. Son yillarda sagkalimi Ozellikle geng hastalarda artis
gostermis olsa da, AML hala pek ¢ok hasta i¢in oldiiriicii olabilmektedir [7]. AML,
yetiskinler arasinda en yaygin I6semi tiirlerinden biridir [10]. AML her yasta goriilebilir
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ancak genelde yashilikta (70 yas civari) daha sik rastlanmaktadir [11]. 60 yasin altindaki
AML hastalarinin %40-50’s1 iyilesmektedir; ancak yaslhilarda 5 yillik sagkalim ise
%15’in altindadir [11].

Akut miyeloid 16semiler (AML), kemik iliginde ve kandaki olgunlasmamis miyeloid
hiicrelerinin yiiksek sayida olmasi ile ortaya ¢ikar. Amerika Birlesik Devletleri’nde her
y1l 12000 yeni vaka kaydedilmekte ve bunlarin iicte ikisi bu hastalik nedeniyle hayatini
kaybetmektedir. AML’den her yil etkilenen yeni hasta sayisinin artan yas ile arttigi
bilinmektedir. Yani ileri yaslarda, yeni vakaya rastlanma siklig1 daha fazladir. En sik
yeni vaka 70li yaglarda goriilmektedir. Geng hastalarda AML daha hizli gelismektedir
ve hastaliga hizlica miidahale edilmesi hayati 6nem tasir. Daha yash hastalarda hastalik
daha yavas ilerlemekle beraber tedaviye daha gii¢ yanit vermektedir. Hiicrelerin

morfolojisine veya genetik anormaliye gére AML siiflandirilabilir.

AML tedavisinde, once hizlica kemoterapi baslanir ve daha sonra hastaligin uzun
vadede kemoterapi veya (6zellikle genc hastalar i¢in) kemik iligi nakli ile tedavisine
karar verilebilir. Kemoterapi i¢in antrasiklinler kullanilir. Bu amagla klinikte
daunorubisin siklikla tercih edilmektedir. Doksorubisin bu amagla kullanilabilecek bir
diger antrasiklin olmakla birlikte (33), kardiyotoksisitesi nedeniyle tercih

edilmemektedir.

2.2  Doksorubisin Hidrokloriir

Antrasiklin tiirevi bir antineoplastik ajan olan doksorubisin gliniimiizde yaygin olarak
kullanilan en etkin antikanser ajanlardan biridir. Etkisini kanser hiicresi i¢inde niikleik
asit sentezini inhibe ederek gostermektedir[12]. Diger tiim antrasiklinler gibi DNA igine
interkalasyon yapar. Basta over kanseri olmak iizere, meme, akciger, tiroid kanseri vs.,
bazi yumusak doku sarkomalar1 ve bazi tiir lsemilerin tedavisinde kullanilir. Genis
spekturumlu ve etkin bir neoplastik olmasina karsi oldukga toksiktir. Sekil 2.2°de
gosterildigi gibi yapisinda tetrasiklin halkasi ve bu halkaya glikozidik bagi ile baglh

daunozamin sekeri igerir[13].



Sekil 2.1. Doksorubisinin molekiiler yapisi [14]

Doksorubisinin diizensiz kalp atislari, kalp yetmezligi gibi istenmeyen bircok yan etkisi
yaninda renal, pulmoner, testikiiler ve hematolojik bircok yetkisi oldugundan kullanimi
sirhidir [15, 16]. Istenmeyen bu etkilerin disinda diger bir 6nemli konu ise ilag
direncliligidir. Doksorubisinin belirtilen bu yan etkilerinin giderilmesi amaciyla
glinimiizde klinik uygulamalarda da kullanilmakta olan PEG-lipozomal doksorubisin
(Doxil®)  gelistirilmistir. Doxil® 1995 yilinda FDA tarafindan onay alarak FDA
tarafindan onaylanmis ilk nano ilag olmustur. Doxil®, EPR (“enhanced permeability and
retention”) etkisinden faydalanarak pasif hedeflendirmeyle tiimor hiicresinde

doksorbisinin birikmesini saglamaktadir [17].

Lipit ¢ift tabaka hidrofobik kisim

Lipozom igindeki etkin madde

Hidrate ve PEG ile yik engeli
olusturulmus gruplar

intralipozomal sulu faz



Sekil 2.2. Doxil yapisinin sematik gosterimi [18]

Serbest doksorubisin kana verildiginde kandan dakikalar iginde elimine oldugu
bilinmektedir [19]. Bu nedenle tekrarlanan dozlarda verilmesi gerekmektedir ve bu
durum hasta uyuncu agisindan uygun olmamaktadir. Kanda kalis siiresinin arttirilmasi
icin nanoteknolojik yaklagimlar bu nedenle gerekmektedir. Doksorubisinin
nanoteknolojik formu olarak Doxil uzun yillardir piyasada bulunmakla birlikte bu
alanda yapilan calismalarin devam edilmesine hasta uyuncunun arttirilmasi ve yan
etkilerin azaltilmasi agilarindan hala gerek duyulmaktadir [20]. Ayrica nanopartikiiler
Sistemler hiicre i¢ine alindiginda dahi endozom kesesinden kagamayabilir ve disari
atilarak etkisizlesebilirler. Bu nedenle hiicre i¢ine almmip hiicrenin savunma
mekanizmalarmi kandirabilen ve etkin maddeyi hedefine tasiyan nanopartikiiler ilag

tastyict Sistemler igin yeni tasarimlara hala ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tez kapsaminda AML’ye spesifik, pH duyarli, yiiksek kapasitede etkin madde
tagiyabilecek bir ilag tasiyict sistem tasarimi hedeflenerek, doksorubisinin kanda kalig
siresinin uzatilmast ve bu sayede kandaki kanserli hiicrelerle daha uzun siire inkiibe
olmas1 hedeflenmistir. Bu inkiibasyon sonucu endozom ile alindiktan sonra keseyi
patlatarak sitoplazmaya etkin madde olan doksorubisinin salinarak dogrudan hiicre

cekirdegi ile etkilesmesi ve bu sayede etkisini gosterebilmesi amaglanmaistir.

2.3 Kanser Tedavisinde Nanoila¢ Tastyic1 Sistemler

Nanoteknolojinin kanser alaninda uygulanmas: fikri 6zellikle 2000’1 yillarin basindan
beri ¢cok yogun bir sekilde arastirilmakta ve her gecen giin bu konu iizerinde yapilan
calismalar artmaktadir. Bu alandaki calismalarin kazandig1 hiz ise sasirtic1 diizeydedir.
Pubmed veri tabani bilgilerine gore 2018 yilina kadar ‘’nanopartikiil’’ alaninda 170455

caligma bulunmaktadir ve bunlarin yarisi son bes yilda yaymlanmistir [21].

Nanopartikiiller, en az bir boyutu 100nm veya daha kiiciik olan genellikle kolloidal
Sistemlerdir [22]. Ilag tastyici sistem olarak nanopartikiiller, iclerine ilag hapsedilerek

nano &zelliklerinden faydalamlan Sistemlerdir. Ila¢ etkin maddesi; nanopartikiillerin,
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nanokiirelerin ve nanokapsiillerin elde edilis yontemlerine gore c¢oziindiiriilebilir,

hapsedilebilir, ya da nanopartikiil matriksine eklenebilir.

Ilag tastyic1 sistem olarak nanopartikiillerin kullanimimin avantajlar1 sunlardir[22];

o Parenteral uygulamay: takiben nanopartikiillerin aktif ya da pasif olarak
hedeflendirilip partikiil buyikligii ya da yiizey oOzellikleri degistirilerek kolayca

manipule edilebilir.

o Nanopartikiiller ilacin hedef bdlgede salimini kontrol edebilir, salimini
uzatabilir, organlardaki dagilimint ve devaminda klerensini degistirebilir, bdylece

terapotik etkinlik artar ve yan etkiler azaltilabilir.

o Partikiillerin yiizeyine hedeflendirmeyi saglayan ligandlar baglanarak ya da
manyetik partikiiller kullanilarak disaridan miknatis yardimiyla spesifik hedeflendirme

yapilabilir.

. Matriks bilesenleri degistirilerek kontrollii salim ve partikiill degredasyon

karakteristikleri degistirilebilir. {lac1 degredasyondan koruma &zellikleri vardir.

o Yiksek ilag yiikleme kapasitesine sahiptir ve ilaglar herhangi bir kimyasal

reaksiyona girmeden sisteme yiiklenebildikleri i¢in ilag aktivitesi korunabilir.
. Sistem pek ¢ok yoldan (oral, nazal, parenteral, intraokiiler...) kullanilabilir.

o Farmakolojik olarak aktif olan ajanlarin kontrolli saliminin, spesifik etki

bolgesinde optimum dozda salinmasini saglar.

Cok genis bir yelpazede gelisen nanopartikiiler Sistemler sayesinde kullanilacak tasiyici
sistemin boyutu, bilesimi ve fonksiyonelligine karar verilebilmektedir. Nanopartikiiller
organik, inorganik ve hibrid olmak iizere gruplara ayrilabilirler. Sekil 2.3’te literatiirde

arastirtlan ¢esitli nanopartikiillerin gelisimi yer almaktadir.[23]
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Lipozom
Misel
Polimer

Inorganik

Klinik Deneme Onaylanmig

Klinik Oncesi

Sekil 2.3. Nano Ilag Tas1yic1 Sistemlerin gelisimin genel durumu [23]

Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmus bir ilag olan Doxil,
doksorubisinin lipozom igindeki PEGile formiilasyonudur. Bir diger onaylanmis ilag
Abraxane, albiimin baglh paklitakseldir. Misel ve polimerler ile ilgili calismalar devam
etmektedir. Inorganik nanopartikiillerin klinik ¢alismalar1 da devam etmektedir. Ornegin
silika ile ilgili 5 adet klinik caligma bulunmaktadir. Onaylanmis veya klinik ¢alismalari

devam etmekte olan nanoteknolojik ilaglar Tablo 2.1°de verilmistir.
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Tablo 2.1. Onaylanmis veya ¢alismasi devam etmekte olan nanoteknolojik ilaglar [14]

Ticari Isim Jenerik Isim Endikasyonlar: Geleneksel Ilaca Gore Avantaji
Lipozomal Nanopartikiiller
Curosurf (Chiesi USA) Poractant Alfa Solunum glicliigi Daha diisiik toksisite, daha az hacimde
sendromu arttirilmis ila¢ taginmasi
Doxil (Janssen) Doksorubisin  HCI lipozom Kaposi Sarkomu, Hastalikli bolgeye ulasan ila¢ miktarinin
enjeksiyon yumurtalik kanseri, artmasi, serbest ilaca gore daha diisiik

Abelcet (Sigma-Tau)

AmBIlosome (Gilead
Sciences)

DepoDur (Pacira
Pharmaceuticals)

DepoCyt (Sigma-Tau)
Margibo (Spectrum
Pharmaceuticals)

Onivyde (Ipsen
Biopharmaceuticals)

Lipozomal amfoterisin B
lipit kompleksi
Lipozomal amfoterisin B
Lipozomal Morfin Siilfat
Lipozomal Sitarabin

Lipozomal Vincristin

Lipozomal Irinotekan

multipl miyelom

Mantar enfeksiyonlari

Mantar/Protozoal
Enfeksiyonlar

Postoperatif Analjezi

lenfomatdz menenjit
ALL (akut lenfositik
16semi)

Pankreas kanseri
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sistemik toksisite

Daha diisiik toksisite
Daha diisiik nefrotoksisite
Uzatilmis Salim
Tiimor bolgesine arttirilmis ilag taginmasi,

azaltilmig sistemik toksisite

Tiimor bolgesine arttirilmis ilag taginmast,
azaltilmig sistemik toksisite

Tiimor bolgesine arttirilmis ilag taginmast,
azaltilmig sistemik toksisite



Ticari Isim

Jenerik Isim

Endikasyonlari

Geleneksel ilaca Gore Avantaji

Visudyne (Bausch and
Lomb)

Vyxeos (Jazz
Pharmaceuticals)

Lipozomal Verteporfin

Lipozomal Daounorubisin ve
sitarabin

Yas tip sart nokta
hastalig1, okiiler
histoplasma, miyop

AML (akut
16semi),
miyelodisplazma iliskili
degisikliklerle seyreden
AML

miyeloit

Bozulmus damarlara arttirilmis ilag taginima,
1s1k-duyarl: salim

Beraber enkapsiile edilmis ajanlarin
sinerjestik etki olugturmasi nedeniyle
arttirilmis efikasi

Polimerik Nanopartikiiller

Adagen
Biosciences)

(Leadiant

Adynovate (Shire)

Cimzia (UCB)

Copaxone (Teva)

Eligard (Tolmar)

Pegademaz bovin

Antihemofilik
(rekombinant), pegile

faktor

Certolizumab pegol

Glatimer asetat

Leuprolit asetat

Siddetli Kombine
Immiin Yetmezlik
(SCID)

Hemofili

Kron hastaligi, romatoid
artrit, psoriatik  artrit,
ankilozan spondilit
Multipl skleroz

Prostat kanseri

14

Daha uzun kanda kalis siiresi, azaltilmis
immiinojenite

Daha iyi protein stabilitesi, daha uzun yari
omiir
Daha uzun kanda kalis siiresi, in vivo’da
daha yiiksek stabilite
Kontrollii klerans

Daha uzun kanda kalis stiresi, kontrollii ilag
tasima



Ticari Isim Jenerik Isim Endikasyonlar: Geleneksel ilaca Gore Avantaji
Krystexxa (Horizon) Peglotikaz Kronik gut Daha iyi protein stabilitesi
Macugen (Bausch and Pegabtinib Neovaskiiler akut Daha iyi protein stabilitesi
Lomb) makiiler  dejenerasyon

(AMD)

Mircera (Vifor)

Neulasta (Amgen)

Oncaspar
u.s)

(Baxalta

Pegasys (Genentech)

Plegridy (Biogen)
Rebinyn (Novo
Nordisk) (2018°de

piyasaya girecek)

Renvela (Genzyme) ve
Renagel (Genzyme)
Somavert (Pfizer)

Zilretta
Therapeutics)

(Flexion

Metoksi polietilen glikol —
epoetin beta

Pegfilgrastim

Pegaspargase

Pegile IFN alfa-2a

Pegile IFN beta-1a
Koagiilasyon faktor IX
(rekombinant), glikopegile
Sevelamer  karbonat ve

sevelamer HCI

Pegvisomant

Triamsinolon asetonit ER
enjeksiyon silispansiyonu

Kronik bobrek hastaligi
anemisi

Kemoterapi
notropeni

sonrasi

ALL

Hepatit B, Hepatit C

Multipl skleroz

Hemofili B
CKD
Akromegali

Osteoartrit diz agrisi

Daha iyi aptamer stabilitesi

Daha iyi aptamer stabilitesi

Daha iyi protein stabilitesi

Daha iyi protein stabilitesi
Daha iyi protein stabilitesi
Daha uzun yar1 6miir, infiizyonlar aras1 daha
yiiksek ilag seviyesi
Daha uzun kanda kalis siiresi ve terapotik

ilag taginmasi

Daha iyi protein stabilitesi

Uzatilmis salim
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Ticari Isim

Jenerik Isim

Endikasyonlari

Geleneksel ilaca Gore Avantaji

Misel Nanopartikiiller

Estrasorb (Novavax)

Miselar estradiol

Menapozda vazomotor
semptomlar

Kontrolli salim

Nanokristal Nanopartikiiller

Avinza (Pfizer)

EquivaBone  (Zimmer
Biomet)

Emend (Merck)

Focalin (Novartis)

Invega Sustenna
(Janssen)

Megace ES (Par
Pharmaceuticals)

NanOss (RTI cerrahi)

Ostim (Heraeus Kulzer)

Morfin Silfat

Hidroksiapatit

Aprepitant

Deksametilfenidat HCI

Paliperidon palmitat

Megestrol asetat

Hidroksiapatit

Hidroksiapatit

psikostimulan

Kemik siibstitiyesi

Antiemetik

psikostimulan

Sizofrent,

bozukluk

sizoaffektif

Antianoreksik

Kemik siibstitiyesi

Kemik siibstitiyesi
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Yiiksek ilag yiikleme kapasitesi ve
biyoyararlanim

Kemik yapisini taklit etme

Yiiksek absorpsiyon ve biyoyararlanim

Yiiksek ila¢ yiikleme ve biyoyararlanim

Enjekte edilebilir diistik ¢oziintirliklii ilacin
yavas salimi

Diistik doz

Kemik yapisini taklit etme

Kemik yapisini taklit etme



Ticari Isim

Jenerik Isim

Endikasyonlari

Geleneksel ilaca Gore Avantaji

OsSatura (IsoTis
Orthobiologics)

Rapamune (Wyeth
Pharmaceuticals)

Ritalin LA (Novartis)

Ryanodex (Eagle
Pharmaceuticals)

Tricor (AbbVie)

Vitoss (Stryker)

Zanaflex (Acorda)

Hidroksiapatit

Sirolimus

Metilfenidat HCI

Dantrolen sodyum

Fenofibrat

Kalsiyum fosfat

Tizanidin

Kemik siibstitiyesi

Immiinostipresan

psikostimulan

Malin hipotermi

Hiperlipidemi

Kemik siibstitiyesi

Kas gevsetici

Kemik yapisini taklit etme

Daha iyi biyoyararlanim

Yiiksek ilag¢ yiikleme ve biyoyararlanim

Daha yiiksek dozlarda daha yiiksek verilis
hiz1

Daha iyi biyoyararlanimin verilisi
kolaylagtirmasi

Kemik yapisini taklit etme

Yiiksek ilac yiikleme kapasitesi ve
biyoyararlanim

Inorganik Nanopartikiiller

Dexferrum (American
Regent)

Feraheme (AMAG
Pharmaceuticals)

Demir dekstran

Ferumoksitol

CKD demir eksikligi

CKD demir eksikligi
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Arttirilmis doz

Verilis siklig1 daha diisiik uzatilmis siirekli
salim



Ticari Isim Jenerik Isim Endikasyonlar: Geleneksel ilaca Gore Avantaji
Ferflecit (Sanofi- Siikroz enjeksiyonluk CKD demir eksikligi Arttirilmig doz
Aventis) Sodyum demir glukonat

kompleksi
Infed (Actavis Pharma) Demir dekstran CKD demir eksikligi Arttirilmis doz
Venofer (American Demir siikroz CKD demir eksikligi Arttirilmis doz
Reagent)

Protein Nanopartikiiller

Abraxane (Celgene)

Ontak (Elsai)

Alblimin baglh Paklitaksel

Denilokin diftitoks

Meme Kanseri, kiicilik
hiicreli  dis1  akciger
kanseri, pankreas kanseri

Kutanoz t-hiicreli

lenfoma

18

Daha 1yi ¢oziiniirlik, tiimore
arttirilmis ilag taginmasi

Hedeflendirilmis t-hiicre
spesifikligi, lizozomal kag1s



2.3.1 Nanopartikiiler ila¢ Tasiyic1 Sistemlerde Hedeflendirme

Hedeflendilmis ilag¢ taginmasi ile ilacin istenen dokuda konstarasyonu arttirilarak diger
bolgelerdeki ilag konsantrasyonunun minimum diizeyde olmasi saglanmaktadir. ilacin

bu sekilde viicudun istenen bdlgede birikmesi birgok avantaj saglamaktadir[24-27];

. Toksisiteyi ve yan etkileri biiyiik 6l¢iide azaltmak

. [lacin etkinligini ve biyoyararlanimini arttirmak

o Hedef organda ila¢ konsantrasyonunu arttirmak

o [lacin uygulanan konsantrasyonunu diisiirmek

o [lacin konsantrasyonunu terapétik sinirlar icinde tutmak

Literatiirde beyin, prostat, akciger, kalp ve okiiler gibi bircok doku i¢in kanser,
enflamasyon, HIV ile ilgili hastaliklarin tedavisi i¢in sayisiz derleme ve arastirma
makalesi bulunmaktadir [28-31]. Tiim bu hastaliklar arasinda, kanser bu alanda en fazla
aragtirma yapilan alan konumundadir. Kanserin daha etkili bir sekilde tedavi
edilebilmesi icin birgok farkli tasiyict sistem, farkli hedeflendirme g¢esitleri

arastirtlmaktadir [30].

Nanopartikiiler ilag tasiyict Sistemlerle ilgili bir¢ok farkli hedeflendirme yaklasimi
olsada temelde hedeflendirme aktif ve pasif hedeflendirme olmak iizere iki baslik
altinda toplanabilir. Her iki hedeflendirme stratejisinde de, nanotasiyici sistem etkin
maddenin kanser hiicresinde hiicre i¢i konsantrasyonu arttirarak normal dokudaki
toksisiteyi azaltmayr basarmaktadir. Ayrica bu sayede antikanser ilacin etkinligini

arttirarak sistemik toksisitenin de azalmasini saglamaktadir [32].

Pasif Hedeflendirme ve EPR etkisi

Pasif hedeflendirme, ilacin ya da ilag tasiyici sistemin fiziko-kimyasal yada
farmakolojik etkilere bagli olarak istenilen bolgede birikmesi anlamima gelmektedir.

Nanopartikiiliin boyutundan ve tiimdriin kendine 6zgii mikro-g¢evresi sayesinde pasif
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hedeflendirme miimkiin olabilmektedir. Pasif hedeflendirme i¢in arttirilmis permeasyon
ve retensiyon etkisi (enhanced permeation retention effect, EPR) ile tiimoriin

damarlanma 6zellikleri kritik rol oynamaktadir.

Molekiillerin ve kiiclik partikiillerin daha kolay olarak tiimor damarlarindan gegebilmesi
ve lenfatik drenajin azalmasi nedeniyle dolasima geri doniisiiniin etkin olmamasi kanser
tedavisinde 6nemli bir basamak olup buna EPR etkisi ad1 verilir. Bu yaklasim etkin bir

bi¢cimde ilacin etkinligini ve biyoyararlanimini arttirmaktadir.

Tiimoriin damarlanmasi normal dokuya gore oldukca farklilik gostermektedir. Normal
dokunun aksine, tiimorlii dokuda anjiyogenik kan damarlar1 endotel hiicreler arasinda
600-800nm araligina kadar bosluga sahiptirler. Tiimore 6zgili bu patofizyolojik durum
zayif lenfatik drenaj ile birlesince EPR etkisi artmaktadir. Bu durumda,
nanopartikiillerin ekstravaskiiler bosluklardan gecerek tiimoér dokusunda birikmesini
saglamaktadir [33, 34]. Normal doku ile tiimérlii dokunun sematik gosterimi Sekil
2.4’te gosterlilmistir [35].

B. Tiumor Dokusu

Lenf Daman

Sekil 2.4. Normal doku ve tiimorlii dokunun sematik gosterimi [35]

EPR etkisi nanotasiyici sistemin immiin sistem tarafindan viicuttan uzaklastirilmadigi
ve viicuttaki dolasim siiresi uzun oldugu siirece idealdir. EPR etkisinin etkinliginin

artmasi su faktorlere baglidir;
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o Nanopartikiiler ilag tagiyict sistem 10-100nm arasinda olmalidir
. Renal eliminasyona ugramamasi i¢in ndtr veya anyonik yiikte olmalidir
. Retikiiloendotelyal Sistem (RES) etkisinden saklanmis olmalidir

EPR etkisini etkileyen faktorler sunlardir;

Biiyiikliik: Nanomalzemenin biiytikliigi timér dokusunda birikme kinetigini 6nemli
Olgiide etkilemektedir. Yapilan bir ¢alismada 30, 50, 70 ve 100 nm biyiikligiindeki
nanopartikiillerin, timoérler asir1 gegirgen (murin kolon adenokarsinom) durumdayken
etkili bir sekilde dagildigi, ama tiimdrler az gecirgenken 70nm’den kiigiik

nanopartikiillerin birikebildigi goriilmiistiir [36].

Yiik: Diger fizikokimyasal parametreler gibi makromolekiillerin ve nanopartikiillerin
yiikii de sistemik dolasim siiresini ve timor i¢i prosesleri etkiler ve ayr1 ayri ele
alinmalar1 zordur. Materyalin yiikii opsonizasyon profilini, fagositik hiicreler tarafindan
taninmalarin1 ve genel plazma sirkiilasyon profilini degistirmektedir. Negatif yiizey
yikii nanopartikiillerin kandan temizlenmesini artirabilir, azaltabilir ya da
etkilemeyebilir, ama pozitif ylizey yiikliniin nanopartikiilin plazma ile etkilesimine
negatif bir etkisi vardir. Pozitif yiikiin, nanopartikiillerin tiimér kan damarlarn ile
etkilesimini artiracagi ve tiimore diflizyonu ile sistemik dolagima geri dagitilmasim

engelleyecegi muhtemel goriilmektedir. [37]

Sekil: Nanopartikiillerin sekli fagositik hiicreler ile etkilesimi diizenleyerek kan
maruziyetini etkilemektedir. Tek duvarli karbon nanotiipler (100:1 oranindan 500:1
oranina kadar) bobreklerden, glomertiler filtrasyon sinirinin 10-20 kati biiytikliikte (100-
500 nm) olmalarina ragmen etkili bir sekilde temizlenmislerdir. Bu olay, uzun yapilarin

filtrasyonun etkili diistindiirmektedir. [37]
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Aktif Hedeflendirme

Temel olarak aktif hedeflendirme, tasiyici sistemin yiizeyini protein, glikolipid, peptit,
polisakkarit, aptamer ve monoklonal antikorlar gibi cesitli ligandlarla modifiye ederek
hedeflenen bolgedeki spesifik reseptorlere baglanmasimi  saglamaktir[38]. Bu
Sistemlerin en etkin kullanildigi durum modifiye edilen ligandin reseptdrlerinin kanserli

hiicrede olup saglikli hiicrede olmadigi durumdur [39].

Aktif hedeflendirmeyi etkileyen faktéorler sunlardr,

Ligant Yogunlugu: Tastyici sisteminin yiizeyinin modifiye edildigi ligandin yogunlugu
reseptor bolgesindeki substrata baglanma afinitelerini etkileyen faktorlerden biridir.
Ligand yogunlu genelde afiniteyi arttirsada ligand yogunlugu ve afinite arasindaki
baglanti herzaman dogru orantili degildir. Baz1 durumlarda ligantlarin yilizeye diizensiz
dizilmesinden dolayi, komsu molekiillerin sterik engel yaratmasi ve reseptore

baglanmak i¢in yarismaci davranis ile agiklanabilir [40, 41].

Nanopartikiil Biiyiikliigii ve Sekli: Kiresel partikiiller i¢in daha kiiciik partikiil
biyiikliklerinde kavis arttigi  i¢in  ligant fonksiyonellesmesinde  problem
cikabilmektedir. Ayrica yiiksek molekiil agirlikli ligantlarin nanopartikiil ylizeyine
baglanmasindan sonra partikiil c¢apinin, modifikasyon yapilmamis partikiile gore
hidrodinamik c¢apmin artmasina neden olmaktadir. Captaki bu artisin, timor
aktimiilasyonu i¢in bazi durumlarda problem yaratabildigi g6z Oniinde

bulundurulmalidir [42, 43].

Nanopartikiil biiylikligiiniin yukarda bahsedilen durumlar disinda ayrica hiicre igine
alimi da etkiledigi bilinmektedir. Genel olarak partikiil boyutu 100nm’nin altinda olan

partikiillerin hiicre i¢ine alimlarinin daha fazla oldugu bildirilmektedir [21, 44].
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Partikiiliin biiyiikliigii disinda seklinin de partikiilin kandaki dolasim ozellikleri ve
timor Dbirikimi  diginda hiicre i¢ine alim kinetiklerini ve alim yolaklarinida

etkilemektedir [45, 46].

Yiizey ve Ligant Yiikii: Negatif yiikii hiicre membranlari ile pozitif yiiklii nanopartikiiller
arasindaki etkilesime bagli olarak, katyonik nanopartikiillerin spesifik olamayan bir
sekilde hiicre igine alimlarinin arttigi bilinmektedir [47]. Ligantlar yikli molekiiller
oldugundan, nanopartikiil yiizeyindeki ligant yogunlugundan, materyalden ve
nanopartikiil hazirlama y6ntemi etkilerinin kombinasyonundan etkilenmektedir; fakat
giinlimiizde halen hangi parametrenin timore hedeflendirme 6zelliginin en iyi oldugu

tam olarak acikliga kavusturulamamustir [21].

Yiizey hidrofobikligi: Yiizey ylkil disinda, partikiiliin hidrofobikligide ligantin partikiil
lizerindeki mimarisini etkilemektedir. Ozellikle cogu polimerik nanopartikiil hidrofobik
cekirdege sahip oldugundan polimerik nanopartikiiller i¢in bu faktdr daha fazla 6nem

arzetmektedir [48].

Bu calismada diisik pH’ta salim yapan uyari-cevap ilag tasiyict bir sistem
kullanilmistir. Kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelere gore daha asidik olmasindan
faydalanmak amaciyla pH duyarli bir ilag tasiyici sistem gelistirilmesi hedeflenmistir.
Etkin madde olarak sec¢ilen doksorubisin, mezogodzenekli silika ile pH duyarli bir sistem
olusturdugundan, calisilacak sistem olarak silika nanopartikiiller secilmistir. Bu sisteme

iliskin bilgiler bir sonraki boliimde paylasilmistir.

2.3.2 Uyan-Yamt flac Tasiyicr Sistemler

Uyari-yanit ilag tasiyict Sistemler, ilac1 sadece tiimor i¢i (pH, redoks, enzim, sicaklik
vb) veya disaridan (manyetik alan, ultrason, 151k vb) uyaranlar ile tetiklendiginde
salmasi istenen Sistemlerdir. Antikanser ilaglarin etkinligini arttirmada ve yan etkileri
azaltmada verimli bir yontem olacag1 disiiniilmektedir. Cesitli uyari-cevap

yontemlerine iliskin gosterim Sekil 2.5’te verilmistir.
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Sekil 2.5 Uyari-Yanit Ilag Tastyic1 Sistemler [49]

Uyari-cevap Sistemleri temel olarak iki baslik altinda incelenebilir: i¢ uyaranlara yanit
veren Sistemler ve dis uyaranlara yanit veren Sistemler. I¢ uyaranlara yanit veren
Sistemler hiicre igindeki ortama yanit verirken, dis uyaranlara yanit veren Sistemler i¢in
disaridan bir etki uygulanmasi gerekmektedir. Bu Sistemler daha detayli olarak
ilerleyen sayfalarda incelenecektir. [49]

Redoks-Duyarl Tla¢ Tastyict Sistemler

Glutatiyon (GSH) insan viicudunda yer alan 6nemli bir antioksidantir. GSH hiicre
icinde hiicre dig1 ortama gore daha fazla bulunmanin yani sira kanser hiicrelerinde diger
hiicrelere gore daha yiiksek miktarlardadir. Bu nedenle de uyari-cevap Sistemleri igin

bir uyaran olarak kullanilabilir.
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Silika nanopartikiiller i¢in, ilag yiikleme gerceklestirildikten sonra partikiil disina
gozenekleri kapatip erken salimi Onlemek amaciyla PEG, polietilen imin (PEI),
siklodekstrinler veya daha kiigiik inorganik partikiiller gibi “kapi bekgileri” (gate-
keepers) tiyol gruplar iizerinden kolaylikla baglanabilir. Olusan disiilfit baglar1 GSH
enzimine duyarli oldugundan, tiimor hiicresi i¢inde kirilarak ilag saliminin

gerceklesmesini saglayacaktir. [49[50]]

pH-Duyarl (Tetikli) Ila¢ Taswyict Sistemler

Hedef dis1 toksisiteden kaginmak igin literatiirde ¢esitli yontemler Onerilmektedir.
Bunlar arasinda cesitli etkilere duyarli Sistemler kullanilmasi son yillarda artan bir
sekilde arastirllmaktadir. Bu Sistemler genellikle, kanser hiicrelerinin diger hiicrelere
gore farkli olan &zelliklerinden faydalanmayi hedeflemektedir. Ornegin kanser
hiicrelerinin (ve bazi durumlarda tiiméor rezervinin) yiiksek aktiviteye bagl olarak daha
cok karbon dioksit salimi nedeniyle daha asidik olmasi, pH (duyarl) ilag salimi
saglayabilen Sistemlerin gelistirilmesi ve tercih edilmesine neden olmustur. Bu
yaklagim, kanser hiicrelerindeki endozom/lizozomlarin ve sitozoliin 5-5.5 civarinda
pH’sinin olmasina bagli olarak asidik ortamda tetiklenmis salim saglayan antikanser
ilaglarin taginmasi ¢aligmalarinda sik¢a kullanilmaktadir. Temelde, sistemin pH duyarl
olmasi, daha asidik olan kanser hiicrelerine ulasincaya dek nétrale yakin olan normal
fizyolojik kosullarda ilag saliminin engellenmesi ve boylece toksisitenin diismesiyle yan
etkilerin azalmasini saglar. Bu yontem nanopartikiiliin hedef bolgeye ve gorece diisiik
pH’ya ulagsmasinin tetik gorevi gorerek ila¢ salimini yalnizca ilacin etkili olmasi istenen
bolgede gerceklestirmesi ile daha etkili bir ilag tasiyici sistem elde edilmesi esasina

dayanan bir yaklagimdir. [50-52]

Bu caligmada pH duyarli bir sistem gelistirilmesi amaciyla, aym1 zamanda Akut
miyeloid lésemi i¢in kullanilan bir ila¢ olan doksorubisin se¢ilmistir. Doksorubisin
molekiilleri gbézenekli silika icine, elektrostatik etkilesim veya hidrojen bagi ile
tutunurak yiiklenirler. Ortam pH’st azaldiginda, silika yilizeyindeki silanoller
protonlanir; boylece doksorubisin ile silika arasindaki etkilesim azalarak salim baslar.

Bu sayede bir pH duyarli sistem elde edilmis olur.
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Enzim-Duyarli Ila¢ Tagiyici Sistemler

Bu Sistemler, tiimor dokusunda bulunan ve asiri tiretilen (ve saglikli hiicrelerde gérece
az 1uretilen) enzimlerden faydalanilarak ilag salimmi gerceklestirmek amaciyla

gelistirilmiglerdir.

Bu amagla kullanilan yontemlerden biri partikiillerin enzime duyarl bir bag yardimi ile
bir baska malzeme ile kaplanmasidir. Tiimor hiicrelerinde asir1 iiretilen proteaz,
fosfolipaz ve oksidorediiktaz gibi kaplama ile nanopartikiil arasindaki baglarin
enzimlerce kirilmasi sonucunda, kaplamanin yapidan ayrilmasina boylece ilag saliminin
baslamasina dayanir. ikinci bir yontem ise partikiillerin enzim tarafindan pargalanabilen
biyomalzemeler ile kaplanmasidir. Ornegin nisasta veya jelatin gibi maddelerle
kaplanmis nanopartikiiller hiicre i¢ine alindiklarinda amilaz veya lipaz varliginda bu tip

kaplama ajanlar1 degrede olacak ve boylece ilag salimi ger¢eklesecektir. [50, 53]

Sicaklik-Duyarh Sistemler

Pek cok tiimor cesitinde yerel sicakligin normal viicut sicakliginin iizerinde oldugu
bilinmektedir. Bu sicaklik farkindan yararlanilmasi hedeflenerek uyari-cevap ilag
tastyic1 Sistemler gelistirilmistir. Burada kritik sicakligi (LCST, lower critical solution
temperature) 37°C civarinda olan polimerler kullanilabilir. Bu sayede 37°C’de hidroflik
yaptya sahip polimer zincirleriyle yiizey ortiiliirken, sicaklik yiikseldiginde polimer
ayrilarak salimin baslamasini saglar. En iyi bilinen sicaklik-duyarli polimer poli-N-
izopropil akril amit (PNIPAM), kritik sicakligi 32°C oldugundan bu uygulamalar igin
elverisli olmadigindan, kritik sicakligi normal viicut sicakligina daha yakin olan N-
izopropil metil metakrilamit gibi PNIPAM tiirevleri gelistirilmistir. Boylelikle silika
nanopartikiiler gibi ilag tastyict Sistemler icin gozenek kapatarak erken salimi
engellemek ayni zamanda da sicaklik-duyarli bir sistem gelistirmek amaciyla
kullanilabilmektedirler. Artan sicaklikla polimer yapisi bozularak salima olanak

saglamaktadir. [54]
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Manyetik-Duyarli Ila¢ Taswyict Sistemler

Ultrason ya da 1s18a duyarli Sistemlere gore ayni zamanda goriintiileme ajani olarak
kullanilabildikleri i¢in daha ¢ok tercih edilebilirler. Disaridan uygulanan manyetik alan
yardimiyla partikiiller istenen bolgeye yonlendirilerek aktif hedeflendirme saglanabilir.
Bunun yani sira, ¢ekirdek-kabuk Sistemler kullanilarak partikiil igine ilag yiiklenebilir
ve manyetik alan degisikligine duyarl partikiiller kullanilarak hedeflendirme sonrasi

manyetik alanda degisiklik yapilarak partikiillerin salim yapmasi saglanabilir.[55]

Ultrason-Duyarl Ila¢ Taswyici Sistemler

Mekanik veya 1s1l uyari olusturmak amaciyla disaridan uygulanabilecek bir diger uyaran
da ultrasondur. Zaten klinik uygulamalarda yeri olan bir cihaz oldugundan uygulamaya
geeme kolayligi saglamaktadir. Ayrica yalnizca ilag salimini tetiklemek amaciyla degil,
doku ve organlara penetrasyonu arttirmak amaciyla da kullanilabilir. Uygulandiginda
biyolojik bariyerlerde gecici olarak bir bozulmaya yol agmaktadir ki bu da 6zellikle
kan-beyin engeli gibi nanopartikiiller i¢in asilmasi zor olan engellerden partikiil gegisine
olanak saglamasi agisindan dnemlidir. Bu amagla kullanilabilecek en uygun partikiiller
kabarcik seklindeki partikiillerdir. Temel olarak gaz fazina gecebilecek bir ¢ekirdek ve
lipit, polimer veya protein yapidaki bir kabuktan olusan bu partikiiller ultrason ile
uyarildiginda sivi fazdaki c¢ekirdek gaz fazina gecerek distaki kabugu bozar ve ilag
salimin1 baglatilir. [56]

Isiga-Duyarh Ila¢ Tasiyici Sistemler

Ilag salimini tetiklemek amaciyla kullanilabilcek bir diger etki de 1s1iktir. Bu sistemleri
kullanmanin avantajlar1 arasinda intensitenin ayarlanmasinin kolay olusu, maruziyet
stiresinin kolayca kontrol edilebilmesi ve girisimsel bir islem olmayis1 sayilabilir.
Partikiiller verildikten sonra disaridan uygun bir 151k kaynagi uygulanarak ilag salimi
tetiklenebilir. Ornegin ultraviyole veya yakin bolge kizil &tesi lazerler bu amagla
kullanilabilirler. UV 15181 kullanimimin temel dezavantaji ise ilag tasiyict sistemi
tetiklerken diger dokulara da zarar vermesidir. Bu nedenle yakin bolge kizil otesi
bolgede calisilmasi hem daha giivenli kabul edilmektedir hem de doku penetrasyonu

daha iyi oldugundan daha verimlidir. Bu amagla altin nanopartikiiller, mezogdzenekli
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silikalar,  polimerik  hidrojeller,  ¢ekirdek-kabuk  seklindeki = nanopartikiiller
kullanilabilmektedir. [57]

Bu c¢alisma kapsaminda, nanopartikiiler ilag tasiyici sistem olarak i¢i bos gdzenekli

silika nanopartikiiller kullanilmastir.

2.4  Silika Nanopartikiiller

Silika nanopartikiilleri kolay hazirlanabilmeleri ve eczacilik, elektronik, kataliz ince
film substratlar1 gibi birgok endiistriyel uygulamasi oldugundan dolay1 bilimsel

arastirmalarda oldukga genis bir yer tutmaktadir [58].

1968 yilinda Stober, Fink ve Bohn, daha sonra adlarinin bas harfleri birlestirilerek SFB
metodu diye anilacak olan, bir metot gelistirmislerdir [59]. Bu metot, silika
alkoksitlerin, Si(OR), (burada R, genel formiilii CyyHom+1 0lan radikal gruptur), hidrolizi
reaksiyonu sonucunda, hidroliz olarak siloksan (-Si-O-Si-) gruplari olusturup yogusmasi
ile birbirine yakin capta kiiresel ve mikron (ya da mikron-alti, submikron) boyutlarinda
silikalarin tiretimini oldukga basit bir sekilde dnermektedir. Reaksiyon pH 7-11 arasinda
gerceklesirken, elektrostatik itme kuvveti sayesinde, yogusmasi gergeklesmis tiirlerin
yan1 sira monomerler olugsmaktadir. Boylece topaklagma engellenmekte ve ¢oziinmeyen
parcaciklar sol jel icerisinde elde edilmektedir. Metot genel olarak, silika alkoksit,
¢oziicli ve katalizor kullanimini icermektedir. Silika kaynagi olarak genellikle TEOS
(tetraetoksiortosilikat), ¢oziicli olarak alkol Sistemleri veya saf alkoller (en ¢ok etanol)

ve katalizor olarak amonyak veya amonyum hidroksit literatiirde sik¢a kullanilmaktadir.

Gergeklesen reaksiyonlar Sekil 2.6’da verilmistir:
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—SiO-R +OH- — ~--;SiO—H + OR-
(H20 + OR- — ROH + OH")
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—SIOH +OH —= —Si0 +H20 (1)

M. - v N { -
—SiOR + OSi.- —= —SiOSi~ +OR

s AY J \

—SiOH + "O-si— - —siosf- +oH (2)

Sekil 2.6 Hidroliz reaksiyonu (1) ve kondenzasyon reaksiyonu (2) [60].

2.4.1 Mezogozenekli Silika Nanopartikiilleri (MSN)

Mezogozenekli silika isminden de anlasilacagi gibi silikanin mezogdzenekli halidir ve

nanoteknoloji alanindaki gelismelerden bir tanesidir.

Mezogozenekli nanopartikiiller; kati, sert bir yapidan olusan i¢inde gézenek bulunduran
yiiksek ylizey alanina sahip yapilardir ve ylizeyine farkli fonksiyonel gruplarin
baglanmasina olanak saglayarak ilac1 istenen bdlgeye tasimaya olanak saglarlar.
Kimyasal olarak mezogozenekli silikalar bal petegi benzeri yapiya ve aktif yiizeye
sahiptirler [61].

Mezogdzenekli silikalarin asagida Gzetlenen Ozellikleri sayesinde ilag tasiyici sistem

olarak giintimiizde yogun olarak arastirilmaktadir [62]:

. Ayarlanabilir partikiil boyutu: mezogdzenekli silikalarin partikiil bulytikligu,
yasayan organizmalarda belirgin herhangi bir sitotoksisite gostermeksizin, 50nm ile

300nm arasinda ayarlanabilmektedir.

. Stabil ve saglam yapi: Polimer bazli diger nanotasiyicilar ile karsilastirildiginda,
mezogodzenekli silikalar 1s1ya, pH’ya, mekanik strese ve hidroliz kaynakli degredasyona

kars1 daha dayaniklidirlar
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o Tekdiize ve ayarlanabilir gozenek yapisi: mezogodzenekli silikalarin gozenek
boyutu dagilimi oldukga dar bir aralikta de§ismektedir ve gézenek cap1 2nm ile 6nm
arasinda ayarlanabilmektedir. Bu 6zellik sayesinde farkli ilag molekiilleri nanopartikiile
yiiklenebilmekte ve ilacin salim kinetigi ¢alismalarinin yliksek hassasiyette yapilmasina

olanak saglamaktadir.

. Yiiksek yiizey alanmi ve genis gozenek hacmi: MSNlerde partikiil boyutu ve
gozenek boyutu ayarlanarak oldukca genis ylizey alani elde edilebilmekte ve yiiksek

oranda ilag molekiillerinin yiiklenmesi saglanabilmektedir.

MSNIerin tiim bu 6zelliklerine ragmen, biyoteknoloji ve nanotip alanindaki gelismelerle
birlikte, MSNIlerin yiikleme kapasitesi, biyomedikal alandaki uygulamalarin
genislemesiyle birlikte, yetersiz gelmeye baslanmustir. Ilag tasiyict sistem olarak
MSNlerin ve mikrokiirelerin avantajlarmin birlestirilmesiyle, ici Bos (hollow)
Mezogozenekli Silika Nanopartikiilleri (HMSP) sentezlenmesi fikri ortaya atilmistir
[63].

2.4.2 T¢i Bos (hollow) Mezogozenekli Silika Nanopartikiilleri (HMSP)

Ici bos (hollow) yapilar, hem arastirma hem de pratik uygulamalar i¢in oldukgca ilgi
cekicidir. Gegen yirmi yilda, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri uygun hale getirilmis i¢i
bos yapidaki nanomalzemeler, kataliz, kontrollii salim, sentez, optik ve elektronik,
enerji depolama ve cevre koruma gibi genis uygulama alan1 bulmustur. Ici bos yapidaki
malzemeler arasinda silika, mekanik ve termal stabilite, kolay modifikasyon
yapilabilmesi, diistik toksisite ve yiiksek biyouyumluluk gibi istiin 6zelliklerine bagh
olarak, olduk¢a etkileyicidir. Kullanilabilir i¢ bosluk ve olduk¢a gecirgen
mezogodzenekli kabuk sayesinde, i¢i bos mezogdzenekli silika (HMS) igerisine etkin

madde yiiklenmesi agisindan olduk¢a uygundur [64].

HMSP Sentezleme Yontemleri

Gilinlimiizde, sablon kullanilan (templating) metotlar, HMS hazirlamada kullanilan en
etkili ve yaygm yontemlerdir. Bu yaklasim iki temel kategoriye ayrilabilir: “hard-
templating” ve “soft-templating” (kat1 sablon ve hafif sablon) metotlar. Geleneksel
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hard-templating metotlarda, bazi silika olmayan, silikaya affinitesi olan polimer bead ve
oksit partikiiller gibi malzemeler sablon (template) olarak kullanilirdi. Cekirdek/kabuk
sablon silika ilk kez sol-jel yontemiyle dnceden fliretilen sablonun kaplanmasiyla elde
edilmistir. Sol-jel silika kaplama prosesi boyunca, gozenek olusturucu ajanlar (yiizey
aktif maddeler ya da organosilanlar) mezogdzenekli silika tabakasi olusturmak iizere
ortama eklenirler. istenen HMS, gdzenek yapici ajanlarin ve sablonlarin ortamdan segici
(selective) uzaklastirilmasiyla elde edilir. Hafif-sablonlu (Soft-templating) metotlar,
genelde yiizey etkin madde temelli misel/mikroemiilsiyonu, yiizey aktif maddenin ve
sol-jel ile elde edilen silikanin birlikte bir araya gelmesi yoluyla i¢ bosluk ve
mezogodzenekli silika kabugun es zamanli olusturulmasi i¢in sablon olarak kullanir.
Cozeltideki sablonun uniform bir sekilde elde edilmesinin zor olusuna bagli olarak elde
edilen HMS’in boyut dagiliminin genis olmasina neden olur. Kati-sablonlu (Hard-
templating) metotlarin avantaji, dnceden elde edilen sablonun boyutu ve sekli ile bosluk

hacminin ve seklinin kolayca kontrol edilebilmesidir [64].

HMS Sentezi i¢in Kendi Kendini Kaplama (Self-Templating) Stratejileri

Kendi kendini kaplama metotlari iki asamada 6zetlenebilir:
1.Sablon (template) nanomalzemelerin sentezi

2. Ustii kaplanan sablonlarin igi bos yapilara doniistiiriilmesi

Geleneksel kati sablon (hard-templeting) metotlardan farkli olarak, kendi kendini
kaplama metotlarinda kullanilan sablonlar, sadece i¢ boslugu olusturmak amaciyla degil
ayni zamanda dis mezogo6zenekli kabugun biitiinleyici kompozisyonunu olusturmak i¢in
kullanilirlar. HMS sentezi i¢in yeni gelistirilen kendi kendini kaplama metotlarinda,
Stober metoduyla olusturulmus kat1 silika kiireler, biiylik Olcekte kolayca elde
edilebildikleri i¢in, uniform morfoloji ve kontrol edilebilen boyutlarda iiretilebildikleri
icin yaygin bir sekilde kullanilirlar. Bu yontemleri de yiizey-korumali asindirma
(surface-protected etching) ve yapisal farklilik-temelli secici asimndirma (structural
difference based selective etching) olmak iizere ikiye ayirmak miimkiindiir [64]. Sekil

2.4’te bu iki yontemin sematik olarak gosterimi verilmistir [64].
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Sekil 2.7. Yiizey korumali agindirma (a) ve yapisal farklilik temelli secici agindirma (b)

mekanizmalarinin sematik gosterimi [64]

Yiizey Korumali asindirma

2008 yilinda ortaya atilan metoda gore; tipik bir yiizey korumali agindirma islemi,
sSiO,'nin koruyucu bir poli-vinilpirolidon tabakasi (PVP) ile énceden adsorpsiyonunu
ve daha sonra sodyum hidroksit (NaOH) veya sodyum bor hidriir (NaBH,) gibi uygun
bir agindirici ajan kullanilarak  sSiO;'nin  iginden silisyumun tercihli olarak
asindirilmasint igerir. Bu metotda PVP, ¢ok sayida karbonil gruplar sayesinde, giiclii
hidrojen bagiyla sSiO, yiizeyindeki hidroksil gruplariyla etkilesime girebileceginden
dolayi, yiizey koruyucu ajan olarak segilmistir [65].
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Yapisal farklilik temelli secici asindirma

Gozeneksiz silika partikiillerden HMS iiretmek i¢in, i¢ boslugun segici etching ile
uzaklastirilmas1 dnemlidir. Igteki ile yiizey tabakasini olusturan silika arasindaki yapisal
farkliliktan faydalanilarak segici asindirma islemi gerceklestirilir. Template olarak
hazirlanan sSiO; yapisi ile n-octadecyltrimethoxysilane- tetraethoxysilane (C18TMS—
TEOS) yapisinin, hidroliz ve kondensasyon prosesine birlikte sokulmasi ile,
cekirdek/kabuk yapisinda hazirlanan hibrit nanopartikiiller elde edilmektedir. Daha
sonra da asindirma islemi (etching) i¢cin NayCOs sulu soliisyonu veya amonyak
kullanildiginda, hibrit nanopartikiiliin dis C18 kabugu bozulmadan kalirken; icteki SiO;
yapist uzaklastirilmaktadir. Bu sayede elde edilen i¢i bosluklu silika nanopartikiillerin
(HMSP), partikiil ~biiyiklikleri ve por agikliklar1 sentez metoduna gore
ayarlanabilmektedir [66, 67].

Kendi kendini kaplama i¢in yardimci katyonik yiizey aktif madde

Kendi kendini kaplama stratejilerin gelistirilmesiyle, sSiO, yapisindan yola ¢ikilarak
hazirlanan gesitli i¢i bosluklu silikalar (HMSler) elde edilmektedir. Maalesef, gbzenek
olusumunu kontrol altina almanin etkili bir yolunun bulunmamasi nedeniyle, en ¢ok
kullanilan Self templating stratejileri ile elde edilen HMSteki gozenekler genellikle
diizensizdir ve biyiiklik dagimlar1 genis bir aralikta bulunmaktadir. Ancak, bir¢ok
mezogodzenekli silika malzemesi i¢in diizenli olarak dizilmis ve biiyiikliikleri dar bir
aralikta dagilmis gozenekler arzu edilmektedir. Katyonik yiizey aktif maddelerin bu
amagla kullanilmasi ile ilgili olarak; katyonik yilizey aktif madde aracili se¢ici agindirma
(etching) isleminden bahsedilebilir. Bu islemde CTAB (Setil trimetil amonyum bromid)
gibi kuaterner amonyum tiirevi bir katyonik yiizey aktif maddenin kullanilmasi ile,
onceden olusturulmus CTAB misellerinin yapisal bosluklarina, hidroliz olmus TEOS
molekiillerinin yerlesmesi, daha sonra da CTAB maddesinin ortamdan uzaklastirilmasi
ile (etanol igerisinde ¢bozme), diizenli gozeneklere sahip olan MCM-41 tipinde

mezogozenekli silika nanopartikiillerin elde edilmesi saglanmaktadir [64].
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Kendi kendini kaplama stratejileri ile elde edilen HMS uygulamalar:

I¢i bosluklu silika (HMS) sentezinin ilk basamagi olan sablonlarin, istenen boyut ve
yapida elde edilebilmesi ile, hem HMS yapisinin hem de ¢ekirdek/kabuk seklindeki
yapilarin hazirlanmasi1 daha kolay hale gelmistir. Bu yapilar, 6zellikle ¢ekirdek/kabuk
(yolk/shell) yapilarinin hazirlanmasinda, yiizey gelistirilmesi yapilmis Raman sagilmasi

ve nanotip alaninda yapilan ¢alismalarda kullanilmaktadir [68, 69].

Self templating uygulamalarindan biri olarak; c¢ekirdek/kabuk (yolk/shell) yapilarmin
elde edilmesi, bu yapilarin i¢ kisimlarina fonksiyonel nanopartikiillerin konulabilmesi
sayesinde ¢esitli hibrit yapilarin oniinii agmis ve 6zellikle de nanotip uygulamalarina
olanak saglamistir. MCM-41 tipindeki mezogdzenekli silika nanopartikiiller, ilag
tastyict sistem olarak ilk defa 2001 yilinda kullanilmistir [70]. Bu nanopartikiillerin
biiylik yiizey alanlari, yliksek ilag yilikleme kapasiteleri gibi avantajlar1 dolayist ile,
nanotip alaninda dikkat ¢ekmelerine neden olmustur. Son yillarda da “self templating
metodlar1” (kendi kendini kaplama) ile elde edilen HMS yapilarin, kontrollii ilag salim1
icin kullanildig1 c¢aligmalar siklikla yayimnlanmaktadir. Yine bu yapilara boyalarin
yiiklenmesi veya aktif ylizey 6zellikleri sayesinde boyalar ile konjuge edilebilmeleri ile
gorlintilleme Sistemleri tarafindan takip edilmeleri saglanmigtir. HMS yapilardan
ilaglarin kontrollii salimin, uyar1 yanith salimin, dokulara hedeflendirmenin miimkiin
olmast ve tiim bu avantajlarin kolay iiretim teknikleri ile birlesmesiyle, o6zellikle
antikanser ila¢ tasiyict Sistemlerin gelistirilmesine yapilan ¢alismalarin biiyiik bir
c¢ogunlugunda HMS yapilar tercih edilmektedir [71, 72]. Literatiirde silika
nanopartikiillerin ilag tasiyici sistem olarak kullanildig1 yayinlar ile ilgili grafikler Sekil

2.8’de verilmistir.
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Sekil 2.8 Son yirmi yil igerisinde kanser alaninda silika nanopartikiiller kullanilarak
yayinlanan ¢aligmalarin (Web of Science®) a) toplam sayilar1 ve b) aldiklar1 toplam atif

sayilari

Literatlirde silika partikiillerin ilag tasiyici sistem olarak kullanildigi caligmalardan

ornekler Tablo 2.2’de verilmistir.
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Tablo 2.2. i¢i bos silika partikiiller ile ilgili ¢alismalardan bazilari

Silika partikiil Etkin madde veya Biyouyumlulugu arttirici ]
Uygulama . Hedeflendirme Kaynak
bityiikliigii yiiklenen madde ajan
Doksorubisin poli(2-(dietilamino)- )
~150nm ) ] Kanser ) ) Pasif [73]
hidroklorit etil metakrilat)
>250nm Fes04 Goriintiileme Yok Pasif [74]
>45 Doksorubisin Kanser Yok Pasif [75]
>100nm Doksorubisin Kanser B-siklodekstrin/Ada-PEG Pasif [76]
~140nm Bortezomib Kanser Yok Pasif [77]
~230nm Doksorubisin Kanser Kitosan-PEG Pasif [78]
~200nm Doksorubisin Kanser Kitosan Pasif [79]
90-140nm Ibuprofen Kanser Kitosan Pasif [80]
~250nm TNF-a Kanser Kitosan Aktif [81]
~150nm Doksorubisin Kanser PEG Aktif [82]
Folik Asit/4,7,10-trioksa-
~150nm Doksorubisin Kanser 1,13-tridekanediamin/ 4-n- Aktif [83]
dodesiloksibenzalasetal
~350nm Doksorubisin Kanser Yok Pasif [84]
~300nm Doksorubisin Kanser, Teragnostik Yok Pasif [85]
] Sinir sistemi, ]
~30nm Tetrodotoksin ) Yok Pasif [86]
Anestezik
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~100nm

>140nm

~250nm

150-200nm
~250nm

~260nm

Doksorubisin
hidroklorit ve
komptotesin/verepamil
hidroklorit ve
doksorubisin

Klorantraniliprol

Heparin

Peptit
IgG, B-galaktozidaz

Mitoxantrone

PEG-pridin disiilfit (PDS)-
2-(diisopropilamino) etil
metakrilat (DPA)

kopolimeri

Kanser

Insektisit, Kontrollii . .
A-siklodekstrin

Salim
Kalp — Damar
Hastaliklari, Yok
Nanomotor
Kanser, ast Lipozom
Kanser Yiizey modifikasyonu
Kanser Yok

Pasif

Pasif

Pasif

Pasif
Pasif

Pasif

[87]

[88]

[89]

[90]
[91]

[92]
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Bu calisma kapsaminda AML tedavisinde endike bir ila¢ olan doksorubisin ayni
zamanda gozenekli silika ile pH duyarh bir ilag tasiyici sistem olusturmasi amaciyla
secilmistir. Elde edilen ilag tasyict sistemin kanda kalig siiresinin uzun olmasi, yani
retikiiloendotelyal sistemden (RES) kagabilmesi gerekmektedir. Bu amagla kullanilan
en yaygin yontem, PEGilasyondur. Yine, partikiillerin hiicrelerle etkilesiminin yiiksek
olmast bir diger 6nemli husustur. Bu amagla bu c¢alismada uygulanan yiizey

modifikasyonlari ile ilgili teorik bilgiler bir sonraki boliimde verilmistir.

2.5 Kitosan ve Polietilen glikol (PEG)

Partikiil yiizeyinin biyouyumlulugu daha yiiksek maddelerle modifiye edilmesi igin
kullanilan metotlarin bazilarinin oldukca karmasik oldugu literatiirden anlasilmaktadir.
Bu maddeler iginden kitosan, katyonik, biyoindirgenebilir ve dogada bulunan bir

polisakkarit olarak dne ¢ikmaktadir.

Kitin, selillozdan sonra diinyada en yaygin olarak bulunan ikinci biyopolimerdir.
Yengeg, karides gibi kabuklu su iiriinlerinin ana bileseni olup, boceklerin iskeletinde ve
mantarlarin hiicre duvarlarinin yapisinda da bulunmaktadir. Kitinin birgok tlirevi
bulunmakla beraber, bunlar arasinda en 6nemlisi kitosandir. Kitosan yapi olarak
seliiloza benzer bir polimerdir. Her ikisi de dogrusal -(1-4)-bagli monosakkartilerden
meydana gelir. Bununla beraber kitosanin seliiloza gore dnemli farki kitosanin glikozid
baglariyla baglanan 2-amino-2-deoksi-p-D-glukan yapisi tagimasidir. Bu yapi polimerin
genelinin  %50’sinden fazlasim1 olusturuyorsa yapr kitosan, yapmim % 50’sinden
fazlasin1 N-asetil-glukozamin olusturuyorsa yapi kitin ismini alir. Kitosan pH’ya
duyarlilik, biyouyumluluk ve toksik olmama gibi biyofarmasotik 6zelliklere sahiptir
[93].

Kitosan, ilk kez 1811 yilinda Henri Bracannot tarafindan kesfedilmistir. Bracannot,
mantarlarda bulunan kitini siilflirik asitte ¢6zmeye ¢alismis ancak basarili olamamaistir.
1894°de Hoppe-Seyler, kitini potasyum hidroksit igerisinde 180°C’de isleme sokmus

(deasetilasyon) ve asetil igerigi azaltilmis bir iiriin olan “kitosan™1 elde etmistir.
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Pozitif yiiklii kitosan molekiilleri hiicre membranina baglanarak transselliiler epitelyal
elektriksel direnci diisiiriir ve permeabilitenin artmasina neden olur. Kitosan hiicreler
aras1 siki kavsaklar1 acarak hiicrelere taginan elemanlarin alinmasini saglayici dogal bir
yetenege sahiptir. Ek olarak kitosan tuzlar1 tranmukozal absorbsiyonda permeasyon
arttirict olarak islev gorebilir ve normalde bariyeri asamayan peptit yapili ilaglarin
bariyeri asarak hedefine ulasmasini saglayabilir. Olayin etki mekanizmasinin temelinin
kitosanin pozitif yiiklerinin siki kavsak proteinleriyle (okludin ve ZO-1) etkilesimi ve
plazma membraninin destabilizasyonu oldugu diisiiniilmektedir [88] . Bu etki sayesinde
lipofilik membranlardan ge¢mesi zor olan hidrofilik peptit molekiillerinin bariyerleri
asmasma yardimci olabilir. Bu nedenle engelleri asabilmek amaciyla kitosan
kullanilarak tasarlanan ilag tasiyict Sistemler peptit yapili hidrofilik ilaglarin
korunmasinda, permeasyonunun ve penetrasyonunun arttirilmasinda, enkapsiile ya da

adsorbe ettirilen ilacin kontrollii saliminda gorev alirlar [94].

Ancak pozitif yiiklii dogasi nedeniyle kitosanin kanda kalig siiresi oldukca kisadir.
Kandan hizlica elimine olur ve retikuloendotelyal sistem (RES) organlarinda birikir.
Partikiil yiizeyinin hidrofilik bir polimer olan poli etilen glikol ile kaplanmasi
(PEGilasyon) ile bu problemin asilabildigi bilinmektedir. Yiizey PEG ile kaplandiginda,
“hayalet” etkisi (stealth effect) denilen bir durum sonucunda nanopartikiiller bagisiklik
sistemince taninmazlar. Bunun nedeni, PEGile edilmeyen partikiil yiizeylerinin kan
akiminda opsonin ad1 verilen serum proteinleriyle etkilesime ugramasi (opsonizasyon);
PEGile edilenlerin ise ugramamasidir. Bunun temel nedeni opsoninlerin bagisiklik
sistemince taninmalari ve opsonize olmus partikiillerin kan akimindaki hiicrelerin
reseptOrlerince taninmasi ile fagositoz ile alinarak kandan temizlenmesidir. Partikiil
yiizeylerinin opsoninlenmesi genelde elektrostatik, hidrojen bagi veya hidrofobik
etkilesimlere dayanir. Yiizeyin PEG zincirleri ile kaplanmasi ise hidrofilik dogasi
nedeniyle partikiil etrafinda bir su bulutu olusturur ve olusan bu bulut diger etkilesimler

i¢in bir siterik engel olusturur (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9 A) Nanopartikiillerin yiizeyi opsoninlerle (6rnegin IgG veya IgA)
kaplandiginda opsonizasyon adi verilen olay gerceklesir. Opsoninler partikiil yilizeyini
isaretlediginden, partikiiller makrofajlar gibi fagositik hiicrelerin Fc reseptorlerince
taninirlar. B) Partikiil ylizeyinin PEG ile kaplanmasi, yilizeye opsonin adsorpsiyonunu

engelleyelerek partikiile sterik stabilite ve goriinmezlik 6zelligi kazandirir.

2.6  Hiicre icine Alim

Hiicre dis1 ortamdaki nanopartikiillerin hiicre zar1 ile etkilesmesi sonucunda hiicre igine
girme siireci “endositoz” olarak adlandirilir. Nanopartikiiller hiicre zar1 etkilestiginde,
hiicre zariin bir bolimi bir kese seklinde hiicre i¢ine dogru ¢oker ve nanopartikiilii
icine alacak sekilde kapanarak hiicre igine gecer. Boylece nanopartikiil endozom igine

alinmais olur. [69]

2.6.1 Endozomdan Kacis

Nanopartikiiller hiicre i¢ine partikiil biiyiikliigline ve/veya sekline bagli olarak ¢esitli
yolaklarla alinirlar. Ancak endositik yolak, nanopartikiiller i¢in temel hiicre i¢ine alim
mekanizmasi olarak tanimlanabilir. Bu yolak, nanopartikiillerin hiicre i¢ine endozom
adi verilen, pH’s1 5-6 civarinda olan kesecikler icinde alindiktan sonra erken
endozomdan ge¢ endozoma yonelmesi ve sindirici enzimler bulduran lizozom ile

birlesmesi mekanizmasi ile islemektedir. Bu nedenle, hiicre i¢ine nanopartikiiller,
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lizozoma giderek sindirilmekte ve biyoyararlanimlar1 diismektedir. Bu durum,
literatiirde umut vadettigi disiiniilen pek c¢ok nanopartikiiliin hayvan deneylerinde
beklenen performansi gosterememesinin en 6nemli nedenlerinden biri olarak

distiniilebilir.

Bu noktada, endozom i¢inin diisiik pH’sindan faydalanilarak, yalnizca diisiik pH’da
salim yapan partikiiller tasarlanarak biyoyararlanim arttirilabilir [95]. Bunun yani sira,
lizozoma ulagmadan endozom kesesini patlatarak diisiik pH’ta salinan etkin maddenin
sitozole ulastirilmasini saglayan Sistemler de tasarlanmistir [96]. Endozomdan kagis
icin farkli rotalar izleyen cesitli mekanizmalar vardir: endozom kesesinde gozenek
olusumu, pH-tampon etkisi (proton siinger etkisi), endozom kesesi ile birlesme ve
endozom kesesinin fotokimyasal bozulmasi. Bu mekanizmalar i¢inden en 6nemlisi ve
literatiirde en yaygin arastirilan proton siinger etkisidir. Burada, nanopartikiil igine
yiiklenen sodyum bikarbonat, endozom kesesi i¢indeki asidik ortamda reaksiyon
vererek CO; ¢ikisina neden olmakta ve olusan basing keseyi patlatarak etkin maddenin
hiicre i¢ine dagilmasini saglamaktadir [96] (Sekil 2.10). Ilgili reaksiyonlar Denklem 2.1

ve Denklem 2.2’de verilmistir.

NaHCO; + HCl— NaCl+ H,CO;4 Denklem
2.1

H2CO3 - H20 + COz(g) Denklem 2.2

HY

Asidik ortamda

Sekil 2.10 Endozomdan kagis mekanizmasinin sematik gésterimi [97]
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Sekil 2.10°da gorildigi gibi asidik ortamda, sodyum bikarbonat ile hidroklorik asit
reaksiyon vererek karbon dioksit olusturur. Bu gaz ¢ikisi, endozom kesesi i¢inde basing
olusturur. Gaz miktar1 arttik¢a basing da artar ve bu durum kesenin patlamasina neden
olabilir. Kese patladiginda nanopartikiiller ve nanopartikiillerden salinmis etkin madde
sitozole dagilir. Boylece asidik ortamda endozomdan kagis saglanabilir ve partikiiller
sitozol i¢inde dagilarak etkin maddenin hedefe ulastirilmasin1 saglayabilirler. Bu
yontem Ozellikle doksorubisin gibi etki gosterebilmesi i¢in hiicre ¢ekirdegine ulagmasi

gereken etkin maddelerin tasinmasinda verimli bir strateji olabilir.

2.7 Deney Tasarim

Deney tasarimi, siireg tizerinde etkili olabilecek degiskenlerin belirlenmesi ve belirli bir
tasarim matrisine gore degistirilmesi ile deneylerin gergeklestirilmesi sonucunda deney

tizerinde etkili olan degiskenlerin belirlenmesi igin kullanilan yontemleri igerir.

2.7.1 Taguchi Deney Tasarimi

Tasarim asamasinda yapilan diizenlemelerle kalitenin kontrol asamasma kalmadan
saglanmasini amaglar [98]. Yani, kontrol asamasindan sonra iriiniin iyi veya uygun
degil seklinde smiflandirilmasi i¢in ayrilan ekstra kaynagin oniine gecilerek, en

basindan kaliteli iirlin iiretilmesini saglayacak istatistiksel metotlar onerir.

Kalite en temel haliyle iriiniin istenen performansi tam olarak sergilemesi olarak
tammlanabilir. Uriiniin kalitesi, {irlinden beklenen &zellikler ile yakindan iliskili
oldugundan, iiriinden beklenen ozellikler, tasarim asamasinda ortaya konmalidir [98].
Taguchi kaliteyi gelistirmek icin temeli deney tasarimina dayanan, Taguchi yontemi
olarak bilinen deney tasarim metodunu gelistirmistir. Bu yontem, kismi faktoriyel deney
tasarimi ile dayanikli (robust) tasarim ve ortogonal dizinler gibi kavramlarin

birlestirilmesiyle olusturulmustur [98].

Taguchi deney tasariminda, {iriinlin performansini etkileyen faktorler kontrol edilebilen

ve kontrol edilemeyen faktorler olmak tizere ikiye ayrilir. Bunlardan ilki rahatlikla
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belirlenebilen faktorler olmakla birlikte kontrol edilemeyen (giiriiltii) faktorler varyansi

olusturan temel nedenlerdir.

2.7.2 Performans istatistigi ve sinyal giiriiltii orani

Performans istatistikleri, farkli kontrol edilebilir faktor seviyelerini karsilastiran ve en
uygun faktor seviyesi kombinasyonunu se¢en bir degerlendirme metodudur. Taguchi
metodunda performans istatisti§i olarak Sinyal/Giiriiltii (S/N) orani kullanilmaktadir
[98]. S/N en temel haliyle ortalamanin standart sapmaya orani olarak ifade edilebilir
[99]. Ortalama ve standart sapmanin ayri ayri kullanilmasina gore daha giivenilir

sonuglar bu yontemle elde edilebilir [100].

Performans karakteristiginin minimum, maksimum veya en iyl olmasina gore
gelistirilen S/N oranlar1 asag1da verilmistir [101, 102]. Bu denklemlerde “y” performans

karakteristigi degerini, “s” ” ise varyansi ifade etmektedir.

* Minimum durumunda y’nin sifira en yakin olmasi istenir ve ilgili esitlik Denklem

2.3’te verilmistir.

n=—-10logq, [ Y 1yl] ....................................... Denklem 2.3

* Maksimum durumunda ise y’nin sonsuza gittigi varsayilir ve S/N Denklem 2.4’teki

gibi olur.

n=—-10log, [ Vit 2] ....................................... Denklem 2.4

* Hedef Deger En iyi (iiriin boyutlari, elektrik voltaji vb.). Bu tiir problemlerde, y igin

belli bir hedef deger verilmistir.

n=101og,, [i—;] ................................................ Denklem 2.5



2.6.6 Ortogonal dizinler

Cok sayida faktor ve seviye gerektiren ¢alismalarda tam faktoriyel ¢alisildiginda deney
sayis1 ¢ok artmakta bu da hem zaman hem de malzeme kaybina neden olmaktadir.
Taguchi yontemi kesirli faktoriyel tasarimla bu durumun Oniine geger; yalnizca
ortogonal dizinleri kullanarak deney sayisini azaltir ve minimum sayida deneyden
maksimum yararlanimi saglamay1 hedefler. Ortogonal dizinler kullanilarak biitiin
deneylerin tek tek denenmesinin Oniine gegilir, ayn1 anda birden fazla degisken

degistirilerek deney sayisi azaltilir. [98]

Ortogonal dizinler ayn1 zamanda ¢ok sayida faktoriin etkisinin ayni anda incelenmesi
icin de uygundur. Bu metotla deney tasariminin tam faktoriyele gore etkisi azalsa da,
kazanilan zaman ve is giicline gore bunun 6nemsiz bir kayip olarak degerlendirilmesi

miimkiindiir. [98]

Taguchi tasarimi1 yardimiyla tek yanit i¢in az sayida deneyle optimizasyon caligmasi
yapilmasi miimkiin olmakla beraber ¢ok yanitli optimizasyon i¢in uygun bir metot
degildir. Bu nedenle bu tez kapsaminda ¢ok yanitli optimizasyon igin ideal ¢Oziime
yakinliklarina gore deneylerin smiflandirilmas: amaciyla kullanilan bir metot olan
TOPSIS (Technique for Order Preference by Similarity to the Ideal Solution) metodu da

kullanilarak ¢ok yanith optimizasyon ¢alismasi gergeklestirilmistir.

2.7.3 TOPSIS yontemi

TOPSIS (Technique for Order Preference by Similarity to the Ideal Solution ) metodu,
ideal ¢oziime yakinlik bakimindan smiflandirma yapmak icin sik¢a kullanilan bir
metottur. Metot, negatif ideal ¢oziimden en uzak olan ve ideale en yakin olan1 segme

temeline dayanir [103].

TOPSIS yontemi, secenekleri ideal ¢oziime olan yakinliklarina goére simiflandirarak

secim  yapilmasin1  kolaylastirir.  Bu amagla  kriterler  Onceliklerine — gore
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agirhiklandirilabilirler, bu da en onemli kriterin en yiikksek agirliga sahip olmasi

anlamina gelmektedir [103].

Bu calisma kapsaminda ideal ¢oziim, partikiil biiyiikliigiiniin ve polidispersite
indeksinin minimize edilmesidir. Bu noktada partikiil biyiikliglinin daha 6nemli

olmasi, agirliklandirma yapilirken géz 6niine alinmustir.

Bu calismada, i¢indeki bosluklar nedeniyle daha yiiksek ilag¢ yiikleme kapasitesine sahip
gbrece yeni bir ilag tasiyici sistem olan i¢i bos mezogdzenekli silika nanopartikiillerin
sentezlenerek kanser tedavisi i¢in bir platform olarak tasarlanmasi hedeflenmistir. Bu
amagla literatiirde kullanilan ¢esitli metotlar arasindan, sentez kolayligi ve daha tiniform
partikiiller elde edilmesi amaciyla kendi kendini kaplama (self-templating) metodunun
kullanilmasina karar verilmistir. AML tedavisinde kullanilan bir antikanser ajan olan
doksorubisin etkin madde olarak secilmis, boylece etkin madde ile silika arasindaki
zay1f hidrojen baglarmin pH duyarliligindan faydalanilmak istenmistir. Bu sekilde pH
degisimi ile tetiklenen bir ilag tasiyici sistem tasarimi ongorilmistiir. Ayn1 zamanda,
ilag tasiyict sistem icine etkin maddenin yani sira sodyum bikarbonat yiiklenerek,
partikiillerin hiicre i¢ine girdiginde karsilastig1 asidik ortamda ilact pH bagimlt olarak
salmasi ve endozom kesesinden ¢ikmast (endozomdan kacgis) amaclanmistir.
Partikiillerin, opsonizasyona ugramadan kanser hiicrelerinin ic¢ine kadar ulasmasi
olasiligimin arttirilmasi i¢in kanda kalis siiresini arttirmak amaciyla partikiil yiizeyinin,
elektrostatik etkilesim yardimiyla, kitosan-PEG ile kaplanmasi uygun goriilmistiir.

Burada kitosan, hem biyouyum

ulugu arttiran hem de erken salimi engelleyici bir kaplama olarak segilmistir. Elde
edilen ilag tasiyict sistemin fizikokimyasal karakterizasyonu tamamlandiktan sonra
hiicre kiiltiirlinde denenerek etkinliginin belirlenmesi ve elde edilen sonuglar
dogrultusunda in vivo calismalarla degerlendirilmesi ile yenilik¢i bir nanopartikiiler ilag
tasiyic1 sistem elde edilmesi planlanmistir. Planlanan caligmayr 6zetleyen bir ¢izim

Sekil 2.11°de verilmistir.
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Bu kapsamda yapilan caligmalar ile ilgili analitik metotlar, kullanilan malzemeler,
karakterizasyon yontemleri ve deneysel yontemlerin detaylar1 Malzeme ve Metot baslig

altinda bir sonraki boliimde verilmistir.
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Tetra etil orto silikat (TEOS :
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Amonyumbhidroksit (Etanol )
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Sekil 2.11. Yapilmasi planlanan ¢aligmanin 6zet gosterimi

*Seklin ¢izilmesi i¢in SketchUp ve ChemOffice programlarinin ticretsiz siiriimleri kullanilmasgtir.
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3 Deneysel Calismalar

3.1 Kullanilan cihazlar

Cihaz/Yazilim

Marka/Program Adi

Santrifiij aleti
Termostatl1 yatay calkalayici
Inkiibator

Hassas terazi

Laminar hava akiml kiiltiir kabini

Isiticili manyetik karistirict

Partikiil biiyiikliigli ve zeta potansiyeli 6l¢iim

cihazi

Ultra saf su sistemi

Vorteks

Gegirimli elekton mikroskobu
Floresan mikroskop

FTIR cihaz1

Mikropipetler

In vivo gériintiileme sistemi
Istatistik yazilimi

Cizim yazilimlari

Resim diizenleme yazilimlari
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Hermle Z383 K, Almanya
Memmert, Almanya
Sanyo, Japonya

Mettler Toledo, Isvicre
Faster, Italya

IKA, Almanya
Malvern Instruments, ingiltere

Milipore, A.B.D.

IKA, Almanya

FEI Company, Hollanda
Leica, Germany

Bruker, A.B.D.

Ependorf, Almanya

IVIS Spectrum, A.B.D.
Minitab 17

ChemDraw 15, SketchUP2016

ImageJ,
Adobe Photoshop CS6



3.2 Malzemeler

Madde

Marka

Tetra etil orto silikat (TEOS)

Kitosan-PEG

Metanol

Etanol

Amonyum Hidroksit
Sodyum karbonat
SDS

Sodyum bikarbonat

Doksorubisin hidrokloriir

RPMI 1640

FBS
L-glutamin

Penisilin-Streptomisin

HL60 hiicre hatti

Sigma Aldrich A.B.D.

Dr. Eduardo Fernandes Megia

tarafindan bagislanmistir

Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich, A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.

Sigma Aldrich A.B.D.

Deva ila¢ San. tarafindan bagislanmistir.
Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.

Sigma Aldrich A.B.D.

HU Temel Onkoloji A.B.D.’den Prof. Dr. Giines

Esendagli tarafindan saglanmistir.
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3.3 Sablon Silikanin hazirlanmasi ve partikiil biiyiikliigii ve dagiliminin

optimizasyonu

Sablon silikanin hazirlanmasi igin literatiirde en yaygin sentez yontemi olarak kullanilan
Stober metodu kullanilmistir [59]. Temel olarak, etanol ortaminda su ve amonyak
varliginda TEOS’un hidrolizi ile gergeklestirilmistir. Burada kullanilan su, amonyak ve
TEOS miktarlarinin ortalama partikiil boyutu ve dagilimi iizerinde ne kadar etkili
oldugu deney tasarim matrisi yardimiyla incelenmistir. Amorf silika sentezi temel

olarak asagidaki gibidir:

1. Etanol igine su ve amonyum hidroksit eklenerek 15 dakika manyetik

karistiricida, oda sicakliginda karistirilmistir.

2. Uzerine TEOS hizlica ve tek seferde eklenmistir.

Son {irliniin partikiil boyutu ve polidispersitesine etki eden temel degiskenin i¢ boslugu
olusturacak olan amorf silikanin partikiil boyutu oldugu gz Oniine alinarak, amorf
silikanin partikiil boyutunu etkileyen parametreler incelenmistir. Partikiil boyutu ve
polidispersiteye etki eden parametreler, reaksiyon ortamindaki bilesenlerin
konsantrasyonlar1 olarak belirlenmistir. Bu amagla, reaksiyon ortami olan etanoliin
miktar1 10 mL olarak sabit tutulmustur. TEOS, NH4,OH ve su miktarlar ise partikiil
boyutuna etkiyen faktorler olarak ele alinmistir. Bu faktorlerin her bir igin {i¢ seviye
belirlenerek, yanitlar yani partikiill boyutu ve polidispersite indeksi lizerine etkileri
Taguchi tasarimi ile incelenmistir. Bu seviyeler, daha once yapilan deneylere gore
belirlenmistir. Taguchi tasarimi Minitab© yardimiyla yapilmistir. Goz Oniinde

bulundurulan faktorler ve belirlenen seviyeleri Tablo 3.1°de gosterilmistir.
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Tablo 3.1 Sablon olarak amorf silika sentezi i¢in uygulanan deney tasariminin faktor ve

seviyeleri
Seviyeler
Sembol Faktor
1 2 3
Su (H,0) miktar1 (mL) 0,4 1,5 2,60
B Amonyum Hidroksit (NH,OH) miktar1 (mL) 0,45 1,10 1,75
Silika alkoksit (TEOS) miktar1 (mL) 0,7 0,8 0,9

Bu calismada, Taguchi ortagonal dizisi (L9) deney sonuglarini degerlendirmek igin
kullanilmistir. Tablo 3.1°de 3, 4 ve 5. Kolonlar ti¢ kontrol faktoriinii ve onlarin
kodlanmamis seviyelerini gostermektedir. Bu model {i¢ performans kriterinin, es
zamanl olarak, faktor etkilerinin analizinde kullanilmasini saglamaktadir. Deneylerin

gerceklestirilmesi i¢in yapilan tasarim Tablo 3.2°de gosterilmistir.

Tablo 3.2 Sablon olarak kullanilacak amorf silikanin sentezi i¢in faktorler ve seviyeleri

Kodlanmis Seviyeler Kodlanmamis Seviyeler
H,O TEOS
Deney No. NH,OH
A B C miktari ] miktari
miktar1 (mL)
(mL) (mL)
1 1 1 1 0,40 0,45 0,9
2 1 2 2 1,50 1,10 0,9
3 1 3 3 2,60 1,75 0,9
4 2 1 2 0,40 1,10 0,8
5 2 2 3 1,50 1,75 0,8
6 2 3 1 2,60 0,45 0,8
7 3 1 3 0,40 1,75 0,7
8 3 2 1 1,50 0,45 0,7
9 3 3 2 2,60 1,10 0,7

Taguchi tasarimindan elde edilen sonuglar, Minitab©’in Taguchi tasarimi bdliimiinden

faydalanilarak degerlendirilmistir.
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Elde edilen amorf silikalarin partikiil boyutlar1 ve dagilimlari ve yiizey yiikleri zeta sizer
ile Olgiilmiis,ayrica  yiizey morfolojisi taramali elektron mikroskopisi (SEM) ile

incelenmistir.

Bir sentezden elde edilen miktarin hesaplanabilmesi icin elde edilen malzemeler etiivde

kurutularak tartilmistir (islem ti¢ kez tekrar edilerek ortalamalar1 alinmistir).

3.4 Icibos silikanin hazirlanmasi

Elde edilen amorf silikadan 60 mg alinip, 10 mL deiyonize suda, ultrasonik prob
yardimiyla, 5dk siireyle dagitilmistir. Elde edilen siispansiyon, 15mL su ve 15mL etanol
karisimi i¢ine manyetik karistirict lizerinde siddetli karistirma ile eklenmistir. Karigim
30dk karistirildiktan sonra {izerine 75mg setiltrimetil amonyum bromiir (CTAB) ve
0,275mL NH4OH eklenerek 30dk daha oda sicakliginda karigtirllmig ve son olarak
tizerine 0,125mL TEOS hizlica eklenmistir. Karisim 6 saat boyunca oda sicakliginda
karistirildiktan sonra santrifiijle (13500 rpm, 30dk) ayrilmis, siipernatant atilmis ve
partikiiller 30mL deiyonize suda ultrasonik prob yardimiyla dagitilmistir. Siispansiyon
manyetik karistirict {izerinde 50°C’ye 1sitilmis ve siddetli karistirma altinda {izerine 220
mg Na,COs eklenerek kimyasal asindirma basamag gergeklestirilmistir. 50°C’de 10
saat boyunca karistiktan sonra santrifiijjle ayrilmis, suyla li¢ kez yikanmis ve 80 mL
etanolde redisperse edilerek iizerine 0,8 mL HCI eklenmis ve 60°C’de 6 saat karismaya
birakilarak yiizey etkin madde uzaklagtinlmistir. 6 saatin sonunda yeniden
santrifiijlenerek partikiiller ayrilmis, li¢ kez su ve alkolle yikanarak fosfat tamponu
(PBS) icinde redisperse edilmistir. Elde edilen partikiil miktari, bir sentezden elde
edilen partikiiller etiivde kurutularak belirlenmis, bu miktar g6z 6niine alinarak olusan
siispansiyonun  konsantrasyonu belirlenmis ve kurutma islemi uygulanmamis
partikiillere etkin madde yiiklemesi gerceklestirilmistir. Bu yontem Sekil 3.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.1. i¢i Bos Gozenekli Silika Nanopartikiillerin Elde Edilisi

3.5 Etkin madde yiiklenmesi ve Kitosan-PEG Kaplanmasi

Img/mL konsantrasyonunda hazirlanan 20mL HMSP/PBS siispansiyonu i¢ine 10mg
Doksorubisin (suda ¢6ziinen tuz formu) eklenerek ¢Oziinmesi saglanmis ve 12 saat
boyunca karanlikta karistirildiktan sonra dort ayr1 siseye boliinmiistiir. 2,5mg NaHCOs3
siselerden ikisine eklenmis ve 12 saat daha karanlikta karistirma islemine devam
edilmigtir.  Siselerden ikisine 5’er mg Kitosan-PEG eklenerek 3 saat daha

karistirilmistir. Yapilan eklemeler Tablo 3.3’te gosterilmistir.

Tablo 3.3. Etkin madde yiiklemesi ve kitosan kaplamasi

HMSP .
T Kitosan-PEG miktar1
miktari Doksorubisin miktar1 (mg) NaHCO; miktar1 (mg)
(mg)

(mg)

2,5 1,25 1,25 2,5

2,5 1,25 - -

2,5 1,25 1,25 -

2,5 1,25 - 2,5
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NaHCOj; ve Kitosan-PEG varliginin etkisinin anlasilmasi adina bu formiilasyonlar da

kontrol amacli olarak salim ve hiicre kiiltiirii ¢alismalarina dahil edilmistir.

3.6 Etkin Madde Yiikleme Etkinligi

Her bir partikiil biiytikliigi i¢in elde edilen 4 farkli formiilasyona doksorubisin yiikleme
kapasitesi yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) ile belirlenmistir. Bu amacla
analitik metot gelistirilmistir. Yiikleme etkinliginin belirlenmesinde indirek metot
kullanilmistir; yani etkin maddenin partikiillere yiiklenmesi sonrasinda, partikiiller
santrifiijle ayrilarak siipernatanttaki etkin madde miktar1 HPLC ile tayin edilmistir.

Yiikleme etkinliginin hesaplanmasinda Denklem 3.1 kullanilmustir.

Yiikleme etKinligi (%) =
Kullanilan toplam _ siipernatantdaki
doksorubisin miktar1 (mg) doksorubisin miktari (mg) 100
Kullanilan toplam doksorubisin miktar: (mg)

........... Denklem 3.1

3.7 Miktar Tayini
3.7.1 Kromatografik sartlar ve sistem

Analitik yontem, yiiksek performans sivi kromatografisi (high pressure liquid
chromatography, HPLC) igin gelistirilmistir. C 18 (250m x 4.6 mm, 5 pm) kolon, sabit
faz olarak secilmistir. Izokratik sartlarda, mobil fazin akis hizi 1 mL/dk ve termostatli
kolon sicakligi 35 °C olarak ayarlanmistir. Analizler, Floresans dedektorle, 475 nm
eksitasyonda gergeklestirilmistir. Mobil faz olarak asetonitril:su (38:62) kullanilmigtir
[104]. Mobil faz, analizden 6nce degaze edildikten sonra 30 dakika boyunca kolondan

gecirilmistir.

Doksorubisinin stok ¢ozeltisi Img/mL olacak sekilde, ultra saf su ile hazirlanmis ve
gerekli seyreltmeler yapilarak 0,1-110,00 pg/mL konsantrasyonlari arasinda belirlenen

6 nokta ile kalibrasyon grafigi hazirlanmigtir.
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3.7.2 Dogrusallik ve Aralik:

Gelistirilen analitik yontem ile elde edilen sonuglarin doksorubisin konsantrasyonu ile
korelasyonunu incelemek i¢in 0,10-110,00 ug/mL konsantrasyon araliginda dogrusallik
caligmalar1 yapilmistir. Basit dogrusal regresyon analizi, en kiiciik kareler yontemi
kullanilarak uygulanmis ve regresyon katsayisi ve interseptin anlamliligi t testi ile
belirlenmistir (n = 3). Yiikleme etkinligi ve in vitro ilag salim ¢aligmalarindan elde
edilebilecek konsantrasyon degerleri goz Oniinde bulundurularak gelistirilen yontem

0,10 ile 110,00 pug/mL konsantrasyon araliginda valide edilmistir.

3.7.3 Dogruluk ve Kesinlik

Gelistirilen analitik yontem ile elde edilen degerlerin, ger¢ek degerlere ne kadar yakin
sonug verdigini ve elde edilen degerlerin tekrarlanabilirligini test edebilmek icin ii¢ ayri
konsantrasyonda (0.10, 70 ve 110 pg/mL) doksorubisin ¢ozeltileri iicer defa
hazirlanarak analiz edilmistir. Giinler arasindaki degiskenligi belirleyebilmek amaciyla
ayni prosediir ii¢ giin tekrarlanmistir. Validasyon sonuclart i¢in geri kazanim (%),

kesinlik i¢in ise bagil standart sapma (%) dogruluk parametresi olarak ifade edilmistir.

3.7.4 Saptama ve Tayin Sinir1

Analitik yontemin duyarlilik parametresinin degerlendirilmesi i¢in saptama limiti (limit
of detection, LOD) ve tayin limiti (limit of quantitation, LOQ) degerleri sinyal-giiriiltii

orani yontemi kullanilarak hesaplanmistir.

3.8 Nanopartikiillerin karakterizasyonu

Elde edilen nanopartikiillerin amacma uygun veya istenen Ozelliklerde olup
olmadiklariin saptanmasi i¢in karakterize edilmeleri gerekmektedir. Bu amagla
oncelikle nanopartikiillerin sekil ve biiyiikliik yoniinden uygunlugunun incelenmesi i¢in
dinamik 1s1k sac¢ilimi veya mikroskobik yontemler kullanilmaktadir. Daha sonra,
nanopartikiillerin yapisal karakterizasyonunun yapilmasi ve/veya ylizey Ozelliklerinin
belirlenmesi amaciyla X-1gin1 Kirnim Desenleri, Fourier Transform Kizil 6tesi (FTIR)
veya gerekli durumlarda X-Isim1 Fotoelektron Spektroskopisi gibi yontemler
kullanilabilmektedir. Burada ilag¢ tasiyict sistem olarak hazirlanan i¢i bos gozenekli
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silika nanopartikiillerin karakterizasyonu i¢in bu ¢alismada kullanilan karakterizasyon

tekniklerinden kisaca bahsedilecektir.

3.8.1 Nanopartikiillerin Morfolojisinin Incelenmesi

Yiizey yapisini karakterize etmek igin sik¢a kullanilan yontemlerden biri taramali
elektron mikroskopisidir (SEM). Malzemenin fotografin1 ¢ekerek seklinin normal olup
olmadigin1 kontrol igin uygulanir. Ornege ¢ok hassas bir elektron 1511 gonderilir.
Ornekten cikan ya da geri dagilan elektronlarin tanimlanmasiyla monitdrde fotograf
olusturulmasina dayanir. Goriintiiyii 100000 kat biiyiitebilir. Nitel ve nicel analizler i¢in
EDS ile beraber kullanilir. Iletken malzemeler icin kullanilabilirken iletken olmayan
malzemeler Altin/Paladyum gibi iletkenligi arttirict bir malzeme ile kaplanarak

goriintlilerinin alinmas1 miimkiindiir.

Benzer sekilde bir diger uygulama olan Transmisyon Elektron Mikroskopisi (TEM) ile
yapt hakkinda bilgi renk farkliliklarindan faydalanilarak elde edilebilir. Gerekli
incelikte, ¢ok seyreltik slispansiyon halindeki 6rnek elektron 1sinlariyla taranir. Goriintii
TEM sonuglarinin modellenerek resmedilmesiyle elde edilir. Numunenin goriintiisii

300000 kat biiyiitiiliir. Gozenek biiyiikliik dagilimi hakkinda bilgi verir. [6]

Bu calismada partikiillerin yiizey morfolojisi SEM ve TEM ile incelenmistir. Bunun
icin elde edilen partikiiller etanol (%99, absolute) iginde ultrasonik prob yardimiyla
dagitildiktan sonra ODTU merkezi laboratuvarlarina gétiiriilerek, vitrdz karbon parcalar
tizerine damlatilip kurutularak, iletkenligi saglamak igin, yiizey altin-paladyumla

kaplanmustir.

3.8.2 Nanopartikiillerin Partikiil Biiyiikliigii ve Zeta Potansiyeli Tayini

Dinamik 11k sagilimi (DLS), kiiglik partikiillerin partikiil biiyiikliigiiniin ve partikiil
bliyliklik dagiliminin belirlenmesinde kullanilan, nano boyuta inildik¢e “Brownian
hareketi” ad1 verilen partikiillerin gelisigiizel hareketiyle partikiil biiylikliigli arasindaki
iliskiden faydalanilan bir yontemdir. Partikiiller {izerine monokromatik bir 151k
disiiriilerek, partikiillerin - hizinin  Sl¢iilmesine dayanir. Partikiiller kiigiildiikge,
Brownian hareketi hizlanir. Cihaz partikiil biiytikligii dagilimina karsilik intensite
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grafigi verir. Elde edilen grafigin ¢an egrisi seklinde ve simetrik olmasi beklenir.
Egrinin x ekseninde genis yer tutmasi, ¢esitli biiyiikliiklerdeki partikiillerin bir arada
bulundugunui, dar bir aralikta olmasi ise tek tip partikiil (monotip) bulundugunu
gosterir. Partikiil biyiikligi dagilimi igin kriter, polidispersite indeksidir (PDI). Bu
indeksin 0.5’ten biiyiik olmasi (PDI>0.5) heterojen bir dagilima isaret eder. Burada goz
Oniine alinmasi gereken bir diger 6nemli nokta cihazin hidrodinamik ¢ap 6lgmesidir.
Hidrodinamik c¢ap, partikiillerin yiikiine bagli olarak, etrafinda su molekiillerinden
olusturdugu film ile beraber toplam ¢aptir. DLS ile partikiil biiyiikligi olgtildiigiinde,
Olclilen ¢apa partikiil etrafindaki bu s1v1 filminin de dahil oldugu ve gercek captan biraz
daha biiyiik olabilecegi géz dniinde bulundurulmalidir. Yine DLS ile siv1 i¢inde 6l¢iim
alindigindan, sisebilen partikiillerin (¢apraz bagh partikiiller vs) partikiil biiyiikliigiiniin,
gercek partikiil biiyiikliiglinden daha biiytik 6l¢iilmesi s6z konusudur.

Kolloidal partikiiller, dispersiyon ortaminda iyon absorbe ederler ve pozitif veya negatif
yiiklenirler. Her partikiil tasidig1 yiikiin tersi yiikteki iyonlarla g¢evrilebilir ve bu sekilde
partikill etrafinda tek tabakali bir yapi olusur. Bu yapmnin etrafinda ise, dogrudan
partikiile bagli olmamakla beraber hareketli ikinci bir iyon tabakasi yer alir. Bu ¢ift
tabakanin disinda pozitif ve negatif iyonlarin esit oldugu ndtral bir alan bulunur.
Partikiiliin ylizeyi ile bu noétral alan arasindaki potansiyel farki zeta potansiyeli olarak
adlandirilir. Zeta potansiyeli partikiil iizerindeki net yiikii gosterir. Zetasizer ile ol¢iiliir
ve birimi milivolttur (mV). Kolloidal dagilimlarin stabilitesini gostermesi agisindan

onemlidir.

Partikiil biiytikliigli ve zeta potasiyeli 6l¢iim cihazi (Zetasizer Nanoseries-ZS (Malvern
Ins., Ingiltere)) ile partikiil biiyiikliigii ve zeta potansiyeli dlgiimleri yapilmustir.
Partikiiller su icinde dagitildiktan sonra her formiilasyon i¢in pes pese iic Olciim
yapilmis, 6lgtimler sirasinda cihazin sicakligi 25°C, 1s1k sagilim agis1 90° olacak sekilde

ayarlanmistir.
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3.8.3 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Organik maddelerin ve bazi durumlarda inorganik maddelerin tanimlanmasinda
kullanilir. Dalga boyuna 6rnek madde grafigi verir. Malzemenin igerdigi fonksiyonel
gruplar1 belirlemede kullanilir. Her bir fonksiyonel grup belirli bir dalga boyundaki
enerjiyi absorplar ve spektrum {iizerinde pik verir. Yani fonksiyonel gruplarin

spektrumda kendilerine 6zel pikleri vardir [7].

Elde edilen partikiillerde ylizey etkin madde kalintisinin kalip kalmadiginin anlagilmasi
amaciyla FTIR analizi yapilmistir. Bunun i¢in IRPrestige-21 spektrometresi (Shimadzu,

Japonya) ile 4000-500 cm™ dalga sayis1 arahginda, 4 cm™ ¢oziiniirliikte yapilmustir.

3.8.4 Yiizey alanimin belirlenmesi

Adsorpsiyon Desorpsiyon izotermleri, gozenekli malzemelerin yiizey alanlarinin
hesaplanmasinda, gozenek biiyiiklik dagilimini belirlemede ve gozenek hacminin
bulunmasinda kullanilir. Bu amagla kullanilan cihazda kat1 malzeme iizerine yogusma
sicakligindaki bir gaz (genelde Azot gazi, 77K’de) ¢esitli basinglarda gonderilir. Azot
molekiilleri kat1 gézeneklerinde sivilasarak goézenekleri doldurur. Cihaz P/Py’a karsilik
V grafigi verir. Burada Py buhar basinci, P/Py kismi basingtir. V ise adsorplanan

hacimdir

BET (Brauner, Emmett and Teller) denklemi:

I | (c—1)P
v(Py—P) - CVUm cvmPo

............................................. Denklem 3.2

Burada ¢ BET denklemi sabitidir. Belirli gaz-kat1 Sistemleri ve sicakliklar igin bilinen
bir sabittir. BET denklemi yalnizca P/Py’in 0.05 ile 0.35 arasinda oldugu durumlarda
gecerlidir. BET denklemi tek noktada da kullanilabilir. Bu durumda kismi basing

P/Py=0.3 olarak alinir ve hesaplamalar yapilirken intersept ihmal edilir.
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Elde edilen malzemenin i¢ hacminin biiyiikliigii, ila¢ yiikleme kapasitesi agisindan
onemlidir. Ayrica yiizey alaninin belirlenmesi de malzemenin tanimlanmasi agisindan

Onem arz etmektedir.

Elde edilen partikiillerin g6zenekliliginin anlasilmasi ve toplam i¢ hacimlerinin
bulunmasi1 amaciyla azot adsorpsiyon desorpsiyon yontemi kullanilmistir. Deneyler
ODTU merkez laboratuvar1 biinyesinde bulunan Yiizey Karakterizasyon cihaziyla
gerceklestirilmistir. Ornekler dnce 120°C’de 3 saat boyunca degaze edilmis, daha sonra

AUTOSORB-6B cihazina verilmistir.

3.8.5 X-Isim1 Kirimim Desenleri (XRD)

Ormege gonderilen x-1s1nlarinin bir kismimin geri dagilmast ile olusan x-151n1 deseninden

madde hakkinda bilgi elde edilebilir. Cihaz, 20 vs. pik siddeti grafigi verir.

XRD tabakalar arasi1 uzakligin belirlenmesinde, malzemenin icerdigi fazlarin
belirlenmesinde, tanecik boyutu ve kimyasal kompozisyon belirlemede kullanilir. Her
maddenin kendine 6zel 20 acilarinda pik siddeti vardir. Bunlar ASTM kartlarindan
okunarak hangi pikin hangi maddeye ait oldugu anlasilabilir. Sekil 3.2°de Bragg

yasasina goére XRD prensibi verilmistir.

Sekil 3.2. XRD Prensibi

XRD, Bragg yasasina dayanir:
A= (N.A)/2 SINO.....c.oniiiii e Denklem 3.3



Burada d tabakalar arasi uzaklik, A analiz i¢in kullanilan cihazin dalga boyu, 0 ise
Olciilen kirilma acisidir. Boylece XRD ¢iktist kullanilarak tabakalar arasi uzaklik
hesaplanabilir [3].

Mezogozenekli yapilarin hekzagonal diizlemde gozeneklerinin olup olmadiginin
anlasilmasi, gdzenek yerlesiminin diizenli olup olmadiginin saptanmasi ve malzemenin

kristal dzelliklerinin belirlenmesi agisindan XRD sonuglarinin incelenmesi 6nemlidir.

Orneklerin analizinde ODTU merkez laboratuvari biinyesindeki X-1s1m1 difraksiyon
laboratuvarinda bulunan Rigaku Ultima-1V X-Isin1 Kirmim Cihazi kullanilmistir.
cihazin dalga boyu 0.154056 nm ve 1s1n kaynagi CuK,’dir. Cihaz, 0.02 adim araligiyla
calistirilmistir. Hekzagonal gozenekli yapilarin pikleri 20 acis1 0-10 arasinda

gozlendiginden, cihaz bu aralikta ¢alistirilmistir (kiiciik acilt XRD, SAXRD).

3.8.6 In Vitro Salm Cahismalari

In vitro salim galismalari, fosfat tamponu icerisinde (PBS) 37°C’de 100 rpm’deki yatay
calkalayicili su banyosunda 24 saat siireyle gergeklestirilmistir. 0,5mg etkin madde
iceren formiilasyonlar 10mL PBS iceren falkonlara koyularak sink kosul saglanmis ve
pipet ile dagitilmistir. Daha sonra yatay ¢alkalayicili su banyosuna yerlestirilerek belirli
zaman araliklarinda 600 pL hacminde Ornekler alinarak, santrifiij ile nanopartikiiller
ayrilmistir (13500 rpm, 30dk). Dipte kalan nanopartikiiller 600 pL PBS icinde
dagitilarak salim ortamina eklenmistir. Siipernatanttaki etkin madde miktarlar1 floresans

dedektorliit HPLC ile tayin edilmistir.

3.8.7 In Vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

AML’de kullanilmak iizere doksorubisinin sitotoksisitesinin anlasilmasi amaciyla HI-60
(fare 16semi hiicre hatt1) lizerinde deneyler gerceklestirilmistir. Hiicre kiiltlirii ortami
olarak fetal sigir serumu (FBS, %10) ve penisilin G (50 U/mL) eklenerek hazirlanan
RPMI 1640 kullanilmistir. Hiicrelerin 25cm?lik flasklar icinde % 5 CO, iceren 37
°C’lik inkiibatoriin i¢ine alinarak ¢ogalmalari saglanmistir.
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Doksorubisinin IC50 degerinin belirlenmesi icin, hiicre kiltlirii kabini altinda 96
kuyucuklu plaklara HI-60 hiicreleri 50000 hiicre/50uL olacak sekilde ekilmis ve
ortamdaki degisime uyum saglamalar1 i¢in 6 saat inkiibatdrde bekletilmistir. 6 saatin
sonunda, farkli konsantrasyonlardaki etkin madde c¢ozeltilerinden (besiyeri igindeki)

50uL alinarak, kuyucuklara eklenmis ve 48 saat inkiibatérde bekletilmistir.

Sitotoksisite ¢alismalar1 thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT) ile yapilmistir. 24
saat inkiibasyon siiresinin sonunda, daha 6nceden 5 mg/mL konsantrasyonda olacak
sekilde hiicre Kkiiltiiri kabininde PBS ile hazirlanan MTT ¢ozeltisinden, her bir
kuyucuga 25 pL eklenerek 4 saat boyunca 37°C’de hiicreler ile inkiibe edilmistir. 4
saatin sonunda, her bir kuyucuga onceden hazirlanmis olan (45:55 DMF:Su ig¢inde
¢oziinmiis 200g SDS) SDS/DMF c¢ozeltisinden 100 pL  eklenmistir. 16-18 saat
beklendikten sonra mikroplaka okuyucuda 570nm’de absorbanslari okunarak analiz
edilmislerdir. Plakalarda kontrol grubu olarak {izerinde etkin madde veya formiilasyon
uygulanmamis gruplarin canlilig1 %100 olarak kabul edilerek, besiyeri ve partikiillerden
gelebilecek otofloresan c¢ikarildiktan sonra cesitli konsantrasyonlarda formiilasyon
uygulanmis grupla karsilagtirilarak % canliliklar hesaplanmis ve hiicrelerin yarisin

oldiiren doz (IC50) olusturulan egri yardimiyla belirlenmistir.

3.9 in Vivo Cahsmalar

Bu c¢aligma kapsaminda, inorganik bir nanopartikiil ¢esiti olan silika nanopartikiiller
kitosan ile birlestirilerek nanopartikiillerin elde edilmesi hedeflenmistir. Hiicre ile
etkilesimin artmasi i¢in partikiiller kitosan ile kaplanirken, kanda kalis siiresinin
arttirllmas1 amaciyla poli etilen glikol (PEG) ile konjuge edilmis bir kitosan
kullanilmistir. Bu inorganik-organik yapiyla her iki malzemenin de {istiin
ozelliklerinden (silikanin ytiksek ila¢ tagima kapasitesi ve PEG’in kanda kals siiresini
arttirmasi) faydalanilmak istenmistir. Serbest doksorubisin kandan hizlica elimine
oldugu igin in vitro ¢alismalarda yiiksek sitotoksik etki gostermekle beraber in vivo’da
benzer performansi sergileyememektedir (insanda kandan yaklasik 5dk i¢inde elimine

olmaktadir [105]). Tasarlanan ilag tastyict sistemin performansinin daha iyi
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degerlendirilebilmesi a¢isindan in vivo ¢alismalarla partikiillerin kanda kalis siiresinin

belirlenmesi gerektigi sonucuna varilmistir.

3R Kural:

R1: Kanda kalis siiresinin in vitro ortamda belirlenmesi miimkiin olmadigindan in vivo
calisma yapilmasi gerekmistir. Bu amacla secilen Sprague—Dawley siganlar, biyolojik
smiflandirma  ve  ndro-fizyolojik  gelismislik ~ bakimindan  bu  deneyin
gerceklestirilebilecegi insana en yakin canli tiirlerindendir (toplam alinmasi gereken kan

miktar1 nedeniyle).

R2: Istatistiksel 6n ¢alisma gerceklestirilmis ve istatistiksel olarak anlamli olacak
sekilde minimum sayida hayvan kullanilmas: kararlastirilmigtir. Literatiir bilgileri bu

gbzlemi dogrular niteliktedir.

R3: Daha 6nce kullanilmis ve test edilmis ekipmanlar kullanilacaktir. Kan alinmadan
once hayvanlarin act ¢ekmesinin Oniine gecilmesi amaciyla ketamin ve ksilazin gibi
anestezik ve analjezikler kullanilmistir. Otanazi islemi yiiksek dozda anestezik

uygulanarak hayvanlarin ac1 ¢ekmesinin 6niine ge¢ilmeye ¢aligilmistir.

Bu tez kapsaminda gerceklestirilen in vivo ¢alismalar, Hacettepe Universitesi Hayvan

Deneyleri Etik Kurulu’nun 2018/63-04 sayil1 izniyle ger¢eklestirilmistir.

3.10 Kandaki Doksorubisin Seviyelerinin Karsilastirnlmasi

Doksorubisinin kan konsantrasyonuna bakilmak {izere, toplam 18 adet sigan rastgele 3
gruba (n=6) ayrilacak ve kalan 3 si¢an da kontrol grubu olarak kullanilmistir. 200uL
steril salin i¢cinde doksorubisin ¢ozeltisi veya nanopartikiil ¢ézeltisi 6mg doksorubisin/
kg viicut agirlig1 olmak iizere kuyruk veninden verilmistir. Cesitli zaman noktalarinda
(5dk, 30dk, 2 saat, 8 saat ve 24 saat)) siganlardan 0.5mL kan alinmis (anestezi altinda).
Toplam 5 kez kan alinmis ve alinan Ornekler heparinli tiiplere alindiktan sonra

6000rpm’de 10dk santrifiijlenerek plazmasi ayrilmis ve saklanmistir.

65



Gruplar asagidaki gibidir:

Deney Grubu 1 (tek basina doksorubisinin kanda kalis siiresinin incelenebilmesi

amaciyla kullanilacak deney grubudur, 6mg Doksorubisin/kg)

Deney Grubu 2 (doksorubisin ve sodyumbikarbonat yiiklii partikiiliin kanda kalis
stiresinin incelenebilmesi amaciyla kullanilacak deney grubudur, 6mg doksorubisin ve 6

mg sodyum bikarbonat igeren partikiil)

Deney Grubu 3 (dis1 Cs-PEG ile kapli, doksorubisin ve sodyum bikarbonat yiiklii
partikiiliin kanda kalis siiresinin incelenebilmesi amaciyla kullanilacak deney grubudur,

6mg doksorubisin ve 6 mg sodyum bikarbonat igeren partikiil)

Biitiin enjeksiyonlar intravendz (i.v.) olarak gerceklestirilmis ve kuyruk veninden tek
doz olarak verilmistir. Her gruba verilen hacim 0,2 mL (PBS iginde) olarak
belirlenmistir. Bu hacim iginde 6 mg doksorubisin olacak sekilde formiilasyon
uygulanmistir [106].

Her zaman noktasinda her bir hayvandan yaklasik 0,5 mL kan, anestezi altinda alinarak
(toplam 2,5mL, son nokta terminal olmak {izere) toplanan kan EDTA kapl tiiplere
alinmis ve 6000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek plazma ayrilmistir. 24 saatin sonunda

Otanazi uygulanmistir (yiiksek dozda ketamin/ksilazin).

Elde edilen plazmalar {izerine 2mL kloroform:metanol karigimi (4:1 v/v) eklenmis ve
6000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Organik faz ayrilarak azot altinda ugurulmus,
dipte kalan tortu kullanilacak olan mobil faz (Asetonitril: su, 32:68 v/v, pH 6.2) ile
¢Oziilmiis ve doksorubisin konsantrasyonunun belirlenebilmesi i¢in sivi kromatografisi

(high performans liquid chromatogragphy, HPLC) ile analiz edilmistir. [104, 107-109]

66



3.11 Plazmadan Doksorubisinin Miktar Tayini icin Kullanilan Analitik Yontem
3.11.1 Kromatografik sartlar ve sistem

Analitik yontem, yiiksek performans sivi kromatografisi (high pressure liquid
chromatography, HPLC) i¢in gelistirilmistir. C 18 (250m x 4.6 mm, 5 um) kolon, sabit
faz olarak secilmistir. Izokratik sartlarda, mobil fazin akis hizi 0.75 mL/dk ve
termostathi kolon sicakligi 40 °C olarak ayarlanmistir. Analizler, Floresans dedektorle,
480 nm eksitasyon ve 560 emisyonda gergeklestirilmistir. Mobil faz olarak amonyum
asetat tamponu (pH=3, 10mM) ve asetonitril (70:30 v/v) kullanilmistir [110]. Mobil faz,
analizden once degaze edildikten sonra 30 dakika boyunca kolondan gegirilerek kolon

yikanmustir.

Analitik yontem gelistirilmesi i¢in sican kani santirfiijlenerek (4500 rpm, 10 dk) {istte
kalan plazma kismi1 alinmis ve daha sonra sivi-sivi ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmistir. 100 pL plazma iizerine 2 mL kloroform: metanol (4:1, v/v) ve i¢
standart olarak kullanilan 20 pL metanol igindeki 2.5 pg/mL  Daunorubisin
(Daunorubisin) eklenmistir. Ornekler vorteks ile 2 dk boyunca karistirilmis ve daha
sonra 6000 rpm’de 10 dk boyunca santriflij edilmistir. Altta kalan organik kisim
15mL’lik falkon icine alinarak azot altinda kurutulmustur. Dipte kalan ¢okelek 100 pL
metanol i¢inde ¢oziiliip 5000 rpm’de 5 dk daha santrifiij edilmistir. Siipernatant alinarak
HPLC analizi yapilmak iizere cihaza yiiklenmistir. Orneklerden 50uL kolona enjekte
edilmistir. [107]

Dogrusallik ve Aralik:

Gelistirilen analitik yontem ile elde edilen sonuglarin doksorubisin konsantrasyonu ile
korelasyonunu incelemek i¢in 5-320 ng/mL konsantrasyon araliginda dogrusallik

caligmalar1 yapilmistir.
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3.11.2 Dogruluk ve Kesinlik

Gelistirilen analitik yontem ile elde edilen degerlerin, ger¢ek degerlere ne kadar yakin
sonug verdigini ve elde edilen degerlerin tekrarlanabilirligini test edebilmek i¢in ii¢ ayr1
konsantrasyonda doksorubisin ¢ozeltileri i¢ standardin yani sira kana eklenerek (n=3)
analiz edilmistir. Glinler arasindaki degiskenligi belirleyebilmek amaciyla ayni prosediir
tic glin tekrarlanmistir. Validasyon sonuglari i¢in geri kazanim (%), kesinlik i¢in ise

bagil standart sapma (%) dogruluk parametresi olarak ifade edilmistir.

3.11.3 Saptama ve Tayin Sinir1

Analitik yontemin duyarlilik parametresinin degerlendirilmesi i¢in saptama limiti (limit
of detection, LOD) ve tayin limiti (limit of quantitation, LOQ) degerleri sinyal-giiriiltii
orani yontemi kullanilarak hesaplanmustir. 4.5 ng/mL alt tayin limiti olarak belirlenmis

ve bundan daha diisiik konsantrasyonlarda pik gézlenememistir.

3.12 istatistiksel Analiz

Tiim deneyler en az liger kez tekrarlanmistir. & ifadesi standart sapmay1 yansitmaktadir.
Iki grubun karsilastirilmasinda t testi, ikiden fazla grubun Kkarsilastirilmasinda
ANOVA’y1 takiben Tukey's post hoc testi Minitab®16 progranu ile gergeklestirilmistir.
P degerinin 0.05 den diisiik oldugu sonuclar anlamli olarak kabul edilmis * isareti ile

gosterilmistir.
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4 SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 HPLC Analizleri

Doksorubisinin miktar tayini igin analitik yontem basari ile gelistirilmistir.

Oncelikle nanopartikiillere yiiklenen doksorubisin miktarinin belitlenebilmesi icin
(enkapstiilasyon etkinligi belirlemede kullanilmak iizere) bir kalibrasyon egrisi
olusturulmustur. Siipernatanttan belirlenen konsantrasyonu kapsayacak sekilde 30, 50,
70, 90 ve 110 pg/mL olmak {izere bes nokta belirlenmis ve bu noktalardan bir
kalibrasyon egrisi Sekil 4.1’deki gibi elde edilmistir. Tanimlayicilik katsayisi

R?=0,9902 olarak hesaplanmustir. Varyasyon katsayilar1 %2 nin altinda bulunmustur.

25000000

Kalibrasyon Egrisi

20000000 9

y =222.904,93x - 3.125.190,56
R2=0,99
15000000 =

10000000 o

Pik Altinda Kalan Alan

5000000 9

0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.1. Doksorubisin i¢in 30-110pg/mL arasinda kalibrasyon grafigi

Daha sonra nanopartikiillerden doksorubisin salimi belirlenirken, Sekil 4.2°deki
kalibrasyon egrisinin ¢aligma aralifin1 kapsamadigi ortaya c¢ikmistir. Bu nedenle daha
diisiik konsantrasyonlarda yeni bir dogrusal aralik belirlenerek, salim hesaplanabilmesi

icin ikinci bir kalibrasyon egrisi yapilmistir. Konsantrasyonlar 0.1, 0.5, 1, 5 ve 10
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ug/mL olmak tizere kalibrasyon egrisi Sekil 4.2°deki gibi elde edilmistir. Tamimlayicilik

katsayisi R%=0.9997 olarak hesaplanmis ve varyasyon katsayilar1 %?2’nin altinda

bulunmustur.

Burada analitik yontem validasyonu i¢in yapilan her bir analiz, her iki kalibrasyon egrisi

i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir.

Kalibrasyon Egrisi

2500000,00
y =217390x +3873,4

R =0,9997 /

2000000,00
1500000,00 /
1000000,00 /
500000,00 /
0,00 / v v v v .
0 2 4 6 8 10 12

Konsantrasyon (ng/mlL)

Pik Altinda Kalan Alan

Sekil 4.2. Doksorubisin i¢in 0,1-10pug/mL arasinda kalibrasyon grafigi

Daha sonra her iki analitik metodun geri elde ve giin i¢i ve giinler arasi dogruluk

sonuglar1 Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.1 Doksorubisinin su i¢inde PBS iginde 30-110 pg/mL araliginda miktar tayini
i¢in validasyon sonuglari

Teorik Konsantrasyon (ug/mL) Hesaplanan Varyasyon Geri
Konsantrasyon Katsayis1 (%) Elde (%)

(ng/mL)

30 30,0737 1,3810 100,25
Giin igi 70 70,8828 0,7930 101,2612

110 109,4385 1,8341 99,4896

30 30,1750 0,2475 100,5835
Giinler

70 70,3544 0,5440 100,5063

Arasi
110 109,7574 0,4148 99,7795

Tablo 4.2 Doksorubisinin su i¢inde PBS iginde 0.1-10 pg/mL araliginda miktar tayini

icin validasyon sonuglari

Teorik Konsantrasyon (ug/mL) Hesaplanan Varyasyon Geri
Konsantrasyon Katsayis1 (%) Elde (%)

(ng/mL)

0.1 0.0937 1.9536 100.3048
Giin ig:i 1 1.0949 1.8515 100.3605

10 10.2632 1.5125 101.5280

0.1 0.0998 0.4162 99.8096
Giinler

1 1.0031 1.1743 100.3093

Arasi
10 10.1868 1.1634 101.8684

Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°deki verilerden de goriildigii gibi giin i¢i ve gilinler arasi
varyasyon katsayilar1 %2 nin altindadir. %Geri Kazanimlar ise beklendigi gibi %98-102

araliginda hesaplanmistir.

4.2 Nanopartikiil Karakterizasyonu
4.2.1 Polidispersite Indeksi ve Ortalama Partikiil Biiyiikliigii

Ortagonal diziler kullanilarak elde edilen Taguchi deney tasarimina gore yapilan dokuz

deney sonucunda elde edilen sonuglar Tablo 4.3’te gosterilmistir.
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Tablo 4.3. Lg Taguchi tasarimiyla elde edilen yanitlar

Kodlanmamis Seviyeler

Deney No A B c Partikiil Polidisper-site

Biiyiikliigii (nm) Indeksi
! 1 1 1 97,54 0.211
2 1 2 2 260,2 0.161
3 1 3 3 404,3 0.187
4 2 1 2 276,6 0.289
° 2 2 3 356,4 0.130
° 2 3 1 255 0,112
! 3 1 3 3732 0.179
8 3 2 1 253,2 0.154
9 3 3 2 356,3 0.210

Tablo 4.3’te goriildiigii gibi farkli deney kosumlar1 sonucunda, partikiil bityiikligii ve
polidispersite indeksi yanitlar1 farklilik gostermistir. Bu yanitlarin i¢inden, en kiiclik ve
en bliylik partikiil boyutunu saglamasi amaciyla Minitab© yaziliminda Taguchi tasarimi
analiz edilirken, en kiiclik partikiil boyutunu belirlemek amaciyla “en kiigiik en iyi”
(smaller is better) se¢enegi isaretlenmistir. Bdylece, en kii¢iik ve en biiylik partikiillerin
elde edilebilmesi i¢in formiilasyonlar belirlenebilmistir. Ancak Taguchi tasarimi aym
anda birden fazla yanitin optimizasyonunu saglayan bir metot olmadigindan yanitlar tek
tek optimize edilmistir ve elde edilen sonuglar bir¢cok yanitli yontemi olan TOPSIS

tabanli Taguchi tasarimi ile elde edilen sonuglarla karsilastirilmistir.

TOPSIS tabanli Taguchi tasarimi i¢in yapilan hesaplamalar Tablo 4.4’te gosterilmistir.
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Tablo 4.4. TOPSIS metodu ve Minitab kullanilarak en kiigiik partikiil boyutu ve en

diisiik polidispersite i¢in hesaplanan S/N oranlar1

o Agirlikli normalize
Karar Matriksi (S/N) o
karar matriksi

R(PB) R(PDI) v(PB) v(PDI) Si+ Si- Ci
Yanit
agirhig 08 02
1 -39,7837 13,5144 -0,2171 0,0592 0,0241 0,0684 0,7395
2 -48,3061 15,8635 -0,2636 0,0695 0,0485 0,0305 0,3863
3 -52,1341 14,5632 -0,2845 0,0638 0,0702 0,0166 0,1911
4 -48,8370 10,7820 -0,2665 0,0472 0,0612 0,0180 0,2272
5 -51,0388 17,7211 -0,2785 0,0777 0,0617 0,0310 0,3344
6 -48,1308 19,0156 -0,2626 0,0833 0,0455 0,0422 0,4808
7 -51,4388 14,9429 -0,2807 0,0655 0,0660 0,0186 0,2200
8 -48,0693 16,2496 -0,2623 0,0712 0,0468 0,0326 0,4109
9 -50,9972 12,5418 -0,2783 0,0550 0,0674 0,0099 0,1280

146,6223° 45,63875° A= -0,21707 0,083331
A= -0,28445 0,04725

# Kolondaki her bir degerin kareleri toplamimin karekokii

Tablo 4.4’te Ci ile gosterilen degerler, artik bu deney tasarimindan elde edilen verileri
ifade etmektedir. Bu veri Minitab ® programina yanit olarak girilerek en kiigiik partikiil
biiyiikliigii ve en diisiik polidispersitede partikiil elde etmek icin 1 nolu deney

kosumunun kullanilmas: gerektigi anlasilmustir. Tlgili grafikler Sekil 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.3. En kiigiik partikiil biiytikliigii i¢in ana etki grafikleri: A ve B ortalama partikiil

biiytikligiine, C ve D polidispersite indeksine gore yapilan optimizasyona aittir. E ve F

ise TOPSIS tabanli Taguchi tasarimui ile elde edilmistir

Elde edilen bu partikiillere ait validasyon deneyi sonucu elde edilen partikiil

bliytikliikleri ve zeta potansiyelleri Sekil 4.4°te verildigi gibidir.
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Z-Average (d.nm): 9833
0,169
0,949

Good

Pdl:
Intercept:
Result quality :

Intensity (Percent)

Siatistics Graph (3 measurements)
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Sekil 4.4 Validasyon deneyi sonuglari: A ve B sirasiyla partikiil bliytikligli ve zeta

potansiyeli

Validasyon deneyi sonucu elde edilen nanopartikiiller, yazilimin onerdigi partikiil

biiyiikliiklerine  yakin

sonuglar

vermigstir.  Partikiillerin  zeta

potansiyelleri de

Olctilmiistiir. Silika, yiizeyindeki -OH gruplar1 nedeniyle negatif yiikliidiir ve elde edilen

sonuglar bu bilgiyle ortlismektedir. Bunun yanisira, zeta potansiyelinin -30’dan daha

diisiik ¢cikmasi, partikiillerin sudaki stabilitesinin oldukga iyi oldugunu 6nermektedir.
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Elde edilen sablonlarin iizerine mezogodzenekli yapi olusturulduktan sonra, partikiil

biiyiikliikleri ve zeta potansiyelleri DLS ve zetasizer ile belirlenmistir (Sekil 4.5)

Z-Average (d.nm}): 3368
Pdl: 0,263

Intercept: 0,979
Result quality : Good

Statistics Graph (2 measurements)
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Sekil 4.5. A ve B sirasiyla HMSPlerin partikiil biiytikliigii ve zeta potansiyeli
Burada partikiil biiyiikliigiiniin kullanilan sablona gdre artmis olmasi, mezogdzenekli

kabuk yapinin olustugunu diistindiirmektedir. Ayrica zeta potansiyelinin -30 olmasi,
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kitosanin ylizeye elektrostatik etkilesimlerle tutunabilmesi ag¢isindan 6nemlidir.
Kitosanin yiizeye tutunup tutunmadiginin belirlenmesi i¢in, kitosan kaph biiyiik HMSP
orneginin partikiil biiyiikligii ve zeta potansiyeli dl¢iilerek Sekil 4.6’da verilmistir.
Z-Average (d.nm}). 507 &
Pl 0,446

Intercept: 0,963
Result quality : Good

Statistics Graph (3 measurements)

Intensity (Fercent)

1 10 100 1000 10000
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Zeta Potential (mV): 30,3 Peak 1: 303 100.0 4,46
Zeta Deviation (mV): 446 Peak 2: 0,00 0.0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,0402 Peak 3: 0,00 0.0 0,00
Result
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Sekil 4.6. Doksorubisin Yiklii kitosan kapli biiyiik HMSPlerin A partikiil biiyiikliigl ve
B zeta potansiyeli

HMSP 6rnegi kitosanla kaplandiktan sonra partikiil biiyiikliigii artmis, zeta potansiyeli -
30’dan +30’a degismistir. Kitosan pozitif yliklii bir malzeme oldugundan bu sonug

beklendigi gibidir ve kitosanin yiizeye tutundugunu gostermektedir.
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4.2.2 Nanopartikiillerin Morfolojisinin incelenmesi

Elde edilen silika sablonlarin sem goriintiisii Sekil 4.7°de verilmistir.

0/24/2018 | det | HV mag |spot| WD — 500 nm
2:10:10 PM| ETD|30.00 kV| 200 000 x | 3.0 |12.1 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 4.7 Sablon silikanin SEM goruntusu

Sekil 4.7°de verilen SEM goriintiisiinden elde edilen partikiil biiytikliikleri ile DLS
sonuglart karsilagtirilmistir. SEM goriintiilerinden elde edilen sonuca gore ortalama
partikiil biiyiikliigii 80 nm civarindadir ve bu sonu¢ DLS sonucuna gore daha kiigiik
olmakla birlikte DLS ile hidrodinamik cap ol¢iildiigl ve silika ylizeyinde OH gruplari
bulundugu i¢in beklenen bir durumdur. Ciinkii silika yiizeyindeki OH gruplar yiizeyin
hidrofilik olmasina neden olur ve bu da partikiiliin etrafina bir su filmi sarilmasi
anlamma gelmektedir. DLS ile 6l¢iim alinirken bu su filmi, Slglimii yanmiltip cihaz

tarafindan partikiiliin oldugundan biraz daha biiytik 6l¢iilmesine neden olmaktadir.
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Elde edilen i¢i bos silika nanopartikiillerin yiizey morfolojileri SEM ve TEM ile

incelenmistir. Elde edilen SEM goriintiileri Sekil 4.8°de verilmistir.

Sekil 4.8. A) HMSPlerin SEM goriintiileri ve B) biiyiitiilmiis gortintii

Sekil 4.8’deki SEM goriintiilerinden partikiillerin monodisperse bir sekilde dagildigs,

sekillerinin kiiresel oldugu goriilmektedir.
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Partikiillerin hiicrelerle etkilesimini iyilestirmek amaciyla, yiiklii partikiiller kitosan ile
kaplanmistir. Kitosan kaplamasinin, partikiil morfolojisini degistirip degistirmediginin
anlagilmas1 i¢in SEM gorilintiisii alinmistir. Kitosan kapli nanopartikiillerin SEM

goriintlileri Sekil 4.9°da verrilmistir.

Sekil 4.9. Kitosan kapli HMSP SEM goriintiisii

Bu goriintiiler sonucunda partikiillerin basarili bir sekilde elde edildigi anlasilmistir;
ancak i¢i bos partikiillerin elde edilip edilmediginin anlagilmasi i¢in TEM goriintiileri

alimmustir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 TEM Goriintiileri: A) 50mg sablon kullanilarak elde edilen HMSP; B, C ve D 60 mg sablon kullanilarak elde edilen HMSPlerin

farkl 6lgeklerdeki goriintiileri
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HMSPler elde edilirken oncelikle literatiir bilgisi olan 50 mg sablon kullanilarak deneme
yapilmistir. Bu deneme sonucunda Sekil 4.10°da A ile gosterilen i¢leri biraz bosaltilabilmis
HMSPIler elde edildigi gozlenmistir. Bunun iizerine yeni denemeler yapilmis ve 60 mg
sablon kullanilarak ve kimyasal asindirma isleminde kullanilan ajanin miktar: literatiire
gore ¢ok az arttirirlarak i¢i tamamen bosaltilmis HMSPlerin elde edilebildigi Sekil 4.10 B,
C ve D’de goriilebilmektedir. Buradan, elde edilen partikiillerin yaklasik 150 nm oldugu,
kabuk kalinliginin ise yaklasik 25 nm oldugu gozlenmektedir. Sekil 4.10°da B seklinden de
anlagildig1 gibi numune genelinin tek tip ve benzer partikiil biiylikliigline sahip oldugu
goriilmektedir. Sekil 4.10’da C seklinde partikiillerin daha yakindan gosterimi yer
almaktadir, D seklinde ise hem kabuk kalinligi verilmistir hem de grafikten ortalama
partikiil biiyiikliigii anlagilmaktadir. Grafikten en biiylik nanopartikiiliin 240 nm’den kiiciik
oldugu, ortalama partikiil biiyiikliigliniin 150nm civarinda oldugu anlasilmaktadir. Burada
da DLS o6lgiimleri sonucunda elde edilen partikiil biyiikliiklerinin daha biiyiik olmasinin
nedeni DLS ile 6l¢iilen ¢apin hidrodinamik ¢ap olmasidir. Bu nedenle DLS sonuglarina
gore SEM ve/veya TEM ile elde edilen partikiil biiyiikliiklerinin daha kiigiik olmasi
beklenen bir durumdur. [111]

4.2.3 FTIR analizi

I¢i bos silika nanopartikiillerin mezogdzenekli kabugunun sentezlenmesi igin kullanilan bir
yizey aktif madde olan CTAB, gozenek i¢inde kaldiginda yilizey alanini azaltir ve
sitotoksiktir. Bu nedenlerle, CTAB asidik etanol ekstraksiyonuyla ortamdan
uzaklastirilmaya calisilmistir. CTAB’in ortamdan uzaklasip uzaklasmadiginin anlagilmasi
amaciyla, elde edilen malzemenin FTIR c¢iktis1 alinmistir. Elde edilen en kiigiik partikiil

boyutundaki i¢i bos mezog6zenekli silikaya ait FTIR ¢iktis1 Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11. HMSP'nin FTIR ¢iktis1

Ortamdaki CTAB, asidik etanol i¢inde uzaklastirildiktan sonra, elde edilen partikiillerin
yiizey fonksiyonelliginin anlasilmasi, malzeme icinde CTAB kalip kalmadiginin
saptanmast amaciyla FTIR analizi yapilmistir. Sekil 4.11’de goriilen  i¢i bos
mezogozenekli silikaya ait FTIR ¢iktisinda, beklendigi gibi 1080 cm™ dolayinda, Si-O-Si
gerilme titresiminden kaynaklanan absorpsiyon piki goriilmektedir. Mezogozenekli
silikada, 2800-3000cm™ arasinda gozlenen iki pikin CTAB’den gelen —CH, grubuna ait C-
H titresimi oldugu literatiirden bilinmektedir. Bu bolgede pik gdzlenememesi, partikiiller
tizerinde CTAB kalmadigin1 gostermektedir. Bu da asidik etanol i¢inde CTAB’in
uzaklagtirildigin1 dogrulamaktadir. Bu sonuglar literatiir ile uyumludur [112-114].

Yiizeyde CTAB kalmadigi belirlendikten sonra, elde edilen iiriiniin kristal yapisinin

belirlenmesi, gézeneklerin diizenli yapida olup olmadiginin anlasilmas1 amaciyla XRD

cekilmistir.
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4.2.4 X-Istm kirnmm desenleri (XRD)

Ici bos mezogdzenekli silika nanopartikiillerinin kristal ~6zelliginin anlasilmast,
mezoyapinin gozlenmesi ve kitosan kaplamasmin basarilip basarilmadiginin kontrolii
amaciyla elde edilen malzemelerin kiiciik acili x-1511 difraksiyonu (SAXRD) alinmistir.

SAXRD ciktilart Sekil 4.12°de gosterilmistir.

Sekil 4.12. XRD desenleri A) HMSP, B) Kitosan kapli HMSP

Sekil 4.12°de A’da goriilen zayif ve genis pikler, gdzenekli mezoyapilar i¢in tipik olarak
kabul gormektedir [66, 74, 115]. Sekil 4.12 B’de bu pikin hi¢ goriilmemesi ise kitosan
kaplamasinin yiizeyi kapamasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu da kitosanin

yiizeye tutundugunun bir kanit1 olarak goriilebilir.
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4.2.5 Yiizey Karakterizasyonu

Ortalama gozenek biyiikliigii ve yiizey alaninin hesaplanmasi amaciyla yiizey
karakterizasyonu yapilmistir. Bu ydntemle hem yilizey alan1 hem goézenek hacmi
hesaplanabilmektedir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.13 ve Tablo 4.5’te gosterilmistir.
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Sekil 4.13. A) N, adsorpsiyon-desorpsiyon izotermleri ve B) gozenek boyut dagilimlar

Partikiillerin dar bir gozenek boyut dagilimina ve kiigiik gbézeneklere sahip oldugu
anlasilmaktadir. Elde edilen yiizey alanlar1 beklenildigi gibidir ve literatiirle uyumludur
[75, 116].
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Tablo 4.5. Partikiillerin yiizey 6zellikleri

) ) Gozenek Hacmi
Ornek Yiizey Alam1 (M°) Gozenek Biiyiikliigii (nm)

(cc/g)
HMSP 231,9 0.16 15,8

Tablo 4.5’te goriildiigii gibi elde edilen partikiillerin toplam yiizey alani 232 m%/g’dir.
Gozenek boyutu ise 15,8 nm’dir. Mezogozenekli yapilarin ortalama gozenek acikliklar: 2
nm’den biiyiik 50 nm’den ise kiigiik olarak tanimlanmaktadir [117]. Bu durumda elde
edilen 6rneklerin mezogdzenekli yapilar oldugu sdylenebilir. Bu veriler, analiz sonrasinda

ODTU Merkez Laboratuvari’nca saglanmustir.

4.2.6  invitro salim deneyleri

Elde edilen partikiillere Doksorubisin yiiklenerek daha 6nce belirtilen dort formiilasyon her
bir partikiil biiyiikligii icin elde edilerek, salim deneyleri gergeklestirilmigtir. Salim
deneylerine baglanmadan 6nce her formiilasyon i¢in enkapsiilasyon etkinligi hesaplanarak,

asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 4.6. Enkapsiilasyon Etkinlikleri

Formiilasyon Enkapsiilasyon Etkinligi (%)
Doksorubisin yiikli HMSP 93,7
Doksorubisin ve NaHCOj3 yiiklii HMSP 93,4
Doksorubisin yiikli Kitosan kapli HMSP 93,2

Doksorubisin ve NaHCOj3 yiiklii Kitosan

96,6
kapli HMSP

Tablo 4.6’dan enkapsiilasyon etkinliklerinin %90’1n {izerinde oldugu goriilmektedir. Bu da
oldukca yiiksek oranda ilag yliklenebildigini gostermektedir. Bu enkapsiilasyon etkinlikleri
g0z Oniine alinarak her bir formiilasyona yiiklenen doksorubisin miktarlar1 hesaplanmis ve

salim sonugclar1 bu bilgi lizerinden degerlendirilmistir.



Salim ¢aligmasi, ilag saliminin azalan pH ile artip artmadiginin anlasilmasi, yani pH
duyarl bir sistem elde edilip edilmediginin kontroliiniin saglanmasi i¢in tii¢ farkli pH’da

gergeklestirilmistir. Miktar tayini sonrasinda elde edilen verilen Sekil 4.14°te gosterildigi

gibidir.
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Sekil 4.14. Hazirlanan formiilasyonlar i¢in zamana kars1 ilag salim1
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flag salim ¢alismasi sonucunda partikiillerin igindeki etkin maddenin tamaminin 24 saat
sonunda salinmadigi gozlenmistir. Salim sonuglar1 daha diisiik pH’larda ilag saliminin

arttigini, bunun yani sira ortamdaki NaHCO3 varliginin salimi arttirdigini gostermektedir.

Bu durum, silika yiizeyi ile etkin madde arasindaki iliski daha yakindan incelenerek
aciklanabilir. Silika yiizeyinde bulunan SiOH™ gruplar1 ile doksorubisin suda
¢oziindiigiinde olusan H* grubu arasmnda zayif hidrojen bagi olusarak, doksorubisinin
yiizeye tutunmasinin pH duyarli bir sistem olusturmasi seklindeki baslangic hipotezinden
yola cikilarak, ortam pHsi1 azaldiginda yani ortamdaki H+ iyonlar1 arttiginda, yiizey ile
doksorubisin arasindaki hidrojen baginin kirilmasi ile diisiik pHlardaki daha yiiksek salim

sonuclari agiklanabilir.

Benzer sekilde, ortamdaki NaHCO3; varligimmin salimi arttirmasi da agiklanabilir. Silika
yiizeyindeki OH™ gruplari, ortamdaki Na* iyonlarin1 doksorubisinden gelen H" iyonlarma

sterik engel nedeniyle tercih edecektir. Bu durum, doksorubisinin salimini arttiracaktir.

[118]

4.2.7 invitro Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Elde edilen formiilasyonlarin in vitro sitotoksisitesinin belirlenmesi ve daha sonra
yapilmasi diisliniilen in vivo ¢alismalar i¢in bir temel olusturabilmesi amaciyla, bir 16semi
hiicre hattt olan HI-60 hiicre hatt1 {izerinde in vitro ¢alismalar gergeklestirilerek IC50

konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

MTT sonucunda elde edilen baz1 6rnek plaka goriintiileri Sekil 4.15°te verilmistir.
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Sekil 4.15 MTT uygulamasi sonrasi bazi érnek plakalar

Plakalar cihazda okutularak absorbanslari belirlenmis daha sonra yapilan hesaplar
sonucunda IC50 konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Belirlenen IC50 degerleri Tablo 4.7°de

verilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda cizilen grafikler Sekil 4.16°da verilmistir.
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Sekil 4.16 Hazirlanan formulasyonlarin HL-60 hiicre hattinda in vitro ¢calismalari sonucunda elde edilen IC50 grafikleri
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Sekil 4.16’da gosterilen serbest doksorubisin sonuglar sirasiyla 24., 48. Ve 72. Saatler
sonunda elde edilmistir. Bu grafiklerden yalnizca 48. Saat sonunda elde edilende, S
seklinde bir egri gozlenmektedir ve bu durum 48. Saatin ¢aligsma i¢in uygun oldugunu
gostermektedir. Diger dort grafik ise, etkin madde ve/veya NaHCOj; yiikli
formiilasyonlara ve bu formiilasyonlarin etkin madde yiiklenmemis versiyonlarmin
konsantrasyona % canliligin1 gostermektedir. Sekil 4.16’da goriildiigli gibi hazirlanan
formiilasyonlar i¢inde en etkili olan1 kitosan-PEG kaplanmis, doksorubisin ve NaHCO3
yiikklenmis olanidir. Yine Sekil 4.16’da i¢ine etkin madde yiiklenmemis partikiillerin
canlilik tizerinde belirgin bir etkisi bulunmadigi goriilmektedir. Denenen en yiiksek
konsantrasyonda dahi canliligin %90’1n altina diismedigi belirlenmistir. Bu nedenle, tek

basina partikiillerin herhangi bir sitotoksisitesinin bulunmadigi sonucuna varilmistir.

Tablo 4.7 MTT deneyi sonucunda elde edilen IC50 konsantrasyonlari

Formiilasyon IC50 Konsantrasyonu (nM)
Doksorubisin GCozeltisi (D) 150
Doksorubisin yiiklii silika nanopartikiil (D@HMSP) 2200
NaHCO; ve Doksorubisin yiiklii silika nanopartikiil (N+D@HMSP) 2500
Doksorubisin yiiklii Kitosan-PEG kapli silika nanopartikiil (D@HMSP- 4700

Cs-PEG)
NaHCO3 ve Doksorubisin yiiklii Kitosan-PEG kaph silika nanopartikiil
(N+D@HMSP-Cs-PEG)

390

Etkin madde yiiklii partikiillerin IC50’si belirlendiktan sonra, bos partikiillerin
sitotoksisiteleri belirlenmis Ve elde edilen sonuglar Tablo 4.7°de verilmistir. Burada
amag, bos partikiillerin IC50 degerinde canlilik {izerinde bir etkisinin olmadiginin
gosterilmesidir. Doksorubisin ¢ozeltisi en fazla sitotoksisite gdsteren grup olarak
belirlenmigstir. Bu beklenen durum toksik doksorubisinin dogrudan hiicre igerisine
girerek etkinlik gostermesi ile iligkilidir. Fakat doksorubisinin kandan hizla elimine
olmasi sebebiyle in vivo deneylerde anlamliligini yitirmesine sebep olmaktadir.
Literatiir bilgileri de bu sonucu desteklemektedir [119]. Bundan sonraki en etkili
formiilasyonun NaHCOj3 ve doksorubisin yiiklii, Kitosan-PEG ile kaplanmis asil
formiilasyon oldugu anlagilmaktadir. Bu formiilasyon ayni zamanda en yiiksek salim
yapan formiilasyon oldugundan, daha yiiksek sitotoksisite gostermesi beklenen bir

durum olarak agiklanabilir.
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Doksorubisin yiiklii Kitosan-PEG ile kaplanmis silika partikiillerin gorece daha az etkili
oldugu Tablo 4.7°de goriilmektedir. Bu durum, yine daha diisiik miktarda salim yapan
bir formiilasyon olmasiyla iligkilendirilebilecegi gibi, ortamdaki NaHCO3; olmamasi
nedeniyle NPlerin endozomdan kagamamasi sonucu da gelismis olabilir. Tablo 4.7’den
anlagildig1 tizere NaHCO3 icermeyen formiilasyonlarin etkinlikleri daha diisiiktiir. Bu
durumun olas1 sebebi endozomdan kagisin gergeklesememesi veya in vitro ortamda
daha az salim yapan formiilasyonlar olmalar1 olabilir. Cs-
PEG kaplamasinin NaHCO3 ile gelistirilen formiilasyonun etkinligini arttirmis oldugu
gorilmektedir. Bunun sebebi, kitosanin pozitif yiizey yiikii nedeniyle hiicre zariyla daha
iyi etkileserek hiicre icine alimi arttirmasi olabilir. Ancak, Cs-PEG kapli ve sadece
doksorubisin yiiklenmis HMSPde, Cs-PEG kaplamasinin benzer etkiyi gostermedigi
gozlenmektedir. Bu durum, kitosanin endozomdan kagisinin ¢ok yavas olmasi [120]

nedeniyle etkin maddenin hiicre ¢ekirdegine ulagamamasi nedeniyle olusmus olabilir.

Sonug olarak NaHCO3; ve Doksorubisin yiiklii Kitosan-PEG kapl silika nanopartikiil
(N+D@HMSP-Cs-PEG) formiilasyonunun in vitro ortamda daha etkili olmasi, in vitro
ortamdaki ani ve fazla salimdan kaynaklanma olasiligini isaret etmektedir. Bu nedenle
bu formiilasyonun in vivo ortamda salim/ kanda kalis profilinin degerlendirilmesine
karar verilmistir. Elde edilen bulgular, tasarlanan sistemin kontrollii salim sagladig:

yoniindedir.

Elde edilen sonuglarin grafik 6zeti Sekil 4.17°de sunulmustur. Sekildeki hata ¢ubuklari

standart sapmalar1 ifade etmektedir.
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Sekil 4.17 A) Bos partikiillerin sitotoksisitesinin grafik gosterimi (*: p<0.05) ve B) etkin
madde yiliklenmis partikiillerin IC50 degerleri

Hiicre kiiltiirli c¢alismalarindan elde edilen yukaridaki verilere gore, bos
nanopartikiillerin hiicre canlilig tizerine belirgin bir etkisinin olmadig, kitosan-PEG ile
kaplanmis formiilasyona etkin maddenin yani sira sodyum bikarbonat da eklendigi

takdirde, nanopartikiillerin canlilik tizerine anlamli bir etkisinin oldugu anlasilmaktadir.
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4.2.8 invivo Cahismalar

Elde edilen partikiillerin kanda kalis siiresinin belirlenmesi i¢in in vivo calismalar
gergeklestirilmistir. Yapilan ¢alismalardan elde edilen verilerin degerlendirilebilmesi
icin Oncelikle kalibrasyon egrisi olusturulmus ve elde edilen egri Sekil 4.18°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.18. in vivo Caligmalar ile Elde Edilen Kalibrasyon Egrisi

Sekil 4.18°de goriildiigii gibi R? degeri 0.996 olarak hesaplanmis ve 5-320 ng/mL
araliginda bilinmeyen kan konsantrasyonlarinin hesaplanmasinda bu egri kullanilmistir.
Daha once analitik yontem validasyonu i¢in gerceklestirilen giin i¢i ve giinler arasi
caligmalar burada da gergeklestirilmis ve sonug¢ olarak varyasyon katsayisi1 ve standart
sapmalarin 1.5’tan kiiciik oldugu, geri kazanimin ise %98-102 araligi icinde kaldig

hesaplanmustir.

Sicanlara enjeksiyonlar yapildiktan sonra alinan kanlar plazmasi ayrildiktan sonra
Bolim 4.3 Plazmadan Doksorubisinin Miktar Tayini i¢in Kullanilan Analitik
Yontem’de verilen basamaklar uygulanarak, ornekler HPLC’ye verilmistir. Bunun
sonucunda, kitosan-PEG kapli formiilasyonun kanda kalis siiresinin  diger

formiilasyondan daha uzun oldugu anlasilmistir. Serbest doksorubisinin ise beklendigi
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tizere kandan elimine oldugu goézlenmistir. Ancak hazirlanan formiilasyonlarin kanda
daha uzun siire kaldiklar1 belirlenmistir. Kitosan kaplamas1 yapilmayan formiilasyon 8.
saatten sonra kandan tespit edilemezken, kitosan kapli formiilasyonda bu siire daha da

uzamis ve 24. saatte de kandan miktar tayini yapilabilmistir.

Her ii¢ formiilasyon i¢in (serbest doksorubisin, NaHCO3 ve doksorubisin yiiklii NPler
ve NaHCOj3 ve doksorubisin yiiklendikten sonra Kitosan-PEG ile kaplanmis NPler) elde
edilen grafikler Sekil 4.19°da verilmistir. Grafikte belirtilen hata ¢ubuklari, 6 sigandan
elde edilen verilerin standart sapmasini ifade etmektedir, * istatistiksel olarak anlaml
birk fark goriilmedigini, ** ise aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu ifade

etmektedir.

Grafikten anlasildigr iizere, kitosan-PEG ile kapli formiilasyonun kanda kalis stiresi
digerlerine gore daha uzundur. Bu durum, kitosan-PEG kaplamasinin opsonizasyonu
engellemesi sonucunda kanda kalig siiresinie arttirmasi sonucunda gelismis olabilir.

Serbest doksorubisinin kandan hizlica elimine oldugu literatiirden bilinmektedir
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B Dox+NaHCO3@HMSN/Cs-PEG
® Dox+NaHCO3@HMSN

= Dox
50 -

Konsantrasyon (ng/mL)

2 8 . 24
Siire (Saat)

0.083

Sekil 4.19 Hazirlanan formulasyonlar siganlara verildikten sonra, toplanan kanlardaki doksorubisin konsantrasyonlari
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5 YORUM

Bu tez kapsaminda kanser tedavisinde yer almasi amaciyla yan etkileri azaltilmis bir
ilag tasiyict sistem gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda EPR
etkisinden faydalanilanmak i¢in nanopartikiiler tasiyici sistem gelistirilmistir. Bu
sistemin pH duyarli olmasi saglanarak kanser hiicrelerinin daha asidik olmasi
ozelliginden faydalanilmak istenmistir. Ayni zamanda hiicre i¢ine alinan
nanopartikiillerin etki gosteremeden hiicreden atilmasinin da 6niine gegmek amaciyla
endozomdan kagis saglamak icin NaHCO;3; yiiklemesi yapilarak, asidik ortamda
karbondioksit ¢ikisiyla endozom kesesinden kagip etkin maddeyi sitoplazmaya
tagiyabilen bir sistem gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu hedeflere ulasmak i¢in nano-
tagiyict sistem olarak i¢i bosaltilmis (hollow) mezogodzenekli silika secilmistir. Bu
calisma kapsaminda Oncelikle bosaltilmis (hollow) mezogozenekli silika sentezi ve

partikiil biyiikliigh ve polidispersite optimizasyonu yapilmistir.

Elde edilen sonuglar, nanopartikiilleri olusturmak i¢in kullanilan sablonun (template)
biiyiikliigii kontrol edilerek, elde edilen son nanopartikiillerin biiyiikliigiiniin de kontrol
edilebilecegini gostermistir. DLS, SEM ve TEM ile yapilan analizler sonucunda
ortalama partikiil bliyiikliigliniin 150nm civarinda oldugu, i¢i bos yapinin olusturuldugu
ve dis kabugun gozenekli oldugu anlasilmistir. FTIR ile sentez sirasinda kullanilan
yiizey aktif maddenin uzaklastirildigi, XRD ile malzemenin beklenen kristal 6zelligi
gosterdigi, BET ile yiiksek ylizey alanli bir malzeme oldugu gosterilmistir.

Bu asamadan sonra elde edilen partikiiller, elektrostatik etkilesimden faydalanilarak
Kitosan-PEG ile kaplanmustir. Zeta potansiyeli sonucu, silika yiizeyinin negatif yiikli
oldugunu gostermektedir. Silika yiizeyinde bulunan OH™ gruplari nedeniyle bu beklenen
bir durumdur [121]. Kitosan-PEG kaplamasindan sonra ise ylizey yiikiiniin pozitife
doniistiigi gozlenmistir. Kitosan-PEG pozitif yiiklii oldugu i¢in beklenen bu durum,
kitosanin silika yiizeyine kaplandigini isaret etmektedir [122, 123].

Tasarlanan sisteme etkin madde ve/veya NaHCOj yiiklendigi ve miktar tayinleri HPLC

ile gosterilmistir. Etkin madde yliklemesinin NaHCO3; varliginda veya yoklugunda,
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kitosan-PEG varliginda ve yoklugunda %90 civarinda oldugu anlagilmistir. Daha sonra
gerceklestirilen salim ¢alismasi ile pH duyarli salim saglayan bir sistem elde edilip
edilmediginin anlasilmas1 i¢in ¢ farkli pH’taki ortamda salim ¢alismasi
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, her formiilasyonun en ¢ok salimi pH 5;’te
yaptigit ve pH7’ de hep daha az salim yaptigin1 gdstermektedir. Yani ortam pH’si
azaldikca, Nanopartikiillerden yapilan salim artmaktadir. Ortam pH’sinin azalmasi, ayni
zamanda ortamda bulunan serbest H+ iyonlarinin artmasi anlamia gelmektedir; artan
H+ iyonlari, yiizeydeki silanol gruplariyla etkileselerek doksorubisinin yiizeyden
ayrilmasina neden olmus ve bu nedenle salimi arttirmis olabilir [124]. Bu da pH duyarli
bir sistemin elde edilebildigini diislindiirmektedir. Ayrica, formiilasyonlarin NaHCO3;
varliginda daha ¢ok salim yaptigr belirlenmistir. Yiizeydeki OH™ gruplar ile
doksorubisinin H* ucu arasinda bir etkilesim olmakla birlikte doksorubisinin sterik
engel olusturacagi, bu nedenle yiizeyin doksorubisini birakip serbest Na® iyonlarini

baglamasi ile bu durumun agiklanabilecegi diisliniilmektedir.

Losemi hiicre hatti olan HL-60 hiicreleri ile yapilan in vitro ¢alismalar sonucunda
nanopartikiiler tasiyict sistemin tek basina herhangi bir sitotoksik etkisinin olmadigi
anlagilmistir. Boylece ilag tasiyict sistemden kaynaklanan bir etkinlik olmadigy,
sitotoksik etkinin etkin maddeden kaynaklandig1 gosterilmek istenmistir. Etkin madde
yiklii formiilasyonlar iginde en yiiksek sitotoksik etkiyi Kitosan-PEG kapli,
doksorubisin ve NaHCOj3 yiiklenmis NPlerin sagladig1 anlagilmigtir. NPlerin hizla salim
yapmas1 sonucunda daha ¢ok etkin maddenin salinmasi bu duruma neden olabilecegi
gibi endozomdan kacisin saglanmasmin da benzer bir sonucun ortaya g¢ikmasini
saglayabilecegi diisiiniilmektedir [97]. Durumun daha iyi degerlendirilmesi agisindan in
vivo ortamda yapilacak degerlendirmelerle salim/kanda kalig profilinin incelenmesi

yoluna gidilmistir.

In vivo ¢alismalar sonrasinda yapilan miktar tayini sonucunda, kitosan-PEG kaplamasi
yapilan formiilasyon verilen si¢anlarin kanindan 24. saatin sonunda doksorubisin tayin
edilebilirken, Kitosan-PEG kaplamasi yapilmayan NPler verilen siganlarin kanindan 8.

saatten sonra doksorubisin izole edilememistir. Bu sonuglar, kitosan-PEG kaplamasi
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yapilmayan NPlerin kandan daha erken elimine oldugunu ve kitosan-PEG kaplamasinin

kanda kalis siiresini arttirdigini gostermektedir.

Bu tez kapsamindaki ¢aligmalar, AML igcin ila¢ tasiyici sistem gelistirilmesi amaciyla
yiritilmistir. AML temel olarak akyuvar hiicrelerinin, kemik iliginde baslayarak,
kontrolstiz tiretilmesi sonucu gelismektedir [8]. Kanser hizlica karaciger, dalak ve lenf
diigiimlerine yayilabilir. Miyeloid hiicreler, ¢ok sayida lizozom igeren graniiler
hiicrelerdir. Bu durum g6z Oniline alindiginda, hazirlanan ilag tasiyict sistem,
endozomdan kacarak bu hiicreler {izerinde daha biiyiik etki gostererek, kandan
temizlenmelerine yardimci olabilir. Ancak diger kanser tiirleri igin degerlendirildiginde,
kandaki normal nétrofilleri de etkilecegi diisliniilerek, ndtropeniye neden olma ihtimali

g0z Oniine alinmalidir.

Elde edilen sonuglara gore, hazirlanan sistemin hedeflendigi gibi kanser tedavisinde

etkili olma potansiyeline sahip yenilik¢i ve etkili bir sistem oldugu anlasilmistir.
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