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OZET

Ila¢ Tasiyien Sistemler Olarak Manyetik FesOs Nanoparcaciklar1 iceren Hibrit

Nanomalzeme Hazirlanmasi v e Karakterizasyonu

Kanser, diinyadaki en yaygin ve Olimciil saglik sorunlarindan biridir. Doksorubisin
kemoterapide kullanilan sitotoksik bir ilagtir. Kanser hiicreleri gibi aktif sekilde biiyiiyen
hiicrelerin biliylimelerinin yavaglamasina veya durmasina neden olmaktadir ve bu hiicrelerin
O0lme olasiliklarim1 artirmaktadir. Paklitaksel antitlimér etkisini hiicrede mikrotiibiillerin
toplanmasin1 arttirmak ve depolimerizasyonunu Onleyerek stabil mikrotiibiil topluluklart

olusturarak gostermektedir.

Paklitaksel ve doksorubisin kombinasyonu kanser tiirleri tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Farkli anti-tiimér mekanizmali ilaglarin kombinasyon kemoterapisi ilag
direncini azaltmak ve terapotik etkiyi iyilestirmek i¢in faydali bir yoldur. Bununla birlikte,
serbest paksitaksel ve doksorubisin kombinasyonu normal dokularda kardiyotoksisite ve
norotoksisite gibi ciddi toksisiteye neden olmaktadir. Bu nedenle, iki ilacin son derece etkili ve

diistik toksisiteye sahip formiilasyonu ya da formiilasyonlarinin gelistirlmesi gerekmektedir.

Tez ¢alismasinda manyetik FesOs nanopargaciklari sentezlenmis ve nanopargaciklarin
manyetik ylizeyleri tiyol gruplari ile modifiye edimistir. Daha sonra allil gruplar ile modifiye
edilmis olan kitosan polimeri hazirlanmis ve klik reaksiyonu ile manyetik nanopargaciklara
baglanmistir. Hazirlanan bu hibrit malzemeye paklitaksel ve doksorubisin ilaglar1 ayr1 ayr1 ve

birlikte bir yiiklenmis ve sonrasinda hibrit malzemeden ilag salinimlari incelenmistir.

Fe3O4’ilin yilizey modifikasyonunun tiim basamaklari i¢in yap1 karakterizasyonu ATR-FTIR
ile yapilmigtir. Aym1 zamanda manyetik nanoparcaciklarin, tiyol modifiye edilmis manyetik
nanoparcaciklarin ve polimer bagli manyetik nanopargalarin boyut analizleri Zeta sizer ile
karakterize edilmistir. Allil modifiye polimerlerin yap1 karakterizasyonlart ATR-FTIR ve
NMR ile belirlenmistir. Hibrit nano malzemenin termal dayanimi ve yiizde modifikasyonu i¢in

TGA analizinden faydalanilmistir.

Tez calismasinda kitosan-Fe3Os nanopargaciklarina 255,17 pg doksorubisin, 287,17 pg
paklitaksel yiiklendigi tayin edilmistir. Her iki ila¢ birlikte kitosan-Fes3O4 nanopargaciklari ile
muamele edildiginde edildiginde 253,2 ug DOX ve 274,7 ng PTX yiiklendigi bulunmustur.



Kitosan-Fe304 nanopargaciklarindan doksorubisin 48 saatte pH 5’te %30,5 ve pH 7,4’te %23,3
salindig1 bulunmustur. Paklitaksel 48 saatte pH 5’te %72,66 ve pH 7,4’te %41,45 salinmustir.
Kitosan-Fe3O4 nanopargaciklarina birlikte yiiklenen doksorubisin ve paklitaksel ilag salinimlari
pH 5 ve pH 7,4’te incelenmis ve asidik pH’ta her iki ilacin yiiksek oranda salindigi ve

saliimin 48 saatte tamamlandig1 tayin edilmistir.

Doksorubisin ve paklitaksel gibi antikanser ilaglarinin viicutta salinimi hafif asidik timor
mikrogevresi ve hiicre i¢i tiimor hiicrelerinde asidik ortamlarda daha fazla oldugu bildirilmistir.
Calismamizda da her iki ilacin ayr1 ayr1 ve birlikte salimmlar1 asidik ortamda daha yiiksek

oldugu saptanmastir.

Ekim, 2020 Seyma TUNA
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ABSTRACT

Preparation and characterization of hybrid nanomaterial containing magnetic FezO4

nanoparticles as drug delivery systems

Cancer is one of the most common and deadly health problems in the world. Doxorubicin is a
cytotoxic drug used in chemotherapy. It causes actively growing cells, such as cancer cells, to
slow or stop growing, and increases the likelihood that these cells will die. Paclitaxel
demonstrates its antitumor effect by increasing the collection of microtubules in the cell and

preventing their depolymerization by forming stable microtubule communities.

The combination of paclitaxel and doxorubicin is widely used in the treatment of cancer
types. Combination chemotherapy of drugs with different anti-tumor mechanisms is a useful
way to reduce drug resistance and improve therapeutic effect. However, the combination of
free pacsitaxel and doxorubicin causes severe toxicity in normal tissues, such as cardiotoxicity
and neurotoxicity. Therefore, it is necessary to develop a highly effective and low toxicity
formulation or formulations of the two drugs.

In this thesis, magnetic FesO4 nanoparticles were synthesized and the magnetic surfaces of the
nanoparticles were modified with thiol groups. The chitosan polymer, which was then
modified with allyl groups, was prepared and bound to magnetic nanoparticles by the click
reaction. The drugs paclitaxel and doxorubicin were loaded separately and together into this

prepared hybrid material, and then drug releases from the hybrid material were studied.

Structure characterization for all steps of surface modification of FesO4 was done with ATR-
FTIR. It has also been characterized by Zeta sizer size analyses of magnetic nanoparticles,
thiol-modified magnetic nanoparticles, and polymer-bound magnetic nanoparticles. Structural
characterizations of allyl modified polymers were determined by ATR-FTIR and NMR. TGA

analysis was used for thermal strength and percentage modification of hybrid nano material.

In the thesis study, it was determined that chitosan-FesO4 nanoparticles were loaded with
255.17 pg doxorubicin and 287.17 ug paclitaxel. When both drugs were treated together with
chitosan-Fe3O4 nanoparticles, 253.2 ug DOX and 274.7 ng PTX were found to be loaded.

From chitosan-FezO4 nanoparticles, doxorubicin was found to be released 30.5% at pH 5 and
23.3% at pH 7.4 at 48 hours. Paclitaxel was released at 48 hours by 72.66% at pH 5 and

vii



41.45% at pH 7.4. Doxorubicin and paclitaxel drug releases loaded together into chitosan-
Fe304 nanoparticles were examined at pH 5 and pH 7.4 and it was determined that both drugs
were highly released at acidic pH and that the release was completed in 48 hours.

The release of anticancer drugs such as doxorubicin and paclitaxel in the body has been
reported to be greater in slightly acidic tumor microenvironment and acidic environments in
intracellular tumor cells. In our study, it was found that the release of both drugs separately
and together was higher in an acidic medium.

October, 2020 Seyma TUNA
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KISALTMALAR

ATR-FTIR . Attenuated Total Relectance Fourier Transform Infrared
Spektroskopisi

DLS : Lazer Dinamik Isin Sagilim Teknigi

DOX : Doksorubusin

GTP : Guanosin Trifosfat

MNP : Manyetik Nano Boyutlu Parcaciklar

MRG : Manyetik Rezonans Goriintiileme

NEMS : Nanoelektromekanik Sistemler

NMR : Niikleer Manyetik Rezonans

PTX : Paklitaksel

SEM : Taramal1 Elektron Mikrokobu

SLN : Kat1 Lipid Nanoparcaciklar

STEM : Taramal1 Geg¢irimli Elektron Mikroskop

TGA - Termogravimetrik Analiz
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1.GIRIS

Iag tastyici sistemler, normal hiicreler iizerindeki yan etkileri azaltirken, daha fazla gegirgenlik
ve tutma etkileri ile kanser hiicrelerinde ila¢ birikimini arttirmaktadir (Brigger ve ark. 2002).
Bu nedenle ilag tasiyict sistemler geleneksel antikanser ilaglarinin terapotik etkinligini artirmak
icin iyi bir yaklasimdir (Gu ve ark. 2007). Geleneksel kanser kemoterapisinde tek
kemoterapdtik ajan kullanilmasi, 6zellikle doz sinirlayicit olmak iizere, toksisite ve diisiik
antikanser etkinligi, muhtemel kanser hiicresi hayatta kalma yolunu aktive etmesi gibi
dezavantajlar ortaya ¢ikararak kemoterapinin basarisiz olmasina neden olabilmektedir (Zhao
ve ark. 2013, Chen ve ark. 2015). Bunu diisiinerek, kombine stratejisi iki veya daha fazla
terapOtik ajanin birlikte verilmesi ve farkli terapilerin kombinasyonu (hormon terapi,
immiinoterapi, gen tedavisi ve radyoterapi gibi) bu tikaniklig1 gidermek igin potansiyel bir yol

olarak onerilmektedir.

Doksorubisin kemoterapide kullanilan sitotoksik (kanser hiicresini 6ldiiriicii) bir ilagtir. Kanser
hiicreleri gibi aktif sekilde biiyliyen hiicrelerin biiylimelerinin yavaslamasina veya durmasina
neden olmaktadir ve bu hiicrelerin 6lme olasiliklarin1 artirmaktadir (Barry ve ark. 1990).
Paklitaksel antitimor etkisini hiicrede mikrotiibiillerin toplanmasini  arttirmak  ve
depolimerizasyonunu onleyerek stabil mikrotiibiil topluluklar1 olusturarak gostermektedir
(Huang ve ark. 2000). Paklitaksel ve doksorubisin farkli antikanser mekanizmalar1 olan
antikanser ilaglar1 olup birlikte taginmasi ve salinmasi ile ilgili ¢alismalar bulunmaktadir
(Baabur-Cohen ve ark. 2017, Wang ve ark.2018). Biyomalzemeler {izerinde yapilan bilimsel
caligmalarda son yillarda biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir. Ozellikle manyetik alana duyarl
polimerik nanopartikiiller, gen mihendisliginde biiyiik ilgi ¢ekmektedir. Biyopolimerik
malzemeler, dogal maddeler olup canli organizmalarla ilgili calismalarda organizmaya uyum
saglamaktadirlar. Bu nedenle gen miihendisliginde hiicre biiylimesi deneylerinde tutucu-iskelet
olarak ve ilag yiikleme ve salim sistemlerinde kullanilmaktadirlar (Gaihre ve ark. 2009), (Lin
ve ark. 2006), (Koizumi ve ark. 2001). Ozellikle manyetik alana duyarli manyetik
nanopartikiiller ila¢ salim sistemlerinde saglikli ve etkin bir sekilde kullanilmaktadirlar
(Ichiyanagi ve ark. 2007). Ilag salinim sistemlerinde kullanilan manyetik nanopartikiillerin
manyetik kismi Fe*? ve Fe*® tuzlarindan olusmakla birlikte polimerik matriks kismi igin
degisik Ozellikte polimerler kullanilmaktadir. Ornegin albiimin aljinat, poli(kaprolakton),

poli(etilenoksit) ve kitosan en ¢ok kullanilan polimerik yapilardir (Wang ve ark. 2018).



Nano boyutlarda iiretilen tasiyicilar, kan-beyin bariyerleri, solunum sistemindeki bronsiyoller,
derideki baglantilar gibi c¢esitli bariyerleri gegebilirler ve ilaglarin istenilen dokuya
ulastirilmasini saglarlar. Nanotasiyicilar viicuttaki dar alanlarda daha iyi dagilirlar ve diisiik
cOziintirliikkli ilaglarin ¢oziintirliigiinti arttirabilirler. Nano boyut ilaglarin fonksiyonlarini
arttirarak bu ilaglara yeni 6zellikler kazandirilabilir, ilaglarin toksisitesini azaltabilir ve daha

verimli ilag dagilimlarini saglayabilir.

Manyetik (FesOs) nanomateryaller, siiperparamanyetik o6zellikleri nedeniyle ilag salinim
sistemlerinde dikkat cekmektedir. Ayrica, FesOs, ABD Gida ve ilag Idaresi (FDA) tarafindan
manyetik rezonans gorintileme (MRI) ajanlari, hedefe yonelik ilag salma ve doku
miihendisligi gibi biyomedikal uygulamalar i¢in onaylanmis tek metal oksit sinifidir (Han ve

ark. 2018)

Tez ¢aligmasi kapsaminda manyetik FesOs nanopargaciklari sentezlendi ve nanoparcaciklarin
manyetik ylizeyleri tiyol gruplar ile modifiye edildi. Daha sonra allil gruplar1 ile modifiye
edilmis olan kitosan polimeri hazirland1 ve klik reaksiyonu ile manyetik nanopargaciklara
baglandi. Hazirlanan bu hibrit malzemeye paklitaksel ve doksorubisin ilaglart ayr1 ayri1 ve

birlikte bir yiiklendi ve sonrasinda hibrit malzemeden ila¢ salinimlar1 incelendi.

Fe304’lin ylizey modifikasyonunun tiim basamaklari igin yap1 karakterizasyonu ATR-FTIR ile
yapildi. Aym1 zamanda manyetik nanopargaciklarin, tiyol modifiye edilmis manyetik
nanoparcaciklarin ve polimer bagli manyetik nanoparcalarin boyut analizleri Zeta sizer ile
karakterize edildi. Allil modifiye polimerlerin yap1 karakterizasyonlart ATR-FTIR ve NMR ile
belirlendi. Hibrit nano malzemenin termal dayanimi ve yiizde modifikasyonu i¢in TGA

analizinden faydalanildi.
1.1 KANSER VE KANSER iLACLARI

Kanser, hiicre fizyolojisinde birgok gecici mekansal degisiklik iceren ve sonunda malign
(kotii huylu) timérlere yol agan karmasik bir hastaliktir. Anormal hiicre biiyiimesi (neoplazi)
hastaligin biyolojik u¢ noktasidir. Bitisik dokularin ve uzak organlarin tiimdr hiicresi istilasi,
kanser hastalarinin ¢ogu icin morbidite ve mortalitenin birincil temelidir (Gupta ve ark.,
2017). Tiimor dokular saglikli dokularla karsilastirildiginda (pH 7.4) farkli pH seviyeleri (pH
6.5) gosterir. Daha da 6nemlisi, timorlii dokularda hiicre i¢i endozomlar ve lizozomlar hiicre

dis1 ortamdan daha diisiik bir pH'a (5.0-6.0) sahiptir (Ma, Fan ve Li, 2016).



Normal hiicrelerin kotii huylu kanser hiicrelerine doniistiiriildiigi biyolojik stirecler, son
yillarda biyomedikal bilimlerde biiyiik bir arastirma ¢abasina sebep olmaktadir (Gupta ve ark.,
2017). Kanser tedavisinde en biiyiilk amag, olumsuz etkilerden kacinarak kemoterapotiklerin

tumor bolgesine hedefe yonelik olarak verilmesidir (Rouhollah ve ark., 2013).

Genel olarak, kanser tedavilerinin basinda cerrahi miidahale ve radyasyon tedavisi
gelmektedir. Ilaclar, cerrahi tedaviye uygun olmayan kanser vakalari durumunda kanser

hiicresi biiyliimesinin inhibe edilmesinde birincil arag haline gelmistir (Qiu ve ark., 2017).
1.1.1 Doksorubusin (DOX)

C27H29NO11 kimyasal formiiliine sahip doksorubusin (DOX) suda az ¢oziiniirliige sahip olan
bir antikanser ilacidir (Thedrattanawong, Manaspon ve Nasongkla, 2018). Doksorubisin bir
tetrasenin hidridinden tiiretilir. Yapisinda bir deoksi hekzosid, bir tetrasen kinon, bir p-kinon,
bir birincil alfa-hidroksi keton ve bir {iglinciil alfa-hidroksi keton bulunan bir aminoglikozittir.
Streptomyces peucetius var bakterisinden izole edilen doksorubisin, antineoplastik aktiviteye
sahip bir antrasiklin antibiyotiktir. Escherichia coli metaboliti olarak rol oynar

(https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/compound/Doxorubicin).

1.1.1.1 fla¢ Etki Mekanizmasi

Antrasiklinlerin hiicre tipine gore degisen hiicre boliinmesinin 6zellikle S ve G2 fazlarinda

belirgin olan etkileri vardir.

DOX, DNA sarmalindaki baz ¢iftleri arasinda araya girerek DNA replikasyonunu 6nler ve
protein sentezini inhibe eder. Ek olarak, doksorubisin, DNA replikasyonu sirasinda artmis ve
stabilize klivaj edilebilir enzim-DNA baglantili kompleks ile sonuglanan topoizomeraz I1'yi
inhibe eder ve c¢ift zincirli kopmadan sonra niikleotit zincirinin ligasyonunu Onler.
Doksorubisin ayrica hiicre zart lipitlerinin lipit peroksidasyonunda sekotoksisiteye neden olan
oksijensiz radikaller olusturur; oksijensiz radikallerin olusumu ayrica antrasiklin
antibiyotiklerin, yani kardiyak ve kutan6z vaskiiler etkilerin toksisitesine de katkida bulunur.

(https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/compound/Doxorubicin).

DOX, diislik toksisite, iyi biyouyumluluk, hazirlanma kolayligi ve g¢esitli ilag yiikleme
yontemlerine sahip olmasi nedeniyle tercih edilen bir antikanser ilacidir (Javed ve ark., 2015).

Bununla birlikte, doza bagimli kardiyotoksisite, miyelosupresyon, nefrotoksisite ve ¢oklu ilag
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direncinin gelisimi gibi yan etkileri nedeniyle DOX'un klinik uygulamasi ciddi sekilde

engellenmistir (Ma, Fan ve Li, 2016).
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Sekil 1.1: Doksorubusinin kimyasal yapisi

(https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/compound/Doxorubicin)

1.1.1.2. Farmakokinetik

Gastrointestinal sistemde absorbe olmayan ve aktivite kaybmna ugramasi nedeni ile
doksorubisin intravendz olarak uygulanir. Fakat bu uygulamada ilag ¢cevre dokulara dagilarak
doku nekrozuna neden olabilmekte ve bu da ciddi sorunlar1 beraberinde getirebilmektedir.
Doksorubisin plazma proteinlerine baglanarak dokulara dagilir, serebrospinal siviya ge¢mez.
Karacigerde hizli bir sekilde metabolize edilmesine ragmen dokulara fazla baglanmasi ve bu
bolgelerden yavas salinmasi nedeni ile viicutta kalis ve etki siiresi uzundur. Enjeksiyondan
sonra ilk 30 dakikada kan konsantrasyonu %50 oraninda azalmasina ragmen yaklasik 20 saat

kan konsantrasyonu 6nemli seviyelerde seyreder (Kuznetsov ve ark., 2001).

Doksorubisin karacigerde rediiksiyon ve hidroliz igslemleri ile metabolize olurken ilacin biiyiik
bir kismu safradan, bir kism1 da bobreklerden atilir. Karaciger rahatsizligl yasayan hastalarda
doz ayarlamasi yapilimasi gerekirken bobrek yetmezligi olan hastalarda doz ayarlamasina

gerek yoktur (Kuznetsov ve ark., 2001).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Doxorubicin

1.1.2 Paklitaksel (PTX) "in Kimyasal Yapis1

Taksan sinifina ait olan paklitaksel, C47Hs1NO14 kimyasal formiiliine sahip bir diterpenoid
psodoalkaloiddir ve 853.9 g / mol’e karsilik gelen bir molekiiler agirliga sahiptir. PTX, C4 ve
C5 pozisyonlarinda dort iiyeli oksetan yan halkasi olan bir taksan halkasi ve C13'te bir
homosiral ester yan zinciri olmak iizere iki molekiilden olusur. Cl13'teki yan zincir,
mikrotiibiillere baglanan, tiibiilin demetlerini stabilize eden ve mikrotiibiillerin guanosin
trifosfattan (GTP) bagimsiz bir sekilde ayrilmasini uyaran aktif kisim oldugu i¢in ¢ok 6nemli
bir rol oynar. Sonug¢ olarak, hiicre ¢gogalmasi, hiicre dongiistinii metafaz ve anafaz sinirinda
durdurarak ve mikrotiibiil dinamiklerinin stabilizasyonuyla indiiklenerek, tamamlanmamais bir

metafaz kromozom plakasi olusumuyla engellenir (Kampan ve ark., 2015).
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Sekil 1.2: Paklitaksel (PTX)’in yapis1

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/paclitaxel)

1.1.2.1 Ila¢ Etki Mekanizmasi

PTX, mikrotiibiilleri hedef alan bir antikanser ilacidir. Mikrotiibiiller, ¢ap1 25-30 nm arasinda
degisen, tiibiilin heterodimerleri ile dinamik dengede tiibiilin polimerlerinden (alfa ve beta

protein alt birimlerinden) olusan silindirik i¢i bos yapilardir. Mikrotiibiillerin temel islevi,


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/paclitaxel

hiicre boliinmesi sirasinda mitotik iplik olusturmaktir. Ek olarak mikrotiibiiller, hiicre
yapisinin, hareketliliginin ve hiicre i¢indeki sitoplazmik hareketin siirdiiriilmesi i¢in gerekli
olan alanlardir (Kampan ve ark., 2015). PTX, tiibiiliin dimerleri ve mikrotiibiiller arasindaki
normal dengeyi degistirir ve bu nedenle, hiicre boliinmesini bozar, yani, mikrotiibiilleri
stabilize ederek, hiicre dongiisiiniin G2 ve M fazlarima ve mikrotiibiilleri iceren hiicresel

aktivitelere miidahale eder(https://www.sigmaaldrich.com/european-export.html). Tubulin

sentezi ve mikrotiibiillerin eklenmesi G2 fazi ve mitoz fazi sirasinda meydana gelir. PTX,
mikrotiibiiliin eklenmesini Onleyen vinka alkaloidlerinden farkli olarak, 6zellikle S-tiibiilin
heterodimerlerinden stabil mikrotiibiillerin eklenmesini tesvik ederek hiicre boliinmesini 6nler
ve depolimerizasyonu inhibe eder; dolayisiyla, hiicreler G2-M fazinda tutulur ve hiicre
dongiisliniin sonunda apoptoz gecirir, boylece hiicre ¢ogalmasi onlenmis olur (Kampan ve

ark., 2015).

PTX ile stabilize edilmis mikrotiibiiller, kalsiyum iyonlarina ve soguga maruz kaldiklarinda
depolimerlesmeye karsi direnglidir ve bu durum polimerizasyonun baglatilmasi i¢in gerekli
olan dogal bir kofaktér olan GTP (guanosin trifosfat)’nin varligint gerektirmez

(https://www.sigmaaldrich.com/european-export.html). PTX, GTP yoklugunda mikro

tiibiillerde pB-tiiblilin alt {nitesinin N-terminal 31 amino asitlerine spesifik olarak geri
doniistimlii bir sekilde baglanir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, diigiik konsantrasyonlarda
paklitakselin, mikrotiibiillerin depolimerizasyonunu inhibe ettigini, yiiksek dozda ise
paklitakselin, mikrotiibiillerin sayisin1 ve kiitlesini arttirdigini, bdylece mikrotiibiillerin
stabilitesini ve islevselligini bloke ettigini gostermistir. Apoptotik modiilatér genlerin
paklitaksel tarafindan uyarilmasi, mikrotiibiil stabilizasyonundan bagimsiz goriinmektedir.
PTX’in apoptotik etkisi, konsantrasyona ve siireye baglidir. Konsantrasyon miktari en az 10
NM ve siire en az 12 saat oldugunda, S fazinda mitotik iplik olusmadan apoptoz
indiiklenebilir. PTX’in doz konsantrasyonuna bagli olarak iki farkli apoptoz mekanizmasi
onerilmistir. Konsantrasyon > 9 nM oldugunda, paklitaksel apoptotik kontrolden sorumlu olan
Raf-1 kinaz aktivasyonunu indiikler. Konsantrasyon < 9 nM ise, Raf-1 kinaz baglanmaz ancak
apoptoz indiiksiyonu, p53 ve p21'in etkisi altinda devam etmektedir. p53, proliferasyonu ve
apoptozu diizenleyen major bir tiimor baskilayicidir ve kanser vakalarinin ¢gogunda bu gen
mutasyona ugrar. Normal hiicrelerde, DNA hasar1 p53 seviyelerini arttirir. Daha sonra, bu
durum DNA hasar onarim mekanizmalarin1 veya apoptozu tesvik etmek ve genetik olarak
transforme hiicre klonlarinin proliferasyonunu sinirlamak i¢in p21'in aracilik ettigi bir G1

hiicre dongiisiinii durdurur. PTX ayrica proapoptotik sinyalleme ile iligkili olabilecek ¢oklu
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sinyal iletim yollarim1 da aktive eder. Sitokinlerin ve pro-enflamatuar proteinlerin
indiiklenmesi, paklitakselin diisiik doz konsantrasyonunda immiino modiilatér etkisine ve
ilacin daha yiiksek doz konsantrasyonunda da hiicre oliimiine yol agacaktir. Ek olarak,
paklitakselin, oksidatif strese katkida bulunan ve paklitakselin aktivitesinin etkisinde rol
oynayan nikotinamid adenin diniikleotidfosfat (NADPH) oksidazin aktivitesini artirarak
reaktif oksijenler (ROS) olusumunu indiikledigi ve hidroperoksit {iretimini arttirdigi rapor
edilmistir. PTX’in, glikoz (2-deoksi D-glikoz, 2DG) ve hidroperoksit (L-butiyonin-S,
Rsulfoksin, BSO) metabolizmas1 inhibitorleri ile kombinasyonunun, hidrojen peroksit ile
indiiklenen metabolik yoluyla meme kanseri hiicresi o6ldiirmesini segici olarak arttirdig

bulunmustur (Kampan ve ark., 2015).
1.1.2.2 fla¢ Diren¢ Mekanizmasi

PTX c¢ok adimli ve cok sayida gen iceren karmasik bir ila¢ diren¢ mekanizmasina sahiptir.
Coklu ila¢ direnci (MDR), kanser hiicresinden bagimsiz olarak sitotoksik ilaclarin iistesinden
gelme kabiliyeti olarak tanimlanir. MDR kanser hiicreleri herhangi bir kemoterapiye direncli
olarak gelistiginde meydana gelir ve bu durum tiimér mikro-ortamu ile iliskilendirilir. PTX
kaynakli diren¢ mekanizmasi, temel olarak mRNA ve proteini (¢coklu ribozomal genler ve
translasyon faktorleri gibi), sentez, oksidatif stres (UGT1A6, MAOA ve CYBA), glikoliz
metabolizmasi (ADH1A, HK1 ve ENO3), glutatyon metabolizmas1 ve 16kosit transendotelyal
goc yollarini igerir. Hipoksi, p-53'e bagimhi (Apaf-1 ve Kaspaz-9 efektor yolaklarini igeren)
veya p53’e bagimsiz (hipoksik-indiiklenebilir faktor 1 [HIF-1] ve Bcl-2 familya genlerini
iceren) apoptoziyi indiikleyebilir. HIF-1, hipoksik indiiklenebilir genleri kontrol eden HIF1 ve
HIF-1 f alt birimlerinden olusan yaygin bir transkripsiyon faktoriidiir ve HIF-1 proteininin
konsantrasyonu, hipoksik ortamm varliginda katlanarak artmustir. Hipoksik ortamin neden
oldugu tiimor hiicrelerinin apoptotik potansiyelinin kayb1 ve GO-Gl'de hiicre dongiisiinii
durduran HIF-1, paklitaksel dahil kemoterapotik maddelere karst kemosensitiviteyi azaltir.
Hipoksi ile aktive edilen diger transkripsiyonel faktor, niikleer faktor kappa B'dir (NF-«B) ve
ayni zamanda proinflamatuar transkripsiyonel faktor olarak da bilinir. NF-kB pathway yoluyla
sitotoksik etkisine aracilik eden paklitaksel, hipofik tiimdr mikro-ortaminin varliginda, serin
fosforilasyonunu indiikleyen ve ayrica bir anti-opoptotik protein olan BCL-2'yi aktive eden
NF-kB transkripsiyon faktoriiniin varliginda direng gelistirmeye aciktir. Hiicre ici ilag
konsantrasyonu, paklitakselin etkin sitotoksik aktivitesi i¢in dnemlidir. Ilaca kisa siireli maruz

kalma, yiiksek gec¢is metabolizmasi, artmis karaciger veya bobrek klirensi, tiibiilinler,



mikrotiibiiller veya diger makromolekiillerin varlig1 ya da tiimor hiicrelerinin yogunlugu veya
vaskiilarite, intratiimoral ila¢ konsantrasyonunun azalmasina neden olabilir. PTX direncinin
gelismesinden sorumlu olan diger mekanizma apoptoz inhibisyonu, mitojenle aktive olan
protein kinaz, Raf-1 kinaz veya hiicre i¢i sinyal yolu PIK3 (fosfatidilinositol-4,5-bis-fosfat 3-
kinaz)’in aktivasyonu ve Bcl-2 gibi apoptotik diizenleyici proteinlerdeki degisikliklerdir
(Kampan ve ark., 2015).

1.1.2.3 Farmakokinetik

PTX, beyaz kristalimsi bir tozdur, oldukga lipofiliktir, suda ¢dziinmez ve ¢ozelti icinde
formiile edilmesi ¢ok zordur. 216 °C -217 °C erime noktasina sahiptir (Kampan ve ark., 2015).
Kemoterapotik ajanlarin etki bolgesindeki yliksek orandaki toksisiteleri, kemoterapdtiklerin,
saglikli dokulara kars1 toksisiteleri azaltilmis bir terapdtik konsantrasyonda sunma zorlugunu
getirmistir. Tyi bir kemoterapédtik ajan olan PTX, diisiik terapdtik endekse sahiptir ve sudaki
¢cozlnlirliigliniin diisiik olmast PTX'in klinik uygulamasini siirlamaktadir (Gorain ve ark.,
2018). PTX’in sudaki diisiik ¢oziintirliigii, yiiksek lipofilik yapisindan (log P: 3.96) ve hacimli
polisiklik yapisindan (molekiiler agirlik:853 Da) kaynaklanmaktadir (Gupta ve ark., 2017).
PTX’in sudaki ¢oziiniirliigliniin (~ 0.4 pg / mL) diisiik olmasi, kanserli hiicreler tarafindan
ilaca kars1 direng gelisimini tetiklemesine ve ilacin hizli bir sekilde eliminasyona ugramasina
sebep olmasi nedeni ile bu kemoterapdtik ajanin hedef bolgede uygulanmasini biiytik dlciide
sinirlandirmistir (Gorain ve ark., 2018). Sistemik biyoyararlanimi, diistik sulu ¢6ziiniirliige (%

0.3 £0.02 g/ mL) bagl olarak % 8'den azdir. (Gupta ve ark., 2017).

PTX metanolde (50 mg / ml) ¢6ziiniir. Metanol i¢inde hidrolize ve transesterifikasyona ugrar.
PTX ayrica etanol ve asetonitrilde ¢oziiniir. % 50 Cremophor EL ve % 50 susuz etanol
karigimi i¢inde ¢oziiniir (sigma-aldrich.com) bu da siddetli asir1 duyarlilik, miyelosupresyon,
notropeni, norotoksisite ve benzeri gibi ters reaksiyonlara neden olabilir (Du ve ark., 2018).
PTX zayif alkali metanolik ve kuvvetli asidik metanolik ¢ozeltilerde (1: 1 metanol: konsantre
HCl) hizla tahrip olur. Sudaki ¢Oziintirlikk, siklodekstrin  varliginda artar

(https://www.sigmaaldrich.com/european-export.html).

PTX’in dogrusal olmayan bir farmakokinetik diizene sahip oldugu gdzlenmistir. Ilacin %
90'dan fazlas1 hizli ve yaygin sekilde plazma proteinlerine baglanirken, kirmizi kan
hiicrelerine baglanma yaklagik % 50'dir. PTX’in artan plazma konsantrasyonu ile, viicut

dokularindan ilaglarin elimine edilmesinin azalmasina eslik eden Cmax (maksimum plazma
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konsantrasyonu) ve AUC (plazma konsantrasyon altindaki alan) arasinda orantisiz sekilde

biiylik bir artis vardir (Kampan ve ark., 2015).
1.1.2.4 Paklitaksel ve Bagisikhik Sistemi

Kanser hiicreleri aktif olarak antitimdr bagisikligini baskilatabilmektedir. Standart dozda,
paklitaksel, genel olarak immiino baskilayicidir. Bunun nedeni, makrofajlar, efektér T
hiicreleri ve NK (dogal 6ldiiriicii hiicre) hiicreleri gibi tliimor hiicresi olusumunu 6nlemede rol
oynayan hiicre tiplerinin ¢ogunu inhibe etmesidir. Bununla birlikte, paklitaksel, tipik olarak
kemoterapi i¢in kullanilandan daha diisiik dozlarda, antitiimor immiinitesini tesvik eden

onemli bir immiinojenik role sahiptir (Kampan ve ark., 2015).

Kanser tedavileri igin geleneksel kemoterapi birgok dogal fizyolojik engelle sinirh etki
gosterir. Hedeflenen bolgede hem ilacin katsayisi diisiiktiir hem de karaciger ve kalp gibi
yiikksek kan perflizyonlu organlarda da yan etkiler sik goriiliir (Thedrattanawong ve ark.,
2018). Kemoterapdtik antikanser ilaglari genel olarak damar igine tatbik edilmekte ve kotii
hedeflenmis tiimor spesifikligi ile genel sistemik dagilima yol agmaktadir. Antikanser ilacin
bu nonspesifikligi, saglikli dokular tarafindan beklenenden daha fazla ila¢ alimina neden olur
ve istenmeyen yan etkiler ile sonuglanir (Javed ve ark., 2015). Ayrica ¢ogu ilag yiliksek bir
dozda verilirse yliksek oranda antikanser etkisi yaratir ancak giiclii ilag¢ etkisine ragmen
kanser hiicreleri daha sonra ilaca karst diren¢li hale gelebilir. Son zamanlarda, ¢oklu ilag
tedavisi, bu sorunun iistesinden gelmek i¢in ideal bir yontem olarak kabul edilmistir, ¢iinkii bu
yontem tek bir ilacin kullanimindan farkli olarak terapotik etkiyi ve toleransi en iist diizeye
cikarabilir. Bununla birlikte, bircok anti-tiimdr ilaci suda ¢oziinmez ve terapdtik etkilerini
ciddi sekilde etkileyen zayif bir sekilde emilir (Qiu ve ark., 2017). Bu nedenle kemoterapotik
ilaglar, istenmeyen ciddi yan etkiler, diisilk biyoyararlanim ve ila¢ direncinin gelismesi
nedeniyle kanser tedavisinde milkemmel olmaktan uzaktir (Ma, Fan ve Li, 2016). Bunun ig¢in,
ilag kombinasyonlar1 olusturarak suda ¢éziinmeyen ilaglarin emilimini artirabilen bir tastyici
sistem gelistirmek gereklidir. Bu sadece hasta uyumlulugunu arttirmakla kalmaz ayni
zamanda ilag¢ dozajini azaltir, ilacin etkinligini arttirir, ilacin yan etkilerini azaltir (Qiu ve ark.,
2017). Zayif suda ¢oziiniir ilacin ¢oziniirliiglini arttirmak, hedeflenen tiimdr bolgelerine
yonelik, kontrollii salimim profillerini elde etmek, kan dolasim siiresini uzatmak ve
biyoyararlanimi arttirmak i¢in nano boyutlu ila¢ salinim sistemleri (DDS) tercih edilmektedir
(Ma, Fan ve Li, 2016). Nano tastyicilar ile PTX gibi ¢6ziinmeyen ilaglar ¢6ziinebilir, adsorbe

edilebilir, kapsiillenebilir, ylizeye veya nano tasiyicilarin i¢ine eklenebilir (Du ve ark., 2018).
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Ideal bir ilag salimim sisteminde, terapétik ajanin kan konsantrasyonunu istenen bir seviyede
tutmasi, terapotik ajanin kati tiimorlerde gegirgenligi ve tiimdr hiicrelerinde tutulmasi
terapotik ajanin kan seviyesindeki keskin bir artisin1 6nlerken, hizli ilag klirensine etki eder ve
ilac1, hedef timor hiicrelerine tasir ve arttirir. Bunu saglayabilmek igin, farkli uyaranlara
duyarli ozellikler ilag salinim sistemlerine (DDS)’e dahil edilmelidir. Bu nedenle, pH,
sicaklik, redoks kosullari, manyetik alan, ultrason ve elektrik alanlar1 vb. dahil i¢ veya dig
uyaranlara duyarli akilli nanoyapilar gelistirilmistir. Nano ila¢ salinim sistemlerinin diisiik pH
ortaminda kanser hiicrelerinde kullanilmasinin giiglii ve etkili bir strateji oldugu
kanitlanmistir. Tiimdr hiicrelerinin hipoksik durumu ve yiiksek glikoliz oranina sahip olmalari
nedeniyle tiimorlerin hiicre dist pH'imin kiigiik olmasi, kanserin viicut i¢inde yayilmasina
neden olur. Bu nedenle, pH'a duyarli polimerlere dayali akilli nano ila¢ salinim sistemleri

gelistirilmistir (Oroojalian ve ark., 2018).
1.2 KONTROLLU ILAC SALINIM SiSTEMLERI

Kontrollii salinimin tarihi, ilaglarin dogrudan ya da agizdan uygulandigi eski zamanlara
dayanmaktadir. Tarih ilerledikge, ilag verme yontemleri de gelismistir. Mevcut sistem ve ilag
uygulama yontemleri arasinda gastrointestinal (Gl), transdermal, topikal, nazal, mukoadhesif,
parenteral ve implante edilebilir tasiyici sistemler bulunur (Kohrs ve ark., 2018). Bir ilag
salinim sistemi i¢in ana hedef, ilact nano tasiyicilara basariyla dahil etmektir. Bununla
birlikte, ilacin dogasinin, ilag verme siirecinin kinetigini etkilemesi yadsinamaz bir gergektir.
[lacin nano tastyictya dahil etme isleminin temel amaci, ilacin etkili miktarlarini hastalikl
bolgelere tasimak i¢in ilacin nano tasiyicilara yeterli sekilde entegrasyonunu saglamaktir.
[lacin  dahil edilmesine ragmen, ilacin biyolojik aktivitesinin dahil edilmeyle
kaybedilmeyecegi de tespit edilmelidir. Ilacin dahil edilmesinde kullanilan yontemler,
nanoparcaciklarin hazirlanmasi sirasinda ilacin eklenmesini igerir. Bir baska yontem, yiikleme
sonrast yontemdir, yani, nanopar¢aciklarin olusumundan sonra, nanoparcaciklarin, ilacin
alimi igin bir ilag ¢dzeltisine daldirilmasina izin verilir. Ilacin yiiklenme olasilig, ilacin
kalitesi, sentezlenen cihaz tasarimi ve cihaza sikisan ilacin konsantrasyonu gibi cesitli

parametrelere baghdir (X. Wang ve ark., 2018).

10



1.2.1 Kontrollii fla¢ Salimm Mekanizmalar

Ilag verme sistemleri ilac1 fizyolojik kosullar altinda koruyarak, ilacin salinimimi kontrol
ederek, sistemik dolasimi arttirip azaltarak ve etki alanina ulagsmaya yardimci olarak ilacin
hedef bolgedeki terapotik etkisini arttirmak icin kullanilir. Bu islevler, tek tek, kombinasyon
halinde veya sirali olarak calisan karmasik ve ¢esitli mekanizmalar ile elde edilir. Polimerler,
seramikler, cam, metaller ve metal alasimlar1 genellikle ilag verme sistemlerinde arag¢ olarak
kullanilir. Dozaj formlarindan ilag salinnminin kontrolii, ilacin sistemden veya suyun igine
difiizyonunu, ilacin ¢dziinmesini, pargalanmasini, sistem- matris sismesini, bozunmasini veya

erozyonunu igerir (Kohrs ve ark., 2018).

Cogu polimerik ila¢ verme sistemi, ilacin bir konsantrasyon gradyani boyunca polimerik
aractan diflize oldugu ve salinimin Fick Diflizyon Kanununa uygun oldugu veya olmadigi
difiizyon kontrolliidiir. Ikinci dereceden gegis olarak da bilinen cams1 gegis, her polimere
ozgii bir sicaklikta meydana gelen karakteristik bir fazsiz gecistir. Cams1 gecis sicakliginin
(Tg) altinda, polimerler sert ve boyutsal olarak kararlidir ve camsi bir durumda olduklar
distintiliir, ancak camsi gegis sicakliginin (Ty) lizerinde polimer yumusaklasir ve kauguksu bir
goriinime sahip olur. Kaucuk durumdaki polimerler, ¢evredeki ortamin daha iyi
infiltrasyonuna izin vererek ilacin ¢dziinmesine ve daha sonra difiizyonuna izin verir. ilacin
salinimi1 konsantrasyondan bagimsiz oldugunda, salinim Fick Difiizyon Kanuna uyar ancak
diflizyon zaman ve konsantrasyona bagliysa, salinim Fick Diflizyon Kanuna uymaz. Difiizyon
kontrollii sistemler monolitik ve rezervuar tabanli olmak iizere iki tiirdiir. Monolitik
sistemlerde, ilag polimerik ara¢ iginde esit olarak dagitilir. Diflizyon orani molekiiliin
diflizyon katsayisina baglidir ve zamanin bir fonksiyonu olarak azalir, ¢iinkii ¢ekirdekteki
ilacin konsantrasyonu zamanla azalir. Rezervuar sistemlerde, diflizyon katsayis1 hiz sinirlayict
membran tarafindan kontrol edilir, ¢iinkii ilag c¢ekirdekten ayrilir ve daha sonra bir
konsantrasyon gradyani nedeniyle zardan salinir. Cekirdegin doygunlugu diistiigiinde, zardan

diftizyon azalir (Kohrs ve ark., 2018).
1.2.1.1 Uyaranlara Duyarh Salinim

[lag verme sisteminin salim sekli sadece uyarana degil, ayn1 zamanda ilacin salindig
malzemeye de baghdir. Duyarli polimerler, spesifik fizyolojik uyaranlara cevap veren yapisal
bir degisiklige ugrar. Agik dongii ve kapali dongii sistemler olmak iizere iki tiir duyarl: ilag

salimim sistemi vardir. Acik dongii sistemleri, ilacin verilmesinin Onceden belirlenmis bir
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insiilin pompasi oldugu polimerik olmayan ila¢ salinim sistemleridir. Kapali dongii sistemler
s0z konusu oldugunda, ila¢ saliimi, pH ve sicaklik gibi fizyolojik kosullara gore belirlenir

(Kohrs ve ark., 2018).

GI yolu, kan ve hiicre i¢i ortam gibi ¢esitli bolgelerin pH' indaki karakteristik farkliliklar,
cogu kanser ve enfekte doku ile iliskili asidik durumlar ile pH'1 duyarl polimerler igin ¢ekici
bir uyarici1 yapar. pH'a duyarl polimerler, protonlar1 kabul ederek iyonizasyon durumlarinda
bir degisiklige ugrayan zayif asidik veya bazik gruplara sahip polielektrolitlerdir. Iyonizasyon
durumundaki degisiklikler, polimerin ilag salimmmin1 modiile eden konformasyonel

degisikliklere ve sisme davranisina yol agar (Kohrs ve ark., 2018).

Baz1 polimerler, ¢oziiniirligii degistiren belirli bir sicaklikta faz gecisi sergiler. Solvasyon
durumundaki degisiklikler polimerin molekiiller aras1 hidrojen bagina baglanir. Bu gegis,
viicut sicakliginda genisleyen veya daralan polimerlerden ilag salinimi i¢in kullanilabilir. Su
molekiilleri, 32-33 °C'lik diisiik kritik ¢ozelti sicakligmin (LCST) altinda, polimer agina
baglanarak sismeye neden olur, bu da ilaglarin polimer igine yiikklenmesini saglar. LCST'nin
istiinde, hidrofilik veya hidrofobik bir gegis, polimer agiin ¢okmesine ve ¢oziinmesine
neden olur, boylece gecis sirasinda tiim su molekiillerini ve tutulan ilaci serbest birakir (Kohrs

ve ark., 2018).
1.3 POLIMER

“Polimer” terimi iki Yunanca kelimeden tliremistir: moAv (polu) kelimesi “¢ok” ve p epog
(meros) kelimesi “parga, kisim” anlamina gelir. Adindan da anlasilacag: gibi, polimerler daha
kiigiik molekiillerin veya tekrar eden birimlerin kimyasal reaksiyonuyla olusturulan biiytik
molekiillerdir. Bu tekrarlayan birimler “monomer” olarak adlandirilir. Mol kiitlesinin boyutu,
monomer ve polimer sentezleme yontemine bagli olarak ¢ogu kez farklilik gosterebilir. Her
bir polimer zinciri, tekrar eden birimler ve zincir uzunluguna goére farkli degiskenlere sahip
bircok parcadan olustugu i¢in, farkli uzunluk ve yapiya sahip uzun zincirler olusturmak igin
tekrar eden birimlerin kombinasyonu, ortaya ¢ikan polimerlerin 06zelliklerini ve

uygulamalarini belirlemede esastir (Pious ve Thomas, 2016; Brady ve ark., 2017).
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Polimerler yirminci yiizyilin en yaygin kullanilan malzemeleridir. Genis 6zellik yelpazesine
sahip olmalari nedeniyle uygulamalarin ¢ogunda farkli malzemelerin yerini almislardir.
Glinlimiizde, tasima ¢antalari, paketleme malzemeleri, kalemler, icecek siseleri, konteynerler,
bezler, mobilyalar, yapistiricilar ve siringalar gibi giinliik hayatimizda kullandigimiz esyalarin
cogu polimerlerden yapilmistir. Polimerler ayrica mihendislik uygulamalarinda da
kullanilmaktadir. Polimerlerin 6zellikleri, uygun bir sentetik yol veya kosullarin se¢ilmesiyle
ve lretim sirasinda katki maddelerinin dahil edilmesiyle kolayca ayarlanabilir (Pious ve

Thomas, 2016).

Polimerlerin ¢ogu, diger malzeme smiflarina kiyasla ¢ok kolay islenebilir. Bu sayede

iireticinin daha az enerji tiikketen iirlinler iiretmesini saglar (Pious ve Thomas, 2016).
1.3.1 Polimerlerin Yapisi

Polimerlerin yapisal 6zelliklerinin ve yapisal 6zelliklerini etkileyen faktorlerinin anlagilmasi

pratik uygulamalar i¢in 6nemlidir (Pious ve Thomas, 2016).

Polimerler, iki veya daha fazla ayn1 molekiil arasinda kovalent bag ile ayn1 ampirik formiile
sahip monomerden daha biiyiik bir molekiiliin olustugu bir islem olan polimerizasyon sonucu
olusur. Buna asetaldehitten (CH3CHO) olusturulan halkali molekiil paraladehit 6rnek
verilebilir. Dolayisiyla paraldehitte oldugu gibi, ilave bir polimer molekiilii ayn1 ampirik
formiile sahip birden ¢cok monomerden olusurken reaksiyona giren her bir monomer molekiilii
icin bir kondenzasyon polimerizasyon reaksiyonu kii¢iik bir molekiiliin, genellikle suyun,
ayrilmasiyla ilerler. Bu nedenle kondenzasyon polimerinin deneysel formiilii monomerin
deneysel formiiliinden farklidir ancak ilave edilen polimerin deneysel formiilii ile aynidir. 6
veya 10 monomer biriminden olusan polimerler oligomerler olarak adlandirilir (Darvell,

2018).

Kondenzasyon reaksiyonuna iki asetik asit molekiiliinden suyun ayrilmasiyla olusan asetik
anhidrit molekiiliiniin olusumu 6rnek verilebilir. Buna benzer bir 6rnek asetik asit ve
etanolden suyun ayrilmasi ile etil asetat olusumudur. Buna bagka bir ornek verilmesi
gerekirse, poliester olusumunda, bir diasit ve diol karigimi ya da bir asit-alkol (hidroksi asit)
kullanilabilir, bdylece zincirin her bir ucu bagimsiz olarak biiyiiyebilir. Ancak polimerlerin
olusmast i¢in her bir birim reaksiyona girdikten sonra bir sonraki birime baglanmasi icin

zincirin reaktif bir uca sahip olmaya devam etmesi gerekir (Darvell, 2018).
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Bir polimerik zincirin, diger polimerik malzemelerden veya diisikk molekiil agirlikli bir
coziiciiden olusan bir ortamda mekanik olarak nasil baglandigi ve nasil icinde tasindigi,

kismen zincir sisteminin toplam topolojisi ile belirlenir (Brady ve ark., 2017).

Bir polimerin islevselligi, yapisini belirlemede hayati bir rol oynar. Genel olarak 2 isleve
sahip bir monomer dogrusal bir yap1 verir. Ancak her zaman dogrusal bir polimer zinciri elde
edilmeyebilir. Ornegin, etilen monomerinin islevselligi 2'dir, ancak polimerizasyon
reaksiyonu sirasinda, dallanmis polimer zincirlerinin yani sira dogrusal polimer de olusabilir.
2 ve 3 islevsellige sahip monomer birimlerinin kombinasyonu dallanmig bir polimer
iiretebilir. Bu bile ¢apraz bagli bir yapmin olusmasina neden olabilir. islevselligi 4 olan

monomer birimlerinin bilesimi ile ¢apraz bagl bir polimer olusur (Pious ve Thomas, 2016).

Polimerler, ana zincire bagli olarak organik ve inorganik polimerler olarak siniflandirilirlar.
Bir organik polimer zinciri karbon-karbon bagi ile halkali yapilar veya fonksiyonel gruplarin
bilesimi ile olusturulabilir. Inorganik polimerlerde ana zincir karbon digindaki diger
atomlardan olusur. Ornegin, silikon polimerlerinde ana zincir Si-O baglarindan olusur (Pious

ve Thomas, 2016).
1.3.2 Biyopolimerler ve Ozellikleri

Biyopolimerler, canli organizmalar tarafindan iiretilen dogada biyolojik olarak pargalanabilen
ve sitotoksik olmayan polimerler olarak tanimlanir (Pattanashetti ve ark., 2017; Soni ve
Ghosh 2018). Basit bir deyisle, biyopolimerler polimerik biyomolekiillerdir. Daha biiyiik
yapilar olusturmak icin kovalent olarak bagli monomerik iiniteler igerirler (Pattanashetti ve

ark., 2017).

Polimerik biyomalzemeler (biyopolimerler), herhangi bir zararli lokal veya sistemik etkiye
neden olmadan, fizyolojik ortamlarda uzun veya kisa silire boyunca kullanilabilecek
malzemelerdir. Biyopolimerler, ¢ok cesitli mekanik Ozelliklere yol acan ¢esitli polimerik

kimyasal bilesikler igerebilir (Loureiro dos Santos, 2017).

Biyopolimerler, canli organizmalardan iiretildigi i¢in genellikle siirdiiriilebilir ve yenilenebilir
malzemelerdir. Biyopolimerler, biyolojik olarak parcgalanabilirlik, biyouyumluluk ve
antibakteriyel aktivite gibi Oonemli oOzellikler gosterir. Biyopolimerler insan viicudunda
dokular olusturmak i¢in hiicreleri bir arada tutarlar, hiicrelere kimyasal sinyal iletimi saglarlar,

cildin nem ve elastikiyetine katkida bulunurlar (Pattanashetti ve ark., 2017).
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Biyopolimerler, asimma i¢in 6nemli bir 06zellik olan sert pargalanma, sitotoksisite ve
biyouyumluluk gibi ¢esitli dogal avantajlar1 nedeniyle, ila¢ salinim sistemleri alaninda 6nemli
bir arasgtirma konusu olmustur. Cogunlukla dogal kokenli olan biyopolimerler, mikrobiyal

kontaminasyona, diisiik viskoziteye ve kontrolsiiz hidrasyona kars1 duyarlidir (Soni ve Ghosh

2018).

Biyopolimerlerin ¢ogu, fosil yakitlardan elde edilen sentetik polimerlerden daha yliksek
yogunluklara sahiptir. En yaygin kullanilan biyobozunur polimer olan polilaktik asit (PLA)
yaklasik 1.250 g/cm® liik bir yogunluga sahiptir ve yogunlugu poliolefinin yogunlugundan
(0.880 - 0.970 g/cm® ) cok daha yiiksektir. Yogunluk, biyopolimerlerin implant ve protez

gelisimi i¢in uygun olmasinin nedenlerinden biridir (Pino-Ramos ve ark., 2018).

Bir biyopolimerin ¢oziiniirliigii morfolojisi (polaritesi, polimerin kristalizasyonu) ve bilesimi
ile belirlenir. Genel olarak yiiksek kristallik derecesine sahip olan biyopolimerler diisiik
kristallik derecesine sahip olan biyopolimerlerden daha az ¢oziiniirliige sahiptir. Ayrica,
biyopolimerin termal 6zelligi de ¢oziiniirliigii 6nemli derecede etkileyebilir. Amorf PLA
(biyomalzemelerin gelistirilmesinde en yaygin kullanilan polimerlerden biri), klorlu
hidrokarbonlar, benzen, tetrahidrofuran ve dioksan gibi birgok organik ¢dziiciide ¢oziiniir. Ote
yandan, kristalli PLA ise ancak yiiksek sicaklikta klorlu hidrokarbonlarda ve benzende
¢Oziinlir. Biyopolimerlerin ¢oziiniirliik parametresi asetilasyonla ayarlanabilir. Polimerin
¢Oziinlirlik parametreleri ile ¢oziicli arasindaki fark ne kadar kiiclik olursa, ¢oziiniirliikk de o

kadar iyidir (Pino-Ramos ve ark., 2018).

“Mekanik ozellikler” terimi, polimerik sistemlerde gerilim ve gerinim iliskisini belirtmek igin

yaygin olarak kullanilir (Pino-Ramos ve ark., 2018).

Biyomalzemelerin mekanik 6zellikleri, gerekli uygulamalara uygun 6zel olarak hazirlanabilir.
Bazi durumlarda, sinirli esneklik sergileyen ve darbeye direng gosteren bazi durumlarda ise
esneklik gerektiren malzemeler gereklidir. PLA’ nin mekanik 6zellikleri, optik safligina ve
molekiil agirligina baghidir. Molekiil agirliginin yiiksek olmast durumunda polimerin gerilme
mukavemeti ve elastik modiilii artar ve kopmada uzama azalir. Yaygin olarak kullanilan PLA
kiigiik bir malzemedir ve kirilmada (yaklasik % 6 ile % 11'e kadar), Young'in 900 - 1300
MPa' lik modiiliine ve 61 - 73 MPa' lik gerilme mukavemetine sahiptir. Artan monomer zincir

uzunlugu ile, malzeme daha esnek hale gelir (Pino-Ramos ve ark., 2018).
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Polimerlerin en 6nemli termal 6zelliklerinden biri, camsi gegis sicakligidir (Tq). Camsi gecis
sicakligl, polimerin nispeten sert oldugu bolge ile oldukga esnek oldugu bolge arasindaki bir
sicaklik siniridir. Tg, molekiiler diizenlemelere, retikiilasyon hizina ve kristallik derecesine
baglidir. Bir polimerin Tq degeri, dogrudan mekanik 6zelliklerle ilgilidir ve hem dogal hem de

dogal olmayan polimerleri karakterize etmek i¢in kullanilir (Pino-Ramos ve ark., 2018).

[lk sentetik polimerik malzemelerin dogada biyolojik olarak tamamen pargalanmalari yiizlerce
y1l gerektirir. Kiiresel petrol miktarindaki azalmayla birlesen ¢evre sorunu, biyolojik olarak
parcalanabilen materyaller liretmek icin yeni “dogal” alternatifler aramaya yoneltti (Pino-

Ramos ve ark., 2018).

Biyobozunur polimerlerin 6nemli kismi poliester ailesine aittir. Ester bagmin polaritesi
toprakta bulunan elementlerin hidroliz reaksiyonu i¢in nispeten zayif bir bag olusturur, bu
sayede biyolojik bozunmalar1 artar. Polikaprolakton (PCL), poliglikolik asit (PGA) ve
polidioksanon (PDO), ilag tasiyan implant iiretiminde yaygin olarak kullanilan biyobozunur

malzemelerdir (Pino-Ramos ve ark., 2018).
1.3.3 Biyopolimerlerin Siniflandirilmasi

Genel olarak biyopolimerler, dogal ve sentetik biyopolimerler olarak siniflandirilabilir (Soni
ve Ghosh, 2018).

1.3.3.1 Sentetik Biyopolimerler

Sentetik  biyopolimerler, dogal biyopolimerlere gore biiylikk gruplar halinde
sentezlenebilmeleri, 6zelliklerinin degismeden tekrar iiretilebilmeleri gibi ¢esitli avantajlara

sahiptir (Loureiro dos Santos, 2017).

Sentetik biyopolimerlerin kullanimi dogal biyopolimerlere kiyasla daha kolaydir. Uygun
olarak hazirlanan sentetik biyopolimerler ile baska modifikasyonlar yapilabilir ve yigin
(kiitle) ozellikleri degismeden daha iyi homojenlige, safliga ve tekrarlanabilir 6zellige sahip
biyopolimerler ticari olarak sentezlenebilir (Efthimiadou ve ark., 2018). Mekanik
cOziintirlikleri ve morfolojik o6zellikleri (gozeneklilik, kristallik, vb.) islem sirasinda
degistirilebilir. Ayrica, ayni polimer farkli boyutlardaki polimerik zincirlerin dagiliminin
degistirilmesi sonucu farkli 6zelliklere sahip olabilir. Ornegin, ticari polietilen (diisiik
yogunluklu polietilen, LDPE) tipik olarak paketleme posetleri yapmak i¢in kullanilir ve diistik

bir mekanik mukavemete ve diisiik bir erime noktasia (110 °C civarinda) sahiptir; bununla
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birlikte, ultra yiiksek molekiiler agirlikli polietilen (UHMWPE), neredeyse erimeyen ve
madencilikte ve kalca eklemi protezlerinde kullanilan oldukga sert bir malzemedir. Bu iki tip
polietilen (LDPE ve UHMWPE) arasindaki temel fark, UHMWPE'de LDPE'den yaklasik 10
kat daha yiiksek olan polimerik zincir boyutudur. Ek olarak, sentetik biyopolimerler genellikle
bagisiklik sistemi tarafindan reddedilmez, ¢ilinkii tanima ve hiicre adezyonu i¢in alanlari

yoktur. Ayrica, birgok sentetik biyopolimer hidrofobiktir (Loureiro dos Santos, 2017).
1.3.3.2 Dogal Biyopolimerler

Dogal biyopolimerler, canli organizmalar tarafindan iiretilen ve biyomedikal materyallerde
kullanilabilen biyolojik makromolekiiller olarak tanimlanabilir. Genel olarak, uzun veya
dallanmis zincirler olusturmak icin birbirine bagl tekrar eden yapisal birimlerden olusur.
Basit yap1 taglarina “monomer” denir, daha karmasik yapi birimleri ise “tekrar birimleri”

olarak adlandirilir (Davidenko ve ark., 2018).

Dogal olarak iiretilen birgok biyopolimer, biyolojik olarak ¢dziinebilir, biyolojik olarak
uyumludur ve toksik degildir. Ek olarak, bazilar1 doku iyilesmesinde, yenilenmesinde ve doku
entegrasyonuna yardimci olabilecek spesifik protein baglanma bdlgeleri ve diger
biyokimyasal sinyalleri tasir. Bu Ozellikler dogal biyopolimerleri tip alanindaki farkli
biyomedikal uygulamalar i¢in uygun materyaller haline getirmektedir (Davidenko ve ark.,
2018).

Dogal biyopolimerlerin temel avantaji, organlarin ve dokularin yapisini ve fonksiyonlarini
geri kazanmalarinda hiicrelerin taninmasina, adezyonuna, gociine, c¢ogalmasina ve
farklilagmasina izin vermeleridir (Loureiro dos Santos, 2017). Bir¢ok dogal biyopolimer
biyolojik ortam tarafindan taninir ve metabolik bozunma ile viicuttan atilabilir. Ayrica, dogal
polimerler immiinolojik sistemin uyarilmasini Onleyebilir, bu yiizden biyomedikal
uygulamalar i¢in kullanilmalar sentetik polimerlere kiyasla daha az risk tasir. Buna karsin,
dogal polimerler esneklige ve zayif mekanik 6zelliklere sahiptir. Bu sorunlarin iistesinden
gelmek, bu polimerlerin biyouyumluluklarindan yararlanmak ve yapilarini giiclendirmek igin
cesitli yontemler ortaya c¢ikmistir. Harmanlama, asilama ve ¢apraz baglama kullanilan

yontemlerden bazilaridir (Pino-Ramos ve ark., 2018).

Dogal biyopolimerlerin ana uygulama alanlar1 arasinda (1) implante edilebilir cihazlar, (2)
yara yonetim lriinleri, (3) kontrollii ilag dagitim sistemleri ve (4) doku miihendisligi yap1

iskeleleri yer almaktadir (Davidenko ve ark., 2018). Polisakkaritler (karbonhidrat polimerleri),
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proteinler ve niikleotitler (DNA, RNA), farmasotik kimyada, biyomedikal uygulamalarda ve
ila¢ salinim teknolojisinde yaygin olarak kullanilan dogal biyopolimerlerdir (Efthimiadou ve
ark., 2018). Yakin zamanda ortopedi, oftalmoloji, dis hekimligi, yumusak ve kardiyovaskiiler
doku rejenerasyonlar1 gibi farkli biyomedikal alanlarda dogal biyopolimerlerin yapisini,
ozelliklerini, siniflandirilmasint ve potansiyel kullanimini tanimlayan incelemeler ortaya

cikmistir (Davidenko ve ark., 2018).

Kullanilan monomerik birimlere ve olusan biyopolimerin yapisina gore siniflandirilmis ii¢ ana

dogal biyopolimer sinifi vardir (Davidenko ve ark., 2018):
(1) a-amino asitlerden olusan makromolekiiller olan proteinler (polipeptitler dahil);
(2) Diiz veya dallanmis zincirli polimerik karbonhidrat yapilar1 olan polisakkaritler;

(3) 13 veya daha fazla niikleotid biriminden olusan poliniikleotitler (¢ekirdekler DNA ve
RNA) (Davidenko ve ark., 2018).

Biyopolimerlerin dogal kaynaklar1 (1) mikroorganizmalari, (2) bitkileri veya (3) hayvansal
dokular1 icerir. Ornegin, bakteriler, mayalar, kiifler, mantarlar ve diger birgok
mikroorganizmalar, biyokimyasal o6zelliklere sahip ¢ok c¢esitli polimerik biyomolekiiller
iretmek i¢in ¢ok degerli bir kaynak olabilirler. Bu biyopolimerler polisakkaritleri (seliiloz,
dekstran, kitin, hyaliironik asit, vb.) ve proteinleri (ipek, keratin vb.) igerir. Ayrica bitkiler
hem polisakkaritler (seliiloz, nisasta, aljinat, karragenan, vb.) hem de proteinler i¢in (soya,
zein, bugday gluteni, vb.) son derece degerli ve yenilenebilir bir kaynak olmustur. Karada,
denizde veya havada yasayan hayvanlar, biyomedikal alanda gii¢lii potansiyele sahip dogal
yapilar saglayabilir. Bu yapilara 6rnek olarak glikozaminoglikanlar (kitin, heparin, hyaliironik
asit, vb.), proteoglikanlar ve proteinler (kollajen, elastin, jelatin, heparin vb.) verilebilir ve
ayrica tiim canlilarda genetik bir materyal olan deoksiriboniikleik asit bulunur (Davidenko ve

ark., 2018).
1.3.3.2.1 Polisakkaritler

Polisakkaritler, glikozidik baglarla bir araya gelen monosakkaritlerden olusan polimerik
karbonhidratlardir (Loureiro dos Santos, 2017). Polisakkaritler ayrica “glikanlar” olarak da
bilinir. Canli sistemlerde enerji depolanmasinda, bitkilerin ve hayvanlarin hiicre dis1 yapisal

elemanlar1 olarak gorev alirlar (Davidenko ve ark., 2018).

18



Polisakkaritler, diiz zincirli (seliiloz, kitin ve hyaliironan) veya dallanmis zincirli (nisasta,
dekstran) olabilirler (Davidenko ve ark., 2018). Polisakkaritlerin hidrolizleri, daha kii¢iik
polisakkaritler, oligosakkaritler, disakkaritler veya monosakkaritler ile sonuglanir. Temel
kural olarak, polisakkaritler en az 10 monosakkarit birimi icerir ve genel formiilleri

Cx(H20)y'dir. Burada x, 200 ile 2500 arasinda bir sayidir (Loureiro dos Santos, 2017).

Diger biyopolimer siniflarinda oldugu gibi polisakkaritler de mikroorganizmalar, bitkiler ve
hayvanlar dahil olmak tizere farkli dogal kaynaklardan elde edilebilir (Davidenko ve ark.,
2018).

Canli organizmalarda, polisakkaritler, enerji rezervleri olarak veya yapisal rollerine bagh
olarak siniflandirilir. Yapisal fonksiyonlara sahip polisakkaritler, bitki hiicresi duvarinda ve

eklembacaklilarin dis iskeletinde bulunan seliiloz ve kitindir (Loureiro dos Santos, 2017).

Biyolojik kokenlerinden &tiirii, polisakkaritler yiiksek biyouyumluluk, diisiik toksisite ve
diisiik immiinojenisiteye sahiptir (Loureiro dos Santos, 2017). Diisitk immiinojenisiteye sahip
olmalart bu dogal polimerleri biyomedikal uygulamalar i¢in ¢ekici kilmaktadir.
Biyokapsiilleme teknolojisi ve doku miihendisligi i¢in benzersiz jellesme kabiliyeti, yiiksek su
baglama kapasitesi, biyobozunurluk ve ayrica hiicre disi matrislere (ECM) benzerlik gibi

ozellikler sergilerler (Davidenko ve ark., 2018).

Biyomateryal alaninda kullanilan polisakkaritlere 6rnek olarak seliilloz (bitki ve bakteri),
nisasta, dekstran, aljinat, karragenan, kitin / kitosan, pullulan, agar, pektin, hyaliironik asit

(hyaliironan), kondroitin siilfat ve heparin verilebilir (Davidenko ve ark.,2018).
1.4 Kitosan

Kitin, 200 y1ldan uzun bir siire 6nce, 1811'de, Fransa'nin Nancy Botanik Bahc¢esi'ndeki mantar
caligmalar1 sirasinda Henri Braconnot tarafindan kesfedildi. 1859'da C. Rouget, konsantre
alkali ile reaksiyona sokarak kitini, organik asitlerde ¢oziinebilen, kitosan olarak adlandirilan,
modifiye bir forma doniistiirdigiinii gostermistir. (Rouget, 1859). 1903'te F. Fischer,
glukozamini sentezledi; 1929'da P. Karrer, kitinaz kullanarak enzimatik Kkitin yikimini
gergeklestirdi ve 1939'da W. Haworth, glukozaminin mutlak konfiglirasyonunu belirledi
(Varlamov ve Mysyakina, 2018).

B - (1,4) bagh N-asetil-D-glukozaminin bir homopolimeri olan kitin, dogada en bol bulunan

ikinci biyopolimerdir. Genellikle kabuklularin ve bdoceklerin dis iskeletlerinde ve ayrica
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mantarlarin hiicre duvarlarinda bulunur (Davidenko ve ark., 2018). Dogal kaynaklardan izole
edilen kitin genellikle % 5-10 2-amino-2-deoksi-p-D-glukoz kisimlar igerir (Varlamov ve
Mysyakina, 2018). Sulu ortamda ¢ozinirliiklerinin olmamasi nedeniyle, ¢ogu Kkitin
uygulamalari, kitinin deasetilasyonu ile etkili bir sekilde elde edilebilen deasetile formuna
yani kitosan'a dayanmaktadir (Davidenko ve ark., 2018). Hafif alkali kosullar altinda
(enzimleri kullanarak veya diisiik sicakliklarda) kitinin deasetilasyona ugrayarak kismi
depolimerizasyonu sonucu daha yiiksek bir molekiil agirligina sahip olan kitosan olusur

(Varlamov ve Mysyakina, 2018).

Kitosan, kitinin deasetilasyonu ile elde edilen dogrusal bir polisakkarittir ve rastgele
tekrarlayan B-1,4-D-glukozamin ve N-asetil-D-glukozamin zincirlerinden olusan katyonik bir

kopolimerdir (Raspo ve ark., 2018; Figueroa-Pizano ve ark., 2018).

Sekil 1.3: Kitinin yapist (https://en.wikipedia.org/wiki/Chitin)

CH20H CH20H

H .
H H
OH H OH
H

NWH2 H

Sekil 1.4: Kitosanin yapisi (https://www.chitosan.no/information/chitosan-info/)

Kitosanin iiretim siireci iki asamay igerir: ilk asama B-(1,4) baglar1 ile bir araya getirilen
kitinden [N-asetil-D-glukozamin] (2-asetamido-2-deoksi-f-D-glukonopiranoz) seyreltik HCI

kullanilarak kalsiyum karbonatin ¢ikarilmasini ve ikinci asama ise oksijensiz ortamda birkag
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saat boyunca 110-115 °C'de % 40-50 sulu NaOH kullanilarak kitinin deasetilasyonunu igerir.
Kitinin % 50'sinden fazla deasetilasyonu, kitosan iiretir (Soni ve Ghosh, 2018). Kitosan,
agirhkli  olarak  2-amino-2-deoksi-B-(1,4)-D-glikopiranozdan ~ olusur  ve  yapisi

glikozaminoglikanlara benzer (Pino-Ramos ve ark., 2018; Teimouri ve ark., 2017).

Kitosan molekiil i¢i ve molekiil dis1 hidrojen baglarina sahip yar1 kristalli bir polimerdir
(Naskar ve ark., 2018). Kitosan, fonksiyonel grup olarak ¢ok sayida amin (-NH>) ve hidroksil
grubu (-OH) igermesinden dolayr kimyasal olarak aktif bir polimerdir ve bu 6zelliginden
dolay1 jellestirici bir madde olarak kullanilabilir (Pelld ve ark., 2018; Kilicarslan ve ark.,
2018; Gingasu ve ark., 2018). Reaktif amino ve hidroksil gruplarindan dolayi, kitosanin
kimyasal modifikasyonu miimkiindiir. Kitosan lipitler, proteinler, DNA vb. ¢ok ¢esitli dogal
veya sentetik anyonik tiirlerle birlikte iyonik kompleksler olusturabilen bir polikasyon (poli

(akrilik asit) olarak tanimlanan bazi negatif yiiklii sentetik polimerler) haline gelir (Naskar ve
ark., 2018).

Kitosan bir polikatyondur ve kitosan1 diger polisakkaritlerden ayirt eden, asidik pH’daki
katyonik dogasidir. Hafif asidik kosullarda, amino gruplari protonlanir ve diger molekiiller ile
etkilesimi kolaylastirir. Yiik yogunlugu asetilasyon derecesine ve pH'a baglhdir. Pozitif yiiklii
bir polisakkarit olan kitosan negatif yiiklii bir¢ok dogal biyopolimer ile elektrostatik
etkilesime girerek polielektrolit kompleksler olusturabilir (Malikova ve ark., 2018; Kosowska
ve ark., 2018; Davidenko ve ark., 2018).

Molekiiler agirlik ve deasetilasyon derecesi, kitosan 6zelliklerini ve uygulamalarini belirleyen
onemli parametrelerdir (Davidenko ve ark., 2018). Viskozimetre, kitosanin molekiiler
agirligim belirlemek i¢in kullanilan en yaygin yontemlerden biridir. Coziiniirliik kitosanin

farmasdotik uygulamasinda 6nemli bir rol oynar (Naskar ve ark., 2018).

Kitosan, suda ¢oziinmeyen, fakat (-NH2) gruplari ¢6ziinebilir protonlanmig forma (-NHs")
donistiiriildiigiinde, pKa'sinin (~ 6.3) altinda seyreltilmis asidik ¢ozelti i¢inde ¢oziinebilen
zayif bir bazdir (Gingasu ve ark., 2018). Kitosan, pKa degeri 6.3 olan bir amin grubu
kuaternizasyonu ile seyreltilmis asidik ¢ozeltilerde ¢oziindiigiinde bir katyonik polielektrolit
haline gelir. Kitosanin ¢Ozliniirligli, diisik pH'de amin gruplarinin protonasyonundan
kaynaklanirken, daha yiliksek pH'da (6.0'm iistiinde) kitosan aminleri deprotonlanmis halde
kalir ve kitosan ¢oziinmez hale gelir. Deasetilasyon derecesi, kitosanin pKa degerini belirler,

bu nedenle ¢oziiniirlilk ayrica deasetilasyon derecesine ve yontemine de baghdir (Soni ve
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Ghosh, 2018). Kitosan, asetik asit, formik asit ve laktik asit gibi ¢esitli organik asitlerde ve
hidroklorik asit gibi inorganik asitte ¢Ozlinebilir ve burada yapiskan bir ¢ozelti olusturur
(Loureiro dos Santos, 2017; Naskar ve ark., 2018). Kitosanin ¢oziniirligii kristallik,
deasetilasyon derecesi, asetil grubu dagilimi ve molekiiler agirhik gibi c¢esitli faktorler
iizerinde etkili olmustur. Kitosanin molekiiler agirlig1 azalirsa asidik ortamdaki ¢oziiniirliigii

artar (Naskar ve ark., 2018).

Kitosan, suda ¢oziiniirliikk, anyonik ve katyonik ozellikler, zehirli boya ve antimikrobiyal
etkinlikler, amfifilik davranig gibi 6zellikler saglayan karboksil, agil, alkil, tiyol, kuaternize
amino vb. sayisiz grup igerir. Tiyollenmis kitosan yliksek seviyede yapiskan, enzim inhibe
edici ve gecirgenlik arttiric1 6zelliklere sahiptir. Bu nedenle ¢ok sayida biyomedikal uygulama
icin N-asetilsistein-kitosan ve N-asetil-kitosan gibi yeni bir tiyollenmis kitosan polimeri sinifi
kullanilmaktadir. Kitosan tilirevleri olusturmak ig¢in tiyol gruplarimin (yani, tiyollenmis
kitosan), immobilizasyonu biyolojik sistemlerde yaygin olarak karsilasilan sistein bakimindan
zengin glikoproteinlerin alt alanlarina sahip disiilfit baglarinin olusmasi nedeniyle sayisiz
biyolojik ve biyokimyasal 6zelligi tesvik edebilir ve gelistirebilir (Medeiros Borsagli ve ark.,
2018).

Kitosan, seliilozdan sonra biyomateryal olarak en yaygin kullanilan dogal polisakkarittir (Soni
ve Ghosh, 2018). Dogal olarak tiiretilmis tek katyonik polisakkarit olan kitosan, iyi
bozunurluk, yiiksek biyouyumluluk, diisiik toksisite, hidrofilik, hemostatik, antiviral,
antitimoral ve antibaktiyel aktivite gibi Ozelliklere sahip olmasi ve alerjik olmamasindan
dolay1 gida teknolojisi, biyomedikal ve farmasotik endiistrileri gibi ¢esitli alanlarda biiytik ilgi
gormiistiir (C.-S. Wang ve ark., 2018; Fat'’hi ve Nasab, 2018; Davidenko ve ark., 2018).
Kitosan ayrica molekiil agirligina ve deasetilasyon derecesine (DA) baglh olarak cesitli
ozelliklere sahip olabilir ve antimikrobiyal aktivite gosterebilir (Conzatti ve ark., 2018). pH
6.5 lizerindeki zayif ¢ozilinilirliiglinden dolay1 kitosan asidik ortamda antibakteriyel aktiviteye

sahiptir (Uppal ve ark., 2018).

Kitosan, genel olarak giivenli olarak kabul edilmis (GRAS) malzeme olarak siniflandirilan,

cevre dostu bir "yesil" polimer olarak kabul edilir (Sayed ve ark., 2018).

Kitosan, atik su aritimi, yara pansumanlari, doku miihendisligi, kanser asilarinin gelisimi, ilag
ve gen dagitim araclart gibi biyomedikal, ¢evresel ve endiistriyel uygulamalarda,

biyouyumluluk, biyobozunurluk, biyoadhezyon, polikasyon niteligi ve biyoaktivite gibi
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biyolojik ve kimyasal 6zelliklerinden dolay1 kullanilmaktadir (Elshoky ve ark., 2018). Son on
yilda kitosan, biyolojik uyumluluk (insan kullanimi igin onaylanmistir), miikemmel
biyobozunurluk (lizozim ve lipaz gibi insan enzimleriyle degradasyonlar), diisiik toksisite,
yara iyilestirme, gii¢lii bakteri Oldiirlicii etkinin yami sira bol miktarda kullanilabilirlik ve
digiik Uretim maliyeti gibi Ozellikleri nedeniyle biyomedikal alaninda en ¢ok kullanilan
tiiretilmis dogal kokenli biyopolimerlerden biri olmustur. Son zamanlarda, 6zellikle epitelyal
ve yumusak dokularin onarimi ve yenilenmesinde doku miihendisligi yaklasimlarinda kitosan
bazli biyomalzemelere ilgi artmistir. Kitosan bazli matrisler, 6rnegin viicut yiizey astarlarini
onarmak, bag dokusunun yenilenmesini saglamak ve sinir baglantisin1 ve damar biiyiimesini
desteklemek icin arastirilmistir. Kitosanin, hiicresel fenotipin korunmasi, biyolojik olarak
aktif faktorlerin baglanmasi ve arttirtlmasi dahil olmak {izere bir¢ok doku rejenerasyon
fonksiyonunun diizenlenmesinde yararli olabilecegi bildirilmistir. Kitosan ayrica gen
ekspresyonunun kontrolinde ve dokuya 6zgli hiicre dis1 matrisin  sentezinde ve
biriktirilmesinde yardimei olur (Davidenko ve ark., 2018). Ayrica kitosan, yeterli biyolojik
ozellikler sunar, hemostazi1 saglar ve normal doku rejenerasyonunu destekler, bakteriyostatik
ve fungistatik aktivite gosterir. Bu nedenle, kitosan, ila¢ salim sistemlerinde yara iyilestirici
materyal ve doku rejenerasyonu icin bir destek yapisi olarak gesitli biyomedikal alanlarda

uygulanmigstir (Kaczmarek ve Sionkowska, 2017).

Kitosan insan saglig1 i¢in tehlike olusturmamasindan dolay: tibbi uygulamalarda ila¢ hazirlig
icin biyokompozit olarak kullanilir (Malikova ve ark., 2018). Kitosan, ila¢ kapsiillemesi i¢in
ilag salimiminda kullanilan, hem biyouyumluluk ve hidrofilikligi gelistirmeyi amaglayan
metalik nanoparcaciklarin  kaplanmasinda  kullanilan  polisakkaritlerin  temsilcisidir
(Efthimiadou ve ark., 2018). Kitosan, ila¢ stabilitesini arttirma, ilacin kalma siiresini artirma
ve ilag bozunmasini azaltma kabiliyeti sayesinde nano dagitim modiilleri olarak iimit verici
olmustur (Uppal ve ark., 2018). Nanoparcaciklar, mikro kiireler, boncuklar, tabletler, jeller,
filmler ve zarlar igeren formlarda kitosan bazli polielektrolit komplekslerinden f{iretilen
biyomalzemeler, ila¢ kapsiilleme uygulamalarinda en ¢ok kullanilan uygulamalardir
(Davidenko ve ark., 2018). Kitosan, oral mukozal ilag salinimi i¢in mukozaya yapisan ve
epitel hiicreler arasindaki siki baglar1 acarak ilag penetrasyonunu arttitabilen bir polimerdir
(Pella ve ark., 2018; Akca ve ark., 2018). Toksik olmayan kitosan, biyolojik olarak aktif
maddelerin hedef bolgelere ulagsmasini kolaylagtirarak nispeten daha uzun bir siire boyunca
kan akisinda kalma kabiliyetinden dolay1 ilag salinimi i¢in elverisli bir polimer olarak kabul

edilmistir (Uppal ve ark., 2018).
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Kitosan, sayisiz avantajina ragmen ham bir biyopolimer olarak kullanilmasi, yalnizca hafif
alkali ¢cevre kosullar1 ve fizyolojik bir pH'ta biyomedikal alanindaki potansiyel uygulamalarini
kisitlayabilen asidik bir sulu ortamda c¢oziinmesi, zayif mekanik mukavemet ozellikleri
icermesi gibi dezavantajlara sahiptir (Fat'hi ve Nasab, 2018; Medeiros Borsagli ve ark., 2018).
Diisiik transfeksiyon etkinligi ve diisiik sulu ¢oziiniirlik gibi dezavantajlar, asi

kopolimerizasyonu gibi kimyasal modifikasyonla giderilebilir (Soni ve Ghosh, 2018).

Kitosan bazli hidrojeller biyomedikal alanda en ¢ok kullanilan biyomalzemelerdir ancak
mekanik 6zellikleri pratik olarak uygulanamayacak kadar zayiftir ve hidrojel uygulamadan
sonra kirillgan hale gelir (Figueroa-Pizano ve ark., 2018; Ding ve ark., 2018). Bu nedenle,
daha iyi hidrojeller tiretmek i¢in birkag sentetik polimerin, kitosan ile birlestirilmesi gerektigi

onerilmistir (Figueroa-Pizano ve ark., 2018).
1.5 NANOTEKNOLOJIi VE NANOBIYOTEKNOLOJI

Nanoteknoloji, koklii tirlinleri gelistirme ve genis bir uygulama potansiyeli olan tamamen yeni
ozelliklere ve fonksiyonlara sahip yeni iirlinler yaratma olasilig1 nedeniyle ortaya ¢ikan bir
teknoloji olarak kabul edilmekte olup kimya ve malzeme miihendisligi, biyoteknoloji ve
endiistriyel isleme teknolojisini birlestiren ¢ok disiplinli bir bilimdir (Logothetidis, 2012;
Villena de Francisco ve Garcia-Estepa, 2018). Nanoteknoloji, 100 nm'den daha kiigiik
Olcekteki yapilarin, cihazlarin ve sistemlerin islevselligini  kontrol eder. Yasayan
organizmalarin ilgili siiregleri temel olarak nanometre 6lgeginde gerceklesir; DNA, proteinler
veya hiicre zar1 gibi temel biyolojik birimler bu boyuttadir. Nano 6lgek genel olarak 0.1 pm
veya 100 nm'nin altinda bir boyut olarak kabul edilir (nanometre, metrenin milyarda biridir, 1

nanometre 10° m’dir.) (Logothetidis, 2012).

Nanobiyoteknoloji, teshis amacli, hedefe 6zgii ila¢ salinimindan molekiiler goriintiilemeye
kadar bir¢cok uygulamaya sahiptir. Nanobiyoteknoloji ayni zamanda biyobelirtegler ve
biyosensorlere gen terapisi uygulamalar1 sunmaktadir. Nanobiyoteknolojide, pek c¢ok tibbi
disiplinde potansiyel uygulamalar saglayan artan gelismeler vardir. Nanobiyoteknoloji, tanisal
ve hedefli ilag salinimina parlak bir gelecek sunmustur. Gelecekte bazi tedavi edilemez
hastaliklarin nanobiyoteknoloji yardimi ile tedavi edilebilir hale gelmesi muhtemeldir
(Chavda, 2019).

Nanobiyoteknoloji i¢in en bilyiik zorluk, bu tiir dinamik molekiilleri gelismis stabiliteye sahip

nanotagiyicilara dahil etmektir. Uygulanabilirligi i¢in bazi toksisite sorunlar1 vardir. Sadece
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toksisite degil, baz1 ¢evresel faktoreler de nanobiyoteknolojinin uygulanabilirligini olumsuz
olarak etkilemektedir. Insan saglig1 ve gevreye olan riskleri dogru bir sekilde degerlendirmek
gerekir ve ayrica biyomolekiiller i¢in nano ila¢g salimimina bagli olasi risklerin

degerlendirilmesi de gerekmektedir (Chavda, 2019).
1.6 NANOPARCACIK

Nanomalzemeler, en az bir dis boyutta bir mikrometreden daha kii¢iik morfolojik 6zelliklere
veya nano Olcekli bir i¢ yapiya sahip materyallerdir. Nanomalzemeler Avrupa Birligi (AB)
tarafindan “100 nm ya da 100 nm den daha kii¢iik ya da 100 nm den daha biiyiik boyuta sahip
olabilen ve ayri ayr1 islevsel pargalardan olusan nano 6lgekli 6zelliklere sahip yapilar” olarak
tanimlanir. Nanomalzemelerin en temel 6zelligi, yiizey alanini artiran ve daha yiiksek bir
reaktivite saglayan, kiigiik boyutudur (Villena de Francisco ve Garcia-Estepa, 2018). Bu
ozellik onlarin elektronik, kozmetik ve ila¢ gibi sayisiz alanda kullanimlari kolaylastirir

(Missaoui, Arnoldb ve Cummingsc, 2018).

Nanopargaciklar son yillarda, kimya endiistrisi, gida teknolojisi, elektronik, cilt kremleri, spor
malzemeleri, kozmetik ve biyotip gibi alanlarda giderek daha fazla kullanilmaktadir.
Nanoparc¢aciklarin, kanser ve kardiyovaskiiler hastalik gibi farkli hastaliklarin onlenmesi,
teshisi ve tedavisinde faydali oldugu one siiriilmiistiir (Missaoui, Arnoldb ve Cummingsc,
2018). Tip ve fizyoloji uygulamalart i¢in, bu nanomalzemeler, nanopargaciklar ve cihazlar,
molekiiler seviyedeki hiicreler ve dokularla yiiksek derecede islevsel oOzelliklere sahip
hiicreler ve dokularla etkilesime girecek sekilde tasarlanabilir, boylece teknoloji ile daha dnce
erisilemeyen biyolojik sistemler arasinda bir dereceye kadar entegrasyon saglanir. ilag ve gen
salinnminda, DNA yapilart i¢in uygun olan polimer nanoparcaciklar (nanosferler ve
nanokapsiiller), kat1 lipit nanopargaciklar, nanokristaller, dendrimerler, polimer terapdtikler,

altin ve manyetik nanopargaciklar ve lipozomlar kullanilmaktadir (Logothetidis, 2012).

Nanoparcaciklarin boyutlar1 biyolojik molekiillere ve yapilarina olduk¢a benzerdir, bu
nedenle in vivo ve in vitro biyomedikal aragtirmalarda yaygin olarak kullanilirlar. Yiiksek
termal, mekanik ve optik Ozelliklere sahip nanomalzemeler, c¢esitli kanser tilirlerinde
kullanilan biyosensorlerin gelistirilmesi i¢in uygun malzemelerdir. Nano ila¢ salinimi ilag
etkinligini arttirir ve ila¢ toksisitesini azaltir (Chavda, 2019). Bu baglamda nanoteknoloji,
etkili terapotik potansiyel igin anti-anjiyojenik ajanlarin tiimor bolgesine ilag salinimini

giiclendirebilir (J. Esfahlan ve ark., 2017). Nano ilag¢ salinimi durumunda hedef boyuttaki ilag
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konsantrasyonu, geleneksel salinim sistemleri ile karsilastirildiginda daha yiiksektir (Chavda,
2019). Ayrica, nanopargaciklar siirekli ve daha yavas bir sekilde ilag salinimini tesvik eder ve
ilag salimimin1 gelistirerek ilag verimliligini de artirabilirler. Ancak bir ilaci tek basina bazik
0zellige sahip bir nanoparcacik i¢ine almak, spesifik hiicre hedeflemesi ile sonuglanmaz. Bu
nedenle, nanoparcaciklar aktif olarak, meme kanseri hiicrelerinde ve diger folat reseptorii
pozitif kanser hiicrelerinde asir1 eksprese edilmis folat reseptorleri gibi spesifik membran
proteinlerine baglanabilen spesifik ligandlarla birlestirilerek hiicrelere hedeflenebilir
(Missaoui, Arnoldb ve Cummingsc, 2018). Nanopargaciklarin, tiimor spesifik antikorlar veya
ligandlar gibi tiimor spesifik hiicre ylizey markorlerinin konjlige edilmis ilaca dahil edildigi

hedeflenmis salinimi, antikanser ilaglarin potansiyelini arttirir ve daha az yan etki olusturur
(Chavda, 2019).

Lipozomlar, demir oksit nanoparcaciklar: ve polimerik nanopargaciklari igeren ilag salinimi
icin sayisiz nanopargacik test edilmektedir ve bazilari, kapsiillenmis bilesiklerin hedef alana
spesifik dagilimimi gelistirmek amaciyla preklinik ve klinik deneylerde test edilmektedir.
Teoride, ilaclarin nanopargaciklara kapsiillenmesi, ilaglarin normal ve saglikli hiicrelere
kiyasla, kanser hiicreleri gibi hastalikli hiicrelere daha fazla ve daha spesifik olarak alinmasini
saglar (Missaoui, Arnoldb ve Cummingsc, 2018). Kemoterapdtik ajanlarin nano yapil
parcaciklara kapsiillenmesi, lipofilik ilaglarin suda zayif ¢oziiniirliigiiniin listesinden gelmek
icin etkili bir yontem saglar (J. Esfahlan ve ark., 2017). ilaglarm nanopargaciklar i¢inde
kapsiillenmesi, zayif ¢oziinen bilesiklerin ¢okelmesini en aza indirerek (yani, toksik etkili
coziiclilere olan ihtiyaci azaltarak) ilaclarin stabilitesini arttirabilir (Missaoui, Arnoldb ve

Cummingsc, 2018).
1.6.1 NANOTASIYICI SISTEMLERIN TOKSISITESI

Nanomalzemeler daha fazla giivenlik, kalite ve daha fazla raf omrii gibi bir¢ok fayda
saglayabilir; ancak, gida friinleri ve nanomalzemeler arasinda dogrudan bir etkilesim
oldugundan, saglik ve cevre iizerinde de etkileri vardir. Nanopargaciklar, hiicresel hasara,
protein denatlirasyonuna, lipid peroksidasyonuna, DNA hasarina, oksidatif strese, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna, mitokondriyal bozulmaya ve hemolize neden olabilir.
Nanomalzemelerin uygun sekilde kullanilmasi i¢in nanoteknolojinin kullaniminin etkileri
konusunda risk degerlendirmesi yapilmasi gerekmektedir (Villena de Francisco ve Garcia-
Estepa, 2018).
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1.6.2 MANYETIiK NANOPARCACIK

Son yillarda, manyetik nanopargaciklarin (MNP) bilimsel ve teknolojik alandaki 6nemi biiyiik
Olgiide artmigtir. Bunun ana nedeni, tek bilesenli nanopargaciklardan genis bir uygulama
yelpazesine acilan c¢ok islevli nanokompozitlere kadar bircok alanda manyetik
nanoparc¢aciklarin mevcudiyetidir (Mendoza-Garcia ve S. Sun, 2016). Kii¢iik boyutlarina
bagli 6zellikleri, bu malzemeleri birgok alanda vazgecilmez ve istiin kilmaktadir (Ali ve ark.,

2016).

Yer kabugunda gecis metali olarak en ¢ok demir bulunur. Demir ve oksijen kimyasal olarak
birlesir ve demir oksit bilesigini olusturur. Dogada, demir (III) oksit pas seklinde bulunur.
Demir oksitler birgok biyolojik ve jeolojik siirecte dnemli bir rol oynar ve genel olarak ucuz
olduklar i¢in yaygin olarak kullanilir. Demir oksitler ayrica demir cevherlerinde ve kanda
hemoglobinin yapisinda bulunurlar ayrica katalizor ve pigment (kaplamalar, boyalar ve renkli
betonlar) olarak da kullanilirlar. Dogada en yaygin olarak bulunan ii¢ demir oksit; magnetit
(Fe30s4), maghemit (y-Fe2O3) ve hematit (a-Fe203) tir. Bu oksitler, bilimsel ve teknoloji
alaninda da ¢ok onemlidir (Ali ve ark., 2016).

Ortam kosullar1 altinda, FesOs4 nanoparcaciklar c¢ok stabil degildir ve kolayca Fe2Os'e
oksitlenebilir veya asidik bir ortamda c¢oziinebilir. Oksidasyona dayali olarak Fe3Oq
nanoparcaciklar Fe>O3 nanopargaciklarin sentezlenmesi i¢in kullanilabilir (oksijen atmosferi
altinda veya tavlama islemi ile). Asidik veya alkali ortamlardaki kimyasal stabilite nedeniyle,
oksidasyon Fe2Os nanopargaciklarini  etkilemez. Kimyasal olarak, demir oksit
nanoparcaciklart ¢ok aktiftir ve genel olarak dagilabilirlik ve manyetizma kaybiyla
sonuglanan havada (6zellikle manyetit) kolayca oksitlenebilir. Bu nedenle, baz1 etkili koruma
stratejileri  gelistirerek ve organik molekiiller, polimerler, yiizey aktif cisimleri,
biyomolekiiller veya silika, metal, metal oksit veya metal olmayan temel maddeler, metal
stilfit gibi inorganik tabaka ile uygun ylizey kaplamasi (veya asilama) saglayarak manyetik
demir oksit nanoparcaciklarin kararliligint korumak onemlidir. Oksitlenmeye karsi tam ve
kalict koruma i¢in, her bir nanopargacik, nanoparcaciklarin manyetik 6zelligi lizerinde ¢ok az
etkisi olan veya hi¢ olmayan ince bir kaplama ile kaplanir. Bu amag i¢in altin ve silika gibi
farkli kaplama malzemeleri kullanilir ancak bu kaplamalardan dolayr manyetik ozellikler
zayiflar. Demir pargaciklarinin manyetik 6zellikleri iizerinde ¢ok az etkisi olan magnezyum

kaplama da kullanilir (Ali ve ark., 2016).

27



1.6.2.1 Manyetik Nanoparcaciklarin Manyetik Ozelligi

Manyetizma maddenin kendine 06zgli bir 6zelligidir. Bununla birlikte, bazi maddeler
digerlerinden daha manyetiktir. Maddelerin manyetik momentleri, yoriingeden, elektronun
donme hareketinden ve elektronlarin birbirleriyle etkilesimlerinden kaynaklanir. D1g manyetik
alana verilen cevaba dayanarak manyetizma; diyamanyetizma, paramanyetizma ve
ferromanyetizma olarak ii¢ ana gruba ayrilabilir. Antiferromanyetizma ve ferrimanyetizma,
ferromanyetizmanin alt smiflaridir. Bununla birlikte, ferromanyetik ve ferrimanyetik

maddelerin nanoparcaciklar siiperparamanyetik davranis sergiler (Sodipo ve Aziz, 2016).

Co, Ni ve Fe gibi metaller oda sicakliginin iizerinde ferromanyetiktir ve dolu olmayan d
orbitallerine sahiptir. Ornegin, demir atomunun cekirdek etrafinda dolasan 26 elektronu
vardir. Elektron konfigiirasyonunda argon atomunun i¢ ¢ekirdegini olusturan ilk 18 elektronu
dolu enerji seviyelerindedir. n = 3 yoriingesinde bir tane tam dolu ve dort tane yar1 dolu d
orbitali bulunmaktadir. Yar1 dolu d orbitalleri, demir atomunun gii¢lii bir manyetik momente

(2.22 Bohr magnetonu) sahip olmasina neden olur (Owens, Patel ve Miller, 2012).

Sekil 1.5: Manyetik ve kristal halindeki spinel ferrit yapilarinin ¢izimi. Oksijen iyonlar1 kiiglik
kirmiz1 kiireler olarak temsil edilirken, tetrahedral bolgelerdeki biiyiik mor olanlar iki degerli
katyonlar1 temsil eder. Ug degerlikli katyonlar, oktahedral polihedral igindeki biiyiik sart

renkli kiireler seklinde gosterilmistir (Muscas ve ark., 2015).

Atomik sistemlere gore artan zaman ve miknatislanma 6lgekleri nedeniyle, nanopargaciklarin
manyetizmas1 genellikle siipermanyetizma olarak adlandirilir. (Muscas ve ark., 2015).

Ferromanyetik maddelerden olusan manyetik nanoparcaciklar, benzersiz bir manyetizma, yani
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siiperparamanyetizma 06zelligi sergiler. Bunlarin igerisinde demir oksit nanopargaciklari,
manyetik Ozellikleri ve genis uygulamalari nedeniyle biiylik 6neme sahiptir (Ali ve ark.,

2016).

Siiper paramanyetizma (SPION), tek alanli (atomlarin manyetik alanlarmin birlikte
gruplandig1 ve hizalandigi boélge) nanopargaciklardan meydana gelir. Daha da onemlisi,
SPION, manyetik anizotropi sergiler yani miknatislanmalarinin hizalandig1 yoni tercih eder.
Di1s manyetik alanin varliginda, parcaciklarin toplam manyetik momenti, biiyiikk tek bir

manyetik moment gibi alana paralel olarak hizalanir (Sodipo ve Aziz, 2016).

Stiper paramanyetik demir oksit nanopargaciklari (SPION) 1-100 nm arasinda degisen
boyutlara sahip ferromanyetik nanomalzemelerdir. Nano boyutlarindan dolayi, siiper
paramanyetik demir oksit nanopargaciklarinin (SPION) siiper paramanyetik 6zellige sahip
olmasi, pargaciklarin biiylik manyetik duyarliliga ve tek manyetik alana sahip olmasini saglar.
Stiper paramanyetik demir oksit nanopargaciklari, boyutlar1 50 nm'den biiyiik olan siiper
paramanyetik demir oksit nanopargaciklari (SPION) ve boyutlar1 50 nm'den kiiciik olan ultra
kiiciik siiper paramanyetik demir oksit nanoparcaciklar1 (USPION) olarak ikiye ayrilabilir.
Siiper paramanyetik demir oksit nanopargaciklari (SPION) genellikle magnetit (FesOs) ve
maghemit (y-Fe20z3) olarak iki sekilde bulunur (Sodipo ve Aziz, 2016).

1.6.2.2 Manyetik Nanoparc¢aciklarinin Yiizey Kaplamalari

Manyetik demir oksit nanopargaciklari, herhangi bir ylizey kaplama malzemesi yoklugunda
genis bir ylizey alani-hacim oranina sahip hidrofobik ylizeylere sahiptir. Bu parcaciklar
topaklanir ve parcaciklar arasindaki hidrofobik etkilesimlerden dolayr biiylik kiimeler
olusturur ve bu pargacik boyutunun artmasina neden olur. Bu kiimeler daha sonra aralarinda
giiclii manyetik dipol-dipol cekimleri sergiler ve ferromanyetik davrams sergiler. Iki biiyiik
parcacik kiimesi birbirine yaklastiginda, her biri komsu parcacigin manyetik alanina girer.
Parcaciklar arasindaki ¢ekici kuvvetlerin uyarilmasinin yani sira, her bir parcacik komsu
parcacigin manyetik alanindadir ve bu durum daha fazla miknatislanmaya neden olmaktadir.
Karsilikli  miknatislanma sonucu kalan manyetik pargaciklarin  yapismasi nedeniyle
topaklagsma gerceklesir. Demir oksit nanoparcaciklarini stabilize etmek i¢in genellikle yiiksek
yogunluklu bir kaplama istenir. Nano 0Olgekli parcacik stabilizatoriiniin topaklagmasini
onlemek i¢in, hazirlik sirasinda genellikle bir ylizey aktif madde veya bir polimer eklenir. Bu

polimerlerin ¢ogu, ylizeye spesifik bir sekilde yapisir. Polimerik kaplamali malzemeler
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sentetik veya dogal olarak siniflandirilabilir. Sentetik polimerik sistemlerin bazilar1 sunlardir:
polietilen glikol, polivinil alkol, poli (laktik-ko-glikolik asit), polivinilpirolidon, poli (etilen-
ko-vinil asetat), vb. Dogal polimer sistemleri; jelatin, kirletici kullanimi, dekstran, kitosan vb.
Sulu bir ortamda dagilabilirligi arttirmak i¢in genellikle sodyum oleat, dodesilamin ve
sodyum karboksimetil seliilloz gibi ¢esitli ylizey aktif maddeler kullanilir. Ancak,
nanoparcaciklar i¢in kaplama malzemelerini secerken dikkatli olunmalidir. Bazi kaplama
teknikleri, demir oksit ¢ekirdeklerini korozyondan korumak i¢in, bazilari ise 6zel uygulamalar
icin ek kimyasal ve fiziksel islevlerle tasarlanmistir. Manyetik nanoparcacik ¢ekirdeklerinin
ozelliklerine gore, deneysel kosullar birbirinden boyut, ¢oziiniirlik ve yiizey kimyasindan
dolay1 farklilik gosterir. Ciplak yiizeyli manyetik demir oksit nanoparcaciklari, van der Waals
kuvvetleri ve yiiksek enerji yiizeyleri arasindaki giiglii manyetik c¢ekicilik nedeniyle
topaklanma egilimindedir. Sonug olarak, retikiiloendotelyal sistem, aglomere edilmis demir
oksit nanopargaciklarini ortadan kaldirir. Demir iyonlarinin yiiksek konsantrasyonu, demirin
coziinmesinden kaynaklanan organizmalar i¢in de toksiktir. Bu durum, hidrofilik, biyolojik
cevre ile uyumlu olarak islevsel hale getirilen demir oksit nanopargaciklarinin yiizeyinin
kaplanmasiyla dnlenebilir. Uygun ylizey kaplamasi, belirli bir alanda parcacik lokalizasyonu
ile hedeflenebilir toksik olmayan ve biyolojik olarak uyumlu bir iletim saglar. Simdiye kadar,
bu malzemenin biyouyumlulugunu gelistirmek i¢in birgok ¢alisma yapilmistir ancak manyetik
nanoparcaciklarin kalitesindeki iyilesme, boyut dagilimi, parcaciklarin sekli ve yiizeyi ile
ilgili ¢cok az sayida bilimsel arastirma ve gelistirme yapilmistir. Nanoparcaciklarin yiizey
kaplamasinin ve geometrik diizenlemenin dogasi, sadece kolloidin toplam boyutunu
belirlemekle kalmaz, ayni zamanda nanoparcaciklarin viicuttaki biyokinetiginde ve biyo
dagiliminda 6nemli bir rol oynar. Nanoparcaciklar i¢in kaplama veya tiirevlendirme islemleri
uygulamaya baghdir ve iltihaplanmaya kars1 tepkiyi veya antikanser ajanlari hedef alir.
llaglar, proteinler, enzimler, antikorlar veya niikleotitler, manyetik nanopargaciklara
baglanabilir ve manyetik alan kullanilarak belirli bir bolgede adsorbe edilebilir veya
hipertermide kullanilmak iizere alternatif manyetik alanlarda isitilabilir. Ornegin, glikonik
asit, laktobiyonik asit veya poliakrilik asit, organik ¢dziicii 1sitma yOntemine veya poliol
yontemine kiyasla en etkili ¢okeltme yoOntemiyle literatiirde bildirilmistir. Bu tiir
nanopargcaciklarin dar boyut dagilimi vardir ve suda ¢oziiniirliigii yiiksektir. Lipozom kaplama
gibi biyolojik kaplamalar nedeniyle nanopargaciklar doku miihendisligi gibi sayisiz
biyomedikal uygulamalarda biiylik potansiyele sahiptirler. Hidrojen bagi olusumundan dolayz,

bu nanoparcaciklar ayrica ¢ozeltide hidrodinamik boyut gosterir (Ali ve ark., 2016).
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1.6.2.3 Manyetik Demir Oksit Nanoparcaciklarinin Kullanim Alanlari

Tarim
Ve Gida

Manyetik Saglk

Enerji > )
! Nanopargacik  Hizmeti

ingaat

Sekil 1.6: Manyetik demir oksit nanopargaciklarinin kullanim alanlar1

Nano o6lgekli sistemler biyolojik, tibbi ve endiistriyel uygulamalarindan dolayr énemli ilgi
gormiistiir. Demir oksit nanoparcaciklar1 (IONP'ler), fiziksel oOzellikleri, manyetik
duyarlhliklari, biyouyumluluklari, diistik toksisiteleri, stabiliteleri ve yilizey modifikasyonlari
i¢cin uygun olmalar1 nedeniyle 6zellikle biyomedikal ve farmasétik uygulamalar icin 6zel ilgi
konusudur (Nosrati ve ark., 2017). Yiiksek oranda miknatislanma, belirli bir kritik boyutun
altinda iken siiper paramanyetizmaya sahip olmasi, yliksek spesifik yiizey alani, kimyasal
stabilite, diflizyon hizi, yiiksek yiikleme kapasitesi ve basit ayirma yontemleri nedeniyle,
manyetik demir oksit nanoparcaciklar1 ¢ok dikkat ¢ekmistir (Ali ve ark., 2016, Z.-L.Wang ve
ark., 2016, Z. Chen ve ark., 2018).

Nanoparcaciklarin ylizey modifikasyonu nanopargaciklarin nano biyomedikal uygulamalarda
ornegin manyetik rezonans goriintiileme (MRI) i¢in kontrast madde veya tiimor terapisinde
hedeflenen ila¢ salimimi olarak kullanilmasimi saglar. Ayrica, harici bir manyetik alanin
uygulanmasiyla kolayca kontrol edilebilme kabiliyetleri, farmasotik ajanlarin kesin bir oranda
salinimina, teshis ve terapi ya da teranostikler icin spesifik bir alana izin verir. Ferrit
kolloidler, manyetit (FesO4) ve maghemit (y-Fe203), demir oksit nanopargaciklarinin (IONP)
birincil formlandir ve vaskiiler ve tiimor goriintileme, ilag salinimi, gen tedavisi ve
hipertermi i¢in tedavi ve hiicrelerin veya molekiillerin kontrast maddelerinin manyetik olarak
ayrilmasi dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli biyomedikal uygulamalar i¢in kullanilmistir. Manyetik

nano tastyicilarin gelistirilmesine yonelik cabalar, sitotoksik ilaclarin sistemik dagilimim
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azaltarak olusabilecek yan etkileri azaltmak ve daha etkili, lokalize ilag hedeflemesi yoluyla

gerekli dozu azaltmak amaciyla hedefle devam etmektedir (Nosrati ve ark., 2017).

Stiper paramanyetik demir oksit nanoparcaciklari (SPION) biyomedikal uygulamalarda ¢esitli
Ozellikler sunar. Birincisi, hiicre (10-100 mm), viriis (20-450 nm), protein (5-50 nm) ve gen
(2 nm genisliginde ve 10-100 nm uzunlugunda) gibi bazi biyomedikal sistemlere yerlesirken
kontrol edilebilir olmasidir. Ikincisi, siiper paramanyetik demir oksit nanoparcaciklarinin
(SPION) siiper paramanyetik Ozelliklerinden dolayi, belirli bir viicut alanina ve hedef
biyolojik varliklara harici manyetik alan gradyam: ile manipiile edilebilir olmasidir. Bu
ozellik, siliper paramanyetik demir oksit nanopargaciklarinin (SPION) ilag ve gen iletimi i¢in
uygulanmasini saglar. Ugiinciisii, siiper paramanyetik demir oksit nanopargaciklarinmn
(SPION) tek alanli 6zelligi nedeniyle, 45-47 °C'ye kadar lokalize sicaklik iiretmek i¢in harici
AC manyetik alanin varliginda Brownian veya Ne’el dalgalanmalarindan oryantasyonel
termal dalgalanmalara maruz kalabilen manyetik momentine sahip olmasidir. Bu 1s1, kanser
hiicrelerini 6ldiirmek icin hipertermi tedavisinde kullanilir. Son olarak, siiper paramanyetik
demir oksit nanopargaciklarinin (SPION) siiper paramanyetik davranigi ve bunun biiyiik
manyetik duyarliligi, mikroskobik alanin homojen olmamasina neden olur ve dig manyetik
alanin varhiginda protonlarin azalmasini aktive eder. SPION’mn basarili biyomedikal
uygulamalar1 temel olarak biyolojik ortamlardaki stabilitesine baglidir. SPION’larinin en
bliyiilk dezavantajlari, yigilma ve biyomolekiiller i¢in afinite eksikligidir. Ayrica
SPION’larinda aglomerasyonun nedenleri, yiiksek yiizey alani, Van der Waals ¢ekim
kuvvetleri ve pargaciklar arasindaki dipol-dipol etkilesimleri ile ilgili olabilir. SPION’larinin
biyouyumlu malzemelerle yiizey modifikasyonu, SPION’larinin biyomedikal uygulamalarina
ulagmak i¢in kullanilan stratejilerden biridir. SPION’lariin yiizeyini degistirmek i¢in kitosan,
glikoz, karboksil ve amin grubu, yiizey aktif madde, polimer ve inorganik malzemeler (silika
veya altin) gibi bir dizi malzeme kullanilabilir. Bu malzemeler, elektrostatik ¢okiintli veya
sterik  stabilizasyon yoluyla siiper paramanyetik demir oksit nanopargaciklariin

topaklasmasini onler (Sodipo ve Aziz, 2016).

Manyetik nanopargaciklarin olast uygulamalariyla birlikte kullanildiklar1 bazi alanlar Tablo

1'de 6zetlenmistir (Ali ve ark., 2016).
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Tablo 1.1. Manyetik nanopar¢aciklarin kullanim alanlar1 (Ali ve ark., 2016).

ALANLAR

BIYOMEDIKAL

SAGLIK
HIZMETI

TARIM VE GIDA

MANYETIK NANOPARCACIKLARIN UYGULAMALARI

Manyetik hipertermi, MRI kontrast maddesi, manyetik ayirma,
kontrollii ila¢ salinimi, hiicresel terapi, hiicre etiketleme, doku onarima,
hiicre ayrilmast ve hiicrelerin tasinmasi, hiicre popiilasyonlarinin
arindirilmasi, manyetofeksiyonu i¢in manyetik nanopargaciklar
(6zellikle lipozomlarla kaplanmis) kas-iskelet sistemi hastaliklari,

siddetli inflamasyon, sakatlik ve agr1 tedavisinde.

Kemoterapide terapotik hedefler (kanser ve tiimor); nano Olgekli
biyosensorler ve goriintiileme; ylizeylerde nano kaplamalar; implant;
asilama i¢in nano tastyicilar; antimikrobiyal aktiviteler; ilag salinimi ve
arastirmalarinda SLN; kanser tedavisi i¢in nabiz lazerler ile
nano fototermoliz, hepatit B viriisii, solunum sinsit viriisii, grip viriisii,
HIV-1, maymun ¢igegi viriisii, herpes simpleks viriisii tip 1 ve Tacaribe
virlisine karst antiviral ajanlar; belirli bir hastalik i¢in antijenlerin kan

dolagimina verilmesi; cildin yaglanmasini 6nlemede.

Nano bazl iiriinler (nanofertilizatorler, nanofungisitler, nanopestisitler),
tasarlanan nanoparcaciklar ve karbon nanotiipler (CNT) verimi arttirir;
Pirit (FeS2) nanopargaciklari, tohum ekmeden Once ¢esitli bitkiler i¢in
bir tohum muamelesi (giibre 6nleyici) olarak kullanilir. Bitki biiylimesi
lizerinde olumsuz bir etkisi yoktur. Nano sensorler, nano {iriinler,
kapsiilleme, gida ambalajlar1, nano kaplamalar, hassas tarim (uzaktan
algilama cihazlar1), nano kompozitler, gen aktarimi ve nano goézenekli

membranlar.
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CEVRESEL
IYILESTIRME

ENERJI

SAVUNMA VE
HAVACILIK

INSAAT

OTOMOTIV

TEKSTIL

ELEKTRONIK

Kirliligin 6nlenmesi (tespit, izleme ve iyilestirme), atik su aritma
(gecirgen reaktif bariyerler, membran filtrasyonu, adsorpsiyon), iklim
degisikliginde (karbon yakalama), CO2 tutumu i¢in yapay yaprak,
mineral karbonasyon, biyomimetrik karbonasyon, N2O ayrismasinda ve
metan yanmasnda kullanilan Paladyum (Pd) gibi katalizor
kaplamalarda, iiretim siireglerinde verimlilik, atik azaltmada, algilama
(kirletici sensorler, nano gozenekli membranlar, kimyasal ve

biyonanosensorler, patlayici nanotel sensorii) ve enerjiyi gelistirmede.

Fotovoltaik film kaplamalari, yakit {iretim ve tiiketiminde verimlilik,
yakit hiicreleri ve piller, enzimlerin nanoteknoloji miihendisligi,
termoelektrik malzemeler ve prototip gilines panelleri, piller, aerojeller,
bilgisayarlarda, otomobillerde, evlerde, santrallerde kullanilabilir

elektrik giicii vb.

Nanokompozitler, nano kaplamalar, sensorler ve elektronikler, yakit

katki maddeleri ve enerji cihazlar ve akilli malzemeler

Nano kaplamalar, nanokompozitler, nano Olcekli sensorler, akilli
malzemeler ve betona katki maddeleri. Demir oksit pigmentleri beton,

tugla, fayans ve diger ingaat malzemelerinin boyanmasinda kullanilir.

Katalizorler ve yaglayicilar, nano kaplamalar, yakit hiicreleri, kompozit

dolgu maddeleri ve akilli malzemelerdeki katki maddeleri.

Sensorler, nanolifler, kaplamalar ve akilli malzemeler

Basili elektronikler, karbon nanotiipler, nano 6lgekli bellek, nanoteller,

NEMS, spintronikler ve kuantum noktalari
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1.6.2.4 Manyetik Demir Oksit Nanoparcaciklarinin Sentezi

Manyetik demir oksit nanopargaciklari, 1slak kimyasal, kuru iglemler veya mikrobiyolojik
teknikler gibi ¢esitli yontemlerle hazirlanir. Kisaca, demir oksit nanoparcaciklart agagidaki ii¢

yontemle sentezlenebilir (Ali ve ark., 2016):

1. Fiziksel yontemler: Siiper paramanyetik demir oksit nanopargacik iiretmenin fiziksel
yontemi, biiyilk bir parcacigin nanopargacik boyutlarina parcalanmasint igeren bir
yaklagimdir. Fiziksel yontem olarak toz ve bilyeli 6giitme yontemi ve Elektron Isin1 Litografi
yontemleri kullanilir. Her ne kadar fiziksel yontem biiytlik 6l¢ekli iretim i¢in uygun olsa da,
nanometre araligindaki pargaciklarin boyutlar1 fiziksel yontemle kolayca kontrol edilemez

(Sodipo ve Aziz, 2016, Ali ve ark., 2016).

2. Biyolojik yontemler: Biyolojik yontem, nanoteknolojiyi nanopargaciklarin sentezi igin
mikrobiyal biyoteknoloji ile birlestiren yesil bir kimya prosesidir. Mantar, bakteri, viriis gibi
baz1 mikroorganizmalarin SPION sentezi i¢in kullanilmaktadir. Mikroplar, ¢oziinebilir toksik
inorganik iyonlarin ¢oziinmeyen toksik olmayan metal nanokluslara indirgenmesi veya
cokeltilmesi yoluyla SPION'u sentezlemek i¢in kullanilabilir. Biiyiik 0l¢lide, biyolojik
yollarla sentezlenen SPION manyetittir. Par¢aciklarin detoksifikasyon ve sentezi, intra veya
hiicre dis1 tiretim yoluyla yapilabilir. Bununla birlikte, hiicre i¢i liretimde, nanoparcaciklari
serbest birakmak icin ultrason tedavisi ya da uygun deterjanlarla reaksiyon gibi ilave bir islem
gereklidir. Bu yolla sentezlenen SPION, biyomolekiiller ile kuvvetlice kaplanir. Bu nedenle,
sentezlenen SPION'un dis manyetik alana karsi oldukca hassas olmasi i¢in kalsine edilmesi
(1s1l islem) gerekir. Boyutlar1 10 ile 100 nm arasinda degisen SPION, sicaklik, basing, pH ve
inkiibasyon siiresi gibi parametrelerin kontrolii yoluyla iiretilebilir. SPION'u sentezlemenin
bir baska biyolojik yontemi, demir kaynaklarmm1 SPION'a indirgemek i¢in ayrilmis
ekstraktlarinin kullanilmasidir. Ekstreler temel olarak hem indirgeyici hem de kaplama
maddesi olarak iglev goriir. Sonug olarak, bu yolla iiretilen SPION, kimyasal birlikte (ortak)
cokeltme yontemine kiyasla daha diisiik doygunlukta miknatislanma tasir (Sodipo ve Aziz,

2016).

3. Kimyasal yontemler: SPION iiretmenin kimyasal yontemi malzeme bilesenlerinin
atomlarmin veya molekiiler varliklarmin ¢ozelti veya gaz fazinda yogunlagmasini igerir.
Sentez ortamina dayanarak, kimyasal yontemler 1slak kimyasal (siv1 faz) ve gaz faz yontemi

olarak smiflandirilabilir. Sivi faz teknigi, solvent ortaminda kimyasal reaksiyonlarla
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SPION'un iiretilmesini gerektirir. Gaz fazi, gaz faz1 ortamindaki SPION"'un ¢ekirdeklesmesine

dayanir (Sodipo ve Aziz, 2016).

Bu yontemler, nanopargaciklarin boyutunun, bilesiminin ve hatta seklinin yonetilebildigi
basit, izlenebilir ve verimli yontemlerdir. Demir oksitler, bir baz ilavesiyle Fe?" ve Fe3* 'un
birlikte ¢okeltilmesiyle sentezlenebilir. Kimyasal yontemlerle sentezlenen demir
nanopargaciklarin boyutu, sekli ve bilesimi kullanilan tuzun tiiriine, Fe?*/ Fe** orania, pH ve

iyonik kuvvetine baghdir (Ali ve ark., 2016).
Kimyasal yontem, SPION {iretmek i¢in en ¢ok kullanilan yontemdir (Sodipo ve Aziz, 2016).

16241 Hava ve N2 Atmosferinde Siiperparamanyetik Demir  Oksit

Nanoparcaciklarinin Sentezi

Manyetik nanoparcaciklar, hidrotermal sentez, termal ayrisma, mikroemiilsiyon veya birlikte
(ortak) cokeltme gibi farkli yollardan sentezlenebilir. Bunlar arasinda birlikte (ortak) ¢okeltme
yontemi, diisiik sicaklik, kisa tepkime siiresi ve yliksek tepkime verimi gibi elverigli tepkime
kosullar1 nedeniyle en popiiler yontem olarak kabul edilir. Genellikle, sulu Fe** / Fe** tuz
¢ozeltilerinin ¢okeltilmesi inert atmosfer kosullarinda gergeklestirilir. Ote yandan, birlikte
cokeltme, sulu faz biyouyumlu manyetik nanomalzemelerin sentezlenmesi i¢in kolay, hizli ve
ucuz bir yontemdir; bu, en ¢ok tercih edilen yontem olmasinin nedenlerinden biridir. Parcacik
biytikliigi dagilimi ve stabilitesi birlikte (ortak) ¢okeltme yonteminde sinirli oldugundan, son
yillarda farkli gruplar tarafindan bir¢ok parametre arastirilmistir. Manyetik demir oksit
nanoparcaciklarinin kararliligin1 korumak kritik 6nem tasidigindan, uygun yiizey kaplamasi
ve etkili koruma stratejileri kapsamli bir sekilde incelenmistir. Cokeltme ortaminin iyonik
kuvvetini degistirerek, optimize edilmis pargacik biiylikliigli dagilimi ve daha iyi stabilite elde
edilebilir. Bununla birlikte, monodispers demir oksit nanopargaciklarinin sentezi, birlikte
(ortak) ¢okeltme metodu ile hala saglanamamaistir. Bu ¢oklu dagilma problemini ¢6zmek ig¢in,
bir demir prekiirsoriiniin yiiksek sicaklik organik faz ayrismasi veya poliol sentezi gibi
alternatif sentez teknikleri arastirilmistir. Bununla birlikte, bu hidrofobik nanopargaciklar,
biyomedikal kullanimlar i¢in daha fazla yiizey modifikasyonu gerektirir. Ayrica, bu
yontemler birlikte (ortak) ¢okeltme yonteminden daha pahali ve zaman alici islemlerdir.
SPION'lar inert atmosfer yerine hava ortaminda da elde edilebilir. Daha &nce Fe?* ve Fe**
iyonlarinin molar oranin1 degistirerek ve bazin hava atmosferinde yogunlagsmasiyla

miknatislanma ve parcacik biiyiikliigiinii degistirilebildigi yapilan ¢alismalarda gézlenmistir.
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Kullanilan baz degistirilerek daha kiiglik pargacik boyutunun ve gelismis manyetik
ozelliklerin elde edilebilecegi de gdzlenmistir. Ayrica, sicaklik ve Fe?"/ Fe3* oraninin parcacik
biiyiikliigii ve manyetik 6zellikler {izerindeki etkileri de incelenmistir. Onceki ¢aligmalarda,
sadece bir veya iki parametre birlikte ele alinmistir. Bununla birlikte, her bir faktoriin birlikte
(ortak) ¢okeltme {lizerindeki etkisini tanimlamak, optimum kosullar1 belirlemek i¢in yeterli
degildir. Farkli kosullarda demir tuzu konsantrasyonlari, pH ve iyon giicii oraninin,
SPION'larin boyutunu, boyut dagilimini, kristalli§ini ve geometrisini etkiledigini ortaya
koymaktadir. Ayrica, alternatif bir sentez yolu olarak birlikte (ortak) cokeltme yontemi,
uygun miktarda tuz (6rnegin, Na;SO4 tuzu) ve hava atmosferi ve oda sicakliginda uygun
demir tuzu orani eklenerek optimize edilebilir. Bu optimize edilmis kosullar, SPION'larin
onemli bir 6zelligi olan sulu fazda yliksek doygunluk miknatislanma degeri olan kiiresel

monodispers demir oksit nanopargaciklari iizerinde etkili olmustur (Alp ve Aydogan, 2016).
1.6.2.5 Manyetik Nanoparcaciklarin Klik Modifikasyonu

Katalitik reaksiyonlar, kimya endiistrisinin gelismesini desteklemede kritik bir role sahiptir.
Birgok katalizoriin pahali olmasi ve c¢evreyi kirletmesi nedeniyle, katalizorlerin tekrar
kullanilmasi i¢in iyi planlanmis siireclerin gelistirilmesi ekonomik acidan ¢ok dnemlidir. Bu
sorunu ele almanin bir yolu, homojen katalizorlerin immobilizasyonu i¢in kat1 desteklerin
kullanilmasidir. Destek se¢imi, katalitik etkinligi etkiledigi i¢in kritiktir. Son zamanlarda
yapilan c¢alismalar, siiperparamanyetik davranis1 olan manyetik nanoparcaciklarinin,
katalizorlerin hareketsiz hale getirilmesi i¢in uygun destekler oldugunu ve katalizorlerin,
harici bir manyetik alan ile reaksiyon karigimlarindan izole edilmesini kolaylagtirdigini
gostermistir. Manyetik nanoparcgaciklarin yiizeyinin iglevsellestirilmesi, manyetik olarak geri
doniistiiriilebilir heterojen katalizorlerin hazirlanmasinda iyi bilinen bir yontemdir. Homojen
katalizorler, manyetik nanopargaciklarin yiizeyi tizerindeki uygun baglayicilar veya ligandlar
yardimi ile hareketsizlestirilebilir. Kati desteklerin kovalent islevselligi i¢in etkili
yontemlerden biri, klik kimyasi yaklagiminin uygulanmasidir. Klik reaksiyonlari, yeni
fonksiyonel materyaller elde etmek icin ¢esitli gruplari birlestirmek i¢in uygulanir. Cesitli klik
prosesleri arasinda, tiyol-en klik reaksiyonlari, malzeme biliminde biiylik dikkat ¢ekmistir.
Tiyol-en klik reaksiyonlari, bir kok mekanizmasi ile S — H gruplarinin C = C ikili baglarla
reaksiyonunu igerir (Masteri- Farahani ve Shahsavarifar, 2017).
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1.6.3 Nano ila¢ Salimm Sistemleri

Genel olarak, nano boyutlu ilag salinim sistemleri (DDS), ilaci tasiyiciya baglanmis veya
yiikklenmis olarak tasiyabilecek boyutlar1 en az 8 ile 100 nm arasinda degisen
makromolekiillerdir. Nano boyutlu ila¢ salinim sistemlerinde (DDS) toksik olmayan,
immiinojenik olmayan ve biyouyumluluk gdsteren malzemeler kullanilir (Etrych ve ark.,
2018). Polimerik nanoparcaciklar, manyetik nanoparcaciklar, lipozomlar, karbon nanotiipleri,
kuantum noktalari, dendrimerler, metalik nanoparcaciklar, vb. nano farmasoétikler olarak

adlandirilabilecek c¢esitli farmasdtik nanoteknoloji bazli sistemler gelistirilmistir (Chavda,

2019).

Nano ilag salinimi, terapotiklerin tiimor hiicrelerindeki saliniminda basarili bir strateji olarak
ortaya ¢ikmistir. Bu teknoloji, kanser hiicrelerinin geligigiizel sekilde bdliinmesinin ve
kontrolsiiz bir sekilde biiyiimesinin Oniine gegerek kotii huylu tiimorlerin viicudun diger

bolgelerine yayilmasini dnlemektedir (Rouhollah ve ark., 2013).

Hibrit ilag¢ salinim sistemleri, biyosensorler, uyaricilara duyarh ila¢ salinimi, kataliz, biyolojik
gorlintiilleme ve diger bircok biyomedikal alan gibi farkli alanlarda agirlikli olarak genis bir
uygulama alani bulmuslardir (Mousavi ve ark., 2018). Manyetik alanda tiimor bolgesine
hedeflenebilen manyetik nanoparcaciklar, kanser terapisinde son yillarda 6nem kazanmustir.
Bu nanopargacik (NP) siifi, biyouyumlu kaplamalar ile kolayca degistirilebilen ve terapdtik
maddelerle yliklenebilen reaktif bir yiizeye sahip metalik, bimetalik ve siiperparamanyetik

demir oksit nanoparcaciklarini igerir (Rouhollah ve ark., 2013).
1.6.3.1 Metal Bazh Nano fla¢ Sahinim Sistemleri

Metalik yapilar gelistirmek icin altin, glimiis, paladyum, platin, demir ve ¢inko oksit gibi
cesitli metaller kullanilmistir. Metalik nano yapilar, cesitli antijenlerin ve DNA'nin tespiti i¢in
biyosensor yapiminda ve goriintiilemede, teshis ve terapdtik platformlar i¢in kontrast problari
gibi biyomedikal uygulamalarda uzun siiredir kullanilmaktadir (Rana ve Sharma, 2019).
Inorganik nanoparcaciklar, 6zellikle manyetik demir oksitler, kullanim kolaylig,
biyouyumluluk, uygun yiizey kimyasi gibi benzersiz 6zellikleri nedeniyle manyetik destekli
ilag salinimi, manyetik rezonans goriintiileme (MRI) gibi ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir

(Abbasi Aval ve ark., 2016).
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Boyut olarak benzersiz olmalari, manyetik nanoparcaciklarin hiicrelere niifuz etmesini
miimkiin kilar (Mishra ve ark., 2019). Ek avantajlari, hastaya aktif veya pasif hedefleme ile
optimum dozu saglama, kolay kullanim ve dis manyetik alanla gorsellestirmedir (Chavda,

2019).

Manyetik nanoparcaciklar hedeflenen bolgeye yakin enjekte edildiginde, nanoparcaciklar
manyetik olarak istenen konuma yonlendirmek icin yiiksek giiclii bir manyetik alan agilir.
Nanoparcaciklar difiizyon yoluyla salinir, ilacin ve nanoparcacigin dogrudan konjligasyonu,
aminler, karboksilik asit, aldehit veya tiyol gibi organik baglayicilarin etkisini gerektirecek
sekilde zayif olabilir. Bu baglayicilar, baglanma {izerine salinimin gergeklesmesine izin
verecek sekilde kansere 6zgli belirteglerin aktif olarak hedeflenmesine izin verir. Pasif salim
icin, nanoparcacik kiimeleri hedeflenen dokulara baglanmaya veya niifuz etmeye baslar ve

yiiklerini diflizyon yoluyla serbest birakir (Kohrs ve ark., 2018).

Bu uygulamalarin ¢ogu nanoparcaciklarin kimyasal olarak stabil olmalarini, boyut olarak tek

bi¢imli olmalarini ve s1vi ortamda iyi dagilmalarin1 gerektirir (Abbasi Aval ve ark., 2016).

Manyetik nanoparcaciklar nanopargacik aglomerasyonunu (siiper paramanyetik 6zelliklerinin
bir sonucu) Onlemek ic¢in kaplanabilir, veya polimerik kaplamalarla modifiye edilebilir
(Abbasi Aval ve ark., 2016). Polietilen glikol, dekstran veya kitosan gibi hidrofilik polimerler
ile biyouyumlu yiizey kaplamalari, kolloidal stabiliteyi arttirmak ve manyetik
nanoplatformlarin dolagim kinetigini artirmak i¢in manyetik nano tasiyict sistemlerde

kullanilmaktadir (Balan ve ark., 2015).

Biyomedikal alanlarda manyetik ve antiferromanyetik demir oksit nanoparcaciklarmin
kullanimi kirk y1l 6ncesine dayanmaktadir. Dogada demirin biyo jeokimyasal dongiide 6nemli

bir yeri vardir (Sangaiya ve Jayaprakash, 2018).

Manyetit (Fe3O4), maghemit (y-Fe203) ve hematit (a-Fe2O3) manyetik 6zelliklerinden dolayi
biyomedikal uygulamalar i¢in en sik kullanilan manyetik nanoparcaciklaridir (Shah ve ark.,

2018).

Farkli nanoparcacik tiirleri arasinda hematit (a-Fe2O3) dogal ve ¢evre dostu olarak kabul
edilir. a-Fe203 (hematit) demir oksidin spesifik bir nanopargacik olarak secilmesinin nedeni

diisiik maliyetli olmasi ve toksik olmamasidir (Sangaiya ve Jayaprakash, 2018).

39



FesO4, tiim Fe?* iyonlarmin oktahedral alanlarda ve Fe®" iyonlarmin tetrahedral ve oktahedral
alanlarda bulundugu ters bir spinel yapisina sahiptir (Farazi ve ark., 2018). Fe3O4
nanopargcaciklari, kolay hazirlama yontemi, yiiksek manyetik 6zellikleri ve iyi biyouyumluluk

gibi Ozellikleri nedeniyle hedefli ilag salinimi i¢in uygun bir aday olmustur (Hosseinzadeh ve
ark., 2018).

Bununla birlikte, Fe3sO4 nanopargaciklari, yiizey enerjilerini azaltmak i¢in kiimeler halinde
toplanma egilimindedir ve sonug¢ olarak suda zayif bir dagilim gosterirler. Bunun yani sira
FesO4 manyetik nanopargaciklarindaki Fe?* iyonlarinin biyolojik sistemlerde oksitlenmesi de
manyetizma kaybina neden olabilir. Bu durum, Fe3Os nanopargaciklarinin ilag tasiyicilart
olarak uygun olmadigi anlamma gelir. Ilag salmim uygulamalar1 igin manyetik
nanoparcaciklar, yiiksek manyetik 06zellik gosterebilmeleri i¢in biyouyumluluklarint ve
stabilitelerini saglayan maddeler ile islenmelidir. Ila¢ molekiillerine baglanma igin gesitli
fonksiyonel gruplar olusturulabilir ve biyouyumlu polimerlerin FesOs nanopargaciklarinin

yiizeyine asilanmasiyla stabilite arttirilabilir (Hosseinzadeh ve ark., 2018).
1.6.3.1.1 Demir Oksit Nanoparc¢aciklarinin Antikanser Aktivitesindeki Rolii

Demir oksidin manyetik 06zelligi, emici dokulardaki demir oksit nanopargaciklari ile
etiketlenmis organlarin goriintiilenmesini saglayan T2 spin azalmasina neden olur. Merkezi
sinir sistemindeki ¢esitli timdrler, hiicreler ve dokular SPION'lar ile etkili bir sekilde perfiize
edilebilir. SPION'lar, inranostik ve terapdtik uygulamalar igin uygun platformlar da
olustururlar. IONP (manyetik demir oksit)’lerin manyetik 06zelliklerinden faydalanilarak
cesitli kanser tedavileri de dahil olmak iizere, hedeflenen ila¢ salinimi igin terapdtikler
gelistirilmeye calisilmistir. IONP'lerin yiizeyi, daha uzun dolasim siiresi ve dolayisiyla
neovaskiilatiiriin sizan dogasinin neden oldugu gelismis gecirgenlik ve tutma etkisi nedeniyle
tiimor dokularinda daha fazla nanopargacigin birikmesini saglamak i¢in tasarlanabilir. Timor
hiicresindeki SPION birikimi, dis manyetik alanda yonlendirilebilir. Bununla birlikte,
SPION'larin yiizeylerine tiimore 6zgli hedef kisimlarin eklenmesi, timor hiicresindeki
nanoparc¢aciklarin birikimlerini daha da gelistirebilir ve hedef dis1 etkileri azaltabilir. Bazi
IONP'ler, manyetik alan degisikliginden dolay1 hipertermi olusturabilir. Bu 6zellik, kanser
hiicrelerinin 1s1 ile dogrudan ortadan kaldirilmasma ek olarak, ikincil tiimorleri ortadan
kaldiran tiimore Ozgli bir bagisiklik tepkisine olanak saglayabilmesi nedeniyle kanser

tedavisine ek bir fayda saglar (Shah ve ark., 2018).
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1.6.3.1.2 Antimikrobiyal Aktivitede Demir Oksit Nanoparcacigin Rolii

Nanoparcaciklarin antibakteriyel ajanlar {izerindeki rolii, insan konakg¢i hiicrelerine zarar
vermeyen bazi bakteri tiirlerini 6ldiirmektir. Bu bakteri tiirleri arasinda Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Aeromonas hydrophila, Escherichia coli ve Staphylococcus aureus demir
oksit nanopargaciklaria yanit verir. Yapilan son ¢alismalar demir oksit nanoparcgaciklarinin
cesitli mikroorganizmalara karsi ticari ilagtan daha fazla antimikrobiyal etki gdsterdigini
kanitlamistir fakat etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Demir oksit dogrudan
antibakteriyel etki gdstermez, ancak nanopartikiil formun antibakteriyel yonlerini sergiler.
Ayrica, igme suyu O0rneklerinden mikroorganizmalarin saptanmasinda diisiik konsantrasyonda
demir oksit nanoparcaciklarinin daha etkili oldugu bulunmustur. Hematitte konvansiyonel
manyetit nanopargaciklarina kiyasla daha fazla antimikrobiyal aktivite gézlenmistir (Sangaiya

ve Jayaprakash, 2018).
1.6.3.1.3 Demir Oksit Nanoparcaciklarinin Toksisitesi

Manyetik nanoparcaciklar i¢in esas sorun, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) katalitik
iiretiminden kaynaklanan kimyasal toksisitedir. Manyetitin kristal yapis1 iki Fe** ve bir Fe?*
'ye sahip oldugundan, bu iki demir iyonunun hiicre i¢inde ¢6ziinmesi Fenton ve Haber-Weiss
yiikseltgenme - indirgenme yollarinin yani sira diger organik radikal yoluyla katalitik ROS
iiretimini bagslatabilir. Siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi hiicre i¢i antioksidatif
kompleksler radikal tlirlerin olusumunu engeller. Bununla birlikte, hiicre i¢indeki taneciklerin
oksidasyonu, bir hiicrenin antioksidan kapasitesine ulagsmada asir1 yiiklenme oldugunda ortaya
cikar. Yeterli geri donilisiimsiiz hasar meydana gelirse, hiicre apoptozu baslayabilir ve sonugta
hiicre olimii gerceklesebilir. Kovalent olarak baglanmis veya yiizeye adsorbe edilmis
kaplamalar, kaplanmamis demir oksitler iizerinde koloidal stabiliteyi arttirmaya yarar ve
nanoparcaciklarin in vitro ¢okelmesine bagli mekanik toksisitenin azaltilmasina yardimci
olur. Ayrica bu kaplamalar metal oksitlerin ¢éziinme hizin1 azaltmaya yarayabilir (Shi ve ark.,

2015).
1.6.3.1.4 Biyokonjugasyon

Nanoparcacik sistemlerinin islevselligi, ylizey konjugasyonu ve kaplama ile elde edilebilir.
Fe3Os nanoparcaciklari igin yiizey kaplama, hedefleme, goriintiileme ve terapotik ajanlarin
kovalent baglanmasi i¢in uygun fonksiyonel gruplar saglanmasinda 6nemli bir rol oynar.

Nanopargaciklar ve terapotik ilaglar; misel yapilar, polimerik kaplamalar veya silikon dioksit
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tabakalar1 ve fonksiyonel gruplar gibi seramikler i¢inde kapsiillenebilir. Biyolojik
konjiigasyon, birincil veya ikincil amini bir amid bag1 olusturan bir karboksilat grubunun alfa
karbonuna kovalent olarak baglamak igin 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) karbodimid
hidrokloriir (EDC) veya disikloheksilkarbodiimid (DCC) gibi sifir uzunluklu c¢apraz
baglayicilarin kullanilmasiyla kolayca gerceklestirilebilir. Dolayisiyla, kaplanmis Fe3Oq
nanoparcacik ylizeylerinin, uygun capraz baglama i¢in amin veya karboksilat gruplariyla
doldurulmasit uygundur. Bu, bir dizi biyolojik ve biyolojik olmayan tiirlin, N-
hidroksisiiksinimid (NHS) birlestirme ajanlarinin dikkatli bir sekilde se¢ilmesiyle kuantum
dot, floresan boya, antikor ve biyotin ylizey fonksiyonellestirmesinin olusturulmasi i¢in

nanopargcacik yiizeylerine kolayca konjuge edilmesine olanak tanir (Shi ve ark., 2015).
1.6.4 Nano Ila¢c Salinim Sistemi Avantajlar

Nanopargacik ila¢ salinim sistemlerinin iglevini ve performansini belirleyen 6zellikler (Calis

ve ark. 2019):

1. Aktif bilesenin varlig1 ve konsantrasyonu (kiigiik veya biiyiik molekiiler agirlik) (Chavda,
2019);

2. Tlacin, katk1 maddesinin veya tastyicinin yiizey dzellikleri;

3. Tlacin, katki maddesinin veya tasiyicinin kimyasal bilesimi;

4. Varsayilan hedef bolgeler (subseliiler veya hiicresel);

5. Fiziksel formiilasyon (kat1 veya sivi);

6. Uygulama yolu

Nano ilag¢ salinim sistemlerinin avantajlari ise su sekilde siralanabilir:

1. Nano ila¢ salinimi, ila¢ polimerik matrikse gomiilii oldugu icin ilact bozunmaya karsi

korur.

2. Bir nano boyutlu pargacik ile, ilacin biyoyararlanimi, ¢6ziiniirliigii ve ¢6ziinme hizini nano

ila¢ salinimu ile arttirilir.

3. Ilag gegirgenligi mukoadhezyon ile gelistirilmistir.
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4. Ilag stabilitesini arttirdig1 i¢in doz ihtiyaci azaltilir.

5. Cogu ¢oziinmeyen ilag, farkli nano bazli ilag salinim teknikleriyle hedef bolgeye verilebilir.
6. Tlacin biyolojik yar1 émrii artar.

7. Agizdan etkili bir sekilde kullanilmayan ajanlarin oral biyoyararlanimi arttirilir.

8. Tla¢ molekiiliiniin reaktif dogasi azaltilir.

9. flag direnci azalur.

10. Aktif ilag hedeflemesi ve bolgelere 6zgii salinim nedeniyle ilag toksisitesi de azalacaktir.
11. Gastrointestinal sistemdeki ilag stabilitesi 1yilestirilir.

12. Tlacin klirensi azalir.

13. Kontrollii salinim, nano ila¢ salinimi yoluyla saglanabilir.

1.6.5 Nano fla¢ Salhmiminin Zorluklar:

Her ne kadar ila¢ saliniminda nanoteknoloji basarili olsada, piyasadaki bazi nano ilag
iirinlerinde ayn1 basariya ulagilamamistir. Gelistirilmekte olan yeni nanomalzemeler asilmasi
gereken zorluklarla karsi karsiyadir. Nanomateryallerin ila¢ salinimi igin arastirma ve
gelistirme (Ar-Ge) ile ilgili bir diger zorluk da biiyiik 6lcekli iiretimdir. Uretim ydntemi,
stireci ve kullanilan malzemelerin yiiksek maliyeti nedeniyle bir dizi nano ilag salinim
teknolojisi Olgeklendirilemeyebilir. Nanomalzemelerin biiyiikliiglini ve kompozisyonunu
biiyiik 6lgekte tutmak da bir zorluktur. Nano ilag salinim teknolojisindeki ilerlemeler,

diizenleyici kontrol icin yeni zorluklar da getirmektedir (Rana ve Sharma, 2019).
Nano ilag¢ salinim sistemlerinde karsilasilan diger zorluklar ise sunlardir (Chavda, 2019):
1. Kapsiillenmis ilacin s1izmasi ve flizyonu kapsiillenmis nano tasiyicilarin cogunda gozlenir.

2. Yar1 omrii, nanopargaciklarin iiretilmesinde kullanilan polimerik malzemenin kimyasal ve

fiziksel dengesizligi nedeniyle kisa dmiirliidiir.

3. Diisiik yiikleme kapasitesi ilacin lipid i¢indeki ¢oziiniirliigli ve lipid matrisinin yapis1 ve

polimorfik hali nedeni ile sinirlidir.
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4. Baz1 durumlarda kullanilan nanopargacik ilacin salinimini sinirlandirir.
5. Uretim, arastirma ve gelistirme maliyetleri yiiksektir.

6. Bir¢ok nano ilag salinim sisteminde sitotoksisite gézlenir.

1.7 Tlgili Literatiir Isiginda Calismanin Onemi

Antrasiklinler ve taksanlar bazi kati tiimdrlerin tedavisinde kullanilan en etkili ilaglardir.
Antrasiklinler, DNA ve topoizomeraz II ile kompleksler olusturarak antikanser etki
gostermektedir. Taksanlar mikrotiibiil komplekslerini stabilize eder ve mikrotiibiil
polimerizasyonunu aktive eder. Bunlar arasinda paklitaksel ve doksorubisin en sik kullanilan
ilaclar arasindadir (Y. Wang ve ark., 2014). Doksorubisin (DOX) ve paklitaksel (PTX), ¢esitli
kat1 tiimorlere karst milkemmel anti-tiimor etkinligi nedeniyle klinik uygulamalarda en ¢ok
recete edilen geleneksel kemoterapdtik ajanlardir (Ma, Fan ve Li, 2016). Ilag etki
mekanizmasi, iki farkli ilacin kombinasyonunu miimkiin kilar. Paklitaksel ve doksorubisin
ilag kombinasyonu, bir¢ok kati tiimdriin birinci basamak tedavisinde olumlu ve aktif etki

gostermektedir (Y. Wang ve ark., 2014).

DOX, DNA'lara baglanma ve niikleik asit sentezini inhibe etme gibi 6zelliklere sahip bir
antrasiklin antibiyotiktir. Bununla birlikte, DOX'un klinik uygulamasi, doza bagh
kardiyotoksisite, miyelosupresyon, nefro toksisite ve ¢oklu ilag direncinin geligsimi gibi yan

etkiler nedeniyle sinirlamalar gosterir (Ma, Fan ve Li, 2016).

Paklitaksel (PTX), yumurtalik kanseri tedavisi igin ilk anti-neoplastik ila¢ olarak 6nem
kazanmistir (Bhatt ve ark., 2017). Paklitaksel (PTX), meme kanseri, akciger kanseri, kolon
kanseri ve yumurtalik kanseri dahil olmak tizere ¢esitli kanserlerin tedavisinde

hiperstabilizasyon ile ¢ok etkilidir (X. Wang ve ark., 2018).

PTX, hiicre boliinmesi sirasinda mikrotiibiillerin depolimerizasyonuna miidahale ederek ve
apoptozu indiikleyerek ¢esitli tiimorlere karsi belirgin bir anti-timor aktivitesine sahiptir (Y.
Chen ve ark., 2018). PTX'in anti-tiimor mekanizmasi, mikrotiibiillerin salinmasini 6nlemektir,
boylece hiicre mitozunu onleyerek tiimor hiicrelerinin 6liimiine yol agmaktadir (Du ve ark.,
2018).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu tez ¢alismasi i¢in kullanilan kimyasal maddeler asagida listelenmistir.
Demir (IT) siilfat heptahidrat (FeSOQ4.7H20)

Satin alinan firma adi: Sigma Aldrich

Molekiil agirligi: 278.01 g/mol

Saflik derecesi: > % 99.0

Demir (IIT) Kloriir (FeCls)

Satin alinan firma adi: Sigma Aldrich

Molekiil agirligi: 162.20 g/mol

Saflik derecesi: > % 99.99

3-Merkaptopropiltrimetoksisilan (HS(CH2)3Si(OCHzs)3
OCHs
g > $i —OCHj;
OCHg3
Satin alinan firma adi: Sigma Aldrich
Molekiil agirligt: 196.34 g/mol
Saflik derecesi: % 95

Kitosan (CsH1:NO4)n
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OH

OH NH,

1

HO NHo

Satin alinan firma adi: Acros Organics
Molekiil agirligr: 600,000-800,000 g/mol

Allil glisidil eter (CeH1002)

Hchﬁ/\o/%
O

Satin alinan firma adi: Sigma Aldrich
Molekiil agirligr: 114.14 g/mol
Saflik derecesi: > % 99

Amonyak (NH3)

Satin alinan firma adi: Sigma Aldrich
Molekiil agirligi: 17.03 g/mol

Saflik derecesi: > % 99.95

Etil alkol (C2HsOH)

Satin alinan firma adi: Sigma Aldrich

Molekiil agirligi: 46.07 g/mol
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Saflik derecesi: % 95.0

Aseton (CH3COCH?3)

Satin alinan firma adi: Sigma Aldrich
Molekiil agirligr: 58.08 g/mol

Saflik derecesi: > % 99.5

Asetik asit (CH3CO:zH)

Satin alinan firma adi: Merck
Molekiil agirligi: 60.05 g/mol

Saflik derecesi: > 99.8 %

2.2 Arastirma Araclari

Fourier Transform Infrared (ATR-FTIR) Spektroskopisi (Perkin—Elmer firmasma ait
Spectrum 100 ATR-FTIR spektrofotometre cihazi)

Termal Gravimetrik Analiz (TGA) Cihaz1 (Perkin Elmer Pyris 1 model)

Taramali Elektron Mikrokobu (SEM) (Phillips XL 30 ESEM-FEG/EDAX model)
Nano-PSA/Zeta (Brookhaven 90Plus Nano Partikiil Boyut / Zeta Potansiyel Analiz Cihazi)
Mercury-VX 400 BB model ¢ok ¢ekirdekli NMR spektrometresi

Santrifiij: Sigma, 3K 30 Yiiksek devirli, sogutmali (A.B.D.)

Hassas Terazi: Sartorious Analytic, A200S +£0,0001(Almanya)

Vorteks Karistirici: Fisons, Whirlimixer (Ingiltere)

Destile Su Cihazi: Millipore, Rios-DI UV (A.B.D.)

Etiiv: Genlab, midi/2/AL (0-100) (Ingiltere)

Vakumlu Etiiv (Memmert marka)
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Ultrasonik Banyo

Fotoreaktdr (Luzchem marka (Seri no: 249))

2.3 Deneysel Yontemler

2.3.1 Fe3sOs Manyetik Nanoparcaciklarinin (MNP) Hazirlanmasi
2.3.1.1 FesO4 Nanoparcaciklarinin Sentezi

Literatiirde FesO4 nanoparcaciginin ¢ok farkli yontemlerle sentezi goriilmektedir (Rajput ve
ark., 2016; Zhang ve ark., 2020). Bu yontemler arasinda en ¢ok kullanilanlardan bir tanesi
birlikte ¢oktiirme yontemidir. Bu amagla, 2,78 gram FeSO4.7H20 ve 3,2 gram FeCl3 tartildi.
Tartilan maddeler 250 ml’lik balona aktarildi ve karisimin iizerine 100 ml deiyonize su
eklenerek iki maddenin ¢oziinmesi saglandi. Elde edilen karisim oda sicakliginda N2 gazi
ortaminda geri sogutucu sisteminde 15 dakika boyunca bekletildi. Ortam sicakliginin oda
sicakligindan 90 °C’ ye kadar yiikselmesinden sonra geri sogutucu sistemi i¢indeki karisima
10 ml NHs eklenerek 2 saat boyunca ortamdan N2 gazi gecirilmesi islemine devam edildi.
Stire sonunda karistm oda sicakliginda sogumaya birakildi ve sentezlenen FezOs
nanopargaciklari siyah bant siizge¢ kagidindan gegirildi. 2 kez deiyonize su ve 2 kez etanolle
yikama isleminden sonra Fe3Os nanoparcaciklar: vakum etiiviinde 60 °C’ de 24 saat boyunca
kurumaya birakildi. FesO4 nanopargaciklarinin reaksiyon asamalar1 Sekil 2.1 ve Sekil 2.2” de

verilmistir.
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Sekil 2.2. Fe3O4 nanoboyutlu parcaciklarin sentezlenmesi.

2.3.1.2 Fe3O4 Nanoparcaciklarinin Modifikasyonu

Vakum etiiviinde kurumaya birakilan Fe3Os nanopargaciklarindan 2 gram tartildi. Uzerine 30
ml etanol ve 20 ml deiyonize su ilave edildi. Nanopargaciklarin homojen bir sekilde

dagilmasini saglamak icin karisim 15 dakika boyunca ultrasonik banyoda tutuldu. Siire
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sonunda karisima 9 damla NHsz ve 3 ml 3-merkaptopropiltrimetoksisilan ilave edilerek 2 saat
boyunca karisimin homojen olarak dagilmasi i¢in ultrasonik banyoda tutuldu. Siire bitiminde
homojen olarak dagilan nanopargaciklar siyah bant stizge¢ kagidindan gegirildi. 2 kez etanolde
yikandi ve santrifiij edilerek 60 °C’ de 24 saat boyunca kurutulmaya birakildi. Santrifiij
tiipiinde kalan kat1 kisim ise vorteks cihazi ile toplandi. Modifikasyon islemi Sekil 2.3 ’de

verilmistir.
OCHs
o om Si—OCH.
M . 3
HO\ HS (')CHa
FeSO,7TH,0 + FeCl, ———+ [0 OH

L/
N

SH

SH

OCH,

I
—— O—Si—\/— SH
I

OCH,

SH

HS%\\
 HS  ~MAse—
HS

Sekil 2.3. Tiyol u¢ gruplu manyetik nanoparcaciklarin sematik gosterimi
2.3.1.3 Kitosanmin Modifikasyonu

Kitosana allil u¢ gruplarinin modifikasyonu literatiirdeki benzer ¢alismalardan uyarlanarak
yaptlmustir (Illy ve ark., 2013). 5 gram kitosan tartildi ve 50 ml %1’lik asetik asit-su
cozeltisinde ¢oziinmesi saglandi. pH 8’e ayarlandi. Ve elde edilen karisimin iizerine 6.962
gram allil glisidil eter eklenerek ii¢ gece boyunca g¢alkalamali su banyosunda 30 °C’de
bekletildi. Ardindan hazirlanan karisim 150 ml asetonda ¢oktiiriildii ve polimerin lif seklinde
coktligli gozlendi. Coktiirme isleminden sonra allil grubu modifiye edilen kitosan birkag kez
aseton ve etanol ile yikand1 24 saat boyunca vakumlu etiivde 40 °C’ de kurutulmaya birakildi.

Modifikasyon Sekil 2.4 ’te verilmistir.
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Sekil 2.4. Allil u¢ gruplarina sahip kitosanin hazirlanmasinin sematik gosterimi
2.3.2 Ila¢ Tasiyic1 Sistemin Hazirlanmasi

Vakum etiiviinden ¢ikarilan tiyol ug¢ gruplu FesOs (SH-Fe304) nanoparcaciklarindan 0,6 gram
allil ug grubu bagl olan kitosan (Geger ve ark., 2010) polimeri ile reaksiyona sokulmak tizere
tartild1. Uzerlerine 50 ml deiyonize su ilave edildi ve 2 saat 40 dakika boyunca ultrasonik
banyoda tiyol ug¢ gruplu nanopargaciklarin homojen olarak dagitilmasi islemi gergeklestirildi.
Vakum etiiviinde 24 saat boyunca 60 °C’de bekletilmis kitosan-allil den 1,8 gram tartild1 ve 60
°C sicakta, %1’lik asetik asit-su ¢ozeltisinde ¢oziinmesi saglandi. Ultrasonik banyoda ayr1 ayri
homojen olarak dagitilmis olan SH-Fe3Os nanopargaciklarini igeren karisima eklendi ve
iizerine 6 damla foto baslatici ilave edilerek fotoreaktorde 30 dakika bekletildi. islem sonunda
kitosan-FesO4 6rnekleri siyah bant siizgeg kagidindan gegirildi. Kati kisim 2 kez deiyonize su
ile yikand1 ve petri kabina aktarildi. Petri kabina aktarilan 6rnegin tizeri altiminyum folyo ile
kapatildi ve vakumlu etiivde 60 °C’de kurutulmaya birakildi. Kurutma isleminden sonra
kitosan-FesOs nanoparcaciklari 2 kez deiyonize su ile yikanarak kurutulmaya birakildi.
Kurutma igleminden sonra kitosan-FesO4 nanopargaciklart 0,56 gram olarak tartildi ve ilag
salinm i¢in kullanild. Ilag sistemi i¢in hazirlanan manyetik nanopargaciklarin gdsterimi Sekil

2.5 ’te verilmistir.
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Sekil 2.5. Ilag sisteminde kullanilmak {izere hazirlanan kitosan kapli manyetik nanoparcaciklar
2.3.3 Deneyde Kullanilan Cihazlar ve Karakterizasyon Metodlari

2.3.3.1 Attenuated Total Relectance Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (ATR-
FTIR)

Tiyol ug¢ gruplu FesOs nanopargaciklari, sentezlenen Fe3Os nanoparcaciklari, kitosan dogal
polimeri ve allil u¢ gruplu kitosan dogal polimerinin fonksiyonel grup analizleri Perkin—Elmer
firmasina ait Spectrum 100 ATR-FTIR spektrofotometre cihaz1 ile gergeklestirildi.
Spektrumlar 380-4000 cm™ dalga sayis1 aralifinda kaydedildi.

2.3.3.2 Termal Gravimetrik Analiz (TGA) Cihazi

Hazirlanan tiyol modifiye edilen manyetik nanopargaciklarin termo-oksidatif kararliliklarimi
olgmek amaciyla, Perkin Elmer Pyris 1 model TGA cihazi kullanildi. Olgiimler hava ve azot

atmosferlerinde 10 °C/dak 1sitma hiziyla, 30°C-750°C sicakliklart arasinda yapildi.
2.3.3.3 Taramal Elektron Mikrokobu (SEM)

Sentezlenen tiyol modifiye edilen manyetik nanopargaciklarin ve hazirlanan ilag tasima
sisteminin altin kaplanarak Phillips XL 30 ESEM-FEG/EDAX model cihazi ile morfolojik

incelemeleri Bogazici Universitesinde hizmet alim1 seklinde yapildi.
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2.3.3.4 Nano-PSA/Zeta

Elde edilen tiyol modifiye edilen manyetik nanoparcaciklar ve hazirlanan ilag tasima
sisteminin boyut analizleri Brookhaven 90 Plus Nano Partikiil Boyut / Zeta Potansiyel Analiz
Cihaz1 ile yapilmistir. Olgiimler 35 mW giiciindeki ¢ok giiclii lazer ile, 2 nm-3 mikron
aralifinda stispansiyon haldeki partikiiller i¢in Lazer Dinamik Isin Sacilim Teknigi (DLS) ile

Olctilmiistiir.

Hazirlanan nanopargaciklarin %2,5’lik (w/v) sulu dispersiyonlarinin { potansiyelleri pH 2,0-

9,5 araliginda ortamin pH’s1 HCl ya da NaOH ile ayarlanarak oda sicakliginda 6l¢iilmiistiir.
2.3.3.5NMR

Kitosan-allil polimeri i¢in *H NMR spektrumu 400 MHz isletim frekansli stvi Mercury-VX
400 BB model ¢ok ¢ekirdekli NMR spektrometresi ile kaydedilmistir.

2.3.4. ila¢ Yiikleme ve in-vitro fla¢ Salini Cahsmalar

0,05 g kitosan-FesO4 nanopargaciklar tartildi ve tizerine 2 mL distile suda ¢oziilmiis 300ug
DOX ilag ¢ozeltisi eklendi. 24 saat 37 °C’ye ayarli su banyosunda 200 rpm hizda karistirilarak
karanlikta bekletildi. DOX yiiklii kitosan-Fe304 nanopargaciklart miknatisla ¢ekilerek ayrildi
ve kurumasi saglandi. Karakterizasyon ve ila¢ salmim iglemlerinde kullanilmak {izere
buzdolabinda saklandi. Geriye kalan ila¢ ¢ozeltisinden 1mL alinarak 480 nm dalga boyunda
spektrofotometrede suya karst okundu. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan DOX ilag
cozeltilerinden elde edilen absorbans Ol¢limleri kullanilarak ¢izilen standart grafige gore
yiiklenen ila¢ miktar1 toplam ¢ozelti hacmindeki geriye kalan ila¢ miktar1 bulunup ilk bastaki

ila¢ miktarindan ¢ikarilarak hesaplandi.

0,05 g kitosan-Fe3O4 nanopargaciklari tartildi ve tizerine 2 mL asetonirtilde ¢6ziilmiis 300ug
PTX ilag ¢ozeltisi eklendi ve yukarida anlatildig sekilde deneme yapildi. Geriye kalan ilag
¢ozeltisinden 1mL alinarak 227 nm dalga boyunda spektrofotometrede okuma yapildi. Farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan PTX ilag c¢ozeltilerinden elde edilen absorbans olgiimleri

kullanilarak ¢izilen standart grafige gore yiliklenen ila¢ miktar1 hesaplandi.

Ayn1 miktarda DOX ve PTX ilag yiiklemesi yapilarak yukaridaki islemler yapildi. Yiiklenen
ilag % asagidaki sekilde hesaplandi. Kitosan-FesO4 nanopargaciklarina yiiklenen ilag miktarlart
ng ilag/g kuru nanoparcacik seklinde hesaplandi.
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Yiiklenen ilag % = (Yiklenen ilag miktar: < Baslangictaki ilag miktart) X 100

Ilag saliim calislar1 10 mM pH 7,4 ve pH 5 fosfat tampon sistemlerinde gerceklestirildi. Once
ila¢ yiikli Kitosan-Fes3O4 nanopargaciklari tartildi ve tartimlar kaydedildi. Tiiplere konulan ilag
yukli Kitosan-FesO4 nanopargaciklart iizerine 10 mM pH 7,4 fosfat tamponundan 3 mL
konuldu ve 37°C’ye ayarli su banyosunda 200 rpm hizda karismaya birakildi. 48 saat boyunca
belirli zaman araliklarinda ortamdan 800uL alindi ve ortama 800 pL taze 10 mM pH 7,4 fosfat
tamponu eklendi. Olgiimler DOX icin 480 nm ve PTX icin 227 nm’de 10 mM pH 7,4 fosfat
tamponuna karst okundu. 10 mM pH 7,4 fosfat tamponunda farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan ila¢ konsantrasyonlar1 kullanilarak her iki ilag i¢in cizilen standart grafiklerden
salinan ila¢c miktarlar1 hesaplandi. Ilag salmim g¢alismalart 10 mM pH 5 fosfat tamponu
kullanilarak tekrarlandi. Salinan ilag miktarlart 10 mM pH 5 fosfat tamponu kullanilarak

hazirlanan ilag ¢ozeltilerinden elde edilen standart grafiginden hesaplandi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Ila¢ Tasiyic1 Sistemin Karakterizasyonu

Bu tez kapsaminda ilk basamakta Fe3Os nanopargaciklari sentezlenmistir. Daha sonra elde
edilen manyetik nanoparcaciklara tiyol u¢ gruplart modifiye edilmistir. Bir diger basamakta
dogal polimer olan kitosan allil u¢ gruplart ile modifiye edilmistir. Allil u¢ gruplan ile
modifiye edilen Kitosan tiyol-en klik reaksiyonlar1 tizerinden tiyol ug¢ gruplu manyetik
nanopargaciklarin yiizeyine kaplanmistir. Hazirlanan bu sistem paklitaksel ve doksorubusin

ilag tastyici sistemi i¢in kullanilmistir.
3.1.1. ATR-FTIR spektrumlari

FesOs4 nanopargaciklarinin, tiyol modifikasyonundan sonra manyetik nanoparcaciklarin,
kitosanin ve allil modifikasyonundan sonra kitosanin ATR-FTIR spektrumlar1 Sekil 3.1 ve

Sekil 3.2 ‘de verilmistir.

FesOs ve FesOs-SH nanopargaciklarinin  spektrumlarinda 586 cm™'de genis bir pik
goriilmektedir. Bu pik, manyetik nanopargaciklardaki karakteristik Fe-O gerilme

titresiminden kaynaklanmaktadir (Gong ve ark., 2012 ; Roto, Yusran ve Kuncaka, 2016).

Sekil 3.1° de goriildiigii lizere 3400 cm 'deki pik FesOs nanopargaciklarinda bulunan -OH
gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir (Zhang ve ark., 2013). Fe304-SH’ in spektrumuna
bakildiginda FesO4 nanoparcaciklarindan farkli olarak goriilen 686 cm™ 'deki goriilen pik C-S
gerilme titresimine aittir (Quang ve ark., 2013) . Ayrica 2570-2590 cm™' deki pik S-H 'nin

gerilme titresimine atfedilebilir fakat S-H gerilme titresimi genellikle ¢cok net tespit edilemez
(Zhang ve ark., 2013). Bununla birlikte 2850-2900 cm™ deki pik 3-
merkaptopropiltrimetoksisilandaki  metilen grubuna ait C-H gerilme titresiminden
kaynaklanmaktadir. Ayrica silanol grubunun Si-O biikiilme titresim piki 964 cm™ 'de
goriilmektedir (Quang ve ark., 2013) . Literatiire bakildiginda Fe3O4 nanopargaciklarimin ilk

olarak SiO: ile kaplanmasinin ardindan 3-merkaptopropiltrimetoksisilan ile reaksiyonu sonucu
alinmig FTIR spektrumlarinda benzer pikler goriilmistiir (Roto, Yusran ve Kuncaka, 2016).
Sonuglara bakildiginda ve literatiir ile kiyaslandiginda FesOs nanoparcaciklarinin tiyol ug

gruplar ile yiizey modifikasyonunun basarili bir sekilde ger¢eklestirildigi goriilmektedir.
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Sekil 3.1. Fe3O4 ve FesO4-SH nanopargaciklarinin ATR-FTIR spektrumlari

Sekil 3.2°de allil glisidil eter, kitosan ve allil u¢ gruplari modifiye edilen kitosanin ATR-FTIR
spektrumlari verilmistir. Allil gruplari kitosan iskeleti tizerine epoksi-amin reaksiyonu yoluyla
modifiye edilmistir. Kitosanm spektrumuna bakildiginda 3200-3500 cm™'deki giiclii ve genis
bant O-H ve N-H baglarmin gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir. 2910 cm™'de CH
bagmnin gerilmesine karsilik gelen pik goriilmektedir. Bunlarin disinda 1028 cm™ de
polisakkarit iskeletinin C-O-C baglarinin gerilme titresimi, 1153 ve 895 cm™ de B-1,4-
glikosidik baga ait karakteristik pikler goriilmektedir. Tiim bu piklerin haricinde 1595 cm’
b'deki goriilen pik birincil aminin N-H titresimine karsilik gelir (Pearson ve ark., 1960; Illy ve
ark., 2013). Allil glisidil eter ile reaksiyonu sonrasi alinan kitosanin spektrumda ise 1590 cm”
Y'deki birincil amine ait pik, modifiye edilmemis kitosaninkinden daha az siddettedir. Diger
piklerde ortiismenin yani sira kisitli bir fonksiyonellestirme orani nedeniyle, allil bantlarinin

karakterizasyonu zor olmaktadir (Illy ve ark., 2013).
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Sekil 3.2. Kitosan-allil, kitosan ve allil glisidil eterin ATR-FTIR spektrumlari
3.1.2. 'H-NMR spektrumu

Kitosan ile allil glisidil eterin reaksiyonu sonrasinda istenen kitosan-allil bilesiginin sentezinin
kontrol edilebilmesi igin *H-NMR spektrumu alinarak, olusan sinyaller incelenmistir. Kitosan
ve kitosal-allil’in *H-NMR spektrumu Sekil 3.3’de gosterilmektedir. Kitosan igin proton
sinyalleri asagidaki gibi goriilmistiir: anomerik karbona bagli olan hidrojen sinyali (H1) 5.3 <
0 < 5.5 ppm civarinda ve glikozamin birimlerindeki {iciincii, dordiincii, besinci ve altinci
karbona bagli hidrojenler (Hs,Hs,Hs,Hs) 4 < 6 < 4.9 ppm civarinda ayrica glikozamin
birimindeki ikinci karbona bagli hidrojenin sinyali 3.7 ppm’ de goriilmektedir. Daha once
kitosan igin alinmis *H-NMR spektrumlariyla kiyaslandiginda literatiir ile uyumlu oldugu
gorilmiistiir (Geger ve ark., 2010; Britto ve Assis, 2007). Allil u¢ grubu modifiye edilen
kitosanda kitosanda olmayan allil glisidil eterden kaynaklanan yeni sinyaller goriilmektedir;
5.84-6.20 ppm (CH=CHCH:0), 5.23-5.34 ppm (CH2=CHCH:0) ve 4.01-4.16
(CH2=CHCH:20). Sonuglar literatiir ile uyumlu bulunmustur (llly ve ark., 2013).
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Sekil 3.3. Kitosan ve kitosan-allilin *H-NMR spektrumlar1
3.1.3. Boyut analizi ve zeta potansiyeli

Sentezlenen Fe3Os nanopargaciklarin, tiyol u¢ gruplart ile modifiye edilen manyetik
nanoparcaciklarin ve kitosan kapli manyetik nanoparcaciklarin boyut dagilimlart Sekil 3.4 te

gosterilmektedir.
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Sekil 3.4. Boyut dagilimlar1 a) FesO4 nanoparcaciklari, b) FesOs-SH nanoparcaciklart ve c)

kitosan kapli manyetik nanopargaciklar
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FesO4 nanopargaciklari i¢in yaklasik ortalama ¢ap 46 nm olarak o6l¢iilmiistiir. Literatiirde ¢cok
cesitli boyutlarda ¢esitli yontemlerle sentezlenmis Fe3sO4 nanopargaciklarina rastlanilmaktadir.
Andre Angermann ve arkadaslari birlikte ¢oktiirme reaksiyonu ile demir oksalat dihidrat
parcaciklarin1 sentezlemis ve kararli bir reaksiyon iiriinii elde etmek icin termal olarak
ayristirmiglardir. 500-700 © C 'de elde ettikleri manyetitin, 35 ila 55 nm arasinda bir
nanoparcacik biiylikliigline sahip oldugunu bildirmislerdir (Angermann ve Topfer, 2008).
Literatiirde incelenen bir diger ¢alismada, birlikte ¢oktiirme yontemiyle elde edilen kiiresel
manyetik nanopargaciklarin boyutlart 30-100 nm olarak olgiilmistir (Wu ve ark., 2011;
ElBayoumi ve ark., 2010; Ali ve ark.,, 2016). Bir diger ¢alismada birlikte ¢oktiirme
prosediiriiyle hazirlanan manyetik nanoparcaciklarin %80’inin 30-55 nm boyutundaki nano
parcaciklardan olustugunu bildirmislerdir. Hazirlanan manyetik nanoparcaciklarin literatiir ile

uyumlu oldugu yapilan karsilastirmalardan anlagilmaktadir.

Bununla birlikte, 3-merkaptopropiltrimetoksisilan ile  muamelesinden sonra, Fe3O4
nanoparcacciklariin  boyutu, fark edilir sekilde artmustir (Sekil 3.4b). Fes30s-SH
nanopargaciklari i¢in ortalama ¢ap 82 nm olarak ol¢iilmiistir. Bu artis, organosilan
eklenmesinin, ¢ekirdegin boyutunda bir artisa yol agtigini gostermektedir (Alothman, 2012).
Literatiirdeki ¢caligmada aragtirmacilar 100 nm’den kiiciik boyutlarda sentezledikleri manyetik
nanopargaciklarin boyutunun 3-merkaptopropiltrimetoksisilan ile kaplanmasindan sonra
yaklasik 600 nm’ye ¢iktigini bildirmislerdir (Ulu ve ark., 2018). 2014 yilinda yapilan bir diger
calismada TEM analizi ile yaklasik 8 nm 6l¢iilen manyetik nanopargaciklarin boyutunun, 16-
merkaptoheksadekanoik asit ile kaplanmasinin ardindan 10 nm’ye yiikseldigi (DLS analizi ile
yapilan Ol¢iimde hidrodinamik boyutun 247 nm olgildiigi) bildirilmistir (Rudolf ve ark.,
2014; Wilczewska ve ark., 2019). Manyetik nanopargaciga kiyasla Fe30s-SH
nanoparc¢acigindaki boyut artig1 literatiirdeki diger calismalarda da goriildiigii i¢in beklenen

bir durumdur.

Kitosan kapli manyetik nanopargaciklarda ise boyutun daha da arttigi Sekil 3.4c’de
goriilmektedir. Yaklasik hidrodinamik boyutu 142 nm olarak Ol¢ililmiistiir. Literatiirde
biyouyumluluk ¢aligmalar1 i¢in sentezlenen manyetik nanopargaciklarin boyutu dinamik 151k
sagilimi ile Olgiildiigiinde en biiyiikk dagilim yiizdesi 18 nm iken kitosan kapli demir oksit
nanoparcaciklari igin bu deger 35 nm olarak bildirilmistir (Zhang ve ark., 2012). Genel olarak,
sulu stispansiyonda DLS ile elde edilen hidrodinamik boyut, solvasyon tabakasinin kalinlig
ve nanopartikiil agregasyonu nedeniyle biiyiiktiir. Bununla birlikte, bir ilag tasiyicist olarak
parcaciklarin istenen boyut dagilimi 10 nm ila 200 nm arasinda degismektedir (Ding ve ark.,
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2015), bu nedenle kitosan kapli manyetik nanopargaciklarin boyutlari, ilag tasiyiciligi igin
uygun Olgektedir. Daha once hidrofobik ilag salinimi igin hazirlanan Kitosan ¢apraz baglh
karboksimetil-siklodekstrin polimeri modifiye edilen FesOs manyetik nanopargaciklarin DLS
analizinde ortalama boyutlar1 67—-78 nm olarak verilmistir (Ding ve ark., 2015). Tim bu
veriler 1s18inda hazirlanan manyetik nanoparcgaciklarin boyutunun literatiirle uyumlu oldugu

ve ilag salinimi i¢in uygun oldugu gorilmistiir.

Nanopargaciklarin yiizeyinde kitosan veya 3-merkaptopropiltrimetoksisilan konjugasyonu ve
yiikii nedeniyle, siki baglanma, nanopargaciklar arasinda yogun itme kuvvetine yol agar ve
nano tastyici siispansiyonun stabilitesini siirdiirlir. Bu nedenle, zeta-potansiyeli 6l¢iimii, elde
edilen nanopargaciklarin yiikiine yonelik kanit saglamak i¢in onemli bir parametre olarak
kabul edilir. Elde edilen nanoparcaciklarin yiizey yiikleri ve yiizey kimyalari, farkli
modifikasyon asamalarinda FesOs yiizeyinde baglanan gesitli fonksiyonel gruplara bagli
olarak degistirilir. Tablo 3.1'de verildigi gibi, FesO4 nanopargaciklarinin -17,6 mV'luk (pH
7.0'de) negatif zeta potansiyeli ({) degeri, bazik sentez kosullar1 sirasinda yiizeydeki hidroksil
gruplarinin  varligina baglanabilir. 3-merkaptopropiltrimetoksisilan ile modifikasyondan
sonra, { degeri, ylizeydeki tiyol gruplarinin varligindan dolay1 -23,4 mV'ye diiser. Kitosan ile
kaplandiktan sonra, nanoparcaciklarin { degeri, asir1 miktarda karboksimetil gruplarinin
varligindan dolay1 -27,8 mV'ye diiser; karboksilik asit gruplar1 negatif yiliklerden sorumludur.
Yiizey elektrokinetigindeki bu 6nemli fark, zeta potansiyelinin kabuk oOzelliklerine baglh
oldugunu gosterir. Bu sonuglar, 3-merkaptopropiltrimetoksisilan ve kitosan kapli manyetik
nanoparcaciklarin  daha az topaklanma egilimi gosterdigini ve ¢iplak manyetik

nanopargaciklardan ¢ok daha kararli oldugunu gosterir. (Rudolf ve ark., 2014).
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Tablo 3.1. Hazirlanan nanopargaciklarin zeta potansiyel degerleri

Zeta Potansiyeli mVV | NP boyutu

Fes04 nanopargaciklari -17,6 46 nm
Fes04-SH nanopargaciklari -23,4 82 nm
Kitosan kapli manyetik nanopargaciklar -27,8 142 nm

3.1.4. SEM analizi

Sentezlenen Fe3Os nanoparcaciklarin ve kitosan kapli manyetik nanopargaciklarin yiizey

morfolojisi Sekil 3.5 te gosterilmektedir.
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Sekil 3.5. STEM gorintiileri a) FesO4 nanopargaciklart 300000X, b) Fe3O4 nanopargaciklari

300000X, c) kitosan kapli manyetik nanopargaciklar 100000X ve d) kitosan kapli manyetik
nanoparcaciklar 100000X

Ciplak FesOs4 pargaciklar kiiresel bir ylizeye sahiptir. Ayrica goriintiiler, parcaciklar
arasindaki manyetik dipol momentine bagli olarak hafif bir toplanma egiliminde oldugunu
gostermistir. STEM goriintiilerinden alinan boyut Ol¢limlerinin yaklasik olarak ~ 15nm
civarinda oldugu Sekil 3.5’te gosterilmistir. Kitosan ile kaplandiktan sonra, elde edilen
malzemenin sekli de kiireseldir. STEM goriintiileri nanoparcaciklarin seklinin modifikasyon

stireci nedeniyle 6nemli dl¢iide degigsmedigini gdstermistir.
3.1.5. Termal Analiz

Tim numunelerin termal stabilitesi TGA ile incelenmis ve termogramlar Sekil 3.6’da
verilmistir. FesOs i¢in ayrisma 150 °C’de, adsorbe edilmis su molekiillerinin kaybina karsilik
gelir (Nagappan ve ark., 2017). Bunun digsinda 150-700 °C'de TGA egrisinde 6nemli bir
degisiklik olmamistir. Bu Fe3sOs manyetik nanopargaciklarinin yaklasik %96.6 kalan kiitle ile
milkemmel termal stabiliteye sahip oldugunu goéstermistir. Tiyol u¢ gruplar ile modifiye
edilen manyetik nanopargaciklarin TGA egrisine bakildiginda, yiizeyde fiziksel olarak
adsorbe edilen su molekiillerinin ayrilmasindan ve silanol gruplarinin uzaklagmasina bagh
olarak 100 °C'ye kadar ve 150 °C'nin iizerinde bir agirlik kaybi gézlemlenismistir (Wang ve
ark., 2011). 750 °C’de kalan kiitleye bakildiginda %93.1 olarak 6l¢iilmiistiir. Fe3O4 manyetik
nanopargaciklari ile kiyaslandiginda aradaki farkin yiizeyin 3-merkaptopropiltrimetoksisilan

ile  modifikasyonundan  kaynaklandigi  goriilmektedir.  Kitosan  kapli  manyetik
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nanoparcaciklara bakildiginda 180 °C'nin altindaki ilk agirlik kaybi, nanopargaciklarin
tizerinde absorblanan sudan kaynaklanmaktadir. 200-315 °C arasinda meydana gelen agirlik
kayb1 polimerin amino ve hidroksil gruplarinin oksidasyonu ile ilgilidir. Daha sonra
literatiirdede karsilasildigi tizere 315-500 °C arasinda daha dnce OH gruplarinin oksidasyonu
ile olusan asit gruplarinin deasetilasyonu, 6nceden oksitlenmis aminlerin kaybina baglh azotlu
oksitlerin salinmasi1 ve glikozidik baglarin parcalanmasi ile ilgilidir (Pérez ve ark., 2020;
Freire ve ark., 2016; Pylypchuk ve ark., 2016). Son olarakta, polimer zincirinin ayrismasi
nedeniyle 500 ile 700 °C arasinda bir agirlik kaybi goriiliir. Ote yandan, kitosan kapl
manyetik nanopargaciklarin 750 °C’de agirlik kaybi1 %37 idi, bu da kitosan tabakasinin
%33.6'lik (37-3.4) kaplamasina esdegerdir.

Weight loss %

404 Fe;0, nanopargaciklari
Fe40,-SH nanopargacklari
—_— kitosan kapli manyetik nanopargaciklar

30 100 200 300 400 500 600 700 780
Temperature (°C)

Sekil 3.6. FesO4, Fe30s-SH ve kitosan kapli manyetik nanoparcaciklarin TGA termogramlar
3.2. ila¢ Yiikleme Sonuclar

Sekil 3.7°de verilen DOX standart grafigi kullanilarak yiiklenen pg ila¢ miktar ile yiiklenen
ila¢ % seklinde hesaplandi. 0,05 g Kitosan-FesOs nanopargaciklari 2 mL distile suda 300 ug
DOX bulunan ilag ¢o6zeltisinde 24 saat 37 °C’ye ayarli su banyosunda 200 rpm hizda
karistirilarak ~ karanlikta bekletildi. Bekleme sonunda ortamda bulunan manyetik
nanoparcacilar miknatis yardimi ile ¢ekildiginde geriye kalan ilag ¢ozeltisinin absorbansi 480
nm suya karsi okundu ve asagidaki denklem kullanilarak kalan ilag miktar1 pg olarak
hesaplandi. Baslangigtaki ilag miktarindan ¢ikarilarak yiiklenen ilag miktart 255,17 ug olarak
hesaplandi. Buna gore %85 oraninda ilacin Kitosan-FesO4 nanopargaciklarina yiiklendigi

bulundu.
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Sekil 3.7. Doksorubisin standart grafigi

Sekil 3.8’de verilen PTX standart grafigi kullanilarak yiiklenen ilag miktari hesaplandi. 0,05 g
Kitosan-Fe304 nanopargaciklari 2 mL asetonitrilde 300 pg PTX bulunan ilag ¢ozeltisinde 24
saat 37 °C’ye ayarli su banyosunda 200 rpm hizda karistirilarak bekletildi. Bekleme sonunda
ortamda bulunan manyetik nanopargacilar miknatis yardimi ile gekildiginde geriye kalan ilag¢
¢ozeltisinin absorbansi 227 nm’de asetonitrile kars1 okundu ve asagidaki denklem kullanilarak
kalan ila¢ miktar1 ng olarak hesaplandi. Baslangictaki ilag miktarindan ¢ikarilarak yiiklenen
ilag miktar1 287,7 pg olarak hesaplandi. Buna gére %95,6 oraninda ilacin Kitosan-FezO4

nanoparg¢aciklarina ytiklendigi bulundu.
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Sekil 3.8.Paklitaksel standart grafigi

Her iki ilag birlikte Kitosan-FesOs nanopargaciklari ile inkiibe edildiginde 253,2 ug DOX ve
274,7 ng PTX yiiklendigi bulundu.

3.3. fla¢ Salimim Sonuclar:

Doksorubisin yiikli Kitosan-FesO4 nanoparcaciklarindan ilag salinimi iki farkli pH degerinde
incelendi. Ik 30 dakikada pH 5te %8,7 ve pH 7.4’te %5,38 oraninda doksorubisin
salinmistir. Yaklagik 6 saatte pH 5 ve pH 7,4°te sirasi ile %26 ve %19 oraninda salinim
gerceklesmistir. 48 saat sonunda pH 5’te %30,5 ve pH 7,4’te %23,3 oraninda doksorubisin
salinmistir. Tez ¢alismamizda in vitro ortamda asidik timor mikrogevresi pH 5 fosfat
tamponu kullanilarak simiile edilmis ve asidik ortamda doksorubisin salinimi fizyolojik pH’a
gore daha fazla oldugu bulunmustur. Literatiirde doksorubisin ile yapilan ilag salinim
caligmalarinda asidik pH’ta fizyolojik pH’a gore salinimin daha yiiksek oldugu bildirilmistir
(Abdel-Hakeem ve ark.,2020; Chen ve ark., 2020; Farazi ve ark.,2018).
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Sekil 3.9. Doksorubisin pH 7,4’teki standart grafigi
0,35 - . .
Doksorubisin pH 5
0,3 -
0,25 -
[72)
& 02 -
o]
o y = 0,3076x + 0,0095
8 0,15 - R? = 0,9907
<
0,1 -
0,05 -
0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Konsantrasyon (pg)
Sekil 3.10. Doksorubisin pH 5’teki standart grafigi
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Sekil 3.11. Doksorubisin yiiklii Kitosan-FesOs nanopargaciklardan pH 7,4 ve pH 5’te ilag

salinimi

Paklitaksel ve doksorubisin klinikte veya diger tedavi yontemleri ile kombinasyon halinde
cesitli neoplazmlarda (tiimdrlerde) kullanilan giiclii antikanser ilaglaridir. Bununla birlikte,
her iki ilag da PTX i¢in ndrotoksisite ve DOX i¢in doza bagiml kardiyotoksisite ve zayif
farmakokinetik gibi yan etkilerden muzdariptir. Bu iki ilag¢ farkli fiziko-kimyasal 6zelliklere,
farmakokinetige ve farkli etki mekanizmalarina, toksisiteye ve ilag direncine Ssahiptir.
Literatiirde yapilan g¢aligmalarda iki sinerjik ilacin aymi polimerik omurgaya baglanmasi
biiylik olasilikla anti-kanser aktivitesinin artmasina ve toksisitenin azalmasina neden olacagi

bildirilmistir (Baabur-Cohen ve ark., 2017).

Tez calismamizda doksorubisin ve paklitaksel ilaglarinin birlikte yiikli oldugu Kitosan-FezO4
nanoparcaciklarindan ila¢ salinimi pH 5 ve pH 7,4’te iki farkli pH degerinde incelenmistir. 48
saat sonunda doksorubisin salinimi pH 5’te %27,16 iken pH 7,4’te 22,48 seklinde tayin
edilmistir. Baabur-Cohen ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada pH 7,4°te her iki ilacin da
salimimin yavas ve % olarak ¢ok az oldugu tayin edilmistir. pH 5’te ise doksorubisin yaklasik
3 saatte, paklitaksel ise 5 saatte salinimini tamamladigi bulunmustur (Baabur-Cohen ve ark.,
2017). Doksorubisin ve paklitaksel gibi antikanser ilaglarmin viicutta salinimi hafif asidik
timor mikrogevresi ve hiicre i¢i tiimor hiicrelerinde diisiik pH’larda daha fazla oldugu
bildirilmistir (Abdel-Hakeem ve ark.,2020; Chen ve ark., 2020; Farazi ve ark.,2018; Baabur-
Cohen ve ark., 2017).
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Sekil 3.12. Paklitaksel+Doksorubisin yiiklii Kitosan-FesOs nanopargaciklardan pH 7,4 ve pH

5’te Doksorubisin ilag salinimi

Paklitaksel yiiklii Kitosan-Fe3Os nanopargaciklarindan ilag salinimi iki farkli pH degerinde
incelendi. ilk 30 dakikada pH 5°te %27 ve pH 7,4’te %15,37 oraninda paklitaksel salimmustir.
48 saat sonunda pH 5’te %72,66 ve pH 7,4’te %41,45 oraninda paklitaksel salinmistir. Insan
viicudundaki normal pH seviyesinin ~ 7,4 oldugu iyi bilinmektedir, kanserli bir timdriin
yakininda pH vyaklasik 5-5,5’dir. Tez c¢alismamizda in vivo ortamda asidik tiimor
mikrogevresi pH 5 fosfat tamponu kullanilarak simiile edilmis ve asidik ortamda paklitaksel
salimimi fizyolojik pH’a gore %31,21 oraninda daha fazla oldugu bulunmustur. Literatiirde
paklitaksel ile yapilan ilag salinim ¢aligmalarinda asidik pH’ta fizyolojik pH’a gore salinimin
daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Hashemzadeh ve Raissi, 2020).
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Sekil 3.15. Paklitaksel yiikli Kitosan-Fe304 nanoparcaciklardan pH 7,4 ve pH 5’te ilag

salinimi

Tez ¢alismamizda doksorubisin ve paklitaksel ilaglarinin birlikte yiiklii oldugu Kitosan-FezO4
nanopargcaciklarindan ilag salinimi1 pH 5 ve pH 7,4’te iki farkli pH degerinde incelenmistir. 48
saat sonunda paklitaksel salimmi pH 5°te %62,15 iken pH 7.4’te %50 seklinde tayin
edilmistir. Yapilan bir ¢alismada pH 7,4’te her iki ilacin da salinimin yavas ve diisiik yiizde
oraninda oldugu tayin edilmis, pH 5’te ise doksorubisin yaklasik 3 saatte, paklitaksel ise 5
saatte salinimimi tamamladigi bulunmustur (Baabur-Cohen ve ark., 2017). Doksorubisin ve
paklitaksel gibi antikanser ilaglarinin viicutta salinimi hafif asidik timor mikrogevresi ve
hiicre i¢i timor hiicrelerinde diisiik pH’larda daha fazla oldugu bildirilmistir (Abdel-Hakeem
ve ark.,2020; Chen ve ark., 2020; Farazi ve ark.,2018; Baabur-Cohen ve ark., 2017).
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5’te Paklitaksel ilag salinimi
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4.SONUCLAR

Tez ¢aligmasi kapsaminda manyetik FesO4 nanoparcaciklar sentezlendi ve nanopargaciklarin
manyetik ylizeyleri tiyol gruplari ile modifiye edimistir. Daha sonra allil gruplari ile modifiye
edilmis olan kitosan polimeri hazirlandi ve klik reaksiyonu ile manyetik nanopargaciklara
baglanmistir. Hazirlanan bu hibrit malzemeye paklitaksel ve doksorubisin ilaclar1 ayr1 ayr1 ve

birlikte bir yliklendi ve sonrasinda hibrit malzemeden ilag salinimlari incelenmistir.

Fe304’lin yilizey modifikasyonunun tiim basamaklari i¢in yap1 karakterizasyonu ATR-FTIR ile
yapilmigtir. Ayni1 zamanda manyetik nanopargaciklarin, tiyol modifiye edilmis manyetik
nanoparcaciklarin ve polimer baglh manyetik nanoparcalarin boyut analizleri Zeta sizer ile
karakterize ediledilmistir. Allil modifiye polimerlerin yap1 karakterizasyonlarit ATR-FTIR ve
NMR ile belirlenmistir. Hibrit nano malzemenin termal dayanimi ve yiizde modifikasyonu

icin TGA analizinden faydalanilmistir.

Tez calismasinda kitosan-FesOs4 nanoparcaciklarina 255,17 pg doksorubisin, 287,17 pg
paklitaksel yiiklendigi tayin edilmistir. Her iki ilag birlikte kitosan-FezOs nanopargaciklari ile
inkiibe edildiginde 253,2 ng DOX ve 274,7 ng PTX yiiklendigi bulunmustur.

Kitosan-FesOs nanoparcaciklarindan doksorubisin 48 saatte pH 5’te %30,5 ve pH 7,4’te
%23,3 oraninda salindigi bulunmustur. Paklitaksel saatte pH 5°te %72,66 ve pH 7,4’te
%41,45 oraninda salinmigtir.  Kitosan-FesOs nanopargaciklarma  birlikte  yiiklenen
doksorubisin ve paklitaksel ila¢ salinimlar1 pH 5 ve pH 7,4’te incelenmis ve asidik pH’ta her

iki ilacin yliksek oranda salindig1 ve salinimin 48 saatte tamamlandig tayin edilmistir.

Doksorubisin ve paklitaksel gibi antikanser ilaglarinin viicutta salinimi hafif asidik timor
mikrogevresi ve hiicre i¢i tiimor hiicrelerinde diisiik pH’larda daha fazla oldugu bildirilmistir.
Calismamizda da her iki ilacin ayr1 ayr1 ve birlikte salinim sonuglarina bakildiginda asidik

ortamda ila¢ salinimimin dada yiiksek oldugu saptanmuistir.
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Paklitaksel ve doksorubisin kombinasyonu kanser tiirleri tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Farkli anti-timér mekanizmali ilaglarin kombinasyon kemoterapisi ilag
direncini azaltmak ve terapotik etkiyi iyilestirmek igin faydali bir yoldur. Bununla birlikte,
serbest paksitaksel ve doksorubisin kombinasyonu normal dokularda kardiyotoksisite ve
norotoksisite gibi ciddi toksisiteye neden olmaktadir. Bu nedenle, iki ilacin son derece etkili
ve diisiik toksisiteye sahip formiilasyonu ya da formiilasyonlarinin gelistirlmesi

gerekmektedir.
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