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ONSOZz

“Idarubisin  YUkli Manyetik Nanoparcaciklarin Sentezlenmesi ve MCF-7 Meme
Kanseri Hiicre Hattina Uygulanmasi” baslkl calisma Orta Dogu Teknik Universitesi
Biyolojik Bilimler ve Kimya Muhendisligi Bolumlerinin ortak c¢abalari ile
gerceklestirilmis ve 109T949 numarali TUBITAK projesi tarafindan desteklenmigtir.
Calismamizi destekleyerek tamamlanmasini saglayan TUBITAK Temel Bilimler

Arastirma Grubu’na tesekkur ederiz.

Kanser cagimizin en buydk saglik sorunlarindan biridir. Son yillarda kanser
tedavisinde kullanilan ilaglarin kanser hucreleri Gzerinde etkinligini arttirabilmek ve
saglikh hdcrelere zarar vermelerini engellemek icin kontrolll ilag sistemleri Gzerine
yapilan c¢alismalar yogunlagsmistir. Nanoteknolojideki gelismeler ilag hedefleme ve
kontrollt ilag salimina buyuk katki saglamaktadir. Manyetik nanoparcgaciklar ilaglarin
istenilen miktarda istenilen bodlgeye hedeflenmesinde ideal tasiyicilar olarak rol

oynamaktadirlar.

Bu projede biyomedikal uygulamalar igin arzu edilen sekil, boyut ve manyetik
Ozelliklere sahip nanopargaciklar sentezlenmis, yuzeyleri biyouyumlu polimer ve folik
asit ile kaplanmistir. idarubisin elde edilen nanoparcaciklara yiiklenmis ve salim
dzellikleri arastinilmistir. ilag yUklii nanoparcaciklarin MCF-7 Meme Kanseri hiicre
hatti Gzerindeki sitotoksik etkileri incelenmis ve serbest ilaca gore daha etkin oldugu
gOsterilmistir. Sonuglar idarubisin yukli manyetik nanoparcaciklarin ilag salimi ve
hedeflenmesi icin uygulanabilirligini gdstermistir. Bu ve benzeri calismalar kanser

tedavisine yonelik yeni arastirmalara 1sik tutacaktir.
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OZET

Kanser kemoterapisinde kullanilan ilaglar, kanserli ve saglikli hucreleri ayirt
edemedikleri i¢in ciddi yan etkilere ve sistemik toksisiteye neden olmaktadirlar. Son
yillarda, mevcut anti-kanser ilaglarin yan etkilerini azaltmak amaciyla kontrollU ilag
salim sistemleri gelistirilmistir. Yapilan bu arastirmalarla, ilacin kanser hucresine
dogru zaman ve miktarda hedeflenmesi amacglanmaktadir. Manyetik nanopargaciklar
(MNP) disaridan manyetik alan uygulanarak timoére yonlendirilebilirler. Bu sebeple,
kanser tedavisine yobnelik ilag sallm ve hedefleme c¢alismalarinda siklikla

kullaniimaktadir.

Bu calismada, o6ncelikle manyetik nanoparcaciklar sentezlenmistir. Elde edilen
parcaciklarin yuzeyleri biyouyumlu bir polimer olan polietilen glikol (PEG) ve folik asit
ile kaplanmiglardir. Sonrasinda nanopargaciklara idarubisin anti-kanser ilaci yukleme
ve ilag salimi ¢calismalari yapilmigtir. Sentezlenen MNP’lerin sekil ve boyutlari, kristal
ve kimyasal yapilari, manyetik 6zellikleri incelenerek karakterizasyonlari yapilmistir.
Ciplak MNP’lerin kimelesme egilimi, nanoparcgaciklarin sentezi sirasinda oleik asidin
eklenmesi ile blylk 6lgide engellenmistir. Tim nanopargaciklar 23°C ve 37°C'ta
superparamanyetik 6zellik sergilemiglerdir. MNP’lerin sitotoksik etkileri MCF-7 meme
kanseri hiicre hattinda incelenmistir. ila¢ yiiklenmemis nanoparcaciklar 0-500 pg/ml
derisim araliginda toksik etki gostermezken, ilag yUukli nanopargaciklarin hicreler
Uzerinde derisime bagli artis gdsteren 6nemli toksik etkiye sahip olduklar
belirlenmistir. Nanoparcaciklara yuklenmis idarubisin, serbest idarubisine gore
hlcreler Uzerinde daha toksik etki gostermigtir. MNP’lerin hicre igine alimi i1sik ve
konfokal mikroskop kullanilarak gosterilmistir. Sentezlenen nanoparcaciklar boyut,
sekil, manyetik ve sitotoksik olmama Ozellikleriyle ilag hedefleme ve diger
biyomedikal uygulamalar igin uygun gorulmektedir. Elde edilen sonuglar ilerideki in

vitro ve in vivo g¢alismalara 1sik tutacaktir.

Anahtar kelimeler: Kanser, MCF-7, ila¢ hedeflemesi, manyetik nanopargacik,

idarubisin



ABSTRACT

Conventional cancer chemotherapies cannot differentiate between healthy and
cancer cells, and lead to severe side effects and systemic toxicity. In the last
decades, different kinds of controlled drug delivery systems have been developed to
overcome these shortcomings of chemotherapeutics. These studies aim targeted
drug delivery to tumor side at the right time. Magnetic nanoparticles (MNP) are
potentially important in cancer treatment since they can be targeted to tumor site by

an externally applied magnetic field.

In this study, firstly MNP were synthesized. Obtained particles were covered with
biocompatible polyethylene glycol (PEG); and then conjugated with folic acid. Anti-
cancer drug idarubicin was loaded to nanoparticles and drug release studies were
performed. Shape and size, crystal and chemical structures, and magnetic properties
of synthesized nanoparticles were characterized. Agglomeration tendency of naked
nanoparticles was prevented to a reasonable degree by oleic acid addition during the
synthesis. All synthesized MNP have been found to exhibit superparamagnetic
behavior at 23°C and 37°C. Cytotoxic effects of MNP were investigated on MCF-7
breast cancer cell line. Before drug loading, MNP did not have any toxicity in the
concentration ranges of 0 — 500 pg/ml while drug loaded nanoparticles led to
significant toxicity in a concentration dependent manner. Idarubicin loaded to MNP
exhibited more toxicity compared to free idarubicin on MCF-7 cells. Endocytosis of
MNP was illustrated by light and confocal microscopy images. The synthesized
nanoparticles have been found to be suitable in terms of size, shape, magnetic and
cytotoxic properties for drug targeting or other biomedical applications. The obtained
results are expected to contribute to in vitro and in vivo cancer chemotherapy

studies.

Keywords: Cancer, MCF-7, drug targeting, magnetic nanopatrticle, idarubicin
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1. GIRIS

1.1 Manyetik Nanoparcaciklar

Son yillarda, nanoteknolojide kaydedilen gelismelerle nanopargaciklarin tani ve
tedaviye yonelik alanlarda kullanim c¢aligmalari 6nemli dlgude artmistir (MOGHIMI,
2001; CURTIS, 2001; WILKINSON, 2003; PANYAM, 2003). Ozellikle, timor
bdlgesine ulagmadaki etkinligi nedeniyle manyetik 6zellige sahip nanopargaciklarin
kullaniminda son 10 vyilda ilerlemeler kaydedilmistir. Manyetik 0Ozellige sahip
nanopargaciklarin biyotipta kullanildigi bir¢ok alan vardir (ARBAB, 2003 ; REIMER,
1996; PANKHURST, 2003; HAFELI, 1997). Bunlardan bazilari;

a) hidcre terapisi, hicre etiketleme, hedefleme ve hicre biyolojisi
arastirmalarinda hucre topluluklarinin saflastiriimasinda ve ayiriimasinda bir
arag olarak kullaniimasi,

b) doku yenilemesi,

c) ilag salimi,

d) manyetik rezonans goruntuleme,

e) hipertermi.

Ornegin, 2006 yilinda yapilan bir calismada biyouyumlu manyetik nanoparcaciklar
tedavi amacli gen hedeflenmesinde kullaniimistir (DOBSON, 2006). Sekil 1.1°'de
biyouyumlu manyetik nanopargaciklarin, gen hedeflenmesinde kullanimi sematik

olarak gorulmektedir.
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Sekil 1.1 In vitro kosullarda manyetik nanopargaciklarla gen hedeflenmesinin sematik
gO6sterimi. Kiltdr kabinin altina gugld bir miknatisin yerlestiriimesiyle olusturulan manyetik
alan etkisiyle nanopargaciklarin hiicre icinde birikme hizi artmistir. Fmag manyetik alan
tarafindan parcaciklara uygulanan kuvvet vektoridir (DOBSON, 2006).

Biyotip uygulamalarinda kullanilabilecek pargaciklarin manyetik doygunluga sahip
olmasinin yaninda biyouyumlu olmasi ve ylzeyinde fonksiyonel gruplarin bulunmasi
gerekmektedir. Bu pargaciklarin yuzeyleri etki edecegi biyomolekule gore bazen bir
organik polimerle veya inorganik metalik malzemeyle degistirilebilirler. Manyetik
nanoparcaciklar uygun ylzey o6zelligi kazandiklarinda birgok in vitro ve in vivo
uygulamada kullanilabilmektedirler. Bu nanoparcgaciklar icerisinde
superparamanyetik olanlar manyetik alanin uzaklastirilmasindan sonra manyetik
Ozelliklerini kaybettikleri icin buylk ilgi gormustur. Yuksek manyetik doygunluk, dar
tane boyu araligi, superparamanyetik 6zellik ve biyotip uygulamalari i¢in 6zel ylzey
kimyasi parcaciklarin etkinligi agisindan dnemlidir (TARTAJ, 2003; JORDAN, 2001,
CHATTERJEE, 2003; PRATSINIS, 1996; MOGHIMI, 2001).

Superparamanyetik parcaciklar 1-100 nm arasinda degisen ebatlarda metal ve metal
oksitlerden (Ni, Co, Fe, Fe30,4 ve y-Fe»03) olusmaktadir (SHUBAYEYV, 2009). Cok
yuksek manyetiklige sahip olan kobalt ve nikel gibi maddeler oksitlenme
hassasiyetleri ve toksisiteleri nedeniyle biyolojik uygulamalarda fazla
kullaniimamaktadirlar. Demir oksitler goreceli olarak daha dusuk miknatislanma
Ozelligine sahip olmalarina ragmen oksidasyona kargi daha az duyarlilik

gosterdiklerinden biyotip uygulamalarinda tercih edilen nanopargaciklardir.
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Demir oksitler (hem Fes;O, ve y-Fe,O3) baz ilavesiyle, Fe?* ve Fe®*"iin sulu tuz

¢Ozeltilerinin birlikte ¢okturilmesiyle sentezlenirler. Nanopargaciklarin ebati, sekli ve
kompozisyonu kullanilan tuzun tirine (6rnedin klorur, sulfat, nitrat, perklorat vb.),

Fe?* ve Fe* oranina, ortamin pH ve iyonik siddetine baglidir.

1.2 Demir Oksit Nanopargaciklarin Sentezi

Demir oksit nanopargaciklarin sentezinde aerosol/buhar (piroliz) yontemi, gaz
depozisyon yontemi, c¢oktirme yontemi, sol-jel ve mikroemulsiyon yontemleri
kullaniimaktadir (GUPTA, 2005). Bu yontemlerin birbirine gore avantajlari-
dezavantajlari ve elde edilen nanopargaciklarin 6zellikleri karsilastirmali olarak Tablo

1.1’de gorulmektedir.

Genellikle manyetit, birlikte ¢oktirme ydontemiyle sentezlenmektedir (GUPTA, 2005).
Basit, kontrolu kolay ve elde edilecek pargaciklarin tane boyu, kompozisyonu ve

seklinin etkili bir sekilde ayarlanabildigi bir yontem oldugu igin ¢ok tercih edilmektedir.

Birlikte ¢oktirme yonteminde 1:2 oranindaki demir (1) ve (lll) klordr tuzlarinin sulu
karisimina baz ilave edilmesiyle manyetit nanoparcgaciklar sentezlenebilmektedir.
Coken manyetit siyah renklidir. FesO,’in ¢okme reaksiyon tepkimesi Tepkime (1)e
gore gergeklesmektedir. Elde edilen manyetitin kristal yapisi ve yuzey ozelligi Sekil
1.2’de gorulmektedir. Manyetitin kimyasal formulu Fe3O, olarak ifade edilse de
aslinda FeO.Fe,O3 olarak tanimlanmaktadir. Birim hiicre, 32 O% anyonu, 16 Fe®*
katyonu ve 8 Fe?" katyonlari olmak lzere 56 atomdan olusmaktadir. Sekil 1.2'de
goéruldugu gibi kapali kip seklindeki oksijen atomlarinin eksen boyunca duzenli
olarak dizildigi ters spinel kristal yapida, Fe*" iyonlarinin yarisi tetrahedral, geri kalan

Fe®* iyonlari ve Fe?" iyonlarinin hepsi oktahedral olarak diizenlenmistir.

Fe? + 2Fe® + 80H — Fe30, + 4H,0  (MOGHIMI, 2001) (Tepkime 1)
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Sekil 1.2 (a) Manyetitin kristal yapisi, (b) Manyetit parcaciklarinin yizey yiku (c) Manyetik
parcaciklarin ylizey aktif malzeme ile kaplandiktan sonraki ylizey yuki (BANERJEE, 1985;
BERGER, 1999).
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1.3 Biyomedikal Uygulamalan igin Manyetik Nanoparcaciklarin Yiizey

Modifikasyonlari

Nanoparcaciklarin hazirlanma ve saklanma kosullari pargaciklarin  kararlihgi
acisindan ¢ok Onemlidir. Pargaciklar arasindaki etkilesimler nedeniyle pargacik
boyutunda artmalar gorulebilir. Olusan bu buyuk pargaciklar arasinda guglu manyetik
dipol-dipol etkilesimlerin meydana gelmesi, parcaciklarin ferromanyetik 06zellik
kazanmasina yol acar (HARRIS, 2002). Bu nedenle demir oksit nanopargaciklarinin
kararhligi icin ylzey kaplama islemi kaginilmazdir. Ylzey aktif maddeler ve polimerler
gibi bazi stabilizatorler manyetik nanoparcacik hazirlama asamasinda ortama

eklenerek kimelenmenin 6nune gegilir.

Nanoparcaciklar icin kullanilan ylzey kaplayicilar inorganik veya polimerik
malzemelerdir. Polimerik kaplayicilar sentetik ve dogal olmak Uzere iki bdlime
ayrilabilir. Polimerlerin sentetik olanlari poli(etilen-ko-vinil asetat), poli(vinilpirolidon)
(PVP), poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), poli(etilenglikol) (PEG), poli(vinil alkol)
(PVA) vb., dogal olanlar ise jelatin, kitosan, vb. olabilir. Bunun yaninda organik
yuzey aktiflegtiricilerden sodyum oleat, dodesilamin, sodyum karboksimetilseltloz en
¢ok kullanilan yuzey kaplayicilardir. Parcaciklar Uzerindeki polimerik kaplamalar
organik bilesimli maddelerle uyumluluklarini artirir ve parcacik yuzeylerini
oksidasyondan korurlar. Sonug olarak yuzeydeki polimerik malzemeler parcaciklarin
sivi icinde kolay dagilimini saglayip kimyasal kararliliklarini artirirken toksisitelerini
de azaltirlar (BOURGEAT-LAMI, 1998). Biyolojik sistem iginde manyetik parcaciklarin
kimelesmelerini onlemek igin, parcaciklarin biyouyumlu bir polimerle kaplanmasi
gerekmektedir. Ayrica yuzeydeki polimer, ilacin parcacik yuzeyine baglanmasina
olanak saglar (DENIZOT, 1999).

Polimer kapli manyetik nanopargaciklari elde etmek igin izlenebilecek birka¢ yontem
vardir. Bunlardan biri stabilizator gibi davranan bir polimer varliginda manyetik
malzemenin sentezlenmesidir. Polimerik manyetik nanopargaciklar suda ¢ozunen
dekstran (BERRY, 2003), poli(vinil alkol) (SHAN, 2003), poli(etilen glikol) (GUPTA,
2004; ZHANG, 2002) gibi maddeler varhdinda uretilirler.

16



Tum durumlarda nanopargaciklarin yuzeyi hidrofilik polimer kabuguyla gevrilir. En
¢ok bilinen diger bir yontem ise, daha Onceden hazirlanmig manyetik
nanoparcgaciklarin, monomer vyigini icerisinde dagitimasi ve polimerlesmenin
manyetik parcacik ylzeyi Uzerinden gergeklesmesidir. Tercihen bir ylzey aktif
madde ile kapli manyetik nanopargacik; suspansiyon, emulsiyon ya da ¢okturme
polimerizasyonu kullanilarak polimer igine hapsedilir (YANASE, 1993; KONDO,
1999). Polimerik sistemlerin biyolojik amach kullanilacagi disunuldiginde bodyle bir
sistemin yaklasik ebatinin 100-200 nm arasinda olmasi gerektigi belirlenmistir
(KAMINSKIA, 2005).

1.4 Nanopargaciklarin Manyetik Ozellikleri

Maddeler manyetik alandaki miknatislanmalarina gére paramanyetik, ferromanyetik
ya da diamanyetik 6zellik gdsterirler. Paramanyetik maddeler disaridan manyetik
alan uygulandiginda dusuk duzeyde miknatislanma gosterirken, bu alan
kaldirldiginda miknatislanma 6zelliklerini kaybederler. Ferromanyetik malzemeler ise
manyetik alanla ylksek derecede miknatislanirlar ve alan kaldirilsa bile
miknatislanmalarini surdurirler. Ferromanyetik maddelerin boyutlari kaguldukge
superparamanyetik  6zellik goéstermektedirler. Slperparamanyetik malzemeler
manyetik alan uygulandiginda ferromanyetik malzemeler gibi yliksek miknatislanma
gOsterirken, bu alan kaldirildiginda  paramanyetik  malzemeler  gibi
miknatislanmalarini kaybederler (ARRUEBO, 2007).
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— Ferromanyetiklik
—— Diamanyetiklik
— Paramanyetiklik
= — SUperparamanyetiklik

Sekil 1.3 Manyetik malzemelerin histerezis egrisi (Ms: Manyetik doygunluk, M, Artik
miknatislanma (Remanans), H.: Giderme kuvveti (Koersivite)

Malzemelerin manyetik 6zellikleri histeresis egrisinden anlasilabilir (Sekil 1.3). Bu
egrinin elde edilmesi icin olusturulan grafikte, manyetik alan (H) yatay eksende,
miknatislanma degerleri (M) ise dusey eksende gOsterilir. Histeresis egrisi
incelendiginde, manyetik alan siddeti belli bir yonde arttirildikga, miknatislanmanin
da bir noktaya kadar artarak doygunluga ulastigi gozlemlenir. Bu deger Manyetik
Doygunluk (Ms) olarak adlandirilir. Manyetik alan siddetinin azaltihp ters yonde
artinlmasiyla miknatislanma duserken, daha sonra diger yonde tekrar artar ve
doygunluga ulasir (Ms). Uygunlanan manyetik alan sifira dusuruldigunde,
malzemenin sahip oldugu miknatislanma degerine Artik Miknatislanma (M;) denir. Bu
miknatislanmanin giderilmesi icin gereken manyetik alan siddetine Giderme kuvveti
(Hc) denir.

Superparamanyetiklik ilag hedefleme calismalarinda kullanilan  manyetik
nanoparcgaciklar i¢cin aranan bir 6zelliktir. Bu parcaciklarin uygulanan manyetik alan
ile istenilen bolgeye yonlendirilebilmeleri gerekmektedir. Bu sebeple yuksek
miknatislanmaya (Ms) sahip olmalidirlar. Ancak manyetik alan kaldirildiginda
miknatislanma  Ozelliklerini  kaybetmelidirler. Aksi takdirde, nanopargaciklar
kimelesme egilimi gosterebilir ve kan damarlarinin ttkanmasina neden olabilirler. Bu
nedenle, biyomedikal uygulamalarda kullanilacak olan manyetik nanoparcaciklarin
superparamanyetikligin diger bir gostergesi olan dusuk Mr ve Hc degerlerine sahip

olmalari da beklenmektedir.
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1.5 idarubisin (IDA)

Idarubisin (4-demethoxydaunorubicin) lipofilik yapida antrasiklin tiirevi kemoterapotik
bir ilactir. Topoizomeraz Il enziminin islevini ve nukleik asit sentezini engeller. Ayrica
serbest radikallerin olusmasina ve hicre déngusinun G2 fazinda durmasina neden
olur. idarubisin diger antrasiklinlere, érnegin doksorubisine ve daunorubisine, gére
daha lipofiliktir. Bu 6zellik onun hiicre igine alinmasinda kolaylik saglar. Idarubisin
meme kanseri, Hodgkin olmayan lenfoma ve akut miyeloid I6semi gibi kanserlerin
tedavisinde etkili bir ilactir. idarubisinin en dnemli iki yan etkisi miyeloid hiicrelerin
baskilanmasi ve kardiyak toksisiteye neden olmasidir (HOLLINGSHEAD, 1991). Yeni
ilag salim sistemlerinin geligtiriimesi idarubisinin yan etkilerinin azaltiimasinda

yardimci olabilecektir.

1.6 Kontrollii ilag Salim Sistemleri

Kontrolli salim, etkin maddenin bir sistem igerisinden istenilen surede, belirlenmis bir
hizla ve gereken miktarda c¢ikacak sekilde tasariminin yapildigi bir yontemdir.
Herhangi bir ilacin dodru zaman ve gerekli miktarda hedeflenen bdlgeye tasinmasi,
ilacin terapodtik etkisi Uzerinde 6nemli rol oynamaktadir. Kanser ilaglari genellikle
kana kontrolli olarak karisamamakta ve timore hedeflenememektedir. Bu nedenle
surekli tekrarlar halinde yuksek dozda ilag alinmasi gereklidir. Tek uygulamada ilacin
kanda uzun sure etkin dizeyde kalmasi ancak kontrolli salim ile saglanabilir.
Boylece ilacin kisa surede enzimler tarafindan pargalanmasi ve etkisiz hale

getirilmesi de onlenmis olur.

Gunumuzde c¢esitli ilag salim sistemleri FDA (Food and Drug Administration)
tarafindan onaylanmistir. Sekil 1.4 ve Tablo 1.2 de belirtildigi gibi lipozomlar,
mikrokapsuller, mikrokdreler, nanopargaciklar ve dendrimerik yapilar kanser

tedavilerinde kullanim amaci ile gelistiriimektedirler.
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ilac

nanokiire nanokapsul dendrimer

polimenk misel lipozom seramik 'parce'mk

Sekil 1.4 Kanser tedavisinde kullanilan nanoteknolojiye dayali farkh ilag salim sistemleri
(ORIVE, 2005)

Kullanilan antikanser ilaglarin yuksek toksisite goOstererek ciddi yan etkilere yol
acmasi yeni salim ve hedefleme sistemlerine olan gereksinimi ortaya gikarmistir. ilag
salim sistemlerinin gelistiriimesiyle mevcut kanser kemoterapisinin etkisi arttiriimigtir.
Ornegin, yapilan bir calismada idarubisin ve tamoksifen yikli dendrimerik
polimerlerin serbest ilaca oranla daha etkili bir sekilde meme kanseri hucresi

dlimiine sebep oldugu gorilmistir (GUC, 2008).

Bunun yaninda ila¢ salim sistemleri, kanser kemoterapisinde kullanilan ilaglarin kisa
yari omur ve tekrarl olarak uygulanmasi gibi dezavantajlarinin azaltiimasinda da rol
oynamaktadirlar. ilag salim sistemleri igin kontrollii ve sirekli salim yapan terapétik
molekullerin  tasarlanabilmesi, onlarin kemoterapinin  klinik uygulamalarinda

kullaniimasini ve bdylece hastanin yasam kalitesinin yukseltiimesini saglamigtir.
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Tablo 1.2. Kanser tedavisinde kullanilan nanoteknolojiye dayali farkli ila¢ salim
sistemleri (ORIVE, 2005).

Nanokapsiil Aktif madde polimer igine hapsedilmektedir.

Aktif madde hazirlanan nanopargacik ylzeyine adsorbe
Nanokiire ettirilimekte veya polimer icinde ¢ozunerek bir matriks

yapisi olusturmaktadir.

Aktif maddenin, hidrofilik ve hidrofobik kisimlari olan
Misel polimerlerin sulu c¢o6zelti igerisinde birakildigi zaman

olusturdugu kuguk pargaciklarin igine hapsedilmesidir.
Seramik nanoparcgacik inorganik molekiilerden olusan nanopargacik sistemidir.

L Hicre zari gibi fosfolipid ve kolesterolden olusan ve
ipozom
P icine aktif maddenin hapsedilebildigi yapay keselerdir.

) Bir cekirdek yapi Uzerine eklenen makromolekullerin
Dendrimer
olusturdugu dall yapidir.

Bu amagla yapilan bir c¢alismada, idarubisin lipozomlarin icine yuklenmis ve
idarubisine duyarli hdcre hatlarina uygulanmistir. Lipozoma yuklenmis idarubisinin
anti-kanser etkinliginde bir artis gorulmustar (SANTOS, 2005). Antikanser ilaglar
biyobozunur polimerlerle birlestirildiginde farmakokinetikleri ve salim 6zellikleri
iyilestirilebilmektedir. BOylece, bu ilaglarin terapdtik etkisi ve tedavi guvenligi daha da

artirlmis olmaktadir.

21



2. GEREG VE YONTEM

2.1 Manyetik Nanopargacik Sentezi i¢in Geregler

Demir klorur tetrahidrat (FeCl,.4H,0), Demir klorlr hekzahidrat (FeCl;.6H,0)
ve Amonyum hidroksit (NH,OH) Merck’den (Almanya) saglanmistir. Oleik asit,
Polietilen Glikolmonooleat, Folic Acid, Disiklo hekzil karbodiimid ve Dimetil
Sulfoksit Sigma Aldrich’den (ABD) temin edilmigtir. Etil Alkol Dop Organik

Kimya’dan (Turkiye) saglanmistir.

2.2 ilag Baglanmasi, Salim ve Hiicre Kiiltiirii Galigmalari igin Geregler

XTT(3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide),
Cell Proliferation Assay, Gentamisin Sdlfat ve Tripsin-EDTA Biological
Industries’den (israil) saglanmistir. Dimetil Sulfoksit ve N-Morfolino-propan-
sulfonik asit Applichem’den (Almanya), Paraformaldehit Merck’ten (Almanya),
RPMI 1640 Besi ortami ve Fetal Bovin Serum Biochrom Ag’den (Almanya)
temin edilmistir. idarubisin, Potasyum Fosfat ve Demir Boyama Seti (Iron Stain
Kit) Sigma Aldrich’den (ABD) saglanmistir.

2.3 Manyetik Nanoparg¢aciklarin Kimyasal Sentezi

Manyetit (FesO4) nanopargaciklarin sentezi icin birlikte ¢oktirme yodntemi bazi

degisiklikler yapilarak kullaniimistir (LIU, 2006). Sentez esnasinda FeCl,4H,O ve

FeCl3-6H,0 tuzlari 1:2 oraninda 150 ml sulu ortamda 5 boyunlu bir balonda yaklasik

90°C’de mekanik bir karistiriciyla tamamen ¢ézinunceye kadar karistirilir. Deney

suresince ortamdan oksijenin uzaklastiriimasi igin sistemden azot gazi gegirilmistir.

Cozinme gerceklestikten sonra ortama amonyum hidroksit ¢ozeltisi damla damla

ilave edilir. Amonyum hidroksit ilave edildikten sonra olusan siyah c¢okelek su ile

yikanir. Ortam pH’si 8-9’a inince yikama iglemi sonlandirilir.
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Sicaklik (20°C-90°C), amonyak miktari ve ekleme suresi degistirilerek en uygun
Ozellikteki  pargcaciklarin  elde edilme kosullari  belirlenmigtir.  Manyetik
nanoparcgaciklarin kimelesmesini engellemek i¢in ¢caligmalar yapiimigtir. Elde edilen

¢iplak nanopargaciklar bu raporda MNP olarak adlandiriimigtir.

2.3.1 Manyetik Nanopargaciklarin Yiizey Aktif Madde ile Kaplanmasi:

Manyetik nanopargaciklarin sentezinde kargilagilan sorunlardan biri
nanoparcaciklarin kimelesmesidir. Manyetik nanoparcacigi kaplayan yuzey aktif
maddeler parcacik boyutunu azaltir, ylzey yukinu degistirir ve nanopargaciklarin

kiimelesmesini 6nlemeye yardimci olurlar.

Bu calismada, nanopargaciklarin kimelesmesini onlemek igin U¢ ayri yontem
denenmistir. ik olarak, sentezlenen MNP’lerin yiizeyleri, sentez tamamlandiktan
sonra karigima damla damla eklenen oleik asit ile mekanik karigtirici kullanilarak
kaplanmigtir. Fazla oleik asit, aseton ve etil alkol yardimiyla uzaklastiriimistir. Bu
yontemle sentezlenen nanoparcaciklar OA-MNP olarak adlandirimistir.  ikinci
yontemde, hekzan-oleil amin ve oleik asit karisimi oda sicakliginda (25°C)
kullaniimistir. Oleik asit ekleme isleminden 6nce, MNP’ler hekzan-oleil amin ¢dzeltisi
icerisinde sonikator yardimiyla dagitiimigtir. Karigsima oleik asit eklendikten sonra
sonikasyon tekrar uygulanmistir. Elde edilen pargaciklar H-OA-MNP olarak
belirtilmistir. Uglincl ydntemde ise oleik asit, nanopargacik sentezi devam ederken
sisteme eklemigtir. Bu yolla elde edilen nanopargaciklar OA-MNP, olarak

isimlendirilmistir.

2.3.2 Manyetik Nanoparcgacilarin PEG ile Kaplanmasi

Bu galismada, nanopargaciklarin ylzeylerinin PEG ile kaplanmasi igin iki ayri ydontem
denenmistir. ik ydntemde, sentezlendikten sonra yiizeyleri oleik asit ile kaplanan
nanopargaciklar kullanilarak PEG kaplama islemi yapilmigtir.

23



Bu yontemde, sentez ardindan ve gerekli yikamalar yapildiktan sonra, yuzeyleri oleik
asit ile kaplanan manyetik nanopargaciklar oda sicakliginda kurutulmustur. Kurutulan
oleik asit ile kaph nanopargaciklardan 0,05 gr ve 0,15 gr alinarak ayri ayri
calisiimistir. Oleik asit kapli manyetik nanopargaciklar sulu ortamda 1 saat slreyle
sonike edilmigtir (titresim genligi:100%, devir:1). Sonikasyon bitince, ortama
PEGmonooleat eklenmis ve 24 saat boyunca oda sicakhginda (25°C) mekanik olarak
karistirlmistir. Hazirlanan o6rnekler PEG-MNP-0,05 ve PEG-MNP-0,15 olarak

adlandiriimistir.

ikinci yontemde ise, PEGmonooleat ve yiizey aktif maddesi oleik asit, sentez
asamasinda sisteme eklenmistir (YALLAPU, 2010). Sentez esnasinda FeCl,-4H20
ve FeCl3-6H20 tuzlar 1:2 oraninda sulu ortamda, 5 boyunlu bir balonda, 90°C’de,
azotlu ortamda mekanik karistiriciyla 30 dakika karistinlmigtir. Sonra ortama
amonyum hidroksit ¢ozeltisi bir sivi pompasi ile 15 dakika iginde ilave edilmigtir.
Ortam sicakhigi 80°C’ye dustuginde ortama oleik asit eklenmistir. Sistem, mekanik
karistirici ile 30 dakika boyunca 80°C’de karistinimistir. Sicaklik 25°C’ye
dusuruldikten sonra, sisteme PEGmonooleat eklenmigtir. Elde edilen pargaciklar
PEG-MNP ismi ile belirtiimigtir.

2.3.3 PEG Kapli Manyetik Nanopargaciklara Folik Asit Baglanmasi:

Folik asit baglama asamasinda, disiklo hekzil karbodiimid (DCC) kullanilarak folik
asidin karboksil gurubu aktive edilmigtir (ZHANG, 2008). 0,4500 gr Folik asit ve 30
ml dimetil sulfoksit (DMSO) azotlu ortamda mekanik karistiriciyla 30 dakika
karistinimistir. Sonra ortama 0,2138 gr DCC eklenmis, 2 saat karistirmaya devam
edilmistir. 2 saat sonunda 0,200 gr PEG kaph manyetik nanopargaciklar sisteme

eklenmisgtir.

Sisteme PEG-MNP eklendikten sonra, sistem 2 saat ya da 24 saat karistiriimaya
devam edilmistir. 2 saat ve 24 saat sonunda manyetik ¢Oktirme yontemi ile elde

edilen drnekler deiyonize su ile yikanmigtir.
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Yikanan oOrnekler 24 saat suresince dondurularak kurutulma (freeze-drying)
isleminden gegirilmistir. Parcaciklar FA-PEG-MNP, ve FA-PEG-MNP,, olarak

adlandiriimistir.

2.3.4 Idarubisinin Manyetik Nanoparcgaciklara Yuklenmesi

idarubisin (IDA) DMSO ile ¢dziilerek ana stok hazirlanmistir. 2 ml PBS ile hazirlanan
250 pM derisimindeki IDA, 1000 pgr FA-PEG-MNP, nanopargaciklari ile
karistinimistir. Karisim oda sicakliginda, 24 saat suresince, 95 rom’de galkalanmistir.
Baglanmayan ilaglari ortamdan uzaklastirmak icin nanopargaciklar miknatis ile
cokttrtlip PBS ile yikanmistir. Ust fazdaki PBS’ler toplanmis ve spektroda
okutulmustur. Baglanmamis ilag derisimi bulunarak ilag tutuklama etkinligini
hesaplanmigtir. Son olarak yikanan nanopargaciklar 24 saat boyunca liyofilize

edilmistir.

Baglanan ilag Miktari

Yiiklenen ilag Miktari x 100

Baglanma Etkinligi (%)=

idarubisin yiiklii nanopargaciklar IDA-MNP olarak isimlendirilmigtir.

2.3.5 idarubisin Salim Caligsmalari

lla¢g salim calismalari igin, 1 mg ilag yikli MNP’ler 2 mllik Ependorf tiiplerine
yerlestirilmis ve Ustlerine 2 ml PBS (pH:7) eklenmistir. Ornekler 72 saat siiresince 90
rom’de calkalanmistir. Belirli zaman araliklarinda ilag salimi takip edilmigtir. Belirtilen
zaman dilimlerinde, ornekler miknatis ile ¢oktliralmus, Ust faz alinip yenisi ile
degistirilmistir. Farkh derisimlerdeki IDA ¢ozeltileri kullanilarak IDA’nin kalibrasyon
grafigi olusturulmustur (Sekil 2.1) ve bu grafie goére, salinan IDA miktar
spektrofotometrik dlgimler ile belirlenmistir (Anax = 484 nm).
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Sekil 2.1 Idarubisin kalibrasyon grafigi ( idarubisin derigsimine gére 484 nm dalga boyunda
absorbans degerleri)

2.4 Karakterizasyon Yontemleri

2.4.1 X-Isinlar1 Kiritnimi (XRD)

XRD yoéntemi, X-iginlari tarafindan olusturulan kirlnim deseninden atomik diizeyde
bilgi edinmek icin kullaniimaktadir. X-isinlari olgumleri ile sentezlenen Fe3O4

nanoparcaciklarinin kristal yapisi hakkinda bilgi vermektedir.

2.4.2 Dinamik Isik Sagilimi (DLS)

DLS yontemi, seyreltik c¢Ozelti igerisindeki kuguk pargaciklardan sagilan 1sik
siddetinin ve degisiminin odlgulmesi temeline dayanir. MNP’lerin, oleik asit kapl
MNP’lerin (OA-MNP) ve hekzan-oleil amin ve oleik asit karigimi kullanilarak
kaplanmigs MNP’lerin (H-OA-MNP) boyutlari dinamik 1sik sagilimi prensibiyle ¢alisan

Zetasizer cihazi ile belirlenmisgtir.
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2.4.3 Kuguk Aci X-1sin1 Sacgilimi (SAXS)

Kiaguk Ac¢i X-1s1n1 Sagilimi teknigi, icerisinde 1-1000 nm boyutlu tanecikler olan gesitli
orneklerin yapisini incelemede oldukga etkin bir yontemdir. Kristal veya kristal
olmayan pargaciklar analiz edilebilmektedir. Bu yontemle jeller, sivi kristaller,
biyopolimerler, proteinler, nano-kompozit ve amorf malzemelerin ebatlar
incelenebilmektedir. Sentezlenen nanopargaciklarin boyutlari bu yontem ile

incelenmistir.

2.4.4 Gegirmeli Elektron Mikroskobu (TEM)

Gecirmeli elektron mikroskobu, incelenen 6érnegin icinden elektron demeti gegirerek
1.000-50.000 kez buyutilmis derinlemesine bir gorintd olusturur. Sentezlenen

nanopargaciklarin sekil ve boyutlari TEM ile incelenmisgtir.

2.4.5 Tarayici Elektron Mikroskobu (SEM)

Tarayici elektron mikroskobu cisimlerin yuzeyini incelemek Uzere gelistiriimistir. Bu

yontemde incelenecek ylzey, bir elektron demeti tarafindan stirekli olarak taranir.

Bdylece incelenen ylzeyin yapisini gosteren bir gorunti elde edilir. Sentezlenen

nanoparcaciklarin yizey 6zellikleri SEM ile incelenmistir.

2.4.6 Fourier Donusumlu Kizilotesi Spektrometresi (FTIR)

Kizilétesi (IR) Spektroskopisi temel olarak kizilétesi 1s1§in, incelenen &6rnek
tarafindan sogurulmasina dayanir. Sogurulma, moleklldeki badlarin titresimi ve
donugleri icin gerekli miktarda dalga enerjisinin, cihaz tarafindan elektromanyetik
spektrumun kizilotesi bolgesinden gonderilmesiyle gergeklesir. Bu yontem igerigi

bilinmeyen orneklerde kimyasal gruplarin belirlenmesine yardimci olur.
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Sentezlenen nanopargaciklarda bulunan fonksiyonel gruplarin  varhdr FTIR

spektrometresi ile belirlenmistir.

2.4.7 Thermogravimetrik Analizi (TGA)

Termogravimetrik analiz ile bir maddenin agirligindaki degisim, sicaklik ve zamana
badli olarak olculebilir. Sentezlenen nanopargaciklarin yizeyindeki oleik asit ve PEG

miktarinin bulunmasi igin TGA analizi kullaniimigtir.

2.4.8 Titresimli Manyetometre (VSM)

Incelenen malzemenin manyetik karakterini gdsteren manyetizasyon egrisi titresimli
manyetometre ile elde edilmektedir. VSM, manyetik alanda titresen malzemenin
manyetik aki degisimi olusturmasi ve bunun sonucunda olugsan induksiyon
elektromotor kuvvetinin dlgilmesine dayanir. Elde edilen nanopargaciklarin manyetik

Ozellikleri VSM analizi ile belirlenmistir.

2.5 Hucre Kiilturia Galigmalari

Meme Kanseri (MCF-7) hicre hatti icin RPMI 1640 besi ortami, %10 (v/v) FBS ve %
10 (w/v) gentamisin kullaniimistir. Hlcrelerin gogalma miktari %80-90 oldugunda
besi ortami yenilenmis ve hucreler tripsin-EDTA kullanilarak yeni ortama

pasajlanmistir. Hicreler 37 °C’de, % 5’lik CO; inkUbatorinde Uretilmistir.

2.5.1 Hicre Sayimi

Hucre Sayiminda MCF-7 hucreleri tripsin ile kaldiriimig, taze besi ortaminda homojen

olarak dagitildiktan sonra sayiimigtir.
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Mavi trifan solUsyonu ile belirli miktardaki hicreler 10 kere seyreltilmis ve toplam 1 ml
olan karisimdan Ornek alinarak 1sik mikroskobunda hemositometre yardimi ile
sayllmistir. 1 ml'de bulunan hlcre asagidaki formul kullanilarak hesaplanmistir.

4x10° sayisi hemositometrenin hacmi dikkate alinarak hesaplanan katsayidir.

Hucre sayisi/ml= Karede bulunan ortalama hlicre sayisi X Seyreltme Faktori X 4
X10°

2.5.2 Sitotoksisite Analizleri

Manyetik nanopargaciklarin ve idarubisin kanser ilacinin MCF-7 hlcre hatti
uzerindeki etkileri XTT sitotoksisite analizi ile belirlenmistir. Hicre Ureme analizi,
formazan bileseni kullanilarak, yasayan hucrelerdeki mitokondri enzim aktivitesine
go6re belirlenir. Yasayan hucreler, tetrazolyum bilesenini turuncu formazan tuzuna
donuagturdr. Olusan renk degisimi belirli dalga boyunda ELISA okuyucu kullanilarak
Olculur. Yagayan hucre miktari ne kadar fazla olursa renk degisimi, dolayisiyla ELISA
okuyucuda okunan deger o kadar fazla olur (BIOLOGICAL INDUSTRIES, 2002).

Calismada oncelikle, 100ul RPMI-1640 besi ortami tim kuyulara konulmustur. Sonra
manyetik nanoparcaciklar ya da idarubisin kanser ilaci Uguncu kuyuya eklenmis ve
yatay yonde seri seyreltme yapilmistir. Son olarak kuyulara yaklasik 10000 adet
MCF-7 hiicresi ekilmistir. llk kuyu besi yeri kontrol(, ikinci kuyu hiicre kontroli olarak
ayarlanmigtir (Sekil 2.2). Hacrelerin ekilmesinin ardindan plakalar 72 saat boyunca
CO; inkiibatériinde bekletilmistir. inkiibasyon sonunda XTT soliisyonlari her bir
plakaya uygulandiktan sonra plakalar inkiibatorde 4 saat boyunca bekletilmigtir. Dort
saat sonunda olusan renk degisimi ELISA okuyucu ile 492 nm dalga boyunda

okunmustur. Hiucre Greme grafikleri kontrol gruplari dikkate alinarak olusturulmustur.
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Sekil 2.2 Sitotoksisite analizinde kullanilan 96 kuyulu plaka resmi (BYK: Besi Yeri Kontrold,
HK: Hucre Kontroli)

2.5.3 Isik Mikroskop Kullanimi ve Demir Boyama (Prussian Blue) Yontemi

Folik asit kapli nanoparcaciklarin, hicre igine alimini incelemek amaci ile 1sik
mikroskobu kullaniimistir. 6 kuyulu plakalarla ¢alisiimistir. Her kuyuya yaklasik 25000
adet MCF-7 hiicresi ekilmistir. ilk kuyu hiicre kontrolii olarak ayarlanmistir. Hiicrelerin
ekilmesinden 1 gun sonra hucrelerin Uzerindeki eski besiyeri yenisi ile degistiriimigtir.
Yeni besi ortami 500 ug/ml derisiminde FA-PEG-MNP, nanopargaciklari
icermektedir. 48 saat sonra eski besiyeri atilmig, hucreler PBS ile yikanmistir.

Hucreler 1sik mikroskobu ile incelenmigtir.

FA-PEG-MNP;’lerin hucre icine alimini gozlemlemek i¢in demir boyama yontemide
kullaniimistir. MCF-7 hucrelerine nanopargaciklar (200ug/ml) eklendikten 8 saat
sonra, demir boyama setinde (Sigma-Aldrich) belirtilen talimatlara gére boyama

islemi yapiimistir. Hazirlanan drnekler 1sik mikroskobu ile incelenmistir (40X).
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2.5.4 Lazer Taramali Konfokal Mikroskop Kullanimi

Idarubisin yiiklenmis nanoparcaciklarin, hiicre igine alimini gérintilemek amaci ile
lazer taramali konfokal mikroskop kullaniimigtir. Bu islem igin, MCF-7 hucreleri 6
kuyulu plakalara ekilmis (7x10° hiicre/kuyu), besi vyeri icerisinde bir gece
bekletilmistir. Hiicrelere serbest IDA ya da IDA-MNP eklendikten 4 veya 8 saat sonra,
hacreler % 2’lik paraformaldehit ¢ozeltisi ile lamel Gzerine sabitlenmistir. Hazirlanan

ornekler lazer taramali konfokal mikroskop ile incelenmistir.

2.6 istatiksel Analiz

“Graphpad Prism 5 Demo Software (GraphPad Software, Inc. USA), One-Way Anova

test” istatiksel hesaplamalar icin kullaniimistir.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

3.1 XRD Analizi

Farkli sicakliklarda sentezlenen (20°C - 90°C) MNP 6rneklerinin kristal yapilari XRD

ile incelenmisgtir.

s hiinsink b | MR ML" - TZ20°C
[y suats . bl ‘_M v W . -lsoec
1t y i el AR Y Z, e

& B saea !‘, “’. ’ —Y o ne] Srveftesl 40°C

L]

2 / PP | L oo deanyl 50°C

gﬂ § ’ . P P atine e 60°C ‘}{l'\

3 E Al ] wergl 700¢ 3

s E W / /7 C

s € S e L e

= e e e e - iyl 90°C

20 25 30 35 40 45 50

26 (Derece-agi)

Sekil 3.1. Farkli sicakliklarda sentezlenen MNP 6rneklerinin X-1gini kirinim deseni

Sekilde 3.1’de goérildigu gibi 50°C’ye kadar elde edilen c¢iplak manyetik
nanoparcaciklar (MNP) amorf 6zellik gostermektedirler. 50°C Uzerindeki sicakliklarda
kristal yapi olusmaya baslamistir. 60°C ve 80°C sicakliklari arasinda FezOse ve
FeO(OH)e ait tepecikler goérilmustir. FeO(OH)'e ait tepecikler 70°C’'de 60°C’ye
kiyasla daha yogundur. 70°C Uzerindeki sicakliklarda Fe3O4'e ait tepecikler daha
yogun ve keskinken, FeO(OH)e ait tepeciklerin sicaklik artisiyla azaldigi
gorulmektedir. 90°C’de saf Fe304 elde edildigi anlasiimaktadir.

90°C’de sentezlenen manyetik FeszO4 nanopargaciklarinin X-i1gini kirinim deseni;
sirasiyla (220), (311) ve (400) okuma degerlerinde kirinim tepecikleri vermektedir.
Bunlar kiibik yapiya sahip FezO4 (manyetit) kristalin karakteristik tepecikleridir (Sekil
3.2) (CARUNTU, 2004, SUN, 2006).
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Sekil 3.2 90°C’'de sentezlenen manyetik demir oksit (FesO4) nanoparcaciginin X-isini
Kirinim deseni

3.2 DLS Analizi

MNP, OA-MNP ve H-OA-MNP &rneklerinin boyutlari Zetasizer cihazi ile belirlenmistir.

Sekil 3.3'te verilen 1sik yogunluguna bagli boyut dagilimi grafiginde, en sik goérulen

MNP boyutu 221 nm olarak gortulmektedir.
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Sekil 3.3 MNP’lere ait 151k yogunluguna bagh boyut dagilim grafigi

OA-MNP’lerde en sik karsilasilan ¢ap boyutu, Sekil 3.4°de verilen i1sik yodunluguna

bagli boyut dagilimi grafiginde, 131 nm olarak gorulmektedir.
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Sekil 3.4 OA-MNP’lere ait 1s1k yogunluguna bagl boyut dagilim grafigi
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H-OA-MNP’lerde en sik karsilasilan ¢ap boyutu, Sekil 3.5’da verilen 11k yogunluguna

bagli boyut dagilimi grafiginde, 43 nm olarak belirlenmisgtir.
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Sekil 3.5. H-OA-MNP’lere ait 1sik yogunluguna bagl boyut dagilim grafigi

MNP’lerde en sik karsilasilan ¢ap 221 nm iken, OA-MNP’lerde 131 nm’dir. H-OA-
MNP’lerde ise en yaygin boyut 43 nm’dir. DLS analizleri sonuclarindan, MNP’lerin

yuzey aktif maddelerle kaplanmasiyla parcacik boyutlarinda azalma oldugu
gorulmustar.

3.3 SAXS Analizi

Sentezlenen OA-MNP boyutlari bir bagka yontem olan SAXS Analizi ile incelenmistir.
Sonuglar Sekil 3.6 ve Tablo 3.1’de verilmektedir.
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Sekil 3.6 OA-MNP’lerin SAXS analizi grafigi (Dv(R): Yaricapi R olan parcaciklarin hacim
dagilimi)

Tablo 3.1. OA-MNP’lerin SAXS analizi sonuglari.

En Sik Ortalama

Ornek Yaricap Yaricap
(A) (A) R20 (A) R50 (A) R80 (A)
MNP 65,0 167,2 58,2 1227 252,5

Sekil 3.6 ve Tablo 3.1 incelendiginde, parcaciklarda en sik karsilagilan yaricap 65 A
(6,5 nm) olarak gorulmustir. Parcaciklarin ortalama yarigap! ise 167,2 A (16,7
nm)'dur. Sentezlenen pargaciklarin % 20’sinin yarigapi 58,2 A (5,8 nm)’'un altinda, %
50’sinin yarigapi 122,7 A (12,2 nm)’un altinda ve % 80’ninin yarigapi 252,5 A (25,2
nm)’'un altindadir. Sonug olarak, parcaciklarin yari ¢gap uzunluklari 6.5 nm ile 25.25

nm arasindadir.
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SAXS analizi ile elde edilen boyut analiz sonuglari, par¢acik boyutunu yaklagik 10-15
nm olarak gosteren Sekil 3.7°deki TEM analizi sonuglar ile ortusmektedir. Bu
sonuglar, DLS analizi ile elde edilen OA-MNP boyutlarindan farkhlik géstermektedir
(Sekil 3.4). Bu farkhligin nedeni DLS yontemi ile yapilan olgimlerin buyudk olgtde
tanecik boyutundan ziyade, kimelesmis taneciklerin toplam boyutunu vermesidir. Bu

kimelesme TEM goruntulerinden daha iyi anlasiimaktadir (Sekil 3.7 (b)).

3.4 TEM

Cesitli yontemlerle elde edilen manyetik nanopargaciklarin optimizasyon sirasinda
cekilen TEM goruntuleri asagida verilmigtir (Sekil 3.7, 3.8, 3.9). Ciplak manyetik
nanoparcaciklarin kimeler olusturdugu S$ekil 3.7(a)daki TEM goruntilerinden
anlasiimaktadir. Bu kimelesmenin engellenebilmesi amaci ile tg¢ farkli oleik asit
kaplama yontemi denenmistir. Bunlar sirasi ile 1) oleik asidin manyetik
nanoparcaciklarin sentezi tamamlandiktan sonra karigima eklenmesi (Sekil 3.7(b)),
2) MNP’lerin hekzan-oleil amin ¢ozeltisi igerisinde sonikatér yardimiyla dagitiimasi
(Sekil 3.7(c)) ve 3) oleik asidin manyetik nanoparcaciklarin sentezi sirasinda
karisima eklenmesi yontemleridir (Sekil 3.7(d)). Sekil 3.7(b)’'den anlasildigr gibi MNP
sentezinden sonra eklenen oleik asitin kuimelesmeyi yeterince engelleyemedigi
gozlemlenmistir. Kimeler igerisindeki taneciklerin boyutlari 10-15 nm arasindadir.
Sekil 3.7(c)deki TEM sonuglarindan hekzan-oleil amin ve oleik asit karisimi
kullaniimasi ile kimelesmenin blyUk olgude onlendigi gorulmektedir. Sentezden
sirasinda oleik asit eklenerek sentezlenen nanopargaciklar, sentezden sonra oleik

asit eklenen nanoparcgaciklara gore kiimelesmeyi daha iyi engellemistir (Sekil 3.7(d)).
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d)

Sekil 3.7 Fe;O, nanopargaciklarin TEM géruntuleri a)MNP, b) OA-MNP, c) H-OA-MNP ve d)
OA-MNP,

Nanoparc¢aciklarin PEG kaplama asamasinda Ug¢ degisik yol izlenmistir (Bolim:Gereg
ve Yoéntem 2.3.2). izlenen birinci ve ikinci yollarda, yukarida Sekil 3.7 (b)de
gosterilmis olan oleik asit kapli MNPler farkli duzeylerde kullaniimistir ( 0,05 gr ve
0,15 gr). Bu orneklerin TEM ve (Tarayici Gegirmeli Elektron Mikroskobu) STEM
gorintileri asagida verilmektedir (Sekil 3.8 a-d). Ugiincii yol ile nanopargaciklarin
elde edilmesinde ise hem oleik asit hem PEG karisima sentez sirasinda eklenmisgtir.

Hazirlanan bu érnegin TEM ve STEM goruntusu Sekil 3.8 (e),(f)’'de verilmektedir.
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Sekil 3.8 Fe;O4 nanopargaciklarin TEM/STEM goérintuleri a) PEG-MNP-0,05 (TEM), b)
0,05gr-PEGMNP (STEM) c¢) PEG-MNP-0,15 (TEM), d) PEG-MNP-0,15 (STEM) e) PEG-MNP
(TEM) f) PEG- MNP (STEM)
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PEG kaplanilarak hazirlanan manyetik nanopargaciklarda genel olarak kimelesme
gOzlenmektedir (Sekil 3.8). Kimeler igerisindeki taneciklerin boyutlari 10 nm ve 15
nm arasindadir. Sekil 3.8 (b)deki STEM gortntulerinde PEG-MNP-0,05 6rneginin
Uzerinde c¢ok ince bir tabaka gozlenmistir (sekil UGzerinde okla belirtilmistir). Bu
tabakanin PEG’e ait oldugu dusunulmektedir. Ancak bu 6rnegin miktarinin azhgi
nedeni ile FTIR analizi yapilamamistir. Sekil 3.8(d)'deki STEM goruntulerinde PEG-
MNP-0,15 6rneginin Uzerinde bu tabaka belirgin degildir.

Sentez asamasinda PEG eklenilerek hazirlanan PEG-MNP’nin Sekil 3.8(e)’'de verilen
TEM goruntulerinde nanopargaciklarin kiuresel yapida oldugu ve boyutlarinin
yaklagik 10nm oldugu gorulmektedir. Bu 6rnege ait TEM goruntuleri literatlr ile uyum
icerisindedir (YALLAPU, 2010). Nanopargaciklarin kumelesmesi belli oranda
onlenebilmistir. Sekil 3.8(f)’deki STEM goruntilerinde ise nanopargaciklarin Gzerinde
ince bir PEG tabakasi gozlenmektedir. Bu bulgu, daha sonra FTIR analizi
sonuclarinda gériillen PEG’in 954 cm™ deki karakteristik bandi ile uyum icerisindedir
(Sekil 3.12(b)).

Sekil 3.8 (e)de TEM goruntisu verilmis olan PEG kapli nanopargaciklar biyolojik
hedefleme amaciyla folik asit ile kaplanmigtir. Burada, baglanma asamasinda iki
farkh stre denenmigtir (2 saat ve 24 saat). Sekil 3.9 (a)da 2 saatlik karistirma
suresinde elde edilen FA-PEG-MNP, oOrneginin ve Sekil 3.9 (b)de 24 saatlik
karigstirma suresinde elde edilen FA-PEG-MNP,, 06rneginin  TEM goéruntuleri

verilmektedir.
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b)

Sekil 3.9 TEM goruntuleri a) FA-PEG-MNP; ve b) FA-PEG-MNP,,

FA-PEG-MNP; ve FA-PEG-MNP,4 6rneklerinin sekil ve boyutlari birbirine benzer
olup, belli oranda kimelesme gorulmektedir (Sekil 3.9). Nanoparcgaciklar kiresel
yapiya sahiptirler. Kimelesmenin PEG-MNP’ye (Sekil 3.8(e)) gore daha az oldugu
g6zlenmigtir. Farkli karigtirma sdrelerinin tanecik boyutuna ve kimelesme diuzeyine
onemli bir etkisi olmadigi anlasiimistir. Taneciklerin boyutlari 10-40 nm arasindadir.
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3.5 SEM

Sentezlenen PEG-MNP nanopargaciklarinin SEM goéruntuleri $Sekil 3.10’da verilmistir.
TEM gorintllerinden (Sekil 3.8(e)) benzer sekilde kiresel yapida olan
nanoparcgaciklarin belli bir oranda kumelestigi gozlemlenmigtir. Kimecik boyutlari
200nm ile 500nm arasinda degismektedir. TEM analizinde orneklerin hazirlanirken

sonikasyona tabi tutulmasi, SEM analizine gore kiimelesmeyi bir dlgtide azaltmistir.

Sekil 3.10 PEG-MNP’nin SEM goéruntisu

3.6 FTIR

Sentezlenen Fe30,4 nanopargaciklar, FTIR spektrometresi ile incelenmistir. Manyetitin
(Fe;0.,) Fe-O baglarindaki titresimlerine ait 580 cm™deki genis bandi Sekil 3.11’deki

FTIR spektrumunda gorulmektedir.
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Sekil 3.12 FTIR Spektrasi; a) OA-MNP b) PEG-MNP ve c) FA-PEG-MNP, and d) FA-PEG-
MNP,
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Sekil 3.12’de verilen OA-MNP, PEG-MNP, FA-PEG-MNP, ve FA-PEG-MNP2,4
orneklerine ait FTIR spektrasinda benzer ve farkh bantlar goralmektedir. TUm
orneklerde oleik aside ait karakteristik bantlar 2924 cm™ ( -CH, asimetrik), 2854 cm™(
-CH, simetrik), ve 3005 cm™de ( C=C-H’taki C-H titresim bandi) bulunmaktadir. Ayni
zamanda 6rneklerin hepsinde manyetitin Fe-O baglarindaki titresimi 580 cm™deki
genis bantta gézlemlenmistir. PEG’in fonksiyonel gruplarina ait bantlar 1354 cm™(C-
O-C asimetrik) ve 1102cm™'de (C-O-C simetrik) goriilmektedir. PEG zincirinin
dizleminin disindaki —CH gruplarina ait 954 cm™ deki bant PEGin FTIR
spektrumundaki karakteristik bandidir. PEG-MNP 06rneginin yuzeyinin kaplandigi
Tarayici Gegirmeli Elektron Mikroskobu (STEM) goruntusu ile de dogrulanmigtir
(Sekil 3.8(f)).

FA-PEG-MNP; ve FA-PEG-MNP,, 6rneklerinde 2959 cm™ (-CH, grubundaki C-H),
2924 cm™ (-CH, asimetrik), 2848 cm™ (-CH, simetrik), 1696 cm™ (-COOH grubundaki
C=0), 1638 cm™* (-CONH, grubundaki C=0), 1605 cm™ (-NH,), ve 1413 cm™ de (fenil
halkasi) bantlar goriilmektedir. 1626 cm™ de (-CONH, grubundaki C=0) gériilen bant
folik asidin karakteristik bandidir (Sekil 3.12(c,d)). Folik aside ait karakteristik
bantlarin FA-PEG-MNP,4 orneginde 2 saatlik karistirma ornegine gore daha derin
oldugu gorulmektedir. Bu sonugtan nanoparcaciklara 24 saatte daha yuksek

duzeylerde folik asid baglanmig olabilecegi anlasiimaktadir.

3.7 TGA

Nanopargaciklarin yuzeylerine baglanmis oleik asit, PEG ve folik asit miktarlarinin
kUtlece yuzdesi termogravimetrik analiz ile bulunmustur. Sekil 3.13’de MNP, OA-
MNP, PEG-MNP, FA-PEG-MNP, ve FA-PEG-MNP,4 orneklerinin, 23°C ve 600°C
arasindaki TGA egrileri verilmisti. MNP 6rnegi, 130°C’ye isitildiginda kutlesinin
%2’sini kaybetmistir. Bu azalma, MNP’lerin yuzeyindeki su molekullerinin kaybi
nedeni ile olabilir. OA-MNP 6rneginin gosterdigi %9’luk kutle kaybi ise ylzeydeki
oleik asit tabakasina aittir. PEG-MNP 06rnegi hem oleik asit hem de PEG ile
kaplanmistir. Bu 6rnekte goérulen %17’lik kitle kaybi oleik asit ve PEG’e aittir.
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Oleik asidin kutlece yuzdesi yaklasik %8 oldugundan (Sekil 3.13 (b)), geri kalan
%9’luk (17-9=8) kaybinin nanopargaciklarin yuzeyindeki PEG tabakasina ait oldugu
dusundlmektedir. Elde edilen bulgular, literatlr ile uyum igerisindedir (LAN, 2007,
YAN, 2009).

FA-PEG-MNP; ve FA-PEG-MNP4 6rneklerinin TGA egrileri incelendiginde ise sirasi
ile % 27 ve % 49'luk kutle kayiplari gozlenmistir. Bu drneklerdeki %17’lik kutle kaybi
oleik asit ve PEG’e aittir. Dolayisiyla FA-PEG-MNP icin kiutlece %10’luk (27-17=10),
FA-PEG-MNP,4 icin kutlece % 32’lik (49-17=32) kaybin nanopargaciklarin
yuzeyindeki folik aside ait oldugu dustntlmektedir. FA-PEG-MNP, ve FA-PEG-
MNP, 6rneklerinde folik aside ait oldugu distnulen kitle kaybi degerleri birbirinden
farkhdir. FA-PEG-MNP,4 6rneginde folik asit miktari FA-PEG-MNP, 0Ornegine gore
%22 daha fazladir. Bunun nedeni, MNP’lere folik asit baglama asamasinda
uygulanan farkh karistirma sireleri (2 ve 24 saat) olabilir. Ayrica bu bulgu, Sekil
3.12'de gosterilen FA-PEG-MNP, ve FA-PEG-MNPy/nin FTIR spektralari ile de

uyum igerisindedir.
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Sekil 3.13 TGA egrileri a) MNP, b) OA-MNP, c) PEG-MNP, d) FA-PEG-MNP, ve e) FA-PEG-
MNP,
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3.8 VSM

Sentezlenen nanopargaciklarin 23°C ve 37°C’de yapilan miknatislanma 6lgimunden

elde edilen manyetik histeresis egrileri Sekil 3.14’de veriimektedir.
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Sekil 3.14 MNP, OA-MNP, PEG-MNP, FA-PEG-MNP, ve FA-PEG-MNP,, Orneklerinin
Manyetizasyon Egrileri a) 23°C ve b)37°C
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MNP, OA-MNP, PEG-MNP, FA-PEG-MNP, ve FA-PEG-MNP24; Orneklerine ait
manyetik doygunluk (Ms), artik miknatislanma (M;), manyetik doygunluk kareselligi
(M//Ms) ve giderme kuvveti (H;) degerleri Tablo 3.2°de verilmigtir.

Tablo 3.2 MNP, OA-MNP, PEG-MNP, FA-PEG-MNP, ve FA-PEG-MNP,, Orneklerinin

manyetik ozellikleri.

Ornek Ms (emu/g) M, (emu/g) M,/Ms H. (KOe)
Sicaklik (23°C) | (37°C) | (23°C) [ (37°C) | (23°C) | (37°C) | (23°C) | (37°C)
MNP 66,50 | 58,34 10,50 5,54 0,16 0,09 0,083 0,07
OA-MNP 65,10 57,25 9,60 5,80 0.15 0,10 0.090 0,07

PEG-MNP 56,12 | 55,20 4,73 5,46 0.08 0,10 0.031 0.07

FA-PEG-MNP, | 62,32 | 56,79 4,31 6,39 0,06 0,11 0,05 0,08

FA-PEG-MNP,, | 53.33 | 49,59 4,12 3,33 0,07 0,06 0,06 0,05

Ms: Manyetik doygunluk, M,: Artik miknatislanma (Remanans), M/Ms : Manyetik doygunluk

kareselligi, H.: Giderme kuvveti (Koersivite)

Sentezlenen nanopargaciklarin Hc ve Mr degerleri istenildigi Gzere son derece disuk
duzeydedir (Sekil 3.14 ve Tablo 3.2). Bu sonuca gore elde edilen nanoparcaciklarin
superparamanyetik ozellik tasidigi dusunilmektedir. MNP’lerin 23°C’deki manyetik
doygunlugu (66.50 emu/g) oleik asit kapli MNP’lerin manyetik doygunlugundan
(65.10 emu/g) daha vyuksektir. MNP’lerin oleik asit ile kaplanmasi, manyetik
Ozelliklerini gok az miktarda degistirmistir. Literatirde, Liu et al. sentezledikleri MNP
ve oleik asit kapli MNP’lerin manyetik doygunluk degerlerini sirasi ile 58.0 emu/g ve
46.0 emu/g olarak vermislerdir (LIU, 2006) . Okassa et al.'in ¢aligmalarinda ise bu
degerler sirasi ile 92 emu/g ve 73 emu/g'dir (OKASSA, 2007). Bu sonuglardan
nanoparcaciklarin arzu edilen sUperparamanyetik 0zelligi tasidigi ve manyetik
Ozelliklerinin literatir ile uyumlu oldugu anlagiimaktadir (LIU, 2006; OKASSA, 2007,
YALLAPU; 2010).
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PEG-MNP’lerin 23°C’deki manyetik doygunlugu 56.12 emu/g’'dir. MNP’lerin PEG ile
kaplanmasi, manyetik 6zelliklerini gok az miktarda degistirmigtir. Literatirde, Yallapu
et al. sentezledikleri PEG kapli MNP’lerin manyetik doygunluk degerlerini 66.08
emu/g olarak vermislerdir (YALLAPU, 2010).

FA-PEG-MNP, ve FA-PEG-MNP,, oOrneklerinin 23°C’deki manyetik doygunluklari
62.33 (emu/g) ve 53.33 (emu/g)’dir. Folik asit bagh MNP’lerin, manyetik ozellikleri
ciplak nanopargaciklara gore ¢ok az miktarda degismistir. Kaplamanin

nanopargaciklarin manyetik 6zelliklerini azaltmamis olmasi istenilen bir 6zelliktir.

Her nanopargacigin, 23°C ve 37°C’deki manyetizasyon egrileri birbirine
benzemektedir. Genel olarak, 37°C’deki Ms degerlerinde 23°C’ye gore bir dusus
gozlemlenmektedir. Langevin Teorisinde aciklandigi uzre manyetizasyon uygulanan
manyetik alan siddeti ile dogru orantiliyken, sicaklikla ters orantiidir (SPALDIN
2003). Sicaklik artigi ile Mg degerinin azalmasina literatirde de rastlanmaktdir
(BEAN, 1956). Pargaciklarin 37°C’de de son derece dusuk Mr ve Ms degerlerine
sahip olmalari, bu sicaklikta superparamanyetik Ozelliklerini kaybetmediklerini
gOstermektedir (Tablo 3.2).

3.9 idarubisin’in Nanopargaciklara Baglanma Etkinligi

Manyetik nanoparcaciklarin ilag yuklenme etkinliginin belirlenebilmesi icin farkli
derisimlerdeki idarubisin ile 1mg FA-PEG-MNP, 2ml PBS igerisinde karistirilmigtir.
FA-PEG-MNP, nanopargaciklari, pargacik boyutu ve manyetik 6zellik agisindan FA-
MNP,se gore onemli farklihk gdstermedikleri ve deney strecinin daha kisa
tutulabilmesini sagladiklari icin ilag¢ baglama deneylerinde tercih edilmiglerdir.
Nanopargaciklarin ila¢g baglanma etkinligi Gere¢ ve Yontemler Bolum 2.3.4te
belirtlen  formdl  kullanilarak  hesaplanmistir.  Sekil  3.15°te  idarubisinin

nanopargaciklara yiklenme orani (%) gosterilmektedir.
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Sekilde, verilen idarubisin derisim degerleri baslangi¢ta kullanilan ilag miktarini
gOstermekte, yuzde degerleri ise tutuklanan ilag ylzdesini vermektedir. Sonugclar
incelendiginde, en fazla ilag tutuklanmasinin 250uM idarubisin derigimi i¢cin %36,1 +
3,4 oldugu gérilmektedir. ila¢c miktari arttikga tutuklama veriminde diisls tespit
edilmistir. En yUksek idarubisin derigsiminde (400uM), %14,1 £ 2.8 ila¢ baglama
etkinligi belirtilmigtir.

Eklenen ilag miktari arttikgca verimin dusmesinin nedeni nanoparg¢acigin doyum
noktasina ulagmasi ve ilaci daha fazla baglayamamasidir. Her ilag derigimi igin Ug
tekrar yapilmis, ortalama degerler kullaniimistir. Elde edilen ilag yuklenme yluzdeleri
literatlirdeki benzer calismalarda belirtilen degerler ile uyum igerisindedir (ZHANG,
2008).
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Sekil 3.15 Farkl derigsimlerde idarubisinin manyetik nanoparcaciklara tutuklanma yuzdesi

PBS iginde ¢6zilmis ilag yUkli nanoparcaciklar (iDA-MNP), saf idarubisin (iDA) ve
ciplak nanoparcgaciklar (MNP) UV spektrofotometresi ile 350-800 nm dalga boyu
araliginda incelenmis, dalga boyu degerlerine karsi absorbans edrileri elde edilmistir
(Sekil 3.16).
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Orneklere ait en ylksek absorbans degerlerinin elde edildigi dalga boylarina
bakildiginda, idarubisin ve ilag yukli nanopargaciklarin 484 nm’de en ylksek
absorbansi verdikleri belirlenmistir. Bos MNP’ler ve PBS ¢dzeltisi bu dalga boyunda
onemli absorbans gostermemektedir. Bu sonuglardan, idarubisinin  MNP’lere

yuklendigi agik¢a gorulmektedir.

Absorbans

0,0 =

T T T T T T T T T
400 500 600 700 800
Dalga boyu (nm)

Sekil 3.16 IDA, IDA-MNP, MNP ve PBS icin UV absorbans spektrasi

3.10 Idarubisinin Nanoparcgaciklardan Salimi

Idarubisinin nanoparcaciklardan salimi hem pH 5,4'te hem de pH 7,0’de 72 saat
suresince incelenmigtir (Sekil 3.17). Hacre ici pH degeri olan pH 5.4’te ilk 12 saatte
ilacin %80’inin salindigi gdzlemlenmistir. ilag salim hizinin 24 saat sonra yavasladig
gorulmastir. 72 saat icinde toplam ilacin yaklasik %901 salinmistir. pH 7,0’de ilk 12
saatlik ilag saliminin yaklasik %60 civarinda oldugu belirlenmistir. Hulcre igi ve
disindaki fizyolojik kosullar g6z énune alindiginda bu degerin pH 5.4’'teki degere gore

(%80) dusuk olmasi ilag salimi agisindan avantajli bir durumdur.
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llag salim hizinin 24 saat sonra pH 5.4’teki sonuglara benzer sekilde yavasladigi ve

72 saat iginde %90 salim degerine ulastigi géralmuastar.
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Sekil 3.17 Idarubisinin MNP’den pH: 5.4 ve pH:7.4’deki salimi

3.11 ilag Yiiklii Manyetik Nanopargaciklarin Hiicre igcine Aliminin Lazer Taramal

Konfokal Mikroskobu ile incelenmesi

Serbest idarubisin ve IDA-MNP ile 4 saat 37°C'de muamele edilmis MCF-7
hicrelerinin konfokal mikroskop goéruntuleri, kontrol gruplari ile birlikte Sekil 3.18’de
verilmistir. Kontrol grubu yalniz besiyeri ile 4 saat 37°C’de bekletilmis MCF-7
hicrelerinden olugsmaktadir. Bu goruntulerden, serbest idarubisinin 4 saatte hicre
icine etkin bir sekilde alindigi anlasiimistir (Sekil 3.18(b)). Idarubisin yiiklenmis
nanopargaciklarin da benzer sekilde, 4 saatte hucre igine etkin bir sekilde alindigi
g6zlenmistir (Sekil 3.18(c)). Bu bulgular, idarubisin ylklenmis nanopargaciklarin,
serbest idarubisine benzer sekilde ila¢ aktivitesini koruyarak huicre igine aliminin

gerceklestigini gostermektedir.
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a) Kontrol b) IDA c) IDA-MNP

Sekil 3.18 IDA ve IDA-MNP uygulanmis MCF-7 hicrelerinin konfokal mikroskop géruntileri
a) Kontrol grubu: MCF-7 hcreleri (b) Serbest idarubisinin MCF-7 hlicrelerine uygulanmasi c)
IDA-MNP’nin MCF-7 hiicrelerine uygulanmasi

)

u
3
1

60

50 +

40 4

30

20

Ortalama Florasan Yogunlugu (a.

10

IDA IDA-MNP

Sekil 3.19 Serbest idarubisinle veya idarubisin yutklenmis nanoparcaciklarla 4 saat
bekletiimis MCF-7 hiicrelerinin ortalama florasan yogunlugu

Hucrelere uygulanan serbest idarubisin ve nanopargaciklara bagl idarubisinin, 4.
saat sonrasi MCF-7 hucreleri icindeki florasan yogunluklar karsilastinimistir (Sekil
3.19). Hucre iginde, dort saatte MNP’ye bagl idarubisinin, serbest idarubisine gore

yaklasik 90 kat daha fazla biriktigi goralmustar.
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3.12 Manyetik Nanopargaciklarin Hiicre igcine Aliminin Isik Mikroskobu ile

incelenmesi

Folik asit bagh nanoparcaciklarin (FA-PEG-MNP,) hicre igine alimini incelemek

amaci ile 1s1k mikroskobu kullaniimistir.

Sekil 3.20 Isik mikroskop goéruntuleri (a) FA-PEG-MNP, uygulanmamis hucreler (Hucre
Kontroll), (b) FA-PEG-MNP, uygulanmis hiicreler

FA-PEG-MNP, uygulanmamig MCF-7 hicrelerine ait 15tk mikroskobu gorintist Sekil
3.20(a)’da verilmektedir. Sekil 3.20(b)’de, FA-PEG-MNP, uygulandiktan sonra PBS
ile yikanan MCF-7 hucrelerine ait 1sik mikroskobu goruntulerinde, hucrelerin
nanopargaciklari hicre icine aldigi ve nanopargaciklarin g¢ekirdek zari etrafinda
toplandigi fakat cekirdegin icine giremedigi gorulmuagstir. Elde edilen goruntiler
literatUr ile uyum igerisindedir (FAN, 2007, KAI, 2011).

FA-PEG-MNP, nanopargaciklarinin hicre igine alimini incelemek amaci ile demir
boyama yontemi de kullaniimistir. Bu islem igin, MCF-7 hlcrelerine nanopargaciklar
eklendikten 8 saat sonra demir boyama islemi yapilmis ve htcreler 1s1k mikroskobu
ile incelenmistir. Boyama islemi sonunda hucre sitoplazmasinin agik pembe, hicre
¢ekirdeginin koyu pembe ve demir molekullerinin mavi renkte olmasi beklenmektedir
(Bolum 2.5.3). Elde edilen sonuglardan, nanopargacik uygulanmamis kontrol

hucrelerinin géruntuleri Sekil 3.21(a)’da verilmigtir.
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Beklendigi gibi, hucreler demirin varligini gosteren mavi renge sahip degillerdir. FA-
PEG-MNP, uygulanmis ancak manyetik alana maruz birakilmamig hucrelerde
nanopargaciklardaki demirin varligindan kaynaklanan mavi renk gérilmektedir. (Sekil
3.21(b)). Disaridan uygulanan manyetik alanin, FA-PEG-MNP, ile bekletiimis
hucreler Uzerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla, hicre kuiltir kabinin sag alt

bolimuane guclu bir miknatis (Nd-Fe-B) yerlestiriimigtir.

Sekil 3.21 FA-PEG-MNP; uygulanmis MCF-7 hucrelerinin demir boyama iglemi sonrasi i1sik
mikroskop gorintileri a) Kontrol grubu: FA-PEG-MNP, uygulanmamis MCF-7 hicreleri, b)
FA-PEG-MNP, uygulanmis, manyetik alana maruz birakilmamis MCF-7 hcreleri, ¢) FA-
PEG-MNP, uygulanmis, manyetik alana maruz birakilmig, miknatistan uzak MCF-7 hlcreleri,
d) FA-PEG-MNP, uygulanmig, manyetik alana maruz birakiimig, miknatisa yakin MCF-7
hdcreleri

55



Bu kdltar kabi icinde bulunan, manyetik alana yakin ve uzak noktalardaki hicreler
mikroskop ile incelenmis, elde edilen goruntiler sirasiyla Sekil 3.21(c) ve (d)'de
verilmistir. Manyetik alana yakin hicrelerin goéruntilerinde, uzaktaki hicrelere gore
daha yogun mavi renk gortulmustir. Bunun nedeni nanoparcgaciklarin manyetik alana
yonelmesi ve buradaki hucreler icinde daha ylksek duzeyde birikmesidir. Elde edilen
nanoparcaciklarin in vitro kosullarda disaridan uygulanan manyetik alan ile istenilen
bdlgeye yonlendirilebildikleri anlasiimaktadir. Bu bulgu ileride yapilacak olan in vivo

ilagc hedefleme galismalarina yol gdsterici nitelik tagimaktadir.

3.13 Nanoparcgaciklarin MCF-7 Hiicre Hattina Uygulanmasi

MNP, PEG-MNP ve IDA-MNP &rneklerinin MCF-7 hiicreleri (izerindeki sitotoksik
etkileri incelenmistir (Sekil 3.22). Nanoparcaciklar 2-500 ug/ml derisim arahdinda
hacrelere uygulanmistir. Ciplak MNP ve PEG kapli nanopargaciklarin 500 pg/ml
derisimine kadar onemli sitotoksik etkilerine rastlanmamistir. Bu arzu edilen bir
dzelliktir. idarubisin yiikli nanoparcaciklarin ise ilag yiikklenmemis nanoparcaciklara
gore 2-500 ug/ml arahdinda derisime bagh artis gosteren énemli toksik etkiye sahip

olduklari gérulmastar.
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Sekil 3.22 MNP, PEG-MNP ve iDA-MNP’lerin MCF-7 hiicrelerinin gogalmasina etkisi (72
saatlik uygulama) (p<0.05)

Nanopargaciklar ile hucrelere taginan idarubisinin ve serbest idarubisinin hicreler
uzerindeki sitotoksik etkileri incelenmistir (Sekil 3.23). Ortamdaki hlcrelerin yarisini
olduren idarubisinin derisim (ICso) degerleri hesaplanmigtir. Nanopargaciklara
baglanan idarubisin diizeyi dikkate alinarak IDA-MNP icin ICso degeri hesaplanmistir.
ICso degerleri, IDA-MNP ve serbest IDA igin sirasi ile 1,25 uM ve 2,48 uM’dir. Bu
bulgu nanoparcgaciklara baglanmig idarubisinin, serbest idarubisine oranla yaklasik 2
kat daha fazla toksik etkiye neden oldugunu gostermektedir. Bunun sebebi, iDA-
MNP’lerin daha aktif olarak hucre igine alinmalari olabilir. Nanoparcgaciklara
tutturulmus folik asit, hlcreler Uzerindeki folik asit reseptériine baglanarak,
nanopargaciklarin htcre igine aktif olarak endositoz yoluyla alinmasini arttirmig
olabilir. Ayrica, hucrelerin zarinda bulunan bazi pompa proteinlerinin (P-gp, BCRP,
MRP-1 vb.) sitotoksik ilaglari hicre digina attiklari bilinmektedir (COLEY, 2008). Bu
pompalarin nanopargaciklara bagh ilaci taniyamadigi ve hucre digina atamadigi
disunulebilir (VAULTHIER, 2003).
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Daha 6nce yapilmis bir galismada nanopargaciklarin ilag direngliligini dnemli dlgtde
yenebildigi belirtiimistir (RATMAN, 2003).

Sonug olarak IDA-MNP’lerin, idarubisinin hiicre igine girigini ve kanserli hiicrelerin

olumunu etkin bir sekilde arttirdiklari goralmustar.
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Sekil 3.23 idarubisin derisimine gére MCF-7 hiicrelerinin gogalma grafigi (IDA-MNP ve
idarubisin uygulama slresi 72 saattir)
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4. SONUG

Kemoterapinin neden oldugu yan etkilerin gideriimesine yonelik ila¢ hedeflenmesi ve
kontrolli ilag salimi arastirmalarinda etkili tasiyicilarin gesitliligi ve verimi énemlidir.
Ozellikle ilag hedeflemesinde etkili manyetik nanoparcaciklarin kullaniimasiyla bu tir

arastirmalarda asama kaydedilmisgtir.

Calismamizda tasarlanan manyetik nanopargaciklarin ilag hedeflenmesi ve
saliminda kullanilmasi amacglanmigtir. Bu amagla, manyetik (Fe3O4) nanoparcgaciklar
birlikte ¢coktirme yontemi ile farkh sicakliklarda sentezlenmis, en saf kristal yapiya
sahip parcaciklar 90°C derecede elde edilmigtir. Ciplak pargaciklarda kimelesme
egilimi goérilmus ve sentez sirasinda ortama oleik asit eklenerek bu egilim buyuk
Olclide engellenmistir. Hazirlanan oleik asit kapli nanopargaciklar PEG ve folik asit ile
kaplanmiglardir. Daha sonra nanoparcacilara lipofilik bir anti-kanser ila¢g olan
idarubisin yuklenmistir. Elde edilen nanopargaciklarin 6zellikleri XRD, DLS, SAXS,
TEM/SEM, FTIR, TGA ve VSM analizleri ile belirlenmistir. Nanoparcaciklar FezO,
(manyetit) kristalinin karakteristik kibik yapisini gostermektedirler. Boyutlari 10 ile 40
nm arasinda degismekte olup, biyomedikal uygulamalarda aranan nanoparcgacik
boyutuna (£100nm) sahiptirler (BRANNON-PEPPAS, 2004). Nanopargaciklarin
idarubisini etkili olarak tutuklayabildigi ve kontrolli olarak salimini yapabildigi
gosterilmigtir. En fazla ilag tutuklanmasinin 250uM idarubisin derisimi icin %36,1 +
3,4 oldugu bulunmus ve pH 7,0'de 72 saat iginde toplam ilacin yaklasik %90’inin
salindi§i belirlenmistir. idarubisin ylklenmis manyetik nanopargaciklarin (iDA-MNP)
MCF-7 meme kanseri hlcreleri Uzerindeki sitotoksik etkileri arastiriimistir. Serbest
idarubisine gore, IDA-MNP’ler hiicreler {izerinde daha toksik etki gdstermistir. Bu
nedenle idarubisin yukli nanopargaciklarin kanser hicreleri Uzerinde daha etkili
oldugu soylenebilir. Isik mikroskop goruntulerinden, nanopargaciklarin hucre igine
alindig1 goérulmastiur. Lazer taramali konfokal mikroskop gdruntllerinde ise
nanopargaciklara bagli idarubisinin serbest idarubisine gore daha fazla htcre icine
alindig1 gozlemlenmistir. Nanopargaciklarin in vitro kosullarda MCF-7 hucrelerinde

disaridan uygulanan manyetik alan ile yonlendirilebildigi gosterilmigtir.
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Elde edilen nanopargaciklar sahip olduklari biyolojik ve manyetik 6zellikler sayesinde
tumor bolgesine hedeflenebilme niteligini  tasimaktadirlar. Nanopargaciklarin
manyetik alanda istenilen timor bolgesine yonlendirilebilmelerinin yanisira, folik asit
ile kaplanmis olmalari hicre zarlarinda folik asit reseptori tasiyan birgok kanser
hicresine yonlendirilebilmelerini ve etkin bir sekilde hlcre icine alinmalarini
saglayabilir. Nanoparcaciklarin hedefleme 6zellikleri in vitro ve in vivo sistemlerde
daha detayli olarak incelenmelidir. Bu projenin devami niteliginde, nanoparcgaciklarin
kanser hucrelerini segici olarak hedeflediklerini belilemek amaciyla in vitro ve in vivo

calismalar planlanmaktadir.

Sonug olarak, yapilan bu calismada biyomedikal uygulamalarda kullaniimak Gzere
istenilen sekil ve boyutta, kimyasal ve manyetik 6zelliklere, ve sitotoksik etkiye sahip
idarubisin yukli nanoparcgaciklar sentezlenmigtir. Nanopargaciklarin ilag salimi
incelenmig, hicre igine alinabilirligi ve manyetik alan iginde yodnlendirilebilirligi
gbsterilmistir. ilac yiikli nanoparcaciklarin serbest ilaca gére MCF-7 meme kanseri
hicrelerinde daha ylksek sitotoksisiteye sahip olduklari belirlenmistir. Calismada
elde edilen sonuglar yeni ila¢ tasiyici sistemlerin tasarimina katkida bulunacaktir.
Ancak, nanopargaciklarin canli organizmaya verildiginde izledikleri yol, hangi
organlarda biriktikleri, vUcuttan nasil atildiklari, biyouyumluluklar ve sistemik

toksisiteleri in vivo ¢aligsmalar ile belirlenmelidir.

60



5. REFERANSLAR

ARBAB A.S., Bashaw L.A., Miller B.R., Jordan E.K., Lewis B.K., Kalish H., Frank
J.A., Characterization of Biophysical and Metabolic Properties of Cells Labeled with

Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles and Transfection Agent for Cellular MR
Imaging, Radiology, 229 (3), 838-46, (2003).

ARRUEBO M., Fernandez-Pacheco R., Ibarra MR., Santamaria J., Magnetic
Nanoparticles for Drug Delivery, Nanotoday, 2(3), 22-32, (2007).

BANERJEE, S.K., Moskowitz B.M., Ferrimagnetic Properties of Magnetite, Magnetite
Biomineralization and Magnetoreception in Organisms: A New Magnetism, ed:
Kirschvink, J.L. et. al., Plenum Publishing Corporation, (1985). Pp. 17-41.

BEAN J.P., Jacops |.S., Magnetic Granulometry and Super-paramagnetism., Journal
of Applied Physics, 27, 1448, (1956).

BERGER P., Adelman N.B., Beckman K.J., Ellis A.B., Lisensky G.C., Preparation
and Properties of An Aqueous Ferrofluid, J Chem Ed, 76, 943-948, (1999).

BERRY C.C., Curtis A.S.G., Functionalisation of Magnetic Nanoparticles for
Applications in Biomedicine., J Phys D: Appl Phys, 36:R, 198-206, (2003).

BERRY CC., Wells S., Charles S., Curtis ASG., Dextran and Albumin Derivatised
Iron Oxide Nanoparticles: Influence on Fibroblasts in vitro”. Biomaterials, 24, 4551-7,
(2003).

BIOLOGICAL INDUSTRIES. 2002. Cell Proliferation Assay with XTT Reagent
Protocol.
<http://www.bioind.com/HTMLs/article.aspx?C2004=12557&BSP=12410>.Last
accessed date: 2012, January 3.

BOURGEAT-LAMI E., Lang J., Encapsulation of Inorganic Particles by Dispersion
Polymerization in Polar Media: 1. Silica Nanoparticles Encapsulated by Polystyrene,
J Colloid Interf Sci, 197, 293-308,(1998).

61



BRANNON-PEPPAS L., Blanchette J. O., Nanopatrticle and Targeted Systems for
Cancer Therapy, Advanced Drug Delivery Reviews, 56, 1649-59, (2004).

CARUNTU D., Caruntu G., Chen Y., O’'Connor C.J., Goloverda G., Kolesnichenko
VL., Synthesis of Variable-Size Nanocristals of Fe3O4 with High Surface Reactivity.
Chemistry of Materials. 16, 5527-5534, (2004).

CHATTERJEE J., Haik Y., Chen C.J., Size Dependent Magnetic Properties of Iron
Oxide Nanoparticles, J Magn Magn Mater, 257, 113-8, (2003).

COLEY H.M., Mechanisms and Strategies to Overcome Chemotherapy Resistance
in Metastatic Breast Cancer, Cancer Treatment Reviews, 34, 378-390, (2008).

CURTIS A.S.G., Wilkinson C., Nanotechniques and Approaches in Biotechnology,
Trends Biotech,19, 97-101, (2001).

DENIZOT B., Tanguy G., Hindre F., Rump E., Lejeune J.J., Jallet P.,
Phosphorylcholine Coating of Iron Oxide Nanopatrticles, J Colloid Interface Sci, 209,
66-71, (1999).

DOBSON J., Gene Therapy Progress and Prospects: Magnetic Nanoparticle-Based
Gene Delivery-Review, Gene Therapy, 13, 283-287, (2006).

FAN Q.L., Neoh K.G., Kangb E., Shutera B., Wang S.C., Solvent-free Atom Transfer
Radical Polymerization for the Preparation of Poly(poly(ethyleneglycol)
monomethacrylate)-grafted Fe3;O, Nanoparticles: Synthesis, Characterization and
Cellular Uptake, Biomaterials, 28, 5426-5436, (2007).

GUC, E., Synthesis and Characterization of Fatty Acid Based Hyperbranched
Polymers for Anti-Cancer Drug Delivery, (Yuksek Lisans Tezi), ODTU, Fen Bilimleri
Enstitisu, Ankara, (2008).

GUPTA AK., Curtis A.S.G., Surface Modified Superparamagnetic Nanoparticles for
Drug Delivery: Interaction Studies with Human Fibroblasts in Culture, J Mater Sci
Mater Med, 15, 493-6, (2004).

62



GUPTA A.K.,, Gupta M., Synthesis and Surface Engineering of Iron Oxide
Nanoparticles for Biomedical Applications, Biomaterials, 26, 3995-4021, (2005).

GUPTA A.K., Wells S., Surface Modified Superparamagnetic Nanoparticles for Drug
Delivery: Preparation, Characterisation and Cytotoxicity Studies, IEEE Trans
Nanobiosci, 3, 66—73, (2004).

HAFELI U., Schitt W., Teller J., Zborowski M., editors. Scientific and Clinical

Applications of Magnetic Carriers, Plenum Press, New York, (1997).

HARRIS, L.A., Polymer Stabilized Magnetite Nanoparticles and Poy(propylene oxide)
Modified Styrene-Dimethacrylate Networks, (Ph.D. Thesis), Virginia Faculty of
Virginia Polytechnic Institue and State Univeristy, Blacksburg, (2002).

HOLLINGSHEAD L.M., Faulds D., Idarubicin. A Review of its Pharmacodynamic and
Pharmacokinetic Properties, and Therapeutic Potential in the Chemotherapy of
Cancer, Drugs, 42,4,: 690-719, (1991).

JORDAN A., Scholz R., Maier-Hauff K., Johannsen M., Wust P., Nadobny J., Schirra
H., Schmidt H., Deger S., Loening S., Lanksch W., Felix R., Presentation of a New
Magnetic Field Therapy System for The Treatment of Human Solid Tumors with
Magnetic Fluid Hyperthermia, J Magn Magn Mater, 225, 118-26, (2001).

KAI W., Xiaojun X., Ximing P., Zhenqging H., Qiging Z.,Cytotoxic Effects and
the Mechanism of Three Types of Magnetic Nanoparticles on Human
Hepatoma BEL-7402 cells, Nanoscale Research, 6,480 (2011).

KAMINSKIA M.D., Rosengartb A.J., Detoxification of Blood Using Injectable
Magnetic Nanospheres: A Conceptual Technology Description, J Magn Magn Mater,
293, 398-403, (2005).

KONDO A., Fukuda H., Preparation of Thermo-Sensitive Magnetic Microspheres and
Their Application to Bioprocesses, Colloid Surf A, 153, 435-438, (1999).

63



LAN Q., Liu C., Yang F., Liu S., Xu J., Sun D., Synthesis of Bilayer Oleic Acid Coated
Fesz04 Nanoparticles and Their Application in pH- Responsive Pickering Emulsions,
Journal of Collodial and Interface Science, 310, 260-269, (2007).

LIU X., Kaminski M.D., Guan Y., Chen H., Liu H., Rosengart A.J., Preparation and
Characterization of Hydrophobic Superparamagnetic Magnetite Gel, Journal of
Magnetism and Magnetic Materials, 306, 248-253, (2006).

MOGHIMI S.M., Hunter A.C.H., Murray J.C., Long-Circulating And Target-Specific
Nanoparticles: Theory To Practice, Pharm Rev, 53, 283-318, (2001).

OKASSA L.N, Marchais H, Douziech-Eyrolles L, Herve K, Cohen-Jonathen S,
Munnier E, Souce M, Linassier C, Dubois P, Chourpa I., Optimization of Iron Oxide
Nanoparticles Encapsulation within  Poly(d,l-lactide-co-glycolide)  Sub-micron
Particles, European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 67 (1), 31-38,
(2007).

ORIVE G., Hernandez R.M., Gascén A.R ., Pedraz J.L., Micro and Nano Drug
Delivery Systems in Cancer Therapy, Cancer Therapy, 3, 131-138, (2005).

PANKHURST Q.A., Connolly J., Jones S.K., Dobson J., Applications of Magnetic
Nanoparticles in Biomedicine, J Phys D: Appl Phys, 36, 167-81, (2003).

PANYAM J., Labhasetwar V., Biodegradable Nanoparticles for Drug and Gene
Delivery to Cells and Tissue, Adv Drug Del Rev, 55, 329-47, (2003).

PRATSINIS S.E., Vemury S., Particle Formation in Gases—A Review, Powder
Technol, 88, 267, (1996).

RATMAN M., Hao H., Zheng H, Wang H., Qi H., Lee R., Pan X., Receptor
Induction and Targeted Drug Delivery: A New Antileukemia Strategy, Expert
Opin. Biol Ther, 3,4, 563-574, (2003).

REIMER P., Weissleder R., Development and Experimental Application of Receptor-
Specific MR Contrast Media, Radiology, 36, 153-63, (1996 ).

64



SANTOS N.D., Waterhouse D., Masin D., Tardi PG., Karlsson G., Edwards K., Bally
MB., Substantial Increases in Idarubicin Plasma Concentration by Liposome
Encapsulation Mediates Improved Antitumor Activity, Journal of Controlled Release,
105, 89-105, (2005).

SHAN G.B., Xing J.M., Luo M.F., Liu H.Z.,, Chen J.Y., Immobilization of
Pseudomonas Delafieldii With Magnetic Polyvinyl Alcohol Beads and Its Application
in Biodesulfurization, Biotechnol Lett, 25, 1977-81, (2003).

SHUBAYEV V.., Pisanic T.R., Jin S., Magnetic Nanopatrticles for Theragnostics, Adv
Drug Deliver Rev, 61, 467-477, (2009).

SPALDIN N.A., Magnetic Materials Fundamentals and Applications, Cambridge; New
York: Cambridge University Press, (2011).

SUN J., Shaobing Z., Hou P., Yang Y., Weng J., Li X., Li M., Synthesis and
Characterization of Biocompatible Fe3O, Nanoparticles, Journal of Biomedical
Materials Research, 80, 2, 333-341, (2006).

TARTAJ P., Morales M.P., Veintemillas-Verdaguer S., Gonza’'lez- Carren™o T., Serna
C.J., The Preparation of Magnetic Nanoparticles for Applications in Biomedicine, J
Phys D: Appl Phys, 36, 182-97, (2003).

VAULTHIER C., Dubernet C., Chauvierre C., Brigger I., Couvreur P., Drug Delivery to
Resistant Tumors: The Potential of Poly(alkyl cyanoacrylate) Nanoparticles, Journal
of Controlled Release, 93, 151-160, (2003).

WILKINSON J.M., Nanotechnology Applications in Medicine, Med Device Technol.,
14, 29-31,(2003).

YALLAPU M.M., Foy S.P., Jain T.K., Labhastwar V., PEG-Functionalized Magnetic
Nanoparticles for Drug Delivery and Magnetic Resonance Imaging Applications,
Pharmaceutical Research, 27, 2283-2295, (2010).

65



YAN F., Li J., Zhang J., Liu F., Yang W., Preparation of FezO4/Polystyrene
Composite Particles from Monolayer Oleic Acid Modified Fe3;O, Nanoparticles via
Miniemulsion Polymerization, Journal of Nanoparticle Research, 11, 289-296,(2009).

YANASE N., Noguchi H., Asakura H., Suzuta T., Preparation of Magnetic Latex
Particles by Emulsion Polymerization of Styrene in the Presence of A Ferrofluid, J
Appl Polym Sci, 50, 765-776, (1993).

ZHANG J., Rana S., Srivastava R.S., Misra R.D.K., On the Chemical Synthesis and
Drug Delivery Response of Folate Receptor-Activated, Polyethylene Glycol-
Functionalized Magnetite Nanopatrticles, Acta Biomaterialia, 4, 40-48, (2008).

ZHANG Y., Kohler N., Zhang M., Surface Modification of Superparamagnetic
Magnetite Nanoparticles and Their Intracellular Uptake, Biomaterials, 23, 1553-61,
(2002).

66



TUBITAK

PROJE OZET BiLGi FORMU

Proje No: 1097949

Proje Bashg::
idarubisin Yikli Manyetik Nanoparcaciklarin Sentezlenmesi ve MCF-7 Meme Kanseri Hiicre

Hattina Uygulanmasi

Proje Yiiriitiiclisii ve Arastirmacilar:
Proje YurGticlsi — Prof.Dr. Ufuk Gindiiz
Arastirmaci — Yrd.Dog¢.Dr. Arzu Yakar

Danisman — Prof.Dr. Gungér Ginduz

Projenin Yiritildiigi Kurulus ve Adresi:
Orta Dogu Teknik Universitesi, Biyolojik Bilimler Bélimii, Universiteler Mah. Dumlupinar Blv.

No:1,06800 Cankaya Ankara-TURKIYE.

Destekleyen Kurulug(larin) Adi ve Adresi:

TUBITAK, 1001-Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini Destekleme Pr., TUBITAK Arastirma
Destek Programlari Baskanhgdi Tunus Cad. No: 80, 06100 Kavaklidere-ANKARA.

Projenin Baslangi¢ ve Bitis Tarihleri:

15.04.2010-01.07.2012

Oz (en ¢ok 70 kelime)

Calismamizda oncelikle PEG kapli manyetik nanopargaciklar sentezlenmis ve Uzerine folik asit
baglanmistir. Karakterizasyonlari yapildiktan sonra nanopargaciklara idarubisin yutklenmistir.
idarubisinin nanopargaciklara etkili bir sekilde baglandigi gorilmiis ve ilag salim calismalari
gergeklestirilmistir. idarubisin yiiklii nanoparcaciklar serbest idarubisine gére MCF-7 hiicreleri
Uzerinde daha ylksek oranda 6lime yol agmistir. Nanopargaciklarin manyetik alan yardimiyla
istenilen bdlgeye hareket ettirilebildikleri demir boyama yodntemi ile gosterilmis ve hicre igine etkili

bir sekilde alindiklari konfokal mikroskop c¢alismalari ile belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler:

Manyetik Nanopargacik, MCF-7, Kontrollii ilag Salimi, ila¢c Hedefleme, idarubisin, Meme Kanseri

67




Fikri Uriin Bildirim Formu Sunuldu mu? Evet [] Gerekli Degil X

Fikri Uriin Bildirim Formu’nun tesliminden sonra 3 ay igerisinde patent bagvurusu yapiimalidir.

Projeden Yapilan Yayinlar:

1.YAKAR, A., Tansik, G., Khodadust, R., Keskin, T., Unsoy, G., Giindiiz, U., Synthesis of
Magnetic Nanoparticles as a Targeting System for Drug Delivery, Nano TR VI. Nanobilim ve

Nanoteknoloji Konferansi, izmir-Tirkiye, (2010) pp: 476.

2. KESKIN, T., Yakar, A, Giindiiz, U., Synthesis and in vitro Application of PEGylated Magnetic
Nanoparticles for Anti-Cancer Drug Delivery, Nano TR VII. Nanobilim ve Nanoteknoloji
Konferansi, istanbul-Tirkiye, (2011) pp: P1.D. 37

3. KESKIN, T., Giindiiz, U., Preparation of Folic Acid Conjugated Magnetic Nanaoparticles For
Targeting of Cancer Cells, 10. Uluslararasi ilag Bilimleri Sempozyumu, Ankara-Trkiye, (2012) pp:
348

4. TANSIK, G., Yakar, A., Ginduz U., Preparation of PLGA Coated Magnetite Nanoparticles for
Anti-Cancer Drug Delivery, Nano TR VII. Nanobilim ve Nanoteknoloji Konferansi, istanbul-
Tarkiye, (2011) pp: P1.D. 31

5. “Synthesis of idarubicin Loaded PEG Coated Magnetic Nanoparticles and Their Application to
MCF-7 Breast Cancer Cells” adli makale uluslararasi bir dergide yayimlanmak Uzere

hazirlanmaktadir.

Tez:

KESKIN, T., Preparation of Polyethylene Glycol Coated Magnetic Nanoparticles for Targeting of
Cancer Cells, (Yiksek Lisans Tezi), ODTU Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara, (2012).

Ekte Bulunan “ARDEB Basari Oykiisii Formu”, “Kazanimlar’ Bdliimiinde Belirtilen
Kriterlere Gore Proje GCiktilarinizin Basar Oykiisii Niteligi Tasidigini Diisiiniiyorsaniz

“ARDEB Basari Oykiisii Formu”nu doldurunuz.

68



http://www.tubitak.gov.tr/tubitak_content_files/ARDEB/destek_prog/kabul_sonrasi/fikri_urun_bildirim_formu_v.02.doc

ARDEB BASARI OYKUSU

idarubisin YUKIG Manyetik Nanoparcaciklarin L
Sentezlenmesi ve MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hattina Prof.Dr.Ufuk Giindlz
Uygulanmas

1097949

172.172,00TL

15.04.2010-01.07.2012

1) TEM goruntaleri

Orta Dogu Teknik Universitesi,

Biyolojik Bilimler BAlumu

w7 X4 bt
FA-PEG-MNP2ye ait TEM goruntusu b) FA-PEG-MNP:z uygulanmig , manyetik
alana maruz birakilmis, miknatisa yakin MCF-

7 hucreleri htcrelerinin demir boyama islemi
sonrasl I1sik mikroskop gorantasu

2) Isik mikroskop goruntuleri

3) Konfokal mikroskop goruntuleri

a) FA-PEG-MNP2 uygulanmis MCF-7

hucrelerinin 1sik mikroskop gorantasu IDAMNP uygulanmis MCF-7 hiicrelerinin

konfokal mikroskop goruntasa

Projenin Amaci ve Onemi (En fazla 150 kelime) (Maddeler halinde siralayiniz)

A. Sentez ve Karakterizasyon
e Manyetik nanopargaciklarin sentezlenmesi, karakterizasyonlarinin (XRD,
DLS, SAXS, TEM, FTIR, TGA ve VSM) yapilmasi,
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e Manyetik nanopargaciklarin yuzeyinin polimerle kaplanmasi ve olusan
yapinin karakterizasyonlarinin (SEM/TEM, FTIR, TGA ve VSM) yapilmasi,
B. ilag Baglama ve Salim Kinetigi
e Idarubisinin elde edilen nanoparcaciklara baglanmasi,
e Idarubisinin nanopargaciklara baglanma diizeyinin ve parcaciklardan
saliminin incelenmesi,
C. Nanopargaciklarin Hiicreler Uzerindeki Etkinligi
e Nanopargaciklarin, idarubisinin  ve idarubisin  yUkli  manyetik
nanoparcaciklarin MCF-7 meme kanseri hlcre hatti Gzerindeki sitotoksik
etkilerinin incelenmesi,
e idarubisinin hiicre icine aliniminin Lazer Taramali Konfokal Mikroskop
kullanilarak gosterilmesi,
e In vitro kosullarda MCF-7 hucrelerine manyetik alan uygulanarak,

nanoparcgaciklarin hicre kultirinde yonlendirilme ¢alismalari.

Bu calisma, kanser kemoterapisinde gelismelere katkida bulunabilecek, tumorn
bdlgesine ilag hedeflemede etkin ve kontrolll ilag salimi yapabilen tasiyici sistemlerin

tasarlanmasi ve uygulanmasi agisindan 6nem tasimaktadir.
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Proje ile Elde Edilen veya Beklenen Bilimsel, Teknolojik, Ekonomik ve Sosyal

Kazanimlar (En fazla 200 kelime)

Nanoteknolojideki gelismeler kanser ilaglarinin hucreler Uzerinde etkinligini arttirabilmek|
ve saglikh hucrelere zarar vermelerini engellemek igin ilag hedeflenmesi ve salim
calismalari igin son derece onem tasimaktadir. Manyetik nanoparcgaciklar ilaglarin
istenilen miktarda istenilen bodlgeye gonderiimesinde ideal tasiyicilar olarak rol
oynamaktadirlar. Onerilen bu projede anti-kanser ilag yiikli manyetik nanopargaciklar,
hazirlanmig, nanopargaciklardan ilag salimi incelenmis ve sitotoksisite analizleri MCF-7

meme kanseri hucreleri Uzerinde yapilmistir.

Ayrica, nanopargaciklarin manyetik alan varliginda istenilen bolgelere yonlendirilmesi in

vitro kosullarda gergeklestirilmigtir.

Karakterizasyon analizleri sonucunda, elde edilen nanopargaciklarin boyut, sekil,
biyouyumluluk, kimyasal yapi, sitotoksisite ve manyetik 6zellik agisindan anti-kanser ilag
hedefleme ve salim uygulamalari igin kullanilabilirligi  gosterilmigtir. Manyetik
nanopargaciklarin  optimize edilmis yoOntemlerle sentezlenmeleri, ila¢  yUklu
nanopargaciklarin in vitro kosullarda hucreler Uzerinde istenilen bodlgeye
yonlendirilebilmesi, hucre igine etkili bir sekilde alinmasi ve sitotoksik o6zellikleri bu
calismaya deger katmaktadir. Laboratuvarimizda ila¢ yuUkli manyetik polimerik
nanoyapilarin yonlendiriime c¢alismalari in vitro olarak ilk defa bu projede
gerceklestiriimistir. Bu arastirmada elde edilen veriler, tasarlanan biyouyumlu manyetik
nanopargaciklarin, biyolojik ve manyetik Ozellikleri sayesinde ilacin istenilen bolgeye

yonlendiriimesinde etkili bir anti-kanser ilag tasiyici olarak kullanilabilirligini gostermistir.

Calismalarimizin sonuglari bilimsel etkinliklerde sunulmus ve uluslararasi bir dergide
yayimlanmak Uzere makale hazirlanmigtir. Bu calisma, ileride yapilacak in vivo ilag

hedefleme galismalari igin yol gosterici nitelik tagimaktadir.

71



Proje icin TUBITAK Desteginin Onemi (En fazla 150 kelime)

Bu proje TUBITAK'In katkilari ile yiritiimistir. Proje TUBITAK In TBAG 1001 kodlu
programi ile desteklenmigtir. Bu destek, ilag¢ hedeflemesi ve tasinmasi alaninda
yurutulen projemizin tamamlanmasinda onemli bir rol oynamistir. Elde edilen bulgularin
bilimsel kongrelerde ve toplantilarda basari ile sunulmasi, proje kapsaminda saglanan
seyahat destekleri ile gergeklestiriimistir. Proje butgesinden kargilanan seyahat
destekleri ile bursiyer ogrenciler, kongrelerde sunumlar gerceklestirmiglerdir. Bu
projeden burs alan lisanststi ve doktora ogrencileri projeden aldiklari burs ile
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