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POLIFENOL KATKILI ZIF-8 METAL ORGANIK KAFES ILAC TASIYICI
SISTEMLERIN SENTEZI, KARAKTERIZASYONU VE ANTIKANSER
ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Kanser, kontrolsiiz hiicre bdliinmesi ve proliferasyon ile olusan, genetik ve ¢evresel
faktorlerin neden oldugu kompleks bir hastaliktir. Farkli kanser tiplerinin tedavisi igin
olduke¢a standart yaklagimlar gelistirilmis olmas1 kanserin kisisel bir hastalik oldugu
gercegini degistirmemistir. Kadinlarin sagligini tehdit eden en 6nemli unsurlardan biri
olan meme kanserinin tan1 ve tedavisinde gelisme kaydedilmesine karsin, yan etkilerin
azaltilmasi i¢in alternatif yontemlere halen ihtiya¢ duyulmaktadir. Nanoteknoloji ile
birlikte gelisen ilag tastyict sistemler bu ihtiyaca cevap veren iyi birer alternatiftir.
Metal organik kafesler (MOF), biyomedikal uygulamalarda biiyiileyici olanaklar
gostermistir, MOF'a dayali ¢ok islevli bir ilag tastyici sistem tasarlamak kanser
tedavisi i¢in oldukca onemlidir.

Bu tez galismasinda zeolitik imidazolat kafes-8 (ZIF-8) esasli iki ilag tasiyici sistem
gelistirilmistir. Bu sistemlerin ilkinde, merkez olarak siir serum alblimini (BSA)
iceren pH duyarli ZIF-8 nanokompozitine 5-stilfosalisilik asit ve bosvelik asit (BAs)
yiiklenmistir. ZIF tabakasi, fizyolojik kosullar altinda 5-siilfosalisilik asit ve BAs’nin
toksik olmayan depolanmasi i¢in iyi bir kapsiil gorevi goriir. Karakterizasyon
sonuglari, nanotasiyict olusumunun performansini géstermistir. 5-stilfosalisilik asidin
pH'a duyarl ilag salimi, ZIF-8'in dogasindan gelen pH'a bagl stabilitesi nedeniyle
tespit edildi. 5-siilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-
8 pH'a duyarl etkili ilag tasiyici sistemlerdir, burada 5-siilfosalisilik asit fizyolojik
pH'ta serbest degildir, ancak asidik pH'ta (5) salinir formu olusmustur. 5-stilfosalisilik
asit/BSA, 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs ve 5-sulfosalisilik asit/ BSA@ZIF - 8 ile
karsilastirildiginda en iyi biyouyumluluk, 5 - siilfosalisilik asit/ BSA/ BAS@ZIF-8'de
bulunmustur. Ek olarak, 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8, daha fazla toksisite ile
meme kanseri hiicre dizisi MCF-7'ye kars1 diger bilesiklerden daha ytiksek etkinlik
sergilemistir.

Ikinci ilag tasiyici sistem olarak fenolik bilesik gallik asit ile modifiye edilmis Fe
katkil1 ZIF-8 MOF yapisi1 sentezlenmistir. Gelistirilen ilag tasiyici sistemin terapotik
etkinliginin glikoz oksidaz enzimi ve altin nanopartikiilleri ile arttiriimasi
amaclanmistir. Nanotastyicilarin basarili iiretimi ve yapisal 6zellikleri, SEM, TEM,
FT-IR, Zeta potansiyeli, XRD ve TGA analizleri gibi farkli karakterizasyon
yontemleri kullanilarak dogrulanmustir. Ilag yiikleme kapasitesi ve kapsiilleme
etkinligi lizerine yapilan calismalar, tasarlanan ZIF-8 tabanli nano ila¢ tasiyici
yapilarin yiiksek kapsiilleme etkinligine sahip oldugunu gostermistir. pH 5 ve pH 7,4'te
ZIF-8@GA@Fe@5-FU, ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOX ve ZIF-8@GA@Fe@AuU@
5-FU sistemleri ile yapilan in vitro ilag salim ¢alismalarinda pH'a bagl ilag¢ salinimlari
gbzlenmistir. In vitro sitotoksisite sonuglarina gére MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hatlar1 lizerinde apoptoz ve ¢esitli morfolojik degisikliklere neden olan en etkili
yapt  olarak ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOXx  belirlenmistir.  Ayrica  ZIF-
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8@GA@Fe@5-FU@AU ile birlikte gallik asit igeren ZIF-8@GA@Fe@5-FU yapisi
da liminesans ozellikleri gostermistir. Her iki ¢alisma i¢in de elde edilen sonuglar,
gelistirilen ilag tasiyici sistemlerin meme kanseri hiicre hatlarinda ilag salim
uygulamalari i¢in alternatif ve uygun temsilciler oldugunu gostermektedir.
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INVESTIGATION OF THE SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND
ANTI-CANCER EFFECTS OF POLYPHENOL DOPED ZIF-8 METAL
ORGANIC FRAMEWORK DRUG DELIVERY SYSTEMS

SUMMARY

Cancer is a complex disease caused by uncontrolled cell division and proliferation and
caused by genetic and environmental effects. Although there are more than 100 known
types of cancer have been identified in the literature and standardized approaches have
been developed for certain types of cancers. But also this situation has not changed the
fact that cancer is a personal disease. Abnormal changes in energy metabolism and
nutrient uptake are observed commonly in most of the cancer cells and uncontrolled
proliferation and growth of cells is occurred. The continuity of the unlimited
replication ability of cancer cells is provided by glucose, one of the essential nutrients
they receive. Glucose, along with synthesizing ATP, provides a carbon source to
cancer cells. One of the best-known forms of glucose metabolic reprogramming is the
"Warburg effect”, which refers to the fact that most cancer cells produce ATP through
glycolysis even under aerobic conditions, whereas for normal cells it occurs only under
non-aerobic conditions. Modified expressions of many speed-limiting enzymes
activate the Warburg effect, and numerous oncogenes and tumor suppressors are
included in various energy reprogramming processes.

Breast cancer which is a highly heterogeneous group of genetically and epigenetically
diseases is the most seen as the second type of malignant neoplasm in the world.
Despite ongoing developments have been made in the diagnosis and treatment of
breast cancer, which is one of the most critical factors threatening women's health,
alternative methods are still needed to reduce the side effects. Chemotherapy,
radiotherapy, and surgery are the current options for cancer treatment. However, the
treatment of breast cancer patients is limited because of the reactions of
chemotherapeutics and several clinical features. Therefore, new treatment approaches
have been improved to raise the effectiveness of the new drugs registered so far.

Nanotechnology is an important field that allows the development of new
nanomaterials to be used in various biomedical sides. The popularity of
nanotechnology has increased in the last decade by offering a variety of applications
for researchers and drug delivery systems play an essential role in the chemical and
physical properties of nanomaterials. There are two generally accepted drug delivery
systems: inorganic systems, such as graphene, zeolites and silica nanoparticles (NPs);
and organic systems, including protein nanoparticles (NPs), liposomes and polymers.
Organic carriers are biocompatible, but they have disadvantages such as poor loading
potential and insuperable volatility. Although the inorganic carriers have the
superiorities such as well-defined high stability, absorbance, controlled drug release
and high drug loading, but also they are difficult to remove from the human body.

Metal-organic frameworks (MOFs) which consist of metal ions and organic binders
are highly porous materials. MOFs are widely preferred for drug delivery with their
outstanding physical properties, low toxicity, good clearance, easy functionalization,
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good biocompatibility and high drug loading capacity. MOFs, a new generation of
extremely porous materials composed of metal knots connected via multi-dentate
organic binders, have remarkable potential in different application areas including
separation, catalysis, storage, water treatment and gas capture as well as drug transport.
Several challenges in studied strategies for drug delivery systems (DDS) such as drug
bioavailability, poor loading capacity, uncontrolled drug release (i.e. burst effect),
toxicity, and inefficient cellular internalization are still not fully overcome. To
overcome the impact of these difficulties, MOF structures with superior properties
constitute a good alternative.

Zeolitic imidazolate framework-8 (ZIF-8), a subclass of MOF, is a highly porous
nanocomposite formed through the coordination of Zn?* and 2-methyl imidazole (2-
Melm). ZIF-8 has been chosen due to having low cytotoxicity, large pores, limited
surface area, high performance, acid sensitivity and production with different synthetic
processes. ZIF-8 has zero release at physiological pH 7,4, with high porosity and good
bioavailability, it degrades at low pH values of cancer cells and shows good release
properties.

It has been found that 5-sulfosalicylic acid, which is known as the sulfosalicylate, has
biological activity and its metal complexes show antimicrobial and anti-inflammatory
efficiency. In addition, the Boswellic acid (BAs) present in gum resin is responsible
for the anti-inflammatory properties. In the literature BAs have anticancer effects by
triggering apoptosis in cancer cells through caspase activation. Additionally, several
preliminary clinical trials encourage the procedure of Boswellia serrata to treat a
variety of chronic inflammatory diseases.

Bovine serum albumin (BSA), which combines several advantages such as good
biocompatibility, low toxicity and preferential uptake in the tumor is of interest for the
treatment of different types of cancer. There is increasing interest in the use of BSA-
based formulations in drug delivery systems, and several formulations have been
approved by the FDA.

5-Fluorouracil (5-FU) has been used in the treatment of different cancer such as the
colon, breast, esophagus, stomach, and pancreas since it was first synthesized in 1957.
It is a known fact that 5-FU, one of the cornerstones of chemotherapy, improves
survival in cancer patients.

Gallic acid (3,4,5-trihydroxybenzoic acid) (GA), a phenolic compound found in
acorns, tea leaves, blueberries and other plant species, has antioxidant, antimicrobial,
anti-inflammatory, radical scavenging effects as well as effective against many tumor
cell types. It has been reported as an anticancer agent. GA, which has mild toxicity at
low concentrations, can form strong complexes as a result of the presence of more than
one adjacent hydroxyl group in its structure. With the mentioned features of GA, the
use of stable complexes formed with metal ions in many MOF structures for different
purposes has been reported. According to in vitro and in vivo experimental results, GA
may contribute to cancer treatment by reducing Fe(lll) to Fe(ll) and increasing the
Fenton reaction efficiency. Considering the interactions of metal ions and polyphenols,
the GA-induced Fe(lll)/Fe(ll) conversion can be used as a catalyst to convert
intracellular H2O2 to OH, thereby accelerating the intracellular Fenton reaction. Co-
administration of GA and Fe additives in the polyphenol-metal-drug structure
synthesized in line with this target can effectively trigger the Fenton reaction for cancer
treatment of GOx or Au-modified nanocomplexes.
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In this thesis, two drug delivery systems based on ZIF-8 were developed. In the first
of these systems, 5-sulfosalicylic acid and BAs were loaded onto the BSA-centered
ZIF-8 nanostructure. The capsule structure is provided by the ZIF layer for the storage
of 5-sulfosalicylic acid and BAs under physiological conditions. The characterization
results confirmed the syntheses. The pH dependent dissociation of ZIF-8 is an
important parameter for pH sensitive drug release detection of 5-sulfosalicylic acid. 5-
sulfosalicylic acid is not free at physiological pH, but is released from 5-sulfosalicylic
acid/BSA@ZIF-8 and 5-sulfosalicylic acid/BSA/BAs@ZIF-8 nanostructures at acidic
pH (5). The best biocompatibility has been found in 5-sulfosalicylic
acid/BSA/BAs@ZIF-8 compared to the other synthesized nanosystems. In addition,
5-sulfosalicylic acid/BSA/BAs@ZIF-8 caused higher cytotoxicity in the MCF-7 cells
compared to other nanosystems. As a result, it was concluded that the synthesized ZIF-
8-based nanocarrier could provide therapeutic effects on breast cancer cells.

As the second drug delivery system, a modified Fe-doped ZIF-8 MOF structure, which
was modified with the phenolic compound gallic acid, was synthesized. It was aimed
to increase the therapeutic efficiency of the developed drug delivery system with
glucose oxidase enzyme and gold nanoparticles. The successful fabrication and
structural properties of nanocarriers were verified using different characterization
methods such as SEM, TEM, FT-IR, Zeta potential, XRD and TGA analyses. Studies
on drug loading capacity and encapsulation efficiency have shown that the designed
ZIF-8-based nano drug carrier structures have high encapsulation efficiency. pH-
dependent drug releases were observed in in vitro drug release studies with ZIF-
8@GAQ@Fe@5-FU, ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOX ve ZIF-8@GA@Fe@5-FU@AuU
systems at pH 5,0 and pH 7,4. According to in vitro cytotoxicity results, ZIF-
8@GA@Fe@5-FU@GOXx was determined as the most effective structure causing
apoptosis and various morphological changes on MDA-MB-231 breast cancer cell
lines. In addition, ZIF-8@GA@Fe@5-FU@Au structure containing gallic acid
together with ZIF-8@GA@Fe@5-FU also showed luminescence properties. The
obtained results show that the developed drug delivery systems are alternative and
suitable representatives for drug delivery applications in breast cancer cell lines.
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1. GIRIS

Meme kanseri, diinyadaki en yaygin ikinci malign neoplazm tiirtidiir. Meme kanseri,
genetik ve epigenetik olarak farkli hastaliklarin oldukg¢a heterojen bir grubudur (Mota
de Limaetal., 2017).

Kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemler kanser tedavisindeki mevcut
seceneklerdir. Bununla beraber kemoterapotiklerin yan etkileri ve ayrica gesitli klinik
ozellikler nedeniyle meme kanseri hastalarinin tedavisi siirlidir. Bu nedenle bugiine
kadar kaydedilen yeni ilaglarin etkinligini artirmak ig¢in yeni tedavi yaklasimlari
gelistirilmistir (Sanad et al., 2019).

Nanoteknoloji, c¢ok c¢esitli biyomedikal uygulamalarda kullanilicak yeni
nanomalzemelerin  gelistirilmesine imkan saglayan oOnemli bir alandir.
Nanomalzemelerin spesifik ve Onemli kimyasal ve fiziksel Ozelliklerine gore,
nanobilim ve nanoteknolojinin popiilerligi son on yilda artmistir ve aragtirmacilar igin
uygulama alan1 ¢esitliligi sunmustur (Ozsoy et al., 2021a) ve bu alanlarm iginde ilag
tastyici sistemler onemli bir yere sahiptir. Genel olarak iki tip ilag tasiyict sistem
bilinmektedir: inorganik sistemler, 6rnegin grafen, zeolitler ve silika nanopartikiiller
(NP'ler); ve protein nanoparcaciklari, lipozomlar ve polimerler (Bugnicourt &
Ladaviére, 2017; Y. Qin et al., 2017; Tian et al., 2018; Tran & Lee, 2018) dahil olmak
tizere organik sistemler. Organik tasiyicilar biyouyumludur, ancak zayif yiikleme
potansiyeli ve iistesinden gelinmesi zor uguculuk gibi dezavantajlar1 vardir
(Bugnicourt & Ladaviére, 2017). Inorganik tastyicilar, iyi tanimlanmis yiiksek
stabilite, absorbans, kontrollii ilag salim1 ve yliksek ilag¢ yiikleme gibi birgok avantaja

sahiptir ancak insan viicudundan uzaklastirilmalari1 zordur (Baeza et al., 2017).

Metal-organik kafesler, metal iyonlar1 ve organik baglayicilardan olusan oldukga
gozenekli malzemelerdir (Uzak et al., 2020). Metal organik kafes, olaganiistii fiziksel
ozellikleri, diisiik toksisitesi, 1yi klirensi, kolay islevsellestirilmesi, 1iyi
biyouyumlulugu ve yiiksek ilag ylikleme kapasitesi ile ilag tasinmasi i¢in yaygin olarak
tercih edilen adaylardir. Cok disli organik baglayicilar aracilifiyla baglanan metal

diiglimlerden olusan asir1 gozenekli malzemelerin yeni bir nesli olan MOF'lar, ayirma,



kataliz, depolama, su aritma ve gaz tutmanin yani sira ila¢ taginmasini igeren farkl
uygulama alanlarinda dikkate deger bir potansiyele sahiptir (X. Fu et al., 2022a). ilag
biyoyararlanimi, zayif yiikleme kapasitesi, kontrolsiiz ilag¢ salimi (yani patlama etkisi),
toksisite ve verimsiz hiicresel igsellestirme gibi ilag tasiyici sistemler (ITS) igin
calisilan stratejilerdeki gesitli zorluklar hala tam olarak asilmamistir (Abanades Lazaro
et al., 2020). Bu zorluklarin etkisinin iistesinden gelmek i¢in istiin 6zelliklere sahip

MOF yapilari iyi bir alternatif olusturmaktadir.

Bir MOF alt smifi olan zeolitik imidazolat kafes-8, Zn** ve 2-metil imidazoliin
koordinasyonu yoluyla olusan olduk¢a gozenekli bir nanokompozittir. ZIF-8, diisiik
sitotoksisitesi, genis gozenekleri, smnirli ylizey alani, yiiksek performansi, asit
duyarlilig1 ve cesitli sentetik islemlerle iiretilmesi nedeniyle arastirmacilar tarafindan
secilmis ve ¢esitli uygulamalar i¢in endistrilestirilmistir (Feng et al., 2019). ZIF-8,
fizyolojik pH 7,4'te sifir salinima sahiptir, yiiksek gozeneklilik, iyi biyoyararlanim ile
kanser hiicrelerinin diisiik pH degerlerinde bozunur ve iyi salinim 6zellikleri gosterir

(Abanades Lazaro et al., 2018).

Liu ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada, siilfosalisilat olarak da bilinen 5-siilfosalisilik
asidin biyolojik aktiviteye sahip oldugu ve metal komplekslerinin antimikrobiyal ve
antiinflamatuar aktivite gosterdigi bulunmustur (Q. Liu et al., 2019). Ek olarak, sakiz
recinesinde bulunan BAs, anti-enflamatuar Ozelliklerden sorumludur. Diger
caligmalar, BAs’nin ayrica kaspaz aktivasyonu yoluyla kanser hiicrelerinde apoptozu
indiikleyerek antikanser etkilere sahip oldugunu gostermistir (Frank et al., 2009;
Narasagoudr et al., 2020). Ek olarak, birkag 6n klinik deneme, Boswellia serrata'nin
romatoid artrit, osteoartrit, kronik kolit, iilseratif kolit, kollajen6z kolit, Crohn hastalig1
ve bronsiyal astim gibi ¢esitli kronik enflamatuar hastaliklari tedavi etme potansiyelini

desteklemektedir (Ammon, 2016).

Insan serum albiimini, diisiik maliyeti, timorde tercihli alim ve diisiik toksisitesi
nedeniyle ila¢ taginmasina olan ilgiyi artirmistir. Bu nedenle, sigir serum albiimini
(BSA) bazli NP formiilasyonlari, farkli kanserlerin tedavisi i¢in biiytik ilgi gérmiis ve
Amerika Gida ve Ilag Idaresi tarafindan bazi formiilasyonlar 6nerilmistir (C.-X. Zheng
etal., 2018).



Uclii negatif meme kanseri (UNMK), insan epidermal biiyiime faktorii reseptdrii 2
(HER2), progesteron reseptorii (PR) ve Ostrojen reseptorii (ER) ekspresyonlarindan

yoksun invaziv ve asir1 derecede agresif bir meme kanseri alt tipidir (Bos et al., 2009).

5-Florourasil (5-FU), ilk sentezlendigi 1957 yilindan bu yana kolon, meme, yemek
borusu, mide, ve pankreas gibi ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilmaktadir.
Kemoterapinin temel taglarindan biri olan 5-FU'nun kanser hastalarinda sagkalimi

iyilestirdigi bilinen bir gercektir (Abd Al-jabbar et al., 2022a).

Mese palamudu, ¢ay yapragi, yaban mersini ve diger bitki tlirlerinde bulunan fenolik
bir bilesik olan gallik asit (3,4,5-trihidroksibenzoik asit) (GA), antioksidan,
antimikrobiyal, antiinflamatuar, radikal siipiiriicii etkilerin yani1 sira birgok tiimor
hiicre tipine kars1 etkili bir antikanser ajan olarak bildirilmistir (Ye et al., 2020a; X.
Zhang et al., 2022). Diisiik konsantrasyonlarda hafif toksisiteye sahip olan GA,
yapisinda birden fazla bitisik hidroksil grubunun bulunmasi sonucu gii¢lii kompleksler
olusturabilmektedir. Bahsedilen 6zelligi ile birgok MOF yapisinda metal iyonlart ile
olusturdugu kararli komplekslerinin farkli amaglarla kullanimi rapor edilmistir (Chang
et al., 2022a). In vitro ve in vivo deneysel sonuglara gore GA, Fe(Ill)'i Fe(Il)'ye
indirgeyerek ve Fenton reaksiyonu etkinligini artirarak kanser tedavisine katkida
bulunabilir. Metal iyonlar1 ve polifenollerin etkilesimleri géz oniine alindiginda, GA
kaynakli Fe(IlI)/Fe(Il) doniisiimii hiicre i¢ci H20.'yi *OH'ye doniistiirmek i¢in bir
katalizor olarak kullanilabilir ve bdylece hiicre i¢i Fenton reaksiyonunu hizlandirir. Bu
hedef dogrultusunda sentezlenen polifenol-metal-ilag yapisinda GA ve Fe katki
maddelerinin birlikte uygulanmasi, glikoz oksidaz (GOx) veya Au ile modifiye edilmis
nanokomplekslerin kanser tedavisi i¢in Fenton reaksiyonunu etkili bir sekilde

tetikleyebilir (X. Fu et al., 2022a).

Bu ¢alismanin amaci fenolik bilesikler ile modifiye edilen ZIF-8 MOF yapilarina
antikanser ilaglarin yiiklenerek meme kanseri hiicre hatlarindaki etkinliginin
degerlendirilmesidir. Polifenol katkilarinin kanser hiicrelerinde antikanser etkileri
artirip, kontrol grubu hiicrelerde toksisiteyi azaltarak etki gdstermesi beklenmektedir.
BSA gibi protein katkilarinin ilag tastyici sistemin biyouyumlulugunu arttirmasi,
ayrica GOx ve Au katkilariin ilag tasiyici sistemde aclik terapi ve fotoliiminesans

etkilerinin gézlenmesi amacglanmustir.






2. KANSER TEDAVISINDE ILAC TASIYICI SISTEMLER

2.1. Kanser ve Olusum Mekanizmalari

Diinyanin en biiyiik sorunlar1 arasinda yer alan kanser, hareketsiz yasam tarzi,
diizensiz beslenme, yasam gereksinimlerindeki katkilar, niifus artigi, genetik faktorler
ve yaslanma faktorlerinden etkilenmekte ve her birimiz igin tehdit olusturmaktadir.
Meme kanseri, kadin popiilasyonunda goriilme olasiligir 1/8 olan, yagami olumsuz
etkileyen agresif bir kanser tiridir (Abd Al-jabbar et al., 2022a). Hiicrelerin
boliinmesi ve cogalmasi genlerin kontroliinde gergeklesir ve bu isleyisin bozulmasi ile
sonuclanan kanser, genlerle iliskili bir hastalik kabul edilmektedir. Kanser hiicreleri

normal hiicrelerden ayirt edilebilecek birgok 6zellige sahiptir (Baykara, 2016):
» Hiicre reseptorleri daha sik sinyal alir.
» Kendi sinyal sistemleri ile kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden olurlar.

» Her tipteki besin kaynagini kullanabilen saglikli hiicrelere kiyasla kanser
hiicreleri sadece glikoliz sonucu olusan glikozu kullanabilir. Normal
hiicrelerden yaklasik 100 kat fazla sekeri kandan alirlar ve laktat {iretimi

sonucu enerji saglarlar (Warburg etkisi).

= Thtiyag duyduklar1 oksijen ve besini almak amaciyla gevrelerindeki stromay1

etkileyerek yeni damar sistemleri olusturabilirler (neo-vaskiilarizasyon).

= Telomerlerini sabitleyerek veya telomeraz aktivitesini koruyarak sonsuz

replikasyon yetenegi ile cogalabilirler.

* Dolasim sistemine giren kanser hiicreleri uzak bir bolgeye hareket eder ve yeni

bir dokuya yerleserek metastazi baslatabilir.
* Apoptozdan kagabilirler.
=  Genetik ve epigenetik olarak stabil degildir.

Kanser, kontrolsiiz hiicre ¢gogalmasi ile ilgili bir hastaliktir. Ko6tii huylu bir tiimoriin,

farkli proliferasyon egilimlerine sahip cesitli hiicre tiplerinden olustugu deneysel



olarak belirlenmistir (Samanta & Kar, 2021). Sekil 2.1.°de kanser olusum
mekanizmalari ayritili bir sekilde goriilmektedir (Aliustaoglu, 2014).
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Sekil 2.1. Karsinojenezin olusumu (Aliustaoglu, 2014).

Cesitli kanser hiicrelerinde enerji metabolizmasinda ve besin aliminda dramatik
degisiklikler yaygmn olarak gozlenmektedir ve kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ve
biiyiimesi desteklenmektedir (Z. Liu et al., 2021). Kanser hiicrelerinin sinirsiz
replikasyon yeteneginin devamlilig aldiklari en 6nemli besinlerden biri olan glikoz ile
saglanmaktadir. Glikoz ATP'yi sentezlemekle beraber kanser hiicrelerine karbon
kaynag1 saglamaktadir (Vander Heiden et al., 2009). En iyi bilinen glikoz metabolik
yeniden programlama bi¢imlerinden biri, ¢ogu kanser hiicresinin aerobik kosullar
altinda bile glikoliz yoluyla ATP iirettigi, normal hiicreler i¢in ise yalnizca aerobik
olmayan kosullarda gergeklestigi olgusuna atifta bulunan "Warburg etkisi“dir
(Warburg, 1956). Birgok hiz smirlayici enzimin degistirilmis ifadeleri, Warburg
etkisinin aktivasyonuna katilmaktadir (Vander Heiden et al., 2009) ve ¢ok sayida
onkogen ve tiimor baskilayici, cesitli enerji yeniden programlama siireclerinde yer

almaktadir (Stine et al., 2015).



Sekil 2.2.°de kanser hiicrelerinde farklilagan glikoz metebolizmasina ait mekenizma

gosterilmektedir.
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Sekil 2.2. Kanserde glikoz metabolizmasi: Warburg etkisi (Bose et al., 2021).

2.2. Meme Kanseri ve Kanser Tedavi Yontemleri

Meme kanseri, diinyadaki en yaygin ikinci malign neoplazm tiiriidiir. Meme kanseri,
genetik ve epigenetik olarak farkli hastaliklarin oldukga heterojen bir grubudur (Mota
de Lima et al., 2017). Kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi meme kanserindeki mevcut
tedavi stratejileridir. Kemoterapdtiklerin etkinlikleri, toksik yan etkileri ve ayrica
farkli klinik 6zellikler nedeniyle meme kanseri hastalarinin tedavisi sinirhdir. Bu
nedenle bugiine kadar kaydedilen yeni ilaglarin etkinligini artirmak i¢in yeni tedavi
yaklagimlart gelistirilmistir (Sanad et al., 2019). Nanopartikiillerin biyolojik olarak
uygulanmasi, meme kanseri tani1 ve tedavisinde ivme kazanan giincel yaklagimlardir
Nano boyuttaki materyaller sayesinde, hiicre zar1 engeli asilabilir ve hem hiicrenin
yilizeyindeki hem hiicrenin igindeki biyomolekiillerle etkilesim imkani saglanir.

Nanopartikiiller kullanilarak ilacin dolasim siiresi ve antikanser etkinligi



arttirilabilmekte, ayni zamanda kanser kitlesi erken donemde belirlenebilmektedir

(Akyolcu & Kandem, 2019).

Kanserin tedavisinde yaygin kullanilan kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi tedavi
yontemlerine ek olarak hormon terapisi ve biyolojik yontemlerin kullanilmasi, farkl
yaklasimlarin da tedavide sinerjik katkilarmin bulunmasi séz konusudur. Her
yontemin kendi i¢inde pozitif ve negatif yonlerinin bulunmasi, kanserin kisisel bir
hastalik olmasia bagli olarak, tedavilerin her bireyde farklilik gosterebilmesi
nedeniyle mevcut sartlarda kansere 6zgi spesifik tedavi stratejileri belirlenmelidir
(Baykara, 2016). Tablo 2.1.’de kanser tedavi yontemleri ayrintili bir sekilde

aciklanmugtir.



Tablo 2.1. Kanser tedavi yontemleri ve mekanizmalar1 (Baykara, 2016).

Kanser Tedavi Yontemi

Mekanizmasi

Radyoterapi

Kemoterapi

Kok hiicre tedavisi

Hormon tedavisi

Cerrahi yontemler

Biyolojik tedaviler

Immiinoterapi

Alternatif yontemler

Kanserli hiicreleri iyonlastirici 1sinlar kullanarak 6ldiirmeye dayanan bir tedavidir.

Kanser hiicrelerini kemoterapdtik ajanlarla oldiirmektir, sitotoksik ve anti-neoplastik ajanlar tedavinin
onciisiidiir.

Bu hiicreler belli genleri veya faktorleri ifade etmek iizere 6zel olarak programlanarak kanser tedavisinde
kullanilabilir.

Viicudun dogal yollardan iirettigi hormon, kanser hiicresine baglanarak hiicre biiytimesini engellemektedir.

Gelisen kanserlerin engellenmesinde profilaktik olarak, dokudan bir parga alip (biyopsi) tan1 konmasinda ve
metastaz veya yayilim olmayan durumlarda kanserli dokunun/kitlenin viicuttan ¢ikarilmasinda ¢ok sik
kullanilmaktadir

Biyolojik maddeler (monoklonal antikorlar, kanser asilari, anti tiimorojenikler, anti anjiyogenikler,
interferonlar, interldkinler ve gen terapi) kullanarak kanserin tedavi edilmesidir.

Viicudun bagisiklik sisteminin i¢ ve dig uyaranlara kars1 cevabini kullanarak yapilan tedavidir. Tedavideki
amac bagisiklik sistemini harekete gecirip kanserli hiicrelere saldirmasini saglamaktir

Fotodinamik tedavi, radyofrekans ablasyon tedavisi, hiperbarik oksijen tedavisi, uyaranlara duyarl ilag¢
tasiyici sistemler (deney asamasinda)




2.2.1. Aghk terapi ve glikoz oksidaz

Aclik tedavisi, tiimor hiicrelerinin enerji ihtiyacini karsilayan metabolizmay1 bozarak
tiimor biiyiimesini engellemeye dayanan mekanizmasi ile kanser tedavisi i¢in 6nemli
bir stratejidir. Kanser hiicreleri normal hiicrelerden daha fazla enerjiye ihtiyag
duyduklart ig¢in hizla gogalirlar. Warburg etkisi ile agiklanan bu durum, tiimor
hiicrelerinin enerji kaynaginin verimsiz aerobik glikoliz ile baglantili oldugunu ve
kanser hiicrelerinin hiicre i¢i glikoz miktarina daha duyarl oldugunu belirtmektedir.
Bu goriise gore, yliksek diizeyde hiicresel glikoz metabolizmasi kanser ile iligkilidir.
Bir tiir oksidorediiktaz olan GOX, glikozu oksijenle H20 ve glukonik aside kataliz
etmektedir. Bu katalitik reaksiyonun bir sonucu olarak, hiicre i¢i glikoz tiiketilir ve
tiimdriin enerji saglama mekanizmasi bloke edilir, boylece tiimor biiylimesi inhibe
edilir (Yan Zhang et al., 2022). Tiim bu sonuglar bize GOx'un aglik tedavisi i¢in umut

verici bir ajan oldugunu gostermektedir.

Kemoterapi ve aglik terapinin birlikte kullanildig1 bir bagka calismada Sun ve ark., 4-
merkaptobenzonitril ile dekore edilmis glimiis nanopargaciklarin (AgNPS@MBN) ve
GOx yiiklii metal-organik kafesin (ZIF-8@GOx) bir diizenegi olan akilli ve katalitik
kaskad ile gili¢lendirilmis kemo-aglik sinerjistik tedavisini ve eszamanli hiicresel
glikoz seviyesinin kendi kendini algilamasini baglatmak i¢in timor mikro ortami
tarafindan parcalanabilir ve etkinlestirilir bir nanoreaktorii rapor etmistir (Sekil 2.3.).
Tiimoriin hafif asidik mikrogevresi altinda, nanoreaktor ¢okerek in vivo katalitik bir
kaskad reaksiyonunu tetikleyen, glikozu tiikketen, AgNPs@MBN'yi asindiran ve toksik
H.02, Ag* ve Zn?* iyonlari iireten GOx'u serbest birakacaktir; bunlarin tiimii timor
biiylimesini inhibe etmek i¢in birlikte ¢aligir. SERS nanoprobu olarak AgNPs@MBN,
terapotik ilerlemenin aninda geri bildirimini elde etmek i¢in tiimordeki glikoz
konsantrasyonunu noninvaziv olarak 6l¢mek i¢in kullanilmaktadir. Bu galisma, enzim
kapsiillii biyomineralize MOF'larin klinik uygulamalar i¢in etkili bir antikanserojen

olarak kullanilmasinin umut verici bir 6rnegini 6nermektedir (D. Sun et al., 2020).
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Sekil 2.3. Nanoreaktoriin tasarimi ve kanser hiicreleri i¢in katalitik kademeli
gelistirilmis sinerjistik kemo-aglik tedavisi (D. Sun et al., 2020).

2.2.2. Polifenol katkilarinin kanser tedavisindeki rolii

Dogal polifenoller, antioksidan, antikanser ve antibakteriyel gibi ¢ok yonlii islevleri
nedeniyle tipta, gida ve kozmetikte biiyiik ilgi gormektedir. Dogal polifenollerdeki
polifenolik yapilar (yani katekol ve pirogallol), ¢oklu hidrojen bagi ve hidrofobik
etkilesimler yoluyla giiclii kovalent olmayan etkilesimlerden, boronat gruplar1 ve
coklu metal iyonlar1 ile dinamik kovalent komplekslesmeden sorumludur. Dogal
polifenoller, ¢esitli kargo molekiillerinin taginmasi i¢in nanopartikiiller, nanokapsiiller
ve hidrojeller gibi biyomateryallerin iiretiminde yaygin olarak kullanilmistir. Fenolik
bilesikler, hafif fizyolojik kosullar altinda oligomerlere, polimerlere ve
nanopartikiillere oksitlenebilir ve fenolik ligandli nanomateryaller ilag tasinmasi,

fototermal terapi, antibakteriyel iiriinler ve glines kremleri gibi ¢esitli uygulamalar i¢in
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kullanilabilir. Ayrica, ¢ok sayida katesol/pirogallol grubundan olusan dogal
polifenoller, fonksiyonel materyaller gelistirmek i¢in ¢esitli polimerlerle kolaylikla

birlestirilebilir (Hui Wang et al., 2020).

Dogal polifenollerden biri olan gallik asit (Sekil 2.4.), mese palamudu, ¢ay yapragi,
yaban mersini ve diger bitkilerde bulunmaktadir. GA antioksidan, antimikrobiyal,
antiinflamatuar, radikal siipiiriicii etkilerin yan1 sira bir¢ok tiimor hiicre tipine karsi

etkili bir antikanser ajan olarak bildirilmistir (Ye et al., 2020b; X. Zhang et al., 2022).

HO

Sekil 2.4. Gallik asit ve bosvelik asidin kimyasal yapisi.

Diisiik konsantrasyonda hafif bir toksisiteye sahip olan GA, yapisinda birden fazla
bitisik hidroksil grubunun bulunmasi sonucu giiclii kompleksler olusturma yetenegine
sahiptir. Bahsedilen 6zelligi ile bircok MOF yapisinda metal iyonlar1 ile olusturdugu
kararli komplekslerinin farkli amaglarla kullanildigi bildirilmistir (Chang et al.,
2022b). Ayrica in vitro ve in vivo deneysel sonuglara gore GA, Fe(Ill)'i Fe(I)'ye
indirgeyerek ve Fenton reaksiyonu etkinligini artirarak kanser tedavisine katkida
bulunabilir. Metal iyonlar1 ve polifenollerin etkilesimleri g6z oniine alindiginda, GA
kaynakli Fe(III)/Fe(Il) doniisiimii hiicre i¢ci H20.'yi *OH'ye doniistiirmek i¢in bir
katalizor olarak kullanilabilir ve bdylece hiicre i¢i Fenton reaksiyonunu
hizlandirmaktadir. Bu hedef dogrultusunda sentezlenen polifenol-metal-ilag¢ yapisinda
GA ve Fe katki maddelerinin birlikte uygulanmasi, GOx veya Au ile modifiye edilmis
nanokomplekslerin kanser tedavisi i¢in Fenton reaksiyonunu etkili bir sekilde
tetikleyebilir (X. Fu et al., 2022D).

Bosvelik asit (BAs), ¢esitli akut ve kronik enflamatuar hastaliklarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan Boswellia serrata bitkisinin énemli aktif bilesenleridir. Bu asitler,
hem in vitro hem de in vivo hayvan modellerinde ¢ok giiglii anti-inflamatuar

aktivitelerini gostermistir. Ayrica, anti-artritik, antiromatizmal, anti-hiperlipidemik,
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antikanser,  anti-mikrobiyal,  analjezik  aktiviteleri,  hepatoprotektif  ve
immiinomodiilator aktiviteleri bildirilmistir. BAs, arasidonik asit metabolizmasinda
yer alan bir enzim olan 5-lipoksijenazin (5-LOX) spesifik ve redoks olmayan
inhibitorleridir. Klinik 6ncesi veriler ayrica bu bilesiklerin hem hiicre kiiltiiriinde hem
de in vivo modellerde ¢esitli malign tiimor tiplerine karsi anti-kanser potansiyeline
sahip oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, antikanser etkilerine neden olan

molekiiler mekanizmalar heniiz aydinlatilamamistir (Sharma & Jana, 2020).

2.3. Kanser Tedavisinde Kullamlan Nano-ila¢ Tasiyic Sistemler ve Ozellikleri

Nano-ilag tasiyici sistemler, dogal veya sentetik nanometre boyutlu dispersiyon
sistemlerini ifade eder. Teorik olarak, 1 ile 1000 nm arasinda degisen partikiil
boyutlarina sahip herhangi bir atomik agregat, nano-ilag¢ tasiyici sistemlerde bir
tastyict gorevi gorebilir. ilag tastyict sistemler asagidaki dzelliklere sahiptir (Fang et
al., 2020):

» [la¢ ¢oziiniirliglini artirabilir, ilaclarin emilim oranin1 ve biyoyararlanimini

tyilestirebilir, farmakokinetik 6zelliklerini optimize edebilir.

= Kan-beyin bariyerini gecebilir, interstisyel bosluga girebilir, spesifik doku
hiicrelerinde kalabilir ve ilac1 yavasca salgilayarak hedefe yonelik tedaviye izin

verebilir.

* Nano ilag tasiyict sistemlerin gorsel isleyisinin uygulanmasina yardimei olan
cesitli goriintiileme teknolojileri tarafindan gercek zamanli olarak izlenebilir

ve yoOnetilebilirler.

= 200 nm'den kiigiikk ¢apli nano-ilag¢ tasiyici sistemler dokulardan kolaylikla
gegebilir. Bu, ilag yiiklii nanopartikiiller kan damarlarina enjekte edildiginde

tromboz riskini azaltir.

Farkli nanopartikiil ilag tasiyici sistemlere inorganik nanopartikiiller, dendrimerler,
protein nanopartikiiller, polimerik miseller, lipozomlar, karbon nanotiipler, kuantum

noktalar ve biyopolimerik nanopartikiiller 6rnek olarak verilebilir (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. Farkli nanopartikiil ilag tasiyici sistemlere 6rnekler (Montané et al., 2020).

Kontrol edilebilir ve secici ilag tasinmasinin gelistirilmesi geleneksel terapotik
ilaclarin dogal dezavantajlarindan kaginirken yeterli dozda kemoterapdtikleri ilgili
hedeflere iletme yollari, tibbi biyokimya arastirma alanlar1 arasindadir. Bu gorevleri
basarmak igin ila¢ tasiyici sistemlerin mimarisinde birka¢ temel kriter dikkate
alinmalidir. En 6nemli kriter, tasiyict hedef pozisyonuna ulastiginda saglikli hiicreler
lizerinde yaratacagl yan etkileri en aza indirmek icin yiiklenen ilacin salinimini
miimkiin oldugunca bloke ederek daha uzun siire salinmasimi saglamaktir. Tlag yiiklii
tasiyict hedefe carptiginda, ilacin istenilen bolgeye kontrollii salinimini saglayan
karmagik bir mekanizma harekete ge¢melidir. Bir antikanser ajanin ilag olarak
yiiklenmesi durumunda bu gereksinimin karsilanmasi 6zellikle onemlidir (Resen et al.,

2022a).

Modern kapsiilleme yontemleri, geleneksel tibbi yontemlere gore bircok avantaj

sergilemektedir:

= Nanokapsiiller, molekiiler diizeyde secici dokuyu hedefleme ve igine girme

yetenegine sahiptir.
* Nanokapsiiller genis yiizey alani saglar.
* Nanokapsiiller yiiksek emilim orani saglar.

»  Artmis hiicresel alim ve ilag¢ lokalizasyonu saglar.

14



» Saglikli hiicrelerle etkilesime girmeden kanserli hiicrelere dogru ve hedefe

yonelik ilag teslimi yapar.

» flaglarin veya kiigiik molekiillerin kapsiillenmesi nedeniyle daha diisiik dozaj

gerekir.
» Az ¢dziinen ilaglarin aliminin iyilestirilmesi saglanir.
= Tibbi toksisitede azalma saglanir.

»  Viicudun kiigiik bolgelerine ila¢ tasinimi konusunda daha fazla hassasiyet

gosterir.
» [lag direncinin asilmasinda etkilidir.

» [laglarin nanoenkapsiilasyonu viicuttaki fizyolojik engellerden kaynaklanan

direnci en aza indirir veya bastirir (Montané et al., 2020).

2.4. Ilac Hedefleme Stratejileri

Kanser ilaglarinin, ¢esitli kanser hiicrelerine hedeflenmesi igin ii¢ temel yaklasim

mevcuttur (Sekil 2.6.).

2.4.1. Pasif hedefleme

Kan dolagimindan tiimér dokusuna 10-150 nm'lik nanopartikiillerin tercihli
ekstravazasyon kapasitesini temsil eder. Tiimdrlerdeki yeni kan damarlarindaki
endotelyal hiicreler arasindaki siki baglantilar diizglin sekilde olusmadigindan,

nanopartikiiller tercihen tiimor dokusunda birikebilir (Ye Zhang et al., 2019).

2.4.2. Aktif hedefleme

Arastirmacilar, gelismis gecirgenlik ve tutunma (EPR) etkisine dayali pasif hedefleme
yoluyla nanopartikiil birikiminin yardimiyla tiimor goriintiilemesine ek olarak, timor
dokularimin aktif hedeflenmesi i¢in hiicre yiizeyindeki reseptdrlerin taninmasi lizerine
cok sayida calisma gergeklestirmistir. Genellikle bu yontemler, her birim zamanda
timor dokusuna verilen nanopartikiillerin sayisini arttirir, bdylece in vivo timor
saptama yontemleriyle sergilenen hassasiyeti artirir. Aktif tiimor hedeflemesi,
tiimorlerin yiliksek kontrastli goriintiileme ile erken bir asamada tespit edilmesi, EPR
etkisine dayanan pasif hedeflemeden daha iyi bir sonug¢ elde eder (Ye Zhang et al.,
2019).
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Sekil 2.6. Hedeflenen ilag tasinim tiirleri (Aghebati-Maleki et al., 2020).

Tastyicilarin tiimor dokusuna verilmesi pasif ve aktif hedefleme ile yapilabilir. (a)
Pasif hedeflemede nanopartikiiller, sizdiran damarlar ve tiimorlerin benzersiz
intraorgan basing¢lart yoluyla taginmak iizere tasarlanmistir. (b) Kanser hiicrelerinin
veya timor endotelyumunun nanopartikiillerinin aktif hedeflenmesi, yiizeye baglh
ligandlarin molekiiler tanimasi yoluyla tiimoérlerde spesifik biyolojik yapilara
yapisacak sekilde tasarlanmistir. (c) Dinamik hedefleme, nanopartikiillerin manyetik

alan veya 151k gibi harici bir uyarana maruz kalirsa birlesmesine olanak saglamaktadir.

2.4.3. Dinamik hedefleme

ITS'ler, hedef bolgelere tastyici naklinin biyolojik karmagikligmin getirdigi
sinirlamalar en aza indirecek sekilde tasarlanmustir. Isleyisleri temel olarak iki dnemli
stratejiye dayanur. Ilki, statik hedefli strateji, pasif ve aktif hedeflemeyi icermektedir.
Pasif hedeflemenin anahtar;, tim ITS'lerin temeli olan EPR etkisidir. Aktif
hedeflemede, nanotastyicilarin yiizeyleri, igsellestirme icin kanser hiicresi
reseptorlerine baglanan hedef ligandlar tarafindan modifiye edilir. Ikincisi, dinamik
strateji (Sekil 2.7.), aktif hedeflemeye iyi bir alternatiftir ve ilaglarin tasiyicilardan
salimi i¢in i¢ ve dis uyaranlari ayni anda kullanilmasini saglar (Moradi Kashkooli et
al., 2020).
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Sekil 2.7. Dinamik hedefleme stratejisi: I¢ ve dis uyaranlara duyarli nano tastyicilar.

2.5. Metal Organik Kafes (MOF)

Metal-organik kafesler, metal iyonlar1 ve organik baglayicilardan olusan oldukca
gbzenekli malzemelerdir ve sentezlendigi ilk zamandan giiniimiize biytlik ilgi
gormistiir. Geleneksel malzemelerle karsilastirildiginda, MOF’lar ilag¢ tasiyici
sistemlerde bir¢ok benzersiz 6zellik ile donatilmistir. Biiyiik gozenekli yap1 ve genis
ylizey alanlari, ilaglarin veya konuk molekiillerin yiikleme verimliligini artirir. Ayni
zamanda biyoyararlanim1 ve ilacin etkinligini artirabilen islevsellestirilmesi kolay
yapist ile iyi biyouyumluluk, suda ¢6ziiniirlik ve viicutta kolay biyobozunurluk
ozelliklerine sahiptir (Resen et al., 2022b). Ozellikle nano dlgekli MOF'lar kanser
tedavisi icin partikiiller iceren ila¢ tasiyict sistemler arasinda umut verici bir
nanotastyict siifi olarak degerlendirilir. Son on yilda, nano MOF'lara olan ilgi her

gecen giin ivme kazanmaktadir (Y. Wang et al., 2020).

2.5.1. MOF yapilarinin tarihgesi ve 6zellikleri

MOF ilk olarak 1989 yilinda Richard Robson ve calisma arkadaslar1 tarafindan 3D
baglantili ¢cubuk benzeri parcalardan olusan sonsuz polimerik kafesler olarak ortaya
atilmistir. 1995'te metal-organik kafes tanimi ilk kez giindeme gelmistir. O zamandan
beri, MOF yapilarin1 sentezlemek i¢in ilgi hizla artmistir ve bircok MOF ailesi ortaya
cikmustir (Sekil 2.8.).
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MOF aileleri ve tiyeleri:
» Metal-Organik Kafes (MOF-n ailesi)
» jzoretikiiler Metal-Organik Kafes (IRMOF-n ailesi)
* Cok Degiskenli Metal-Organik Kafes (MTV-MOF-n ailesi)
» Lavoisier Enstitiisii Malzemeleri (MIL-n ailesi)
= Christian-Albrechts-Universitesi (CAU-n ailesi)
»  Zeolitik Imidazolat Kafesleri (ZIF-n ailesi)
= Oslo Universitesi (UiO-n ailesi)
= Dresden Teknoloji Universitesi (DUT-n ailesi)
» Gozenekli Koordinasyon Agi (PCN-n ailesi)

= Northwestern Universitesi (NU-n ailesi)
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Sekil 2.8. MOF'larin baz1 yap1 semalar1 (Y. Wang et al., 2020).
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2.5.2. MOF sentezleme yontemleri ve uygulama alanlari

Ozel fonksiyonel ve yapisal 6zelliklerinden dolayr MOF'lar giiniimiizde énemli bir
gozenekli bilesik grubu olarak kabul edilmektedir. Bu kafes yapilari, organik
baglayicilar ve metal iyon kiimeleri ve metal iyonlar1 arasinda koprii olusturularak
sentezlenir. MOF'un nihai yapisinda ve 6zelliklerinde 6nemli 6l¢iide yer alan bir diger
kavram, secilen birincil yapi taslaridir. Bununla birlikte, sicaklik, reaksiyon siiresi,
basing, pH ve c¢oziicli gibi diger birgok sentetik yontem ve parametre de dikkate
alinmalidir. Ortaya ¢ikan yapilara ve 6zelliklere dayanan MOF'lar1 tiretmek i¢in yavas
difiizyon, hidrotermal (solvotermal), elektrokimyasal, mekanokimyasal, mikrodalga
destekli 1sitma ve ultrason dahil ¢ok sayida farkli sentez yaklagimi uygulanabilir (Sekil

2.9.) (Y. Wang et al., 2020).

| Malzeme ve Reaktiflerin Hazirlanmasi |
I

y A
| Reaksiyon Karisiminin Hazirlanmasi | Kimyasal buhar
1 biriktirme
Hidro (solvo) Oda sicakhginda Mekanokimyasal Oncilerin
termal sentez sentez sentez buharlagmasi
Mikrodalga destekli Elektrokimyasal sentez Sonokimyasal
sentez sentez
Oda sicakhiginda s Biriktirme ve kendi
Isitma Ogiitme ) 3
alkalama kendine monta
IR Alam Sonikasyon
I5|t.ma uygulamasi .

1
Saflagtirma/sentez sonrasi isleme

Aktivasyon

Karakterizasyon: .gtizeneklilik, yapi,
yiizey alani, termal kararlihk

Sekil 2.9. MOF'larin {iretimi ile ilgili karmasik yontemleri sunan bir akis semas1 (Y.
Wang et al., 2020).

MOF'lar1 tasarlamak i¢in metal iyonu ve organik baglayicinin sentezi sirasinda
biyoaktif molekiiller dirck MOF yapisina dahil edilebilir veya sentezin ardindan
gozenekler i¢ine biyoaktif molekiil dahil edilebilir. Modifikasyonla islevsellestirilen
MOF vyapilan ilag tasiyict sistem, diagnostik veya teranostik olarak biyomedikal

uygulamalarda kullanilabilir (Sekil 2.10.).
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MOF SENTEZI
Metal iyonu + Organik baglayici

MOF BIOMOF
Gozenekler igindeki biyoaktif molekiil MOF yapisindaki biyoaktif molekiil

MODIFIKASYON
(islevsellestirme, kompozit)

UYGULAMA YOLU
Uygulama yolu (tabletler, haplar, yamalar vb.)

BiYOUYGULAMALAR
v v
iLAC DAGITIMI DIAGNOSTIK
MOF + ilag/BIOMOF Biyomedikal goriintiileme ve sensorler
(antiviral, antibakteriyal, antikanser ilaglar) (MRI, CT, optik goriintiileme, hiicre ici pH)

TERANOSTIK
(Tani ve tedavi kombinasyonu)

Sekil 2.10. Biyomedikal uygulamalarda kullanilan MOF'larin tasarim semasi (Bieniek
etal., 2021).

MOF'larin kataliz (Fouladi et al., 2017), enerji ve biyomedikal (Y. Liu et al., 2019; Y.
Sunetal., 2020; Zhao et al., 2018) dahil ¢esitli alanlarda uygulama potansiyeli genistir.
MOF vyap1 tasglari, diger nanomalzemelerden farkli olarak go6zenekli kristal
malzemelerin yeni formlar1 olarak kullanilabilir (Sekil 2.11.) (Yang Zhang et al.,
2019).
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Metal organik
cergevelerin
uygulama alanlan

v

Sekil 2.11. MOF’larin uygulama alanlari.

2.5.3. MOF esash uyaranlara duyarh ilag tasiyici sistemler

Yaygin ilag¢ enjeksiyonu yontemi, nanopartikiillerin kan damarlarindaki endotel ile
etkilesime girdigi ve bdylece timor interstitiyumuna segici olarak gecebilen
nanopartikiillerin intravendz infiizyonunu icermektedir. Nanopartikiiller, hedef kanser
hiicreleri tarafindan alinmali ve terapdtik fonksiyonlarini yerine getirecek kadar uzun
siire tutulmahdir. Ilag tastyici sistemler, biyolojik karmasikligin hedef bolgelere ilag
iletimi icin getirdigi stmirlamalari minimize etmek igin tasarlanmistir. ITS nin basaril
kabul edilmesi i¢in, ilag saliminin yontemi ve profili dikkatlice se¢ilmelidir. Her biri
belirli bir amaca bagh olarak ilag salimi igin ¢esitli mekanizmalar vardir (Moradi

Kashkooli et al., 2020).

Imidazolil (pH), disiilfid bag1 (GSH), porfirin (151k) vb. gibi uyaranlara duyarli
gruplarin veya malzemelerin MOF yapisina dahil edilmesi nedeniyle, akill
malzemeler uyaranlar altinda molekiiler konformasyonel degisikliklere, protonasyona
veya hidrolitik bolinmeye ugrayacaktir. Bu durum MOF yapisina dahil edilen konuk
molekiillerin salinmasina yol agar. pH, GSH, glikoz, ATP, iyon, H2S, enzim, 151k,

sicaklik, basing vb. gibi uyaranlara gore MOF esash ilag tasiyict sistemler
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tanimlanmistir ve literatiirde bu salim mekanizmalarini esas alan birgok g¢alisma

mevcuttur (Sekil 2.12.).

‘% gl 7 _ Enzim)
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o ‘
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° Yiizey modifikasyonu HaS v
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@ MOF tabanli DDS i GSH ’
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Sekil 2.12. MOF esasli uyaricilara duyarl: ilag tasiyict sistem (Y. Wang et al., 2020).

2.5.3.1. pH'a duyarh ila¢ salimi

Normal kan ve doku ile karsilagtirildiginda, tiimér mikrogevresinde (pH 5,7-7,8),
endozomda (pH 5,5-6) ve lizozomda (pH 4,5-5) olmak tizere pH daha diisiiktiir. Aside
duyarli birgok MOF (ZIF-n, MIL-n, UiO-n, DUT-n ve benzeri), aside kararsiz baglar
(amid, oksim, ortoester baglari, imin, poliasetal, poliketal, siilfonatlar vb.) veya diger
pH'a duyarli malzemeler (karboksimetilseliiloz (CMC), kitosan, jelatin polimer vb.)
diisiik pH'a maruz birakildiklarinda tahrip olabilir ve bu da ylik salinimina neden
olabilir. Bu iistlin 6zelliklerden yararlanarak, MOF esasli pH'a duyarh ilag¢ tasiyici
sistemler, hiicre dis1 ve hiicre i¢i ilag tasiyicis1 olarak tasarlanmistir. pH'a duyarh
ITS'lerin ilag salim mekanizmalar1 dort farkli kategoride ozetlenebilir: (a)
koordinasyon baglarinin protonasyonla indiiklenen kirilmasi, (b) pH ile bdliinebilir
baglar, (c¢) pH'a duyarli malzemeler ve (d) konukcu yapi-konuk molekiil etkilesimleri

(Sekil 2.13.).
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Sekil 2.13. MOF esasli pH'a duyarli ilag tasiyici sistemlerin mekanizmalar: (Y. Wang
et al., 2020) .

2.5.3.2. Redoksa duyarh salhim

Redoksa duyarlt mekanizmalar malzemelerin redoksa duyarli olarak ayrigsmasidir ve
lic grupta toplanir: (1) glutatyona (GSH)-yanitli salim, (2) glikoza duyarli salim ve (3)
enzime duyarli salim (Sekil 2.14.).

-S-S-

sig |GSH GSH GSH Glikoz Enzim
M'
Greg G ol @) e
Aracil redoks aktif maddeler Asitte kararsiz ve Enzime duyarl
Distilfit baglarl I GOx matervali aracili materval aracili
T | |
GSH'ye duyarh Glikoza duyarh

Redoks duyarli salim mekanizmasi
© Metal iyonu !§ Ligand @ MOF Qﬁ ilac . pH'ye duyarl mataryel * Glikoz oksidaz (GOx)

QO Enzime duyarh mataryel @ Asitte kararsiz materyal O Redoks aktif materyal

Sekil 2.14. Redoks duyarl ilag saliminin birkag tipik mekanizmasi (Y. Wang et al.,
2020).
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Normal dokularla karsilastirildiginda, yiiksek GSH konsantrasyonu (sitoplazmada 2
ila 10 mM arasinda degisir), kan ve hiicre dis1 matristekinden (2 uM) 100-1000 kat
daha yiiksek olan tiimor dokularinin ana 6zelligidir. Daha da 6nemlisi, GSH disiilfid
baglari, redoksaktif malzemeler vb. maddeleri oksitleyen giiclii bir indirgeyici ajandir.
Bu bilgiler 15181nda, MOF'lara dayali GSH'ye yanit veren ilag tasiyicilart i¢in mevcut
mekanizmalar temel olarak ikiye ayrilir: (1) distilfid baglarin1 par¢galama mekanizmasi,

(2) GSH'ye duyarli materyallerin aracilik ettigi mekanizma (Y. Wang et al., 2020).

Lei ve ark. MOF-Zr (DTBA), metal diigiimler (Zr) ve 4,4'-ditiyobisbenzoik asidin
(4,4-DTBA) organik ligandim1 kullanarak yeni bir GSH'ye duyarli tasiyici
olusturmustur. Ditiodiglikolik asit i¢indeki disiilfiir bagi (SS), GSH varliginda
boliinebilir, bu da MOF'un verimli redoks tepkili ayrismasina ve ardindan ilacin
salinmasina yol agmaktadir. (Sekil 2.15.). Ligand tasarimi agisindan bakildiginda,
MOF tabanli GSH'ye yanit veren terapotik platformlarda, ilacin MOF'tan disiilfid

baginin kirilmasi ve kafes yapisinin ¢okmesi yoluyla ayrildigi sonucuna ulagiimistir.
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Sekil 2.15. Kanser tedavisi i¢in tiimdr hiicrelerinde CCM@MOF-M(DTBA)'nin
hazirlanmasinin ve redoks duyarli bozunmasinin sematik gosterimi (B. Lei
etal., 2018).

Simdiye kadar, GOx bazli insiilin iletim sistemi {istiin kararlilig1 ve seri tepki hiz1 ile
glikoza duyarli sistemin en popiiler yoludur. Nanotasiyicilar yiiksek bir glikoz

konsantrasyonunda goriindiigiinde, GOx, glikozun glukonik asit ve H20.'ye
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doniistimiinii katalize ederek lokal asitlesmeye neden olmaktadir. Daha sonra asidik
ortamlarda MOF'un bozunmasi meydana gelir ve bu da insiilin salinimina yol
acmaktadir (Sekil 2.16.). ZIF-8, MIL-100 (Fe) vb. gibi karsilik gelen MOFlar asit
ortamda kararsiz olmalidir. flag salimi agisindan bakildiginda, bu tip GOx/glikoza
duyarl1 NMOF bazli ITS, pH'a duyarli iTS'lere daha ¢ok benzer. Her ikisi de kafesi
parcalamak i¢in asidik kosullar tarafindan salinmasina ragmen, aradaki fark, glikoza
duyarl tasiyici sistemin ilk olarak glikoz tarafindan tetiklenmesidir. GOx/glikoza
duyarli NMOF bazli iTS, biiyiik miktarlarda glikoz tiiketimi nedeniyle aclik tedavisi
icin potansiyel adaylardir. Bu avantaja ek olarak Fenton benzeri reaksiyon i¢in pozitif
bir geri besleme nanoplatformu olarak kullanilabilir ve MIL-100 (Fe) s6z konusu
oldugunda enzimatik reaksiyon yoluyla aclik tedavisini iyilestirebilir. Ayrica,
hidrofobik 1s18a duyarlilagtiricilar (PS'ler) ve yukari doniistiirme nanopargaciklar
(UCNP'ler) ile birlikte, sinerjik fotodinamik tedavi ve aglik tedavisini gelistirmek igin
GOx ile islevsellestirilmis ZIF-8 (UCNP'ler/ TAPP@ZIF-8) de benimsenmistir. Hem
GOx tarafindan iretilen hem de endojen H202'nin GOx tarafindan indiiklenen
ayrigmasi, itme kuvveti saglamakta ve nanotasiyicinin yayilimini giiclendirmektedir
(%27), bu da terapotik nanotasiyicinin hiicresel alimmi gelistirmektedir. Bu glikoza
duyarli nanoamplifikatorler, daha fazla arastirilabilecek umut verici teranostik

ajanlardir (Y. Wang et al., 2020).
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Sekil 2.16. MOF tabanli nanosistemden glikozla tetiklenen instilin saliniminin sematik
gosterimi (Duan et al., 2018).
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Son zamanlarda, pozitif geri besleme nanoplatformunun tasarimi, aclik tedavisi ve
ayrica enzime duyarli ilag salimi gibi MOF tabanli iTS'de enzimler kullanilmustir.
MOF bazli enzime duyarl ilag tasiyici sistemlerin ¢ogu i¢in, enzim ve karsilik gelen
enzimler tarafindan parcalanabilen madde arasindaki redoks reaksiyonlar1 yoluyla ilag
sadece belirli bolgelerde salinabilir. Bu mekanizma igin hyaluronik asit
(HA)/hiyaliironidaz (HAdaz) ve pektin/pektinaz gibi bircok enzime duyarl
materyalden yararlanilmistir. Spesifik enzime duyarl materyaller, enzime yanit veren
salim mekanizmasindaki anahtar faktorlerdir. Ornek olarak HAdaz-yanitin1 alarak,
Kibeom ve ark. PCN-224 nanoMOF ve HA ile enzime duyarli polimer kapli MOF
sistemini bildirmistir (Sekil 2.17.). Nanotasiyici, yiiksek yiikleme kapasitesi yetenegi
(%108) gosterdi ve kapsiilleme mekanizmasina esas olarak van der Waals etkilesimleri
ve hidrojen bag1 gibi kovalent olmayan etkilesim neden oldugu belirlendi. Ayrica,
nanoMOF {izerindeki HA kaplama, basit tekli koordinasyon baglar1 ve ¢ok degerlikli
koordinasyon baglar ile birlikte elektrostatik etkilesim yoluyla gerceklesebilir. 3
saatlik inkiibasyondan sonra HAdaz, HADox-PCN sistemine eklendiginde
Doksorubisin (DOX) floresan yogunlugu kademeli olarak artti, bunun da HAdaz’in
PCN-224 yiizeyi iizerinde kaplanan HA’y1 parcalayarak ila¢ salimini indiikledigi
belirtilmistir. Burada HAdaz, DOX'un salimindan sorumludur. Sonug olarak, enzime
duyarli salim, uyaranlara yanit veren ilag tasiyici sistemlerin tasarimi i¢in yeni fikirler
saglar, ancak ayni1 zamanda sinirli enzim tiirleri, enzimlerin inaktive edilmesinin kolay

olmast, vb. gibi belirli sinirlamalar1 vardir.
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Sekil 2.17. CD44 reseptoriinii hedeflemek igin HA ile kaplanmig metal-organik kafes
nanosisteminin ve kemo&fotodinamik tedavi kombine tedavi prosediiriiniin
hazirlanmasinin sematik gosterimi (Kim et al., 2019).
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2.5.3.3. ATP'ye duyarh salhm

Canl1 organizmalarda yaygin olarak bulunan kararsiz yliksek enerjili bir bilesik olan
adenozin trifosfat (ATP), gii¢lii koordinasyon yetenegine sahiptir. ATP'nin
koordinasyon ilkesi sunlart igerir: (1) imidazol halkasi, benzen halkasi ve amino
grubunun N elementinde yalniz ¢ift elektron bulundugundan, ¢6zeltiye metal iyonlar:
eklendiginde koordinasyon reaksiyonu meydana gelebilir; (2) benzen halkasi,
imidazol halkas1 ve amino grubu {lizerindeki N elementinin koordinasyon yeteneginin
farkliligindan dolay1 metal iyonu ile koordinasyon yeteneginde bir fark vardir. Ayrica
ATP, DNA'nin ATP-agaroz kolonuna spesifik baglanmasi nedeniyle ilag salinimini
tesvik etmek icin DNA/RNA ile bir ATP-aptamer kompleksi de olusturabilir. Ilag
salim mekanizmasma gore iki kisma ayrilir: (1) ATP-aptamer komplekslerinin

olusumu; veya (2) ATP-iyon komplekslerinin olusumu Sekil 2.18.’de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.18. ATP'ye yanit veren salim ila¢ saliminin mekanizmalari: (a) ATP-aptamer
komplekslerinin olusumu ve (b) ATP-iyon komplekslerinin olusumu (Y.
Wang et al., 2020).

2.5.3.4. Tyon duyarh sahm

Metal iyonuna duyarli ilag salimi, son yillarda popiiler yaklagimlardir ve bir¢ok metal
iyonu, 6rn. Mg?*, Pb?*, Ca?", K*, Zn?*/Ca®", PO4s* " /HPO4* /H,POs~, PO4*", akill
iyona duyarli ITS tasarlamak i¢in kullanilmistir. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda,
iyona duyarli salim mekanizmalari {i¢ ana formda mevcuttur: (1) metal iyonu/niikleik
asit kompleksinin olusumu; (2) anyon degisimi; ve (3) rekabetci baglama (Sekil 2.19.).
Ozellikle rekabetci koordinasyon, metal iyon/niikleik asit kompleksinin olusumu ve

anyon degisiminin gergeklesmesi icin itici glictiir.
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Sekil 2.19. Iyona duyarli salim mekanizmalari: (a) metal iyonu/niikleik asit
kompleksinin olusumu, (b) anyon degisimi ve (c) rekabetci baglama (Y.
Wang et al., 2020).
2.5.3.5. Isiga duyarh sahm
Isiga duyarli MOF yapisi kirlilik icermeyen, kolay calistirma teknigi, zaman icinde
kontrol edilebilirlik ve sifir enerji maliyeti ile 1s1kla tetiklenen ITS'lerin giderek daha
fazla dikkat cekmesini saglamaktadir. Isik kontrollii ilag salimiin ana mekanizmasi,
aydinlatma altinda molekiillerin/malzemelerin  konformasyonel degisiklikler,
kimyasal bag bdliinmesi veya fototermal doniisiimii ile ilag salimini kontrol etmektir.
Ligand tasarim stratejisi, bazi 6zel 1518a duyarli molekiilleri ligand olarak secerek 1s18a
duyarli MOF tasarlamak i¢in de uygundur. Porfirin MOF'lar1 ve UiO-AZB gibi 15182
duyarli MOF'lar genellikle bazi reaktif oksijen tiirlerinin veya fotoaktif molekiillerin
(porfirin, azobenzendikarboksilat (AZB), antrasen ve tiirevleri, indosiyanin yesili

(ICG) vb.) MOF'un yapisina dahil edilmesiyle olusturulmaktadir (Sekil 2.20.).
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Sekil 2.20. FesOs@UiO-66@WP6 teranostik nanoplatformun iiretim siirecinin ve
calismasinin sematik gosterimi (Wu et al., 2018).

2.5.3.6. Sicakhiga duyarh salim

Lin ve ark. yaptiklar1 calismada ¢inko iyonlar1 ve L-glutamik asit (GA) igeren
biyouyumlu bir metal-organik kafes Zn-GA, bir ila¢ tasiyici sistem olarak
sentezlemistir ve erken teslimat olmadan pH ve termal uyaranlarla tetiklenen kontrolli
ilag salinimi gerceklestirmistir. Antikanser ila¢ metotreksat (MTX), a ekseni boyunca
tek boyutlu kanallara sahip olan kristalin igine kapsiillenmek iizere segilir. Istege bagh
ilag tasiyicist Ustiin biyouyumluluk, son derece diisiik toksisite, yiliksek yiikleme
yetenekleri ve milkemmel ikili yanit verme 6zelligi gosterir, bu da kontrollii salim ile
verimli bir ilag tasiyicisi olarak pratik uygulanabilirligi gostermektedir (Sekil 2.21.)
(Lin et al., 2018).
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Sekil 2.21. Zn-GA kapsiillii MTX'in ikili yanit veren ila¢ saliminin sematik gosterimi
(Linetal., 2018).

2.6. Zeolitik iImidazolat Kafes-8 (ZIF-8)

ZIF-8, Zn iyonlarmin 2-metilimidazol ile koordinasyonu ile olusturulmus bir MOF
smifidir (Cai et al., 2015). ZIF-8, diisiik sitotoksisitesi, genis gozenekleri, biiyiik ylizey
alani, ytiksek performansi, asit duyarliligi ve cesitli sentetik islemlerle tiretilmesi
nedeniyle arastirmacilar tarafindan sec¢ilmis ve g¢esitli uygulamalar icin
endiistrilestirilmistir (Y. Wang et al., 2020). ZIF-8; floresein, enzimler, ilaglar ve DNA
gibi bir¢ok molekiil i¢in kontrollii ilag tasiyict sistemlerde kullanilmigtir (Hui Wang et
al., 2020). ZIF-8, viicudun dogal fizyolojik pH'1 olan 7,4'te stabil oldugundan ve bir¢ok
kanser hiicresinin asidik kosullar1 altinda ayrisabildiginden, pH'a duyarli bir ilag

tastyict sistemin olusturulmasi igin son derece iyi bir adaydir (Q. Meng et al., 2018).

Yaghi ve c¢aligma arkadaslari tarafindan ilk kez 2006 yilinda sentezlenen ZIF-8
(Zn(mim)2, mim = 2-metilimidazolat), diizenli bir zeolitik sodalit (sod) topolojisine
benzer (Park et al., 2006). ZIF-8'in ilgi ¢ekici yapisal ozellikleri, genis gdzenekleri
(11,6 A, bkz. Sekil 2.22) ve daha yiiksek yiizey alamdir (BET: 1630 m? g%) (Q. Shi et
al., 2011). Bu o6zellikleri ZIF-8'i gesitli etkileyici uygulamalara sahip en kokli ZIF

malzemesi haline getirmistir (Venna et al., 2010).
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Sekil 2.22. 3,4 A acikliklarla birbirine baglanan 11,6 A capinda biiyiik gdzeneklere
sahip olan ZIF-8'in ¢okyiizlii sunumu (C.-Y. Sun et al., 2012).

Yapilan ¢alismalar ZIF-8’in olaganiistii su ve sulu sodyum hidroksit stabilitesine sahip
oldugunu gostermistir (Park et al., 2006). Ancak Sun ve ¢alisma arkadaslar1 ZIF-8'i
asit soliisyonunda siispanse ettiginde hizla ayrigsmaya basladi. Bu sonuglar ZIF-8'i pH'a
duyarli bir ilag tasiyicisi olarak yeni calismalarin gergeklestirilmesine olanak
saglamigtir. Sun ve ark.’in ¢aligmasina kadar, pH'a duyarl ilag araglar1 olarak bagka
hi¢cbir MOF veya ZIF kullanilmamistir ve ilk defa, ZIF-8'den siirekli ilag salinimini ve
bunun fizyopatolojik pH sinyallerine yanitinin literatiire kazandirilmasini saglamistir
(Sekil 2.23. ve Sekil 2.24.) (C.-Y. Sun et al., 2012).

Sekil 2.23. ZIF-8'den salman kapsiillenmis 5-FU'nun iki yaklagiminin sematik
gostermi. C = gri, N = mavi, O = kirmizi, F = a¢ik mavi, Zn = yesil (C.-Y.
Sun et al., 2012).



Sekil 2.24. 37 °C'de farkli pH tamponlarina (sirasiyla pH 7,4 PBS ve pH 5,0 asetat)
daldirilmig ZIF-8'in taramali elektron mikrografik (SEM) goriintiileri (a) 0
giin (hazirlandigi gibi); (b) pH 7,4 tamponda 7 giin; (c) pH 5,0 tamponunda
5 dakika ve (d) pH 5,0 tamponunda 15 dakika (C.-Y. Sun et al., 2012).

ZIF-8 nanoyapilari ilk sentezlendiginden giiniimiize kadar olduk¢a yaygin olarak

calisilmistir ve birgok gelismeler kaydetmistir. Literatiirde bugiine kadar calisilmis

uyaranlara duyarli ZIF-8 ilag tasiyict sistemlerin salim mekanizmalar1 ve in vitro

sitotoksisite ¢alismalar1 6zet olarak gosterilmistir (Tablo 2.2. ve Tablo 2.3.).
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Tablo 2.2. Uyaranlara duyarli ZIF-8 ilag tasiyict sistemler ve salim mekanizmalart.

Ilac tasiyicn Uyaranlar Mekanizmalar Uyarana Ilaclar Yiikleme Salim Ref.
sistemler duyarh verimliligi orani
malzemeler (%0) (%)
S-siilfosalisilik pH pH'a duyarli malzeme ZIF-8 5- - 75 Tez 1. Caligma
asit/BSA/BAsS@ZIF- stilfosalisilik (Ozsoy et al., 2021a)
8 asit/BAs
ZGGO@ZIF-8-DOX pH ZIF-8'in protonasyonu ZIF-8 DOX 93,2 47,8 (Lvetal., 2019)
FZIF-8/DOX-PD-FA pH, NIR pH/is18a duyarli malzeme HOOC- DOX 25,88 57 (Y.-T.Qinetal.,
PDMAEMA- 2019)
SH
ZIF-8@GA@Fe@5- pH pH'a duyarli malzeme ZIF-8 5-FU 96,63 50 Tez 2. ¢aligma
FU@GOx
CpG/ZANP'ler pH ZIF-8'in protonasyonu ZIF-8 Antijen 30,6 >80 (Zhong et al., 2019)
ovalbiimin
FA-PDA-DOX/ZIF- pH Koordinasyon baginin ZIF-8 DOX 9,12 68,78 (Feng et al., 2019)
8 protonasyona bagl kirilmasi
DOX/Pd@AU@ZIF- pH, NIR Protonasyon/isiga duyarl ZIF-8/Au DOX 3,93 73 (Yang et al., 2017)
8 malzeme
Ce6-DNAzim@ZIF- pH Koordinasyon baginin ZIF-8 DNAzim 10 - (Huimin Wang et al.,
8 protonasyona bagl kirilmasi 2019)
DOX@ZIF- pH ZIF-8'in protonasyonu ZIF-8 DOX 10 50 (Dong et al., 2018)
8@AS1411
PEG-FA/(DOX + pH Koordinasyon baginin ZIF-8 DOX 40,9 76,48 (H. Zhang et al.,
VER)@ZIF-8 protonasyona bagli kirilmasi 2017)




ve

Tablo 2.3. ZIF-8 ilag tasiyici sistemler ve in Vitro sitotoksisite ¢aligmalari.

Tlac tasiyict Yardimci Ila¢ Hiicre hatt1 Hiicre  Sitotok Morfolojik degisim/ Ref.
sistemler malzemeler canhhgr sisite mekanizma
ZIF-8@GA@Fe Gallik asit, Fe**,  5- MDA-MB-231 - %45 kromatin yogunlasmasi, Tez 2.
@5-FU@GOx glikoz oksidaz Florourasil hiicre membran calisma
pargalanmasi, vakuol
olusumu, mitokondriyal
hasar
5-siilfosalisilik Bovin serum 5- HUVEC, %84,7 %66,4 niikleer membran Tez 1.
asit/BSA/BAs@ZIl  albumin stlfosalisil MCF-7 pargalanmasi, apoptotik calisma,(O
F-8 ik asit, cisimler, hiicre biiziilmesi, zsoy et al.,
Bosvelik vakuolar olusum, kromatin 2021a)
asit yogunlagmasi
CSIPVA-TA-Z Kitosan, tannik - Insan fibroblast %96,1 + - - (Lamei &
asit, polivinil hiicreleri 6,6 Hasanzade
alkol h, 2022a)
GOx@ZIF@ MPN  Glikoz oksidaz, - 4T1, COS7 - %65 Kaskad katalizi, aglik terapi, (L. Zhang
tannik asit, Fe®* ROS artis1, Fenton raksiyonu et al.,

2018a)




Ge

Tablo 2.3. (Devam) ZIF-8 ilag tasiyici sistemler ve in vitro sitotoksisite ¢alismalari.

Tlac tasiyict Yardimci ilac Hiicre Hiicre Sitotok  Morfolojik degisim/ Ref
sistemler malzemeler hatti canhhgr sisite mekanizma
Vakuolizasyon,
yuvarlak hiicre
Bovin serum morfolojisi, hiicre
BSA-Gem@ ZIF- albuml_n, _ Gemsitabin HUVEC, %80 %62 bljzulrnes1, hiicre ve (Abd Al-jabbar
8/Dopa/GA dopamin, gallik MCF-7 niikleer zar
. et al., 2022b)
asit pargalanmasi,
kromatin
yogunlagmasi
g;/ﬁg-mszo Hyalironik asit gi’:g;zo 4T1 : %90  Kemo-fototermal etki gg.lg)hang etal,
i};i%fzﬁjl'er I;?”'k asit, E. ?[;)gi‘())r“b's'n 5637 . %60  Kemotaksi (Lietal., 2022)
Doksorubisin
DSF/DOX@ ZIF-  Tannik asit, (DOX), MDA-MB- i %723 Cu* bazli Fenton (X. Y. Meng et
8@Cu-TA Cu? distlfiram 231 ' benzeri reaksiyon al., 2021)

(DSF)




Tez kapsaminda yapilan ilk ¢alismada, 5-siilfosalisilik asit/BSA ve 5-siilfosalisilik
asit/BSA/BAs NP'leri, sentezlenmistir. Daha sonra 5-siilfosalisilik asit ve BAs hibrit
yapist bir ¢ekirdek@kabuk (BSA@ZIF-8) mimarisinde lretilmistir. 5-siilfosalisilik
asit ve bosvelik asit (BAs) icin etkili bir ilag tasiyici sistem olarak BSA@ZIF-8
kullanilmustir. 5-siilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik
asit/BSA/BAsS@ZIF-8, kanser tedavisi i¢in umut verici bir pH'a duyarl ilag tasiyici
sistemdir. 5-siilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-
8'deki 5-siilfosalisilik asit ve boswellik asit (BAs) fizyolojik kosullar altinda serbest
degildir, asidik pH'larda ZIF-8 kabugu parcalanarak salinir. Son olarak, 5-siilfosalisilik
asit/BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8'in etkinligi ve hiicresel
alimi normal hiicreler (insan gébek damari endotel hiicreleri:HUVEC) ve meme
kanseri hiicreleri (Michigan Cancer Foundation-7:MCF-7) {izerinde hiicre
proliferasyon reaktifi (WST-1), hiicre canliligi goriintiileme deneyleri ve Akridin
Oranj (AO) boyama ile analiz edildi.

Tez kapsaminda yapilan ikinci calismada ilag tasiyict sistem olarak fenolik bilesik
gallik asit ile modifiye edilen Fe katkili ZIF-8 MOF yapis1 sentezlenmistir. Tastyici
sistemin terapdtik etkinliginin glikoz oksidaz ve altin katki maddeleri ile arttirilmasi
amaclanmigtir. Nanotastyicilarin basarili iiretimi ve yapisal 6zellikleri, SEM, TEM,
FT-IR, Zeta potansiyeli, XRD ve TGA analizleri gibi farkli karakterizasyon
yontemleri kullanilarak dogrulanmugtir. Ilag yiikleme kapasitesi ve kapsiilleme
etkinligi iizerine yapilan calismalar, tasarlanan ZIF-8 tabanli nano ila¢ tasiyici
yapilarin yiiksek kapsiilleme etkinligine sahip oldugunu gostermistir. pH 5,0 ve pH
74te  ZIF-8@GA@Fe@5-FU, ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOx ve  ZIF-
8@GA@Fe@5-FU@AU in vitro ilag salim ¢alismalari pH'a baglh salinimlar
gbzlenmistir. In vitro sitotoksisite sonuclarina gore ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOX,
MDA-MB-231 UNMK hiicre hatlar1 iizerinde apoptoz ve cesitli morfolojik
degisikliklere neden olarak en etkili yap1 olarak belirlenmistir. Ayrica ZIF-
8@GA@Fe@5-FU@AU ile birlikte gallik asit igeren ZIF-8@GA@Fe@5-FU yapisi
da liiminesans ozellikleri gostermistir. Elde edilen sonuglar, gelistirilen ilag tasiyici
sistemlerin farkli alt tiplerindeki meme kanseri hiicre hatlarinda ila¢ salim

uygulamalar1 igin alternatif ve uygun temsilciler oldugunu gostermektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullamlan Cihaz ve Ekipmanlar

Bu tez calismasinda FTIR spektrumlari, bir Perkin Elmer FTIR Spektrometresi
(Spectrum Two) kullanilarak 4000 ve 400 cm-1 araliginda elde edilmistir.
Numunelerin absorbans 6l¢timleri bir UV-Vis Spektrofotometre (Shimadzu UV-2600,
Japonya) ile yapilmistir. Sentezlenen ilag¢ tastyici sistemlerin mikro yapisi, Philips
XL30 SFEG taramali elektron mikroskobu (SEM) ile karakterize edilmistir. DSS'lerin
morfolojileri ve mikro yapilari, transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile
karakterize edilmistir. Tiim ilag¢ tasiyici sistemlerin X-1s1n1 kirinim (XRD) paterni, 60
kV'da calistirllan PANalytical Empyrean difraktometre ile analiz edilmistir. Termal
gravimetrik analiz (TGA), bir Setaram termo gravimetrik analiz cihazinda yapilmistir.
NP'lerin zeta potansiyelleri, bir Micromeritics Zeta/Nano Particle Analyzer (Nano
Plus-3) tarafindan incelenmistir. Tiim analizlerden elde edilen verilerin istatistiksel
olarak incelenmesi i¢in SPSS programi kullanilmistir. Hiicre kiiltilirii ¢alismalarinda
%5 CO2 ile nemlendirilmis Thermo Fisher Scientific inkiibator kullanilmistir.
Sentezlenen ilag tasiyici sistemlerin in vitro sitotoksisite ¢alismalart igin hiicreler

EVOS FL hiicre goriintiileme sistemi (Thermo Fisher Scientific) ile goriintiilenmistir.

3.2. Kullamilan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Bu tez calismasinda BSA (sigir serum albiimini), ¢inko kloriir (ZnCl2), 2-
metilimidazol (2-Melm), saf etanol (C:HsOH), sodyum kloriir (NaCl), metanol
(CH30H), SA (salisilik asit), sodyum hidroksit (NaOH), Zn(NO3)2.6H-0, gallik asit
(GA), FeCls.6H20, 5-Florourasil (5-FU), glikoz oksidaz (GOx), Au standart
sollisyonu, Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) hiicre kiiltiirii besiyeri,
fetal sigir serumu (FBS) ve akridin oranj boyasi1 Sigma-Aldrich'ten temin edilmistir.
Hiicre hatlan (HUVEC, MCF-7 ve MDA-MB-231), American Type Culture
koleksiyonundan (ATCC) satin alinmis ve Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji ABD’de mevcuttur. Ultra saf su (Millipore), WST-1 kiti BioVision'dan satin
alinmigtir. Pen-strep (penisilin ve streptomisin) antibiyotik, tripsin ve PBS 1X (pH 7,4)



Wisent'ten satin alinmigtir. ReadyProbes™ Hiicre Canlilig1 Goriintiileme Kiti, Life

Technologies Thermo Corp'tan (Carlsbad, CA) temin edilmistir.

3.3. Istatiksel Analiz

Bu tez caligmasindaki tiim analizlerden elde edilen veriler SPSS programi ile
istatistiksel olarak incelenmistir. Coklu karsilagtirmalar i¢in Post-Hoc Tukey testi ile
tek yonliit ANOVA kullanilmistir. Tiim deneyler ti¢ tekrar halinde gergeklestirilmistir.

"p <0,05", tiim istatistiksel arastirmalarda istatistiksel olarak énemli kabul edilmistir.

3.4. ZIF-8 Sentezi ve Modifikasyonu

3.4.1. Atikanser ilag tasiyici sistem olarak metal-organik kafes nanokompozitinde
bir protein-siilfosalisilik asit/bosvelik asit ¢alismasi

Tez kapsaminda ZIF-8 sentezi literatiirdeki oranlar dikkate almarak (Ozsoy et al.,
2021b), 6 mL metanol i¢inde ¢6ziilmiis 1,18 g ¢inko kloriir ¢ozeltisi, 120 mL metanol
icinde ¢Oziilmiis 2-metilimidazol (0,79 g) c¢ozeltisine eklenmistir. Sentez, oda
sicakliginda nitrojen spreyi altinda 1 saat karistirilarak yapilmistir. ZIF-8 Kristalleri,
santrifiijleme (5000 rpm, 10 dakika) ile izole edilmistir ve metanol ile yikanmistir.
Numune gece boyunca kurutulmustur. Daha sonra ZIF-8, sirasiyla BSA ve BAs ile

modifiye edilmistir.

S-siilfosalisilik asit/BSA NP'lerinin sentezi i¢in, 1 g BSA, 20 mL sodyum kloriir (2
mM) c¢ozelti i¢inde ¢Oziilmiistiir. Daha sonra 3 mL 0,1 M NaOH Kkaristirilarak
eklenmistir. Protein soliisyonu 80 mL 5-siilfosalisilik asit soliisyonu (etanol
soliisyonunda 1 mg/mL) 4 mL/dk ekleme hizinda eklenerek BSA/5-siilfosalisilik asit
nanokompozitine doniistiiriilmiistiir. Siispansiyon, santrifiijlemeden sonra etanol ile

yikanmistir ve 50 mL metanol igerisinde yeniden dagitilmistir.

5-siilfosalisilik asit/BSA NP'lerini ZIF-8 ile kaplamak i¢in ZnClz (6 mL metanolde
0,018 g) ve metilimidazol (6 mL metanol i¢inde 0,079 g) soliisyonlar1 hazirlanan 5-
siilfosalisilik asit/BSA siispansiyonuna eklenmistir. Siispansiyon 45 dakika
karistirtlmistir ve santrifiijlemeden sonra metanol ile yikanmustir. 5-siilfosalisilik

asit/BSA@ZIF-8 tozlari, dondurarak kurutma yoluyla elde edilmistir.

S5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs NP'lerin sentezi i¢in, 1 g BSA, 20 mL 2,5 mM NaCl
¢oOzeltisi icinde ¢ozlilmiistlir. Daha sonra ¢6zeltiye 3,5 mL 0,1 M NaOH karistirilarak

ilave edilmistir. Cozilinen proteinler, 30 dakika karistirildiktan sonra 4 mL/dk ilave
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hizinda 80 mL S5-siilfosalisilik asit c¢ozeltisi (etanol ¢ozeltisi i¢inde 1 mg/mL)
eklenmistir ve 5 mL/dk'lik bir ekleme hizinda 80 mL BAs ¢dzeltisi (etanol ¢ozeltisi
icinde 1 mg/mL) ilave edilerek 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs NP'lerine
dontstiiriilmiistiir. Siispansiyon, santrifiijlemeden sonra etanol ile yikanmistir ve

tekrar 50 mL metanol igerisinde dagitilmistir.

S5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs NP'lerini ZIF-8 ile kaplamak icin, hazirlanan 5-
stilfosalisilik asit/BSA/BAs siispansiyonuna ZnCl, (6 mL metanolde 0,018 g) ve 2-
metilimidazol (6 mL metanolde 0,079 g) c¢ozeltileri eklenmistir. Siispansiyon 45
dakika karigtirllmistir ve santrifiijlemeden sonra metanol ile yikanmistir. 5-
stilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8 tozlari, dondurarak kurutma yoluyla elde

edilmistir.

3.4.2. Gallik asit ve Fe katkili, Au veya GOx modifiye ZIF-8 esash ilag tasiyici
sistemlerin antikanser aktiviteleri calismasi

ZIF-8 sentezi i¢in literatiirdeki oranlar dikkate alinmistir (F. Fu et al., 2018a). 60 mL
metanol i¢inde Zn(NO3z)2.6H20 (2,7 g, 9,08 mmol) ve 2-Melm (1,5 g, 18,3 mmol)
cozeltileri ayr1 ayr1 hazirlanmigtir. Sentez, ortam sicakligindaki Zn(NOz3)2.6H20
¢Ozeltisi icine damla damla 2-Melm ¢ozeltisi ilave edilerek ve 1 saat karistirilarak
gerceklestirilmistir. ZIF-8 nanokristalleri santrifiij (4000 rpm, 15 dk) ile ayrilmistir ve
reaksiyona girmeyen maddeler 3x30 mL metanol ile tekrar tekrar yikanarak
uzaklastirtlmistir.  Numune 24 saat siireyle kurutulmustur. ZIF-8'in GA ile
modifikasyonu literatiirdeki oranlar dikkate alinarak ZIF-8:GA'nin kiitle oranlar1 1:1,
1:3, 1:5, 1:7 olacak sekilde yapilmustir. ideal kiitle orami, FTIR sonuglar ile
dogrulanmistir ve bu oranla daha fazla modifikasyona devam edilmistir. 60 mL
metanol i¢inde ZIF-8 (0,287 g, 1,26 mmol) ve GA (1,435 g, 8,43 mmol) ¢ozeltileri
ayr1 ayr1 hazirlanmistir. Sentez, oda sicakliginda ZIF-8 ¢ozeltisine damla damla GA
cozeltisi eklenerek ve 2 saat karigtirilarak gergeklestirilmistir. ZIF-8@GA
nanokristalleri, bir santrifiij (4000 rpm, 15 dakika) ile ayrilmistir ve reaksiyona
girmeyen maddeler, 3x30 mL metanol ile tekrar tekrar yikanarak ortamdan

cikarilmistir. Numune 24 saat siireyle kurutulmustur.

Calismamizda literatiirdeki bilgiler karsilastirilarak ZIF-8@GA@5-FU'nun ideal mol
orani 1 mol GA i¢in 0,6 mol 5-FU olarak belirlenmistir (L. Zhang et al., 2018b). 447
mg ZIF-8@GA, 10 mL ultra saf su i¢inde ¢oziilmistiir ve 170,9 mg 5-FU, 40 mL ultra
saf su i¢cinde dagitilmistir. ZIF-8@GA {izerine damla damla 5-FU ilave edilmistir ve
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manyetik bir karistiricida 3 giin karistirilmistir. 3 giin sonra santrifiij (4000 rpm, 15
dk) ile ZIF-8@GA@5-FU partikiilleri ayrilmistir ve ultra saf su ile tekrar tekrar
yikanarak serbest 5-FU uzaklastirlmistir. Hazirlanan ITS 24 saat kurumaya

brrakilmstir.

Ideal mol oran1 literatiirdeki bilgilerle karsilastirilarak; 1 mol GA igin 0,05 mol Fe®*
ve 0,6 mol 5-FU olarak belirlenmistir (L. Zhang et al., 2018b). 850 mg ZIF-8@GA,
15 mL ultra saf suda ¢6ziilmiistiir ve 56,27 mg FeClz.6H20, 10 mL ultra saf suda
¢ozilmustir. ZIF-8@GA dispersiyonuna FeClz.6H2O soliisyonu damla damla
eklenmistir, koyu mavi renk olusumu gozlenmistir ve manyetik karistiricida 2 saat
karistirllmistir. ZIF-8@GA@Fe kristalleri, membran filtrasyonu ile ayrilmistir ve
sentezlenen numune, tekrar tekrar ultra saf su ile yikanmistir. Numune gece boyunca
kurutulmustur. Daha sonra sirasiyla 512 mg ZIF-8@GA@Fe ve 183,6 mg 5-FU 10
mL ultra saf suda ayr1 ayr ¢oziilmiistiir. ZIF-8@GA @Fe tizerine damla damla 5-FU
sollisyonu ilave edilmistir ve manyetik karistiricida 3 giin karistinnlmigtir.  ZIF-
8@GA@Fe@5-FU partikiilleri bir santrifiij (4000 rpm, 15 dakika) ile ayrilmistir ve
serbest 5-FU, tekrar tekrar ultra saf su ile yikanarak ortamdan ¢ikarilmigtir. Numune

24 saat siireyle kurutulmustur.

ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOx, daha once bildirilen prosediirdeki orandan ¢ok az
degisiklikle sentezlenmistir (Altun et al., 2015). 355 mg ZIF-8@GA@Fe@5-FU, 10
mL ultra saf suda dagitilmistir ve 5 mg GOx, 5 mL ultra saf suda dagitilmistir. GOx
solisyonu damla damla ZIF-8@GA@Fe@5-FU dispersiyonuna eklenmistir ve
manyetik karistirictlda 3 giin - kanistinlmistir.  ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOXx
partikiilleri, bir santrifiij (4000 rpm, 15 dakika) ile ayrilmistir ve serbest 5-FU, tekrar
tekrar ultra saf su ile yikanarak ortamdan ¢ikarilmistir. Numune liyofilizatdrde 24 saat

kurutulmustur (Sekil 3.2.).

ZIF-8@GA@Fe@5-FU@AU, daha 6nce bildirilen prosediirdeki orandan ¢ok az
degisiklikle sentezlenmistir (Huang et al., 2022). 6,5 mL Au®* soliisyonu, standart Au
soliisyonu kullamlarak (1 mg Au**/mL) %32 amonyak soliisyonu ile pH 5,0 ile
hazirlanmustir. 355 mg ZIF-8@GA @Fe, 10 mL ultra saf su iginde dagitilmistir ve Au®*
sollisyonu damla damla eklenmistir ve daha sonra 60 °C'de gece boyunca bir manyetik
karistiricida karistirllmistir. 127,3 mg 5-FU, 15 mL ultra saf suda ¢6ziilmiistiir ve bu

karisima damla damla eklenmistir. Daha sonra manyetik karistiricidda 3 giin

karistirildiktan sonra ZIF-8@GA@Fe@5-FU@ AU partikiilleri santrifiij (4000 rpm, 15
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dk) ile ayrilmistir ve ultra saf su ile tekrar tekrar yikanarak serbest kalan 5-FU

uzaklastirilmigtir. Numune 24 saat siireyle kurutulmustur (Sekil 3.2.).

3.5. ZIF-8 Nanoyapilarina ilac Yiikleme Cahsmalar

3.5.1. Gallik asit ve Fe katkili, Au veya GOx modifiye ZIF-8 esash ila¢ tasiyici

sistemlerin antikanser aktiviteleri calismasi

5-FU igin ilag yiikleme kapasitesi ve kapsiilleme verimliligi ZIF-8@GA@Fe@5-FU,
ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOx ve ZIF-8@GA@Fe@5-FU@AU nanoyapilarinda
calistlmustir. flag yiikleme ¢alismalart ii¢ tekrar halinde gergeklestirilmistir. Yiiklenen
5-FU miktarlari, 266 nm'de UV-Vis spektroskopisi kullanilarak belirlenmistir.
Denklemler (1) ve (2) 5-FU yiikleme kapasitesi (%) ve kapsiilleme etkinliginin (%)

hesaplanmasi i¢in kullanilmistir.

) __ Taswyicidaki ilag miktar: (mg)

. . . .
llag yiikleme kapasitesi (% Tasyict miktart (mg)

x 100 (3.1)

Tastyicidaki ilag miktart (mg)

Kapsilleme verimliligi (%) = x 100 (3.2)

Baslangicta eklenen ilag miktari (mg)

3.6. Gelistirilmis fla¢ Tasiyic1 Sistemlerin In Vitro Tla¢ Sahm Ozellikleri

3.6.1. Antikanser ila¢ tasiyica  sistem olarak metal-organik  kafes
nanokompozitinde bir protein-siilfosalisilik asit/bosvelik asit calismasi

5-siilfosalisilik  asit/BSA, 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs, 5-siilfosalisilik asit/
BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8'den 5-siilfosalisilik asidin
salim testleri, 37 °C'de pH 5,0 ve pH 7,4 degerlerine sahip 15,0 mL tampon ¢ozeltilere
15 mg bilesik ilave edilerek gerceklestirilmistir. Onceden belirlenen zaman
araliklarinda, test soliisyonundan 1 mL numune alinmistir ve S-siilfosalisilik asit
konsantrasyonu bir UV-vis spektrofotometre ile belirlenmistir. 5-siilfosalisilik asidin

salim yiizdeleri hesaplanmustir.

3.6.2. Gallik asit ve Fe katkili, Au veya GOx modifiye ZIF-8 esash ila¢ tasiyici
sistemlerin antikanser aktiviteleri calismasi

Gelistirilmis  ZIF-8@GA@Fe@5-FU, ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOx ve ZIF-

8@GA@Fe@5-FU@AU ilag tastyicilarin 5-FU’nun ilag salim 6zelliklerini agiklamak

icin, in vitro ilag salim testleri normal hiicrelerin (pH 7,4) ve kanserli hiicrelerin (pH
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5,0) pH'1n1 temsil eden iki farkli pH ortaminda gergeklestirilmistir. Ilag salim
calismalarinda kullanilan her numuneden 10 mg, sonikasyon yoluyla 10’ar mL pH 5,0
ve pH 7,4 fosfat tampon salin (PBS) tamponlari iginde ayr1 ayr1 dagitilmistir ve diyaliz
torbalarina kapatilmistir. Diyaliz torbalar1 ayr1 ayr1 pH 5,0 ve pH 7,4 tampon
cozeltilerine 37 °C'de 12 saat daldirdlmistir ve 100 rpm'de manyetik olarak
karistirilmustir. Oceden belirlenen zaman periyotlarinda, ortam kosullarmi korumak
icin 1 mL salim ortami ayrilmistir ve her seferinde taze tampon soliisyonu ile
yenilenmistir. Salic1 ortamdan toplanan numunelerindeki ilag miktarlar1 266 nm'de UV
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. 5-FU'nun salim1 (%) Denk. (3) esitligine gore

belirlenmistir (Kush et al., 2020).

Uygulanan kinetik modeller arasinda, deneysel in vitro ilag salim verilerine en iyi uyan

kinetik model karsilik gelen regresyon katsayisi (r?) ile belirlenmistir.

rtr zamaninda salinan ilag miktart

ila¢ salimi (%) = x 100 (3.3)

t=0 zamaninda salinan ilag miktari

3.7. Gelistirilmis fla¢ Tasiyic1 Sistemlerin Karakterizasyon Calismalar:

3.7.1. Antikanser ila¢ tasiyica  sistem olarak metal-organik  kafes
nanokompozitinde bir protein-siilfosalisilik asit/ bosvelik asit calismasi

5-siilfosalisilik  asit/BSA, 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs, 5-siilfosalisilik asit/
BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8 bilesiklerinin mikro yapilari,
bir Philips XL30 SFEG ile taramali elektron mikroskobu (SEM) ile analiz edilmistir.
FTIR spektrumlari, Perkin Elmer FTIR Spektrometresine (Spectrum Two)
kaydedilmistir. Termal gravimetrik analiz (TGA), Setaram termogravimetrik analiz
cihazi ile yapilmistir. NP'lerin pargacik boyutu dagilimlari ve zeta potansiyelleri,
dinamik 11k sagilimi teknigi (Nano Plus-3) ile incelenmistir. Numunelerin UV-vis
absorpsiyon spektrumlari, UV-vis Spektrofotometre (Shimadzu UV-2600, Japonya)

ile elde edilmistir.

3.7.2. Gallik asit ve Fe katkili, Au veya GOx modifiye ZIF-8 esash ila¢ tasiyici

sistemlerin antikanser aktiviteleri calismasi

ZIF-8, ZIF-8@GA, ZIF-8@GA@5-FU, ZIF-8@GA@Fe@5-FU,  ZIF-
8@GAQ@Fe@5-FU@GOX ve ZIF-8@GA@Fe@5-FU@AU nanotasiyicilarinin FTIR
spektrumlari, bir Perkin Elmer FTIR Spektrometresi (Spectrum Two) kullanilarak

4000 ve 400 cm-1 araliginda elde edilmistir. Numunelerin absorbans ol¢limleri bir
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UV-Vis Spektrofotometre (Shimadzu UV-2600, Japonya) ile yapilmistir. Sentezlenen
ilag tasiyici sistemlerin mikro yapisi, Philips XL30 SFEG taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile karakterize edilmistir. DSS'lerin morfolojileri ve mikro
yapilari, transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile 200 keV voltajda ¢alisan bir FEI
TALOS F200S ile karakterize edilmistir. Tiim ilag tastyici sistemlerin X-1s1n1 kirinim
(XRD) paterni, 60 kV'da calistirilan PANalytical Empyrean difraktometre ile analiz
edilmistir. Termal gravimetrik analiz (TGA), bir Setaram termo gravimetrik analiz
cihazinda yapilmistir. NP'lerin zeta potansiyelleri, bir Micromeritics Zeta/Nano

Particle Analyzer (Nano Plus-3) tarafindan incelenmistir.

3.8. Gelistirilmis fla¢ Tasiyic1 Sistemlerin in Vitro Sitotoksisite Calismalari

3.8.1. Antikanser ila¢ tasiyicar  sistem olarak metal-organik  kafes
nanokompozitinde bir protein-siilfosalisilik asit/ bosvelik asit calismasi

Calismada MCF-7 ve HUVEC hiicre hatlar1 kullanilmistir. Hiicreler, %10 FBS ve %1
penstrep antibiyotik ile DMEM (Gibco) kiiltiir ortaminda kiiltiire edilmistir. Her iKi
hiicre hatt, %5 CO2 ile 37°C'de nemlendirilmis bir inkiibatorde (Thermo Fisher
Scientific) kiiltiire ekilmistir ve WST-1 analizi, Hiicre Canlilig1 Goriintiileme Analizi
ve AO boyamadan once Countless II Hiicre Sayaci (Thermo Fisher Scientific)

kullanilarak hiicreler sayilmistir.

5-siilfosalisilik  asit/BSA, 5-sulfosalisilik  asit/BSA/BAS, 5-siilfosalisilik
asit/BSA@ZIF-8, 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8 nanopargaciklarin tek
basina BSA ve ZIF-8 ile karsilastirildiginda sitotoksik etkilerini belirlemek i¢in, WST-
1 analizi yapmmistir. 96 kuyulu plakalarda esit sayida hiicre (2 x 10* hiicre/kuyu)
ekilmistir. 24 saat sonra hiicreler, yukarida belirtilen sentezlenmis NP'lerin 0,5, 1, 2 ve
4 mM konsantrasyonlar1 ile muamele edilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan
hiicreler karanlikta 30 dakika 37 °C'de 10 pL WST-1 reaktifi ile boyanmistir. Daha
sonra hiicreler, 96 kuyulu bir mikroplaka okuyucu (Allsheng, Cin) ile 450 nm'de analiz
edilmistir. WST-1 analizi sonuglarina gore sentezlenen her bir ilag sisteminin en iyi
sitotoksik konsantrasyonu belirlenmis ve ileri analizlere bu konsantrasyon ile devam

edilmistir. Her deney, her bir hiicre hatt1 igin en az {i¢ tekrar gergeklestirilmistir.

Sentezlenen ila¢ sistemlerinin uygulandigi hiicrelerde canli ve Olii hiicrelerin
goriintiilenmesi icin ReadyProbes®Cell Viability Imaging Kit kullanilmistir. Kit, tiim
hiicrelerin ¢ekirdeklerini boyayan ve standart bir 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)
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filtresiyle tespit edilebilen NucBlue® Live reaktifine sahiptir ve NucGreen® Dead
reaktifi, yalnizca plazma membran biitiinliigli bozulmus hiicrelerin ¢ekirdeklerini
boyayan standart bir FITC/GFP (yesil) filtre seti kullanilarak tespit edilmektedir. Kit,
bilinen sitotoksisite ve hiicre canlilig1 parametrelerini 6l¢en iki prob ile canli ve 6lii
hiicreler arasinda ayrim yapilmasini saglamaktadir. Her bir kuyuya esit sayida hiicre
(2 x 10* hiicre/kuyu), ekildikten 24 saat sonra, hiicreler yukarida bahsedilen 1 mM
konsantrasyonda NP ile muamele edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra,
hiicre biiyiime ortamina NucBlue® Live reaktifi (Hoechst 33,342) ve NucGreen ®
Dead reaktifi eklenmistir ve ardindan 15 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra, hiicreler EVOS FL hiicre goriintiileme sistemi (Thermo Fisher Scientific) ile

goriintiilenmistir. Grup basina en az 3 goriintii analiz edilmistir.

Sentezlenmis NP uygulanan hiicrelerde apoptotik Oliimiin morfolojik olarak
goriintiilenmesi igin, hiicreler (5 x 10°), alt: kuyulu hiicre kiiltiirii plakalarinda kiiltiire
ekilmistir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra, hiicreler 1 mM konsantrasyonda
sentezlenmis NP'lerle muamele edilmistir. Daha sonra hiicreler %4 paraformaldehit
(PFA) ile 15 dakika fikse edilmistir ve ardindan karanlikta 30 dakika AO ile
boyanmistir. Boyama sonunda hiicreler EVOS FL hiicre goriintiileme sistemi (Thermo

Fisher Scientific) ile analiz edilmistir. Grup basina en az 3 goriintii analiz edilmistir.

3.8.2. Gallik asit ve Fe katkili, Au veya GOx modifiye ZIF-8 esash ila¢ tasiyici

sistemlerin antikanser aktiviteleri calismasi

Calismada kullanilan HUVEC kontrol hiicreleri ve MDA-MB-231 UNMK hiicre
dizisi, %5 CO2 ile nemlendirilmis bir inkiibatérde (Thermo Fisher Scientific) %10
FBS ve %1 pen-strep antibiyotik ile takviye edilmis DMEM (Gibco) ortaminda
37°C'de kiiltiire edilmistir.

Nanoyapilarin  (ZIF-8@GA, ZIF-8@GA@5-FU, ZIF-8@GA@Fe@5-FU, ZIF-
8@GAQ@Fe@5-FU@GOX ve ZIF-8@GA@Fe@5-FU@AU) tek basina ZIF-8@GA
ile karsilastirildiginda sitotoksik etkilerini ananliz edilmesi i¢in WST-1 analizi
yapilmugstir. Esit sayidda HUVEC ve MDA-MB-231 hiicreleri (2 x 10* hiicre/kuyu) 96
kuyulu plakalarda kiiltiire ekilmistir ve 24 saat boyunca yukarida bahsedilen
sentezlenmis nanoyapilarin 1, 2,5, 5 ve 10 ug/mL konsantrasyonlar1 ile muamele
edilmistir. Inkiibe edilen hiicreler, 37 °C'de 30 dakika boyunca 10 uL WST-1 reaktifi

ile boyanmistir. Sentezlenen her ITS'nin etkili sitotoksik konsantrasyonu, 450 nm'de
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bir mikroplaka okuyucu tarafindan analiz edilmistir ve bu konsantrasyonlar, daha ileri
analizler i¢in kullanilmistir. Hiicre dizilerindeki tiim testler ti¢ tekrar halinde

gergeklestirilmistir.

Nanoyapilar tarafindan indiiklenen apoptotik hiicre 6limiiniin morfolojik olarak
goriintiilenmesi icin, hiicreler (5 x 10°), alt1 kuyulu hiicre kiiltiirii plakalarinda kiiltiire
edilmistir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra, hiicreler 1 ug/mL konsantrasyonda
sentezlenmis nanoyapilarla muamele edilmistir. Daha sonra, hiicreler %4
paraformaldehit ile fikse edilmistir ve ardindan karanlikta 30 dakika AO ile boyanarak
EVOS FL Hiicre Goriintilleme Sistemi (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile
goriintiilenmistir. Ayrica, hiicrelerde mitokondriyal degisimlerin gdzlemlenmesi i¢in
hiicreler karanlikta 45 dakika boyunca mitotacker boyasi (lug/mL) ile boyanmistir ve
PBS ile yikanmistir. Fiksasyondan sonra hiicrelerin ¢ekirdegi DAPI (lug/mL) ile
boyanmuistir ve PBS ile yikanmistir. Goriintiiler EVOS FL Hiicre Goriintiileme Sistemi

(Thermo Fisher Scientific, ABD) ile elde edilmistir.

ITS'lerin fotoliiminesan &zelliklerini gdzlemlemek icin MDA-MB-231 hiicreleri, 4
saat siireyle ZIF-8@GA@Fe@5-FU, ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOx ve ZIF-
8@GA@Fe@5-FU@AU ile muamele edilmistir. Daha sonra kirmizi filtrede

gorintiiler elde edilmistir.

45






4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Antikanser ila¢ Tasiyier  Sistem Olarak  Metal-Organik  Kafes
Nanokompozitinde Bir Protein-Siilfosalisilik Asit/Bosvelik Asit Calismasi

4.1.1. ZIF-8 esash ilag tasiyici sistemlerin sentezi ve karakterizasyonu
5-siilfosalisilik asit/BSA ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs NP'ler baglangic maddesi
olarak ayr1 ayri sentezlenmistir. ZIF-8 sentezi literatiirdeki oranlar dikkate alinarak
(Ozsoy et al., 2021b), metanol i¢inde ¢oziilmiis ¢inko kloriir ¢ozeltisi ve metanol
icinde ¢Oziilmiis 2-metilimidazol ¢6zeltisine eklenerek oda sicakliginda nitrojen spreyi
altinda karistirilarak gergeklestirilmistir. ZIF-8 kristalleri izole edilmistir daha sonra
ZIF-8 sirasiyla onceden sentezlenen 5-siilfosalisilik asit/BSA ve 5-siilfosalisilik
asit/BSA/BAs NP’ler ile modifiye edilmistir. Sentezlenen tiim ilac sistemleri, Sekil
4.1.°de.gosterilmistir.

 BSA §-siilfozalizilik asit . BSA 5 ogMosalisilik asit  Boswellik asit (BAs)

Ao
—
“ ' ’ E
¥ : 1 e O
S-sﬁ]fosalisili_,k azitBSA S-ztulfozalizilik azit BSABA=
Cinko kloriir | 2-Metilimidazol  : Cinko kloriir | 2-Metilimidazol
chzaltisi i ciizeltisi : ciizeltisi ciizeltisi
PEe : ST
- : lzm-s kaplama
- !'_I- - -
. >
- -
: = g~
§-ziilfozalizilik asit BSA@ZIF-B : 5-ziilfosalisilik asit BSABA:@ ZIF-5

Sekil 4.1. 5-siilfosalisilik asit/BSA, 5-siilfosalisilik asit /BSA/BAs, 5-siilfosalisilik
asit/BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8 {iretiminin
sematik gdsterimi.



Sentezlenen tiim nanoparcaciklarin mikro yapilar1 SEM ile karakterize edilmistir
(Sekil 4.2.). S-siilfosalisilik asit/BSA ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs SEM
goriintiileri kiiresel benzeri bir morfoloji sergilemistir (Sekil 4.2. A, B). 5-siilfosalisilik
asit/BSA ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs’nin, ZIF-8 ile kaplanmasindan sonra elde
edilen 5-siilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik asitBSA/BAs@ZIF-8 SEM
goriintiileri  ZIF-8'e benzer morfolojiler gostermistir (Sekil 4.2. C, D).
Bu sonu¢ S5-siilfosalisilik asit/BSA ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs’nin

kapsiillenmesinin ZIF-8'in yapisini etkilemedigi anlamina gelmektedir.

Sekil 4.2. 5-stilfosalisilik asit/BSA (A), S5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs (B), 5-
stilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8 (C) ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-
8 (D) SEM goriintiisii.

Tipik ZIF-8 morfolojisine sahip altigen sekil, ZIF-8'in SEM goériintiisiinden elde
edilmistir (Sekil 4.3.) (S. Liu et al., 2011).

48



Sekil 4.3. Saf ZIF-8 nanoparcaciklarinin SEM goriintiisii.

TGA analizi, Sekil 4.4."te gosterildigi gibi ZIF-8'in termal kararliliklarini incelemek
icin  kullamlmistir. ZIF-8 i¢cin elde edilen egri, ¢oziici molekiillerinin
uzaklastirilmasina uygun olarak 180°C ile 230°C araliginda %22'lik bir agirlik kaybi
gostermistir. ZIF-8'in bozunmasinda bahsedilen %40'lik agirlik kayb1 650 -C'ye kadar
gerceklesmistir. 650°C-950°C araliginda, yiiksek sicakliklarda 2- metillimitidazol
bozunarak ikinci agamada kristal yapinin ¢okmesine bagli olarak %30'luk son agirlik
kayb1 gézlenmistir. Son agirlik kaybi, ZIF-8'in oksidatif ortam altinda tamamen ¢inko
oksite doniismesi anlamina gelir (S. Liu et al., 2011). Sekil 4.5. A’da 5-siilfosalisilik
asit/BSA, 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs, S5-siilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8 ve 5-
stilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8'in termal stabilitesi gosterilmistir. 5-siilfosalisilik
asit /BSA ve 5-siilfosalisilik asit /BSA/BAs numuneleri i¢in elde edilen egriler hemen
hemen benzerdir ve 25-280 °C sicaklik araliginda H2O molekiilleri %10 agirlik kaybi
gostermistir. Daha sonra sicaklik 400 -C'ye yiikseldiginde agirlik kaybi %70'e
ulasmigtir ki bu da numunelerdeki organik molekiillerin ayrismasma karsilik
gelmektedir (Yao et al, 2013). 5-siilfosalisilik asit/BSA, 5-siilfosalisilik
asit/BSA/BAs’nin TGA egrisi, 5-stilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik
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asit/BSA/BAS@ZIF-8’in  TGA egrisi ile karsilagtirildiginda ¢ok fazla fark
gostermemistir. Bu sonuglar 5-siilfosalisilik asit/BSA ve 5 stilfosalisilik asit/BSA/BAs
molekiilleri ZIF-8 igine eklendiginde ZIF-8 termal stabilitesinin etkilenmedigini

gostermistir.
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Sekil 4.4. ZIF8'in TGA egrileri.

Pargaciklarin, herhangi bir koloidal yapida topaklanma olmadan ideal bir dagilim
sergilemesi igin yiizey yiiklerine sahip olmasi gerekir. Bu nedenle yiizey yiiklerinin
anlasilmasi, bu parcaciklarin bir yiizeye adsorpsiyonuna veya hedeflenen bolgeye
afinitelerine karar vermek icin kritik 6neme sahiptir. Zeta potansiyeli, koloidal
dispersiyonlarin kararliliginin 6nemli bir gostergesidir. Yiiksek zeta potansiyeline
sahip kolloidler (negatif veya pozitif) elektriksel olarak stabilize edilirken, diisiik zeta
potansiyeline sahip kolloidler pihtilagma veya topaklanma egilimindedir (Chun et al.,
2002). 5-stilfosalisilik asit/BSA, 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs, 5-siilfosalisilik
asit/BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8'in zeta potansiyelleri
sirastyla +28,2 mV, +29,5 mV, +31,4 mV ve +33,9 mV olarak 6l¢tilmiistiir (Sekil 4.5.
B). Tiim ilag tasiyici sistemler pozitif zeta potansiyel degerleri sergilemistir, ancak 5-

stilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8 sistemi, her bir bilesenin katkisiyla en yiiksek
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pozitif zeta potansiyeli degerini gostermistir. ZIF'ler, iyi bilindigi gibi 6énemli sayida
pozitif yiik igerir. Hiicre zarlar1 negatif yiikli oldugundan, nanoparcaciklarin

ylzeyindeki pozitif yiikler bu nedenle hiicre emilimi i¢in iyidir (Liédana et al., 2012).

ZIF-8 igeren numunelerin FTIR spektrumlar1 (Sekil 4.5. D)'de gosterilmistir. 3200-
3500 cm™ arasindaki genis pik, N-H baginin gerilmesini tanimlar, 2972 cm™ ve 3097
cmt 'deki pikler, sirastyla baglayicidaki metil grubuna ve imidazol halkasinin titresim
modlarinda C-H gerilmesine aittir. (Devi et al., 2016). 1567 cm™ ve 1409 cm™'deki
zirveler sirastyla C=N ve C—-N gerilme modlariyla iliskiliyken, 1341cm™'deki pik tiim
halka gerilmesiyle ilgilidir. 1112, 1019 ve 928 cm™ araligindaki bantlar, halkanin
diizlem i¢i biikiilmesine atfedilebilir, ayrica 622 ve 653 cm™'deki tepe noktalar:
aromatik sp? N-H biikiilmesiyle ilgilidir (J. Liu et al., 2016). ZIF-8'in yapisindaki ¢inko
atomlar1, ZIF-8 olusumu boyunca 2-metilimidazol baglayicinin nitrojen atomlariyla
iliskili oldugundan, 543 cm™'deki bant Zn-N gerilmesine atfedilir. 5-siilfosalisilik
asit/BSA ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs FTIR spektrumlarint 5-siilfosalisilik
asit/BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8 ile karsilastirirken (Sekil
4.5. C ve 4.5. D), 1540 cm™'de bulunan BSA'nin amid II yapisindaki N-H biikiilmesi,
ZIF-8' kapladiktan sonra hala tespit edilmektedir. 5-siilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8 ve
5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8 FTIR spektrumunda 495-1355 cm™ ve 1340-
1505 cm™ bolgesindeki pikler ZIF-8'in imidazol halkasindaki bantlara atifta
bulunmaktadir. Ote yandan SA/BSA ve SA/BSA/BAs igin elde edilen spektrumlar
incelendiginde, spektrumlarin iki sistem arasinda ¢ok giiclii benzerlikler gosterdigi
goriilmiistiir. Bununla birlikte, 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs s6z konusu oldugunda,
piklerin yogunluklar1 ve keskinlikleri artmustir (Sekil 4.5. C). Saf 5-siilfosalisilik
asit/BSA/BAs spektrumu, 3420 cm™ (OH gerilme), 2928 cm * (C-H gerilme), 1685
cm? (C-O gerilme), 1330 cm™'de (COO simetrik germe) ve 1268 cm-1 (C—-CO-C
germe) tepe noktalarini gostermistir. Sekil 4.5. C ve Sekil 4.5. D’nin karsilastirilmasi,
S-siilfosalisilik asit/BSA  ve S5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs karakteristik tepe
noktalarinin konumunun ZIF-8 ile kaplamadan sonra 6nemli 6l¢iide degismedigini
gostermistir.  S-siilfosalisilik  asit/BSA  ve  5-siilfosalisilik  asit/BSA/BAs
kapsiillenmesiyle olusturulan 5-siilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik
asit/BSA/BAS@ZIF-8'in FTIR spektrumundaki degisiklikler ZIF-8 ile ¢ok

yonliiliiklerini ve serbest hareketlerini sinirlamistir. Bununla birlikte, 5-siilfosalisilik
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asit/BSA ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs’nin ZIF-8 tarafindan kapsiillenmesi,

cevresel bozunma bilesiklerine ek koruma saglamistir.
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Sekil 4.5. TGA modelleri (A), Zeta potansiyelleri (B), FTIR spektrumlar1 (C&D), 5-
siilfosalisilik  asit/BSA, 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs, ZIF-8, 5-
stilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8.

ZIF-8’in kristal faz yapis1 XRD ile incelenmistir. Sekil 4.6.’da gosterildigi gibi. 20 =
7.34, 10,41; 12,73; 14,72; 16,45 ve 18,05°'de giiclii piklerin varlig1 sirasiyla (011),
(002), (112), (022), (013) ve (222) diizlemlerine karsilik gelir, bu da hazirlanan ZIF-
8'in (Schejn et al., 2014) yiiksek kristalligini gostermektedir.

52



25000

20000 =

—_
Lr
=
=
L

Yogunluk (a.u)
g

1 lL JUv LLJ v.."l. J‘J NIl'L'-' 'IU%WNWM“._&_L

10 20 30 40 50 B0 70 &0
2 Teta (Derece)

Sekil 4.6. ZIF8'in XRD deseni.

4.1.2. ZIF-8 esash ilac tasiyici sistemlerin ila¢ salim 6zellikleri

5-siilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8'in basarili
konfigiirasyonunun ardindan, entegre 5-siilfosalisilik asit ve 5-siilfosalisilik asit/BAs
salimim davranisi 48 saat boyunca incelenmistir. Sekil 4.7.°de 5-siilfosalisilik
asit/BSA, 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs, S5-siilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8 ve 5-
stilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8’den iki farkli pH kosulu altinda (pH 5,0 ve pH
7,4) 5-siilfosalisilik asidin salim kinetikleri gésterilmistir. Sonuglar, 5-stilfosalisilik
asidin, pH durumundan bagimsiz olarak nano tasiyicidan salindigini gostermistir. 5-
stilfosalisilik asidin %24'tinden fazlasi ve %20'sinden fazlasi, sirasiyla 5-siilfosalisilik
asit/BSA, 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs’den, pH 7,4'te 5 saatte salinirken (Sekil 4.7.
A), %9,5 ve %8,5’ten az 5-siilfosalisilik asit, 12 saat sonra ayn1 pH degerinde sirasiyla
S5-siilfosalisilik  asit/BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8'den
salimmustir (Sekil 4.17. B). Bu sonug, 5-siilfosalisilik asidin fizyolojik kosullar altinda
5-siilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8 iginde ¢ok
iyl depolandigini gostermektedir. 5-siilfosalisilik asidin %70 ve %75'inden fazlasi
sirastyla S-siilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-
8'den pH 5,0'da 10 saatte salinmustir (Sekil 4.17. B) ve 5-siilfosalisilik asit salinimi

doygunluk degerine ulasmistir, ¢linkii kanser hiicrelerinin mikrogevresi daha diisiik bir
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pH ile asidiktir. ZIF-8 ince tabakasi, pH 7,4'te 5-siilfosalisilik asidin muhafazasini
saglayan iyi bir kapsiil gorevi gormektedir. ZIF-8 tabakasinin diisiik pH degerlerinde
parcalanmasi, nanotastyicidan daha fazla S-siilfosalisilik asit salinimina neden
olmaktadir (Zheng et al., 2016). 5-siilfosalisilik asit ve BAs’nin ¢ogu, 5-stilfosalisilik
asit/BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8'den pH 5,0'da 48 saatte
salimmustir. pH bagimli 5-siilfosalisilik asit saliniminin nano 6l¢ekli ZIF-8 yapisinin
parcalanma islemi ile gergeklestirilmesi, hazirlanan ilag tasiyici sistemlere son derece
onemli bir avantaj saglamaktadir. Diisik pH kosullar1 altinda Zn?* ve imidazol
arasindaki koordinasyon iliskisinin kademeli olarak bozulacagt ve bunun da
kapsiillenmis 5-siilfosalisilik asidin diflizyonunu kolaylastiracagi yaygin olarak
gosterilmistir. Bagka bir olas1 aciklama, 5-siilfosalisilik asidin asidik kosullar altinda
notr kosullara gore daha hidrofilik olmasidir (Gao et al., 2019). 5-siilfosalisilik asidin
pH 5,0'da hizli salinimi, daha asidik tiimor mikro ortamlarinin normal dokularin

aksine, dagilim etkinligini dnemli 6l¢iide artirabilir.
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Sekil 4.7. 5-siilfosalisilik asi/BSA ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs (A) ve 5-siilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-
8 (B) 5-siilfosalisilik asidin pH duyarli salinimi. Sonuglar ortalama = SD (n = 3) olarak elde edilir.



In vitro ilag salim profili farkli matematiksel modellerde uygulanmistir ve grafik
sunum seklinde yorumlanmis ve korelasyon katsayis1 (12) ile degerlendirilmistir (Tablo
4.1.). En yiiksek korelasyon katsayisi, ila¢ salimimi takip eden uygun matematiksel
kinetik modeli belirler (Yuan et al., 2018). Karsilastirmadan, birinci dereceden
modelin diger modellere gére daha yiiksek derecede korelasyon katsayisi (r?)
gosterdigi bulunmustur. Bu nedenle, incelenen katalitik reaksiyon en iyi sekilde birinci

dereceden bir reaksiyon olarak tanimlanabilir.

Tablo 4.1. Farkli kinetik modellerin regrasyon sonuglart.

5-siilfosalisilik 5-siilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8

Model Adi asit/BSA/BAs@ZIF-8

r? Egim Kesisim r? Egim Kesisim
Sifirinci derece 0,958 9,517 4,822 0,948 9,283 5,311
model
Birinci derece model 0,984 -0,075 2,006 0,979 -0,072 2,006
Higuchi modeli 0,913 28,008 -8,483 -0,919 28,092 -8,613
Korsmeyer-Peppas 0,945 75,175 4,172 0,961 75,845 3,898
modeli
Hixson-Crowell 0,979 0,217 0,007 0,972 0,208 0,025
modeli

Hiicresel pH'!n diizensizligi, kat1 tiimorlerde tespit edilir ve bu nedenle, kanser
hiicrelerinin  gbgline, invazyonuna ve metastazina yol acan hiicresel pH'taki
degisiklikler, terap6tik miidahale i¢in dikkat ¢ekmektedir (Kush et al., 2020). Mevcut
calismada, Sekil 4.8.'de 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8’in hiicresel alim siireci
ve pH'a duyarli hedeflenen ilag salimi goriilmektedir. Diisiik pH'ta (5), ZIF-8 kafes
yapist agilir ve S-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8'den yiiklenmis olan 5-

stilfosalisilik molekiilleri kolayca salinabilir.
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Sekil 4.8. pH 5,0'da 5-siilfosalisilik asit/BAs salim davranisinin sematik diyagrami.
Etkilesim yoluyla S5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8 aliminin ve
i¢sellestirilmesinin tasarimi. MCF-7 hiicrelerinin lizozomunda veya
endozomunda pH ile tetiklenen 5-siilfosalisilik asit/BAs salinimu.

4.1.3. ZIF-8 esash ilag tasiyici sistemlerin in vitro sitotoksisite sonuglari

MCF-7 ve HUVEC hiicreleri iizerinde tek basina 5-siilfosalisilik asit, BSA ve ZIF-8
ile karsilastirildiginda sentezlenmis nanotasiyicilarin sitotoksik etkileri, Sekil 4.9.’da
gosterildigi gibi WST-1 analizi ile degerlendirilmistir. 24 saatlik uygulama siiresinden
sonra, MCF-7 hiicrelerinin canlilifinda dnemli bir azalma tespit edilmistir (p <0,05).
1 mM konsantrasyonda 5-siilfosalisilik asit/BSA, 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs, 5-
stilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8 uygulanan
hiicrelerde canlilik orani sirasiyla %66,4, %58,4, %50,9 ve %45,8 olarak tespit
edilmistir (p <0,01; Sekil 4.20. A). Bununla birlikte, MCF-7 hiicrelerinin canliliginin,
1 mM 5-siilfosalisilik asit ve tek basina ZIF-8 ile inkiibasyondan sonra sirasiyla %63,3
ve %57,2'ye diistiigii analiz edilmistir. Ayrica HUVEC kontrol hiicrelerinin canliligi,
1 mM konsantrasyonunda 5-stilfosalisilik asit/BSA, 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs, 5-

57



stilfosalisilik  asit/BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8 ile
muameleden sonra sirastyla %84,7, %80,9, %81,1, ve %71,6'ya diismiistiir (Sekil 4.20.
B). Ek olarak, 1 mM 5-siilfosalisilik asit ve tek bagina ZIF-8 ile inkiibasyonun ardindan
hiicre canlihiginda sirastyla %29,6 ve %37,4 azalma gdzlenmistir (p < 0,05). Ote
yandan, farklt BSA konsantrasyonlarinin uygulanmasi, MCF-7 ve HUVEC hiicreleri
tizerinde herhangi bir toksik etkiye neden olmamistir. Sentezlenen her bir
nanotasiyicinin 1 mM konsantrasyonundan sonra, MCF-7 hiicrelerinin canliliginda

artisa neden olmustur.

58



69

. S-shlfasalisilik asit/BSA

W 5osGlfasalisilik asit/BSA/BAS

B g aDilfosalisilik asit/BEAETIE-E

B 5 osutfosalisilik asit/BSA/BALSTIF-8

L 1] 1 1 4

Kormsantrasyon {mii]

Canliik {%)

150+

m S-silfosalisilik asit
- s
== zIF-8

0.5 1 H 4

Kormsantrasyon {mii]

(B)
1505

mm S-sblfosalisilik asit/B5A

B S-sblfosalisilik asit/BSA/BAs

= Seshlfosalisilik asit/BSAGEZIF-8

e S-sulfosalisilik asit/BSA/BALENF-8

(13 1 i L]

Korsantrasyon {mii)

mm 5-sulfosalisilik asit
N pEA
= TiE-a8

Kormsantrasyon {mii]

Sekil 4.9. Tek basina 5-siilfosalisilik asit, BSA ve ZIF-8 ile karsilastirildiginda sentezlenmis nanotasiyicilarin uygulanmasindan sonra (A) MCF-7

ve (B) HUVEC hiicrelerinin canlilig1 (p < 0,05*, p < 0,01**, n = 3).



Sonug olarak 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8, MCF-7 hiicreleri iizerinde 5-
siilfosalisilik  asit/BSA, 5-stlfosalisilik  asit/BSA/BAs ve  5-siilfosalisilik
asit/BSA@ZIF-8'den daha etkili olmustur. Ek olarak, tiim nanotastyicilar, HUVEC

hiicrelerinde tek basina 5-siilfosalisilik asit ve ZIF-8'in toksisitesini azaltmistir.

BAs antikanser aktivitesi farkli ¢alismalarda arastirilmistir (Frank et al., 2009; Khan
et al., 2013). Pang ve digerleri, asetil keto bosvelik asidin prostat kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigini belirlenmistir (Pang et al., 2009). Ayrica bosvelik
asitin, kaspaz 8 aktivasyonuna bagli olarak kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek
antikanser etkiye neden oldugu ve kanser hiicrelerinde temel inflamasyon diizenleyici
kompleks NF-kf'y1 inhibe ederek erken apoptoz ve hiicre gerilemesine neden oldugu
analiz edilmistir (J.-J. Liu et al., 2002). Literatiirdeki bilgiler 1s18inda, 5-siilfosalisilik
asidin ROS aracil1 antikanser ajanlariin gelistirilmesinde kullanilmasi bilimsel olarak
onem arz etmektedir. Ayrica bulgularimiz, gelistirilmis  5S-siilfosalisilik
asit/BSA/BAS@ZIF-8 nanotasiyicisinin, HUVEC kontrol hiicrelerinde daha az
toksisite ile MCF-7 hiicrelerinde tek basina 5-siilfosalisilik asit ve ZIF-8'in yani sira
diger nanotasiyicilardan daha etkili oldugunu gostermistir. Bu nedenle, metal organik
kafesler, farkli bilesiklerin yiiklenmesi agisindan meme kanseri tedavisi i¢in potansiyel

bir tedavi stratejisi olabilir.

4.1.4. Hiicre canlihiginin degerlendirilmesi

MCF-7 ve HUVEC hiicrelerinde canli hiicre yiizdesindeki azalma, Sekil 4.10.'da
gosterildigi gibi hiicre canlii@i gorintiileme testi ile dogrulanmistir. MCF-7
hiicrelerinin, plazma zar1 biitiinliigiiniin bozulmas1 nedeniyle her bir nano tasiyici ile
tedaviden sonra agirlikli olarak kontrol hiicrelerinin aksine, 6lii hiicrelerin gostergesi
olan yesile boyandigi gozlemlenmistir. Ek olarak, bu nano tasiyicilar, tek basina
serbest 5-stilfosalisilik asit ve ZIF-8 ile karsilastirildiginda HUVEC hiicrelerinde daha
az toksisiteye neden olmustur. Dolayisiyla elde edilen goriintiiler WST-1 analiz

sonucu ile uyumlu bulunmustur.
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Sekil 4.10. (a) 5-siilfosalisilik asit/BSA, (b) 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs, (¢) 5-
stilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8, (d) 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8,
(e) Kontrol, (f) 5-siilfosalisilik asit, (g) BSA ve (h) tek basina ZIF-8 ile
tedaviden sonra MCF-7 ve HUVEC hiicre canliliginin gézlemlenmesi.
Olgek ¢ubugu 100 um'yi temsil eder ve tiim goriintiiler i¢in gegerlidir.
4.1.5. Hiicrelerde morfolojik degisikliklerin gozlemlenmesi
Nanotastyicilarla inkiibasyonun ardindan MCF-7'de AO boyamas: ile karakteristik
apoptotik morfoloji gézlenmistir ve elde edilen sonuglar Sekil 4.24.'te gosterilmistir.
5-siilfosalisilik  asit/BSA, 5-siilfosalisilik  asit/BSA/BAs, 5-siilfosalisilik
asit/BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8 ile muameleden sonra
MCF-7 hiicrelerinde 6zellikle niikleer membran pargalanmasi, apoptotik cisimler ve
hiicre biiziilmesi tespit edilmistir. Ote yandan, nanopartikiillerin diisiik toksisitesi
nedeniyle HUVEC hiicrelerinde bazi vakuolar olusumlar ve kromatin yogunlagmasi
gozlenmistir. Ancak 6zellikle tek basina ZIF-8, HUVEC hiicrelerinde daha fazla hasar
olusturmustur. Dolayisiyla elde edilen sonuglar, 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-
8'in MCF-7 hiicrelerinde diger nanotastyicilara gore daha fazla apoptotik hiicre 6limii

indiikledigini ve ayrica 5-siilfosalisilik asit ve tek basina ZIF-8'in HUVEC kontrol

hiicreleri tizerindeki toksisitesini azalttigini gostermistir.
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Sekil 4.11. (a) 5-siilfosalisilik asit/BSA, (b) 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs, (¢) 5-
stilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8, (d) 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8,
(e) Kontrol, (f) 5-siilfosalisilik asit, (g) BSA ve (h) tek basina ZIF-8
uygulanmasindan sonra MCF-7 ve HUVEC hiicrelerinde apoptotik hiicre
oliimiiniin morfolojik gdzlemlenmesi. Olgek gubugu 100um'yi temsil eder.

Literatiirdeki bilgiler 1s181nda, ZIF-8'den salinan 5-siilfosalisilik asit/BAs, hiicre i¢i
oksidatif stres nedeniyle kanser hiicrelerinde hiicresel ROS'un artmasina ve hiicre
6liimiine yol agabilir. Salisilik asit, H20O2'yi parcalayan katalaz enziminin aktivitesini
azaltarak H2O; konsantrasyonunu artirabilir (Q. Liu et al., 2019). Ayrica, Reszka ve
ark. fenolik bir bilesik olarak, siilfosalisilik asidin viicuttaki peroksidazlar i¢in substrat
gorevi gorebilecegini, bunun da siilfosalisilik asidin karsilik gelen fenoksil radikaline
oksitlenmesine ve redoks aktif bir iiriiniin artmasina neden oldugunu gostermistir
(Reszka et al., 2005). Bu c¢alismada, S5-siilfosalisilik asit/BSA, 5-siilfosalisilik
asit/BSA/BAsS, 5-stilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8 ve 5-sulfosalisilik
asit/BSA/BAs@ZIF-8 ile tedaviden sonra apoptotik hiicre dliimiiniin bazi1 karakteristik
ozellikleri gozlemlenmistir. Bu nedenle, nanotastyicilarin apoptotik etkilerine, MCF-
7 hiicrelerinde yiiksek hiicre i¢i ROS seviyeleri neden olabilir. Ozetle, n bulgularimiz,
nanotastyicilarin, 6zellikle ZIF-8 kafesi tarafindan gelistirildiginde, MCF-7 hiicreleri
tizerinde sitotoksik ve apoptotik etkiler sergiledigini gostermektedir. Bununla birlikte,
apoptotik hiicre 6liimiine neden olan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasina

yonelik ileri calismalarin gerceklestirilmesi gerekmektedir.
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4.2. Gallik Asit ve Fe Katkili, Au veya GOx Modifiye ZIF-8 Esash ila¢ Tasiyica
Sistemlerin Antikanser Aktiviteleri Calismasi

4.2.1. GA ve GOx/Au modifiye ZIF-8 esash ilag tasiyic1 sistemlerin sentezi ve
karakterizasyonu

flag tastyici sistem olarak Zn(NO3)2.6H20 kullanilarak literatiirdeki oranlar dikkate
alinarak ZIF-8 MOF yapilar basariyla sentezlenmistir (F. Fu et al., 2018b). Zn?*
iyonlar1 iizerine 2-Melm ilavesi ile MOF yapilar1 koordinasyon yoluyla hizla
olusturulmustur. ZIF-8'ler GA ile modifiye edilerek Fe** iyonlar1 sisteme dahil
edilmistir. GOx modifikasyonu soguk kosullar altinda ger¢eklestirilmistir. Sisteme
dahil olan Au®* iyonlari, GA yapisindaki -OH gruplar ile etkileserek kinon yapilari
olusturmustur. 5-FU antikanser ilaci, tiim tasiyici sistemlere basariyla yiiklenmistir ve
sentezlenen tliim yapilar, daha ileri karakterizasyon siireclerine tabi tutulmustur. ZIF-
8B@GA@Fe@5-FU@GOXx ve ZIF-8@GAQ@Fe@5-FU@AU nano ilag tasiyici

sisteminin sentez semast, Sekil 4.12.’de gosterilmistir.

g 5
Fein. ¢ (sr
2+ O._OH -4
Zn e or

ZIF-8@GA@Fe@Au@5-FU

o NH =
auigox "% T )"F
v M ‘E & N
e : g 5-FU

Au\

Gallic aC|d Zn &™
Synthesis of

ZIF- B@GA@Fe@ FU@GOXx
Fe(lll) ﬁe/o

ZIF- 8@GA@Fe@5 FU@Au

Sekil 4.12. ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOx veya ZIF-8@GA@Fe@5-FU@AuU
sentezinin sematik gosterimi.
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ZIF-8 bazl ila¢ tasiyict MOF yapilarin morfolojileri ve mikro yapilari, taramali
elektron mikroskobu (SEM) ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM) araciligiyla
gozlemlenmistir. Farkli sentez adimlar ile ilag iletimi i¢in gelistirilen ilag tasiyici
sistemlerin mikro yapilari, Sekil 4.8.'de gosterildigi gibi SEM ile aydinlatilmistir ve
ortalama parcacik boyutu 400-500 nm olarak belirlenmistir (Abd Al-jabbar et al.,
2022a). Ilag tasiyici sistemlerin genel olarak nanopargacik boyutu 100-200 nm
oldugunda daha iyi performans gosterdigi iyi bilinmesine ragmen, 400-500 nm ve hatta
bazi durumlarda 1-2 um boyutlarinda sistemlerde de basarili sonuglar alinmaktadir ve
literatiirde ZIF-8 tabanlt MOF yapilarinin kullanildig1 bir¢ok calisma bulunmaktadir.
(Esfahanian et al., 2019; Z. Lei et al., 2020; Nguyen et al., 2018; L. Shi et al., 2020;
Tongetal., 2016; Yin et al., 2021; Zeyni et al., 2023; C. Zheng et al., 2017; Zhu et al.,
2020). Sagladiklar1 genis yiizey alani nedeniyle, ZIF-8 tabanli ilag tasiyic sistemler,
ilag yiikleme ve ilag kapsiilleme verimliligi i¢in son derece faydahidir. Sekil 4.13.
A'daki SEM fotografi, tipik altigen ZIF-8 morfolojisini gdstermektedir. Ayrica, SEM
goriintiileri sirasiyla ZIF-8'in GA ve Fe3* modifikasyonlarini, 5-FU yiiklemesini, GOx
molekiillerinin ve Au nanoparcaciklarinin homojen dagilimini gostermistir ve bdylece
tim ilag tasiyici sistemler basariyla sentezlenmistir (Sekil 4.13. B-F). ZIF-8'in tipik

altigen benzeri morfolojisi, tiim sentezler boyunca korunmustur.

SEM goriintiilerinden tahmin edilen pargacik boyutlariyla karsilagtirmak igin hiicre
hatt1 ve ila¢ salim ¢alismalarinda en aktif olan ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOX ve ZIF-
8@GA@Fe@5-FU@Au o6rneklerinin hidrodinamik pargacik boyutu dagilim analizi
dinamik 151k sacilimi (DLS) o6lctimleri ile gerceklestirilmistir. Hidrodinamik c¢ap
Ol¢iimlerine gore, ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOX'un ortalama pargacik boyutu, 534,7
+ 32 nm ve Polidagilim Indeksi (PDI) Sekil A.2.’de gosterildigi gibi 0,282 ile ZIF-
8@GA@Fe@5-FU@AU'dan (512,0 £ 56 nm) PDI (0,243) biraz daha biiytikti (Sekil
A.2. ve A.3.). Kolloidal mikro/nanopartikiillerin hidrodinamik boyutu, yiizeylerinde
bulunan hidrasyon tabakalar1 dikkate alinarak belirlendiginden, genellikle SEM
goriintiilerinden elde edilen ortalama boyuttan daha biiytiktiir (Mittal et al., 2022). DLS
dlgiimleri ile tespit edilen ITS'lerin hidrodinamik ¢api, SEM gériintiilerinden elde
edilenlerle karsilastirildiginda 6nemli bir boyut degisikliginin goézlenmedigini

gdstermistir.
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Sekil 4.13. ZIF-8 (A), ZIF-8@GA (B), ZIF-8@GA@5-FU (C), ZIF-8@GA@Fe@5-
FU (D), ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOx (E) ve ZIF-8@GA@Fe@5-
FU@AU (F) nanoyapilarinin SEM fotograflari.
ZIF-8, ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOx ve ZIF-8@GA@Fe@5-FU@AuUnun TEM
monograflari, Sekil 4.14.'te gosterilmektedir. Sekil 4.14. A, ZIF-8'in basarili bir
sekilde sentezlendigini ve miikkemmele yakin bir altigen formda oldugunu
gostermektedir. ZIF-8 iizerinde yapilan modifikasyonlarin olusturdugu organik
fraksiyonlar Sekil 4.14. B'de goriilmektedir. Sekil 4.14. C, Au nanopartikiiliiniin ZIF-
8'in kafes yapisi lizerinde basarili bir sekilde biriktirildigi ve homojen bir sekilde
dekore edildigini gdstermektedir (Hu et al., 2022). ITS'in yapisindaki GA’nin
hidroksil fonksiyonel gruplar;, Au®* iyonlarmi metalik Au nanopartikiillere

indirgemistir, ayn1 zamanda kovalent olmayan etkilesimler yoluyla stabilize ederek
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seklini ve boyutunu kontrol etmistir. SEM ve TEM goriintilerinden ZIF-
8@GA@Fe@5-FU@Au yapisinin, Au nanopargaciklarinin GA ile iyi bir sekilde
stabilizasyonu sonucunda ITS iizerinde agregasyon olmaksizin olduk¢a homojen bir

dagilim sagladig: goriilmektedir.

Sekil 4.14. ZIF-8 (A), ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOx (B) ve ZIF-8@GA@Fe@5-
FU@AU (C)'nin TEM goriintiisii.
Z|F-8'in modifikasyonu i¢in kullanilabilecek maksimum GA miktarini belirlemek i¢in
farkl1 ZIF-8:GA kiitle oranlarinda modifikasyonlar yapilmistir ve bu modifikasyonlara
iligkin FTIR spektrumlar1 Sekil 4.15'te gosterilmistir. ZIF-8:GA'nin modifikasyonlari
icin kiitle oranlar1 sirasiyla (1:1), (1:3), (1:5) iken, FTIR spektrumundaki piklerde
degisimler gozlenirken, ZIF-8:GA'nin kiitle oram1 (1:7)'ye yiikseltildiginde FTIR
spektrumundaki piklerde degisim gozlenmemistir. ZIF-8 modifikasyonunda GA
doygunlugu ZIF-8:GA (1:5) kiitle oraninda elde edildiginden, bu oran ZIF-8
modifikasyonu i¢in optimum kiitle orani olarak kabul edilmis ve sonraki ¢alismalarda

bu oran kullanilmistir.
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Sekil 4.15. ZIF-8 ve ZIF-8:GA'nin farkli kiitle oranlari i¢in FTIR spektrumlari.

ZIF-8 tabanli nanoyapilarmimn 2500-400 cm™ frekans araligi iizerindeki Fourier
dontisimii  kizilotesi  spektroskopisi  (FTIR)  spektrumlari, Sekil 4.16.'da

! ve 1409 cm? tepe noktalari, C=N germe modlarina

gosterilmektedir. 1570 cm”
atfedilir ve 1341 cm™'deki tepe, genel halka gerilimi ile iliskilendirilir. Imidazol
halkasinin C-N gerilme piki 1000 cm™'de gozlenirken, 1112-928 cm™ araligindaki
bantlar halka diizlemi i¢ biikiilmesiyle iliskilendirilebilir. Imidazol halkasindaki
aromatik sp? N-H biikiim tepe noktalar1 653 cm™ ve 622 cm™'de yer almistir (Lamei
& Hasanzadeh, 2022b). 483 cm™'deki bant, ZIF-8 olusumu sirasinda Zn atomlari ile
2-Melm arasindaki reaksiyonun bir sonucu olarak ortaya ¢ikan Zn-N baginin
gerilmesine baglanabilir (Ozsoy et al., 2021a). 1550-1750 cm™'de COOH dalga boyu
bantlarinin kaymasimma yol acan GA'nin karboksilik grubu ve metal merkezinin
komplekslesmesi GA'nin FTIR spektrumunda gozlenmektedir (Tong et al., 2016).
ZIF-8'in GA ile modifikasyonundan sonra olusan tiim numunelerin spektrumlari, ZIF-
8'inkinden farklidir. 755 cm™ ve 863 cm™'de bulunan pikler sirasiyla fenolik hidroksil
grubunun diizlem dis1 biikiilmesine ve gallik asidin benzen halkasinin C-H diizlem dis1
biikiilmesine aittir. Ayrica karboksilik asidin C-O gerilme zirvesi 1023 cm™'de ortaya
cikmistir (Cakar & Ozacar, 2016). Bu sonuglar, ZIF-8'in GA ile basaril1 bir sekilde
modifiye edildigini gostermistir (Chen et al., 2020a).
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1610 cm™ ve 1235 cm™'de piklerdeki degisiklikler, ilag tasiyici sistemlere 5-FU
baglanmasina baglanabilir. 1610 cm™'de pik siddetinin azalmas1 ve 1195 cm™'de
piklerin birlesmesi Fe**-GA kompleks yapisinin olusumundan kaynaklanmaktadir
(Cakar & Ozacar, 2016). 1200 cm™ ve 979 cm™'de piklerdeki degisiklikler GOx'un
ilag tastyici sisteme baglanmasindan kaynaklanirken, 1500 cm™'de pikteki degisiklik
Au nanopartikiillerin ilag tagiyici sisteme katilmasina baglanabilir (Huang et al., 2022).
FTIR sonuclar, ilag tasiyici sistemlerin sentezinin tiim adimlarmin basariyla

tamamlandigini dogrulamastir.
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Sekil 4.16. ZIF-8, GA, ZIF-8@GA, ZIF-8@GA@5-FU, ZIF-8@GA@Fe@5-FU,
ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOX ve ZIF-8@GA@Fe@5-FU@AuU
nanoyapilarinin FTIR spektrumlari.

Parcaciklarin kolloidal yapilarda topaklanma olmadan kararli dagilimi igin ylizey

yiiklerine sahip olmalar1 gerekir. ilag tastyici sistemlerin fizyolojik kosullar altinda

kararli dagilimini belirlemek igin zeta potansiyel degeri, parcaciklarin yiizey yiiklerini
belirlemek ve etkilesimlerini anlamak i¢in ¢ok dnemlidir. Yiiksek zeta potansiyelleri

(pozitif veya negatif), kolloidlerin elektriksel olarak kararli oldugunu gosterirken,

diisiik zeta potansiyelleri, kolloidlerin topaklanma egilimine sahip oldugunu gdsterir

(Violi et al., 2000). Sentezlenen ZIF-8, ZIF-8@GA, ZIF-8@GA@5-FU, ZIF-
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8@GAQ@Fe@5-FU, ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOx ve ZIF-8@GAQ@Fe@5-
FU@AU’nun zeta potansiyelleri sirasiyla -9 mV, -28 mV, -27.5 mV, -27.95 mV, -
28.33 mV ve -24.76 mV olarak Ol¢iilmiistiir ve Sekil 4.17.’de gosterilmistir. ZIF-8'in
GA ile modifikasyonundan sonra negatif zeta potansiyelinde 6nemli bir artis gozlendi.
Bu artis, GA yapisindaki fenolik bilesiklerin yogunluguna baglanabilir. Ayrica,
GOx'un ¢ok fazla negatif yiik tasimasi nedeniyle, ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOX,
yiiksek bir negatif zeta potansiyeline sahiptir (J. Wang et al., 2021). Bu, ilag tastyict
sistemlerin fizyolojik kosullar altinda daha etkili olabilecegini diisiindiirmektedir
(Resen et al., 2022a). Stabil kolloidal sistemlerin varligi, ilaglarin hedef bolgelere
topaklanma veya ¢Okelme olmadan etkili bir sekilde verilmesini ve dagitilmasini

saglamak ve boylece ITS'lerin terapétik etkinligini arttirmak igin esastir.

1 24,76 ZIF-B@GA@Fe@5-FU@AuU

L 28 2IF 8@GA@FE@S - FU@GOX

F\-ﬂ? ZIF-8

-35 -30 -25 =20 -15 -10 -5 0
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Sekil 4.17. ZIF-8, ZIF-8@GA, ZIF-8@GA@5-FU, ZIF-8@GA@Fe@5-FU, ZIF-
8@GAQ@Fe@5-FU@GOX ve ZIF-8@GA@Fe@5-FU@AuU
nanoyapilarinin zeta potansiyelleri.

ZIF-8 termal stabilitesini belirlemek i¢in Olclilen ve Sekil 4.18.'de gosterilen

termogravimetrik analiz (TGA) egrilerine gore, fiziksel olarak adsorbe edilen

coziiciilerin uzaklastirilmasia uygun olarak 350 °C'ye kadar yaklasik %15'lik bir
agirhik kaybi gozlenmistir (Ozsoy et al., 2021a). GA modifikasyonu ile ZIF-8@GA'nin
bozunma sicakligi artmistir, bunun nedeni kismen modifikasyon sirasinda ZIF-8

yapisinda Zn?" ve GA arasinda giiglii bir koordinasyon baginin olusmasidir (Chen et
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al., 2020b). 350°C ile 450°C arasindaki %15'lik kiitle kayb1 yapidaki ugucu organik
molekiillere baglanabilir. 450°C'den 700°C'ye kadar olan %?20'lik kayip, organik
molekiillerin kaybinin devam ettigini gostermistir. 2-Melm'nin 700°C-900°C’deki
yuksek sicaklik araliginda bozunmasi ile son asamada ZIF-8 kristal yapisinin
bozulmasindan kaynakli %30'luk nihai bir agirlik kayb1 meydana gelmistir. ZIF-8'in
nihai agirlik kaybi, oksidatif ortamda tamamen ZnO'ya donistiiriildiigiini
gostermektedir. Tiim numuneler i¢in olusturulan TGA egrileri, adsorbe edilen nem ve
icerdigi solventlerin ortadan kaldirilmasiyla 350 °C’de %15 'lik bir agirlik kayb1 ve
350 °C-700 °C'ye kadar ugucu organik molekiillerin ¢ikarilmasi anlamina gelen
%35'lik bir agirlik kaybi gostermistir. ZIF-8'in 700°C-900°C'de ayrigmasi, 2-Melm'nin
bozunmasina yol agcmistir ve bunun sonucunda, ZIF-8 yapisinin nihai bozunma
bileseni olarak ZnO ortaya c¢ikmistir. ZIF-8'in GA ile modifikasyonu, Fe*
koordinasyonu, ila¢ yiliklemesi ve hedefleme ajanlariin eklenmesinden sonra elde
edilen ilag tastyict sistem numunelerinin 350 °C'ye kadar olan baslangictaki agirlik
kayiplar1 ve TGA egrileri de ZIF-8'inkine benzer davranis gostermistir. Sicaklik 900
°C'ye ulastiginda ilag tagiyici sistemlerin yapisindaki organik molekiillerin ayrigmasi
ve ZIF-8'in ZnO'ya donistiiriilmesi nedeniyle tiim numuneler i¢in agirlik kayiplari

%70'in iizerinde olmustur (Chen et al., 2020b)
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Sekil 4.18. Hazirlanan ZIF-8@GA@5-FU, ZIF-8@GA@Fe@5-FU, ZIF-8@GA@5-
FU@GOX ve ZIF-8@GA@Fe@5-FU@AU nanoyapilarinin TGA egrileri.
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4.2.2. GA ve GOx/Au modifiye ZIF-8 esash ilag tasiyic1 sistemlere 5-FU yiikleme
calismalar

Sekil 4.19.'daki 5-FU standart egrisinin yardimiyla UV Sl¢limlerinden belirlenen ilag

yiikleme ve kapsiilleme etkinligi sonuglari Sekil 4.20.'de gosterilmistir.

5-FU Standart Egrisi
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Sekil 4.19. 5-FU standart egrisi.

5-FU yiikleme kapasitesi ve kapsiilleme verimliligi ZIF-8@GA@5-FU igin sirasiyla
%26,75 ve %96,74; ZIF-8@GA@Fe@5-FU igin %24,77, %93.88; ZIF-
8@GA@Fe@5-FU@GOxX igin %25,18, %96,63 ve ZIF-8@GA@Fe@5-FU@AU igin
%24.,99, %95,99 olarak bulunmustur. Bu sonug¢lar bize tasarlanan ZIF-8 tabanli ilag
tastyict yapilarin yiksek kapsiilleme etkinligine sahip oldugunu ve bu ilag
tastyicilarinin, yapilarinda 6nemli miktarda 5-FU ilaci etkili bir sekilde barindirabilme
yeteneklerini gostemektedir. Ayrica, yiiksek kapsiilleme verimlilikleri, 5-FU'nun ZIF-
8 tabanli tasiyicilar i¢inde basarili bir sekilde kapsiillenmesini vurgulayarak, ilag¢
verme islemi sirasinda yiikli ilacin biiyiik bir kismimnin tasiyicilar iginde kaldigin
gosterir. Calismamizda elde edilen yliksek kapsiilleme etkinligi, 6nemli miktarda ilag
yiikiiniin korunmasini ve hedef bolgeye verimli bir sekilde iletilmesini sagladigi igin
biiylik 6nem tagimaktadir. Bu 6zellik, herhangi bir olast olumsuz etkiyi en aza
indirirken ilacin terapotik etkinligini arttirdign i¢in ilag dagitim sistemlerinde ¢ok
onemlidir. Yiksek ila¢ yilikleme kapasitesi, ZIF-8 tabanl ila¢ tasiyicilarimizin
terapotik yiikleri etkili bir sekilde iletme potansiyelini daha da destekler ve ZIF-8
tabanli nano ilag¢ tasiyicilarinin tasarimini ve sentezini dogrulamaktadir. Bu sonuglar,

ozellikle ZIF-8 gibi MOF yapilarinin kullanilmas: baglaminda ila¢ dagitim
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sistemlerinin ilerlemesine katkida bulunur ve verimli ve etkili ila¢ dagitim

platformlarinin gelistirilmesi igin umut verici ¢ikarimlar igermektedir.
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Sekil 4.20. Hazirlanan ZIF-8@GA@5-FU, ZIF-8@GA@Fe@5-FU, ZIF-8@GA@5-
FU@GOXx ve ZIF-8@GA@Fe@5-FU@AU nanoyapilarinin ilag yiikleme
kapasitesi ve 5-FU kapsiilleme verimliligi.

4.2.3. GA ve GOx/Au modifiye ZIF-8 esash ilag¢ tastyic1 sistemlerin 5-FU salim
ozellikleri

Asidik kosullar (pH 5,0) ve in vitro fizyolojik kosullar (37 °C, pH 7,4) altinda 5-FU
salim profili hiicre hatti ¢aligmalarinda en aktif olan ii¢ farkli nanoyapt olan ZIF-
8@GAQ@Fe@5-FU, ZIF-8@GA@5-FU@GOX ve ZIF- S @GA@Fe@5-FU@AW, ilag
tasiyict sistemler i¢in 12 saat boyunca incelenmistir ve elde edilen veriler Sekil
4.22.'de gosterilmistir. Asidik kosullarda (pH 5,0), 2, 6 ve 12 saat boyunca ZIF-
8@GA@Fe@5-FU'dan sirastyla %49, %53 ve %54 5-FU salinmistir (Sekil 4.21. A).
Ayni pH degerinde, 2, 6 ve 12 saat boyunca ZIF-8@GA@5-FU@GOx'tan sirastyla
%75, %80, %82 5-FU salimmustir (Sekil 4.21. B). Yine pH 5,0'da 2, 6 ve 12 saat
boyunca ZIF-8@GA@Fe@5-FU@AU'dan sirasiyla %63, %67 ve %69 5-FU
salinmistir (Sekil 4.21. C). In vitro fizyolojik kosullar altinda (37 °C, pH 7,4), 2, 6 ve
12 saat boyunca ZIF-8@GA@Fe@5-FU'dan sirasiyla %29, %46 ve %49 5-FU
salinmistir (Sekil 4.21. A). Aym1 pH degerinde, 2, 6 ve 12 saat boyunca ZIF-
8@GA@5-FU@GOx'tan sirastyla %25, %44, %50 5-FU salimmustir (Sekil 4.21. B).
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Yine pH 7,4'te 2, 6, 12 saat boyunca ZIF-8@GA@Fe@5-FU@AU'dan sirasiyla %25,
%34 ve %47 5-FU salinmustir (Sekil 4.21. C).
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Sekil 4.21. ZIF-8@GA@Fe@5-FU (A), ZIF-8@GA@5-FU@GOx (B) ve ZIF-
8@GA@Fe@5-FU@AU (C) nanoyapilarindan pH duyarli 5-FU salinima.
Veriler ortalama = SD (n = 3) olarak elde edildi.

ZIF-8 kafes yapisi, pH 7,4te 5-FU i¢in bir kapsiil gorevi gérmiistiir ve asidik
kosullarda parcalanarak ilag¢ tastyict sistemlerden daha fazla ila¢ salimina neden
olmustur. ZIF-8'in yapisindaki Zn?* ve 2-Melm tarafindan olusturulan koordinasyon
baglari, asidik kosullar altinda (pH 5,0) kademeli bir bozunma mekanizmasi ile
pargalanarak ila¢ dagitim sistemlerinden gelismis ila¢ salinima yol agmistir (Ozsoy
etal., 2021a). ZIF-8@GA@Fe@5-FU nano yapisi, diger iTS'lere kiyasla daha yiiksek
miktarda fenolik yapiya sahip GA igerir. ZIF-8@GA@Fe@5-FU'daki ilag
molekiilleri, GA'daki bol miktarda -OH gruplariyla daha giicli etkilesimler
sergileyerek, 6zellikle pH 5,0'da ila¢ saliniminin azalmasina neden olur. Tersine, ZIF-
8@GA@5-FU@'da GOx ve ZIF-8@GA@Fe@5-FU@Au nanoyapilarinda, GA'daki
-OH gruplar1 Au ve GOx tarafindan kullanilir, bu da 5-FU ile azaltilmis etkilesime ve
sonug olarak her iki pH degerinde daha ytiksek ila¢ salinimina yol agar. Ayrica, GA'nin
iyonlagmasi1 pH 5,0'da azalir, bu da diger ITS'lere kiyasla ZIF-8@GA@Fe@5-FU'daki
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ila¢c salim davranigin1 daha da etkiler. Bu bulgular, farkli nanoyapilardan ilag salim
davranigin1 belirlemede GA'nin etkisini ve 5-FU ile etkilesimini vurgulayarak,

ITS"lerin pH'a duyarl dzelliklerine 151k tutmaktadir.

4.2.4. Gelistirilen ilag tasiyici sistemlerin in vitro sitotoksisite ¢alismalar:

MBA-MB-231 UNMK ve HUVEC kontrol hiicrelerinde hazirlanan ilag tasiyict
sistemlerin antikanser aktiviteleri degerlendirilmistir (Sekil 4.22.). Sonuglar, ilag
tasiyici sistemlerin doza bagli olarak MBA-MB-231 hiicrelerinin canliligini azalttigini
gostermistir (p < 0,01). MDA-MB-231 hiicrelerinde 1 pg/mL konsantrasyonda ZIF-
8@GA@5-FU, ZIF-8@GA@Fe@5-FU ve ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOx sirastyla
yaklasik %35, %41 ve %45 hiicre 6liimiine neden olmustur (Sekil 4.22.). Bu nedenle,
tek basma ZIF-8@GA ile karsilastirildiginda etkili konsantrasyon 1 pg/mL olarak
secilmistir. Ayrica, ITS'lerin HUVEC kontrol hiicre hatt: iizerindeki sitotoksik etkileri
Sekil 4.22.’de analiz edilmistir. HUVEC hiicrelerinin yasayabilirligi, 1 pg/mL
konsantrasyonda ZIF-8@GA@5-FU, ZIF-8@GA@Fe@5-FU, ZIF-8@GA@Fe@5-
FU@GOx ve ZIF-8@GA@Fe@5-FU@AuU tedavisinden sonra %55, %62, %45 ve
%44'e  diusmiistir. Bu nedenle, ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOx ve ZIF-
8@GA@Fe@5-FU@Au, kontrol hiicreleri iizerinde diger iTS'lerden daha fazla

toksisiteye neden olmustur.
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Sekil 4.22. Tek basina ZIF-8@GA ile karsilagtirnildiginda 1, 2,5 ve 5 pg/mL
konsantrasyonlarinda sentezlenmis nano tasiyicilarla tedaviden sonra
MDA-MB-231 ve HUVEC kontrol hiicrelerinin canliligi (p < 0,05%, p <
0,01**, n = 3).

Tek basina ZIF-8@GA'ya kiyasla 1 ug/mL'lik etkili bir konsantrasyonda sentezlenmis

ilag tasiyict sistemlerin uygulanmasindan sonra MDA-MB-231 hiicrelerinin canliligi,

Sekil 4.23.'te gosterilmektedir.
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Sekil 4.23. Tek bagina ZIF-8@GA'ya kiyasla 1 pg/mL'lik etkili bir konsantrasyonda
sentezlenmis nano tasiyicilarla tedaviden sonra MDA-MB-231 hiicrelerinin
canlilig1 (p <0,05%, p <0,01**, n=3).

Ayrica ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOx'un UNMK hiicrelerinde diger ilag tastyict

sistemlere kiyasla daha etkili oldugu goriilmistir. GOx katalizli glikoz

oksidasyonunun hiicre i¢i glikozu tiiketebilecegi ve hipoksiyi indiikleyerek hipoksi ile
uyarilan kemoterapiyi daha etkili hale getirebilecegi degerlendirilmistir (Shao et al.,

2021). Kanser hiicrelerinde bulunan glikoz, GOx tarafindan oksitlenip tiiketildiginden,

glikoz kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi i¢in gerekli enerjiyi saglayamaz. Glikoz

oksidasyonunun bir sonucu olarak, daha fazla H2O: iiretilir, boylece ROS seviyelerini
artirarak kanser hiicrelerinin apoptozuna yol agmaktadir (Zhan et al., 2023). Fu ve ark.,
ultra kiigik gallik asit-demir (GA/Fe) nanokomplekslerinin, glikoz oksidazin ve
doksorubisinin  ZIF-8'e kapsiillenmesiyle hazirlanan terapdtik nanopartikiilleri
sentezlemislerdir. DOX'"u etkili bir sekilde serbest birakan ilag tasiyici sistem 4T1 fare
UNMK hiicre hatlarinda apoptotik hiicre dliimiine neden oldugu belirlenmistir (X. Fu
et al., 2022b). Ek olarak, GOx ile aglik terapinin ve fenton {ireten hidroksil
radikallerinin kombin uygulanmasi, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi i¢in ihtiyaci olan
glikozu tiiketerek, kanser tedavisi i¢in umut verici bir stratejisi olabilecegi
belirtilmistir. Ranji-Burachaloo ve ark., hemoglobin ve GOx kapsiillenmis ZIF-8'in,
ticari ilaglarla karsilastirildiginda HeLLa ve MCF-7 hiicrelerinde énemli sitotoksiteye
neden oldugunu analiz etmistir (Ranji-Burachaloo et al., 2019). Calismamizda, ZIF-
8@GA@Fe@5-FU@GOx nanoyapisi, GOx ve fentonun kombinasyon etkilerinden
dolay1 en etkili antikanser aktiviteyi gosterdigi tespit edilmistir. Ote yandan, ZIF-8'de
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5-FU kapsiilleme muhtemelen HUVEC kontrol hiicrelerinde toksisiteye yol agmustir.
Bu nedenle, HUVEC hiicrelerinde ITS'lerin toksisitesini azaltmak icin baska ITS

formiilasyonlar1 ¢alisilmalidir.

4.2.5. Hiicrelerdeki morfolojik degisikliklerin ve apoptozun degerlendirilmesi

ZIF-8 bazli nanotasiyicilarin MDA-MB-231 hiicre morfolojileri iizerindeki apoptotik
etkileri AO boyama ile analiz edilmistir (Sekil 4.24.). 1 ug/mL konsantrasyonda Fe%*
ve Au igeren GA-konjuge nanoyapilarla muamele, MDA-MB-231 hiicrelerinde
vakuollerin, apoptotik cisimlerin ve niikleer hasarin olusmasina neden olmustur. Bu,
GA'nin  vakuol olusumunu indiikleyebilecegini gostermistir. Ozellikle, ZIF-
8@GAQ@Fe@5-FU@GOx ile muamele, diger sentezlenmis nanoparcaciklara kiyasla
kromatin yogunlagmasi ve hiicre zar1 pargalanmasi dahil olmak iizere daha belirgin

hasara neden olmustur.
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Sekil 4.24. Apoptotik hiicre 6liimiiniin morfolojik gozlemi, Kontrol (A), ZIF-8@GA
(B), ZIF-8@GA@5-FU (C), ZIF-8@GA@Fe@5-FU (D), ZIF-
8@GAQ@Fe@ 5-FU@GOx (E) ve ZIF-8@GA@Fe@5-FU@AuU (F).
Fotograflar 510 + 42 nm yesil ile elde edilmistir.

Ek olarak, ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOX, ZIF-8@GA@Fe@5-FU ve ZIF-

8@GA@Fe@5-FU@AU'ya kiyasla daha fazla mitokondriyal hasara neden olmustur

(Sekil 4.25.). Bu sonuglar, aclik tedavisinde GOx'un artan etkinligini vurgulamaktadir.
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Sekil 4.25. Mitotracker boyamasi ile MDA-MB-231 hiicrelerinde mitokondriyal hasar
gozlemlendi. Kontrol (A), ZIF-8@GA@Fe@5-FU (B), ZIF-
8@GAQ@Fe@5-FU@GOX (C) ve ZIF-8@GA@Fe@5-FU@AU (D).

Sales ve ark. T. Bellirica bitkisinden izole edilen GA ve oktil gallatin (OG) meme

kanseri hiicreleri iizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkilerini arastirmistir. Hem GA

hem de OG'nin sirasiyla 80 uM ve 40 uM konsantrasyonlarda MDA MB-231 ve MCF-

7 hiicrelerinde hiicre canliligini azalttig1 ve ve apoptoza neden oldugu analiz edilmistir.

GA'nin, meme kanseri hiicrelerinde negatif hiicre dongiisii diizenleyicilerinin yukari

regililasyonu ve pozitif hiicre dongiisii diizenleyicilerinin asag1 regiilasyonu yoluyla

apoptozu indiikledigi bulunmustur. GA ve OG'nin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre
hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkisi, muhtemelen hiicre zar1 biitiinliigiiniin kaybindan

kaynaklanan hiicre 6liimiinii indiikledigini diistindiirtir (Sales et al., 2018).

Ek olarak, nanoyapilarin fotoliiminesan &zelliklerini degerlendirilmistir. ZIF-
8@GAQ@Fe@5-FU ve ZIF-8@GA@Fe@5-FU@AU ile karsilastirildiginda, ZIF-
8@GA@Fe@5-FU@GOx en yiiksek parlakliga sahiptir (Sekil 4.26.).
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Azadikhah ve ark. ¢apraz bagli kitosan (CS) zincirleri i¢in kullanilan artan tannik asit
(TA) konsantrasyonunun, fotodinamik terapilerinde A375 hiicrelerinin hiicre 6liimiine
neden oldugunu belirtmistir. Ayrica, 24 saatlik 151k radyasyonundan sonra, CS-
TA/3,4,9,10-perilen tetrakarboksilik diimid (PDI) hidrojelleri ile tedavi edilen
hiicrelerin, yalniz PDI-N,N'-di-(L-alanin) (PDI-Ala) ile tedavi edilen hiicrelere gore
onemli Ol¢iide daha az canliliga sahip oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle TA’nin,
fotodinamik terapinin fotohasar verme aktivitesini ve PDI-Ala'nin kanser hiicrelerine
kars1 fototoksisitesini 6nemli 6l¢iide gelistirdigi vurgulanmaktadir (Azadikhah et al.,
2021). Azadikhah ve calisma arkadaslarinin 1s18a duyarl hidrojellerde kullandigi TA,
glikoz ile esterlesmis GA birimlerinden olugsmaktadir. Bu nedenle, sonuglarimiz, GA
ve GOx'tan olusan ilag tasiyict sistemin, muhtemelen GA ve GOx'un sinerjistik etkisi
nedeniyle daha fazla fotoliiminesans 6zelligi sergiledigini gostermistir (Sekil 4.26.).
Genel olarak bulgularimiz, ZIF-8 tabanli nanotastyicilarin, vakuol olusumu, kromatin
yogunlagsmasi, hiicre zar1 parcalanmasi ve mitokondriyal hasar dahil olmak iizere
MDA-MB-231 hiicreleri iizerindeki apoptotik etkilerini vurgulamaktadir. Ayrica,
ITS'deki GA ve GOx, potansiyel sinerjistik etkiler ve gelismis fotoliiminesans
Ozellikleri sergilemistir. Bu sonuglar, gelistirilen nanoyapilarin terapotik

potansiyelinin ve fotodinamik 6zelliklerinin anlasilmasina katkida bulumustur.
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Sekil 4.26. Kontrol (A), ZIF-8@GA@Fe@5-FU (B), ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOXx
(C) ve ZIF-8@GA@Fe@5-FU@AU (D) nanotastyicilarinin floresans
mikroskopisi.

Gelistirdigimiz ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOx veya ZIF-8@GA@Fe@5-FU@AuU

ilag tasiyici sistemlerin terapdtik etkinligini agiklamak i¢in 6nerilen mekanizma, Sekil

4.27.°de gosterilmektedir. Nanoyapilar kanser hiicrelerinin igine alindiginda, ZIF-8
tizerindeki kaplama, artan hiicre i¢i asitlik ile bozulmustur. Fe(Ill), GA ve GOx
hiicreye salinmistir. Salinan GA, indirgeme kabiliyeti nedeniyle Fe(Ill)'i Fe(Il)'ye
indirgerken, salman GOx, glikozu tiiketerek tiimor hiicrelerinin besin tedarikini
kesintiye ugratir ve olusan Fe(Il), *OH iiretmek i¢in glikoz oksidasyonundan olusan

H20.'yi katalize etmistir (L. Zhang et al., 2018b). Bu nedenle, ZIF-8@GA@Fe@5-

FU@GOx nano yapisi, muhtemelen bu 6ngoriilen mekanizmalar nedeniyle en yiiksek

antikanser aktiviteyi sergilemistir. Ayrica, Au ile reaksiyona giren gallik asidin fenolik

yapist muhtemelen kinon yapisina doniistiiriilebildiginden ve GA iizerinde yeterli

fenolik -OH grubu bulunmadigindan, Au igeren yapinin (ZIF-8@GAQ@Fe@5-
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FU@AU) etkinligi diger sentezlenen ilag tasiyici sistemlere gore daha diisiik olmustur
(Kavya et al., 2022)
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Sekil 4.27. ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOx veya ZIF-8@GA@Fe@5-FU@AU
sentezinin, ayrintili  hiicre i¢i iglemlerin ve antikanser aktivite
mekanizmasinin sematik tasviri.
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5. GENEL DEGERLENDIRME VE ONERILER

Antikanser ila¢ tasiyici sistem olarak metal-organik kafes nanokompozitinde bir
protein-siilfosalisilik asit/bosvelik asit ¢alismasinda; 5-siilfosalisilik asit ve bosvelik
asit (BAs), merkez olarak sigir serum albiimini (BSA) iceren pH'a duyarli zeolitik
imidazolat kafes-8 (ZIF-8) nanokompozitine basarili bir sekilde yiiklenmistir.
Cekirdek olarak 5-siilfosalisilik asit/BSA ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs
nanokompoziti hazirlanmistir. Daha sonra, 5-stilfosalisilik asit/BSA/BAs ¢ekirdeginin
dis ylizeyinde bir ZIF-8 tabakas1 kaplanmistir. ZIF tabakasi, fizyolojik kosullar altinda
5-siilfosalisilik asit ve bosvelik asidin toksik olmayan depolanmasi i¢in bir kapsiil
gorevi  gOrmiistiir.  S-siilfosalisilik  asit/BSA@ZIF-8 ve  5-siilfosalisilik
asit/BSA/BAs@ZIF-8 basariyla sentezlenmistir. Nanotasiyicilarin basarili tiretimi ve
yapisal ozellikleri, SEM, TEM, FT-IR, Zeta potansiyeli, XRD ve TGA analizleri gibi
farkli karakterizasyon yontemleri kullanilarak dogrulanmistir. 5-siilfosalisilik asidin
pH'a duyarl ila¢ salimi, ZIF-8'in dogustan gelen pH'a bagl stabilitesi nedeniyle tespit
edilmigstir. 5-siilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8 ve 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8
etkili bir pH'a duyarli ilag tasiyici sistemdir, burada 5-siilfosalisilik asit fizyolojik pH'ta
(7,4) serbest degildir, ancak asidik pH'ta (5) salinim gergeklesmistir. ZIF-8'den salinan
S-siilfosalisilik asit/BAs, hiicre ici oksidatif stres nedeniyle kanser hiicrelerinde
hiicresel ROS'un artmasina ve hiicre 6liimiine yol agabilir. Salisilik asit, H202'yi
parcalayan katalaz enziminin aktivitesini azaltarak H,O» konsantrasyonunu artirabilir
(Q. Liuetal., 2019) Ayrica bosvelik asit, kaspaz 8 aktivasyonuyla kanser hiicrelerinde
apoptozu indiikleyerek antikanser etkiye neden olmaktadir ve kanser hiicrelerinde
temel inflamasyon diizenleyici kompleks NF-kB'y1 kapatarak erken apoptoz ve
inhibisyona neden olmaktadir (J.-J. Liu et al., 2002). Literatiir bilgileri 1s18inda, 5-
siilfosalisilik  asidin ROS aracili antikanser ajanlarinin  gelistirilmesinde
kullanilmasmin bilimsel olarak o6nemli olacagi Ongoriilmiistiir. 5-siilfosalisilik
asit/BSA, 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs ve 5-siilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8 ile
karsilastirildiginda en iyi biyouyumluluk, 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8'de
bulunmustur. 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs@ZIF-8, HUVEC hiicrelerinde daha az

toksisite gostermistir ve meme kanseri hiicre dizisi MCF-7'ye kars1 S-siilfosalisilik



asit/BSA, 5-siilfosalisilik asit/BSA/BAs ve 5-siilfosalisilik asit/BSA@ZIF-8
nanokompozitleri ile karsilastirildiginda daha yiiksek sitotoksik etkinlik sergilemistir.
Mevcut c¢alismanin sonuglarindan, iiretilen ZIF-8 bazli nanotasiyicinin potansiyel
olarak meme kanseri hiicreleri tizerinde pH tetiklemeli salim yoluyla terapotik etki

saglayabilecegi sonucuna varilmistir.

Gallik asit ve Fe katkili, Au veya GOx modifiye ZIF-8 esasli ilag tastyici sistemlerin
antikanser aktiviteleri ¢alismasinda; ilag tasiyici sistem olarak fenolik bilesik gallik
asit ile modifiye edilen Fe katkili ZIF-8 MOF yapilar1 sentezlenmistir. Tastyici
sistemin terapotik etkinliginin glikoz oksidaz ve altin katki maddeleri ile arttirilmasi
amaglanmistir. Nanotastyicilarin basarili {iretimi ve yapisal 6zellikleri, SEM, TEM,
FT-IR, Zeta potansiyeli, ZetaSizer, XRD, DLS ve TGA analizleri gibi farkli
karakterizasyon ydntemleri kullanilarak dogrulanmustir. ilag yiikleme kapasitesi ve
kapsiilleme etkinligi lizerine yapilan calismalar, tasarlanan ZIF-8 tabanli nano ilag
tastyict yapilarin yliksek kapsiilleme etkinligine sahip oldugunu gostermistir. pH 5,0
ve pH 74te ZIF-8@GA@Fe@5-FU, ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOx ve ZIF-
8@GA@Fe@5-FU@Au igin in vitro ilag salim g¢alismalar1 pH'a bagh salinimlar
gdstermistir. Sonuglarimiz, pH duyarli ZIF-8 bazli iTS'lerin tasarim ve sentezinin in
vitro UNMK tedavisi i¢in etkili olabilecegini géstermektedir. 5-FU yiiklii pH duyarli
ITS ile tedavinin, MDA-MB-231 hiicrelerinde DNA hasar1 ve hiicre zarinda
parcalanma ile apoptotik Oliime neden oldugu belirlenmistir. Ayrica ZIF-
8@GA@Fe@5-FU@GOXx nanoyapisinin, apoptoz ve ¢esitli morfolojik degisikliklere
neden olarak ITS'ler arasinda en vyiiksek antikanser aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir.  ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOx ve ZIF-8@GA@Fe@5-FU@AU
nanoyapilari, kanser hiicreleri tarafindan alindiginda, ZIF-8 {izerindeki kaplama, hiicre
ici asitligi arttirmistir. ilag tasiyici sistemin bozunmasi ile GOx, Fe(Ill) ve GA
salinmustir. Salinan GA, Fe(I1I)'i Fe(Il)'ye indirgerken, salinan GOx hiicredeki glikozu
oksitleyerek kanser hiicrelerinin besin kaynagini tiiketmekte ve hiicre i¢inde H>O>
iiretilmesini saglayarak ve boylece Fe(Il) H2O>'yi katalize ederek baska bir reaktif
oksijen tiirli olan *OH radikallerinin iiretilmesine neden olmaktadir. Au iceren
nanoyapinin etkinligini daha diisiik olmasinin nedeninin Au ile reaksiyona giren gallik
asidin fenolik yapisinin kinon yapisina doniismesi olabilecegi diisiiniilmektedir. Sonug
olarak calismamiz, UNMK ’nin in vitro tedavisi i¢in pH duyarliligina sahip ZIF-8 bazli
ZIF-8@GA@Fe@5-FU, ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOx ve ZIF-8@GA@Fe@5-
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FU@AU nanoyapilarin potansiyelini gostermistir. Yukarida 6nerilen mekanizmalarla
ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOxX, MDA-MB-231 hiicrelerinde ZIF-8@GA@Fe@5-
FU@AU ve diger ITS lere kiyasla en yiiksek antikanser aktiviteyi sergileyerek iistiin
etkinlik gostermistir. 5-FU ile yiiklenen pH'a duyarli ITS ile tedavi, MDA-MB-231
hiicrelerinde DNA hasar1 ve zar pargalanmasi ile karakterize edilen apoptotik hiicre
Olimiini indiiklemistir ve mitokondriyal hasara neden olmustur. Ayrica ZIF-
8@GA@Fe@5-FU@AU ile birlikte gallik asit igeren ZIF-8@GA@Fe@5-FU yapisi
da fotoliiminesans ozellikler gostermistir. Au formiilasyonlarinin etkinligini daha da
artirmak i¢in, gelecekteki ¢alismalar, sentez asamasinda baglanma mekanizmalarini
dikkate alan yeni formiilasyonlar gelistirmeye odaklanmalidir. Ek olarak, antikanser
aktiviteyi analiz etmek ve sentezlenen ITS’lerin molekiiler mekanizmalarin1 kontrol
hiicre hatlar1 da dahil olmak {izere hem in vitro hem de in vivo olarak farkli kanser
tirlerinde arastirmak ¢ok onemlidir. Elde edilen sonuglar, gelistirilen ilag tastyici
sistemlerin UNMK hiicre hatlarinda ilag salim uygulamalari igin alternatif ve uygun

temsilciler oldugunu gostermistir.
Bu tez ¢alismasi sonunda ileride iizerinde arastirma yapilabilecek alanlar:

= [lag tastyict sistem icin yiiksek GOx aktivitesi, meme kanseri aclik tedavisi
stratejileri i¢in umut vericidir. Ileriki ¢alismalarda sentez asamasindaki
baglanma mekanizmalar1 dikkate almarak GOx ve Au’un birlikte kullanimi
icin yeni formiilasyonlar gelistirilebilir.

= Bagka MOF tiirleri kullanilarak ve farkli kanser hiicre hatlarinda calisilarak ilag

tastyici sistemler gelistirilebilir.

» Fenolik bilesiklerin  kanser tedavisindeki etkinlikleri daha detayli ve

karsilastirilmali olarak ¢alisilabilir.

» [lag tastyic sistemlerden ikili ila¢ salim1 ya da fenolik bilesik ve ilacin salim

davraniglar1 ayr1 ayr1 incelenebilir.

» [lag tasiyici sistemler kontrast maddeleri ile entegre edilerek es zamanli olarak

kanser goriintiileme ve tedavi ¢aligmalar1 yapilabilir.
= Aktif hedefleme molekiilleri igeren ilag tasiyict sistemler gelistirilebilir.

= Kan beyin bariyeri, sublingual alan, burun mukozasi ve deri hiicrelerini hedef

alan farkli ilag molekiillerinin kullanildig1 ilag tagima sistemleri tasarlanabilir.
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EK A: Sentezlenen bilesiklere ait yapisal analiz spektrumlari
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Sekil A.2. ZIF-8@GA@Fe@5-FU@GOX’a ait ZetaSizer partikiil boyut analizi.
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