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OZET

Manyetik Nanopartikiiller (MNP)’lerin indiiklenme yoluyla hipertermi
uygulamasi, klinikte tan1 ve tedavi i¢in alternatif yaklasimlar sunmaktadir. Manyetik
nanopartikiil hipertermi (MNPH) uygulamasi, saglikli dokuyu korurken hedeflenen
kotii huylu hiicrelerin segici olarak 1sinmasini saglayabilmektedir. Bununla birlikte,
MNP’lerin karakterizasyonlarini tespit edebilmek, maddeyi tanimlayabilmek igin
onemlidir. Bu ¢alismanin amaci, sentezlenen C-MNP’nin madde karakterizasyonu ve
saglikli meme ve tiimor doku esdegeri tizerinde C-MNP'nin MW hipertermi termal
etkinligini aragtirmaktir. Bu ¢alisma iki temel asamada gergeklestirildi. Calismanin ilk
asamasinda, iyonik jelasyon ile nanopresipitasyon teknigi kullanilarak kitosan ile
kaplanmis FesO4 nanopartikiilleri (C-MNP) sentezlendi ve DLS, ZetaSizer, DSC,
FTIR, XRD ve SEM cihazlari ile madde karakterizasyon calismalari gergeklestirildi.
Ikinci asamada, termal karakterizasyon igin, MW uygulamasi termal kamera ile
goriintiilenerek sayisal veriler elde edildi ve Pico TC-08 Thermocouple cihazi ile de
sicaklik kaydi yapildi. Elde edilen sayisal veriler istatistiksel analiz ile degerlendirildi.
Gruplar, saglikli meme doku esdegeri, tlimorlii doku esdegeri, Tiimorli Doku+MNP,
timorli doku esdegeri+C-MNP olarak olusturuldu ve ayni zaman siireci igerisinde
MW ’ya maruz birakildi. DLS sonuglarina gore, Fe3O4 ve C-MNP nanopartikiillerinin
boyutlari sirasiyla, 571,5 ve 665,9 nm, Zeta potansiyelleri ise, 30,4 ve -15,6 mV olarak
bulundu. C-MNP’lerin XRD analiz sonuglarina gore, Fe3O4 nanopartikiillerine ait
keskin pikler gdzlenmemistir. FTIR analizi sonuclarina gére, yaklasik 500-790 cm?
civarinda gézlemlenen pik Fe-O bagimin titresimine karsilik gelmektedir. Bu durum
C-MNP’de Fe3O4 varligim1 gostermektedir. DSC analizi sonucunda, C-MNP’lerin,
97,14 °C'de erime noktasina karsilik gelen bir endotermik pik goriildii. C-MNP’lerin
boyut analizleri sonuglart1 SEM ile incelendiginde, C-MNP’lerin boyutu 24,87+11,5
nm olarak tespit edildi. Termal karakterizasyon sonuglarina gére, Thermocouple cihazi
ile yapilan sicaklik dl¢timlerindeki Saglikli Doku ve Tiimérlii Doku ile diger gruplar
arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel anlamlilik bulundu (p=0.0015;
p<0.0001). Termal kamera sonuglarinda ise gruplar arasindaki karsilastirmada
istatistiksel anlamlilik oldugu gorilmistiir (p<0.0001). Sonu¢ olarak C-MNP
kompleksinin basarilt bir sekilde olusturuldugu ve MW uygulamasiyla klinikte
hipertermi tedavisi i¢in uygun oldugu 6ngoriildii. Bu 6ngoriiniin desteklenmesi i¢in
hayvan ¢aligsmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Manyetik Nanopartikiiller, Hipertermi, Mikrodalga, Kitosan,
Manyetit, Karakterizasyon
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ABSTRACT

The application of hyperthermia by induction of Magnetic Nanoparticles (MNPs)
presents alternative approaches for diagnosis and treatmen in the clinic. Magnetic
nanoparticle hyperthermia (MNPH) can selectively heat the targeted malignant cells
while preserving healthy tissue. However, being able to detect the characterizations of
MNPs is important to be able to identify the matter. The aim of this study the matter
characterization of synthesized C-MNP and the MW hyperthermia thermal efficiency
of C-MNP on healthy breast and tumor tissue equivalent were investigated. This study
was carried out in two main stages. In the first stage of the study, FesO4 nanoparticles
(C-MNP) coated with chitosan were synthesized using the lonic Gelation
Nanoprecipitation Technique and matter characterization studies were carried out with
DLS, ZetaSizer, DSC, FTIR, XRD and SEM devices. In the second stage, for thermal
characterization, the MW application was imaged with a thermal camera, and the
temperature was recorded with the Pico TC-08 Thermocouple device. The obtained
numerical data were evaluated by statistical analysis. Groups were formed as Healthy
Tissue, Tumor Tissue, Tumor Tissue+MNP, Tumor Tissue+C-MNP and were exposed
to MW during the same time period. According to DLS results, the sizes of Fe304 and
C-MNP nanoparticles were found to be 571.5 and 665.9 nm, respectively and their
Zeta Potentials were 30.4 and -15.6 mV, respectively. According to the XRD analysis
results of C-MNPs, no sharp peaks of FesO4 nanoparticles were observed. According
to the results of the FTIR analysis, the peak observed around 500-790 cm™ corresponds
to the vibration of the Fe-O bond. This indicates the presence of FesO4 in C-MNP.
According to the results of FTIR analysis, it was determined that FesO4 nanoparticles
were successfully coated with chitosan. As a result of DSC analysis, an endothermic
peak corresponding to the melting point of C-MNPs at 97,14 °C was observed. When
the size analysis results of C-MNPs were investigated by SEM, the size of C-MNPs
was found to be 24.87+11.5 nm. According to the thermal characterization results,
statistical significance was found in the comparison between Healthy Tissue and
Tumor Tissue and other groups in temperature measurements made with the
Thermocouple device (p=0.0015; p<0.0001). In the thermal camera results, it was
observed that there was statistical significance in the comparison between the groups
(p<0.0001). As a result, it was predicted that the C-MNP complex was successfully
formed and appropriate for clinical hyperthermia treatment with MW application.
Animal studies are needed to support this prediction.

Keywords: Magnetic Nanoparticles, Hyperthermia, Microwave, Chitosan, Magnetite,
Characterization
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1. GIRIS

Kanser hastaligi, hastalik tan1 ve tibbi tedavi tekniklerindeki gelismelere ragmen, halen diinya
genelindeki en 6nemli saglik sorunlarindan birisidir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Uluslararasi
Kanser Arastirma Ajansi (IARC)’na gore, 2020 yilinda, diinya ¢apinda tahmini 19,3 milyon
yeni kanser vakasi ve yaklagik 10,0 milyon kanser 6limii meydana gelmistir. Ayrica, meme
kanseri, en sik teshis edilen kanser olarak akciger kanserini geride birakmistir (1). WHO, 2040
yilinda, 30,2 milyon yeni kanser vakasi tespit edilecegini ve oniimiizdeki yirmi yilda kiiresel
kanser insidansinda %60'lik bir artis olacagini tahmin etmektedir (2,3). Kanser tedavisi igin
cerrahi miidahale, kemoterapi ve radyoterapi gibi bir¢ok geleneksel yontem bulunmaktadir.
Ancak bu yontemler istenmeyen yan etkilere neden olmaktadir. Ornegin; kemoterapi
tedavisinde kullanilan terapotik/anti-kanser ilaglar, sagliksiz doku ve hiicreler ile birlikte
saglikli doku ve hiicreleri de olumsuz etkilemektedir. Ayrica, diisiik tiimor seciciligi, hasta
tizerinde halsizlik, sa¢ dokiilmesi gibi istenmeyen yan etkilere neden olmaktadir.

Hipertermi tedavisi, radyoterapi ve kemoterapi yontemine ek olarak kullanilan alternatif bir
yaklagimdir. Hipertermi, 6zellikle biyomedikal miihendisligi alaninda dikkat cekmekte, kimya,
miihendislik, tip ve fizik alanindaki arastirmacilarin is birligi ile aragtirmalar yapilmaktadir (4).
Son yillarda, nanoteknoloji alani kanser tedavisi i¢in yeni yollar agmistir. Nano oOlcekli
sistemler, kanserin hedefe yonelik tedavisi i¢in arastirilmaktadir (5,6). Manyetik
Nanopartikiiller (MNP) saf metallerden veya metal-polimer karisimindan olusan nano
boyuttaki malzemelerdir. Son yillarda, MNP’lerin bir polimer ile kaplanmasiyla hipertermi
uygulamalari, kanser tedavilerinde bir umut olarak goriilmektedir. Manyetik nanopartikiil
hipertermisi (MNPH), bilinen hipertermi prosediirlerinin aksine, saglikli dokuyu korurken
hedeflenen ko6tii huylu hiicrelerin segici olarak 1simmasimi saglayabilmektedir. Bu sayede
kanserli dokudaki hedeflenen kotii huylu hiicreler diger saglikli dokulara zarar vermeden
apoptoza ugratilmaktadir. Yapilan hayvan calismalari, MNPH ile hayatta kalma oranlarinin
arttigini in-vivo olarak gostermistir (7,8). MNPH tedavisinin performansi, MNP’lerin malzeme
tipine biiyiik dlciide baglidir. Ornegin literatiirde Manyetit (Fe3O4), Kobalt Ferrit (CoFe20a),
Nikel Ferrit (NiFe2O4) vb. odakli ayr1 yazarlar tarafindan yayimlanan yayinlar bulunmaktadir
(9,10,11). Bu projede, diisiik yogunluk ve elektrik alan degerlerindeki Mikrodalga (MW)
hipertermi karakterizasyonunun arastirilmasi i¢in diger MNP’lere gore daha avantajh
ozelliklerinden dolayr FesOs tercih edilmistir. Yiizey kaplamasi olarak kullanilan kitosan,

fiziksel ozellikleri nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica yiizey kaplamalarinin,



MNP'lerin kan dolagim siiresini artirdii ve onlarin manyetik Ozelliklerini iyilestirdigi
bilinmektedir (12,13). FesOs ¢ekirdek malzemelerin digerlerinden daha {istiin oldugu ve
biyouyumlu bir polimer olan kitosan ile kaplanmis FesOs nanopartikiillerinin Manyetik
Rezonans Goriintiileme (MRI) kontrast maddesi, ilag dagitim sistemleri, hipertermi ve diger
biyomedikal uygulamalar i¢in kullanilmalar1 literatiirde tavsiye edilmektedir (14). Ayrica,
kitosan, polietilen glikol (PEG) gibi polimerler ile kaplanmig MNP tabanli sistemlerin ¢esitli
kanser tiirleri i¢in, Alternatif Manyetik Alan (AMF), Radyofrekans (RF), MW frekansi
uygulamasi ile timorlii bolgenin sicakligr arttirabildigi, hipertermi uygulamalarindaki basarisi
yapilan fantom, in-vitro arastirmalar ile gosterilmistir (8,15). Hipertermi uygulamalari igin
kitosan kapli FesOs iiretimi konusunda bir¢ok c¢alisma yapilmistir (16,17). Genel olarak
manyetik FesOs-kitosan nanokompozitleri biyouyumluluk, 1s1 iiretme kabiliyeti gibi 6zellikleri
nedeniyle hipertermi uygulamalari i¢in umut verici sistemlerdir.

Bu projede, Fe3Os-Kitosan nanopartikiillerinin diisiik seviye MW hipertermi karekterizasyon
mekanizmasi ve diisiik yogunluk, elektrik alan degerlerindeki MW uygulamasinin termal etkisi

fantom caligsmasi ile agiklanmistir.

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, genetik faktorler, yasam tarzi, ¢evresel faktorler, gibi farkli temel nedenlere sahip
fiziksel belirtilere yol acan ve genetik degisikliklerden kaynaklanan karmasik bir hastaliktir.
WHO, 2020 yilinda diinyada kanser nedeniyle yaklasik 10 milyon 6liim gerceklestigini
bildirmistir (18). Kanser hiicreleri, saglikli hiicre davranigin1 kontrol eden sinyallere uygun
yanit vermek yerine, kontrolsiiz bir sekilde biiylir ve boliiniirler. Saglikli olan ¢evre
doku/organlar1 istila edebilir ve sonunda tiim viicuda yayilabilirler. Hiicrelerin olmasi
gerekenden fazla biiyiiylip boliindiigli veya gerektiginde 6lmedigi zaman olusan anormal doku
kiitlesi “tiimor” olarak adlandirilmaktadir. Tiimér, iyi huylu veya kotii huylu olabilmektedir. Iyi
huylu tiimorler biiyliyebilir, konumu ile sinirli kalmakta, diger doku veya organlara
yayilmamaktadir. Kotii huylu tiimorler ise, hem g¢evredeki sagliklt dokuyu isgal edebilir hem
de dolasim veya lenfatik sistemler yoluyla tiim viicuda yayilabilirler (National Cancer
Institute). Bu metastaz olarak adlandirilir ve kanserden 6liimiin birincil nedenidir (19). Eger
hastalik metastatik evrede teshis edilmigse tam bir tedavi yontemi yoktur. Yalnizca kotii huylu

timorler kanserlidir ve tehlikeli ve yasami tehdit edici olabilirler. Kanser tedavi yontemleri,



hastaligin iyilesmesinden ve hastalarin yasam siiresinin uzamasindan sorumludur. Cerrahi
midahale, kemoterapi ve radyoterapi tedavileri, kanser hastaliklarinda en yaygin olarak
kullanilan yontemlerdir. Daha az siklikla immiinoterapi, hormon tedavileri, kok hiicre nakli,
hedefe yonelik tedaviler ve hipertermi tedavileri kanser tedavisi i¢in kullanilmaktadir (20). Bu
tedavi yontemleri, kanser tedavisi icin tek basina veya birlikte uygulanabilmektedir. Kanserin
tedavisi i¢in gecmis yiizyillardan giiniimiize kadar birgok arastirma yapilmistir ve halen bu konu
ile ilgili arastirmalar yapilmaya devam etmektedir (3,5,6,7,8). Kanser tedavisi i¢in onemli
Olctlide teknik gelismeler olmasina ragmen, tamamen etkili bir yontem halen bulunamamustir.
Yalnizca, kanser hiicrelerinin hedeflenmesine dayali tedaviler icin yeni yaklagimlar
gelistirilmekte ve ciddi ¢abalar, yliksek miktarda biit¢eler harcanmaktadir (7,8,9). Bu ¢alismalar
ile klinik uygulamaya gecebilecek, daha etkin ve daha az yan etkiye sahip olan tedavi
yontemleri arastirilmaktadir (9,10,11,15,17). Son zamanlarda yapilan bu ¢alismalar arasinda,
lokal bir tedavi olabilecek MNP’lerin kullanildig1 hipertermi yontemi bulunmaktadir. Bu tedavi
yontemi ile hedeflenen kotii huylu hiicrelerin 1sitilip Sldiiriilebilecegi yiiksek sicakliklara
ulagmalar1 saglanirken saglikli dokular zarardan korunabilmektedir. Boylece geleneksel
yontemlerin tedavi sirasinda meydana getirdigi yan etkiler ve saglikli dokulara meydana

getirdigi hasarlar ortadan kaldirilabilmektedir (6,7,9,10,11,15,17).

2.1.1. Meme Kanseri

Tiim yeni kanser teshislerinin yaklasik onda birini olusturan ve siklikla 50-70 yas arasindaki
kadinlarda goriilen meme kanseri, diinya ¢capinda kadinlar arasinda en ¢ok teshis edilen kanser
tiirtidiir. Saglikli meme bezi hiicrelerinden kaynaklanan kotii huylu bir timordiir ve metastatik
ozelligi nedeniyle tedavisi olduk¢a zordur (6, 21). Tedavi yontemlerindeki gelismelere ragmen,
genel sag kalim oranlarinda 6nemli artiglar gézlemlenmemistir (22). WHO’nun 2020 yili
istatistiklerine gére meme kanseri, akciger kanserini geride birakmistir ve gliniimiizde kanser
hastaliklarinin en yaygin tiiriinii olusturmaktadir (23). Diinya ¢apinda 2020 y1lunda, 2,3 milyon
kadina meme kanseri teshisi konulmus ve meme kanseri nedeniyle 685.000 o6lim
gerceklesmistir (19). Meme kanserinin gelisimi ve ilerlemesi, diger kanser tiirlerindeki gibi
hiicresel farklilasmanin diizensiz olmasi, asir1 cogalma gib bir¢ok olay1 icermektedir. Cinsiyet,
genetik faktorler, yas, beslenme, c¢evresel faktorler gibi gesitli risk faktorleri, tiim kanser
tiirlerinde ki gibi, meme kanserinin gelismesinde de etkilidir (24).

Meme kanseri tedavisi, 6zellikle hastalik erken teshis edildiginde oldukca etkili olmaktadir.

Cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi, meme kanseri tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir



(19). Bu tedaviler arasinda kemoterapi en fazla kullanilan yontemdir ve meme kanserinin ¢esitli
evrelerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde yaygin kullanilan kemoterapi
rejimleri, kanserin yayilma veya tekrarlama olasiligimi azaltmada etkilidir. Kanserin
bliylimesini ve yayilmasini 6nleyebilen bu tiir tedaviler hayat kurtarmaktadir. Fakat kemoterapi
tedavisinde kullanilan ilaclar, sadece kanserli hiicreleri 6ldiirmekle kalmay1ip saglikli hiicreleri
de oldiirerek yasami tehdit eden yan etkilere neden olmaktadir (21). Tedavi yontemlerinin
meme dokusunda kayip, halsizlik, mide bulantisi, istah kayb1 gibi yan etkileri bulunmaktadir
ve bunlar hastanin yasam kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir. Toksik yan etkiler ve ilaca
direng gibi sinirlamalari olan geleneksel kanser tedavileri ¢ogu zaman tiimorii tamamen ortadan

kaldirmay1 basaramamaistir (6).

2.2. Kanser Tedavi Yontemleri

2.2.1 Cerrahi Yontemi

Kanser tedavisinde kullanilan en 6nemli yaklasimlardan biri lokal, bolgesel veya genel
anestezi altinda tiimoriin tamaminin veya bir kisminin viicuttan ¢ikarilmasina dayanan cerrahi
yontemidir. Cerrahi, biyopsi yoluyla kanseri teshis ederek (kanserin nereye yerlestiginin,
nerelere yayildiginin, viicutta diger organlarin etkilenip etkilenmediginin tanimlamasi) kanseri
tedavi etmek igin yaygin olarak kullanilmaktadir. Cerrahi yontemi, kanserin kolayca
bulunmasina ve ¢ikarilmasina yardimei olur. Bir alanda bulunan kati tiimérler i¢in en 1yi sonucu
vermektedir. Fakat kanser viicudun bagka bir yerine yayildiginda, cerrahi yontemi genellikle

etkili olmamaktadir. Bu nedenle yayilmis kanser tiirleri i¢in tercih edilmemektedir (25).

2.2.2. Kemoterapi Yontemi

Kemoterapi, kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in anti-kanser ilaglar1 kullanan bir kanser tedavisi
yontemidir. Kemoterapi; kanseri tedavi etmek, tekrarlama olasiligini azaltmak, biiytimesini
durdurmak, yavaslatmak, kanser semptomlarini hafifletmek agriy1 ve diger sorunlara neden
olan tiimorleri kiigiiltmek igin kullanilabilir (26). Su anda klinikte kullanilan birgok farkli
kemoterapi ilact vardir (27). Tedavi sirasinda kullanilan ilag; kanserin tiirine, kanserin
viicuttaki baslangi¢c noktasina, kanserin yayilip yayilmadigina, hastanin genel sagligina bagh
olarak degismektedir. Birgcok kemoterapi ilacinin tedavi sonuglari bir¢cok kanser tiirii i¢in 1yi
sonuglar vermektedir. Ancak kemoterapi ilaglarindan her zaman istenen fayday: saglamak

miimkiin degildir ve bu ilaglarin birgok yan etkisi vardir. Ornegin; hastay1 yorgun hissettirebilir,



hastanin istahini etkiler, 6zellikle el ve ayaklardaki sinirlere zarar verir. Baz1 kemoterapi ilaglar1
bobrek, karaciger, kalp veya akcigerlerin ¢alisma seklini etkileyebilir (26). Ayrica kemoterapik
ilaglar ¢ogunlukla boliinen hiicreleri hedef aldigindan kanser kok hiicrelerini yiiksek
direnglerinden dolayr yok etmeyi basaramamaktadir. Bu da kanserin tekrarlamasina neden
olmaktadir. Kemoterapi ilaglarmin yan etkilerini azaltmak, hedefe yonelik tedavi
saglayabilmek ve kanser kok hiicrelerini yok edebilmek i¢in nanoteknoloji alaninda ¢alismalar

yapilmaya devam etmektedir (8,21,28).

2.2.3. Radyoterapi

Radyoterapi, kanser hiicrelerini 6ldiirmek ve tiimorleri kiigiiltmek i¢in yiiksek dozda iyonize
radyasyon kullanan kanser tedavisi yontemidir (29). Radyoterapi tedavisinin hedefi, timorlii
dokunun yok edilmesi sirasinda normal dokularm korunmasidir. Iyonize radyasyon ile kanser
hiicrelerin  DNA'sina zarar verilerek bu hiicreler oldirilmektedir. Saglikli hiicreler
radyasyondan etkilense de onarim mekanizmalari genellikle birkag ay i¢inde bu sorunu diizeltir.
Radyasyonun tipi, dozlama programi, uygulama teknigi ve ayrica tiimdriin ve normal dokularin
biyolojik 6zellikleri gibi faktorler radyoterapi sonrasindaki klinik sonucu etkilemektedir (29).
Radyoterapi tedavisinin, harici radyoterapi ve dahili radyoterapi olmak flizere iki tiirii
bulunmaktadir. Harici radyasyon tedavisi, viicudun belirli bir boliimiinii tedavi edildigi lokal
bir tedavidir. Ornegin, akcigerde kanser varsa, tiim viicuda degil, yalmzca gdgiis bolgesine
radyasyon uygulanir. Dahili radyasyon tedavisi ise viicudun igerisine bir radyasyon kaynaginin
yerlestirildigi bir tedavi yontemidir. Radyasyon kaynagi kat1 veya sivi olabilir. Uygulanacak
radyoterapi; kanser tiirii, timor boyutu, tiimoriin viicuttaki yeri, hastanin tibbi gegmisi, yasi gibi
birgok faktore bagli olarak degismektedir (30).

Radyoterapi yontemi diinya ¢apinda en ¢ok tercih edilen kanser tedavi ydntemlerinden
birisidir. Fakat bulanti, kusma, sa¢ dokiilmesi, ishal, sislik gibi gesitli yan etkilere neden

olabilmektedir. Bu yan etkiler hastadan hastaya farklilik gostermektedir (31).

2.2.4. Immiinoterapi

Immiinoterapi, bagisiklik sisteminin kanserle savasmasina yardimci olan kanser tedavisi
yontemidir (32). Bagisiklik sistemi, viicudun hastalik yapan yabanci mikroplara Kkarsi
korunmasina, enfeksiyon ve diger hastaliklarla savasmasina yardimci olmaktadir.

Immiinoterapi tedavisi, tiimor biiyiimesini tesvik etmede etkili olan normal sinyalleri taklit
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etmek i¢in kansere kars1 bir bagisiklik tepkisi olusturan veya gili¢lendiren biyolojik ajanlarin
kullanilmasina dayanmaktadir (32).
2.2.5. Hipertermi

Son yillarda tekrarlayan ve ilerlemis kanserlerin tedavisinde cerrahi, kemoterapi, radyoterapi
ve immiinoterapi gibi farkli tibbi tekniklerin yani sira tedavi edici, zararsiz ve tamamlayici bir
yontem olan hipertermiden yararlanilmaktadir (33). Hipertermi, temel olarak, kanser
hiicrelerine zarar vermek, onlar1 6ldiirmek veya diger tedavi yontemlerini daha duyarli hale
getirmek i¢in viicut dokusunun fizyolojik sicakliklarin tizerinde (~ 41-47 C°) 1sitilarak sagliksiz
viicut bolgesine uygulanan bir tedavi tiiriidiir (34). Kemoterapi ve radyoterapi tedavisinin yani
sira klinikte tamamlayici bir yontem olarak, kullanilmaktadir. Bu tedavi yontemi, kemoterapi,
radyasyon tedavisi, cerrahi, gen tedavisi ve kanser i¢in immiinoterapi dahil olmak iizere su anda
mevcut tedavileri tamamlar (35). Kanseri tedavi etmek i¢in uygulanan hipertermi, termal
terapi, termal ablasyon veya termoterapi olarak da adlandirilmaktadir (36).

Kanserli hiicrelerin diizensiz damar aglart ve kanserli doku igerisindeki diisiik kan akisi
tiimoriin konvektif soguma hizin1 diigiiriir ve tiimdriin asir1 1sinmasina neden olur. Saglikli
hiicreler bu sicakliklara kisa bir siire dayanabilirken kanserli hiicreler apoptoza ugrarlar (33).
Sonug olarak, kanserli dokudaki hiicrelerin canlilig1 41-47 °C arasinda dnemli 6l¢iide azalirken,
saglikli dokular 1s1iy1 basarili bir sekilde dagitabilmekte ve oradaki hiicreler hayatta
kalabilmektedir. Lokal, bolgesel ve tiim viicut hipertermisi, mevcut {i¢ hipertermi stratejisi
olarak kategorize edilmektedir (33). Bu stratejilerin uygulanmasi mikrodalga, radyofrekans,
lazer ve ultrason teknikleri gibi farkli 1sitma yontemleriyle gerceklestirilebilir (37). Hipertermi
uygulamalari, klinik uygulamalarda 6nemli ilerlemeler saglasa da kabarciklar, yaniklar, agr1 ve
diizensiz doku biiyiimesi gibi ¢esitli yan etkileri vardir (38). Son yillarda radyoterapi ile birlikte
farkli yaklasimlarda kullanilmaya baslanmistir ancak saglikli dokularda bu tedavilerle
iligkilendirilebilecek ciddi zararli etkiler oldugu bulunmustur (39). Bu ¢ergevede nanoteknoloji,
MNPlerin yerel bir 1s1y1 uzaktan indiiklemek i¢in kullanimina dayanan manyetik hipertermi
uygulamasi ile yeni bir ¢6ziim sunmaktadir. Cesitli kaplamalar sayesinde MNP ’lerin kullanima,
yeni bir terapotik isitma teknigi olarak kabul edilmistir (33). Arastirmacilar, yapilan
arastirmalarda MNP'ler ile gergeklestirilen lokalize hiperterminin daha az yan etkiye sahip
oldugunu gostermislerdir.

2.3. Manyetik Nanopartikiil Hipertermi

Manyetik Nanopartikiiller (MNP) kullanilarak gerceklestirilen hipertermi uygulamasi

manyetik nanopartikiil hipertermi (MNPH) olarak adlandirilmaktadir (35). MNPH 1s1
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indiiksiyonunun uzaktan tetiklenmesi, timdrlerin segici olarak dldiiriilmesi ve minimal invaziv
olma gibi arzu edilen degerlere sahip, gelismekte olan bir kanser termoterapisidir (40). MNPH,
dogrudan nanopartikiillerden kaynaklanan benzersiz avantajlar saglayan tek termal kanser
nano-tibbidir ve diger tiimor tedavi yontemlerine kiyasla nispeten toksik degildir (41,42).
Ayrica, MNPH ile, timori ¢evreleyen dokulara zarar vermeden tiimdr hiicreleri lokalize olarak
1sitilabilmektedir (43).

Stiperparamanyetik nanopartikiiller, sadece tiimor bolgesinin sicakliginin arttirtlmasi ve
saglikli dokunun korunmasi amaciyla MNPH uygulamalarinda biiyiikk ilgi gérmiistir
(15,17,33,35,44,45,46). Bu pargaciklar, belirli alanda 1s1 artis1 seklinde enerji iretimine neden
olan harici bir alternatif manyetik alan uygulanarak dogrudan kanser hiicrelerini hedef
almaktadir. Sonug¢ olarak, tiimorler kismen veya tamamen yok edilebilmektedir. Ayrica
hipertermi teknigi i¢in siiperparamanyetik nanopartikiillere, antikanser ilaglar konjuge
edildiginde kanser hiicrelerine terapotik ajanlar verilerek bu yoOntemin etkinligi
artirtlabilmektedir (44). Manyetit (Fe3Oas), dekstran, katyonik lipozomlar, polivinil alkol ve
hidrojel gibi farkli ligandlarla kararli hale gelebilen iyi bilinen siiperparamanyetik bir
malzemedir. Diisiik doyum manyetizasyonuna sahip olmasi nedeniyle klinik arastirmalarda
tercih edilebilmektedir.

MNPH’nin, diger geleneksel tedavi yontemleriyle birlikte veya sadece hipertermi uygulamasi
sonrasi kanserli bolge tizerine olumlu etkileri bildirilmektedir (7, 8, 47). Basel ve arkadaslari
2012°deki g¢alismada sentezledikleri demir/demir oksit nanopartikiillerini tiimor yerlesim
hiicreleri olan RAW264.7 (fare monosit/makrofaj benzeri hiicreler) hiicrelerine yiiklemislerdir.
Yayilmis peritonal pankreas kanserinin bir murin modeli olusturulmus ve tiimor gelisimi
gerceklestikten sonra demir/demir oksit nanopartikiilleri ile yiikklenmis RAW264.7 hiicreleri
intraperitonal olarak enjekte edilmistir. Enjeksiyondan {i¢ giin sonra fareler, hipertermi tedavisi
icin 20 dakika boyunca alternatif bir manyetik alana maruz birakilmig ve bu islem bir grup
farede ii¢ kez tekrarlanmistir. MNP ler bir AMF stimiilasyonu altinda 1s1 tiretmistir. Calisma bu
sistemin bir murin pankreas kanseri modelinde hayatta kalma oranin1 %31 oraninda arttirdigini
gostermistir (7). 2013 yilinda Lee ve arkadaslari, Adamantine ¢ekirdegini PEG ile kaplayarak
olusturduklart poliami doamin dendrimerleri, doksorubisin ile kapsiillemisler ve DOX-
SMNP’leri olusturmuslardir. Olusturduklart MNP’lerin hipertermi tedavi potansiyelini
degerlendirerek tedavi i¢in bir protokol ortaya koymuslardir. Calisma sonucunda tasarlanan
DOX-SMNP ile ilag salimi ve hipertermi tedavisinin basarili bir sekilde gerceklestigi

gosterilmis, 2 kez hipertermi tedavisi uygulanan hayvanlarda, tiimor biiyiimesinde azalma



oldugu goriilmiistiir (8). Kolosnjaj-Tabi ve arkadaslart 2014 yilinda yayimladiklari ¢calismada,
manyetik ozelliklere sahip 19 nm boyutlarinda, PEG kapli demir oksit nanopartikiillerinin
etkinligini degerlendirmislerdir. Farelerde epidermoid karsinom ksenograftlarina, 700 pg
nanapartikiil enjeksiyonundan sonra, hipertermi uygulamasinin ve nanopartikiillerin tiimor
tizerindeki etkisini degerlendirmislerdir. Arastirmacilar kemoterapi tedavisinin MNP’ler ile

daha etkili olabilecegini bildirmistir (47).

2.3.1. Manyetik Nanopartikiiller

MNP’ler, harici bir manyetik alanin etkisi altinda manipiile edilebilen, mevcut klinik teshis ve
tedavi tekniklerinde olumlu degisiklikler yaratma potansiyeline sahip nano Olcekli
malzemelerdir (48). MNP’ler biyomedikal uygulamalar i¢in birgok avantaji sunmaktadir.
Bunlardan bazilar1 su sekilde 6zetlenebilir:

. Kontrol edilebilir boyutlar sunarlar (49). Boyut ve 0zelliklerin optimizasyonu,
caligmanin ilgi alanina giren biyomolekiillerle kolayca eslesir.

. Harici bir manyetik gradyan tarafindan manipiile edilebilirler.

. Biyouyumlu hale getirmek i¢in, organik ve inorganik malzemeler ile kaplanmaya ve
cesitli biyoaktif molekiillerin eklenmesiyle daha fazla islevsellestirilmeye uygundurlar (50).

. Benzersiz manyetik Ozelliklere ve biyolojik etkilesimlerin hiicresel ve molekiiler
diizeyinde islev gorme yetenegine sahiptir. Bu 0Ozellikleri onlar1 manyetik rezonans
goriintiileme (MRI) i¢in kontrast ajanlar1 ve ilag dagitimi i¢in tasiyict sistemlerde 6nemli bir rol
oynamasini saglar (48, 51, 52,53).

Bir¢cok biyomedikal uygulamada genellikle yiiksek doygunlukta magnetizasyon iceren
metaller (Demir, kobalt, nikel gibi) veya metal oksitlerini iceren materyaller tercih
edilmektedir. Saf metaller yiiksek doygunlukta magnetizasyona sahiptir. Fakat oldukca
toksiktir ve oksidasyona duyarhidir. Bu sebeple bu metal nanopartikiiller biyomedikal
uygulamalara uygun degildirler. Metal nanopartikiillerin aksine, demir oksit nanopartikiiller
(SPION) oksidasyona daha az duyarhidir ve bu sebeple daha kararli manyetik cevap verirler.
SPION’lar ¢ok kristalli yapiya sahiptir ve ¢esitli biyomedikal uygulamalarda, ¢ekirdek yapisi
olarak y-Fe203 (maghemit) ve Fe304 (magnetit) siklikla tercih edilmektedir (54). Farkl
materyaller ve SPION’larin kombine edilmesiyle hazirlanan nanomateryaller, icerdikleri farkli
materyallerden dolay1 yliksek o6zgiilliik, spesifik yilizey kimyasi, 6zgiil optik ve manyetik

ozellikler tasirlar ve bu Ozellikler onlarin yaygin olarak kullanimimi saglar. Bu kullanim



alanlart; ilag salim sistemleri, hipertermi ve goriintiilleme uygulamalari vb. olarak ifade

edilebilir.

2.3.1.1. Demir Oksit Nanopartikiiller (SPION)

Demir oksit ¢ekirdekleri, biyouyumluluklar1 ve klinik goriintiilemede kullanimlar1 nedeniyle
biyomedikal uygulamalarda daha basarili bulunmaktadir. Gegen son 20 yillik siirecte, genis
yiizey alani/hacim orani, bir miknatisla kolay manipiilasyon, yiiksek manyetizasyon ve yiiksek
doygunluk, kanitlanmis biyouyumluluk ve biyolojik uygulamalarda umut vermesinden dolay1
farkl ¢esitteki demir oksitlerle yapilan ¢aligmalarda 6nemli oranda bir artis gozlemlenmektedir
(55). Arastirmacilar ozellikle y-Fe203 ve Fe304 igeren siiperparamanyetik demir oksit
nanopartikiillerinin arastirilmasina ve gelistirilmesine odaklanmaktadir (56, 57, 58).
Biyomedikal uygulamalardaki, kimyasal kararlilig1, toksik olmamasi ve iiretim kolaylig1 gibi
benzersiz 6zellikler gosterdikleri i¢in Fe304 calismalarda daha ¢ok tercih edilmektedir (59,60).
Bu projede manyetik ¢ekirdek olarak FesO4 kullanilmistir.

Malzemeler manyetik 6zelliklerine gore 3 sinifa ayrilmaktadir. Bunlar:

. Diamanyetik malzemeler
. Paramanyetik malzemeler
. Ferromanyetiki malzemelerdir (61).

SPION’lar, ferromanyetik malzemeler sinifina dahil edilen siiperparamenyetik malzemeler
sinifinda yer almaktadir. Siiperparamanyetik malzemeler, ferromanyetik malzemelerden farkli
olarak boyutlar1 nedeniyle harici bir manyetik alan disinda manyetik 6zelliklere sahip degildir
(62). Siiperparamanyetizma, pargaciklar, termal etkiler nedeniyle manyetik momentlerinin
rastgele degismesine neden olacak kadar kiiglik oldugunda meydana gelir.
Stiperparamanyetizma elde edebilmek icin gereken boyut sinirlari, ¢ekirdek malzeme
bilesimlerine gore farklilik gostermektedir ve bu boyut sinir1 SPION’lar i¢in boyut<30 nm'dir
(63).
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Sekil 2.1. Sitiperparamenyetik MNP’lere Harici Manyetik Alan Uygulanmasi (63)

Stiperparamanyetik MNP'ler, uygulanan manyetik alanla ayn1 yonde manyetik momentler
icerirler. Harici manyetik alan olmadiginda, MNP'lerin momentleri termal etkilerden dolay1
rastgele ters doner ve yaklasik olarak sifir manyetizma gozlenir (Sekil 2.1. (a)). Harici bir
manyetik alan uygulandiktan sonra, MNP'lerin momentleri manyetik alan yoniinde hizalanir.
(Sekil 2.1. (b)). D1s manyetik alan uygulandiginda manyetik alan yoniine dénen momentler,
alan kaldirildiginda tekrar rastgele yonelerek toplam miknatislart yaklasik olarak tekrar
stfirlanir (22). Bir moment-doniisiinden digerine karakteristik zaman Neel gevseme zamani
olarak adlandirilir ve yaklasik olarak Neel-Arrhenius denklemi ile belirlenir:
10.exp(KV/(kg.T)). 10, cevirme girisimleri arasindaki siiredir ve malzemeye bagl olarak 10~°-
107'? araliginda degisir. V partikiil hacmi, K manyetik anizotropi enerji yogunlugu, T sicaklik
ve kg Boltzmann sabitidir (63).

Biyomedikal uygulamalar i¢in kullanilan SPION'lar genellikle manyetik bir ¢ekirdek ve
islevsellestirmeyi kolaylastiran bir dis organik katmandan olugsmaktadir (22). Bunun nedeni:
SPION'un kararliliginin, manyetik, dipolar ve van der Waals etkilesimleri gibi farkli ¢ekici
etkilesimlerin dengesinden etkilenmesidir (64). Bu nedenle, herhangi bir organik/inorganik
kaplama ile kaplanmayan SPION'lar, manyetik Ozelliklerini etkileyen, bir araya toplanma
egilimindedir (14, 55). Bu kiimelenmeyi 6nlemek i¢in, genellikle ya elektrostatik ya da sterik

itme ile stabilize etmek i¢in koruyucu kabuk(lar) ile yilizeyleri modifiye edilir (65, 66).

2.4 Manyetik Nanopartikiillerin Yiizey Kaplamalari
MNP’lerin nanoboyutu ve artan ylizey alani/hacim oraninin bir sonucu olarak arastirmacilar
MNP’lerin yap1 ve 6zellikleri arasindaki iligkiyi ¢calismaya odaklanmislardir. Birlesim, boyut,

morfoloji ve yiizey kimyast hem manyetik 6zellikleri gelistirmek hem de in-vivo olarak
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nanopartikiillerin istenilen davranis1 gostermesi igin ¢esitli prosesler ile ayarlanabilmektedir
(67).

Hidrofilik Kabuk
PEG
PCL
PLA
I¢ Birlesen (Cekirdek) PLGA
Kobalt Kitosan
Nikel Dekstran ve tiirevleri
Altin
Demir Oksit

Sekil 2.2. MNP’lerin “Cekirdek-Kabuk” Yapisi (67)

Iyi biyouyumluluk gdsteren bir malzeme ile kaplanan MNP’lerin yiizey alanlari
genisletilebilmektedir. Manyetik bir c¢ekirdek ve yilizey kaplamasi ile olusturulan yapi
“cekirdek-kabuk” yapisi olarak adlandirilir ve ek modifikasyonlar ile islevsellik kazandirilabilir
(Sekil 2.2.).

10-100 nm MNP'lerin intravendz uygulama i¢in uygun olduguna diistiniilmektedir; clinkii
>100 nm nanopartikiiller dalakta fagositoz ile siiziiliir ve <10 nm nanopartikiiller renal
filtrasyon ile hizla temizlenir (68, 69). Ek olarak, nano partikiillerin retikiiloendotelyal sistem
(RES) tarafindan opsonizasyonu ve temizlenmesi, katyonik polimerlerin veya PEG gibi
hidrofilik polimerler ile kaplanmasi saglanarak onlenebilir (34). Kaplamalar MNP’leri
fizyolojik sivilarda stabilize eder ve viicutta kalma siirelerini uzatir. MNP’lerin kararhiliginin
arttirllmasi amaciyla sentez siiresince ya da sentez sonrasi1 biyouyumlu bir polimer kullanilarak
yapilan kapsiilleme islemi, biyolojik sisteme maruz kaldiklarinda agregat olusumunu ve
biyodegredasyonu engeller. Ayrica, yiizey kaplamalart MNP’ lere terapotik (antikanser ilag vb.)
ve hedefleyici pargalarin tutunmasini saglar (6,8, 22, 70).

Hem dogal hem de sentetik polimerler, MNP’leri kaplamak i¢in arastirilmistir. Bu
polimerlerden bazilar1 ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmustir.
Polikaprolakton (PCL), PEG, polilaktik asit (PLA), polikaprolakton (PCL), polilaktik-ko-
glikolik asit (PLGA), dekstran ve kitosan bu polimerlere 6rnek verilebilir (67). PCL, PLGA,
kitosan gibi biyouyumlu polimerler, 6zellikle ilag dagitim1 gibi uygulamalarda kullanildiginda

MNP’lerin biyouyumlulugunu ve biyobozunurlugunu daha da gelistirmektedir. Bu polimerler
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arasinda kitosan, ilag/gen dagitimini, kanser ve mikrop tedavilerini kontrol etme, protein-agir

metallerin adsorpsiyonunu ve yara iyilesmesini destekleme yetenegi ile bilinmektedir (14).

2.4.1. Kitosan

Kitosan, diinyada seliilozdan sonra en bol bulunan ikinci polisakkarit olan kitin'in kapsamli
deasetilasyonundan elde edilen FDA tarafindan onaylanmis dogal bir polimerdir. N-asetil d-
glukozamin ve d-glukozamin birimlerinden olusmaktadir (71,72). iki alt birim, bir sonraki
birimi (1-4)-B-glikosidik bag ile baglar. Kitinin deasetilasyonu kitin i¢indeki N-asetil
glukozaminden asetil gruplarinin ayrilmasi ile gergeklesir (Sekil 2.3.). Deasetilasyon derecesi,
ortalama glukozamin ve Nacetyl glukozamin sayisina gore bir parametredir. Bu parametre ve

molekiiler agirlik bazinda kitosanin kimyasal, fiziksel 6zellikleri belirlemektedir (73).

CH,OH [ CH,OH
H ° I
Deasetilasyon
OH @ OH 0
\ N 7 \
N\ N
H NHCOCH, H NH,
- - n — -n
Kitin Kitosan

Sekil 2.3. Kitin ve Kitosanin Yapisi (73)

Pozitif yiizey yiikii, katyonik yapisi ve SPION'lar gibi negatif yiiklii maddelerle baglanma
yetenegi, kitosanin bir¢cok uygulamada kullanimi i¢in biyolojik ve fizyolojik fayda saglamistir
(74). Antibakteriyel ozelliklere sahip olan kitosan, hidrofilik, toksik olmayan, uyariciya karsi
duyarli bir polimerdir. Ayrica yiliksek biyoyararlanim, modifikasyon kolayligi, uygun su
gecirgenligi, milkkemmel kimyasal direng, nanopartikiiller, i¢ci bos kiire, jeller, filmler,
mikropartikiiller vb. gibi farkl sekiller ve kombinasyonlar olusturma kabiliyetine sahip oldugu
kanitlanmistir (75). Biyouyumluluk, biyobozunurluk ve biyoaktivite gibi ideal 6zelliklerinden
dolay1 nanopartikiillerin agregasyonunu o&nlemek ve kolloidal stabiliteyi ve in-vivo kan
dolagimini 1iyilestirmek icin molekiiler bir yiizey aktif madde olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir (60, 75). Ozellikle son 20 yil icerisinde kitosan iizerine yapilan ¢alismalar

artmistir (16, 76). Biyolojik olarak parcalanabilirligi, hemostatik aktivite, antibakteriyel ve
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antifungal aktiviteleri, hiicre uyumlulugu ve sinirlt immiinojenisite gibi olumlu 6zellikleri bu
polimeri farkli biyomedikal uygulamalarda (ila¢ salim sistemleri, hipertermi, hidrojel vb.)

yaygin olarak kullanilmasini saglamistir (71).

2.5. FesO4-Kitosan Nanopartikiilleri

FesO4 nanopartikiilleri, tiim nanopartikiiller arasinda biyomedikal alanda en yaygin olarak
kullanilanlardir. FesOs nanopartikiilleri iizerindeki, kitosan kaplama, agregat olusumunu azaltir
ve terapoOtik ilaglarin yiiklenmesi ve fonksiyonel gruplarin eklenmesi i¢in bosluklar
saglamaktadir (22). Yapilan onceki ¢aligmalar, kitosan kapli Fe3Os nanopartikiillerin hiicre
takibi, kanser tespiti ve terapdtik yanit i¢in kullanilabilecegini gostermistir (22, 60, 69, 77, 78).
Ayrica, hipertermi uygulamalari icin Fe3Os-kitosan sisteminin iiretimi konusunda ¢alismalar
yapilmaya devam etmektedir (16, 79). Soares ve arkadaslari, 2016 yilinda yayimladiklar
calismada, kimyasal ¢okeltme ve termal ayrisma yontemleri ile liretilen ve farkli molekiiler
agirliklara sahip kitosan ile kaplanmis FesO4 nanopartikiillerini incelemislerdir. Fe3Os ve
kitosan-FesOs nanopartikiillerinin karakterizasyon ¢alismalart yapilmistir. Arastirmacilar,
Fe3Os nanopartikiillerinin kitosan ile kaplanmasinin, nanopartikiillerin hidrodinamik capini
arttirdigin1 fakat kitosanin, nanopartikiillerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini (kristalligi,
kimyasal bilesimi, siiperparamanyetik 6zellik) degistirmedigi bulgusuna ulagmiglardir. Ayrica,
manyetik hipertermi Olclimleri gerceklestiren arastirmacilar, bu nanopartikiillere AMF
uyguladiklarinda 1s1 tiretebilmiglerdir (16). Chauhan ve arkadaslar1 2020 yilinda yayimladiklari
calismada, elektrokimyasal yontem ile 30-40 nm boyutlarinda, kitosan ile kaplanmis Fe3Oa
nanopartikiillerini sentezlemisler bu nanopartikiilleri AMF hipertermi uygulamasi i¢in
kullanmiglardir.  Arastirmacilar ¢alisma sonucunda, kitosan ile kaplanmis FesO4
nanopartikiillerinin diisiik sitotoksisite ve yiiksek 1sitma verimliligi sergiledigini ve kitosan
kaplamanin Fe3Os nanopartikiillerinin kolloidal stabilitesini ve biyouyumlulugunu arttirdigi
belirtmislerdir (17). Pazouki ve arkadaslari, 2021 yilinda yayimladiklari ¢alismada kurkumin
igeren karboksimetil kitosan ile kaplanmis Fe3O4 nanopartikiillerinin hipertermi ile insan meme
kanseri hiicre hatti (MCF-7) tlizerindeki etkisini incelemislerdir. Hazirlanan nanopartikiillerin
hipertermi ile kombinasyonunun, MCF-7 hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyebilecegi sonucuna
ulasilmigtir. Arastirmacilar, antikanser ilaglarin, MNP'lerde kapsiillenmesinin ve hipertermi ile
kombine edilmesinin tedavinin etkinligini artirabilecegini, calismanin meme kanseri tedavisi
icin umut verici bir kombinasyon tedavi sundugunu diisiinmektedir (80). FesO4

nanopartikiillerinin kitosan ile kaplanmasinin, nanopartikiillerin manyetik 6zelliklerini
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etkilemedigi literatiirde bulunan calisma sonuglari incelendiginde goriilmektedir. Ayrica,
yaygin ve biyouyumlu polimer olan kitosan ile kaplanmis FesOs nanopartikiillerinin MRI
kontrast maddesi, ila¢g dagitim sistemleri, hipertermi ve diger biyomedikal uygulamalar i¢in
kullanilmalari literatiirde tavsiye edilmektedir (14). Arastirmacilar, kitosan kapli Fe3O4’in AMF
hipertermi uygulamasinda basarili oldugunu, AMF karakterizasyonu belirleyerek gostermistir
(81).

Bu calisma planlanirken “MNP’ler ile hipertermi tedavisinin klinik de kullanilabilmesi i¢in
disiik yogunluk ve elektrik alan degerlerindeki MW hipertermi karekterizasyonunun
belirlenmesi 6nemlidir” hipotezi ile ¢alisilmaya baglanilmistir. Literatiir ¢alismalart géz oniine
alimarak, diisik yogunluk ve disiik elektrik alan degerlerindeki MW hipertermi
karekterizasyonun belirlenmesi i¢in, projede C-MNP’ler kullanilmistir. Nanopartikiillerin

hazirlanmas1 Sekil 2.4’de sematik olarak gosterilmistir.

Tripolifosfat (TPP)
O O O
NaO\.B I B,ONa
1 N /P'\ ~l N
NaO" 'O" | O ©ONa
ONa
Kitosan Manyetik Nanopartikiil, Magnetit
™ cHoH 7]
H
OH
\ 1+ Ire3V4
| H NH, IR
Karistirma
Kitosan ile kaplanms Fe:Os
nanopartikiillerinin olusumu
(C-MNP)

Sekil 2.4. Tyonik Jelasyon ile Nanopresipitasyon Teknigi ile C-MNP’lerin Hazirlanmasi, Sematik Gosterim
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2.6. Mikrodalga Hipertermi

MW, 300 MHz ila 300 GHz araligindaki elektromanyetik radyasyonlardir (5).
Elektromanyetik spektrumun iyonize olmayan radyasyon bdlgesinde olan MW, biyolojik
sistem Ttzerinde termal etkiye neden olabilmektedir. Mikrodalga hipertermi, mikrodalga
radyasyonu uygulamasi ile, viicut dokusunun yiiksek sicakliklara maruz birakildigi kanser
tedavisi i¢in kullanilan termal bir tedavi yontemidir. Kanser hiicrelerinin o6ldiirtilmesi,

proteinlerin ve hiicre i¢i yapilarin zarar gérmesi ile tiimor dokular kiigiiltebilmektedir (83).

Mikrodalga teknolojisi, farkli tiimor tiirleri i¢in diger ablasyon yontemleri (RF, ultrason, vb.)

ile karsilastirildiginda 6nemli avantajlar saglamaktadir:

. Daha yiiksek tiimor i¢i sicakliklar,

. Daha genis tiimor ablasyon hacmi,

. Daha kisa ablasyon siiresi,

. Damarlara yakin tiimor dokularinda optimal 1sinma,

. Daha az agr1 vb. (84).

Tiim bu avantajlar ile birlikte, MW hipertermi tedavisi onarim siireclerini iyilestirebilmekte,
ilag aktivitesini artirabilmekte ve agridan daha etkili bir sekilde kurtulmaya izin
verebilmektedir. Fakat MW hipertermi tedavisinin, ¢evredeki hayati organlara ve dokulara
zarar veren yanlis hedefleme ve diisiik secicilik gibi zorluklari bulunmaktadir (55). Cilt MW
enerjisinin ¢ogunu dagitmaktadir. Bu nedenle MW hipertermi tedavisinin klinik uygulamalar1
sinirlanmaktadir (85). Arastirmacilar MW hipertermi tedavisinin sinirlamalarinin {istesinden
gelmek, kanserli hiicreleri 1sitarak yok etmek ve cevredeki saglikli dokuya verilen zarar1 en aza
indirmek i¢in hedefe yonelik/spesifik termal terapi yontemlerinin kullanimina odaklanmistir
(5,15). MNP kullanilarak gerceklestirilen MW hipertermi tedavisi kanser tedavisi alaninda, bu

sinirlamalarin tistesinden gelebilecegi diistiniilen yeni bir aragtirma alanidir.

2.6.1 Mikrodalga Manyetik Nanopartikiil Hipertermi Uygulamalar:
Manyetik nanopartikiiller ile MW hipertermi tedavisi kanser tedavisi alaninda yeni bir
arastirma alanidir ve konu ile ilgili in-vivo ve in-vitro arastirmalar siirlidir. Ulasilan literatiir

sonuglarina asagida deginilmistir.
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McWilliams ve arkadaslari 2017 yilindaki c¢alismalarinda, Fe/Fe3Os ve Fes3Os
nanopartikiillerinin MW 1sitma etkinligini degerlendirmislerdir. Fe/Fe3O4 (10 ve 20 nm
capinda kiiresel ¢ekirdek/kabuk yapisinda) ve FesOs (20 nm kenar uzunlugunda kiibik yapida
ve 45 nm kenar uzunlugunda/10 nm yiiksekliginde altigen yapida) nanopartikiillerini kullanan
aragtirmacilar, ylizey kaplamasi olarak dopamin kullanmiglardir. MNP'ler, agar fantom
icerisinde ¢oziilerek 2.0, 2.45 ve 2.6 GHz MW frekanslarinin 1sitma etkileri deneysel olarak
degerlendirilmistir. Arastirma sonucunda, 10 mg/mL MNP konsantrasyonu i¢in, 2.0 GHz MW
frekansinda daha fazla isitma artisinin oldugu gosterilmistir.10 nm ¢apindaki Fe/FezO4
MNP'lere sahip fantomlarda, 20 nm ¢apinda kiiresel MNP'lere sahip fantomlara kiyasla daha
biiyiik sicaklik egimi goriilmiistiir. Arastirmacilar, MW 1sitma mekanizmasini aydinlatmak,
MNP'lerin tasarimini kolaylastirmak, MNP'lerin termal ve elektromanyetik O6zelliklerini
karakterize etmek i¢in ¢alismalarin yapilmaya devam etmesi gerektigini bildirmislerdir (15).
Abo-Neima ve arkadaslari, 2021 yilinda farelerde ehlich tiimér modeli olusturularak in-vivo bir
calisma gergeklestirmislerdir. Arastirmacilar, bir grup fareye MTX ilaci, Fe3Os ve FexOs
nanopartikiilleri enjekte etmis ve sonrasinda MW’ya maruz birakmistir. MW maruziyetinin
MTX ilaci, Fe3Os ve Fe203 nanopartikiillerinin etkinligini arttirdigi sonucuna ulasmislardir.
Arastirmacilar, MW 1s1masi ile birlikte hedeflenen nanopartikiillerin bolgesel sicaklik artisi

saglayabilecegini ve kanser tedavisi i¢in uygun oldugunu bildirmislerdir (5).

3. MATERYAL METHOD

Bu boliimde, proje kapsaminda kullanilan materyaller ve gerceklestirilen deneysel ¢aligmalar
aciklanmistir. Deneysel ¢aligsmalar 2 temel asamada asagida belirtilen siralama dogrultusunda
gerceklestirilmistir:

Calismanin ilk asamasinda, Kitosan ile kaplanmis Fe3Os nanopartikiillerinin iiretimi
sentezlenerek elde edilen sentezlenmis MNP’lerin madde Kkarakterizasyon caligmalar1 yer
almaktadir.

Ikinci asamasinda, saglkli meme ve tiimdr esdegeri dokular1 agar tozu kullanilarak
olusturulmus ve olusturulan dokular tizerinde C-MNP'nin MW hipertermi termal

karakterizasyonu arastirilmistir.
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3.1. Materyaller

3.1.1 Coziicii ve Kimyasallar

Kitosan ile kaplanmis Fe3O4 nanopartikiillerinin (C-MNP) sentezi i¢in, manyetik demir oksit
nanopartikiilleri (FesO4, 5 nm,) (Sigma-Aldrich, PCode:7000320) satin alindi. Kitosan (Sigma-
Aldrich, PCode: 101726308), asetik asit, Tween®80 (Sigma Aldrich, PCode:101560188),
sodium tripolifosfat (TPP) Prof. Dr. Seda Tigli Aydin tarafindan saglandi. Agar tozu (Sigma-
Aldrich, PCode:05040) manyetik hipertermi deneyleri i¢in agar jel fantomu hazirlanmasi

amaciyla kullanildi.

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Dinamik Isik Sag¢ilim Spektrometresi (DLS): Malvern Mastersizer 2000

Zeta-Potansiyel ve Mobilite Olgiim Cihazi: Malvern Nano ZS90

X-Isin1 Kirinim Yontemi (XRD): Rigaku MiniFlex Masaiistii X-Isin1 Kirinim Cihazi, Rigaku
Ultima-1V X-Isin1 Kirinim Cihazi

Fourier Doniisimlii Kizil6tesi Spektroskopisi (FTIR): Bruker Tensor 27 FTIR (Fourier
Transform Infrared Spektrofotometre) Spectrometer, Perkin Elmer Spectrum 100 FTIR
Spectrometer

Diferansiyel Taramali Kalorimetre Cihazi (DSC): TA Instruments DSC Q2000, Perkin Elmer
DSC 8000

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM): JEOL JSM-7001F Electron Microscope

Mikrodalga Verici Cihaz ve Anten (2004X RF, Set Elektronik Ltd. Std., Adapazari, Tirkiye)
Termal Kamera: Testo 865

Pico TC-08 Thermocouple

3-Axis RF Field Strength Meter (TM-196)

Hassas terazi

3.2. FesOy’lin Kitosan ile Kaplanmasi

Bu ¢aligsmada kitosan ile kaplanmis Fe3O4 nanopartikiilleri (C-MNP) sentezlendi. C-MNP’lerin
sentezinde iyonik jelasyon metodu kullanildi. C-MNP’lerin sentezi liiteratlir ¢aligmalarina
benzer sekilde gerceklestirildi (22, 86). FesOs lizerine kitosan kaplama islemi i¢in dncelikle,
kitosan (6 mg) %1 asetik asit iginde ¢Oziindiiriildii. 5 nm boyutundaki FesOs (300 ul),

hazirlanan kitosan ¢ozeltisi igerisinde cozdiiriilerek manyetik karistiricida 40 dakika (dk)
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boyunca karistirildi. Bu ¢ozelti igerisine, 1,5 mg TTP ve 15 pl Tween 80, 500 rpm altinda
manyetik karistiricida, karistirilarak eklendi. Cozelti, 20 dk boyunca karigtirilarak C-MNP elde
edildi (Sekil 3.1). C-MNP’leri iceren ¢ozeltinin bir kismi, petri kabina koyularak 1 gece
boyunca bekletildi. Elde edilen kitosan kapli nanopartikiiller etiketlendi. Karakterizasyon

analizleri ve hipertermi ¢alismasi i¢im kuru toz formunda saklandi.

Fe;04 (300 pl) TPP(1.5mg)  Tween 80 (15 )

L

Kitosan (6 mg)

40 dakika 20 dakika

%1 Asetik Asit
—

. Manyetik Karistirica | Manyetik Karistiric

Sekil 3.1 C-MNP’lerin Hazirlanma Asamalarinin Sematik Gosterimi

3.2.1 Madde Karakterizasyon Calismalar:
3.2.1.1. Partikiil Biiyiikliigii Tayini (DLS) Analizi

Partikiil biiyiikliikleri, Orta Dogu Teknik Universitesi (ODTU) Merkezi Laboratuvarinda,
DLS metodu ile tayin edildi.
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3.2.1.2. Zeta Potansiyel Analizi
Malzemelerdeki saglamlik, kimyasal reaktiflik, opaklik, akiskanlik gibi Ozellikleri ve
malzeme mukavemeti, malzemelerin i¢indeki tanecik boyutu karakteristiklerine baglidir. Zeta

Potansiyel 6l¢iimleri ODTU Merkezi Laboratuvarinda yapild.

3.2.1.3. X-Istm1 Kirtmimi Analizi (XRD) Analizi

Sentezlenen, C-MNP’lerin, kristal yapilari, ODTU Merkezi Laboratuvarmda XRD analizi
yapilarak karakterize edildi. Sonuglar 20-80° (20) arasinda, 0.026° ’lik adimlarla (adim bagina
99.45 s siire) tarama yapilarak elde edildi.

3.2.1.4. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) Analizi

Kitosan ve sentezlenen C-MNP’lerin kimyasal bilesimini dogrulamak i¢in FTIR spektrumlari
elde edildi. Kitosan’in kimyasal icerigi Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi (ZBEU) Bilim ve
Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (ARTMER)’de bulunan FTIR cihazi kullanilarak,
C-MNP’nin kimyasal igerigi, Ondokuz Mayis Universitesi (OMU) Karadeniz ileri Teknoloji
Arastirma ve Uygulama Merkezi (KITAM)’da bulunan FTIR cihaz1 kullanilarak karakterize
edildi. Kuru haldeki 6rnekler potasyum bromiir ile pellet haline getirildikten sonra 400-4000

cm™ araliginda spektrumlar alinds.

3.2.1.5. Diferansiyel Taramalh Kalorimetre (DSC) Analizi
C-MNP’lerin termal davranislarmin incelenmesi igin OMU KITAM’da DSC (Perkin Emler
Diamond, DSC) ile azot ortaminda yiiriitiilen analizler yapildi. Dondurularak kurutulmus

nunumenler 10-300°C arasinda 10°C/dk 1sitma hiz1 ile muamele edildi.

3.2.1.6. Taramalh Elektron Mikroskopisi (SEM) ve Enerji Dagilmh X-Isim
Spektroskopisi (EDX) Analizi

Hazirlanan, C-MNP’lerin sekil ve yiizey morfolojilerinin incelenmesi amaciyla OMU
KIiTAM’da bulunan SEM cihaz1 kullanildi. Bu amagla nanopartikiiller altin ile kaplandi.
Kaplanan numuneler SEM cihazina yerlestirilerek goriintiilendi. EDX analizi de ayn1 SEM
cihazi kullanilarak gerceklestirildi. SEM ile goriintiilenen, C-MNP’ler ve arka plan arasinda bir

kontrast olusturmak, goriintii 6l¢egini ayarlamak i¢in ImageJ (National Institutes of Health)
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yazilimi kullanildi. Bu islemde, SEM goriintiisiinden bir kesit alind1 ve hazirlanan C-MNP’ler
kiiresel morfolojide olduklar1 varsayilarak manuel hesaplama yapildi. Partikiillerin ortalama

boyut ve standart sapma degerleri OriginPro 2023 programi kullanilarak belirlendi.

3.3 Meme Dokusu ve Tiimor Dokusu Esdegeri Fantom Hazirlanmasi

Spesifik sekil ve 6zelliklere sahip 6zel yapim fantomlar, insan viicuduna benzer kosullarda
deneyler yapma imkani sunmaktadir. Projede, 1sitma deneyleri i¢in ger¢ek dokularinkine
benzer akustik Ozelliklere sahip agar bazli toz kullanildi. Calisma igin 4 tip agar numunesi

hazirlandi:

Nanopartikiil eklenmemis % 3 liik saf agar-jeli, (Saglikli meme esdegeri doku)

Nanopartikiil eklenmemis % 5 lik saf agar-jeli, (Saglikli meme esdegeri doku-+timor
esdegeri doku)
Fe304 nanopartikiilii eklenmis % 5 lik agar-jel (MNP+tiimor esdegeri doku)

C-MNP eklenmis % 5 lik agar-jel (C-MNP+tiimor esdegeri doku)

Saglikli dokular ve tiimorlii dokular farkli mekanik 6zelliklere sahiptir. Tiimorler normal
dokulardan daha yiiksek sertlik ve daha diisiik elastik modiiller sergilerler. Bu nedenle
calismada timo6r modeli olusturulmasi igin daha yliksek agar konsantrasyonu kullanildi. Timor
modeli ile fantomu taklit eden doku, saf bir agaroz jel (saglikli dokuyu taklit eden) ile gevrili
MNP (MNP igeren, tiimorlii dokuyu taklit eden) igeren bir karigim olusturuldu. %4'ten diisiik
agar konsantrasyonlu jel, beyin gibi yumusak dokudakine benzer bir gozeneklilige sahipken,
daha yiiksek agar konsantrasyonlu jellerin, sert dokuya benzer bir mikro yapiya sahip oldugu
bilinmektedir (87). Literatiir dogrultusunda, timor dokuyu taklit eden agaroz jel konsantrastonu
%5 (w/w), tiimor dokuyu gevreleyen ve saglikli dokuyu taklit eden agaroz jel konsantrasyonu
meme benzer bir mikro yap1 elde edebilmek hedeflendigi i¢in <%4 (w/w) olarak belirlenmistir
(88). Manyetik nanomalzemenin konsantrasyonu, yaklasik olarak %0.033 (w/w)’ olarak
kullanildi. Agar fantom numunelerinin hazirlanmasi i¢in kullanilan islem basamaklar1 su
sekilde 6zetlenebilir:

1. Agar tozu ve deiyonize suya eklendi.

2. Karisim mikrodalga firinda kontrolli sekilde 1sitildi.

3. Agar jel olusumu tamamlandiktan sonra Fe3O4 ve C-MNP’ler eklendi.
4

. Karigim sogumaya birakildi ve sonrasinda fantoma dokiildii.
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Sekil 3.2 Meme Dokusu ve Tiimor Dokusu Esdegeri Fantomlarin Hazirlanma Asamalarinin Sematik Gosterimi

Agar malzemesinin smirli stabilitesi ve diisiik konsantrasyonlu agar fantomlarmin g¢ok
yumusak ve mekanik hasara meyilli olmasi nedeniyle, dl¢clim i¢in sadece deneyden Once

hazirlanmis taze agar numuneleri kullanildi.

3.4 Mikrodalga Maruziyeti

Bu projede WLAN sistemlerince lretilen 2,45 GHz frekansi tiretmek i¢in, monopol antenli
Mikrodalga sistemi (2004X-RF, Everest Co., Adapazari, Turkey) kullanildi. Mikrodalga
sistemi, 2,45 GHz frekans, 0-1 Watt ¢ikis giiciinde, 217 Hz modiilasyonda, siirekli veya kesikli
dalga yayabilmektir. Calisma baslangicinda, 2,45 GHz MW sistemi ¢alistiriimadan 6nce, ortam
elektrik alan Ol¢limii belirlendi. Olusturulan meme dokusu esdegeri ile MNP'leri igeren bir
tliimoriin 1sinmasini canlandirabilmek i¢in, Sekil 3.3’de gosterilen maruziyet ortami yaratildi.
MW maruziyeti 4 dilimli fantom igerisinde uygulandi ve elektrik alanin esit dagilimini
saglamak amaciyla anten, fantomun tam orta noktasina yerlestirildi. Tiim gruplar ayni1 zaman
slireci igerisinde. 2.45 GHz ve 15.18+0.22V/m MW ’ya maruz birakildi. Maruziyet sirasinda (3-
Axis RF Field Strength Meter (TM-196) elektrik alan 6l¢iim cihaziyla 1 saat siiresi igerisinde
10 dakikada bir 6l¢tim alinarak alinan elektrik alan dl¢tiimlerinin ortalamasi maruziyet elektrik
alan1 olarak kabul edildi. Diisiik diizey elektrik alani, 15.18+0.22 idi. Ol¢iim Sekil 3.3 (b)’de,
MW maruziyet ortami1 Sekil 3.3 (a)’da gdsterilmektedir.

Gruplar su sekilde olusturuldu:
e Grup 1, Timoér Kontrol Grubu: Saglikli meme dokusu esdegeri +MW hipertermi
uygulamasi.
e Grup 2, Tiimorlii Doku Grubu: Sagliklt meme dokusu esdegeri +Tiimor modeli esdegeri

+MW hipertermi uygulamasi.
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Grup 3, MNP Grubu: Saglikli meme dokusu esdegeri +Timor modeli esdegeri

stvitFe304+MW hipertermi uygulamasi.

Grup 4, C-MNP Grubu: Saglikli meme dokusu esdegeri +Tiimor modeli esdegeri 1+C-
MNP+MW hipertermi uygulamasi.

Monopol mikrodalga anteni

(@)

(b)

Sekil 3.3 Mikrodalga Maruziyet Ortami1
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3.4.1 Termal Karakterizasyon Calismalari

Caligsmada, diisiik yogunluk ve elektrik alan degerlerindeki MW hipertermi uygulamasinin
1sitma etkinligini degerlendirmek i¢in, MW hipertermi uygulanmasi Testo marka 865 model bir
termal kamera ile kaydedildi. Termal kamera, 160 x 120 piksel IR ¢dziiniirliige, 0,1°C termal
duyarliliga, +2°C 6l¢iim dogruluguna sahiptir. Yaklagik olarak 15.18+0.22 V/m maruziyet
sonrast goriintiiler Testo IRSoft yaziliminda “Bir bolgedeki ortalamay1 hesapla” segenegi ve
“daire” ile degerlendirilmistir. Ayrica Pico TC-08 Thermocouple cihazi ve PicoLog yazilimi
kullanilarak sicaklik kaydi yapilmistir.

Bu projede, fantomlar i¢in tiim fantomun degerlendirilmesi yerine bdlgesel sicaklik
degisimleri incelendi. Bunun i¢in fantom saglikli doku (termal saglikli doku bolgesi, SLG) ve
timor doku (termal tiimorlii doku bolgesi, TMR) bolgesi olmak iizere iki analiz bolgesi

belirlendi. Sekil 3.4 bu bolgeleri géstermektedir.

4‘3"

Sekil 3.4 Termal Degerlendirme Bolgeleri

Thermocouple cihazi ile her grubun TMR bolgesinden sicaklik kaydi alindi. Thermocouple
cithazinin baglanmis oldugu noktalar termal kamera analizi i¢in analiz bolgesi olarak belirlendi.
Termal kamera ile degerlendirme igin 6 farkli dairesel bolgenin ortalama sicaklik degerleri
alinmig ve istatistiksel analiz i¢in kullanilmistir. Elde edilen sayisal veriler istatistiksel analiz
ile degerlendirilmistir. Degerlendirme sonuglart Termal Karakterizasyon Bulgulari boliimiinde

verilmistir.
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3.5 Istatistiksel Analizler

Sayisal verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi Graphpad Prism-8 Demo bilgisayar
paket programi ile yapildi. Biitiin parametrelerin aritmetik ortalamalar1 ve standart sapmalari
hesaplandi. Verilerin homojenliginin belirlenmesi amaciyla “Shapiro- Wilk™ testi yapild1 ve
verilerin normal dagilim gdstermedigi belirlendi. Gruplar arasi farkliliklarin tespitinde “Tek
yonlii varyans analizi (ANOVA)” testi, farkliligin hangi gruptan kaynaklandiginin belirlenmesi
i¢in ise “Duncan” testi kullanildi. p<0,05 diizeyindeki farkliliklar anlamli olarak kabul edildi.
Grafik ¢izimleri Graphpad Prism-8 Demo programi ile yapildi. Tiim parametreler agisindan

gruplarin kendi i¢indeki iligkileri korelasyon analizi ile test edildi.

4. BULGULAR

4.1. Madde Karakterizasyonu Bulgulari

4.1.1. DLS Analizi

FesOs ve C-MNP nanopartikiillerinin parcacik boyutlarinin belirlemesi amaciyla DLS
Ol¢timleri yapildi. DLS, sivi bir ortamda parcaciklarin, 6zellikle kolloidal siispansiyonlarin
hidrodinamik boyutunun ve polidispersite indeksinin (PDI) 6l¢iimlerine iliskin iyi istatistikler
sunan hizli, analitik bir yoOntemdir. Ancak polidispers yapidaki kolloidlerin &lgiim
dogrulugunun sorgulanabilecegi bilinmektedir. DLS, sulu ¢6zeltide nanopartikiiller ile birlikte
bulunan ligandlari, iyonlar1 veya molekiilleri iceren hidrodinamik c¢ap1 da 6lgmektedir. Bu
ligandlar, iyonlar veya diger molekiiller, partikiiliin normalden daha biiyiik goriinmesine sebep
olur (89). Daha biiyiik pargaciklar, kii¢iik par¢aciklarin varligini engellemektedir (90).

Bu c¢aligmada, MNP'lerin zeta-ortalama biiyiikligiini belirlemek i¢cin Malvern Nano ZS90
cihazi kullanildi. Fe3O4 (Sekil 4.1) ve C-MNP (Sekil 4.2)’ye ait boyut degerlerini igeren

grafikler sirasiyla gosterilmistir.
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Sekil 4.1 FesO4igin DLS Olgiimii

Sekil 4.1, FesOs nanopartikiillerinin zeta-ortalama degerini gostermektedir. DLS 6l¢iim
sonucuna gore Fe3Os nanopartikiillerinin ortalama biiyiikligi 571,5 nm, PDI degeri 0,467

olarak bulundu.
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Sekil 4.2 C-MNP i¢in DLS Olgiimii

FesO4’lin kitosan ile kaplanmasi ile sentezlenen C-MNP’ye ait zeta-ortalama degeri Sekil
4.2°de gosterilmektedir. Parcaciklarin ortalam biiytikliigii DLS 6l¢iim sonucuna gore 665,9 nm,

PDI degeri 0,862 olarak bulundu.
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4.1.2. Zeta Potansiyel Analizi

Yiizey zeta potansiyeli sulu bir ortamda nanopartikiillerin stabilitesini karakterize etmek i¢in
gerekli parametrelerden biridir. Nanopartikiillerin yilizey yiikleri zeta analizleri ile
belirlenmekte ve nanopartikiillerin kararliliginin yorumlanmasini saglamaktadir. Fe3O4 ve C-
MNP nanopartikiillerinin Zeta Potansiyelleri, Zetasizer NanoZS90 cihaz1 kullanilarak elde
edildi. MNP'lerin zeta potansiyel 6l¢iim grafikleri, Sekil 4.3 (Fe3O4) ve Sekil 4.4 (C-MNP)’de

sirasiyla gosterilmistir.
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Sekil 4.3 Fe3Osigin Zeta Potansiyel Olgiim Grafigi (mV)
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Tablo 4.1, Fe3O4 ve C-MNP nanopartikiillerinin boyut ve zeta potansiyeli 6l¢iim sonuglarini

gostermektedir. FesO4ve C-MNP icin sirastyla 30,4 mV, -15,6 mV ylizey potansiyeline sahip
olduklarii goriilmektedir.

Tablo 4.1. Fes04 ve C-MNP nanopartikiillerinin boyut ve zeta potansiyeli 6l¢iim sonuglari

Boyut (nm) Polidispersite Zeta Potansiyel
Indeks Degeri (mV)
FesO4 571,5nm 0,467 30,4 mV
C-MNP 665,9 nm 0,862 -15,6 mV

4.1.3. XRD Analizi

Nanopartikiillerin kristalligi, boyutu ve kimyasal bilesimi, X-1sinlarinin bir kristalin atomlari
tarafindan sagilarak, kirinim modelinin yapis1 hakkinda bilgi verdigi XRD teknigi kullanilarak

belirlenebilmektedir (89, 91, 92, 93). Sekil 4.5’de Kitosan ve hazirlanan C-MNP’lerin XRD
difraktogramlar1 verilmistir.
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4.5 (a) Kitosan (b) C-MNP i¢in XRD Grafigi
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4.1.4. FTIR Analizi
FTIR, numunelerin kimyasal yapisini karakterize etmek i¢in kullanilan hizli ve kullanish olan

bir tekniktir. Her molekiiliin sahip oldugu benzersiz bir parmak izi vardir, bu da FTIR
spektrometresini kimyasal tanimlama i¢in 6nemli bir ara¢ haline getirmektedir. Bu projede,
kitosan ve C-MNP’lerin kimyasal yapisi ve fonksiyonel gruplari FTIR analizi ile incelenmis ve
Fe3O4 nanopartikiilii {izerindeki kitosan yiizey kaplamasi dogrulanmistir. FTIR spektrumlari
Sekil 4.6’da verilmistir.
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Yiizey kaplamasi olarak kullanilan kitosanin spektroskopik analizi Sekil 4.6 (a)’da
gosterilmektedir. FTIR spektrumunda, yaklasik 3002 cm™'de gézlenen bant, kitosanin O-H
gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir. 1226 cm™'deki bant, kitosan yapisinin bir pargasi
olan, glukozamindeki C—O-C gerilme titresim bandina karsilik gelmektedir (94).

Sentezlenen C-MNP’lerin spektroskopik analizi Sekil 4.6 (b)’de gosterilmektedir. C-
MNP’lerin FTIR spektrumu birgok karakteristik bant igermektedir. IR spektrumunun 500-790
cm? araliginda genisletilmis bantlar Fe3O4’in titresim modlarimi ifade etmektedir. Parmak izi
bolgesi olarak adlandirilan bolgede, Fe-O gerilmesi oldugu ve Fe3O4 nanopartikiillerin varligini
gosterdigi literatiirde belirtilmektedir (92). Yaklasik 500-790 cm™ civarlarinda gézlemlenen ve
kitosan spektrumunda goriilmeyen pik Fe-O baginin titresimine karsilik gelmektedir. Kitosan
kaplamasinin, kitosandaki C-H 'min gerilme titresimlerinin ortaya c¢ikmasiyla kuruldugu
literatiirde belirtilmektedir (95). 2924 cm™ deki C-H gerilme titresim band1 Fe3Oa yiizeyindeki
kitosan polimerinin varligin1 gostermektedir. Literatiirdeki ¢alismalar ve elde edilen FTIR
sonuglari ile dogrulanmistir. 3237 cm™’deki pik O-H, 2853 cm™’deki pik C-H ve 1140 cm
'deki pik C-O-C bag: gerilme titresimi ile ilgilidir. Tiim bunlara ek olarak, 3002 cm™'de
gdzlenen O-H band1 3237 cm™’e, 1226 cm™'de gézlenen C—-O—C band1 1140 cm™'e kaymustir.

Bu kaymalar, FesOs nanopargaciklarinin kitosan ile kaplandigi bulgusunu vermektedir.

4.1.5. DSC Analizi
C-MNP’nin termal 06zelliklerinin belirlemesi amaciyla DSC o6l¢timleri yapildi. DSC

termogramu sirasiyla Sekil 4.7°de gosterilmigtir.
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Sekil 4.7°de gorildiigii gibi, C-MNP’lerin termograminda 97,14 °C'de erime noktasina
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Sekil 4.7 C-MNP’lerin DSC Termogrami1

karsilik gelen bir endotermik pik goriilmektedir.

4.1.6. SEM Analizi

Sentezlenen ve sonrasinda MW hipertermi uygulamas: i¢in kullamilan, C-MNP’lerin
morfolojik o6zellikleri SEM-Taramali Elektron Mikroskobu altinda goriintiileri alinarak
karakterize edildi. Sekil 4.8, C-MNP’lere ait mikrograflar1 gostermektedir. C-MNP’lerin
cogunlukla kiiresel olan sekli Sekil 4.8 (a)’da sentezlenen C-MNP’lerde bulunan Fe (Demir) ve

O (Oksijen)’nin eslemesi Sekil 4.8 (b)’de goriilmektedir.
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(b)

. 2.5um .

Sekil 4.8 C-MNP’lerin SEM Goriintiileri

Sekil 4.9 (a), sentezlenen C-MNP’lerin iyilestirilmis SEM goriintiisiinii, C-MNP’lerin boyut
dagilim analizi Sekil 4.9 (b)’de gosterilmektedir. Boyut dagilim analizi i¢in 50 tane C-MNP
nanopartikiiliiniin ¢ap1 6l¢iildii ve partikiillerin ortalama boyutlart 24,87+11,5 nm olarak
hesaplandi. C-MNP’lerin parcacik biiyiikliiglinlin 9-52 nm civarinda oldugu goriildii. C-
MNP’lerin SEM mikrografindan parcaciklarin ¢ok dagilimli (polidispersitesi yiiksek) yapida
ve kiimelenmeye egilimli oldugu yorumu yapilabilir. C-MNP’lerin DLS ve zeta potansiyel
Olclim sonuglarina paralel olarak SEM goériintiisiinden elde edilen sonuclar, kiimelenme

egilimlerini destekler nitelikte birbiriyle ortiismektedir.
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Sekil 4.9 C-MNP’lere ait (a) Kontrast Olusturulmus SEM Goriintiisii (b) Partikiil Boyut Dagilim Analizi

4.1.7. Enerji Dagihmh X-151m1 Spektroskopisi (EDX) Analizi

Iyonik jelasyon ile nanopresipitasyon teknigi kulllanilarak C-MNP’lerin element bilesimi,
enerji dagilimli X-1s1n1 spektroskopisi (EDX) ile analiz edildi. C-MNP i¢in kantitatif analiz,
%39,2 agirlik yiizdesine sahip C'yi ortaya ¢ikarirken, O, Ca, Cl, Na, Fe, Mg, Si, P ve K icin
agirlik yiizde degerleri sirasiyla; %29.,4, %16,8, %5,0, %4,7, %1,7, %1,1, %0,8, %0,7 ve %0,5
oldugunu gostermektedir (Sekil 4.10).

. Spectrum 1

Sekil 4. 10 C-MNP’ye ait ylizey atomlarinin oranlari
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Sekil 4.11 Calismadaki Gruplarin madde karakterizasyon analiz sonuglarinin karsilastirmast

Madde karakterizasyon sonuglar1 asagida 6zetlenmektedir:

C-MNP’lerin DLS ve zeta potansiyel Olclim sonuglarina paralel olarak SEM
goriintiistinden elde edilen sonuglar, kiimelenme egilimlerini destekler nitelikte

birbiriyle ortiigmektedir.

C-MNP’lerin DSC termograminda 97,14 °C'de erime noktasina karsilik gelen bir

endotermik pik goriilmiistiir.

C-MNP’lerin XRD analizi sonuglarina gore FesO4 nanopartikiillerine ait keskin pikler
gozlenmemis ve bu durumun nanopartikiillerin amorf veya molekiiler durumda kitosan
yapisi igerisinde dagilmasi ile iliskilendirilmistir (Sekil 4.11).

SEM-EDX sonuglar1 incelendiginde Fe elementinin %1,7 oraninda yapida bulundugu
ispatlanmistir. Ayrica, C, O, Ca, Cl, Na, Mg, Si, P ve K icin agirlik yiizde degerleri
strastyla; %39,2, %29,4, %16,8, %5,0, %4,7, %1,1, %0,8, %0,7 ve %0,5 oraninda
bulunmaktadir (Sekil 4.11).

FTIR analizinde, yaklasik 500-790 cm™? civarlarinda gdzlemlenen pik Fe-O bagmin
titresimine karsilik gelmektedir. Bu durum C-MNP de Fe3O4 varligini gostermektedir.
FTIR sonuglari diger karakterizasyon sonuglarini desteklemektedir (Sekil 4.11).
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4.2. Termal Karakterizasyon Bulgular:

4.2.1 Thermocouple Cihazi1 Bulgulari

Gruplara MW uygulamasi sonrasi, Thermocouple cihazi ile yapilan sicaklik dlgiimlerinde,
Saglikli meme esdeger doku (Grupl) ve tiiméor esdeger doku (Grup 2) ile diger gruplar arasinda
yapilan karsilastirmada istatistiksel anlamlilik bulundu (p=0.0015; p<0.0001). En yiiksek
sicaklik artis, MW hipertermi uygulamasima maruz birakilan C-MNP eklenen tiimor doku
esdegeri Grup 4’de elde edildi. Grup 1 ile diger gruplar arasinda sicaklik degisimi
karsilagtirildiginda, Grup 2 tiimoér modeli MW uygulama sonrasi daha diisiikken (Tablo 4.2)
(p<0.001), Grup 3 ve Grup 4 daha yiiksekti ve istatistiksel olarak anlamli farklilik vard: (Tablo
4.2) (p=0.0015; p<0.0001). Sekil 4.12, gruplara MW uygulamasi sirasinda Thermocouple
cihazi ile elde edilen sicaklik dl¢iimlerini gostermektedir. Gruplara MW uygulamasi sonrast,
Grup 2 sert timor dokusunda, Grup 1 kontrol grubuna gore sicaklik azalmasi olurken, en fazla
1s1 artiginin Grup 4 (tiimor doku esdegeri+C-MNP) te olmasi, C-MNP nin 1sinma etkinliginin
oldugunu gosterdi. Bu sonu¢ C-MNP nin 15.18+0.22 V/m gibi diisiik elektrik alaninda

hipertermi etkisinin oldugunu gosterdi.

Sekil 4.12 Calismadaki Gruplarin Thermocouple Sicaklik Kayit Grafigi
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Tablo 4.2. Calismadaki Gruplarin Thermocouple Sicaklik Diizeyleri

Gruplar Ortalama + STD
Grup 1l 20,70 £ 0,13
Grup 2 20,04 = 0,05"
Grup 3 20,89 + 0,07 P
Grup 4 20,97 £0,02%8

25=

. *b 4B

N
(=]
1

- -
(=] (3]
1 1

Thermocouple Degerler (°C)
T

0- T T
G1 G2 G3 G4

Sekil 4.13 Calismadaki Gruplarin Sicaklik Degisimi (Thermocouple Cihazi ile) *, B: Farkli harf tasiyan gruplar
arasi ortalamalar arasindaki farklilik nemlidir (p<0,05; *, Grupl1 ile diger gruplar arasindaki; , Grup 2 ile diger
gruplar arasindaki anlamlilig1 gostermektedir)

4.2.2 Termal Kamera Bulgular:

MW uygulamasi sonrasi alinan termal kamera goriintiileri ile yapilan sicaklik analizlerinde,
sagliklt meme esdeger doku (Grupl) ve tiimor esdeger doku (Grup 2) ile diger gruplar arasinda
yapilan Kkarsilastirmada istatistiksel anlamlilik bulundu (p<0.0001) (Sekil 4.14). MW
uygulamas1 sonrasinda, ¢aligmadaki gruplarin termal kamera sicaklik diizeyleri
karsilastirildiginda, en yiiksek sicaklik artisinin Thermocouple ile elde edilen sonuglara benzer
olarak, tiimor esdeger doku+C-MNP grubu grup 4’de elde edildi (p<0.0001). Tiimor esdeger
doku olan Grup 2’nin sicaklik diizeyi diger gruplardan daha diisiikken (p<0.001), Grup 3 ve
Grup 4’lin sicaklik diizeyi Grup 1’den daha yiiksekti ve aralarinda istatistiksel olarak anlaml
farklilik vardi (p<0.0001) (Tablo 4.3). Mevcut ¢alismada en diisiik sicaklik artig1 yalnizca MW
hipertermi uygulamasi yapilan timor modeli esdegeri doku grubu Grup 2’de elde edildi.

Yalnizca saglikli doku esdegeri sivi olusturulan ve sonrasinda MW hipertermi uygulamasi
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yapilan Grup 1’in sicaklik artisinin Grup 2’den fazla olmasinin nedeninin saglikli dokunun,
timor dokusuna gore daha yumusak olmasi ve MW ’y1 daha kolay sogurmast ile iliskilendirildi.
Thermocouple ile elde edilen sonuglara benzer olarak en yiiksek sicaklik Grup 4, tiimor doku
esdegeri+C-MNP grubunda elde edildi. Bu sonuglar, thermocouple ile elde edilen sonuglarla
uyum icerisindedir ve 15.18+0.22 V/m MW uygulamasinin C-MNP kompleksinde 1s1 meydana
getirdigini gdstermektedir.

Tablo 4.3. Calismadaki Gruplarin Termal Kamera Sicaklik Diizeyleri

Gruplar Ortalama + STD
Grupl 18,88 + 0,10
Grup 2 18,15+0,10"
Grup 3 19,23 +0,10% P
Grup 4 19,28 +0,10™ 8
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20~ * B ® B
G * .= =S
e
)
- 15=
)
o))
o}
o
< 10+
£
o
[t
5_
0 T T
G1 G2 G3 G4

Sekil 4.14. Calismadaki Gruplarin Sicaklik Degisimi (Termal Kamera ile) *, B: Farkli harf tagiyan gruplar arasi

ortalamalar arasindaki farklilik 6nemlidir (p<0,05; *, Grupl ile diger gruplar arasindaki; B, Grup 2 ile diger
gruplar arasindaki anlamliligi géstermektedir).

5. TARTISMA/SONUC

Mevcut kanser tedavisi yaklagimlari tam iyilesme saglamadigindan, alternatif kanser tedavi
yontemleri igin ¢aligmalar yapilmaya devam etmektedir. Cerrahi, radyoterapi, kemoterapi gibi

geleneksel stratejiler ile immiinoterapi ve hormon tedavisi gibi ek yontemler kanser tedavisinde
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basar1 bulunmustur ancak sonuglar hala sinirlidir. Bu nedenle, saglikli hiicreleri veya dokulari
etkilemeden tiimor hiicrelerini tanimlayabilen lokalize tedavi yontemleri tasarlanma ¢alismalari
Oonemlidir.

Bu ¢alismada, Kitosan ile kapli Manyetit (FezO4) nanopartikiilii (C-MNP) olusturulmasi, C-
MNP’nin madde karakterizasyonu ve agar tozu ile saglikli meme ve tiimoér doku esdegeri
olusturularak C-MNP’nin, Mikrodalga (MW) hipertermi karakterizasyonunun arastiriimasi
amaclanmistir. Bu amagla deneysel ¢aligsmalar iki asamada gergeklestirilmistir. Calismanin ilk
asamasinda C-MNP’lerin iiretimi ve elde edilen MNP’lerin karakterizasyon calismalari
gerceklestirilmistir. fkinci asamada, sentezlenen C-MNP’ler de kullanilarak agar bazli doku
esdegerleri olusturuldu. Olusturulan esdeger dokular fantom igerisinde, diisiik yogunluk ve
elektrik alan degerlerindeki MW uygulamasi termal kamera ile goriintiilenmis, MW maruziyeti
sirasinda TC-08 Thermocouple cihazi kullanilarak sicakliklarin veri kaydi yapilmistir. Termal
goriintiiler ve Thermocouple cihazindan kayit edilen veriler ile diisiik yogunluk ve elektrik alan
degerlerindeki MW uygulamasinin termal etkisi degerlendirilmistir.

MNP’lerin 10-100 nm hidrodinamik ¢apa sahip olmasinin farmakokinetikleri i¢in optimal
oldugu ve polimer yiizey kaplamaslari RES tarafindan viicuttan temizlenmesini dnleyebildigi
ve biyouyumlugu arttirdigi bilinmektedir (34, 96). Literatiir arastirmasi sonucu elde edilen bu
bilgiler dogrultusunda, bu projede dogada bol miktarda bulunan ve biyouyumlu, biyobozunur
ve toksik olmayan kitosan yiizey kaplamasi ve tiim nanopartikiiller arasinda biyomedikal alanda
en yaygin olarak kullanilan Fe3Os nanopartikiilleri (5 nm hidrodinamik ¢apa sahip)
kullanilmistir. FesO4 nanopartikiillerinin kitosan ile kaplanmasi sonucu elde edilen, C-MNP’ler,
iyonik jelasyon ile nanopresipitasyon teknigi kullanilarak literatiire paralel bir sekilde
sentezlendi (22, 86). Sentezlenen C-MNP’ler DLS, ZetaSizer, XRD, FTIR, DSC ve SEM

yontemleri kullanilarak madde karakterizasyon ¢alismalar1 gergeklestirildi.

DLS analizi sonuglari; FesO4 ve C-MNP nanopartikiillerin boyutlarinin sirastyla 571,5 ve
665,9 nm ve PDI degerlerinin 0,467 ve 0,862 oldugunu gosterdi. Nano boyuttaki partikiillerin
partikiil biytkligi/boyutu dagilimini ifade eden PDI degerinin, 0.1-0.25 arasinda olmasi
monodisperse (tek dagilimli popiilasyon) yakin dar bir dagilima sahip oldugunu gosterirken,
PDI degeri>0.5 olmas1 genis ¢apl partikiillerin varligina ve agregat olusumuna bagli olarak
genis bir partikiil boyutu dagilimina sahip oldugunu gostermektedir. Genis bir partikiil boyutu
dagilimina sahip nanopartikiil DLS ile analiz edilmeye uygun olmadigi bilinmektedir (97, 98).

Bu calismadan elde edilen DLS sonuglarma gore; kiimelenme egilimi gosterdikleri i¢in
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pargaciklarin homojen bir yapida olmadiklar1 ve DLS ile analiz edilmeye uygun olmadiklar1
sOylenebilir. Benzer bir ¢aligmada, arastirmacilar DLS yonteminin kisitlamalarindan dolay1
nanopartikiillerin ger¢cek boyutunun, DLS 06l¢iim sonuglarindan daha kiigiik oldugunu
bildirmislerdir (9). Zeta Potansiyel analizi sonuglari; FesOs ve C-MNP nanopartikiilleri igin
sirasiyla 30,4 ve -15,6 mV yiizey potansiyeline sahip olduklarini gosterdi. FesOs kitosan ile
kaplandiktan sonra zeta potansiyeli ve boyut dagilimi degismistir. Ayrica C-MNP’nin zeta
potansiyeli negatif deger tasimaktadir. Elde edilen sonuclara benzer bir ¢calismada Rana ve
grubu sentezledikleri altin nanopartikiillerin zeta potansiyelinin negatif degerler tasidigini
bulmus ve bunu biyolojik bilesiklerin kaplanmasina atfetmislerdir (89). Zeta potansiyel ve
boyut dagiliminin 6l¢iim sonuglarina bakilarak Fe3O4’tin yiizey kaplamasi kitosan ile
kaplandigi yorumu yapilabilir. Ayrica, nanopartikiillerin zeta potansiyellerine bakilarak
kararliliklar1 ve topaklagsma (agregasyon) egilimleri hakkinda bilgi elde edinilebilmektedir.
Zeta potansiyel degerleri, <-30 mV ve > +30mV olan ¢ozeltiler kararli kabul edilmektedir. Bu
degerler arasinda ise partikiiller kararsizdir ve bir araya gelerek kiimelenme egilimindedirler
(97). Mevcut calismada kullanilan, Fe3O4 ve C-MNP nanopartikiillerinin sahip oldugu zeta
potansiyel degerlerine dayanarak, FesOs nanopartikiillerinin kararli yapida, C-MNP’lerin
kararsiz yapida olduklar1 sdylenebilir. Fakat her iki nanopartikiiliin sahip olduklar1 PDI
degerleri nanopartikiillerin kararsiz yapida ve kiimelenmeye egilimli olduklarini
gostermektedir. Literatlir ¢aligmalart incelendiginde, FesOs nanopartikiillerinin ve C-
MNP’lerin XRD analizi sonucunda keskin piklerin olustugu gériildii (86, 91, 92, 93, 94). Bizim
caligmamizda, sentezlenen C-MNP’lerin XRD analizi sonuglarina gore FezO4
nanopartikiillerine ait keskin pikler gézlenmemis ve bu durumun nanopartikiillerin amorf veya
molekiiler durumda kitosan yapist icerisinde dagilmasi ile iliskilendirilmistir. C-MNP’lerin
DSC analizi sonucunda C-MNP’lerin, 97,14 °C'de erime noktasina karsilik gelen bir
endotermik pik goriilmiistiir. C-MNP’lerin SEM analizi sonuglar1, boyutunun 24,87+11,5 nm
oldugunu gosterdi. SEM c¢aligsmas1 sonucunda C-MNP’lerin istenilen 10-100 nm pargacik
blytikligli araliginda oldugu bulundu. SEM calismast sonucunde elde edilen, SEM
mikrografindan pargaciklarin ¢ok dagilimli yapida ve kiimelenmeye egilimli oldugu goriildii.
EDX analizinde ise nanopartikiillerin yiizeyinde demir, oksijen ve kitosandan gelen karbon
atomlar1 goriildii ve Fe elementinin %]1.7 oraninda yapida bulundugu ispatlanmistir. FTIR
analizi sonuglari, diger karakterizasyon sonuglarmi desteklemektedir. Yaklasik 500-790 cm™
civarinda gozlenen pik Fe-O baginin titresimine karsilik gelmektedir. Bu durum C-MNP’de

FesOs varligini gostermektedir. C-MNP’lerin madde karakterizasyonu sonuglarma gore,
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partikiillerin  kiimelenmeye egilimli oldugu ancak basarili bir kitosan kaplamanin
gerceklestirildigi tespit edilmistir. Calismanin ikinci asamasinda agar bazli fantomlar
hazirlanarak 1sitma deneyleri gerceklestirildi. Thermocouple ve Termal kamera cihazlarindan
elde edilen bulgularin termal karakterizasyon sonuglarinda en yiiksek sicaklik artis1 tiimor
modeli esdegeri sivi olusturulduktan sonra, C-MNP eklenen ve sonrasinda MW hipertermi
uygulamasi yapilan Grup 4’de elde edildi. Termal karakterizasyon sonuglari, C-MNP
kompleksinin yaklasik 15 V/m’lik diisiik elektrik alan degerinde 1s1 iiretebildigini ve hipertermi
uygulamasi i¢in uygun oldugunu gostermistir. Thermocouple ve Termal kamera elde edilen

sayisal veriler birbirini desteklemektedir.

Calismamizda sonug olarak, C-MNP kompleksinin basarili bir sekilde olusturuldugu ve MW
uygulamasiyla klinikte hipertermi tedavisi i¢in uygun oldugu 6ngdriilmiistiir. Bu 6ngdriiniin

desteklenmesi i¢in hayvan ¢aligsmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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