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OZET

TIMOL YUKLU KiTOSAN/TiO2 NANOKOMPOZITLERININ A549 AKCiGER
KANSERI HUCRE HATTINDAKI ANTIiPROLIFERATIF ETKILERININ
DEGERLENDIRILMESI

Heval KAYA

Yiiksek Lisans Tezi, Erzincan Binali Yildirim Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Genetik ve Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Deniz ALTUN COLAK
2026, 68 sayfa

Nanotip, kanser tedavisinde ilaglarin hedefe yonelik tasinmasini ve terapétik etkinligini
artirmay1 amaglayan yenilik¢i bir yaklasim olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bir monoterpen fenol olan
timol, antikanser potansiyeli ile dikkat ¢ekmekle birlikte, diisiik ¢oziiniirliikk ve stabilite gibi
sinirlamalara sahiptir. Bu ¢aligmada, timoliin biyoyararlanimini ve hiicre i¢i alimini artirmak
amaciyla, iyonik jelasyon yontemi kullanilarak kitosan matriksi igerisinde enkapsiile edilmis
ve ardindan TiO: nanopartikiilleri ile birlestirilerek timol yiiklii kitosan/TiO2 nanokompozitleri
elde edilmistir. Elde edilen nanokompozitler cesitli karakterizasyon teknikleri ile analiz
edilmis, biyolojik etkinlikleri ise A549 akciger kanseri hiicre hattinda Trypan Blue ve XTT
testleri  kullanilarak  degerlendirilmistir. ~ Bulgular,  timol  yiikli  kitosan/TiO2
nanokompozitlerinin farkli konsantrasyon ve inkiibasyon siirelerinde A549 hiicre
proliferasyonunu konsantrasyona ve zamana bagl olarak anlamli diizeyde inhibe ettigini ortaya
koymustur. Sonug olarak, bu nanokompozit sistemin timol i¢in etkili bir ilag tasima sistemi
olabilecegini ve kanser tedavisinde nanoteknoloji temelli yaklasimlarin potansiyelini

destekledigini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: A549 akciger kanseri hiicre hatti, Antiproliferatif aktivite, Iyonik

jelasyon, Kitosan, Timol, Timol yiiklii kitosan/TiO2 nanokompozit



ABSTRACT

EVALUATION OF THE ANTIPROLIFERATIVE EFFECTS OF THYMOLE-
LOADED CHITOSAN/TiO: NANOCOMPOSITES ON A549 LUNG CANCER CELL
LINE

Heval KAYA

Master’s Thesis, Erzincan Binali Yildirim University, Institute of Science and
Technology,
Department of Genetics and Biotechnology
Adyvisor: Prof. Dr. Deniz ALTUN COLAK
2026, 68 pages

Nanomedicine is emerging as an innovative approach to enhance the targeted delivery and
therapeutic efficacy of drugs in cancer treatment. Thymol, a monoterpene phenol, has attracted
attention for its anticancer potential; however, it is limited by low solubility and stability. In
this study, to enhance the bioavailability and intracellular uptake of thymol, it was encapsulated
in a chitosan matrix via ionic gelation and then combined with TiO: nanoparticles to produce
thymol-loaded chitosan/TiO> nanocomposites. The resulting nanocomposites were
characterized using various characterization techniques, and their biological activity was
evaluated in the A549 lung cancer cell line using Trypan Blue and XTT assays. The findings
revealed that thymol-loaded chitosan/ TiO2 nanocomposites significantly inhibited A549 cell
proliferation in a concentration- and time-dependent manner. Consequently, these results
suggest that this nanocomposite system could serve as an effective drug delivery system for

thymol and support the potential of nanotechnology-based approaches in cancer treatment.

Keywords: A549 lung cancer cell line, Antiproliferative activity, lonic gelation, Chitosan,

Thymol, Thymol-loaded chitosan/ TiO2 nanocomposite
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1. GIRIS

Kanser, viicutta bir hiicre grubunun anormal hiicre biiyiimesi ve boliinmesi sonucunda asir1 ve
kontrolsiiz ¢ogalmasi ve bu hiicrelerin viicudun diger boliimlerine yayilmasi (metastaz)
seklinde olusur (Sucharitha ve Bhuvana, 2023). Genetik mutasyonlar, epigenetik degisiklikler
ve ¢evresel faktorlerin bir araya gelmesiyle tetiklenen kanser, zamanla saglikli hiicrelerin
biyolojik fonksiyonlarii engelleyerek yasami tehdit edici boyutlara ulasabilir (Vogelstein ve
Kinzler, 2004). Akciger kanseri diinya ¢apinda en sik teshis edilen kanser ve kansere bagl
Oliimiin 6nde gelen nedenidir. Akciger kanseri, 2022 yilinda diinya ¢apinda yaklasik 2,5 milyon
yeni vaka ile en sik teshis edilen kanser olup, tiim kanserlerin yaklasik sekizde birinden (%12,4)

sorumlu oldugu goriilmiistiir (Bray vd., 2024).

Nanoteknoloji, yeni nanoyapilar tasarlamak ve sentezlemek ya da mevcut nano Olcekli
malzemelere benzersiz ve gelismis Ozellikler kazandirarak bunlarin yenilik¢i ve gelismis
islevsel sistemlerde uygulanmasini saglamak amaciyla gelistirilmistir (Ciraci, 2006).
Nanopartikiil dagitim sistemi, biyoaktif bilesikleri kapsiillemek ve bu bilesikleri ya aktif
endositoz yoluyla gastrointestinal sistemde emilimlerini artirmak ya da spesifik hedefleme
yoluyla viicut dolagiminda biyoaktivitelerini iyilestirmek i¢in nanotasiyicilarin kullanildig: bir
sistemdir (Miiller vd., 2000). Polimerik nanopartikiiller, nanoemiilsiyonlar, lipozomlar ve kati
nanopartikiiller dahil olmak iizere bu nanopartikiillerin potansiyel klinik uygulamalara sahip
oldugu one siiriilmektedir. Klinik uygulanabilirlik, fizikokimyasal 6zellikler, ila¢ ylikleme
verimliligi, salim davranisi ve en kritik olarak tasiyicinin diisiik veya ihmal edilebilir diizeyde
toksisite gostermesi gibi ¢esitli parametrelere baglidir (Ahmad vd., 2022). Yeni ve etkili tedavi
stratejilerinin  gelistirilmesi, hasta sonuglarimin iyilestirilmesi agisindan biiyiikk 6nem
tasimaktadir. Nanopartikiil bazli ila¢ dagitim sistemleri, biyoyararlanimlarini iyilestirerek,
hedefleyerek ve hedef disi etkileri azaltarak anti-kanser ajanlarimin terapotik etkinligini

artirmak i¢in umut verici bir yaklasim olarak ortaya ¢ikmistir (Dang ve Guan, 2020).

Dogal kaynakli bilesikler, farkli hastaliklarin tedavisinde potansiyel terapdtik ajanlar olarak
uzun yillardir arastirilmaktadir. Bu kapsamda, fitokimyasallar genis Olgiide incelenmis ve
hiicresel cogalma, farklilasma, apoptoz, anjiyogenez ve metastaz gibi siirecleri diizenleyerek
kanserin baslangicini, biiylimesini ve ilerlemesini baskilayan antikarsinojenik 6zelliklere sahip

olduklar1 gésterilmistir (Li vd., 2018).



Thymus vulgaris (kekik) tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarin baslica fenolik bileseni olan
timol (5-metil-2-izopropilfenol), hiicresel proteinlerle etkilesime girerek ve hiicre zarinin
biitiinliiglinli bozarak membran gegirgenligini artirmakta ve bu mekanizma araciligiyla giiclii
bir antimikrobiyal aktivite gostermektedir (Mirdehghan ve Valero, 2017). Bu calisma,
enkapsiilasyon yontemi ile sentezlenen timol yiiklii kitosan/TiO> nanokompozitlerinin A549
hiicre hattindaki antiproliferatif etkilerini degerlendirmek amaciyla, hiicre canliligi ve

proliferasyonunu belirlemeye yonelik XTT testi kullanilarak gerceklestirilmistir.

1.1. Arastirmanin Amaci ve Onemi

Kanser, hiicrelerin normal biiyiime ve boliinme mekanizmalarinin bozulmasi sonucu kontrolsiiz
ve diizensiz ¢ogalma gdstermesiyle ortaya ¢ikan bir hastalik grubudur. Bu anormal hiicreler
yalnizca koken aldiklart dokuyla simirli kalmayip, farkli organ ve dokulara yayilma
potansiyeline de sahiptir (Glaviano vd., 2015). Giinimiizde genel tedavi protokolleri
tanimlanmis olmakla birlikte, kanserin tiiriine ve biyolojik 6zelliklerine bagl olarak farkli tani
ve tedavi stratejileri uygulanmaktadir. Her insanin farkli DNA yapisina sahip olmasi, cesitli
yaklasimlarin olugsmasinda biiyiik etkendir. Kanser tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi
girisimler, immiinoterapi, hedefe yonelik tedaviler, hormon tedavileri ve gen temelli biyolojik
yaklasimlar, hastaligin tipine ve evresine bagli olarak tek basina ya da kombine sekilde

kullanilabilmektedir (Liu vd., 2024).

Adenokarsinom kokenli bir hiicre hatti olan A549 hiicreleri, akciger kanseri ve tedavi
yaklasimlarina yonelik in vitro ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun yani sira,
akcigerle iliskili ancak malign olmayan hastaliklarda cesitli biyoaktif bilesiklerin potansiyel
etkilerinin incelenmesinde de tercih edilmektedir. Bir bilesigin viicuda girisini ve etkisini
artirmak i¢in nanopartikiillerin kullanilmasi, bilesigin hedeflenen etkisini artirmaktadir

(Baykara, 2016).

Thymus vulgaris (kekik) esansiyel yaginin temel bilesenlerinden biri timoldiir (Huma vd.,
1999). Fenolik bir bilesik olan timol, mikroorganizmalar iizerinde belirgin antimikrobiyal
aktivite gostermektedir. Giiclii antiseptik ve antifungal 6zelliklere sahip olan timoliin fenole
kiyasla yaklasik 30 kat daha yiiksek antiseptik etki sergiledigi ve buna karsin yaklagik dort kat
daha diisiik toksisiteye sahip oldugu bildirilmistir (Lukic, 1989).



Giincel ¢alismalarda kemoterapétik ilaglara ek olarak cesitli bitkisel kaynakli bilesiklerin de
kullanildig1 goriilmektedir. Ozellikle fenolik bilesikler ve tiirevlerinin kullanimiyla antikanser
etkinin artirilmasi ve sitotoksisitenin azaltilmasi1 hedeflenmekte olup, bu alanda yogun
arastirmalar yiirtitilmektedir (Chen vd., 2025). Bu ¢alismada, timoliin iyonik jelasyon yontemi
ile kitosan matrisi i¢cinde enkapsiile edilmesi ve TiO: nanopartikiilleri ile kombine edilerek
nanokompozit olusturulmasi, ardindan elde edilen sistemin karakterizasyonu ve A549 akciger

kanseri hiicre hattindaki antiproliferatif etkilerinin in vitro olarak incelenmesi amac¢lanmistir.

Bu kapsamda, timol yiiklii kitosan/Ti102 nanokompozitleri sentezlenmis ve elde edilen yapilarin
morfolojik ve kimyasal 6zellikleri SEM-EDX, XRD, FTIR analizleri ile karakterize edilmistir.
Ayrica, UV-Vis spektroskopisi kullanilarak enkapsiilasyon verimliligi ve yilikleme kapasitesi
hesaplanmis, termal Ozellikleri TGA analizi ile degerlendirilmistir. Nanokompozitlerin
biyolojik etkinligini belirlemek amaciyla, A549 hiicre hattinda in vitro sitotoksisite ¢alismalari

gerceklestirilmis; hiicre canliligi Trypan Blue yontemi ve XTT testi ile analiz edilmistir.

Bu kapsam dogrultusunda tez ¢alismasinin hedefleri asagida siralanmaistir.

1. Timol yikli kitosan/TiO2 nanokompozitlerinin iyonik jelasyon yontemi ile
sentezlenmesi.

2. Elde edilen nanokompozitlerin morfolojik ve kimyasal 6zelliklerinin (SEM-EDX,
XRD, FTIR) karakterize edilmesi.

3. Nanokompozitlerin termal 6zelliklerinin TGA analizi ile incelenmesi.

4. Nanokompozitlerin enkapsiilasyon verimliligi ve ylikleme kapasitesinin UV-Vis
spektroskopisi ile belirlenmesi.

5. A549 hiicre hattinda in vitro sitotoksisite ve antiproliferatif etkilerinin Trypan Blue ve

XTT testleri ile degerlendirilmesi.

1.2. Varsaymmlar

Bu tez calismasi, belirlenen hedefler dogrultusunda asagidaki varsayimlara dayanilarak
yuriitiilmustiir.

1. Timol, kitosan yapisinin igerisine iyonik jelasyon yontemi ile etkin ve stabil bir sekilde

enkapsiile edilebilir; ardindan TiO: ile birlestirilerek nanokompozit yap1 olusturulabilir.

2. Elde edilen nanokompozitler, SEM-EDX, XRD, FTIR analizleri ile dogrulanabilir

belirgin morfolojik ve kimyasal 6zellikler sergiler.



3.

4.

Nanokompozitlerin termal stabilitesi TGA analizi ile ortaya konulabilir ve TiO; varlig
yapinin 1s1l dayanikliligin artirir.

Nanokompozitlerin enkapsiilasyon verimliligi ve yiikleme kapasitesi, UV-Vis
spektroskopisi ile yiliksek dogrulukta belirlenebilir ve sistemin etkin ilag tasima
potansiyeli vardir.

Timol yiikli kitosan/TiO2> nanokompozitler, A549 akciger kanser hiicre hattinda
konsantrasyona ve zamana bagli olarak anlamli sitotoksik ve antiproliferatif etki

gosterir.

1.3. Simirhliklar

Bu tez ¢alismasi, belirli sinirliliklar cergevesinde gergeklestirilmistir.

1.

Calisma yalnizca in vitro kosullar ile sinirli olup in vivo sistemlerde dogrulama
yapilmamastir.

Sitotoksisite analizleri yalnizca A549 akciger kanser hiicre hatti iizerinde
gerceklestirilmistir.

Nanokompozitlerin biyolojik etkileri sadece Trypan Blue ve XTT testleri ile
degerlendirilmistir.

Enkapsiilasyon verimliligi ve karakterizasyon caligmalar1 belirli analitik yontemlerle
(SEM-EDX, XRD, FTIR, TGA ve UV-Vis) sinirli tutulmustur.

Calismada kullanilan deneysel kosullar (pH, sicaklik, konsantrasyon araliklar1 ve

inkiibasyon siireleri) belirli optimizasyon araliklari ile sinirlandirilmigtir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE VE ILGILI CALISMALAR

2.1. Kanser

Tarih boyunca kanser hem insanlarda hem de hayvanlarda yaygin olarak goriilen 6nemli bir
saglik sorunu olmustur. Kanser terimi, Latince “cancer” sdzciigiinden tiiremis olup kokeni
Yunanca “karkinos” kavramma dayanir; Hipokratik metinlerde bu terim, MO 5. yiizyil
dolaylarinda, yengece benzetilen sert ve anormal tiimoral olusumlar1 tanimlamak igin
kullanilmistir; Galen ise daha sonra “omkos” terimini genel olarak sislik/kitle anlaminda

sistemlestirmistir (Riva, 2015; Baykara, 2016).

Gilinlimiizde kanser hem diinya genelinde hem de Tiirkiye’de kardiyovaskiiler hastaliklarin
ardindan en sik goriilen ikinci 6liim nedeni olarak yer almakta olup, insidansinda siirekli bir
artls gdzlenmektedir (World Health Organization, 2022; Tiirkiye Istatistik Kurumu, 2024).
Yiiksek mortalite oranlari, is glicii kaybina neden olmasi, ileri evre vakalarda tedavi ve bakim
maliyetlerinin artmasi ile iilke ekonomisi {izerindeki olumsuz etkileri, kanseri goz ardi

edilemeyecek diizeyde 6nemli bir halk sagligi problemi haline getirmektedir (Chen vd., 2023).

Cok hiicreli organizmalarda organlar belirli bir boyuta ulastiginda, normalde hiicre boliinmesi
dururken, kanser hiicreleri bu diizenleyici mekanizmalara ragmen kontrolsiiz sekilde
boliinmeye devam eder. Yiiksek diizeyde adaptasyon yetenegine sahip olan bu hiicreler,
cevrelerindeki normal hiicrelerin yasamini sonlandirarak kendi biiylimelerini ve ¢gogalmalarini
stirdiirebilecekleri bir tiimor mikrogevresi olustururlar (Brown vd., 2023). Kanserin olusumu
multifaktoryel bir siire¢ olup, bakteriler, viriisler, iyonize radyasyon, genetik yatkinlik, ¢evresel
etkenler, beslenme aligkanliklar1 ve kimyasal maddeler gibi pek ¢ok faktdr bu siiregte rol
oynamaktadir (Williams, 2001). Karsinogenez siireci boyunca kanser hiicreleri, kendilerine
0zgii baz1 biyolojik ozellikler kazanarak normal hiicrelerden ayrilmaktadir. Hanahan ve
Weinberg (2011) tarafindan tanimlanan bu temel ozellikler (Sekil 2.1) arasinda: genetik
mutasyonlarin ortaya ¢ikmasi, kendi kendine biiyiime faktorleri liretebilme, siirekli ¢ogalma
kapasitesine sahip olma, programlanmis hiicre 6liimiinden (apoptoz) kaginma, yeni damar
olusumunu (anjiyogenez) indiikleme, cevre dokulara invazyon yapabilme ve metastaz

olusturma yetenegi yer almaktadir (Hanahan ve Weinberg, 2011).
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Sekil 2. 1. Kanser hiicrelerinin genel 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg, 2011)

Kanserlesme siireci, hiicresel diizeyde ortaya ¢ikan genetik degisimlerin yani sira, bagisiklik
sisteminin bu anormal hiicrelerin taninmasi ve elimine edilmesi kapasitesinin zayiflamasi
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (Y1lmaz ve Altunok, 2011). Mutasyona ugrayan tek bir hiicrenin
diizenleyici mekanizmalardan bagimsiz bigimde proliferasyonu sonucunda olusan ilk timorler,
genellikle yayilma 6zelligi gostermeyen iyi huylu (benign) tiimdrler olarak tanimlanir. Ancak
stire¢ ilerledik¢e bu hiicreler farkli ¢evre dokulara infiltrasyon ve uzak organlara yayilim
yetenegi kazanarak, kendi beslenme ve dolasim aglarini gelistirebilirler. Bu durum, kotii huylu
(malign) tiimorlerin olusumuna ve ikincil tiimorlerin gelisimine yol agcmaktadir (Alberts vd.,

2002; Yokota ve Kohno, 2004).

Kanser, primer dokuyla sinirli kalmayip metastatik kaskad araciligiyla sistemik yayilim
potansiyeline sahip, kompleks ve dinamik bir patolojik siirectir. Giiniimiizde standart tedavi
rejimleri uygulanmasina ragmen, hastaligin molekiiler heterojenligi ve hastalarin genetik
polimorfizmleri, bireysellestirilmis terapotik miidahaleleri zorunlu kilmaktadir. Bireylerin
genomik cesitliligi ve DNA dizilimindeki varyasyonlar, onkolojik siireglerin ¢ok yonli ve
ongoriilemez yapisinin temelini olusturur. Bu nedenle, “onkolojik hastaliklar” terimi, bu
karmasik ve heterojen hastalik grubunun biyolojik ve klinik ¢esitliligini tanimlamak i¢in daha
biitiinciil ve kapsayici bir terminolojik yaklasim olarak kabul edilmektedir (Fitzmaurice vd.,

2015).



Onkoloji bilimi, kanserin tiim alt tiplerini kapsayan genis bir disiplin olup yalnizca tedavi
stireglerini degil, ayn1 zamanda hastaliga neden olan faktdrlerin belirlenmesini ve kanserin
ortaya ¢ikmadan once dnlenmesini de amaglamaktadir (Liu vd., 2021). Kanserin biyolojik,
genetik, ¢evresel ve psikososyal yonleri géz 6niine alindiginda, bu hastalik oldukc¢a karmasik
ve multidisipliner bir saglik problemi niteligi tasimaktadir. Bu nedenle onkoloji, tedavi
yaklagimlarinda radyoterapi, kemoterapi, cerrahi girisimler, immiinoterapi, hormon temelli
yaklasimlar, hedefe 0zgii tedavi stratejileri ve gen temelli tedaviler gibi farkli biyolojik
yontemleri tek basina veya kombine bi¢imde kullanmaktadir. Giiniimiizde insan viicudunda
gelisebilen 100°den fazla kanser tiirii tanimlanmis olup, bu durum kanser arastirmalarinin ve

tedavi stratejilerinin g¢esitliligini ortaya koymaktadir (Pavlopoulou vd., 2015).

2.1.1. Akciger kanseri

Akciger kanseri, Kuzey Amerika basta olmak tizere gelismis tilkelerde kansere bagli 6liimlerin
en yaygin nedenini olusturmaktadir (%12,4). Kiiresel Kanser G6zlemevi (GLOBOCAN), 2022
yilina ait akciger kanseri 0zel raporuna gore, her yil yaklasik 2,5 milyon yeni vaka ile diinya
genelinde (her iki cinsiyeti kapsayacak sekilde) en ¢ok teshis edilen kanser tiirtidiir. Kiiresel
cabalar olmazsa, akciger kanseri 6liimlerinin 2035 yilina kadar %30 oraninda artacagi tahmin

edilmektedir (Bray vd., 2024).

Akciger kanserine bagli Olimlerin biiytik bir kismi, hastalifin genellikle ileri evrelere
ulagsmadan once tespit edilememesinden kaynaklanmaktadir (Maringe vd., 2020). Hastaligin
patogenezinin ayrintili olarak aydinlatilmasi, erken tan1 yontemlerinin gelistirilmesi ve etkili
tedavi ajanlarinin kullanilmasi, akciger kanserinin kontrol altina alinmasinda belirleyici bir rol
oynamaktadir. Bu nedenle, 6zellikle yiiksek risk grubunda yer alan bireylerin (6rnegin sigara
kullananlar ile zararli dumanlara, petrol iirlinlerine veya toksik caligma ortamlarina maruz
kalanlar) erken donemde taranmasi biiylik onem tagimaktadir. Bununla birlikte, erken evrede
tan1 koyulmasii saglayacak duyarli ve 0Ozgiil biyobelirteglerin belirlenmesine yonelik
caligmalarin hizla ilerletilmesi gerekmektedir (Wadowska vd., 2020; Bi vd., 2025). Dogru ve
zamaninda tani, akciger kanseri hastalarina en uygun tedavi yaklasgiminin uygulanabilmesi

acisindan kritik bir 6neme sahiptir (Zhang vd., 2022).

Akciger kanserinin molekiiler patogenezi son derece karmasik ve heterojen bir yapi

gostermektedir. Hastaligin gelisimi; nokta mutasyonlari, gen amplifikasyonlari, insersiyonlar,



delesyonlar ve translokasyonlar gibi ¢esitli genetik ve epigenetik degisimlerin birikimi
sonucunda ortaya ¢ikabilmektedir. Bu siireg, cogunlukla hiicre proliferasyonunu destekleyen
sinyal yolaklarinin agir1 aktivasyonu ve tiimdr baskilayict mekanizmalarin baskilanmasi ile

iliskilidir (Cooper vd., 2013).

Akciger kanseri, Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK) ve Kiiciik Hiicreli Olmayan Akciger
Kanseri (KHDAK) olmak {iizere iki temel alt grupta siniflandirilmaktadir. KHDAK ’lar tipik
olarak adenokarsinom, skuamoz hiicreli karsinom (SqCC) ve biiyiik hiicreli karsinom olarak alt
gruplara ayrilir (Inamura, 2017). Akciger kanseri olgularinin yaklasik %85’ini KHDAK grubu
kapsamaktadir; KHAK grubu ise olgularin yaklasik %15’ini olusturur (Herbst vd., 2018).

Yeni molekiiler tan1 yontemleri, epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) ve anaplastik
lenfoma kinazi (ALK) gibi kanserle iliskili tetikleyici degisikliklerin tespitini kolaylastirmistir
(Khoo vd., 2015). Ayrica, kanserin dogru evrelenmesi, hastalar i¢in tedavinin planlanmasi
acisindan 6nemlidir. Son zamanlarda, tetikleyici mutasyonlar ve immiinoterapiler i¢in hedefli
tedaviler de dahil olmak iizere kisisellestirilmis bir tedavi yaklasimi hastalar igin
kullanilmaktadir (Anagnostou ve Brahmer, 2015). Klinik tani siirecinde akciger kanserine
yonelik yaklasimlar genel olarak goriintiileme teknikleri ve patolojik degerlendirmeler olmak
tizere iki ana grupta incelenmektedir. Goriintiileme temelli tan1 yontemleri, 6zellikle diisiik doz
bilgisayarli tomografi (LDCT), invaziv olmayan yapisi sayesinde erken evre akciger kanserinin
taranmasinda yaygin bi¢imde tercih edilmektedir. Bununla birlikte, bu yontemler yiiksek
oranda yanlis pozitif sonug verme olasiligi, sinirlt duyarhilik diizeyi ve radyasyon maruziyetiyle
iliskili riskler nedeniyle bazi kisitlamalara sahiptir (Humphrey vd., 2013; Lindeman vd., 2013;
Nooreldeen ve Bach, 2021).

Son yillarda, hedefli tedavilerin ve immiinoterapilerin gelistirilmesi, akciger kanseri hastalari
icin yeni tedavi yontemlerinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (Sekil 2.2). 21. yilizyildan
itibaren nanoteknolojide yasanan hizli ilerlemeler, ¢esitli malign tiimérlerin tani ve tedavisinde
Oonemli bir potansiyel ortaya koymustur (Bogart vd., 2022). Boyutlar1 1 ila 100 nm arasinda
degisen kati partikiiller olan nanopartikiiller, yiiksek hedeflenebilirlikleri ve kolay
fonksiyonelestirilebilir yapilar1 sayesinde kanser tani ve tedavi alaninda 6nemli bir yere sahiptir

(Madamsetty vd., 2019).
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Sekil 2. 2. Akciger kanseri tedavisinde nanoteknolojinin arastirma ve uygulamalari

Tiimdrlerin tan1 ve tedavisinde nanopartikiiller, yiiksek biyoyararlanim, gelismis ¢oziiniirliik,
iistiin in vivo stabilite, kontrollii salinim ve hedefe yonelik iletim gibi avantajlar sunan yenilikg¢i
nano-tastyici sistemler olarak giderek daha fazla kullanilmaktadir. Bu sistemler, kemoterapotik
ajanlarin veya dogal bilesiklerin dogrudan timoér dokusuna taginmasini saglayarak terapotik
etkinligi artirmakta ve sistemik toksisiteyi azaltmaktadir (Cryer ve Thorley, 2019).
Nanotastyicilar araciligryla gerceklestirilen bu hedefli iletim, tiimor hiicrelerine kars: sitotoksik
etkinin giiclenmesine katkida bulunurken, ayni zamanda ilag direncinin gelisimini de 6nemli
Olclide engellemektedir. Boylece nanopartikiil temelli sistemler, klasik kemoterapi
yaklagimlarina kiyasla daha giivenli, etkili ve siirdiiriilebilir bir tedavi stratejisi sunmaktadir

(Davodabadi vd., 2023).

2.2. Kanser Tedavisinde Hedefli Ila¢ Dagitim

Nanoteknoloji, ¢esitli farmakolojik ajanlarin terapotik etkinligini ve giivenligini artirma
potansiyeli sunan yenilik¢i ila¢ dagitim sistemlerinin gelistirilmesinde umut verici bir alan
olarak ortaya cikmistir. Biyoaktif bilesiklerin nanopartikiiller icinde kapsiillenmesi,
fizikokimyasal 6zelliklerini, biyoyararlanimlarini ve belirli etki alanlarina hedefli dagitimlarini
gelistirebildigi i¢in biiyiik ilgi géormiistiir. Bu yaklagim, geleneksel ila¢ dagitim yontemlerinin
zay1f ¢oziiniirliik, diisiik biyoyararlanim ve hedef dis1 etkiler gibi sinirlamalarinin iistesinden

gelme ve boylece genel terapotik sonuglari iyilestirme yetenegine sahiptir (Kazemi-Pasarvi vd.,



2020). Nanopargacik tabanli biyosensdrler, spesifik biyobelirtecleri yiiksek hassasiyet ve
ozgiilliikle tespit ederek cesitli hastaliklarin erken teshisini saglayabilme gibi tip alaninda,
nanopartikiiller teshis araclarinda kullanilarak hastaliklarin daha hassas ve dogru bir sekilde
tespit edilmesini saglamaktadir (Yue vd., 2023). Ek olarak, nanomalzemelerin terapotik ilaglari
istenen etki bolgesine secici olarak tasiyabildikleri ve serbest birakabildikleri, etkinligi
artirdiklar1 ve yan etkileri azalttiklari hedefli ila¢ dagitimindaki potansiyelleri igin arastirilmistir
(Pasinszki vd, 2017). Nanoteknolojideki hizli ilerlemelerle birlikte, farmasoétik ilag dagitimi
alan1 geleneksel ilag dagitim sistemleriyle iligkili zorluklarin iistesinden gelmek icin
nanopartikiillerin benzersiz 6zelliklerinden ve yeteneklerinden yararlanarak doniistiiriicii bir

paradigma degisimine tanik olmustur (Liu vd., 2024).

Modern ilag dagitim sistemleri, farmasotik bilesiklerin hassas, kontrollii ve verimli bir sekilde
iletilmesini saglayarak tedavi yaklagimlarinda devrim yaratmistir (Ciftei vd., 2025). Bu tiir
dagitim stratejileri nanoteknoloji kullanilarak gergeklestirilebilir. Tipik olarak, nanopartikiil
bazli ilag dagitimi aktif ve pasif ilag dagitimi olmak iizere iki grupta incelenmektedir (Dang ve

Guan, 2020).

2.2.1. Pasif hedefleme

Nanopartikiil temelli ilag¢ tagima platformlarinin en 6nemli avantajlarindan biri, ytliksek ilag
ylkleme kapasitesine sahip olmalari, birden fazla ilac1 ayni1 anda tasiyabilmeleri ve ilaglarin
bozunmasina kars1 koruma saglamalaridir (Daglioglu vd., 2018). Genel olarak, pasif hedefleme,
ilaclarin dogal fizyolojik siirecler ve faktdrler yoluyla belirli bolgelere iletilmesidir. Pasif
hedefleme, ilaglar1 gerekli bdlgeye tasimak i¢in normal ve patolojik dokular arasindaki
anatomik farkliliklar1 kullanir. Arastirmalar, bazi durumlarda (6rnegin tiimor hiicrelerinde) kan
damar1 duvarlarinin gegirgenliginin arttigin1 gostermistir (Zhong, 2014). Bu kapsamda,
lipozomlar, polimerik nanopartikiiller ve inorganik nanopartikiiller gibi nanotasiyici sistemler,
tiimor dokularinda enhanced permeability and retention (EPR; gelismis gecirgenlik ve tutma
etkisi) yoluyla pasif hedefleme potansiyelleri nedeniyle son yillarda yogun arastirma ilgisine
konu olmustur (Alka¢ vd., 2024). Ayrica, suda disik ¢oziniirliige sahip ilaglarin
biyoyararlanimini artirmak amaciyla nanopartikiiller, bu bilesikleri kapsiilleyerek dolasima
katilmalarin1 kolaylastiran etkili platformlar sunar (Seker, 2023). NP’lerin boyutlari, ylizey
ozellikleri ve EPR etkisine katkilar1 sayesinde, ilaglarin biyolojik yar1 dmrii uzatilabilir ve

tiimor dokularinda hedefli birikim saglanabilir (Kalyane vd., 2019).
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2.2.2. Aktif hedefleme

Aktif hedefleme, bir ilacin hedef noktaya Ozellesmesini saglayacak sekilde hedeflemeyi
iyilestirir. Hastalikli doku, onunla iligkili hiicrelerdeki reseptorlerin dogasi bilinerek aktif olarak
hedeflenebilir. Bu, ilacin ilgili reseptorlere sahip hiicrelere spesifik olarak baglanmasin
saglayan ligandlarin kullanimini miimkiin kilar (Zhong vd., 2014). Aktif hedefleme, pasif
hedeflemenin sinirlamalarinin iistesinden gelmek ve ilag direncini asmak, ayrica kemoterapdtik

ilaclarin hedef dis1 dagilimini en aza indirmek i¢in kullanilir (Kirtane vd., 2013).

2.3. Ila¢ Tasiyic1 Sistemlerinde Nanoteknoloji ve Nanopartikiiller
2.3.1. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, 6zellikle son yillarda tip, biyoteknoloji ve miihendislik alanlarinda hizla gelisen
ve genis uygulama alani bulan 6nemli bir bilim dalidir. Nanobilim teorisini, nanometre
Olceginde maddeyi gozlemleyerek, dlgerek, isleyerek, birlestirerek, kontrol ederek ve iireterek
yararli uygulamalara doniistiirme yetenegidir. Amerika Birlesik Devletleri’ndeki Ulusal
Nanoteknoloji Girisimi (NNI), nanoteknolojiyi “kimyadan, fizikten ve biyolojiden tip,
miihendislik ve elektronige kadar cok cesitli alanlarda yeni uygulamalara olanak taniyan
benzersiz fenomenlerin bulundugu nanoskalada (1 ila 100 nm) yiiriitiilen bir bilim, miithendislik
ve teknoloji” olarak tanimlar (Keskin, 2011). Kavramsal olarak nanoteknolojinin ortaya ¢ikist
1950’li yillarin sonlarina dayanmaktadir. Bu alanin temelleri, Nobel 6diillii fizik¢i Richard
Feynman’in 29 Aralik 1959 tarihinde Kaliforniya Teknoloji Enstitiisii’'nde malzeme ve
cthazlarin molekiiler 6l¢gekte liretimine iligkin 6ngoriilerini paylastigr “There is Plenty of Room
at the Bottom” baglikl1 iinlii konusmasina dayandirilmaktadir. Tiirkgeye “Asagida Oldukea Yer
Var” olarak cevrilen konusmasinda, Feynman minyatiirize edilmis enstriimanlarin ve nano
yapilarin dlgiilebilecegi ve yeni amaclar dogrultusunda kullanilabileceginin altini ¢izmistir
(Feynman, 2018). Nanoteknoloji, enerji ve elektronikten tip ve tarima kadar cesitli sektorlerde

yaygin uygulamalar bulmustur (Malik vd., 2023).

2.3.2. Nanopartikiiller

Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii (ISO), nanopartikiilleri, tiim dis boyutlar1 nano 6lgekte
olan ve nano nesnenin en uzun ve en kisa eksenlerinin uzunluklar1 arasinda 6nemli bir fark
olmayan nano nesneler olarak tanimlar. Boyutlar 6nemli 6l¢iide farkliysa (genellikle ii¢ kattan

fazla), nanofiberler veya nanoplakalar gibi terimler, nanopartikiil (NP) terimi yerine tercih

11



edilebilir. Nanopartikiiller genellikle bilesimlerine goére ii¢ ana kategoriye ayrilir: organik,
karbon bazli ve inorganik nanopartikiiller. Kiiresel, silindirik, konik, boru seklinde, i¢i bos
cekirdekli, spiral vb. veya diizensiz gibi farkli sekil, boyut ve yapilarda olabilir (Ealia ve
Saravanakumar, 2017). 1 ila 100 nm arasinda herhangi bir degerde olabilen nanopartikiillerin
boyutu 1 nm’nin altina diiserse, genellikle atom kiimeleri terimi tercih edilir. NP’ler, tek veya
cok kristalli katilarla kristal veya amorf olabildikleri gibi gevsek veya kiimelenmis de olabilir
(jaz vd., 2020). Homojen yapida ya da birden fazla katmandan olusabilen nanopartikiillerde,
katmanli yap1 s6z konusu oldugunda, kiigiik molekiiller, metal iyonlari, ylizey aktif maddeler
veya polimerlerden olusabilen bir ylizey tabakasi, c¢ekirdekten kimyasal olarak farkli bir
malzemeden meydana gelen bir kabuk tabakasi ya da nanopartiikiilin merkezini olusturan

¢ekirdek kismi yer alabilmektedir (Khan vd., 2019).

Parenteral uygulamanin ardindan nanopartikiillerin boyutlar1 ve ylizey 6zellikleri, pasif ve aktif
hedefleme yaklagimlart kapsaminda ilaglarin hedef dokuya yonlendirilmesinde oOnemli
avantajlar saglamaktadir (Mandl vd., 2019). Yiiksek ila¢ ylikleme kapasitelerine sahip olan
nanopartikiil sistemler, terapdtik ajanlarin herhangi bir kimyasal reaksiyona maruz kalmadan
yapiya entegre edilmesine olanak taniyarak, bu ajanlarin yapisal biitiinliigliniin ve biyolojik
etkinliginin korunmasina katkida bulunmaktadir. Ayrica bu sistemler; nazal, oral, parenteral ve
okiiler uygulama yollar1 dahil olmak {izere farkli farmasétik iletim rotalarinda etkin bir sekilde
kullanilabilmektedir (Zhao vd., 2024). Nanopartikiiller, ilacin viicuttan hizli uzaklastirilmasini
ve organlar arasinda diizensiz dagilimmni smirlandirarak hedef bdlgede kontrollii ve
sirdiiriilebilir salimimi saglamakta, boylece tedavi etkinligini artirirken advers etkileri
azaltmaktadir (Mohanraj ve Chen, 2006). Bunun yan1 sira, kontrollii salim ve partikiil bozunma
siirecleri, nanopartikiil matrisini olusturan bilesenlerin c¢esitliligi sayesinde kolaylikla
diizenlenebilirken, belirli doku veya organlara yonelik hedefleme ise nanopartikiil yiizeyine
ozgil ligandlarin kovalent ya da elektrostatik baglarla konjuge edilmesi veya manyetik

yonlendirme stratejilerinin uygulanmasiyla gergeklestirilebilmektedir (Mandl vd., 2019).

2.3.2.1. Nanopartikiillerin siniflandirilmasi

Organik nanopartikiiller, proteinler, karbonhidratlar, lipitler, polimerler veya diger organik
bilesiklerden olusan nanopartikiiller bu kategoriye dahildir (Sekil 2.3). Bu nanopartikiiller
genellikle toksik degildir, biyolojik olarak parcalanabilir ve bazi durumlarda lipozomlar gibi i¢i

bos bir ¢ekirdek yapisina sahip olabilir (Pan ve Zhong, 2016).
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Dendrimerler Lipozomlar Miseller Nanokapsuller

Sekil 2. 3. Organik nanopartikiiller (Joudeh ve Linke, 2022)

Karbon bazh nanopartikiillerin bilinen 6rnekleri fullerenler, karbon siyah1 NP’ler ve karbon
kuantum noktalaridir (Sekil 2.4). Bu sinif yalnizca karbon atomlarindan yapilmis NP’leri icerir
(Ealia ve Saravanakumar, 2017). Karbon siyahi nanopartikiiller, yiiksek derecede aglomere
olmus kiiresel yapidaki parcaciklarin {iziim salkimimi andiran kiimeler halinde bir araya
gelmesiyle karakterizedir (Yuan vd., 2019). Karbon kuantum noktalari, 10 nm’nin altindaki

boyutlara sahip ayr1, yar1 kiiresel karbon NP’lerinden olusur (Lu vd., 2016).

fulleren karbon nanotiip grafit

grafen grafen oksit karbon nokta (dot)

Sekil 2. 4. Karbon bazl1 nanopartikiiller

Inorganik nanopartikiiller, hacimlerine kiyasla daha yiiksek yiizey alan1 avantaj1 sunar. Genis
ve kolay modifiye edilebilir yiizey konjugasyon kimyasina sahip olmalar1 ve hazirlanmalarinin

gorece kolay olmasi 6nemli bir iistiinliiktiir (Unnikrishnan vd., 2023). Inorganik
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nanopartikiiller, 6zellikle metal ve metal oksit bazli nanopartikiiller, en popiiler olanlar
arasindadir. ilag dagitimi gibi gesitli uygulamalarda, tastyicinin kan dolasimindaki iyi stabilitesi
ve yar1 omrl, yeterli biyodagilim ve ilacin istenen hedef bolgeye hedeflenmis dagitimi ile
karakterize edilir (Chandrakala vd., 2022). Tiim NP’ler arasinda inorganik NP’ler en bol
iiretilen ve ticari olarak kullanilanlar arasindadir (Alam ve Qurashi, 2014). inorganik NP’ler
amorf, polikristalin, yogun, gozenekli ve i¢i bos gibi cesitli sekillerde olabilir (Sekil 2.5) ve 1s1
direnci ve dayaniklilik 6zellikleriyle bilinir. Geligmis ilag etkinligi ve azaltilmis yan etkiler igin
tasarlanmis ilag salim sistemleri, yeni malzemelerin gelistirilmesiyle birlikte gelismistir. Kanser
karsit1 ve antimikrobiyal aktiviteleri nedeniyle terapotik ajan olarak kullanilmaktadir (Lammari

vd., 2020).

“""/ i
/ // W
Megagozenekli  Kuantum Glimds Altin Karbon nanotiip
silika nanoparcack ~ nokta nanoparcacik nanoparcacik

Sekil 2. 5. Inorganik nanopartikiiller
2.3.2.2. Titanyum dioksit (TiO2) nanopartikiillerinin yapisi ve anti-kanser ozellikleri

Titanyum dioksit (TiO2), bilim ve teknoloji alanlarinda yaygin bi¢imde kullanilan, geg¢is metal
oksitleri sinifinda yer alan bir yar1 iletken materyaldir (Rahimi vd., 2016). TiO,, diinyada en
bol bulunan ve yaygin olarak kullanilan metal oksit nanomalzemelerden biridir (Zhang vd.,
2015). TiO2’nin fotokatalitik ozellikleri, insan sagligi alaninda genis bir arastirma alani
olusturmus ve ozellikle kanser tedavisinde potansiyel kullanimlar1 nedeniyle dikkat ¢cekmistir
(Ghareeb vd., 2024). Toz halinde ve giderek artan bir sekilde nanopartikiil formunda olmak
tizere birgok uygulamada yaygin olarak kullanilir ve normalde kullanilan konsantrasyonlarda

toksik olmadig1 kabul edilir (Kabaday1, 2025). Titanyum dioksit rutil, anataz ve brokit olmak
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tizere ii¢ fazda bulunur (Braun vd., 1992). Bu kristal fazlar, alt1 oksijen anyonunun {i¢ titanyum
katyonu tarafindan paylasildigi oktahedral birimlerden olusur; bu nedenle TiOs/; seklinde ifade
edilen yapi, toplamda TiO> formiiliine karsilik gelmektedir (Shand ve Anderson, 2013).

Ug boyutlu uzayda genisleme siirecinde, TiO2’nin temelini olusturan oktahedral birimler her
polimorf fazda farkli bi¢cimlerde diizenlenir ve bozulur; bu durum, her bir fazin kendine 6zgii
kristal yapisinin olugsmasina neden olur (Shand ve Anderson, 2013). Bu nedenle TiO2’nin ii¢
ana polimorfik formu olan rutil, anataz ve brookit formlar1 sekil, kristal yapi, yogunluk ve
kirilma indisi bakimindan belirgin farkliliklar gosterir (Braun vd., 1992). Rutil fazi, sentez ve
kullanim siire¢lerinde faz doniisiimiine nadiren ugramasi nedeniyle, diger fazlara kiyasla daha
yiiksek yapisal stabiliteye sahiptir. Buna karsin, metastabil 6zellik gosteren anataz ve brookit
fazlari, mineralin endiistriyel kullanim amacina veya islem kosullarina bagli olarak,
termodinamik ac¢idan daha kararli olan rutil fazina doniisebilmektedir (Cihlar vd., 2021; Jing
vd., 2013). Ozellikle brookit, dogada nadir bulunan bir kristal faz olup, endiistriyel dlgekte
sentezi ve liretimi olduk¢a zordur (Shand ve Anderson, 2013). Anataz ve rutil fazlari tetragonal
kristal yapiya sahipken, brookit fazi ortorombik kristal sistemde yer almaktadir. Bu fazlar
arasindaki temel farklilik, atomlar arasi baglanma diizenlerinden kaynaklanmaktadir. Rutil fazi,
diiz zincirlerin bir araya gelmesiyle olusan bir yap1 sergiler ve bu zincirlerin kdselerinde yer
alan oksijen atomlarinin baglanmasi sonucunda tetragonal kristal yapt meydana gelir. Anataz
fazinda ise kose konumlarinda oksijen atomlari bulunmamakta olup yap1 tamamen tetragonal
ozellik gostermektedir. Brookit kristal yapisi ise oktahedral birimlerin farkli bir dizilimiyle

karakterize edilmektedir (Sadia vd., 2024).

Titanyum dioksit nanopartikiilleri, fotokatalizorler, ilaclar, islenmis gidalar ve ev fliriinleri,
kozmetik beyaz pigmentler, kumaslar, boyalar ve giines kremleri gibi uygulamalardaki ¢ok
yonliiliikleri nedeniyle endiistride kullanilan en iyi bes nanopartikiil arasinda yer almaktadir
(Kiss, 2009). Biyouyumluluklar1 nedeniyle TiO; antikanser ilaglar ve genler i¢in potansiyel
tastyict sistemler olarak arastirilmistir (You vd., 2016). Mikro boyutlu partikiillerle
karsilagtirildiginda, titanyum dioksit nanopartikiillerinin daha yiiksek katalitik aktivite
gosterdigi bildirilmektedir (Gopinath vd., 2020; Jing vd., 2013). Bu durum, partikiil boyutunun
kiigiilmesiyle birlikte katalitik reaksiyonlar i¢in kullanilabilir ylizey alaninin artmasindan

kaynaklanmaktadir (Shukla vd., 2011).
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Son yillarda, nano-TiO>’nin antikanser ajan olarak degerlendirilmesiyle birlikte fotokatalitik
uygulamalarin tip alanindaki kullanimlarinda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir (Balachandran
vd., 2021). TiOz nanopartikiillerinin fotokatalitik aktivitesi, 1980’lerdeki atilimindan bu yana
glines enerjisi, ¢evresel iyilestirme ve fotodinamik terapi (PDT) uygulamalarindan dolayi
kapsaml1 bir sekilde arastirilmaktadir (Ramacharyulu vd., 2015; Qu ve Duan, 2013). Isik 151n1im1
altinda, TiO2’nin degerlik band1 elektronlari (e”) uyarilir ve iletim bandina gecer, geriye pozitif
yiiklii bosluklar (h*) kalir. Iletim bandindaki e” ve h* hiicresel reaktif oksijen tiirleri (ROS)
iiretme yetenegine sahiptir (Yamaguchi vd., 2011). Bir fotosensitizator tarafindan isikla
indiiklenen ROS iiretimi, PDT olarak adlandirilan ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
uygulanmistir (Agostinis vd., 2011; Kushibiki vd., 2015). TiO2 nanopartikiillerinin 16semi,
servikal, karaciger ve akciger kanserleri gibi farkli kanser tiirleri icin PDT’de uygulanma

potansiyeli daha dnce bildirilmistir (Lagopati vd., 2014; Wang vd., 2015).

Nanobiyoteknoloji alanindaki modern gelismeler, TiO; nanopartikiillerinin sentezi ve
fonksiyonellestirilmesinde de 6nemli ilerlemelere yol agmistir. Nano-TiO; liretimi i¢in gesitli
sentetik yaklagimlar gelistirilmis olsa da bu yontemler genellikle yiiksek maliyetler ve
potansiyel c¢evresel sorunlarla iligkilendirilmektedir (Irshad vd., 2021). Birgok ¢alisma TiO>
NP’lerin inflamasyona, sitotoksisiteye ve genotoksisiteye neden oldugunu bulmustur (Trouiller

vd., 2009; Wu vd., 2009).

2.3.3. Nanokompozitler

Nanoteknolojinin énemli segmentlerinden biri, 6zelliklerini gelistirmek i¢in nanopartikiilleri
geleneksel malzemelerle birlestirmektir. En az bir fazinin boyutlarinin nanometre 6lgeginde
oldugu kompozitlere nanokompozitler denir (Hassan vd., 2021). Nanokompozitler, benzersiz
bir 6zellik ve yapisal tasarim kombinasyonu sergileyerek yiiksek performansli uygulamalar igin
uygun hale gelirler. Miihendislik alanindaki artan biiytime ve talep ile birlikte, ambalajdan tibbi

uygulamalara kadar farkli alanlarda kullanilma potansiyeline sahiptirler (Karki vd., 2021).

Kanserle ilgili tedavi ve ilag dagitiminda siipramolekiiler polimer nanokompozitlerin
kullanilmasinin birgok avantaji vardir. lag tasiyicilart olarak, tipik uyariciya duyarli davranis
sergilerler ve ¢esitli i¢ ve dis uyaricilar (6rnegin, pH, 151k, redoks ajanlari, sicaklik, elektrik
alani, enzim vb.) ile ilaglarin hedeflenen ve istege bagl salinimini kontrol etmek i¢in akilli

tasiyicilar olarak hizmet edebilirler (Merino vd., 2015).
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En popiiler kompozitler, farkli malzemelerin minik parcaciklariyla giiclendirilmis olanlardir.
Tipik olarak, parcaciklar matrisin mukavemetini ve modiiliinii artirmak i¢in eklenir. Parcacik
boyutunu nano dlgege indirgeyerek yeni malzeme nitelikleri elde edilebilir (Thippeswamy vd.,
2021). Isleme kolayligi ve seri iiretime uygunlugu nedeniyle, nanopartikiiller yiiksek
performansli kompozitler olusturulurken siklikla dolgu maddesi olarak kullanilir. Bununla
birlikte, nanopartikiillerin matris iginde homojen bir sekilde dagilmasini saglamak esastir; bu,
nanopartikiillerin daha giiglii ¢ekim kuvvetleri nedeniyle kiimelenme egiliminde olmalari

nedeniyle bazen zordur (Bokobza, 2023).

2.3.4. Enkapsiilasyon

Son yillarda, g¢esitli matrisler kullanilarak ekstraktlar, ugucu yaglar veya saf dogal biyoaktif
bilesikler gibi dogal tiriinlerin kapsiillenmesi i¢in ¢ok sayida yontem gelistirilmistir (Munin ve
Edwards-Lévy, 2011). Enkapsiilasyon, kati, sivi veya gaz formundaki maddelerin belirli
amaglar dogrultusunda koruyucu bir tabaka ya da kaplama materyali ile ¢evrelenmesi siireci
olarak tanimlanmaktadir (Madene vd., 2006). Genel olarak enkapsiilasyonun temel amaci,
kararsiz ve hassas biyoaktif bilesenleri olumsuz c¢evresel kosullara karst korumaktir.
Enkapstilasyon siirecinde kullanilan kaplama materyali “‘kabuk, duvar materyali, membran, dis
faz, tasiyici ve kapsiil ajan1”, kaplanacak materyal ise “i¢ faz, ¢ekirdek materyali, enkapsiilant,

aktif materyal ve dolgu” gibi isimlerle adlandirilmaktadir (Mahdavi vd., 2014).

Kapsiilleme sistemleri temel olarak iki ana yapida smiflandirilmaktadir: rezervuar tipi ve
matriks tipi. Bu sistemlerde kapsiil yapilar1 yalnizca kiiresel formda degil, ayn1 zamanda
silindirik, oval ya da diizensiz geometrik sekillerde de olusturulabilmektedir (Zuidam ve
Nedovic, 2010). Rezervuar tipindeki enkapsiilasyon yapilarinda aktif bilesen, onu ¢evreleyen
bir kabuk tabakasi i¢inde yer alir. Bu tip kapsiiller, tek c¢ekirdekli veya kabuk-cekirdek tipi
olarak da tanimlanabilir. Baz1 durumlarda, tek bir kapsiil icerisinde birden fazla cekirdek
yapisinin bulundugu c¢oklu cekirdekli kapsiiller de kullanilmaktadir. Matriks tipinde ise aktif
madde, tastyici faz igerisinde daha homojen bir bicimde dagilmistir; bu sayede bilesenler kiiciik
damlaciklar halinde veya kapsiil matriksi boyunca esit sekilde yayilmis olarak bulunabilir.
Rezervuar tipinden farkli olarak, matriks sistemlerde aktif ajanlar genellikle ylizeye yakin
konumlanir (Zuidam ve Nedovic, 2010). Bu iki kapsiilleme yapisi, aktif bilesigin kontrolli
salim davranisini, biyoyararlanimint ve stabilitesini dogrudan etkileyerek uygulama

performansini belirleyen 6nemli unsurlar arasinda yer almaktadir (Zuidam ve Nedovic, 2010).
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2.3.4.1. Iyonik jelasyon

Cogu durumda sulu polimer ¢ozeltisi olarak bulunan kaplama malzemesi ve ¢ekirdek materyali,
bir dagitict fazda (6rnegin, bir elektrolit ¢ozeltisi) kiiresel jel seklinde nanopartikiillerin
olusumu ile sonuglanan damlalara déniistiiriiliir. Iyonik etkilesim nanokapsiil olusumunun
temelini olusturur. Nanokapsiil olusumunu saglayan teknikler arasinda yer alan iyonik jelasyon;
organik coziiciiler, farkli sicaklik ve pH kosullarimin kullanilabilmesi, proses kosullarinin
kontrol edilebilir olmasi, kararli nano boyutta partikiillerin olusumu gibi iistiin 6zelliklere sahip
olmasi nedeniyle dikkat ¢ekmistir (Suganya ve Anuradha, 2017; Fan vd., 2012). Genel olarak,
iyonik jellesme zit yiiklii molekiiller arasinda meydana gelir. Pozitif yliklii polimer zincirleri
negatif yiiklii iki degerlikli veya cok degerlikli iyonlarla reaksiyona girer. Elektrostatik
reaksiyon, birbirine bagli nanofibril aglarina sahip mikroyapili parcaciklarin olusmasina yol

agar (Auriemma vd., 2020).

2.3.5. Biyopolimerler

Biyopolimer esasli nanopartikiiller/hidrojeller, ilag ve gen tasiyici, doku iskelesi ve yara
iyilestirme materyali olarak kullanilir (Nitta ve Numata, 2013). Polisakkaritler, glikozidik
baglarla bir araya getirilmis tekrarlanan monosakkarit birimlerinden olusan uzun karbonhidrat
molekiilleridir. Kitin, aljinat, heparin, hiyaliironik asit, pullulan ve dekstran polisakkaritlere
ornektir.  Biyopolimerik  nanopartikiiller, = biyouyumluluklari,  biyolojik  olarak
parcalanabilirlikleri, toksik olmamalar1 ve diger avantajli 6zellikleri nedeniyle cesitli saglik

uygulamalari i¢in uygundur (Kucuk vd., 2023).

Stirdiirtilebilir kalkinmanin amaci, c¢esitli endiistriyel sektorlerde geleneksel petrol bazli
polimerlerin yerine daha ¢evre dostu malzemelerin kullanilmasidir. Sonug olarak, son yillarda
biyobazli polimerlerin liretiminin ve kullaniminin artmasi, biyopolimerleri bu hedefe ulagsmanin
en umut verici yollarindan biri haline getirmistir. Tarimsal gida atiklarinin degerlendirilmesi,
maya, alg veya bakteriyel fermantasyonla tiretilen biyopolimerler ve polisakkaritler, proteinler
ve lipitler gibi dogrudan biyokiitleden elde edilenler, 6zellikle tibbi iiriinler, gida ambalajlari,
tarimsal filmler, membran proses uygulamalari, siirdiiriilebilir giyim ve biyobazli
polimerlerdeki son basarili gelismelere ragmen iyilestirme gerektiren diger alanlar i¢in biiyiik

ilgi uyandirmistir (Balart vd., 2021).
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2.3.5.1. Biyomalzeme olarak kitosan

Kitosan marin organizmalarda bulunan bir polisakkarittir. Gida endiistrisinden elde edilen
kabuklu deniz canlilarina (karides, yengec, kalamar vb.) ait atiklarin NaOH ile islenmesi sonucu
elde edilen kitinin, sicak ve %40-50 NaOH ortaminda deasetilasyonu ile kitosan tiretilir (Li vd.,

2018). Sekil 2.6°da kitosanin iiretim prosesi sematize edilmistir.

deasetilasyon

Kabuklular

| c¢okelti ayirma I su
NaOH sulu protein giderme - CH.COOH
cozelti ; 3
I ¢b6zme I ¢oziinmeyen
| kire¢ giderme | maddeler
HC!,SU:;’, seffaf cozelti
cozelti
| renk giderme I | notrallestirme I NaOH
Kitin Kitosan
(beyaz cokelti) (beyaz ¢okelti)
Kitin Kitosan
(beyaz ¢okelti) (beyaz ¢okelti)

Sekil 2. 6. Kitosan iiretim prosesi

Kitosan son birkag yildir giderek daha fazla ilgi goren bir biyomalzeme olarak ortaya ¢cikmistir.
Biyouyumluluk, biyobozunurluk ve diisiik toksisite gibi faydali 6zellikleri nedeniyle ilag
tasiyici sistemler ve nanotastyici formiilasyonlarinda yeni bir bakis agisi olusturmaktadir (Detsi
vd., 2020). Kitosan, antioksidan, lipit diistiriicii ve antimikrobiyal 6zelliklerinin yani sira film
ve jel olusturma kapasitesi ile kapsiilleme potansiyeli yliksek olan dogal bir katyonik
polisakkarittir. Bu biyopolimer, Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan Genel Olarak Giivenli
Kabul Edilen (GRAS) bir madde olarak siniflandirilmaktadir. Gida teknolojisi, farmasotik
formiilasyonlar ve kozmetik endiistrisi gibi bir¢ok farkli alanda genis uygulama olanaklarina
sahiptir (Kumar vd., 2019). Katyonik karakteri sayesinde, asidik ortamda nano ve mikro
boyutlu pargaciklar, emiilsiyonlar, lifler, hidrojeller, filmler ve membranlar gibi ¢esitli yapilar
olusturabilir. Bu yoniiyle kitosan, bitki oziitleri, ugucu yaglar ve diger biyoaktif bilesiklerin

kapsiillenmesinde etkili bir tagiyict matriks olarak yaygin bigimde kullanilmaktadir. Kitosan
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ozellikle polifenolik bilesikler i¢in son zamanlarda birgok rapor yayinlanmistir; bunlarin ¢ogu

TPP ile iyonotropik jellesme (Sekil 2.7) yontemini kullanmaktadir (Nallamuthu vd., 2015).

@ 1. Capraz Baglanmamis Kitosan @ 2. TPP (Sodyum Tripolyfosfat)
Ponyanyonik Capraz Baglayici
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@ TPP ile iyonik Gapraz Baglanmis Kitosan

Sekil 2. 7. TPP ile iyonik olarak ¢apraz baglanmis kitosan

Nispeten kararli kimyasal yapisi, polikatyonik, zararsiz, toksik olmayan ve biyolojik olarak
pargalanabilir 6zellikleri, kitosan1 ¢ok cesitli organlar, dokular ve hiicrelerle biyolojik olarak
uyumlu hale getirir. Kitosan molekiilleri hem fiziksel hem de fizyolojik olarak aktiftir ve ¢esitli
uygulamalar i¢in kimyasal veya enzimatik olarak degistirilebilir (Huq vd., 2022). Kitosan bazli
nanotagtyicilarin antifungal, antitlimor, antiviral, antiinflamatuar ve antibakteriyel aktiviteleri
de dahil olmak iizere sergiledigi genis yelpazedeki terapotik aktiviteler, kitosanin ilag

tastyicilar olarak cesitli uygulamalarini kesfetmeye yonelik kapsamli arastirmalart tetiklemistir
(Rajitha vd., 2016).

2.4. Bitkisel Kokenli Anti-Kanser Ajanlar ve Timol

Tibbi bitkiler, insan sagliginin korunmasi ve hastaliklarin tedavisinde doganin sundugu 6nemli
kaynaklar arasinda yer almaktadir. Bitkiler ve iceriklerindeki biyoaktif bilesikler, eski
caglardan bu yana ¢esitli tibbi uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Cok sayida tibbi
bitki tiirli ve bunlara ait fitokimyasallarin kanserin olusumu, gelisimi ve ilerlemesi iizerinde
baskilayici etkiler gosterdigi bildirilmektedir (Aung vd., 2017). Nitekim modern klinik ilaglarin

%50’sinden fazlasinin dogal kaynakli oldugu ve bu bilesiklerin kanser hiicrelerine karst etkili
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tedavi potansiyeli tasidigir bilinmektedir (Rosangkima ve Prasad, 2004). Bitkiler bircok
kemoterapoétik ajaninin da temel kaynagini olusturmaktadir. Bu ajanlar genellikle pro-oksidan
ve antioksidan etkiler sergileyerek, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini artirma,
mitokondriyal islev bozuklugunu indiikleme, inflamatuvar siirecleri modiile etme ve hiicre
dongiisiinii diizenleme gibi mekanizmalar tizerinden kanser hiicreleri lizerinde etkili olmaktadir

(Islam vd., 2019).

2.4.1. Timol

Bir fenolik bilesik olan timol, bitkilerde dogal olarak bulunan ve giiniimiizde ozellikle
farmasdtik alanda yaygin sekilde degerlendirilen 6nemli bilesiklerden biridir (Salehi vd., 2018).
Dogada dogal formlarda bulunmasimin yan sira, belirli kosullar altinda sentezlenerek etki
mekanizmasi gelistirilebilmektedir. Timol (5-metil-2-izopropilfenol) aromatik halka yapisina
sahip olup bircok farkli bitki tiiriinde tespit edilmistir (Y1ldiz ve Turan, 2021). Bununla birlikte,
baslica dogal kaynag1 Thymus vulgaris L. bitkisi olup (Sekil 2.8), suda ¢oziiniirliigii sinirli olan
dogal bir fenolik bilesiktir (Escobar vd., 2020). Ucucu yag 6zelligi sayesinde timol tarih
boyunca yara tedavisinde ve antibakteriyel amaclarla kullanilmistir. Gida sektoriinde
tatlandiric1 ve koruyucu olarak yer alirken, aromaterapi ve geleneksel tipta bas agrisi, okstirtiik
ve ishal gibi rahatsizliklarin giderilmesinde tercih edilmistir (Waheed vd., 2024). Giiniimiizde
ise basta kozmetik, gida ve ila¢ endiistrileri olmak iizere bir¢ok alanda yaygin bicimde

kullanilmaktadir (Marchese vd., 2016).
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Sekil 2. 8. Thymus vulgaris (kekik) bitkisinden elde edilen timol
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Timol, fenolik bir monoterpen olarak yalnizca kimyasal bilesimi ve kaynak bitki tiiriine gore
cesitlilik gdstermez; ayn1 zamanda antioksidan, antienflamatuar ve antimikrobiyal basta olmak
tizere genis bir farmakolojik profili vardir. Bu Ozellikler, biyoaktif bilesiklerin tiirii ve
kimyasiyla iligkilidir. Dogal monoterpen fenol, biyoaktif potansiyeli nedeniyle bir¢ok
uygulamada yaygin olarak kullanilmaktadir (Escobar vd., 2020).

Yiiksek antioksidan ve antiinflamatuar aktiviteye sahip fitokimyasallarin akciger
fonksiyonlarinin korunmasinda ve iyilestirilmesinde 6nemli rol oynadigi bildirilmektedir (Chen
vd., 2025). Bu kapsamda timol, DNA hasarin1 azaltma ve hiicresel mutasyonlar1 énleme
potansiyeli sayesinde akciger kanserinin gelisim ve ilerleme siireclerini baskilayabilmektedir
(Gupta, 2021). Timol, MDA, iNOS ve MPO gibi oksidatif stres belirteglerinin diizeylerini
diisiirdiigii; buna karsilik SOD, GSH, GPx, CAT ve NADPH gibi antioksidan savunma
sistemlerinin aktivitesini artirdig1 gosterilmistir (Pandey ve Rizvi, 2010). Ayrica IL-1p, IL-6,
IL-8 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu baskilayarak inflamatuar yaniti
azalttig1 ve kanser hiicrelerinin proliferasyonunu baskilayarak inflamatuvar yaniti azalttig1 ve
bu yolla kanser hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmektedir (Dou vd., 2022; Gago vd.,
2025). Tiim bu etkiler dogrultusunda timol, akciger dokusunda oksidatif dengeyi siirdiiriip
inflamasyonu baskilayarak tiimor gelisiminin onlenmesine katki saglayan giiclii bir biyoaktif

bilesik olarak 6ne ¢ikmaktadir (Wen vd., 2022; Li vd., 2023).
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3. YONTEM

Bu teze ait tiim deneysel ¢alismalar Erzincan Binali Yildirim Universitesi Temel Bilimler
Uygulama ve Arastirma Merkezi Doku Kiiltlirii Laboratuvart ve Ar-Ge Laboratuvari’nda

gerceklestirilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Nanokompozit bilesiminde kullanilan kimyasallar
3.1.1.1. Timol

Bu calismada kullanilan timol (5-metil-2-izopropilfenol) Sigma-Aldrich firmasindan temin
edilmistir. Kimyasal formiilii 2-[(CHs):CH]CsHs-5-(CH3)OH olan %94 safliktaki bilesigin
molekiiler agirligi 150,22 g/mol ve yogunlugu 0,97 g/cm?’tiir. Timoliin molekiiler yapis1 Sekil

3.1°de gosterilmistir.

OH CHs
CHs

HaC

Sekil 3. 1. Timoliin molekiiler yapis1 (Jiang vd., 2015)

3.1.1.2. Titanyum dioksit

Bu ¢alismada kullanilan titanyum dioksit (TiO2) nanopartikiilleri Nanografi firmasindan temin
edilmistir. %99,5 saflikta ve anataz fazda olan TiONP’lerin ortalama partikiil boyutu 17

nm’dir. TiO2’nin kristal fazlar1 Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3. 2. TiO>’nin kristal fazlar1 (Scarpelli vd., 2018)

3.1.1.3. Kitosan

Bu calismada kullanilan kitosan, Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. Kimyasal
formiilii C12H24N209 olan kitosan orta molekiil agirlikli olup deasetilasyon derecesi %75’in

tizerindedir. Kitosanin molekiiler yapisi Sekil 3.3°te gosterilmistir.

HO

OH

00’
OH NH,

7

HO NH»

Sekil 3. 3. Kitosanin molekiiler yapis1 (Salachna ve Lopusiewicz, 2022)

3.1.1.4. Sodyum tripolifosfat

Bu calismada kullanilan sodyum tripolifosfat (TPP), Sigma-Aldrich firmasindan temin
edilmistir. Kimyasal formiilii NasP301 olan %94 safliktaki bilesigin molekiiler agirhigi 367,86
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g/mol ve yogunlugu 2,52 g/cm?®’tiir. Sodyum tripolifosfatin molekiiler yapisi Sekil 3.4’te

gosterilmistir.

Naog {Ij EONE

NaQ~ ~O° | ~O” "ONa
ONa

Sekil 3. 4. Sodyum tripolifosfatin molekiiler yapisi

3.1.2. Kullanilan diger kimyasal maddeler ve Kitler

Tablo 3.1. Calismada kullanilan diger kimyasal maddeler ve kitler

Kimyasal ad1 Kullanmim amaci Uretici firma
Tween 80 (Polisorbat 80) Dispersiyon saglama Merck
Asetik asit (CH;:COOH) Kitosan ¢oziindiirme Isolab
Sodyum hidroksit (NaOH) pH ayarlama Sigma-Aldrich
XTT Cell Viability Assay Kit Hiicre canlilig1 analizi Sigma-Aldrich
DMSO (Dimetil Siilfoksit) Hiicre dondurma Merck
RPMI-1640 Besiyeri Hiicre besiyeri hazirlama Sigma-Aldrich
L-Glutamine Solution Hiicre besiyeri hazirlama Sartorius
Fetal Bovine Serum (FBS) Hiicre besiyeri hazirlama Gibco
Penisilin-Streptomisin Hiicre besiyeri hazirlama Biological Industries
Tripsin-EDTA (%0.25) Hiicre ayrigtirma Sartorius
PBS (Fosfat tamponlu salin)  Hiicre yikama Biowest
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3.1.3. Kullanilan sarf malzemeler ve cihazlar

Hiicre kiiltiir flasklari, Thermo Scientific
Kuyucuklu hiicre kiiltiir plateleri, Sarstedt
Steril tek kullanimlik pipetler, Sarstedt
Mikro pipetler, Eppendorf

Pipet uglari, Axygen

Steril santrifiij tiipleri, Sarstedt

Cam beher ve 0l silindirleri, Isolab
Thoma lami, Isolab

Kriyovial, Corning

Hassas terazi, Shimadzu

CO; inkiibatorii, Niive

Laminar akisl kabin, Bil-ser lab. Ltd. sti. class II
Santrifiij, Hanil Smart R17

Vorteks, Heidolph Reaxtop

Su banyosu, Memmert

Invert mikroskop, Nikon Eclipse Ti-2U
ELISA cihazi, Epoch Biotek

-80 °C Buzdolabi, Haer Medical
Buzdolabi (-20 °C +4 °C), Argelik

pH metre, Ismatec MCP

UV-Vis spektrofotometre, PG Instruments Ltd

Ultrasonik homojenizator, Wisd
Peristaltik pompa, Ismatec MCP

Rotary evaporator, Heidolph

Tarama elektron mikroskopisi analizi (SEM ve EDX) FEI-Quanta FEG 450

Fourier dontistimii kizil6tesi spektroskopisi (FTIR), Thermo Scientific Nicolet 6700
X- 1511 kirmimi (XRD), Panalytical-Empyrean

Termogravimetrik analiz (TGA), SII NANOTECHNOLOGY- EXSTAR 7300
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3.1.4. A549 hiicre hatt1 ve ozellikleri

Insan akciger adenokarsinom hiicre hatt1 A549 (Insan Kiigiik Hiicreli Olmayan Akciger Kanser
Hiicresi) Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (ATCC, Rockville, MD, USA) ticari olarak
satin alinmistir. A549 hiicreleri 58 yasindaki bir erkegin akcigerinden izole edilmis epitel

hiicreleridir (Sekil 3.5).

Sekil 3. 5. A549 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (10X)

3.2. Yontem

3.2.1. Timol yiiklii kitosan/TiO2 nanokompozitlerinin (T-CS/TiO2NC) hazirlanmasi

Bu c¢alismada timoliin kitosan kullanilarak iyonik jelasyon ydntemi ile nano boyutta
enkapsiilasyonu saglanmis ve elde edilen yapi, TiO2 nanopartikiilleriyle (17 nm) dispersiyon
ile kombine edilerek kompozit bir sistem olusturulmustur. Bu amagla, calismanin birinci
asamasinda 1 mL asetik asit 100 mL’ye saf su ile tamamlanarak manyetik karistiricida
karistirilmistir. 300 mg kitosan hazirlanan 100 mL %1’lik asetik asit ¢ozeltisine eklenmistir.
Kitosan ¢ozeltisi (CS) elde etmek icin 25 °C’de bir gece boyunca ve 300 rpm’de manyetik
karistiricida karistirilmaya birakilmistir. Filtrelenen ¢ozelti daha sonra 0,5 M NaOH ¢ozeltisi

kullanilarak pH degeri 4,6’ya ayarlanmistir. 300 mg Tween 80, 100 mL saf suda ¢oziiliip 600
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mg timole eklenerek Tween 80-timol ¢ozeltisi (TT) hazirlanmistir. Bu asamada 50 mL kitosan
cozeltisi ile 50 mL Tween 80-timol ¢ozeltisi 1:1 oraninda eklenmis ve karisim tamamen
homojen hale gelinceye kadar 45 °C’de, 500 rpm’de yaklasik 2 saat boyunca karistirilmistir.
Bu sekilde kitosan ve Tween 80-timol karisimini igeren homojen su iginde yag (y/s) tipi

emiilsiyon (T-CS) olusturulmustur.

Calismanin ikinci asamasinda, 0,75 mg sodyum tripolifosfat 100 mL saf suda ¢oziilerek TPP
¢oOzeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltinin 50 mL’si siringa pompast kullanilarak 1 mL/dk akis
hiztyla manyetik karistiricida 1000 rpm’de 4 °C’de karisan kitosan ve Tween 80-timol
emiilsiyonuna eklenmistir. Capraz baglanmanin tamamlanabilmesi i¢in karigtirma islemi 45
°C’de, 500 rpm’de 60 dakika boyunca siirdiiriilmiistiir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra olusan
timol yiiklii kitosan nanopartikiilleri (T-CSNP) 4 °C’de 10000 rpm’de 35 dakika santrifiij
edilmistir. Elde edilen ¢okelti, ii¢ kez saf su ile yikanarak aritilmis ve iizerine saf su eklenerek
disperse edilmistir. Ardindan, homojen dagilim saglamak i¢in ultrasonik homojenizatorde 3
saniye sonikasyon ve 7 saniye bekleme dongiisiinden olusan bir uygulama ile toplam 6 dakika

sonikasyon uygulanmistir.

Calismanin son asamasinda 1 mg/mL TiO; dispersiyonu hazirlamak i¢in 100 mL saf suya 100
mg TiO2 NP (yaklasik 17 nm) eklenerek manyetik karistiricida oda sicakliginda yaklasik 60
dakika kanistirilmistir. Daha sonra dispersiyondaki agregasyonu azaltmak ig¢in ultrasonik
homojenizator ile 60 dakika sonikasyona birakilmistir. 50 mL TiO»> dispersiyonu, manyetik
karistiricida karisan 50 mL timol yiikli kitosan nanopartikiil ¢ézeltisine 1 mL/dk akis hiziyla
1:1 oraninda eklenmis ve akis boyunca siirekli karistirilarak homojenizasyonu saglanmistir. Bu
islemin ardindan 5 dakika ultrasonik homojenizatérde tutularak nanokompozit sistemin
olusmasi saglanmistir. Elde edilen timol yiiklii kitosan/TiO2 nanokompozit dispersiyonu (T-
CS/Ti02NC) 1ki kisma ayrilmistir. Birinci kisim herhangi bir kurutma islemi uygulanmaksizin
stvi formda muhafaza edilerek karakterizasyon ve biyolojik aktivite analizlerinde
kullanilmustir. ikinci kisim ise ayri bir balono alinarak 50-70 °C’de rotary evaporatdr
yardimiyla ¢oziiclisii uzaklastirllmig ve nanokompozit toz halinde elde edilmistir. Bazi

karakterizasyon analizleri i¢in nanokompozitin toz formu kullanilmistir.
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1. ASAMA: EMULSiIYON HAZIRLIGI (T-CS OLUSUMU)

Kitosan (CS) Cozeltisinin Tween 80—-Timol (TT) Yag/Su (y/s) Tipi
Hazirlanmasi Cozeltisinin Hazirlanmasi Emiilsiyonun Olusturulmasi

& Kicakik: 25 °c
é’ Hiz: 300 rpm
@ Siire: Bir Gece

& sicakiik: 45 °c
43¢ Hiz: 500 rpm
(9 Siire: 2 Saat

pH 4,6 Ayar
300 mg Kitosan + 300 mg Tween 80 + 50mLCS +50 mL TT (1:1)
100 mL %1 (v/v) Asetik Asit 100 mL Saf Su + 600 mg Timol
L Kitosan Matrisi ve Timol Emilsiyonu )

TPP ile iyonik Jelasyon Aritma ve Santrifiij islemi Ultrasonik Homojenizasyon
ve Capraz Baglanma (Sonikasyon)
P
@
o g Ekleme Hizi: & Sicaklik: 4°C
1 mL/dk Hiz: 10.000 ii
——0— & Sicaklik: 4 °C g Silizre: 35 dkrpm (& Toplam Siire:

6 dk
o Dongii:

o @& Hiz: 1000 rpm

T 3 sn Acik /
@ i‘:a:lcs;::lzo df:'ﬂ & 7 sn Bekleme
500 rpm
3x Yikama
(Saf Su)

TiO, Dispersiyonunun Nanokompozit Sisteminin Son Uriin Formlar::
Hazirlanmasi Birlestirilmesi Sivi ve Toz
@ Kanstirma: 4 Ekleme Hizi: Kurutma Sicakhg:
60 dk 1 mL/dk 80-70 °C
7
Sonikasyon: R\ Son Sonikasyon: Yoéntem:
60 dk X D s *& Rotary
(Agregasyon ; Evaporator

Onleme) 1y

-

100 mg TiO, (17 nm) + T-CSNP Sivi Form Toz Form
100 mL Saf Su (Siispansiyon) (Kurutulmus)
\ Hibrit Nanokompozit Sistem (T-CS/TiO,NC) 2,

Sekil 3. 6. Timol yiiklii kitosan/TiO2 nanokompozitlerinin sentez asamalari

3.2.2. Timol yiiklii kitosan/TiO2 nanokompozitlerinin karakterizasyon analizi

T-CS/TiO2NC’lerin sentezinden sonra gerceklestirilen karakterizasyon ¢alismalari, elde edilen
yapinin morfolojik ve kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi agisindan 6nem tasgimaktadir.
Sentezlenmis T-CS/TiO:NC’lerin yiizey morfolojileri ve elementel bilesimleri taramali

elektron mikroskobu-enerji dagilimli X-1s1n1 spektroskopisi (SEM-EDX) ile analiz edilmistir.
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T-CS/TiONC’lerin  X-131n1  difraksiyon desenleri i¢cin XRD, nanokompozitte bulunan
fonksiyonel gruplar1 ve bilinmeyen elementleri belirlemek i¢in FTIR cihazlar1 kullanilmigtir.
Bununla birlikte, T-CS/TiO2NC’lerin UV-Vis absorpsiyon spektroskopisi ile enkapsiilasyon
verimliligi ve yiik tasima kapasitesi hesaplanmistir ve termal davraniglart TGA analizi ile

belirlenmistir.

3.2.2.1. Taramali elektron mikroskobu-enerji dagihmh X-i1is1m spektroskopisi (SEM-
EDX) analizi

Taramali elektron mikroskobu (SEM) ile goriintiileme, nano-dlcekte yiizey topografisi, bilesim
ve 3B yapi bilgisini ayni platformda sunan ¢ok yonlii bir yontemdir. Farkli sinyal tiirleri (SE,
BSE, X-15m1) ve gelismis 3B/AI tabanli tekniklerle hem biyolojik hem de malzeme
orneklerinde ayrintili yapisal analiz yapilabilmektedir (Koga vd., 2021). Elektronlarin
numunedeki atomlarla etkilesimi sonucunda, yiizey topografisi ve kimyasal bilesime iliskin
cesitli sinyaller olusur; bu sinyaller uygun dedektorler aracilifiyla algilanarak bilgisayar
ortamina aktarilmakta ve goriintii olusturulmaktadir. Enerji Dagilim X-Ray 151n1 spektroskopisi
(EDX), temel egriyi ¢ikt1 olarak saglayan bir tekniktir. Bu analitik teknik genellikle taramali
elektron mikroskopisi ile birlikte kullanilmaktadir. X-1s1nlar1 (EDS/EDX) elementel bilesimi
ve haritalamay1 vermektedir (Ali vd., 2023). T-CS/TiO>NC taramali elektron mikroskobu-
enerji dagilimhi X-151m1 spektroskopisi (SEM-EDX) yiiksek derecede vakum altinda 15 kV’de
FEI-Quanta FEG 450 cihazi ile incelenmistir.

3.2.2.2. X- 1511 kirimim (XRD) analizi

X-1s1n1 kirmimi (XRD), kristal yapi, faz kompozisyonu ve mikro yapr hakkinda ¢ok boyutlu
bilgi saglayan, malzeme karakterizasyonunun temel tas1 bir tekniktir. Toz, ince film ve ¢ok fazl
sistemlerde hem arastirma hem de endiistride standart ara¢ olarak kullanilmaktadir (Holder ve
Schaak, 2019). Calismada T-CS/TiO>NC X-1s1n1 difraksiyon desenleri 40 kV ve 100 mA’da
calistirilan genis acili XRD cihazi (Panalytical, Empyrean XRD) kullanilarak (Cu Kal 1s1nimi,
A =1,5406 A) 10-80° (20) araliginda kaydedilmistir.

3.2.2.3. Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) analizi

Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR), organik ve inorganik maddelerin

fonksiyonel grup, yapt ve kompozisyonunu hizli ve ayrintili bigimde inceleyen,
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biyomedikalden gidaya ve malzeme bilimine kadar ¢ok genis uygulama alanina sahip temel bir
spektroskopi teknigidir. Dogru 6rnek hazirligi ve uygun veri analiziyle hem nitel hem nicel
analizlerde iyi bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. Ozellikle orta IR bolgesi (400-4000 cm™)
analitik amaclar i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir; burada fonksiyonel grup ve parmak izi
bolgeleri ayrintili bilgi vermektedir (Pasieczna-Patkowska vd., 2025). T-CS/TiO,NC analizinde
Thermo Scientific Nicolet 6700 FTIR spektrometresi Attenuated Total Reflectance (ATR)
teknigi ile kullanilmistir. 400-4000 cm™ araliginda elde edilen absorbans verileriyle

fonksiyonel gruplar belirlenmis ve yap1 aydinlatilmistir.

3.2.2.4. Termogravimetrik analiz (TGA)

Termogravimetrik analiz (TGA), bir numunenin kiitlesinin sicaklik veya zamanla nasil
degistigini 6lgen, malzemelerin 1sitma sirasinda kiitle degisimlerini izleyerek 1sil kararlilik,
bozunma kinetigi, bilesim ve uzun donem dayanim hakkinda kapsamli bilgi veren nicel bir
termal analiz teknigidir. Ozellikle bozunma, ugucu bilesen kaybi, oksidasyon ve genel 1sil
kararlilik degerlendirmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Saadatkhah vd., 2020). TGA,
FTIR/MS ile birlestirildiginde hem kiitle kaybin1 hem de aciga ¢ikan gazlar1 izleyerek karmasik
termal bozunma siireglerini ¢dziimlemede ideal bir ara¢ haline gelir. T-CS/TiO>NC’nin
termogravimetrik analizi, termogravimetrik analizor adi verilen SII Nanotechnology Exstar

7300 TGA cihazinda gercgeklestirilmistir.

3.2.2.5. UV-Vis absorpsiyon spektroskopisi ile enkapsiilasyon etkinligi (EE) ve yiikleme
kapasitesinin (LC) belirlenmesi

Nanotasiyict sistemlerin karakterizasyonunda, sistemin etken madde tasima agisindan etkinlik
ve verimliligini ortaya koymak amaciyla enkapsiilasyon etkinligi (EE) ve ylikleme kapasitesi
(LC) en yaygin kullanilan iki temel parametredir. Bu parametreler yalnizca formiilasyonun
optimize edilmesinde degil, ayn1 zamanda farkli nanotasiyici sistemlerin karsilastirilmasinda
da standart degerlendirme Olgiitleri olarak kabul edilmektedir (Elumalai vd., 2024).
Enkapstilasyon etkinligi/verimi, bir sistemin baslangicta eklenen aktif maddenin ne kadarini
basartyla tasiyiciya (nanopartikiil/nanokompozit) yiikledigini  gosterirken, ylikleme
kapasitesi/tagima kapasitesi ise tastyici sistemin etken maddeyi kendi agirligina gore ne kadar
aktif tasidiginmi ifade eder. Etken maddenin biiyiik kisminin enkapsiile edildigi, ancak yiiksek
miktarda tastyict kullanildigi durumlarda enkapsiilasyon verimi (EE) yiiksek, yiikleme

kapasitesi (LC) ise diisiik olabilir. Buna karsilik, birim tasiyict basina daha fazla etken madde
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ylklenmesine ragmen siiregte onemli miktarda etken madde kaybinin yasandigi durumlarda LC
degeri yliksek, EE degeri ise diisiik olarak belirlenebilir. Bu nedenle nanotastyici sistemlerin

degerlendirilmesinde her iki parametrenin birlikte ele alinmasi 6nemlidir (Peng vd., 2016).

Calismada TiO,NP eklenmesi sistemi agirlagtiracagi i¢in, yiikleme kapasitesi (LC) degeri, TiO>
nanopartikiilleri eklenmeden 6nceki (T-CSNP) ve eklendikten sonraki, yani kompozit durum
(T-CS/TiO2NC) igin, ayri ayri belirtilmistir. Timoliin enkapsiilasyon etkinligi ve yiikleme
kapasitesini hesaplamak icin T-CSNP ve T-CS/TiOoNC stoklarindan; TiO2NP’nin
enkapsiilasyon etkinligi ve yiikleme kapasitesinin hesaplanmasi i¢in ise sadece T-CS/TiO>2NC
stoklarindan 100 pL alinmis, ardindan 5 mL 1 M HCI ¢ozeltisi ile karistirilarak 95°C’deki
ultrasonik su banyosunda 30 dakika siireyle inkiibasyona birakilmigtir. Su banyosundan
cikarildiktan ve sogutulduktan sonra, 1 mL etanol eklenmis ve manyetik karistiricida homojen
hale getirilmistir. Daha sonra numuneler oda sicakliginda 9000 rpm hizinda 1 dakika siireyle
santrifiij islemine tabi tutulmustur. Elde edilen T-CSNP ve CS/TiO,NC siipernatanlarina ait
stok cozeltileri sirasiyla 2, 4, 8 ve 10 ppm konsantrasyonlarda T-CSNP ve T-CS/ TiO2NC olan
4 adet seri ¢ozelti kullanilarak UV-Vis spektrofotometrede T-CSNP ve T-CS/TiO:NC’lerine
ait dalga boyu taramasi Perkin Elmer Lambda 35 UV-Vis spektrofotometre cihazi ile
yapilmistir. Literatiir ile uyumlu olan Timol i¢in 275 nm, TiO; i¢in 365 nm’deki maksimum
absorbans dalga boylar1 (Amak) referans alinmistir. Farkli konsantrasyon degerlerinden elde
edilen absorbans degerleri ile kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Enkapsiilasyon etkinligi ve

yiikleme kapasitesi asagidaki formiiller kullanilarak yiizde olarak hesaplanmistir.

Yiiklenen aktif madde
Toplam eklenen aktif madde

% EE= %100

% LC= Yiiklenen aktif madde % 100

Toplam nanopartikil miktart

3.2.3. Hiicre kiiltiirii

Hiicre kiiltiirli, dokulardan alinan hiicrelerin kontrollii laboratuvar kosullarinda besiyeri i¢cinde
cogaltilmasi ve incelenmesidir. Hiicre kiiltiiri sistemlerinde, kiiltiirlenecek ve incelenecek
dokularda ii¢ boyutlu ortamda bulunan hiicrelerin in vitro kosullarda uygun kosullar saglanarak
canl tutulmas1 amaglanmaktadir. Hiicre kiiltiirii teknikleri, giiniimiizde ¢ok genis bir kullanim

alanina sahip olup, pek cok farkli disiplin ve arastirma alaninda yaygin olarak kullaniimaktadir.
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Ilag kesfi, kanser arastirmalari, rejeneratif tip ve toksisite testlerinin temelini olusturmaktadir

(Joseph vd., 2018; Ballav vd., 2021; Zhao, 2023).

3.2.3.1. A549 hiicreleri icin besiyeri hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen 500 mL RPMI (Roswell Park Memorial Institute) besiyerine %10
olacak sekilde 50 mL steril FBS (Fetal Bovine Serum) eklenmistir. Kullanim kolaylig1
saglamak amaciyla hazirlanan besiyeri 50 mL’lik Falcon tiiplerine boliistiiriilmiis ve kullanim
sirasinda her bir tiipe 500 pL penisilin-streptomisin ile 500 pL L-glutamin ilave edilmistir.

Hazirlanan besiyerleri +4 °C’de saklanmistir.

3.2.3.2. Hiicrelerin cozdiiriilmesi

Kriyoviyallerde -80 °C’de muhafaza edilen hiicreler deney oOncesinde su banyosunda
¢cOzdiriilmiistiir. Coziilen A549 hiicreleri, 5 mL RPMI besiyeri iceren 15 mL’lik Falcon tiiplere
transfer edilerek 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra
hiicre peleti 1 mL besiyeri ile yeniden siispanse edilmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonu, 5
mL besiyeri igeren kiiltiir kaplarina alinarak 37 °C’de ve %5 CO: igeren inkiibatorde

inkiibasyona birakilmistir.

3.2.3.3. Hiicrelerin pasajlanmasi

25 cm?’lik flasklarda kiiltiire edilen hiicreler, yiizeyi tamamen kapladiginda besiyeri
uzaklastirilmis ve hiicreler 3 mL PBS ile yikanmistir. PBS’nin ortamdan uzaklastirilmasinin
ardindan, ylizeye tutunmus hiicrelerin ayrilmasi amaciyla 0,5 mL Tripsin-EDTA ilave
edilmistir. 5 dakikalik etiiv inkiibasyonunun ardindan hiicrelerin yiizeyden ayrildig:
dogrulanmis, tripsin aktivitesini sonlandirmak amaciyla uygulanan hacmin 10 kati kadar
besiyeri eklenmistir. Olusan hiicre siispansiyonu 15 mL’lik Falcon tiipe aktarilmis, 800 rpm’de
5 dakika santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmistir. Hiicre peleti 1 mL besiyerinde yeniden
stispanse edildikten sonra iizerine 9 mL ek besiyeri ilave edilerek toplam 10 mL hacme
tamamlanmis ve hiicreler 75 cm”lik flasklara alinmustir. Kiiltiir flasklar1 37 °C’de, %5 CO»

igeren inkiibatérde inkiibasyona birakilmistir.

33



3.2.3.4. Hiicrelerin dondurulmasi

Flask yiizeyindeki hiicreler tamamen konfluent hale ulastiginda, besiyeri ortamdan
uzaklastirilmis ve hiicreler 3 mL PBS ile yikanmistir. PBS uzaklastirildiktan sonra, hiicrelerin
ylizeyden ayrilmasini saglamak amaciyla flask igerisine 2-3 mL Tripsin-EDTA ¢ozeltisi
eklenmis ve flask 5 dakika siireyle etlivde inkiibe edilmistir. Yiizeyden ayrilan hiicrelerin
tizerine besiyeri eklenerek hiicre siispansiyonu hazirlanmis ve 15 mL’lik Falcon tiiplerine
aktarilmistir. Hiicre siispansiyonu 800 rpm hizda 5 dakika siireyle santrifiij edilmis ve ardindan
stipernatant dikkatlice uzaklastirilmistir. Elde edilen hiicre peleti, her bir kriyovial i¢in ilgili
hiicre hattinin saklanma kosullarina uygun olacak sekilde besiyeri ve DMSO ile yeniden

siispanse edilmis ve -80 "C’de saklanmak iizere dondurulmustur.

3.2.4. In vitro sitotoksisite calismalar

3.2.4.1. Trypan blue ile canh hiicre sayimi

Santrifiij sonras1 Falcon tiipte bulunan hiicreler steril kabine alinmus, siipernatant uzaklastirilmig
ve hiicre peletinin lizerine 1 mL RPMI besiyeri eklenerek pipetaj ile homojenizasyon
saglanmistir. Hazirlanan 1 mL’lik hiicre siispansiyonundan 50 pL alinarak bir Eppendorf tiipe
aktarilmistir. Uzerine esit hacimde Trypan Blue boyasi eklenmis ve tekrar pipetaj yapilarak
homojen hale getirilmistir. Daha sonra bu karistmdan 10 pL alinarak Thoma laminin her iki
boliimiine yliklenmis ve mikroskop altinda hiicre sayimi gergeklestirilmistir. Sayma islemi
lamin her iki tarafinda yapilarak elde edilen degerlerin ortalamasi alinmistir. Hiicre sayisinin

hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir:

Hiicre sayisi= Sayilan hiicre sayis1 X seyreltme faktérii x 10*

3.2.4.2. XTT hiicre canhlik testi

XTT yontemi, hiicre canliligini ve sitotoksisiteyi degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan
bir kolorimetrik metabolik aktivite testidir (Kamiloglu vd., 2020). 2,3-bis(2-metoksi-4-nitro-5-
stilfofenil)-5-[(fenilamino)karbonil]-2H-tetrazolyum hidroksit (XTT), olusan tetrazolyum
tuzunun canl hiicrelerde formazana indirgenmesi prensibine dayanir ve spektrofotometre ile

Olctliir. Biyorediiksiyon sonucu olugsan formazaan {iriiniinlin suda ¢oziinlir olmas1t MTT gibi
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kristal ¢O6zme basamagimi ortadan kaldirir; boylece islem basitlesir ve dogrudan

spektrofotometrik okuma yapilabilir (Scudiero vd., 1988).

Calismada, A549 hiicreleri sayilarak her bir kuyucuga 100 pL besiyeri icerisinde 7,5x10 hiicre
olacak sekilde ekim yapilmistir. 24 saat inkiibasyon siiresinin ardindan, hiicrelere timol yiiklii
kitosan/TiO2 nanokompozitlerinin farkli konsantrasyonlar1 (1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 100;
200; 400 ve 800 uM) uygulanmistir. Deneyde negatif kontrol (maksimum canlilik) grubunu
yalnizca besiyeri i¢eren hiicreler olustururken, kor grup i¢in kuyucuklara yalnizca 200 pL
besiyeri ilave edilmistir. Hiicreler, 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalar boyunca 37 °C, %5 CO>
iceren inkiibasyon ortaminda tutulmustur. Daha sonra, PBS’de ¢oziinen XTT boyasi her
kuyucuga 50 pL eklenerek hiicreler 3 saat inkiibe edilmistir. Olusan formazan kristallerinin
¢ozlinmesi i¢in her kuyucuga 100 pL DMSO eklenmis ve absorbans 570 nm’de ELISA Reader
ile 6l¢iilmistiir. XTT uygulamasi, Roche XTT deney kiti prosediiriine gore gerceklestirilmis

olup, hiicre canlilik oranlar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmaistir:

% Canlilik = [100x (Nanokompozit ile muamele edilen hiicre absorbansi ortalamasi-kor

ortalama) / (Kontrol hiicre absorbans1 ortalamasi-kor ortalama)]

3.2.5. istatistiksel yontemler

Verilerin istatistiksel analizi, IBM SPSS  Statistics (v22) yazilimi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tiim veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. A549 hiicre
hatlarina CS/TiO2NC’lerin farkli konsantrasyon ve siirelerde uygulanmasi sonucunda elde
edilen XTT sitotoksisite testi sonuglari, normal dagilima uygunluk kriterlerine gore tek yonlii
varyans analizi (One-Way ANOVA) ile degerlendirilmistir. Istatistiksel analizlerde anlamlilik
diizeyi p <0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Timol Yiiklii Kitosan/TiO2 Nanokompozitlerinin Karakterizasyon Analizi

4.1.1. Tarama elektron mikroskopisi (SEM) ve enerji dagihmh X-1i51m1 (EDX) analizi
sonuc¢lar

Sentezlenen nanokompozit sistemin morfolojik gelisimini ve bilesenler arasindaki
entegrasyonu akademik bir biitiinliik icinde kanitlamaktadir (Sekil 4.1). SEM goriintiileri,
kitosan ylizeyine tutunmus, parlak ve kiiglik kiiresel yapilar seklinde goriilen TiO-
nanopartikiillerinin ylizeyde dengeli ve diizenli bir dagilim sergiledigini ortaya koymaktadir

(Xing vd., 2020; Hussein vd., 2021).
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Sekil 4. 1. Timol yiiklii kitosan/T102 nanokompozitlerinin SEM goriintiileri ve EDX’ler1
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Kitosan ylizeyinin nispeten piiriizsiiz olmas1 (Sekil 4.1a), timoliin yap1 igerisine basarili bir
sekilde hapsolduguna isaret etmektedir (Bashal vd., 2022). Partikiillerin kitosan yiizeyinde
genis bir alana yayilmis olmasi (Sekil 4.1b), inorganik fazin organik faz ile basarili bir sekilde

hibritlestigini dogrulamaktadir (Hussein vd., 2021).

Nanokompozitin enerji dagilimli X-1511 (EDX) spektroskopisi Sekil 4.1c’de verilmistir.
Spektrumda agirlikga %12,63 oraninda saptanan Ti pikleri, inorganik faz olan TiO>
nanopartikiillerinin varligin1 dogrulamaktadir (Indira vd., 2023). Agirlik¢a C (%43,43) ve O
(%41,59) degerlerinin yiiksekligi T-CS/TiO2NC ana gdvdesini olusturan kitosan ve yapidaki
timol bilesenlerinden kaynaklanmaktadir (Alzahrani vd., 2020). Agirlikca %2,35 oraninda
saptanan N elementi kitosanin karakteristik elementidir ve amin gruplarindan gelmektedir

(Zuher vd., 2022).

4.1.2. X-151m1 kirimnimi (XRD) analizi sonuglari

Sekil 3.6’da verilen sentez protokolii sonucunda elde edilen nanokompozitlerin kristal yapisi
XRD analizi ile dogrulanmistir (Sekil 4.2). Grafikte goriilen en keskin ve siddetli pik, 20 =
25,31° civarinda, TiO2’nin anataz fazina ait karakteristik (101) diizlemini temsil etmektedir
(Majeed vd., 2023). Ayrica 37,8°; 48,0° ve 54,0° civarindaki ikincil pikler, TiO, yapisinin
kompozit igerisinde kristal formunu korudugunu kanitlamaktadir. 26 = 15 ile 22° arasinda
goriilen genis ve yayvan pik, kitosanin yar1 kristalin/amorf dogasindan kaynaklanmaktadir

(Aziz vd., 2020).
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Sekil 4. 2.Timol yiiklii kitosan/Ti02 nanokompozitlerinin XRD deseni
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Bu bolgedeki siddetin TiO; piklerine kiyasla diisiik olmasi, inorganik fazin kristalite sinyalinin
¢ok daha baskin oldugunu gosterir. Saf timoliin normalde ¢ok sayida keskin kristal pik
vermesine ragmen, grafikte timole ait ayrik ve keskin piklerinin goriilmemesi timoliin kitosan
metrisi i¢erinde amorf hale gegtigini ve basarili bir sekilde enkapsiile edildigini gostermektedir

(Shen vd., 2022).

4.1.3. Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) analizi sonuclari

Sentezlenen nanokompozit sistemin olusum mekanizmasinda yer alan her bir bilesen i¢in ayri
egrilerin oldugu ve pik degerlerinin ve bu piklerdeki kimyasal baglarin gosterildigi

karsilastirmali FTIR spektrumlar1 Sekil 4.3’te sunulmaktadir.
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Sekil 4. 3.Timol ytikli kitosan/T102 nanokompozitlerinin FTIR goriintiileri

FTIR spektral analizinde saf kitosanin (CS) karakteristik 3400 cm™ civarindaki genis hidroksil
ve 1070 cm™ civarindaki glikozidik baglarini gosteren temel spektrumdur (Kizilkaya ve Kaya,
2024). Nano boyuta indirgenme sonrast (CSNP) hidrojen baglarindaki degisime bagli olarak
piklerde hafif daralma ve kaymalar gézlemlenmistir (Branca vd., 2016). Timoliin yapiya
girmesiyle (T-CSNP) 1609 cm™! (aromatik C=C) ve 1400 cm™ (izopropil) bolgelerinde timole
0zgii karakteristik pikler belirginlesmistir (Alizadeh ve Nazari, 2022; Sreelatha vd., 2022). T-

38



CS/Ti02NC spektrumda 3186 cm™ CS-T-TiO2 cm™ arasindaki yogun hidrojen baglarini, 1636
cm™! timoliin aromatik yapist ile kitosan amid gruplarinin basarili enkapsiilasyonunu, 1065 cm™
polimer iskeletin (C-O-C) korundugunu ve 402 cm™ TiO2 nanopartikiillerinin (Ti-O-Ti) yapiya
entegrasyonunu dogrulamaktadir (Saravanan vd., 2017; Xing vd., 2020; Kizilkaya ve Kaya,
2024). XRD ve FTIR analizleri inorganik TiO; fazi ile organik timol/kitosan bilesenlerinin
basaril1 bir sekilde bir araya geldigini kanitlamaktadir.

4.1.4. Termogravimetrik analiz (TGA) sonuclar

Sentezlenen T-CS/TiO>NC’lerinin termal kararlilifi TGA analizi ile 30-800 °C sicaklik
araliginda belirlenmistir. TGA termogrami incelendiginde (Sekil 4.4), nanokompozitin li¢
asamal1 bir bozunma profili sergiledigi goriilmektedir. 30-150 °C araliginda gbzlenen yaklasik
%10-12 kiitle kaybi, kitosan igerisinde hapsolmus fiziksel suyun, nemin ve timoliin yiizeye

yakin bilesenlerinin uzaklagmasina baglanmaktadir (Abdulrasool vd., 2019; Xing vd., 2020).
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Sekil 4. 4. Timol yiiklii kitosan/TiO2 nanokompozitlerinin TGA goriintiileri

250-450 °C araliginda gozlenen en belirgin diisiisiin yasandigi bolge, kitosan zincirlerinin
depolimerizasyonu ve timoliin termal bozunmasi ile iliskilendirilmektedir (Xing vd., 2020).
DTG egrisindeki (mavi kesikli ¢izgi) maksimum pik noktasi (320 °C), nanokompozit sistemin

ana bozunma sicakligini gostermektedir. 450-800 °C’de polimerik iskeletin karbonizasyonunun
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tamamlandig1 goriilmektedir. 800 °C sonunda kalan yiiksek kalinti miktari, yapidaki termal
olarak TiO nanopartikiillerinin varligin1 dogrulamaktadir (Corazzari vd., 2015; Xing vd., 2020;
Roy vd., 2021).

4.1.5. Enkapsiilasyon etkinligi (EE) ve yiikleme kapasitesi (LC) analizi sonuclar

Timol ve TiO2’nin enkapsiilasyon etkinligi ve yiikleme kapasitesini hesaplamak i¢in T-CSNP
ve CS/Ti02NC stok ¢ozeltilerinden farkli konsantrasyonlarda 4 adet seri ¢6zelti hazirlanmastir.
T-CSNP ve T-CS/TiO2NC’lere ait 2-10 ppm aralifindaki standart c¢ozeltilerin absorbans
degerleri kullanilarak kalibrasyon egrileri olusturulmus ve bu egrilerden korelasyon katsayilari
(R?) belirlenmistir. UV-Vis spektrometresinde T-CSNP’de 0dl¢iilen absorbans degerlerinden
elde edilen timol i¢in kalibrasyon egrileri Sekil 4.5’te sunulmustur. T-CS/TiO,NC’de 6Slgiilen
absorbans degerlerinden elde edilen timol i¢in kalibrasyon egrileri Sekil 4.6a’da ve TiO:2 igin

kalibrasyon egrileri Sekil 4.6b’de gosterilmistir.

0.8
0,7 -0
0,6 :
0,5
0,4

Absorbans

0,3
0,2
0,1

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
Konsantrasyon (ppm)

Sekil 4. 5. T-CSNP’de timol i¢in UV-Vis spektrofotometre kalibrasyon egrisi

T-CSNP ve T-CS/Ti02NC sistemlerinde timol icin 2, 4, 8 ve 10 ppm konsantrasyonlarda elde
edilen UV-Vis verileri kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrisinde dogrusal iliski ytliksek
bulunmustur. Regresyon denklemleri sirasiyla y = 0,06615x + 0,02395 ve y = 0,06859x +
0,02155 olup, korelasyon katsayilar1 her iki durumda da r = 0,988, R?> = 0,975 olarak
hesaplanmigtir. T-CS/TiO2NC sisteminde TiO> i¢in 2-10 ppm konsantrasyonlarda elde edilen
UV-Vis verileri kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrisi ise y = 0,04580x + 0,01098, r =
0,989 ve R? = 0,978 olarak bulunmustur.
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Sekil 4. 6. T-CS/Ti0O:NC’de timol ve TiO; i¢in UV-Vis spektrofotometre kalibrasyon egrisi

T-CSNP sisteminde timol icin total deger 0,12 ve free deger 0,027 olarak alindiginda timoliin
enkapsiilasyon etkinligi (EE) %77,5’tir. Yani kapsiile olan timol miktar1 0,093 birimdir ve
yiikleme kapasitesi %0,194 (w/w) olarak hesaplanmistir. T-CS/TiO>NC sisteminde timol i¢in
total deger 0,226 ve free deger 0,015 oldugundan, timoliin EE degeri %93,4 ve yliklenen timol
miktar1 0,211 birim olup LC degeri %0,398 (w/w) olarak belirlenmistir. Ayn sistemde TiO2
icin total deger 0,191 ve free deger 0,014 oldugundan, yiiklenen TiO, miktar1 0,177 olup
TiO2’nin LC degeri %0,334 (w/w) olarak hesaplanmistir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. T-CSNP ve T-CS/TiO;NC sistemlerinde enkapsiilasyon verimi ve yiikleme
kapasitesi

Sistem Aktif madde Enkapsiilasyon etkinligi Yiikleme kapasitesi
(EE) (LO)
T-CSNP Timol %77,5 %0,194
T-CS/TiO2NC Timol %93,4 %0,398
T-CS/Ti0NC Ti02 - %0,334

Tablo 4.1°de verilen sonuglara gore, yapiya giren TiO>NP’lerin timoliin enkapsiilasyon
verimliligini yaklasik %20,5 oraninda artirarak %77,5’ten %93,36’ya ¢ikardig: goriilmektedir.
Bu durum, inorganik nanopartikiillerin nanokompozit sistemde bulunan timoliin kitosan
polimerinin i¢ine daha gii¢lii hapsolma bolgeleri (hidrojen baglari) olusturdugunu ve daha
kontrollii bir ag yapis1 kurdugunu dogrulamaktadir. Yiikleme kapasitesindeki yaklasik iki kat

art1s (%0,19’dan %0,39’a) nanokompozit sistemin verimliligini gdstermektedir.

4.2. T-CS/TiO2NC’lerinin Antiproliferatif Etkileri

Caligmada, A549 insan akciger kanseri hiicre hatti kullanilarak timol yikli kitosan/TiO-
nanokompozitlerinin farkli konsantrasyonlarda (1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400
ve 800 uM) ve farkli inkiibasyon siirelerinde (24, 48 ve 72) hiicre canlilig1 iizerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Bu kapsamda, T-CS/TiO,NC’lerinin A549 hiicre hattindaki ICso degerleri
hesaplanmis ve XTT analizi ile canlilik oranlar1 verilmistir. Bu sistem i¢in toplamda on farkli
konsantrasyon kombinasyonu olusturulmustur; saatlik inkiibasyon siirelerinde ve ii¢ tekrarli

olacak sekilde gerceklestirilmistir.

4.2.1. A549 hiicre hatt1 icin ICso degerlerinin belirlenmesi

T-CS/TiO:NC’lerinin  A549 akciger kanseri hiicre hattindaki antiproliferatif etkilerini
degerlendirmek amaciyla gergeklestirilen XTT analizi sonucunda hesaplanan ICso degerleri
Tablo 4.2°’de sunulmustur. T-CS/TiO2NC’lerinin A549 hiicreleri iizerindeki antiproliferatif
etkisinin zamana bagli oldugu ve 24 saatte >245,0 + 3,2 uM, 48 saatte >180,0 + 4,2 uM ve 72
saatte >130,0 = 2,9 uM ICso degerlerine sahip oldugu gézlenmistir.
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Tablo 4.2. T-CS/Ti0>NC’lerinin A549 hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saatlerinde ICso degerleri
Sitotoksik aktivite (ICso)

Siire (saat) Hiicre T-CS/TiO:NC
24 A549 >245,0 + 3,2 uM
48 A549 >180,0 £4,2 uM
72 A549 >130,0 + 2,9uM

4.2.2. T-CS/TiO2NC’lerin A549 hiicre hattinda XTT analizi bulgular

Timol yiikli kitosan/TiO2 nanokompozitlerinin A549 hiicre hatt1 iizerindeki antiproliferatif
etkileri XTT yontemi kullanilarak 1,56-800 uM konsantrasyon aralifinda ve 24, 48 ve 72
saatlik inkiibasyon siirelerinde degerlendirilmistir. T-CS/TiO>NC’lerinin A549 hiicrelerinde
XTT sonuglarina gore konsantrasyona ve zamana bagli anlamli sitotoksik etki gosterdigi ve

maksimum etkinin >130 uM konsantrasyonda 72 saat sonunda elde edildigi tespit edilmistir.

24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, diisiik konsantrasyonlarda (1,56-25 uM) hiicre canlilik
oranlarinin %86’nin iizerinde seyrettigi ve kontrol grubuna kiyasla anlamli bir degisim
gostermedigi saptanmistir. Ancak konsantrasyon artigina bagli olarak canlilik oranlarinda diisiis
gdzlenmis; 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarinda canlilik sirastyla yaklasik %78,75; %71,25
ve %55 olarak belirlenmistir (Sekil 4.7). En yiiksek konsantrasyon olan 800 uM uygulamasinda
ise canlilik %15 seviyelerine gerilemistir. Bu veriler 1s181nda 24 saat i¢in ICso degeri yaklasik
245 uM olarak hesaplanmis olup tiim konsantrasyonlarda gdézlenen canlilik oranlart kontrol

grubuna kiyasla istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05).
48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda antiproliferatif etkinin zamana bagli olarak arttig1

gbzlenmistir. Artan konsantrasyonlarda (25, 50, 100 ve 200 uM) hiicre canlilik oranlari sirasiyla
yaklagik %80, %70, %61,25 ve %47,50 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4. 7. A549 hiicrelerinde T-CS/TiO2NC’lerin 24 saatlik XTT canlilik oranlar

Ozellikle 200 uM ve iizerindeki konsantrasyonlarda hiicre canliliginin %50 nin altina diistiigii
belirlenmistir. 48 saatlik uygulama sonrasi hesaplanan ICso degerinin yaklasik 180 uM oldugu

saptanmigtir. Konsantrasyonlarda goézlenen canlilik oranlar1 kontrol grubuna kiyasla

Q
BN

istatistiksel olarak anlamlidir (p <0,05).

100
8
6
4
2
&@\ "b N4 (0(3:)

N Ny
Sekil 4. 8. A549 hiicrelerinde T-CS/TiO2NC’lerin 48 saatlik XTT canlilik oranlari

% Hiicre Canhihgi
S S S S

(=]

N

KonsantrasyongLM)

44



72 saatlik T-CS/TiO,NC maruziyetinde antiproliferatif etkinin kararli bir seyir izledigi
goriilmektedir. 50, 100 ve 200 upM konsantrasyonlarinda hiicre canlilik oranlart sirastyla

yaklagik %65, %53,75 ve %41,25 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4. 9. A549 hiicrelerinde T-CS/TiO2NC’lerin 72 saatlik XTT canlilik oranlar

Bu siire sonunda hiicrelerin T-CS/TiO2NC’lerine karst gosterdigi yanitin 48 saat verileriyle
paralel oldugu, yiiksek konsantrasyonlarda (400-800 uM) ise canliligin %20°nin altina diistiigi
gbzlenmistir. 72 saat verilerine dayanarak I1Cso degeri yaklasik 130 uM olarak hesaplanmistir
(Sekil 4.9). Sonug olarak, uygulanan maddenin A549 hiicre hatt1 {izerinde konsantrasyon ve
zaman bagimli bir sitotoksik etki gosterdigi, en belirgin inhibitdr etkisinin ise 72 saatte ortaya

ciktig1 belirlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Timol, antimikrobiyal, antifungal, antiinflamatuar ve antikanser gibi ¢esitli biyolojik
aktivitelere sahip dogal bir biyoaktif bilesik olmasina ragmen, diisiik biyoyararlanimi, sinirli
suda ¢oziliniirliigii ve oksidasyona kars1 yiiksek duyarliligi nedeniyle kullanim alani kisithidir
(Sheorain vd., 2019). Genel olarak biyoaktif bilesikler énemli saglik yararlar1 sunmalarina
karsin, kimyasal olarak kararsiz yapilari ve oksidatif bozunmaya yatkinliklar1 nedeniyle
stabilitelerini kolaylikla kaybedebilmektedir. Ayrica saf formda kullanildiklarinda hizli salim
gostermeleri, diisiik ¢oziiniirliikkleri ve zayif biyoyararlanimlari, bu bilesiklerin farmasotik
uygulamalardaki etkinligini sinirlamaktadir. Kapsiilleme teknolojileri, biyoaktif bilesiklerin
cevresel faktorlere karst korunmasinmi saglarken, ayn1 zamanda fizikokimyasal 6zelliklerini
tyilestirerek biyolojik etkinliklerinin artirilmasina katki sunmaktadir (Shishir vd., 2018). Bu
nedenle, c¢alismamizda timoliin bu farmakokinetik kisitlarin1 asabilecek nano-tasiyici

sistemlerin gelistirilmesi ve antikanser etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Bu tez calismasinda, timol yiiklii kitosan/TiO> nanokompozitlerinin (T-CS/TiO>NC) A549
insan akciger adenokarsinom hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik ve antiproliferatif etkileri
degerlendirilmistir. Bu kapsamda, nanokompozit sistemin yapisal, morfolojik ve termal
ozellikleri SEM, XRD, FTIR ve TGA analizleri ile karakterize edilmistir; UV-Vis
spektrofotometrisi kullanilarak timoliin enkapsiilasyon etkinligi ve ylikleme kapasitesi
hesaplanmistir. Ardindan sentezlenen nanokompozitlerin farkli konsantrasyon ve siirelerde
hiicre canlilig1 lizerindeki etkileri XTT testi ile belirlenmistir. Nanopartikiil olusumu SEM
analizi ile dogrulanmis; SEM ve EDX sonuglari, TiO; nanopartikiillerinin kitosan yiizeyinde
homojen olarak dagildigini, timoliin matriks i¢inde etkin sekilde hapsoldugunu ve organik-
inorganik fazlarin basariyla entegre edildigini gdstermistir. XRD analizinde TiO2’ye ait anataz
fazinin karakteristik piklerinin korunmasi, kitosanin amorf yapisinin devam etmesi ve timole
ait kristal piklerin kaybolmasi, bilesigin matriks icinde amorf halde enkapsiile edildigini ortaya
koymustur. FTIR bulgular1 da timoliin kitosan matriksine basarili sekilde enkapsiile edildigini
ve TiOz nanopartikiillerinin yapiya entegre olarak hibrit nanokompozit olusturdugunu
desteklemistir. TGA sonuglari, sistemin {i¢ agamali bozunma profili sergiledigini ve yliksek
sicaklikta kalan kalintt TiO, varligmi dogruladiginmi gostermistir. Ayrica UV-Vis
spektrofotometrik analizler, TiO> varligmin timoliin enkapsiilasyon etkinligini %20,5
artirdigin1 ve ylikleme kapasitesini yaklasik iki katina ¢ikardigini, bdylece nanokompozit

sistemin tasima verimliligini artirdigini ortaya koymustur.
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Literatiirde benzer c¢alismalar, timoliin kitosan bazli nanotasiyict sistemler ile
enkapsiilasyonunun partikiil boyutunun kiigiilmesi, dar boyut dagilimi1 ve yiizey yiikiiniin
pozitif olmasi gibi 6zellikler sayesinde sistem stabilitesini ve hiicresel etkilesim potansiyelini
artirdigin1 gostermektedir (Cakir vd., 2020; Balan vd., 2022; Kowalczyk vd., 2024). FTIR
analizleri, timol ile kitosan-TPP matriksi arasinda gii¢lii molekiiler etkilesimlerin olustugunu
dogrularken, XRD ve SEM analizleri nanopartikiil olusumu, kristal yapt ve morfolojik
biitiinligii desteklemektedir (Oluoch vd., 2021; Dadashi vd., 2024; Balasubramanian ve
Citarasu, 2025). Ayrica UV-Vis spektrofotometrisi ile belirlenen yiiksek enkapsiilasyon
verimliligi, gelistirilen sistemin etkin bir tagiyici platform oldugunu ortaya koymustur (Oluoch

vd., 2021; Ojeda-Piedra vd., 2024; Dadashi vd., 2024; Kowalczyk vd., 2024).

Cakir vd. (2020) tarafindan timol yiiklii kitosan nanopartikiillerinin en uygun enkapsiilasyon
verimi, zeta potansiyeli ve partikiil boyutu elde etmek i¢in liretim kosullarinin optimize edildigi
bir ¢alismada, sicaklik ve kullanilan bilesen oranlarinin nanopartikiil 6zelliklerini belirgin
bicimde etkiledigi ve en uygun kosullarin 42 °C, 3 mg/mL kitosan, 5,9 mg/mL timol, 3 mg/mL
Tween 80 ve 0,75 mg/mL TPP oldugu gosterilmistir. Timol yiiklii kitosan nanoparcaciklarin
FTIR, XRD, DLS ve SEM ile karakterize edildigi bir ¢alismada, nanopargaciklarin yaklasik
280 nm’de %74 enkapsiilasyon verimine sahip oldugu bildirilmistir (Balan vd., 2022). Yine,
timoliin tragant gam/kitosan esasl kiiresel nanotasiyiciya 1:2 oraninda yiiklendiginde 150-200
nm boyutlu, yiiksek enkapsiilasyon verimli bir sistem elde edildigi rapor edilmistir (Sheorain
vd., 2019). Marco A. Lopez-Mata ve arkadaslar1 (2013) kitosan bazli sistemlere hidrofobik
bilesiklerin eklenmesinin SEM analizlerinde daha kompakt, homojen ve diizenli bir yap1 ylizey
morfolojisi olusturdugunu gostermistir. Sreelatha ve arkadaslarinin (2022) yaptig1r bir
calismada timole ait aromatik ve fenolik gruplarin nanopartikiil spektrumunda korundugu ve
bdylece timoliin kitosan matrisi icine basariyla enkapsiile edildigi gosterilmistir. FTIR
sonuclarinda timole ait bantlarin 1250-1750 cm™ araliginda yer aldigi, 2800-3200 cm™
bolgesinde metil sogurumlarinin goriildiigli ve 1621-1459 cm™ arasindaki piklerin fenol
halkastyla iligkili oldugu belirtilmistir. Saf kitosanda yaklasik 3350 cm™’de goriilen genis
bandin -NH> ve -OH gerilmelerine ait oldugu, TPP ile capraz baglanmis nanopartikiillerde bu
bandin yer degistirmesi ve keskinlesmesinin hidrojen baglarmin giiclendigini ve iyonik
etkilesimlerin olustugunu diisiindiirdiigii ifade edilmektedir. Benzer sekilde, kitosan-TPP
nanopargaciklarinda yaklasik 3199 cmcivarindaki genis tepe de O-H/N-H gerilmeleriyle
iligkilendirilmis ve gii¢lii kitosan-TPP etkilesimini desteklemistir. Ayrica SEM/TEM analizleri,

timol yiiklii kitosan nanopartikiillerinin kiiresel morfolojiye sahip oldugunu ve nano boyutta

47



dagildigin1 géstermektedir; bu bulgular, aktif bilesenlerin kitosan matriksi i¢indeki dagiliminin

sistemin morfolojik yapisini da etkiledigini ortaya koymaktadir.

Literatiir, kitosan, titanyum dioksit ve timol gibi aktif bilesenleri iceren nanokompozit
sistemlerin sentezinde, bilesenlerin matris igerisinde sergiledigi homojen dagilimin ve yapisal
uyumlulugun kritik bir 6neme sahip oldugunu gostermektedir. SEM, AFM ve EDX gibi
goriintiileme  teknikleri  kullanilarak yapilan c¢aligmalarda, TiO> nanopartikiillerinin
aglomerasyona ugramadan polimer matrise basariyla entegre edildigi ve yiizey morfolojisinde
tekdiize bir karakterizasyon sagladigi kanitlanmistir. Raut ve arkadaslar1 (2016) ile Shemona
ve arkadaslar1 (2024) tarafindan yapilan calismalarda, taramali elektron mikroskobu (SEM)
analizleri kullanilarak kitosan/TiO2 nanokompozitlerinde TiO: nanopartikiillerinin kitosan
matris igerisinde tekdiize bir sekilde dagildig1 ve aglomerasyonun engellendigi gosterilmistir.
Ozellikle titanyum (Ti) molekiilleri ile amino gruplari arasinda giiglii bir koordinasyon oldugu
ve sistemde faz doniisiimii yagsanmadigi belirtilmistir. Benzer sekilde, Li ve arkadaglari (2016)
bu yapilarin yiizey morfolojilerinin bilesenlerin tekil hallerinden farklilagtigini bildirerek
kompozit olusumunu dogrulamistir. Bu tiir nanokompozitlerin  fizikokimyasal
modifikasyonlari, termogravimetrik analiz (TGA) ile desteklenerek termal kararliligin artis:
kanitlanmig ve sistemin termal dayanimi detaylandirilmistir. Kizilkaya ve Kaya (2024) ise
SEM-EDX ve Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) analizleri ile TiO2’nin matrise
entegrasyonunun daha homojen bir ylizey morfolojisi yarattigini vurgulamis, FTIR
spektrumlarindaki band kaymalarma dikkat ¢ekmistir. Ozellikle 3288-3356 cm™ araligindaki
OH bantlar1 ile 1659 ve 1558 cm™’deki amid bantlarinin TiO2 nanopartikiillerinin sisteme
basaril1 entegrasyonunu net bir sekilde kanitladigi gosterilmistir. Buna ek olarak, titanyum
ylizeylerde timol iceren biyo-esinlenmis nanokatmanlart AFM ile inceleyen Gonzdlez ve
arkadaglar1 (2020), bu kaplamalarin 80 nm’nin altinda bir kalinliga sahip oldugunu belirterek
ATR-FTIR kullanarak dogrudan timol kaplamalarinin kimyasal yapisini incelemis ve timol
yuklii sistemlerde fonksiyonel gruplarin karakterizasyonu i¢in uygun yoOntemi ortaya
koymustur. Ayni ¢alisma ile timol ve TiO: bazli nanokompozit sistemlerinin biyomedikal

uygulamalar alanlarinda gii¢lii bir potansiyele sahip oldugu gosterilmistir.

Tim bu calismalar birlikte degerlendirildiginde, kitosan, TiO, nanopartikiilleri ve timol gibi
biyoaktif bilesenlerin gii¢lii kimyasal baglarla matrislere basariyla entegre edildigi, termal
stabilitenin korundugu ve elde edilen bu yapisal homojenligin yiiksek performansa katki

sagladig1 acikg¢a goriilmektedir.
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Timol yikli kitosan/TiO2 nanokompozitlerinin (T-CS/TiO2NC) A549 insan akciger
adenokarsinom hiicre hatti lizerindeki sitotoksik ve antiproliferatif etkileri degerlendirildigi
XTT testi bulgularinda, T-CS/TiO;NC’lerin A549 hiicre hatt1i {izerinde diisiik
konsantrasyonlarda sinirli bir etki gozlenirken, artan konsantrasyon ve maruziyet siiresi ile
hiicre canliliginda anlamli azalmalar meydana geldigi ve bu etkinin 72 saat sonunda maksimum
diizeye ulastig1 belirlenmistir. ICso degerlerinin zamana bagli azalmasi, nanokompozit sistemin
uzun siireli uygulamalarda daha giicli bir sitotoksik potansiyele sahip oldugunu

desteklemektedir.

Timol, kekik ve benzeri bitkilerden elde edilen bir fenolik monoterpen olarak, in vitro ve in
vivo modellerde kanser hiicre proliferasyonunu baskilarken apoptozu indiiklemesi, normal
hiicreler lizerinde ise gorece daha sinirl etkiler gdstermesi nedeniyle dikkat ¢cekmektedir; hiicre
dongiisiinii durdurarak ROS aracili mitokondriyal apoptoz yolaklarini aktive etmesi ve temel
proliferatif sinyal yollarini inhibe etmesi bu etkinin temel mekanizmalar1 arasinda yer almakta
olup, ayrica ila¢ tasima sistemleri ve kimyasal tiirevlerle bu antiproliferatif etkinin daha da

arttirilabilecegi bildirilmektedir (Elbe vd., 2020; Noman vd., 2025).

Balan ve arkadaslar1 (2021), serbest timoliin A549 hiicrelerinde doza ve zamana bagli belirgin
antiproliferatif etki gosterdigi ve 24 saatte [Cso degerinin yaklagik 112 pg/mL (745 uM) oldugu
belirlenmistir. Ayrica, timol uygulamasinin hiicre dongiisiinde G0/G1 fazinda duraksamaya
neden oldugu; morfolojik degisiklikler, fosfatidilserin disa taginmasi, mitokondriyal membran
potansiyelinde azalma ve DNA parcalanmast gibi bulgularla mitokondri aracili apoptozu
indiikledigi gosterilmistir. Bununla birlikte, ROS diizeylerinde artis, SOD seviyelerinde azalma
ve Bax/Bcl-2 dengesinin pro-apoptotik yonde degismesinin timoliin etkisiyle iliskili oldugu da

vurgulanmistir.

Literatiirde, TiO> nanoparcaciklarinin JB6, A549, HT-29, HCT116, Sertoli, TM4 ve HT22
hiicre hatlarinda ROS iiretimini artirarak mitokondriyal membran potansiyelinde diisilise yol
actig1; buna bagl olarak sitokrom c¢ saliimini tetikledigi, Bax ekspresyonunu artirip, Bcel-2
seviyelerini azalttigi ve kaspaz-9/3 aktivasyonunu indiikleyerek intrinsik mitokondriyal
apoptoz siirecini baglattig1 rapor edilmistir (Zhao vd., 2009; Wang vd., 2015; Ranjan vd., 2020;
Vigneshwaran vd., 2021). Wang ve arkadaslar1 (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada TiO:
nanopartikiillerinin hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve DNA hasarina yol actig

gosterilmistir. Ayrica, bu nanopartikiillerin mitokondri aracili yol iizerinden A549 hiicrelerinde

49



apoptozu indiikledigi belirlenmis olup, elde edilen bulgular TiO> nanopartikiillerinin bu hiicre
hattinda genotoksisite ve programli hiicre Oliimiinii tetikleyebildigine dair gilicli kanitlar

sunmaktadir.

Bununla birlikte bitki ekstreleriyle yesil olarak sentezlenen ya da fitokimyasallar ile kaplanan
TiO2 nanopartikiillerinin karaciger, meme, akciger ve deri kanseri gibi farkli kanser
hiicrelerinde doza bagh sitotoksisiteyi, ROS artisini, mitokondriyal hasar1 ve kaspaz aracili
apoptozu indiikledigi ortaya konulmustur (Rayzah vd., 2023; Jeyaraj ve Saral, 2024; Sedky vd.,
2024). Yine bir caligmada, bitki ekstrakti kullanilarak yesil sentez yontemiyle iiretilen TiO>
nanopargcaciklarmin (yaklasik 38,99 nm) MCF-7, HeLa, PC-3 ve A549 hiicre hatlarinda diistik
ICso degerleriyle giiglii antikanser aktivite gosterdigi ve biyomedikal uygulamalar igin
potansiyel tasidig ifade edilmistir (Parveen vd., 2023). Nano-TiO2 maruziyetinin si¢anlarda
ozellikle karaciger ve testis dokularinda oksidatif hasara yol actiginin bildirildigi, buna karsilik,
TiO2 maruziyeti oncesinde uygulanan oral timoliin (10-30 mg/kg) karaciger enzimlerindeki
artist ve oksidatif stres belirteclerini azalttigl; ayn1 zamanda antioksidan savunma sistemlerini
giiclendirerek belirgin bir hepatoprotektif etki gosterdiginin tespit edildigi literatlir de
mevcuttur (Jafari vd., 2018). Benzer sekilde, timoliin sperm kalitesi, testis histolojisi ve
antioksidan kapasitesi lizerinde iyilestirici etkiler saglayarak TiO2 kaynakl1 testis hasarina kars1
doza bagimli bir koruma sundugu da belirtilmektedir (Jafari vd., 2020). Ayrica, timol ve
karvakrol agisindan zengin kekik yagi ile bu bilesiklerin nanoemiilsiyon formlarinin da TiO:
nanoparg¢aciklarinin neden oldugu toksisiteye karst koruyucu etkiler gosterdigi ifade
edilmektedir (Sallam vd., 2022). Bu bulgular, timoliin TiO, kaynakli oksidatif hasara karsi

giiclii bir koruyucu ajan olabilecegini desteklemektedir.

Kitosan esasli tagtyici sistemlerin timol ve diger bitkisel biyoaktif bilesiklerin kanser hiicreleri
tarafindan alimini artirarak antiproliferatif etkinligi gliclendirdigi; bu kapsamda bitkisel bilesik
yuklii kitosan nanoparcaciklarinin serbest bilesiklere kiyasla daha diistik 1Cso, daha belirgin
apoptoz ve normal hiicrelerde gorece daha diisiik toksisite sergiledigi saptanmistir. Bu durum,
kitosanin biyouyumlulugu ve hiicre membrant ile etkilesimini kolaylastiran yapisal 6zellikleri
sayesinde, etken maddenin hiicre i¢i biyoyararlanimini artirmasina baglanmaktadir

(Rajivgandhi vd., 2020; Balan vd., 2022; Rajivgandhi vd., 2023).

Bir¢ok nanotasiyicida (kitosan, lipozomlar, kati lipit nanopartikiiller, Fe3O4) timol yiiklii

nanopartikiillerin gelismis hiicresel alim ve doku dagilimi sayesinde serbest timole kiyasla daha
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yuksek diizeyde apoptozu ve sitotoksisiteyi indiikledigi bildirilmektedir (Balan vd., 2022;
Kohan vd., 2023; Keshavarz vd., 2024). TiO> ve kitosan igeren kompozitlerin farkli hiicre
hatlarinda giiglii mitokondriyal apoptoz uyarimi gosterdigi calismalar da bulunmaktadir. TiO2-
kitosan bazli nanokompozitlerin farkli hiicre hatlarinda ROS artis1 ve kaspaz aktivasyonu
tizerinden antiproliferatif etki gostermesi, bu iki bilesigin birlikte kullaniminin mitokondriyal
yolak aracili giiclii bir sitotoksik etki olusturabilecegini desteklemektedir (Elderdery vd.,
2022a; Elderdery vd., 2022b).

Kitosan kapli ¢cok bilesenli nanokompozitlerin (ZnO/Ti102/Gd>03) rapamisinin biyoyararliligini
artirarak ROS {iretimi, hiicre dongiisii durmasi ve apoptozu/otofaji mekanizmalari {izerinden
A549 hiicrelerinde giiglii ve segici bir antikanser etki olusturabildigi gosterilmistir (Ganesh vd.,
2025). Dolayisiyla, bu tiir nanotastyici sistemler, rapamisine bagli direng ve diisiik etkinlik gibi
sinirlamalar1 agmada umut verici bir strateji sunmaktadir. Benzer sekilde baska bir ¢alismada,
kitosan temelli timol yiiklii nanopargaciklarin A549 hiicrelerinde serbest timole kiyasla daha
diisiik 1Cso degeri (24 saat icin 99,57 ng/mL) gosterdigi ve %90’1n iizerinde apoptotik hiicre
orani ile apoptozu belirgin sekilde artirdigi rapor edilmistir (Balan vd., 2022).

Bu tez caligmasinda, timol yiikli kitosan/TiO2 nanokompozitleri iyonik jelasyon yontemi ile
basariyla sentezlenmis, SEM-EDX, XRD ve FTIR analizleri ile morfolojik ve kimyasal
ozellikleri dogrulanmis, TGA sonuglari ise sistemin termal davranisinin bilesenlere bagl olarak
degistigini gostermistir; ayrica UV-Vis analizleriyle nanokompozitlerin enkapsiilasyon
verimliligi ve ylikleme kapasitesi belirlenmis, A549 hiicre hattinda yapilan Trypan Blue ve
XTT testleri sonucunda ise nanokompozitlerin doza bagh sitotoksik ve antiproliferatif etki
gosterdigi ortaya konmugstur. Tiim bu bulgular ile literatiir birlikte degerlendirildiginde, timol
ve TiO2 nanopartikiillerinin hiicre i¢i oksidatif dengeyi hedef alarak antiproliferatif etki
olusturdugu ve bu etkilerin uygun kombinasyonlar veya tasiyici sistemler ile daha etkin hale
getirilebilecegi anlasilmaktadir. Bu nedenle, bu iki bilesenin birlikte kullanildig1 sistemlerin
biyolojik etkinligin artirilmasi agisindan 6nemli bir arastirma alani oldugu diigiiniilmektedir.
Bununla birlikte, mevcut ¢aligmalar incelendiginde, timol yiikli TiO2 nanoparg¢aciklarinin
ozellikle A549 hiicre hatt1 {lizerindeki etkilerini dogrudan ele alan spesifik bir arastirmaya
rastlanmamaktadir; bu durum s6z konusu timol yiikli kitosan/TiO2 nanokompozitinin

arastirilmasinin literatiirde 6nemli bir boslugu doldurabilecegini gostermektedir.
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