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OZET

AZATHIOPRINE iCIN BiYOUYUMLU MANYETIK KATI LIPID
NANOPARCACIK TASIYICI SISTEMI TASARIMI:
KARAKTERIZASYONU, RADYOISARETLENMESI VE IN VITRO
CALISMALAR

TURKKAN, Gokee
Yiiksek Lisans Tezi, Malzeme Bilimi ve Mithendisligi Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Serap TEKSOZ
Subat 2022, 56 sayfa

Bu Yiiksek Lisans tez calismasinda azathioprine (AZA) yiikli manyetik kati
lipid nanoparcaciklarin sentezlenmesi, teknesyum-99m ile radyoisaretlenme
caligmasiin yapilmasi ve radyoisaretli bu nanokompozit malzemenin in vitro
ortamda biyolojik davraniginin incelenmesi hedeflenmistir. Sentezlenen manyetik
kat1 lipid nanoparcaciklarin (SLMNP) yapisal karakteristik 6zellikleri Dinamik
Isik Sacilimi (DLS) yontemi, Zeta Potansiyeli Analizi, Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) goriintiileri ile belirlenmistir. Azathioprine yiiklenmis
radyoisaretli manyetik kat1 lipid nanopargaciklarm (*"Tc-AZA-SLMNP) kalite
kontrol ¢aligsmalari, Ince Tabaka Radyokromatografisi (TLRC) ve doz kalibratorii
yontemleri ile gerceklestirilmistir. Manyetik kati1 lipid nanopargaciklar sicak
homojenizasyon teknigi ile sentezlenmistir. Ug farkli ilag oramiyla SLMNP
yapisina Yiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) yontemi ile
Azathioprine ilag¢ yilikleme denemesi yapilmis ve en yiiksek ilag ylikleme
veriminin %86 ile 2,5 mg azathioprine oraninda oldugu bulunmustur. *™Tc ile
isaretleme sonrasi doz Kkalibratérii ile aliman Olgiim sonucu elde edilen

radyoisaretleme verimi AZA-SLMNP i¢in %90,3 olarak bulunmustur.



viil

Azathioprine yiikli *™Tc ile radyoisaretli manyetik kat1 lipid
nanoparcaciklarin in vitro ortamda HaCaT insan deri normal keratinosit hiicresi

biyolojik davranislarinin takip edilmesi saglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Azathioprine, Manyetik nanoparcaciklar, Kati lipid
nanopar¢aciklar, = Manyetik  kat1  lipid nanopargaciklar, = Teknesyum,

Radyoisaretleme, Hiicre kiiltiirii.
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ABSTRACT

BIO-COMPATIBLE MAGNETIC SOLID LIPID NANOPARTICLE
DELIVERY SYSTEM DESIGN FOR AZATHIOPRINE:
CHARACTERIZATION, RADIOLABELING AND IN VITRO
STUDIES

TURKKANI, Gokge
MSc. Thesis Department of Material Science and Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Serap TEKSOZ
February 2022, 56 pages

In this master thesis study, it is aimed to synthesize azathioprine (AZA)
loaded magnetic solid lipid nanoparticles and radiolabeled with technetium-99m
and to evaluate its biological behaviour of designed system in vitro. Structural
characterization of synthesized magnetic solid lipid nanoparticles (SLMNP) was
performed by Dynamic Light Scattering (DLS) method, Zeta Potantial Analysis,
Scanning Electron Microscopy (SEM) imaging. Azathioprine loaded magnetic
solid lipid nanoparticles were radiolabeled with technetium-99m. Quality control
studies of azathioprine loaded radilabeled magnetic solid lipid nanoparticles
(*’"Tc-AZA-SLMNP) were performed by Thin Layer Radiochromatography
(TLRC) and dose calibrator methods. Magnetic solid lipid nanoparticles have
been synthesized via hot homogenization technique. A trial of azathioprine
loading was performed via High Liquid Chromatography (HPLC) on SLMNP
structures with three different drug ratios and highest yield has been found as 86
% with 2,5 mg azathioprine ratio. After labeling with **™Tc ,measurement was
taken with the dose calibrator. The radiolabeling yield was obtained as 90.3% for
AZA-SLMNP.



The biological behavior of azathioprine loaded radiolabeled magnetic solid
lipid nanoparticles (*"Tc-AZA-SLMNP) was monitored in vitro in HaCaT cell

line.

Keywords: Azathioprine, Magnetic nanoparticles, Solid lipid nanoparticles,

Magnetic solid lipid nanoparticles, Technetium, Radiolabeling, Cell culture
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ONSOzZ

Giliniimiizde nano boyutlu parcaciklar, ileri teknoloji malzemelerinin en
temel hammaddeleri olup, c¢ok farkli sektdrlerde uygulamalar1 yayginlasmis
durumdadir. Saglik ve biyoteknoloji alan1 nanomalzemelerin en etkin kullanildig1
alanlardan biridir. Nanomalzemeler kanser gibi 6liimciil hastaliklarin tani ve
tedavisinde ileri teknoloji sistemlerinin kullanilmasi agisindan onemli gelismeler

yaratmistir.

Nano yapili kompozit malzemeler, bilesenlerini olusturan farkli malzeme
yapilarinin ~ Ozelliklerini  tek bir yapida birlestirmekte ve bdylelikle
multifonksiyonel iirlinler ortaya ¢ikmaktadir. Bu tez ¢alismasinda da tasarlanan
manyetik kat1 lipid nanoparcaciklar multifonksiyonel malzemelerden birisi
olmustur. Hem manyetik nanopargacik hem kati lipid nanoparcaciklarin sagladigi

avantajlar tek bir malzeme yapisinda toplanmistir.

Yogun c¢alismalar sonucu elde edilen bu ileri teknoloji nanomalzemenin,
pek cok hastaligin ve ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan azathioprine
ilag etken maddesi ic¢in tasiyici ve hedefleyici sistem olarak kullanilmasi bu

calismayi1 daha da degerli kilmistir.

Boylesine degerli ve c¢esitli faydalar saglayacagini diislindiigiim bir
caligmay1 yiriitmiis olmaktan onur duymaktayim. Calismalarim boyunca

edindigim bilgi, tecriibe ve birikimlerin beni gelistirdigine inaniyorum.

[ZMIR Gokee TURKKANI
21.01.2022
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1.GIRIS

Nanoteknoloji ve nanomalzemelerin kanser gibi artan ve oOliimciil olan
hastaliklarin tan1 ve tedavisinde kullanimi1 giin gectikge Onem kazanmaktadir.
Nanopargaciklarla hedefe yonelik ilag tasiyici sistemlerin kullanilmasi 6zellikle
kanser tedavisi i¢in umut verici bir yontemdir. Bu sayede nanoteknoloji saglik
alaninda oOzellikle kanser tani ve tedavisindeki uygulamalarda gelistirilmis
Ozellikleri ile bu alanda kullanilacak iistiin 6zellikli yeni malzemelerin ortaya

ctkmasina da olanak saglamustir.

Son yillarda, ¢esitli nanopargaciklarin etkili ilag tasiyici sistemler olarak
gelistirilmesi konusunda onemli ¢abalar sarf edilmistir. Kii¢iik boyut ve genis
ylizey alanina sahip ilag tasiyici sistemler ligand, antikor ve diger fonksiyonel
gruplarla kaplanmaya uygundurlar. Nanopargaciklar bu yaklasimla viicuttaki
belirli yerlere veya hiicrelere hedeflenebilirler (Rostami, et al., 2014). Kat1 lipid
nanoparcaciklar (SLN'ler), 1991 yilinda piyasaya siiriilerek lipozomlar,
emiilsiyonlar ve polimer yapili mikro ve nanopargaciklar gibi geleneksel olarak
kullanim1 yaygin kolloidal tasiyicilara alternatif ilag tasima  sistemleri olma
amaciyla ortaya c¢ikmistir. SLN’ ler geleneksel sistemlerin avantajlarini
birlestirirken, yarattiklar1 dezavantajlar1 ortadan kaldirmaktadir. Manyetik
nanoparcaciklarin tan1 veya tedavi amactyla kullanilmasi, son yirmi yilda oldukga
yayginlasmigtir. Demir oksit nanoparcaciklar, manyetik ilag hedefleme
uygulamalarinda kullanim alan1 bulmustur (Schwaminger, et al., 2015). Harici bir
manyetik alandaki demir oksit nanopargaciklar1 istenen hedef alana

yonlendirilebilirler.

Manyetik yiiklii kati lipid nanopargaciklari, ilag hedeflemede uygulamalari
olan nanokompozit malzemelerdir. Genellikle inorganik manyetik nanopargaciklar
ve kati lipid nanopargaciklarin kombinasyonlarindan olusan kompleks yapilardir.
Biyolojik olarak bozunabilen, manyetik 6zelliklere sahip manyetik yiiklii kat1 lipid
nanoparcgaciklar, ilag hedefleme gibi wuygulamalarda basarili sonuglar
vermektedirler. Lipozomlar, miseller, polimerler, antikorlar gibi pek c¢ok bilinen

cesitli ilag tasima sistemleri arastirilmaktadir.



Bu nanoboyuttaki tasima malzemelerinin terapdtik uygulamalarda etkinlik
ve toksisite dengesini olumlu yonde etkiledigi ile ilgili 6nemli sonuglar ortaya
cikmistir. Bu dogrultuda manyetik o6zellikli kati lipid nanoparcaciklar, ilag
hedeflemede biyouyumlu, biyobozunur ve 1iyi toleransli malzemeler olarak

literatiirde yer almaktadir (Mufioz de Escalona, et al., 2016).

Bu calismada, bagisiklik sistemi baskilayici etkisiyle pek cok hastaligi
tedavi etme amaci ile kullanilan ve bunun yaninda bir anti-kanser ajani1 olan
Azathioprine kullanmilmistir. Bir merkaptopurin tiirevi olan Azathioprine kati
kristal halde bulunur ve formal ismi 6 - [(1-metil-4-nitro-1H-imidazol-5-il) tiyo] -
9H-purin dir (Sodeifian, et al., 2020). Azathioprine; sitotoksik aktiviteye sahip,
otoimmun hastaliklarinda, akut lenfoblastik 16semi tedavisinde ve organ
nakillerinde bagisiklik baskilayict olarak kullanilan tiyopurin ailesine ait bir ilag

etken maddesidir (Hernandez-Breijo, et al., 2011).

Yapilan litaratiir c¢aligmasinda hastalarin Azathioprine’ in oral olarak
kullanmasi, kemik iligi depresyonu, lokopeni veya trombositopeni gibi yan
etkilere sebep oldugunu, seyrek olarak da anemi, hepatotoksisite, trombositoz ve
ayrica kanserojenite gibi ciddi yan etkilere neden olabilecegini gostermektedir.
Syed ve arkadaslari iltihapli romatizma tedavisinde Azathioprinein gastointestinal
yan etkilerini onlemek i¢in Azathioprinei kati lipid nanoparcaciklara sicak
homejizasyon yontemi ile yiiklemislerdir ve transdermal film formunda pasif

hedefleme iizerine ¢alismislardir (Syed, et al., 2018).

Radyoisaretli ilaclar, niikleer tip alaninda tan1 ve tedavi amaci ile yaygin
olarak kullanilmaktadirlar ve radyofarmasotik olarak tanimlanmaktadirlar.
Radyofarmasotikler, radyoaktiviteyi hedefe taginmasini saglayan, hedef dokuya
secici bir ligand ve liganda baglanmis olarak yaydigi radyasyon sayesinde hedef
dokunun tan1 amaci ile goriintiilenmesine veya tedavi edilmesine olanak saglayan
radyoniiklitten meydana gelmektedir. Hastanin en diisik radyasyon dozunu

alacag sekilde tasarimlar1 gergeklestirilir.



Radyoisaretli nanoparcaciklar kanser arastirmalarinda biiylik potansiyeli
olan yeni bir radyofarmasotik ajan smifin1 temsil eder. Radyoisaretli
nanoparcacilar spesifik tiimor goriintiileme veya etkili tiimor tedavisi icin

kullanilabilir (Sanad et al., 2019).

Bu c¢aligmada kullanilmis olan radyoniiklid, 6,01 saatlik yar1 dmre sahip,
140,5 keV gama enerjisi yayan Teknesyum-99m (*™Tc) dir. Sintigrafik
goriintiilemeler icin sahip oldugu kisa yaridmrii ve uygun gama enerjisi yayma

0zelligi nedeniyle ideal bir ¢oziiniirliige sahiptir.

Niikleer Bilimler Enstitlisii’ nde radyoisaretli nanopargacik sistemlerinin
sentezi ve bunlarin biyolojik davranisini igeren calismalar yapilmistir. Ichedef ve
arkadaglar tarafindan Guanin manyetik nanopargaciklarinin teknesyum (I) koru
ile radyoisaretlenmesi saglanarak, bu yapinin biyolojik davranisini in vivo ve in
vitro olarak incelemislerdir (Ichedef ve ark., 2012). Bir baska calismada
antikanser ila¢ olarak se¢ilen paklitaksel, kati lipid nanoparcaciklara yiiklenerek
teknesyum (I) koru ile radyoisaretlenmis ve olusturulan bu sistemin biyolojik
davramslari in vitro ve in vivo olarak ¢alisilmistir (Ucar ve ark., 2017). ichedef ve
arkadaglar radyoisaretli gemcitabine yiiklii polimerik nanoparcaciklarin biyolojik
davraniglarint in vivo olarak Albino Wistar siganlar iizerinde incelemislerdir.
Yilmaz ve arkadaslari ise radyoisaretli polimer kapli manyetik nanoparcacilarin in
vitro davraniglarinin incelenmesini amaglayan bir c¢alisma gergeklestirmislerdir
(Ichedef ve ark., 2020, Yilmaz ve ark., 2021). Malzeme Bilimi ve Miihendisligi
Anabilim Dalinda yapilan bir ¢aligmada dosetaksel (DTX) yiiklii polimerik
nanoparcacik formiilasyonu igeren bir malzeme sentezlenerek teknesyum-99m (I)
trikarbonil koru ile radyoisaretlenerek bu yapinin biyolojik davranisi in vitro
olarak incelenmistir (Cetin ve ark., 2020). Diger bir ¢alismada ise demir oksit
nanoparcaciklari iceren malzemeye metotreksat (MTX) konjugasyonu saglanip
radyoisaretli bir ilag-nanoparcacik sistemi hazirlanmig ve biyolojik davranislar in

vitro olarak incelenmistir (Uzug 2021).



Bu Yiiksek Lisans Tez ¢aligmasinda azathioprine, manyetik kati lipid
nanoparcaciklara (SLMNP) yiiklenip, *™Tc ile isaretlenerek hedefe yonelik bir
ilag tasima sistemi tasarlanmas1 amaglanmistir. **™Tc ile isaretlenmis azathioprine
yukli manyetik kat1 lipid nanopargaciklarin inkorporasyon caligmalart HaCaT
insan deri normal keratinosit hiicreleri tiizerinde yapilmistir.  Bdylelikle
azathioprine yiiklii **™Tc ile isaretli manyetik kat1 lipid nanoparcaciklarin
karekterizasyonu ve in vitro biyolojik davranisi ¢alisilmigtir. Sistemin ileriki
zamanlarda yapilacak olan g¢alismalarla tan1 ve tedavi amaci ile klinik oncesi ve
klinikte kullanilabilecek radyoisaretli ilag tasima sistemlerine 151k tutacagi

distiniilebilir.



2.GENEL BILGILER
2.1 Nanoteknoloji ve Ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Nanoteknoloji malzemelerin en kiiciik yapisal biriminde, atomik ve
molekiiler boyutta sahip oldugu 6zelliklerinin degistirilmesi ve yonlendirilmesi
ile yeni ve farkli 6zelliklere sahip yapilarin olusturulmasidir. Nanoteknoloji iirtinii

malzemelerin boyutlari1 1-100 nanometre (nm) araligindadir (Hong et.al., 2009) .
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Sekil 2. 1 Biyomedikal uygulamalarda kullanilan nanopargacik cesitleri

1959 yilinda modern nanoteknolojinin tanimint ilk kez Feynman yapmistir
(Edwards , 2006). Smalley karbon nanotiipleri kesfederek 1996 yilinda kimya
Nobel odiiliinii almaya hak kazanmistir (Smalley, 2002). Nanoteknoloji, ortaya
ciktigindan bu yana farkli disiplinler arasinda pek ¢ok koklii etkiler yaratmigtir ve

tartismasiz saglik alani en 6nemli uygulama alanlarindan biri olmustur(Sekil 2.1).

Hedefe yonelik nano boyutlu ilag tasima sistemleri, nanoteknolojinin saglik
alanindaki uygulamalarindan birisidir. Tam1 ve tedavi i¢in nano boyutlu ilag
tasiyict sistemler; radyokontrast ajanlari ya da ilaglari ilgili hedef doku ve

organlara kontrollii, giivenli ve etkili bir sekilde tasinmasini saglar.



Ozellikle kanser arastirmalarinda fonksiyon kazandirilmis ve modifiye
edilmis nano-ila¢ tagima sistemlerinin etkinligi hakkindaki yapilan caligmalar
umut vericidir. Boylelikle, ilag molekiilerinin ilgili kanser dokusuna ulagsmasinda
zorluk yaratan beyin ve kan bariyeri benzeri engelleri asmasina olanak saglanmis
ve yapilan uygulamalardan basarili sonuclar elde edilmistir. Nano boyutlu
malzemeler ile hedefe yonelik ila¢ tasima sistemlerine ilk adimlar miseller ve
lipozomlar ile atilmistir (Vural vb., 2015). Giinlimiizde ise bunlara alternatif
olarak karbon nanotiipler, kati-lipid nanopartikiiller, dendrimerler, fullerenler,
manyetik nanoparcgaciklar, polimerik sistemler, kristal formda yari iletken 6zellikli
nano boyutlu yapilar (kuantum dotlar1), metal oksitler ve benzeri daha genis

yelpazede Oniimiize ¢ikan nano-ilag sistemleri kullanilmaktadir (Maragoz, 2018).
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Sekil 2. 2 Ilag tasima icin multifonksiyonel nanoparcaciklar (Erdogan, 2018)

2.1.1 Manyetik nanoparcaciklar (MNP)

Manyetik nanoparcaciklar (MNP) , dnemli manyetik 6zelliklere ve kimyasal
yapilara sahiplerdir. Bu malzemelere 6rnek olarak ; FesOs (manyetit) , Fe,Os
(maghemit) , MO.Fe;O3 (M : Co, Mn, Ni veya Cu) benzeri demir oksit bilesikleri
verilebilir. Kimyasal yapilar1 geregi neredeyse okside olmayan demir oksitler

manyetik etki alanlarin1 kararh bir sekilde korumaktadirlar.



Demir oksit nanopargaciklari; nanoboyuttaki 6nemli manyetik o6zellikleri
sayeside biyomedikal uygulamalarda ¢okca tercih edilen nanomalzemelerdir.
Demir oksit nanoparcaciklari; disardan bir manyetik alan varliginda kolayca o
bolgede toplanabilir, ayn1 zamanda manyetik etki ortadan kaldirildiktan sonra
yeniden kolayca  dagilabilir.  Siiperparamagnetik  6zelliginden  dolay:
biyotip, biyo-ayirma ve saflastirma, biyosensorler, transfeksiyon, manyetik
rezonans goriintiileme (MRI), hipertermi tedavisi ve hedefe yonelik ilag tagima

gibi biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir (Gao et al., 2017).
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Sekil 2. 3 Manyetik ilag salinim sisteminin sematik gosterimi.

2.1.2 Kat lipid nanoparc¢aciklar (SLN)

Kat1 lipid nanopargaciklar (SLN'ler) 1991 yilinda piyasaya siiriilmiistiir ve
geleneksel kolloidal tastyicilardan olan lipozomlar, emiilsiyonlar ve polimerik
mikro nanopargaciklara alternatif tagima sistemleri olarak ortaya ¢ikmuistir.
SLN’ ler geleneksel sistemlerin avantajlarin1  birlestirirken, yarattiklar

dezavantajlar1 ortadan kaldirir (Rostami, et al.,2014).



Kat1 lipid nanoparcaciklarin (SLN) boyutu 50-1000 nm araliginda
degismektedir. Oda sicakligi kosullarinda kati olarak bulunan kati1 lipid
nanoparcaciklar, lipid ylizeyinde tek tabaka fosfolipide ve hidrofobik bir
cekirdege sahipir.

Kat1 lipid nanoparcaciklarin sagladigi bazi avantajlara; yiiksek olmayan
sistemik toksisite, organik yapisindan dolayr diisiik sitotoksisite ozelligi
gostermesi ve iiretiminin biiyiik 6l¢ekte miimkiin olmasi sayilabilir. Ayrica etkin
maddenin uzun siirede salinimi ve kimyasal bozunmaya karsi etkin maddelerin
korunmasi gibi polimerik nanoparcaciklarin 6zelliklerini de gosterirler (Runge et

al., 1998).

Kat1 lipid nanopargaciklar, boyutlar1 ve sagladiklar1 avantajli 6zellikleri
nedeniyle yeni terapotikleri gelistirme imkani saglamaktadir. Son yillarda, cesitli
nanoparcaciklarin etkili ila¢ tasiyic1 araglar olarak gelistirilmesi konusunda
onemli ¢abalar sarf edilmistir. Kat1 lipid nanoparcaciklar kiiclik boyutlar1 ve genis
ylizey alanlar1 nedeniyle; islevsellestirilmis ligandlar, antikor ve diger fonksiyonel
gruplarla kaplanmaya uygundurlar. Nanoparcaciklar, bu yaklasimla viicuttaki

belirli yerlere veya hiicrelere hedeflenebilirler.

Kat1 lipid nanoparcaciklar, icerdigi etken maddenin hareketliligini
kisitlayarak, sizint1 olusumunu engeller ve hedeflenen dokuya kadar saglikli bir

sekilde tasinmasini saglar.



Surfactant Layer

Drug(s)

T~ Lipid(s)

Sekil 2. 4 Kat1 Lipid Nanopargacik

2.2 Azathioprine

Azathioprine ilk olarak George Herbert Hitchings ve Gertrude
Elion tarafindan 1957 ‘de sentezlenmistir ve kemoterapi ilact olarak
kullanilmistir. Bagisiklik sistemindeki etkisi 1958 ‘de kesfedilmistir. Organ
nakillerinden sonra viicudun tepkisini yatistirmasi {izere kullanilmaya

baslanmugtir.

Azathioprine, kristal kat1 formda bulunan bir tiir merkaptapiirin tiirevidir.
Molekiil agirlignt 277.26 g/mol ‘diir. Kimyasal ismi  6-[(1-metil-4-nitro-1-H-
imidazol-5-il) tiyo] -9-H-piirin ‘dir ve molekiiler yapist Sekil 2.5’ de verildigi
gibidir.

Azathioprine, diisiik ¢oziiniirliige ve diisiik gecirgenlige sahip;
immiinosupresif, anti-romatizmal bir ilagtir. Azathioprinein ¢oziinlirligli su ve
sulu ¢ozeltilerde cok diisiiktiir. Alkol ve kloroformda ¢6ziinmez, organik

¢oziiciilerde (DMF,DMSO vb.) ¢oziintirliigii oldukca ytiksektir.

T-lenfosit kaynakli gecikmis bagisiklik yanitlarim1 baskilayan ve oncelikle
organ nakillerinde naklin reddini 6nlemek i¢in kullanilan bir bagisiklik baskilayici

ilagtir.
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Azathioprine, romatoid artrit, organ nakli, Crohn hastaliklari, kronik aktif
hepatit, sistemik lupus eritematozus, poliartitit nodosa tedavilerinde
kullanilmaktadir. Ayrica, Azathioprine bazi kanserlerin ve enflamatuar bagirsak

hastaliklarinin tedavisi i¢in kullanilmaktadir (Hernandez-Breijo et al., 2011).

T s
T

Qc ! N/
\ j >

Sekil 2. 5 6-[(1-metil-4-nitro-1-H-imidazol-5-il) tiyo] -9-H-piirin

o=z

Hastalarin Azathioprinei oral olarak kullanmasi, kemik iligi depresyonu,
l6kopeni veya trombositopeni gibi yan etkilere sebep olmaktadir. Seyrek olarak da
anemi, hepatotoksisite, trombositoz ve ayrica kanserojenite gibi ciddi yan etkilere

neden olabilmektedir (Syed,A et al., 2018).

2.3 Radyofarmasotikler

Radyofarmasoétikler, niikleer tip alaninda tan1 ve tedavi amaci ile yaygin
olarak kullanilan radyoaktif ilaglardir. Radyofarmasoétikler, radyoaktiviteyi hedefe
tasinmasini saglayan, hedef dokuya se¢ici bir ligand ve liganda baglanmis olarak
yaydig1 radyasyon sayesinde hedef dokunun tani amaci ile goriintiilenmesine veya

tedavi edilmesine olanak saglayan radyoniiklitten meydana gelmektedir.

Metabolik tasiyicilar radyoaktif maddeleri hedeflenen doku veya organlara
tasir, radyoaktif madde bu dokularda 1s1ma yapar ve bu sayede goriintiileme
cihazlarinda hastalifin tanist koyululabilir ve tedavisi yapilabilir. Niikleer Tipta
kullanilan radyofarmasoétiklerin yaklagik % 95°i tani, geri kalanlar1 da tedavi

amacl kullanilmaktadir (Ertay,T., 2019).
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Terapotik amaclar i¢in uygun olan radyofarmasétikler, tiimore giiclii bir
sekilde baglanir ve ayni zamanda yiliksek bir tiimor afinitesi olan araglardir.
Gerekli radyasyon dozlarin1 dogrudan hedeflenen tiimérlii bolgelere ve
metastazlarina ulastirabilir ve boylelikle tiimoér olmayan saglikli dokularin
radyoaktiviteden zarar gormesi engellenmis olunur. Radyoaktiviteyi timor
bolgesine tasiyacak uygun molekiiliin secilmesi ve kullanilmasi, tiimdriin hedef
yapist olan antijen veya reseptorlerine olan afinitesi veya baglanma giiciine
goredir. Tasima sistemine konjiige olan radyoniiklidlerin ilgili bolgede yaydigi
iyonlagtirict radyasyon, tiimor hiicrelerinin DNA yapilarinda zarar verirerek

yapisinin bozulmasina sebep olur ve tiimdrlerin kiigiilmesini saglar.

Radyofarmasotigin  stabilitesi, radyoniiklid isaretleme ve molekiiler
goriintiileme icin olduk¢a Onemlidir. Molekiiler goriintiillemede kullanilan
radyofarmasotikler in vitro ve in vivo ortamlarda stabil kalmalidirlar. Isik, sicaklik
ve pH pek cok bilesigin kimyasal yapisina zarar vererek bozulmasina sebep olur.
Bundan dolay1 radyoisaretli malzemeler belirlenen en uygun fizikokimyasal
sartlarda hazirlanmali ve saklanmalidir. /n vivo ortamda metabolik olarak
bozunmus radyofarmasétikler biyolojik ortamda istenmeyen radyoaktif
dagilimalara neden olur ve goriintii kalitesinin bozulmasina yol acar.
Radyofarmasotik tasariminda isaretlemeden sonra dikkat edilmesi gereken
durumlardan birisi de radyoniiklid malzeme stabil olarak kalmali ve bozunmamis

radyoisaretlenmis malzeme kararli metabolik yapida olmalidir.

Ideal bir radyofarmasétigin sahip olmasi gereken ozellikler asagidaki gibi
sayilabilirbilir:

e Uzun siire boyunca ve zorlu sarlar altinda stabil kalabilmesi,

o Kolay elde edilebilirlik ve ulasilabilirlik,

o Fiziksel ve efektif olarak uygun yar1 6miir,

e Teshis veya tedavi hedefine uygun olarak istenilen enerjiye sahip olan

radyoniiklid,
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o Yiiksek hedef/hedef dis1 aktivite orant,
o Uygun farmasotik se¢imi,

o Metabolik olarak uyumlu 6zellige sahip olmasi.

Teshis amact ile kullanilan radyoniiklidlerin yaydigi foton veya gama
isinlart insan fizyolojisinde bulunan karbon, azot, oksijen gibi diisiik atom
numarali olan elementlerle herhangi bir girisim ve etkilesime girmezler (ichedef,
2010). Sahip oldugu kimyasal 6zellikler sebebiyle , *™Tc tan1 amaci ile kullanimi

onde gelen radyoniiklidlerdendir.

2.4 Teknesyum Kimyasi ve Radyoisaretleme

Teknesyum, italyan kokenli bilim insanlar1 Carlo Perrier ve Emilio Segre
‘nin 1937 senesinde kesfettigi, yapay olarak elde edilmis ilk elementtir.
Molibdenin déteronlar ile 15 bombardimanit sonucunda ortaya ¢ikmistir.
Periyodik cetvelde yedinci grupta yer almaktadir. 43 atom numarasina sahip
teknesyum zengin bir koordinasyon kimyasina sahiptir. Tc simgesi ile
gosterilmektedir. Nemli ortamda kolayca okside olabilen gri renkli bir metaldir

(Abram and Alberto, 2006).

Teknesyum, sekiz farkli yiikseltgenme basamagina sahiptir -1’den +7° ye
kadar ve bu durum ¢esitli ligand olusumlarina olanak saglar. Teknesyumun en sik
karsilagilan yiikseltgenmis degerlikleri +7, +5, ve +4‘tliir. Yiikseltgenmis
teknesyum (VII) perteknetat iyonu, TcO4 seklinde bulunur. 22 tane teknesyum
izotopuna rastlanmistir (Ichedef, 2010; Abram and Alberto, 2006). Bu izotoplarin

kiitle numaralar1 90 ile 111 arasinda degismektedir.

Teknesyum-99m (**™Tc) in biitiim izotoplar1 radyoaktiftirtir. 6 saat
yarilanma Omriine ve 140 keV gama enerjisine sahip olmasi sebebiyle

goriintiilemeler i¢in uygun bir reziilasyona 6zelligi gostermektedir.
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%Mo’ in bozunmasi sonucu olusan *™Tc, sodyum perteknetat (Na®™TcO4)
halinde , *Mo/**™Tc jeneratdriinden elde edilmektedir (Sekil 2.6). Teknesyum-
99m (*™Tc) , sahip oldugu bu ozellikleri sayesinde klinik calismalarda
gorlintiileme  i¢in oldukca yaygin olarak kullanilmas1 tercih edilen

radyontiklidlerden birisidir (Abram and Alberto, 2006).

%0.9 NaCl 1.11

26731 0.922

%Mo 0.513

79 21 0.1811

some son Lt lupguogueg
T

Kolon

Tc99
.. Kursun Domuz a3

Sekil 2. 6 99Mo/99mTc jeneratorii

Indirgenen *™Tc*” ligandlarla baglanabilmektedir. Kalay kloriir, konsantre
HCI, sodyum, kalay tartarat, kalay sitrat, demir siilfat gibi bir ¢ok indirgeyici ajan
kullanilarak **™Tc*” ‘nin indirgenmesi saglanmaktadir. Indirgenmis °™Tc

selatlanmasi oda sicakliginda ve pH 5-7 arasinda bir reaksiyon ile gerceklestirilir.

Asagida asidik ortamda teknesyum (VII) perteknetat iyonunun kalay(II)

iyonu ile indirgenmesinin tepkime denklemi verilmistir. (Unak vd., 2018).

PMTeO4 + Sn'™ + 4H — Snat + TcO,' + 2H,0

2.5 Kalite Kontrol Yontemleri

Karigimlar1 tanimlamak amaci ile kullanilan en temel kalite kontrol

yontemlerinden birisi kromatografidir.
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Kromatografi ; bir karigimi olusturan bilesenlerin, biri sabit digeri haraketli
iki faz yardimiyla ayrilmasi ve saflastirilmas: iglemine verilen ayirma yontemi
ismidir. Karigim igerisindeki bilesenlerin ayrilmasi, hareketli ve sabit faza olan

afinitelerine gore olmaktadir (Skoog et al., 1997).

20. yy baglarinda, Rus botanik¢i Mikhail Tswet bitki pigmentlerini
(klorofil, karotenoit) adsorbsiyon kromatografisi ile ayirma ¢aligmasi yaparak ilk

defa kromatografi terimini kullanmis olmustur. (Williams, 2002).

En sik kullanilan kromatografi tipleri ; kagit kromatografisi, gaz
kromatografisi, ince tabaka kromatografisi, kolon kromatografisi ve yiiksek

performansli s1vi kromatografisidir.

2.5.11ince tabaka kromatografisi ve ince tabaka

radyokromatografisi

Ince tabaka kromatografisi (TLC) adsorbsiyon esasina dayanan, bir

adsorbsiyon kromatografisi teknigidir.

Sabit faz; cam , aliiminyum yada plastik gibi kat1 destek materyali iizerine
ince bir katman olarak yiiklenmis kati adsorbandir. Adsorban madde olarak
plakalar; silika jel, selliilloz, poliamid gibi adsorban 0zellikli malzemelerle
kaplanirlar. Hareketli sivi faz (¢oziicii), sabit faz boyunca asagidan yukariya

yiirliyerek bilesenlerin ayrigmasini saglar.

Ince tabaka radyokromatografisi (TLRC) yonteminde ,radyofarmasotik
icerikli &rneklerin kalite kontrolii yapilir. Ornek karisim , sabit faz iizerine yani
plakanin bir ucuna damlatilir. Damlatilan 6rnek madde, plaka iizerinde
kuruduktan sonra icerisinde hareketli faz olarak ¢oziicii bulunan TLC/ TLRC
banyosuna igerisine daldirilirarak sabit durmasi i¢in banyo duvarina bantlanir.
Cozgen, TLC/ TLRC seridi lizerinde kapiller etki ile plaka boyunca asagidan

yukariya dogru ilerler.
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Bu teknikten yararlanilarak adsorbans boyunca radyofarmasdtik ve
radyokimyasal safsizliklar ayrilir. Banyodan ¢ikartilan plakalar oda sicakliginda

kurutularak gazli dedektorde sayilir (Meyers, 2008).

Damlatilan 6rnek maddenin igerisindeki her bir bilesenin TLRC seridi

lizerinde yiirlimesi ile aldig1 yolun, ¢dzgenin serit {izerinde aldig1 yola orani ile bir

Rf degeri hesaplanir (Sekil 2.7) .

C62ﬁciinﬁ:n a1d1g;1
Maddenin aldig yol

vol

Maddeyi
uvgulama <: = =

noktasi

_ Bilesigin uygulama noktasindanitibaren aldigi yol ~ d__ ...

R
( 6ziiciiniin ortjinden itibaren aldigi yol d

cozelts

Sekil 2. 7 TLRC ile 6rnek karisimin ayirilmasi
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2.5.2 Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performanslt sivi kromatografisi (HPLC) bir 6rnek icerisinde
karisimi olusturan maddeleri kantitatif ve /veya kalitatif olarak analiz etmeye
yarayan, ayni zamanda bilesenlerin saflagtirllmasi i¢in kullanilan en yaygin
kromatografik tekniklerden birisidir. Bu yontem ile ilaglar, pestisitler, amino
asitler, antibiyotikler, proteinler, karbonhidratlar, niikleik asitler, hidrokarbonlar,
terpenoidler, steroidler, metal-organik tiirler ve pek ¢ok inorganik bilesiklerin

miktar ve kimlik analizleri yapilabilmektedir (Skoog et al., 1997).

HPLC cihazi genel hatlariyla; hareketli faz, pompa, enjektdr, kolon,
dedektor ve kaydedici kisimlarindan olusmaktadir (Sekil 2.8 ). Pompa, haraketli
fazi1 kolona pompalayarak kolonda enjekte edilen Grnegin ayrilmasi saglanir.
Dedektdr, ayrilan bilesenlerin yarattig1 sinyalleri dlger ve bilgisyar ekraninda

olusan pikler kromatogramlar olarak kaydedilir .

............ J\JL

: Yazici
/] i
Pompa (p (O) dedektsr
Kolon
enjektor
Hareketli Faz Atik Sivi

Sekil 2. 8 HPLC sisteminin semetik gdsterimi
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Analiz edilecek oOrneklerin bilesenlerinin  6zelliklerine goére farkli
dedeoktorler kullanilabilir. HPLC sistemlerinde en ¢ok kullanilmasi tercih edilen
dedoktorler; goriiniir bolge / Ultraviole (VIS/UV), kiitle (MS), floresans (FLD),
fotodiyot arrar (DAD), Nal(TI) radyoaktivite dedektorleridir. Boylelikle gesitli
isteklere yonelik dlciimler almabilir ( Ichedef, 2010).

Az miktarda numune ile analiz yapabilme olanagi, yiiksek duyarlilik , hizli
analiz imkani, HPLC kolonunun pek ¢ok kez kullanilabilmesi ve yiiksek ayirma
giicii yiiksek performanshi sivi kromatografisi (HPLC) igin sayilabilecek

avantajlardir.

2.6 Nanoparcaciklarin Karakterizasyon Calismalari

2.6.1 Zeta potansiyeli analizi

Zeta potansiyel Olclimii, elektrik alan1 uygulanarak hizlandirilan
pargaciklarin hizlarinin Doppler prensibi ile 6l¢iilmesi temeline dayanan , birimi

milivolt olan bir analiz teknigidir.

Zeta potansiyel, parcaciklar arasindaki itme veya c¢ekme degerini
Olgmektedir. Bu da kolloidal dagilimin ne kadar stabil oldugunu belirlemekte
fayda saglar. Bir siv1 igerisinde ayni yiike sahip pargaciklar birbirlerine itme
kuvveti uygularken, farkli yiiklere sahip pargaciklar ¢cekme egilimi gosterir. Sivi
igerisindeki tiim pargaciklarin negatif yada pozitif zeta potansiyeli cok yliksek
degerde ise parcaciklar birbirini itme egiliminde olurlar ve dagilim kararli olur.
Parcaciklar diisiik zeta potansiyeline sahip oldugunda ise parcaciklarin birbirini

itmesini saglayacak kuvvet olmadigindan topaklanma ve ¢okelme olusacaktir.

Zeta potansiyeli, +30 mV'dan biiylik nanopargaciklar kuvvetli katyonik ve
—30 mV'dan kiigiik olan nanoparcaciklar kuvvetli anyonik olarak tanimlanrlar.
Zeta potansiyeli -30 mV ile +30 mV arasinda olan nanoparcaciklar kararli yap1
ozelligi gostermezler. Topaklanma egilimindedirler, dagilma o6zellikleri zayiftir.

(Dobrovolskaia et al., 2013).
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Parcaciklarin igerisinde bulundugu sivi ortammin pH degeri  zeta
potansiyelini degistirmektedir. pH degeri ve zeta potansiyel degisiminin sifir

eksenini tlizerinde kesistigi noktaya izoelektrik denir (Sekil 2.9 ).

Stern tabalkas:

Kayma Ddzlemi

Yiirey Potensiyeli

Zetao Potensiyeli

Potensiyel (mv]

Pargoctk yizeyine olan uzakirk

Sekil 2. 9 Siv1 icerisindeki pargacigin sematik gosterimi.

2.6.2 Dinamik Isik sacilim (DLS)

Dinamik 1s1k sacgilimi teknigi (DLS), nanopargaciklarin boyutlarinin
saptanmasi i¢in kullanilan bir yontemdir. Seyreltik s1v1 ¢6zelti igerisindeki kiiclik
parcaciklarin yaydigr 1sik siddetinin ve bu 1sik siddetinde meydana gelen
degisimin 6l¢iilmesi temeline dayanmaktadir. Yayilan 15181n siddetindeki degisim,
brownian hareketi de denilen parcacigin rastgele diffiizyon hareketine ve buna da
bagl olarak pargacik boyutuna, ortam vizkozitesine ve sicakligina baghdir. Kiigiik
boyutlu nanopargaciklar biliyiik boyutlu nanoparcaciklara goére daha hizli haraket
ederler. Zamana bagli korelasyon fonksiyonu ile 151k siddetindeki degisim
hesaplanabilir. Fonksiyon diflizyon katsayasin1i (D) verir ve Stokes-Einstein

denkligi ile parg¢acigin hidrodinamik ¢ap1 bulunmus olunur (Sekil 2.10).
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Stokes-Einstein Esitligi

>

3D

d,, = Hidrodinamik Cap (m)

k = Boltzmann Sabiti (J/K=kg-m2/s2-K)
T = Sicakhk (K)

n = Cozelti vizkositesi (kg/m-s)
D = Difiizyon Katsayis1 (m?2/s)

d, =

Sekil 2. 10 Stokes-Einstein esitligi

2.6.3 Fourier-Trasform Infrared Spektroskopisi (FTIR)

Bir ¢esit titresim spektroskopisi teknigi olan Fourier Doniisiimlii KizilGtesi
Spektroskopisi (FTIR), malzeme karakterizasyonu i¢in en sik tercih edilen
yontemlerdendir. Matematiksel bir yontem olan ‘Fourier doniigimii’ ile IR
isinlarma  karsi, molekiillerin yarattig1 titresimlereden meydana gelen dalga

boylarini 6lgerek hizli ve ¢oziiniirliigii yiiksek spektrumlar olugturmaktadir.

Bu yontem ; kisa siirede sonug alinmasi, detayli bilgi vermesi, sarf malzeme
gideri olmadig1 i¢in analizleri diisiik maliyetle gerceklestirmek gibi avantajlar

saglamaktadir.

Elektromanyetik 151k spektrumunun kizil dtesi bolgesi 14000 cm™ ile 10
cm’! arasinda ii¢ ana bolgeden olusmaktadir. Yakin dalga boylu kizil &tesi bolgesi
(NIR; 4000 - 14000 cm™), orta dalga boylu kizil &tesi bolgesi (MIR; 400 - 4000
cm™!) ve uzak dalga boylu kizil 6tesi bdlgesi (FIR; 4 - 400 cm-!) araligindadir.
Molekiiliin yaptig1 titresim haraketi IR 1sinlarini sogurur ve 1s1ma siddeti, zamana
bagl bir fonksiyon olarak hesaplanir. Bu teknik sayesinde, molekiiller arasi
baglarin karakterizasyonu gerceklestirilerek ; kati, sivi, gaz veya ¢ozelti halindeki
organik yapili bilesiklerin yapisinda sahip oldugu fonksiyonel gruplar,
molekiillerin benzerligi, yapidaki baglar hakkinda bilgi, baglanma bolgeleri ve
noktalar1 ve yapinin aromatik ya da alifatik yapida olup olmadig1 gibi malzeme ile

ilgili bilgiler elde edilir.
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FTIR Sistemi

brberiprommelon

Deptt Lazas

Gaz Urnpkleme Hucres
Dedekics

Sekil 2. 11 Fourier Dontigiimlii Kizil6tesi Spektroskopisi (FTIR)

2.6.4 Taramal elektron mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu (SEM) ¢ de , yliksek diizeyde enerjiye sahip
elektronlar malzeme ile etkilesime girip ylizeyini tarayarak foton ve elektron
sinyalleri yaratirlar. Bu sinyaller numune yiizeyinin topografisi ve kompozisyonu
hakkinda bilgi vermektedir. Elektronlar farkli acilara sacildiktan sonra,
dedoktorde toplanir ve olusan sinyallerin mikroskop yazilim sistemi ile iglenmesi
sonucu malzeme ylizeyinin 1 nm’den daha ytiksek ¢oziiniirliikte goriintiileri elde

edilmektedir.



21

Elektron demeti <— Elektron tabancasi

-+—— Anot

-<+——Yogunlastirma lensi
TV ekrani

Gerisacilim elektron
dedektoru \“_]., L

ikincil elektron dedektoru
Numune platformu —e Numune

Sekil 2. 12 Taramali elektron mikroskobu cihazinin sematik yapisi

Sekil 2.12°de Taramali elektron mikroskobunun béliimleri goziikmektedir.
Optik kolonu ; elektron demetine kaynaklik eden elektron tabancasi, yiiksek
gerilim saglayarak elektronlari numuneye dogru hizlandiran anot plakasi, elektron
demetini yonlendirmeye ve toplamaya yarayan objektif mercekleri ve kondenser,
demet ¢api sinirlamak i¢in kullanilan apertiiler, malzeme yiizeyinin taramasi
icin demeti gerekli bicimde saptiran tarama bobinlerinden olugsmaktadir. Numune
ocagl, optik kolonun altinda yer alir. Burada ii¢ boyutlu olarak haraket eden

numune kizagi ve algilayicilar bulunur.

Geri sagilma gosteren elektronlar ; atom numarasi ve atomik yapi ile ilgili
bilgi verirken, ikincil elektronlar malzeme topografisi hakkinda bilgi

saglamaktadir.

Taramali elektron mikroskobu; kolay 6rnek hazirlama, gesitli goriintiileme
seceneklerine sahip olmasi ve farkli amaglara yonelik kullanima olanak saglamasi
gibi avantajlarindan dolay1 yaygin olarak kullanimi tercih edilmektedir. SEM ile
hacim olarak yogun malzemelerde yiiksek ayirim giicii saglanmaktadir. Bir baska

iistiin 6zelligi de malzeme goriintiileri ti¢ boyutlu olarak elde edilmektedir.
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2.7 Hiicre Kiiltiira

Hiicre kiiltiirleri, uygun siv1 besi ortamlarinda birysel veya kiimeler halinde
bliyliyen hiicrelerden olugmaktadir. Cesitli hastalik modellerinin  hiicre
kiiltiirlerinde olusturulmas: saglanarak, canli organizmalarda test edilmesi
miimkiin olmayan ya da zor olan hiicre diizeydeki mekanizma c¢aligsmalari
gergeklestirilebilir. Yeni ajanlarin canlilar tizerinde denenebilecek test dozajlari ile

ilgili 6n bilgiler hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 sayesinde edinilebilir.

Farkli yontemler ile canli yapilardan gesitli hiicre tiirleri ayrilabilmektedir.
Dogrudan canli dokudan elde edilen hiicre kiiltiirlerine ‘primer kiiltlir’ ad1 verilir.
Elde edildikleri dokunun 6zelliklerini tasirlar. Primer kiiltiir, hiicre kiiltiiri i¢in
baslangic materyalidir ve sartlar1 uygun olarak saglanmis bir kiiltiir ortaminda
(besiyeri) c¢ogaltilarak  pek c¢ok deneyde kullanilabilirler. Primer kiiltiir
hiicrelerinin ~ bulundugu besiyeri kiiltiir ~ortamindan almip ¢ogaltilarak
olusturulmasiyla tiretilen kiiltiirlere de ‘sekonder kiiltiir’ denir. Bu yol ile iiretilen
sekonder hiicre toplulugu , primer hiicrelerin yani asil kokenlerinin sahip olduklar1

Ozelliklerini tasimaya devam ederler.

Hiicre kiiltiirli ; kanser aragtirmalari, sitogenetik, biyokimyasal ¢aligsmalarda
, gen maniiplasyonu gibi molekiiler ve biyolojik ¢calismalarda, ¢esitli hastaliklarin
teshis ve tedavilerinin arastirilmasinda, farmasoétik proteinlerin iiretimi, deri
miithendisligi, genetik miihendislik (protein, antikor, as1 {iretimi) , kok hiicreler ,
tip bebek ve kisirlik tedavileri, viroloji ve doku kiiltiirii ile yeni bitkilerin

tiretilmesi gibi ¢alismalarda kullanilmaktadir.
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3. METERYAL VE METOD

3.1 Kullamlan Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1 Kullanmilan kimyasallar

. Demir(II) klortir tetrahidrat (FeCl2.4H20) (Fluka)
. Demir(III) kloriir anhidrat (FeCl3) (Fluka)

. Amonyak ( %25 NH3) (Merck)

. Argon (Ar) gazi

. Asetonitril (CH3CN) (Merck)

. Metanol (CH30OH) (Merck)

. Hidroklorik asit (HCI) (Merck)

o Serum Fizyolojik (SF) (%0.9 NaCl ¢ozeltisi)
. Aseton (Sigma)

. Stearik asit (Sigma)

. Oleik asit (Sigma)

. Azathioprine (Imuran/Eczacibasi)

. Potasyum dihidrojen fosfat (Merc)

. Dipotasyum hidrojen fosfat (Merc)

. O- Fosforik Asit (%85) (Merc)

. ITLC-SG Silika kaplh aliiminyum seritler ( Merck-10554)

ITLC-SG Seliiloz kapl plastik seritler ( Merck-105565)
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3.1.2 Kullanilan cihazlar

. HPLC Shimadzu (LC-10Atvp quaterner pompali, SPD-10AV UV
dedektorlii, FRC-10A fraksiyonlama kollektdrii) (E.U. Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

o Zeta potansiyel Ol¢limleri ve parcacik boyutu analizi (MALVERN
ZETASIZER NANO ZS MODEL DLS) (E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

. TLC kiivetler (Sigma) (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dal1)

. TLC Scanner (Bioscan AR-2000) (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

. RAD-501 Cd(Te) tek kanalli gama sayim sistemi (E.U., Niikleer
Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

. Ultrasonik Homojenizatdr (Bandelin, Sonoplus HD 2070) (E. U.Niik.
Bil. Ens., Niikleer Uygulamalar AD.)

. Fourier Transform Infrared (FT-IR) (Perkin-Elmer Spectrum 100 FT-
IR) (E.U, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Teknoloji Anabilim Dalr)

. Liyofilizasyon Cihazi (Ege Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii,

Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

. Multimode Mikroplaka Okuyucu (Thermo Varioscan Flash) (E.U.,
Niik. Bil. Ens., Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)
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o Laminar Flow Kabin (Thermo) (Ege Universitesi, Niik. Bil. Ens., Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dal1)

. Sogutmali Santrifiij (Hettich) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisti, Niik. Uyg. AD.)

. Isik mikroskobu (Olympus) (E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dal1)

. Inverted mikroskop (Leica) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,

Niik. Uyg. AD.)

. Milipor (Milli-Q Gradient A-10) (E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii Niik.
Uyg. AD)

. Siv1 azot tanki (Thermo Scientific) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler

Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

e Otoklav (Hirayama) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer

Uygulamalar Anabilim Dal1)

. Su banyosu (Memmert) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,

Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

. Ultrasonik Homojenizator (Bandelin Sonopuls) (Ege Universitesi, Niikleer

Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)
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3.2 Azathioprine Yiikli Manyetik Kat1 Lipid Nanoparcaciklarin

Sentez ve Karakterizasyonu

3.2.1 Manyetik nanoparcaciklarin sentezi

Manyetik Nanoparcaciklar demir(Il) ve demir(Ill) iyonlarimin 1:2
oranlarinda karistirilmasiyla sentezlenmistir. Tiim sentez ¢aligmalar1 argon gazi
ortaminda yapilmistir. Asagidaki adimlar takip edilerek manyetik nanoparcacik

sentezi gerceklestirilmistir.

Fe™? +Fe™ + 80H — Fe304 + 4H,0

. 0,125 M demir (II) kloriir ve 0,250 M demir (III) kloriir sulu

¢oOzeltileri 25 M1 hacminde hazirlanmaistir.

. Ug boyunlu balona 6nce demir (III) kloriir ¢dzeltisi ardindan demir
(IT) kloriir ¢ozeltisi eklenerek argon gazi ortaminda, 400 rpm’ de 90 °C sicakliga

ayarlanarak karigtirilmistir.

. Sicaklik 90 °C’ye gelince ¢ozelti pH’ 2 olarak Sl¢iilmiis ve ¢ozeltiye 4
ml amonyak ¢o6zeltisi eklenerek pH’ 1n 11 olmasi saglanmistir.. Cozelti bu pH
ayarlamast ile siyah bir renk almistir ve ¢ozelti 2 saat boyunca karigmaya

birakilmistir(Sekil 3.1).
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Sekil 3. 1 Manyetik nanopargacik sentezi diizenegi

. Nanopargaciklar sogutulduktan sonra iki kez 40 mL ultra saf su ile ve bir
kez metanol ile yikanarak manyetik nanopargaciklarin ¢oktiiriilmesi saglanmis ve

sonrasinda pargaciklar dondurulmustur.

. Daha sonra dondurulmus manyetik nanopargaciklar -43 °C’ de

liyofilizasyon cihazinda kurutulmustur.

3.2.2 Azathioprine yiiklii manyetik kat1 lipid nanoparc¢aciklarin sentezi

Azathioprine yliklii manyetik kat1 lipid nanopargaciklar sentezlenirken sicak

homojenizasyon yontemi kullanilmistir (Syed, 2018).

Azathioprine yiikli manyetik kati lipid nanopargaciklar sentezlenirken
oncelikle; 20 mg stearik asit ve 3uL oleik asit 1 mL asetonun igerisinde ultrasonik
banyoda 15 dk siiresince c¢oziinmeye birakilmistir. Sentezlenen manyetik
nanoparcaciklardan 5 mg tartilarak 1 ml metanoliin icerisinde ¢oziiliip 15 dk siire

ile ulrasonik banyoda ¢6zeltinin homojen olmasi saglanmistir.
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Manyetik kat1 lipid nanoparcacik (SLMNP) yapisini elde etmek icin 15 mL
suyun sicaklig1 70 °C ¢ ye ayarlanmis ve iki ¢ozeltiden Once stearik asit-oleik asit
¢oOzeltisi ardindan damla damla MNP ¢o6zeltisi 70 °C deki su igerisine eklenerek

homojenizator ile 10 dk boyunca karistirilmistir(Sekil 3.2).

Sekil 3. 2 Sicak homojenizasyon yontemi ile AZA-SLMNP sentezi

10 dk karigmanin sonunda sentez iirliniiniin sogumast ve SLMNP larin
¢Okmesi i¢in buzdolabinda 30 dk bekletilmistir. SLMNP 15 dk boyunca 10000

rpm de santriifiilenerek filtreli falkon yardimiyla ayrilmistir.

2,5 mg azathioprine; havanda ezilen 8§ mg Imuran tabletin 2,5 mL
asetonitrilde ¢ozdiiriiliip ardindan safsizliklarin 45p filtre ile uzaklastiriimasiyla
elde edilmistir. 10 dk boyunca SLMNP ile 2,5 mg azathioprine ¢ozeltisi
homojenizatéorde  kanistirllmis ve SLMNP  yapisina ilag  yliklemesi
gergeklestirilmistir. 15 dk boyunca 10000 rpm de santriifiijlenmis ve azathioprine

yiiklii manyetik kati lipid nanoparcaciklar filtreli falkon ile ayrilmistir.
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3.2.3 Azathioprine yiikli manyetik kati lipid nanoparcaciklarin

karakterizasyonu

Sentezlenen AZA-SLMNP’ ler liyofilize edilmis ve karakterizasyon
caligmasi i¢in Taramali Elektron Mikroskopu (SEM), Zeta Potansiyeli ol¢limii
(ZP), Dinamik Isik Sacilimi1 (DLS), HPLC, ve FIT-IR analizleri yapilmistir.

3.2.3.1 DLS ve Zeta potansiyeli analizi

Sentez {iriinii olan manyetik nanoparcaciklara DLS ve zeta potansiyel
analizi yapilmistir. 1 mg MNP, 1 mL ultra saf su igerisinde 20 dk ultrasonik
banyoyada bekletilmistir. Ornek kiivet igine alinarak parcacik boyutu ve zeta

potansiyeli 3 tekrar ile 6l¢iilmiistiir. Sonuglar Boliim 4.1.1 ‘de ele alinmistir.

Sentezlenen azathioprine yiiklii SLMNP’ den 1 mg tartilmis, 1 mL ultra saf
su igerisinde ultrasonik banyoda 5 dk bekleterek dagilmasi saglanmistir. Daha
sonra hazirlanan bu ¢6zeltiden 200 puL alinarak iizerine 600 pL ultra saf su ve 200
uL Poloxamer 188 eklenip 5 dk boyunca homojenizatorde karistirilmistir.
Hazirlanan 6rnek 6l¢lim yapilacak kuartz kiivete alinip, parcacik boyutu ve zeta
potansiyeli 6l¢limii 3 tekrar olcak sekilde gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar

Boliim 4.1.1 ‘de detayli olarak incelenmistir.

3.2.3.2 HPLC Analizi

Azathioprine yiikli SLMNP nanoparcaciklar1 sentezlendikten sonra HPLC
analizinde kolon olarak ODS-2 HYPER C18 (250 x 4.6 mm [.D.) (Thermo)
kolonu kullanilmistir. Dalga boyu 276 nm ve 240 nm (Uv dedektorii), sicaklik
25°C, akis hiz1 1 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 10 pL ° ye ayarlanmistir. Mobil faz
olarak Asetonitril : Sulu tampon (ph:3.3) (50:50) cozeltisi kullanilmistir. Sulu
tampon; potasyum dihidrojen fosfat (1.48 gr) ve dipotasyum hidrojen fosfat
(0.288 gr) 500 mL ultra saf suda ¢ozidiiriiliip pH’ 1 o-fosforik asit ile 3.3’e
ayarlanarak hazirlanmistir. Tampon ¢ozeltinin safsizliklar1 vakumlu filtrasyon ile
giderilmistir. Ardindan 500 mL sulu tampon c¢ozelti 1L’ ye asetonitril ile

tamamlanarak mobil faz hazirlanmistir(Sankar et al., 2015).
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Ornekleri ¢ozmek igin mobil faz kullanilmistir ve 5 dk ultrasonik banyoda
bekletilmislerdir. Ardindan 45 pm filtre ile siiziiliip viale alinarak analiz

yapilmistir.

3.2.3.3 SEM analizi

SLMNP ve azathioprine yiikli SLMNP ‘lerin boyut ve morfolojik yapisini
analiz etmek amaci ile Taramali Elektron Mikroskopu goriintiillemesi
gerceklestirilmistir. Azathioprine yiiklenmis manyetik kati lipid nanopargaciklar
liyofilizator araciligi ile kurutulmasindan sonra SEM cihazinin ¢elik plakalarinda
mikroskop goriintiileri alinmistir. Elde edilen goriintiiler ayrintili olarak Bdéliim

4.1.2° de detayh olarak incelenmistir.

3.2.3.4 FTIR analizi

Sentezlenen manyetik kati lipid nanoparcaciklarin sahip oldugu kimyasal
yapist, 350-6000 cm-1 dalga boyu arasinda 6l¢iim alabilme kapasitesi olan Perkin-
Elmer Spectrum 100 FTIR ile belirlenmistir. FTIR sonuglar1 Boliim 4.1.3 te

verilmigtir.
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3.2.4 Ila¢ yiikleme kapasitesi

Manyetik kat1 lipit nanoparcaciklarin igerisinde hapsolan ila¢ miktarini
analiz etmek i¢in HPLC yonteminden faydalanilmistir. Oncelikle bes farkli
konsantrasyonda Azathioprine Ornekleri hazirlanmig, kalibrasyon egrisi
olusturulmustur. Azathioprine ¢ozeltileri hazirlanirken, Imuran© tablet ilag ezilip,
icerdigi azathioprine oranina gore tartilmistir (160 mg Imuran© tablet 50 mg
azathioprine icermektedir). 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62.5 pg/mL ve
31.25 pg/mL konsantrasyonlarinda azathioprine ornekleri hazirlanmistir. HPLC
yontemiyle her bir konstrasyonun kromatograminda verdigi piklerin alanlari
cizilerek hesaplanmistir. Bu bes konsantrasyonun verisi ile bir kalibrasyon grafigi

¢izilmistir.

AZA-SLMNP sentezinde 3 farkli ilag orani ile ilag yliklemesi denenmistir. 1
mg, 2.5 mg ve 5 mg azathioprine yiiklenmistir ve verim hesaplanmustir. Ilag
yiiklemesi isleminden Bolim 3.2.2 ¢ de bahsedilmistir. Optimum ytiiklenen ilag
miktarma 2.5 mg azathioprine ile ulasildigma karar verilmistir. Detayl
karsilastirmalar, elde edilen kromatogramlar ve sonuglar Bolim 4.1.4 ‘te

tartisilmistir.

3.3 Radyoisaretleme

Azathioprine yiikli SLMNP ‘lar *™Tc ile isaretlenirken, SnCl, ile
indirgeme teknigi kullanilmistir. 1 mg SnCl> 1 mL ultra saf suda ¢ozdiiriilerek
kalay kloriir ¢ozeltisi hazirlanmistir. 0,5 mg AZA-MSLP, 50 pL metanolde
ultrasonik banyoya koyularak ¢6ziinmesi saglanmistir. SnClo ¢ozeltisinden 25 pL
numuneye eklendi ve karistirilldi. Sonrasinda ¢ozeltiye 1 mCi aktiviteye sahip
9mTe eklenmistir. Hazirlanan olan bu ¢dzelti 100 °C sicaklikta 1 saat inkiibatorde
bekletilerek AZA-SLMNP yapisinin radyoisaretlenmesi gergeklestirilmistir. Doz
kalibratorii ile isaretlenme verimi hesaplanarak sonuglar Bolim 4.2° de

incelenmistir.
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3.3.1 Radyoisaretli Bilesiklerin Kalite Kontrol Yontemleri

3.3.3.1 Ince tabaka radyokromatografisi (TLRC)

TLRC yontemi i¢in, seliiloz kapli plastik TLC seritleri ve silikajel kaplh
aliminyum TLC seritleri sabit faz olarak 1,2 x 10 cm boyutlarinda kullanilmistir.
Acetonitril ve Metanol: HCL(19:1) ¢ozeltilerini iceren iki farkli TLC banyolari
hazirlanmigtir. Ornekler, seritlerin taban kisminm 0,5 ¢cm iizerinden mikro pipet
ile damlatilmigtir. Damlatilan 6rnekler kurumaya birakilmis ve ardindan kuruyan
ornekler dik sekilde her bir banyolarmm duvarina ayr1 ayri bantlanarak
yerlestirilmistir. Seritler, ¢cozgen seritlerin iist noktalarinin 1-2 cm altinda kalana
kadar banyoda tutulmus ve ardindan oda kosullarinda kurumaya birakilmistir.
Kuruduktan sonra, bulasi engellemek icin TLC seritleri seffaf streg ile kaplandi ve
radyokromatogramlar1 Bioscan AR-2000 TLRC tarayicisi ile kayit edildi. Alinan
radyokromatogramlardan, radyoisaretlenme verimleri ve Rf degerleri hesaplandi.

TLRC radyokromatogram sonuglar1 Boliim 4.2.1°de incelenmistir.

3.4 Azathioprine Yiiklii Manyetik Kati Lipid Nanoparcaciklarin

Biyolojik Davramslar:
3.4.1 Hiicre calismalan

Bu tez ¢alismasinda **™Tc ile isaretlenmis azathioprine yiiklii manyetik kat1
lipid nanopargaciklarin biyolojik davranislar1 insan deri normal keratinosit hiicre
hattinda in vitro olarak incelenmistir. Calisma i¢in HaCaT insan deri normal
keratinosit hiicresi kullanilmistir. HaCaT insan deri normal keratinosit hiicresi Ege

Universitesi, Biyomiihendislik béliimiinden temin edilmistir.

3.4.1.1 Hiicre ekimi ve pasajlama

HaCaT hiicreleri, Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), 2 mM
glutamin, 1.5 g/L sodyum bikarbonat, 0.1 mM non-esensiyel amino asitler, 1 mM
sodyum pyruvat ve %10 fetal bovine serum (FBS) den olusan medyumda

tiretilmistir.
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Hiicreler flasklar1 %80 kaplayacak kadar tiretildikten sonra %0.25 (W/V)
tripsin-EDTA soliisyonu aracilig1 ile flasktan ayrilarak caligsmalarin yapilacag 24
kuyucuklu plakalara ekildi. 4x104 HaCaT hiicresi 12 kuyulu plakalara ekilmistir.
Hiicre konfluent olduktan sonra (18 saat sonra) baglanma verimi ¢alismasi

baslatilmistir.
3.4.1.2 Inkorporasyon ¢alismalari

9mTe ile isaretlenmis azathioprine yiiklii manyetik kat1 lipid nanoparcacik

numunelerinin inkorporasyon ¢aligmalar1 HaCaT hiicre hatti izerinde yapilmaistir.

Hiicrelerin besiyerleri mikropipet yardimi ile dikkatlice alinip, SF (Serum
Fizyolojik) c¢ozeltisi ile yikanmasinin ardindan yirmi dortli  plakalarin
kuyucuklarma 1 mCi aktivite olacak sekilde *™Tc ile isaretli AZA-SLMNP
nanoparcacik ¢ozeltisi eklendi. Hiicreler tlizerindeki besiyer 30., 60., 120. ve 240.
dakikalarda uzaklastirilarak yikama islemi 2 kez SF ile gerceklestirildi ve
hiicrelerde kalan aktivite Cd(Te) dedektor ile sayildi. Isaretlenmis ilag yiiklii
nanokompozit malzemenin etkisini karsilastirabilmek amaci ile ayni islemler
9mT¢ kontrol grubu iizerinde, manyetik ortamda ve manyetik olmayan ortamda
gerceklestirildi. Elde edilen radyoaktivite sayimi/protein oranlarindan hiicre
basina gergeklesen tutulum miktar1 hesaplanmistir. Inkorporasyon ¢alisma

sonuclart Boliim 4.3.1° de verilmistir.
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FaTe-AFZA-SILMNP

Sekil 3. 3 Radyoisaretli bilesiklerin HaCaT hiicrelerinde zamana kars1 hiicre tutulum

deneyinde 12' lik plakalarm gosterimi.
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Sekil 3. 4 Manyetik ortamda radyoisaretli bilesiklerin HaCaT hiicrelerinde zamana kars1
hiicre tutulum deneyinde 12' lik plakalarin gdsterimi.
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Sekil 3. 5 %*"T¢ ' in HaCaT hiicrelerinde zamana kars1 hiicre tutulum deneyinde 12' lik plakalarin
gosterimi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Azathioprine Yiikli Manyetik Kati Lipid Nanoparcaciklarin

Yap ve Yiizey Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.1.1 Zeta potansiyeli ve boyut analiz sonuclari

Boliim 3.2.2 “‘de anlatilan yontemle sentezlenen manyetik nanopargaciklarin
ve Azathioprine yiiklii manyetik kati lipid nanoparcgaciklarin DLS teknigi ile

alinan 6l¢limii sonucunda ortaya ¢ikan boyut dagilim grafikleri Sekil 4.1 ve Sekil
4.2’ deki gibidir.

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2052 Peak 1: 2338 100,0 106,5
Pdl: 0273 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,953 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity
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Size (d.nm)
Record 244 fenps3 1

Sekil 4. 1 MNP boyut dagilim grafigi

Suda dagilmis manyetik nanopargaciklarinin  DLS analizi sonucu
hidrodinamik ¢ap1 205,2 nm ve polidispersite indeksi de 0,23 olarak bulunmustur.
Polidispersite indeksi (PI), nanoparcaciklarin boyut dagiliminin kalitesini ifade
etmektedir ve  0-1 arasinda deger almaktadir. PI degeri < 0,1 olan

nanoparcaciklarin dagilim kalitesi yiiksektir.
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Literatiir bilgisi dogrultusunda PI degeri < 0,5 olan nanopargaciklarin

dagiliminin da kabul edilebilir oldugu anlagilmaktadir (Shah, 2014).

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 3098 Peak 1: 260,92 96,7 96,37
Pdl: 0,508 Peak 2: 61,47 2.1 10.94
Intercept: 0,910 Peak 3: 5560 1.2 0,000
Result quality Good

b

I

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

Record 58: 030621_sinmnp_filtrELI_sonikatsr_AZA SLNMNP-6 2

Sekil 4. 2 AZA-SLMNP boyut dagilim grafigi

10-1000 nm arasinda boyuta sahip kolloidal yapilar nanopargacik olarak
adlandirilmaktadir. Syed ve arkadaslarinin sentezledigi azathioprine yiikli kati
lipid nanopargaciklarin boyutlart 102,3 nm ile 380,6 nm arasinda bulunmustur.
PDI degerleri ise 0,3 ile 1 arasindadir (Syed et al., 2018). Muifioz de Escalona ve
arkasaslarinin sentezledigi manyetik kati1 lipid nanoparcaciklarin boyutu ise 180
nm civaridir (Mufioz de Escalona, et al., 2016). Yapilan bu yiiksek lisans tez
caligmasinda su igerisine dagilmis halde olan azathioprine yiiklii manyetik kati
lipid nanopargaciklarin hidrodinamik c¢ap1 309,8 nm ve polidispersite indeksi ise
0,50 olarak bulunmustur. Analiz sonucu elde edilen veriler, nanoparcaciklarin

istenilen boyutlarda ve iyi dagilima o6zelligine sahip oldugunu gostermektedir
(Sekil 4.2).

Sentezlenen manyetik nanopargaciklarin ve azathioprine yiiklii manyetik
kati1 lipid nanoparcaciklarin zeta potansiyel idagilimlarin1 gosteren grafikler Sekil
43 ve Sekil 44> de verilmistir. Azathioprine yilikli manyetik kati1 lipid
nanoparcaciklarin zeta potansiyeli -28,5 mV 06l¢ililmiistiir, bu da nanoparcaciklarin

topaklanma yapmadan iyi1 bir sekilde disperse oldugunu gostermektedir.
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Demir nanopargaciklarin zeta potansiyelleri -6,30 mV olarak dl¢lilmiistiir,
bu demir nanoparcaciklarin tekbasina dispersiyon kabiliyetinin diisiik oldugunu
gostermektedir. Ying ve arkadaslari, sovent diflizyon teknigi ile sentezledikleri
manyetik kati lipid nanopargaciklarin zeta potansiyelini -27,6 mV olarak

bulmuslardir (Ying et al.,2011).

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -6,30 Peak 1: -6,30 100,0 3,30
Zeta Deviation (mV): 3,30 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mSfcm): 0.579 Peak 3: 0,00 0.0 0,00
Result quality
Zeta Potential Distribution
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Sekil 4. 3 Manyetik nanopargaciklarinin zeta potansiyel dagilim grafigi

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -285 Peak 1: -31.8 T7.3 598
Zeta Deviation (mV): 9.31 Peak 2: -157 221 4,54
Conductivity (mS/cm): 0,0615 Peak 3: 7.61 0,7 2,92
Result quality ¢
Zeta Potential Distribution
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Sekil 4. 4 AZA-SLMNP zeta potansiyel dagilim grafigi
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4.1.2 Taramah elektron mikroskobu (SEM) sonuclari

Azathioprin yiiklii SLMNP ‘lerin yilizey morfolojisini incelemek ve boyut
analizi i¢in alinan SEM goriintiileri Sekil 4.5 ve Sekil 4.6° da goriildiigi gibidir.

HV spot | WD
800kv 9.0 11

) usecase mag O det |(mode
8 mm Standard 100 000 x ETD  SE

spot WD use case mag D det mode
8.00kVv 9.0 11.8mm Standard 120000x ETD SE

Sekil 4. 6 Azathioprine yiiklii manyetik lipid nanopargaciklarin 120k x biiyiitmede SEM goriintiisii
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Azathioprine yiiklii manyetik kat1 lipid nanoparcacik boyutlarinin 39-57 nm
arasinda oldugu goriilmiistiir. Ahmadifard ve arkadaslarmin  solvent
evaporasyonu-ultrasonikasyon kombine teknigi ile sentezledigi kitosan kaph
manyetik kat1 lipid nanopargaciklarin DLS ile 06lgiilmiis hidrodinamik yarigapi
193.2 nm bulunurken, SEM analizi sonucu nanopargaciklarin boyutu ortalama 50

nm bulunmustur.

SEM ve DLS sonuglar arasindaki farkliligin sebebi hidrodinamik yarigap
ve parcacigin kendisindeki farkliliktan kaynaklanmaktadir (Ahmadifard et
al.,2020).

4.1.3 FTIR sonuglari

Manyetik lipid nanoparcaciklarinin ylizeyinde bulunan fonksiyonel
gruplarin belirlenmesi amaciyla FTIR analizi yapilmistir. Bu spektrumlar Sekil
47> de goriilmektedir. Spektrumda goriilen 547 cm™ absorpsiyon piki Fe-O
bagimin gerilme titresimine aittir. Ayrica simetrik ve asimetrik C-H gerilmesi
nedeniyle 2848 ve 2915 cm'de sogurma bandi, 1699 cm’! bandinda CO:
gerilmesine ait pikler goriilmektedir. FTIR spektrumunda gozlemlenen bu
fonksiyonel gruplarin titresim ve gerilim bandlar literatiir ile de uyum

icerisindedir (Kelidari et al.,2015) ( Lesiak, B. et al., 2019).

70
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35
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25 "~ 2848cm-1 1699.9cm-1 547.8cm-1
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500450
cm-1

Sekil 4. 7 SLMNP ‘ye ait FT-IR spektrumu
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4.1.4 Azathioprine ve Azathioprine yiikli manyetik kati lipid

nanoparcaciklarin HPLC analiz sonug¢lari

Manyetik kati lipid nanoparcaciklarina Azathioprine yiliklenme verimini
gormek i¢in yapilan HPLC analizi, Boliim 3.2.3.2” de bahsedilen kosullar altinda
yapilmistir. Bu sartlarda azathioprine’in alikonma zamani (Rt) Sekil 4.8 de

verilen kromatogramda da goriildiigii gibi 2.77 dk dir.

my

0 DetA Chi
I
P! ‘lw
750+ |
J |‘
] |
500 i
i ‘i
\
i ‘ ‘
250+ i
7 |
| |
- |
ol T.w‘ \ 4
I T I I T T
1 2 3 4 5 6

min

Sekil 4. 8 Azathioprine’e ait HPLC Kromatograma.

Kalibasyon grafigi olusturmak i¢in; Azathioprine 500 pg/mL, 250 pg/mL,
125 pg/mL, 62.5 pg/mL ve 31.25 ug/mL olmak iizere bes farkli konsantrasyonda
hazirlanmistir. HPLC’ de her bir konstrasyonun kromatograminda verdigi pikler

cizilerek alanlar1 hesaplanmis ve Sekil 4.9 daki kalibrasyon grafigi ¢izilmistir.
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Azathioprinee Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 4. 9 Azathioprine kalibrasyon grafigi

Sekil 4.9 daki kalibrasyon grafigine gore bir dogru denklemi olusturularak
HPLC analizi sonucu ¢ikan kromatogramlarin verdigi alanlardan azathioprinee

konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.

4.1.5 Manyetik kat1 lipid nanoparcaciklarin Azathioprine yiikleme

kapasitelerinin belirlenmesi

Asagida yer alan formiile gore azathioprine enkapsiilasyon etkinligi (% EE)
hesaplanmuistir.
_ Toplam etken madde miktari—Yiiklenmemis etken madde miktari

% EE = x100

Toplam etken madde miktari

Sekil 4.10° da AZA-SLMNP’ nin HPLC kromotagrami goriilmektedir.
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Sekil 4. 10 Azathioprine yiiklii manyetik kati lipid nanopargaciklarin HPLC Kromatogrami

Boliim 3.2.4° de bahsedildigi tizere 3 farkli ila¢ orantyla SLMNP yapilarina
azathioprine yiikleme denemesi yapilmistir. 1 mg ilag kullanildiginda ilag
yiikleme verimi % 64, 2,5 mg ila¢ kullanildiginda ila¢ yiikleme verimi % 86 ve 5
mg ila¢ kullanildiginda ila¢ yilikleme verimi % 90 olarak bulunmustur.
Hesaplanan bu verimlere gore kullanilmasi gereken en uygun azathioprine oranin

2,5 mg olduguna karar verilmis ve ¢alismalara bu miktarla devam edilmistir.

4.2 Radyoisaretleme

AZA-SLMNP ve SLMNP yapilarinin radyoisaretlemesi Bolim 3.3° te
anlatildig1 gibi gergeklestirilmistir. Isaretleme sonrasi drnekler {ic defa su ile
yikanmis ve doz kalibratoriinde 6l¢iim alinarak isaretleme verimi hesaplanmistir.
9mTe ile isaretleme sonucu elde edilen radyoisaretleme verimi AZA-SLMNP icin

%90,3 ve SLMNP i¢in %87,45°tir..

4.2.1 Ince tabaka radyokromatografisi (TLRC) analiz sonuglar1

Ince tabaka radyokromatografisi (TLRC) uygulanarak yapilan
radyoisaretleme kalite kontrol ¢alismalart neticesinde saglanan Rf degerleri Tablo
4.1’ de verilmistir. Hazirlanan iki farkli banyo c¢ozeltisi MNP-SLN ve
Azathioprine yiikli MNP-SLN nanoparcaciklarinin  *™Tc ile isaretlenme

verimlerinin belirlenmesi i¢in kullaniimistir.
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Tablo 4.1 *"Tc ile isaretli drneklerin TLRC yéntemi ile elde edilen Rf degerleri

Rf Degerleri
Banyo Cozeltisi

PmTc-MNP-SLN | *"Tc-AZA- MNP-SLN Ind Tc

Asetonitril 0.027 0.019 0.037
(ACN)

Metanol : HCL 0.057 0.024 0.028
(19:1)

Radyoisaretli demir nanopargaciklar1 TLRC banyo c¢ozeltilerinde
yiirlimedigi i¢in uygulama noktasinda kalmistir. Ayni sekilde indirgenmis Tc-99m
de uygulama noktasinda kalmaktadir. Bu nedenle TLRC yontemi ile
radyoisaretleme verimi belirlenememistir.

TLRC analizi i¢in mobil faz olarak asetonitril, Metanol : HCl (19:1)
banyolar1 kullanilirken sabit faz olarak seliilloz ve silika kapli TLRC seritleri
kullanilmistir. Her iki banyo c¢ozeltisinde de radyoisaretli 6rnekler uygulama
noktasinda kalmistir. Rf degeri 0 ile 1 arasinda olmaktadir ve ¢dziicli igine
daldirilan geritler iizerindeki 6rneklerin alikonma oranini gostermektedir.

ACN banyosundaki *’™Tc-MNP-SLN ve **™Tc-MNP-SLN yapilarmin
kromatogramlar1 Sekil 4. 11 ve Sekil 4.12° de verilmistir.



Counts

Sekil 4. 11 ®™T¢c-MNP-SLN 6rneginin ACN banyosundaki TLRC kromatogrami
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Sekil 4. 12 ®mTc-AZA-MNP-SLN 6rneginin ACN banyosundaki TLRC kromatogrami
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4.3 Hiicre Kiiltiirii Calismalarinin Sonuglari
4.3.1 Inkorporasyon ¢calismalar:

9mT¢ ile radyoisaretli AZA-SLMNP nanopargaciklarinin, HaCaT insan deri
normal keratinosit hiicrelerine manyetik alan uygulanan ortamda ve manyetik alan
uygulanmamis ortamda baglanma veriminin zamanla degisimini Tablo 4.2 ve
Sekil 4.13” te verilmistir. Zamana bagli olarak baglanma verimleri HaCaT hiicre
hattinda artmaktadir. Manyetik alan uygulanmasi azathioprine yiiklii manyetik

kat1 lipid nanoparcaciklarin hiicre hattinda tutunmasina olumlu etki yaratmistir.

Tablo 4.2 ®"Tc-AZA-SLMNP , "Tc-SLMNP nanopargaciklarmm ve *™Tc ‘un HaCaT
hiicre hattinda manyetik ve normal ortamda zamana kars1 baglanma verimleri.

%BAGLANMA VERIMIi
ZAMAN HaCaT
(Dakika)
9mTe . AZA-SLMNP | 9mT¢c-AZA-SLMNP 9mTe
(Manyetik Alanda)
30 47,46 +2.72 68,83+4,99 13,54+1,04
60 53,49 +3,64 70,57+2,13 13,75+0,51
120 45,93 £1,90 61,97+1,69 12,35+0,37
240 62,08 £4,30 82,83+3,20 13,85+0,54
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Sekil 4. 13 Radyoisaretli AZA-SLMNP ve Tc-99m‘in manyetik ne normal ortamda HaCaT
hiicreleri tizerindeki zamana karsi baglanma verimleri
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan bu Yiiksek Lisans tez c¢alismasinda azathioprine (AZA) yiikli
manyetik katt lipid nanoparcaciklar sentezlenerek teknesyum-99m ile
radyoisaretlenmis ve radyoisaretli bu malzemenin biyolojik davraniginin in vitro

olarak incelenmesi gergeklestirilmistir.

Azathioprine yiiklii manyetik kati1 lipid nanopargaciklarin karakterizasyonu
icin boyut analizleri ve zeta potansiyeli yapilarak nanoparcaciklarin SEM analizi
ile 39 -57 nm arasinda boyuta ve yaklagik olarak -28 mV zeta potansiyeline sahip
olduklar1 goriilmiistiir. DLS ile alian 6l¢iim sonucu azathioprine yiiklii manyetik
kati lipid nanopargaciklarin hidrodinamik ¢ap1 309,8 nm ve polidispersite indeksi
ise 0,50 olarak bulunmustur. SEM ve DLS sonuglari arasindaki farkliligin sebebi
hidrodinamik yaricap ve pargacigin kendisindeki farkliliktan kaynaklanmaktadir.
Elde edilen bu sonuglar manyetik kat1 lipid nanoparcaciklarin yiiksek fiziksel
stabiliteye sahip sahip oldugunu ve uygun boyutlarda nanopargaciklarin

sentezlendigini gostermektedir.

Ug farkli azathioprine konsantrasyonu ile SLMNP yapilarma azathioprine
yiiklemesi ¢alisilmistir. En uygun ilag yiikleme veriminin % 86 hesaplandig1 2,5
mg ilag yiiklemesi ile oldugu bulunmustur. Azathioprine ila¢ etken maddesinin
yuksek verimllik ile manyetik kati1 lipid nanopargacik yapilarina yiiklendigi

gorilmiistiir.

mTe jle isaretleme sonrasi doz kalibratérii ile alinan 6lgiim sonucu elde
edilen radyoisaretleme verimi AZA-SLMNP icin %90,3 ve SLMNP igin
%87,45°tir.  *"Tc-AZA-SLMNP  kompleksi, TLRC  (Ince  Tabaka
Radyokromatografisi) silika jel ve seliiloz kapl seritleri {izerine damlatilarak,
mobil faz olarak % 100 asetonitril ve Met: HC1 (Metanol:Hidroklorik asit 19:1)
¢Ozelti banyolarina koyumustur. Radyoisaretli demir nanoparcaciklart TLRC
banyo ¢ozeltilerinde yiirtimedigi i¢in uygulama noktasinda kalmistir. Ayni sekilde
indirgenmis Tc-99m de uygulama noktasinda kalmaktadir. Bu nedenle TLRC

yontemi ile radyoisaretleme verimi belirlenememistir.
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mTc  ile isaretlenmis Azathioprine yiikli manyetik kati lipid
nanoparcaciklarin inkorporasyon calismalar1t HaCaT insan deri normal keratinosit
hiicreleri lizerinde yapilmistir. Zamana bagli olarak baglanma verimleri HaCaT
hiicre hattinda manyetik alan uygulanan ortamda ve manyetik alan uygulanmamis
ortamda artmaktadir. Manyetik alan uygulanmasi, radyoisaretli azathioprine yiiklii
manyetik kati1 lipid nanopargaciklarin hiicre hattinda tutunmasma olumlu etki
yaratmistir. *™Tc ile radyoisaretli AZA-SLMNP manyetik alan uygulanan
ortamda HaCaT hiicrelerine baglanma verimi 30.dk’da %68 iken 240.dk ‘da
%82,83 olarak bulunmustur. Manyetik alanin uygulanmadigi ortamda ise

baglanma verimleri 30. dk’da %47,46 ve 240.dk’da %62,08’dir.

Giliniimiizde manyetik nanopargaciklar ve solid lipid nanoparcaciklar
biyomedikal ve baglantili olarak saglik alaninda kullanilabilen nanomalzemeler
olarak bilinmektedir. Calismamizda azathioprine yiiklii *™Tc ile radyoisaretli
manyetik kati lipid nanoparcaciklarin in vitro ortamda biyolojik davraniglarini

incelenmistir.

Sonug olarak ¢alismamizda elde edilen verilerin radyoisaretli kompozit
nanomalzemelerin hedefe yonelik ilag tasima sistemlerinde tercih edilebilecek

nanomalzemelere katki saglayacagi diistiniilmektedir.
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