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OZET

18F-FDG-GRAYANOTOKSIN-GADOLINYUM-
NANOPARCACIKLARIN SENTEZIi VE IN VITRO
BiYOETKINLIKLERIN INCELENMESI

AKKAYA, Talha Siddik

Yiiksek Lisans Tezi, Niikleer Bilimler Anabilim Dal1
Tez Danismani: Prof. Dr. Perihan UNAK
Ikinci Tez Damgmani: Ogr.Gér.Dr. Iskender INCE

Aralik 2015, 80 Sayfa

Bu calismada, Ericaceae familyasina ait Rhododendron ponticum L. (mor
cicekli orman giilii) cinsi otlar ve deli bal igerisinde dogal olarak bulunan
grayanotoksin Il (GTX-III) bilesigi mor ¢igekli orman giilii yapragi, ¢igegi ve
deli baldan ekstrakte edildikten sonra Gadolinyum Naoparcaciklar (GdO@Si-NP)
ile konjuge edilmis daha sonra sentezlenen Gadolinyum Naoparcaciklar 2deoksi-
2-(F-18) floro-D-glukoz (18F-FDG) ile konjuge edilerek radyoisaretlenmistir.
Insan Meme Adenokarsinom (MCF7) ve Prohormone Konvertaz 3 (PC3)
hiicrelerinde in vitro olarak biyoetkinlikleri biyoetkinlikleri Gd MR kontrastindan

yararlanarak incelenmistir.

Grayanotoksin-III bilesikleri, orman giilii yapragi ve ¢icegi kurutulduktan
sonra metanol ile ekstraksiyon, etil asetat ile kristallendirme islemi ve Yiiksek
Performansli  Sivi  Kromatografisi (HPLC) cihaz1 ile saflastirilmistir.
Grayanotoksin III bilesiginin deli baldan eldesi ise metanol ile ekstrakte edilip
kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) kartusundan gecirilerek HPLC cihaz1 ile
saflastirilmistir. Grayanotoksin-111 (GTX-III) bilesigi Sivi Kromatografi-Kiitle
Spektrometresi (LC-MS) ve Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopisi
ile tanimlanmistir. Gadolinyum Nanoparcaciklar (Gd-NP) birlikte c¢oktiirme
yontemi ile sentezlenmis ve silikalama islemi gerceklestirildikten sonra Dynamic
Light Sccattering (DLS) ile boyut Ol¢timii gerceklestirilmistir. Gd-NP’ 1n yap1
tayini Tarayict Elektron Mikroskobu (SEM) cihaz1 ile gerceklestirilmistir.
Sentezlenen silikal1 Gadolinyum nanoparcaciklari (GdO@Si-NP)
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1,1°Karbonildiimizadol/N-Hidroksi Siiksinimid (CDI/NHS) metodu kullanilarak
orman giilli yapragi, ¢icegi ve deli baldan elde edilen GTX-III-Yaprak (GTX-III-
Y) GTX-llI-Cigek (GTX-II-C) ve GTX-llI-Bal (GTX-III-B) bilesikleri ile
konjuge edilmistir. GTX-III bilesiklerinin GAO@Si-NP ile konjugasyon verimi
HPLC analizi ile % 100 olarak saptanmistir. Konjugasyon iiriinii olan GTX-I11-Y-
GdO@SIi-NP, GTX-1lI-C-GdO@Si-NP ve GTX-111-B-GdO@Si-NP’m, PC3 ve
MCEF7 hiicrelerine sitotoksik etkisi ve inkorporasyonu incelenmistir. Sitotoksisite
caligmalarinda, PC3 ve MCF7 hicreleri 0,25-0,5-1-5-10-25 ug/mL
konsantrasyonlarinda konjugasyon iirlinii ile muamele edilip 24 saat inkiibe
edildikten sonra ICsy oranlar1 belirlenmistir. Inkorporasyon calismalarinda PC3
ve MCF7 hiicrelerine 96’lik kuyular igerisinde 10 pg/mL konsantrasyonda, 0,2
mL madde ile muamele edilmis ve 1, 4, 8 ve 24 saatlerde inkorporasyon degerleri
hiicrelerin MR goriintiilemesinden elde edilen kontrast degerleri ile belirlenmistir.
GTX-1lI-Y-GdO@Si-NP, GTX-II-C-GdO@Si-NP ve GTX-I1I-B-GdO@Si-
NP’m  18F-FDG ile konjugasyonu CDI/NHS metodu kullanilarak
gergeklestirilmis ve ve baglanma verimi ince tabaka radyokromatografisi (Thin

Layer Radiochromatography) (TLRC) ve HPLC analizleri ile belirlenmistir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda, orman giilii ve deli baldan izole edilen GTX-
I bilesiklerinin MCF7 ve PC3 hiicrelerine sitotoksik etkisi oldugu gosterilmistir.
GdO@SIi-NP’ in MCF7 hiicreleri ig¢in bu sitotoksik etkiyi disiirdigi PC3
hiicreleri icin sitotoksik etkiyi arttirdigi gosterilmistir. Sentezlenen GTX-1I1-Y-
GdO@Si-NP, GTX-111-C-GdO@Si-NP ve GTX-111-B-GdO@Si-NP ile MCF7 ve
PC3  hiicrelerinin MR  goriintiileri  alinarak  inkorporasyon  veriminin
hesaplanabilecegi gosterilmistir. CDI/NHS metodunun GTX-11l, GAO@Si-NP ve
18F-FDG bilesiklerinin konjugasyonu i¢in uygun oldugu gosterilmistir.
Sentezlenen GXT-II-GdO@Si- NP’ larin PC3 ve MCF7 hiicre hatlarinda MR
kontrast1 verdigi gosterilmis ve 18F-FDG ile isaretlenmistir. Elde edilen sonuglar

sentezlenen bilesiklerin teranostik ajan olarak kullaniminda umut vaadetmektedir.

Anahtar sozciikler: Rhododendron ponticum L., Deli Bal, Grayanotoksin,
Gadolinyum nanoparcaciklar, MCF7, PC3, Meme kanseri, Prostat kanseri, MRI,
18F-FDG, Radyoisaretleme



ABSTRACT

IN VITRO BIOACTIVITY EVALUATION OF SYNTHESIZED 18F-
FDG-GRAYANOTOXIN-GADOLINIUM- NANOPARTICLES

AKKAYA, Talha Siddik

MSc in Nuclear Sciences
Supervisor : Prof. Dr. Perihan UNAK
Co-Supervisor : Dr. Iskander INCE
December 2015, 80 pages

In this study, Grayanotoxin Il (GTX-11l) compounds which can be found
naturally in Rhododendron ponticum L. (purple coloured forest rose plant, which
belongs to Ericaceae family) and ‘‘mad honey’’, were extracted from the leaves
and flowers of the forest rose and mad honey. The extracted compound then
conjugated with Gadolinium nanoparticles (GdO@Si-NP). Synthesized
Gadolinium nanoparticles were conjugated and radiolabelled with 2deoksi-2-(F-
18) floro-D-glukoz (18F-FDG). Afterwards, bioactivity of the conjugation product
was investigated by applying to Breast Adenokarsinom (MCF7) and Prohormone
Konvertaz 3 (PC3) cell lines and evaluated together with the MR image contrasts.

Grayanotoxin-111 compounds were romeved from dried leaves and flowers
of the forest rose extracted with methanol and crystalized with etil acetate and
then purified by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). However,
mad honey was mixed with methanol and, the extract was passed through solide
phase extraction (SPE) cartridge for seperation of the compounds and then the
extract was purified by HPLC. Grayanotoxin-1lIl (GTX-IIl) compound was
identified with Liquid Chromatography — Mass Spectrometry (LC-MS) and
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy method. Gadolinium
nanoparticles (Gd-NP) were synthesized by co-precipitation method and silicated.
Size of the nanoparticles was measured by using Dynamic Light Scattering (DLS)
and characterization of the nanoparticles was defined by using Scanning Electron
Microscopy (SEM). By using 1,1’carbonyldiimidazole/N-Hydroxysuccinimide
(CDI/NHS) conjugation method, synthesized gadolinium nanoparticles (GdO@Si-



NP) were conjugated with GTX-IlI-Yaprak (GTX-I11-Y) GTX-1ll-Cigek (GTX-
I11-C) ve GTX-11I-Bal (GTX-I11-B) compounds. The yield of the conjugation

process was determined with HPLC analysis and found to be100 %.

Bioactivity of the conjugated nanoparticles (GTX-II-Y-GdO@Si-NP,
GTX-1I-C-GdO@Si-NP ve GTX-1I-B-GdO@Si-NP) was investigated by
carrying out cytotoxicity and incorporation tests on PC3 and MCF7 cell lines.
Cytotoxicity tests were done with 0.25-0.5-1-5-10-25 pg/mL substance
concentrations, after 24 for hours of observation in the incubation process, 1Cso
values were determined. In the incorporation studies, 0.2 mL of the substance
concentrated with 10 pg/mL were added into the 96 well plate which was having
PC3 and MCF?7 cells. The cells were observed for the 1%, 4™ 8™ and 24™ hours
and incorporation values were evaluated by using contrast values from MR image
of the PC3 and MCF-7 cell cultures.

Conjugation of 18F-FDG with GTX-IlI-Y-GdO@Si-NP, GTX-II-C-
GdO@Si-NP and GTX-I1I-B-GdO@SIi-NP, were caryyied out with CDI/NHS
method and yield of the conjugation process was determined by Thin Layer
Radiochromatography (TLRC) and HPLC analysis.

In conclusion, GTX-IIl compounds extracted from forest rose and mad
honey, were found to be cytotoxic to MCF7 and PC3 cell lines. However,
GdO@Si-NP decreased the cytotoxicity to MCF7 while increasing PC3 cells. It
was shown that incorporation studies can be carried out by using Gadolinium NP
contrasts of MCF7 and PC3 cell lines, that was determined MR image technique.
CDI/NHS method may be used for conjugation of GTX-I1I-GdO@Si-NP with
18F-FDG . As aresult of the study, the synthesized 18F-FDG-GTX-111-GdO@Si-

NP compounds have the potential of being used as theranostic agents.

Keywords : Rhododendron ponticum L., Mad Honey, Grayanotoxin,
Gadolinium nanoparticles, MCF7, PC3, Breast cancer, Prostate cancer, MRI, 18F-
FDG, Radiolabeling
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tiirli maddi ve manevi destek ve yardimlarini esirgemeyen Tez Danigsmanim ve
Niikleer Bilimler Anabilim Dali Bagskani Saymn Prof. Dr. Perihan UNAK’a, bilgi
ve deneyimleri ile bana destek veren ikinci Tez Damismanim Saym Ogr.Gor.Dr.
Iskender INCE’ye, enstitii laboratuvarlarinda her tiirlii calisma imkanini saglayan
Niikleer Bilimler Enstitiisi Midiirii Sayin Prof. Dr. Turgay KARALTI’ya,
calismalarimin tiim asamalarinda tecriibeleri ile bana her zaman yardimci olan ve
destek veren Sayin Ar. Gor. Ozge Kozgus GULDU ve Doktora 6grencisi Sayimn
Volkan TEKIN basta olmak iizere Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali’ndaki tiim
Hocalarim, arastirma gorevlileri ve arkadaslarima, Eczacilik Fakiiltesindeki
caligmalarimda yardimer olan Eczacilik Fakiiltesi Doktora 6grencisi Sayin Selin
Aktar’a, bitki 0Oglitme c¢alismalarimda yardimer olan Eczacilik Fakiiltesi
Farmakognozi Boliimiinden Prof. Dr. Hiisniye KAYALAR’a, 18F-FDG saglayan
ve hiicre MR goriintiilemelerine imkan saglayan Sifa Universitesi Hastanesi’ne,
2210-C Oncelikli Alanlara Yénelik Yiiksek Lisans Burs Programi kapsaminda
egitim hayatima destekte bulunan TUBITAK ’a

Tesekkiirlerimi sunarim.

Caligmalarim boyunca her an desteklerini yanimda hissettigim anne-babama ve

esim Aida’ ya cok tesekkiir ederim.

Talha Siddik AKKAYA
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1.GIRIS

Kanser hastaligi tlilkemizde ve diinyada en c¢ok Oliime neden olan
hastaliklardan birisidir. Kanser hastaligi iizerine bir c¢ok calisma yapilarak
hastalig1 iyilestiren veya ilerleyisini yavaslatan ilaglar bulunuyor olsa bile bu
ilaglarin yan etkileri hastalar lizerinde bir ¢ok olumsuz etkiye neden olmaktadir.
Bu nedenle kansere karsi iiretilen ilaglarin saglikli hiicrelerin tahribatini en aza
indirgemek ¢ok onemlidir. Giinlimiizde bu olumsuz etkinin en aza indirgenmesi
icin bilim insanlar1 dogal bilesikler ve hedefe yonelik ilag calismalarina

yonelmislerdir.

Bazi Rhododendron tiirlerinden elde edilen ekstraktlarin anti-kanser 6zelligi
bulunmaktadir. (Fu et al., 2012, Jang et al., 2005, Byun et al., 2008, Popsescu and
Kopp’dan, 2013). GTX-III bilesiginin p38 MAP kinaz ve hiicre i¢i Ca®" akiginu
arttirdigi, ve HL-60 hiicre hattinda voltaj bagimli sodyum kanallarina (VGSC)
bagli apoptozise neden oldugunu gostermislerdir (Popescu et al., 2009). P38 MAP
kinaz aktivasyonunun kanser hiicrelerinde apoptozise neden oldugu bilinmektedir;
retinoids, cisplatin ve kemoterapi ilaglar1 kansere karst bu enzimi aktive
etmektedir (Olson and Hallahan, 2004). Bununla birlikte, GTX-Il ve GTX-III
bilesiklerinin insan lenfositlerinde herhangi bir kromozom hasarina neden
olmadig1 gosterilmistir (Cucer ve Eréz, 2010). GTX-I bilesiginin 5 ¢esit insan
kanser hiicresinde orta derece sitotoksik etkiye neden oldugu gosterilmistir (Jang
et al., 2005, Popescu and Kopp, 2013).

Sikes ve arkadaslarinin in vitro olarak yaptiklari ¢alismalarda, metastatik
prostat kanseri ve VGSC arasindaki etkilesimi grayanotoksin ve diger sodyum
iyon kanalim1 bloke eden bilesiklerle yaptiklari g¢alisjmada metastatik PC3
hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ettigini gostermislerdir (Sike et al., 2003).

Bircok terapdtik, uyusturucu ve farmakolojik ajan iyon kanallarini hedef
almaktadir. Bundan dolay1 GTX bilesiklerinin iyon kanallar1 iizerindeki
biyoaktiviteye sahip olmasi énemlidir. Ornegin, voltage-gated kalsiyum, sodyum
ve potasyum kanallarini diizenleyen ilaclar agri, kalp hastaliklari, migren, epilepsi,
kanser, ve otoimmiin hastaliklar1 gibi hastaliklarin 1iyilestirilmesi i¢in
kullanilmaktadir (Kaczorowski et al., 2008, Wulff et al., 2009, Triggle, 2007,
Eijkelkamp, 2012, Zhorov and Tikhonov’den, 2013)



Nanopargaciklar, yiiksek konsantrasyonda ila¢ kullanim1 gerektiren spesifik
hiicre ve organlarin yada kanda bulunan bir ¢ok hastaligin tedavi ve
goriintiilenmesinde kullanilmak i¢in tasarlanmaktadir (Moghimi et al., 2001;
Panyam and Labhasetwar, 2003; Behrouzkia’den 2015). Ozellikle MR
goriintiilemesinde kontrastt artirma ozelliginden dolayr Gd nanoparcaciklar
biyoetkinligi olan uygun bilesikler ile konjuge edilerek bir ¢ok in vitro ve in vivo

MR goriintiileme ¢aligsmalar1 gergeklestirilmektedir.

Yoon ve arkadaglar1 gadolinyum hidroksit nanopargaciklarina polietilen
glikol konjuge ederek MTT metodu ile MCF7 hiicreleri {izerinde in vitro
stotoksisite ve in vivo MRI ¢alismalar1 gerc¢eklestirmistir (Yoon et al., 2009). Bir
baska calismada Gadolinyum oksit nanopargaciklarina dietilen glikol polimeri
konjuge edilerek insan deri kanser hiicrelerine stotoksik etkisi incelenmistir
(Behrouzkia et al., 2015). Tseng ve arkadaslar1 Gadolinyum hekzandion
nanopargaciklarini insan mezenkimal kok hiicreleri ile isaretleyerek in vitro MR

gOriintlisli almay1 basarmislardir (Tuseng et al., 2010).

Ayn1 zamanda nanopargaciklar ile hastalikli dokularin MR goriintiisiinii elde
ederken tedavi edebilecek teranostik ajanlar i¢in ¢aligmalar gerceklestirilmektedir.
Bhakta ve arkadaslar1 silikali Gadolinyum oksit nanoparcaciklart DNA iizerine
konjuge ederek terapitik gen tasimasi gergeklestirerek ayni zamanda MR
goriintiisii alabilmislerdir (Tang and Cheng, 2013). Gadolinyum endohedral
metallofullerenol nanopargaciklarin normal hiicrelere diigiik toksik etki yaparken
giiclii bir sekilde karaciger tiimorii, Lewis akciger kanseri ve MCF7 hiicrelerinin
aktivitesini giiclii bir sekilde durdurdugu gozlenmistir (Chen et al., 2005; Liu et
al., 2009b; Meng et al., 2011)

Yapilan bu ¢alismanin amaci dogal toksik bir madde ile nanopargaciklar ve
radyoizotop bagli bir ajanin sentezi ve kanser hiicreleri tlizerindeki etkisini
aragtirarak MR  gOriintlisic ve ayn1 zamanda PET goriintiilemesinde

kullanilabilecek teranostik bir ajan gelistirme ¢calismalarina katki saglamak.



2.GENEL BILGILER

2.1 Orman Giilii Hakkinda Genel Bilgiler

Mor ¢igekli orman giilii (Rhododendron ponticum L.), yaprak dokmeyen ¢ali
seklinde, Karadeniz bdlgesinde, Akdeniz iilkelerinde ve Britanya adalarinda
goriilen ve ormanlari tehdit eden istilact bir bitki olarak bilinir (Sekil 2.1) (Kiigiik
etal., 2007).

Sekil 2.1 Mor ¢igekli orman giilii (Nurettin Akkaya — 14.06.2014)

Rhododendron ponticum L. daki toksik igerik 6zellikle yiiksektir (Jordan,
2006) Kuzey Anadolu boélgesinde analjezik olarak romatizmal veya dis agrisi,
soguk alginligt ve 6dem gibi rahatsizliklara karsi dahili ve harici olarak
kullanilmaktadir (Tasdemir vd., 2004). Rhododendron ponticum L. dan elde
edilen bazi bilesiklerin HL- 60 hiicreleri ile yapilan in vitro calismalarda
apoptozisi indiikledigi ve Lewis akciger kanserinde kati kanser biiylimesini
Onledigi goriilmistiir (Li et al., 2008). Diger bir calismada antimikrobiyal
aktivitesinin oldugu ve yapragindan elde edilen aseton ekstraktinin prostat kanseri
epitel hiicrelerine (PC3) kars1 oldukca etkili oldugu goriilmiistiir (ManiKumar et
al., 2011)

2.2 Deli Bal Hakkinda Genel Bilgiler
Rhododendron  bal, Tiirkiye’nin Karadeniz  Bolgesinde  yetisen

Rhododendron tiirii ¢igeklerden toplanan bir bal ¢esididir (Giindiiz vd., 2007).
Deli ya da yabani bal olarakta adlandirilir. Deli bal, kaynagi Rhododendron



ponticum L. bitkisi olan ve grayanotoksin olarak bilininen asetilandromedol ve
andromedotoxin bilesikleri igermektedir. Grayanotoksin igeriginden dolay1 deli
balin fazlaca tliketilmesi siddetli bas donmesi, tansiyon diisiikliigiine ve kalp
atisinin diismesine yol agmaktadir. Bununla birlikte deli balin seker diizeyini ve
kolestrolii diisiirdiigii hayvan deneyleri ile gosterilmistir (Oztasan vd., 2005). Ayni
zamanda antibakteriyel, anti mantar ve antioksidan 6zelligi oldugu belirlenmistir
(Ertiirk, 2009, Silici vd., 2010).

2.3 Grayanotoksin (GTX) Bilesikleri

Grayanotoksinler, Rhododendron bitki tiirlerinde bulunan ana toksin
bilesikleridir (Wong et al., 2002). GTX’ ler 6zel tetrasilik diterpenoid karbon
iskeletine sahiptir ve A, B, C ve D halkalar {izerinde hidroksil gruplar1 bulunan
bir yapilar1 vardir (Sekil 2.2 ) (Terai et al., 2000).

18 15 17

Sekil 2.2 Grayanotoksin bilesiklerinin molekiiler yapisinin genel gosterimi (Terai’den 2003).

GTX’ ler ayn1 zamanda andromedotoksin, acetilandromedol ve rhodotoksin
olarakta adlandirilir. Su ve yagda ¢6ziinebilen GTX’ ler ugucu degillerdir ve 300
°C sicakliga kadar bozunma gostermezler. Rhodendron bitki tiirlerindeki ana
toksik izomer, Grayanotoksin Il (GTX-III) bilesigidir, grayanotoksin I (GTX-I)
ve grayanotoksin Il (GTX-II) daha az toksik ozellik gosterir. Bunlarla birlikte,
daha az toksik olan literatiirde belirtilen 18 farkli grayanotoksin bulunmaktadir
(Wong et al., 2002). GTX-1, GTX-Il ve GTX-III igin in vivo ¢alismlarla belirlenen
LDso degerleri GTX-1 ve GTX-III igin sirast ile 1,28 ve 0,91 mg/kg olarak
bulmustur. Fakat GTX-I 4 mg/kg uygulandigr halde toksisite gostermemistir
(Scott et al., 1971). Grayanotoksin hiicre membraninda bulunan sodyum
kanallarin1 bloke ederek aksiyon potensiyeli gegirgenligine etki eden bir
norotoksindir. GTX-1 ve GTX-III bunun i¢in ideal yapiya sahiptir. Fakat GTX-1I
bu 6zelligi gostermez (Wong et al., 2002).



2.3.1 Grayanotoksin-111 (GTX-III) bilesigi

GTX-III bilesigi (Sekil 2.3) rhodendron bitkilerinde ve bu bitkilerden
iiretilen balda bulunan ana toksik izomerdir (Wong et al., 2002, Gunduz et al.,
2007, Kurtoglu 2014). Bitki ve bal gibi dogal iirlinlerden dogal olarak elde
edildigi i¢in dogal bir toksindir. GTX-III’ {in 5,7,6,5 iiyeli halkali karbon iskelet
yapisina sahip olarak biyoaktivite gostermesi dnemli bir 6zelligidir (Fukumoto et
al., 1993). GTX-III bilesiginin hiicre lizerindeki etkisi, ilk olarak voltaj bagimli
kalsiyum kanallarini etkileyerek Ca*" akiginin artmasini saglar, daha sonra voltaj
bagimli Na* kanallarin1 inhibe ederek sinir sisteminde uyarilmaya neden olur ve
zehirlenmeye yol acgar (Kim et al., 2010). GTX-III bilesiginin ayrica anti kanser,
antimikrobiyal, dogal bocek oldiiriicii etkisi gostermektedir. (Popescu et al., 2009,
Sakata et al., 1977). Bununla birlikte GTX-III bilesiginin insan lenfosit

kromozomal hasara yol agmadigi bilinmektedir (Cucer ve Eroz, 2010).
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Sekil 2.3 Grayanotoksin III bilesiginin molekiiler yapisi

2.4 Ayirma ve Saflastirma Yontemleri
2.4.1 Ekstraksiyon

Ekstraksiyon, c¢ozeltilerden, kati karisimlardan bir maddeyi ayirmak ve
cOziinen, istenmeyen safsizliklar1 karisimlardan uzaklagtirmak ig¢in yapilan
islemdir (Ozden vd., 2004) . Dért sekli vardir:

I.  Cozeltilerden yapilan ekstraksiyonlar
Il.  Kimyasal etkilesmeye dayanan ekstraksiyonlar
I1l.  Siirekli cekmeye dayanan sivi-sivi ekstraksiyonlari

IV.  Katilardan yapilan ekstraksiyonlar



2.4.1.1 Cozeltilerden vapilan ekstraksiyvonlar

Birbiri ile karigmayan iki sivinin ayirma hunisi igerisinde calkalanarak
stvilardan birinde bulunan maddenin diger siviya gecirilmesi ile yapilan
ekstraksiyon islemidir. Bu iglem sonrasinda sivilarin dengeye gelmesi beklenir ve
denge halinden sonra her iki ¢oziiciide ¢oziinen maddenin dagilma orani sabittir
(Nerst dagilma kanunu). Organik maddeler genellikle organik ¢dziiciilerde
sudakinden daha fazla ¢oziinlir. Buna gore, organik maddeler sulu ¢ézeltilerden
bir organik ¢oziicii ile gekilebilir. Sulu ¢ozeltiye elektrolik maddeler (NaCl veya
CacCly; gibi) ilave edilirse organik maddenin sulu fazdaki ¢oziiniirliigii azalir. Ayni
miktarda ¢oziicii ile daha fazla madde istenilen ¢oziicii fazina alinir. Ekstraksiyon
islemi esnasinda c¢alkalama dolayisi ile olusabilecek buhar basincindan dolay1
huni ters cevirilip muslugu acilarak denge saglanir. Ekstraksiyon isleminde
fazlarin birbirinden ayrilmamasi yada emiilsiyon halinde, sulu fazi NaCl ile
doyurmak, ¢oziicli uygun ise birka¢ damla alkol damlatmak, bir siire beklemek,
sivi faza pipetle hava liflemek veya ¢Oziicii uygun ise 1sitmak gibi islemler

fazlarin ayrilmasina yardimei olur (Ozden vd., 2004).

2.4.1.2 Kimyasal etkilesmeye davanan ekstraksivonlar

Bu tiir ekstraksiyonlarda ayrilacak madde ekstraksiyon ¢ozeltisi ile kimyasal
bir reaksiyon verir. Karisimlardaki bilesenleri ayirmak veya organik madde

icindeki safsizliklari uzaklastirmak i¢in uygulanir (Ozden vd., 2004).

2.4.1.3 Siirekli cekmeye dayanan sivi-sivi ekstraksivonlari

Organik maddeler su igerisinde organik c¢oziiciilerden daha fazla
coziindiklerinde veya bir kati fazla bulunup organik c¢oziiciilerde az

¢oziindiiklerinde siirekli ekstraksiyon islemi uygulanir (Ozden vd., 2004).

2.4.1.4 Katilardan vapilan ekstraksivonlar

Ham katinin, uygun ¢6ziicii icinde belirli sartlarda muamele edilmesi ile
yapilan ayirma islemidir. Etken maddeler hiicre i¢inde bulunur. Kat1 ¢6ziicii igine
atildiginda ¢oziicii diflizyon olayi ile hiicre i¢ine girerek i¢indeki etken maddeyi
cozer, hiicre gerilir ve parcalanir. Sivinin hiicre i¢ine girmesinin hizlanmasi igin

ceperin pargalanmasi gerekir (Ozden vd., 2004).



2.4.2 Kristallendirme

Safsizlik igeren organik kimyasal bilesiklerin saflastirilmasi genellikle
uygun ¢0Oziicli veya ¢oziicli karisimlarindan kristallendirilerek yapilir. Safsizlig
fazla olan ham firiinlere direk kristalizasyon islemi uygulanmadan ekstraksiyon
veya distilasyon gibi On saflastirma islemleri uygulanir. Katilarin
kristallendirilerek saflastirilmalart uygun ¢oziicli veya karisimlardaki farkl

¢Oziiiintirliik 6zelliklerine dayanir. Kristalizasyon isleminin sathalar1 su sekildedir:

1. Saf olmayan maddenin uygun ¢oziiciide kaynama noktasi1 veya kaynama
noktasina yakin bir sicaklikta ¢oziilmesi.

2. Sicak ¢dzeltinin ¢oziinmemis madde veya tozlardan siiziilerek ayrilmasi.

3. Sicak c¢ozeltinin sogumaya  birakilip, ¢Oziinmiis maddenin
kristalizasyonunun saglanmasi.

4. Kiristallerin ¢oziicii fazindan siiziilerek alinmasi ve kurutulmasi. Olusan
kristallerin kurutulduktan sonra safliklari, erime noktasina bakilarak kontrol edilir,
saf degilse ¢oziicii ile yeniden kristallendirilir. Bu isleme rekristalizasyon denir.

Erime noktast sabitlesene dek bu isleme devam edilir (Ozden vd., 2004).
2.5 Kromatografik Yontemler

Kromatografi, bir karisimi olusturan farkli kimyasal maddelerin, birbiri ile
karigmayan iki faz arasindaki dagilim dengelerine veya farkli etkilesmelerine
dayanarak birbirlerinden ayrilmalarin1 saglayan bir yontemdir. Bu dagilim
dengeleri maddelerin, iki ayri1 faz arasinda adsorbsiyon, ¢oztniirliik, kapillarite,
iyon degisimi veya molekiiler eleme gibi esaslara dayanmaktadir. Kromatografi
maddelerin tanimlanmasi ve saflastirilmasinda kullanilan kalitatif ve kantitatif bir
ayirma yontemidir. Kromatografik yontemlerde sabit faz (kati, sivi) hareketli faz
(s1v1, gaz) bulunmaktadir. Karigimlart olusturan bilesikler bir biri ile karismayan

bu iki faz arasinda farkli go¢ sergileyerek birbirlerinden ayrilirlar (Ozden vd.,
2004).

2.5.1 Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC ¢alisma prensibi, s1v1 veya uygun bir ¢oziiciide ¢oziilmiis olan kati bir
ornegin yiiksek basing uygulanarak uygun bir mobil faz igerisinde kromatografik
bir kolon i¢inden gegirilerek cesitli dedektorler yardimi ile analiz edilmesine

dayanir. Bu ayrigtirma isleminin temeli ¢dziinen/sabit faz etkilesimi, sivi-kati



adsobsiyonu, sivi-sivi ayrilmasi, iyon degisimi ve ¢Oziinen mobil faz
etkilesimlerine dayanir (Harvey, 2000). Genel olarak bir HPLC sistemi (Sekil 2.4)
¢Ozelti rezarvuari, enjektor iinitesi (manual veya autosampler), kolon, dedektor ve

data saglayici kontrol sisteminden olusmaktadir (Kazakevich and Lobrutto, 2007).

Sekil 2.4 Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi sistemi

HPLC cihazlarinda kolon ve dedektorler en 6nemli kisimlardir. Analizi
yapilacak olan bilesige gore kolon ve dedektor se¢imi yapilir. Temel olarak HPLC
dedektorleri evrensel ve segici olarak ikiye ayrilir. Segici dedektdrler ¢ozgenin
baz1 fizikokimyasal 6zelliklerine gore sonug verir. Evrensel dedektorler ise tiim
cozgenlerin fizikokimyasal Ozelliklerinden bagimsiz olarak sonu¢ vermektedir
(Kazakevich and Lobrutto, 2007). Refraktif Indeks Dedektorii (RID), ultraviole
dedektorii, floresans dedektorii, elektrokimyasal dedektor, elektrik iletkenlik
dedektorti, sivi 151k sagilma dedektorii yaygin olarak kullanilan detektorlerdir
(Bak, 2011, Anroop et al., 2011).

RID dedoktorii duyarlilign diisiik olmasina (100 ng-1 pg) ragmen evrensel
bir dedektor oldugu igin Ozellikle UV ve floresans dedektorlerde dedekte
edilemeyen non-iyonik maddeler i¢in uygundur (Harvey, 2000, Arti et al., 2011).

Ultraviole dedektorii HPLC sistemlerinde en ¢ok kullanilan dedektorlerdir.
Bir ¢ok organik bilesik 15181 UV bdlgede (190-400 nm) ve goriiniir bolgede (400-
750 nm) 15181 absorbe eder. UV dedektdrler sabit dalgaboyu, degisken dalga boyu
ve Diod Array Dedektorler (DAD) olarak ii¢ kisma ayrilir. Tiim bu dedektor
tipleri, maddenin kimyasal yapis1 ve sahip oldugu fonksiyonel gruplara bagh
olarak 15181 absorblama degerine gore ayirim yapmaktadir. Sabit dalga boyu UV
dedektorler 254 veya 280 nm’de calisir. Degisken dalga boyu UV dedektorler ise
tim UV-Goriiniir bolgede 3 nm fark ile dedekte edebilmektedir. DAD
dedektorleri ise maddenin absorbansini tiim dalga boylarinda ayni anda yapma
ozelligine sahiptir (Arti et al., 2011).



2.6 Kimyasal Yapi Tayini Yontemleri
2.6.1 Siv1 kromatografi — kiitle spektrometresi (LC-MS)

Kiitle spektrometresi (MS), bilesiklerin molekiiler formulii ve molekiiler
agirhiginin belirlenmesinde kullanilan hassas bir yontemdir. Bu yontem enerjik
elektronlarin enerji transferi sonucu molekiillerin iyonizasyonuna sebep olmasi ile
olusan iyonlarin kiitlelerinin 6l¢iilmesi presibine dayanmaktadir. Fonksiyonel
olarak bazi farkliliklar olsada MS sisteminin genel gosterimi Sekil 2.5 deki
gibidir (Mohrig et al., 2010).

el

m/iz

; inlet/  |gf Kitle Lol geitsr [~ Bilgisayar
yonlastinc: analizérd

A

Kitle Spektrumu

Sekil 2.5 Kiitle Spektrometresi sistemi

MS sistemine Ornek numunenin verilmesi i¢in Oncesine yerlestirilen sivi
kromatografisi (LC), gaz kromatografisi (GC) veya sistem tlizerinde opsiyonel
olarak bulunan direk enjeksiyon yontemi, direk ylikleme probu ve direk
iyonizasyon yontemi kullanilabilir (Bramer, 1998). Kiitle spektrometresi ile
birlikte kullanilan sivi kromatografisi sisteme verilecek orneklerin kimyasal
igerigine gore ayristiristirilmasini saglamaktadir. LC sistemine verilen bir ornek
karisimi kati duragan fazin genis ylizey alani ile sivi hareketli faz arasindaki
etkilesim ile ayristirir. Bu sekilde Ornekte bulunan bilesiklerin = kiitle
spektrometresine giris sirast belirlenir. Kiitle spektrometresi sisteme giren tirliniin
iyonizasyonu ve kiitle analizini yapar (TFS, 2010). Analiz edilecek 6rnekler MS
sistemini verildigi sirada iyonizasyon islemi gergeklesir. Iyonizasyon igin
kullanilan cesitli iyon kaynaklar1 Cizelge 2.1 de gosterilmektedir (Skoog et al.,
1998).



Cizelge 2.1 LC-MS sistemi iyonizasyon kaynaklari.
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Temel Tip

Adi ve Kisaltilmasi

Iyonlastirici

Gaz faz1

Elektron impakt (EI)

Enerjik elektronlar

Kimyasal iyonlastirma (CI)

Reaktif gaz iyonlar

Alan iyonlagtirma (FI)

Yiiksek-potansiyelli elektrot

Desorpsiyon

Alan desorpsiyonu (FD)

Yiiksek-potansiyelli elektrot

Elektrosprey iyonlastirma (ESI)

Yiiksek elektrik alani

Matrisk yardimli desorpsiyon/iyonlastirma

(MALDI)

Lazer demeti

Plazma desorpsiyonu (PD)

2Cf nin fisyon iiriinleri

Hizli atom bombardimani (FAB)

Enerjik atom demeti

Ikincil iyon kiitle spektrometresi (SIMS)

Enerjik iyon demeti

Termosprey iyonlagtirma (TS)

Yiiksek sicaklik

Iyon olusumundan sonra numune bir

elektrik

alan olusumu

ile

hizlandirilarak kiitle/ylik (m/z) degerine gore ayrilacag: kiitle analizorii igerisine
yonlendirilir (Mohrig et al., 2010; Bramer, 1998). MS sistemlerinde kullanilan
cesitli kiitle analizorleri ayirma temellerine gore Cizelge 2.2° de verilmistir
(Hoffman and Stroobant, 2007).

Cizelge 2.2 MS sistemi kiitle analizorleri.

Analizor tipi Sembol  Ayirma prensibi

. . Eor I .
Elektrik sektor ESA Kinetik enerji
Magnetik sektor B Momentum
Kuadropol Q m/z (yoriinge stabilitesi)
[yon tuzag IT m/z (rezonans frekansi)
Zaman-Yol bagiml analizor TOF Hiz (Ugus siiresi)
F'ourler doniistimlii iyon FTICR  m/z (rezonans frekansi)
sikletron rezonansi
Fourier doniisiimlii orbitrap FT-OT  m/z (rezonans frekansi)

Ayrnstirilan iyon molekiilleri yiikleri veya momentum degerlerine gore bir
dedektor ile degerlendirilir. MS sistemlerinde genel olarak faraday kabi, elektron
cogalticisi, fotograf plakast veya elektrikli-optik  iyon  dedektorleri
kullanilmaktadir (Bramer, 1998; Hoffman and Stroobant, 2007).
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2.6.2 Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi

Belirli element ve izotoplarin g¢ekirdekleri, bir eksen etrafinda donmekte
olan miknatislar gibi davranirlar. Hidrojen (*H) ve karbon-13 (**C) ¢ekirdekleri bu
ozellige sahiptir. 'H ve C atomlarmi iceren bir molekiil cok kuvvetli bir
manyetik alana yerlestirilir ve ayn1 zamanda elektromanyetik enerji ile 1sinlanirsa
bilesikteki ¢ekirdekler enerji sogurabilir. Bu olaya manyetik rezonans adi verilir.
Bu enerji sogurmasi kuantlasmistir ve molekiiller i¢in karakteristik spektrumlar
olusturur, manyetik alan kuvveti ve elektromanyetik 1sininin frekanst uygun
degerlerde olmadik¢a sogurulma gergeklesmez. NMR cihazlarinda ¢ok kuvvetli
miknatislar kullanilir ve numuneler, radyo frekans bolgesindeki manyetik 1s1ma
ile 1ginlanir. Taramali (veya siirekli dalga (CW)) ve Fourior transform (FT) olarak
iki tip NMR spektrmetresi kullanilir (Solomons and Fryhle, 2002).

2.6.2.1 Siirekli dalesa (CW) NMR spektrometreleri

Niikleer manyetik rezonans spektrometreleri, numune sabit frekansta bir
elekromanyetik dalga ile 1sinlanirken, manyetik alan siddeti siirekli olarak
degistirilecek sekilde tasarimlanabilir. Manyetik alan siddeti uygun degere
ulastiginda, bilesikteki ¢ekirdekler enerji sogururlar ve rezonans gerceklesir. Bu
sogurma numuneyi kusatan alict bobinde zayif bir elektrik akimina yol agar.
Cihaz, olusan bu elektrik akimini kuvvetlendirerek, frekans (Hz) birimleri
cinsinden ayarlanmis 6zel kagitlar iizerine bir sinyal (pik veya pikler serisi) olarak
kaydeder (Solomons and Fryhle, 2002).

2.6.2.2 Fourier transform (FT) NMR spektrometreleri

Fourier transform cihazlarinda alan siddeti ¢ok yiiksek siiper iletken
miknatislar kullanilir. Bundan dolay1 NMR sinyalleri kuvvetlidir. CW NMR
cihazlarina gore daha yiiksek ayirma giicii ve duyarliliga sahiptir. FT cihazlarinda,
numune kisa bir radyo frekans 1s1nim pulsu ile 1ginlanarak biitiin ¢ekirdekler ayni
anda uyarilir. Puls yontemi ile 5 saniye gibi kisa bir siirede spektrum elde
edilebilmektedir ve bulgular zamanin bir fonksiyonu olarak toplanir. Numuneye
puls gonderildikten sonra, propta es zamanli olarak belirlenen piklerin tiimii
hakkindaki bilgileri iceren bir tek sinyal elde edilir. Bu sinyalin bir bilgisayar ile
frekansin fonksiyonu sekline doniistiiriilmesi ile veri elde edilir (Solomons and
Fryhle, 2002).
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2.7 Nano Ila¢ Teknolojisi

Nanopargaciklar, hedefe yonelik ilag iiretimi, kontrast ajani, manyetik
hipotermia, manyetik tastyicilarin terapotik uygulamalari, manyetik tasiyicilarin in
Vivo uygulamalari, in vitro manyetik ayirma ve saflastirma, molekiiler biyoloji
arastirmalarinda, hiicre biyolojisi ve ayristirmasinda immiinomagnetik metotlar
gibi bir ¢ok biyomedikal uygulamalrda kullanilan maddelerdir. Nanoparcaciklar
olusturulduklar1 maddelerin 6zelliklerinden kayda deger bir sekilde farklilasmis
ve boyutlar1 (Sekil 2.6 ) Inm — 150 nm arasinda degisen maddelerdir (Gubin,
2009; Dong et al., 2015) .

Floresans boya

e,
W

Reseptor - Iigand\\

etkilesimi

llag yiki

Kor kaplama ve
yiuzey modifikasyonu

Hedefleyici ligand

MRI
kontrast ajam

ilac yada terapi
ajanlan inkluzyonu

ara parga | Radyoniklid

Baglayicv/

Sekil 2.6 Nanopargaciklar i¢in ilag tastyict sistemlrin sematik gosterimi (Liu, 2009a)

Nanoparcaciklarin manyetik 6zellikleri kimyasal bilesimi, kristal yapidaki
oziirliilik derecesi, parcacik boyutu ve sekli, bicim bilgisi (homejen olmayan
parcaciklarin yapisi i¢in), bulundugu ortam ile etkilesimi ve onu c¢evreleyen
parcaciklara gore belirlenmektedir. Manyetik nanoparcaciklari, metal
nanoparcaciklar (Fe, Co, Ni vb.), nadir yerylizii metalleri (Gd, Dy, Tb, Ce vb.),
basit ve karmasik manyetik oksitler ve manyetik alisimlar olarak ayirabiliriz
(Gubin, 2009; Dong, et al., 2015). Nadir yeryiizii metallerinin nanopargaciklari
biyosensorler, bio goriintiilleme ve terapi amach kullanildigi gibi 6zellikle Gd
nanoparcaciklarinin MR goriintiilemesi i¢in kullanimi olduk¢a yaygindir (Gubin,
2009; Dong et al., 2015; Zhu et al., 2013).
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2.7.1 Gadolinyum nanoparcaciklar

Paramanyetik Gd kompleksleri MRI klinik uygulamalarinda en ¢ok
kullanilan T; (boylamsal gevseme zamani) kontrast ajanlaridir (Caravan et al.,
1999; Lee et al., 2014, Sivasubramanian’dan, 2014). Gd elementinin uzun
elektronik gevseme siiresine sahip olmasi ve periyodik tabloda bulunan elementler
arasinda en yliksek ciftlesmemis elektrona sayisina sahip olmasi nedeni ile MRI
uygulamalarinda T; goriintiilemesi i¢in en uygun element olarak belirlenmistir
(Dong, et al., 2015). Gd komplekslerin goriintii hassasiyetini arttirmak igin
genellikle nanotastyicilar igerisinde veya dendrimerler gibi sentetik polimerlere
kimyasal olarak konjuge edilerek kullanilir (Kobayashi and Brechbiel, 2003,2005;
Luo et al., 2011; Sivasubramanian’dan, 2014). Ayrica serbest Gd toksik oldugu
icin genel olarak selatlama ajanlar1 kullanilarak stabilize edilir. Giiniimiizde Gd
elementinin kapsiile edilmesi i¢in silica, CaF,, hidroksiapatit, karbon nanotiipler
ve karbon nanodotlar ve yart iletken nanokristaller gibi bir c¢ok inorganik
nanoyapilar lizerinde aragtirma yapilmistir (Dong, et al., 2015). Hedefleme amac1
ile Gd kompleksleri hedef liganda kovelent olarak konjuge edilir ve bu sekilde
kanser hiicrelerinde bulunan spesifik reseptorlere etki eder (Sivasubramanian et
al., 2014).

2.8 Nanoparc¢aciklarin Yap1 Analiz Yontemleri

2.8.1 Dinamik 151k sacilmasi (DLS)

Dinamik 151k sacilmasi (DLS), ¢6zelti veya siispansiyon igerisinde bulunan
parcaciklarin (manyetik nanoparcaciklar, polimer,protein, koloid gibi) boyut
dagilimlarin1 belirlemek i¢in kimya, biyokimya ve fizik alanlarinda kullanilan
spektroskopi yontemidir. Photon correlation spectroscopy (PCS) veya Kkuasi
elastic 151k sagilmast (QLS) olarakta bilinir. DLS’ in ¢alisma prensibi partikiil
hareketleri sonucu sacilan 151k yogunlugunun dalgalanmasini 6l¢mesine dayanir.
Brownian motion igerisinde, i¢inde kii¢lik parcaciklar bulunan soliisyon {izerine
lazer yardima ile tek renkli 151k gonderilir. Daha sonra Rayleigh sagilmasina uygun
olarak, olusan 1s1k dalgalarina gore yeterince kiigiikk boyutlu parcaciklar 1518
farkl1 dalga boyu ve yogunlukla zamanla sagilmasina neden olar. Sacilan 151n
belirlenmis bir polarizasyon degerinde analizor i¢inden gegerek detektdrde
tanimlanir. DLS yontemi ile 1 nm ile 5 pm boyut aralifinda o6lgiim
yapilabilmektedir (Miiller et al., 2000; Lim et al., 2013; Jans et al, 2009; Li and
Barron, 2014).
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2.8.2 Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) mikro yapilarin morfolojisi ve
kimyasal kompozisyon karakterisazyon analizi i¢in en yaygin kullanilan cihazdir.
Yiiksek enerjili elektron 1sinlart ile goriintii iiretilen bir yontemdir. SEM cihazi
elktron 1s1m1m1 O6rnek tlizerine sistemli olarak odaklayarak, ornek ile 151 etkilemi
sonucunda Ikincil Elektronlar (SE), Geri Sacilma Elektronlar1 (BSE),
Karakteristik ~ X-isinlari, Auger elektronlar1 ve Katot X-151n sinyalleri
olusturmaktadir (Sekil 2.7). Daha sonra olusan sinyaller Katot Isin Tiipii (CRT)
ile gorintii elde edilir (Zhou et al., 2006).

Gelen

Geri sagilma '§'" ikincil
elektronlan elektronliar
(BSE) Auger (SE)
elektronlarn
Karakteristik
Katot
X-1sinlan Xo1s1n1

,A

Sekil 2.7 SEM goriintiilemesinde sagilan 1sinlarin gosterimi.

2.8.2.1 ikincil elektronlar (SE)

Ikincil elektronlar yiiksek rezoliisyon ile drnegin yiizey yapist ile ilgili bilgi
vermektedir. Ornek iizerine gonderilen 1sin (birincil 15m) 6rnek yiizeyinde
bulunan atomlarla etkileserek iyonizasyona olusmasini saglamktadir. Bu etkilesim
sonucu gevseyen bag elektronlari yaymim yaparak ikincil elektronlart (SE)
olusturur. Ikincil elektronlar 3-5 eV araliginda diisiik enerji ile Ornekten
ayrilabilir. Bundan dolay1 6rnek iizerinde bir ka¢ nanometre yer degistirebilirek

dogru elektron pozisyonu belirler ve goriintii olusturur. (Zhou et al., 2006).

2.8.2.2 Geri sacilma elektronlar: (BSE)

Geri sacilma elektronlar1 uygulanan 6rnegin yiizel yapist ve kompozisyonu
ile ilgili bilgi saglamaktadir. Geri sagilma elektronlar1 50 eV degerinden daha

yiiksek enerji sagilimi gosteren elektronlardir. Ornegin atom gekirdegi ile bir
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elektronun arasinda elastik carpisma meydana gelerek, genis-ac1 yoniinde
degisimi ile elektronun geri sekmesine neden olarak goriintii saglamaktadir.
Yiiksek atom numrali elementler cekirdeklerinde daha fazla pozitif yiikli
bulundurmasindan dolayi, BSE ile daha biiylik pikler saglamaktadir(Zhou et al.,
2006).

2.8.2.3 Karakteristik X-1sinlari

Birincil 1s1n ile 6rnek arasinda olusan etkilesim sonucunda olusan 1sinlardir.
Birincil 1sindan gelen bir elektronun ornekte bulunan atomlarin i¢ kabuk
elektronlar1 ile yer degistirmesi sonucu dis kabuk elektronlar1 stabil duruma
geemek icin i¢ kabuk orbitaline diiserek iyonizasyon olusumuna neden olur.
Iyonizasyon sonucunda olusan karakteristik X- 1smnlar1 uygulandigi Srnegin

kimyasal yapisi ile ilgili bilgi saglamaktadir (Zhou et al., 2006).
2.9 Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir bicimde ¢ogalarak doku, kan ve lenflerde
yayilmasi veya diger organlara yayilmasidir. Hiicrelerdeki bu bozulma c¢evresel,
genetik ve cesitli viriisler nedeni ile olusabilmektedir. Viicutta normal hiicrelerin
gelisimi mitozla ve 6zel doku hiicrelerine farklilasarak gerceklesmektedir. Bu
stire¢ hiicresel genler ile kontrol edilmektedir. Hiicresel genlerin mutasyonu veya
anormal aktiviteleri kanser olusumuna neden olur. Mutasyon sonrasi olusan
hiicreler bagladig1 bolge disindaki farkli dokulara yayilim gosterebilir. Kanser
hiicreleri mikroskop altinda normal hiicrelerle karsilagtirildiginda, biiyilik
cekirdege sahip olma, kontrolsiiz olarak ¢ogalarak bulunduklar1 dokuda yayilma
gibi karakteristik Ozellikleri vardir. Normal hiicreler bulunduklar1 dokularad
birlikte kalabilir fakat kanser hiicreleri birbirine daha az bagli ve doku ve kanda
dolasabilir ve bdylece tiim viicuda yayilabilirler. Kanser molekiiler diizeyde
incelendiginde hiicre biiylimesinde aktive eden genlerin (proto-onkogen) aktif
oldugu bununla birlikte hiicre biiylimesini kontrol etmeyi saglayan genlerin
(suppressor gen) inaktif veya kayboldugu goriilmektedir. Kanser tipleri baslangict
olduklara dokulara gore Sarkom, karsinoma, lenfoma veya losemi olarak
adlandirilir (Stephen, 2005).



16

2.9.1 Meme kanseri

Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yaymlanan Globocan 2012
verilerine gore meme kanseri Diinyada ve iilkemizde kadinlar arasinda goriilen
kanser tipleri arasinda ilk siray1r almaktadir (Ferlay et al., 2010; T.C. Saghk
Bakanligi, 2014). Kadinlarda menopoz sonrasinda goriildiigi gibi geng kadinlarda
goriilme oranida oldukg¢a yiiksektir. Meme kanserinin % 10-20 orani kalitsal
olarak goriilmektedir. Bilinenen diger risk faktorleri hayat boyu maruz kalinan
Ostrojen hormonu, iyonize radyasyon maruziyeti, sigara kullanimi ve yiiksek yagl

yiyecek tiikketimi gibi ¢evresel nedenlerdir (Schulz, 2005).

2.9.2 Prostat kanseri

Prostat erkek iireme sisteminde bulunan kismen bag dokusu ve bezeden
olusan ceviz biyiikliginde sert bir cisimdir (Schulz, 2005, Amerika Klinik
Onkoloji Toplulugu, 2015). Prostat kanseri prostat bezinde baslar. Bazen cok
yavas gelisebilir ve yillarca anlasilamayabilir. Bir cok prostat kanseri asiri
miktarda prostat spesifik antijen (PSA) olarak bilinen bir protein tiretir. Prostatta
gelisen bir ¢cok tliimor tiirli prostattan yayilmamaktadir. Bu 6zellik prostat kanseri
ile diger kanser tiirleri arasindaki 6nemli bir farktir (Amerika Klinik Onkoloji
Toplulugu, 2015). Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC) tarafindan
yayinlanan Globocan 2012 verilerine gore prostat kanseri Diinya’ da ve iilkemizde
erkekler arasinda en sik goriilen ikinci kanser tipidir. Bununla birlikte prostat
kanseri AB ve ABD’ inde erkeklerde en ¢ok goriilen kanser olarak belirlenmistir
(Ferlay et al., 2010; T.C.Saglik Bakanligi, 2014). Prostat kanseri gen¢ yaslarda
nadir goriiliir, goriilme siklig1 yas ile dogrusal olarak artmaktadir (Schulz, 2005,
ASCO, 2015).

2.10 Hiicre Cahsmalar:

Hiicre kiiltiiri hayvan doku ve organlarinda alinan hiicrelerin, yasamalarina
uygun yapay bir ortam igerisinde yetistirilmesi islemidir. Hiicre kiiltiiri
caligmalar1 ilk olarak Fransiz bilim adami Roux tarafindan 1885 yilinda tavuk
embiriyo hiicrelerinin serum fizyolojik icerisinde yetistirilmesi ile baglamstir.
Giliniimiizde, kaser biyolojisi, monoklonal antikor {iretimi, rekombinan protein
iretimi, kok hiicre biyolojisi, gen terapisi, as1 Uretimi, ilag arastirma ve
gelistirmesi gibi bir cok alanda kullanilmaktadir (Nema and Khare, 2012). Hiicre

kiiltiirii caligmalar1 organizmadan ayr1 olarak hiicre ve organlara biiyiime ortami
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saglar. Hiicre kiltiirii ¢alismalar1 kat1 veya sivi olarak besin karisimlari i¢eren
besiyeri ortamlarinda gergeklestirilir. Giiniimiizde ki modern laboratuvarlarda
hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 yapabilmek i¢in dncelikle uygun ortamin saglanmasi
gerekmektedir. Bunun igin gerekli olan temel malzemeler ve Ozellikleri su
sekildedir (Nema and Khare, 2012):

I.  Calismalar esnasinda hiicreleri ve kullanilan malzemeleri
kontaminasyondan koruyacak sekilde dizayn edilmis ve yatay veya
dikey hava akis1 saglayan tezgah.

Il.  Hiicrenin inkiibe edildigi ortam atmosferinde bulunan CO; oraninin
(%5-10), pH degerinin ve sicakligin ( 37 °C) stabil kalmasim
saglayan imkiibator cihazi.

1. Hiicre sayilarmin ve gelisiminin takip edilebilmesi i¢in uygun
mikroskoplar.

IV. Biyolojik olarak inert, toksik olmayan, hiicrelerin yilizeyine tutunarak
biliylime saglayan steril petri kaplari, kuyucuklu plaka, silindir siseler
ve vidali kapaklara sahip kaplar.

V.  Sicaklik kontrollii santrifiij cihazi.

VI.  Derin dondurucu cihazi.

2.11 Manyetik Rezonans Goriintiileme ( MRI )

Kanserli dokularin goriintiilenmesi i¢in kullanilan (Yu et al., 2012, Glunde
et al., 2007) ve kullanim1 esnasinda viicut dokularina herhangi bir zarar vermeyen
bir gorilintiileme teknigidir. Statik manyetik alan ile radyofrekans (RF)
titresimlerinin doku {izerine gonderilmesi ile gerceklestirilir. RF titresimleri
dokularda bulunan atomlarin ¢ekirdek spinlerini uyararak daha yiiksek enerji
seviyelerine gegmesini saglar. Daha sonra yliksek enerjili atomlar baslangi¢ enerji
seviyelerine doner, bu esnada cihaz tarafindan dedekte edilebilen RF sinyalleri
yayar. Yayilan RF sinyalleri, goriintiilenen dokunun molekiiler 6zelliklerini
yansitan bir goriintii saglar. Belli bir manyetik alan giiclinde, MR sinyallerinin
yogunlugu uyarilmis c¢ekirdegin magnetik-kimyasal ¢evresine ve ¢ekirdek
spinlerinin konsantrasyonuna baghdir (Glunde et al., 2007). MR goriintiileme
teknigi mikromolar seviyelerindeki uygulamalarda 6l¢lim yapabilecek hassasiyete
sahiptir (Glunde et al., 2007, Fass, 2008,) yiiksek diizeyde yumusak doku
kontrastt ve detayli anatomik degerlendirme saglayan bir yontem oldugu i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir (Erdem vd., 2008, Hasbek, vd., 2013). MRI
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kullaniominda goériintii almak icin veya goriintii kalitesini arttirmak i¢in manyetik
nano nanoparcaciklar (MNP) kullanilmaktadir. (Yu et al., 2012)

2.12 ®F Radyoizotopu

8k siklotron cihazi ile 80 hedef alinarak iiretilen 110 dakika yar1 omirli
bir radyoizotoptur. Genellikle %0 (p,n) 8E niikleer reaksiyonu ile tiretilir. Foton
enerjisi 511 keV’ dir (Saha, 2010, Vallabhajosula, 2011). 18g diisiik pozitron
enerjisine sahip (0,64 MeV), doku giriskenligi disiik (Maks. 2.4 mm), yliksek
¢cOzuinlrlikli goriintli, yiksek spesifik aktivite ile iiretilebilirliginden dolayr PET
cihazlarinda kullanimi olduk¢a yaygindir. Florin elektronegatifligi en yiiksek
elementtir, bundan dolay1 bircok organik ve in organik madde ile reaksiyona
girebilmektedir. Elektrofil veya notrofil kimyasal tiirleri ile reaksiyona girebilir
g radyoizotopu esitlikte verilen ,6’+ 1simasint gergeklestirir (Sekil 2.8) (Saha,
2010).

BF - 180+ B+ + v

1.655 9 F 18 (109.728m)

1.022 MeV

£3.14%
p’
0.633 MeV
96.86%

T 8018 (swbie)
Sekil 2.8 °F radyoizotopunun bozunma semasi (Nucleonica, 2015)

Florin atomu hidrojen (H) atomundan hafifce biiyiik oldugu i¢in bir molekiil
tizerindeki H* atomu veya OH grubu ile yer degistirmesi herhangi bir sterik
etkiye neden olmaz fakat florlanmig molekiiliin in vivo etkisinde degisiklige neden
olabilir (Saha, 2010). g radyoizotopu ozellikle 18F-isaretli fluorodeoksiglikoz
iiretmek icin kullanilmaktadir (Saha, 2010, Vallabhajosula, 2011). Florinasyon
reaksiyonlarinda yiiksek spesifik aktivite (SA) ile {iriin elde edildigi i¢in en
basarili olan yontem niikleofilik florinasyon reaksiyonlaridir. Elektrofilik
florinasyon reaksiyonlarinda ise [**F]F, onciilinde sadece bir molekiir 18F ve
digeri stabil F atomu oldugu i¢in her zaman % 50°den daha az verim elde edilir
(Saha, 2010).
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2.13 18F-FDG Radyofarmasotigi

Ik 18F-FDG (Sekil 2.9) iiretimi 1976 yilinda Brookhaven grubu tarafindan
elektrofilik reaksiyon ile yapilmistir. Bu giinlerde kullanilan bir ¢ok sentez
prosediirii 1986 yilinda gelistirilen niikleofilik substitusyon prosediiriidiir
(Vallabhajosula, 2011). *®F-FDG, bir asetilli seker tiirevinin hidrolizi ile niiklefilik
yerdegistirme reaksiyonu gergeklestirilmesi sonucu 18 radyoizotopunun
deoksiglikoza baglanmasi ile olusturulur (Saha, 2010). FDG onkoloji, noroloji ve
kardioloji alanlarinda PET cihaz1 ile goriintii almak i¢in kullanilir (Ido et al.,
1977,1978, Gallagher et al., 1977, Hamacher et al., 1986, Fiichtner et al., 1996,
Sols and Crane, 1954, Pacak and Cerny, 2002, Delbeke and Martin, 2004, Wadsak
and Mitterhauser’den, 2010).

OH

)
HO

HO
18F

OH

Sekil 2.9 18F-FDG molekiil yapist

2.14 Radyofarmasétikler I¢cin Kalite Kontrol Yontemleri

Radyofarmasétiklerin - kalite kontroliinde temel olarak saflik, {iriin
tanimlamasi, biyolojik giivenligi, radyofarmasotiklerin etkinliginin kontroli ile
yapilmaktadir. Bundan dolay1 radyoisaretleme ve radyoisaretli iirlin sentezlerinde
iriin kalitesini ve stabilitesini belirlemek icin bu kalite kontrol testleri
uygulanmaktadir. Radyoaktif olmayan farmasétikler i¢in uygulanan tiim kalite
kontrol prosediirleri radyofarmasotikler i¢in uygulanabilir; bunlara ek olarak
radyoniiklidik ve radyokimyasal saflik analizleri gergeklestirilmelidir.
Radyokimyasal saflik, radyoaktif {iriinlin istenilen kimyasal formdaki
radyoaktivitesinin toplam radyoaktiviteye orani olarak tanimlanir. Bu analiz
sonucunda safsizliklarin yiiksek bulunmasi, sentez islemi esnasinda ki solvent
etkisi, sicaklik, pH, 151k faktorlerindeki degisiklikler, indirgen veya yiikseltgen
ajanlarin varlig1 veya tamamlanmamis reaksiyon ve radyoliz dolayisi ile olabilir.
Ince Tabaka Radyokromatografi (TLRC) ve Yiksek Performanli Sivi
Radiokromatografisi (HPLRC), radyokimyasal saflik oOlglimii ig¢in en ¢ok
kullanilan yontemlerdir (Saha, 2010).
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2.14.1 Ince tabaka radyokromatografisi (Thin layer
radiochromatography) (TLRC) yontemi

TLRC yontemi radyofarmasoétiklerin radyokimyasal safliginin belirlenmesi
icin en yaygin kullanilan kalite kontrol analizlerindendir (Saha, 2010,
Vallabhajosula, 2011). Ayni1 zamanda BE_FDG’nin radyokimyasal safliginin
belirlenmesi i¢in uygulanan kalite kontrol analizidir (Wadsak and Mitterhauser,
2010). TLRC analizinde bir miktar radyoaktif o6rnegin silika jel veya polisilisik
asit kapli ince tabaka kromatografisi ilizerine damlatilir ve damlatma noktas1
disarida kalacak sekilde uygun bir c¢ozelti igerisine birakilarak ylriitiiliir.
Kromatogramin ilerlemesi esnasinda 6rnegin igerdigi bilesikler dagilim sabitlerine
gore solvent ve adsorban arasinda dagilim gosterir. Bu islemde adsorban sabit faz
solvent hareketli fazdir. Farkli bilesiklerin solvent igerisindeki farkl
coOziiniirliikleri, absorban flizerinde farkli bir uzakliklara ilerlemesini saglar.
Solventin polariteside kromatogramdaki ayrigmay1 etkiler. Yiriitme islemleri
yukar1 veya asagr dogru olabilir. TLRC kromatografisinde bilesigin damlatma
noktasindan yiiriidiigli noktanin araliginin solventin yiiriidiigli nokta araligina
orani her bilesik karakteristik olan Rj degerine verir. Yiiriitme islemi sonrasi
tabaka solvent igerisinden alinip kurutulur. Daha sonra radyokromatografik

tarayici ile ylriitme uzunluguna karsi radyoaktivite grafigi elde edilir (Saha,
2010).
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3. MATERYAL METOD
3.1 Kullanilan Malzemeler, Kimyasallar ve Cihazlar
3.1.1 Malzemeler

C18 HPLC kolon (Nucleodur, Macherey-Nagel), Vakumlu filtrasyon
diizenegi (Sartorius), SPE kartus (Sep-Pak), 0,22 um filtre (Ministar), 0,45 um
filtre (Millex) 0,2 um membran filter (Alltech), Cam malzeme.

3.1.2 Kimyasallar

Metanol (CHsOH) (Merck, Sigma Aldrich), Etanol (C2HsOH) (Merck,
Sigma Aldrich), Kloroform (CHCIs) (Merck), Etanol (C2HsOH) (Merck), Aktif
karbon (C) (Fisher Scientific), Etil asetat (CH3COOCH,CH3) (Merck), Aseton
(CH3COCHj3) (Merck), Gadolinyum Nitrat (Gd(NO3)3.6H,0) (Sigma Aldrich),
Magnezyum Nitrat (Mg(NO3).6H,0) (Merck), Sodyum Hidroksit (NaOH)
(Meck), 2-propanol (CH3CH(OH)CH3) (Merck), Amonyum Hidroksit (NH,OH
(%25)) (Merck), TEOS (CsH204Si) (Merck), Hekzadesiltrimetilamonyum
Bromiir (CTAB, Ci9H4,BrN) (Sigma Aldrich), N-hidroksisiiksinamid (C4HsNO3)
(Sigma Aldrich), 2-(4-morpholino) etan siilfonic asit (CgH13NO4S) (Sigma
Aldrich), Sodyum Kloriir (NaCl) (Merck), Di-sodyum hidrojen fosfat (Na;HPO,)
(Merck), 2-merkapta etanol (C,HgOS) (Fluka), Argon gazi (HABAS), BCA
(bicinchoninic acid) Protein Assay kit (Thermo Scientific Pierce), RIPA ¢ozeltisi,
MCF7 insan meme adenokarsinoma epitel hiicreleri (American Type Culture
Collection, Rockville, MD, ABD), PC3 insan prostat adenokarsinoma epitel
hiicreleri (American Type Culture Collection, Rockville, MD, ABD), Min.
Essential Medium (Mem Eagle) (Lonza), Dulbecco's MEM (Lonza), L-Glutamine
(Lonza), Essential amino acid (Lonza), Sodyum piriivat (Lonza), Fetal bovine
serum (Biowest), Penisilin/streptamisin (Lonza), Tripan mavisi (Bio. Ind.),
Tripsin EDTA (Lonza), 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide (MTT) (Sigma Aldrich).

3.1.3 Cihazlar
Vorteks cihazi (Ika, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar

Anabilim Dal1), Hassas terazi (Ohaus, Pioneer PA214C, E.U. Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali), Mekanik &giitiicii (E.U.
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Eczacilik Fakiiltesi), Isiticili manyetik karistirict (IKA-RH Basic 2, E.U. Niikleer
Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali), Sogutmali santrifiij
(Hettich 31 Marka Rotina 38 R Model, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dal1), Evaporatér (Heidolph, Hei- VAP, E.U. Niikleer
Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1), Ultrasonik banyo (Ceia,
CP104, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1),
Buzdolabr  (Argelik, No frost 5231 NFY, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali), Homojenizatér (IKA, E.U. Niikleer
Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1), Santrifiij Cihaz1 (Niive,
CN180, CP104, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim
Dal1), HPLC cihaz1 (Shimadzu, LC-10AT quaterner pompa, SCL-10A vp sistem
kontrolorii, SIL-20 HT Auto Sampler, RID-10A Refraktif Indeks Dedektotii,
SPD-M20A Diode Array dedektorii, CTO-10AS vp kolon firini, FRC-10A
fraksiyonlama kollektorii, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar
Anabilim Dal1), LC-MS cihazi (Thermo scientific, TSQ Quantum Access MAX,
E.U. Eczacilik Fakiiltesi, FABAL), Isiticili manyetik karistirict (Heidolph, MR
Hei-End, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1),
Infiizyon pompa sistemi (Hospira, Gemstar, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1), Partikiil boyutu ve molekiil agirligi 6l¢iim
cihaz1 (Malvern, Nano ZS, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar
Anabilim Dal1), Liyofilizatér (Labconco Free Zone 2.5 770 E.U. Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali), Ug boyutlu calkalayict
(Heidolph, Polymax 1040, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar
Anabilim Dali), MRI cihazi1 (Simens- Magnetom Avanto, Sifa Hastanesi
Universitesi), Mikro Plaka Okuyucu (Thermo Varioscan, E.U. Niikleer Bilimler
Enstitiisti, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1), Laminar Flow Kabin (Thermo)
(E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali), CO,
inkiibatorii (Sanyo) (E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar
Anabilim Dali), Inverted mikroskop (Leica) (E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali), SEM (Scanning Electron Microscopy)
(Phillips XL-30 S FEG) (izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii), Isik mikroskobu
(Olympus) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar
Anabilim Dali), Otoklav (Hirayama) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisti, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali), Su banyosu (Memmert) (Ege
Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1),
Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) (Varian mercury 400 MHz Spektrometre)
(Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya Boliimii), Hizli Vakum (Speed
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Vacuum, Christ, RVC-2-25) (Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesinde,
Farmasotik Botanik Anabilim Dali)

3.2 Orman Giilii Yaprak, Cicek ve Deli Bal Ekstraksiyonu

Orman giilii ( Familya : Ericaceae Tir : Rhododendron ponticum, Cins:
Rhododendron ponticum L.) ¢icegi ve yapragi Karadeniz bolgesinde bulunan
Diizce sehrinde 1300 m yiikseklikte Bolu dagi Topuk yaylasi lokasyonundan
toplanmis ve deli bal ayn1 bolgeden temin edilmistir. Orman giiliiniin tanimlanma
islemi Istanbul Universitesi, Orman Fakiiltesi, Orman Miihendisligi béliimiinde,
Orman Botanigi Anabilim Dalinda gerceklestirilmistir ve tanimlama raporu EK
1’de verilmistir. Orman giilii yaprak ve ¢i¢eklerinin kurutma islemi oda sartlarinda

gerceklestirildi.

3.2.1 Orman giilii yapragindan Grayanotoxin-III’ iin (GTX-I111)
ekstraksiyonu

Ekstraksiyon isleminde Terai ve arkadaslarinin (Terai et al., 2000) metodu
uygulanmigtir. Orman giilii yaprak 6rnekleri oda kosullarinda tamamen kurutulup
Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesinde, Farmakognozi Anabilim Dalinda
mekanik degirmen kullanilarak 6giitiiliip toz haline getirilmistir. Toplanan orman
giilii yaprak 6rnegi (a), kurutulmus yaprak ornekleri (b) ve 6giitlilmiis yaprak tozu
(c) Sekil 3.1° de gosterilmistir.

(@) (b)
Sekil 3.1 Orman giilii yapragi (a), kurutulmus yaprak (b) ve 6giitiilmiis yaprak tozu (c)

Yaprak tozu boyutu 1 mm olarak dl¢iilmiistiir. Elde edilen yaprak tozundan
8 adet santrifiyj tiipli (50 mL) igerisine 3,5 ar g yaprak tozu eklendi. Yaprak tozu
{izerine 35 mL methanol eklenerek 30 dakika vortex ile karistirildi. Ornek Sdk.
2000 rpm’de santrifiij edilip iist faz ayrildi. Elde edilen yesil renkli siv1 faz 1siticilt
karistiricida 50 °C 1000 rpm’de karistirilarak yesil renk giderilinceye kadar aktif
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karbon ile muamele edildi. Elde edilen kirmizimsi (¢ay renginde) ¢ozelti 0,45 pm
filtre ile siiziildii. Siiziintii, 40 °C 1000 rpm’de karistirilarak ugurma islemine tabi
tutulup metanol evaporetérde uguruldu. Elde edilen kirmizi yagimsi kalinti
iizerine 150 mL kloroform eklenerek karistirildiktn sonra tekrar 40 °C 200 rpm’de
karistirllarak ugurma islemi gergeklestirildi. Elde edilen kirmizi renkli kalinti
iizerine 100 mL etil asetat eklenerek ¢oziildii. Cozelti 1siticida 1s1l isleme tabi
tutulup kaynamaya basladiktan sonra 1,5 g aktif karbon eklendi. 10 dakika sonra
rengin kayboldugu gozlendi ve ¢ozelti adi siizge¢ kagidi ile siiziildi.
Kristallendirme islemi icin LAF kabini igerisine birakildi. Sekil 3.2°de
ekstraksiyon isleminin methanol ile ¢6zme (a), evaporasyon (b) ve etil asetat ile

¢oziilme islemleri (c) gosterilmektedir.

Sekil 3.2 Orman giilii yapraginin methanol ile ¢6ziilmesi (a), evaporasyon islemi (b) ve etil asetat

ile ¢6ziilme islemi (C)

Kristallendirme isleminden sonra numune methanol igerisinde ¢oziilerek

alindi. Filtre edildikten sonra saflagtirma islemi i¢in +4°C’de saklandi.

3.2.2 Orman giilii ciceginden Grayanotoksin-111 (GTX-111)
ekstraksiyonu

Ekstraksiyon isleminde Terai ve arkadaslarinin (Terai et al., 2000) metodu
uygulanmistir. Toplanan ¢icek 6rnekleri oda sicakliginda tamamen kurutuldu.
Daha sonra bilyeli 6giitme cihazi ile toz haline getirildi. Sekil 3.3’ te orman giili
cicegi Ornegi (a), kurutulmus ¢icek ornekleri (b) ve 6giitiilmiis cicek tozu (c)

gosterilmektedir.
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(@) (b) (©

Sekil 3.3 Orman giilii ¢icegi 6rnegi (a), kurutulmus ¢igek 6rnekleri (b) ve dgiitiilmiis ¢igek tozu (c)

Elde edilen ¢i¢ek tozundan 8 adet santriflyj tiipii (50 mL) igerisine 3,5 g
cigek tozu eklendi. Cigek tozu lizerine 35 mL metanol eklenerek 30 dk. vortex ile
karistirildi. Ornek 5dk. 2000 rpm’de santrifiij edilip iist faz ayrildi. Elde edilen
mor renkli sivi faz 50 °C 1000 rpm’de karistirilarak renk giderilinceye kadar aktif
karbon ile muamele edildi. Elde edilen kirmizimsi (¢ay renginde) ¢ozelti adi
stizgec kagidi ile filtre edildi. Filtrat, 40 °C 1000 rpm’de karistirilarak ugurma
islemine tabi tutulup metanol evaporetdrde uguruldu. Elde edilen kirmizi yagimsi
kalint1 tizerine 150 mL kloroform eklenerek karistirildiktan sonra tekrar 40 °C 200
rpm’de karistirilarak rotary evaperatdrde evaporasyon islemi gerceklestirilmistir.
Elde edilen kirmizi renkli kalint1 tizerine 100 mL etil asetat eklenerek ¢oziildi.
Cozelti 1s1l isleme tabi tutulup kaynamaya basladiktan sonra 1,5 g aktif karbon
eklendi. 10 dakika sonra rengin kayboldugu gozlendi ve ¢ozelti adi siizge¢ kagidi
ile siizlildii. Kristallendirme iglemi i¢in LAF kabini igerisine birakildi. Sekil 3.4’te
c¢igcek tozunun methanol ile ¢oziilmesi (a), evaporasyon islemi (b) ve kristallenmis

goriintlisii (c) verilmistir.

(@) (b) (©)

Sekil 3.4 Cigek tozunun methanol ile ¢oziilmesi (a), evaperasyon islemi (b) ve kristallenmis

goriintiist (c)

Kristallendirme isleminden sonra numune methanol igerisinde ¢oziilerek

toplandi ve saflastirma iglemi i¢in +4°C” de saklandi.



26

3.2.3 Deli baldan Grayanotoksin-III” iin (GTX-I111) ekstraksiyonu

Deli bal ektraksiyon islemi Kurtoglu ve arkadaslarinin (Kurtoglu vd., 2014)
metodu ile gerceklestirildi. 100 g deli bal 6rnegi cam bir beher icerisine alinip
iizerine 100 mL ultra saf su eklendikten sonra manyetik balik ile 10 dakika
karistirildi. Uzerine 500 mL methanol eklenerek 10 dakika daha homejen bir
cozelti olusmasi icin beklendi. Elde edilen ¢ozelti santrifiij tiiplerine (50 mL)
aliarak 3000 rpm’de santrifiij islemi gergeklestirildi. Sekil 3.5 (a)’da santrifij
sonrasinda olusan fazlar verilmistir. Ust faz cam beher igerisinde toplandiktan
sonra 0,22 pum filtre kullanilarak vakumlu filtrasyon islemi uygulandi (1.
Filtrasyon). Elde edilen filtrat iizerine 500 mL ethanol eklenerek 10 dakika
karigtirtlip 50 mL santriflij tiiplerine alinip 3000 rpm’de santrifiij islemi
gergeklestirildi  Sekil 3.5 (b) de ethanol eklenmesinden sonraki ¢ozelti
gosterilmektedir. Ust faz cam beher igerisinde toplandiktan sonra 0,22 pm filtre
kullanilarak vakumlu filtrasyon islemi uygulandi (2. Filtrasyon). Elde edilen filtrat
tizerine 500 mL etanol eklenerek 10 dakika karistirilip 50 mL santrifiij tiiplerine
alintp 3000 rpm’de santrifiij islemi gergeklestirildi. Ust faz cam beher igerisinde
toplandiktan sonra 0,22 pm filtre kullanilarak vakumlu filtrasyon islemi uyguland:
(3. Filtrasyon). Elde edilen filtrat daha 6nce 2x5 mL etanol ve 2x5 mL ultra saf su
gecirilerek sartlanmis olan SPE kartustan gecirildi. 12 adet kartus kullanildi. Daha
sonra 5 mL ultra saf su ve 5 mL 20/80 (aseton:saf su) ile yikanan her bir kartugtan
6 mL methanol gecirilerek istenilen bilesiklerin kat1 faz ekstraksiyonu (SPE)

kartustan ayrilmasi saglandi.

(a) (b) (©
Sekil 3.5 Deli balin ultra saf su ve methanol ¢dziilmesi ve santrifiij islemi (a), santrifiij sonrasi
etanol ile karigtirma (b) ve Argon gazi ile kurutma iglemi (c)

Stiziintii 40 £ 5 °C’de argon gazi ile kurutma islemine tabi tutuldu Sekil 3.5
(c). Kalint1 iizerine 12 mL ethanol eklenerek ¢oziildii. Daha sonra 3000 rpm’de
santrifiij islemi gerceklestirildi. Ust faz ayrilarak 0,45 um filtre ile siiziiliip
saflastirma islemi i¢in +4 °C’de saklandi. Elde edilen ekstraktin bir kismi Ege
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Universitesi, Eczacilik Fakiiltesinde, Farmasétik Botanik Anabilim Dalinda Hizli
Vakum (Christ, RVC-2-25) cihazi ile kurutularak NMR analizi i¢in ayrilmistir.

3.3 Grayanotoksin-111 Bilesiginin HPLC Analizi ile Saflastirma
Islemi

Grayanotoksin Il (GTX-III) bilesiginin saflastirilmas1 igin Meguri ve
arkadaslarinin (Meguri et al., 1993) uyguladigt HPLC metot kosullar1 referans
alinmistir. Elde edilen yaprak, ¢igek ve bal 6ziitlerinin her biri i¢in HPLC metodu

revize edilerek uygulanmustir.

3.3.1 GTX-III bilesiginin orman giilii yapragindan HPLC analizi
ile saflastirma islemi

Elde edilen yaprak oziitiinden GTX-III bilesigi HPLC analiz yontemi ile
fraksiyonlama kollektorii kullanilarak saflagtirilmistir. HPLC metod kosullar
Cizelge 3.1°de verilmistir. Yapilan saflastima islemi sonrasi elde edilen
grayanotoksin yaprak (GTX-11I-Y) bilesigi ¢ozelti olarak +4 °C’de saklanmustir.

Anliz sonuclar1 bolim 4.1.1° de verilmistir.

Cizelge 3.1. Orman giilii yaprag: 6ziitii HPLC analizi ve saflastirma kosullari

Kolon C18 kolon (250x4,6 mm),
Dedektor DAD
Dalga boyu 204 nm
Mobil faz Metanol / Su ( Gradient)
Akis 0.7 mL / dak

Firin sicaklig 25°C
Enjeksiyon 100 ulL

Zaman Programi Pompa Metanol (% B)
0,01 B 34
0,01 C 66

11 B 53
11 C 47
19 B 70
19 C 30
22 B 100
22 C 0

33 B 100
33 C 0

35 B 40
35 C 60
45 Bitis -
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3.3.2 GTX-III bilesiginin orman giilii ¢iceginin HPLC analizi ile
saflastirma islemi

Elde edilen ¢igek oziitiinden GTX-III bilesigi HPLC analiz yontemi ile
fraksiyonlama kollektorii kullanilarak saflastirilmistir. HPLC metod kosullari
Cizelge 3.2°de verilmistir. Yapilan saflastima islemi sonrast elde edilen
grayanotoksin ¢igek (GTX-111-C) bilesigi ¢ozelti olarak +4 °C’de saklanmistir.

Cizelge 3.2. Orman giilii ¢igegi oziitii HPLC analizi ve saflastirma kosullar

Kolon C18 kolon (250x4,6 mm),
Nukleodur
Dedektor DAD
Dalga boyu 204 nm
Mobil faz Metanol / Su ( Gradient)
Akis 0.7 mL / dak
Firin sicakligi 25 °C
Enjeksiyon
e 100 uL
Zaman Pompa Metanol (% B) -
Programi Su (% C)
0,01 B 34
0,01 C 66
11 B 53
11 C 47
14 B 100
14 C 0
22 B 100
22 C 0
24 B 40
24 C 60
28 B 40
28 C 60
30 Bitig -

3.3.3 GTX-III bilesiginin deli baldan HPLC analizi ile saflastirma
islemi

Elde edilen bal o6ziitiinden GTX-III bilesigi HPLC analiz yontemi ile
fraksiyonlama kollektorii kullanilarak elde edilmistir. HPLC metod kosullar
Cizelge 3.3’ de verilmistir. Yapilan saflagtima islemi sonrasi elde edilen GTX-111-

B ¢ozelti olarak +4 °C’de saklanmustir.
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Cizelge 3.3. Deli bal 6ziitii HPLC analizi ve saflastirma kosullari.

Kolon C18 kolon (250x4,6 mm), Nukleodur
Dedektor RID
Mobil faz Metanol / Su ( Gradient)
Akis 0.7 mL / dak.
Firin sicaklig 25 °C
Enjeksiyon hacmi | 100 uL
Zaman Programi Pompa Memncz!,/goé)B) -Su
0,01 B 34
0,01 C 66
11 B 53
11 C 47
13 B 100
13 C 0
21 B 100
21 C 0
22 B 40
22 C 60
29 Bitis -

3.4 GTX-III bilesiginin LC/MS ve NMR Yontemi ile Yap1 Analizi
3.4.1 GTX-III bilesiginin LC/MS yontemi ile yap1 analizi

Orman giilii yapragimin saflastirma isleminden elde edilen maddelerin yap1
analizleri Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi FABAL boliimiinde LC-MS
(Thermo Scientific, TSQ Quantum Access MAX) cihazi ile gergeklestirilmistir.
Ornekler sisteme direk enjeksiyon ydntemi ile verilmis ve elektron sprey
iyonizasyonu ile iyonlastirilmistir. Tarama modu QIMS olarak uygulanarak
tarama aralig1 300-900 (m/z) olarak belirlenmistir. Analizi sonuglar1 boliim 4.2.1°

de verilmistir.
3.4.2 GTX-II bilesiginin NMR yontemi ile yap1 analizi

Deli bal oziitii ve orman gilii yaprak oOziitinden (HPLC yontemi ile
saflastirilan pik 1 ve pik 2 &rnekleri i¢in Erzurum Atatiirk Universitesi, Fen
Fakiiltesi Kimya boliimiinde karbon ve proton NMR (Varian mercury 400 MHz
Spektrometre) analizleri gergeklestirslistir. Coziicii olarak metanol kullanilarak
analiz ‘overnight’ modunda ger¢eklestirilmistir. Elde edilen analiz sonuglari

boliim 4.2.2° de verilmistir.
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3.5 Gadolinyumoksit Nanopar¢aciklarin (GdO-NP) Sentezi ve
Silikalanmasi

Gadolinyumoksit nanopargaciklarin (GdO-NP) sentez ve silikalama
isleminde Stefanakis ve arkadaslarinin (Stefanakis et al., 2014) uyguladig: birlikte
coktiirme yontemi uygulanmistir.

3.5.1 GdO-NP bilesiginin sentezi

2,5343 g (0.225 M) Gd(NOs3)3 ve 4,3218 g (0,675 M) Mg(NOs3) bir cam
beher i¢ine tartilip 25 mL ultra saf su ile ¢oziildii. 10 mL 0,5 M NaOH, CO;’siz
ultra saf su ile hazirlandi. 50 mL 3 boyunlu bir balon igerisine 16,68 mL CO;’siz
ultra saf su eklendi. Manyetik balik kullanilarak reaksiyon cihaz1 24 °C’de 800
rpm’de calistirildi. 0,225 M Gd(NOgz); ve (0,675 M) Mg(NOs3), ¢ozeltisinin 10
mL’si cithaz yardimiyla 30 mL/saat hizla {i¢ boyunlu balona eklendi. Bu esnasinda
damla damla 0,5 M NaOH eklenerek reaksiyon pH degeri 6,85 — 7,00 arasinda
tutuldu. Islem bitiminde toplam 1,5 mL NaOH c¢ozeltisi harcandi. Elde edilen
stispansiyon 120 °C sicaklikta sekil 3.6’de gosterilen diizenekte 24 saat geri akim
kosullarinda inkiibe edildi.

Sekil 3.6 GdO-NP sentezi geri akimli inkiibasyon diizenegi.

Islem bitiminde olusan beyaz siispansiyon 10,000 rpm 15 dakika
karbondioksit icermeyen ultra saf su (inert ortam) ile 2 kez yikandi. Uriin -80
°C’de dondurulduktan sonra liyafilizator cihazinda kurutularak toz haline getirildi.
Elde edilen GdO-NP (Gd,(OH)sNO3) + 4°C’de saklandi.
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3.5.2 GAO-NP’lerin silikalanmasi

5 mL (10 mg) Gd,(OH)sNOj3 su i¢inde 20 mL 2-propanol ile karistirtlip 10
dakika sonikasyon islemine tabi tutuldu. Daha sonra ¢6zelti igerisine 500 rpm’de
oda sicakliginda karistirilarak 250 pL % 25°lik NH,OH ve 8 uL TEOS eklenerek
6 saat inkiibasyon islemine tabi tutuldu ve islem bitiminde 10000 rpm’de 15
dakika stire ile ultra saf su ile 2 kez yikandi. Elde edilen pellet igerisinde 0,075 g
CTAB ve 250 uL % 25°1ik NH4OH ¢6zeltisi bulunan 15 mL 2-praponol ¢ozeltisi
igerisine aktarildi. Cozelti oda sicakliginda 30 dakika karistirildiktan sonra damla
damla 150 puL TEOS eklendi ve oda sicakliginda 15 saat 500 rpm’de inkiibe
edildi. Elde edilen beyaz siispansiyon 10000 rpm 15 dakika karbondioksit
icermeyen ultra saf su (inert ortam) ile 2 kez yikandi. Elde edilen silikali
gadolinyumoksit nanoparcaciklart (GdO@Si-NP) -80 °C’de  dondurulduktan

sonra liyafilizator cihazinda kurutularak toz haline getirildi ve + 4 °C’de saklandi.
3.6. GAO-NP ve GAO@Si-NP’ in Yap1 Analizleri

Sentezlenen GdO-NP ve GdO@Si-NP bilesiklerinin boyut 6lgiimii DLS
(Dynamic Light Scattering, Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dal1) cihaz1 ile gergeklestirilmistir. GdO@Si-NP i¢in
ayrica SEM (Scanning electron microscope, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii)

cihazi ile yap1 analizi gergeklestirilmistir.

3.6.1 GAO-NP ve GAO@SIi-NP’ in DLS ile boyut 6l¢iim
calismalari

GdO-NP ve GdO@Si-NP’ 1n boyut Olgimleri DLS (Dynamic Light
Scattering) (Malvern Nano-ZS) analizi ile gergeklestirildi. 10 pg /1 ml (GdO@Si-
NP/H,0O) konsantrasyonda hazirlan 6rmek 5 dakika ultrasonik banyoda
bekletildikten sonra DLS cihazi ile 6l¢iimii alinmistir. Elde edilen sonuglar boliim

4.3.1° verilmistir.
3.6.2 GAO@Si-NP’ in SEM analizi cahismalari

Elde edilen silikali gadolinyum nanopargaciklarin yapr analizi Elektron
Tarama Mikroskobu (SEM) ile Enerji-dagilim X-isin1 spektroskopisi (EDS)
dedektorii kullanilarak elementel yiizdesi, kimyasal karakterizasyonu belirlenerek
goriintlisii alindi. Yapilan analizde bir miktar kuru-toz GdO@Si-NP 6rnegi karbon
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bant {lizerine yayildi ve goriintiileme islemi gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar

boliim 4.3.2° de verilmistir.

3.7 Grayanotoksin-111-Yaprak (GTX-111-Y), Grayanotoksin-I11-
Cicek (GTX-I11-C) ve Grayanotoksin-111-Bal (GTX-111-B) ile
GdO@Si-NP konjugasyonu

GTX-Ill ve GAO@SIi-NP konjugasyon isleminde Patel ve arkadaslarinin
(Patel et al., 2011) ve Akin ve arkadaglarinin (Akin et al., 2012) yontemi
kullanilmigtir. 20 mM CDI, 50 mM NHS, 0,2 M MES ve 0,99 M NaCl bir kap
icerisine aktarilip bir adet 2 mL’lik ve iki adet 1,5 mL’ lik PBS c¢ozeltileri
hazirlandi. 9 mg/ mL konsantrasyonda Gdz(OH)sNOs-SiO; ¢ozeltisinden ayr1 ayri
2 mL, 1,5 mL ve 1,5 mL 10000 rpm’de 15 dakika santriifiij edildi ve siv1 kisim
atildi. Elde edilen kat1 beyaz kisim iizerine, birinci kap i¢in 2 mL, diger kaplara
ise 1,5 mL PBS ¢ozeltisi ayr1 ayr1 eklenerek karistirildi. Olusan siispansiyonlar
tizerine birinci kaba 2 mL (400 pg) yaprak GTX-III-Y, kinci kaba 1,5 mL (300
ug) GTX-HI-C ve iigiincii kaba 1,5 mL (300 ng) GTX-I1I-B ¢ozeltileri ayr1 ayri
eklendi ve 5 dakika karistiricida tutuldu. Daha sonra birinci kap {izerine 2,8 plL,
ikinci ve tugiincii kaba 2,1 uL. merkapta ethanol eklenenip 2 saat boyunca 3
boyutlu calkalayicida inkiibe edildi. Sonra tiim numuneler ardisik olarak bes kez
10000 rpm’de 15 dakika santrifiij islemi uygulandi. Birinci santrifiij islemi sonrasi
supernatant ayrildi. Daha sonraki ii¢ santrifiijleme isleminde kalint1 iizerine 1’er
mL methanol eklenerek yikama gergeklestirildi. Bu {i¢ yikama siiresinde elde
edilen siv1 kisim ayrildi. Besinci yikama isleminde kalinti {izerine 1 mL ultra saf
su eklendi ve santrifiij islemi sonrast sivi kisim ayrildi. Elde edilen kalinti
buzlukta — 20 °C’de dondurulduktan sonra liyofilizasyon islemi gergeklestirildi.

Toz haline gelen iirlin + 4 °C’de saklandi.
3.8 GTX-III bilesiginin GAO@Si-NP ile Baglanma Verimi Tayini

Yaprak, ¢icek ve bal numuneleri icerisinden 6ziitlenen GTX-III 6rneklerinin
GdO@SI-NP ile baglanma (GTX-II-Y-GdO@Si-NP, GTX-11I-C-GdO@Si-NP
ve GTX-I11-B-GdO@SIi-NP sentezi) verimi HPLC yontemi ile hesaplanmistir.
(Calismada ana triinlerin yikanmasindan elde edilen siipernatant ¢ozeltilerindeki
baglanmayan GTX-III miktar1 analiz edilerek baglanma verim hesab1 yapilmistir.
Analizlerde her bir GTX-III bilesigi i¢in ayr1 olarak sira ile GTX-II numuneleri,
iriinler ve supernatant numunelerinin enjeksiyonlar1 yapilmistir. Elde edilen

sonuglar boliim 4.4’ te verilmistir.
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3.9 GTX-11I-Y-GdO@Si-NP, GTX-11I-C-GdO@Si-NP, GTX-I1I-
B-GdO@Si-NP Bilesiklerinin DLS Yoéntemi ile Boyut Olciim
Cahismalan

GTX-III bilesikleri ve GdO@SIi-NP’ 1in komjugasyonu sonucu c¢lde edilen
GTX-11-Y-GdO@Si-NP, GTX-IlI-C-GdO@Si-NP ve GTX-1II-B-GdO@Si-NP
bilesikleri i¢in boyut 6l¢iimleri DLS (Dynamic Light Scattering) (Malvern Nano-
7ZS) analizi ile gergeklestirilmistir. Her numune i¢in 10 pg /1 ml (GdO@Si-
NP/H,O) konsantrasyonda hazirlan ornekler 5 dakika ultrasonik banyoda
bekletildikten sonra DLS cihazi ile 6l¢liimii alinmistir. Elde edilen sonuglar boliim

4.3.1° verilmistir.

3.10 GdO-NP, GdO@Si-NP, GTX-111-Y-GdO@Si-NP, GTX-111-
C-GdO@Si-NP ve GTX-111-B-GdO@Si-NP, GTX-111-Y, GTX-111-
C ve GTX-I111-B Bilesiklerine Ait Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Calismada kullanilan MCF7 insan meme adenokarsinoma epitel hiicreleri

American Type Culture Collection’dan temin edilmistir.

MCF7 hiicreleri minimum essential medium (Eagle), 2 mM glutamin, 1,5
g/L sodyum bikarbonat, 0,1 mM non-esensiyel amino asitler, 1 mM sodyum
piriivat ve %10 fetal bovine serum (FBS)’den olugan medyumda; PC3 hiicreleri
Dulbecco's MEM, 2 mM glutamin, 1,5 g/L sodyum bikarbonat, 1 mM sodyum

piriivat ve %10 fetal bovine serum (FBS)’den olusan medyumda {iretildi.

Tiim hiicreler flasklar1 %80 kaplayacak kadar firetildikten sonra %0,25
(W/V) tripsin-EDTA soliisyonu araciligi ile flasktan ayrildilar ve g¢aligmada
kullanilmayacak olan hiicreler %10 DMSO iceren medyumlar: i¢ine koyularak -
80 °C’de dondurulup, -196 °C s1v1 azot i¢inde stoklandi.

3.10.1 GdO-NP, GdO@Si-NP, GTX-111-Y-GdO@Si-NP, GTX-I11-
C-GdO@Si-NP, GTX-111-B-GdO@Si-NP, GTX-111-Y, GTX-111-C
ve GTX-III-B bilesiklerinin MCF7 ve PC3 hiicreleri iizerinde
stotoksisite calismalari

GdO-NP, GAO@Si-NP, GTX-11I-Y-GdO@Si-NP, GTX-I11-C-GdO@Si-NP,
GTX-1I-B-GdO@Si-NP, GTX-llI-Y, GTX-llI-C ve GTX-III-B orneklerinin
sitotoksisite calismalart MCF7 ve PC3 hiicreleri lizerinde 24 saat i¢in yapilmistir.
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Calismada ICsp (%50 Oliim oranina neden olan konsantrasyon araligi)
degerleri MTT testi ile kolorimetrik olarak belirlendi. Hiicre siispansiyonu, 96
kuyucuklu mikroplatelerde her bir kuyucuga 10* hiicre/mL olarak hazirlandi. Her
bir kuyucuga 100 pl hiicre siispansiyonu ve kontrol disindaki kuyucuklara yedi
farkli konsantrasyonda (0,25-0,5-1-5-10-25 pg/mL) ornekler eklendi. Negatif
kontrol olarak hiicre ve reaktif icermeyen besiyeri kullanildi. Calismada her bir
parametre dorder tekrarli olarak ¢alisildi. Hiicreler 37°C % 5 CO; ortaminda 24
saate kadar inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda her kuyucuga 10 pl MTT
soliisyonu eklendi ve 4 saat inkiibe edildikten sonra 450 nm dalga boyunda ve 690
nm referans araliginda her bir kuyucugun absorbans degeri (OD),
spektrofotometre kullanilarak okundu. Negatif kontrol sifir absorbans olarak kabul
edildi. Asagidaki formiilden yararlanilarak % sitotoksisite degerleri hesaplandi.

Elde edilen konsantrasyona bagli % canlilik grafikleri b6liim 4.6.1° de verilmistir.

% sitotoksisite=1 — (6lgiilen optik dansite degeri / kontrol degeri) x 100

3.10.2 GdO, GdO@Si, GTX-111-Y-GdO@Si-NP, GTX-I11-C-
GdO@Si-NP , GTX-111-B-GdO@SI-NP bilesiklerinin MCF7 ve
PC3 hiicrelerine baglanma etkisi

GdO-NP, GdO@Si-NP, GTX-I1I-Y-GdO@Si-NP, GTX-111-C-GdO@Si-NP
ve GTX-II-B-GdO@SI-NP o6rneklerinin  hiicreler iizerindeki tespit edilen
optimum zamanin parametresinde % baglanma verimini belirlemek icin MCF7 ve
PC3 hiicrelerinin ekimi yapilmistir. Hiicrelerin yeteri kadar ¢ogalmasindan sonra
hiicreler 96’lik plakalara alinmistir.

Calismada plakalardaki her bir goz icin kullanilacak ligand miktar1 10
pg/mL olarak belirlenmistir. 96’lik plakalarda her bir kuyucuktaki hiicrelerin
tizerine 2 ug (0,2 mL) GdO-NP igeren medyumlar uygulanmistir. Kontrol grubu
olarak 96’lik plakalardaki hiicrelerin iizerine GdO-NP icermeyen medyum
konulmustur. 1, 4, 8 ve 24 saatlerde kuyucuklarin iizerindeki GAO-NP 6rnekleri
iceren &rnekler uzaklastirilmis {ic kez PBS ile yikanmis ve 0,2 mL RIPA ¢ozeltisi
ilave edilmistir. RIPA ile hiicreler yiizeyden kaldirilmistir. 0,1 mL’si MR
goriintiileme ¢alismas i¢in kullanilmistir. RIPA ile alman hiicrelerin 25 pL’si ile
BCA yontemi kullanilarak protein miktar1 belirlenmistir. Tespit edilen MR
kontrast degerleri oranlanarak ve protein miktarlar1 da degerlendirmeye alinarak
% baglanma degerleri tespit edilmistir. Elde edilen % baglanma-zaman garafikleri
boliim 4.6.2° de verilmistir.
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3.11 GdO, GdO@Si, GTX-111-Y-GdO@Si-NP, GTX-I111-C-
GdO@Si-NP , GTX-111-B-GdO@Si-NP Bilesiklerine Ait MR
Goriintiilleme Calismalar:

Baglanma etkisinin incelenmesi i¢in yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin
ayni zamanda MRI ¢ekimleri gerceklestirilmistir. MR goriintiileme caligsmalari
Sifa Universitesi Hastanesi MR goriintileme merkezinde Simens-Magnetom
Avanto (1.5 T) cihaz1 ile yapilmistir. Goriintiileme parametreleri T1 de 3D
boyutlarinda TE\cp7= 6.43, TEpc3= 2.87 ms, TR= 32 ms, alan goriintiisiiycrr=
170x220 mm, alan goriintiisiipc3= 210x270 mm, diizey boyutu=500x640, kesit
kalmligi= 0.47 mm, flip acisi= 16 ° ve bant genisligi= 160 Hz/Px olarak
uygulanmistir. MR goriintiilleme ¢aligmalart koronel olarak yapilmistir. Elde
edilen sonuglarin kontrast degerleri Image J yazilimi ile okunarak ortalama
degerlerine gore grafik cizimi gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada MCF7 ve PC3
hiicrelerine besiyerleri igerisinde ve 7 farkli konsantrasyonda GdO@Si-NP
uygulanip kalibrasyon grafigi olusturulmustur. MCF7 ve PC3 hiicre
goriintlilemeleri ve kalibrasyon grafikleri sirasi ile bolim 4.7.1 ve 4.7.2° de

verilmistir.
3.12 18F-FDG ile GTX-111-GdO@Si-NP’ in Konjugasyonu

20 mM CDIL, 50 mM NHS, 0,2 M MES ve 0,99 M NaCl’iin bir kap
icerisinde 2 mL’lik 3 ayr1 PBS ¢ozeltisi hazirlandi. 1 pg/uL konsantrasyon ile
hazirlanan GTX-111-Y-GdO@Si-NP, GTX-IlI-C-GdO@Si-NP ve GTX-III-B-
GdO@SI-NP ¢ozeltilerinden 50 pL alinip 2 mL PBS ¢ozeltisine ayr1 ayr1 kaplarda
eklenerek karistirildi. Olusan siispansiyon tizerine 2 mCi/200 pL 18F-FDG
¢ozeltisi eklendi ve 5 dakika karistiricida tutuldu. Daha sonra 2,8 uL merkapta
ethanol eklenip 2 saat boyunca 3 boyutlu calkalayicida inkiibe edildi. Sonra
ardisik olarak 3 kez 10000 rpm’de 15 dakika santrifiij islemi uygulandi. Birinci
santrifiij islemi sonrasi silipernatant ayrildi. Daha sonraki iki santrifiijleme
isleminde kalint1 iizerine 0,5’er mL methanol eklenerek yikama gerceklestirildi.
Bu iki yikama siiresinde elde edilen sivi kisim ayrildi. Daha sonra kalint1 tizerine

0,5 mL metanol eklenip numune kalite kontrol analizleri i¢in ayrildi.
3.13 Kalite Kontrol Yontemleri

18F-FDG’ nin GTX-II-GdO@Si nanoparcaciklara baglanma verimini
belirlemek i¢in TLRC ve HPLRC yontemleri gerceklestirildi.
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3.13.1 TLRC yontemi ile kalilite kontrol analizi

Radyoisaretleme ¢alismasindan sonra bulk 18F-FDG ve elde edilen ve
GTX-1l1-Y-GdO@Si-NP, GTX-1lI-C-GdO@Si-NP ve GTX-11I-B-GdO@Si-NP
numunelerinin her birinden 10 uL numune alinip 1 ¢cm x 11 ¢cm boyutlarinda
kesilen ince tabakalar (TLC Silica gel 60F;ss) tizerine damlatma yapildi.
Baslangi¢ noktas1 0,5 cm ve bitis noktas1 10,5 cm olarak belirlendi. Tabakalar,
igcerisinde HoO/ACN (5:95) ¢Ozeltisi bulunan tank igerisinde yiiriitiildii ve TLRC
(Bioscan 2000) cihazi ile 5 dakika 6l¢iim yapilara analiz islemi gergeklestirildi.

Elde edilen TLRC analizi sonuglar1 boliim 4.8.1° de verilmistir.
3.13.2 HPLRC yontemi ile kalilite kontrol analizi

Radyoisaretleme caligmasindan sonra bulk 18F-FDG ve elde edilen ve
GTX-1l1-Y-GdO@Si-NP, GTX-1lI-C-GdO@Si-NP ve GTX-111-B-GdO@Si-NP
numuneler filtre edildikten sonra 100 pL HPLRC cihazina enjeksiyonlari
gercgeklestirildi. HPLRC sartlari, Kolon: C18 kolon (250x4,6 mm) (Nukleodur),
Dedektor 1: DAD, Dalga boyu : 204, Dedektor 2: Radyoaktivite dedektorii (Nal
Ix1” Pinhole), Mobil faz: Metanol/Su (45/55), Akis: 0.7 mL/min. olarak
uygulandi. Elde edilen HPLC analiz sonuglar1 boliim 4.8.2° de verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Orman Giilii Yapragy, Cicegi ve Deli Baldan GTX-III
Bilesiginin Eldesinin HPLC Analiz Sonuclar

4.1.1 GTX-III bilesiginin orman giilii yapragindan HPLC analizi
ile saflastirilmasi

Metanol icinde ¢Oziilmiis olan yaprak orneginden elde edilen elde edilen
Oziit HPLC ile analiz edilmistir. Analiz sonucu elde edilen kromatogram Sekil 4.1
de verilmistir. Grafikte bulunan numralandirilmis pikler saflastirilarak bu pikler
icin yapilan LC-MS calismalarinda 3 numrali pikin GTX-III bilesigi oldugu

belirlenmistir. 3 numarali pik i¢in LC-MS sonucu Sekil4.4’ te verilmistir.

uy )
4000000+

i3
5776

4.064/ /1
5152/ /2
7531
11.166/ /4
14433/ /5

191
(00577
22133/ /8

3000000+

2000000+

1000000+

0_, 1PDA
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Sekil 4.1 Orman giilii yaprag: dziitiiniin HPLC kromatogrami.

4.1.2 GTX-II bilesiginin orman giilii ciceginden HPLC analizi ile
saflastirilmasi

Cicek orneginden elde edilen 6ziit methanol ile ¢oziilerek HPLC analizi
yapilmistir. Bu ¢alismada orman giilii yapragindan saflastirilip tanimlanan GTX-
IIT bilesi, orman giilii ¢iceginde bulunan GTX-III bilesiginin tanimlanmasi ve
saflastirilmast i¢in standard olarak kullanilmistir. Orman giilii ¢icegi i¢in yapilan
HPLC analiz sonucu ile orman giilii yapragindan elde edilen saflastirilmis GTX-
IIT bilesiginin HPLC analizinden elde edilen sonuglar karsilagtirilmis ve ¢akisan
pik GTX-1lI-Cigek ( GTX-1II-C) bilesigi olarak saflastirilmistir. Ci¢ek analizi ve
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GTX-I1-Y bilesigi piki ile cakismasini1 gosteren grafik Sekil 4.2°de verilmistir.

uVk1,000,000)

GTX-III-C

GTX-III-Y (STD)

S B S S B R Y
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 225 25.0min

Sekil 4.2 Orman giilii ¢igegi dziitiiniin HPLC kromatogramu.

4.1.3 GTX-III bilesiginin deli baldan HPLC analizi ile
saflastirilmasi

Deli bal 6rneginin 6ziitlenmesiden elde edilen sivi kisimin HPLC analizi
sonucu Sekil 4.3 te verilmistir. Refraktif Indeks Dedektor (RID) ile alinan bu
sonuca gore deli bal 6ziitii, ana pikten (2.pik) hemen 6nce gelen kiigiik bir miktar
safsizlik igermesine ragmen tek bir ana pik (2.pik) igerdigi goriilmektedir. RID ile
ozellikle glikozitli bilesiklerin dedeksiyonu gerceklestirilmektedir. Buna gore elde
edilen bal oziitlinin HPLC analiz sonucu ile karbon ve proton NMR analizi
sonucu (Bkz. Sekil 4.6 ve 4.7 ) degerlendirildiginde, elde edilen bilesigin GTX-
III’iin glikozitli bilesigi oldugu belirtilmistir. Yaprak ve cicekten elde edilen
GTX-1I-Y ve GTX-II-C bilesikleri RID dedektdrde pik sinyali vermemistir.

myx1.000)

erecior A

2.9

1.8

PIK 2/4.818

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 min

Sekil 4.3 Deli bal dziitiiniin HPLC kromatogrami.
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4.2 GTX-III Bilesiginin LC/MS ve NMR Yontemi ile Yap1 Analizi
Sonuglari

4.2.1 GTX-III bilesiginin LC/MS yontemi ile yapi analizi sonuc¢lari

GTX-III bilesiginin eldesi Terai ve arkadaslarinin (Terai et al., 2000) GTX-
Il bilesiginin eldesini gerceklestirdigi ekstraksiyon yontemi kullanilmistir.
Meguri ve arkadaglarinin GTX-I, GTX-IlI ve GTX-III bilesiklerinin tanimlanmasi
i¢in uyguladigi HPLC analizi uygulanarak saflastirma islemi gergeklestirilmistir
(Meguri et al., 1993). Bu calismalar sonucunda saflastirilan iiriinler i¢in LC/MS
analizi yapilarak GTX-III bilesigi tanimlanmistir. GTX-III bilesiginin molekiil
agirligr 370,48 g/mol olarak belirlenmistir. Molekiiler yapist incelenerek olasi
pargalanma gruplar1 belirlenmistir. Buna goére Sekil 4.4’da verilen LC/MS
analizinden elde edilen sonug¢ analiz edilerek Cizelge 4.1° de verilen GTX-III
bilesiginin teorik parcalanma tirlinleri ile karsilastirma yapilmistir. Sonug olarak
orman giilii yapragindan saflastirilarak elde edilen 3. pikin LC/MS ¢aligmasinda
alman sonuglarda GTX-III bilesigi ve parcalanma iriinleri ile c¢akistigt
goriilmektedir. Bu saflastirma sonucu elde edilen GTX-llII-Y bilesigi cicek
oziitlinden GTX-111-C bilesiginin HPLC ile tanimlanmasi i¢in kullanilmistir.

356 33
[MH{CHS

394.69

= AH+N. 654.36
o 66
3 01 E 742.49
ES| 439.51 601.54 673.25 733,14

E 433.95 ‘ 447.45 48404 503.04 54343 57769 J 65262 | Jsaa 11 | 1753 05 78485 83047 883,88

- L 4 pricl I L 1 Ly el | A L i}
T o o S —+ e B L U Ty =t e . T Hiriepiy—r =t o e S AR

300 350 400 450 500 550 800 650 700 750 800 850 200
miz

Sekil 4.4 Orman giilii yapragi LC/MS analizi sonucu
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Cizelge 4.1 GTX-III bilesigine ait teorik ve deneysel par¢glanma tiriinlerinin
LC/MS sonucunun kasilastiriimasi

PARCALANMA | TEORIK GTX-II % BAGIL

URUNU PARCALANMA | PARCALANMA | BOLLUK

M 370,48 370,02 100
MH+Na 394,48 394,89 48
MH-CHj 356,48 356,33 42
M-OH 353,48 352,84 35
M-OH-CH; 338,48 338,92 15
M-20H-CH, 321,48 321,62 15

4.2.2 GTX-II Bilesiginin NMR yontemi ile yapi analizi sonuclari

Deli bal 6ziitii ve Yaprak oziiti HPLC saflastirmasi pik 1 ve pik 2 (Bkz.
Sekil 4.1) i¢in yapilan NMR sonugalari sirasi ile boliim 4.2.2° de verilmektedir.
Teorik GTX-III NMR sonuglariin alindigt ACD yazilim programi ile ¢izilen
GTX-II bilesiginin kimyasal yapisi numaralandirilmis olarak — Sekil 4.5 te
verilmektedir.

HO
20. CH
-,4,21 10
HO 12_______‘%/ \5/ \9
23\11 l l '
8
7
H,C" 7 /f’“*‘l“ ~OH 16/25
18 = L
17 JHO 15 E
24 OH
26

Sekil 4.5 GTX-I11 bilesiginin karbon atomu ve fonksiyonel gruplarinin
numaralandirilmis yapisi

4.2.2.1 Deli bal 6ziitiiniin NMR analizi sonuclari

Deli bal 6ziitliniin metanol ile ¢oziilerek almman proton ve karbon NMR
sonuglart siras1 ile Sekil 4.6 ve Sekil 4.7° de verilmektedir. Sonuglar ACD
yazilimi ile ¢izilen teorik GTX-III proton ve karbon NMR1 ile karsilagtirildiginda
(Bkz. Cizelge 4.2) deneysel yapi ile ortiistiigii goriilmektedir.
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Sekil 4.7 Deli Bal 6ziitiiniin H-NMR ¢alismas1 sonuglari
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Cizelge 4.2 Deli bal 6ziitii C-NMR ve H-NMR sonuglarinin teorik GTX-111
C-NMR ve H-NMR degerleri ile karsilastirilmasi

Deli Balt Gziitii GTX-III C-NMR Deli Bali Gziiti GTX-II H-NMR
13CNo| CHn | DENEYSEL | TEORIK Grup DENEYSEL | TEORIK
1 C 47,5 51,8 3 3,48 3,48
2 c 84,3 84,6 5 1,70 1,80
3 CH 17,8 51,7 7 3,99 3,96
g [5 79,0 78,1 F] 2,14 2,27
5 CH 57,1 55,2 9<"'> 2,65 2,66
6 c 48,0 52,6 9<’> 1,69 1,67
7 CH 82,1 79,5 10<"> 1,71 1,72
8 CH 57,1 56,4 10<"> 0,94 0,94
9 CH2 27,1 27,0 11 3,82 3,82
10 | cH2 17,1 16,0 12<"> 2,65 2,58
11 CH 82,1 82,6 12<% 2,65 2,55
12 | cH2 31,8 35,8 13 4,03 4,03
13 CH 73,6 74,2 14<"> 2,14 2,19
14 | cH2 47,5 44,4 14<"> 1,73 1,73
15 | cH2 61,5 60,4 15¢<"> 2,02 2,03
16 c 83,0 79,7 15¢<' 1,73 1,77

17 1,15 1,11
17 | cH3 22,5 21,5 18 158 156
18 | CH3 22,5 21,5 13,20,22,232 5 55 3,76
4,26
21 CH3 25,5 28,3 21 1,73 1,83
25 | cH3 23,7 23,9 25 1,47 1,49

4.2.2.2 HPLC ile saflastirtlmis Yaprak pik-1 ornegi NMR analizi
sonuclari

HPLC analizi ile saflagtirilan yaprak Oziitinden elde edilen 1. pik
numunesinin (Bkz. Bolim 4.1.1, Sekil 4.1) karbon ve proton NMR analizleri
strast ile Sekil 4.8 ve Sekil 4.9 da verilmistir. ACD yazilimi ile elde edilen GTX-
III karbon ve proton NMR’1 verileri (Cizelge 4.3) ile yapilan karsilagtirmada
deneysel karbon yapisinin GTX-III teorik karbon yapisi ile ortlistiigii fakat proton
yapist incelendiginde farkliliklar oldugu gozlenmistir. Karbon yapisinda ki uyum

bu bilesigin GTX izomeri olabilecegini gostermektedir.



i
1
1
1
1
'
H
v
a

b e e i T e

43

LEreTE 2y
[ETTNTTY

T 144 Cize 10m

Sekil 4.8 Yaprak pik-1 6rneginin C-NMR ¢alismasi sonuglari
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Sekil 4.9 Yaprak pik-1 6rneginin H-NMR calismasi sonuglart
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Cizelge 4.3 Yaprak pik-1 C-NMR ve H-NMR sonuglarinin teorik
GTX-1Il C-NMR ve H-NMR degerleri ile karsilastirilmasi

YAPRAK-HPLC- PlK1- GTX-Ill C-NMR YAPRAK-HPLC- PIK1- GTX-Ill H-NMR

13CNej CHn | DENEYSEL | TEORIK Grup DENEYSEL TEORIK
1 [ 516 518 3 348 3,48
2 [ 84,4 84,6 5 - 1,80
3 CH 51,6 51,7 7 3,95 3,96
4 [ 78,2 78,1 a - 2,27
5 CH 56,7 55,2 9" 2,66 2,66
& C 51,6 52,6 §<'s - 1,67
7 CH 783 195 10<"> . 1,72
8 CH 57,4 56,4 10<'> - 0,94
3 CH2 25,5 27,0 11 3,82 3,82
10 CH2 14,1 16,0 12" 2,65 2,58
11 CH 82,4 82,6 12<'> 2,65 2,55
12 CH2 - 35,8 13 4,03 4,03
13 CH 74,7 74,2 14<"> - 2,19
14 CH2 47,1 44,4 14<'> - 1,73
i3 CH2 61,5 60,4 15<"> - 2,03
16 [ 80,7 79,7 15> - 177
17 1,21 1,11
17 CH3 20,8 21,5 18 - 156
18 CH3 20,8 115 19,202,232 3,76 3,76

4,26

21 CH3 - 28,3 21 - 1,83
25 CH3 25,5 239 25 = 1,49

4.2.2.3 HPLC ile saflastirtlmis Yaprak pik-2 ornegi NMR analizi
sonuclari

HPLC analizi ile saflastirilan yaprak oziitiinden elde edilen 2. pik
numunesinin (Bkz. Bolum 4.1.1, Sekil 4.1) karbon ve proton NMR analizleri
Sekil 4.10 ve Sekil 4.11° de verilmistir. ACD yazilimi ile elde edilen GTX-III
karbon ve proton NMR’1 verileri (Cizelge 4.4) ile yapilan karsilasgtirmada
deneysel karbon yapisinin GTX-IIT’lin teorik karbon yapisinda bulunan 8 adet
karbonun dedekte edilemedigi goriilmektedir. Bu bilesigin yap1 analizi i¢in daha

fazla calisma yapmak gerekmektedir.
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Sekil 4.11 Yaprak pik-2 6rneginin H-NMR c¢alismas1 sonuglari
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Cizelge 4.4 Yaprak pik-2 C-NMR ve H-NMR sonuglarinin teorik GTX-11I C-
NMR ve H-NMR degerleri ile karsilagtiriimasi

YAPRAK-HPLC- PiK2- GTX-Ill C-NMR YAPRAK-HPLC- PiK2- GTX-IIl H-NMR

13CNo: CHn | DENEYSEL TEORIK Grup DENEYSEL TEORIK
1 C - 51,8 3 3,31 3,48
2 C 81,7 84,6 5 - 1,80
3 CH - 51,7 7 3,96 3,96
4 C 76,3 78,1 4 2,46 2,27
5 CH 54,3 55,2 9<"> 2,52 2,66
[ C - 52,6 9<'> - 1,67
7 CH 81,1 79,5 10<"> - 1,72
8 CH - 56,4 10<'> - 0,94
9 CH2 27,3 27,0 11 3,95 3,82
10 CH2 16,3 16,0 12<"> 2,50 2,58
11 cH 81,7 82,6 12<'> 2,50 2,55
12 CH2 - 35,8 13 3,98 4,03
13 CH 70,8 74,2 14<"> 2,46 2,19
14 CH2 - 44,4 14<'> - 1,73
15 CH2 61,7 60,4 15<"> - 2,03
16 C - 79,7 15<'> - 1,77
17 1,28 1,11
17 CH3 19,8 21,5 18 a 1.56
18 CH3 19,8 21,5 19,20,22,23,2 - 3,76

4,26

21 CH3 27,3 28,3 21 - 1,83
25 CH3 23,7 23,9 25 1,28 1,49

4.3 GAO@Si-NP Bilesiginin DLS ve SEM Analizi Sonugclar
4.3.1 GAO@SI-NP bilesiginin DLS analizi sonuclar:
GdO-NP’in DLS ile yapilan boyut analiz sonucu Sekil 4.12°de

gosterilmektedir. Elde edilen sonuglara goére sentezlenen nanopargaciklarin

boyutlar1 451,3 nm olarak belirlenmistir.

Size Distribution by bilensty

ImMensty (Parcard)
Aad
L=
—

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 41: GdO-HP 1 Recaord 42: GdO-HP 2

Record 43: GdO-HP 3

Sekil 4.12 GAO-NP’ in DLS ile yapilan boyut analiz sonucu.
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GdO@Si-NP’ in DLS ile yapilan analiz sonucu Sekil 4.13° de
gosterilmektedir. Elde edilen sonuglara gore sentezlenen nanoparcaciklarin
boyutlar1 369,1 nm olarak belirlenmistir. GAO-NP’ 1n silikalanma islemi sonrasi

parcacik boyutlarmin kiictildiigii goriilmektedir.

Size Distribution by Intenaty

Imensity (Percent)
=

1000 10000
Size (d.nm)

Record 26: Gd_Si021 Record 27 Gd_Si02 2 Record 28: Gd_S02 3

Sekil 4.13 GAO@Si-NP’ in DLS ile yapilan analiz sonucu.

4.3.2 GAO@SI-NP bilesiginin SEM analizi sonuglar:

Sentezlenen GAO@SI-NP i¢in yapilan SEM analizinde EDS dedektor ile
elde edilen parcacik goriintiisii ve icerdigi karakteristik piklerin grafigi sirasi ile
Sekil 4.14 ve Sekil 4.15° te verilmistir. Sekil 4.14 incelendiginde GAO@Si-NP’ in
amorf igneli yapiya sahip oldugu goriilmektedir. Jana ve arkadaglari SEM analizi
ile GAO@SI-NP’ 1in amorf yapiya sahip oldugunu benzer goriintiiyii elde ederek
gostermistir (Drbohlavova et al.,, 2009). Acik renkli olan kisimlar bilesigin
yiizeyinin daha fazla ¢ikinti yapmis kisimlarimin gosterirken koyu gri kisimlar
yiizeyin derin  olan kisimlarmi gostermektedir. Sekil 4.15 incelendiginde
gadolinyum pikleri nanoparcaciklardaki Gd atomlarinin varhigimni ve Si (Silisyum)
pikleri nanopargaciklarin silikalanmasimin gerceklestrildigini  gdstermektedir.
Stefanakis ve Ghanotakis sentezledikleri GdO@Si-NP i¢in EDS ile yaptiklart
kimyasal analizde benzer olarak 5 -8 keV araliginda yogun olarak Gd atomlarini
ve 0 — 2 keV araliginda O (Oksijen) , Gd ve Si atomlarimi goriintiilenmistir.
Cizelge 4.5°de SEM-EDS analizi yapilan GdO@Si-NP  karakteristik

elementlerinin % agirlik oranlart ve % atomik dagilim oranlar1 verilmistir.
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Sekil 4.15 GdO@Si-NP’ in SEM analizinde goriintiilenen karakteristik Gd, Si ve O pikleri.

Cizelge 4.5 GAO@Si-NP % agirlik ve % atomik degerlerinin orani

Element Wit% Atomic %
o] 25.71 64.14
Si 14.57 20.71
Gd 59.71 15.15
Total: 100.00 100.00

4.4 GTX-111l ile GAO@Si-NP Bilesiginin Baglanma Verimi
4.4.1 GTX-111-Y ile GAO@SIi-NP bilesiginin baglanma verimi

Yapraktan elde edilen GTX-111-Y bilesiginin GAO@Si-NP baglanma verimi

HPLC analizi ile belirlenmistir. Konjugasyon islemi sonrasi santrifiijleme
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isleminden elde edilen iist faz (siipernatant), GTX-III-Y ve {iriin numunelerinin
HPLC analiz sonuglar1 Sekil 4.16’da verilmistir.

u\k100,000)
1.26

108

HPARG T X-11-Y-Gd O-Si-NPHURUN )&

0.50

0.2

0.004

1o 20 o 4 5o o o o o 1 13 1201 3 14 i

Sekil 4.16 GTX-I11-Y-GdO@Si-NP, GTX-1I1-Y ve iist faz (siipernatant) 6rneklerine ait HPLC
analiz sonuglart.

Her numune i¢in bir enjeksiyon yapilmistir. Enjeksiyon hacmi 25 uL olarak
belirlenmistir. Elde edilen HPLC analizi sonuglarina goére sentezlenen {iriiniin
yikama isleminden elde edilen siipernatant 6rnegi i¢in (Rt: 3.96) yapilan HPLC
analiz ¢aligmalarinda serbest GTX-I1I-Y (Rt: 5.95) bilesigi dedekte edilmemistir.
Buna gore reaksiyona katilan 400 pg GTX-I-Y bilesiginin GdO@Si-NP

bilesigine % 100 verim ile baglandig1 belirlenmistir.
4.4.2 GTX-11-C ile GAO@Si-NP bilesiginin baglanma verimi

Cicekten elde edilen GTX-III bilesiginin gadolinium parcaciklarla baglanma
verimi HPLC analizi ile belirlenmistir. Konjugasyon islemi sonrasi santrifiijleme
isleminden elde edilen st faz (stipernatant), GTX-III-C ve {irlin numunelerinin

HPLC analiz sonuglar1 Sekil 4.17°de verilmistir.

u&100,000)
1. 754

Sekil 4.17 GTX-II-C-GAdO@Si-NP, GTX-I1I-C ve iist faz (stipernatant) orneklerine ait HPLC
analiz sonugalari.
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Her numune igin bir enjeksiyon yapilmistir. Enjeksiyon hacmi 25 uL olarak
belirlenmistir. Elde edilen HPLC analizi sonuglarina gore sentezlenen iirliniin
yikama isleminden elde edilen siipernatant 6rnegi (Rt: 4.14) i¢in yapilan HPLC
analiz calismalarinda serbest GTX-III (Rt: 6.19) bilesigi dedekte edilmemistir.
Buna gore reaksiyona katilan 300 pg GTX-I1I-C bilesigi GAO@Si-NP bilesigine

% 100 verim ile baglandig1 belirlenmistir.
4.4.3 GTX-111-B ile GAO@Si-NP bilesiginin baglanma verimi

Deli baldan elde edilen GTX-III bilesiginin gadolinium pargaciklarla baglanma
verimi HPLC analizi ile belirlenmistir. Konjugasyon islemi sonrasi santrifiijleme
isleminden elde edilen {iist faz (siipernatant), GTX-III-B ve iirlin numunelerinin
HPLC analiz sonuglar1 Sekil 4.18 de verilmistir.

u¥k1,000,000)
1foe

GdO@Si-NPHURUN)®
) ?]

A AR PP PP e R R T X -1 11-B, B t:05.. 26

100 0 .0 4.0 5.0 0.0 7.00 80 0.0 1007 1107 20 307 1407 min

Sekil 4.18 GTX-I11-B-GdO@Si-NP, GTX-I11-B ve iist faz (siipernatant) drneklerine
ait HPLC analiz sonugalari.

Her numune i¢in bir enjeksiyon yapilmistir. Enjeksiyon hacmi 25 pL olarak
belirlenmistir. Elde edilen HPLC analizi sonuglarina gore sentezlenen diriiniin
yikama isleminden elde edilen supernatant 6rnegi (Rt: 4.31) i¢in yapilan HPLC
analiz calismalarinda serbest GTX-III (Rt: 5.26) bilesigi dedekte edilmemistir.
Buna gore reaksiyona katilan 300 pg GTX-II-B bilesiginin GdO@Si-NP

bilesigine % 100 verim ile baglandig1 belirlenmistir.

4.5 GTX-111-Y-GdO@Si-NP, GTX-11I-C-GdO@Si-NP ve GTX-
111-B-GdO@Si-NP Bilesiklerinin DLS Yéntemi ile Boyut Ol¢iim
Analizi Sonuclari

Sentezi gergeklestirilen GTX-II-Y-GdO@Si-NP, GTX-I11-C-GdO@Si-NP,
ve GTX-1lI-B-GdO@Si-NP bilesiklerinin DLS ile yapilan boyut analiz sonuglari
siras1 ile Sekil 4.19, Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°de gosterilmektedir.
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Nanopargaciklarin parcacik boyutlar1 Cizelge 4.6° da verilmistir.  Grafikler
GdO@Si-NP’in  boyutlar1  ile  karsilastirildiginda  GTX-1I-Y  bilesigi
konjugasyonunun parcacik boyutlarinda kiigiilmeye neden oldugu fakat GTX-I1I-
C ve GTX-I11-B bilesiklerinin pargacik boyutlarini arttirdig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.6 GAO@SIi-NP, GTX-I-Y-GdO@Si-NP, GTX-11I-C-GdO@Si-NP, ve
GTX-111-B-GdO@SIi-NP bilesiklerinin DLS ile belirlenen pargacik boyutlari.

Numune Parcacik Boyutu (nm)
GdO@Si-NP 369,1
GTX-I1-Y-GdO@Si-NP 351,9
GTX-II-C-GdO@Si-NP 437,2
GTX-I11-B-GdO@Si-NP 824,3

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
~o
=

Size (d.nm)

—— Record 8: Gd_GTX_YPRK_URUN 1 - Record 9: Gd_GTX_YPRK_URUN 2
— Record 10: Gd_GTX_YPRK_URUN 3

Sekil 4.19 GTX-I11-Y-GdO@Si-NP’ in DLS analizi sonucu.
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Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.20 GTX-I1-C-GdO@Si-NP’ in DLS analizi sonucu.

Size Distribution by Intensity
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Record 14: Gd_GTX_DBL_URUN 1 Record 15: Gd_GTX_DBL_URUN 2)

Record 16: Gd_GTX_DBL_URUN 3

Sekil 4.21 GTX-I11-B-GdO@Si-NP’ in DLS analizi sonucu.

4.6 Hiicre Kiiltiirii Calismalar1 Sonuglar

46.1 MCF7 ve PC3 hiicrelerinde sitotoksisite c¢alismasinin
sonuclar:

Sekil 4.22 ve Sekil 4.23° te GdO, GAO@Si, GTX-111-Y-GdO@Si-NP, GTX-
11-C-GdO@Si-NP, GTX-111-B-GdO@Si-NP, GTX-II-Y, GTX-II-C ve GTX-
I11-B bilesiklerinin farkli konsantrasyonlarda (0,25-0,5-1-5-10-25 ng/mL) MCF7
ve PC3 hiicreleri ile yapilan sitotoksisite testlerinde 24 saatlik izleme sonucunda

elde edilen hiicre canlilik oranlarinin uygulanan konsantrasyon aralifina karsi
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grafikleri verilmistir. Elde edilen grafikler ile yapilan hesaplama sonucu Cizelge
4.7’ de verilen IC50 sonuclar1 elde edilmistir.

Sekil 4.22°de  GdO-NP-MCF7 ile GdO@Si-NP-MCF7 grafikleri
inceleniginde silikalamanin GdO-NP’1in MCF7 hiicrelerine sitotoksik etkisini bir
miktar azalttigi  gorilmektedir. GTX-III-Y-MCF7 ve GTX-IlI-C-MCF7
grafiklerinde konsantrsayon artisi ile birlikte hiicre canlilik oraninda anlamli bir
azalma goriilmektedir. GTX-I11-Y-GdO@Si-NP-MCF7 ve GTX-1II-C-GdO@Si-
NP-MCF7 grafiklerinde ise hiicre canlilik oranlarinda anlamli bir azalma
gorilmemektedir. Buna gore GdO@Si-NP’in GTX-IlI-Y ve GTX-II-C
bilesiklerinin sitotoksit etkisini diislirdigii goriilmektedir. GTX-I11-B-MCF7
grafigi incelendiginde MCEF7 hiicreleri lizerinde anlamli sitotoksisik etki

gostermedigi goriilmektedir.

GdO-NP - (MCF7) GdO@Si-NP (MCF7)
100 + =14
s e
s
£ S 3
E £ 0
S &@\Q‘f’ NI <
S8 ‘%0
Konsantrasyon (ug/mL) Konsantrasyon (pg/mL)
GTX-III-Y (MCF7) GTX-III-Y-GdAO@Si-NP
2 100 4 (MCF7)
z 9 2
= 28 T M %
: 4 = S
X
S L HL N OO B °
&S Vv SHe > P

Qv
\%0
Konsantrasyon (pg/mL) Konsantrasyon (ug/mL)
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GTX-III-C (MCF7)

GTX-III-C-GdO@Si-NP
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Sekil 4.22 GdO-NP, GdO@Si-NP, GTX-11I-Y-GdO@Si-NP, GTX-I11-C-GdO@Si-NP, GTX-Il1-
B-GdO@Si-NP, GTX-11-Y, GTX-II-C ve GTX-I11-B bilesiklerinin MCF7 hiicreleri ile yapilan
sitotoksisite ¢aligmalarinin sonug grafikleri.

Sekil 4.23° de GAO-NP-PC3 ile GdO@Si-NP-PC3 grafikleri inceleniginde

silikalamanin GdO-NP’

in PC3 hicrelerine sitotoksik etkisinde anlamli bir

degisim olusturmadigi goriilmistir. GTX-11I-Y-PC3, GTX-11I-C-PC3 ve GTX-
I11-B-PC3 grafiklerinde konsantrsayon artis1 ile birlikte hiicre canlilik oraninda
anlamli bir azalma goriilmektedir. GTX-111-Y-GdO@Si-NP-PC3 ve GTX-III-C-

GdO@Si-NP-PC3 grafikleri

incelendiginde GdO@Si-NP’ i GTX-lI-Y ve

GTX-II-C bilesiklerinin sitotoksik etkisini arttirdig1 goriilmektedir. GTX-111-B-
GdO@Si-NP-PC3 grafigi incelendiginde GdAO@Si-NP’ in GTX-I1I-B bilesiginin
PC3 hiicrelerine stotoksik etkisini diigtirdiigii goriilmiistir.
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GdO-NP (PC3) GdO@Si-NP (PC3)
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Sekil 4.23 GdO-NP, GdO@Si-NP, GTX-I1I-Y-GdO@Si-NP, GTX-II-C-GdO@Si-NP, GTX-I1I-
B-GdO@Si-NP, GTX-1I1-Y, GTX-I-C ve GTX-111-B bilesiklerinin PC3 hiicreleri ile yapilan
sitotoksisite ¢alismalarinin sonug grafikleri.
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Cizelge 4.7 GdO-NP, GdO@Si-NP, GTX-II-Y-GdO@Si-NP, GTX-11-C-

GdO@Si-NP, GTX-111-B-GdO@Si-NP, GTX-111-Y, GTX-1II-C ve GTX-I11-B

bilesiklerinin MCF-7 ve PC3 hiicreleri i¢in IC50 oranlar1

. GTX-111-Y- GTX-INI-C-
Hiicre %d‘/)l;lNLg’ G‘io%j[;\m GAdO@Si-NP GdO@Si-NP
Hatt1 e e (ng/mL) (pg/mL)
MCF7 39,53 90,64 66,28 0
PC3 40,53 56,93 0,81 3,63
Hiicre g d-I;)X@-@Ié:-_EI_D GTX-1I-Y GTX-111-C GTX-111-B
Hatt1 (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
MCF7 74,02 0,38 26,85 19,19
PC3 78,17 30,3 9,354 3,41
Cizelde 4.7 incelendiginde MCF7 hiicre hattinda GdO-NP’ 1n

silikalanmasinin  IC50 degerlerinin artmasina neden oldugu goriilmiistiir.
GdO@Si-NP’ m GTX-II-Y ve GTX-II-B bilesiklerinin IC50 degerlerinin
artmasina neden oldugu goézlenmistir. GTX-11-C bilesiginde ise GAO@Si-NP’ 1n
etkisi ile IC50 degerlerinin diistiigli goriilmeltedir. PC3 hiicre hattinda ise GdO-
NP’ m silikalanmasinin IC50 degerlerinde MCF7 hiicrelerine oranla daha az
artmasina neden oldugu goriilmiistiir. Buna gére GdO@Si-NP PC3 hiicrelerine
MCF7 hiicrelerinden daha fazla sitotoksik etki gdstermektedir. GAO@Si-NP’ 1n
GTX-1lI-Y ve GTX-llI-C bilesiklerinin IC50 degerlerinde anlamli azalmaya
GTX-I1I-B bilesiginin GAO@Si-NP’1in baglanmasi
sonucu PC3 hiicrelerine stotoksik etkisinin azaldig1 goriilmektedir.

neden oldugu goriilmiistiir.

GTX-I
bilesiklerinin MCF7 hiicrelerine toksik etkisinin oldugu gosterilistir. Gd NP’ 1n
GTX-III bilesiklerinin MCF7 hiicrelerine toksik etkisini diislirdiigli belirlenmistir.

Sonu¢ olarak, 0,25- 25 pg/mL konsantrasyon aralifinda,

GTX-III bilesiklerinin PC3 hiicrelerine toksik etkisinin oldugu gosterilistir. Bu
etkinin Gd-NP’in GTX bilesikleri ile konjugasyonu ile arttig1 belirlenmistir.

4.6.2 GdO-NP, GdO@Si-NP, GTX-111-Y-GdO@Si-NP, GTX-111-
C-GdO@Si-NP, GTX-111-B-GdO@Si-NP bilesiklerinin MCF7 ve
PC3 hiicrelerine baglanma etkisi

GdO-NP, GdO@Si-NP, GTX-1lI-Y-GdO@Si-NP, GTX-II-C-GdO@Si-
NP, GTX-111-B-GdO@Si-NP bilesiklerinin MCF7 ve PC3 hiicrelerine baglanma
etkisi calismalar1 sonucunda elde edilen grafikler Sekil 4.24 ve Sekil 4.25° te

verilmistir. Yapilan calismada tiim numuneler i¢in 10 pg/mL konsantrasyonda
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madde kullanmilmistir. Sekil 4.24 ve Sekil 4.25 incelendiginde GdO-NP’ in PC3
hiicrelerine baglanma oraninin MCF7 hiicrelerine oranla daha yiiksek oldugu
gorilmektedir. GAO@Si-NP’ in MCF7 hiicrelerine baglanma oraninda zamanla
anlamli bir degisim goriilmemistir. PC3 hiicrelerinde ise GdO@Si-NP’ 1
baglanma orani birinci saat i¢in % 20’ nin iizerinde oldugu gosterilmis. 4., 8., ve
24. saatlerde baglanma oraninda anlamli bir azalma goézlenmistir. GTX-111-Y-
GdO-Si-NP’ i PC3 hiicrelerine baglanma orani zamanla artarak 24. saatte % 20’
nin iizerine ulagsmistir. MCF7 hiicrelerinde ise baglanma orani diisiik ve zamanla
herhamgi bir degisim gozlenmemistir. GTX-I11-C-GdO-Si-NP’ in PC3 hiicrelerine
baglanma orani 1. saatte % 10 degerine ulasmis zamanla bu deger azalarak
baglanma yiizdesi diismiistiir. MCF7 hiicrelerinde ise diisiik degerlerde baglanma
gerceklesmis ve zamanla anlaml bir degisim gozlenmemistir. GTX-111-B-GdO-
Si-NP PC3 hiicrelerine 4. saatte % 20’ nin iizerinde baglanma gostermis 8. ve 24.
saatlerde baglanma yiizdesinin azaldigr gozlenmistir. MCF7 hiicrelerinde ise
baglanma yiizdesi diisiik ve zamanla baglanma yiizdelerinde anlamli bir degisim
gbzlemlenmemistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda GdO-NP, GdO@SIi-NP, GTX-1lI-Y-GdO@Si-
NP, GTX-llI-C-GdO@Si-NP, GTX-111-B-GdO@Si-NP bilesiklerinin PC3 ve
MCF7 hiicrelerine baglanma verimlerine bakildiginda tiim bilesiklerin PC3
hiicrelerindeki tutulumunun MCF7 hiicrelerine gore pozitif yonde daha fazla

oldugu gozlenmistir.

10

oSO N S O

% Baglanma Verimi

B 1 Saat ®4 Saat ™8 Saat 24 Saat

Sekil 4.24 GdO-NP, GdO@Si-NP, GTX-I11-Y-GdO@Si-NP, GTX-II-C-GdO@Si-NP,
GTX-I11-B-GdO@Si-NP 6rneklerinin MCF7 hiicrelerinde zamanla baglanma verimi
degisim grafigi.
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% Baglanma Verimi

m 1 Saat_ PC3 m®4 Saat_PC3 8 Saat_PC3 m 24 Saat_PC3

Sekil 4.25 GdO-NP, GdO@Si-NP, GTX-I1I-Y-GdO@Si-NP, GTX-111-C-GdO@Si-NP,
GTX-111-B-GdO@SIi-NP 6rneklerinin PC3 hiicrelerinde zamanla baglanma verimi degisim
grafigi.

4.7 GdO@SIi-NP MR Goriintiileme Cahsmalarimin Sonuclarinin
Incelenmesi

47.1 GdO@Si-NP MCF 7 hiicrelerine muamelesinin MR
goriintilleme calismalariin goriintiilerinin incelenmesi

MCF7 hiicrelerine GdO-NP (Gd,(OH)sNO3), GAdO@Si-NP (Gd2(OH)sNOs-
Si0,), GTX-1I-Y-GdO@Si—NP, GTX-1I-C-GdO@Si-NP ve GTX-III-B-
GdO@SIi—NP bilesiklerinin muamelesi sonrasinda 1., 4., 8., ve 24., saatlerde
hiicre iizerlerinden igerisinde 6rnek bulunan besiyerleri ¢ekilerek yapilan MR

goriintiileme calismalar1 Sekil 4.26” da verilmistir.

Sekil 4.26 GAO@Si-NP ile muamele edilmis MCF7 hiicrelerinin MR ¢ekim goriintiisii
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MR goériintiileme c¢alismasi sonucunda elde edilen goriintiilerin Image J
yazilimi ile belirlenen kontrast degerleri her bir kuyucuk i¢indeki hiicrelerde
bulunan protein miktarlar1 ile oranlanarak MCF7 hiicrelerine baglanma verim
hesabi Bkz. Sekil 4.24” te gosterilen grafikte verilmistir.

MR caligmasinda, MCF7 hiicrelerine Sekil 4.26” da 2.plakada D,E,F ve G
siralarindaki kuyucuklara GdO@Si-NP uygulanarak alinan goriintiiler ile 7 fakli
konsantrasyon i¢in paralel olarak 3 er tekrarli kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Elde
edilen grafik Sekil 4.27° deki gosterilmektedir. Kalibrasyon grafigi i¢in R? degeri
0,98443 bulunmustur. Elde edilen R? degerinin 0,9 degerinden biiylik olmasi
MCEF7 hiicreleri icin elde edilen kontrast degerlerinin baglanma verimi hesabinda

kullanilmasinin giivenilir sonuglar verebilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.27 MCF7 hiicrelerne uygulanan GdO@Si-NP’in MR Kontrast — Konsantrasyon
garfigi.

47.2 GdO@Si-NP PC3  hiicrelerine muamelesinin MR
goriintiilerinin incelenmesi

PC3 hiicrelerine GdO-NP (Gdz(OH)sNO3), GdO@Si-NP (Gd;(OH)sNOs-
Si0y), GTX-lI-Y-GdO@Si-NP, GTX-IlI-C-GdO@Si-NP ve GTX-1I-B-
GdO@SIi-NP bilesiklerinin muamelesi sonrasinda 1., 4., 8., ve 24. saatlerde
hiicre tizerlerinden besiyerleri ¢ekilerek yapilan MR goriintiileri Sekil 4.28°de

verilmistir.
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Sekil 4.28 GAO@Si-NP ile muamele edilmis PC3 hiicrelerinin MR ¢ekim goriintiisii.

MR goriintiileme ¢aligmast sonucunda elde edilen goriintiilerin Image J
yazilimi ile belirlenen kontrast degerleri hiicrelerde bulunan protein miktarlari ile
oranlanarak PC3 hiicrelerine baglanma verim hesab1 Bkz. Sekil 4.25° te gosterilen

grafikte verilmistir.

MR calismasinda, PC3 hiicrelerine Sekil 4.28° da 2.plakada D,E,F ve G
stralarindaki kuyucuklara GdO@Si-NP uygulanarak alinan goriintiiler ile 7 faklh
konsantrasyon i¢in paralel olarak 3’ er tekrarli kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Elde
edilen grafik Sekil 4.29° deki gosterilmektedir. Kalibrasyon grafigi i¢in R? degeri
0,94072 bulunmustur. Elde edilen R? degerinin 0,9 degerinden biiyiikk olmasi
hesaplanan kontrast degerlerinin baglanma verimi hesabinda kullanilmasinin

giivenilir sonuglar verebilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.29 PC3 hiicrelerine uygulanan GdAO@Si-NP’1n MR Kontrast — Konsantrasyon garfigi.
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4.8 18F-FDG Radyoisaretleme Calismalarimmn TLRC ve HPLRC
Analizi Sonuclari

4.8.1 18F-FDG radyoisaretleme calismalarinin TLRC analizi
sonuclari

TLRC yontemi ile yapilan analizlerin sonuglar1 Sekil 4.30, 4.31, 4.32 ve
4.33’ de verilmektedir. Elde edilen kromatogramlar incelendiginde (Cizelge 4.8)
18F-FDG bilesiginin Rf degeri 0.56 bulunmustur. Radyoisaretleme islemi sonrasi
18F-FDG- GTX-IlI-Y-GdO@Si-NP, 18F-FDG- GTX-1lI-C-GdO@Si-NP ve
18F-FDG- GTX-I1I-B-GdO@Si-NP’na ait Rf degerleri siras1 ile 0.72 , 0.68 ve
0.61 olarak belirlenmistir. Rf degerlerinde goriilen degisiklik GTX-III bagh
bilesiklerin 18F-FDG bilesigine basari ile baglandigin1 gostermektedir. Sekil 4.31,
4.32 ve 4.33 de sirasi ile Rf degerleri 0.02, 0.04 ve 0.04 olarak dedekte edilen
pikler 18F-FDG bilesiginin zamanla kararliliginin azalmasi sonucu serbest kalan
8¢ radyoizotopudur (BPC, 2000, Yu’den, 2006).

Cizelge 4.8 18F-FDG, 18F-FDG- GTX-I1I-Y-GdO@Si-NP, 18F-FDG- GTX-IlI-
C-GdO@Si-NP ve 18F-FDG- GTX-111-B-GdO@Si-NP bilesiklerinin TLRC
analizi verileri

Ornek Bilesik Rf Degeri Verim
Saf 18F-FDG 18F-FDG 0,56 100
18F-FDG ile B 0,02 6
GTX-111-Y- 18F-FDG- GTX-
GdO@Si-NP 111-Y-GdO@Si- 0,72 94
konjugasyonu NP
18F-FDG ile B 0,04 26
GTX-11-C- 18F-FDG- GTX-
GdO@Si-NP 111-C-GdO@Si- 0,68 74
konjugasyonu NP
18F-FDG ile B 0,04 26
GTX-I11-C- 18F-FDG- GTX-
GdO@Si-NP 111-B-GdO@Si- 0,61 74
konjugasyonu NP
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Sekil 4.30 18F-FDG bilesiginin TLRC kromatogrami
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Sekil 4.31 18F-FDG- GTX-111-Y-GdO@Si-NP bilesiginin TLRC kromatogrami
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Sekil 4.32 18F-FDG- GTX-I1-C-GdO@Si-NP bilesiginin TLRC kromatogrami
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Sekil 4.33 18F-FDG- GTX-I11-B-GdO@Si-NP bilesiginin TLRC kromatogrami

4.8.2 18F-FDG radyoisaretleme ¢alismalarinin HPLRC analizi
sonuclari

HPLRC yontemi ile yapilan analizlerin sonuglar1 Sekil 4.34, 4.35, 4.36 ve
4.37’ de verilmektedir. Elde edilen kromatogramlar incelendiginde bilesikler i¢in
Cizelge 4.9’ da verilen Rt (Alikonma zamani) degerleri tablosunda elde edilmistir.
Sentezlenen 18F-FDG-GTX-III-GdO@Si-NP ile 18F-FDG ve GdO@Si-NP’ 1n
tutunma zamanlarinda olusan zaman farki konjugasyonun gerceklestirildigini
gostermektedir. 18p radyoizotopunun yarilanma omrii kisa oldugu icin sentez
calismalarinin uzun siirmesi nedeni ile Radyoaktivite Dedektorii (RAD) ile 18F-
FDG-GTX-I1I-GdO@Si-NP i¢in *F piki dedekte edilememistir.

Cizelge 4.9 18F-FDG ile GAO@SI-NP’ 1n isaretleme ¢aligmasi Rt degerleri

18F-FDG Radyoisaretleme | DAD RAD

- HPLC RT(2) min RT(1) min
GdO@Si-NP 4,02 -
18F-FDG 3,84 4,10
18F-FDG-GTX-111-

GdO@Si-NP (ortalama) 4,10 -
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Sekil 4.34 GAO@Si-NP’ na ait HPLC kromatogramau.
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Sekil 4.35 18F-FDG bilesiginin HPLRC analiz sonucu a) (al) DAD dedektor analizi b) (a2)
Radyoaktivite dedektorii analizi sonucu
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b) I 18F-FDG-GTX-I-GJO@SI-NP
H (DAD)

Rt-1: 3,26
Rt-2: 4,17

'bz) 18F-FDG-GTX-I-Y-GdO@SI-NP (RAD)

" " i 1 o " M n " L] e "m e e " m

Sekil 4.36 18F-FDG-GTX-111-Y-GdO@Si-NP bilesiginin HPLRC analiz sonucu
a) (bl) DAD dedektor analizi b) (b2) Radyoaktivite dedektdrii analizi sonucu

e 18F-FDG-GTX-II-G-GAO@SHNP

z o PAD)  piq: 310
5 RI2: 3,04
A {8F-FDG-GTX-IIG-GAO@SHNP (RAD)

Sekil 4.37 18F-FDG-GTX-II-C-GdO@Si-NP bilesiginin HPLRC analiz
sonucu a) (c1) DAD dedektor analizi b) (c2) Radyoaktivite dedektorii analizi sonucu
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e

“:m" 18F-FDG-GTX-lIl-B-GAO@SI-NP (DAD)
z Rt1:3.33
- Rt2:4.21
) {8F-FOG-GTXIHB-GAO@SHNP (RAD)

Sekil 4.38 18F-FDG-GTX-111-B-GdO@Si-NP bilesiginin HPLRC analiz
sonucu a) (d1) DAD dedektdr analizi b) (d2) Radyoaktivite dedektorii analiz sonucu
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, ilk defa GTX-III bilesikleri ile konjuge GAO nanopargaciklar
sentezlenmis FDG ile inaktif ve aktif olarak konjuge edilmis prostat ve meme
kanser hiicreleri tizerinde in vitro etkinlikleri incelenmis, gadolinyum
kontrastindan yararlanilarak MRI goriintiileri alinmigtir. Daha Once trityum (3H)
ile GTX-I bilesigi isaretlenmistir fakat bu ¢alismada GTX-III bilesigi BEFDG
bilesigi ile isaretlenmistir (Iwasa et al., 1994).

GTX 1III bilesigi Rhododendron ponticum L. bitkisinin yaprak ve
cigeklerinden ve deli balindan izole edilmistir ayrica LC-MS ve NMR ile yap1

tayini yapilmistir.

GdO@Si-NP’larinin sentezi ¢oktiirme yontemi ile gerceklestirilip. SEM
cihazi ile goriintiisii alinmistir.  Elde edilen SEM goériintiileri ve parcacik
karakterizasyonu referans calisma ile karsilastirildiginda sonugalarin paralel

oldugu gozlenmistir.

GdO@Si-NP’larmin %100 verim ile GTX bilesiklerine baglandigi HPLC
analizi ile belirlenmistir. Uygulanan CDI/NHS metodunun silikali nanopargaciklar
ile polihidroksiller iceren bilesiklerin konjugasyonunda basarili sonu¢ verdigi
gosterilmistir. HPLC calismalarinda GdO@Si-NP’larin PDA ve RID
dedektorlerin her ikisinde dedekte edilebildigi goriilmiistiir.

Sitotoksisite ¢aligmalarinda, 0,25 — 25 pg/mL konsantrasyon araliginda
GdO-NP, GdO@Si-NP, GdO@Si-GTX-IlI-Y ve GdO@Si-GTX-II-C
bilesiklerinin MCF7 hiicrelerinde toksik ozellik gostermedigi sadece GdO@Si-
GTX-B bilesiginin toksik 6zellik gosterdigi belirlenmistir. Buna ragmen, GTX
bilesikleri MCF7 hiicrelerine ayni konsantrasyon araliginda toksik o&zellik
gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen bu veriler GdO@Si-NP’larin GTX-111-Y ve
GTX-II-C bilesiklerinin MCF7 hiicrelerine olan toksik 6zelligini azaltirken GTX-
B bilesiginde etkilemedigini  gostermistir. GAO@Si-NP’lerin GTX-I1I-Y ve
GTX-IlI-C ile konjugasyonunun PC3 hiicrelerine toksik ozelligi arttirdig1 fakat

GTX-B konjugasyonu ile toksisitenin azaldig1 gosterilmistir.

GdO@Si-GTX-NP’larin MCF7 ve PC3 hiicrelerine baglanma etkisi MR

goriintiileme yontemi ile kontrast degerlerinden yararlanilarak hesaplanmistir.
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Elde edilen verilerde sentezlenen nanoparcgaciklarin PC3 hiicrelerine tutulumu

MCEF7 hiicrelerine tutulumuna goére oldukga yiiksek oldugu belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar "®*F-FDG-GTX-11I-GdO@Si-NP’min prostat ve meme
kanserlerinin PET/MR goriintiilenmesinde kullanilabilirliginin meme ve prostat

kanser tedavisinde umut verici oldugunu gostermektedir.

Ayrica bulgular bu nanaopargaciklarin teranostik potansiyeli oldugunu da
gostermektedir. Ileride yapilacak in vivo diizeyde daha ileri ¢alismalardan elde
dilecek bulgular konu ile ilgili daha aydinlatici sonuglar elde etmemize faydali
olabilecektir.
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