EGE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

(YUKSEK LiSANS TEZI)

FDG-KONJUGE MANYETIK
NANOPARCACIKLARIN BiYOAFINITELERININ /N
VITRO/IN VivOo OLARAK INCELENMESI

Volkan YASAKCI

Tez Damismani : Prof. Dr. Perihan UNAK

Niikleer Bilimler Anabilim Dah

Sunus Tarihi : 24.01.2017

Bornova-iZMiR
2017






Volkan YASAKCI tarafindan Yiiksek Lisans tezi olarak sunulan “FDG-Konjuge
Manyetik Nanoparcaciklarin  Biyoafinitelerinin  /n  Vitro//n Vivo Olarak
Incelenmesi” baslikli bu calisma E.U. Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yonetmeligi
ile E.U. Fen Bilimleri Enstitiisii Egitim ve Ogretim Y6nergesi’nin ilgili hiikiimleri
uyarinca tarafimizdan degerlendirilerek savunmaya deger bulunmus Ve
24.01.2017 tarihinde yapilan tez savunma sinavinda aday oybirligi/oycoklugu ile
basarili bulunmustur.

Jiiri Uyeleri: Imza
Jiiri Baskam1  :Prof. Dr. Perihan UNAK ...,
Raportor Uye :Prof. Dr. F. Ziimriit BIBER MUFTULER ........................

Uye :Prof. Dr. Hiiseyin ENGINAR ...,






EGE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

ETIK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

E.U. Lisansiistii Egitim ve Ogretim Y®&netmeliginin ilgili hiikiimleri uyarinca
Yiksek Lisans Tezi olarak sundugum ‘‘FDG-Konjuge Manyetik
Nanoparcaciklarm Biyoafinitelerinin [n Vitrolln Vivo Olarak Incelenmesi’’
baslikli bu tezin kendi ¢calismam oldugunu, sundugum tiim sonug, dokiiman, bilgi
ve belgeleri bizzat ve bu tez calismasi kapsaminda elde ettigimi, bu tez
calismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara atif yaptigimi ve bunlari
kaynaklar listesinde usuliine uygun olarak verdigimi, tez ¢aligmasi ve yazimi
sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigini, bu tezin
herhangi bir boliimiinii bu tiniversite veya diger bir liniversitede baska bir tez
calismasi i¢inde sunmadigimi, bu tezin planlanmasindan yazimina kadar biitlin
sathalarda bilimsel etik kurallarina uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya
¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul edecegimi beyan ederim.

24/ 01/ 2017

Volkan YASAKCI






vii
OZET

FDG-KONJUGE MANYETIK NANOPARCACIKLARIN
BiYOAFINITELERININ IV VITRO/IN VivOo OLARAK
INCELENMESI

YASAKCI, Volkan

Yiiksek Lisans Tezi, Niikleer Bilimler Anabilim Dal1
Tez Danismant: Prof. Dr. Perihan UNAK
Ocak 2017, 86 Sayfa

Bu tez caligmasinin amaci, dual mod lenf nodu goriintiileme ve hipertermi
ozellikleri olan bir teranostik ajan olusturulmasidir. Bu amag ile demir oksit
icerikli manyetik nanoparcaciklar (MNP) sentezlenmis, sentezlenen MNP’lerin
stabilitelerini arttirmak, sitotoksisitelerini azaltmak ve kanser hiicrelerine
afinitelerini daha segici hale getirmek i¢in Hyaluronik Asit (HA) ile yiizey
modifikasyonu yapilmis ve Florodeoksiglukoz (**FDG) molekiilii ile konjuge
edilerek kanser hiicrelerindeki afiniteler arttirilmaya calisilmistir. Sentezlenen
MNP’lere daha sonra floresans Ozellikte optik isaret olan Indocyanine Green
(ICG) baglanarak optikge izlenir hale getirilmistir. Ayrica iodojen yoOntemi
kullanlarak **!1 radyoisaretleme yapilmis, molekiile terapi ve izlenebilirlik 6zelligi
kazandirilmigtir. Radyoisaretlemesi yapilan molekiiliin in vitro hiicre kiiltiirii
caligmalar1 ve biyoafinite testleri PC-3 insan prostat kanseri hiicreleri ve MCF7
insan meme kanseri hiicreleri iizerinde yapilmistir. Sprague Dawley siganlar ile in
vivo hayvan organ tutulum g¢alismasi yapilmistir. Erkek ve disi siganlar iizerinde,
etik kurallar ger¢evesinde ti¢ farkli proses denenmistir. Elde edilen sonuglar, FDG
konjuge Fe3Os nanopargaciklarin kanser hiicrelerine tutulumu arttirdigi ve bu
parcaciklarin MRI ile kanser hiicrelerinde goriintiileme ve hipertermi ile terapi

icin uygun 6zelliklerinden dolay1 teranostik ajan olabileceklerini gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Manyetik Nanopargaciklar (MNP), Fe3Os, Hyaluronik
Asit (HA), Florodeoksiglukoz (FDG), I, Indocyanine Green (ICG), hipertermi,
teranostik ajan.






ABSTRACT

IN VITRO/IN VIVO BIOAFFINITY DETERMINATION OF FDG
CONJUGATED MAGNETIC NANOPARTICLES

YASAKCI, Volkan

MSc in Nuclear Sciences Department

Supervisor : Prof. Dr. Perihan UNAK
January 2017, 86 pages

The aim of this thesis is created a theranostic agent with dual mode lymph
node imaging and hyperthermia. For this purpose, magnetic nanoparticles (MNP)
which contained iron oxide were synthesized and the surface of MNP was
modified with Hyaluronic Acid (HA) to increase the stability, to reduce
cytotoxicity and to enhance their selective affinity for cancer cells. In addition, the
modified molecule was conjugated with Fluorodeoxyglucose (*°*FDG). The
synthesized FDG-MNPs were optically screened by binding fluorescence-specific
optical signal Indocyanine Green (ICG). Additionally, the molecule was
radiolabeled with 3!l using the iodogen method so, molecule has been given
therapy and traceability. The radiolabeled molecule’s in vitro cell culture studies
and bioaffinity assays were performed on PC-3 human prostate cancer cells and
MCF7 human breast cancer cells. Sprague Dawley rats were studied for in vivo
animal organ involvement. Three different processes have been tested on male
and female rats in the framework of ethical rules. The results demonstrate that
FDG conjugated FesO4 nanoparticles enhance the involvement of cancer cells and
that these particles may be a theranostic agent due to their favorable properties for
imaging with hyperthermia and imaging in cancer cells with MRI.

Keywords: Magnetic Nanoparticles (MNP), FezOs, Hyaluronic Acid (HA),
Fluorodeoxyglucose (FDG), I, Indocyanine Green (ICG), hyperthermia,
theranostic agent.






Xi
TESEKKUR

Tez calismamin her kosulunda bilgi ve tecriibeleriyle bana destek olan basta
tez danismanim, saymn hocam Prof. Dr. Perihan UNAK a, in vivo hayvan organ
tutulum calismasinda bizlere destek saglayan Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim dalindan sayin hocam Uzm. Dr. Vedat EVREN’e,
caligmalarimin basindan sonuna kadar her tiirlii yardimi1 ve destegi saglayan, bu
calismanin 6zellikle in vitro hiicre kiiltiirii calismalarinda biiyiik destek veren Ar.
Gor. Dr. Ozge KOZGUS GULDU’ye, yine tiim deneyimlerini benimle paylasan
ve in vivo hayvan organ tutulum denemesinde biiyiik katkisi olan Volkan

TEKIN’e tesekkiirlerimi sunuyorum.

Biitiin egitim 6gretim hayatim boyunca bana her kosulda destek olan sevgili

aileme de ayrica tesekkdirii bir borg bilirim.

Volkan Yasake1






Xiii

ICINDEKILER

Sayfa
OZE T . vii
ABSTRACT .. .. ix
TESEKKUR ...ttt e, Xi
SEKILLER DIZINT. ... xviii
CIZELGELER DIZINI. ..ot XXii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI...........ccoooiiiiiiiiiie, XXiv
1.GIRISEF...... 40 ... 40 A0S ... 9% ......................... 1
2.GENEL BILGILER........iiiiiiiiiiiii e 5
2.1 KANSEE NEUIT?.. .ottt te e ereesteeneeeneenneens 5
2.1.1 Kanser tan1 ve tedavi yaklasimlari..................ooooiiiiiiiii 5
2.2 NANOTEKNOIOJI. ... v ettt 8
2.2.1 Manyetik Nanopargaciklar...............ooveiiiiiiiiii e, 9
2.2.2 Manyetik Nanopargaciklarin ilag olarak hedeflenebilme o6zellikleri......... 10
2.2.3 Demir Nanopargaciklar.............ooooiiiiiiii e 11
2.3 Florodeoksiglukoz (FDG)........oiuiiriiiie e 14

2.3 L FaSENtIN. .ottt 17



Xiv

ICINDEKILER (devam)

Sayfa
2.4 Hyaluronik ASit......oooieiitiit i e 18
2.5 Isaretlemede Kullanilan YOntemler..............ooouviuniiniiiniiiiiiiieainenns, 21
2.5.1 Iyot Ve iYOt iZOtOPIArt. ... .....ie i 21
2.5.2 Radyoiodinasyon ve radyoaktif 3! ile isaretleme.............................. 22
2.5.3 10d0JEN YONEMI. .. ...uieeie e 23
2.5.4 Indocyanine Green (ICG) optik isaretleme..............ccoveveiiininieniannnnn. 23
2.6 Kalite Kontrol isleminde Kullanilan Yontemler................cco.oevveiunnnn. 25
2.6.1 ince Tabaka Radyo Kromatografisi (TLRC)..............ccccoviuiineinnnn... 25
2.6.2 Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC)............................. 26
2.7 Hiiere KUIGIT. . ..ot e 27
2.8 Biyodagilim. ..o e 29
3. MATERYAL VEMETHOD..... ..ottt 31
3.1 Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar.....................oooiiiiiii i, 31
3.1.1 Kullanilan kimyasallar..............ccooiiiiiii e, 31
3.1.2 Kullanilan cihazlar........ ... 32

3.2 MNP (Fe304) SENteZi.....cuouerinii i 34



XV

ICINDEKILER (devam)

Sayfa
3.2.1 Sentezlenen MNP’ lerin silikalanmast..............c.cooooiiiiiiiiinnie, 35
3.2.2 Silikalanmis MNP’lerin silanlanmasi................cooevviiiiiiiiniiieninnnnn. 36
3.2.3 Silika ve silanli MNP’lerin hyaluronik asit ile modifikasyonu................ 36
3.3 Mannoz triflat-etilendiamin Konjugasyonu................cccoviviiiiiiiininnnn, 36
3.3.1 Mannoz triflat — etilendiamin’in °F ile siibstitiisyonu......................... 36
BAFEDG-MNP SENtEZi. ... eveiieeii e 37
3.5 Sentezlenen °FDG-MNP’ye optik isaret (ICG) takilmast........................ 37
3.6 Sentezlenen FDG-MNP’lerin Karakterizasyonlart......................c.o.ee.e. 38
3.6.1 SEMve TEM analizleri..........coooiiiiiiiii e 38

3.6.2 Demir nanoparcacik ve tlirevlerinin hidrodinamik ¢ap ve zeta

potansiyellerinin OlGUIMEST. .. ....oouvieiii i 38
3.7 FDG-konjuge nanoparcaciklarin FT-IR yontemi ile yap1 analizi............... 38
3.8 Kalite Kontrol ISIemleri..........c.oouiuiiniei i, 39
3.8.1 lodojen yontemi ve *! ile radyoisaretleme. ...................cceeueiineinn.n. 39
3.8.2 FDG-konjuge nanoparcaciklarin HPLC analizleri.............................. 39

3.8.3 FDG-konjuge manyetik nanopargaciklarin ince tabaka radyo kromatografi
(TLRC) yontemi ile kalite kontrol iglemi.................oooooiiiiiiiiii 40



XVi

ICINDEKILER (devam)

Sayfa
3.9 Hiicre Kiiltlirii Calismalart.............ooooiiii i 41
3.9.1 MCF7 ve PC-3 hiicre hatlarinin hazirlanmast.................ooooooiiiiii i 41

3.9.2 fodojen yontemiyle radyoisaretleme yapilan manyetik nanoparcacitk (MNP)
ve FDG-MNP bilesiklerinin MCF7 ve PC-3 hiicre hatlarinda 3 saat boyunca

fasentinli ve fasentinsiz iINKOrPOrasyonU.............cooouiiuiiiiiiiiiiiii e, 41
3.9 3 Protein TaYiNI. . ..ue ittt e e 42
3.10 /n Vivo Organ Tutulum CaliSmast..............couoieuiiiieniiiiieeieiiaenn.n, 42
3.10.1 Perflizyon ve kesit alma iglemi..............c.oooiiiiiiiiiiii 42
3.10.2 Kesitleri alinan organlarin histokimya boyasi ile boyanmasi................ 44
3.10.3 Homojenize edilen organlarin HPLC analizleri................................ 45
4. BULGULAR VE TARTISMA . ..o 47
4.1 Reaksiyon Mekanizmalari...........c.ooiiiiiiiiiiiii 47
4.2 Sentezlenen MNP ve Tiirevlerinin Karakterizasyonuna Iliskin Bulgular...... 51
4.2.1 SEM ve TEM analiz sonuglart................cooiiiiiiiiii i, 51
4.2.2 Sentezlenen MNP ve tiirevlerinin DLS analiz sonuglart........................ 52

4.3 Sentezlenen ve Konjuge Edilen Nanoparcaciklarin FT-IR Yapi Analiz
SONUGIATL. .. 54

4.4 Kalite Kontrol Analiz Sonuclart.................ooiiiiii 57



XVii

ICINDEKILER (devam)

Sayfa
4.4.1 Nanopargacik ve tiirevlerinin HPLC analiz sonuglari........................... 57
4.4.2 Erkek Siganda Homojenize Edilen Organlarin HPLC Analiz Sonuglari.....60
4.4.3 TLRC Analiz SONUGIari...........oeiiiiiiiiii i, 66
4.5 Hiicre Kiiltiirii Calismalart Sonuglari............oooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 68
4.6 In Vivo Organ Tutulum Calismast Sonuglart...................c.oeeeiieiinn.n, 69
4.6.1 Erkek ve disi sicanda 1s1k/floresans mikroskop goriintiileri................... 69
5.SONUC VE ONERILER .......ouiinii e, 75
KAYNAKLAR DIZINI. ...ttt 77

OZGECMIS. ..o, 86



xviii

SEKILLER DiZINi
Sekil Sayfa
2.1 TUMOL MIKIO GOVICSI. .. uttt ettt ettt et et e et 6

2.2 Nanopargacik ve hiicre yiizeyi arasindaki etkilesimleri gosteren sema.........11

2.3 Fasentin’in g1k yapISL.......ouirit ittt 17
2.4 Hyaluronik Asit’in agik yapist ......o.ovuiiiiiiiiiii i 18
2.5 Iyot izotoplarinin bozunma tiirleri ve yar1 dmiirleri .............................. 22
2.6 10d0jen’in aGIK YAPIST ... ..uiveee ettt 23
2.7 ICG NN AGTK YAPIST 4 eutenttttentet e et ettt et et e et ete et et enteeneeaeaneanas 24
2.8 HPLC cihazmin temel bilesenleri.............oooviiiiiiiiiiiiiiiiieeen 27
3.1 Demir nanopargacik sentez dizenegi...........oovvviuiiiiiiiiiiiiiiiiieineaninn, 35
3.2 Demir nanopargacik nanopargacik sentez sonrast gérinimii ................... 35
3.3 Mannoz triflat-etilendiaminin °F ile siibstitiisyon deneyi goriiniimi.......... 37

3.4 24’lik plate igerisine ekilmis hiicrelere uygulanan molekiillerin sematik

(07581111 DU U PP PRSP OP PPN 42
3.5 Leica CM 1900 Kyrostat cihazi ile 30 pm’lik kesit alimi......................... 43
3.6 Lam tizerindeki kesitler............oooiiiiii e 44
3.7 Histokimya boyama prosesinden bir gorintii..............coooveveiiniinininn..n 45

4.1 Demir nanopargacik sentez reakSiyonu ...........ccevvviieiiiiiiiiiieenninieeninens 46



Xix

SEKILLER DiZINi (devam)

Sekil Sayfa
4.2 Demir nanopargacigin silika ile kaplanmasi reaksiyonu ......................... 46
4.3 Demir nanopargacik silanlanma reaksiyonu ................ccooiiiiiiinnn. 47

4.4 Silanlanmis demir nanoparcacigin hyaluronik asit ile modifikasyon

FEAKSIYONUL. ...ttt e e e 47
4.5 Mannoz triflat’in etilendiamin ile konjugasyon reaksiyonu ..................... 47
4.6 Mannoz triflat-Etilendiamin’in 1°F ile siibstitiisyon reaksiyonu ................ 48
4.7 FDG-MNP'NIN QCIK YAPIST « vttt et et e eeeaeaas 48
4.8 MNP-HA ile FDG-etilendiamin’in konjugasyonu ....................c.coeuven.e. 49
4.9 ICG ile optik isaretlenmis FDG-MNP’lerin sematize edilmis modeli.......... 49
4.10 Sentezlenen MNP ve tiirevlerinin SEM analiz sonucuna ait goriintiisi...... 50
4.11 Sentezlenen MNP ve tiirevlerinin TEM analiz sonucuna ait goriintiisii...... 50
4.12 Manyetik nanoparg¢acilarin boyut dagilimi.................oo 52
4.13 Manyetik nanopargaciklarin zeta potansiyel grafigi............................. 52
4.14 Fe304’tin FT-IR yap1 analiz SONUCU. .........oovviiiiiiiiiiiiiiieieeieinaeneenn, 53
4.15 Fe304-Silika’nin FT-IR yap1 analiz SONUCU..............coevviiiiiiiininn. 54
4.16 Fe304-Silika-Silan’in FT-IR yap1 analiz sonucu................cccoeeuinnn.n.. 55

4.17 Fe304-Silika-Silan-HA nin FT-IR yap1 analiz sonucu........................... 55



XX

SEKILLER DiZINi (devam)

Sekil Sayfa
4.18 Fe304-Silika-Silan-HA’ nin kromatogrami...............c.ccoevviiiiiinianinnen.. 56
4.19 FDG-MNP KromatOgraml. ........oueeuieniiiitenieteetetaaieatenieaneennannenns 57
4.20 FDG-MNP-ICG’nin Kromatogrami............o.veeeiriinieienniaiennenneennn 58
4.21 FDG-MNP-ICG’nin floresans dedektor kromatogrami......................... 58
4.22 ICG’nin UV dedektdr kromatogrami.............covviiiiiiiniiiiiniineenennn.. 58
4.23 ICG’nin floresans dedektdr kromatogrami...............ooovviiiiiiniiniinn.nn.. 59
4.24 FDG-MNP-ICG’nin HPLC kromatogrami.............c.ccovvieiinniiniennnnn. 60
4.25 TCG KIrOMAtOZIAIML. ...\ttt eetettaeteit et et et e et et et e ee et eeaeeeeeenneenas 60

4.26 FDG-MNP-ICG ile farkli konsantrasyonlarda elde edile kalibrasyon

caligmast SONUG GrafiZl......c.ovuiiniii e 61

4.27 Erkek siganda homojenize edilmis Bobrek dokusundaki ICG konjuge FDG-
MNP’lerin HPLC Kromatogrami...........o.ovuiiiiiiiiiiiiiiiiiieiineeaens 62

4.28 Erkek siganda homojenize edilmis Prostat dokusunda ICG konjuge FDG-
MNP’lerin HPLC Kromatogrami...........o.ovuiiiiiiiiiiiiiiiiieieeaeeaen 62

4.29 Erkek sicanda homojenize edilmis Dalak dokusunda ICG konjuge FDG-
MNP’lerin HPLC Kromatogrami.............oooieiiuiiiiiiiiiiiiiiii i 63

4.30 Erkek siganda homojenize edilmis Karaciger dokusunda ICG konjuge FDG-
MNP’lerin HPLC Kromatogrami............oouviuiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeene 63

4.31 Erkek sicanda homojenize edilmis Akciger dokusunda ICG konjuge FDG-
MNP’lerin HPLC Kromatogrami............oouviuiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeiene 64



XXi

SEKILLER DiZINi (devam)

Sekil Sayfa

4.32 Erkek siganda homojenize edilmis Kalp dokusunda ICG konjuge FDG-

MNP’lerin HPLC Kromatogrami.........c.cooueeiuiiiiiiiiiiie i eieeeaeenanns 64
4.33 FDG-MNP-!*"nin TLRC analiz sonuglart...............cccoeeueeueiueinnenn.., 65
4.34 B nin TLRC analiz SONUGIATT. ........veieiie e, 66
4.35 Serbest iyotun TLRC analiz SONUCU............coieiviiiiiiiiiiiee e, 66

436 MCF7 ve PC-3 hiicre hatlarina uygulanan nanoparcacik tiirevlerinin

baglanma oranlarinin grafigi.............oooiiiiiiiii 68

4.37 Erkek sigcan boyanmamig slayttaki prostat organ kesitinin floresans ve 151k

MIKroSKop OTUNTHSTL. ... .uve i 69

4.38 Erkek sigan boyanmis slayttaki testis organ kesitinin floresans ve 1s1k
MIKIOSKOP @OTUNTIST. ...t ue vttt ittt ettt et et et et e e e 69

4.39 Erkek boyanmis slayttaki dalak organ kesitinin floresans goriintiisi..........69

4.40 Disi boyanmis Karaciger organ kesitinin floresans ve 151k mikroskop

oL B4 U ] 70

441 Disi boyanmamis bobrek organ kesitinin floresans ve 1sik mikroskop

oL B4 U] 70

4.42 Disi sigcanda boyanmis meme organ kesitinin floresans ve 1sik mikroskop

GOTUNEUSTL. + .+ ettt et et et e e e et e et e e 70

4.43 Disi siganda boyanmamis meme organ kesitinin floresans ve 151k mikroskop

oL B4 U] 71



XXii

CIZELGELER DiZINi

Cizelge Sayfa

2.1 lIyot izotoplarindan bazilarinin iiretimi, bozunma cinsi, yar1 6mrii ve

uygulamalar: hakkinda genel bilgi...............cooiiiiiiii 22
3.1 HPLC KOSULLAIT. ..ot e 40
3.2 Homojenize edimis organlarin HPLC ¢alisma kosullart.......................... 45
4.1 Manyetik nanoparcaciklarin boyut zeta potansiyel 6l¢iim sonuglari............ 51
4.2 Fe30q4’lin dalga sayisina gore tahmin edilen egilme ve gerilmeleri............. 53

4.3 Silikalanmis Fe3O4’tin dalga sayisina gore tahmin edilen egilme ve
GeNIMEIETI. .. e 54

4.4 Silanlanmis FesOs-Silikanin dalga sayisina gore tahmin edilen egilme ve
GerIMEIETI. .. 55

4.5 Hyaluronik Asit ile kaplanmis FesOs-Silika-Silan’in dalga sayisina gore

tahmin edilen egilme ve gerilmeleri..............coooiiiiiiiiiiii 56
4.6 Fe3Os-HA nin alikonma zamani ve alan sonuglari................................ 57
4.7 FDG-MNP’nin alikonma zamani ve alan sonuglart............................... 57
4.8 FDG-MNP-ICG’nin alikonma zamani ve alan sonucu........................... 58
4.9 ICG’nin alikonma zamani ve alan sonuglari...........................L L. 59
4.10 FDG-MNP-ICG kromatograminin alikonma ve alan ortalamasi............... 60

4.11 Daha once elde edilmis ICG kromatograminin alikonma ve alan

o)y 22] £21 1012 1<) PO 60



XXiii

CIZELGELER DIiZINi (devam)

Cizelge Sayfa
4.12 Erkek Homojenize edilmis Bobrek alikonma ve alan ortalamasi.............. 62
4.13 Erkek homojenize edilmis Prostat alikonma ve alan ortalamasi............... 62
4.14 Erkek homojenize edilmis Dalak alikonma ve alan ortalamasi................ 63
4.15 Erkek homojenize edilmis Karaciger alikonma ve alan ortalamasit............ 63
4.16 Erkek homojenize edilmis Akciger alikonma ve alan ortalamasi.............. 64
4.17 Erkek homojenize edilmis Kalp alikonma ve alan ortalamasi.................. 64
4.18 Cesitli dokulardaki FDG-MNP-ICG miktarlar: (ug/mg)...............c.ceenee. 65
4.19 TLRC sonuglarmin ortalama degerleri tablosu...................cooeeiinni 66

420 MCF7 ve PC-3 hiicre hatlarina uygulanan nanoparcacik tiirevlerinin

baglanma oranlart.............oooiii i 67



Simgeler

MNP

SPION

USPIO

MMH

TAM

ROS

HA

CD44

AMF

ICG

TLRC

HPLC

FTIR

SEM

TEM

DLS

XXiv

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Aciklama

Manyetik Nano Parcacik

Stiper Paramanyetik Demir Oksit

Ultra Siiper Paramanyetik Demir Oksit
Manyetik olarak aracilik eden hipertermi
Tiimdre bagli makrofajlar

Reaktif Oksijen Tiirleri

Hyaluronik Asit

Bir hiicre zar1 adezyon molekiilii
Alternatif Manyetik Alan

Indocyanine Green

Ince Tabaka Radyo Kromatografisi
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
Fourier Transform Infrared Spectroscopy
Scanning Electron Microscopy
Transmission Electron Microscopy

Dynamic Light Scattering



XXV

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZIiNi (devam)

Simgeler Aciklama

FDG-MNP Florodeoksiglukoz molekiilii ile konjuge edilmis demir oksit
igerikli manyetik nanoparcaciklar

PET Positron Emission Tomography
GLUT Glukoz tagtyict molekiil

NMR Niiklear Magnetic Resonance
MRI Magnetic Resonance Imaging
Rt Alikonma Siiresi

Rf Alikonma Mesafesi






1. GIRIS

Demir oksit igerikli manyetik nanopargaciklar (MNP) tam1 ve tedavi
alaninda giliniimiizde sik¢a kullanilan materyallerdir. Bu materyaller tan1 ve tedavi
yontemi olarak kisiye 6zel tip uygulamalarina olanak saglamaktadir (Campo et al.,
2005). Disaridan uygulanan bir manyetik alan ile hedefe yoOnlendirilebilme
Ozelligine sahiptirler. Ayn1 zamanda tanm1 ve tedavi yaklasimlar1 igerisinde segici
tiimor goriintiileme ile gen iletiminde de fonksiyonel MNP’ler kullanilmaktadir.
Stiper Manyetik Nanopargaciklarin (SPION) biyoteknolojide ilag¢ tasiyicisi olarak
kullanim1 ile ilgili ¢esitli ¢alismalar mevcuttur. Ancak radyoniiklid isaretli
MNP’ler ile ilgili ¢alismalar daha azdir (Jain et al., 2005, Glaus et al., 2008).
8F’nin herhangi bir nanopargaciga takilmas ile ilgili ise [*®F]Florobenzaldehit
sentezlenmis, bu molekiil affibody molekiiline takilarak Pozitron Emisyon
Tomografisi (PET) ile deneysel tiimor goriintiileme ¢alismalarinda kullanilmigtir
(Namavari et al., 2008). Anabilim Dalimizda ®F ile isaretli MNP’ler ile ilgili
yapilmis bir Yiiksek Lisans tezi ve bu tezden ¢ikan yayin mevcuttur (Toks6z vd.,
2008, Ozkaya et al., 2012).

Pozitron Emisyon Tomografisi’nde (PET) genelde kisa omiirlii B* verme
ozelligine sahip radyoniiklidler kullanilir. Gama sintigrafisi ve tek foton salinim
sintigrafisi (SPECT) ile karsilastirildiginda PET daha yiiksek ateniiasyon
diizeltmesi, ¢oziiniirliik ve hassaslik imkani saglar. ilaveten MNP lerin Manyetik
Rezonans Goriintilemede (MRI) kontrast ajan olarak kullanilabilmesi, yeni
gelisen PET/MRI dual mod goriintiilleme sistemleri i¢in uygun kontrast ajan
olusturulmasi imkan1 ile saglanabilecektir. Ancak olusturulan ajanlarin
biyouyumlulugunun, sitotoksitelerinin ve biyodagilim mekanizmalarinin bilinmesi
gerekir.

MRI igin siiperparamanyetik demir oksit nanopargaciklarn (SPIONS),
fizyolojik ortamlar iizerinde milkemmel biyouyumluluga ve kimyasal kararliliga
sahip olmasindan dolayi, biyomedikal uygulamalar igin olduk¢a timit vericidir
(Lee et al., 2010; Namgung et al., 2011). Siiper manyetik demir oksitler (SPION)
ile manyetik hipertermi, kanseri tedavi etmek i¢in etkili bir yontem olarak
goriilmektedir. Manyetik hipertermi ayni zamanda kemoterapi, radyoterapi ve
immiinoterapiye de katkida bulunabilir ve genellikle multimodal stratejiler ile
iligkilidir (Maeng et al.,2010; Yallapu et al., 2011). Siiper manyetik demir oksitler
kullanilarak ve degisen bir manyetik alan uygulanarak belli bir bolgedeki kanser
tedavi edilebilmektedir (Kolosnjaj-Tabi et al., 2014). Alternatif Manyetik Alan
(AMF) araliklarla yon degistiren, genellikle siniizoidal, siirekli bir manyetik alan
olarak ifade edilebilir. SPION’larin AMF’den kaynaklanan kinetik enerjisi ortam


http://www.springerlink.com/content/?Author=Mohammad+Namavari

sicakliginin artmasina neden olur (Smolkova et al., 2015). Hipertermi siireci
boyunca, kanser hiicreleri tahrip edilir veya 40 - 45 °C sicaklik araliginda kanser
dokular1 daha fazla gelisemeyeceginden ¢ogalamayacaktir (Kim et al., 2013).
Manyetik hipertermi igerisindeki baslica zorluklardan bir tanesi bolgesel
1sinmanin saglikli dokular1 da ¢evrelemesi ve tiimor bolgesi hipertermi sicakligina
isitilirken, yan yana olan saglikli hiicrelerin de hasar gorebilmesidir. AMF
SPION’larin 1sitma yetenegine bagli olarak, manyetik nanoparcgaciklar araciligiyla
tedavide kullanilmaktadir (Guardia et al., 2012). SPION’larin AMF kaynakl
1sitma kabiliyeti gogunlukla hiicreleri apoptosise gotiirmektedir (Noh et al., 2012).

Hyaluronik Asit (HA), umut verici bir biyomalzeme olmasi nedeniyle ve
dogal bir polisakkarit olarak dogasi ve dogada nispeten hizli ¢oziinebilen
ozellikleri ile dikkat ¢ekmektedir. HA, CD44 gibi ¢esitli timor hiicreleri
yiizeyinde normal hiicrelerden daha fazla bulunan bir biyopolimerdir. HA’nin
normal olanlara gore tiimor dokularinda yiiksek biyolojik dagilimi vardir. Kanser
hiicrelerinde ¢ok fazla iiretilen hyaluronidaz (Hyals) varliginda HA nin molekiiler
agirhigr disiik diizeylere indirilebilir (Deng et al., 2012). Ayrica kozmetik
sektoriinden ilag yapimina kadar ¢ok genis bir skalada kullanim alan1 mevcuttur
(Rohrich et al., 2007). Literatiirde doksorubisinin anti kanser etkisini arttirmak
icin, 114 nm boyutunlarindaki HA ile kaplanmis SPION (HA-SPION)’larin
kullanilabilirligi incelenmistir (El-Dakdouki et al., 2012). EDC/HOBt ( N-(3-
Dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodiimid hidroklorit/Hidroksibenzotriazol )
kimyas1 kullanilarak dopamin kapli SPION’larin devreye girmesi ile HA-SPION
sentezi de gerceklestirilmistir (Lee et al., 2008), Polietilenglikol (PEG) ile HA-
SPION’larin ve bas-boyun kanserinde kendi hipertermi etkisi kullanimi Thomas
ve grubu tarafindan rapor edilmistir (Thomas et al., 2015).

Tiimor hiicrelerinde normal hiicrelere gore artmis glukoz metabolizmasi
BEDG’nin tiimér goriintiilemesinde kullamlmasmin temelini olusturmaktadir.
Tiimo6r hiicrelerindeki artmis glikoliz, glukoz transport proteinlerinin sayisinda
(6zellikle GLUTT1) ve intraseliiler hekzokinaz enzim diizeylerinde artmaya neden
olmaktadir. FDG ve glukoz intravendz verildikten sonra glukoz
metabolizmasinin belli bir asamasina kadar aym yolu izlerler. *®FDG, glukoz gibi
insiilin bagimli olmayan GLUTI1 ile tiimor hiicresi i¢ine alindiktan sonra
hekzokinaz enzimi ile fosforile edilerek **FDG-6P formuna doniistiiriiliir. **FDG-
6P, glukoz—6-izomeraz enzimi i¢in uygun bir substrat olmadigi i¢in glikolizin
diger metabolik reaksiyonlarma girmez. FDG-6P, kandan yeni ¥FDG geldigi
Olclide timor hiicresinde giderek artan bir bicimde birikmeye baslar.
BEDG-6P’nin tiimor hiicresinden ¢ikmasinin tek yolu fosforilaz enzimleri ile
BEDG’ye doniisiip hiicre disina tasinmasidir. Ancak, ®FDG-6P’yi FDG’ye



doniistiirecek glukoz-6-fosfotaz enziminin hepatositler disinda dokularda ¢ok az
miktarda bulunmasi nedeniyle geri doniisiim ¢ok az miktarda olur ve *FDG-6P
aktif glikoliz gosteren dokularda (6zellikle beyin, kalp ve tiimor dokusunda)
glikoliz hizina bagl olarak birikmeye devam eder. Bu olaya “metabolik kapan”
denmektedir (Pauwels et al., 1998).

Nanopargaciklar tanisal goriintiileme maddeleri olarak biiyiik potansiyele
sahiptir. Ayn1 zamanda, goriintiileme ve tedavi yetenekleri ile multimodal
ajanlarin gelistirilmesi i¢in umut vaat etmektedir. Fakat bazi umut verici
nanopartikiiller agir metaller icermesi ve dokuda uzun siire tutulmasi1 bakimindan
olumsuz o6zelliklere sahiptir. Bu bakimdan ciddi kaygilara sebep olmaktadirlar.
Optimum atilma o&zellikleri ile nanopartikiillerin olusturulmasi, bu maddelere

maruz kalma siiresini azalatarak toksisite riskini en aza indirecektir (Longmire et
al., 2008).

Bu ¢alismada, Fe3Og4 icerikli manyetik nanopargaciklar (MNP) sentezlenmis
ve sirasiyla bu nanopargaciklarin yiizeyi silika ve silan ¢ifti ajani ile kaplandiktan
sonra Hyaluronik Asit (HA) ile modifiye edilmistir. Elde edilen MNP’ler,
sentezlenen '°FDG-etilendiamin ile konjuge edilerek °FDG-etilendiamin-HA-
MNP’ler olusturulmustur. Sentez sonrasi karakteristik 6zellikleri belirlenmistir ve
molekiile Indocyanine green (ICG) ile optik isaretleme yapilmistir. Ayn1 zamanda

1811 jle radyoisaretleme yapilmistir. In vitro

iodojen yontemi kullanilarak
calismalarda 31 isaretli °FDG-etilendiamin-HA-MNP molekiilii kullanilmistir.
Hiicre icine alman °FDG-etilendiamin-HA-MNP miktar1 meme ve prostat kanser
hiicrelerinde incelenmistir. Glukozun kanserli hiicrelere GLUT1 mekanizmasi
yoluyla girebildigi bilinmektedir (Pauwels et al., 1998). Fasentin’in hiicre
tizerindeki GLUTI1 reseptoriiniin inhibitdrii oldugu bilinmektedir. Kanserli
hiicreler tizerindeki GLUTI1 reseptoriiniin  blogunu kirmak ig¢in Fasentin
kullanilmistir. MCF7 ve PC-3 kanser hiicre hatlarinda Fasentin ile ve Fasentin
olmadan vyapilan c¢alisma ile hiicrelerdeki glukoz alimi tespit edilmeye
calisilmistir. Sentezlenen maddenin hiicreye hangi kanaldan daha spesifik oldugu
ve 3 saat i¢indeki tutulumu incelenmistir. Bu ¢alisma sonrasinda Sprague Dawley
tipi siganlarla in vivo organ tutulum c¢alismasi perfiizyon yontemi kullanilarak
yapilmigstir. Perfiizyon islemi sonrasi organlar ii¢ farkli prosesten gegirilmistir.
Frozen kesitler alinmig ve FDG-MNP’lere bagli ICG molekiiliiniin sahip oldugu
floresans 6zellikten faydalanarak organlardaki tutulum incelenmistir. Floresans
mikroskop kullanilarak doku kesitlerinin goriintiileri alinmistir. Goriintiiler de
ICG’den gelen floresans, floresans mikroskop kullanilarak tespit edilmistir. Ayni
zaman da bu organlarin HPLC analizleri de yapilmistir. Yapilan HLPC analizi
sonucu en yiiksek FDG-MNP-ICG tutulumu kalp dokusunda tespit edilmistir.






2. GENEL BIiLGILER

2.1 Kanser Nedir?

Kanser, bir hiicre ve hiicre toplulugunun kontrolsiiz biiylimesini tanimlayan
genel bir terimdir. Kanser hiicreleri ¢ogalarak bir kiitle haline geldiginde timor
olarak ifade edilmektedir. Iyi huylu tiimérler bir organm islevselligini
engelleyecek basit bir fiziksel tikaniklikken, malign (habis) tiimorler ¢evredeki
dokular istila edebilir viicudun ¢esitli bolgelerinde yayilip, biiyliyebilmektedir.
Tlmorlerin nasil ortaya ¢iktigi veya hiicrelerin aniden diizenlenmemis hale gelme
mekanizmasi tam olarak anlasilmamistir, ancak tiimorlerin degisken yapisi
nedeniyle malign (habis) ve viicuda yayilim olmakta, onkoloji alaninda 6zellikle
oldiirme ¢alismasi kanserli hiicrelerde arastirilmaktadir. Tiimorleri tahrip etmenin
bir yontemi de Hipertermi’dir (Wu et al., 2013).

Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajansinin 2008 yilindaki raporuna gore,
1975 yilindan bu yana kanser hastalig1 nedeniyle 6liimlerde 3 kat bir artis oldugu
goriilmiistiir. 2030 yilina gelindiginde ise diinya capinda 13-17 milyon insanin
kanser nedeniyle yasamini yitirecegi Ongoriilmektedir. Yeni tedavi tiirleri
gelisiyorken ve farkli tedavi tiirlerine yanit alimmyorken kanseri temelde dnlemek
erken tani, teshis ve malign hiicre biiyiimesinin tedavisinden gegmektedir. Gegen
on yilda, giiniimiizde yaygin kullanima sahip olan yeni goriintiileme teknikleri
gelistirilmistir. Floresan goriintiileme ve manyetik rezonans goriintiileme (MRI)
yoluyla nano goriintiilemenin gelistirilmesi, mevcut goriintilleme yontemlerinden
daha erken bir asamada kanseri saptama ve teshis etme potansiyeline sahiptir
(Gobbo et al., 2015).

2.1.1 Kanser tam ve tedavi yaklasimlari

Giliniimiizde kanser hastali§i i¢in mevcut tedavi secenekleri, cerrahi
miidahale, radyoterapi ve kemoterapi seklinde siralanmaktadir. Gecen on yilda,
kanser i¢in yeni tedaviler tasarlayabilme kabiliyetimiz, timor mikro ortaminin
daha 1yi anlasilmasiyla kolaylastirilmistir. Kanser dokusu cevredeki normal
dokuya kiyasla belirgin farklilik gdsteren nonseliiler (yani vaskiiler ve interstisyel)
ve hiicresel kompartmanlardan olusur. Bu bdlmelerden her biri, ilaglarin timor
hiicrelerine lokal olarak verilmesi igin bir tepki verebilmektedir. Bu kavram
asagidaki simule edilmis sekil 2.1°den anlasilmaktadir. Nonseliiler bolme iginde,
timor vaskiilaritesi belirgin derecede heterojen olup yogun vaskiilarize bolgeler,
timoriin hizla biiyliyen kisimlarina oksijen ve besin saglarken, timor nekroz
bolgelerine kars1 az miktarda kan tedarik edilebilmektedir. Buna ek olarak, kan

damarlarindan uzaktaki tiimor hiicreleri i¢in azalan bir oksijen miktar1 mevcuttur;



bunun nedeni kismen bu hiicrelere ulagsmak igin oksijenin yayilmasi igin artan
mesafe ve ayni zamanda kan damarlarina daha yakin olan tiimor hiicreleri
tarafindan oksijen tiikketiminden kaynaklanmaktadir (Avnesh et al., 2013). Yeni
kan damarlar1 anjiogenez olarak bilinen bir siirecle tiimorler tarafindan
sentezlenir; bununla birlikte, bu damarlar da artan sayidaki proliferatif endotel
hiicresi, artmig damar biikiilmesi, eksik perisitler ve bitisik membranlardaki
anormallikler olagandisidir ve bitisik endotel hiicreleri arasindaki genis bosluklar
380 ile 780 nanometre arasindadir (Allen and Cullis, 2004, Brigger and Couvreur,
2002). Tumor gevreleyen hiicre, bir kollajen ve elastik lif agi olusan interstisyel
ortamdir.

Angiogenesis Tumor Heterogeneity

@ VEGF Tumor cell
© Bradykinin

Apop'osis

Tumor cell

Drug Resistance Enhanced Permeability
and Retention Effect

Sekil 2.1 Timor mikro ¢evresi (Avnesh et al., 2013).

Son zamanlarda yapilan arastirmalar, tiimor igerisinde 2 farkli hiicre
poplilasyonunun oldugunu gdstermistir: Kanserli kok hiicreler olarak bilinen
kiigiik nadir ve sessiz bir popiilasyon ve tiimor kiitlesinin ¢ogunlugunu olusturan
hizla ¢ogalan hiicrelerden olusan daha biiyiikk bir popiilasyon. Kansersiz kok
hiicrelerin  kendi kendini idame ettirebilme veya metastaz yapabilme
kapasitelerine sahip olmamasina karsin, kanser kok hiicreleri sadece tiimorii
rejenere etme yetenegine sahip degildir, ayn1 zamanda hiicre gogt (6rn., isgal ve
metastaz) ve kendini koruma icin genetik programlarini da korurlar. Cilinkii en
teropatik tedaviler kanser olmayan kok hiicreleri hedef aldigindan, geride kalan

kanser kok hiicleri tekrardan kanser hiicreleri olusturabilir ve tedaviden sonra



kanserin niiksetmesinin esas sebebi de budur. Bununla birlikte kritik bir terapotik
hedef olarak yeni tedavi yaklasimlari, kanser kok hiicrelerini hedef alacak sekilde
dizayn edilmektedir. Bu hiicrelerin yok edilmesi, kanser hiicrelerini kalici1 olarak
yok edecek ve boylece lokal niiks ve metastazi 6nleyecektir (Niederhuber et al.,
2007). Kanser kok hiicreleri etrafindaki mikro ortamin, hiicrelerin gogalmasini ve
hiicre akibeti konusunda sinyal olusturdugu daha o©nceki ¢alismalarda
gosterilmistir. Bu nedenle, mikro ortamdaki kansiz hiicreleri manipiile etme
stratejileri, kanserin evrim ve neoplastik dogasini tedavi etmek ve kontrol etmek
i¢cin baska bir secenek saglayabilir. Boyle bir hedef, tiimore bagli makrofajlardir
(TAM’lar). Timor hiicreleri tarafindan tiretilen kemokinler (yani, koloni stimiile
edici faktor-1) biiytime faktorlerine baglh olarak ortaya ¢ikar (Brigati et al., 2002).
TAM’lar kat1 timoérler de bol bulunur ve tiimoér ilerlemesini, tiimor invazyonu,
migrasyonu ve anjiyogenezi tesvik ederek arttirir (Pollard 2004). Bu, yiiksek
TAM infiltrasyonu ve zayif hasta sonuglar1 arasinda yapilan bir korelasyon ile
desteklenmektedir (Bingle et al., 2002). Dahasi, bir ¢ok kemoterapétik ilacin
terapotik yararlari, sistemik sitotoksisite ve dogrudan tiimore iletilen ilag
konsantrasyonlariyla sonuc¢lanan, spesifik olmayan sistemik biyolojik dagilimlari
ile sinirlidir (Wang et al.,2008).

Kanser hiicrelerinin enzim aktivitesinde, apoptoz diizenlenmesinde ve hiicre
ici ve hiicre dis1 tasima mekanizmalarinda degisiklige neden olan biyokimyasal ve
metabolik degisiklikler vardir ve bunlarin hepsi ila¢ direncinin hiicresel

mekanizmalarina katkida bulunur.

Mevcut arastirmalar, bu engellerin iistesinden gelmek icin daha etkin yerel
ilag dagitiminin veya ila¢ hedefli tedavilerin gelistirilmesine odaklanmistir. Yeni
terapiler normal dokulara asgari hasarla daha yiiksek konsantrasyonlarda tiimore
kemoterapdtik ilaglar sunmak {izere tasarlanmaktadir. Ornekler, kanserli hiicreler
tizerinde sadece eksprese edilen molekiiler hedeflere baglanan monoklonal
antikorlarla konjiige edilmis ilaglar icerir. Bu, ilacin baglanmis antikor ile 6nemli
derecede baglanmayan normal hiicrelere maruz kalmasini smirlarken, spesifik
olarak tiimore yonlendirilmesini saglar. Bununla birlikte ¢aligmalar, 100.000
intravendz olarak uygulanan monoklonal antikor basina sadece 1 ila 10 parcanin
parankimal hedeflerine in vivo ulastigin1 ve benzer sinirlamalarin molekiiler
goriintiileme ajanlar1 igin yapildigimi gostermistir (Wang et al., 2008; Ferrari
2005, Li et al., 2004;-Win and Feng, 2006). Bu problemlerin iistesinden gelmek
icin ortaya ¢ikan yeni bir strateji, ilag sunumu, timor terapisi ve farkli
gorlintiileme yontemleri kullanilarak timdér takibi i¢in nanoparcaciklarin

kullanilmasidir.



Son yillarda, nanotip alaninda, kanser gibi hastaliklarin teshisi ve tedavisi
icin yeni nanopartikiillerin gelistirilmesi ile benzeri goriilmemis bir genisleme
olmustur. Nanopartikiiller, diger pargaciklardan daha biiyiik bir yiizey alani/hacim
oranit elde etmelerine izin vererek kiiclik boyutlar1 g6z Oniine alindiginda
benzersiz biyolojik Ozelliklere sahiptir. Genis fonksiyonel yiizey alani, kiigiik
molekiil ilaglari, DNA, RNA ve proteinler gibi diger bilesikleri baglama, emme ve
tasima olanagi saglar. Dahasi ayarlanabilen boyutlari, sekilleri ve ylizey
ozellikleri, ylksek kararlilik, yiliksek tasiyici kapasite, hem hidrofilik hem de
hidrofobik maddeleri birlestirme yetenegi ve farklt uygulama yollaryla
uyumlulugunu saglayarak ilaglarin bir¢cok yoniiyle cazip hale getirilmesini saglar.
Nanopargaciklarin tasarimi (sekil ve boyut) ve malzemenin nihai olarak
fizikokimyasal 6zelliklerini belirleyecegi halde, nanopartikiiller genel olarak genis
sicaklik ve pH araliklart boyunca nispeten kararlidir. Bununla birlikte, bazi
nanoparcaciklarin biyolojik bozunum eksikligi ve yavas ¢oziilme oranlari,
ozellikle uzun siireli uygulama i¢in, emniyetleri iizerinde endise yaratmaktadir.
Nanopartikiiller biyolojik benzeri materyallerden (yani, fosfolipitler, lipidler,
dekstran ve kitozan), karbon bazli materyallerden (6rn. Karbon nanotiipleri) ve
inorganik nanopartikiillerden (yani, metaller, metal oksitler, ve metal siilfidler),
ayrica yart iletken nanopartikiiller (yani, kuantum noktalar [QDs]) icerir. Bilesime
bagli olarak, hiicrelerle olan etkilesimleri tamamen farkli olmaktadir.
Nanopargaciklarin hiicre ylizeyi ile etkilesimini gosteren sema sekil 2.2°de
verilmistir (Thakor and Gambhir, 2013).

2.2 Nanoteknoji

Nanobilim, modern bilim igerisinde ¢ok 6nemli bir arastirma konusudur.
Nanoteknoloji, miihendislik, fizik, kimya alanlarinda calisma yapan bilim
adamlarina yasam bilimleri ve saglik alanindaki uygulamalarindaki ¢aligmalarda

imkan taniyabilmektedir.

Nanoboyutlu nesnelerle ilgili genel kavramlar1 dikkate almak gereklidir. Bir
nanonesne en az 1 nm en fazla 100 nm boyutunda boyuta sahip olmali ve dokme
(bulk) materyallere uygun 6zellikler igerisinde hissedilebilir farklilikta olmalidir.
Nanopargaciklarin manyetik 6zellikleri biiyiik 6l¢iide boyuta baglidir. Bu nedenle
bulk materyeller ile karsilagtirildiginda bilim acgisindan boyutlarinda gozle
goriilebilir bir farklilik bulunmaktadir. Nanoteknoloji, tek nano nesneler,
malzemeler ve onlara dayali cihazlarin nanometre araliginda yer alan islemleri ile
ilgilenen bir teknolojidir. Nano malzemeler, anahtar fiziksel 6zellikleri igerdikleri
nano nesneler tarafindan belirlenen malzemelerdir. Nano malzemeler kompakt
malzemeler ve nanodispersanlar olarak smiflandirilir. Birinci tip nano yapili



malzemeleri igerir ve bunlar izotropik ve makroskopik bilesimdedirler.
Nanoyapili malzemelerin aksine nanodispersiyonlar homojen bir dispersiyon
ortami (vakum, gaz, sivi ya da kati) ile nanoboyutlu girisimlerin dispersiyonu,
ortam i¢inde dagilmig ve birbirlerinden izole edilmis bulunmaktadir. Bu
dispersiyonlar igerisindeki nano nesneler arasindaki mesafe bir nanometrenin alt
katlarindan nanometrenin st katlarma kadar genis smurlar iginde
degisebilmektedir (Gubin, 2009).

2.2.1 Manyetik nanoparcaciklar

Manyetik nanoparcaciklarin i¢sel 6zellikleri, manyetik zorlama, gevseme ve
sifir sicakliktaki doniis siralamasina gore sonlu boyuttaki etkileri {izerine vurgu
yapilarak gézden gegcirilmistir. Sifir sicaklik donme diizeni tizerindeki etkileri, 3d
gecis metal parcaciklar igerisindeki bant daralmasindan dolayr moment artimini,
antiferromanyetik oksit pargaciklarin ¢oklu alt ag durumunu ve demir pargaciklar

icerisindeki ylizey spin donme bozuklugunu icermektedir. (Gubin, 2009).

Metalik  nanopartikiiller, birgok uygulama ig¢in metal oksitlerle
karsilastirildiginda daha biiyilk miknatislanma Gzelliklerine sahiptir. Ancak
metalik manyetik nanopartikiiller kararli degildir ve kolayca oksitlenerek,
miknatislanmalarinin degismesi veya kaybolmasi (tam veya kismi) ile sonuglanir.
Demir (Fe) yiiksek manyetik moment yogunluguna (yaklasik 220 emu/g) sahip bir
ferromanyetik malzemedir ve manyetik olarak yumusaktir. 20 nm altindaki boyut
araliginda bulunan demir nanopartikiilleri stiperparamanyetiktir. Tek dagilimh Fe
nanopartikiillerine yol acan prosediirler iyi bilinmektedir Bununla birlikte, saf
demirden olusan nanoparcaciklarin hazirlanmasi bir hayli karmasiktir, ¢iinkii
genellikle oksitler, karbiirler ve diger safsizliklari igerirler. Nanopartikiil (10.5
nm) halinde saf demir iceren bir numune, Argon atmosferinde metalin
buharlastirilmast ve bunu takiben bir substrat iizerine biriktirilmesiyle elde
edilebilir. Buharlasma bir helyum atmosferinde gergeklestiginde, partikiil boyutu
10-20 nm aralifinda degismektedir. Saf demirin lazer buharlastirilmasinda gaz
fazinda nispeten kiictik (100-500 atom) Fe nanopartikiilleri olusur.

Metalik nanoparcaciklarin  manyetik 6zellikleri yilizeyin oksidasyon
derecesine baglidir. Bu nedenle, nanopartikiil oksidasyon derecesinin gergek
bilgisi, elde edilen numunelerin manyetik 6zelliklerinin tahmini i¢in gereklidir.
Bununla birlikte, deneylerin gosterdigi gibi, ¢ogu zaman zordur. Manyetik metal
nanopargaciklarinin sentezi sirasinda oksidasyonunun tamamen Onlenemeyecegi
unutulmamalidir. Metalin saf bir He ortaminda lazerle buharlastirilmasiyla elde
edilen Fe nanopartikiillerin ayrintili kiitle spektroskopik analizi, en az % 5

partikiiliin en az bir oksijen atomu icerdigini ortaya koymustur. Gaz fazinda az



10

miktarda nanopartikiil yiizeyinde bulunan oksijen birikimi bu ‘olaganiistii’
kosullar altinda bile 6nlenemezse, ‘‘normal’’ kosullar altinda manyetik metallerin

nanopartikiilleri her zaman yiizeyde bir miktar oksit igermektedir (Kodama,
2009).

2.2.2 Manyetik nanoparcaciklarin ila¢ olarak hedeflenebilme 6zellikleri

Ilag iletimi, nanoteknolojinin kanser tedavisinde devrim yaratmaya yardimec1
oldugu oOnemli alanlardan biridir. Halen gelistirilmekte olan nano o6lgekli
kompleksler, 2 ana bilesenden olusur: Tasiyici ajan olarak kullanilan nanopartikiil
ve kemoterapétik ilag (Ferrari, 2005). Ilag ya nanopartikiil kompleksi boyunca
adsorbe edilebilir, ¢oziinebilir ya da dagilabilir ya da alternatif olarak ylizeye
kovalent olarak tutturulabilir. Ila¢ iletimi i¢in nanoparcaciklarin miihendislik
islemine ek olarak, kemoterapdtik ilaglarin kendileri de nanometre diizeyinde
formiile edilebilir. Paklitaksel kullanan caligmalar, geleneksel formiilasyonla
karsilastirildiginda, ilacin nanopartikiil formiilasyonunun hem hiicre kiiltiiriinde
sitotoksisite profilini hem de canli bir hayvan modelinde terapétik etkinligini
arttirdigin1 gostermistir (Win and Feng, 2006). Bu, ilag konsantrasyonunun uzun
stire asgari etkin degerin iizerinde kalmasini saglayan, daha biiyiik biyoyararlanim
ve daha uzun siire siirdiiriilebilir bir terapdtik siireye sahip olan nanopartikiil
formiilasyonuna atfedilmistir. Nanopargacik-ilag komplekslerinin, canli yiiklerin
dogrudan kanser hiicrelerine yliklenmesinde etkili olmasi i¢in belirli kriterleri
yerine getirmelidirler:

e Nanopargacik, istenen ilaci baglayabilir veya igermelidir.

e Nanopartikiil-ilag kompleksi, ilacin sistemik olarak verilmesine izin
vermek i¢in serumda dengeli kalmalidir.

e Nanopartikiil-ilag kompleksi tiimor hiicrelerine (ya reseptor aracilikli
etkilesimler ya da Arttirilmis Gegirgenlik ve Tutma (EPR etkisi
yoluyla) iletilmek zorundadir, boylece hedeflenmemis dogumdan
kaynaklanan istenmeyen komplikasyonlari azaltir.

e Nanopargacik ilact timoriin bulundugu yerde bir kez serbest
birakabilmelidir.

e Kalint1 nanopargacik tasiyicisi, ideal bir sekilde, biyolojik veya
biyolojik olarak inert bir materyalden, sinirl bir 6mre sahip, giivenli
bir sekilde bozunmaya izin verecek sekilde yapilmalidir.

e Alternatif olarak, biyolojik olarak par¢alanmayan bir malzeme
kullaniliyorsa, ihtiya¢ duyulan veya konunun net oldugu dozlarda
giivenli oldugu kanitlanmalidir.



Sekil 2.2 Nanopargacik ve hiicre yiizeyi arasindaki etkilesimleri gosteren sema(Thakor and
Gambhir, 2013).

2.2.3 Demir Nanoparcaciklar

Demir oksitler, manyetik kayit ortamlari, katalizorler, pigmentler, gaz
sensorleri, optik cihazlar ve elektromanyetik cihazlar gibi yaygin uygulamalardan
oOtiirii artan bir ilgi gérmektedir. Zengin yap1 ¢esitleri (polimorflar) ve hidrasyon
durumlarinda bulunurlar. Bu nedenle yakin zamana kadar demir oksitlerin yapisal
ayrintilari, termodinamigi ve reaktivitesi hakkinda bilgi eksik olmustur. Dahasi,
fiziksel (manyetik) ve kimyasal 6zellikler, partikiil boyutu ve hidrasyon derecesi
ile siklikla degisir. Tanim olarak, siiperparamanyetik demir oksit parcaciklar
genel olarak biiyiikliigiine gére 30 nm'den daha biiyiik hidrodinamik c¢aplari
gosteren siiperparamanyetik demir oksit pargaciklart (SPIO) ve 30 nm'den daha
kiiclik hidrodinamik ¢aplara sahip ¢ok siiperparamanyetik demir oksit pargaciklari
(USPIO) olarak siniflandirilir. USPIO pargaciklar1 artik yiiksek doymus
miknatislanma, yiiksek manyetik duyarlilik ve diisiik toksisite nedeniyle saglikli
ve patolojik dokular arasindaki gevseme farkliliklarini arttirmak ic¢in kullanilan
etkili kontrast maddelerdir. Bu pargaciklarin biyolojik dagilimi ve sonugtaki
kontrasti, sentetik yollarina, sekline ve boyutlarina biiytlik 6l¢iide baghdir. Yiiksek
kaliteli demir oksit sistemleri iiretmek i¢in sentetik yontemlerin gelistirilmesine

biiyiik ilgi duyulmaktadir. Kontrollii boyutlu manyetik nanopargaciklarin sentezi,
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bir ¢cok yayinda agiklanmaktadir. Yiiksek kaliteli demir oksit nanomalzemeleri,
yart iletken kuantum dotlar i¢in kullanilanlara benzer yiiksek sicaklikli ¢ozelti fazi
yontemleri kullanilarak iiretilmistir. Poliol aracili, sol-jel ve sonokimyasal gibi
diger sentez yontemleri de tasarlanabilmektedirler. Manyetik nanokristaller (ve
digerleri) aym1 zamanda kuantum dotlar i¢in gelistirilmis standart yontemler
kullanilarak kolaylikla saflagtirilabilmektedir. Manyetik nanomalzemelerin
ozellikleri agisindan, kiireler, ¢ubuklar, borular, teller, kemerler, kiipler, starlike,
cicek benzeri ve diger hiyerarsik mimarileri iceren farkli morfolojiler gesitli
yaklagimlarla imal edilmistir. Son olarak, baz1 bakteriler, Fe (III) 'lin azaltilmasini,
antropojenik bulasiklar1 igerebilen organik materyallerin metabolizmasiyla
birlestirir veya solunum esnasinda elektron lavabo gibi demir oksitleri basitce

kullanirlar.

Manyetik FesOs, tiim demir oksitler arasinda, ters spinel yapisinda Fe?" ve
Fe®" olmak iizere iki degerlik halindeki demir katyonlarmin varlig1 nedeniyle en
ilging Ozelliklere sahiptir. Kiibik spinel Fe3O4, 858 K’nin altindaki sicakliklarda
ferromanyetiktir. Bu parcaciklara giden yol ¢ogunlukla demir tuzlarinin (Fe?* ve
Fe3*) bir karistminimn inert bir atmosfer altinda bir baz ile muamele edilmesini
igerir. Ornegin, FeCl> ve FeCls (1:2) soliisyonuna amonyak sulu bir soliisyonu
ilavesi, oleik asit ile muamele edilerek bir hekzan soliisyonuna aktarilmis
nanopartikiiller verir. Tekrarlanan segici c¢okeltme, Fe3Os nanopargaciklarini
oldukga dar boyut dagilimi ile verir. Sentez sadece FeCly’den baslayarak
yapilabilir, ancak bu durumda, sulu soliisyona alkali disinda belirli miktarda bir
oksidan (NaNOz) eklenmelidir. Bu yontem hem bir par¢acik boyutunu (6.5-38
nm) ve pargacik seklini (bir dereceye kadar) degistirmeye izin verir. Bazi
durumlarda, oksijen yetersiz kosullar altinda Fe®' iyonlar igeren bilesiklerin

3+

termal bozunmasina, Fe®*’iin Fe?"’

ye kismi indirgenmesi eslik eder. Boylece

ye
muhtemel indirgeyici) varliginda difenil eter igindeki Fe(acac)s’iin

kiigiik miktarda hekzadekan-l, 2-diol (Fe*" iyonlarmin bir kismmin Fe?"

termolizasyonu ¢ok ince Fe3Os nanopartikiilleri verir (yaklasitk 1 nm); Fazla
Fe(acac)s tepkime karigimina eklenerek biyiitiilebilir. FesO4 nanopartikiilleri ayni
zamanda, FeCls, etilen glikol, sodyum asetat ve polietilen glikolden olusan
karigimin otoklav 1sitmasiyla yaklasik 9 nm’lik tek boyutlarda hazirlanabilir. Fe3*
iyonlarmin kismi indirgenmesi i¢in, hidrazin de tavsiye edilmistir. Fe(acac)s’iin
hidrazin ile reaksiyonu bir yilizey aktif madde varliginda gerceklestirilir. Bu
prosediir, 8 ve 11 nm’lik kontrollii boyutlara sahip siiperparamanyetik manyetit
nanopartikiillerle sonuglanmaktadir (Gubin, 2009).

Demir oksit nanoparcaciklari, MR, manyetik hedefleme, hiicre ayirma

teknikleri, ila¢ verme, manyetik olarak aracilik edilen hipertermi (MMH) ve
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anemi tedavisinde dahil olmak iizere c¢ok cesitli biyolojik uygulamalar ig¢in
arastirtlmistir. MMH’de, demir oksit nanopartikiiller enerjiyi alternatif bir
manyetik alana (AMF) 1siya, Neel gevsemesi ve Brown doniisiimii yoluyla
enerjiye doniistiirtir. MMH, 42 - 45°C arasindaki y1gin sicaklik artisini hedefler ve
bu durum hiicresel etkilere yol agabilir ve MMH kapsamli olarak incelenmis olsa
da, klinige yaptigi ¢eviri sinirli olmustur. Tek katmanli hiicreler veya hiicre
stispansiyonlarinda hipertermi kosullarinin saglanmasi igin in vitro olarak
tamamlanan MMH c¢alismalari, yiiksek toplu nanopartikiil konsantrasyonlarini
(mg/ml diizeyinde) kullanmaktadir ve ¢ogu in vivo deneyler, toplu bir sicaklik
artis1 olusturmak i¢in yiliksek lokal konsantrasyonlara ihtiya¢c duymalar1 nedeniyle,
nanopartikiillerin timorlere dogrudan (genellikle deri alt1) enjekte edilmesiyle
sonuglanir. Hipertermi kosullarini olusturmak igin bulk sicakliginin yiikselmesine
dayanmak yerine, Gordon ve ark. 1979’da hiicre zari tarafindan izolasyon ve
sicakligr tiimor dokusundan uzaklastiran kan akisindan konveksiyon eksikligi
nedeniyle hiicre i¢i hipertermi daha avantajli olacagini agiklamislardir (Gordon et
al.,). Ist dagilimi, hipertermili kiigiik metastatik tiimorleri tedavi ederken bir takim
problemler ortaya ¢ikarmaktadir. Nanopartikiillerin nano 6lgekli 1sitma etkileri
Creixell ve ark tarafindan gosterildigi gibi hiicresel toksisiteleri indiikleme
yetenegine sahiptir. 2011'de yapilan bir ¢alismada, Alternatif Manyetik Alan
(AMF) varliginda ige c¢ekilmis demir oksit nanopartikiillerin Olgiilebilir bir
sicaklik artis1 olmadan hiicre yasayabilirliklerinde belirgin bir diisiise yol agtigi
gozlemlenmistir. Bu olay, diger gruplar tarafindan da manganez oksit
nanopartikiil sistemi kullanilarak goézlemlenmistir ve parazit enfeksiyonlarina
kars1 tedavi gibi kanser terapisi disindaki uygulamalarda kullanilmigtir. Manyetik
olarak elde edilen enerji iletimi (MagMED) ifadesi daha sonra manyetik alan
enerjisinin, 151 veya dondiirme isi gibi diger formlara, ancak yigin sicakligim
onemli olgiide artirmadan donistiirmesini tanimlamak i¢in kullanildi. Bu teorik
hesaplamalari, Huang ve arkadaslart TRPV1’i eksprese eden hiicrelerin zarindaki
proteinleri hedef alan demir oksit nanopargaciklarini yerel olarak 1s1 ve agik
katyon Kanallar1 saglamak ic¢in kullanmistir (Huang et al., 2013). Yiizeydeki
nanopartikiil 1sitma, AMF’ye maruz kaldiktan hemen sonra floresan baglanmis bir
termoreposonsif florofor kullanilarak teyit edilmistir.

Bir AMF’deki manyetik nanopartikiillerin yilizey 1sitmasinin etkilerine ek
olarak, rotasyonel ¢alisma, MagMED’in deneysel etkilerinin bir agiklamasi olarak
incelenmistir. Ornegin; lizozomal permeabilizasyonu indiiklemek icin mekanik
kuvvetler kullanilmistir. Bu da apoptotik yolaklari baslatan kathepsinler gibi
proteolitik enzimlerin salinimina yol agmaktadir. Sanchez ve dig. bir G proteinli

reseptorlin ligandiyla islevsellestirilen manyetik nanopartikiillerin habis kanser



14

hiicrelerine alindigim1 ve olgiilebilir sicaklik artisi olmadan bir lizozom aracili
yolak aracilifiyla apoptozu ve hiicre Oliimiinii indiikleyebildigini kanitladi
(Sanchez et al., 2014). Zhang ve arkadaslar1 fiziksel nanopartikiil rotasyonlarinin
lizozomal membranlar1 bozup bozamayacagini ve apoptozu indiikleyebileceklerini
incelemek icin eksenlerinde nanopartikiil rotasyonlarimi baglatmak i¢in bir
dinamik manyetik alan {reteci gelistirmistir (Zhang et al., 2014).
Nanopartikiillerin lizozomal protein markiri i¢cin antikorlarla
islevsellestirilmesiyle salinim yapan torklar tarafindan {retilen kesme
kuvvetlerinin lizozomal membranlara zarar vermesi i¢in yeterli oldugu tespit
edildi ve Magnum-nanopargaciklarin Brown doniisiinin MagMED tedavisinde
onemli bir rol oynadigini ortaya koymustur.

Yukarida acgiklanan termal ve mekanik etkilere ek olarak, demir oksit
nanopargaciklar yoluyla reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi, MagMED’in
potansiyel bir kimyasal etkisidir. Demir oksit nanopartikiiller, Fenton kimyasini
kullanan Haber-Weiss reaksiyonunu katalize eder ve bu reaksiyon, biyolojik
sistemlerde oldukg¢a reaktif hidroksil kokiiniin iretildigi 6nemli bir mekanizma
olarak diistiniilir. Bu reaksiyon bir AMF ilavesi olmadan devam edilebilmesine
ragmen, Wydra ve arkadaslar1 reaksiyonun bir AMF varliginda demir oksit
nanopartikiilleri tarafindan daha da katalize edildigini géstermistir (Wydra et al.,
2016). Demir oksit nanopartikiillerinin hiicre i¢i konsantrasyonunu arttirmak ve
dolayistyla MagMED'in etkinligini arttirmak i¢in manyetik nanopartikiiller,
hedeflenip hiicrelere niifuz edebilmesi igin ligantlar, peptidler veya antikorlar ile
islevsel hale getirilmelidirler. Burada, TAT peptidi (sekans: YGRKKRRQRRR)
hiicre penetrasyon 6zellikleri ve reseptore bagli endositozdan kaginma yetenegi ve
niikleer lokalizasyon sinyali nedeniyle ozellikle ilgi ¢ekici olmaktadir. TAT
peptidi, karakteristik bir lisin-arginin dizisi igerir ve bu etikete sahip
biyomolekiillerin, sitoplazmada, niikleer gozenek kompleksine (NPC) aktif
tasimay1 kolaylastirmak igin importin-a. ve —f3’ya baglandig: bilinir ve yeterince
kiiciik bir yere baglanirsa molekiil veya parcacik, NPC aracilifiyla ¢ekirdege
yonelebilir (Hauser et al., 2016).

2.3 Florodeoksiglukoz (FDG)

FDG igin teori ve kinetik modelleme baslangicta 2-deoksi-D-glikoz
analojisine dayansa da gelismis kimyasal analiz yontemleri FDG
metabolizmasinin olduk¢a karmasik oldugunu gostermistir. Ik fosforilasyonun
otesinde FDG metabolizmasiin kesfi, diagnostik (niikleer) tipta FDG’nin gelisen
kullanim alanina katkida bulunmaktadir. Ornegin, insanlarda 2-deoksi-2-floro-D-

mannoz (FDM) metabolitleri heniiz uygulanmamasina ragmen, gesitli tiirlerde
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metabolik epimerizasyon olugsmustur ve FDM metabolitlerinin ¢ogunlugunu
olusturabilecegini bildirmektedir ve belirli zaman araliklarinda dokularda bulunan
radyoaktivite, modelin yeniden degerlendirilmesinin uygun olabilecegini
diisindiirmektedir. FDG yontemiyle glukoz kullaniminin nicellestirilmesi i¢in
giincel kinetik modeller, bu gibi ilave metabolik durumlar1 hesaba katmamaktadir.

Flor, organik molekiillere benzersiz 6zellikler katar: Biiyiikliigii hidrojen ve
hidroksil arasinda bulunur, polaritesi hidroksilinkine benzerdir ve bir hidrojen
verici olarak (hidrojen baglayici olarak degil) hidrojen baglama kabiliyetine
sahiptir. Florlu bilesikler biyokimyasal arastirmalar i¢in caziptir, ¢linkii
biyokimyasal o6zellikleri bazi1 agilardan florlanmamis analoglarinkini taklit eder.
Florokarbohidrat aramasi i¢in sentezlenen ilk florokarbonhidrat olan 6-Deoksi-6-
floro-D-glukoz’dur (Adamson et al. 1970).

FDG’nin medikal teshisler ve bolgesel glukoz kullaniminin Sl¢iimii icin
gosterilen uygulanabilirligi  (Galagherbom and Atkins, 1977), florlama
reaksiyonlarinda iyilestirmelere neden olmustur. Gliniimiizde niikleofilik
yerdegistirme reaksiyonlarinda ticari olarak temin edilebilen mannoz
analoglarindan olusan FDG sentez tniteleri kullanilmaktadir, ancak (Ido et al.,
1977) F’in elektrofilik reaksiyonlari ise halen bazi yerlerde kullanilmaktadir.
(Besell et al., 1973). FDG’ nin gegici toksisitesi, hem radyasyon etkilerine hem de
BF  cokiisiinden kaynaklanan tamimlanamayan gecici kimyasal tiirlerin
biyokimyasal etkilerine baglanmaktadir. Bununla birlikte, siganlarda, MRG
caligmalari igin gerekli konsantrasyonlarm yakininda bulunan **F-FDG dozlarinda
200 mg/kg elektroensefalografik anormallikler (Nakada et al., 1988) ve davranis
degisiklikleri (Kanazawa et al., 1996) bildirilmistir. FDG’nin hekzokinaz (Besell
et al.,, 1973) igin bir substrat oldugu ve glukoz tasiyict GLUT-1 tarafindan
tasinacagi gosterilmistir (Brown et al., 1999, Higashi et al., 2000). PET’in hali
hazirdaki basarisi, FDG’nin noroloji, kardiyoloji ve onkolojide tanisal bir ajan
olarak yaygin bir sekilde kabul edilmesine baglanabilir. Sokoloff ve ark. (Sokolof
et al., 1977) farede !*C-2 deoksiglukoz (DG) kullanarak bélgesel glikoz
metabolizmasinin otoradyografik belirlenmesi igin biyokimyasal ve Kkinetik
modeller gelistirmis ve digerleri daha sonra DG modelinin insan beyni, kalbi ve
bazi tiimorlerde glukoz kullanimimin belirlenmesinde uygulanabilecegini
gostermistir. Kinetik model, FDG'nin hiicrelere (k1/k2) ve biiyiik olgiide geri
dondiiriilemez hekzokinaz aracili fosforilasyona (k3/k4; k3 .. k4) doniisebilen,
taginmasi kolaylastirilmis bir biyokimyasal modele dayanmaktadir. FDG’den
terminal metaboliti olan ®F-FDG-6 fosfatin (FDG-6-P) tasinmasi sorunu, daha
sonraki glukoz tasiyicilarinin bulunmasiyla karmasik olmasma ragmen orjinal

modeller, tasima yerine geri doniisii olmayan fosforilasyonla genel kabul
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gormistiir. Belki de bugiline kadarki en kritik zorluklar, FDG’nin hiicreden
kagmasina (artan k2) izin verecek sekilde glukoz-6-fosfataz ile FDG-6-P'nin
FDG’ye muhtemel ters ¢evrilmesidir. Ek olarak, aktarim aktivitesinin hekzokinaz
aktivitesine oranlari, fosforilasyonun (k3) FDG-6-P birikiminde hiz sinirlayici
adim olmadig1 sekilde birlesebilir. FDG-6-P'nin 6tesinde FDG metabolizmasinin
ilk calismasi, FDG-6-P'nin karsilik gelen FDG-fosfoglukonat (FDG-6-PGl)’e
anlamli bir sekilde doniistiirilmedigini ve siganlarda in vivo Rous sarkom
timorlerinde  gegici  olarak  tanimlanan  FDG-niikleotit — metabolitlerini
icermektedir.

In vivo glukoz metabolizmasi i¢in modelleme yapmak icin MR da *F-FDG
kullanma potansiyeli 1980’lerin ortalarindan baslayarak bir dizi °F-FDG NMR
caligmalari ile devam etmistir. Farelerde metabolitlerin 1°F NMR analizi yalmzca
YE-FDG ve F-FDG-6-P varhgmi degil, beklenmedik bir sekildle FDM ve
6-fosfat (FDM-6-P)’yi de gosterdi. FDM ve 6-fosfat (FDM-6-P) dokularda
¥F-FDG-6-P’den daha fazladir. °F-FDG-6-P’nin fosfor-glukoz izomeraz ile
FDM-6-P’ye déniisiimii icin kimi ¢alismalar mevcuttur. Bu FDG-FDM karsiliklt
dontigimii  (6-fosfatlar1 araciligiyla) denge durumunda FDM lehine 1:4
konsantrasyona ulastigi gosterilmistir. Fare beyin ¢alismalarinda sigan beyninde
bildirilen °F-FDG-6-PG1 ve 2-deoksi-2-floro fosfoglukonolakton olusumu tam
olarak anlasilamamustir. Bununla birlikte, sicanlarda °F-FDG’de oldugu gibi,
FDG-6-PG1’in FDG enjeksiyonundan sonra domuz karacigerinde énemli oranda
biriken metabolit oldugu bildirilmistir F-FDG katabolitinin, 2-floro-2-
deoksigliserol olusumunun ilk ve tek raporu Nakada ve ark. Tarafindan
bildirilmistir. Bir baska °F NMR ¢alismas1, *°F-FDG ve FDM’nin hekzokinaz,
fosfoglikoz izomeraz, fosfoglukomiitaz ve uridinedifosfat-glukosepirofosforaz
icin substrat oldugunu dogrulanmistir. FDG-6-P, FDM ve FDM-6-P’ye ilaveten
alti metabolit (hem '°F-FDG hem de FDM'in -1-P, -1,6-di-P ve niikleozid
difosfat tiirevleri) °F-FDG dozlar1 sonra sican beyinde bulundu. FDG-niikleotit
metabolitleri ayrica bunlar F NMR ile test ve karakterize edilmistir. Uridin
difosfat-FDM'nin 6nemi hakkindaki NMR kanitlari, dozajlamadan sonra 6zellikle
de daha uzun araliklarla FDG metabolitlerinin degisken (doku-doku) tutulumunda
glikoz-6-fosfataz  roline  rastlanmaktadir. Domuz karacigindeki FDG
metabolizmast ile ilgili bu galisma, daha 6nceki ®F ve '°F ¢alismalarinin sonuglari
da goriilmiistiir. Mevcut kinetik modeller erken c¢aligsmalar i¢in yeterlidir; buna
karsin giderek karmasik olan metabolik profil, belirli bir dokuda FDG kaynakli
radyoaktivitenin dogru bir sekilde yorumlanmas: i¢in ek kinetik parametrelerin
eklenmesini gerektirir. Cesitli ayrintili FDG incelemeleri ve PET’deki FDG’nin
yakin tarihli 6zeti yayinlanmistir. Maalesef, bu incelemeler genel olarak glikoz
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metabolizmasinin miilkemmel goriiglerini sunsa da, bugiinkii haliyle FDG
metabolizmasinin kapsamli bir resmini sunmamaktadir. FDG’nin FDG-6-P’ye
basit biyokimyasal modeli, bir¢ok klinik durumda tibbi goriintiileme ve glukoz
tiiketiminin tahmini i¢in uygun olabilir, ancak post-FDG-6-P metabolizmasi goz
ardi edilemeyecek bir gergektir (Pauwels et al., 1998; Muzzi and Neri, 2013).

2.3.1 Fasentin

C1HoCIF3NO2 kapali formiiliine sahiptir. Molekiil agirhigr 279,64
g/mol’diir. GLUT 1 reseptorii inhibitorii olarak bilinmektedir. Sekil 2.3°de

Fasentin’in acik yapisi goriilmektedir.

Iskelet kasi hiicrelerinde GLUTI, antioksidan savunmada rol oynayan
glikoz ve dehidroaskopik asitin bazal aliminin biiyiik bir boliimiinden sorumludur.
GLUT]1 aracili transportu diisiirecek kosullarin, L6 miyoblastlarda artmis reaktif
oksijen tiiriine (ROS) neden olacagi ve GLUTI1 aracili transportu artiracak
kosullar ROS seviyelerinde azalmayla sonuglanacagini 6ne stiriilmiistiir. GLUT1
inhibitorlerinin fasentin ve filoretin’in antimisin A ve siiperoksit iireteci pirogallol
tarafindan indiiklenen ROS diizeylerini arttirdigi bulunmustur. Bununla birlikte,
GLUT1’i degil GLUT4’1i inhibe eden indinavir, ROS seviyeleri tizerinde hig bir
etkiye sahip degildir. Ataksiya telenjiektazi mutasyon gecirmis (ATM)
inhibitorleri ve aktivatorleri, daha 6nce GLUT]1 aracili transportu inhibe ettigi ve
arttirdigl gosterildiginde, sirasiyla ROS diizeylerinde artig ve azalma meydana
gelir. Bir ATM hedef sitesinin GLUT1 (GLUT1-S490A) iizerinde mutasyonu,
ROS diizeylerini arttirmis ve ATM aktivatorii doksorubisinin ROS diisiiriicii
etkisini engellemistir. Buna karsilik, GLUT1-S490D’nin ekspresyonu, pirogalol
ile miicadele esnasinda ROS seviyelerini diisiirmiis, ATM inhibe edildiginde
ROS’daki artis Onlenmis ve insiilin sinyalizasyonunda ve insiilinle uyarilan
glukoz taginiminda pirogallol ile indiiklenen azalma da onlenmistir. Birlikte ele
alindiginda, veriler GLUT1’in ROS'un diizenlenmesinde bir rol oynadigini ve

ROS varliginda insiilin hareketinin siirdiiriilmesine katkida bulunabilecegini
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Sekil 2.3 Fasentin’in agik yapisi

diistindiirmektedir.

T
-

Direngli tiimor hiicrelerini  TNF ailesinde oliim reseptorlerine ve

ligandlarina duyarl hale getiren, digsal yolu segici olarak modiile eden bilesikleri
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tanimlamak i¢in hiicre temelli yiiksek verimli bir tarama kullanmistir (Schimmer
et al., 2006). Bu goriintiilerdem, FLIP mRNA’smin ekspresyonunu azaltarak
sensitize hiicreleri 6liim ligandlarina 5809354 olarak tespit edilmistir. Bu
goriintiiler ayrica, o6liim ligandlarina secgici olarak sensitize olan ancak FLIP
ekspresyonunu azaltmayan yeni FAS duyarhilastirici kimyasal bilesik (N- [4-
kloro-3- (triflorometil) -fenil] -3 oksobutanamid fasentin) tespit edilmistir. Bilesik
fasentinin nispeten essiz 3-oksobutanilid yapist bu molekiiliin olas1 hiicre igi
hedefleri hakkinda ¢ok az bilgi saglamistir. Bu nedenle, bu molekiil tarafindan
etkilenen hedefleri ve yollar1 daha iyi anlamak i¢in fasentin tedavisinden sonra
gen ekspresyonundaki degisiklikleri analiz edilmelidir. Bu deneyler fasentinin
besin ve glukoz metabolizmasi ile iliskili genlerin ekspresyonunu degistirdigini
gostermisgtir.  Bu bulguyu temel alarak, fasentinin glukoz metabolizmasi
iizerindeki etkilerini arastirildi ve bu molekiiliin glukoz alimini hizla inhibe
ettigini  gosterildi. Daha sonraki c¢alismalar, fasentinin glukoz alimi
inhibisyonunun, hiicrelerin 6liim reseptorii uyarilarina duyarlilasmasi kabiliyeti
acisindan islevsel olarak onemli oldugunu desteklemistir. Boylece, fasentin,
glukoz alimini bloke eden ve hiicreleri 6liim ligandlarina hassaslastirmak i¢in yeni
bir mekanizma ortaya koyan, glukoz tasiniminin yeni bir inhibitor oldugu ortaya
koyulmustur (Wood et al., 2008).

2.4 Hyaluronik Asit

Hyaluronik asit (HA), 1934'te Karl Meyer ve yardimcisi John Palmer
tarafindan s1gir  gozinde kesfedilen, yiiksek molekiil agirliklt  bir
biyopolisakarittir. Hyaluronik asit bakterilerde ve insanlar da dahil olmak {izere
daha yiiksek hayvanlarda 6nemli biyolojik fonksiyonlara sahip olan dogal olarak
olusan bir biyopolimerdir. Bag dokularinin ¢ogunda bulunur ve 6zellikle goziin
vitreus sivisi olan sinovyal sivi ve tavuk taraklarinda yogunlagir. Dogal olarak
hyaluronan tarafindan sentezlenir ve hyaluronidaz adi verilen bir enzim ailesi
tarafindan parcalanan bir integral zar proteinleri sinifiyla sentezlenir. Sekil 2.4°de

Hyaluronik Asit’in agik yapis1 goriilmektedir.

Sekil 2.4 Hyaluronik Asit’in agik yapist
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Hyaluronik asit (HA), tim organizmalarda dogal olarak bulunan bir
karbohidrat, daha spesifik olarak bir mukopolisakkarittir. Diger molekiillere bagli
olmadig1 zaman, suya baglanir ve "Jello" ya benzer sekilde sert bir viskoz yapiya
ulasir. HA oncelikle hiicre dis1 matriks ve periselliiler matriste bulunur, fakat ayni
zamanda hiicreleraras1 ortaya c¢iktign  gosterilmisti. HA’nin  biyolojik
fonksiyonlar1 arasinda, eklem sinovyal ve g0z vitreus sivisi gibi sivi bag
dokularinin elastoviskozitesinin  korunmasi, doku hidrasyonunun ve su
tasinmasiin kontrolii, hiicre dis1i matriste proteoglikanlarin supramolekiiler
montaj1 ve hiicre ayrilmasinda sayisiz reseptor aracili rol vardir. Viicuttaki islevi,
diger seylerin yani sira, suyun baglanmasi ve eklem ve kaslar gibi viicudun
hareketli parcalarinin yaglanmasi anlamina gelir. Tutarliligt ve doku dostu
ozelligi, cilt bakim {irlinlerinde miikemmel bir nemlendirici olarak kullanilmasini
saglar. Hyaluronik Asit dogadaki en hidrofilik (su seven) molekiillerden biridir ve

doganin nemlendiricisi olarak tanimlanabilir.

HA’nin essiz viskoelastik dogasi, biyolojik olarak uygunlugu ve
immiinojenisitesi olmadigi icin artritte eklem sivisinin takviyesi de dahil olmak
izere bir¢ok klinik uygulamada kullanilmasina neden olmustur. Ayni zamanda
g0z cerrahisinde cerrahi bir yardimci olarak ve cerrahi yaralarin iyilestirilmesini
ve yenilenmesini kolaylastirmak i¢in kullanilabilir. Daha yakin zamanlarda HA,
oftalmik, nazal, pulmoner, parenteral ve topikal dahil olmak {izere c¢esitli

uygulama yollari i¢in bir ilag dagitim maddesi olarak arastirilmistir.

Hiicre dis1 bir matris bileseni olan Hyaluronan, N-asetilglukozamin ve
glukuronik asidin disakarit tekrarlarindan olusan yiiksek molekiil agirlikli bir
glikosaminoglikandir. Bu nispeten basit yap1 tiim memelilerde korunarak HA'nin
onemli bir biyomolekiil oldugunu Onermektedir. Viicutta HA, tuz formunda
hyaluronatta bulunur ve cilt, gébek kordonu, sinovyal sivi ve vitr6z mizah da
dahil olmak {izere bir¢ok yumusak bag dokusunda yiiksek konsantrasyonlarda
bulunur. Akciger, bobrek, beyin ve kas dokularinda onemli miktarlarda HA
bulunur.

Kimyasal olarak disakkaritteki uronik asit ve aminosugar, d-glukuronik asit
ve d-N-asetilglukosamindir ve doniisiimlii beta-1,4 ve beta-1,3 glikosidik baglar
vasitasiyla birbirine baglhidirlar. Her iki seker de beta konfigilirasyonda, hacimsel
olarak glukoz ile iliskilidir. Bu, gidaya ait tiim hacimli gruplarin (hidroksillerin,
karboksilat parcasinin ve komsu sekerdeki anomerik karbonun) sterik agidan
olumlu ekvatoral konumda olmasina izin verirken, kiiciik hidrojen atomlarinin
tamamu sterik olarak uygun eksenel pozisyonlar daha azdir. Boylece, disakaritin

yapisi enerji bakimindan ¢ok kararlidir.
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HA’nin hiicresel sentezi essiz ve yiiksek kontrollii bir siirectir. Cogu
glukozaminoglikanlar hiicrenin Golgi aglarinda yapilir. HA, dogal olarak
omurgalilarin ii¢ tiire sahip hyaluronan sentez adi verilen bir integral zar
proteinleri sinifiyla sentezlenir: HAS1, HAS2, ve HAS3. ikincil yap1 tahminleri
ve homoloji modellemesi, integral membran proteinini gosterir. Hyaluronan sintaz
enzimleri, aktive edilmis niikleotid sekerleri (UDP = glukuronik asit ve UDP-N-
asetilglukozamin) substrat olarak kullanarak artan zincire glukuronik asit ve N-
asetilglukozaminin alternatif ilavesi ile hyaluronan tekrarlayan disakarit yapisinin

genis dogrusal polimerlerini sentezler.

Memelilerde, HA’nin enzimatik bozunmasi, li¢ enzim tiiriinden etkilenir:
Hyaluronidaz (hyaz), b-d-glukuronidaz ve [-N-asetil-heksosaminidaz. Genel
olarak, hyaz, yiiksek molekiil agirlikli HA’y1 kiigiik oligosakaritlere, [B-d-
glukuronidaz ve B-N-asetilheksosaminidaz ise, indirgenmeyen terminal sekerleri
cikararak oligosakkarit pargalarini daha da pargalamaktadir. Hyaluronan,
oligosakaridlerin ve c¢ok diisik molekiiler agirlikli hyaluronanin bozunma
tirtinleri, pro-anjiyojenik ozellikler sergiler. Hyaluronidaz, interstisyel bariyerin
onemli bilesikler hyaluronik asidin hidrolizini katalize ederek viskozitesini
diisiiriir ve doku gecirgenligini arttirir. Bu nedenle, dagilimimi hizlandirmak igin
tipta diger ilaclarla birlikte kullanilir. En yaygin uygulama, oftalmik cerrahide
lokal anestezi ile kombinasyon halinde uygulanmasidir. Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes et pneumoniae ve Clostridium perfringens gibi bazi
bakteriler viicudun dokularinda hareketliligi artirmak igin bir ara¢ olarak
hyaluronidaz {iretir ve bagisiklik sisteminin fagositler tarafindan taninmasini

onleyen antijenik bir kilik degistirici olarak bulunur.

HA’nin baskin mekanizmasi bilinmemekle birlikte, in vivo, in vitro ve
klinik calismalar, ekzojen HA’nin ¢esitli fizyolojik etkilerini gostermektedir.
Hyaluronik asit, in vivo bazi ilave kondroprotektif etkiler saglayabilen ve eklem
kikirdag: iizerindeki uzun vadeli etkilerini agiklayabilecek bir takim koruyucu
fizyokimyasal islevlere sahiptir. Hyaluronik asit agr1 ile iliskili sinir uyarilarini ve
sinir duyarliligini azaltabilir. Deneysel osteoartiritte bu glikozaminoglikan,
kikirdak {izerinde koruyucu etkilere sahiptir. Ekzojen hyaluronik asidin kikirdaga
dahil oldugu bilinmektedir. Exogenous HA, kondrosit HA ve proteoglikan
sentezini arttirir, proinflamatuar mediatorlerin ve matris metalloproteinazlarin
iiretimini ve aktivitesini disiiriir ve bagisiklik hiicrelerinin davranigini degistirir.
Bu igslevler, reaktif oksijen tiirevi serbest radikallerin temizlenmesinde,
polimorfoniikleer hiicrelere bagisik kompleks yapismasinin dnlenmesinde, 16kosit
ve makrofaj gocliniin ve agregasyonun inhibisyonunda kendini gosterir.

Hyaluronan oldukga higroskopiktir ve bu 6zelligin doku hidrasyonunu ve ozmotik
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dengeyi modiile etmek igin 6nemli oldugu bilinmektedir. Pasif yapisal bir molekiil
olarak islevine ek olarak, hyaluronan hiicre yiizeyi reseptorleri ile etkileserek ve
hiicre proliferasyonunu, goglnii ve farklilasmasini diizenleyerek sinyalleme
molekiilii olarak da islev goriir. Hyaluronan embriyogenez igin gereklidir ve
muhtemelen tiimorigenezde de 6nemlidir (Necas et al., 2008).

2.5 lIsaretlemede Kullanilan Yéntemler

2.5.1 Iyot ve izotoplar

Iyot, sembolii I, atom numaras1 53 olan bir elementtir. Kimyasal olarak iyot
halojenlerin en az reaktif olani, astatin'den sonra en elektropozitif olanidir. Iyotun
37 izotopu vardir, bunlardan bir tek *27I kararlidir.

1291 pek ¢ok bakimdan **Cl’ya benzer. Cok az ¢dziiniir, az reaktiftir, ve
niikleer reaksiyonlardan meydana gelir. **C1/Cl oran1 gibi, dogadaki 1?°I/I orani da
¢ok diisiiktiir. *®Cl’dan farkli olarak '?°I'un yar1 émrii daha uzundur (15,7 milyon
yil), canlilara alinma egilimi yiiksektir ve farkli kimyasal 6zelliklere sahip ¢esitli
iyonik sekillerde bulunmaktadir (I' ve 103). Bu yiizden 1?°I kolaylikla biyosfere
girebilir. 1960’larda ve 1970’lerde, termoniikleer deneylerin yogun olarak
yapildigi yillarda, '?°l sadece dogal iyotun yaklastk 107’sini olusturmustur.
Uyarilan iyot-127 ve iyot-129, Mdossbauer spektroskopisinde siklikla kullanilir.
Diger iyodin radyoizotoplarinin yarilanma émrii ¢ok daha kisadir. Bazilar1 viicuda
giren iyotun depolandigi ve konsantre oldugu tiroid bezini ilgilendiren tibbi
uygulamalar i¢in kullanilmaktadir. Iyot-123 yar1 omrii 13 saattir ve elektron
yakalama ile gama 1sinimi yayan telliir-123'e kadar bozunur. Tek foton emisyon
bilgisayarli tomografisi (SPECT) ve X-1s1m1 bilgisayarli tomografisi (X-Ray CT)
taramalar1 da dahil niikleer tip goriintiilemede kullanilir. Iyot-125 yar1 émrii 59
gilin, elektron yakalamasi ile telliir 125'e kadar bozunur ve disiik enerjili gama
1sinimi yayar. Yari-Omrii 8 giin olan iyot-131, beta/gama 1sinimi1 yayarak zemin
durumuna donen uyarilmig statik xenon-131’e kadar bozunur. Ortak bir fisyon
irtintidiir ve bu nedenle radyoaktif serpintide yiiksek seviyelerde bulunur. Daha
sonra kontamine yiyecek yoluyla emilebilir ve tiroid de birikebilir. Bozunuyorsa,
tiroid hasarma neden olabilir. Iyot-131 diizeyinin yiiksek olmasindan kaynaklanan
birincil risk, sonraki yasamda radyojenik tiroid kanseri sansinin ortaya ¢ikmasidir.
Diger riskler, kanserli olmayan biiyiime ve tiroidit olasiligim igerir. Iyot-131’in
olumsuz etkilerine kars1 olagan koruma araglari, giinliik optimum propilaksi i¢in
alinan potasyum iyodiir tabletleri seklinde tiroid bezini dengeli iyot-127 ile
doymus hale getirmektetir. Bununla birlikte, iyot-131, radyasyon tedavisinde tibbi
amaglar icin de kullanilabilir, Ayrica radyoaktif bir izleyici olarak da
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kullanilabilmektedir (Greenwood and Earnshaw, 1997). Cizelge 2.1°de ve sekil

2.5’de iyot bazi izotoplarina dair reaksiyon semalar1 ve bilgiler verilmektedir.

Cizelge 2.1 Iyot izotoplarindan bazilarinin {iretimi, bozunma cinsi, yar1 émrii ve uygulamalar1

hakkinda genel bilgi
; R Bozunma Yar a Spesifik
Izotop Uretim cinsi Omrii Ey/Ep Aktivitesid Uygulamalari
123) Siklotron EC iiaf 159/-- >600° Goriintilleme
124) Siklotron ]E:ZCE’/(,%J)F ;}: 603/1530 >304 Goriintiileme
125] Nukle?r EC 59.'4 35/-- 90 In vitro ve terapi
Reakstor giin
131 Nukle?r B- 8.94 364/606 100 Goruntuler_ne ve
Reaktor giin terapi

a: keV/keV, b: GBq mmol, c: 8,780, d: 1,147
123]; 124Xe(p, 2n)'BCs —>(B*, 0.1 h) —>Xe —>(p*, 2.08 h)—> &
1241, 124T¢(d,2n) veya (p, n)'
125): 12%Xe(ny)'®Xe —> (EC,17h) — 1%
131|: 235u(n1 ﬁsyon)l31|, 99M01 117Pd, 137CS

Sekil 2.5 Iyot izotoplariin bozunma tiirleri ve yar1 dmiirleri

2.5.2 Radyoiyodinasyon ve Radyoaktif 13| ile Isaretleme

Radyoiyodinasyon, iyot izotoplarinin hedef molekiillere radyoisaretlenmesi
sirasinda giiniimiizde sikga kullanilan bir ydntemdir. Iyot radyoizotoplarinin
yaydiklart radyasyon tipti ve enerjileri isaretlemede kullanimlarini
kolaylagtirmaktadir.

Proteinlerin, glikoproteinlerin ve peptidlerin radyoizotinasyonunda yeni ve
piyasada bulunan 1,3,4,6-tetrakloro-3a, 6a-difenil glikoliiril (iodojen), kloramin-T
ve kat1 fazli laktoperoksidaz ile karsilastirilmistir. Diisiik seviyeli iyotlamalarin
gergeklestirilmesi icin bir yontem tarif edilmis ve maksimum %I birlesmesini

belirlemek i¢in kullamlmustir. Iyotlanmis proteinler analitik jel filtrasyon
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kolonlarinda ve peptidlerinde ters fazl yiiksek performansh s1vi kromatografisiyle
saflagtirilmistir. Radyoimmunoassay’in sunulmasindan bu yana, pikomole ait
protein ve peptitlerin konsantrasyonunu 6lgmek i¢in yiiksek spesifik aktivite
izleyicilerine ihtiya¢ duyulmaktadir. En yaygin olarak kullanilan radyoaktif isaret
1257 dir ve bu radyoaktif etiketi iceren izleyicilerin yeterli preparatlar1 yapilacaksa,
iyotlama mekanizmasi diisliniilmelidir. PH 7 ile 8 arasinda, peptidlerin ve
proteinlerin tirozin aromatik halkasindaki orto konumu, komsu hidroksil
grubunun elektron verici etkisinden dolayr elektrofilik saldir1 i¢in aktive edilir.
Benzer sekilde, pH 9 da, histidin imidazol halkasindaki iki azot atomu karsilikli
komsu karbon atomu iizerinde bir elektron verici etkiye sahiptir. Iyotlu iyon (I%)
formundaki iyot, radyoaktif isaretlenmis izleyici vermek i¢in elektrofilik ajan
olarak gorev yapar (Kienhuis et al., 1991).

2.5.3 Todojen yontemi

fodojen  olarak  bilinen  1,3,4,6-tetrachloro-3a,6a-diphenylglycoluril,
radyoiyodinasyon ¢alismalarinda, yiikseltgen ajan olarak kullanilan bir maddedir.
Molekiiler yapisi sekil 2.6’da verilen iodojen, ilk olarak 1978 yilinda Fraker ve
Benek tarafindan, protein ve hiicre membran1 radyoiyodinasyonunda
kullanilmistir (Unak et al., 2001). Kolay uygulanabilir olmasi ve ligandin

kimyasal yapisini degistirmemesi ve nedenleriyle sik tercih edilen bir yontemdir.

it
Cl Cl
OHO
N_ N
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O
Sekil 2.6 lodojen'in agik yapist

2.5.4 Indocyanine green (ICG) ile optik isaretleme

Indocyanine green (ICG) tibbi teshiste kullanilan bir siyanin boyadir. Kalp
debisi, karaciger fonksiyonu ve karaciger kan akimi ve oftalmik anjiyografi icin
kullanilir. Yaklagik 800 nm’de tepe spektrum emilimine sahiptir. Bu kizil 6tesi
frekanslar, retinal katmanlara niifuz eder ve ICG anjiyografinin floresan
anjiyografiden daha derin dolasim modelleri goriintiilemesine izin verir. 1CG,
plazma proteinlerine sikica baglanir ve vaskiiler sistemle sinirli kalir. ICG’nin yari
omrii 150 ila 180 saniye arasindadir ve dolasimdan sadece karaciger tarafindan
safra suyundan uzaklastirilir. ICG, tipta kalp, dolasim, karaciger ve oftalmik
kosullarda bir indikatér madde (6rn. fotometrik hepatik fonksiyon teshisi ve

floresan anjiyografisi) olarak kullanilan floresan bir boyadir. Damar i¢inden
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verilir ve karacigerin performansina bagl olarak yaklasik yarim omrii olan 3-4
dakika viicuttan atilir. ICG sodyum tuzu normalde toz halindedir ve g¢esitli
coziiciiler icerisinde ¢oziilebilir; % 5 (partiye bagli olarak <% 5) sodyum iyodiir
genellikle daha iyi ¢Oziiniirligii saglamak i¢in eklenir. Bir su-ICG soliisyonunun
steril liyofilizat1 birgok Avrupa lilkesinde ve Birlesik Devletlerde ICG-Pulsion ve
IC-Green adlariyla intravendz kullanim i¢in bir teshis olarak onaylanmistir.

ICG, Ikinci Diinya Savasi'nda fotografcilikta bir boya olarak gelistirildi ve
1957°de Mayo Clinic de insan tibbinda kullanim igin test edildi. 1959°da
Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) onayr alindiktan sonra, ICG baslangicta
hepatik islev tanilarinda ve daha sonra kardiyolojide kullanildi. 1964 yilinda
S. Schilling, ICG’yi kullanarak bobrek kan akisini belirleyebildi. 1969 yilindan
itibaren ICG, gozdeki subretinal siireclerin (koroidde) arastirilmas: ve teshisinde
de kullanildi. 1980’den sonraki yillarda yeni kamera tiirlerinin gelistirilmesi ve
daha iyi film malzemesi veya yeni fotometrik Ol¢lim cihazlar1 bir¢ok teknik
zorlugu ortadan kaldirdi. Bu arada ICG’nin tipta kullanimi (ve 6zellikle
oftalmolojide floresan anjiyografide) standart olarak belirlendi. Floresan
anjiyografiyi aciklarken, NA floresan anjiyografi ile ICGA/ICG floresan
anjiyografisi arasinda da bir ayrim yapilmaktadir. ICG ile ilgili yaklasik 3.000
bilimsel makale simdi diinya ¢apinda yaymlanmistir (Alander et al., 2012). Sekil
2.7°de ICG’nin ag1k yapisi verilmistir. Bu yapiya bakilarak, ICG’nin sahip oldugu
floresans 6zelligin tizerindeki elektron hareketiyle ortaya ¢iktig1 sdylenebilir.

Sekil 2.7 ICG' nin agik yapisi
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2.6 Kalite Kontrol islemlerinde Kullamlan Yéntemler

2.6.1 Ince Tabaka Radyo Kromatografisi (TLRC)

Bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz olmak iizere
birbirleriyle karigmayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi ve saflastirilmasi
yontemidir. Cesitli maddelerin hareketli faz yardimiyla, sabit faz iizerinde, degisik
hizlarla hareket etmeleri veya siiriiklenmeleri esasina dayanir. Hareketli faz, 6rnek
bilesenlerini, sabit faz (kolon-tabaka) boyunca tasiyan, gesitli fiziksel ve kimyasal
ozelliklere sahip ¢ozelti veya ¢Oziicli karisimlaridir. Sabit faz, mobil faz icerisinde
gelen Ornege ait bilesenlerin etkilesime girdikleri ve belirli 6l¢iide alikonulduklari
fazdir.

Kolon olarak adlandirilan sabit fazlar kromatografi tekniginin ¢esidine gore
tasarlanarak cok degisik materyallerden ¢ok farkli Olciilerde imal edilmektedir.
Ince tabaka kromatografisinde kolon olarak silika jel ya da seliiloz kapli tabaklar
kullanilmaktadir. Ozellikle gaz ve sivi kromatografileri igin ticari boyutta oldukga
fazla marka ve boyutta kolon iiretimi yapilmaktadir.

Ince tabaka kromatografisi basit ve kolayca yapilabilmektedir. Kullanilan
materyaller genelde ucuzdur. Genellikle bir maddenin bilesenlerini ayirmak ve
safligim1 belirlemek icin kullamilmaktadir. Ilag, boya, gida gibi birgok alanda
kullanilmaktadir. Radyoaktif maddelerin baglanma verimlerine ve alikonma
faktorlerine yonelik yapilan uygulamalar icin kullanilan yonteme ince tabaka
radyo kromatografisi (TLRC) denmektedir. Ince tabaka kromatografisinde sabit
faz (absorban) olarak silika jel ya da seliiloz kapli plakalar kullanilmaktadir. Bu
plakalar genelde 0.1-5 mm kalinligindadir. Hareketli faz olarak ise g¢esitli
solventler tek basmna da belli oranlar da karistirilarak kullanilmaktadir. Islem
sirastyla kromatografi tankina hareketli fazin konmasi, 15 dk buhar dengesinin
saglanmasi, uygun boyutlarda kesilen tabakalara isaretlenmis maddelerin
tabandan 0.5-1 cm mesafe birakilarak mikro pipet ya da kapiler yardimiyla
damlatilmas1 ve tankin igerisine tabakalarin (damlatilan boliim hareketli fazin
icerisine gelecek sekilde) dik bir sekilde birakilmasi ile sonlanmaktadir. Agzi
kapatilan tankin icerisinde bulunan tabakalarin tizerinden hareketli fazin belli bir
mesafeye (genelde % 90) yiiriimesiyle islem sonlandirilmaktadir. Tank igerisinden
bir pens yardimiyla dikkatlice ¢ikarilan tabakalar, hareketli fazin yiiriimiis oldugu
siirdan isaretlenerek kurumaya birakilir. Daha sonra Bioscan2000 TLRC tarayici
yardimiyla analizi yapilarak baglanma verimi ve Rf (Retention Factor) degerleri
elde edilir (Yurt Kilcar and Biber Muftuler, 2014).
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2.6.2 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

1900°’li  yillarin  basinda Rus botanik¢i Mikhail S. Tswett, bitki
pigmentlerini  kalsiyum karbonat dolgulu cam siitunlar kullanarak Sivi
Kromatografisi ile ayirdi.

Swvinin paketlenmis siitunlardan akmasina izin vermek i¢in yiliksek basing
gerektiginden, HPLC ilk olarak Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi olarak
antlmistir. Bununla birlikte, enstriimantasyon ve paketleme malzemelerindeki
gelismeler devam ederken adi daha oOnce bilinen teknikler tizerinde karmagik
molekiillerin ayrigtirllmasi, tanimlanmasi, saflagtirllmasi ve miktarlarinin
belirlenmesinde iyilestirmelere yol agan Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
olarak  degistirildi. Pompa  teknolojisindeki  gelismeler, —mobil faz
kompozisyonunda daha fazla kontrol ve esneklige katkida bulundu. Izokratik
islem, analitik ¢alisma boyunca ayni mobil faz kompozisyonunu korurken,
dereceleme yikama modu, analiz gerekliliklerine goére kompozisyon

programlamasina izin vermektedir.

Yiiksek performanshi sivi kromatografisi (HPLC), bir karisim igindeki
bilesenleri ayirmak icin kullanilan kromatografik bir sistemdir. Bir siitun i¢indeki
kat1 adsorban maddelerden (kolondan) , sivi fazin gegirilmesi ve bunun sonucunda
orneklerin siirtiklenmesi olayidir. Siiriiklenme sirasinda, kolon ile etkilesime giren
ornek bilesenlerinin etkilesimleri zayif ise kolon disina ¢ikmasi kisa siirede,
etkilesimleri giiglii ise uzun siirede olmaktadir. Bu durum siiriiklenme farkliliklar
yaratarak, kromatogramda farkli pikler elde edilmesini saglamaktadir Yiiksek
performansli bir s1vi kromatografinin temel bilesenleri sekil 2.8’de gosterilmistir.
Enstriiman asagidakileri igerir: Eluent: Hareketli faz igin kaplar, eluent ve
numuneyi tagimak i¢in bir pompa, numunenin verilmesine izin vermek icin bir
enjeksiyon cihazi, ¢6ziinen madde ayrimini saglayan bir siitun, ayrilmis bilesenler,
kullanilan ¢6ziicii i¢in bir atik kab1 ve sonunda, sonuglarin yorumlanmasinda ve
saklanmasinda yardimeci olan bir veri toplama cihazi. Ayrica sisteme g¢alisma
kosullarma gore bir ¢ok dedektér dahil edilebilir. Baslica cesitleri; ates
iyonizasyon dedektorli, UV dedektor, floresan dedektord, 1s1 iletkenlik dedektorti,
elektron yakalama dedektorii, refraktif indeks (kirilma indisi) dedektorii, Kiral
dedektor, ates fotometrik dedektor, aerosol tabanli dedektor, atomik-emisyon
dedektorii, kiitle spektrometresi (MS) dedektorii, nitrojen fosfor dedektord,
evaporatif 1s1k sagilmasi dedektorii, radyoakim dedektorii (radyoaktivite igin) ve
fotoiyonizasyon dedektorii seklindedir (Huber, 1978).
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Sekil 2.8 HPLC cihazinin temel bilesenleri (Sirard, 2012)
2.7 Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirli, hiicrelerin kontrollii sartlar altinda yetistirilmesi siirecidir.
Pratikte hiicre kiiltlirli terimi, ¢ok hiicreli Okaryotlardan 6zellikle hayvan
hiicrelerinden kaynaklanan hiicrelerin kiiltiirlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Hiicre
kiiltiirleriyle yapilan ¢alismalar giinlimiizde popiiler arastirma konularinda énemli
bir kism1 olusturmaktadir. Ornegin, kanser gibi gesitli patolojik durumlarda belli
bir maddenin etkilerini ya da bir hiicre veya dokuda firetilen belli bir maddenin
islevlerini belirlemek amaciyla hiicre kiiltiirleri yapilabilmektedir. Hiicre
kiiltiirtinde belirli bir hiicre hattindan ¢ogaltilan hiicrelerde cesitli caligmalar
yapilarak canli ortaminda (in vivo) yapilamayan denemeler yapilabilir ve buradan
yola ¢ikilarak sonuglara ulasilabilir. Hiicre kiiltiirii, hiicrelerin genellikle dogal
cevrenin disinda kontrollii kosullar altinda yetistirildigi siiregtir. Hiicre kiiltiirli
kosullar1 her hiicre tipi igin degisebilir, ancak suni ortamlar gerekli besin
maddelerini (amino asitler, karbonhidratlar, vitaminler, mineraller), biiyiime
faktorleri, hormonlart ve gazlar (CO2, O2) saglayan substrat veya ortam igeren
uygun bir kap’tan olusur ve fizikimyasal ortami (pH tamponu, ozmotik basing,
sicaklik) diizenler. Cogu hiicre bir yiizey veya yapay bir substrat (yapisik veya tek
katmanli kiiltiir) gerektirirken, digerleri kiiltiir ortaminda yiizen olarak
yetistirilebilir. Uygulamada, "hiicre kiiltlirii" terimi, bitki doku kiiltiirii, mantar
kiiltiiri ve mikrobiyolojik kiiltiir gibi hiicreleri de biiyiiten diger kiiltiir tiirlerinin
aksine, ¢ok hiicreli Okaryotlardan, oOzellikle hayvan hiicrelerinden tiiretilen
hiicrelerin  kiiltiirlenmesine atifta bulunmaktadir. Hiicre kiiltiiriiniin tarihsel
gelisimi ve yontemleri, doku kiiltiirii ve organ kiiltiirii ile yakindan alakalidir.
Viriis kiiltiird, viriislere ev sahipligi yaptig1 hiicrelerle de iliskilidir. Orijinal hiicre
kaynakli dokularindan ayrilan canli hiicre hatlarini (tek bir hiicreden inen ve ayni
genetik yapiy1 iceren bir hiicre popiilasyonu) tutan laboratuvar teknigi 20. yilizyilin
ortalarinda daha saglam olmustur (Freshney, 2010).
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Hiicreler, cesitli sekillerde ex vivo kiiltiir i¢in dokulardan izole edilebilir.
Hiicreler kandan kolayca arindirilabilir. Bununla birlikte, sadece beyaz hiicreler
kiiltiirde biiylime 6zelligine sahiptir. Mononiikleer hiicreler, yuamusak dokulardan,
hiicre dis1 matrisi pargalayan kollajenaz, tripsin veya pronaz gibi enzimlerle
enzimatik sindirim yoluyla salinabilir. Alternatif olarak, doku pargalar1 biiylime
ortamina yerlestirilebilir ve biiyliyen hiicreler kiiltiir i¢in kullanilabilir. Bu yontem
eksplant kiiltiirii olarak bilinir. Dogrudan bir denekten Kkiiltiirlenen hiicrelere
primer hiicreler denir. Bazilariin timdrlerden tiiretilmesi disinda, birincil hiicre
kiiltlirlerinin ¢ogunun Omrii kisadir. Yerlesik veya oOliimsiizlestirilen bir hiicre
hatt1, rastgele mutasyon veya telomeraz geninin yapay olarak eksprese edilmesi

gibi kasti modifikasyonlar yoluyla sinirsiz ¢ogalma yetenegini kazanmistir
(Wilson and Hunt, 2003).

Izole edilmis primer hiicrelerin ¢cogunlugu yaslanma siirecine girerler ve
belirli bir sayida ¢ogalma ardindan boliinmeyi durdururlar. Hiicreler, bir hiicre
inkiibatoriinde uygun bir sicaklik ve gaz karisiminda (tipik olarak, 37°C, memeli
hiicreleri igin %5 COy) yetistirilir ve muhafaza edilir. Kiiltiir kosullari, her hiicre
tipi i¢cin ¢ok degisir ve belirli bir hiicre tiirii i¢in kosullarin degisimi, farkli
fenotiplere neden olabilir. Sicaklik ve gaz karigimimin yani sira, kiiltir
sistemlerinde en c¢ok degisen faktor hiicre biiylime ortamidir. Biiyiime medyast
icin tarifler, pH, glukoz konsantrasyonu, biiyiime faktorleri ve diger besin
maddelerinin varliginda degisiklik gosterebilir. Ortami tamamlamak i¢in
kullanilan biiyiime faktorleri genellikle fetal sigir serumu (FBS), sigir buzagi
serumu, at serumu ve domuz serumu gibi hayvan kanindan elde edilir. Bu kan
tirevi  bilesenlerin  bir komplikasyonu, o6zellikle tibbi  biyoteknoloji
uygulamalarinda kiiltliriin viriislerle veya priyonlarla kirlenmesi olasiligidir. Hali
hazirdaki uygulama bu maddelerin kullanimini miimkiin oldugunca en aza
indirgemek veya ortadan kaldirmak ve insan trombosit lizatt (HPL) kullanmaktir.
Bu, insan hiicreleri ile FBS kullanirken ¢apraz tiir kontaminasyonu endisesini
ortadan kaldirir. HPL, FBS ya da diger hayvan serumlarinin direkt replasmamn
olarak gilivenli ve giivenilir bir alternatif olarak ortaya ¢ikmistir. Buna ek olarak,
kimyasal olarak tanimlanmis ortamlar herhangi bir serum izini (insan veya
hayvan) yok etmek i¢in kullanilabilir, ancak bu her zaman farkli hiicre tipleriyle
basarilabilir. Kaplama yogunlugu (kiiltiir ortaminin hacmi bagina hiicre sayisi)
baz1 hiicre tipleri icin kritik bir rol oynamaktadir. Ornegin, daha diisiik bir
kaplama yogunlugu, graniilosa hiicrelerini Ostrojen iiretmesini saglarken, daha
yiiksek bir kaplama yogunlugu onlar1 progesteron iireten theca lutein hiicreleri
olarak ortaya c¢ikarmaktadir Hiicreler, siispansiyon veya yapisik kiiltiirlerde

yetistirilebilir. Baz1 hiicreler, dogal olarak kan dolasiminda bulunan hiicreler gibi
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bir ylizeye yapismadan siispansiyon halinde yasarlar. Siispansiyon kiiltlirlerinde
hayatta kalabilmek i¢in modifiye edilmis hiicre hatlar1 vardir, bu nedenle yapisik
kosullarin saglayabileceginden daha yiiksek yogunlukta yetistirilebilmektedir.
Yapisik hiicreler yapisma o6zelliklerini arttirmak ve biiyiime ve farklilasma icin
gerekli olan diger sinyalleri saglamak icin hiicre dis1 matris (kollajen ve laminin
gibi) bilesenlerle kaplanabilen doku kiiltiirii plastik veya mikro tasiyici gibi bir
yiizey gerektirirler. Kat1 dokulardan elde edilen ¢ogu hiicre yapisiktir. Yapiskan
kiiltiire ait bir bagka tip organotipik kiiltiirdiir ve iki boyutlu kiiltiir bulasiklar
yerine 3 boyutlu (3 boyutlu) bir ortamda hiicrelerin biliyliimesini igerir. Onun 3B
kiiltiir sistemi biyokimyasal ve fizyolojik olarak in vivo dokuya daha benzer,
ancak birgok faktorden dolayi teknik agidan bakimi zordur (Portela et al., 2010).

2.8 Biyodagihm

Biyodagilim, bilesiklerin deneysel bir hayvanda veya insanda nerede
bulunduklarini izlemek icin kullanilan bir yontemdir. Ornegin, PET (pozitron
emisyon tomografisi) taramasi igin yeni bilesiklerin gelistirilmesinde bir
radyoaktif izotop kimyasal olarak bir peptit (bir proteinin alt birimi) ile
birlestirilir. Bu belirli izotop sinifi, pozitronlardir (ki bunlar antimadde
parcgaciklardir, kiitle elektrona esit, ancak pozitif bir yiik ile). Cekirdekten ¢ikan
pozitronlar bir elektronla karsilasir ve zit yonde ilerleyen iki gama 1simi iireten
yokolusa ugrarlar. Bu gama 1sinlar1 bir standartla karsilastirildiginda Slgiilebilir ve
nicelenir. Ornegin, yeni bir bilesik, 16-20 kemirgen grubuna (tipik olarak fare
veya sican) intravendz olarak enjekte edilir. 1, 2, 4 ve 24 saatlik araliklarla
hayvanlarin kii¢iik gruplar1 (4-5) 6tenazi yapilir, daha sonra pargalanir. Onceden
tartilmis kaplara, ilgili organlar (genellikle kan, karaciger, dalak, bobrek, kas, yag,
adrenaller, pankreas, beyin, kemik, mide, ince bagirsak ve iist ve alt ince bagirsak
vb) konulur. Sonra gama 1simnimini1 6lgen bir cihaza yerlestirilir. Sonuglar, bilesigin
hayvan iizerinde nasil hareket ettigini dinamik bir goriinim kazandirir. Kullanigh
bir bilesik, baz1 viicut pargalarinin veya tiimorlerin (diisiik dozlarda
radyoaktivitede) medikal goriintiileme veya tiimorlerin (yiiksek dozda
radyoaktivitenin) tedavisi i¢in kullanilabilmektedir.

Gen terapisinde, virlisler gibi gen iletim vektorleri ya partikiil
biyodagilimma ya da transdiiksiyon modeline gére goriintiilenebilir. ki viriisleri
bir kontrast maddesi ile etiketlemektir. Bazi goriintileme yontemlerinde
kullanilabilirler (6rnegin MR veya SPECT / PET). Ikinci yontem ise, gen iletim
vektoriiniin ~ isaretleyici  genini  imiinohistokimyasal yontemlerle, optik
goriintliileme yontemleriyle gorsellestirmektir. Goriintiileme donanimi kliniklerden

arastirma amagcli olarak kullanilmaya baslandigindan, non-invaziv goriintiilleme
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popiilerlik  kazanmistir.  Ornegin, avidin  goriintiilenen  bakuloviriisler,
biyotinlenmis demir pargaciklari ile kaplanarak sigan beyinlerinde goriintiilenerek
MR goriintiilemede goriiniir hale getirilebilir (Raty et al.,2006).
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3. MATERYAL VE METHOD
3.1 Kaullanilan Kimyasallar ve Cihazlar
3.1.1 Kullanilan Kimyasallar

Demir(IIT) Klortir (% 97 FeCls) (Sigma-Aldrich)

Sodyum Siilfit Na,SO3 (Merck Millipore)

Amonyak (% 25 NHz3) (Merck Millipore)

Hidroklorik Asit (% 37 HCI) (Merck Millipore)

Etanol (% 96 Co.HsOH) (Teksan Solvent)

Mannoz triflat (% 98 p-D-Mannopiranoz 1,3,4,6-tetra-O-asetat 2-O
triflorometansiilfonat) (Sigma-Aldrich)

Etilendiamin (% 97 N,N’-Bis(2-hidroksetil)etilendiamin) (Sigma-Aldrich)
Sodyum siyanoborhidriir (% 95 NaCNBHs3) (Sigma-Aldrich)

Dimetil formamid (% 99,8 DMF) (Merck Millipore)

Hyaluronik Asit (Sodium salt from Streptococcus equi) (Sigma-Aldrich)
Tetraetil ortosilikat (TEOS) (Merck Millipore)

3-Aminopropil trietoksi silan (APTES) (Sigma-Aldrich)
N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodiimid hidroklorid (EDC) (Sigma-
Aldrich)

N-hidroksisiiksinimid % 98 (NHS) (Sigma-Aldrich)

2-Merkapto etanol (Fluka)

Kryptofix % 98 (4,7,13,16,21,24-Hexaoxa-1,10 diazabicyclo [8.8.8]
hexacosane) (Sigma-Aldrich)

Potasyum karbonat (K2COs3) (Sigma-Aldrich)

Sodyum Floriir (NaF) (Fluka)

Dowex 50 katyon regine (Sigma-Aldrich)

Ambersep 900 OH anyon regine (Fluka)

Amberlite anyon degisim regine (Sigma-Aldrich)

C-18 pre kartus (Sep-pak) (Sep-Pak C18 Plus Short Cartridge, 360 mg
Sorbent per Cartridge, 55-105 pum Particle Size, 50/pk [WAT020515])
(Waters)

1,1-Karbonildiimidazol (CDI) (Sigma-Aldrich)

Indocyanine green (ICG) (Sigma-Aldirch)

Fasentin % 98 (N-[4-kloro-3-(triflorometil)fenil]-3-oksobiitanamid) (Sigma-
Aldrich)

Asetonitril (Chromasolve) (Sigma-Aldrich)
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Dekstroz monohidrat % 20 (Medifleks)

MCF7 insan meme (adenokarsinoma) epiteli (American Type Culture
Collection, Rockville, MD, ABD)

PC-3 insan prostat (adenokarsinoma) epiteli (American Type Culture
Collection, Rockville, MD, ABD)

Min. Essential Medium (Mem Eagle) (Lonza)

L-Glutamine (Lonza)

Essential amino acid (Lonza)

Sodyum priivat (Lonza)

Fetal bovine serum (Biowest)

Penisilin/streptomisin (Lonza)

Tripan mavisi (Bio.Ind.)

PBS (Amresco)

Tripsin EDTA (Lonza)

Dimetilsiilfoksit (CH3)2SO (Merck Millipore)

BCA (bicinchoninic acid) Protein Assay kit (Thermo ScientificPierce)
Sintilasyon Kokteyli (Sigma-Aldrich)

Piridin (Sigma-Aldrich)

Azur Metilen Blue (Merck)

Siikroz (Merck)

Paraformaldehit (Sigma-Aldrich)

Toluen (Merck)

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Brand Transfer Pipetleri (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

Thermo Scientific Transfer Pipetleri (Finnpipette) (Ege Universitesi,
Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

Hassas terazi (Ohaus, Pioneer PA214C) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

Sentez Unitesi (Heildolph MR-Hal End Starfish Workstation) (Ege
Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim
Dali)

Vorteks Cihaz1 (Heildolph Reax Top) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

Manyetik Karistiricili Isitict (IKA RCT Basic) (Ege Universitesi, Niikleer
Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)
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Ultrasonik Banyo (CEIA CP104 Standard Ultrasonic Cleaner) (Ege
Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim
Dal)

Ultrasonik Homojenizatdr (Bandelin, Sonoplus HD 2070) (Ege Universitesi,
Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

Niive Santrifiij Cihaz1 (2500 rpm, CN 180) (Ege Universitesi, Niikleer
Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

Niive Etiiv (FN 400 kuru hava sterilizatdr) (Ege Universitesi, Niikleer
Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

Pro Research Santrifiij cihaz1 (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

Multimode Mikroplaka Okuyucu (Thermo Varioscan Flash) (Ege
Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim
Dal)

Laminar Flow Kabin (Thermo) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisti, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

CO; inkiibatérii (Sanyo) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

Sogutmali Santrifiij (Hettich) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

Isik mikroskobu (Olympus BX53) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisti, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

HPLC (Shimadzu SCL-10AVP) (LC-10Atvp quaterner pompali, SPD-
10AV UV dedektorlii ) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

Chromafil Xtra PTFE — 45/25 Filtreler (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisti, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

Vorteks cihazi (IKA Genius 3) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisti, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

DLS Zeta Size ve Zeta potansiyel 6lgim cihazi (Dynamic Light Scattering)
(Malvern Nano-ZS) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dali)

Refraktometre (Kriiss optronik, AR4 Abbe Refraktometre) (Ege
Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim
Dali)

Floresan atagmanli arastirma mikroskobu (Olympus BX53) (Ege
Universitesi,

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

. Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

. S1v1 azot tanki (Thermo Scientific) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler

. Enstitiisti, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

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

. Uygulamalar Anabilim Dali)

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

. Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

. Leica CM1900 Kyrostat (Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Fizyoloji
Anabilim Dal1)

. RadyoTLC (Bioscan 2000) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,

. Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

. TLC kiivetleri (Sigma) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,

. Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

. Doz Kalibratorii (Biodex AtomLab 100 Plus) (Ege Universitesi, Niikleer

. Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

" Packard Tri-corb-1200 sivi sintilasyon sayaci (Ege Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim. Dali.)

" Perkin-Elmer Spektrum Two Infrared IR Spektrofotometresi(Fourier
Transform Infrared Spectroscopy) (FT-IR) (Ege Universitesi, Niikleer
Bilimler Enstitiisii, Niikleer Teknoloji Anabilim Dal1)

= SEM FEI Quanta FEG250 (Namik Kemal Universitesi, Merkez

Laboratuvari)
. TEM JEOL JEM 2100F HRTEM (Massachusetts, ABD)
. Sonifier Converter Ultrasonik Homojenizatér (Ege Universitesi, Tip

Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dalr)

3.2 MNP (Fe304) Sentezi

6 mL 2 M (1,93 g) FeClz 2 M HCI’ de hazirlandi. 100 mL’lik {i¢ boyunlu
balona konularak 50 mL saf su ile seyreltildi. 25 mL 0,08 M (0,25 g) NaxSOs
30 dk bir zaman diliminde orantil1 olarak yavas yavas ilave edildi. Ardindan, azot
gazi altinda, % 28’ lik 4 mL NHs, 20 mL saf su ile seyreltilerek 30 dk boyunca
yavasga ilave edildi. Siyah ¢okelekler olustuktan sonra ¢ozelti sicakligi 70 °C’ ye
¢ikarildi. 30 dk sonunda 45 °C’ nin altina kadar sogutuldu.

Reaksiyon tamamlandiktan sonra harici bir miknatis ile uzaklastirilan ¢okelekler,
su ve etanol (2-1) ile birkag defa yikandi. En son etanol i¢erisinde muhafaza edildi
(Medine et al., 2011). Sekil 3.1’de hazirlanmis olan Fe3Os deney diizenegi ve

sekil 3.2°de elde edilmis olan Fe3Oj icerikli nanoparcaciklar goriilmektedir.
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Sekil 3.1 Fe3O4 nanopargacik sentez diizenegi

3.2.1 Sentezlenen MNP (Fe3O4)’iin silikalanmasi

Etanol icerisinde muhafaza edilen MNP’ lerin % 75’1 silikalama igin
kullanilmistir. Sentezlenen MNP’ lere 2,5 mL TEOS (tetraetil ortosilikat)
eklendikten sonra %10’ luk 2,5 mL NH3 ilave edilmistir. Reaksiyon 40°C’ de 12

saat siireyle gergeklestirildi. Sonrasinda ¢okelek etanol ile yikandi (Hafid et al.,
2010).

Sekil 3.2 Fe304 nanopargacik sentez sonrast goriiniimii
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3.2.2 Silikalanms MNP (Fe3034)’ iin silanlanmasi

Silika kapli manyetik nanopargaciklarin % 75’ine  3-Aminopropil
trietoksisilan ile yiizey modifikasyonu yapildi. Bunun igin MNP-silika
siispansiyonu igerisine silan ¢ifti ajanindan (3-aminopropil-trietoksisilan) 2,5 mL
eklendi. 15 dk ultrasonik banyoda bekletildikten sonra 60°C’ de 12 saat boyunca
geri sogutma altinda bekletildi. Reaksiyon sonunda, reaksiyona girmeyen silan

cifti ajanin1 uzaklastirmak i¢in etanol ile birka¢ kez yikandi (Wu et al., 2007).
3.2.3 Silika ve silanh Fe3O4’iin hyaluronik asit ile modifikasyonu

21 mg Hyaluronik Asit, 7 mg EDC ( ~20 mM) ve 11.5 mg NHS ( ~50 mM)
tartildi. Uzerine 1 mL (21mg/mL) FesO4-Silan-NH, eklendi. Karisim oda
sicakliginda 15 dk karistirildi. 1,4 pl. Merkapto Etanol (~20 mM), EDC’nin
fazlasini inaktive etmek i¢in konuldu. Karisimin pH’in1 7’ye yiikseltmek icin 40
mg MES tamponu ve 58 mg NaCl kullanildi. Cozelti PBS ile 2 mL’ye
tamamlandi. Oda sicakliginda 2 saat karigtirtldi. Olusan FesOs-Silan-NHz-HA
konjugati santrifiijlenerek PBS ile 2 defa yikanmistir. 5 mL PBS igerisinde
muhafaza edilmistir (Carraway and Triplett, 1970).

3.3 Mannoz triflat-etilendiamin Konjugasyonu

Literatiirdeki mevcut sentez yolu modifiye edilerek gergeklestirilmistir. 19,2
mg mannoz triflate 200 pL distile suda 90°C’de ¢6ziilmiistiir (Solusyon A). 1
mmol (66 pL) etilendiamin’in {izerine bagka bir test tiiptinde 70 pL saf su
eklenmistir ve pH 1.0 M HCI ile 7.5’¢ ayarlanmigtir. 0,63 mmol (40 mg)
NaCNBHj3 bu ¢ozeltiye ilave edilmistir(Solusyon B). Solusyon A ve B 90°C’de 1
saat boyunca karigtirillmistir. Coken reaksiyon {irlinii inkiibatorde 65°C’de
kurutmaya birakilmistir (Babu et al., 2007).

3.3.1 Mannoz triflat — etilendiamin’in ‘°F ile siibstitiisyonu

1 mL 0,03 M mannoz triflat-etilendiamin ¢6zeltisi yukarida agiklandig: gibi
hazirlanmigtir. DMF iginde 100 pL Kryptofix ¢ozeltisi (H20’da 1.0 mg/mL), 200
uL K2COs ¢ozeltisi (H20’da 2.0 mg/mL), 100 pL DMF ve 200 pL NaF (2.0
mg/mL) (16 mM) c¢ozeltisi bir reaksiyon tiipiinde birlestirildi ve 90°C su
banyosunda 20 dk siire ile 1sit1ld1. Bu esnada °F siibstitiisyonu ile birlikte mannoz
triflat-etilendiamin, FDG amine hidrolizlendi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra
Kryptofix’in asirisin1 uzaklastirmak i¢in Dowex 50 katyon reginesi kullanildi.
Dowex 50 kolondan sonra nétralizasyonu saglamak i¢in Ambershep 900 OH
recinesi ve reaksiyona girmeyen floriirii uzaklastirmak icin Amberlite anyon

degisim reginesi kullanildi. En son olarak C-18 pre kartus (sep-pak) polar
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olmayan safsizliklar1 gidermek i¢in kullanilmistir (Gillies et al., 2006).
Sekil 3.3’de Mannoz triflat-etilendiaminin '°F ile siibstitiisyon reaksiyonu
goriilmektedir.
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Sekil 3.3 Mannoz triflat-etilendiaminin *°F ile siibstitiisyon deneyi gériiniimii

3.4 FDG-MNP Sentezi

Daha 6nceki basamakta saflastirilan °FDG-etilendiamin oda sicakliginda
25 mM hyaluranik asit konjuge MNP ile karigtirildi. Daha sonra 50 mM NHS
cOzeltisi yavas yavas ilave edildi. Iyice vortekslenerek karistirildi. Reaksiyon
karisimi 2 saat boyunca orbital karistiricida karistirilarak inkiibe edildi ve *FDG
etilendiamin MNP konjugasyonu gergeklestirildi (Subramanian et al., 2016).

3.5 Sentezlenen *FDG-MNP’nin ICG ile Optik isaretlenmesi

1 mL (17 mg) Fes04-Silan-NH2-HA-FDG iizerine 7 mg CDI ( ~20 mM) ve
11,5 mg NHS ( ~50 mM) eklendi. Cozelti oda sicakliginda 15 dk karigtirild.
pH’ 11 7°ye yiikseltmek i¢in 40 mg MES tamponu ve 58 mg NaCl kullanildi. PBS
ile 2 mL’ye tamamlandi. Uzerine 300 pg/mL ICG ¢bzeltisi eklendi ve 25°C 15 dk
karistirildi. 1,4 pLL Merkapto Etanol (~20 mM), EDC’nin fazlasini inaktive etmek
i¢in konuldu. Oda sicakliginda 2 saat karistirildi. Olusan Fe3O4-Silan-NH2-HA-
FDG-ICG konjugat: santrifiijlenerek PBS ile 2 defa yikandi. 5 mL PBS igerisinde
muhafaza edildi (Carraway and Triplett, 1970).
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3.6 Sentezlenen FDG-MNP’lerin Karakterizasyonlari

3.6.1 SEM ve TEM analizleri

SEM Analizleri icin FDG-MNP’ler Namik Kemal Universitesi, Merkez
Laboratuvarina gonderilmis ve SEM FEI QUANTA FEG250 Cihaz1 ile SEM

gortintiileri alinmistir.

TEM analizleri i¢in FDG-MNP’ler Massachusetts USA Sloan Kettering
Kanser Aragtirma Merkezine gonderilmis ve merkez laboratuvarlarinda TEM
JEOL JEM 2100F HRTEM cihazi ile TEM goriintiileri alinmastir.

3.6.2 Demir nanoparcacik ve tiirevlerinin hidrodinamik cap
ve zeta potansiyellerinin 6lciilmesi

Her asamadaki sentez son triinleri, ultrasonik banyo ile 15 dk homojenize
edildikten sonra 2 mL’ lik eppendorflerin igerisine 10 pL 6rnek/1 mL dekstroz
konsantrasyonunda konulmustur. Hidrodinamik ¢ap ve zeta potansiyel analizleri 3
tekrarli olarak Malvern Nano-ZS DLS (Dynamic Light Scattering) cihazi ile
incelenmistir. Manyetik  Ozelliklerinin  de etkisiyle solvent igerisinde
agregatlasmaya miisait nanoparcaciklarin hidrodinamik cap ve zeta potansiyel
olciimleri, sentez tamamlandiktan hemen sonra yapilmistir. Orneklerin her biri

0,45 um’ lik filtrelerden gegirilmistir.

3.7 FDG-konjuge nanoparcaciklarin FT-IR yoéntemi ile yapi
analizi

FesOs4, Fe304-SiO, Fe304-SiO-Si-NH,  ve  Fe30s-SiO-Si-NH2-HA
Konjugatinin  Perkin-Elmer Spectrum Two IR spektrofotometresi (ATR
(Attenuated Total Reflection) yontemi ile) ile yapi analizleri gergeklestirilmistir.
Analiz sonuglar1 yorumlanarak sentezlenen maddeler literatiir bilgisiyle
dogrulanmistir.
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3.8 Kalite Kontrol islemleri

3.8.1 Iodojen yontemi ve 31 ile radyoisaretleme

1,3,4,6-tetrakloro-3a,6a-difenil-glikoluril  diklorometan 1 mg/mL de
¢oziildii. 250 pL diizeyinde iodojen tiipleri hazirland1 lodojenin tiipler igerisine
homojen yayilmasi ig¢in, ugurma esnasinda yavas yavas Kkaristirilmistir.
Diklorometan ¢o6zeltisi ugtuktan sonra tiiplerin kapaklar1 kapatilip buzdolabina
kaldirilmastir.

Birinci iodojen tiipiiniin igerisine 7,5 mg/mL konsantrasyonundaki
MNP’den 7 pLL konulmustur ve 193 pL bidistile su ile 200 uL’ye tamamlanmustir.
Uzerine 10 pCi (5 pL) aktivitesinde Na*!I eklenmistir ve 45 uL bidistile su ile
250 pL’ye tamamlanmugtir.

Ikinci iodojen tiipiiniin igcerisine 17 mg/mL konsantrasyonundaki
FDG-MNP’den 3 pL konulmustur ve 197 upL bidistile su ile 200 uL’ye
tamamlanmistir. Uzerine 10 pCi (5 pL) aktivitesinde Na'3I eklenmistir ve 45 uL
bidistile su ile 250 pL’ye tamamlanmustir.

Uciincii iodojen tiipiiniin igerisine 5 pCi (2,5 pL) aktivitesinde Na®®l|
eklenmistir ve 247,5 uL bidistile su ile 250 pL’ye tamamlanmustir.

3.8.2 FDG-konjuge nanopar¢aciklarin HPLC analizleri

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) (Shimadzu SCL-10AVP) kullanilarak, her bir sentez
asamasinin karakterizasyonu yapilmistir. FDG-MNP ve optik isaretli FDG-
MNP_ICG 100 uL/1 mL PBS olacak sekilde ¢6zeltileri hazirlanmistir. Otomatik
ornekleyici yardimiyla kolona 10 puL. 6rnek enjekte edilerek analizle yapilmistir.

Analiz kosullar ¢izelgedeki gibidir. HPLC kosullari ¢izelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1 HPLC kosullar

Kosullar

Mobil Faz (C) Ultra Saf Su % 40

Mobil Faz (D) ACN % 60

Akis Hiz1 0.7 mL/dk

Sicaklik 25°C

Enjeksiyon Siiresi 30 dk

Dedektor Photodiode Array Detector (PDA),
Floresans Detektor (RF10XL)

Kolon EC 250/4.6 NUCLEODUR 100 —
5C18 (250 x 4.6 mm 1.D.)
Analitik kolon (Macherey - Nagel)

Dalga boyu PDA dedektor i¢in,210 nm
Floresans dedektor igin,
Eksitisyon dalga boyu: 780 nm
Emisyon dalga boyu: 820 nm

3.8.3FDG-konjuge manyetik nanoparcaciklarin ince tabaka
radyo kromotografi (TLRC) yontemi ile kalite kontrol islemi

Radyo-TLC igin selilloz kapli, kalinliklari 0.1 mm olan 20x20 cm
boyutlarindaki tabakalar (Merck 5554) kullanildi. Tabakalarin eni 1.5 cm boyu 10
cm olacak sekilde kesilerek c¢alisildi. TLC tankinda piridin/asetik asit/su (3:5:1.5)
hazirlandi ve buhar dengesi saglanabilmesi i¢in bir siire bekletildi. Hazirlanan
tabakalar iizerine tabandan 1 cm kalacak sekilde kapiler yardimiyla aktif
bilesenler damlatildi. Her bilesenden 2 adet damlatma yapilmistir. Sirasiyla
damlatilan aktif bilesenler;

FDG-MNP-13L[*, MNP-131[* 13Lp+ 131}-

Bilesenler tanktaki ¢oziicii igerisinde selilloz tabakalarda uygulama
noktasindan yaklasik % 80 kadar ilerlemesinden sonra tanktan cikartilip yiiriidiigii
ist smir isaretlendikten sonra oda sicakliginda kurutuldu. Kurutulan TLC
tabakalar1 Bioscan2000 TLRC tarayici ile dedekte edildi.
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3.9 Hiicre Kiiltiirii Calismalar

3.9.1 MCF7 ve PC-3 hiicre hatlarinin hazirlanmasi

Bu c¢alismada kullanilan MCF7 insan meme (adenokarsinoma) epiteli ve
PC-3 insan prostat (adenokarsinoma) epiteli American Type Culture
Collection’dan (Rockville, MD, ABD) temin edilmistir. MCF7 ve PC-3 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 olusan medyumda iretilmistir. Tiim hiicreler, flasklar1 %80
kaplayacak kadar {iretildikten sonra %0,25 (W/V) Tripsin-EDTA enzimatik
reaksiyonu sonucunda flask yiizeyinden ayrildilar. Toplamda 2 adet 24’lik
kuyuya ekilen MCF7 ve PC-3 hiicreleri, ¢alismada kullanilmak tizere 37°C ve %5
CO:2 ortaminda ¢ogalmalar: icin bir siire bekletildi. Calismada kullanilmayacak
olan hiicreler %10 DMSO igceren medyumlar1 igine koyularak -80°C de
dondurulup, -196°C’de s1v1 azot iginde stoklandi.

3.9.21odojen yontemiyle radyoisaretleme yapilan manyetik
nanoparc¢acik (MNP) ve FDG-MNP bilesiklerinin MCF7 ve PC-3 hiicre
hatlarinda 3 saat boyunca fasentinli ve fasentinsiz inkorporasyonu

250 ng/250 pL olarak hazirlanmis I. iodojen tiiptine 200 uL (5 nug/200 pL)
miktarina karsilik gelecek sekilde MNP eklenmistir. Uzerine aktivitesi 10 pCi
(50 uL) Na®®[ eklenmistir. 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi
MNP’den 5 pg/5 mL besiyer ve 10 uCi aktivite olacak sekilde test tiipl
hazirlanmistir. FDG-MNP iginde 250 pg/250 pL olarak hazirlanmig 2. iodojen
tiiptine, 5 ng/5 mL besiyere 10 uCi aktivite olacak sekilde test tiipii hazirlanmistir.
81 j¢in ise 5 pCi aktivite/2.5 mL besiyer konsantrasyonunda test tiipii
hazirlanmistir. Vakum pompast yardimiyla hiicre hatti tlizerindeki besiyerle
cekilerek Serum Fizyolojik Stvi (SF-Izotonik NaCl ¢ozeltisi) ile yikanip iizerine
hazirlanan orneklerden 500°er pL eklenmistir. Fasentinli 6rnekler i¢in her bir
kuyuya 1 mg/mL hazirlanmis fasentin ¢ozeltisinden 5 pg eklenmistir. 3 saat
inkubasyona birakilmistir. 3 saat sonunda monolayer hiicre hattindan vakum
pompasi yardimiyla drnekler ¢ekilmistir. Izotonik Sodyum SF ile hiicre hatt1 iki
defa yikanmustir ve 200 pL RIPA eklenerek 15 dk inkubatdrde bekletilmistir. 15
dk sonrasinda her bir kuyu ajite edilerek onceden eppendorflere hazirlanmis sivi
sintilasyon kokteyli (900 pL) iizerine 100’er puL eklenmistir. Olgiim igin Ege
Universitesi, T1p Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dali’nda bulunan Packard Tricorb-

1200 s1v1 sintilasyon sayacinda kullanilmistir.
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3.9.3 Protein Tayini

RIPA yardimiyla yiizeyden kaldirilmis ve ajite edilmis hiicreleri igeren
cozeltiden 25°er uL alinarak protein tayini yapilmistir. Bunun i¢in Multimode
Mikroplaka Okuyucu (Thermo Varioskan) cihazi 562 nm dalga boyunda
Bicinchoninic asit (BCA) yontemiyle kullanilmistir. Protein degerleri kullanilarak
kalibrasyon grafigi ¢izilmis ve hiicre basina diisen aktivite degerleri bulunmustur.
Kontrol grubu saymmlar1 bu degerlerden ¢ikarilarak % baglanma degerleri

hesaplanmuistir.

MNP-'31 131

MNP- lio@eéﬂ @ %rol@er)@
cOO OSSO

MNP-'31-Fasentin 0$

SISISRSISIS

MNP-FDG-'3"-Fasentin

O OO

Sekil 3.4 24'iik plate igerisine ekilmis hiicrelere uygulanan molekiillerin sematik gosterimi

3.10 In Vivo Organ Tutulum Cahsmasi

In vivo hayvan deneyleri Sprague Dawley tipi disi ve erkek sicanlar ile
yapilmistir. Bu calisma icin Ege Universitesi Hayvan Etik kurulunun 30.11.2016
tarih ve 2016-104 sayili onayr alinmistir. Yaklagik 300-350 g agirligindaki bir
erkek bir disi Sprague Dawley tipi sicanlar ile birbirinden ayr1 zamanlarda, iig
farkli uygulama ile organ tutulum calismasi yapilmigtir. Hayvanlara verilen 100
mL PBS igerisinde toplam 10 mg °FDG-MNP bulunmaktadir ve *FDG-MNP
300 pg ICG ile isaretlenmistir.

3.10.1 Perfiizyon ve kesit alma islemi

Erkek siganla yapilan uygulamada; hayvan sodyum pentobarbital ile
anestezi edilmistir. 1000 mg/kg heparin enjekte edilerek kanin pihtilagmasi
engellenmistir. Sol ventrikiil apex bolgesine yapilacak kesi sonrasi 14 gauge kantil
aorta dogru yerlestirilip klampe edilmistir. Bu islem sonrasi peristaltik pompa
araciliftyla once Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS) 10 mL/dk hizla perfiize
edilmistir ve akabinde PBS igerisinde siispanse halde bulunan *FDG-MNP’ler
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gecirilmistir. Daha sonra organlar tek tek ¢ikarilmistir. Cikarilan organlar simetrik
pargalara ayrilmistir. Bir kismi direkt -80°C donmaya birakilmistir. Bir kismi
Sonifier Converter homojenizasyon cihazi ile PBS icerisinde homojenize edilerek
-80°C de Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile analiz yapilmak
lizere muhafaza edilmistir. Kalan kismi ise bir gece %4 paraformaldehit
¢ozeltisinde bekletildikten sonra +4°C ii¢ giin boyunca siikroz ¢6zeltisinde
dehidrate edilmistir. Perfiizyon islemi sonrasi direkt ¢ikarilarak -80°C de
dondurulan organlar ile %4 paraformaldehit i¢inde bir gece bekletilip sonrasinda
+ 4°C ii¢ gece siikroz ¢ozeltisinde bekletilen organ 6rneklerinin Leica CM1900

Kyrostat cihazi yardimiyla 30 um boyutunda kesitleri alinmistir.

Disi sicanla yapilan uygulamada; hayvan sodyum pentobarbital ile anestezi
edilmistir. 1000 mg/kg heparin enjekte edilerek kanin pihtilagmasi engellenmistir.
Sol ventrikiil apex bolgesine yapilacak kesi sonrasi 14 gauge kaniil aorta dogru
yerlestirilip klampe edilmistir. Bu islem sonrasi peristaltik pompa aracilifiyla
once Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS) 10 mL/dk hizla perfiize edilmistir ve
akabinde PBS icerisinde siispanse halde bulunan °FDG-MNP’ ler gecirilmistir.
Ardindan peristaltik pompa aracilifiyla %4 paraformaldehit dolasima verilerek
organlar fikse edilmistir ve organlar tek tek c¢ikarilmistir. Cikarilan organlar bir
gece %4 paraformaldehit ¢ozeltisinde bekletildikten sonra +4°C ii¢ giin boyunca
slikroz ¢ozeltisinde dehidrate edilmistir ve — 80°C muhafaza edilmistir. Perfiizyon
islemi sonrasi organ Orneklerinin Leicia CM1900 Kyrostat cihazi yardimiyla
30 pum boyutunda kesitleri alinmistir. Sekil 3.5°de kesit alma islemi
goriilmektedir. Sekil 3.6°da kesitleri alinan organlara ait goriintiiler mevcuttur.

Sekil 3.5 Leica CM 1900 Kyrostat cihazi ile 30 pm’lik kesit alimi
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Sekil 3.6 Lam tizerindeki kesitler

3.10.2 Kesitleri alinan organlarin histokimya boyas1 ile
boyanmasi

+4°C muhafaza edilen kesitlerin oda sicakligina gelmesi beklendi. Slaytlar
raka yerlestirildikten sonra 5 dk Toluen tutuldu ve sonrasinda;

% 95 Etil Alkol igerisinde 15 dk,

% 70 Etil Alkol igerisinde 2 dk,

% 50 Etil Alkol igerisinde 2 dk,

Distile su igerisinde 2 dk,

Tekrar distile su igerisinde 2 dk,

Azur Eosin Metilen Blue soliisyonunda (boya) 2 dk,
Distile su igerisine bir iki defa batirilip ¢ikarildi,
Tekrar distile su igerisine bir iki defa batirilip ¢ikarildi,
% 50 Etil Alkol icerisinde 2 dk,

10. % 70 Etil Alkol igerisinde 2 dk,

11. % 95 Etil Alkol igerisinde 2 dk tutulduktan sonra 5 dk Toluen

karigiminda birakildi.

© o N gk~ wbdE

12. Son olarak Entellan ile slaytlar kapatildi ve mikroskobik goriintii

almaya hazir hale getirildi.

Kalan kismi ise boyanmadan goriintiilenmistir. Sekil 3.7°de histokimya

boyama prosesinden bir goriintii verilmistir.
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Sekil 3.7 Histokimya boyama prosesinden bir goriintii

3.10.3 Homojenize edilen organlarin HPLC analizleri

Stispanse halde bulunan organ orneklerinin ¢izelge 3.2°de yazili HPLC
kosullarinda analizleri gergeklestirilmistir. Pik siddeti ve organ agirligina
bakilarak, FDG-MNP’ler icin ¢ikarilan kalibrasyon egrisi kullanilarak organ
tutulumlart HPLC y6ntemi ile belirlenmistir. Boylece bazi organlardaki tutulumun
daha fazla oldugu kantitatif olarak tespit edilmistir.

Cizelge 3.2 Homojenize edimis organlarin HPLC ¢aligma kosullar

Kosullar
Mobil Faz (C) Ultra Saf Su % 40
Mobil Faz (D) ACN % 60
Akis Hiza 0.7 mL/dk
Sicaklik 25°C
Enjeksiyon Siiresi 30 dk
Kolon EC 250/ 4.6 NUCLEODUR

100 -5 C18 (250 x 4.6
mm 1.D.) Analitik kolon
(Macherey - Nagel)
Dalga boyu Excitation: 780 nm;
Emission: 820 nm

Dedektor RF10XAL Floresans
dedektor
Enjeksiyon Hacmi 20 uL
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Reaksiyon Mekanizmalari

Yapisal analiz sonuglarina goe oOnerilen reaksiyon mekanizmalar1 sekil
4.1’den sekil 4.8’¢ kadar olan sekillerde gorsel olarak gosterilmistir. FesO4’iin ve
silan ve silika modifiye FesO4’lin yapisal 6zellikleri literatiirden de bilinmektedir
(Campo et al., 2005; Cheng et al., 2014; Du et al., 2006; Hafid et al., 2010). Bu
calisma ile amin silan modifiye FesO4 NP’lere HA ve FDG konjuge edilmistir.

6Fe3t +S03% + 18NH3.H,O — 2Fe30s4 + S04 + 18NH4* + 9H,0

HO 17 , /O\ O\ R\ OH

HO\\ O O 7 OH

Sekil 4.1 Demir nanopargacik sentez reaksiyonu

NH, HO._.O._ .O.__ .O__ 0
HO.) o _o._ fwOH 0 o 5 M0y Oy Opg Ongi O
Fel Fel Fe]  + 5N ——HO" "0" 0T P07,

\\\ 0 0 u, A
HO OH . <
< 90°C

MNP

Sekil 4.2 Demir nanopargacigin silika ile kaplanmasi reaksiyonu
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NH,

Sekil 4.3 Demir nanopargacik silanlanma reaksiyonu

HN/£O y
HH

NH,  OH
OO ke O re Oxsr 0N J Ho W X H.0, Ko, Ko H
HO™ 0" o7 o™t /S|\ A
0~ 0 o Bl S H
§ HOTH Yy HO™ sy HO” [ HYO"Hpr HYOH

% e HN
HO N0 Son N~
l EDC/NHS O

HO, H OH H
HO 'HQ ,
N Ecﬁﬁo
{HHo ’
o\ 7
N~ Y
HO. O O O~ /\/“ H o {H HO
HO™ o0 o7 S0~ I\O SI‘O OH >

e — F
+  HoN

Etilendiamin

Mannoz Triflat HoN

Sekil 4.5 Mannoz triflat’in etilendiamin ile konjugasyon reaksiyonu
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NH, Kryptofix

19EDG-Etilendiamin

Sekil 4.6 Mannoz triflat-Etilendiamin’in °F ile siibstitiisyon reaksiyonu

Sekil 4.7 FDG-MNP’nin agik yapisi



OH
F
"®EDG-Etilendiamin Q

NHS= /];/\:O Ho\" "'/,\
N OH NH
(0]
L NHS /

HO, OH
HO_d i
o—<fHo
N
H0op e Qe Ok Osr N ~
HO" 0" 0" 07Ty ~Sk

Sekil 4.8 MNP-HA ile FDG-etilendiamin’in konjugasyonu

Sekil 4.9 ICG ile optik isaretlenmis FDG-MNP’lerin sematize edilmis modeli
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4.2 Sentezlenen MNP ve Tiirevlerinin Karakterizasyonuna
Iliskin Bulgular

4.2.1 SEM ve TEM analiz sonuclari

Sentezlenen FDG-MNP’lerin pargacik boyutu ve morfolojisi SEM ve TEM
analizleri Namik Kemal Universitesi (Tekirdag) ve Sloan Kettering Kanser
Arastirma Merkezi (ABD) de yapilmistir. Sekil 4.10 ve sekil 4.11°de goriinen
analiz sonuglar1 pargacik boyut ve seklinin 20-30 nm civarinda diizglin homojen

kiibik kristal yapida ve literatiir ile uyumlu oldugunu gdstermistir (Subramanian et
al., 2016).

ppppp Mag: 113000x @ 7.0 in 100 nm
10:15: 37 5/6/2016 Direct Mag: 100000x
AMT Camers System

Sekil 4.11 Sentezlenen MNP ve tiirevlerinin TEM analiz sonucuna ait goriintii
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4.2.2 Sentezlenen MNP ve tiirevlerinin DLS analiz sonuc¢lar1

Demir nanoparcaciklarin ortalama pargacik boyutu Ege Universitesi
Niikleer Bilimler Enstitlisii Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali’'nda Malvern
Nano-ZS DLS (Dynamic Light Scattering) cihazi analizi ile incelenmistir.
0.45 pm’lik filtreden gegcirilerek yapilan analizlerin sonucu Cizelge 4.1°de
verilmistir. Cozelti ortaminda HA, ICG ve FDG konjuge FesO4 nanopargaciklarin
hidrodinamik ¢aplarini ve zeta potansiyellerini incelemek amaciyla DLS analizleri
yapilmistir. DLS, mikrometrenin altinda boyutu olan antikor vs. gibi
biyomolekiillerin ve nanopargaciklarin ¢ozelti ortamindaki boyutlarini  ve
kararliliklarin1 (zeta potansiyelleri vasitasiyla) incelemek i¢in yapilan bir analiz
yontemidir. Bulunan caplar parcacigin etrafindaki ¢dzgen molekiilleri ile birlikte
oldugundan ve alman Ol¢ii boyutun kiip kokii ile orantili oldugundan SEM
(scanning elektron mikroskobu) ve TEM (transmisyon elektron mikroskobu)
boyutlarindan biiyiik ¢ikmuistir.

Cizelge 4.1 Manyetik nanopargaciklarin boyut zeta potansiyel 6l¢iim sonuglari

0,45 pm'lik Filtreden Gegirildikten Sonraki Boyut ve Zeta Potansiyel Olciimleri
Ornek Ort. Ort. Solvent | Ort. Zeta Solvent | Ort. Zeta
(n=3) Boyut(hm) | Boyut Potansiyel(mV) Pot.

Standart Standart
Sapmalari Sapmalan
Fe304 89,19 52 Dekstroz | 11,9 Dekstroz | 0,96
Fe304- 331 71,1 Dekstroz | -5,59 Dekstroz | 0,67
Silika
Fe304- 440,3 32,5 Dekstroz | 23,3 Dekstroz | 0,1
Silan
Fe304- 614,1 49,7 Dekstroz | -18 Dekstroz | 0,75
NH2-HA
Fe304- 697,2 34,4 Dekstroz | -15,3 Dekstroz | 1,33
NH2-HA-
FDG
Fe304- 120,5 45 Dekstroz | -16,4 Dekstroz | 1,55
NH2-HA-
FDG@ICG
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Boyut Grafigi
1 ORNEKLER
M Fe304 W Fe304-Silika
W Fe304-Silan M Fe304-NH2-HA

B Fe304-NH2-HA-FDG B Fe304-NH2-HA-FDG@ICG

Sekil 4.12 Manyetik nanoparcacilarin boyut dagilimi

w e

ZETA POTANSIYEL GRAFIGI

E Fe304 = Fe304-Silika
= Fe304-Silan 1 Fe304-NH2-HA
= Fe304-NH2-HA-FDG = Fe304-NH2-HA-FDG@ICG

23,3

Ornekler

Sekil 4.13 Manyetik nanoparcaciklarin zeta potansiyel grafigi
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Sekil 4.13’de Fe3O4 ve silan modifiye FesO4’lerin zeta potansiyeli -5,59 mV
degere sahip iken, HA ve FDG modifiye FesOs MNP’ler i¢in -18 mV ve -16.4
mVgibi daha yiiksek negatif degerler elde edilmistir. HA ve FDG ile konjuge
olmus MNP’lerin zeta potansiyeli degerlerinin eksi yiiklii olmasi olusan
komplekslerin negatif yiiklii oldugunu gostermektedir. HA ve FDG konjuge
MNPlerin daha yiiksek negatif zeta potansiyeli gostermesi daha yiiksek hiicre
afinitesine sahip olabileceklerini gostermektedir. Sekil 4.12°de manyetik

nanopargcacik ve tlirevlerinin boyut dagilimi verilmistir.

Bulunan sonuglar1 literatiir bilgisi de desteklemektedir. Cheng ve grubu
FesOs NP’lerin zeta potansiyel degerlerini +8,74 mV olarak elde ediyorken
Fe304@PDA (polidopamin) kompleksini polidopaminin fenolik gruplarindan
gelen eksi ylik nedeniyle -28.23 mV olarak verilmistir. Yapiya pozitif yiikli

tripsin katilmasi zeta potansiyel degerinin azalmasi ile sonuglanmistir (Cheng and
Zheng, 2014).

4.3 Sentezlenen ve Konjuge Edilen Nanoparcaciklarin FTIR
Yap1 Analiz Sonuclari

" -..""".\"/
50 T _\_/ \w‘\,

%
B L

ST
=l
ey

o0 3200 3000 2500 2000 1200 1000 500420
cm-1

Sekil 4.14 Fe304 FTIR yap1 analiz sonucu

Cizelge 4.2 Fe30,'lin dalga sayisina gore tahmin edilen egilme ve gerilmeleri

IR Bandi Ozellikler

3369 cm-1 O-H gerilmesi

550 cm-1 Fe-O bandi
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Sekil 4.14 ve cizelge 4.2°den anlasilacagi iizere, 3369 cm™ civarinda kiigiik
bir O-H gerilmesi, 550 cm™ civarinda ise manyetik nanopargaciklara ait Fe-O
bandi goériilmektedir (Burton et al., 2009; Du et al., 2006). (Cheng and Zheng,

2014).

0 3500 3000 2500 2000 15 1000 500450
cm-t

Sekil 4.15 Fe304-Silika FTIR yap1 analiz sonucu

Cizelge 4.3 Silikalanmis FesO4’lin dalga sayisina gore tahmin edilen egilme ve gerilmeleri

IR Bandi Ozellikler

3369 cm'! O-H gerilmesi

1068 cm! Si-O-Si asimetrik gerilmesi
794 cmt Si-O simetrik gerilmesi
570 cm'? Fe-O band1

Sekil 4.15°de ve cizelge 4.3’de, 3369 cm™ civarinda O-H gerilmesi, 1068
cm? Si-O-Si asimetrik gerilmesi goriilmektedir. 794 cm™ Si-O simetrik gerilmesi
ve 570 cm™* de Fe-O band: goriilmektedir (Du et al., 2006).
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“4o00 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500450

Sekil 4.16 Fe30s-Silika-Silan’in FTIR yap1 analiz sonucu

Cizelge 4.4 Silanlanmig Fe304-Silikanin dalga sayisina gore tahmin edilen egilme ve gerilmeleri

IR Bandi Ozellikler
1068 cm* Si-O-Si asimetrik gerilmesi
790 cm?! Si-O simetrik gerilmesi
571 cm Fe-O band1

Sekil 4.16°ya ve ¢izelge 4.4’e bakildiginda 1068 cm™ Si-O-Si asimetrik gerilmesi,
790 cm-1 Si-O simetrik gerilmesi ve 571 cm™ de Fe-O bandi goriilmektedir (Du
et al., 2006).

%T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500450

Sekil 4.17 Fe30,-Silika-Silan-HA nin FTIR yap1 analiz sonucu
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Cizelge 4.5 Hyaluronik Asit ile kaplanmis FezOs-Silika-Silan'in dalga sayisina gére tahmin edilen
egilme ve gerilmeleri

IR Band1 Ozellikler
3283 cm? N-H ve O-H gerilmesi

2916 cm? C-H gerilmesi

1615 cm?! C=0 karboksil amid |

1563 cm! Amid Il

1401 cm! CH2, CH3, C-O-H, C-0 ile C=0 kombinasyonu
1038 cm! C-0O-C, C-O ve C-O-H gerilmesi

943 cm? C-O gerilmesi, O-H ve C=0 deformasyonu
856 cm'!

589 cm? Fe-O bandi

523 cmt

Hyaluronik Asit’in IR bandlar sekil 4.17 ve gizelge 4.5’deki gibidir. Fe-O
band1 da daha 6nceki IR analizlerinde de goriildiigii gibi 520-590 cm™ band
araligindadir (Du et al., 2006, Alkrad et al., 2002).

4.4 Kalite Kontrol Analiz Sonuclar

4.4.1 Nanoparcacik ve tiirevlerinin HPLC analiz sonuclar

Cizelge 4.8’ e bakildiginda FDG-MNP’nin alikonma zamani 3.899 dakika
olarak bulunmustur. Bu analiz sonucuna bakarak FDG-MNP’nin basarili bir

sekilde ayrildig1 agik bir sekilde goriilmektedir.

Sekil 4.18’de Fe30s4-HA’nin FDG ile konjugasyonundan sonraki HPLC

kromatogramini géstermektedir.

MNP-HA’nin FDG ile konjugasyonunun baglanma verimi sekil 4.18 ve
sekil 4.19 kiyaslandiginda %100’e yakin oldugu sdylenebilir.

u
1onmanm (1.00)
5

Sekil 4.18 Fe30;-Silika-Silan-HA nin kromatogrami
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Cizelge 4.6 Fes04-HA nin alikonma zamani ve alan sonuglari

FesOs-HA Rt (dakika) Pik Alanm
1 2.976 1265947
2 4.634 19102

mAU
pionmanm(100)
H

1500

1250

1000

750 <

250 )
©
@
\N/J
0 ,l\

R B B B e

Sekil 4.19 FDG-MNP kromatogrami

Cizelge 4.7 FDG-MNP’nin alikonma zamani ve alan sonuglari

MNP-FDG

Rt (dakika)

Pik Alam

1 2.8655

866811

2 3.899

13828369

Sekil 4.20°de bulunan FDG-MNP_ICG’nin sekil 4.21°de bulunan ICG ile
olan kromatogram alikonma zamani farkindan, ICG’nin FDG-MNP’ye baglanma
oran1 kiyaslanabilmektedir. Ayrica (FLD) Floresans dedektor ile yapilan
sekil 4.22 ve sekil 4.23’deki kromatogram sonuglarindan da goriilecegi tizere, son
iirlinlerin PDA dedektor ile yapilan analizlerle paralel bir sonug elde edilmistir.
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400 —J210nménm (1.00)
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25 50 75 100 125 150 175 200 25 250

Sekil 4.20 FDG-MNP-ICG'nin kromatogrami

T
205 min

Cizelge 4.8 FDG-MNP-ICG'nin alikonma zamani ve alan sonucu

MNP-FDG_ICG Rt Alan
1 2.985 7381194
mV (x10)
[Detector A:Ex:350nm,Em:450nm <
3
|
125 4 ‘\
\
100 H
‘\
\
0.75 |
‘\
|
\
050 ‘ \
|
\
025 4 | \
[
u.no——»wJ L;—ﬁ——ﬁ
0‘0 ‘2.‘5 ‘“5‘0‘“‘7.‘5““10.‘0““12.‘5‘“‘15‘0““17‘5““20.‘0‘“‘22‘5““25.‘0““27.‘5 mif‘\
Sekil 4.21 FDG-MNP-ICG'nin floresans dedektor kromatogrami
mAU
J210nmanm (1.00) 3
5] <
o]
3 g
2]
i
o]
-17\ ol [ 1 1 1 1 [ 1 1 1 [ 1 ol
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0 275 min

Sekil 4.22 ICG’nin UV dedektor kromatogrami
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Cizelge 4.9 ICG’nin alikonma zamani ve alan sonuglari

ICG Rt Alan
1 4.569 97312128
mv
70 7Delz:‘.m ABx:3500m Em:450nm g
n
|«
60 U
|
50 ‘
|
\
30 o L
2\
20 & ‘\
f \ \
Il \‘
10 ] ‘ “‘ N “
‘\‘ U’\\\ I
0 ”ng ot MW’/\WWWW

B B By B By B B T B B I N R B T
00 25 50 5 100 125 150 175 200 25 50 5 300 min

Sekil 4.23 ICG’nin floresans dedektdr kromatogrami

4.4.2 Erkek Sicanda Homojenize Edilen Organlarin HPLC Analiz
Sonuclari

FDG MNP’lerin HPLC analizleri ve kalibrasyon sonuclar:

YEDG-MNP-ICG icin yapilan HPLC kalite kontrol calismasi da aym
kosullar altinda yapilmistir. ICG i¢in ayrica bir kalite kontrol yapilmistir.
Sekil 4.24, sekil 4.25 ve ICG isaretli FDG-MNP’ye ve sadece ICG’ye ait
kromatogramlar verilmistir. Bu kromatogramlardan faydalanarak sekil 4.26’da
verilen kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Bu kalibrasyon grafigini kullanarak organ
miktarina esdeger tutunan FDG-MNP-ICG miktar1 hesaplanmistir.
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mv (X,,)., _
1254 "“«5
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\
075 ‘\‘
\
|
050 q “
\
025 “ \‘
\
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00 z‘s s.lJ‘H‘7‘5""10‘0‘”‘12‘5”“15.‘0‘H‘17‘5""zo‘o"sz.‘s‘H‘zs‘n””ﬂ‘sww‘mir‘l
Sekil 4.24 FDG-MNP-ICG’nin HPLC kromatogrami
Cizelge 4.10 FDG-MNP-ICG kromatograminin alikonma ve alan ortalamast
Ornek Rt (n=2) Alan (n=2)
EDG-MNP-ICG 3.117 5835101

< =
! !
4.500

Sekil 4.25 ICG kromatogrami

Cizelge 4.11 Daha 6nce elde edilmis ICG kromatograminin alikonma ve alan ortalamasi

Ornek Rt Alan
ICG 4,500 97312128
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0.14 Kalibrasyon grafigi
0,12 _—
01 y = 0,0295x + 0,0095 |
% 0 0‘8 2=0,9951
= 004 ¢
% 0,02
=
3 0
= 4 16 24 48
= Madde miktar1 (ng)

Sekil 4.26 FDG-MNP-ICG ile farkli konsantrasyonlarda elde edile kalibrasyon ¢aligmasi sonug
grafigi

Erkek siganda homojenize edilmis ICG konjuge FDG MNP lerin sekil 4.27
bobrek dokusundaki HPLC Kromatogramini, sekil 4.28 prostat dokusundaki,
sekil 4.29 dalak dokusundaki, sekil 4.30 karaciger dokusundaki, sekil 4.31 akciger
dokusundaki, sekil 4.32 kalp dokusundaki ICG konjuge FDG MNP lerin HPLC
Kromatogramlarim1 vermektedir. Sekil 4.26’daki kalibrasyon grafigi kullanilarak
dokular tutulan FDG-MNP miktarlart mg doku basmna pg FDG-MNP olarak
cizelge 4.18’de verilmistir. FDG-MNP’ler perfiizyon yontemi ile dokulara
verildigi i¢in en yakin organ olarak kalp deki tutulum en yiiksek bulunmustur (250
mg/ pg). Sitotoksisite i¢in hedef organlar olan karaciger ve bobrek tutulumu
nispeten diisiik bulunmustur (92 mg/ug ve 21 mg/ pg). Hedef organ olan prostat

dokusunda da 68 mg/pg tutulum goriilmiistiir.

MNP’lerin kanser hiicrelerinde mitokondrial elektron transport zinciri ile
tutuldugu ve ATP iiretimini etkiledikleri, mitokondrial membran potansiyeli
etkiledikleri ve kalsiyum mikro dagilimini etkileyerek apoptosisi tetikledikleri
rapor edilmistir. Ilaveten mitokondrialarda reaktif oksijen serileri olustururlar, bu
reaktif oksijen serileri de kanser hiicrelerinin daha diisiik antioksidan kapasiteleri
nedeniyle toksik etki olusturur. Bundan baska DNA dizini ve gen ontoloji
analizleri FesOas icerikli MNP’lerin metalotiyonin expresyonunu hem normal hem
kanser hiicrelerinde arttirdigini fakat METC gen expresyonun kanser hiicrelerinde
azaldigin1 gosterdi. Sonug olarak biitiin bu sonuglara bakildiginda, FesOs igerikli
MNP ler kanser hiicrelerinde METC yi hedefleyerek kanser hiicre oliimiini
tetikler ve antikanser teranostik nanotasiyici olarak yararli olabilir (Chengyong et
al., 2016).
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Sekil 4.27 Erkek siganda homojenize edilmis Bébrek dokusundaki ICG konjuge FDG-MNP’lerin
HPLC kromatogrami

Cizelge 4.12 Erkek Homojenize edilmis Bobrek alikonma ve alan ortalamasi

Ornek Rt (n=2) Alan (n=2)
Bobrek 3.112 835
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Sekil 4.28 Erkek siganda homojenize edilmis Prostat dokusunda ICG konjuge FDG-MNP’lerin

HPLC kromatogrami
Cizelge 4.13 Erkek homojenize edilmis Prostat alikonma ve alan ortalamasi

Ornek Rt (n=2) Alan (n=2)
Prostat 3.134 367
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Sekil 4.29 Erkek sicanda homojenize edilmis Dalak dokusunda ICG konjuge FDG-MNP’lerin
HPLC kromatogrami

Cizelge 4.14 Erkek homojenize edilmis Dalak alikonma ve alan ortalamast

Ornek Rt (n=2) Alan (n=2)
Dalak 3.141 1668.4
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Sekil 4.30 Erkek siganda homojenize edilmis Karaciger dokusunda ICG konjuge FDG-MNP’lerin
HPLC kromatogrami1

Cizelge 4.15 Erkek homojenize edilmis Karaciger alikonma ve alan ortalamasi

Ornek Rt (n=2) Alan (n=2)
Karaciger 3.181 3541.4
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HPLC kromatogrami

Cizelge 4.16 Erkek homojenize edilmis Akciger alikonma ve alan ortalamasi

Sekil 4.31 Erkek siganda homojenize edilmis Akciger dokusunda ICG konjuge FDG-MNP’lerin
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HPLC kromatogrami

Cizelge 4.17 Erkek homojenize edilmis Kalp alikonma ve alan ortalamasi

Sekil 4.32 Erkek siganda homojenize edilmis Kalp dokusunda ICG konjuge FDG-MNP’lerin

Ornek Rt (n=2) Alan (n=2)
Kalp 3.137 491.4
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Cizelge 4.18 Cesitli dokulardaki FDG-MNP-ICG miktarlari (ng/mg)

Organ oérnekleri
Organ 6rnekleri | Homojenize edilen organ Karsihk gelen miktarmmn tutunan
(légrkek Sican) iirneljderi miktari (mg ) FDG-MNP-1CG FDG-MNP-ICG
¢ g miktar: (ug) miktarina orani
(ng/ mg)

Akciger 98,3 1,068 92,04
Bobrek 329 2,661 123,63
Dalak 177,8 3,203 55,51
Kalp 318,2 1,271 250,35
Karaciger 235,9 10,860 21,72
Prostat 68,9 1,000 68,90

4.4.3 TLRC Analiz Sonuglari

ICG’nin floresansindan gidilerek yapilan 6n deneylerde sapma degeri ¢ok

yiiksek sonuglar elde edildiginden hiicre izleme deneyleri radyoisaretleme

yontemi ile yapilmis ve isaretleyici radyoniiklid olarak da *1 kullanilmistir.

[laveten, hiicre kiiltiirii ortaminda '®F’nin 110 dakikalik yariomrii bir iki saaten

uzun surelerde

hiicre

izlenmesine

olanak

vermediginden,

laboratuvar

kosullarimizda kolay elde ettigimiz bir radyoniiklid olan ***1 kullanilmustir.

FDG-MNP-31T*
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Sekil 4.33 FDG-MNP-3!*>nin TLRC analiz sonuglar1
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Sekil 4.34 311*’nin TLRC analiz sonuglar:
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Position (mm)
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Sekil 4.35 Serbest iyotun TLRC analiz sonuglari
Cizelge 4.19 TLRC sonuglariin ortalama degerleri tablosu
Ornek Ort. Rf (n=2) Verim (%)
FDG-MNP-23* 0.196 100
i 0.851 100
181 0.484 100

Sekil 4.33 de verilen TLRC grafigi ve Cizelge 4.19 da verilen TLRC analiz

sonuglart FDG MNP’lerin 1 ile isaretlenebildigini gostermetedir.
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4.5 In Vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalari Sonuglari

Cizelge 4.20 ve sekil 4.36 MCF7 meme kanser hiicrelerine ve PC-3 prostat

kanser hiicrelerinde 3 saatlik inkorporasyon sonucundaki baglanma oranlarini

gostermektedir. Buna gore,

1) Her iki hiicre tipinde de manyetik nanoparcaciklarin tutulumu FDG

konjuge manyetik nanopargaciklardan daha fazladir.

2) Fasentin istatistiksel olarak MCF7 hiicrelerinde MNP’lerin tutulumunu
onemli dl¢iide degistirmez iken PC-3 lerde 6nemli 6l¢iide azaltmistir.

3) GLUT1 inhibitérii olarak bilinen Fasentin MCF7 hiicrelerinde de PC-3
hiicrelerinde de FDG konjuge MNP’lerin tutulumunu &nemli dlgiide

degistirmemistir. Manyetik nanoparcaciklarin PC-3 hiicrelerindeki

tutulumunu ise bir miktar arttirmisgtir.

4) PC-3 hiicrelerindeki

bulunmustur.

Cizelge 4.20 MCF7 ve PC-3 hiicre hatlarina uygulanan nanopargacik tiirevlerinin baglanma

tutulum biitin  konjugatlarda daha yiiksek

oranlar1
MCF7 PC3

Ort SS Ort SS
MNP-131| 6 4 18 1
MNP-FDG-1%| 2 1 7 4
MNP-3!| -Fasentin 5 0 24 11
MNP-FDG-'%|-Fasentin |2 1 4
131 0 0 0
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Sekil 4.36 MCF7 ve PC-3 hiicre hatlarina uygulanan nanopargacik tiirevlerinin baglanma
oranlarmin grafigi

4.6 In Vivo Organ Tutulum Cahsmasi1 Sonug¢lari

4.6.1 Erkek ve disi sicanda 1s1k/floresans mikroskop goriintiileri

Sekil 4.37 boyanmamis slayttaki prostat organ kesitinin, sekil 4.38
boyanmis slayttaki testis organ kesitinin, sekil 4.39 boyanmis slayttaki dalak
organ kesitinin, sekil 4.40 boyanmis karaciger organ kesitinin, sekil 4.41
boyanmamis bobrek organ kesitinin, sekil 4.42 boyanmig meme organ kesitinin,
sekil 4.43 boyanmamis meme organ Kkesitinin floresans ve 1sik mikroskop
goriintiilerini  vermektedir. Boyanmis kesitlerde organ demir tutulumu ile
boyanmamis kesitlerdeki ICG’ninnin yesil floresansindan gelen goriintiiniin
birbiri ile uyumlu oldugu goriintiilerden anlagilmaktadir. Diger organlarin yaninda
hedef organ olan prostat ve meme dokularinda da FDG konjuge manyetik

nanopargaciklarin tutulumu goriintiilerden anlagilmaktadir.



Sekil 4.37 Erkek sigan boyanmamus slayttaki prostat organ kesitinin floresans ve 1sik mikroskop
goruntisi

Sekil 4.38 Erkek sican boyanmus slayttaki testis organ kesitinin floresans ve 1sik mikroskop
goruntiisi

Sekil 4.39 Erkek boyanmus slayttaki dalak organ kesitinin floresans goriintiisii
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Sekil 4.40 Disi boyanmis Karaciger organ kesitinin floresans ve 1sik mikroskop goriintiisii

Sekil 4.41 Disi boyanmamis bobrek organ kesitinin floresans ve 151k mikroskop goriintiisii

Sekil 4.42 Disi sicanda boyanmig meme organ kesitinin floresans ve 1sik mikroskop goriintiisii
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Sekil 4.43 Disi sigcanda boyanmamis meme organ kesitinin floresans ve 1sik mikroskop goriintiisii

Timor de en fazla arastinlmis metabolik aktivitelerden birisi 1920’lerde
Otto Warburg tarafindan ileri siirilmistiir. Tiumor hiicrelerinin - normal
hiicrelerden daha fazla glukoz tiiketerek laktik aside doniisiimii olan bu olay
Warburk Etkisi olarak bilinir (Kim et al.,. 2006). Giliniimiizde yapilan gen
analizleri insan kanserlerinin hemem hemen hepsinde GLUT1 ve GLUT4
glikolitik genlerin ve GLUT tasiyicilarin normal hiicrelerden fazla oldugu
gostermigtir (Kim et al.,. 2006; Shim et al., 1997; Szablewski et al, 2013). Bu
mekanizmay1 kullanarak demir igeren manyetik nanopargaciklari glukoz ile
kaplayarak truva ati gibi kanser hiicrelerine yonlendirmek ve bu sekilde hem
kanseri MRI hem de PET (*F ile isaretli tiirevi) ile pek ¢ok kanser cesidini
gorlintiilemek miimkiindiir. Bu sekilde tasarlanmis nanopargaciklarin kanser
hiicrelerinde birikebilmesi i¢in glukoz molekiillerinin GLUT1 reseptorleri ile
temasin1  saglayacak sekilde tasarlanmis olmasi gerekmektedir. GLUTI
reseptorleri ile etkilesim glukoz molekiillerinin hidroksil gruplarinin GLUT1’in
transmembran alfa sarmali lizerinden hidrojen baglar1 vasitasiyla olmaktadir
(Selvi, et al., 2012). Farkli gruplar glukoz kapli demir nanopargaciklarin gesitli
kanser hiicrelerine tutulumunu incelemislerdir (Shan et al., 2012; Xiong et al.,
2012; Barbaro et al.,, 2015). Ancak sozi edilen galismalarda demir igerikli
nanoparg¢aciklarda kullanilan kaplama materyali ve hazirlama teknikleri bizim
calismamizdan farkli olmakla birlikte bulunan sonuglar glukoz ile konjugasyonun
kanser hiicrelerine tutulumu arttirdigi yoniindedir. GLUT1 {iizerinden yapilan
hiicre tutulumu glukoz molekiiliiniin hidroksil gruplari {izerinden transmembran

alfa kivrimiyla olan hidrojen baglari ile olmaktadir.

Manyetik nanoparcaciklarin hiicre tutulum mekanizmasi olarak ise glukoz
kapli altin nanopargaciklarda oldugu gibi vesikiiler olmayan membranlar arasi
gecis ile oldugu ileri siiriilmiistiir (Gromnicova et al., 2013). Ote yandan ¢ok
kiicik boyutlu manyetik nanopargaciklarin in vivo kullanim potansiyelinde
olabilecek bir giicliikk vaskiiler yoldan normal dokuya kagis ve tiimor dokusunda
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istenen konsantrasyona ulasmasinin saglanmasidir. Diger yandan disiik viicut

tutulumu saglanirsa bobreklerden diisiik toksisite gosterek atilim miimkiin olabilir
(Hayashi et al. 2013; Urban et al., 2013; Choi et al., 2007).
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5. SONUC VE ONERILER

Gliniimiizde kanser tedavisinde alternatif olarak tercih edilen tani ve tedavi
yontemleri icerisinde en sik kullanilan materyaller, manyetik 6zellige sahip
nanopargaciklardir. Manyetik alan etkisiyle hedefe yonlenebilme 6zelligine sahip
olduklarindan kisiye 6zel tip uygulamalarina olanak saglamaktadirlar. Ayni
zamanda herhangi bir tiimore spesifik bir kontrast ajan ile konjuge edilerek

goriintiileme ve tedavi de yeni yaklagimlar sunmaktadirlar.

Bu ¢alismada, demir oksit (Fe3O4) igerikli manyetik nanoparcaciklar (MNP)
cOktiirme yontemiyle sentezlenmistir. Sentezlenen manyetik nanoparcaciklarin
yiizeyi silikalanmis ve ardindan silan ¢ifti ajani ile silanlanmistir. Amin uglarina
sahip olan silanli MNP’ler kanser hiicrelerinde 6nemli 6lgiide bulunan polimerik
ve halkali bir yapiya sahip Hyaluronik Asit ile modifiye edilmistir. ikinci
asamada, mannoz triflat ile etilendiamin konjugasyonu gergeklestirilmistir. Bu
islem sonrasinda inaktif Flor (}°F) ile florinasyon reaksiyonu gerceklestirilmistir
ve Florodeoksiglukoz-etilendiamin (**FDG-etilendiamin) molekiilii
olusturulmustur. Son agamada Hyaluranik Asit ile modifiye edilmis MNP’ler ile
YEDG-etilendiamin konjuge edilerek FDG-MNP molekiilii elde edilmistir.

Bu asamadan sonra sentezlenen molekiilii hiicre kiiltiiri ve hayvan organi
calismalarinda kolayca takip edebilmek icin iodojen yontemi kullanilarak I ile
radyoisaretleme yapilmistir. Radyoisaretleme sonucu sentezlenen
FDG-MNP’lerin kalite kontrol calismalari Ince Tabaka Radyo Kromatografisi
(TLRC) ile gergeklestirilmistir. Akabinde bu molekiiller in vitro galismalarda
kullanilmistir. Hayvan organ tutulum c¢alismasinda ise optik isaretli
FDG-MNP-ICG molekiilii  kullanmilmistir ve ICG molekiiliiniin  floresans
ozelliginden dolay1 bu ¢alisma sonrasi dokularda FDG-MNP’ler kolayca tespit

edilmistir.

Hiicre kiiltiiri  ¢alismalart  MCF7 ve PC-3  hiicre hatlarinda
gercgeklestirilmistir. Bu sonuglara gore, PC-3 hiicre hatlarindaki tutulumun MCF7

hiicrelerindeki tutulumdan neredeyse 2 kat daha fazla oldugunu goriilmektedir.

In vivo olarak erkek ve disi Sprague Dawley siganlar tizerinde, etik kurallar
cercevesinde 3 farkli proses denenmistir. Bu prosesler sonrasinda organlarin
Leicia CM1900 Kyrostat cihazi yardimiyla 30 um frozen kesitleri alinmistir.
Erkek sigan kimi organlari ise PBS igerisinde Sonifier Converter homojenizasyon
cihazi kullanilarak homojenize edilmistir. Homojenize edilen ve kesitleri alinan
dokular igerisindeki FDG-MNP’lerin tutulumu ICG’nin floresans 6zelliginden

yararlanilarak tespit edilmistir. Ayn1 zamanda homojenize Ornekler ile yapilan
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HPLC c¢alismas1 ile FDG-MNP-ICG ile ayn1 kosullarda yapilan doku
orneklerinden elde edilen alikonma zamani 3,100 dk civarinda elde edilmistir.
Ayn1 HPLC kosullarinda yapilan kalibrasyon c¢aligmasi ile de organlardaki FDG-
MNP tutulumu tespit edilmeye c¢alisilmistir. Sonuglara bakildiginda kalp
dokusundaki tutulumun en fazla oldugu tespit edilmistir.

Elde edilen sonuglar FDG konjuge Fe3Os nanopargaciklarin kanser
hiicrelerine tutulumu arttirdig1 ve bu parcaciklarin MRI ile kanser hiicrelerinde
goriintiileme ve hipertermia ile terapi i¢in uygun ozelliklerinden dolay1 teranostik

ajan olabileceklerini gostermektedir.
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