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OZET

TUMOR SPESIFIK MULTIFONKSIiYONEL KONTRAST
AJAN OLARAK T —- HUCRE KONJUGE Mn-Au NANOPARCACIK
SENTEZI

YALCIN, Utku

Yiksek Lisans Tezi, Niikleer Bilimler Anabilim Dali

Tez Danismani: Dog. Dr. Emin ilker Medine

Ocak 2020

Son zamanlarda kanser tedavi caligsmalarinda T hiicreli immiinoterapi 6ne
¢ikmaktadir. Immiin sisteminin en énemli bilesenlerinden biri olan T hiicrelerinin
kanser tedavisinde 6ne ¢ikmasinin nedeni spesifik T hiicrelerinin kanserli hiicreler
ile aktif olarak miicadele etmesidir.

Kanser tedavisi i¢in hastaligi dogru tanimlanmasi ve erken teshisi 6nemlidir.
Bunun ic¢in goriintiileme yontemleri klinik sonuglar acisindan Onemlidir.
Gorilintileme teknolojilerindeki ilerlemeler, manyetik rezonans goriintiileme
(MRG)/bilgisayarli tomografi (BT), pozitron emiisyon tomografi (PET)/BT veya
MRG/tek foton emiisyon bilgisayarli tomografi (SPECT) gibi birden ¢ok
gorlintiilemeyi ayn1 anda yapabilecek goriintiileme sistemlerinin gelismelerine yol
acmustir. Dual modalite olarak isimlendirilen bu sistemler nanoteknolojik ilaglarin
gelistirilmesinde 6nemli rol oynamislardir. Nanoteknoloji ve dual modalite
sistemlerinin  birlestirilmesi, kanser tanis1 icin daha 1iyi goriintiilemelerin
alinmasinm1 saglamaktadir. Goriintiilme ajanlarinda, yiiksek kalitede goriintii
saglama ve hastada toksik etki olusturmadan giivenli kullanimi istenmektedir.

Bu calismada multifonksiyonel prob olarak Mn-Au nanopargaciklar (Mn-
AuUNP) kullanilmigtir. Mangan (Mn), sentezlenen nanoparcaciklara konjuge
edilerek altin nanoparcaciklarin pozitif kontrast goriintiilemelerde kullanimi
saglanmistir. Nanoparcaciklarin karakterizasyonu; taramali elektron mikroskobu
(SEM), dinamik 1sik sag¢ilimi (DLS) ve X-1simn1 kirinim spektroskopisi (XRD)
analizleri ile yapilmistir. DLS analizi sonucunda nanopargaciklarin boyut
dagilimimin homojen oldugu, SEM analizi sonucunda ise nanoparcaciklarin
ortalama 31,60 = 12,92 nm boyutunda oldugu tespit edilmistir.
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Radyoniiklid olarak kullanilan teknesyum-99m (**™Tc) ile isaretlenen Mn-
AuNP’in isaretlenme verimi % 98,26+0,25 bulunmustur.

Yapilan in vitro c¢aligmalarda SKOV3 ve SKOV3-CEA hiicre hatlar
kullanilmastir.

Bu calismada, sentezlenen multifonksiyonel ajan ile antijen spesifik T
hiicrelerinin in vivo olarak Dual Modalite ile MRG/SPECT goriintiilemesinin
saglanacagi ve kanser teshisi amaciyla T hiicrelere transfer edilmis sistemlerin
gelistirilmesine katki saglayacag diistintilmektedir.

Anahtar sozciikler: Altin Nanopargaciklar (AuNP), Mangan (Mn), T-

hiicresi, nanoparcaciklar, Teknesyum-99m (**™Tc), immiinoterapi, Dual Modalite



ABSTRACT

THE SYNTHESIS OF T-CELL CONJUGATED Mn-Au
NANOPARTICLES AS TUMOR SPECIFIC MULTIFUNCTIONAL
CONTRAST AGENT

YALCIN, Utku
MSc Thesis, Department of Nuclear Sciences
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Emin ilker MEDINE
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Recently, T cell immunotherapy has been prominent in cancer treatment
studies. T cells, one of the most important components of the immune system,
stand out in the treatment of cancer because specific T cells actively fight against
cancer cells.

Correct identification and early detection of the disease is important for
cancer treatment. For this purpose, imaging methods are important for clinical
outcomes. Advances in imaging technologies have led to the development of
imaging systems that can simultaneously perform multiple imaging, such as
magnetic resonance imaging (MRI)/computer tomography (CT), positron emotion
tomography (PET)/CT or MRI/single photon emotion computer tomography
(SPECT). These systems, called dual modality, have played an important role in
the development of nanotechnological drugs. The combination of nanotechnology
and dual modality systems enables better imaging for cancer diagnosis. In
imaging agents, it is desirable to provide high quality images and use them safely
without creating toxic effects on the patient.

In this study, Mn-Au nanoparticles (Mn-AuNP) was used as biocompatible
multifunctional probe. Manganese (Mn) was conjugated to synthesized
nanoparticles and gold nanoparticles were used for positive contrast imaging.
Characterization of nanoparticles; scanning electron microscopy (SEM), dynamic
light scattering (DLS) and X-ray diffraction spectroscopy (XRD) analysis. As a
result of the DLS analysis, the size distribution of the nanoparticles was
homogeneous and the results of the SEM analysis showed that the nanoparticles
were 31,60 + 12,92 nm in average.

The labeling efficiency of Mn-AuNP labeled with technetium-99m (**™Tc)
used as radionuclide was found to be % 98,26+0,25.



SKOV3 and SKOV3-CEA cell lines were used in in vitro studies.

In this study, it is thought that dual-modality MRI / SPECT imaging of the
antigen-specific T cells in vivo with the synthesized multifunctional agent will be
provided and will contribute to the development of systems transferred to T cells
for the diagnosis of cancer.

Keywords: Gold nanoparticles (AuNP), Manganese (Mn), T-cell,
Nanoparticles, Technetium (**"Tc), Immunotherapy, Dual Modality
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ONSOZ

Bu c¢alismada tetrakloroaurik asit tetrahidrat (HAuCls.4H,0)’den yola
cikilarak Turkevich metodu ile Altin Nanopargaciklar (AUNP) sentezlenmistir.
Sentezlenen altin nanopargaciklara Mangan (II) Kloriir Dihidrat (MnCl,.2H,0)
kullanilarak mangan konjuge edilmistir. Sonraki asamada ise mangan konjuge
AUNP ler #*™Tc ile radyoisaretlenmis ve sonrasinda T hiicreleri ile birlestirilerek
SKOV3 (insan yumurtalik adenokarsinoma hiicresi) ve SKOV3-CEA
(karsinoembriyonik antijen ile modifiye edilmis insan yumurtalik adenokarsinoma

hiicresi) hiicreleri i¢in hedef ajan olarak kullanilmistir.

Bu tez calismasinda *"Tc-(Mn-AuNP) ajaninin SKOV3-CEA hiicreleri

tizerindeki goriintiileme potansiyeli incelenmistir.

[ZMIR
30/01/2020

Utku YALCIN
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1. GIRiS

Rayofarmasétiklerin hedeflenen bdlgeye olan spesifite sorunlari kanserli
dokularin tan1 ve tedavilerinde karsilasilan en biiylik engellerden bir tanesidir. Bu
durum bilim diinyasimi yiiksek spesifiteye sahip teshis yontemlerini gelistirmeye
yoneltmistir. Bu nedenle tiimor spesifik T hiicreleri ile immiinoterapinin tedavi
potansiyeli arastirilmaktadir. Bu ¢alismalar ile elde edilen sonuglar, T hiicrelerinin
timor ile birlesmis antijenleri spesifik olarak taniyabilecegini ve immiin
mekanizmalar ile kanseri inhibe edebilecegini 6ne siirmektedir.

Multifonksiyonel goriintiileme ajanlarinin gelistirilmesi ile dual modalite
sistemlerin timor teshisinde kullanimi biiyiik 6nem kazanmistir. Bu neden ile
farkli goriintiileme yontemlerinin avantajlarin1 kullanan dual modalite sistemleri
multi fonksiyonel goriintiileme ajanlarinin kullanimi ile daha da giiglendirilmis
olacaktir.

Erken tiimor teshisi kanser hastaliginda ¢ok dnemli rol oynamaktadir. MRG
sisteminde timor spesifik kontrast ajan kullanimi tiimor teshisinde net sonuglar
ortaya koymaktadir. Yiiksek kalitede goriintii saglama ve uygulacanak hastada
toksik etki olusturmamasi istenilen kontrast ajanlar, manyetik rezonans
goriintilleme  sisteminde olusturulan manyetik alanda su protonlarinin
uzunlamasina  ve  yataylamasina  yaptiklart  gevseme  hareketlerini
hizlandirmalarina gére MRG goriintiisiine pozitif veya negatif kontrast 6zellik
katarak tiimor teshisinde erken tani uygulamalarina 6nemli katki saglar.

Bu amaglar dogrultusunda bu ¢aligmada; T-hiicrelerinin spesifik bir antijeni
eksprese eden tiimorlere hedeflenebilmesini MRG/SPECT dual modalite
sisteminde gosterebilmek icin multifonksiyonel goriintiileme ajan1 yapilmasi
amaclanmistir. Bunun i¢in T-hiicrelerine konjuge 9mre radyoisaretli kontrast ajan
ozellikli mangan altin nanopargaciklar sentezlendi.

Bu caligmada kontrast ajan olarak mangan kullanilmigtir. Paramanyetik
mangan (II) iyonlar1 MRG goériintiilerine pozitif kontrast 6zellik katarak tiimor
teshisinde goriintiileme kalitesini arttirmaktadir. Sentezlenen pozitif kontrast ajan
ozellikli altin nanopargaciklarin karakterizasyon ¢aligmalar1 dinamik 151k sagilimi
(DLS), taramali elektron mikroskobu (SEM), Fourier Donistimli Kizilotesi
Spektroskopisi (FTIR), x-1s1n1 kirmim spektroskopisi (XRD), titresimli numune
manyetometresi (VSM) ve ultaviyole ve goriiniir 11k absorbsiyon spektroskopisi
(UV-Vis) analizleri ile yapilmistir.

Sentezlenen pozitif kontrast ozellikli nanoparcaciklar *™Tc ile radyo
isaretlenmistir. Radyoisaretleme verimi, Stabilite ve radyokimyasal saflik TLC
yontemiyle tespit edildikten sonra son asama olarak 9¥MTe jsaretli mangan altin



nanoparcaciklar T hiicrelerine protamin siilfat ve heparin varliginda konjuge
edilmisgtir.

Bu calismada sentezlenen multifonksiyonel ajan ile antijen spesifik T
hiicrelerinin in vivo olarak dual modalite ile MRG/SPECT goriintiilemesinin
saglanacagi ve bunun sonucunda kanserin teshisi amaciyla antijen spesifik T
hiicrelere transfer edilen sistemlerin gelistirilmesine katkida bulunacagi
diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Kanser

Kanser, normal bir hiicrede meydana gelen bir dizi genetik ve epigenetik
degisiklik tarafindan baslatilan kiimiilatif bir hastaliktir (Prendergast and Jaffe,
2007). Hiicrelerin boliinmesi genlerin kontroliindedir. Bu yiizden kromozomlar
tizerinde bulunan genlerde gerceklesen fiziksel ve kimyasal degisimler direkt
olarak hiicrenin islevlerini etkilebilmektedir. DNA’nin olusan gen bozukluklarini
diizeltme yetisi varsada bu islem her zaman basarili olmaz ve gen iirlinii olan
proteinlerin eksik veya hatali iiretilmesine yol agar. Olusan hasara bagli olarak
hiicresel islevlerde bozulmalar yasanir (Blackadar, 2016). Kiimiilatif olarak
kontrolsiiz ¢ogalan kanser hiicreleri, tek bir doku veya organi etkileyebilcekleri
gibi farkli doku ve organlarda da goriilebilir ve ¢ogalabilirler.

Kanser tedavisinde, kanserli dokunun teshisi, neden olan etmenlerin tespiti,
hastanin sosyal ve psikolojik destekler ile rahatilmasi kanser hastaliginin karmasik
ve biiyiik bir problem hanine gelmesini engellemektedir (Fitzmaurice et al., 2015;
Pavlopoulou et al., 2015).

Gilinlimiizde kanserden korunma yontemlerinin bilinmesi, bireylerin
bilinglenmesi, erken tani ve tedavi yontemleri ile saglanan basarinin artmasi
insanlarin kansere karsi duydugu korkuyu iginden atmasini saglamistir. Bazi
kanser tiirlerinin tedavisi veya kanserle uzun yillar beraber yasamak miimkiin olsa
da kanser endise edilen hastalik olmaktan ve 6liimle anilmaktan kurtulamamaistir.

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) paylastig: raporlara gore; yaklasik alt1
kisiden biri kanserden yasamini yitirmektedir. Orgiitiin raporuna gore 2012’de
yaklasik olarak 14 milyon kanser olgular1 saptanmis ve ontimiizdeki 20 yil i¢in
yeni kanser olgularinin %70 artacagi dngoriilmektedir.

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) Mayis 2018 verilerine gore, Tiirkiye’de
oliim nedenlerinin yaklasik %20’sini kanser olusturuyor. TUIK’in raporunda;
ilkelerin 65 yas alt1 6liim nedenlerinin yaklasik % 28’ini kanser olusturmaktadir.
Tirkiye’de 65 yas ve istii bireylerde kanser hastali sonucu 6liim oranlar1 2014
yilinda % 17, 2016 yilinda % 16 olarak saptanmistir (TUIK, 2019).

2.2 Kanser Tanisi

Kanser hastaliginda ve tedavisinde en 6nemli etmenlerden biri kanserli
dokunun erken ve dogru teshisidir. Ozellikle ailesinde kanser hastalign olan
kisilerin kontrollerini rutin olarak uygulamalari 6nemlidir. Rontgen, kan testleri,
manyetik rezonans goriintiileme, bilgisayarli tomografi, tek foton emisyon



tomografi ve pozitron emiisyon tomografi gibi gorlintiileme yontemleri timor
teshisinde kullanilan goriintiilleme yontemlerinden bazilaridir. Gelisen teknoloji ve
bilim ile goriintiileme teknikleri gelistirilemekte ve tiimor spesifik goriintiileme
ilaglar1 gelistirilmektedir (Wagner et al., 2015; Guo et al., 2013).

2.3 Kanser Tedavi Yontemleri

Radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi yontemler kanser hastaliginin tedavisind
en sik kullanilan yontemler olsada, giliniimiizde kanserin molekiiler 6zellikleri,
genetik mutasyonlar, timdr hiicreleri ve immiin sistemde gorev alan hiicrelerden
salgilanan molekiiller tedavi yonteminde belirleyici olmaktadir. Kanser
tedavisinde kullanilan yontemler sunlardir:

« Radyoterapi

« Kemoterapi

* Cerrahi miidahale
* Gen Terapisi

» Hormon terapisi,

* Hedeflenmis terapi

* Immiinoterapi

Yapilacak tedavi se¢iminde; tlimoriin konumuna, derecesine, hastaligin
asamasma ve hastanin genel durumuna dikkat edilmelidir. Gilinlimiizde
multimodal yaklasim olarak adlandirilan cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi
uygulamalarin = kombinasyonu pek c¢ok kanserin tedavisinde basariy1
arttirmaktadir.

Timor profillemesi, genetik testler gibi yontemlerle belirlenen, kisiye ve
timore Ozel, hedefe tedavilerin kullanilmasiyla, tedaviye iyi yanitlar almak ve
uzun siireli hastalik kontrolii saglamak miimkiin hale gelmistir. Basarili bir kanser
tedavisinde, segilen yontemin hastaya maksimum yarar saglamasi ve minimum
yan etki olusturmasi1 beklenmektedir.

Kanser tiirline gore cerrahi miidahale hastalarin sadece kiigiik bir boliimiinde
mimkiindiir. Cerrahi miidahalenin tek basina yeterli olmadigi durumlarda diger
yontemler olan radyasyon tedavisi ve kemoterapi ilave edilebilir, bu tedaviler
hastada cesitli yan etkiler ortaya ¢ikartabilir (Ferrone, 2008).

Hedeflenmis ilag tedavisi toksik yan etkileri azaltmasi ve terapotik etkinligi
arttirmast ile son yillarda biiyiik ilgi gormiistiir.



Kanserli hiicrelerin biiylimesini ve yayilmasmi engelleyen tedavi
yontemlerinden birisi ise immiinoterapidir. Immiinoterapi, hastanin bagisiklik
sistemini gili¢lendirerek viicudunun kanseri kendi kendine yenmesini saglayan bir
tedavi yontemidir.

2.4 Immiinoterapi

Immiinoterapi; kisinin bagisiklik sistemini kullanarak, iclerinde kanserinde
bulundugu cesitli hastaliklar1 tedavi etmek anlamina gelir (American Cancer
Society, 2014). Immiinoterapiye olan ilgi; saghkli hiicrelere zarar vermeden
dogrudan kanserli dokular1 olusturan anormal hiicreleri hedef almasi 6zelligi ile
her gecen giin artmakta ve kanserin olusumu, olusumun engellenmesi ve yok
edilmesi mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi ile immiinoterapik yontemlerde
gelismeler yasanmaktadir (Barbaros ve Dikmen, 2015).

Immiinoterapi ugulamalarindaki esas amag, kanserli hiicreler tarafindan
bastirilmis ve calismasi engellenmis immiin sistemin tiimor spesifik olarak tekrar
aktif hale getirilmesidir. Bu baglamda, kanser immiinoterapisinde 3 temel kavram
vardir.

e Monoklonal antikor aracili, timor ile ilgili antijenlerin hedef
almarak yok edildigi hiicre 6liimii,

¢ Non-antijen spesifik immiin sistem modiilasyonu,

e Terapotik kanser asilaridir. Terapdtik kanser agilart; immiin sistemin
T-helper ve T-sitotoksik hiicrelerini uyararak uygun antikor
olusumunu tetikleyen immiinoterapik ydntemdir (Oztiirk vd., 2017).

2.5 Nanoteknoloji

1959 yilinda, bilim insant Feynmanin yaptig1 tanima gore nanoteknoloji
(Smalley, 2002), maddenin atomik ve molekiiler diizeyde yo6nlendirilmesi
sonucunda farkli ozellikler kazanmasi ile 1 ile 100 nanometre (nm) boyut
araliginda yeni yapilarin olusturulmasidir (Hong et al., 2009).

Nanoteknoloji, bilimsel arastirmalar i¢in olduk¢a yeni ve biiyiik bir alan
olusturmaktadir (Hanks et al., 2015). Yiiksek yilizey — hacim oranina sahip
nanomateryaller ila¢ tasima sistemleri, katalizorler, sensorler, enerji depolama
sistemleri, bilgisayar teknolojileri gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir. Kullanim
alanlari, nanopartikiillerin boyutlarina ve bilesenlerine gore farklilik
gostemektedir (Haverkamp and Marshall, 2009)

Nanotip; nanoteknolojinin insan i¢in kullaniminda 6nemli etkiler yaratmis
olup en 6nem arz eden alanlarindan birisidir. Nanotip, kanserli dokuya spesifik



tedavi ve teshis wuygulamalari, immiinoterapi gibi tibbi amaclar i¢in
nanoteknolojiden faydalanmaktadir (Tartis, 2009).

2.5.1 Altin nanoparcaciklar

Altin (Xe) 4f145d106s1 ile temsil edilen elektronik konfigilirasyona sahip
yumusak, doviilebilir bir gecgis metalidir ve kimyasal olarak en az aktif
elementlerden biridir. Miicevherat i¢in degerli bir metal olarak kullanilsa da,
dokme altindan farkli olarak kolloidal altin, yeni uygulamalara olanak taniyan son
derece reaktif olarak kabul edilir.

Altin tuzlan giiglii anti-enflamatuar 6zelliklere sahiptir ve romatoid artrit ve
tiiberkiiloz ile iliskili agr1 ve sisligi azaltmak i¢in uygulanmistir (Rau, 2005).
Altinin uygulamalar1 ayrica alt mikrometre biiylikliigiinde altin parcaciklart olan
kolloidal altin ile genisletilir. Yillar boyunca, sifiliz (Fricker, 1996), alkolizm gibi
cesitli  hastaliklarin  tedavisinde ve kanser hastalarinda ac1  g¢ekmenin
kolaylastirllmasinda (Ochsner, 1927), dinyanin farkli bdlgelerinde altin
cozlimlerinin kullanildig: tespit edilmistir.

AuNP'lerin  biyomedikal uygulamalar i¢in kullanabilirligi, dokme
bicimindeki altin renginden, nano seviyesine indirildiginde (Dykman and
Khlebtsov, 2012) ¢ok ¢esitli renklere kadar keskin bir renk degisiminden belirgin
olan plazmonik 6zelliklerine baglanabilir. Halen, AuNP'ler genomik, immiinolojik
testler ve klinikk kimya gibi molekiiller biyoloji uygulamalarinda ve
mikroorganizmalarin ve kanser hiicrelerinin tespiti ve fototermolizi ve peptitler
veya DNA gibi bilesiklerin hedefli olarak verilmesi gibi tibbi uygulamalarda
yaygin olarak kullanilmaktadir (Vicky et al., 2010).

AuNP'lerin biytlikliigii nanopartikiillerin = 6zelliklerini ve kullanildigt
uygulamalar1  yonetir.  Kiigik  boyutlu ~ AuNP'ler (2 nm-15 nm),
immiinohistokimya, mikroskopi ve biyobelirtecler gibi uygulamalarda kullanilir.

Orta boy AuNP'ler (20 nm-60 nm) ¢evresel algilama ve saflastirma, ilag
verme, biyobelirtecler, kimyasal sensorler, DNA tespitinde kullanilir.

Biiyiik boyutta olan AuNPler (80 nm — 250 nm) adli bilimlerde, elektronik
cihazlarda, imalatta, optik mamografide vs. kullanilir (Rowles, 2013).

AuNP'ler genel olarak insan hiicreleri, fasil sentezi, polietilen glikol (PEG),
karboksil gruplari, amin gibi ¢esitli molekiiller ile kolay biyo-konjugasyona sahip
olmas1 nedeniyle biyomedikal uygulamalar i¢in diger inorganik nanopargaciklar
yerine tercih edilir DNA, RNA, antikorlar, peptidler vb, kimyasal stabilite,
ayarlanabilir geometri (Cho et al., 2011; Badwaik et al., 2011) vb. Ayrica, altin



tuzlart su anda romatoid artrit, psoriatik artrit ve brongiyal astim i¢in bir tedavi
secenegidir. Buda klinik uygulamalar icin biyogiivenlik  seviyelerini
kanitlamaktadir.

2.5.2 Pozitif kontrast ajan olarak mangan

Genel anlamda radyolojik kontrast maddeler, x 1smlarmi absorbe ederek
radyogramda olusturduklar1 dansite ile viicut yapisindaki cesitli bdliimlerin
goriintiilenmesini saglayan teshis ilaglaridir. Intravaskiiler uygulanacak bir
kontrast maddede aranan Ozellikler; sudaki ¢Oziinirliginin  yiiksek,
osmolalitesinin ve viskozitesinin diisiik, ayn1 zamanda da stabil olmasidir.

Manyetik  rezonans goriintileme (MRG), viicudun i¢  yapisini
gorsellestirmek i¢in kullanilan gii¢lii goriintiileme ve tanilama tekniklerinden
biridir. Yeni kontrast maddelerinin gelistirilmesiyle birlikte, MR goriintiileri
gelistirilmis uzamsal ¢Ozlinlirliige sahiptir, artan bir algilama hassasiyeti
sergilemektedir (Westbrook et al., 2005) ve belirli organlar1 hedeflemek {izere
tasarlanabilmektedir (Strijkers et al., 2007). MRI performansindaki bu gelismeler,
anatomik, fonksiyonel, metabolik, molekiiler ve hiicresel seviyelerde bilgi
saglayabilir ve boylece MRG'nin goriintiilemeden erken tani ve terapotik ilaca
uygulanmasini genisletir.

Mevcut klinik uygulamada kullanilan kontrast maddeler, pozitif ve negatif
olmak iizere iki ana kategoriye ayrilir.

Negatif kontrast ajanlari, T2 o6zellikleri lizerinde daha belirgin bir etkiye
sahip olan protonlarin lokal boyuna (T1) ve enine (T2) gevseme oOzellikleri
tizerinde giicli bir etkiye sahip olan demir oksit gibi siiper-paramanyetik
bilesiklerdir. Bu ajanlar son goriintiide hippointens veya daha koyu goriiniir.
Pozitif kontrast ajanlari, Gd (I11) ve mangan Mn (Il) iyonlar: gibi paramanyetik
elementleri kullanir. Bu paramanyetik metal iyonlari, T1'e duyarli bir MRI teknigi
kullani1ldiginda daha parlak bir sinyale neden olan su protonlarinin uzunlamasina
(T1) gevsemesini hizlandirma 6zelligine sahiptir (Hu et al. 2010). Ayrica,
kontrastin kalitesi manyetik momentin giiciine baglidir. Yapilan ¢aligmalarda;
Mn®*, Gd** kadar yiiksek momente sahip olmasada, yapilan ¢alismalarda hem T1,
hem de T2 bazli goriintiilemelerde Gd** iyonuna gére daha avantaji oldugu tespit
edilmistir. Ayrica; Gd ve Mn tabanli kontrast ajanlar MRI igin
karsilastirildiklarinda, Gd**, hem molar hem de esdeger dozaj bazinda Mn?" ile
kiyaslandiginda da toksit degerinin ¢ok daha yiiksek oldugu kanitlanmistir (Idee et
al. 2008; Elizondo et al. 1991).



2.6 Nanoparc¢aciklarin Karakterizasyon Calismalari
2.6.1 Taramal elektron mikroskobu

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) analizi, Sekil 2.1°de sematik yapisi
goriildiigi gibi yiiksek c¢Oziiniirliikte goriintli olusturmak i¢in yiliksek voltaj
ortaminda hizlandirilmis elektronlarin analizi yapilacak 6rnek maddeye
hedeflenmesi ve taratilmasi sirasinda elektron ve 6rnek madde atomlari arasinda
olusan etkilerin uygun reseptorler tarafindan toplanir ve sinyal giiclendiriciden
sonra bir katot tiiptine aktarilir (Suzuki, 2002).

Elektron

£ Elektron Tabancasi
Demeti
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H Hl H Manyetik

TS @—Mercekler
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Bebinleri
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Elektron
Dedektorii
— Tkincil
Wlektron
Dedektorn

‘Numune

Sekil 2.1 SEM’in sematik yapis1 (http://cbe.ivic.ve/mic250/pdf/thesebook-chap3.pdf)

2.6.2 Dinamik 151k sacilimi

Dinamik Isik Sagicis1 (DLS) nanopartikiillerin karakterizasyonu i¢in 6nemli
bir aractir.

DLS, kolloidal ¢ozeltiden gegirilen bir lazerden sagilan 15181n siddetindeki
degisimii zamanin bir fonksiyonu olarak anali eder ve boylelikle pargacik boyutu
hakkinda bilgi verebilir. Sivi ortamdaki nanopartikiillerin karakteristik 6zellikleri
agisindan DLS analizlerin yapilmasi 6nemlidir (Ledin et al., 1994).

DLS teknigi ile parg¢acik boyutunun 6l¢iilebilmesi igin numunenin viskoitesi
ve sicaklunin bilinmesi gerekmektedir. Aksi takdirde boyut algis1 bozulacak ve
diizgilin 6l¢lim alinamayacaktir (Patri et. Al., 2006; Sapsford et al., 2011).



Sekil 2.2 DLS’nin sematik yapisi (Nicole, 2018)

2.6.3 Titresimli numune manyetometresi

Titresimli Numune Manyetometresi, manyetik Ornekte gergeklesen
titresimler sayesinde degisen akim ile beraber olusan elektromanyetik kuvveti
tanimlayan Faraday yasalaria dayananir ve 1959 yilinda S. Foner tarafindan
gelistirilen Foner manyetometresi olarak da adlandirilmaktadir (Cullity and
Graham, 2009).
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Sekil 2.3 VSM’nin sematik yapisi
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2.6.4 X-151m kirimim spektroskopisi

X-1sinlarmin kullanimi ile yapilan X-Isim1 Kirinim Spektroskopisi analiz
sirasinda numuneyi tahrip etmez ve ¢ok az miktar 6rnekte dahi analizlerinin
yapilmasint saglar. XRD ile maddenin kristal yapisini, tanecik biyiikligi, faz
gegisleri gibi bir¢ok yapisal parametreleri incelenebilmektedir (Zanchet et al.,
2011)

2.6.5 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi

Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi Spektrometre (FT-IR) cihazi; Kizilétesi
151810 dipol momente sahip madde ile etkilesmesi sonucu yapisi igerisindeki
baglarin titresim hareketi ile molekiil ve bilesigin yapisinda bulunan baglar1 ve
fonksiyonel gruplar1 karakterize edebilir, safligi, baglarin durumunu, baglanma
yerlerini ve maddenin aromatikligi veya alifatikligi hakkinda bilgi vermektedir
(Cantor and Schimmel, 1980).

2.7 Radyofarmasotikler

Teshis ve tedavide kullanilan radyoaktif ¢ekirdek iceren ilag sistemlerine
radyofarmasotik denilmektedir. Niikleer tipta kullanilan radyofarmasétiklerin %
95'1 teshis uygulamalari, % 5'ini ise tedavi amagh kullanilan radyofarmasoétikler
olusturmaktadir. Genellikle eser miktarda uygulanmali sebebiyeti ile doz-cevap
iligkisi gorsermeyen radyofarmasdtiklerin bu 6zelligi Radyofarmasdtikleri diger
farmakolojik ilaglardan ayiran en 6nemli 6zellikleridir.

Radyofarmasétikler insanlara uygulancaklar icin, diger ilaglardan beklenen
biitiin kalite kontrol uygulamalar1 gegerlidir. Standart uygulamalara ek olarak
radyoaktivite miktarinin tayini (radyoessey), radyoizotopik ve radyokimyasal
safligin tespiti, isaretlemenin kararliligi, biyodagilim gibi bir dizi test de
gerekmektedir. Uygulanan kalite kontrol testleri, radyogekirdegin fiziksel
yartlanma 0mriine baglidir.

Radyofarmasétik, bir element (133 Xe, 8sKr), bir iyon (I-131, Tc-99m)
veya isaretli bilesik olabilir (I-131 proteinler, Tc-99m bilesikleri).
Radyofarmasétiklerin ¢ogu isaretli bilesiklerdir. Bu durumda radyofarmasétigin
iki komponenti vardir: radyoniiklid ve farmasotik. Radyofarmasétigin ne derece
faydali olacagi bu her iki komponente de baglidir. Yapilan radyofarmasdtik
gelistirme caligmalarinda, farmasotik seciminde segilen belirli bir organin
fizyolojik  fonksiyonlarinda yer alan ilag secilir. Secilen farmasotik,
radyofarmasoétigin kullanilacagi uygulamaya uygun radyoizotopla kimyasal olarak
isaretlenir.
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Ideal bir radyofarmasétikte bulunmasi gereken dzellikler sunlardir:

1) Teminindeki kolaylik. Radyofarmasétik kolay hazirlanabilmeli, ucuz
olmal1 ve her niikleer tip laboratuvar1 faydalanabilmelidir. Radyoniiklid {iretimi ve
isaretlemede kullanilan metodlar kisa ve kolay olmalidir.

2) Kisa efektif yari-6miir.

3) Ideal bir radyoizotop ile isaretli olmasi, yani tek enerjili 7 radyasyonu
yayinlayan ve enerjisi 30-300 keV olan. Bu vasiflara uygun radyoizotop I
dur (Ti 1 = 6 saat, Ey = 140 keV).

4) Hedef organdaki radyoaktivite konsantrasyonu digerlerine oranla yiiksek
olmalidir.

5) Metabolik uygunluk. Radyofarmasotigin hedef organdaki tutulumundan
once metabolize olmamasi gerekmektedir. Ayrica radyofarmasotik zararsiz
olmali, apirojen ve steril olmali, toksik olmamali, hastaya olan radyasyon dozu
minimal diizeyde olmalidir. ilgili organ veya dokunun morfolojik yapisi ve/veya
fizyolojik fonksiyonu kullanilan radyofarmasétikte tayin edilebilmelidir (Ercan,
1985; Saha, 1985; Bremer and Motler, 1985).

2.7.1 Teknesyum-99m (*™Tc) Kimyasi

1937 yilinda Carlo Perrier and Emilio Segr’e tarafindan kesfedilen
teknesyum atom numarasi 43 olup atom numarasi 42 olan molibdenin proton ve
ndtronlarin  bombardiman edilmesiyle meydana gelen yapay bir elementtir
(Rimshaw 1968).

Teknesyum izotopu Tc-99m, 1979 yilindan beri inorganik kimyacilar
tarafindan aragtirmalarda ilgi odagi olmustur. Bagka bir izotop olan Tc-99m
niikleer tipta kullanilan radyofarmasétiklerin % 80 den fazlasini olusturmaktadir.
Diisiik maliyet ile elde edilmeleri ve biyolojik etkinliklerinin yiiksek olmasi
(hedef organ tarafindan maksimum asimilasyon ve uygun farmakinetik), Tc-
99m’nin uygulamalarda 6nemini arttirmistir (Unak et al., 2007).

Buna baglh olarak Tc-99m bazi kimyasal formlar1 Amerika Birlesik
Devletlerinde %90 oraninda, hastaligin teshis tanilarin1  bulmak ig¢in
kullanilmaktadir. Tc-99m’nin radyoniiklik yapisi goriintiileme tanilarin1 bulmada
cok idealdir. Teknesyum izotopunun 6 saat yarilanma omrii ve 140-keV gama
15111 yayma 0zelligi ile hastanelerde kullanilan gama kameralar i¢in ¢ok idealdir.
Tc-99m izotopu Alpha veya Beta 1ginlarin1 yaymaz (Rimshaw, 1968).



12

Sekil 2.4’deki gibi ana radyoniiklid sisteminden sagilan {iriin radyoniiklid
birka¢ defa kendini yenileyebilir. Radyoizotop jeneratorleri bozunmaya ugrayan
ana radyoniiklid ve iiretilen radyoniiklid ¢iftinden olusur. Ana radyoniiklid iyon
degisimine olanak saglayan aliiminyum siitun tarafindan absorbe edilir. Daha
uzun yar1 Omre sahip ana radyoniiklid bozunumuyla {iriin radyoniiklid yenilenir.
Uriin radyoniiklidin jeneratdrden alinmasi olayina sagim denir (Faik et al., 2013).

84 0,9 NaCl HT 0 *
(Salin ! [ #eo,

Cizeltisi). H I
Gozenekh | . a2
CaIIlD{Sl{—_i i =022 pm

Mo 2
¥y

K 1\ |
xom N

Sekil 2.4 ®Mo/*™T¢ jeneratérii

2.8 Kalite Kontrol Yontemleri

2.8.1 Ince tabaka kromatografisi (TLC)

Ince tabaka kromatografisi (TLC), kati-s1v1 adsorpsiyonu kromatografisidir.
TLC, bir¢ok biyolojik ornek tiirlinde ¢esitli simiflardan bilesiklerin giivenilir
sekilde ayrilmasmi ve analiz edilmesini saglar. Analizler biyoloji, biyokimya,
hematoloji, immiinoloji, tibbi tani ve molekiiler biyoloji alanlarinda sikg¢a
kullanilir. TLC’nin yaygin kullanilmasinin nedeni islemin hizli ve basit
olmasindan kaynaklanmaktadir.

Radyofarmasoétik, aliiminyum, cam, plastik gibi maddelerden yapilmas,
tizerleri silikajel, seliiloz, aliiminyum oksit gibi maddeler ile ince bir tabaka
halinde kaplanmig TLC tabakalar1 ilizerine damlatilir. Secilen uygun mobil faz
icinde bulundugu banyoda tabakalar yiiriitiiliir. Yaygin olarak kullanilan sivi
fazlar metanol, kloroform, aseton, metil etil keton (MEK), % 0,9 NacCl
cozeltileridir. Kromatografik islem sirasinda, numunenin farkli bilesenleri,
dagilim katsayilarina bagli olarak adsorban gorevi goren sabit faz (kagit veya
silika jeli) ve mobil faz arasinda dagilirlar.

Adsorban sabit faz, ¢oziicli ise hareketli fazdir. Sabit fazin elektrostatik
kuvvetleri c¢esitli bilesenleri geciktirme egiliminde olurken hareketli faz onlar
tasir. Bir ¢oziicli i¢indeki farkli bilesenlerin bu etkisi ve farkli ¢oziintirliikleri,
bireysel bilesenlerin farkli hizlarda hareket etmesine ve TLC seridi boyunca farkli
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mesafelerde yiiriimesine neden olur. Coziiciiniin polaritesi numunedeki diger
bilesenlerin kromatografik ayrigmasini da etkiler (Saha, 2004).

TLC tabakasia uygulanacak numune, kapiler veya mikropipet yardimi ile
tabakanin alt kenarindan 0,5 cm uzaklikta damlatilarak kurumasi beklenir. Uygun
mobil faz, TLC tabakasinda numunenin damlatildig1 nokta uzakligin1 agsmayacak
miktarda tank icerisine doldurulur. Sonrasinda TLC seritleri tank igerisine
yerlestirilir ve hareketli fazin tabaka ilizerinde yiikselmesi saglanir. Mobil faz,
TLC tabakasi iizerinde, numune igerisindeki maddelerin birbirinden ayrilmasi i¢in
gereken yiikseklige kadar yiiriitilmeli ve TLC tabakasinin tamaminda
yiirlitilmemesine dikkat edilmelidir. Daha sonra TLC seridi yiiriitme kabindan
alinir. Mobil fazin ulagtig1 seviye kursun kalemle hafifce isaretlenerek ¢oziiciiniin
buharlagsmasi beklenir (Medine, 2008).

Rf degeri (alikonma degeri) TLC’de uygulanan radyofarmasotiklerin
karakterizasyonlarm belirler. Ornegin yiiriidiigii mesafenin mobil fazm yiiriidiigii
mesafeye orani bize Rfdegerini verir.

Rt degerleri, belirli bir ornekte farkli bilesenlerin tanimlanmasinda
kullanilir. Mobil faz TLC tabakasinda istenen bir mesafeye hareket ettiginde, serit
bolmeden ¢ikarilir ve kurutulur. Seritler oda sicakliginda kurutularak gazli
dedektorde (Bioscan 2000 TLC Tarayici) Ry degerleri ve isaretlenme yiizdeleri
bulunur (Saha, 2004). Sekil 2.5, TLC seridinin uygulanma mekanizmasini
gostermektedir.

—~— Bitis ¢izgisi

Ry=y

—— Baslangic cizgisi

R — Bilesigin uygulama noktasindanitibaren aldigiyol — d__,,.
= =

(' 6ziiciiniin or1jinden 1tibaren aldigi yol d

¢ozelts

Sekil 2.5 TLC seridinin uygulanma mekanizmasi (Cetin, 2018)
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2.8.2 Lipofilite

Yagda ¢oziinme egiliminin Ol¢iisii olan lipofilite, lipid/partisyon kat sayisi
olarak tamimlanmaktadir. Lipofilitesi yliksek maddelerin lipid membrandan
absorbsiyonlar1 fazla olur. Suda ¢dzlinen molekiiller, su akisini1 saglayan porlar
aracili@i ile membrandan gegerlerek suda ¢oziiniirler. Buna karsi olarak biiyiik
molekiiller bu membranin yag kismindan gecerler.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Kaullanilan Kimyasallar ve Cihazlar
3.1.1 Kullanmlan kimyasallar

» SKOV3 Insan yumurtalik adenokarsinoma epiteli (American Type Culture
Collection, Rockville, MD, ABD)

« RPMI-1640 (Gibco)

* L-Glutamine (Gibco)

* Sodyum priivat (Gibco)

« Essential amino acid (Gibco)

« Fetal bovine serum (Gibco)

« Streptomisin/Penisilin (Gibco)

* Tripan mavisi (Gibco)

* Fosfat tampon ¢ozeltisi (Gibco)

* Tripsin EDTA (Gibco)

* Tetrakloroaurik asit tatrahidrat (HAuCl,.4H,0) (Sigma-Aldrich)
* Metanol (CH3OH) (Sigma Aldrich)

« Etanol (C,HsOH) (Sigma Aldrich)

* Asetonitril (CoH3N) (Sigma Aldrich)

* SF (Serum Fizyolojik) (%0,9 NaCl)

* ITLC-SG Silika kaph plastik seritler (Sigma Aldrich)
* Cell Counting Kit-8 (WST-8) (Sigma-Aldrich)

» Muse Annexin V & Dead Cell Kit (Millipore)

« Sodyum Perteknetant (Na ™ TcO,) (E. U., Tip Fakiiltesi, Niikleer Tip
AD.)

* Ninhidrin (Sigma Aldrich)
« Glisin (Sigma Aldrich)

* Prolin (Sigma Aldrich)
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3.1.2 Kullanilan cihazlar

« RadyoTLC (Bioscan 2000) (E.U., Niikleer Bil. Enst., Niikleer Uyg. A.D.)

» Doz Kalibratérii (Biodex AtomLab 100 Plus) (E.U., Niikleer Bil. Enst.,
Niikleer Uyg. A.D.)

« Millipor (Milli-Q Gradient A-10) (E. U., Niikleer Bil. Enst.)

« Ultrasonik Homojenizatér (Bandelin, Sonoplus HD 2070) (E.U., Niikleer
Bil. Enst., Niikleer Uyg. A.D.)

« Laminar Flow Kabin (Thermo) (E.U., Niikleer Bil. Enst., Niikleer Uyg.
AD)

« CO; inkiibatérii (Sanyo) (E.U., Niikleer Bil. Enst., Niikleer Uyg. A.D.)

« Sogutmali1 Santrifiij (Hettich) (E.U., Niikleer Bil. Enst., Niikleer Uyg.
A.D.)

» Isik mikroskobu (Olympus) (E.U., Niikleer Bil. Enst., Niikleer Uyg. A.D.)
« Inverted mikroskop (Leica) (E.U., Niikleer Bil. Enst., Niikleer Uyg. A.D.)

« S1v1 azot tanki (Thermo Scientific) (E.U., Niikleer Bil. Enst., Niikleer Uyg.
A.D.)

« Otoklav (Hirayama) (E.U., Niikleer Bil. Enst., Niikleer Uyg. A.D.)
« Su banyosu (Memmert) (E.U., Niikleer Bil. Enst., Niikleer Uyg. A.D.)

« Multimode Mikroplaka Okuyucu (Thermo Varioscan Flash) (E.U.,
Niikleer Bil. Enst., Niikleer Uyg. A.D.)

*Muse Hiicre Analiz Cihaz1 (Millipore) Muse Annexin V / Olii Hiicre Test
Kiti (Merck) (E.U., Niikleer Bil. Enst., Niikleer Uyg. A.D.)

« SEM (Scanning Electron Microscopy) (Quanta 250FEG) (Izmir Yiiksek
Teknoloji Enstitiisii)

« Fourier Transform Infrared Spektrofotometre (FT-IR) Cihaz1 (Perkin-
Elmer Spectrum 100 FT-IR) (E.U., Niikleer Bil. Enst., Niikleer Uyg. A.D.)

« DLS (Dynamic Light Scattering) (Malvern Nano-ZS) (E.U., Niikleer Bil.
Enst., Niikleer Uyg. A.D.)
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3.2 Altin Nanoparcaciklar

3.2.1 Altin nanoparcaciklarin sentezi

Alt1 nanoparcaciklarin sentezlenmesinde Turkevich metodu kullanilmistir.
Bu metotta altin nanoparcaciklar, HAuCl, bilesiginin kaynar su i¢erisinde sodyum
sitrat ile indirgenmesi ile hazirlanmaktadir (Jain et al., 2007).

Altin nanopargaciklarin sentezlenmesi igin, geri sogutuculu 340 rpm
karistirma sisteminde 0,040 gr. HAuUCI;.4H,0, 100 mL ultra saf su igerisinde
sicaklik 100°C sicakliga gelinceye kadar bekletildi. indirgeyici ajan olarak
sodyum sitrat kullanildi. 0,493 gr. sodyum sitrat 50 mL ultra saf su igerisine
eklendi ve ¢ozelti 60°C sicakhiga gelene kadar isitildi. 60°C sicakliga gelen
sodyum sitrat ¢ozeltisi hizli bir sekilde sar1 renkte olan 100°C sicakliktaki
HAuCl4.4H,0 ¢ozeltisi igerisine eklendi. Sodyum sitrat ¢6zeltisinin eklenmesi ile
sar1 olan HAuCls.4H,0 ¢ozeltisi rengi saydam renge doniistii. Yaklasik 1 dk. siire
icerisinde saydam renk koyu kirmizi rengine doniistii. Koyu kirmiziya doniisen
renk degisimi; HAuCls.4H,O bilesiginin indirgenerek altin nanoparcaciklarin
olusumunu gostermektedir.

HAuCI,
e T i
N\

/»(\

L= "00C

Sekil 3.1 Altin nanopartikiillerin sitrat ile indirgenme mekanizmasi (Tan vd., 2012).

Renk degisiminden sonra ¢ozelti 30 dk. 100°C sicaklikta geri sogutuculu
340 rpm karistirma sisteminde bekletildi. 30 dk. sonrasinda geri sogutuculu
karistiric1 sisteminden alinan altin nanopartikiiller 2 saat boyunca oda kosullarinda
sogumaya birakildi. Sentezlenen altin nanoparcaciklar 4°C sicaklikta, karanlik
ortamda saklandi.

3.2.2 Mangan-altin nanoparcacik (Mn-AuNP) konjugasyonu
Mangan — altin nanopargactk (Mn-AuNP) konjugasyonu i¢in; 0,1 mM

mangan kloriir ¢ozeltisi hazirland1 ve oda kosullarinda 1:1 oraninda AuNP ile
karistirildi (Murph et al., 2012).
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3.2.3 Mn-AuNP’'nin karakterizasyonu

Sentezlenen Mn-AuNP’lerin ortalama partikiil boyutlar1 ve zeta potansiyelleri
enstitiimiiz biinyesinde bulunan Malvern Nano-ZS marka DLS cihaz1 kullanilarak
belirlendi. Mn-Au nanoparcaciklarin UV kirmnim &zellikleri, Ege Universitesi
Niikleer Bilimler Enstitiisiinde yapildi. Mn-Au Manyetik nanopargaciklarin
manyetizasyon ozellikleri, 9 Eyliil Universitesinde bulunan VSM cihaz1 ile
yapildi. Mn-Au nanoparcaciklarin kristal yapisinin belirlenmesi i¢in yapilan XRD
analizleri, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisiinde bulunan Phillips X’Pert Pro
cihazi kullanilarak yapildi. Mn-Au nanopargaciklarin yiizey morfolojileri ve
boyutlarinin analizi i¢cin SEM analizleri izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii'nde
Quanta 250FEG cihaz1 kullanilarak gerceklestirildi.

3.3 Yapisal Analiz Calismalari

Mn-AuNP'nin yapisal analizi Perkin-Elmer Spectrum 100FT-IR marka
FTIR cihazi ile incelendi.

3.4 *"Tcile Radyoisaretleme Calismalari

Sentezlenen mangan konjuge altin nanoparcaciklarin 9MTe ile isaretleme
caligmalar1 SnCl, indirgeme metodu ile yapilmistir. 1 mg/mL konsantrasyonda
hazirlanan SnCl,.2H,0 ¢ozeltisinden 40 pl, vial igerisine konulan 200 uL. Mn-
AuNP iizerine eklendi. Isaretleme pH"1 olan pH 5, NHs kullanilarak ayarlandi.
Viale vakum uygulanarak igerisinde havasiz ortam saglandi. Son olarak ¢ozeltiye
1 mCi sodyum perteknetat (Na**™TcQy,) ilave edildi. Oda kosullarinda 45 dakika
inkiibe edildi. Kalite kontrol ¢alismalarinda referans olarak Na®™TcO, ve ayni
isaretleme  kosullarinda  hazirlanan  indirgenmis  teknesyum  kullanildi.
Radyoisaretli bilesigin kalite kontrol ¢alismalar1 ince tabaka kromatografisi ile
tespit edildi.

3.5 Kalite Kontrol Yontemleri

3.5.1 Ince tabaka kromatografisi

Radyoisaretli bilesiklerin ince tabaka kromatografisi ile kalite kontrol
yonteminde sabit faz olarak (10,0 cm x 1,0 cm) boyutunda silika seritler
kullanildi. Hareketli faz olarak serum fizyolojik (SF) (TLRC1) ve asetonitril
(ACN) (TLRC2) banyo cozeltileri kullamildi. *™Tc ile isaretli bilesikler,
Na*™TcO, ve indirgenmis teknesyum i¢in TLC ile kalite kontrolii hazirlanan
orneklerden mikropipet ile 2,5 uL alinip hazirlanan TLC tabakalarin alttan 0,5 cm
mesafede belirlenen noktasina tek seferde damlatilmasi ve mobil faz bulunan
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tanklara yerlestirilmesiyle yapildi. TLC seritlerine damlatilan 6rneklerin kurumasi
beklendi. Daha sonra TLC mobil faz c¢ozeltilerinin bulundugu tanklara
yerlestirildi. Her ornek TLC seritler lizerinde yeterince yiriidiikkten sonra
tanklardan c¢ikarildi yiirime mesafeleri hizlica isaretlenerek ve oda sicakliginda
kurutuldu.

Kontaminasyon olusumunun Oniine gegilmesi i¢in kurutulan TLC
seritlerinin sabit faz bulunan yiizeyleri yapiskan bir bant yardimi ile kapland.
Tarama islemine baslanmadan 6nce TLC Scanner (Bioscan AR2000) cihazina
ornekler ile ilgili tarama siiresi ve TLC tabakasindaki uygulama noktasindan
yiriime isleminin sonlandig1 noktaya kadar olan uzaklik bilgileri cihaza ait
programa kaydedilerek olgiimler yapildi. Kromatogramin y-ekseninde sayim
degeri, Xx-ekseninde ise kromatografi kagidinin uzunlugu verilmektedir.
Kromatogramlar sonucunda radyoaktif oOrneklerin tasindigi Rf degerleri
bulunduktan sonra verimler hesaplanmustir.

3.5.2 Stabilite calismasi
9MT¢ jsaretli Mn-AuNP'nin stabilitesini tespit etmek igin drnekler inkiibe
edilme siiresinden sonra 0, 30, 60, 120, 180, 240, 360. dakikalarda ve 24. saatte
ornekler alinarak ve TLC yontemi ile kalite koltrol calismalar: yapildi. Isaretleme
verimleri tespit edildi.

3.5.3 Lipofilite caliymasi
%¥MT¢ isaretli Mn-AuNP'nin lipofilite analizi n-oktanol/PBS fazlarinda
gergeklestirildi. 300 pL PBS, 300 pL n-oktanol bulunan tiipe 100 pL isaretli Mn-
AuNP eklendi. 10 dakika boyunca vorteks yardimi ile oda sicakliginda karistirildi
ve 2500 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Santriflijiin ardindan alt PBS fazi1 ve iist
n-oktanol fazlar1 ayr tiiplere alinip sahip olduklar1 radyoaktiviteleri tek kanalli
Cd(Te) dedektorlit RAD501 cihazinda sayildi. n-oktanol’iin PBS’e oraniyla log P
(log (n-oktanol/PBS)) degerleri hesaplandi. Lipofilite ¢alismasi 3 kez tekrar edildi
ve elde edilen degerlerin ortalamasi alindi.

3.6 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
In vitro deneylerde kullanilan hiicre hatlari;
e T hiicreleri (Red fluorescence protein (RFP) transfekte)
e SKOV3 (Lusiferaz transfekte insan yumurtalik adenokarsinoma hiicresi)

e SKOV3-CEA (Carcinoembryonic antigen ve lusiferaz transfekte insan
yumurtalik adenokarsinoma hiicresi)
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SKOV3 hiicreleri RPMI 1640 medium, sodyum bikarbonat (1,5 g/L),
glutamin (2 mM), non-esensiyel amino asitler (0.1 mM), sodyum piriivattan (1
mM) ve %10 fetal bovine serum (FBS) olusan medyumda; SKOV3-CEA
hiicreleri yukarida hazirlanan medyuma % 0,5 neomycin eklenerek hazirlanan
medyumda; T hiicreleri RPMI 1640 medium, glutamin (2 mM), glukoz (4,5 g/L),
non-esensiyel amino asitler (0.1 mM), sodyum bikarbonat (1,5 g/L), sodyum
piriivat (1 mM), interleukin-15 (10 ng/mL) ,HEPES (10 mM), ve %10 FBS den
olusan medyumda cogaltildi.

Hiicreler bulunduklar1 flasklarin %80’nini kaplayana kadar cogaltildi. %
0,25 (W/V) tripsin/EDTA karisimi kullanilarak flaskin tabanindan ayrilmalari
saglandi.

Calismada kullanilmayacak hiicreler, % 5 DMSO igerikli medyumlar
icerisine koyularak -80°C’de stoklandu.

3.6.1 Sitotoksisite ¢calismasi

Mn-AuNP’lerde yapilan sitotoksisite ¢aligmalari, SKOV3 ve SKOV3-CEA
hiicre hatlar1 kullanilarak gerceklestirildi.

MTT testi, hiicre popiilasyonunun %50 sini Oliimiine neden olan doz
degerini (ICsp) hesaplayabilmek i¢in yapildi. 100 pL hiicre siispansiyonlari 96
kuyucuk bulunan mikroplatelere her bir kuyucuga 5x10° hiicre/kuyu olacak
sekilde eklendi. Hiicre siispansiyonlari bulunan plateler CO, inkiibatoriinde 37°C
sicaklikta, %5 CO;, varliginda gece boyunca inkiibe edildi.

5 farkli konsantrasyonda Mn-AuNP, inkiibasyon sonunda kuyucuklara
eklendi. Hiicre ve reaktif igermeyen besiyer negatif kontrol olarak kullanildi. Her
parametre beser defa tekrar edildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 Mn-AuNP'in SKOV3 ve SKOV3-CEA hiicreleri iizerinde 24. ve 48.saat sitotoksisite
calismasi

CO, inkiibatdriinde bulunan hiicreler 37°C sicaklikta, CO, (% 5) varhiginda
24. ve 48. saate kadar inkiibe edildi ve inkiibasyon isleminden sonra her kuyucuga
10 puL MTT soliisyonu eklendi. Dort saat siiren inkiibasyon siiresi sonunda
spektrofotometre kullanilarak 690 nm referans araligi ve 570 nm dalga boyunda
olan kuyucuklarin absorbans degeri 6l¢iildii. Negatif kontrol grubu sifir absorbans
olarak kabul edildi ve % sitotoksisite verileri hesaplandi.
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3.6.2 Apoptozis calismalari

T hiicrelerine enkapsiile edilen mangan konjuge altin nanoparcaciklarin
SKOV3 ve SKOV3-CEA hiicrelerinde apoptotik etkilerinin incelenmesi ig¢in
Millipore Muse cihazi kullanildi.

Millipore Muse cihazinda Muse Annexin V / Olii hiicre test kiti (Millipore,
Darmstadt, Almanya); canli, erken / ge¢ apoptotik ve 6lii hiicrelerin kantitatif
analizi i¢in kullanildi. Yapilan ¢alismada Annexin V, apoptotik hiicrelerin dis zar
tizerindeki fosfatidilserin (PS)’i tespit etmek i¢in kullanildi. 7-amino-aktinomisin
ise Olii hiicreleri tespit etmek i¢in kullanildi.

SKOV3 ve SKOV3-CEA hiicreleri, T hiicrelerine enkapsiile edilen 30 uM
Mn-AuNP ile 24 saat boyunca inkiibasyona tabi tutuldu. 24 saatlik inkiibasyon
sonrasinda tripsinize edildi. Falkon tiiplere aktarilan hiicre siispansiyonlari 1000
rpm, 5 dakika santrifiij kosullarinda santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda ¢okelen
hiicreler % 1 FBS iceren 100 pL taze besiyerde tekrar siispanse edildi. Hiicre
stispansiyonu igeren her falkon tiiptine 100 pL olacak sekilde Muse Annexin V /
Olii Hiicre Boyasi test kiti reaktif maddesi ilave edildi. Oda kosullarinda 20
dakika inkiibe edilen hiicreler, Muse Hiicre Analiz Cihazina (Merck Millipore)
uygulandi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Mn-AuNP'lerin Karakterizasyonu
4.1.1 DLS sonuglari

Mn-AuNP’nin ortalama partikiil boyutu ve zeta potansiyeli Malvern Nano-
ZS marka DLS cihaz ile analiz edildi. Dogru 6lgiimlerin alinabilmesi igin 6rnegin
viskozitesi ve sicakligimin bilinmesi, ayni zamanda ornek sicakligi ile analiz
sicakliginin  aym1 olmasi gerekmektedir. Onlemlerin alinmadigi durumlarda
numunede olusacak konveksiyon akimi taneciklerin diizensiz olmayan hareketine
yol agarak boyut algisin1 bozar. Sekil 4.1°de goriilecegi iizere uygun kosullar
sagladiktan sonra analiz sonucunda hidrodinamik pargacik ¢apr 32,69 nm olarak
bulunmugtur. Pargacik boyutlarinin farkli c¢ozeltiler igerisinde degistiginin bir
gostergesi olan Polydispersity Index (Pdl) degeri yapilan analizde 0,478 + 0,006
olarak olctilmiistiir.

Sayiya gore boyut dagilimi
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Sekil 4.1 Mn-AuNP’nin boyut dagilim grafigi
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Sekil 4.2 Mn-AuNP’nin zeta potansiyel dagilim grafigi
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DLS analizi ile bulunan Mn-AuNP ortalama partikiill boyutu yapilan
literatiir taramalarina uygun ¢ikmistir (Murph et al., 2012).

4.1.2 SEM sonuglar:

Mn-AuNP’larin boyut ve yiizey morfolojisi analizleri Izmir Yiiksek
Teknoloji  Enstitiisii’nde SEM  goriintiileri  alinarak incelenmistir. Analiz
sonucunda 31,60 + 12,92 nm ¢apinda nanopargaciklarin varligi saptanmistir (Sekil
4.3). Bu sonuglar Murph ve arkadaslar tarafindan yapilan Mn-AuNP sentezi SEM
analiz sonuglari ile uyumluluk gostermektedir (Murph et al., 2012).

Sekil 4.3 Mn-AuNP’nin SEM goriintiisii

4.1.3 EDX sonuclan

Enerji  dagilimli  X-is5tm1 spektroskopisi;  Orneklerin  kimyasal
karakterizasyonu veya elementel analizinde kullanilan spektroskopik yontemdir.
Uzerine elektronlarin gonderildigi drneklerden salinan karakteristik X-1gmlarmin
dedeksiyonundan sonra Mn-Au nanopargaciklarina ait elementel kompozisyon
yiizdesel olarak belirlendi.

Cizelge 4.1 Mn-AuNP'nin elementel kompozisyonu

Element Wit% Atomik %
C 24,61 42,69
O 41,06 53,47
Mn 0,73 0,28
Au 33,61 3,56
Toplam 100,00 100,00
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Sekil 4.4 Mn-AuNP’nin EDX diagrami

4.1.4 VSM sonuclari

Orta Dogu Teknik Universitesi Merkez Laboratuvari’nda bulunan VSM
Cryogenic Limited PPMS cihazi ile Mn-Au nanoparcaciklarin manyetik
ozellikleri analiz edilmistir. Mn-Au nanoparc¢aciklarin manyetizasyon degeri Sekil
4.5' de verilen diyagram incelendiginde 0,0321 emu/g olarak bulunmustur.

, Emu/g

Tesla

Sekil 4.5 Mn-AuNP’nin VSM diagram
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4.1.5 XRD sonuclari

Mn-AuNP’larin  yapisal kompozisyonlar1 Izmir Yiiksek Teknoloji
Enstitiisi'nde XRD (X-Ray diffractometer) (Phillips X’Pert Pro) analizi ile
incelendi.

Sekil 4.6’da  verilen Mn-Au nanopargaciklarin  XRD  diagramu,
Krishnamurthy ve arkadaglarimin yaptigi calisma ve Wang ve arkadaslarinin
yaptigi calisma ile karsilagtirildigi zaman sirasiyla Mn (110), Au (111)-Mn(101),
Au (200), Au (220)-Mn (002) ve Au (311) piklerine denk gelmektedir. Diagramda
goriinen mangan piklerinin altin pikleri ile baskilandig1 goriilmektedir. Buna ek
olarak yapilan literatiir taramalarinda diagramdaki piklerin altina ait oldugu tespit
edilmistir. Boylelikle altin nanopartikiillerin mangan ile basarili bir sekilde
konjuge oldugu diistiniilmektedir (Krisnamurthy et al., 2014; Wang et al., 2013).

1912271843011 Au(111)
8000 (Mn (101)

6000 H

4000-\
Au31l
Rin (110) Au (200) Au (2zo)u( ;
Mn (002) \
2000- \ \ }
') \‘“""i L—WW»JLM»J ‘J"w—m»WJL)
0
10 20 30 40 50 60 70

Sekil 4.6 Mn-AuNP’nin XRD diagrami
4.1.6 UV-Vis sonuclari

Sekil 4.7°de verilen Mn-AuNP’lere ait UV spektrumu 528 nm plazmon
bandindadir. Murph ve arkadaslarimin yaptigi ¢alisma incelendiginde, her iki
spektrumda Mn-AuNP spektrumunun ~520 nm plazmon bandinda oldugu tespit
edilmistir (Murph et al., 2012).
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Sekil 4.7 Mn-AuNP’nin UV spektrumu

4.2 Mn-Au Nanoparcaciklarin Yapisal Analiz Calismalar

4.2.1 FTIR sonug¢lar

Fourier doniisiimii ile 15181n infrared yogunluguna gore dalga sayisini 6lgen
FTIR analitik bir yontemdir. 14000 cm-1 ile 10 cm-1 arast kizil Gtesi bolgesidir.
NIR yakin dalga boylu kizil 6tesi 4000~14000 cm-1, MIR orta dalga boylu kizil
otesi 400~4000 cm-1 ve FIR uzak dalga boylu kizil 6tesi 4~400 cm-1dir (Skoog
etal., 1998).

Mn-AuNP’nin  FTIR analizleri Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisiinde, Perkin-Elmer Spectrum 100 FT-IR cihaz1 ile incelendi. Mn-
AuNP’nin yapisindaki fonksiyonel gruplar Cizelge 4.2°de verildi.

Cizelge 4.2 Mn-AuNP’nin FTIR incelemesi.

Pik Gerilim Aciklama

Karbonil ve hidroksil (O-H

3200-3600 cm™ | AuO-H
germe bandi)

Engellenmis donme ve O-H

-1
2115¢m O-H biikiilmesinin kombinasyonu
1634 cm™ C=0 C=0 gerilme frekans1
1148 o c-0 Mangan baglanmasi (germe)

bandi
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Sekil 4.8 Mn-AuNP’nin FTIR spektrumu

Sekil 4.8’de AuNP ve mangan konjuge AuNP’lerin IR spektrumlari
verilmigtir. Kirmiz1 renkli spektrumlar AuNP, siyah renkli spekrumlar mangan
konjuge altin nanopargaciklarin spektrumlaridir. Spektrumlar incelendiginde
1500-1700 cm-1 araligindaki pik C=O gerilme frekansi bolgesine diiser. 3200-
3600 cm-1 araligindaki genis pik ise karbonil ve hidroksil gruplarina karsilik
gelmektedir. Mn-AuNP spektrumunda 1148 cm-1 piki C-O gerilimini vermekte

ve bu sonug¢ bize manganin altin nanopargaciga karboksil uglarindan baglandigin
gostermektedir (Suresh et al., 2011).

4.3 Kalite Kontrol Calismalarinin Sonuclari
4.3.1 TLC sonuclar

Radyoisaretlme ¢alismalarinda yapilan ince tabaka kromatografisi
deneylerinde elde edilen R¢ve % verim degerleri Cizelge 4.3 ve 4.4’de verilmistir.

Mn-AuNP’nin ®*™Tc¢ ile isaretlenme veriminin belirlenmesi i¢in SF
(TLRC1) ve ACN (TLRC2) banyo mobil faz ¢ozeltileri kullanilmistir.

Cizelge 4.3 ®™Tc-(Mn-AuNP)'nin Rf degerleri

Banyo Cozeltisi %mTe indirgenmis *™Tc *MTc-(Mn-AuNP)

TLRC1 0,95+0,007 0,018+0 0,96+0,004

TLRC2 1,013+0,01 0,019+0,003 0,026+0,004
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Cizelge 4.4 9MT¢ ile isaretli Mn-AuNP nin isaretlenme verimi

%M Tc-(Mn-AuNP)

Banyo Cozeltisi Verim (%)

TLRC1 98,44+0,26

TLRC2 98,08+0,87

Sentezlenen mangan konjuge altin nanoparcaciklarin TLC analizi ile
radyokimyasal verimi hesaplanmistir. Cizelge 4.1’de verilen TLRC1 ve TLRC2
banyolarindaki radyoisaretli ™ Tc-(Mn-AuNP)’lerin Ry degerleri incelendiginde
orneklerde radyokimyasal safsizligin olmadigi tespit edilmistir. Nanopartikiil
sisteminin isaretleme verimi ise TLRC1 banyosunda %98,44 + 0,26, TLRC2
banyosunda ise %98,08 + 0,87 olarak bulunmustur (n=4). Elde edilen sonuglara
ait kromatogramlar Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da verilmistir.

5000 T T T T T Y T 6000 T Y Y |
4000 - 5000 - E
] L 4000 F
P 3000 ] I P 7 C
c c 4l N
3 ] r 5 3000 | C
o ] - 8 — C
2000 — - R F
] r 2000 =
1000 n 1000 ] -
0 \ I 0 \
LIS I N B R B O B B L L I B B
0 20 40 " 60 80 0 20 40 60 80
Position (mm) Position (mm)
800 T T T T Y T I
600 — -
2 ] L
5 400 =
o
8 4 L
200 — -
0 \
LIS I N S B O B I B B
0 20 40 60 80

Position (mm)

Sekil 4.9 TLRC1 banyosunda (a) *™Tc, (b) indirgenmis *™Tc, (c) *™Tc-(Mn-AuNP)’lere ait
kromatogramlar
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Sekil 4.10 TLRC2 banyosunda (a) *™Tc, (b) indirgenmis *™Tc, (c) *™Tc-(Mn-AuNP)’lere ait
kromatogramlar

Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°daki kromatogramlardan gériildiigii tizere **"Tc’un
tamami1 indirgenmistir. Gergeklestirilen analiz i¢in 2 farkli banyo olarak SF
(TLRC1) ve ACN (TLRC2) banyolart kullanilirken sabit faz i¢in silika kapli TLC
tabakalar1 kullanilmistir.

Yapilan g¢aligmalar sonucunda TLRC1 ve TLRC2 banyolarinin
radyoisaretlemede Mn-AuNP kalite kontrolii i¢in uygun oldugu anlagilmistir.

Ince tabaka kromatografisi, isaretlenmis bilesiklerin radyokimyasal verimini
degerlendirmek ic¢in hizli, giivenilir ve olduk¢a pratik bir kromatografik
yontemdir. Radyokimyasal safsizliklarin niikleer tipta teshis igin goriintii
kalitesinde sorunlar olusturdugu kanitlanmistir. Bu nedenle, radyofarmasétiklerin
baglanma veriminin %90'm iizerinde olmasi gerektigi sonucuna varilabilir. Bu
sebepten dolayz, %MT¢-(Mn-AuNP), yiiksek bir radyokimyasal verim gostermistir.
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4.3.2 Stabilite sonuglar:

Mn-AuNP **™Tc ile isaretlendikten sonra oda sicakliginda, TLRC2
banyosunda 24.saate kadar olan stabiliteleri TLC Scanner ( Bioscan 2000) cihazi
kullanilarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.5 ve Sekil 4.11°de *™Tc-(Mn-AuNP)’nin 24. saate kadar olan
isaretleme verimleri yer almaktadir. Sekil 4.9°de 30. dakikadan 24. saate kadar
olan kromatogramlar gosterilmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde
Oornegin 24. saatte radyoisaretlenme veriminin % 95’in {izerinde oldugu
gOoriilmistiir.

Cizelge 4.5 ®™Tc-(Mn-AuNP) nin stabilite zaman-verimi

Zaman Radyoisaretleme

(Dakika) Verimi (%)

0 98,08 = 0,87

30 99,51 + 0,02

60 99,49 £ 0,12

120 99,61 + 0,09

180 99,50 £ 0,09
240 99,49 + 0,71

360 99,07 +£0,72

1440 97,11+ 1,56
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Sekil 4.11 *™Tc-(Mn-AuNP)’in (a) 0. Dakika, (b) 30. dakika, (c) 60. dakika, (d) 120. dakika, (e)
180. dakika, (f) 240.dakika, (g) 360. Dakika, (h) 1440. dakika stabilite ¢aligmasina ait
kromatogramlar

4.3.3 Lipofilite sonuglar:

Mn-AuNP’na ait deneysel lipofilite ¢alismasinda (logP) degeri -2,73 + 0,19
olarak bulundu. Bu deger bize bilesigin hidrofilik oldugunu gésterdi.

4.4  Hiicre Kiiltiirii Sonuglar:
4.4.1 Sitotoksisite sonuclari

Sitotoksisite ¢alismasindan 100 pM, 250 uM, 500 pM ve 1000 pM
konsantrasyonlarinda Mn-AuNP kullanilarak SKOV3 ve SKOV3-CEA hiicreleri
kullanilmistir. Cizelge 4.5°de Mn-AuNP’nin konsantrasyona bagli % canlilik
degerleri yer almaktadir. Mn-AuNP 1 uM’min 24 ve 48 saat igerisinde herhangi
bir stotoksik etkisi bulunmazken 24 saatde 100 pg/mL’sinin canlilik degerlerinin
SKOV3 i¢in % 91,27°e ve SKOV3-CEA icin % 89,67’e diistiigli gézlenmistir. Bu
degerler gbz oOniine alindiginda Mn-AuNP 100 pM’min 24 saat igerisinde
stotoksik etkisinin ¢ok diisiik oldugu tespit edilmistir.

Mn-AuNP 100 pM’sinin 48. saatte her iki hiicre hatt1 i¢in bakildiginda 24.
saatte gozlenen sitotoksik etkiye yakin bir deger bulunmustur. SKOV3 icin %
84,18 ve SKOV3-CEA i¢in % 80,58 canlilik gézlenmistir.

Onceden belirlenen artan konsantrasyon degerlerinde SKOV3 hiicre hatti
icin % hiicre canlilig1 24 saatte % 91,27 den % 60,55’ diigmiistiir. SKOV3-CEA
hiicre hatt1 i¢in bu canlilik degerleri 24 saatte % 69,67’den % 63,28’¢ diigsmiistiir.
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Cizelge 4.6 Mn-AuNP konsantrasyona bagl % canlilik degerleri

Mn-AuNP
Konsantrasyon SKOV3 SKOV3-CEA
24. saat 48. saat 24. saat 48. saat
100 uM 91,2745,34 84,18+4,39 89,67+5,83 80,58+4,90
250 uM 83,13+3,29 69,78+7,20 82,33+4,10 71,32+6,22
500 uM 74,43+4,89 49,21+3,19 67,87+6,37 55,23+4,31
1000 uM 60,55+6,18 39,9146,33 63,28+8,49 44,19+5,77

Istatiksel hesaplamalara gore ICso degerleri 24. saat i¢in SKOV3’de 1693
ng/mL, SKOV3-CEA’de 1930 puM olarak bulunmustur. 48. saat ICsy degerleri ise;
SKOV3’de 575 pM, SKOV3-CEA’de 721 uM olarak tespit edilmistir (Cizelge

4.7).

Cizelge 4.7 Mn-AuNP’nin 1Csq degerleri

Zaman SKOV3 SKOV3-CEA
24 saat 1693+1,14 uM 1930+1,25 uM
48.saat 575+1,06 uM 721+1,08 uM

Canhilik (%)

100,00

skov3

=100 uM
=250 uM

500 M
1000 4™

Sekil 4.12: Mn-AuNP’nin SKOV3 ve SKOV3-CEA hiicreleri lizerindeki sitotoksisite sonuglari
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4.4.2 Apoptozis sonuglar:
Yapilan apoptozis ¢alismalarinda SKOV3 ve SKOV3-CEA hiicre hatlarina
0,5 mM ornekler verilip 48 saat inkiibasyon saglanmistir. Analizler sonucunda

elde edilen bulgular asagidaki Sekil 4.13’de verilmistir.

Cizelge 4.8 Apoptozis degerleri

Erken Geg Toplam
Canl1 (%) Apoptoz | Apoptoz | Olii (%) 0
(%) (%) Apoptoz (%)
SKOV3
T hiicresi / 61,88 3,35 30,66 4,11 34,01
Mn-AuNP
SKOV3-CEA 50,08 8,61 40,08 1,23 48,69
T hiicresi /
Mn-AuNP
SKOV3 63,86 17,61 15,62 2,92 33,23
Mn-AuNP
SKOV3-CEA 73,00 10,70 14,55 1,75 25,25
Mn-AuNP
SKOV3 65,72 4,06 27,59 2,63 31,65
T hiicresi
SKOV3-CEA 56,16 2,55 39,82 1,48 42,37
T hiicresi
SKOV3 91,35 4,00 3,45 1,20 7,45
kontrol
SKOV3-CEA 92,60 3,80 3,00 0,60 6,80
kontrol
T hiicresi /
Mn-AuNP 68,90 17,60 11,60 1,90 29,20




35

o
S

IS
@

&
=)

w
&

w
S

% TOPLM APOPTOZ
) N
S @

[
¢

10

N S
&85 F PSS S
& QV" X Q:Y' g a %D ?,%' QY’
) ,é\ . @ $§ Q\ {]{Q &\* 04": Cj" ‘¢S§
& & W <X K 5 L e
& & O & & S e
N Al & Y S Rg & &
od ~ Ry O <
OA éov ) &
L& 2
S L
O
<

Sekil 4.13 Hiicrelerin toplam apoptoz oranlari

SKOV3 hiicrelerinin (105 hiicre/ml) 24 saat inkiibasyon sonrasi canli hiicre
orani % 91,35, erken apoptozdaki hiicre orant % 4,00, ge¢ apoptozdaki /61l hiicre
oran1 % 3,45 ve olii hiicre oran1 % 1,20 olmak iizere toplam apoptozdaki hiicre
orani % 7,45 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.14 a).

SKOV3-CEA hiicrelerinin (10° hiicre/ml) 24 saat inkiibasyon sonrasi canli
hiicre oran1 % 92,60, erken apoptozdaki hiicre oran1 % 3,80, gec apoptozdaki /6l
hiicre oran1 % 3,00 ve 6l hiicre orant % 0,60 olmak {izere toplam apoptozdaki
hiicre oran1 % 6,80 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.14 b).

T hiicrelerine 30 uM Mn-AuNP uygulandiginda 24 saat inkiibasyon sonrasi
canli hiicre oram1 % 68,90, erken apoptozdaki hiicre oranm1 % 17,60, geg
apoptozdaki /6lii hiicre oran1 % 11,60 ve 6lii hiicre orant % 1,90 olmak {izere
toplam apoptozdaki hiicre orani1 % 29,20 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.15).

SKOV3 hiicrelerine 30 uM Mn-AuNP uygulandiginda 24 saat inkiibasyon
sonrast canli hiicre oran1 % 63,86, erken apoptozdaki hiicre oran1 % 17,61, gec
apoptozdaki /61l hiicre orant % 15,62 ve 6li hiicre orant % 2,92 olmak iizere
toplam apoptozdaki hiicre oran1 % 33,23 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.16 a).

SKOV3-CEA hiicrelerine 30 pM Mn-AuNP uygulandiginda 24 saat
inkiibasyon sonrasi canli hiicre oran1 % 73,00, erken apoptozdaki hiicre oran1 %
10,70, geg apoptozdaki /6l hiicre oran1 % 14,55 ve 6lii hiicre oran1 % 1,75 olmak
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tizere toplam apoptozdaki hiicre oran1 % 25,25 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.16
b).

SKOV3 hiicrelerine T hiicresi (10* hiicre/ml) rnegi uygulandiginda 24 saat
inkiibasyon sonrasi canli hiicre oran1 % 65,72, erken apoptozdaki hiicre oran1 %
4,06 geg¢ apoptozdaki /6lii hiicre orant % 27,59 ve 6lii hiicre oran1 % 2,63 olmak
tizere toplam apoptozdaki hiicre oran1 % 31,65 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.17

a)

SKOV3-CEA hiicrelerine T hiicresi (10* hiicre/ml) rnegi uygulandiginda
24 saat inkiibasyon sonrasi canli hiicre oran1 % 56,16, erken apoptozdaki hiicre
orani % 2,55 ge¢ apoptozdaki /6lii hiicre oran1 % 39,82 ve 6lii hiicre oram1 % 1,48

olmak iizere toplam apoptozdaki hiicre oram1 % 42,37 olarak tespit edilmistir
(Sekil 4.17 b).

SKOV3 hiicrelerine 30 uM Mn-AuNP enkapsiile edilmis T hiicresi ornegi
uygulandiginda 24 saat inkiibasyon sonrasi canli hiicre orant % 61,88, erken
apoptozdaki hiicre oran1 % 3,35, ge¢ apoptozdaki / 6lii hiicre oran1 % 30,66 ve 6li
hiicre oran1 % 4,11 olmak tizere toplam apoptozdaki hiicre oran1 % 34,01 olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.18 a).

SKOV3-CEA hiicrelerine 30 uM Mn-AuNP enkapsiile edilmis T hiicresi
ornegi uygulandiginda 24 saat inkiibasyon sonrasi canli hiicre oran1 % 50,08,
erken apoptozdaki hiicre oran1 % 8,61, ge¢ apoptozdaki /6lii hiicre oran1 % 40,08
ve Olii hiicre oran1 % 1,23 olmak iizere toplam apoptozdaki hiicre oran1 % 48,69
olarak tespit edilmistir (Sekil 4.18 b).

(a) (b)
AFPOPTOSIE PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
i Dead Late Apop./Dead {Dead Late Apop./Dead
3.45 o 10.60 % 3.00 %
£ 5
-
= a4 = 2_=
E R
=] =
14 14
? 4.00 % 1928 3.80 %
0 1Live Earhy &pop. 0 1Live Earty Apop.
Live AMMEXIN Y Apoptotic Live AMMEXIMN Y - Apoptotic

Sekil 4.14 Kontrol grubu olarak SKOV3 (a) ve SKOV3-CEA (b) hiicrelerinin apoptozis sonuglari
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APOPTOSIS PROFILE

Dead Late Apop./Dead
11.50 % 11.60 %

YIABILITY
i

17.60 %
D'-L Earby Apop.
0 3 4

Live AMMEXIN W

Apoptotic

Sekil 4.15 Mn-AuNP nin yiiklii T hiicrelerinin apoptozis sonuglar1

(a) (b)
APCQPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE
i Dead Late Apop./Dead i Dead Liate Apop./Dead
12.92 % 15.62 % 11.75 % 14.55 %
3 34 :
£ E
1 |
@ 23 o 23
= 7 =
= ] =
14 L
] : 1761 % 173.08° 10.70 %
0 1 Earhy Apop. 0 1Live Earty Apop.
0 3 4 0 1 2 3 4
Live AMMEXIM W Apoptatic Live AMMEXIM W Apoptatic

Sekil 4.16 Mn-AuNP’nin SKOV3 (a) ve SKOV3-CEA (b) hiicreleri iizerindeki apoptozis sonuglari

(a) (b)
APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
1283 % 27.59 % 11.48 % 3982 %
33 33 L
3 3 it
E = 3
_ _|
@ 23 m 23
] =
14 . 14
1g5.72 4.06 % 156.16 % 2.55%
0 1Liwe Earty Apop. 0 1Liwe arhy Apop
0 1 > 3 4 0 1 5 3 4
Live AMMEXIM Y Apcptotic Live AMMEXIM WV Apoptotic

Sekil 4.17 T hiicrelerinin SKOV3 (a) ve SKOV3-CEA (b) hiicreleri iizerindeki apoptozis sonuglari
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(a) (b)
APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
4? Dead Late Apop./Dead i Dead Liate Apop./Dead
] 30.66 % 1123 % 40.08 %
= E
= 5] =
E E
= ] =
1
161, 3.35 % 5,61 %
p4Lve Early Apop. pltve .. L EarlyApop.
o 1 2 2 4 0 1 2 3 4
Live AMMEXIM W Apoptotic Live AMMEXIM WV Apoptotic

Sekil 4.18 Mn-AuNP yiiklii T hiicrelerinin SKOV3 (a) ve SKOV3-CEA (b) hiicreleri {izerindeki
apoptozis sonuglari

Yapilan apoptosiz SKOV3 hiicre ¢alismalarinin sonuglari incelendiginde
toplam apoptoz oraninin % 7,45 oldugu goriilmektedir. Bu hiicrelere T hiicreleri
uygulandigindaki toplam apoptoz orant % 31,65, Mn-Au nanoparcaciklari
uygulandigindaki toplam apoptoz orant % 33,23 ve T hiicrelerine enkapsiile
edilmis Mn-Au nanoparcaciklar1 uygulandigindaki toplam apoptoz oraninin %
34,01 oldugu goriilmektedir. Buna gore T hiicrelerine enkapsiile edilmis Mn-Au
nanoparcgaciklar, SKOV3 hiicreleri tizerinde, Mn-AuNP ve T hiicresi
orneklerinden daha fazla apoptotik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Yapilan apoptosiz  SKOV3-CEA hiicre ¢alismalarinin  sonuglari
incelendiginde toplam apoptoz oraninin % 6,80 oldugu goriilmektedir. Bu
hiicrelere T hiicreleri uygulandigindaki toplam apoptoz oram1 % 42,37, Mn-Au
nanoparcaciklari uygulandigindaki toplam apoptoz oran1 % 25,25 ve T hiicrelerine
enkapsiile edilmis Mn-Au nanopargaciklar1 uygulandigindaki toplam apoptoz
oranimin % 48,69 oldugu goriilmektedir. Buna goére T hiicrelerine enkapsiile
edilmis Mn-Au nanopargaciklari, SKOV3-CEA hiicreleri iizerinde, Mn-AuNP ve
T hiicresi drneklerinden daha fazla apoptotik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Her iki sonucglarda goz oniinde bulunduruldugunda T hiicrelerin enkapstile
edilmig Mn-AuNP orneklerinin, SKOV3-CEA iizerinde SKOV3'ten daha fazla
apoptik etkiye yol actig1 tespit edilmistir. Bu durum T hiicrelerinin CEA antijenini
tanimasindan kaynaklanmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada; multifonksiyonel ilag tasiyici sistem olarak altin
nanoparcaciklar sentezlenmistir. Tasiman ila¢ sisteminin canli tizerindeki toksik
etkisinin azaltilmasi, yiiksek yiizey-hacim oram sayesinde daha yiiksek miktarda
konjugasyona olanak saglamasi ve biyolojik ortamdaki stabiliteyi arttirmasi gibi
Ozellikler, ilag tasiyici sistem olarak nanoteknolojiden faydalanmanin baslica
nedenleridir. Yapilan karakterizasyon ve hiicre kiiltlirii ¢aligmalart bu amacin
istenilen sonuca vardigini desteklemektedir.

Sentezlenen altin nanopargaciklarin SEM analizleri sonucunda pargacik
boyutlarinin 31,60+£12,92 oldugu tespit edilmistir. Partikiil boyutu 20 nm-60 nm
araliginda olan altin nanopargaciklar ilag tasima, biyobelirteg ve kimyasal sensor
gibi alanlarda kullanilmaktadir (Rowles, 2013). Bu sonu¢ sentezlenen altin
nanopartikiiliin multifonksiyonel prob olarak kullanimi i¢in ideal boyutta
oldugunu gostermektedir.

Multifonksiyonel prob olan altin nanoparcaciklarin MRG tekniginde
kullanimlari igin pozitif kontrast 6zelligi tasiyan Mn ile konjugasyon g¢aligsmasi
yapilmistir. FTIR, UV spektroskopisi, XRD, EDX ve VSM c¢alismalar1 sonucunda
mangan konjugasyonun basarili bir sekilde gergeklestigi ve nanoparcacik sistemin
manyetik 06zellik kazanarak MRG tekniginde pozitif kontrast ajan olarak
kullanabilecegi  goriilmiistir. FTIR analizinde elde edilen spektrum
incelendiginde, Mn-AuNP konjugasyonunun altin nanopartikiilin —COOH
uclarindan gerceklestigi tespit edilmistir.

Multifonksiyonel pozitif kontrast ajan olan Mn-Au nanoparcaciklara *™Tc
ile radyoisaretleme g¢alismasi yapilmistir. Radyoisaretleme sonucunda isaretleme
verimi kalite kontrolii i¢cin TLC, stabilite ve lipofilite calismalar1 yapilmistir. SF
ve asetonitril banyolar1 kullanilarak yapilan TLC c¢aligmalarinin sonuglari
incelendiginde SF banyosunda % 98,44 + 0,26, asetonitril banyosunda ise %
98,08 £ 0,87 verimde isaretleme gergeklestigi tespit edilmistir. Bu sonuglar bize
radyoisaretlemenin yiliksek verimde gergeklestigini gostermistir. Radyo isaretleme
sonras1 24. Saat sonuna kadar yapilan stabilite ¢caligmalarinda ilk 6 saat sonrasinda
isaretleme veriminin % 99,07 + 0,72 oldugu, 24 saat sonrasinda ise bu degerin %
97,11 £ 1,56 ‘a dustiigii tespit edilmistir. Bu sonu¢ bize altin nanopartikiil
kullaniminin yiiksek radyoisaretleme verimi ve radyoisaretleme stabilitesini
sagladigin1 gostermektedir.

SKOV3 ve karsinoembriyojenik antijen isaretli SKOV3 hiicre hatlar ile
sitotoksisite ve apoptozis caligmalart in vitro ortmda yapilmistir. Yapilan
sitotoksisite ¢aligmalari sonucunda hiicre hatlarma 100 pM Mn-AuNP
konsantrasyonunda sitotoksik etkinin az oldugu, daha yiiksek konsantrasyonlarda
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ise SKOV3-CEA hiicre hatlarinda Mn-AuNP’nin sitotoksik etkisinin daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir.

SKOV3 ve SKOV3-CEA hiicre hatlarinda farkli sartlarda apoptotik etkiler
incelenmistir. Yapilan ¢alismalarda, SKOV3 ve SKOV3-CEA hiicre hatlarinin
kendi baslarina apoptotik ozellikleri incelenmis ve ge¢ apoptoz sonuglarinin
SKOV3 hiicreleri i¢in % 3,45, SKOV3-CEA hiicreleri i¢in % 3,00 gibi diisiik
degerlerde oldugu tespit edilmistir. Sentezlenen Mn-AuNP’lerin kanserli hiicre
hatlar1 iizerindeki apoptotik etkileri incelendiginde, SKOV3 hiicreleri i¢in ge¢
apoptozun % 15,62, SKOV3-CEA hiicreleri icin ise % 14,55 oldugu tespit
edilerek sentezlenen Mn-AuNP’larin kendi baglarina kanserli hiicre hatlari
izerindeki apoptotik etkiyi arttirdiklar1 ortaya konulmustur. T hiicrelerine konjuge
edilen Mn-AuNP’larin kanserli hiicre hatlar1 tizerindeki apoptotik etkileri
incelendiginde, SKOV3 hiicre hattindaki ge¢ apoptozun % 30,66, SKOV3-CEA
hiicre hattindaki ge¢ apoptozun ise % 40,08 oldugu tespit edilmistir. T hiicreleri
kullannm1 ile apoptotik etkinin artmasinin sebebi, T hiicrelerinin kanser
hiicrelerine spesifik olup bu hiicreleri kontrollii olarak yok etmesidir. SKOV3-
CEA hiicrelerindeki apoptotik etkinin SKOV3 hiicrelerine gore daha yiiksek
olmasiin sebebi, daha yiiksek miktarda karsinoembriyojenik antijen isaretli
olarak tiretilen SKOV3-CEA kanser hiicrelerinin, SKOV3 kanser hiicrelerine gore
daha fazla ~ miktarda  karsinoembriyojenik antijen icermesinden
kaynaklanmaktadir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda; tiimor spesifik multifonksiyonel kontrast
ajan olarak T hiicre konjuge radyoisaretli Mn-Au nanopargacik sentezlenmistir.
Sentezlenen bu multifonksiyonel goriintiileme ajan1 ile MRG/SPECT dual
modalite goriintiileme sisteminde elde edilecek goriintii kalitesi arttirtlacak ve
boylelikle tiimorli dokunun teshisindeki dogruluk arttirilacaktir. T hiicrelerine
konjuge edilen radyoisaretli multifonksiyonel kontrast ajanin teshis ¢alismalarda
kaliteyi arttirmasi ile beraber T hiicreleri sayesinde kanserli hiicreleri yok ettigi
yapilan hiicre kiiltiirli ¢aligmalar ile ortaya konmustur.
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