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OZET

INSAN KANSER HUCRELERINDE IN VITRO UYGULAMALARDA
KULLANILABILECEK BOR NOTRON YAKALAMA TERAPISI
ICIN NANOBIYOPARCACIKLARIN SENTEZLENMESI VE
GELISTIRILMESI

KOZGUS GULDU, Ozge

Doktora Tezi, Nikleer Bilimler Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Perihan UNAK
Iknci Danigsman: Prof Dr. Suna TIMUR

Eylul 2016, 153 sayfa

Tez ¢alismasi ile glioblostoma hiicrelerine yiiksek sensitivite ve spesifitede
baglanma gosteren Bor Nitrir Nanotlp (BNNT) esasli nanobiyokonjugat
olusturarak glioblostoma hcrelerini gosterecek ve bor noétron yakalama
terapisinde (BNCT) kullanilabilecek bir teranostik ajan  gelistirilmesi
amaclanmistir. Sentezlenen ajanin glioblostoma hiicrelerine olan afinitesi in vitro
olarak incelenmistir. Bulunan sonuglar insanda kullanilan BNCT ajanm olan 4-
borono-L-fenilalanin (L-BPA) ile karsilagtiriimistir.

BNNT’ler lityum Kkatalizorliiginde NHjz atmosferinde  kimyasal
buharlastirma depozisyon (Chemical Vapor Deposition, CVD) yontemiyle
sentezlenmistir. Sentezlenen BNNT’ler PAMAM ile modifiye edilerek
¢ozinlrligi arttirilmigtir. L-Phe ile EDC-NHS kimyas: ile konjuge edilmistir.
Konjugasyon verimi HPLC ile belirlenmistir. Elde edilen BNNT/PAMAMY/L-Phe
optimizasyon ve karakterizasyon calismalart XRD, SEM, EDX, TEM, FTIR ile
gerceklestirilmistir.  Nanokonjugatlar %' ile iodojen yontemine gore
radyoiyotlanmistir. Radyoiyotinasyon kalite kontroli TLRC ve HPLRC
yapilmistir. Ayrica radyoiyotlu drneklerin lipofilite tayini ve kagit elektroforezi
gergeklestirilmistir. Radyoiyotlu oOrneklerin oda sicakliginda stabilite testleri

yapilmis ve 24 saate kadar stabilitelerini koruduklar1 goriilmistiir.

Nanokonjugatlarin  sitotoksik etkilerini incelemek amaciyla farkl
konsantrasyonlarda ve zaman araliklarinda sitotoksisiteleri incelenmistir. Yapiya
giren iyotun htcreler tizerindeki sitotoksisiteye etkisi olup olmadigi incelenmistir.
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U87-MG ve C8-D1A hiicreleri icin %[ ile isaretlenen BNNT/PAMAM[G-
2]/L-Phe, BNNT/PAMAM[G-2], L-BPA ve L-Phe, 6rneklerinin hiicre tutulumlari
zamana bagli olarak incelenmistir. Nanokonjugatlar fluoresan bir boya olan FITC
ile isaretlendikten sonra hicrelerde goriintiileme g¢alismasi gerceklestirilmistir.
Goériintiileme ¢alismasinda hiicrelerin ¢ekirdekleri DAPI ile maviye boyanmustir
ve fluoresan isaretli Ornekler yesil goriinti olusturmustur. Gortntller
degerlendirildiginde fluoresan isaretli nanokonjugatin hiicre sitoplazmasinda

bulundugu tespit edilmistir.

U87-MG ve C8-DIA hiicrelerinde nanokonjugatlarin apoptotik etkisi

incelenmis ve herhangi bir apoptotik etkinin olmadig tespit edilmistir.

Elde edilen sonug¢lar BNNT’lerin biyouyumlu oldugunu gostermektedir.
PAMAM’in  BNNT’lerin ¢0ziiniirliiglinii ve biyoafinitesini arttiric1  etkisi
olmustur. PAMAM ile modifikasyon yapmak sinerjistik etki kazandirmistir.
PAMAM’mn  hiicre {izerindeki toksik etkisini azaltirken BNNT’lerin
¢ozinirligini ve hiicre afinitesini arttirmistir. Ayrica L-Phe ile konjugasyon
hiicre afinitesinde olumlu bir etki saglamis, U87-MG hiicrelerine daha secici hale
getirmistir. Radyoiyotinasyon da iyi bir tasiyict motif saglamistir.

Anahtar sozcukler: Bor Nitrir Nanotlp, Kimyasal Buhar Depozisyon
Yontemi, Glioblastom Multiform Hiicreler, Bor Notron Yakalama Terapi Ajani,
Radyoiyotinasyon, *31, 1.



ABSTRACT

THE SYNTHESIS AND DEVELOPMENT OF
NANOBIOPARTICLES IN VITRO APPLICATIONS WITH HUMAN
CANCER CELL FOR BORON NEUTRON CAPTURE THERAPY

KOZGUS GULDU, Ozge

PhD. in Nuclear Scicence Department
Supervisor: Prof. Dr. Perihan UNAK
Co Supervisor: Prof. Dr. Suna TIMUR

September 2016, 153 pages

In this thesis project, it is aimed to develop a boron neutron capture
therapy (BNCT) agent, boron nitride nanotube basis nanobioconjugate which has
high sensitivity and specificity to glioblastome multiforme cells for monitoring
them. The affinity of the synthesized agent to glioblastoma cells was examined in
vitro. The obtained results were compared with the 4-borono-L-phenylalanine,
which is used as BNCT agent in human.

BNNTs were synthesized via chemical vapor deposition (CVD) method
with the catalysis of lithium in NH3 atmosphere. The synthesized BNNTs were
modified with PAMAM for increasing the solubility. L-Phe was conjugated by
EDC-NHS chemistry. The conjugation yield was determined with HPLC. The
optimization and characterization of obtained BNNT/PAMAM/L-Phe were
carried out with XRD, SEM, EDX, TEM and FTIR. The nanoconjugates were
radioiodinated with !l via iodogen method. The quality control of
radioiodination was carried out with TLRC and HPLRC. Furthermore the
lipophilicity and paper electrophoresis of radioiodinated samples were performed.
The stability tests of radioiodinated samples were carried out at room temperature
and the results showed that they were stable in 24 hours. In order to evaluate the
cytotoxic effects of the nanoconjugates different concentrations and time were
investigated. Whether the cytotoxicity of iodine, which participated in the
structure, or not. The incorporation of radioiodinated BNNT/PAMAM[G-2]/L-
Phe, BNNT/PAMAM[G-2], L-BPA and L-Phe with **3!| were examined by the
time dependent on U87-MG and C8-D1A cells.



The fluorescent cell imaging studies were performed with nanoconjugates
after FITC conjugation. In the imaging study the cell nucleus was stained blue
with DAPI and fluorescent labeled samples were demonstrated green imagine.
While the images were evaluated the fluorescent nanoconjugates were migrated to
the cytoplasm.

The apoptotic effects of nanoconjugates were examined in U87-MG and
C8-D1A cells. It was detected that there was no apoptotic effect.

The obtained results were showed that the BNNT was biocompatible.
PAMAM increased the solubility and bioaffinity of BNNTs. The modification of
PAMAM was supplied synergistic effect to the BNNTs. While PAMAM was
reducing the cytotoxic effects on cells, at the same time increase the solubility and
cell affinity of BNNTSs. In addition, the conjugation of L-Phe also have a positive
effect, it has become more selective in U87-MG cells. Radioiodination has
provided good carrier motifs.

Keywords: Boron Nitride Nanotube, Chemical Vapor Deposition Method,

Glioblastom Multiforme Cells, Boron Notron Capture Therapy Agent,

Radioiodination, 31, 1%,
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1. GIRiS

Bu tez ¢alismasinin amaci tiimor hedefli Bor Nitriir Nanotiiplerin (BNNT)
yeni Bor Notron Yakalama Tedavisi (BNCT) ajanlar1 olarak sentezlenmesidir.
Biyouyumlulugu arttirmak igin bor nitriir nanotipler PAMAM dendrimeri ile
B veya 1 ile
radyoisaretlenerek BNCT de kullanilabilecek teranostik ajan haline getirilmeye

modifiye edilmistir. Sentezlenen nanobiyokonjugatlar

calistlmisgtir. Bu sekilde orijinal, basit termal substitiisyon yontemleri ile
olusturulabilecek ¢oziiniirliigii ve biyouyumlulugu miikemmel bor nitriir esasl
nanotiiplere dayali yeni BNCT ajanlar1 gelistirilmeye g¢alisilmis ve in vitro olarak
glioblostoma kanser hiicreleri tizerindeki etkinligi incelenmistir.

BNCT o6lumcdil tumoérlerin tedavisinde erken mortaliteyi 6nlemede basarili
bir yontemdir. Bu tedavinin hedefi; Bor’un ila¢ formununun intravendz olarak
uygulanarak tiimor hedefli ajanlarla tiimdrlii dokuya ulagsmasi saglandiktan sonra
notron bombardimani yapilmasidir. Bu yolla tiimor hiicrelerinin icindeki veya
bitisigindeki 8 nétron kaynagindan gelen noétronlar1 yakaladiktan sonra

2* parcaciklari

parcalanmakta ve agiga cikan yiiksek enerjili, yiikli Li** ve “He
sadece timor hucrelerine hasar vermektedir. Etraftaki normal hucreler zarar
gormemektedir. Tiimor hiicresinin bor bilesigini segici olarak normal hiicreden
daha yiiksek oranda tutmast BNCT nin klinik uygulamalarinin basarili olmasinda
biiyiik dénem tasir. ilaglarin beyne girisi icin Kan Beyin Bariyerini gecmeleri
gerektigi i¢in beyin tiimorlerindeki tutulumun artmasi da ancak Kan Beyin
Bariyerini asabilen molekiiller igin gegerlidir. Bu nedenle BNCT nin glioblastoma
hiicrelerinde basarili olabilmesi Kan Beyin Bariyerini asabilen bor igeren
molekdllerin beyin timorlerinde secici olarak afinite gosterebilmesi ile mimkin

olabilir.

BNCT 0zellikle ylksek derecede malignant olan timdrlerin tedavisinde
erken mortaliteyi onlemede basarili bir yontemdir. Bu tedavinin hedefi bor’un ilag
formunun intravendz olarak tiimor arayici ajanlarla tiimorli dokuya ulagmasi
saglandiktan sonra ndtron bombardimani yapilmasidir. Bu yolla tUmor
hiicrelerinin i¢indeki veya hemen bitisigindeki B-10, nétron kaynagindan gelen
notronlar1 yakaladiktan sonra pargalanmakta ve agiga c¢ikan yiiksek enerjili Li
ve *He parcaciklari sadece timor hiicrelerine zarar vermektedir. Etraftaki normal
hiicreler zarar gormemektedir. Timor hiicresinin bor bilesigini segici olarak
normal hilicreden daha ylksek oranda tutmast BNCT’nin klinik uygulamalarinin
basarili olmasinda biiyiik 6nem tasir. Ilaglarin beyne girisi icin Kan Beyin



Bariyerini gegmeleri gerektigi igin beyin tiimorlerindeki tutulumun artmasi da
ancak Kan Beyin Bariyerini asabilen molekiiller igin gegerlidir. Bu nedenle
BNCT nin beyin tiimoérlerinde basarili olabilmesi Kan Beyin Bariyerini asabilen
bor iceren molekillerin beyin timdrlerinde segici olarak afinite gosterebilmesi ile
mumkun olabilir.

BNCT ile olimcul timorler tedavi edilebilmekte veya hastanin Omrii
uzatilabilmektedir. Bu tedavinin uygulanabilmesi icin °B iceren ajanlar

gerekmektedir.

Ideal bir BNCT ajaninin beklenen 6zellikleri:

Hiicresel membranlar boyunca tasinabilir olmasi,

*  Tiimor hiicrelerindeki birikimin segiciligi,

» Kan Beyin Bariyeri (KBB) boyunca tasinabilir olmasi,
* Nikleustaki birikim,

* Yiksek timdr kan ve timor normal doku orani,

* Yiiksek Bor igerigi,

e Diisiik toksisite,

- Katabolizmaya diren¢ gostermesi.

Dendrimerler farkli nanoparcaciklar1 stabilize etme ve fonksiyonel olarak
kanseri hedeflemek veya goriintiilemek igin yeni ajanlar gelistirme amaci ile
kullanilmislardir (Liu et al., 2013). BT de kontrast ajan olarak kullanilabilmelerini
saglamak amaciyla Au, Gd nanoparcaciklarin iyotlu tiirevleri hazirlanmis ve
dendrimer ile bu nanopargaciklarin birlestirilmesi daha uygun sirelerde
gorintiileme saglanmistir. Iyot ve Gd bu amacla lipozomlar ile birlestirilerek MR
gorintileme ve BT de potansiyelleri arastirilmistir (Zheng et al., 2007). Miyata
ve grubu ise liposomlari sodyum borokaptat ve iyotlu kontrast ajan ile birlikte
kapsule ederek boron noétron yakalama terapisi ve BT goruntilemede birlikte
kullanilabilecek bir teranostik ajan haline getirmeye ¢alismislardir. Lipozomlar ise



glioama gibi baz1 kanserlerde zengin oldugu bilinen transferin reseptorlerine
hedeflenmek i¢in kullanilmiglardir. Bu sekilde lipozom ile hedeflendiginde
gliomali fare beyninde 82,2 pg B/g bulunurken lipozom ile hedeflenmeyen
farelerde 22,5 pg B/g gore daha yiiksek bor bulunmustur. Iyot ile BT de kontrast
saglama lipozom dagilimmi daha iyi goérmeyi ve dolayisiyla ndtron yakalama
tedavi planlamasini daha saglikli yapmayr miimkiin kilmaktadir (Miyata et al.,
2011).

Dallanmis polimer molekiiller olarak dendrimerler ¢esitli kontrast ajanlarin
biyouyumlulugunu arttirmak ve O6zelliklerini iyilestirmek ic¢in kullanilmistir. En
¢ok kullanilan dendrimerlerden biri olan PAMAM c¢oklu amin gruplar1 igerir. Bu
durum modifikasyonu ve c¢ok fonksiyonlu yapi elde etmeyi kolaylastirir. ilk
olarak iyot iceren dendrimerlerin BT kontrast ajani olarak kullanilabilirligini
onermislerdir (Yordanov et al., 2002). Triiodobenzenepropanoic acid tlrevini bir
PAMAM dendrimeri ile reaksiyona sokmuslar ve kiitlece % 33 iyot igeren bir ajan
elde etmislerdir. Elde ettikleri molekiil BT de yeterince kontrast gostermistir
(Yordanov et al., 2005). Fu et al. PEG ile modifiye edilmis dendrimerleri klinik
olarak onayli bir BT kontrast ajani olan iobitridol ile birlestirmislerdir (Fu et al.,
2006). Tavsanda yaptiklari goriintiileme calismasinda enjeksiyondan sonra ikKi
dakika icinde iyi bir damar kontrast1 gormiislerdir. Kiigiik molekiillerden daha iyi
olmasma ragmen sadece 32 dakikalik bir kontrast siiresi elde etmislerdir.
Dendrimerlerin diger bir ilgi ¢ekici 6zelligi konrast arttirici gruplarin kolayca
yaptya sokulabilmesidir. Ornegin Guo ve grubu altin nanoparcaciklari
dendrimerler ile birlestirdikten sonra diatrizoic asit ile reaksiyona sokmuslardir.
Bu ¢ift isaretleme yapiya kontrast arttirict sinerjik etki saglamistir (Guo et al.,
2011). Dendrimerlere dual mod goriintiileme 6zelligi kazandirmak igin Criscione
et al. Hem triiodobenzoic acid ve hem de **™Tc’u kullanarak hem SPECT (single
photon emission tomography) ve hem de BT’de gorintileme o&zelligi
kazandirmiglardir (Criscione et al., 2011).

Bu calismada ise BN nanotiipler PAMAM ile modifiye edilmis, PHA ile
konjuge edilmis, 1281311 jle radyoiyotlanmis ve hem BNCT, hem de SPECT de
kullanilabilecek teranostik bir yapi elde etmek amaglanmistir. **!1’in hem terapi
hem goriintiileme radyoniiklidi olmast ve uzun yaridmrii terapiyi izleme ve

tedaviye ilave terapi dozu saglayacaktir.






2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kanser

Viicudu olusturan hiicreler biraraya gelerek dokulari, dokular bir araya
gelerek organlar1 olusturmaktadir. Organ ve dokular olusurken hiicreler belirli bir
diizen i¢inde, belirli is boliimleri yaparak bir araya gelirler. Organizmanin temel
birimi olan bu hiicreler belirli bir hizda ve kontrol altinda ¢ogalirlar. Ote yandan
yaslanan hiicrelerde belirli bir hizda yikilmaktadirlar. Kanser en kisa tanimi ile
hiicrelerin kontrolsiiz sekilde ¢cogalmalar1 demektir. Bu ¢ogalma sirasinda kanser
hiicresinde, normal hiicrelere gore yapisal farkliliklar c¢iktigi gibi, islevleri
acisindan da farkliliklar ¢ikacaktir; bazen hiicre normalde yaptigi islevlerini
yapmazken, bazen de normalde olmayan bazi yeni islevleri de yapmaya
baslayabilecektir. Anormal sekilde cogalmaya baslayan bu hiicreler bulunduklari
yerdeki doku ve organlar1 isgal edecek hatta daha uzaktaki organlar1 isgal edecek
ve isgal ettigi bu boliimlerin gorevlerini engelleyecektir. Hiicre kontroliiniin
bozulup bir hastalik olarak kanser tablosu ¢ikincaya kadar gecen kanser olusum
siresi, kanser cinslerine gore degiskenlik gostermekle birlikte ortalama 15-20
yildir. Sebebi iyi bilinmeyen bu hastaliklarin olus mekanizmasi da tam olarak
bilinmemektedir. Ancak bu konuda son yillarda Onemli ilerlemeler
kaydedilmektedir. Kanserler koken aldiklar1 doku ve organlara gore
isimlendirilirler. Belirti, bulgu ve tedavileri de kanserin cinsine gore
degismektedir (Kutluk ve Kars, 2001).

Normal Kanser
Hiicreler Hiicreleri
L™

Sekil 2.1 Saglikli ve Kanserli Hiicreler(http://www.cancerresearchuk.org/).

Kanserin nedenleri; iyonize radyasyon, ultraviyole isinlari, hava kirliligi,
kimyasal karsinojenler, beslenme faktorleri, sigara, alkol, virusler ve genetik
faktorler olusturmaktadir (Kutluk ve Kars, 2001).



2.1.1. Beyin Tumorleri

Kafa i¢inde yer alan tlimorler, beyin tiimorleri ve diger organ tiimérlerinin
beyin ve beyin zarlarina yayilmalar1 yani metastazlar olarak ikiye ayrilirlar.
Metastatik timorler en sik akciger, malin melanom, meme kanserlerinin seyrinde
olur ve erigkinlerde siktir. Birinci tlimorler tek kitle olarak kendini gosterirken
metastatik olanlar siklikla birden fazla kitle olustururlar. Erkek-kadin orani 3/2dir.
Beyin tiimorlerinin en sik goriildiigii iki yas grubu, 5-10 ve 50-55 yaslar olarak
tanimlanmistir. Cocukluk c¢aginda en sik goriilen tiimorlerdir. Nedenleri 1.
Cevresel karsinojenlerin sinir sistemi tiimorleri olusturduguna ait kanit yoktur.
Radyasyonla karsilasmanin ve plastik sanayisinde c¢alismanin risk faktori
olabilecegi ileri siiriilmektedir. 2. Baz1 kalitsal hastaliklarin seyrinde sinir sistemi
timorleri sikhiginda artis goriilebilir (Norofibromatozis, tuberoskleroz, Turcot
sendromu), 3. Bagisiklik sistemi baskilanmasi, transplantasyon (6zellikle kalp
nakli) yapilan kisilerde ve AIDS'de O6zellikle beynin birincil lenfomalar1 riski
artmaktadir. Sinir sisteminde tiimorlerin %901 kafa i¢inde, %10'u omurilik
kanalinda yerlesir. Cocuklarda tiimdrlerin %70'1 beyin yar kiirelerinde yerlesir
(http://braintumor.org/brain-tumor-information/understanding-brain-
tumors/tumor-types/; Kutluk ve Kars, 2001). Beyin tiimorlerinin seyri yerlestigi

bolgeye, biliylime hizlarina, tiimor hiicrelerinin tipine baglidir. Beyni ¢evreleyen
kafatas1 esneme 0zelligi olmayan bir yap1 oldugundan iyi huylu tiimérler bile kafa
i¢i basincini artirarak ve yasamsal olusumlara basi ile yasami tehdit ederler. Oliim
nedeni siklikta beyin fonksiyonlarinin durmasi ve solunum felcidir. Hizli biiyliyen
tiimorler kritik ¢capa daha kisa zamanda ulasarak, beyin dokusunda s1v1 toplanmasi
ve kafa i¢i basincin artmasina yol agarlar. Bu durumda baglica belirtiler kan
basinci yiikselmesi, bas agrisi, bulanti-kusmadir. Yavas biiyliyen tiimorler daha
sinirli belirtiler, sikligi ve siddeti giderek artan sara nobetleri yaparlar. Beyin
timorleri ¢cogunlukla yerel biiylime gosterir, medulloblastomlar beyin-omurilik
s1visi yoluyla gene sinir sistemine sinirl yayilma yapabilirler. Sinir sistemi digina
yayillim yok denecek kadar azdir. Belirtiler bag agris1 hizli biiyiiyen tiimorlerde
olur. Yirmi yasinin iizerinde kisilerde gelisen sara ndbetlerinin beste biri tiimore
baghdir. Bayilma, bas donmesi, gegici gorme kaybi, uzun siiren kafa i¢i basinci
artmas1 uyku hali ve entellektiiel fonksiyon kaybina yol agar. Beyin glial timorleri
duyu, hareket ve kisilik bozukluguna, beyincik tiimdrleri denge kaybina yol
acabilir. Beyin zarlariin kanser hiicreleri ile tutulumu ise bas agrisi, uyku hali,
biling kaybina neden olabilir. Omurilik tiimorleri, barsak ve idrar torbasi kontroli
kaybi, uyluk, bacak ve dis lireme organlarinda duyu ve hareket bozuklugu

yapabilir. Agiklanamayan bas agrisi, sara nobetleri, denge, kisilik ve hareket
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bozuklugu, figkirir tarzda ve Ogiirtiisiz kusmasi olan kisilere bilgisayarh
tomografi yapilarak tani konabilir. Kafa i¢inde yer tutan bir kitle dncelikle beynin
birinci ve ikinci (metastatik) tomiirlerinin ayrimini gerektirir. Bagka bir organin
tiimoriiniin beyne yayilmasi sonucu gelisen kitleler cogunlukla birden fazladir
(http://braintumor.org/brain-tumor-information/understanding-brain-

tumors/tumor-types/; Kutluk ve Kars, 2001). Tedavi yaklasimi bu iki tiirde
benzerlik gosterir. Tek timor varsa Kitlenin g¢ikarilmasi gerekir. Beynin kendi

tiimorleri ¢ogunlukla tektir. Beyin dokusunun 6zelligi nedeniyle timor genis
emniyet smir ile ¢ikarilamaz. Bu nedenle radyoterapi tedaviye eklenmelidir.
Yiiksek dereceli, hizli biiyiiyen tiimorlerde kemoterapi uygulanir. Birincil
tiimorlerde yasam, tiimoriin cinsine, biiylime hizina baglidir. Yavas biiyliyen
astrositomlarda 5 yillik yasam %60 iken, hizli biiyiiyen glioblastomlar nadirdir.
Ikincil tiimérler ¢ok kez oldugu gibi birden fazla sayida ise cerrahi yaklasimin
yeri yoktur. Radyoterapi ve kemoterapi uygulanir. Bu tiimorlerde asil tiimoriin de
tedavisi gereklidir. Prognoz tiimoriin cinsine ve yayilimina gore degismekle

birlikte beyne yayilmis bir tiimdr oldukea kisitli bir yasam siiresi anlamina gelir.
Beyin tiimorlerinin gesitleri asagidaki gibidir;

Akustik néroma, Astrositoma, Kordoma, CNS lenfoma, Kranyofaranjioma,
diger gliomalar, Medullablastoma, Menenjioma, Metastatik Beyin Tumorleri,
Oligodendroglioma, Hipofiz Tumorleri, Birincil Noroektodermal (PNET) ve

Beyin ile iligkili durumlardir.

Astrositler kendi iclerinde 4 derecede simiflandirilirlar; Pilositik astrositoma,

Diisiik dereceli astrositoma, Anaplastik astrositoma ve Glioblastoma’dir.

Diinya’da 100.000 kisiden 270’i kanserdir. Bunlardan Amarikada 650’si,
Turkiye’de 400’0 kanserdir. Tiim yas gruplarinda kadin ve erkek igin bazi kanser
gruplari ve yilizdesel dagilimlar1 Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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Tiirkiye Kanser insidanslar1 Verileri
2.1.2. Bor No6tron Yakalama Tedavisi

Bor Noétron Yakalama Terapisi (BNCT) 1931’de Chadwick’in nétronlar
kesfinden yalnizca 5 yil sonra Gordon Locher tarafindan 1936 yilinda 6nerilmistir
(Gordon 1936). Bor Notron Yakalama Terapisinde ylksek LET (Lineer Enerji
Transferi) degerli pargaciklarin yliksek hasar verici etkisinden yararlanilir. Bunun
icin hedefe bor iceren molekiller enjekte edilir, daha sonra termal nétronlar ile
1sinlanir. Bor atomlar1 oldukea iyi bir tesir kesiti ile (3840b) nétron yakalar ve bu
reaksiyondan yiiksek LET degerli lityum iyonlar1 ve alfa pargaciklar1 dogar. Bu

parcaciklar secici hiicresel cerrahi de denilen hiicresel diizeyde zor tedavi edilen



tiimorlerde etkili olurken bor icermeyen saglikli dokuya hasar vermezler. Bor
Notron Yakalama Terapisi ¢ok farkli disiplinlerden katki gerektiren zor bir terapi
seklidir. Ancak Diinyadaki ¢esitli merkezlerde insanda uygulamalar1 mevcuttur.
Bu terapi seklinin basarisi toksik olmayan ve kanser hiicrelerinde segici olarak
birikebilen bor bilesiklerinin elde edilebilmesine baghdir. Simdiki terapi
sekillerinde kullanilan bor bilesikleri sinirli diizeyde insan kanser hiicrelerine
secicidir. Terapinin basarisini belirleyen diger konular da reaktor ve siklotronlarin
bu amagla nétron kaynagi kullanilabilmesini saglayacak sekilde gelistirilmeleri,
klinikte kullanilabilecek yeterlilikte ilag 6zelligi tasiyan bor igeren amino asitler,
porfirinler, nukleositler, aminler, lipoproteinler ve lipozomlar gibi c¢esitli bor
molekiillerinin  gelistirilmesi, bu molekullerin Kklinik o6ncesi farmakokinetik
calismalari, biyotagilim ¢alismalari, radyasyon doz hesaplari, hiicresel diizeyde
radyasyon biyoloji ¢caligsmalari, kiigiik ve biiylik hayvan modellerinde klinik dncesi
caligmalar, fazl klinik ¢alismalar1 gibi ¢alismalarinin yapilabilmesidir. Diinyada
reaktor nétronlart  kullanilarak termal ndtron yakalama terapisi Isveg
(STUDSVIK), Fillandiya (ESPOO), Hollanda (HFR PETTEN), Amerika Birlesik
Devletleri (Brookhaven (BNL, MIT), Italya (TRIGA MARK II, TAPIRO) ve
Japonya (JAERI,JRR4) gibi iilkelerde yapilabilmektedir.

Bor Notron Yakalama Terapisi olarak tanimlanan tedavi sekli giintimiizde,
ozellikle yiiksek derecede malignant oldugu bilinen glioblastoma multiforme tip
beyin timdrlerinde uygulanmaktadir. Bor kullanilarak yapilan bu tedavinin temel
hedefi; Bor'un ilag formu olan p-bronofenilalanin timorli dokuya verildikten

sonra, ndtron bombardimani yapilmasidir.

Bu tedavide radyoaktif olmayan bor bilesigi (1°B tagiyan) intravendz olarak
kana verilir ve hedef tiimor hiicreleri tarafindan tercihli olarak hiicre igine
alinmasi saglanir. Daha sonra tiimor hiicrelerinin ic¢indeki veya hemen
bitisigindeki 8 nétron kaynagindan gelen notronlar1 yakaladiktan sonra

parcalanir ve yiiklii parcaciklar ortaya ¢ikar.

BNCT’de kullanilan bor igeren bilesikler ise sodyum
merkaptodekahidrodedekaborat (Na,Bi12H1:SH, BSH) (Genadya ve Nakamura
2010), 4-dihidroksiborilfenilalanin (BPA) (Bortolussi et al., 2011), Gd iceren bor
fenil alanine (GABPA) (Corti et al., 2011), boronlu porfirin (BOPP) bilesikleri ve
tirevleri (Shinji et al., 2011), B ve Gd igeren karbon nanopargaciklardir (CNP),
(Hwang et al., 2010). Gd notron yakalama olasiligi ¢ok yiiksek olan bir metaldir,

B ile birlikte kullanildiginda beta ve gama 1sinlar1 vererek bir nevi brakiterapi
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kaynagi gibi etkinlik saglar. Ayrica MR goriintiilemede kontrast sagladigindan ve
gama 1smlamasi yaptifindan MR ve SPECT yontemlerini kullanarak iki ayri
yontemle terapinin etkinligini izlemek miimkiindiir. BSH Kan Beyin Bariyerini
gecemedigi i¢in normal beyin hiicrelerine giremez. TUMOr hiicrelerinin Kan Beyin
Bariyeri hasarli olmasi1 nedeniyle 6zellikle hiicre membrani tizerinde olmak {izere
BSH tUmor hiicreleri tarafindan alinabilir. BPA ise thyrosine ver DOPA’ya -
(dihydroxy phenylalanine) benzedigi i¢in 6zellikle malin mellonomada ¢ok daha
fazla etkili olur. Ilaveten BPA bir amino asit analogu oldugu i¢in amino asit
metabolizmasi ile hiicreler tarafindan daha fazla tutulur ve Kan Beyin Bariyerini
gecebilir. BPA 6zellikle hiicre ¢ekirdeginde birikir (Mukawa et al., 2011).

Diger yontemler ile tedavi edilemeyen beyin tiimorleri, akciger, karaciger,
melonamada BNCT deneysel olarak denenmis ve basarili sonuglar alinmistir.
1950 yilinda baslayan ilk uygulamalardan sonra yalnmizca belli merkezlerde

yapilan basarili sonuglar alinmaistir.

1968 yilindan itibaren Japonya’da beyin timorli hastalar BNCT ile tedavi
edilmektedir. Nakagawa ve Hatanaka 1997 yilinda yayinladiklar1 raporda 1968
yilindan itibaren Japonyadaki 5 reaktorii kullanarak 164 hastayr BNCT ile tedavi
ettiklerini rapor etmislerdir. Bu hastalardan 64’0 glioblastoma, 39 hasta anaplastic
astrosit ve 17 hasta daha erken evrelerde astrosit (evre 1 veya 2) idi. 30 hasta ise
farkli timdrlere sahipti. Gliomablostama hastalarinin ortalama yasama siiresi 640
gln, plastic astrositlerde 1811 guin, erken evre astrositlerde ise 1669 gln idi. 6
hasta 10 yildan uzun yasadi. Histolojik evreleme, hastanin yasi, hedefteki ndtron
akist hedefin derinligi veya timdr boyutunun terapinin etkinliginde Onemli
parametreler olarak belirlendi. Ileriki yillarda yapilan terapi c¢alismalarinda
yukaridaki parametrelerde yapilan diizeltmeler ile daha basarili olundugu ve
malign tiimorlerde BNCTnin etkili oldugu rapor edilmistir (Nakagawa and
Hatanaka 1997). Yine Japonya’da 2001 yilinda Almanya ile isbirligi ile yapilan
klinik calismada 56 glioblastoma (39 Avrupali ve 17 Japon) hastas1 100 mg/kg
sodium borocaptate (BSH: Na,Bi,H1:SH) verilerek BNCT ile tedavi edilmis,
kullanilan ilacin farmakokinetigi ve B-10’un insanda tiimor/beyin oran1 da bu
calisma ile belirlenmistir. Ilac verildikten 12 saat sonra nétron isinlamasinin
optimum oldugu goriilmiistiir (Kageji et al., 2011). Japonya’da c¢esitli reaktorler
kullanilarak BNCT uygulamalar ile ilgili baska raporlar daha vardir (Nakagawa
et al., 2003). Yaygin olmamakla birlikte Avrupa’da ve Diinyanin diger baska
tilkelerinde de BNCT’nin klinik uygulamalart mevcuttur (Joensuu et al., 2003).
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2.1.3. Bor Notron Yakalama Tedavi Ajanlari

1950 ve 1960’11 yillarin baslarindan beri BNCT’ de klinik olarak kullanilan
bilesiklerde istenilen Ozellikler; diisiik toksisiteye, yuksek timdor : beyin bor
oranmna, 20-35 pg bor/g '°B konsantrasyonuna sahip olmasidir (Tirkiye Atom
Enerjisi Kurumu, Teknoloji Dairesi).

Son yillarda segici tiimor hedeflemenin 6n plana ¢ikmasi ile daha once
tasarlanan ve sentezlenen yapilardan farkli olarak tiimoér hiicresi segiciligini
saglayacak (folik asit gibi) daha cok biyokimyasal ve fizyolojik esaslara
(lipozomlar, lipidler, DNA baglayicilari, hormonlar) sahip bilesikler
sentezlenmektedir. Bazt BNCT ajanlar1 asagida 6zetlenmistir (Sekil 2.3) (Barth et
al., 2005).

Ay

(HO).B COF Nay | IR
H> NH3 R

1: BPA 3: GB-10

HO 5: N5-20H

Atrimethoxyindole

GHg GHa PO(ONa),

Ho‘é
.S
Hoo’é&, HaC s\/\/l\powuab
Q.
HO
9

Bifosfonat

10: DEQ-B

Maltoz tiirevi

Sekil 2.3 BNCT ajanlari; 1. 4-dihidroksiborilfenilalanin (BPA), 2. Sodyum
merkaptodekahidrodedekaborat, Na,B1,H1;SH, BSH, 3. Sodium salt of closo-BoH g, 4.beta-5-0-
carbonyl-2’-deoxyuridine, 6. atrimethoxyindole, 7. Porfirin tlrevi, 8. Maltoz turevi, 9. Bifosfonat,

10. dequalinium-B (Barth et al., 2005)
2.1.4. 4-Boron-L-fenilalanin (L-BPA)

Klinik uygulamalarda melonoma tedavisinde BNCT uygulanmaktadir. *°B
ile zenginlestirilmis 4-borono L-fenilalanin (BPA) ¢esitli deneylerde
kullanilmistir. Tlk melonoma hastas1 ABD’de bu ajan ile 1985 yilinda tedavi
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edilmistir. Beyine metastaz yapan melonoma tedavisinde BNCT uygulanmis ve
bu tip metastazlar i¢in bu ajan ve tedavi uygun bulunmustur (Carpano, et al.,
2015). Sekil 2.4’te L-BPA’nin yap1 formiilii gosterilmektedir.

HOKB/OH
R
i

HoN

o™

Sekil 2.4 L-BPA’nin yap1 formiilii
2.1.5. L-Fenilalanin (L-Phe)

Fenilalanin bir ao-amino asittir. Bu esansiyel amino asit, notral ve non-
polardir. Igerdigi benzil grubu sayesinde hidrofobik o6zellik tasgimaktadir. L-
izomeri DNA tarafindan kodlanir ve protein iretiminde kullanilir. Fenilalanin

terminal ucuna alanin takilmis bir fenil halkasindan olusmaktadir (Sekil 2.5).

Insanlarda ve hayvanlarda de novo ile sentezlenemeyen fenilalanin
esansiyel bir amino asittir.

Fenilalanin Kan Beyin Bariyerini gegcmek icin aktif transport kanallarimi
kullanmaktadir (Telefoncu, 1992).
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NH,

Sekil 2.5 L- Phe’nin yap1 formiilii
2.2.Bor Nitrur Nanotipler

Bor periyotik tabloda metal ve ametaller arasinda sinirda bir yer teskil eder.
Bu 6zellik borun kimya, teknoloji ve tipta pek ¢ok farkli kullanim alaninda yer
bulmasint saglamistir. Bununla birlikte Oniimiizdeki yillarda teknolojinin
gelismesi ile borun kullanim alanlarinin artacagi disiiniilmektedir (Ciani and
Ristori 2012). Literatirde BNNT leri sentezlemek igin farkli yontemler denenmis
ve farkl 6zelliklerde (fiziksel 6zellik, saflik, boyut vs ) BNNT ’ler sentezlenmistir.
Bu yontemler: lazer ablasyon (Golberg et al., 1996), kimyasal, buhar biriktirme
(Lourie et al., 2000), o6giitme (Duckbong et al., 2013) ve yer degistirme
reaksiyonudur (Han et al., 1998). Bu tez calismasinda ise kimyasal buhar
depozisyon (Chemical Vapor Deposition, CVD) yontemi (zerinde ¢alisiimistir.
Kimyasal buhar depozisyon yontemine gore dier yontemlerden daha saf ve
istenen boyutta BNNT sentezlemek mimkunddr.

2.3. Poliamido Amid Dendrimerler

PAMAM dendrimerler, makromolekiiler polimerlerin yeni bir sinifi olarak,
cok dalli ve 1i¢ boyutlu yapilart araciligiyla yiiksek derecede yizey
fonksiyonelligicok yonliilik saglar. Bu nanokiiresel polimerler, kendilerini ilag
tasima ve gen aktarimi igin potansiyel hale getiren seckin ozelliklere sahiptir.
PAMAM dendrimerlerin, fonksiyonel gruplarin boyutu, sekli ve yerlesimi
konusunda kesin kontrol saglamasi, bircok yasam bilim uygulamalarinda
kullanilma potansiyeli dogurmustur. Bununla beraber yiizeylerinin pozitif yiikli
olmasi katyonik PAMAM dendrimerlerin sitotoksik olmasina neden olmustur bu
durum da klinik kullanimlarin1 = smirlandirmaktadir.  Dendrimerin  yiizey
gruplarinin modifikasyonu, toksisiteyi azaltmak ve biyouyumlulugu gelistirmek

amaciyla uygulanan mevcut yontemlerden biridir.
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PAMAM Dendrimerlerin Yiizeyine Amino Asitlerin Konjugasyonu:

Ilag molekiilleri ile konjuge edilen PAMAM dendrimerlerinin aminoasit
motifleri ile kaplandiginda ¢oziiniirliigiin arttig1  sitotoksisitenin azaldigi,
kemosecici reaktivite azalmadan hemolitik toksisitenin azaldigi rapor edilmistir
(Navath et al.,, 2010). Lysin ve ornitin bu ama¢ i¢in kullanilmis olan
aminoasitlerdendir. Aminoasit yukli PAMAM dendrimerlerinin gen terapide
kulllanigh polimerik vektorler olabilecegi rapor edilmistir (Park et al., 2014). Liu
ve grubu arginine bilesenlerini triethanolamin (TEA) i-PAMAM dendrimer (G4)
e konjuge etti ve arginince zengin motiflerin hiicre membrane gecislerini
arttirdigini gosterdi. Ilaveten hem in vivo hem in vitro deneylerde prostat kanseri
modellerinde hedefe yoOnelik olarak fark edilebilir bir toksisite degisimi
g6zlenmedi (Liu et al., 2014). Arginin modifiye PAMAM dendrimerli diger bir
calismada biyotegrede olabilen ester baginin iki avantaji goriildii. Ilki yapiya
arjinin girmesi hiicre membrane ve c¢ekirdegine gecisi olumlu yonde etkiledi.
Digeri biyotegrade olabilen polimerler polyplex olusumunu etkiledi ve hiicre
canliligini olumlu yénde etkilendi.

Dendrimerlerin Kan Beyin Bariyerini paraseliler ve transseluler yollar ile
gectigi  rapor edilmistir.  (El-Sayed et al., 2002, El-Sayed et
al., 2003, Jevprasesphant et al.,, 2003, Kitchens et al., 2005, Kolhatkar et
al.,, 2007 Saovapakhiran et al., 2009). PAMAM dendrimerlerinin yizeyinde
primer amin gruplar1 ve molekiil iginde de tersiyer amin gruplar1t mevcuttur.
Primer amin gruplar1t DNAya DNA tutulumu iizerinden hiicre i¢i tutulumda
onemli rol tstlenirken, yap1 i¢indeki tersiyer amin gruplar1 endozomlara proton
siingeri gibi davranirlar. ilaveten 4 den fazla jenerasyonu olan PAMAM’in
yapisindaki i¢ bolgedeki hidrofobik bosluklar farkli molekiilleri enkapsile eden
ila¢ salimiminlar1 i¢in kullanilabilirler (Golshaei and Pourianazar, 2013). Suda
cozlnebilirlik, o6zgiin yap1, yiizeydeki c¢ok sayidaki aktif gruplar PAMAM
dendrimerlerini antikanser ilaglar dahil terapotik ilag molekiilleri i¢in ideal tasiyict
molekdiller yapar. Katyonik PAMAM dendrimerlerinin yizeylerindeki pozitif
yuklu gruplar (-NH; grouplar1) negatif yukli hiicre membrani ile etkilesirler ve
dendrimer hiicre gecisi ile sonuclanir. Bununla beraber ¢ok yiiksek pozitif yiik
katyonik PAMAM dendrimerlerinin klinik kullanimlarini kisitlar. Bu kisitlamanin
istesinden gelmek icin yiizey modifikasyonu gerekir. Diger bir deyisle
dendrimerlerin yiizeyi farkli fonksiyonel gruplar ile maskelenerek yapi
biyouyumlu hale getirilir. Ornegin PEG, asetil, folat, ve peptid konjugasyonu bu

amag icin kullanilabilecek yapilardir.
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Notral ve negatif yikli nanomateryellerin  plasma proteinlerindeki
adsorpsiyonu azalttigi ve bdylece kan sirkiilasyon zamanmi uzattigi rapor
edilmistir (Sadekar and Ghandehari, 2012). Bununla beraber bazi hallerde
materyalin ylzey yiki protein adsorpsiyonunu énlemeye yeterli olmaz ve RES
(reticuloendothelial system) Gzerinden atilim olur. Nanomateryal tizerindeki
polimer tabaka hidrofilik koruyucu tabaka olusturur. Polimer biyouyumlu olmak
zorundadir ilaveten nanomateryalin ¢oziiniirliiglinii ve stabilitesini arttirmalidir.
Literattirdeki farkli biyouyumlu polimerler arasinda PEG (polietilen glikol) en ¢ok
kullanilmistir. PEG’lenen molekiiller nanomateryale dogrudan baglanmistir veya
ligand sentezinin bir bolumi olarak nanomateryali fonksiyonlastirmada
kullanmilmistir. Her iki durumda da PEG’li nanomateryaller PEG molekdlleri
arasinda sterik itme yaparak sulu ortamda ¢Ozinudrlik ve stabilitede iyilesme
gosterirler. Bu parametreler PEG’li molekiiliin molekiiler agirligindan etkilenir.
Ornegin 5000 Daltondan kii¢iik PEG kaplamada hidrodinamik ¢ap 50-150 nm
arasinda iken daha uzun kan dolasim zamani ve daha az karaciger tutulumu
goralir (Wang et al., 2009 b).

2.4. Radyoiyotinasyon

Iyot radyoisaretleme ¢alismalarinda kullanilan ilk izotop olarak
bilinmektedir. Suda ¢dziinmeyen iodojen, iyotur ve proteinlerin sulu ¢ozeltilerinin
kat1 fazda hizli iyotinasyonuna aracilik eder. Yan reaksiyonlarin olus derecesi, bu
metodla 6nemsenmeyecek kadar azdir. Radyoaktif bir atomu biiyiik bir biyolojik
molekiilin i¢ine sokmak i¢in kullanilan en yaygin yol elektrofilik
radyoiyotinasyon’dur. Iyodun baglanabilmesi i¢in yiikseltgenmesi gerektiginden,
isaretleme metodlarinda yiikseltgeyici ajanlar kullamlmaktadir. Iyodinasyon
metodu kullanilirken radyofarmasétigin klinik kullanimdan once serbest iyotun
uzaklastirilmasi gerekir. Protein ve hiicre membranlarinin radyoiyotinasyonunda
Iyotinasyon ajani olarak iodojen yaygin olarak kullanilmaktadir ve % 80’nin
tizerinde bir isaretleme verimi elde edilir. Direk radyoiyotinasyon icin iodojen ve
Kloramin-T bilesikleri yiikseltgeyici ajanlardir. Ancak iodojen metodu klinik
uygulamalar igin daha uygun bir metoddur. iodojen ilk olarak Fraker ve Speck
tarafindan protein ve hiicre membranlarini iyotlamak igin kullanilan bir ajan
olarak tanimlanmistir (Fraker and Speck, 1978). 1,3,4,6-Tetrachloro-3a,6a-
diphenylglycoluril iodojen™ direk iyonidasyon icin Kloramin T’ye alternatif
olarak ortaya sunulmustur. Etkili bir kat1 faz oksidasyonudur. Bu ajan oksidatif
reaksiyonlarda kapta yapisip kalir ¢linkii suda ¢oziinmez. Diklorometan icinde

steril veya polipropilen tiip igerisine konur ve buharlastirilir. Ajanin kaba yapisma
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yetenegi, sicakliga, neme, ¢ozgene, buharlagma oranina ve kaplanma prosediiriine
bagli olarak zaman alicidir. pH = 6 — 8,5 aras1 verimli iyotinasyon olur. iodojen
ile iyotiiriin oksidasyonu gercekleserek 1" Uretilir ve aromatik halkaya elektrofilik
yer degistirmeyle iyotun baglanmasi gercgeklesir (Farah and Farouk, 1998; Vertes
et al., 2004)."*' ile isaretli antikor bilesikler kanser tedavisinde yaygm olarak
calisilmaktadir. Genellikle iodojen yontemiyle in vivo basit bir proses ile
gerceklestirilir. Serbest iyot birikimi kolaylikla ortadan kaldirilabilir. Yiiksek
spesifik aktivitedeki radyoiyotlu antikor bilesikler uzun periyotlarda kararlidirlar
(Taskar et al., 2004).

Iyodinasyon medikal ve biyolojik bilesenlerin isaretlenmesi icin siklikla
kullanilmaktadir. Iyot 7A halojen grubuna ait metalik bir elementtir. Atom
numarasi 53 olan iyotun kararli izotopu 271 tur, 121 13,2 saat yar1 omrii,159 keV
foton enerjisi ve diisiik hasta radyasyon dozu ile in vivo diagnostik icin en uygun
iyot radyoizotopudur. Siklotronda iretilmektedir bu nedenle pahali bir
radyoizotoptur. Antijenlerin ve diger bilesenlerin radyoisaretlenmesi i¢in uzun
yar1t omiir (60 giin) avantajiyla genelde 1251 kullanilmaktadir. Diisiik enerjisinden
dolay1 (27 — 35 keV) in vivo gbriintiileme i¢in uygun degildirler. *!1 radyoizotopu
8 giinliik yar1 6mrii ve 364 keV foton enerjisi ile tiroid uptake ve taramasi igin
kullamilmaktadir. ***1I’un B emisyonu hastaya **Itan daha genis radyasyon dozu
verdigi icin tiroid tedavisinde kullanilmaktadir. 2] hazirlanirken Te hedefin
bombardiman edilmesiyle yar1 dmrii uzun (4.2 giin) olan ve anhilasyon ile diger
yuksek enerjili radyasyonlara [511 keV (46%), 603 keV (61%), 723 keV (10%),
and 1.69 MeV (10.4%)] sahip istenmeyen radyoniiklidik safsizlik olan **I elde
edilebilir. Bu yiiksek enerji fotonlar1 **I’un 159 keV penceredeki radyasyon
sagilmas1 ve kolimatoriin septal penetrasyonlarindan dolay1 sintigrafik goriintii
coziinurlugiine parcalanirlar. Yiiksek safliktaki *231’un uygun niikleer reaksiyonlar
ile Uretilmesine gereksinim duyulmaktadir (Saha, 2003).

Molekilin iyotinasyonu iyotun yiikseltgenmesiyle gerceklesir. Yiikseltgen
formu cesitli molekiillere giiclii bir sekilde baglanabilir. Indirgen formu
baglanmaz. Genelde iyot I'ya cesitli yiikseltgen ajanlar ile yiikseltgenir. Serbest
molekdiler iyot sulu ¢ozeltisinde 1" ve I” yapilarini icermektedir. Elektrofilik tiirler
+

I” serbest olarak bulunmaz ancak kompleks formda su ya da piridin gibi
nikleofilik olarak bulunurlar (Saha, 2003).
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I, + H,0 < H,0l" +I°
I, + OH™ «— HOI +I”
Iyodinasyon; molekiildeki iyotonyum iyonlariyla hidrojen iyonunun
elektrofilik stbstitlisyonu ya da molekiilde var olan kararli iyot ile radyoaktif iyot
atomlarinin yer degistirmesiyle (izotop degisimi) niikleofilik siibstitiisyonuyla

olusur. Reaksiyonlar1 asagidaki gibidir:

Nukleofilik Siibstitlisyon

R—1+Na®l <« R-2+Nal+H,0

Elektrofilik Substitiisyon

R-H+H,0%" «» R-"1+HI+H,0

Protein iyotinasyonunda; tirozinin fenolik halkasi ve histidinin imidazol
halkas1 birincil ve ikincil iyotinasyon bdlgeleridir. Optimum pH 7 — 9’dur.
Sicaklik ve iyotinasyon suresi uygulanan iyotinasyon yontemine ve molekilin
tipine baghidir. Iyodinasyon derecesi protein molekiiliiniin saglamligini etkiler ve
genelde iyotinasyon ydntemine ve protein tipine baglidir. Protein molekiiliin
basina bir iyot atomu uygundur (Saha, 2003).

2.4.1. Radyoiyotinasyon Yontemleri

Pek cok iyotinasyon yoéntemi mevcuttur, bunlardan birka¢1 asagida
aciklandig: gibidir (Saha, 2003).

Triiodide YOntemi

Triiodide yontemi esas olarak iyot ve potasyum karigimina radyoiyotun

eklenmesiyle meydana gelen isaretlenmedir:
I, + Kl + ', + 2RH — R¥' + K™ + RI + 2HI

Yukaridaki tepkimede bulunan RH isaretlenen organik bilesigi ifade

etmektedir. Bu yoOntemle isaretlenen proteinlerde; protein denatlirasyonu



18

minimumken isaretlenme verimi % 10 — 30 gibi diisliktiir. Ortamdaki soguk
iyotun varligi ile isaretli tiriniin spesifik aktivitesi ciddi anlamda azalma gosterir.

Iyodin Monoklorid Yontemi

fyodin monoklorid (ICl) yonteminde, ilk olarak radyoiyot *I HCI ile
seyreltilerek dengelenir. Isaretlemenin gergeklesecegi spesifik pH ve sicaklikta bu
karisim isaretlenmek istenen maddeye eklenir. Isaretlenme verimi % 50 — 80 gibi
basarili bir orandadir. ICl deki soguk iyot molekiil ile isaretlendiginde spesifik
aktiviteyi diigiirebilir, verim bu noktada tahmin edilememektedir ve eklenen ICIl
miktarina baglidir (Saha, 2003).

Kloramin-T YoOntemi

Kloramin-T N-monokloro-p-toluensiilfonamid’in sodyum tuzudur ve iliml
bir yiikseltgen ajandir. Bu iyotinasyon yonteminde ilk olarak isaretlenecek bilesik
konur ve **1-sodyum iyotiir ¢ozeltisine Kloramin-T eklenir. Kloramin-T bilesigi
isaretlemek i¢in iyotu reaktif iyot tiirlerine yiikseltger. Bu yontemde soguk iyot
bulunmadig: i¢in yiiksek spesifik aktivite belirlenmistir, baglanma verimi % 90
civarinda  bulunmustur.  Kloramin-T  protein  denatlirasyonuna  sebep
olabilmektedir. Sodyum nitrid ve sodyum hipoklorid gibi iliml1 bir oksidantlardir
(Saha, 2003).

Elektrolitik Ydntem

Pek cok protein elektrolitik yontem ile radyoiyotlayabilir. Elektrolitik
yontem isaretlenecek madde ve radyoiyot karisiminin elektroliziyle
gerceklesmektedir. Elektrolitik hiicrede anot ve katot bilesenleri diyaliz membran
vasitastyla ayrilir. Elektroliz ile bilesige baglanan reaktif iyot ayrilabilir. Iyotun
yavas ve kararli ayrimi higcbir iyot tasiyicisi olmadan, bilesenlerin tek tip

iyotinasyonuna sebep olmaktadir ve isaretleme verimi yaklasik % 80’e ulagsmuistir
(Saha, 2003).

Enzimatik Yontem

Enzimatik iyotinasyonda, laktoperoksidaz ve kloroperoksidaz gibi,
nanomolar miktarindaki H»O, isaretlenecek bilesik ve radyoiyot igeren

iyotinasyon karisimina eklenir. Hidrojen peroksit iyotu reaktif iyot formuna
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yiikseltger ve boylece bilesik iyotine edimli olur. Protein denatiirasyonu ya da
organik molekiillerin degisimi ¢ok diisiik konsantrasyonlarda hidrojen peroksit
diisiik oldugu i¢in minimaldir. Baglanma yuksek spesifik aktivite ve verim ile
baglanmis olup verimi; % 60 — 85’dir. Protein ve hormonlarin iyotinasyonunda
iliml1 ve kullanigh bir yontemdir (Saha, 2003).

Konjugasyon Y odntemi

Konjugasyon  yonteminde, baslangic  olarak  N-succinimidyl-3(4
hydroxyphenyl)-propionate (N-SHPP) kloramin-T yontemiyle radyoiyotlanir ve
reaksiyon ortamindan ayrilir. Kuru benzende radyoiyotlu N-SHPP ticari olarak
elde edilmektedir. Proteinlerin lizin gruplariyla amid bagi yapabilen proteinlerle
reaksiyona girebilen ajanlar vasitasiyla proteinler isaretlenir. Isaretlenme verimi
cok yiiksek degildir ancak bu yontem protein molekiillerindeki tirozin taginimini

degistirmeden iyotinasyona olanak tanimaktadir (Saha, 2003).

Demetalasyon Yontemi

Iyotlu proteinlerin in vitro stabilitesini gelistirmek organotalyum,
organociva, organosilan, organoboran ve organokalay gibi pek ¢cok organometalik
kullanilmaktadir. Kloramin-T ve iodojen gibi yiikseltgen ajanlarin varliginda
radyoiyotinasyon ile karbon-metal bag: kirilir. TUm bunlarin igerisinde
organokalay [succinimidyl para-tri-n-butylstanyl benzoate (SBSB)] kolay
hazirlanmasi, stabilitesi ve radyoiyot ile kolay yer degistirmesinden dolay1r en
cazip olanmidir. SBSB tributil gruplari radyoiyot ile siibstitiisyona uygun bir
yontemle radyoiyotlanir. Alkali pH’ta karistirilarak protein SBSB’ye baglanir.
Tamoxifen, vinyl estradiol ve fenil yag asitleri bu teknikle iyotlanir (Saha, 2003).

fodojen Yontemi

Protein ve hiicre membranlar1 iodojen yodntemiyle radyoiyotlanabilir.
fodojen ya da kloramin (1,3,4,6-tetrakloro-3a,6c-difenilglikoluril) metilen klorir
igerisinde ¢oziiliir ve tiiplin tabanini film olarak kaplamasi i¢in buharlastirilir. 10 —
15 dakika protein ve radyoiyot karisimi birlikte iodojen kapli tiipiin i¢ine konur ve
karisim tiipten yavasca bosaltilarak ayrilir. Iyodojen iyotu yiikseltger ve iyot
proteine baglanir. Baglanmayan iyot sephadex gel ya da DEAE iyon degisim

materyali kullanilarak kolon kromatografisi ile ayrilir. lodojenin sudaki
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cOziinlirliigi az oldugu ve reaksiyon kat1 fazda gergeklestigi igin protein
denatiirasyonu minimumdur. Isaretleme verimi % 70 — 80’dir (Saha, 2003).

O
CIHNJ\NJCI

CI’NTN“‘CI
®

Sekil 2.6 iodojen molekiil yapisi

Iyodo-Boncuk Yontemi

Iyodo-Boncuk yonteminde, iyotlu boncuklar tirozin igeren protein ve
peptidleri iyotlamak icin kullanilmaktadir. Iyodo-boncuklar 2,8 mm c¢apinda
nanporoz polistiren kirelere immobilize N-klorobenzensulfonamid yikseltgenini
icerir. Bu kiireler 6 ay koyu renkli sisede 4 °C’de kararhdir. Protein ve **!I-
sodyum iyotir karistmina 5 — 6 iyoto-boncuk eklenerek radyoiyotinasyon
gerceklestirilir. Reaksiyon 15 dakika i¢in oda sicakliginda gerceklestirilir.
Iyotlanan proteinler konvensiyonal tekniklerle ayrilabilir. Bu ydntemin kiigiik
denatiirasyonlarla yiiksek verime sahip oldugu idda edilmektedir. Isaretleme

verimi % 99 civarindadir (Saha, 2003).

24.2. 1-131
25in 1sinlanmasiyla B3I elde edilir ve % 18’lik NaOH icerisinde sitilarak
coziliir. Pek ¢ok metal iyonlarmin hidroksitleri sogutularak ¢oktiiriiliir. Kapali
distilasyon diizeneginde siilfiirik asit ile sodyum iyotlr iceren supernatant
asitlendirilir. Asitlenerek iyot iyotlre yukseltgenir ve iyotir distilasyon ile NaOH

¢ozeltisinde toplanr. ***

I’un bozunum semasi Sekil 2. 7°de verilmistir. % 80’1 606
keV’lik beta 1simasi ile Xe-131’in 364 keV’lik uyarilmis diizeyine bozunur.
Buradan da 364 keV’lik gama isimasi ile bozunmaktadir. Bu nedenle 1-131 en
yuksek bollukta maksimum enerjisi 606 keV olan beta 1ginlarina ve 364 keV olan

gama 1s1masina sahiptir (Saha, 2003).
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131
53

712+
636.99
636.989 keV' y
(717 %)
5/2+
364 49
364.489 KeV' Y
(81.7 %)
131X 32+
A

Sekil 2.7 *'T’un bozunum semas1

1311_Sodyum lyodiir

Telliiriin nétron bombardimani ya da uranyum fisyon iiriinii olarak elde
edilen sodyum iyotiiriin (Nal) formundan®®1 (ty, = 8 giin) ayrilir. **!I-sodyum
Iyotiir kapsiil ya da sivi formda tedavi ve terapotik dozlari giivenlik sinirinda
olacak sekilde radyoaktivitesi % 5’e varan dozlarda g¢esitli markalarda piyasada
bulunmaktadir. *|
ve renksiz bir ¢ozeltidir. Hava ve radyolitik serbest radikaller (Or: HO,) I'u I,’ye
yukseltger ki bu formu potansiyel olarak zararlidir. pH’1 7,5 — 9,0 araliginda alkali
ortama cekmek ya da cozeltiye askorbat, tiyosilfat eklemek ile oksidasyon

minimize edilir. Radyasyon (B i1sinlar1)) hem ¢ozeltinin hem de cam sigenin

-Nal ¢ozeltisi serum fizyolojik ile izotonik hale getirilir, seffaf

kararmasina sebep olabilir. **'I-Nal kalibrasyondan sonraki raf émrii 4 haftadir.
Bu ajan oral uygulama sonrasinda genelde tiroid uptake ve goriintiileme igin
kullanilmaktadir. Cozelti ya da kapsiil uygulamasi kiyaslandiginda fizikgiler
radyasyon giivenlik smirma gore radyoiyotlu radyofarmasotiklerin kapsiil
formunu tercih etmektedir. **I-Nal’in bir diger énemli uygulamasi da tiroid
karsinom ve hipertiroidi gibi tiroid hastaliklarinin tedavisidir. Orta enerjili beta
1s1mast [-131°1 iyi bir terapi rdayoniiklidi yaparken 364 keV’lik gama 1simasi
terapiyi izleme olanag: saglar. Halen iyotur formunda tiroidde birikmesi nedeni ile
tiroid kanserlerinin en ¢ok kullanilan radyoniiklid terapi ajanidir. Tiroid

taramasinda da yaygin kullanilmaktadir (Unak ve Cetinkaya, 2005).

Iyot radyoniiklidleri igin 72 saat ile 14 giin araliginda tiroid uptake

uygulanir. Bu uygulamanimn sikli§i maruziyet ya da alimdan 6 saat sonra ele
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almmasiyla iligkilidir. Bazi durumlarda iire analizi gerektirebilir. Biyolojik
deneylerde farkli tipte ve miktarda radyonuklid gerektirebilir (Saha, 2003).

2.4.3. 1-125

fyot-125 (**1) iyotun biyolojik uygulamalarda, niikleer tipta goriintiilemede,
prostat kanseri, melanomalarda ve beyin tumérlerinin radyasyon terapisinde
kullanilan bir iyot radyoizotopudur. 1291 iyottan sonra ikinci en uzun yari omiirli
radyoiyot izotopudur.

Yar1 omrii 59,43 giindiir ve EC bozunumu ile 12Te’un uyarilmis haline
gecer. Bu faz telliryumun metastabil hali degildir ancak 25 keV’lik maksimum
enerji ile ani bir gama bozunmasi yapar. Uyarilan **Te’un fazla enerjisinin bir
kismi i¢ doniisiim ya da x-1s1m1 ile elektronlara dontisiir ve 50 — 500 eV’luk 21
auger elektronu fretilir. En son olarak, kararli radyoaktif olmayan taban
durum *Te son bozunma iiriinii olarak iiretilir. I¢ déniisiim ve Auger elektronlar

izotop atomu igeren hiicrenin disinda kiiglik hasara neden olur.

X-1ginlar1 ve gama 1sinlari yeterli oranda diisiik enerjiye sahiptir. Bolgeye
birakilan izotop kapsiilleri kalic1 brakiterapideki dokulara se¢imli verilen yiiksek
radyasyon dozu iletir.

Uzun yar1 omrii ve diisiik enerji foton emisyonundan dolayr gama sayici
kristal ~detektorlerle tayin edilebilir. Radyoimmiinoassay’de antikorlar
isaretlemek icin *I tercih edilir.®®I’tan daha uzun yandmre sahip olmasi
proteinlere baglanmasi, niikleer tip taramalarinda kullanilan brakiterapi i¢in uygun
izotop 6zelliklerine sahiptir.

125 tiroid tarama ve goriintiilemede kullanilmaktadir, fakat 13 saatlik kisa
yar1 émrii, daha iyi radyasyon penetrasyonundan dolay1 *#I tercih edilmektedir.
Tiroid gibi iyot absorbe eden dokularda beta yayici olarak ¥, brakiterapide
ise %1 kullamlir.

125 sentetik izotopu olan '*Xe’in elektron yakalanmasiyla elde
edilir, ***Xe, nétron yakalamasiyla % 0,1 bir bolluk ile dogal olarak gergeklesir
(Brahimaj et al., 2016, https://en.wikipedia.org/wiki/lodine-125, Unak ve Unak,
2008).


https://en.wikipedia.org/wiki/Iodine-125
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12351_Albiimin

Albiimin iyot radyoizotoplariyla isaretlenebilmesine ragmen, 125 jle
radyoiyotlanan serum albiimin (RISA) klinik tip uygulamalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Insan serum albiimini kloramin-T yoéntemiyle 10 °C’de alkali
ortamda iyotlanir. Ayni1 zamanda iodojen yontemiyle de iyotlanabilir. Serbest iyot
anyon degisim reginesi ile uzaklastirilir ve {iriinii sterilize etmek i¢in membran
filtreden gecirilir. Ticari formlar1 koruyucu olarak % 0,9’luk benzil alkol
icermektedir. CoOzelti, degredasyonu minimize etmek icin 2-8 °C’de
depolanmalidir. **1-RISA icin yar1 émiir 60 giindir. RISA insan serum albiimin

iceren steril serum fizyolojik ile seyreltilebilir (Saha, 2003).

RISA’nin klinik uygulamalarinda multi doz ya da tek doz siringalar
uygulanmaktadir. 12°|_RISA berrak, renksiz ile sari aralifinda bir ¢ozelti
goérinimine sahiptir. Radyasyon albimin ¢o6zeltisinin ve tupun zamanla
kararmasina sebep olabilir. Cozelti pH’1 7,0 ile 8,5 araliginda olmasi ve iyotir ile
iyotat total radyoaktivitenin % 3’Unl gergmemesi Onerilmektedir. Kan hacmi ve
kardiyak cikis *°1-RISA ile 6lculir (Saha, 2003).

125]_g0dyum lothalamate

Sodium iothalamat (Glofil) asidik ortamda iyon degisim ydntemiyle *%°I ile
(t1o=60 giin) ile isaretlenmistir. 250-300 mCi/mL (9,25-11,1 MBQ)
radyoaktiviteyle 1 mg/mL sodyum iothalamat isaretlenir. Koruyucu olarak % 0,9
benzil alkol icermektedir. 2-8 °C’de 35-40 giin raf dmriine sahiptir. insan ve
hayvanda glomerular filtrasyon hizinin 6Slgiimiinde kullanilmaktadir. 251 un
bozunum semasi Sekil 2.8’de verilmistir (MIRD; http://www.nds.iaea.or.at).

2

Pl Qpe=0.1858 MeV
T, =59.46 d

EGC : 100%

125«
y

y=0.3549 MeV (6.68%)

e Te

Sekil 2.8 "I bozunum semas: (Unak ve Unak, 2008)


http://www.nds.iaea.or.at/
http://www.nds.iaea.or.at/
http://www.nds.iaea.or.at/
http://www.nds.iaea.or.at/
http://www.nds.iaea.or.at/
http://www.nds.iaea.or.at/
http://www.nds.iaea.or.at/
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2.5. Radyoisaretli Bilesiklerin Kalite Kontrol Yontemleri

Radyofarmasétikler insanlarda uygulandigindan beri kati kalite kontrol
olgtimleri gergeklestirilmektedir. Temelde kalite kontrol pek ¢ok spesifik test ve
Olctimii icermektedir. Bunlar; saflik, tesir, iirlin karakteristigi, biyolojik giivenlik
ve radyofarmasdtik veriminden olugmaktadir. Tiim kalite kontrol prosediirleri
radyoaktif olmayan farmasdtiklere uygulanmistir, buna ek olarak testler
radyoniiklid igerenler igin radyoniiklidik ve radyokimyasal saflik testleri de
gerceklestirilir. Bu kalite kontrol testleri {iretici tarafindan gerceklestirilmektedir.
Genelde radyofarmasotik iiretiminde kisa yar1 Omiirlii olanlar1 tercih edilir.
Bunlarin  kalite  kontrolleri  insan  uygulamalarindan  hemen  &nce
gerceklestirilmektedir (Saha, 2003).

Kalite kontrol testleri fizikokimyasal testler ve biyolojik testler olmak zere
iki kategoriden olusmaktadir. pH, iyon siddeti, ozmolarite ve partikiil 6zellikleri
fizikokimyasal testler radyoniiklit seviyesi ve radyokimyasal safsizlik kalite
kontrol grubunu olusturur. Malzemenin sterilite, apirojenite ve toksisite testleri de
biyolojik kategorisindeki testlerdendir (Saha, 2003).

Radvokimyasal Saflik

Radyokimyasal saflik radyofarmasdtiklerin icerdigi total radyoaktivitedeki
oranidir. Radyokimyasal safsizlarin artmasi; sicaklik ya da pH degisimleri,
yiikseltgen ya da indirgen ajanlarin varligi ve radyolizden kaynakli durumlarda
artmaktadir.  Radyokimyasal  safsizlarin  bulundugu  radyofarmasoétikler
kullanildiginda  goriintii  kalitesinin ~ diismesine, dokularda ve kandaki
backgroundun yiiksek olmasina ve hastaya gereksiz radyasyon dozu verilmesine
sebep olmaktadir. Isaretli bilesiklerin dekompozisyonu radyoaktif materyain
spesifik aktivitesine bagl radyoliz tarafindan gergeklesmektedir. Bozulan elektron
ciftleriyle serbest radikal olusur ve bu da isaretli molekiillerde dekompozisyona
sebep olabilmektedir. Suyun radyolizi ile olusan sekonder iiriinler de isaretli
molekdllerin dekompozisyonuna sebep olabilmektedir. Pargaciklar maddedeki
lokal absorbsiyonu, kisa menzilinden dolayi y-1sinlarindan daha ¢ok hasar verirler.
Bilesigin stabilitesi sicaklik ve radyoliz ile 15181n zamanla yayilmasina baglidir.
Bilesik daha uzun siire bu kosullara maruz kalirsa bozulabilir. Bunun igin,
radyofarmasotiklerin bir kullanim Omrii vardir ve bu siireden sonra garanti
kapsamindan c¢ikarlar. Sodyum askorbat, askorbik asit ve sodyum siilfit gibi
maddeler radyofarmasotiklerde stabiliteyi saglamak i¢in kullanilirlar. Bazi
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radyofarmasotikler soguk ve karanlik ortamda saklanirlar.Radyofarmasétiklerdeki
radyokimyasal safsizliklar1 belirlemek i¢in pek ¢ok analitik yontem mevcuttur
(Saha, 2003). Bunlardan bazilar1 asagida verilmistir;

> Coktlirme

> Kagit ya da ince tabaka kromatografi

> Jel Kromatografi

> Kagit ya da poli akrilamid jel (PAGE) elektroforez
> Iyon degisim

> Solvent Ekstraksiyonu

> HPLC

> Distilasyon

Kimyasal Saflik

Radyofarmasétiklerin kimyasal safligi kimyasal yapisindaki maddelerin
fraksiyonlanmasidir. Kimyasal safsizliklar isaretlemeden Once veya sonra
maddenin bozunmasi ile ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin aliminyum *™Tc
elisyonunda kimyasal bir safsizliktir. Tamponlardaki asit ya da alkali ilavesi
safsizlik olarak digiiniilmemektedir. Kimyasal safsizliklarin varligr diagnostik
testlerle girisim yapabilir ya da yapmayabilir. Ayni zamanda kimyasal safsizliklar
toksik etkiye sebep olabilir. Radyofarmasétiklerin saflastirilmasi i¢in genelde
coktlirme, solvent ekstraksiyonu, iyon degisim ve distilasyon gibi kimyasal
ayirma yontemleri kullanilmaktadir (Saha, 2003).

2.5.1. Ince Tabaka Radyo Kromatografisi (TLRC)

Kagit ve ince tabaka kromatografisi hazirlanan radyofarmasétigin Whatman
kagida ya da silika jel kapli TLC’ye damlatilip uygun solventin bulundugu tank ya
da beherde yiiriitiilmesiyle gergeklestirilir. Genelde kullanilan solventler; % 85
metanol, aseton, metil etil keton, % 0,9’luk NaCl ¢ozeltisi ve sudur. Kromatografi
siireci boyunca oOrneklerin farkli bilesenleri adsobanlarla solventin dagilim

katsayilarina bagli olarak dagilirlar. Bu kalite kontrol tekniginde adsorban
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stasyoner faz ve solvent mobil fazdir. Mobil faz tasima yaparken elektrostatik
glicler stasyoner fazdaki bilesenleri yavaslatma egilimindedir. Farkli bilesenlerin
cesitli solventlerde tasinma hizlar farkhidir ve kagitta ya da TLC’de farkli
mesafelerde yiiriirler. Polarite maddedeki farkli bilesenlerin kromatografik olarak
ayrilmasini etkiler. Kagit ya da TLC kromatografi artan ya da azalan tipte olabilir.
Artan kromatografide mobil faz yukari dogru hareket ederken, azalan
kromatografide asagiya dogru hareket eder. Bazi kromatografi teknikleri saatler
alirken, TLC sadece birka¢ dakikalik gibi hizli bir yontemdir. Kagit ya da TLC
kromatografisinde 6rneklerin karakterizasyonu Rs degeri ile yapilir. R¢ degeri
ornegin yliriidiigii mesafenin solventin yiiriidiigli mesafeye orani olarak hesaplanir
(Sekil 2.9). Bu degerlerde bilinen bilesiklerle farklu deneysel kosullar altinda
gerceklestirilmistir. Ry degerleri  verilen Ornekteki farkli  bilesiklerin
karakterizasyonu i¢in kullanilir. Ornekler solventte yiiriitiildiikten sonra tanktan
cikartilir ve kurutudur, daha sonra 6l¢iim alinabilecek uygun bir sistem ile 6rnegin
Nal(Tl) gibi kagitlar boliinerek sayilabilir. Her segmentin radyoaktivitesi ile bir
histogram elde edilir. Alternatif olarak radyokromatografi tarayicisi ile dlgiilebilir.
Radyokimyasal safsizlik orjine uygulanan total radyoaktiviteye istenilmeyen
bilesiklerin radyoaktivitesinin orani olarak hesaplanir. TLRC ydntemi niikleer
farmaside baglanma verimi, serbest radyoizotopu, yiikseltgen ya da indirgen
halini ve ortamdaki yikseltgen/indirgenin kendisi olmak Uzere bu ¢ bilesigi
tahmin etmek i¢in kullanilir. Ciinkii kromatografik ayrim farkli sistemlerle elde
edilebilen farkli bilgilerdir ve kagit, solventin tipine baghdir. Baz1 ince tabaka
kromatografi uygulamalarinda artifaktlardan kagmmmak i¢in  diisiiniiliip
incelenmelidir. Kromatografi kagidi kuru olmalidir. Alinabilecek onlemlerden
birisi solventin kagidin sinirin1 gegmesinin énlenmesidir. Uygulanan 6rnek kiigiik
hacimli olmalidir, radyoniiklidin oksidasyona ugramayacak kadar kurutulup
tankta solvente birakilmalidir (Saha, 2003).
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Sekil 2.9 ince Tabaka Kromatografisi ve Rf degerinin hesaplamsi (Saha, 2003).
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2.5.2. Kagit Elektroforezi

Elektroforez sulu bir ¢ozeltide ¢oziinmiis haldeki parcaciklarin yiiklerine
bagli olarak, uygulanan elektrik akiminin etkisiyle go¢ etmesi ilkesine dayanir.
Cozeltideki iyonlar elektrik alanin etkisi ile kutuplara farkli hizlarla gé¢ ederler.
Go¢ hiz1 hareketlilik kat sayisi ile orantilidir. Hareketlilik katsayis1 farkli olan
iyonlarin gog¢ hizlar1 farkli olacagi i¢in bu yontem ile molekiilleri ayirt etmek
mumkdnd(r.

Elektroforez; gii¢ kaynagi iletken bir ¢cozelti igerisine baglanir, kromatografi
kagitlarina damlatilan 6rnekler bu ¢ozeltiye daldirilir ve akim uygulanarak
gergeklestirilir (Sakr et al., 2015).

2.5.3. Yiiksek Performansh Sivi Radyo Kromatografisi
(HPLRC)

Yiiksek performanslhi sivi  kromatografisi (HPLC) radyofarmasotik
orneklerin analizlenmesinde; yiiksek c¢oziintirlikle bilesenlerin ayrilmasini
sagladig1 icin ¢ok onemlidir. Genel HPLC prensipleri sivi kromatografisi ile
aynidir. Temel fark, kolonun yonelisi, elektrikli pompa ile drneklerin zorlanarak
boyutlarina gore kolondan geri kazanimidir. Yiiksek ¢oziiniirliik, ayrim hizi ve
coOzeltilerin yiiksek geri kazanimi HPLC nin avantajlarindandir. HPLC kolonlar1 2
— 5 mm ¢apinda cam ya da paslanmaz ¢elikten, 15 — 30 cm uzunlugunda ve igerisi
uygun materyal ile dolu tuplerdir. Tipik bir HPLC yo6nteminde bir 6rnek
enjeksiyon valfi ya da siringa ile enjekte edilir ve eliient 6000 psi’ye kadar olan
bir basing ile kontrollii bir hizla pompalanir. Dedektér cevabi Ornegin
enjeksiyonundan sonra kolondan alindigi zamana goére gerelir buna da alikonma
zamani (R;) denir. Analitik HPLC icin 5 — 10 mm, preparatif HPLC i¢in 20 mm
ve ilizerinde capla ince mikroparcaciklar1 igeren bir materyal kolonu meydana
getirir. Kolona verilen ornek hacmi kiicik olmalhidir (5 — 250 pL), yiksek
hacimler kromatografik ayrimin ¢dziiniirliigiinii diisiiriir. iki tip pompa mevcuttur;
sabit akis hizli pompa ve sabit basingli pompa. Genel olarak, HPLC yontemleri
molekiiler ayristirma kromatografisi, iyon degisim kromatografisi, sivi-kati
adsorpsiyon kromatografisi, sivi-sivi ayirma kromatografisi ve sivi-kati ayirma
kromatografisi gibi pek c¢ok sivi kromatografisi kullanilabilir. Bu tip
kromatografilerde sabit faz silika destegin ylizeyine kimyasal baglanan
polimerdirler. Bu polimer tabaka sabit sivi1 fazla benzer ayristirma ozelliklerine
sahiptir. HPLC yontemi normal ve ters faz olmak Uzere iki tiptedir. Normal faz
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HPLC’de; materyaller polardir ve yiiksek kararliliktaki R-Si—-C, R-Si—N ya da R-
Si—-O-C bagh materyallere silika yuzeyinin —OH gruplar1 reaksiyona girererek
hazirlanirlar.  Standart bagli faz materyali siloxane (Si-O-Si-R) ile
doldurulmustur. Organik zincir bdlgesindeki polar fonksiyonel gruplarin gesitli
dogasi, farkli se¢imliligi silika ile doldurulmasiyla agiklanabilir. Normal faz
HPLC’de kullanilan solventler genel olarak hegzan, heptan, aseton ve diger
hidrokarbonlardir. Normal faz HPLC’de iyi aymrma genel olarak giicli
polaritedeki ornekler ile gerceklestirilir. Ters faz HPLC’de sabit faz alkil
zincirleriyle silika mikropargaciklarla bagli kimyasal yapili porlardan olusur ve
apolardirlar.  Oktil (C8) ve oktadesil (C18) hidrofobik fazli silika
mikroparcaciklardan olusan bir materyal kolon maddesi olarak kullanilmaktadir.
Oktadesilsilan (ODS ya da C18) materyali yaygun olarak kolon dolgu maddesi
olarak kullanilmaktadir. Ters faz HPLC’de yaygin olarak su, metanol, asetonitril
gibi polar solventler kullanilmaktadir. Solventin giicli, solvent karigiminin
kompozisyonu ile degisken olarak ¢esitlendirilebilir. Apolar ya da zayif polar
bilesikler ters faz HPLC ile ¢ok iyi ayrilabilir. Ultraviyole (UV), Nal(Tl) dedektor
gibi radyasyon dedektorleri farkli konsantrasyonlarda ayrimi gézlemlemek icin
kullanilan dedektorlerdendir. UV dedektor eliisyondaki 1s18in  absorbans
Olcimiinii yapar. Radyasyon dedektorii eliisyondaki radyoaktif bilesiklerin
konsantrasyonunu 6l¢gmek i¢in kullanilmaktadir. Radyofarmasétik analizlerinde
hem UV hem de radyasyon dedektorii ile izleme gergeklestirilmektedir.
Karbohidratlar, ilaglar, proteinler ve yag asitleri gibi ¢esitli bilesikler HPLC
yontemiyle ayrilabilir. Ters faz HPLC pek cok radyofarmasdétigin analizinde ¢ok
giclu  bir  yontemdir  (http://gidaarge.akdeniz.edu.tr/cihazlar.i32.yuksek-
performansli-sivi-kromatografisi-hplc).

2.5.3.1. Yuksek Performansh Sivi Radyo
Kromatografi Sistemleri

HPLC analitik ayirma teknikleri amaci ile en yaygin kullanilan cihazdir.
Yaygin kullanilma sebepleri duyarliligi, kantitatif tayinlere kolaylikla
uyarlanabilir olmasi, ucucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozunabilen
bilesiklerin ayrilmasma uygunlugudur. En énemlisi ise sanayinin bircok bilim
dalinin ve toplumun birinci derecede ilgilendigi maddelere genis bir sekilde
uygulanabilirligidir. Bu tip bilesiklere 6rnek olarak amino asitler, proteinler,
nikleik asitler, karbonhidratlar, ilaclar ve pestisitler verilebilir. HPLC Unitesi:
Degasser, pompa, autosampler, kolon ve dedektdr olmak iizere dort kisimdan

olusmaktadir. Degasser; mobil fazlarda mevcut ¢oziinmiis gazlarin giderilmesini
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saglar (http://gidaarge.akdeniz.edu.tr/cihazlar.i32.yuksek-performansli-sivi-
kromatografisi-hplc).

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) Yiiksek Performanslh
Sivi  Kromatografisi kisaca HPLC olarak adlandirilir. Analizlenen 06rnek
radyoniiklit ile isaretli ise kullanilan dedektorlerden en az birisi aktivite dlgiim
dedektori olmakta ve bu analiz de HPLRC (High Performance Liquid Radio
Chromatography) Yiiksek Performansli Sivi Radyo Kromatografisi kisaca
HPLRC olarak adlandirilmaktadir
(http://gidaarge.akdeniz.edu.tr/cihazlar.i32.yuksek-performansli-sivi-
kromatografisi-hplc).

Yiksek performans; yiiksek resoliisyonu (ayrimi) ifade eder. Mobil fazin
yiiksek basingla ilerlemesi saglandigi i¢in Yiiksek basingli Sivi Kromatografi
olarak da adlandirilir  (http://gidaarge.akdeniz.edu.tr/cihazlar.i32.yuksek-
performansli-sivi-kromatografisi-hplc).

Mobil Faz: Analiti tasiyan (Analiz ettigimiz maddeler) hareketli fazdir.
Mobil faz genellikle su ve sulu tampon c¢ozeltiler, bunlarin metanol ve/veya
asetonitril ile olusturulan ¢6zeltileri veya organik solvanlardan olusur. Mobil fazin
bilesimi ve pH degeri ayirmi direk etkiler, kullanilan teknige, numune tipi ve
kolona gore mobil faz secilmelidir
(http://gidaarge.akdeniz.edu.tr/cihazlar.i32.yuksek-performansli-sivi-
kromatografisi-hplc).

Degazor: Mobil faz sisesinden tasman hareketli fazdaki hava
kabarciklarinin ve ¢oziinmiis havanin giderilmesini saglar, kullanilan mobil faz
adedi ve pompa tiplerine gére uygun degazorler bulunmaktadir
(http://gidaarge.akdeniz.edu.tr/cihazlar.i32.yuksek-performansli-sivi-
kromatografisi-hplc).

Pompa: Temel olarak pompa mobil fazin yiiksek basingla HPLC sistemi
icinde hareket etmesini saglar, degazorden mobil faz1 ¢ekip, 6rnekleme ve kolon
tinitesine gonderir, bu islemi akis hizim1 ve basing degerini ayarlayarak
gerceklestirir. Akis hiz1 araliklarina gére pompalar Analitik, Analitik-Preparatif ve
Preparatif olarak gruplandirilabilir. Analitik pompalar genellikle 0.1 — 5 ml akis
degerleri arasinda kullanilir. Mobil faz adedi ve karistirma kabiliyetlerine gorede
Izokratik (Tek Kanall1) , Binary Gradient (Cift Kanalli Mikserli) ve Queternary
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Gradient (Dort Kanalli Mikserli-Miksersiz) olarak dizayn edilir. izokratik
caligmalarda mobil faz onceden karistirilip hazirlanir. Gradient g¢alismalarda
karisim degisik zamanlarda degisik oranlarda yapilabilir. Bu sayede analiz kalitesi
arttirilip, analiz stireleri azaltilabilir. Pompa {initesi genellikle iki pistonlu baslik,
basing dengeleyici, islemci, inlet ve outlet check valflerden olusur. Giinlimiizde
Nano ve Ultra Basingli pompalarin kullanilmaya baslamasiyla, HPLC sistemleri
UHPLC ve nHPLC gibi isimlendirilmektedir. Uzun siireli kullanim ve
tekrarlanabilir sonuglar i¢cin pompa temizligi ve bakimina dikkat edilmelidir
(http://gidaarge.akdeniz.edu.tr/cihazlar.i32.yuksek-performansli-sivi-
kromatografisi-hplc).

Ornekleyici: Ornekleyici Analitlerin (Numunelerin) kolon ve detektore
gonderilmesini saglar. Ornekleyici temel olarak iki tiptedir; Manuel (El tipi) ve
Otoodrnekleyici (Otomatik) modeller. Manuel 06rnekleyicilerde numune bir
siringaya ¢ekilip valf yardimiyla sisteme gonderilir. Otodrnekleyicilerde ise bu
islemleri cihaz kendisi yapabilmektedir. Bazi {iinitelerde sogutma, 1sitma,
seyreltme ve karistirma ozellikleri vardir. 10 vialden 1000 viale kadar degisik
kapsitede olanlar1 bulunabilir. Oto6rnekleyiciye numune verirken en 6énemli konu
numunenin temiz olmasidir, aksi halde sistme c¢abuk kirlenir veya tikanir.
Numuneleri cihaza gondermeden 6nce muhakkak siringa filtresinden veya
kartustan gecirmek gerekir, numunenin miimkiin oldugunca berrak ve renksiz
olmasii tercih ederiz. Siringa filtresi, kartus ve numune vialleri se¢imi ve
kullanim alanlar1 i¢in www.labhut.com sitesinden daha fazla bilgi alabilirsiniz
(http://gidaarge.akdeniz.edu.tr/cihazlar.i32.yuksek-performansli-sivi-
kromatografisi-hplc).

Kolon-Kolon Firimi: Kolon (Sabit Faz) maddelerin kimyasal ve fiziksel
ozelliklerinden yararlanarak birbirlerinden ayirt edilmesini saglar. Genellikle
Celik, PEEK ve Camdan imal edilir, ic¢i belli 6lgllerde sabit fazla doldurulur
(Silika veya polimer gibi). Kolon Firim1 kolonu saklamak ve sabit sicaklikta
tutmak icin kullanilir. Blok 1siticili, Fanli ve Peltier kolon firinlari mevcuttur.
Peltier sistemler ¢cok ¢abuk 1sitilip sogutulabildigi ve daha stabil sicaklik sagladig
icin tercih edilir. Kagak sensorlii ve multi kolon teknolojili olanlar1 da mevcuttur
(http://gidaarge.akdeniz.edu.tr/cihazlar.i32.yuksek-performansli-sivi-
kromatografisi-hplc).

Kolonlar genellikle fonksiyonel grup eklenmis silika veya polimer bazl

dolguludur. HPLC nin hayata geg¢mesiyle kullanilmaya baslanan silika bazli
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kolonlar artik yerini yavas yavas hizli analiz yapabilen mikro ve nano gozenekli
polimer bazli kolonlara biramaya baglamistir. Polimer kolonlar silika bazli
olanlara gore ortalama 3 kat daha uzun Omdarlidir ve rejenere edilebilir.
Kullanilan mobil faz, sabit faz ( kolon ) ve molekiiler etkilesim tiirlerine gore
HPLC teknikleri asagidaki temel gruplarda toplanabilirler;

Normal faz kromatografi: Sabit faz polar (Silikajel-Polimer ve (zerine
baglanmis —CN, -NO;, veya NH; dolgu maddeleri)

Mobilfaz non-polar ya da diisiik polariteye sahip (Etileter, Kloroform,

Hekzan vb. ¢oziiciiler ve karigimlari)

Diisiik polariteye sahip analit kolondan ilk ¢ikar. Benzer 6zelliklere sahip
maddelerin birbiri i¢inde dagilma o6zelligi yiiksek oldugu icin diisiik polariteye
sahip analit mobil fazda ¢ok iyi ¢6zinir ve kolondan ilk 6nce ¢ikar. Ayrica yine
ayni Ozellik sebebiyle apolar analit polar sabit fazla az etkilestiginden dolay1
kolonda kisa siire tutunabilir.

Alikonma zamanini kisaltmak i¢in mobil fazin polaritesi azaltilir. Alikonma

zamanini arttirmak i¢in mobil fazin polaritesi artirilir.

Ters faz kromatografi: Sabit faz apolar (Silikajel-Polimer ve (zerine
baglanmis C18, oktil veya fenil gruplari, metil, etil ve —NH, gruplu dolgu
maddeleri)

Mobil faz polar (Metanol, Asetonitril, Tetrahidrofuran gibi gucli organik
¢oOziiciilerin zayif ¢oziicii olan sulu veya tamponlanmis, pH ayar1 yapilmis

karigimlar1)

Yiiksek polariteye sahip analit kolondan ilk ¢ikar. Benzer 6zelliklere sahip
maddelerin birbiri i¢inde dagilma 6zelligi oldugu icin yiiksek polariteye sahip
analit mobilfazda ¢ok iyi ¢oziiniir ve kolondan ilk Once ¢ikar. Ayrica yine ayni
Ozellik sebebiyle polar analit apolar sabit fazla az etkilestiginden dolay1 kolonda

kisa stire tutunabilir.

Alikonma zamanini kisaltmak i¢in mobil fazin polaritesi azaltilir. Alikonma

zamanini arttirmak i¢in mobil fazin polaritesi artirilir.
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Normal Faz Kromatografide diisiik polariteye sahip mobil fazda alikonma

zamanlar1 uzun, polaritesi arttirilmis mobil fazda alikonma zamanlari kisadir.

Ters Faz Kromatografide yuksek polariteye sahip mobil fazda alikonma

zamanlar1 uzun, polaritesi azaltilmis mobil fazda alikonma zamanlar1 kisadir.

Iyon Degistirme: Iyonik bilesikleri ayirmak igin kullanilan bir tekniktir.

Ayrica suda ¢oziinen organik maddelerin analizinde de kullaniglidir.

Katyonlar icin negatif yuklu fonksiyonel gruplu dolgu maddeli kolonlar,
Anyonlar i¢in pozitif yiiklii fonksiyonel gruplu dolgu maddeli kolonlar kullanilir.

Iyonun molekiil agirlig arttikca kolonda tutunma giicti de artar.

Size Exclusion (Eleme): Molekiil agirliklart farki ¢ok biiyiikk olan
analitlerin bir arada analizlenecegi karisimlar i¢in kullanilan bir tekniktir.

Bu teknikte analitler ve kolon dolgu maddesinde kimyasal degil fiziksel bir
etkilesim vardir. Biiyiik molekiil agirligi olan analit kolon dolgu maddesindeki

porlara sigmadigi i¢in kolonu 6nce terk eder.

Genellikle polimer, seker ve protein analizlerinde kullanilir.

Eleme tekniginde kullanilan mobilfaz organik ¢oziicii ise GPC (Gel
Permeation Chromatography), sulu c¢ozelti ise GFC (Gel Filtration
Chromatography) adin1 alir (http://gidaarge.akdeniz.edu.tr/cihazlar.i32.yuksek-

performansli-sivi-kromatografisi-hplc).

Sekil 2.10’da HPLC / HPLRC sistem bilesenlerinin bir kismi1 verilmektedir.
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Sekil 2.10 HPLC sistemi semasi (http://gidaarge.akdeniz.edu.tr/cihazlar.i32.yuksek-performansli-

sivi-kromatografisi-hplc).
2.5.4. Lipofilite

Birgok faktorden etkilenmesine ragmen herhangi bir bilesigin serbestce
KBB’yi ge¢ebilme durumu o bilesigin lipid ¢oziiniirliigii, protein baglama
kapasitesi, molekiil biiylikliigii ve yiiki ile iliskilidir (Dischino et al., 1983). Kan
akisint 0lgmek icin tasarlanmis bir ajan, tiim debilerde kan beyin bariyerinden
gecebilmelidir. Bu amag¢ dogrultusunda Dischino ve arkadaslarinin  bir
calismasinda KBB’yi gegebilen maksimum oktanol/su dagilim katsayis1 [log
P(okt)] belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu ¢alismada bir bilesigin lipofilitesi ile tek bir
gecis esnasinda beyine ekstraksiyonu arasindaki iliski incelenmistir. Bu calisma
sonucunda log P(okt) degerleri 0,9 ile 2,5 arasinda degisim gosteren U¢ isaretli
bilesiklerin tiimiiniin basariyla beyne ekstrakte edildigi goriilmiistiir (Dischino et
al., 1983). Artan lipofilite ile kan bilesenlerine baglanma ger¢eklesmektedir. Sekil
2.11°de goriildiigii gibi beyne ekstraksiyonun -1’den +1’e kadar olan log P(okt)
degerlerinde lineer bir artis gosterdigi, 1.0-3.0 log P(okt) degerleri arasinda sabit
kaldig1 ve daha iist degerlerde ise lineer bir diislis yasandig1 vurgulanmaktadir
(Dischino et al., 1983).



34

0o o0 @ O
o
0 o
o L]

. B0
E =]
=W
= o
-
B
W
==
—
- oo
=

S0F

A0

30

A "

-0 10 20 30 40 50
log P {oktanol)

Sekil 2.11 log P (okt) degerlerine gére beyne ekstraksiyon (gegis) ylizdesi (Dischino et al., 1983).
2.5.5. Kan Beyin Bariyeri (KBB)

Norolojik hastaliklarin teshis veya tedavisi igin gelistirilen metotlarin
beklenenden az sayida olmasinin en O6nemli nedenlerinden biri ilgili aktif
maddenin beyne iletilmesi sirasinda ortaya ¢ikan ciddi bir engelin varligidir. Bu
engel ise norodejeneratif hastaliklara karsi gelistirilen yollarin santral sinir
sistemine iletimini sinirlandiran Kan Beyin Bariyeri (KBB) olarak tanimlanir.

KBB, beynin patojen ve toksinlere karsi sahip oldugu bir homeostatik
savunma mekanizmasidir. Almanya’da 19. ylizyilin sonlarina dogru Paul Erlich
ve arkadaslar1 tarafindan baslatilan ¢alismalar MSS ile dolasim arasinda bir
iletisim bozuklugunun ilk kanitlar1 tespit edilmistir. Bu ¢alisma grubu damar igine
verilen bazi boyalarin beyin ve omurilik disindaki tiim dokular1 boyadigini
farketmistir. Tripan mavisi adli boyanin, tiim organlar1 boyadigi, yalnizca beyne
ait dokular1 boyamadigi goriilmiistiir. Bu deneysel sonuglar kan ve beyni ayiran

segici gecirgen bir zar oldugunu gostermistir.

KBB, farkl1 hiicre tiplerinin birbirleri ile temasta oldugu beyin kapilerleri ile
lokasyon anlamda aymi seviyededir. KBB’yi olusturan beyin mikrovaskiiler
endotel hiicrelerinin (BMEH) 6nemli morfolojik karakteristik 6zellikleri vardir.
Beynin kandan gecis yapma potansiyeli olan bilesikleri engellemesi i¢in yardimei
olan hiicreler arasi siki kavsaklarin varligi, KBB’nin morfolojik 6zelliklerden
biridir. KBB’de yer alan siki kavsaklar, endotel hiicreleri arasindaki elektriksel

direnci artirmak suretiyle transselliiller yol ile beyin i¢ine madde girisini
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kisitlamaktadir. S6z konusu kavsaklar BMEH’ye olusturdugu elektrik direnci
sayesinde secici, dinamik bir filtre gorevi Ustlenir. Antibiyotikler, antineoplastik
ajanlar, peptit-proteinler 6zellikle de néropeptitler ve diger bir¢ok oligo ve makro
molekdler aktif madde, olup, suda ¢6zunebilmektedir.

Beyindeki ¢esitli hasarlar nedeniyle olusan hastaliklara kars1 gelistirilmeye
calisilan ilaclar ve tedavi yontemlerinin karsisina beyin fizyolojisinde énemli bir
yere sahip olan KBB ¢ikar. Bu bariyer sebebiyle gelistirilen ilag ve tedavi sayisi
ciddi dl¢iide sinirlandirilmistir. Farmakoloji ve norobilim alanlarindaki ilerlemeler
MSS hastaliklar1 ve potansiyel tedavileri hakkinda ciddi sonuglar vermesine
ragmen beyne ilag iletimi i¢in yeni ydntemlerin gelistirilmesinin 6nemli bir
ihtiyac oldugu goriilmektedir.

Yeni gelistirilen ilaglarin biiyiik bir kisminin KBB’yi gegememesi nedeniyle
beyin i¢in yeni ilaglarin gelistirilme siireci, molekiiler sinir bilimlerindeki
ilerlemeye ayak uyduramamistir. Yaklasik olarak biiyiik molekiillerin (> 400-500
Dalton) % 100’0 KBB’yi gegemezken ayni problem kiigiik molekiillerin
minimum % 98’inde de s6z konusudur (Dischino et al., 1983).

KBB modeli ile molekiiliin hiicre i¢ine alimi Sekil 2.12’de gosterilmistir
(Kloet et al., 2005).
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Sekil 2.12 KBB modeli (Kloet et al., 2005).
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Bevin Gorintileme

Beyin goruntilemenin temel prensibi KBB’ni asan bir bilesik gelistirip
kullanmak ile mimkdin olur. KBB muhtemelen anatomik, fizyolojik ve metabolik
olaylarin fonksiyonel karisimi ve belirli bir ornegi, s6z konusu maddenin
fizikokimyasal Ozelliklerine bagh olarak etkilidir. Engel beyin kapillerindeki
endoltelyal hicrelerin  esnek inraseliiller gegislerinde; ekstraseliiler akiskan
boslugun eksikligi, pinositozis eksikligi ve transport mekanizmalarinin sinirh
olmasi ile sonuclanabilir. KBB su, glukoz, sodyum kloriir gibi maddelere ve
sodyum nitrit, sodyum iyotiir, siikroz, safra pigmentler gibi bilesenlere segicidi.
KBB’nin agilmasi tiimoér ya da diger hastalik durumlarinda bilesigin beyine
gecerek penetrasyonu ile sonuglanir. KBB prensibine bagli olarak beyin
goruntileme radyofarmasotikleri difiizlenebilen ve diftizlenemeyen olmak (zere
iki kategoriye ayrilmaktadir. Diflizlenebilen ajanlar tipik olarak lipofiliktir ve
KBB’ni gecebilecek kadar hizlidirlar. Ornegin ®™Tc-HMPAO ve F-FDG.
Difiizlenemeyen  ajanlar  hidrofilik ve  polardirlar ayrica  KBB’ni
asamazlar. P"TcO,~ ve *™Tc-DTPA bunlara 6rnektir. Bunlar 6nceden
difiizlenebilen radyofarmasétiklerin yoklugunda beyin goriintiileme icin tercih
edilen ajanlardandi. Difiizlenebilen ajanlar arasinda ggmTC—HMPAO, ggmTC-ECD,
ve BF-FDG beyin goriintiillemede yaygin olarak kullanilanlardandir. 8.
fluorodopa dopamin reseptorlerine iliskin serebral hastaliklarin teshisinde beyin
gorlintiilleme i¢in  kullanilmaktadir. Beyin goriintiileme i¢in  kullanilan

radyofarmasotikler ve karakteristikleri Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1 Beyin goriintilleme ajanlar1 ve karakteristikleri

Karakteristik ¥mTe-HMPAO ¥mTe.ECD B FDG  “F-Fluorodopa

140 140 511 511

Foton enerjisi (keV

370 -740 370-740 370 - 555 185 - 370
Doz (MB
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2.6. Sentezlenen Bor Nitriir Nanotiiplerin Ozelliklerinin
Incelenmesi Kullanilan Yéntemler

2.6.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ve Enerji Dagilimh
X-151m Spektroskopisi (EDX)

SEM

SEM’de goériintii  olusturmada gorev alan elemanlar; elektron
tabancasi, kondansor mercekleri, 1s1mn saptirici, objektif mercekler,
dedektorler, foto ¢ogaltict tiip ve vakum sistemidir (Sekil 2.13). Tungsten,
Lantan hegza borit katottan veya alan emisyonlu tabancadan (FEG) ortaya
cikan elektronlarin kullanimi incelenecek malzeme yiizeyine gonderilmesi
sonucu olusan etkilesimden yararlanilmasi esasina dayanir. SEM’lerin genel
olarak bu elektron enerjisi 200 — 300 eV’dan 100 keV’a kadar degisebilir.
Net olarak odaklandirilmis elektron mercegi tarafindan cisim {izerine
odaklandirilir. Carptifi yerden gelen -elektronlar toplanir ve giigleri
yiikseltilir. Mikroskoptaki katot 1s1n1 tlipli sayesinde toplanan elektronlardan
bir goriintii olusturulur. Kondensér merceginde toplanan ve objektif
mercekle odaklanan elektron demeti, elektromanyetik saptirici bobinlerle
ornek yiizeyinde tarama islemini gergeklestirir (Agemura and Morishita,
2016).

Elektron

tabancas
+_-— Elekdron gimi demetl
|." |
Kondansor
mercedi ’
P Igan saptinig
/ Tarama jenaeratérd
' 1 I / Video ekran
A
Ch]nhtif 1"
mercedl f

F'III'I'IBI eluk!mnlal

Sekonder
L'Icktrunlar ._ /

Igin dedektrl sapline

Omek

Sekil 2.13 SEM bilesenleri (Agemura and Morishita, 2016).
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SEM-EDX

Ornege gonderilen elektron, drnekteki atomun i¢ ydriingesinden bir elektron
kopmasina neden olur, bu nedenle enerji dengelenmesi geregi bir iist yoriingedeki
elektron bu seviyeye gecer ve gecerken de ortama bir X 1511 yayar ve buna
karakteristik X-1sin1 denir. Ortaya ¢ikan X-151mm1 ve bu 1sinin enerjisi atoma
ozeldir. Bdylece enerjiden yola cikilarak malzemenin elementel igerigi nitel ve
nicel olarak tespit edilebilmektedir.

2.6.2. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM)

TEM’de bir elektron mikroskobudur. SEM’de goriintii yansiyan
elektronlardan elde edilirken TEM’de cisimden gegen 1sinlar goriintliyli meydana
getirmektedir (Benjamin 2016).

2.6.3. X-Ismlar1 Kirmimi (XRD)

1985°te Wilhelm Rontgen X 1sinlarini bulmustur. X 1smlar1 elektromanyetik
dalga kimliginde olduklar1 ve kutuplanma o6zelligi tasidigi ilk olarak Charles
Glover Barkla (1906) tarafindan kanitlanmistir. X 1sinlar1 difraksiyonu ile faz
analizi yapan bir cihazdir (Sekil 2.14). Bu cihaz ile kristal yapili malzemeler
incelenebilmektedir. Gonderilen x 1sinlar1 x 1sinlar tiipiinden tretilir. XRD ile
elektron ve noétron kirimimindan; kristalin yapisi, kristalin miikemmeligi veya
fazin safligi, kristalin dogrultulari, o6rgli sabitleri belirlenebilir. Sentezlenen

malzemelerin yap1 aydinlatilmasinda kullanilmaktadir.
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Sekil 2.14 XRD ¢alisma prensibi ve bilesenleri
2.6.4. Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR)

Kizil6tesi (IR) absorbsiyon spektroskopisi bir tiir titresim spektroskopisidir.
IR 1sinlar1 molekiiliin titresim hareketleri tarafindan sogurulmaktadir. FTIR’1n
calisma prensibi; tek 151k yollu spektrofotometrelerde, bilesenlerin tiimii ayn1 151k
yoluna yerlestirilmistir. Cift 151k yollu spektrofotometrelerde, monokromatorden
cikan 151k esit siddette iki demete boliinerek biri 6rnege digeri sadece ¢dziiciiniin
bulundugu kaba gonderilir. Cihaz 1s1in kaynaklari; UV gorindr bélgede déteryum
(D2), tungsten (W), hidrojen (H2), ksenon (Xe), civa buhar lambasi gibi stirekli
151k kaynaklar1 kullanilir. Monokromatorler; 1s1k kaynagindan gelen polikromatik
1siktan tek bir dalga boyunda monokromatik 1s1k elde edilmesini gergeklestiren
duzeneklerdir. Numune hiicresi; cam veya kuartz olabilir. Cam prizma diisiik UV
isinlarint 1yl gegirmediginden goriiniir bolge icin uygundur. Dedektorler;
maddenin 15181 absoplayip absorplamadigini anlamak i¢in 151k kaynagindan gelen

15181n siddetinin Sl¢iilmesi amaciyla kullanilan diizenektir (Sekil 2.15).
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Sekil 2.15 FTIR galigma prensibi
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. MATERYAL METOD

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1. Kullamlan kimyasallar

e Boron kristali (B) (Sigma)

e Lityum dioksit (LiO2) (Sigma)

e Fenilalanin (CsHsCH,CH(NH;)CO,H) (Sigma)

e 4-Boron-L-Fenilalanin (CoH1,BNO,) (Sigma)

e 1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]carbodiimide hydrochloride (EDC)
(C8H17N3'HC|) (Slgma)

e N-Hidroksistksinimid (NHS) (C4HsNO3) (Sigma)

e 2-Merkaptoetanol (HSCsH4OH) (Sigma)

e Fosfat tamponu (PBS) pH=7.0 (Merck)

e Tris-HCI Tamponu pH= 8.5 (Fluka)

e Amonyak (NH3) (Merck)

e Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO, -2H,0) (Merck)

e Sodyum azid (NaN3) (Sigma)

e Poli Amido Amid Dendrimer (PAMAMI[G-4] ve PAMAMI[G-2]) (Sigma)

e Potasyum iyotir (KI) (Merck)

e 1,3,4,6-Tetrachloro-3a,6a-Diphenyl-Glycoluril (C16H10C14sN4O2) (Sigma)

e Asetonitril (CH3CN) (Merck)
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Metanol (CH3OH) (Merck)

Etanol (CoHsOH) (Merck)

2-Propanol (CH3CH(OH)CH3) (Merck)

N-Oktanol (CH3(CH3)70H) (Merck)

N-Bitanol (CH3(CH2)3OH (Merck)

Aseton (CH3COCH3) (Merck)

Asetik asit (CH3COOH) (Merck)

Diklorometan (CH,Cl;) (Merck)

Metil etil keton (C,HsCOCH3) (Merck)

Hidroklorik asit (HCI) (Merck)

Fosforik asit (H3PO,4) (Sigma)

Etil asetat (CH3COOC;H5s) (Merck)

Piridin (CsHsN) (Merck)

Kloroform ( CHCI3) (Merck)

Serum Fizyolojik (% 0,9 NaCl)

Kalsiyum Klorir (CaCl,) (Merck)

Dimetilstlfoksit (CH3),SO (Merck)

Sephadex G-25 (Sigma)

MES (Sigma)
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Triton X100 (Sigma)
Ince tabaka kromatografi kagidi ITLC-SG (Merck-5554).

U87-MG (insan Beyin Glioblastom-Astrosit) (HTB-14) (American Type
Culture Collection, Rockville, MD, ABD)

C8-D1A (Fare Beyin Astrosit) (CRL-2541) (American Type Culture
Collection, Rockville, MD, ABD).

Min. Essential Medium (MEM Eagle) (Merck)
Dulbecco's MEM (Merck)

L-Glutamine (Bio.Ind.)

Sodyum bikarbonat (Bio.Ind.)

Essential amino asit (Bio.Ind.)

Sodyum pirlvat (Bio.Ind.)

Fetal Bovine Serum (Bio.Ind.)
Penisilin/Streptomisin (Bio.Ind.)

Tripan mavisi (Bio.Ind.)

PBS (Merck)

Tripsin EDTA (Merck)

Florescein isotiocyonate (FITC) (C21H11NOsS) (Sigma)

4’ 6-Diamidino-2-Phenylindole Dihydrochloride (DAPI)
(C16 H15N52HC|) (Slgma)

Bichinconinic acid (BCA) protein tayin kiti (Thermo)
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Cell Counting Kit-8 (WST-8) (Sigma)
Dead End Fluorimetric Tunel System (Promega)

131 (Ege Universitesi Hastanesi, Niikleer Tip Anabilim Dali, Bornova,

[zmir)

123| (Perkin Elmer, USA)

Argon gaz1 (HABAS, Smai ve Tibbi Gazlar Istihsal Endiistrisi A.S.)
3.1.2. Kullanilan cihazlar

TLRC Bioscan (AR2000, E.U. Nukleer Bilimler Enstitiisii)

ODS 5-pum RP-C18 (250 x 4.6 mm I.D.) (GL Sciences Inc.) kolonu
Kolon firin1 (CTO-10ASvp)

Diyot array dedektor (DAD) (SPD-M20A)

Otomatik 6rnekleyici (SIL-20A HT)

Shimadzu LC-10Atvp (SPD-10AV) sistemi (E.U. Niikleer Bilimler
Enstitlisi)

Nal(T1) dedektori (Raytest, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii)

Liyofilizator (Labconco Free Zone 2.5 770, E.U. Nukleer Bilimler
Enstitlisi)

Doz kalibrator(i (Biodex AtomLab 100 Plus, E.U. Nikleer Bilimler
Enstitlisi)

RAD-501 Cd(Te) tek kanalli gamma saymm sistemi (RAD-501, E. U.
Nukleer Bilimler Enstitlsi)
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Boyut ve potansiyel 6lcim sistemi (Malvern NanoZS, E. U. Nikleer
Bilimler Enstitlsi)

Uc boyutlu calkalayici (Heidolph, E. U. Niikleer Bilimler Enstitisii)
Santrifiij cihaz1 (Niive CN180, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii)
Vorteks cihazi (Ika, E.U. Nukleer Bilimler Enstitiisii)

Ultrasonik homojenizator (Bandelin, Sonoplus HD 2070), E.U. Nikleer
Bilimler Enstitlsi)

Isiticili manyetik Karistiricr (Ika, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisi)
Milipor (Milli-Q Gradient A-10, E.U. Nukleer Bilimler Enstitiisii)

FTIR (Perkin Elmer Spectrum BX II, Electrothermal 9200, Celal Bayar
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Bolumi)

SEM (Phillips XL30 SFEG, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Malzeme
Aragtirma Merkezi)

HRTEM (JEOL JEM 2100F, USA, Mugla Universitesi, Merkez Arastirma

Laboratuvari)

XRD (Philips X’Pert Pro, the Netherlands, Izmir Yiiksek Teknoloji

Enstitiisiit Malzeme Arastirma Merkezi)
Floresan mikroskop (Olympus BX53, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii)

Mikroplaka okuyucu (Varioskan, Thermo, E.U. Nikleer Bilimler
Enstitlisi)

Inverted mikroskop (Leica, E.U. Niikleer Bilimler Enstitis(i)
Isik mikroskobu (Olympus, E.U. Nukleer Bilimler Enstitisii)

CO;, inkiibator (Sanyo, E.U. Niikleer Bilimler Enstitisii)
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Laminar flow kabin (Thermo, E.U. Niikleer Bilimler Enstitlisi)

Sogutmali santrifilj (Hettich Rotina 38R, E.U. Nukleer Bilimler Enstitiisii)
Otoklav (Hirayama, JAPAN, E.U. Ntkleer Bilimler Enstitiis)

- 80 °C derin dondurucu (Sanyo, E.U. Nukleer Bilimler Enstitisi)

- 196 °C siv1 azot tanki (Thermo, E.U. Niikleer Bilimler Enstitsti)

Atmosferik yiksek sicaklik firmi (Carbolite CTF-17, UK, Celal Bayar
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Fizik Bolimii)

Sivi sintilasyon sayaci (Packard Tri-corb-1200, E. U., Tip Fakiiltesi,
Fizyoloji Anabilim Dal1).
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3.2. Bor Nitriir Nanotiip Sentezi ve Modifikasyonlari

Giris boliimiinde deginilen amag¢ dogrultusunda Zhi ve arkadaslarinin
yontemi  modifiye edilerek Bor Nitrir Nanotip (BNNT) sentezi
gergeklestirilmistir.

Sentez asamasi i¢in gerekli olan atmosferik yiiksek sicaklik firin1 Dog. Dr.
Arzu Tirkler Ege ve Dog. Dr. Mehmet Ayvacikli (Celal Bayar Universitesi, Fen
Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii) tarafindan saglanmistir. Ayrica nanotiiplerin
sentezi i¢in alternatif yontemler denenmistir. Sentezlenen nanotiipler poli amido
amid dendrimer (PAMAM) [G-4] veya [G-2] ile modifiye edildikten sonra EDC-
NHS kimyasi ile L-Phe konjugasyonu gergeklestirilmistir. Sentez ve konjugasyon

prosediirleri asagida verilmistir.

3.2.1. Bor Nitrur Nanottp Sentezi

Bor Nitriir Nanotiip sentezi gaz gegcisli yiiksek sicaklik firininda (Carbolite)
kat1 hal reaksiyonu ile Sekil 3.1 de gosterilen diizenekte sentezlendi. B:LiO,
(1:1) 7°C/dk 1sitma hiz1 ile 1100 °C’ye kadar Ar(g) atmosferinde 100 sscm,
1100°C’ye ulastiginda NH3(g) atmosferine 200 sscm gegilmistir ve 1400°C’de 3
saat inkiibasyon sonrasinda Ar(g) atmosferinde 1°C/dk sogutma hizi ile oda
kosullarina kadar sogutma yapildi. Sentez sonrast drnekler desikatdrde muhafaza
edildi. Sentezlerde Alimina (Sigma) krozeler kullanildi. Optimum sentez
kosullar1 i¢in geometri faktorl ve reaksiyon siiresi optimizasyonu g¢aligsmalari

gerceklestirildi.

Reaksiyon mekanizmasi agagidaki gibidir:

2Li,0(s) + 2B(s) — 4Li(g) + B202(g)

Li,O(s) + B(s) — 2Li(g) + BO(g)

2B(s) + 2NH3(g) —> 2BN(s) + 3H2(9)
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Sekil 3.1 BNNT sentez diizenegi

3.2.2. Bor Nitrur Nanottp Sentezi Optimizasyonu

3.2.2.1. inkiibasyon Siiresi Optimizasyonu

B:LiO; (1:1) 7°C/dk 1sitma hiz1 ile 1100 °C’ye kadar Ar(g) atmosferinde
100 sscm, 1100°C’ye ulastiginda NH3(g) atmosferine 200 sscm gegcilmistir ve
1400°C’de 3 saat ve 5 saat olmak tizere farkli iki zamanda NH3(g) atmosferinde
inkiibasyon sonrasinda Ar(g) atmosferinde 1°C/dk sogutma hiz1 ile oda
kosullarina kadar sogutma yapilarak gergeklestirildi.

3.2.2.2. Reaksivon Kabi Optimizasyonu

Nanotlp olusumuna reaksiyon kabi etkisini incelemek amaci ile yatik
(kayik) ve normal (dik) kroze olmak iizere Sekil 3.2’de gosterildigi gibi iki tip
alimina kroze sentez asamasinda kullanilarak optimizasyon c¢aligmasi

gergeklestirilmistir.

Sekil 3.2 Reaksiyon kabinin senteze etkisinin incelenmesi
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Reaksiyon liriinii olan Bor Nitriir Nanotiiplerin yapisal analizlerini ve sentez
tiriinlinlin karakterizasyonunu gergeklestirmek amaciyla SEM, EDX, XRD, TEM

ve FTIR yontemleri kullanilmistir.

3.2.3. Bor Nitrur Nanottplerin PAMAM [G-4]/[G-2] ile
Konjugasyonu

Sentezlenen BNNT lerin 4 mg’1 3mM PAMAM [G-4] veya [G-2] ile 1 mL
Tris-HCI tamponunda (pH=9) 30 dakika 25°C’de sonike edilmistir. Sonikasyon
sonrasinda, 24 saat 25°C’de ii¢ boyutlu ¢alkalayicida inkiibe edilmistir. Konjugat
(BNNT/PAMAM [G-4] veya BNNT/PAMAM [G-2]) (¢ kez distile su ile yikanip,
15000 rpm de santrifiijlenerek baglanmayan PAMAM uzaklastirilmistir. Cokelek
ultra saf suda dagitilarak +4°C’de depolanmistir. BNNT ’lerin PAMAM ile
modifiye formunun ¢oziiniirliik kararlilig: literatire uygun olarak bi hafta olarak
tespit edilmistir (Chen et al.,, 2009). PAMAM ile modifiye BNNT’lerin ve
modifiye edilmeyen BNNT lerin sudaki dagilimi Sekil 3.3’de verilmistir.

Sekil 3.3. a) BNNT/PAMAMIG-2] kolloid ve b) BNNT ¢okelek gortintuleri.

3.2.4. PAMAM ile Modifiye Bor Nitrtr Nanottplerle L-Phe
Kojugasyonu

4 mg BNNT/PAMAM [G-4] veya BNNT/PAMAM [G-2] konjugat1 20 mM
EDC, 50 mM NHS, 4 mg L-Phe 1 mL MES tamponunda dagitildiktan sonra 15
dakika oda sicakliginda karistirildi. Uzerine 1,4 pL 2-merkaptoetanol eklenerek 2
saat oda sicakliginda ii¢ boyutlu ¢alkalayicida inkiibe edildi. Baglanmayan L-Phe
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U¢c kez distile su ile yikanip 15000 rpm’de santrifiijlenerek uzaklastirilmistir.
Cokelek ultra saf suda dagitilarak +4°C’de depolanmustir.

BNNT sentezi, modifikasyonlar1 ve radyoiyotinasyonu sonrasi ulasilmasi

tasarlanan model Sekil 3.4’te verilmistir.

X
1350 °C’deki tiip finn P S,

Algmina Tup

2L4,0(K) + 2B(K)

BNNT PAMAM[G-2] EDC

R 1
[ pe 11
5 ¢
NHS L-Phe K131

Sekil 3.4 L-Phe konjuge PAMAM modifiye BNNT ’lerin tasar1 modeli.

3.2.4.1. L-Phe Baglanma Veriminin HPLC Yontemi ile
Tayini

L-Phe konjugasyon sonrasinda nanopargaciklar 1 mL distile su ile 1 dakika
vortekslendikten sonra 15000 rpm’ de 25 °C’de 10 dakika santrifiijlenmistir.
Cokelekler tekrar 1 mL distile suda dagitilarak bu islem bes kez tekrarlanmistir.
Ex:340nm Em:450 nm’de Mobil faz A: 40mM Sodyum Dihidrojen Fosfat
Monohidrat pH=7,8, %0,005 Sodyum Azid; Mobil faz B: Asetonitril/Metanol/Su
40:40:20, 1.3 mLl/dakika akis hizi kosullarinda 0-5-10-20-50 upg/mL
konsantrasyonlarinda L-Phe i¢in Kalibrasyon egrisi olusturulmustur ve
konjugasyon sonrasi siipernatant ile yikama sularinda nanotiiplere baglanmayan
L-Phe miktar1 izlenmis, egri formiiliinden yararlanilarak baglanma verimi

hesaplanmustir.
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3.3. Sentez ve Konjugasyon Uriinlerinin Karakterizasyonu

BNNT’lerin kimyasal yapisi i¢in Fourier transform kizilotesi spektroskopisi
(FTIR) kullanilmigtir. X 1511 kirmmimi  (XRD) sentezlenen nanotiiplerin

karakterizasyonunu gergeklestirmek amaciyla yapilmistir.
3.3.1. Fourier Transform Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi

BNNT ve tlrevlerine ait kizil6tesi (infrared; IR) sogurma spektrumlari Celal
Bayar Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiltesi Kimya Boliminde (Perkin Elmer
Spectrum BX II FTIR spektrofotometresi) alimmistir. Analiz icin minimum
parcacik boyutuna sahip potasyum bromiir ile 6rneklerden homojen bir karisim
olusturularak 6rnek-KBr peletleri hazirlanmistir. Sisteme yerlestirilen peletlerin
olctimu ile 6rneklerin 400-4000 cm™ araliginda FTIR spektrumlari elde edilmistir.

3.3.2. X Istm Kirmmimi (XRD)

Sentezlenen BNNT lerin Kkarakterizasyonunu gergeklestirmek amaciyla toz
formunda Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Malzeme Arastirma Merkezinde

XRD spektrumlar1 incelenmistir.

3.3.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ve Enerji Dagilimh
X-151m1 Spektroskopisi (EDX)

Sentezlenen BNNT ve modifikasyonlarinin ylzey 6zelliklerinin incelenmesi
amaciyla Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Malzeme Arastirma Merkezinde
bulunan Phillips XL30 SFEG cihaz1 ile SEM goriintiileri alinmistir. Bu analizler
icin sentezlerin optimizasyonu sirasinda alinan 6rnekler ile numuneler
hazirlanmistir. Numuneler reaksiyon kabinin alt ve {ist tabakalarindan alinarak bir
sentez i¢in iki durum igerecek sekilde hazirlanmistir. Bu dogrultuda analiz igin
hazirlanan numune kati olarak hazirlanmis, cihaza ait celik plakalar Gzerine
yapistirilan grafit bantlarin tizerine yayilmistir. Numunedeki iletkenligi saglamak
amaciyla plakalar {lizerine altin kaplama yapilmistir. Ardindan analiz i¢in hazir
olan Ornegin SEM gorintiileri alinmistir. SEM’1 alinan 6rneklerin elementel

dagiliminin incelenmesi amaciyla EDX analizleri gergeklestirilmistir.
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3.3.4. Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM)

Sentezlenen BNNT’lerin detayli boyut, ylzey &zelliklerinin incelenmesi
amaciyla Mugla Universitesi, Merkez Arastirma Laboratuvarinda JEOL JEM
2100F, HRTEM cihazinda goriintiileri alinmistir. Bu analiz i¢in hazirlanan
numune kati olarak hazirlanmis metanolde dagitilarak 30 dakika sonikasyonda
inkiibe edilmistir. Siispanse edilen 6rnek bakir gridler lizerinde damlatilmistir ve 3
dakika ¢Ozgenin buharlagsmas: beklenmistir. Ardindan analiz i¢in hazir olan

ornegin TEM gorintiileri alinmistir.
3.3.5. Zeta Potansiyel Analizi

BNNT/PAMAMI[G-2]/L-Phe, BNNT/PAMAM[G-2], PAMAMI[G-2], L-
BPA ve L-Phe ornekleri igin yiik dagilimini incelemek amaciyla zeta potansiyel
analizi Malvern NanoZS ile gergeklestirilmistir. Analizlenecek 6rneklerden (40
Mg/uL) 100 ul alinarak 1 mL distile suda disperse edilerek tek kullanimlik berrak
zeta kuvetinde 25 °C’de 6l¢lim en az ii¢ tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

3.4. BNNTlerin Y1227 jle fsaretlenmesi

Bl ile radyoisaretleme calismasi

BNNT, BNNT/PAMAM[G-2], BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe,
BNNT/PAMAM[G-4], BNNT/PAMAM[G-4]/L-Phe, L-BPA, L-Phe’nin ¥ ile
isaretleme ¢alismalar1 igin iodojen yontemi kullanilmistir. 100 pg 6rnek, 100
UCi ' ile 250 pg/uL iodojen ile oda sicakhginda 20 dakika inkiibe edilerek
gerceklestirilmistir.

1257 j1e radyoisaretleme calismasi

25| jle radyoiyotinasyon icin de iodojen yontemi kullanilmistir. 250 pg
iodojen 250 uL diklorometanda ¢oziilmiis ve cam tlplerin igine konulmustur.
C0Ozgen hava akiminda oda sicakliginda buharlastirildiktan sonra iodojen tlpin
tabanini film seklinde kaplamistir. Bu film kapli tiiplere 50 pg/50 pL Ornek

125

konulmustur ve 50 uCi ~°I ilave edilmistir. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe

edilerek radyoiyotinasyon gergeklestirilmistir.
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1217 j1e isaretleme calismasi

1 mol BNNT/PAMAM [G-2] ve tirevleri, 2 mol KI: 1 mol iodojen
oranlarinda ilk olarak hazirlanan iodojen tlpine 6rnek ve KI ilave edildi. Tup 4

°C ve karanlikta 12 saat inkiibe edildikten sonra 6rnek iodojen ortamindan ayrildu.

3.4.1. Kalite Kontrol Calismalari

34.1.1. Ince Tabaka Radyo Kromatografisi

Ince Tabaka Radyo Kromatografi (TLRC) icin Whatman Kromatografi
kagitlarindan, kalinliklar1 0.1 mm olan 20x20 cm boyutlarindaki tabakalar
kullanilmis ve bu tabakalar 1.2x10 cm’lik seritler halinde kesilmistir.
Kromatografi kagidi olarak seliiloz kagit kullanilmistir. Bu kagitlarin uygulama
noktalanr 1 cm mesafe ile 1 uL B
3, B1/BNNT/PAMAM[G-4], B /BNNT/PAMAM[G-4]/L-
Phe, '/BNNT/PAMAM[G-2], “I/BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe, /L-
Phe, N/L-BPA, I, yikseltgenmis iyot (**°I'), *I/BNNT/PAMAM[G-
4], 12 /BNNT/PAMAM[G-4]/L-Phe, 123 /BNNT/PAMAM[G-

2], "*IBNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe, ***l/L-Phe, **I/L-BPA damlatilarak banyo

yiikseltgenmis  iyot

coOzeltisinde yiirtitilmiistiir.

Banyo ¢ozeltisi optimizasyonu igin 6rnekler 50 pg/50 uL BNNT/PAMAM
[G-4]/L-Phe, 250 pg iodojen ve 100 pCi ***I; 50 ng/50 uL BNNT/PAMAM [G-
4], 250 pg iodojen ve 100 uCi **!1; L-Phe 5 png/50 pL, 250 pg iodojen ve 100
nCi ' kosullarinda iodojen yéntemi ile radyoisaretlenmistir. 10 farkli banyo
cOzeltisi kullanilarak bu ¢6zgenlerde yiriitilen TLRC’ lerin TLC Scanner
(Bioscan AR 2000) cihazinda aktivite sayimlart alimmistir. Elde edilen
kromatogramlardan R¢ (Relative Front) degeri ve isarctlenme verimleri tespit
edilmistir. Optimizasyon ¢aligmasi sonucunda verim ve Rt degerleri kiyaslanarak
optimum banyo ¢ozeltisi tespit edilmistir. Asagida optimizasyonu yapilan ¢ozelti

ve oranlar agiklanmustir.
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TLRC-1: n-bitanol/distile su (2:1)

TLRC-2: n-bitanol/distile su/etil asetat (4:2:1)

TLRC-3: n-bitanol/etil alkol/0,2N NH,OH (5:2:1)

TLRC-4: Distile su

TLRC-5: Aseton

TLRC-6: n-bitanol/distile su/asetik asit (4:2:1)

TLRC-7: izopropil alkol/distile su/asetik asit (4:2:1)

TLRC-8: Diklorometan/metanol (9:1)

TLRC-9: izopropil alkol/n-bitanol/0,2N NH4OH (4:2:1)

TLRC-10: Metil etil keton

3.4.1.2. Kagit Elektroforezi

PAMAM[G-2]/L-Phe ve L-Phe bolim 3.4°de aciklandigi gibi I ile
radyoisaretlenmistir. TLRC ile kalite kontrolii gergeklestirilen orneklerin kagit
elektroforezi ile hem kalite kontroli hem de Orneklerin yiik dengeleri
belirlenmistir. Kagit elektroforezi c¢alismalarinda Gelman elektroforez cihazi
kullanildi. Elektroforez islemi Whatman kagitlar1 (Whatman 1) kullanilarak
yapilmistir. Kagitlar 1.5 x 30 cm boyutlarinda kesildikten sonra anot, katot ve
uygulama yapilacak olan noktalar isaretlenmistir. Whatman kagitlar
elektroforezde uygulanacak c¢ozelti ile islatildiktan sonra elektroforez kabina
yerlestirilmistir. Uygulama noktasina (15 cm) 5’er uL’lik ***I/BNNT/PAMAM[G-
2]/L-Phe, B*!1/L-Phe, 1™ ve ¥4 uygulanmistir. Banyo ¢ozeltisi olarak optimum
cozelti olan TLRC-1: n-butanol/distile su (2:1) ¢ozeltisi icinde 300 V’luk gerilim
altinda 120 dakika elektroforez islemi uygulanmistir. Slre sonunda kagit seritler
elektroforez kabindan cikarilarak kurutulmustur. Orneklerin  TLC Scanner
(Bioscan AR 2000) cihazinda aktivite sayimlar1 alinmistir. Elde edilen
kromatogramlardan R¢ (Relative Front) degeri ve isaretlenme verimleri tespit
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edilmistir. Orneklerin uygulama noktasindan anot ya da katoda vyiiriimeleri
incelenerek yukleri hakkinda bilgi edinilmistir.

3.4.1.3. Yiiksek Performansh Sivi Radyvo Kromatografi
Yontemi

Radyoiyotinasyonun kalite kontrolii icin HPLRC yontemi kullanilmustir. 1

ile isaretli  orneklerin  radyoiyotinasyon  verimi  kalite  kontrollnln
gergeklestirilmesi amaciyla TLRC yontemine referans olarak HPLRC yontemi
kullanilmistir.  Bu  ama¢  dogrultusunda B yiikseltgenmis  iyot
&Y, BU/BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe  ve  3/L-BPA  numunelerinin
enjeksiyonu gerceklestirilmistir. Kromatografik ol¢timler 1 mL/dakika akis
hizinda, bidistile su/metanol/izopropanol (50:45:5) mobil faz1 kullanilarak C-18
kolon ile gergeklestirilmistir. (LC-10ATvp quaternary pump, DAD dedektor,
autosampler (SIL-20A HT), Raytest (1x1) Nal dedektori kullanilarak Slgiimler

254 nm’de 25 °C’de gergeklestirilmistir.

3.4.1.4. By isaretli BNNT ve Tiirevlerinin Lipofilite
Tavyini

Bu calismada *'I/BNNT/PAMAM [G-2], “"I/BNNT/PAMAM [G-2]/L-
Phe, *'1/L-Phe, **!I/L-BPA 6rneklerinin lipofilite tayini yapilmistir. Bunun igin

Bl radyoizotopu ile BNNT ve tiirevlerinin

3.4’de verilen kosullarda
radyoiyotinasyonu gergeklestirildikten sonra 100 pL isaretli bilesikten alinarak
icerisinde 300 pL n-oktanol ve 300 pL pH: 7.0 fosfat tampon ¢Ozeltisi bulunan
tiplere ilave edilmistir. 10 dakika oda sicakliginda karigtirmanin ardindan 2500
rpm de 30 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda alt faz (su) ve {ist faz
(oktanol) ayrilarak radyoaktiviteleri Cd(Te) dedektorli RADS501 tek kanalli
sayicida sayilmistir. Log P degerleri bu fazlardaki aktivite degerleri oranlanarak

hesaplanmistir. Denemeler her bir 6rnek en az igin U¢ kez tekrar edilmistir.

3.4.15. Stabilite Tayini

BL/BNNT/PAMAM[G-2], “Y/BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe, *!1/L-Phe
ve BU/L-BPA’nimn stabilitesini tespit etmek icin 50 ug/50 pL 6rnekler 3.4°de
verilen kosullarda iodojen yontemi ile radyoiyotlandiktan sonra iodojenden

uzaklastirilarak reaksiyon durdurulmustur. Ornekler 37°C’de 24 saat inkiibe



58

edilmigtir. 0, 1, 2, 4, 8 ve 24. saatte Ornekler alinip, isaretleme verimi n-
bltanol/distile su (2:1) banyo ¢ozeltisi kullanilarak TLRC yOntemiyle ile tespit

edilmistir.

3.5. In Vitro Uygulamalar
3.5.1. U87-MG ve C8-D1A Hucre Dizinleri

U87-MG (Insan Beyin Glioblastoma-Astrosit) (HTB-14) hiicrelerini
cogaltmak amaciyla % 10 Fetal Bovin Serum (FBS), % 1 Non Esansiyel Amino
Asit, % 1 Sodyum Pirtvat, % 1 L-Glutamin iceren Min. Essential Medium (MEM
Eagle) medium’u kullanilmigtir. C8-D1A (Fare Beyin Astrosit) (CRL 2541)
hicreleri icin % 10 Fetal Bovin Serum (FBS), % 1 Non Esansiyel Amino Asit, %
1 Sodyum Pirlivat, % 1 L-Glutamin iceren Dulbecco's MEM medium’u
kullanilmistir. 75 cm?®lik flasklarda ¢ogaltilan hiicreler % 80 konflue olduktan
sonra Tripsin EDTA ¢ozeltisi kullanilarak yiizeyden enzimatik yontem ile
ayrilmigtir. Canli hiicre sayilari tripan mavisi ve neubauer lami kullanilarak

yapilmig ve deneyler i¢in gerekli olan plakalar hazirlanmistir.
3.5.2. Sitotoksisite Calismasi

BNNT/PAMAM [G-4], BNNT/PAMAM [G-4]/L-Phe, BNNT/PAMAM [G-
2], BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe, L-Phe, L-BPA, ?'I/BNNT/PAMAM [G-
2], 'I/BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe, **"I/L-BPA ve **'l/L-Phe numuneleri icin
farkli konsantrasyonlarda (10-20-30-50-100-250-500-1000 ng/mL, 1-5-25-100-
500-1000 ng/mL, 0,5-1-5-10-50-100 pg/mL) 1, 2, 24 ve 48 saat i¢in canlilik testi
WST-8 yontemi ile gergeklestirilmistir. Bunun i¢in U87-MG ve C8-D1A hicreleri
uygun besiyerinde ¢ogaltilmis ve 96 kuyulu plakalara 1x10* hiicre olacak sekilde
ekilmigtir. Ekimden 36 saat sonra sitotoksisite ¢aligmasi baslatilmigtir. BNNT ve
tirevleri 15000 rpm’de 10 dakika 25 °C’de santrifujlenerek nanotupler
coktliriilmiistiir, numuneler 2 saat ultraviyole lamba altinda inkiibe edilerek
sterilize edilmistir. Sterilize edilen numuneler pH 7.0 fosfat tamponunda
dagitilarak dozlarin hazirlanmasi besiyer ile gerceklestirilmistir. Hazirlanan farkl
konsantrasyonlar (200 pL) kuyulara uygulanmis ve farkli zamanlarda hiicrelerdeki
% canlilik testi gerceklestirilmistir. Bu islem 1 set igin 4 tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol olarak hiicrelerin ekili oldugu kuyulara besiyer
eklenmistir. Negatif kontrol olarak hiicre bulunmayan kuyulara farkli dozlarda

hazirlanan numuneler eklenmistir ve hesaplamalarda kullanilmistir. 1, 2, 24 ve 48
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saat sonra hticrelerin Gzerindeki BNNT iceren besiyerler uzaklastirilmistir. 100 uL
besiyer ve 10 uL WST-8 sitotoksisite kiti eklenip 0, 30, 60, 120, 180 ve 240.
dakikalarda 450 nm ve 650 nm’de spektrofotometrik olarak olgtim alinmustir.
Konsantrasyon ile % canlilik arasindaki iliski incelenerek grafigi olusturulmustur.

3.5.3. Hucrelerde Baglanma Verimi Calismasi

2x10* U87-MG hiicresi ve 2,5x10* C8-D1A hiicresi 24 kuyulu plakalara
ekilmistir. Hiicre konfluent olduktan sonra inkorporasyon calismasi (36 saat
sonra) baslatilmistir. Sitotoksisite ¢caligmasi sonrasinda belirlenen toksik olmayan
konsantrasyonlarda (2 pg madde/ kuyu) U87-MG ve C8-D1A hicre
hatlarinda 31", ¥, B*1/BNNT/PAMAM [G-4], ®Y/BNNT/PAMAM [G-4]/L-
Phe, “I/BNNT/PAMAM [G-2], *'WBNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe, 3/L-
Phe, HI/L-BPA, 1, *2I*, 12I/BNNT/PAMAM [G-4], **I/BNNT/PAMAM [G-
4]/L-Phe, **I/BNNT/PAMAM [G-2], *I/BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe, **I/L-
Phe ve ®I/L-BPA &6rneklerinin tutulumu incelenmistir. 24 kuyulu plakalarin
ornek uygulama asamasindan sonras1 Sekil 3.5’te gosterilmistir. lodojen yontemi
ile konjugatlar radyoiyotlanmistir. 2 uCi/kuyu aktivite uygulanmistir. Belirtilen
siire boyunca radyoisaretli nanokonjugatlar hiicrelerin iizerinde 37 °C’de %5 CO.
ve % 90 nem igeren inkiibatorde inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda
hlcrelerin Gzerindeki érnekler uzaklastirilarak iki kez 500 uLL PBS ile yikandiktan
sonra (Uzerine 200 uL RIPA ¢ozeltisi eklenmistir. Uzerinde RIPA ¢ozeltisi
bulunan hucreler pipet yardimi ile mekanik olarak yiizeyden kaldirilmistir. Elde
edilen hiicre stispansiyonunun 100 uL’si alinarak tizerine 900 uL sintilasyon
kokteyli eklenmistir ve sivi sintilasyon cihazi ile radyoaktivite sayimi
gerceklestirilmistir. Hicre suspansiyonunun 25 uL’si alinarak tizerine 200 pL
BCA kiti eklenip protein tayini yapilmistir. Elde edilen radyoaktivite
sayimmi/protein oranlarindan hiicre basmna gerceklesen tutulum miktar

hesaplanmustir.
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Sekil 3.5 Baglanma verimi ¢aligmasi i¢in Radyoiyotlu 6rneklerin U87-MG ve C8-D1A

hicrelerine uygulanmasi.

3.5.4. Zamana Bagh Baglanma Verimi Calismasi

Zaman bagli tutulum c¢alismasi1 8 farkli zamanda U87-MG ve C8-D1A
hiicreleri i¢in denenmistir. 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 12 ve 24. saatlerde 181) e 1257 isaretli
BNNT ve tiirevleri i¢in % tutulum miktarlari hesaplanmistir. Radyoiyotinasyon
3.4’de agiklandig1 gibi gergeklestirilmistir ve kalite kontrolii TLRC ile tayin
edilmigtir. Tutulum ¢alismalar1 3.5.3’de agiklandig1 gibi yapilmistir.

3.5.5. Spesifik Aktiviteye Bagh Baglanma Verimi Calismasi

Radyoaktivite bagimli tutulum calismast 5 farkli 2] miktarinda
gerceklestirilmistir. 1, 2, 5, 10 ve 25 uCi 125 jle radyoisaretli BNNT ve
tirevlerinin tutulum c¢alismalart U87-MG hiicre hattinda 2 saat igin
gerceklestirilmistir. Radyoiyotinasyon 3.4’de agiklandigi gibi gergeklestirilmistir
ve kalite kontrolii TLRC ile tayin edilmistir. Tutulum ¢alismalar1 3.5.3’de
aciklandigi gibi yapilmistir.
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3.5.6. Floresan Goriintilleme Calismasi

BNNT/PAMAMI[G-2], BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe, L-Phe ve L-BPA her
birinin konsantrasyonu 20 ug/mL olacak sekilde hazirlanir ve tizerlerine 50 pg/50
pL FITC/DMSO (5uL/dakika) damla damla ilave edilerek 8 saat 4 °C’de inkube
edilerek isaretleme calismasi gerceklestirilmistir. 2x10* U87-MG ve 2.5x10*
C8-D1A hiicreleri ekilen chamber slide tizerine 6rnekler uygulanmistir ve 2 saat
37 °C % 5 CO; % 90 nem igeren inkubatdrde inkibe edildikten sonra hicre
cekirdekleri DAPI ile boyanmustir. Fluoresan mikroskobu ile goriintiileme
caligmast 10, 20, 40, 100’lik biiylitmelerde yesil ve mavi filtre ile
gerceklestirilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6 Floresan Mikroskop

3.5.7. Apoptoz Cahsmasi

2x10* U87-MG ve 2,5x10" C8-D1A hiicreleri ekilen chamber slide (Sekil
3.7) lizerinde hiicreler konflue olduktan sonra sitotoksisite ¢aligmasi sonucu (24
saat) belirlenen ICsy degerlerinde ornekler uygulanmistir ve 24 saat 37 °C % 5
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CO3 % 90 nem iceren inklbatorde inkiibe edildikten sonra hicreler yiizeye fikse
edilmistir. Fiksasyon islemi % 4’10k paraformaldehit ve % 0,2 Triton-X100
kullanilarak gerceklestirilmistir. Kuyucuklara 100 pL equlibration tamponu
eklenip ve 10 dakika bekletilmistir. 90 uL equlibration tamponu, 10 uL nikleotid
karistmi ve 2 uL rTdT enzimi eklenip 10 dakika inkiibe edilmistir. Lam
tizerindeki siv1 uzaklastirilmis ve iizerine plastik koruyucu kapatilmistir. 37 °C 1
saat inkube edilmistir. Reaksiyonu durdurmak icin 2xSSC icerisinde 15 dakika
bekletilmistir. Lamlar 5 dakika PBS ile yikanarak bu islem (¢ kez tekrarlanmistir.
Kontrol amaciyla DNase I kullanilarak aynmi islemler uygulanmistir. Apoptotik
etkinin incelenmesi icin fluoresan mikroskobu ile goriintiileme g¢alismasi 100x
biiyiitmede yesil (520 nm) ve kirmizi (620 nm) filtre ile gergeklestirilmistir.

b)
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Sekil 3.7 Apoptoz ¢alismasi a) U87-MG b) C8-D1A hiicrelerine uygulanan érneklerin

chamber slide goriintusi

3.6. istatistik Analizleri

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarindan elde edilen sonuclarin istatistik analizleri
GraphPad istatistik programi kullanilarak yapilmistir. Her bir parametre icin 5
ayr1 denemede toplam onbes tekrar yapilip, ortalama baglanma degerleri ile
standart sapmalar1 hesaplanmistir. Her bir parametre i¢in elde edilen baglanma
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olup olmadigin1 belirlemek
icin tek yonli ANOVA analizi yapilmistir. 1221 ve 3in farkh spesifik
aktivitelerde kullanilmasi ile elde edilen baglanma degerlerinin incelenmesinde de
lineer regresyon analizi yapilmistir. Analiz sonuglar1 degerlendirilirken baglanma
degerleri arasinda 0,95 giliven diizeyinde anlamli bir farkin olup olmadigi P
degerlerine bakilarak tespit edilmistir. P degeri 0,05’den kiiclik olanlar anlamli

kabul edilmistir.
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4, BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bor Nitriir Nanotiip Sentezi ve Modifikasyonlari
4.1.1. Bor Nitrir Nanotip Sentezi
Bor igeren pek ¢ok bilesik BNCT ajani olarak kullanilmaktadir (Zhi et al.,
2005). Bu amag dogrultusunda bor igeren bor nitriir nanottpler kati hal reaksiyonu

ile NH3(g) atmosferinde 1400 °C’de CVD yontemiyle gergeklestirilmistir.

Literatiir arastirmalar1 dogrultusunda Sekil 4.1’de goriillen Lityum

katalizorliigiinde gerceklestirilen reaksiyon ile BNNT ’ler sentezlenmistir.
2Li,0(s) + 2B(s) —» 4Li(g) + B202(9)
Li,O(s) + B(s) — 2Li(g) + BO(g)
2B(s) + 2NHs(g) —> 2BN(s) + 3H(9)
Sekil 4.1 BNNTlerin sentez reaksiyonu
Sentezlenen BNNT lerin yiizeysel ve yapisal 6zellikleri XRD, EDX, FTIR,
SEM, TEM yobntemleri ile incelenmis ve elde edilen sonuclar literatir bilgisi ile
karsilastirilmistir.
XRD Analizi:
Yukarida belirtilen kosullarda gerceklestirilen sentezin karakterizasyonu

XRD analizi ile gergeklestirilmistir. XRD ile elde edilen sonuglar Sekil 4.2°de

verilmistir.
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Sekil 4.2 BNNT a) Ust tabaka b) alt tabaka ve c) Referans BNNT XRD modeli
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XRD ile analizlenen patern (desen) literatiir ile karsilastirildiginda elde
edilen kirinim piklerinin BNNT e ait oldugu tespit edilmistir. Zhi et al. 2005’da
belirtildigi gibi 0,227 Al (Ref. Kodu 01-080-2172), 0,285 BN (Ref. Kodu 01-085-
1068), 0,30 ile 0,70 araligindaki kirmim pikleri ise LiAlsOg’i (Ref. Kodu 00-017-
0573) ifade etmektedir (Zhi et al., 2005). Sekil 4.2 incelendiginde a) iist tabaka
literatiir ile uyumlu bulunmustur, b) alt tabakada BN olusumlari mevcuttur ancak
Al ve Li’dan kaynaklanan ¢ok fazla safsizlik ve yan {iriiniin bulundugu tespit

edilmistir.

FTIR Analizi:

Bolim  4.1.1°de  belirtilen  kosullarda  gergeklestirilen  sentezin
karakterizasyonunu gergeklestirmek amaciyla FTIR analizi gergeklestirilmistir.
Elde edilen sonuclar Sekil 4.3’te verilmistir. FTIR ile analizlenen 6rneklere iliskin
spektrumlar incelendiginde BNNT’lerin literatir ile uyumlu olarak B-N
gerilmesinden kaynaklanan karakteristik pikleri 1380 nm dalga boyunda ve 800
nm dalga boylarinda gerilmeler gézlenmistir (Mills et al., 1991; Xie et al., 2005).
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4.1.2. Bor Nitrur Nanotip Sentezi Optimizasyonu

4.1.2.1. Inkiibasyon Siiresi Optimizasyonu

Reaksiyon siresinin bor nitrir nanotlip sentezine etkisini incelemek
amaciyla iki zaman parametresi denenmistir. Inkiibasyon siiresinin nanotiip
olusumuna etkisi SEM-EDX ile hem morfolojik hem de elementel icerik olarak
incelenmistir. Her bir sentez krozeye yapisik olan gri tabaka (alt) ve gri tabakanin
iizerinde bulunan beyaz tabaka (iist) olmak tizere iki durumda incelenmistir. Gri
tabaka NH3(g)’min ulasamadigi altta kalan kisim olarak ayr1 tutulmus,

karakterizasyonlar1 gergeklestirilmis ve iirlin olarak kullanilmamustir.

3 saat icin elde edilen SEM sonugclar1 Sekil 4.4’te verilmistir. SEM sonuglar1
irdelendiginde; tist kisimda tiibliler yapilarin olusmaya basladigin1 ancak
tamamlanmadigi, orijinlerinin boyut olarak c¢ok biiyiik oldugu ayni zamanda
olusan tiiplerin ¢aplarmin boyutga (50 nm) biiyiik oldugu tespit edilmistir Alt
tabakaya bakildiginda tiibiiler yapilarin olusmaya basladigi ancak ¢aplariin
mikron mertebesinde oldugu tespit edilmistir. 3 saat icin elde edilen EDX
sonuglart Sekil 4.5’te verilmistir. Elementel kompozisyona bakildiginda bu zaman
parametresi atomca icerik icin Ust tabakada % 47 B ve % 53 N, alt tabakada ise %
46 B, % 54 N olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.4 Alumina dik krozede 3 saatte sentezlenen BNNT’lerin SEM goriintileri a) Ust tabaka, b)
alt tabaka
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a)
2l
'F' T T JrTTTTTTE T T T [
Elerhent % Wt % Atomik
B 47.31 47.35
N 67.93 52.48
Al 0.41 0.16
Total: 115.65 100.00
b)

L — I :
Element % Wt % Atomik
B 40.98 46.06
N 61.88 53.69
Al 0.55 0.25
Total: 103.41 100.00

Sekil 4.5 Alumina dik krozede 3 saatte sentezlenen BNNT’lerin SEM-EDX sonuglar a) iist
tabaka, b) alt tabaka

5 saat i¢in elde edilen SEM sonuglart Sekil 4.6 da verilmistir. SEM
sonuglart irdelendiginde; iist kisimda tiibiiler yapilarin olusmaya basladigs, tlbuler
yapilarin 3 saate kiyasla daha iyi form alip uzadig1 ve ayn1 zamanda tiip ¢apinin 3
saate gore daha (30 nm) kiiciik oldugu tespit edilmistir. Alt tabakaya bakildiginda
tiibliler yapilarin olugmaya basladigi ancak caplarinin mikron mertebesinde
oldugu tespit edilmistir. 5 saat i¢in elde edilen EDX sonuglar1 Sekil 4.7° de
verilmigtir. Elementel kompozisyona bakildiginda bu zaman parametresi atomca
icerik icin Ust tabakada % 45 B ve % 55 N, alt tabakada ise % 48 B, % 52 N

olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.6 Alumina dik krozede 5 saatte sentezlenen BNNT’lerin SEM goriintileri a) Ust tabaka, b)
alt tabaka
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a)
W, :
Element % Wt % Atomik
B 39.12 45.43
N 60.88 54,57
Al 0.00 0.00
Total: 100.00 100.00
b)
W =
Element % Wt % Atomik
B 41.21 47.96
N 56.99 51.19
Al 1.80 0.84
Total: 100.00 100.00

Sekil 4.7 Alimina dik krozede 5 saatte sentezlenen BNNT’lerin SEM-EDX sonuglar a) iist
tabaka, b) alt tabaka

4.1.2.2. Reaksivon Kabi Optimizasyonu

Reaksiyon kabinin bor nitriir nanotiip sentezine etkisini incelemek amaciyla
alimina dik kroze ve aliimine kayik kroze olmak tizere 2 farkli tipte reaksiyon
kab1 denenmistir. Bu iki tip kroze iki farkli reaksiyon siiresi i¢in denenmistir.
B6lim 4.1.2.1°de 3. ve 5. saat i¢in aliimina dik kroze kullanilmistir. Bu boliimde
ise 3. ve 5. saat icin aliimina kayik kroze kullanilmistir. Reaksiyon kabinin
senteze etkisi bor nitriir nanotiiplerin olusum asamasinda gazin daha fazla niifuz
etmesi ve tiibiiler yapilarin uzanisinin degisimiyle dogrudan iliskilidir. Bu etki
SEM-EDX ile hem morfolojik hem de elementel icerik olarak incelenmistir. Her
bir sentez krozeye yapisik olan gri tabaka (alt) ve gri tabakanin {izerinde bulunan
beyaz tabaka (iist) olmak iizere iki durumda incelenmistir. Gri tabaka NH3(g) nin
ulagsamadigi altta kalan kisim olarak ayr1 tutulmus karakterizasyonlari

gercgeklestirilmis ve iiriin olarak kullanilmamustir.
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Aliimina kayik kroze ile 3 saatte gerceklestirilen sentez icin elde edilen
SEM sonuglar1 Sekil 4.8” de verilmistir. SEM sonuglar1 irdelendiginde; st
kisimda tiibiiler yapilarin tiip formunun tamamen olustugunu ve ¢aplarinin
boyutca (50 nm) biiyiik oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.4” te verilen 3 saat i¢in
aliimina dik kroze ile gergeklestirilen sentez sonuglari ile kiyaslandiginda kayik
krozenin tiibiiler olusuma direk etkisi olumlu olarak tespit edilmistir. Alt tabakaya
bakildiginda tiibiiler yapilarin olusmaya basladig1 ancak c¢aplarinin mikron

mertebesinde oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.8 Aliimina kayik krozede 3 saatte sentezlenen BNNT lerin SEM gorintuleri a) Ust tabaka,
b) alt tabaka
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3 saat i¢in elde edilen EDX sonuglar1 Sekil 4.9’ da verilmistir. Elementel
kompozisyona bakildiginda bu zaman parametresi atomca igerik icin {list tabakada
% 46 B ve % 54 N, alt tabakada ise % 45 B, % 55 N olarak tespit edilmistir.

a)
] l'rl 8 .
Element % Wit % Atomik
B 39.73 46.13
N 59.94 53.71
Al 0.34 0.16
Total: 100.00 100.00
b)

E| vt
T

10pm

Element % Wt % Atomik
B 38.92 45.23
N 61.08 54,77
Al 0.00 0.00
Total: 100.00 100.00

Sekil 4.9 Aliimina kayik krozede 3 saatte sentezlenen BNNT’lerin SEM-EDX sonuglari a) tist
tabaka, b) alt tabaka

Aliimina kayik kroze ile 5 saatte gerceklestirilen sentez icin elde edilen
SEM sonuglart Sekil 4.10° da verilmistir. SEM sonuglar1 irdelendiginde; {ist
kisimda tilibliler yapilarin tiip formunun tamamen olustugunu ve c¢aplarinin
boyutca (25 nm) kiigiik oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.6” da verilen 5 saat igin
alimina dik kroze ile gercgeklestirilen sentez sonuglari ile kiyaslandiginda kayik
krozenin ve artan inkiibasyon siiresinin tiibiiler olusuma direk etkisi olumlu olarak

tespit edilmistir.
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Sekil 4.10 Aliimina kayik krozede 5 saatte sentezlenen BNNT’lerin SEM gérintsi

Aliimina kayik kroze ile 5 saatte elde edilen EDX sonuglar1 Sekil 4.11” de
verilmistir. Elementel kompozisyona bakildiginda bu zaman parametresi atomca
icerik igin Ust tabakada % 49 B ve % 51 N olarak tespit edilmistir.



7

...... .?;‘Q‘.""Il‘ L 1 F AT P
Element % Wt % Atomik
B 42.45 48.95
N 57.14 50.86
Al 0.42 0.19
Total: 100.00 100.00

Sekil 4.11 Aliimina kayik krozede 5 saatte sentezlenen BNNT’lerin SEM-EDX sonuglari

Bor Nitrir Nanotiip sentezinin tibuler morfolojinin ve boyut dagiliminin
homojen oldugu, ayni zamanda elementel kompoziyonca yiliksek verim elde
edilen 5 saat ve allimina kayik kroze kullanilan kosullar1 optimum olarak tespit

edilmistir.

BNNT’lerin bu tez calismasinda gergeklestirilen sentez metodu haricinde
pek c¢ok sentez metodu mevcuttur. Mikrodalga Plazma Kimyasal Buhar
Depozisyon (MPCVD) metoduna gore reaksiyon 800°C’de gergeklestirilmis ve
BNNT’lerin morfolojisi yaprak seklinde bulunmustur (Teraoa et al., 2008). 1450
°C’de sentezlenen Kimyasal Buhar Depozisyon (CVD) metodunda tiibiiler yapilar
elde edilmistir (Wang et al., 2007). Daha diisiik sicakliklarda Mikrodalga Plazma
Yiksek Kimyasal Buhar Depozisyon (MW-PECD) metoduyla gergeklestirilen
sentezlerde de tiibiiler yapilar elde edilmistir (Guo et al., 2009; Dischino et al.,
1983). Bu tez calismasinda denenen iki metoda iliskin sonuglarla birlikte

literatiirdeki sentezlere iliskin sonucglar Cizelge 4.1°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.1 BNNT lerin gesitli sentez metodlar1 ve SEM goriintiileri

Metod Katalist Sicakhk SEM goruntisu Kaynak
Mikrodalga B (k) 250 °C
HF (s)
Mevcut
Tez
Calismast
CVvD B (k) 1350 °C
(Kimyasal LiO,(k)
Buhar NHz(g)
Depozisyon) Meveut
Tez
Calismast
MPCVD BF; (g) 800 °C
(Mikrodalga N, (g)
Plazma H, (9)
Kimyasal
Buhar (Teraoa et
Depozisyon) al., 2008)
CVvD B (k) 1450 °C
(Kimyasal MgO (g)
Buhar
Depozisyon
pozisyon) (Wang et
al., 2007)
MW-PECD  B,Hs (k) 520 °C
(Mikrodalga  Ar (g)
Plazma NH3/N, (Guoetal.,
Yuksek ) )
Kimyasal 2009;
Buhar Dischino et

Depozisyon)

al., 1983)
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BNNT ’lerin TEM Goriintileme Calismasi:

Optimum kosullarda sentezlenen BNNT ’lerin TEM goriintiileme ¢aligsmasi
nanotiiplerin ger¢ek boyutunu tespit etmek amaciyla gerceklestirilmistir. Sekil
4.12’° de goriildiigii gibi morfolojileri literatiir ile uyumlu olarak bulunmusg (Wang
et al., 2009) ve tiip ¢ap1 25 nm olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.12 BNNT’lerin TEM gorintisi
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4.1.3. Bor Nitrur Nanotuplerin PAMAM [G-4] / [G-2] ile
Konjugasyonu

Sentezlenen nanotiiplerin ¢ozliniirliiglini ve stabilitesini arttirmak, bunun
yaninda fonksiyonel gruplar eklemek amaciyla poli amido amid dendrimer
(PAMAM) ile modifiye edilmistir (Chen et al., 2009). PAMAM modifikasyonlari
icin optimum kosullarin belirlendigi 5 saat ve aliimina kayik kroze kullanilan
sentezin st tabakasi kullanilarak gergeklestirilmistir. Modifikasyonlarda
jenerasyon 2 ve 4 olmak iizere PAMAM’a ait iki farkli boyut ve dallanmada

kullanilmistir. Sekil 4.13° de PAMAM’a ait ii¢ farkli jenerasyon gosterilmistir
(Arima and Motoyama, 2009).

v ey
) F ) 433
‘.::.\‘ » ,f:,:r ‘;\‘\. 5},{. 2 y
.. i ~ " - D o
- s 3 - - p BY
L - " " o ;
% A o7 WO o 3?
s * ¢ L1
¢ AT N %
-’:,“_” 51&"\\ L
Jenerasyon 4 Jenerasyon3 Jenerasyon 2
e =L3H,CONHC H, -
Jenerasyon 4 3 2
Molekiil agirhg: 14215 06909 3256
Molekiil boyutu (nm) 4,5 3,60 2.9
Primer amino asit grubu o4 32 16

Sekil 4.13 Poli amido amid dendtrimerler

Sentezlenen BNNT ’lerin PAMAM [G-4] ile Konjugasyonu:

Sentezlenen BNNT’lerin 4 mg’1 3 mM PAMAM [G-4] ile 1 mL Tris-HCI
tamponunda (pH=9.0) 30 dakika 25 °C’de sonikasyon sonrasinda, 24 saat 25
°C’de U¢ boyutlu calkalayicida inkiibe edilmistir. Konjugat (BNNT/PAMAM [G-
4]) 3 kez distile su ile yikanmistir, 12500 rpm de santrifiijlenerek baglanmayan

PAMAM [G-4] uzaklastirilmistir. COkelek ultra saf suda dagitilarak +4 °C’de
depolanmustir.
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PAMAMIG-4] ile modifiye edilen BNNT’lerin ylzey ve boyut
ozelliklerinin ~ incelenmesi ~ amaciyla ~ SEM  goriintileme  calismasi
gerceklestirilmistir. SEM  goriintiilleme c¢alismasit sonucunda Sekil 4.14° te
goriildiigli sekilde nanotiiplerin PAMAM ile kaplandig1 ve yapilarinda herhangi
bir degisiklik olmadig tespit edilmistir. Bu modifikasyon sonucunda sentez {iriinii

olan BNNT ’lerin sudaki ¢oziintirligii saglanmis olmaktadir.

Sekil 4.14 BNNT/PAMAM[G-4] SEM gbriintiisi

PAMAMI[G-4] ile modifiye edilen BNNT lerin elementel kompozisyonunu
karakterize etmek amaciyla EDX analizi gergeklestirilmistir. BNNT/PAMAMI[G-
4] nanokonjugat1 atomca % 57 B, %10 N icermektedir. Ornek hazirlamadan
kaynakli olarak 6l¢iim materyali olarak kullanilan karbon bantlardan kaynaklanan
% 30 gibi yiiksek bir oranda C atomu igeriginin girisimi tespit edilmistir. Sekil
415" de elde edilen sonuglar BNNT’lerin (Sekil 4.11) EDX analizi ile
kiyaslandiginda atomca % B miktarlarinin ayni oldugu ancak % N miktarindaki

diisiisiin ortama girisim yapan diger atomlardan kaynaklandig: tespit edilmistir.
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L
Element % Wt % Atomik
B 51.79 56.50
C 30.44 29.89
N 11.96 10.07
0] 3.43 2.53
Na 1.21 0.62
Cl 1.17 0.39
Total: 100.00 100.00

Sekil 4.15 BNNT/PAMAM[G-4] SEM-EDX sonuglari

Sentezlenen BNNT ’lerin PAMAM [G-2] ile Konjugasyonu:

Sentezlenen BNNT ’lerin 4 mg’1 3 mM PAMAM [G-2] ile 1 mL Tris-
HCI tamponunda (pH=9.0) 30 dakika 25 °C’de sonikasyon sonrasinda, 24
saat 25 °C’de ii¢ boyutlu calkalayicida inkiibe edilmistir. Konjugat
(BNNT/PAMAM [G-4]) 3 kez distile su ile yikanmigtir, 12500 rpm de
santrifiijlenerek baglanmayan PAMAM [G-2] uzaklastirilmistir. Cokelek
ultra saf suda dagitilarak +4 °C’de depolanmustir.

BNNT’lerin ¢oziiniirliigliniin  arttirilmas1 amaciyla gercgeklestirilen
PAMAM modifikasyonlar1 asamasinda dallanmanin az olmasi, BNNT leri
cevreleyen dendrimerin boyut¢a daha kiiciik olmasi ile nanokonjugat daha
kii¢iik boyuta sahip olacaktir. Bu durumun 6zelliklerini incelemek amaciyla
BNNT/PAMAMI[G-2] nanokonjugatinin yiizey ve morfolojisini izlemek
icin  SEM goriintiilleme ¢alismas1 gergeklestirilmistir.  Sekil 4.16” da
gortldiigli gibi [G-4] ile modifiye edilen formundan daha kiigiik yapraksi

yapilarda modifikasyonlar gerceklestirilmistir.



Sekil 4.16 BNNT/PAMAM [G-2] SEM gorintiisii

PAMAMIG-2] ile modifiye edilen BNNT’lerin elementel kompozisyonunu
karakterize etmek amaciyla EDX analizi gergeklestirilmistir. Atomca % 34 B, % 2
N icermektedir. Ortamin inert olmamasindan kaynakli olarak oksijen atomu % 61
oraninda bulunmustur. Sekil 4.17 de elde edilen sonuclar [G-4] ile modifiye
BNNT ’lerin (Sekil 4.14) EDX analizi ile kiyaslandiginda dallanmalardan kaynakli
olarak jenerasyon azaldig: i¢in ve her dallanma azot igerdigi i¢in atomca azotta
azalma tespit edilmistir.
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Electron Image 3

Ly

Element % Wit % Atomik
B 25.98 33.83
N 2.92 3.42
Al 1.47 1.48
Total: 69.63 61.27

Sekil 4.17 BNNT/PAMAM[G-2] SEM-EDX sonuglari

4.1.4. PAMAM ile Modifiye Bor Nitrtir Nanottiplerle L-Phe
Kojugasyonu

PAMAM [G-4] ile Modifiye Bor Nitriir Nanotiplerle L-Phe Kojugasyonu

2 mg BNNT/PAMAM [G-4] konjugat1 20 mM EDC, 50 mM NHS, 0,1 M
MES, 0,5M NaCl pH:7.0 fosfat tamponunda hazirlanmistir, {izerine 2 mg L-Phe
ilave edilmistir ve 15 dakika oda sicakliginda karistirilmistir. Uzerine 1,4 pL 2-
merkaptoetanol eklenerek 2 saat oda sicakliginda ii¢ boyutlu ¢alkalayicida inkiibe
edilmistir (Heister et al., 2009). Baglanmayan L-Phe (¢ kez ultra saf su ile
yikanmustir ve 12500 rpm’de santrifiijlenerek uzaklastirilmistir. COkelek ultra saf
suda dagitilarak +4 °C’de depolanmistir. PAMAM[G-4] modifiye BNNT lerin L-
Phe ile konjugasyonu sonucu e¢lde edilen nanokonjugatin (BNNT/PAMAM|G-
4]/L-Phe) yiizey ozelliklerinin incelenmesi amaciyla SEM goriintiileme ¢aligmasi
gergeklestirilmistir.  Sekil 4.18” de gorildigii gibi dendrimerle c¢evreli
nanotiplerin boyutunda herhangi bir biiylime ya da bozulmanin mevcut olmadigi
tespit edilmistir.



Sekil 4.18 BNNT/PAMAM [G-4]/L-Phe nanokonjugatinin SEM goriintiisii

L-Phe konjuge PAMAM[G-4] ile modifiye edilen BNNT lerin elementel
kompozisyonunu karakterize etmek amaciyla EDX analizi gergeklestirilmistir.
EDX analiz sonuglar1 Sekil 4.19° da verilmisti. BNNT/PAMAM|[G-4]/L-Phe
nanokonjugat: atomca % 69 B, %15 N icermektedir. Ornek hazirlamadan kaynakli
olarak Ol¢lim materyali olarak kullanilan karbon bantlardan kaynaklanan % 15
gibi yiiksek bir oranda C atomu igeriginin girisimi tespit edilmistir. Sekil 4.15” de
elde edilen sonuglar ile kiyaslandiginda atomca % B ve % N miktarinin arttigi
tespit edilmistir. Incelenen bélgelerdeki B ve N miktarlarinin farklanmasindan
kaynaklandig1 kabul edilmistir.
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- -i || é,,:"";
P
Element % Wt % Atomik
B 64.89 69.12
C 15.65 15.01
N 18.81 15.47
0] 0.47 0.34
Na 0.09 0.04
Cl 0.10 0.03
Total: 100.00 100.00

Sekil 4.19 BNNT/PAMAM[G-4] SEM-EDX sonuglari

PAMAM [G-2] ile Modifiye Bor Nitrir Nanotiplerle L-Phe Kojugasyonu

2 mg BNNT/PAMAM [G-2] konjugat1 20 mM EDC, 50 mM NHS, 0,1 M
MES, 0,5M NaCl pH:7.0 fosfat tamponunda hazirlanmistir. Uzerine 2 mg L-Phe
ilave edilmistir ve 15 dakika oda sicakliginda karistirilmistir. Uzerine 1,4 pL 2-
merkaptoetanol eklenerek 2 saat oda sicakliginda ii¢ boyutlu ¢alkalayicida inkiibe
edilmistir (Heister et al., 2009). Baglanmayan L-Phe (¢ kez ultra saf su ile
yikanmistir ve 12500 rpm’de santrifiijlenerek uzaklastirilmistir. Cokelek ultra saf
suda dagitilarak +4 °C’ de depolanmistir. PAMAM [G-2] modifiye BNNT’lerin
L-Phe ile gergeklestirilen konjugasyonu sonucu elde edilen nanokonjugatin
(BNNT/PAMAMI[G-2]/L-Phe) yiizey Ozelliklerinin incelenmesi amaciyla SEM
goriintilleme c¢alismas1 gergeklestirilmistir.  Sekil 4.20° de goriildigi gibi
dendrimerle cevreli nanotuplerin boyutunda herhangi bir biyime ya da

bozulmanin mevcut olmadig tespit edilmistir.
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Sekil 4.20 BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe nanokonjugatinin SEM gériintiisii

L-Phe konjuge PAMAM[G-2] ile modifiye edilen BNNT lerin elementel
kompozisyonunu karakterize etmek amaciyla EDX analizi gergeklestirilmistir.
EDX analiz sonuglart Sekil 4.21° de verilmisti. BNNT/PAMAM|[G-2]/L-Phe
nanokonjugat: atomca % 8 B, %1 N icermektedir. Ornek hazirlamadan kaynakli
olarak Olgiim materyali olarak kullanilan karbon bantlardan kaynaklanan % 26
gibi yuksek bir oranda C atomu ve % 63 O atomu igeriginin girisimi tespit
edilmistir. Sekil 4.19” da [G-4] modifiye sonuglar ile kiyaslandiginda atomca % B
ve % N miktarinmn arttig1 tespit edilmistir. Incelenen bolgelerdeki B ve N

miktarlarinin farklanmasindan kaynaklandig kabul edilmistir.
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Electron Image 2 k| W tpactrum 3
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Element % Wt % Atomik

B 4.87 7.51
C 18.66 25.91
N 0.05 0.06
) 60.68 63.24
Br 15.73 3.28
Total 100.00 100.00

Sekil 4.21 BNNT/PAMAM[G-2] SEM-EDX sonuglari

414.1. L-Phe Baglanma Veriminin HPL.C Yontemi ile
Tayini

L-Phe konjugasyon verimini hesaplamak amaciyla BNNT’lere baglanmayan
amino asitlerin dedeksiyonu izlenmistir (Pecce et al., 2013; Yu et al., 2010).
Konjugasyon sonrasi baglanmayan L-Phe’nin uzaklastirilmast amaciyla
gerceklestirilen ultra saf su ile yikamalarin 12500 rpm’de elde edilen
slipernatantlar1 toplanmis ve yikama sularinda L-Phe izlenmistir. Bu dogrultuda
ilk olarak 0,5, 10, 20 ve 50 pg/mL konsantrasyonlar i¢in kalibrasyon egrisi elde
edilmistir. Enjeksiyonu gerceklestirilen yikama sularimin verdigi spektrumlara
bagli alikonma zamani ve pik alanindan yola c¢ikilarak baglanmayan L-Phe

miktar1 hesaplanmistir.

Bu amag¢ dogrultusunda uygulanan HPLC kosullar1 Cizelge 4.2° de
Ozetlenmistir. Ex: 340 nm Em: 450 nm’de Mobil faz A: 40 mM Sodyum
Dihidrojen Fosfat Monohidrat pH=7,8, %0,005 Sodyum Azid; Mobil faz B:
Asetonitril/Metanol/Su  40:40:20, 1,3 mL/dakika kosullarinda L-Phe ile
PAMAMI[G-4] modifikasyonu icin kalibrasyon egrisi olusturulmustur (Sekil
4.22). Yikama sularinda L-Phe miktar1 izlenmis, kalibrasyon egrisi kullanilarak
baglanma verimi % 72,50 + 3,25 olarak bulunmustur (n= 10).
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Cizelge 4.2 Yiiksek Performansli S1vi Kromatografi (HPLC) Kosullari

AKkis hizi 1,3 mL/dak
Mobil faz A 40 mM sodyum dihidrojen fosfat monohidrat, %
0,005 sodyum azid, 10 M sodyum hidroksit ile pH
7,8’e ayarlanir
Mobil faz B Asetonitril/metanol/ultra saf su (40:40:20)
Kolon C18-0DS kolon (250x4.6 mm I.D. Gl sciences
Inc.)
Gradiyent Zaman Mobil faz Mobil faz
Program (.Dakika.) A B
00:00 — 10:00 % 75 % 25
10:01 - 13:00 %0 % 100
13:01 - 20:00 % 54 % 46
Kolon firin 40 °C
sicakhigi
Dedektor SPD-M20A DAD dedektor
Dalgaboyu 203 nm
L-Phe Kalibrasyon Egrisi
= 2500000 y = 39160x
Z 2000000 R# = 0.9687
£ 1500000
1000000 *
500000
0
0 10 20 30 40 60
Konsantrasyon [pug/mL]

Sekil 4.22 L-Phe HPLC yontemi ile olusturulan kalibrasyon egrisi

L-Phe ile PAMAM[G-2]
olusturulmustur (Sekil 4.23).

modifikasyonu

icin  kalibrasyon egrisi

Yikama sularinda L-Phe miktar1 izlenmis,
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kalibrasyon egrisi kullanilarak baglanma verimi % 87,50 + 2,50 olarak

bulunmustur (n=10).

L-Phe Kalibrasyon Egrisi

= 2500000 y = 42020x

Z 2000000 R*=0.981
é 1500000
1000000

500000 ¢
0
0 10 20 30 40 50
Konsantrasyon [pg/mL]

Sekil 4.23 L-Phe HPLC yo6ntemi ile olusturulan kalibrasyon egrisi

4.1.5. Zeta Potansiyel Analizi

PAMAMIG-2] ile modifiye edilen ve L-Phe ile konjuge edilen BNNT ler
bolim 3.3.5°te agiklandigi gibi yiik dagilimlar1 zeta potansiyel analizi ile
incelenmistir. Zeta potansiyel analizine iligkin elde edilen sonuclar ¢izelge 4.3°de

verilmistir.

Cizelge 4.3 BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe, BNNT/PAMAM[G-2], L-
BPA ve L-Phe 6rneklerinin zeta potansiyel sonuglari.

Ornek Zeta Potansiyel (mV)
BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe 11,56 £ 1,13
BNNT/PAMAM[G-2] 37,80 + 0,61
PAMAM [G-2] -16,90 0,17
L-BPA 22,30 £ 1,65

L-Phe -8,43 + 0,32
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4.2. BNNT’lerin 125127 jje jsaretlenmesi ve Kalite Kontrolii

PAMAM[G-4] veya [G-2] ile modifiye edilen BNNT’lerin
radyoiyotinasyon c¢alismalar1 Bolim 3.4’de agiklandigi gibi iodojen yontemi
kullanilarak gergeklestirilmistir.

Radyoiyotinasyon  ¢alismalarinda  kullanilan ~ 6rnekler BNNT  ve
modifikasyon ara basamaklarin1 i¢ermektedir. Bununla birlikte hedeflenen
nanokonjugatin ticari formu olan L-BPA’da kontrol grubu olarak radyoisaretleme
calismalarinda ve diger uygulamalarda kullanilmistir. Radyoiyotinasyon
caligmalarinda kullanilan 6rnekler asagidaki gibidir;

“H/BNNT/PAMAM[G-4]

B /BNNT/PAMAM[G-4]/L-Phe
Bl /BNNT/PAMAM[G-2]

B /BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe
B1/L-Phe

1¥/L-BPA
131|

131+
|

121 IBNNT/PAMAM[G-2]
121 IBNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe
121/L-Phe

1251/L-BPA
125|

125+
|

4.2.1. ince Tabaka Radyo Kromatografi Yontemi ile
Radyoiyotinasyon Kalite Kontroli

Bl ile Isaretlenmesi ve Kalite Kontrolii

B jle radyoisaretleme ¢alismalar1 Bolim 3.4°de aciklandigi gibi iodojen
yontemine kullanilarak yapilmstir. 40 pug ornek, 100 pCi 1 ile 250 pg iodojen
kapli tiipte oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edilerek gergeklestirilmistir.

TLC i¢in Whatman Kromatografi kagitlarindan, kalinliklart 0.1 mm olan
20x20 cm boyutlarindaki tabakalar kullanilmis ve bu tabakalar 1.2x10 cm’lik
seritler halinde kesilmistir. Kromatografi kagidi olarak seliiloz kagit
kullanilmigtir. Bu kagitlarin uygulama noktalarina B yiikseltgenmis iyot (131I+),
B1/BNNT/PAMAM[G-4], B /BNNT/PAMAM[G-4]/L-

Phe, “I/BNNT/PAMAMI[G-2], “1/BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe, **1/L-Phe
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ve BN/L-BPA kapiler boru yardimiyla damlatilarak ayirma c¢ozeltisinde
yiriitilmistir. Cozgenlerde yurutilen TLC’ lerin TLC Scanner (Bioscan AR
2000) cihazinda sayimlar1 alinmistir. Elde edilen kromatogramlardan R+ (Relative

Front) degerleri ve verimleri hesaplanmustir.

BNNT’lerin Radyoisaretleme Calismalariin Optimizasyonu:

Orneklerin radyoisaretleme kalite kontroliiniin gergeklestirilebilmesi ve
isaretlemenin gercgeklesip gerceklesmediginin tespit edilebilmesi amaciyla
isaretleme kosullarinin  optimizasyonun yani sira TLRC banyo c¢ozeltisi
optimizasyonu yapilmistir. Bu c¢alisma Bolim 3.4’de belirtilen kosullarda

gergeklestirilmistir ve detaylar1 asagida agiklanmustir.

Banyo ¢0zeltisi optimizasyonu igin kullanilan BNNT’ler PAMAM[G-4] ile
modifiye edilen nanotuplerdir. PAMAMI[G-2] modifiye formlar1 optimum
kosullarda TLRC kalite kontrolii ger¢eklestirilmistir.

En uygun ayirma kosullarmin tespit edilebilmesi i¢in banyo c¢ozeltisi
optimizasyonu yapilmistir ve 10 farkli ¢ozelti kullanilarak R¢ ve isaretlemw
verimleri tespit edilmistir. Bu c¢alismaya iliskin sonuglar Cizgelge 4.4’ te
verilmistir. Optimizasyon c¢aligmasi sonucunda verim ve R¢ degerleri kiyaslanarak
optimum banyo ¢ozeltisi olarak TLRC-1 nolu cozelti tespit edilmistir. Asagida

optimizasyonu yapilan ¢ozelti ve oranlar1 agiklanmistir.



04

TLRC-1: n-bitanol/distile su (2:1)

TLRC-2: n-bitanol/distile su/etil asetat (4:2:1)

TLRC-3: n-bitanol/etil alkol/0,2N NH,OH (5:2:1)

TLRC-4: Distile su

TLRC-5: Aseton

TLRC-6: n-bitanol/distile su/asetik asit (4:2:1)

TLRC-7: izopropil alkol/distile su/asetik asit (4:2:1)

TLRC-8: Diklorometan/metanol (9:1)

TLRC-9: izopropil alkol/n-bitanol/0,2N NH4OH (4:2:1)

TLRC-10: Metil etil keton
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Cizelge 4.4 Banyo ¢oOzeltisi optimizasyonuna iligkin farkli ¢ozeltiler

kullanilarak karakterizasyonu yapilan Orneklerin isaretlenme verimi ve R

degerleri.
131 131
I/ BNNT/ I/
Banyo Cozeltileri B/ L-Phe By” B
[G-4]/L-Phe  BNNT/[G-4]
Rf 0,099 0,500 0,941 0,380 0,089
TLRC-1 :
Verim %96 %90 %86 %80 %75
Rf 0,930 0,940 0,920 0,950 0,140
TLRC-2 :
Verim %80 %81 %78 %70 %78
Rf 0,930 0,920 0,500 0,550 0,050
TLRC-3 :
Verim %85 %82 %45 %2100 %100
Rf 0,930 0,920 0,940 0,960 0,950
TLRC-4
Verim %91 %90 %92 %95 %100
Rf 0,100 0,200 0,050 0,970 0,073
TLRC-5
Verim %78 %73 %60 %62 %98
Rf 0,950 0,920 0,940 0,460 0,100
TLRC-6
Verim %100 %80 %96 %2100 %100
Rf 0,950 0,900 0,600 0,700 0,100
TLRC-7 :
Verim %70 %67 %75 %100 %100
Rf 0,100 0,120 0,080 0,100 0,150
TLRC-8 :
Verim %82 %80 %70 %95 %79
Rf 0,950 0,920 0,700 0,600 0,100
TLRC-9
Verim %100 %86 %50 %100 %100
TLRC- Rf 0,060 0,050 0,070 0,050 0,062
10 Verim %85 %70 %90 %80 %100

10 farkli banyo c¢Ozeltisi kullanilarak gergeklestirilen optimizasyon
sonucunda **'1”in yiikseltgenmesinin gerceklestigini ve yiikseltgenen iyotun
BNNT’lere baglandigini ifade eden sonug¢ TLRC 1 nolu ¢ézgene ait oldugu tespit
edilmistir. Optimum banyo ¢ozeltisine iliskin TLRC kromatogramlar1 Sekil 4.24’

te gosterilmektedir.
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- BNNT/PAMAM [G-4]/L-Phe - BNNT/PAMAM [G-4]
0 2 é?:sition (merg) 8 0 2 é’oosition (msrg) 8
Ry: 0,099 — 0,442 — 0,947 Ry: 0,500 — 0,888
VERIM: % 962 -2 VERIM: % 90 — 10
B L-Phe B
07‘\‘\\\\\\\‘\‘\\\\\\\\\‘\‘7 07\\\\\\‘\\‘\\\\\‘\‘\\\\\7
20 ‘Fl’?)silion (mGn?) . 0 0 é[(’)sition (merg) 8
Rs: 0,045 — 0,441 — 0,941 Rs: 0,38 -0,70
VERIM: % 9—7 -84 VERIM: % 80 — 20
131, +
[

Position (mm)

Rt 0,089 - 0,916

VERIM: % 75-25

Sekil 4.24 Optimum kosullarda gergeklestirilen TLRC kromatogramlari

Optimum banyo c¢ozeltisi belirlendikten sonra PAMAM[G-2] ile modifiye
edilen BNNT lerin TLRC kalite kontrolleri tekrarlanmistir. Isaretleme kosullari
Bolim 3.4°de agiklandigi sekilde 100 pCi **1 ile 250 pg/pL iodojen ile oda
sicakliginda 20 dakika inkiibe edilerek gergeklestirilmistir.

TLRC-1: n-butanol / distile su (2:1) ¢6zgeninde yirdtilen radyoiyotlu 6rnek
damlatilan selilloz Whatman kagitlarn TLC Scanner (Bioscan AR 2000)
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cihazinda radyoaktivite sayimlari alimmistir. Elde edilen kromatogramlardan Ry
(Relative Front) degerleri ve isaretleme verimleri hesaplanmistir. Sonuglar Sekil

4.25’ de verilmistir.

“I- BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe “I- BNNT/PAMAM [G-2]

0 ® éosmon (mr(n)) & ° 2 é’%smon (m?'g) 8
Rs: 0,082 Ry 0,146
VERIM % 100 VERIM % 100

.. 1-L-Phe - L-BPA
Ry 0,045 - 0,441 - 0,941 Ry 0,958
VERIM % 8,09 - 5,93 - 85,97 VERIM: % 100
131|+ 131I_

Ry 0,091 Ry 0,466
VERIM % 100 VERIM: % 100

Sekil 4.25 Optimum banyo ¢ozeltisinde gergeklestirilen TLRC kalite kontrol

kromatogramlari
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125

Sentezlenen Nanokonjugatlarin ==l ile Isaretlenmesi ve Kalite Kontrolii

BNNT’ler PAMAM ile modifiye edilerek c¢oziiniirlestirildikten ve
(BNNT/PAMAM [G-2]) ve EDC-NHS kimyas: ile L-Phe ile konjuge edildikten
sonra (BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe) *®I ile isaretleme calismalari iodojen
yontemine gore yapilmustir. Bunun icin; 50 pg/50 uL érnek ve 50 uCi *#1 ile 250
ug iodojen film kapli tiipte oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir.
BNNT/PAMAM [G-2] radioisaretlenmesi; 50pg/50 uL 6rnek, 50 puCi 21 ile 250
pug iodojen film kapli tipte oda sicakhiginda 20 dakika inkibe edilerek
gerceklestirilmistir. L-Phe radioisaretlenmesi; 5ug/50 pL 6rnek, 50 pCi **°I ile
250 pg iodojen film kapli tiipte oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilerek
gerceklestirilmistir.

Ince Tabaka Radyo Kromatografi (TLRC) i¢in seliiloz tabaka lzerine silika
kapli kagitlardan, kalinliklar1 0.1 mm olan 20x20 cm boyutlarindaki tabakalar
kullanilmis ve bu tabakalar 1.2x10 cm’lik seritler halinde kesilmistir. Bu
kagitlarin  uygulama noktalarma; ‘®I", vyiikseltgenmis iyot (**°I"),*®1/
BNNT/PAMAM [G-2], **I/IBNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe, **I/L-Phe, **I/L-BPA
ornekleri kapiler boru yardimiyla damlatilarak ayirma ¢ozeltisinde ytirtitilmistiir.

2] jle radyoisaretli orneklerin banyo cdzeltisi optimizasyonu sonucu
belirlenen TLRC-1 nolu c¢o6zelti: n-butanol/distile su (2:1) kullanilarak
radyoisaretleme kalite kontrolii ger¢eklestirilmistir. Elde edilen Rf ve isaretleme

verimi degerlerine iliskin sonuglar Sekil 4.26° da verilmistir.
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>1/BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe

1000

800 —|

Counts

200

o

600

400 —|

0]

1500

1000

Counts

500

2I/BNNT/PAMAM [G-2]

Position (mm) Position (mm)
Rf: 0,058 0,881 Rf: 0,088 0,943
VERIM: % 98 % 2 VERIM: % 99 % 1
“1/L-Phe 1/L-BPA
o ww I
Rf: 0,093 0,953 Rf: 0,075 | 0,218 | 0,918
VERIM: %9 % 91 VERIM: | % 15 %67 | %18
125|+ 125|
0 Sy © 0 2 gion
Rf: 0,036 Rf: 0,320 0,900
VERIM: % 100 VERIM: % 97 % 3

kromatogramlari

Sekil 4.26 Optimum banyo ¢6zeltisinde gergeklestirilen TLRC kalite kontrol

Spesifik aktivitenin radyoisaretleme verimine etkisini incelemek amaciyla;
50 nug/50 uL BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe, 250 pg iodojen kapli tiip kullanilarak
sirast ile 1, 2, 5, 10 ve 25 uCi 125 jle 20 dakika inkiibe edilmistir ve 5 farkli
radyoisaretleme calismasi gerceklestirilmistir. **I/BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe
(1 uCi), ***I/IBNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe (2 uCi), **I/IBNNT/PAMAM [G-2]/L-
Phe (5 pCi), **I/BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe (10 uCi) ve **I/BNNT/PAMAM
[G-2]/L-Phe (25 uCi) orneklerinin kalite kontrolir TLRC yontemi ile optimum
kosullarda gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.27” de g6sterilmistir.




100

- 1pCitr 2uCi?1
EN VLN 1 °3 |
Rf: 0,031 Rf: 0,035
VERIM: 100 VERIM: 100
5 uCi 2| 10 pCi }2‘5‘|‘
° 2 :‘cc))silio (merg) £ D * :'(c)) iti (merr(v)) &

Rf: 0,029 Rf: 0,049
VERIM: 100 VERIM: 100
25 uCi 1

© 2 é’%sition (mﬁrg) 8
Rf: 0,035
VERIM: 100

ekil 4.27 Optimum banyo cozeltisinde gerceklestirilen farkl aktivite miktarlarinda *21 ile
S p yo ¢ gergekles

isaretli drneklerin TLRC kalite kontrol kromatogramlari

Kromatogramlar incelendiginde optimum kosullarda ve yiiksek
radyoaktivitede gerceklestirilen radyoisaretlemedeki gibi (Sekil 4.26) 125
BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe R degerinin ve isaretlenme veriminin degismedigi,

aktivite bagimli olarak sayimlarda diisiis oldugu belirlenmistir.
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Sentezlenen Nanokonjugatlarin 1277 j1e Isaretlenmesi ve Kalite Kontrolii

1 mol BNNT/PAMAM [G-2], BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe, L-Phe ve L-
BPA 2 mol KI ve 1 mol iodojen oranlarinda ilk olarak hazirlanan iodojen tiipiine
ornek ve KI ilave edilmistir. + 4 °C ve karanlikta 12 saat inkiibe edildikten sonra

ornek iodojen ortamindan ayrilmstir.

Iyodinasyonun kalite kontrolii ince Tabaka Kromatografisi (TLC) ile
gergeklestirilmistir. Ry degerleri bilesigin uygulama noktasindan itibaren kat ettigi
mesafenin ¢ozgenin katettigi mesafeye orani ile hesaplanmistir. TLC sonuglari
Sekil 4.28’ de verilmistir (n=3).

Ornek R¢
T I/BNNT/PAMAM [G-2] 0,020
27)/IBNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe 0,020
27)/L-Phe 0,95
271/L-BPA 0,96
127 0,95

Sekil 4.28 **'I/BNNT/PAMAM [G-2], **'I/BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe, **I/L-Phe, **'I/L-
BPA ve ¥’ TLC Ry sonuglar1

Iyodun 127 kiitle numarali agir bir atom olmas1 nedeniyle inaktif iyot ve
iyot tasiyan molekiiller Bilgisayarli tomografide kontrast ajan1 olarak
kullanilmaktadir. Radyoaktif iyot ile yapilan Niikleer Tip Uygulamalarinda
kullanilan radyoaktif ajanlarin kiitlece ¢ok kiiciik miktarlara karsi gelmesine
ragmen bilgisayarli tomografide kontrast ajan olarak kullanilan ajanlarin kiitlece
daha biiyiik miktarlar1 gerekmektedir (Sekil 4.29) (Sadeghi et al., 2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sadeghi%20MM%5Bauth%5D

102

T
SPECT ; ___afn®
nmolar pmolar mmolar

Sekil 4.29 Goriintileme sistemlerinde gereken kontrast ajan konsantrasyonlar1 (Sadeghi et al.,
2010).

Inaktif iyot BT goruntilleme sistemlerinde kontast ajan olarak
kullanildiginda biiyiik miktarlar gerektiginden iyot hassasiyetinin oldugu
durumlarda olusabilecek toksik etkileri azaltabilecek daha kararli molekiiller
gerektigi literatiirde belirtilmistir. Cormode ve ekibi bu amagla nanoparcaciklarin
ve iyotlu PAMAM’n iyi bir BT kontast ajani olabilecegini énermislerdir. Ancak
bu konu ile ilgili deneysel data bulunmamaktadir (Cormode et al., 2014).
PAMAM [G-4]’in BT kontrast ajani1 olarak kullanilma potansiyeli olan altin
NP’lerin de stabilizasyonlarini arttirdiklar: rapor edilmistir (Sutriyo et al., 2015).

Cai ve ekibi iyot igeren nanopargaciklar1 kontrast ajan olarak kullanmanin
konrast ajan olarak kullanilan inaktif iyota gore avantajlarini rapor etmislerdir.
Buna gore inaktif iyot sadece dakikalar mertebesinde dolasim zamanina sahipken
nanoparcacikli kontrast ajanlar 15 saate kadar varan ¢ok daha uzun kan dolagim
zamanlarina sahiptirler. Bu durum o6zellikle damar goriintiilemede 6nemli bir
avantaj saglamaktadir (Cai et al., 2007). Daha uzun kan dolasim zamani olan
kontrast ajanlar 6zellikle stent uygulamalarinda biiyiik kolaylik saglamaktadir. Bu
durum iyotun kisa sirkiilasyon zamani nedeniyle tekrarlayan iyot enjeksiyonu
gerekliligini ve iyot hassasiyeti olan durumlarda iyotun olumsuz yan etkilerinden
kaynaklanan dezavantajlari ortadan kaldirmaktadir (Mukundan et a., 2006).
Bunun disinda hedefe yonelik BT kontrast ajanlart doku igindeki hiicrelerde
protein expresyonunu dedeksiyonunda kullanilabilirler. Cormode ve grubu altin
nanoparcaciklari atherosclerotic plaklardaki makrofajlarin  dedeksiyonunda

kullanilabilecegini gostermislerdir (Cormode et al., 2010).

Nanopargacik  kullamiminin  bir diger avantaji ¢ok fonksiyonlu
olabilmeleridir. Bu durum yeni gelisen hibrit gériintiileme sistemlerinin ihtiyaci
olan ajanlar1 gelistirmeye imkan saglamaktadir. Ornegin ayn1 bir ajanin uygun
tasarlandiginda BT, MR, floresan, PET/SPECT goriintiillemede kullanilmasi
mimkin olabilmektedir. van Schooneveld ve grubu bu sekilde PEG (polietilen


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sadeghi%20MM%5Bauth%5D
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glikol) ile kaplanmis altin/silika nanopargaciklar ile MRI, BT ve fliioresans
goruntileme yapilabilecegini gostermislerdir (van Schooneveld et al., 2015).
[laveten nanoparcaciklara terapdtik etki gosteren teranostik potansiyel
kazandirilabilmektedir (von Maltzahn et al., 2015).

PAMAM ile modifiye edilmis BNNT’lerin birlikte veya ayri1 olarak

radyoiyotinasyonu hakkinda ise literatiir bilgisi bulunmamaktadir.
4.2.2. Elektroforez Yontemi ile Elde Edilen Sonuglar

Elektroforez kromatogramlarinda isaretli bilesik elektroforez kagidina
uygulanma noktast 10. cm dir. Ornekler B e iodojen yontemi kullanilarak
Bolim 3.4°de aciklandigi gibi isaretlenmistir. “'I/BNNT/PAMAM[G-2]/L-
Phe,  !/L-Phe, 1" ve " 6rneklerine ait olan R¢ degerlerine gore anyonik

ya da katyonik dereceleri belirlenmis ve sonuglar ¢izelge 4.5’ te verilmistir.

Cizelge 4.5 ™1 ile isaretli bilesiklerin TLRC-1 banyo ¢dzeltisindeki kagit

elektroforezi sonuclari.

Ornek
BH/BNNT/PAMAM[G-2)/L-Phe | ®'I/L-Phe | "' B
Banyo
Cozeltisi
TLRC-1 +1,1 0 +16 | -40

Cizelge 4.4 ve kromatogramlar incelendiginde **'1/BNNT/PAMAM[G-2]/L-
Phe’nin katoda; + 1,1 cm’ye yiiridiigii kromatogramlardan goriilmiistiir. **'1/L-
Phe nétr oldugu i¢in anoda ya da katoda ylirlimemistir, uygulama noktasinda
kalmustir. Serbest iyot (**") anoda yuriimiistir, anyoniktir ve — 4,0 cm’ye
yiirimiistiir.  Yiikseltgenmis iyot (**'1") katoda yiiriimiistiir, Katyoniktir ve
kromatogramlardan + 1,6 cm’ye yiiridiigii goriilmiigtir. PAMAM’1in molekiiler
yapisinda bulunan amino gruplart nedeniyle katyonik oldugu bilinmektedir
(Medine et al., 2010) Deneysel sonuglarimiz beklenen sonuglar ile uyumludur.
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4.2.3. Yiiksek Performansh Sivi Radyo Kromatografi (HPLRC)
Yontemi ile Kalite Kontroli

Radyoiyotinasyonun kalite kontrolii i¢in HPLRC yontemi kullanilmistir.
Orneklerin  radyoiyotinasyonu Bolim  3.4’de  aciklandigi  sekilde
gerceklestirilmistir. Kromatografik 6l¢iimler 1 mL/dakika akis hizinda, bidistile
su/metanol/izopropanol (50:45:5) mobil fazi kullanilarak C-18 kolon ile
gerceklestirilmistir. (LC-10ATvp quaternary pump, DAD dedektor, autosampler
(SIL-20A HT), Raytest (1x1) Nal dedektori kullanilarak Ol¢iimler 254 nm’de
25 °C’de gerceklestirilmisti. HPLRC kosullar1 ¢izelge 4.6’ da Ozet olarak
gosterilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.30°da verilmistir.

Cizelge 4.6 Yiiksek Performansli Sivi Radyo Kromatografi (HPLRC)
Kosullar1

Akis Hizi 1,3 mL/dak

Mobil Faz Ultra-saf MilliQ® su/metanol/2-propanol (50:45:5)
Kolon C18-0DS kolon (250x4.6 mm I.D. Gl sciences Inc.)
Enjeksiyon suresi 20 dakika

Kolon firmn sicakh@ 25°C

Dedektor Nal dedektor ve SPD-M20A DAD dedektor

Dalgaboyu 254 nm
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Sekil 4.30 117, 31 * B1/L-BPA ve " I/BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe 6rneklerinin aktivite

dedektoru ile elde edilen kromatogramlari

Sekil 4.30 serbest iyotun (**!1") kolonda alikonma siiresi pembe
kromatogramda  goriildiigii gibi 25.531 dakikadir. lodojen y®&ntemiyle
yilkseltgenen ¥'I’in kolondaki alikonma siiresi 13.224 dakikadir, mavi ile
gosterilen kromatograma bakildiginda ortamda serbest iyot yoktur buradan
kullanilan iodojen miktarmin ve reaksiyon stiresinin **!1”in yiikseltgenmesi icin
yeterli oldugu anlasilmistir. Kirmizi renk ile gosterilen radyoiyotlu L-BPA
orneginin kolondaki alikonma siiresi 6.853 dakikadir. Bu isaretleme sonucunda da
ortamda ™'I” veya vyikseltgenmis iyot (**'1") mevcut degildir, reaksiyon
ortamindaki iyotun ylikseltgendigi ve yiikseltgenen iyotun L-BPA ile baglandig
sonucu ortaya ¢ikmistir. Siyah renk ile gosterilen B3I jsaretli BNNT/PAMAM[G-
2]/L-Phe Orneginin kolona olan afinitesi 2.246 dakikadir. Bu kromatogram
LU yeya B

incelendiginde ile herhangi bir cakisma s6z konusu degildir,

isaretleme gerceklesmistir.
4.2.4. ¥ isaretli BNNTlerin Lipofilite Tayini

Bu calismada “*!'I/BNNT/PAMAM [G-2], **'I/BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe
ve "1I/L-BPA 6rneklerinin lipofilite tayini yapilmistir. Bunun igin 100 pL isaretli
bilesikten alinarak igerisinde 300 uL n-oktanol ve 300 pL pH:7.0 fosfat tampon
¢ozeltisi bulunan tiipe ilave edilmistir. 10 dakika oda sicakliginda karistirmanin
ardindan 2500 rpm de 30 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda alt faz
(su) ve st faz (oktanol) ayrilarak aktiviteleri Cd(Te) dedektorlii RADSO01 tek
kanalli sayicida sayilmistir. Log P degerleri bu fazlardaki aktivite degerleri
oranlanarak hesaplanmistir (Cizelge 4.7). Denemeler her bir 6rnek igin U¢ kez
tekrar edilmistir.
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Cizelge 4.7 Radyoiyotlu bilesiklerin deneysel ve teorik lipofilite degerleri
(n=3)

Ornek Deneysel Teorik
Lipofilite Lipofilite
BH/BNNT/PAMAM[G-2] 0,45 + 0,09 -

B/BNNT/PAMAMI[G-2]/L-Phe 1,80 + 0,50 -

Bh/L-BPA 0,42 + 0,01 0,48 + 0,02

BL/L-Phe 2,34+ 0,42
PAMAM [G-2] -33,85+ 1,17
PAMAM[G-2]/L-Phe -31,83+1,19

Log P ile hesaplanan radyoiyotlu Orneklerin lipofilite degerleri teorik
lipofilite degerleri ile kiyaslandiginda uyumlu olarak bulunmustur. Orneklerin
teorik lipofilite degerleri ACD Lab programi kullanilarak hesaplanmistir.
Lipofilitenin 6rneklerin beyin kan engelini ge¢mesi asamasinda biiylik 6nem
tagidigini belirtmiglerdir. 0,9’un iizerindeki degerlerin bu amag i¢in uygun oldugu
tespit edilmistir (Liu et al., 2015). Bu dogrultuda Cizelge 4.6” dan da goriildiiga
lizere '1/BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe Smmegimizin lipofilite ~ degerlerinin
literatlirde Kan Beyin Bariyeri igin belirtilen esik deger ile uyumlu oldugu

belirlenmistir.
4.2.5. ' isaretli BNNT’lerin Stabilite Tayini

Bolim  3.4.1.5’de acgiklandigi  gibi  radyoiyotinasyon  sonrasi
BNNT/PAMAM[G-2], BNNT/PAMAMI[G-2]/L-Phe, L-Phe ve L-BPA’nin
isaretleme stabilitesi 0, 1, 2, 4, 8 ve 24. saatler icin incelenmistir. Isaretleme
verimleri n-biitanol/distile su (2:1) banyo ¢ozeltisi kullanilarak TLRC yontemiyle
ile tespit edilmistir. Sonuglar Sekil 4.31 de gosterilmistir.
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Sekil 4.31 incelendiginde tiim radyoiyotlu orneklerin 24 saatte stabilitesini
korudugu tespit edilmistir. ***I/BNNT/PAMAM[G-2] icin isaretlenme verimi %
100°den 24. saatte % 96’ya diismiistiir (Sekil 4.31 a), “*'I/BNNT/PAMAM[G-
2]/L-Phe i¢in isaretlenme verimi; % 100°den 24. saatte % 97’ye diismiistiir (Sekil
4.31 b),"3NI/L-Phe i¢in isaretlenme verimi; % 957ten 24. saatte % 85’¢ diismiistiir
(Sekil 4.31 c) ve BMI/L-BPA igin isaretlenme verimi; % 99°dan 24. saatte % 92’ye
diismistiir (Sekil 4.31 d).

Elde edilen bulgular tiim radyoisaretli konjugatlarin oda sicakliginda 24 saat
boyunca stabilitelerini korudugunu gostermektedir.
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Sekil 4.31 a) *'I/BNNT/PAMAM[G-2], b) ***I/BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe, c) **1/L-Phe ve
d) M/L-BPA’nin 0, 1, 2, 4, 8 ve 24 saatteki stabilite grafikleri
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4.3. In Vitro Uygulamalar
4.3.1. U87-MG ve C8-D1A Hyiicre Dizinleri

Bolum 3.5.1°de agiklandign gibi U87-MG (insan Beyin Glioblastoma-
Astrosit) (HTB-14) hiicrelerini ¢ogaltmak amaciyla % 10 Fetal Bovin Serum
(FBS), % 1 Non Esansiyel Amino Asit, % 1 Sodyum Pirtvat, % 1 L-Glutamin
iceren Min. Essential Medium (MEM Eagle) medium’u kullanilmistir. C8-D1A
(Fare Beyin Astrosit) (CRL 2541) hiicrelerini gogaltmak amaciyla % 10 Fetal
Bovin Serum (FBS), % 1 Non Esansiyel Amino Asit, % 1 Sodyum Pirlivat, % 1
L-Glutamin iceren Dulbecco's MEM medium’u kullanilmistir. 75 cm?lik
flasklarda cogaltilan hiicreler 2 pasaj gegcirilerek hiicrelerin morfolojilerinin
literatiirle uyumlanmasi saglanmistir. Sekil 4.32 ve 4.33’te hicrelerin in vitro
goruntdleri literatiir ile karsilastirmali olarak verilmistir. 2 pasaj cogaltilan
hiicreler ¢alisma grubu olusturularak sitotoksisite, tutulum, fluoresan goriintiilleme
ve apoptoz gibi in vitro uygulamalarda kullanilmustir.

ATCC Mumber: HTB-14
Designation: U-87 MG

Sekil 4.32 U87-MG hiicrelerinin a) in vitro géruntisu b) literatir gérintisi
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Sekil 4.33 C8-D1A hiicrelerinin a) in vitro gorintisu b) literatir goriintusi

4.3.2. Sitotoksisite Calismasi

B6lim 3.5.2°de belirtilen kosullarda sitotoksisite ¢alismast WST-8 yontemi
ile gergeklestirilmistir. Bu calisma i¢in U87-MG ve C8-D1A hicreleri uygun
besiyerinde c¢ogaltilmis ve 96 kuyulu plakalara 1x10* hiicre olacak sekilde
ekilmistir. Ekimden 36 saat sonra sitotoksisite ¢alismasi baslatilmistir. BNNT ve
tirevleri 15000 rpm’de 10 dakika 25 °C’de santrifujlenerek nanottpler
cOktiiriilmiistiir, numuneler 2 saat ultraviyole lamba altinda inkiibe edilerek
sterilize edilmistir. Sterilize edilen numuneler pH:7.0 fosfat tamponunda
dagitilarak dozlarin hazirlanmasi DMEM besiyer ile gergeklestirilmistir.
Hazirlanan farkli konsantrasyonlar (200 uL) kuyulara uygulanmis ve farkh
zamanlarda hiicrelerdeki % canlilik testi gerceklestirilmistir. Bu islem 1 set i¢in 4
tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol olarak hiicrelerin ekili oldugu
kuyulara besiyer eklenmistir. Negatif kontrol olarak hiicre bulunmayan kuyulara
farkli dozlarda hazirlanan numuneler eklenmistir ve hesaplamalarda
kullanilmastir.

Sitotoksisiteye etki eden parametreler konsantrasyon, zaman ve iyotinasyon
etkileri ayr1 ayr1 incelenmistir. 450 nm ve 650 nm’de spektrofotometrik olarak
dedekte edilmistir. Konsantrasyon ile % canlilik arasindaki iligki incelenerek
siitun grafikleri olusturulmustur.
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BNNT/PAMAM [G-4], BNNT/PAMAM [G-4]/L-Phe, BNNT/PAMAM [G-
2], BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe, L-Phe, L-BPA, *'I/IBNNT/PAMAM [G-
2], **I/IBNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe, **"I/L-BPA ve **'I/L-Phe numuneleri icin
farkli konsantrasyonlarda (10-20-30-50-100-250-500-1000 ng/mL, 1-5-25-100-
500-1000 ng/mL, 0,5-1-5-10-50-100 pug/mL) 1, 2, 24 ve 48 saat i¢in canlilik testi
WST-8 yontemi ile gerceklestirilmistir.

BNNT/PAMAM [G-4] ve BNNT/PAMAM [G-4]/L-Phe
nanokonjugatlarmin  U87-MG  hicrelerinde  10-20-30-50-100-250-500-1000
ng/mL konsantrasyonlar i¢in 24 saatteki sitotoksisiteleri incelenmistir. Bu
calismaya iliskin sonuclar Sekil 4.34° te verilmistir.

BNNT/PAMAM([G-4] 24 Saat BNNT/PAMAM(G-4]/L-Phe 24
Saat
x 100 ~ 100 T - =+
‘—Eu 80 c_Eu 80
U 60 )
X X
40 40
20 20
0 0
P} O DO DS PSS
@(\,\o\, PP PP S o&@\@f@@ 6,0\90@0@0'&00
Konsantrasyon [ng/mL] © Konsantrasyon [ng/mL]

Sekil 4.34 BNNT/PAMAMI[G-4] ve BNNT/PAMAM[G-4]/L-Phe’nin 24 saatte U87-MG

hiicre hattindaki sitotoksisite grafikleri

Sekil 4.34 incelendiginde BNNT/PAMAM[G-4] nanokonjugati igin 50
ng/mL ve iizeri konsantrasyonlar 24 saatte toksik etkiye sahip oldugu, L-Phe ile
konjuge edildikten sonra biyouyumlulugun arttigt ve 100 ng/mL iizeri

konsantrasyon i¢in % 81 canlilik bulundugu ve iizeri konsantrasyonlar igin 24
saatte toksik etki goriildiigii tespit edilmistir.

Gorilintiileme ve hiicre tutulum calismalarinda uygulanan erken zaman
parametrelerindeki nanokonjugatin sitotoksisitesinin belirlenmesi amaciyla 1-5-
25-100-500-1000 ng/mL konsantrasyonlarda BNNT/PAMAM [G-4]/L-Phe’in 1, 2
ve 24 saatteki U87-MG hiicrelerindeki sitotoksisiteleri hiicre canliliklart WST-8

yontemiyle incelenmistir. Bu ¢alismaya iliskin sonuglar Sekil 4.35” te verilmistir.
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Sekil 4.35 incelendiginde sar1 1 saat, yesil 2 saati ifade etmektedir ve bu iki
zaman parametresinin U87-MG hiicre hattinda sitotoksik etki géstermemistir. Mor

sttunlar 24 saati ifade etmektedir ve 1000 ng/mL konsantrasyona kadar énemli bir
sitotoksik etki goriillmemistir.

BNNT/PAMAM[G-4]/L-Phe

100 T T T I, -

80 —

% Canlihk

60 [—

1 5 25 100 500 1000

Konsantrasyon [ng/mL]
Li1saat E2saat H24saat

Sekil 4.35 BNNT/PAMAM [G-4]/L-Phe 6rneginin 1, 2 ve 24 saatte U87-MG hiicre

hattindaki sitotoksisite grafigi

Hiicre tutulum c¢alismalarinda uygulanan ylksek konsantrasyonlardaki
nanokonjugatlarin sitotoksisitesinin belirlenmesi amaciyla 0,5-1-5-10-50- 100
ug/mL konsantrasyonlarda BNNT/PAMAM [G-2], BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe,
L-Phe ve L-BPA 0rneklerinin 24 saatte U87-MG hiicrelerinde canlilik testleri
WST-8 kiti kullanilarak gerceklestirilmistir (n=8). Sitotoksisite ¢aligmasina iligkin
sonuglar Sekil 4.36’da verilmistir.

Sekil 4.36 incelendiginde BNNT/PAMAM [G-2] nanokonjugati 5 ug/mL
tizerindeki konsantrasyonlarda toksik etki gostermistir, BNNT/PAMAM [G-2]/L-
Phe nanokonjugatinda L-Phe konjugasyonuyla birlikte biyouyumlulugun arttig1 ve
10 pg/mL tizerindeki konsantrasyonlarda toksik etki goriilmistiir. L-Phe herhangi
bir sitotoksik etkiye sahip degildir ve ticari {iriin olan kontrol amaciyla kullanilan

L-BPA igin hiicre canlilik oran1 bu ¢aligmada uygulanan konsantrasyonlar igin %
80’in iizerinde oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.36 BNNT/PAMAM [G-2], BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe, L-Phe ve L-BPA’nin

U87-MG hiicre hattindaki sitotoksisite grafikleri
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1271 isaretli Orneklerin Sitotoksisitelerinin incelenmesi:

L2TI/IBNNT/PAMAM [G-2], **'I/IBNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe, *?"I/L-BPA
ve ?'I/L-Phe &rneklerin artan alti konsantrasyonunun (1-5-25-100-500-1000
ng/mL) U87-MG hiicre hattinda 24 ve 48 saat i¢in hiicre canlilik testleri WST-8
kiti  kullanilarak  gerceklestirilmistir  (n=8). U87-MG hiicre hattinda

gerceklestirilen sitotoksisite ¢alismasina iliskin sonuglar Sekil 36°da verilmistir.

Iyodinasyonun sitotoksisiteye etkisinin incelenmesi amaciyla
gerceklestirilen bu ¢alisma sonucunda Sekil 4.34, 4.36 ile 4.37 kiyaslandiginda
BNNT/PAMAMI[G-2] nanokonjugatt 30 ng/mL konsantrasyonda % 91 canliliga
sahipken 2l ile iyotinasyonu sonrasi ayni konsantrasyondaki canlihk % 75’c
diismiistiir. *2’l/ BNNT/PAMAM[G-2] nanokonjugati 5 ng/mL konsantrasyonda
% 81 canliliga sahiptir. L-Phe konjuge formu incelendiginde BNNT/PAMAM |G-
2]/L-Phe 100 ng/mL konsantrasyonda % 81 canliliga sahipken ile iyotinasyonu
sonrast ayni konsantrasyondaki canlilik % 90 civarinda bulunmus ve bu konjugat
icin iyotinasyonun sitotoksisiteye etkisinin olmadigi tespit edilmistir. L-BPA
ornegi icin 100 pg/mL konsantrasyonda % 83 canlilik gt')riiliirken,127I/L-BPA
orneginde yine % 90 civarinda canlilik goriilmiistiir. L-BPA o6rnegi icin de
iyotinasyonun sitotoksik etkisinin mevcut olmadig: tespit edilmistir. L-Phe igin
calisilan tiim konsantrasyonlarda % 90’in iizerinde canlilik varken 127)/L-Phe
ornegi i¢in de bu oran degismemis ve iyotinasyonun L-Phe 6rnegi i¢in sitotoksik
etkisinin mevcut olmadigi tespit edilmistir. Sekil 4.37 incelendiginde 48. saatteki

sitotoksisitelerin zamana bagli olarak arttig1 goriilmistiir.
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Sekil 4.37 "' igaretli 6rneklerin 24 ve 48 saatte U87-MG hiicre hattindaki sitotoksisite
grafikleri

2IIBNNT/PAMAM [G-2], **'I/BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe, **'I/L-BPA
ve 'I/L-Phe orneklerin artan alti konsantrasyonunun (1-5-25-100-500-1000
ng/mL) C8-DI1A hiicre hattinda 24 saat igin hiicre canlilik testleri WST-8 Kiti
kullanilarak gerceklestirilmistir (n=8).

C8-D1A hiicre hattinda 24 ve 48 saat i¢in hiicre canlilik testleri WST-8 Kiti
kullanilarak gergeklestirilmistir (n=8). C8-D1A hiicre hattinda gergeklestirilen
sitotoksisite ¢alismasina iliskin sonuclar Sekil 4.38” de verilmistir.
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Sekil 4.38 **'I/BNNT/PAMAM [G-2], **'I/BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe, **I/L-Phe
ve ?"1/L-BPA’nin C8-D1A hiicre hattindaki sitotoksisite grafikleri

Sekil 4.38 incelendiginde saglikli beyin hiicre hattinda gerceklestirilen
sitotoksisite calismasma **'I ile gerceklestirilen iyotinasyonun her hangi bir
sitotoksik etkisinin mevcut olmadigi tespit edilmistir. Uygulanan konsantrasyon

araliginda ?'I/BNNT/PAMAM [G-2] konjugat: i¢in hiicre canliligimin % 80 ve
iizeri oldugu gorilmiistiir.

27)IBNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe konjugati i¢in ise % 90 ve iizeri oldugu

gOriilmiistiir. 27)/L-BPA ornegi i¢in ise 5 ng/mL ‘de % 80 canlilik ile birlikte
iizeri konsantrasyonlar i¢in sitotoksik etki goriilmiistiir.

4.3.3. Hiicrelerde Baglanma Verimi Calismasi

Bolim 3.5.3’te agiklandig1 sekilde gerceklestirilmistir. 2x10* U87-MG
hiicresi ve 2,5x10* C8-DIA hiicresi 24 kuyulu plakalara ekilmistir. Hiicre
konfluent olduktan sonra (36 saat sonra) baglanma verimi galismasi baslatilmistir.
Toksik olmayan dozlarda Ornekler uygulandiktan sonra RIPA ¢ozeltisi ile
ylizeyden kaldirilan hiicrelerin BCA kiti ile protein tayini ve sivi sintilasyon

cihaz1 ile radyoaktivite sayimi gerceklestirilmistir. Elde edilen radyoaktivite
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sayimi/protein oranlarindan hiicre basmna gerceklesen tutulum miktar

hesaplanmustir.
4.3.4. Zamana Bagh Baglanma Verimi Sonuclar

Zaman bagiml tutulum c¢alismasit Bolim 3.5.4’de acgiklandig1 gibi 8 farkl
zamanda U87-MG ve C8-D1A hiicreleri i¢in denenmistir. 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 12 ve
24. saatlerde ' ve °I” isaretli BNNT ve tiirevleri i¢in % tutulum miktarlari
hesaplanmistir. Radyoiyotinasyon 3.2.6’da  agiklandigi gibi iyodinasyon
yontemiyle gerceklestirilmistir ve kalite kontrolii TLRC ile tayin edilmistir. Hlcre
baglanma calismalar1 boliim 3.5.3’te aciklandig1 gibi gerceklestirilmistir.

fodojen yontemi ile radyoiyotinasyonu gerceklestirilen nanokonjugatlardan
2 ug/2uCi/kuyu uygulanmistir. Belirtilen siire boyunca radyoisaretli konjugatlar
hiicrelerin iizerinde 37 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
hlcrelerin Gzerindeki érnekler uzaklastirilarak iki kez 500 uLL PBS ile yikandiktan
sonra Uzerine 200 uL RIPA ¢ozeltisi eklenmistir. Uzerinde RIPA ¢ozeltisi
bulunan hicreler pipetleme yardimiyla mekanik olarak yiizeyden kaldirilmistir.
Elde edilen hiicre stspansiyonunun 100 pL’si alinarak tizerine 900 uL sintilasyon
kokteyli eklenerek sivi sintilasyon cihazi ile aktivite sayimi yapilmistir. Hicre
slispansiyonunun 25 uL’si alinarak tizerine 200 puL BCA Kiti eklenip protein
tayini yapilmistir. Elde edilen aktivite sayimi / protein oranlarindan hiicre basina

gergeklesen tutulum miktar1 hesaplanmistir.

BY fsaretli Nanobiyokonjugatlarim U87-MG ve C8-D1A Hiicrelerinde
Zamana Bagh Baglanma Verimi Calismalari

BL/BNNT/PAMAM[G-2],  “Y/BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe,  ™*!I/L-
Phe, *!1/L-BPA ve *'I” érnekleri icin 1, 2, 4, 6, 8, 12 ve 24 saatte U87-MG

hlcrelerinde baglanma verimi ¢aligsmasi sonuglar1 Sekil 4.39” da verilmistir.

Sekil 4.39 incelendiginde *'1/BNNT/PAMAM[G-2] 6érnegi i¢in baglanma
verimi 8 saatte maksimum gostererek % 49’a ulasmis ve 24. saatte % 24
baglanmanin oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada nanokonjugatin ticari formu
olan L-BPA da ™1 ile isaretlenerek hiicre baglanma verimleri kiyaslanmak iizere
incelenmistir. **'I/L-BPA orneginin tiim zamanlarda hiicre baglanma veriminin %
7 civarinda oldugu tespit edilmistir. B™in hiicre afinitesi olmadig1 i¢in baglanma

veriminin beklendigi gibi % 1 civarinda oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.39 ' [/BNNT/PAMAM[G-2], **I/BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe, ***1/L-Phe, ™*"1/L-
BPA ve **'I’in a) U87-MG ve b) C8-DI1A hiicre hattindaki % Baglanma verimine ait
grafikleri

Sekil 4.39 incelendiginde *'1/BNNT/PAMAM[G-2] érneginin U87-MG
hiicrelerindeki baglanma verimi 24 saatte % 5’lerden 24. saatte % 18’e
ulagmustir. “'I/BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe érneginde ise hiicre baglanma verimi
% 5’lerden 8. saatte maksimum degerine % 49’a ulasmis ve 24. saatte % 24
baglanmanin oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada nanokonjugatin ticari formu
olan L-BPA da ™1 ile isaretlenerek hiicre baglanma verimleri kiyaslanmak iizere
incelenmistir. “*1/L-BPA orneginin tiim zamanlarda hiicre baglanma verimi % 5-7
civarinda oldugu ve nanokonjugatin afinitesinin c¢ok altinda kaldig1 tespit

edilmistir. “**17in hiicre afinitesi olmadigi icin baglanma % 1 civarinda oldugu
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tespit  edilmistir.  Sekil  4.39  incelendiginde  “*I/BNNT/PAMAM[G-
2], B /BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe, !1/L-Phe, *!1/L-BPA ve "I~ drneklerinin
C8-DI1A hiicre hattindaki baglanma verimleri zamana bagli olarak bir segicilik

gostermemistir ve % 10’un altinda bir baglanma verimi hesaplanmistir.

12351 jsaretli Nanobiyokonjugatlarda U87-MG ve C8-D1A Hiicrelerinde
Zamana Bagh Baglanma Verimi Calismalari

21 jle isaretli orneklerin U87-MG hiicrelerinde baglanma verimi
calismasi B jle incelenen kosullarda ayn1 zaman parametrelerinde
gergeklestirilmistir.

12ZIBNNT/PAMAM[G-2],  *I/IBNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe,  *?I/L-
Phe, *I/L-BPA ve 1" érnekleri icin 1, 2, 4, 8 ve 24 saatte U87-MG ve C8-D1A
hlcrelerinde baglanma verimi ¢galismasi sonuglar1 Sekil 4.40’da verilmistir.

Sekil 4.40 incelendiginde **I/BNNT/PAMAM[G-2] 6érnegi i¢in baglanma

verimi zamanla fazla degismemis, % 8-12 arasinda bulunmustur.

125 /IBNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe Srneginde hiicre baglanma verimi %
16’larden 8. saatte maksimum degerine % 35°c¢ ulasmis ve 24. saatte % 12
baglanmanin oldugu tespit edilmistir. Baglanma verimlerinin  hata smirlar
icinde ™1 ile isaretli olanlar ile benzer oldugu kabul edilmistir. **°I/L-BPA
Orneginin tim zamanlarda hiicre tutulumunun % 6-8 civarinda oldugu, ve
nanokonjugatin afinitesinin ¢ok altinda kaldigi tespit edilmistir. 221~in hiicre

afinitesi olmadig i¢in baglanma % 1 civarinda oldugu tespit edilmistir.

C8-D1A hiicrelerinde hicbir radyoisaretli konjugat %35’in {izerinde

baglanma verimi gostermemistir.
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Sekil 4.40 **I/BNNT/PAMAM[G-2], ***I/IBNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe, *®1/L-Phe, *®1/L-
BPA ve ' *nin a) U87-MG ve b) C8-D1A hiicre hattindaki % Baglanma verimine ait
grafikler

Sekil 4.41 a, B I/BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe’nin ve *'/L-BPA’nin; Sekil
4.41 b ise **I/IBNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe’nin ve **I/L-BPA’nin U87-MG ve
C8-DIA hiicrelerindeki tutulum oranlarin1 zamanla degisimini kiyaslamali olarak
gostermektedir. *'I/BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe’nin  U87-MG hiicrelerindeki
tutulumunun C8-D1A hiicrelerine oran1 8 saatte 5,44 kat artarak maksimum
degere ulasmistir. En yakin farmasotik preparat olan L-PPA 8 saatteki orani ise
2,2 dir. Ayn1 oran **1 ile isaretli hiicrelerde ***I/BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe icin
14,15 ve I/L-BPA icin ise 1,47 dir. U87-MG hiicrelerinde C8-D1A’ya gore
tutulumum artis gostermesi nanokonjugatlarin BNCT ajani1 olarak kullanimi
halinde *°B orani timorde daha yiiksek oranda olmasini ve dolayisi ile hasta
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lehine daha etkin terapi saglamada avantaj olusturmaktadir. Bu durum geleneksel
tedavi ajan1 olan BPA ya gore avantaj saglamaktadir. BNNT’ lerin BPA ya gore
diger bir avantaji da icerdigi B oranmi olarak gosterdikleri iistiinliiktiir. EDX
analizlerine gore B oraninit BNNT/PAMAM|[G-4]/L-Phe, atomca % 8 B, % 1 N
icermektedir. BPA i¢inde ise B’un atomik yiizdesi ise yalnizca % 3,7’dir. Dogal B
% 19,9 °B izotopu, % 80,1 oraninda da B izotopu icermektedir. BNCT’de
termal nétron tesir kesiti 1°B izotopu (3840b) icin en yuksektir. Dolaysi ile BNCT
de °B izotopu ile zenginlestirilmis ajanlari gerekir. BNNT’lerde elementel
kompozisyon ¢ok yiiksek oldugundan olduk¢a pahali ve ileri teknoloji isteyen 10
lehine izotopik zenginlestirme olmasa bile °B orant BNNT’ lerde hedef doku
icindeki °B  konsantrasyonu konvansiyonellerden daha vyiiksek degere

ulagmaktadir.
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Sekil 4.41 a) BNNT/PAMAM[G-2]/1-131 ve L-BPA/I1-131 ve b) BNNT/PAMAMIG-2]/1-
125 ve L-BPA/I-125 6rneklerinin U87-MG hiicrelerindeki % baglanma veriminin C8-D1A

hiicrelerinkine orani

Baglanma veriminin en yiiksek oldugu 8 saat diger konvansiyoneller ile
karsilagtirildiginda uygun bir suredir. BPA icin bu oran 2 saat iken diger bir
BNCT ajan1 olan BSH’da 12 saattir.

Japonya’da 2001 yilinda Almanya ile igbirligi ile yapilan klinik ¢alismada
56 glioblastoma (39 Avrupali ve 17 Japon) hastas1 100 mg/kg sodium borocaptate
(BSH: Na;Bi2H11SH) verilereck BNCT ile tedavi edilmis, kullanilan ilacin

farmakokinetigi ve B-10’un insanda tiimoOr/beyin orant da bu calisma ile
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belirlenmistir. ilag verildikten 12 saat sonra ndtron 1sinlamasinin optimum oldugu
gorilmiistiir (Kageji et al., 2011).

4.3.5. Spesifik Aktiviteye Bagh Baglanma Verimi Sonuglari

Zamana bagl baglanma verimi ¢alismas1 Boliim 3.5.5’de agiklandigr gibi 8
farkli zamanda U87-MG ve C8-DI1A hiicreleri i¢in denenmistir. 0.5, 1, 2, 4, 6, 8,
12 ve 24. saatlerde **!1 ve I isaretli BNNT ve tiirevleri icin % baglanma verimi
miktarlart hesaplanmistir. Radyoiyotinasyon bolim 3.4’de agiklandigi gibi
iyotinasyon yontemiyle gerceklestirilmistir ve kalite kontrolii TLRC ile tayin
edilmistir. Baglanma verimi ¢alismalar1 bolim 3.5.3’te agiklandigi gibi
gergeklestirilmistir.

Spesifik aktiviteye bagli baglanma verimi ¢alismast bolum 3.5.5°de
aciklandig1 gibi farkli aktivitelerde 2 saatte U87-MG ve C8-D1A hiicreleri icgin
denenmistir. 1, 2, 5, 10 ve 25 pCi **°I isaretli BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe icin %
baglanma miktarlar1 hesaplanmigtir. Radyoiyotinasyon 3.4’da agiklandigi gibi
iyotinasyon yontemiyle gerceklestirilmistir ve kalite kontrolii TLRC ile tayin
edilmistir. Iyot miktarindaki farklanmanm radyoiyotinasyon verimine etkisinin
kalite kontroli TLRC ile gerceklestirilmistir. Sonuglar1 bélim 4.1.5.1° de Sekil
4.27 ile verilmistir. Baglanma verimi ¢alismalari bolum 3.5.3’te agiklandigi gibi
gergeklestirilmistir.

2x10* hiicre 24’1ii kuyulara ekilmistir. Hiicre konfluent olduktan sonra hiicre
baglanma calismast (36 saat sonra) baslatilmistir. 1, 2, 5, 10 ve 25 pCi **I ile
isaretlenen, 2 pg madde/kuyu icin 2 saatte hiicrelerde **I/BNNT/PAMAM [G-2]
ve I 6rneklerinin baglanma verimi incelenmistir. iodojen yontemi ile
konjugatlar radyoiyotlanmistir. Belirtilen siire boyunca radyoisaretli konjugatlar
hucrelerin Uzerinde 37 °C’de % 90 nem ve % 5 CO; inkulbatorde inkibe
edilmistir. 2 saat sonra hiicrelerin iizerindeki ornekler uzaklastirilarak iki kez 500
uL PBS ile yikandiktan sonra iizerine 200 uL RIPA c¢ozeltisi eklenmistir.
Uzerinde RIPA ¢ozeltisi bulunan hiicreler pipet yardimiyla mekanik olarak
yiizeyden kaldirilmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonunun 100 pL’si alinarak
Uzerine 900 uL sintilasyon kokteyli eklenerek sivi sintilasyon cihazi ile aktivite
saymmi yapilmistir. Hicre stspansiyonunun 25 uL’si alinarak tizerine 200 pL
BCA kiti eklenip protein tayini yapilmistir. Elde edilen aktivite sayimi/protein
oranlarindan hiicre basina gergeklesen baglanma miktar1 hesaplanmistir. U87-MG
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ve C8-D1A hucreleri icin hesaplanan sonuglar ile olusturulan grafikler Sekil 4.42’

de gosterilmistir.
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Sekil 4.42 1, 2, 5, 10 ve 25 uCi "I ile isaretlenen **I/BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe
ve |7 icin 2 saatte a) U87-MG ve b) C8-D1A hiicre hattindaki % Baglanma verimine
iliskin grafikler

Sekil 4.42 incelendiginde U87-MG hiicrelerinde 1 uCi **I ile isaretlenen
nanokonjugatin hiicre baglanma verimi % 3 civarinda iken 2 pCi '#I ile
isaretlenen nanokonjugatin hiicre baglanma veriminin 7 kat daha fazla oldugu (%
21) tespit edilmistir. Bununla birlikte artan radyoaktivite miktarlar1 i¢in hiicre
baglanma verimi % 7 olarak sabit kalmistir. C8-D1A hcrelerine spesifitesi

bulunmayan nanokonjugatin zaman parametresinde elde edilen sonuglar1 gibi
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degisen radyoaktivite miktarlar1 ile yapilan isaretli nanokonjugatlarin C8-D1A
hiicrelerindeki baglanma verimi secicilik gostermemis ve % 8’in altinda

bulunmustur.

21"in bozunma basina 35,5 keV’lik bir enerji salmaktadir. Bu enerji Auger
elektronlar1 ve diisiik enerjili gama 1511 fotonlar1 olarak salinirlar. Bu nedenle
salinan enerjinin biliyiik kismi hiicre ortaminda kalir. Salinan enerjinin hepsinin
hiicre ortaminda kaldigini kabul edersek verilen **I aktivitesi ile uCi basina
ortama verilen doz degeri yaklasik olarak 1 mGy ile 25 mGy arasinda doz
degerlerine karsi gelir. Bu degerler belirgin hiicre 6liimii gormek icin diisiik
degerlerdir. Her iki hiicre tipinde gdzlenen tutulum farki **I’in aktivitesinden ok

hiicre tipinin farkindan kaynaklanmaktadir.
4.3.6. Fluoresan Goriintiilleme Calismasi

Fluoresan goriintiileme caligmasi 6n hazirliklar1 ve goriintiileme asamasi
boliim 3.5.6°da agiklandigr gibi gergeklestirilmistir.

20 pg/mL BNNT/PAMAMI[G-2], 20 ng/mL BNNT/PAMAMI[G-2]/L-Phe,
20 pg/mL L-Phe ve 20 ug/mL L-BPA o&rnekleri 50 pg / 50 pL Uzerine
FITC/DMSO (5ulL/dakika) damla damla ilave dilmistir. FITC eklenen 6rnekler 8
saat 4°C’de inkiibe edilerek isaretleme ¢alismasi gerceklestirilmistir. Orneklere
baglanmayan FITC’nin uzaklastirilmasi amaciyla bir giin 6nce hazirlanan
Sefadeks-G25 kolondan érnekler siizilmiistiir. 2x10* U87-MG ve 3x10* C8-D1A
hiicreleri ekilen chamber slide tizerine ornekler uygulanmigtir ve 2 saat 37 °C’de
CO; inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 hiicreler yiizeye fikse
edilip hiicre cekirdekleri DAPI ile boyanmistir. Fluoresan mikroskobu ile
goriintiileme  ¢alismas1t  100X’lik  biiyiitmede yesil ve mavi filtre ile
gerceklestirilmistir (Sekil 4.43).

Sekil 4.43 incelendiginde Orneklerin fluoresan boya olan FITC ile
isaretlendigi isaretli 6rneklerin hiicrelerce tutuldugu ve hicrelerin uygulanan
zaman siiresince toksisiteye maruz kalmadig morfolojilerinin literatiir ile uyumlu
oldugu gériilmiistiir. Cekirdekleri DAPI ile boyanan hiicrelerin yesil dalga
boyunda alinan goriintiileri sonrasinda mavi filtre ile alinan goriintiileri Image J
programi kullanilarak ¢akistirilmistir. Cakistirilan bu goriintiiler yesil goriintiilerin
hiicre oldugunu ve bu hiicrelerin canli oldugunun kontrolii olarak

gergeklestirilmistir. Fluoresan goriintiilleme caligmasi sonucu uygulanan dozun
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toksik olmadigr ve bununla birlikte U87-MG ve C8-D1A hicrelerinin
karakteristiginin korundugu hiicrelerin yildiz seklindeki goriintiilerinden de
gorilmektedir.

Elde edilen goriintiiler nanokonjugatin hiicre afinitesini gorsel olarak da
gostermektedir. Baglanmanin sitoplazmik oldugu gorllmektedir. BNNT ler ile
farkli hiicreler ile yapilan galismalarda da hiicre baglanmasinin sitoplazmada
oldugu gosterilmistir. (Ciofani et al., 2010; Danti et al., 2013).
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Sekil 4.43 BNNT/PAMAM [G-2]/FITC, BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe/FITC, L-Phe/FITC
ve L-BPA/FITC igin a) U87-MG, b) C8-D1A hiicre hattindaki DAPI ve FITC boyali

fluoresan mikroskop goériintileri
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4.3.7. Apoptoz Calismasi

Apoptoz  ¢alismast  bolim  3.5.7’de  aciklandigi  sekilde
gerceklestirilmistir.

2x10* U87-MG ve 3x10* C8-D1A hiicreleri ekilen chamber slide
uzerine hicreler konflue olduktan sonra (36 saat) 1Cso degerlerinde 6rnekler
uygulanmistir ve 24 saat 37 °C’de CO; inkibatdriinde inkiibe edildikten
sonra hucreler yuzeye fikse edilmistir. Dead End Kit protokole uygun olarak
uygulanmistir. Fluoresan mikroskobu ile goriintiileme g¢aligsmasi 100x’lik
biliyiitmede yesil ve kirmizi filtre ile gergeklestirilmistir. U87-MG ve C8-
D1A hucrelerine uygulanan BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe, L-BPA ve
Kontrol (DNase 1) gorintileri U87-MG Sekil 4.44 ve C8-D1A Sekil 4.45’

te gosterilmistir.
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Sekil 4.44 BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe ve L-BPA igin 24 saatlik U87-MG hiicre hattindaki

a) Kirmizi b) Yesil Filtre Apoptoz Gortintiileri.
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Kirmz Filtre Yesil Filtre
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Sekil 4.45 BNNT/PAMAM [G-2]/L-Phe ve L-BPA i¢in 24 saatlik C8-D1A hiicre hattindaki
a) Kirmiz1 b) Yesil Filtre Apoptoz Goriintiileri.

Iyodinasyonun apoptoza etkisini incelemek amaciyla bolim 3.4’de

aciklanan sekilde %

ornekler bolim 3.5.7°de agiklandigi gibi apoptoz ¢alismasi i¢in U87-MG ve C8-

I ile gerceklestirilen iyotlama calismasindan elde edilen
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D1A hiicrelerinde 1Cso uygulanmistir. Orneklerin gériintiilleme ¢alismasi 100x’lik
biylitmede fluoresan mikroskobu ile yesil ve kirmizi filtre ile gergeklestirilmistir.
U87-MG ve C8-D1A hiicrelerine uygulanan *?t/ BNNT/PAMAM[G-2]/L-
Phe, **'I/L-BPA ve Kontrol (DNase 1) gériintiileri U87-MG icin Sekil 4.46 da ve
C8-D1A igin Sekil 4.47° de verilmistir.

Sonuglar sentezledigimiz nanokonjugatlarin calistifimiz doz araliklarinda
biyouyumlu oldugunu ve apoptotik etkilerinin olmadigin1 gostermektedir. Farkh
hiicreler ile yapilan ¢alismalarda da benzer sonuglar elde edilmistir (Salvetti et al.,
2015).

PAMAM modifiye nanokonjugatlar ile farkli sonuglar elde edilebilmistir.
Farkli PAMAM tiirevlerinin glioma tedavisinde kullanilabilirligi farkli gruplarca
incelenmistir. Gao ve ekibi transferin yliklii PEG modifiye PAMAM’1 hazirlamis
ve C6 hiicreleri ile yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar ile tUmor apoptozisin
arttigini ve tUmor olusturulmus ratlarda medyan de§er olarak yasam siiresinin

uzadigini rapor etmislerdir (He et al., 2011).
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Kirimmizi Filtre Yesil Filtre

BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe
6 13

DNase | DNase |
19 45
a b

Sekil 4.46 *'I/BNNT/ PAMAM [G-2]/L-Phe, *"I/L-BPA ve Kontrol (DNase I) icin 24 saatlik
U87-MG hiicre hattindaki a) Kirmizi b) Yesil Filtre Apoptoz Goriintiileri.
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Kirmizi Filtre

Yesil Filtre

I/ BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe
4

I/ BNNT /PAMAMIG-2]/L-Phe
18

I/ L-BPA
1

I/L-BPA
B

DNase |
14

a

DNase |
37

b

Sekil 4.47 *'I/BNNT/ PAMAM [G-2]/L-Phe, **"I/L.-BPA ve Kontrol (DNase 1) igin 24 saatlik C8-

D1A hiicre hattindaki a) Kirmiz1 b) Yesil Filtre Apoptoz Goriintiileri.
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5. SONUC

Sentezlenen nanobiyokonjugatin gorintileme, tedavinin takibi ve BNCT ile
tedavide Onemli kolayliklar saglamasi1 Ongoriilmektedir. L-Phe’ni tasiyan
BNNT lerin ve yapiya takilan 1251311 radyoniiklidinin beyin tlimdrlerinin tanisinda
glioblostoma kanser hlicresine yuksek affinitesi olan
BNNT/PAMAM/Radyoniiklid yapisi tez ¢alismasi kapsaminda tasarlanmis ve

sentezlenmis olmasi tez ¢alismasinin 6zgiinliiglinii teskil etmektedir.

Lityum katalizorliigiinde yiiksek sicaklikta NHgz(g) ortaminda CVD
yontemiyle BNNT’ler % 70 verimlilikte sentezlenmistir. Sentezlenen BNNT lerin
karakterizasyonu XRD, SEM, EDX, TEM ve FTIR ile gerceklestirilmistir.
Optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda en uygun 6zellikler; 5 saat aliimina kayik
kroze ile gergeklestirilen senteze iliskin BNNT’ler olarak tespit edilmistir.
BNNT’lerin capt SEM ve TEM analizleri sonucunda 25 nm olarak tespit
edilmistir. Elementel kompozisyonu incelendiginde % 49 B, % 51 N icerdigi
gorilmistiir. FTIR ile karakteristik 800 ve 1300 nm dalga boyunda B-N
gerilmeleri tespit edilmistir.

Optimum kosullarda sentezlenen BNNT’ler PAMAM ile modifiye edilerek
¢cOziinlirligl arttirllmistir. Jenerasyon 2 ve 4 ile gerceklestirilen modifikasyonlar
SEM ve EDX analizleri ile karakterize edildiginde yapinin boyutunda bir
degisiklik olmadigi PAMAM dendrimerlerin nanotiipleri ¢epecevre sardigi tespit

edilmistir.

L-Phe, PAMAM modifiye BNNT’lerle EDC/NHS kimyas1 kullanilanilarak
konjuge edilmistir. Konjugasyon verimi HPLC yontemi ile gerceklestirilmistir.
BNNT/PAMAMI[G-4] ile L-Phe konjugasyonu sonucu elde edilen verim % 72,50
* 3,25, BNNT/PAMAMIG-2] ] ile L-Phe konjugasyonu sonucu elde edilen verim
% 87,50 + 2,50 olarak tespit edilmistir. Nanokonjugatin karakterizasyonu SEM,
EDX ve FTIR ile incelendiginde yapisal bir farklanmanin meydana gelmedigi
boyutun biliyiimedigi SEM ile goriilmistiir. EDX analizi incelendiginde
BNNT/PAMAMI[G-4]/L-Phe nanokonjugati i¢in analiz yapilan bolgeye gore % 69
B % 15 N icerdigi,

BNNT/PAMAMI[G-2]/L-Phe nanokonjugati i¢in analiz yapilan bolgeye
gore % 8 B % 1 N icerdigi tespit edilmistir.
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Sentezlenen BNNT lerin ve modifikasyonlarinin her bir basamadigi i¢in
elde edilen nanokonjugatlarin zeta potansiyel analizi gerceklestirilerek ylizey
yiikleri tespit edilmistir. BNNT’ler 11,56 mV, BNNT/PAMAM[G-2] 37,80 mV,
PAMAMI[G-2] - 16,90 mV, L-Phe — 8,43 mV ve ticari formu L-BPA 22,30 mV

olarak bulunmustur.

Elde edilen nanokonjugat %!l ile iyotinasyon yontemi kullanilarak
radyoiyotlanmistir. Radyoiyotinasyon kalite kontrolii TLRC, HPLRC ve kagit
elektroforezi ile yapilmistir. Kagit elektroforezi ile érneklerin yikleri belirlenmis

olup, bulunan dgerler zeta potansiyel 6l¢iimii ile bulunan sonuclar1 desteklemistir.

TLRC icin optimum banyo ¢6zeltisi olarak tespit edilen n-bltanol/distile su
(2:1) gozeltisinde radyoisaretleme verimi tiim ornekler i¢in % 86’nin {izerinde

bulunmustur.

Bl /BNNT/PAMAM[G-4]/L-Phe,  YI/BNNT/PAMAM[G-4],  “*!I/L-
Phe, 1" ve 31" 6rnekleri icin Ry degerleri sirast ile; 0,099, 0,500, 0,941, 0,380
ve 0,089 olarak tespit edilmistir. R¢ degerleri incelendiginde serbest iyotun
yiikseltgendigi ve yiikseltgenen iyotun nanokonjugata baglandigi hepsinin farkli
Rt degerleri ile kolayca ayirt edilebilmistir.

123 /IBNNT/PAMAM[G-2])/L-Phe,  *I/BNNT/PAMAM[G-2],  **I/L-
Phe, I/L-BPA, I ve *I" drnekleri icin R degerleri sirasi ile; 0,058, 0,088,
0,93, 0,075, 0,036 ve 0,320 olarak tespit edilmistir.

Iyodinasyonun nanokonjugat yapisma sitotoksik etkisini incelemek
amaciyla iyotun kararli radyoizotopu olan ¥l ile de iyotinasyon

gerceklestirilmistir.

Radyoiyotlu o6rneklerin kagit elektroforez c¢alismasi gergeklestirilerek
Srneklerin yiikii incelenmistir. **'I/BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe, *3I/L-Phe, *'I
ve BU* drnekleri i¢in elde edilen sonuglar siras1 ile + 1,1, 0, — 4,0 ve + 1,6 dur.

Radyoiyotlu drneklerin HPLRC ile gergeklestirilen kalite kontrol ¢alismasi
sonucunda kolondaki alikonma stireleri (R;) kiyaslandiginda Bl~yn 25,531
dakikadir ve iodojen ydntemiyle tamamen yiikseltgenerek **'1* kolonda 13,224
dakika alikonmustur. Yikseltgenen iyot L-BPA 0Ornegine baglanarak kolonda
6,853 dakika alikonmustur. Yiikseltgenen 1yot nankonjugata
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baglanarak “*I/BNNT/PAMAMI[G-2]/L-Phe kolonda 2,246 dakika alikonmustur.
Ortamda serbest iyot ya da yukseltgenmis iyota ait pik bulunmamaktadir.

Isaretleme yiiksek verimlilikte gerceklesmistir.

Teorik  ve deneysel lipofilite  degerleri  hesaplanan  Ornekler
icin *'I/BNNT/PAMAM[G-2] icin 0,45, *'I/BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe icin
1,80 ve “I/BPA icin 0,42 olarak bulunmustur. Nanokonjugatimiz 1,80 gibi
yuksek bir lipofilite ile KBB’ni ge¢mesi i¢in uygun Ozellik tasidigi tespit

edilmistir.

Radyoiyotlu oOrneklerin stabilite testleri 0, 1, 2, 4, 8 ve 24 saat igin
gerceklestirildiginde her zaman i¢in isaretli 6rneklerden TLRC yontemi ile kalite
kontrol yapilarak verimleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuclar incelendiginde
verim % 100°den 24 saatte % 92 gibi yiiksek bir isaretlenme verimini korudugu

gbozlemlenmistir.

In vitro uygulamalar icin temin edilen U87-MG ve C8-D1A hiicreleri uygun
besiyer ortaminda ¢ogaltilmistir.

Nanokonjugatlarin sitotoksik etkilerini incelemek amaciyla 10-20-30-50-
100-250-500-1000 ng/mL, 1-5-25-100-500-1000 ng/mL ve 0,5-1-5-10-50-100
ug/mL konsantrasyonlarda 1, 2, 24 ve 48. saatlerdeki sitotoksisiteleri WST-8
canlilik test kiti ile incelenmisti. BNNT/PAMAM[G-4] 50 ng/mL,
BNNT/PAMAMI[G-4]/L-Phe 100 ng/mL’de 24 saatte % 80 canlilik tespit
edilmigtir. BNNT/PAMAM[G-2] 5 upg/mL, BNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe 10
ug/mL, L-BPA ve L-Phe tim konsantrasyonlar icin 24 saatte % 80’in lzerinde
canlilik gdstermistir. Iyodinasyonun sitotoksisiteye etkisini incelemek amaciyla
kararli iyot izotopu olan 1271 ile isaretlenen drneklerin 24 ve 48 saatteki canliliklari
incelenmistir.  Sonuglar  degerlendirildiginde  nanokonjugatlarin  ¢alisilan
konsantrasyon  araliklarinda  sitotoksik  olmadiklar1  ve  iyotinasyonun
sitotoksisiteye herhangi bir etkisinin olmadig tespit edilmistir.

U87-MG ve C8-D1A hicrelerinde  BNNT/PAMAMI[G-2]/L-Phe,
BNNT/PAMAM[G-2], L-BPA ve L-Phe ornekleri 1 ile isaretlenerek
tutulumlart % baglanma verimi olarak incelenmistir. U87-MG hicreleri
icin  ®I/IBNNT/PAMAM[G-2]/L-Phe,  '®I/BNNT/PAMAM[G-2], *®I/L-
BPA, *®I/L-Phe ve '?°| érneklerinin baglanma verimleri sirasi ile % 39, 8, 11, 7
ve 3 iken “I/BNNT/PAMAMI[G-2]/L-Phe, *'I/BNNT/PAMAM[G-2], *!I/L-
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BPA, 1/L-Phe ve ™1 rnekleri icin sirast ile % 51, 6, 8, 4 ve 2 olarak tespit
edilmigstir. C8-D1A hiicrelerinde nanokonjugatlarin baglanma verimleri 6rnege
spesifite gostermemekte ve tiim oOrnekler i¢in % 10’un altinda seyretmektedir.
Radyoiyotinasyonun **°I ya da **'I ile gerceklestirilmesinin hiicre baglanmasina
cok biiylik bir etkisinin olmadigi belirlenmistir. Hiicre baglanma verimine
radyoiyotun dozunun etkisini incelemek amaciyla 1, 2, 5, 10 ve 25 uCi **I ile
radyoisaretlemeler gergeklestirilerek verimler incelendiginde en yiiksek baglanma
verimi 2 uCi ile isaretlenen 6rneklerde goriilmiistiir bu deger U87-MG hicreleri
icin % 21 olarak tespit edilmistir. Bu ¢alisma i¢in de C8-D1A hiicrelerinde iyot
aktivitesinin degisiminin bir etkisi tespit edilmemis, baglama tiim dozlar i¢in % 7

civarinda seyretmistir.

Nanokonjugatlar fluoresan bir boya olan FITC ile isaretlendikten sonra
U87-MG ve C8-D1A hicrelerinde goriintiileme ¢alismas1 gergeklestirilmistir.
Goriintiileme c¢alismasinda Orneklerin canli hiicrelere baglandigimmi gostermek
amaciyla hiicrelerin g¢ekirdekleri DAPI ile maviye boyanmistir ve fluoresan
isaretli Ornekler yesil goriintii olusturmustur. Goriintiiler degerlendirildiginde
fluoresan isaretli maddenin hiicre sitoplazmasinda bulundugu, hiicre ¢ekirdegine

ulagmadig tespit edilmistir.

U87-MG ve C8-DI1A hiicrelerinde nanokonjugatlarin apoptotik etkisi Dead
End Kiti ile incelenmistir. Pozitif kontrol olarak DNase 1 kullanilmistir.
Goriintliler degerlendirildiginde herhangi bir apoptotik etkinin olmadigi tespit

edilmistir.

Elde edilen sonuclar BNNT’lerin biyouyumlu oldugunu gostermektedir.
PAMAM’in  BNNT’lerin ¢6ziintirligiini  ve biyoafinitesini arttiric1  etkisi
olmustur. PAMAM ile modifikasyon yapmak sinerjistik etki kazandirmistir.
PAMAM’m  hiicre lizerindeki toksik etkisini azaltirken BNNT’lerin
¢ozlniirliigiinii ve hiicre afinitesini arttirmistir. Ayrica L-Phe ile konjugasyon
hiicre afinitesinde olumlu bir etki saglamig, U87-MG hiicrelerine daha secici hale
getirmistir. Radyoiyotinasyon da iyi bir tasiyict motif saglamistir. Bu sekilde

olusturulan nanokonjugat:

BNCT i¢in vyiiksek B igeren bir tasiyici nanokonjugat ozelligi ile
glioblastomalarda terapi icin uygun 6zellige sahip bulunmustur.
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Radyoiyot ile isaretlemek nanokonjugata iyi bir teranostik ajan 6zelligi olma

Ozelligini kazandirmistir. Radyoiyotun bozunma sekline gore;

1) B le isaretlendiginde ise terapiyi SPECT izleme, goriintiileme

veya tedavi dozu kullanildiginda ilave radyoniiklid tedavi dozu saglamaktadir.

2) 24l gibi bir PET radyoniiklidi ile isaretlendiginde de PET
goruntileme veya radyonuklid terapi icin uygun 6zellik kazandirilmaktadir.

Calismalarda kullanilan 1251 daha cok hiicre izleme caligmalar1 i¢in uygun
Ozellik gostermektedir.
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