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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

IRINOTEKAN'IN MAGNETIK NANOPARTIKUL UZERINE IMMOBILIZE
EDILMiS SERUM PROTEINLERINE BAGLANMASININ iINCELENMESI

Ecem TAMYUREK

Selcuk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Salih YILDIZ
2015, 70 Sayfa

Jiiri
Prof. Dr. Salih YILDIZ
Prof. Dr. Tevfik ATALAY
Do¢. Dr. Aydan YILMAZ

Bu tezde irinotekanin hemoglobin, globulin ve insan serum albumini gibi serum proteinlerine
baglanmas1 ¢aligilmistir. Bu amagla epoksi modifiye siiperparamagnetik demir oksit nanopartikiilleri
(GPTS-SPION) yiizeyi kullamilmistir. Bu nanopartikiil NH,OH ile Fe*? ve Fe™ tuzlarmm birlikte
¢oktiirilmesi ile sentezlenmis ve sonra SPION yiizeyinde fonksiyonel epoksi gruplari elde etmek igin [3-
2,3-epoksipropoksi) propil] trimetoksi silan (GPTS) ile modifiye edilmistir. Sonuglar sirasiyla 20mg
GPTS modifiye SPION yiizeyine insan serum albumini (HSA) igin 44,1, globulin (Glb) igin 21,2 ve
hemoglobin (Hem) 32,6 pg baglandigi bulunmustur.

Irinotekanin serum proteinlerine baglanma miktarlarinin belirlenmesi amaciyla irinotekanin
spektrofotometrik yontemle uyarma ve yayilma dalga boylar1 belirlenmistir. Buna gére uyarma dalga
boyu 299 nm iken yayilma dalga boyu 448 nm bulunmustur. 25 mg GPTS modifiye SPION yiizeyin
serum protein-SPION yiizeylerine irinotekan baglanma miktarlari sirasiyla insan serum albumini (HSA)
i¢in 37,3, globulin (GIb) i¢in 43,2 ve hemoglobin (Hem) i¢in 40,8 pg baglandig: bulunmustur.

Nanopartikiil yiizeyine HSA, Glb ve Hem ile irinotekanin baglanmasi infrared spektroskopisi ile
dogrulanmustir. Ayrica ylizey karakterizasyonu i¢in Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) analizi
yapilmistir. GPTS-SPION yiizeyinde serum proteini-irinotekan etkilesiminin termal davranisi
termogravimetrik analiz (TGA) kullanilarak incelenmistir. Termal pargalanmamin kinetik parametreleri
Horowitz- Metzger metodu kullanilarak tayin edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Irinotekan, Magnetik nanopartikiil, Fluoresans spektroskopisi, Protein,
Horowitz-Metzger metodu
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Jury
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The binding of irinotecan to serum proteins (hemoglobin, globulin, and human serum albumin)
was studied on the surface of epoxide modified superparamagnetic iron oxide nanoparticles (GPTS-
SPIONSs), which were synthesized by the coprecipitation of ferrous and ferric salts with NH,OH and then
modified with [3-(2,3-epoxypropoxy)propyl] trimethoxy silane (GPTS) to obtain functional epoxide
groups on the SPIONs surface. Data showed that binding amount of human serum albumin (HSA),
globulin(Glb) and hemoglobin (Hem) found to be as 44, 21.2 and 32.6 ug per 20 mg of GPTS modified
SPION:Ss, respectively.

The binding of irinotecan to serum protein was determined by using spectrofluorometer via
excitation and emission wavelenght of the drug. The exicitation and emission wavelenghts of irinotecan
was meassured as 299 nm and 448 nm, respectively. Data showed that binding amount of irinotecan to
human serum albumin (HSA), globulin(Glb) and hemoglobin (Hem) found to be as 37.7, 43.2 and 40.8
ug per 20 mg of GPTS modified SPIONS, respectively.

The binding of irinotecan to HSA-SPIONs, Hem-SPIONs and GIb-SPIONs was confirmed by
using infrared spectroscopy scanning electron microscopy analysis was performed for surface
characterization. The thermal behaviour of the serum protein-Ir interaction on GPTS-SPIONs was also
studied by using thermo gravimetric analysis (TGA) technique and then the kinetic parametres for the
thermal decomposition were determined using Horowitz-Metzger method.

Keywords: Irinotecan, Magnetic nanoparticles, Fluorescence spektroscopy, Protein, Horowitz-
Metzger method.
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1. GIRIS

Teorik ve teknolojik bakimdan nano yapilarin biiyiikliikk ve sekillerinin kontrol
edilebilmesi 6nemlidir. Partikiill boyutu, nanopartikiillerin kimyasal 6zellikleri
(reaktivite ve kataliz) kadar fiziksel 6zelliklerini belirlemede temel bir degiskendir. Bu
nedenle 6zellikle nano boyutlu magnetik sistemlere uygulama alan1 kazandirmak igin
farkli yapt ve fonksiyonda pek c¢ok nanopartikiil gelistirilmistir. Magnetik
nanopartikiiller;  proteinlerin  ve  enzimlerin  immobilizasyonu, biyoayirma,
immiinoanalizler, ilag dagilimi, biyosensorler gibi genis bir uygulama alanina sahiptir
(Mandal ve ark, 2005).

llaglarin kimyasal olarak proteinlere baglanma mekanizmasin1 agiklamak
oldukga giictiir. Clinkii protein ilag¢ etkilesimleri genelde in-vivo (canli ortam) ortamda
calisilmaktadir. ilag protein etkilesimlerini tanimlamak icin senkron fluoresans metodu
kullanilmaktadir. Ancak bu metotla ¢ozelti ortaminda ¢alisildigi i¢in fluoresent 6zellik
gosteren ilaclarin kullanilmasi ¢ok gilivenilir sonu¢ vermez. Kati destek maddesi ile
calismak ise ilacin kat1 destek maddesine baglanmasi sirasinda baglanmanin ayni anda
takip edilmesine olanak verir. Kat1 destek maddesi olarak polimerden nanopartikiile
birgok madde kullanilabilir.

Nanopartikiiller iizerinde protein ila¢ etkilesimlerinin tanimlanmasi ile magnetik

nanopartikiiller yeni uygulama alanlar1 kazanmistir.
1.1. Nanopartikiiller

Nanoteknoloji ile mevcut teknoloji kiiclltiilerek daha duyarli sistemlerin
olugmasi saglanir. Glinlimiizde nanoteknolojinin kullanim alanlar1 gittikce artmaktadir.
Ozellikle tip ve biyoteknolojik alanlarda kullanilmak {izere cesitli o6zelliklerde,

nanoboyutlarda nanomalzemeler sentezlenmeye baslanmistir. Nanoboyutlu malzemeler;

e Nanokristaller
e Nanopartikiiller
e Nanotiipler

e Nanoteller

e Nanocubuklar gibi farkli siniflara ayrilirlar.
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Sekil 1.1. Nanoboyutlu malzemeler (Kavaz, 2011).

Nanopartikiiller; sentetik veya dogal kaynakli makromolekiillerden meydana
gelen 1-100 nm boyutlarinda olan kolloidal yapilardir. Nanopartikiiller ve nanokristaller
sahip olduklar1 degisik 0Ozelliklerden dolayr yaygin kullanim alanma sahiptirler.
Uretimlerinde genellikle polimerik yapilar kullanilir. Ciinkii her polimerin kendine has
ozelligi ile nanopartikiiller ¢esitli 6zellikler kazanir. Polimer bazli nanopartikiillerin
diisiik sistemik toksisite ve diisiik sitotoksisiteye sahip olmalari, organik ¢oziicii kalintisi
icermemeleri, biiylik Olcekte iliretimlerinin miimkiin olmasi, dokulara etkin madde
hedeflenebilmesi ve kontrollii etkin madde salimindan dolay tercih edilirler.

Nanopartikiillerin en ¢arpici 6zelligi maddelerin belli boyut araliginda hacimsel
yapilardan farkli olarak olagandisi Ozellikler ve farkli gorevler {istlenebilmeleridir.
Nanopartikiillerin yiizey alani/hacim oraniin mikropartikiillere gore ¢ok yiiksek olmasi
hem in-vitro hem de in-vivo ¢alismalarda daha ¢ok tercih edilmesini saglar.

Dinamik 1s1k sagilmasi, lazer kirinimi, proton korrelasyon spektroskopisi gibi
yontemlerle partikiil dagilimlar1 elde edilir. Boylece nanopartikiillerin fiziksel olarak
stabil oldugu anlasilir. Yontemlerin hepsi i¢cin en 6nemli parametre PDI (Poly
Dispersity Index) degeridir. PDI 0,1-0,25 arasinda ise istenilen dar dagilim elde edilir.
Eger 0,5' in iizerinde ise genis dagilim elde edilir.

Nanopartikiillerin zeta potansiyellerine bakilarak kararliliklart ve topaklagma
egilimleri ile ilgili bilgi alinabilir. Zeta potansiyeli 60 mV iizerinde ise partikiiller 1yi
derecede kararlidir, 20-30 mV arasinda ise kararlidirlar. Nanopartikiiller belirtilen bu

degerler arasinda degilse kararsizdir ve topaklasarak ¢cokelme egilimindedirler (Kavaz,
2011).



1.1.1. Nanopartikiillerin sentez yontemi

Hazirlama yOnteminin parametreleri, tiretimde kullanilan emiilsifiyerin tipi,
miktar1 ve tiretimde kullanilan ¢6ziiciiler; partikiil biiylikliiglinii ve dagilimini etkiler.
Emiilgator miktar belirli bir orana kadar arttirilirsa ortalama partikiil biiytkligi azalir.
Foton korrelasyon spektroskopisi (PCS) ve lazer kirmimi yontemi (LD) partikiil
biiyiikliigiiniin rutin 6l¢timleri i¢in en giiclii yontemlerdir. Coulter Counter yontemi
nadiren kullanilan bir yontemdir. Ciinkii, bu yontem kolloidal dispersiyonlar1 destabilize
edebilecek elektrolitlere ihtiyag duyar ve kiiclik nanopartikiillerin degerlendirilmesi
zordur.

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ve elektron mikroskobu nanopartikiillerin
sekillerinin belirlenmesinde kullanilir.

Nanopartikiillerin ylizey 6zellikleri ile ilgili bilgiler, DSC ve X 151 kirinim
yontemleri ile alinir. Yapisal Ozelliklerin arastirilmasinda da IR ve Raman
spektroskopisi kullanilir. DSC ve X 111 kirnimi cihazi ile etkin maddenin nanopartikiil
icerisinde fiziksel durumu ve yerlesimi analiz edilebilir (Kavaz, 2011).

Uretimde kullanilan yontemler; asagidan yukar1 “Bottom Up” ve yukardan
asagiya “Top Down” olarak adlandirilir.

“Bottom Up” yaklasimina gore hacimsel malzemeye disaridan mekaniksel ve
kimyasal iglemler ile enerji verilmesi sonucunda malzemenin nano boyuta kadar
inebilecek kiiciik pargalara ayrilmasi esas alinir. Bu yaklasima 6rnek olarak; mekanik
ogiitme ve asindirma verilebilir. “Top Down” yaklasimi ise atomik veya molekiiler
boyuttaki yapilar1 kimyasal reaksiyonlar ile biiyliterek olusumunun gergeklestirilmesi

olarak tanimlanmaktadir.
Nanopartikiil sentezinde kullanilan 6nemli yontemler;

e Sol jel yontemi: Bu teknoloji, ¢ozelti formundan yola ¢ikarak farkli uygulama
alanlarina yonelik olarak seramik, cam ve kompozit malzemeler iiretim teknigine
verilen genel bir isimdir. Sol jel yontemi; alkoksit hidrolizi, peptitlesme veya
polimerizasyon, jel eldesi ve kalsinasyon/sinterleme basamaklarindan olusur. Metal
alkoksit ¢ozeltileri veya metal tozlari, nitratlar, hidroksitler ve oksitler gibi inorganik
bilesikler belirli oranda su ve asitler birlestirilerek bir soliisyon elde edilir. Elde edilen
bu soliisyon belirli sicakliklarda karistirilarak soliisyon igerisinde birbirini izleyen bir

dizi kimyasal reaksiyon ve taneciklerin sahip oldugu yiizey yliklerinin elektrokimyasal



etkilesimleri ile bir ag (jellesme) meydana gelir. Bu ag giderek biiylir ve sistemdeki
biitiin noktalara ulasarak komple bir yap1 (jel) olusur.

S1v1 igerisindeki kolloidal kat1 taneciklerinin kararli slispansiyonuna “sol” denir.
Kolloidal taneciklerin ¢oktiiriilmesi ile elde edilen ve bol miktarda su i¢eren ¢okeleklere
“jel” denir.

Bu teknik; asinmaya dayanikli kaplamalarin yapilmasinda, optik amagh
kaplamalarda, fiber optiklerde, elektronik ve magnetik malzemelerin {iretiminde

kullanilir (Kavaz, 2011).

e In situ polimerizasyon yoéntemi: Bu teknik iki tiir yaklasim igermektedir.
Birincisinde ¢oziici olmayan fazda polimerize olacak monomer emiilsifiye
edilmektedir. ikincisinde ise monomer, elde edilecek polimerin ¢dziinmedigi ¢oziiciide
¢oziindiiriilmektedir. Birinci yaklasimda devamli faz sulu (yag/su emiilsiyonu),
ikincisinde devamli faz organiktir (Su/yag emiilsiyonu). Her iki yaklasimda da monomer
yiizey etken madde molekiilleriyle ¢oziinmedigi fazda emiilsifiye olur ve monomerlerin
sismesiyle misel olusur. Polimerizasyon reaksiyonu bir baslangic maddesinin fiziksel
veya kimyasal tetikleyici ile tetiklenmesi ile baslar. Bu maddenin yarattigi enerji
devamli fazdaki serbest reaktif monomerlerin olusmasim1i ve daha sonra bu
monomerlerin reaktif olmamis ¢evredeki monomerlerle birlesmesini ve polimerizasyon
zincir reaksiyonunu baglatmasini saglar. Monomerin tam olarak tliketilmesi ile

reaksiyon son bulur (Kavaz, 2011).

e Mikroemiilsiyon yontemi: Bu yontem, lipidin eritilmesiyle baglar. Su ve
emiilsifiyer lipidin bulundugu sicakliga 1sitilir. Daha sonra lipide eklenir ve karistirilir.
Bu maddeler, mikroemiilsiyon olusumu i¢in gerekli oranlarda karistirildiginda seffaf ve
termodinamik olarak stabil bir sistem elde edilir. Olusan sicak veya 1lik mikroemiilsiyon
termostathi bir siringa kullanilarak, asir1 miktardaki soguk su i¢inde mekanik bir
karistirma ile disperse edilir. Fazla su ultrafiltrasyon veya liyofilizasyon ile uzaklastirilir

(Kavaz, 2011).

e Konservasyon yontemi: Bu yontem, biiyiik miktarda organik ¢o6ziicii
kullanimin1 Onler. Ayrica 1s1 veya g¢apraz baglama ile sertlestirme isleminden once
emiilsiyonun intrinsik stabilite problemlerine bagli olarak kiiciik ve dar partikiil

blytikligl dagilimi gosteren nanopartikiil hazirlanmasinin zorlugunu ortadan kaldirir.



Bu durumda, partikiiller faz ayrimi islemiyle sulu fazda olusmakta ve akabinde

glutaraldehit gibi bir capraz baglama ajani ile stabilize edilmektedir (Kavaz, 2011).

e Yiiksek hizda karistirma (Ultrasonikasyon) yontemi: Bu yontemler genelde
bir arada kullanilmaktadir ve belirli bir siire yliksek sicakliklarda uygulanmaktadir.
Genis partikiil biyiikliigii dagilimina sahip iirlin vermesi yiliksek hizda karistirma
yonteminin dezavantajidir. Cilink{i bu durum saklama sirasinda partikiil biiyiimesi gibi
fiziksel stabilite sorunlarina yol agar. Ayrica ultrasonikasyon yontemi kullaniliyorsa

metal kontaminasyona dikkat edilmelidir (Kavaz, 2011).

1.1.2. Nanopartikiillerin uygulama alanlar:
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Sekil 1.2. Nanopartikiillerin kullanim sekilleri (Kavaz, 2011).

e Gen tedavisinde

e Kanser tedavisinde

e Peptit ve proteinlerin oral yolla viicuda verilmesinde

e Tani i¢in goriintiillemede

e Mikro-akiskan biliminde

e Biyomikroelektromekanik-Biyonanoelektromekanik ve Biyogiplerde
e Akilli barkotlarda

e Biyoanalitik nanosensorlerde

e Nanomalzemelerde

Biyoselektif yiizeylerde kullanilirlar (Kavaz, 2011).



1.1.3. Magnetik nanopartikiiller

Yiiksek yiizey alanlarina sahiptirler ve herhangi bir yardimci adsorblayici
olmadan kimyasallarla kolaylikla etkilesebilirler.

Magnetik nanopartikiillerin yiizeyleri kaplanabilir ya da fonksiyonlastirilabilir.
Adsorbsiyon isleminden sonra miknatisla ya da magnetik alanin uygulanmasi ile
kolaylikla sudan ayrilip, tekrar tekrar kullanilabilirler. Magnetik nanopartikiiller suda
dagilmis bicimde bulunabilir. Bu durumda kil, polimer ve diger destek malzemelerine
gomiilii olarak da bulunabilirler. Suda dagilmis halde bulunan nanopartikiil, hedef
kirleticiye baglandiktan sonra magnetik ayirmayla kolaylikla geri kazanilir (Sener,
2011).

1.1.3.1. Magnetik nanopartikiillerle ila¢ tasima

Farkli organik maddeler (polimerik NP, lipozomlar, miseller), pasif hedefleme,
bir tanima parcasi ile aktif hedefleme veya fiziksel uyarici tarafindan aktif hedefleme
kullanilarak ilag¢ tasima i¢in nanovektorler olarak incelenmislerdir.

Bu organik sistemler; siirli kimyasal ve mekanik denge, sisme, mikrobiyolojik
atagin hassasiyeti, yetersiz ilag salinimi kontrolii ve yiiksek maliyet sunarlar. Polimer
NP’ ler yiiksek polidispersite sorunu, diizensiz dallanma ve genis bir dagilim ile birlikte
sentez TUriinlerin parcaciklar1 heterojen farmakolojik o6zelliklere yol ac¢maktadir.
Dendrimerlerin kullanimi; biliylimenin her noktasinda saflastirilabilir olmasi, agamali
sentez edilebilmeleriyle kiiresel yapili ve monodisperse karaktere sahip olmalarindan
dolay1 bir alternatiftir. Dendrimerleri goriintiileme spesifik kisim ile hedefleme
gerektirir. Bununla birlikte dendrimerlerin ve dendritik polimerlerin en biiyiik eksikligi
yiiksek maliyetidir. Ayn1 zamanda dendritik polimerlerin preparati hedef bdlgede
birikmesi ve kan i¢inde yeterli uzunluga geldikten sonra viicuttan atilimi sorun yaratir.

Tedaviler aktif hedeflemeye dayanir. Magnetik nanopartikiiller kanser
tedavilerine ek olarak kas ve iskelet sistemi bozukluklarinda, anemik kronik bobrek
hastaliklarinda da kullanilabilir. Bu hastaliklar i¢in siiperparamagnetik Fe oksit NP
(SPION), harici magnetik alan ile birlikte genel olarak doz ve yan etkileri azaltirken
uygun konsantrasyonu korumasiyla iltihapli bolgelere ilag tasima igin uygun bir
alternatiftir.

Magnetik hedefleme icin bir ilag veya tedaviye ait radyoaktif ¢ekirdek viicuttan

getirilen bir magnetik bilesige baglanir ve daha sonra magnetik alan araciligiyla hedef



alana yonlenir. Uygulamalara bagl olarak s6z konusu partikiiller sonra ilag¢ salinimi ya
da lokal bir etkiye neden olurlar. ilag salinim, fizyolojik sartlardaki degisikliklerle (pH,
ozmolarite, sicaklik) veya enzimatik aktivite gerektiren mekanizmalarla gerceklesebilir.
Ayn1 zamanda basit difiizyon ile devam edebilir. Ila¢ salinimi ayrica ilag konjuge
magnetik nanopartikiillerden magnetik olarak tetiklenebilir.

SPION ile Nd-Fe-B miknatis kombinasyonu milkemmel magnetik 6zelliklere
sahiptir; viicudun 10-15 cm derinliginde etkili magnetik alana ulasabilir (Arruebo ve
ark, 2007).

1.1.4. Peptit-protein nanoyapilar

Proteinler; molekiiler tanima islevine sahip olduklarindan “akilli islevsel
maddeler” olarak adlandirilirlar. Reseptor-ligand, antijen-antikor ve enzim-substrat
eslesmesi gibi bir¢ok segici baglanmanin gerceklestigi olayda molekiiler tanima
goriilmektedir. Bu 6zellik proteine kendiliginden diizenlenme yapabilme yetenegi verir.
Boylece molekiil birimlerin kovalent olmayan etkilesimlerle (hidrojen baglari,
elektrostatik etkilesimler, van-der waals ve dipol-dipol etkilesimleri gibi) kendiliginden
ve tersinir bir sekilde diizenli yapilara organize olmaktadirlar.

Proteinlerin yapitasi olan amino asitler tasidiklar1 radikal yan zincirler sayesinde
farkli etkilesimlere girerek kendiliginden diizenlenme siirecini yonlendirirler. Bundan
dolay1 peptit ve proteinlerden ¢ok genis bir nanomalzeme yelpazesi elde edilmektedir.
Bu nanomalzemeler suda kolay c¢oziinebildikleri i¢in canli sistemlerde kolayca
kullanilabilmektedirler. Sicaklik, pH gibi dis etkenlere olduk¢a dayanikhidirlar. Bu
ozelliklerden dolay1 oldukc¢a genis bir kullanim alanina sahiptirler (Pala, 2011).

1.2. Peptitler ve Proteinler

Amino asitler birbirleriyle amit bagi sayesinde kovalent baglanabilirler.
Kovalent baglanmay1 saglayan amit bagina peptit bagi adi verilir (Cox ve Nelson,
2005). Bu bag bir amino asidin o karboksil grubunda bulunan OH ile diger amino
asidin o amino grubundan H ayrilmasiyla meydana gelir (Tiiziin, 2002). Bu olusum
suyun uzaklagmasiyla olustugu i¢in bir dehidratasyon olayidir (Cox ve Nelson, 2005).
Iki amino asidin baglanmasiyla olusan peptide dipeptit denir. Benzer sekilde {ic amino
asitin peptidine tripeptit denir. Az sayida amino asitlerle olusan peptitlere oligopeptit,

cok sayida amino asitlerin baglanmasiyla da polipeptitler olusmaktadir. (Tiizlin, 2002).



Proteinler ise binlerce amino asit kalintisindan olusmaktadir. Diger bir ifadeyle
proteinler 20 amino asidin karakteristik dogrusal diziler halinde kovalent olarak
baglanmasiyla olugsmaktadir. Bu 20 amino asit farkli kombinasyon ve birlesmelerle ¢cok
sayida farkli 6zellik ve aktivite gosteren proteinler yapabilmektedir (Cox ve Nelson,
2005).

Proteinlerde bulunan 20 amino asitte oo amino asittir. Bu amino asitler standart
amino asit olarak adlandirilir. Bunun nedeni; protein sentezinden sonra modifiye olan
bazi amino asitleri ve canli organizmada bulunup proteinde bulunmayan amino asitleri,
proteinde bulunan amino asitlerden ayirt etmektir (Cox ve Nelson, 2005).

Proteinler amino asit disinda kimyasal grup icerip igermediklerine gore ikiye
ayrilirlar. Amino asit disinda kimyasal grup igermiyorsa bu tiir proteinlere basit
proteinler denir (Cox ve Nelson, 2005). Ormegin; albiimin, gluteinler, provitaminler,
sklero proteinler (Cingi ve Erol, 1996). Amino aside ek olarak kimyasal grup igerenlere
ise konjuge (birlesik) proteinler denir. Konjuge proteinin amino asit olmayan kismina
prostetik grup denir. Bu prostetik grup kimyasal yapisina gore adlandirilir (Cox ve
Nelson, 2005). Ornegin; fosfoproteinler fosforik asit, lipoproteinler lipit, glikoproteinler
seker gruplart igerirler (Cingi ve Erol, 1996). Prostetik grubun proteinin biyolojik
islevine biiytik katkis1 vardir.
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Sekil 1.3. Peptit bagi olusumu
(http://80.251.40.59/veterinary.ankara.edu.tr/fidanci/Ders_Notlari/Ders_Notlari/Proteinler.html).

Basit ve konjuge proteinlere 6rnekler;

e Albumin: Albiiminler, hayvansal ve bitkisel organizmalarda yaygin halde
bulunurlar. Saf suda ve seyreltik tuz soliisyonlarinda erirler. Insan serumunda bulunan
alblimine serum alblimin denir (Cingi ve Erol, 1996). Kan plazmasinda en yaygin olarak

protein tiiriidiir. Kandaki proteinlerin yaklasik % 60’ i1 albiimin olusturur (Buzoglu,


http://80.251.40.59/veterinary.ankara.edu.tr/fidanci/Ders_Notlari/Ders_Notlari/Proteinler.html

2012). Elektroforezde go¢ hizlarina gore pre-albiimin ve albiimin olmak iizere ikiye
ayrilirlar (Cingi ve Erol, 1996). Albumin, olgunlagsmamis proteinlerden endoplazmik
retikuluma salinan N-terminal peptite sahip olan preproalbumin olarak karacigerde
sentezlenir. Molekiil agirligi 67 kilodaltondur (Buzoglu, 2012).

Albumin kanda ¢ok az ¢oziinen maddelerle (yag asitleri, ilaglar, agir metal
iyonlari, vitaminler gibi) birleserek bu maddeleri serumda ¢oziinmiis halde tutar. Ayrica
osmotik basincin diizenlenmesinde rol oynar (Cingi ve Erol, 1996). Albumin yapisinda

alt1 farkli bolge bulundurur. Molekiiller bu bélgelere baglanabilir (Buzoglu, 2012).

Sekil 1.4. Albuminin alt1 baglanma bolgesinin gosterimi (Buzoglu, 2012).

o Hemoglobin: Birlesik protein olan hemoglobinin prostetik grubu hem, proteini
ise globindir. Hemoglobinin yapisina bakildiginda en biiyiik kisminin protein oldugu
goriiliir. Bunun yaninda hemoglobin molekiilii dort tane demir iyonu (% 0,33 kadar
demir) igerir. Yetigkin bir insanda hemoglobin a, B, y, 6 olmak iizere dort polipeptit
zinciri igerir. Globinin bu dort polipeptit zinciri birer hem grubu ile birlesir. Yani bir
hemoglobin molekiiliinde dort tane hem bulunur.

Hemoglobin sentezi kemik iligindeki olgunlasmamis eritrositlerde olur.
Hemoglobin biosentezi igin protoporfirin IX, globin, Fe* iyonu gereklidir. Ayrica bu
sentezin gergeklesebilmesi i¢in pantotenik asit, piridoksal fosfat, B, vitamini, intrinsik
faktor ve bakir iyonu gibi kofaktorlere de ihtiyag vardir.

Hemoglobin biosentezi i¢in gerekli olan protoporfirin IX endojen olarak
meydana gelir. Organizmaya siringa edilen protoporfirin  hemoglobin sentezinde
kullanilmaz. Karmasik bir dizi reaksiyondan sonra protoporfirin IX meydana gelir. Fe*?
iyonunun katilmasiyla da “Hem” olusur. Hem' in globin proteinine baglanmasiyla da

hemoglobin olusur.
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Hemoglobinin organizmadaki en énemli gorevi oksijeni akcigerlerden dokulara
tagimaktir. Bunun yaninda hemoglobin kanin en 6nemli tamponlarindandir (Cingi ve

Erol, 1996).

. // \
a chain “Heme

Sekil 1.5. Hemoglobinin sematik gosterimi (Buzoglu, 2012).

e Globulin: Insan viicudunda bulunan ii¢ tip serum proteinden birisidir. Molekiil
agirligr yiiksek olan bir proteindir. Sodyum kloriir, sodyum siilfat, magnezyum siilfat
gibi elektrolit iceren zayif tuzlu soliisyonlarda ¢6ziiniir. Globulinler a, B, ¥ olmak iizere
ti¢ fraksiyona sahiptir. Bu fraksiyonlarin birbiri ile orani, organizmanin durumuna gore

degisir. Hastaliklarin ¢esidine gore bu oran biiyiir ya da kii¢iiliir (Buzoglu, 2012).

Sekil 1.6. Kortikosteroid bagl globulin (Wikimedia commons, 2009).
1.2.1. Proteinlerin fiziksel ve kimyasal ozellikleri
e Proteinler; triklorasetik asit, pikrik asit, siilfosalisilik asit gibi asitlerle; civa,

cinko, demir, kursun, kadmiyum gibi agir metal tuzlariyla ve ozgiil antikorlarla

¢okebilirler.
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e Proteinler spesifik olduklarindan antijen etki gosterirler.
e Proteinlerin biyolojik yapilar1 1s1 ve bazi kimyasal veya fiziksel etkenlerle

bozulabilir. Bu olaya denatiirasyon denir (Cingi ve Erol, 1996).
1.2.2. Denatiirasyon

Kiiresel proteinlerin kendilerine 6zgii ii¢ boyutlu yapilarimi pH, sicaklik,
kimyasal ve g¢evresel faktorlerle kaybetmesine denatiirasyon denir. Denatiirasyon ile
ikincil ve ligiinciil yapiy1 olusturan etkilesimler tamamen veya kismen ortadan kalkar ve
protein molekiilii acilir. Agilan protein molekiiliiniin tekli baglarinda rastgele donmeler
olur. Bu etkiler sonucunda ¢6ziiniirliikk azalir, viskozite ve UV 151k absorpsiyonu artar.
Denatiirasyon sonucunda protein eski biyolojik 0zelligini kaybeder. Denatiirasyona
neden olan etken ortadan kalkinca protein eski haline geri doner. Protein yine ayni
noktalardan katlanir ve doner. Ciinkii protein i¢in primer yapiya bagl tek bir kararl
konformasyon vardir. Belirli konformasyonun segilmesi AG’ nin en negatif degeri
almasi ile miimkiindiir. Bu duruma entalpi ve entropinin etkisi vardir.

AG = AH — TAS AG; serbest enerji degisimdir. AH; entalpi degisimidir. AS; entropi
degisimidir. T; sicakliktir.

Proteinin belirli konformasyonu se¢mesi entropiyi azaltirken, serbest enerjiyi artirir.
Ancak hidrofobik etkiden dolay1 entropi biiylik bir artis gdsterir. Hidrofobik yan zincire
sahip amino asitler su molekiillerini iter ve onlarin belirli diizende siralanmasina neden
olurlar. Protein katlaninca hidrofobik gruplar i¢ kisimda kalir. Boylece su molekiilleri
serbestce hareket eder ve entropi artar. Entropinin artmasi serbest enerjiye zit bir etki
yapar.

Ikincil ve iigiinciil yapiyr kararli hale getiren tuz kdpriileri, hidrojen baglari, van
der waals etkilesimleri, disiilfiir baglarinin olusmasi ekzotermik entalpi degismelerine
sebep olarak ikinci negatif katkiyr saglar. Iki terimin negatif olmasiyla katlanmalar

kendiliginden gerceklesir (Pamuk, 2000).
1.2.3. Protein yapi ve fonksiyonlari

Proteinler tiim hiicrelerde miktar olarak en ¢ok bulunan biyolojik
makromolekiillerdir. Biyololojik proseslerin hemen hemen hepsinde bulunurlar ve
biyolojik islevlerde ¢esitlilik gosterirler. Proteinler transport, depolama, mekanik destek

immiin-koruma, biiylime ve farklilagmanin kontrolii, sinirsel uyar1 ve koordine edilmis
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hareketler gibi fonksiyonlar1 yerine getirirler. Ayrica genetik bilgi protein biyosentezi
ile ilgili oldugu i¢in canlilik i¢in ¢ok 6nemlidir. Proteinin yapisi ile fonksiyonu birbirine

baghdir.
Proteinlerin organizmadaki gorevleri;

e Yapisal Proteinler ( Hiicre dis1 proteinler)

e Hareket Sistemi Proteinleri (Kaslar vb.)

e Enzimler

e Reseptorler

e Hormonlar

e Tastyic1 Proteinler

e Immiin Sistem Proteinleri (Immiinoglobulinler)

e Pihtilasma Faktorii (Telefoncu, 1988; Pamuk, 2000).
Protein Yapilari;

Proteinde bulunan atomlarin uzaysal diizenlenimine konformasyon denir. Olasi
konformasyon kovalent baglar1 kirmadan elde edilen yapisal durumdur. Cok sayida
olusan konformasyondan sadece bir veya iki tanesi kararhdir. Bu karalilik
termodinamik agidan degerlendirilir. Genellikle termodinamik agidan en kararli olan en

diisiik Gibbs serbet enerjisine (G) sahip konformasyondur (Cox ve Nelson, 2005).

e Birincil (Primer) yap1: Birincil yap1 kovalent baglarla baglanmis amino asit
kalintilarinin olusturdugu polipeptit zincirdir. Bu yap1 genetik olarak kodlanir. Tek
polieptit zinciri bir N- ucuna ve bir C- ucuna sahiptir. Eger insiilinde oldugu gibi iki N-
ucuna sahipse bu yapi, iki polipeptit zincirinden kurulmus demektir. Hemoglobin ise
dort polipeptit zincirinden olusan bir yapidir. Peptit zinciri igindeki amino asitlerin
cinsi, sayisi, sirasi proteinlerin farkli 6zellikler gdstermesini saglar. Ornegin sigir serum
insiilini yukarda bahsedildigi gibi iki polipeptit zincirinden olugsmaktadir. Sigir insiilini
A zincirinde 21 ve B zincirinden 30 amino asit olmak {izere toplam 51 amino asit igerir.
A ve B zinciri birbirine disiilfid kopriileriyle baglanir. Domuz, koyun ve at insiilinleri A
zincirinde 8, 9 ve 10' uncu siradaki amino asitler yoniinden farklilik gosterirler (Cox ve
Nelson, 2005; Fidan, 2009).
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A chain i i
Gly-lle-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Ala-Ser-Val-Cys-Ser-Leu-Tyr-GIn-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn
5 | 10 15 | 21
T 4
B chain f s
Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Ala
5 10 15 20 25 30

Sekil 1.7. Sig1r insiilinin yapisi
(http://80.251.40.59/veterinary.ankara.edu.tr/fidanci/Ders_Notlari/Ders Notlari/Proteinler.html)

Polipeptid zinciri

= _p --:: ; o
=% a4 L a.! J’ﬁ
- . Aminoasitler
g
-] - ¥ F ) T Raney <Y
-]
=
-]
n
0.

Aminoasit

Sekil 1.8. Protein birincil yapisi
(http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein_birincil yap%C4%B1s%C4%B1)

e (ikincil (Sekonder) yapi: Amino asit kalntilarinin  kismen kararh
diizenlemelerle tekrarlayan bir yapidir. Polipeptidin belirli kisimlarinin  yerel
konformasyonudur. Birkag tipi kararlidir. En yaygin olanlar; o heliks (sarmal) ve 3

komformasyonlaridir (Cox ve Nelson, 2005).

e o Heliks: o heliks olarak adlandirilan helezonik yapilardaki polipeptit iskeleti
heliksin ortasindan uzunlamasina asag1 dogru inen hayali eksen etrafina sarmalanmustir.
Amino asitlerin R gruplar iskeletin digina dogru yonelmistir. Tekrarlayan birim eksen
boyunca yaklasik 5,4 A uzunlugunda olan heliksin tek bir doniisiidiir ve her bir heliks
dontigii 3,6 amino asit kalintis1 icermektedir. a heliksin tiim proteinlerde donme sekli
sag el doniisli heliks seklindedir. a heliks yapisi i¢ hidrojen baglart en uygun kullanim
seklini sagladig1 icin en ¢ok bu konformasyonu gozleriz. Bu yap1 peptit baginin
elektronegatif azot atomuna bagli hidrojen atomu ile yine ayni peptit bagimin amino

terminal ucu kisminda bulunan dordiincii amino asidin elektronegatif karbonil oksijen


http://80.251.40.59/veterinary.ankara.edu.tr/fidanci/Ders_Notlari/Ders_Notlari/Proteinler.html
http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein_birincil_yap%C4%B1s%C4%B1
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atomu arasinda olusan hidrojen bagi ile sabitlenir. o heliks yapilart L- ya da D- amino
asit igeren polipeptitlerden olusabilmektedir. Ancak amino asitler tek bir stereoizomerik
yapida olmalidir. Ciinkii bir D-amino asit bir L-amino asit igerirse diizenli yapiy1
bozabilecegi gibi tam tersi etkide yapabilir (Cox ve Nelson, 2005).

N-terminal end
O+

I 5.4 A

C—terminal end
&

Sekil 1.9. « heliks yapisi
(http://what-when-how.com/molecular-biology/alpha-helix-310-helix-and-pi-helix-molecular-biology/)

e B Konformasyonu: Yapisi X-1sin1 analiziyle kesinlestirilmis polipeptit
zincirinin daha uzatilmis konformasyonudur. Zincirin iskeleti daha ¢ok zigzag yapisinda
uzamaktadir. Bu sekilde bir seri pliseye benzer bir yap1 olusturacak sekilde, yan yana
gelerek diizenlenebilirler. Bu diizen 3 tabaka olarak adlandirilir ve hidrojen baglar
polipeptit zincirinin bitisik kisimlar1 arasinda olusturulur. 3 tabakayi olusturan her bir
bolim polipeptit zincirinin yakininda, polipeptidin ¢izgisel diziliminde birbirlerinden
biraz uzakta hatta farkli polipeptit zincirlerine ait kisimlarda bulunabilirler.

[ tabakada bulunan bitisik polipeptit zincirleri paralel ya da antiparalel konumda
bulunabilir. Paralel yapida tekrarlayan birim daha kisa ve hidrojen baglarinin olusum

diizeninin farkli olmasina ragmen birbirlerine benzer 6zellik gosterirler (Cox ve Nelson,

2005).


http://what-when-how.com/molecular-biology/alpha-helix-310-helix-and-pi-helix-molecular-biology/
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Antiparallel

Sekil 1.10. Proteinin paralel ve antiparalel p konformasyon
(http://landfood.ubc.ca/courses/fnh/301/protein/protprin.htm)

e B Kivrilma yapilari: Polipeptit zincirlerinin ters dondiigi yerlerde, doniis ve
ilmik seklindeki yap1 i¢inde yogun yapiya sahip kiiresel proteinlerde bulunan amino asit
kalintilarinin  bir kismi bulunur. Bu yapilar o heliks ve B konformasyonlarinin
birlesmesini saglar. B kivrilmalar ¢cogunlukla proteinin yiizeyine yakin yerlerde olusur.
Ayni zamanda iki amino aside ait peptit gruplarinin suyla hidrojen bagi yapabildigi
bolgelerde bulunur. B kivrilmalar en ¢ok [ tabakanin iki bitisik ucunun baglanmasi
olayinda gozlemleriz. Bu yap1 dort amino asit igeren 180° lik bir doniistiir. Dért amino
asit iceren bu yapinin ilk amino asidinin karbonil oksijeni ile dordiinciil amino asidinin
amino grubunun hidrojeni arasinda hidrojen bagi olusur. Merkezde bulunan amino
asitler ise hidrojen bagi yapimina katilmazlar (Cox ve Nelson, 2005). Proteinler her
zaman o heliks ya da 3 tabaka yapilarin1 gostermezler. Farkli katlanmalar ve kivrilmalar
yapabilirler. Bu katlanma ve kivrilmalarla olusan yapilara rastgele sarmal yap1 denilse
de bu olusumlar rastgele degildir. Ayni cins proteinler hep ayn1 yerden ve ayni sekilde
katlanip kivrilirlar.

Ramanchandran grafikleriyle olast ve olasi olmayan ikincil yapilar1 topluca
gorebiliriz. Ikincil yapilarin her tipi, amino asitlerdeki y ve ¢ bag acilaryla

tanimlanabilir (Pamuk, 2000; Cox ve Nelson, 2005).


http://landfood.ubc.ca/courses/fnh/301/protein/protprin.htm
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Sekil 1.11. Ramachandran grafigi
(http://tr.wikipedia.org/wiki/Alfa_sarmal)

o Uciinciil (Tersiyer) yapi: Heliks ve halkali yapiy1 kazanmis olan protein kiigiik
bir hacme sigacak sekilde polipeptit zincirlerinden farkli sekillerde katlanip kivrilarak
iic boyutlu yapiyr kazanir (Pamuk, 2000). Bu yap1 amino asit dizisinin daha genis bir
araligini ifade eder ve 6zellikle kiiresel proteinler (globulinler) igin gecerlidir. Tersiyer
yap1 kararl bir yapidir. Bu yapiya etki eden etmenler; hidrojen baglari, yan zincirdeki
iyonlagabilen gruplar arasi iyonik etkilesmeler, yan zinciri alifatik veya aromatik olan
amino asitler arasit hidrofobik etkilesmeler, disiilfiir baglar1 ve polar gruplar arasi

etkilesmelerdir (Pamuk, 2000; Cox ve Nelson, 2005).

Sekil 1.12. Myglobinin ti¢ boyutlu yapist
(https://en.wikipedia.org/wiki/File:Myoglobin.png)

e Dordiinciil (Kuaterner) yapi: Birden fazla peptit zinciri igeren oligomerik
proteinlerde goriilir. Bu yapi, birden fazla ayr1 polipeptit zinciri veya alt birim

bulundurur. Bu alt birimlerin yapist ayn1 ya da farkli olabilir. Alt birimlerin ii¢ boyutlu


http://tr.wikipedia.org/wiki/Alfa_sarmal
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Myoglobin.png
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kompleksler seklinde diizenlenmesiyle dordiinciil yapr olusur. Kuaterner yapiyi
olusturan bu alt birimler, asimetrik molekiiller seklindedir. Bir araya gelmeleri gesitli
simetri diizenlerinde olur. Dordiinciil yap1 da {giinciill yapiyr kararli yapan

etkilesimlerden dolay1 kararlidir (Pamuk, 2000; Cox ve Nelson, 2005).

Sekil 1.13. Kuaterner yapi1
(http://tipnotlarim.wordpress.com/2011/03/14/proteinlerin-baglama-ozellikleri-fizyoloji/)

Hem grubu

Dordincl yapt —

Sekil 1.14. Protein yapilar1
(http://80.251.40.59/veterinary.ankara.edu.tr/fidanci/Ders_Notlari/Ders _Notlari/Proteinler.html)

1.2.4. Proteinlerin fluoresans ozellikleri

Ozellikle son yillarda proteinlerin fluoresans dzelliklerden faydalanarak birgok
calisma yapilmistir. Spektroskopi tabanli yaklasimlar, biyolojik bir doku Ornegi
iizerinde kimyasal bilesimi ve bilesenlerin dagiliminin ele alinmasinda temel
olusturmaktadir. Bu tiir calismalar biyolojik doku hastaliklarinin saptanmasinda
meydana gelen kimyasal degisiklerin izlenmesine katki saglanmistir. Birgok metabolik

belirteglerin (NADH, kollajen, tirozin, triptofan, lipo-pigmentler, elastin, pridoksinler),


http://tipnotlarim.wordpress.com/2011/03/14/proteinlerin-baglama-ozellikleri-fizyoloji/
http://80.251.40.59/veterinary.ankara.edu.tr/fidanci/Ders_Notlari/Ders_Notlari/Proteinler.html
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151k altinda uyarilmasiyla karakteristik fluoresans emisyon spektrumlar1 elde edilir

(Buzoglu, 2012).

OH
NH,
HO
o}
o Tirezin
(o]
HO / HO
NH2

NH,

N

H

Triptofan Fenilalanin

Sekil 1.15. Fluoresans 6zellige sahip amino asitlerin yapilar1 (Buzoglu, 2012).

1.3. Farmakoloji

Farmakoloji; ilaglara ait her tiirlii bilgiyi iceren ve ilaglarin biyolojik sistemlerle
etkilesimini inceleyen ila¢ bilimidir (Cingi ve Erol, 1996). Bu inceleme, in vitro ya da

in vivo olarak yapilabilir (Kayaalp, 1991).
Farmakolojinin dallari;

e Farmakodinami: in vitro incelemelerde ilaglarin fizyolojik, biyokimyasal ve
patolojik olaylar iizerindeki etkileri ile ilgilenir. Yani ilaglarin etki yerlerinin ve etki
mekanizmalarimin saptanmasi, kimyasal degisiklik sonucu meydana gelen degismelerin
belirlenmesidir (Kayaalp, 1991).

e Farmakokinetik: Ila¢ ile viicut arasindaki etkilesimi inceler. Ilaglarin viicutta
emilimi, dagilimi, donilisiimii, atilmas1 gibi olaylar1 matematiksel modellerle inceler
(Kayaalp, 1991).

e Kemoterapi: Bakteri ve diger mikroorganizmalarla cesitli parazitlerin yaptig
hastaliklarin tedavisi ile ilgilenir. Ozellikle kanser hiicrelerini etkileyen kanser ilaglari
kullanilarak yapilan tedavi seklidir (Kayaalp, 1991; Cingi ve Erol, 1996).

e Toksikoloji: Zehir bilimi anlamina gelmektedir. Kimyasal maddelerin biyolojik
sistemlere etkisini zararli sonuglar1 yoniinden inceler (Kayaalp, 1991).

e Farmakemoterapi: Hastaliklarin tedavisinde ilaglarin uygulanmasini konu alir

(Kayaalp, 1991).
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e Kilinik farmakoloji: Yeni ilag¢larin bulunmasi1 ve gelisimi ile ilgilenir (Kayaalp,
1991).

e Farmakogenomik: Viicudun ilaca verdigi tepkilerin farkliliklarin1 bireylerin
genetik degisikligine bagl olarak inceler. Ayrica genler {izerinde yeni ilaclar i¢in hedef

noktalarin bulunmasi ile ugrasir (Kayaalp, 1991; Cingi ve Erol, 1996).
1.3.1. ilac

Ilag; biyoaktif saf bir kimyasal maddeyi ya da standart aktif madde igeren bir
ekstreyi ifade eder. DSO (WHO: Diinya Saghk Orgiitii) ilac1 su sekilde tanimlar;
“Fizyolojik sistemleri veya patolojik durumlari alanin yarari i¢in degistirmek veya
incelemek amaciyla kullanilabilen bir maddedir.” (Kayaalp, 1991). ilaglar hastaliklarin
Onlenmesi, tedavisi, teshisi ve diger tibbi amaglar i¢in kullanilirlar (Cingi ve Erol,
1996).

llaglarin yaptig1 tedavi sekilleri radikal ve palyatif olarak iki sekilde incelenir.
Radikal tedavi; hastaligin nedenini tamamen ortadan kaldiran tedavi seklidir. Palyatif
tedavi; hastalig1 olusturan patolojik etkeni ya da olayr tamamen yok etmeyip engeller.
Bu sekilde de hastaligin hizla ilerlemesinin 6niine gecilmis olur. Ikinci bir tedavi
alternatifi de hastaliga neden olan semptom ve isaretleri diizeltmekle olur. Bu iki
durumdaki tedavi seklide palyatif tedavi ya da semptomatik tedavi adimi alir (Kayaalp,
1991).

1.3.1.1. ilaglarin elde edildigi kaynaklar
Ilaglar dogal kaynaklardan ya da sentez yolu ile elde edilirler.

e Sentez yolu ile elde edilen ilaglar: Dogal kaynaklardan elde edilen ilaglarin
biiyiikk bir kismi sentez yoluyla da elde edilir. Sentez yontemi ilag elde etmenin en
onemli nedenleri; genellikle ham madde bulma zorlugu ve zamandir. Tipta kullanilan
ilk sentetik ilaclar; genel anesteziklerden eter ve azotprotoksid olmustur (Kayaalp,

1991; Cingi ve Erol, 1996).
Dogal kaynaklardan elde edilen ilaglar

e Bitkisel kaynakh ilaclar: Etkin madde genellikle bitkinin 6zsuyu, yaprak,

rizom, kok, tohum, kabuk gibi kisimlarindan elde edilir. Ekstraksiyon ile bitkinin bu



20

kisimlarindan saf olarak alinirlar. Bitkiden alinan bu etkin madde; amin grubu igeren
bazik maddeler, sabit yaglar, ugucu yaglar, gomlar, karbonhidratlar, glikozidler gibi
yapilari igerirler (Kayaalp, 1991).

e Hayvansal kaynakh ilaglar: Mikroorganizmalardan antibiyotiklerin elde
edilmesinde kullanilir. Hayvansal kaynakli ilaglar; hormonlar, serumlar ve enzimler gibi

preparatlardir (Cingi ve Erol, 1996).

e Madensel (Mineral) kaynakh ilaclar: Kiikiirt, iyot, demir, aliiminyum,
magnezyum, amonyum bilesikleri tedavilerde kullanilabilir (Cingi ve Erol, 1996).

e DNA rekombinasyonu ile ila¢ eldesi: Bu teknik ile insan veya deney
hayvanlarinda belirli bir etkin maddeyi sentez eden hiicrelerden alinan DNA molekiilii,
cesitli islemlerden gectikten sonra kolay iiretilen bir mikroorganizmanin sitoplazmasi
icine sokulur. Bu teknigin sayesinde insan interferonlari, insiilin, biiylime hormonu ve

bazi asilar hazirlanmistir (Cingi ve Erol, 1996).
1.3.1.2. ilaclarin simiflandiriimasi

e Tllaclarin kimyasal yapisi: Belirli bir kimyasal yapidan tiireyen ilaglarin etkileri
aynidir. Bu bakimdan kimyasal yapi ile farmakolojik etki arasinda yakin bir iligki
oldugu sdylenebilir (Kayaalp, 1991).

e llaclarin tesir yerleri: Kemik iligi eritrositlerin yapildigi yerdir. Burada
gerceklesen hematopiez olayini etkileyen ilaglara hematopoietik ilaglar denir (Kayaalp,

1991).

e llaclarin kullamldigi durumlar ve kullamlma amaclari: Omegin; agn
kesmek i¢in kullanilan ilaclar analjezikler, cerrahi girisimde bulunmak i¢in kullanilan

ilaglar genel anestezikler olarak siniflandirilir (Kayaalp, 1991).
1.3.2. Kemoterapotikler

Viicudu saran mikroorganizmalar1 veya parazitleri konak¢iya zarar vermeden
oldiirebilen ilaglarla yapilan tedavi seklidir.
Hastaliga neden olan organizmalar ¢ok c¢esitli oldugundan kemoterapide

kullanilan ilaglar da ¢ok ¢esitlidir. Kemoterapide ana ilke konakg¢ida hi¢ veya ¢ok az
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toksik etki yapan kimyasal madde sayesinde hastaliga neden olan organizma iizerinde
yeteri kadar toksik veya letal etki olusturmaktir. Viicuttaki kimyasal maddelerin selektif
etkisi icin kemoterapotik ilaglar en 1yl Ornektir. Bahsi gecen selektif etki
mikroorganizma hiicresi ile memeli hiicresi arasinda yapi1 ve biyokimyasal
mekanizmalar bakimindan var olan farklar sayesinde miimkiin olmaktadir. Selektif
derecesi kemoterapoétik ilaglarda farklilik gosterir.
Kemoterapide kullanilan ilaglar kullanildig1i patojen etkenin cinsine gore

simiflandirilirlar (Kayaalp, 1991).

e Antibakteriyel ilaglar

e Antifungal ilaglar

e Antihelmintik flaclar

e Antimaralyal ilaclar

e Antiamibik ilaclar

e Antiriketziyal Ilaglar

e Antiviral flaclar

e Antineoplastik (Antikanser) ilaglar (Cingi ve Erol, 1996).
1.3.2.1. Antineoplastik (Antikanser) ilaclar

Kanser ya da tiimor kelimesi tibbi olarak ‘“neoplazm” seklinde tanimlanir.
“Neoplazm” kelimesinin anlami; dokunun rolatif olarak asir1 biliylime gostermesidir.
Neoplazmlar iyi huylu ve kétii huylu olmak iizere iki tiirdiir. Iyi huylu olarak bilinen
neoplazmlar metastaz yapmazken, kotii huylu olanlar metastaz yaparlar. Metastaz ise
orjin olarak primer tiimorden tlireyen ve viicudun diger bolgelerine sekonder olarak
gelisen anormal doku ¢ogalmalaridir.

Iyi huylu tiimérlerde (Benign) kanser hiicreleri bir kapsiil igerisindedir. Bununla
birlikte biiyiimeleri yavas olur ve kendisini ¢eviren dokuyu isgal etmezler. K6tii huylu
timorlerde (Malign) ise biiyiime hizli olur. Kanser hiicreleri bir kapsiil icinde
olmadigindan kendisini ¢eviren dokuyu isgal ederek metastaz yaparlar (Biiylikbingol,
2011).
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Sekil 1.16. Benign (Biiyiikbingdl, 2011). Sekil 1.17. Malign (Biiyilikbingol, 2011).

Bakteri ve protozoer enfeksiyonlarinda kemoterapinin basarili olmasiyla
antineoplastik ilaclar konusunda genis arastirmalar yapilmis ve bircok yeni sentetik
ilaglar tedavide kullanilmistir. Antineoplastik ve antimikrobik kemoterapinin ana ilkesi,
hastanin veya konak¢inin normal hiicrelerine zarar vermeden bakteri veya tiimor
hiicresinin biiyiimesini durdurmak veya yok etmektir (Kayaalp, 1991).

Antikanser ilaclarin biiyiik bir kismi sitotoksik etkileri sayesinde malign
hiicrelerinin biiylimesini ve ¢ogalmasini onlerler. Ayn1 zamanda malign hiicrelerinin
Olimiine yol acarlar. Radikalik bir tedavi istisnalar disinda var olan ilaglarla
saglanamamaktadir. Antineoplastik ilacin terapotik etkisini kisitlayan onemli faktor,
timor hiicrelerinin ilaca karsi direng gostermesidir. Ayn1 malign hiicreden gelisen
kanser hiicreleri morfolojik, biyokimyasal ve ilaca yanit verme karakteristikleri
bakimindan farklilik gosterirler. Bu durum baslangictaki tiimor hiicresi kolonunun
tekrarlayan boliinmeler sirasinda mutasyona ugramast ile ilgilidir.

Malign hiicre ile normal hiicre arasinda kalitatif bakimdan fazla farkli
olmadigindan antineoplastik ilaglarin kanser hiicresine karsi olan secicilikleri azdir
(Ayta¢ ve Tozkoparan, 2007). Bundan dolay1 antineoplastik ilaglar, kanser hiicrelerini
yok etmek yerine hizli bir bigimde ¢ogalmakta olan normal hiicreleri de yok edebilir. En
fazla etkilenen hiicreler; kemik iligi, gonadlar, gastro-intestinal kanal ve cilt’dir. Bunun
yani sira karaciger ve bobrek gibi nispeten yavas ¢cogalan hiicreleri de etkilerler (Cingi

ve Erol, 1996).

Antineoplastik ilaglarin siniflandirilmasi;
e Alkilleyici Ilaglar
e Antimetabolitler flaclar
e Bitkisel Kaynakli Ilaglar
e Antitimoér Antimetabolitler

e Hormonlar ve Hormon Antagonistler
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e Diger Ilaglar; Sisplatin, L-Asparaginaz, Hidroksiiire, Amsakrin (Cingi ve Erol,
1996).

1.3.2.2. Bitkisel kaynakh ilaglar

Vinca Rosea bitkisinin dimerik alkoloidleri olan vinkristin vinblastin bitkilerden
elde edilen podafilotoksin ve yar1 sentetik tiirevleri etopozid ve tenipozid ile Taxus tiirii
bitkilerden elde edilen taksonlar paklitaksol ve dosetakseldir. Etopozid ve tenipozid
hari¢ primer etkileri mitozun metafaz doneminde, mikrotiibiillerden ibaret olan mitoz
igciklerinin olugsmasini dnlemektir. Sonug olarak hiicre boliinmesi metafazda durur ve
hiicre 6liir. Mitoz donemine 6zgii ilaclardir. DNA sentezini ve DNA yapisint bozmazlar
(Dizdar ve Tiirker, 2005).

Kamptotesin tiirevi ilaglar da yar1 sentetik ilaglardir. Kamptotesin Cin’ de
yetisen agacin (Camptotheca Acuminata) kabugu ve odunundan 1966°da elde edilmistir

Irinotekan ve Topotekan bu gruptaki ilaglardir (Dizdar ve Tiirker, 2005).
Irinotekan

Kamptotesin tiirevi antineoplastik ve immunosupresif bir ilagtir. Kamptotesinler
spesifik olarak topoizomeraz 1 enzimi ile etkilesir. Bu etkilesme DNA' da geri
doniistimlii tek zincir kiriklarini indiikleyerek torsiyonel gerilimi azaltir.

Kolorektal kanserdeki etkinligini tek basina ya da fluorourasil/folinik asit ile
birlikte gosterebilir. Sisplatin, oksaliplatin, etoposid gibi ajanlarla da kombine edilir.
Ayrica kiigiik hiicreli ve kiiclik hiicreli dis1 akciger kanserlerinde, over, gastrik, meme
kanseri ve hodgkin dis1 lenforma ile akut l6semilerde de etkilidir. Doz kisitlayici yan
etkiler arasinda notropeninin 6n planda oldugu miyelostipresyon, gecikmis ishal
sayilabilir. Asteni, anoreksi, alopesi, bulanti, kusma da goriilebilir (Dizdar ve Tirker,

2005).
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Irinotecan Metabolism

GE = cotboxylésterase
G = glucuronide
UGT = UDP glucuronosyltransferase

[SN-38-G|
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Sekil 1.18. Irinotekan metabolizmasi1 (Aykan, 2004).
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Sekil 1.19. irinotekan HCI” in kimyasal yapisi (http://www.ilactr.com/ilac/irinotekan.html).

1.3.3. Ilaclarin etki mekanizmalar

[lacin etkisinin bir biyolojik yapida nasil gergeklestiginin bilinmesi, insanda ayn1
etkiyi elde etmek i¢in rasyonel ve bilingli ila¢ kullanimin1 saglar. Etki mekanizmast;
sistem, organ, doku, hiicre, siibseliiler yap1 diizeylerinde ve enzimler gibi hiicrelerdeki
fonksiyonel molekiiller diizeyinde olmak tizere degisik sekillerde incelenebilir
(Kayaalp, 1991).

Ilaclarin bashca etki olusturduklar1 mekanizmalar;

e Farmakolojik etki ilacin fiziksel veya kimyasal nonspesifik bir o6zelligine
bagh olabilir.
Magnezyum ve siilfat iyonlarimin bagirsakta hemen hemen hi¢c absorbe

edilmemesinden dolayr magnezyum siilfat piirgatif tesir gosterir. Bdylece, bagirsak
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icinde kalan tuz izo-osmotik ekivalanit kadar su tutacak ve fecesin sulu kalmasiyla

birlikte ishale sebep olacaktir (Kayaalp, 1991).

e Farmakolojik etki ilacin bir enzimi inhibe etmesine veya aktive etmesine
bagh olabilir.

Viicutta sinaps ve kavasaklarda bulunan enzimler normal durumda
noromediyatorleri inaktive ederler. Fakat ilaglarin etkisi ile enzim bu 6zelligini
kaybeder ve noromediyator birikir. Noromediyatdriin konsantrasyonunun artmasi
farmakolojik etkinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Ornek olarak antikolinesteraz ilaclari

verilebilir (Kayaalp, 1991).

e Tlac antimetabolit olmas1 nedeniyle etki olusturabilir.

Koenzimler; inorganik katyonlardan ya da oldukga basit bir yapiya sahip organik
maddelerden olusan, enzimlerin aktif kisimlaridir. Koenzimin yapisinda bulunan
organik maddeler organizmalar tarafindan sentezlenir veya bagka organizmalar
tarafindan sentez edilmis halde besin iginde disaridan alinir. Koenzimler ve enzim
substratlart metabolit denilen maddelerden sayilirlar. Metabolitlerin viicuttaki miktari,
hiicrenin canlilig ile ilgili ¢esitli metabolik olaylarin diizenli bir sekilde devam etmesi
icin onemlidir. Insan viicudunda elde edilemeyip disaridan alman metabolitlere
esansiyel (temel) metabolitler denir.

Kimyasal yap1 bakimindan metabolitlere benzeyen bazi sentetik maddeler
(metabolit analogu) hiicrede gergeklesen biyokimyasal olaylarda metabolitlerin yerini
alabilirler. Metabolit analogunun, metabolit molekiiliiniin enzim molekiiliine baglanan
kismma konformasyon ve elektron dagilimi bakimindan benzeyen bolgesi vardir.
Boylece esas metabolit yerine antimetabolit gecer ve biyokimyasal olaylar bloke olur.
Fakat normal metabolit ile arasindaki yap1 farkindan dolay1 reaksiyona giremezler ve
enzimatik olay1 durdururlar. Bu duruma biyolojik antagonizma denir.

Hiicre icindeki bircok biyolojik olaymn antimetabolitler tarafindan inhibe
edilmesiyle organizmada bazi etkiler gdzlenir. Ornegin; bakteri, protozoer ve malign

timor hiicresi ve diger hiicrelerde gelisme ve bdliinmenin durmasi (Kayaalp, 1991).

e Etki, hiicrelerde noromediyatorlerin ve diger endojen maddelerin tesir
ettigi reseptorlerin ila¢ tarafindan etkilenmesi sonucu olusabilir.
Santral ve periferik sinir sisteminde mevcut sinapslarda ve periferik sinirlerin

efektor hiicrelerle (gizgili kas, diiz kas, myokard, salgi bezi hiicreleri) yaptigi
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kavsaklarda saliverilen ndéromediyatorler, saliverildikleri sinir ucunun karsisindaki
hiicrede kendilerine uyan reseptor noktalarini uyararak veya inhibe ederek fizyolojik
etkiler meydana getirirler. Periferik eferent sinir sisteminde en yaygin olan
noromediyatorler asetilkolin ve noradrenalindir. Santral sinir sisteminde ise dopamin,
histamin, serotonin gibi amin bilesikleri, baz1 amino asitler ve peptitler noromediyator

gorevi yapabilirler (Kayaalp, 1991).

o ikame (yerine koyma) esasina dayanan ila¢ etki mekanizmasi
Santral ve periferik sinir sistemlerindeki sinaps veya kavsaklarda impuls
asirimindan sorumlu mediyatér maddelerin azalmasindan dolayr hastaliklar meydana
gelebilir. Bu durumda hastaliga sebep olan maddenin yerini tutacak veya miktarini

artiracak ilaglar tedavi yapilir (Kayaalp, 1991).

e Farmakolojik etki, ilacin viicutta normalde inaktif durumda bulunan bir
maddeyi aciga ¢cikarmasina ve aktif hale getirmesine bagh olabilir.

Sinir ucundan saliverilen ve sinaps veya kavsakta impuls asirimini saglayan
mediyator molekiillerinin “re-uptake” olayi ile geri alinmalari onlarin etkinligini azaltir.
Bazi ilaglar “re-uptake” olayin1 bloke ederek mediyatoriin inaktivasyonunu
engelleyerek etkinligini artirirlar. Kokain ve imipraminler bu sekilde etki yaparak ruhi

eksitasyon durumu olusturabilirler (Kayaalp, 1991).

e Farmakolojik etki ilacin selasyon yapmasina bagh olabilir.
Metal iyonlarinin organik molekiiller ile halka olusturarak baglanmasina
selasyon denir. Selasyonu yapan organik maddeler; kalsiyum disodyum EDTA,
penisilamin, dimerkapkrol (BAL) ve desferrioksamin gibi maddelerdir. Kursun tuzlari

ile zehirlenmelerin tedavisinde kalsiyum disodyum EDTA kullanilir (Kayaalp, 1991).

e llag etkisi, indiiksiyon olay1 sonucu olusabilir.

Hiicrelerde protein sentezi m-RNA tarafindan yapilir. m-RNA, DNA tarafindan
hazirlanip ribozomlara yonlendirilir. DNA molekiiliinde aktif olan bdlge 6zel bir protein
ile kapatilarak inaktive edilip, kendine 6zel m-RNA' i yapamayacak durumda olabilir.
Hormonal etkili ilaglar ve bazi hormonlar represyon yapan proteini inaktive ederek
DNA' nin bu bdlgesinin karakteristik mesajint tastyan m-RNA' nin transkripsiyonuna
olanak verirler (derepresyon olay1). m-RNA' nin tasidigi mesajla ribozomlarda yeni

enzimler ve diger proteinler yapilir (indiiksiyon olay1). Indiiksiyon sonucunda olusan
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enzim ve diger proteinler hormonal maddelerin hiicre i¢indeki fizyolojik ve

farmakolojik etkilerinin temelini teskil edebilirler (Kayaalp, 1991).
1.3.4. Farmakolojide reseptor kavram ve ilac-reseptor iliskisi

Hiicrelerde fonksiyonel onemi olan makromolekiillerin {izerinde bulunan bir
kimyasal gruptan olustugu kabul edilen, ilag veya endojen madde molekiillerine secici
bir sekilde uyan ve etkiyi baslatan bu hipotetik noktalara reseptdr denir. Reseptorleri
tastyan makromolekiiller ekstraksiyon ile saf halde elde edilebilir. Boylelikle ilag-
reseptor etkilesimi molekiil diizeyinde incelenebilir.

Reseptorlerin hiicrelerdeki yeri ¢ogunlukla kesin olarak bilinmez. Fakat eksitabl
hiicrelerde (néronlar, ¢izgili kas hiicresi, diiz kas hiicresi ve kalp kas1 hiicresi), hiicrenin
aktivetisinin ilaglar tarafindan tenbih veya inhibe edilmesinden sodyum, potasyum ve
kalsiyum gibi iyonlara karsi hiicre membraninin permeabilitesinin degistirilmesinden
sorumludur. Bundan dolay1 reseptorlerin genellikle hiicre membraninda bulundugu
kabul edilir.

[lag-reseptdr kombinasyonu, enzim ile substrat kombinasyonuna benzer sekilde
genellikle revesibl seklindedir.

Reseptor olmayan makromolekiiller ile ilaglar revesibl seklinde kombine
olabilirler. Bu kombinasyon bir etkiye sebep olmaz. Bu tiir makromolekiillere akseptor
denir. Dokularda ilag etkilesen fakat etki olusturmayan yedek reseptor ya da sessiz

reseptor denilen baglanma noktalari vardir (Kayaalp, 1991).
1.3.5. Tlaclar arasindaki etkilesme sekilleri

Bir ilag, diger ilacin etkisini kalitatif veya kantitatif olarak degistirebiliyorsa bu
iki ilag arasinda etkilesim oldugu sdylenir. Iki ilag viicutta dzellikle etkilesme yerinde
ayn1 zamanda bulunuyorsa ilaglar arasinda etkilesim olmadigi sdylenir.

Etkilesmeler bazen bir ilacin terapdtik etkisini bagka bir ilagla arttirmak veya
yan etkilerini azaltmak i¢in kasten olusturulur. Bu tiir etkilesmeler yararli etkilesmeler
olarak adlandirilir. Bazi etkilesmeler ise bilingsizce ilag kullanimindan dolay1
istenmeyen sekilde olabilir.

Etkilesmeler olusma mekanizmasina ikiye ayrilir (Kayaalp, 1991).
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o Farmakodinamik etkilesmeler
Bir ilacin digerinin etkisini; onunla etki yeri veya cevresinde etkilesmesi,
onunkine zit yonde veya ayni1 yonde etki olusturmasi, onunla kimyasal olarak birlesmesi
sonucu degistirmesiyle olusur. Ilacin viicut sivilarindaki, plazmadaki, konsantrasyonu

ikinci ilag¢ tarafindan degistirilemez (Kayaalp, 1991).

e Farmakokinetik etkilesmeler
Bu etkilesmelerde bir ilag diger ilacin farmakokinetigini (absorpsiyon, dagilim,
biyotransformasyon, ekskresyon) degistirmesiyle olusur. Etkilesmeler ilacin etki
yerinden uzakta meydana gelir. Vicut sivilarindaki, etki yerindeki, ilag
konsantrasyonunun degismesiyle etkinin azalmasina veya artmasina yol acarlar

(Kayaalp, 1991).
1.4. Liiminesans Olayi, Fluoresans ve Fosforesans
1.4.1. Liiminesans olusumu

Liiminesans olayi, molekiillerin degerlik orbitallerinde bulunan elektronlarin bir
etki uyarilmasi sonucu baslar. Bu nedenle degerlik elektronlar liminesans olaymin
aciklanmasida 6nemli bir yer tutar.

Singlet halde bulunan molekiil enerji absorpsiyonu ile spinini degistirmeden f{ist
enerji seviyesine uyarilmasina uyarilmig singlet hal denir. Eger uyarilmis singlet haldeki
elektronun spininde degisim varsa buna da uyarilmis triplet hal denir. Uyarilmis singlet
ve triplet halde elektronlarinin spinlerinin farkli olmasi yaninda enerjileri ve dmiirleride
farklidir. Uyarilmig triplet hal, uyarilmis singlet halin doniisiimiinden olustugu i¢in
uyarilmis triplet halin enerjisi uyarilmis singlet halin enerjisinden diistiktiir. Uyarilmis
singlet halin 6mrii yaklagik 107 108 sn, uyarilmus triplet halin yaklasik émrii ise 107 -

10~ % sn araligindadir (Y1ldiz, 2012).
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Temel singlet hal uyariimis singlet hal uyarilmig triplet hal

Sekil 1.20. Uyarilmis singlet, triplet hal (Yildiz, 2012).
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1.4.2. Fotoliiminesans

Fotoliiminesans; uyarilma olayinin atom veya molekiillerin fotonlar1 sogurmasi
ile gerceklesen 151k emisyonudur.

Maddenin kimyasal yapisina, fiziksel durumuna ve sicakligina bagl olarak farkli
liiminesans olaylar gozlenebilir.

e Fluoresans

e Fosforesans

e Geciktirilmis Fluoresans
Yukarda bahsettigimiz liiminesans olaylar biribirinden emisyon dalga boylar1 veya
emisyon ve absorpsiyon arasinda gecen zaman ile ayrilir. Normal fluoresans olay
maddenin her hangi bir fiziksel durumunda, hem adi hem de diisiik sicakliklarda
gerceklesebilir. Ancak maddeler genellikle kat1 veya ¢ozelti halindeyken cok diisiik
sicaklikta fosforesans Ozellik gosterirler. Fosforesans spektrumlari fluoresans
spektrumlarina gore daha uzun dalga boyuna kaydigindan dolay1 spektrum durumlarina
bakarak bu iki olay1 ayirt edebiliriz. Geciktirilmis fluoresans: gergeklestiren maddeler
genellikle fosforesans yayan maddelerle aynmi fiziksel haldedir. Emisyon spektrumlari
yoniinden ise fluoresansa benzer. Uyarilma ve yayilma arasinda gegen zaman
fosforesans omrii mertebesindedir.

Fluoresans ve fosforesans spektrumlari, absorpsiyon spektrumlar1 gibi deneysel
sartlar1 verilen madde i¢in karakteristiktir. Liiminesans metotlar diger absorbsiometrik
tekniklerden daha duyarlhdir.

Liiminesans tekniklerinin organik ve mineral katilarin molekiil yapilarinin
incelenmesiden fotokimya ve molekiiler biyoloji alanlarina kadar genis bir uygulama

alani vardir (Yildiz, 2012).
1.4.3. Fosforesans

Isik 1sinlarmin  absorpsiyonu, molekiilii temel halin en diisiik titresim
seviyesinden, uyarilmig bir singlet durumun titresim diizeylerinden birine uyarir. Bu
gecis 107*° sn mertebesinde meydana gelir. Uyarma enerjisinin fazlasinin atilmasi igin;

e Fluoresans ile birinci uyarilmis singlet halin en diisiik enerji seviyesine
donebilir.
e Ilk bas uyarilmis triplet hal titresim diizeylerinden birine gecer sonra da

uyarilmaig triplet halin en diislik enerji diizeyine gecebilir.
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Molekiil birinci uyarilmis halden temel hale i1s1ma olusturmadan ya da fluoresans
yayarak donebilir.

Molekiiliin birinci uyarilmis triplet halden 15181 emisyonu ile temel hale dontisti
zordur. Yani oldukg¢a yavas bir emisyonla temel hale doniiliir. Uyarilmadan 107 ve
birkag saniyelik bir siireye kadar olusan bu 1s1mali doniiste fosforesans meydana gelir.

Molekiil birincil uyarilmig triplet halin en disiik titresim seviyesinden yalniz
fosforesans 1s1ma ile temel hale donemez. Bu arada baska molekiillere enerji transferi
olabilir veya 1s1masiz deaktivasyonla temel hale donebilir.

Fosforesans gosteren madde daima ayni derecede fluoresans gosterir. Enerji
diizeyleri diyagramina bakildiginda, fosforesans emisyonunun fluoresanstan daha diisiik
frekansta veya daha uzun dalga boyunda olustugu gozlenir.

Fosforesans, en iyi sekilde kati veya viskoz bir ortamda, 1s1masiz

deaktivasyonun azalmasina sebep olan diisiik sicaklikta gozlenir (Yildiz, 2012).
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Sekil 1.21. Uyarilma ve emisyonlarin toplu gosterimi (Y1ldiz, 2012).

1.4.4. Geciktirilmis fluoresans

Singlet veya triplet durumlarin enerji diizeyi diyagramlariyla geciktirilmis
fluoresans izah edilebilir. Olaylar fosforesansda anlatildigi gibi gerceklesir. Yani
absorpsiyon ve dahili enerji doniisiimiinden sonra molekiiller ya birinci uyarilmis
halinden en diisiik enerji titresim seviyesinde ya da birinci triplet halin en diisiik titresim

seviyesinde bulunurlar.
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Ozel deneysel sartlarda belirli molekiiller triplet halin en diisiik enerji
seviyesinden singlet halin en diisiik titresim diizeyine gegebilirler. Bunun i¢in gerekli
olan enerji, icinde bulunan sartlar tarafindan saglanir. Bu sartlar altinda birinci uyarilmis

singlet hale doniisten sonra fluoresans emisyonu meydana gelebilir (Yildiz, 2012).
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Sekil 1.22. Geciktirilmis fluoresansin sematik diyagrami (Y1ildiz, 2012).

1.4.5. Fluoresansa etki eden faktorler

e Molekiil yapisinin fluoresansa etkisi
Fluoresans siddeti molekiil yapisina bagli olarak tige ayrilir.
¢ Konjiigasyon etkisi
Aromatik ve alifatik bilesiklerde konjligasyona rastlanir.  Aromatik
konjiigasyonda = elektronlar1 delokalize durumda iken alifatik konjiigasyonda lokalize
durumdadir. Yani n elektronlar1 aromatik bilesiklerde diistiik bir enerji ile uyarilabilirken
alifatik bilesiklerde bu durum yeterince gevsek bagli olmadiklarindan kolay degildir.
Ancak alifatik karbonil bilesikleri fluoresans kuantum verimi ¢ok diisiik olacak sekilde
fluoresans yapabilirler. Ciinkii karbonil oksijeni lizerindeki bag yapmamus elektron ¢ifti
n* orbitaline diigiik bir enerji ile uyarilabilir.
Halka sayis1 arttikga delokalizasyon artar. Buna bagli olarak da fluoresans
siddeti artar (Yildiz, 2012).
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Sekil 1.23. Fluoresansa konjligasyon etkisi (Y1ldiz, 2012).

e Molekiiliin rijitliginin ve diizlemselliginin etkisi

Rijitlik, molekiiliin esnek olmama ozelligidir. Rijit O6zellige sahip molekiil
tizerine diigsen foton enerjisini titresim enerjisine dontistiiremeyerek geri yansitir.

Rijit olmayan molekiillerde i¢ doniisme daha kolay oldugundan 151n yaymaksizin
enerji kaybinin gerceklesmesi ihtimali ¢ok daha fazladir. Bu durum da fluoresans
siddetini azaltir. Rijit olmayan bir molekiiliin bir tarafi diger tarafina gére daha zayif bir
enerjiyle uyarilmis olabilir. Bu da fluoresans verimini azaltabilir. Bu duruma 6rnek
olarak fluoressein ve fenolftalein molekiillerini verebiliriz. Alkol su karisiminda
bulunan fluoressein ¢o6zeltisi ¢ok kuvvetli fluoresans oldugu halde, fenolftaleinin
cozeltisi flioresans ozellik gostermez.

Fluoressein molekiilii rijit oldugu halde fenolftalein molekiilii rijit degildir.
Bundan dolay1 fenolftalein uyarildigi zaman temel hale donmek i¢in i¢ doniisiimii tercih
eder (Yildiz, 2012).

e Molekiildeki siibstitiientlerin etkisi

Diisiik enerjili m—n* gegislerine sahip aromatik fonksiyonel gruplari igeren
bilesiklerde en siddetli ve en faydali fluoresans goriiliir. n—n* gecisleri ise fluoresansi
onler. w elektronunu delokalize eden (gevseten) siibstitiientler (-NO; , —OH, —OCHy)
fluoresansi azaltir ya da tamamen yok ederler. Ornegin; benzen UV bélgede fluoresans
yapar. Bu molekiile (-NH>) grubu siibstitiie edilirse fliloresans: artar ve yiiksek dalga

boyuna kayar. Bu molekiile (—NO;) grubu siibstitiie edilirse fluoresans ozelligini
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tamamen kaybeder. Ciinkii anilinde (CeHs—NH2) bag yapmamis elektron ¢ifti
bulunmasi, nitrobenzende (CgHs—NO3;) bu halin goriilmesidir.

Aromatik halkaya karboksilik asit veya karboksil grubunun siibstitiisyonu
genellikle fluoresansi durdurur. Bu bilesiklerde, n—n* gecisinin enerjisi, n—n*
gecisinkinden daha azdir (Yildiz, 2012).

e Fluoresansa pH' n etkisi

Ortam pH' min degismesi hem temel hem de uyarilmig molekiilleri etkiler.
Bundan dolay1 pH fluoresans verimini etkileyen bir faktor olabilir. Asit veya baz grubu
iceren maddelerin iyonlasmis veya iyonlagmamis hallerinin fluoresans isimalarinin
dalga boylar1 ve siddetleri birbirinden farklidir. Bu bilesiklerin emisyonundaki
degismeler, molekiillerin asidik ve bazik formlari ile ilgili rezonans tiirlerinin sayisinin
farkliigindan kaynaklanir. Ornegin, anilin bazik ve nétral ortamda ultraviyole ve

gOriiniir alan fliioresansi yayar (Yildiz, 2012).

H
H M BN AN N | a
N N(+) N(+)
Anilinin rezonans halleri Anilinyum iyonu

Sekil 1.24. Anilin ve anilinyuma pH etkisinin gésterimi (Y1ldiz, 2012).

¢ Fluoresansa sicakhik ve ¢oziiciiniin etkisi

Yiiksek sicakliklarda carpisma frekansinin artmasi dis doniisiim ile soniim
olasiligin1 arttirdigr i¢in molekiillerin biiyiik kisminda fluoresansin kuantum verimi,
sicaklik arttikca azalir. Sicakligin artmasi ile fluoresans molekiillerle ¢oziicii
molekiilleri arasindaki ¢arpisma hem artar, hem de daha etkili bir hale gelir. Bunun
sonucunda fluoresans 1sinlar1 yaymaya hazir bir molekiil dis gegis yaparak temel hale
gelir. Coziicliniin viskozitesinin azalmasi1 da ¢arpismayi arttirdigindan fluoresansi
diistirtir.

Molekiiliin fluoresansi, agir atomlar1 ya da yapilarinda bu atomlarin oldugu diger
coziinenleri igeren ¢oOziiciiler varliginda azalir. Bu duruma Ornek olarak; karbon
tetrabromiir ve etil iyodiir verilebilir. Orbital spin etkilesimleri triplet olusum hizinda bir

artisa ve dolaysiyla fluoresansta bir azalisa sebep olur (Yildiz, 2012).
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e Fluoresansa ¢oziinmiis oksijenin etkisi
Coziinmiis oksijen genellikle fluoresans siddetini azaltir. Bu durumu fluoresans
yapan tiirlerin fotokimyasal olarak yiikseltgenmesi ile olabilir. Ayrica molekiiler
oksijenin paramanyetik 6zelligi sonucu soniimiin meydana gelmesi ile de agiklanabilir.

Diger paramanyetik tiirler de fluoresansi azaltma egilimindedir (Y1ldiz, 2012).
1.4.6. Fluoresans spektrumlari

e Fluoresans emisyon spektrumlari: Fluoresans spektrumlar1 belirli bir spektral
bolgede yayilir. Fluoresans spektrumu emisyon dalga boyunun bir fonksiyonu olarak
emisyon siddetinin degisimini veren spektrumu tayin etmek ic¢in analizlenen
monokromotdriin yayilan 15181n dalga boyu degistirilirken uyarici radyasyonunun dalga
boyu sabit tutulur (Yildiz, 2012).

e Fluoresans eksitasyon spektrumlari: Fluoresans 1s1k siddeti uyarma
isinimlarindan absorbe edilen kuantum sayisina baglhidir. Molar absorplama katsayist,
dalga boyunun bir fonksiyonu oldugundan bir maddenin absorpsiyon dalga boyuna
baglidir. Uyarma 1sinimlariin dalga boylar ile fluoresans siddetindeki degisme uyarma
spektrumlarini meydana getirir. Uyarma 1smimlarimin dalga boylart degistirilirken
gbzlenen dalga boyu sabit tutularak bu spektrumlar elde edilir. izole bir madde igin
uyarma spektrumlart genel olarak absorpsiyon spektrumuna benzerdir. Ancak madde

karigimlarinda bu benzerlik s6z konusu degildir (Yildiz, 2012).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Son yillarda bilim insanlar1 protein ila¢ etkilesimleri {izerine kayda deger
caligmalarda bulunmuslardir. Dolayisiyla bu ¢alisma konusunun 6énemi de giin gegtikce
artmaktadir. Bu boliimde protein ilag etkilesimleri iizerine yapilan ¢alismalara
deginilecektir.

e Bi ve arkadaslar spektroskopik yontemle ilaglarla (Mitosin C, Fluorourasil,
Merkaptopiirin, Doksorubisin hidrokloriir) BSA (Inek Serum Albumin) arasindaki

etkilesmeler lizerine ¢alismislardir.

Sekil 2.1. MMC yapisi. Sekil 2.2. FU yapist.

0 OH 0

« HCI

HO

NH,

Sekil 2.3. DXR yapist.

Sekil 2.4. MP yapisi.
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Ilag ilavesi ile albuminin 280 nm eksitasyon ve 342 nm emisyon dalgaboyunda
olan fluoresans siddetinin diistiigiinii gozlemlemislerdir. Yani albumine farkh
konsantrasyonlarda ila¢ eklemesi albuminin fluoresans siddetinin diigmesine neden

oldugunu gézlemlemislerdir.

llaglarin serum albumine baglanma mekanizmas:1 Stern-Volmer denklemi ile

incelenmistir.

Fo/ F=1+Kyn/DJ=1+Kg/D] (2.1)

Fo; albuminin baslangigtaki fluoresans siddetidir. F; ilag baglandiktan sonra albuminin
fluoresans siddetidir. Kq; quenching sabitidir. 7; ilacin fluoresans omriidiir. D; ilag

konsantrasyonudur. Kg,; Stern-Volmer sabitidir.

Bi ve arkadaglar1 Fq / F’e kars1 [D] grafigini ¢izerek bu grafikteki egimin Stern-
Volmer sabitini ve quenching sabitini verdigini ifade etmislerdir. Baglanma sabitini
hesaplamak i¢inde logaritmik bir denklem kullanmiglardir. Bu denklem asagidaki

sekildedir:
logFo — F / F =nlogKa + nlog( /Di/+ n/Pi/Fo— F I Fo) (2.2)

Fo; albuminin baslangictaki fluoresans siddetidir. F; ila¢ baglandiktan sonra albuminin
fluoresans siddetidir. n; albumin iizerindeki baglanma bolge sayisidir. Ka; baglanma
sabitidir. Ayrica bu sabit Ky seklinde de gosterilebilir. D; ila¢ konsantrasyonudur. P;
protein konsantrasyonudur.

Bi ve arkadaslari logFo — F / F' e kars1 log( /Di/ + n/P/ Fo— F | Fo) grafigini
cizerek, bu grafikteki egimin, albumin {izerindeki baglanma bdlge sayisini, y eksenini
kesen noktaninda baglanma sabitini verdigini bulmuslardir.

Bi ve arkadagslar1 farkli sicaklikta baglanma sabitleri incelemis ve ilaglarin protein ile
farkl etkilesmeler yaptigini bulmuslardir.

Ross ve Subramanian’in goriiglerine goére mekanizmalar arast iliski ve
termodinamik parametreler Van’t Hoff denklemi ile aciklanabilir. Bu ¢alismada da bu
denklem kullanilarak termodinamik parametreler yorumlanmis ve etkilesimler hakkinda

yorumlar yapilmistir. Bu denklem asagida gdsterilmistir.
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InKp = AH/RT + AS/R (2.3)

Kp; baglanma sabitidir. AH; entalpi degisimidir. AS; entropi degisimidir.T; sicakliktir.
R; gaz sabitidir.

Bi ve arkadaglar1 elde ettikleri termodinamik parametrelerden etkilesimleri su
sekilde tanimlamiglardir; MMC-BSA ve FU-BSA’da AH<O0; AS>0 oldugundan bu
ilaclarla protein arasinda elektrostatik etkilesim gozlemlenmistir. MP-BSA ve DXR-
BSA' da AH>0; AS>0 oldugundan bu ilaglarla protein arasinda hidrofobik etkilesim
gozlenmistir.

Bu calisma, ¢6zelti ortaminda yapildigi i¢in kullanilan ilaclar fluoresent 6zellik
gostermez. Eger fluoresent Ozellik gosterseydi ilag ve protein emisyonlar1 girisim
yapardi (Bi ve ark, 2009).

e Maltas ve arkadaslar1 ketokonazol ile HSA arasindaki etkilesimi fluoresans
spektroskopisi ile incelemiglerdir. Bu ¢aligmada, siiperparamagnetik Fe oksit
nanopartikiilleri trimetoksi silan ile modifiye edilerek ylizeyde epoksi gruplari
olusturulmus ve bu epoksi gruplarma HSA amin ucundan baglanmustir. Immobilize
olmus HSA ketokonazol ile etkilesime girmistir. HSA ile ketokonazol arasindaki
etkilesim ve protein baglanma miktar1 fluoresans spektroskopisi ile incelenmistir.
SPION' a protein immobilizasyonu oOncesi ve sonrasinda Tris tamponu igindeki
HSA’nin fluoresans siddeti spesifik eksitasyon ve emisyon dalga boylarinda sirasiyla
280 nm ve 342 nm olarak kaydedilmistir. Maltas ve arkadaslar1 farkli miktarlarda
epoksi modifiye nanopartikiil yiizeyine HSA baglanma miktarinin kalibrasyon

grafiginin regrasyon denkleminden HSA baglanma miktar1 bulmuslardir.

e U
o/”'(o N ai
(@
Cl

Sekil 2.5. Ketokonazoliin yapis1 (Maltas ve ark, 2013).
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Fe OH Fe —O .
Fe oH - Fe 0 =si "0
Fe OH  [3-(2,3-epoxypropoxy)propyl] Fe (0]
trimethoxy silane (e}

Magnetite Nanoparticles
(SPIONs)
HSA
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SPIONSs with Ketoconazole SPIONs with HSA

Sekil 2.6. Protein ve ilacin sirasiyla epoksi modifiye magnetik nanopartikiile baglanma mekanizmasi
(Maltas ve ark, 2013).

Proteinde oldugu gibi ketokonazoliin spesifik fluoresans siddeti bulunmustur.
Belirli konsantrasyon araliginda ketokonazol sirasiyla 300 nm ve 390 nm eksitasyon ve
emisyon dalga boylarinda maksimum fluoresans gostermistir. Sabit bir konsantrasyon
araliginda ti¢ farkli sicaklikda (298, 302 ve 306 K) farkli konsantrasyonlardaki ilag HSA
ile etkilesime sokulmustur ve ila¢ maksimum baglanmay1 306 K' de gostermistir. HSA'
ne ketokonazol baglanmasi ile HSA immobilize SPION tarafindan ilacin fluoresans
siddetinin sondiiriildiigii (statik quenching) goriilmistiir. Maltas ve arkadaglar
tarafindan Stern-Volmer denklemi quenching tiiriinii belirlemek i¢in kullanilmistir.

Statik quenching, ilag ile protein arasinda kompleks olusumundan dolayi olur.
Dinamik quenching ise ilag proteine difiize oldugunda meydana gelir. Proteine

baglanma bolge sayisi ve baglanma sabiti asagidaki denklemden bulunmustur.
logFo — F/ F =logK, + nlog/Q/ (2.4)

Fo; albuminin baglangictaki fluoresans siddetidir. F; ila¢ baglandiktan sonra albuminin
fluoresans siddetidir. n; albumin {izerindeki baglanma bdlge sayisidir. Kp; baglanma
sabitidir. Q; quencher konsantrasyonudur.

Maltas ve arkadaslar1 termodinamik parametreleri Van’t Hoff denkleminden

bulmusglardir.

InKp = AH/RT + AS/IR (2.5)

Bu denkleme gore etkilesimlerin mekanizmalart su sekildedir; AH>0 ve AS>0 ise

hidrofobik etkilesimler; AH<0 ve AS<0 ise van der waals etkilesimi ve hidrojen bagi
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AH<0 ve AS>0 ise elektrostatik etkilesimler ile meydana gelmektedir. Buna gore bu
caligmada Maltas ve arkadaglart AH>0 ve AS>0 buldugundan ketokonazol ile HSA

arasinda hidrofobik etkilesim oldugunu tanimlanmistir (Maltas ve ark, 2013).

e Buzoglu ve arkadaslar1 amin modifiye magnetik nanopartikiil tizerindeki HSA

ile Donepezilin etkilesimini incelemislerdir.

Sekil 2.7. Donepezilin yapisi (Buzoglu ve ark, 2013).

(3-Aminopropyl) triethoxy silane
(APTES)
T

Magnetite Nanoparticles
(SPIONs)

Donepezil

SPIONSs with Donepezil NH
-
ekl
il
52 :,5‘-"';:;;:

SPIONs with HSA

Sekil 2.8. SPION’ a amin-silan modifikasyonu ve bu mekanizmaya HSA, modifiye SPION' a ise
donepezil baglanmasi (Buzoglu ve ark, 2013).

Stiperparamanyetik Fe oksit nanopartikiilleri APTES ile modifiye edilerek
ylizeyde amin gruplart olusturulmus ve bu amin gruplarina HSA baglanmistir.
Immobilize olmus HSA donepezil ile etkilesime sokulmustur. Bu ¢alisma 1s18inda
Maltag ve arkadaslart APTES ile modifiye edilmis SPION' a karst HSA grafiginden
nanopartikiill konsantrasyonunun artmasi ile protein baglanmasinin da artacagini

tanimlamiglardir. Farkli konsantrasyonlarda donepezilin emisyon spektrumlarindan
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donepezilin eksitasyon ve emisyon fluoresans siddetleri 325 nm ve 387 nm olarak
tanimlanmistir. Maltas ve arkadaglar1 farkli sicakliklarda SPIONs modifiye APTES
lizerine donepezilin baglanmasini ifade eden grafikten albuminin fluoresans siddetinin
donepezilin artan konsantrasyonu ile giderek azaldigini1 tanimlamislardir. Bu nedenle
ila¢ baglanma miktar1 kalibrasyon grafiginin regrasyon denkleminden bulunmustur. Bu
calismadaki etkilesmeler AH<0 ve AS>0 oldugundan elektrostatik etkilesimler olarak

tanimlanmistir (Buzoglu ve ark, 2013).

e Hu ve arkadaslari; BSA ve 1-hekzilkarbamoil-5-fluorourasil arasindaki
etkilesim tizerine c¢alismuslardir. Anti timor ilag, 1-hekzilkarbamoil-5-fluorourasil
(Carmofur) ve BSA arasindaki etkilesim fluoresans spektroskopi, dairesel dikroizm ve
UV-Visible absorpsiyon spektrumu iceren spektroskopik metot kullanilarak
calisilmigtir. BSA fluoresansinin quenching (sondiirme) mekanizmasi1 Carmofur ile
incelenmistir. Fluoresans quenching mekanizmasi tarafindan baglanma bdlge sayisi n ve
baglanma sabiti Ky, 6l¢tilmiistiir.

AH, AG, AS gibi termodianmik parametreler farkli sicakliklarda hesaplanmistir.
Sonuglar baglanma reaksiyonunda asil rolii oynayanin hidrofobik kuvvetler ve entropi
oldugunu gostermistir. Foster’in radyasyon olmayan enerji transferine gore donor
(BSA) ile akseptor (Carmofur) arasindaki uzaklik olarak tanimlanan r elde edilmistir.
CD spektrumu carmofur ilavesiyle BSA molekiillerinin yapisal degisimini arastirmak
icin kullanilmistir. Sonuglar BSA molekiillerinin sekonder yapilarinin carmofur
varliginda degisebildigini géstermistir (Hu ve ark, 2005).

e Maltas ve arkadaglari; epoksi modifiye magnetik nanopartikiillere serum
proteinlerinin baglanma egilimi tizerine ¢alismiglardir. Siiperparamangnetik demir oksit

2 ve Fe™iin birlikte

nanopartikiillere (SPION), amonyak ¢dzeltisinde bulunan Fe®
¢oktiiriilmesi ile sentezlenmistir. SPION [3-(2,3-epoksi propoksi) propil] trimetoksi
silan ile modifiye edilmistir. Bu durumda partikiil yiizeyinde epoksi gruplarinin yiiksek
yogunlukta bulunmasi ile sonuglanmistir. Yiizeyi fonksiyonel SPION' a aktif biyo
madde baglanabilir ve biyoloji ve tip alaninda genis bir uygulama olasiligina sahiptir.
Proteinlerin baglanma oram epoksi modifiye SPION ile ¢alisilmistir. Immobilizasyon
igin ¢esitli serum proteinleri igeren albiimin, a-globulin, hemoglobin, sitokrom ¢ ve
miyoglobin ile calisilmistir. Epoksi uglu SPION, 20 mg/ml proteinlerin arasindan

partikiil konsantrasyonu sirasiyla 1,0 ve 0,86 mg olan sitokrom ¢ ve hemoglobin

immobilizasyonu i¢in en yiiksek baglanma kabiliyetini gostermistir. Baglanma
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kabiliyeti, sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroferez teknikleri kullanilarak
gosterilmistir. Taramali Elektron Mikroskobu ile protein baglanmalar1 incelenmistir
(Maltas ve ark, 2012).

e Elzoghby ve arkadaslari; albumin bulunduran nanopartikiillerde potansiyel
kontrollii olarak ila¢ tasima sistemi salinimi iizerine ¢alismislardir. Albumin ila¢ tasima
icin ¢ok yonlii bir protein tagiyicidir. Ayn1 zamanda toksik ve immunojen olmadigini,
biyouyumlu ve biyolojik olarak bozulabildigini gostermistir. Bu ylizden ila¢ tasima igin
nanopartikiile uyan ideal maddedir. Albumin nanopartikiillerin cesitli ilaglarla yliksek
baglanma kapasitelerinden dolayr ¢ok 6nem kazanmistir. Ayrica ciddi yan etkiler
olmadan tolere edilebilir. Mevcut inceleme, albumin nanopartikiillerin tiirler
bakimindan, formiilasyon yoniinden, in-vitro ve in-vivo aragtirmalarin baslica
konularinin yani sira albumin nanopartikiillerin ylizeyine modifiye edilmis cesitli
ligandlar kullanilarak 06zel bolgelere ila¢ hedeflendirme onkoloji alaninda 6zel
anlayislar ile etraflica irdilenerek diizenlenmistir. Desolvasyon, emiilsiyon, termal
jellesme ve son zamanlarda nano sprey kurutma, nab-teknoloji ve albumin
nanopartikiillerin liretimleri i¢in arastirtlmis kendiliginden kurutma gibi 06zel
nanoteknolojik ydntemler tartisgtimistir. Ilag tasima alaninda diger bilesenlerle albuminin
nanokompleksleride bu incelemeye dahildir (Elzoghby ve ark, 2012).

e Banerjee ve arkadaslari;; Merocyanine 540 ile serum albumin etkilesimi
fotofiziksel ve baglama calismalariyla incelenmistir. Fotofiziksel calismalar, negatif
yiiklii anti-tiimd&r fotosensitizier, merocyanine 540 (MC 540) ile serum proteinleri, BSA
ve HSA’nin baglanma etkilesimleri absorpsiyon ve kararli halin yani sira zaman-
¢oziimlii fluoresans teknikleri kullanilarak uygulanmistir. Temel durum kompleks
olusumu, SA’larin izobestik nokta iiretme yapist MC 540' in absorpsiyon spektrumunun
ayrintili ¢alismalarinda dogrulanmistir. Proteinler ve MC 540 arasindaki baglanma;
fluoresent monomer ve onun fluoresent olmayan dimeri arasindaki var olan dengeyi
bozar, maksimumun kirmiziya kaymasi ile birlikte MC 540' in yogunlugunun ve
fluoresans anizotropisinin kayda deger sekilde artmasina neden olur. MC 540" in ve SA'
n baglayici sitokiyometresi 1.0' dan fazladir. Bu da iki tiir kompleks varligini gosterir.
Farkli konsantrasyonlardaki proteinlerin eklenmesi ile 1:1 ve 2:1 orani olusmustur.
Kararli hal ve zaman Ol¢iimlii fluoresans sonuglarmin ikisi de proteinin esnek
yapisindan dolayt HSA' e kiyasla BSA ile daha biiyiik miktarda baglandig1 zaman 2:1
kompleksi icindeki MC 540 molekiillerinin sulu ortama maruz kaldigimi gosterdi. Van’t

Hoft grafigi kullanilarak termodinamik analizleri, MC 540 ayr1 ayr1 SA arasindaki bagi
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entropi odakli olay gosterir. Olas1t hidrofobik baglanma bdlgeleri; proteinlerin
denatiirasyonu, mikropolarite Ol¢limleri ve Forster rezonans enerji transferi ve
molekiiler yerlestirme caligmalar1 tarafindan tayin edilir. MC 540' in varliginda BSA'
nin dairesel dikroizm spektrumunun degisimi proteinin sekonder yapi degisikligini
gosterir. Uyarilmig CD, BSA' nin rijit yapisindan dolayt HSA' e kiyasla daha etkin MC

540 kiralitesi olugturdugunu gosterir (Banerjee ve ark, 2012).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu calismada epoksi modifiye magnetik nanopartikiil sentezlenmistir. Farkli
miktarlardaki epoksi modifiye magnetik nanopartikiiller Albumin, Hemoglobin ve

Globulin proteinleriyle daha sonra da Irinotekan ilag etken maddesi ile etkilestirilmistir.

3.1. Kullanilan Malzemeler

Demirkloriirhekzahidrat (FeCl36H,0>99 %), demirkloriirtetrahidrat (FeCl,4H,0
>99 %), [3-(2,3-epoksi propoksi) propil] trimetoksi silan, sodyum hidroksit (25 % w/w)
ve etanol (>99,2 %) Merck firmasindan alinmistir. HSA, Hem, Glb Sigma firmasindan
alinmigtir. Irinotekan hidrokloriir trihidrat (Pfizer) Konya Selguk Universitesi Tip
Fakiiltesinden alinmigtir. Millipore Milli-Q Plus su aritma sistemleri kullanilarak tiim
coOzeltiler deiyonize su ile hazirlanmistir. Tris tampon ¢ozeltisi (Trizma baze, 99,9 %

Sigma Aldrich) su ile pH: 7.4 olacak sekilde hazirlanmistir.
3.1.1. Kullanilan cihazlar

Fourier Transform Infrared Spektrometresi (FT-IR), Perkin Elmer marka
Spectrum 100 Universal ATR Sampling Accessory kullanilmistir.

SEM goriintiileri Inca Energy 350n X-Max Spektrometresine sahip ZEISS LS-
10 alan emisyon Taramali Elektron Mikroskobu kullanilarak elde edilmistir. Numuneler
Q150R (Quorum Technologies) kullanilarak Au (% 60) ve Pd (% 40) alagimlar ile
kaplanmustir.

Spektrofluometre olarak Perkin Elmer LS55 Luminescence Spectrometer
kullanilmistir.

Termogravimetri Analiz 20 ml min™ gaz akis orani ile 10°C min? 1smma
oraninda argon atmosferi altinda 25-900 °C sicaklik araliginda Seteram SETSYS
Termal Analiz Cihazi ile yapilmistir.

Rotator-Mixer olarak Biosa Multi RS-60 programmable rotator-mixer

kullanilmistir.
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3.2. Nanopartikiillerin Sentezi
3.2.1. Siiperparamagnetik nanopartikiil sentezi

Bu ¢alismada magnetik nanopartikiillerin sentezi i¢in daha 6nce tanimlanmis bir
metot uygulanmustir. Kisaca, 2 ml 1 M FeCl; ve 0,5 ml 2 M FeCl; sulu ¢ozeltileri
(molar olarak 2:1 oraninda) birlikte kuvvetli bir sekilde karigtirilir. Daha sonra 25 ml
1 M sulu amonyak ¢ozeltisi karisima hizli bir sekilde eklenir ve hemen koyu magnetik
cokeltinin olustugu gozlenir. 30 dakikalik bir karistirmanin ardindan olusan
nanopartikiiller kuvvetli bir miknatis ile toplanir ve ultra saf su ile birka¢ defa yikanir.
Yikama suyunun pH’1 yaklasik 7 civari oldugunda nanopartikiiller 70 °C’ de etiivde

kurumaya birakilir.
3.2.2. Magnetik nanopartikiil sentezi

Hazirlanmis magnetik nanopartikiillerin  yiizeyinin epoksi gruplart ile
fonksiyonlandirilmasi i¢in epoksi u¢ gruplu bir silan bilesigi kullanilmistir. Bunun igin
kurutulmus nanopartikiiller ilk olarak kuru toluen ¢6ziiciisii igerisinde ultrasonik olarak
15 dakika muamele edilmistir. Ardindan bir balon igerisine alinan ¢ozelti karistirmaya
birakilmigtir. Bu deney icin belirlenen mol orani magnetik nanopartikiil: silan (1:4)
seklindedir. [3-(2,3-epoksi propoksi) propil] trimetoksi silan maddesinden belirlenen
miktar damla damla ¢6zeltiye ilave edilir ve 80 °C’ de 6 saat azot ortaminda karistirilir.
Kuvvetli bir miknatis yardimiyla toplanan partikiiller kuru toluen ve etanol ile

yikandiktan sonra 70 °C’ de etiivde kurumaya birakilir.
3.3. Epoksi Modifiye Nanopartikiile Protein Baglanmasi

Epoksi modifiye magnetik nanopartikiiller 5, 10, 15, 20 ve 25’ er mg {i¢ seri
olacak sekilde tartilmistir. Tartilan epoksi modifiye magnetik nanopartikiiller pH: 7.4
olan 20 mM’ lik Tris tamponu ile i{ic kez yikanmistir. Insan serum albiimin (HSA),
hemoglobin (Hem) ve globulin (Glb)’den ayr1 ayr1 10 mg almip 1 ml tris tamponu
icerisinde ¢oziilerek, proteinlerin 10 mg/ml ¢ozeltileri hazirlanmistir. Ug ayri tiip
alinarak bu tliplerin her birine sirasiyla 10 mg/ml Hem ¢ozeltisinden 0,6 ml, 10 mg/ml
HSA ¢ozeltisinden 0,6 ml ve 10 mg/ml Glb ¢ozeltisinden 0,6 ml tiiplere konulmustur ve
bu tiiplere 5,4 ml tris ilave edilmistir. Bu sekilde protein ¢ozeltilerinin konsantrasyonu 1

mg/ml seyreltilmistir. Hazirlanan bu karisimlardan birinci seriye 1 ml Hem, ikinci
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seriye 1 ml HSA, tgiincii seriye 1 ml Glb ilave edilmistir. Protein ilave edilen epoksi
modifiye nanopartikiiller 2 saat rotator-mixer ile karistirlmis ve +7 °C’ de
santrifiijlenmistir. Yiizeyden alinan ¢ozeltinin (slipernatant) fluoresans siddeti sirasiyla
280 nm ve 342 nm eksitasyon ve emisyon dalga boylarinda 6l¢iilerek, yiizeye baglanan
protein miktart HSA, Hem, GIlb konsantrasyonuna karsi fluoresans siddetine iliskin

kalibrasyon grafiginin denkleminden hesaplanmustir.

3.3.1. Epoksi modifiye nanopartikiillere baglanmis proteinlerin (HSA, Hem, Glb)

ila¢ (irinotekan) ile etkilesimi

Uzerlerine HSA, Hem, GIb baglanan epoksi modifiye magnetik nanopartikiiller,
yiizeyde baglanmadan kalan proteinleri uzaklagtirmak igin tris tamponu ile yikanmustir.
Yikanan epoksi modifiye magnetik nanopartikiillere immobilize olmus proteinler, tris
tampon karistmindaki ilag etken maddesi olan “Irinotekan” ile etkilestirilmistir. Bu
islem igin Irinotekan' mm 2 mg/100 pl ¢ozeltisinden ilave edilmistir. Irinotekan
ilavesinden sonra 2 saat boyunca rotator-mixer ile karistirilmistir. irinotekan’in sirastyla
299 nm ve 448 nm' de eksitasyon ve emisyon dalga boylarinda fluoresans siddeti
Ol¢iilerek kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Cizilen kalibrasyon egrisinin denkleminden
protein ile kaplanmis epoksi modifiye magnetik nanopartikiil ylizeyine baglanan

irinotekan miktar1r hesaplanmaistir.
3.4. TGA Calismasi

Termogravimetrik analiz yontemi ile epoksi modifiye SPION-Protein (HSA,
Hem, Glb) ve epoksi modifiye SPION-Protein (HSA, Hem, Glb)-Ilag (Irinotekan)’ m
termal kararliligi degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sicakliga karst % TG grafigi
cizilerek yapilmistir. Hem-GPTS-SPION, Ir-Hem-GPTS-SPION, GIb-GPTS-SPION, Ir-
Glb-GPTS-SPION, HSA-GPTS-SPION ve Ir-HSA-GPTS-SPION' un termal ayrigmasi
termodinamik ve kinetik parametreler Horowitz-Metzger denklemi kullanilarak TG
egrilerinin analizi ile tayin edilmistir.

Ayrigma prosesinin orani sicaklik ve dontistimiin iki ayr1 fonksiyon iiriinii olarak
agiklanabilir.

do

e k(T) f () (3.1)
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a; t zamanda ayristirilmig fraksiyon, K(T); sicakliga bagli fraksiyon, f(a); ayristirma
mekanizmasina bagli doniisiim fonksiyonudur. Hiz sabiti k Arrhenius denklemi ile ifade

edilir.

k= Aexp(— IET j (3.2)

E": aktivasyon enerjisi (kJ mol™), A; preeksponansiyel faktér, R; gaz sabiti (J mol™ K™

ifade etmektedir. Denklem 3.1, denklem 3.2' de yerine yazilirsa;

da A E”
i ;exp(— — J f(a) (3.3)

Yukaridaki denklem elde edilir.
@; 1simma orant dT/dt' dir. Yaklasim ve entegrasyon tizerine bu denklem diizenlenirse

asagidaki denklem elde edilir.

E AR
Ing(a) =———+1In - (3.4)
RT oE
g(a); reaksiyon mekanizmasina bagli o' nin fonksiyonudur.
Bozunma kinetiklerinin degerlendirilmesi i¢in Horowitz - Metzger denklemi
yaklasim metotlarinin bir tanimlayicisidir. Horowitz - Metzger denklemine gore n=1 i¢in

Kinetik proses,

w E*9
Ig| lg| =% | |=————1g2.303 3.5
g{g[wyﬂ 2303RTZ 53)

0=T-Ts W, =W, — W, W, : bozunmanin tamamlanmasiyla olusan kiitle kayb1, w : t
zamanina kadar kiitle kaybi, T : herhangi bir anda Kelvin cinsinden sicaklik, Ts : DTG
tepe sicakhgidir. lg[lg(w,/w,)] karst 6 grafiginin  egimi E*/2.303RTs> dir.
Preeksponansiyel faktor (A) denklem 3.6' dan hesaplanr.
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E > = A (3.6)
RT, E*
e -
PO "R,
Diger termodinamik parametreler asagidaki denklemlerden hesaplanir.
AS™ = Rln[ An j (3.7)
B's
AH" =E" —RT, (3.8)
AG" =AH" -T.AS" (3.9)

AS’; entropi aktivasyonunu (J mol™*K™), ks ; Boltzman sabitini, h ; Planck sabitini, AH";
aktiflesme entalpisini (kJ mol™), AG"; Gibbs serbest enerjisini (kJ mol™)

gostermektedir.
3.5. Karakterizasyonlar

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve Infrared Spektroskopisi (IR) ile

karakterizasyonlar yapilmustir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA

Bu ¢alismada magnetik 6zellik gosteren demir nanopartikiillerin (Fe3O4) yiizeyi
trimetoksi silan ile fonksiyonlastirilarak yiizeyde epoksi gruplar1 olusturulmustur.
Boylece nanopartikiiliin protein baglama kapasitesi arttirilmistir. Nanopartikiiller tris
tamponu ile yikanip dengeye getirildikten sonra miknatis ile ayrilan kat1 yiizeye HSA,
Hem ve GIlb proteinleri ilave edilerek yiizeye baglanmistir. Yiizeye baglanan
proteinlerin miktar: fluoresans spektroskopisiyle sirastyla 280 nm ve 342 nm eksitasyon
ve emisyon dalga boylarinda oOlglilmistir. HSA, Hem ve GIb baglanmis
nanopartikiillere, proteinlerin baglanmasina benzer sekilde farkli konsantrasyonlarda ki
irinotekan ¢ozeltileri ilave edilmistir ve 2 saat karistirma isleminden sonra ilk ve son
cozelti konsantrasyonlar1 arasindaki farktan spektrofluorometrik olarak baglanma

kapasiteleri bulunmustur.

O

O

D [3-(2,3- epoxypropoxy)propyl] o
OH trimethoxy silane ~
OH > o—si /\/\o/ﬁ
OH o~ o

SPIONs GPTS-SPIONs

(Hemoglobin,
Human serum
albumin or Globulin)

0O N Q
. 2 C
Q@O \HO o}
(#] 0 Irinotecan
S X
O
Ir-protein-GPTS-SPIONs protein-GPTS-SPIONs

Sekil 4.1. Demir nanopartikiillerin yiizey modifikasyonu ile protein ve ilaglarin yiizeye baglanma
mekanizmalari.

4.1. Nanopartikiil Sentezi

Bolim 3.2' de anlatilan metotdaki gibi epoksi ile modifiye edilen magnetik

nanopartikiiller sentezlenmistir.
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0
0\_s| VAVAN 0

0/

OH

O e—

OH  [342.3<poxypeopoxypropy]]
trimethoxy silane

Sekil 4.2. Demir nanopartikiil ylizeyinin fonksiyonlastirilma mekanizmasi1 (Maltag ve ark, 3013).

4.2. HSA, Hem, GIb’ nin Baglanma Sonuclari ve Karakterizasyon

Bolim 3.3' de verilen deneysel islemler yapildiktan sonra analizler
spektroflurometre cihazi kullanilarak yapilmistir. Albumin, globulin ve hemoglobinin
280 nm eksitasyon ve 342 nm emisyon dalga boylarindaki fluoresans spektrumlari
sirasiyla Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5' de verilmistir.

1000
900
800
E 700 ——HSA
5 600
5 —5mg
w
g °00 ——10mg
@
5 400 —15mg
3
* 300 =20 mg
200 —=25mg
100
0
200 300 400 500 600

Dalga Boyu, nm

Sekil 4.3. HSA proteinin 280 nm eksitasyon ve 342 nm emisyon dalga boylarindaki fluoresans
spektrumlari.



50

1000
900
800 Globulin
— 700
E —5mg
T 600
vr —10mg
w
£ 500
a —15mg
§ 400
= 20 M
% 300 e
200 w25 mg
100
0
200 300 400 500 600

Dalga Boyu, nm

Sekil 4.4. Globulin proteinin 280 nm eksitasyon ve 342 nm emisyon dalga boylarindaki fluoresans
spektrumlari.

1000
900
800
700
600
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400

Fluoresans Siddeti

300

200

100

200 300 400 500 600

Dalga Boyu, nm

Sekil 4.5. Hemoglobin proteinin 280 nm eksitasyon ve 342 nm emisyon dalga boylarindaki fluoresans
spektrumlari.

Her protein i¢in ayr1 ayri kalibrasyon grafigi c¢izilmistir. Sekil 4.6, Sekil 4.7,
Sekil 4.8' de sirasiyla albumin, globulin ve hemoglobine ait kalibrasyon grafikleri
goriilmektedir. Cizilen bu kalibrasyon grafiklerinin denkleminden epoksi modifiye

nanopartikiile ne kadar protein baglanacagi hesaplanmaktadir.
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y = 29050 + 36,882
R2=0,9943
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Konsantrasyon mg/mL

Sekil 4.6. HSA proteinine ait kalibrasyon grafigi.
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250 y=41539x+ 34,167
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Sekil 4.7. Globulin proteinine ait kalibrasyon grafigi.

o1
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Sekil 4.8. Hemoglobin proteinine ait kalibrasyon grafigi.

4.3. Epoksi Modifiye Nanopartikiile Baglanan ve Baglanmayan Protein Miktarinin

Hesaplanmasi

Farkli miktarlardaki epoksi modifiye nanopartikiil yiizeyine baglanan ve
baglanmayan albumin, hemoglobin ve globulin miktarlar;; baglanmadan once ve
baglanmadan sonra protein ¢ozeltilerinin 280 nm eksitasyon ve 342 nm emisyon dalga
boyunda vermis olduklar1 fluoresans siddeti olgiilerek ve kalibrasyon egrisinin denklemi

kullanilarak hesaplanmaistir.

Baglanma miktar1 = Baglangi¢ miktar1 — Baglanmadan kalan miktar

Spektrofluorometrede alinan sonuglara gore baglanan ve baglanmayan albumin,
hemoglobin ve globulin miktarlari sirasiyla Cizelge 4.1, Cizelge, 4.2 ve Cizelge 4,3' de
gosterilmistir. Buna gore 25 mg epoksi modifiye nanopartikiil yiizeyine baglanan
albumin, hemoglobin ve globulin miktar1 sirasiyla 0,0498 mg, 0,0262 mg ve 0,0494 mg'
dir.
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Cizelge 4.1. Farkli miktarlardaki epoksi modifiye SPION" a (mg) baglanan HSA miktar1 (mg/ml).

SPION-Epoksi miktari, 5 10 15 20 25
(mg)
Baglanan HSA miktari, 7,9 34,1 42,4 440 49,8
(mg)

Cizelge 4.2. Farkli miktarlardaki epoksi modifiye SPION' a (mg) baglanan Hem miktar1 (mg/ml).

SPION-Epoksi miktari, 5 10 15 20 25
(mg)
Baglanan Hem miktar, 15,6 17,1 20,3 21,2 26,2
(mg)

Cizelge 4.3. Farkli miktarlardaki epoksi modifiye SPION' a (mg) baglanan Glb miktar1 (mg/ml).

SPION-Epoksi miktari, 5 10 15 20 25
(mg)
Baglanan Glb miktari, 9,9 15,8 26,4 32,6 49,4
(mg)

Farkli miktarda epoksi modifiye nanopartikiillere baglanan protein miktarlari
(mg) epoksi modifiye nanopartikiil miktarina kars1 grafige gecirilmistir. Sekil 4.9, Sekil
4.10 ve Sekil 4.11 siwrasiyla baglanan globulin, albumin ve hemoglobinin farkl

miktardaki nanopartikiile kars1 grafigini gostermektedir.
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Sekil 4.9. Farkli miktardaki epoksi modifiye magnetik nanopartikiillere baglanan globulin miktari.
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Sekil 4.10. Farkli miktarlardaki epoksi modifiye magnetik nanopartikiillere baglanan HSA miktari.
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Sekil 4.11. Farkli miktarlardaki epoksi modifiye magnetik nanopartikiillere baglanan hemoglobin

miktari.

4.4. Epoksi Modifiye Nanopartikiile Baglanmis Proteinlere (HSA, Hem, GIb)

irinotekan' in Baglanmasi

Irinotekan' 1n sirastyla 299 nm ve 448 nm' de eksitasyon ve emisyon dalga

boyundaki spektrumu Sekil 4.12' de verilmistir.

1000

800

600

Fluoresans Siddeti

400

200

— 8.2 pg/mL
— 10.1 pg/mL
11.7 pg/mL
13.4 pg/mL
— 15.1 pyg/mL
— 16.8 pg/mL

300 350 400 450 500 550

Dalga Boyu, nm

Sekil 4.12. Irinotekan' 1n 299 nm eksitasyon ve 448 nm emisyon dalga boylarindaki fluoresans

spektrumlari.
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Irinotekan' in farkli konsantrasyonlardaki fluoresans siddeti spektrofluorometre

ile olgiilerek Sekil 4.13' de ki kalibrasyon grafigi ¢izilmistir.

200 y =23,141x + 48,152
R?=0,9901
100
0
5 7 9 11 13 15 17 1
IR, mg (10%)

Sekil 4.13 Irinotekan’in kalibrasyon grafigi.

Cizilen kalibrasyon grafiginden baglanmadan kalan “[rinotekan” miktart
siipernatant iizerinde saptanmistir. Baglangigtaki “Irinotekan” miktari ile baglanmadan
kalan “Irinotekan” miktar1 arasindaki farktan baglanan “Irinotekan” miktar1
hesaplanmistir. Epoksi modifiye SPION HSA, GIb ve Hem' e baglanan ve baglanmayan
“Irinotekan” miktar1 sirastyla Cizelge 4.4, Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6' da gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Farkli miktarlardaki epoksi modifiye SPION-HSA' e (mg) baglanan Irinotekan miktari
(mg/ml).

SPION-Epoksi-HSA 5 10 15 20 25
miktari (mg)

Baglanan irinotekan 2,3852 7,7869 16,2458 24,0472 37,2852
miktar1 (mg)

Cizelge 4.5. Farkli miktarlardaki epoksi modifiye SPION-GIb' e (mg) baglanan irinotekan miktar
(mg/ml).

SPION-Epoksi-Glb
miktari (mg) 5 10 15 20 25

Baglanan irinotekan
miktar1 (mg) 12,4791 35,4269 37,7654 40,8689 43,1693
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Cizelge 4.6. Farkli miktarlardaki epoksi modifiye SPION-Hem' e (mg) baglanan Irinotekan miktar1

(mg/ml).

SPION-Epoksi-Hem

miktar1 (mg) 5 10 15 20 25
Baglanan irinotekan

miktar1 (mg) 15,8358 26,8474 29,4025 32,5041 40,8356

Asagidaki grafiklerde sirasiyla Sekil 4.14 SPION' a karsi baglanan HSA

yiizeyindeki irinotekan miktari, Sekil 4.15 SPION' a karst baglanan Glb yiizeyindeki

irinotekan miktar1 ve Sekil 4.16 SPION' a kars1 baglanan Hem yiizeyindeki irinotekan

miktar1 gosterilmektedir.
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Sekil 4.14.

Farkli miktardaki SPION' a baglanan HSA yiizeyindeki irinotekan miktarlari.
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Sekil 4.15. Farkli miktardaki SPION' a baglanan Glb yiizeyindeki irinotekan miktarlari.
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Sekil 4.16. Farkli miktarda SPION' a baglanan Hem ylizeyindeki irinotekan miktarlari.

Sekil 4.17° de HSA' e baglanan irinotekan miktari, Sekil 4.18' de GIb' e baglanan
irinotekan miktar1 ve Sekil 4.19' da Hem' ¢  baglanan irinotekan miktar

gosterilmektedir.
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Sekil 4.18. GIb' e baglanan irinotekan miktari.
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Sekil 4.17. HSA' e baglanan irinotekan miktari.
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Sekil 4.19. Hem' e baglanan irinotekan miktart.
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Sekil 4.20. Farkli miktardaki epoksi modifiye magnetik nanopartikiillere baglanan proteinler.
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Sekil 4.21. Farkli miktarlarda SPION-Proteinlere baglanan irinotekan miktari.

45. TGA

Hem-GPTS-SPION, HSA-GPTS-SPION, GIb-GPTS-SPION, IR-GIb-GPTS-
SPION, IR-Hem-GPTS-SPION, IR-HSA-GPTS-SPION termal karaliliklar1 termal

gravimetrik metot ile degerlendirilmistir. TG egrileri Sekil 4.22" de gosterilmistir.
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Sekil 4.22. Ir-Hem-GPTS-SPION ve Hem-GPTS-SPION TG egrileri (a), GIb-GPTS-SPION ve Ir-Glb-
GPTS-SPION TG egrileri (b), HSA-GPTS-SPION ve Ir-HSA-GPTS-SPION TG egrileri (c).

Tiim materyaller de ilk agirlik kayb1 50 °C' den 120 °C' e sicaklik artisinda
gozlenir. Bu agirlik kaybinin nedeni; ylizeydeki hidroksi gruplarindan dolay: fiziksel
olarak adsorbe edilen suyun uzaklagmasidir. 200-800 °C sicaklik araliginda Hem-GPTS-
SPION, GIb-GPTS-SPION ve HSA-GPTS-SPION sirasiyla % 26,45, % 26,47 ve %
26,97 agirlik kaybi gozlenir. Bu agirlik azalisina serum protein molekiillerinin
immobilizasyonu ve epoksi gruplarinin termal ayrigmasi neden olur.

Ir-Glb-GPTS-SPION, Ir-Hem-GPTS-SPION ve Ir-HSA-GPTS-SPION igin ayni
sicaklik araliginda ki agirlik kaybi sirastyla % 27,78, % 28,23 ve % 27,92' dir. Bundan
sonra daha yiiksek sicakliklarda sadece demir oksit varligini isaret eden bir agirlik
degisikligi yoktur. Ir' nin bulundugu ve Ir' nin bulunmadig1 materyaller arasinda agirlik

kayb1 Hb icin % 1,33, Glb i¢in % 1,76 ve HSA i¢in % 0,95 olarak bulunmaktadir. Bu
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durum serum proteinleriyle etkilesmis Ir molekiillerinin termal ayrismasina
baglanmustir.

Bu sonuglar modifiye SPION iizerine serum proteinleri ve 1r arasindaki
etkilesimi dogrulamaktadir.

Hem-GPTS-SPION, Ir-Hem-GPTS-SPION, GIb-GPTS-SPION, Ir-Glb-GPTS-
SPION, HSA-GPTS-SPION, Ir-HSA-GPTS-SPION' nin termal ayrigsmasinin
termodinamik ve kinetik parametreleri Horowitz denklemi kullanilarak hesaplanmaistir.
Horowitz denklemi ile hesaplanan termodinamik ve kinetik parametreler Cizelge 4.7' de
gosterilmistir.

Cizelge 4.7. Hem-GPTS-SPION, Ir-Hem-GPTS-SPION, Glb-GPTS-SPION, Ir-Glb-GPTS-SPION, HSA-

GPTS-SPION ve Ir-HSA-GPTS-SPION' nin kinetik parametreler i¢in termal dekompozisyonu Horowitz-
Metzger metodu tarafindan degerlendirilmesi.

X X Parameter
e (keroI'l) (kjﬁ:lrl) AS” (jmol”) | AG” (kjmol™)
Hem-GPTS-SPION 36,12 31,61 -314,03 202,11
Ir-Hem-GPTS-SPION 37,71 33,17 -316,27 205,94
Glb-GPTS-SPION 33,95 29,43 -310,48 198,21
Ir-Glb-GPTS-SPION 35,61 31,06 -312,78 201,09
HSA-GPTS-SPION 29,29 24,74 -226,29 148,68
Ir-HSA-GPTS-SPION 32,78 28,26 -232,08 154,34

Elde edilen sonuglara gére Hem-GPTS-SPION, Glb-GPTS-SPION, HSA-GPTS-
SPION aktivasyon enerjileri sirastyla 36,12, 33,95 ve 29,29 kjmol™ diir. Ir-Hb-GPTS-
SPION, Ir-Glb-GPTS-SPION, Ir-HSA-GPTS-SPION igin aktivasyon enerjileri sirasiyla
37,71, 3561 ve 32,78 kjmol'l' dir. GPTS-SPION iizerine immobilize serum
proteinlerinin aktivasyon enerjilerine kiyasla GPTS-SPION iizerine immobilize serum
proteinlerinin irinotekan ile etkilesimi daha yiiksek bir aktivasyon enerjisine sahiptir. Bu
E* degerleri Ir-protein-GPTS-SPION' un protein-GPTS-SPION' dan daha kararli
oldugunu gostermektedir. Cizelge 4.7' den goriilebilecegi gibi tim maddeler i¢in AG"
pozitif iken AH" pozitif ve AS” negatiftir. Entalpi aktivasyonunun degisiminin pozitif
isareti bozunma asamalarinin endotermik proses oldugunu gostermektedir.

Gibbs Serbest Enerjinin (AG") pozitif isareti maddelerin bozunma agamalarinin
kendiliginden olmayan proses oldugunu gosterir.

Entropinin negatif olmasi tiim maddelerin daha diizenli yapilar oldugunu

gosterir.
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4.6. Karakterizasyon

Taramali Elektron Mikroskobu nanopartikiil yiizeylerinin iizerindeki proteinler
ve GPTS-SPION arasinda morfolojik farkliliklarin dogrulanmasina izin verir. Sekil 4.23
a, b, ¢, d ' de goriildiigii gibi her proteinin kiiresel yapisini, magnetik nanopartikiillerin
diizenlenmesi gosterilmistir. Nanopartikiillere protein immobilizasyonundan sonra
morfoloji biiylik 6l¢iide degismistir. Bununla birlikte kiiresel yapilar ilag molekiillerinin

pargacik ylizeyine baglanabilmesi i¢in artmistir (Sekil 4.23 a, b, ¢, d).

Sekil 4.23. GPTS-SPION (a), Hem-GPTS-SPION (b), HSA-GPTS-SPION (c) ve Glb-GPTS-SPION (d)
SEM goriintiileri.

Sekil 4.24' de proteinlerin baglanmasindan sonra ve dncesinde GPTS modifiye SPION-
IR spektrumlar1 gosterilmistir.

Diisiik dalga boylarinda ki FT-IR bantlar1 (<700 cm™) demir oksitin Fe ve O
baglarinin titresimlerinden gelir. SPION {izerindeki epoksi gruplar1 baslangigta yaklasik
910 cm * bantlarinda goriilmiistiir. Demir epoksi silan grubunun varligi 1080 cm ™ deki
Si-O gerilme titresimleri ile dogrulanmaktadir. Propil gruplarinin varligi 2913 cm™* ve
2855 cm ' de C-H gerilme titresimlerinin gézlemlenmesiyle dogrulanmaktadir.

3380 cm ! ve 1615 cm ! pikler SPION' un yapisinda reaksiyona girmemis O-H
baglarindan dolayidir. Protein-GPTS-SPION' un IR spektrumu yaklasik 3300 cm*

civarindadir. Nanopartikiile baglanmadan once tiim proteinlerde olan amit baginin N-H
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gerilmelerinden dolayr 3315 cm ' de pik gozlenmektedir. Hemoglobin ve Globulinin
1526 cm* gozlenen pikleri lizin yapisindaki NH* (NH3") asimetrik egilmelerden
kaynaklanabilir. 1630 cm™ civarinda gozlenen pik amit bagindaki C=O gerilme
titresimden kaynaklanmaktadir. 1150 cm* goriilen pik proteinlerin yapisindaki C-O
gerilme titresimlerinden ileri gelmektedir. 1220 cm * civarinda goriilen pik C-N gerilme

titresimleri ve N-H egilme titresimlerinin bir araya gelmesiyle olugsmaktadir.

Sonug¢ olarak; GPTS-SPION' a serum proteinlerinin basarili bir sekilde

immobilize oldugunu, yeni piklerin olugsmasindan anlagilir.

100
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Sekil 4.24. GPTS-SPION (a), Hem-GPTS-SPION (b), HSA-GPTS-SPION (c) ve GIb-GPTS-SPION (d)
FT-IR spektrumlari.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Amino asitler, yag asitleri, metaller ve canli organizmadaki ila¢ molekiilleri gibi
kiiciik molekiillerin taginmasi i¢in serum proteinler temel biyomolekiillerdir. Serum
proteinler hedef hiicreye ila¢ tasinmasi i¢in gereklidir. Son zamanlarda ila¢ tasima
sistemi nanopartikiiller iizerinde proteinlerin var olmasima odaklanmaktadir. Ozellikle
albumin nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in ideal bir adaydir.

Albumin, hemoglobin ve albumin gibi proteinlerin birincil ve ii¢ boyutlu yapilar
cok 1yi bilinmektedir.

Proteinlerin birincil yapilar1 arasindaki farklar amino asit sekanslarindan
kaynaklanmaktadir. Amino asit sekanslari arasindaki farklar, {i¢ boyutlu yapidaki
farkliliklara, ilag ve magnetik nanopartikiil iizerinde her proteinin baglanma
miktarindaki farkli olmasina neden olur.

Bu ¢alismada proteinler arasi baglanma miktari karsilastirildigi zaman en yiiksek
baglanma miktart GPTS-SPION immobilize albuminde gézlenmektedir. Bunu globulin

ve hemoglobin izlemektedir.

Calismanin sonucunda albumin bagli magnetik nanopartikiiller tasiyic sistemler
ilag tasima igin ilgi ¢ekici bir strateji temsil eder. HSA' in aksine irinotekanin biiyiik
kism1 Glb-GPTS-SPION' a baglanmaktadir. ilacin baglanmasina bakildiginda ilag ile
proteinin etkilesmesi daha etkilidir. Bu nedenle ilacin baglanma miktar1 ile protein
yiizeyinin miktar1 arasinda bir iligki yoktur. Baglanma miktar1 proteinin yapisi ile
ilgilidir. Hb-GPTS-SPION, Ir-Hb-GPTS-SPION, GIb-GPTS-SPION, Ir-Glb-GPTS-
SPION, HSA-GPTS-SPION, Ir-HSA-GPTS-SPION kararliliklar1 agiklandi. Kinetik

parametreler Horowitz-Metzger yontemi kullanilarak degerlendirilmistir
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