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OZET

RADYOISARETLI ANTIKANSER ILACIN TUMOR HUCRE
TUTULUMU VE DNA ILE ETKILESIMI

TOP, Mustafa

Yiiksek Lisans Tezi, Malzeme Bilimi ve Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Fatma Yurt LAMBRECHT
Ikinci Damigmant: Prof. Dr. Kadriye Arzum ERDEM GURSAN

Nisan 2015, 59 sayfa

Tez galismamizin amaci topoizomeraz-1 enziminin inhibitorii olan anti-
kanser ilact Topotekan (TPT)’mn **!l radyoizotopu ile isaretlenmesi ve in vitro

olarak akciger kanserine kars1 biyopotansiyelinin incelenmesidir.

Topotekan, iodogen metoduna gore *!1 ile isaretlenip, kalite kontrolii ince
tabaka radyokromatografisi (TLRC) ve kagit elektroforezi yontemleri ile
belirlendi. Kalite kontrol deneyleri sonucunda TPT’nin yiiksek verimle
(%94,1 £5,9) isaretlendigi saptandi.

TPT’nin insan akciger adeonakarsinoma epitel hiicresi (A-549) ve insan
fibroblast saglikli akciger hiicre (W1I-38) hatlarinda sitotoksisite deneyleri sonunda
ICso degerlerinin sirayla 14,82 uM ve 59,3 uM oldugu tespit edildi. Bu hiicre
hatlarinda *!I-TPT tutulum deneyleri sonucunda ise **I-TPT’nin tutulumun
A-549 hiicresinde WI-38 gore daha yiliksek olmasi, bu radyoisaretli TPT nin

akciger kanser i¢in spesifik oldugunun gostergesidir.

Calismamizda tek kullanimlik elektrokimyasal sensorler kullanilarak
BUY-TPT’nin saglikli DNA ve kanserli DNA ile etkilesimi, elektrokimyasal
yontemle arastirildi. Kontrol grubu olarak; Bl ve TPT’nin tek basina davranisi,
saglikli/kanserli DNA ile etkilesim Oncesi ve sonrasi ayrica incelenip, transfer

edilen yilike karst olusan direngteki degisim elektrokimyasal empedans
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spektroskopi teknigi ile 6lgiildii. **'I-TPT’nin kanserli DNA etkilesiminde elde
edilen sonuclarin digerlerine kiyasla daha yiiksek oldugu goriildii.

Tez ¢alismamizda; Topotekan B jle yiiksek verimde isaretlenerek akciger
kanser hiicresinde tutulum diizeyleri saptandi ve DNA ile etkilesimi tek
kullammlik elektrokimyasal sensorlerle incelendi. Sonug olarak, **'I-TPT nin yeni
bir akciger kanseri i¢in niikleer goriintiileme ajani olarak kazandirilmasi agisindan

iimit verici oldugu goriildii.

Anahtar sozciikler: Radyoiyot, antikanser ilag, sitotoksisite, ilag-DNA
etkilesmesi, elektrokimyasal DNA biyosensorleri.



ABSTRACT

UPTAKE OF RADIOLABELED ANTICANCER DRUG ON
TUMOR CELLS AND DNA INTERACTION

TOP, Mustafa

MSc, Department of Material Science and Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Fatma YURT LAMBRECHT
Co-Supervisor: Prof. Dr. Kadriye Arzum ERDEM GURSAN

April 2015, 59 pages

The aim of our thesis is to label Topotecan (TPT) which is an anticancer

drug, with **1 to investigate biopotential of lung cancer as in vitro.

Topotecan was labeled with !l with iodogen method and its quality
control was determined using thin layer radiochromatography and paper
electrophoresis methods. In result of the quality control experiments it is stated
that TPT was labeled with high efficiency (94.1 £ 5.9 %).

ICso values of TPT in human lung adenocarcinoma cells (A-549) and
human fibroblast healthy lung cells (WI-38) were determined as 14.82 and 59.3
uM respectively at end of cytotoxicity assays. The uptake of “!I-TPT in A-549
cell line is higher than WI-38 cell line. This is show that radiolabeled TPT is

spesific for lung cancer.

In our study, the interaction of **I-TPT with healthy DNA and cancer
DNA was investigated using single-use electrochemical sensors. As a control
group, the behavior of **'1 or TPT by itself, their interactions with healthy/ cancer
DNA were also investigated before and after interaction, the changes at the charge
transfer resistance was measured by electrochemical impedance spectroscopy

technique. It was found that higher results were recorded in the interaction of *3*I-



TPT with cancer DNA comparison to the results obtained in the other interaction

cases.

In our thesis study, Topotecan was labeled with ***1 with high yield. The
uptake of *¥*I-TPT in lung cancer cell was determined and the interactions of **!I-
TPT-DNA were also investigated by using electrochemical method. As a
conclusion **I-TPT is promising in terms of a new lung cancer nuclear imaging

agent.

Key words: Radioiodine, anticancer drug, cytotoxicity, drug-DNA interaction,
electrochemical DNA biosensors.
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TESEKKUR

Tez calismam stiresince radyoaktif isaretli ilacin hazirlanmasi, radyoaktif
isaretli ilacin tiimor hiicresindeki tutulumu ve radyoaktivite 6lgtimiinde derin bilgi
ve deneyimleri ile katkilar saglayan danigman hocam Saym Prof. Dr. Fatma
YURT LAMBRECHT e,

Tez calismam siiresince radyoisaretli antikanser ilacin tiimorlii doku DNA/
saglikli doku DNA’s1 ile etkilesimi ve etkilesimin perde baskil elektrot yiizeyinde
elektrokimyasal empedans spektroskopi teknigi ile tayininde derin bilgi ve
deneyimleri ile katkilar saglayan ikinci danigman hocam Sayin Prof. Dr. Kadriye

Arzum ERDEM GURSAN’a,

2210-C  Oncelikli Alanlara Yonelik Yiiksek Lisans Burs Programi
kapsaminda maddi ve manevi desteginden dolay1 TUBITAK ’a

Niikleer Bilimler Enstitiisi ve Eczacilik Fakiiltesi'ndeki ¢aligmalarim
sirasinda Prof. Dr. Fatma YURT LAMBRECHT ve Prof. Dr. Kadriye Arzum
ERDEM GURSAN"n ekibinde yer alan 6grencilerine,

Yasamim ve egitim hayatim boyunca her an desteklerini hissettigim ve bana

inanan ve giivenen, emeklerini higbir zaman esirgemeyen sevgili AILEME,

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Mustafa TOP
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1. GIRIS

Kanser son zamanlarda tiim diinyada artis gosteren bir hastaliktir.
Deoksiriboniikleik asit’in (DNA) hasarindan dolay1 hiicrelerin kontrolsiiz veya
anormal bi¢imde biiylimesi ve ¢ogalmasi kansere neden olur. Kanserin baslangig
kismu, ilerleyisi hastalar arasinda farkli olsa da kanserin molekiiler ve hiicresel
bolgeleri heterojeniklik ve kararsizlik agidan benzerdir. Kanser tiirleri viicudun
ana yasam lnitesi olan hiicrelerimizden gelisirler. Kanser tiirleri siireclerine ve
lokalizasyonuna baglidir ve cerrahi kanser tedavisi, 151n tedavisi, kimyasal tedavi
gibi uygulamalarla tedavi edilmeye caligilir. Fakat bu tedavi yontemleri saglikli

hiicrelere de hasar vermekte ve yan etkiler olusturmaktadir.

Literatiirde, Topotekan (TPT)nin 'C ile isaretlenmesiyle yapilan bir
calismada, TPT nin bir topoizomeraz-l enziminin inhibitorii olarak c¢alisan bir
anti-kanser ilac olup, kan-beyin bariyeri ic¢inden niifuz edememesinden
bahsedilmistir. Calismada PET kameras1 kullanilarak kiigiik hayvanlar iizerinde,
¢ ile isaretli Topotekan (**C-TPT)’in beyine niifuzu araciligiyla P-glikoprotein
(Pgp) ve gogiis kanseri direng proteini degerlendirmek i¢in UC-TPT yeni PET
ajan1 sentezlenmistir (Yamasaki et al., 2011).

TPT’nin radyoiyot ile isaretlenmesi ile 1ilgili c¢alisma olmayip bizim
tarafimizdan gerceklestirilmistir. Literatiirde bazi kemoterapi ilaglarinin B le
isaretlenmesi ve potansiyellerinin incelenmesi ile ilgili ¢aligmalar mevcuttur.
Farkli bir kemoterapi 1ilact Protohiperisin kullanilarak  gergeklestirilen
calismada,'®I-Protohiperisin SPECT-CT, otoradyografi ve histolojik boyama
nekroz dokularda yiiksek tutulum gosterdigi tespit edilmistir (Liu et al., 2014).

1 ile isaretli Rituximab, Hodgkin olmayan lenfoma tedavisi i¢in biiyiik bir

potansiyele sahip oldugu ortaya konulmustur (Kumar et al., 2013).

lodogen yontemiyle bakir-klorofil tiirevi fotosensitizer (Cu-PH-A) *'I ile
yiilksek verimle isaretlenmis ve isaretlemeden sonra hiicre kiiltiir c¢alismalari
MCF-7 ve MDAH-2774 hiicre hatlarinda gerceklestirilmistir. Radyoisaretli

fotosensitizerin normal sican organlarindaki tutulumu belirlenerek bu



photosensitizerin, hem yumurtalik tiimor goriintiileme hem de fotodinamik terapi

icin yararli olabilirligi ortaya konulmustur (Ocakoglu vd, 2015).

Biyosensorlerin 6nemi, birgok kanser tiiriiniin teshisi ve tedavisinde her
gecen giin artmaktadir. Biyosensorler; biyokomponentler, fiziksel komponentler
ve fizikokimyasal degisimleri ¢eviren bir doniistliriiciiniin bir araya gelmesiyle
analitik Ol¢iim olanagi saglayan sistemlerdir. Biyosensorler hasta basi tanilarda
kanser markerlarinin tayini i¢in son derece yiiksek potansiyele sahiptirler.
Literatiirde biyosensorlere dayali ilag-DNA etkilesimleri hakkinda birgok yayin
bulunmaktadir (Erdem vd., 2002).

Yapilan bir ¢alismada, (Congur vd., 2015), TPT-¢ift sarmal DNA
etkilesiminin  arastirilmast  i¢in  elektrokimyasal biyosensor platformlari
olusturulmustur. TPT-¢ift sarmal DNA (dsDNA) etkilesiminin elektrokimyasal
tayini i¢in diferansiyel puls voltametrisi (DPV) kullanilip ¢alisma kalem grafit
elektrot (PGE) yiizeyinde ve tek duvarli karbon nanotiip (SWCNT) modifiyeli
PGE yiizeyinde incelenmistir. TPT ve DNA’ya ait elektroaktif bir baz olan
Guanin'in yiikseltgenme sinyalindeki degisimler her
modifikasyon/immobilizasyondan  6nce ve sonra Olciilmiistiir.  Farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan TPT i¢in, modifiye olmamis PGE ve SWCNT ile
modifiyeli PGE kullanilarak tayin sinirlari elde edilmistir. Ayrica elektrokimyasal
empedans spektroskopisi Olgiimleri, SWCNT ve SWCNT-PGE yiizeyindeki
etkilesim prosesleri kullanilarak yiik transfer direncindeki (Rc;) degisikliklerin
degerlendirilmesiyle gergeklestirilmistir. Bu c¢aligma literatiirde TPT-dsDNA
etkilesimlerinin elektrokimyasal yontemler ile incelenmesi acisindan bir ilk olma

ozelligi tagimaktadir.

Bu calismanin temel amaci, topoizomeraz 1 enziminin ¢aligmasini inhibe

eden Topotekan’in, 131

ile isaretlenmesi, DNA etkilesim mekanizmalarinin
elektrokimyasal yontem ile incelenmesi ve akciger kanser ig¢in yeni bir
goriintiileme ajant kazandirilmasidir. Bu kapsamda TPT lakton halkas1 iizerinden
B jle iodogen metoduna gore isaretlendi. TPT sitotoksisite ¢alismasi saglikli ve
kanserli hiicre hatlarinda yapilmis ve ayni hiicre hatlarinda tutulum potansiyelleri

belirlendi.



131I-TPT, 1811 ve TPT’nin saglikli ve kanser hiicreler iizerinde % canlilik

oranina etkisi incelenmistir.

Tek kullanimlik perde baskili elektrot (SPE) kullamlarak, **!1, TPTve -
TPT’nin tek basina davranisi, saglikli/kanserli DNA ile etkilesim Oncesi ve
sonrast incelenmistir. SPE yiizeyine yapilan modifikasyon Oncesinde ve
sonrasinda transfer edilen yilike karst olusan direng (Rc) degerindeki degisim

elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) teknigi ile 6l¢tilmiistiir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Radyoaktif Iyot izotoplar

Iyot atom numaras1 53 olan VIIA halojen grubunda bulunan metalik bir
elementtir. Kimyasal olarak iyot halojenlerin en az reaktif olani, astatin'den sonra
en elektropozitif olanidir. Kararli iyotta 74 nétron vardir ve bu sayidan fazla veya
az notrona sahip olan iyot izotoplari 1s1ma yaparak bozunurlar. Fiziksel 6zellikleri

123| 124|
H 1

nedeniyle niikleer tipta en ¢ok 125 ye 131 izotoplar1 kullanilir.

123| kararli izotopundan 4 nétron eksiktir. Bu nedenle elektron yakalamasi
(EC) ile Te-123m’e bozunur. ®I ve '*! reaktorde iretilir. *°I iiretimi
siklotronlarda gergeklesir bu ylizden maliyetlidir. 1231 13,3 saat gibi kisa bir yar1
omiire sahiptir. Gama (y) enerjisi 159 keV olup tibbi uygulamalar i¢in uygundur
(Yurt F., 1998).

24| ‘kararli izotopundan 2 nétron eksiktir. Yar1 6mrii 4,18 giin olup protonca
zengin bir izotoptur. Kararli izotopundan 2 nétron eksik olmasi nedeniyle biiyiik

124

olgiide (%75) elektron yakalama bozunumuna ugrar. ““"I’lin tiretimi siklotronda

124

gerceklesir ve ?*Te’tin bozunmastyla iretilir. ***1, iyodiir tuzu seklinde pozitron

emisyon tomografisi (PET) kullanilarak tiroit goriintiilenir.

125 kararli izotopundan 2 ndtron eksiktir. Notron eksikligi nedeniyle

elektron yakalama bozunumuna ugrar. Yar: dmrii 60 giin olup, uzun metabolizma
caligmalar1 i¢in uygundur. Tibbi olarak tiroid bezi benzeri organlari

goriintiilemede kullanilir.

B3, kararh izotopuna gore 4 noétron fazlalig1 vardir. Bundan dolay1 negatron

bozunumu yapar. Bozunum sirasinda birkag 3~ gecisi miimkiindiir, ayn1 zamanda
364 keV’lik bir y enerjisi vardir. Niikleer tipta tedavi amaclh olarak en cok

kullanilan radyoniiklitlerin basinda gelir. 131

I beta 1sinlar1 ve gama 1sinlarina
sahiptir.  1sinlar1 sayesinde tedavi amacgh kullanilir. 364 keV’lik y enerjisi
nedeniyle ¢ok da az da olsa goriintillemede kullanim potansiyeline sahiptir. Yari

6mrii 8 giindiir. Tiroid kanseri tedavisinde kullanilmaktadir. *!1 ilk kez 1946



yilinda tiroid kanser tedavisinde kullanilmigtir. Simdilerde hipertiroidizm ve tiroid

kanser tedavilerinde kullanilmaya devam edilmektedir (Phan et al., 2004).
2.2 Radyoiyotun Cozelti Kimyasi

Radyoaktif iyot genellikle sodyum iyodiir formundadir. Uygun sartlar
altinda sulu ¢ozetilerde oksidayson reaksiyonlarina girer. Asagida gosterildigi gibi
en Oonemli oksidatif reaksiyonlar oksijen ya da radyoliz iiriinleri (peroksitler ve

serbest radikaller) ile olandir.

) 41 + 0y +4H" « 2, + 2H,0
) 2HI + H20, < I + 2H,0

I 2I+20H e +20H

2.3 iyot ile Isaretleme

Iyodun, kimyasal ve biyolojik davranisi yiikseltgenmis (iyot) veya
indirgenmis (iyodiir) durumda olup olmadigina baghidir. Radyoiyot genellikle Nal
formundan iiretilmektedir. Iyot ile isaretlemenin gergeklesmesi icin I" formundan
I" formuna yiikseltgenmesi gerekir. Isaretlemenin gerceklesmesi icin birkag yol
vardir. Bunlardan biri 1"un elektrofilik yerdegistirme reaksiyonlar: sayesinde
radyoiyot ile isaretlenmesidir. Diger bir yontem ise molekiilde bulunan kararl
iyot ile I"nin izotopik yerdegistirme reaksiyonu sonucunda gerceklesir. Bu

reaksiyonlar soyledir:
Elektrofilik yer degistirme:
R-H + I,*& R—I" + HI
Izotopik yer degistirme:

R-1+ I* &R-1* + 1,



Radyoiyodun yiikseltgenmesi igin gesitli yontemler mevcuttur; iodogen,
molekiiler iyot (Iz), kloramin-T, iyot monokloriir, elektroliz, enzimatik, erime
noktasinda halojen yer degistirme yoOntemleridir. Bunlarin arasindan en ¢ok

kullanilan yontem iodogen yontemidir.

fodogen (1,3,4,6-tetrakloro-3a,6a difenilglukoril) suda ¢dziinmez, kullanimi
basit ve kolaydir. Coziicii olarak kloroform (CHsCI) veya diklorometan (CH,Cl,)
kullanilir. Coziici madde ugurulur ve iginde iodogen bulundugucam tiipiin
yiizeyine bir film tabakasi gibi kaplanir. Boylelikle iyodun iodogen ile temas alani
artmis olup isaretleme veriminin de artmasi saglanir. lodogen yonteminde
reaksiyon kat1 fazda olusacagi i¢in bu teknik ile isaretlenen proteinlerin bozunumu
¢ok azdir (Yurt F., 1998; Seyitoglu vd., 2009 ).

2.4 TLRC Yéntemi ile Kalite Kontrol Calismasi

Cozlinen maddelerin az miktardaki numuneleri ince tabaka radyo
kromatografisi (TLRC) seridine damlatilir. Serit ¢6ziicliniin i¢inde oldugu kabin
ist kismma bant ile sabitlenerek c¢oOziicliniin icine daldirilir. Numunelerin
damlatildig1 yerin ¢oziicii seviyesinin {lizerinde olmasina dikkat edilir. Serit
daldirilan tankin kapagmi kapatilir ve ¢oziicii buhari ile doymus bir buhar
atmosferi saglanir. Coziicli serit lizerinde ylikselerek numunelerin iizerinden
gectikce de c¢oziinen maddeler serit ilizerinde farkli hizlarda hareket eder.

Konsantrasyona bagli olmayan bu deger asagidaki formiil ile gosterilir.

_ maddeninyuriadugiuzaklik

Rf

"~ ¢ozgeninyuridigiuzaklik
2.5 Elektrokimya

Elektrokimya, elektronik bir iletken (grafit, yar1 iletken, veya metal) ile
iyonik bir iletken (elektrolit) ara yiizeyinde gerceklesen reaksiyonlar1 inceleyen
maddenin elektrik enerjisi ile etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan kimyasal doniisiimler
ile fiziksel degisiklikleri ve kimyasal enerjinin elektrik enerjisine doniismesini ele

alan bilim dalidir. Elektroanalitik teknikler birgok maddenin nitel ve nicel



tayinine olanak saglar. Elektroanalitik tekniklerin diger analitik tekniklere gore

bazi iistiinliikleri vardir. Bu istiinliikler baslica soyledir:
v" Kesin ve hizli sonug verir, duyarhdir, hassastir ve yiiksek segicilige sahiptir.

v" Elektroanalitik tekniklerle bir maddenin veya iyonun toplam miktarinin

yaninda istenilen yiikseltgenme basamagi da tayin edilebilir.

v" Elektroanalitik kimya alaninda kullanilan cihazlar 6zellikle kromatografik

ve spektroskopik cihazlara gore basit ve ekonomiktir.

v' Diisiik miktarda numunelerle ¢alisabilme imkéni saglamasinin yaninda

numune hazirlama islemide kolaydir.

Elektroanalitik  teknikler sagladigi Onemli avantajlar  sayesinde,
kromatografik ve spektroskopik gibi diger tekniklere gore son zamanlarda daha

hizl1 gelisip ve daha genis uygulama alan1 bulmaktadir.

Elektrokimyasal bir tepkimenin saglanmasi igin, analiz edilecek maddeyi
kapsayan bir ¢ozelti, maddenin kimyasal doniisim gergeklestirdigi bir elektrot
sistemi (cogunlukla ti¢lii elektrot sistemi kullanilir) ve bu elektrotlarin
birbiriyleriyle baglanmasini saglayan bir ceviri (transducer) sistemine ihtiyag

vardir.

Potansiyostat Cahsma Elektrodu

Referans

elektrot Karsit Elektrot

Sekil 2.1 Uglii elektrot sistemi.



2.5.1 Voltametri

Voltametri, calisma elektrodunun kutuplandigi (polarizasyon) zamanda
akimin uygulanan gerilimin bir fonksiyonu olarak dl¢iilmesinden faydalanilarak,
analit hakkinda bilgi edinilen elektroanalitik yontemlerdir (Skoog et al., 1996).

Uygulanan gerilimin dlgiilen akima karsi ¢izilen grafigine voltamogram denir.

Voltametrinin baslangici Nobel 6dillic kimyaci Jaroslav Heyrovsky
tarafindan 1922 yilinda Polarografinin kesifi ile basladi. 1942 yilinda Hickling ilk
kez tglii elektrot potansiyostat iiretti (Hickling et al., 1942). 1960 ve 1970’lerde
enstriimantasyon, bilgisayarli teknolojinin gelismesi, ve kontrollii sistemler adina
birgok gelisme gozlemlenmistir. Bu gelismeler hassasiyeti gelistirilmis ve yeni
analitik yontemler yaratmistir. Potansiyostat, elektrodlar ve hiicrelerin gelisen
teknoloji ile birlikte ucuz maliyeti endiistride etkin olarak analitik ¢alismalari

hizlandirmstir.

Voltametri, bir indikatér veya calisma elektrodunun polarize oldugu
sartlarda, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak, akimimn oGl¢iilmesinden
faydalanarak analit hakkinda bilgi edinilen bir grup elektroanalitik yontemi kapsar
(Skoog et al., 1996). Civa elektrodu ¢alisma elektrodu olarak kullanildigr zaman

voltametri, polarografi adini alir.

2.5.1.1 Voltametride kullanilan uyarma sinvalleri

Voltametrideki c¢aligma elektrotlari, polarizasyonu arttirmak igin, yilizey
alanlar1 ¢ogu zaman birkag milimetrekare ve nadiren ise birka¢ mikrometrekare
veya daha kiicik olan mikroelektrotlardir. Voltametride, igersinde bir
mikroelektrot bulunan elektrokimyasal bir hiicreye potansiyel uyarma sinyali
uygulandig1 zaman, bu uyarma sinyali spesifik bir akim cevabi1 olusturulur (Skoog
et al., 1996). Voltametride siklikla kullanilan uyarma sinyallerinin dalga sekli,

Sekil 2.2°de verilmistir.



Isim Dalga Sekli Voltametri Tipi Isim Dalga Sekli Voltametri Tipi
; : : DIFERANSIYEL PULS
: POLAROGRAFL () Diferansiyel POLAROGRAFISI
(a) Dogrusal ) ) ) puls
taramali E HIDRODINAMIK E
VOLTAMETRI
Zaman—»
KARE DALGA (d) Uggen DONUSUMLU
(c) Kare dalga VOLTAMETRISH i VOLTAMETRI
E
Zaman—»

Sekil 2.2 Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri.

2.5.1.2 Voltametrik cihazlar

Voltametrik analizlerde kullanilan cihazlar {i¢ elektrottan olusur. Bunlardan
ilki elektrokimyasal hiicre, digeri, analizlenecek madde ve son olarak destek
elektrolit adi verilen elektrolitin asirisin1 igceren bir c¢ozeltiye daldirilmis
elektrotlardan olusur. Ug elektrottan biri, zamanla potansiyeli dogrusal olarak
degisen mikroelektrot veya ¢alisma elektrotudur. Bu elektrodun boyutlari polarize
olmast igin kiiciik tutulur. ikinci elektrot, potansiyeli deney boyunca sabit kalan
bir referans elektrottur (cogu zaman doymus kalomel veya bir giimiig/giimiis
kloriir elektrot). Ugiincii elektrot ise elektrigin, sinyal kaynagindan ¢dzeltinin
icinden gegerek mikroelektroda iletilmesine yarayan ve cogu zaman helezon
seklinde bir platin tel ya da bir civa havuzu olan karsit elektrottur (Skoog et al.,
1994).

2.5.1.3 Voltametride kullanilan referans elektrotlar

Elektroanalitik uygulamalarin ¢ogunda elektrotlardan birinin yari-hiicre
potansiyelinin sabit olmas1 ve ortamdaki ¢6zeltinin bilesiminden bagimsiz olmasi

istenir. Istenilen bu tiir elektrotlara " referans elektrot™ denir.

Elektrokimyada ilk kullanilan referans elektrot Standart Hidrojen
Elektrotudur. (SHE) (veya Normal Hidrojen Elektrotu (NHE)) Standart Hidrojen
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Elektrot redoks elektrotudur. Bu tiir elektrotlar daha dnceki donemlerde yapilan
caligmalarda sadece referans elektrot olarak degil, pH belirlenmesinde indikator

elektrotlar olarak da kullanilmistir.

Ideal bir referans elektrotta bulunmasi gereken 6zellikler vardir (Skoog et

al., 1994; Evans, 1991; Pietrzyk and Frank, 1979):

v" Tersinir olup, Nernst esitligine uymalidir.

v' En ufak bir akima maruz kalsa bile orijinal potansiyeline geri donmelidir.

v’ Zamanla degismeyen bir potansiyele sahip olmalidir.

v' Potansiyelinin sicaklikla degisim katsayisi kiiglik olmalidir.

2.5.1.4 Voltametride kullanilan calisma elektrotlar:

Calisma elektrodu farkli sekil ve biiyiikliiklere sahiptir. Calisma
elektrodunun yapiminda iletken malzeme olarak platin ya da altin gibi inert bir
metal; karbon, pirolitik grafit ya da camsi karbon; indiyum oksit ya da kalay oksit
gibi yar iletken veya bir civa filmi ile kaplanmis bir metal olabilir. Calisma
elektrotlarinin  kullanildigr potansiyel araligi elektrot malzemesine ve bu
elektrotlarin batirildig1 ¢ozeltinin bilesimine bagli olarak da degisir. Negatif
potansiyel sirlari suyun indirgenmesiyle olusan hidrojenden olugmaktadir.
Pozitif potansiyel siirlar1 molekiiler bir bicimde oksijen verecek sekilde, suyun

yiikseltgenmesiyle olusan yiiksek akimlar sonucu belirlenir.

Calisma elektrotlar1 i¢in ¢alisma ortamina gore potansiyel araliklar segilir.
Civa elektrodu icin 1,0 M H,SO, calisma ortaminda, (-0,8 V) ile (+0,4 V) aralig1
ve 1,0 M KCl ¢alisma ortaminda, (-1,6 V) ile (+0,2 V) araligindadir.

** Perde Baskili Karbon Elektrotlar

Perde baskili elektrotlara (SPE) dayali nanomalzemelerin iiretimi ve bu

alandaki uygulamalar1 biyosensorlerin gelismesiyle birlikte artmistir.
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Perde baskili karbon elektrotlar tiglii elektrot sisteminden olusur: Cap1 3 mm
olan karbon ¢alisma elektrodu, Ag/AgCl referans elektrot ve karbon karsit elektrot
(Kurbanoglu vd., 2015).

Perde baskili karbon elektrotlarin tekrarlanabilirliginin iyi olmasi, kararh
olmasi, kullamminin kolay olmasindan dolayr biyonsensor uygulamalarinda
onemli konumdadir (Wang et al., 2002a; 2002b; Ye and Ju, 2005; Fanjul-Bolado
et al., 2007; Sanchez et al. 2007; Karadeniz vd., 2008; Erdem ve Congur, 2014).

16 farkli ¢alisma elektodu bulunduran perde baskili elektrotlar (MUX-
SPE16s) ilk olarak Alzheimer hastaligmnin tanisinda belirte¢ olarak olarak
kullanilan miRNA 15-a dizilimi i¢in kullanilmistir (Erdem vd., 2013)

Yardimci Elektrot

Calisma Elektrodu

Yardimci elektrot

baglantisi Referans Elektrot

Calisma elektrodu
baglantisi

Referans elektrot
baglantisi

Sekil 2.3 Perde baskili elektrot (SPE).

2.5.2 Elektrokimyasal empedans spektroskopisi

Bir devredeki toplam diren¢ empedans olarak adlandirilir. Empedans
spektroskopisi elektrokimyasal sistemleri ve metodlar1 incelemek i¢in ideal bir
yontemdir. Empedans yiiksek frekanslara maruz kaldiginda kapasitans ve indiiktif
degisikliklerin sebep oldugu direncin dl¢limiine dayanmaktadir. Elektrokimyasal

empedans spektroskopisi kati/sivi ara yiizeyleri karekterize etmede kullanilan bir
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yontemdir. Elektrokimyasal reaksiyonlarin olustugu durumlarda yiik aktarimi
hakkinda da bilgi vermektedir (Monk, 2002). Ohm kanununa gore direng (R),

gerilim (V) ve akim (I) arasindaki oranla ifade edilir.
R=VI/I

Bu esitligin kullanim1 yalmzca ideal direng ile simirhidir. Ideal direng sade

bir bi¢imde birkag 6nemli 6zellige sahiptir:

Direncin degeri frekansa bagl degildir.

Akim ve gerilim diizeyleri Ohm kanununa uygundur.

Gerilim sinyalleri ve alternatif akim (AC) sinyalleri es fazdadir.

Empedansi tamamen gerceldir ve rezistif empedans olarak da ifade edilir.

Empedansin elektriksel akima karst bir devrenin direng goéstermesi ile
Olgiilebilen bir deger olmasi direng ile olan benzerligini ortaya koymaktadir.
Empedansin, ideal direncin sahip oldugu yukaridaki basit Ozellikler ile
sinirlandirilamamast da direncten farkini ortaya koymaktadir. Empedans Z harfi

ile gosterilmektedir ve asagidaki esitlik ile ifade edilmektedir.
Z=E/

Elektrokimyasal bir hiicreye alternatif akim uygulanmasi sonucu
elektrokimyasal empedans oOlciiliir. Alternatif akim frekansina baglh olarak iki
farkli direng degeri elde edilir. Bunlardan biri gergek empedans (Z’), digeri sanal
empedans (Z”). Elektrokimyasal empedans verileri genel olarak Nyquist ve Bode

egrileri yardimiyla bulunur (Macdonald, 1992; Prodromidis, 2007).

Z=7 —zZ (i=N-1)
Z= empedans
Z = gercek empedans

Z = sanal empedans
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Gergek empedansin x-ekseninde ve sanal empedansin da y-ekseninde bir arada
gosterildigi grafik adini elektronik miithendisi Harry Nyquist’ten alan Sekil 2.4°te
gosterilen Nyquist egrisi olarak adlandirilmaktadir (Monk, 2002).

-Z (ohm) Rw

/

Rct

Z (Ohm)
Sekil 2.4 Empedimetrik 6l¢iim sonrasi Nyquist egirisi.

Sekil 2.4’te gosterilen Nyquist egrisinde ol¢iimler yiiksek frekansta baslar diisiik
frekansta biter. Olgiim basladiktan hemen sonra Rg gosterilen ¢dzelti direnci
meydana gelir. Yiksek diren¢ degerlerinden diigiik direng degerlerine giderken
¢ozelti direncini takip eden yarim ¢ember seklinde, R ile gosterilen egri elektrota
transfer edilen yilike karsi olusan direnci ifade eder. Diisiik frekanslarda olusan
dogrusal cizgi Ry ile gosterilen Warburg empedansini ifade etmektedir. Sistem
belirlenen frekans araliginda empedans1 gergeklestirirken yiikk depolama
(kapasitans) Ozelligini kullanilir. Nyquist egrisinde olusan R degerleri bize

elektrot yiizeyinde olusan olaylar hakkinda bilgi sunar.

2.6 Biyosensor

Sensor, fiziksel bilgileri elektrik sinyaline ¢eviren otomatik kontrol
sistemlerinin duyu organlarina denir. Biyonsorler; biyolojik analizler igin
kullanilan bir gesit 6zel sensordiir ve "*International Union of Pure and Applied
Chemistry™ (IUPAC) tarafindan, "kimyasal bir bilesige karsi verilen biyolojik
yanit1 optik, termal ya da elektriksel sinyallere doniistiiren cihazlar" olarak

tanimlanmistir. Biyosensorlerin biiylik bir kismi basit olarak biyoreseptor (ligand)
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ve doniistiiriicli (transducer) olmak iizere iki kisimdan olusmustur. Biyomolekiiler
yapiya sahip biyolojik baglanma bdolgesindeki reseptorler biyoreseptor (ligand)
olarak ifader edilir. Biyoreseptoriin analiti dedekte ettigi zamanda olusan fiziksel
veya kimyasal sinyalleri elektronik sinyale ¢eviren yapilara doniistiiriiciiler
(transducer) denir (Chambers, 2008). Biyosensorlerin sagladigi en O6nemli
avantajlarindan basinda ¢ok kisa zamanda sonu¢ odakli olmas: ve uygulama

asamasinin kolay olmas1 yer almaktadir (Gooding, 2006).

BIYOSENSOR
Biyoreseptor Déniistiiriicii

P -

enzimler elektrokimyasal
antikorlar termal giiclendirici sinyal
aptamerler optik

ilo°

(| } mikroorganizmalar  akustik
00:} pizoelektrik
—

Sekil 2.5 Biyosensoriin ¢aligma mekanizmasi.

2.6.1 Ideal bir biyosensoriin ézellikleri

v’ lyi tekrarlanabilirlik

v’ Hizli cevap zamam

v’ Yiiksek duyarlilik

v’ Segicilik

v Genis 6l¢iim aralig

v’ Hizh geriye dsnme zamani

v’ Kalibrasyon gereksinimine ihtiya¢ duyulmamas:
v’ Yiiksek stabilite

4 Kiigiiltiilebilirlik ve sterilize edilebilirlik

v Yeterli diizeyde tayin smirt

v/ Basitlik ve ucuzluk (Hall, 1990; Shah and Wilkins, 2003; Gooding, 2006).
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2.6.2 Biyosensor tasariminda dikkat edilmesi gereken 6zellikler

Biyosensorde oOncelikle analit tanimi yapilir daha sonra tasarlanma
asamasina gecilir. Biyosensoriin olusumsirasinda bazi durumlarda dikkatli

olunmasi gerekir. Bu durumlar:
¢ Analite uygun biyoreseptdriin se¢imi,

< Biyoreseptorii doniistiiriiciiye sabitlemede kullanilacak uygun ve verimli

immobilizasyon metodunun se¢imi,

X Biyoreseptoriin analiti algilamasiyla olusan fiziksel ya da kimyasal sinyali
kolay algilanabilir sinyal formatina doniistiirecek olan doniistiiriiciiniin

yapisi ve doniistiiriiciinii se¢imi,

% Olgiim araligmin, hassasiyetin ve Ol¢iimlerdeki kontaminasyonlarin

karsisinda dikkatli olunmasi,

¢ Cihazin kompakt bir hale doniistiiriilmesi, olarak siralanabilir (Gooding,

2006).
2.6.3 Biyosensor uygulamalar:
Biyosensorler bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Bunlarin baslicalar1 sdyledir.

Tip: Biyosensorler tip alaninda insiilin noksanliginin  belirlemek
metabolitlerin Ol¢iilmesini saglamak, yapay pankreasin c¢aligma ortamlarinin
kontroliiniin saglanmasinda rol oynar. Ayrica enzim sensoOrlerinin 6l¢iim
islemlerindeki yiiksek duyarliligi, ticari uygunlugu agisindan tip dalinda g¢ok

kullanilan biyosensdrlerin basinda gelir.

Endiistri: Endiistriyel slireclerde, biyoreaktore ilave edilen ya da

biyoreaktorden ¢ikarilan maddelerin 6l¢iilmesinde rol oynar.
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Cevresel Denetim: Cevre Koruma Ajansit (ing:EPA (Environmental
Protection Agency) EPA tarafindan ¢evre 6nemli bir husustur ve siirekli kontrol
altinda tutmak icin izlenim halindedir. Tasinabilir sensorler sayesinde cevre

koruma ajansina bagl birimler diizenli olarak hava ve suyu tahlil etmektedirler.

Savunma (askeri ve sivil): 11 Eyliil saldirilar1 ve korfez krizinden sonra
askeri ve savunma alanlarinda biyoterdr olaylarinin 6nceden tespit edilip

onlenmesi i¢in portatif biyosensor imalatina dnem verilmistir. (Gooding, 2006).

2.6.4 Biyosensor tasariminda kullanilan molekiiller ve yapilar:

2.6.4.1 Niikleik Asitler

Bir fosfat, bes karbonlu bir seker ve bir azotlu bazdan olusan niikleik asit
molekiillerinin yap1 taslarina niikleotit denir. Niikleotitlerin baz kismi niikleobaz
olarak adlandirilir ve bunlar piirin ve pirimidin olmak tizere iki kisimdan olusur.
Piirinler ¢ift halkali ve dokuz atomlu aromatik bilesik olan Adenin (A) ve guanin
(G)’den, primidinler ise tek halkali ve alt1 karbondan olusan sitozin (S), timin (T)
ve urasil (U)’den olusur. DNA’da, adenin, timin, guanin ve sitozin, RNA’da ise
adenin, urasil, guanin ve sitozin bulunur (Dervan, 1986, 1998; Plambeck and
Lown, 1984, Brett et al., 1997, Erdem ve Ozsoz, 2011).
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NH. 0

N
N)IN\ HN S
H H

Adenin (A) Guanin (G)

~_

Piirin

NH, 0 0

| ~N | NH | NH
N/J%O N/&O N/&o
H R H

Sitozin (C) Urasil (U) Timin (T)
Pirimidin

Sekil 2.6 Piirin ve pirimidin bazlarmin semast.

Chargaff DNA molekiillerini inceleyerek adenin (A) derigimlerinin timin
(T) derisimlerine, guanin (G) derisimlerinin de sitozin (S) derisimlerine esit

oldugunu DNA’nin x 1sinlar difraksiyon verileri ile ortaya koymustur.

Piirin ve pirimidin niikleotidleri arasindaki eslesmeler baza 06zgii olup
adeninin timin ile, guaninin de sitozin ile hidrojen bag: ile bag olusturmalara
baglidir. Bu nedenle DNA’nin herhangi bir zincirindeki baz dizisi verilirse, diger

zincirdeki baz dizisi de kolayca belirlenebilir.
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Hidrojen baglari

DNA molekiil niikleotitlerinin
dizilisi

DNAnmm sarmal
yvapisi

Sekil 2.7 DNA’nin yapisi.

DNA, hiicre boliinmesi esnasinda kendini kopyalar, kromozomlarin ikiye
boliinmesi esnasinda DNA’nin kendini kopyalamasina duplikasyon denir. DNA
kendisini eslerken hidrojen baglar1 acilir. Acikta kalan piirin ve pirimidin
niikleotitler hiicrede sentezlenmis niikleotitlerle tamamlanarak birbirine es iki

DNA meydana gelmis olur.

Ayrica DNA, kendisinde olan bilgiyi RNA’ya (Riboniikleik asit) aktarir.
Bu islem transkripsiyon olarak adlandirilir. RNA’da toplanan bilgi protein
sentezinde kullanilir(Watson and Crick, 1953; Mandelkern et al., 1981; Gregory,
2006).
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DNA ile ilag etkilesimi ii¢ farkli sekilde gerceklesir:

v' Transkripsiyon faktorleri ve polimerazlariin kontrolii ile etkilesimdir.Bu

durumda, ilag DNA'ya baglanan proteinler ile etkilesime girer.

v" Niikleik asit 31 heliks yapilar1 olusturmak i¢in DNA ¢ift sarmal yapisina
RNA araciligi ile baglanma veya transkripsiyon aktivitesi ile etkilesebilen
DNA-RNA hibritlerini olusturan DNA tek sarmalini etkilemek icin RNA

hibridizasyonu ile baglanma.

v DNA ¢ift sarmal yapilarina baglanan kii¢iik aromatik ligand molekiilleri ile.
DNA’ya bu baglanmalar soyle gergeklesir; genellikle spesifik olmayan bir
negatif yikli niikleik seker-fosfat yapisi ile elektrostatik etkilesimi,
Diizlemsel aromatik haklarin baz giftleri arasinda interkalasyonu ve capraz

baglanma (Erdem ve Ozsoz, 2002).

2.6.4.2 interkalasyon

Interkalasyon diizlemsel bir molekiiliin veya grubun ¢ift sarmal niikleik

asit yapisinin arasina girerek yerlesmesi olayina denir.

(@) (b)

Sekil 2.8 a) Cift sarmall1 saglikli DNA, b) ii¢ bolgede interkalasyon olan (kirmizi alanlar)
DNA.
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2.6.5 Ilag-DNA etkilesmesinin elektrokimyasal DNA biyosensérleri ile

algilanmasi

DNA hedefli ila¢ tasariminda elektrokimyasal biyosensorler kullanilarak
ilag- DNA etkilesiminin analizi gerceklestirilebilinmektedir. Ilacin DNA ile
etkilesim oncesindeki ve sonrasindaki mevcut ilag sinyalindeki ve/veya DNA’daki
elektroaktif bazlar, guanin ve adenin sinyalindeki degisim Ol¢iilerek bu degisime
gore ilac-DNA etkilesim tiirli hakkinda bilgi edinilebilmektedir. Cift sarmal DNA
varliginda ilacin sinyalinde artis saglayan ilaglar oldugu gibi DNA hibridizasyon
tayininde kullanilan bazlara DNA’daki capraz bag olusturmak suretiyle baglanip
elektroaktif bazlarin sinyalinde etkilesim sonrasi azalmaya sebep olan ilaglarda
bulunmaktadir (Ozkan vd., 2014; Erdem vd., 2007; Havran et al., 2009; Wang,
2002).

Cizelge 2.1 ilag- DNA etkilesimine yonelik yapilan empedimetrik galismalar.

flac Elektrot | Modifikasyon | Ol¢iim Kaynaklar
Yontemi
Netropsin GCE EIS (Li et al., 2005)
Daunomycin | GCE TATA box | EIS Chang and Li,
DNA 2009)
Daunorobisin | PGE SWCNT EIS,DPV | (Erdem vd., 2009)
Bleomycin(B | PGE EIS (Erdem vd., 2013)
LM)
6- PGE EIS,DPV | (Eksin vd., 2014)
Thioguanine
Topotecan | PGE SWCNT EIS,DPV | (Congur vd., 2015)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Kullanilan Cihaz ve Kimyasallar

3.1.1 Kullanilan cihazlar

Doz Kalibratorii (AtomLabTNI 100 Plus) (E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

TLC Scanner (Bioscan AR-2000) (E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dal1)

Cd (Te) RAD-501 Tek Kanalli Gama Saymm Sistemi (E.U. Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

TLC Kiivetleri (E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar
Anabilim Dalr)

CO,’ 1i Inkiibatér (MCO-18 AIC Sanyo, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

Laminar Air Flow (Thermo MSC Advantage 1.2, E.U. Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

Inverted Mikroskop (Olympus Japan, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dali)

Isik Mikroskobu (Olympus Japan, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dali)

Multimode Mikroplak Okuyucu (Thermo, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

Otoklav (Hirayama HG-50, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dali)

Perde Baskili Karbon Elektrotlar (Dropsens, Ispanya) (E.U. Eczacilik
Fakiiltesi, Analitik Kimya Anabilim Dal)

Potansiyostat (FRA 2 modiilii igeren AUTOLAB 302, GPES 4,9 yazilimli, Eco
Chemie, Hollanda)

Terazi (Mettler Toledo AB204-S) (E.U. Eczacilik Fakiiltesi, Analitik Kimya
Anabilim Dal1)
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e Ses titresimli temizleyici (BandelinSonorex) (E.U. Eczacilik Fakiiltesi,
Analitik Kimya Anabilim Dal1)

e pH-metre (Orion 420A) (E.U. Eczacilik Fakiiltesi, Analitik Kimya
Anabilim Dali)

e Manyetik karistirici (Biosan MS 3000) (E.U. Eczacilik Fakiiltesi,
Analitik Kimya Anabilim Dal)

e Vorteks (Biosan V1) (E.U. Eczacilik Fakiiltesi, Analitik Kimya Anabilim
Dali)

e Faraday kafesi (E.U. Eczacilik Fakiiltesi, Analitik Kimya Anabilim Dal)

3.1.2 Kullanilan kimyasallar

e Etanol (Merck)

e Etanol (Teknik)

e lodogen (Sigma-Aldrich)

e Diklorometan (Merck)

¢ n-biitanol (Merck)

o Asetik Asit (Merck)

e Izopropil Alkol (Merck)

e Amonyum Hidroksit (Merck)

e TLC Seliiloz F (Merck Plastic Sheets 20x20)

e MTT Kiti (Biological Industries)

e MEM-Eagle (Biological Industries)

e Fosfat Tamponu(PBS) (Amresco)

e Topotekan hidroklorit hidrat (%98) (Sigma)

e A-549 insan Akciger Adenokarsinoma Epitel Hiicre Hatti

e WI-38 Insan Fibroblast Saglikli Akciger Hiicre Hatti

e Na 1 Sifa Universitesi Niikleer Tip Anabilim Dali’'ndan temin
edilmistir.

e Tiim caligmalarda ultra saf su kullanildi. Deneysel c¢alismalar oda

sicakliginda (25,0 + 0,5 ) °C’ de gerceklestirildi.
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3.1.2.1 TPT hakkinda bilgiler

Kapalh Kimyasal Formiil: Cy3H;3N305

Kimyasal adlandirma: (S)-10-[(dimetilamino)metil]-4-etil-4,9-dihidroksi-1H-
pirano[3',4":6,7] indolizino [1,2-b] kinolin-3,14-(4H,12H)-dionemonohidrokloriir.
TPT’nin agik formiilii Sekil 3.1°de gosterildigi gibidir.

7

Sekil 3.1 TPT nin agik formilii.

Molekiil agirhgi: 421,25 g/mol

Kimyasal Ozellikleri: TPT dogal bir bitki olan camptotheca acuminatanin tiirevi
olan ve daha az toksik etkileri olan camptotesinin suda ¢oziilebilir analogudur.
Lakton, ¢ogunlukla, aym1 molekiildeki bir karboksil grubu ile bir hidroksil
grubunun ya da halojen atomunun molekiil i¢i tepkimesiyle olusan halkali
yapidaki organik esterlerin ortak adidir. TPT nin yapisindaki bu lakton halkasi
pH’a bagl olarak acilir, fizyolojik pH’ta aktif olmayan karboksilat yapisina
dontisiir (Herben et al., 1996).

Farmokolojik Ozellikleri: TPT yapisinda lakton halkas1 bulunan bir antikanser

ilagtir. Bu lakton halkast TPT’ye farmokolojik yonden aktiflik kazandirir. TPT,
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replikasyon sirasinda topoizomeraz 1 enzimine baglanir. TPT topoizomeraz 1
enziminin ¢alismasii engellemesinden dolay: ¢ift sarmal yapinin agilmasini ve
DNA replikasyonunu engeller (Staker et al, 2002, 2005; EMEA, 2005). Ayrica
olusan ilag-enzim kompleksinin hiicresel dongiiniin S fazinda sitotoksik etki
gosterdigi rapor edilmistir (Lima et al., 2003; Craig et al., 1997; Staker et al, 2002,
2005). TPT, DNA baz cifti arasina interkale olabilmektedir (Staker et al., 2002,
2005).

3.1.2.2 Kullanilan cozeltilerin hazirlanisi

o Tampon c¢ozeltilerin hazirlanisi
0,05 M fosfat tampon cozeltisinin hazirlamis1 (pH 7,4; PBS):

Olgiimler sirasinda kullanilan 0,05 M fosfat tampon ¢ozeltisi litresinde 1,36
g (0,01 mol) KH2PO4, 6,96 g (0,04 mol) K,HPO, igerir. Yukaridaki degerler

neticesinde hazirlanan tampon ¢6zeltisinin pH degeri yaklasik 7,4 tiir.

0,05 M asetat tampon cozeltisinin hazirlanis1 (pH 4,8; ABS):

Kullanilan 0,05 M asetat tampon ¢6zeltisinin bir litresinin i¢inde, 0,2722 g
sodyum asetat trihidrat, 0,1154 mL asetik asit ve 1,168 g NaCl (0,02 mol)
bulunur. Cozeltinin pH'sinin istenilen degerden uzak olmasi durumunda, ¢ozelti

pH’s1 4,8 oluncaya kadar 0,1 N NaOH ve/veya 0,1 N HCl ilave edilir.

e Redoks probu ¢ozeltisinin hazirlanis1

2,5 x10° mM Fe(CN)s*™ ve 100 mM KClI igerecek sekilde 200 mL

ultrapure su igerisinde hazirlandi.
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e Topotekan hidroklorit hidrat cozeltisinin hazirlamsa:

TPT 100 pg/mL olacak sekilde, pH=7,4 NaCl icermeyen 50 mM fosfat
tamponuyla hazirlandi. CI” iyonlarinin girisim yapmasi sebebiyle NaCl icermeyen

fosfat tamponu kullanildi.
3.2 Kalite Kontrol Calismalar:

3.2.1 Radyoaktif iyot ile isaretleme ve TLRC ile kalite kontrolii

Yikseltgen ajan olarak kullanilan iodogen (1,3,4,6-tetrakloro-3a,6a
difenilglukoluril) suda ¢6ziinmeyen bir yapiya sahiptir. C6zgen olarak kloroform
(CHsCl) veya diklorometan (CH,Cly) kullanilir. Isaretlemenin yapilmasi igin
oncelikle 1 mg’lik iodogen tiipleri hazirlandi. Daha sonra ¢ézgen ugurularak
yiikseltgen ajanin i¢inde bulundugu tiipiin yiizeyini bir film tabakasi seklinde
kaplanmas1 saglandi. Bu sekilde iyodun iodogenle temas alani arttirilip ve

isaretleme veriminin artmasini saglandi.

Stok 100 pg/mL TPT c¢ozeltisi fosfat tamponu (tuzsuz, pH=7.,4) ile 1 pg/mL
ve 1000uL olacak sekilde seyreltildi. Hazirlanan 1 mg’lik iodogen tiipiine 500
uL’lik TPT ve 200 pCi *'I eklenerek tiip dairesel olarak birkag kez salladiktan

sonra kursun kapli ¢eker ocakta 30 dakika inkiibasyon siiresince bekletildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda radyoisaretli TPT seliiloz TLC seritlerine
damlatildi ve n biitanol-su-asetik asit (4-2-1) ve izopropil alkol-n biitanol-0,2 N
amonyum hidroksit (2-1-1) igeren kiivetlere yerlestirildi. Banyolardan
cikarildiktan sonra TLC seritleri kurumaya birakildi ve sonra bantlanarak
Bioscan—-AR2000 cihazi ile sayilarak kromatogramlari alinip R¢ degerleri tespit
edildi. Ayrica TPT i¢in ayn1 banyolar kullanilarak TLC deneyi yapild1 ve TLC
seritleri Ultra viyole (UV) 1s1k altinda incelenip ve Rs degerleri tespit edildi.
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3.2.2 Elektroforez yontemi

Poliseliiloz asetat olan elektroforez kagidi 1,5x24 cm boyutlarinda kesildi.
Kesilen elektroforez kagitlarin uglar pozitif, negatif kutuplar ve ortasi uygulama
noktasi olarak belirlendi. Kagitlar saf su ile islatildiktan sonra uygulama
noktalarina 10 pL olarak isaretli topotekan (**'I-TPT) damlatild1 ve elektroforez
kiiveti icerisine kutuplara uygun olarak yerlestirildi. Daha sonra kapali ortamda
300 V gerilim uygulanarak 2 saat bekletildi. 2 saat sonunda ¢ikarilan elektroforez
kagitlar1 oda sicakliginda kurutuldu. Kurutulan elektroforez kagidi TLC scannerda

sayildi.
3.3 Hiicre Kiiltiirii Cahsmalari

Hiicre kiiltiiri ¢calismalarinda saglikli insan akciger hiicresi olan WI-38 ve
kanserli akciger hiicresi olan A-549 hiicre hatlar1 kullanildi. Hiicreler -80°C’de
muhafaza edildi. -80 °C’de muhafaza edilen WI-38 ve A-549 hiicreler
cikarildiktan sonra seri bir bigimde ¢oziildii. Uygun bir besiyer ortamina alinarak

cogalmalar1 saglandi.

Calismamizda kullanilan 500 mL besiyer ortam1 % 10 FBS, % 1 penisilin/
steptomisin, % 1 L-Glutamin, % 1 temel olmayan aminoasit, % 1 Na-piruvat
icermekte olup kalan kistm da minimum gerekli ortam (MEM) ile tamamlanarak
elde edildi. Bu besiyer ortaminda g¢ogaltilan A-549 ve WI-38 hiicre hatlar

37°C’de % 95 nem ve % 5 CO, oran1 igeren inkiibatorde korundu.
3.3.1 1C5y dozunun belirlenmesi

Sitotoksisite tayini igin 96’lik platelerde ¢alisma grubu olusturuldu. Plateler
bir siitun kontrol grubu olmak iizere her bir kuyucuga 1x10° sayida hiicreler 200
pL besiyer hiicresi igerisinde ekildi. 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra
hiicrelerin iizerindeki besiyer ¢ekildi. 200 pL serumsuz MEM ile hazirladigimiz
3,7, 7,41, 14,82, 29,65, 59,3 uM konsantrasyonlarda TPT kuyucuklara eklendi.
Plateler 24, 48 ve 72 saat siirelerle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi

sonunda platte bulunan hiicrelerin iizerindeki madde iceren cekildi. Plate {izerine
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110 ul 3-(4 5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyumbromiir (MTT) kiti eklendi.
MTT Kiti hiicrelerin canlilik oranini belirlemek i¢in kullanilir (%11 MTT, %89
MEM). 4 saat inkiibasyona birakildi. 4 saat sonunda hiicrelerin iizerindeki MTT
kiti ¢ekildi. MTT kitinin ¢6ziinmesi i¢in 110 ul DMSO (dimetil siilfoksit) eklendi
ve plateler mikroplate okuyucusunda okundu (Ozgiir A., 2011; Ashrafi et al.,
2012).

3.3.2 B ile ®Y-TPT’nin WI-38 ve A-549 hiicre hatlarinda tutulum

calismasi

Tutulum ¢aligmasinda ¢alisma grubu olusturmak igin, 1 siitun kontrol grubu,
1 siitun isaretli madde ve 1 siitun bloklanmis isaretli madde icin 24’liikk platler
kullanildi. 4 kuyucuk *31, 8 kuyucuk *!I-TPT i¢in kullanildi. Kuyucuklara 3 giin

6ncesinden 1x10° sayida hiicre ekildi ve CO,’li inkiibatorde saklandi.

Tutulum caligmas1 WI-38 ve A-549 hiicre hatlarinda gergeklestirildi ve
calisma siireleri 1, 2, 4, 6, 24 saat olarak belirlendi. Hiicrelere uygulanacak
radyoisaretli TPT miktar1 (kuyucuk basina 10 pM/20 pCi) tespit edildi. Hiicrelere
uygulanacak ***

alinip ve % 0.9’luk NaCl, (serum fizyolojik (SF)) ile 2 kez yikandi. A-549 ve WI-

I miktar1 20 pCi’dir. 3 giin sonunda hiicrelerin {istiindeki besiyer

38 hiicre hatlarina; serumsuz MEM ortaminda seyreltilen, 8 kuyucuga BLTPT
(20pCi, 10uM), 4 kuyucugu da™1 (20uCi) eklendi. Daha sonra plateler ¢aligma
siireleri boyunca 37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siireleri sonunda
platelerin {izerlerindeki besiyerlerini almadan kuyucuklarin baslangi¢ aktivitesi
Cd(Te) dedektoriinde olgiildii. Daha sonra tizerlerindeki aktif besiyerler alinarak
kuyucuklar 1 kez SF ile yikandi ve istlerine 500 ul SF eklendi. Kuyucuklarda
kalan isaretli bilesiklerin son aktivitesi tekrar Cd(Te) dedektoriinde bu sekilde
sayildiktan sonra veriler analiz edilerek hiicrelerdeki tutulumun yiizdeleri

hesaplandi (Ozgiir A., 2011; Ashrafi et al., 2012).
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3.3.3 % Canhlik oraninin tespiti

% Canlilik oraninin tespitinde ¢alisma grubu olusturmak igin, 1 siitun
kontrol grubu, 1 siitun antikanser ilag, 1 siitun radyoizotop ve 1 siitun radyoisaretli
madde olmak {izere 24’liikk plateler kullanildi. 4 kuyucuk PBS (pH=7,4 NaCl
icermeyen), 4 kuyucuk TPT, 4 kuyucuk **!1 ve 4 kuyucuk ***I-TPT i¢in kullanild:.
Kuyucuklara 2 giin éncesinden 1x10° sayida hiicre ekildi ve CO,’li inkiibatérde

saklandu.

Canlilik oraninin tespiti i¢in yapilan calismada WI-38 ve A-549 hiicre
hatlar1 kullanildi ve 1 saatlik caligma siiresinde ¢aligildi. Hiicrelere uygulanacak
BU_TPT miktar1 (kuyucuk basma 12 pCi) tespit edildi. 1 saatlik inkiibasyon
sonunda hiicrelerin lizerindeki maddeler ¢ekildi, 1 kez PBS (NaCl icermeyen) ile
yikand1 ve 250 pL MTT soliisyonu (% 11 MTT, % 89 MEM) eklendi. MTT
kitinin ¢ozlinmesi i¢in 250 ul DMSO eklendi ve plateler 560 nm’de mikroplate
okuyucusunda okundu. Canlilik oranlari, olusturulan kontrol grubuna gore

hesaplandi.
3.3.4 Empedimetrik Ol¢iim

EIS olgiimleri, 0,1 M KCI i¢inde hazirlanan 2,5 mM
Ks[Fe(CN)e]/Ks[Fe(CN)s] (1:1) karisimina sahip redoks probu iginde perde
baskili elektrot yiizeyinde gergeklestirildi. Empedans, 10 mV siniisoidal sinyal ile
Ag/AgCl'ye karst 0,23 V potansiyelde 10 Hz ile 10° kHz frekans arahiginda
oOlgtldii. Transfer edilen yiike karsi olusan direng (Rey degeri, AUTOLAB 302
(FRA, version 4,9 Eco Chemie, Hollanda) programiyla hesaplanan yarim dairenin

capina esdegerdir.
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4. BULGULAR

4.1 ¥Y-TPT’nin TLRC Yéntemi ile Elde Edilen Kalite Kontrol

Sonuclarina Yonelik Bulgular

B31_TPT’nin kalite kontrol sonuglarina gore alikonma faktorii (Rf) degerleri

Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1 ™1 ve "*'I-TPT’ye ait R; degerleri.

n biitonol-su-asetik asit (4-2- | izopropil alkol- n biitanol- 0,2N
1)(A banyosu) amonyum hidroksit (2-1-1)
(B banyosu)
Na™'l 0,45 0,68
BU-TPT 0,85 0,84
00 I R T AN TN TN N N TN NN N N N NN T AN T NN |
6300

4000

SaAVim

200

a 20 4] 60 a3l
pozisyon (mm)

Sekil 4.1 ™'I’in TLRC kromotogrami (A banyosu).
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Sekil 4.2 ¥'T’in TLRC kromotogrami (B banyosu).

15& 1 1 1 t L1 1 I 1 L1 ! 1 1 L I 41 1 ]
g 1000 = I~
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[ix ] - e

l'n -
[ =
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| | 4
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pozisyon (mm)

Sekil 4.3 *1-TPT’nin TLRC kromotogrami (A banyosu).
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Sekil 4.4 *'|-TPT’nin TLRC kromotogrami (B banyosu).

4.1.1 Elektroforez yontemi ile elde edilen bulgular

131 131
3

Kagit elektroforezi ile yapilan c¢alismada yiikseltgenmis B ve

TPT nin yiikleri Cizelge 4.2°de goriilmektedir.

Cizelge 4.2 1, yiikseltgenmis **'I ve **'I-TPT nin yiik dagilim.

B Yiikseltgenmis ' BUTPT

Negatif Pozitif Notr
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Sekil 4.5 **|-TPT nin elektrofez deneyi.

4.1.2 TPT’nin TLC sonuglarina ait bulgular

TPT’nin TLC sonuglarindan hesaplanan Rf degerleri, Cizelge 4.3’te

goriilmektedir.

Cizelge 4.3 *M1-TPT’nin TLRC ve TPT’nin UV ile bulunan Rf degerleri.

n biitonol-su-asetik asit | izopropil alkol- n biitanol-
(4-2-1) 0,2N amonyum hidroksit (2-
1-1)
BUTPT 0,85 0,84

TPT 0,86 0,84
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4.2 In Vitro Calismalar

4.2.1 TPT toksisite ¢alismasina ait bulgular

e 24 Saatlik Calisma Sonucu

24 saat sonunda farkli konsantrasyonlara ait TPT nin A-549 ve WI-38 hiicre

hatlarindaki hiicre canlilik oranlarin1  gosteren hologramlar Sekil 4.6.’da

goriilmektedir.
120 A549 (akciger karsinoma 120 | WI3E (akciger saghich
E 100 - hiicre hatti) &, 100 1 hiicre hattr)
g o0 1 § 0 |
. 60 - : TR
% ap 4 % 49 A
0 E FLIE
oo - : : . v ’ . 0+ : . . ; . .
Kontrol 37 T4l 1483 35485 B5% Kontrol 37 TAL 1482 21965 553
Konsantrasvonlar (uM) Konsantrasvonlar (M)
a b

Sekil 4.6 24 saat sonunda TPT nin a) A-549 akciger karsinoma hiicre hatt1 b) WI-38 akciger

sagliklr hiicre hattinin toksisitesini gosteren hologram.
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e 48 Saatlik Calisma Sonucu

48 saat sonunda farkli konsantrasyonlara ait TPT nin A-549 ve WI-38 hiicre

hatlarindaki hiicre canlilik oranlarina ait hologram Sekil 4.7°de goriilmektedir.

A549 (akciger karsinoma WI38 (akciger saghich

1209 hiicre hattr) hiicre hattr)

Hidcre Canliik Oram (%)
Hiiere Canbibl: Oram (%)
d T

Kontral 37 T4l 1483 2965 553 Kortrol 37 741 1452 20685 593

Konsantrasyonlar (M) Konsantrasyonlar (uM)
a b

Sekil. 4.7 48 saat sonunda TPT nin a) A-549 akciger karsinoma hiicre hatt1 b) WI-38 akciger

saglikli hiicre hattinin toksisitesini gosteren hologram.

¢72 Saatlik Calisma Sonuclari

72 saat sonunda farkli konsantrasyonlara ait TPT nin A-549 ve WI-38 hiicre

hatlarindaki hiicre canlilik oranlarina ait hologram Sekil 4.8’de goriilmektedir.

_ AS549 (akciger karsinoma o WI38 (akciger saghkh
g“ hiicre hattr) = hiicre hattr)
=00 4 = 100 4
§ g B0 1
a0 4
E E 0 1
i i
. - - . . oo . . . . . .
Kentrol 3.7 741 1482 298% 503 Kontral 37 741 1482 2965 593
Konsantrasvonlar (V) Konsantrasyonlar (M)
a b

Sekil 4.8 72 saat sonunda TPT’nin a) A-549 akciger karsinoma hiicre hatt1 b) WI-38 akcige

saglikli hiicre hattininn toksisitesini gosteren hologram.
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4.2.2 Hiicre tutulum calismasina ait bulgular

13 ve BY-TPT nin 1, 2, 4, 6 ve 24 saatlik calisma siirelerinde A-549 ve

WI-38 hiicre hatlarinda gerceklestirilen tutulum calismasinin sonuglart Sekil

4.9°da goriilmektedir.
¥ 15AAT :
’ I 15T 14 45T
12
117 11
—~ 17
—_ o~ ! —_ ] 4
& & s
e o = 0 %3'2
(T ns
A B i
‘é il . ‘é Ilki‘é BASY
: T
= &= =

i ‘
|;| -+
Hil HILTH

Tt %)

k3L

d

FL3LTET

M3l

T_ ﬁ. H

FLETRT

Hiil

FILAN

5T

LG

BASE

HELTRT

Sekil 4.9 **lve *'I-TPT nin A-549 ve WI-38 hiicre hatlarinda a) 1 saat, b) 2 saat, ) 4 saat,

d) 6 saat, e) 24 saat sonunda hiicrelerdeki tutulumlar1 gésteren hologram.

423 TPT, ¥ ve ®Y-TPT’nin % hiicre canliik orammn tespiti

calismasina ait bulgular

TPT, 11 ve *-TPT nin1 saatlik inkiibasyon sonucunda, WI-38 ve A-549

hiicre hatlarinda % canlilik oraninin tespiti Sekil 4.10°da sayisal deger olarak

gosterim Cizelge 4.4°te goriilmektedir.
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100 -
80 -
60 mAS49
mWi3E
40 -
20 -
0 Bl T T T

Kontrol TPT I-131 -131-TPT

% Canhhk Oram

Sekil 4.10 1 saat sonunda TPT, **!l ve "*'I-TPT’nin A-549 ve WI-38 hiicre hatlarmdaki %

canlilik oranlarina ait hologramlar.

Cizelge 4.4 1 saat sonunda TPT, **!1 ve ™I-TPT’nin A-549 ve WI-38 hiicre hatlarindaki %

canlilik oranlar1 degerleri.

A-549 WI-38
TPT 93,26 + 4,9 97,4 + 6,3
B 97,02 £ 3,69 97,88 = 10,0
BlTPT 91,42 +2,32 97,04 +5,5

4.3 TPT/ ¥/ *11-TPT Modifiye SPE Yiizeyinde Saghkl/Kanserli DNA

Etkilesiminin Elektrokimyasal Olarak incelenmesine iliskin Bulgular

4.3.1 TPT/ 11/ BL-TPT ile etkilesmis DNA 6rnekleri modifiye edilmis
SPE’nin elektrokimyasal empedans spektroskopi (EIS) teknigi ile

incelenmesine yonelik bulgular

SPE, TPT/ B/ ¥*-TPT modifiye edilmis ve saglikli/kanserli DNA-TPT/
Bl BUTPT etkilesimleri modifiye edilmis elektrotlarin elektrokimyasal

davranisi, empedans yontemi kullanilarak karsilastirildi.
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Sekil 4.11 (A) (a) SPE, 10 pg/mL (b) saglikli DNA ve (c¢) kanserli DNA immobilize
edilmis SPE, (d) “*I-TPT (12 uCi 0,5 pg/mL) immobilize edilmis SPE ile elde edilmis
Nyquist egrileri, 10 pg/mL (e) saglikli DNA ve (f) kanserli DNA ile "*'I-TPT (12 uCi 0,5
pug/mL)’nin ¢ozelti fazinda 1 saat siireyle etkilesimi sonrasinda immobilize edilmis SPE ile
elde edilmis Nyquist egrileri. (B) (a) "' (12 nCi) immobilize edilmis SPE, 10 pg/mL (b)
saghkli DNA ve (c) kanserli DNA ile *T’in (12 uCi) ¢bzelti fazinda 1 saat siireyle
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etkilesimi sonrasinda immobilize edilmis SPE ile elde edilmig Nyquist egrileri. (C) (a) 0,5
pg/mL TPT immobilize edilmis SPE, 10 pg/mL (b) saglikli DNA ve (c) kanserli DNA ile
0,5 pg/mL TPT’nin ¢ozelti fazinda 1 saat siireyle etkilesimi sonrasinda immobilize edilmis
SPE ile elde edilmis Nyquist egrileri. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS)
Slgtimleri 2,5 mM K;[Fe(CN)g]/ K4[Fe(CN)g] (1:1) karisimu igeren 0,1 M KCl igerisinde
gerceklestirilmigtir. Nyquist egrilerinin iizerinde goriilen esdeger devre ise empedans
verilerinin modellemesinde kullanilir. R ¢6zelti direnci, Q kapasitans, Ry elektrot ¢ozelti
ara ylizeyindeki elektron transfer direnci ve W elektrot yiizeyine dogru gerceklesen kiitle

aktarimina bagli olarak Warburg empedansini temsil eder.

2000 -

1500 - + + L
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2000

1500 - + {_ -1-

1000 -
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Sekil 4.12 (A) (a) SPE, 10 pg/mL (b) saglikli DNA ve (c) kanserli DNA immobilize
edilmis SPE, 10 pg/mL (d) saglikli DNA ve (e) kanserli DNA ile *'I-TPT (12 pCi 0,5
pg/mL)’nin ¢dzelti fazinda 1 saat siireyle etkilesimi sonrasinda immobilize edilmis SPE ile
elde edilmis ortalama R degerlerini gosteren histogram (n=2). (B) (a) B2 pCi)
immobilize edilmis SPE, 10 pg/mL (b) saglikli DNA ve (c) kanserli DNA immobilize
edilmis SPE, 10 pg/mL (d) saghkli DNA ve (e) kanserli DNA ile **'I"un (12 uCi) ¢ozelti
fazinda 1 saat siireyle etkilesimi sonrasinda immobilize edilmis SPE ile elde edilmis
ortalama R degerlerini gdsteren histogram (n=2). (C) (a) 0,5 pg/mL TPT immobilize
edilmis SPE, 10 pg/mL (b) sagliklt DNA ve (c) kanserli DNA immobilize edilmis SPE, 10
pg/mL (d) saglikli DNA ve (e) kanserli DNA ile 0,5 pg/mL TPT nin ¢dzelti fazinda 1 saat
streyle etkilesimi sonrasinda immobilize edilmis SPE ile elde edilmis ortalama R

degerlerini gosteren histogram (n=2).

4.3.2 "*'|-TPT nin saghkl/kanserli DNA ile 1 saat siire ile etkilesiminde

olciilen Randless devre elemanlarinin incelenmesine yonelik bulgular

1 saat “'I-TPT (12 pCi 0,5 pg/mL)’nin saglikli/kanserli DNA ile etkilesim

calismasinin sonuglar1 Cizelge 4.5’de goriilmektedir.

Cizelge 4.5 1 saat *'I-TPT (12 uCi 0,5 pg/mL) *nin 10 pg/mL saglikly/kanserli DNA ile etkilesim

sonucunda 0l¢iilen Randless devre elemanlari.

Ret W (10°) | Rs(Ohm) | Q (uF) Yon
(Ohm)
a) SPE 225 1,591 283 9,863 0,8602
b) Saglikh 1414 1,488 267,7 1,712 0,9714
DNA
c) Kanserli 1331 1,732 234,2 1,338 0,1¢
DNA
d) ®-TPT | 618 1,195 284,4 9,624 0,8587
e)*U-TPT+ | 1311 1,463 236,9 1,837 0,9862
saghklhh DNA
f) BI-TPT+ | 1656 1,512 239,2 3,148 0,9619
kanserli DNA
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4.3.3 Saghkl/kanserli DNA- “'I-TPT/ 1/ TPT'nin 1 saat siireyle
etkilesimlerinin saghkli/kanserli DNA R degerlerine gore % degisim

degerlerine ait bulgular

Saglikli/kanserli DNA- "'-TPT/ 7/ TPTnin 1 saat siireyle

etkilesimlerinin saglikli/kanserli DNA R degerlerine gore % degisim degerleri

Cizelge 4.6’da goriilmektedir.

Cizelge 4.6 1 saat saglikli/kanserli DNA- "'|-TPT (saglikli/kanserli DNA; 10pg/mL-"*I-TPT;
12 pCi 0,5 pg/mL) / 4 (12 pCi) / TPT (0,5 pg/mL) etkilesimlerinin saglikli/kanserli DNA Ry

degerlerine gore % degisim degerleri.

1 saat etkilesim
131|_TPT 131| TPT
Saghkh % 6,8 % 10,5 % 69
DNA azalig artis azalig
Kanserli | % 18,5 % 6,4 % 39
DNA artis artis azalig
434 ''|-TPT-DNA etkilesiminin 1 saat ve gece boyunca

saghkli/kanserli DNA ile etkilesim cahismasina yonelik bulgular

BL.TPT-DNA (12 pCi 0,5 pg/mL, DNA: 10 pg/mL) etkilesiminin, 1 saat
ve gece boyunca 10 ug/mL saglikli/kanserli DNA ile etkilesim ¢aligmasi sonuglari
Cizelge 4.7°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.7 ®I-TPT-DNA (12 uCi 0,5 pg/mL, DNA: 10 pg/mL) etkilesiminin 1 saat ve gece
boyunca saglikli/kanserli DNA ile ekilesim ¢aligmasi sonuglari.

1 saat Gece
boyunca
Saghkh % 6,8 %16,4
DNA azalis azalig
Kanserli % 18,5 %16,7
DNA artis artis
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5. TARTISMA

5.1 ¥Y-TPT’nin TLRC Yontemi ile Elde Edilen Kalite Kontrol
Sonuclar ile Ilgili Tartisma

Cizelge 4.1°de gorildigli tlizere, TLRC yonteminde A ve B banyosu
kullanildiginda Na™!l ve **'[-TPT Rs degerlerinin farkli olmasi her iki banyonun
ayirt edici oldugunu gostermektedir. BY_TPT nin radyoisaretleme verimi % 94,1

+ 5,9 olarak bulundu.
5.1.1 Elektroforez yontemi ile elde edilen sonugclar ile ilgili tartisma

Cizelge 4.2.°de gosterilen elektroforez sonuglarina gore, Na'*I formunda

BIPun elektroforez kagidinda pozitif kutuba dogru yiiriimesi **'I’in yiikiiniin

131

olan

I’da elektroforez kagidinda negatif
131
I-

(-) oldugunu gostermektedir. Yiikseltgenmis

BIPin (+) yiiklii oldugu tespit edildi.

kutuba dogru yiiriidiigii yiikseltgenmis
TPT ise elektroforez kagidinin uygulama noktasinda kaldigir ve B TPT nin

yiikiiniin nétr oldugu tespit edildi.
5.1.2 TPT’nin TLC sonuc¢lan ile ilgili tartisma

Bu ¢aligmayla boliim 3.2.1.°deki kosullarda yapilan deney sonucunda ve UV 151k
yardimiyla TPT nin yiiriidiigii yer TLC yontemiyle R¢ degerleri saptandi. Cizelge
4.3’de de gorildiigi gibi TPT’ nin ve BUY.TPT’nin Rf degerlerinin paralellik
gosterdigi gozlendi.

5.2 In Vitro Calismalarin Sonugclar ile flgili Tartisma
5.2.1 Toksisite calisma sonugclar ile ilgili tartisma

Toksisite c¢alismasindaki amacimiz hiiclerinin canlilik oraninin %50’ye
distiirdigiic. TPT dozunu (ICsp) tespit etmektir. 24 ve 48 saatlik g¢alisma

sonucunda ICsp gozlemlenemedi. 72 saatlik ¢alisma sonuglarinda A-549 hiicre
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hatt1 i¢in 1Csq degeri 14,82 uM ve WI-38 hiicre hatt1 i¢in 1Csp degeri 59,3 uM
olarak belirlendi.

5.2.2 Tutulum ¢alismasi sonugclar ile ilgili tartisma

Tutulum ¢alismalari; TPT i¢in belirlenen 1Csy degerinin altindaki
konsantrasyonda (10 pM) gerceklestirildi. Bu deneyde **'I ve **'I-TPT’nin A-549
ve WI-38 hiicrelerindeki tutulumlar incelendi. 1 saat inkiibasyon siiresi sonunda
WI-38 hiicre hattinda **'I-TPT tutulum degeri 0,32 + 0,07 iken A-549 hiicre
hattinda ise *!I-TPT tutulum degeri 0,95 £ 0,27 dir. 2 saat sonunda ise elde edilen
sonuglar: WI-38 hiicre hattinda **'I-TPT tutulum degeri 0,40 + 0,019 ve A-549
hiicre hattinda da *!I-TPT tutulum degeri 1,0 = 0,21 oldugu goriildii. 4. saat
sonuglaria gore de WI-38 hiicre hattinda BUTPT tutulum degeri 0,37 = 0,14
iken A-549 hiicre hattinda 'I-TPT tutulum degerinin 1,09 £ 0,22 ve 6. saat
sonuglarinda ise WI-38 hiicre hattinda **I-TPT tutulum degerinin 0,55 + 0,10 ve
A-549 hiicre hattinda ise **'I-TPT tutulum degerinin 0,93 £ 0,06 oldugu tespit
edildi. 24. saat sonuglarina gére de WI-38 hiicre hattinda BU-TPT tutulum degeri
0,53 £ 0,11, A-549 hiicre hattinda BLITPT tutulum degeri 0,70 + 0,16 olarak

13117

belirlendi. Her iki hiicre hattinda da in tutulumunun ®U-TPT tutulumlarma

gore diistik oldugu goriildii.

1. 2. ve 4. saatlerde WI-38 hiicredeki **!I-TPT tutulum degerlerinin birbirine
yakin oldugu ve 6. saatteki tutulum degeri arttig1 ve 24. saatte de hemen hemen

ayn1 kald1 gozlendi.

A-549 hiicre hattinda ise “'I-TPT tutulum degerlerinin birbirine yakin
olmakla birlikte maksimum tutulum 4. Saat sonunda elde edildi. 6. saatten sonra
ise tutulumun diistiigii gozlendi. Bunun nedeni; hiicre ortaminda *'I-TPT

131

bozulmasi ve TPT’nin ~"I’dan ayrilmasi olabilir.

B_TPT nin kanserli hiicre hattindaki tutulumun saglikli hiicreye gore fazla
olmasi radyoisaretli ilacin kanserli hiicreler i¢in spesifik oldugunun gostergesidir.
Buna gore 1 saat sonucunda elde edilen tutulum sonuglarinin en uygun oldugu

belirlendi.
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5.2.3 TPT, B ve ¥Y-TPT’nin % hiicre canhhik oranmin tespiti

calismasi sonuclari ile ilgili tartisma

Canlilik oraninin tespiti c¢alismasinda kontrol grup olarak PBS (NaCl
icermeyen)’nin degerini % 100 olarak kabul edilip, **'T’in, TPT nin ve **I-
TPT’nin hiicrelere verdigi hasar1 belirlemek tizere % canlilik oranini tespit edildi.
Cizelge 4.4°de goriildiigii gibi A-549 hiicrelerine TPT, **!1, ¥M-TPT etkilesimi
sonunda gozlenen % canlilik oranlar sirasiyla, % 93,26 + 4,9, 97,02 £3,69, 91,42
+ 2,32°dir. Bu canlilik oranlar1 birbirleri ile karsilastirildiginda belirgin bir fark
goriilmedi. 1 saatlik siire radyoimmiinoterapi i¢in kisa bir siire olmasi sebebiyle
aradaki fark belirgin degildir. Canlilik oranindaki etkinin yiiksek olabilmesi igin
1311un aktivitesini arttirilmasi ve etkilesim siiresini uzatilmasi gerekir (Press et al.,

1996). Bu boliimde elde edilen sonuglar ile tutulum deneyinde elde edilen

sonuglarla uyum icinde oldugu goriilmektedir.

WI-38 hiicre hattindaki TPT, 131|, B TPT de gbzlenen % canlilik oranlar
strastyla, 97,4 £ 6,3, 97,88 £ 10, 97,04 £ 5,5 olarak bulundu. WI-38 saglikli hiicre
hattinda TPT, **!1, *'I-TPT nin degerleri birbirine benzer olup saglikli DNA’ya
etkisinin az oldugu gozlendi. Bu degerlerin tutulum degerleri ile bir paralellik

gosterdigi gozlendi.

Literatiirde yapilan bir c¢aligmada, farkli konsantrasyonlardaki bakuchiol
bilesigi ve **°I-bakuchiol’un LS-A (lemfosarkoma) ve barcl-95 (radyasyona bagh
timik lenfoma) hiicrelerinde % canlilik orani tespit edilmistir. **I’de bulunan
Auger elektronlarin, diisiik enerjiye sahip olmasi ve kisa mesafede etki
gostermesi nedeniyle 125|_bakuchiol’un bakuchiol’a gore kanser hiicresine verdigi
zarar daha fazla olup canlilik oranimi diisiirdiigii gozlemlenmistir (Bapat et al.,

2005).

Sonuglardan da gorildiigi gibi BU-TPT’nin A-549 hiicredeki tutulumun
yiiksek olmasi bu kanser tiirii i¢in spesifik oldugunun gostergesidir. TPT Auger
elektron (**1') ve psalinimi (**'1) yapan iyotlari ile isaretlendiginde terapi ve %I
(E.C elektron vyakalamasi, SPECT gbrintileme),’l (B'salmmi, PET

goriintiileme) v.b. radyoiyotlarla isaretlendiginde goriintiileme i¢in kullanilabilir.
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Sonug olarak TPT amaca uygun olarak radyoiyot izotopu ile isaretlendigi takdirde

terapi ve/veya goriintiileme i¢in kullanilabilir.

5.3 TPT/ 1 / B-TPT Modifiye SPE Yiizeyinde Saghikl/Kanserli DNA
Etkilesiminin Elektrokimyasal incelenmesine Yénelik Bulgularla Ilgili

Tartisma

5.3.1 TPT/ 1/ 1-TPT ile etkilesmis DNA érnekleri modifiye edilmis
SPE’nin elektrokimyasal empedans spektroskopi (EIS) teknigi ile

incelenmesine yonelik bulgular ile ilgili tartisma

BUTPT/ B/ TPT ile saghkli/kanserli DNAnin 1 saat etkilesimine ait
orneklerin SPE yiizeyinde dl¢iilmesi sonucunda elde edilen Nyquist egrisi, Sekil
4.11°de gosterildi. Etkilesim oncesi ve sonrasinda SPE yiizeyine modifiye edilen
ornege ait Olciilen Rt degerlerindeki degisime gore degerlendirme Sekil 4.11 ve

Cizelge 4.6’ya gore yapildi.

BUYTPTnin saghkli DNA ile etkilesimi sonrasinda SPE yiizeyinde
immobilizasyonu sonrasinda elde edilen R¢ degeri, saglikli DNA ile yapilan
kontrol deneyinde elde edilen Ry degerine gore % 6,8 azalisa, ““'I-TPT’nin
kanserli DNA ile etkilesimi sonrasinda SPE yiizeyinde immobilizasyonu
sonrasinda elde edilen Rt degeri, kanserli DNA ile yapilan kontrol deneyinde elde
edilen Ry degerine gore %18,5 artisa neden olmustur. Bu artisin sebebi, ¢ift
sarmal DNA’nin yapisindaki negatif yliklii fosfat gruplar1 ile anyonik karekterli
redoks probunun arasindaki itme kuvvetine bagli direncin artmasidir (Erdem ve
Congur, 2013).

BlPun saglikli DNA ile etkilesimi sonrasinda SPE yiizeyinde
immobilizasyonu sonrasinda elde edilen R degeri, saglikli DNA ile yapilan

1311’

kontrol deneyinde elde edilen R¢ degerine gore % 10,5 artisa, in kanserli-

DNA ile etkilesimi sonrasinda SPE ylizeyinde immobilizasyonu sonrasinda elde
edilen R¢ degeri, kanserli DNA ile yapilan kontrol deneyinde elde edilen R
degerine gore % 6,4 artisa neden olmustur. Bu artisin sebebi, BlI.pNA etkilesimi

131

sonrasinda, negatif yiikli ~"I’in DNA'nin yapisina verdigi hasarin artmasi ve
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elektrot ylizeyinde negatif yiikli yapinin da artmasina bagli olarak direncin

artmasidir.

TPT'nin saglhikli DNA ile etkilesimi sonrasinda SPE vyiizeyinde
immobilizasyonu sonrasinda elde edilen R degeri, saglikli DNA ile yapilan
kontrol deneyinde elde edilen R degerine gore % 69 azalisa, TPT'nin kanserli-
DNA ile etkilesimi sonrasinda SPE yiizeyinde immobilizasyonu sonrasinda elde
edilen R¢ degeri kanserli DNA ile yapilan kontrol deneyinde elde edilen Rg
degerine gore % 39 azalisa neden olmustur. Bu azalisin sebebi, TPT nin katyonik
yapisi nedeniyle negatif yiiklii DNA ile etkilesimi sonrasinda yilizeydeki
negativitenin azalmasi ve buna bagl olarak anyonik karekterli redoks probu ile
arasindaki itme kuvvetinin azalarak direncin azalmasidir. TPT'nin ¢ift sarmal
DNA ile etkilesip DNA'da zincir kirilmalarina neden olmasi sonucunda ilag-DNA
etkilesim sonrasinda Rct degerinde azalis tespit edildigi karbon nanotiip modifiye

tek kullanimlik kalem grafit elektrot ile gosterilmistir (Congur vd., 2015a; 2015b).

Elde edilen sonuclar, biyomolekiiler etkilesimin empedimetrik analizine
yonelik literatiirde mevcut diger ¢alismalarin (Erdem vd., 2008,2012; Eksin vd.,
2013,2014; Erdem ve Congur,2013) sonuglarina da paralellik gostermektedir.

BUTPT/ B TPT ile saglikli/kanserli DNA’nin 1 saat etkilesimine ait
orneklerde SPE yiizeyinde elde edilen sonuglara ait histogramlar Sekil 4.12°de
gosterildi ve etkilesim Oncesi ve sonrasinda Olgiilen R¢ degerlerine gore

degerlendirme yapildi.

Sekil 4.12 A’da; SPE, 10 pg/mL saglikli ve kanserli DNA immobilize
edilmis SPE ve 10 ug/mL saglikli ve kanserli DNA ile BLUTPT (0,5 ug/mL-
12 uCi)’nin ¢ozelti fazinda 1 saat etkilesim sonrasinda oOlgiilen ortalama R
degerleri sirasiyla, 243 + 46,2 Ohm, 1442 + 206,7 Ohm, 1428 + 183, 1 Ohm, 1339
+ 21,9 Ohm, 1866 + 199,4 Ohm olarak (n=2) saptandi.

Sekil 4.12 B’de; SPE, 10 pg/mL saglikli ve kanserli DNA immobilize
edilmis SPE ve 10 pg/mL saglikli ve kanserli DNA ile 12 puCi BlPin ¢ozelti

fazinda 1 saat etkilesim sonrasinda olgiilen ortalama R degerleri sirasiyla, 243 +
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46,2 Ohm, 1442 + 206,7 Ohm, 1428 + 183,1 Ohm, 1281 + 29 Ohm, 1457 + 65,8
Ohm olarak (n=2) saptandi.

Sekil 4.12 C’de; SPE, 10 pg/mL saglikli ve kanserli DNA immobilize
edilmis SPE ve 10 pg/mL saglikli ve kanserli DNA ile 0,5 ug/mL TPT nin ¢ozelti
fazinda 1 saat etkilesim sonrasinda Slgiilen ortalama R degerleri sirasiyla, 243 +
46,2 Ohm, 1442 + 206,7 Ohm, 1428 + 183,1 Ohm, 569 + 166,9 Ohm, 1002 +
197,3 Ohm olarak (n=2) saptandi.

5.3.2 *'I-TPT’nin saglikli/kanserli DNA ile 1 saat siire ile etkilesiminde
olciilen Randless devre elemanlarinin incelenmesine yonelik bulgularla

ilgili tartisma

Saglikli/kanserli DNA, ™!I-TPT ve saglikl/kanserli DNA-"*!I-TPT
etkilesimine bagli olarak SPE yiizeyinde elektron transfer mekanizmasi hakkinda
bilgi edinebilmek i¢in, elektrot ylizeyinde transfer edilen elektrona karst olusan
direncteki degisim (Rer), ¢ozeltinin direncini (R;), sabit faz elementini (Q1),
elektrot yiizeyindeki kiitle transferinden kaynaklanan Warburg empedansit (W)
elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) yontemiyle ol¢iildii. Rs ¢ozelti
direnci, Q kapasitans, R elektrot ¢ozelti ara yiizeyindeki elektron transfer direnci
ve W elektrot yiizeyine dogru gerceklesen kiitle aktarimina bagli olarak Warburg

empedansini temsil eder.

BUY-TPT’nin saglikli DNA ile etkilesimi sonucunda R¢ degeri 1311 Ohm
olarak bulundu. **YI-TPT nin kanserli DNA ile etkilesimi sonucunda R¢; degeri
1656 Ohm bulundu.

53.3 !Y-TPT-DNA etkilesiminin 1 saat ve gece boyunca
saghkli/kanserli DNA ile etkilesim ¢caliymasina yonelik bulgularla ilgili

tartisma

BUTPT-DNA (12 uCi 0,5 pg/mL, DNA: 10 pg/mL) etkilesiminin
10 pg/mL saglikli/kanserli DNA ile etkilesim c¢alismasi1 1 saat ve gece boyunca
yapildi. Elde edilen sonuclar Cizelge 4.7°de gosterildi.
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BL.TPT, saglikli DNA ile gece boyunca etkilesimi sonrasinda, DNA ile
daha fazla etkilesirken, 1 saatlik etkilesim sonrasinda sonuglarda daha az bir azalis

saptandi.

B_TPTin kanserli DNA 1 saat ve gece boyunca etkilesim sonrasinda
elde edilen sonuglarin birbirine yakin oldugu gozlendi. **!I-TPT nin kanserli
DNA'ya kiyasla, saglikli DNA’ya daha az etkilesmesi ve dolayisiyla daha az hasar
vermesi  kemoterapotik  tedavilerde istenen bir  durumdur. Dolayisiyla
calismamizda 1 saatlik etkilesim siiresi, “'I-TPT'nin DNA etkilesimi icin

optimum siire olarak belirlendi.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizin ilk boliimiinde bir antikanser ilact olan Topotekan (TPT) 13

radyoizotopu ile iodogen metoduna gore yiiksek verimle (%94,1 + 5,9) isaretlendi.
TPT’nin A-549 ve WI-38 hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan toksisite ¢aligsmasi
sonucunda 1Csy konsantrasyonu A-549 hiicre hatti i¢in 14,82uM ve WI-38 hiicre
hatti i¢in 59,3 uM olarak bulundu.

Kanserli ve saglikli hiicre hatlarinda sitotoksite dozu saptanilmasindan sonra
BUTPT’nin bu hiicre hatlarinda tutulum potansiyelleri incelendi. *'I-TPT
kanserli hiicredeki tutulumunun saglikli hiicre hattindakine gére daha fazla oldugu
saptandi. Bu tutulumun yiiksek olmasi bu hiicre i¢in radyoisaretli bilesigin
spesifik oldugunu akciger kanser teshisinde niikleer goriintiileme ajani olarak
kullanilabileceginin gostergesidir. Sagliklt hiicrede tutulumun diisiik olmasi
goriintiileme sirasinda goriintii  kalitesinin  artmasini  sagladigi gibi saglikli

dokulara radyoisaretli bilesigin hasar etkisi minimize edilecektir.

Tek kullanimlik perde baskili elektrot (SPE) kullanilarak yapilan
calismamizda hizli, se¢imli, hassas ve tekrarlanabilir sonuglar elde ederek
radyoisaretli ilac-DNA etkilesiminin tayinine yonelik elektrokimyasal analizlerin

yapilabilecegi gosterildi.

B TPT nin saglikli DNA ile 1 saat siireyle etkilesimi sonucunda R degeri
1311 Ohm ve kanserli DNA ile etkilesimi sonucunda R degeri 1656 Ohm
bulundu. Dolayisiyla *!I-TPT'nin kanserli DNA ile daha etkin bir sekilde
etkilestigi goriildii. Gelistirilen radyoisaretli yeni molekiiliin kanserli DNA'ya
kiyasla, saglikli DNA’yla daha az etkilesmesi ve dolayisiyla daha az hasar
vermesi antikanser ozellikli ilaglarla tedavilerde istenen bir durumdur. *3'I-TPT,
saglikli DNA ve kanserli DNA ile 1 saatlik etkilesim sonrasinda elde edilen R
degerlerine bakildig1 zamanda, sirasiyla, saglikli DNA ile % 6,8 oraninda bir
azalis ve kanserli DNA ile % 18,5 oraninda bir artisin oldugu goriildii. Hem
iyodun radyizotopik etkisi, hemde TPT nin kemoterapétik etkisi nedeniyle ***I-
TPT'nin kanserli DNA ile etkilesimi daha etkin bir sekilde ger¢eklesmekte ve

buna bagl olarak Rt degerinde bir artisa sebep olmaktadir.
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BUTPT, B ve TPT’nin kanser ve saghkli hiicreler iizerinde yapilan
% canlilik calismasinda ise 1 saatlik sonuclar karsilastirldiginda “**I-TPT’nin
% canhlik oramn etkisinde belirgin bir fark olmadigi goriildii. **I-TPT, 3 ve
TPT’nin saglikli hiicre ile yapilan canlilik ¢alismasinda etkinin hepsi i¢in diisiik
oldugu gozlenmis olup bu sonuglar hiicre tutulum deney sonuglarini destekler
durumdadir. Sonuglardan da goriildiigii gibi **'1-TPT’nin A-549 hiicredeki
tutulumun yiiksek olmasi1 bu kanser tiirii i¢in spesifik oldugunun gostergesidir.
TPT Auger elektronu (***1 ) ve B salimi (**'I) yapan iyotlar ile isaretlendiginde
terapi ve | (E.C elektron yakalamasi, SPECT gorintiileme) ,**I (B* salinimu,
PET goriintileme) v.b. radyoiyotla isaretlendiginde goriintiileme igin
kullanilabilir. Yukarida bahsedildigi gibi uygun bir radyoiyot ile isaretlendigi

takdirde terapi ve/veya goriintiileme i¢in kullanilabilir.

Tez ¢alismamizda, Topotekan **!

I ile yiiksek verimde isaretlenerek akciger
kanser hiicresinde tutulum diizeyleri saptandi ve DNA ile etkilesimi tek
kullanimlik elektrokimyasal sensorlerle incelendi. Sonug olarak, BL-TPT’nin yeni
bir akciger kanseri i¢in niikleer goriintiileme ajani olarak kazandirilmasi agisindan

timit verici oldugu gorildii.
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