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ÖZET 

RADYOİŞARETLİ ANTİKANSER İLACIN TÜMÖR HÜCRE  

TUTULUMU VE DNA İLE ETKİLEŞİMİ  

TOP, Mustafa 

 

Yüksek Lisans Tezi, Malzeme Bilimi ve Mühendisliği Anabilim Dalı 

Tez DanıĢmanı: Prof. Dr. Fatma Yurt LAMBRECHT 

Ġkinci DanıĢmanı: Prof. Dr. Kadriye Arzum ERDEM GÜRSAN 

Nisan 2015, 59 sayfa 

Tez çalıĢmamızın amacı topoizomeraz-1 enziminin inhibitörü olan anti-

kanser ilacı Topotekan (TPT)’ın 
131

I radyoizotopu ile iĢaretlenmesi ve in vitro 

olarak akciğer kanserine karĢı biyopotansiyelinin incelenmesidir. 

Topotekan, iodogen metoduna göre
 131

I ile iĢaretlenip, kalite kontrolü ince 

tabaka radyokromatografisi (TLRC) ve kağıt elektroforezi yöntemleri ile 

belirlendi. Kalite kontrol deneyleri sonucunda TPT’nin yüksek verimle        

(%94,1 ± 5,9)  iĢaretlendiği saptandı.  

TPT’nin insan akciğer adeonakarsinoma epitel hücresi (A-549) ve insan 

fibroblast sağlıklı akciğer hücre (WI-38) hatlarında sitotoksisite deneyleri sonunda 

IC50 değerlerinin sırayla 14,82 µM ve 59,3 µM olduğu tespit edildi. Bu hücre 

hatlarında 
131

I-TPT tutulum deneyleri sonucunda ise 
131

I-TPT’nin tutulumun       

A-549 hücresinde WI-38 göre daha yüksek olması, bu radyoiĢaretli TPT’nin 

akciğer kanser için spesifik olduğunun göstergesidir.  

ÇalıĢmamızda tek kullanımlık elektrokimyasal sensörler kullanılarak       

131
I-TPT’nin sağlıklı DNA ve kanserli DNA ile etkileĢimi, elektrokimyasal 

yöntemle araĢtırıldı. Kontrol grubu olarak; 
131

I
 
ve TPT’nin tek baĢına davranıĢı, 

sağlıklı/kanserli DNA ile etkileĢim öncesi ve sonrası ayrıca incelenip, transfer 

edilen yüke karĢı oluĢan dirençteki değiĢim elektrokimyasal empedans 
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spektroskopi tekniği ile ölçüldü. 
131

I-TPT’nin kanserli DNA etkileĢiminde elde 

edilen sonuçların diğerlerine kıyasla daha yüksek olduğu görüldü.  

Tez çalıĢmamızda; Topotekan 
131

I ile yüksek verimde iĢaretlenerek akciğer 

kanser hücresinde tutulum düzeyleri saptandı ve DNA ile etkileĢimi tek 

kullanımlık elektrokimyasal sensörlerle incelendi. Sonuç olarak, 
131

I-TPT’nin yeni 

bir akciğer kanseri için nükleer görüntüleme ajanı olarak kazandırılması açısından 

ümit verici olduğu görüldü. 

 

Anahtar sözcükler: Radyoiyot, antikanser ilaç, sitotoksisite, ilaç-DNA 

etkileĢmesi, elektrokimyasal DNA biyosensörleri. 
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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 GÜRSAN 

April 2015, 59 pages 

 

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

drug, with 
131

I to investigate biopotential of  lung cancer as in vitro. 

 Topotecan was labeled with 
131

I 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 %).  

 IC50 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 

µM respectively at end of cytotoxicity assays. The uptake of 
131

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 
131

I-TPT with healthy DNA and cancer 

DNA was investigated using single-use electrochemical sensors. As a control 

group, the behavior of 
131

I 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 
131

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

cases. 

 In our thesis study, Topotecan was labeled with 
131

I with high yield. The 

uptake of 
131

I-TPT in lung cancer cell was determined and the interactions of 
131

I-

TPT-DNA  were also investigated by using electrochemical method. As a 

conclusion 
131

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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1. GİRİŞ 

Kanser son zamanlarda tüm dünyada artıĢ gösteren bir hastalıktır. 

Deoksiribonükleik asit’in (DNA) hasarından dolayı hücrelerin kontrolsüz veya 

anormal biçimde büyümesi ve çoğalması kansere neden olur. Kanserin baĢlangıç 

kısmı, ilerleyiĢi hastalar arasında farklı olsa da kanserin moleküler ve hücresel 

bölgeleri heterojeniklik ve kararsızlık açıdan benzerdir. Kanser türleri vücudun 

ana yaĢam ünitesi olan hücrelerimizden geliĢirler. Kanser türleri süreçlerine ve 

lokalizasyonuna bağlıdır ve cerrahi kanser tedavisi, ıĢın tedavisi, kimyasal tedavi 

gibi uygulamalarla tedavi edilmeye çalıĢılır. Fakat bu tedavi yöntemleri sağlıklı 

hücrelere de hasar vermekte ve yan etkiler oluĢturmaktadır.  

Literatürde, Topotekan (TPT)’nin 
11

C ile iĢaretlenmesiyle yapılan bir 

çalıĢmada, TPT’nin bir topoizomeraz-l enziminin inhibitörü olarak çalıĢan bir 

anti-kanser ilac olup, kan-beyin bariyeri içinden nüfuz edememesinden 

bahsedilmiĢtir. ÇalıĢmada PET kamerası kullanılarak küçük hayvanlar üzerinde, 

11
C ile iĢaretli Topotekan (

11
C-TPT)’ın beyine nüfuzu aracılığıyla P-glikoprotein 

(Pgp) ve göğüs kanseri direnç proteini değerlendirmek için 
11

C-TPT yeni PET 

ajanı sentezlenmiĢtir (Yamasaki et al., 2011). 

TPT’nin radyoiyot ile iĢaretlenmesi ile ilgili çalıĢma olmayıp bizim 

tarafımızdan gerçekleĢtirilmiĢtir. Literatürde bazı kemoterapi ilaçlarının 
131

I ile 

iĢaretlenmesi ve potansiyellerinin incelenmesi ile ilgili çalıĢmalar mevcuttur. 

Farklı bir kemoterapi ilacı Protohiperisin kullanılarak gerçekleĢtirilen 

çalıĢmada,
131

I-Protohiperisin SPECT-CT, otoradyografi ve histolojik boyama 

nekroz dokularda yüksek tutulum gösterdiği tespit edilmiĢtir (Liu et al., 2014). 

131
I ile iĢaretli Rituximab, Hodgkin olmayan lenfoma tedavisi için büyük bir 

potansiyele sahip olduğu ortaya konulmuĢtur (Kumar et al., 2013). 

Iodogen yöntemiyle bakır-klorofil türevi fotosensitizer (Cu-PH-A) 
131

I ile 

yüksek verimle iĢaretlenmiĢ ve iĢaretlemeden sonra hücre kültür çalıĢmaları 

MCF-7 ve MDAH-2774 hücre hatlarında gerçekleĢtirilmiĢtir. RadyoiĢaretli 

fotosensitizerin normal sıçan organlarındaki tutulumu belirlenerek bu 
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photosensitizerin, hem yumurtalık tümör görüntüleme hem de fotodinamik terapi 

için yararlı olabilirliği ortaya konulmuĢtur (Ocakoglu vd, 2015). 

Biyosensörlerin önemi, birçok kanser türünün teĢhisi ve tedavisinde her 

geçen gün artmaktadır. Biyosensörler; biyokomponentler, fiziksel komponentler 

ve fizikokimyasal değiĢimleri çeviren bir dönüĢtürücünün bir araya gelmesiyle 

analitik ölçüm olanağı sağlayan sistemlerdir. Biyosensörler hasta baĢı tanılarda 

kanser markerlarının tayini için son derece yüksek potansiyele sahiptirler. 

Literatürde biyosensörlere dayalı ilaç-DNA etkileĢimleri hakkında birçok yayın 

bulunmaktadır (Erdem vd., 2002). 

Yapılan bir çalıĢmada, (Congur vd., 2015), TPT-çift sarmal DNA 

etkileĢiminin araĢtırılması için elektrokimyasal biyosensör platformları 

oluĢturulmuĢtur. TPT-çift sarmal DNA (dsDNA) etkileĢiminin elektrokimyasal 

tayini için diferansiyel puls voltametrisi (DPV) kullanılıp çalıĢma kalem grafit 

elektrot (PGE) yüzeyinde ve tek duvarlı karbon nanotüp (SWCNT) modifiyeli 

PGE yüzeyinde incelenmiĢtir. TPT ve DNA’ya ait elektroaktif bir baz olan 

Guanin'in yükseltgenme sinyalindeki değiĢimler her                          

modifikasyon/immobilizasyondan önce ve sonra ölçülmüĢtür. Farklı 

konsantrasyonlarda hazırlanan TPT için, modifiye olmamıĢ PGE ve SWCNT ile 

modifiyeli PGE kullanılarak tayin sınırları elde edilmiĢtir. Ayrıca elektrokimyasal 

empedans spektroskopisi ölçümleri, SWCNT ve SWCNT-PGE yüzeyindeki 

etkileĢim prosesleri kullanılarak yük transfer direncindeki (Rct) değiĢikliklerin 

değerlendirilmesiyle gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu çalıĢma literatürde TPT-dsDNA 

etkileĢimlerinin elektrokimyasal yöntemler ile incelenmesi açısından bir ilk olma 

özelliği taĢımaktadır. 

Bu çalıĢmanın temel amacı, topoizomeraz 1 enziminin çalıĢmasını inhibe 

eden Topotekan’ın, 
131

I ile iĢaretlenmesi, DNA etkileĢim mekanizmalarının 

elektrokimyasal yöntem ile incelenmesi ve akciğer kanser için yeni bir 

görüntüleme ajanı kazandırılmasıdır. Bu kapsamda TPT lakton halkası üzerinden 

131
I ile iodogen metoduna göre iĢaretlendi. TPT sitotoksisite çalıĢması sağlıklı ve 

kanserli hücre hatlarında yapılmıĢ ve aynı hücre hatlarında tutulum potansiyelleri 

belirlendi.  
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131
I-TPT, 

131
I ve TPT’nin sağlıklı ve kanser hücreler üzerinde % canlılık 

oranına etkisi incelenmiĢtir. 

Tek kullanımlık perde baskılı elektrot (SPE) kullanılarak, 
131

I, TPTve 
131

I-

TPT’nin tek baĢına davranıĢı, sağlıklı/kanserli DNA ile etkileĢim öncesi ve 

sonrası incelenmiĢtir. SPE yüzeyine yapılan modifikasyon öncesinde ve 

sonrasında transfer edilen yüke karĢı oluĢan direnç (Rct) değerindeki değiĢim 

elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) tekniği ile ölçülmüĢtür. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1 Radyoaktif İyot İzotopları 

Ġyot atom numarası 53 olan VIIA halojen grubunda bulunan metalik bir 

elementtir. Kimyasal olarak iyot halojenlerin en az reaktif olanı, astatin'den sonra 

en elektropozitif olanıdır. Kararlı iyotta 74 nötron vardır ve bu sayıdan fazla veya 

az nötrona sahip olan iyot izotopları ıĢıma yaparak bozunurlar. Fiziksel özellikleri 

nedeniyle nükleer tıpta en çok 
123

I, 
124

I, 
125

I ve 
131

I izotopları kullanılır. 

123
I, kararlı izotopundan 4 nötron eksiktir. Bu nedenle elektron yakalaması 

(EC) ile Te-123m’e bozunur. 
125

I ve 
131

I reaktörde üretilir. 
123

I üretimi 

siklotronlarda gerçekleĢir bu yüzden maliyetlidir. 
123

I, 13,3 saat gibi kısa bir yarı 

ömüre sahiptir. Gama (γ) enerjisi 159 keV olup tıbbi uygulamalar için uygundur 

(Yurt F., 1998). 

124
I, kararlı izotopundan 2 nötron eksiktir. Yarı ömrü 4,18 gün olup protonca 

zengin bir izotoptur. Kararlı izotopundan 2 nötron eksik olması nedeniyle büyük 

ölçüde (%75) elektron yakalama bozunumuna uğrar. 
124

I’ün üretimi siklotronda 

gerçekleĢir ve 
124

Te’ün bozunmasıyla üretilir. 
124

I, iyodür tuzu Ģeklinde pozitron 

emisyon tomografisi (PET) kullanılarak tiroit görüntülenir. 

125
I, kararlı izotopundan 2 nötron eksiktir. Nötron eksikliği nedeniyle 

elektron yakalama bozunumuna uğrar. Yarı ömrü 60 gün olup, uzun metabolizma 

çalıĢmaları için uygundur. Tıbbi olarak tiroid bezi benzeri organları 

görüntülemede kullanılır. 

131
I, kararlı izotopuna göre 4 nötron fazlalığı vardır. Bundan dolayı negatron 

bozunumu yapar. Bozunum sırasında birkaç β
-
 geçiĢi mümkündür, aynı zamanda 

364 keV’lik bir γ enerjisi vardır. Nükleer tıpta tedavi amaçlı olarak en çok 

kullanılan radyonüklitlerin baĢında gelir. 
131

I beta ıĢınları ve gama ıĢınlarına 

sahiptir. β
- 

ıĢınları sayesinde tedavi amaçlı kullanılır. 364 keV’lik γ enerjisi 

nedeniyle çok da az da olsa görüntülemede kullanım potansiyeline sahiptir. Yarı 

ömrü 8 gündür. Tiroid kanseri tedavisinde kullanılmaktadır. 
131

I ilk kez 1946 
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yılında tiroid kanser tedavisinde kullanılmıĢtır. ġimdilerde hipertiroidizm ve tiroid 

kanser tedavilerinde kullanılmaya devam edilmektedir (Phan et al., 2004). 

2.2 Radyoiyotun Çözelti Kimyası 

Radyoaktif iyot genellikle sodyum iyodür formundadır. Uygun Ģartlar 

altında sulu çözetilerde oksidayson reaksiyonlarına girer. AĢağıda gösterildiği gibi 

en önemli oksidatif reaksiyonlar oksijen ya da radyoliz ürünleri (peroksitler ve 

serbest radikaller) ile olandır. 

I) 4 I
-
 + O2 + 4H

+
 ↔ 2I2 + 2H2O 

 

II) 2HI + H2O2 ↔ I2 + 2H2O 

 

III) 2 I
-
 + 2 OH

-
↔I2 + 2 OH

-
 

 

 

2.3 İyot İle İşaretleme 

Ġyodun, kimyasal ve biyolojik davranıĢı yükseltgenmiĢ (iyot) veya 

indirgenmiĢ (iyodür) durumda olup olmadığına bağlıdır. Radyoiyot genellikle NaI 

formundan üretilmektedir. Ġyot ile iĢaretlemenin gerçekleĢmesi için I
-
 formundan 

I
+ 

formuna yükseltgenmesi gerekir. ĠĢaretlemenin gerçekleĢmesi için birkaç yol 

vardır. Bunlardan biri I
+
’un elektrofilik yerdeğiĢtirme reaksiyonları sayesinde 

radyoiyot ile iĢaretlenmesidir. Diğer bir yöntem ise molekülde bulunan kararlı 

iyot ile I
+
’nın izotopik yerdeğiĢtirme reaksiyonu sonucunda gerçekleĢir. Bu 

reaksiyonlar Ģöyledir: 

Elektrofilik yer değiĢtirme: 

R-H + I2*↔ R –I
*
 + HI 

Ġzotopik yer değiĢtirme:  

R-I + I2* ↔R-I* + I2 
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Radyoiyodun yükseltgenmesi için çeĢitli yöntemler mevcuttur; iodogen, 

moleküler iyot (I2), kloramin-T, iyot monoklorür, elektroliz, enzimatik, erime 

noktasında halojen yer değiĢtirme yöntemleridir. Bunların arasından en çok 

kullanılan yöntem iodogen yöntemidir. 

Ġodogen (1,3,4,6-tetrakloro-3α,6α difenilglukoril) suda çözünmez, kullanımı 

basit ve kolaydır. Çözücü olarak kloroform (CH3Cl) veya diklorometan (CH2Cl2) 

kullanılır. Çözücü madde uçurulur ve içinde iodogen bulunduğucam tüpün 

yüzeyine bir film tabakası gibi kaplanır. Böylelikle iyodun iodogen ile temas alanı 

artmıĢ olup iĢaretleme veriminin de artması sağlanır. Ġodogen yönteminde 

reaksiyon katı fazda oluĢacağı için bu teknik ile iĢaretlenen proteinlerin bozunumu 

çok azdır (Yurt F., 1998; Seyitoğlu vd., 2009 ). 

2.4 TLRC Yöntemi İle Kalite Kontrol Çalışması 

Çözünen maddelerin az miktardaki numuneleri ince tabaka radyo 

kromatografisi (TLRC) Ģeridine damlatılır. ġerit çözücünün içinde olduğu kabın 

üst kısmına bant ile sabitlenerek çözücünün içine daldırılır. Numunelerin 

damlatıldığı yerin çözücü seviyesinin üzerinde olmasına dikkat edilir. ġerit 

daldırılan tankın kapağını kapatılır ve çözücü buharı ile doymuĢ bir buhar 

atmosferi sağlanır. Çözücü Ģerit üzerinde yükselerek numunelerin üzerinden 

geçtikçe de çözünen maddeler Ģerit üzerinde farklı hızlarda hareket eder. 

Konsantrasyona bağlı olmayan bu değer aĢağıdaki formül ile gösterilir. 

   
                       

                       
 

2.5 Elektrokimya 

Elektrokimya, elektronik bir iletken (grafit, yarı iletken, veya metal) ile 

iyonik bir iletken (elektrolit) ara yüzeyinde gerçekleĢen reaksiyonları inceleyen 

maddenin elektrik enerjisi ile etkileĢimi sonucu ortaya çıkan kimyasal dönüĢümler 

ile fiziksel değiĢiklikleri ve kimyasal enerjinin elektrik enerjisine dönüĢmesini ele 

alan bilim dalıdır. Elektroanalitik teknikler birçok  maddenin nitel ve nicel 
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tayinine olanak sağlar. Elektroanalitik tekniklerin diğer analitik tekniklere göre 

bazı üstünlükleri vardır. Bu üstünlükler baĢlıca Ģöyledir:   

 Kesin ve hızlı sonuç verir, duyarlıdır, hassastır ve yüksek seçiciliğe sahiptir.  

 Elektroanalitik tekniklerle bir maddenin veya iyonun toplam miktarının 

yanında istenilen yükseltgenme basamağı da tayin edilebilir.  

 Elektroanalitik kimya alanında kullanılan cihazlar özellikle kromatografik 

ve spektroskopik cihazlara göre basit ve ekonomiktir. 

 DüĢük miktarda numunelerle çalıĢabilme imkânı sağlamasının yanında 

numune hazırlama iĢlemide kolaydır. 

 

Elektroanalitik teknikler sağladığı önemli avantajlar sayesinde, 

kromatografik ve spektroskopik gibi diğer tekniklere göre son zamanlarda daha 

hızlı geliĢip ve daha geniĢ uygulama alanı bulmaktadır. 

Elektrokimyasal bir tepkimenin sağlanması için, analiz edilecek maddeyi 

kapsayan bir çözelti, maddenin kimyasal dönüĢüm gerçekleĢtirdiği bir elektrot 

sistemi (çoğunlukla üçlü elektrot sistemi kullanılır) ve bu elektrotların 

birbiriyleriyle bağlanmasını sağlayan bir çeviri (transducer) sistemine ihtiyaç 

vardır. 

 

ġekil 2.1 Üçlü elektrot sistemi. 
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2.5.1 Voltametri 

Voltametri, çalıĢma elektrodunun kutuplandığı (polarizasyon) zamanda 

akımın uygulanan gerilimin bir fonksiyonu olarak ölçülmesinden faydalanılarak, 

analit hakkında bilgi edinilen elektroanalitik yöntemlerdir (Skoog et al., 1996). 

Uygulanan gerilimin ölçülen akıma karĢı çizilen grafiğine voltamogram denir. 

Voltametrinin baĢlangıcı Nobel ödüllü kimyacı Jaroslav Heyrovský 

tarafından 1922 yılında Polarografinin keĢifi ile baĢladı. 1942 yılında Hickling ilk 

kez üçlü elektrot potansiyostat üretti (Hickling et al., 1942). 1960 ve 1970’lerde 

enstrümantasyon, bilgisayarlı teknolojinin geliĢmesi, ve kontrollü sistemler adına 

birçok geliĢme gözlemlenmiĢtir. Bu geliĢmeler hassasiyeti geliĢtirilmiĢ ve yeni 

analitik yöntemler yaratmıĢtır. Potansiyostat, elektrodlar ve hücrelerin geliĢen 

teknoloji ile birlikte ucuz maliyeti endüstride etkin olarak analitik çalıĢmaları 

hızlandırmıĢtır.  

Voltametri, bir indikatör veya çalıĢma elektrodunun polarize olduğu 

Ģartlarda, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak, akımın ölçülmesinden 

faydalanarak analit hakkında bilgi edinilen bir grup elektroanalitik yöntemi kapsar 

(Skoog et al., 1996). Civa elektrodu çalıĢma elektrodu olarak kullanıldığı zaman 

voltametri, polarografi adını alır. 

2.5.1.1 Voltametride kullanılan uyarma sinyalleri 

Voltametrideki çalıĢma elektrotları, polarizasyonu arttırmak için, yüzey 

alanları çoğu zaman birkaç milimetrekare ve nadiren ise birkaç mikrometrekare 

veya daha küçük olan mikroelektrotlardır. Voltametride, içersinde bir 

mikroelektrot bulunan elektrokimyasal bir hücreye potansiyel uyarma sinyali 

uygulandığı zaman, bu uyarma sinyali spesifik bir akım cevabı oluĢturulur (Skoog 

et al., 1996). Voltametride sıklıkla kullanılan uyarma sinyallerinin dalga Ģekli, 

ġekil 2.2’de verilmiĢtir. 
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ġekil 2.2 Voltametride kullanılan uyarma sinyalleri. 

2.5.1.2 Voltametrik cihazlar 

Voltametrik analizlerde kullanılan cihazlar üç elektrottan oluĢur. Bunlardan 

ilki elektrokimyasal hücre, diğeri, analizlenecek madde ve son olarak destek 

elektrolit adı verilen elektrolitin aĢırısını içeren bir çözeltiye daldırılmıĢ 

elektrotlardan oluĢur. Üç elektrottan biri, zamanla potansiyeli doğrusal olarak 

değiĢen mikroelektrot veya çalıĢma elektrotudur. Bu elektrodun boyutları polarize 

olması için küçük tutulur. Ġkinci elektrot, potansiyeli deney boyunca sabit kalan 

bir referans elektrottur (çoğu zaman doymuĢ kalomel veya bir gümüĢ/gümüĢ 

klorür elektrot). Üçüncü elektrot ise elektriğin, sinyal kaynağından çözeltinin 

içinden geçerek mikroelektroda iletilmesine yarayan ve çoğu zaman helezon 

Ģeklinde bir platin tel ya da bir civa havuzu olan karĢıt elektrottur (Skoog et al., 

1994). 

2.5.1.3 Voltametride kullanılan referans elektrotlar 

Elektroanalitik uygulamaların çoğunda elektrotlardan birinin yarı-hücre 

potansiyelinin sabit olması ve ortamdaki çözeltinin bileĢiminden bağımsız olması 

istenir. Ġstenilen bu tür elektrotlara " referans elektrot" denir. 

Elektrokimyada ilk kullanılan referans elektrot Standart Hidrojen 

Elektrotudur. (SHE) (veya Normal Hidrojen Elektrotu (NHE)) Standart Hidrojen 
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Elektrot redoks elektrotudur. Bu tür elektrotlar daha önceki dönemlerde yapılan 

çalıĢmalarda sadece referans elektrot olarak değil, pH belirlenmesinde indikatör 

elektrotlar olarak da kullanılmıĢtır.  

Ġdeal bir referans elektrotta bulunması gereken özellikler vardır (Skoog et 

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

 Tersinir olup, Nernst eĢitliğine uymalıdır. 

 En ufak bir akıma maruz kalsa bile orijinal potansiyeline geri dönmelidir. 

 Zamanla değiĢmeyen bir potansiyele sahip olmalıdır. 

 Potansiyelinin sıcaklıkla değiĢim katsayısı küçük olmalıdır. 

 

2.5.1.4 Voltametride kullanılan çalışma elektrotları
 

ÇalıĢma elektrodu farklı Ģekil ve büyüklüklere sahiptir. ÇalıĢma 

elektrodunun yapımında iletken malzeme olarak platin ya da altın gibi inert bir 

metal; karbon, pirolitik grafit ya da camsı karbon; indiyum oksit ya da kalay oksit 

gibi yarı iletken veya bir civa filmi ile kaplanmıĢ bir metal olabilir. ÇalıĢma 

elektrotlarının kullanıldığı potansiyel aralığı elektrot malzemesine ve bu 

elektrotların batırıldığı çözeltinin bileĢimine bağlı olarak da değiĢir. Negatif 

potansiyel sınırları suyun indirgenmesiyle oluĢan hidrojenden oluĢmaktadır. 

Pozitif potansiyel sınırları moleküler bir biçimde oksijen verecek Ģekilde, suyun 

yükseltgenmesiyle oluĢan yüksek akımlar sonucu belirlenir. 

ÇalıĢma elektrotları için çalıĢma ortamına göre potansiyel aralıkları seçilir. 

Civa elektrodu için 1,0 M H2SO4 çalıĢma ortamında, (-0,8 V) ile (+0,4 V) aralığı 

ve 1,0 M KCl çalıĢma ortamında, (-1,6 V) ile (+0,2 V) aralığındadır.
 

 Perde Baskılı Karbon Elektrotlar 

Perde baskılı elektrotlara (SPE) dayalı nanomalzemelerin üretimi ve bu 

alandaki uygulamaları biyosensörlerin geliĢmesiyle birlikte artmıĢtır. 
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Perde baskılı karbon elektrotlar üçlü elektrot sisteminden oluĢur: Çapı 3 mm 

olan karbon çalıĢma elektrodu, Ag/AgCl referans elektrot ve karbon karĢıt elektrot 

(Kurbanoglu vd., 2015). 

Perde baskılı karbon elektrotların tekrarlanabilirliğinin iyi olması, kararlı 

olması, kullanımının kolay olmasından dolayı biyonsensör uygulamalarında 

önemli konumdadır (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 farklı çalıĢma elektodu bulunduran perde baskılı elektrotlar (MUX-

SPE16s) ilk olarak Alzheimer hastalığının tanısında belirteç olarak olarak 

kullanılan miRNA 15-a dizilimi için kullanılmıĢtır (Erdem vd., 2013) 

 

ġekil 2.3 Perde baskılı elektrot (SPE). 

 

2.5.2 Elektrokimyasal empedans spektroskopisi 

Bir devredeki toplam direnç empedans olarak adlandırılır. Empedans 

spektroskopisi elektrokimyasal sistemleri ve metodları incelemek için ideal bir 

yöntemdir. Empedans yüksek frekanslara maruz kaldığında kapasitans ve indüktif 

değiĢikliklerin sebep olduğu direncin ölçümüne dayanmaktadır. Elektrokimyasal 

empedans spektroskopisi katı/sıvı ara yüzeyleri karekterize etmede kullanılan bir 
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yöntemdir. Elektrokimyasal reaksiyonların oluĢtuğu durumlarda yük aktarımı 

hakkında da bilgi vermektedir (Monk, 2002). Ohm kanununa göre direnç (R), 

gerilim (V) ve akım (I) arasındaki oranla ifade edilir. 

R= V/I 

Bu eĢitliğin kullanımı yalnızca ideal direnç ile sınırlıdır. Ġdeal direnç sade 

bir biçimde birkaç önemli özelliğe sahiptir: 

 Direncin değeri frekansa bağlı değildir. 

 Akım ve gerilim düzeyleri Ohm kanununa uygundur. 

 Gerilim sinyalleri ve alternatif akım (AC) sinyalleri eĢ fazdadır. 

 Empedansı tamamen gerçeldir ve rezistif empedans olarak da ifade edilir. 
 

Empedansın elektriksel akıma karĢı bir devrenin direnç göstermesi ile 

ölçülebilen bir değer olması direnç ile olan benzerliğini ortaya koymaktadır. 

Empedansın, ideal direncin sahip olduğu yukarıdaki basit özellikler ile 

sınırlandırılamaması da dirençten farkını ortaya koymaktadır. Empedans Z harfi 

ile gösterilmektedir ve aĢağıdaki eĢitlik ile ifade edilmektedir. 

Z= E/I           

 

Elektrokimyasal bir hücreye alternatif akım uygulanması sonucu 

elektrokimyasal empedans ölçülür. Alternatif akım frekansına bağlı olarak iki 

farklı direnç değeri elde edilir. Bunlardan biri gerçek empedans (Z’), diğeri sanal 

empedans (Z”). Elektrokimyasal empedans verileri genel olarak Nyquist ve Bode 

eğrileri yardımıyla bulunur (Macdonald, 1992; Prodromidis, 2007). 

 

Z= Z
’
 –jZ

’’
 (i=√-1) 

Z=  empedans 

Z
’
= gerçek empedans 

Z
’’
= sanal empedans 
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Gerçek empedansın x-ekseninde ve sanal empedansın da y-ekseninde bir arada 

gösterildiği grafik adını elektronik mühendisi Harry Nyquist’ten alan ġekil 2.4’te 

gösterilen Nyquist eğrisi olarak adlandırılmaktadır (Monk, 2002). 

ġekil 2.4 Empedimetrik ölçüm sonrası Nyquist eğirisi. 

ġekil 2.4’te gösterilen Nyquist eğrisinde ölçümler yüksek frekansta baĢlar düĢük 

frekansta biter. Ölçüm baĢladıktan hemen sonra Rs gösterilen çözelti direnci 

meydana gelir. Yüksek direnç değerlerinden düĢük direnç değerlerine giderken 

çözelti direncini takip eden yarım çember Ģeklinde, Rct ile gösterilen eğri elektrota 

transfer edilen yüke karĢı oluĢan direnci ifade eder. DüĢük frekanslarda oluĢan 

doğrusal çizgi Rw ile gösterilen Warburg empedansını ifade etmektedir. Sistem 

belirlenen frekans aralığında empedansı gerçekleĢtirirken yük depolama 

(kapasitans) özelliğini kullanılır. Nyquist eğrisinde oluĢan Rct değerleri bize 

elektrot yüzeyinde oluĢan olaylar hakkında bilgi sunar. 

2.6 Biyosensör 

Sensör, fiziksel bilgileri elektrik sinyaline çeviren otomatik kontrol 

sistemlerinin duyu organlarına denir. Biyonsörler; biyolojik analizler için 

kullanılan bir çeĢit özel sensördür ve "International Union of Pure and Applied 

Chemistry" (IUPAC) tarafından, "kimyasal bir bileşiğe karşı verilen biyolojik 

yanıtı optik, termal ya da elektriksel sinyallere dönüştüren cihazlar" olarak 

tanımlanmıĢtır. Biyosensörlerin büyük bir kısmı basit olarak biyoreseptör (ligand) 
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ve dönüĢtürücü (transducer) olmak üzere iki kısımdan oluĢmuĢtur. Biyomoleküler 

yapıya sahip biyolojik bağlanma bölgesindeki reseptörler biyoreseptör (ligand) 

olarak ifader edilir. Biyoreseptörün analiti dedekte ettiği zamanda oluĢan fiziksel 

veya kimyasal sinyalleri elektronik sinyale çeviren yapılara dönüĢtürücüler 

(transducer) denir (Chambers, 2008). Biyosensörlerin sağladığı en önemli 

avantajlarından baĢında çok kısa zamanda sonuç odaklı olması ve uygulama 

aĢamasının kolay olması yer almaktadır (Gooding, 2006). 

 

ġekil 2.5 Biyosensörün çalıĢma mekanizması. 

2.6.1 İdeal bir biyosensörün özellikleri 

 Ġyi tekrarlanabilirlik 

 Hızlı cevap zamanı 

 Yüksek duyarlılık  

 Seçicilik  

 GeniĢ ölçüm aralığı  

 Hızlı geriye dönme zamanı 

 Kalibrasyon gereksinimine ihtiyaç duyulmaması 

 Yüksek stabilite 

 Küçültülebilirlik ve sterilize edilebilirlik 

 Yeterli düzeyde tayin sınırı 

 Basitlik ve ucuzluk (Hall, 1990; Shah and Wilkins, 2003; Gooding, 2006). 
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2.6.2 Biyosensör tasarımında dikkat edilmesi gereken özellikler 

Biyosensörde öncelikle analit tanımı yapılır daha sonra tasarlanma 

aĢamasına geçilir. Biyosensörün oluĢumsırasında bazı durumlarda dikkatli 

olunması gerekir. Bu durumlar: 

 Analite uygun biyoreseptörün seçimi, 

 Biyoreseptörü dönüĢtürücüye sabitlemede kullanılacak uygun ve verimli 

immobilizasyon metodunun seçimi,  

 Biyoreseptörün analiti algılamasıyla oluĢan fiziksel ya da kimyasal sinyali 

kolay algılanabilir sinyal formatına dönüĢtürecek olan dönüĢtürücünün 

yapısı ve dönüĢtürücünü seçimi,  

 Ölçüm aralığının, hassasiyetin ve ölçümlerdeki kontaminasyonların 

karĢısında dikkatli olunması, 

 Cihazın kompakt bir hale dönüĢtürülmesi, olarak sıralanabilir (Gooding, 

2006). 

2.6.3 Biyosensör uygulamaları 

Biyosensörler birçok alanda kullanılmaktadır. Bunların baĢlıcaları Ģöyledir. 

Tıp: Biyosensörler tıp alanında insülin noksanlığının belirlemek 

metabolitlerin ölçülmesini sağlamak, yapay pankreasın çalıĢma ortamlarının 

kontrolünün sağlanmasında rol oynar. Ayrıca enzim sensörlerinin ölçüm 

iĢlemlerindeki yüksek duyarlılığı, ticari uygunluğu açısından tıp dalında çok 

kullanılan biyosensörlerin baĢında gelir.  

Endüstri: Endüstriyel süreçlerde, biyoreaktöre ilave edilen ya da 

biyoreaktörden çıkarılan maddelerin ölçülmesinde rol oynar. 
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Çevresel Denetim: Çevre Koruma Ajansı (ing:EPA (Environmental 

Protection Agency) EPA tarafından çevre önemli bir husustur ve sürekli kontrol 

altında tutmak için izlenim halindedir. TaĢınabilir sensörler sayesinde çevre 

koruma ajansına bağlı birimler düzenli olarak hava ve suyu tahlil etmektedirler. 

Savunma (askeri ve sivil): 11 Eylül saldırıları ve körfez krizinden sonra 

askeri ve savunma alanlarında biyoterör olaylarının önceden tespit edilip 

önlenmesi için portatif biyosensör imalatına önem verilmiĢtir. (Gooding, 2006). 

2.6.4 Biyosensör tasarımında kullanılan moleküller ve yapıları 

2.6.4.1 Nükleik Asitler 

Bir fosfat, beĢ karbonlu bir Ģeker ve bir azotlu bazdan oluĢan nükleik asit 

moleküllerinin yapı taĢlarına nükleotit denir. Nükleotitlerin baz kısmı nükleobaz 

olarak adlandırılır ve bunlar pürin ve pirimidin olmak üzere iki kısımdan oluĢur. 

Pürinler çift halkalı ve dokuz atomlu aromatik bileĢik olan Adenin (A) ve guanin 

(G)’den, primidinler ise tek halkalı ve altı karbondan oluĢan sitozin (S), timin (T) 

ve urasil (U)’den oluĢur. 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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ġekil 2.6 Pürin ve pirimidin bazlarının Ģeması. 

 

Chargaff DNA moleküllerini inceleyerek adenin (A) deriĢimlerinin timin 

(T) deriĢimlerine, guanin (G) deriĢimlerinin de sitozin (S) deriĢimlerine eĢit 

olduğunu DNA’nın x ıĢınları difraksiyon verileri ile ortaya koymuĢtur. 

Pürin ve pirimidin nükleotidleri arasındaki eĢleĢmeler baza özgü olup 

adeninin timin ile, guaninin de sitozin ile hidrojen bağı ile bağ oluĢturmalarına 

bağlıdır. Bu nedenle DNA’nın herhangi bir zincirindeki baz dizisi verilirse, diğer 

zincirdeki baz dizisi de kolayca belirlenebilir. 
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ġekil 2.7 DNA’nın yapısı. 

DNA, hücre bölünmesi esnasında kendini kopyalar, kromozomların ikiye 

bölünmesi esnasında DNA’nın kendini kopyalamasına duplikasyon denir. DNA 

kendisini eĢlerken hidrojen bağları açılır. Açıkta kalan pürin ve pirimidin 

nükleotitler hücrede sentezlenmiĢ nükleotitlerle tamamlanarak birbirine eĢ iki 

DNA meydana gelmiĢ olur. 

Ayrıca DNA, kendisinde olan bilgiyi RNA’ya (Ribonükleik asit)  aktarır. 

Bu iĢlem transkripsiyon olarak adlandırılır. RNA’da toplanan bilgi protein 

sentezinde kullanılır(Watson and Crick, 1953; Mandelkern et al., 1981; Gregory, 

2006). 
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DNA ile ilaç etkileĢimi üç farklı Ģekilde gerçekleĢir: 

 Transkripsiyon faktörleri ve polimerazlarının kontrolü ile etkileĢimdir.Bu 

durumda, ilaç DNA'ya bağlanan proteinler ile etkileĢime girer. 

 Nükleik asit 3lü heliks yapıları oluĢturmak için DNA çift sarmal yapısına 

RNA aracılığı ile bağlanma veya transkripsiyon aktivitesi ile etkileĢebilen 

DNA-RNA hibritlerini oluĢturan DNA tek sarmalını etkilemek için RNA 

hibridizasyonu ile bağlanma. 

 DNA çift sarmal yapılarına bağlanan küçük aromatik ligand molekülleri ile. 

DNA’ya bu bağlanmalar Ģöyle gerçekleĢir; genellikle spesifik olmayan bir 

negatif yüklü nükleik Ģeker-fosfat yapısı ile elektrostatik etkileĢimi, 

Düzlemsel aromatik hakların baz çiftleri arasında interkalasyonu ve çapraz 

bağlanma (Erdem ve Ozsoz, 2002). 

2.6.4.2 İnterkalasyon 

İnterkalasyon düzlemsel bir molekülün veya grubun çift sarmal nükleik 

asit yapısının arasına girerek yerleĢmesi olayına denir. 

 

ġekil 2.8 a) Çift sarmallı sağlıklı DNA, b) üç bölgede interkalasyon olan (kırmızı alanlar) 

DNA. 
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2.6.5 İlaç-DNA etkileşmesinin elektrokimyasal DNA biyosensörleri ile 

algılanması 

DNA hedefli ilaç tasarımında elektrokimyasal biyosensörler kullanılarak 

ilaç- DNA etkileĢiminin analizi gerçekleĢtirilebilinmektedir. Ġlacın DNA ile 

etkileĢim öncesindeki ve sonrasındaki mevcut ilaç sinyalindeki ve/veya DNA’daki 

elektroaktif bazlar, guanin ve adenin sinyalindeki değiĢim ölçülerek bu değiĢime 

göre ilaç-DNA etkileĢim türü hakkında bilgi edinilebilmektedir. Çift sarmal DNA 

varlığında ilacın sinyalinde artıĢ sağlayan ilaçlar olduğu gibi DNA hibridizasyon 

tayininde kullanılan bazlara DNA’daki çapraz bağ oluĢturmak suretiyle bağlanıp 

elektroaktif bazların sinyalinde etkileĢim sonrası azalmaya sebep olan ilaçlarda 

bulunmaktadır (Özkan vd., 2014; Erdem vd., 2007; Havran et al., 2009; Wang, 

2002). 

Çizelge 2.1 Ġlaç- DNA etkileĢimine yönelik yapılan empedimetrik çalıĢmalar. 

İlaç Elektrot Modifikasyon Ölçüm 

Yöntemi 

Kaynaklar 

Netropsin GCE  EIS (Li et al., 2005) 

Daunomycin GCE TATA box 

DNA 

EIS Chang and Li, 

2009) 

Daunorobisin PGE SWCNT EIS,DPV (Erdem vd., 2009) 

Bleomycin(B

LM) 

PGE  EIS (Erdem vd., 2013) 

6-

Thioguanine 

PGE  EIS,DPV (Eksin vd., 2014) 

Topotecan PGE SWCNT EIS,DPV (Congur vd., 2015) 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1 Kullanılan Cihaz ve Kimyasallar 

3.1.1 Kullanılan cihazlar  

 Doz Kalibratörü (AtomLab
TM

 100 Plus) (E.Ü. Nükleer Bilimler Enstitüsü, 

Nükleer Uygulamalar Anabilim Dalı) 

 TLC Scanner (Bioscan AR-2000) (E.Ü. Nükleer Bilimler Enstitüsü, Nükleer 

Uygulamalar Anabilim Dalı) 

 Cd (Te) RAD-501 Tek Kanallı Gama Sayım Sistemi (E.Ü. Nükleer Bilimler 

Enstitüsü, Nükleer Uygulamalar Anabilim Dalı) 

 TLC Küvetleri (E.Ü. Nükleer Bilimler Enstitüsü, Nükleer Uygulamalar 

Anabilim Dalı) 

 CO2’ li Ġnkübatör (MCO-18 AIC Sanyo, E.Ü. Nükleer Bilimler Enstitüsü, 

Nükleer Uygulamalar Anabilim Dalı) 

 Laminar Air Flow (Thermo MSC Advantage 1.2, E.Ü. Nükleer Bilimler 

Enstitüsü, Nükleer Uygulamalar Anabilim Dalı) 

 Inverted Mikroskop (Olympus Japan, E.Ü. Nükleer Bilimler Enstitüsü, Nükleer 

Uygulamalar Anabilim Dalı) 

 IĢık Mikroskobu (Olympus Japan, E.Ü. Nükleer Bilimler Enstitüsü, Nükleer 

Uygulamalar Anabilim Dalı) 

 Multimode Mikroplak Okuyucu (Thermo, E.Ü. Nükleer Bilimler Enstitüsü, 

Nükleer Uygulamalar Anabilim Dalı) 

 Otoklav (Hirayama HG-50, E.Ü. Nükleer Bilimler Enstitüsü, Nükleer 

Uygulamalar Anabilim Dalı) 

 Perde Baskılı Karbon Elektrotlar (Dropsens, Ġspanya) (E.Ü. Eczacılık 

Fakültesi, Analitik Kimya Anabilim Dalı) 

 Potansiyostat (FRA 2 modülü içeren AUTOLAB 302, GPES 4,9 yazılımlı, Eco 

Chemie, Hollanda) 

 Terazi (Mettler Toledo AB204-S) (E.Ü. Eczacılık Fakültesi, Analitik Kimya 

Anabilim Dalı) 
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 Ses titreĢimli temizleyici (BandelinSonorex) (E.Ü. Eczacılık Fakültesi, 

Analitik Kimya Anabilim Dalı) 

 pH-metre (Orion 420A) (E.Ü. Eczacılık Fakültesi, Analitik Kimya 

Anabilim Dalı) 

 Manyetik karıĢtırıcı (Biosan MS 3000) (E.Ü. Eczacılık Fakültesi, 

Analitik Kimya Anabilim Dalı) 

 Vorteks (Biosan V1) (E.Ü. Eczacılık Fakültesi, Analitik Kimya Anabilim 

Dalı) 

 Faraday kafesi (E.Ü. Eczacılık Fakültesi, Analitik Kimya Anabilim Dalı) 

 

3.1.2 Kullanılan kimyasallar 

 Etanol (Merck) 

 Etanol (Teknik) 

 Ġodogen (Sigma-Aldrich) 

 Diklorometan (Merck) 

 n-bütanol (Merck) 

 Asetik Asit (Merck) 

 Ġzopropil Alkol (Merck) 

 Amonyum Hidroksit (Merck) 

 TLC Selüloz F (Merck Plastic Sheets 20x20) 

 MTT Kiti (Biological Industries) 

 MEM-Eagle (Biological Industries) 

 Fosfat Tamponu(PBS) (Amresco) 

 Topotekan hidroklorit hidrat (%98) (Sigma) 

 A-549 Ġnsan Akciğer Adenokarsinoma Epitel Hücre Hattı  

 WI-38 Ġnsan Fibroblast Sağlıklı Akciğer Hücre Hattı 

 Na 
131

I ġifa Üniversitesi Nükleer Tıp Anabilim Dalı’ndan temin 

edilmiĢtir. 

 Tüm çalıĢmalarda ultra saf su kullanıldı. Deneysel çalıĢmalar oda 

sıcaklığında (25,0 ± 0,5 ) °C’ de gerçekleĢtirildi. 
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3.1.2.1 TPT hakkında bilgiler 

Kapalı Kimyasal Formül: C23H23N3O5 

Kimyasal adlandırma: (S)-10-[(dimetilamino)metil]-4-etil-4,9-dihidroksi-1H-

pirano[3',4':6,7] indolizino [1,2-b] kinolin-3,14-(4H,12H)-dionemonohidroklorür. 

TPT’nin açık formülü ġekil 3.1’de gösterildiği gibidir. 

 

ġekil 3.1 TPT’nin açık formülü.  

Molekül ağırlığı: 421,25 g/mol 

Kimyasal Özellikleri: TPT doğal bir bitki olan camptotheca acuminatanın türevi 

olan ve daha az toksik etkileri olan camptotesinin suda çözülebilir analoğudur. 

Lakton, çoğunlukla, aynı moleküldeki bir karboksil grubu ile bir hidroksil 

grubunun ya da halojen atomunun molekül içi tepkimesiyle oluĢan halkalı 

yapıdaki organik esterlerin ortak adıdır. TPT’nin yapısındaki bu lakton halkası 

pH’a bağlı olarak açılır, fizyolojik pH’ta aktif olmayan karboksilat yapısına 

dönüĢür (Herben et al., 1996). 

Farmokolojik Özellikleri: TPT yapısında lakton halkası bulunan bir antikanser 

ilaçtır. Bu lakton halkası TPT’ye farmokolojik yönden aktiflik kazandırır. TPT, 
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replikasyon sırasında topoizomeraz 1 enzimine bağlanır. TPT topoizomeraz 1 

enziminin çalıĢmasını engellemesinden dolayı çift sarmal yapının açılmasını ve 

DNA replikasyonunu engeller (Staker et al, 2002, 2005; EMEA, 2005). Ayrıca 

oluĢan ilaç-enzim kompleksinin hücresel döngünün S fazında sitotoksik etki 

gösterdiği rapor edilmiĢtir (Lima et al., 2003; Craig et al., 1997; Staker et al, 2002, 

2005). TPT, DNA baz çifti arasına interkale olabilmektedir (Staker et al., 2002, 

2005). 

3.1.2.2 Kullanılan çözeltilerin hazırlanışı 

 Tampon çözeltilerin hazırlanışı 

0,05 M fosfat tampon çözeltisinin hazırlanışı (pH 7,4; PBS):  

Ölçümler sırasında kullanılan 0,05 M fosfat tampon çözeltisi litresinde 1,36 

g (0,01 mol) KH2PO4, 6,96 g (0,04 mol) K2HPO4 içerir. Yukarıdaki değerler 

neticesinde hazırlanan tampon çözeltisinin pH değeri yaklaĢık 7,4’tür. 

 

0,05 M asetat tampon çözeltisinin hazırlanışı (pH 4,8; ABS): 

Kullanılan 0,05 M asetat tampon çözeltisinin bir litresinin içinde, 0,2722 g 

sodyum asetat trihidrat, 0,1154 mL asetik asit ve 1,168 g NaCl (0,02 mol) 

bulunur. Çözeltinin pH'sının istenilen değerden uzak olması durumunda, çözelti 

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

 Redoks probu çözeltisinin hazırlanışı 

2,5 ×10
-3

 mM Fe(CN)6
3-/4-

 ve 100 mM KCl içerecek Ģekilde 200 mL 

ultrapure su içerisinde hazırlandı. 
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 Topotekan hidroklorit hidrat çözeltisinin hazırlanışı: 

TPT 100 µg/mL olacak Ģekilde, pH=7,4 NaCl içermeyen 50 mM fosfat 

tamponuyla hazırlandı. Cl
- 
iyonlarının giriĢim yapması sebebiyle NaCl içermeyen 

fosfat tamponu kullanıldı. 

3.2 Kalite Kontrol Çalışmaları 

3.2.1 Radyoaktif iyot ile işaretleme ve TLRC ile kalite kontrolü 

Yükseltgen ajan olarak kullanılan iodogen (1,3,4,6-tetrakloro-3α,6α 

difenilglukoluril) suda çözünmeyen bir yapıya sahiptir. Çözgen olarak kloroform 

(CH3Cl) veya diklorometan (CH2Cl2) kullanılır. ĠĢaretlemenin yapılması için 

öncelikle 1 mg’lık iodogen tüpleri hazırlandı. Daha sonra çözgen uçurularak 

yükseltgen ajanın içinde bulunduğu tüpün yüzeyini bir film tabakası Ģeklinde 

kaplanması sağlandı. Bu Ģekilde iyodun iodogenle temas alanı arttırılıp ve 

iĢaretleme veriminin artmasını sağlandı. 

Stok 100 µg/mL TPT çözeltisi fosfat tamponu (tuzsuz, pH=7,4) ile 1 µg/mL 

ve 1000µL olacak Ģekilde seyreltildi. Hazırlanan 1 mg’lık iodogen tüpüne 500 

µL’lik TPT ve 200 µCi 
131

I eklenerek tüp dairesel olarak birkaç kez salladıktan 

sonra kurĢun kaplı çeker ocakta 30 dakika inkübasyon süresince bekletildi.  

Ġnkübasyon süresi sonunda radyoiĢaretli TPT selüloz TLC Ģeritlerine 

damlatıldı ve n bütanol-su-asetik asit (4-2-1) ve izopropil alkol-n bütanol-0,2 N 

amonyum hidroksit (2-1-1) içeren küvetlere yerleĢtirildi. Banyolardan 

çıkarıldıktan sonra TLC Ģeritleri kurumaya bırakıldı ve sonra bantlanarak 

Bioscan–AR2000 cihazı ile sayılarak kromatogramları alınıp Rf değerleri tespit 

edildi. Ayrıca TPT için aynı banyolar kullanılarak TLC deneyi yapıldı ve TLC 

Ģeritleri Ultra viyole (UV) ıĢık altında incelenip ve Rf değerleri tespit edildi. 
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3.2.2 Elektroforez yöntemi 

Poliselüloz asetat olan elektroforez kağıdı 1,5x24 cm boyutlarında kesildi. 

Kesilen elektroforez kağıtların uçları pozitif, negatif kutuplar ve ortası uygulama 

noktası olarak belirlendi. Kağıtlar saf su ile ıslatıldıktan sonra uygulama 

noktalarına 10 µL olarak iĢaretli topotekan (
131

I-TPT) damlatıldı ve elektroforez 

küveti içerisine kutuplara uygun olarak yerleĢtirildi. Daha sonra kapalı ortamda 

300 V gerilim uygulanarak 2 saat bekletildi. 2 saat sonunda çıkarılan elektroforez 

kağıtları oda sıcaklığında kurutuldu. Kurutulan elektroforez kağıdı TLC scannerda 

sayıldı. 

3.3 Hücre Kültürü Çalışmaları 

Hücre kültürü çalıĢmalarında sağlıklı insan akciğer hücresi olan WI-38 ve 

kanserli akciğer hücresi olan A-549 hücre hatları kullanıldı. Hücreler -80
o
C’de 

muhafaza edildi. -80 
o
C’de muhafaza edilen WI-38 ve A-549 hücreler 

çıkarıldıktan sonra seri bir biçimde çözüldü. Uygun bir besiyer ortamına alınarak 

çoğalmaları sağlandı. 

ÇalıĢmamızda kullanılan 500 mL besiyer ortamı % 10 FBS, % 1 penisilin/ 

steptomisin, % 1 L-Glutamin, % 1 temel olmayan aminoasit, % 1 Na-piruvat 

içermekte olup kalan kısım da minimum gerekli ortam (MEM) ile tamamlanarak 

elde edildi. Bu besiyer ortamında çoğaltılan A-549 ve WI-38 hücre hatları 

37
o
C’de % 95 nem ve % 5 CO2 oranı içeren inkübatörde korundu. 

3.3.1 IC50 dozunun belirlenmesi 

Sitotoksisite tayini için 96’lık platelerde çalıĢma grubu oluĢturuldu. Plateler 

bir sütun kontrol grubu olmak üzere her bir kuyucuğa 1x10
5
 sayıda hücreler 200 

µL besiyer hücresi içerisinde ekildi. 24 saat inkübasyona bırakıldı. 24 saat sonra 

hücrelerin üzerindeki besiyer çekildi. 200 µL serumsuz MEM ile hazırladığımız 

3,7, 7,41, 14,82, 29,65, 59,3 µM konsantrasyonlarda TPT kuyucuklara eklendi. 

Plateler 24, 48 ve 72 saat sürelerle inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon süresi 

sonunda platte bulunan hücrelerin üzerindeki madde içeren çekildi. Plate üzerine 
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110 µl 3-(4 5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyumbromür (MTT) kiti eklendi. 

MTT kiti hücrelerin canlılık oranını belirlemek için kullanılır (%11 MTT, %89 

MEM). 4 saat inkübasyona bırakıldı. 4 saat sonunda hücrelerin üzerindeki MTT 

kiti çekildi. MTT kitinin çözünmesi için 110 µl DMSO (dimetil sülfoksit) eklendi 

ve plateler mikroplate okuyucusunda okundu (Özgür A., 2011; Ashrafi et al., 

2012). 

3.3.2 
131

I ile 
131

I-TPT’nin WI-38 ve A-549 hücre hatlarında tutulum 

çalışması 

Tutulum çalıĢmasında çalıĢma grubu oluĢturmak için, 1 sütun kontrol grubu, 

1 sütun iĢaretli madde ve 1 sütun bloklanmıĢ iĢaretli madde için 24’lük platler 

kullanıldı. 4 kuyucuk 
131

I, 8 kuyucuk 
131

I-TPT için kullanıldı. Kuyucuklara 3 gün 

öncesinden 1x10
5
 sayıda hücre ekildi ve CO2’li inkübatörde saklandı. 

Tutulum çalıĢması WI-38 ve A-549 hücre hatlarında gerçekleĢtirildi ve 

çalıĢma süreleri 1, 2, 4, 6, 24 saat olarak belirlendi. Hücrelere uygulanacak 

radyoiĢaretli TPT miktarı  (kuyucuk baĢına 10 µM/20 µCi) tespit edildi. Hücrelere 

uygulanacak 
131

I miktarı 20 µCi’dir. 3 gün sonunda hücrelerin üstündeki besiyer 

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

38 hücre hatlarına; serumsuz MEM ortamında seyreltilen, 8 kuyucuğa 
131

I-TPT 

(20µCi, 10µM), 4 kuyucuğu da
131

I (20µCi) eklendi. Daha sonra plateler çalıĢma 

süreleri boyunca 37
o
C’de inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon süreleri sonunda 

platelerin üzerlerindeki besiyerlerini almadan kuyucukların baĢlangıç aktivitesi 

Cd(Te) dedektöründe ölçüldü. Daha sonra üzerlerindeki aktif besiyerler alınarak 

kuyucuklar 1 kez SF ile yıkandı ve üstlerine 500 µl SF eklendi. Kuyucuklarda 

kalan iĢaretli bileĢiklerin son aktivitesi tekrar Cd(Te) dedektöründe bu Ģekilde 

sayıldıktan sonra veriler analiz edilerek hücrelerdeki tutulumun yüzdeleri 

hesaplandı (Özgür A., 2011; Ashrafi et al., 2012). 
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3.3.3 % Canlılık oranının tespiti 

% Canlılık oranının tespitinde çalıĢma grubu oluĢturmak için, 1 sütun 

kontrol grubu, 1 sütun antikanser ilaç, 1 sütun radyoizotop ve 1 sütun radyoiĢaretli 

madde olmak üzere 24’lük plateler kullanıldı. 4 kuyucuk PBS (pH=7,4 NaCl 

içermeyen), 4 kuyucuk TPT, 4 kuyucuk 
131

I ve 4 kuyucuk 
131

I-TPT için kullanıldı. 

Kuyucuklara 2 gün öncesinden 1x10
5
 sayıda hücre ekildi ve CO2’li inkübatörde 

saklandı. 

Canlılık oranının tespiti için yapılan çalıĢmada WI-38 ve A-549 hücre 

hatları kullanıldı ve 1 saatlik çalıĢma süresinde çalıĢıldı. Hücrelere uygulanacak 

131
I-TPT miktarı (kuyucuk baĢına 12 µCi) tespit edildi. 1 saatlik inkübasyon 

sonunda hücrelerin üzerindeki maddeler çekildi, 1 kez PBS (NaCl içermeyen) ile 

yıkandı ve 250 µL MTT solüsyonu (% 11 MTT, % 89 MEM) eklendi. MTT 

kitinin çözünmesi için 250 µl DMSO eklendi ve plateler 560 nm’de mikroplate 

okuyucusunda okundu. Canlılık oranları, oluĢturulan kontrol grubuna göre 

hesaplandı. 

3.3.4 Empedimetrik Ölçüm 

 EIS ölçümleri, 0,1 M KCl içinde hazırlanan 2,5 mM 

K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] (1:1)  karıĢımına sahip redoks probu içinde perde 

baskılı elektrot yüzeyinde gerçekleĢtirildi. Empedans, 10 mV sinüsoidal sinyal ile 

Ag/AgCl’ye karĢı 0,23 V potansiyelde 10
-1 

Hz ile 10
6 

kHz frekans aralığında 

ölçüldü. Transfer edilen yüke karĢı oluĢan direnç (Rct) değeri, AUTOLAB 302 

(FRA, version 4,9 Eco Chemie, Hollanda) programıyla hesaplanan yarım dairenin 

çapına eĢdeğerdir. 
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4. BULGULAR 

4.1 
131

I-TPT’nin TLRC Yöntemi İle Elde Edilen Kalite Kontrol 

Sonuçlarına Yönelik Bulgular 

131
I-TPT’nin kalite kontrol sonuçlarına göre alıkonma faktörü (Rf) değerleri 

Çizelge 4.1’de gösterilmiĢtir.   

Çizelge 4.1 
131

I ve 
131

I-TPT’ye ait Rf değerleri.  

 n bütonol-su-asetik asit (4-2-

1)(A banyosu) 

izopropil alkol- n bütanol- 0,2N 

amonyum hidroksit (2-1-1) 

(B banyosu) 

Na
131

I 0,45 0,68 

131
I-TPT 0,85 0,84 

 

 

 

ġekil 4.1 
131

I’in TLRC kromotogramı (A banyosu). 
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ġekil 4.2 
131

I’in TLRC kromotogramı (B banyosu). 

 

ġekil 4.3 
131

I-TPT’nin TLRC kromotogramı (A banyosu). 
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ġekil 4.4 
131

I-TPT’nin TLRC kromotogramı (B banyosu). 

4.1.1 Elektroforez yöntemi ile elde edilen bulgular 

Kağıt elektroforezi ile yapılan çalıĢmada 
131

I, yükseltgenmiĢ 
131

I ve 
131

I-

TPT’nin yükleri Çizelge 4.2’de görülmektedir. 

Çizelge 4.2 
131

I, yükseltgenmiĢ 
131

I ve 
131

I-TPT’nin yük dağılımı. 

131
I YükseltgenmiĢ 

131
I 

131
I-TPT 

Negatif Pozitif Nötr 
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ġekil 4.5 
131

I-TPT’nin elektrofez deneyi. 

4.1.2 TPT’nin TLC sonuçlarına ait bulgular 

TPT’nin TLC sonuçlarından hesaplanan Rf değerleri, Çizelge 4.3’te 

görülmektedir. 

Çizelge 4.3 
131

I-TPT’nin TLRC ve TPT’nin UV ile bulunan Rf değerleri. 

 n bütonol-su-asetik asit 

(4-2-1) 

izopropil alkol- n bütanol- 

0,2N amonyum hidroksit (2-

1-1) 

131
I-TPT 0,85 0,84 

TPT 0,86 0,84 
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4.2 In Vitro Çalışmalar 

4.2.1 TPT toksisite çalışmasına ait bulgular 

 24 Saatlik Çalışma Sonucu 

24 saat sonunda farklı konsantrasyonlara ait TPT’nin A-549 ve WI-38 hücre 

hatlarındaki hücre canlılık oranlarını gösteren hologramlar ġekil 4.6.’da 

görülmektedir. 

 

ġekil 4.6 24 saat sonunda TPT’nin a) A-549 akciğer karsinoma hücre hattı b) WI-38 akciğer 

sağlıklı hücre hattının toksisitesini gösteren hologram. 
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 48 Saatlik Çalışma Sonucu 

48 saat sonunda farklı konsantrasyonlara ait TPT’nin A-549 ve WI-38 hücre 

hatlarındaki hücre canlılık oranlarına ait hologram ġekil 4.7’de görülmektedir.

ġekil. 4.7 48  saat sonunda TPT’nin a) A-549 akciğer karsinoma hücre hattı b) WI-38 akciğer 

sağlıklı hücre hattının toksisitesini gösteren hologram. 

 72 Saatlik Çalışma Sonuçları 

72 saat sonunda farklı konsantrasyonlara ait TPT’nin A-549 ve WI-38 hücre 

hatlarındaki hücre canlılık oranlarına ait hologram ġekil 4.8’de görülmektedir. 

 

 

ġekil 4.8 72 saat sonunda TPT’nin a) A-549 akciğer karsinoma hücre hattı b) WI-38 akciğe 

sağlıklı  hücre hattınınn toksisitesini gösteren hologram. 
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4.2.2 Hücre tutulum çalışmasına ait bulgular 

131
I ve 

131
I–TPT’nin 1, 2, 4, 6 ve 24 saatlik çalıĢma sürelerinde A-549 ve 

WI-38 hücre hatlarında gerçekleĢtirilen tutulum çalıĢmasının sonuçları ġekil 

4.9’da görülmektedir. 

 

ġekil 4.9 
131

Ive 
131

I-TPT’nin A-549 ve WI-38 hücre hatlarında a) 1 saat, b) 2 saat, c) 4 saat, 

d) 6 saat, e) 24 saat sonunda hücrelerdeki tutulumları gösteren hologram. 

4.2.3 TPT, 
131

I ve 
131

I-TPT’nin % hücre canlılık oranının tespiti 

çalışmasına ait bulgular 

TPT, 
131

I ve 
131

I-TPT’nin1 saatlik inkübasyon sonucunda, WI-38 ve A-549 

hücre hatlarında % canlılık oranının tespiti ġekil 4.10’da sayısal değer olarak 

gösterim Çizelge 4.4’te görülmektedir. 
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ġekil 4.10 1 saat sonunda TPT, 
131

I ve 
131

I-TPT’nin A-549 ve WI-38 hücre hatlarındaki % 

canlılık oranlarına ait hologramlar. 

Çizelge 4.4 1 saat sonunda TPT, 
131

I ve 
131

I-TPT’nin A-549 ve WI-38 hücre hatlarındaki % 

canlılık oranları değerleri. 

 A-549 WI-38 

TPT 93,26 ± 4,9 97,4 ± 6,3 

131
I 97,02 ± 3,69 97,88 ± 10,0 

131
I-TPT 91, 42 ± 2,32 97,04 ± 5,5 

 

 

4.3 TPT/ 
131

I/ 
131

I-TPT Modifiye SPE Yüzeyinde Sağlıklı/Kanserli DNA 

Etkileşiminin Elektrokimyasal Olarak İncelenmesine İlişkin Bulgular 

4.3.1 TPT/ 
131

I/ 
131

I-TPT ile etkileşmiş DNA örnekleri modifiye edilmiş 

SPE’nin elektrokimyasal empedans spektroskopi (EIS)  tekniği ile 

incelenmesine yönelik bulgular 

SPE, TPT/ 
131

I/ 
131

I-TPT modifiye edilmiĢ ve sağlıklı/kanserli DNA-TPT/ 

131
I/ 

131
I-TPT etkileĢimleri modifiye edilmiĢ elektrotların elektrokimyasal 

davranıĢı, empedans yöntemi kullanılarak karĢılaĢtırıldı. 
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ġekil 4.11 (A) (a) SPE, 10 µg/mL (b) sağlıklı DNA ve (c) kanserli DNA immobilize 

edilmiĢ SPE, (d) 
131

I-TPT (12 µCi 0,5 µg/mL) immobilize edilmiĢ SPE ile elde edilmiĢ 

Nyquist eğrileri,  10 µg/mL (e) sağlıklı DNA ve (f) kanserli DNA ile 
131

I-TPT (12 µCi 0,5 

µg/mL)’nin çözelti fazında 1 saat süreyle etkileĢimi sonrasında immobilize edilmiĢ SPE ile 

elde edilmiĢ Nyquist eğrileri. (B) (a) 
131

I (12 µCi)  immobilize edilmiĢ SPE, 10 µg/mL (b) 

sağlıklı DNA ve (c) kanserli DNA ile 
131

I’in (12 µCi) çözelti fazında 1 saat süreyle 
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etkileĢimi sonrasında immobilize edilmiĢ SPE ile elde edilmiĢ Nyquist eğrileri. (C) (a) 0,5 

µg/mL TPT immobilize edilmiĢ SPE, 10 µg/mL (b) sağlıklı DNA ve (c) kanserli DNA ile 

0,5 µg/mL TPT’nin çözelti fazında 1 saat süreyle etkileĢimi sonrasında immobilize edilmiĢ 

SPE ile elde edilmiĢ Nyquist eğrileri. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) 

ölçümleri 2,5 mM K3[Fe(CN)6]/ K4[Fe(CN)6] (1:1) karıĢımı içeren 0,1 M KCl içerisinde 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Nyquist eğrilerinin üzerinde görülen eĢdeğer devre ise empedans 

verilerinin modellemesinde kullanılır. Rs çözelti direnci, Q kapasitans, Rct elektrot çözelti 

ara yüzeyindeki elektron transfer direnci ve W elektrot yüzeyine doğru gerçekleĢen kütle 

aktarımına bağlı olarak Warburg empedansını temsil eder. 
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ġekil 4.12 (A) (a) SPE, 10 µg/mL (b) sağlıklı DNA ve (c) kanserli DNA immobilize 

edilmiĢ SPE, 10 µg/mL (d) sağlıklı DNA ve (e) kanserli DNA ile 
131

I-TPT (12 µCi 0,5 

µg/mL)’nin çözelti fazında 1 saat süreyle etkileĢimi sonrasında immobilize edilmiĢ SPE ile 

elde edilmiĢ ortalama Rct değerlerini gösteren histogram (n=2). (B) (a) 
131

I (12 µCi) 

immobilize edilmiĢ SPE, 10 µg/mL (b) sağlıklı DNA ve (c) kanserli DNA immobilize 

edilmiĢ SPE, 10 µg/mL (d) sağlıklı DNA ve (e) kanserli DNA ile 
131

I’un (12 µCi)  çözelti 

fazında 1 saat süreyle etkileĢimi sonrasında immobilize edilmiĢ SPE ile elde edilmiĢ 

ortalama Rct değerlerini gösteren histogram (n=2). (C) (a) 0,5 µg/mL TPT immobilize 

edilmiĢ SPE, 10 µg/mL (b) sağlıklı DNA ve (c) kanserli DNA immobilize edilmiĢ SPE, 10 

µg/mL (d) sağlıklı DNA ve (e) kanserli DNA ile 0,5 µg/mL TPT’nin çözelti fazında 1 saat 

süreyle etkileĢimi sonrasında immobilize edilmiĢ SPE ile elde edilmiĢ ortalama Rct 

değerlerini gösteren histogram (n=2).  

4.3.2 
131

I-TPT’nin sağlıklı/kanserli DNA ile 1 saat süre ile etkileşiminde 

ölçülen Randless devre elemanlarının incelenmesine yönelik bulgular 

1 saat 
131

I-TPT (12 µCi 0,5 µg/mL)’nin sağlıklı/kanserli DNA ile etkileĢim 

çalıĢmasının sonuçları Çizelge 4.5’de görülmektedir. 

Çizelge 4.5 1 saat 
131

I-TPT (12 µCi 0,5 µg/mL) ’nin 10 µg/mL sağlıklı/kanserli DNA ile etkileĢim 

sonucunda ölçülen Randless devre elemanları. 

 Rct 

(Ohm) 

W (10
-3

) 

 

Rs (Ohm) 

 

Q (µF) 

 

Yo n 

 

a) SPE 225 1,591 283 9,863 0,8602 

b) Sağlıklı 

DNA 

1414 1,488 267,7 1,712 0,9714 

c) Kanserli 

DNA 

1331 1,732 234,2 1,338 0,1 e
1 

d) 
131

I-TPT 618 1,195 284,4 9,624 0,8587 

e)
131

I-TPT+ 

sağlıklı DNA 

1311 1,463 236,9 1,837 0,9862 

f) 
131

I-TPT+ 

kanserli DNA 

1656 1,512 239,2 3,148 0,9619 
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4.3.3 Sağlıklı/kanserli DNA- 
131

I-TPT/ 
131

I/ TPT'nin 1 saat süreyle 

etkileşimlerinin sağlıklı/kanserli DNA Rct değerlerine göre % değişim 

değerlerine ait bulgular 

 Sağlıklı/kanserli DNA- 
131

I-TPT/ 
131

I/ TPT'nin 1 saat süreyle 

etkileĢimlerinin sağlıklı/kanserli DNA Rct değerlerine göre % değiĢim değerleri 

Çizelge 4.6’da görülmektedir. 

Çizelge 4.6 1 saat sağlıklı/kanserli DNA- 
131

I-TPT (sağlıklı/kanserli DNA; 10µg/mL-
131

I-TPT;     

12 µCi 0,5 µg/mL) / 
131

I (12 µCi) / TPT (0,5 µg/mL) etkileĢimlerinin sağlıklı/kanserli DNA  Rct 

değerlerine göre % değiĢim değerleri. 

 

 

 

4.3.4 
131

I-TPT-DNA etkileşiminin 1 saat ve gece boyunca 

sağlıklı/kanserli DNA ile etkileşim çalışmasına yönelik bulgular 

131
I-TPT-DNA (12 µCi 0,5 µg/mL, DNA: 10 µg/mL) etkileĢiminin, 1 saat 

ve gece boyunca 10 µg/mL sağlıklı/kanserli DNA ile etkileĢim çalıĢması sonuçları 

Çizelge 4.7’de gösterilmektedir. 

Çizelge 4.7 
131

I-TPT-DNA (12 µCi 0,5 µg/mL, DNA: 10 µg/mL)  etkileĢiminin 1 saat ve gece 

boyunca sağlıklı/kanserli DNA ile ekileĢim çalıĢması sonuçları. 

 1 saat Gece 

boyunca 

Sağlıklı 

DNA 

% 6,8 

azalıĢ 

%16,4 

azalıĢ 

Kanserli 

DNA 

% 18,5 

artıĢ 

%16,7 

artıĢ 

 

 1 saat etkileşim 

131
I-TPT 

131
I TPT 

Sağlıklı 

DNA 

% 6,8 

azalıĢ 

% 10,5 

artıĢ 

% 69 

azalıĢ 

Kanserli 

DNA 

% 18,5 

artıĢ 

% 6,4 

artıĢ 

% 39 

azalıĢ 
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5. TARTIŞMA 

5.1 
131

I-TPT’nin TLRC Yöntemi İle Elde Edilen Kalite Kontrol 

Sonuçları İle İlgili Tartışma 

Çizelge 4.1’de görüldüğü üzere, TLRC yönteminde A ve B banyosu 

kullanıldığında Na
131

I ve 
131

I-TPT Rf değerlerinin farklı olması her iki banyonun 

ayırt edici olduğunu göstermektedir. 
131

I-TPT’nin radyoiĢaretleme verimi % 94,1 

± 5,9 olarak bulundu. 

5.1.1 Elektroforez yöntemi ile elde edilen sonuçlar ile ilgili tartışma 

Çizelge 4.2.’de gösterilen elektroforez sonuçlarına göre, Na
131

I formunda 

olan 
131

I’un elektroforez kağıdında pozitif kutuba doğru yürümesi 
131

I’in yükünün 

(-) olduğunu göstermektedir. YükseltgenmiĢ 
131

I’da elektroforez kağıdında negatif 

kutuba doğru yürüdüğü yükseltgenmiĢ 
131

I’in (+) yüklü olduğu tespit edildi. 
131

I-

TPT ise elektroforez kağıdının uygulama noktasında kaldığı ve 
131

I-TPT’nin 

yükünün nötr olduğu tespit edildi. 

5.1.2 TPT’nin TLC sonuçları ile ilgili tartışma 

Bu çalıĢmayla bölüm 3.2.1.’deki koĢullarda yapılan deney sonucunda ve UV ıĢık 

yardımıyla TPT’nın yürüdüğü yer TLC yöntemiyle Rf değerleri saptandı. Çizelge 

4.3’de de görüldüğü gibi TPT’nin ve 
131

I-TPT’nin Rf değerlerinin paralellik 

gösterdiği gözlendi. 

5.2 In Vitro Çalışmaların Sonuçları İle İlgili Tartışma 

5.2.1 Toksisite çalışma sonuçları ile ilgili tartışma 

Toksisite çalıĢmasındaki amacımız hüclerinin canlılık oranının %50’ye 

düĢtürdüğü TPT dozunu (IC50) tespit etmektir.  24 ve 48 saatlik çalıĢma 

sonucunda IC50 gözlemlenemedi. 72 saatlik çalıĢma sonuçlarında A-549 hücre 
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hattı için IC50 değeri 14,82 µM ve WI-38 hücre hattı için IC50 değeri 59,3 µM 

olarak belirlendi.  

5.2.2 Tutulum çalışması sonuçları ile ilgili tartışma 

Tutulum çalıĢmaları; TPT için belirlenen IC50 değerinin altındaki 

konsantrasyonda (10 µM) gerçekleĢtirildi. Bu deneyde 
131

I ve 
131

I-TPT’nın  A-549 

ve WI-38 hücrelerindeki tutulumlar incelendi. 1 saat inkübasyon süresi sonunda 

WI-38 hücre hattında 
131

I-TPT tutulum değeri 0,32 ± 0,07 iken A-549 hücre 

hattında ise 
131

I-TPT tutulum değeri 0,95 ± 0,27 dir. 2 saat sonunda ise elde edilen 

sonuçlar: WI-38 hücre hattında 
131

I-TPT tutulum değeri 0,40 ± 0,019 ve A-549 

hücre hattında da 
131

I-TPT tutulum değeri 1,0 ± 0,21 olduğu görüldü. 4. saat 

sonuçlarına göre de WI-38 hücre hattında 
131

I-TPT tutulum değeri 0,37 ± 0,14 

iken A-549 hücre hattında 
131

I-TPT tutulum değerinin 1,09 ± 0,22 ve 6. saat 

sonuçlarında ise WI-38 hücre hattında 
131

I-TPT tutulum değerinin 0,55 ± 0,10 ve 

A-549 hücre hattında ise 
131

I-TPT tutulum değerinin 0,93 ± 0,06 olduğu tespit 

edildi. 24.  saat sonuçlarına göre de WI-38 hücre hattında 
131

I-TPT tutulum değeri 

0,53 ± 0,11, A-549 hücre hattında 
131

I-TPT tutulum değeri 0,70 ± 0,16 olarak 

belirlendi. Her iki hücre hattında da 
131

I’in tutulumunun 
131

I-TPT tutulumlarına 

göre düĢük olduğu görüldü. 

1. 2. ve 4. saatlerde WI-38 hücredeki 
131

I-TPT tutulum değerlerinin birbirine 

yakın olduğu ve 6. saatteki tutulum değeri arttığı ve 24. saatte de hemen hemen 

aynı kaldı gözlendi. 

 A-549 hücre hattında ise 
131

I-TPT tutulum değerlerinin birbirine yakın 

olmakla birlikte maksimum tutulum 4. Saat sonunda elde edildi. 6. saatten sonra 

ise tutulumun düĢtüğü gözlendi. Bunun nedeni; hücre ortamında 
131

I-TPT 

bozulması ve TPT’nin 
131

I’dan ayrılması olabilir.  

131
I-TPT’nin kanserli hücre hattındaki tutulumun sağlıklı hücreye göre fazla 

olması radyoiĢaretli ilacın kanserli hücreler için spesifik olduğunun göstergesidir. 

Buna göre 1 saat sonucunda elde edilen tutulum sonuçlarının en uygun olduğu 

belirlendi. 
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5.2.3 TPT, 
131

I ve 
131

I-TPT’nin % hücre canlılık oranının tespiti 

çalışması sonuçları ile ilgili tartışma 

Canlılık oranının tespiti çalıĢmasında kontrol grup olarak PBS (NaCl 

içermeyen)’nin değerini % 100 olarak kabul edilip, 
131

I’in, TPT’nin ve 
131

I-

TPT’nin hücrelere verdiği hasarı belirlemek üzere % canlılık oranını tespit edildi. 

Çizelge 4.4’de görüldüğü gibi A-549 hücrelerine TPT, 
131

I, 
131

I-TPT etkileĢimi 

sonunda gözlenen % canlılık oranları sırasıyla, % 93,26 ± 4,9, 97,02 ±3,69, 91,42 

± 2,32’dir. Bu canlılık oranları birbirleri ile karĢılaĢtırıldığında belirgin bir fark 

görülmedi.  1 saatlik süre radyoimmünoterapi için kısa bir süre olması sebebiyle 

aradaki fark belirgin değildir. Canlılık oranındaki etkinin yüksek olabilmesi için 

131
I’un aktivitesini arttırılması ve etkileĢim süresini uzatılması gerekir (Press et al., 

1996). Bu bölümde elde edilen sonuçlar ile tutulum deneyinde elde edilen 

sonuçlarla uyum içinde olduğu görülmektedir. 

WI-38 hücre hattındaki TPT, 
131

I, 
131

I-TPT’de gözlenen % canlılık oranları 

sırasıyla, 97,4 ± 6,3, 97,88 ± 10, 97,04 ± 5,5 olarak bulundu. WI-38 sağlıklı hücre 

hattında TPT, 
131

I, 
131

I-TPT’nin değerleri birbirine benzer olup sağlıklı DNA’ya 

etkisinin az olduğu gözlendi. Bu değerlerin tutulum değerleri ile bir paralellik 

gösterdiği gözlendi. 

Literatürde yapılan bir çalıĢmada, farklı konsantrasyonlardaki bakuchiol 

bileĢiği ve 
125

I-bakuchiol’un LS-A (lemfosarkoma) ve barcl-95 (radyasyona bağlı 

timik lenfoma) hücrelerinde % canlılık oranı tespit edilmiĢtir. 
125

I’de bulunan 

Auger elektronlarının, düĢük enerjiye sahip olması ve kısa mesafede etki 

göstermesi nedeniyle 
125

I-bakuchiol’un bakuchiol’a göre kanser hücresine verdiği 

zarar daha fazla olup canlılık oranını düĢürdüğü gözlemlenmiĢtir (Bapat et al., 

2005).  

Sonuçlardan da görüldüğü gibi 
131

I-TPT’nın A-549 hücredeki tutulumun 

yüksek olması bu kanser türü için spesifik olduğunun göstergesidir. TPT Auger 

elektron (
125

I ) ve β
-
salınımı (

131
I) yapan iyotları ile iĢaretlendiğinde terapi ve 

123
I 

(E.C elektron yakalaması, SPECT görüntüleme),
124

I (β
-
salınımı, PET 

görüntüleme) v.b. radyoiyotlarla iĢaretlendiğinde görüntüleme için kullanılabilir. 
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Sonuç olarak TPT amaca uygun olarak radyoiyot izotopu ile iĢaretlendiği takdirde 

terapi ve/veya görüntüleme için kullanılabilir. 

5.3 TPT/ 
131

I / 
131

I-TPT Modifiye SPE Yüzeyinde Sağlıklı/Kanserli DNA 

Etkileşiminin Elektrokimyasal İncelenmesine Yönelik Bulgularla İlgili 

Tartışma 

5.3.1 TPT/ 
131

I/ 
131

I-TPT ile etkileşmiş DNA örnekleri modifiye edilmiş 

SPE’nin elektrokimyasal empedans spektroskopi (EIS) tekniği ile 

incelenmesine yönelik bulgular ile ilgili tartışma 

131
I-TPT/ 

131
I/ TPT ile sağlıklı/kanserli DNA’nın 1 saat etkileĢimine ait 

örneklerin SPE yüzeyinde ölçülmesi sonucunda elde edilen Nyquist eğrisi, ġekil 

4.11’de gösterildi. EtkileĢim öncesi ve sonrasında SPE yüzeyine modifiye edilen 

örneğe ait ölçülen Rct değerlerindeki değiĢime göre değerlendirme ġekil 4.11 ve 

Çizelge 4.6’ya göre yapıldı.  

131
I-TPT'nin sağlıklı DNA ile etkileĢimi sonrasında SPE yüzeyinde 

immobilizasyonu sonrasında elde edilen Rct değeri, sağlıklı DNA ile yapılan 

kontrol deneyinde elde edilen Rct değerine göre % 6,8 azalıĢa, 
131

I-TPT’nin 

kanserli DNA ile etkileĢimi sonrasında SPE yüzeyinde immobilizasyonu 

sonrasında elde edilen Rct değeri, kanserli DNA ile yapılan kontrol deneyinde elde 

edilen Rct değerine göre %18,5 artıĢa neden olmuĢtur. Bu artıĢın sebebi, çift 

sarmal DNA’nın yapısındaki negatif yüklü fosfat grupları ile anyonik karekterli 

redoks probunun arasındaki itme kuvvetine bağlı direncin artmasıdır (Erdem ve 

Congur, 2013).  

131
I’un sağlıklı DNA ile etkileĢimi sonrasında SPE yüzeyinde 

immobilizasyonu sonrasında elde edilen Rct değeri, sağlıklı DNA ile yapılan 

kontrol deneyinde elde edilen Rct değerine göre % 10,5 artıĢa, 
131

I’in kanserli-

DNA ile etkileĢimi sonrasında SPE yüzeyinde immobilizasyonu sonrasında elde 

edilen Rct değeri,  kanserli DNA ile yapılan kontrol deneyinde elde edilen Rct 

değerine göre % 6,4 artıĢa neden olmuĢtur. Bu artıĢın sebebi, 
131

I-DNA etkileĢimi 

sonrasında, negatif yüklü 
131

I’in DNA'nın yapısına verdiği hasarın artması ve 
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elektrot yüzeyinde negatif yüklü yapının da artmasına bağlı olarak direncin 

artmasıdır.  

TPT'nin sağlıklı DNA ile etkileĢimi sonrasında SPE yüzeyinde 

immobilizasyonu sonrasında elde edilen Rct değeri, sağlıklı DNA ile yapılan 

kontrol deneyinde elde edilen Rct değerine göre % 69 azalıĢa, TPT'nin kanserli-

DNA ile etkileĢimi sonrasında SPE yüzeyinde immobilizasyonu sonrasında elde 

edilen Rct değeri kanserli DNA ile yapılan kontrol deneyinde elde edilen Rct 

değerine göre % 39 azalıĢa neden olmuĢtur. Bu azalıĢın sebebi, TPT’nin katyonik 

yapısı nedeniyle negatif yüklü DNA ile etkileĢimi sonrasında yüzeydeki 

negativitenin azalması ve buna bağlı olarak anyonik karekterli redoks probu ile 

arasındaki itme kuvvetinin azalarak direncin azalmasıdır. TPT'nin çift sarmal 

DNA ile etkileĢip DNA'da zincir kırılmalarına neden olması sonucunda ilaç-DNA 

etkileĢim sonrasında Rct değerinde azalıĢ tespit edildiği karbon nanotüp modifiye 

tek kullanımlık kalem grafit elektrot ile gösterilmiĢtir (Congur vd., 2015a; 2015b). 

Elde edilen sonuçlar, biyomoleküler etkileĢimin empedimetrik analizine 

yönelik literatürde mevcut diğer çalıĢmaların (Erdem vd., 2008,2012; Eksin vd., 

2013,2014; Erdem ve Congur,2013) sonuçlarına da paralellik göstermektedir. 

131
I-TPT/ 

131
I/ TPT ile sağlıklı/kanserli DNA’nın 1 saat etkileĢimine ait 

örneklerde SPE yüzeyinde elde edilen sonuçlara ait histogramlar ġekil 4.12’de 

gösterildi ve etkileĢim öncesi ve sonrasında ölçülen Rct değerlerine göre 

değerlendirme yapıldı. 

ġekil 4.12 A’da; SPE, 10 µg/mL sağlıklı ve kanserli DNA immobilize 

edilmiĢ SPE ve 10 µg/mL sağlıklı ve kanserli DNA ile 
131

I-TPT (0,5 µg/mL-            

12 µCi)’nin çözelti fazında 1 saat etkileĢim sonrasında ölçülen ortalama Rct 

değerleri sırasıyla, 243 ± 46,2 Ohm, 1442 ± 206,7 Ohm, 1428 ± 183, 1 Ohm, 1339 

± 21,9 Ohm, 1866 ± 199,4 Ohm olarak  (n=2) saptandı. 

ġekil 4.12 B’de; SPE, 10 µg/mL sağlıklı ve kanserli DNA immobilize 

edilmiĢ SPE ve 10 µg/mL sağlıklı ve kanserli DNA ile 12 µCi 
131

I’in çözelti 

fazında 1 saat etkileĢim sonrasında ölçülen ortalama Rct değerleri sırasıyla, 243 ± 



46 

 

46,2 Ohm, 1442 ± 206,7 Ohm, 1428 ± 183,1 Ohm, 1281 ± 29 Ohm, 1457 ± 65,8 

Ohm olarak  (n=2) saptandı. 

ġekil 4.12 C’de; SPE, 10 µg/mL sağlıklı ve kanserli DNA immobilize 

edilmiĢ SPE ve 10 µg/mL sağlıklı ve kanserli DNA ile 0,5 µg/mL TPT’nin çözelti 

fazında 1 saat etkileĢim sonrasında ölçülen ortalama Rct değerleri sırasıyla, 243 ± 

46,2 Ohm, 1442 ± 206,7 Ohm, 1428 ± 183,1 Ohm, 569 ± 166,9 Ohm, 1002 ± 

197,3 Ohm olarak  (n=2) saptandı. 

 

5.3.2 
131

I-TPT’nin sağlıklı/kanserli DNA ile 1 saat süre ile etkileşiminde 

ölçülen Randless devre elemanlarının incelenmesine yönelik bulgularla 

ilgili tartışma 

Sağlıklı/kanserli DNA, 
131

I-TPT ve sağlıklı/kanserli DNA-
131

I-TPT 

etkileĢimine bağlı olarak SPE yüzeyinde elektron transfer mekanizması hakkında 

bilgi edinebilmek için, elektrot yüzeyinde transfer edilen elektrona karĢı oluĢan 

dirençteki değiĢim (Rct), çözeltinin direncini (R1), sabit faz elementini (Q1), 

elektrot yüzeyindeki kütle transferinden kaynaklanan Warburg empedansı (W) 

elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) yöntemiyle ölçüldü. Rs çözelti 

direnci, Q kapasitans, Rct elektrot çözelti ara yüzeyindeki elektron transfer direnci 

ve W elektrot yüzeyine doğru gerçekleĢen kütle aktarımına bağlı olarak Warburg 

empedansını temsil eder. 

131
I-TPT’nin sağlıklı DNA ile etkileĢimi sonucunda Rct değeri 1311 Ohm 

olarak bulundu. 
131

I-TPT’nin kanserli DNA ile etkileĢimi sonucunda Rct değeri 

1656 Ohm bulundu. 

5.3.3 
131

I-TPT-DNA etkileşiminin 1 saat ve gece boyunca 

sağlıklı/kanserli DNA ile etkileşim çalışmasına yönelik bulgularla ilgili 

tartışma  

131
I-TPT-DNA (12 µCi 0,5 µg/mL, DNA: 10 µg/mL) etkileĢiminin             

10 µg/mL sağlıklı/kanserli DNA ile etkileĢim çalıĢması 1 saat ve gece boyunca 

yapıldı. Elde edilen sonuçlar Çizelge 4.7’de gösterildi. 
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131
I-TPT, sağlıklı DNA ile gece boyunca etkileĢimi sonrasında, DNA ile 

daha fazla etkileĢirken, 1 saatlik etkileĢim sonrasında sonuçlarda daha az bir azalıĢ 

saptandı.  

 131
I-TPT'nin kanserli DNA 1 saat ve gece boyunca etkileĢim sonrasında 

elde edilen sonuçların birbirine yakın olduğu gözlendi. 
131

I-TPT’nin kanserli 

DNA'ya kıyasla, sağlıklı DNA’ya daha az etkileĢmesi ve dolayısıyla daha az hasar 

vermesi kemoterapötik tedavilerde istenen bir durumdur. Dolayısıyla 

çalıĢmamızda 1 saatlik etkileĢim süresi, 
131

I-TPT'nin DNA etkileĢimi için 

optimum süre olarak belirlendi. 
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6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

ÇalıĢmamızın ilk bölümünde bir antikanser ilacı olan Topotekan (TPT) 
131

I 

radyoizotopu ile iodogen metoduna göre yüksek verimle (%94,1 ± 5,9) iĢaretlendi. 

TPT’nin A-549 ve WI-38 hücre hatları kullanılarak yapılan toksisite çalıĢması 

sonucunda IC50 konsantrasyonu A-549 hücre hattı için 14,82µM ve WI-38 hücre 

hattı için 59,3 µM olarak bulundu. 

Kanserli ve sağlıklı hücre hatlarında sitotoksite dozu saptanılmasından sonra 

131
I
-
TPT’nin bu hücre hatlarında tutulum potansiyelleri incelendi. 

131
I-TPT 

kanserli hücredeki tutulumunun sağlıklı hücre hattındakine göre daha fazla olduğu 

saptandı. Bu tutulumun yüksek olması bu hücre için radyoiĢaretli bileĢiğin 

spesifik olduğunu akciğer kanser teĢhisinde nükleer görüntüleme ajanı olarak 

kullanılabileceğinin göstergesidir. Sağlıklı hücrede tutulumun düĢük olması 

görüntüleme sırasında görüntü kalitesinin artmasını sağladığı gibi sağlıklı 

dokulara radyoiĢaretli bileĢiğin hasar etkisi minimize edilecektir.  

Tek kullanımlık perde baskılı elektrot (SPE) kullanılarak yapılan 

çalıĢmamızda hızlı, seçimli, hassas ve tekrarlanabilir sonuçlar elde ederek 

radyoiĢaretli ilaç–DNA etkileĢiminin tayinine yönelik elektrokimyasal analizlerin 

yapılabileceği gösterildi.  

131
I-TPT’nin sağlıklı DNA ile 1 saat süreyle etkileĢimi sonucunda Rct değeri 

1311 Ohm ve kanserli DNA ile etkileĢimi sonucunda Rct değeri 1656 Ohm 

bulundu. Dolayısıyla 
131

I-TPT'nin kanserli DNA ile daha etkin bir Ģekilde 

etkileĢtiği görüldü. GeliĢtirilen radyoiĢaretli yeni molekülün kanserli DNA'ya 

kıyasla, sağlıklı DNA’yla daha az etkileĢmesi ve dolayısıyla daha az hasar 

vermesi antikanser özellikli ilaçlarla tedavilerde istenen bir durumdur. 
131

I-TPT, 

sağlıklı DNA ve kanserli DNA ile 1 saatlik etkileĢim sonrasında elde edilen Rct 

değerlerine bakıldığı zamanda, sırasıyla, sağlıklı DNA ile  % 6,8 oranında bir 

azalıĢ ve kanserli DNA ile % 18,5 oranında bir artıĢın olduğu görüldü. Hem 

iyodun radyizotopik etkisi, hemde TPT’nin kemoterapötik etkisi nedeniyle 
131

I-

TPT'nin kanserli DNA ile etkileĢimi daha etkin bir Ģekilde gerçekleĢmekte ve 

buna bağlı olarak Rct değerinde bir artıĢa sebep olmaktadır. 
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131
I-TPT, 

131
I ve TPT’nin kanser ve sağlıklı hücreler üzerinde yapılan          

% canlılık çalıĢmasında ise 1 saatlik sonuçlar karĢılaĢtırıldığında 
131

I-TPT’nin      

% canlılık oranın etkisinde belirgin bir fark olmadığı görüldü. 
131

I-TPT, 
131

I ve 

TPT’nin sağlıklı hücre ile yapılan canlılık çalıĢmasında etkinin hepsi için düĢük 

olduğu gözlenmiĢ olup bu sonuçlar hücre tutulum deney sonuçlarını destekler 

durumdadır. Sonuçlardan da görüldüğü gibi 
131

I-TPT’nin A-549 hücredeki 

tutulumun yüksek olması bu kanser türü için spesifik olduğunun göstergesidir. 

TPT Auger elektronu (
125

I ) ve β
-
salınımı (

131
I) yapan iyotlar ile iĢaretlendiğinde 

terapi ve 
123

I (E.C elektron yakalaması, SPECT görüntüleme) ,
124

I (β
+ 

salınımı, 

PET görüntüleme) v.b. radyoiyotla iĢaretlendiğinde görüntüleme için 

kullanılabilir. Yukarıda bahsedildiği gibi uygun bir radyoiyot ile iĢaretlendiği 

takdirde terapi ve/veya görüntüleme için kullanılabilir. 

Tez çalıĢmamızda, Topotekan 
131

I ile yüksek verimde iĢaretlenerek akciğer 

kanser hücresinde tutulum düzeyleri saptandı ve DNA ile etkileĢimi tek 

kullanımlık elektrokimyasal sensörlerle incelendi. Sonuç olarak, 
131

I-TPT’nin yeni 

bir akciğer kanseri için nükleer görüntüleme ajanı olarak kazandırılması açısından 

ümit verici olduğu görüldü. 
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