T.C.
EGE UNIVERSITESI

Fen Bilimleri Enstitiisi

RADYONUKLID ISARETLI MANYETIK
NANOPARCACIKLARIN VE TUREVLERININ
SENTEZLENMESI VE TERANOSTIK
POTANSIYELLERININ ARASTIRILMASI

Doktora Tezi

Elif Tutun

Niikleer Bilimler Anabilim Dal

[zmir

2025



T.C.
EGE UNIVERSITESI

Fen Bilimleri Enstitiisti

RADYONUKLID ISARETLI MANYETIK
NANOPARCACIKLARIN VE TUREVLERININ
SENTEZLENMESI VE TERANOSTIK
POTANSIYELLERININ ARASTIRILMASI

Elif TUTUN

Danisman: Prof. Dr. Perihan UNAK

Niikleer Bilimler Anabilim Dal1
Niikleer Uygulamalar Doktora Programi

Bornova, {zmir
2025



Elif TUTUN tarafindan doktora tezi olarak sunulan “Radyoniiklid isaretli
manyetik nanoparcaciklarin ve tiirevlerinin sentezlenmesi ve teranostik
potansiyellerinin arastirilmas1” baslikli bu calisma E.U. Lisansiistii Egitim
ve Ogretim Yonetmeligi ile E.U. Fen Bilimleri Enstitiisii Egitim ve Ogretim
Yiinergesi‘nin ilgili  hiikiimleri uyarinca tarafimizdan degerlendirilerek
savunmaya deger bulunmus ve 10/02/2025 tarihinde yapilan tez savunma

sinavinda aday oybirligi/oycoklugu ile bagarili bulunmustur.

iiri Uyeleri: imza
Jiiri Baskam . Prof. Dr. Perihan UNAK
Raportor Uye : Prof. Dr. Cigdem ICHEDEF
Uye : Dr. Ogr. Uyesi Coskun HARMANSAH
Uye . Prof. Dr. Tiirkan ERTAY

Uye : Prof. Dr. Fikriye Giil GUMUSER






EGE UNIiVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

ETIK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

E.U. Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yonetmeliginin ilgili hiikiimleri uyarinca
Doktora Tezi olarak sundugum “Radyoniiklid isaretli manyetik nanoparcaciklarin
ve tiirevlerinin sentezlenmesi ve teranostik potansiyellerinin arastirilmasi” baslikli
bu tezin kendi ¢alismam oldugunu, sundugum tiim sonug, dokiiman, bilgi ve
belgeleri bizzat ve bu tez ¢aligmasi kapsaminda elde ettigimi, bu tez calismasiyla
elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara atif yaptigimi ve bunlar1 kaynaklar
listesinde usuliine uygun olarak verdigimi, tez ¢alismasi ve yazimi sirasinda patent
ve telif haklarinmi ihlal edici bir davranisimin olmadigini, bu tezin herhangi bir
boliimiinii bu tiniversite veya diger bir liniversitede baska bir tez ¢alismasit i¢inde
sunmadigimi, bu tezin planlanmasindan yazimina kadar biitiin safhalarda bilimsel
etik kurallarina uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmast durumunda

her tiirlii yasal sonucu kabul edecegimi beyan ederim.

10/02/2025

Elif TUTUN






vii

OZET
RADYONUKLID ISARETLI MANYETIK NANOPARCACIKLARIN
VE TUREVLERININ SENTEZLENMESI VE TERANOSTIK
POTANSIYELLERININ ARASTIRILMASI

TUTUN, Elif

Doktora Tezi, Niikleer Bilimler Anabilim Dal1
Tez Danismani: Prof. Dr. Perihan UNAK

Subat 2025, 102 sayfa

Bu tez caligmasinda, hedefe yonelik tedavi i¢in radyoniiklid isaretli
manyetik nanoparcacik sistemlerinin gelistirilmesi amaglanmistir. HER2 reseptor
pozitif kanser hiicrelerini hedeflemek iizere, trastuzumab antikoru ve [\°F]JFDG-(2-
deoksi-2-[florin-19]floro-D-glukoz) (FDG) molekiilii ile konjuge edilmis, ylizey
modifikasyonlart optimize edilmis kiibik demir oksit nanopargaciklari
tasarlanmistir. Calisma kapsaminda, nanoparcacik sentezinden sistemin biyolojik
etkinliginin degerlendirilmesine kadar tiim siiregler sistematik bir sekilde

gerceklestirilmistir.

Ik asamada, kiibik demir oksit nanoparcaciklari (C-Fe3Os) basariyla
sentezlenmistir. Bu nanoparcaciklarin ylizey stabilitesini ve fonksiyonelligini
artirmak amaciyla, nanopargacik yiizeyleri sirasiyla tetraetil ortosilikat (TEOS), (3-
aminopropil)trietoksisilan (APTES) ve polietilen glikol (PEG) kullanilarak
modifiye edilmistir (C-Fe304-SiO2-NH2-PEG). Yiizey modifikasyonu tamamlanan
nanoparcaciklar, FDG molekiilii ile konjuge edilerek tiimor spesifikligi ve
biyouyumlulugu optimize edilmistir (C-Fe30s-SiO2-NH2-FDG ve C-Fez0s-SiO»-
NH2-PEG-FDG). Reseptor spesifitesi, hem C-Fez04-SiO2-NH2-PEG-FDG hem de
C-Fe304-Si02-NH2-FDG  nanopargaciklari igin ayri1 ayr1 degerlendirilmistir.
Yapilan in vitro testler sonucunda, C-Fe304-SiO2-NH2-FDG nanopargaciklarinin
daha yiiksek tutulum gosterdigi belirlenmis ve bu nedenle hiicre deneylerinde bu

nanopargaciklarin kullanilmasi tercih edilmistir.

Ardindan, trastuzumab antikoru, p-NCS-Bz-DOTA (DOTA) selatortii ile
konjuge edilmis ve bu yap1, optimize edilmis kosullarda lutesyum-177 (*’’Lu) ile
radyoisaretlenmistir (}’’Lu-DOTA-Tras). Son olarak ’’Lu-DOTA-Tras, modifiye
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edilmis FDG konjuge manyetik nanopargaciklarla birlestirilerek hedefe yonelik
terapotik bir sistem olusturulmustur (}"’Lu-DOTA-Tras@C-Fes04-SiO2-NH.-
FDG).

Gelistirilen nanopargacik sisteminin biyolojik etkinligi, HER2 pozitif
SKOV-3 (yumurtalik) ve BT474 (triple pozitif meme kanseri) hiicre hatlarinda in
vitro olarak test edilmistir. Radyokonjugat, HER2 pozitif kanser hiicrelerinde 20
MBg/mL dozda 48 saatlik inkiibasyon sonrasi radyoaktif olmayan kontrollere
kiyasla belirgin bir sekilde hiicre canlilifin1 azaltmistir. Radyokonjugatin hedef
hiicrelerde yiiksek spesifik alimi1 ve belirgin radyoterapi etkinligi gozlemlenmistir.
Triple negatif MDA MB231 meme kanseri hiicreleri, sistemin segiciligini
dogrulamak amaciyla negatif kontrol grubu olarak kullanilmis ve baglanma
deneylerinde herhangi bir spesifik etki gézlenmemistir. Bu sonuglar, sistemin

hedefe yonelik ve segici bir terapdtik ajan olarak etkinligini ortaya koymaktadir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasi, HER2 pozitif kanserlerin tedavi ve tanisinda
kullanilabilecek, biyouyumlu ve diisiik yan etkili radyoniiklid isaretli manyetik
nanoparcaciklarin gelistirilmesiyle, kanser tedavisinde yeni nesil teranostik

yaklagimlara 6nemli bir katki sunmaktadir.

Anahtar sozciikler: demir oksit nanoparcaciklar, HER2 hedefli tedavi,

trastuzumab, lutesyum-177
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In this thesis, the development of radiolabeled magnetic nanoparticle
systems for targeted therapy has been aimed. To target HER2 receptor-positive
cancer cells, surface-modified cubic iron oxide nanoparticles conjugated with
trastuzumab antibody and [*°F]JFDG-(2-deoxy-2-[fluorine-19]fluoro-D-glucose)
(FDG) molecule were designed. Throughout the study, all processes, from
nanoparticle synthesis to the evaluation of the system’s biological activity, were

systematically carried out.

In the initial stage, cubic iron oxide nanoparticles (C-FezOs) were
successfully synthesized. To enhance the surface stability and functionality of these
nanoparticles, their surfaces were modified sequentially using tetraethyl
orthosilicate (TEOS), (3-aminopropyl)triethoxysilane (APTES), and polyethylene
glycol (PEG), resulting in C-Fe304-SiO2-NH2-PEG. The surface-modified
nanoparticles were then conjugated with the FDG molecule to optimize tumor
specificity and biocompatibility (C-Fez0s-SiO2-NH2-FDG and C-Fe304-SiO2-NH,-
PEG-FDG). Receptor specificity was evaluated separately for both C-Fez04-SiO»-
NH2-PEG-FDG and C-Fe304-SiO2-NH>-FDG nanoparticles. In vitro tests revealed
that C-Fe304-SiO2-NH2-FDG nanoparticles exhibited higher uptake; therefore,
these nanoparticles were preferred for further cell studies.

Subsequently, the trastuzumab antibody was conjugated with the p-NCS-
Bz-DOTA (DOTA) chelator, and this structure was radiolabeled with lutetium-177
(*"’Lu) under optimized conditions, forming "’Lu-DOTA-Tras. Finally, ¥’Lu-



DOTA-Tras was combined with the modified FDG-conjugated magnetic
nanoparticles to develop a targeted therapeutic system (}"’Lu-DOTA-Tras@C-
Fe30:-Si02-NH2-FDG).

The biological efficacy of the developed nanoparticle system was evaluated
in vitro using HER2-positive SKOV-3 (ovarian) and BT474 (triple-positive breast
cancer) cell lines. The radioconjugate significantly reduced cell viability in HER2-
positive cancer cells after a 48-hour incubation at a dose of 20 MBg/mL, compared
to non-radioactive controls. The radioconjugate demonstrated high specific uptake
in target cells and notable radiotherapy efficacy. Triple-negative MDA MB231
breast cancer cells were used as a negative control group to verify system
selectivity, and no specific effect was observed in binding experiments. These
results highlight the system’s effectiveness as a targeted and selective therapeutic

agent.

In conclusion, this thesis contributes significantly to next-generation
theranostic approaches in cancer treatment by developing biocompatible and low-
toxicity radiolabeled magnetic nanoparticles for the diagnosis and treatment of

HER2-positive cancers.

Keywords: iron oxide nanoparticles, HER2-targeted therapy, trastuzumab,
lutetium-177
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Kanser tedavisinde hedefe yonelik yaklasimlar, modern tibbin en 6nemli
arastirma alanlarindan biri olarak 6ne ¢ikmaktadir. Tez calismamda, trastuzumab
antikoru ile konjuge edilmis ve lutesyum-177 (}Lu) ile radyoisaretlenmis
manyetik demir oksit nanoparcaciklarin1 kullanarak, hedefe yonelik kanser
tedavisinde etkinligi artirmayr amagladim. Bu sistemle, kanser hiicrelerine
spesifik sekilde etki ederek saglikli dokular tizerindeki yan etkileri azaltmay1 ve
tedavi edici etkinligi arttirmay1 hedefledim.

Gelistirilen nanoparcacik sistemi teranostik uygulamalar i¢in biiyiik bir
potansiyel tagimaktadir. Multimodal bir yapiya sahip olan bu sistem, hedefe
spesifik olmasi sebebiyle kanser tedavilerinin daha giivenli ve etkili hale
gelmesine olanak saglamaktadir.

Bu arasgtirmanin bir bolimiindi, lisanstistii egitimimi tamamladigim Ege
Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii’nde gerceklestirdim. Radyoisaretleme ve
hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 ise TUBITAK 2214-A Yurt Dis1 Doktora Sirasi
Arastirma Bursu destegiyle, Polonya’nin Varsova sehrindeki Niikleer Kimya ve
Teknoloji Enstitiisti’nde yiiriitilmistiir. Bu siirecte kazandigim akademik ve
teknik birikimler ¢alismamin degerine dnemli katkilar saglamistir.

Bu ¢aligmanin, kanser tedavisinde hedefe yonelik yenilik¢i yaklagimlarin
gelistirilmesine ve gelecekteki arastirmalara ilham vermesine katkida
bulunmasint umut ediyorum. Bu uzun ve zorlu siiregte destegini esirgemeyen
danismanim Prof. Dr. Perihan Unak’a, arastirmalarimda bana rehberlik eden tiim

bilim insanlarina ve ¢alisma arkadaslarima sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

[ZMIR
10/02/2025

Elif TUTUN
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1.GIRIS

Teranostik nanopargaciklarin kullanimi, tedavi ve teshis 6zelliklerini tek bir
uygulamada birlestirerek biyomedikal alan1 kisisellestirilmis tibba dogru
tagimaktadir. Kanser gibi cesitli hastaliklarin tedavisinde, tiimoriin hiicresel
fenotiplerini ve heterojenligini anlamak i¢in 6nceden yapilan tanisal goriintiileme
bliyiik 6nem tagimaktadir. Tedavi ve goriintiileme i¢in ayr1 ajanlarin gelistirilip
kullanilmas1 yerine, teranostikler, biyolojik dagilim ve secicilikteki istenmeyen
farkliliklar1 ortadan kaldirarak bu 6zellikleri tek bir uygulamada birlestirmektedir.
Teranostik nanopargaciklarin en umut verici yonlerinden biri, hastalik bolgesine
ozgil sekilde lokalize olma (veya hedeflenme) potansiyelidir; bu sayede olasi

birgok yan etkiden kaginilabilir veya en aza indirilebilir (Kelkar ve Reineke, 2011).

Manyetik demir oksit nanopargaciklar (Fe3Os), tibbi arastirmalarda klinik
tani, hiicre isaretleme, sivi hipertermi, kanser tedavisinde hedefe yonelik tedavi
ajam ve PET-MRI (Pozitron Emisyon Tomografisi-Manyetik Rezonans
Goriintlileme) tekniklerinde kontrast verici ajanlar olarak cesitli uygulamalara
sahiptir (Ozkaya et al., 2012). Fe3sO4 nanopargaciklar araciligiyla ilag kemoterapisi
uygulama olasilig1 arastirilan bir ¢alismada, kanserli dokulara uygulanan harici
manyetik alan sayesinde, FesO4'lerin yiiksek konsantrasyonu ve dolayisiyla kanser
hiicrelerinde daha yiiksek ilag konsantrasyonu tutulumu saglanmistir (Nacev et al.,
2011). Fe30s nanopargaciklart kullanilarak kemoterapotik bir ilag  olan
doksorubisinin lipozomlara bagli olarak hedeflenmesi incelenen bir diger ¢alismada
ise, manyetik alan uygulamalari, kemoterapotik ilacin serbest birakilmasini
saglamak i¢in nanopargaciklar tarafindan iretilen 1siyla baglarin kirilmasim
saglamistir. Bu teknik, kanserli hiicreleri yok ederken ¢evredeki saglikli dokulara

zarar verme riskini 6nemli dl¢iide azaltmistir (Huang et al., 2013).

Kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden daha hizli artan metabolik
aktiviteleri, hiicre zarinda bulunan glukoz tastyicilarinin asir1 ekspresyonuyla
iligkilidir. Bu durum, kanserli hiicrelerde glukoz aliminin artmasina neden olur.
Cesitli glukoz tastyici proteinler (GLUT) bulunsa da 6zellikle kanserli hiicrelerde
yogun olarak bulunan GLUT-1 reseptorii proliferasyonda énemli bir role sahiptir.

GLUT-1 reseptorlerinin tiimdr hiicrelerinde goriintiilenmesi, kontrast ajan1 olarak



siiper paramanyetik demir oksit nanopargaciklari (SPION) kullanilarak MRI

taramalartyla miimkiindiir (Shana et al., 2012).

Nanopargaciklarin ~ biyospesifik  ligandlar ile  baglanmasi, yani
biyokonjugasyonu, biyoteknoloji ve nanoteknolojinin evrimini temsil eder ve
nanopargaciklarin biyolojik bir bileseni, hem benzersiz optik ve manyetik
ozelliklerini hem de hiicrelere oldukga segici baglanmasini kullanabilen, hibrit
biyouyumlu malzemelerin gelistirilmesine olanak tanimaktadir (Wang et al., 2002).
Antikorlarin nanopargaciklar ile konjugasyonu, nanopargaciklarin &zelliklerini
antikorlarin antijenlere karst spesifik ve segici tanima yetenegi ile birlestirir ve
onlara gelistirilmis yeni multifonksiyonel Ozellikler saglar. Ayrica, hiicresel
alimdaki iyilesme ve ana hiicre i¢i stabilite, antikor konjuge nanopartikiil

kullanmanin baglica avantajlarindan ikisi olabilir (Arruebo et al., 2009).

Bu tez calismasinda kullanilan FDG (Florodeoksiglukoz, [*°F]FDG), yapisal
olarak glukoz molekiiliine benzeyen, ancak flor-18 (*®F) radyoizotopu yerine kararli
bir izotop olan flor-19 (*°F) iceren bir glukoz analogudur. FDG, glukoz
metabolizmas1 yiiksek olan hiicrelerde birikerek hiicre i¢i tutulumu arttirabilir.
Tipk: 8F igeren FDG molekiilii gibi, glukoz tasiyic1 proteinler araciligiyla hiicre
icine alinir ve burada hekzokinaz enzimi tarafindan fosforlanarak FDG-6-fosfata
dontstiiriiliir. Ancak, normal glukozun aksine FDG-6-fosfat glikoliz yoluna devam
edemez ve hiicre i¢inde birikir. Bu birikim, FDG'nin metabolik olarak aktif

hiicrelerde spesifik tutulumu arttirmasini saglamaktadir (Sokoloff, 1977).

Insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii (HER2), hiicre yiizeyinde bulunan
bir protein ailesine ait bir reseptordiir. HER2 asir1 ekspresyonu, daha agresif bir
hastalik, daha yiiksek niiks oranlar1 ve kisalmis sagkalim ile iliskilidir. Basta meme
kanseri (meme kanseri tiimorlerinin yaklasik %20-30'unda) olmak {izere mide
kanseri, yumurtalik kanseri, akciger kanseri, endometriyal (rahim) kanseri ve bazi
bas-boyun kanserleri gibi bir¢ok kanser tiiriinde goriilmektedir. Trastuzumab
(Herceptin), HER2 reseptoriinii hedefleyen, insanlagtirilmig bir monoklonal
antikordur ve 1998 yilinda ilag kullanimi i¢in onaylanmistir. Trastuzumab'in etki
mekanizmalar1 tam olarak tanimlanmamis olsa da muhtemelen antikor bagimli

hiicresel sitotoksisite (ADCC) gibi ekstraseliiler mekanizmalar1 ve apoptoz, hiicre



dongiisii duraklatilmasi, anjiyogenezin inhibisyonu ve kemoterapi kaynakli hasar
sonrasi DNA onarmminin  engellenmesi gibi intrasekiiler mekanizmalar
icermektedir. Trastuzumab, HER2 pozitif erken evre ve metastatik meme

kanserinin tedavisinde, kemoterapi ile kombinasyon halinde etkilidir.

HER?2, epidermal biiytime faktorii (EGF) ailesinin bir parcasidir ve bu ailede
3 baska reseptor bulunmaktadir: epidermal biiyiime faktorii reseptori (HERI,
erbBl), HER2 (erbB2), HER3 (erbB3) ve HER4 (erbB4). HER2 geni, 17.
kromozomun uzun kolunda yer alir ve 185 kDa’lik bir transmembran proteini
kodlamaktadir. HER2 reseptoriiniin ekstraseliller domeni, diger EGF ailesi
reseptorlerinin aksine tanimlanabilir bir liganda sahip degildir. Bu durum,
HER2'nin aktif bir konformasyona sahip olmasini saglar ve diger EGF
reseptorleriyle ligand-bagimsiz dimerizasyon yapabilir. En aktif ve timor tesvik
eden kombinasyonun HER2/HER3 dimeri oldugu disiinilmektedir (Mitri and
O'Regan, 2012).

Beta parcaciklart (B7), alfa pargaciklar1 (o) veya Auger ve doniisiim
elektronlar1 yayarak bozunan birka¢ radyoizotop hem radyofarmasétik gelistirme
hem de klinik degerlendirme asamasinda terapotik radyoizotoplar olarak
incelenmektedir. Hedefe yonelik tedavi i¢in Onerilen radyoizotoplar arasinda,
Lutesyum-177 (}’Lu) tabanli radyofarmasdtiklerle yapilan arastirmalar son
yillarda biiyiik bir gelisme gostermistir. Monoklonal antikorlar, peptitler, fosfonat
liganlar1, partikiiller, steroidler ve diger kiiciik molekiiller, "’Lu ile
rayoisaretlenerek genis bir terapdtik radyofarmasotik yelpazesi gelistirilmistir.
YLu ile radyoisaretlenmis DOTA-Tyr3-octreotate (DOTA-TATE) adh
somatostatin analogu peptidi ile ndroendokrin tiimorleri tedavi etme basarisi,
Y Lu'nun terapdtik bir radyoizotop olarak diinya capmnda ilgi gdrmesini ve

biiylimesini saglayan en énemli 6rneklerden biridir (Banerjee et al., 2015).

Bu tez calismasinda kullanilacak olan radyoniiklid olan *""Lu, 6.9 giinliik yar1
omriiyle 6zellikle kanser tedavisinde kullanilan, 0.498 MeV’lik B~ parcacik enerjisi
(Epmax) yayarak hiicreleri hedef alan bir radyoizotoptur. 1’’Lu'nin birincil kullanima,
kanser hiicrelerini hedefleyen bir radyoimmunoterapi araci olarak, ozellikle

noroendokrin tiimdrler ve prostat kanseri gibi hastaliklarin tedavisinde One



¢ikmaktadir. Ayrica, "Lu tastyict molekiillerle baglandiginda, tiimérlere yonelik
goriintiileme yapilabilir, boylece tedavi etki alanlar1 da belirlenebilir (Zhang et al.,
2021).

Bu tez c¢alismasinin amaci, kanser tedavisinde istenmeyen yan etkiler
olmadan potansiyel olarak diisiik maliyetli, etkili ve verimli bir goriintiileme ve
tedavi ajaninin olusturulmasidir. Literatiire gore, FDG konjuge manyetik kiibik
demir oksit nanopargaciklarin kanser hiicre hatlarim1 kullanarak in vitro olarak
calistigin1 ve giivenirligini 6nceki calismalar gostermektedir (Subramanian et al.,
2016; Watkins et al., 2018; Aras et al., 2018). Bu ¢alismada bir multimodal teshis
ve terapi ajani olarak radyoisaretli ve manyetik bir nanopargacik sistemi olusturmak
amaclanmistir. Bu amagla 1"Lu ile radyoisaretli, FDG bagli manyetik demir oksit
nanoparcaciklari igeren bir liriin hazirlanmistir. Manyetik nanoparcaciklarin hedef
hiicreye segici bir sekilde yonlenmesi i¢in nanopargaciklar trastuzumab antikoru ile
konjuge edilmistir. Ayrica, FDG ile yapilan konjugasyonun kanser hiicrelerinde
spesifik tutulumunu artiracagi 6ngoriilmektedir. Daha sonra bu sistemin in vitro
olarak biyolojik davraniglar1 izlenmis ve HER2 reseptor pozitif ve negatif kanser
hiicre hatlarina olan affiniteleri incelenmistir. Tasarlanan nanopargacik sistemi ek
olarak, manyetik alana sahiptir. MRI goriintiileme ve tiimorlerin lokal tedavisi igin
manyetik hipertermide kullanim potansiyeli de vardir. Bu sayede olusturulacak yeni
radyoisaretli tastyici sistemin gelecekte yapilacak olan ¢aligmalarda teshis ve tedavi

amacl kullanilabilecegi diistiniilmektedir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Nanoparcaciklar

Nanoteknoloji, maddeyi atomik ve molekiiler seviyelerde diizenleyerek yeni
ozellikler kazandirmay1 hedefleyen disiplinler arasi bir alandir. Bu teknolojideki
calismalar genellikle 1 ila 100 nanometre (nm) araliginda yapilmaktadir. Bu boyut
araliinda maddelerin 6zellikleri (6rnegin, optik, elektriksel, mekanik 6zellikler)
makro boyuttakilerden farklidir, bu da yenilik¢i uygulamalara olanak tanimaktadir.
Nanoparcaciklar, ila¢ tasiyict sistemler icin ideal bir platform sunarak
biyoyararlanimin artirilmasi, kontrollii salinimin saglanmasi ve hedefe yonelik ilag

iletiminde devrim yaratmistir (Buzea et al., 2007).

Nanoparcaciklarin ila¢g tasima uygulamalarindaki avantajlari, Oncelikle
boyutlar1 ve ylizey ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Kiiglik boyutlari, biyolojik
bariyerleri asmalarin1 kolaylastirirken, ylizey modifikasyonlari ile biyouyumluluk
artirilabilir  ve  spesifik hedefleme saglanmaktadir. Ornegin, polimerik
nanoparcaciklar, kanser tedavisinde ilacin kontrollii salinimini saglayarak
toksisiteyi azaltirken etkinligi de artirir (Kumari et al., 2010). Ayrica, Fe3O4
nanoparcaciklar, dis manyetik alan kullanilarak belirli bir hedefe yonlendirilebilir
ve hem goriintiileme hem de tedavi amaciyla kullanilabilir. Radyoisaretlenmis
nanopargaciklar ise, niikleer tip uygulamalarinda hem tam1 hem de tedavi

(teranostik) i¢in 6nemli bir potansiyele sahiptir (Gupta & Gupta, 2005).

Son yillarda, trastuzumab gibi monoklonal antikorlarla fonksiyonellestirilmis
nanoparcaciklar, ozellikle HER2 pozitif meme kanseri gibi spesifik hedeflere
yonelik tedavilerde umut vadetmektedir. Bu tiir nanopargaciklar, kanser hiicrelerine
0zgli reseptorlere baglanarak etkin bir hedefleme saglamakta ve sistemik yan
etkileri en aza indirmektedir. Ayrica, ilag tastyict sistemlerde nanoparcaciklarin
kullanimi, ilaglarin  ¢oziiniirliiglini ve stabilitesini  artirmakta, bdylece
farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerini iyilestirmektedir (Rasaneh et al.,
2014).



2.1.1 Manyetik Nanoparcaciklar

Manyetik nanoparcaciklar (MNP'ler), nanometre Ol¢eginde manyetik
ozellikler sergileyen malzemelerden olusur ve genellikle demir oksitler (6rnegin,
magnetit [FesO4] ve maghemit [y-Fe20s]) gibi manyetik ¢ekirdeklerden meydana
gelir. Boyutlarinin  kiigiikliigli ve yiizeylerinin 6zellestirilebilir olmasi, bu
nanoparcaciklari biyomedikal, c¢evresel ve endiistriyel uygulamalarda oldukc¢a
cazip hale getirmistir. Manyetik cekirdek, genellikle polimerler, lipitler veya
biyomolekiillerle kaplanarak biyouyumluluk ve stabilite artirthir (Gupta & Gupta,
2005). Tirlerine gore kiyaslandiginda, demir oksit nanopargaciklar en yaygin
kullanilan tiir olup, biyouyumlu ve diisiik toksisiteye sahiptir. T1bbi goriintiileme ve
ilag tasiyic1 sistemlerde siklikla tercih edilmektedir. Metal bazli (Fe, Co, Ni)
nanoparcaciklar yiiksek manyetik doygunluklar1 ile 6ne cikar, ancak genellikle
toksik olduklart i¢in biyomedikal uygulamalarda sinirli kullanilmaktadir. Kompozit
manyetik nanoparcaciklar ise manyetik ¢ekirdegin polimer, karbon veya silika gibi
malzemelerle kaplanmasiyla elde edilir ve hem stabilite hem de ¢ok islevlilik

sunmaktadir (Lu et al., 2007).

MNP'lerin temel o6zellikleri, manyetik doygunluk, yiizey modifikasyonu,
boyut ve siiperparamanyetizmdir. Siiperparamanyetik nanopargaciklar, manyetik
alan varliginda giiclii bir manyetizasyon sergilerken, alan kaldirildiginda artik
manyetizma gostermez. Bu 6zellik, biyomedikal uygulamalarda, 6zellikle manyetik
rezonans goriintiileme (MRI) ve hedefli ilag tagima sistemlerinde 6nemlidir
(Pankhurst et al.,, 2003). Siiperparamanyetik demir oksit nanoparcaciklari
(SPION'lar), kontrast artirici ajan olarak yaygin kullanilirken, manyetik alan
kullanilarak belirli bir hedef bdlgeye yonlendirilen MNP'ler, kanser tedavisinde
hedefe yonelik yiiksek etkinlik gostermektedir. Ayrica MNP'ler, manyetik alan
altinda 1s1 tireterek kanser hiicrelerini yok etmek i¢in kullanilmaktadir (Jordan et

al., 1999).

2.2 Florodeoksiglukoz

Fluorodeoksiglukoz ([**F]JFDG ya da FDG), glukoz molekiiliiniin radyoaktif
olmayan bir analogudur ve glukoz ile benzer yapida olmasi nedeniyle metabolik

olarak aktif hiicrelere giris yapmaktadir. Bununla birlikte, yapisal modifikasyonu



nedeniyle normal glukoz metabolizmasini tamamlayamaz ve bu nedenle hiicrelerde

birikerek spesifik tutulumu arttirmaktadir (Yasakci et al., 2018).

Kanser hiicreleri, normal hiicrelere gore metabolik olarak ¢ok daha aktiftir.
Artmis enerji ihtiyacini karsilamak ve kontrolsiiz bir sekilde biiylimek i¢in hiicreler,
asir1 derecede GLUT ekspresyonuna sahiptir. Bu durum, FDG’nin kanser
hiicrelerine daha fazla alinmasina neden olur. FDG, glukoz gibi hiicre igine
girdikten sonra hexokinaz enzimi tarafindan fosforile edilir ve glikolizin sonraki
adimlarina katilamadigi i¢in hiicrede birikir. Bu birikim, hedefe yonelik terapilerde
kullanildiginda kanser hiicrelerinde spesifik tutulumu da arttirabilir (Aras et al.,
2018).

OH

HO
HO

OH

Sekil 2.1 Florodeoksiglukozun agik yapisi

Ek olarak, kanser hiicrelerinin enerji metabolizmasinda Warburg etkisi olarak
bilinen bir durum gozlenmektedir. Bu etki, kanser hiicrelerinin oksijen varliginda
bile enerji tiretimini glikoliz yoluyla yapmasidir. Oysa normal hiicreler, oksijenli
ortamda mitokondriyal oksidatif fosforilasyon ile daha verimli bir enerji liretim
yolunu tercih eder. Kanser hiicreleri ise glikolizden elde edilen hizli enerji tiretimi
ve metabolik ara irlinlerin biyosentezinde kullanilmasi gibi avantajlar nedeniyle bu
yolu benimsemektedir. Ayrica hipoksik ortamlarda yasamini siirdiirebilme

yetenegi, bu adaptasyonu desteklemektedir (Warburg, 1956).



2.3 Aktif ve Pasif Ila¢c Hedefleme

Pasif hedefleme ve aktif hedefleme, ilaglarin hedef dokuya veya hiicreye
tasinmasinda kullanilan iki temel yontemdir. Her iki yaklasim da 6zellikle kanser
tedavisi, inflamatuar hastaliklar ve gen terapisi gibi alanlarda yaygin olarak
uygulanmaktadir. Pasif hedefleme, ilaglarin fizyolojik ve anatomik farkliliklardan
yararlanarak dogal olarak hedef bolgeye ulasmasini saglar. Ornegin, kanserli
dokularda goriilen gelistirilmis gegirgenlik ve tutulum etkisi (EPR), pasif
hedefleme i¢in kritik bir mekanizmadir. Tiimor dokularinda anjiyogenez sonucu
olusan anormal ve gegirgen damar yapisi, nanoparcgaciklarin timor mikrogevresine
daha kolay gecmesine olanak tanir. Bunun yani sira, lenfatik drenajin yetersiz
olmas1 nedeniyle, nanoparcaciklar tiimér dokusunda birikerek uzun siire
kalabilmektedir (Maeda et al., 2001). Pasif hedefleme stratejileri, liposomlar,
polimerik nanopargaciklar ve diger nano-tasiyici sistemlerle siklikla kullanilir.
Ancak bu yaklasim, hedefe 6zgii olmadig: icin saglikli dokulara sinirli da olsa

toksisite riskini barindirmaktadir.

Aktif hedefleme, ila¢ tastyicilarinin yilizeyine biyomolekiiller (antikorlar,
peptitler, aptamerler veya ligandlar gibi) eklenerek spesifik hedef molekiillere veya
hiicrelere baglanmasini igermektedir. Bu yontemde, tasiyict sistemde bulunan
ligandlar, hedef dokunun veya hiicrenin yiizeyindeki spesifik reseptorlere
baglanarak ilacin yalnizca hastalikli bolgeye tasinmasini saglar. Ornegin, HER2
pozitif meme kanseri hiicrelerinde, trastuzumab gibi antikorlarla islevsellestirilmis
nanoparc¢aciklar HER2 reseptorlerine baglanarak yiiksek bir hedefleme etkinligi
saglamaktadir (Rasaneh et al., 2014). Aktif hedefleme, pasif hedeflemeye kiyasla
daha yiiksek spesifisiteye sahiptir ve saglikli dokular iizerindeki toksisiteyi dnemli

oOl¢iide azaltabilmektedir.

Pasif hedefleme, tiimor mikrogevresi gibi belirli anatomik ve fizyolojik
farkliliklardan yararlanirken, aktif hedefleme, molekiiler diizeyde daha spesifik
hedefleme saglamaktadir. Her iki yaklasim da kombine edilerek ilag tasima
sistemlerinin etkinligi artirilabilir.  Ornedin, pasif hedefleme ile tiimor
mikrogevresinde biriken bir ilag tasiyici, yiizeyindeki ligandlar sayesinde aktif

hedefleme yoluyla tiimdr hiicrelerine spesifik olarak baglanabilir. Bu kombinasyon,



kanser terapisi gibi zorlu tedavi alanlarinda umut verici sonuglar sunmaktadir

(Torchilin, 2006).

2.3.1 Trastuzumab Antikoru

Insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii (HER2), hiicre yiizeyinde bulunan
ve hiicre proliferasyonunu, farklilasmasini ve hayatta kalmasini diizenleyen bir
reseptor tirozin kinazdir. Epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) ailesine ait
olan HER2, diger aile iiyeleri olan EGFR (HER1), HER3 ve HER4 ile etkilesime
girerek hiicresel sinyal yollarini aktive eder (Moasser, 2007). Normal hiicrelerde
kontrollii bir sekilde iiretilen HER2, kanser hiicrelerinde asir1 eksprese edildiginde
patolojik bir rol oynar. Ozellikle meme kanseri, mide kanseri ve bazi akciger
kanseri tiirlerinde HER2 gen amplifikasyonu veya protein asir1 ekspresyonu sik¢a

gozlenmektedir.

Normal Cell HER2+ Cell

HER2 receptor < / HER2 receptor

g Y/“/}\ "\1{ }’(3.«

A ;4’,
=)
D = a;sg 3
~'3
Nucleus / ‘!{ ‘E“ Nucleus
HER2 gene HER2 gene

Sekil 2.2 Normal ve kanser hiicrelerinde HER2 ekspresyonu (National Cancer Institute, 2023)

HER?2 ligand baglamaksizin diger HER ailesi iiyeleriyle dimerleserek hiicre
i¢ci sinyal yollarin1 aktive eder. Bu aktivasyon, hiicre proliferasyonu, hayatta
kalmas1 ve farklilasmasi gibi biyolojik siiregleri diizenler (Baselga and Swain,
2009). HER2'nin aktive ettigi ana sinyal yollarindan biri, RAS/RAF/MEK/ERK
yoludur. Bu yol, hiicre biiylimesi ve boliinmesinde onemli bir role sahiptir. HER2
aktivasyonu sonrasi, Grb2 ve SOS adaptor proteinleri araciligiyla RAS proteinleri
aktive olur. RAS, sirastyla RAF, MEK ve ERK kinazlarim tetikleyerek
fosforilasyon kaskadini baslatir. Fosforile ERK, hiicre ¢ekirdegine girerek biiylime

ile iligkili genlerin ekspresyonunu artirir. Bu sinyal yolunun hiperaktivasyonu,
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hiicrelerin kontrolsiiz sekilde ¢ogalmasina ve kanser gelisimine yol agabilir (Hynes
and Lane, 2005).

Bir diger 6nemli yol ise PI3K/Akt/mTOR yoludur. HER2'nin dimerizasyonu,
PI3K aktivasyonunu tetikler. PI3K, membran lipidlerini fosforile ederek Akt'in
aktif hale gelmesini saglar. Akt, hiicre 6liimii sinyallerini baskilayan anti-apoptotik
proteinlerin aktivasyonunu saglar ve ayni zamanda mTOR yolunu aktive ederek
protein sentezini ve hiicre biiylimesini tesvik eder. Bu yolun asir1 aktivasyonu,
tiimor hiicrelerinin hayatta kalma ve metabolik avantaj saglamasina neden olur.
HER?2 pozitif kanserlerde bu yol, terapétik hedeflerin basinda gelir (Baselga and
Swain, 2009).

HER2, ayrica JAK/STAT yolunu da aktive ederek hiicre biiylimesi ve
farklilagsmasini diizenler. HER2 aktivasyonu sonrasi, JAK kinazlar1 araciligiyla
STAT proteinleri fosforile edilir. Fosforile STAT proteinleri cekirdege girerek
biliylime ile iligkili genlerin ekspresyonunu artirir. Bu yol, kanser hiicrelerinin

biiylimesi ve metastaz potansiyelini destekler (Olayioye et al., 2000).
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Sekil 2.3 HER?2 ana iletim yollart (Wu et al., 2022)

HER2'nin bu yollar iizerindeki etkisi, onu hedefe yonelik tedavilerin

merkezine yerlestirir. Trastuzumab gibi monoklonal antikorlar ve lapatinib gibi
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tirozinkinaz inhibitorleri, HER2'min asir1 aktivitesini bloke ederek kanser
hiicrelerinin biiylimesini ve hayatta kalmasini engellemeyi hedefler. Bu hedefli
terapiler, HER2 pozitif kanserlerin tedavisinde ¢igir agici bir rol oynamistir.
HER2'nin bu kompleks sinyal aglar1 iizerindeki rolii, kanser biyolojisinin
anlasilmasinda ve yeni terapdtik yaklasimlarin gelistirilmesinde 6nemli bir yere

sahiptir (Baselga and Swain, 2009; Hynes and Lane, 2005).

Trastuzumab, insanlastirilmis bir monoklonal antikordur ve HER2
proteinine 0zgii olarak c¢alismaktadir. HER2, meme kanseri ve diger bazi kanser
tiirlerinde asir1 eksprese edilir ve tiimor hiicrelerinin biiylime, proliferasyon ve
metastazini  tesvik eder. Trastuzumab, HER2'min ekstraseliller domenine
baglanarak, bu reseptoriin dimerizasyonunu ve asagi akis sinyal yollarini (6rnegin,
PI3K/Akt ve RAS/MAPK yollar1) inhibe eder. Bu, hiicre biiylimesinin
durdurulmasi, apoptozun tesvik edilmesi ve immiin sistemi aktive ederek antikora
bagiml hiicresel sitotoksisite (ADCC) yoluyla kanser hiicrelerinin yok edilmesini
saglar. Trastuzumab, HER2 pozitif meme kanseri ve metastatik mide kanserinde
etkili bir tedavi olarak Amerikan Gida ve Ila¢g Dairesi (Food and Drug
Administration, FDA) tarafindan onaylanmistir ve klinik kullanim1 yayginlagmistir
(Slamon et al., 2001; Baselga et al., 2010).

2.4 Lutesyum-177 (*"Lu)

Lutesyum (Lu), atom numarast 71 ve atom agirligi 175.0 g/mol olan
lantanidler grubuna ait bir elementtir. Beyaz-giimiis renkli, sert, siinek bir metaldir.
Nadir toprak elementleri arasinda yer alir. Lutesyumun birgok izotopu bulunmakla
birlikte, lutesyum-177 (*Lu), niikleer tip alaninda 6zellikle dnemli bir izotoptur.
YT u'nun yar1 6mrii yaklasik 6,7 giin (160,4 saat) olup, hem beta (fmax = 0,497
MeV, favyg = 0,134 MeV) hem de gama (y = 208 keV) radyasyonu yaymakta ve
DOTA (1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-N,N',N",N"-tetraacetic ~acid) tiirevi
selatlar ile kararli kompleksler olusturmaktadir. Bu 6zellikler, hedefe yonelik tedavi
ajanlarina radyoaktivite tasiyabileceginden, ’’Lu'nun sadece kanser tedavisinde
degil, ayn1 zamanda tibb1 goriintiileme amaciyla (6zellikle Tek Foton Emisyonlu

Bilgisayarlt Tomografi, SPECT) da kullanilmasina olanak tanir.
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7Ly elde etmek amaciyla yaygin olarak hem “dogrudan” hem de “dolayl1”
reaktdr iiretim yollar1 izlenmektedir. Dogrudan iiretim yolu, ®Lu hedeflerinin
8Ly (n,y) Y"Lu reaksiyonu ile nétron 1sinlamasia dayanir. Dolayli iiretim yolu

ise 1°Yb(n,y) 1""Yb — Y""Lu reaksiyonunu igerir ve bu, }’’Lu'nun hedef 1’6Yb hedef

atomlarindan kimyasal olarak ayrilmasini gerektirir.

7Ly, bozunma olaylarmin %76'sida (E pmax)= 0,497 MeV) 6,65 giinliik bir
yar1 dmre sahip olan kararli Hafniyum-177 (*"Hf) zemin durumuna, %9,7'sinde (E
pmax) = 0,384 MeV) ve %12'sinde (E pmax) = 0,176 MeV) zemin durumunun 0,24967
MeV ve 0,32132 MeV yukarisinda bulunan Y’Hf'nin uyarilmis haline bozunur. Bu
uyarilmis haller, foton yayilimi ile zemin durumuna de-eksitasyon yapar. Bu
radyoaktif bozunma olaylari sirasinda, 1"’Lu B~ parcaciklar yayar; bu pargaciklar E
pmax) = 497 keV (%78,6), 384 keV (%9,1) ve 176 keV (%12,2) enerjilerine sahiptir
ve diisiik enerjili gama fotonlar1 yayar [Ey = 113 keV (%6,6), 208 keV (%11)].
Y7Lu'nun basitlestirilmis bir bozunma semas1 Sekil 2.4'te gsterilmistir (Dash et al.,

2015)

177Lu

(Qg =0.4971 MeV)

T,=6.716
12 %

0.32132
0.11295
9.7%
0.24967
177Hf 0

Sekil 2.4 Y"Lu'nun basitlestirilmis bir bozunma semasi (Dash et al., 2015)

2.5 Radyoisaretli Bilesiklerin Kalite Kontrol Yontemleri

Radyofarmasdétikler, radyoaktif izotoplar igeren ve tani1 veya tedavi amaciyla
kullanilan farmasétik bilesiklerdir. Bu ajanlar, tibbi goriintiileme (6rnegin PET ve

SPECT) veya radyoniiklid tedavisinde kullanilmak {izere tasarlanmaktadir.
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Radyofarmasétiklerin etkili ve gilivenli olabilmesi i¢in yliksek saflikta, biyouyumlu
ve hedef spesifik olmalar1 gerekir (Jain, 2017). Radyofarmasétiklerin tiretiminden
sonra, giivenlik ve etkinligini belirlemek amaciyla kalite kontrol testlerine tabi
tutulmas1 gereklidir. Uretilen radyofarmasétigin ilk olarak radyoaktivite dlgiimii
yapilmali ve numunedeki spesifik radyoaktivite miktar1 belirlenmelidir. Ardindan
kullanilan  izotopun kimyasal formunun safligi1  belirlemek amaciyla
radyokimyasal saflik testleri gergeklestirilmektedir (serbest radyoizotop orani). Son
olarak tirtiniin biyolojik sistemlere uygunlugu pH ve osmolarite analizi ve sterilite
ve apirojenite testleri ile belirlenmektedir. Sterilite ve apirojenite testleri mikrobiyal

kontaminasyon riskini en aza indirmek i¢in yapilmaktadir (Silva et al., 2014).

Radyokimyasal saflik, bir radyofarmasétikte hedef bilesigin toplam radyoaktiviteye
oranidir. Bu saflik, radyofarmasétiklerin etkinligini ve giivenligini dogrudan
etkilemektedir. Saflik testleri genellikle kromatografik yontemler ile
gerceklestirilir. Ornegin, Ince Tabaka Radyokromatografisi (Thin Layer
Radiochromatography, TLRC) yontemiyle radyoaktif bilesikler sabit faz ve mobil
faz arasindaki farkl afiniteye gore ayrilir ve her bir bilesenin radyoaktivitesi tespit
edilerek hesaplanir (Schwarz et al., 2009). Radyokimyasal saflik, diisiikk oldugunda
istenmeyen biyolojik etkiler, toksisite ve hedef dis1 radyasyon maruziyeti gibi
sorunlara neden olabilmektedir. Bu nedenle, klinik uygulamalarda %90-95'in
tizerinde radyokimyasal saflik radyofarmasdtikler igin standart bir gerekliliktir

(International Atomic Energy Agency, 2013).

Kromatografi, bir karisimdaki bilesenlerin sabit faz (6rnegin, silika jel) ve
mobil (¢o6ziicii) faz (6rnegin, su) arasindaki farkli dagilim 6zelliklerine dayanarak
ayrilmasini saglayan bir tekniktir. Bu yontem, kimyasal ve radyokimyasal saflik
testlerinde, ozellikle radyofarmasotiklerde, oldukga etkilidir. Ince Tabaka
Kromatografisi (Thin Layer Radiochromatography, TLC) genellikle hizli ve
maliyeti diisiik oldugu i¢in radyofarmasétik analizinde tercih edilirken, Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) daha yiiksek ayirma kapasitesi saglar (Jain, 2017). Radyofarmasétiklerin
kalite kontrolii, radyasyon giivenligi ve hasta sagligin1 garanti etmek icin kritik
Ooneme sahiptir. Yetersiz kontrol, tedavi etkinligini diisiirebilir, yan etki riskini

artirabilir ve yanlig tantya neden olabilmektedir.
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2.5.1 Ince Tabaka Radyokromatografisi (TLRC)

Ince tabaka radyokromatografisi (Thin Layer Radiochromatography, TLRC),
radyoaktif bilesiklerin safligin1 analiz etmek ve tanimlamak i¢in kullanilan bir
kromatografi yontemidir. TLRC, TLC prensiplerine dayanir ancak radyoaktif
izotop iceren numunelerin analizi i¢in kullanilmaktadir. Bu yoOntem,
radyoniiklidlerin farkli fizikokimyasal 6zelliklerine bagli olarak hareket ettigi bir
sabit faz (genellikle silika jel, aliimina veya seliiloz) ve bir mobil faz (genellikle su,
asetonitril, metanol veya ¢oziicii karisimi) kullanir. TLRC, o6zellikle radyoaktif
ilaclarin  saflik  kontrolinde ve radyoaktif etiketleme verimliliginin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Silva et al., 2014). Bu,
terapdtik ve tanisal amagclar icin giivenilir liriinlerin elde edilmesi agisindan kritik

oneme sahiptir (Schwarz et al., 2009).

- ﬁ
TLC Chamber «—| S— 4, TicPlate

==

Mobile Phase Spotting Line

Sekil 2.5 ince tabaka kromatografisinin sematik gosterimi (Biotech Reality, 2024)

2.6 Lipofilite

Lipofilite, bir maddenin yagda ¢ézlinme egilimini ifade eder ve genellikle
"yag sevenlik" olarak tanimlanmaktadir. Lipofilik maddeler, su gibi polar maddeler
yerine, yaglar gibi apolar ¢oziiciilerde daha iyi ¢oziinmektedir. Bu ozellik,
molekiiliin hidrojen baglar1 kuramamasi veya su molekiilleriyle giiclii etkilesimler
yapamamas! nedeniyle olusmaktadir (Ciccone, 2012). Ornegin, organik ¢éziiciiler,

ilaglar veya zararli maddeler genellikle lipofilik 6zellikler géstermektedir.
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Lipofilisite ise bu 6zelligin derecesini belirtmektedir. Lipofilik bir molekiil,
apolar ¢oziiciilerle giiclii etkilesimlere girerken, su gibi polar ¢oziiciilerle zayif
etkilesime girer. Lipofiliklik, molekiiliin yapisal 6zelliklerinden, 6rnegin karbon-
zincir uzunlugu ve ¢ift bag yapisindan etkilenebilmektedir (Berg et al., 2015). Bu
terim Ozellikle biyokimya ve farmasotik alanlarda onemlidir, ¢iinkii ilaglarin
biyoyararlanimini,  hiicre = zarindan  gegisini ve metabolizma  hizin
etkileyebilmektedir. Lipofilisite testi, radyofarmasoétiklerin viicutta nasil
dagildigini, hiicre zarlarin1 ge¢gme yeteneklerini ve hedef dokuya ulasma
potansiyellerini belirlemektedir. Lipofilik o6zellik gosteren radyofarmasétikler,
hiicre zarlarin1 daha kolay gegebilir ve dokulara daha hizli ulasabilirken, hidrofilik
(su seven) bilesikler genellikle viicutta daha hizli bir sekilde atilmaktadir. Bu
nedenle lipofilisite, radyofarmasétiklerin biyoyararlanimini, dokularda birikme
egilimlerini ve atilim hizlarini tahmin etmek i¢in kritik bir parametre olup, klinik
etkinliklerinin degerlendirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Hochgurtel et al.,
2017; Gupta et al., 2019).

2.7 Stabilite

Stabilite, bir bilesigin zamanla kimyasal, fiziksel ve biyolojik 6zelliklerinin
bozulmadan korunma yetenegini ifade etmektedir. Kimyasal stabilite, bir bilesigin
yapisal biitiinliigiinii koruyarak etkinligini stirdlirmesini saglarken, fiziksel stabilite
ise formiilasyonun goriiniim, ¢ozilinlirlik ve diger fiziksel Ozelliklerinin
degismemesini saglar. Biyolojik stabilite, ozellikle biyolojik sistemlerdeki
etkilesimler ve farmakokinetik 6zelliklerin bozulmadan devam etmesi ile ilgilidir.
Stabilite, ilaclarin etkinligini, gilivenligini ve tedavi edici giiclinii dogrudan

etkileyen dnemli bir parametredir (Bajwa et al., 2014).

Radyofarmasotikler igin stabilite testi, bu bilesiklerin etkinligini ve
giivenligini saglamak agisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Radyofarmasétikler,
genellikle yiliksek radyoaktif bilesikler icerdiginden, zamanla bozulabilir veya
radyoaktif Ozelliklerini kaybedebilir. Stabilite testleri, bu bilesiklerin viicutta
gerekli siire boyunca etkin ve gilivenli bir sekilde kullanilabilir olmasini
saglamaktadir. Nanoparcaciklar ise, O6zellikle biyoteknolojik ilaglar ve tedavi
yaklasimlarinda, hiicrelere tasima ve biyoyararlanim avantajlari sunan sistemlerdir.

Ancak, nanoparcaciklarin fiziksel ve kimyasal stabilitesi, hedefleme yetenekleri ve
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etkinlikleri lizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir. Stabilite testleri, nanopargaciklarin
formiilasyonun bozulmadan kalmasini, etkinligini yitirmemesini ve istenmeyen
toksik etkiler olusturamamasini saglar (Tiwari et al., 2016). Bu testler, 6zellikle ilag
gelistirme siirecinde, liretim sirasinda olusabilecek olasi degisimlerin 6nlenmesi ve

tedaviye yonelik uzun siireli etkinlik saglanmasi agisindan gereklidir.

2.8 Karakterizasyon Yontemleri

Nanoparcaciklarin 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in ¢esitli karakterizasyon
tekniklerinden yararlanilmistir. Bu yontemler, nanoparcaciklarin elementel
iceriginin hem nitel hem de nicel olarak analiz edilmesinde, boyutlarinin tespit
edilmesinde ve bu boyuttaki pargaciklarin goriintiilenmesinde etkili bir sekilde

kullanilmaktadir. Asagida, bu yontemlere genel hatlariyla deginilmistir.

2.8.1 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektroskopisi (Fourier Transform Infrared
Spectroscopy, FTIR), bir molekiiliin kimyasal yapisini ve fonksiyonel gruplarimni
analiz etmek icin yaygin olarak kullanilan bir analitik tekniktir. FTIR, kizilotesi
(IR) 15181n molekiiller tarafindan nasil emildigini Olgerek, molekiiliin titresim
modlarini belirler. Temel prensibi, 15181n bir 6rnek iizerinden gecirilmesi ve drnegin
belirli frekanslardaki 15181 emme 06zelliklerinin incelenmesidir. Her bir molekiil,
belirli bir titresim frekansinda 1sik absorbe eder, bu frekanslar ise molekiiliin
kimyasal yapist ve fonksiyonel gruplarina baghdir. IR spektroskopisinin zaman
alict ve sinirli verimlilikle yapilan analizlerini Fourier dontigiimii gelistirmektedir,
boylece FTIR teknigi daha hizli ve daha hassas sonuglar elde edilmesini

saglamaktadir (Carter, 2004).

FTIR spektroskopisinin énemli bir 6zelligi, ayn1 anda genis bir dalga boyu
araliginda veri toplama yetenegidir. Fourier doniisiimii, geleneksel yontemlerde tek
tek dalga boylar1 dl¢iiliirken, tiim spektrumun tek bir 6l¢limde alinmasini saglar. Bu
da daha ytiksek ¢6ziiniirliik, daha hizli veri analizi ve daha iyi sinyal-giiriiltii orani
anlamina gelir. FTIR cihazi, 6rnekten gelen yansiyan veya gegis yapan 15181n,
Fourier doniisiimiiyle sayisal olarak analiz edilmesi sayesinde karmasik spektral

bilgilerin dogru bir sekilde elde edilmesine olanak tanimaktadir (Harris, 2013).
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FTIR, molekiiller arasindaki kimyasal baglar1 ve fonksiyonel gruplar
tanimlamada son derece etkilidir. Ornegin, karbonil grubu (C=0), alkol grubu (-
OH) ve amine grubu (-NH) gibi fonksiyonel gruplar, belirli dalga boylarinda
karakteristik emilim gostermektedir. Bu 6zellik sayesinde FTIR teknigi organik
kimya, biyoteknoloji, farmasotik ve malzeme bilimleri gibi alanlarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayrica, FTIR, bir maddeyi saflastirirken veya bir formiilasyonu
test ederken, bilesenlerin varligini ve safligin1 dogrulamak i¢in de kullanilmaktadir.
Ciinkii farkli bilesiklerin her biri, FTIR spektrumunda 6zgiin bir "parmak izi"

birakir, bu da bilesenlerin tanimlanmasini saglar (Silverstein et al., 2014).

FTIR'min avantajlar1 arasinda, drnegin sivilar, katilar ve gazlar gibi farkl
orneklerin analiz edilebilmesi yer alir. Ayrica, 6rnek hazirlama gereksinimleri
genellikle minimaldir ve 6rnekler genellikle dogrudan analiz edilebilir. Bu, FTIR’yi
hizli, verimli ve gilivenilir bir yontem haline getirir. Ancak, FTIR'nin bazi
siirlamalar1 da vardir; 6rnegin, cok benzer yapiya sahip bilesiklerin spektrumlari
bazen birbirine ¢ok yakin olabilir, bu da ayurt edici analiz yapmay1

zorlastirabilmektedir (Morris, 2012).

2.8.2 Dinamik Isik Sa¢ilimi (DLS)

Dinamik Isik Sagilimi (Dynamic Light Scattering, DLS), nanoparcaciklarin
ve kolloidal sistemlerin boyutlarin1 ve hareketlerini analiz etmek i¢in yaygin olarak
kullanilan bir tekniktir. DLS, bir 151k kaynaginin (genellikle lazer) bir numuneye
yonlendirilmesi ve bu 1s1¢in numunedeki parcaciklardan nasil sagildiginin
izlenmesi prensibine dayanir. Sacilan 15181 frekansi, pargaciklarin hareketine
(Brown hareketi) bagli olarak degismektedir. Parcaciklarin hizla hareket etmesi,
sacilan 15181n frekansini degistirebilir; bu degisim, par¢aciklarin boyutlar1 hakkinda
bilgi verir. DLS, genellikle nanometre dl¢cegindeki parcaciklarin boyut dagilimini,
yogunlugunu ve polidispersitesini belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Lumpkin et al.,
2003).

DLS yontemi, Brown hareketi ad1 verilen fenomeni kullanarak ¢aligsmaktadir.
Bu hareket, sivi igindeki kiigiik parcaciklarin rastgele hareket etmesidir ve bu

hareketin hiz1, pargaciklarin boyutuyla dogru orantilidir. Yavas hareket eden biiyiik
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parcaciklar, daha hizli hareket eden kiiciikk parcaciklara gore daha az frekans
kaymasi gostermektedir. Isigin sag¢ilma hizindaki bu degisiklikler, matematiksel bir
islemle (6zellikle Stokes-Einstein denklemi) pargaciklarin ortalama g¢apini ve
dagilimimi belirlemeye yardimci olur. Bu nedenle DLS, ozellikle polidispers

(homojen) sistemlerin analizinde etkili bir yontemdir (Stetefeld et al., 2016).

DLS'nin avantajlar1, 6rnek hazirlama siirecinin basitligi ve genis bir boyut
araliginda (1 nm ila birka¢ mikrometre) pargaciklarin analiz edilmesidir. Ayrica, bu
yontem sivi ve kati1 pargaciklarin analizinde kullanilabilir ve olduk¢a hizlidir.
Bununla birlikte, DLS'in simirlamalar1 da vardir. Ornegin, ¢ok biiyiik veya ¢ok
kiigiik pargaciklar arasindaki farklar1 ayirt etmek bazen zor olabilir ve numunedeki
heterojenlik (yani, parcaciklarin farkli boyutlarda olmasi) Olgiim sonuglarini
etkileyebilmektedir. Ayrica, yiiksek viskoziteye sahip sivilar veya yogun

¢oziiciilerde DLS 6lgiimleri daha zor hale gelebilir (Berne and Pecora, 2000).

DLS, biyoteknoloji ve ila¢ endiistrisi gibi alanlarda nanoparcaciklarin
Ozelliklerinin ~ degerlendirilmesinde  yaygin olarak  kullanilmaktadir.
Nanoparcaciklarin  boyutu, farmasdotik etki, biyoyararlanim ve hiicre igine
penetrasyon gibi faktorler lizerinde biiyiikk bir etkiye sahiptir. Ayrica, DLS,
polimerler, proteinler ve diger biyolojik makromolekiillerin ¢oziiniirliik, stabilite ve

formiilasyon 6zelliklerini incelemek i¢in de kullanilmaktadir.

2.8.3 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramali Elektron Mikroskobu (Scanning Electron Microscopy, SEM),
ylizeylerin yiiksek ¢oziiniirliikle incelenmesi i¢in kullanilan giiclii bir mikroskopik
analiz teknigidir. SEM, numuneye elektron 1sm1 gondererek c¢alisir ve bu
elektronlar numunenin ylizeyine ¢arptiginda yansiyan veya sacilan elektronlar
toplanarak goriintii olusturulur. Elektron 1s1n1, numunenin yiizeyine odaklanarak,
ozellikle ylizey morfolojisi, topografya ve kompozisyon hakkinda bilgi saglar.
SEM, genellikle ¢ok yiiksek ¢oziiniirliiklii goriintiiler elde etme yetenegi ile taninir
ve bu Ozellik, oOzellikle nanoteknoloji, malzeme bilimi, biyoteknoloji ve

mikrobiyoloji gibi alanlarda yaygin olarak kullanilmasini saglamaktadir.

SEM'nin ¢alisma prensibi, bir elektron 1s1ninin numuneye vurmasiyla baglar.

Elektronlar, numunede farkli derinliklerde etkilesime girerek, geri saflama
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(backscattering) ve karakteristik X-1sm1 salinimi gibi ¢esitli siireclere yol agar.
Yansiyan elektronlar, bir dedektor tarafindan toplanir ve bu bilgiler, numunenin
ylizey morfolojisini yansitan goriintiilere doniistiiriilir. SEM'de kullanilan yiiksek
¢Oziuinlirlikli elektron 1s1n1, genellikle 1-10 nm arasinda ¢oziintirliik saglayabilir,
bu da SEM'yi atomik seviyedeki yapilarin incelenmesinde ¢ok degerli kilar (Reimer
and Kolb, 2008).

SEM'nin avantajlar1 arasinda, 6rnek hazirlama siirecinin genellikle basit
olmast ve analiz edilen Ornegin dogal haliyle, yani numune yiizeyine zarar
vermeden incelenebilmesi bulunur. SEM, 6zellikle ylizeyin ii¢ boyutlu yapisini ve
morfolojisini yiiksek hassasiyetle gosterebilir. Bu, ylizeydeki piiriizliiliik, ¢atlaklar,
porozite ve diger topografik ozelliklerin ayrintili bir sekilde incelenmesini saglar.
Bununla birlikte, SEM'nin bazi smirlamalar1 da vardir. Elektron mikroskobu,
genellikle vakum ortaminda calistig1 i¢in nemli ve yiiksek basingli ortamlar igin
uygun degildir. Ayrica, numunenin iletken olmasi gereklidir, bu yiizden iletken
olmayan numuneler iizerinde SEM uygulamasi yapilmadan 6nce ylizeyin iletken
hale getirilmesi i¢in genellikle ince bir metal tabaka ile kaplanmasi gerekir (Bozzola

and Russell, 1999).

2.8.4 Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM)

Gegirimli Elektron Mikroskobu (Transmission Electron Microscopy, TEM),
atomik diizeydeki yapilarin ve ¢ok ince detaylarin incelenmesi i¢in kullanilan son
derece giiclii bir mikroskopik analiz yontemidir. TEM, bir elektron 1simninin
numuneden gegirilmesi ve bu 151nin numune tarafindan etkilesime girerek goriintii
olusturmas1 prensibine dayanir. Elektronlar, ¢ok kisa dalga boylarma sahip
olduklart i¢in, bu mikroskoplar oldukca yiiksek ¢oziiniirliik saglar ve genellikle
nanometre alt1 ¢oziiniirlikkle ¢alisabilir. TEM, 6zellikle malzeme bilimi, biyoloji,
nanoteknoloji ve fizik gibi alanlarda kullanilir ve numunenin i¢ yapisini, kristal
yapisini, bilesimsel 6zelliklerini ve organik olmayan yapilar1 detayli bir sekilde

incelemeye olanak tanir (Bozzola and Russell, 1999).

TEM'nin ¢aligma prensibi, bir yiliksek enerjili elektron 1simninin numuneye
gonderilmesiyle baslar. Elektronlar, numuneye girdiginde, cesitli etkilesimler

meydana gelir. Elektronlar ya numune tarafindan tamamen gecer ya da farkl
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derecelerde sagilir. Numuneden gecen elektronlar bir dedektorle toplanir ve goriintii
haline getirilir. TEM, elektronlarin dalga 6zelliklerini kullanarak ¢ok ince detaylar1
gormeyi saglar. TEM'nin sagladig1 goriintiiler, numunenin ince kesitlerini analiz
ederek, atomik diizeydeki yapilarin goérsellestirilmesine imkan tanir. Bu nedenle,

TEM'nin ¢dztniirlik giicli, genellikle 0,1 nm civarina kadar inebilir (Reimer, 2013).

TEM'nin avantajlar1 arasinda, Ozellikle atomik yapilarin ve cok kiiclik
boyutlardaki nanomiihendislik {iriinlerinin ¢oziiniirlikle analiz edilmesi yer alir.
Numuneler, ¢ok ince kesitler halinde hazirlanarak, numunenin i¢ yapisina dair bilgi
edinilebilir. TEM'nin sundugu ¢oziiniirliik seviyesi hem yiizey hem de i¢ yapinin
detaylarim1 gozler Oniine serer, bu da malzemelerin mikro yapilar1 hakkinda
derinlemesine bilgi saglar. TEM, ayrica elementel ve kimyasal analizler yapmak
icin de kullanilir; X-151m1 enerjisi yayilimi (EDX) ve elektron enerji kaybi
spektroskopisi (EELS) gibi ek tekniklerle numunenin bilesenlerinin kimyasal
analizleri yapilabilir (Egerton, 2011).

Ancak TEM'nin bazi sinirlamalar1 da vardir. TEM'nin ¢alisabilmesi i¢in
numunelerin ¢ok ince, genellikle birka¢ nanometre kalinliginda olmasi gerekir. Bu,
numune hazirlama siirecinin oldukca zahmetli olmasina yol agar. Ayrica, TEM
genellikle vakum ortaminda ¢alistig1 icin nemli veya sivi 6rneklerle ¢caligmak daha
zordur. TEM goriintiileri elde etmek, ayrica oldukg¢a pahali ekipman ve uzmanlik
gerektirebilir. Bunun yani sira, numune {izerindeki yiiksek enerji elektron 151n1, bazi

malzemelere zarar verebilir veya degistirebilir (Williams & Carter, 2009).

2.8.5 Taramah U¢ Mikroskobu (SPM)

Taramali U¢ Mikroskobu (Scanning Probe Microscopy, SPM), ozellikle
yiizey morfolojisinin atomik diizeyde incelenmesi i¢in kullanilan gii¢lii bir teknik
olup, mikro ve nanoyapilarin karakterizasyonunda onemli bir aragtir. SPM, bir
numune ylizeyi lizerinde ¢ok ince bir u¢ (probe) kullanarak, yilizeyin topografyasini,
mekanik o6zelliklerini, elektriksel 6zelliklerini ve kimyasal bilesenlerini yiiksek
¢oziiniirliikle 6lger. Bu mikroskopi tiirii, taramali elektron mikroskobu (SEM) ve
gecirimli elektron mikroskobu (TEM) gibi geleneksel mikroskoplardan farkli
olarak, ylizeyin atomik seviyedeki etkilesimlerini dogrudan Olgerek goriintiiler

olusturur (Binnig et al., 1986). SPM'nin ¢esitli varyasyonlar1 arasinda Atomik
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Kuvvet Mikroskobu (AFM), Taramal1 Tiinelleme Mikroskobu (STM) ve Diger Ug
Mikroskobu teknikleri bulunur.

SPM'nin temel amaci, nanoteknoloji, malzeme bilimi, biyofizik ve elektronik
gibi alanlarda ylizeylerin detayli analizini yapmaktir. Yiizey piiriizliliigii, malzeme
bilesimi, atomik diizeydeki yap1 ve yiizey etkilesimlerini anlamak i¢in kullanilir.
Ornegin, biyolojik molekiillerin (DNA, proteinler) yapilarmi incelemek,
nanomalzemelerin 6zelliklerini anlamak veya yari iletkenlerin liretim siireglerini
kontrol etmek i¢in tercih edilir (Sauer et al., 2003). SPM’nin ¢alisma prensibi, bir
probun yiizeye ¢ok yakin mesafede hareket ederken yiizey-prob etkilesimlerinin
Ol¢iilmesine dayanir. Bu prob, ylizeyde tarama yaparken atomik kuvvetler (AFM
icin) veya tlinelleme akimlart (STM i¢in) gibi ylizeye 6zgii Ozellikleri algilar.
Algilanan sinyaller, bilgisayar tarafindan islenerek yiizeyin ii¢ boyutlu bir haritasini
olusturur. Teknik, numuneye zarar vermeden atomik diizeyde ¢oziiniirlik saglar

(Radmacher et al., 1997).

SPM, nanoteknolojide malzemelerin atomik diizenlerini ve yiizey yapilarim
anlamak i¢in kullanilir. Elektronik cihaz iiretiminde yari iletken ylizeylerin analizi,
biyolojik molekiillerin yap1 ve dinamiklerinin incelenmesi veya piiriizliiligiin
etkisinin anlasilmasi gibi birgok alanda uygulanir. Ornegin, AFM kullanilarak
hiicre zarlarinin mekanik 6zellikleri 6l¢iilebilirken, STM ile yiizeydeki atomik yap1

ve elektron yogunlugu haritalanabilir (Huang et al., 2005).

2.8.6 Titresimli 6rnek manyetometresi (VSM)

Titresimli Numune Manyetometresi (Vibrating Sample Magnetometer,
VSM), manyetik malzemelerin manyetik 6zelliklerini incelemek i¢in kullanilan bir
analiz cihazidir. VSM, manyetik numunelerin bir manyetik alan i¢inde belirli bir
frekansta titrestirilmesiyle olusturulan manyetik momentin 6lgiilmesine dayanir.
Manyetik malzemelerin miknatislanma, manyetik doygunluk, koersivite (zorlayict
kuvvet) ve remanans (kalan miknatislanma) gibi 6nemli manyetik 6zelliklerini
analiz etmek i¢in kullanilir. Bu cihaz, malzemelerin manyetik davranislarin

anlamak ve optimize etmek amaciyla gelistirilmistir (Foner, 1959).
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VSM’nin amaci, manyetik malzemelerin temel Ozelliklerini belirlemek ve bu
ozelliklerin uygulamalardaki etkilerini anlamaktir. Ornegin, biyomedikal alanda
manyetik nanopargaciklarin ilag tasima veya manyetik rezonans goriintiilemede
kullanilabilirligini degerlendirmek i¢in VSM kullanilir. Bunun yaninda, enerji
depolama, manyetik sensorler ve hafiza cihazlarinda kullanilan manyetik

malzemelerin performans analizi i¢in de kritik bir aragtir (Mamiya et al., 2013).

VSM’nin ¢alisma prensibi, manyetik bir numunenin belirli bir frekansta
titrestirilmesi sirasinda manyetik alanin degisiminden kaynaklanan indiiklenmis
voltajin Ol¢iilmesine dayanir. Numune, sabit bir manyetik alan iginde bir
elektromiknatis yardimiyla titrestirilir. Titresim sonucu olusan manyetik ak1
degisimi, bir algilayic1 tarafindan Olgiilir ve bu veriler manyetik moment
hesaplamalarinda kullanilir. Numunenin miknatislanma egrisi (histerezis dongiisii)
cihaz tarafindan detayli bir sekilde kaydedilir, bu da malzemenin manyetik

ozelliklerini gorsellestirir (Foner, 1959; Liu et al., 2017).

VSM, nanoteknoloji, biyomedikal miihendislik, enerji depolama ve
elektronik gibi genis bir yelpazede uygulamalara sahiptir. Ornegin, manyetik
nanoparcaciklarin  hipertermi  tedavisi gibi biyomedikal uygulamalarda
kullanilabilirligi, manyetik histerezis dongiileri ile degerlendirilebilir. Ayrica,
manyetik ince filmler ve alagimlarin enerji doniisiim cihazlarindaki performans

analizi i¢in de kullanilir (Mamiya et al., 2013).

2.8.7 X-lsim Difraktometresi (XRD)

X-1s11 difraktometresi (X-Ray Diffraction, XRD), kat1 hal malzemelerinin
kristal yapisini incelemek icin yaygin olarak kullanilan analitik bir tekniktir. Bu
yontem, malzemenin atom diizeyindeki diizeni ve faz bilesimi hakkinda bilgi
saglar. XRD, genellikle kristalografik fazlarin tanimlanmasi, kristal yapinin
belirlenmesi, tane boyutu analizi ve malzeme iizerindeki streslerin 6l¢iilmesi i¢in
kullanilir. XRD analizi, malzemenin atomlarmin X-isinlariyla etkilesiminden
kaynaklanan kirmim desenlerinin Olgiilmesiyle gergeklestirilir. Bu kirmim
desenleri, her malzemenin kendine 6zgii olan ve parmak izi gibi benzersiz bir deseni

temsil eder (Cullity, 1978).

XRD'nin temel prensibi, Bragg yasasina dayanir:
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nA=2dsing

Burada n bir tam say1, A X-1s1nin1n dalga boyu, d atom diizlemleri arasindaki mesafe
ve 0 kirmnim agisint ifade eder. Bu denklem, X-1sinlarinin kristal diizlemlerinden
belirli agilarda kirildigini ifade eder ve bu bilgiler, kristalin yapisal 6zelliklerini
anlamak i¢in kullanilir. XRD analizinde, bir toz difraktometresi veya tek kristal
XRD cihaz1 kullanilarak malzemenin kirinim desenleri toplanir ve daha sonra bu
desenler, JCPDS veri taban1 gibi referanslarla karsilastirilarak yorumlanir. (Cullity

and Stock, 2001).

XRD, ¢esitli disiplinlerde ¢ok genis bir uygulama alanina sahiptir. Ornegin,
malzeme biliminde seramikler, metaller ve polimerler gibi malzemelerin
karakterizasyonunda yaygin olarak kullanilir. Jeolojide, minerallerin kimyasal ve
yapisal oOzelliklerini anlamak igin degerli bir aragtir. Ayrica, farmasotik
endiistrisinde, ilaglarin kristal yapilarini belirlemek ve polimorfizmini analiz etmek
i¢in kullanilir. Bu teknik, 6zellikle nanomalzemelerin incelenmesinde de popiiler
hale gelmistir; ¢iinkii XRD, nanomalzemelerin kristal fazlarin1 ve kristal boyutlarini

dogru bir sekilde belirleyebilir (Warren, 1990).

XRD analizinin avantajlar1 arasinda hizli ve dogru sonuglar vermesi, numune
hazirliginin genellikle basit olmasi ve analiz edilen malzemelerin tahrip edilmemesi
bulunur. Ancak, bu yodntemin bazi smirlamalart da vardir; Ornegin, amorf
malzemelerin analizinde sinirlidir ve kompleks karigimlarda zayif fazlari tespit
etmek zor olabilir. Buna ragmen, XRD, malzeme bilimi ve miihendisligi alanlarinda
vazgecilmez bir karakterizasyon teknigi olmaya devam etmektedir. (Klug and

Alexander, 1974).

2.8.8 Tandem Ucus/Ucus Zamanh Matriks-Yardimh Lazer
Desorpsiyon/Iyonlastirma Spektroskopisi (MALDI TOF/TOF)

Tandem ugus/ugus zamanl matriks-yardimli lazer desorpsiyon/iyonlagtirma
(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight/Time-of-Flight,
MALDI TOF/TOF), kiitle spektrometresinin bir tiirli olup, biyomolekiiller (6rnegin
proteinler, peptitler, lipitler) gibi karmasik numunelerin analizi i¢in kullanilan giiglii
bir tekniktir. Bu yontemde, lazer 1sin1 bir matriks yardimiyla numuneyi iyonize

eder. Ik ugus zamani (TOF) analizinde, iyonlar kiitle-yiik oranlarina (m/z) gére
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ayrilir. Daha sonra, belirli bir iyon segilerek parcalanma islemi gerceklestirilir ve
ikinci ugus zamani analizinde pargalanmis iyonlar analiz edilir. Bu tandem
(birbirine bagli olarak sirali ¢alisan) yapt hem ana molekiilleri hem de bu
molekiillerin yapisal bilgilerini inceleme imkan1 sunmaktadir (Karas and

Hillenkamp, 1988; Loo et al., 2002).

Bu yontemin temel amaci, biyomolekiillerin kiitlesini yliksek hassasiyetle
olgmek ve parcalanma {iriinleri iizerinden molekiiliin yapisal 6zelliklerini detayli
bir sekilde belirlemektir. Ozellikle protein dizilimi, post-translasyonel
modifikasyonlar, kompleks karigimlarin bilesenleri ve biyomolekiillerin
etkilesimlerinin incelenmesinde oldukc¢a degerlidir. MALDI-TOF/TOF, yiiksek
duyarliligt ve hizli analiz yetenegi sayesinde biyomedikal arastirmalar, ilag
gelistirme ve proteomik ¢alismalarda kritik bir arag olarak kullanilir (Zhu et al.,

2003).

MALDI-TOF/TOF, protein dizilimlerinin belirlenmesi, mikroorganizmalarin
tanimlanmasi, biyobelirte¢ kesfi ve ila¢ arastirmalarinda yaygin olarak kullanilir.
Omegin, bakteriyel veya fungal patojenlerin hizli ve dogru bir sekilde
tanimlanmasinda mikroorganizmalarin protein profillerinin analizinde siklikla
kullanilir.  Ayrica, kanser gibi hastaliklarda potansiyel biyobelirteclerin
kesfedilmesi ve karakterizasyonunda da onemli bir rol oynar. Tandem yapi,
molekiillerin sadece kiitlesini degil, ayn1 zamanda yapisal detaylarini da ortaya
koydugu i¢in, post-translasyonel modifikasyonlarin veya ilag-biyomolekiil

etkilesimlerinin analizinde de tercih edilir (Li et al., 2005).

2.9 In Vitro Calismalar

In vitro deneyler, laboratuvar ortaminda, canli organizmanm digindaki
kontrollii kosullarda gergeklestirilen deneylerdir. Bu deneylerde hiicreler, dokular
veya biyomolekiiller gibi biyolojik materyaller genellikle kiiltiir kaplari,
mikroplakalar veya biyoreaktorler gibi araclar kullamlarak incelenmektedir. "In
vitro" terimi, Latince "cam iginde" anlamina gelir ve bu ydntemlerin cam
laboratuvar kaplarinda yapilmasina atifta bulunmaktadir. /n vitro deneylerin temel
amaci, belirli biyolojik siirecleri veya tedavi stratejilerini izole bir ortamda detayl

olarak incelemek, kontrol edilen kosullarda etkilerini degerlendirmek ve genellikle
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daha karmasik in vivo (canli organizma iginde) deneyler i¢in 6n bilgi saglamaktir

(Kern et al., 2017).

-

Sekil 2.6 Hiicre kiiltiirii ¢alismasi prensibinin sematik gosterimi

In vitro deneyler, ilag gelistirme, toksisite testleri, gen ekspresyon analizi,
hiicresel mekanizmalarin arastirilmasi ve biyomateryal degerlendirmesi gibi bir¢ok
alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ornegin, yeni bir ilag gelistirilirken, ilacin
etkisi Oncelikle hiicre kiiltiirleri ilizerinde test edilir. Bu, ilacin etkinligini ve
giivenligini in vivo testlerden 6nce degerlendirmek igin ekonomik ve etik agidan
onemli bir adimdir. Ayrica, biyomateryallerin hiicrelerle uyumlulugunu veya
potansiyel toksik etkilerini degerlendirmek igin kullanilmaktadir. [n vitro deneyler,
karmasik organizmalarin miidahalesini ortadan kaldirarak, daha net ve odaklanmis

sonuclar elde edilmesini saglar (McNeal et al., 2016).

3.GEREC VE YONTEM
3.1 Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar
3.1.1 Kullanilan kimyasallar

Demir(l11) asetilasetonat (Fe(acac)s), dekanoik asit, dibenzil eter, tetraetil

ortosilikat (TEOS), (3-aminopropil)trietoksisilan (APTES), etilendiamin, sodyum
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Sodyum siyanoborohidriir (NaBH3CN), EDC (N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)
karbodiimit hidroklorit), NHS (N-hidroksisuksinimid), etanol, amonyok (NHs,
10%), polietilen glikol (PEG-6000, Mw: 5600-6600 g/mol; n = 140),
tetrahidrofuran (THF), mannoz triflat, Kryptofix (Ci2H24N20a4), potasyum karbonat
(K2COs), dimetil formamid (DMF), sodyum floriir (NaF), Ambershep 900 OH
reginesi, Amberlite anyon degisim reginesi, C-18 pre-kartus (sep-pak), 2-
merkaptoetanol, Vivaspin 500 (100 kDa) santrifiij filtrasyon tiipii, Trastuzumab
(Herceptin®, Roche Pharmaceuticals, Basel, Isvigre), sodyum bikarbonat
(NaHCO3), amonyum asetat (CHsCOONHpa), sitrat tamponu (pH = 5), dimetil
stilfoksit (DMSO), CellTiter96® AQueous One Solution Reagent (Promega, ABD)
MTS  kiti  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium), hidroklorik asit (HCI, 37%), sodyum hidroksit
(NaOH), p-NCS-benzyl-DOTA-GA (2,2',2”-(10-(1-carboxy-4-((4-
isothiocyanatobenzyl)amino)-4-oxobutyl)-1,4,7,10tetraazacyclodo decane -1,4,7-
triyl)triacetic acid), DMF (N,N-dimethylformamide), glisin (NH.-CH.-COOH),
Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM), Fetal bovin serum (FBS),
Penisilin/streptomisin ¢ozeltisi, Roswell Park Memorial Institute Medium-1640
(RPMI-1640), McCoy’s 5A Medium, L-glutamin, tirypsin-EDTA, Sodyum piriivat,
Fosfat tamponu (PBS, pH 7,4).
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3.1.2 Kullanilan cihazlar

Hassas terazi (Ohaus Pioneer PA214C, Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali; Radwag XA 52/2X, Niikleer
Kimya ve Teknoloji Enstitiisii, Varsova), Sentez Unitesi (Heildolph MR-Hal End
Starfish Workstation, Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dal1), Vorteks (Heildolph Reax Top, Ege Universitesi,
Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali; Heildolph P/N-
541-100000-1, Nikleer Kimya ve Teknoloji Enstitiisii, Varsova), Manyetik
Karstirieih Isitict (IKA RCT Basic, Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali; IKA RCT Basic ETS-D5, Niikleer Kimya ve
Teknoloji Enstitiisii, Varsova), Ultrasonik Banyo (CEIA CP104 Standard
Ultrasonic Cleaner, Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dali; Polsonic Sonic-2, Niikleer Kimya ve Teknoloji
Enstitiisii, Varsova), Santrifiij Cihaz1 (Niive CN 180, Ege Universitesi, Niikleer
Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali; Eppendorf 5452, Niikleer
Kimya ve Teknoloji Enstitiisii, Varsova), Etiiv (Niive FN 400 kuru hava sterilizator,
Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali;
Venti-Line VL-53, Niikleer Kimya ve Teknoloji Enstitiisii, Varsova), Perkin-Elmer
Spectrum Two IR FTIR spektrofotometresi (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali), Multimode Mikroplaka Okuyucu
(Biotek Synergy H1, Niikleer Kimya ve Teknoloji Enstitiisii, Varsova), Laminar
Flow Kabin (BioAir Safe Flow 1.2, Niikleer Kimya ve Teknoloji Enstitiisii,
Varsova), CO; Inkiibatorii (Euroclone Safe Grow New 188Pro, Niikleer Kimya ve
Teknoloji Enstitiisii, Varsova), DLS Zeta Size ve Zeta potansiyel 6l¢lim cihazi
(Malvern Nano, Niikleer Kimya ve Teknoloji Enstitiisii, Varsova), Inverted
mikroskop (Zeiss Axiocam 105 colour, Niikleer Kimya ve Teknoloji Enstitiisii,
Varsova), Sivi azot tanki (Worthington Industries, Niikleer Kimya ve Teknoloji
Enstitiisii, Varsova), Su banyosu (Memmert, Niikleer Kimya ve Teknoloji
Enstitiisii), Radio-TLC cihaz1 (Perkin Elmer Storage Phosphor System Cyclone
Plus, Niikleer Kimya ve Teknoloji Enstitiisii, Varsova), TLC bantlar1 ve kiivetleri
(Sigma, Niikleer Kimya ve Teknoloji Enstitiisii, Varsova); Doz Kalibratorii (Biodex
Atomlab TM500, Niikleer Kimya ve Teknoloji Enstitiisii, Varsova), TEM (JEOL-
2100 196-8558, Ege Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvar1 (MATAL)),
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SPM (BRUKER Dimension Edge with ScanAsyst, Ege Universitesi Merkezi
Arastirma Laboratuvart (MATAL)), VSM (Dexing Magnet 550 cihazi, Dokuz
Eyliil Universitesi Elektronik Malzemelerin Imalat ve Uygulama Merkezi
(EMUM)), SEM (Thermo Scientific Apreo S cihazi, Ege Universitesi Merkezi
Arsatirma Laboratuvarl) (MATAL)), UV-Vis spektrofotometre (JASCO V-750
UV-Visible Spektrofotometre, Niikleer Kimya ve Teknoloji Enstitiisii, Varsova),
MALDI TOF/TOF (Thermo Fisher Scientific Applied Biosystems 4800 Plus analiz
cihazi, Lukasiewicz Endistriyel Kimya Enstitlisii, Varsova), otomatik y-sayaci
(Perkin Elmer 2480 Automatic Gamma Counter Wizard, Niikleer Kimya ve
Teknoloji Enstitiisii, Varsova), rotator (Stuart SB3, Niikleer Kimya ve Teknoloji
Enstitiisii, Varsova), saf su cihaz1 (Milli-Q water, Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisti, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali; Hydrolab, Nikleer Kimya ve
Teknoloji Enstitlisii, Varsova).

3.2 Kiibik Demir Oksit (C-Fe3O4) Icerikli Nanopartikiil Sentezi

Manyetik kiibik demir oksit nanopargaciklar (C-Fe3Os) literatiire gore
hazirlanmistir (Martinez-Boubeta et al., 2013). Demir oksit nanoparg¢aciklar, demir
(IIT) asetilasetonat (Fe(acac)s), dekanoik asit ve dibenzil eter karigiminin
isitilmasiyla sentezlenmistir. Bu yontem, demir (III) dekanat kompleksinin ara
birikimi sayesinde niikleasyon ve bilylime asamalarinin net bir sekilde ayrilmasini
saglamaktadir. Boylece, boyutlar (15 nm ile 180 nm arasinda) uygun 1sitma hiziyla
ayarlanabilir. Sentez i¢in sirastyla 0.353 g (1 mmol) Fe(acac)s, 0.688 g (4 mmol)
dekanoik asit ile 25 mL dibenzil eter karistirtlmistir. Cozelti kisa bir vakum
uygulandiktan sonra kuvvetlice karistirilarak ¢ozeltinin sicakligi 6°C/dakika hizla
yiikseltilmis ve kaynama noktasina (300°C) getirilmistir. 1 saatlik 1sitmanin
ardindan c¢ozeltinin sicakligi distiriilerek etanol eklenmistir. Nanopartikiiller
miknatis kullanilarak toplanmis ve etanol iginde yeniden dagitilarak 4°C’de

saklanmustir.

Sentezlenen demir oksit manyetik nanoparcaciklari i¢in yap: analizleri FTIR
ile yapilmistir. FTIR analizi, Niikleer Bilimler Enstitiisti’'nde bulunan Perkin-Elmer

Spectrum 100 FTIR cihazi ile gerceklestirilmistir.
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3.3 C-Fe304 Nanopartikiillerin Silikalanmasi ve Silanlanmasi (C-

Fe304-SiO2-NHy)

Yiizey modifikasyonlar1 literatiire gore yapilmistir (Yasakci et al., 2018;
Hafid et al., 2010). Hazirlanan C-FesO4 nanopartikiillerinin %75' silika kaplama
icin kullanilmistir. Sentezlenen 50 mg C-FesOds'e sirasiyla 2,5 mL tetraetil
ortosilikat (TEOS) ve 2,5 mL %10'luk amonyak ¢6zeltisi eklenerek pH degeri 9'a
ayarlandi. Bu ¢6zeltinin reaksiyonu, 90 °C'de geri akis kosullarinda 14 saat boyunca
stirdiiriilmiistiir. Ardindan, ¢okelti miknatis yardimiyla toplanmis ve birkac kez
etanol ile yikanmis ve etanol-su karigiminda yeniden dagitilmigtir. Ertesi giin, silan
baglayici ajan olarak (3-aminopropil)trictoksisilan (APTES) 2,5 mL miktarinda
silikalanmis kiibik demir oksit nanopargacik (C-Fe;04-Si0O2) siispansiyonuna
eklenmistir. Siispansiyon, ultrasonik banyoda 15 dakika sonikasyona tabi
tutulduktan sonra 90 °C'de 14 saat boyunca geri akis altinda karistirilmistir.
Inkiibasyon siirecinin ardindan, reaksiyona girmemis olan silan baglayici ajani
uzaklagtirmak amaciyla ¢ozelti manyetik ayirma yontemi kullanilarak birkag¢ kez
etanol ile yikanmistir. Son adimda, silika ve silan kapli demir oksit nanoparcaciklar

(C-Fes304-Si02-NHz2) etanol igerisinde yeniden dagitilarak +4 °C'de saklanmustir.

3.4 Polietilen Glikol (PEG) ile Yiizeyin Kaplanmasi (C-FezOs-
SiO2-NH2-PEG)

Polietilen glikol (PEG) yiizey modifikasyonu islemi literatiire gore
emiilsiyon-¢oziicii buharlastirma teknigi ile hazirlanmistir (Bakandritsos et al.,
2010). Bu yonteme gore, agirlik¢a 1:1 (w/w) oraninda PEG-6000 (Mw: 5600-6600
g/mol; n = 140) ve C-Fes04-S102-NH:2 nanopargaciklar, 500 pL tetrahidrofuran
(THF) igerisinde ¢oziiliip, sonikasyon altinda yavasga 5 mL damitilmis suya
eklenmistir. Sulu faz hemen kahverengiye donse de optik olarak berrak kalmistir.
Karisim, 40 °C’de bir gece boyunca birakilmis ve THFmin buharlagmasi
tamamlanmistir. Ertesi giin, PEG ile modifiye edilmis demir oksit nanopargaciklar
(C-Fes04-Si02-NH2-PEG), miknatisla toplanarak birkag kez etanol ile yikanmis ve

+4 °C’de saklanmastir.
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3.5 Mannoz Triflat — Etilendiamin Konjugasyonu

[*°F]FDG, literatiirde belirtilen yontemlere gore sentezlenmistir (Yasakci et
al., 2018; Babu et al., 2007). Sentez, iki asamadan olugsmaktadir. Ik asama, Sodyum
siyanoborohidriir (NaCNBH3) ile mannoz triflatin etilendiamine baglanmasini
icerir. ikinci asamada, etiivde kurutulmus iiriin, Kryptofix (Ci12H24N204), potasyum
karbonat (K2COs), dimetil formamid (DMF) ve sodyum floriir (NaF) cozeltileri
kullanilarak '°F ikamesiyle FDG-amine hidrolize edilmistir. Sentezin ilk
asamasinda 19,2 mg mannoz triflat, 200 pL distile suda 90 °C'de ¢oziilmiistiir
(Cozelti 1). 1 mmol (66 pL) etilendiamin, bagka bir test tiipiine eklenen 70 pL saf
su ile karistirilmis ve pH 1.0 M HCl ile 7,5'e ayarlanmistir. Ardindan, 0,63 mmol
(40 mg) NaCNBH: bu ¢ozeltiye eklenmistir (Cozelti 2). 1 ve 2 ¢ozeltileri, 90 °C'de
1 saat karistirtlmistir. Karisim, inkiibatorde 65 °C'de kurutulmus ve ¢oken

reaksiyon Uriinii elde edilmistir.
3.6 Mannoz Triflat — Etilendiamin’in °F ile Siibstitiisyonu

1 mL 0,03 M mannoz triflat-etilendiamin ¢6zeltisi, ilk asamada acgiklanan
yontemle hazirlanmistir. Bir reaksiyon tiipiinde, 100 pL Kryptofix ¢ozeltisi (ultra
saf suda 1,0 mg/mL), 200 pL K>COs ¢ozeltisi (ultra saf suda 2,0 mg/mL), 100 uL
DMF ve 200 puL NaF c¢ozeltisi (2,0 mg/mL; 16 mM) birlestirilmis ve karisim,
90°C'de su banyosunda 20 dakika siireyle 1sitilmistir. Bu siire¢ sirasinda, mannoz
triflat-etilendiamin ¢ozeltisi, °F ile yer degistirmis ve FDG amine hidrolize
edilmistir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra, fazla Kryptofix'i uzaklastirmak i¢in
Dowex 50 katyon degisim reginesi kullanilmistir. Ardindan, nétralizasyon islemi
icin Ambershep 900 OH reginesi, reaksiyona girmeyen floriirli uzaklastirmak
amaciyla ise Amberlite anyon degisim reginesi kullanilmistir. Son adimda, C-18
pre-kartus (sep-pak) filtre ile polar olmayan safsizliklar giderilmistir (Yasakci et
al., 2018).

Sentezlenen C-Fe304-SiO2-NH2 nanoparcaciklar EDC/NHS konjugasyon
metodu kullanilarak FDG ile konjuge edilmistir (Heister et al., 2009; Subramanian
et al., 2016). Onceden saflastirilan FDG-etilendiamin ¢ozeltisi, oda sicakliginda 25
MM C-Fes;04-S102.-NH:2 manyetik nanoparcaciklara eklenmistir. Ardindan, sirastyla
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50 mM NHS ve 25 mM EDC c¢ozeltileri (PBS = 7,4) yavasga ilave edilerek ¢ozelti
lyice karigtirllmistir. Reaksiyon, orbital ¢alkalayicida 2 saat boyunca karistirilarak
inkiibe edilmistir. Fazla EDC’yi sondirmek i¢in, 20 mM’lik bir nihai
konsantrasyona 70 puL 2-merkaptoetanol eklenmistir. Boylece FDG-etilendiamin,

manyetik nanopargaciklara konjuge edilmistir (C-Fes04-SiO2-NH2-FDG).

Ayni konjugasyon yontemi, FDG-etilendiamin ile C-Fes04-SiO.-NH.-PEG
nanopargaciklarinin konjugasyonu i¢in de uygulanmistir. Ancak C-Fes04-SiO--
NH2-PEG-FDG nanoparg¢aciklarinin in vitro testlerde HER2 reseptor affinitesi daha
disiik bulundugundan, hiicre kiiltiirti deneylerine C-Fe304-SiO2-NH2-FDG

nanopargaciklar ile devam edilmesi uygun goriilmiistir.

3.7 "Lu ile Radyoisaretleme

Trastuzumaba antikoru, Vivaspin 500 (100 kDa) konsantratorii kullanilarak
ticari ilag iiriiniinden (Herceptin®, Roche Pharmaceuticals, Basel, Isvigre) izole
edilmistir. Saflastirilmis trastuzumab konsantrasyonu, 280 nm'de 225000 M
-cm ™ molar soniim katsayis1 (¢) kullanilarak UV-VIS spektrofotometresi ile

belirlenmistir (Cedrowska et al., 2020).

DOTA-Trastuzumab (DOTA-Tras) konjugasyonu i¢in, 1 mg p-NCS-Bz-
DOTA-GA (DOTA) DMSO-su karisiminda iyice vortekslenerek ¢oziilmiistiir. Bu
cozeltiden 50 kat molekiiler DOTA fazlas1 (50x) konjugasyon igin kullanilmistir.
Daha sonra, 400 pg Trastuzumab ve DOTA, karbonat tamponunda (pH = 8,9)
karistirtlmistir. Cozelti, oda sicakliginda gece boyunca 800 rpm'de karistirilarak
inkiibe edilmistir. Ertesi giin, ¢6zelti damitilmis suda Vivaspin 500 (100 kDa)
santrifiij filtresiyle yikanarak saflastirillmistir (n=5). Konjugasyonun antikor
konsantrasyonu 280 nm'de UV-VIS spektrofotometresi ile olgiilerek literatiire gore

hesaplanmistir (Guleria et al., 2020).

Ardindan Y""Lu ile radyoisaretleme, literatiirdeki yontem modifiye edilerek
gerceklestirilmistir (Guleria et al., 2020). Tasiyict formda *’Lu radyoizotopu,
Y7LuClz olarak 0,04 M HCI ¢ozeltisi icinde, Polonya'nin Swierk kentindeki
Radioisotope Centre POLATOM'dan temin edilmistir (spesifik aktivite > 370
GBg/mg Lu, radyoizotop safligi> %99,9). Kisaca 400 ug DOTA-Tras ¢ozeltisi, 150
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puL 0,1 M amonyum asetat tamponu (pH=5/5,5) icerisinde 10 MBq "’LuCls ile
karistirlmistir.  Antikor-selat konjugasyonu 2 saat 42°C'de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra, "’Lu-DOTA-Tras, 100 kDa molekiiler agirlik kesme
membranli Vivaspin 500 santrifiij filtresi kullanilarak saflastirilmistir (n=5).
Konjugasyondan sonra, bir trastuzumab molekiilii basina selat olusturan grup sayist
MALDI TOF/TOF analizi ile belirlenmistir.

3.7.1 Y"Lu-DOTA-Tras Bilesiginin C-Fe30.-SiO,-NH,-FDG
Nanoparcaciklar ile Konjugasyonu

Ilk adimda, PBS (pH=7,4) i¢inde 50 mM NHS ve 25 mM EDC ¢ozeltileri
hazirlanarak sirastyla 500 pg Trastuzumab iceren /Lu-DOTA-Tras (50x) ve 500
ng C-Fe304-SiO2-NH2-FDG  nanopargacik  ¢ozeltileri  ile  karistirilmastir.
Konjugasyon reaksiyonu, oda sicakliginda bir rotatdr iizerinde 4 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Son olarak, ’Lu-DOTA-Tras@C-Fe304-SiO2-NH,-FDG
nanopargaciklari, miknatis kullanilarak manyetik yontemle ii¢ kez yikanmig ve
istenmeyen suda ¢Oziiniir riinler dekantasyon yoluyla uzaklastirilmigtir
(Mozafarinia et al., 2021). Son asamada manyetik radyokonjugat aktivitesi bir doz

kalibratorii ile ol¢tlilmiistiir.

3.8 Kalite Kontrol Calismalari

3.8.1 Ince Tabaka Radyo Kromatografisi (TLRC) Y éntemi ile
Kalite Kontrol Calismalar

Silika jel kapli cam elyaf seritler ve 0,1 M sitrat tamponu (pH = 5), TLRC
yontemi igin sirasiyla duragan ve hareketli fazlar olarak kullanilmstir.
Radyoisaretli nanokonjugatlar, silika jel kapli TLC seritlerine 2 pL olarak
damlatilmis ve uygulama noktasindan 1 cm yukariya yerlestirilmistir. TLC seritleri,
uygulama noktasindan yaklasik %80 ilerledikten sonra banyodan ¢ikarilip oda
sicakliginda kurutulmustur. Radyoisaretleme siiresi parametreleri 30 dakika, 1 saat,
2 saat ve 4 saat olarak optimize edilmistir. Maksimum isaretleme verimi 2. saatte
elde edilmistir. TLC bantlar1 Perkin EImer Storage Phosphor System Cyclone Plus
cihaz1 ile taranarak radyoisaretleme verimleri elde edilmistir. Daha iyi ayirma

sagladiklari i¢in radyo-TLC i¢in silika jel kapli bantlar tercih edilmistir.
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3.9 Lipofilite

Bu deneyin temel prensibi, bilesigin polar olmayan (n-oktanol) ve polar
(PBS) fazlar arasindaki dagilim Kkatsayisin1 belirlemektir. Radyoisaretli
nanokonjugatin lipofilisite tayini, 6nceki ¢alismamiza benzer sekilde belirlenmistir
(Tutun etal., 2021). Kisaca, baslangic aktivesi 10 MBq olan 1"’Lu-DOTA-Tras@C-
Fe304-SiO2-NH2-FDG konjugatlarin 100 uL'lik ¢ozeltileri, 300 puL n-oktanol ve
300 uL PBS (pH = 7,4) ile karistiralarak bir test tlipline konmustur. Ardindan,
karisim oda sicakliginda 1 dakika siireyle vortex edilerek manyetik ayirma ile
ayrilmistir. Ayrim sonunda st faz (n-oktanol) ve alt faz (PBS) radyoaktivitesi ayri
ayr1 sayilarak n-oktanol/tampon orani (logP) belirlenmistir. Ayni islemler {i¢ kez

tekrarlanmustir.

Konsantrasyon verileri kullanilarak dagilim katsayisi (LogP) asagidaki

formiile gore hesaplanmustir:
LogP = log ((Bilesik)n-oktanol / (Bilesik)pgs)

Burada, radyoisaretli bilesigin saniyedeki sayim cinsinden radyoaktivitesi

Olclilmiistr.

3.10 Stabilite Testi

7Lu-DOTA-Tras@C-Fes04-SiO2-NH-FDG  nanopargaciklarin — stabilite
testi farkli zaman dilimlerinde (0, 1, 2, 4 saat ve 6. giine kadar) 42°C'de PBS
(pH=7,4) ve insan serumu kullanilarak gerceklestirilmistir. Kisaca, 100 pL su
icinde baslangi¢ aktivitesi 10 MBq olan iki farkli '"’Lu-DOTA-Tras@C-Fe3O4-
Si02-NH2-FDG nanopargacik ¢ozeltisi hazirlanmis ve bu ¢ozeltiler, 900 pL insan
serumu (human serum, HS) ve PBS (pH=7,4) igeren iki ayr1 deney tiipiinde
karistirilmistir. Inkiibasyon siirelerinin sonunda, iist faz manyetik ayirma ile
ayrilmis  ve alt fazdaki 7u-DOTA-Tras@C-Fe30:-SiO,-NH,-FDG

nanoparcaciklarin aktivitesi, doz kalibratorii ile 6l¢iilmiistiir.
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3.11 Karakterizasyon Calismalari

3.11.1 FTIR Analizi

FTIR analizleri i¢in, hazirlanan C-Fe304, C-Fe304-Si02, C-Fe304-SiO2-NH;-
PEG, FDG ve C-Fe304-SiO2-NH2-FDG 6rnekleri, Ege Universitesi Niikleer
Bilimler Enstitiisii’'ndeki NUVE FN 400/500 serisi kuru hava sterilizatdrii
kullanilarak 40°C’de kurutulmustur. Numunelerin FTIR spektrumlari, Perkin-
Elmer Spectrum Two IR spektrometresi ile Zayiflatilmis Toplam Yansima (ATR)

yontemi uygulanarak kaydedilmistir.

3.11.2 Hidrodinamik ¢ap ve zeta potansiyel 6l¢iimleri

DLS teknigiyle sentezlenen nanopargaciklarin hidrodinamik ¢aplar1 ve zeta
potansiyelleri analiz edilmistir. Sentezlenen C-Fe30s4, C-Fe304-SiO,, C-FeszOq-
SiO2-NH2, C-Fe30s-SiO2-NH2-PEG, C-Fe304-SiO2-NH2-PEG-FDG ve C-FesOs-
SiO2-NH2-FDG o6rneklerinin her biri i¢in hidrodinamik ¢ap (d. nm) ve zeta
potansiyeli (mV) ol¢iimleri gergeklestirilmistir. Analizler i¢cin 6rnek hazirlama
asamasinda, hidrodinamik ¢ap dlglimleri i¢in 1995 pL ultra saf su igerisine 5 uLL
numune eklenmis, zeta potansiyel 6l¢iimleri igin ise 1990 pL ultra saf suya 10 uL
numune ilave edilmistir. Tiim numuneler, homojenizasyonu saglamak amaciyla
ultrasonik banyoda 30 dakika bekletildikten sonra 6l¢iim kiivetine aktarilmis ve

analizler tamamlanmistir.

3.11.3 SEM goriintiileme

SEM analizleri, Ege Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvar1 (MATAL)
bilinyesindeki Thermo Scientific Apreo S cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Analiz 6ncesi numuneler Leica EM CPD300 model Otomatik Kritik Nokta
Kurutucu ile kurutulmustur. Kurutma isleminin ardindan, numuneler Leica EM
ACEG600 cihazinda argon gazi ve elektrik alani kullanilarak kaplama islemine tabi
tutulmustur. Bu islem sirasinda %80 altin (%Au) ve %20 paladyum (%Pd) i¢eren
bir hedef plaka kullanilarak, numune yiizeyinde 5-15 nm kalinliginda bir kaplama
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elde edilmistir. Hazirlik siireci tamamlanan C-Fez0s, C-Fe304-SiO2 ve C-Fe30s-

Si02-NH2-PEG-FDG nanopargaciklarin analizleri gergeklestirilmistir.

3.11.4 TEM Goriintiilleme

TEM analizleri, Konya Selguk Universitesi ileri Arastirmalar Merkezi’nde
bulunan JEOL-2100 Cok Amagli 200 kV TEM (196-8558, Tokyo/Japonya) cihazi
kullanilarak gerceklestirilmistir. TEM goriintiilemesi i¢in C-Fe304, C-Fe304-SiO>
ve C-Fe304-SiO2-NH2-PEG-FDG nanopargaciklar, karbon kapli bakir 1zgaralar
tizerine seyreltik etanol siispansiyonu igerisinde hazirlanmis ve oda sicakliginda
kurutulmustur. Ortalama parcacik boyutlari ve boyut dagilimi, en az 100 pargacigin

en uzun i¢ ¢api Olciilerek analiz edilmistir.

3.11.5 SPM Analizi

SPM analizleri, Taramali Tiinelleme Mikroskobu (STM) ve Atomik Kuvvet
Mikroskobu (AFM) yontemlerini iceren BRUKER Dimension Edge with
ScanAsyst cihazi kullanilarak Ege Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari
(MATAL) biinyesinde gerceklestirilmistir. Numunelerin parcacik boyutu, bir mika
plakasi iizerinde gozlemlenen cikinti yiiksekliginden dl¢tilmiistiir. Her bir 6rnekten
10 puL almarak 1,5x1,5 boyutlarindaki bir mika plakasi1 iizerine damlatilmistir.
Numuneler, NUVE FN 400/500 serisi kuru hava sterilizatériinde 40°C'de 1 giin
boyunca kurutulduktan sonra yiizeye fiksasyonu gerceklestirilmistir. Analizler,
cthazin ignesinin yiizeye dokunarak veri topladigi Tapping Mode (Dokunma Modu)
kullanilarak yapilmistir. Yiizeye fikse edilen 6rneklerin yiizey morfolojisi ve yiizey

alan1 tespit edilmistir.

3.11.6 VSM Analizi

VSM blgiimleri, Dokuz Eyliil Universitesi Elektronik Malzemelerin Imalat
ve Uygulama Merkezi biinyesindeki Dexing Magnet VSM 550 cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Numuneler 6l¢liim dncesinde 40°C’de kurutulmus ve toz haline
getirilmistir. C-Fe304 nanopargaciklart 37 mg olarak tartilmis ve 30 emu biriminde

manyetik alana tabi tutulmustur. Benzer sekilde, C-Fe304-SiO2 6rnegi 25 mg, C-
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Fe30s-Si02-NH2-PEG-FDG ise 7,5 mg olarak Olgiilmiis ve her biri 30 emu
biriminde manyetik alan altinda analiz edilmistir. Manyetik moment 0,1 emu/g
hassasiyetle, -3000 Gauss ile +3000 Gauss arasinda uygulanan manyetik alan
araliginda ol¢iilmiistiir. Elde edilen moment (emu) degerleri, numune miktarina

boliinerek emu/g cinsinden ifade edilmistir.

3.11.7 XRD Analizi

XRD analizleri, izmir Katip Celebi Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuvari'nda bulunan Panalytical Empyrean XRD analiz cihaz1 ve Empyrean
difraktometre sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Analizde, bakir (Cu) anotlu
bir X-1g1n1 tiipii tercih edilmis olup, kullanilan dalga boylar1 K-Alphal (1.5405980
A) ve K-Alpha2 (1.5444260 A) olarak belirlenmistir. Bu iki dalga boyunun orani
(K-Alpha2/K-Alphal) 0.500 olarak tespit edilmistir. Jenerator ayarlari, optimum
analiz kosullarin1 saglamak amaciyla 45 kV voltaj ve 40 mA akim olarak

ayarlanmistir. Analiz sirasinda monokromatdr kullanilmamastir.

Toz haline getirilen C-FesOs ve  C-Fes04-SiO-NH.-PEG-FDG
nanoparcaciklarinin 6lglimleri, yansima-iletim spinner diizeninde ve Theta/Theta
gonyometre konfigiirasyonuyla gerceklestirilmigtir. Tarama, 20 ekseni boyunca
5.0038° ile 89.9961° araliginda yapilmis ve tarama adim boyutu 0.0131303° olarak
belirlenmistir. Tarama tiirli siirekli (continuous) olup, her adim i¢in dl¢iim siiresi
29.070 saniye olarak ayarlanmistir. Olgiim sonuglari, toplamda 6473 veri noktasi

elde edilerek siddet (intensity)/ac1 (angle) formatinda ifade edilmistir.

3.11.8 MALDI TOF/TOF analizi

MALDI TOF/TOF analizi Polonya Varsova’da bir arastirma enstitiisii olan
Lukasiewicz Endiistriyel Kimya Enstitiisii’nde gergeklestirilmistir. Olgiimler,
"Lineer Mod, pozitif iyonizasyon" modunda CHCA matriksi (o-Siyano-4-
hidroksisinamik asit) kullanilarak Thermo Fisher Scientific Applied Biosystems
4800 Plus MALDI TOF/TOF kiitle spektrometresiyle yapilmistir. Spektrometrenin
kalibrasyonu, Laser Biolabs'tan ProMix3 standardi kullanmilarak yapilmistir
(Trypsinojen 23980,9 Da, Maya enolaz 46670,9 Da, Sigir serum albiimini 66429,9
Da). Orneklerin kiitle profilleri 20.000 ile 180.000 Da arasindaki bir aralikta
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kaydedilmistir. Her 6rnek i¢in 24 6l¢lim noktasi alinmis ve incelenen proteinlerin
molekiiler kiitlesi, faydali kiitle profilleri veren 6l¢iim noktalarindan hesaplanan

molekiiler kiitlelerin aritmetik ortalamasi olarak belirlenmistir.

Trastuzumab ve DOTA-Tras 6rneklerinin kiitle profillerinde molekiiler iyon
(M*H)" goézlemlenmis, ancak bu asla en yogun sinyal olmamistir. En yiiksek
yogunluga sahip sinyal, proteine iki protonun baglanmasiyla olusan 2+ yiike sahip
sinyal olarak tespit edilmistir (M*?H)?*. Bu nedenle, proteinlerin molekiiler kiitlesi,

cift yiiklenmis molekiiliin gozlemlenen kiitlesine dayali olarak hesaplanmustir.

2+ yiike sahip iyonlarin disinda, her kaydedilen kiitle profilinde, incelemis
proteinle {i¢, dort ve bazen bes protonun baglanmasi sonucu olusan iyonlara ait
sinyaller de bulunmustur. Bu sinyallerin yogunlugu, yiik sayisinin artmasiyla

birlikte azalmaktadir.

3.12 In Vitro Calismalar

Yapilan in vitro calismalarda, ’Lu-DOTA-Tras@C-Fes04-SiO2-NH2-FDG
nanopargaciklarinin hiicre kiiltiir ortamindaki etkinligi HER2 reseptor pozitif
SKOV-3 yumurtalik (adenokarsinom), triple pozitif insan meme kanseri BT474 ve
triple negatif MDA MB231 meme kanseri (adenokarsinom) hiicreleri kullanilarak
incelenmistir. Hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda kullanilan SKOV-3, BT474 ve MDA
MB231 hiicreleri, Varsova’da bulunan Niikleer Kimya ve Teknoloji Enstitiisii’nden

temin edilmistir.

SKOV-3 ve MDA MB231 hiicreleri i¢in %10 sigir fetal serumu iceren
McCoy’s ve Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) besiyeri, BT474
hiicreleri i¢in ise %10 sigir fetal serumu igeren Roswell Park Memorial Institute
Medium-1640 (RPMI-1640) besiyeri kullanilmustir. Iki besiyer igerisine de 2 mM
L-glutamin, 1 mM sodyum piruvat ve penisilin streptomisin ayrica eklenmistir.
Tim hiicreler, flasklarin %80'in1 kaplayacak sekilde diisiik oksijen ortaminda (%35
COy) 37°C’de kiiltiir edildikten sonra, %0,25 (W/V) tripsin-EDTA soliisyonu ile
enzimatik olarak flask tabanindan ayrilmis ve ¢alisma gruplari olusturulmustur.
Kullanilmayan hiicreler ise %5 DMSO igeren hiicre besiyeriyle dondurulmus ve -

80 °C'de saklanmuistir, ardindan siv1 azot i¢inde -190 °C'de muhafaza edilmistir. Bu
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boliim sitotoksisite, hiicre baglanma (reseptdr spesifitesi), internalizasyon ve 3D

hiicre kiiltiir (sferoids) deneylerini igermektedir.

3.12.1 Sitotoksisite

YLu-DOTA-Tras@C-Fe304-SiO2-NH-FDG  ve C-Fe304-SiO2-NHo-FDG
nanoparg¢aciklarinin sitotoksisite ¢aligsmalari, literatiire goére MTS testi ile
yapilmigtir (Gaweda et al., 2020). SKOV-3, BT474 ve MDA-MB231 hiicreleri,
deneyden 24 saat 6nce 96-well platelere her kuyuda 3x10° hiicre olacak sekilde
ekilmistir. Ardindan hiicre besiyeri radyoisaretli ve radyoaktif olmayan farkli
nanokonjugat konsantrasyonlar: ile degistirilmistir. Hiicreler, nanokonjugatlar ile
24 saat, 48 saat ve 72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra, 20 pL
CellTiter9%6®AQueous One Solution Reagent (Promega, MDN, ABD) Kkiti
eklenmis ve 2 saat inkiibe edilmistir. Absorbans, metabolik olarak aktif hiicrelerin

yiizdesini (MAC%) hesaplamak i¢in 490 nm'de 6l¢iilmiistiir.

Lu-DOTA ve 7L u-DOTA-Tras@C-Fe304-SiO2-NH,-FDG
nanoparcaciklarin IC50 degerleri, GraphPad Prism v.8 Yazilimi (GraphPad
Software, San Diego, CA, ABD) kullanilarak hesaplanmistir. Hiicre kiiltiirii
caligmalarina ait istatistiksel analiz sonuglar1 degerlendirilirken baglanma degerleri
arasinda 0,95 giiven diizeyinde anlamli bir farkin olup olmadigi P degerlerine

bakilarak tespit edilmistir. P degeri 0,05 ten kiigiik olanlar anlamli kabul edilmistir.

3.12.2 Hiicre Baglanma Deneyi

77_u-DOTA-Trastuzumab@C-Fe304-SiO>-NH,.-FDG nanopargaciklarin
HER?2 reseptorlerine olan afinitesini belirlemek amaciyla hiicre baglanma testleri
SKOV-3 ve BT474 hiicreleri kullanilarak yapilmigtir. MDA MB231 hiicreleri
negatif kontrol olarak kullanilmistir. Deneyden iki giin 6nce, kuyu basina 6 x 10°
hiicre, 6-well platelere ekilmistir. Hiicrelere ¢esitli konsantrasyonlarda
radyokonjugat (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56, 0.78 ve 0.40 nM) eklenmis ve
1,5 saat inkiibe edilmistir. Hiicresel alim, reaksiyon siipernatanti siiziilerek
durdurulmus ve ardindan 1 mL soguk PBS ile iki kez yikanmistir. Son olarak,
hiicreler 1 M NaOH kullanilarak lizlenmis ve plakadan ayrilmistir. Spesifik

olmayan baglanmay1 belirlemek i¢in hiicreler, 300 kat fazla radyoiasretlenmemis
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Trastuzumab antikoru ile inkiibe edilmistir. Toplanan 6rneklerin, hiicre peletleri ve
stipernatantlar1 ile radyoaktivitesi, Perkin Elmer otomatik y-sayaci kullanilarak

Ol¢tilmiistiir (Majkowska et al., 2018).

3.12.3 internalizasyon Deneyi

Internalizasyon c¢alismalar;, SKOV-3, BT474 ve MDA MB231 hiicrelerinde
yapilmis ve baglanma oraninin MDA MB231 hiicrelerinde diger hiicre hatlarina
gore daha diisiik oldugu gozlemlenmistir. Kisaca, deneyden bir giin dnce, kuyu
basina 6 x 10° hiicre, 6-well platelere ekilmistir. Bu adimin ardindan, hiicreler bir
kez PBS ile yikanmis ve test edilen *"’Lu-DOTA-Trastuzumab@C-Fe304-SiO»-
NH2-FDG nanopargaciklar son hacmi 1 mL olacak sekilde hazirlanmis ve 1C50
dozlarina gore eklenmistir. Internalizasyonu engellemek amaciyla bu adimda 1 saat
4 °C'de inkiibasyon yapilmistir. Daha sonra, besiyer, baglanmamis fraksiyon olarak
toplanmis ve lizerine 1 mL taze besiyer eklenmistir. Plakalar ardindan sirasiyla 1,
6, 18 ve 24 saat inkiibe edilmistir. Membran-baglh fraksiyonu belirlemek igin,
hiicreler iki kez glisin-HCI tamponu (pH ~2.8; 0.05 M) ile yikanmis ve 4 °C’de 5
dakika inkiibe edilmistir. Son olarak, internalize olmus fraksiyon, hiicreler 1 M
NaOH ile 6nceden lizlenerek toplanmistir. Spesifik olmayan baglanma, reseptor
baglanma afinitesi i¢in uygulanan ayni prosediirle degerlendirilmistir (Gharibkandi

et al., 2023).

3.12.4 3D Hiicre Kiiltiira

3D hiicre kiiltiir (sferoid) modelleri, daha 6nceki bir prosediirle benzer sekilde
hazirlanmistir (Wawrowicz et al., 2022). Sferoid olusumu igin, kuyu basina 3x103
BT474 ve MDA MB231 hiicreleri, deneyden on giin 6nce 96-well platelere 200 pL
besiyer ortaminda ekilmistir. Inkiibasyon sirasinda, her iki giinde bir ortamin 100
uL'si degistirilmis ve hiicrelerin biiytikliikleri 250-350 um ¢ap araligina kadar
belirli araliklarla Slgiilerek kontrol edilmistir. Ardindan, hiicrelerin ii¢ boyutlu (3D)
agregatlar1 5, 10 ve 20 MBg/mL dozda "’Lu-DOTA-Tras@C-Fez0s-SiO2-NH2-
FDG nanopargaciklarla ile (n=5) muamele edilmistir. Sferoidler, radyokonjugat ile
24 saat inkiibe edilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan, sferoidler taze bir
besiyer ortaminda siispanse edilmis ve uygulamadan sonra 9 giine kadar her giin

3D hiicre kiiltiirii modellerinin biiyiimesi 6l¢iilmiistiir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Reaksiyon Semalar

Sentezlenen nanoparcaciklarin modifikasyon ve konjugasyonlarina ait

reaksiyon semalar1 bu boliim basliklari altinda verilmistir.

4.1.1 Nanoparc¢acik Sentez Reaksiyon Semalari

Kiibik yapida demir oksit nanoparcaciklarin sentez siireci ve ylizey
modifikasyonlar1 Sekil 4.1°de sematize edilmistir. Gergeklestirilen karakterizasyon
caligmalari, elde edilen nanopargaciklarin kiibik morfolojide oldugunu
dogrulamistir. Silikalama ve silanlama islemleri, daha once yiiksek lisans tezimde
uygulanan yontemle gergeklestirilmistir (Tutun et al., 2021). C-Fe304-SiO2-NH>
nanopargaciklari, biyouyumluluklarimin artirilmasi amaciyla PEG ile yiizey
modifikasyonuna tabi tutulmustur. Bu islemlerin ardindan elde edilen yap1, Sekil
4.1°de sunulmus olup karakterizasyon verileri ile yapilarin dogrulugu teyit

edilmistir.

Y, O o
Fe_ Fé_Fe Yy Si,
S o’ A, /

MNP TEOS

APTES

a
\/\/\/\/\/

/\/\/\/\/\_\

Sekil 4.1 C-Fe304 sentezi ve yiizey modifikasyonlarinin reaksiyon semasi (Yasakci et al., 2018)
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C-Fe304-SiO2-NH2 nanopargaciklarina FDG konjugasyonu, literatiire gore
EDC/NHS kimyasi kullanilarak gergeklestirilmistir (Yasakci et al., 2018). Bu siireg
sonucunda elde edilen nanopargacik yapisinin semasi Sekil 4.2°de gosterilmis ve

karakterizasyon ¢alismalar1 sonucunda yap1 dogrulanmaistir.

/_ OH
H F (o)
\/\/\/\/\/ "\ﬁ/’n\
/\/\/\/\/R_ EDC, NHS N’.\*‘
/ ”‘\ NH,
/0~s
OH 151“0
Far™o /O |
HO% N 7)/F\e/o
NH, o/Ff/o
19FDG-ethylenediamine //0
HO’F\e
OH

Sekil 4.2 C-Fe304-SiO2-NH;’nin FDG ile konjugasyonuna ait reaksiyon semasi (Aras et al., 2018)
4.1.2 Y"Lu ile Radyoisaretleme Reaksiyon Semasi

p-NCS-Bz-DOTA-GA ve Trastuzumab konjugasyonu ve 7Lu ile
radyoisaretleme, literatiirdeki yoOntem modifiye edilerek gerceklestirilmistir
(Guleriaetal., 2020). '"Lu-DOTA-Trastuzumab’a ait reaksiyon semas1 Sekil 4.3’te
sematize edilmistir. Elde edilen kalite kontrol sonuglarina radyoisaretleme basarili

bir sekilde gerceklestirilmistir.

f O 177Lu
H

ﬁ N/\\ j’ 0,1M amonyum asetat
A~NH /\N N ) _7 tamponu (pH=5)

177Lu-DOTA-Trastzumab

Sekil 4.3 ¥7Lu-DOTA-Trastuzumab’a ait reaksiyon semasi
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4.1.3 Radyokonjugasyon Reaksiyon Semasi

Trastuzumab antikoru iki karboksilik fonksiyonel gruba sahiptir ve amin ile
modifiye C-Fe304-SiO2-NH2-FDG  nanopargaciklar1 ile konjuge edilmesi
miimkiindiir. Sekil 4.4’te verildigi gibi EDC/NHS kimyasi1 kullanilarak *""Lu-
DOTA-Trastuzumab ile C-Fe30s-SiO2-NH2-FDG nanopargaciklar ile konjugasyon
islemi gergeklestirilmistir (Mozafarinia et al., 2021). Konjugasyonlar TLRC ve

radyoisaretleme sonrasi manyetik ayirma yontemleri kullanilarak dogrulanmastir.

Sekil 4.4 Y"Lu-DOTA-Tras@C-Fe304-SiO2-NH,-FDG konjugasyonu
4.2 Kalite Kontrol Sonuglar:
4.2.1 TLRC Sonuclari

Sekil 4.5 Y"Lu-kloriir (*'’LuCls) (a), Y’Lu+Tras (b), 1"’Lu-DOTA-Tras (c) ve
7Lu-DOTA-Tras@C-Fe304-SiO2-NH2-FDG (d) radyokromatogramlarini
gostermektedir. Kromatogramlara ait radyoisaretleme verimi yiizdeleri ise Cizelge
4.1°de 6zetlenmistir. 1’"LuCls ve Y""Lu+Tras molekiilleri daha yiiksek Rf degerleri
ile hareket ederken, 7’Lu-DOTA-Tras konjugasyonu baslangic noktasinda
kalmistir. Bu durum, ’Lu-DOTA-Tras molekiiliiniin stabil yapisin1 ve hareket

kabiliyetinin sinirli  oldugunu  gostermektedir. Burada, !’Lu+Trastuzumab
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molekiilii, Lu** iyonlar1 ile Trastuzumab molekiilii arasinda herhangi bir spesifik

olmayan baglanma olmadigini dogrulamak igin test edilmistir.

a)

b) . ] C) d)

1b: {np | -b_| b_|

, | |
1R T | i 1A T‘
tted Lis] |f1_wad Lt &, Lzl .o R

Sekil 4.5 ¥7LuCls (@), Y’Lu+Tras (b), ¥"Lu-DOTA-Tras (c) ve Y/Lu-DOTA-Tras@C-Fe;04-SiO;,-
NH2-FDG (d) radyo kromatogramlari

Cizelge 4.1 Sekil 4.5'e gore radyoisaretleme verim yiizdeleri (n=2) (L6: L6'nin (baslangic) yiizdesi
ile kargilastirilan sonug; L5: L5'in (baslangig) yiizdesi ile karsilastirilan sonug)

177Lu-Dota-Tras@C-

"LuCly "L u+Tras 17"Lu-Dota-Tras p—
€304

L6(%) L5(%) L4(%) L3(%) L2(%) L1(%) L2(%) LI1(%)

Baslangi¢ 1.1.2 4.6 6.8 6.4 96.8 97.4 100 100
Ug noktasi 88.8 95.4 93.2 93.6 3 2.6 0 0
Verim - - - - >85.6 >86.2 >88.8 >88.8
(L6) (L6) (L6) (L6)
>92.2 >92.8 >95.4 >95.4
(L5) (L5) (LS) (L5)

Trastuzumab, dogrudan *""Lu ile isaretlenemeyen bir antikordur; bu nedenle
Y7 u ile kararli bir bag olusturabilmek icin bir selatdr kullanilarak modifiye
edilmesi gerekmektedir. Bu bag, trastuzumab'daki lizinin € amino gruplarinin
(primer amin) p-NCS-benzil-DOTA'nin izotiyosiyanat gruplariyla kondenzasyon
reaksiyonuna girmesi ve tiyoiire bagmin olusmasiyla agiklanabilir.!”’LuCls ve
Y7L y+Tras'm TLC sonuglari olduk¢a benzerdir, bu da }"’Lu+Tras molekiilii icin

herhangi bir radyoisaretleme olmadigint dogrular (Bhusari et al., 2017).
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Radyoisaretli DOTA-Tras ve DOTA-Tras@C-Fez04-SiO2-NH2-FDG, antikorun
lipofilikligi nedeniyle uygulama noktasinda kalmistir ve baglanmamis 17"Lu®*
¢oziicii 6n yiizeyinde tespit edilmistir. Bu sonuglar, Y’’Lu'nun DOTA-Trastuzumab
konjugatina basarili bir sekilde baglandigini ve ardindan C-Fe304-SiO2-NH2-FDG
nanoparcaciklartyla konjugasyonunun gergeklestigini dogrulamaktadir (Thakral et

al., 2014; Salvanou et al., 2024).

4.3. Lipofilite

Lipofiliklik, bir molekiiliin hidrofobik (su sevmeyen) ve lipofilik (yagda
coziinen) 6zelliklerini tanimlayan bir kavramdir. Kimyasal ve biyolojik siireclerde
kritik bir parametre olup, bir bilesigin biyolojik membranlardan gegisini,
biyoyararlanimini, doku dagilimini, metabolizmasint ve toksikolojisini
etkilemektedir. Genellikle, bir molekiilin lipofilikligi, n-oktanol/su dagilim
katsayisi (LogP) ile ifade edilir. Lipofiliklik, 6zellikle ilag gelistirme siireclerinde
onemlidir, ¢linkii molekiillerin hiicre membranlarin1 gecerek hedef bolgelerine
ulagabilmesi i¢in belirli bir lipofiliklik derecesine sahip olmasi1 gerekir. Cok diisiik
lipofiliklik suyla sinirh ¢oziiniirliige yol agabilirken, asir1 yiiksek lipofiliklik plazma
proteinlerine baglanmay1 ve toksisiteyi artirabilir (Rasaneh et al., 2014; Avdeef
2003).

U7 u-DOTA-Tras@C-Fes04-SiO2-NH2-FDG nin deneysel lipofilisite (logP)
degeri -4,74 £ 0.17 (n = 3) olarak bulunmustur ve bu deger, bilesigin sulu faza
(hidrofilik) daha ytiksek bir afinitesi oldugunu gostermektedir. Bu sonug literatiirle

uyumludur (Salvanou et al., 2024).

4.4 Stabilite

Sentezlenen "7Lu-DOTA-Tras@C-Fe304-SiO2-NH2-FDG  nanokonjugatin
stabilitesi PBS (pH 7.4) ve insan serumunda 6 giin boyunca test edilmistir (Sekil
4.6). Deney siiresince serum proteinlerine veya tiip yiizeyine maksimum %30
oraninda radyoaktivite adsorpsiyonu gozlemlenmistir. Sentezlenen *’’Lu-DOTA-
Tras@C-Fe30s-SiO2-NH2-FDG radyokonjugat, 6 giin boyunca PBS'de (pH = 7,4)>
84,23 + 1,51 ve insan serumunda72,81+ 1,55 oraninda '’’Lu'yu tutmustur.

Radyobiyokonjugat, her iki ¢ozeltide de bir giin sonra inkiibasyon parametreleri
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boyunca benzer sekilde stabil kalmustir. Stabilite calismalar;, 7’Lu-DOTA-
Tras@C-Fe304-Si02-NH,-FDG nanokonjugatinin ’’Lu’nun yar1 émrii boyunca
stabil oldugunu dogrulanustir. Ayrica, literatiirde, "Lu ile isaretlenmis demir oksit
nanopartikiillerinin farkli antikorlarla fonksiyonellestirildigi ve radyoisaretlemeden
sonra 2 saat ile 7 giin arasinda %77,29 + 1,69 ile %70,72 + 1,75 arasinda serum
stabilitesi gosterdigi bildirilmistir. Elde edilen sonuglar, literatiirle uyumludur

(Salvanou et al., 2024) (Rasaneh et al., 2014).

7Lu-DOTA-Tras@C-Fe;0,-FDG
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Sekil 4.6 7Lu-DOTA-Tras@C-Fe304-SiO2-NH-FDG nanopargaciklarin stabilite sonuglari

4.5 Karakterizasyon Sonuglari

4.5.1 FT-IR Sonuglari

Sekil 4.7°de sentezlenen C-FesOs nanopargaciklarin FTIR spektrumu
verilmistir. Bu analiz, Perkin-Elmer Spectrum Two IR spektrofotometresi
kullanilarak ATR (Attenuated Total Reflection) yontemi ile gerceklestirilmistir.
Literatiir bilgileri ile uyumlu olarak elde edilen spektrumda karakteristik pikler
belirlenmigtir (Dutta et al., 2018) (Yasakci et al., 2018). 565 cm™ civar1 Fe-O
titresimlerine  karsilik gelir ve manyetit (FesOs) yapilarin  olusumunu
dogrulamaktadir. Bu bandin varligi, sentezin basarili bir sekilde gergeklestigini ve
manyetik 6zelliklere sahip kiibik nanopargaciklarin olustugunu gostermektedir. 694
cm! civart Fe-O ve O-Fe-O baglarina isaret eden bu bant, sentezlenen

nanopargaciklarin kristal yapisi hakkinda bilgi saglamaktadir. 1395 ve 1491
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cm "’de elde edilen pikler, C-H biikiilme titresimleri veya C=C c¢ift baglarinin
varligi ile iligkilendirilebilir. Yiizeyde karbon temelli organik gruplarin

bulunabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.7 C-Fe304’iin FTIR spektrumu

Sekil 4.8’de, silikalanmis C-Fe;04-Si02 nanoparcgaciklarinin FTIR spektrumu
verilmistir. Literatiir ile uyumlu olarak spektrumda silikalanma ve manyetik yap1
ile iliskili karakteristik pikler gézlemlenmistir (Yasakci et al., 2018). 570 cm"’de
Fe-O bagmin titresiminden kaynaklanan bu pik, FesOa yapilarin nanopargaciklarda
basarili bir sekilde sentezlendigini gostermektedir. Bu, manyetik o6zelliklerin
korunmus oldugunu ifade eder. 1075 cm™! civari elde edilen pik, Si-O-Si gerilme
titresimlerine isaret eder ve yiizey modifikasyonu sirasinda SiO: kaplamanin
basariyla gerceklestigini dogrular. SiO2'nin varligi, nanopargaciklarin kimyasal
kararliligmi ve biyouyumlulugunu artirdigr bilinmektedir.795 ve 953 cm™
bolgedesinde ise Si-O titresimlerinden kaynaklanan pikler gézlemlenmistir. Bu,
Si0: kaplamanin daha detayli bir sekilde varligini ortaya koymaktadir. 698 cm"’de
Si-OH veya Si-O-Fe baglarinin varligina isaret edebilir. Bu baglar, silikalanma

sirasinda yiizeyde olusabilecek interaktif bolgeleri temsil etmektedir.
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Sekil 4.8 C-Fe304-SiO;’iin FTIR spektrumu
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Sekil 4.9 C-Fe304-SiO>-NH»-PEG’in FTIR spektrumu

Sekil 4.9’a bakildiginda C-Fe304-SiO2-NH2-PEG nanokonjugatlarinin FTIR

analiz sonuglarmi  gostermektedir. 573 cm? bandinda Fe-O baglan
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gdzlemlenmistir. 1077 cm™ civarinda Si-O baglar;, 1649 cm? civarinda C=C
gerilmesi, 2850 cm™ civan C-H gerilmeleri ve 2918 civart PEG yiizey
kaplamasindan gelen —OH piklerini gostermektedir (Sigma-Aldrich, 2019; Glaser,
2010).
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Sekil 4.10 C-Fe304-SiO2-NH,-PEG-FDG’nin FTIR spektrumu

Sekil 4.10 C-Fe304-SiO2-NH2-PEG-FDG nanokonjugatina ait FTIR analiz
spektrumunu gostermektedir. Spektrumda, 3347 cm™! ve 3144 cm "'de O-H gerilme
titresimleri goriilmiis, 1648 cm''de C=0O karbonil gruplarinin varligi ve 1033
cm "de C-O titresimleri gdzlemlenmistir. Bu pikler, PEG yiizey modifikasyonunun
ve FDG'nin yiizeye basarili bir sekilde baglandigini gostermektedir. Ayrica, 634
cm "de Fe-O gerilme titresimleri de gdzlenmistir. 1297 cm™ ve 1170 cm"'deki O-
H ve C-O-H gerilme titresimlerinin varligi, PEG ile modifikasyonun basariyla
gerceklestigini  ve bu sayede nanopargaciklarin  biyouyumlulugunun ve

¢cozlinlirliiglintin artirildigini dogrulamaktadir (Wu et al., 2014; Zahir et al., 2019).
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Sekil 4.11 FDG’nin FTIR spektrumu

Sekil 4.11°de FDG’ye ait FTIR sonucu goriilmektedir. Bu sonuca gore
FDG'ye ait bu FT-IR spektrumu, molekiiliin temel fonksiyonel gruplarini
dogrulayan karakteristik zirveler icermektedir. 3311 cm™ dalga boyunda goriilen
genis bant, FDG molekiiliindeki hidroksil (O-H) gruplarma ait gerilme
titresimlerini temsil etmektedir. Spektrumda 1645 cm'de belirgin bir zirve,
FDG'nin yapisinda bulunan karbonil (C=0O) gruplarinin gerilme titresimlerini
gostermektedir. Karbonil gruplari, genellikle FDG'nin glukoz tiirevi yapisini
dogrulamak ve ylizey modifikasyonlarim1i degerlendirmek i¢in Onemli bir
gostergedir. Bu gruplar, ayn1 zamanda molekiiliin kimyasal reaktivitesinde de kilit
bir rol oynar (Yasakci et al., 2018). 1393 cm™ dalga boyundaki zirve, FDG'nin
yapisindaki C-H baglarinin gerilme titresimlerini yansitir. 1112 cm"'deki zirve ise,
C-O baglarinin titresimlerini temsil eder ve FDG'nin glukoz tiirevine 6zgii bir
ozelligi olarak dikkat ¢eker (Zahir et al., 2019).

Hidroksil, karbonil ve karbon-oksijen baglarinin titresim bantlarinin varligi,
FDG'nin biyomedikal uygulamalara uygun yapisini destekler niteliktedir. Ayrica,
bu spektrum, FDG'nin yiizey modifikasyonu gibi islemlere uygun bir molekiil

oldugunu gostermektedir. Spektrumdaki zirveler, literatiirdeki benzer caligmalarla
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uyumlu olarak FDG'nin yapisal biitiinliglinii dogrulamaktadir (Wu et al., 2014;
Zahir et al., 2019).

4.5.2 Hidrodinamik Cap ve Zeta Potansiyel Analiz Sonuglari

Nanopargaciklarin hidrodinamik ¢aplari, farkli yiizey modifikasyonlar
sonrasinda onemli Slgiide degisiklik gostermistir. Sentezlenen nanokonjugatlarin
distile su igerisinde Olgiilen hidrodinamik caplari ve zeta potansiyel sonuglari
Cizelge 4.2°de verilmistir. C-FesOs nanoparcaciklari, homojen parcacik boyutu
dagilim egrileri ve oldukga diisiik bir polidispersite indeksine (PDI=0.081) sahiptir.
Ortalama hidrodinamik boyutlar, C-FesO4 igin 263.2 nm ve C-Fe:04-SiO: igin
162.6 nm olarak olcililmiistiir. C-Fe;O4'dan C-Fes04-Si02'ye ¢capin azalmasi, biiyiik
olasilikla C-FesO4 nanopargaciklarinin yiizeyine yerlesen silika molekiillerinin
ylizey yiikiinden kaynaklanmaktadir. Bu yiizey yikii, nanoparcaciklarin su
ortaminda kiimelesmesini azaltarak kolloidal yapiy1 korumasini saglamaktadir. Bu
durum literatiirde, silika kaplamanin nanopargacik boyutlarini kontrol etmekte
etkili oldugu bulgulariyla paralellik géstermektedir (Yasakei et al., 2018; Dutta et
al.,. 2019).

Cizelge 4.2 Sentezlenen nanokonjugatlarin hidrodinamik ¢aplar1 (d. nm) (n=3) ve zeta potansiyel
sonuglari

Nanokonjugatlar Hidrodinamik ¢ap (d. nm) Ort. zeta potansivyel
(n=3) (mV)

C-Fes04 263.2+8 +3.44+1.0
C-Fe30,-SiO; 162.6+4 -19.1+£0.6
C-Fe304-Si0,-NH, 163.2+5 -36.0+£0.7
C-Fe;04-Si0O,-NH,-PEG 256.1+9 -20.4+1.2
C-Fe;0,-PEG-[*F]FDG 314.0+4 -24.0+0.3
C-Fe30:-SiO2-NH,-FDG 321.0+7 +2.8+0.6

Amin gruplarinin yiizeye eklenmesiyle (C-Fes;04-S102.-NH2) cap hafif bir artis
gostermis ve 163.2 £ 5 nm olmustur. Bu artis, amin gruplarinin kimyasal
baglanmas1 sirasinda nanopargacik yiizeyinde minimal bir genislemeye neden
oldugunu gostermektedir. PEG molekiilleriyle yapilan modifikasyon (C-FesOa-
Si0:-NH2-PEG), hidrodinamik ¢apta belirgin bir artisa yol agarak 256.1 + 9 nm
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degerine ulasmistir. PEGleme, nanopargaciklarin biyouyumlulugunu artirmanin

yani sira ¢oziiniirliiklerini de 6nemli 6l¢iide artirmaktadir (Zahir et al., 2019).

FDG'nin yiizeye eklenmesi, boyutun daha da artmasina neden olmustur. C-
Fes04-PEG-FDG nanopargaciklarinin ¢ap1 314.0 + 4 nm olarak 6l¢iilmiis, bu da
FDG'nin biiyiik ve polar yapisinin ylizeyde yer kapladigini gostermektedir. C-
Fe;04-Si0.-NH2-FDG nanopargaciklar ise 321.0 + 7 nm ile en biiyiik hidrodinamik
capa sahip olmustur. Bu durum, silika kaplama, amin gruplari ve FDG’nin
birlesiminin yiizeyde birikime yol agtigin1 gostermektedir. Bu bulgular, FDG'nin
nanoparcacik yiizeyindeki fonksiyonel gruplarla giiclii bir sekilde baglandigini
dogrulamaktadir (Yasakci et al., 2018).

C-Fe;04 nanoparcaciklarinin zeta potansiyel degeri +3.44 £ 1.0 mV iken,
PEGleme ve FDG modifikasyonu yapilan C-FesOs nanopargaciklari i¢in daha
yiiksek negatif degerler, sirasiyla -20.4 = 1.2 mV ve -24.0 = 0.3 mV elde edilmistir.
Yiizey modifikasyonlarinin negatif yiikle sonu¢lanmasi, siispansiyonda kolloidal
stabiliteyi ve dagilimi artirmistir. Literatiirdeki veriler de negatif yiiklii bilesiklerin
daha yiiksek hiicre afinitesine sahip oldugunu gostermektedir (Shagholani et al.,
2015; Cheng ve Zheng, 2014).

C-Fes04-Si02 icin zeta potansiyel degeri -19.1 mV olarak oSlgiiliirken, C-
Fe;04-Si02-NH: i¢in bu deger -36.0 mV olarak bulunmustur. Yapiya NH:
gruplarinin dahil edilmesi, zeta potansiyelini pozitif degerlere kaydirmasi
beklenirken, ylizeydeki NH. gruplarinin dagilimi ve yogunlugu bu degeri
etkileyebilmektedir. NH> gruplarmin diisiik yiizey yogunlugu veya heterojen

dagilimi, Si0: yiizeyinin dogal negatif yiikiiniin baskin olmasina neden olabilir.

Bondarenko ve calisma arkadaglari, APTES ile modifiye edilen FesOa
nanopargaciklarinin zeta potansiyelinin, ylizeydeki OH gruplarmin varligina ve
modifikasyon siirecinin kosullarina bagli olarak negatif degerlere kaydigim
gostermistir. Ozellikle, silanol gruplarmin deprotonasyonu ve NH: gruplarinin
hidrojen bagi olusturmasi, pH'a bagl olarak bu sonuglarda etkili olmustur. Diisiik
pH’da (<7), NH: gruplar1 protonlanarak (NHs") pozitif yiik tasirken, yiiksek pH’da
(>7) silanol gruplar1 deprotonlanarak negatif yiik (Si-O~) olusturur. Bu durum,
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APTES modifikasyonunun her zaman pozitif zeta potansiyeli ile sonu¢lanmadigini
ve yiizeydeki kimyasal heterojenligin 6nemini vurgulamaktadir (Bondarenko et al.,

2021).

4.5.3 SEM analiz sonuglari

Sekil 4.12 C-FesOs nanoparcaciklara ait SEM analiz sonuglarini
gostermektedir. SEM goriintiilerine gore, nanoparcacik kiimelerinin tamami
kiiresel yapidadir ve ortalama pargacik boyutu 60.12 + 28 nm olarak Sl¢iilmiistiir.
Silika kaplama uygulanmis nanopargaciklar (C-Fes04-Si02) i¢in ise bu deger 66.41
+ 10 nm’ye yiikselmistir (Sekil 4.13).

1/9/2019 | HV spot usecase | mag o WD e I e — A || — |

12:12:31 PM | 10.00kV | 8.0 Standard 100000x 9.0 mm ETD EGE-MATAL

-

1/9/2019 HV spot use case mag o | WD det ———500 nm——
12:13:32PM 10.00 kV 8.0 Standard | 250 000 x | 9.0 mm ETD EGE-MATAL

Sekil 4.12 C-Fe304 nanopargaciklarin SEM goriintiisii
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Sekil 4.13 C-Fe304-SiO; nanopargaciklarin SEM goriintiisii
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Sekil 4.14 C-Fe304-SiO2-NH2-PEG-FDG nanopargaciklarin SEM goriintiisii

Sekil 4.14 C-Fe;04-Si02-NH2-PEG-FDG nanoparcaciklarina ait SEM analiz
goriintlislinii sunmaktadir. Analiz sonuglarina gore, C-Fes04-SiO2-NH2-PEG-FDG
nanoparcaciklari i¢in ortalama pargacik boyutu 303.20 £ 5.0 nm olarak 6l¢iilmiistiir.
Bu boyut artisi, PEG yiizey modifikasyonu sonrasinda beklenen bir sonugtur. Elde
edilen veriler, ylizey modifikasyonlarinin nanoparg¢aciklarin boyutlarini anlamli bir
sekilde artirdigin1 ortaya koymaktadir. Bu tiir modifikasyonlar, nanopargaciklarin
biyomedikal uygulamalarda kullanilabilirligini artirarak biyouyumluluk, stabilite

ve ¢oziiniirliik gibi 6zelliklerin gelistirilmesinde kritik bir rol oynamaktadir.
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4.5.4 TEM goriintii analiz sonuclar

Sekil 4.15 net kenarlara ve yaklasik 30—50 nm arasinda degisen ortalama
boyutlara sahip, homojen bir sekilde dagilmis kristal yapili C-FesOq
nanoparcaciklarin TEM goriintiinsiinii gostermektedir. Bu goriintiideki C-FesOa
nanopargcaciklari, TEM analizine gore tekdiize homojen kiibik kristal yapiya sahip
olup literatiirle uyumlu bulunmustur (Subramanian et al., 2016; Martinez-Boubeta
etal., 2013).

/37.01
/40,59

Sekil 4.16 C-Fe304-SiO; nanopargaciklarin TEM goriintiisii
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Sekil 4.16, daha biiyiik bir toplam boyuta (~200 nm) sahip, kiimelesmis
kiiresel yapilar gostermektedir. Bu goriintii, nanopargaciklarin bir araya gelerek
kiime olusturdugunu ve bu durumun sentez sirasinda parcaciklarin birikmesiyle

iliskili olabilecegini gostermektedir.

Sekil 4.17 C-Fe304-SiO2-NH2-PEG-FDG nanopargaciklarin TEM gorintiisi

Sekil 4.17, bir biiytik kiiresel parcacik ile daha kiigiik kiimelesmis parcaciklari
yan yana gostermektedir. Bu goriintli, numunede boyut dagilimi ve heterojenlik
olabilecegini isaret etmektedir. Ozellikle yiizey modifikasyonlar1 ve sentez
parametrelerindeki farkliliklar, bu gesitlilige neden olmaktadir. C-FezQa-SiO2-NHa-
PEG-FDG nanoparcaciklarinda, yiizey modifikasyonlarinin boyutu hafifce artirdig:
ve ortalama boyutun 142.04 + 3.0 nm’ye ulastig1 goriilmiistiir. Yiizey kaplamalar1
nedeniyle kiibik nanopargaciklarin yiizey tabakalari icinde sikistigt TEM
goriintiilerinde agik¢a goriilmektedir. Bu goriintiiler, pargaciklarin boyut, sekil ve
kiimelesme davranislarindaki degisimlerin biiylik Slgiide sentez kosullar1 veya

ylizey modifikasyonlarindan kaynaklandigini gostermektedir.
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4.5.5 SPM goriintii analiz sonuclari

Sekil 4.18 C-FesO4 nanopargaciklarinin SPM yontemiyle elde edilen iig
boyutlu yiizey topografisi, parcaciklarin yiizeydeki heterojen dagilimini ve
morfolojisini detaylt bir sekilde ortaya koymaktadir. C-FesOs nanopargaciklar,
genel yapist oldukca diizgiin bir profile sahiptir ve yiizey topografyasindaki bu

diizen, parcaciklarin sentez silirecinin basarili bir sekilde gercgeklestirildigini

gostermektedir.

Sekil 4.18 C-Fe304 nanoparcaciklarin SPM goriintiisii

Yiikseklik oOlcegi, nanopargaciklarin boyutlarinin nanometre seviyesinde
oldugunu (maksimum ~27,7 nm) ve yiizeyde belirgin c¢ikintilar olusturdugunu
gostermektedir. Bu durum, parcaciklarin birbirinden bagimsiz bir sekilde
dagildigin1 ve agregasyon yapmadigini ortaya koymaktadir. Nanopargaciklarin bu
sekilde tekil ve diizenli bir dagilim gostermesi, manyetik 6zelliklerin optimize
edilmesi ve biyomedikal uygulamalarda hedefleme gibi potansiyel kullanim

alanlar1 i¢in biiyiik bir avantaj saglamaktadir.
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Sekil 4.19 C-Fe304-SiO; nanopargaciklarin SPM goriintiisii

Sekil 4.19 C-Fes04-SiO: nanopargaciklarin SPM  yiizey goriintiisiinii
gostermektedir.  Yilizey topografyasi, SiO: kaplamasinin  pargaciklarin
agregasyonunu azaltarak daha dengeli bir dagilim sagladigin1 ortaya koymaktadir.
Bu diizenli dagilim, kaplama isleminin basarili oldugunu ve parcaciklarin yiizeyle
etkili bir sekilde baglandigin1 gostermektedir. C-FesOs nanopargaciklarinin
goriintiisii ile karsilagtirildiginda, C-FesO4-Si02 nanopargaciklart daha diisiik tepe
yiiksekligine (maksimum ~23,4 nm) ve daha homojen bir ylizey dagilimina sahiptir.
SiO: kaplamasi, nanopargaciklar arasindaki ylizey etkilesimlerini diizenleyerek
daha tutarli bir morfoloji saglamistir. Bu durum, SiO: kaplamasinin yiizey
stabilitesini  artirdigim1  ve  nanoparcaciklarin  homojen  kaplamalarini

kolaylastirdigini gostermektedir.
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Sekil 4.20 C-Fe304-SiO2-NH,-PEG-FDG nanopargaciklarin SPM goriintiisii

Sekil 4.20 C-Fes04-Si02-NH2-PEG-FDG  nanopargaciklarinin = SPM
goriintiistinii gostermektedir. C-Fes04-SiO2-NH2-PEG-FDG nanopargaciklar, C-
FesOs4 ve C-Fes0s-SiO: nanopargaciklarina kiyasla yiizey topografisinde daha
karmagik ve homojen bir yap1 sergilemektedir. Goriintiide, ylizeydeki parcaciklarin
daha kiiclik boyutlara sahip oldugu ve olduke¢a diizenli bir sekilde dagildig: dikkat
cekmektedir. Bu, PEG ve FDG molekiilleri ile yapilan modifikasyonun, ylizeyde
daha homojen bir kaplama saglayarak nanoparcaciklar arasindaki agregasyonu
onemli dl¢lide azalttigin1 gostermektedir. Ayrica, maksimum yiikseklik degerinin
(~8,7 nm) azalmasi, yiizey modifikasyonunun topografik farkliliklar: diizelttigini

ve parcaciklarin daha stabil bir yapiya ulastigini ortaya koymaktadir.

Cizelge 4.3 C-Fe304, C-Fe304-SiO; ve C) C-Fes04-SiO2-NH-PEG-FDG nanopargaciklarin
Taramali U¢ Mikroskobu (SPM) yiizey alan ve Rmax degerleri tablosu

Nanokonjugat Yiizey alam1 (um?) Rmax (hm)
C-Fes304 9,05 27,7
C-Fe304-SiO2 9,13 23,4
C-Fe304-SiO2-NH2-PEG-FDG 9,20 8,7

Cizelge 4.3’teki verilere gore, C-FesOa, C-Fes0s-Si02 ve C-Fes04-Si02-NH2-PEG-

FDG nanoparcaciklarinin yilizey alani artarken, maksimum yiikseklik (Rmax)
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degerleri, her bir yiizey modifikasyonu ile kademeli bir arzalis gostermektedir.
Yiizey alani, C-FesOs igin 9,05 pm? iken, SiO: kaplamasi ile 9,13 um?’ye, PEG ve
FDG modifikasyonu ile 9,20 pm?’ye yiikselmistir.

Kaplama ve modifikasyonlarla birlikte, yiizeydeki maksimum yiikseklik (Rmax)
azalirken, daha homojen bir yiizey olustugu gézlemlenmistir. C-FesOa4'deki yiiksek
Rmax, par¢aciklarin diizensiz ve biiyiik ¢ikintilara sahip oldugunu isaret ederken, C-
Fes04-Si0: ile bu yiizey piiriizliliigii azalmistir. Son modifikasyon olan C-FesOa-
Si02-NH2-PEG-FDG, yiizeydeki en diisiik Rmax degeri ile en homojen yiizey
yapisini saglamistir. Bu, PEG ve FDG modifikasyonlarinin yiizeyde stabilite ve

diizen olusturdugunu gostermektedir.

4.5.6 VSM analiz sonuclari

Kiibik nanopargaciklarin ve tiirevlerinin manyetik 6zellikleri, VSM analizi
kullanilarak degerlendirilmistir. C-FesOs, C-Fes04-SiO2 ve C-FesOs-Si02-NHo-
PEG-FDG nanopargaciklara ait VSM analiz sonuglar1 Sekil 4.21°de verilmistir. Bu
numunelerden sirasiyla 37 mg, 38 mg ve 7,5 mg agirhiginda ornekler tartilarak
Olciim yapilmistir. Manyetik doygunluk degerleri, her bir numune i¢in emu/g

cinsinden hesaplanmustir.

C-Fes04 icin manyetik doygunluk degeri, yaklasik 60 emu/g olarak
kaydedilmistir ve bu deger turuncu renk ile temsil edilmistir. Silika ile kaplama
sonrasinda (C-Fes04-Si02) manyetik doygunluk yaklasik 25 emu/g seviyesine
diismiistiir. Yiizeyin PEG ve FDG ile modifikasyonu (C-Fe;0s-SiO.-NH2-PEG-
FDG) ise manyetik doygunlugun daha da azalmasina neden olmus ve yaklasik 10
emu/g degerine ulagmistir. Bu sonuglar, ylizey modifikasyonlarmin manyetik
ozellikler tizerinde 6nemli bir etkisi oldugunu ortaya koymaktadir (Pourmiri et al.,

2019; Wang et al., 2010).
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Sekil 4.21 VSM analiz sonuglari

Elde edilen veriler, yiizey modifikasyonlarinin manyetik doygunlugu
azalttigini ve bu durumun, yiizeyde kullanilan kaplama materyallerinin manyetik
cekirdegi kismen izole etmesiyle iliskili oldugunu gostermektedir. Bu analizler,
nanoparcaciklarin manyetik 06zelliklerini optimize etme ve biyomedikal
uygulamalardaki potansiyellerini degerlendirme agisindan kritik  bilgiler

sunmaktadir.

4.5.7 XRD analiz sonuglari

Sekil 4.22 C-Fe304 ve C-Fes04-SiO2-NH2-PEG-FDG nanopargaciklarin
XRD sonuglarini gostermektedir. C-FesOd'e ait alt1 karakteristik pik sirasiyla (220),
(311), (400), (422), (511) ve (440) indisleriyle belirtilmistir. Bununla birlikte, her
iki numune i¢in (210), (211) ve (311) konumlarinda goriilen ii¢ ek pik oldukga
benzerdir. Bu durum, Fe;O4'lin spinel fazina baglanmakta olup, literatiire gore
FesOs4 nanopargaciklarinin kiibik bir yapiya sahip oldugunu gdstermektedir
(Shagholani et., 2015; Ruiz-Baltazar et., 2015).
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C-Fe304-Si02-NH2-PEG-FDG nanokonjugatinin XRD spektrumunda, yilizey
modifikasyonlarinin C-FesOas yapisini etkilemedigi gézlemlenmistir. Bunun yani
sira, FDG ile modifiye edilmis nanopargaciklarin analiz sonuglarinda PEG pikleri
agirlikli olarak goriilmiistiir. Bu bulgular, literatiirdeki diger ¢alismalarla uyumlu
olup, ylizey modifikasyonlarinin yapisal 6zellikleri korudugunu ve FesO4'lin temel

kristal yapisinin degismedigini gostermektedir (Jayaramudu et al., 2015).
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4.22 C-Fe304 ve C-Fe304-SiO2-NH2-PEG-FDG nanopargaciklarin XRD sonuglar

4.5.8 MALDI TOF/TOF analiz sonuclar:

Sekil 4.23 Trastuzumab antikoruna ait MALDI TOF/TOF analiz sonucunu
gostermektedir. 145,100 m/z'deki ana pik, Trastuzumab'in ana molekiil agirhigini
temsil etmektedir. Bu, literatiirde belirtildigi gibi, Trastuzumab'in molekiiler
agirhigina (yaklagik 145 kDa) uygun bir degerdir (Leavy, 2010). 48,484 m/z gibi
daha kiiclik m/z degerlerinde goriilen diger pikler, muhtemelen molekiiliin iyonize
olmus pargalarina veya matris etkisiyle ortaya cikan olasi fragmanlara isaret
etmektedir. Maksimum pik yiiksekligi, bu molekiilin en bol bulunan iyonize
formunu temsil etmektedir. Trastuzumab’in yapisal biitiinliigii bu spektrumda

korunmus goriinmektedir.
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Sekil 4.23 Trastuzumab’a ait MALDI TOF/TOF analiz sonucu

Sekil 4.24 Trastuzumab'a p-SCN-Bn-DOTA molekiiliiniin baglanmasinin
ardindan elde edilen kiitle spektrumunu gostermektedir. Ana pik (147,507 m/z),
DOTA baglanmis Trastuzumab'in molekiiler agirligini temsil etmektedir. DOTA
modifikasyonu sonrasinda molekiil agirliginda belirgin bir artis meydana gelmistir,
bu da DOTA'nin molekiile basariyla baglandigini gostermektedir (Brechbiel, 2008).
74,018 m/z gibi daha kiiciik pikler, muhtemelen modifiye edilmis molekiiliin
parcalanmis halleri veya DOTA’nin bagli oldugu daha kiigiik protein pargalarina
isaret etmektedir. DOTA-Tras konjugasyonunda, ana pik pozisyonundaki kayma
(145,100 m/z’den 147,507 m/z’ye) modifikasyonun basarili oldugunu ve
DOTA’nin  antikora kovalent olarak baglandigint dogrulamaktadir. Bu,
literatiirdeki DOTA modifikasyonlartyla uyumludur (Cheng et al., 2014).
Trastuzumab’in DOTA ile konjugasyonu sirasinda protein yapisinin genel
biitiinliigliniin korundugu, her iki spektrumda da yiiksek ¢oziintirliiklii ana piklerin
varligi ile desteklenmektedir. DOTA modifikasyonu, nanoparcaciklarin
radyoisaretleme potansiyelini artirabilir ve bu, 6zellikle hedefe yonelik tedavilerde

(6rnegin, Lu-177 ile) kullanim i¢in 6nemli bir avantaj saglar (Brechbiel, 2008).
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Sekil 4.24 DOTA-Trastuzumab’a ait MALDI TOF/TOF analiz sonucu

4.6 In Vitro Calisma Sonuglar:
4.6.1 Sitotoksisite Sonuglari

Sitotoksisite ¢alismalarinda, radyoisaretli olmayan C-Fe30s-SiO2-NH2-FDG
ve radyoisaretli *’’Lu-DOTA-Tras@C-Fe304-SiO2-NH2-FDG nanopargaciklarinin
hiicre kiiltlir ortamindaki etkinligi HER2 reseptor pozitif SKOV-3 yumurtalik
(adenokarsinom), triple pozitif insan meme kanseri BT474 ve triple negatif MDA
MB231 meme kanseri (adenokarsinom) hiicreleri kullanilarak ayr1 ayri
incelenmistir. C-Fe304-SiO2-NH2-FDG nanopargaciklarinin sitotoksisite ¢alismasi
1 pg/mL, 3 pg/mL, 10 pg/mL, 30 pg/mL, 100 pg/mL konsantrasyonlarda C-Fe3Os-
Si02-NH2-FDG nanopargacik ¢ozeltileri hazirlanarak {i¢ tekrarli olacak sekilde 24,
48 ve 72 saat zaman parametreleri denererek gerceklestirilmistir. Radyoaktif
sitotoksisite ¢aligmasi ise 2,5 MBg/mL, 5 MBg/mL, 10 MBg/mL ve 20 MBg/mL
konsantrasyonlarda 1"’Lu-DOTA ve Y’Lu-DOTA-Tras@C-Fes04-SiO2-NH2-FDG
nanopargacik ¢ozeltileri hazirlanarak ti¢ tekrarli olacak sekilde 24, 48 ve 72 saat
zaman parametreleri denererek gerceklestirilmistir. Her {i¢ hiicre hatti {izerinde
Lu-DOTA bilesiginin sitotoksik etkisi ile *"’Lu-DOTA-Tras@C-Fe304-SiO--
NH2-FDG nanopargaciklarinin = sitotoksik etkisinin kiyaslanmasi metabolik
aktivitedeki kayda deger diisiisiin radyasyon ve nanopargacik kombinasyonundan

kaynaklandigin1 gostermek agisindan 6nemlidir.
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Sekil 4.25 SKOV-3 hiicreleri tizerinde farkli konsantrasyonlardaki C-Fez04-SiO2-NH2-FDG

nanopargaciklarin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonrasit metabolik canliliklari (%)

Sekil 4.25 radyoaktif olmayan farkli C-Fe304-SiO2-NH2-FDG nanopargacik
konsantrasyonlarinin SKOV-3 hiicre hatti {izerindeki 24 saat, 48 saat ve 72 saatlik
muamele sonrast metabolik canlilik yiizdelerini gostermektedir. C-Fe304-SiOo-
NH2-FDG nanopargaciklar 100 pg/mL konsantrasyonda ve 72 saatlik inkiibasyon
sonrasinda tiim kanser hiicrelerinde kayda deger bir toksisite gostermemistir.
SKOV-3 hiicreleri i¢in 100 pg/mL C-Fe304-SiO2-NH2-FDG  nanokonjugati
kullanildiginda hiicre canlilig1r %96'dan %60'a diismiis ve 72 saatlik inkiibasyonun
ardindan metabolik olarak aktif hiicrelerin yaklagik %60 varligini slirdiirmiistiir.
Bu oran diger hiicre hatlar1 i¢in de olduk¢a benzer bulunmustur. C-Fez0s-SiO»-
NH2-FDG nanopargaciklarinin sitotoksik etkisi, 72 saatlik inkiibasyon sonucunda
BT474 hiicreleri i¢in %62, MDA MB231 hiicreleri i¢in ise %63 olarak tespit
edilmistir. Tiim konsantrasyonlarda ve ayni kosullar altinda metabolik olarak aktif
hiicre oran1 %50in iizerinde kalmis ve tiim kanser hiicre hatlarinda 6nemli bir

zararl etki gézlenmemistir.
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Sekil 4.26 SKOV-3 hiicreleri iizerinde farkli konsantrasyonlardaki ’’Lu-DOTA nanopargaciklarin

24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonras1 metabolik canliliklar1 (%)
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Sekil 4.27 SKOV-3 hiicreleri iizerinde farkli konsantrasyonlardaki Y’Lu-DOTA-Tras@C-FesOa-
SiO2-NH2-FDG’nin nanopargaciklarin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonras1 metabolik canliliklari
(%)

1771 u-DOTA-Tras@C-Fe304-SiO2-NH2-FDG'nin sitotoksik aktivitesini
degerlendirmek amaciyla, MTS testi kullanilarak in vitro hiicre sitotoksisite
calismalar1 gerceklestirilmistir (Sekil 4.27). Beklendigi gibi, "’Lu-DOTA-
Tras@C-Fe30s-SiO2-NH2-FDG nanopargaciklar radyoaktivite konsantrasyonuna

ve inkiibasyon siiresine bagli olarak kanser hiicrelerinin metabolik aktivitesinde



66

azalmaya neden olmus; ayrica ’’Lu-DOTA'ya kiyasla daha toksik bulunmustur.
Elde edilen toksisite sonuglar;, Y’Lu-DOTA'nin SKOV-3 hiicreleri igin toksik
olmadigini gostermistir (Sekil 4.26).

Ayrica, 100 pg/mL C-Fe30s-SiO2-NH2-FDG'nin toksisitesi ile radyoisaretli
Y7Lu-DOTA-Tras@C-Fes04-SiO2-NH2-FDG  nanopargaciklarinin  toksisitesi
kiyaslandiginda, hiicre hasarmn 1'"Lu'dan yayilan B~ emisyonundan kaynaklandig1
¢ikarimi  yapilabilir. 72 saatlik inkiibasyonun ardindan, "’Lu-DOTA
radyobilesiginin SKOV-3 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi %52,56 olarak
belirlenirken, bu deger Y7Lu-DOTA-Tras@C-Fes04-SiO2-NH,-FDG
nanoparcaciklart i¢cin %24,97 olarak belirlenmistir. Ayrica, 20 MBg/mL
konsantrasyonda "’Lu-DOTA-Tras@C-Fe30s-SiO2-NH2-FDG nanopargaciklar,
24, 48 ve 72 saatlik zaman araliklarinda SKOV-3 hiicrelerinin metabolik

aktivitesini onemli Ol¢iide azaltmustir.
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Sekil 4.28 BT474 hiicreleri tizerinde farkl konsantrasyonlardaki C-Fez04-SiO2-NH2-FDG

nanoparg¢aciklarn 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonrasi metabolik canliliklar1 (%)

Sekil 4.28 BT474 hiicreleri tizerinde farkli konsantrasyonlardaki C-Fe304-SiO»-
NH2-FDG nanoparcaciklarin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonrast metabolik

canliliklarini (%) gostermektedir.
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Sekil 4.29 BT474 hiicreleri iizerinde farkli konsantrasyonlardaki */’Lu-DOTA’mn 24, 48 ve 72

saatlik inkiibasyon sonrasi metabolik canliliklari (%)
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Sekil 4.30 BT474 hiicreleri iizerinde farkli konsantrasyonlardaki "’Lu-DOTA-Tras@C-Fe;Oq4-
SiO2-NH2-FDG’nin nanopargaciklarin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonrasi metabolik canliliklar
(%)

Beklendigi iizere, 1’’Lu-DOTA, BT474 hiicreleri i¢in *’/Lu-DOTA-Tras@C-
Fe304-SiO2-NH2-FDG’nin nanopargaciklara kiyasla daha az toksik bulunmustur
(Sekil 4.29 ve Sekil 4.30). 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda, metabolik olarak aktif
hiicre yiizdesi *’Lu-DOTA igin %63,74, radyokonjugat icin ise %38,42 olarak
belirlenmigtir. Elde edilen IC50 dozlari, SKOV-3 hiicreleri i¢in 9,49 MBg/mL ve



68

BT474 hiicreleri i¢in 21,23 MBg/mL olup, bu degerler MTS testi sonuglari ile

uyumludur.
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Sekil 4.31 MDA MB231 hiicreleri tizerinde farkli konsantrasyonlardaki C-FesOa- SiO-NH2-FDG

nanoparcaciklarin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonras1 metabolik canliliklar1 (%)
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Sekil 4.32 MDA MB231 hiicreleri iizerinde farkli konsantrasyonlardaki *"’Lu-DOTA’nin 24, 48 ve

72 saatlik inkiibasyon sonrast metabolik canliliklari (%)
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Sekil 4.33 MDA MB231 hiicreleri iizerinde farkli konsantrasyonlardaki ’Lu-DOTA-Tras@C-
Fe304-Si02-NH>-FDG’nin nanopargaciklarin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonrast metabolik
canliliklar1 (%)

MDA MB231 hiicreleri igin, Y'’Lu-DOTA ve Y’Lu-DOTA-Tras@C-Fe30s-
FDG bilesiklerinin her ikisinde de artan konsantrasyon ve inkiibasyon siiresiyle
birlikte hiicre canliliginda azalma gézlenmistir (Sekil 4.32 ve Sekil 4.33). Ancak,
72 saatlik inkiibasyon sonunda metabolik olarak aktif hiicre yiizdesi *’’Lu-DOTA
icin %52,75 iken, Y"Lu-DOTA-Tras@C-Fes04-SiO2-NH2-FDG nanopargaciklar
icin ise %35,65 olarak tespit edilmistir. 1’’Lu-DOTA-Tras@C-FezOs- SiO2-NH2-
FDG nanopargaciklari i¢in hiicre canliligi, SKOV-3, BT474 ve MDA MB231
hiicrelerinde 20 MBg/mL konsantrasyonda 72 saat inkiibasyon sonrasinda %50 nin

oldukca altinda kalmistir.

Cizelge 4.4 7Lu-DOTA radyobilesigi ve ’Lu-DOTA-Tras@C-Fe;04-SiO2-NH,-FDG
nanoparg¢aciklar i¢in IC50 degerleri (MBg/mL)

7Lu-DOTA-NCS bilesigi icin IC50 degerleri (MBq/mL)

SKOV-3 BT474 MDA MB231
243 42,28+3,0 65,10+4,5 23,58+1,8
48 s 22,40+1,7 55,87+4,0 22,57+1,6
72s 19,07+1,4 49,48+3,5 20,86+1,5
7L u-DOTA-Tras@C-Fe30s-FDG nanoparg¢aciklar i¢in IC50 degerleri (MBg/mL)
SKOV-3 BT474 MDA MB231
24s 17,22+1,5 49,31+3,5 -
48s 16,94+1,2 35,26+3,0 24,85+2,0

72s 9,49+0,9 21,23+2,0 12,67+1,1
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4.6.2 Hiicre Baglanma Sonuclari

Hiicre baglanma deneyi, biyolojik ajanlarin, 6zellikle ilaglar, antikorlar veya
nanoparcaciklar gibi molekiillerin, hedef hiicrelere baglanma yetenegini
degerlendirmektedir. Bu deney, molekiillerin belirli hiicre yiizeyi reseptorlerine
baglanma etkinligini dlcerek, tedavi edici ajanlarin hedefe yonelik etkinligini ve
hiicreler tarafindan alinip alinmadiginmi belirlemektedir. Ayrica, hedef hiicrelere
baglanma ve internalizasyon arasindaki iligkiyi inceleyerek tedavi siireglerinin nasil

isledigini anlamaya yardimeci olmaktadir.

Reseptor afinitesini belirlemek amaciyla gerceklestirilen hiicre baglanma
deneylerinde ’Lu-DOTA-Tras@C-Fez0s-SiO2-NH2-FDG  nanopargaciklarinin
reseptor spesifitesi HER2 reseptor pozitif SKOV-3 yumurtalik (adenokarsinom),
triple pozitif insan meme kanseri BT474 ve triple negatif MDA MB231 meme
kanseri (adenokarsinom) hiicreleri kullanilarak incelenmistir (Sekil 4.34, 4.35 ve

4.36).
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Sekil 4.34 SKOV-3 hiicrelerinde baglanma sonuglari (%)
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Sekil 4.35 BT474 hiicrelerinde baglanma sonuglari (%)
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Sekil 4.36 MDA MB231 hiicrelerinde baglanma sonuglar (%)

C-Fes04-Si02-NH2-FDG  nanopargaciklarimin  Trastuzumab antikoru ile
biyokonjugasyonu, SKOV-3 ve BT474 hiicrelerine spesifik baglanma ve
internalizasyon oranmi artirmak amaciyla gerceklestirilmistir. Sonuglar, HER2
pozitif hiicre hatlarinin her ikisinde de baglanma yiizdesinin konsantrasyona bagl
olarak arttigin1 ve 100 nM konsantrasyonda SKOV-3 hiicreleri i¢in %3,57 ile
BT474 hiicreleri i¢in %25,07 arasinda degistigini gostermistir (Sekil 4.34 ve Sekil
4.35). Negatif hiicre hatti (MDA-MB-231) i¢in elde edilen degerler olgiim
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hatalarindan bile daha kiiciiktiir (Sekil 4.36). Bu, tespit edilen radyoaktivitenin
background diizeyine yakin olmasindan kaynaklanmaktadir ve bu durum, MDA-
MB-231 hiicrelerinde spesifik baglanma olmadigini dogrulamistir. Benzer
sonuglar, literatirde MDA-MB-231 hiicreleri tizerinde gergeklestirilen sonuglarla

uyumludur (Wawrowicz et al., 2022; Zelechowska-Matysiak et al., 2023).
4.6.3 Internalizasyon Sonuclar

Internalizasyon deneyi, genellikle bir ilag, nanopargacik, biyokonjugat veya
biyolojik molekiiliin hiicre zar1 tarafindan alinip hiicre igine taginma yetenegini
degerlendirmek i¢in yapilmaktadir. Bu deneyin temel amaci, molekiil veya
biyokonjugatin belirli bir biyolojik hedefe spesifik olarak baglanma yetenegini,
hiicre i¢ine hangi mekanizma ile alindigini, terapdtik ajanlarin hedef hiicrelerde
yeterli konsantrasyonda birikip birikmedigini, yalnizca hedef hiicrelere 6zgiil olup
olmadigini ve en etkin hiicre i¢i alimin hangi zaman ve konsantrasyon araliklarinda

gerceklestigini degerlendirmek amaciyla gerceklestirilmektedir.

Bu calismada, 17 u-DOTA-Tras@C-Fe304-SiO2-NH2-FDG
nanopargaciklarm transmembran HER2 reseptorlerini tantyip bu reseptorlere 6zel
olarak baglanma yetenegi sayesinde, hiicre zarin1 ge¢gme ve hedef hiicrelerin i¢inde
basarili bir sekilde lokalize olma kapasitesi incelenmistir. Elde edilen
internalizasyon  sonuglari, Y7Lu-DOTA-Tras@C-Fes0s-SiO2-NH2-FDG'nin
HER2+ reseptorlerine 6zgiil baglanmasini dogrulamistir. SKOV-3, BT474 ve
MDA MB231 hiicrelerinde '"’Lu-DOTA-Tras@C-Fe304-SiO2-NH2-FDG'nin
internalizasyon kinetikleri, 2 saat, 6 saat, 18 saat ve 24 saat olmak {izere dort farkli
zaman aralifinda (% ile ifade edilen) hiicre i¢i alim oranlar1 degerlendirilmistir. Her

bir zaman noktasi i¢in ortalama degerler + standart sapma ile sunulmustur (n = 3).
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Sekil 4.37 SKOV-3 hiicrelerinde Y’Lu-DOTA-Tras@C-Fes04-SiO2-NH»-FDG'nin internalizasyon
kinetigi

SKOV-3 hiicreleri HER2 pozitif bir hiicre hattidir. Bu nedenle, ""Lu ile
isaretlenmis Trastuzumab konjuge manyetik demir oksit nanoparcaciklarina yiiksek
oranda spesifik baglanma ve internalizasyon gostermektedir. Ilk 2 saatte %82 gibi
yiiksek bir internalizasyon oranina ulasildigi ve 24 saat sonunda bu oranin %100’
ciktigr goriilmektedir. Bu sonuglar, konjugatin SKOV-3 hiicrelerinde etkin bir
sekilde hedeflemeyi basardigini ve igsellestirildigini gostermektedir (Sekil 4.37).
llerleyen saatlerde artan internalizasyon, nanoparcaciklarin zaman iginde hiicre

icine alindigini ve uzun siire hiicre i¢inde kaldigin1 kanitlamaktadir.
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Sekil 4.38 BT474 hiicrelerinde ’Lu-DOTA-Tras@C-Fe304-SI0,-NH-FDG'nin internalizasyon
kinetigi.

BT474 hiicreleri de triple reseptor pozitif bir hiicre hattidir. Bu nedenle
Trastuzumab konjugatina kars1 giiglii bir baglanma ve internalizasyon gostermistir.
Ik 2 saatte %87 gibi yiiksek bir internalizasyon oranina ulasildig1 goriilmektedir.
Bu oran 6. saat itibariyla %95'e ¢ikarak zirveye ulagmis, 18. ve 24. saatlerde %96
ve %95 ile bu seviyelerde kalmistir. 18. ve 24. saatlerde degerlerin sabit kalmasi,
nanoparcaciklarin belirli bir diizeye ulastiktan sonra hiicre i¢inde stabil bir sekilde
kaldigint gostermektedir. SKOV-3 hiicrelerine gore internalizasyon oranlarinin
daha hizli zirve yaptig1 ancak maksimum kapasitenin %96 civarinda oldugu

gozlenmektedir (Sekil 4.38).

Ancak, MDA MB231 hiicrelerinde bu oran 2. saatin sonunda %64,80, 24. saatin
sonunda ise %74,47 olarak belirlenmistir. MDA MB231 hiicrelerinde 2 saat ile
karsilastirildiginda anlamli bir degisiklik gézlenmemistir. MDA MB231 hiicreleri
triple negatif hiicreler olmasima ragmen, internalizasyon ylizdesinin demir alim
mekanizmasi veya FDG tutulumu araciligiyla gergeklesebilecegi ve bu durumun bu
hiicrelerdeki internalizasyonu agiklayabilecegi diigiiniilmektedir (Lazaro-Carrillo et

al., 2020; Chaves et al., 2017) (Sekil 4.39).
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Sekil 439 MDA MB231 hiicrelerinde ’Lu-DOTA-Tras@C-Fe304-SiO,-NH2-FDG'nin

internalizasyon kinetigi.
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Internalizasyon kinetiginde gozlenen artisin spesifik olarak HER2'ye bagh
olmadigi, bunun yerine nanopargaciklarin FDG molekiiliiyle iliskili glukoz
metabolizmast ve tasima mekanizmalar1 iizerinden gergeklestigi literatiirde

bilinmektedir (Direcks et al., 2008).

4.6.4 3D Hiicre Kiiltiirii Sonuclari

3D hiicre kiiltiirii, hiicrelerin dogal dokulardaki ii¢ boyutlu ortami taklit eden
bir matriks veya ortam iginde yetistirilmesini ifade etmektedir. Bu yontem,
hiicrelerin doku benzeri yapilar olusturmasii saglar ve hiicreler arasindaki
etkilesimleri, mikrogevreyi, besin/gradyan dagilimim1 daha iyi modellemeyi
amagclar. 3D kiiltlirlerde hiicreler, diiz ylizeylere yapismak yerine sferoidler (kiiresel
yapilar), organoidler (organ benzeri yapilar) veya hidrojel gibi destekleyici

malzemeler i¢inde biiyiiyebilmektedir.

3D hiicre kiiltiiri, hiicrelerin dogal dokulara benzer bir ii¢ boyutlu ortamda
biiylimesini saglayarak hiicreler arasi etkilesimlerin, hastalik modellerinin, ilag
gelistirme siireglerinin ve biyolojik davramiglarin daha gergekei bir sekilde

incelenmesine olanak tanir.

Her iki hiicre hatt1 i¢in olusturulan sferoidlerde, BT474 hiicrelerinin kiiresel
bir sekil sergiledigi, MDA MB231 3D sferoidlerinin ise diizensiz sekiller gosterdigi
gozlemlenmistir. Sonuglar farkli konsantrasyonlarda ve zaman noktalarinda sferoid
boyutundaki degisim (ortalama g¢ap, pum) olarak degerlendirilmistir. Sonuglar,
Lu-DOTA-Tras@C-Fes04-SiO2-NH-FDG’nin - sferoid  biiyiikliigiinii azaltict
etkisini ve hiicrelerin morfolojik bitiinliigiindeki degisimleri gdstermektedir.

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak sunulmustur (n = 5).

Test edilen Y"Lu-DOTA-Tras@C-Fez04-SiO2-NH>-FDG'nin, her iki kanser
hiicresi i¢in de ilk iki glin boyunca herhangi bir toksisiteye neden olmadig: tespit
edilmistir (Sekil 4.40 ve 4.41). Ancak, }"'Lu-DOTA-Tras@C-Fe304-SiOz-NH2-
FDG'nin inkiibasyon siiresi }’’Lu'nun yar1 émriine kadar uzatildiginda, sferoid
alanlarinda belirgin bir azalma gozlenmistir. Beklendigi gibi, bu durum

radyobilesigin tiimor dokusuna niifuz edebilecegi beklentimizle tutarlidir.
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Sekil 4.40 BT474 3D sferoidlerinde Y’Lu-DOTA-Tras@C-Fe304-SiO2-NH2-FDG uygulamasmin

zamana bagli hiicresel etkisi.

Ayrica, MDA MB231 hiicrelerinde tedavinin 3. giinii sonunda en yiiksek
konsantrasyonda sferoidlerin par¢alanma veya biitiinliigiinii kaybetme egiliminde
oldugu gorilmistir. BT474 hiicrelerinde ise kontrol grubuna kiyasla sferoid
boyutlarinda azalma gozlemlenmistir. Sekil 4.42 ve 4.43, BT474 ve MDA MB231
hiicrelerine ait sferoid goriintiilerini gostermekte olup, bu goriintiller Zeiss
mikroskobu ve Axiocam 105 color kamera ile alinmustir. Aksi belirtilmedikge,
goriintiilerde 10x objektif kullanilmistir. Olgiimler, ZEN 3.0 lite yazilimi
kullanilarak gerceklestirilmis ve sferoidlerin boyutlar1 Image] programi ile

hesaplanmustir.
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Sekil 4.41 MDA MB231 3D sferoidlerinde "’Lu-DOTA-Tras@C-Fe304-SiO»-NH,-FDG

uygulamasinin zamana bagli hiicresel etkisi.

Sekil 4.39 ve Sekil 4.40°ta BT474 ve MDA MB231 hiicrelerinde farkli radyasyon
dozlarinin (5, 10 ve 20 MBg/mL) sferoid alanlarina etkisi degerlendirilmistir.
Kontrol gruplarinda her iki hiicre hattinda da sferoid alanlarmin zamanla diizenli
bir sekilde biiyiime gosterdigi, dis bir etki olmadiginda hiicrelerin saglikli sekilde

cogaldig1 gozlenmistir.
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20 MBq/mL 10 MBq/mL 5 MBqg/mL ~ Kontrol

Sekil ~ 4.42  Farkli  konsantrasyonlardaki  '7Lu-DOTA-Tras@C-Fe304-SiO-NH,-FDG
uygulamasinin BT474 3D sferoid modelleri tizerindeki zamana bagl etkisi (Proliferasyon sebebiyle,

11 ve 18. giinlerde kontrol grubu ve 5 MBg/mL dozunun goriintiileri 4x objektif ile alinmigtir)

MDA MB231 hiicrelerinde, 5 MBg/mL dozunda sferoid alanlar1 baslangigta
kontrol grubuna benzer bir biiyiime sergilemis, ancak 5. giinden itibaren azalma
egilimine girmistir. 10 ve 20 MBg/mL dozlarinda ise sferoid alanlarinin 2. giinden
itibaren hizla kiiciildiigii, 6zellikle 20 MBg/mL grubunda hiicre 6liimiiniin daha
hizli ve belirgin oldugu goriilmiistiir. HER2-negatif olan bu hiicre hattinin,
hedefleme molekiillerine daha diisiik yanit verdigi ancak artan radyasyon dozu ile

benzer sekilde etkilendigi gdzlemlenmistir.
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20 MBq/mL 10 MBq/mL 5 MBg/mL

Sekil ~ 4.43  Farkli  konsantrasyonlardaki  *’Lu-DOTA-Tras@C-Fe304-SiO-NH,-FDG
uygulamasinin MDA MB231 3D sferoid modelleri iizerindeki zamana bagl etkisi (Sferoid
dagilimin1 gostermek amaciyla, 6. giinde 20 MBg/mL ve 10 MBg/mL dozlarinin goriintiisii 4x
objektif ile alinmustir)

BT474 hiicrelerinde, HER2 pozitif yapisi nedeniyle hedefleme molekiillerine
daha hassas bir yanit verilmistir. 5 MBg/mL dozunda sferoid alanlar1 baslangigta
biliylimeye devam etmis, ancak 5. glinden sonra kii¢iilme baglamistir. 10 ve 20
MBg/mL dozlarinda ise sferoid alanlari 2. giinden itibaren hizli bir sekilde azalmus,
20 MBg/mL dozunda bu etkinin daha belirgin oldugu tespit edilmistir. Sonug
olarak, her iki hiicre hattinda da artan radyasyon dozu, sferoid alanlarinda belirgin
bir kii¢lilmeye yol agmistir. HER2 pozitif BT474 hiicrelerinde bu etki daha spesifik
ve hizli gergeklesirken, HER2 negatif MDA-MB231 hiicrelerinde etkiler kontrol
grubuna kiyaslandiginda daha direngli bir yap1 gostermistir. Bu sonuglar, radyasyon
dozunun ve hiicre tipinin radyoterapdtik etkinlikte kritik 6neme sahip oldugunu

gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, FDG ve Trastuzumab ile konjuge edilmis kiibik demir
oksit (}"Lu-DOTA-Tras@C-Fes04-SiO-NH2-FDG) nanokonjugatinin  sentezi
gerceklestirilmis ve SKOV-3, BT474 ve MDA MB231 hiicre hatlar1 tizerindeki
biyolojik etkileri kapsamli bir sekilde incelenmistir. Radyokonjugat, Lu-177 ile
radyoisaretlenerek terapotik etkileri degerlendirilmis ve karakterizasyonlari ile
biyolojik aktiviteleri analiz edilerek teranostik uygulamalardaki etkinlikleri detayli

bir sekilde incelenmistir.

Kiibik demir oksit sentezi, Fe(acac)s molekiilii kullanilarak ve dekanoik asit
varliginda yaklastk 300°C  sicaklikta benzil eter soliisyonu iginde
gergeklestirilmistir. Olusan demir-dekanoat kompleksleri, kiibik yapiy1 stabilize
etmistir. Nanoparcaciklarin agregasyonunu 6nlemek amaciyla TEOS ve APTES ile
kaplanmis ve daha sonra biyouyumlu bir yap1 saglamak i¢in polietilen glikol (PEG)

ile modifiye edilmistir.

FDG (florodeoksiglukoz), glukoz tasiyicilari araciligiyla hiicrelere kolayca
alinabilen bir molekiil olup, kanser hiicrelerinde yiiksek metabolik aktivite
nedeniyle etkili bir sekilde birikmektedir. FDG, nanoparcaciklarla EDC/NHS
kimyas1 kullanilarak amin gruplarindan baglanmistir. Bu islemle elde edilen FDG-
konjuge PEG-kapli kiibik demir oksit nanopargaciklarinin (C-Fez04-SiO2-NH.-
PEG-FDG) katmanli yapisi, FTIR, XRD, SEM, TEM ve SPM gibi ileri

karakterizasyon teknikleriyle dogrulanmistir.

Nanoparcaciklarin  kristal yapisinin  dogrulanmasi i¢in XRD (X-ray
Difraksiyon) analizi yapilmistir. Elde edilen difraktogramda, C-FesOa yapisina
0zgl karakteristik pikler gézlemlenmis ve kristal fazin basarili bir sekilde elde
edildigi dogrulanmistir. Ayrica, XRD analizi ile TEOS ve PEG kaplama
islemlerinin kristal yap1 iizerinde herhangi bir olumsuz etkisinin olmadigi
belirlenmistir. Bu, kiibik demir oksit nanoparcaciklarinin kristal yapisinin kaplama

sonrast da korundugunu goéstermektedir.
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Kaplama ve modifikasyon islemleri sonrasi nanopargaciklarin manyetik
ozellikleri, VSM analizi ile emu cinsinden belirlenmis ve manyetik 6zelliklerde bir
miktar azalma gozlemlenmistir. Buna ragmen, nanokonjugatlarin MRI ile etkili bir
sekilde goriintiilleme sagladigi daha Onceki c¢aligmalarimizdan bilinmektedir.
Ayrica, SPM analizleri de kaplama sonrasi yiizey morfolojisindeki degisimleri

dogrulamistir.

C-Fes04-Si02-NH2-FDG nanopargaciklarin radyoisaretlemesi lutesyum-177
(*""Lu) ile gergeklestirilmis ve TLRC yontemi kullanilarak optimal isaretleme
kosullar1 belirlenmistir. Bu siirecte, trastuzumab antikoru, p-NCS-Bz-DOTA
selatorii ile basarili bir sekilde konjuge edilmis ve optimize edilmis kosullarda ""Lu
ile radyoisaretlenmistir. 1”’Lu-DOTA-Tras olarak adlandirilan bu yapi, modifiye
edilmis ve FDG konjuge edilmis nanopargaciklarla birlestirilerek hedefe yonelik
terapotik bir sistem olusturulmustur (*”’Lu-DOTA-Tras@C-Fe;04-SiO2-NH.-
FDG). Isaretleme islemi sonucunda, %88’in iizerinde radyoisaretleme verimi elde

edilmistir ve bu yliksek verim, sistemin stabilitesi ve etkinligini gostermektedir.

Lipofilisite tayini, n-oktanol/PBS (pH 7,4) fazlari arasindaki dagilim
katsayis1 (logP) belirlenerek yapilmis ve nanoparcaciklarin polar faza daha yiiksek
afinitesi oldugu tespit edilmistir. Stabilite testlerinde, farkli zaman dilimlerinde (0-
6 giin) PBS ve insan serumu kullanilmig, nanoparcaciklarin 42°C'de yliksek
stabilite sergiledigi goriilmiistiir. Bu sonuglar, *’"Lu-DOTA-Tras@C-Fe304-SiO>-
NH2-FDG nanopargaciklarinin biyolojik sistemlerde dayanikliligini ve hedefleme

potansiyelini desteklemektedir.

In vitro ¢alismalar, nanokonjugatlarn SKOV-3 (HER2 pozitif yumurtalik
kanseri), BT474 (HER2 pozitif ve hormon reseptdr pozitif meme kanseri) ve MDA -
MB231 (triple negatif meme kanseri) hiicrelerinde test edilmistir. C-Fe304-SiO»-
NH2-FDG nanoparcaciklar, farkli konsantrasyonlarda yapilan sitotoksisite
testlerinde, 1-100 pug/mL konsantrasyonlarina kadar belirgin bir toksik etki
gdstermemistir. Buna  karsin, ’Lu-DOTA-Tras@C-Fe304-SiO2-NH,-FDG
nanopargaciklarinin her ii¢ hiicre hatt1 tizerinde, 20 MBg/mL dozunda ve 72 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda hiicre canliliginda belirgin bir azalma tespit edilmistir.

Ayrica, bu nanopargaciklarin  toksisite  etkisinin, ’Lu-DOTA ile
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karsilastirildiginda anlamli derecede daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Hiicre
baglanmasi1 deneylerinde, HER2 pozitif olan SKOV-3 ve BT474 hiicrelerinde
nanokonjugatlarin Trastuzumab araciligiyla hedeflenmesinin daha etkili oldugu
goriilmiistiir. HER2 negatif olan MDA-MB231 hiicre hattinda ise spesifik bir

baglanma ve etkinlik gozlenmemistir.

Internalizasyon calismalari, nanokonjugatin HER2 pozitif SKOV-3 ve triple
pozitif BT474 hiicrelerinde zamanla artan bir oranda hiicre i¢ine alindigini ortaya
koymustur. MDA MB231 hiicre hattinda, HER2'in eksikligi nedeniyle
nanokonjugatlarin hiicre i¢ine alim1 siirl olmus ve tutulum biiyiik 6l¢iide reseptor
spesifik olmayan yollarla gerceklesmistir. Literatiire gore kanser hiicrelerinde
saglikli hiicrelere kiyasla asirt miktarda demir ve glukoz tutulumu oldugu
bilinmektedir. HER2 pozitif hiicrelerde gozlenen internalizasyon oranlarinin

yliksekligi, Trastuzumab araciligiyla hedefleme etkinligini dogrulamaktadir.

3D hiicre kiiltiirii caligmalari, nanokonjugatin sferoid modeller iizerindeki
etkilerini degerlendirmistir. Triple pozitif ve negatif hiicre hatlarinda (BT474 ve
MDA MB231) nanokonjugat uygulamasi sonras1 sferoid boyutlarinin
konsantrasyona ve inkiibasyon siiresine bagli olarak onemli Olgiide azaldigi
gozlenmistir. MDA-MB231 sferoid boyutlarindaki kiigiilme, HER2 hedeflemesine
bagli olmaksizin yiiksek dozlarda ortaya c¢ikan genel toksik etkilerle
iliskilendirilmistir. Bu sonuglar, nanokonjugatlarin HER2 pozitif hiicre hatlarinda
spesifik baglanma ve internalizasyon yoluyla daha etkili oldugunu, HER2 negatif

hiicre hatlarinda ise sinirl etkinlik gosterdigini ortaya koymaktadir.

Sonug¢ olarak, bu calisma, "’Lu-DOTA-Tras@C-Fe30s-SiO-NHo-FDG
nanoparcaciklarinin hem terapdtik hem de tanisal uygulamalar igin yiiksek
potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Nanokonjugatlar, 6zellikle Lu-177 ile
isaretlendiklerinde teranostik uygulamalarda etkili bir ajan olarak kullanilabilir.
Nanokonjugatin hedefe yonelik terapotik etkileri, HER2 pozitif hiicre hatlarinda
belirgin bir sekilde gbzlenmis; 3D sferoid modeller ve internalizasyon ¢aligmalari,
bu sistemin biyolojik etkinligini ve hiicre tipi segiciligini desteklemistir. Bunun
yaninda, kiibik demir oksit nanoparcaciklarinin manyetik 6zellikleri sayesinde MRI

goriintiileme i¢in uygun olabilecegi ve Lu-177 ile benzer selatasyon kimyasi
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sebebiyle Ga-68 ile de isaretlenerek PET goriintiilemede de degerlendirilebilecegi
diistiniilmektedir. Buna ek olarak, bu nanopargaciklarin in vivo hayvan
deneylerinde test edilmesi, biyolojik sistemlerdeki etkinlik ve giivenlik

degerlendirmesi acisindan gelecekte atilacak 6nemli bir adim olacaktir.
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