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OZET

RADYOISARETLI FLORESAN SILIKA
NANOPARCACIKLAR KULANILARAK T-HUCRE
GORUNTULEMESI

TOSUN, Hazal

Yiiksek Lisans Tezi, Niikleer Bilimler Anabilim Dal1

Tez Danismani: Dog. Dr. Emin ilker Medine

Temmuz 2019

T hiicreli immiinoterapi son zamanlarin kanser tedavi ¢aligmalarinda 6ne
cikan yontemlerden birisidir. Bunun sebebi; T hiicrelerinin bagisiklik sistemimizin
en Onemli bilesenlerinden birisi olmast ve spesifik T hiicrelerinin kanserli
hiicrelerle aktif olarak miicadele etmesidir.

Gorilintliileme yontemi ile birlikte hastalifin dogru tanimlanmasi ve hangi
evrede oldugunun tespiti klinik sonuglar agisindan 6nemlidir. Dual modalite; daha
hassas ve yiiksek ¢oziiniirliige sahip portatif optik goriintiileme cihazlariyla birlikte
goriintiiyii yonlendirerek gercek zamanli tedavinin yapilmasina olanak saglar.
Goriintlileme ajanlarinin en iist diizeyde goriintii saglama yetenegi olmasi ve hasta
iizerinde toksisite tehlikesi olmadan giivenle kullanilmasi istenir. Bu ¢alismada
biyolojik olarak uyumlu multifonksiyonel prob olarak Mezoporlu Silika
Nanoparcaciklar (MSN) kullanmilmigtir. Nanoparcaciklarin  karakterizasyonu
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ve dinamik 1s1k sa¢ilimi (DLS) analizleri ile
yapilmistir. DLS analizi sonucunda nanoparcaciklarin boyut dagiliminin homojen
oldugu, SEM analizi sonucunda ise nanoparg¢aciklarin ortalama 58 nm boyutunda
oldugu tespit edilmistir.

Floresan boyalar sentezlenen nanopargaciklara enkapsiile edilerek optik
goriintiileme saglanir. Bu caligmada floresan boya olarak kullanilan indosiyanin
yesili (ICG) enkapsiilasyon islemiyle nanopargaciklara floresan oOzelligi
kazandirmistir.

Radyoniiklid olarak kullanilan teknesyum-99m (*™Tc¢) ile isaretlenen
MSN’1n isaretlenme verimi %98,46+0,29 bulunmustur.
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Yapilan in vitro c¢aligmalarda SKOV3 ve SKOV3-CEA hiicre hatlar
kullantlmistir.

Bu calismada sentezlenen multifonksiyonel prob ile antijen spesifik T
hiicrelerinin in vivo olarak Dual Modalite ile SPECT/Optik goriintiilemesinin
saglanacag1 ve bunun sonucunda kanserin teshisi amaciyla T hiicre transfer edilmis
sistemlerin gelistirilmesine katkida bulunacagi diistintilmektedir.

Anahtar sozciikler: Mezoporlu Silika Nanoparcaciklar (MSN), silika, T-

hiicresi, nanopargaciklar, teknesyum-99m (*™Tc¢), immiinoterapi, dual modalite



ABSTRACT

T-CELL IMAGING USING RADIOLABELED
FLUORESCENT SILICA NANOPARTICLES

TOSUN, Hazal
MSc Thesis, Department of Nuclear Sciences
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Emin ilker MEDINE

July 2019

T-cell immunotherapy is one of the most prominent methods of cancer
treatment studies. Because T cells are such important elements of our immune
system that specialized in actively fighting with cancerous cells.

Accurate identification of imaging and disease staging is vital in terms of
clinical outcomes. The dual modality that combines two different imaging
techniques; enables image-oriented real-time therapy and instant adjustment due to
the combination that leads increasingly more sensitive and high resolution portable
optical imaging devices due to the combination.

In this study, mesoporous silica nanoparticles (MSN) as a multifunctional
biocompatible probe were used. Solution-based synthesis method was used that
followed by structure directing agent removal. Characterization of MSN performed
by Scanning Electron Microscope (SEM) and Dynamic Light Scattering (DLS)
analyzes. As a result of DLS and SEM analyzes, it was found that MSN were
synthesized homogeneous size and dispersity, the average size of 58 nm by SEM.

Fluorescent dyes are encapsulated into MSN in order to provide optical
imaging. Indocyanine green (ICG) which is used as the fluorescent dye was
encapsulated to MSN and endowed relatively durable fluorescence characteristic.

Radiolabelling efficiency of MSN with technetium-99m (**™Tc) as a
radionuclide was found to be %98,46+0,29.

Finally, radiolabelled MSN in vitro cell culture studies were performed on
SKOV3 and SKOV-CEA cells.



With this novel multifunctional probe, It is thought that antigen-specific T
cells will be imaged using in vivo SPECT/Optical imaging with Dual modality and
contribute to the concept of T cells transferring system for the diagnosis of cancer.

Keywords: Meseporous silica nanoparticles (MSN), silica, T-cell,
nanoparticles, technetium (°**™Tc), immunotherapy, dual modality
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ONSOZ

Bu c¢aligmada N-cetyltrimethylammonium bromide (CTAB)’den yola
cikilarak Mezoporlu Silika Nanopargaciklar (MSN) sentezlenmistir. Sentezlenen
mezoporlu silika nanopargaciklar DTPA ile selatlandiktan sonra indosiyanin Yesili
(ICG) MSN igerisine yiiklenmistir. Daha sonraki asamada ise ICG yiiklii MSN ler
PmT¢ ile radyoisaretlenmis ve sonrasinda T hiicreleri ile birlestirilerek SKOV3-

CEA hiicreleri i¢in hedef ajan olarak kullanilmistir.

Bu tez ¢alismasinda **Tc-(MSN-NH,-DTPA-ICG) ajaninin SKOV3-CEA

hiicreleri lizerindeki goriintiileme potansiyeli incelenmistir.

[ZMIR
17/07/2019

Hazal TOSUN
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1. GIRIS

Kanserin teshis ve tedavisinde karsilasilan en 6nemli zorluklardan birisi
kullanilan radyofarmasdtiklerin hedef bolgeye olan spesifite sorunlaridir. Bu durum
arastirmacilari, teshis veya tedavinin uygulanacagi hedef bolge i¢in yiiksek
spesifiteye sahip tani yontemlerini arastirmaya yoneltmistir. Bu nedenle, timor
spesifik T hiicreleriyle adoptif immiinoterapinin tedavi potansiyeli cesitli kanser
tirlerine kars1 aragtirllmaktadir. Bu c¢alismalardan elde edilen sonuglar, T
hiicrelerinin tiimorle birlesmis antijenleri spesifik olarak tantyabilecegini ve immiin
mekanizmalar1 ile kanseri inhibe edebilecegini One siirmektedir. Bu amag
dogrultusunda, tiimdr ve lenfoid organlardaki T hiicrelerinin dagilimini izlemek
icin invazif olmayan goriintiileme yontemleri gelistirmek oldukca 6nemlidir.

Multi isaretli goriintiilleme problarinin gelismesiyle hedef bolge, iki veya daha
fazla farkli goriintiileme yontemleri dual modalite olarak degerlendirilebilmektedir.
Bu sekilde her yontemin gii¢lii ve avantajli yonleri birlestirilmis olur. Bu sebeple
ayni anda birden fazla goriintiileme yontemi ile tespit edilebilecek multifonksiyonel
goriintiileme problarini gelistirmek avantaj saglayacaktir.

Gortintiileme teknikleri erken tiimor algilama ve zamaninda tedavi i¢in ¢ok
onemlidir. Floresan goriintiileme teknolojisi biyolojik ve tibbi uygulamalarda net
sonuglar ortaya koymaktadir. Yeni jenerasyon problar NIR bolgesinde (650-900
nm) hedef dis1 artiklar1 azaltarak doku zayiflamasini ve hedeflenmeyen dokudan
kaynaklanan otofloresansi gosterir. Boylece hedefte arka plan olan oranlar1 en iist
diizeye cikartir ve goriilebilirlige gore gelismis uygulamalar ortaya koyar. Boya
sizintisin1 6nlemek i¢in pargacik probunun silika matrisine katilmasiyla dikkate
deger fotofiziksel iyilestirmeler gozlenmistir. Bu ozelliklerle birlikte kanserin
evrelendirilmesi ve gelecekteki tedavisinde heyecan verici olanaklar saglar.

Bu amag¢ dogrultusunda, bu calismada T hiicrelerinin spesifik bir antijeni
eksprese eden tiimorlere hedeflenebilmesini dual modalite olarak SPECT/Optik
sistemlerde gosterebilmek i¢cin multifonksiyonel prob yapilmasi amaglanmistir.
Multifonksiyonel prob olarak T hiicrelerine konjuge *™T¢ radyoisaretli floresan
ozellikli silika nanoparcaciklar sentezlendi.

Bu c¢aligmada floresan boya maddesi olarak 800 nm lik dalga boyuna sahip
olan ICG kullanilmigtir ve mezoporlu silika nanopargaciklar ile enkapsiile
edilmistir. Bu tip boyalarin silika nanoparcaciklar ile enkapsiilasyonu onlarin in
vivo olarak uzun siireli izlenmesine katki saglamakta, kimyasal stabilitesini ve
biyouyumluluk derecesini arttirmakta, sontimlenmelerini ve bozunmalarini 6nemli
Olglide azaltmaktadir. Sentezlenen floresan Ozellikli silika nanoparcaciklarin
karakterizasyon c¢alismalar1 dinamik 1s1ik sac¢ilimi (DLS), taramali elektron



mikroskobu (SEM) ve Fourier Doniigiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)
analizleri ile yapilmstir.

Sentezlenen floresan  Ozellikli  mezoporlu silika nanopargaciklar
Dietilenetriaminepentaasetik asit (DTPA) selatlayici ajani kullanilarak *™Tc¢ ile
radyo isaretlenmistir. Radyoisaretleme verimi ve radyokimyasal saflik TLC
yontemiyle tespit edildikten sonra son asama olarak **™Tc isaretli floresan silika
nanoparcaciklar T hiicrelerine protamin siilfat ve heparin varliginda konjuge
edilmistir.

Bu yeni multifonksiyonel prob ile antijen spesifik T hiicrelerinin in vivo
olarak dual modalite ile SPECT/Optik goriintiilemesinin saglanacagi ve bunun
sonucunda kanserin teshisi amaciyla T hiicre transfer edilen sistemlerin
gelistirilmesine katkida bulunacag diigiiniilmektedir.



2. GENEL BiLGILER
2.1 Kanser

Kanser anormal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiimesi ve ¢ogalmasi
sonucu baslangi¢c noktasindan mikrogevresine, yakin dokulara ve diger dokulara
yayilmasi olarak basitce anlatilabilir. Kontrolsiiz béliinen hiicreler, bulundugu doku
ve organi isgal ederek dokunun veya organin iglevini yerine getirmesini engeller
(Challapalli et al., 2017).

Kanser, insan viicudunda bulunan trilyonlarca hiicrenin herhangi birisinde
baslayabilir. Normal insan hiicreleri viicudun ihtiyacina gore yeni hiicreler
olusturabilmek icin biiylir ve ¢ogalirlar. Saglikli dokularda hiicre 6limii ve
cogalmasi molekiiler diizeyde sinyallerle dengede tutulur. Saglikli hiicrelerin
metabolizmasini dikte eden hiicre i¢i ve hiicre disi sinyallerin kanser hiicrelerindeki
etkisi zayiflar ve bunun sonucu olarak hiicrelerin molekiiler sinyallerden bagimsiz
olarak asir1 cogalmasi ve doku iggali goriiliir. Cogalan hiicreler bulundugu dokuyu
asarak kan ve lenf dolagimi vasitasiyla viicudun farkli bolgelerine gidebilirler (Sekil
2.1). Ulastiklar1 dokularda tiimor kolonileri olusturarak biiylimeye devam ederler.
Kanserli hiicrelerin olustugu dokudan viicudun diger bolgelerine yayilmasina
metastaz adi verilir.

Etkenlerile hiicrenin
anormal ¢ogalmast

Normal
hiicre

Tiimoriin kan Ttimortin kan dolagim
dolagimindan beslenmesi sistemi ile diger organlara
hiicum etmesi

Sekil 2.1 Kanserin olusumu ve ¢ogalmasi

Kaynak alinan viicut kismina ve mikroskobik goriiniimiine gore kanser
isimlendirilir. Ornegin; kaynak aldiklar1 dokuya gére meme kanseri, deri kanseri,
akciger kanseri, mide kanseri gibi isim alirlar. Degisik tipteki kanserlerin biiylime
ve ¢ogalma hizlari, yayilma sekilleri ve tedavilere verdikleri cevaplarda farkli olur.
Bu farkliliklar neticesinde kanser hastalarinda tedavi yontemi hastaligin tipine gore
diizenlenir (Bertram, 2000).



Giliniimiizde kanserden korunma yontemlerinin bilinmesi, bireylerin
bilinglenmesi, erken tan1 ve tedavi yontemleri ile saglanan basarmin artmasi
insanlarin kansere kars1 duydugu korkuyu i¢inden atmasini saglamistir. Bazi kanser
tiirlerinin tedavisi veya kanserle uzun yillar beraber yagamak miimkiin olsa da
kanser endige edilen hastalik olmaktan ve 6liimle anilmaktan kurtulamamastir.

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) paylastig1 raporlara gore diinya iizerinde
yaklasik alt1 kisiden biri kanserden yasamini yitirmektedir. Orgiitiin raporuna gore
2012’de yaklasik olarak 14 milyon yeni kanser olgular1 saptanmis ve Oniimiizdeki
20 y1l i¢in yeni kanser olgularinin %70 artacagi ongdriilmektedir.

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) May1s 2018 verilerine gore, Tiirkiye’de
oliim nedenlerinin yaklasik %20’sini kanser olusturuyor. TUIK’in raporunda
iilkelerin 65 yas alt1 6liim nedenlerinin yaklasik % 28’ini kanser olusturmaktadir.
65 yas ve Ustii icin kanserden oliim oranlar1 Tiirkiye’de 2014 yilinda %17, 2016
yilinda %16 olarak saptanmustir (TUIK, 2019).

Amerikan Kanser Dernegi’nin 2015 yilinda yayinladigi Kanser Atlasi’nda,
Tiirkiye’de her yi1l 148 bin civarinda yeni kanser vakasinin ortaya ¢iktig1 bilgisi
bulunmaktadir. Yaklasik 91 bin 800 insan kanserden yagamini yitirdigi i¢in dnemli
bir saglik sorunu olarak ele alinmaktadir. Tiirkiye’deki resmi olan son rakamlar
degerlendirildiginde bir yilda yaklasik olarak 96.000 erkege ve 67.000 kadina
kanser teshisi konuldugu tahmin edilmektedir. Son 5 yil verileri
degerlendirildiginde; kanserin goriilme sikliginda herhangi bir artma veya azalma
goriilmemektedir. (Steering Committee, 2015). Sekil 2.2’de tiim kanserler yas
standart insidans hizlarinin cinsiyete gore dagilimi goriilmektedir.
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Sekil 2.2 Tiim kanserler yas standart insidans hizlarinin cinsiyete goére 2010-2014 yillan arasindaki
dagilimi (Her 100 bin kiside yillik teshis edilen kanser sayist) (T.C. Saglik Bakanligi, 2017)



Diinya genelinde yasl niifus oranin yiikselmesi ve dolayisiyla toplam niifusu
etkilemesine bagli olarak artan cevresel karsinojenlerle temas sonucu, kanser
sayisinin progresif olarak artmaya devam edecegi ongoriilmektedir (Haydaroglu
vd., 2007). Kanserden korunma ve erken teshisi i¢in hastaligin nedenlerinin tespit
edilmesinin ve bu anlamda kansere karsi alinabilecek tedbirlerin belirlenmesinin
insanlik i¢in biiylik 6nemi bulunmaktadir.

2.2 Kanser Tedavi Yontemleri

Giiniimiizde kanserin molekiiler ozellikleri, genetik mutasyonlar, timor
hiicreleri ve immiin sistemde goérev alan hiicrelerden salgilanan molekiiller tedavi
yonteminde belirleyici olmaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan yoOntemler
sunlardir:

* Radyoterapi

» Kemoterapi

* Cerrahi miidahale
* Gen Terapisi

* Hormon terapisi,

* Hedeflenmis terapi

« Immiinoterapi

Tedavi secimi; timoriin konumuna, derecesine, hastaligin asamasina ve
hastanin genel durumuna baghdir. Giiniimiizde multimodal yaklasim olarak
adlandirilan cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi uygulamalarin kombinasyonu pek
cok kanserin tedavisinde basariy1 arttirmaktadir.

Tiimdr profillemesi, genetik testler gibi yontemlerle belirlenen, kisiye ve
tiimore 0zel, hedefe tedavilerin kullanilmasiyla, tedaviye iyi yanitlar almak ve uzun
stireli hastalik kontrolii saglamak miimkiin hale gelmistir. Basarili bir kanser
tedavisinde, secilen yontemin hastaya maksimum yarar saglamasi ve minimum yan
etki olusturmasi beklenmektedir.

Kanser tiirline gore cerrahi miidahale hastalarin sadece kiigiik bir boliimiinde
miimkiindiir. Cerrahi miidahalenin tek basina yeterli olmadigi durumlarda diger
yontemler olan radyasyon tedavisi ve kemoterapi ilave edilebilir, bu tedaviler
hastada cesitli yan etkiler ortaya ¢ikartabilir (Ferrone, 2008).

Hedeflenmis ilag¢ tedavisi toksik yan etkileri azaltmasi ve terapdtik etkinligi
arttirmasi ile son yillarda biiyiik ilgi gormiistiir.



Kanserli hiicrelerin biiyiime ve yayilmasini durduran tedavi yontemlerinden
birisi ise immiinoterapidir. Immiinoterapide amag, hastanin bagisiklik sistemini
giiclendirerek viicudunun kanseri kendi kendine yenmesini saglamaktir.
Immiinoterapi kanser tedavisinin yeni bir boyutu olarak adlandirilabilir. Normalde
insanin kendi bagisiklik sisteminde kanser hiicrelerini taniyip yok eden hiicreler
bulunur. Bagisiklik sistemi kanserli hiicreleri tantyinca harekete gecerek hiicreyi
yok eder. Bunlarla bagisiklik sistemindeki T hiicreleri savasir. T hiicreleri kanser
hiicresine kars1 savasarak, onu yok etmeye calisir.

2.3 immiinoterapi

Kanser immiinoterapi tedavisinde bagisiklik sistemini harekete geciren
yontemler kullamlmaktadir. Immiin sistem hiicreleri, kanser hiicrelerini yok etmek
icin hedeflenmektedir. Bu yaklasim ii¢ yontemle saglanabilir.

1. Ik yontem, kanser tedavisi igin spesifik antikorlara dayanmaktadur.

2. Ikinci yontem, kanser hastalarinda protein kullanilarak iiretilen agilamaya
dayanmaktadir.

3. Ugiincii yontem, hastaya sitotoksik T lenfositler veya dendritik hiicreler gibi
bagisiklik sistemi hiicrelerinin aktarilmasiyla gerceklestirilmektedir (Sakalar,
2013).

Biyolojik terapi olarak da adlandirilan immiinoterapi, viicudun dogal
savunma mekanizmalarini kanserle savasmaya tesvik eden umut verici bir tiir
kanser tedavisidir. Kanser asilari, monoklonal antikorlar ve hiicresel terapilerden
olusmaktadir. Bu asilar, bagisiklik sistemi yoluyla kanser hiicrelerini yok etmeyi
amaclamaktadir. Boylece kanser onleme rollerinin yani sira bir kanser hiicresi
varliginda, bulundugu bolgeye saldirabilme ozellikleri de bulunmaktadir.
Lenfositler ve dendritik hiicreler genellikle hiicresel tedavide kullanilmaktadir.
Monoklonal antikorlar, kanser hiicrelerinde bulunan spesifik antijenleri hedeflemek
icin tasarlanmigtir. Su anda klinik olarak onaylanmis en az 12 monoklonal antikor
kanser tedavisi i¢in kullanilmaktadir ve devam eden faz caligsmalar1 ile bir¢ok
kanser asis1 gelistirilmektedir.

Kanser immiinoterapisi son birka¢ yiizyilda onkoloji ve immiinoloji
alanlarindaki gelismelerle ortaya ¢ikmistir. 1796'da immiinoterapi, ¢igek hastaligini
onlemek icin yapilan ilk as1 olan Cowpox ile gerceklestiren Edward Jenner'in
basaristyla baglamistir. Emil Von Behring ve Kitasato Shibasabo, on dokuzuncu
yiizyilin sonlarma dogru hayvanlar1 asilayarak antitoksik kan serumu difteri
toksininin ortaya ¢ikisini kesfetmislerdir. Ardindan Paul Ehrlich Bmagic mermi
konseptini yaratarak hastaliklar1 spesifik bir sekilde hedefleyen antikorlar



kullanilmasini saglamistir. 1997'de Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA), folikiiler
lenfomanin tedavisi icin rituximab ile ilk antikor tedavisini onayladi. Daha
sonrasinda trastuzumab, alemtuzumab, cetuximab, bevacizumab, brentuximab
vedotin gibi farkli monoklonal antikorlar da onaylanmistir. Kanser asilarinin
iiretimi, monoklonal antikorlarin kullanilmasindan sonra baslamistir. Kanser asisi
sipuleucel-T'nin ilk hiicre bazli immiin tedavisi, prostat kanseri tedavisi i¢in 2010
yilinda onaylanmigtir (Strebhardt et al., 2008).

Immiinoterapi yaklasiminda lenfositler ve dendritik hiicrelerinden de
bahsedilmektedir. Adoptif T hiicresi tedavisi, T hiicresi ile transplantasyonun pasif
immiinizasyonudur. T hiicrelerinin yiizeyindeki reseptorler, antijenler olarak
adlandirilan proteinlerle aktive olurlar. inflamatuar hiicreler veya antijen sunan
hiicreler (APC) olarak bilinen spesifik immiin hiicreler, normal dokularda ve timor
dokular olarak bilinen tiimor-infiltre edici lenfositlerde (TIL) bulunmaktadir.
Dendritik hiicreler gibi antijen kaynagi hiicrelerin varligryla T hiicreleri timor
antijenleri olarak harekete gecirilirler. Bu hiicreler tiimor hiicrelerine karst saldiri
kapasitesine sahip olsa da, tiimor ortam1 yiiksek derecede immiinosupresiftir.

Tiimor bloklari elde etmek i¢in ¢esitli yollar mevcut olmasi nedeniyle timor
antijene 6zgii T hiicreleri, timor numunelerinden elde edilebilir veya genetik olarak
modifiye edilebilir. Bu hiicrelerin aktivasyonu, ex vivo transfer ile
gerceklestirilmektedir. Bu tiir tedaviye yonelik ¢aligmalar imit verici bir gelisme
gosterse de adoptif bir T hiicresi tedavisi heniiz mevcut degildir. Tiimdr spesifik T
hiicreleri, spesifik antijenlere, tiimor stroma veya vaskiilatiire bagli olarak tlimoriin
tedavisi igin 6zel olarak kullanilmalidir. Tiimor spesifik antijenlerin 6rnekleri; doku
farklilagsma antijenleri, mutant protein antijenleri, onkojenik viral antijenler, kanser
testi antijenleri ve stromal vaskiiler veya spesifik antijenlerden olusur. Doku
farklilagsma antijenleri, her doku tipi i¢in benzersizdir. Bu antijene 6zgii T hiicresi,
kanser hiicreleri ve normal hiicre antijenleri (karsinoembriyonik antijen; CEA)
dahil olmak iizere ¢esitli hiicre tiplerini hedefler. Antijen olarak kullanilan mutant
proteinler, normal hiicrelerin bu proteinleri igermemesi nedeniyle kanser hiicreleri
icin spesifik bir 6zellik olusturur. Normal hiicre MHC molekiilleri {izerindeki
normal protein antijenlerini gosterirken, kanser hiicresi mutant versiyonunu
gosterir. T hiicreleri bu iki hiicreyi birbirinden ayirabilir; boylece bunlar kanser
hiicrelerini hedefleyebilir (June, 2007).

2.4 Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, maddenin atomik-molekiiler boyutta miihendisliginin
yapilarak yeni 6zelliklerinin ortaya ¢ikartilmasidir. Nanometre 6l¢egindeki fiziksel,
kimyasal ve biyolojik olaylarin anlagilmasi ile fonksiyonel materyallerin kontroli
ve iiretiminin saglanmasi, bu sayede yeni cihazlarin ve sistemlerin gelistirilmesi
amaclanmaktadir. Nanoteknoloji, metrenin milyarda biri olan nano kavramindan



ismini almistir. Kanser nanoteknolojisi ise molekiiler goriintiileme, molekiiler tant
ve hedefe yonelik tedavi i¢in genis uygulamalari i¢eren disiplinlerarasi bir aragtirma
alanidir (Berk ve Akkurt, 2012).

Nanotip, nanoteknoloji ve ilaci bir araya getirerek yeni tedaviler gelistirebilir
ve mevcut tedavileri ise daha iyi bir noktaya tasiyabilir. Nanotip, mevcut
konvansiyonel terapiye ek olarak hastalik bolgesine terapotik veya diagnostik
ajanlarin tasinmasini saglayan sistemler gelistirmistir (Gary Bobo et al., 2013).

Yeni tekniklerin ve sentetik stratejilerin gelistirilmesi, yeni biyoaktif
molekiillerin kesfine yol agmistir. Arastirmacilar yeni ila¢ dagitim yontemlerinin
gelistirilmesi konusundaki bilgilerini genisletmeye ¢alismiglardir. Bu yontemler
arasinda “nano inorganik” sistemler ile hem terapotik hem de teshis amacli olarak
caligtlmistir.

Nanoteknoloji; tibbi goriintileme alaninda, farmakoloji, mikrobiyoloji,
yaralarin iyilesmesi, dokularin yenilenmesi, kronik bazi hastaliklarin tedavisi, ast
ve genetik alanlarinda uygulanmaktadir. Nanoteknolojik iiriinler; test ve tani
islemlerinin hizla gercgeklestirilmesi, kanserin erken donemde teshisinde ve
patojenlerin belirlenmesinde yarar saglamaktadir.

Kanser tedavisinin basarili olabilmesi i¢in erken teshis ¢ok dnemlidir. Kanseri
erken donemde teshis etmek geleneksel yontemlerle yetersiz kalmaktadir.
Nanoteknolojik gelismeler sayesinde nano boyutta olan maddeler manyetik, optik
ozellikler kazanarak kanserli dokularin tespit edilmesinde kullanilabilir (Gordon et
al., 2007).

Son arastirmalar peptidler, proteinler, niikleik asitler veya kiigiik molekdillii
ligandlar gibi biyolojik molekiillerle kovalent olarak bagli olan fonksiyonel
nanopartikiiller gelistirmistir (Alivisatos, 2004). Lenf nodu prostat kanseri tespiti
icin bir kontrast madde olarak siiperparamanyetik demir oksit nanoparcaciklarin
kullanim1 (Harisinghani et al., 2003) ve timoér vaskiilatiirlerine hedeflenen gen
verilmesi i¢in polimerik nano partikiillerin kullanilmasi gibi tibbi uygulamalar da
ortaya ¢ikmistir (Hood et al., 2002).

Farkli bir tiir olan silika nanoparcaciklarla yapilan ¢alismada ise silikanin
etkili dozajlarda biyolojik olarak uyumlu oldugu, antikanser ilaglarin toksisitesini
azaltabilen yaptya sahip ve tiimor hedefleme orani yiiksek oldugu gosterilmistir (Lu
et al., 2010). Bu avantajh 6zellikler, kanser tedavisi i¢in iimit verici yeni araglar
olarak mezoporlu silika nanopartikiilleri daha fazla kesfedilmesinin yolunu
agmistir.



2.4.1 Mezoporlu silika nanoparcaciklar

Mezoporlu Silika Nanopargaciklar (MSN) yogun arastirma konusu olmustur
(Xu et al., 2006). MSN, suda ¢oziinmez ve zayif gecirgen ilaglarin ilag verimini
iyilestirmede biiyiik bir potansiyele sahiptir. MSN'nin anti-kanser ilaglart igin
hedeflenmis ilag tasiyici araglar olarak uygulanmasinda biiyiik bir potansiyel
goriilmistiir (Mamaeva et al., 2011). Sekil 2.3’te MSN’nin morfolojisi
goriilmektedir.

Sekil 2.3 MSN’nin morfolojisi

MSN kolay sentezlenmesi, morfolojileri, gézenek boyutu, stabilitesinin iyi
olmasi ve yiizey fonksiyonelliginin ¢esitliligi nedeniyle iyi bir ilag¢ tastyicisi olarak
kabul edilmistir (Tang et al., 2012). Sekil 2.4’te goriildigii gibi 2001 yilinda ilag
tastyict sistemi olarak MSN'lerin kullanildig1 rapor edildiginden itibaren son on
yilda MSN ile ilgili biyomedikal uygulamalarda artis olmustur (Vallet-Regi, 2011).
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Sekil 2.4 Mezoporlu silika ve ilag iletimi konusunda arastirma artis1 (Tang et al., 2012)
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Mezoporlu silika yap1 ilag verme sistemleri igin kritik dneme sahiptir. Ciinkii
daha fazla ila¢ molekiilii, gdzenekli yapida 6zgiin olmayan bir sekilde adsorbe
edilmek yerine, diisiik birikimli salim miktar1 ayarlanarak gézenekler i¢ine niifuz
edilmesini saglayabilir (Zhu et al., 2005).

Goriintiileme teknolojileri ile MSN; kontrast saglayan ajan1 korumak igin
tasiyict veya koruyucu olarak goérev yaparlar. Yiiksek biyouyumluluk; toksik dis1
olma, yiiksek hidrofilite, optik seffaflik, ayarlanabilir boyut gibi 6zelliklerinden
dolay1 6nemli bir platform olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir.

2.5 Nanoparcaciklarin Karakterizasyon Calismalar
2.5.1 Taramah elektron mikroskobu (SEM)

1935 yilinda Max Knoll tarafindan tasarlanan taramali elektron mikroskobu
(SEM) mikroyap1 alaninda biiyiik gelismelere yol agmustir. Ilk defa ticari olarak
1965 yilinda iiretilmistir. SEM mikrometreden nanometre 6lgegine kadar heterojen
organik ve inorganik malzemeleri tayin edebilen, bu yapilarin elementel analizini
yapabilen cok yonlii bir karakterizasyon aracidir. SEM, c¢ok genis bir araliktaki
malzemelerin ylizeylerine ait li¢ boyutlu goriintii elde etme kapasitesine sahiptir
(Misell et al., 1983).

Elektron demeti o/ +— Elektron tabancasi

.+— Yogunlastirma lensi
TV ekrani

Tarama bobinleri

Gerisagilim elektron @@L

dedektort \\V

Numune platformu —»

Ikincil elektron dedektori
Numune

Sekil 2.5 SEM’in sematik yapisi (Kolat, 2007)

Taramal1 elektron mikroskobu optik kolon, numune hiicresi ve goriintiilleme
sisteminden olusur. Sekil 2.5’te verilen sekilde optik kolonda elektron
tabancasindan ¢ikan elektron demeti, yiiksek gerilimin uygulandigr anot
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plakasindan gecerek numuneye dogru hizlandirilir. Kondenser mercekleri,
elektromanyetik alan ile ince elektron demeti olusumunu saglar ve demeti numune
iizerine odaklamak i¢in objektif merceginden faydalanir. Objektif mercegine bagh
cesitli 1s1k araliklar1 ve elektron demetinin numune yiizeyi taramasi igin tarama
bobinleri yer almaktadir. Tiim optik kolon ve numune hiicresi 10 Pa vakum altinda
tutulmaktadir. Gorilintiileme sisteminde, numune iizerine gelen elektron demeti
girisimi sonucu olusan cesitli yansimalar1 ve elektron 1simalarini toplayan
dedektorler, sinyal c¢ogalticilar ve numune ylizeyini goriintii ekrani ile
senkronizasyonunu saglayan manyetik bobinler bulunmaktadir.

Numune yiizeyine gelen elektron demetleri dis ydriinge elektronlar: ile
girisim yaparak diisiik enerjili Auger elektronlarmi olusturur. Bu elektronlar
numune yiizeyi hakkinda bilgi tasir. Yoriinge elektronlarindan ¢ikan ve enerjisi
azalan elektronlar numune yiizeyine dogru hareket ederek ikincil elektronlari
olustururlar. Ikincil elektronlar numune hiicresinde bulunan sintilatérde toplanarak
numunenin yiiksek ¢oziintlirliige sahip topografik goriintii elde edilmesinde
kullanilir (Selguk Universitesi ileri Teknoloji Aras. Uygulama Mrkz. Miid, 2019).

2.5.2 Dinamik 151k sacilimi (DLS)

Dinamik 1s1k sacilimi (DLS), bir siispansiyondaki pargaciklarin ortalama
biiytikliigiinii ve boyut dagilimini 6lgmek icin kullanilan bir tekniktir. Teknik, hizli
ve non invaziv olma avantajina sahiptir, ancak diisiik partikiil konsantrasyonlar1
gerektirir. Makro molekiillerin ¢ozelti i¢indeki difiizyon davranisini incelemek i¢in
cok giiclii bir aractir. Diflizyon katsayisi ve bundan dolay1 hesaplanan hidrodinamik
yarigap, makro molekiillerin boyutuna ve sekline baghdir (Hallett, 1994).

Cozelti icerisindeki parcaciklar, etrafini ¢evreleyen ¢oziicii molekiillerinin
bombardimani nedeniyle rastgele hareket halindedir. Bu harekete Brownian
hareketi denilir. Kiiciik pargaciklar daha hizli hareket ederken, biiylik pargaciklar
daha yavas hareket eder. Bu hareketin hizi ¢evrimsel diflizyon katsayisi
(translational diffusion coefficient) (D) olarak tanimlanir. Dinamik 151k sagilmasi,
sacilan 151k siddetinin zamana bagli dalgalanmalarin1 Olgerek (D) katsayisinin
belirlenmesinde kullanilir. Dolayisiyla bir siispansiyon igerisindeki maddelerin
Stokes-Einstein esitligi kullanilarak hidrodinamik ¢ap1 bulunur.

d(H)= kT/3mmD

d(H): Hidrodinamik cap
k: Boltzmann sabit

T: Sicaklik

n: Viskozite
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D: Cevrimsel difiizyon katsayist

Hidrodinamik ¢ap, pargacigin etrafindaki elektriksel ¢ift tabaka ile birlikte
olusturdugu biiyiikliiktiir. Bu ylizden her zaman hidrodinamik c¢ap, pargacik
boyutundan daha biiytiktiir (Kahraman, 2011).

2.5.3 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

FTIR cihazi, Fransiz matematik¢i Sean Fourier'in gelistirip, Fourier
doniisiimii olarak adlandirilan bir matematiksel isleme gore bir 6rnege gonderilen
kizil6tesi 1sinlarin absorbsiyonunun yorumlanmasi prensibine dayanir.

FTIR, incelenecek Ornegin makromolekiilleri fonksiyonel gruplarmin
titresimlerinden kaynaklanan yapisal, kompozisyonel ve fonksiyonel bilgilerin elde
edilmesini saglayan bir tekniktir. Bu teknik boyama, isaretleme gibi uzun 6rnek
hazirlama prosediirlerine ihtiya¢ duyulmadan, 6rnege zarar vermeden hizli, hassas
ve etkin sonuglarin elde edilmesini saglar.

FTIR spektroskopisi, elde edilen spesifik bilgiler sayesinde molekiillerin
fonksiyonel gruplarinin tespit edilmesini saglayarak, farkli doku yapilarinin ayirt
edilmesine olanak tanir. Bu teknik kullanilarak, doku ve hiicrelerde lipit, protein,
DNA, RNA gibi biyomolekiillerdeki fiziksel, Ornegin yapisal degisimlerin
izlenmesi miimkiin olabilmektedir. Bu bilgiler, Oncelikle dogru bant
tanimlamalarinin yapilmasi, sonrasinda ise ilgilenilen bantlarin bant pozisyonu,
sinyal siddeti/alan1 ve bant genisligi degerlerinin hesaplanmasi ile elde edilebilir
(Griffiths and Haseth, 2007).

2.6 Floresan Boyalar

Floresan boyalar arastirmacilarin, karmasik biyomolekiiler yapilarda 6zel
bilesenleri miikemmel hassasiyet ve secicilik ile tespit etmelerini saglar. Floresan
problar, spesifik bir uyarana cevap vermek veya biyolojik numunenin belirli bir
bolgesinde lokalize olmak iizere tasarlanir. Floresan problarin mekanizmasi basit
elektronik durum diyagrami (Jablonski diyagrami) ile agiklanmaktadir. Jablonski
diyagrami; molekiiler spektroskopide enerji transferini gosteren diyagramdir ve
Polonyali fizik¢i Aleksander Jablonski'nin adint almistir.



S uyanhms titresimsel haller
n /

A= absorpsiyon
F =floresans (emisyon)
P = fosforesans

S = smglet hal

T = triplet hal
IC =1¢ déniisiun
ISC = sistemler aras: gecis
H ISC Ty
= " IC
F
T1
P
S, y
elektronik temel hal

Sekil 2.6 Jabtonski Diyagranmu (Lakowicz, 1988)

Baglica enerji diizeyleri temel (So) ve uyarilmis (S1, Sz...) singlet ve uyarilmig
triplet (T1) enerji diizeyleridir. Molekiiliin uyarilmasi, So dan Si’e A1; So dan S;’ ye
A> dalga boylu isinlarin sogurulmasiyla saglanir. Molekiillerde elektronik
uyarilmalarin yanisira titresim uyarilmalar1 da gergeklesir. Foton sogurularak
uyarilma siireci ¢ok kisa siirede gerceklesir. Uyarilmis molekiil birka¢ adim
iizerinden gecisler yaparak temel hale doner. Bu gegisler baglica floresan,
fosforesans gibi foton yayimi (yesil ve kirmizi oklarla gosterilen gecisler) ve
titresim gecisleri, i¢ donilisiim, dis doniisiim, sistemler arasi gegis, 6n ayrisma gibi
1simasiz (dalgali oklarla gosterilen gegisler) 1sil, kinetik gecislerdir (Jablonski,
1933).

Floresan isaretli hedefli problarla molekiiler goriintillemede, ylizey
isiklandirmasi ile floroforlar1 tekrar tekrar harekete gecirme yeteneginden ve
organik floroforlarin fotostabilitesi arttikga artan foton goriintiileme olaylar
saglayarak artmig sinyal sayesinde, medikal goriintiilemede in vivo olarak tespit
etmeyi saglayabilir.

Giinlimiizde floresan boyalar hiicrelerdeki organizmalardan organlara kadar
bircok seviyede gorsellestirme icin kullanilmaktadir. Molekiiler olaylarin
olaganiistii duyarlilik ve secicilik ile gorsellestirilmesini saglayan floresan
goriintiileme teknikleri, canli hiicrelerin c¢alisilmasinda temel bir arag¢ haline
gelmistir. Bu amagla optik goriintiileme uygulamalarinda boyar madde olarak Cy3,
Cy5, IRDye 800CW, Rhodamine B, ICG gibi organik floresan boyalar
kullanilmaktadir.
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2.6.1 Indosiyanin yesili 1ICG)

Indosiyanin yesilinin (ICG) fizyolojik ve fiziksel 6zellikleri 1960’da Fox and
Wood tarafindan ilk olarak tanimlanmistir. 1960'lardan itibaren kardiyak akim
caligmalar1 ic¢in yaygin olarak kardiyologlar tarafindan kullanilmistir. ICG
molekiilii ikiser tane lipofilik polisiklik yapidan olusmaktadir. Bu yapilar birbirine
bir karbon zinciriyle baghdirlar. Her polisiklik pargasina bir siilfat grubu bagl
oldugundan molekiil sekilde hidrofilik 6zellik kazanir. Molekiiler yap1 amfifilik
(hem hidrofilik hem de lipofilik) yapidadir. Molekiil agirligi 774,96 g/mol olup,
yiiksek sinyal-arka plan oranina sahip biyo goriintiileme uygulamalart i¢in son
derece uygundur. Sekil 2.7°de 800 nm civarinda emisyon maksimumu sergiledigi
goriilmektedir (Owens, 1996).
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Sekil 2.7 ICG yapisi ve NIR bolgesindeki dalga boylart (Sheng et al., 2013)

1958 yilinda ICG, insanlarda gosterge-seyreltme ¢aligmalarinda kullanilmak
iizere FDA tarafindan onaylanmistir ve insanlara simdiye kadar uygulanmis en
diistik etkili toksik ajanlardan biridir. Ayrica, 151k ve toksik kimyasal tiirleri (tekli
oksijen, siliperoksit anyonlar ve hidroksil radikalleri gibi) liretmek i¢in absorbe
edilmis 151k enerjisini doniistiirerek, fotoakustik goriintiileme (PA), fototermal (PT)
ve fotodinamik (PD) terapilere olanak verir. Bu nedenle ICG iyi bir terapdtik ajan
olarak kabul edilmistir (Sheng, 2013).

Bununla birlikte ICG kullanimmin bazi dezavantajlar1 vardir. Foto-
degradasyon; ICG'nin sulu c¢ozeltide 1s18a maruz kaldiginda bozunmasinin
hizlandig1 ortaya ¢ikmustir. Termal bozunma; daha yiiksek sicakliklarda, sulu
cozeltilerde ICG'nin bozunmasini belirgin bir sekilde hizlandirir. Sulu instabilite;
ICG sulu ortamda degradasyona ugrar ve ayn1 anda emilim ve floresan kaybi olur.
ICG molekiilii farkli hazirlama stratejileri ile farkli nanopargaciklarla konjuge
edilebilir. Boylece yiiksek fotostabilite, termal stabilite, uzun dolagim zamani ve
tiimor hedefleme gibi avantajlara sahip olur (Larush et al., 2011).
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2.7 Radyofarmasotikler

Radyofarmasoétik, spesifik hastalik bolgelerinde (genelde kanserli tiimorler)
teshis ve terapotik tedavisi i¢in kullanilan bir radyoaktif bilesiktir. Niikleer tipta
radyofarmasotiklerin yaklasik %95'i teshis amagli kullanilirken digerleri ise
terapotik tedavi icin kullamilir. Insanlara uygulandiklari icin, steril ve apirojen
olmali ve geleneksel bir ilacin gerektirdigi tiim kalite kontrol dnlemlerine tabi
tutulmalidirlar. Bir radyofarmasotik, !33Xe gibi bir radyoaktif element, 3T ile
iyodine edilmis proteinler ya da *™Tc¢ isaretli bilesikler gibi olabilir.

Bir radyofarmasotik radyoniiklid ve farmasotik olmak iizere iki bilesenden
olusur. Bir radyofarmasétigin kullanigliligi, bu iki bilesenin 6zelliklerine gore
belirlenir. Radyofarmasdtik kolayca iiretilebilmeli, ucuz ve herhangi bir niikleer tip
tesisinde kolayca bulunabilmelidir. Radyoniiklidlerin veya isaretli bilesiklerin
karmagik tiretim metotlar1 radyofarmasdtigin maliyetini arttirir. Kullanici ile
tedarik¢i arasindaki cografi mesafe, kisa Omiirlii radyofarmasétiklerin
kullanilabilirligini de sinirlandirir. Bir radyoniiklidin fiziksel yar1 émrii Tp (veya
ti2) olarak gosterilir. Fiziksel yar1 omiir, herhangi bir fizikokimyasal kosuldan
bagimsizdir ve her bir radyoniiklid igin karakteristiktir. Insanlara uygulanan
radyofarmasdtikler idrar atilimi, terleme veya baska mekanizmalar yoluyla
biyolojik sistemden kaybolacak sekilde tasarlanmistir.

Hastaya uygulanan radyofarmasotigin istenilen organa gitmesi i¢in 6zel bir
kimyasal yapist olmalidir. Genellikle bir radyofarmasdtik istenen dokuya
yonlendirecek biyoaktif bilesen ve gittigi yerde radyasyon yayarak organin
goriintiilenmesini saglayacak radyoaktif bilesenden olusur. Bioaktif bilesenin
kimyasal yapis1 goriintiilenmek istenen yerin spesifik bir 6zelliginden
yararlanilarak belirlenir.

Bir radyofarmasotik gelistirildikten ve basarili bir sekilde formiile edildikten
sonra, klinik etkinligi ilk 6nce hayvanlar daha sonra insanlar {izerinde test edilerek
degerlendirilir. Teshis ve tedavide kullanilmak tizere tasarlanan radyofarmasotikler
FDA tarafindan ¢ok siki bigimde denetlenmektedir (Saha, 2004).

Uygulama noktasinda radyofarmasdtikler hastaya verildikten sonra bir siire
etkisini gostermesi beklenir. Kisa bir siire sonra hastaya verilen radyofarmasotik
goriintiilenmek istenen organa gider. Yaydig1 1s1n ile gama yayicilar gama kamera
ile pozitron yayicilarsa pozitron emisyon tomografisi (PET) cihaziyla ‘sintigrafi’
ad1 verilen gorlintiileri ortaya cikartir. Bu goriintiiler niikleer tip doktorlari
tarafindan degerlendirilerek hastaligin teshisi, genel durumu veya uygulanan
tedavinin etkinligi konusunda fikir yiirtitiiliir.
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2.7.1 Teknesyum-99m (**™Tc) Kimyasi

Niikleer tipta kullanilan radyofarmasétiklerin %80'den fazlasini **™Tc isaretli
bilesikler olusturur. Klinik kullanimda siklikla kullanilma nedenleri uygun fiziksel
ve radyoaktif 6zelliklere sahip olmasidir. Ideal fiziksel 6zelliklerine bakildiginda
yart omrii (t12) 6 saattir ve yar1 kararli bir gama yayic1 (140 keV) radyoizotoptur.
Yiiksek radyokimyasal safliga sahiptir ve minimum diizeyde igaretleme siiresi (oda
sicakliginda 10-30 dakika) vardir. Ayrica diisiik maliyetle elde edilmeleri ve yiiksek
biyolojik etkinlikleri (hedef organ tarafindan maksimum asimilasyon ve uygun
farmakokinetik) niikleer uygulamalarda 6nemini arttirmigtir (Unak et al., 2007).

9mTe, dokunun igine girebilen ve kolayca tespit edilebilen ideal foton
enerjisine sahiptir. Kisa yar1 Omiir nedeniyle radyasyon tehlikesini azaltir ve
laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilan diger radyoizotoplarla karsilastirildiginda
yiiksek bir alim limiti vardir. Periyodik tabloda 43 numarali elementtir ve gegcis
metal grubu VIIB iiyesidir. Teknesyumun elektron konfigiirasyonu 4d> 5s'dir. En
distaki kabugunda yedi elektronu vardir ve perteknetatin yedi oksidasyon halini
elde etmek i¢in bu elektronlar1 kaybeder. 1 ile 7 arasinda bir dizi oksidasyon
durumu ile se¢kin koordinasyon kimyasina sahiptir. (Akbar et al., 2016).

PmT¢ 1938'de Emilio Segré tarafindan kesfedilmistir. Ernest O. Lawrence'in
Berkeley Radyasyon Laboratuvari'ni ziyaret eden Segre, 1937'de laboratuvarin
anormal radyoaktivite formlarini yayan bir siklotron deflektoriinden bir molibden
serit gondermistir. Yaptig1 kimyasal ve teorik analizlerden sonra Segré’nin dogada
bulunmayan yapay ilk elementi sentezledigi ortaya c¢ikmistir. Jeneratdr, bir
aliiminyum oksit kolonu {izerinde *Mo'nun molibdat olarak adsorpsiyonundan ve
ayrica 0.1mol.L"! HNO; iginde **™Tc'nin (perteknetat olarak) ayristirilmasindan
olusmustur. (Green, 2012)

PmTe  molibdenden siklotron bombardimaninin  bir {iriinii  olarak
kesfedilmistir. Sekil 2.8°de yar1 6émrii 2,75 giin olan *Mo, *™Tc'ye doniistigi
goriilmektedir. Giiniimiizde Mo, tibbi alanda kullanilan **™Tc'nin tasmabilir
kaynagi olarak kullanilmaktadir.
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2.8 Kalite Kontrol islemlerinde Kullanilan Yéntemler

2.8.1 Ince tabaka kromatografisi (TLC)

Ince tabaka kromatografisi (TLC), kati-siv1 adsorpsiyonu kromatografisidir.
TLC, bircok biyolojik drnek tiiriinde ¢esitli siniflardan bilesiklerin giivenilir sekilde
ayrilmasini ve analiz edilmesini saglar. Analizler biyoloji, biyokimya, hematoloji,
immiinoloji, tibbi tan1 ve molekiiler biyoloji alanlarinda sik¢a kullanilir. TLC’nin
yaygin  kullanilmasinin = nedeni  islemin hizli ve Dbasit olmasindan
kaynaklanmaktadir.

Hazirlanan radyofarmasotik kagit TLC tabakalar1 {izerine damlatilir.
Tabakalar aliiminyum, cam, plastik gibi maddelerden yapilmis levhalar olup
tizerleri seliiloz, silikajel, aliiminyum oksit gibi maddeler ile ince tabaka halinde
kaplanir. Uygun bir siv1 faz olarak secilen solventin i¢inde bulundugu banyoda
tabakalar yiiriitiiliir. Yaygin olarak kullanilan sivi fazlar metanol, aseton, metil etil
keton (MEK), % 0,9 NaCl ¢ozeltisi ve sudur. Kromatografik islem sirasinda,
numunenin farkli bilesenleri, dagilim katsayilarina bagli olarak adsorban tabaka
(kagit veya silika jeli) ve ¢oziicli arasinda dagilirlar.

Adsorban sabit faz, ¢oziicii ise hareketli fazdir. Sabit fazin elektrostatik
kuvvetleri cesitli bilesenleri geciktirme egiliminde olurken hareketli faz onlari tagir.
Bir ¢oziicii i¢indeki farkli bilesenlerin bu etkisi ve farkli ¢oziiniirliikleri, bireysel
bilesenlerin farklt hizlarda hareket etmesine ve TLC seridi boyunca farkli
mesafelerde yiiriimesine neden olur. Coziiclinliin polaritesi numunedeki diger
bilesenlerin kromatografik ayrismasini da etkiler (Saha, 2004).
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Kromatografisi yapilacak numune mikropipet veya enjektor yardimiyla
tabakanin alt kenarindan belli bir uzakliga damlatilarak kurumasi beklenir.
Sonrasinda TLC seritleri tank igerisine yerlestirilir ve hareketli fazin tabaka
izerinde ylikselmesi saglanir. Hareketli faz, kromatografi kagidi iizerinde, numune
icerisindeki maddelerin birbirinden ayrilmasi i¢cin gereken yiikseklige kadar
yiritilmelidir. TLC seridi ylirlitme kabindan alinir. Coziicliniin ulasti1i seviye
kursun kalemle hafifce isaretlenerek ¢oziicliniin buharlagsmasi beklenir (Medine,
2008).

TLC’de radyofarmasdtiklerin karakterizasyonu Ry degeri (alikonma degeri)
ile belirlenir. Rr degerini tanimlarsak ornegin yiiriidiigli mesafenin solventin
ylriidiigii mesafeye oranidir. Bu oranlar bilinen bilesenlerle olusturulmustur ve
farkli deneysel kosullara gore degisebilir. Ry degerleri, belirli bir 6rnekte farkli
bilesenlerin tanimlanmasinda kullanilir. Coziicli tabakada istenen bir mesafeye
hareket ettiginde, serit bolmeden ¢ikarilir, kurutulur. Seritler oda sicakliginda
kurutularak gazli dedektorde (Bioscan 2000 TLC Tarayici) Ry degerleri ve
isaretlenme yiizdeleri bulunur (Saha, 2004). Sekil 2.9’da TLC seridinin uygulanma
mekanizmasini igcermektedir.
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Sekil 2.9 TLC seridinin uygulanma mekanizmasi (Cetin, 2018)

2.8.2 Lipofilite

Maddenin yag i¢inde ¢oziinme egiliminin gostergesi lipofilitedir. Lipid su
orani, partisyon katsayisi olarak ifade edilir. Katsayr ne kadar biiyiik olursa
maddenin lipid membranindan absorbsiyonu o kadar fazla olmaktadir (Coenen,
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2006). Kimyasal bilesiklerde yag; lipid, petrol ve hekzan, oktanol, toluen gibi
apolar ¢ozgenlerde ¢oziinme yetenegini gosterir (Theobald, 1989; Ozyiincii, 2009).

Tek bir molekiiliin iki faz arasindaki dagilim faktorii seklinde tanimlanabilir.
P=Ao/Asu

Su ve oktanol arasindaki dagilim faktoriiniin logaritmasi molekiiler
hidrofobiteyi ve lipofilite tayin etmek icin Onemli bir parametredir. Organik
molekiiller i¢in medikal kimyada dnemli olan fizikokimyasal 6zellikleri saptamada
basarili birkag teknik olmakla birlikte, peptidler ve aminoasitlere gittik¢e artan
farmosotik ilgiden dolayr genellikle hizli, gilivenilirdir. Peptidlerin, proteinlerin ve
enzimlerin biyolojik aktivitesini, ila¢ dagilim bilgisini ve dozaj formiilasyonunun
saptanmast i¢in hidrofobite ve lipofilite 6nemlidir. Peptidin biyolojik transport
ozelliklerini anlamada Po/su ¢ogu zaman iyi bir yol gostericidir. Peptidlerin ¢cogu
hidrofilik 6zellige sahiptir (Buchwald, 1988).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar
3.1.1 Kullanilan kimyasallar

« SKOV3 Insan yumurtalik adenokarsinoma epiteli (American Type Culture
Collection, Rockville, MD, ABD)

* RPMI-1640 (Bio.Ind)

* L-Glutamine (Bio.Ind)

* Sodyum priivat (Bio.Ind)

* Essential amino acid (Bio.Ind.)

* Fetal bovine serum (Biowest)

» Streptomisin/Penisilin (Bio.Ind)

* Tripan mavisi (Bio.Ind.)

* Fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) (Bio.Ind)

* Tripsin EDTA (Bio.Ind)

« Sise iistii 500 ml, 70 mm Diatemer Seliiloz asetat filtre (Corning)
* CTAB (N-cetyltrimethylammonium bromide) (Sigma-Aldrich)
* TEA (trietanolamin) (Sigma-Aldrich)

* TEOS (Tetraethy orthosilicate) (Sigma-Aldrich)

» APTES ((3-aminopropyl)triethoxysilane) (Sigma-Aldrich)

* ICG (Indocyanine green) (Sigma-Aldrich)

* DTPA (diethylenetriaminepentaacetic acid) (Sigma-Aldrich)

* DMF (dimethylformamide) (Sigma-Aldrich)

* Metanol (CH3OH) (Merck)

* Etanol (C2HsOH) (Merck)

* Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck)

» HCI (Hidroklorik asit) (Merck)
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* NH3; (Amonyak) (Merck)

* Asetonitril (CoH3N) (Merck)

* SF (Serum Fizyolojik) (%0,9 NaCl)

* Piridin (CsHsN) (Sigma Aldrich)

* ITLC-SG Silika kapli plastik seritler (Merck)

* Cell Counting Kit-8 (WST-8) (Sigma-Aldrich)
* Muse Annexin V & Dead Cell Kit (Millipore)

« Sodyum Perteknetant (Na ®™TcO4) (Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Niikleer T1ip Anabilim Dalr)

* Ninhidrin (Merck)
* Glisin (Merck)

* Prolin (Merck)
3.1.2 Kullanilan cihazlar

« RadyoTLC (Bioscan 2000) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

« Doz Kalibratérii (Biodex AtomLab 100 Plus) (Ege Universitesi, Niikleer
Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

« Millipor (Milli-Q Gradient A-10) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisii)

» Ultrasonik Homojenizator (Bandelin, Sonoplus HD 2070) (Ege
Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim
Dali)

* Multimode Mikroplaka Okuyucu (Thermo Varioscan Flash) (Ege
Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim
Dali)

« Laminar Flow Kabin (Thermo) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

« CO» inkiibatérii (Sanyo) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

« Sogutmal1 Santrifiij (Hettich) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)
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« Istk mikroskobu (Olympus) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

« Inverted mikroskop (Leica) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

« Floresan atagmanl arastirma mikroskobu (Olympus) (Ege Universitesi,
Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

« S1v1 azot tanki (Thermo Scientific) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

« Otoklav (Hirayama) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

« Su banyosu (Memmert) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

* SEM (Scanning Electron Microscopy) (Thermo Scientific Apreo S) (Ege
Universitesi, MATAL-Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvari
Uygulama ve Arastirma Merkezi)

* Fourier Transform Infrared Spektrofotometre (FT-IR) Cihazi (Perkin-
Elmer Spectrum 100 FT-IR) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Teknoloji Anabilim Dalr)

« DLS (Dynamic Light Scattering) (Malvern Nano-ZS) (Ege Universitesi,
Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

« Muse Hiicre Analiz Cihaz1 (Millipore) Muse Annexin V / Olii Hiicre Test
Kiti (Merck) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dal1)

3.2 Mezoporlu Silika Nanoparcaciklar (MSN)
3.2.1 Mezoporlu silika nanopar¢aciklarin sentezi

Silika  nanoparcaciklarin  mezoporlu yapt olusturmast i¢in  N-
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) ve trietanolamin (TEA) kullanilmastir.
Geri sogutuculu karistirma sisteminde 95°C'de 20 mL ultra saf suda reaksiyon
gerceklestirildi. 1 g CTAB ve 70 pL TEA ii¢ boyunlu balona koyularak 1 saat
karistirildi. Siire sonunda, damla damla 1,5 mL tetraetil ortosilikat (TEOS)
eklenerek 1 saat daha karistirildi. Olugan beyaz renkli karigim bir siire sogumaya
birakildi. Soguma sonrasinda iki defa 20 mL etanol ile yikanarak reaksiyona
girmeyen maddeler uzaklastirildi. 10 dakika 10.000 rpm’de santrifiijlenerek silika
nanoparcaciklar ¢oktiiriildii. Sentezlenen silika nanopargaciklar {izerinde kalan ve
reaksiyona girmeyen CTAB" uzaklastirmak i¢in 20 mL metanol ve 1 mL
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hidroklorik asit ¢ozeltisi icerisinde geri sogutuculu sistem kullanilarak 60°C'de
gece boyunca karistirildi. CTAB uzaklasana kadar metanol-su karisimi ile gece
boyunca yikama iglemi tekrar edildi. CTAB'!n uzaklasip uzaklasmadigi FTIR
(Fourier Déniisiimlii Kizil6tesi Spektroskopisi) analizi ile tespit edildi. ilgili FTIR
sonuclar1 boliim 4.2°de verilmistir. Sekil 3.1°de mezoporlu silika nanoparcaciklarin
sentez diizenegi gosterilmektedir.

Sekil 3.1 Mezoporlu silika nanopargaciklarin sentez diizenegi

Sentez sonrasinda nanopargacik miktarinin tayini icin MSN’ler 37 °C’de
etivde kurutuldu. Kurutma islemi sonrasinda nanopargacik miktari yaklasik 90 mg
olarak bulundu.

3.2.2 Mezoporlu silika nanoparcaciklarin yiizey modifikasyonu

MSN’lerin yiizeylerinin amin gruplart ile modifikasyonunda APTES (3-
Aminopropyltriethoxysilane) kullanildi. Sentezlenen MSN’ler 50 mL etanol ve 1
mL APTES igerisinde 80 °C'de 12 saat geri sogutucu altinda karistirildi. 12 saat
sonunda ¢ozelti santrifiijlenerek parcaciklar ¢oktiiriildii. Reaksiyona girmeyen
APTES'in uzaklastirlmasi i¢in ¢oken nanoparcaciklar saf su ile 3 defa yikandi.
Yikama sonrasinda parcgaciklar oda sicakliginda kurutuldu. Yiizey modifikasyonu
yapilan mezoporlu silika nanopargaciklar MSN-NH; olarak adlandirildu.

3.2.3 Ninhidrin testi

Yiizey modifikasyonu yapilarak silika nanopargaciklar iizerinde olusturulan
amin gruplarinin tespiti i¢in ninhidrin testiyle kantitatif tayin yapildi. Bu yontemle
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2 mg/mL ninhidrin pH 5’te 20 mM asetik asit-sodyum asetat tamponunda
coziilerek hazirlandi. Kalibrasyon egrisi i¢in 0,2 mg/mL glisin ve 0,2 mg/mL prolin
cozeltilerinden 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,01; 0,12 mg/mL konsantrasyonlarda
standart glisin ve prolin ¢ozeltileri ayr1 ayr1 hazirlandu.

Ardindan asagidaki cizelgede belirtilen miktarlar kullanilarak ninhidrin
reaksiyonu 10 dakika 100°C’de gerceklestirildi. Glisin i¢in 570 nm, prolin i¢in 440
nm dalga boyunda absorbanslar dl¢iildii ve konsantrasyon degerleri kalibrasyon
egrisi kullanilarak hesaplandi. Cizelge 3.1°de Ninhidrin testi reaktif miktarlarini
icermektedir.

Cizelge 3.1 Ninhidrin testi reaktif miktarlar

Kor Standart Ornek
Aminoasit Cozeltisi - 2 mL 2 mL
d-su 2 mL - -
Ninhidrin reaktifi 0,4 mL 0,4 mL 0,4 mL

10 dakika 100 °C’de 1sitilir ve sogutulur
570 ya 440 nm’de absorbans 0l¢iiliir.

3.2.4 Mezoporlu silika nanoparcaciklara DTPA konjugasyonu

MSN’lerin  *™Tc ile isaretlenebilmesi ig¢in nanopargaciklara DTPA
(dietilentriaminpentaasetik dianhidrit) konjugasyonu yapildi.

De Oliveira Freitas ve arkadaslarinin kullandigi metod modifiye edilerek
DTPA konjugasyonu gerceklestirilmistir (De Oliveira Freitas et al., 2017). 1 mg
MSN ve 1 mg DTPA 5 mL dimetilformamit (DMF) icerisinde gece boyunca oda
sicakliginda karistirildi. Sonrasinda nanopargaciklar DMF, etanol, su ve aseton ile
sirasiyla ayr1 ayr1 yikandi. DTPA konjuge edildikten sonra nanoparcaciklarda FTIR
analizi yapildi. DTPA ile konjuge edilen mezoporlu silika nanoparcaciklar MSN-
NHz-DTPA olarak adlandirildu.

3.2.5 Mezoporlu silika nanoparcaciklara ICG yiiklenmesi

I mg/mL ICG sulu ¢6zeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ICG ¢ozeltisi +4°C’de
ve karanlikta sakland1 ve kullanilmadan 6nce vortekslendi. 5 mg MSN-NH;-DTPA
tizerine 100 pg ICG ve 5 mL ultra saf su eklenerek 4 saat boyunca oda sicakliginda
karistirildi. inkiibasyon sonunda nanopargaciklar 2500 rpm’de 5 dakika boyunca
santrifiij edilir ardindan 3 kez saf suyla yikanip ICG’nin fazlasi uzaklastirildi.
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3.2.6 Yiikleme kapasitesi tayini

Yiikleme kapasitesinin tayin edilebilmesi amaciyla ICG'nin yiiklenmesi
sonrasinda reaksiyona girmeyen ICG'nin uzaklastirilmasi i¢in santrifiij yapilarak 3
kez saf su ile yikama yapildi. Her bir yikama sonrasinda elde edilen slipernatantlar
toplandi. Bunun yaninda kalibrasyon egrisinin olusturulabilmesi amaciyla
konsantrasyonu bilinen ICG standart ¢ozeltiler hazirlandi. Standart ¢ozeltiler ile
yikama sonrasi elde edilen siipernatantlar 800 nm dalga boyunda Multimode
Mikroplaka Okuyucu cihazi kullanilarak absorbanslar1 oOlgiilerek yiikleme
kapasitesi hesaplandi.

3.2.7 Mezoporlu silika nanopar¢aciklardan ICG salimimin
belirlenmesi

37°C’de kurutulan ICG ytiklii nanoparcaciklardan 2,5 mg tartildi ve 1 mL su
igerisinde dagitildi. 0, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 360, 720. dakikalarda ve 24. saatte
2500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilarak siipernatantlar toplandi. Her santrifij
sonrasinda nanopargaciklar 1 mL’ye tamamlandi. Standart c¢ozeltiler ile belirli
zaman araliklarinda yapilan santrifiij sonrast elde edilen siipernatantlar 800 nm
dalga boyunda absorbanslar1t Multimode Mikroplaka Okuyucu cihazinda 6l¢iilerek
nanoparcaciklardan ICG salimi tespit edildi.

3.2.8 Mezoporlu silika nanoparcaciklarin 6zelliklerinin
incelenmesi

MSN’nin ortalama parcacik boyutu enstitiimiiz biinyesinde bulunan Malvern
Nano-ZS marka DLS cihaz1 kullanilarak belirlendi. Analiz 6ncesinde ultra saf su
icinde dagitilan MSN ultrasonik banyoda 15 dakika bekletildi. Sonrasinda
nanoparcaciklar dekstroz ¢ozeltisi igerisinde dagitilarak analizi yapildi.

Silika nanoparcaciklarin yiizey morfolojisinin ve boyutlarin tespit
edilebilmesi icin SEM analizleri Ege Universitesi, MATAL'da Thermo Scientific
Apreo S cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Iyi bir goriintii alinabilmesi amaciyla
nanopargcaciklar etanol icerisinde dagitildiktan sonra aliiminyum kagitlarin {izerine
damlatildi. Nanopargaciklarin iletkenliginin saglanabilmesi i¢in altin ile
kaplandiktan sonra goriintiileri alindi.

3.3 Yapisal analiz ¢calismalar:

MSN'in yapisal analizi Ege Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Teknoloji Anabilim Dalinda bulunan FTIR (Fourier Transform Infrared
Spektrofotometre) (Perkin-Elmer Spectrum 100 FT-IR) cihazi ile incelendi.
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MSN sentezi sirasinda surfaktan olarak kullanilan CTAB’1 reaksiyon
sonunda ortamdan uzaklastirmak i¢in HCl-metanol karigimi ile yikama yapilmistir.
Yikama sonrasinda ortamdaki CTAB varligi FTIR analizi ile tespit edilmistir.
Bunun yaninda MSN’ye DTPA konjugasyonu yapildiktan sonra FTIR analizi
yapilmustir.

3.4 #"Tc ile radyoisaretleme ¢calismalari

MSN-NH>-DTPA-ICG'nin *™Tc ile isaretleme ¢alismalar1 kalay kloriir
indirgeme metodu ile yapilmistir. Bu amagla 1 mg MSN-NH-DTPA-ICG {izerine
1 mL su igerisinde hazirlanan 1 mg SnCl2.2H>O ¢6zeltisinden 25 pL eklendi. Daha
once yapilan ¢aligmalarda optimum isaretleme pH'" 5 olarak belirlendi. Bu yiizden
cozeltinin pH'1 NH; kullanilarak pH 5 olarak ayarlandi. Son olarak ¢ozeltiye 1 mCi
sodyum perteknetat (Na”*™TcQys) ilave edildikten sonra oda sicakliginda 45 dakika
inkiibe edildi. Kalite kontrol ¢alismalarinda referans olarak Na®*™TcOs ve ayni
isaretleme kosullarinda hazirlanan indirgenmis teknesyum kullanilmistir.
Radyoisaretli bilesigin kalite kontrol c¢aligsmalar1 ince tabaka kromatografisi ile
tespit edildi.

3.4.1 Ince tabaka kromatografisi (TLC)

Hazirlanan radyoisaretli bilesiklerin TLC ile kalite kontrol yonteminde, sabit
faz olarak (10 cm x 1,5 cm) boyutunda silika seritler kullanildi. Banyo ¢ozeltisi
olarak ise piridin/asetik/asit-su (3:5:1,5), serum fizyolojik (SF) ve asetonitril banyo
¢ozeltileri kullanildi. **™Tc ile isaretli bilesiklerin, Na®™TcO4 ve indirgenmis
teknesyum i¢in TLC yontemi ile kalite kontrolii radyoaktif 6rneklerden mikropipet
yardimiyla 2 pL alinip hazirlanan tabakalarin alttan 0,5 cm mesafedeki noktaya tek
seferde damlatilmas1 ve TLC banyo ¢ozeltisini iceren tanklara yerlestirilmesiyle
yapilmistir. TLC seritlerine damlatilan 6rneklerin kurumasi beklendikten sonra
TLC banyo ¢ozeltilerinin bulundugu tanklara yerlestirildi. Her 6rnek TLC seritler
iizerinde yeterince yiiriidiikten sonra tanklardan g¢ikartilarak yiirime mesafeleri
hizlica isaretlendi ve oda sicakliginda kurutuldu.

Herhangi bir kontaminasyona neden olmamasi i¢in kurutulan TLC seritlerin
dis ylizeyi yapiskan bir bantla kaplandiktan sonra TLC Scanner (Bioscan AR2000)
cihazinda Ol¢iimler yapildi. Tarama islemine baslamadan oOnce piklerin Rf
degerlerinin cihaz tarafindan belirlenebilmesi i¢in 6rneklerle ilgili bilgiler cihaza
ait bilgisayar programina kaydedilir. Bu bilgiler tarama siiresi, damlatma noktasinin
ve yiritme isleminin sonlandirildigt noktanin kromatografi kagidina olan
uzakligidir. Kromatogramin y-ekseninde sayim degeri, x-ekseninde ise
kromatografi kagidinin uzunlugu verilmektedir. Elde edilen kromatogramlar
sonucunda radyoaktif 6rneklerin tagindig1 Rf degerleri bulunduktan sonra verimleri
hesaplanmuigtir.
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3.4.2 Stabilite calismasi

Fizyolojik ortamda **™Tc¢ isaretli MSN-NH,-DTPA-ICG'nin stabilitesini
tespit etmek amaciyla isaretli 6rnekler 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen
isaretli orneklerden 0, 30, 60, 120, 180, 240. dakikalarda ve 6. saatte 6rnekler alindi
ve TLC yontemi ile kalite koltrol caligmalar1 yapilarak isaretleme verimleri tespit
edildi.

3.4.3 Lipofilite calismasi

PmTe  jsaretli MSN-NH-DTPA-ICG'in lipofilite tayini n-oktanol/su
fazlarinda gergeklestirildi. 3 mL su, 3 mL n-oktanol bulunan tiipe 50 pL isaretli
ornek eklendi. 5 dakika boyunca oda sicakliginda karistirildi ve 2500 rpm’de 30
dakika santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan alt faz olan su ve iist faz olan n-
oktanol'den 500'er puL ayr1 ayr tiiplere alinip radyoaktiviteleri Cd(Te) dedektorlii
tek kanalli RADS501 cihazinda sayildi. n-oktanol’iin suya oraniyla log P (log
(noktanol/su)) degerleri hesaplandi. Lipofilite calismast 3 kez tekrar edilerek elde
edilen degerlerin ortalamasi alindu.

3.5 Hiicre Kiiltiirii Calismalari
In vitro deneylerde asagidaki hiicre hatlar1 kullanilmagtir;

e T hiicreleri (Red fluorescence protein (RFP) transfekte)

e SKOV3 (Lusiferaz transfekte insan yumurtalik adenokarsinoma hiicresi)

e SKOV3-CEA (Carcinoembryonic antigen ve lusiferaz transfekte insan
yumurtalik adenokarsinoma hiicresi)

SKOV3 hiicreleri RPMI 1640 medium, 1,5 g/L sodyum bikarbonat, 2 mM
glutamin, 0.1 mM non-esensiyel amino asitler, %10 fetal bovine serum (FBS) ve 1
mM sodyum pirlivattan olusan medyumda; SKOV3-CEA hiicreleri yukarida
hazirlanan medyuma % 0,5 neomycin eklenerek hazirlanan medyumda; T hiicreleri
RPMI 1640 medium, 1,5 g/L sodyum bikarbonat, 2 mM glutamin, 0.1 mM non-
esensiyel amino asitler, 1 mM sodyum piriivat, 10 mM HEPES, 4,5 g/L. glukoz, 10
ng/mL interleukin-15 ve %10 FBS den olugsan medyumda iiretildi.

Hiicreler bulunduklar1 flasklarin  %80°lik  kismin1  kaplayana kadar
cogaldiktan sonra, % 0,25 (W/V) tripsin/EDTA karisimi kullanilarak bulunduklari
flaskin tabanindan ayrilmalar saglandi.

Kullanilmayacak olan hiicreler, % 5 DMSO bulunan medyumlar igerisine
koyularak -80°C’de dondurulup, -190 °C siv1 azot i¢inde stoklandi.
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Sekil 3.2 SKOV3 ve SKOV3-CEA hiicrelerinin inkiibasyonu

3.5.1 Sitotoksisite calismasi

MSN-NH2-DTPA-ICG’nin sitotoksisite calismalart SKOV3 ve SKOV3-
CEA hiicreleri kullanilarak gergeklestirildi.

ICso (hiicre popiilasyonunun %350 sini 6liimiine neden olan doz) degerini
hesaplayabilmek i¢in MTT testi yapildi. 96 kuyucuklu mikroplatelere her bir
kuyucuga 5x10* hiicre/kuyu olacak sekilde 100 ul hiicre siispansiyonlar1 eklendi.
Hazirlanan plateler CO; inkiibatoriinde 37°C sicaklikta, %5 CO; varliginda gece
boyunca inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda kuyucuklara MSN-NH>-DTPA-ICG’nin 5 farkli
konsantrasyonu eklendi. Hiicre ve reaktif icermeyen besiyeri negatif kontrol olarak
kullanildi. Yapilan bu ¢alismada, her parametre beser defa tekrar edildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 SKOV3 ve SKOV3-CEA hiicrelerinin 24. ve 48.saat sitotoksisite ¢aligmasi
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Hiicreler CO; inkiibatoriinde 37°C sicaklikta, %5 CO; varliginda 24. ve 48.
saate kadar inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminin sonunda her bir kuyucugun iizerine
10 pul MTT soliisyonu eklendi. Dort saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
spektrofotometre kullanilarak 570 nm dalga boyunda ve 690 nm referans araliginda
her kuyucugun absorbans degeri (OD) olgiildii. Negatif kontrol grubu sifir
absorbans olarak kabul edildi. Asagida verilen formiilden yararlanilarak %
sitotoksisite degerleri hesaplandi.

% sitotoksisite=1- (Olciilen optik densite degeri / kontrol degeri) x 100
3.5.2 T hiicreleri ile MSN-NH2-DTPA-ICG’nin enkapsiilasyonu

Sitotoksisite ¢aligmast sonucu belirlenen ICso degerlerinin yarisi degerinde
MSN-NH2-DTPA-ICG 6rnegi 800 pL serumsuz RPMI 1640 medyum, 4 pL
protamine sulfate ve 2 uL heparin icerisinde dagitildi. Siispansiyon oda sicakliginda
2 dakika vortekslendi. Sonrasinda siispansiyon igerisine 10* T hiicresi eklenerek
37°C sicaklikta, %5 CO, varh@inda 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
hiicreler 3 kez PBS ile yikandi.

3.5.3 Floresan goriintiileme ¢calismasi

SKOV3 ve SKOV3-CEA hiicreleri chamber slide iizerine her bir kuyucuga
5x10? hiicre/kuyu olacak sekilde 200 pl hacim igerisinde eklendi. Chamber slide lar
37°C sicaklikta, %5 COz varliginda CO; inkiibatoriinde gece boyunca inkiibe edildi.
Sonrasinda her bir kuyuya yukarida hazirlanan MSN-NH;-DTPA-ICG ile
enkapsiile edilmis T hiicreleri uygulandi ve 37°C sicaklikta, %5 CO; varliginda 2
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda floresan eklentili mikroskopta T
hiicrelerinin goriintiileri alindi.

3.5.4 Apoptozis calismalari

Millipore Muse cihazi kullanilarak T hiicrelerine enkapsiile edilen MSN-
NH:2-DTPA-ICG’nin SKOV3 ve SKOV3-CEA hiicreleri iizerinde apoptotik etkileri
incelendi.

Canli, erken / ge¢ apoptotik ve 6li hiicrelerin kantitatif analizi i¢in Muse
Hiicre Analiz Cihazinda (Millipore) Muse Annexin V / Olii Hiicre Test Kiti
(Millipore, Darmstadt, Almanya) kullanildi. Kisaca bu analiz apoptotik hiicrelerin
dis zar1 iizerindeki PS(fosfatidilserin)'yi tespit etmek i¢in Annexin V'i; 6lii hiicreleri
tespit etmek icin ise 7-AAD’yi (7-amino-aktinomisin’) kullanir.
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Negatif kontrolleri de igeren SKOV3 ve SKOV3-CEA hiicreleri, 30 pg/ml
MSN-NH2-DTPA-ICG enkapsiile edilen T hiicreleri ile 24 saat inkiibasyondan
sonra tripsinize edildi. Hiicre siispansiyonlar1 falkon tiiplerine aktarilarak 1000 rpm
5 dakika santrifiijlemeye tabi tutuldu. Hiicre pelletleri, % 1 FBS igeren 100 pl taze
besiyer iginde yeniden siispanse edildi. Muse Annexin V / Olii Hiicre Boyas: test
kiti reaktif maddesi (her falkon tiipiine 100 pl) karistirilarak eklendi. Oda
sicakliginda 20 dakika inkiibasyondan sonra, hiicreler bir Muse Hiicre Analiz
Cihazina (Merck Millipore) uygulandi.

3.6 istatistik Analizler

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarindan elde edilen sonuglarin istatistik analizleri
GraphPad istatistik programi kullanilarak yapilmistir. Her bir parametre igin
ortalama ve standart sapma degerleri hesaplanmistir. Her bir parametre igin elde
edilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olup olmadigini
belirlemek i¢in tek yonli ANOVA analizi yapilmistir. Analiz sonuglari
degerlendirilirken degerler arasinda 0,95 giiven diizeyinde anlamli bir farkin olup
olmadig1 P degerlerine bakilarak tespit edilmistir. P degeri 0,05’den kii¢iik olanlar
anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Mezoporlu Silika Nanoparcaciklarin Ozelliklerinin
Incelenmesi

4.1.1 DLS analiz sonuclari

MSN’in ortalama pargactk boyutu Ege Universitesi Niikleer Bilimler
Enstitiisii  Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali’nda DLS (Dynamic Light
Scattering) (Malvern Nano-ZS) cihazi ile analiz edildi. DLS teknigi ile brown
hareketinin hiz1 6lgiilerek parcacik boyutuyla iliskilendirilir. Dogru olgiimlerin
aliabilmesi i¢in akigkanin viskozitesi ve sicakliginin bilinmesi gerekir. Numune
sicakligi ile analiz sicakliginin ayni1 olmasi gerekmektedir. Aksi takdirde 6rnekte
olusacak konveksiyon akimi taneciklerin diizensiz olmayan hareketine yol agarak
boyut algisin1 bozar. Sekil 4.1°de goriilecegi lizere uygun kosullar sagladiktan sonra
analiz sonucunda hidrodinamik pargacik capt 76,38 + 28,16 nm olarak
bulunmugtur. Pargacik boyutlariin farkli ¢ozeltiler igerisinde degistiginin bir
gostergesi olan PdI (Polydispersity Index) degeri analizde 0,152 olarak
Ol¢iilmiistiir. PdI degerinin 0,2’den diisiik olmasi ¢ézeltinin monodispers oldugunu
gosterir ve boyut analizinin dogru sonug vermesinde 6nemli bir parametredir.

Sayiya gore boyut dagihimi

0.1 1 10 100 1000 10000

Boyut (nm)

Sekil 4.1 MSN’nin boyut dagilim grafigi

DLS analizi ile bulunan ortalama pargacik boyutu MSN c¢ozeltide homojen
sekilde dagildigindan, yapilan literatiir taramalarina uygun ¢ikmustir.

Sentezlenen MSN’nin DLS analiziyle bulunan hidrodinamik caplar1 farkli
aragtirma gruplar tarafindan elde edilen sonuglarla paralellik gostermistir (Qiao et
al., 2016; Cheng et al., 2017).
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4.1.2 SEM analiz sonug¢lar

Nanoboyut araliginda ve homojen kompozisyona sahip silika nanoparcaciklar
sentezlemek i¢in farkli teknikler deneysel ¢alismalarla gelistirilmistir (Liberman et
al., 2014)

MSN sentezi i¢in secilen yontemle elde edilen nanoparcaciklarin boyut ve
yiizey morfolojisi analizleri Ege Universitesi MATAL’da SEM gériintiileri alinarak
incelenmistir. Analiz sonucunda 36-58 nm capinda nanoparcaciklarin varligi
gozlemlenmistir (Sekil 4.2).

MSN’nin sentez metoduna gére SEM goriintiilerindeki boyutlar1 25-100 nm
arasinda degismektedir ve merkezde gozenekli mezoporlu yap1 goriiliir (Zhang et
al., 2010; Tao et al., 2015). Sekil 4.2 MSN’nin SEM goriintiisii yer almaktadir.
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Sekil 4.2 MSN’nin SEM goriintiisii

4.2 Yapisal Analiz Calismalar
4.2.1 FTIR sonug¢lan

Kizil 6tesi bolgesi 14000 cm™! ile 10 ¢cm™ arasinda bulunmaktadir. Yakin
dalga boylu kizil 6tesi araligi olan NIR; 4000~14000 cm!'dir. Orta dalga boylu kizil
otesi olan MIR ise 400~4000 cm!"dir. Uzak dalga boylu kizil 6tesi FIR; 4~400 cm-
' araliklarinda bulunmaktadir (Bagyigit ve Karahan, 2010). Spektral bolgeler
parmak izi bolgesi olarak (600-1,450 cm™) amid I ve amid II bélgesidir (1,500-
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1,700 cm™). S-H, C-H, N-H ve O-H gibi esneme titresimleri daha yiiksek dalga
boyu bolgeleri (2,550-3,500 cm!) ile iliskilidir (Walsh et al., 2007).

MSN’nin yapisal analizleri Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Teknoloji Anabilim Dalinda FTIR (Fourier Transform Infrared
Spektroscopy) (Perkin-Elmer Spectrum 100 FT-IR) cihazi ile incelendi. MSN’ nin
yapisindaki fonksiyonel gruplar Cizelge 4.1’°de verilmistir.

Cizelge 4.1 MSN’nin FTIR incelemesi

Pik Gerilim Aciklama
3400-3600 cm! SiO-H Silanol (germe bandr)
2195 cm! -CH- Metilen (germe bandi)
1180 cm! Si-0-Si Silanol baglanmast (biikiilme
bandi
960 cm-! Si-0-Si Silanol baglanmas: (biikiilme
bandi
630 cm’! Si-0-Si Silanol baglanmast (biikiilme
band1
e A “\ / -
501 ! |'ll
I
o I IIFI ’ I|!|IIJ|
e 8
45
401
545 300 2800 2000 4
cm-1

Sekil 4.3 MSN’nin FTIR spektrumu

Sekil 4.3’te MSN’ye ait farkli IR spektrumlari verilmistir. Hazirlanan
MSN’nin FTIR spektrumlar1 4000 ile 450 cm™! araliginda dl¢iilmiistiir. Kirmizi renk
ile gosterilen spekturumda, MSN sentezinde kullanilan CTAB’a ait pikler yer
almaktadir. Sentez sonucunda ortamda reaksiyona girmeyen CTAB’lar 3400 cm’!
(O-H gerilimi)'de ortaya ¢ikmustir.
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Hazirlanan 6rnegin spektrumunda, daha once yapilan c¢aligmalardaki gibi
(Qasim et al., 2014; Santra et al., 2001) Si-OH gruplarina ve Si-O bagina 460 cm’!
ve 967 cm’! bantlarinda sirasiyla rastlanmustir.

(CTAB)
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o o
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. S 9
/\/\/\/\J\/\,A/—N\'O—Sli—o—sla—on

HO

Sekil 4.4 CTAB-MSN kimyasal yapisi

MSN sentezinde kullanilan CTAB yapiya katilarak Sekil 4.4’teki kimyasal
formu olusturur. Yiizey aktif ajan olarak kullamilan CTAB’in, MSN sentezi
sonrasinda ortamdan uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bunun i¢in farkli yontemler
mevcuttur. Bu tez ¢aligmasinda HCl-metanol ile yikama islemi yapilarak CTAB’lar
uzaklagtirildi. Bundan sonraki asamada FTIR ile analiz edildi ve sonucu Sekil 4.3°te
gosterildi. Sekilde kirmizi ile analizi yapilan HCl-metanol yikama 6ncesi 6rnegin
sonucunu, siyah ile gosterilen ise HCl-metanol yikama sonrast sonuglari
gostermektedir. CTAB’dan kaynaklanan ilk bolgedeki piklerin yikama sonrasi
berteraf edildigi goriilmektedir.

4.2.2 Ninhidrin testi sonuglar

Yiizey modifikasyonu yapilarak mezoporlu silika nanopargaciklar iizerinde
olusturulan amin gruplarmin tespiti i¢in ninhidrin testi yapildi. Belirtilen
konsantrasyon araliklarinda spektrofotometre cihazinda olciilen glisin absorbans
degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir. Glisinin farkli konsantrasyonlari i¢in 570 nm
dalga boyunda dl¢iilen absorbans degerleriyle kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.
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Cizelge 4.2 Farkl1 Glisin konsantrasyonlarinda 6l¢iilen absorbans degerleri

Konsantrasyon(mg/mL) | Absorbans(nm)

(%) )

0,02 0,0002
0,04 0,0032
0,06 0,0092
0,08 0,2778
0,1 0,4191
0,12 0,5835

Konsantrasyon-absorbans grafiginden elde edilen denklem asagida
verilmigtir.

y=7,8525x-0,3696
MSN-NH2'nin absorbans degeri denklemde yerine koyularak amin

konsantrayonu 0,0603 mg/mL olarak hesaplanmistir. Sekil 4.5°de Ninhidrin
reaktifinin amin gruplariyla etkilesimi goriilmektedir.

Ninhidrin Mavi-mor kompleks
0 0" 0
2 OH 4 =NH, > N=
OH
0 0

Sekil 4.5 Ninhidrin reaktifinin amin gruplarnyla etkilesimi
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4.2.3 Mezoporlu silika nanoparcaciklara ICG yiikleme kapasitesi
tayini
MSN’ye ICG yiiklemesi sonucu yiikleme kapasitesi %77,11£1,50 olarak
bulunmustur. Bu durum mezoporlu yapilarin ICG’yi yiiksek oranda tutumunun
gerceklestiginin gostergesidir.
MSN’nin ayarlanabilir gdzenek biiytikliigi, yiiksek gbézenek hacmi, yiizey

alan1 gibi 6zellikleri boya molekiillerini sert ¢evresel faktorlerden korurken yiiksek
yiikleme kapasitesi saglar (Mura et al., 2013).

4.2.4 Mezoporlu silika nanoparcaciklardan ICG salimmmin
belirlenmesi

MSN’ye ICG yiiklendikten sonra, nanoparcacik igerisinden salinan ICG
miktar1 hesaplanmistir. 24 saat i¢inde hesaplanan ICG salim1 %34,01+1,97°dir. 24
saat sonrasinda Ornek igerisinde yiiklii halde duran ICG miktar1 %50,88+1,95°dir.

4.3 Kalite Kontrol Calismalarimin Sonuclari
4.3.1 TLC yontemi ile elde edilen sonuclar

Kalite kontrol ¢alismalari i¢in yapilan TLC deneylerinde elde edilen Rrve %
verim degerleri Cizelge 4.3 ve 4.4’de verilmistir.

MSN-NH>-DTPA-ICG’nin **™Tc¢ ile isaretlenme veriminin belirlenmesi igin
Serum Fizyolojik Cozeltisi (SF) ¢ozeltisi kullanilmustir.

Cizelge 4.3 TLC yontemi ile elde edilen Rf degerleri

99m _ _ _ _
Banyo Cozeltisi 99mT¢ Indirgenmis *™Tc Tc-(MSN-NH2-DTPA
ICG)
SF 0,930,003 0,020,003 0,66+0,01

Cizelge 4.4 ®™Tc ile isaretli MSN-NH>-DTPA-ICG'nin isaretlenme verimi

9mTc-(MSN-NH2 DTPA-ICG)

Verim (%) 98,46+0,29
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Bolim 3.3’te verilen kosullara gore nanoparcaciklarin radyoisaretlenmesi
gerceklestirilmistir. Sentezlenen ICG yiiklii silika nanopargaciklarin TLC analiziyle
radyokimyasal verimi hesaplanmistir. Cizelge 4.3’de verilen SF banyosundaki
radyoisaretli *™Tc-(MSN-NH,-DTPA-ICG)’nin Ry degerine bakildiginda 6rnekte
radyokimyasal safsizligin olmadig1 anlasiimistir. Kompleksin isaretleme verimi ise
%98,46 £ 0,29 olarak bulunmustur (n=5). Elde edilen sonuglara ait kromatogramlar
Sekil 4.6’da goriilmektedir.
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Sekil 4.6 (a) ®™Te, (b) indirgenmis *™Tc, (¢) **"Tc-(MSN-NH2-DTPA-ICG) ait kromatogramlar

TLC kromatogramlari sekil 4.6’da gosterildigi gibidir. (a)’da **™Tc, (b)’de
indirgenmis *™Tc, (c)’de ise *™Tc-(MSN-NH>-DTPA-ICG). Kromatogramlardan
gorildiigii  tizere *™Tc’un tamami indirgenmistir. Radyoisaretli bilesigin
radyoisaretleme verimi % 98,46+0,29’dur.

Gergeklestirilen bu analiz i¢in mobil faz olarak SF banyosu kullanilirken sabit
faz i¢in silika kapli TLC seritleri kullanilmigtir. TLC yontemi ile *™Tc-(MSN-NH»-
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DTPA-ICG) kompleksine ait birgok kalite kontrol calismasi bulunmaktadir.
Bunlardan birisi olan De Barros ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada, TLC
analizinde silika film kapli TLC seritleri sabit faz, SF ¢ozeltisi ise mobil faz olarak
kullanilmustir. Isaretleme verimi %99,78 olarak hesaplanmustir.

Yapilan caligmalar sonucunda SF banyosunun MSN-NH;-DTPA-ICG’nin
kalite kontrolii i¢in uygun oldugu anlasilmistir. TLC, isaretlenmis bilesiklerin
radyokimyasal verimini degerlendirmek icin Onemli bir yontemdir, ¢iinki
gerceklestirilmesi hizli, gilivenilir ve oldukg¢a pratik bir testtir. Radyokimyasal
safsizliklarin niikleer tipta teshis igin goriintii kalitesinde sorunlar olusturdugu
kanitlanmistir. Bu nedenle, radyofarmasétiklerin baglanma veriminin %90'1n
lizerinde olmasi gerektigi sonucuna varilabilir. Bu nedenle, **™Tc-(MSN-NH,-
DTPA-ICG), yiiksek bir radyokimyasal verim sunmustur.

4.3.2 Stabilite sonuclari

MSN-NH>-DTPA-ICG *™Tc¢ ile isaretlendikten sonra 37°C’de SF
banyosundaki 6.saate kadar olan stabiliteleri TLC Scanner ( Bioscan 2000) cihazi
kullanilarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.5 ve Sekil 4.7°de ®™Tc-(MSN-NH2-DTPA-ICG)’nin 6. saate kadar
olan igaretleme verimleri yer almaktadir. Sekil 4.7°de 30. dakikadan 6. saate kadar
olan kromatogramlar gosterilmistir. Elde edilen sonucglar degerlendirildiginde
Oornegin 6. saatte radyoisaretlenme veriminin % 90’nin {izerinde oldugu
goriilmiistiir.

izelge 4.5 ®™Tc-(MSN-NH2-DTPA-ICG)’nin stabilite zaman-verimi
g

Zaman Radyoisaretleme
(Dakika) Verimi (%)

0 95,95 + 0,83
30 96,08 + 0,79
60 95,11 £0,12
120 94,93 + 1,66
180 93,22 +£4,13
240 95,00 + 0,98
360 92,74 £ 0.97
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Sekil 4.7 ™ Tc-(MSN-NH2-DTPA-ICG)’ye ait (a) 30. dakika, (b) 60. dakika, (¢) 120. dakika, (d)
180. dakika, (e) 240.dakika, (f) 6. saate ait kromatogramlar
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4.3.3 Lipofilite sonuclar

MSN’nin teorik lipofilite hesaplamasi ACD/logP Algorithm programi
kullanilarak bulunamamistir bunun nedeni yapisindan dolayr deneysel
lipofilitesinin  hesaplanamamasidir. MSN-NH>-DTPA-ICG’ye ait deneysel
lipofilite (logP) degeri -3,42+0,46 (n=3) olarak bulundu. Bu deger bize bilesigin
hidrofobik oldugunu gosterdi.

4.4 Hiicre Kiiltiirii Calismalarimmin Sonuclari
4.4.1 Sitotoksisite sonuclari

MSN-NH2-DTPA-ICG’nin farkli konsantrasyonlar1 kullanilarak SKOV3 ve
SKOV3-CEA hatlar1 iizerinde sitotoksisite ¢aligmast yapilmistir. Sekil 4.8 ve sekil
4.8'de yapilan sitoksisite ¢alismasi sonucunda SKOV3 ve SKOV3-CEA hiicre
hatlarinda 24. ve 48. saatlerdeki hiicre canlilik degerleri yiizdelik olarak verilmistir.
Cizelge 4.6°da  MSN-NH;-DTPA-ICG’nin konsantrasyona bagli % canlilik
degerleri yer almaktadir. MSN-NH>-DTPA-ICG 1 pg/mL’sinin 24 saat igerisinde
her iki hiicre hatt1 icin belirgin sitotoksik etkisi bulunmazken, 100 pg/mL
konsantrasyonda SKOV3 hiicresinde canlilik degerinin %76,29 ve SKOV3-CEA
icin % 70’e distiigli gdzlenmistir.

MSN-NH2-DTPA-ICG 1 pg/mL’sinin 48. saatte her iki hiicre hatt1 icin
bakildiginda 24. saatte gdzlenen sitotoksik etkiye yakin bir deger bulunmustur.
SKOV3 i¢in % 88,28 ve SKOV3-CEA icin % 93,25 canlilik gézlenmistir. 100
pg/mL konsantrasyon uygulandiginda SKOV3 i¢in %41,03 ve SKOV3-CEA igin
% 56,07 canlilik degerleri kaydedilmistir. Onceden belirlenen artan konsantrasyon
degerlerinde her iki hiicre hatti i¢in % hiicre canlilig1 kayda deger bigimde azalma
gostermistir.
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Cizelge 4.6 MSN-NH2-DTPA-ICG’nin konsantrasyona baglt % canlilik degerleri

MSN-NH2-DTPA-ICG

Konsantrasyon SKOV3 SKOV3-CEA
24. saat 48. saat 24. saat 48. saat
100 pg/mL 76,29+7,29 41,0145,64 70,00+7,91 56,07+1,87
30 pg/mL 75,02+9,75 53,82+5,87 72,77+7,20 67.48+3,08
10 pg/mL 87,2245,60 70,15+5,88 80,37+10,96 73,21+6,29
3 pg/mL 90,50+8,85 80,87+8,04 84,21+7,01 89,504+2.37
1 pg/mL 94,79+5,36 88,28+12,11 95,09+6,58 93.25+5,86
120

100

Canlilik (%)

m SKOV3
SKOV3-CEA

b
I 111{ |

30
MSN-NH,-DTPA-ICG (pg/mL)

100

Sekil 4.8 MSN-NH2-DTPA-ICG’nin konsantrasyona baglh 24.saatteki % canlilik degerleri
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Sekil 4.9 MSN-NHz-DTPA-ICG’nin konsantrasyona bagli 48.saatteki % canlilik degerleri

Hiicrelerdeki canlilik oranlarmi kiyaslayacak olursak, 24.saatte SKOV3
hiicre hattinin SKOV3-CEA’ya gore daha yiiksek canlilikta oldugu goriilmektedir.
48. saatte ise SKOV-CEA hiicrelerinin daha yiiksek canlilikta oldugu Sekil 4.9’da

goriilmektedir.

Istatiksel hesaplamalara gére ICso degerleri 24. saat icin SKOV3’de 1991
pg/mL, SKOV3-CEA’de 977,3 pg/mL olarak bulunmustur. 48. saat ICso degerleri
ise; SKOV3’de 46,43 pg/mL, SKOV3-CEA’de 146,3 pg/mL olarak bulunmustur

(Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 MSN-NH2-DTPA-ICG’nin ICso degerleri

Zaman SKOV3 SKOV3-CEA
24 .saat 1991 pg/mL 977,3 pg/mL
48.saat 46,43 ug/mL 146,3 pg/mL

4.4.2 Floresan goriintiileme sonuclari

MSN-NH2-DTPA-ICG yiiklii T hiicreleri, SKOV3 ve SKOV3-CEA hiicre
hatlarina uygulandi. Goriintiilemesi floresan eklentili mikroskopta yapildi.
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Sekil 4.10 ve 4.11°de kirmiz1 renkli olanlar red fluorescence protein (RFP)
transfekte edilmis olan T hiicreleridir. Sekil 4.10’da ¢ekirdekleri dapi boyasiyla
maviye boyanmig SKOV3 hiicrelerine Sekil 4.11 c¢ekirdekleri dapi boyasiyla
boyanmig SKOV3-CEA hiicrelerine MSN-NH2-DTPA-ICG enkapsiile edildigi T
hiicreleri uygulandiginda alinan floresan goriintiilerdir. Bu goriintiilere bakildiginda
kirmizi renkte goriilen T hiicrelerinin SKOV3-CEA hiicrelerine daha fazla tutulum
gosterdigi goriilmektedir. Bunun nedeni de literatiir taramalarindan elde ettigimiz
verilere gore, T hiicrelerinin karsinoembriyonik antijen olarak adlandirilan CEA
antijenini tanimasidir (Liu, Z. et al., 2014).

Sekil 4.10 MSN-NH2-DTPA-ICG yiiklii T hiicrelerinin SKOV3 hiicreleri iizerindeki floresan

goruntusu

Sekil 4.11 MSN-NH>-DTPA-ICG yiiklii T hiicrelerinin SKOV3-CEA hiicreleri lizerindeki floresan
goruntuisu
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4.4.3 Apoptozis sonuglari

SKOV3 ve SKOV3-CEA hiicreleri lizerinde yapilan apoptosis ¢aligmasinda
hiicrelere 30 pg/ml 6rnekler verilip 24 saat inkiibasyon saglanmistir. Muse Hiicre
Analiz Cihazinda (Millipore) Muse Annexin V/Olii Hiicre Test Kiti (Millipore)
kullanilarak yapilan analizler sonucunda elde edilen bulgular asagidaki Sekil
4.12’de verilmistir.

Cizelge 4.8 Apoptozis degerleri

Canli Erken Geg Toplam
Apoptoz | Apoptoz | Olii (%)
0, 0,
(%) (%) (%) Apoptoz (%)
SKOV3
T hiicresi / MSN 57,3 26,4 15,65 0,65 42,05
SKOV3-CEA 51,25 18,15 27,89 2,68 46,04
T hiicresi / MSN
SKOV3 63,54 4,39 30,26 1,81 34,65
MSN
SKOV3-CEA 56,4 1,97 39,57 2,05 41,54
MSN
SKOV3 75,9 1,15 19,25 3,7 20,4
T hiicresi
SKOV3-CEA 64,79 1,95 31,11 2,16 33,05
T hiicresi
SKOV3 kontrol 93,2 1,65 3,9 1,25 5,55
SKOV3-CEA 92,55 2,2 4,3 0,95 6,5
kontrol
T hiicresi / MSN 84,75 0,85 13,25 1,25 14
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% TOPLAM APOPTOZ

Sekil 4.12 Hiicrelerin toplam apoptoz oranlari

SKOV3 hiicrelerinin (10° hiicre/ml) 24 saat inkiibasyon sonrasi canli hiicre
orani % 93,2, erken apoptozdaki hiicre oram1 % 1,65, ge¢ apoptozdaki /6l hiicre
orant % 3,9, 6lii hiicre orant % 1,25 olmak {izere toplam apoptozdaki hiicre orani
% 5,55 olarak bulunmustur (Sekil 4.13 a).

SKOV3-CEA hiicrelerinin (10° hiicre/ml) 24 saat inkiibasyon sonrasi canli
hiicre oran1 % 92,55, erken apoptozdaki hiicre oran1 % 2,2, ge¢ apoptozdaki /6l
hiicre orant % 4,3, 6lii hiicre oran1 % 0,95 olmak {izere toplam apoptozdaki hiicre
orani % 6,5 olarak bulunmustur (Sekil 4.13 b).

SKOV3 hiicrelerine T hiicresi (10* hiicre/ml) drnegi uygulandiginda 24 saat
inkiibasyon sonrasi canli hiicre oran1 % 75,90, erken apoptozdaki hiicre orant %
1,15 gec apoptozdaki /6lii hiicre oran1 % 19,25, 6lii hiicre oran1 % 3,70 olmak tizere
toplam apoptozdaki hiicre oran1 % 20,40 olarak bulunmustur (Sekil 4.14 a)

SKOV3-CEA hiicrelerine T hiicresi (10* hiicre/ml) 6rnegi uygulandiginda 24
saat inkiibasyon sonrast canli hiicre orani % 64,79, erken apoptozdaki hiicre orant
% 1,95 geg¢ apoptozdaki /6lii hiicre orant % 31,11, 6lii hiicre oran1 % 2,16 olmak
iizere toplam apoptozdaki hiicre oran1 % 33,05 olarak bulunmustur (Sekil 4.14 b).

SKOV3 hiicrelerine 30 pg/ml MSN-NH2-DTPA-ICG 6rnegi uygulandiginda
24 saat inkiibasyon sonrasi canli hiicre orant % 63,54, erken apoptozdaki hiicre
orani % 4,39, gec apoptozdaki /6lii hiicre oran1 % 30,26, 6lii hiicre oram1 % 1,81
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olmak iizere toplam apoptozdaki hiicre oran1 % 34,65 olarak bulunmustur (Sekil
4.15 a).

SKOV3-CEA  hiicrelerine 30 pg/ml MSN-NH-DTPA-ICG 06rnegi
uygulandiginda 24 saat inkiibasyon sonrasit canli hiicre orant % 56,40, erken
apoptozdaki hiicre oran1 % 1,97, gec¢ apoptozdaki /6li hiicre oran1 % 39,57, oli
hiicre oran1 % 2,05 olmak tiizere toplam apoptozdaki hiicre orant % 41,54 olarak
bulunmustur (Sekil 4.15 b).

SKOV3 hiicrelerine 30 pg/ml MSN-NH>-DTPA-ICG enkapsiile edilmis T
hiicresi 0rnegi uygulandiginda 24 saat inkiibasyon sonrasi canli hiicre oranit %
57,30, erken apoptozdaki hiicre oran1 % 26,40, ge¢ apoptozdaki / 6lii hiicre oran1 %
15,65, 6lii hiicre oran1 % 0,65 olmak iizere toplam apoptozdaki hiicre oran1 % 42,05
olarak bulunmustur (Sekil 4.16 a).

SKOV3-CEA hiicrelerine 30 pg/ml MSN-NH>-DTPA-ICG enkapsiile
edilmis T hiicresi 6rnegi uygulandiginda 24 saat inkiibasyon sonrast canli hiicre
orani % 51,28, erken apoptozdaki hiicre oram1 % 18,15, ge¢ apoptozdaki /6lii hiicre
oran1 % 27,89, 6lii hiicre oran1 % 2,68 olmak {izere toplam apoptozdaki hiicre orani
% 46,04 olarak bulunmustur (Sekil 4.16 b).

T hiicrelerine 30 pg/ml MSN-NH>-DTPA-ICG 6rnegi uygulandiginda 24 saat
inkiibasyon sonrasi canli hiicre oran1 % 84,75, erken apoptozdaki hiicre orant %
0,85, gec apoptozdaki /6lii hiicre oran1 % 13,25, 6lii hiicre oran1 % 1,25 olmak iizere
toplam apoptozdaki hiicre oran1 % 14 olarak bulunmustur (Sekil 4.17).

(a) (b)
APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Liate Apop./Dead Dead Liate Apop./Dead
125 % 3.50 % 0.95 % 430 %
3 3
= =
| |
o 2 m 2
=4 X
= =
1 i 14
93.3] 1.65 % 2.20 %
0 Live - Early Apop. 0 Early Apop.
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4

AMMEXIMN Y Apoptotic Live AMMEXIN Y Apoptotic

Sekil 4.13 Kontrol grubu olarak SKOV3 ve SKOV3-CEA hiicrelerinin apoptozis sonuglar1
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Sekil 4.14 T hiicrelerinin SKOV3 ve SKOV3-CEA hiicreleri tizerindeki apoptozis sonuglar1
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Sekil 4.15 MSN-NH>-DTPA-ICG’nin SKOV3 ve SKOV3-CEA hiicreleri lizerindeki apoptozis

WIABILITY

sonuglart
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Sekil 4.16 MSN-NH>-DTPA-ICG yiiklii T hiicrelerinin SKOV3 ve SKOV3-CEA hiicreleri
iizerindeki apoptozis sonuglari
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Sekil 4.17 MSN-NH2-DTPA-ICG yiiklii T hiicrelerinin apoptozis sonuglari

SKOV3 hiicrelerine baktigimizda toplam apoptoz oraninin % 5,55 oldugu
goriilmekte iken bu hiicrelere T hiicreleri uygulandigindaki toplam apoptoz orani
% 20,4, MSN-NH2-DTPA-ICG 6rnegi uygulandigindaki toplam apoptoz orani %
34,65 ve MSN-NH2-DTPA-ICG enkapsiile edilmis T hiicresi ornegi
uygulandigindaki toplam apoptoz oranimmin % 42,05 oldugu Sekil 4.12°‘de
goriilmektedir. Buna gére MSN-NH>-DTPA-ICG enkapsiile edilmis T hiicresi
orneginin, SKOV3 hiicreleri iizerinde, ayr1 ayrt MSN-NH2-DTPA-ICG ve T hiicresi
orneklerinden daha fazla apoptotik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.

SKOV3-CEA hiicrelerine baktigimizda toplam apoptoz oraninin %6,5
oldugu goriilmekte iken bu hiicrelere T hiicreleri uygulandigindaki toplam apoptoz
oran1 % 33,05, MSN-NH2-DTPA-ICG o6rnegi uygulandigindaki toplam apoptoz
orant % 41,54 ve MSN-NH;-DTPA-ICG enkapsiile edilmig T hiicresi ornegi
uygulandigindaki toplam apoptoz oraninin % 46,04 oldugu Sekil 4.12'de
goriilmektedir. Buna gére MSN-NH>-DTPA-ICG enkapsiile edilmis T hiicresi
orneginin, SKOV3-CEA hiicreleri tizerinde, ayr1 ayrt MSN-NH>-DTPA-ICG ve T
hiicresi 0rneklerinden daha fazla apoptotik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.

MSN-NH2-DTPA-ICG enkapsiile edilmis T hiicresi orneginin, yukaridaki
degerleri kiyasladigimizda, SKOV3-CEA iizerinde SKOV3'ten daha fazla apoptik
etkiye yol a¢tig1 sonucuna varilmistir. Bunun nedeni T hiicrelerinin CEA antijenini
tanimasidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma kapsaminda MSN, DTPA ile selatlanarak MSN-NH>-DTPA-ICG
sentezlenmistir. Parcaciklarin karakterizasyonu SEM, FTIR ve DLS analizleri ile
yapilmustir.

Nanoparcaciklara floresan 6zellik kazandirmak igin tip uygulamalarinda
siklikla kullanilan ICG yiiklenmistir. MSN’nin ortalama boyutu DLS 6l¢iimlerinde
76,38+28,16 nm olarak bulunmustur. Belirlenen nanopargacik boyutu nano
boyuttaki uygulamalar i¢in uygundur. Elde edilen bu sonuglar yiiksek fiziksel
stabiliteye sahip, ideal boyutlarda nanoparcaciklar sentezlendigini gostermektedir.
DLS analizinde 0,152 olarak belirlenen Pdl degeri ise parcaciklarin istenilen sekilde
monodispers oldugunu belirtmektedir.

Yapilan bu calismada floresan 6zellik gosteren ICG, MSN’ye yiiklenerek
9mT¢ jle radyoisaretlenmesi saglanmis ve biyolojik davranislari in vitro olarak
incelenmistir. Radyoisaretli nanoparcaciklarin kalite kontrol calismast TLC
yontemi ile yapilarak baglanma verimi % 98,46+0,29 olarak hesaplanmistir.
Radyoisaretleme sonrasinda 37 °C’de inkiibasyon altinda 6 saat icerisinde
baglanma etkinliginde bir degisim goriilmemistir.

Hiicre kiiltiirii caligmalari i¢in SKOV3, SKOV3-CEA yumurtalik ve modifiye
edilmig T hiicreleri kullanilmigtir. Bu kapsamda sitotoksisite, floresan hiicre
goriintiilemesi ve apoptosis ¢aligmalart yapilmistir.

Radyoisaretli floresan ozellikli MSN sentezlenerek hedefe yonelik ve
hazirlanmasi kolay olan biyouyumlu bir sistem tasarlanmak istenmistir. Bu amagla,
ideal goriintilleme radyoniiklidlerden olan teknesyumun +4 yiikseltgenme
basamaginda olusturulan kalay (II) kloriir indirgenme yontemi tercih edilerek
nanoparcaciklarin radyoisaretlenmesi gergeklestirilmistir.

Multifonksiyonel 6zellige sahip MSN’ler, hastalik teshis ve tedavisi igin
klinik uygulamalara izin verebilecek avantajlara sahiptir. i1k olarak, MSN kullanim
amagclarina gore farkli yapilarda ve yontemlerde tasarlanabilir. MSN’nin in vitro ve
in vivo biyouyumluluklar1 yiiksektir ve viicuttan kolaylikla atilabilirler. Manyetik,
floresan ve fototermal Ozelliklere sahip c¢ok islevli kullanim kolayligi,
nanoterapotikler i¢in eszamanli biyolojik goriintiileme ve ilag dagitimina izin verir.
MSN'nin esnek, 6l¢eklenebilir ve diisiik maliyetli iiretimi, gelecekteki endiistriyel
iiretim ve klinik ¢aligmalar icin farkl firsatlar sunar.

Yapilan hiicre kiiltiirii caligmalarina gdre canlilik oranlarini kiyaslayacak
olursak, 24. saatte SKOV3 hiicre hattimn SKOV3-CEA’ya gore daha yiiksek
canlilik oraninda oldugu goriilmektedir. 48. saatte ise SKOV3-CEA hiicrelerinin
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daha yiliksek canlilikta oldugu bulunmustur. Apoptosis etkisi i¢in yapilan
calismalarda MSN-NH>-DTPA-ICG enkapsiile edilmis T hiicresi Orneginin,
SKOV3-CEA iizerinde SKOV3'ten daha fazla apoptik etkisi oldugu anlasilmigtir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasiyla, MSN’ler DTPA ile selatlanip icerisine ICG
yiiklenerek floresan 6zellige sahip bir molekiil haline getirilmis ve hedef bolgeye
yonlendirilerek etkinligi arttirilmistir. Elde edilen tiim bu sonuglarin yapilacak olan
yeni teshis ve goriintilleme sistemlerinin olusturulmasina katki saglayacagi
diisiinilmektedir.
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