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OZET

KEMOTERAPOTIK ILAC TASIYICI SISTEMLER:
RADYOISARETLI SIKLOFOSFAMID YUKLU MEZOPOR
SILIKA NANOPARCACIKLAR

HAMURISCI, Selin Irdel
Yiiksek Lisans Tezi, Niikleer Bilimler Anabilim Dal1
Tez Danismani: Dog. Dr. Cigdem ICHEDEF
Agustos 2020, 50 sayfa

Son yillarda terapotik ve hedefe spesifik ilaglarin  tasgimmasinda
nanoparg¢aciklarin (NP) sagladigi imkanlar bilim insanlart ve ila¢ endiistrisi
tarafindan giderek artan ilgiyle karsilanmaktadir. Bu tastyici sistemler arasindan
mezoporlu silika nanoparcaciklar (MSN) biyouyumluluk, diisiik toksitite gibi
ozellikleri sayesinde saglik alaninda cesitli uygulamalarda kullanilmaktadir.
Mezopor silika nanopargaciklarin gozenekli yapilart ilacin sisteme yiiklenmesini
ve hedef bolgeye kontrollil bir sekilde verilmesini kolaylastirirlar. Bu ¢aligmada
bir antikanser ilag olan siklofosfamid (CPH) yiiklii mezopor silika nanopargaciklar
sentezlenerek teknesyum-99m ile radyoisaretlenmesi ve bu yapinin biyolojik
davraniginin - in  vitro olarak incelenmesi amaglanmistir.  Sentezlenen
nanopargaciklarin pargacik boyutu, morfolojisi, ila¢ hapsetme kapasitesi gibi
parametreler  incelenerek en uygun sentez  kosullar1  belirlenmistir.
Nanopargaciklarin karakterizasyonu Fourier Dontisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi
(FTIR), Dinamik Isik Sagilim (DLS), Taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
yapilmistir. DLS analizine gore sentezlenen MSN” ler 125 + 3,4 nm hidrodinamik
yarigapa sahiptirler. SEM goriintiilerine gore de MSN’ lerin kiiresel morfolojik
yapida ve 55 ile 70 nm boyutlar arasinda olduklar1 gozlenmistir. Radyoisaretli
Siklofosfamid yiiklii mezopor silika nanopargaciklarm (**"Tc-MSN-CPH) Kalite
kontrol c¢aligmalar1 Ince Tabaka Radyokromatografisi (TLRC) ydntemi
kullanilarak gergeklestirilmistir. MSN-CPH nanopargaciklar % 99,82 + 0,25

verimle teknesyum-99m ile basarili bir sekilde radyoisaretlenmistir. Kalite kontrol



caligmalar1  yapildiktan sonra  siklofosfamid  yiiklii = mezopor silika
nanoparcaciklarin sitotoksisite ve tutulum ¢aligmalari in vitro olarak MCF-7 ve
MDA-MB-231 meme kanser hiicreleri kullanilarak gergeklestirilmistir. **™Tc-
MSN-CPH pargaciklarinin MCF7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde benzer tutulum
gosterdigi bulunmustur. Bu tez ¢aligsmasinda sentezlenen nano yapinin, gelecekte
kanser teshis ve tedavisinde kullanilabilecek ®MTc ile radyoisaretli yeni nesil

nanoteranostik sistemlerin gelistirilmesine katkida bulunacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mezopor Silika Nanopargaciklar, Ilag Tastyict Sistemler,

Siklofosfamid, Teknesyum-99m, /n Vitro



ABSTRACT

DRUG CARRIER SYSTEMS OF CHEMOTHERAPEUTIC
DRUGS: RADIOLABELED CYCLOPHOSPHAMIDE LOADED
MESOPOROUS SILICA NANOPARTICLES

HAMURISCI, Selin irdel

Master in Nuclear Sciences
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Cigdem iCHEDEF
August 2020, 50 page

Recently, the possibilities of nanoparticles (NP) in the transportation of
therapeutic and target-specific drugs have been increasingly received by scientists
and the pharmaceutical industry. Among these carrier systems, mesoporous silica
nanoparticles have remarkable properties. Silica nanoparticles are used in various
applications in the field of health thanks to their properties such as
biocompatibility and low toxicity. Thanks to their porous structure, mesopore
silica nanoparticles (MSN) make it easier to load the drug into the system and
deliver it to the target area in a controlled manner. In this study, it was aimed to
synthesize cyclophosphamide (CPH) loaded mesoporous silica nanoparticles,
radiolabeled with technetium-99m and analyze the biological behavior of this
structure in vitro. Optimum conditions were determined by examining parameters
such as particle size, morphology, drug entrapment capacity of synthesized
nanoparticles. The characterization of nanoparticles was carried out by Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Dynamic Light Scattering (DLYS),
Scanning electron microscopy (SEM). The synthesized MSNs have a
hydrodynamic radius of 125 + 3.4 nm according to DLS analysis. SEM images
showed that nanoparticles have a spherical morphological structure and
distributed between 55 and 70 nm in size. Quality control studies of radiolabeled
Cyclophosphamide loaded mesopore silica nanoparticles (**"Tc-MSN-CPH) were
carried out using Thin Layer Radiochromatography (TLRC) method. MSN-CPH



nanoparticles were successfully radiolabeled with technetium-99m in 99.82 +
0.25% efficiency. After quality control studies, cytotoxicity and uptake studies of
cyclophosphamide-loaded mesopore silica nanoparticles were performed in vitro
using MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cells. It was found that **™Tc-
MSN-CPH particles showed similar uptake in MCF7 and MDA-MB-231 cells. It
is thought that the nanostructure synthesized in this thesis will contribute to the
development of new generation radiolabeled nanoteranostic systems with %MTc

that can be used in the diagnosis and treatment of cancer in the future.

Keywords: Mesoporous Silica Nanoparticles, Drug Delivery Systems,

Cyclophosphamide, Technetium-99m, In Vitro



ONSOZ

Yiiksek lisans egitimim boyunca ¢alismalarimi gergeklestirirken kanser
hastaligina kars1 farkindalik kazanma firsatim oldu. Cagimizin en Onemli
problemlerinden biri olarak gosterilen ve diinyadaki Oliimlerin biiyiik bir
cogunluguna sebebiyet veren kanser hastaliginin teshis ve tedavisi iizerine
yuriittigiim bu tez ¢alismasi sayesinde birgok bilgi ve birikim sahibi olmam beni

¢ok mutlu etti.

Ogrendigim bu bilgiler sayesinde gerceklestirdigimiz bu tez ¢alismasiyla

bilim diinyasina en ufak bir katkida bulunabiliyor olmak beni ¢ok mutlu etti.

Bu firsati bana sunan basta aileme, bilgi ve birikimlerini benden
esirgemeyerek her anlamda bana destegini hissettigim kiymetli hocam Dog. Dr.

Cigdem Ichedef’e saygilarimi ve sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

IZMIR Selin irdel HAMURISCI
17/08/2020
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1. GIRiS

Nanoteknolojinin, son yillarda ilag tasiyici sistemler yoluyla hastaliklarin
teshis ve tedavisinde kullanilmasi nispeten yeni fakat hizla gelisen bir bilim dal
olmasini saglamistir. Nanoteknoloji, kronik insan hastaliklarinin bélgeye 6zgii ve
hedefe yonelik hassas ilaglarin verilmesiyle tedavi edilmesinde bir¢cok fayda
saglamaktadir. ilag tastyici sistemlerinin temel amaci, kemoterapotik ajanlarin
biyoyararlanimini iyilestirerek yan etkilerini azaltmak ve sonug olarak ilaglarin
etkinligini arttirmaktir (Bhatnagar et al. 2016). Saglik alanindaki en biiyiik
zorluklardan biri, diisiik toksisite ve en az yan etki ile kanserli hiicrelere
kemoterapi ilaglarmin etkin bir sekilde ydnlendirilmesidir. Ilag molekiiliiniin sahip
oldugu diisiik ¢Oziiniirlik nedeni ile hastanin, hastalik tedavisinde istenen
terapotik etkiyi elde etmek icin ilac1 yiiksek dozda almasi gerekir. Bu nedenle ilag
uygulama yollarini ¢esitlendirmek, zararl ila¢ yan etkilerini azaltmak ve spesifik
bolgeleri hedeflemek icin ilag dagitim sistemlerinin gelistirilmesi yoniinde artan
bir talep vardir ve arastirmacilar bu talepler dogrultusunda yogun calismalar
gerceklestirmektedirler. Bu hedeflere ulagsmak i¢in blok kopolimerler, lipozomlar,
dendrimer ve hidrojel gibi organik ve inorganik nanoparcaciklar materyal genis
bir sekilde arastirilmaktadir. Bu nanopargaciklar arasindan mezopor silika
nanoparcaciklarin (MSN) biyolojik olarak uyumlu oldugu, kimyasal ve termal
olarak kararli nanoparcaciklar oldugu bilinmektedir. Bu nanoparcaciklarin sahip
oldugu essiz yapisal Ozellikleri, ilacin yiiklenmesini ve ilacin hedef bdlgeye
kontrollii bir sekilde verilmesini kolaylastirir (Mehmood et al., 2017). Secilen
nanopargaciga yiiklenen ila¢ istedigimiz doku ve hiicreye ilag hedefleme ile
gonderilir. Ilag iletimi sirasinda saglikli hiicreleri yan etkilerden korumak igin

uygun dozda ilag istenilen bolgelere iletilebilir (Tran et al., 2017).

Radyofarmasoétikler niikleer tipta tan1 veya tedavi amaciyla kullanilan
yapisinda radyontiklid i¢ceren aktif molekiillerdir. Bir radyofarmasétik radyoniiklid
ve farmasoétik kisim olmak tizere iki kisimdan olugsmaktadir. Radyoniiklid partikiil
veya 1s1n yayarak viicut disindan izlenebilen veya viicut i¢cinde bulundugu dokuyu
tedavi edebilen bilesendir. Farmasotik ise fiziksel kimyasal veya biyolojik
ozelliklerine gore etkili oldugu organa veya dokuya tutunarak radyoniiklid
sayesinde 1s1ma yaparak o dokunun bozukluklarini gosteren etken maddedir
(Unak et al., 2013).

Son yillarda ilag hedefleme amaci ile biyolojik olarak bozunabilir

nanoparcaciklarin  gelistirilmesine  biiyiikk  ilgi  duyulmaktadir.  Bu



nanoparg¢aciklarin  radyoisaretlenmesiyle yapilan goriintiileme ve tedavi
caligmalar1 da biiyiik ilgi gormektedir. Hazirlanan ilag tastyict sistemler

hastaliklarin tanisi, tedavisi ve dnlenmesine biiyiik katkilar saglamaktadir.

Lu ve arkadaslari, floresanla isaretlenmis MSN'lerin (gap olarak 100-130 nm)
intravendz enjeksiyondan 4 saat sonra farelerin tiimdrlerinde se¢imli bir birikim
gostermislerdir. Floresan sinyali 48 saat sonra kademeli olarak tiim viicutla ayni
seviyeye inmistir (Lu et al., 2010) . Benzer sonuglar Kim ve arkadaslar1 tarafindan
bulunmus olup, 200 nm'den kiiciik MSN’lerin uygulamadan 24 saat sonra
tiimorde birikim gosterdiklerini bildirmislerdir (Kim et al., 2008).

Cheng ve arkadaslari, metastatik kanserlerde asir1 eksprese edilen avf3
integrin reseptori ile etkilesime giren arginin-glisin-aspartik asit kisaltmasi olan
RGD peptidi yiikliit MSN’leri in vitro olarak incelemisler ve siklik RGD (cRGD)
yikli MSN'lerin U87-MG hiicreleri tarafindan tutulum gosterdiklerini
dogrulamislardir (Cheng et al., 2010).

Bir baska calismada ise Luis ve arkadaslar1 tarafindan SBA-16 mezoporus
silika nanoparcaciklar1 sentezlenmis ve Tc-99m ile radyoisaretlemesi yiiksek
verimle gerceklestirilmistir. Radyoisaretli MSN lerin saglikli farelerde
biyodagilim ve sintigrafi ¢calismalari gergeklestirilmistir (Luis et al., 2015).

Onerilen bu tez ¢aligmasinda, gdzenekli yapisi ve genis yiizey alanlari
sayesinde yiiksek ila¢ hapsetme kapasitesine sahip uygun boyutta mezopor silika
nanoparcaciklart (MSN) sentezlenmistir. Bir antikanser ajani olan siklofosfamid
(CPH) sentezlenen MSN’ lere yiiklenmis ve Tc-99m ile radyoisaretlenerek

biyoetkinligi in vitro olarak incelenmistir.

Bu sayede, sistemin gelecekte yapilacak olan ¢alismalarda teshis ve tedavi
amaclt kullanilabilir radyoisaretli nanoparcaciklarin degerlendirilmesine 151k

tutacag diisiintilebilir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1 Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, diinyada niifus artigsiyla birlikte zamanla kendini hissettiren
¢evre sorunlari, besin ve enerjinin yetersizligi ile ayn1 zamanda saglik alanindaki
sorunlara da birgok bilim dal1 ile birlikte ¢6ziim aramakta olan ve 1980’ lerden
beri daha ciddi ¢alismalarin yapildigi bir bilim dalidir. Cok disiplinli bir bilim dali
olan nanoteknoloji, tip ve biyomedikal uygulamalarda, nanopargaciklarin ¢evre
dostu iiretiminde ve boylelikle cevre kirliligini 6nlemede, kozmetik, tekstil, optik,

elektronik vb. gibi birden ¢ok alanda kullanilmaktadir.

Insan viicudundaki hiicreler nanometre boyutunda oldugundan, nanoboyutlu
pargaciklar dogal engelleri asabildikleri i¢in viicut i¢indeki hayati molekiillere ve

hiicre i¢indeki biyomolekiillere, dokulara ve organlara ulagirlar (Saglam ve Emul,
2016).

Nanoparcaciklar ayni zamanda kanserin erken teshisinde ve sebeplerinin
belirlenmesinde de 6nemli rol oynarlar. Kanser tedavisinde basar1 saglanabilmesi
icin erken teshis cok 6nemlidir. Geleneksel yontemlerin kanser teshisinde yetersiz
kaldig1 yerde nanoteknolojik gelismeler 6n plana ¢ikmaktadir. Nanoteknoloji
sayesinde nano boyutlu maddelere optik ve manyetik 6zellikler kazandirilabilir ve

boylece bu malzemeler kanserli dokularin teshisinde kullanilabilirler (Gordon et
al., 2007).

Nanoparcaciklar, nanometre biiyiikliigiinde genellikle 100 nm’den kiigiik
farkli sekil, bilesim ve ylizey modifikasyonlarina sahip organik nanopargaciklar
ve inorganik nanopargaciklar olarak iki alt baglik altinda incelenmektedir
(Landfester, 2009). Organik nanopargaciklar polimerler, lipidler, lipozomlar ve
karbonlar ile Orneklendirilirken, inorganik nanoparcaciklara ise altin
nanopargacik, glimiis nanoparcacik, demir nanopargacik ve silika nanopargaciklar

ornek verilebilir.

Nanopargaciklar ¢esitli kimyasal yapidaki malzemelerden elde edilebilir. En
yaygin olarak kullanilanlar metaller, metal oksitler, silikatlar, karbon, lipitler ve
biyomolekiillerdir. Ayn1 zamanda kiireler, silindirler, trombositler ve tiipler gibi

cesitli morfolojilerde bulunabilirler (de Barros et al., 2012).



Nanopargacik ¢esitlerinden lipozomlar; boyutlarina, yiiklerine ve lipit
kompozisyonlarma gore simiflandirilabilir. Boyut ac¢isindan lipozomlar iig
kategoriye ayrilabilir: tek lamelli vezikiiller (25-100 nm), biiyiik tek lamelli
vezikiiller (> 100 nm) ve ¢ok lamelli vezikiiller (100-1000 nm) (Sahoo and
Labhasetwar, 2003). Yiizeysel yiikk goz oniine alindiginda, lipozomlar nétr veya
yuklii olabilir. Negatif veya pozitif yiiklii lipozomlar daha kisa yarilanma 6mriine,
toksisiteye ve hizli kandan temizlenme degerine sahiptirler (Soenen et al 2009).

Altin nanopargaciklar ise biyouyumluluklari, biyomolekiillere kolay
konjligasyonu ve lokalize yiizey plazmon rezonanslarinin sagladigi benzersiz
optik 6zellikleri sayesinde biyomedikal alanda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Hutter and Mysinger 2011). Altin nanopargaciklar, altin nanokiireler, nanorodlar
ve nanoyildizlar gibi farkli sekillerde firetilebilir. Suda yeterli ¢oziiniirliige ve
yiiksek morfolojiye sahip boyut dagilimi ve yiizey islevleri dahil olmak iizere
istenen Ozelliklere sahip altin nanoparcaciklar biyolojik deneylerde kullanilirlar.
Gorilintlileme alaninda ise altin nanopargaciklar bilgisayarli tomografi, raman

spektroskopisi ve fotoakustik goriintiilemede kullanilirlar (Xie et al.,2010).

Silika  nanoparcaciklar,  biiyilk  miktarlarda  biyoaktif = molekiilii
absorplayabilen veya kapsiilleyebilen yiizlerce bos kanal (mezopor) igeren petek
benzeri gdzenekli yapilardan olusan kati malzemelerdir. Yiiksek yiizey alani,
genis gézenek hacmi, dar dagiliml ayarlanabilir gézenek boyutu (2-10 nm) ve iyi
kimyasal ve termal kararlilik gibi benzersiz 6zelliklere sahip bu nanopargaciklar
cesitli kontrollii salim uygulamalar1 i¢in uygun 6zelliklere sahiptirler (Kresge et
al, 1992).

2.2 Kanser

Kanser kendiliginden ve diizensiz olarak ¢ogalarak baslangic noktasindan
kendi bolgesinin disina ve yakindaki dokulara yayilabilen kontrolsiiz hiicre
boliinmesi olarak tanimlanabilir. Kontrolsiiz olarak bdliinen bu hiicreler
bulunduklart1 doku ve organlarin gorevlerini yerine getirmesini engellerler
(Challapalli et al., 2017).

Genis anlamda kanser 277°den fazla kanser hastalig1 tipini ifade eder. Bilim
adamlar1 kanserin farkli evrelerini tanimlamiglardir. Bu da birkag gen
mutasyonunun kanser patogenezinde rol oynadigini gostermektedir. Bu gen

mutasyonlart anormal hiicre ¢ogalmasina yol agmaktadir. Kalitim veya kalitim



faktorlerinin neden oldugu genetik bozukluklar, hiicre biiylimesinin artmasinda

¢ok 6nemli bir role sahiptir (Hassanpour and Denghani, 2013).

Kanser insan viicudunda siirekli olarak kontrol edilemeyen ve bdliinen
hiicrelerden meydana gelmektedir. Hayati tehlike arz eden bu hastalig1 tedavi
etmek ve oOnlemek icin yeni teshis ve tedavi yoOntemleri gelistirilmeye
calisiilmaktadir.

Stirekli artan kanser hiicreleri ve tedavi yaklagimlarinin siirl kalmasindan
dolay1 birgok kanser tiirlinde hizli ve sinsi bir sekilde 6liime yol agan evreler
olusmaya baglamaktadir. Kemoterapi gibi mevcut tedaviler yan etkileri ve
seciciliklerinin yetersiz kalmasi nedenleriyle hastalarin sagligina daha fazla zarar
verebilmektedir.

Bu nedenle son yillarda kanser gibi hastaliklarin tedavisinde ilag tasiyict
sistemlerin dnemi artmis ve saglik alaninda kullanilmaya baslanmistir (Emadi et
al., 2009).

2.3 Silika Nanoparcaciklar

Silika genellikle inorganik nanoparcgaciklarin biyolojik  kullanimim
saglamak icin tercih edilen bir malzemedir. Ornegin, kadmiyum siilfit ve selenid
gibi silis kapli yar1 iletken kuantum dotlarin, bir¢ok biyomedikal uygulama igin
cok Onemli olan yiiksek kararlilik, kimyasal olarak c¢ok yonliilik ve
biyouyumluluga sahip olduklar1 belirlenmistir (Zhu et al., 2007).

Ayrica, kompozitlerin osteojenik O6zellikleri nedeniyle yapay implantlarin
formiilasyonunda da silika kullanilmistir (Areva et al., 2007). Sekil 2.1°de

MSN’nin morfolojisi goriilmektedir.
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Sekil 2.1 Mezoporlu Silika Nanopargacik morfolojisi

Silika nanopargaciklar biyolojik uyumluluklari sayesinde zorlu hastaliklarin
tedavisinde fayda saglayabilen ozellikle kanser tedavisinde kullanilan faydali
nanoparcaciklar arasindadir. Silika nanopargaciklar ¢ok yonliliigi, toksik
olmamas: ve yiiksek yiizey alanina sahip olmasi sebebiyle saglik alaninda siklikla
kullanilmaktadirlar (Mehmood et al., 2017). Bununla birlikte suda ¢6ziinmemeleri
nedeni ile zayif gecirgen ilaglarmn ilag verimini iyilestirmede biiyikk bir
potansiyele sahiptirler. Silika nanopargaciklar anti-kanser ilaclar i¢in hedeflenmis
ilag tasiyici araglar olarak kullanilmaktadirlar (Mamaeva et al., 2011).

2.4 Mezopor Silika Nanoparcaciklar

Bir silika nanoparcacik ¢esidi olan mezopor silika nanopargaciklar (MSN)
ise yiizeyinde ki gozeneklerden homojen dagilim gergeklestirdigi ve yiizey
boyunca serbest dagilim saglayabildigi i¢in ¢aligsmalarda siklikla kullanilmaktadir
(Mehmood et al., 2017).

Mezopor silika nanopargaciklart 1990’larin basinda yeni molekiillerin de
kesfinden sonra biiyiik ilgi gérmeye baslamistir. Gozenekli yapist ve viicut i¢inde
sitotoksisiteye neden olmadan hizlica hiicreye alinmalar1 sayesinde en yaygin
kullanilan nanopargaciklardan biri haline gelmistir (Sekil 2.2) (Yang et al., 2011).
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Sekil 2.2 Mezopor silika nanopargacik (Narayan et al., 2018)

Kolloidal kimya ve buharlasmaya bagli olarak kendi kendine birlestirme
yontemi kullanarak diizgiin boyutlu, goézenekli ve ¢ozeltide kolaylikla disperse
olabilen nanopargaciklar sentezleyebilme mezopor silika nanopargaciklarin birgok
uygulama alanina sahip olmasini saglamigtir. MSN'lerin genellikle yiiksek yiizey
alan1 ve gozenek boyutu, ylizey kimyasin1 bagimsiz olarak degistirebilme
kabiliyeti, lipozomlar veya diger yaygin ilag¢ tasiyici Sistemlerden daha fazla
seviyelerde ilag yiiklenmesini saglamaktadir (tKresge et al., 1992). Mezopor silika
nanopargaciklarin bir diger 6nemli 6zelligi de gozenek kanallar1 igerisinde ilacin
yiikleme kapasitesini arttiran dokusal 6zellikleri sebebiyle viicut igerisinde ilag
dagitimi i¢in miikemmel tastyicilar oldugu diisiiniilmektedir (Tasciotti et al.,
2008).

Tip alanindaki en Onemli zorluklardan biri tiimor hiicrelerine minimum
toksik yan etkisi olacak sekilde ilag yiliklenmesidir. Bu sorunun iistesinden gelmek
icin, farmasotik alanda terapotik ilacin hedef bolgeye verilmesine yardimci olan
cesitli ila¢ tasiyicilart mevcuttur. Bu amacgla, mezopor silika nanoparcaciklarin
biyouyumlu, kimyasal ve termal olarak kararli nanoparcaciklar oldugu
bulunmustur. Benzersiz yapisal ozellikleri, ilacin yiiklenmesini ve daha sonra

ilacin hedef bolgeye kontrollii bir sekilde verilmesini kolaylastirir (Chou, 2011).



2.5 lac Tasiyic1 Nano Sistemler

Yeni ilag molekiiliiniin gelistirilmesi pahali ve zaman alic1 bir siirectir. ilag
tedavisi, doz titrasyonu ve terapétik ilag izleme gibi farkli yontemler kullanilarak
“eski” ilaglarin giivenlik etkinlik oranmin iyilestirilmesi yoniinde caligmalara
yonelmistir. Kontrollii oranda ilag¢ verilmesi, ilacin yavas taginmasi, hedeflenmis
ilag tasima gibi avantajlar1 sayesinde ila¢ tasiyici sistemlerin kullanilmasi

arastirmacilar tarafindan biiyiik ilgiyle karsilanmistir (Tiwari et al., 2012).

Kemoterapotik ilaclar i¢in kullanilan geleneksel ilag tasiyici sistemlerin
hafif toksisite, zayif 6zgiilliik ve ilag direnci gibi bir dizi olumsuz 6zellikleri
bulunmaktadir. Bu 6zellikler birgok ilag sisteminin terapétik etkinligini de hassas
bir sekilde azaltmaktadir. Nano yapili tasiyici sistemler kemoterapétiklerin
tasinmasinda kullanilan elverisli sistemlerdir. Mikron alt1 biiyiikliikte (tipik olarak
<500 nm) kolloidal nanopargaciklardan olusan aktif ilaclar genellikle yiiksek
ylizey alanm1 / hacim orani ile karakterize edilir. Bu nanoyapili prototipler, aktif
(antikanser dahil) ilaglarin hastalikli dokulara etkili bir sekilde verilmesini
saglamistir. Uygulamalarda ki genel hedef nanotasiyicilarin kullanimi ile bir
hastaligi minimum yan etki ile etkili bir sekilde tedavi edilmesidir. Modern akillt
nano yapili sistemler genel olarak organik ve inorganik nano-tasiyicilar olmak
tizere ikiye ayrilirlar (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Tlag tasimasinda akilli uygulama icin en ¢ok kullanilan organik ve inorganik

nanotagtyici 6rnekleri (Lombardo et al., 2019).



Ilag tastyict nanosistemlerin fizyokimyasal ozelliklerini, bilesimlerini
(organik, inorganik veya hibrit), boyutlarin1 (kiigiik veya biiyiik boyutlar) ve
sekillerini (kiire, gubuk, asir1 dallanmis, ¢ok katmanli veya ¢ok katmanli yapilar)
degistirerek ayarlanabilir yiizey O6zelliklerine sahip olurlar. Boylece istenilen
hedefe uygun ila¢ tasiyict sistem tasarlanmasi miimkiin olmaktadir. Cesitli
hastaliklarin (timorler dahil) tedavisi i¢in bir dizi nano ilag tasiyici sistem
yetkililer tarafindan onaylanmis olsa da, bir¢ogu halen daha farkli klinik
asamalardadir (Lombardo et al., 2019).

2.6 ilag tasiyic1 sistemlerde aktif ve pasif hedefleme

Gilinlimiizde niikleer nanotip alanindaki c¢aligmalarin biiyiikk cogunlugu
kansere odaklanmistir. Nanomalzemeler genellikle gecirgenlik ve tutma etkisi
(EPR) yoluyla, tiimoér endotelyal hiicrelerinde, gelismis olarak bilinen bir
mekanizma vasitasiyla tutulum gosterebilir. EPR etkisinin kesfi hedeflenen

antitimoriin tedavisinin gelismesine yol agan en biiyiik atilimlardan biri olarak

kabul edilir.

EPR etkisi ilk kez 1986 yilinda Matsumura ve Maeda tarafindan
neokarzinostatin ve poli (stiren-ko-maleik asit) konjugatlarinin in vivo davranisi
incelerken rapor edilmistir (Matsumura and Maeda, 1986). Belirli boyutlardaki
nanopargaciklar normal dokularda tiimor dokularinda oldugundan ¢ok daha fazla
birikme egilimindedir. Ancak ilag tutulumu vaskiilarizasyonu zayif olan daha
biiyiik tiimorler icin miimkiin olmamaktadir. Modern kanser tan1 ve tedavisinde,
ilacin hedef hiicreler tarafindan alimini kolaylastirmak i¢in antikorlar, aptamerler,
peptitler ve diger ligandlar1 kullanarak yeni radyoaktif nanoyapi
formiilasyonlarinin yaratilmasina biiyiik 6nem verilmektedir. Simdiye kadar, etkili
hedeflenmis radyofarmasdtik terapotikler, birkag tiimor tipi igin gelistirilmis ve
valide edilmistir (Rizzo et al., 2013; Farzin et al., 2018).

2.6.1 Pasif hedefleme

Pasif hedefleme ile tiimorlerde yiiksek ilag konsantrasyonu ve normal
dokularda ilag¢ toksisitesinin azalmasi saglanmisolur. Pasif hedeflemede ilacin
basaris1 dolagim siiresi ile dogrudan ilgilidir (Ulbrich et al., 2016). EPR etkisi
yoluyla NP’ lerin kanda uzun siire kalmasi ve etkilenen patolojik bolgelerde
birikmesi beklenir. Aslinda, yeniden tasarlanmis en uygun boyuta sahip NP' ler

tiimor dokusunda birikmek i¢in EPR etkilerine sahip olabilir. Bunlara ek olarak,
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PEG hedefleyici ilag tasiyici sistemlerde suda ¢oziiniir ve biyolojik olarak uyumlu

bir polimer olarak yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Sekil 2.4. Anti kanser ilag tasiyici sistemlerde pasif hedefleme (Baas et al., 1994).

PEGilasyon, nanofarmasétiklerin ¢oziintirliigiinii, boyutunu, molekiiler
kiitlesini ve serum stabilitesini arttirir. PEG bazli amfifilik malzemeler kendi
kendine toplanabilir sulu ortamda nanofarmasoétiklere donustiiriilir ve
retikiiloendotelyal sistemin (RES) NP'lerin taninmasini azaltacak ve dolasim yari
omriinii uzatacak gizli yiizeyler olustururlar (Chen et al., 2016). RES, yabanci
fagositozu gerceklestirebilen monositlerden inen hiicrelerden, malzemelerden ve
parcaciklardan olusur. RES’ in %90’1 karacigerde toplanir. PEGillenmis
nanopargaciklar karaciger ve dalagin RES' lerinden kagabilen, kanda uzun bir
dolasima sahip olan ve sizan tiimor dokularindaki EPR etkisi ile pasif
hedeflemeye izin verir (Baas et al., 1994; Farzin et al., 2018).

2.6.2 Aktif hedefleme

EPR etkisi ile pasif hedefleme tiimor hedeflemede firsat saglamasina ragmen,
pankreas kanseri gibi diisiik vaskiiler gecirgenlikli kanserlere uygulanamaz.
Bir hedefleme stratejisi olmadan bu tiimoér tipine bagli alim, tiim tiimorlerin
EPR'ye bagimli tutulumlara uygun olmadigimi veya hedeflenmemis NP
uygulamasina olumlu yanit vermedigini gosterir. (Hansen et al., 2015). Buna
ek olarak, pasif hedefleme genellikle tiimorlerde ilag birikimi ve PEGilasyon

icin yeterli degildir.
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Goreceli tiimor seciciligi gosteren pasif hedeflemeden farkli olarak, aktif
hedefleme nanotasiyici daha yiiksek tiimor igi birikim gostererek ilacin daha
yuksek hiicresel konsantrasyonu ulasmasin1 saglar. Bu nedenle, spesifik
hiicreleri veya dokular1 segici olarak taniyabilen aktif hedefleme sistemlerinin
gelistirilmesi tercih edilmektedir. Ilaclarin aktif hedeflenmesi kavramu,
antikorlar, aptamerler, peptitler gibi spesifik ligandlarin nanotasiyicilarin veya
NP' larin yiizeyine modifiye edilmesi ile hiicre yiizeyinde bulunan yapilarla
spesifik etkilesimi prensibine dayanmaktadir.

NP'ler yiiksek yiizey alani / hacim oranlarina sahip olduklarindan, NP
biyodagilimini sekillendirmek, spesifik olmayan alimi azaltmak ve biyolojik

bir el sikigmasini taklit etmek i¢in yiizey yiikii, polimerik kaplama ve spesifik

hedefleme ligandlarinin eklenebilecegi ideal platformlar haline gelmistir
(Farzin et al., 2018).

Sekil 2.5 Anti kanser ilag tasiyict sistemlerde aktif hedefleme (Baas et al., 1994).

2.7 Radyoisaretli Tlac¢ Tasiyici sistemler

Molekiiler goriintiileme karakterizasyonu ve Ol¢iimii biyolojik siirecin
molekiiler ve hiicresel diizeyde in vivo olarak gergeklesmesi olarak tanimlanabilir
(Weissleder et al., 2001). Bugiine kadar kanser teshisi i¢in ¢esitli molekiiler
goriintiileme yontemlerinden faydalanmilmistir. Pozitron emisyon tomografisi
(PET), tek foton emisyon tomografisi (SPECT), molekiiler manyetik rezonans
goriintiileme (mMRI) , kontrastli ultrason (CEU), optik biyoliiminesans ve optik

fliioresans (Massoud.,et al 2003) bunlardan birka¢1 olarak siralanabilir. Her
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goriintiileme yoOnteminin kendine 06zgli avantajlar1 ve smirlamalar1 vardir.
Ornegin, radyoniiklid temelli gériintiileme teknikleri olan PET ve SPECT yiiksek
hassasiyete sahip olmalarina ragmen diger goriintiileme tekniklerine gore zayif
uzaysal ¢oziiniirliige sahiptirler. MRI yiiksek uzamsal ¢oziiniirliiklii goriintiiler
saglarken yumusak doku kontrast1 goriintiilemede ¢ok basarili degildir (Cherry,
2006).

Nanopargaciklar hedefe 6zgii kanser tanis1 goriintiilenmesinde kullanilirlar.
Radyoaktif isaretli nanoparcaciklar genellikle ¢ekirdek, radyoizotop ve
hedefleyici biyomolekiil olmak iizere ii¢ ana bilesene sahiptirler. Hedefleyici
biyomolekiil, radyoizotopun spesifik olarak verilebilmesi i¢in bir tasiyict gorevi
gormektedir. Radyoniiklid dogrudan nanoparcacik yiizeyine cesitli isaretleme
yontemleri ile konjuge edilebilir. Radyoizotop ayrica bir baglayict vasitasiyla
nanoparcacik yiizeyine dolayli olarak da baglanabilir. Baglayici eleman basit bir
hidrokarbon zinciri, peptit veya bir polietilen glikol birimidir. Radyoaktif isaretli
nanopargaciklar ayn1 zamanda kontrast ajan olarak da kullanilabilir (Wang et al.,
2013).

Nanoteknoloji saglik alaninda devrim yaratma konusunda biiyiik
aragtirmalarin  gerceklesebilecegini vaad etmektedir. Nanopargaciklarin ilag
tasima, gen terapisi, teshis ve daha fazlasi i¢in bir ¢ok arastirma, gelistirme ve

klinik uygulama alanlar1 bulunmaktadir (Hong et al., 2009).

Nanoteknolojide genellikle birka¢ yiiz nanometreden daha kii¢iik boyutlar
s6z konusudur. Nanopargaciklar kiigiik boyutlar1 sayesinde hem kanser hiicresi
yilizeyinde hem de kanser hiicresi i¢indeki biyomolekiillerle etkilesime girerler).
Ayrica genis ylizey alani/hacim oranma sahip olmalar1 sayesinde kolayca ilag
yiikleyebilme 6zelligine sahiptirler. Nanoparcaciklarin hedef bolgeye ulasmak
icin yiizey modifikasyonlarina elverigli olmalar1 tiimdr bolgelerini spesifik
hedeflemede yiliksek verimliligi saglayabilmektedir. Bir radyoniiklid ile
isaretlendikten sonra, fonksiyonellestirilmis nanopargaciklar niikleer goriintiileme
icin yeni bir molekiile doniigiirler. Bu nedenle son yillarda klinik oncesinde
radyoaktif isaretli nanoparcaciklart kullanan kanser goriintiileme arastirmalarina

biiyiik ilgi vardir.

Radyoaktif isaretli nanoparcaciklar, klinik uygulamalar i¢in biiylik
potansiyele sahip yeni bir ajan sinifin1 temsil etmektedir. Bu potansiyel kismen

uzun kan dolagim siiresi ve plazma stabilitesinden kaynaklanmaktadir. Bunlara ek
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olarak, radyoisaretli bilesiklerle goriintiilemenin yiliksek duyarliligi sayesinde
hastaliklarin dogru ve erken teshisi gergeklestirilebilmektedir (De Barros et al.,
2012; Mirshojaei et al., 2016).

2.8 Teknesyum

Teknesyum-99m (*°"Tc) 6,02 saatlik yar1 omre ve 140,5 keV’lik gama
enerjisine sahiptir. Teknesyum-99m ucuz bir maliyete sahiptir ve kolay elde
edilebilir. Goriintiilleme caligmalar1 i¢in uygun foton enerjisine sahip olmasi
nedeniyle biyodagilim, ila¢ hedefleme, molekiiler goriintiileme uygulamalariyla

birlikte ilag tasiyict sistemlerin de hazirlanmasinda siklikla kullanilan 6nemli bir
radyontiklidtir (He et al., 2016).

Gama 1511 ve pozitron yayan radyoniiklidler genellikle teshis amaciyla
kullanilirken, beta 1s1m1 yayan radyoniiklidler ise tedavi amaciyla
kullanilmaktadirlar. **™Tc’ in ®Mo/**™Tc jeneratdriinden kolayca elde edilebilir
olmasi, iliretim maliyetinin diisiik olmasi ve 6,02 saatlik yari Omre sahip
olmasindan dolay1 goriintiileme icin ideal bir radyoniiklidtir. ®™Tc aym1 zamanda
farmasdtiklerin isaretlenmesinde ve medikal uygulamalarda da siklikla tercih
edilen bir radyoniiklidtir (Miranda et al., 2018; Monteiro et al., 2017; Saied et al.,
2017).

Genelde ®M™Tc kompleksleri perteknetatin kalay kloriir gibi indirgeyici
ajanla indirgenmesi ve indirgenmis **™Tc ile oda sicakliginda gergeklesen basit bir
reaksiyon ile hazirlanir. Asagidaki denklem bize ®°™TcO4~ nin kalay(ll) kloriir ile
asidik ortamda indirgenmesini gostermektedir (Unak et al., 2018).

¥MTcO, + Sn** + 4H* —Sa% + TcO2" + 2H.0
Sekil 2.6 Teknesyum-99m’ in Kkalay(II) kloriir ile indirgenme reaksiyonu

2.9 Siklofosfamid

Siklofosfamid (CPH) simdiye kadar sentezlenen en basarili anti kanser
ajanlarindan birisidir. Sentezinden 50 yil sonra, giiniimiizde de kemoterapétik bir
ajan olarak kan ve kemik ili§i transplantasyonu igin mobilizasyon ve

kondisyonlama amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir . Kanser tedavisi igin ilk
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klinik deneyler 1958’de yapilmis olup 1959 yilinda FDA tarafindan onaylanan

sekizinci sitotoksik ajan siklofosfamid olmustur.

Sekil 2.7 Siklofosfamid molekiiler yapisi

Siklofosfamidin kimyasini ve farmakolojisini gozden gecirmek, genis
terapotik  uygulanabilirligini  anlamak i¢in ¢ok Onemlidir. 1958'de CPH
sentezlenmesi amaciyla kanser hiicreleri igin daha fazla secicilik elde edilmeye
caligilarak azot hardallarinin kimyasal yapis1 degistirilmeye c¢alisilmistir.. Azot
hardalinin kimyasal yapisin1 degistirme ¢abalar1 bazi kanser hiicrelerinin fosfor-
azot (P-N) bagini pargalayabilen, azot hardalin1 serbest birakabilen, fosfoamidaz
salgiladig1 gerekcesine dayanmaktadir. Boylece, siklofosfamid, kanser hiicrelerini
secici olarak hedeflemek icin tasarlanmis ilk ajanlardan biri olarak kullanilmaya
baglanmigtir. Siklofosfamid aslinda metabolik aktivasyon gerektiren bir ilag
olmasma ragmen, fosfoamidaz aktivasyonu sayesinde hedeflenen dokuya

antikanser tedavisi olarak islev gorebilecegi ortaya ¢ikmistir (Emadi et al., 2009).

CPH genis kanser endikasyonu olan birkag ilactan biridir. Malignitelerde
tek bir ajan olarak etkili olmasina ragmen, genellikle diger antineoplastik ajanlarla
birlikte kombinasyon halinde kullanilir. Birgok kati tiimdriin tedavisi i¢in daha
yeni ajanlar (platin, taksanlar ve hedefe yonelik tedaviler gibi) ikame edilmis olsa
da, bu endikasyonlarin ¢ogu i¢in CPH olduk¢a aktif ve kullanima uygundur
(Bokhari et al., 2018).
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2.10 Fourier-Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR)

Orta-kiz1l6tesi (IR) spektroskopisi, kimyasal bilesiklerin yapisal analizinin
yapilmast ve ayni zamanda kimyasal bilesiklerin taninmasi i¢in uygulanan bir
tekniktir. Son yirmi yil igerisinde IR spektroskopisi gelistirilerek Fourier
dontistimlii  kizilotesi  (FT-IR) spektroskopisine evrilmis ve bu sekilde
kullanilmaya baslanmustir (Ismail van de Voort and Sedman 1997). FTIR 1siktaki
kiziltesi yogunluga kars1 dalga sayisini 6lgerek, molekiillerin kimyasal yapisini
karakterize etmeye yarayan bir yontemdir. Elektromanyetik 151k dizisinde kizil
otesi bolgesi 10 cm™ ile 14000 cm™ arasina denk gelir (Skoog 1998). Molekiil
baglan titresim ve donme hareketleri gerceklestirir. Bu hareketlerin sonucunda
kizil o6tesi bolgede absorpsiyon pikleri yer degistirir. Her molekiiliin farklh
karakteristik piklere sahip olmasi, bu bilesiklerin yapisinda bulunan fonksiyonel
gruplar, bu gruplarda bulunan baglarin durumu ve yerleri ile bilesigin kimyasal

yap1 karakterizasyonu FTIR spektroskopisiyle gerceklestirilir.
2.11 Dinamik Isik Sacilimi (DLS) Analizi

Parcacik biiyiikliiklerinin belirlenmesinde en ¢ok kulanilan yontemlerden
biri dinamik 151k sacilimi (DLS) yontemidir. Cozelti igerisinde bulunan ¢ézlinmiis
veya dagitilmis haldeki pargaciklarin rastgele hareketleri sonucunda sagilan 15181
siddetinin ve 1siktaki degisiminin Olglilmesine dayanir. Bu rastgele harekete
“’brownian hareketi’’ denir. Parcacigin hareketine, buna bagl olarak pargacigin
biiyiikliigiine, ortamin vizkozitesine ve sicakliga bagli olarak sagilan 15181n siddeti

degisir .

DLS cihazinda ayni zamanda nanopargacik sisteminin zeta potansiyel degeri
de 6l¢iilebilmektedir. Zeta potansiyelinin biiyiikliigii, kolloidal sistemin potansiyel
kararlilig1 hakkinda bir fikir verir. Sulu sistemde dagitilmig kolloidal parcaciklarin
cogu belirli bir yiizey yiikiine sahiptir. Bu yiizey yiikiiniin, parcacigin ve bunu
cevreleyen ortamin igerigine baglh olarak bircok kaynagi vardir. Yiikli
parcaciklarin birbirlerini itme kuvvetleri ne kadar yiiksek ise parcaciklarin
aglomere olarak ¢okme olasiliklart o oranda diisiik olmaktadir yani kararlidirlar.
Eger pargaciklarin diisiik zeta potansiyeli degerleri varsa, pargaciklarin bir araya
gelmesini ve ¢okme olusumunu engelleyen bir kuvvet bulunmaz yani kararsiz bir
yapidadirlar. Kararli ve kararsiz dagilimlar arasinda bir ayirma ¢izgisi vardir ve bu
deger genellikle +30 veya —30 mV’ ta alinir. Bu aralik disinda kalan pargaciklar
kararli olarak kabul edilir (Teksoz vd., 2015).
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2.12 Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Yirminci yiizyilda teknolojinin gelismesiyle goriintii iletimini saglayan 1s1k
yollarinin merceklerle degistirilerek ¢ok kiigiik ayrintilarin goriilebilmesine imkan
sunan optik sistemler gelistirilmistir. Ancak bu sistemlerin biiyiitme oranlarinin
sinirl1 kalmasi1 ve goriintii iizerinde islem yapilmasina olanak tanimamasi
arastirmacilar1 daha ileri sistemler gelistirmeye zorlamistir. Elektronik ve optik
sistemlerin birlikte kullanimi ile yiiksek biiyiitmeler iizerinde islem ve analizlerin
yapilabildigi goriintiilerin elde edildigi yeni sistemler gelistirilmistir. Bu
sistemlerin basinda elektro optik prensipler gergevesinde tasarlanan taramali
elektron mikroskobu (SEM) gelmektedir (Zhou and Wang, 2007). Taramali
elektron mikroskobunun prensibi elektronlarin yiiksek voltaj sayesinde yeterince
hizlandirilarak o6rnek ile etkilesime ge¢mesidir. SEM, kati Orneklerin yapisal

analizlerinde ve pargacik biiyiikliiklerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir.

SEM, (3x-1000000x) ile genis bir biiyiitme araligina sahip oldugundan
ornekleri ayirt etmek i¢in siklikla kullanilir. Odaklanan elektronlar ve
elektromanyetik mercek sistemleri Ornek atomlar1 ile etkilesime gecerler.
Boylelikle ornek yiizeyi lizerinden x-isinlart agiga cikar. Agiga cikan bu x-
isinlarmi ve elektronlarn algilayan dedektorler, goriintileme ve EDX (Enerji
Dagilimli  x-1s1nlar1  spektrometresi) element analizi gergeklestirir. SEM
goriintiistindeki hedef bdlge {lizerinde yogun olan elementin hangisi oldugu tespit
edilebilir (Karaduman et al., 2017).

2.13 Ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Bir kromatografi ¢esidi olan ince tabaka kromatografisi, hizli sonug
alinmas1 ve kullaniminin basit olmas1 dolayisiyla en ¢ok kullanilan kromatografi
tekniklerinin basinda gelmektedir. iki fazdan olusur; bunlar durgun ve hareketli
fazdir. Durgun faz olarak seliiloz ile kapli kagit ve silika jel kullanilir. Coziicii

veya ¢Oziicii karigimlari ise hareketli faz olarak kullanilir (Erdik vd., 2000).

Ince tabaka kromatografisinde sabit faz olarak kullanilan plakanin tabanina
ornek damlatildiktan sonra hareketli faz olarak kullanilan ve igerisinde ¢dzgenin
bulundugu cam banyo tankina daldirilir ve ¢ézgenin plakanin yukarisina dogru
stiriiklenmesi ~ saglanir. Plakalarin  {izerinde bulunan kapiler etkisi bu
stirtiklenmenin sebebidir. Boylece radyofarmasotik ve radyokimyasal safsizliklar
sabit faz boyunca ayrilmaktadir (Aydin, 2018).
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Damlatilan maddenin TLRC seridi iizerinde yiirtimesi, Rf degeri olarak
bilesenlerin yiirime mesafesinin, c¢oziiciiniin yilirime mesafesine boliinerek
bilgisayar ortaminda hesaplanmaktadir (Sekil 2.4) (Aydin, 2018).

Coziici Smm<::|
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Sekil 2.8 TLRC seridinin uygulanma mekanizmasi (Aydin, 2018).
2.14 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), genellikle karigimlarin
tanimlanmasi, icerisindeki aktif bilesiklerin ayrilmast ve incelenmesi igin
kullanilir. HPLC spesifik bir kolon kromatografisi bi¢cimidir. HPLC iki ayri
fazdan olusur bunlar; sabit faz ve hareketli fazdir. HPLC’nin ¢alismasi sabit faz
olarak kullanilan kolondan, hareketli fazlarin siiriiklenmesi ve dedektor
yardimiyla dedekte edilmesi prensibine dayanir. Sabit faz ile analiz edilen
molekiiller ve kullanilan ¢oziiciiler arasindaki etkilesime bagli olarak kolondaki
tutulma siireleri degigsmektedir. Bu etkilesim ile birlikte her maddenin kolondaki
tutulum stiresi degigsmekte ve kromatogramda farkli pikler elde edilmesini
saglanmaktadir. HPLC’nin sematik gosterimi Sekil 2.9 ’da verilmistir (Saito,
2004).
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Sekil 2.9 HPLC’nin sematik gosterimi

Uygulama alan1 oldukc¢a genis bir kalite kontrol yontemi olan HPLC
farmasotik uygulamalarda, farmasotik triinlerin raf Omrii tayininde, dozaj
ayarlamalarinda aktif bilesenlerin tanimlanmasinda, kalite kontrolde; cevresel
uygulamalarda ve fenolik bilesiklerin tespitinde kullanilir. Adli tip alaninda ise
biyolojik numunelerde ilagtaki miktarin belirlenmesinde, serum, idrar ve terde
steroidlerin tanimlanmasinda, tekstil boyalarmin adli analizinde ve kandaki
kokain ve diger metabolitlerin belirlenmesinde kullanilir. Klinik alanda da cesitli
uygulamalarda HPLC den yararlanilmaktadir. Bunlar; insan idrarindaki iyon
miktarinin belirlenmesi, kandaki antibiyotik analizi, beynin hiicre dist sivilarinda

endojen noropeptitlerin tespiti vb. alanlardir (Malviya, 2014).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Kullamilan Kimyasallar ve Cihazlar
3.1.1 Kullanilan Kimyasallar

e Metanol (CH3OH) (Merck)

o Hidroklorik asit (HCI) (Merck)

e 9%0,9 NaCl ¢ozeltisi (SF)

o Tetraetilorosilikat (TEOS)

e N-etiltrimetil amonyum bromiir (CTAB)

e Etanol (C2HsOH) (Merck)

e Piridin (CsHsN) (Merck)

e N-oktanol (C1gH180) (Merck)

e Dimetilformamid (CsH7NO) (Merck)

e Toluen (C7Hg) (Merck)

o Aminopropiltriepoksisilan (C2Hs0)3SiCsHsNH2 (APTES)
e Aseton (C3H7OH) (Merck)

e Trietanolamin (TEA)

e Pentetik asit (C14H23N3010) (DTPA) (Merck)
e Silika kapli aliiminyum seritler (Merck)

e Seliiloz kapl plastik seritler (Merck)

3.1.2 Kullanilan cihazlar

o Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) (Shimadzu) (Ege

Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii)

e Boyut analizi ve DLS Zeta potansiyeli (Malvern Zetasizer Nano ZS) (Ege

Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii)

eince tabaka kromatografisi (TLC) Tarayict (Bioscan AR-2000) (Ege

Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii)

e Fourier doniisimlii  kizilotesi  spektroskopisi  (FT-IR) (Perkin-Elmer
Spectrum 100 FT-IR) (Ege Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii)

¢ TLC banyolar1 (Ege Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii)

e Liyofilizator (Ege Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii)
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e Laminar akis steril Kabin (Thermo) (Ege Universitesi Niikleer Bilimler

Enstitiisii)

e CO; inkiibatérii (Sanyo) (Ege Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii)
e Santrifiij cihaz1 (Hettich) (Ege Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii)
e Su banyosu (Memmert) (Ege Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii)

e SEM (Taramali elektron mikroskobu) (Ege Universitesi-MATAL)
3.2 Mezopor Silika Nanoparc¢aciklarin (MSN) Sentezi

Silika nanopargacik sentezindeki ilk amacimiz silika nanopargaciklarin
mezoporlu yap1 olusturmasidir. Bu mezoporlu yapiy1 elde edebilmek igin 1 gr N-
etiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) , 80 uL trietanolamin (TEA) ve 20 mL ultra
saf su 1 saat boyunca 650 rpm ve 95 °C’ de karistirllmistir. Ardindan karisima 1,5
mL tetraetilorosilikat (TEOS) damla damla eklenerek 1 saat daha karistirilmastir.
Karistirma siiresi sonunda olusan silispansiyon sogumaya birakilip daha sonra
reaksiyona girmeyen kimyasallarin uzaklastirilmasi i¢in 2 kez etanol ile
santrifiijleme islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra silika nanopargaciklarin
icerisinde kalan CTAB’1 uzaklastirmak amaciyla nanoparcaciklar geri sogutucu
diizenekli bir sistem yardimiyla 1 mL hidroklorik asit (HCL) ve 20 mL metanol
icerisinde cam balona koyularak 1 gece boyunca 60 °C 500 rpm’de karismaya
birakilmistir. Bu islem 2 kez daha tekrarlanmistir. Son yikamadan sonra olusan
saydam renkli siispansiyon santrifujlenmis ve MSN etiivde 50 °C’ de
kurutulmustur. MSN’ nin sentez mekanizmasi Sekil 3.1’ de verilmistir. CTAB’1n
uzaklasip uzaklagsmadigini kontrol etmek i¢in FTIR (Fourier Dontistimlii
Kizilétesi Spektroskopisi) analizi yapilmustir. ilgili FTIR sonuglari boliim 4.1.3°de

verilmistir.
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Sekil 3.1 MSN’lerin sentez mekanizmast
3.3 Silika Nanoparcaciklarin APTES ile Modifikasyonu

Mezopor silika nanopargaciklari aminosilan ile kaplamak i¢in 400 mg silika
ve 10 mL Toluen (C7Hg) , 400 mL 3- Aminopropyltriethoxysilane (APTES) de
ilave edildikten sonra geri sogutucu diizenekli bir balon igerisinde 80°C ve 500
rpm’de 6 saat manyetik karistiricida karistirilmaya birakilmistir. Karigim sonunda
slispansiyon 2 kez etanol ve bir kez aseton ile 10000 rpm’ de 10 dk santrifiij
edilerek yikama islemi gerceklestirilmistir. Yikama islemi sonunda iist fazlar
uzaklastirilmis ve boylece MSN-NH: elde edilmistir.

3.4 Aminosilan Kaph Silika Nanoparc¢aciklara DTPA Konjugasyonu

MSN’ lerin  %MT¢ ile isaretlenebilmesi igin nanopargaciklara
dietilentriaminpentaasetik dianhidrit (DTPA) selatlayici konjugasyonu yapilmistir.
Bu amagla 100 mg MSN, 5 mL dimetilformamid ve 100 mg DTPA 1 gece
boyunca 80°C’de geri sogutucu diizeneginde karistirilmistir. Daha sonra elde
edilen siispansiyon bir kez dimetilformamid (DMF) ve bir kez de aseton ile 10000
rpm ve 10 dk boyunca santrifiijlenmis ve st fazlar uzaklastirillmistir. Elde edilen
MSN-DTPA daha sonraki ¢aligmalarda kullanilmak iizere liyofilize edilmistir.
Mezopor silika nanopargaciklarinin yiizey modifikasyonu Sekil 3.2° de
gosterilmistir.



22

(Et0)sSi” > "NH,

oH APTES O~
@ O%H )—O—Si/\/\NH
o
O o0

Toluen, 80 °C, 20 h TN

Vg
\Si NH,
N~

o
oA
OY\N/\/N\/\N /\fo
o H/o
o DTPA o

DMF, 20 h

Sekil 3.2 Mezopor silika nanopargaciklarinin yiizeyinin sirast ile APTES ve DTPA ile
modifikasyonu

3.5 ilac Yiikleme

Bolim 3.4’ te sentezlenen 25 mg MSN-DTPA ve 5 mg siklofosfamid oda
sicakliginda 5 mL etanol igerisinde 2 gece boyunca karismaya birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda nanopargaciklar 2 kez bidistile saf su ve ardindan 2 kez
etanol ile 10000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilerek yikanmistir.

3.6 Sentezlenen Silika Nanoparcaciklarin Karakterizasyonu
3.6.1 FTIR Analizi

MSN, MSN-NH; ve MSN-DTPA sentezlerinin fonksiyonel grup analizleri
Ege Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii’niin, Niikleer Teknoloji Anabilim
Dalinda bulunan 350-6000 cm™ dalga boyu araliklarinda ve oda sicakliginda
ol¢tim yapabilen, FTIR (Perkin-Elmer Spectrum 100 FT-IR) cihazi kullanilarak

gerceklestirilmistir. Sonuglar boliim 4.1.1° de verilerek degerlendirilmistir.
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3.6.2 DLS ve Zeta Potansiyeli

MSN-‘nin s1vi ortaminda ortalama parcacik boyutunu belirlemek amaciyla
Ege Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii Niikleer Uygulamalar Anabilim
Dalinda bulunan Malvern Nano-ZS marka DLS cihazi kullanilmustir. Analiz
yapilmadan once ultra saf su igerisinde dagitilan MSN’ler ultrasonik banyoda 15
dakika boyunca bekletilmistir. Daha sonra nanopargaciklar 0,45 pm Millipore
filtreden gegirilerek DLS’ de parcacik boyutu ve zeta potansiyel analizleri

yapilmustir. Sonuglar boliim 4.1.2° de verilmistir.
3.6.3 SEM analizi

Silika nanoparcaciklarin boyut analizini ve morfolojik o6zelliklerini
belirlemek amaciyla Ege Universitesi Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve
Analiz Laboratuvarinda (MATAL) bulunan Thermo Scientific Apreo S cihaz
kullanilarak SEM analizleri gergeklestirilmistir. Nanopargaciklar metanol
icerisinde dagitildiktan sonra aliiminyum folyo iizerine damlatilmis ve etiivde 40
°C’ de etanoliin ugmasi saglanmistir. Bu Ornekler analize edilmis ve sonuglar

bolim 4.1.3’ de verilmistir.

3.7 Ila¢ Hapsetme Kapasitesi

Bolim 3.5 de ilag yiiklenen MSN-DTPA nanoparcaciklarinin igerisine
yiklenen CPH miktarin1 tayin etmek i¢in Yiiksek Performanshi Sivi
Kromotografisi (HPLC) yontemi kullanilmistir. HPLC ¢alismalarinda Thermo
ODS-2 HYPERSIL C18 (250 x 4.6) kolonu ve UV-VIS dedektorii kullanilmistir.
[lag hapsetme kapasitesinin belirlenmesi i¢in 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pug/mL,
12.5 pg/mL, 6.25 pg/mL konsantrasyonlarinda siklofosfamid ¢dzeltileri
hazirlanmigtir. HPLC yontemiyle elde edilen belirli konstanrasyonlara ait
siklofosfamid piklerinin alan hesaplar1 yapilmistir. Hesaplanan alanlar
kullanilarak  siklofosfamide ait kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. ~ Silika
nanopargaciklarin igerisine yiikledigimiz ila¢ miktarinin belirlenebilmesi igin, 1
mg MSN-CPH 1 mL ultra saf su igerisinde ¢oziildiikkten sonra 0,45 um’ lik
filtreden siiziilerek HPLC analizi yapilmistir. HPLC yonteminde bidistile ultra saf
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su ve ACN (30:70) mobil faz olarak kullanilmistir. Akis hiz1 1,25 mL/dk ve 194 -
207 nm dalga boyunda UV dedektoriinde analiz yapilmistir.

3.8 Radyoisaretleme

Siklofosfamid yiiklii silika nanopargaciklarin  ®™Tc ile isaretleme
calismalarinda kalay kloriir indirgeme yontemi kullanilmistir. Bu amagla 1 mg
MSN-CPH iizerine 1 mg/mL su igerisinde hazirlanan SnCl2.2H20 ¢ozeltisinden
25 pL eklenmistir. Cozeltinin pH'1 5 olacak sekilde amonyak ¢ozeltisi ile
ayarlanmistir. Islemler tamamlandiktan sonra oksijen almayacak bir bi¢imde
siringa yardimiyla ®MTc ¢ozeltiye dikkatlice ilave edilerek oda sicakliginda 40
dakika inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.3). Radyoisaretli bilesigin kalite kontrol
caligmalarin1 gergeklestirmek igin ince tabaka radyokromatografisi (TLRC)

yonteminden yararlanilmistir.

Radyoigaretleme

—
8" Te

F siklofosfamid
8" Te

\/ DTPA

Sekil 3.3 Siklofosfamid yiiklii mezopor nanopargaciklarin radyoisaretlenmesi

3.9 ince Tabaka Radyo Kromatografisi ile Radyoisaretli Bilesiklerin
Kalite Kontrolii

®MT¢ ile radyoisaretlenmis nanoparcacigin kalite kontrolii yapilirken
kullanilan yontem olan ince tabaka kromatografisinde sabit faz olarak (10 cm x
1,5 cm) boyutlarinda silika ve seliiloz seritler kullanilmistir. Banyo ¢ozeltisi
olarak ise % 0,09’ luk NaCl ¢ozeltisi (serum fizyolojik (SF)) ve piridin/asetik/asit-
su (PAS) banyolar1 kullanilmigtir. Orneklerden mikropipet yardimiyla 1,5-2 pL
alinarak hazirlanan seritlerin tabanlarindan 0,5 cm yukarida olacak sekilde

damlatilma yapilmistir. Kurumasi beklendikten sonra igerisinde banyo ¢ozeltisi
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bulunan tanklara dik bir bigimde seritler yerlestirilmistir. Orneklerin TLC seritler
lizerinde yeterince yiiriidiigli gozlemlendikten sonra tank igerisinden ¢ikarilarak
ylriime noktalar1 isaretlenip tekrar kurumaya birakilmistir. TLC seritlerinin
analizi Bioscan AR-2000 TLC cihazinda yapilmis ve herbir 6rnek i¢in Rt degeri
hesaplanmistir. Rf degeri bilesigin uygulama noktasindan itibaren aldigi yolun,
¢ozliciiniin serit lizerinde yiridigi yola bolinmesiyle bulunur. Rf degeri
hesaplandiktan sonra elde edilen kromatogramlar ile birlikte radyoisaretleme

verimine ulagilmistir.
3.10 Stabilite Calismasi

Radyoisaretleme kosullar1 boliim 3.8’de belirlenmis olan ve yiiksek verimle
radyoisaretlenen MSN-CPH bilesiginin stabilite tayininin yapilmasi i¢in 30., 60.,
90., 120., 240., ve 1440. dakikalarda 2’ser pL TLC seritlere damlatilmistir. SF
banyosunda TLC seritleri radyoisaretli bilesik yiirliyene kadar bekletilmistir.
Yiiriime islemi tamamlandiktan sonra radyoisaretleme verimlerinin, zamana gore
degisimi incelenmistir. Stabilite c¢aligsmalarinin sonuglart Bolim 4.3 de

verilmistir.
3.11 Lipofilite

9MT¢ isaretli MSN-CPH'nin lipofilite tayinini yapabilmek icin n-oktanol/su
fazlar1 kullamlmustir. igerisinde 3 mL su, 3 mL n-oktanol bulunan deney tiipiine
50 pL radyoisaretli ornek eklenerek oda sicakliginda 5 dakika boyunca
karistirtlmistir. Daha sonra 2500 rpm‘de 30 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Santrifiij bitiminde alt faz olan sudan ve iist faz olan n-oktanolden 500'er pL ayr
ayr tiiplere alinmistir. Bu tiiplerin radyoaktiviteleri Cd(Te) dedektorlii tek kanalll
RADS501 cihazinda sayilmigtir. N-oktanol fazinin radyoaktivite degeri su fazinin
radyoaktivite degerine orani hesaplanarak log P (log (noktanol/su)) degerleri

hesaplanmis ve sonuglar Boliim 4.4’ de verilmistir.
3.12 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

In vitro kosullarda yapilan bu hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda *°™Tc ile
isaretlenen siklofosfamid yiiklii silika nanopargaciklarin biyolojik davraniglar: iki
farkli hiicre diizeyinde incelenmistir. Calisma icin MDA-MB-231 G&strojen
reseptor negatif (ER-) meme (adenikarsinoma) hiicresi, MCF7 &strojen reseptor
(ER+) pozitif meme (adenokarsinoma) hiicresi, kullanilmistir.
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MCF7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin iiretimi minimum essential medium
(Eagle), 2 mM glutamin, 1,5 g/L sodyum bikarbonat, 0,1 mM non-esensiyel
amino asitler, ] mM sodyum piriivat ve %10 fetal bovine serum (FBS)‘ den

olusan besiyerde gergeklesmistir.

Biitiin hiicre hatlar1 bulunduklar1 75’ lik flasklarin % 80’ ini kaplayacak
sekilde iiretilmislerdir. Daha sonra %0,25 (W/V) tripsin-EDTA soliisyonu vasitasi
ile flasktan ayrilmistir. Calismada kullanilmayacak olan hiicreler ise %10 DMSO
iceren besiyerlerin igerisine konularak -80 °C’ de dondurulup, -190 °C siv1 azot

icinde stoklanmustir.

3.12.1 Sitotoksisite Calismalari

MSN ve MSN-CPH orneklerinin farkli konsantrasyonlar: kullanilarak
MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksisite calismalar1 fi¢
tekrarli olacak sekilde yapilmistir.

ICs0 ( % 50 6liim oranina neden olan konsantrasyon araligi) degerleri MTT
kiti ile kolorimetrik olarak belirlendi. 96 kuyucuklu mikroplatelerin her bir
kuyusuna 10° hiicre/ mL olacak sekilde hiicre siispansiyonu eklenmistir.. Her bir
kuyucuga 100 plL hiicre siispansiyonu eklenirken kontrol digindaki kuyucuklara
ii¢ farkli konsantrasyonda MSN ve MSN-CPH o6rnekleri eklendi. Negatif kontrol
olarak hiicre ve reaktif icermeyen besiyeri kullanildi. Hiicreler 37 °C sicaklikta ve
% 5 CO2 ortaminda 24, 48 ve 72 saat olmak iizere li¢ farkli zaman parametresi
i¢in inkiibe edildi. Inkiibasyonu biten mikroplatelerin her kuyucuguna 10 pl MTT
soliisyonu eklendikten sonra 4 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra 450 nm ve
690 nm referans araliginda her bir kuyucugun absorbans degeri (OD),
spektrofotometre ile okundu. Negatif kontrol sifir absorbans olarak kabul edildi.

Calismanin her parametresi ii¢ kez tekrar edildi.

% sitotoksisite=1- (dlgiilen optik densite degeri / kontrol degeri) x 100

Yukarida verilen formiil kullanilarak % sitotoksisite degerleri hesaplandi.
Boliim 4.5.1 “de sitoksisite ¢aligmasi sonuglart detayli olarak incelenmistir.

3.12.2 inkorporasyon Calismasi

¥MT¢ ile radyoisaretli MSN-CPH nanoparcaciklarinin inkorporasyon
caligmalar1 i¢in MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 uygun kosullarda
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cogaltilarak istenilen popiilasyona erisimi tamamlandiktan sonra 24’liik plakalara
ekimi yapilmigtir. Hiicrelerin besiyerleri mikropipet yardimi ile dikkatlice ¢ekilip,
PBS ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra 24’ liik plakalarin her bir kuyucuguna 5 pCi
aktivite olacak sekilde **™Tc ile isaretli MSN-CPH nanoparcacik ¢ozeltisi eklendi.
30., 60., 120. ve 240. dakikalarda hiicreler {lizerindeki besiyer uzaklastirilarak 2
kez PBS ile yikandi ve hiicrelerde kalan aktivite Cd(Te) dedektor ile sayildi.
[saretli bilesigin etkisini inceleyebilmek amaci ile ayni islemler **"Tc kontrol
grubu tizerinde de gergeklestirildi (Sekil 3.4). Bolim 4.5.2° de inkorporasyon

calismalar1 sonuglari ayrintili olarak verilmistir.

— 30. dak

|:> 60. dak
:> 120. dak

:> 240. dak

19/0/0e
<OOOO
OO0
OO0
QOO0
110000

9MTc-MSN-CPH PMTC-MSN

Sekil 3.4 MCF7 ve MDA-MB-231 hiicreleri tizerinde zamana kars1 baglanma veriminin
incelenmesi deneyinde kullanilan 24’ liik flasklarin genel yapisi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Mezopor Silika Nanoparcaciklarin Karakterizasyon Sonuclar:
4.1.1 FTIR Analizi Sonuclari

MSN‘nin yapisal analizlerini gézlemlemek icin Ege Universitesi’nde
bulunan Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Teknoloji Anabilim Dalindaki FTIR
(Fourier Transform Infrared Spektroscopy) cihazi kullanilmistir. Sekil 4.1° deki
spektrumda goriilen 1073 cm™ ve 798 cm™ bandlar1 v (Si-O-Si) grubunun
simetrik ve anti-simetrik titresimlerine denk gelmektedir. Ayrica 962 cm™
titresim bandi da yapida silanol (Si-OH) gruplarinin varligini gostermektedir.
Sekil 4.1 de MSN sentezinde kullandigimiz CTAB‘a ait pikler goriilmektedir.
Sentezledigimiz MSN’lerin sonucunda ortamda reaksiyona girmeyen CTAB‘lar
bulunmaktadir. CTAB piki 2800-3000 cm™ arasindaki (O-H gerilimi)'de ortaya
cikmustir.
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Sekil 4.1 Siyah spektrum yikama yapilmamig MSN, turuncu spektrum yikama yapilan
MSN nano parcaciklarina ait FTIR spektrumlari

CTAB silika nanoparcacik sentezinde yiizey aktif ajan olarak kullanilmistir.
MSN sentezlendikten sonra CTAB ortamdan uzaklastirilmalidir. Bunun i¢in

kullanilan gesitli yontemler mevcuttur. HCl-metanol ile yikama islemi tez
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calismamizda kullanilan yontemdir. Yikama islemi yapilarak CTAB‘lar ortamdan
uzaklastirilmistir. Daha sonraki asamada tekrar FTIR analizi yapilarak sonug
Sekil 4.1° de gosterilmistir. Sekil 4.1° de gozlemledigimiz turuncu spektrumda
gozlenen O-H gerilimi yikamalardan sonra alinan siyah spektrumda

gozlemlenmediginden CTAB ortamdan uzaklasmistir diyebiliriz.

DTPA’ nin yapiya katilmast ile 1731 cm™’ de goriilen C=0O gerilme bandini,
DTPA selatlayict ajaninin MSN’ lere basarili ile baglandigimi kanitlamaktadir
(Sekil 4.2). FTIR spektrumunda gézlemlenen bu fonksiyonel gruplarin titresim ve
gerilim bandlar literatiir ile de uyum igerisindedir (Bouchoucha et al., 2017;
Freitas et al., 2017; Luis et al., 2015).
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Sekil 4.2 MSN-DTPA nanopargaciklarina ait FTIR spektrumu

4.1.2 DLS Analizi Sonuc¢lari

DLS yonteminin temel prensibi seyreltik ¢ozelti igerisindeki kiigiik
pargaciklardan sacilan 1518in siddetinin ve degisiminin 6l¢iilmesidir. Sagilan 15181
siddetindeki bu degisim, parcacigin hareketine ve buna bagli olarak da parcacigin
biiyiikliigiine, ortamin vizkozitesine ayni zamanda sicaklifa baghdir. Ege
Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali‘nda
bulunan Malvern Nano-ZS DLS cihaz1 kullanilarak analiz gergeklestirilmistir.
Boylece sentezlenen MSN’in ortalama pargacik boyutu hesaplanmistir.
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Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm). 1268 Peak 1: 157,0 100,0 67,44
Pdl: 0243 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,937 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
s

Size (d.nm)

Sekil 4.3 MSN nanopargaciklarinin boyut dagilim grafigi.

Sekil 4.3’de goriildiigii gibi sentezlenen MSN’ nin hidrodinamik parcacik
capt 126 + 8,4 nm olarak bulunmustur. Parcacik boyutlarimin farkli ¢ozeltiler
icerisinde degistigini gosteren PdI (Polydispersity Index) degeri ise analiz
sonucunda 0,243 olarak dlgtilmiistiir. PdI degerinin 0,2 civarinda olmasi ¢ozeltinin
monodispers oldugunu gostermektedir. Polidispersite indeksi nanoparcaciklarin
boyutlarinin dagilim kalitesini ifade etmektedir. PI degeri genellikle 0-1
araligindadir. PI degeri < 0,1 olan nanoparcaciklarin yiiksek dagilim kalitesinde
oldugu sdylenirken, PI degeri < 0,5 olan nanoparcaciklar ise iyi bir dagilima
sahiptir denilebilir (Kaur et al. 2008; Shah et al. 2014).

Ortalama parcacik boyutunu analiz ettigimiz MSN’in dagilimi ¢ozeltide
homojen sekilde oldugundan yapilan literatiir ¢aligmalarina gore de uygunluk
gostermektedir (Cheng et al., 2017).

Nanoparcaciklarin ylizey yiiklerinin karakterizasyonu igin zeta potansiyel
Ol¢iimleri yapilmistir. Sekil 4.4 ve Sekil 4.5 de MSN ve MSN-DTPA igin zeta
potansiyel grafikleri goriilmektedir. MSN parcaciklar silika yiizeyindeki silanol
gruplarinin miktar1 nedeniyle —5,31 mV (Si-OH, Si-O-) negatif zeta potansiyeline
sahiptir. MSN-DTPA’ nin zeta potansiyel degeri -27,1 mV olarak dl¢iilmistiir.
Yapiya DTPA’nin eklenmesi ile de zeta potansiyelinde belirgin bir diisiis
gozlenmistir. Bu sonucun DTPA’ nin yiizeyinde bulunan negatif yiiklii COO-
gruplarindan kaynaklandig: diistiniilmektedir. Nanopargaciklarin zeta potansiyeli,

elektrik  yiiklerin varligt sayesinde aglomerasyonu en aza indirerek



31

nanoparcaciklarin in vivo ortamlardaki davranisini degistirebilir (Luis et al.,

2015). Bu nedenle nanopargaciklarin ylizey yiiklerinin belirlenmesi 6nemlidir.

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -5,31 Peak 1: -531 100,0 3,25
Zeta Deviation (mV): 3,25 Peak 22 0,00 0.0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,0342 Peak 3: 0,00 0.0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution
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Apparent Zeta Potential (V)

Sekil 4.4. Sentezlenen MSN nanopargaciklarinin zeta potansiyel grafigi.

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -27,1 Peak1: -268 98,6 9,41
Zeta Deviation (mV): 9,90 Peak2: -585 14 2,94
Conductivity (mS/icm): 0,0440 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.5 Sentezlenen MSN-DTPA nanopargaciklarinin zeta potansiyel grafigi
4.1.3 SEM Analizi Sonuclari

Sentezlenen mezopor silika nanopargaciklarinin  boyut analizi ve
morfolojisini belirlemek amaciyla SEM analizi gergeklestirilmistir. MSN’lere ait
SEM goriintiisiiniin  sonuglar1  Sekil 4.6’de gosterilmistir. Elde edilen SEM
goriintiilerinden sentezlenen nanopargaciklarin boyutlariin 55 nm ile 70 nm
arasinda degisiklik gosterdigi ve kiiresel morfolojide olduklar1 gozlemlenmistir.
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(b)

Sekil 4.6 MSN pargaciklarina ait (2) 250000x ve (b) 80000x biiyiitmelerinde ki SEM

goriintiileri

SEM goriintiilerinden alinan dGlgiimlere gére MSN’ lerin  pargacik
boyutlarinin DLS’ de 6l¢iilen pargacik boyutundan kii¢iik olmasinin sebebi DLS’
de ol¢iim alirken nanoparcaciklarin su igerinde dagitilmasi ve bu nedenle alinan
Olciimiin aslinda nanoparcaciklar1 c¢evreleyen su molekiilleri ile birlikte
hidrodinamik ¢apa ait olmas1 olarak agiklanabilir.
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4.1.4 Mezoporlu Silika Nanoparc¢aciklarimin Siklofosfamid yiikleme
kapasitelerinin belirlenmesi

MSN’lerin CPH ile ilag hapsetme kapasitesinin belirlenmesi amaciyla
HPLC analizi yapilmistir. HPLC analizi i¢in 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL,
62,5 pg/mL, 31,25 pg/mL gibi 5 farkli konsantrasyon kullanilmistir. Mobil faz
olarak Asetonitril / Su (30:70) se¢ilmistir. Dalga boyu ise 197 nm-204 nm olarak

belirlenmistir.

(P_125mikro_05012019 1

mV
Detector A Chl:190nm 4
f

75 %
m_
:5-
0__/\_v_\/_ﬂ/k

— T — T
0.0 25 50 75 100 125 min

Sekil 4.7. Siklofosfamid’e ait HPLC Kromatogrami

Yapilan litaratiir caligmalarinda (Malothu et al., 2009) siklofosfamid piki
genelde 8 dakika ile 9 dakika arasinda ¢ikmustir. Sekil 4.7°de goriildiigii iizere 8.3
dakikada CPH piki gozlenmistir. Bu mikrogram/mL aralifinda kalibrasyon egrisi

cizilmistir.

4000000
3500000

3000000

— 2500000 y = 283774x - 10816

R*=0,9999

2000000

k alan

Pi

1500000
1000000

500000

0 2 4 6 8 10 12 14
madde miktan (pg)

Sekil 4.8 Siklofosfamid’e ait Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 4.8’de goriilen kalibrasyon egrisine gore dogru denklemi ve silika
naoparcaciklarin igerisinde bulunan siklofosfamid miktar1 belirlenmistir. Silika
nanoparcaciklarin ila¢ hapsetme verimi asagida verilen formiile gore
belirlenmistir.  MSN’ lere yiiklenen siklofosfamid %74,95+1,62 olarak

bulunmustur.

Enkapsiilasyon etkinligi (%EE);

Toplam etkin madde miktari—Yiiklenmemis etkin madde miktari
Toplam etkin maddggpiktar:

% EE =

Bollu ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada MSN’lerin yiizeyinde
bulunan amin gruplarmin ilag ylikleme kapasitesini artirdigi rapor edilmistir
(Bollu et al. 2016). Bu calismada elde edilen yiiksek yiikleme kapasitesinin
MSN’lerin ylizeyinde bulunan APTES modifikasyonundan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

4.2 ince Tabaka Radyokromatografisi (TLRC) Cahsmalarinin

Sonuclari

MSN-CPH nanopargaciklari *™Tc ile isaretlenerek isaretlenme verimi ve
radyokimyasal safligi belirlenmistir. Bunun igin mobil faz olarak SF ¢ozeltisi
kullanilmustir. Sabit faz olarak ise silika tabakalar1 kullanilmistir. Kalite kontrol
caligmalari ile elde edilen Rf degerleri Tablo 4.1’ de gosterilmistir.

Tablo 4.1 *™T¢ ile isaretli MSN-CPH'nin SF banyosunda ki R degeri ve

radyoisaretleme verimi

Banyo
Cozeltisi %M Indirgenmis ®MTc 9MTc -MSN-CPH
(SF)
Ry 0,971+0,003 0,034+0,003 0,537+0,02

9T ¢c-MSN-CPH

Verim (%) 99,82+0,25
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Silika nanopargaciklarin Tc-99m ile kalay kloriir indirgeme yoOntemi
kullanilarak radyoisaretlenmesi gergeklestirilmistir. Sentezlenen CPH yiiklii silika
nanopargaciklarin radyokimyasal verimi TLRC y6ntemiyle hesaplanmistir. Tablo
4.1‘de verilen %MTc-MSN-CPH‘de radyokimyasal safsizligin olmadigi Rs
degerine bakilarak anlasilmistir. Kompleksin isaretleme verimi ise % 99.82 +
0,25 olarak bulunmustur. Kromatogramlar ise Sekil 4.9’de goriilmektedir.

99mTc (SF)
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90mTc-MSN-CPH (ST)
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Sekil 4.9 (a) ®™Tc, (b) indirgenmis **™Tc, (c) *™Tc-MSN-CPH ye ait SF
banyosunda ki TLRC kromatogramlar1

Radyoisaretli nanoparcaciklara ait TLC kromatogramlari Sekil 4.9‘da
gosterilmistir. Sekil 4.9 (a)‘da ®"Tc, (b)‘de indirgenmis *™Tc, (c)* de ise ®MTc-
MSN-CPH’ye ait kromatogramlar goriilmektedir. TLRC sonuglarina gore
9MTc’in SF ¢ozeltisinde Rf degeri 0,97, TcOz’nin Rf degeri 0,05 iken %MTc-
MSN-CPH parcaciklarinin R degeri ise 0,53 de serbest Tc-99m ve indirgenmis
Tc-99m’ den farkli olarak olarak bulunmustur. Kromatogramlarda “°MTc‘un
tamaminin indirgendigi goriilmektedir. Radyoisaretleme verimi ise % 99.82 +
0,25 olarak bulunmustur.

Bu tez ¢alismasinda mobil faz olarak SF banyosu kullanilmistir. Sabit faz
olarak ise silika kapli TLC seritlerinden yararlanilmistir. De Barros ve arkadaslari
2015 yilinda yayinladiklar1 ¢aligmalarinda 900 nm boyutlarinda sentezledikleri
MSN pargaciklarint DTPA ile modifiye etmis ve Tc-99m ile kalay kloriir
indirgeme yontemi kullanarak % 95 {izerinde radyoisaretleme verimi elde
ettiklerini rapor etmislerdir (Luis et al., 2015). Baska bir ¢alismada ise 50 nm
boyutunda ki silika nnaoparcaciklart teknesyum trikarbonil koru ile yiiksek
verimde radyoisaretlenmis ve in vitro/ in vivo deneyleri gerceklestirilmistir
(Rainone et al., 2017).

Bokhari ve arkadaslart tarafindan siklofosfamidin ~ Tc-99m ile
radyoisaretlenmesi ve tiimorlii farelerde in vivo biyodagilimi c¢alismalar
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada siklofosfamidin 20 ug SnCl.2H20 kullanilarak
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pH 7’ de 10 dakika inkiibasyon siiresi sonunda % 99 verim ile isaretlendigini
rapor etmislerdir (Bokhari et al., 2018).

Bu tez ¢alismasinda yapilan deneyler sonucunda SF banyosunun MSN-
CPH‘nin kalite kontrolii i¢in uygun oldugu anlasilmistir. TLC yOntemi,
isaretlenmis bilesiklerin radyokimyasal verimini arastirabilmek agisindan énemli
bir yontemdir, ¢iinkii hizli, giivenilir ve oldukga pratik olarak gerceklestirilebilen
bir testtir. Radyokimyasal safsizliklarin varligi niikleer tipta gerceklestirilen
teshisin gorintii kalitesinde sorunlar olusturmakta oldugu kanitlanmistir. Bu
nedenle, radyofarmasdétiklerin baglanma verimi %90'n {lizerinde ise kullanilmasi
olasidir sonucuna varilabilir. Bu calismada **™Tc-MSN-CPH, yiiksek bir
radyokimyasal verim ile elde edilmistir.

4.3 Stabilite Sonuclar:

MSN-CPH %™T¢ ile isaretlendikten sonra oda sicakhginda SF
banyosundaki 24.saate kadar olan stabiliteleri sonuglar1 TLC cihazi kullanilarak
analiz edilmistir. Tablo 4.2 de *™Tc-MSN-CPH‘nin 24. saate kadar olan
isaretleme verimleri yer almaktadir. Elde edilen sonuglarin da gosterdigi gibi
Oornegin 24. saatte radyoisaretlenme veriminin % 90‘nin iizerinde oldugu
goriilmiistiir. Radyodiagnostik ajanlar i¢in radyoizotopun yapiya bagli kalmasi in

vitro galismalarda dogru sonug elde edilebilmesi agisindan son derece dnemlidir.

Tablo 4.2 ®™Tc-MSN-CPH “nin 24 saat siiresince stabilitesi

Zaman Radyoisaretleme Verimi (%)
0 dak. 98,25+ 0,82
30 dak. 97,05+ 0,72
60 dak. 96,12+ 0,11
120 dak. 95,22+ 1,21
180 dak. 94,28 +£0,25
240 dak. 94,00 + 0,65
24 saat 93,22 + 0,93
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4.4 Lipofilite Sonuglari

MSN-CPH‘ye ait deneysel lipofilite (logP) degeri -3,62+0,37 (n=3)
olarak bulundu. CPH’ n teorik log P degerinin 0,8 oldugu bilinmektedir
(http://www.drugbank.ca/drugs/DB00531). CPH’ 1n mezopor silika

nanoparcaciklara yiiklenmesi ile lipofilitede diisiis oldugu gozlenmistir.

4.5 Hiicre Kiiltiirii Sonuclari

Bir nanoparcacigin fagositik olmayan hiicreler tarafindan verimli bir
sekilde tutulum gosterebilmesi i¢cin materyalin parcacik boyutunun mikron
alt1 dlgekte olmasi gerekmektedir. Bu nedenle hiicre ici ilag ve gen dagitim
uygulamalar1 i¢in, parcacik boyutunun hassas kontrolii ile materyallerin
tasarlanmas1  konusunda kapsamli arastirmalar  gergeklestirilmesini
saglamistir. Ayrica, ilag tasiyicinin ila¢ molekiilleri ile uygun etkilesimlere
sahip olabilen uygun yiizey 6zelliklerine sahip olmasi 6nemlidir. Bu sayede
ilgili bolgede yiiksek konsantrasyonda ilacin hiicre i¢inde salinmasini
saglar. MSN'nin parcacik boyutu ve yiizey 6zelligi, hiicre i¢i kontrolli
salim uygulamalar1 i¢in hassasiyetle ayarlanabildigi i¢in ilag tasiyici

sistemlerde biiyiik ilgi gormektedir (Slowing et al., 2008).

4.5.1 Sitotoksisite calismasi sonuclari

Sitotoksisite ¢alismalar1 sonucunda CPH ve MSN ve MSN-CPH i¢in
72. saat sonrasinda asagida verilen formiile gére hesaplanarak bulunan %
canlilik degerleri MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre epitelleri i¢in Sekil 4.10 ve
Sekil 4.11° de verilmistir.

% sitotoksisite=1- (6lgiilen optik densite degeri / kontrol degeri) x 100


http://www.drugbank.ca/drugs/DB00531
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Tablo 4.3 MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre epitelleri i¢in 72. satte %

canlilik degerleri

MSN-CPH CPH MSN
1Cs0 (ng/mL) 1Cs0 (ng/mL) 1Cs0 (ng/mL)
MDA- MDA- MDA-
MCF7 MCF7 MCF7
MB-231 MB-231 MB-231
72. 19,57 - 12,48 -
saat 407,5 14,25

Tablo 4.3” de goriildiigli gibi mezopor silika nanoparcgaciklar 72. saat

sonunda diisiik dozlarda bile MDA-MB-231 hiicre hattinda %50 canlilik

degerinin altina diismemistir. Bu nedenle IC-50 degeri bu hiicre hatt1 igin

hesaplanamamistir. Bir antikanser ilaci olan CPH i¢in 72. saatte MCF7
hiicre hattinda 19,57 pg/mL ICso degeri hesaplanmistir. CPH yiikli MSN
parcaciklar1 ise 72. saatte MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda siras1
ile 407,5 ve 14,25 pg/mL ICso degerine ulagilmistir.

% Canlilik

72 Saat /| MCF7

150+
1001
501 B g
H EAE
H =|E
04 ] ful
Q Q
\9 )

E3 MSN-CPH
E3 MSN

Konsantrasyon [pg/mL]

&= CPH

Sekil 4.10 MCF7 hiicre epiteli i¢in 72. satte % canlilik degerleri
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72 Saat / MDA-MB-231
150~

MSN-CPH
E3 MSN
X 100~ g § E CPH
= ] g E
© H = H
X 501 £ g £
04 H H £

Konsantrasyon [ug/mL]

Sekil 4.11 MDA-MB-231 hiicre epiteli i¢in 72. satte % canlilik degerleri

4.5.2 inkorporasyon calismasi sonuclari

¥MTc-MSN-CPH, *"Tc-MSN ve ®"Tc ’a ait MCF7 ve MDA-MB-231
hiicreleri tizerinde zamana karsi yiizde baglanma verimleri Tablo 4.4, Tablo 4.5 ve

Tablo 4.6 de verilmistir.

Tablo 4.4 ®"Tc¢ ile radyoisaretli MSN-CPH’ nin MCF7, MDA-MB-231

hiicreleri iizerindeki zamana kars1 % baglanma verimi

MSN-CPH
Zaman % Inkorporasyon
MCF7 MDA-MB231
30. dakika 3,92+0,70 0,77+0,10
60. dakika 4,36+0,29 5,00+0,31
120. dakika 270021 42541.46
240. dakika 1,57+0,61 3,45+0,64
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Tablo 4.5 **"T¢c-MSN’in MCF7 ve MDA-MB-231 hiicreleri tizerindeki zamana

kars1 % baglanma verimi

Zaman MSN
% Inkorporasyon
MCF7 MDA-MB231
30. dakika 2,50+0,46 0,90+0,14
60. dakika 3,568+0,64 2,77+0,95
120. dakika 3.14=1.68 363142
240. dakika 1,80+0,88 3,33+1,34

Tablo 4.6 ®®*"Tc’un MCF7, MDA-MB-231 hiicreleri iizerindeki zamana kars1 %

baglanma verimi

Zaman 9mTC
% Inkorporasyon
MCF7 MDA-MB231
30. dakika 0,45+0,13 0,31£0,11
60. dakika 0,81+0,17 1,44+0,80
120. dakika 0,7540,09 1,59+1,06
240. dakika 0,82+0,01 1,32+1,00

Sekil 4.12 ve sekil 4.13 incelendiginde *™Tc-MSN-CPH’in yiizde
baglanma veriminin MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda 60. dakikada en
yiiksek tutulum gosterdigi anlagilmaktadir. Baglanma verimleri hiicre hatlarina
gore karsilastirildiginda Ostrojen reseptorii bulunduran MCF7 hiicreleri ile
Ostrojen reseptorii negatif olan MDA-MB-231 hiicrelerinde ki inkorporasyon
ylizdeleri arasinda belirgin bir fark olmadig1r gézlenmistir. Kontrol grubu olarak
secilen ®™Tc beklenildigi gibi her iki hiicre hattinda da belirgin bir tutulum

gostermemistir.
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MCF-7

6
5
c
5 |
@ 4 | T W 99mTc-MSN
]
8 3 ¥ 99mTc-MSN-CPH
o
< 5 . . ®99mTc
®
1 -

30 60 120 240

zaman (dak.)

Sekil 4.12 ®™T¢-MSN-CPH, *™Tc- MSN ve **™Tc¢’ un MCF7 hiicreleri iizerindeki zamana
kars1 % baglanma verimi

MDA-MB-231

B 99mTc-MSN

B 99mTc-MSN-CPH

B Tc-99m

% inkorporasyon

30 60 120 240
Zaman (dak.)

Sekil 4.13 ¥™Tc-MSN-CPH, *"Tc- MSN ve *"T¢’ un MDA-MB-231 hiicreleri iizerindeki
zamana kars1 % baglanma verimi

Literatiirde yapilan calismalarda MSN’ nin hiicre igerisine aliminin,
metabolik inhibitorlerin kullanarak enerjiye bagl oldugu gdsterilmistir. Bununla
birlikte silika i¢in bilinen hiicre yiizeyi reseptorleri olmasa bile, MSN aliminin
esas olarak klatrin kapli endositoz yolu ve pinositoz yoluyla gerceklestigi rapor

edilmistir. MSN’ lerin yiizeyi farkli biyouyumlu malzemeler ile modifiye
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edildiginde hiicre i¢ine alimlarinin verimliligi artmakta ve bunun yam sira
endozomal bélmelerden kagma yetenekleri de kontrol edebilir hale gelmektedir.
Ozellikle MSN'in yiizey yiikii (zeta potansiyeli), degistirildiginde yiiksek yiizey
yuklerine sahip iyonik MSN'lerin, endozomal tuzaktan kolayca kacabilecegi
bilinmektedir (Slowing et al., 2008). Bu tez ¢alismasinda MSN’ lerin ylizeyi
oncelikle pozitif yiikk yogunluguna APTES daha sonra da negatif yiik yogunluguna
sahip DTPA ile modifiye edilmis ve hiicre tutulum calismalar1 gergeklestirilmistir.
Slowing ve arkadaslar1 hiicreler tarafindan MSN'in aliminin hizlioldugunu
genellikle 30 dakika iginde hiicrelerin iginde parcaciklarin gozlendigini rapor
etmiglerdir (Slowing et al., 2008). Bu c¢alismada elde edilen inkorporasyon
sonuglarina gére de MSN’lerin MCF7 hiicre hattinda ilk 30. dakikada, MDA-MB-
231 hiicrelerinde ise 60. Dakika gibi hizl1 bir siirede tutulum gostermislerdir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada antikanser bir ilag olan siklofosfamid yiiklii mezopor silika
nanoparcaciklar1 sentezlenmistir. MSN’ lerin karakterizasyonlar1 FTIR, DLS,
SEM analizleri ile gergeklestirilmistir.  Siklofosfamid  yiiklii  silika
nanoparcaciklarin karakterizasyon ¢alismalar1 i¢in zeta potansiyeli ve boyut
analizleri yapilarak nanopargaciklarin 55-70 nm arasinda boyuta sahip olduklari
ve zeta potansiyelinin -27,1 mV oldugu tespit edilmistir. Elde ettigimiz bu
sonuglar yliksek fiziksel stabiliteye sahip ve uygun boyutlarda nanopargaciklar

sentezledigimizi gostermektedir.

Tez calismasinda radyoisaretli siklofosfamid yiiklii silika nanoparcaciklar
sentezlenerek hedefe yonelik, hazirlanmasi kolay ve biyouyumlu bir sistem
tasarlanmas1 amaclanmistir.  istenmistr. Bu amagla, ideal bir goriintiileme
radyontiklidi olan teknesyum ile kalay (II) kloriir indirgenme yontemi kullanilarak
nanoparcaciklarin  radyoisaretlenmesi gerceklestirilmistir. Radyoisaretli
nanopargaciklarin kalite kontrol ¢alismalart TLRC yontemi ile yapilmistir. Bu

caligmalarin sonucunda baglanma verimi % 99,82 + 0,25 olarak hesaplanmistir.

Ilag yiiklii MSN ve MSN’ lerin hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 icin MCF7 ve
MDA-MB-231 meme hiicre hatlar1 kullanilmistir. Baglanma verimleri hiicre
hatlarina gore karsilastirildiginda ostrojen reseptorii bulunduran MCF7 hiicreleri
ile Ostrojen reseptorii negatif olan MDA-MB-231 hiicrelerinde ki inkorporasyon
yiizdeleri arasinda belirgin bir fark olmadigi gozlenmistir. Her iki hiicre hattinda
da radyoisaretli MSN-CPH nanoparcaciklar:t 60. Dakikada en yiiksek tutulum

diizeyine ulagmiglardir.

Sonug olarak bu calismada siklofosfamid yiiklii silika nanoparcaciklarin
radyoisaretlenmesini kapsayan ve biyouyumlu olan bu bilesik sayesinde gelecekte
yapilacak olan yeni teshis ve tedavi sistemlerinin olusturulmasina katki

saglayabilecegimizi diisiinmekteyiz.
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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim ve tez ¢alismam boyunca ihtiyag duydugum
her anda bana yol gosteren, giivenen, giiler yiiziinli, samimiyetini, bilgi
birikimini ve destegini benden esirgemeyen, birlikte caligmaktan biiyiik
gurur duydugum saygideger danisman hocam Dog. Dr. Cigdem ICHEDEF

’e tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Ogrenim donemim boyunca bilgi birikimlerini benimle paylasan
degerli hocam Prof. Dr. Serap TEKSOZ’e, enstitii laboratuvarlarinda her
tirli calisma imkanmi saglayan Ege Universitesi Niikleer Bilimler
Enstitiisii Miidiirii Prof. Dr. Fatma YURT ONARAN’a, hiicre kiiltiirii ile
ilgili beni bilgi sahibi yapan ve deneyimlerini benden esirgemeyen Dog.
Dr. E. ilker MEDINE’ye, laboratuvar galismalarim sirasinda bana yardime1
olan, tecriibeleriyle bana her tiirlii destegi saglayan, sorularima igtenlikle

yamt veren Doktora Ogrencisi Burcu AYDIN’a tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca bana her zaman destek ve yardimer olan aldigim
tim kararlarda yamimda olan canim aileme, yardimlarini benden
esirgemeyen enstitiideki ¢alisma arkadaslarima, tez ¢alismamda 12 aylik
burs destegiyle TUBITAK 2211 Yurt i¢i Lisansiistii Burs Programi’na ve
tez ¢alismami FYL-2019-20684 numarali tez ¢alismami desteklediginden
dolayr Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projesine sonsuz

tesekkiirlerimi sunuyorum.
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