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OZET

KANSER ILACLARININ TASINIMINA YONELIK
MULTIFONKSIYONEL KARBON NANOTUPLERIN (CNT) SENTEZI,
KARAKTERIZASYONU VE IN VITRO UYGULAMALARI

YUKSEL, Merve

Yiiksek lisans Tezi, Biyokimya Boliimii
Danisman: Prof. Dr. Suna TIMUR
Haziran 2011, 85 sayfa

Diinya capinda her yil goriilen 10 milyon tiir rahatsizlik i¢cinde kanser,
teshisi ve tedavisi en zor olan ve bunun yami sira 6liim oraninin en sik
gorlildiigli hastaliktir. Giliniimiizde bu rahatsizligin teshis ve tedavisinin
gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar, nanoteknoloji platformundaki yeniliklere
paralel olarak ilerlemektedir [Baran et al.]. Bunlar arasinda en etkili
yontemlerden biri, multifonksiyonel goriintiileme ve ilag taginim sistemlerinin
gelistirilmesi ile kanserli dokuya spesifik yonlendirilmis, gergek zamanli
goriintileme ve tedavinin her ikisine de olanak saglayan yapilarin
tasarlanmasidir.

Bu proje kapsaminda tasiyici olarak, fonksiyonlandigi taktirde toksik
ozellik gostermeyen ve yiizey alaninin genisligi ile ¢oklu biyokonjugatlarin
sentezlenmesine olanak saglayan ¢ok duvarli karbon nanotiipler (MWCNT)
kullanilmistir. Bu tezde MCF-7 meme adenokarsinoma hiicre epiteline spesifik,
¢ok fonksiyonlu MWCNT igerikli biyokonjugatlar sentezlenmistir. Bu amaca
yonelik olarak, MWCNT"’ lerin yiizeyine, kanser hiicrelerini spesifik olarak
tanityabilen estrojen reseptor antikoru (HER2), ve floresans polymer
([Polifenilen-PEG(750)],) yaninda ayrica anti kanser ilaci (Bleomisin)
baglanmasi ile ¢ok fonksiyonlu goriintiileme/teshis problari hazirlanmistir.

Gelistirilen biyokonjugatin ve ara sentezlerin karakterizasyon ¢aligmalari,
Raman spektroskopisi, Zeta Potansiyel, ATR/FT-IR, termal gravimetrik analiz
(TGA), Atomik kuvvet mikroskopu (AFM), Taramali elektron mikroskobu
(SEM), kullanilarak gerceklestirildi. Hiicresel etkilesimlerinin incelenmesi ve
floresans goriintiilerinin alinmasi1 ve sitotoksisite caligmalar1 hiicre kiiltiiri
uygulamari ile paralel olarak yiiriitiildi.

Anahtar kelimeler: Karbon nanotiip, Kanser, Hedeflenmis taginim, Cok

fonksiyonlu biyokonjugat
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ABSRACT

MULTIFUNCTIONAL CARBON NANOTUBE AS A NEW CANCER
DRUG CARRIER: SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND IN
VITRO APPLICATIONS

YUKSEL, Merve
MSc in Biochemistry Department
Supervisor: Prof. Dr.Suna TIMUR
June 2011, 85 pages

Around ten million diseases, cancer diagnosis and therapy are the most
difficult cases worldwide. Also, mortality degrees are very high when it is
compared with another disease. Many efforts are proceeding for investigation a
new cancer diagnosis and therapy method in paralel with innovations in
nanotechnology [Baran et al.]. One of the most effective method is developing
multifunctional imaging and drug transport systems which are designed as
specifically directed to cancerous tissue and allowing real-time imaging and
treatment.

In these thesis, multiwall carbon nanotubes (MWCNTs) are used as a
carrier system according to their unige properties such as low toxicicity when
they are functionalized and having large surface area that allows varios
modification on the surface. Aim of these study is developing new
multifunctional MWCNT based bioconjugates for targeted breast cancer
diagnosis and therapy. For this purpose, monoclonal anti-human estrogen
receptor antibody (HER2), newly synthesized fluorescence polymer
([Polifenilen-PEG(750)],) and a chemotherapy drug (Blemycin) are attached
sequentially. As a result, multifunctionalized diagnosis and therapy probs are
synthesized.

Characterization studies such as, Raman Spectroscopy, Zeta potential,
ATR/FT-IR, Thermal Gravimetric Analysis (TGA), Atomic Force Microskopy
(AFM), Scanning Electron Microscopy (SEM) are used for both final
bioconjugates and intermediate synthesis. In conclusion, applicability studies
such as cell-bioconjugate incorporation test and their fluorescence microscopy
images are observed according to the cell culture studies.

Keywords:Carbon nanotube, Cancer, Targeted delivery, Multifunctional

bioconjugate
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1. GIRIS
1.1 Giiniimiizde Kanser Hastahgi, Teshis ve Tedavisinin Onemi

“Kanser” kelimesi Latin kokenli “yenge¢” kelimesinin karsiligidir. Eski
caglarda yunanh bir hekim, kan damarlar etrafinda siskin bir kitle gézlemlemis
ve bu yapinin tipki bir yengec¢ gibi dokulara yapisarak onlar1 zapt edercesine
kusattigin1 fark ederek hastaliga bu adi vermistir (Kumar, 2007). Kanserli
hiicrelerin, bulunduklar1 dokular1 zapt edermis gibi goriinmesini saglayan
ylizeysel karakteristik farklilik ve saglikli hiicre kiyaslamasi sekil 1.1° de
gosterilmistir.

Eanserh Hicre ‘ Normal Hiicre

Sekil 1.1 Hiicresel yilizey karakteristigi a) Kanserli hiicre b) Saglikli hiicre.

Kanseri ve olusumunu en yalin anlamiyla tanimlamak gerekirse, kontroliinii
kaybetmis, sonsuz ¢ogalma kabiliyetinde ki hiicrelerin olusturdugu kitlelerdir.
Kanser hiicreleri kontrolsiiz boliiniirler, diizensiz ve aykir1 hareket ederler, her
birinin morfolojik yapisi saglikli formdaki hiicresel yapinin karakterinden
degiskenlik gosterir. Diger yandan ise saglikli hiicreler, en akli basinda
yapilanmalardir ve diger tiim hiicreler ile bir arada olmaktan mutludurlar.
Topluluk olarak birlikte organize ve uyum icerisinde calisirlar. Ornegin kalp
hiicreleri gorevi olan kan pompalamay1 severler, beyin hiicreleri yerlerini
degistirmek istemezler. Hi¢ biri i¢cinde bulundugu dokunun, dolayisi ile isleyen
mekanizmanin diizenini riske atacak girisimde bulunmaz. Kanser hiicreleri ise
bunlarin higbirini dnemsemeden canlarinin istedigini yaparlar. Kanser hiicreleri,
ylizeysel tutunmayr saglayan membran molekiillerini farklilasma sonucu
kaybederler. Bu sebeple bulunduklar1 bolgeleri terk edip, farkli doku ve organlara
hareket edebilme kabiliyetine sahiptirler (Sekil 1.2). Bdylece, yeni yerlerinde
hakimiyetlerini kurmak i¢in kontrolsiiz boliinmeye devam ederler. Eger, beyinin
tam ortasinda bir insa yapmaya karar verdiler ise, bu tiim yasamsal faaliyetlerin
durmasi anlamina gelse dahi tam olarak yapacaklar1 sey budur (Kumar, 2007).



Sekil 1.2 Kanser hiicrelerinin yer degistirmesi.

Saglikli hiicreler “transformasyon” adi verilen proses ile kanserli hiicreye
dontstirler.  Transformasyon sonucu hiicresel morfoloji degisir, hiicre
membraninda var olan reseptorler ve sinyal iletim sayisi olagan dis1 bir sekilde
artar (Sekil 1.3). Buna paralel olarak kontrolsiiz biiyiime niteligi kazanan kanser
hiicreler boliinmeye devam eder, saglikli hiicrelerden farkli olarak apoptosize
ugramaz ve sonug olarak timoér olusumu goézlenir (Sekil 1.4). Olusan ilk tiimorlii
yap1r biiyiimedigi ve viicudun diger noktalarina yayilma egilimi gdstermedigi
siirece “benin” yani iyi huylu timor olarak isimlendirilir. Bu tiir tiimdrlerin
tedavisi cerrahi bir operasyon ile olduk¢a kolaydir. Tiimorler, iglerinden herhangi
bir hiicrenin i¢inde bulundugu tiimor kitlesinden ayrilarak farkli bir noktada, ayri
ve yeni tlimodrler olusturabilme yetenegi kazandigi zaman oldiiriicii olurlar.
Metastaz eden yani farkli noktalarda olusum gosteren bu tiir yapilanmalara
“malin”, kotli huylu tiimor adi verilir. Bu tiir kanserlerin tedavisi ¢ok zordur. Bu
asamada kritik nokta, kanserlesen dokularin malin tiimore transforme olmadan
once teshis edilebilmeleridir. Bu sebeple farkli evreler icinde gelisen kanserli
dokularin erken safhalarinda teshis edilmeleri, aslinda etkili bir tedavinin en
biiytik paydasini olusturmaktadir (Gautschi et al, 2007).

Sekil 1.3 Saglikli hiicrenin transformasyonu.



(a)

O
Hiicresel

Apoptosiz
Hasar

(b)

o mutasvonla e
Hiicresel : Konftrolsiiz biiviime

Hasar sonmucn olusan timor

Sekil 1.4 Boliinmenin kontrolii a) Saglikl hiicre boliinmesi b) Kanserli hiicre boliinmesi ve timor
olusumu.

Kanser hastalifinin siireci 5 asamalidir. Saglikli hiicrelerde mutasyona
ugrayan ve risk teskil eden hiicreler bir oto-savunma sistemi ile apoptosize
ugrayarak kendilerini imha ederler. Kanserli hiicreler ise bu savunma sistemi
yoktur ve mutasyona ugrayan hiicreler kontrolsiiz boliinmelerine devam eder. Bu
proses ile 0. Safhada; yayilimci olmayan, yayilmaya baslamanus timorli kitle
olusur. /. ve 2. Safha; kanserin malin tiimdre doniistiigii ve yayillmaya basladigi
asamadir. /. Safhada timorli yap1 gelisir ve yavas yavas komsu dokuya dogru
harekete gecer. 2. Safhada timdr bliyiise bile goreceli olarak hala kiigiiktiir ancak
yakin dokular istilaya baslamistir. 3. Safhada kanserin kapladigi hacim giderek
artar, tiimor boyutu biiylir ve organlara yayilim baslamistir. 4. Safhada kanser
artik metastazik bir kanserdir ve pek ¢ok doku ve organda goézlenir (Tu et al,
2002). Kanser safthalar sekil 1.5’de ifade edilmistir. Malin tiim6r olusumu sonrasi
kanser hiicreleri, farkli hiicresel 6zellikler kazanir. Malin tiimoér hiicrelerinin
karakteri niteligindeki bu ozellikler; biiyiime sinyallerinde bireysel yeterlilik,
apoptosize ugramamak, anjiyogenezi desteklemek, hiicresel yayilim ve metastaz,
sinirsiz ¢ogalabilme potansiyelidir. Tiim bu 6zellikler malin timor yapilanmast
sonrast kanser hiicrelerinin oliimsiizliigiine isaret eder. Bu sebeple normal
hiicrelerin transformasyonu sonucu olusan kanserli hiicrelerin olusturdugu tiimor
yapilar1 ne kadar erken seviyede teshis edilirler ise tedavi yontemi de o derece



etkili ve uygun olur. Dolayisi ile dogru asamada teshis, kanser hastaliginin
tedavisinin birinci asamasidir.

Ean damarlarn
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2. Saftha
s Kanger hiicrelerinin diger
P -’ - % =y organlara metastas:
: A\ 7 :::u‘-\\.._‘
Lenf nodiilleri
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Sekil 1.5 Kanser safhalari.

Kanserli dokular sistematik acidan incelenirse, bulunduklar1 doku ve acgiga
ciktiklart hiicre tipine gore isimlendirilirler. Kanserli dokularin agiga ¢iktiklar: ilk
bolge birincil bolge olarak, metastaz ettigi ilk bolge ise ikincil bolge olarak
isimlendirilir. Epitel hiicrelerde aciga ¢ikan kanser tiirlerine “karsinoma”, bag
dokusu ya da kas dokusunda ag¢iga cikan kanser tiirlerine “sarkoma”, kan
hiicrelerinde aciga ¢ikanlara ise “losemi” adi verilir. Cilt kanseri eger keratin
sentezi ile alakali ise “bazal-hiicre karsinomasi1”, ciltteki pigmentler ile alakali ise
“melanoma” ad1 verilmektedir (Kumar, 2007).

Kanser hastaliginin teshis ve tedavisinde uygulanan yontemlerin ve
yiriitilen bilimsel ¢alismalarin  kronolojik olarak bilinmesi, gelecekte
gelistirilecek yontemler igin yol gosterici bir klavuzdur. Gegmisten bu giine ilgili
varsayimlar1 inceleyecek olursak, 1900’li yillarda bilim adamlar1 kanserin
sebebinin mikrobiyal enfeksiyon olduguna inandilar. Tavukta yaptiklar
caligmalarda sarkoma tiirli kanserin sebebinin viriis enfeksiyonu oldugu kanisina
varildi. Ancak s6z konusu kanser hastaligi ve gesitleri insanda incelendiginde,
kanserin temel nedeninin bir viriis olmasi, ¢esitlilik nedeni ile kabul gérmemisti.
Sonug olarak, hastaligin sebebi 1970lerde rekombinant DNA teknolojisi ile
tanisilana dek uzun yillar gizemini korudu. Bu dénemde pek cok arastirmaci
kansere sebep olan bu genlerin saptanmasinin hi¢bir yolu olmadigina
inaniyorlardi. 1980’lerde bilim adamlar1 tavukta ki sarkoma kanserini tekrardan



detaylica incelemis ve rekombinant DNA teknolojinde ki gelismeleri baz alarak,
ilgili virtisiin kanser ile iligkili oldugunu saptamislardir. Tavuktaki kanserin
indiiklenmesinin sebebi olarak ilgili viriisiin bir geni oldugunu belirttiler. Src
(sarkoma) olarak isimlendirilen bu gen, kanser ile gen arasinda ki baglantinin
belirlenmesindeki ilk adim olarak bilinmektedir. Kansere sebep olan gen
(onkogen) tanimi ¢ok Onemli olmasina ragmen yinede kanser olusumunu tiim
gergekligi ile ifade edememekteydi ¢iinkii kanser olusumlarinin biitiinii viral
enfeksiyon temelli degil idi. Bu bilmecenin ¢6ziimii ise arastiricilarin src benzeri
geni, tavuk genomunda arastirmalari ile ¢dziime ulasmistir. Ilging olarak sadece
src genini ayni zamanda tavuk genomunda da rastlamislar ve enfeksiyon
siirecinde canliya gecis yaptigini belirtmislerdi. Arastirmacilar ayni1 gene meyve
sineginden insan genomuna kadar rastlamislardir. Gen haritalarinin belirlenmesi
ile 2003 yilindan bu yana diinya capinda 60dan fazla onkogen insan genomunda
saptanmistir. Bu bilgi baglangic asamasinda kanser olusumu hakkinda kapsamli
bir teorinin agiga ¢ikmasini saglamaktadir: Kanserlesme, onciil-onkogen denilen
normal hiicresel genlerin onkogenlere doniisiimii ile olusmaktadirlar. Onkogenler
kanser olusumuna sebep olurlar ¢iinkii normal fonksiyonlar1t DNA’nin sentezi,
tamiri ya da hiicre-hiicre iletisimi gibi ¢ok elzem hiicresel proseslerin
regiilasyonlarindan sorumlu fonksiyonlar1 {iistlenmislerdir. Kanser hastaligi
hakkindaki sayisiz c¢alisma sonucu yalnizca onkogenlerin saptanmasina
yaramamis ayni zamanda hiicrenin i¢ diinyasinin anlasilmasina da onciil olmustur.
Bu bilgiler insanoglunun kanser ile savagsmasi konusunda elinde ki cephanesidir
ancak daha 6nemlisi, ileride 6liimciil seviyeye ulasabilecek AIDS, Alzheimer gibi
hastaliklarinda etkili terapilerinin gelistirilmesinde de Onemli bir yol agmistir
(Panno, 2004).

Amerika Kanser Dernegi’nin raporlarina gére 2005 yilinda Amerika da
kanser hastalig1 sebebi ile 570,280 insanin 6ldiigii belirtilmistir. Bu oran ilerleyen
senelerde giderek artmustir (Jin et al, 2010). Belirtilen bilgiler ve sayisal verileri
ifade eden raporlar gostermektedir ki kanser hastaligi tedavi sonrast bile 6liim
orant ve hiz1 yiiksek olan bir hastaliktir. Yine ulusal istatistiklere gore 2002
yilindan 2008 yilina kadar her 100,000 insandan 470,6 beyaz, 493,6 siyahi ve
311,1 Asyali insan kanser hastaligina yakalanmistir. Yine eldeki istatistik verileri,
vakalarin 227,900 hayatinin, kolon, gdgiis, pankreas, akciger gibi farkli kanser
tiirevleri sonucu 6liim ile sonuglandigini belirtmektedir (Choi et al. 2010).



Cizelgel.1 Kanser hastaliklarmin 2005 yilina ait verileri.

Kanser Teshis Oliim % Oliim oram
Beyin 18,300 13,100 72
Gogiis 212,600 40,200 19

Karaciger 17,300 14,400 83
Akciger 185,800 163,700 88
Pankreas 30,700 30,000 98
Prostat 220,900 28,900 13
Cilt 54,200 7,600 14

Kanser hastaligi her bireyi yakalayabilir ancak risk faktorii yas, yasam
diizeni, ¢evresel faktorler, beslenme kalitesi gibi etmenler ile cesitlilik gosterir.
Hastaliga yakalanan hastalarin %80°1 55 yas ve lizeri hastalardir ve sigara
igenlerin akciger kanserine yakalanma riski 20 kat fazladir. Kanser her doku ve
organda olusabilir ancak bazi dokularin riski digerlerine gore oldukga fazladir.
Ornegin, cilt hiicreleri, akcigerlerdeki epitel hiicreleri, sindirim yolu boyunca
sisteme dahil olan organlar risk grubunun yiiksek oldugu gruplardir. Ciinkii bu
yapilanmalar dis ¢evre ile birebir temas eden birincil yapilardir ve bir denizci gibi
firtina ile karsilasildiginda zarar gorebilecek ilk yapilardir.

Cilt hiicreleri her giin giinesten dolay1 belli bir seviyede UV 1s18a ve ¢ok
cesitli gevrede bulunan kimyasallara maruz kalir. Akcigerler, nefes alis verisi ile
birlikte viicuda oksijen saglar iken havada bulunan cesitli zararli gazlar1 da alir.
Sindirim sistemi tliyeleri ise direkt olarak besin maddeleri ile temas ettigi i¢in ve
pek cok besin maddesinde sagligi tehdit eden mutagenez ya da karsiyogenez
olarak bilinen katki kimyasallar1 bulundugu i¢in diger organlara gore etkilenme
olasiliklar1 yiiksektir. Beyin, gogiis ya da prostatta olusan kanserlerin direkt
cevreyle iliskileri olmasa da bu dokularda kanser olusumu genetik faktorlerin bir
sonucudur, bu sebeple erken teshis edilmeleri hastaliktan korunmanin 6nemli bir
agsamasidir.

Kanser tedavisinde, kullanilan kemoterapi, lazer terapi gibi geleneksel
yontemler kanserli dokuya spesifiklik gostermemektedir. Kanser kemoterapi
ilaglar1 hizli bir sekilde saglikli hiicreleri de hedef almakta ve ciddi boyutta hasta
viicudunda hasara neden olmaktadir [Jain et al.]. Bu amacla hastaligin tedavisinde
tyilestirilmeye gidilecek en 6nemli nokta yalnizca kanserli dokuyu hedef alacak
kanser ilac1 tagtyicilarinin gelistirilmesidir.

Tez kapsaminda lizerinde durulan ve c¢alismalarin yiiriitiildiigii iki kanser
tiirdi, gogiis kanser ve prostat kanseridir.



1.1.1  Gogiis kanseri

Akciger ve kolon kanserinden sonra en ¢ok rastlanan kanser tiiriidiir. Her y1l
farkl tilkelerde 200,000 yeni vaka teshis edilmektedir. Bunun yani sira yalnizca
bayanlarda degil yil i¢inde 2000 erkek bireyde de go6giis kanseri hastaligi
saptanmistir. Bu kadar siklikla rastlanan bu kanser tiiriiniin erken teshis ve
tedavisi, bu amagcla yeni yaklagimlar gelistirilerek hasta hayatlarinin kurtarilmasi
bu amagla olduk¢a dnemli bir gérevdir (Panno, 2004).

Anatomisi,

Her gogiis, her birinde fazlaca lobiil igeren ve 15-20 adet lob denilen
boliimden meydana gelir. Lobiiller igerisinde siitiin {iretildigi kii¢iik yuvarlak
yapilardir. Goglisde kas kiitlesi yoktur ancak alt tabakasinda bulunan kaburga
yiizeyi, kas ile kaplanmis durumdadir. Goglisler ayn1 zamanda kan damarlarini
igerirler. Pek ¢ok lenf diiglimii, gogiis ¢evresinde ve koltuk altinda bulunur. G6giis
kanserinde siklikla rastlanan kanser tiirii, diigiimlerde goriilen karsinomadir. Diger
ise lob ve lobiillerde goriiliir.

- Lobilller

i Loblar

- Damarlar

Toplama
kanallari

Sekil 1.6 Meme dokusunun anatomik yapisi

Risk Faktorleri,

Her iki tiirde ki gogilis kanserinin ii¢ temel risk faktorii vardir. Bunlar;
BRCA1 ve BRCA2 genlerinde ki genetik mutasyonlar, esterojen hormon
dengesizligi ve ge¢ dogum. Gogiis kanseri genlerinde kodlanan 1 ve 2 no’lu
genler proteinleri kodlamaktadir ve bu proteinler hiicresel dongiide DNA sentezi
ve DNA yapisindaki hatalarin  diizeltilmesinden sorumludurlar. Esterojen
hormonu, gogiisiin normal anatomik yapist dolayinca iretilir ancak ilerleyen
zamanlar icerisinde damarda ki hiicrelerin transforme olmasina sebep olabilir. Geg



dogum ile gbgiis kanseri aras1 baglant1 ise hala agikliga kavusmamistir (Panno,
2004).

Semptomlari,

Erken evrelere herhangi bir agr1i ya da sekil/renk bozuklugu
gbézlenmemektedir. Dolayisi ile algilanmasi giictiir.

Teshisi,

Klinik gogiis arastirmalart ile giiniimiizde teshis edilebilmektedir. Ornegin,
mamografi, biyografi bunlardan birkagidir. Klinik uygulamalar yalnizca kanserli
kitlenin lokasyonunun teshis edilmesi i¢in uygulanmaktadir. Mamografi X-
isinlarint  kullanarak ilgili dokunun resmini alir. Almman goriintiiler siiphe
uyandirict olur ise ilgili lokasyondan biyopsi sonucu alinan par¢a mikroskop
altinda incelenir. Goriildiigii tizere hastaligin teshisi i¢in bireysel slipheye diismek,
erken evrelerde belirti gostermedigi icin giictiir. Bireylerin belirli sikliklar ile
saglikli dokulara da zarar veren X-ray i1sinlarina maruz kalmasi gerekmektedir.
Buda hekimlere birebir dogru bilgiyi vermez ve biyopsi uygulamasi yapilir.
Dolayisi ile hastaligin hem erken evrelerde teshisi hem de istenen siklikla kontrol
altinda tutulmasi icin daha etkili ve sikinti yaratmayan teshis yOntemlerinin
gelistirilmesi ¢ok onemlidir.

Safhalar,

0.Satha yan doku ve organlara yayilim egilimi gostermeyen karsinoma
sathasidir. 1. ve 2. satha da ise kanser loblara, kanalara ve yakin dokulara dogru
yayilima baslar. 1. satha da kanser hiicreleri hala gogiisiin i¢indedir ve boyutlari
bir in¢i gegmemistir. Ancak 2. satha da tiimor koltuk alti lenf nodiillerine dogru
yayilir. Eger timor iki in¢ boyutuna ulagmig ise ve hala yayilimer bir egilimde
degil ise hala 2. sathanin bagindadir. 3. satha artik kanserin ileri seviyeye ulastigi
asamadir ve tiimorlii kitle 2 ing biliytikliiglinii agmistir, lenf nodiillerinde de kitleler
olusturmustur. 4. satha da artik dokusal anlamda degil, yayilim organ bazinda
gerceklesmistir ve bu durumun tedavisi sistematik islevsel bozukluklar nedeni ile
imkansiza yakindir (Panno, 2004).



Sekil 1.7 4.evre gogiis kanseri goriintiisii

1.1.2 Prostat Kanseri

Prostat kanseri erkekler arasinda ki en yaygin kanser tiirlidiir. Prostat
kanserinden etkilenen erkeklerin sayis1 gogiis kanserinden etkilenen bayanlarin
sayisina esittir ancak 6liim oran1 prostat kanserinde daha diisiiktiir.

Anatomisi,

Prostat glandlar1 erkek iiretim sisteminin bir parcasidir. Bu yapilanmada
seminal sivinin bir kismi sperm ile birlikte depolanir. Prostat glandlar1 erkek seks
hormonu testosteron ile regiile edilir. Prostat, iriner sistemin stiinii kaplar ancak
idrar kanallarindan ayridir. Yerlesimi sebebi ile prostatin anormal biiylimesi
iiretray1 sikistirir ve idrarin akigina engel olur.

Risk Faktorleri,

Yas, genetik yapi, beslenme aligkanlig1 temel risk faktorleridir. Genellikle
55 yas tustii erkek bireylerde siklikla rastlanir. Hastalarda teshis edildigi yas
ortalama 70dir. Genetik yatkinlik hastaligin ilerleyen yaslarda gozleneceginin
birincil gostergesidir. Siyahi insanlarda beyaz insanlarda goriildiigiinden daha
siklikla goriilmektedir. Yapilan ¢caligmalara dayanarak elde verilen gostermektedir
ki, meyve ve sebzeye dayali beslenme aligkanlig1 prostat kanserinde riski diigiiren
bir etmendir.

Semptomlari,

Bilinen belirtiler genellikle iirin sistemle iliskilidir. Ozellikle geceleri, sik
idrara ¢ikma, baslangigta idrarin giigliikle yapilmasi, agr1 ve yanma hissi, son
asamada idrarin yapilamamasi, idrar akisinin kesilmesi, acili ejakiilasyon, idrarda
kan goriilmesi hastaligin belirtileridir.
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Teshisi,

Dijital rektal muayene (DRE) ve prostat spesifik antijen (PSA) i¢in kan
testleri prostat kanserinin teshisinde kullanilan ydntemlerdir. DRE yodntemi aci
veren ve rahatsizlik veren bir yontemdir. Kan testlerinde ise isleyen mantik
yalmizca kanserli hiicrelerin bulundugu ortamlarda prostat spesifik antijenin
bulunmasi dolayisi ile hastaligin teshis edilmesidir. PSA bir semen proteinidir ve
prostatta tiretilir. Normal kosullarda asla kanda bulunmaz. Eger kan tahlilleri PSA
icin pozitif sonug verir ise prostat kanserinin gii¢lii bir kanitidir. Ancak bu teshis
diger teshislerde oldugu gibi ileri sathalarda teshis imkani saglamaktadir (Panno,
2004).

1.2 Kanser Teshisinde Kullanilan Yontemler

Kanser teshisi, timor hiicrelerinin tiiriiniin ve anatomik olarak malin orijinin
yerinin detayli saptanmasini ifade eder. Kanser varliginin onciil belirtileri diger
hastalik semptomlarina benzeyebildigi ve erken evrelerinde herhangi bir belirti
gdstermedigi i¢in hastaligin algilanmas1 ¢ogu tiir i¢in imkansizdir. Ornegin, kilo
kaybi ile mide/karin agrisi, mide kanseri ve iilser hastaliginin ortak belirtileridir.
Bununla beraber, kanserli dokunun histolojik tiirii, sinifi, derecesi gibi hastalik
icin en iyl tedavinin se¢ilmesinde sart olan detayli bilgilerin saptanmasi,
glinimiizde biyopsi adi verilen uygulama ile yapilmaktadir. Biyopsi, ileri
goriintiileme teknikleri ile yalnizca kanserin varligin1 saptamaz ayni zamanda
birincil ve ikincil kanser bolgelerini belirler.

Erken kanser teshisi, uygun tedavi ile birlikte milyonlarca yasami hayata
baglayabilir. Kanser hastaliginin erken evrelerde ki teshisi olduk¢a giictiir ve bu
sebeple giinlimiizde ilizerinde yogun ilgi ile ¢alisilan bir alandir. Eger kanserli
doku viicut ylizeyine yakin bir konumda ise biyopsi yontemi ile alinan parga
sonrast doku hakkinda kolaylikla patolojik fikir sahibi olunabilir. Bununla
birlikte, eger tiimorli doku biyopsi i¢in uygun bir konumda degil ise biyopsi i¢in
tiimor bolgesini tayin edecek bir goriintiileme teknigine ihtiya¢ vardir. Geleneksel
olarak kullanilan bu yontemler, CT, MR, PET, CT(SPECT), US ve optik
goriintiileme yontemleridir. Ancak bu yontemlerden yalnizca optik goriintiileme,
mikroskobik seviyede ve ilk sathalarda teshis edebilme potansiyele sahiptir. Bu
sebeple giinlimiizde yiiriitiilen ¢alismalar, ileri seviyede erken teshisi saglayacak
cihaz ve yontemlerin gelistirilmesi {lizerinedir. Genel anlamda goriintiileme
yontemleri, islevleri, hassasiyetleri Sekil 1.8 ‘de 6zetlenmistir. Sekle gore, PET ve
NM (niikleer ilag) teknikleri klinik uygulamalar arasinda en hassas olan
yontemlerdir. Hassasiyetleri nanomol/kilogram ve pikomol/kilogram arasinda
degismektedir. CT gibi X-isinlar1 sistemleri milimol/kilogram hassasiyeti
gosterirken MR 10 milimol/kilogram hassasiyeti gdstermektedir.
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Sekil 1.8 Goriintiileme teknikleri ve hassasiyetleri.

Biyomedikal goriintiileme kanserin goriintiillenmesinde uygulanan en etkili
yontemlerin basinda gelir. Ger¢ek zamanli goriintiilleme, dokulara hasar vermeden
ilgili alana erigsme, ilgilisiz dokulara minimal hasar verme ve farkli zaman ve
boyut araliklarinda uygulanabilme gibi avantajlar1 vardir. Bahsedilen zaman
dilimi bir proteinin baglanmas1 i¢in gecen milisaniyeden kimyasal reaksiyonun
gergceklesmesi i¢in gegen yillara kadar Olceklendirilebilir. Boyut skalasinda ise
aralik molekiiler yapidan hiicreye, hiicreden organa ve tiim organizmaya gidebilir
(Fass, 2008). Giiniimiizde kanser goriintiileme rolii sekil Sekil 1.9 ’da
gosterilmektedir ve mantiginin temeli goriintiileme ve hastaligin bazi belirgin
gostergelerinin goriilmesi lizerinedir.

Molekiiler
isaretin Dk Belrtilex Hastahgm ilerlemes:

belrlenmesi

Teshis ve
G driintiileme

Tedavi ve
izlere

1 . .
Gorimtileme Girimtileme Ameliyat (oriintileme
Mamografi Endoskop Radyo-Termal  Spesifik olamayan
Kolonografi Biyopsi Kemoterapi isaretleyiciler

spesifik olamayan
isaretleviciler

Sekil 1.9 Giiniimiizde kanser teshisinin misyonu

Giliniimiiz modern onkoloji goriintiileme sistemleri, diizenli kontrol altinda
belirti gostermeyen kanserli dokularin saptanmasinda, biyopsi sonucu patolojik
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dokunun malin ya da benin tiimor olup olmadiginin belirlenmesinde, kanserin
boyut/bolge/satha 6zelliklerinde ve tedavi siireci komplikasyonlar1 hakkinda bilgi
verebilmektedir. Hedeflenen tekniklerden en biiylik farki ise yapilan tiim
analizlerin spesifiklikten yoksun olmalaridir. Genel olarak uygulanan yontemler
girisimei degildir ancak giiniimiizde 6nemli verilere ulasilabilmesi i¢in endoskopi,
girisimsel radyoskopi, girigimsel goriintiileme gibi tekniklere
bagvurulabilmektedir. Endoskopi, onkolojide siklikla kullanilan kanser teshis
yontemidir. Timorlii dokudan o6rnek alinarak patolojik sonuglart incelenir.
Endoskopik teshis yontemleri, kolonoskopi, laparoskopidir.

Teshis amaci1 ile gorintiileme yontemleri iki ana bashk altinda
siniflandirilabilir;

a) Anatomi temelli ( US, X-1sinlar1, CT, MRI)
b) Fonksiyon temelli ( MRS, 2D RI, SPECT, PET)

Bahsedilen bu yontemler girisimci olmayan anatomi teshis ve fonksiyon
hakkinda bilgi veren yontemlerdir.

1.2.1 Anatomi temelli goriintiileme teknikleri

1.2.1.1 Ultrason (US)

Anatomi temelli goriintileme teknigi yaklagimlarinin en temelidir.
Goriintli olusturabilmek i¢in yiiksek frekansli yansitici 1s1n demetini kullanir ve
uygulamasi en yaygin olan yontemdir. Yontem var olan lezyonlari, bunlarin
dogasim1 ve boyutunu (katr/kist) belirler. Biyopsiler i¢in gercek zamanh
goriintiilerin elde edilmesinde onemli bir tekniktir ve Ozellikle prostat kanseri
teshisinde US- yonlendirmeli biyopsi yontemi siklikla kullanilir. Satha teshisi
koklii lezyonlarda daha dogru belirlenir ve 6zellikle gogiis, tiroid, lenf nodiilleri
gibi bolgelerde yine siklikla kullanilir.

1.2.1.2 Geleneksel x-1s1nlari

Teshis i¢in kullanilan en geleneksel olmasina ragmen en Onemli
yontemlerden biridir. Ozellikle akciger kanseri, kemik metastazlar1 igin dogru
sonuclar verir. Mamografi, yalin X-Ray i1smlarinin kullamildig1 gogiis kanseri
teshis yontemidir.
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1.2.1.3 Bilgisayvarh Tomografi (CT)

Onkolojinin temel goriintiileme yontemidir. CT, ¢ogu kanser tiirevi igin
girisimci olmayan, X-Isinlart temelli anatomik goriintiileme yapilmasina imkan
saglar ve ayn1 zamanda biyopsi, endoskopi gibi girisimci uygulamalar i¢in rehber
niteligindedir. Tetkik sirasinda timdr gorselliginin kalitesini gelistirmek igin oral
ya da damar i¢i yoldan zithk saglayict ajanlar hastaya uygulanir. Yeni spiral
tarama yontemi ile CT tekniginin hizinin etkinliginin artmis olmasi onemli bir
avantajdir. Yeni CT tarayicilar, 3D ve sanal goriintiileme, endoskopi ile
karsilastirma gibi ¢ok diizlemsel sonuglar1 bir arada verebilmektedir. CT tarama
yonteminin uygulanabildigi boliimler su sekildedir: gogiis kafesi elemanlari,
karaciger, safra kesesi, pankreas, bobrekler, bobrek {iistii bezleri, kolon.

CT, modern radyoterapi yontemi planlamalarinda da temel mantik agisindan
modern bir tekniktir. Radyasyon dozu yalnizca CT tarama sonrasi goriilen
gorlintiiler dogrultusunda hesaplanabilmektedir. CT yoOntemine ek diger
goriintiileme yaklagimlari ile birlikte tiimor ve organ bazinda goriintiileme daha
1yi bir sekilde yapilabilmektedir.

1.2.1.4 Magnetik rezonans goriintiileme (MRI)

Elektromanyetik spektrumun, radyo frekans araliginin dokulardaki
enerjisinin sogurum ve sagilim degerleri arasi farklari temel alarak goriintiilemeye
yarayan tekniktir. MRI, miikemmel doku ¢oziiniirligii, ¢coklu diizlemsel sonug
yetenegi, ileri seviye doku goriintii 15181 zithg gibi ¢ok Onemli avantajlari yani
sira, kemikteki tiimorler icin Ozelliklerinin belirlenmesi ve tanimlamanin
yetersizligi gibi dezavantajlara sahiptir. Beyin, iskelet kasi, boyun, gdgiis, prostat,
bobrekiistli bezleri gibi bolgelerde goriintii alabilir. Karaciger ve solunum olay1
nedeni ile karin istii bolgelerde uygulanmasi kullanisli degildir. Bunun igin
Ozellesmis bir teknik kullanilir. MRI diger yontemlerden farkli olarak ozellikle
beyin ameliyatlarinda onciil goriintiileme teknigi misyonunu iistlenmistir.

1.2.2  Fonksiyon temelli goriintiileme teknikleri

Fonksiyonel goriintiileme anatomik goriintiileme ile kiyaslandiginda
tiimoriin erken teshisi ve tedaviye cevabi gibi konularda ¢ok dnemli avantajlar
saglar. Ayni zamanda hastanin tedaviye cevabinin 6ngoriilmesinde etkili bulgulara
ulagim1  saglar. Avantajlarinin  yan1 sira fonksiyonel metotlar, anatomik
goriintileme metotlart yaninda onkolojide temel yaklasimlara sahiptir.
Fonksiyonel goriintiilleme yaklasiminin giiniimiiz onkolojisinde kullanimi su
alanlar1 icermektedir: tiimor teshisi, satha, farkli teshislerin yapilabilmesi i¢in ek
bilgiler, tedaviye cevabin degerlendirilmesi, tiimoriin gerileyisinin tayin edilmesi.
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1.2.2.1 Radyoaktif goriintiileme (RI)

Y 6ntemin uygulanabilirligi i¢in radyoaktif isaretli bir ajanin damar i¢i ya da
oral yoldan kullanilmasi gereklidir. Bu radyoaktif izotop bozulur ve gama
kameralarinca yakalanan gama iginlar1 yayar. Sonugta elde edilen goriintii sagilan
izotoplarin yansimasindan elde edilir. Bu yontem, baslatici ligandin tiirtine bagh
olarak kisith anatomik c¢oziiniirliige dayali bilgiyle birlikte genellikle yeterli
fonksiyonel bilgi verir. Izotoplarin ¢ogu tiimér spesifik olmak yerine organ ya da
reseptor spesifiktir ancak literatiirde tedavi uygulamasi sonrasi yalnizca tiimoriin
goriintlilenebilecegi gallium temelli isaretleyiciler {izerinde c¢alisilmaktadir.
Geleneksel medikal goriintiilemede 2 adet temek 151n yayimlayict mevcuttur. Tek-
foton yayimlayici, 2D radyoaktif taramada, SPECT ve PET yoOntemlerinde
kullanilir (Sun H, 2005).

2D Radyoaktif Tarama,

Isima viicut icindeki radyoaktif ajan tarafindan yayilir ve bir yada iki
dedektor yardimi ile gama kameralarinca goriintiiler alinir. Ardindan bilgisayar
yeniden yapilanir ve taranan alandaki radyoaktif ajanin konsantrasyon ve i1sin
sacilimin1 yansitarak 2D goriintii iretir. Tek-foton goriintiileme icin, ozellikle
kemik ve tiroid i¢in kullanilan genel izotop 99mTc kodlu Teknesyumdur.
Kemikte metastaz sonrasi hasar gormiis, enfekte olmus tramvatik alanlari
taramayarak ac¢ikliga kavusturur. Tiroid taramas1 hem anatomisi hakkinda hem de
teshis ve tedavisinde onemli olan fonksiyon hakkinda onemli bilgileri goriiniir
kilar.

SPECT,

Geleneksel 2D radyoaktif tarama yontemine gore olduk¢a benzer. Ayni
radyoaktif isaretleyiciler ve gama kameralarinda algilanan gama 1sinlar1 kullanilir.
Ancak, SPECT yontemi 2 boyutlu resimlerin 3 boyutlu farkli acilardan
yararlanilarak alinan ¢oklu verilerinin kullanarak olusturur. Onkolojide karaciger
taramalarinda, noro-onkolojide ve lenf taramalarinda siklikla kullanilir.

PET,

Klinik uygulamalarda ki en hassas fonksiyonel goriintiilerin elde edildigi
yontemdir. Anatomik yapi1 farklanmasini teshis eden CT ve MRI2dan farkh
olarak, tiimorlii yapimnin molekiiler ve biyokimyasal proseslerini temel alarak
anatomik yapi bozulmadan 6nce erken teshise olanak saglayan yontemdir. Kan
akis1 ve reseptdr durumlar1 hakkinda da bilgi verir. PET yonteminin prensibi, iki
gama 1s1ninin rastlantisal olarak karsilasan iki gama 1s1n1 ile proton ve elektronun
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imhast sonucu yayimlarin tespitine dayalidir. En bilinen ve kullanilan PET
radyoaktifler; ''C, N, "0 ve "*F’dir. '°F radyoaktif isaretinin goreceli yar1 émrii
110 dakikadir. Bu sebeple "F-florodeoksiglukoz (‘*F-FDG) PET goriintiileme
teknigi icin eldeki en kullanigh isaretleyicidir.

Cesitli tlimorleri goriintiileme teknikleri cogunlukla bulunduklari sathanin
saptanmasmi amaglar. Ornegin PET goriintiileme teknigi ile, akciger kanseri
sathasi, CT tekniginde genellikle benin olarak tanimlanan lenf nodiillerindeki ve
pankreastaki tiimorlerinin gergek karakteri belirlenebilir ve birincil ve ikincil
bolge tespiti yapilabilir. Ayn1 zamanda '*F-FDG radyoaktif isaretleme ile cilt
kanseri metastaz bolgeleri saptanir. PET/CT yontemlerinin ikisinin kullanildigi
goriintiileme teknikleri daha hassas sonuglar vermektedir. Yinede bu geleneksel
yontemlerin tamaminda pozitif ve negatif hata paylari vardir (Shim et al, 2004).

Kanser goriintiilemenin gelecekte rolii ise sekil 10’da ifade edildigi iizere
geleneksel yontemlerden farkli olarak, Onciil-gostergelerin  belirlenmesi ve
yalnizca kansere hedeflenmis tedavileri kapsamaktadir. Erken teshis kanser
hastalig1 ile ilgili 6lim oranini diigiiren ve basarili tedavi oranini arttiran temel
faktordiir.

Genetik Yatkmhk DNA-Mutasyonlan  Oncill-belirti Hastahzm
Tedavisi Gerilemesi
m Diagnosis & Treatment & @
Staging Monitoring

Spesifik Kantitatif Molekiiler Isaretleyici onciiliigimde Agnsiz-Kantitatif &
L-Iule-kﬁle-r girimtitleme & agrisiz amelivat & Fonksivonel
Isaretleyiciler Foplsivonel bilgeselhe deflenmus molekiiler
genel vilicut ilag tagmum garimtileme
girimtilenmesi Tacm Tzlenmesi Molekiiler
Teshs

Hedeflenmis Teshis ~ Dolu Analizi
Molekiler Teshis

Sekil 1.10 Gelecekte kanser teshisinin misyonu.

Biyomedikal goriintiileme kanserin tiim evrelerinde ¢ok Onemli verilere
ulagmay1 saglar (Ehman et al., 2007). Bunlar, dogru tahmin, inceleme, teshis i¢in
kolay biyopsi, satha, sonu¢ 6ngoriisii, tedavi planlamasi, tedavi de izlenecek yol,
tedavinin yaniti, niilksetme ya da gerilemedir
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1.2.3  Optik goriintilleme

Optik goriintiileme, goriintiileme aracili tedavinin gelistirilen en son tiirtidiir
ve dokulardan 151k fotolarinin gecisini tespit eder. Hastaligin goriintiilenmesini,
seyrinin izlenmesini ve tedavisini girisimci olmayan bir yaklasimla yiiriitiir.
Yontemde optik goriintliniin alinabilmesi i¢in floresans 6zellikli ajanlara ihtiyag
vardir ve aslinda giiniimiizde yiiriitiilen ¢aligmalarin biiyilik yiizdesi bu 6zellikli
ajanlarinin sentezini ve ozelliklerinin gelistirilmesini kapsamaktadir. Baslangicta
bu amag¢ icin kullanilan floroforlar, floresans boyalar, biyo-liimiinesans ve
floresans proteinler idi. Ancak giiniimiizde ilerleyen ¢alismalar ile birden fazla
Ozelligi bir arada bulunduran ¢ok fonksiyonlu biyo-konjugatlar optik
goriintiilemenin yapilabilmesi igin gelistirilmektedir. Ozellikle floresans/nano
pargaciklar, sahip olduklar1 6zellikler ile goriintiileme aracili tedavi i¢in en ¢ok
umut vaat eden adaylardir. Yontemin hassasiyeti geleneksel yontemler ile
kiyaslandiginda sinyal iletimi izlenmesine kadar goriintiilenebilecek en hassas ve
etkili yontemdir (Rosenthat et. al, 2009). Optik goriintiileme de kullanilan
yontemler, uygulamalari, siirlandirma ve kisitlamalan  ¢izelgel.2” de
Ozetlenmistir.

Cizelge 1.2. Floresans metotlar ve uygulamalari

UYGULAMA SINIRLAR/

KISITLAMALAR

Dokularda florofor lokalizasyonu,
genis bir alan taramasinda, diisiik
6lgekleme ile saptanir. Global
Floresans degerlendirme ve goriintii genis

Isik kaynakli beyazlama ve
151n dagitict nedeni ile x-y
diizlemlerinde kisith
¢Oztiniirliik. Kalin dokularda

diizlemlerinin 200-300nm
¢oziiniirlik limiti. FRAP, FRET ve
FLIM c¢alismalarina uygunlugu.

i isi doku kesitlerinden alinir.
Mikroskopisi ot Kest erincen ani kisith penetrasyon. Yasayan
Potansiyel bolgelerin ayrintilt . .
L 1 hiicrelerin 151k sagilimindan
calismalari igin yiiksek ¢oziintirliik . .
. hasar gérmeleri.
gerektirir.
Dokularda florofor lokalizasyonu.
Yapnn ii¢ boyutlu morfolojik Z-diizlemi ¢oziiniirligiiniin
yapilanmasinin ve iskeletinin 500nm’de kisitli kalmasi.
Konfokal belirlenmesi. Kalin dokular igin Floroforun beyaz 151k
Mikroskopi makul penetrasyon. X-y salinimi ve yiiksek

yogunlukta eksitasyon 15151
ile hiicrelerin hasar1
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Yapinin ii¢ boyutlu morfolojik
yapilanmasinin ve iskeletinin
belirlenmesi. FRAP, FRET ve
Multifoton FLIM Qa11§mf11ar1na .uygunlugu. SOOnmd?n daha dii§iik. .
R R Yasayan hiicreler igin hasar olmasina ragmen z-ekseninin
Mikroskopi e e PO -
potansiyelinin diisiikligi. Kalin ¢oziiniirliigiintin azlig.
dokular i¢in iyi penetrasyon
derecesi. 200-300nm x-y diizlemi
¢oztinirliga.
Coklu proteinlerin
Floresans isaretli antikorlar ile gorintiilenmesi floroforun
hiicre igindeki yada dokudaki uyarma ve 1gima dalga
Floresans protein lokalizasyonlarinin boylarinin birbirinden iyi bir
immiinohistokimya belirlenmesi. Isaretlemenin sekilde ayr1 olmasina
yasayan hiicrelere uygulanabilir baglidir. Antikorun
olmasi. spesifikliginin kontrolii
gerekir.
FRAP (Foto 1s51ma Floresans molekiiliin yasayan Yiiksel uyarma 1511 nedeni
Sonrasi Geri hiicrelerine difiizyon 6zelliginin ile hiicrelerin hasar1. Uyarma
kazanim calisilmasi. Baglanma/ayrigma 1511 yogunlunun kalibrasyon
Floresansi) sabitlerinin belirlenmesi gerekliligi
Bazi durumlarda yasayan hiicre ve
dokuda isaretli protein ek
o cuda Isaretit pro ?m ¢ sPlje?e En az 30 tekrar gerektirir.
FRET (Floresans olur. Bu, tek protein ya da iki )
.. . o Her seferinde kullanilan
Rezonans Enerji protein arasinda etkilesim sonrasi .
R floroforun kalibrasyonu
Transferi) konformasyonlarmnin L
.. .. . . gereklidir.
degisimlerinin belirlenmesinde
kullanilir.

Optik yontemler ¢ogunluklu olarak oncii-klinik molekiiler goriintiileme
amaciyla kullanilmaktadir. Hassas dis kamera sistemleri kullanirlar ve viicuttan
gelen 15181n sacilimini algilarlar. Sekil 11°de gelecekte dngdriilen cihaz ve islem
gogilis ve lenf nodiilleri kanseri i¢in sematize edilmistir. Isik ya bahsedilen
floresans isaretleyiciler tarafindan ya da biyoliiminesans reaksiyonlar1 sonucunda
aci8a cikar. Optik goriintiileme yontemleri hem goriiniir bolge 151811 hem de UV
dalga boyu 15111 kullanirlar (Hayat et al, 2008). Optik goriintiileme yontemleri
geleneksel yontemlerle kiyaslandiginda, derin dokusal goriintiilemede ¢ok agik,
basit ve Ol¢iilii maliyete sahiptir. Ayrica, NI-floresans molekiiler tomografi (FTM)
gibi yeni gelistirilen cihazlar insan viicudunda cerrahi miidahale gerektirmeden
tedavini izlenmesi i¢in uygun yontemlerdir (Wessleder and Ntziachristos, 2003).
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Sekil 1.11 Optik goriintiileme teknigi

1.3 Kanser Tedavisinde Kullanilan Yontemler
1.3.1 Kemoterapi

Bazi ilaglar kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe edebilir ya da onlar
oldiirebilir. Ilaglarinin  dogasmin farkliliklar1 kanserin tiiriine, viicuttaki
lokasyonuna, normal viicut fonksiyonlarin olan etkisine ve hastanin genel saglik
duruma bagh olarak degisir. Genellikle, giiniimiizde kullanilan kanser ilaglari,
DNA’y1 hasara ugratir, DNA ve RNA sentezini engeller ya da mitotik dongiiyt
bozar. Ancak ayni zamanda normal fizyolojik hiicrelere de etki gdstererek hormon
reseptorlerinin sentezini bloke eder. DNA’y1 hedef alan ilaglar DNA’y1 kimyasal
olarak zarara ugratir ve DNA replikasyonunu ile RNA transkripsiyonunu
durdurur. Bazi durumlarda bu ilaglar hasarli mRNA’nin iiretimine yol acarlar ve
bu durumda ilgili protein sentezlenmez. Bu ilaglara 6rnek olarak cis-platin,
Doxorubicin verilebilir (Panno, 2004).

Kemoterapi ile kanser tedavisinin ¢ok fazla yan etkisi vardir ve hasta
fizyolojik ve psikolojik olarak tedavinin kendisinden bile biiylik zarar goriir.
Ornegin, asir1 derecede halsizlik, mide bulantisi/kusma, sa¢ dokiilmesi, agri,
anemi, kolay enfeksiyon riski, kan pihtilagsma problemleri gibi pek ¢ok ciddi yan
etkiler gostermektedir (Mead et al, 1982). Buna ragmen sistemik kemoterapinin
bazi avantajlar1 vardir. Ornegin, yontem cerrahi operasyon oncesi uygulanan
birincil tedavidir ve 6zellikle ileri sathalarda ki tiimor yapilarinin tedavisi igin bir
umuttur (Hortobagyi et al, 1988). Uzun siireli uygulanan tedavi igin ise hastaliktan
kurtulma sansi ilerleyen zaman dilimlerinde diismektedir ancak 6zellikle ¢ogu
gogiis kanseri uygulamalarinda tiimor boyutunda kiiclilme oldugu saptanmustir (
Bonadonna et al, 1996). Kemoterapi tedavisi uygulanan gogiis kanseri hayvanlari
iizerinde uygulanan deneylerin sonuclar1 gostermistir ki neoplazmik hiicre
cogalmasi azalmis ve tiimor biiylimesi baskilanmistir ( Schabel et al, 1975).
Yapilan deney, erken evrelerde uygulanan kemoterapi tedavisinin hastada
ilerleyen sathalarda ilag¢ direnci olusturmadigini ifade etmistir (Goldie et al, 1979).
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1.3.2  Kriyocerrahi

Kriyocerrahi klinik uygulamasindan dokular derin dondurma islemine
maruz kalarak, donmanin etkisi olarak nekroza ugrayarak éliirler. islemde
tiimorlii dokular -196 C° ‘de sivi nitrojen ile dondurulurlar ( Hausamen et al,
1975). Islem yiizeyde var olan cilt kanseri gibi kanser tiirlerinde sprey uygulamasi
ile yapilirken, viicudun icine ki lokasyonlarda cerrahlar, kriyoprob adi verilen
cihaz ile kanserli dokunun bulundugu bolgeye temas ederek tedaviyi uygularlar.
Kriyocerrahi uygulamasi li¢ dongii seklinde tekrar edilir. Minor dondurma da
hasar vaskiiler durgunluktan kaynaklidir ancak dongiiler arttik¢a dokunun yok
olmas1 ve hiicrelerin 6liimii tek sonugtur. Yontem 60 yil dnce kesfedilip 1960211
yillarin basinda uygulamaya dokiilmistiir. Prostat, gogiis, karaciger, kolon ve cilt
kanseri uygulamalarinda yontemin uygulanabilirligi yiiksektir ve cerrahi
operasyonlara gore hastanin ugradigi hasar daha azdir. Yontem uygulamasinda
dokunun dogal sicakligi, dondurma hizi, dondurma siiresi, dondurma dongiisii ve
dokunun hassasiyeti etkili tedavi i¢in ¢ok dnemlidir ve pek ¢ok calismada konu
olmustur (Gage et al, 2009).

Her yontemde oldugu gibi baz1 yan etkileri vardir ancak bunlar diger
cerrahi uygulamalarmin hasarlart1 ile kiyaslanamaz. Karaciger kanseri
uygulamasinda prosediir, bazi durumlarda temel kan damarlarin1 ve safra
kanallarin1 hedef alarak asir1 kanamaya yol acabilir. Prostat glandlarinda iirin
sisteme zarar verebilecek bolgesel sinirleri hasara ugratarak cinsel yetersizlige ve
idrar tutamaya sebep olabilir.

1.3.3  Lazer terapi

Lazer terapisi Ozellikle kemoterapi ve radyoterapiye direng gelistirmis
kanser tiirlerinin tedavisinde uygulanan yontemdir. Uygulama da yiiksek
yogunluklu lazer 15181 tiimorlii dokuya uygulanarak lokalize olan tiimoriin
kiiglilmesi yada tamamen yol olmasi hedeflenir. Uygulamada kanserin boyutuna
ve tliriine gore kullanilan ii¢ farkli lazer vardir. Bunlar; CO,, NAG ve Argon’dur.
CO; orta yogunlukta ki 1sindir ve cilt kanseri gibi yiizeysel tiirlerde uygulanir.
NAG yogunlugu fazladir ve dokulardan olduk¢a derinlere gecebilme kabiliyetine
sahiptir. Argon lazeri ise en diisiik lazer yogunluguna sahiptir ve foto dinamik
tedavi amaciyla kullanilir. Dezavantajlari ise Kriyocerrahi ile aynidir.

Foto dinamik terapide argon lazeri kullanilir ancak lazer terapisinden farkli
olarak ydntemin uygulanabilir olmasi i¢in 1s1k-duyar ajanlara ihtiyac vardir.Lazer
uygulamasindan 6nce bu ajanlar viicutta kanserli dokuya yakin lokalizasyondan
enjekte edilir ve kan yolu aracilig: ile viicutta hiicreler tarafinda absorbe edilir.
Foto dinamik terapi Nanoteknolojinin kanser terapi yontemleri ile bulustugu ilk
uygulamasidir. Yontemde 1sik-duyar ajan olarak porfirin halkalar1 gibi yapilar
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birebir kullanilabilir. Bunun yam sira 1sik-duyar ajanlarin hiicresel gecis ve
absorbsiyon, spesifik hedefleme gibi 6zelliklerinin gelistirilmesi i¢in pek ¢ok
yontem mevcuttur ( Paszko et al,2011). Ornegin, lipozom (Dercke et al, 2007),
seramik tabanli nano yapilar (Roy et al, 2003), altin nano partikiil (Hone et
al,2002), ve polimer temelli nano-yapilanmalar ile ayn1 zamanda kemoterapi ajani
tasiim ve spesifik hedefleme miimkiindiir. Ornegin miseller suda ¢oziiniirliigii
olmayan farmasoétik ilaglarin taginimi i¢in uygun yapilanmalar halini alarak bu
ilaglarin kullanimi saglayabilirler (Kateb, 2010).

1.3.4 Radyo terapi

Iyonize radyasyon 1sinlarinin kullanilip kanser hiicrelerini ve tiimorii yok emesi
islemine radyasyon terapisi, X-1sinlar1 terapisi, 151n tedavisi ya da kisaca radyo
terapi ad1 verilir. Yontem, yiiksek enerjili elektromanyetik 151n demetlerinin ya da
onclil atomik parcalarin kanser hiicre DNA’sin1  hasara ugratmasi igin
uygulanmasini kapsamaktadir. DNA’s1 yok olan hiicrelerin boliinemeyecegi ve
dolayisiyla 6lecegi yaklasimdan yola ¢ikarak yontem uygulanmaktadir. Ancak en
onemli dezavantaj yontemin higbir segiciligi olmamasidir. X-151m1 ya cerrahi
operasyon ile acilan tlimorlii dokuya uygulanir ya da viicut yiizeyinden uygulanir.
Ancak her ikisi de hasaya aci1 verir.

Radyoterapi tiim dezavantajlarina ragmen kanser vakalarinda en sik
uygulanan tedavi yontemidir. Eldeki en gilivenilir verilere gore (Delaney et al,
2005), Hastalarin %352’si kanser tedavilerinin bir agamasinda radyoterapi
gormiislerdir. Farkli tedavilerin uygulamalari ardindan bu yontem ile tedavi edilen
hastalarin %401 i¢in etkili bir tedavi yontemi oldugu saptanmistir. Ydntemin
bagka bir dezavantaj1 ise ¢ok komplike olmas1 ve medikal fizik, radyobiyoloji,
radyasyon giivenligi, tedavi planlama ve diger tedavi yontemleri ile etkilesimi
hakkinda bilgilerin hepsinin ¢ok iyi bilinmesi gerekliligidir ( Shafig et al., 2009).

1.3.5 Gen terapi

Kanserin, genlerin bir sonucu olmasmin ardindan ortaya atilan teori,
hasarli genin bulundugu dokunun saglikli gen kopyasi ile muamele edilmesi ile
tamir edilmesi idi. Bu yontem gen terapisi olarak bilinir ve 1990’11 yillardan
giiniimiize, Amerikada 600 gen terapisi denemesi yapilmistir (Panno et al, 2004).
Gen terapi yontemi teorikte uygulanabilir olsada en biiyiik giicliigii tasiyict bir
vektore ihtiyact olmasit ve bu vektorlerin tehlike yaratma potansiyelidir. Gen
terapisi amaci ile genlerin hiicre i¢ine taginma uygulamalari iki gruba ayrilmistir.
Bunlardan biri ¢iplak DNA’nin hiicreye alimi gen tabancasi yaklasimi ve
lipozomlart igeren viral olmayan yaklagimdir. Bir diger yontem olan viral
yaklasimda ise retviral, rekombinant adenoviriis, pox-viriisii, herpes viriislerinin
vektor olarak kullanildigi yontemdir (Wysocki et al, 2002). Rekombinant
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retroviral vektorler gen terapisinde kullanilan ilk vektorlerdir ve 1992 yilinda
Rosenberg ve arkadaslar tarafindan uygulanmistir (Gilboa et al, 1982). Giiniimiiz
klinik protokoliinde retroviral bir vektér olan MoMLV visiirii %35,8 oraninda
kullanilan bir vektordiir. Bu vektdr boliinen hiicreye uyum saglayarak viral
genomun konak genoma entegre olmasini saglar. Adeno viral vektorler klinik
protokollerin %25’ini olusturmaktadir (Rother et al, 1995). Adenoviriislerin ilk
jenerasyonu immiin sistemde reaksiyon gOstermekteydi ¢linkii  diger
jenerasyonlardan farkli olarak yalnizca E1 adenoviral sekansini igermemekteydi
(Christ et al, 1997). Buda immiin cevabin olusmasina sebep olmakta idi (Gorziglia
et al, 1996). Biitiin gelistirme ve iyilestirmelere ragmen viral gen terapisin en
bliyiik dezavantaji karmasik hiicresel etkilesim ve viriisiin degisken o6zellikleri
dolayist ile enfeksiyon riskidir.

Enfeksiyon dolayli yan etkiler, virlis genomu ile enfekte olan hiicrelerin
mutasyon gecirmesi, hiicresel genin yerini almasi ve kendi genomunu replike
etmesine bagli olarak hastanin 6liimiidiir. Diger yandan mutasyonlarin bilinmeyen
kanser olusumu ya da farkli rahatsizliklara yol agma potansiyelleri mevcuttur
(Panno et al, 2004).

1.3.6 Kok hiicre terapisi

Kok hiicreler viicuttaki farkli hiicre tiirlerine doniisebilecek oOnciil
hiicrelerdir. Ozellikle kemoterapi ve radyoterapi nedeni ile hasar gérmiis kemik
yapisinin yeniden yapilandirilmasinda ve 16semi/lenf kanserinde kullanilir. Gen
terapinin bir kolu gibi diisiiniilebilir ¢iinkii kok hiicreler yine bir vektor araciligi
ile hiicreye iletilirler (Ozawa et al, 2008).

1.3.7  Biyoterapi

Viicudun dogal immiin sistem elemanlarinin kullanildig1 kanser terapisi
yontemine biyoterapi ya da immiino terapi adi verilir. VEGF’ lerin deaktive
edilmesi i¢in antikorlarin kullanilarak kanser tedavi edilme yontemi biyoterapiye
bir Ornektir. Biyoterapi, uyumlu immiin sistemin faydalarindan yararlanir. B-
lenfositler antijenlere karsilik antikor {iretir. T-lenfositler, diger beyaz kan
hiicreleri tarafindan aktive edilir ve monosit adi verilen T-lenfositleri uyaran
spesifik saldirgan antijen tretirler. T-lenfositler bu mesaj1 alarak bu saldirganlari
yok eder. T-hiicreleri, “sitokin” adi1 verilen kiigiik sinyal molekiilleri {ireterek
diger lenfositleri haberdar eder. Immiin sistem aslinda kanser hiicrelerine de
saldirir ancak kanser hiicreleri yiizeylerinde mutant proteinlere sahip olduklar i¢in
yabanci orijinli bu yapilar yok edilemez. Biyoterapi, kansere spesifik sitokinleri
ve monoklonal antikorlar1 kullanarak tedavi etmeyi amaglayan yontemdir (Pinno
et al, 2004)
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14 Nanoteknoloji ve Nanoteknolojinin Kanser Teshis /Tedavisinde
Onemi

“Nano” onciil eki Yunanca kelime olan “ciice/bodur” kelimesinden
tiiretilmistir (Sahoo et al., 2007). Bir nanometre (nm) metrenin milyarda birine, 6
tane karbon atomunun ya da 10 tane su molekiiliiniin bir araya gelmesiyle olusan
boyuta denktir. insan sac1 yaklasil 80,000 nm, kirmiz1 kan hiicreleri ise yaklasik
7000nm genisligindedir. Atomlar ise Inm’den kiigiik iken baz1 proteinler dahil
olmak {iizere pek ¢ok molekiil Inm ve daha biiyiik boyut skalasi arasindadir
(Whitesides et al, 2003). Nanoteknoloji kavramu ilk olarak 1959 yilinda Richard
Feynman isimli fizik¢inin dersinde, “There's plenty of room at the bottom. —
Odanin derinliklerinde c¢ok sey var.” Konusmasini yapmasi ile ortaya atildi.
Ancak terim 1974 yilinda Tokyo Universitesinde aragtirmact olan Norio
Taniguchi’nin materyal biliminde nanometre seviyesinde yapilanmanin ¢ok
onemli oldugunu vurgulayana dek kullanilmadi. Bu sirada, Onciil
minyatiirizelestirme ¢alismasi ise elektronik diinyasi tarafindan elektronik aletleri
silikon ¢ip yiizeyleri iizerinde kiigliklestirmeleri ile gergeklestirilmistir. 1970’1
yillarin baglangicinda IBM “elektron 151in demeti litografisi” adin1 verdigi yontem
ile 40-70nm boyutlarinda nanoyap1 ve cihaz tasarimini gergeklestirmistir.

Herhangi bir kanser terapisinin temel anahtari, tiimorlii dokuya istenen
konsantrasyonda terapdtik ajananin iletimidir. Ancak bu sayede sadece kanserli
hiicreler yok edilirken saglikli hiicrelere verilen hasar minimuma indirilir. Bu
acidan bakildiginda kanser ile bas edilebilmesi i¢in, 6nemli olan kanseri dnleyen,
tayin ve tedavi eden c¢ok amacgli ve tek bir ajan iiretmektir. Bu amagla,
immiinotksinler, radyo-immiinoterotatikler ve immiinokonjugatlar gibi ligant-
hedeflenmis terapotik stratejiler, kemoterapi ilaglar1 ve cerrahi yontemler gibi
geleneksel yontemlerden kaynaklanan problemlerin  ¢oziimlenmesi i¢in
gelistirilmistir. Boylece kanser teshis ve tedavisi i¢in biyoterapide kullanilan yeni
yaklagimlar tiretilmistir (Vasir et al, 2007). Gelistirilen bu yontemler geleneksel
yontemler ile kiyaslandiginda tasinimlart ile ilgili hala ciddi sorunlarin oldugu
bilinmektedir. Nano-seviyede materyallerin {iretimi ve gelistirilmesini kapsayan
nanoteknoloji bu dezavantaja alternatif yaklasimlar getirmektedir. Kanser
nanoteknolojisi, biyoloji, kimya, miithendislik ve ila¢ alanlarinin bir araya geldigi
interdisipliner bir alandir ve bu yaklagimla ulasilan her sonu kanser teshis ve
tedavisinde bir adim One ge¢meye destek olmaktadir (Ferrari et al, 2005).
Nanoteknoloji ayn1 zamanda gelisen teknikler ile cok disiplinli alanlar arasinda da
en olumlu potansiyele sahip yaklagimlar1 barindirmaktadir.

Nano-ilag kavrami ise nanoteknolojinin medikal uygulamasidir ve ilag
tasiyict vektor, teshis edici ve tedavi edici ajan olarak kullanim alanina sahiptir
(Parveen et al, 2008). Yakin zamanlarda, teropatik kanser ilaci tasiyicilart olarak
nanotagtyicilar kullanilmaktadir. Lipozom ve alblimin nanopartikiiller terdpatik
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nanotastyicilar olarak klinik uygulamalarda kullanilabilmeleri i¢in FDA (Amerika
Birlesik Devletleri, Gida ve ilag¢ idaresi) onay1 almistir. Buna ek olarak, gogiis
kanseri kemoterapisinde lipozom tasiyict iginde yoOnlendirilmis Doxorubicin ve
albiimin bagli Paclitaxel (Abraxane™) nanovektorel yonlendirilmis ilaglar olarak
kullanilmaktadirlar (Bharali et al, 2009). Nanosistemler, kendilerini diger tedavi
edici ajanlardan ayiran dort essiz Ozellige sahiptir (Sparreboom et al, 2005).
Bunlar, (i) nanosistemlerin kendileri tedavi edici 6zellige sahip olabilir ya da
dogal yapilar1 olarak teshis Ozellik sergileyebildiklerinden tedavi edici ajanla
yiiklenerek ¢ok fonksiyonlu bilesenler olarak kullanilabilirler; (ii) yliksek afinite
ve spesifik hedeflemeye imkan saglayacak ¢ok degerlikli hedefleme ligandlar ile
konjuge edilebilirler; (iii) nano-sitemler, kanser tedavisi i¢in ayni anda etki
gosteren kombine coklu ila¢ molekiilleri ile konjuge edilebilir; (iv) geleneksel
yontemler sonucu olusan ila¢ direncini yikabilir. Ancak ister pasif ister aktif
hedeflenis tagima stratejileri olsun, her ikisinde de nanotasiyicilar hiicre i¢i ilag
konsantrasyonunu arttirirlar, normal hiicrelere toksik etkiyi minimize ederler ve
eszamanli olarak anti kanser etkisini arttirirken sistematik toksisiteyi azaltirlar
(Acharya et al, 2009).

Ideal bir hedeflenmis sistemin, uzun sirkiilasyon zamani, hedeflenmis
dokuya uygun konsantrasyon tasinimi, sirkiilasyon sirasinda aktivite ve tevdi
etkinliginin kaybedilmemesi gibi 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Pek ¢ok
nanosistemin boyutlari, yiiksek konsantrasyonlar1 ile geleneksel yontemlerden
istiindiir (Charrois et al, 2004). Ayrica vaskiiler gegirgenlikleri yiiksektir (Simoes
et al, 2004).

1.5 Kanser Teshis ve Tedavisinde Kullanilan Nanomateryaller

Kanserin erken teshisi ve tedavisinde kullanilabilecek ¢ok fonksiyonlu
nanomateryallerin 6zeti sekilde verilmistir.

1.5.1 Lipozomlar

Lipozom adi Yunancada ‘LIPO’ anlamina gelen yag ve ‘SOMA’ anlamina gelen
viicut kelimelerinden tiiretilmistir. Lipozom ¢ok cesitli boyut ve yapilanmalarda
bulunabilir ve bu yapisinda ki yapisal bloklar olan, fosfolipidler ile alakalidir.
Bunun tersi olarak nanozom boyutla alakalidir ve 1990°l1 yillarda &zeli
lipozomlarin nano boyutta sentezlenmeleri ile elde edilmistir. Lipozom ve
nanozomlar ayni tanmimlamalar1 ifade etmemektedir. Lipozom yapilan ilk kez
1961 yilinda Ingiliz bilim adami1 Dr Alec tarafindan bulunmustur. Elde ettikleri
yapilarin elektron mikroskobu goriintiilerini almiglar ve sentezlenen yapinin
aslinda hiicre membraninin bilayer yapisinda oldugu kanisina varmiglardir (Sekil
1.12).
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Sekil 1.12 Lipozom genel goriintiisii

Lipozomlar, yapisal ¢esitlilik ve kompozisyonlari ile biyoloji, biyokimya ve
ila¢ alaninda kullanish araclardir (Wang et al, 2008).Ornegin lipozom aracili
Doxorubicin (Doxil) ve Daunoxome ila¢ tasinim sistemleri olarak ticari olarak
satilmaktadirlar. PEG gruplarinca modifiye edilmis lipozomal doxorubicin
(Doxil®, Caelyx®; Alza Pharmaceuticals, San Bruno, CA, USA) insanda 55 saat
yart dmre sahip en uzun sirkiilasyon gdsteren ilag olarak bilinmektedir (Fassas et
al, 2005). PEG gruplarinca modifiye edilen lipozomlar plazma proteinleri ile
etkilesime girmez ve sonu¢ olarak mononiikleer fagositoza ugramadiklart igin
oldukca uzun sirkiilasyon siiresine sahip olurlar. Benzer yaklasim terdpatik
molekiillerin bir lipozomda tasinmasi ve yiizeyinin ‘Trojan horse’ teknolojisi
kullanilarak ~ OX-26-transferin ~ hedefli PEG ile modifiye edilmis
immiinolipozomlarda da uygulanmistir (Zhang et al, 2003). Bu yapilar tirozin
hidroksilaz kodlu plazmid geni i¢cermektedir ve Parkinson hatalig1 i¢in farelerde
model olarak denenmektedir (Leamon et al, 2003). Ayrica folat-reseptor
hedeflenmis lipozomlar in vivo ortamda Doxorubicin tasimada oldukca etkili
sonuclar vermis ve ayni zamanda hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda ¢oklu ilag direncini
kirmustir.

1.5.2 Polimerik miseller

Misel, amfifilik yiizey aktif molekiillerin bir araya gelmesi ile olusan
yapilardir ve gelecekte terOpatik uygulamanin anahtar noktasi olacagi
diisiiniilmektedir (Rawat et al, 2006). Paclitaxel adl1 kanser ajaninin ilk polimerik
misel formiilasyonu, Genexol-PM (PEG-poly (D, L-lactide)-paclitaxel)’dir ve
polimerik misel formiilasyonu ile gelistirilmistir. Faz I ve farmakokinetik
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caligmalar1 gerceklestirilmistir. Pek c¢ok polimerik-PEG-misel formiilasyonu
klinik uygulamalarda kullanim i¢in sentezlenmektedir. Bunlar, kat1 tiimor yapilari
icin fazl klinik calismalarinda iyi sonucglar veren Doxorubicin yiiklenmis
polimerik misellerdir (Lavasanifar et al,2002). Torchilin ve arkadaslari, anti tiimor
ozellikli antikor konjuge polimerik misel (immiinomisel) sentezlemisler ve suda
¢Oziiniirliigli olmayan Taxol misel i¢ine hapsedilmistir. Uygulamalar sonrasi
konjugatin in vitro ¢aligmalarda kanser hiicre ylizeylerini taniyip baglandigi
saptanmigtir (Torchilin et al, 2003). Mohanty ve arkadaslari, polifenol yiiklii
metoksi polietilen glikol/polip-£-kaprolakton diblok kopolimerini kullanarak
misel sentezi gerceklestirmisler ve yapinin pankreatik hiicre kiiltiiriinde etkinligini
saptamiglardir (Mohanty et al, 2010).

1.5.3 Dendrimerler

Dendrimerler farkli formlarda ki ¢ekirdek yapilar etrafinda seri katmanlar
seklinde dallanmalar gdsteren makro molekiillerdir (Cloninger, 2002). Seri halde
dallanan katmanlarinin ve kollarinin ¢ok c¢esitli formlarda modifikasyona agik
olmasi, dendrimerlerin kullanim potansiyelini arttiran en 6nemli avantajlaridir.
Polimerik misellerden ve molekiillerden farkli olarak boyutsal olarak biiyiik
yapilardir. Klasik polimerlerin tersine uzun ya da spiral seklinde iki boyutlu degil,
merkezi bir korun etrafinda dallanmalar gosteren ii¢ boyutlu bir sekle sahiptirler.
Sahip olduklar1 globiiler yap1 nedeni ile bilinen lineer formlu polimerlerden daha
kiigiik hidrodinamik alan kaplamalarina ragmen globiiler proteinlerden daha
biiylik hacimleri vardir.

Dendrimerin ¢ekirdek yapist etrafin1 boylu boyunca sararak sekillenen her
bir dendrimer katmani jenerasyon olarak adlandirilir (Sekil 1.13). Cekirdek kismi
GO olarak isimlendirilir ve her dendrimerin ¢ekirdegi farklanacagi gibi ayni
dendrimerlerinde farkli ¢ekirdekleri olabilir. GO ¢ekirdegi iizerinde sekillenen her
katman sonrasi dendrimer G1, G2 gibi isimler alir. Ornegin polipropilen imin
(PPI) dendrimeri igin ¢ekirdek 1,4-diaminobiitan iken, poliamido amin (PAMAM)
dendrimeri i¢in ¢ekirdek amonyaktir. PAMAM dendrimerinde ara {iriinler
karboksilat yiizey gruplar1 igerirler, bunlar yari-jenerasyon dendrimerlerdir ve
G1,5 yada G 2,5 olarak adlandirilirlar (Boas and Heegaard, 2004).
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Sekil 1.13 Dendrimerin genel goriintiisii ve jenerasyon olusumu

Genel olarak, diverjan (iraksak) ve konverjan (yakinsak) adi verilen iki
yontemle sentezlenirler (Sekil 1.14). Diverjan yonteminde ¢ogul tepkime
bolgelerine sahip c¢ekirdek, bir reaktant ile tepkimeye sokulur. Olusan tepkimede,
her bir aktif bolgeye tutunan reaktant yeni baglanma noktalarmin olusmasini
saglar ve devam eden seri tepkimelerle artarda ¢ogaltilma yontemiyle {i¢ boyutlu
dallanmalar saglanir. Konverjan yonteminde ise farklilik baslangi¢ noktasindadir.
Oncesinde sentezlenmis biiyiik dendrimerik kisimlar, bir seri reaksiyonla bir
cekirdegin reaktif noktalarima eklenir. Her iki yontemde de sonug¢ olarak
parcacigin c¢ap1 dogrusal olarak artarken, yiizeyindeki reaktif noktalarin sayisi
geometrik olarak artmakta ve buda dendrimerlerin yiizey tasiyicis1 olarak
kullanilmasinda biiytik bir avantaj olusturmaktadir (Wells er al, 1998).

(a) ( H—
a - - -
d " . — }_.
“ o
Cekirdek G0.5 Gl G2

(b)

Sekil 1.14 Dendrimer sentez yontemleri (a) Diverjan yontemi ile sentez (b) Konverjan yontemi ile
sentez
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Dendrimerlerin essiz yapilar1 onlarin goriintiileme ajani, hedefleyici molekiil
ve terOpatik ajanlarin ¢oklu baglanmasina olanak saglayarak sekilde etkili teshis
ve tedavi araglar1 haline getirmistir. Dendrimerlerin olustugu kisimlar1 ii¢ ana
baslik altinda toplayabiliriz. Bunlar, ¢ok fazla reaktif grup iceren dis ylizey, dis
kisminda dendrimer ylizeyiyle korunmus olan ve iyi tanimlanmis bir mikro
cevreye sahip dallanma birimleri ve dallanmalarla sarilmis olan ¢ekirdek kismudir.
Dallanma birimlerinin biiylimesi ile dendrimerin baglanma noktalar1 arasinda
kalan i¢ bosluk sayis1 ve fonksiyonel grup sayisi artmaktadir. Boylece i¢c hacme
yiiklenebilecek ya da fonksiyonel gruplara konjuge edilebilecek ajanlarin sayisi da
artacaktir. Yakin zamanda, dendrimerlerin 6zelliklerinden yararlanarak, DNA
toplanmis poliamidoamin dendrimer yapilarini sentezlemis ve kanser hiicrelerine
spesifik hale getirmislerdir (Choi et al, 2005).

1.5.4 Nanokantilever

Mikroaray teknikler molekiiler etkilesimlerin teshisini temel alir ve hastalik
teshisi, genom ile ila¢ arastirmalart icin ¢ok Onemli bir aragtir. Kiigiik ve ince
demir ¢ubuk anlamimna gelen kantilever {izerinde kanser ile iligkili
biyomolekiillerin baglanmasi tasarlanabilir. Bu molekiiller o6zellikle kanser
cesitliligi ile farklanan DNA proteinleri olabilir. Teshis prosediirii sirasinda,
immobilize reseptér ve uygulanan teshis edilecek madde igeriginde ki antikor
arasinda etkilesim gergeklesir ise bahsedilen kii¢lik metal yap1 egilir. Optik olarak
Olciimii alinabilecek bu sistemde egilme, uygulanan 6rnek iceriginde kanser
kaynakl1 bilesenlerin varligim1 kanitlar ve 6zellikle kanserin molekiiler seviyede
erken teshisi i¢cin ¢ok 6nemli bir yaklagimdir. Kantilever iizerinde egilme miktar1
ayni zamanda kantitatif olarak baglanan DNA veya protein miktarinin
saptanmasinda da yardimc1 olur. Optik analizde yansima direkt lazer 15181 ya da
rezonans titresimi saglayacak diger isilarin kullanilmasi ile elde edilir. Arun
Majumdar ve arkadaslart mikro kantilever kullanarak tek niikleodit
polimorfizmini, floresans ve radyoaktif isaretleme gerektirmeden 10-mer DNA
hedefli oligoniikleotid ile saptamislardir. Bu uygulama ile ayn1 zamanda Prostat
spesifik antijenin, klinik uygulamalarda kullanim potansiyellerinin bulundugunu
kanitlamiglardir (Wu et al, 2001).

1.5.5 Karbon nanotiipler

Karbon yerkiiredeki en ¢ok bulunan elementtir. Metal oksitlerin
indirgenmesi amac1 ile karbon 6000 yildan daha uzun bir zaman kullanilmistir.
Grafit karbonun formlarindan biridir ve 1779 yilinda, elmas ise 1789 yilinda
kesfedilmistir. Ardindan, 20 y1l sonra Kroto, Smalley ve Curl tarafindan karbonun
6zel bir formu olan fuloren bulunmustur. Karbon nanotiiplerin kesfi bu kesiflerin
ardindan gergeklesmistir. Ik olarak Sumio Ijima tarafindan 1991 yilinda fuloren
hazirlamakta kullanilan karbon-arc yOntemine esdeger bir yontem ile
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sentezlenmistir. Sentezlenen yapida karbon atomlarinin olusturdugu hegzagonal
halkalarin bir araya gelerek bir yapilanma ig¢ine girdikleri belirlendi. Karbon
nanotiipler var olan, degisken sayilarda karbon tabakalarinin bir araya gelmesi ile
olusan ko-aksiyel yapilanmalardir. Baslangicta ¢ok duvarli karbon nanotiipler,
ilerleyen zamanlarda ise tek duvarli karbon nanotiipler sentezlenmistir (Paradise
and Goswami, 2007).

Karbon nanotiipler sahip olduklar1 istiin 6zellikler nedeni ile uygulama
alan1 ¢ok genis bir tiirdiir. Yapisal olarak mekanik saglamliklar1 dyle genistir ki
celikten 100 kat daha fazla dirence sahiptirler. Bunun yani sira elmastan daha
iletken ve bakirdan daha iistlin ylik tasima kapasitesine sahiptir. (Merkogi et al.,
2005; Antiochia and Gorton, 2007). Karbon nanotiipler yapisal olarak, tek duvarli
(SWCNT) ve cok duvarli (MWCNT) olmak iizere iki gruba ayrilirlar. (Sekil
1.15). SWCNT yapilarinda karakteristik karbon diizlemi tek katmana sahiptir ve
bu tabaka 2 nm capinda bir silindir seklinde yapilanmistir. MWCNT yapilarinda
ise birden fazla karbon diizlemi aralarinda belirli bosluklar birakarak bir araya
gelirler ve katmanlarin olusturdugu silindirler i¢ ige ge¢cmis durumdadir. Bu iki
yapilanma haricinde iki silindir katmanmin bir araya gelmesi ile ¢ift duvarh
(DWCNT), ii¢ silindir yapinsin i¢ ice gegmesi ile {i¢c duvarli (TWCNT) karbon
nanotiip tanimlamalar1 yapilabilir (Flahaut et al., 2005).

Sekil 1. 15 Tek duvarli (SWCNT) ve ¢ok duvarli (MWCNT) karbon nanotiiplerin gosterimi.

CNT' lerin uygulanabilir formada elde edilebilmeleri i¢in Oncelikle,
(biyo)analitik denemelerde kullanilmak {izere ¢Oziniir hale gegirilmesi
gerekmektedir. CNT’ ler c¢oziiniirlestirilmesi dolayist ile homojen bir yapi
sergilemeleri tiim biyolojik uygulamalar i¢in ¢ok 6nemli bir parametredir. Biyo
uygulamalarda kullanimlarini kisitlayan en 6nemli faktor ¢oziiniirliikleridir (Zhao
H. and Ju H., 2006; Balasubramanian and Burghard, 2006). Bu nedenle oncelikli
olarak CNT’ lerin ¢oziiniirlestirilmesi gerekmektedir ve ¢esitli materyal ve
yontemler bu amagla kullanilabilir. Siklikla kullanilan yodntemlerin basinda
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fonksiyonellestirme, yiizey aktif maddelerinin kullanimi, polimerlerle ile
sartlmalar1 gelmektedir. Bu metotlarin ¢ogu c¢oziiniirliik 6zelligi kazandirmada
olduk¢a basarilidirlar ve ayn1 zamanda CNT' lerin kiiciik parcalara boliinmesine
neden olurlar. Bu sonu¢ bazi uygulamalar i¢in avantaj, bazilar1 i¢in dezavantaj
getirir.

Biyo isaretleme uygulamalari i¢in karbon nanotiipler elverisli materyallerdir
¢linkii yilizey alanlar1 ¢ok genistir (Ortiz-Acevedo et al, 2005). Karbon nanotiipler,
hegzagonal karbon plakalarin bir araya gelmesi ile olusan karbon silindirleridir.
Sensdrde kullanimlar1 ile DNA ve protein teshisinde, kanser teshis ve tedavisi
alaninda kullanimlar1 ile protein/DNA tastyict vektor kargolar olarak aktif rol
oynarlar (Balasubramanian and Burghard, 2005). Nanoteknolojinin gelisen alani,
yapisal ve mekanik, elektronik ve optik 6zelliklerde iistiinliige sahip, tek ve ¢ok
duvarli karbon nanotiiplerin ¢ok amagli ve fonksiyonlu olarak kullanilmalarin
kapsamaktadir. Tek duvarli karbon nanotiiplerin, yakin dalga boyunda (NIR)
yiiksek optik absorbanslari lazer 15181 altinda 1sinmalarina ve spesifik hedeflenmis
olarak yalnizca kanser hiicrelerine yonlenmis bu yapilarin 1s1 ile kanser
hiicrelerinin yok olmasina yol agarlar. NIR floresans band1 biyolojik gegirgenlik
icin uygun boélgedir (700-1300nm) ve bu aralikta hiicrelerin dogalar1 geregi
gosterdikleri dogal floresans en kiigiik 1s1mayr yapmaktadir. Yiizeyi
fonksiyonlandirilmis ¢ok duvarli karbon nanotiipler, biyo goriintiilleme aract
olarak kullamsli yapilardir (Rao et al, 2002). In vitro uygulamalarda, ilag ve
goriintiileyici ajan karbon nanotiipiin genis ylizey alanina tutunur ve bdylece
hiicreye tasimimu ile hiicre i¢ine girisi, tek basina ilag molekiilinden ¢ok daha
etkili bir sekilde gerceklestirilir.

CNT’ lerin biyolojik uygulamalarda kullanimlarini genisleten bir diger
Ozellik hiicre membranindan kolaylikla gegebilme kabiliyetleridir. Bununla
birlikte hiicresel ge¢isin mekanizmasi tam olarak agikliga kavugsmamustir. Bilinen
iki yaklasimdan biri, CNT’ lerin nano-igne gibi davranarak, oliimlerine sebep
olmadan, membranindan pasif olarak gectigidir (Pantarotto et al,2004; Cai et al,
2005). Ikinci yaklasim ise yiizey proteinlerince endositoza ugrama ihtimalleridir
(Kam et al, 2004). Tiim varsayimlara ragmen, CNT yiizeylerine kovalent ya da
nonkovalent olarak modifiye edilen molekiillerin hiicre membranin1 gegislerde
kritik 6neme sahiptir

CNT’ ler ¢ogunluklu olarak avantaja sahiptirler ancak 6zellikle biyolojik
uygulamalarda akla gelen ilk siiphe sitotoksisitedir (Ji et al, 2010). CNT” lerin
toksik Ozellikleri, ylizeysel fonksiyon, fonksiyonlamada kullanilan kimyasallarin
tiirii ve kullanim derecesi, ¢oziiniirliik derecesi, sentezinden kaynaklanan yapisal
bozukluklar ile sentez sirasinda yiizeylerinde biriken atiklardan (Fe, Co, Ni) ileri
gelmektedir (sekil 1.16). Ancak, uygun segilen ¢oziiniirlestirme uygulamasi ile



30

¢cOziinlirlik, yiizeysel artiklar gibi potansiyel etkiler bertaraf edilir (Firme and
Bandaru, 2020).

Fonk siyonlamanm
gerceklestigi bilge

Kontrolsiiz uzama

Sentez kalmtilarn (N1, Co)

Sekil 1.16 Karbon nanotiiplerin sitotoksik etki gdstermelerinin sebepleri

Sonug olarak CNT’ lerin, yiikleme yapilabilecek uygun i¢ hacmi, genis
ylizey alani, hiicresel etkilesim ve hiicre igine giris potansiyelleri, ¢ok ¢esitli
ylizeysel modifikasyonlara a¢ik olmalari ile kanser teshis ve tedavisi igin
uygulama alan1 genis nano parcaciklardir.

1.5.6 Kuantum parcaciklar

Kuantum parcaciklar (QD), flofor ozelligi yiiksek, organik ligand
tabakasiyla stabilize edilmis inorganik atomlar1 temel alan 1-10 nm boyutunda
nano partikiillerdir (Sekil 1.16). Yar1 Omiirlerinin yiiksek olmasi, floresans
stabilitelerinin ve absorbsiyon spektrumlarinin yiliksek olmasi gibi bazi {istiin
ozelliklere sahiptirler. Bu sebeple, biyolojik uygulamalarda, tip, teknoloji ve
analitik kimya alanlarinda kullanimi tercih edilen molekiillerdir (Tansil and Gao,
2006).

Yakin gelecekte, yari iletken QD yapilar1 mikroelekronik, optoelektronik ve
hiicresel goriintilleme ile ilgili bilim ve teknolojilerde dikkat cekmektedir
(Grodzinski et al, 2006). Yar1 iletken QD’ lar ilag ve biyoloji i¢in yeni bir sinif
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floresans isaretleyicidir. Bahsedilen genis absorbsiyon ve kisith sagilim
karakteristikleri nedeni ile tek uyarim kanaliyla ¢ok renkli goriintiilerin alinmasini
olanakl kilmaktadir. Kimyasal ve optik 6zellikleri nedeni ile 6zellikle in vivo
ortamda goriintii almanin bilinen en elverisli yoludur (Alivisatos, 2005). Aymn
zamanda hem goriintiilleme hemde ilag¢ tasin1 6zelliklerine sahip ¢ok fonksiyonlu
yapilarin sentezlenmesinde de kullanighi materyallerdir. Toksik etmenlerden
dolay1 sentezlenmelerinin ardindan yiizeyleri, biyo uyumlu PEG-silika gibi
materyaller ile kaplanmaktadir. Nie ve arkadaslar (2007), QD yiizeylerini prostat
spesifik antijen ile modifiye ederek, sentezlenen biyokonjugat ile model canlida in
vivo olarak goriintileme yapan ilk gruptur. QD vyiizeyleri cesitli sekillerde
modifiye edilebilir ve bdylece ¢oziiniirliik, stabilite, spesifiklik gibi karakterleri
hedeflenen amag¢ dogrultusunda diizenlenebilir.

2. MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

Kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar sunlardir;
kimyasal buhar biriktirmesi ile sentezlenen ¢ok duvarli karbon nanotiip
(MWCNT; ¢ap: 110-170 nm, uzunluk: 5-9 pum, % 90), nitrik asit (% 68), siilfiirik
asit (% 98), EDC (1-etil-3-[dimetilaminopropil]karbodiimid), NHS (N-
hidroksisiiksinimid), THF (Tetrahidrofuran, % 99), monoklonal anti-estrojen
reseptor (HER2 — 0,3 mg/mL), pH 7,4 PBS (Fosfat-salin tamponu) Sigma (St.
Louis, MO, ABD) firmasindan temin edildi. 300 kDa filtre Millipore (Tullagreen
Carrigtwohill, Irlanda) firmasindan tedarik edilmisti. MCF-7 meme
adenokarsinoma epiteli hatt1 ve saglikli meme epiteli hiicre hatti, Amerikan Kiiltiir
Koleksiyonundan ( ATTC, Manassas, Va.), PC-3 prostat karsinoma epiteli hiicre
hatti, Ege Universitesi Biyomiihendislik Boliimiinden tedarik edilmistir.
Polifenilen tabanli floresans polimer Istanbul Teknik Universitesinde Prof.Dr.
Yusuf Yagci’'nin laboratuarinda sentezlenmistir. Model ilag olarak segilen
Bleomisin (Bristol-Myers Squibb, USA) ticari olarak temin edilmistir. Diger tiim
kimyasallar analitik safliktadir.

2.2 Cihaz ve Sistemler

Calismanin, sentez, karakterizasyon ve biyokonjugatlarin in vitro uygulama
potansiyellerinin incelenmesi amaciyla kullanilan ara¢ ve gerecler asagida
verilmigtir:  Cok duvarli karbon nanotip (MWCNT) ve sentezlenen
biyokonjugatlarin karakterizasyonu icin, otomatize Renishaw InVia Reflex
Raman Mikroskop Sistemi (U.K) kullanildi. Cihazin 830 ve 514 nm’ den olusan
iki diyotu bulunmaktadir. Olgiimler 514 nm (yesil) argon iyon lazeri altinda ve
50X objektif altinda alindi. Elektrokinetik Zeta potansiyel degerlerinin 6l¢iilmesi
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amaci ile Zetasizer NanoZS cihazi (Malvern Instruments, UK) kullanildi. Bir
diger yapisal karakterizasyon, Thermo-Nicolet 510 (USA) markali Fourier
transform infrared spektroskopisi/Total seyreltilmis yansitma (ATR/FT-IR)
spektrometresi ile yapildi. Sentezlerin yiizey modifikasyonlarinin saptanmasi
amac1 ile Perkin-Elmer TGA-7 (Massachusetts, USA) analiz cihazi kullanildi.
Orneklerden yaklasik 1,0 mg kullamlarak sicaklik 800 °C ‘ye kadar dakika 10 °C
artacak sekilde analizler gerceklestirildi. U¢ boyutlu goriintiileme amaci ile Park
SYSTEMS XE 100 Atomik Gii¢ Mikroskopisi (AFM, Park Systems Corp.
KANC, Kore) cihazi kullanildi. Calismalar oda kosullarinda, kontakt modda, 0,5
Hz tarama hizi ile ve silikonnirit tiplerin kullanilmasi ile gergeklestirildi. Taramali
elektron mikroskop (SEM) goriintiileri Carl Zeiss Evo 40 (Carl Zeiss NTS G
mbH, Germany) cihazi kullanilarak, yliksek vakum ve potansiyel (10 kV) altinda
alindi. Transmission Elektron Mikroskopu (TEM) goériintiilerinin i¢in ise JEOL
SEM Marka STEM (Japonya) cihazi kullanildi. Floresans polimer yapisinin ve
biyokonjugatlarin ~ ve hiicre  kiiltliri  uygulamalarinda  florimetrik
karakterizasyonlar, Cary Eclipse ve microplate Varian Cary Eclipse (USA) marka
floresans spektrometreleri ile alindi. Santrifiij (Denley, Ingiltere), pH-metre (Hana
Instrument, ABD), distile su cihazlar1 (Fistream, England ve Milli-Q Milipore,
ABD), ultrasonic banyo (Ultrasonic LC 30, Almanya), su banyosu (Niive,
Tiirkiye) ve sonikator (Heilscher, UP200H, Germany) ilgili caligmalarda
kullanildi.

2.3 Metod

Tez kapsaminda, kanser hiicrelerinin teshis ve tedavisine yonelik, kanser
hiicresine spesifik ¢ok fonksiyonlu MWOCNT biyokonjugatlarinin  sentez,
karakterizasyon ve uygulama caligsmalari ii¢ ana baslik altinda toplanmaktadir:

A) MWCNT aracilign ile teshis ve tedavi amacina yonelik ilgili
biyvokonjugasyon sentezlerinin yapilmasi;

Ilgili konjugasyonlar ve detaylar1 Cizelge 2.1 ve Sekil 2.1 *de 6zetlenmistir:
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Cizelge 2.1 Caligma metodu ve karakterizasyon yontemlerinin genel 6zeti
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Cizelge 2.1’ de ifade edilen ilgili sentez adimlarinin ve biyokonjugatlar sekil
2.1 ‘de sematize edilmistir.

(1)

@ -Hr2 (b) et

} = Belomisin
S’

-_:i‘- ‘ H3
| = =
=FluoresansPolimer = (_;\:_\ — f_)
(= =PEG750 )

= [Polifenilen-PEG(750)]n

Sekil 2.1 Biyokonjugat sentezi genel gosterimi (a) akis semasi (b) igerik molekdilleri

Tez kapsaminda, MWCNT’ lerin karboksil fonksiyonlanip ¢oziiniirliik
Ozelliklerinin  arttirtlmasinin = ardindan  gergeklestirilen ilk  modifikasyon
nonkovalent yaklasim ile gerceklestirilmistir. Nonkovalent modifikasyon, f-
MWCNT’ lerin yan duvarlart ile floresans o6zellikli polimer arasinda
gerceklesmektedir. iki yapr arasinda nonkovalent modifkasyonun gergeklesmesini
saglayan gii¢ ise m-m etkilesimleri dolayisi ile Van der Waals etkilesimleridir.
Istiflenme (m-m  stacking), supramolekiiler kimyada molekiillerin, interatomik
etkilesimler ile en dogru oryantasyonda isftiflendiklerini 6ngoriir. Nonkovalent bir
etkilesim olan n-m istiflenmede, organik molekiillerin aromatik gruplar1 aktif rol
oynar. Istiflenen iki yapiin aromatik halkalarmin m-orbitalleri {ist iiste gelerek
elektronlarmi ortak kullanirlar ve m-konjuge bir sistem olustururlar. Bu sayede,
ortak kullanim ile m-elektronlarinin sayisinin artmasi sonucu daha giiclii yapilari
olustururlar (Meuer et al, 2009). MWCNT’ ler yapisal olarak tamamen



hegzagolan halkalardan olusurken, floresans polimer polifenilen aromatik
halkalarimi1 icermektedir. Sekil 2.2 Polimerin aromatik halkalar1 ile CNT arasinda
gergeklesen m- m istiflenmeyi sematize etmektedir. Dolayis1 ile bu iki yapi
arasinda m- m orbitalleri bir araya gelerek istiflenecek ve boylece f-MWCNT’ nin
nonkovalent modifikasyonu gerceklesecektir.

Sekil 2.2 Polimer ile karbon nanotiip arasinda gergeklesen nonkovalent etkilesim

B) Sentez, konjugat ve biyokonjugatlarin karakterizasyonu

Sentezlenen yapilar ve uygulanan ilgili karakterizasyon caligmalari ile sekil
2.3’ de Ozetlenmistir.
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-Hiicre kiltir Florimetri, Hiicre kiltiri,

-Floresans Mikroskop Floresans Mikroskop

-Florimetri

Sekil 2.3 Sentezlenen konjugatlara uygulanan karakterizasyon yontemleri

C) In vitro uygulamalar1 ve goriintiileme ila¢c tasinim potansiyellerinin

incelenmesi

MCF-7, PC-3 ve saglikli hiicre hatti hiicre kiiltiirii uygulamalar ile
sentezlenen ¢ok fonksiyonlu MWCNT biyokonjugatlarin hiicresel tutunmalarin
belirlenme ve floresans mikroskop goriintiilerinin alinmast bu baglik altinda
ylriitiilen deneysel ¢caligmalardir.

2.3.1 Cok duvarh karbon nanotiiplerin karboksil-fonksiyonel hale
getirilmesi

10 mg ticari MWCNT 3:1 (v:v) oraninda H>SO4 (% 98) ve HNOs (% 68)
karigimi igerisinde 7 saat 80 °C’de, siklikla sonike edilerek inkiibe edildi. 8 saat
sonrasinda elde edilen karisim yar1 yariya saf su ile seyreltildi (Jain et al, 2009).
Ardindan 5 000 g’de santrifiijlenrek pH degeri notr olana dek saf su ile yikandi.
0,45 um membran filtreden gecirilerek olusan agregatlar uzaklastirildi. Elde
edilen siispansiyon son asamda 80 °C’de gece boyu etiivde kurutularak, karboksil
fonksiyonlu MWCNT (f-MWCNT) toz seklinde geri kazanildi.
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2.3.2  Karboksil fonksiyonel ¢ok duvarhh karbon nanotiiplerin
floresans polimer ile kovalent olmayan modifikasyonu

f-MWCNT konsantrasyonu 0,1 mg/mL ve [polifenilen-PED(750)],
floresans polimerin konsantrasyonu 0,2 mg/mL olacak sekilde 3,0 ml
Tetrahidrofuran (THF) i¢inde ¢oziiserek gece boyu, oda sicakliginda g¢alkalayici
lizerinde inkiibasyona birakildi. m -m etkilesimleri ile [polifenilen-PEG(750)],
floresans polimeri ile -MWCNT baglanmasinin ardindan ¢ozelti, THF ortamdan
uzaklagtirilana dek saf su ile yikandi, 300 kDa’lik filtreden gecirilerek
baglanmayan polimerler ortamdan uzaklastirildi. lgili ¢ozgende c¢oziilerek
ilerleyen asamalarda kullanildi (Simmons et al, 2009; Mener et al, 2009).

2.3.3 f-MWCNT/[polifenilen-PEG(750)], floresans probunun HER-2
ve Bleomisin ile kovalent modifikasyonu

Kanser spesifik HER-2 antikoru ve ilag f-MWCNT/[polifenilen-PEG(750)],
floresans probuna baglanmadan 6nce, prob yiizeyinde bulunan karboksil gruplarin
reaksiyona aktif hale getirilmesi gerekmektedir. Bu amagla, 0,1 mg/mL f-
MWCNT/[polifenilen-PEG(750)], ve son konsantrasyon 20 mM olacak sekilde
EDC pH 5,0 PBS tamponu igerisinde 15 dakika inkiibe edildi. Ardindan iki ayri
biyokonjugat sentezi igin iki ayr1 deney seti hazirlands. ilk sette son konsantrasyon
50 mM olacak sekilde NHS ile 30 pL HER-2 ortama eklenerek iki saat oda
kosullarinda inkiibasyona birakildi. Ardindan ortam pH’s1 notr olup reaksiyon
durana dek saf su ile yikandi. 300 kDA mikrosantrifiij membran filtre kullanilarak
15 dakika 5000 g de santrifiij islemi gerceklestirilerek baglanmayan proteinler
ortamdan uzaklastirildi. Son islem olarak baglanmayan EDC ve NHS
kimyasallariin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in {i¢ saat saf suya karsi, bir gece PBS
7,4 tamponun kars1 soguk odada diyaliz islemi uygulandi. Ayni iglen ikinci deney
seti i¢in tiim prosediir aym kalacak sekilde ortama 0,1 mg/mL Bleomisin
eklenerek gercgeklestirildi (Coley et al, 2009).

2.3.4  Hiicre kiiltiirii uygulamalar

PC-3, prostat karsinoma hiicreleri Dulbecco's MEM, 2,0 mM glutamin, 1,5
g/L sodyum bikarbonat, 1,0 mM sodyum piruvat ve % 5 fetal bovin serum (FBS)
den olusan medyumda, MCF-7 meme adenokarsinoma epitelyum hiicreleri,
minimum essential medium (Eagle), 2,0 mM glutamin, 1,5 g/L sodyum
bikarbonat, 0,1 mM non-esensiyel amino asitler, 1,0 mM sodyum piruvat ve % 10
fetal bovine serum (FBS) den olusan 25 cm® lik flask ortaminda iiretildi. Tiim
hiicreler flasklar1 % 80 kaplayacak kadar iiretildikden sonra % 0,25 (w/v) tripsin-
EDTA solusyonu araciligir ile flasktan ayrilarak calismalarin yapilacagi 24
kuyucuklu plakalara ekildi ve caligmada kullanilmayacak olan hiicreler % 5
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DMSO igeren ortamlarin igine koyularak -80 °C de dondurulup, -190 °C siv1 azot
i¢inde saklandilar.

Sentezlenen biyokonjugatlarin  hiicresel tutulumlarmin  bagil olarak
hesaplanmasi1 amaciyla 24 kuyucuklu plaklara aktarilan hiicrelerde yeterli biiytime
gbzlendiginde, hiicrelerin ylizeylerinde var olan besiyerleri pompa yardimi ile
hiicrelere zarar vermeden ortamdan uzaklagtirildi. Her kuyucukta ki hiicreler PBS
7,4 tamponu ile iki kez yikanarak kuyucuk c¢eperlerinde kalan besiyerleri
temizlendi. Ardindan, 24’liik plaka uygulamalarin kontrol gruplarina yalnizca
PBS 7,4 tamponu ve ilgili biyokonjugatlar 250 uL eklenerek 2 saat, 37 °C ‘de ve
% 5,0 ’lik CO; bulunan inkiibatorde inkiibasyona birakildi. 2 saat sonrasinda
inkiibatorden aliman hiicrelere uygulanan ¢ozgenler ortamdan uzaklagtirilarak
yeterli diizeyde PBS 7,4 tamponu ile yikanarak monokromator florimetrik 6lgiim
alan florimetride (Varian Cary Eclipse, USA) ilgili dalga boyunda optik analizleri
yapild1 ve absorbanslar Graph Pad istatistik programi kullanilarak degerlendirildi.
Floresans mikroskop c¢aligmasi i¢in hiicreler ayni prosediir ile yetistirilerek

goriintiileri alind. Hiicre kiiltiirii uygulamasi sekil 2.4 de 6zetlenmistir.
"-""’—\\\\ . Hdcrelerin
- tasinmasi
25 em? (1) SEI
Flask dSTEE
—> gg ~Huicrelerin
P ———— yikanmas
24 kuyucuklu
plak (2)
>

e - (3)
Hl'jcr‘elerin
(3) (a) ‘“J biyokonjugatlar

ilemuamelesi
Florcsansdlgum 2 saatinkubasyan ve
alinmasi hiicrelerinytkanmasi

Sekil 2.4 Hiicre kiiltiirii uygulama semasi
2.3.5 Sitotoksisite calismasi

Sitotoksisite ¢aligmast MTT ve WST isimli iki ayr1 yontem ile
gerceklestirildi. MTT sitotoksisite uygulamasi ile [Polifenilen-PEG(750)],
polimerinin ve f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], konjugatinin, WST
sitotoksisite testi ile f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], ve f-
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MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],/HER2  biyokonjugatlarinin MCF-7 meme
adenokarsinoma epitel hiicrelerine olan sitotoksik etkisi saptanmistir.

WST ydntemi i¢in, hiicre slispansiyonu, 96 kuyucuklu mikroplaklarda, her
bir kuyucuga 1x10° hiicre/mL olarak hazirlandi. Her bir kuyucuga 100 pL hiicre
siispansiyonu ve kontrol disindaki kuyucuklara sekiz farkli konsantrasyonda f-
MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], ve -MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],/HER-2
biyokonjugati eklendi. Negatif kontrol olarak hiicre ve reaktif icermeyen besiyeri
kullanildi. Calismada her bir parametre liger tekrarli olarak ¢aligildi. Hiicreler 37
°C, % 5 CO, ortaminda inkiibe edildi. 48. saatte her kuyucuga 10 uLL WST (Suda
¢Oziiniir tetrazolyum Tuzu) soliisyonu eklendi ve dort saate kadar inkiibe edildi.
Her 30 dakikada bir 450 nm dalga boyunda ve 690 nm referans araliginda her bir
kuyucugun absorbans degeri, spektrofotometre kullanilarak okundu. Negatif
kontrol sifir absorbans olarak kabul edildi. Asagidaki formiilden yararlanilarak %
sitotoksisite degerleri hesapland1 (Wdrle-Knirsch et al,2006).

% sitotoksisite= 1- (6l¢iilen optik dansite degeri / kontrol degeri ) x 100

MTT yoOntemi igin ise hiicre silispansiyonu, yine 96 kuyucuklu
mikroplaklarda, her kuyucukta 15 000 hiicre olacak sekilde seyrelmeler yapilarak
hazirlandi. Her kuyucuga 100 pL hiicre slispansiyonu eklenerek ii¢ giin 37 °C, 5
% CO; ortaminda inkiibe edilerek hiicreler biiyiitiildii. Ardindan hiicreler yikandi
ve kuyucuklara [Polifenilen-PEG(750)], ve f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],
ornekleri 100 pl/ml, ti¢ tekrar olacak sekilde uygulandi. Negatif kontrol i¢in ilgili
besi yeri kullanildi. Hiicreler 37 °C, % 5 CO, ortaminda inkiibe edildi. Hiicreler
yikanip O6rneklerden arindirildiktan sonra 110 pl (%10) MTT soliisyonu eklenerek
4 saat 37 °C, % 5 CO, ortaminda inkiibasyona birakildi. Bu siire¢ igerisinde hiicre
icinde formazon kompleksi olustu ve mor rengin disar1 ¢ikarilmasi i¢in 1M HCL
(%10) i¢inde ¢oziinmiis 100 pul SDS tuzu ¢ozetisi kuyucuklara eklenerek 1, 2, 4, 8,
16 ve 24 saat inkiibasyonlarinda 570nm’de OD spektroskopik olarak okumalar
yapilarak sitotoksik etki hesaplandi (Mosmann, 1983).

2.3.6  Floresans polimer sentez ve yapisi

Floresans isaretleyici olarak, kanser goriintiillemede kullanilmasi hedeflenen
polimerin aromatik gruplarimin bir araya gelisi Suzuki Kenetleme organik
reaksiyonu ile, PEG(750) yan grubunun eklenmesi ise Yamamoto kenetlenmesi
reaksiyonun araciligi ile gergeklestirilmistir. Suzuki tepkimesi paladyum
kataliziyle bir aril boronik asit ile bir arilhalojeniiriin kenetlenmesini ifade
etmektedir. Son zamanlarda ise bu kavram olduka genislemis ve artik sentez
reaksiyonu alkil, alkenil, aril, allil ve alkinil gruplarini da i¢ermektedir.
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Sekil 2.5 Suzuki ¢apraz kenetleme reaksiyonu

Suzuki c¢apraz kenetlenme tepkimesinin mekanizmast diger c¢apraz
kenetlenme tepkimelerinin katalitik dongiisine benzer ve dort belirgin
basamaktan olusur. Bunlar sirasiyla ylikseltgen katilma, metatez, transmetalleme
ve indirgen ayrilma basamaklaridir. Yiikseltgen katilma basamaginda Pd“ tiirleri
organik halojeniir ile Pd™ olusturacak sekilde yiikseltgenir. Bu ayni zamanda
reaksiyonun hiz belirleyici basamagidir. Sonra Paladyuma bagli anyon eklenen
bazin anyonu ile degisir (metatez). Daha sonra Pd™ ile alkilborat kompleksi
arasinda transmetalletme gerceklesir. Son olarak da C-C sigma baginin indirgen
ayrilmasiyla yeniden Pd elde edilir. Transmetalleme basamaginda kullanilan
bazin kesin rolii ve etkisi belirsizligini korumasi kargin, transmetallemenin baz
vasitasiyla elde edilen ve serbest boronik asitten daha elektrofilik olan dort
koordinasyonlu borat anyonu ile kolaylastig1 diigiiniilmektedir (Kiirti and Czako,
2005).

Yamamoto reaksiyonunda ise genellikle aril-halojen bilesenleri arasinda
gerceklesen C-C kenetlenmesi olarak bilinir. Katalizor olarak metal bir kompleks
olan bis(1,5-siklooktadien)nikell(0) (Ni(COD)) kullanilir. Bu ydntem ile
gergeklestirilen polimerizasyonun avantaji, sadece tek ve tek tiir fonksiyonlama
gerektirmesidir. Ancak reakiyonda nikel kompleksinin sitokiyometrik katsayisi
bilinmelidir. Bununla birlikte yiiksek molekiiler agirlikli  poliaromatik
reaksiyonlar i¢in kullanishdir (Cho et al, 2007). Ornek Yamamoto reaksiyonu
sekil 2.6’da ifade edilmistir.

T Ni{COD). S
S e W L R
=N M 2,2"-bipyrindine - *'\“ Y

Sekil 2.6 Yamamoto reaksiyonu

Sonug olarak izlenen iki sentez stratejisi ile sentezlenen polimer sekil 2.7°de
ifade edilmistir,
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Sekil 2.7 Floresans polimerin genel goriiniimii.

Floresans isaretleyici polimerin sentezinde PEG gruplarmin varligi
uygulanabilirlik agisindan olduk¢a énemlidir ¢iinkii PEG gruplari,

e Yiikses hacimli olmasi nedeni ile biyokonjugata toksik etki yaratmaz

e Pek ¢ok FDA onayl {iriin igerisinde biyouyumluluk nedeni ile
kullanilmaktadir

e Hidrofiliklikleri yiliksektir ve esnektirler.

e Viicutta uygulandiklart ¢ok fonksiyonlu nanopartikiillerin,
plazma proteinleri ile etkilesimini Onleyerek sirkiilasyon siiresini
dolayist ile etki siiresini uzatirlar (Misra et al, 2010).
24 Biyokonjugatlarin Karakterizasyonlarina Yonelik Calismalar
2.4.1 Raman spektroskopisi
Calismanin bu asamasinda yapisal analiz gerceklestirilmistir. Bu amagla,
ozellikle CNT’ler i¢in siklikla uygulanan teknik Raman spektrokopisidir. Raman
spektroskopisi ile elde edilen veriler karbon nanotiiplerin yiizeylerinde olusan
yapisal bozulmalar hakkindadir ve bu yaklasimla yilizey modifikasyonun basarili
olup olmadig: ile ilgili veri elde edilir. Analizlenen 6rnekler sirasiyla soyledir:
(1) MWCNT (kontrol)
(i1) f-MWCNT

(111) f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], konjugati
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Analizlencek ii¢ o6rnegin kat1 formlarinin ¢ok az miktarlar1 ylizeye ayr1 ayri
damlatildi. Spektrumlar, 10X biiylitme objektifinde, 514 nm ve % 10 lazer giicii

altinda elde edilmistir.
2.4.2  Yiizey potansiyeli ol¢iimii (Zeta Potansiyel)

Farkli sekillerde modifiye edilmis CNT lerin ylizey yiikleri, Zetasizer
NanoZS cihazi (Malvern Instruments, UK) araciligi ile saptanmusdir. Ozetle,
modifikasyon sonucunda yapilara eklenen molekiiller yiizey yiikiinde degisiklige
neden olmaktadir. Ilgili analizler, her birinin MWCNT konsantrasyonu 0,1
mg/mL olan pH 7,0 distile-deiyonize suda gergeklestirilmistir. Yiizey yiikleri

analizlenen ornekler sirasi ile soyledir;
(1) f-MWCNT
(i) f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], konjugati
(iii) f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],/HER2 biyokonjugat:

2.4.3 Termal gravimetrik ol¢iime dayah analiz (TGA)

Termal degisim dolayisiyla molekiilde farklanan agirlik 6l¢iimiine dayali TGA,
CNT’lerin yiizey karakterizasyonu i¢in kullanigh bir yontemdir. Modifikasyon
sonras1 yiizeye baglanan yapilarin termal stabiliteleri farkli oldugundan 1sisal
farklanmadan her biri ayr1 etkilenirler prensibi ile ylizey modifikasyonlar
saptanmaktadir. Analiz i¢in her bir kat1 formda ki 6rnekten yaklasik 1,0 mg 6rnek,
tutma haznesine yerlestirilmistir. Sicaklik dakikada 10 °C olacak sekilde 800 °C
iist limitine kadar ¢ikarilmistir. Termal analizleri gergeklestirilen 6rnekler asagida

belirtilmistir;
(1) MWCNT (kontrol)
(i1) F-MWCNT
(iii) f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], konjugati

(1v) f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],/HER2 biyokonjugati.
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244 ATR/FT-IR

ATR/FT-IR, molekiillere belirli aralikta dalga boyu taramasi yaparak,
atomik baglarin absorbsiyon, sagilim ve bag titresim hareketlerinden yararlanir ve
taranan aralikta ki tiim baglarin spektrumu bilgisini verir. ATR/FT-IR CNT lerin
modifikasyonlar1 sonucu ylizeylerinde olusan reaktif gruplarin ve baglanan
biyomolekiil yapilarinin saptanmasinda 6nemli bir sistemdir. Tez kapsaminda
yiizeyleri farkli sekillerde modifiye edilen MWCNT yapilar1 kat1 formda (1,0 mg)

hazirlanip analizlenmiglerdir. Analizi yapilan ilgili 6rnekler su sekildedir;

(i) MWCNT (kontrol)

(i)  fMWCNT

(i) ~ f-MWCNT//[Polifenilen-PEG(750)],/HER2.

2.4.5 Coziiniirliik testi

Kalitatif bir analiz yontemi olan ¢oziiniirliik testi, tez kapsaminda kilit rol
oynayan MWCNT’lerin  ¢Oziliniirlestirilmesi  asamasinda  uygulanmustir.
MWCNT’lerin  asit muamemesi ise c¢Oziiniirlestirilmesinin ardindan f-
MWCNT’ler ¢oziiniirliik testine tabi tutulmustur. Bu amagla pH 7,0 saf su
icerisinde sirasyla 0,15 mg/mL, 0,3 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1.0 mg/mL, 5,0 mg/mL
ve 15 mg/mL olmak {izerealti farkli konsantrasyonda ki f-MWOCNT lerin
¢oziiniirliikleri kiyaslanmstir.

2.4.6  Floresans ol¢iimler

Floresans olgiimleri, floresans ozellik sergileyen polimer ve ilgili
konjugatlarinin karakterizasyonunun gergeklestirilmesinde kullanilmistir. Tez
kapsaminda floresans spektrometre kullanilarak gergeklestirilen calismalar ii¢
baslik altinda toplanmistir;

2.4.6.1 Polimere iliskin dalga boyu taramasi

1,0 mg/mL [Polifenilen-PEG(750)], floresans polimerin uyarilma
(Eksitasyon) dalga boyu belirli araliklarda degistirilerek, degistirilen dalga
boylarina karsilik gelen emisyon sinyalleri grafige gecirilerek polimer i¢in en

uygun uyarilma dalga boyu saptanmis ve ilerleyen caligmalarda bulunan optimum
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dalga boyu kullanilmistir. Calisma da her uyarim i¢in tarama 600 nm dalga

boyuna kadar yapilarak, slit: 10 boyutunda igimalar toplanmustur.

2.4.6.2 {-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], konjugatinin floresans

ozelliginin karakterizasyonu

Bu kisimda amag, kovalent olmayan etkilesimler ile -MWCNT iizerine
konjuge edilen polimerin belirlenmesi olup, bu sekilde sentezlenen f-
MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], konjugatinin floresans bir prob olarak
kullanilip kullanilmayacagi hakkinda bilgi sahibi olunmaktadir. Bu amacla, gece
boyu inkiibasyona birakilan f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], i¢in metod
kisminda bahsedilen yikama ve saflastirilma prosediirii sonrasi kalan yikama
sular1 toplanarak floresans oOl¢iimleri alinmis ve elde edilen son konjugatin
floresans siddeti ile kiyaslanmustir. {lgili prosediir sekil 2.8 de belirtilmistir.

_ Ugkezardi ardina yikamaile
/ _ * ¢elde edilen, siipernetant 1
.fr/'f siipernetant 2
siipernetant 3

- e r
/ _ — — > Sonvikama sorras:elde

edilen f-CNT/[Polifenilen-
PEG(7E0)], pelleti

Sekil 2.8 Ard arda yikamalar sonrasi floresans Ol¢iimleri alinan siipernetantlar ve pellet.

2.4.6.3 [Polifenilen-PEG(750)], floresans polimerin konjugasyon
adimlari sonrasi floresans siddeti karakterizasyonu

Floresnas karakteri cesitli kimyasallara ve 1stya maruz kalma durumunda
basta sahip oldugu yogunlukta ve stabilite de olmayabilir. Bu amagla her
konjugasyon adimi sonrasi1 floresans siddetin olgiilebilir boyutta olup olmadiginin

Olciilmesi gereklidir. Floresans karakterleri analizlenen Ornekler asagida
belirtilmistir; MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],

(1) 0,2 mg/mL[Polifenilen-PEG(750)], floresans polimer
(i) MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], konjugat:

(ii1) MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],/HER2 biyokonjugati
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2.4.7 Atomik kuvvet mikroskopisi (AFM)

AFM, karbon nanotiiplerin yayildig1r belli boyuttaki alanin ii¢ boyutlu
goriintiislinii ve ayn1 zamanda igerigindeki nanoyapilarin boyutlar1 hakkinda fikir
veren mikroskoptur. Tez kapsaminda AFM goriintiileri alinan iki 6rnek asagida
belirtilmistir;

(1) f-MWCNT

(i1) f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], konjugati

Gortintii almak amaci ile 0,1 mg/mL f-MWCNT ve 0,2 mg/mL [Polifenilen-
PEG(750)], floresans polimeri iceren Ornekler 100 kat saf su ile seyreltilerek
kurumasi amaci ile yaklasik 1,0 cm®’lik yiizeye damlatilarak kurumasi beklendi.

Gortintiiler 5 um x 5 pum alan1 igerisinde, kontakt moda, 0,5 hz tarama hizi ile
alinmustir.

2.4.8 Elektron mikroskopisi (SEM ve TEM)

Taramali elektron mikroskobu, elektron mikroskobunun bir tiriidiir ve
ornegi yiiksek enerjili elektron demeti ile tarayarak {i¢ boyutlu fotograf goriintiisii
olusturur. Dolayist ile 6rnegin yiizey topolojisi ve kompozisyonu gibi dnemli
veriler iic boyutlu SEM goriintiilleme cihazi ile elde edilir. Tem goriintiileme
sisteminde farkli olarak elektron demeti ¢ok ince 6rnek kesinin icinde gecerek
ornegin morfolojisi ile birlikte goriintii CCD kamera ile alinir.

Tez kapsaminda karboksillenmis MWCNT ’lerin TEM goriintiileri alinirken,
TEM/SEM goriintiileri alinan 6rnekler asagida belirtilmistir.

(i) fLMWCNT

(ii) f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], konjugati

(iii) f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],/HER2 biyokonjugati
(iv) MCF-7 kontrol hiicresi

(v) MCEF-7-f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],/HER2 uygulamasi
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Uygulama oncesi sivi formdaki ornekler yaklasik 2,0 uL olacak sekilde
ylizeye damlatilip ¢ozgeni ucurulduktan sonra, altin ile kaplanarak
goriintiilendiler.

2.4.9 Bradford protein tayini

Bradford protein tayini, sulu ¢ozeltilerdeki protein miktarinin spektrofometrik
olarak belirlenmesinde kullanilan analitik bir yontemdir. Olgiim, protein molekiilii
yapisinda ki amino asit kompozisyonuna bagl olarak alinir. Yontem
uygulamasinda, Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasi kullanilir. Proteinlere
baglanmis formu ile boya mavi renge doniisiir ve maviye doniisme orani
ortamdaki protein miktar1 ile dogrudan orantilidir. Boya ile protein arasinda
olusan bag sonrasi renk degistirme oran1 595 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak ol¢iliir. Uygulama Oncesi standart bir proteinin (BSA) farkli seyrelme
oranlarina karsilik dogrusal bir kalibrasyon grafigi ¢izilmelidir. Ardindan,
uygulanacak standart ¢ozeltiler ve 6rneklerin 0,2 ml’ si ile 0.8ml Coomassie Blue
cozeltisi karistirilarak 15 dakika inkiibasyona birakilir. Bu siire¢ ardindan olusan
renksel degisim 595 nm dalga boyunda okunarak kaydedilir. Cizilen kalibrasyon
grafiginden yola cikilarak 6rnek icindeki protein miktarina ulasildi (Zor and
Selinge, 1996).

2.4.10 Floresans mikroskop
Tez kapsaminda sentezlenen konjugatlarin, kanser hiicrelerine
uygulanmasinin ardindan goériintiileme, ilag taginim potansiyellerinin incelenmesi
amaciyla floresans mikroskop goriintiileri alinmistir. Goriintiisii alinan sentezler

ve hiicreler Tablo 2.2° de 6zetlemistir.

Cizegle 2.2 Floresans mikroskop goriintiisii alinan hiicre tiirleri ve uygulanan konjugatlar

Hiicre e .
Hatt Goriintiisii Alinan Konjugatlar
[Pi‘l’lf’n f. f. -MWCNT/[Polifenilen
MCF-7 PEE (75 | MWCNT/[Polifenil | MWCNT/[Polifenile | PEG(750)l/HER2/Bleo
0] en-PEG(750)], n-PEG(750)],/HER2 misin
/[Polife N e
PC-3 P‘Egg 5 | MWCNT/[Polifenil | MWCNT/[Polifenile -
o] en-PEG(750)], | n-PEG(750)],/HER2
Saglitr | ' El)l";‘lfe f- f-
meme | oo~ (75 MWCNT/[Polifenil | MWCNT/[Polifenile -
epiteli 0] en-PEG(750)], n-PEG(750)],/HER2




47

3. SONUCLAR VE TARTISMA
3.1 Karakterizasyon Calismalarina Mliskin Bulgular

Tez kapsaminda hedeflenen kanser teshis ve tedavisine yonelik
biyokonjugatlarin hazirlanmasi amaci ile kullanilan temel materyaller ¢ok duvarh
karbon nanotiiplerdir (MWCNT). Bu yapilarimin segilmesinin nedeni yiizey
alaninin genisligi, termal stabilite ve modifikasyona a¢ik olma gibi iistiin
Ozellikleri barindirtyor olmalaridir. CNT yiizey alanlarinin genis olmasi onlarin
cok cesitli formlarda modifiye edilmelerine olanak saglamaktadir.

CNT’lerin en biiyiik dezavantaji, cok zor disperse olan ve pratikte herhangi
biz c¢ozgende c¢oOziinlrlik gostermeyen materyaller olmalaridir. CNT’lerin
nanoteknolojik alaninda uygulamalara entegre edilebilmeleri i¢in sulu ¢ozgenler
icerisinde ¢oOziiniirliklerinin arttirmak gerekir. Bunun ¢ok fazla yontemi
bulunmaktadir ve temelde kovalent ve non-kovalent olmak iizere iki yaklasim
altinda toplanirlar. Non-kovalent yaklasimda CNT yan duvarlari, polimer, peptid,
oligomer, niikleik asit ve ylizey aktif maddelerce modifiye edilirler ( Zheng et al,
2003; Islam et al, 2003; Richard et al, 2003). Bu yontemin avantaji ozellikle
sensOr uygulamalari i¢in 6énemli olan, CNT’lerin aromatik yapisindan ileri gelen
elektronik iletkenliklerinin zarar gérmemesidir. Ikinci yani kovalent modifikasyon
yaklagiminda ise, CNT’ler par¢alanir, okside olur ve belli oranda karboksil, amin
gibi reaktif gruplar acgiga ¢ikar. Bu sekilde ¢oziiniirlik kazandirmanin, asit
muamelesi, ozonlama gibi ¢ok sekilli yontemleri mevcuttur (Tagmatarchis and
Prato et al, 2004)

CNT’ler ¢oziiniir formda elde edilmelerinin ardindan, kanser teshis ve
tedavisi icin  kullamigh ~ bir nanovektor-tastytr nano kargolar olarak
kullanilabilmektedirler. Goriintiileyici floresans prob ve kanser ilact tasima
etkinlikleri giiniimiiziin en ¢ok ¢alisilan ¢alisma konular1 arasinda geg¢mektedir
(Allen and Cullis, 2004). Giiniimiizde yapilan caligmalar ile ilgili ilag ve
goriintiileyici ajan tagimim sistemleri mevcuttur (Pouton and Seymou, 2000).
CNT’ler yalnizca ylizey alanlarinin genis olmalari ile degil hiicre membranindan
kolayli gecebildikleri icin bu amac igin kullanilirlar. Ornegin floresans
isaretlenmis CNT’lerin ¢ok c¢esitli hiicrelerin i¢ine girdikleri ya da hiicre
membranlarina tutunduklari, floresans ol¢iim ve goriintilleme yontemleri ile
saptanmigtir.  Yapilan bir calismada, CNT yiizeyleri 1,3-diplorsiklo katilma
reaksiyonu ile modifiye edilmis ve bu sayede floresans peptit ve florosein
izotiyosiyanat (FITC) ile isaretlenerek hiicre etkilesimleri saptanmistir
(Pantarotto et al, 2004). Benzer bir calisma, CNT’lerin oksidasyonu sonrasi
floresans streptavidin ile modifiye edilmesi ile yapilmis ve benzer sonuglar
almmistir (Kam et al, 2004). Giinlimiize kadar yapilan ¢alismalar ve bilinen
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bilgiler 1s1ginda tez kapsaminda  gergeklestirilen  ¢oziiniirlik, yiizey
modifikasyonlari ile ilgili calismalar ve bu ¢aligsmalara iliskin veriler sunulmustur.

3.1.1  Coziiniirliik denemesi

Calismanin bu asamasinda, asit muamelesi kovalent modifikasyon sonrasi
¢oziiniir forma gecen ve MWCNT ’lerin (f-MWCNT) farkli konsantrasyonlarda
sergiledikleri ¢oziiniirliikk karakterleri incelenmistir. Sentezlenen f-MWCNT” lerin
¢oziiniirliikleri pH 1 7,0 olan saf su icerisinde, oda kosullarinda coziilerek test
edilmigtir. Bu amagcla ¢oziintirliikleri test edilecek -MWCNT konsantrasyonlari
sirast ile 0,1 mg/mL, 0,3 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL, 5,0 mg/mL ve 15
mg/mL olacak sekilde hazirlandilar. Farkli oranlarda hazirlanan f-MWCNT’ lerin
goriintiileri asagida sekil 3.1° de verilmistir.

Sekil 3.1 Farkli konsantrasyonlarda f-MWCNT’lerin sergiledikleri ¢oziiniirliikk karakterleri
a) 0,1 mg/ml b) 0,3 mg/ml ¢) 0,5 mg/ml d) 1,0 mg/ml ¢) 5,0 mg/ml f) 15mg/ml

Elde edilen sonuglar c¢oziiniirlik hakkinda kalitatif bir sonug teskil
etmektedir. Goriintiiler gostermektedir ki, 0,1 mg/mL’den 0,5 mg/mL’ye kadar f-
MWCNT lerin sergiledikleri ¢oziiniirliik karakterleri iyidir ve agregat olusumu
gozlenmemektedir. 15 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanan 6rnegin ¢amur
kivaminda bir karakter sergiledigi ve dolayisi ile ¢Oziiniirlik derecesinin iyi
olmadig1 saptanmistir. Ayrica ¢ozelti igerisinde ve igerisinde bulundugu kalibin
yan ylizeylerinde ¢oziinmeden kalan agregatlarin varligina rastlanmistir. Elde
edilen sonuglar ilgili literatiirler ile uyumlu sonuglar sergilenmistir (Wang et al,
2006). Ayn1 zamanda hazirlanan c¢ozeltilerde, ¢Oziiniirliiglin  stabilitesinin
saptanmas1 i¢in Ornekler oda kosullarinda depoya kaldirilmistir. Bir hafta
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sonunda, 0,1 mg/mL, 0,3 mg/mL, 0,5 mg/mL ve 1,0 mg/mL konsantrasyonunda ki
orneklerin ¢oziintirliklerinde farklanma goézlenmemis, 5,0 mg/mL f-MWCNT
cozeltisinde kismen, 15 mg/mL f-MWCNT c¢ozeltisinde ise biiyiik c¢aph
agregatlasmaya bagli olarak c¢okelme oldugu saptanmistir. Sonug olarak,
uygulanan ¢oziintirliik testi verilerinden ve ilerleyen calismalarda kullanilacak
materyallerin mol oranlar1 hesaba katilarak 0,1 mg/mL f-MWCNT ¢d6zeltisinin
kullanimi uygun goriilmiis ve bu konstantrasyonlar ile calismaya devam
edilmistir.

3.1.2 Raman spektroskopisi

CNT’ler kesfedildiklerinden bu yana sahip olduklar1 {stiin fiziksel
Ozellikleri nedeni ile genis kullannm alanina sahip materyallerdir. Raman
spektroskopi sistemi, pek ¢ok materyalde oldugu gibi CNT lerin tek boyutlu
yapisal karakterlerinin analizlenmesinde uygun bir cihaz oldugu kanitlanmistir (
Dresselhaous et al, 2005; Jorio e al, 2004). Raman spektroskopisi ile CNTlerin
elektronik yapilart ve titresim Ozellikleri belirlenebilir (Kavan et al, 2001).
Cogunluklu olarak ¢ap boyutu, yeni sentezlenen CNT 6rneklerinin kalite kontrolii,
yapisal diizensizlikleri ve modifikasyonlar sonrasi yapisal bozulma oranlar1 gibi
karakterizasyon caligmalari Raman spektroskopisi kullanilarak
gerceklestirilebilmektedir (Astakhova et al, 2003; Dresselhaus et al, 2002)

Raman pikleri ve yogunluklar1 ile molekiil yapilanmasi arasinda birebir
iligki vardir. Yiizey modifikasyonuna ugrayan CNT’lerin raman pik ve
yiikseklikleri, modifiye olmayan CNT’lere gore farklidir. Sonug olarak, tez
kapsaminda CNT yiizeyinde gerceklestirilen modifikasyonlarin analizi, Raman
spektroskopisi  kullanilarak ~ gergeklestirilmistir.  CNT’lerin  bilinen  iki
kararkteristik raman bandi vardir. Bunlardan biri 1400-1600 cm™ araliginda
gdzlenen yiizeysel G bandi, digeri ise 1200-1300 cm™ arahiginda gdzlenen D
diizensizlik band1 dir. Isimlerinden de anlasilacag: iizere D bandi, CNT lerin
hegzagonal karbon ag1 ile yapilanmis yan duvarlarinda olusan sp® hibridizasyonu
ile yapisinda olusan yapisal diizensizlik ve bozukluklar ile ilgilidir. G bandi ise,
CNT’lerin grafitik hegzagonal yan duvarlarimin dogal sp” yapilanmasindan dolay1
gozlenmektedir.

Raman spektroskopisi ile analizlenen, (a) MWCNT, (b) -MWCNT ve (c) f-
MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], Orneklerinin spektrumlar1  sekil 3.2° de
gosterilmektedir;
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MWCNT ve f-MWCNT orneklerinin spektrumlarinda, D ve G bantlari
sirastyla 1354 cm” ve 1580 cm” ‘de gozlenmistir. Fonksiyonlanmus
MWCNT’lerde asit mualemesi sonucu karboksil grubu olusumuna bagl olarak
sp’ karbon hibridi saysi arttigi igin yapisal bozulmalar ile iliskili D bandi
yogunlugu artmus, grafitik yan duvarlarda sp” hibrid karbon sayisi azaldig1 i¢in G
band1 yogunlugu azalmustir. Hesapsal olarak sp’/sp’ yani ID/IG oraninda
modifikasyon sonrasi artigin goriilmesi, asit muamelesi sonucu grafitik yan
duvarlarmin karboksil gruplarinca modifiye edildigini isaret etmektedir. Elde
edilen verilere gore ID, IG ve ID/IG oranlar1 belirtilmistir (¢izelge 3.1).

Cizelge 3.1 Raman spektrumlari alinan 6rneklerin karakteristik bant konum, yogunluk ve oranlari

f-
MWCNT fLMWCNT | MWCNT/[Polifenilen-
PEG(750)],
L Lo 1354 cm’! 1354 cm’! 1284 cm’!
konumu
G bandi 1580 cm'” 1580 cm'” 1606 e’
Konumu
ID(band1
sofunlug) 1280 (a.u) 1900 (a.u) _
IG(band1
vofunlugu) 9800 (a.u) 7180 (a.u) _
ID/IG 0.13 0.26 -

Veriler acgikga ifade etmektedir ki, modifikasyon sonrasi ID/IG bant
yogunluklar1 oran1 0,13’den 0,26 degerine ylikselmistir, dolayis1 ile yapisal
modifikasyon gergeklestirilmistir. -MWCNT/[PEG(750)], konjugatinda ise, f-
MWCNT yiizeyinde polimer kilif tabakasinin varlig, MWCNT’nin D ve G
bantlarinin geniglemesine sebep olmustur. Dolayisi ile genisleyen bantlarda ayni
zamanda konumsal kaymada gdzlenmis, D ve G bantlari sirasi ile 1284 cm™ ve
1606 cm™ noktalarma kaymuslardir. Polimer ile f-MWCNT lerin non-kovalent
olarak konjuge edildikleri bu sayede kanitlanmistir. Bahsedilen sonug¢ ve
yaklagimlar literatiir ile uyum gostermektedir (Adeli et al, 2009)

3.1.3 Termal gravimetrik ol¢iime dayah analiz (TGA)

TGA analizi CNT’lerin yiizey analizlerinin yapilmasinda siklikla kullanilan
bir diger yontemdir. Ozellikle, kovalent ve non-kovalent modifikasyon ile yiizey
icerigi zenginlestirilen CNT’lerin her bir bilesenin termal stabilitesi farkli oldugu
prensibi ile analiz gerceklestirilir.

Uygulamada analizi gerceklestirilen konjugatlar sirasi ile; (a) MWCNT, (b)
f-MWCNT, (c) f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], ve (d) f-




52

MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],/HER2’dir. Sicaklik analiz boyunca dakikada
10 °C artacak sekilde 800 °C7ye kadar c¢ikarilmistir. 1,0 mg kat1 formdaki
orneklerin analiz sonuclarina iliskin Grafik asagida ki gibidir (Sekil 3.3);

— MWCNT f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750) ]
1~ F-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750) /HER2 —— f-MWCNT

100 -

90 4
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40 -
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
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Sekil 3.3 Konjugatlarin termal gravimetrik analiz sonuglari

Analiz sonunda elde edilen veriler gostermektedir ki, MWCNT nin
fonksiyonlanmamis formu toplamda %1,26 oraninda kiitle kaybina ugramistir. Bu
sonu¢ yalnmizca MWNCT’nin artan sicakliga bagli olarak ugradigi yapisal
bozunmadan kaynaklidir. Kiitlesel azalis ayn1 zamanda MWCNT lerin termal
stabilitelerinin yiiksek oldugu ger¢egini kanitlamistir ¢iinkii sicakliga bagl yapisal
bozulmanin az olmasi nedeni ile kiitlesel azalis da ayn1 oranda azdir. f-
MWCNT’lerden elde edilen veride ise sicakliga bagh kiitlesel azalis %24,5 olarak
hesaplanmigtir. Kiiltesel azalisin MWCNT ’lerden daha fazla olmasinin nedeni
modifikasyon sonucu yiizeyde olusan karboksil gruplarinin sicakliga bagli olarak
yeniden deformasyona ugramasidir. Bu sonug, asitle oksidasyona maruz birakalan
MWCNTlerin yan duvarlarinda karboksil gruplarinin olustugunu kanitlamistir. f-
MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], konjugati ile gerceklestirilen analiz sonucunda
saptanan kiitlesel azalis %55,9 olarak hesaplanmistir. Bu azalis -MWCNT yan
duvarlaria non-kovalent olarak baglanmis polimerik yapidan kaynaklanmaktadir
ve Sekil 3.3 den de goriildiigii lizere bu azalis termal stabilitesini kaybettigi 300
°C ile 400 °C bolgesi arasinda gerceklesmistir. Son olarak analizi gerceklestirilen
f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],/HER2 biyokonjugat1 i¢in sicaklik artigina
bagh olarak kiitlesel azalis orani toplamda % 56,5 olarak saptanmustir. Sekilde x
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de goriilmektedir ki bu kiitlesel artis iki ayr1 bolgede ki sicaklik farklanmasindan
etkilenen yapilardan kaynaklanmistir. Bunlardan biri 160 °C ile 350 °C arasinda
yapisal bozunmaya ugramis ve kiitlesel azalisa sebep olmus konjuge protein
(HER?2) yapilaridir. Digeri ise yine 430 °C ye kadar yapisal bozunmasi devam
eden [Polifenilen-PEG(750)], polimerinden kaynaklidir. Verilerin ifade ettigi
sonug, MWCNT lerin yiizeylerinin karboksillenme, polimer ile non-kovalent
modifikasyon ve ardindan HER2 proteini ile kovalent modifikasyonlarinin basari
ile gergeklestirilmis oldugudur. Veriler literatiirce desteklenmektedir (Shen et al,
2009; Tachimoto et al, 2007).

3.1.4  Yiizey potansiyeli ol¢iimii (Zeta potansiyel)

Zeta potansiyel, kolloid c¢ozeltilerde elektrokinetik potansiyel teriminin
bilimsel karsiligidir. Materyallerin zeta potansiyellerinde ki degisim onlarin yiizey
modifikasyonlar1 hakkinda fikir vermektedir. Ayn1 zamanda yiizey potansiyelleri
ilgili materyalin ¢ozliniirliik derecesi hakkinda da bilgi vermektedir.

Tez kapsaminda ylizey potansiyelleri pH 7,0 olan saf su igerisinde
Olctlmiistiir. MWCNT konsantrasyonu 0,1 mg/mL, polimerin konsantrasyonu 0,2
mg/mL ve 0,3 mg/mL HER2 protein drneklerin iceriginde bulunmaktadir. ilgili
sentez ve konjugatlar ile elde edilen sonuglar Cizelge 3.2° de ifade edilmistir;

Cizelge 3.2 Orneklerin zeta potansiyel degerleri

Ornek Ad1 Zeta Potansiyel (mV)
f-MWCNT -13.3+0.31
[Polifenol-PEG(750)]n -5.05+0.022
f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)]n -5.98+0.027
f-MWCNT/[Polifenilen- -2.95+0.01
PEG(750)]n/HER2

MWCNT’lerin yiizey karakterizasyonlar1 hakkinda, ylizey potansiyeli
degerlerinden yola c¢ikarak konjugasyonun ve sentezin  gergeklesip
gergeklesmedigi bilgisine ulasilabilir. Deney setinde kontrol grubu olarak
islemden gegmemis MWCNT kullanilamamistir ¢linkii bu formu ile ¢oziiniirliik
sergilemektedir. MWCNT nin asit muamelesi ile yiizeyinde karboksil gruplari
nedeni ile f-MWCNT negatif yilizey potansiyeli sergilemektedir. Floresans
polimerin fonksiyonel grubu bulunmamaktadir ve genelikle nétr pH degerine
yakin yiizey potasiyeli sergilerler. Kendi basina yiizey potansiyeli -5,05mV iken f-
MWCNT ile konjuge edilmesinin ardindan ylizey potansiyeli -5,98 mV degerine
ulagsmigtir. Polimerin f-MWCNT ylizeyinde var oldugunu, yiizey yiikiiniin polimer
dolayist ile polimerin kendi ylizey potansiyeline yaklasmasindan yola ¢ikarak
sOyleyebiliriz. Ayrica, non-kovalent konjugasyon sonrasi, negatifligin azalmasi
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polimerin, f-MWCNT yiizeyini kaplamasi ile kismi karboksilik gruplari
kapatmasindan kaynaklanmaktadir. f-MWCNT/[Polifenol-PEG(750)],
konjugatinin spesifik hedefleyicic HER2 antikoru ile kovalent baglanmasindan
sonra biyokonjugatin yiizey potansiyeli -2,95 mV olarak saptanmistir. Protein
yapisi olan HER2 sahip oldugu pozitif ylikler nedeni nedeni ile negatiflik kismi
olarak azalmistir (Dhankar et al, 2011).

3.1.5 ATR/FT-IR (Fourier transform infrared spektroskopisi)

CNT’lere kovalent olarak molekiil baglanabilmesi i¢in 0Oncelikle
yiizeylerinin 1ilgili reaksiyonlara ag¢ik hale getirilmesi gerekmektedir. CNT
ylizeylerinin asit oksidasyonu araciligi ile karboksillenmesi hem ¢oziiniirliik
ozelliginin kazandirilmasi hem de fonksiyona acik hale getirilmesinde ki en
elverisli yontemdir. Literatirde CNT yiizeylerinin sahip oldugu yapisal
bozukluklardan yararlanarak onlart ¢esitli fonksiyonel hale getirdikleri
bilinmektedir (Li et al,2007; Ramanathanet al, 2005; Jiang et al, 2004). CNT yan
ylizeylerinde gerceklestirildigi varsayilan modifikasyonlarin her asamasi, olusan
baglarin titresimi yardimi ve ATR/FT-IR cihazi yardimu ile belirlenmektedir

Tez kapsaminda MWCNT yiizeylerinde gergeklestirilen iki temel kovalent
modifikasyon ~ vardir.  Bunlardan ilki yan  duvarlarin  karboksil
fonksiyonlandirilmas, ikincisi ise HER2 ve Bleomisinin kovalent baglanmasidir.
ATR/FT-IR analizi gerceklestirilen (a) MWCNT, (b) f-MWCNT ve (c) f-
MWCNT/[Polifenol-PEG(750)]n  sentezlerine iliskin spektrumlar asagida
belirtilmistir;
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Sekil 3.4 ATR/FT-IR spektrumlari a) MWCNT spektrumu, b) -MWCNT spektrumu c) f-
MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)]n/Her2 spekturumu



56

Sekil 3.4a’ da spekturumunda, belirgin pik 1595 cm™ dalga boyunda
gozlenmistir. Bu pik MWCNT’nin yapisal iskeletinde bulunan C=C bagi
titresimini ifade etmektedir (Liu et al, 2003). Yapisal olarak hi¢cbir modifikasyona
ugramadig1 i¢in acikga gozlenebilen baska titresimi ifade eden dalga boyu piki
goriilmemektedir.

Sekil 3.4b’ de gozlenen pikler sirasiyla farkli bag olusumlarini ifade
etmeltedir. 1720 cm™ karboksilik gruplarm C=0 bag titresimini (Ramanatan et al,
2005,) ifade ederken, 1400 cm™ karboksil gruplarmda ki O-H bag titresimini
(Shaffer et al, 1998) gosterir. 1200 cm™, karboksilik gruplarla ilgili C-O bag
titresimini ve son olarak 3420 cm™ dalga boyu —OH bagini ifade etmektedir
(Ramanatan et al, 2005,). Bdylece, asit oksidayonu ile MWCNT yiizeylerinde
olustugu diisiiniilen karboksil gruplarinin her bir baginin titresimi goézlenmis ve
MWCNT lerin karboksil-fonksiyonlandirildigi kanitlanmistir.

Sekil 3.4b spektrumunda gozlenen dalga boylar1 arasinda anlam ifade eden
pikler rastyla 1650 cm™, 1580 1650 cm™, 1330 1650 cm™ dir. 1660 cm™, f-
MWCNT yiizeyinde bulunan —COOH gruplar1 ile antikorun —NH, gruplari
arasinda EDC/NHS kimyas: uyarinca meyadana gelen amid baginin karbonil
grubunun (C=0) bag titresimini ifade etmetedir. 1580 cm™ dalga boyu, amid bag1
dolayisi ile olusan planar N-H titresimlerinden ileri gelmektedir. Son olarak 1330
cm” C-N bag titresimini isaret eder (Ramanatan et al, 2005,). Sonug olarak elde
edilen veriler amid baginin olusum titresimlerini, dolayisi ile f-MWCNT yiizeyine
antikor baglandigi ispatlanmigtir.

3.1.6 Floresans ol¢ciimler

3.1.6.1 Polimerin dalga bovu optimizasyonu

Floresans karakterli polimerin maksimum sinyal verdigi dalga boyunun
belirlenmesi, ¢alismanin ilerleyen asamalarinda etkin sonuglarin gozlenebilmesi
icin onemli bir parametredir. Bu amacla polimerin PBS igerisinde hazirlanan 0,2
mg/mL konsantrasyona sahip ¢ozeltisi ile ilgili elde edilen sonuglar belirtilmistir
(Cizelge 3.3, sekil 3.5).
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Cizelge 3.3 Polimerin maksimum dalga boyunun belirlenmesi

Aex (nm) Siddet(a.u) Aem (nm)
240 225.7 407
260 435.6 409
280 520 410 I
300 361.9 409
320 284.3 408
340 261.4 408
360 256.6 409

550 =
500 =
450 =
% 400 =
§’ 350 -
300 -~
250 =
200 r <+ r - 1~ 1 1T 1
240 260 280 300 320 340 360
Uyarim dalga boyu (nm)

Sekil 3.5 Polimerin maksimum emisyonu

Sonug olarak calisma kosullarinda floresans polimerin maksimum emisyon
sinyali verdigi eksitasyon dalga boyu 280 nm olarak belirlenmistir.

3.1.6.2 f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], Kkonjugatinin floresans
ozelliginin karakterizasyonu

Floresans polimer ile nonkovalent olarak modifiye edilen -MWCNT lerin
modifikasyon sonrasi yiizeylerini kaplayan polimerin floresans 6zelligininin ne
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kadarinin korundugu saptanmistir. Calisma da konjugasyon sonrasi yikamalardan
elde edilen siipernatantlar ve alt fazda kalan f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],
konjugatina ait 280 nm eksitasyon dalga boyu altinda elde edilen emisyon
degerleri sekilde belirtilmistir (Sekil 3.6).

— -MWCNT/[Polifenilen-[PEG(750)] pelleti
Supernetant 1

Supernetant 2
600 - —— Siipernetant 3

500 4
400 -

300 4

Dalga boyu yogunlugu (a.u)

200 4

100

300 350 400 450 500 550 600
Eksitasyon dalga boyu (nm)

Sekil 3.6 Floresans konjugatin floresans prob 6zelligi

Calismaya ait veriler gostermektedir ki, filtrasyon ile saflastirma islemi
sonrasinda baglanmadan ayrilan polimer miktar1 dolayis1 ile yogunlugu, f-
MWCNT yiizeyine baglanan polimerin dolayisi ile 1stma yogunlugu yaninda
ihmal edilir diizeydedir.

3.1.6.3 [Polifenilen-PEG(750)], floresans polimerin Kkonjugasyon
adimlari sonrasi floresans siddeti karakterizasyonu

Materyallerin 6zellikle kovalent olarak modifiye edilmeleri baz1 durumlarda
sahip oldulan karakteristik 6zelliklerin zarar gérmesine sebep olabilir. Calismanin
kilit noktasindan biri olan floresans 6zellikte polimerin floresans 1s1ma 6zelligini
kaybetmesi karsilasilmak istenen bir sorun degildir. Bu sebeple kovalent ve non-
kovalent konjugasyon adimlari sonrasinda elde edilen sentezlerin floresans
karakterleri test edilmistir. Elde edilen sonuglar sekilde belirtilmistir;



59

— [polifenilen-PEG(750)]n

——— f-MWCNT/[polifenilen-PEG(750)]n
500 -MWCNT/[polifenilen-PEG(750)Jn/HER2
o
= 400
=]
2 300
z
= 200 -
_’ZD
(]
a
100 -
0 - n

300 350 400 450 500 550 600

Eksitasyon dalga boyu (nm)

Sekil 3.7 Konjugasyon islemleri sonrasinda floresans karakter 6zelligi belirlenmesi
3.1.7 Atomik giic mikroskopisi (AFM)

AFM, nanomateryallerin ve konjugatlarin  yiizey topolojilerinin
goriintiilenmesi amaci ile kullanimi elverigli bir cihazdir. Tez kapsaminda f-
MWCNT ve MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], distile su ile 100 kat seytreltilerek
yiizeyi alkolle temizlenmis mika yiizeyin 1,0 cm®sini kaplayacak sekilde
damlatilmis ve nemsiz ortamda kurutulmustur. Taramalar 5 pm x 5 pm alan
arasinda 0,5 Hz hizinda gergeklestirilmistir. Ayn1 zamanda, elde edilen {i¢ boyutlu
goriintiilerde yaklasgik boyut analizi yapilmigtir. Swras1 ile f-MWCNT, f-
MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],, 6rneklerinin yiizey topolojisi ile boyut analizi
ve li¢ boyutlu goriiniimlerine iligskin veriler.

f-MWCNT’nin  Sekil 3.8a> da ifade edilen genel goriintiisiinden
MWCNT lerin karboksille modifiye edilmelerinin ardindan olduk¢a homojen bir
yap1 sergiledigi, analizlenen yiizeyin her noktasinda homojen olarak dagilim
gostermesinden anlasilmaktadir. Sekil 3.8b ve 3.8¢’ de yapilan iiiic boyutlu boyut
analizi amaci ile segilen iki noktanin boyutlar 15 ve 16 nm olarak saptanmistir. f-
MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],’nin  AFM gérintiisii Sekil 3.9 (a,b,c)’ de
verilmis AFM genel goriintiisii sadece f-MWCNT’nin ylizey topolojisinden
oldukca farklidir. Bu sonucun temel sebebi -MWCNT yiizeylerinde polimerin
varligidir. One siiriilen yaklasim  boyutsal —analiz  sonuglarinca da
desteklenmektedir. Sekil iizerinde belirlenen noktalarda ki boyutsal analiz,
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polimer ile konjugasyon sonrasi 130 ve 140 nm olarak saptanan yiiksekliklere
ulagildigini gostermektedir.
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Sekil 3.8 -MWCNT’ nin AFM goriintiisii a) genel goriiniim b) ii¢ boyutlu goriiniim c¢) boyut
analizi
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Sekil 3.9 -MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],’nin AFM goriintiisii a) genel goriiniim b) {i¢ boyutlu
gOriiniim ¢) boyut analizi

3.1.8 Elektron mikroskobu (SEM/TEM)

MWCNT’lerin ve uygulamalarimin yiizey morfolojilerinin {ic boyutlu
goriintiilenmesinde kullanilan en etkili yontemler elektron 1sin demetlerinin
kullanilarak resimlerin alindig1 elektron mikroskop teknikleridir. Alinan
gorlintiiler sayesinde dispersiyon dereceleri ve hiicresel etkilesimleri
gozlemlenebilir. Tez kapsaminda SEM goriintiisii alinan 6rnekler; f-MWCNT, f-
MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],/HER2 ile MCF-7 kontrol hiicresi ve
sentezlenen son biyokonjugatin MCF-7 ile hiicre uygulamasidir. Elde edilen
sonuglar su sekildedir;
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Sekil 3.10 SEM goriintiileri a) MWCNT’lerin genel goriintiisi b) -MWCNT lerin genel
goriintiisti ¢) -MWCNT ye iliskin SEM gériintiisii d) f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],/HER2
biyokonjugatinin genel SEM goriintiisii

Zm
'_' i 00K X V] - Ly J—
Mag= 1500 KX WD = 5.0 mm EHT = 10.00 KV UNI-H-PCI LEI 20KV X7500 g W 7 9mm

Sekil 3.11 Genel SEM goriintiileri a) MCF-7 adenokarsinoma epitel hiicresi goriintiisii b) f-
MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],/HER2 ve MCF-7 meme adenokarsinoma epiteli hiicresi
uygulamasi sonrast SEM goriintiisi

Sekil 3.10a” da gozlenen MWCNT’lerin Van der Waals etkilesimleri ile bir
araya gelip agregat olusturma egilimde olduklart ve boyutlarinin 1-5 pm
aralifinda oldugu acikca gozlenmektedir. Sekil 3.10b’ de de goriilen -MWCNT
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goriintiilerinde ise, asit ile karboksil fonksiyonlanan MWCNT’lerin asit ve
sicaklik ile pargalanarak boyutlarmin  kiictildiigli saptanmistir.  Ayrica,
karboksilleme islemi sonrasinda ortamda kiiclik oranda karbon kalintilar
gozlenmektedir. Sekil 3.10¢’ de gozlenen sonugta ise f-MWCNT lerin esnek bir
yapiya sahip olduklar1 ve asit muamelesi nedeni ile yiizeylerinde meydana gelen
parcalanma belirtileri gdzlenmektedir (Jia et al, 1999). Sekil 3.10d goriintiisiinde,
f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],/HER2 yapilar1 iizerinde, f-MWCNT lerin
goriintiistinden farkli olarak ylizeysel yapilarin varligi dikkat ¢ekmektedir. Bu,
ylizeye baglanan polimer ve antikorun varligindan kaynaklanmaktadir. Sekil 3.11
a ve b den alman, meme kanseri hiicresinin genel gorlintisi ile f-
MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],/JHER2 uygulamasi ardindan alinan goriintii
arasinda gozle goriliir farklanma vardir. MCF-7 hiicrelerine, biyokonjugat
uygulamasinin ardindan biyokonjugatin kanser hiicresinin dis yiizeyine farkli
acilarla ve boyutlar ile tutundugu gézlenmistir.

Sonug olarak elde edilen veriler gostermektedir ki, - MWCNT ler asit ile
karboksillenmesinin ardindan fonksiyonlanmasinin yani sira, kirilip boyutsal
olarak da kiigiilmiistiir. Ayrica, biyokonjugatin kanser hiicresine baglanmasi
sonucu anlasilmistir ki, MWCNT’ler hiicreler igin goriintiileyici ajan ve ilag
taginimina yonelik potansiyel platformlari olugturmaktadirlar.

Ayrica f-MWCNT nin ¢ekilen genel TEM goriintiisii asagida ki gibidir;

Sekil 3.12 -MWCNT’lerin genel TEM goriintiisii
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3.1.9 Protein analizi

Hazirlanan konjugatlarda protein analizleri bradford yontemi ile yapilmistir. BSA
protein standartlariyla ve Bradford yontemiyle (Zor and Selinger, 1996)
olusturulan kalibrasyon grafiginin dogrusal denklemi y=0,2x+0,0031 olup,
konjugasyon prosediiriinde kullanilan HER2 antikorunun igerdigi protein miktari
0,3£0,004 mg/mL (n=3) olarak hesaplanmistir. f~-MWCNT/[Polifenilen-
PEG(750)], biyokonjugatinda ise protein miktar1 0,276+0,006 mg/mL (n=3)
olarak hesaplanip, rolatif baglanma orani1 % 92 olarak bulunmustur.

3.2 Uygulama Calismalarina Yonelik Bulgular
3.2.1  Invitro hiicre kiiltiirii calhlsmalari

Tez kapsaminda konjugatlarin uygulamasinda kullanilan hiicre hatlar
asagidaki gibidir;

(1) MCF-7 meme adenokarsinoma epiteli
(i1) PC-3 prostat karsinoma epiteli
(1i1) Saglikli meme epiteli

Antikor ile hedeflenmis yapilarin, hiicresel tutulum etkinlikleri, yiizeylerine
non-kovalent olarak baglanmig floresans oOzellik gdsteren polimerin verdigi
sinyaller aracihigi ile izlenmis ve hesaplanmustir. Ilgili uygulamalardan elde edilen
hiicresel tutunma sonuglar ve grafikleri asagida belirtilmistir;

Cizelge 3.4 Orneklerin hiicrelere yiizdesel tutunma degerleri

f-
[Polifenilen- f- MWCNT/[Polifen
PEG(750)], MWCNT/[Polifenilen- ilen-
PEG(750)], PEG(750)]/HER
2
MCF-7 meme
adenokarsinoma | %3,4 £ 0,01 %23,4+0,32 %71,61 £0,21
epiteli
PC-3 prostat
karsinoma %4,2 + 0,05 %10,8 + 0,09 %28,6 +0,12
epiteli
Saghkli meme o
o %3,9 £ 0,02 %5,1 £0,03 %4,1 +0,02
epiteli
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80 - I [Polifenilen-PEG(750)]
1 [ f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)]
70 I - MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)] /HER2

% Hiicresel tutunma

MCF-7 PC-3  Saglikli meme epiteli

Hiicre hatti

Sekil 3.13 Orneklerin farkli hiicre hatlarina % tutunma degerleri

Orneklerin, hiicreler ile 37 °C ve % 5 CO, igeren inkiibatorde iki saat siireli
inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen hiicresel tutunum oranlar1 istatistiksel
verilere gore degerlendirildiginde ortaya ¢ikan sonuglar agagidaki gibidir:

e Sadece polimerin, farklanan kanser tipine ve saglikli hiicrelere 6zel bir
spesifikligi bulunmadig1 gbézlemlenmistir. Bu sebeple hiicresel tutulumlart her ii¢
uygulama i¢in birbirine olduk¢a yakin olarak saptanmustir.

eDiger yandan, f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],  konjugatinin
uygulamalarina iliskin hiicresel tutunum degerleri MCF-7 ve PC-3 hiicreleri i¢in
yalnizca polimerden elde edilen degerlere kiyasla daha fazladir. Ancak saglikli
hiicre epitelinden elde edilen degerler diger hiicreler ile kiyaslandiginda kanser
hiicrelerine baglanmanin daha fazla oldugu ayrica gozlemlenmistir. Bu durumda
CNT varligimin s6z konusu etkilesimler i¢in pozitif yonde bir etkisi oldugu agiktir.

e HER?2 antikorunun varligi, her iki kanser hiicresi i¢in saglikli hiicre hattina
kiyasla anlamli bir farklanma yaratmistir. Bu farklanma MCF7 hiicreleri i¢in PC-3
hiicrelerine kiyasla daha fazladir.

HER2 hiicre membrani reseptoriiniin MCF7 meme ve PC-3 prostat kanseri
hiicrelerinde yiiksek seviyelerde sentezlendigi bilinmektedir (Craft et al, 1999).
Bu sebeple HER2 protein ekspresyonu prostat ve meme kanseri hiicrelerinin
teshisi amaci ile klinik anlamda ¢alisilmaktadir. Literatiirlerde elde edilen verilere
gore asir1 sentezlenmenin hiicrelerde %0-100 orani arasinda degisen degerlerde
oldugu saptanmistir. Meme kanserinde standart HER2 reseptorii hedeflemesi ile
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immiinohistokimyasal bir yontem FDA (Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag
Idaresi) tarafindan onaylanmis ve HER2-DNA floresans materyal hibridizasyonu
ile ilgili gen amplifikasyonlar1 teshis edilmektedir. Sonu¢ olarak HER2
reseptoriiniin kanser teshisinde potansiyel teshis aracisi oldugu diisiiniilmiistiir ve
Ozellikle HER2 meme kanseri teshis icin onemli bir belirte¢ olarak dikkate
alinmaktadir.

Ozetle; kullanilan materyalleri tek tek inceledigimizde, MWCNT’lerin
onemli bir tagiyici platform oldugu ve ilgili hiicrelere floresans 6zellikli polimeri
basar1 ile tasidigini gézlemlenmistir. Ayrica, polimerin yalniz basina etkin bir
hiicreselvtutulumunun olmadigi, MCF7 ve PC3 hiicrelerinde yiiksek seviyelerde
ekspressiyonu gergeklesen HER2 reseptoriine spesifik antikorun, kanser
hiicrelerine spesifik hedefleme amacl kullanilabilir oldugu ve son olarak
sentezlenen f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],/HER2 biyokonjugatinin kanserli
hiicreleri daha secimli olarak taniyip teshis ve tedavisinde kullanilabilme
potansiyeli tasidig1 sonuglarina ulagilmisgtir.

3.2.2  Floresans mikroskobu ile in vitro goriintiileme

Hiicrelere tutulan floresans konjugatlarin neden oldugu sinyallerin
florimetrik olarak izlenmesiyle hesaplanan hiicresel tutulum etkinlikleri disinda
floresans mikroskop altinda hiicrelerin goriintiilenmesi  gerceklestirilmistir.
Boylece sentezlenen konjugatlarin optik goriintiileme teknikleri ic¢in iyi bir
goriintiileme ajan1 olma potansiyeli degerlendirilmistir. Elde edilen goriintiiler su
sekildedir:
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[Polifenilen-PEG(750)]n f-MWCNT[Palifenilen-PEG({750)]n f-MWCNT[Polifenilen-PEG(750)n/HER2

MCF-7
menme
kanseri

PC-3
prostat
kanseri

Saglkh
meme
epiteli

Sekil 3.14 Farkli hiicre hatlarina uygulanan Orneklerden elde edilen floresans mikroskop
goriintiileri

Her {i¢ hiicre hattinda goriintiiler 100X objektif altinda alinmistir. Polimer
uygulamasinda hiicrelerin goriiniirliigli her iicli icinde yok denecek kadar azdir.
Ancak, f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], ve f-MWCNT/[Polifenilen-
PEG(750)], /HER2 konjugatlarinin uygulamasindan daha net sonuglar alinmistir.
Hiicresel baglanma yiizdeleri ile uyumluluk gosteren sonuglarda f-
MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], konjugatininin uygulamalarindan elde edilen
floresans 1simalar f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],/JHER2 uygulamalarinin
yaklagik  yarist  kadardir.  f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],  /HER2
biyokonjugatinin, MCF-7 kanser hatti uygulamasinda, kanser hiicrelerinin
ceperlerinden gelen floresans 1simalar ile hiicresel iskeletler agik¢a goriilmektedir.
Ayrica bu sonug, SEM goriintiisiinde gozlenen kanserli hiicre ylizeyine tutunan f-
MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],/HER2 sonuglarin1 desteklemektedir. Yalnizca
f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], konjugatinin uygulamasinda MCF-7 ve PC-3
hiicre hatlarinda hiicre assosiasyonu tespit edilmistir. Bu sonu¢ polimerin f-
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MWCNT yiizeyine baglanmis oldugunu ve ayn1 zamanda MWCNT lerin uygun
tasiyici yiizeyler oldugunu gostermektedir.

Ozetle, floresans goriintiiler gdstermektedir ki, 1s1malar hiicre geperlerinde
gerceklesmektedir. HER2 nin hiicre yiizeyinde sentezlenen bir reseptor olmasi,
kullanilan CNT lerin yiiksek boyutlarda olmas1 yapinin hiicre igerisine girisinden
ziyade yiizeyde tutunmasina neden olmustur. Buda literatiirlerde hiicre igerisine
farkli mekanizmalarla alindig1 bilinen ancak hiicre tipi ve boyuta bagl net bir
korelasyonunun bulunmadig: ifade edilen CNT igeren konjugat yapilarinin hem
hiicre i¢i hem de hiicre ylizeyine hedeflenebilme potansiyelini dogrulamakta ve
hem teshis hem de terapide kullanima oldukga elverisli bir materyal oldugunu
gostermektedir.

Tezin kapsaminda incelenen bir diger konu ise fonksiyonel MWCNT
konjugatlarinin ilag molekiillerini diger yapilarin (polimer/antikor vs) yaninda
ayrica baglayabilme potansiyelinin  belirlenmesidir. Son asamada f-
MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],/HER2 biyokonjugatina, model olarak secilen
Bleomisin kemoterapi ajani1 sahip oldugu amin gruplar1 vasitast EDC/NHS
kimyas1 araciligr ile baglanmistir. Elde edilen yapmin MCF-7 meme
adenokarsinoma epiteline uygulanmasinin ardindan elde edilen floresans
mikroskop goriintiileri sekil 3.15” de verilmistir.

Sekil 3.15 Bleomisin bagli biyokonjugatin ilag taginim etkinliginin floresans mikroskop goriintiisii

Elde edilen goriintiilerde a) 100X objektif altinda alinan b) ise 10X objektif
altinda alian goriintiilerdir. 100X optik goriintiilemede belirgin olarak gézlenen
noktasal 1simalar, ila¢ bagli olmayan konjugatlardan farkli olarak hiicresel
iskeletleri ifade etmemektedir. Bu, 10X objektif altinda alinan goriintiilerden
anlagilabilmektedir. Ciinkli goriinti, MWCNT ile tasman ilacin hiicreleri
oldiirerek ve parcalamast sonucu hiicresel kalintilar olusmus, hiicreler
pargalanmistir. Dolayisi ile 2 saatlik inkiibasyon sonucu ilag¢ yiiklenmis g¢ok
fonksiyonlu MWCNT ler ilag tasima fonksiyonunu da gerceklestirmistir.
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3.2.3  Sitotoksisite calismasi

Sentezlenen yapilarin sitotoksisiteleri MTT ve WST adi verilen
yontemlerden yararlanilarak gerceklestirildi. MTT yontemi ile Polifenilen-
PEG(750)], polimeri ve f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], konjugatinin
sitotoksik etkisi test edilirken WST yontemi ile f-MWCNT/[Polifenilen-
PEG(750)], ve f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],/HER2  konjugatlarinin
sitotoksik etkisi incelenmistir.

MTT’ye sonuglarina gore, 24 saat sonunda 50 pg/mL polimerin gosterdigi
sitotoksik etki sonucu  hiicrelerin % 65,23’ti  canhi kalir iken, f-
MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], konjugatinin sitotoksik etkisi sonucu MCF-7
adenokarsinoma meme epiteli hiicrelerinin % 88,36’s1 canli kalmistir (Sekil 3.15).
Bu sonucu, polimerin hiicre yiizeyine direk etkisinin MWCNT araciligr ile
azalmig olmasi ile agiklayabiliriz.

Ikinci calisma olan WST testinde ise ise f-MWOCNT/[Polifenilen-
PEG(750)], ile f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)],/HER2 konjugatlarinin
sitotoksik etkisi ¢alisilmistir. Yontem, doz bagimli olarak ¢alisilmistir. Sonugta,
50 pg/mL dozunda f-MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)], ile 24 saat periyodunda
hiicrelerin % 84’ iniin canliliin1  korudugu, {-MWCNT/[Polifenilen-
PEG(750)]/HER2 biyokonjugatinin 50 pg/mL’sinin yine 24 saat sonunda
hiicrelerin % 73,7 canliligm1 korudugu saptanmistir. HER2 baglanmasinin
ardindan sitotoksisite, taginim reseptdr hedeflenmis oldugu i¢in artmistir ancak
kayda deger bir sitotoksik etki gézlenmemistir.

{a) MTT (b) WST
m:;i:‘;':‘:ff”f”}]m; 50 o] f-MWCNTI[Polifenilen-PEG(750)]
1004 ; [Polifenilen-PEG(750)) £.MWCNT/[Polifenilen-PEG(750)] HER2
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954 e
86+ ~——
904 . 84 4
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o &0+ \\ 8 781
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654 70.
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Sekil 3.16 Sitotoksisite grafikleri a) MTT yontemi b)WST yontemi
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4. Genel degerlendirme

Kanser giinlimiiz ¢agimin 6liim orant en yiiksek hastaligidir. Gelisen
teknoloji ile kanserin teshis ve tedavisinde onemli adimlar atilsa da bilinen tiim
yontemler hastaya agr1 ve zarar veren spefisiklikten uzak yoOntemlerdir.
Geleneksel yontemlerin kombine edilmesi ile uygulanan ¢oklu analizler 6nemli
oranda teshis ve tedavi basarisini arttirmaktadir.

Artk tek disiplinli g¢alismalarin ve arastirmalarin yetersiz kaldigi
cagimizda yine ¢agimizin azili diigmanlarindan olan kanseri yenmenin en onemli
aract cok disiplinli alanlarlda yiiriitiilen calismalar olacaktir. Bu kapsamda
nanoteknoloji platformu devreye girer ve fizikten, ¢evre bilimine kadar tiim
bilimleri ayni catialtina bu ¢ok disiplinli bilimdali ile sonu¢ odakli ve hizli
gelismeler olmaktadir. Nanoteknoloji, medikal alanda c¢aligmalarinda igine
girdiginden bu yana nanoilag/multifonksiyonel biyokonjugat ve teranostik ilag
terimleri sikca kullanmilmistir. Geleneksek yontemlerden, spesfiklik, genis
kullanim alani, ¢oklu ve acisiz teshis/tedavi gibi 6zellikleri ile ayrilirlar.

Bu tez projesi kapsaminda gogiis kanserine spesifik, teshis ve tedavi
gorevinin her ikisinide tiistlenen ¢ok fonksiyonlu biyokonjugat sentezlendi. Bu
amag ile teshis ve tedavi edici ajan1 hedef dokuya tagimasi i¢in ¢ok duvarli karbon
nanotiipler (MWCNT), iistiin 6zellikleri ile tasiyic1 kargolar olarak kullanilda.
Sentez stratejisinde, floresans ozellikli bir polimer karboksil fonksiyonlanmis
MWCNT iizerine nonkovalent olarak baglandi ve optik goriintii alinimi iizerinde
calisildi. Ara basamaklar dahil olmak iizere tiim f{irlinlerin karakterizasyon
caligmalar1 gergeklestirildi. Polimerin, ara konjugatlarin ve son iirlinlerin kullanim
potansiyelleri c¢esitli hiicre hatlar1 ile denendi. Elde edilen sonuglar optik
goriintiileme cihazi olan floresans mikroskopu ile desteklenerek, sentezlenen ¢ok
fonksiyonlu konjugatlarin iceriginde HER2 reseptdrii igeren tiim kanserli
hiicrelerin optik goriintiilemesinde kullanilabilecegi sonucuna varildi.

Sentezlenen biyokonjugatlarin farkl: hiicre hatlarina uygulanmasi sonucu
elde edilen floresans goriintiileri ve hiicre kiiltiirii uygulamalar1 sonucu hiicresel
tutunmalar1 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.1 Orneklerin hiicrelere yiizdesel tutunma degerleri

f-
e f- MWCNT/[Polifen
Ll;;’gi‘;’:;;’]“ MWCNT/[Polifenilen- ilen-
PEG(750)], PEG(750)],/HER
2
MCF-7 meme
adenokarsinoma | %73.,4 + 0,01 %23,4+0,32 %71,61 +£0,21
epiteli
PC-3 prostat
karsinoma %4,2 £ 0,05 %10,8 + 0,09 %28,6 +0,12
epiteli
Saghkli meme o
o %3,9 + 0,02 %75,1 £0,03 %4,1 £0,02
epiteli
MCF-7, PC-3,

f-MWCNT[Polifenilen-
PEG(750)In/HER2,
Hiicresel tutunma % 71,61

Saghklimeme epiteli,
f-MWCNT[Polifenilen-
PEG(750)In/HER2,
Hicresel tutunma %4,1

f-MWCNT[Polifenilen-

PEG(750)]n/HERZ,

Hiicresel tutunma % 28,6

MCF-7,

f-MWCNT[Polifenilen-
PEG(750)In/HER2/Bleomisin
Hiicreler parcalandi

Sekil 4.1 Tez kapsaminda sentezlenmesi hedeflenen konjugatlarin hiicresel uygulama sonuglari
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