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EGE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

ETIK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

EU Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yénetmeliginin ilgili hiikiimleri uyarinca
Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “FL ve Radyoniiklid Isaretli HPG
(Hyperbranched Polglycerol) Polimerlerin Sentezi ve Hiicre Kiiltiir Ortaminda
Kan Hiicrelerinin Isaretlemesinde Kullanilmalari” bashkli bu tezin kendi
¢alismam oldugunu, sundugum tiim sonug, dokiiman, bilgi ve belgeleri bizzat ve
bu tez galismasi kapsaminda elde ettigimi, bu tez galigmasiyla elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlara atif yaptigimi ve bunlar1 kaynaklar listesinde usuliine
uygun olarak verdigimi, tez ¢aligmasi ve yazimu sirasinda patent ve telif haklarimi
ihlal edici bir davranisimin olmadigini, bu tezin herhangi bir bélimiinii bu
tiniversite veya diger bir {iniversitede bagka bir tez galigmasi iginde sunmadigimi,
bu tezin planlanmasindan yazimina kadar biitiin safhalarda bilimsel etik
kurallarina uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her
tiirli yasal sonucu kabul edecegimi beyan ederim.
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OZET

FL VE RADYONUKLID iSARETLI HPG (HYPERBRANCHED
POLYGLYCEROL) POLIMERLERININ SENTEZI VE HUCRE KULTUR
ORTAMINDA KAN HUCRELERININ iISARETLENMESINDE
KULLANILMALARI

Ay, Sibel
Yiiksek Lisans Tezi, Malzeme Bilimi ve Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Perihan UNAK
Ocak 2019, 94 sayfa

Bu calismada, SPECT/Floresan(FL) ¢ok fonksiyonlu diagnostik ajanlarin
gelistirilmesi ve kan hiicrelerinin goriintiilenmesinde kullanilmalari amaglanmistir.
Bunun i¢in Oncelikle, kiiresel dogasi, islevselligi acgisindan ¢ok yonliilik ve
mitkemmel biyouyumluluk profilleri nedeniyle hiperdallanmis poligliseroller
anyonik halka acilma polimerizasyonu ile sentezlenmistir. Polimerin
islevsellestrilmesi icin siliksinik anhidrit kullanilmistir. Floresans goriintiilenmesi
icin indosiyanin yesili (ICG) HPG’ ye baglanmistir. Bunun sonucu baglanma
verimi %73,59 olarak bulunmustur. Selatlayici ajan olarak ise deferoxamin secilmis
ve siiksinat ile fonksiyonlastirilmis (SS-HPG) HPG’ ye baglanmistir. HPG, SS-
HPG, HPG-ICG-DFO orneklerinin yapisal karakterizasyonlar1 fourier dontisimli
kizil6tesi spektroskopisi (FT-IR) ile belirlenmistir. HPG’ nin molekiil agirlig: tayini
ise yiiksek basingh sivi kromotgrafisi (HPLC) ile belirlenmis ve 6800 Da olarak
bulunmustur. Yapisal ozellikleri dinamik 151k sacilimi (DLS), taramali ug
mikroskobu (SPM) ile belirlenmistir. Radyoisaretlemesi [®"TcO4]  ile
gerceklestirilen orneklerin kalite kontrolii, HPLRC ve TLRC analizleri ile %100
verim elde edilerek dogrulanmistir. Stabilite deneyi sonucu isaretli 6rnekler 6 saat
boyunca kararliliklarin1 korumuslardir. HPG-ICG-DFO 0Orneklerinin biyolojik
davraniglarinin in vitro incelenmesi K562 kronik myeloid 16semi hiicreleri
kullanmilmistir.  Sitotoksisite g¢alismast sonucu artan madde konsantrasyonuyla
sitotoksisitenin arttig1 gézlemlenmistir. 5 pg/mL madde konsantrasyonunda en
yiiksek hiicre canliligi gériilmiistiir. **"Tc(HPG-ICG-DFO) &rneklerinin K562
hiicrelerine baglanma veriminin zamana gore degisimi incelenmistir. Sonug olarak
zamanla baglanma yiizdesi artmig ve 6. saatte % 30’ u bulmustur.
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Elde edilen sonuglara bakildiginda floresans boyalt HPG 6rneklerinin kan
hiicrelerinin goriintiilenmesine ve kanama odaginin bulunmasima yonelik umut
verici bir ¢aligma ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Cok fonksiyonlu goriintiileme probu, RBC, *™Tc,
SPECT, HPG



ABSTRACT

SYNTHESIS OF FL AND RADIONUCLIDE LABELING HPG
(HYPERBRANCHED POLYGLYCEROL) POLYMERS AND USING
BLOOD CELLS AND LABELING IN CELL CULTURE

Ay, Sibel
MSc. Thesis Department of Material Science and Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Perihan UNAK
January 2019, 94 pages

In this study, it was aimed to develop SPECT / Fluorescent(FL)
multifunctional diagnostic agents and to investigate their usage for monitoring
blood cells. For this reason, hyperbranched polyglycerols have been synthesized by
anionic ring opening polymerization due to their global nature, functionality in
terms of versatility and excellent biocompatibility profiles. Succinic anhydride was
used for the functionalization of the polymer. Indocyanine green (ICG) is bound to
HPG for fluorescence imaging. As a result, the binding efficiency was found as
73.59%. Deferoxamine was selected as the chelating agent and linked to succinate
functionalized (SS-HPG) HPG. The structural characterizations of HPG, SS-HPG,
HPG-ICG-DFO samples were determined by fourier transform infrared
spectroscopy (FT-IR). The molecular weight determination of HPG was determined
by high pressure liquid chromatography (HPLC) and found to be 6800 Da. The
structural properties were determined by dynamic light scattering (DLS), scanning
probe microscopy (SPM). Structural properties of dynamic light scattering (DLS)
were determined by scanning end microscopy (SPM). The quality control of
samples with radiolabeling [*™TcO4]" was verified by obtaining 100% efficiency
with HPLRC and TLRC analyzes. Stability test results were stable for 6 hours. In
vitro examination of the biological behavior of HPG-ICG-DFO samples were
performed using K562 chronic myeloid leukemia cells. Cytotoxicity study showed
that cytotoxicity increased with increasing substance concentration. The highest
cell viability was observed at a concentration of 5 pg / mL. Time variation of the
binding efficiency of **"Tc (HPG-ICG-DFO) samples to K562 cells was
investigated. As a result, the percentage of binding was increased over time and
found as 30% at 6 hours.

The results showed that fluorescent stained HPG samples showed a promising
study of the visualization of blood cells and the presence of bleeding focus.

Key words: Multifunctional imaging probe, RBC, ®™Tc, SPECT, HPG
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1. GIRIS

Dendrimer alternatiflerinin pesinde, asir1 dalli polimerler, topolojik ve
sentetik avantajlar1 nedeniyle genis bir alan yelpazesinde akademi ve endiistriden
artan ilgi gormiistiir. Hiper dallanmis poligliserol, adindan da anlasilacag1 gibi,%
50-65 oraninda dendrimerik yapiya sahip asir1 dallanmig bir polimerdir. Sentez
kolayligi, kiiresel dogasi, islevselligi acisindan cok yonliilik ve miikemmel
biyouyumluluk profilleri sayesinde HPG, nanotip ve biyomedikal teknolojilerinde
sayisiz uygulama icin uygun gelecek vaat eden bir malzeme sinifi saglar. HPG,
cesitli biyomedikal uygulamalar i¢in yaygin olarak kullanilan diger polimerler ile
karsilastirildiginda intravendz enjeksiyondan sonra hayati organlarda cok az
polimer birikimi gostermistir. HPG farelerde ve siganlarda 1yi tolere edilir ve
bugiine kadar immiinojenik olmadigi bulunmustur. Gosterdigi giivenlik profili ve
cok islevli olmasi nedeniyle HPG, makromolekiiler terapotikler, multivalent
inhibitdrler / toplayicilar, kontrollii ilag verme sistemlerinde, organ korunmasinda,
diyalizde ve hiicre ylizey mithendisliginde, goriintiileme ajanlari ve terapotikler gibi
farkli biyomedikal uygulamalar i¢in kapsamli olarak calisilmistir (Abbina et. al.,
2017).

Biyolojik olarak uyumlu ve aktif makromolekiillerin hiicre yiizeyi zarlarina
kovalent baglanmasi, ya konjuge makromolekiilin ya da hiicrenin kendisinin
ozelliklerinin gelistirilmesi i¢in pratik bir yontem olarak arastirilmaktadir. Ornegin,
hidrofilik makromolekiiller daha 6nce bagisiklik tepkilerini en aza indirmek,
enzimatik bozunmay1 azaltmak ve genellikle hiicrenin in vivo uyumlulugunu
gelistirmek i¢in hiicre ylizeylerine kovalent olarak baglanmistir. Benzer sekilde, bir
biyofarmasotik bilesigin dolasim, aktivite ve hedeflenebilirligi, bir kirmiz1 kan
hiicresinin (RBC) yiizeyine kovalent baglanma {izerine arttirilabilir (Rossi et. al.,
2010). ). HPG’ nin sahip oldugu dallanmis yapis1 kan hiicrelerine kolay tutunmasini
saglayacak ve RBC sirkiilasyonuna dahil olacaktir. Bu ¢aligmada kullanilan
yontemin avantaji, HPG’lerin RBC’lerin membrani iizerinden metabolize olmadan
hiicre yiizeyine baglanmasidir.

I¢ kanamanin etyolojisinin taninmasi pek ¢ok kanserde dnemlidir. idrarda kan
(hematuria) ilerlemis bobrek, mesane veya prostat kanserlerinin {ist/alt
gastrointestinal (GI) kusmuk veya diskida kan 6zafagus, mide, kolon, veya
intestinal kanserlerinin belirtisi olabilir. Bu kanserler genel olarak i¢ kanamanin
kaynaginda veya yakininda lokalize olmus olabilirler. I¢ kanamanin kaynagini
belirleyerek kanserin lokalize oldugu yer bulunabilir bdylece biyopsi ve cerrahi
miidahele miimkiin olabilir.



Endoskopi GI kanamada kullanilan genel ve ucuz bir yontemdir. Malesef
insan anotomisi 6zellikle alt GI da endoskopiyi zorlastirir, ince bagirsak ortalama 6
metre iken, kalin bagirsak 1,5 m uzunlugundadir. Bu kadar uzunlukta olduk¢a
karmasik bir dokuda arastirma yapmak zor bir istir. Bu is buradaki dokunun taze
kan renginde olmasi nedeniyle daha da zorlasir. Ilaveten eger lezyon bir kan
havuzunun altinda ise kan opaklasacagi i¢in goriilmeyebilir. Gelismis iilkelerde
eger iyl yetismis bir gastroenterolojist lezyonu taniyabilirse, ikinci defada cerrah
tarafindan lezyon ¢ikarilir. Radyoaktif isaretli hiicreler ile goriintiileme i¢ kanama
lokasyonunu belirlemeye alternatif olabilir. *™Tc veya 'In isaretli-RBCler Gl
kanamada hizla lokasyonu goriintiiler. Kisa sirkiilasyon zamanlari i¢in radyoisaretli
hiicrelerin kiigiik molekiillii radyoizleyicilere ile iliskisi ¢ok uygun olabilir.
Radyoisaretli RBC’ler 24 saat i¢inde olusmus siirekli olmayan kanamanin
goriintiilenmesi i¢in ¢ok uygundur, sadece 3cc kan bu is icin yeterlidir. %°MTc-
RBCler ile yilda Diinya’da 2 milyon tarama yapilmaktadir. Bununla beraber
SPECT-RBC goriintiilemede eksikler vardir. Kanama 0.1 - 0.5 mL/dakika arasinda
olmalidir. ®mTc-RBCler kanamay1 hatali gosterebilir. (false positive), Bu durum
da gereksiz cerrahi miidahele riski olusturur. %MTc-RBCler goriintii rehberli
cerrahide faydali degildir. flaveten, **"Tc-RBC’ ler, *™Tc ve SPECT tarayici
gerektirir bu da gelismekte olan iilkeler i¢in az tercih edilen bir durum yaratabilir.
Sonug olarak, **"Tc-RBC cerrahi islemlerde yol gdsterici olamaz. Bu sebeplerden
dolay1 **™Tc-SPECT/FL isaretli RBC’ ler cerrahiden miidaheleden cerrahi islem
gerektirmeyen rehberlik saglayabilir (Song et al., 2014).

Onkolojik tanida SPECT ve PET den SPECT ve PET/BT’ye oradan PET/MR
olan sigramalarda sira SPECT ve PET radyofarmasétiklerinin multimodal hale
getirilerek fonksiyonel ve metabolik karekterizasyon yeteneginin arttirilmasi
miimkiin gibi goriinmektedir. Metabolik karekterizasyon i¢in yiiksek bir tanisal
dogruluga sahip olan PET radyofarmasétiklerinin yariomiirleri oldukca kisadir. Bu
nedenle PET radyoniiklidlerinin yanisira 131 gibi teranostik potansiyeli olan daha
uzun Smiirlii radyoniiklidler ve ®™Tc uygun fiziksel 6zellikleri nedeniyle dnemini
hala korumaktadir.

SPECT goriintileme modiillerini FL ile birlestirerek c¢ok modiillii
goriintiileme sistemi haline getirmenin pek ¢ok avantaji vardir. Her iki modiil de
histolojik olarak ve yiizeysel olarak birbirini tamamlar. Floresan proplar hizla
bozunan PET proplardan farkli olarak kararli iken, PET derin dokudaki invasif
olmayan kantitatif yapisal ¢oziiniirliigli nedeniyle FL’den lstlindiir. Bu nedenlerle
PET/FL proplar tek basina PET veya FL kontrast ajanlara gore ¢cok daha iyidir.
PET/FL prop gelistirme yenilik¢i bir konudur. Halen klinikte ¢ok modiillii
uygulamalarda kullanilabilecek FDA tarafindan onaylanmis bir prop yoktur (Tsien,
2003; Nguyen and Tsien, 2013).



Bu tez ¢alismasinda; HPG, glisidoliin anyonik halka ag¢ilma polimerizasyonu
ile sentezlenmistir. Ucglarim1 iglevsellestirmek icin siiksinidimil siiksinat
kullanilmistr. Elde edilen sentez iirtinleri HPG ve SS-HPG’ nin yapisal 6zellikleri
i¢in fourier doniisiim spektroskopisi ve dinamik 1s1k sagilimi analizleri yapilmistir.
Ayni zamanda HPG’ nin molekiil agirligii belirlemek i¢in yiliksek basingli sivi
kromotografisi kullanilmistir. Floresans 6zellik i¢in polimere indosiyanin yesili
baglanmistir. Baglanma verimini tespit etmek i¢in multimode mikroplaka okuyucu
(Thermo Varioscan Flash) kullanilmis ve % verim hesaplanmistir. Selatlayici ajan
deferoxamin HPG-ICG’ ye baglanip elde edilen sentez iiriiniiniin yapisal 6zellikleri
fourier doniisiim spektroskopisi, dinamik 151k sagilimi ve taramali u¢ mikroskobu
analizleri ile belirlenmistir. Radyoisaretleme *"Tc ile gergeklestirilmis yiiksek sivi
kromotografisi (HPLRC) kullanilarak kalite kontrolii yapilmistir. Radyoisaretli
orneklerin kararliligi, stabilite deney ile ince kagit radyokromotografisi (TLRC)
kullanilarak tespit edilmistir. HPG-ICG-DFO 6rneklerinin biyolojik davranislarinin
in vitro incelenmesi K562 kronik myeloid 16semi hiicreleri kullanilmistir.
Sentezlenen HPG-ICG-DFO o6rneginin K562 hiicrelerinde sitotoksik etkisi
incelenmistir. **"T¢(HPG-ICG-DFO) isaretli 6rneginin K562 hiicreleri {izerindeki
tutulumu zamana bagl olarak incelenmistir.

2. GENEL BILGILER
2.1 Kan Hiicreleri

Ekstraselliiler sivinin (hiicre dist sivisi) bir parcast olan kan, plazma adi
verilen s1v1 ortam i¢inde kan hiicrelerinin (eritrosit, I6kosit, trombosit) slispansiyon
halinde dagildigi, damar sisteminin i¢ini dolduran ve kalbin pompa giicii sayesinde
bu sistem iginde tiim viicudu dolasan bir dokudur. Kan %45 hiicresel kisimdan,
%355 Plazma (sivi) kisimdan olugmaktadir. Sekil 2.1°de yer aldigi gibi kanin
hiicresel elemanlarini eritrositler (%99), 16kositler (%< 1) ve trambositler (%< 1)
olusturur. Kanin hiicresel boliimiiniin kan hacmine oranina, kanin hematokrit degeri
denilmektedir. Hiicresel elemanlarin % si hematokrit degerini gosterir. Hematokrit
degerine birincil olarak etki eden kan hiicreleri, eritrositlerdir. Eritrosit sayisinda
artis, plazmada azalma hematokrit degerini yiikseltir.

Eritrositler kemik iliginde iiretilir ve yaklasik 120 giinlilk yasam siireleri
sonunda dalakta tahrip olurlar. En 6nemli bileseni hemoglobin 141 aminoasitli alfa
ve 146 aminoasitli beta olmak {izere iki polipeptit zinciri igerir. Hemoglobin ve
diger hiicresel proteinler radyoisaretlemede etkilidir. Lokositler, gronulositler ve
lenfoid hiicrelerinden olusur. Enfeksiyon ve enflamasyon goriintilleme igin
gronulosit ya da ndtrafil hiicreleri kullanilir. Trambosit ya da plateletler kemik
iliginde bulunan ve mehakaryosit ad1 verilen ¢ekirdeksiz dev hiicrelerdir. Damar
yaralanmalarinda kanamanin durmasi ve kanin pihtilasmasinda gérev yapar (The
Editors of Encyclopaedia Britannica, 2018).
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Sekil 2.1 Kanin bilesenleri (The Editors of Encyclopaedia Britannica, 2018)
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2.1.2 Kirmiz1 Kan Hiicrelerinin Radyoisaretlenmesi

Kan hiicrelerinin radyoniiklidlerle isaretlenerek kullanilmasi uzun yillar
oncesine dayanmaktadir. Nobel 6diillii George de Hevesy’nin 1942° de *?P isaretli
eritrositlerin hastalarda kan hacminin belirlenmesi i¢in kullanimini baslattigi
caligmalara uzanmaktadir. Radyoisaretli kirmiz kan hiicreleri, yillardir tani
radyofarmasdtikleri olarak 6nemli rol oynamaktadir. Kanin hiicresel elemanlari
W, 9mTe, SCr, ¥p, %Gy, %Ga, ®Cu, %°Co, 2Fe, BF-FDG gibi gesitli
radyontiiklidlerle isaretlenebilmekte ve degisik klinik c¢alismalar igin
kullanilabilmektedir (Ertay ve Unak, 2017; Srivastava and Chervu, 1984).

Kirmiz1 hiicrelerin radyoaktif etiketlenmesi ve bunlarin niikleer tip alanindaki
klinik ve aragtirma uygulamalari, son yirmi yilda siirekli ilgi ve istikrarli bir biiylime
alan1 olusturmaktadir. Giiniimiizde, ¢esitli uygulamalar igin yeterli in vitro ve in
vivo stabiliteye sahip radyo-etiketler mevcut olacak sekilde 6nemli ilerlemeler
kaydedilmistir. Ozellikle %™Tc etiketli kirmizi hiicreler, ¢esitli kalp
parametrelerinin hastaya minimum radyasyon dozu veya travmasiyla dis
degerlendirmesini miimkiin kilarak kardiyovaskiiler niikleer tip alaninda devrim
yaratmistir (Callahan, 2009).

9MT¢-RBC kullanan diger ¢alisma alanlari arasinda kan havuzu goriintiileme,
vaskiiler malformasyonlarin tespiti, kirmizi hiicre kitle tayini, gastrointestinal
kanamanin saptanmasi ve hemanjiyomlar bulunmaktadir. Isi-hasarli ®™Tc-RBC
dalak goriintiileme, aksesuar dalak lokalizasyonu, GI kanamasinin saptanmasi ve
diger alanlarda uygulamalar1 bulunmaktadir. Kirmiz1 hiicre etiketleme i¢in su anda
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mevcut olan ¢esitli in vitro ve in vivo etiketleme tekniklerinin kritik bir
degerlendirmesi sunulmaktadir (Ertay ve Unak, 2017).

Niikleer kardiyolojide bir kan havuzu goriintiileme ajani olarak **™Tc etiketli
kirmizi kan hiicrelerinin klinik etkinligi, 6ncelikle viicudun intravaskiiler havuzuna
dagilma ve bu bdélmeyi yavag bir hizda birakma yetenegine dayanir. Boyle bir
davranig, fizyolojik bir gecit cihazinin yardimiyla elde edilebilen yiiksek
¢Oziiniirliklii goriintiilerin birikmesine izin verir. Gama sintilasyon kamerasi ile
kombine edilen bu prosediir, bolgesel miyokardiyal duvar hareketi ve sol ventrikiil
ejeksiyon fraksiyonu gibi dinamik siiregler hakkinda tan1 bilgisi verebilir.

2.2 Tibbi Goriintiileme

Hastaliklarin tan1 ve tedavisinde tibbi goriintiilleme c¢ok Onemli bir yer
olusturmaktadir. T1bbi goriintiileme, insan viicudunun i¢ yapisinin ¢esitli yontemler
ile goriilebilir hale getirilmesi prensibine dayanir (Aydogdu et al., 2017).

Goriintiilemeyi iki ana smifa aywrabiliriz. Bu iki ana smif; tant amacgh
goriintlileme ve teshis amagl goriintiileme seklindedir. Tan1 amagli goriintiilemede
hastaligin var olup olmadiginin tanist koyulmaya calisilirken, Teshis amagh
goriintlilemede hastaligin, hangi hastalik oldugunun belirlenmesi i¢in yapilan
goriintiileme sekanslaridir (http://www.anadoluissagligi.com).

Giintimiizde medikal goriintiileme sistemlerini; X-RAY radyografi, manyetik
rezonans (MR), bilgisayarli tomografi (CT), pozitron emisyon tomografisi (PET),
ultrason, optik goriintiileme, tek foton emisyonu bilgisayarli tomografisi (SPECT)
olusturmaktadir.

Bilgisayarli Tomografi (CT): X-ismm1 kullanilarak viicudun incelenen
bolgesinin kesitsel gortintiisiinii olusturan tan1 yontemidir. CT anjiyografi ile damar
ici darliklar gosterilebilir. Orta kulak ici kemikgiklerin ve yumusak dokularin
incelenmesi yapilir. Siniislerin incelenmesinde ilk olarak tercih edilir. Omurgada
hem kemiklerin hem de disk gibi yumusak dokularin incelenmesini sagladigi i¢in
ozellikle bel fitiklarinda 6nemli yeri vardir. Radyoterapi planlanmasi da CT ile
yapilir.

Manyetik Rezonans Goriintiilleme (MRG): Manyetik alan ve radyo dalgalari
sayesinde viicut igerisinde bulunan organlarin detayli goriintiiler olusmasina
dayanir. MRG ile organlar, yuamusak doku ve kemikler goriintiilenebilir. MRG’de
iyonizan radyasyon kullanilmaz.

Ultrasonografi: Yiiksek frekansh ses dalgalar1 kullanilarak ses enerjisinin
goriintilye  dontistiiriilmesi  iglemidir. Ultrasonografide ses {stii (ultra-son)
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dalgalarin “yansimas1” s6z konusudur. Ultrasonografi, genellikle boyun, tiroid bezi,
karaciger, safra kesesi, bobrekler, dalak, pankreas, mesane, rahim, yumurtaliklar,
skrotum, testis ve prostat bezi gibi organlarin goriintiillenmesinde kullanilir.

X-Ray Radyografi: Istenilen siirede, istenilen kalite ve miktarda x-1s1ninimn
elde edilmesini saglayan goriintileme cihazlardir. X-1ginlar1  iyonizan
radyasyondur. X-isinlarinin radyolojide kullanilmasinin nedeni dokuyu gecebilme
yetenegidir (Aydogdu et al., 2017).

PET (Positron Emisyon Tomografisi) ve SPECT (Single Photon Emissio
Tomography): SPECT goriintilleme cihazlari, hastanin viicuduna yerlestirilen
radyoaktif izleyici molekiillerin dagiliminin {i¢ boyutlu (tomografik) goriintiilerini
saglar. SPECT goriintiileyiciler, hastaya enjekte edilen izleyicilerin gama 1s1m
emisyonlarini algilayabilen gama kamera dedektorlerine sahiptir. PET taramalari
da ii¢ boyutlu goriintiiler olusturmak i¢in radyofarmasdtikler kullanir. PET taramasi
bir kitlenin kanserli olup olmadiginin belirlenmesinde rol oynayabilir.

Floresan Goriintiileme: Kontrast madde yardimiyla viicudun molekiiler ve
hiicresel fonksiyonlarinin tespitinde kullanilmaktadir. FL izleme halen gelismis ve
gelismekte olan iilkelerde g6z korneasinda olan {ilser lokalizasyonun
gosterilmesinde, belkemigi ve kafatasi arasinda kan beyin engeli hasarlarini cerrahi
olarak giderilmesi gibi konularda yol gosterici olarak kullanilmaktadir.

2.3 Dual Modalite

Birka¢g modalitenin birlestirildigi goriintiileme, multimodal goriintiileme
olarak bilinir. Bu yaklasimda karsilikli olarak birbirini tamamlayan ve her
modalitenin zayif noktalarini telafi eden modaliteler se¢ilmistir. Bu yontem hizli ve
dogru bir teshis saglar. X-1s1n1 bilgisayarli tomografi (CT) ve floresan goriintiileme
(FI), yani CT / FI ¢ift modal goriintileme kombinasyonu, en etkili
kombinasyonlardan biridir. CT, boyut, konum gibi anatomik bilgileri saglar ve
dokularm sekli ve evrensel olarak yaygin ve ucuzdur. Bununla birlikte, yumusak
dokularin CT kontrasti dogal olarak diisiik oldugu i¢in, CT kontrast ajanlarim
kullanmadan, belirli bir yumusak dokunun g¢evredeki yumusak dokulardan ayirt
edilmesi zordur. Iyot igeren molekiiller su anda klinik uygulamalarda CT kontrast
ajanlar1 olarak kullanilmaktadir, ¢iinkii iyot yiiksek bir X-151m1 absorpsiyon
katsayisina sahiptir. Bununla birlikte, bu tiir bilesiklerin kullanimi anjiyografinin
ve tirografinin goriintiilenmesi ile sinirlidir, ¢linkii bunlar dokulara spesifik olarak
yapismazlar. Bu nedenle, tiimor gibi spesifik bir yumusak dokunun
gorsellestirilmesini  saglayan CT kontrast ajanlarina kuvvetle ihtiyag
duyulmaktadir.



FI, goriintiileri ¢ok hizli bir sekilde sunar ve ¢alismasi kolaydir. Bununla
birlikte, algilama derinligi, dokudaki 15181n penetrasyon derinligi ile sinirhdir. Isik
optik pencere olarak bilinen 600-900 nm dalga boyu araliginda viicuda derinden
niifuz eder veya biyolojik dokular i¢in yakin kizil 6tesi (NIR) pencere, ¢ilinkii bu
dalga boyu aralifinda hemoglobin, su ve melanin tarafindan emilim azalir (Hayashi
etal., 2014). FL ucuz bir teknolojidir. FL goriintii rehberli cerrahide goriintli almada
ve timor ¢ikarmanin basarili olup olmadigini test etmede kullanilabilir. Histolojide
FL kullanimi SPECT ve cMRI kontrast ajanlardan ¢ok daha fazladir. Coklu
floroforlar saglanarak goriintii almabilir (farkli dalgaboylu kromoforlar
kullanilarak). FL tiimor heterojenitesini ve doku/hiicre diizeyinde dagilimi
goriintiilemede kullanilabilir. En 6nemlisi, FL goriintiileme gelismekte olan iilkeler
icin de ucuz ve kolay erisilebilirdir. Bu nedenler ile FL kolay uygulanabilen faydali
bir teknolojidir.

Bu calismada gelistirilen SPECT/FL probu SPECT igeren ajanlardan
istiindiir. FL prob radyoniiklid gibi bozunmayacagi i¢in daha uzun zaman goriintii
almabilir. SPECT ve FL proplarin molekiiler birlesmesi gelismis {ilkeleri de bu
modillerin FDA onay1 almayi icin tesvik edecektir. Eger bir Tc-SPECT/FL igin
FDA onay1 aliabilirse, bu ajanlarin radyoaktif olmayan sekilleri de gelismekte olan
ilkelerde farmasotik gilivenlik ve mevzuat agisindan hicbir problem olmadan
kullanilabilecektir. iki sekilde de gelistirilecek olan SPECT/FL ajanlar1 yenilik¢idir
ve mevcut gelismis ve gelismekte olan iilkelerdeki teknolojilerden avantajlidir.
Klinik acidan bakildiginda SPECT/FL proplarinin gelismekte olan {ilkeler icin
yararli oldugunu sdyleyebiliriz. Birincisi halen kullanilan klinik uygulamalar acik
olarak bu bu konuya dikkat ¢eker. Eger tedavi edilmez ise santral sinir sistemindeki
dural yirtiklar néro inflamasyona yol agar ve duyusal fonksiyonlarda kayiplara
neden olur (Song et al., 2014). Santral sinir sistemindeki zar yirtiklarina bu sekilde
intratekal olarak enjekte edilen bir radyoaktif izleyici (}'1In, veya **™Tc) ile SPECT
(Ali et al., 1998) veya nasal bosluktaki drenaj aktivitesi izlenerek tani konabilir. Bu
islem gelismekte olan iilkelerde niikleer tip, otolarinkoloji/nérocerrahi ve
radyokimyanin igbirligini gerektirdigi i¢in kolay olamayabilir. Yakin literatiir
bilgisi doktorlarin radyoniiklid kullanimindan kaginabildiklerini ve ucuz, kolay
uygulanabilir prosediirlere gereksinim duyduklarin1 goéstermistir. Bu sorun
intratekal enjeksiyonun FL 6zellik gosteren bir molekiil kullanilmasi ile asilabilir
(Javadi et al., 2013; Seth et al., 2010; Placantonakis et al., 2017). Nazal bosluktaki
FL dedeksiyonu 7 USD lik bir FL 1s1k salan diod sistem ile kolaylikla asilabilir.
Dural iyilesme onkoloji ile iliskili olmamasina ragmen bu 6rnek gelismis tlilkelerde
kullanilan teknolojiler (SPECT/CT prop gelistirme) ile paralel olarak gelismekte
olan {ilkelere de FL proplarin kolay ve ucuz olarak ayni hastaligin teshisinde
kullanilabilecegini gostermektir. Mevcut klinik gereksinimler tek molekdilli
SPECT/FL goriintiileme proplarinin (ve molekiiler olarak ozdes, radyoaktif
olmayan inaktif FL proplarin) hem gelismis ve hem de gelismekte olan iilkelerde
diagnostik onkoloji gibi ¢ok Onemli uygulamalarda kullanilabilecegini
gostermektedir.



2.4 Polimerik Nanoparcaciklar

Nanopargaciklar siklikla 10-1000 nm araliginda kati, kolloidal pargaciklar
olarak tanimlanmaktadir. Polimerik nanoparcacik terimi, herhangi bir polimer
nanoparcacik tiirli i¢in, fakat 6zellikle nanokiireler ve nanokapsiiller i¢in verilen bir
toplu terimdir. Nanokiirecikler matris partikiilleridir, yani tiim kiitlesi kat1 ve
molekiiller kiire yiizeyinde adsorbe veya partikiil icinde kapsiillenmis pargaciklar
olabilir.

Polimer nanoparcaciklar, kiigiik boyutlarindan kaynaklanan essiz 6zellikleri
ve davranislar1 nedeniyle son birkag yil i¢inde biiyiik ilgi gérmiistiir. Farkli yazarlar
tarafindan one siirildiigli gibi, bu malzemeler, teshis ve ilag dagitimi gibi genis bir
uygulama yelpazesi i¢in potansiyel gostermektedir. Polimerik nanoparcaciklarin
tasiyicilar olarak avantajlari arasinda kontrollii salim, hem terapi hem de
goriintiileme (teranostikler), ilag molekiillerinin korunmasi ve spesifik hedeflemesi
bulunmaktadir.

Etken maddeyi bir tasityici sistem olarak kullanmakta olan polimerik
nanoparcaciklarin diger sistemlere gore belli bagh istiinliikleri bulunmaktadir.
Etken maddenin yiikleme kapasitesinin yiiksek olmas1 ve iireteminin kolay olmasi,
nanoparcacigin polimerik yapisi sebebiyle etken maddenin hedeflenmesi ve
kontrollii saliniminin saglanmasi, hedeflenen bolgede uzun siiren etken madde
salinimina olanak saglanmasi bu iistiinliiklerden birkagidir. Ayrica kiigiik parcacik
boyutlar1 sebebi ile (10-1000 nm) nanoparcaciklarin hiicre i¢i penetrasyonuna
olanak saglar, hiicre tarafindan tutulmasi ve bu sekilde viicut icerisinde hedeflenen
bolgeye etken madde salinimini gerceklestirmekte ve tasidigi maddenin hedef
bolgedeki salimimina imkan verdikleri i¢in etken maddenin toksisitesini de
azaltmaktadir. (Sengel-Tiirk ve Has¢igek, 2009).

2.4.1 HPG (Hiperdallanms Poligliserol)

Hiper dallanmis poligliseroller (HPG), unimolekiiler nanopartikiiller
olusturan yiiksek ve rastgele dallanmis polimerlerdir (Sekil 2.2). Anyonik halka
acili ¢ok dilli yoluyla sentezlenen HPG'ler bir baslatici olarak trimetilolpropan
(TMP) kullanilarak glisidoliin polimerizasyonu ile ilk olarak Sunder ve arkadaslari
tarafindan bildirilmistir. Nispeten basit "tek potlu" sentez, molekiiler agirlik
izerinde 1yi kontrol, dar polidispersite ve modifiye edilebilirlik bu sentezin cazip
ozellikleri arasindadir. Alkil (Cg/10) gibi cesitli fonksiyonel gruplara sahip HPG'ler,
cekirdege ve metoksi polietilen glikol (MePEQG) yiizeyine zincirlenirler (Ye, 2011).
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Sekil 2.2 HPG’nin yapis1

Polimer terapdtikler ve doku miihendisligi, farkli uzunluk 6lgeklerinde yap1
sergileyen yeni polimerik malzemeler igin siirekli bir talebe sahiptir. Bu
malzemeler, toksik olmayan, islevsellestirilmesi kolay ve suda sisirilmelidir.
Hiperdallanmis poligliserol (HPG) bu 6zellikleri birlestirir ve bu nedenle bir¢ok
biyomedikal uygulama i¢in yararlidir. HPG'nin multivalent hidroksil islevselligi,
yiizeyinin biyoaktif maddelerle degistirilmesine izin verirken, polimer suda
¢oziinilir. Dahasi, HPG yapisal olarak benzer olandan bile daha az sitotoksiktir. HPG
geleneksel olarak yavas monomer ilavesi altinda glisidoliin anyonik, halka acili
cok-yollu polimerizasyonu ile hazirlanir. Bu kosullar dar bir polidispersiteye sahip
polimerler ve 20 kDa'ya kadar olan bir say1 ortalama molekiiler agirligi (Mn) verir.
(Steinhilber, 2010).

HPG ayni zamanda lineer PEG'den daha termal ve oksidatif olarak daha
stabildir. Globiiler yapisindan dolay1 benzer molekiiler agirliklarda daha az viskoz
cozeltiler iiretir. HPG'ler bu nedenle daha biiylik konsantrasyon araliklarinda
yararlidir ve PEG'den daha fazla protein gibi davranirlar. HPG'lerin simdiden test
edilmis uygulamalari, insan serumu yerine, mesane kanserinin tedavisi i¢in ilag
tastyici araglar ve hiicre ylizeylerinin bir koruyucu maddesidir (Saatchi et al., 2012).

PEG'den farkli olarak, HPG'ler ve bunlarin lineer analoglari kirmizi kan
hiicresi (RBC) agregasyonu ve hemoliz lizerinde hicbir etki gdstermemektedir. Bu
sonugla tutarli, tam kan degisken kesme hizi viskozite ¢alismalari, her iki tip
poligliseroliin, orta viskoziteyi askiya almanin ¢ok kiigiik bir etkisinin 6tesinde kan
viskozitesini degistirmedigi de baz1 ¢alismalarda yer almaktadir.

Baska bir ¢aligmada, Kainthan ve ark. yiiksek molekiiler agirlikli HPG'lerin
in vitro kan uyumlulugunu arastirdiginda, yiiksek molekiiler agirliklit HPG'lerin,
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aktiflestirilmis tromboplastin zamanm1 (APTT), protrombin zamani (PT),
kompleman faktorii C3a jenerasyonu ve trombosit aktivasyonu dahil olmak iizere
cesitli in vitro hemo uyumlu Ol¢limler {izerinde Onemsiz etkileri oldugunu
gozlemlemislerdir. Calismalar, biyo-bozunabilir HPG'lerin olduk¢a kan uyumlu
olduklarin1 ve degradasyon iiriinlerinin de istenmeyen toksisiteler olusturmadigini
gostermektedir.

Kisacasi, miilkemmel biyouyumluluk ve ¢oklu islevsellestirme i¢in ¢ok biiyiik
olasilikla, HPG'nin biyomedikal ve nanotip alaninda biiyiikk potansiyele sahip
oldugu gosterilmistir. Kompakt yapi, diisiik igsel viskozite, yiliksek oksidatif
kararlilik, HPG'leri dogrusal esdegerlerine veya diger dogrusal polimerlere iistiin
kilar. HPG'nin kompakt, dendritik yapisi, polimer {izerinde ¢ok degerlikli bir
sekilde ligandlar sergileyen, yiiksek erisilebilir sunum saglar. Bu tiir ligandlar,
tasarim i¢in Onemli avantajlar gostermektedir. HPG’nin sahip oldugu bu
ozelliklerden dolay1 bir¢ok uygulama alani1 gelismektedir (Sekil 2.3). Bu alanlar,
polimer terapatikler, kontrollii ila¢ dagitim uygulamalari, niikleik asit tasiyici ajan,
hiicre yiizey miihendisligi ve rejeneratif tip uygulamalari, goriintiileme
uygulamalari, teranostik uygulamalar seklindedir (Abbina et al., 2017).

Imaging Organ.
Applications Preservation
Theranostic Drug
Applications Delivery

Antidotes and,
Inhibitors

Engineering

Sekil 2.3 HPG’ nin Biyomedikal Uygulamalari
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2.5 indosiyanin Yesili (ICG)

Suda eriyen bir trikarbosiyanin boyasi olan indosiyanin yesilinin ilk fiziksel
ve fizyolojik Ozellikleri 1960 yilinda Fox ve Wood tarafindan tanimlanmis ve
1960‘lardan beri ICG kardiyologlarca kardiyak akim ¢aligmalarinda
kullanilagelmistir. Fundus anjiografi i¢in ilk kullanimi 1970‘te baykus
maymunlarinin fundus goriiniimiinii elde etmek i¢in olmustur (Owens, 1996).

ICG molekiilii iki lipofilik polisiklik pargadan olusur ve bu parcalar
birbirlerine bir karbon zinciri ile baglhidirlar ( Sekil 2.4 ). Her polisiklik pargaya da
bir siilfat grubu baghdir ve molekiil bu sayede hidrofilik 6zellik kazanir. Bu
kompleks molekiiler yap1 amfifilik (hem hidrofilik hem de lipofilik) bir yapiya yol
acar.

Sekil 2.4 ICG ‘nin kimyasal yapisi (Fvasconcellos, 2009)

ICG, floresseinin total floresansi ile kiyaslandiginda % 4 daha az floresans
gosterir. ICG floresans1 kapillerler ve kiiciik ve biiyilk damarlar arasindaki
hematokrit degisikliklerinden etkilenir. Hematokrit diisiik oldugunda ICG
floresansi artar. ICG kan diizeyi 80 uM/ml oluncaya dek floresans lineer olarak
artar. Fakat bu diizeyin iistiindeki yogunlukta floresans diiser. Bu da ICG ‘nin
agregasyon olusturmasi ile agiklanabilir: ICG polimerleri monomerlerden daha
zay1f floresans gosterir (Desmettre et al., 2000).

Karacigerden safra yollarina gecen boya barsaklardan reabsorbe olmaz ve
karacigerin performansma bagli olarak yaklasik yarim omrii olan 3-4 dakika
viicuttan atilir.

ICG ‘nin kullanim giivenilirligi istatistikleri ilk olarak kardiyoloji ve
hepatoloji literatiiriinde yer almistir. Kardiyak fonksiyon testi uygulanan 1000
hastalik bir seride hi¢ yan etki goriilmedigi bildirilmistir (Owens, 1996). Toplam
13 yillik bir siire i¢inde boyanin iireticisi olan Becton Dickinson Company
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firmasina 2 ‘si 6liimle sonug¢lanan toplam 25 reaksiyon bildirilmistir. Bu verilerle
reaksiyon orani, yaklasik 50000 dozda bir reaksiyon goriildiigii seklindedir.

2.6 Teknesyum-99m (**™T¢) Kimyasi

Teknesyum, 1937 yilinda italyan mineralog Carlo Perrier ve Italyan asilli
Amerikali fizik¢i Emilio Segre tarafindan kesfedilmistir. Perrier ve Segre,
Kaliforniya Universitesi’ndeki Lawrence Berkeley Uluslararasi Laboratuvar’inda
bulunan siklotron adli hizlandirici cihazda bir molibden numunesini déteronlarla
(doteryum cekirdegi) bombardimana tutarak teknesyum elde etti.

Teknesyum, kesfedilmeden once ¢ok aranan ve ozellikleri kesfedilmeden
belirlenen bir elementtir. Ozellikleri, periyodik tabloyu siralamak igin Periyodik
Kanun’u kesfeden Dimitri Mendeleyev tarafindan tahmin edilmistir. Mendeleyev,
1871 yilinda periyodik tabloda molibden (42) ve rutenyum (44) arasinda bir bosluk
buldu ve kesfedilmemis O6geye gecici olarak “eka-manganez” adini verdi ve
manganez ile benzer ozellikler sergileyecegini 6ngordii. Daha sonraki yillarda
bir¢cok kimyager bu boslugu doldurarak yeni element kesfeden isim olmak igin
sayisiz deney yapti. Mendeleyev’in 6ngérdiigli elementin  boslugunu diger
elementler dolduramadi. 1937 yilinda Perrier ve Segre’nin elde ettigi elemente
“panromium” ismi 6nerildi. 1947 yilinda “technetium” olarak kayitlara gecti.

Kimyasal simgesi “Tc” olan teknesyumun atom numarasi 43, atom agirligi
98, yogunlugu 11 g/cm®tiir. Erime noktas1 2157 °'C, kaynama noktas1 4265 °C’dir.
Periyodik element tablosunun 7-B grubunda gegis metalleri arasinda yer alir.
Parlak, metalik gri renktedir. Cogunlukla gri toz halinde elde edilir. Kristal yapist
hekzagonaldir. Goriiniimii bakimindan platine, kimyasal 6zellikleri bakimindan
renyum ve manganeze benzer. Yariomrii 6 saat, enerjisi 140 keV olan tek bir gama
1s1nina sahip, BMo/®MTc jeneratoriinden elde edilebilen, ucuz, bircok farmasétik
ile kararli bilesik olusturabilen, goriintiileme i¢in ideal bir radyoniikliddir.

Teknesyum, niikleer tipta kullanilan bir elementtir. Niikleer tip goriintiileme
uygulamalarinda gama 1s1m yayan *M™Tc izotopu yaygin olarak kullanilir.
Enjeksiyon ile kana karistirilan ®™Tc, dokularda tutunarak fizyolojik goriintiiler
elde edilmesini saglar. Metastabil bir niikleer izomer olan *™Tc, tibbi testlerde de
kullanilir. Beyin, kalp kasi, tiroid, akciger, karaciger, safra kesesi, bobrek, kemik
ve kandaki tiimorlerin goriintiilenmesi ve islevlerinin tespiti igin **™Tc izotopu
onemli bir maddedir. Teknesyumun kimyasal Ozellikleri birgok organik ve
biyokimyasal bilesik olusturmaya izin verir. Bu sebeple onlarca tibbi teshis i¢in
teknesyumdan faydalanilir. (Eskier, 2017).
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Sekil 2.5 ®Mo’ un *™T¢’ a bozunma semasi (Zora, 2010)

2.7 Kalite Kontrol Islemlerinde Kullanilan Analiz Yéntemleri
2.7.1 Ince Tabaka Radyo Kromatografisi (TLRC)

1944 de uygulamaya giren ve diizlemsel ylizeyde ayrim saglayan kagit
kromatografisinin yerini 1950’lerde rutin kromatografik teknik olarak ince tabaka
kromatografisi almistir. TLC teknigi ilk kez 1937 de Izmailov ve dgrencisi Shraiber
tarafindan  bitki ekstraklarinin ayriminda “spot kromatografi”® seklinde
kullanilmistir. Moden anlamda TLC teknigi (cam pleyt tizerinde sabit faz kullanimi
ve tanka daldirarak yiiriitmenin yapilmasi) ise ilk kez Kitchner tarafindan
kullanilmis ancak TLC’nin uluslararasi kabul edilen analitik teknik haline gelmesi
1950'lerde Egon Stahl’in ¢aligsmalar1 ve bunlar1 kitap halinde yaymlamasi sonucu
olmustur. Daha sonraki yillarda TLC ile ilgili cihazlar gelistirilmis ve teknikler
diizeltilmistir (Fidanci, 2009).

Bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz olmak tizere
birbirleriyle karismayan iki fazli bir sistemde ayrilmast ve saflastirilmasi
yontemidir. Sabit faz olarak siklikla kati adsorban ( silika jel-Si02 veya alumina-
Al203) kullanilirsa da (normal faz adsorbsiyon TLC) , lipofilik C-18,C-8,C-2 baglh
silika jel kullanilarak revers faz TLC de yapilabilir. Yine magnezyum silikat
(Florisil), selliiloz, iyon degistiriciler, poliamid, kimyasal olarak baglanmis fenil,
amino, siyano, diol tabakalar1 kati1 faz olarak kullanilabilir. Normal faz adsorbsiyon
TLC’sinde (silika jel kromatografi) hareketli faz siklikla organik ¢6ziicii karigimidir
(Fidanci, 2009).



14

_Analitin ilerleme uzunulugu

Cozlclniin ilerleme uzunlugu

Maddelerin degisik ¢oziicii ve kati ylizey lizerinde ilerleme oran1 Rf
degerleri farkli olmasindan ayirma saglanir.

TLC'nin avantajlar1 arasinda hizli analiz stiresi vardir, ¢linkii bir¢ok 6rnek es
zamanl olarak analiz edilebilir, numune basma bazda diisiik ¢oziicii kullanima,
enstriimantal TLC i¢in yliksek dogruluk, hassasiyet, nanogram veya pikogram
araliginda hassasiyet gibi avantajlara sahiptir. Radyoaktif maddelerin baglanma
verimlerine ve alikonma faktorlerine yonelik yapilan uygulamalar i¢in kullanilan
yonteme ince tabaka radyo kromatografisi denmektedir.

Ince tabaka kromatografisinde sabit faz (absorban) olarak silika jel ya da
seliloz kapli plakalar kullanilmaktadir. Bu plakalar genelde 0.1-5 mm
kalinligindadir. Hareketli faz olarak ise gesitli solventler tek basina ya da belli
oranlarda karistirilarak kullanilmaktadir. Islem sirasiyla su sekilde gerceklesir:

e Kromatografi tankina hareketli fazin konulur ve 15 dakika buhar
dengesinin saglanmas1 beklenir.

e Uygun boyutlarda kesilen tabakalara 0,2 pL’lik bir ksm1 mikro pipet
ya da kapiler yardimiyla damlatilir ve tankin igerisine tabakalarin dik
bir sekilde birakilir.

e Hareketli faz, 6rnegi de siiriikleyerek yiikselmeye baslar. Hareketli
faz baglangi¢ noktasindan belli bir seviyeye yiikseldikten sonra plaka
tankin ig¢erisinden cikarilir.

e Tank igerisinden dikkatlice c¢ikarilan tabakalar, hareketli fazin
yliriimiis oldugu siirdan isaretlenir ve kurumaya birakilir. Daha sonra
Bioscan 2000 TLRC tarayici yardimiyla analizi yapilarak baglanma
verimi ve Rf (Retention Factor) degerleri elde edilir (Yurt Kilcar ve
Biber Muftuler, 2014).
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Sekil 2.6 TLRC yonteminde kiivetlere yerlestirilmesi (Science of chromotography, 2018)

2.7.2 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi, bir kromatografik ambalaj
malzemesi (sabit faz) igeren bir kolondan yliksek basingta bir ¢oziicii (mobil faz
olarak da bilinir) ig¢inde bir ¢bziicii veya analitin pompalandigi bir kolon
kromatografisidir. Numune, helyum veya nitrojenin hareketli bir tagiyici gaz akimi
tarafindan taginir. HPLC, herhangi bir 6rnekte mevcut olan ve trilyon basina parca
kadar diisiik eser konsantrasyonlarda bir siv1 i¢inde ¢ozilinebilen bilesikleri ayirma
ve tanimlama yetenegine sahiptir. Bu ¢ok yonliiliikk nedeniyle, HPLC, farmasétik,
cevresel, adli tip ve kimyasallar gibi ¢esitli endiistriyel ve bilimsel uygulamalarda
kullanilmaktadir.

Numune tutma siiresi, duragan faz, analiz edilen molekiiller ve kullanilan ¢6ziicii
veya coziiciiler arasindaki etkilesime bagli olarak degisecektir. Numune kolondan
gecerken, esas olarak analitlerdeki farkli polariteler nedeniyle iki faz arasinda farkli
oranda etkilesir. Sabit fazla en az etkilesime sahip olan veya mobil faz ile en fazla
etkilesim olan analitler, siitundan daha hizli ¢ikacaktir.

Bir HPLC sistemindeki ana bilesenler arasinda solvent rezervuari veya birden fazla
rezervuar, yiksek basingli pompa, kolon, enjektdr sistemi ve detektdr bulunur.
Rezervuar hareket ettigi i¢in hareketli faz olarak adlandirilan ¢6ziiciiyii tutar. Bir
sistemde genellikle en az iki rezervuar vardir, bunlarin her biri 1000 cc solvente
tutunur ve genellikle helyumun kabarciklandirilabildigi bir gaz difiizori ile
donatilmistir. Mobil fazin belirli bir akisini tretmek i¢in bir pompa kullanilir.
Orneklerin manuel enjeksiyonu hala miimkiin olmasina ragmen, ¢ogu HPLC, artik
tamamen otomatik ve bilgisayar tarafindan kontrol edilmektedir. Enjektor veya
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otomatik Ornekleyici, ¢dziiciiyli, numuneyi ayrimi gerceklestirmek i¢in gereken
0zel ambalaj malzemesini igeren yiiksek basinca (400 bar'a kadar) tasiyan bir faz
akimina sokar. Paketleme malzemesi, kolon donanimi tarafindan yerinde tutuldugu
i¢in sabit faz olarak adlandirilir.

Dedektor, calisma kosullarina gore secilmektedir. Bunun i¢in baslica
dedektor cesitleri su sekildedir:

e  Ultraviole/goriiniir bolge dedektorii (UV/VIS)

Floresans Dedektorii (FLD)

e Refraktif indeks (kir1lma indisi) dedektorii (RID)
o Kiitle spektrometresi (MS) dedektorii

e Evaporatif 151k sagilmas1 dedektorii

e Radyoakim dedektorii (radyoaktivite i¢in)

e Fotodiyot array dedektorii (photodiode array dedector-DAD)
(Huber, 1978).

sample

HPLC
pump Injector
HPLC column

|

Detector

HPLC
solvent

Data aquisition

waste

Sekil 2.7 HPLC cihazinin sematik diyagrami (Huber, 1978)
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2.7.3 Lipofilite

Maddenin yagda ¢oziinme egiliminin Olgiisii; lipid /su partisyon katsayisi,
yani lipofilitesidir. Maddenin lipid/su partisyon katsayisi ne kadar biiytlikse; lipid
membrandan absorbsiyonu o kadar fazla olur. Kiiciik, suda ¢oziiniir molekiiller
normal intraseliiler su akisini saglayan su porlari (i¢i su dolu kanallar) aracilig ile
hiicre membranin1 gecerler. Suda ¢oziiniir, biiyiik molekiiller membranin lipid
kismindan yavas bir sekilde gecerler. Genellikle fazla iyonize olan maddelerin
yagda ¢oziiniirliigii azalir. Bu nedenle membrandan zor gegerler (Ozyazgan, 2002).

Radyoisaretli  bilesiklerin lipofilitesini belirlemek 1i¢in, n-oktanol/su
sisteminde alt ve list faz olusturulduktan sonra bu fazlardan alinan ayr1 6rneklerin
aktiviteleri Cd(Te) dedektorii ile sayilir. Burdan elde edilen degerler ile deneysel
lipofilite logP degeri hesaplanir. Teorik lipofiliteler ise ACD (Advenced Chemistry
Development) programi ile bulunup, teorik ve deneysel lipofilite degerleri
karsilastirilir.

2.7.4 Stabilite

Stabilite ¢aligmalar bilesigin in vivo kararliliginin tahmin edilmesi amaciyla
yapilan bir ¢calismadir. Calisma serum kullanarak gerceklestirilir. Caligma farkli
zaman dilimlerinde 6rneklemeler yapilarak 24 saatte sonlandirilir. Bu 24 saatlik
siire boyunca serum ve kararliligr arastirilan 6rnek karigimi 36-37 °C de tutulur
(Ichedef, 2010).

2.8 Polimerin  Ozelliklerinin  Belirlenmesinde  Kullamlan
Kromotografik Yontemler

2.8.1 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

Fourier Transform Infrared spektroskopisi bakterilerin incelenmesi amaciyla
1980’li yillardan beri kullanilan fizikokimyasal bir yontemdir. Bu yontem, kizil
otesi (IR) radyasyonun absorbsiyonu ile kimyasal baglarin titresiminin 6l¢iilmesi
prensibine dayanmaktadir. Kizil &tesi radyasyonu kimyasal baglarin gerilme,
biiziilme ve biikiilme gibi farkli titresim hareketleri ile absorbe edilir. Kizil 6tesi
bolgesinde kimyasal baglarin titresimlerindeki degisim ve absorbsiyon 6zellikleri
spektral piklerin olusmasin1 saglar. Her fonksiyonel grup kendine 6zgii titresim
sikligina sahiptir ve her kizil 6tesi 151k dizisi (spectrum) 6zguldiir.

FTIR matematiksel Fourier doniisimii yontemi ile 1518in infrared
yogunluguna kars1 dalga sayisim1 Olgcen bir kimyasal analitik yOntemdir.
Elektromanyetik 151k dizisinin kizil &tesi bolgesi 14000 cm™ ile 10 cm™ arasindadir
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ve yakin dalga boylu kizil 6tesi (NIR; 4000~14000 cm™), orta dalga boylu kizil
otesi (MIR; 400~4000 cm™) ve uzak dalga boylu kizil 6tesi (FIR; 4~400 cm™)
olmak iizere ii¢c ana bdlgeden olusmaktadir (Basyigit Kilig ve Karahan, 2010).
Bunlar arasinda en 6nemli spektral bolgeler tipik olarak parmak izi bolgesi (600-
1.450 cm?) ve amid I ve amid II (amid I / II) bélgesidir (1,500-1,700 cm™). Daha
yiiksek dalga boyu bolgesi (2,550-3,500 cm™) S-H, C-H, N-H ve O-H gibi esneme
titresimleri ile iliskilidir, oysa alt-dalga say1 bolgeleri tipik olarak egme ve karbon
iskelet parmak izi titresimlerine karsilik gelir (Baker et al., 2014).

Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektroskopisi incelenmek istenen Ornek
makromolekiilleri fonksiyonel gruplarinin titresimlerinden kaynaklanan yapisal ve
fonksiyonel bilgilerin elde edilmesini saglayan bir yontemdir. Bu spektroskopik
yontem, boyama, igaretleme gibi ek maddelerin kullanimini i¢eren uzun 6rnek
hazirlama prosediirlerine gerek duyulmadan, 6rnege zarar vermeden hizli, hassas
ve etkin sonuglarin goéreceli olarak daha ucuz bir bicimde elde edilmesi saglamast
bakimindan diger tekniklerle karsilastirildiginda daha avantajlidir (Takan, 2014).

To light detector

From light source

Aperture Beamsplitter

B
F Fixed mirror

Sekil 2.8 FTIR Spektroskopisi Calisma Prensibi (Gerwert et al., 2010)
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2.8.2 Dinamik Isik Sa¢cilimi (DLS) Cihaz

Bir ara¢ olarak dinamik 1s1k sagiliminin kullanilmasi, 1914' te Leon
Brillouin'in uyarilmis bir izotropik viicuttan sag¢ilan 1sik iizerine teorik bulgular
yaymladigt zaman basladi. Bir sividan sagilan isiktaki frekans kaymalarinin
deneysel sonuglari, teorik tahminlerden kisa bir siire sonra takip edildi, ancak 1960
11 yillarda lazerin kiigiik frekans degisikliklerinin dlgiilmesine olanak saglamasi ve
bdylece katilar, jeller, membran kesecikleri ve kolloidal dispersiyonlar dahil olmak
tizere ¢ok cesitli sistemler i¢in 151k sag¢iliminin uygulanmasina yonelik bir itici gii¢
saglandi. (Williams, 1998).

Dinamik 1s1k sagilimi orijinal olarak seyreltik makromolekiiller ve Kritik
noktalarin yakininda saf maddelerin tasinim katsayilari ile translasyon diflizyonunu
6lemek i¢in kullanilmistir. Su anda ise, dinamik 151k sacilimi endiistriyel parcacik
biiytikligi ve boyut dagilimi belirlemede kullanilmaktadir (Schmitz and Phillies,
1991).

Cogu DLS sisteminde, bilinen dalga boyundaki bir lazer (yani HeNe),
cozeltideki seyreltik bir numuneden gegmekte ve dagmik 1s18in yogunlugu, bir
detektor tarafindan toplanmakta ve dekonvol haline getirilmektedir. Sekil 2.8, bir
DLS cihazinin bir semasin1 gostermektedir. Toplanan sacilmis 15181n miktari, bir
partikiiliin molekiil agirligi, boyutu ve seklinin yani sira partikiil ve ¢dziiciiniin
kirilma indislerine baglidir. Dedektore ulasmadan once, tek tek pargaciklardan
gelen daginik 151k, Brownian hareketinden Otiirii rastgele hareket eden diger
parcaciklar tarafindan yayilanlardan gelen paraziti deneyimliyor. Bu zaman i¢inde
rastgele dalgalanmalara yol acar. Bu degisim, parcaciklarin boyutu, dagilimi, sekli
ve yapist hakkinda bilgi saglar (Weber et. al., 1998; Wang et. al., 2010).
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Sekil 2.9 DLS cihaz1 ¢alisma prensibi (Kumari, 2017)
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2.8.3 Taramah U¢ Mikroskobu (SPM)

Nano 6l¢ekteki atom ve molekiillerin manipiilasyonuna yonelik faaliyetler,
tarama sondas1 mikroskoplarinin ultra yiiksek vakumda kullanilmasiyla belirlenir.
Tarama Probu Mikroskopisi (SPM), atomik seviyedeki ylizeylerin o6zelliklerini
incelemek icin kullanilan bir tekniktir. Goriintiilleme i¢in 151k dalgalart kullanan
konvansiyonel mikroskopiden farkli olarak, SPM pizoelektrik bir plaka iizerine
yerlestirilen bir numunenin ylizeyini ¢ok ince bir probla tarar ve ug ile yiizey
arasindaki bazi etkilesimlerin giiciinii izler. Bir lazer araciyla probun sapmasi
fotodiyot yardimyla toplanir ve veriler bilgisayar programina aktarilir. Keskin prob
ve ylizey arasindaki etkilesim, atom ol¢eginde yiizeyin topografik 3D goriintiistinii
saglar. Sekil 2.10°da SPM c¢alisma prensibi verilmistir.

Taramali u¢ mikroskobu (SPM), tarama tiinelleme mikroskobu (STM) ve
atomik kuvvet mikroskobu (AFM) fizik, malzeme bilimi ve miihendislik
alanlarinda olduk¢a sik kullanilmaktadir. SPM c¢alismalarinin biyoloji ve
biyoteknolojideki bu hizli genislemesi, SPM tekniklerinin birgok benzersiz avantaj
sagladig1 gerceginden kaynaklanmaktadir. Oncelikle ¢ok az ya da hi¢ numune
hazirlama gerektirmemektedir, dogal biyomolekiiller genellikle dogrudan
goriintiilenmektedir. Diger bir avantaji ise ultra yiiksek ¢oziiniirliikkte gercek
yiizeyde Ornek yilizeyinin 1{i¢ boyutlu bir yeniden yapilandirilmasini
saglayabilmekte ve diger analitik ve mikroskopi yontemleri ile elde edilen bilgilere
tamamlayici bilgiler sunmabilmektedir. Hava, sivi ve vakum dahil olmak iizere
cesitli ortamlarda calisabilirler (You and Lowe, 1996).

SPM'nin 6nemli bir yonii, yiizeyleri degistirme olanagidir. Tarama ucu,
yiizeyler boyunca atomlari, molekiilleri veya pargaciklar1 itmek veya ¢ekmek icin
kullanilabilmektedir. Bu deneyler, yerel baglanma hakkinda bilgi verir ve siirtiinme
ve aginma mekanizmalarini aragtirmaktadir. Temaslarin uygunlugu ile ilgili olan iki
farkli rejim gozlemlenmistir. Cok sayida partikiiliin manipiilasyonu, partikiillerin
boyut ve sekillerine de erisebilme imkani1 bulunmaktadir (Meyer, 2010).
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Sekil 2.10 SPM Caligma Prensibi (Rioult, 2015)
2.9 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Hiicre kiiltlirii, cok hiicreli organizmalara ait hiicrelerin, laboratuvar
ortaminda 6zel olarak tasarlanmis kaplarda, 1s1, nem, besin gibi ortam sartlarinin
kontrol edilerek kontaminasyondan ari bir sekilde yasatilmasidir. Insan da dahil
olmak tizere herhangi bir canlidan alinan hiicrelerin suni ortamda yasatilabilmesi,
herhangi bir doku ya da organdan alinan hiicrelerin kullanilabilmesi ve bir¢ok etik
kaygiy1 gidermesi, hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinin tercih sebepleri arasinda yer
almaktadir (Zucco et al., 1998). Hiicre kiiltiirliniin sik¢a tercih edildigi alanlar
kanser, as1 calismalari, ilag gelistirilmesi ve in vitro sitotoksisite ¢aligmalaridir
(Gilbert and Boutros, 2016).

Canl hiicreler lizerinde kimyasal maddelere bagli 6nemli yap1 ve fonksiyon
degisikliklerinin saptanmasi ve yorumlanmasi amaciyla deneysel toksikolojik
calismalar yapilir. Olgiim performans: igin, tekrarlanabilirlik basaris1 icin ya da
caligmalarda karsilastirma yapmak i¢in hiicre popiilasyonlarinin miktarlarinin
anlamli  bir sekilde belirlenmesine ihtiya¢ vardir. Bu nedenle hiicre
popiilasyonlarinda hiicre canliligi ve proliferasyonlarini1 ¢alisabilmek i¢in bazi
metodlar gelistirilmistir. Genel olarak direkt hiicre sayiminda canli ve cansiz
hiicreleri ayirt etmek igin genellikle hemositometre ile birlikte vital bir boya (trypan
blue) kullanilir. Bununla birlikte tiim vital boyalar 6zneldir ve kesin degerler
alamazlar. Bu metod kolay, ¢abuk ve ucuzdur ve toplam hiicre siispansiyonundan
sadece kiigiik fraksiyonlar gerektirir (Tokur ve Aksoy, 2017).

Sitotoksisite testleri ¢esitli hiicre kiiltiirlerinde kullanilan kimyasal
bilesiklerin toksisitesini belirlemek i¢in kullanilan in vitro metotlardir. In vitro
sitotoksisite testlerinin tahmin edilen degeri “bazal” sitotoksisite fikrine



22

dayanmaktadir. Toksik kimyasallar hiicrelerin temel fonksiyonlarini etkilerler ve
bu toksisite hiicresel hasarin degerlendirilmesiyle dlgiilebilir. In vitro sitotoksisite
testlerinin gelisimi ¢ok sayidaki bilesigin potansiyel toksisitesini hizli bir sekilde
oleme gerekliliginden ortaya ¢ikmistir. Olii hiicreler, gesitli tetrazolyum tuzlarmi
metabolize etme yetenegine sahip degillerdir. Hiicrelerin metabolik aktiviteleri
azaldiginda, hiicresel hasar ve Oliimiin ¢ok ge¢ basamaklarinda, MTT, XTT ve
WST-1 gibi ¢esitli kolorimetrik metotlar kullanilmaktadir. Kolorimetrik metotlarin,
hiicre kiiltiirlerinde, herhangi bir faktore bagli, indiiklenmis sitotoksisite
kantitasyonunda 24-96 saatlik dongiide ¢ok etkili olduklari bilinmektedir. Hiicre -
aracili sitotoksisiteyi 6l¢gmede efektor hiicreler, hedef hiicrelere baglanarak aktive
olmaktadirlar. Bu aktivasyon, efektdr hiicre tarafindan olusturulan, formazan
iiretiminde artis ile sonuglanmaktadir. Bu da, hedef hiicre 6liimiinden kaynaklanan,
azalmis formazanmi maskelemeyi hedeflemektedir (Numanoglu, 2008). Hiicre
proliferasyon reaktifi WST-1, hiicre proliferasyonu, biiyiime, canlilik ve
kemosensitivitenin radyoaktif olmayan, spektrofotometrik 6l¢iimii i¢in kullanilmak
iizere tasarlanmistir. MTT ve XTT’den daha hassatir, hiicre tahribati yapmaz
(Kalkan, 2016).

Analiz, tetrazolyum tuzlarmin formazana hiicresel enzimlerle boliinmesine
dayanir. Canli hiicrelerin sayisinda bir genisleme mitokondriyal dehidrojenazlarin
genel aktivitesinde bir artisa neden olur ve formazanin olusumu, metabolik aktif
hiicrelerin sayisi ile dogru orantilidir. Tetrazolyum bilesikleri ile yapilan canlilik
testleri, {ic asamada gerceklestirilmektedir. ilk asamada hiicreler belirli bir siire
toksik maddeye maruz birakilirlar. Ikinci asamada toksik madde uzaklastirilip
tetrazolyum bilesigi vasata eklenir ve ortalama 1-4 saat boyunca inkiibe edilir. Bu
esnada canli hiicreler ilgili bilesikleri indirgeyip formazana doniistiiriirek renk
degisimini gerceklestirir. Son asamada ise renk degisimi spektrofotometrik
yontemle Olgtilerek canli/6lii hiicre sayist belirlenir (Tokur ve Aksoy, 2017).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Kullanilan Cihaz ve Kimyasallar

3.1.2 Kullanlan Kimyasallar

e Serum Fizyolojik (SF) (%0.9 NaCl)
e Sodyum Perteknetant (Na **™TcO,)
e Piridin (CsHsN ) (Sigma-Aldrich)
e Fosfat tamponu (PBS) (Merck)

e N-oktanol (CgH1s0O) (Merck)

e Metanol (CH3OH) (Merck)

e Etanol (CoHsOH) (Merck)

o Asetik asit (CH3COOH) (Merck)

e Aseton (C3HsO) (Merck)

e Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck)
e Diklorometan (CH2Ci2) (Merck)

e Hidroklorik asit (HCI) (Merck)

e Amonyak (NHs) (Merck)

e Dimetilsiilfoksit (CH3)2SO (Merck)
e Etanolamin (C2H;NO)

e Dioksan (C4HgO2) (Merck)

e Glisidol (Sigma Aldrich)
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Trimetilpropan (CeH1403)

Potasyum Metilat (Sigma-Aldrich)

Dowex 50Wx8 katyon regine (Sigma-Aldrich)

2-Merkapto etanol (C2HeOS) (Fluka)

N-hidroksisiiksinimid % 98 (NHS) (Sigma-Aldrich)

N,N’-Diizopropilkarbodiimit (C7H14N2) (Sigma Aldrich)

Dimetilaminopiridin (C7H1oN2) (Sigma-Aldirch)

Indocyanine green (ICG) (Sigma-Aldirch)

Sodyum kloriir (NaCl) (Merck)

MES tamponu (%99) (Sigma Aldrich)

Deferoxamin-mesilat (C2sHsNeOs) (Sigma Aldrich)

ITLC-SG Seliiloz kapl plastik seritler (Merck)

Sintilasyon kokteyli (Sigma Aldrich)

Cell Counting Kit - 8 (WST-8) (Sigma Aldrich)

L-Glutamine (Lonza)

Penisilin/streptomisin (Lonza)

Essential amino acid (Lonza)

Fetal bovine serum (Biowest)

Hiicre kiiltiirii medium RPMI 1640 (Bio. Ind.)

Sodyum priivat (Lonza)
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Tripan mavisi (Bio. Ind)

K562 insan myeloid l0semi hiicresi (American Type Culture
Collection, Rockville, MD, ABD)

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

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

RAD-501 Cd(Te) tek kanalli gamma sayim sistemi (Ege Universitesi,
Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

TLC kiivetleri (Sigma) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

Ultrasonik Homojenizatdr (Bandelin, Sonoplus HD 2070) (Ege
Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar
Anabilim Dal1)

Ultrasonik Banyo (CEIA CP104 Standard Ultrasonic Cleaner) (Ege
Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar
Anabilim Dalr)

Doz Kalibratorii (Biodex AtomLab 100 Plus) (Ege Universitesi,
Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal)

Liyofilizasyon Cihaz1 (E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Bilimler Anabilim Dalr)

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

Laminar Flow Kabin (Thermo) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

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

Sogutmali Santrifiij (Hettich) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)
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Isik mikroskobu (Olympus) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisti, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

HPLC (Shimadzu SCL-10AVP) (LC-10Atvp quaterner pompali,
SPD-10AV UV dedektorlii) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisti, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

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

Inverted mikroskop (Leica) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisti, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

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

Su banyosu (Memmert) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisti, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

Packard Tri-corb-1200 sivi sintilasyon sayaci (Ege Universitesi,
Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

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

Fourier Transform Infrared Spektrofotometre (FT-IR) Cihazi (Perkin-
Elmer Spectrum 100 FT-IR) (E.U, Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Teknoloji Anabilim Dal1)
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3.2 HPG (Hiperdallanmis Poligliserol) Sentezi

Anyonik halka acili ¢ok yonli yontem kullanilarak, glisidoliin
polimerizasyonu HPG sentezi gerceklestirilmistir. Polimerizasyon, mekanik
karistirict ile 3 boyunlu balonda gercgeklestirilmistir. Bir boyundan reaktif girisi,
diger boyundan azot gazi gegisi ve sicaklik 6l¢iimii yapilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 HPG Sentez Diizenegi

0,187g TMP (Trimetilpropan) gaz altinda balona eklendi. %20’lik potasyum
metilat ¢ozeltisi hazirlanip balona ilave edilip, karisim 15 dakika manyetik
kanistiric1 ile karigtirilmistir. Ardindan 20 mL susuz dioxane ilave edilmistir.
Karigim, sicaklik 95°C’ye gelene kadar yag banyosunda tutulmustur. Siringa
pompasi ile 25 mL glisidol 8 saat boyunca damla damla ilave edilmis ve karigim
gece boyu karistiricida karistirllmigtir. Noétralizasyon islemi icin 3 adet Dowex
50Wx8 katyon degisim reginesi igeren SmL’lik enjektor hazirlanip, Ornek
metanolde ¢oziildiikten sonra Sekil 3.2° deki gibi recineden gecirilerek nétralize
edilmistir.
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Sekil 3.2 Nétralizasyon Islemi

Aseton eklenerek ¢okelmesi beklenen karigim yaklasik 5 saat karigtirilmistir.
Metanol i¢indeki ¢oziinmiis HPG ¢okmedigi icin; 1sitict agilip metanol ve asetonun
ucmasi saglanmistir. Metanol ve aseton ugtuktan sonra, beherin g¢eperlerindeki
¢okelti metanolde ¢ozdiiriiliip oda sicakliginda bekletilmistir.

Polimerin diyalizi i¢in, seliiloz asetat diyaliz tilipii kullanilarak 3 giin boyunca
suya kars1 islem gergeklestirilmistir (Sekil 3.3). Diyaliz islemi tamamlanan 6rnek
donmasi i¢in -20°C’de gece boyu bekletilmistir. Donan 6rnek vakumla kurutulmak
iizere liyafilizatore koyulmus ve kuru polimer elde edilene kadar liyafilizatorde 6
giin bekletilmistir (Kainthan et al., 2006).
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Sekil 3.3 Diyaliz Islemi

3.3 HPG’ nin Siiksinidimil Siiksinat ile Fonksiyonlastirilmasi

Polimerler siiksinik anhidrit ile COOH asit fonksiyonlastiriimak tizere; ilk
olarak Boliim 3.2° de sentezlenen liyofilize HPG 45 mL metanolde
coziindiiriilmiistiir. 250 mL yuvarlak dipli balonda 90 °C’de azot gazi altinda
kurutulmaya birakilmistir (6 saat boyunca). Kurutulmus HPG 3 mL kuru piridinde
¢oziildiikten sonra kataliz i¢in yetecek miktarda dimetilaminopiridin (5 mg/ml
piridin ¢ozeltisinde 1 damla) ilave edilmistir. Bu karisima 0,5 mL piridinde
¢Oziilmiis 0,0067 g siiksinik anhidrit 10 dakika i¢inde damla damla eklenmis ve
karistm oda sicakliginda, ayn1i zamanda azot gazi gecirilerek karigmaya
birakilmistir (6 saat boyunca). Polimer cozeltisine 40 mL soguk aseton ilave
edildikten sonra homojen karisim elde etmek i¢in ultarasonik banyoya
konulmustur. 50 mL falconda 15 dakika 10000 rpm’de santrifiijlenerek
coktlirlilmiigtiir. Aseton dekante edilip geri kalan aseton azot ile ugurularak
uzaklastirilmistir. Karboksi gruplarini1 SS gruplar ile aktive etmek i¢in 3 mL susuz
DMF (Dimetilformamid) de ¢6ziilmiistiir. 0,0077 g N-hidroksistliksinimid ve 10 pLL
diizopropilkarbodiimid ¢ozeltiye eklenmis ve azot gaz1 gegirilerek 5 saat boyunca
karigima birakilmistir (Chapanian et. al., 2012) (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 Fonksiyonlastirilmig HPG

3.4HPG’ ye ICG (Indosiyanin Yesili) Baglanmasi

Bu islem i¢in oncelikle 1mg/mL ICG sulu ¢6zeltisi hazirlanmistir. 4 mg SS-
HPG maddesine 40 pL ICG sulu ¢ozeltisi eklenip manyetik karistirict yardimiyla 6
saat boyunca karigtirllmigtir. Baglanmamis ICG molekiili 10000 rpm’de 10 dakika
boyunca ultrasantrifiijleme ile uzaklastirilmigtir. Baglanmayan kisim ayrilip geri
kalan ¢o6zelti saf su ile yikanmistir. Bu islem 3 kez tekrarlanmis ve baglanan kisim
icin 3 Ornek alinmigtir. Baglanma verimini tespit etmek amaciyla Multimode
Mikroplaka Okuyucu (Thermo Varioscan Flash) cihazi ile 6rneklerin adsorbans
degerleri ol¢lilmiistiir.

3.5HPG’ nin Deferoxamin ile Selatlanmasi

Selatasyon islemi icin deferoxamin-mesilat kullanilmistir. 4 mg HPG-
COOH-ICG maddesi i¢in 4 mg DFO (Deferoxamin) kullanilmistir. Bu karigimin
tizerine 0,007 g EDC (1-Etil-3-(3-Dimetilaminopropil)-Karbodiimid) 0,0115 g
NHS(N-Hidroksisiiknimid) eklenip ve 15 dakika oda sicakliginda manyetik
karistiric1 yardimiyla karistirtlmistir.
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Karigim sonunda 1,4 pL. merkaptoetanol, 0,40 g MES tamponu ve 0,058 g
NaCl karisima ilave edilmistir. Elde edilen ¢6zelti PBS (fosfat tamponu) ile 2 mL’
ye tamamlanmis ve 2 saat oda sicakliginda karigsmaya birakilmistir.

Cozeltiye 10000 rpm’ de 10 dakika santrifiij islemi uygulanmistir. Olusan tist
faz dekante edilip PBS ile yikanmis ve bu islem 2 kez tekrar edilmistir.

Sonugta olusan ¢okelti 10 mL metanolde ¢oziilmiistiir. Karakterizasyon ve
kalite kontrok islemleri i¢in bu ¢ozelti kullanilmastir.

3.6 Sentelenen HPG’ nin Karakterizasyon Calismalari
3.6.1 FTIR ile Yap1 Analizi

HPG, SS-HPG ve HPG-ICG-DFO Perkin-Elmer Spectrum Two IR
spektrofotometresi (ATR (Attenuated Total Reflection) ile yapi analizleri
gerceklestirilmistir. Analiz sonuglari yorumlanarak sentezlenen maddeler literatiir
bilgileriyle karsilastirilmastr.

3.6.2 DLS ile Boyut Analizi

HPG, SS-HPG ve HPG-ICG-DFO’ nun pargacik boyutu analizi i¢in, kati
formda olan 1 mg HPG ve SS-HPG ornekleri 2 mL metanolde ¢6ziilmiistiir.
Ardindan hazirlanan ¢ozeltilerden ve metanolde ¢6ziinmiis halde olan HPG-1CG-
DFO 6rneginden 600 pL Slglim yapilacak kiivet igerisine alimmistir. Analiz, 3
tekrarli olarak Malvern Nano-ZS DLS (Dynamic Light Scattering) cihazi ile
incelenmistir.

3.6.3 SPM ile Yiizey Analizi

Yiizey modifikasyonun belirlenmesi i¢in;, HPG ve HPG-ICG-DFO
orneklerinden 1 mg alinarak 2 mL metanolde ¢6ziilmiistiir. Bu 6rneklerden analiz
i¢in 100 uL mikroskop camina hazirlanmistir. Analiz, Ege Universitesi Merkezi
Arastirma Test ve Analiz Laboratuvar1 Uyg. ve Ars Merkezi (MATAL) biinyesinde
gergeklestirilmistir.

HPG-ICG-DFO maddesinin kan hiicrelerindeki goriintiisiinii almak igin,
hiicre kiiltiir ortaminda ¢ogaltilan K562 hiicre siispansiyonundan 100 pL alinmistir.
5 pg/mL HPG-ICG-DFO ¢ozeltisi ile karistirilip mikroskop camina damlatilmis ve
analiz i¢in kurutulmustur. Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz
Laboratuvar1 Uyg. ve Ars Merkezi biinyesinde SPM (BRUKER Dimension Edge
with ScanAsyst) cihazi ile analizi gerceklestirilmistir.
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3.6.4 HPLC Analizi

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (Shimadzu SCL-10AVP)
kullanilarak sentezlenen HPG’nin molekiil agirligi tayini yapilmistir. HPG 1 mg /
2mL metanol olacak sekilde c¢ozelti hazirlanmigtir. Otomatik 6rnekleyici
yardimiyla kolona 10 pL 6rnek enjekte edilerek analizi yapilmistir. PSS Proteema
analytical 100 A, 8x300 mm, 5 pum kolon ve refraktif index (RI) dedektorii
kullanilmigtir. Mobil faz i¢in 0,1M 1L KNO3 ¢ozeltisi hazirlanmistir (Ye et. al.,
2011). iki enjeksiyon yapilmis ve ikisinde de uyumlu sonuglar elde edilmistir.
Analiz kosullar Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 HPLC Calisma Kosullari

Kolon PSS Proteema analytical 100 A,
8x300 mm, 5 um

Mobil Faz 0.1 M KNOs

Akis Hizi 0.8 mL/dk

Dedektor Refraktif index (RI)

Sicaklik 40°C

Enjeksiyon Siiresi 30 dk

Enjeksiyon Hacmi 10 uL

Basing 53 bar

Kalibrasyon egrisinin ¢izilmesi i¢in gerekli olan protein standartlar
belirlenmis ve bunun icin 44000, 35000, 17600 ve 12000 molekiil agirliklarina
sahip proteinler secilmistir. Enjeksiyon i¢in her bir proteinden, 1 mg / 2 mL ultra
saf su cozeltileri hazirlanmistir. Protein kalibrasyonu HPLC analizi g¢alisma
kosullar1 Cizelge 3.2° de verilmistir.

Cizelge 3.2 Protein Kalibrasyonu HPLC Kosullari

Mobil faz 0.1 M KNO3

Akis Hizi 0.8 mL/dk
Enjeksiyon Siiresi 30 dk

Enjeksiyon Hacmi 50 uL

Sicaklik 40°C

Dedektor Refraktif Index (RI)
Basing 53 bar
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3.7 ¥MTc¢ ile Radyoisaretleme

10 mg SnCl; tartilip, 1 mL 10°M HCl ile vortekste ¢oziinmesi saglanmistir.
Boliim 3.5° de hazirlanan 6rnekten 100 uL alinmis ve 50 uL SnCl, ¢ozeltisi ile
karigtirllmistir. 0,1 M NHzs sulu ¢ozeltisi ile ph 7’ ye ayarlanmistir. Aktivitesi 1 mCi
olacak sekilde ®™MTc, indirgenmis [**"TcO4]" ve HPG’nin bulundugu ependorflara
eklenmistir. Siispansiyon oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sirasinda SF (20 mL) ve piridin-asetik asit-su (3:5:1,5) banyolar1 hazirlanmistir.
Inkiibasyon isleminden sonra radyoaktif 6rneklerden mikro pipet yardimiyla 2’ser
pL alinip seritler halinde kesilmis (0.1-5 mm) selilloz TLC kagitlarinin uygulama
noktasina tek seferde damlatilmis ve TLRC banyo ¢dzeltilerini igeren tanklara
yerlestirilmistir.  Tanklardan ¢ikarilan ve  kurutulan  Orneklerin  olasi
kontaminasyonunu onlemek icin dis ylizeyi yapiskan bir bantla kaplanmistir.
Reaksiyon sonrasi radyokimyasal saflik, ince tabaka radyokromatografisi ve
yilksek performansli sivi radyokromatografisi kalite kontrol yontemleri
kullanilarak belirlenmistir. TLC Scanner (Bioscan AR2000) cihazinda 6l¢iimler
yapilmustir.

3.8 Radyoisaretli Orneklerin Kalite Kontrol Islemleri
3.8.1 Ince Sivi Radyokromotografisi (TLRC)

Bolim 3.7 de hazirlanan radyoisaretli orneklerin TLRC ile Kkalite
kontroliinde sabit faz olarak ITLC-SG seliiloz kapl plastik seritler 1x10 cm’ lik
seritler halinde kesilmistir. Hazirlanan seritlerin baslangic noktasindan 0.5 cm
tizerine mikropipet ile (2 pL) 6rnekler damlatilip, kurumaya birakilmistir. Kuruyan
TLC kagitlar, icerisinde 20 mL SF ¢dozeltisi bulunan tanklara yerlestirilmistir.
Cozgen yaklasik 8-9 cm ilerledikten sonra seritler ¢ikarilip yiliriime mesafeleri
isaretlenip  oda  sicakliginda  kurutulmaya  birakilmigtir.  Muhtemel
kontaminasyonlari 6nlemek amaciyla TLC kagitlarinin her iki yiizeyi seffaf bantla
kaplanmistir. Radyokromotogramlar Bioscan—AR2000 cihazi ile alinmistir.
Kromatogramlardan yararlanarak ®™Tc(HPG-ICG-DFO) 6rneginin tasindigi Rf
degerleri ve isaretleme verimleri belirlenmistir.
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3.8.2 Yiiksek Performansh Sivi Kromotografi (HPLC)

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi cihazinda GPC (Gel Permeation
Chromotography) kolonu kullanilarak [**™TcQ4]  ile isaretlenmis HPG-ICG-DFO
orneginin analizi yapilmistir. Isaretli 6rnekler, Boliim 3.7’ de anlatildig1 sekilde
hazirlanmig ve 30 dakika inkiibasyondan sonra otomatik Ornekleyici yardimiyla
kolona 60 pL enjekte edilerek analizi yapilmistir. Ayni kosullarda [#™TcO4]" ve
indirgenmis *"Tc ve inaktif HPG-ICG-DFO &rneklerinin analizleri yapilmustir.
Elde edilen kromotogramlar karsilatirilip yorumlanmistir. PSS Proteema analytical
100 A, 8x300 mm, 5 um kolon, refraktif index (RI), UV ve AD2 dedektorleri
kullanilmistir. Mobil faz icin 0,1M 1L KNO3 ¢ozeltisi hazirlanmistir. Analiz
kosullar1 Cizelge 3.3°de verilmistir.

Cizelge 3.3 ®"T¢ (HPG-ICG-DFO) 6rnegi icin HPLC kosullar:

Kolon PSS Proteema analytical 100 A,
8x300 mm, 5 um

Mobil Faz 0.1 M KNOs3

Akis Hizi 0.8 mL/dk

Dedektor Refraktif index (RI), UV, AD2

Sicaklik 40°C

Enjeksiyon Siiresi 60 dk

Enjeksiyon Hacmi 60 uL

Basing 53 bar

3.8.3 Lipofilite

[*¥™TcO4] ile isaretlenmis HPG-ICG-DFO o6rneginin lipofilite tayini n-
oktanol/su sisteminde gergeklestirilmistir. Bunun i¢in 3mL n-oktanol, 3 mL su
bulunan tiipe 50 pL isaretli 6rnek eklenmis ve 5 dakika oda sicakliginda
karistirildiktan sonra 2500 rpm’de 30 dakika santrifiij islemi uygulanmistir.
Santrifiij sonrasinda alt faz (su) ve tiist fazdan (oktanol) 500 pL ayr1 ependorflara
almip aktiviteleri Cd(Te) dedektorli RADS01 tek kanalli sayicida sayilmustir.
noktanol’iin su’ya orani ile log P (log (noktanol/su)) degerleri hesaplanmistir. Bu
islem her bir 6rnek i¢in 3 kez tekrar edilmistir.
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3.8.4 Stabilite

Bu ¢alisma [®™TcO4]" ile isaretlenmis HPG-ICG-DFO 6rneginin stabilitesini
tespit etmek amaciyla yapilmistir. Bolim 3.7’ de anlatildigi sekilde isaretlenen
ornegin 0, 60, 120, 240, 720. dakikalarda isaretli 6rneklerin isaretleme verimi SF
(20 mL) banyo ¢ozeltisi kullanilarak ince tabaka kromatografisi (TLRC) ile tespit
edilmistir.

3.9 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
3.9.1 K562 Kan hiicrelerinin Hazirlanmasi

K562 hiicreleri i¢in, %10 fetal bovine serumu (%10 FBS), %1 L-glutamin,
%1 penisilin streptomisin, %1 sodyum priivat, %1 nonesansiyel aminoasit iceren
RPMI-1640 besiyeri kullanilmistir.

Tiim hiicreler flasklar1 %80 kaplayacak kadar tretildikten sonra calisma
grubu olusturulmustur.

3.9.2 Sitotoksisite Calismasi

HPG polimerinin sitotoksisite caligmalar1 K526 kan hiicreleri tizerinde
yapilmistir.

Bu calisma i¢in Oncelikle % canlilik degerleri WST testi ile kolorimetrik
olarak belirlenmistir. Hiicre silispansiyonu, 96 kuyucuklu mikroplatelerde her bir
kuyucuga 1x10* hiicre/mL olarak hazirlanmistir. Her bir kuyucuga 100 pl hiicre
siispansiyonu ve kontrol disindaki kuyucuklara 7 farkli konsantrasyonda (500
ug/mL, 250 pg/mL, 125 ng/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 5 pg/mL) HPG
- metanol ¢ozeltisi eklenmistir. Negatif kontrol olarak madde igermeyen metanol
¢ozgeni kullanilmistir. (Sekil 3.5)
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Sekil 3.5 Sitotoksisite ¢aligmasi i¢in hazirlanan 96’lik plate

Hiicreler 37°C % 5 CO; ortaminda 24, 48 ve 72. saate kadar inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda hiicreler Sogutmali Santrifiij (Hettich) yardimiyla 2500
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. islem sonunda besiyer igeren iist faz atilmis ve
her kuyucuga 100 pL besiyer, 10 pL. WST soliisyonu eklenmistir. 4 saat inkiibe
edildikten sonra 450 nm dalga boyunda ve 690 nm referans araliginda her bir
kuyucugun absorbans degeri (OD), spektrofotometre kullanilarak okunmustur.
Asagidaki formiilden 6ncelikli her kuyucugun net absorbans degeri bulunmus, bu
degerler kullanilarak %canlilik hesaplanmaistir.

Her kuyucuga ait Nod = od 450nm — od 690nm

%Canhlik = [ Oregin bulundugu kuyularin Nod x 100 ]/ Kontrol
kuyularmin Nod

3.9.3 inkorparasyon Calismasi

9MT¢(HPG-ICG-DFO) 6rneginin hiicreler iizerindeki baglanma diizeylerini
belirlemek amaciyla K-562 hiicrelerinin ekimi yapilmistir. Hiicrelerin yeteri kadar
cogalmasindan sonra hiicreler 24°liik plakalara alinmistir. Calismada incelenecek
zaman parametreleri 1. saat, 2. saat, 4. saat ve 6.saat olarak belirlenmistir.

Bolim 3.5° te hazirlanan HPG ¢ozeltisinden 240 pL iki ayr1 ependorfa
alinarak inkorparasyon calismast i¢in iki O6rnek hazirlanmistir. Bu Ornekler
aktivitesi 2,5 mCi olacak sekilde [®™TcO4] ile isaretlenmis ve 30 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Isaretli 6rnekler 6 mL besiyer ile [**™TcO4]" ise 4mL
besiyer ile karistirilmstir.

Kuyucuklardaki olii hiicreleri uzaklagtirmak icin Oncelikle sogutmali
santrifiijde 5 dakika 2500 rpm’ de santrifiij islemi uygulanmustir. islem sonrasinda
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her bir kuyucuk fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) ile 2’ser kez yikanmistir. Son
yikamanin ardindan her bir kuyucuga 0,5 mL [*™TcO4] isaretli drnekleri iceren
besiyerler ilave edilip, 37°C de inkiibe edilmistir. Bilesigin etkisini incelemek
amaciyla, ayn1 prosediir sadece [®°™TcO4]" kullanilarak da gerceklestirilmis ve elde
edilen veriler [**™TcO4]" kontrol grubu ile degerlendirilmistir. Her bir kuyucuga
0,5 mL [*®"TcO4]" igeren besiyerler eklenmistir (Sekil 3.6).

1. saat, 2. saat, 4. saat ve 6. saatlerde, sirastyla 10000 rpm’ de 3’ er dakika
santrifiij islemi uygulanmistir. Islem sonucunda hiicreler iizerindeki [*™TcO4]
isaretli ornekleri iceren besiyerler atildi ve hiicreler PBS ile 2’ ser kez yikanmustir.
Son yikama sonrasinda her bir kuyucuga 100’er pL Ripa tampon c¢ozeltisi
eklenmistir.

[®"TcOy4] isaretli 6rneklerin hiicrelerdeki tutulumunu tespit etmek igin, her
bir kuyucuktaki hiicre siispansiyonundan 100’er pL alinarak ependorflara
konulmustur. Ependorflara 900’er pL sintilasyon sivist eklendikten sonra
radyoisaretli 6rnekler, Packord Tri-corb-1200 sivi1 sintilasyon sayacinda sayilmustir.

—

o
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Madde+%°"Tc [**™TcO4]

Sekil 3.6 K562 hiicrelerinin inkorparasyon deneyinde 24' liikk plate gosterimi.



38

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Polimerik Nanoparcacik Sentez Basamaklari

4.1.1 HPG (Hiperdallanmis Poligliserol) Sentezi

Yavas monomer ilavesi

o G LR
/\ /Ny o g ST (R
o I b .L.,.!.
Halka A¢ma Polimerizasyonu J ’
“OH h
Trnmetilpropan (TVP) HPG

Sekil 4.1 Halka A¢gma Polimerizasyonu ile HPG Sentezi

HPG anyonik halka agma polimerizasyonu ile sentezlenmistir. HPG,
Sekil 4.1 ‘de verilen mekanizmayla Shen et al., (2017); Kainthan et al., (2006);
Wilms et al., (2008) tarafindan da farkli amaglar i¢in sentezlenmistir. Bu ¢alismada
HPG’ ye floresans goriintiileme i¢in ICG floresan boya baglanmig, ayn1 zamanda
radyoisaretleme i¢in deferoxamin ile selatlanmistir.
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4.1.2 HPG’ nin Siiksinidimil Siiksinat ile Fonksiyonlastirilmasi

5 saat, 25°C f§ NHS, DIC

Sekil 4.2 SS ile fonksiyonlagtirlmigs HPG
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HPG’nin OH gruplarinin NH2 fonksiyonel gruplari olan DFO ile
konjugasyonu i¢in siiksinik anhidrit ile Sekil 4.2°de verilen reaksiyon mekanizmasi
ile karboksi fonksiyonel hale getirilmistir. Bu yontem, Chapanian et al., (2012);

Rossi et al.,, (2010) tarafindan da farkli uygulamalarda kullanilmak {izere
sentezlenmistir.

4.1.3 HPG’ ye ICG Baglanmasi

Sekil 4.3 ICG ile optik isaretlemis SS-HPG

Sentezlenen HPG’ ye floresan 6zellik kazandirmak amaciyla floresan boya
olan indosiyanin yesili (ICG) HPG’ ye Sekil 4.3te goriildiigii gibi baglanmustir.

Yapilan bu sentez yontemi, Ma et al., (2013), Saxena et al., (2005) tarafindan
da degisik amaclarda kullanlmastir.
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4.1.4 HPG’ nin Deferoxamin ile Selatlanmasi
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Sekil 4.4 Deferoxamin ile selatlanmis SS-HPG-ICG bilesigi

SS-HPG-ICG o6rneginin  kompleks yapt kazanmasi ve bir substrata
baglanmasi i¢in deferoxamin selatlayici ajani kullanilmistir. Deferoxamin Sekil 4.4
te verilen mekanizmayla Tyagi et al., (2016); Silliman et al., (1993) tarafindan da
¢esitli amagclar i¢in kullanilmistir.
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4.2 Sentezlenen HPG ve Tiirevlerinin FTIR Yapr Analiz
Sonuclari

1014

951

904

851

1602.87cm-1, 83.90%T

1707.73cm-1, 82.72%T]|
804

751 o
3350.97coBEATTAWT 77,22%

%T

707
1214.97cm-1, {2.12%T

651

601

551

479.01cm-1, 54.58%T
504

1034.41cnif1, 45.15%T
45)

44 . : : . . : —
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 450
cm-1

Sekil 4.5 HPG’ nin FTIR yap1 analiz sonuglari

Cizelge 4.1 HPG’ nin dalga sayisina gore egilme ve gerilmeleri

Dalga Sayist (cm™) Dalga Sayis1 Araligi Molekiiler Hareket
(cm™)

3350,97 cm™? 3405 cmt O-H gerilme, hidroksil
grup

2822,70 cm™? 2975-2800cm™ C-H gerilme (alkan)

1707,73 cm™™ 1730-1700 cmt C=0 gerilme

1602,37 cm! ~1600 cm'? C=C gerilme (izole)

1214,97 cm™™ 1260-1000 cm't C-O gerilme

863,01 cm™ 890-820 cm! C-0-O- gerilme,
peroksit

1034,41 cm™ 1300-1000 cm’* C-O-C gerilme(dialkil)

Sekil 4.5 ve Cizelge 4.1°¢ gore; 1602 cm™ de C=C ¢if bag1, 890-820 cm™’de
C-0-0 gerilmesini ve HPG’lerin yiizey hidroksil gruplarina karsilik gelen 3350 cm”
> de giiglii bir band1 gdstermektedir. 1707,73 cm™’de giiglii bir ester karbonil band1
ester baglarinin varligin1 dogrulamaktadr. 2950-2800 cm™ bolgesindeki genisleme
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tepe noktasi ise C-H gerilmelerinin (asimetrik ve simetrik) poligliserol-kuyrugunun
kuvvetli 6rtiismesinden kaynaklanmaktadir (Ye et.al.,2010).
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Sekil 4.6 Siiksinidimil siiksinat ile fonksiyonlastirlmis HPG FTIR yapi analizi

Cizelge 4.2 Siiksinidimil siiksinat ile fonksiyonlastirlmis HPG’ nin egilme ve gerilmeleri

Dalga Sayisi (cm™) . Dalga Sayis1 Araligi Molekiiler Hareket
(cm™)

3363,80 cm™ 3405 cmt O-H gerilme, hidroksil

grup

2926,67 cm™ 2975-2800 cm! C-H gerilme (alkan)

1715,00 cm 1730-1700 cm? C=0 gerilme

1505,00 cm™? 1550-1500 cmt N-O gerilme

1034,86 cm 1300—1000 cm™* C-O-C gerilme (dialkil)

Sekil 4.6 ve Cizelge 4.2° ye gore; 2926,67 cm™’de C-H gerilmesini, 1300-
1000 cm™**de C-O-C gerilmesini, 1715 cm™de C=0O gerilmesini ve HPG’lerin
yiizey hidroksil gruplarina karsilik gelen 3363,80 cm™ de giiclii bir bandi
gostermektedir. 1680-1780 cm™'deki tepe noktalar, COOH gruplarmin varligin
onaylamistir. Yapidaki C=C ¢ift baglar1 bozulmus, yerine N-O baglar1 olusmustur

(Yang et. al., 2015)
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Sekil 4.7 Deferoxamin ile selatlanmig HPG’ nin FTIR yap1 analizi

Cizelge 4.3 Deferoxamine ile selatlanmis HPG’nin egilme ve gerilmeleri

Dalga Sayisi (cm™) Dalga Sayis1 Araligi (cm™) Molekiiler Hareket
3308 cmt 3405 cm* O-H gerilme, hidroksil grup
2943,84 cmt 2970-2880 cmt C-H gerilme (alkan)
1449,00 cm 1460 cm'* CH: egilme (alkan)
1115,20 cm™? 1050-1150 cmt C-O gerilme
631,20 cm™ 730-665 cm'™ C=C egilme
1022,17 cm 1250-1020 cm*? C-N gerilme

Sekil 4.7 ve Cizelge 4.3’ e gore; 2943,84 cm-1’de C-H gerilmesini, 1449,00
cm™de C-O-C gerilmesini, 1115,20 cm™®’de C=0 gerilmesini 631,20 cm™’de C=C
egilmesini ve HPG’lerin yiizey hidroksil gruplarina karsilik gelen 3308 cm™ de
giiclii bir band1 gostermektedir. N-O baglar1 bozulup, yeni yapida CH> egilmeleri
ve C-N gerilmeleri olutugu gozlenmistir (Umemura et. al., 2017).
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Sekil 4.8 FTIR yap1 analizi sonuglari; (A) SS-HPG, (B) DFO-HPG, (C) DFO

Tek basina DFO icin 2858—-2931 cm™ ve 2995-3004 cm™*' deki bantlar, buna
uygun olarak CH2 ve N-H gerdirme titresimlerinin asimetrik ve simetrik germe
titresimlerine atfedilir. Diislik dalga-sayis1 bolgesinde, 1053, 1200, 1460, 1566 ve
1628 cm™'deki bantlar, sirastyla hidroksamat gruplarmin N-O baglarinin gerilme
titresiminden, C-C baginin gerilmeli titresiminden, CH2 bagmin bikiilme
titresiminden, N-H (amin II) 'nin blikme titresimi ve CO (amin I)' in gerilme
titresiminden kaynaklanir (Umemura et. al., 2017).

Sekil 4.8° den de goriildiigii iizere SS-HPG’ nin yapisindaki N-O baglari
bozulup, DFO-HPG’ nin yapisinda goriilen C-N baglar1 olusmustur. HPG’nin
yapisindaki OH pikleri bir miktar tiiketilmis ve yerine amin baglar1 olusmustur.

4.3 Sentezlenen HPG ve Tiirevlerinin DLS ile Boyut Analizi
Sonuclari

Sentezlenen HPG ve tiirevlerinin pargacik boyutu Ege Universitesi Niikleer
Bilimler Enstitiisii Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali’'nda Malvern Nano-ZS
DLS (Dynamic Light Scattering) cihazi analizi ile incelenmistir. Bulunan ¢aplar
parcacigin etrafindaki ¢6zgen molekiilleri ile birlikte oldugundan bulunan degerler bize
hidrodinamik ¢ap1 vermektedir.
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Temperature (°C): 250 Duration Used (s). 60
Count Rate (kcps): 336,1 Measurement Position (mm): 4,65
Cell Description: Low volume disposable sizing cuvette Attenuator: 9
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 2545 Peak 1: 190,1 100,0 0,000
Pdi: 1,000 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 1,32 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
[=2]
3

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 1: HPG 1 - Record 2: HPG 2 Record 3: HPG 3|

Sekil 4.9 HPG’ nin DLS analiz sonuglari

Bolim 3.2° deki sekilde sentezlenen HPG polimerik nanoparcaciklarinin
DLS teknigi ile 6l¢iimii sonucunda elde edilen boyut dagilim grafigi Sekil 4.9¢ da
gosterilmistir. Bu sonuglara gore suda dagilmis olan HPG nanoparcaciklarinin
hidrodinamik ¢apt 190,1 nm ve polidispersite indeksi de 1,000 olarak
kaydedilmistir.

Bir¢ok durumda, asir1 dallanmis polimerlerin MW {izerinde siki1 kontrol elde
etmek zor olabilir. Bu kesinlikle hiper dalli poligliseroller i¢in gecerlidir. Bu
reaksiyon iizerindeki belli bir kontrol seviyesi, baslatict molekiiliin smirl
deprotonasyonu ve monomerin yavasca eklenmesiyle saglanir. Bununla birlikte,
polidispersiteler (PD'ler) biiyiik dl¢iide 1.1 ila 1.7 arasinda degismektedir (Kainthan
et. al., 2006). Bu analizde elde ettigimiz sonug ise bunu dogrulamaktadir.



47

Temperature (°C): 25,0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 325,3 Measurement Position (mm): 1,25
Cell Description: Low volume disposable sizing cuvette Attenuator: 8
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average {d.nm): 3071 Peak 1: 1975 100,0 12,92
Pdl: 1,000 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 1,30 Peak 3: 0,000 00 0,000

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity
(R AR IR R PR P R RS PR R R PR P LR P TR .
FBOT e ................. ................. .................
o . P A
5 afisasas s s
= 4 3
ﬁ 40 ................. U N R A
c - >
£ ; b
- 20 e ................. ..............
0.1 1 10
Size (d.nm)
[— Record 10: HPG-kati 1 —— Record 11: HPG-kati 2 —— Record 12: HPG-kati 3|

Sekil 4.10 SS-HPG’ nin DLS analiz sonuglar1

Temperature (°C): 25,0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 353,0 Measurement Position (mm): 1,25
Cell Description: Low volume disposable sizing cuvette Attenuator: 11
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1482 Peak 1: 2021 100,0 26,30
Pdl: 0,946 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,377 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Record 13: HPG-301018 1 —— Record 14: HPG-301018 2

Record 15: HPG-301018 3|

Sekil 4.11 DFO ile selatlanmig HPG’ nin DLS analiz sonuglari

HPG’nin fonksiyonlagtirilmasi ve sonra DFO ile selatlanmasi islemleri
sonucunda da Sekil 4.10 ve Sekil 4.11° de goriildiigii gibi HPG’nin pargacik
boyutunda ¢ok fazla degisim gézlenmemistir.
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Cizelge 4.4 Orneklerin DLS boyut analiz sonuglart

Ornek Ortalama Ortalama Solvent Polidispersite
Boyut (nm) Boyut Standart
(n=5) Sapma
HPG 185,5+£37,2 Metanol 1,000
185,5
SS- 164,5£51,1 Metanol 1,000
HPG 164,5
DFO- 195,7+8,93 Metanol 0,946
HPG 195,7

4.4 HPLC Analizi ile HPG’ nin Molekiil Agirhgi Tayini

Sentezlenen HPG’nin molekiil agirlig: tayini jel gecirgenlik kromotografisi
(GPC) analizi ile hesaplanmistir. Bunun i¢in PSS Proteema analytical 100 A, 8x300
mm, 5 um kolon ve refraktif index (RI) dedektorii kullanilmistir. 0,1 M KNOssulu
¢ozeltisi mobil faz olarak 0,8 mL/dk akis hizinda kullanilmistir (Ye et. al., 2011).

Sekil 4.12 HPG’ nin GPC kromotogrami

GPC analizi sonucu HPG’ nin alikonma zamani Sekil 4.12°den de goriildigi
gibi 17,172 dakika olarak bulunmustur. HPG’ nin molekiil agirlig1 hesab1 i¢in ise,
44000, 35000, 17600 ve 12000 da molekiil agirliklarinda proteinlerin GPC
analizleri yapilmistir. Analiz sonucu alikonma zamanlar1 elde edilen proteinlerin
kromotogramlart Sekil 4.13’te kalibrasyon egrisi ise Sekil 4.14°te verilmistir.
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10,591 11,374

Sekil 4.13 Proteinlerin ¢oklu kromotogramlari

log(MW)

L T T I O B B
925 950 975 1000 1025 1050 1075 11.00 1125 1150 175 1200 1225 1250 127 1300 1325 1350 137 1400 1425 1450 147 mn

Sekil 4.14 Kalibrasyon egrisi

Tablo 4.5 Protein Kalibrasyon Degerleri

Alikonma Zamani (Rt) (dk) Molekiil Agirligi (Mw) (Da)
10,591 44000
11,374 35000
12,975 17600
14,828 12000

Yapilan protein kalibrasyonu caligmasinda elde edilen degerler sonucu
molekiil agirligi-alikonma zamani grafigi Sekil 4.15°teki gibi ¢izilmistir. Bu
sonuclardan yola ¢ikarak; alikonma zamani 17,172 dakika olan HPG’nin molekiil
agirhigr 6800 Da olarak hesaplanmaistir.
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Kalibrasyon Egrisi
4,7

4,6

D
e,
~
“u,
-

4,5
» y = -4,413In(x) + 4,7577
' R?=0,9872
4,3

4,2

Molekiil Agirligr (Da)

4,1
1 1,05 11 1,15 12

Alikonma Zamani (Dk)

Sekil 4.15 Molekiil Agirlig1 tayini i¢in proteinlerden elde edilen kromotogramlardan olusturulan
kalibrasyon grafigi

4.5 ICG Baglanma Veriminin Hesaplanmasi

Multimode Mikroplaka Okuyucu (Thermo Varioscan Flash) cihazi ile ICG’
nin baglanma verimi hesaplanmistir. Sentez sonrasi elde edilen 3 6rnekten, 6l¢iim
icin 200° er pL platelere alinmistir. Kontrol grubu i¢in ultra saf su kullanilmistir.
Olgiim sonuglar1 Cizelge 4.6 da verilmistir.

Cizelge 4.6 Spektrofotometri 6l¢iim sonuglart

Ornek Adsorbans Ortalama Standart (Cozgen
Degeri Deger Sapma Farki

ICG 230,3-218,5 2244 8,343 221,3085

Siipernatant 42,89-57,05 49,97 10,012 46,8785

Yikama-1 8,466-8,01 8,238 0,322 5,1465

Yikama-2 8,014-11,03 9,522 2,132 6,4305

Su 3,429-2,754 3,0915 0,477 -
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Cizelge 4.7 ICG baglanma verimi hesab1

Ornek Baglanmayan ICG Toplam Baglanmayan ICG
(%) miktar1 (%)=26,41
Stipernatant 21,18228
Yikama-1 2,325421 ICG Baglanma Verimi
(%)=73,59
Yikama-2 2,905653

Elde edilen sonuglara gore 3 6rnek i¢in de baglanmayan ICG (%) degerleri
hesaplanmis ve toplam baglanmayan miktar %26,41 olarak bulunmustur.
Dolayistyla ICG baglanma verimi %73,59 olarak elde edilmistir (Cizelge 4.7). Bu
oran da ICG’ nin HPG’ ye basarili bir sekilde baglandigini gostermektedir (Wang
et. al., 2018).

4.6 Taramah U¢ Mikroskop (SPM) Sonuc¢lari

Pair Horizontal Distance | Vettical Distance | Suface Distance | Angle Rmas
1 0.199 (pm) 11.026 (nm)  0.203 (ym)  3.170 (°)  21.278 (nm)

2 0450 (m)  5.692(wm) 0453 (m)  2.164() 14.322 (m)
3 0458 6,858 0.159 2.480 (%) 12064 (nm

Sekil 4.16 a) HPG’ nin ii¢ boyutlu taramali mikroskop goriintiisii (3um-3pm), b) HPG’nin 1um-
1um boyutunda yakinlastirilmis goriintiisii, ¢) Segilen 3 pargacigin boyut dagilimi
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Frone-ia Civte-cn | Veeien Cita-en | Suince Doteren | Ange
130 ) 637.723 0.135 (pm)  -0.282 (%) 16239.9
2 0,259 hm) 4213078, 0314 en) 9231 (%] 438220,
10133.16... 0479 ) 3310 (°]  19069.E...

Sekil 4.17 a) HPG-ICG-DFO o6rneginin ii¢ boyutlu taramali mikroskop goriintiisii (3um-3um), b)
HPG-ICG-DFO o6rneginin 1um-1pum boyutunda yakinlastirilmig goriintiisii, ¢) Secilen 3 parcacigin
boyut dagilimi

Sekil 4.16’de HPG’ nin mikroskobik goriintiisiinii vermektedir ve HPG’ nin
kiiresel yapisi net olarak goriilmektedir. Kiiresel yapilar, tek bir mekanizmanin veya
itici gliciin bir sonucu olarak olusturuldugunu ve rastgele bir siirecin iiriinii
olmadigimi belirten bir sekilde kiiclik bir dagilima sahiptir. Daha yakindan
incelendiginde, bilya benzeri varliklarin polimer yapisi gozlemlenebilmektedir
(Power et. al., 1997). Sekil 4.17°de ise HPG-ICG-DFO o6rneginin SPM analizi
sonuglar1 verilmistir.

Her iki 6rnek i¢in de, DLS analizi sonucunda elde edilen heterojen yap1 ve
farkli boyut dagilimi SPM analizi ile de onaylanmistir. SPM analizinde segilen 3
parc¢acigin boyutuna bakilmis ve DLS analiziyle ¢ok yakin sonuclar elde edilmistir.
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Jorizontal Distance | Vertical Distance | Suiface Distance | Angle

14.432 (pm 464.025...  15.243 (ym

Sekil 4.18 a) HPG-ICG-DFO ekilmis K562 hiicresi Orneginin ii¢ boyutlu taramali mikroskop
goriintiisii (3um-3pm), b) K562 hiicresinin 1pm-1pm boyutunda yakinlastirilmis goriintiisii, c)
Segilen 3 pargacigin boyut dagilimi

HPG-ICG-DFO o6rneginin K562 hiicrelerinin yiizeyindeki yapisin1 gérmek
amaciyla SPM goriintiisii alinmistir. Polimerik parcaciklarin kiiresel yapist kan
hiirelerinin yilizeyinde belirgin sekilde goriilmektedir (Sekil 4.18). Kan hiicresinin
yapst ise olmasi gerektigi gibi dairesel ve dolgundur. Saglikli insan RBC' lerinin
normal caplari 7.5-8.5 um iken K562 hiicreleri normal saglikli hiicrelere gore
onemli dlcilide daha biiyiiktiir. Segilen hiicrenin ¢ap1 yaklasik 15 um olmasi ise bunu
dogrulamaktadir (Mi et al., 2012).

4.7 Radyoisaretli Orneklerin HPLC Analizi Sonugclar1

HPLC cihazinda jel gegirgenlik kromotografisi (GPC) yontemi ile %MTc
(HPG-ICG-DFO), [**™TcO4]" ve indirgenmis **"Tc aktif drneklerinin analizi
yapilmistir. Sekil 4.19’a bakildiginda, aktif 6rnek RI dededktorde iki pik vermistir.
Bunun sebebinin yapisinda bagli olan deferoxaminden kaynakli izomeri oldugu
diistiniilmiistiir. Bu izomerlerden biri isaretlenmistir. Sekil 4.20°de verilen
radyoaktivite dedektorii (AD) sonuglarmna bakildiginda ise [*™TcOs]" 17,295.
dakikada inaktif Ornek ise 15,924. dakikada %100 verimle elde edilmistir.
Indirgenmis %MTc ise herhangibir pik vermemis ve bu sekilde madde ile
indirgenmis *™Tc ayrilabilmistir.

0.315(@m)  16.392 (nm) 0.319 (um)  2.981 ()
0.447 (um)  182.113.. 0.540 (ym)  22.18...
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55 min

Sekil 4.19 ®"T¢ (HPG-ICG-DFO) 6rneginin RI ve radyokativite dedektdrde GPC

kromotogrami1

Cizelge 4.8 ¥"Tc¢ (HPG-ICG-DFO) 6rneginin RI dedektorde alikonma zamanlari ve % taradiklart

alan degerleri

Rf (alikonma zamant)

Area (% taradig1 alan)

15.021

56.7328

17.406

43.2672

Cizelge 4.9 [®™TcO4]" 6rneginin radyoaktivite dedektdriinde (AD) alikonma zamanlari ve %

taradiklari alan degerleri

Rf (alikonma zamani)

Area (% taradigi alan)

15.924

100

— PMTc (HPG-ICG-

o ™
E! |
25000 A N A
[ ot At Aar ) osny g
e L AR L A AL
25 ) %

[*™TcOa]
m

00

Sekil 4.20 [*™TcO4]" ve *"T¢ (HPG-ICG-DFO)’nun radyoaktivite dedektdriine ait kromotogrami
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Cizelge 4.10 [*"TcOq4]" “in ¥"T¢ (HPG-ICG-DFO) érneginin radyoaktivite dedektoriinde
(AD) alikonma zamanlar1 ve % taradiklari alan degerleri

Ornek Rf (alikonma zamani) Area (% taradigi alan)
®mT¢ (HPG-ICG- 15.813 100

DFO)
[**™TcO4] 17,295 100

4.8 Radyoisaretli Orneklerin TLRC Analiz Sonuclari

[saretlenen " Tc(HPG-ICG-DFO) érneginin kalite kontrolii TLRC yontemi

kullanilarak yapilmistir. Gergeklestirilen bu analizde mobil faz olarak Metanol, SF

ve PAS (3:5:1.5) banyolar1 denenmis olup en iyi ayrim SF banyosunda

gozlenmistir. (n=4). Sabit faz igin ise seliiloz kapli TLRC seriti kullanilmistir.
¥MTc(HPG-ICG-DFO), indirgenmis *™Tc ve [*"TcOs]" &rneklerinin SF

banyosunda, Rf degerleri Cizelge 4.14‘de verilmistir.

2000

1500

1000

500

T T T Y I S|
] g L
. = n
_ n N
— _
r T T 1T ] T T 1T 1 T T T [ T T T [ T 11
0 20 40 60 80
Mesafe

Sekil 4.21 ¥™"T¢(HPG-ICG-DFO) érneginin SF banyosundaki TLRC kromotogrami
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Sekil 4.22 [®MT¢O4]" 6rneginin SF banyosundaki TLRC kromotogrami
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4.23 indirgemis ®™Tc¢ drneginin SF banyosundaki TLRC kromotogrami

Cizelge 4.11 #®*"T¢(HPG-ICG-DFO), indirgenmis *°™Tc ve [®*"TcO4] 6rneklerin TLRC
yontemiyle hesaplanan SF banyosundaki isaretleme verimleri ve Rf degerleri

SF Banyosu
BMTc(HPG-ICG- Indirgenmis [**MTcO4]
DFO) %M T
Verim (%) 100 100 100
Rf 0,087+0,01 0,052+0,02 0,91+0,06
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4.9 Stabilite Sonuclari

9¥mT¢ (HPG-ICG-DFO) 6rneklerinin 6 saat boyunca, oda sicakliginda ve SF
banyosunda kararliliklar1 gdzlemlenmistir. Sekil 4.24° de *™Tc (HPG-ICG-DFO),
indirgenmis ®°™Tc ve [®™TcO4]" 6rneklerinin zamana gore davranislart verilmistir.
Bu grafikten de goriildiigi iizere isaretli HPG-ICG-DFO 6rnegi 6 saat boyunca
kararliligin1 korumustur.

Cizelge 4.12 Isaretleme verilerinin ortalama degerleri ve standart sapmalari

ZAMAN (sdat)
I Ortalama HPG-Tc-99m

mm Ortalama Ind-Tc-99m

Sekil 4.24 [99mTcO4]- ile Isaretlenen Orneklerin Zaman-Verim Degerleri

Zaman (saat) HPG Indirgenmis(**™Tc) [*°"TcO4]-
0 100 100 100
1 100 99,395+0,27 100
2 98,31+0,64 99,66+0,48 98,65+0,78
4 98,75+0,77 99,51+0,69 98,97+0,55
3] 99,405+0,84 99,395+0,86 97,88+1,27
STABILITE
110
110
90
80
— 70
a\o_ 60
2
e 50
[TE)
> 40
30
20
10
0
0 1 4 6




58

4.10 Lipofilite Sonuclar

9MT¢(HPG-ICG-DFO) bilesiginin lipofilite deneyi i¢in 3 deneme yapilmustir.
Bunun sonucunda, **"Tc(HPG-ICG-DFO) bilesigine ait deneysel lipofilite (logP)
degeri -0,796+0.03 olarak bulunmustur. Bu deger HPG-ICG-DFO bilesiginin
hidrofilik yapisin1 kanitlamistir. HPG’ nin ¢ok dallanmis yapisi nedeniyle teorik
degeri ACD/logP Algorithm programi ile hesaplanamamaktadir. Fakat bulunan
deneysel deger beklenilen gibi diisiik bulunmustur.

4.11 Hiicre Kiiltiirii Sonuclari
4.11.1 Sitotoksisite Sonuglari

Polimerlerin in vitro sitotoksisitesi, WST canl1 hiicre boyama kiti kullanilarak
polimer konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak ol¢lilmistiir. Proliferasyona
ugrayan hiicrelerin artan dehidrojenaz enzim aktivitesi ile tetrazolyumu (WST:
kirmizi) kullanarak formazan (mor) boya tretir (Terzioglu et. al., 2013). Bunun
sonucu goriilen renk degisiminin absorbans olarak spektrofotometre yardimiyla
Ol¢iilmesi ile elde edilen sonuglar Cizelge 4.13” de yer almaktadir.

Cizelge 4.13 Sitotoksisite deneyi sonucu madde konsantrasyonunun zamana gore degerleri

Madde Ortalama Standart sapma
Konsantrasyonu
(ug/mL)
24. saat 48. 72. 24. 48. 72.
saat saat saat saat saat
500 5,79 4,96 25,24 3,40 1,62 1,28
250 6,75 16,34 47,20 5,43 1,29 4,87
125 19,23 39,47 60,37 4,39 2,44 7,69
50 60,24 47,21 60,51 4,26 5,60 7,75
25 70,50 51,54 75,25 5,83 8,37 10,56
12,5 75,88 77,53 75,19 6,06 6,71 9,87
5 85,56 102,53 102,70 5,41 4,51 4,70
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Madde konsantrasyonunun zamanla degisimini gosteren grafik Sekil 4.25” de
verilmigtir. Sonuglara bakildiginda, kontrol polimeri i¢in artan polimer
konsantrasyonu ile sitotoksisitenin arttigini gozlemlenmistir. % 80' den fazla hiicre
popiilasyonu, en yiiksek polimer konsantrasyonunda (500 pg / mL) canliligi
kaybetmistir.

Yiiksek konsantrasyonlarda yiiksek molekiill agirhikli HPG-ICG-DFO
varliginda hiicre Oliimii, c¢ozeltinin yliksek viskozitesinden, dehidrasyon ve
hiicrelerin kiimelenmesinden kaynaklanabilir. Hiicre canlilig1 en fazla 72. Saatte
gozlemlenmistir. Bunun nedeninin ise ikl uygulamada madde hiicreyi yiizeyini
tamamen kaplamaktadir ve hiicre oliimii daha fazla goziikmektedir. Zaman
igerisinde hiicre ylizeyindeki madde daha daginik olarak bulunur e bu yiizden hiicre
Oliimiiniin azaldig1 sdylenebilir.

Bu polimerlerin biyolojik uygulamasi tipik olarak 500 pg / mL'den daha
diisiiktiir. Bu sebepten HPG-ICG-DFO polimeri, mitokondriyal aktivite ve hiicre
canlilif1 tizerinde minimum olumsuz etkilere sahip olacaktir (Son et. al., 2015).

Sitotoksisite

120
100 I
W 24. saat
x 80 [
= W 48. saat
C 60 I I
© 72. saat
< |
N 40
T
20 i
0 ﬁ. W
5 12,5 25 50 125 250 500

Konsantrasyonlar (ug/mL)

Sekil 4.25 HPG-ICG-DFO 6rneginin farkli konsantrasyonlarinda zamana gore % canlilik degerleri
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4.11.2 inkorparasyon Sonuclar1

[*®"TcO4] ile isaretlenen HPG-ICG-DFO bilesiginin K562 hiicrelerine %
baglanma verimlerinin zamana gore degisimi incelenmis ve bu degerler Cizelge
4.14° de verilmistir. Sekil 4.26 daki grafik incelendiginde, zamanla baglanma
verimi arttig1 ve 6.saatte % 30 oldugu goriilmektedir. Sonu¢ olarak maddemizin
[*™TcO4] ile basaril bir sekilde isaretlendigini ve K562 hiicreleriyle baglanma
etkinliginin yiiksek oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.14 ¥"T¢(HPG-ICG-DFO) ve [*MTcO4] drneklerinin K562 hiicreleri iizerindeki zamana
kars1 % baglanma verimi

Ortalama Standart Sapma
Zaman (saat) OMTc(HPG) [**™TcOq] OMTc(HPG) [**™TcO4]
1 7,787 2,635 1,398 0,041
2 20,067 3,339 2,994 0,219
4 18,589 3,350 3,369 0,066
6 30,750 0,676 2,769 0,171
40
35
30
X 25
S
=
=
5
-

(92}

20 B 99mTc-HPG
15 W 99mTc
10

1 2 4 6

Zaman (saat)

Sekil 4.26 [®™TcO4] ve ®*"Tc(HPG-ICG-DFO) &rneklerinin baglanma verimlerinin zamana gore
degisimi
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5.SONUC VE ONERILER

Bu c¢aligmada, SPECT/Floresan c¢ok fonksiyonlu diagnostik ajanlarin
gelistirilmesi ve kan hiicrelerinin goriintiillenmesinde kullanilmalar1 amaglanmistir.
Amaglanilan problarin gelistirilmesi igin, milkemmel biyouyumluluk profilleri
sergileyen hiperdallanmis poligliseroller anyonik halka agilma polimerizasyonu ile
sentezlenmistir. Polimerin islevsellestrilmesi igin siiksinik anhidrit kullanilmistir.
Polimere floresans 06zellik kazandirmak amaciyla indosiyanin yesili HPG’ ye
baglanmistir. Bunun sonucu %73,59 gibi yiiksek bir baglanma verimi elde
edilmistir. Selatlayic1 ajan olarak ise deferoxamin segilmis ve siiksinat ile
fonksiyonlastirilmis HPG’ ye baglanmistir. HPG’ nin molekiil agirligr tayini ise
yiiksek basingli s1vi kromotgrafisi ile belirlenmis ve 6800 Da olarak bulunmustur.
Diisiik molekiil agirliginda olmast HPG’nin bobrek yoluyla dogrudan viicuttan
atilmasimi  saglayacaktir. Molekiill agirhigi biiyiidilkce maddenin kinetigi
azalmaktadir. Ote yandan biiyiik molekiil agirlikli molekiillerin karaciger gibi
organlarda yiiksek tutulumu s6z konusudur. Diisiik molekiil agirlikli HPG sentezi
ile bu sorunun da oOniine gegildigi diisliniilmektedir. Sentezlenen polimer ve
tiirevlerinin yapisal 6zellikleri dinamik 151k sagilim1 ve taramali u¢ mikroskobu ile
belirlenmistir. DLS analizi ile elde edilen heterojen yapi ve hidrodinamik cap
degerleri SPM analizi ile de dogrulanmistir.

SPECT goriintiileme icin [**™TcO4] ile radyoisaretlemesi gerceklestirilen
orneklerin kalite kontrolii, HPLRC ve TLRC analizleri ile dogrulanmis ve %100
verimle bir radyoisaretleme gerceklestirilmistir. Polimerin lipofilikligini gérmek
amaciyla yapilan lipofilite analizi sonucu 6rnegin lipofilitesi -0,796+0.03 olarak
bulunmustur. HPG’nin lipofilik yapisi sirkiilasyon sirasinda organlarda tutulumunu
engelleyecektir. Daha yiiksek hidrofilite; daha iy1 bir etkiye ve daha yiiksek
stabiliteye ortam saglamaktadir. Isaretli 6rneklerin kararliliklar: stabilite deneyi ile
test edilmis ve sonucunda isaretli Ornekler 6 saat boyunca kararliliklarini
korumuslardir.

HPG-ICG-DFO orneklerinin biyolojik davraniglarin in vitro incelenmesi
K562 kronik myeloid 16semi hiicreleri kullanilmistir. Sitotoksisite ¢aligmasi sonucu
artan madde konsantrasyonuyla sitotoksisitenin arttig1 gézlemlenmistir. 5 pg/mL
madde konsantrasyonunda en yiiksek hiicre canliligi goriilmiistiir. Bu polimerlerin
biyolojik uygulamasi tipik olarak 500 pg / mL'den ¢ok daha diistiktiir. Bu sebepten
HPG-ICG-DFO polimerinin, mitokondriyal aktivite ve hiicre canlilig1 iizerinde
minimum olumsuz etkilere sahip olacagi ngériilmektedir. ™ Tc(HPG-ICG-DFO)
orneklerinin K562 hiicrelerine baglanma veriminin zamana gore degisimi
incelenmistir. Sonug olarak zamanla baglanma yiizdesi artmis ve 6. saatte % 30’ u
bulmustur.
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Elde edilen sonuclara bakildiginda floresans boyali HPG 6rneklerinin kan
hiicrelerinin goriintiilenmesine ve kanama odaginin bulunmasima yonelik umut
verici bir ¢aligma ortaya konulmustur.
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