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OZET

¥MTe(CO)s* iILE RADYOISARETLI D-PENISILAMIN BAGLI
MANYETiK NANOPARCACIKLARIN HAZIRLANMASI

(YOLCULAR) OZYUNCU, Seniha

Yiksek Lisans Tezi, Nikleer Bilimler Anabilim Dali
Tez Yoneticisi : Dog. Dr. Serap TEKSOZ
Ocak 2009, 88 sayfa

Bu calismanin  amacit  D-Penisilamin  (D-PA) manyetik
nanoparcaciklarinin sentezlenerek [®™Tc(CO)4]" koru ile
radyoisaretlenmesi ve bu yapinin biyolojik aktivitesinin hiicreler Gizerinde
incelenmesidir. Bu amagcla oncelikle kismi indirgeme yontemiyle elde
edilen manyetik nanoparcaciklar silika tabakasi ile kaplanmistir. Daha
sonra amino silan ile yizey modifikasyonu gercgeklestirilmis olan bu
parcaciklarin yapisal 6zellikleri Taramali Elektron Mikroskobu (SEM),
X-Isint Kirinimi (XRD) ve Titresimli Ornek Manyetometresi (VSM)
cihazlari ile belirlenmistir. Ardindan D-PA molekili  manyetik
nanoparcaciklara baglanmis ve [**™Tc(CO)s]" koru ile radyoisaretlenmesi
saglanmistir. Elde edilen [*™Tc(CO)s]" koru ile isaretli D-PA manyetik
nanoparcaciklarinin, [Tc(CO)s;-M-D-PA], Cd(Te) dedektoriinden alinan
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aktivite sayimlariyla radyoisaretleme verimi hesaplanmistir. Sonuclar
manyetik parcaciklarin radyoisaretlenme veriminin oldukca ylksek
oldugunu (% 97.05) ve parcaciklarla [*™Tc(CO)s]* koru arasinda
kimyasal bir baglanma gergeklestigini gostermistir.

Bu calismada ayni zamanda D-PA molekilinin [*™Tc(CO)s]*
koru ile radyoisaretlenmesi gerceklestirilerek olusan [Tc(CO)s-D-PA]
bilesiginin kalite kontrol calismalari ince Tabaka Radyokromatografisi
(TLRC) ve Yiuksek Performansh Sivi Radyokromatografisi (HPLRC) ile
gerceklestirilmistir. Bununla birlikte [Tc(CO)3s-M-D-PA] ve [Tc(CO);3-D-
PA] bilesikleri icin yapilan serum stabilite calismalarinda her iki
bilesiginde kararlhihklarini 24 saat siresince koruduklari goézlenmistir.
Sonug¢ olarak elde edilen bu bilesiklerinin biyolojik aktiviteleri ise
kanserli bir meme hticresi olan MCF-7 hicreleri Gzerinde incelenmistir.
Isaretli bilesiklerden MCF-7 hiicreleri tizerindeki en yiiksek baglanma
verimi manyetik alan uygulanmis kuyulardaki [Tc(CO)s-M-D-PA] ile
isaretlenmis hiicrelerde hesaplanmistir.

Boylelikle bu calismadan edilen bilgilerin [**™Tc(CO)s]* koru ile
radyoisaretli manyetik 6zellik tastyan nano boyutlu yeni tani ajanlarini

olusumuna katkisi olacagi disuntlmektedir.

Anahtar  Sozcukler:  Penisilamin,  manyetik  nanoparcaciklar,
[®™Tc(CO)s]" kor, radyoisaretleme
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ABSTRACT

PREPARATION OF D-AMINO ACID MAGNETIC
NANOPARTICLES WITH *™T¢(CO),"

(YOLCULAR) OZYUNCU, Seniha

Master Thesis, Institute of Nuclear Sciences
Supervisor : Dog. Dr. Serap TEKSOZ
January 2009, 88 pages

The aim of this study is to synthesize D-Penicillamine (D-PA)
magnetic nanoparticles radiolabeled with [Tc(CO)s]* core and investigate
the biological activity of this complex on the cells. For this purpose, first
of all, the nanoparticles were prepared by partial reduction method and
magnetite nanoparticles coated with silica layer. Furthermore, surface
modified with an amino silane coupling agent’s structural properties of
the particles were characterized by Scanning Electron Microscope
(SEM), X-ray Diffraction (XRD) and Vibrating Sample Magnetometer
(VSM). After that D-PA was linked with the magnetic nanoparticles and
has been radiolabeled with [Tc(CO)s]* core. Radiolabeling efficiency of
[Tc(CO)s;-M-D-PA] were established by Cd(Te) detector. The results
showed that the radiolabeling yield was quite high (% 97.05) so D-PA

occurred chemically binding to the magnetic nanoparticles.
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At the same time, in this study, quality control study of
radiolabeled D-PA molecule with [Tc(CO)s]* core was performed by
Thin Layer Radio Chromatography (TLRC) and High Performance
Liquid Radio Chromatography (HPLRC). Beside that [Tc(CO)s-M-D-
PA] ve [Tc(CO)s-D-PA] complexes have showed good in vitro stability
during the 24 hour period. At the end, biologic activities of binding
complexes were investigated on MCF-7 human breast cancer cells.
Among this radiolabeled complexes, [Tc(CO);-M-D-PA] showed the
highest uptake on MCF-7 cells which were applied magnetic field in
wells.

In that case, result of this study emphasizes that radiolabelled
magnetic nanoparticles with core [Tc(CO)s]” would support new

occurrences of new agents.

Key Words: Penicillamine, magnetic nanoparticles, [Tc(CO)s]” core,

radiolabeling
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1. GIRIS

Bugun yeni nesil yiksek teknoloji malzemeleri olarak adlandirilan
nano malzemeler elektronik, biyoteknoloji gibi cesitli arastirma
gruplarini da icine alarak yetmisli yillardan gunumize kadar gelisimini
sirdirmektedir. Bu malzemelere manyetik 6zellik kazandirilarak
ozellikle biyomedikal alanlarda kullanimi giderek énem kazanmaktadir
(Pileni, 1977; Prigogine et al., 1977; Cao et al., 2004).

Saglik uygulamalarinda 6zellikle kanser tedavisinde manyetik ilag
hedefleme oldukca etkin bir yontem olarak tanimlanmaktadir. Manyetik
ilag hedeflemede tedavi sinirlandiriimis hastalikli bir bélgeye bir ilacin
serbest birakilmasi ile gergceklesmektedir (Widder et al., 1979; Gupta and
Hung, 1989; Hafeli et al., 1997).

Demir oksit nanoparcaciklarin ilag hedefli sistemler icin uygun bir
tastyict malzeme oldugu go6zlenmektedir. Bu siniftaki parcaciklar
superparamanyetik o6zellikler gosterirler ve dis bir manyetik alan
tarafindan yonlendirilebilirler. Pargaciklarin boyutlar vicut disindan
uygulanan manyetik alan tarafindan cekilebilmelerine izin verecek
blyuklikte olmahdir. Ancak pargaciklarin 6rnegin vaskdiler sistemde
emilmelerini dnlemek igin ise gerekli pargacik boyutu 5 pm den kiguk
olmalidir (Mdler et al, 2001; Sachdeva, 1998).



Manyetik nanoparcgacik boyutunun éneminin yani sira sentezlenen
bu parcaciklarin aglomerasyon (topaklanma) veya cokelme olmadan
kararliliklarini uzun bir siire korunmasi oldukg¢a 6nemlidir. Bu nedenle
demir oksit nanopargaciklarinin yuzeylerinin iyilestirilmesi yani
kaplanmasi gerekmektedir. Biyolojik uygulamalar icin manyetik
nanoparcaciklarin yiksek manyetik doygunluk ile birlikte biyouyum ve
ylzey etkilesim gibi 6zelliklerinin de bir arada olmasi gerekir. Bu
nedenle manyetik pargaciklarin ytzeyleri organik polimer veya inorganik
molekdllerle  kaplanarak  ylzey iyilestirmesi  (modifikasyon)
gerceklestirilir. Boylelikle manyetik parcaciklara cesitli  biyoaktif
molektller  baglanarak  daha fazla ~amaca  hizmet etmesi
saglanabilmektedir (Berry and Curtis, 2003). Parcaciklarin silika ile
manyetik kaplanmasinin bir yontemi 1990 larin basinda Philipse
tarafindan gelistirilmistir. Manyetik nanoparcaciklarin yizeyi bir silika
tabakas! ile kaplandiginda parcgaciklarin dagitilmasiyla etkili bir yilzey
yaratilabilir veya pargaciklar arasinda kontrol elektron tuneli
olusturularak yalitici bir tabaka olusturabilir. Bu durum ylk gecisinde
onemli olabilir. Ayni zamanda silika ile parcaciklarin kaplanmasi
toksisiteye karsl daha iyi koruma saglayabildigi gibi manyetik yapinin
oksitlenmesini de onleyebilir (Philipse, 1994; Cao et al., 2004).

Manyetik tastyicilar ilk kez doxorubicin gibi sitotoksik ilaglarin
sican kuyruklarina astlanmasi ile sarkoma timorlerini hedeflemek icin
kullaniimigtir (Widder et al., 1983). Bu galismadan sonra, sitotoksik ilag
dagihmi ve tumor gerilemesinde elde edilen basari domuz, tavsanlar ve

sicanlar kullanilarak gesitli gruplar tarafindan rapor edilmistir (Goodwin



etal., 1999, 2001; Alexiou et al., 2000; Puller ve Gallo, 1999 ). Manyetik
tastyicilar ayni zamanda beyin tumorlerine karsl sitotoksik ilag
hedeflemede kullaniimistir (Puller et al., 1999).

Manyetik nanopargaciklarin radyoaktif maddeler ile isaretlenmesi
sonucu manyetik radyoaktif nanoparcaciklar elde edilebilmektedir.
Manyetik radyoaktif nanoparcaciklar hedef alana radyoaktivitenin
yilksek bir miktarini birakabilme 6zelligine sahiptir. Bugiine kadar **®Re,
n, 1221, 131 ve %Y gibi cesitli radyoniiklidler kullanilarak radyoisaretli
manyetik hedefli tastyicilar elde edilmistir (Yu et al, 2003, Hafeli et al.,
1995). Chunfua ve arkadaslari; 200 nm boyutunda HSA (Human Serum
Albumin) kaplh manyetik nanoparcaciklar sentezlemisler ve bolgesel
hedefli terapi icin bu parcaciklari **®Re ile isaretlemislerdir. Optimum
sartlar belirleyerek % 90 isaretleme verimi ile 72 saat kararl isaretli

manyetik nanoparcaciklar elde etmislerdir (Chunfua et al., 2004).

Liang ve arkadaslari; superparamanyetik demir oksit parcgaciklari
sentezlemisler, yuzeylerini amino silan ile kaplanmislardir. Bu silan kapl
parcaciklara Hepama-1 (monoklonal antikor) baglanmis, *Re ile
radyoisaretleme calismasi gergeklestirilmis ve SMMC-7721 karaciger
kanser hicreleri Uzerinde vyapilan deneyler sonucunda sentezlenen
bilesigin kanserli hicrelerde 6lume neden oldugu ortaya konulmustur
(Liang et al., 2007).

Fu ve arkadaslarinin yaptigi bir calismaya gore; manyetik
nanoparcaciklar Fe(ll) ve Fe(lll) cozelti karigimi kullanilarak elde

edilmis (FesO;) ve *™Tc cozeltiye eklenerek radyoisaretleme



saglamislardir. Isaretleme verimini % 90’ n Uzerinde bulmuslar ve
biyodagilim sonuglarinda ise radyoisaretli manyetik nanoparcaciklarin
sicana enjekte edilmesiyle karacigerde yuksek tutulum gozlemislerdir.
Daha sonra kalcaya uygulanan manyetik alan ile isaretli manyetik
nanoparcaciklar hizla bu alana hareket etmislerdir. Fu ve arkadaslari bu
calisma ile hedeflenen teshis icin  ®™Tc isaretli manyetik
nanoparcaciklarin uygulanabilir oldugunu gostermiglerdir (Fu et al.,
2004).

Héfeli ve arkadaslarinin yaptigi baska bir calismada, manyetik
poli(laktik asit) molekiilinin bir B salici olan *°Y ile radyoisaretlenmesi
saglanmigtir. TUmOorlt fareler tzerinde yapilan biyodagilim sonuglarinda
manyetik alan uygulanan timorlu dokudaki radyoaktivite tutulumunu
%73£32; manyetik alan uygulanmayan timorli dokuda ki radyoaktivite

tutulumunu ise %64 olarak tespit etmislerdir (Héfeli et al., 1999).

Enstitimuizde son yillarda radyoniklitlerle isaretli manyetik
nanopargaciklar olusturularak bu yapilarin biyolojik uygulamalari ile
ilgili calismalar yapilmaktadir. Dagdeviren ve arkadaslari ila¢ tastyicisi
olarak 1-131 isaretli manyetik nanoparcaciklari ¢ok iyi bir selatlayici
molekiil olan 8-hidroksikinolin ile hazirlamislardir. Isaretleme verimi ve
kararliligi ile baglanma verimi yiksek olan bu radyoisaretli kompleksin
ilag tastyicisi olarak kullanilabilecegini rapor etmislerdir (Dagdeviren et
al., 2007; Bekis vd., 2008). Bir baska ila¢ tasiyici amacli yapilan
calismada ise Tc-99m ile isaretli manyetik nanoparcaciklar hazirlanmistir
(Unak and Medine, 2007). Bu konudaki bir diger ¢alismada ise ayni



sekilde manyetik 0Ozellik kazandirilarak urasil ve urasil glukuronid
turevlerinin iyot-125 ve Iyot-131 radyoizotopu ile isaretlenerek tiimor
hicrelerinin  tani  ve tedavisinde hedefe yonelik kullaniimasi
arastiriimistir (Medine, 2008).

Manyetik nanoparcaciklar tedavi amach kullanildiklari gibi, iyi bir
gorintileme radyoniiklidi olarak bilinen **™Tc ile olusturulan manyetik
nanoparcaciklar da tani amaciyla kullanilabilir. Tc zengin bir
koordinasyon kimyasina sahiptir. Radyofarmasotik uygulamalar igin alti
koordinath Tc(l) ve Re(l) trikarbonil komplekslerinin temel kimyasi (fac-
M(CO)s) Alberto ve arkadaglari tarafindan gelistirilerek **™Tc ve
188Re’un sulu kompleksleri, [M(OH,)3(CO)s]", ile calismalar yapilmistir.
Bu calismalar son yillarda Tc(l) koru ile daha Ustin 6zelliklere sahip
radyofarmasotiklerin elde edilmesine olanak saglamaktadir (Alberto et
al., 1999; Alberto et al., 1998).

Bir cok kompleks olusumunda oldugu gibi, [*™Tc(CO)s]* koru da
aromatik azot ve tiyoeter gibi elektron cifti iceren ligandlari tercih eder.
Bu nedenle aminoasitler [*™"Tc(CO)s]" koru ile kompleks olusturabilirler
(He et al., 2005).

Ayni zamanda amino asitlerin tutulumunun timor dokusunda
protein sentezi igin oldukga hizli oldugu bilinen bir gergektir. Bdylece
radyoisaretli amino asitler timor isaretleme veya radyoterapide
kullanilabilir. Bu amaclarla yapilan calismalarda amino asitlerin
[®™Tc(CO)s]" koru ile isaretlemesiyle oldukca basarili sonuclar elde
edilmistir (Cao et al., 2004).



Amino asitlerin sahip oldugu bu Gstunluklere bagl olarak bu
calismada bir D-amino asit olan D-Penisilamin tercih edilmistir. D-
Penisilamin ile hazirlanacak olan manyetik nanoparcaciklarin [Tc(CO)s]*
koru ile isaretlenmesi amacglanmaktadir. Boylelikle bu ¢calismada alinacak
sonuclarin gelecekte yeni tani ajanlarinin olusumuna katkisi olacagi

dusunulmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Nanoteknoloji

Nanoboyut insan htcrelerinden daha kigik bir arahg
tanimlamaktadir. Nanomateryaller enzimler ve reseptorler gibi buytk
biyolojik molekiillerle (biyomolekiiller) benzer boyutlardadir. Ornegin,
kirmizi kan hcrelerindeki oksijeni tasiyan hemoglobin molekuili
yaklasik 5 nm c¢apindadir. Nanoboyutu 50 nm’ den daha kiiglk olanlar
kolaylikla birgok hiicreden gecebilirler. 20 nm’ den kugtk olanlar ise kan
damarlarinin digina tasinabilirler.

Nanomateryaller kuclk boyutlara sahip olduklari igin kolaylikla
hicrelerin ylzeyindeki ve icindeki biyomolekullerle etkilesebilirler.
Vicudun oldukga genis alanina ulasarak tedavi dagilimi ve hastalik
tanisinda daha o©nceki yontemlere gore beklenmedik bir potansiyele
sahiptirler. Biyolojik yontemlerin sonuclarina gore, kansere ulastirmak,
hicrelerin icinde bulunmak, nanoteknoloji araclarinin bir zenginligini
gOstermektedir. Yani kanser tedavisi ve tanisinda yeni ve yenilikgi
yollarla kanser arastirmalarini saglamaktadir.

Bugun, kanser iliskili nanoteknoloji iki ana alan (zerinde
ilerlemektedir: (i) laboratuar bazh tanilayicilar. (ii) in vivo tanilayicilar
ve terapotikler.

Nanoboyut icinde yer alan daha iyi ve son derece etkili terapotik
ajanlarin sayisindaki carpici artis kanser terapisinde radikal bir degisim
yaratma potansiyeline sahiptir. Bu drnek iginde yer alan nanopargaciklar,
kotu bir lezyonun molekiler goruntilenmesinde kullanilmak Gzere



kanser hiicrelerini hedeflemektedir. Nanoparcaciklarin blyuk miktarlari
vicuda guvenli bir sekilde enjekte edilir ve tercih edilen kanser
hicrelerine baglanir. Lezyonun anatomik gevresi tanimlanir ve lezyon bu
sekilde gorindr hale getirilir.

Nanopargaciklar bize hicreleri ve molekiilleri gorebilme yetenegini
saglar. Aksi takdirde biz geleneksel gorlntuleme yoluyla hiicreleri ve
molekilleri dedekte edemeyiz. Hicre iginde olanlar 06grenebilme
yetenegi hastaliklarin tanisi ve tedavisindeki basarida oldukca dnemlidir.

Nanopargacik teknolojisinin kanser tedavisinde oldukga faydal
oldugu ispat edilebilir. Birgok biyolojik, biyofizik ve medikal engelleri
yenmekte etkili ve hedefli ilag dagilimina izin vermektedir
(http://nano.cancer.gov/index.asp.).

2.1.1 Manyetik Nanoparcaciklar ve Yuzey Kaplamalari

Manyetik  nanoparcaciklarin ~ hazirlanmasinda  iki  metod
kullaniimaktadir: Boyut indirgeme (Papel, 1965) ve kimyasal ¢okelme
(U.S. Patent 3,843,540 (1974)). Boyut indirgemede mikron boyutdaki
manyetik toz bir ka¢ haftalik bir periyotla 6gltmek amaciyla bir top
degirmende bir solvent ve bir seyrelticiyle karistirilir. Kimyasal ¢okelme
ise son zamanlarda manyetik parcaciklarin hazirlanmasinda en c¢ok
kullanilan yontemdir. Bu amacla farkli proseddirler gelistirilmistir. Genel
olarak bu yontemler FeCl,, FeCls ve suyun bir karisimi ile baslar. Birlikte
cokelme amonyum hidroksit eklenmesiyle gerceklesmektedir. Daha
sonra sistem peptit olusumu, manyetik ayirma, filtrasyon ve en sonunda
da seyreltmede farkli uygulamalara tabi tutulur (Scherer and Figueiredo
Neto, 2005).



Manyetik akiskanlar veya demir akiskanlar cogunlukla nano
boyutlu demir oksit pargaciklarina (FesO4 veya y-Fe,O3) dayanmaktadir.
Bir manyetik koloid akiskan demir olarak bilinmektedir ve manyetik
parcaciklarin koloidal stispansiyonudur. Son yillardaki 6nemli ilerlemeler
manyetik mikrosiferler, manyetik nanosiferler ve demir akiskanlar
alanindaki teknolojilerin gelismesine neden olmaktadir. Manyetik
parcaciklar cogu kez superparamanyetik olarak adlandirilirlar. Bu
pargaciklar yuzeysel bir manyetik alanla kolaylikla manyetize
edilebilirler. Tipik boyutlari 10 nm civarindadir ve likid bir tasiyici iginde
dagiimislardir (Papel, 1965; Rosensweig and Kaiser, 1967; Rosensweig,
1997; Saiyed et al., 2003). Likid tastyici polar veya polar olmayan yapida
olabilir. 1960" lardan beri bu materyallerin teknolojik uygulamalari
durmaksizin artmaktadir.

Aglomerasyon (topaklanma) veya c¢okelme olmaksizin manyetik
nanoparcaciklarin  sentezlenmesi  ve  kararliliginin  uzun  sire
korunabilmesi oldukga 6nemli bir konudur. Manyetik nanoparcaciklarin
kararliligi hemen hemen bitin uygulamalari igin ¢ok 06nemli bir
zorunluluktur. Ozellikle Fe, Co ve Ni gibi saf metaller ve onlarin metal
alasimlari havaya oldukga hassastirlar. Bu nedenle, saf metaller veya
onlarin  alasimlarinin  kullaniimasindaki  temel  zorluk  havada
oksitlenmeleridir. Bu nedenle, manyetik nanopargaciklarin gelismis
kimyasal kararlihgini arttirici etkili stratejilerin gelistirilmesi zorunludur
(Schiith et al., 2007). Bunun igin en dogru metod pargaciklarin gegilemez
bir tabaka ile kaplanmasidir. Boylelikle oksijen manyetik parcaciklarin
yiizeyine ulasamaz.

Nanoparcaciklarin  ylzey kaplamasi iki tir malzeme ile
gerceklestirilir:



10

(1) yuzey aktif veya polimer igeren organik tabakalarla
kaplama;

(i)  silika, karbon, degerli metaller (Ag, Au) veya oksitleri
iceren inorganik bilesenlerle kaplama.

Polimerik kaplayict materyaller sentetik ve dogal olarak
siniflandirilabilir. Poli(ethylene-co-vinyl acetate), poly(vinylpyrrolidone)
(PVP), poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA), poly(ethyleneglycol)
(PEG), poly(vinyl alcohol) (PVA) sentetik polimer sistemlerdeki tipik
orneklerdir. Dogal polimer sistemler ise jelatin, dextran, chitosan,
pullulan gibi polimerleri igeren sistemlerdir. Sodyum oleat, dodesilamin
ve sodyum karboksimetilseliloz gibi cesitli yuzey aktif maddeler ayni
zamanda genellikle sulu bir ortam i¢inde dagitilarak kullanilabilir (Gupta
and Gupta, 2005; Schiith et al., 2007).

Silika ile kaplanmis manyetik nanopargaciklar manyetik
nanoparcaciklarin gelistirilmesinde Umit verici ve 6nemli bir yaklasim
olmaktadir. ilk olarak, manyetik nanaoparcaciklarin yiizeyindeki silika
formu manyetik nanopargaciklar arasindaki manyetik dipolar g¢ekimi
perdeleyebilir. Bu asidik bir ortamda filtrelemeyi saglayarak onlari korur
ve sivi ortamda manyetik nanoparcaciklarin dagilmasina yardim eder.
Ikinci olarak, silika tabakasinda bulunan yogun silanol gruplarinin
varhgindan dolayi, silika kaph manyetik nanoparcaciklar cesitli
fonksiyonel gruplarla manyetik nanoparcaciklarin yizeyinin kolaylikla
aktif hale getirilebilmesini saglar. Son olarak, en 6nemlisi silika tabakasi
biyolojik sistemlerde manyetik nanaopargaciklar icin kimyasal olarak
inert bir ylzey saglar (Deng et al., 2005).
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Demir oksit nanoparcaciklari silika, altin veya gadolonyum ile
kaplanmaktadir. Bu tabakalar ¢ozeltideki nanoparcaciklarin stabilitesini
korumakla kalmaz ayni zamanda gesitli biyomedikal uygulamalar igin
nanoparcacik ylzeyine ¢esitli biyolojik ligandlar baglanmasina da yardim
eder (Gupta and Gupta, 2005).

2.2 Nanoteknoloji ve Saglik Uygulamalari

2.2.1 Radyofarmasotik

Radyofarmasi, radyofarmasoétiklerin hazirlanmasi, kalite kontroli
ve uygulanmasi ile ugrasan bilim dalidir. Radyofarmasotikler ise;
insanlarda tani ve tedavi amaci ile kullanilan, bilesiminde radyoniklid
iceren ilaclardir.

Gunumiz Nukleer tibbinda hemen hemen radyofarmasotiklerin
% 95’ i tan1 % 5’ i ise tedavi amaciyla kullanilir. Radyofarmasoétikler pek
cok durumda izleyici miktarlarda kullanildiklari icin farmakolojik etkiye
sahip degillerdir.

Radyofarmasdtik terimi yaygin olarak kullaniimasina ragmen
radyoizleyici, radyodiagnostik ajan, isaretli izleyici gibi terimler de
cesitli gruplar tarafindan kullanilmistir. Sonradan kullanilan bu
isimlendirmeler, bu bilesiklerin gercek anlamda ila¢ olarak degil tani
amacl ajanlar olarak kullanildiklarini savunur. Bu goruslerin aksine,
FDA (Amerikan Gida ve Ilag Kurumu) radyofarmasotikleri, tani veya
tedavi ajanlari olmalarina bakmaksizin siniflandirir.
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Dikkat edilmesi gereken bir diger nokta da radyokimyasallar ile
radyofarmasotikler arasindaki farkliliktir. Radyokimyasallarin sterilite ve
nonpirojenite eksikliginden dolayi insanlara verilmesi uygun degildir.
Diger taraftan radyofarmasotikler steril ve nonpirojendirler ve insanlara
guvenle verilebilirler. Radyokimyasallar steril ve nonpirojen hale
getirilseler bile ila¢ ruhsatlama ile ilgili ulusal ve uluslararasi mevzuatlar
tamamlanmadan radyofarmasotik olarak kullanilamazlar.

Bir radyofarmasotik: radyonuklid ve ligand olmak uzere iki
kisimdan olusur. Radyofarmasotiklerin  kullanishihgr bu 2 kismin
oOzellikleri ile belirlenir. Bir radyofarmasoétigin tasariminda; oncelikle bir
organ iginde birikip (lokalize olacak) veya organin fizyolojik
fonksiyonuna katilacak ligand secilir. Daha sonra uygun bir radyontklid,
secilen liganda takilir, bu isleme isaretleme denir. Radyofarmasoétigin
verilmesinden sonra, ondan vyayilan radyasyonlar bir radyasyon
dedektoru ile algilanir. Boylece morfolojik yapi veya organin fizyolojik
fonksiyonu belirlenebilir. Bir radyofarmasotigin insana verilmesi igin
givenli ~ ve nontoksik olmasi  gereklidir. ~ Vicuda verilen
radyofarmasotiklerden yayilan radyasyonlar gama kamera ile kolayca
saptanabilir (Unak, 2003).

2.2.2 Radyoaktif Mikrokureler

Manyetik mikrokreler kanserli hicrelerde, timorlerde ve
organlarda farmasotik ajanlarin secici olarak dagitilmasi ve gelistirilmis
hedef etkinligiyle onerilmekte ve gelistirilmektedir (Arshadt, 2001).
Bununla beraber radyoaktif manyetik mikrokurelerin birincil uygulamasi
manyetik ilaclarin vicuttaki dagihmini incelemede taniya dayali bir
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aractir.  Uygulamalar  0Ozellikle  kanserin  tedavisi i¢in  halen
gelistirilmektedir (Hafeli, 2001).

Manyetik tastyicilar manyetit, demir, nikel, kobalt, neodimyum-
demir-bor veya samaryum-kobalt gibi birlesik materyallerin bir manyetik
alandaki manyetik uyumlulugu olarak kabul edilir. Manyetik tasiyicilar
normal olarak boyuta gore gruplandirilirlar. 10-500 nm arahgindaki
kapsullli nanoparcaciklar genel olarak manyetik nanoktreler, 1-100pum
araligindakiler ise manyetik mikrokdreler olarak adlandirilirlar (Héafeli,
2004).

Buyuk parcaciklar (300 nm-3,5 um) gastrointestinal gorintileme
icin kullanthr. 60-150 nm boyutlarindaki nanopargaciklar hizl bir sekilde
karaciger ve dalakta ortaya ¢ikar ve enjeksiyona bagl olarak viicudun
reticuloendothelial ~ sistemi  tarafindan ayrilabilir.  Hatta  klinik
saptamalarin altinda olan daha kugik parcaciklar (10-40 nm) biyuk
parcaciklardan daha fazla kan dolagiminda bulunarak kapiler duvarlari
asabilir ve siklikla lenf baslarinda ve kemik iliginde etkili bir sekilde
tutulur. Hatta bu boyutta parcacik yuzeyinde spesifik hedef ligand
olmaksizin fakl organ sistemleri goruntulenebilir. Ayrica kanserli ve
normal dokular arasindaki farktan dolay kanserli dokularda farkl oranda
tutulurlar ve bu klinik olarak kanser teshisi igin kullanilabilir. Manyetik
ilag tastyicilar yiksek manyetik hassashigl sebebiyle manyetik alanin
fiziksel etkisiyle hedeflenen alana gonderilebilir. Manyetik ilag
tastyicilarin damar duvarlarina herhangi bir zarari da gdzlenmemistir
(Hafeli, 2001, 2003, 2004).



14

2.2.3 Hedefe Yonelik Uygulamalar

Kemoterapi kanser tedavisinde uygulanan yodntemlerden biridir.
Kemoterapi ilaglari ¢ok etkili olmasina ragmen, istenilmeyen ve hatta
toksik olan bircok yan etkilere yol acmaktadir. Bolgesel kanser tedavi
yaklagimlari kemoterapi ilaglarinin sistemik dagihmi yerine gegen yan
etkilerin Ustesinden gelmesi acisindan 6nemlidir (Stephens, 1988).
Kanser tedavisi icin bolgesel bir ilag dagihim yodntemi arastirmasinda
manyetik  kontrollii  hedefle  yodnelik  kemoterapi  uygulamasi
dustnilmektedir (Hafeli et al.,, 2001). Boylece kemoterapik veya
radyolojik ajanlarin ¢ok yuksek konsantrasyonlari c¢evredeki normal
dokulara veya butin vicuda herhangi bir toksik etki olmaksizin hedef
bolgeye yakin elde edilebilir. Sekil 2.1" de sistemik ilag dagihmi ile
manyetik hedefleme Kkarsilastirilarak manyetik hedeflemede genel
kavramin énemi vurgulanmaktadir. Manyetik hedeflemede bir ila¢ veya
tedavi radyoizotopu bir manyetik bilesige baghdir. Bu bilesik hastanin
kan akimina enjekte edilir ve sonra hedef bolgedeki gucli bir manyetik
alanla durdurulur. Ilacin tipine bagh olarak daha sonra yavasca manyetik
tastyicidan  serbest birakilir  (6rnegin  manyetik mikrokurelerden
kemoterapik ilaclarin serbest birakilmasi) veya bdlgesel bir etki verilir
(Widder et al., 1979; Gupta and Hung, 1989; Hafeli et al., 1997).



15

timidrid bdlgede
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manyetik

nanoparcaciklar

Sistemik ilac Dagilimi Manyetik Hedefleme
Sekil 2.1 Manyetik ila¢ hedefleme ile sistemik ilag dagihminin karsilastiriimasi.

2.3 Teknesyum

Teknesyum 25 izotopu ve 10 izomeri olan; 88-113 arasinda atomik
kitle degerlerine sahip yapay bir elementtir. Bu cekirdeklerden en ¢ok
bilineni Uranyum-235’ in fisyon 0rinid olan Teknesyum-99 ve nikleer
tip uygulamalarinda en cok kullanilan izotopu Teknesyum-99m’ dir
(Welch and Redvanly, 2003). Teknesyum periyotlar cetvelinde ilk
kesfedilen sentetik elementtir. ismi yunancada sentetik anlamina gelen
technetos’ tan gelir. italyan bilim adamlari Carlo Perrier ve Emillio Segre
tarafindan 1937 yilinda siklotronda molibdenin doteryum ile 1sinlanmasi
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sonucunda elde edilmistir. Bugiin ise teknesyum molibdenin notronlarla
Isinlanmasi ile elde edilmektedir. Teknesyum dogada bulunmaz ancak S-,
M- ve N- tipi yildizlarin spektral cizgilerinde g6zlenebilmektedir (Unak,
2003).

2.3.1 Teknesyum-99m

Teknesyumun kimyasi 1970° den beri dikkat ¢ekici bir gelisime
sahiptir. Ciinkii onun izotoplarindan biri olan **™Tc taniya dayali niikleer
tibbin baslica dayanagidir. Teknesyum-99m bazi kimyasal formlar icinde
hastanelerde her yil yapilan teshis taramalarinin % 85’ inden fazlasini
olusturmaktadir. *™Tc¢” in nukleer 6zellikleri teshisle ilgili isaretlemeler
icin hemen hemen ideal 6zelliklerdedir. Tc-99m % 85 olasilikla 140 keV’
lik bir y-1sini yayinlar. *™Tc’ un bu &zelligi bircok hastanede bulunan
gama kameralar ile gorlntileme icin en uygun kosullar saglamaktadir.
Tc-99m 6 saatlik yari émruyle Tc-99m isaretli radyofarmasoétiklerin
sentezine, onlarin safligi analizine, onlarin hastalara enjeksiyonuna
uygundur ve uygulanan isaretleme calismalarinda hastanin minimum
radyasyon dozu almasi yeteri kadar kisadir. Kisa yari émarli bir
radyoniiklidin satin alinmasindaki zorluk “Mo-*"Tc jeneratoriiniin
gelistirilmesiyle halledilmistir. Burada ara radyoniiklid *Mo (ty,=66
saat) ve kiz (daughter) radyonuklid “™Tc (t,=6 saat) arasindaki gecici
dengenin avantajindan faydalanilir.

99 MO 66saat 99mTC 6saat

5
99TC 2.12x10% yn 99 Ru
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Mo’ dan #™Tc’ in ayrilmasi, **MoO,* ieren bir aluminyum oksit
kolondan steril tuzlu *™TcOs* In segici ayriimasiyla gerceklestirilir.
Gegici denge her 23-24 saatte minimum **Tc ile maksimum %*"Tc
aktivitesinin en uygun izolasyonuyla saglanir.

9mT¢ radyofarmasétikleri teknesyum esasli ve teknesyum isaretli
olmak Uzere iki gruba ayrilabilmektedir. Teknesyum esasli
radyofarmasotiklerde Tc ayrilmaz bir buttnin pargasidir ve molekul Tc’
un yoklugunda hedefe birakilmaz. Teknesyum isaretli
radyofarmasotiklerde hedeflenen parca (antikor, peptit, hormon v.s.)
%MTc ile isaretlenir. Dogrudan yani aracisiz veya bir bifonksiyonel
selatlayici bir ajan tarafindan isaretleme yapilir ve *™Tc hedef bélime
ulasir. Bir bifonksiyonel selat, metal koordinasyonu icin uygun ¢ok disli
yani hedeflenen kisma kovalent baglanmak icin -S, -N, -O gibi
fonksiyonel gruplari iceren bir ligand grubudur. (Jurrison and Lydon,
1999).

2.3.2 Teknesyum-99m’ in Koordinasyon Kimyasi

9mTe sekiz yilkseltgenme basamagiyla zengin bir koordinasyon
kimyasina sahiptir. *™Tc niikleer tipta taniya dayali géruntiilemede
yaygin olarak kullaniimaktadir. Nikleer tip uygulamalarinda daha
onceleri ®™Tc’ in (V) yukseltgenme basamagindaki [*™TcOJ]** koru
yaygin olarak kullaniimaktaydi. Reseptor spesifik radyofarmasétiklerin
gelistirilmesinde kullanilan [*™TcOJ]** komplekslerinde karsilasilan
baslica engel *™Tc’ in (V) yiikseltgenme basamaginin kararhlig icin
ligandin yliksek konsantrasyonu ile isaretleme sonucunda dusik spesifik
aktivite elde edilmesidir. Son yillarda, (1) yukseltgenme basamagindaki
organometalik trikarbonil korunun elde edilmesiyle,
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[®™Tc(CO)3(H20)s]*, *¥™Tc’ in yilksek spesifik aktiviteli kompleksleri
hazirlanmistir. Bu korun kullanimi *™Tc bazli CNS (merkezi sinir
sistemi) reseptdr ligandlarinin gelistirilmesine uygundur. Sulu ortamda
[#™Tc(CO)s(H.0)s]* koru ilk olarak 1998’ de sentezlenmistir (Alberto et
al., 1998, 1999). [*™Tc(CO)3(H,0)s]" icindeki su molekiilleri kararsizdir
ve karboksilik asitler, fosfinler, tioller, tiyoeterler, tekdisli, ikidisli veya
ucdisli aminler veya amidler igeren cesitli elektron vericilerle yer
degistirebilirler (Alberto et al., 2001). Radyoisaretli biyomolekiillerin in
vivo davranigi ™Tc kompleksi tarafindan cok giiclii bir sekilde
etkilenmektedir. Schibili ve arkadaslar ikidisli ve Ucdisli N-,0- iceren
ligandlarla elde edilen [*™Tc(CO)s]" ile isaretli komplekslerin ilk in vitro
ve in vivo c¢alismalarini gerceklestirmislerdir Bu calismalarda ikidisli
liganda sahip komplekslerin bobrek ve karacigerde yuksek tutulum
gosterdigi rapor edilmistir (Schibli et al., 2000).

Karbonmonoksit (CO) kiiglk boyutu ve metal merkezleriyle gicli
bag yapmasi nedeniyle ¢cok yonli bir ligandtir. Ayni zamanda suda disik
¢cozlnarlik o6zelligine sahip bir gazdir. Alberto ve arkadaslar
[®™Tc(OH,)(CO)s]*" nun kantitatif olarak hazirlanmasinda Na[BH,] ve
CO gazint  kullanarak bir yontem gelistirmiglerdir. Bu bilesik
biyoorganometalik radyofarmasotik kimya igin ¢ok faydali bir baslayici
materyal olarak ortaya c¢ikmistir  (Alberto et al, 1998).
[®™Tc(OH,)(CO)s]* korunun hazirlanmasina iliskin yaklasim Sekil 2.2’
de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.2 [*"Tc(OH,)(CO)s]" korunun hazirlanmasi (Alberto et al.,
1998).

[®"Tc(OH2)(CO)s]*” nin sulu cozeltileri genis kullanim alani
saglamaktadir ve kolaylikla hazirlanabilmektedir. [*™Tc(CO)s]* koru sp?
aromatik azot ve tioeter elektron vericileri bulunan ligandlari tercih eder.
Bir bifonksiyonel yaklasim olarak aminoasitler veya peptitler iginde yer
alan piridil gruplari gibi baglayici gruplari iceren yapilarin [*™Tc(CO)3]*
koru ile isaretlenmesinde basarili sonuclar elde edilmistir. Piridin
halkalari isaretleme verimini arttirmakla kalmaz ayni zamanda lipofiliteyi
de arttinr. Gegmisteki calismalarda in vivo dcdisli ligandlar ile
olusturulan [*™Tc(CO)s]* kompleksleri tek- veya ikidisli ligandlar ile
olusturulan ~ komplekslerden daha iyi atithm  gostermislerdir.
[®™Tc(CO)s]" koru icin bir tioeter fonksiyonlu sistein tirevleri ve N-, S-
ve O- selatlayici halkalarini saglayan bir grup ideal adaylardir. S-metil-L-
sistein (MECYSH) ve methionin gibi bir tioeter gruplu aminoasitler
(AAH) bu yaklasim icin uygun bilesiklerdir (Pietschet al., 2000;
Banerjee et al., 2002; He et al., 2005).
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2.4 Aminoasitler

Tumoér dokusunda protein sentezi icin amino asitlerin tutulumu
oldukca hizhdir. Bu nedenle radyoisaretli aminoasitler timor isaretleme
veya radyoterapide kullanilabilirler. Ornegin L-Histidin sahip oldugu
imidazol grubu aractligiyla [M(CO)3(OH,)s]" (M=Tc, Re) koru ile kararl
organometalik kompleksler olusturabilen temel bir aminoasittir (Cao et
al., 2004).

Butlin peptitler ve proteinler o-aminoasitlerin polimerleridirler.
Sekil 2.3’ de goruldigl gibi bir amino asit amino (-NHy) ve karboksil (-
COOH) fonksiyonel gruplarinin her ikisinide iceren bir molekdldir. o-
aminoasitlerin genel formuli H,NCHRCOOH’ dir. Buradaki R bir
organik gruptur ve amino asitin tirtnd belirler. Amino asitlerin kovalent
baglarla u¢ uca eklenmesiyle olusturduklari kisa polimer zincirler
“peptid”, uzun polimer zincirler ise “polipeptid” veya “protein” olarak
adlandirihirlar. Hicre icerisinde ribozomlar, mMRNA molekullerini kalip
olarak kullanarak amino asitleri u¢ uca ekleyerek proteinleri sentezlerler.
Bu isleme translasyon (ceviri) denir.

R

Sekil 2.3 Amino asit molekilinun genel yapisi.
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Amino asitler D (dextro) veya L (levo) formlarindan
(stereoizomerler) birinde bulunabilirler. D ve L optik olarak aktif
bilesiklerde mutlak dogrulamayi gosterir. Glisin harig, diger biitin amino
asitler ayna gorunttsundedirler yani Ust Uste getirilemezler. Amino
asitlerin bircogu dogal olarak L-tipinde bulunurlar. Bu nedenle 6karyotik
proteinlerin daima L-amino asitlerden olusmasina ragmen D-amino
asitler bakteriyel hiicre duvarlarinda ve bazi peptit antibiyotiklerde
bulunurlar.

Yirmi standart aminoasit peptit biyosentezinde hicreler tarafindan
kullaniimaktadir ve bunlar genetik kod yoluyla belirlenmektedir. Amino
asitler esansiyel amino asitler ve esansiyel olmayan amino asitler olmak
uzere iki grupta siniflandiriimaktadir.

Bir esansiyel amino asit veya zorunlu amino asit viicutta lretilemez
ve sadece besinler yoluyla saglanir. Esansiyel olmayan amino asitler ise
viucutta esansiyel amino asitlerin kullaniimasiyla veya proteinlerin
bozulmasiyla uretilir. Esansiyel amino asitler ve esansiyel olmayan
amino asitler Cizelge 2.1’de verilmistir. Bu amino asitlerden farkli olarak
Histidin yari-esansiyel olarak dikkate alinmaktadir. Bu 20 amino asitin
hepsi yasam icin gerekli amino asitlerdir.
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Cizelge 2.1 Standart amino asitler (www.peptideguide.com/amino-

acids/index.html).

Esansixal Amino Asitler Esansixel Olmazan Amino Asitler
izolosin Arginin
Losin Alanin
Lizin Asparajin
Metiyonin Aspartik asit
Fenilalanin Sistein
Treonin Glutamin
Triptofan Glutamik asit
Valin Glisin
Prolin
Serin
Tirozin

2.4.1 Penisilamin

Sistematik (IUPAC) adi (2S)-2-amino-3-methyl-3-sulfanyl-
butanoic acid’ dir. Tim amino asitlerde oldugu gibi Penisilaminin de D-
ve L- stereoizomerleri vardir (Sekil 2.4). L-Penisilamin dogal bir amino
asittir ve toksisitesi yuksektir. Bunun yani sira D-Penisilamin guclu bir
selatlama ajanidir ve tipta Wilson hastaliginda bakiri uzaklastirmak ve
romatoid artrit tedavisinde kullanilir.


http://www.peptideguide.com/amino-acids/index.html
http://www.peptideguide.com/amino-acids/index.html
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O

HSX/U\QH

NH.

Penisilamin
OH,C CH;, HaC CHs: @
H SH HS H
N HZ NH-
(a) D-Penisilamin (b) L-Penisilamin

Sekil 2.4 Penisilamin ve stereoizomerleri: (a) D-Penisilamin (b) L-

Penisilamin.

2.4.2 Penisilaminin Kimyasal Ozellikleri

Penisilamin trifonksiyonel bir amino asittir. Bir karbonil grubu ve
bir amino grubu bir karbon atomuna baghdir ve bir stlfidril ile iki metil
grubu diger karbon atomuna baghidir (Sekil 2.4). Valinden farkh olarak
bir sulfidril grubuna sahiptir. Onu sisteinden ayiran ise sisteinin ikinci


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/60/Penicillamine_structure.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a9/L-Penicillamine.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/60/Penicillamine_structure.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a9/L-Penicillamine.svg

karbon atomuna iki hidrojen atomunun bagli olmasidir. Bu nedenle
penisilamin igindeki -SH grubu sisteinin ayni konumdaki grubundan
sterik olarak cok daha fazla engelleyici durumdadir. D-Penisilamin
farmakolojik agidan bakildiginda dogal olarak bulunan L-izomerine karsi
oldukga etkindir. Penisilamindeki U¢ fonksiyonel grup karakteristik
kimyasal reaksiyonlara ugramaktadir. Bunlar asit-baz dengesi,
nikleofilik katilma ve yer degistirme reaksiyonu, farkli metallerle bag
olusturma, ytkseltgenme gibi reaksiyonlardir. Ayrica serbest radikaller
olusturabilirler.

Penisilaminin farmakolojik ve terapdétik etkileri Cizelge 2.2° de de
goruldugu gibi cok genis alanda aciklanabilir. Penisilaminin belirli
enzimler Uzerine etkileri onun kimyasal 6zellikleri ile agiklanmaktadir.
Metal iyonlari ile selat olusturma ve indirgenme-yikseltgenme
reaksiyonlari, sulfidril(-HS)-distlfit degisimi ve nukleofilik katiima
yetenegi ise penisilaminin biyokimyasal davraniglarini agiklamaktadir
(Mendel, 1977).

Cizelge 2.2 Penisilaminin kullanim alanlari.

Penisilamin
fliskili Hastaliklar fiskili Alaclar ve Biyolojikler fis "Fi'r'ozggif;('frr ve
Romatoid Artrits Cinko (Biyo-Ajan) Selatlama Terapisi
Wilson Hastahig Altin (Biyo-Ajan) Ilag Terapi (Kemoterapi)
Sistindri Bakir (Biyo-Ajan) Plazmaferez
Acrtiritler (Poliartiritler) Metotreksat Plazma Degisimi
Sistemik Skleroderma Hydroxychloroguine Karaciger Nakli

Tuzlar (Biyo-Ajan)
Azathioprine (Antimetabolit)
Sulfasalazine

Prednisolone
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2.5 Calismada Kullanilan Kalite Kontrol Yontemleri

%™T¢ ile hazirlan radyofarmasétigin etkili olabilmesi icin *™Tc” in
cogunun ligandla baglanmasi ( > % 95) ve iiriin icinde serbest **™Tc” in
cok distik miktarda kalmis olmasi gerekir. Isaretleme isleminin bir diger
yan Uriinii olan indirgenmis *™Tc¢’ de dustik diizeyde bulunmalidir. Hem
serbest hem indirgenmis °*™Tc, gérintilerde yanlis taniya neden
olabilecek ya da degerlendirmeyi guclestirecek safsizliklar olusturabilir.
Hazirlanan radyofarmasoétiklerin her biri hastalarda kullaniimadan énce
radyokimyasal saflik  yonlinden test edilmelidir. Teknesyum
radyofarmasotiklerinin kalite kontroll icin cesitli kontrol prosedirleri
gelistirilmistir. En sik kullanilan kalite kontrol yontemleri; ince tabaka
kromatografisi (TLC), kagit elektroforezi ve yiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) yontemleridir (Yurt, 2007; Theobald, 1989; Unak
P., 2003).

2.5.1 ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Ince tabaka kromatografisi (TLC), en ¢ok kullanilan kromatografik
teknik olup bir kati - sivi adsorpsiyon kromatografisidir. Destek madde
Uzerine homojen olarak kaplanmis bir adsorban tabakasi (Uzerine,
mikrolitre (uL) duzeyinde uygulanan madde karisimlarinin uygun ¢ézici
veya ¢Ozucl karigimlar yardimiyla ayrilmasidir. TLC plakalari, destek
maddesi (aliminyum, plastik, cam gibi) Uzerine bir adsorbanin (seliloz,
silikajel ve aliminyum oksit gibi maddeler) kaplanmasiyla olusturulmus
plakalardir. Sabit faz, ¢esitli boyutlardaki destek materyal Ustiine, ince bir
tabaka halinde sivanmig kati adsorban maddedir. Bu yontemde hareketli
fazin sabit faz Gzerinden ilerleyisi, asagidan yukari dogru olur. Cozicu
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kilcallik etkisi ile icerisine daldirilan TLC plakasi Gzerinde yurir ve
plakanin alt kesimlerine bir kapiler ile énceden damlatilmis olan karisimi
da farkli hizlarla yukariya surukler. Ayirim bu sekilde saglanmis olur.
Yurume hizi maddenin, kati fazin ve ¢ozictnun polaritesine baghdir.
Polar maddeler, ¢0ziicu / adsorban madde ikilisinden daha polar olan ile
daha siki etkilesim gosterirler. Coziiciinin ilerleme seviyesi plaka
boyunun vyaklagik % 90" na ulastiginda, kromatogram ¢oziictiden
cikarilir. Baglangi¢ cizgisi ile ¢bzucunin son seviyesi arasindaki mesafe
Olculir (Skoog, 1998; Glindiz, 2002; Grillini, 2006).

Her bir bilesenin tasinim mesafesi Ry (relative front) degeriyle ifade
edilir. Bu deger; her madde icin adsorban, destek madde ve ¢oziciye
bagl olarak ayirt edici bir 6zelliktir. Bu mesafeler orijinden ¢ézucunin
gittigi nokta ve bilesenlerin konsantre oldugu mesafe orijinden 6lculerek
gerekli sekilde tespit edilir. Radyofarmasdtiklerin kalite kontroliinde Ry
degerleri radyofarmasotigin radyokimyasal safliginin hesaplanmasinda
onemli bir degerdir (Theobald, 1989).

2.5.2 Yiuksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yuksek performansli sivi kromatografisinde hareketli faz sividir.
Maddelerin herhangi bir ¢ozlicide ¢6ziinmesi yeterlidir. Kolon uygun bir
adsorbanla doldurulmus ise temel olarak adsorbsiyon mekanizmasi
gozlenir. Dagihm mekanizmasi icin apolar bir hareketsiz faz gaz-sivi
kromatografisindeki (GSK) gibi porlu bir inert madde Uzerine
adsorpsiyon yoluyla veya kimyasal baglarla film seklinde kaplanir. Kalin
cam veya paslanmaz celik kolonlarin i¢ capt 3 - 5 mm, boyu 10 - 25
cm’dir. Bu kolonlarin tabaka sayilari ise 40000 - 100000 tabaka / m
kadardir. Kolonlara, uygun akis hizlari elde edebilmek icin bir pompa
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yardimiyla hareketli sivi faza 6000 psi (1 b/in?) kadar basing
uygulanabilmektedir. Icine hareketsiz faz yerlestirildikten sonra
hareketsiz faz ile kismen doyurulmus hareketli faz kolon igine
pompalanir. Birkag saat bu halde birakilip hareketsiz fazin kolon icindeki
konsantrasyonu sabit hale getirildikten sonra ayrilmasi istenen karigim,
kullanilan hareketli fazda ¢6zunmis halde kolonun basindan enjekte
edilir. Sonug olarak dagilima ugrayarak ilerleyen ve birbirinden ayrilan
maddeler kolonu terkedip dedektorden gectikten sonra bir kap iginde
toplanir. Sonuclar kayit cihazindaki kagida pikler seklinde kaydedilir.
HPLC metodu radyofarmasoétiklerin kalite kontroliinde yaygin olarak
kullaniimaktadir. Belirli kosullarda verilen maddelerin kolonda alikonma
sureleri (R; kimyasal ozellikleri nedeni ile birbirlerinden farklilik
gOstermesi ile ayrim gerceklestirilmektedir (Yurt, 2008; Theobald, 1989;
Gunduz, 2002; Ahuja, 2006).

2.6 Manyetik Parcaciklarin Ozelliklerinin Incelenmesinde Kullanilan

Yontemler

2.6.1 Taramali Elektron Mikroskobu (Scanning Electron
Microscope, SEM)

Manyetik pargaciklarin parcacik buyukliklerinin belirlenmesinde
kullanilan yontem Taramali Elektron Mikroskobudur (Scanning Electron
Microscope-SEM).

SEM elektrooptik prensipler cercevesinde tasarlanmigtir. Taramali
Elektron Mikroskobu, bir¢cok dalda arastirma-gelistirme calismalarinda
kullanimi yaninda, mikro elektronikte yonga Uretiminde, sanayinin
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degisik kollarinda hata analizlerinde, biyolojik bilimlerde, tip ve kriminal
uygulamalarda yaygin olarak kullaniimaktadir. IIk ticari taramali elektron
mikroskobu 1965 de kullanilmaya baslanmis, bundan sonra teknik
gelismeler birbirini izlemistir.

SEM goruntd, yiiksek voltaj ile hizlandiriimis elektronlarin numune
Uzerine odaklanmasi, bu elektron demetinin numune yilizeyinde
taratilmasi sirasinda elektron ve numune atomlari arasinda olusan cesitli
girisimler sonucunda meydana gelen etkilerin uygun algilayicilarda
toplanmasi ve sinyal gigclendiricilerinden gecirildikten sonra bir katot
Isinlari tipuniin ekranina aktarilmasiyla elde edilir.

Gerek ayirim gicu (resolution), gerek odak derinligi (depth of
focus) gerekse gorunti ve analizi birlestirebilme 6zelligi, taramali
elektron mikroskobunun kullanim alanini genisletmektedir. Ornegin
1000X biyttmede optik mikroskobun odak derinligi yalnizca 0.1 um
iken taramali elektron mikroskobunun odak derinligi 30 um’dir. Cizelge
2.3 mikroskoplarin farkli 6zelliklerini gostermektedir.

Cizelge 2.3 Mikroskoplarin farkli dzellikleri.

Isik Mikroskobu Elektron Mikroskobu

Aydinlatma Kaynagi Gorundr 1ginlar Elektron demeti
(A=550nm) (A=0.005nm)

Coziiniirliik 0.25um 0.05nm
Mak. Bilyiitme 1400X 300000X
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Taramali Elektron Mikroskobu optik kolon, numune hiicresi ve
goruntileme sistemi olmak tzere t¢ temel kisimdan olusmaktadir (Sekil
2.5).

Optik kolon kisminda; elektron demetinin kaynagi olan elektron
tabancasi, elektronlari numuneye dogru hizlandirmak igin yuksek
gerilimin uygulandigi anot plakasi, ince elektron demeti elde etmek icin
kondenser mercekleri, demeti numune (izerinde odaklamak icin objektif
mercegi, bu mercege bagl cesitli capta apatirler ve elektron demetinin
numune ylzeyini taramasi icin tarama bobinleri yer almaktadir. Mercek
sistemleri elektromanyetik alan ile elektron demetini inceltmekte veya
numune iizerine odaklamaktadir. Tim optik kolon ve numune 10 Pa
gibi bir vakumda tutulmaktadir.

Goruntl  sisteminde, elektron demeti ile numune girigimi
sonucunda olusan cesitli elektron ve isimalari toplayan dedektorler,
bunlarin sinyal c¢ogalticilari ve numune ylzeyinde elektron demetini
gorunt ekraniyla senkronize tarayan manyetik bobinler bulunmaktadir.
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Elektron e
Tabancasi ——

Vodunlagtine .

Mercek
Tarama
Devresi
v
Tarama E
Sargilan
Objektif Mercek Video
Objektif Mercek U Vilkselteci
Agikhidn

Humume — 5

Saptrici Sargilar

Sekil 2.5 Taramali elektron mikroskobunun sematik gérindsa.

Yuksek enerjili demet elektronlari numune atomlarinin dis yoriinge
elektronlari ile elastik olmayan girisimi sonucunda dustik enerjili Auger
elektronlari olusur. Bu elektronlar numune yiizeyi hakkinda bilgi tasir ve
Auger Spektroskopisinin ¢alisma prensibini olusturur. Yine yoringe
elektronlari ile olan girisimler sonucunda ydriingelerinden atilan veya
enerjisi azalan demet elektronlari numune yizeyine dogru hareket ederek
yuzeyde toplanirlar. Bu elektronlar ikincil elektron olarak tanimlanir.
ikincil elektronlar numune odasinda bulunan sintilatorde toplanarak
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ikincil elektron goriintisti sinyaline gevrilir. Ikincil elektronlar numune
yuzeyinin 10 nm veya daha distk derinlikten geldigi icin numunenin
yuksek c¢ozunurlige sahip topografik goruntisinin elde edilmesinde
kullanthir (Medine, 2008; www.istanbul.edu.tr).

2.6.2 X-Isinlari Kirinim Olgumleri (X-Ray Diffraction, XRD)

Kristal malzemelerdeki farkli kristal yapilar (fazlar) ve kristal
yapinin  parametrelerinin  tespiti icin  X-isint  Kirinimi yontemi
kullaniimaktadir. Bu yontem temelde Bragg yansimasina dayanmaktadir.
Sistemde Uretilip 6rnek Gzerine gonderilen X-isinlari, 6rnekte kirinima
ugrayarak sactlir. Bu sagilan veya yansiyan isinlar bir dedektor tarafindan
algilanarak bilgisayara aktarilir ve bir yazilim (software) yardimiyla
yansiyan isinin siddetinin 20 degerine karsi grafigi olusturulur (Medine,
2008; Kolat, 2007).

X-1sini kisa dalga boylu yiksek elektrik enerjili elektromagnetik
radyasyondur. Daha uzun dalga boylu olanlari (gérinar 1s1k) 6zellikle
analiz calismalarinda kullanilmaktadir. X-isini absorpsiyonu atomik
seviyelerde gerceklesmektedir. X-1sini absorpsiyonu oncelikle dusik
atomik agirhkli maddelerden olusan oOrneklerdeki agir elementlerin
analizlerinin yapilmasi amaciyla kullaniimaktadir. Ozellikle uranyumun
belirlenmesi i¢in oldukca yaygin bir sekilde kullaniimaktadir.

X-1sini sistemleri 6zellikle metal analizlerinde oldukc¢a yaygin bir
sekilde kullaniimaktadir. Numune yiksek enerjiye sahip X-isini ile
bombardimana maruz birakilir. Numunedeki belli elementler X-isini’ ni
absorbe eder ve tekrar daha duslk enerji ile X-1sin1” ni geri verir. X-isini
atomda bir bosluk olusturarak bir elektronu disari cikarir ve atom
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etrafinda bir elektron halkasi olusturur ve diger halkalardaki elektronlarla
bu atomdaki bosluklar doldurularak atom tekrar eski kararhiligina
kavusur. Her seferinde bir elektron alinir ve atom daha az enerjili bir
ortama dogru hareket eder ve ortaya ¢ikan radyasyon, ilk ve son enerji
durumlarina gore belli bir dalga boyu ile yayilir. Yayilan radyasyonun
enerjisi, aciga c¢ikan her elementin analiz edilmesini saglamaktadir
(Medine, 2008; Avsar, 2006).

2.6.3 Titresimli Ornek Manyetometresi (Vibrating Sample
Magnetometer, VSM)

VSM, Foner S. tarafindan gelistirilmistir. Dustk sicaklikta, ylksek
manyetik alan calismalarinda o6lgim kolayhigi ve kabul edilebilir
duyarliligi nedenleriyle ¢cok kullanilan bir cihazdir.

Elde edilen manyetik parcacik numunelerinin manyetik 6zellikleri
titresimli  6rnek manyometresi kullanilarak 6lcilmustiir. Olgiimlerde
kullanilan sistem 2-300 K sicaklik araliginda ve £ 7 Tesla’ lik manyetik
alan degisimi altinda Olcum yapabilme kapasitesindedir. Sistemin
sicaklik kontrolli kapali ¢evrime sahip sivi helyum ile saglanmakta ve
manyetik alan bipolar (¢ift kutuplu) guc kaynagi ile beslenen superiletken
selenoid tarafindan Uretilmektedir. Bir VSM sistemi temel olarak
stperiletken selenoid titresen numune ve toplayici bobinler ile sinyali
analiz eden kisimdan olusmaktadir. VSM sistemi, manyetik alan altinda
numunenin titrestirilmesi ve bdylelikle numunenin manyetik 6zelliklerine
bagl olarak referans bobinlerine gore toplayici bobinlerde olusan
sinyalin analizi prensibine goére calismaktadir (Medine, 2008; Kolat,
2007).
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VSM’ de incelenen 6rnek, uygulanan bir manyetik alanda sabit
frekans ve genlikte algilama kanalinin iginde titrestirilmektedir. Ornegin
olusturdugu degisken manyetik alan nedeni ile algilama kanalinda
indlklenen gerilim kilitlemeli yikselte ile 6lgulmektedir. Kilitlemeli
yukseltecin faz ayari, Ornegi titrestiren AC kaynaktan gelen frekans
isaretine gore yapilarak sistemden gelen guriltii siiziilmektedir. Olgiilen
bu gerilim kalibrasyon sabiti ile ¢carpilarak manyetik moment birimi emu’
ya cevrilir (Medine, 2008; Kervan, 2001).

2.7 Lipofilite

Lipofilite maddenin yagda ¢6zinme egilimininin él¢lsidar ve lipid
/ su orani seklinde partisyon katsayisi olarak ifade edilir. Bu katsayl ne
kadar blyukse; maddenin lipid membrandan absorpsiyonu o kadar fazla
olur (Ozyazgan, 2002). Kimyasal bilesikler icin yag, petrol, lipid ve
hekzan, toluen, oktanol gibi apolar c¢6zgenlerde coziinme yetenegini
gosterir (Theobald, 1989).

2.8 Hilcre Kiltiri

Hicre kdltdrd, bir dokudan spontan migrasyonla yada mekanik
veya enzimatik yontemlerle ayrilmis in vitro yasatilan ve (Uretilen
hicreler toplulugudur. Hicre kulttrd izole hiicre populasyonlarinin pek
cok fizikokimyasal ve fizyolojik degiskenlerden uzak olarak
incelenebildigi arastirmalarda 6nemli bir yere sahiptir. Hicre kilturd
calismalarinin gecmisi yuz yih askin bir stireyi kapsamaktadir.
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Tek bir hiicre tipi hakkinda en iyi bilgiyi edinebilmek igin o
hicrenin dokudaki diger hiicre tiplerinden ayrilarak izole edilmesi
gerekir. Bunun sonucunda olusan homojen hiicre populasyonu ya
dogrudan ya da kultir ortaminda (besiyeri, medium) ¢ogaltildiktan sonra
analiz edilebilir. Farkli hicre tirlerini ayirmak icin degisik yontemler
uygulanabilir. Hucrelerin fiziksel 0zelliklerine gore, Ornegin buyik
olanlar kuclk olanlardan, agir olanlar hafif olanlardan santrifiij edilerek
ayrilabilir. Bir baska yaklasimin temeli, bazi hicre turlerinin cam ya da
plastikten yapilmis yiizeye daha siki yapismasi 6zelligine dayanir. Bu
yontem antikorlar kullanilarak ozellikle istenen hicre turuniin yuzeye
yapismasl ve daha sonra da uygun islemlerle o hucrelerin elde edilmesini
saglayabilir.

En gelismis hicre ayristirma yontemlerinden birinde 6zel hicreleri
isaretlemek icin antikor baglanmis bir floresan boya kullanilir. Boylece
isaretlenmis hiicreler isaretlenmemis olanlardan elektronik bir floresanla
aktive edilmis hicre ayirici cihazlar kullanilarak ayrilabilir. Bu cihazlar
saniyede binlerce hiicre ayirabilir ve 1000 tane isaretlenmemis hiicrenin
icinden bir tane floresanla isaretlenmis hiicreyi ayirabilecek kadar
secicidirler.

Kizilétesi (infrared) lazer kullanarak da mikroskop altinda belli bir
hicre toplulugu mikrodiseksiyon yontemiyle elde edilebilir. Bu yontem
Ozellikle bir timor dokusunun cgesitli yerlerinden alinan hiicrelerin
Ozelliklerinin belirlenmesinde kullanilabilmektedir.

Hangi yontem kullaniimig olursa olsun belli bir tipteki (uniform)
hicreler elde edildikten sonra, bunlar hicre kiltird igin baslangig
materyalini olustururlar ve kosullari belirlenmis bir kaltir ortaminda
(besiyeri) sayilart hizla artarak birgok analiz yapilmasi igin
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kullanilabilirler. Biyokimya dilinde hiicre kulturinde yapilan calismalar
canli huicre ortaminda gergeklestigi igin in vivo olarak tanimlanir.

Bir organizmanin dokularindan dogrudan hazirlanan, yani in vitro
hicre cogalmasi olmaksizin hazirlanan, kiltire primer kiltir denir. Bu
hicrelerin kiltur kabindan alinip gogaltilmasiyla elde edilen kiltirlere de
sekonder kultir denir. Bdylece elde edilen hucreler asil kokenlerinin
ozelliklerini yansitmayi strdurtrler. Ornegin, fibroblastlar kollajen
salgilamaya, embiriyonik kas hicrelerinden tiretilen hucreler kultlr
ortaminda kas lifleri olusturarak kendiliginden kasiimaya, sinir hticreleri
aksonlarini uzatarak diger sinir hicreleriyle sinapslar yapmaya, epitel
hicreleri de saglam bir epitelin ozelliklerini tasiyan tabakalar
olusturmaya devam ederler.

Memeli hiicresinin kalturd igin gerekli besiyerinin bilesenleri
amino asitler, vitaminler, tuzlar, glukoz, antibiyotikler ve serumu (serum
kullaniimiyorsa da gerekli proteinleri) kapsar.

Hicre serileri kanser hicrelerinden de elde edilebilirler. Ancak
bunlar normal hiicrelerden farkli 6zellikler tasirlar. Ornegin, kanser hiicre
serileri bir ylzeye tutunmadan c¢ogalabilirler ve kiltir kabinda cok
yuksek bir yogunluga ulasabilirler. Bu 0zellikler timor indukleyici bir
viris ya da kimyasal madde kullanarak normal hucrelerin
transformasyonuyla (degisime ugratilmasi) da saglanabilir. Transforme
edilmis ya da 6limstiz hticre serileri sivi azotta (-196°C) saklanabildigi
ve ¢Ozildukleri zaman da canliliklarini koruduklari i¢in hiicre kaltiri
calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Bir hiicre serisindeki
tim hcreler birbirine ¢cok benzemekle birlikte genellikle birebir es
(identical) degildirler. Genetik olarak tek tur bir hucre serisi hicre
klonlamasiyla saglanabilir. Bu islemde tek bir hiicre izole edilerek biyuk
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bir koloni (klon) olusturacak kadar gogalmasina izin verilmektedir. Boyle
bir klonda tlm yeni hicreler tek bir o6ncil (ancestor) hiicreden
gelmektedir (Kirschstei and Skirboll, 2001).

3. MATERYAL VE METOD

3.1 Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1 Kullanilan Kimyasallar

e D-Penisilamin (Aldrich Chem. Co.)

e Na[*"TcO,] (E.U. Tip Fak. Niikleer Tip Anabilim Dal)

e Susuz Demir (111) klortr (FesO4) (Fluka)

e Hidroklorik asit (HCI) (Merck)

e Sodyum Siilfit (Na;SO3) (Merck)

e Azot Gazi

e Amonyak (NHs) (Merck)

e Etanol (Merck)

e Tetraethyl orthosilicate (TEOS)

e Metanol (Merck)

e N-2-aminoethyl-3-aminopropyl-trimethoxysilane (AEAPS)
(Merck)

e PBS (pH=7) (Merck)

e Glutaraldehit (Merck)

e NaCl (Merck)

e EDTA (Merck)

e Borat tamponu (pH=9.184) (Merck)

e 4-Morpholineethanesulfonic acid (MES) (Sigma)
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e Sodyum Karbonat (Na,COs3)

e Sodyum bor hidrir (NaBH,)

e C4H,KNaOg.4H,0 (Riedel Heiden)
e Argon gazi

e Karbonmonoksit (CO) gazi

e Milipore filtre (0.22 um)

e Serum fizyolojik (% 0.9 NaCl)

e Trifloro asetik asit (TFA) (Merck)
e Metanol (Merck)

e HCI (Merck)

e Trietilamonyumfosfat

e Asetonitril (CH3;CN) (Merck)

e |TLC-SG Silika kaph plastik seritler (Merck-5554)

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

e RAD-501 Cd(Te) tek kanalli gammasayim sistemi (E. U. Niikleer
Bilimler Enstitlsu, Nukleer Uygulamalar Anabilim Dali)

e RadyoTLC (Bioscan 2000)

e TLC kivetleri (Sigma) (E. U. Nikleer Bilimler Enstitisi,
Nikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

e HPLC Shimadzu (LC-10Atvp quaterner pompali, SPD-10AV UV
dedektorlii, FRC-10A fraksiyonlama kollektoril) (E. U. Nikleer
Bilimler Enstitlsu, Nukleer Uygulamalar Anabilim Dali),

e Millipor (Milli-Q Gradient A-10) (E. U. Nikleer Bilimler
Enstitlisi)

e Metrohm 686 Titroprocessor (E. U. Nikleer Bilimler Enstitiisii)

e SEM (Scanning electron microscopy) (Phillips XL-30 S FEG)
(Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisi)
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e XRD (Phillips X’Pert Pro) (Izmir Yuksek Teknoloji Enstitiisii)
e VSM (Vibrating Sample Magnetometer) (LakeShore 7407) (izmir

Yuksek Teknoloji Enstitust, Fen Fakdltesi, Fizik Bolumii)

3.2 Manyetik Nanoparcaciklarin Hazirlanmasi ve Yuzey Kaplama

3.2.1 Silika Kapli Manyetik Nanopargaciklarin Sentezlenmesi

Silika kapli manyetik nanoparcaciklarin hazirlanmasina iliskin
reaksiyon mekanizmasi asagida gosterildigi gibi gerceklesmektedir. 3.1’
de manyetik demir nanoparcaciklari olusmakta, reaksiyon 3.2” de ise bu
parcaciklar bir silika tabakasi tetraetil ortasilikat (TEOS) ile
kaplanmaktadir.

6Fe®* + SO4% + 18NH,0H —292 5 9Fe.0,| + SO,* + 18NH," + 9H,0
(3.1)

Fe;04( magnetit)+ CgH»004Si (TEOS) M) silika magnetit
(3.2)

2 M’ ik HCI ¢ozeltisi kullanilarak 2 M’ lik 25 mL FeCl; ¢ozeltisi
hazirlandi ve 500 mL’ lik i¢ boyunlu balonjojeye konularak bidistile su
ile 100mL’ ye seyreltildi. Taze hazirlanmis 50 mL 0.08 M Na,CO;
cozeltisi argon gazi altinda yavasca ilave edildi. Daha sonra hizh
karistirma ve argon gazi altinda bidistile su ile 40 mL’ ye seyreltilmis 8
mL % 25 lik amonyak c¢Ozeltisi yavasca damlatilarak eklendi. Yag
banyosu kullanilarak ¢ozelti sicakligini 70 °C olmasi saglanarak ¢ozelti
bu sicaklikta 30 dakika karistirildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra
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cozelti sicakligl 40 °C’ nin altina diisene kadar bekletildi. Sonugta olusan
siyah renkli manyetik parcaciklar ylzeysel bir manyetik alan altinda
birka¢ kez bidistile su ile yikandi. Ardindan birkag kez de su-etanol (2:1)
karisimi ile yikanarak ¢okelegin toplam hacmi 100 mL olacak sekilde 4:1
(v/v) oraninda hazirlanan etanol-su ¢ozeltisi icersinde dagilmasi saglandi.
Olusan stspansiyona sirastyla 5 mL tetraetil ortosilikat (TEOS) ve % 10’
luk 5 mL NH; eklendi. 40 °C’ de 12 saat karistirildiktan sonra ortamdaki
parcaciklar miktanis yardimiyla ¢oktirilerek ust faz dekante edildi. Bu
islem birkac kez metanol ile tekrarlandi. Bdylelikle bu yikamalar
sonucunda reaksiyona katilmayan TEOS ve baglanmamis silika ortamdan
uzaklastiriimis oldu. Son olarak ¢okelek 100 mL metanol icine konuldu.
Cokelegin az bir miktari etlivde kurutuldu ve parcacik Ozelliklerinin
belirlenmesi igin kullanildi.

3.2.2 Silika Kapli Manyetik Nanoparcaciklarin Amino Silan ile
Ylzey Modifikasyonu (AEAPS)

Metanol ile bir stispansiyon olusturan manyetik pargaciklarin
agirhikca % 20° si kadar bir silan baglayici ajan olan N-2-aminoethyl-3-
aminopropyl-trimethoxysilane ~ (AEAPS)  silika kapli  manyetik
parcaciklarin Uzerine eklendi. Karisim yaklasik 5 dakika ultrasonik
banyoda tutuldu ve 60 °C sicaklikta 12 saat slreyle su banyosunda
bekletildi. Son olarak reaksiyona girmeyen silan baglayici ajani
uzaklastirmak igin karisim metanol ile birka¢ kez yikandi. Elde edilen
cokelegin kicuk bir kismi etivde kurutularak temel analizler icin
kullanildi.
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3.2.3 D-Penisilaminin Manyetik Nanoparcaciklara Baglanmasi

Metanol icindeki baglayici ajan AEAPS ile modifiye edilmis silika
kapli manyetik nanoparcaciklarin (konsantrasyon >20 mg kati/mL) 1
mL’ si santrifujlenerek sivi faz ortamdan uzaklastirilip kati kisim 4 kez 1
mL fosfat tamponu (PBS, pH=7.00) ile yikandi. Yikanan parcaciklar 1
mL PBS icinde 1 mL % 2.5 lik glutardialdehit ile 15 dakika ultrasonik
banyoda tutulduktan sonra 4 °C’ de 4 saat stiresince bekletildi. Bekleme
sonunda suspansiyon dénme sayisi dakikada 1500 (rpm) olacak sekilde
15 dakika santriftj edilerek sivi kisim uzaklastirildi ve kati kisim
yukaridaki gibi tekrar fosfat tamponu ile yikandi.

1 mg D-Penisilamin 0.15 M NaCl, 0.005 M EDTA (pH=7.2) igeren
1 mL fosfat tamponunda ¢6zuldi. Hazirlanan bu cozelti manyetik
parcaciklarin Uzerine eklenerek 12 saat oda sicakliginda beklemeye
birakildi. Bekleme sonunda parcaciklar borat tamponu (pH=9.2) ile 3 kez
yikandi. 0.5 mg/mL NaBH; 1 M borat tamponu icinde ¢ézuldi ve bu
cOzelti parcaciklara eklenerek 4 °C’ de 30 dakika bekletildi. Boylelikle
aldehit gruplari ve cift baglar uzaklastirilmis oldu. Son olarak parcaciklar
fosfat tamponu (pH=7.00) ile 3 kez yikanarak 4 °C’ de 1 mL 0.5 M 4-
morfonlinetansulfonik asit (MES, pH=6.6) icinde saklandi.

3.3 Silika Kapl Manyetik Nanoparcaciklarin Yapisal Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Silika kapli manyetik nanoparcaciklarin yapisal 6zelliklerinin
belirlenmesi igin parcaciklarin SEM (Scanning Electron Microscope),
XRD (X-Ray Diffractometer) ve VSM (Vibrating Sample
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Magnetometer) analizleri yapilmistir. Manyetik parcaciklar etanol-su
cozeltisiyle 3 kez yikandiktan sonra kolay ugabilen bir ¢ozelti (metanol)
icerisinde dagitildi. Mikropipet yardimiyla alinan 6rnekler o6lguimiin
yapilacagl SEM cihazina ait celik plakalar Gzerine kondu. Yaklasik 5
dakika sonra metanoliin u¢gmasi ile plaka tzerinde kuruyan Orneklerin
goruntaleri alindi.

Manyetik nanoparcaciklarin XRD ile analizinde X-1sini kirinimi ile
parcaciklari  kristal yapisi belirlendi. Ornekler kolime edilmis
monokromatik X-1sini kaynagi ile isinlandi. Kirinim agisi ve kirilan X-
isinlarinin  giddeti  6rnegin  bilinen c¢esitli  fazlarin  desenleri ile
karsilastirilabilir desenini verdi.

Manyetik nanopargaciklarin manyetik doygunluk testi VSM
(titresimli 6rnek manyetometresi) ile gergeklestirildi.

Bu calismada gerceklestirilen magnetik nanopargaciklar ile ilgili
akim semasi Cizelge 4.1” de verilmistir.

3.4 [®™T¢(CO)s(H,0)s]" Korunun Hazirlanmasi ve Radyoisaretleme

3.4.1 [*®™Tc(CO)3(H20)s]* Korunun Hazirlanmasi

[P Tc(CO)s(H-0)s]* koru literatiirdeki yontem  kullanilarak
hazirlandi (Alberto et al., 1998). Bitiin reaksiyonlar argon gazi altinda
gerceklestirildi. 5.5 mg NaBHy, 4.2 mg Na,CO3 ve 20 mg tartarat 10 mL’
lik deney tupiine konularak tlpun agzi hava almayacak sekilde kapatildi.
Daha sonra tiipten 15 dakika CO gazi gegirildi. Uzerine aktivitesi 30 mCi



42

olan 1 mL TcO4 eklendi ve 30 dakika 90 °C’ de su banyosunda
bekletildi. Daha sonra buz banyosunda sogutulduktan sonra 220 pL 0.1
M HCI:PBS (3:1) ¢0zeltisi ile pH 7° ye ayarlandi. Reaksiyon sonrasi
radyokimyasal saflik TLRC ve HPLRC Kkalite kontrol yontemleri
kullanilarak belirlendi.

3.4.2 D-Penisilamin Baglanmis Manyetik Nanopargaciklarin
[P Tc(CO)s(H20)s]* Koru ile isaretlenmesi

[®™Tc(CO)s(H,0)s]* koru bdlim 3.4.1° de verilen kosullarda
hazirlandi. 1 mg D-PA ile baglanmis manyetik nanoparcaciklardan 50
uL(50 pg) cekildi ve fosfat tamponu ile ImL’ ye seyreltildi. Bu ¢ozelti
deney tipine konuldu ve Uzerinden 5 dakika suresince Ar gazindan
gecirilerek 0.3 mCi [*™Tc(C0O)3(H20)s]" koru ile isaretlendi. Cozelti 70
°C sicaklikta 30 dakika bekletildi. Ardindan manyetik nanoparcaciklar
miknatis yardimiyla sivi fazdan ayrilarak manyetik nanoparcaciklarin ve
sivi fazin ayri ayri radyoaktiviteleri Cd(Te) yari iletken dedektori ile
6lgildu. Daha sonra parcaciklar birkag kez fosfat tamponu ile yikanarak
manyetik nanoparcaciklar ile sivi fazin aktivite sayimlari tekrar alindi.

3.4.3 D-Penisilaminin [*™Tc(CO)s(H20)s]* Koru ile isaretlenmesi

1 mg D-PA 1 mL bidistile su kullanilarak 10 mL’ lik tlipte ¢cézulda.
Bu cozeltiden 5 dakika streyle Ar gazi gecirilerek tlpin agzi kapatildi.
Uzerine bolim 3.4.1° de hazirlanmis olan korun yaklasik 700 pL’ si
eklendi ve tiiptin agzi parafilm ile kapatilarak 30 dakika 70 °C’ deki su
banyosunda bekletildi. Radyokimyasal saflik analizi igin ayni kosullarda
TLRC ve HPLRC Kalite kontrol yontemleri kullanildi.
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3.5 Radyoisaretli Bilesiklerin Kalite Kontrolleri

3.5.1 Ince Tabaka Radyo Kromatografi (TLRC)

TLRC ile kalite kontrol ¢alismalarinda sabit faz olarak (10 cm x 1.5
cm) boyutlarinda silikajel kapli aliminyum seritler kullanildi. Asetonitril,
serum fizyolojik (SF) ve MeOH:HCI (95:5) olarak t¢ farkli ¢6zgenden
yararlanildi. Uygun boyutlarda hazirlanan bu seritlere her birine tabandan
0.5 cm ileriye olacak sekilde kilcal borular yardimiyla 6rneklerden bir
miktar damlatilir. Bu calismada hazirlanan (¢ takim (3x3) TLC
seridinden birinciye [*®™TcO.], ikinciye [*™Tc(CO)3(H.0)s]" ve
tictinciiye [*™Tc(CO)s-D-PA] érneklerinden bir miktar damlatildi. TLC
seritlerine damlatilan drnekler kuruduktan sonra her birinde farkh
cozgenler bulunan (asetonitril, serum fizyolojik ve MeOH:HCI) TLC
tanklarina dikkatlice yerlestirildi. Tanktaki ¢cdzgenler seritler zerinde
yurudikten sonra seritler tanklardan cikarilarak oda sicakhginda
kurutuldu. Seritlerin kurumasi tamamlandiktan sonra birer birer seffaf
bantla kaplandi. Bioscan 2000 TLC tarayici kullanilarak her birinin radyo
kromatogramlari alindi. Elde edilen kromatogramlardan radyoaktif
maddelerin tasindigl Rf degerleri ve verimler elde edildi. Elde ettigimiz
sonuglarin givenilirligini saglamak amaciyla deneyler en az (¢ kez
tekrarlanmistir. TLRC kromatogramlari Bolim 4.2.1 ve 4.2.3” de ayrintili
olarak verilmistir.

Bioscan 2000 TLC tarayict TLC seritlerinin analizinde
radyokromatogram cihazi olarak kullanildi. Radyokromatogram tarayici
cihazi doz kalibratoriine benzer olarak baslik kismi iyon odasi seklinde
tasarlanmistir. Iyon odasinin orta kisminda bir anot ve bunu cevreleyen
bir katot bulunmaktadir. Iyon odasi % 90 argon ve % 10 metan Karisimi
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olan P10 gazi icermektedir. Radyoaktif ¢ekirdekten yayinlanan beta veya
gama I1sinlarinin etkisiyle iyonlasan P10 gazi anot ile katot arasinda bir
potansiyel fark (voltaj) olusturur. Sayaca bagl olan elektronik bir
sistemle olusan bu fark sayilir ve sonug olarak bilgisayar ortaminda
kromatogram olarak goruntulenir (Sensoy, 2007).

3.5.2 Yuksek Performansli Sivi Radyo Kromatografisi (HPLRC)

HPLC calismalari Nucleodur 100-5 C18 RP-C18 (250 x 4.6 mm
I.D.) (Macharey-Nagel) kolonu kullanilarak, tzerinde Cd(Te) kati hal
dedektorli RAD 501 marka tek kanalli analizér ve (SPD-10AV)UV-VIS
dedektorii bulunan Shimadzu LC-10Atvp sisteminde gerceklestirildi.
Mobil faz olarak % 0.1 trifloroasetik asit (TFA) (solvent A) ve MeOH
(solvent B) kullanildi. Mobil faz akis sistemi, ilk 3 dakika % 100 A; 3.1-
9 dakika % 75 A, % 25 B; 9.1-20 dakika arasinda % 66 A (% 34 B)’ dan
% 0 A (% 100 B) ulasincaya kadar lineer gradient uygulanmistir; 20-28
dakika %100 B; 28.1-30 dakika %100 A olacak sekilde
programlanmistir. Akis hizi ImL/dk olup, 240 ve 250 nm dalga boylar
kullanilarak UV dedektoriinde [*™TcO4], [*™Tc(CO)3(H.0)s]" ve
[P Tc(CO)s-D-PA] 6rnekleri icin kromatogramlar alinmistir.

3.5.3 Lipofilite Analizi

[®™Tc(CO)s-D-PA] bilesigine iliskin lipofilite tayini n-oktanol /
PBS kullanilarak gerceklestirilmistir. Bir santrifiij tipine esit oranlarda
n-oktanol ve PBS (pH=7) koyulduktan sonra [*™Tc(CO)s-D-PA]
orneginden 50ug / 0.15 mL alinarak bu karisima ilave edilip 1500 rpm’
de 30 dakika sureyle santrifijlenmistir (Zhang and Wang, 2001).
Santrifij sonrasinda tlpte fazlara ayrilan bu karigimin st ve alt
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fazlarindan 100" er uL ahinarak aktiviteleri Cd(Te) dedektori ile
sayllmistir. Ayni islemler ¢ kez tekrarlanmistir. Elde edilen deneysel ve
teorik sonuglar Bolum 4.3 de verilmistir.

3.5.4 Serumda Stabilite

[®"Tc(CO)s-D-PA]  ve [®™c(CO)s-M-D-PA] bilesiklerinin
serumdaki kararlihigl 0, 30, 60, 120, 180, 240, 300. dakikalar ve 24 saat
sonunda alinan TLC ornekleriyle gerceklestirilmistir. Bu amagla 100 pL
[®™Tc(CO)s-D-PA] ve 100 pL [*™Tc(CO)s-M-D-PA] kompleksi ayri
ayri 200 pL seruma eklenerek belirlenen sirelerde bilesiklerin kararlilig
arastirtlmistir. Bu calisma Uc¢ kez tekrarlanmistir ve elde edilen sonuclar
bolim 4.4” de incelenmistir.

3.6 Radyoisaretli Bilesiklerinin Biyolojik Aktivitesinin Incelenmesi

Elde edilen [*™Tc(CO)s(H.0)s]",  [*®"Tc(CO):-D-PA]  ve
[®™Tc(CO)s-M-D-PA] komplekslerinin biyolojik aktivitesinin in vivo
olarak belirlenmesinde Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Ana
Bilim Dali’ ndan temin edilen MCF-7 hiicreleri kullanilmistir. Sayisi 10°
olan bu hiicreler 24’ luk flasklara ekilmis olarak temin edildi.

Bu calisma icin BoOlim 3.4.1° deki yontem kullanilarak
[®™Tc(CO)s(H.0)3]* koru, Bolim 3.4.2° deki yontem ile [*"Tc(CO)s-M-
D-PA] ve Boluim 3.4.3" deki yontem ile [*™Tc(CO)s-D-PA] kompleksi
olusturulmustur. MCF-7 ekilmis flasklardaki kuyulara hazirlanan bu
komplekslerden sirasiyla belirli spesifik radyoaktivitedeki
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[®"Tc(CO)s(H.0)s]* koru, 2 pg/500 pL [*®"Tc(CO)s-M-D-PA] ve 2
1g/500 pL [*™Tc(CO)s-D-PA] yerlestirildi.

3.6.1 Kontrol Cozeltisi Olarak [*™Tc(CO)s(H:0)s]" Korunun

Hazirlanmasi

5.5 mg NaBH;, 4 mg Na,COs3;, 20 mg tartarat 10 ml’ lik deney
tlplne konuldu. Tlpun agzi hava almayacak sekilde kapatildi. Daha
sonra tiipten 15 dakika CO gazi gegirildi. Uzerine 1 ml hacimde 7 mCi’
lik TcO4 eklendi ve 30 dakika 90 °C’ deki su banyosunda bekletildi.
Daha sonra buz banyosunda sogutulduktan sonra 220 pl 0,1 M HCI:PBS
(3:1) ¢ozeltisi ile pH’ 1 77 ye ayarlandi.

Kontrol grubu olarak 6 kuyucuk kullanildi. Kontrol ¢ozeltisi igin
hazirlanmis olan bu kor ¢ozeltisinden 60 pCi (11.4 uL) alindi ve hiicre
besiyeri ile 4 mL’ ye seyreltildi. Secilen 6 kuyucugun her birinin tzerine
bu kor ¢ozeltisinden 500 er uL ilave edildi.

3.6.2 [®™Tc(CO)3(H.0)s]" Koru ile lIsaretli D-Penisilamin Bagl
Manyetik Nanoparcaciklar

Bolim 3.2.3° de hazirlanan 1 mg D-PA ile bagli manyetik
nanoparcaciklardan, 60 puL (50 ug) alinarak fosfat tamponu ile ImL’ ye
seyreltildi. Deney tupune konulan bu ¢ozeltiden 5 dakika boyunca argon
gazi gegcirildikten sonra tupe 3.6.1° de hazirlanmig olan korun 200 puCi
(38 pL)’ si ile radyo isaretlemesi saglandi. Bu karisim 70 °C’ de 30
dakika stireyle bekletildikten sonra radyokimyasal saflik igin pargaciklar
birkac kez fosfat taponu ile yikandi. 0.6 mL radyo isaretli [*°"Tc(CO)s-
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M-D-PA] karisimdan c¢ekildi ve hucre besiyeri ile 7.5 mL’ ye
tamamlanarak kuyucuklara 500° er pL ilave edildi.

Bu sekilde [*™Tc(CO)s-M-D-PA] icin toplam 12 kuyucuk
kullanildi. Calisma boyunca Sekil 3.1’ deki 1. ve 3.siradaki 12
kuyucuktan 6 tanesine manyetik alan uygulanirken, diger 6 kuyucuga ise
manyetik alan uygulanmadi.

3.6.3 [*™Tc(CO)3(H,0)s]" Koru ile Isaretli D-Penisilamin

1 mg DPA 1 mL bidistile su kullanilarak ¢6zuldu. Bu ¢dzeltiden 20
pL alindi ve 10 mL’ lik deney tupune konularak bidistile su ile 1 mL’ ye
tamamlandi. 5 dakika argon gazindan gecirildi ve tlpiin agzi kapatildi.
Uzerine 3.6.1° de hazirlanmis olan kordan 10 pCi (15 pL) eklendi ve
tipin agzi parafilm ile kapatildi. Hazirlanan radyo isaretli bilesik 30
dakika suresince 70 °C” deki su banyosunda bekletildi. Radyokimyasal
saflik analizi icin ayni kosullarda TLRC Kkalite kontrol yontemi
kullanildi. Tsaretli ¢Ozeltinin 0.7 pL’ si alinarak hiicre besiyeri ile 7.5
mL’ ye tamamlandi. Bu cozeltiden Sekil 3.1’ deki 2.sirada secilen 6
kuyucukta yer alan hiicrelerin her birinin tGzerine 500 pL ilave edildi.

3.6.4 MCF-7 Hucreleri Uzerindeki Baglanma Etkinliginin Zamana

Bagli Olarak Incelenmesi

Isaretli bilesikler hiicrelerin lzerine eklenmeden énce hiicrelerin
uzerindeki besi ortamlari atildi. Hicreler fosfat tamponu ile l¢ kez
yikandiktan sonra hucrelerin tzerine Bolim 3.6.2, 3.6.3 ve 3.6.4° de
hazirlanan hiicre besiyeri icinde bulunan isaretli yapilar eklendi. Hcre
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baglanma veriminin belirlenmesi igin 0 dk. 15 dk. 60 dk. 120 dk olacak
sekilde ¢ belirli zaman secildi. 0. dakikal5. dakika, 60. dakika ve 120.
dakika sonunda belirlenen hiicreler Uzerindeki besiyerleri atilarak
hicreler 3 kez fosfat tamponu ile yikandi. Her bir kuyucuktaki hiicrelere
ait aktivite sayimlari Cd(Te) yari iletken kati hal dedektor ile alindi.

OO0
QOO0
OO0
OO0
OO|010
OO0

1. Sira: [*"T¢(CO),- M-D-PA] (manyetik alan uygulandi)

2. Sira: [*™Tc(CO)s-D-PA]

3. Sira: [*™T¢(CO)s- M-D-PA] (manyetik alan uygulanmadi)
4. Sira; [*®™Tc(CO)3(H,0)s] kontrol ¢ozeltisi

Sekil 3.1 24 luk flaskin genel yapisi ve hucrelerin radyoaktif bilesiklerle

isaretlenme sirasl.



49

3.6.5 Istatistik Calismasi

Radyoisaretli bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin incelenmesi
amaciyla yapilan calismalarin sonucglari GraphPad istatistik programi
kullanilarak degerlendirilmistir. Zamana bagh olarak hiicre baglanma
verimleri ile standart sapmalari hesaplanmistir. Ayrica isaretli bilesikler
kendi aralarinda istatistiksel olarak Kkarsilastiriimistir. Elde edilen
baglanma degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamlh bir farkin olup
olmadigini belirlemek igin tek yonli ANOVA analizi yapilmistir. Analiz
sonuclari degerlendirilirken baglanma degerleri arasinda 0.95 glven
diizeyinde anlamh bir farkin olup olmadigi P degerlerine bakilarak tespit

edilmigtir. P degeri 0.05° den kugtik olanlar anlamli kabul edilmistir.

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Manyetik Nanopargaciklarin Hazirlanmasi ve Yizey Kaplama

Bu calismada amino silan kapli AEAPS ile modifiye edilerek D-
Penisilamin bagli magnetik nanoparcacik olusumu ile ilgili akim semasi
Cizelge 4.1’ de verilmistir.



50

Cizelge 4.1 D-Penisilamin bagli magnetik nanopargacik olusumu akim semasi.

»  Manyetik Nanoparcaciklarin Hazirlanmasi

6Fe®* + SO3% + 18NH,0H —292 5 9Fe.0,| + SO,* + 18NH," + 9H,0

»  Silikaile Yuzey Kaplama
H3Si
o)

Baz, H3SI~O O—SiH3
Fe;04( magnetit)+ CgHy04Si (TEOS) —E2H=H0 5 o ‘o |
H,Si SiH,

Silika kapli manyetik nanoparcacik
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»  Silika Kapli Manyetik Nanoparcaciklarin Amino Silan ile YUzey
Modifikasyonu

H3Si
o] ——CH
O 3
i— NH
o gyess + A VAVAVAY
o) H,N Si—0——CHj3
1 O~siH \
H3S| IH3
O—cH,
silika kapli manyetik nanopargacik amino silan baglayici ajan (AEAPS)
NH,
V\NH
SiH2
/\/ \/\/SIHzoio S|H2\/\/ \/\

siH, TSiH,

" AV VAN N
NN

NH
2 AEAPS bagli manyetik demir nanopargaciklari
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»  Manyetik nanoparcaciklara glutardialdehit baglanmasi

NH,

NN

NA
SiH2

i N\ WS'HZO‘O S'“z\/\/ N+ H)'\/\/”\H
J\/SIHZ \/\/ \ANH

/\/NH 2
NH, AEAPS bagl manyetik demir nanopargaciklari Glutardialdehit
PBS
(PH=7)
o
W A\
! \N H
\/\NH

W\\/\/ \/\/SI_Z\iOO s|\/\/ \/\/

I
o J\/ /\/\/\
[ /\/ H
HWN
Glutardialdehit bagh manyetik demir nanoparcaciklari
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»  D-Penisilaminin Manyetik Nanoparcaciklarla Baglanmasi

. ﬁ N
—si NH + oH
\/\/ \/\N/\/\/\ HyC :
H NH,
Glutardialdehit bagh manyetik demir nanopargaciklari D-Penisilamin

1 mg D-Penisilamin

(0.1M PBS-0.15M NaCl-0.005M EDTA, pH=7.2)
0.5mg/mL NaBH4

(0.1M Borat tampon ¢ozeltisi, pH=9.18)

H,C
‘O—Si\/\/NH\/\ .
NH NH

D-Penisilamin bagh manyetik nanoparcaciklar
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4.1.1 Silika Kapli Manyetik Nanoparcaciklarin Sentezlenmesi

Cao ve arkadaslari manyetik nanoparcacik sentezinde Qu ve
arkadaslarinin onerdigi kosullari gelistirmislerdir. Qu ve arkadaslar
manyetik nanoparcgacik sentezinde koruyucu gaz azot kullanmaksizin
baslangictaki Fe®*/SOs* molar oranini 3’ e esit almiglardir. Cao ve
arkadaslari ise sentez kosullari olarak baslangictaki Fe?*/SOs* molar
orani 6” ya ¢ikarmislar ve manyetik nanoparcaciklarin olusumu sirasinda
olusan Fe?*” nin Fe*** e geri yiikseltmesini 6nlemek icin azot koruyucu
gazi kullanarak 70 °C’ de 15-30 dakika inkiibasyon sonrasinda oldukca
saf ve manyetik Ozellikleri gelismis 20 nm boyutlarinda manyetik
nanoparcaciklar elde etmislerdir (Cao et al., 2004; Qu et al., 1999).

Bu nedenle biz bu asamada Cao ve arkadaslarinin gelistirdigi bu
yontemi kullandik. Bélim 3.2.1” de anlatilan bu yodntemle elde edilen
taneciklerin boyut analizleri izmir Yiksek Teknoloji Enstitiisiinde alinan
SEM (Scanning Electron Microscope) goruntileriyle incelenmistir.
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1

-

Acc Spof-Meq
3.00 KV 2.0 2600

Sekil 4.1 Silika kapli manyetik nanoparcaciklara ait 1 pm 6lgekte SEM
gorantusa.

-

_-' AccV Spot Magn Det WD ——— 500 nm
(200kv 20 50000x TLD 56 IYTE-MAM

Sekil 4.2 Silika kapli manyetik nanoparcaciklara ait 500 nm 6lcekte SEM
gorintdsa.
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SEM gorintuleri silika kapli manyetik pargaciklarin boyutlarinin
ortalama olarak 40-60 nm araliginda oldugunu gostermistir. 1 um ve 500
nm Olcekte alinan SEM gorintileri Sekil 4.1 ve Sekil 4.2° de verilmistir.

Elde ettigimiz silika kapli manyetik nanopargaciklarin XRD
goruntuleri Sekil 4.3” te gosterilmistir. Bu gorintl incelendiginde X-isini
kirilim deseni Fe3O4 kirinim piki ile eslestigi gozlenmistir.

counts

Wi

87-1700 Hedenbergite CaFe(Si208)
660315 Magnefte  Fe304

1600+

|
10004 !‘W

B0

Sekil 4.3 Silika kapli manyetik nanaoparcaciklara ait XRD gorintdsu.

Silika kaph manyetik nanoparcaciklara ait manyetik 6zellikler
parcaciklarin VSM analizi alinarak gerceklestirilmistir. Sekil 4.4 silika
kapli manyetik nanoparcaciklarin uygulanan manyetik alana karsi emu/g
cinsinden manyetizasyon degerlerini gostermektedir. Elde edilen
degerlere gore siperparamanyetiklik icin kritik deger olan 25 nm’ den
biyik manyetik nanoparcaciklar elde edilmistir.
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Sekil 4.4 Silika kapli manyetik nanoparcaciklarin VSM analizi.

4.1.2 Silika Kapli Manyetik Nanopargaciklarin Amino Silan ile
YUzey Modifikasyonu (AEAPS)

Manyetik parcaciklar arasindaki aglomerasyonu o6nlemek ve
yuzeyin aktif hale gelmesi icin silika kapli manyetik nanoparcaciklar
amino silan ile kaplanmistir. Amino silan ile modifiye edilmis silika kaph
manyetik  nanoparcaciklarinin  tanecik  6zelliklerinin  belirlenmesi
amaciyla parcaciklarin SEM, XRD ve VSM gorunttleri alinmistir.

Cao ve grubunun yaptiklar ¢alismada silanlayici ajan olarak 3-
aminopropyltriethoxysilane (APS) ile N-[3-(trimethyoxysiyl)propyl]-
ethylenediamine (SG-Si900) karsilastiriimistir. Calismalarinda SG-Si900
nin daha hidrofilik ve fonksiyonel grublarinin etkin olmasi nedeniyle
daha usttin 6zelliklere sahip oldugunu rapor edilmistir (Cao et al., 2004).
Bu nedenle ¢alismamizin bu asamasinda silanlayici ajan olarak SG-Si900
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esdegeri olan N-2-aminoethyl-3-aminopropyl-trimethoxysilane (AEAPS)
tercih edilmistir.

AceNV I;‘Spot Magn Det WD ————————1 ‘1 um
200 kV 20 o25000x JILD 56 IYTE-MAM

Sekil 4.5 Amino silan ile modifiye edilmis silika kapli manyetik
nanoparcaciklarin 1um olcekteki SEM goéruntdsu.
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Sekil 4.6 Amino silan ile modifiye edilmis silika kapli manyetik
nanoparcaciklarin 500 nm dlgekteki SEM goriintusi.

Amino silan ile modifiye edilmis 500 nm ve 1um 6lgekte alinan
parcaciklara ait SEM goruntuleri Sekil 4.5 ve Sekil 4.6° da verilmistir.
Bu goruntulerden amino silan ile modifiye edilmis manyetik
nanoparcaciklarin -~ boyutlarinin - 40-60 nm arahginda oldugunu
anlasilmaktadir. Sonug olarak silika kapli manyetik nanopargaciklarin
amino silan ile modifiye edilmesinin parcacik boyutunda herhangi bir
degisiklige yol agmadigi gozlenmistir. Ayni sekilde parcaciklarin XRD
goruntistinde de belirli bir fark gozlenmemektedir (Sekil 4.7). VSM
analizine gore silika kaph manyetik demir parcaciklarinin manyetik
doygunlugu 26.45 emu/g olurken amino silan ile kaplandiginda manyetik
demir parcgaciklarinin manyetik doygunlugu 23.73 emu/g’ e distugu
gOzlenmistir (Sekil 4.8).
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counts.

11111 Magrets Fas

Sekil 4.7 Amino silan ile modifiye edilmis silika kapli manyetik

nanoparcaciklarin XRD goéruntlsu.

Magnetizasyon (emu/g)

Manyetik Alan (Gauss)

Sekil 4.8 Amino silan ile modifiye edilmis silika kapli manyetik
nanoparcaciklarin VSM analizi ile elde edilen magnetizasyonu.
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4.2 [®™Tc(CO)3(H.0)s]* Korunun Hazirlanmasi ve Radyoisaretleme

4.2.1 [*™Tc(CO)3(H20)s]" Korunun Hazirlanmasi

[®"Tc(CO)s(H,0)s]* kompleksi  Alberto  ve arkadaslarinin
tanimladigi gibi sulu cozelti icindeki [*™TcO,] kullanilarak Bélim
3.4.1° de verilen yontem ile hazirlanmistir (Alberto et al., 1998).
[®™Tc(CO)s(H.0)s]* korunun radyokimyasal kalite kontrolleri icin
TLRC ve HPLRC yodntemlerinden yararlaniimistir.

Ince Tabaka Sivi Radyo Kromatografisinde serum fizyolojik (SF),
asetonitril  ve  MeOH:HCI (95:5) banyo c¢ozeltileri kullanilarak
gerceklestirilmistir. [*"Tc(CO)s(H.0)s]* ve [®™TcO4]" komplekslerine
iliskin Rf degerleri ve [*™Tc(CO)3(H20)s]" koruna iliskin % verimler
Cizelge 4.2 ve 4.3° de verilmistir. Bu komplekslerin TLRC
kromatogramlari da Sekil 4.9° da verilmektedir. Bu sonugclar
degerlendirildiginde % 99° un Uzerinde oldukca yuksek saflikta
[®™Tc(CO)s(H,0)3] koru elde edilmistir.

Cizelge 4.2 [®™TcO,] ve [*"Tc(CO)3(H,0)s]" komplekslerine iliskin Rf

degerleri.
Banyo Rf
Gozeltisi [*"TcO.,] [*"Tc(CO)s(Hz0)3]"
SF 0.75-0.90 0.00-0.10
Asetonitril 0.85-1.00 0.00-0.10
MeOH:HCI 0.74-0.81 0.30-0.80
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Calrte

Cizelge 4.3 [*™Tc(C0)3(H,0)s]* kompleksinin % verim degerleri.

10

Banyo % Verim
Cozeltisi [gngC(CO)g,(H20)3]+
SF 99.21+07
Asetonitril 99.72+11
MeOH:HCI -
[***Tc(CO):(H,0)5]”
NN N T T N T Y T I I A
I I II T | T T 1 T | T T 1 T [T 1 T T
1] L | 100 L 1) 200
Posilon §mm)

(@)
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Sekil 4.9 (a) [*™Tc(CO)3s(H,0)s]" ve (b) [*™TcO,4] komlekslerinin SF
banyosundaki TLRC kromatogramlari.

HPLRC ile tanimlanan sonuglara gore [*™Tc(CO)s(H20)s]
kompleksinin radyokimyasal safligi % 99” dan yiksek olarak
belirlenmistir. HPLC sistemi Cd(Te) radyoaktivite dedektori ile alinan
kromatogramlardan siriklenme zamani (Retention Time) Rt degerinin
[®"TcO,] icin 3.88, [*™Tc(CO)s(H.0)s]* icin ise 9.94 olarak
kaydedilmistir. Bu sonuclarla ilgili HPLRC kromatogrami Sekil 4.10” da
gosterilmistir. Bu sonucun Alberto ve grubu ile Iichedefin buldugu
kromatogramlarla da uyum icersinde oldugu anlasiimaktadir (Alberto,
1998; ichedef, yiriiyen tez ve proje).
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Sekil 4.10 [*™TcO,4] ve [*™Tc(CO)s(H20)s]* komplekslerine iliskin
HPLRC diyagrami.

Literattr bilgilerine gore degerlendirdigimizde
[®™Tc(CO)3(H.0)s]* kor eldesine iliskin calismalarda TLRC yéntemine
iliskin detayh bilgilere rastlanmamaktadir. Ancak HPLRC ile yapilan
kalite kontrol calismalari bulunmaktadir (Alberto, 1998; ichedef yiriiyen
tez ve proje). Bu asamada gergeklestiren HPLRC calismalarinda daha
kararli ve oldukga ylksek verimli kromatogramlar elde edilmistir.

Elde edilen [*™Tc(CO)3(H:0)s]" kompleksi D-Penisilamin
baglanmis manyetik nanopargaciklar ve D-Penisilaminin
isaretlenmesinde kullaniimistir.

4.2.2 D-Penisilamin Baglanmis Manyetik Nanoparcaciklarin
[®"Tc(CO)3(H.0)s]* Koru ile isaretlenmesi

B6lim 3.2.3” de verilen yonteme gdre D-Penisilaminin manyetik
nanoparcaciklar ile birlesebilmesi icin glutardialdehit baglayici olarak
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kullaniimaktadir. Glutardialdehit sahip oldugu amino grubu ile bir ugtan
manyetik nanopargaciklara baglanirken ve diger ugtan da D-Penislaminin
amino grubuyla baglanir. Ilgili reaksiyon basamaklari Cizelge 4.1’ de
verilen akim semasinda gorulmektedir. Cao ve arkadaslari Re-188 ile
isaretli manyetik nanopargaciklarin hazirlanmasi konulu galismalarinda
glutaraldehiti ayni amagla kullanmiglardir (Cao et al., 2004).

D-Penisilamin baglanmis manyetik nanoparcaciklar 3.4.2" deki
yontemle [*™Tc(CO)3(H20)s]" ile isaretlenmistir. Elde edilen parcaciklar
miknatis yardimiyla ¢okturilerek kati ve sivi faz ayrilmigtir. Kati ve sivi
fazin radyoaktiviteleri Cd(Te) yari iletken dedektéri kullanilarak
Olgilmus ve daha sonra manyetik pargaciklar cesitli kereler yikanarak
saflastiriimistir. Bu sayimlara iliskin degerler ve % verim Cizelge 4.4’ de
verilmektedir.

Cizelge 4.4 Radyoisaretli D-PA bagli manyetik nanoparcaciklara ait %

verim.
[*®™Tc(CO)s-M-D-PA]
Manyetik nanoparcaciklarin radyoaktivitesi 10144
Sivi kismin radyoaktivitesi 299

Yikama sonrasi manyetik nanoparcaciklarin
radyoaktivitesi

Yikama sonrasi sivi kismin radyoaktivitesi 51
% verim % 97,05

11011
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4.2.3 D-Penisilaminin [*™Tc(CO)3(H,0)s]* Koru ile Isaretlenmesi

Ince Tabaka Sivi Radyo Kromatografisinde serum fizyolojik (SF),
asetonitril  ve metanol:HCI (95:5) banyo cdzeltileri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuclara gbre en iyi ayirma SF
banyosunda go6zlenirken en yiksek isaretleme verimi ise asetonitril
banyosunda elde edilmistir. Kompleksler icin elde edilen Rf degerleri ve
% verimler Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6” da verilmistir.

Cizelge 4.5 Komplekslere iliskin Rf degerleri.

Banyo Rf
Cozeltisi [*™T¢(CO)3(H,0)s]" [P Tc(CO)s- D-PA]
SF 0.00-0.10 0.70-0.80
Asetonitril 0.00-0.10 0.10-0.40
Metanol:HCI 0.30-0.80 0.40-0.80

Cizelge 4.6 [®™Tc(CO)s-D-PA] kompleksine ait % verim degerleri.

Banyo % Verim
Cozeltisi [*™Tc(CO),s-D-PA]
SF 95.25+1.70
Asetonitril 97.93+3.40
Metanol:HCI 78.90+5.04

Sekil 4.11” de SF banyosunun kromatogramlari verilmistir. Sekil
411 (a) da [*®™Tc(CO)s-D-PA] kompleksi, Sekil 4.11 (b)’ de ise
[®™Tc(CO)s(H.0)s]* yapilarina ait kromatogramlar verilmektedir. Acar
ve grubunun bir calismasinda D-PA’ in kalay klorlr indirgenme
yontemiyle [*™TcO,] ile isaretlenme kosullarinin incelenmesinde en iyi
ayirmanin  SF banyosunda oldugu rapor edilmistir. Bu calismada
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indirgenme sonucunda Tc(lIV) olarak isaretlenme gergeklesmektedir.
Ayni calismada SF banyosunda isaretleme verimi *™Tc-D-PA icin % 98,
Rf degeri ise 0.73-0.93 olarak bulunmustur (Acar et al., 2007). Tc(l) koru
ile yapilan bu calismada ise SF banyosunda % 95 verim bulunurken Rf
degeri ise 0.70-0.80 dir. Sonug¢ olarak bu calismada sayisal olarak
yaklasik degerler bulunmustur ancak yapilan literatiir arastirmalari
sonucunda Tc(l) koru ile olusan komplekslerin kimyasal ve biyolojik
olarak daha kararl olduklarina dair sonuclar bulunmaktadir (Alberto et.
al.1998; Alberto et. al.1999; Satpati et. al., 2004; Wei et al., 2005;
Ichedef yurliyen tez ve proje). +1 den +7° ye kadar genis bir
yukseltgenme basamagina sahip olan teknesyumun radyo isaretleme icin
distik yikseltgenme basamaklari uygun kosullardan birisidir. *™Tc ile
radyo isaretlemeler genellikle kalay klorir indirgeme yontemiyle ve bu
calismalarda [®™TcO,]” deki Tc (VII) yikseltgenme basamagindan
Tc(IV)’ e indirgenmesi ile gergeklestirilmektedir. Ancak Tc(IV) ile
yapilan radyo isaretlemeler havaya karsi duyarli oldugu icin tekrar
yukseltgenebilmektedir. Ancak Tc(l) koru ile yapilan ¢alismalarda geri
donlslin yani yukseltgenmenin daha zor oldugu sonucuna varilmistir
(Alberto et. al.1998; Alberto et. al.1999; Satpati et. al., 2004; Wei et al.,
2005).
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Sekil 4.11 (a) [*™Tc(CO)s- D-PA], (b) [*"Tc(CO)3(H,0)s]" komlekslerinin SF
banyosundaki TLRC kromatogramlari.
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[®™Tc(CO)s-DPA] icin ayni kosullarda % 99 radyokimyasal saflik
belirlenmigstir. HPLC sistemi Cd(Te) radyoaktivite dedektoru ile alinan
kromatogramlardan siriklenme zamani (Retention Time) Rt degerinin
[®"TcO,] icin 3.88, [*™Tc(CO)3(H20)s]" icin 9.94, [*¥™Tc(CO); -D-PA]
icin 14.79 ve [*™Tc-D-PA] icin ise 17.33 oldugu Sekil 4.12 ve Sekil
4.13° de gorilmektedir. Bu sonuglardan D-PA’ in Tc(l) koru ile yiksek
verimde bir kompleks olusturdugu anlastimaktadir.

50

mVolts

A
2 L

Minutes

Sekil.4.12 [¥™T¢(CO); -D-PA] ve [*"Tc-D-PA] komplekslerine iliskin HPLRC
kromatogrami (Cd(Te) dedektora).
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Sekil 4.13 [*™Tc(CO); -D-PA], [*™Tc(CO)3(H,0)s]", [™TcO,] komlekslerine
iliskin HPLRC kromatogrami (Cd(Te) dedektori).

4.3 Lipofilite

[®™Tc(CO)s-D-PA] bilesigine ait deneysel lipofilite (logP) degeri -
0.89+0.16 (n=3) olarak bulunmustur. Cizelge 4.7° de *™Tc-D-PA ve
[®™Tc(CO)s-D-PA] bilesiklerinin teorik ve deneysel lipofilite degerleri
verilmistir. *™Tc-D-PA bilesiginin teorik lipofilite degeri ACD / logP
Algorithm programi kullanilarak bulunmustur (ACD / LogP ver.6).

Bu sonuc Acar ve arkadaslarinin elde ettigi *™Tc-D-PA bilesigine
ait lipofilite degeri ile karsilastirildiginda [**™Tc(C0O)s-D-PA] bilesiginin
daha lipofilik oldugu belirlenmistir (Acar et al., 2007). Yani bu durumda
D-PA’ in Tc(l) koru ile isaretlenmesi bilesigin lipofilitesinin artmasina
neden olmustur. Bu sonu¢ Sekil 4.12° de verilen HPLRC kromatogrami
ile de desteklenmektedir. Bu kromatogramda lipofilitesi dustuk olan
9MT¢c-D-PA molekiliiniin siiriiklenme zamaninin 17.33, [*™Tc¢(CO)s-D-
PA] molekilunun suruklenme zamaninin ise 14.79 oldugu gorilmektedir.
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Cizelge 4.7 ®™Tc-D-PA ve [*"Tc(CO); -D-PA] icin lipofilite sonuclari.

Kompleks Teorik lipofilite | Deneysel lipofilite
D-PA 0.93 -
%¥MTc-D-PA - -2.301
[®"Tc(CO)s—D-PA] - -0.89+0.16

4.4 Serumda Stabilite

[®"Tc(CO)s-D-PA] ve [*®™Tc(CO)s-M-D-PA] bilesiklerinin 37
°C’ de serumdaki kararliligi 24 saat boyunca gozlenmistir. [*™Tc(CO)s-
D-PA] bilesiginin serumdaki davranisini gosteren grafik Sekil 4.14° de
yer almaktadir. 24 saat sonunda alinan sonuglara gore bilesiklerin
kararliliklarini korudugu gozlenmistir.
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Sekil 4.14 [*™T¢(CO); -D-PA] bilesiginin zamana bagl olarak degisen %

baglanma verimleri.

4.5 Radyoisaretli Bilesiklerinin Biyolojik Aktivitesinin incelenmesi

Bolim 3.6 da belirtildigi gibi bu calismada elde edilen
[P Tc(CO)s(H.0)3]*, [P"Tc(CO)s-D-PA]  ve  [®"Tc(CO)s-M-D-PA]
komplekslerinin biyolojik aktivitesinin in vivo olarak belirlenmesinde
MCF-7 hiicreleri sayisi 10® olacak sekilde 24’ liik flasklara ekilmis
olarak temin edildi.

MCEF-7 ekilmis flasklardaki kuyulara hazirlanan bu komplekslerden
sirastyla belirli spesifik radyoaktivitedeki [**™Tc(CO)3s(H20)s]" koru, 2
Mg/500 pL [*"Tc(CO)s:-D-PA] ve 2 pg/500 pL [*™Tc(CO)s-M-D-PA]
yerlestirildi.
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Bolim 3.6.4° deki islemler uygulandiktan sonra hucre baglanma
veriminin belirlenmesi igin secilen 0 dk., 15 dk., 60 dk., 120 dk
zamanlarinda her bir kuyucuktaki hiicrelere ait aktivite sayimlari Cd(Te)
yari iletken kati hal dedektort ile alindi. Zamana bagl olarak hiicre
baglanma verimleri Cizelge 4.8 de verilmistir. Alinan sonuglar zamana
bagl olarak degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamsiz (P>0.05)

bulunmustur (Sekil 4.15).

Cizelge 4.8 Isaretli bilesiklerin MCF-7 hiicreleri tizerindeki % baglanma

verimleri.
Zaman
Radyoisaretli Bilesik 15. dakika 60. dakika 120. dakika
[*™Tc(CO)s-D-PA] 6.16+2.40 6.37+2.84 3.39+2.03
[*™Tc(CO)s-M-D-PA 51.89+8.29 40.83+4.54 36.99+3.69
99m
[™T¢(CO)s-M-D-PA] 83.87+1.99 | 00.94+425 | 86.27+163
(Manyetik alan uygulanmis)
100+
3 15.dakika
= 60.dakika
© 75+ .
g EZ3 120.dakika
©
D 50+ L
[an]
X
25+
Tc(CO)3-DPA M-Tc(CO)3-DPA MA-M-Tc(CO)3-DPA

Sekil 4.15 [*™Tc(CO)s-D-PA], [*™Tc(CO)s-M-D-PA] ve [*™Tc(CO)s-M-D-
PA] (manyetik alan uygulanmis) bilesiklerinin zamana bagli olarak MCF-
7 hiicrelerine baglanma verimleri.
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100+
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Zaman
[*™Tc(CO)s-D-PA] Te(l) koru ile isaretlenmis D-Penisilamin

Tc(l) koru ile isaretli D-PA bagh manyetik

99m
["Tc(CO)s-M-D-PA] nanoparcaciklar

[®™Tc(CO)s-M-D-PA] Manyetik alan uygulanmis Tc(l) koru ile isaretli D-PA
(Manyetik alan uygulanmis) bagh manyetik nanopargaciklar

Sekil 4.16 [*™Tc(CO)s-D-PA], [*"Tc(CO)s-M-D-PA] ve manyetik alan
uygulanmis [*™Tc(CO)s-M-D-PA] bilesiklerine ait baglanma verimleri.

Isaretli bilesikler kendi aralarinda da istatistiksel olarak
karsilagtirilmistir (Sekil 4.16). [*™Tc(CO)s-D-PA] ile [®™Tc(CO)s-M-D-
PA], [®™Tc(CO)s-D-PA] ile [®™Tc(CO)s-M-D-PA] ve son olarak
[®™Tc(CO)s-M-D-PA] ile manyetik alan uygulanmis [*°™Tc(CO)s-M-D-
PA] bilesikleri arasinda istatistiksel olarak anlamli (P<0.001) sonugclar
elde edilmistir. Bu sonuclar degerlendirildiginde D-PA’nin manyetik
nanopargaciklarla olusturdugu kompleksler hicreler (izerinde daha
yuksek baglanma verimi gdstermislerdir. Bununla birlikte D-PA’nin
manyetik nanoparcacikli komplekslerine manyetik alan uygulanmasi ile
de manyetik pargaciklarin hicrelere baglanma orani yaklasik iki kat
arttirllmustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada D-Penisilamin (D-PA) manyetik nanoparcaciklari
sentezlenerek [*™Tc(CO)s]* koru ile radyoisaretlenmesi saglanmis ve
hicreler (zerinde bu vyapinin biyolojik aktivitesi incelenmistir.
Sentezlenen manyetik nanoparcaciklar silika tabakasi ile kaplanmis ve
yuzeyi amino silan ile modifiye edilmistir. Elde edilen pargaciklarin
SEM gorintileri incelendiginde parcacik boyutlarinin 40-60 nm arasinda
oldugu belirlenmistir. Amino silan ile modifiye edilmis silika kaph
manyetik parcaciklara D-Penisilamin baglanarak [*™Tc(CO)s(H.0)s]
ile isaretlenmistir. Olusan D-PA bagh manyetik radyoaktif
nanoparcaciklarin kalite kontrolleri sonrasinda baglanma verimi % 97.05
olarak hesaplanmistir. Bu yiiksek verim parcacilarla [*™Tc(CO)s]* koru

arasinda kimyasal bir baglanma gercgeklestigini gostermektedir.

D-PA molekiiliinin [*®™Tc(CO)s]" koru ile isaretlenmesiyle elde
edilen [*®™Tc(CO)s-D-PA] bilesiginin ince tabaka kromatografisi
kullanilarak isaretleme verimi 97.93+3.40 olarak bulunmustur. Bilesige
ait lipofilite analizi yapilmis ve elde edilen -0.89+0.16 degeriyle **™Tc-
D-PA bilesiginden daha lipofilik oldugu kanitlanmistir. Ayni zamanda
[®™Tc(CO)s-M-D-PA] ve [*™Tc(CO)s-D-PA] bilesiklerinin serumda
kararliligi gozlenmis ve her iki bilesiginde 24 saat sonunda oldukga
kararli oldugu belirlenmistir.

Elde edilen bu bilesiklerinin biyolojik aktiviteleri ise kanserli bir
meme hiicresi olan MCF-7 hiicreleri tizerinde incelenmistir. [*™Tc(CO)s-
M-D-PA] bilesiginin hiicrelere baglanma verimi [*"Tc(CO)s-D-PA]’
den daha yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte [*™Tc(CO)s-M-D-PA]
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bilesigi ile isaretlenmis hiicrelere manyetik alan uygulandiginda ise
[®™Tc(CO)s-M-D-PA]” in hiicrelere daha yiiksek verimle baglandigi
g6zlenmistir. Sonug¢ olarak radyoisaretli manyetik nanoparcaciklarla
isaretlenen hicrelere manyetik alan uygulandiginda bilesigin hiicrelere
baglanma verimi iki kat artmistir.

Sonug olarak bu calismada hazirlanmasi kolay ve hedefe yonelik
yeni bir tani ajani olusturulmak istenmistir. Elde edilen bulgular bize
nano-boyutlu manyetik ozellik kazandirilmis [*™Tc(CO)s]* koru ile
isaretli D-Penisilamin kompleksinin bu amagla kullanilabilecegini isaret
etmektedir. Bu calisma kimyasal 6zelliklerinin teknesyuma benzemesi
nedeniyle '®'®Re(l)  koru ile de gerceklestirilebilir. Renyumun
teknesyumdan farkli olarak beta 1sini yayimlamaktadir. Bu sayede
renyum ile olusturulacak bu yapinin sadece tani amacgh degil ayni
zamanda tedavi amagch kullanimi da s6z konusu olabilir.
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