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Tez Yoneticisi : Prof. Dr. Perihan Unak
Eyliil 2008, 222 sayfa

Bu ¢alismada HuTu-80 hiicrelerinden elde edilen UDP-glukuronil
transferaz enzimi igeren mikrozom preparatlart ve UDP glukuronik asit
kullanilarak wurasil glukuronidin enzimatik sentezi yapilmis ve toplam
%22.95+2.4 glukuronidasyon verimi ile iki fakli glukuronid tiirevi elde
edilmistir. HPLC-MS ile yapilan yapisal analiz sonucunda urasil-N-
Glukuronid (UNG) ve Urasil-O-glukuronid (UOG) olarak tanimlanan
glukuronid ligandlar manyetit bazli nanoparcaciklara kovalent olarak
konjuge olmus ve daha sonra [-125 ve I-131 ile ayrn ayn
isaretlenmiglerdir. SEM (Scanning electron microscopy) analizleri
manyetit nanoparcaciklarin boyutlarinin 40-60 nm oldugunu goéstermistir.
Baglanma yiizdeleri I-131 isaretli UOG bagl silanli manyetik parcaciklar
icin % 89.4, I-131 isaretli UNG bagl: silanli manyetik parcaciklar i¢in %
92.6 olarak bulunmustur.
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Hem 1-125 ve hem de I-131 isaretli UOG ve UNG, HuTu-80,
Caco-2, Detroit 562 ve PHIC normal insan bagirsak epitel hiicrelerine
baglanmalar1 in vitro olarak incelenmistir. I-125 ve I-131 isaretli UOG ve
UNG iizerinde ¢alisilan hiicreler iizerinde farkli baglanma oranlar
gostermislerdir. O-glukuronid tiirevi tiim hiicre tiplerinde n-glukuronid

tiirevine gore daha yiiksek baglanma orani gostermistir.

PHIC normal insan bagirsak epiteli hiicreler ile HuTu 80 ince
bagirsak kanser hiicreleri arasinda UNG yo6niinden bir fark goriilemezken
UOG’nin hiicreye ilgisi yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmiistiir.

N ve o glukuronidler urasil ile karsilagtirildiginda hiicre baglanma
etkinlikleri ¢cok yiiksek iken manyetik parcaciklara konjuge olan urasil, o
glukuronid ve n glukuronid’in her bir durumda HuTu-80, Caco-2, Detroit
562 ve PHIC hiicrelerine baglanma etkinligi yiliksek olmakta ve aglikona
bagl secicilik azalmaktadir. Manyetik alan uygulandiginda ise hiicre
baglanma etkinligi ¢ok daha yiiksek olmaktadir. Elde edilen sonuglar
hem radyoiyot baglh glukuronid bilesiklerinin hem de radyoiyot isaretli
manyetik nanopargaciklarin terapi ve goriintiilemede etkinliginin 6n
klinik diizeyde de arastirlmaya devam etmesi agisindan umut verici

goriinmektedir.

Anahtar sozciikler: Manyetik parcaciklar, I-131, I-125, HuTu-80, Caco-
2, Detroit 562, PHIC hiicresi, UDP Glukuronidaz, urasil glukuronid.
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF '»3'] LABELLED URACIL
GLUCURONIDE AND FORMING A NEW MAGNETIC
DRUG CARRIER WITH MAGNETIC PROPERTIES

MEDINE, Emin {lker

PhD Thesis, Institute of Nuclear Sciences
Supervisor: Prof. Dr. Perihan Unak

September 2008, 222 pages

Enzyme UDP-glucuronyl transpherase was prepared from Hutu-80
cells and used for enzymatic synthesis of uracil glucuronide with a yield
of %22.95+2.4. O-glucuronide and n- glucuronide of uracil was obtained
then radioiodinated with I-131 and I-125. Magnetite nanoparticles coated
with silica were synthesized and characterized by scanning electron
microscopy (SEM) and X-Ray diffraction (XRD). After surface
modification with an amino silane coupling agent, N-[3-
(trimethyoxysilyl) propyl]-ethylenediamine, uracil (U), uracil-O-
glucuronide (UOG) and uracil-N-glucuronide (UNG) was covalently
linked to the amine group using glutaraldehyde as cross-linker. The

h B with a

magnetic nanoparticles were then radiolabeled wit
labeling yield of 89.4% for silanated nanoparticles 92.6% for glucuronide
conjugated magnetite nanoparticles. Both [-125 and I[-131 labeled

nanoparticles presented good incorporation ratio for the HuTu-80, Caco-
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2, Detroit 562 and PHIC human intestinal epitel cells. Incorporation ratio
of [-125 and I-131 labeled uracil-o-glucuronid was the highest for all
cells comparing to I-125 and I-131 labeled uracil-n-glucuronid and other
labeled components. Also incorporation ratio of I-125 and 1-131 labeled
uracil-o-glucuronid was statistically significant than 1-125 and I-131
labeled uracil-n-glucuronid between PHIC human intestinal epitel cells

and Hutu-80 cells.

Comparing to uracil cell incorporation rates of n- and o-
glucuronides was higher and o-glucuronides were more selective,
incorporation rates were high for all cells and there is not so much
difference between the uracil conjugated nanoparticles, only I-125 and I-
131 labeled nanoparticles and 1-125 and I-131 labeled glucuronide
conjugated nanoparticles. Applying magnetic field incorporation rates are
increasing for all components and difference are decreasing between
them. Results show that both 1-125 and I-131 labeled glucuronides and I-
125 and I-131 labeled glucuronide conjugated nanoparticles promise in
imaging and therapy and further research should be done in preclinical

stages.

Keywords: Magnetic nanoparticles, 1-125, HuTu-80, Caco-2, Detroit
562, PHIC cell, UDP glucuronidase, uracil glucuronid.



IX

TESEKKUR

Doktora caligmalarim sirasinda bilgi ve deneyimlerini benimle
paylasan ve bu c¢alismanin yapilmasi i¢in gerekli olan maddi destegin
TUBITAK dan almmasini saglayan tez danismanmim Saym Prof. Dr.
Perihan Unak’a, Enstitii Laboratuvarlarinda calisma olanagini saglayan
E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii Miidiirii Saymn Prof. Dr. Meral Eral’a,
Aydin  Adnan  Menderes  Universitesi ~Merkez  Arastirma
Laboratuvarlarinda hiicre kiiltiirii caligmalarinin yapilmasi saglayan, bilgi
ve deneyimlerini paylasan 2. tez danmismanim Sayin Dog. Dr. Serhan
Sakarya’ya, projeyle ilgili maddi desteklerinden dolayt ARGEFAR
Midiirii Sayin Prof. Dr. Isik Tuglular’a, calismalarim sirasinda bana
yardimci olan Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalindaki Arastirma
Gorevlisi ve 6grenci arkadaslarima, Enstitiimiiziin tiim ¢alisanlarina,

desteklerini esirgemeyen aileme tesekkiirlerimi sunarim.






ABSTRACT...

TESEKKUR...

XI

ICINDEKILER

ICINDEKILER. ...ttt eeenes

SEKILLER DIZINT....oooiieieoiteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

CIZELGELER DIZINI......c.oiiiiiiiiee e

KISALTMALAR DIZINT ..o

1. GIRIS........

2. GENEL BILGILER. .....ocoe oo een e

2.1 Kanser.....

2.2 Kanser Tedavi YONtEMIETT . ...oovvveenieeeee e,

2.3 Manyetik Kontrollii Ilag Hedefleme..........cccccccocovevvrerererereenennnns

2.3.1 Manyetik ilag tagtyicilar. ...

2.3.2 Manyetik nanopargaciklarin polimerle kaplanmasi................

2.4 Kalite Kontrol Islemlerinde Kullanilan Kromatografik

Y ontemler

VI

IX

XI

10

11

13

16

19



XII

ICINDEKILER (Devam)

2.4.1 ince tabaka kromatografisi (TLC)...........cccovvviiiniiiiniinnn,
2.4.2 Kagit elektroforezi..........ooooiviiiiiiiiiiii i

2.4.3 Yiiksek performansli s1vi kromatografisi (High Performance
Liquid Chromatography, HPLC).........cccccooviiiiiiiiiiiinn.

2.4.4 Lipofilite (Lipit ¢cOzUNUrTGZH).....c.ovovveee i,
2.5 Yap1 Analizinde Kullanilan Kiitle Spektrofotometresi (MS)........

2.6 Manyetik Parcaciklarin Ozelliklerinin Incelenmesinde Kullanilan
YONtemMIr... ..ot

2.6.1 Taramali elektron mikroskobu (SEM, Scanning Electron
IMICTOSCOPE) . .t ettt ettet et et et et et e et et e e eeeie e aeaanns

2.6.2 X-Isinlar1 kirmnim 6l¢iimleri (XRD, X-Ray Diffraction)..........
2.6.3 VSM (Vibrating Sample Magnetometer)...............c..coeeueenene.
2.7 Hiicre Kiiltiiri Calismasinda Kullanilan NdFeB Miknatislari.......
2.8 Radyoaktif Tyot Izotoplart.................cooeiiiiiiiiiiiiiiiei,
2.9 Iyododeoksiuridin (IUAR).............coeuiiuiiiiiiiiiiieiei,

2.10 Glikozit ve Glukuronid Tiirevi Bilesiklerin Kanser
Arastirmalarindaki Rolli........................

2.11 Urasil ve UdR’nin Glukuronidasyonu.....................c.oooueeee
2.11.1 UDP-glukuronil transferaz (UDPGT) enzimi.....................

2.11.2 UDPGT enziminin 6zelliKleri........coooeeeeeeeiieee e,

29

31

32

34

35

40

41

42

42

43


http://en.wikipedia.org/wiki/Diffraction

XIII

ICINDEKILER (Devam)
2.11.3 B-Glukuronidaz enzimi.............ccooviviiiiiiiiiiiiniiananann,

2.11.4 Glukuronidasyon reakSiyonu............ovveveiiiiiiiinieennnannnns

3MATERYAL VEMETOD.......cccoiiiiiiiiiiiiii,

3.1 Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar ......................cocoo
3.1.1 Kullanilan kimyasallar ...
3.1.2 Kullanilan cihazlar ...,
3.2 Urasil Glukuronid’in Enzimatik Sentezi ..............................

3.2.1 UDP-glukuronil transferaz (UDPGT) enzimi igeren mikrozom
preparatlarinin elde edilmesi ...

322 HUCIe AIZINIEIT oo,

3.2.3 Cogaltilan HuTu-80 hiicrelerinden UDP-glukuronil transferaz

(UDPGT) enziminin elde edilmesi ............cccooevieiiiniiin...

3.2.4 Urasil glukuronid’in HuTu-80 hiicrelerinden ayrilan UDP-
glukuronidaz enzimi kullanilarak enzimatik sentezi ...............

3.3 Deneylerin Tekrarlanabilirligi ve Yapisal Analiz Calismalart ......

3.4 Urasil, UdR (Deoksiuridine) ve U-Glu (Urasil Glukuronid )’in
B ve ' ile Isaretleme Calismalart .............oveeeeveeeeennn..

3.4.1 Todojen yOntemi .........ccooeuiie i
3.4.2 Urasil’in "'/'Lile isaretlenmesi ............uveeeeeeeeeeeeen,
3.4.3 2'-Deoksiuridin (UdR)’in '1/'* T ile isaretlenmesi ................

3.4.4 Urasil glukuronid’in 'I/'*T ile isaretlenmesi ......................

49

49

49

52

53

53

53

54

56

56

57

57

58

59

59



X1V

ICINDEKILER (Devam)

Sayfa

3.5 Analiz ve Kalite Kontrol islemlerinde Kullanilan Kromatografik 60
Yontemler .....oooooniiiiii

3.5.1 Ince tabaka radyo kromatografi (TLRC) yéntemi ................. 60
3.5.2 Kagit elektroforezi yOntemi ............ooeevvivniiiinninnienennnnn. 62
3.5.3 Yiiksek performanslt s1vi kromatografi (HPLC) yontemi ........ 63
3.5.4 Lipofilite tayini....ooveuiietiti i 63
3.5.5 Serum stabilite tayini ..........cocoieiiiiiiiiii 64
3.6 Manyetik Nanoparcaciklarin Hazirlanmast ........................... 64

3.6.1 Dextran kapli manyetik nanopargaciklarin olusturulmasinda
parcacik  Ozelliklerine etki  edebilecek  parametrelerin 65
INCEIENMEST. ...

3.6.2 Dextran kapli manyetik nanoparcaciklar varliginda urasil, UdR,

urasil-o-glukuronid ve urasil-n-glukuronid’in  [-131 ile 68
1SArCtleNMEST. ...t
3.6.3 Manyetik magnetit parcaciklarinda yiizey modifikasyonu ........ 69
3.6.4 Manyetik pargaciklarin 6zelliklerinin incelenmesi ................. 74

3.6.5 Silanli manyetik parcaciklara bagli urasil-o-glukuronid ve

urasil-n-glukuronid’in I-131 ile isaretlenmesi ...................... 76

3.7 Urasil Glukuronid (U-Glu) ve Urasil’in Hiicre Diizeyinde

Etkinliginin Incelenmesi .................ccooeeiiiiiiiieiiieiieei 76



XV

ICINDEKILER (Devam)

3.7.1 Iyot-125 isaretli urasil-o-glukuronid, urasil-n-glukuronid ve
urasil’in HuTu-80 hiicreleri lizerindeki baglanma etkinliginin
zamanla deZISIMI .......eiviiieii i

3.7.2 Iyot-125 isaretli urasil-o-glukuronid, urasil-n-glukuronid ve
urasil’in HuTu-80 hiicreleri iizerindeki baglanma etkinliginin
ligand miktarina bagli degisimi........cccceevuevienirienieniinenieneenee,

3.7.3 Iyot-125 isaretli manyetik pargaciklara takili urasil-o-
glukuronid, urasil-n-glukuronid ve urasil’in HuTu-80 hiicreleri
iizerindeki baglanma etkinligine manyetik parg¢acik miktarinin
CEKIST ettt

3.7.4 '**I-Urasil-O-glukuronid, '*’I-Urasil-N-glukuronid ve '*’I-
Urasil’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicreleri lizerindeki
baglanma etkinligi........cccceccuveeiiiieiiieeieece e

3.7.5 *'-Urasil-O-glukuronid, '*'I-Urasil-N-glukuronid ve *'I-
Urasil’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicreleri lizerindeki
baglanma etkinligi..........ccccvevieiiieniieiieieeeee e

3.7.6 '*’I-Urasil-O-glukuronid, '*’I-Urasil-N-glukuronid ve '*’I-
Urasil’in HuTu-80, primer insan bagirsak epiteli hiicrelerine
baglanma (PHIC) etkinliginin karsilastirilmasi.....................

3.7.7 1-125 ve I-131"in farkl spesifik aktivitelerde kullanilmas: ile
urasil-o-glukuronid, urasil-n-glukuronid ve urasil’in HuTu-80
hiicreleri iizerindeki baglanma etkinliginin incelenmesi..........

3.8 Istatistik ANAliZICT. ... .one e e e,
4 BULGULAR VE TARTISMA.......ooiieeeeeeeee e

4.1 Urasil Glukuronid’in HuTu-80 Hiicrelerinden Ayrilan
Mikrozomal UDPGT Kullanilarak Enzimatik Sentezi...............

4.2 HPLC Yontemi ile Elde Edilen Sonuglar..............................

Sayfa

77

80

83

85

89

92

95
97
98
98

99



XVI

ICINDEKILER (Devam) Sayfa

4.3 Pik 1 ve Pik 2’nin molekiiler yapilari.....................oooiinea. 101

4.4 Radyoiyodinasyon Sonucu Radyoiyot isaretli (I-131/1-125) 104
Molekiillerde Beklenen Yapi.........cooviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinin,

4.5 Urasil Glukuronid’in (U-Glu) Yap1 Tayini...................c.oeeeee. 109

4.5.1 HPLC-MS sonuglart............ccooeiiiiiiiiiiiii i, 109

4.5.2 TR SONUGIATIL......ociiiiiiiiieiiice e 112

4.6 Farkli Kosullarda Hazirlanan Manyetik Nanoparcaciklarin 119
Ozelliklerine Etki Eden Parametreler..................................

4.7 Manyetik Parcaciklarin Ozelliklerinin Incelenmesi.................. 124

4.7.1 Fe;04 manyetik parcaciklarin 6zelliklerinin incelenmesi......... 124

4.7.2 Yiizey modifikasyonu ile silika kaplanan manyetik 127
parcaciklarin 6zelliklerinin incelenmesi.............................

4.7.3 Amino silan ile ylizey modifikasyonu sonras1 manyetik 131
parcaciklarin 6zelliklerinin incelenmesi.............................

4.8 Kalite Kontrol Calismalarinin Sonuglari.............................. 137

4.8.1 TLRC yontemi ile elde edilen sonuglar.............................. 137

4.8.2 Silanli manyetik pargaciklara bagli urasil-o-glukuronid ve

. . S - 144
urasil-n-glukuronid’in I-131 ile isaretlenmesi......................

4.8.3 Elektroforez yontemi ile elde edilen sonuglar...................... 145

4.8.4 Lipofilite sonuglart............cooviiiiiiiii i, 149

4.8.5 Serum stabilite sonuglart.................oooii 150



XVII

ICINDEKILER (Devam)

4.9 1-125 Isaretli Urasil-O-Glukuronid, Urasil-N-glukuronid ve
Urasil’in HuTu-80 Hiicrelerindeki Baglanma Etkinliginin
Zamanla DeZiSImi........oouvviniiiiti it ae e

4.10 1-125 Isaretli Urasil-O-Glukuronid, Urasil-N-Glukuronid, Urasil
ve [-125’in Farkli Dozlarda (Ligand miktar1) HuTu-80
Hiicrelerine Baglanma Oranlari................ooooiiiiiiiiinine.

4.11 1-125 Isaretli Manyetik Parcaciklara Takili Urasil-O-
Glukuronid, Urasil-N-Glukuronid ve Urasil’in HuTu-80
Hiicrelerindeki Baglanma Etkinligine Manyetik Parcacik
Miktarmin EtKisi..........coooiiiii

4.12 1-125 Isaretli Urasil-O-Glukuronid, Urasil-N-Glukuronid ve
Urasil’in HuTu-80 Hiicrelerindeki Baglanma Etkinligine Etki
Eden Parameteler (Zaman, Ligand, Nanoparcacik Orani).........

4.13 "»I-Urasil-O-glukuronid, '*’I-Urasil-N-glukuronid ve '*’I-
Urasil’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 Hiicrelerinde
Baglanma Etkinligi..............coooiiiiiiii

4.14'% I-Urasil-O-Glukuronid, 125]_Urasil-N-Glukuronid ve '*I-
Urasil’in HuTu-80 ve Primer Insan Bagirsak Epiteli hiicreleri
(PHIC) Uzerindeki Baglanma Etkinligi.......................cc....

4.15 HuTu-80, Caco-2, Detroit 562 ve PHIC Hiicrelerinde O-
Glukuronidlerin Baglanma Oranlarmin N-Glukuronidlere Orani

4.16 "*"1-Urasil-O-Glukuronid, "*'1-Urasil-N-Glukuronid ve "*'I-
Urasil’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 Hiicreleri
Uzerindeki Baglanma Etkinligi..................coooveiiiiiiinn.n.

Sayfa

152

154

156

158

159

169

177

178



XVIII

ICINDEKILER (Devam) Sayfa

4.17 "I ve 'I’in Farkl Spesifik Aktivitelerde Kullanilmasi ile Elde
Edilen I-125 ve 1-131 isaretli Urasil-O-Glukuronid, Urasil-N-

Glukuronid ve Urasil’in HuTu-80 Hiicreleri Uzerindeki 184
Baglanma Etkinliginin incelenmesi..................................
4.18 "I ve "I isaretli Urasil-O- glukuronid, Urasil-N- glukuronid
ve Urasil’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 Hiicreleri 136
Uzerindeki Baglanma Etkinliklerinin
Karsilastirtlmasi.........c.ooiii i
5.SONUC VE ONERILER..........ouiiiiiiiieiiiieiieii 194
KAYNAKLAR DIZINIL.......ooooiiiiiiiii 197

OZGECMIS . .o 222



XIX

SEKILLER DiZiNi

Sekil

2.1 Terapi ilaglarinin viicut icerisinde dolasim ile genel dagilimu.....
2.2 Manyetik ilag hedefleme....................oi
2.3 Ince tabaka kromatografisi...............cocvevueiuniineiiiiieainnn,
2.4 SEM’in sematik yapiSi.......ooeviiiiiiiiiiiiiiiiie e
2.5 Hiicre kiiltiirti ¢alismasinda kullanilan NdFeB miknatislari.......
2.6 I-131°1n boZuNUM SEMASI. ... .cuviiiiitiieeiie et eiieeeeaaaenn
2.7 I-131’in aktivitesinin zamanla azalmasi grafigi.....................
2.8 I-125’1In bOZUNUM SEMASI.......eeeeieiuiiieeeeiiieeeeeiteeeeeeiee e e
2.9 Glukuronid olusumun enzimatik basamaklari.......................
3.1 lodojen’in moleKiler yapist..............oeuueiueiiniiiiaiaiiannn,

3.2 Manyetik nanoparcaciklarin amino silan (SG-Si900) ile
KONJUGASYONU. ...ttt

3.3 Silika kapli manyetik par¢aciklarda amino silan ile ylizey
modifikasyonu sonrasinda glutaraldehit ile pargaciklar iizerinde
CHO grubunun olusturulmasi reaksiyonu...........................

3.4 HuTu-80 hiicreleri iizerindeki baglanma etkinliginin zamanla
degisimi caliSmast.........oouiiuiiiii e

Sayfa

11
13
21
30
34
36
38
39
48

58

71

74

78



XX

SEKILLER DiZiNi (Devam)

Sekil

3.5 HuTu-80 hiicreleri iizerindeki baglanma etkinliginin ligand

miktarina bagli degisimi ¢alismast..............coooeiiiiiiinL.

3.6 HuTu-80 hiicreleri iizerindeki baglanma etkinligine manyetik
parcacik miktarinin etkisi ¢alismast..................cooeiinan.

3.7 I-125 isaretli 6rneklerin HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562

hiicreleri iizerindeki baglanma etkinligi calismasi..................

3.8 NdFeB miknatislari ile flasklara manyetik alan uygulanmasi.....

3.9 1-131 isaretli 6rneklerin HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562

hiicreleri iizerindeki baglanma etkinligi calismasi..................

3.10 I-125 isaretli 6rneklerin HuTu-80 ve PHIC hiicreleri

tizerindeki baglanma etkinligi ¢calismast...........................

3.11 Farkl spesifik aktivitelerde iyot kullanilmasinin HuTu-80
hiicreleri tizerindeki baglanma etkinliginin incelenmesi

CaAlISIMAST. ... i

4.1 Urasil glukuronid (U-Glu) ve Urasil (U)’in RP-C18 kolonu (250
x 4.6 mm L.D.) ile elde edilen HPLC kromatogrami................

4.2 Urasil’in Tautomerik formlari...........ooomieieiiiiiiii ...

4.3 Urasil-O-Glukuronid (pik1).........cooooiiiiiii,

4.4 Urasil-N-Glukuronid (Pik2)............cooiiiiiii i,

Sayfa

81

83

86

88

90

93

95

100

101

102

102



XXI

SEKILLER DIiZiNi (Devam)

Sekil Sayfa

4.5 Urasil-o-glukuronid, urasil-n-glukuronid ve urasilin teorik 103
Hpofiliteleri.. ..o

4.6 Urasil-o-glukuronid, urasil-n-glukuronid ve urasilin teorik 103
HPLC Kromatogrami..........co.vueieinuiniiiiiniiiiiinneean,

4.7 Urasil-o-glukuronid, urasil-n-glukuronid ve urasilin deneysel 104
HPLC kromatogran

4.8 Isaretli bilesige ait kimyasal yap1y1 gostermektedir................. 106

4.9 Urasil’in I-131/I-125 ile isaretlenmesi............ccceevvienneennn.... 106

4.10 2'-Deoksiuridin (UdR) "'I ile isaretlenmesi........................ 107

4.11 Urasil o- glukuronid (U-Glu) "'T ile isaretlenmesi................ 107

4.12 Urasil n glukuronid (U-Glu) "'T ile isaretlenmesi................. 108

4.13 Urasil-o-glukuronid’in (Pik1) pozitif ESI spektrumu............ 111

4.14 Urasil-n-glukuronid’in (Pik 2) pozitif ESI spektrumu............ 112

4.15 Urasil-o-glukuronid’in IR spektrumu......................ooeae. 116

4.16 Silanli manyetik pargaciklara bagl urasil-o-glukuronid’in IR 116
SPEKEIUMUL ...t



XXII

SEKILLER DiZiNi (Devam)

Sekil
4.17 Urasil-n-glukuronid’in IR spektrumu.................c.ocooiinn.

4.18 Silanli manyetik parcaciklara bagli urasil-n-glukuronid’in IR
SPEKEIUMU. ...

4.19 Urasil’in IR spektrumu.............cooviiiiiiiii i,

4.20 Silanli manyetik pargaciklara bagl urasil’in IR spektrumu......

4.21 T=60 °C; Fez+/Fe3+=2, NaOH 2,5 M, pH 10 kosullarinda
hazirlanan dextran kapli manyetik pargaciklarin boyutunu
21.6+3.3 nm olarak gosteren SEM gorintlisti.....................

4.22 T=60 °C; Fe2+/Fe3+=2, NaOH 10 M, pH 10 kosullarinda
hazirlanan dextran kapli manyetik parcaciklarin boyutunu
27.5+4.9 nm olarak gdsteren SEM goriintiisii.....................

4.23 T=25 °C; Fe2+/Fe3+=2, NaOH 5 M, pH 10 kosullarinda
hazirlanan dextran kapli manyetik parcaciklarin boyutunu
22.242.1 nm olarak gdsteren SEM goriintiisii.....................

4.24 T=80°C; Fez+/Fe3+=2, NaOH 5 M, pH 10 kosullarinda
hazirlanan dextran kapli manyetik parcaciklarin boyutunu
13.2+5.2 nm olarak gdsteren SEM goriintiisii.....................

4.25 T=60°C; Fe*"/Fe*"=2, NaOH 5 M, pH 8 kosullarinda
hazirlanan dextran kapli manyetik parcaciklarin boyutunu
21+3.2 nm olarak gosteren SEM goriintlisti...........c.oocvennnn.

118

118

119

120

120

121

121



XXII

SEKILLER DiZiNi (Devam)

Sekil Sayfa

4.26 T=60°C; Fez+/Fe3+=2, NaOH 5 M, pH 12 kosullarinda
hazirlanan dextran kapli manyetik parcaciklarin boyutunu 122
15.4+2.3 nm olarak gdsteren SEM goriintiisii.....................

4.27 T=60°C; Fe*"/Fe**=0.5, NaOH 5 M, pH 10 kosullarinda
hazirlanan dextran kapli manyetik parcaciklarin boyutunu 122
17.94£3.2 nm olarak gdsteren SEM goriintiisii.....................

4.28 T=60°C; Fe*"/Fe*"=1, NaOH 5 M, pH 10 kosullarinda
hazirlanan dextran kapli manyetik parcaciklarin boyutunu 123
15.4+3.8 nm olarak gosteren SEM gorintlist.....................

4.29 T=60°C; Fe*"/Fe*"=2, NaOH 5 M, pH 10 kosullarinda
hazirlanan dextran kapli manyetik parcaciklarin boyutunu 123
27.5+4.9 nm olarak gosteren SEM goriintlisti.....................

4.30 Fe;04 manyetik parcaciklarin 100.000 biiyiitmede SEM 125
GOTUNTUSTL. . ..ttt ettt ettt e e e

4.31 Fe;04 manyetik pargaciklarin 50.000 biiylitmede SEM 125
GOTUNTUSTL. .+ttt ettt e eeeees

4.32 Fe;04 manyetik pargaciklarin XRD gorintlisti..................... 126

4.33 Fe;04 manyetik parcaciklarin VSM analizi ile elde edilen 127
0IETea 1 (101221 0] 110 D

4.34 Silika kaplt manyetik parcaciklarin 25.000 biiylitmede SEM 129

GOTUNTUSTL. . ..ttt ettt et e eeee e



XXIV

SEKILLER DiZiNi (Devam)

Sekil

4.35 Silika kapli manyetik pargaciklarin 50.000 biiyiitmede SEM
GOTUNTUSTL. .. ettt ettt ettt et e e

4.36 Silikal1 manyetik parcaciklarin XRD goriintiisii..................

4.37 Silika kapli manyetik parcaciklarin VSM analizi ile elde edilen
MAGNEHIZASYONU. ..\t tutteeeteentte et eteeeeeeteeeaeenneeaneeanes

4.38 Amin ve silan gruplar1 arasinda etkilesim sonucu
nanoparcaciklarin stabilizasyonu...................coooeeiiiinn

4.39 Silanli manyetik pargaciklarin 25.000 biiyiitmede SEM
GOTUNTUSTL. ..ottt ettt e e e

4.40 Silanli manyetik parcaciklarin 50.000 biiyiitmede SEM
GOTUNTUSTL. ..ottt ettt e e e e

4.41 Silanli manyetik parcaciklarin XRD goriintiisii...................

4.42 Silanli manyetik pargaciklarin VSM analizi ile elde edilen
MAZNETIZASYOMU. ...\t ueteeeteentee e eteeenteaneeaneeenneeanneanans

4.43 TLRC-1 ¢ozeltisi sonuglarina gore 1311_Urasil Glukuronid
bilesiginin iodojen miktarina bagl % verim degigimi............

4.44 ' ile isaretli Urasil glukuronid’in TLRC-1 banyo
cozeltisindeki kagit elektroforezi kromatogrami..................

4.45 P'Tile isaretli Urasil’in TLRC-1 banyo ¢ozeltisindeki kagit
elektroforezi kromatogrami...............ccoovviiiiiiiiiiiiiinn..

Sayfa

129

130

131

132

134

134

135

136

140

145

146



XXV

SEKILLER DIiZiNi (Devam)

Sekil

4.46 °'I’in TLRC-1 banyo ¢ozeltisindeki kagit elektroforezi
Kromatogrami...........ooeiiuiiiii i

4.47 U-O-G, U-N-G, Urasil ve I-125’in HuTu-80 hiicrelerine 10,
30, 60 ve 120. dakikalarda baglanma oranlari.....................

4.48 U-O-G, U-N-G ve Urasil’in 1, 3, 10, 30 ve 100 pg dozlarda ve
bu dozlara esdeger I-125 miktarlarinin HuTu-80 hiicrelerine
baglanma oranlart...............ooiiiiiiiiii

4.49 1-125 isaretli manyetik parcaciklara takili Urasil-O-glukuronid,
Urasil-N- glukuronid ve Urasil’in manyetik parcacik oraninin
HuTu-80 hiicrelerine baglanma oranlarina etkisi.................

4.50 '*1-Urasil-O-glukuronid, manyetik pargaciklara takili '*I-

Urasil-O-glukuronid ve manyetik alan etkisi altindaki

manyetik parcaciklara takili '*’I-Urasil-O-glukuronid’in

HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma

deZerleri. . e

4.51 'I-Urasil-N-glukuronid, manyetik pargaciklara takili '*I-

Urasil-N-glukuronid ve manyetik alan etkisi altindaki
manyetik pargaciklara takili '*°I-Urasil-N-glukuronid’in
HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma
deZerleri.. . ue i

4.52 '"’I-Urasil, manyetik par¢aciklara takili '*’I-Urasil ve manyetik
alan etkisi altindaki manyetik parcaciklara takili '*’I-Urasil’in
HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma
degerleri.. . o.ooie i e

Sayfa

146

153

155

157

161

162

163



XXVI

SEKILLER DiZiNi (Devam)

Sekil

4.53 I, manyetik parcaciklara takili '*°I ve manyetik alan
uygulanmis manyetik parcaciklara takili '°I’in HuTu-80,
Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma degerleri. ..

4.54 Urasil-o-glukuronid (UOG), manyetik pargaciklara takili
Urasil-o-glukuronid (m-UOG) ve manyetik alan etkisi altinda
parcaciklara takili Urasil-o-glukuronid’in HuTu-80, Caco-2 ve
Detroit 562 hiicrelerindeki baglanma oranlarinin urasil,
parcaciklara takili urasil ve manyetik alan etkisi altinda
parcaciklara takili urasile oranlart....................coo

4.55 Urasil-n-glukuronid (UNG), manyetik parcaciklara takili
urasil-o-glukuronid (m-UNG) ve manyetik alan etkisi altinda
manyetik pargaciklara takili urasil-n-glukuronid’in HuTu-80,
Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki baglanma oranlarinin
urasil, manyetik parcaciklara takili urasil ve manyetik alan
etkisi altinda manyetik parcaciklara takili urasile oranlari.......

4.56 '*I-Urasil-O-glukuronid’in HuTu-80 ve PHIC iizerindeki %

baglanma degerleri.............coooviiiiiiiiii

4.57 '"°I-Urasil-N-glukuronid’in HuTu-80 ve PHIC iizerindeki %
baglanma degerleri..........cooeiiiiiiiiiiii

4.58 '*I-Urasil’in HuTu-80 ve PHIC iizerindeki % baglanma
degerleri... ..o

4.59 '*I’in HuTu-80 ve PHIC iizerindeki % baglanma degerleri.. ...

Sayfa

164

167

168

173

174

175

176



XXVII

SEKILLER DIiZiNi (Devam)

Sekil

4.60 HuTu-80, Caco-2, Detroit 562 ve PHIC hiicrelerinde o-
glukuronidlerin baglanma oranlarinin n-glukuronidlere orana...

4.61 'I-Urasil-O-glukuronid, manyetik parcaciklara takili "*'I-

Urasil-O-glukuronid ve manyetik alan etkisi altindaki
manyetik parcaciklara takili *'I-Urasil-O-glukuronid’in
HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma
degerleri.. ..o e
4.62 'I-Urasil-N-glukuronid, manyetik pargaciklara takili "*'I-
Urasil-N-glukuronid ve manyetik alan etkisi altindaki
manyetik pargaciklara takili '*'I-Urasil-N-glukuronid’in
HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma
degerleri.. ...

4.63 P'I-Urasil, manyetik parcaciklara takili "*'I-Urasil ve manyetik

alan etkisi altindaki manyetik parcaciklara takili "*'I-Urasil’in

HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma
degerleri.. ... i

4.64 ', manyetik parcaciklara takili *'T ve manyetik alan etkisi
altindaki manyetik parcaciklara takili *'T’in HuTu-80, Caco-2
ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma degerleri.............

4.65: "I ve °'I’in artan spesifik radyoaktiviteleriyle hazirlanan
glukuronid ligandlarin ve urasil ve BT (Na'1) ve T (Na'#T)
HuTu-80 hiicreleri lizerindeki baglanma oranlar1 (30 pg

ligand, 30 dakika inkiibasyon siresi)..............cceceveeeeinnn...

Sayfa

177

179

181

182

183

186



XXVIII

SEKILLER DiZiNi (Devam)

Sekil Sayfa

4.66: "1 ve P'T isaretli Urasil-O-glukuronid, Urasil-N-glukuronid,
Urasil’in ve '*’I, *'I’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 187
hiicrelerine baglanma diizeyleri.....................ocoii

4.67 "I ve "*'1 isaretli manyetik pargaciklara takili Urasil-O-
glukuronid, Urasil-N- glukuronid, Urasil ve manyetik
parcgaciklara takilt 1251 BI1in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562
hiicrelerine baglanma diizeyleri..................ccooviiiiin..

189

4.68 '*°I ve "*'1 isaretli manyetik pargaciklara takili Urasil-O-
glukuronid, Urasil-N- glukuronid, Urasil ve manyetik
pargaciklara takili '°I, °'I’in manyetik alan etkisi altinda 191
HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerine baglanma
AUZEYICTI. .ot

4.69 Timidin ve IUdR’1n Molekiiler Yapilart..............c..c.oooae. 192



XXIX

CiZELGE DiZiNi

Cizelge

2.1 Glukuronik asit ile konjugasyona giren fonksiyonel gruplar......

2.2 -0, -N, -S, ve glukuronidleri...........cccceevvieriereieniieiienie e,

4.3 Urasil-o-glukuronid, urasil-n-glukuronid, urasil ve silanli
manyetik parcaciklara bagl urasil-o-glukuronid, urasil-n-
glukuronid, urasilin IR spektrumlari..................ocoooiiain,

4.4 1mg iodojen tiipii kullamlarak ' ile isaretli bilesiklerin TLRC
yontemi ile Redegerleri.............ooooiii

4.5 100 pg iodojen tiipti kullanilarak 1-131 ile isaretli bilesiklerin
TLRC yontemi ile % Verimdegerleri..........ccooooeoeiiiiiiin.n.

4.6 500pg iodojen tiipii kullanilarak "*'I ile isaretli bilesiklerin
TLRC yontemi ile % Verimdegerleri.................coooeiiiinin.

4.7 1 mg iodojen tiipii kullanilarak "*'T ile isaretli bilesiklerin TLRC
yontemi ile % Verimdegerleri..................ooo

4.8 "I ile isaretli bilesiklerin TLRC yontemi ile Rydegerleri. ........

4.9 "1 ile isaretli bilesiklerin TLRC yontemi ile % Verim
degerleri... ..o

Sayfa

45

47

100

110

114

138

139

139

139

141

141



XXX

CIZELGE DiZiNi (Devam)

Cizelge

4.10 ' ile isaretli urasil ve urasil glukuronid 6rneklerine bagl
silanl1 manyetik pargaciklarin TLRC yontemi ile Rydegerleri...

4.11 I-131 isaretli urasil ve urasil glukuronid 6rneklerine bagl
silanl1 manyetik pargaciklarin TLRC yontemi ile % Verim
deGerleri.. .o

4.12 "1 ile isaretli urasil ve urasil glukuronid 6rneklerine baglh
silanl1 manyetik parcaciklarin TLRC yontemi ile Redegerleri...

4.13 I-125 isaretli urasil ve urasil glukuronid 6rneklerine bagh
silanl1 manyetik pargaciklarin TLRC yontemi ile % Verim
degerleri.. ..o e

4.14 1-131 isaretli Urasil-O-Glukuronid bagl silanli manyetik
parcaciklar ve I-131 isaretli Urasil-N-Glukuronid bagli silanl

manyetik pargaciklara ait gama aktivite sayim degerleri.........

4.15 1 mg iodojen kullamlarak "' ile isaretli bilesiklerin TLRC-1
banyo ¢ozeltisindeki kagit elektroforezi sonuglart.................

4.16 Farkli miktarlarda iodojen kullanilarak "*'I ile isaretli
bilesiklerin TLRC-1 banyo ¢ozeltisindeki kagit elektroforezi
% verim sonuUGlart.........c.o.ooiiiii i,

4.17 "I ile isaretli bilesiklerin TLRC-1 banyo ¢ozeltisindeki kagit
elektroforezi sonuglart................cooiiiiii i

4.18 I-131 isaretli urasil ve urasil glukuronid 6rneklerine bagh
silanl1 manyetik parcaciklarin TLRC-1 banyo ¢ozeltisindeki
kagit elektroforezi sonuglart...............coooiiiiiii

Sayfa

142

142

143

143

144

147

147

148

149



XXXI

CIZELGE DiZiNi (Devam)

Cizelge

4.19 1-125 isaretli urasil ve urasil glukuronid 6rneklerine bagl
silanlt manyetik pargaciklarin TLRC-1 banyo ¢ozeltisindeki
kagit elektroforezi sonuglart..................oo

4.20 Serum stabilite sonuglarinin zamanla degisimi.....................

4.21 "I-Urasil-O-glukuronid, '*’I-Urasil-N-glukuronid, '*I-Urasil
ve 'I’in HuTu-80 hiicreleri iizerindeki % baglanmanin
zamanla degiSImi...........oooieiiiiii i

4.22 '1-Urasil-O-glukuronid, '*’I-Urasil-N-glukuronid, '*I-Urasil
ve Iyot-125’in farkli dozlarda HuTu-80 hiicrelerine baglanma
OTANIATT. ..o et

4.23 Manyetik parcaciklara takili '*’I-Urasil-O- glukuronid, '*I-
Urasil-N- glukuronid ve '*I-Urasil’in HuTu-80 hiicreleri
tizerindeki % baglanma degerinin kullanilan manyetik
parcagik orant ile degisimi..........coovvviiiiiiiiiiiiie,

4.24 "»I-Urasil-O-glukuronid, manyetik pargaciklara takili '*I-

Urasil-O-glukuronid ve manyetik alan etkisi altindaki
manyetik pargaciklara takili '*°I-Urasil-O-glukuronid’in
HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma
degerleri.. ...
4.25 "I-Urasil-N-glukuronid, manyetik pargaciklara takili '*I-
Urasil-N-glukuronid ve manyetik alan etkisi altindaki
manyetik pargaciklara takili '*°I-Urasil-N-glukuronid’in
HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma
deZerleri.. ...

Sayfa

149

151

153

155

157

160

162



XXXII

CIZELGE DiZiNi (Devam)

Cizelge

4.26 '**I-Urasil, manyetik parcaciklara takili '*’I-Urasil ve manyetik
alan etkisi altindaki manyetik pargaciklara takili '*’I-Urasil’in
HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma
degerleri......ooeii

4.27 '®1, manyetik pargaciklara takili '*°I ve manyetik alan
uygulanmis manyetik parcaciklara takili '**I’in HuTu-80,
Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma degerleri...

4.28 Manyetik par¢aciklara baglanmanin ve manyetik alan
uygulamanin HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicreleri
tzerindeki etkisi........oovveiiiiiiii i

4.29 '1-Urasil-O-glukuronid’in HuTu-80 ve PHIC iizerindeki %
baglanma degerleri.............oooviiiiiiii i

4.30 '*I-Urasil-O-glukuronid’in manyetik pargaciklara
baglanmasinin ve manyetik alan uygulamanin HuTu-80 ve
PHIC tizerindeki etkiSi.........oooeiiiiiiiiiiiiiiiiinea,

4.31 '®1-Urasil-N-glukuronid’nin HuTu-80 ve PHIC iizerindeki %
baglanma degerleri..........cooeiiiiiiiiiii

4.32 '**I-Urasil-N-glukuronid’in manyetik parcaciklara
baglanmasinin ve manyetik alan uygulamanin HuTu-80 ve
PHIC tizerindeki etkisi...........coooiiiiiiiiiiiiii

4.33 'I-Urasil’in HuTu-80 ve PHIC iizerindeki % baglanma
degerleri... ..o

4.34 Iyot-125’in HuTu-80 ve PHIC iizerindeki % baglanma
degerleri.. ..o

Sayfa

163

164

166

172

172

173

174

175

176



XXXII

CIZELGE DiZiNi (Devam)

Cizelge

4.35 P'-Urasil-O-glukuronid, manyetik pargaciklara takili '*'I-

Urasil-O-glukuronid ve manyetik alan etkisi altindaki
manyetik parcaciklara takili *'I-Urasil-O-glukuronid’in
HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma
deZerleri. . e

4.36 *'1-Urasil-N-glukuronid, manyetik pargaciklara takili '*'I-

Urasil-N-glukuronid ve manyetik alan etkisi altindaki
manyetik parcaciklara takili *'I-Urasil-N-glukuronid’in
HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma
deZerleri. . et

4.37 P'-Urasil, manyetik parcaciklara takili "*'I-Urasil ve manyetik
alan etkisi altindaki manyetik parcaciklara takili '*'I-Urasil’in
HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma
deZerleri. . e

4.38 ', manyetik parcaciklara takili "*'T ve manyetik alan etkisi
altindaki manyetik parcaciklara takili *'T’in HuTu-80, Caco-2
ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma degerleri............

4.39 '1-Urasil-O- glukuronid, '*’I-Urasil-N- glukuronid, '*°I-
Urasil ve 'I’in HuTu-80 hiicreleri {izerindeki % baglanmanin
isaretlemede kullamilan '*°I’in spesifik aktivitesine bagl
AEGISTMI. ..ottt

4.40 'I-Urasil-O-glukuronid, "*'I-Urasil-N-glukuronid, "*'I-Urasil
ve Iyot-131’in HuTu-80 hiicreleri iizerindeki % baglanmanin
isaretlemede kullamlan "*'I’in spesifik aktivitesine bagh
AEZISTMI. ...t

Sayfa

179

180

182

183

185

185



XXXIV

CIZELGE DiZiNi (Devam)

Cizelge

4.41 "I ve 1 isaretli manyetik pargaciklara takil Urasil-O-
glukuronid, Urasil-N- glukuronid ve Urasil’in HuTu-80, Caco-
2 ve Detroit 562 hiicreleri lizerindeki baglanma degerleri

4.42 "I ve 1 isaretli manyetik pargaciklara takil Urasil-O-
glukuronid, Urasil-N- glukuronid ve Urasil’in manyetik alan
etkisi altinda HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicreleri
tizerindeki baglanma degerleri

Sayfa

188

190



MTC

TLC

HPLC

SEM

VSM

XRD

PHIC

IUdR

UdR

UDPGT

DMSO

DTT

TEOS

SG-Si 900

U-Glu

U-0-G

XXXV

KISALTMALAR

Manyetik hedefli tasiyicilar

Ince Tabaka Kromatografi

Yiiksek Performansli S1vi Kromatografi
Scanning electron microscopy
Vibrating Sample Magnetometer
X-Ray diffraction

Insan Primer intestinal epiteli
Iodo-2-deoxyuridin

2'-Deoksiuridin

UDP-glukuronil transferaz enzimi
Dimetilsiilfoksit (CH3),SO
DL-Dithiothreitol

Tetra etil orto silikat
N-(2-aminoetil)-3-aminopropil-trimetoksisilan)
Urasil Glukuronid

Urasil-O-glukuronid



U-N-G

U

M U-O-G

M U-N-G

MU

M I-125

M I-131

MA-M U-O-G

MA-M U-N-G

MA-M U

MA-M I-125

MA-M I-131

XXXVI

KISALTMALAR (Devam)

Urasil-N-glukuronid

Urasil

Manyetik parcaciklara takili urasil-O-glukuronid
Manyetik parcaciklara takiliUrasil-N-glukuronid
Manyetik parcaciklara takiliUrasil

Manyetik parcaciklara takili I-125

Manyetik pargaciklara takili I-131

Manyetik alan etkisi altinda manyetik parcaciklara takili
Urasil-O-glukuronid

Manyetik alan etkisi altinda manyetik parcaciklara takili
Urasil-N-glukuronid

Manyetik alan etkisi altinda manyetik parcaciklara takili
Urasil

Manyetik alan etkisi altinda manyetik parcaciklara takili I-
125

Manyetik alan etkisi altinda manyetik parcaciklara takili I-
131



1. GIRIS

Ara ila¢ molekiilleri kendi basina etkili olmayan ancak viicuda
girdikten sonra enzimler gibi baz1 etkenlerle aktif molekiillere doniisen
ilaglardir. Ara ilag molekiilleri vasitasiyla bazi enzimatik mekanizmalar
kullanilarak tiimor hiicrelerinin farkli aktivasyonu saglanabilir. Beta-
glukuronidaz enziminin timor hiicrelerinde yiliksek oranda bulundugu ve
aktivitesinin tiimor hiicrelerinde normal hiicrelerden daha fazla oldugu
bilinmektedir. Bu sebeple radyotoksik ajanlarin radyoisaretli glukuronid
tiirevleri bu tip tlimorler icin teshis ve terapide uygun ajanlar olabilirler.
Urasil, RNA'nin yapisindaki dort bazdan birisidir. Ug pirimidin'den
birisidir. DNA'da wurasil yerine timin kullanilir. Timin gibi, urasil de
adenin ile iki hidrojen bag1 kullanarak bir baz ¢ifti olusturabilir. Urasil ile
timin arasindaki fark, urasilde timindeki metil grubunun olmamasidir.
Metil grubu ve iyot atomunun Van der Waals caplart birbirine ¢ok yakin
oldugundan IUdR (iododeoksiuridin) nispeten timidin benzeri bir yap1
olusturur. Timidin anologu olarak IUdR hiicre i¢ine alinir, fosforillenir ve
DNA’ya tasmnir. '*°I ile radyoisaretli UdR gibi ¢esitli kemoterapotiklerin
ve radyoterapotiklerin  hiicre diizeyinde etkinligi, hayvan timor
olusturma modelleme caligmalari kanser hastalarinda kullanilmis ve
IUdR’nin  tiimo6r hiicreleri tarafindan yiiksek diizeyde tutulumu
gozlenmistir. Bu calismada UdR’e benzer bir yapir olusturmak igin
urasilin glukuronidasyon sentezi yapilmis ve sentezlenen (iirliniin
etkinligini arttirmak i¢in yilizey modifikasyonu yapilan manyetik

nanopargcaciklar ile konjuge edilmistir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/RNA
http://tr.wikipedia.org/wiki/N%C3%BCkleobaz
http://tr.wikipedia.org/wiki/Pirimidin
http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
http://tr.wikipedia.org/wiki/Timin
http://tr.wikipedia.org/wiki/Adenin
http://tr.wikipedia.org/wiki/Hidrojen_ba%C4%9F%C4%B1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Baz_%C3%A7ifti
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Metil_grubu&action=edit&redlink=1

Bazi kanser dokularmin B-glukuronidase enzimince daha zengin
oldugu ilk defa Fishman tarafindan rapor edilmistir. (Fishman and
Anlyan, 1947, Fishman, 1995). Daha sonra 1974’de Bicker 8-
hidroksikinolin glukuronid’in spindle-shaped sarcoma’da normal hiicreye
gore 3-4 kat daha fazla biriktigini rapor etmistir (Bicker, 1974). insan B-
glukuronidaz1 gibi insan kaynakli bir enzimin kullanilmast ADEPT de
(Antibody-directed enzyme prodrug therapy) tercih edilir. Ciinkii hastaya
verildigi zaman immunojenik olmaz. Houba ve ark. doxorubicinin
glukuronid tiirevlerini sentezleyerek ADEPT icin potansiyelini arastirdi
(Houba et al., 1996). Wang tarafindan glukuronid tiirevlerinin [3-
glukuronidaz-monoklonal antibody konjugatlarin baglanabildigi timor
hiicrelerinde enzimatik olarak antineolplastik ilaclara dontisebilecegini
rapor edildi. Uronik asidin tetra-n-biitii amonyum tuzu (p-di-
chloroethylaminopheyl-B-glucopyranosid) glukuronid tirevi BHAMG
insan hepotoma hiicrelerinin ana bilesigi olan N,N-di(2-kloroetil)4-
hidroksianil’den 150 defa daha az toksik ve AS-30D sigan hepotom
hiicrelerinden ise 1000 defa daha az toksikdi (Wang et al., 1992).
Seramid (Schmelz et al., 1999), dexamethasone (Haeberlin et al., 1993),
retionoyl (Barua, 1997) gibi diger bazi1 ilag veya molekiillerin glukuronid
tirevlerinin kolon kanseri terapisinde kullanimina iliskin de raporlar

vardir.

Yaklagik 40 yildir in vitro teshislerde kiiciik parcacik uygulamalari
kullanilmaktadir. Biiyiik bir ylizey alaninin hacme oram ile ilgili yararh
faktorlerin olmast ve her yerde olan dokulara ulasabilme kabiliyeti

sebebiyle bu parcgaciklar tercih edilir. Son on yilda artmis olan aragtirma



ve gelistirmeler nano boyuttaki manyetik pargaciklarin alaninda
gozlenmistir. Manyetik tasiyicilar, ilk kez doxorubicin gibi sitotoksik
ilaglarin sican kuyruklarina asilanmasit ile sarcoma tiimorlerini
hedeflemek i¢in kullanilmistir. Bu c¢alismadan sonra sitotoksik ilag
tasinimi1 ve tiimorlerin  gerilemesindeki basarilar birkag gurubun
domuzlar ve sicanlar iizerindeki hayvan calismalar1 sonrasi rapor
edilmigtir. Akiskan demirler bdlgesel tiimor terapisinde antikanser ajanlar
icin tasiyict sistem olarak kullanilabilir olan siiperparamanyetik
nanoparcaciklardir (10-500 nm). Yiiksek miknatis giicii olan akiskan
demirler 1960°dan beri tipta kullamlmaktadir. Ornegin bu sivilar,
karaciger ve dalak tiimorlerinin teshisinde MRI i¢in kontrast ajan olarak
kullanilmaktadir. Bunun yaninda kanserin erken teshisi igin yapilan

spesifik hiicre ayrilmasinda kullanilir.

1960 larin sonuna dogru polimer kimyacilarinin dikkatini ¢eken
uygulama alanlarindan biri, ila¢ etkisini arttirmak icin gelismis ilag
dagitim sistemlerinin geregiydi. Bu sebeple son yillarda polimer
kimyacilar, biyomedikal uygulamalar i¢in tasarlanan polimer maddeleri
iizerinde caligmaktadir. Yapilan tibbi uygulamalarda dextran demir
oksitleri en c¢ok kullanilan stabilizatordiir (Ohgushi et al., 1978;
Pouliquen et al., 1991). Bununla birlikte arabinogalactan (Josephson et
al., 1990) nisasta (Fahlvik et al., 1990), glycosaminoglycans veya
proteinler diger stabilizatorler de kullanilmistir. Demir tuzlar igeren
bdyle sentezlerde sicaklik, kaplama polimeri (stabilizor), titrasyon hizi,

alkali secimi, saflagtirma kosullar1 vs. {iriiniin kimyasal ve fiziksel



Ozelliklerini dolayis1 ile farmasdtik kalitesini dolayisiyla tibbi degerini

etkiler.

Manyetik 6zelligi sahip nanopargaciklar goriintiileme, teshis, tedavi
ve biyolojik malzemelerin ayrilmasinda kullanilabilmektedirler.
Manyetik oOzellik gostermeleri nedeniyle bu sivilar manyetik alanda
yonlendirilebilmektedir. Manyetik 06zellik gosteren pargaciklara ilag
molekiilleri yiikleyerek ilacin viicutta yonlendirilmesinde de kullanmak
mimkiindiir. Manyetik nanopargaciklar radyoaktif maddeler ile
isaretlenebilmekte ve parcaciklara radyoaktif oOzellik katilmaktadir.
Radyoniiklid isaretli timére hedeflendirilmis manyetik parcaciklar bazi
klinik ¢alismalarda denenmistir. Simdiye kadar Re-188, In-111, Y-90, I-
125 ve I-131 isaretli mikro ve nanopargaciklar hazirlanmistir. (Yu et al.,

2003; Hafeli et al., 1995).

Literatiirde manyetit nanoparcaciklarin herhangibir radyoaktif iyot
izotopuna baglanmasi ve biyolojik uygulamalar1 ile ilgili olarak
grubumuzca yapilan bazi ¢aligmalar disinda bir ¢alismaya
rastlanmamistir. (Unak et al., 2007a; Unak et al., 2007b; Dagdeviren et
al., 2007; Medine and Unak, 2006; Dagdeviren et al., 2005a; Dagdeviren
et al., 2005b; Unak and Medine, 2007; Bekis vd., 2008). Bunun disinda
Alexiou ve ark. iodojen yontemini kullanarak I-123 isaretli nisasta ile
kompleks yapip bu kompleksi manyetik nanopargaciklarin stabilizatorii
olarak kullanmiglar ve ayrica magnetit nanopargaciklari Fe-59 ile
isaretlemiglerdir. Timorli tavsanlar lizerinde tiimdr {lizerinde bir saatlik

manyetik uygulama ile tiimorde kalan aktiviteyi izlemisler, ayrica bu



parcaciklar ile mitoxantrone gibi kemoterapétiklerin tasiabilirligini
incelemiglerdir. Tiimor iizerine disardan manyetik alan uygulandiginda
timor ve peritiimoral alanda kemoterapotigin daha fazla konsantrasyonda
oldugunu gostermislerdir. Bu sekilde manyetik hedeflemenin tavsanda
VX2 squamous hiicre karsinoma terapisinin etkinligini arttirabildigini ve
manyetik ilag hedeflemenin kemoterapétiklerin  yan etkilerinin
azaltilmasinda etkili olabilecek bir yontem olabilecegini rapor etmislerdir

(Alexiou et al., 2002).

Segal ve ark. silil modifiye edilmis alkonalamin magnetit-oleik asit
nanoparcaciklarin hazirlamislar, insan fibrosarkomas: (HT-1080), fare
hepotomas1 (MG-22A) ve normal fare fibroblastlar1 iizerinde yaptiklar
deneyler ile nanopargaciklarin orta diizeyde sitotoksik oldugunu, yiiksek
derecede NO-indiikleme Ozelligine sahip olduklarin1 ve timor hiicre
morfolojisini kuvvetle degistirebildiklerini rapor etmislerdir (Segal et al.,

2008).

Babic ve ark. polilisin konjuge olmus magnetit nanopargaciklarin
kemik iligi (rMSCs) ve insan mesenchymal sistem hiicreleri (hMSC)
tizerinde etkinligini incelemigler ve %92 oraninda hiicre tarafindan
tutuldugunu tespit etmislerdir. Ayrica sican beyninde yaptiklar1 MR
calismalarinda parcaciklar enjeksiyonun yapildigi yerde kalmistir.
Polilisin kapli olmayan endoreme gore hiicre tutulumunu daha yiiksek

bulmusladir (Babic et al., 2008).

Katayose ve ark magnetit nanopargaciklarin meme kanseri

metastasinin  Ol¢iilmesi ile ilgili c¢aliyma yapmiglar ve magnetitin



mikrometastasin tespit edilmesinde kolay ve yararli bir alternatif

olabilecegini ileri siirmiislerdir (Katayose, 2008).

Zhang ve Misra magnetit bazli ve 1stya duyarli polimerler ile kapl
doxorubicin gibi terapétikler ile konjuge ilag tastyici sistemler
tasarlamiglardir.  Onerilen sistemin manyetik hedefleme ile ilag

taginmasinda uygun olacagi dnerilmistir (Zhang and Misra, 2007).

Mohapatra ve ark. folik asit konjuge edilmis manyetik
nanoparcaciklarin folat reseptorii kanser hiicreleri tarafindan spesifik
olarak tutuldugunu rapor etmislerdir. Manyetik nanoparcaciklar Fe** ve
Fe’ nin birlikte ¢oktiiriilmesi ve 2-karboksietil fosfonik asit ile yiizey
modifikasyonu yapilarak hazirlanmiglardir. Bu sekilde nanoparcacigin
ucuna bir karboksi gurup takilmig ve folik asit ve fluorescein
isothiocyanate (FITC) nanoparcaciklara 2,2-(ethylenedioxy)-
bisethylamine kullanilarak konjuge edilmislerdir (Mohapatra et al.,
2007). Folate-ile baglanmis manyetik nanopargaciklar hiicreler iizerinde
toksik etki gostermemis HeLa veB16 melanoma FO kanser hiicrelerine
folat reseptorleri iizerinden baglanmiglardir. Ayrica hazirlanan
nanoparcaciklar  oda  sicakliginda  superparamanyetik  6zellik
gostermislerdir. Moritake ve ark. 3 nm boyutlu magnetit nanopargaciklari
(3-aminopropyl) triethoxysilane ile silanlamiglar, amino gruplar ile
ylizey fonksiyonu yapildiktan sonra farmasotik ve biyomolekiillere
baglanabilecegini rapor etmislerdir. Son derece kii¢iik nanopargaciklarin
baska modifikasyona gerek kalmadan katyonik yap1 nedeniyle endositik

baglanmayr arttirdigit ve hiicre icine girdigi rapor edilmistir.



Nanopargaciklarin baglandigi hiicreler ¢ogalmaya devam etmisler ve
mitosis ile ilgili herhangi bir sondiiriicii etki gdstermemislerdir. Ilaveten
parcaciklar fare kulak derisi altina enjekte edildiginde dis manyetik alan

altinda lokalize olmuslardir (Moritake et al., 2007).

Wank ve ark. tetraheptylammonium  kapli = manyetik
nanoparcaciklarin  kemoterapotik olarak daunorubicin ile birlikte
leukemia K562 hiicreleri iizerinde zamanla etki ederek ila¢ direncini

onledigini rapor etmislerdir (Wang et al., 2007).

Selim ve ark. hidrofilik, uniform, siiperparamanyetik, ve toksik
olmayan  maltotrionik acid (MA)-kalpli manyetit nanoparcaciklari
hazirlamiglar ve hiicre i¢i spesifik baglanmasini incelemislerdir. MAM
nanopargcaciklara folik asit konjuge oldugunda (FAMAM), kalin bagirsak
kanser hiicelerindeki hiicre membranin1 gegerek folik asit reseptorlerine
tutuldugunu gostermislerdir. Her iki nanoparcacigin da hiicreye
baglandig1 ancak folat takili olanlarin daha ¢ok baglandigi rapor
edilmistir. Bu sekilde hazirlanan nanopargaciklarin kalin bagirsak kanser
hiicrelerinin  goriintiillenmesinde kullanilabilecegini rapor etmislerdir

(Selim et al., 2006).

Manyetik nanoparcaciklarin hipertermia ile kanser terapisinde
basar1 ile kullanilabilecegini rapor edilmistir (Bahadur et al., 2003).
Terapi olacak bolgede manyetik alan altinda kisa siireli sicaklik artisina
dayal1 bu teknik kanser ile ilgili lizerinde ¢alisilan terapi yontemlerinden
biridir. Hipertermiada lokal olarak terapi olacak bolgenin sicaklig1 45 °C

ye cikarilarak oradaki hiicreler dldiiriiliir. Iyi tasarlanmis nanopargaciklar



ile hipertermia ile normal dokuya zarar vermeden tiimor dokusuna hasar
verilebilir. Nanopargaciklar tiimor olan organa verildigi zaman tiimdrde
1yi organize olmamis damar sistemi nedeniyle tiimorde birikirler. Fe;O4
gibi manyetik nanoparcaciklar iyi secilmis alternatif manyetik frekansta
isitilirlar. 450 KHz veya daha diisiik frekans 10-30 nm boyutundaki
nanopargcaciklart etkili olarak 1sitirken normal doku bilesenlerine zarar
vermez. Altin nanopargaciklar iyi infrared absorbanlar1 olarak bilinirler.
150 nm boyutunda %0.01 konsantrasyonda Au nanopargaciklar 1-2.5 cm
derinlige yerlestirildigi zaman kuvvetli yakin IR absorbanidirlar.
Tiimordeki parcaciklar optik kontrastt 1 den 3.5’e¢ c¢ikarirlar. FDA
tarafindan onaylanmis manyetik kontrast ajanlar1 diistiniilerek altin kapli
Fe;04 ajanlar giivenli optik ve termal isareteyici olarak meme kanseri
teshisinde ve kanser spesifik hipertermia terapide giivenle

kullanilabilirler (Jin and Kang, 2007).

Bu caligmanin amaci ise urasilin glukuronidasyon sentezinin
yapilmasi ve bu sentez iirline Fe;O4 parcaciklart ile manyetik tasiyict
0zelligin kazandirilmasi, 125317 jle isaretlenerek manyetik ila¢ tasiyici
olarak etkinliginin hiicre diizeyinde saptanmasidir. Bu sekilde yan etkileri
daha az, toksit etki gostermeyen, daha diisik dozlarda spesifik ve

bolgesel etkinligi olan yeni bir manyetik ilag tastyict olusturulmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Kanser, glinimiiziin en 6nemli saglik sorunlarindan biridir. Sik
goriilmesi ve Oldiirliciiliigiiniin yiiksek olmasi nedeniyle de bir halk
saglig1 sorunudur. Tan1 olanaklarinin gelismesi ve saglik kuruluslarindan
yararlanma olanaklarinin artmasi ile her y1l daha ¢ok kanser vakasi teshis
edilmektedir. Tiirkiye Istatistik Kurumu'nun 2003 yili verileri, 6liim
nedeni olarak, kalp krizi, kalp yetmezligi, hipertansiyon gibi
kardiyovaskiiler hastaliklarin % 42 ile ilk sirada, kanserin ise % 12.9 ile
ikinci sirada geldigini gosteriyor. Uluslararas1 Kanser Arastirma
Merkezi'nin Tiirkiye ile ilgili 2002 yil1 verilerine gore, erkeklerde en sik
goriilen kanser tiirleri arasinda ilk sirayr % 33.8 ile akciger kanseri
almaktadir. Mide kanseri % 8.7 ile 2.sirada, mesane kanseri % 7.8 ile
3.sirada, barsak kanseri % 6.7 ile 4.sirada, girtlak kanseri % 5.8 ile
5.sirada, prostat kanseri % 5.5 ile 6.sirada bulunmaktadir. Kadinlarda en
stk goriilen kanser tiirii % 24.2 ile meme kanseridir. Bu kanser tiiriinii
strastyla barsak kanseri (% 9.3), mide kanseri (% 6.9), yumurtalik kanseri
(% 5.9), akciger kanseri (% 5.7) ve losemi (% 5.4) izlemektedir.
Tiirkiye'de en sik 6liime yol agan kanser tiirleri ise erkeklerde sirasiyla
akciger kanseri (% 40.2), mide kanseri (% 9.5), barsak kanseri (% 5.5) ve
mesane kanseri (% 5.4). Kadinlarda kanserden dliimlerde meme kanseri

(% 16.7) ilk sirada gelmektedir. Meme kanserini % 9.3 ile barsak kanseri,
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% 9.1 ile mide kanseri ve % 8.2 ile akciger kanseri izlemektedir

(http://www.turkcancer.org), (Www.atonet.org.tr).

2.2 Kanser Tedavi Yontemleri

Kanser tedavi yontemleri asagidaki gibidir.

e Ameliyat

¢ Radyasyon terapi
e Kemoterapi

e Hormonal terapi

e Manyetik ila¢ hedefleme

Tedavinin se¢imi tiimor dokularinin ve komsu dokularin muhtemel
boliimlerinin kesip ¢ikarilmasi, birlestirilmis kemoterapi, immunoterapi,
radyasyon tedavisi veya bunlarin bir kombinasyonunu igerebilir. Basarilt
bir tedavi i¢in kanser hiicrelerinin kokiiniin kurutulmasi zorunludur. Bu
sebeple kesip cikarma uygulanabilir tedavi secimidir. Doku cevresi,
icerigi ve bolgesine bagli olarak her zaman cerrahi miidahale miimkiin
olmayabilir. Bu gibi durumlarda radyasyon terapi ve kemoterapi gerekli
olur. Fakat bu tedavilerin uygulanmasi sirasinda siddetli zorluklar

gozlenmistir (Lubbe, 2001).

Kemoterapi kanser tedavisi i¢in en yaygin yontemdir. Kemoterapik
ilaglar ¢ok etkili olmalarina ragmen istenmeyen durumlara sebep olmast,
nispeten spesifik olmamasi ve toksit etki gostermesi gibi dezavantajlara

sahiptir. Toksitite terapinin faydasinin azalmasina ve istenmeyen etkilere
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sebep olur (Hafeli, 2003). Bir kemoterapi ilacinin etkili olabilmesi i¢in
her bir tiimér hiicresine ulagsmasi ve hiicre igerisine girmesi gerekir. ilacin
terapatik tedavi araligr yiiksek tiimor baskisi, hypoxia ve necrosis gibi

faktorler tarafindan etkilenen diffizyona baglidir (Hafeli, 2001).

2.3 Manyetik Kontrollii ila¢ Hedefleme

Terapi ilaglar1 damar yoluyla verildiginde viicut icerisinde
Sekil.2.1°’de goriildiigii gibi genel dagilima sebep olur. Bu sebeple
hedeflenmis hiicrelerin yaninda saglikli hiicrelerede zarar verici sekilde

yan etki gosterir (Chunfu, 2004).

Terapi ilaglarmm damar Manyetik ilag hedefleme
voluvla verildiginde viicut
igerisindeld genel dagilmm

Sekil 2.1 Terapi ilaglarinin viicut i¢erisinde dolasim ile genel dagilimi

Kemoterapi ajanlarinin segici olarak tasinmasini amaglayan birgok
sistem ve stratejiler arastirilmaktadir. Onlardan bazilar1 simdi insanlar

tizerinde denenmektedir. Bolgesel kanser tedavisi yaklasimlar: ile
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kemoterapik ilaglarin sisteme taginmasi, bolgesel etkinligi saglamanin bir
yoludur. Bolgesel terapi kullanilarak, tiimor bolgesinde daha yiiksek ilag
konsantrasyonu saglamak miimkiindiir. Bu sebeple kanser tedavisinde
ilag tasima metodlarinin uygulanabilmesi i¢in manyetik kontrolli
hedeflenmis kemoterapi amaclanmistir. Manyetik kontrollii hedeflenmis
kemoterapi kullanilmasiyla; yan etkilerin giderilmesi, sitotoksit ilaglarin
sistem i¢indeki dagilim miktarinin azalmasi ve ihtiya¢ duyulan doz

miktarinin azaltilmasi amaclanir (Chunfu, 2004; Hafeli, 2001).

Manyetik ilag hedefleme, insan viicudunda dogru bolgeye, dogru
dozda, istenilen zamanda, tedavi edici ilaclarin ulastirilmasi icin

manyetik pargaciklarin ve manyetik alanin kullanilmasidir.

Manyetik kontrollii ilag hedefleme, bir manyetik alan yardimiyla
tanimlanan hedef bdlgeye ilaglarin  konsantrasyonunun reticular
endothelial system (RES) den uzakta tutmaya yarar. Kullanilmasi
diistiniilen ilag manyetik 6zellikteki bilesim ile uygun bir farmakolojik
formulasyonda hazirlanir. Heniiz bunlardan ¢ok az1 hayvanlarda
basariyla kullanilmaktadir. Sekil 2.2°de goriildiigli gibi bu bilesim damar
yoluyla enjekte edilir ve tiimorlii dokuya ulasmasi saglanir. Bilesimin
hedef dokuya daha iyi taginmasi igin yeterli siddet ve yiikseklikte harici
bir manyetik alan uygulanir (Lubbe, 2000).
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Sekil 2.2 Manyetik ila¢ hedefleme

Manyetik ila¢ taginimi son 20 yildir hareketli bir ¢alisma alanidir.
Windder ve arkadaslar1 tarafindan amaglanan manyetik hedeflemenin
genel diislincesi, bir manyetik alan etkisinde kalan ilagla kapli maddenin
enjekte edilmesi ve sonrasinda hedef bdlgeye ilag matriksini
yonlendirmek i¢in harici olarak bir miknatisin kullanilmasina
dayanmaktadir. Hedeflemenin etkisi manyetik alan siddetine ve

parcaciklarin dolagimdaki kalma siiresine baglidir (Rudge, 2000).

2.3.1 Manyetik ilac tasiyicilar

Manyetik ilag tagiyicilar, farmasotik ajanlarin spesifik dagilimi i¢in
gelistirilmektedir. Bu parcaciklar demir ve aktif karbon icerebilir ve

yiiksek enerji 6glitme prosesleri veya kimyasal yontemlerle hazirlanirlar.
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Boyutlar1 10-500 nm araliginda olan manyetik ila¢ tasiyicilar manyetik
nanosferler olarak adlandirilirken, boyutlart 1-100 pm aralifinda olan
manyetik ilag tagiyicilar manyetik mikrosferler olarak adlandirilir. Biiytik
parcaciklar (300 nm-3,5 pm) gastrointestinal goriintiileme i¢in kullanilir.
60-150 nm boyutlarindaki nanoparcaciklar hizli bir sekilde karaciger ve
dalakta ortaya c¢ikar ve enjeksiyona bagli olarak viicudun
reticuloendothelial ~ sistemi  tarafindan  ayrilabilir. Hatta klinik
saptamalarin altinda olan daha kii¢iik pargaciklar (10-40 nm) biiylik
parcaciklardan daha fazla kan dolagiminda bulunarak kapiler duvarlari
asabilir ve siklikla lenf baslarinda ve kemik iliginde etkili bir sekilde
tutulur. Hatta bu boyutta parcacik yiizeyinde spesifik hedef ligand
olmaksizin fakli organ sistemleri goriintiilenebilir. Ayrica kanserli ve
normal dokular arasindaki farktan dolay1 kanserli dokularda farkli oranda
tutulurlar ve bu klinik olarak kanser teshisi i¢in kullanilabilir. Manyetik
ilag tasiyicilar yliksek manyetik hassasligi sebebiyle manyetik alanin
fiziksel etkisiyle hedeflenen alana gonderilebilir. Manyetik ilag
tagtyicilarin damar duvarlarina herhangi bir zarar1 da gozlenmemistir

(Hafeli, 2001, 2003, 2004).

Nanoparcaciklar bazi materyaller ile birlestirildiginde essiz
kimyasal, optik, elektronik, manyetik ve mekanik 6zelliklere sahip olur.
Manyetik parcaciklarin yiiksek manyetizasyon doygunlugu ve manyetik
hassaslig1 farmasétik ve medikal uygulamalar icin biiyiik bir kazanctir.
Ornegin miikemmel bir manyetik doygunluga (~78emu/g) sahip olan
Fe;04 manyetit nanoparcaciklari diger bir cok materyale (demir, nikel ve

kobalt vb.) oranla giiglii ferromagnetik davraniglari, nispeten diisiik
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toksititesi ve oksidasyona duyarliligin az olmasi nedeniyle bu
uygulamalar i¢in tercih edilir. Bu manyetit nanoparcaciklar1 pH= 9-10 da
amonyum hidroksit varliginda Fe(Il) ve Fe(IIl) klor tuzlarinin ¢dkelmesi
ile tiretilebilir ve apolar ¢oziiciilerde oleik asit ile kolaylikla kararli hale

getirilebilir (Asmatulu, 2005).

Biyouyumlu sivi demirler “manyetik ilag tasiyici” adli bolgesel
timor terapisinde antikanser ajan i¢inde bir tastyici sistem olarak
kullanilabilir olan siliperparamagnetik nanopartikiillerdir. Stvi demirler
(ferro fluids) 1960 dan beri tipta kullanilmaktadir. Ornegin s1v1 demirler
karaciger ve dalak tiimoérlerinin teshisinde MRI icin kontrast ajan olarak
kullanilmaktadir. Bunun yaninda kanserin erken teshisi igin yapilan
“immuno-magnetic cell separation” adli spesifik hiicre ayrilmasinda
kullanilir. Ayrica sivi demirler yapay kalp naklinin gelistirilmesinde

onemli bir maddedir (Alexiou, 2002).

Yaklastk 40 yildir in vitro teshislerde kiiciik pargaciklarin
uygulamalar1 kullanilmaktadir. Biiyiik bir yiizey alaninin hacme orani ile
ilgili yararli faktorlerin olmasi1 ve her yerde olan dokulara ulagabilme
kabiliyeti sebebiyle bu partikiiller tercih edilir. Son on yilda artmis olan
aragtirma ve gelistirmeler nano boyuttaki manyetik pargaciklar alaninda

gozlenmistir (Berry, 2003).

Manyetik uyumlu mikrosferlerin gelistirilmesi, bu alana yeni bir
giic getirmektedir. Manyetik sivilara bagli pargaciklar uygulanan
manyetik alan etkisiyle kisitli erisime sahip anatomik bdlgelerde ilaglart

konsantre etmek, hiicre ve molekiillerden uzaklastirmak i¢in



16

kullanilabilir. Bunun yaninda manyetik pargaciklarin antikorlar, lektinler,
peptitler, proteinler, niikleik asitler veya hormonlarla modifikasyonu bu
uygulamalar1 daha etkili ve yiiksek secici yapar. Bu iki avantajin
birlesimi, manyetik mikrosfer uygulamalarint molekiiler ve hiicre
biyolojisinde, artmakta olan temel bilim ve klinik ¢alismalarda oldukga

basarili yapar (Hafeli, 2003; Lubbe, 2001).

Manyetik tasiyicilar, ilk kez cytotoxic ilaglart (doxorubicin) rat
kuyruklarina  asilanan  sarcoma  tiimorlerine  hedeflemek  igin
kullanilmistir. Bu ¢alismadan sonra cytotoxic ilag¢ tasinimi ve tiimorlerin
hafiflemesindeki basarilar birka¢ gurubun domuzlar ve rat lar iizerindeki

hayvan c¢aligsmalari sonrasi rapor edilmistir (Chunfu, 2004).

2.3.2 Manyetik nanoparcaciklarin polimerle kaplanmasi

Son 10 yildir polimer kimyacilari, biyomedikal uygulamalar i¢in
tasarlanan polimer maddeleri {izerinde ¢alismaktadir. 1960 lilarin sonuna
dogru polimer kimyacilarinin dikkatini ¢eken uygulama alanlarindan biri,
ilag etkisini arttirmak i¢in gelismis ilag dagitim sistemleriydi . Bunun i¢in
sisteme sokulabilen veya enjeksiyon i¢in depo veya matriks olarak
amaglanan polimerler tasarlandi. Polimerik prodrug lar veya polimer-
drug birlesimlerinin tasarlanmasi terapatik uygulamalar i¢in gelistirilmis

ilag kullanimlarina onciiliik etmistir (Hoste, 2004).

Polimerler, yardime1 bir in vivo veya in vitro reaksiyona katilacak

olan genetik materyal, ilag, antikor, veya bir kimyasal i¢in solvent olarak



17

davranirlar. Bunun yaninda, polimerler bakterilerle ayrisabilen bir
ozellige sahip olup bir ¢cok organik ¢oziicii i¢inde ¢oziinebilmektedirler

(Ramanujan, 2004).

Polimerlerle kapli manetik parcaciklar mikrosfer olarak
adlandirilirlar. Bu mikrosferler, hiicre ayirmalar1 ve analizleri, molekiiler
biyoloji, bakterilerin hizli bulunmasi, ila¢ dagilimi, radyoniiklid terapi,
MRI ve hyperthermia gibi bir ¢cok uygulama alanina sahiptir (Ramanujan,

2004; Saiyed, 2003).

Literatiirlerde, bakterilerle ayrigsabilen uygun polimer olarak
dextran, aktif karbon (Rudge, 2000), human serum albumin (HSA)
(Chunfu,2004),polylactides,poly(e-caprolactone),polyalkylcyanoacrylate,
polyglycolides,poly(lactide-coglycolides),polyanhydrides,polyorthoesters
(Asmatulu, 2005) ve poly(bis(p-carboxyphenoxy)-propane) gibi
polimerlerin varhig1 tespit edilmistir (Ramanujan, 2004). Bu dogal ve
sentetik polimerler, manyetik nanopargacik (manyetit, maghematite,
demir, kobalt, nikel vs.) ve ilaglarla (veya diger aktif ajanlarla) cesitli
teknikler ~ kullanilarak  birlestirilirler.  Ilag  tastyict  manyetik
nanoparcaciklar viicutta spesifik bolgeye gonderildiginde kollaidal
nanoparcaciklar ilag molekiillerini yaklasik olarak 30-45 dakika iginde
serbest birakmaya baslar ve 2-3 saat icerisinde serbest birakma islemi
sona erer. Fakat bu siire polimerin tipine ve diger kosullara bagli olarak
degismektedir. Mikrosferlerin boyutu karistirma hizina ve polimerin
konsantrasyonuna  baghdir. Polimerin  konsantrasyonu azalinca,

mikrosferlerinde boyutu azalir. Bunun yaninda mikrosfer ylizeylerinde
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kuru demir oksit tozu keseleri, demir oksit balonlarinin patlaklar1 ve
yilizeydeki toz yayilmalar1 gibi istenmeyen sikintilarda olusur. Manyetik
partikiillerin manyetik 6zelliginin polimerle kaplandiktan sonra azaldig:

literatlirde goriilmiistiir (Asmatulu, 2005; Ramanujan, 2004).

Hedeflenmis ila¢ tasima sistemlerinde, kandamarlar1 ve dokulari
icinde bulunan kollaidal pargaciklardan ila¢ molekiillerinin serbest
birakilmasimin 3 ana mekanizmasi vardir. Bunlar diifizyon, ayrigsma ve
diiffizyonu takiben olan sismedir. flag molekiilleri beden sivisinda
(bodily fluids) veya parcaciklar i¢inde ¢oziildiiglinde difizyon meydana
gelir. Polimer zincirleri tarafindan tuzaklanmis olan ilag molekiillerinin
diistik molekiiler agirliktaki tiirlerinin etkili olarak serbest birakilmasi
icin polimer =zincirleri hidrolizlendiginde ayrisma baglar. Sisme
basamaginda sistem once kurudur. Polimerler viicuda yerlestiginde i¢
basinci arttirmak ve viicut i¢inde sisen kisimdan ila¢ molekiillerini

difiizlemek icin siserler (Asmatulu, 2005).

Polimer kapli manyetik ila¢ tastyicilarin basarisi, hedef bolgede
ylksek manyetik alan seviyesini iiretebilecek gii¢lii miknatis yapilarina
baghdir. Yaygin olarak bulunan ve kullanilan homojen manyetik
alanlarin ¢ogu diflizyona kars1 parcaciklarin idare edilmesi i¢in yeterli
giictedir ve canli sistemlerinde kan akim hizlar1 miknatis kutbunun tam
sinirindan birka¢ cm mesafede bulunmustur. Diger bir deyisle, teknik
olarak, kiigiik bir alan iizerinde odaklanan yeterli siddette manyetik alan
yapmak ve dokuda lineer kan akis hizin1 6nleyebilmek zordur. Manyetik

kuvvet damarlarda 10cm/s ve kilcaldamarlarda 0,05 cm/s lineer kan akig
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oranlarini astiginda, manyetik parcaciklar hedef bolgede tutulur ve hedef
bolgenin endothelial hiicreleri tarafindan 6ziimsenebilir (Chunfu, 2004;

Lubbe, 2000).

Minimum toksisite, maksimum Dbakterilerle ayrisabilme ve
biyouyumluluga izin veren essiz yiizey Ozelliklerine sahip olan kollaidal
manyetik parcaciklar ilag tasima araglari icin uygun olabilir. Boyle
parcaciklar harici manyetik alan uygulanarak istenilen zaman periyodu
icin spesifik alana siiriiklenebilir ve orada tutulabilir. Kontrolli ilag
dagiliminin bu yontemi, daha diisiik dozlarda ve daha etkili tedaviler i¢in
kullanilabilir. Bunun yaninda gereken hasta rizasinin arttirilmasi ve daha
az ila¢g kullanma tasarrufu ve istenilen orandaki ilag seviyelerinin
muhafazas1 bu yontemin diger avantajlaridir (Asmatulu, 2005; Lubbe,

2000).

2.4 Kalite Kontrol Iislemlerinde Kullanmlan Kromatografik

Yontemler

2.4.1 Ince tabaka kromatografisi (TLC)

Kromatografi, ¢esitli maddelerin, hareketli bir faz yardimiyla, sabit
bir faz iizerinde degisik hizlarla hareket etmeleri temeline dayanir. Ince
tabaka kromatografisi, bir kati-sivi adsorpsiyon kromatografisidir. ince
tabaka kromatografisinde, cam, aliiminyum gibi maddelerden yapilmis
levhalar iizerine silikajel, aliiminyum oksit, selliiloz vb gibi malzemelerin

ince bir katman halinde yayilmasiyla hazirlanmig tabakalar sabit faz
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olarak kullanilir. Hareketli faz olarak ise tek veya karisim halindeki sivi
kimyasallar kullanilir. Hareketli faz agzi1 iyi kapanan kromatografi tanki
icine konulur ve tankin i¢inin ¢oziicli buhari ile iyice doymasi saglanir.
Bu yontemde hareketli fazin sabit faz iizerinden ilerleyisi, asagidan
yukart dogru olur. Coziicii kilcallik etkisi ile igerisine daldirilan ince
tabaka plakas1 tizerinde yiiriir. Bu islem sirasinda, plakanin alt
kesimlerine bir damlalikla 6nceden damlatilmis olan karigimi farkl
hizlarla yukariya siiriikkler. Ayirim bu sekilde saglanmis olur. Yiiriime
hizi maddenin, kati fazin ve c¢oziiciiniin polaritesine baglidir. Polar
maddeler, ¢oziiclii/adsorban madde ikilisinden daha polar olan ile daha

sik1 etkilesim gosterirler.

Kromatografisi yapilacak numunenin yaklagik 5 pL’lik bir kismi
mikropipet veya enjektor yardimiyla tabakanin alt kenarindan belli bir
uzakliga damlatilir ve damlanin kurumasi beklenir. Daha sonra
kromatografi kagitlar1 tank icerisine dikkatlice yerlestirilerek hareketli
fazin tabaka tizerinde ylikselmesi saglanir. Hareketli faz, kromatografi
kagidi {lizerinde, numune igerisindeki maddelerin birbirinden ayrilmasi
icin gereken ylikseklige kadar yiiriitiilmelidir. Plaka yliriitme kabindan
almir. Coziiciiniin ulastig1 seviye kursun kalemle hafifce isaretlenir ve
¢Oziiclinlin  buharlasmas1 saglanir. Renksiz maddelerin ayrilmasi
gerceklestirildiyse bazi metotlarla goriiniir hale getirilebilir. Baz1 ticari
plakalardaki adsorblayict maddeler, florasan indikatér boyalar
icermektedir. Plaka UV lambasinin altina yerlestirildiginde, spotlar
belirgin hale gelirler. Buna alternatif olarak da, plakay1 igerisinde iyot

kristalleri yerlestirilmis kapali bir erlen igerisine yerlestirilerek iyot
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buhar1 banyosu olusturur ve iyotla reaksiyona giren spotlar renklenerek

belirginlesir.

R¢ Degeri (Relative Front); kromatogram tizerindeki her maddenin
¢Oziicli ile siiriklenme miktari, birbirinden farklidir. Maddenin
siriiklendigi noktanin baslangi¢ noktasina uzaklifinin toplam yiiriitme
mesafesine oranina Ry degeri (alikonma degeri) denir (Sensoy, 2007; Zor,

2000).
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siniflandirilmasinda etkili, ¢cabuk, hizli ve ucuz ayirma yontemlerinden
birisidir. Kiigiik miktarlarda solvent ve 6rnek kullanildig1 i¢in ucuz bir
yontemdir. Diger kromatografi yontemlerine gore diisiik cihaz maliyeti,
analiz siiresinin kisa olmasi ve ayni1 anda 20 6rnegi ayirabilme kabiliyeti

gibi bazi avantajlar1 sebebiyle ince tabaka kromatografisi analitik, bio-
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medikal ve farmasoétik alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. (Soponar et

al., 2008; Djozan et al., 2008; Johnson et al., 2007)

2.4.2 Kagit elektroforezi

Kagit elektroforezi ¢ozelti icindeki bilesiklerin yiikiinii tespit etmek
amaciyla kullanilan bir tekniktir. Belirli bir pH’da ve belirli bir elektrik
alaninda yikli taneciklerin farkli hizlarda yiiriiyerek ayrilmalari

teknigine elektroforez denir.

Elektroforez i¢in {i¢ seye ihtiyag vardir:
e iyonlarin hareket edebilecegi uygun bir ortam (destek ortami),
o clektriksel alant olusturmak i¢in dogru akim saglayacak gii¢
kaynagi,

e uygun pH’da bir tampon ¢dzelti.

Cozeltide bulunan bir iyon elektrik alan altinda sabit hizla hareket
eder. Bu hiz uygulanan elektrik alaninin siddeti ve iyonun hareketlilik
katsayisina baghdir. Aymi ¢ozelti i¢inde bulunan fakat hareketlilik
katsayis1 farkli olan iki iyonun elektrik alan altinda alacaklar1 yol farkli
olacaktir. Dolayistyla yiiklii iyonlarin elektrik alan altindaki go¢lerinden
yararlanilarak molekiilleri ayirmak, 6zelliklerini ve konsantrasyonlarini

belirlemek miimkiindiir (Sensoy, 2007; Kobayashi et al., 1994).
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2.4.3 Yiiksek performansh sivi kromatografisi (High Performance

Liquid Chromatography, HPLC)

S1vi kromatografisi 1900°1i yillarin baglarinda bulunmus ve 1960’11
yillardan itibaren sivi kromatografisinin gelistirilmesi i¢in genis capta
arastirmalar yapilmistir. Kromatografik yontemler sabit faz ve hareketli
faz arasinda olan kiitle aktarimini igeren ayirma teknikleri olarak ifade
edilebilir. Yiiksek performansl sivi kromatografisi (High Performance
Liquid Chromatography, HPLC) ise siv1 fazda ¢dzilinebilen bir kimyasal
karistminin kolay ve hizli bir sekilde bilesenlerine ayrilabildigi olduk¢a
duyarl bir kromatografik yontemdir. Uygun ¢oziicii kullanilarak ¢oziilen
ornek karisimi, yiiksek basing altinda kromatografik kolondan gegcirilir ve
burada bilesenlerine ayrilir. Bilesenlerin birbirinden ayrilmasi ve bunun
derecesi (resolution parameter) onemlidir ve ¢oziinmiis bilesenler ile
sabit faz arasindaki etkilesime baglidir. Sabit faz kolon igerisindeki
hareketsiz dolgu materyali olarak tanimlanir. Coziinmiis bilesenler ile
sabit ve silirekli fazlar arasinda istenilen etkilesim, siirekli faz olarak

kullanilan ¢6ziiciilerin ve sabit fazin degistirilmesi ile elde edilebilir.

2.4.3.1 HPL.C sistemleri

HPLC sistemi pompa, enjektor, kolon, dedektér ve bilgisayar
birimlerinden olusmaktadir. Sistemin onemli bir boliimii ayirmanin
gerceklestigi kolondur. Kromatografik analiz siireci ¢oziiciide ¢oziinmiis
Ornegin sisteme enjekte edilmesi ile baslar. Hareketli (siirekli) faz ile

birlikte kolona pompalanan 6rnek, kolon i¢inde bilesenlerine ayrilmaya
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baslar. Her bilesenin gonderdigi sinyaller dedektdr tarafindan kaydedilir.
Dedektor tarafindan kaydedilen ve bilgisayara aktarilan sinyallerin

tamamina kromatogram adi verilir.

HPLC uygulamalarinda mobil ve bilesimi kromatografik
performansi etkileyen faktorlerden biridir. HPLC sistemlerinde kullanilan
mobil fazlarin ortak oOzellikleri yiiksek derecede saflik, dedektor ile
uyumluluk, diisiik viskozite, 6rnegi ¢ozebilme, kimyasal agidan inert

olmasidir.

Her bir HPLC tiiriinde kullanilan mobil fazlarin 6zel farkliliklar:
vardir. Iyon degisim kromatografisi genellikle farkli pH degerlerine
ayarlanmis sulu tampon ¢ozeltileri siirekli faz olarak kullanilir. Normal-
faz siv1 kromatografisinde apolar, ters-faz sivi kromatografisinde su ve
asetonitril karigimi gibi polar ¢oziicii karigimlari mobil faz olarak

kullanilir.

HPLC uygulamalarindaki ayirma, ylizey etkilesimlerinden
yararlanilarak yapilir ve adsorbent ¢esidine ve oOzelliklerine baglidir.
Modern HPLC adsorbentleri genis yiizey alanina sahip ve kiigiik yapidaki
partikiillerdir. Temel adsorbent 6zellikleri sunlardir: 3-10 pm partikiil
boyutu, olabildigince esboyutlu, ortalamanin + % 10’una denk gelecek
partikiil boy dagilimi, 70-300 A gézenek boyutu, 50-250 m?/g yiizey
alani, ylizeye tutturulan ligand tiiriine baglh olarak, adsorbent normal faz
(-OH, -NH,) veya ters faz (C8, C18, fenil) hatta anyon (NHj) ya da
katyon (-COO-) degistirici yapida olabilir.
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Kararli akis hizi pompalarda aranan bir 06zelliktir. Modern
pompalar 0.01-10 mL/dak. arasinda akis hizi, % 1’den fazla sapmayan
akis hiz1 kararlilig: (biiyiikliikkge ayirma kromatografisinde % 0.2°den az
olmalidir), 5000 psi’ya kadar ¢ikabilen maksimum basing degeri gibi

Ozelliklere sahiptir.

Tipik HPLC kolonlar1 2-30 ¢cm araliginda uzunluga sahip, mikron
boyutlu partikiil i¢ceren (1-10 um) ve i¢ ¢ap1 2-10 mm arasinda olan
yiiksek basinca (400 atm) dayanikli ¢elik kolonlardir. Bu boyutlar 6rnek
kapasitesi, stirekli faz tiketimi, hiz ve ayricilik agisindan yiiksek

performans saglayan degerlerdir.

Sivi  kromatografisinde en c¢ok kullanilan dedektér tipi UV
absorbans dedektorleridir. Bu dedektorler ile 190-600 nm araliginda
analiz miimkiin olmaktadir. Kullanilan diger dedektor tiirleri i¢inde
kirilma indisi RI, floresans FL, elektrokimyasal EC ve Kkiitle
spektrometresi MS dedektorleri bulunmaktadir. ideal bir dedektdr su
ozelliklere sahip olmalidir: Yiiksek duyarlilik, hizli tepki, diisiik sinyal
giiriiltiisii, minimum pik yayilmasi, ayrilan bantlarin tekrar karigsmasini

engelleyen hiicre yapisi, ¢alisma kolayligi ve genisligi.

2.4.3.2 HPLC kullanim alanlari

Giinimiizde HPLC, bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Baslica kullanim alanlar1 bilesen ayirma, saflastirma, tanimlama ve

derisim tayinidir.
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* Bilesen Ayirma: HPLC’de bilesen ayirma islemi, her maddenin
belli bir sabit faz ve mobil faz bilesiminde farkli cikis siiresinin
olmasindan yararlanilarak yapilmaktadir. Yapilan ayirmanin derecesi

cogunlukla sabit faz ve mobil faz se¢cimine baglidir.

» Saflagtirma: Saflastirma hedeflenen bir maddenin diger
maddelerden ya da atiklardan ayrilmasi islemidir. Her maddenin belli
kromatografik kosullar altinda karakteristik bir piki bulunur.
Kromatografik saflastirma isleminde, istenilen madde kolon c¢ikisinda

toplanarak diger fraksiyonlardan izole edilir.

e Tanimlama: Bir maddenin HPLC ile tanimlanmasi HPLC
analizlerinin 6nemli bir parcasim1 olusturur. HPLC’de madde
tanimlamasi, bilinmeyene ait olan pik alikonma siiresinin standarda ait

alikonma siiresiyle ¢akistirilmasi ile yapilabilir.

* Derisim Tayini: HPLC’de tanimli bir maddenin, bir sivi
cozeltisinde derisimi tayin edilebilir. Bu islem istenilen maddenin degisik
konsantrasyonlarda HPLC’ye enjekte edilmesi islemini igerir. Bilinen
konsantrasyonlar bir seri pik verir. Bu piklerin altinda kalan alanlar
hesaplanarak derisime kars1 grafige gecirilir ve kalibrasyon grafigi ¢izilir.
Bilinmeyen derisime ait pik alan1 saptanarak kalibrasyon egrisi

araciligryla bilinmeyen derisim bulunur (Unsal, 2006).
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2.4.4 Lipofilite (Lipid ¢oziiniirliigii)

Maddenin yagda ¢6ziinme egiliminin 6l¢iisii; lipid /su partisyon
katsayisi, yani lipofilitesidir. Maddenin lipid/su partisyon katsayisi ne
kadar biiyiikse; lipid membrandan absorpsiyonu o kadar fazla olur.
Kiictik suda ¢oziinlir molekiiller normal intraseliiler su akisini saglayan
su porlar1 (i¢i su dolu kanallar) araciligi ile gecerler. Biiyiik suda ¢oziiniir
molekiiller membranin lipid kismindan yavas bir sekilde gegerler.
Genellikle fazla iyonize olan maddelerin yagda ¢oziiniirliigli azalir. Bu

nedenle membrandan zor gegerler (www.istanbul.edu.tr).

Lipofilite 6l¢iimleri, ilacin biyolojik aktivitesini tayin etmek i¢in
onun fizikokimyasal 6zellikleri ve yapisini iligskilendirmede yararlanilir.
Yapilan ¢aligmalar iyonlarin dagilma katsayilarinin (log Poct) 2°den daha
diisiik olmas1 gerektigini gostermektedir. Diisiik dagilma katsayili
molekiiller, sudan lipit membran i¢ine yavas yavas dagilacaklar, eger
alici, membranin i¢inde ya da Gtesindeyse zaman araliklarinda ona
ulagsmada diisiik ihtimale sahip olacaklardir. Tersine, yiliksek lipofilik
olan molekiiller, lipit membranin ilk tabakasina ¢abucak dagilacaklar,
fakat burada tutulacaklardir. log Poct’nin ¢ok yiiksek degerlerinden, ilag
absorpsiyonu ve protein baglamadaki ters etkiler yliziinden
kaginilmalidir. Deneysel olarak, ilag molekiillerinin lipofilitesini tayin
etmek icin, kullanilan en yaygin sistem oktanol/su sistemidir. Biyolojik
membranlar i¢in oktanol kullanmak iyi bir modeldir. Ancak, oktanol
hemen hemen su kadar iyi hidrojen baglar1 yapabildigi i¢in, ger¢ceginden

daha yiiksek lipofilite degerleri verir (Ozgelik, 2006).


http://www.istanbul.edu.tr/
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2.5 Yap1 Analizinde Kullanilan Kiitle Spektrofotometresi (MS)

MS 6zellikle ¢ok cesitli organik maddelerin su ve atiksu icerisinde
analiz edilmesinde LC ve GC ile birlikte kullanilan bir yontemdir. MS
aslinda bir cihazdir ve LC veya GC’ye verilen numunedeki molekiilleri
veya iyonlart kiitlelerine gore siniflandirabilen bir cihazdir. Analizi
yapilacak madde hizli elektron akimlar1 ile bombardiman edilerek
buharlastirilip iyonize edilirler ve olusturulan elektrik akimi yardimu ile
iyonize hale gelen iyonlar bu elektrik alan yardimi ile gaz akimindan
cekilirler ve secilen uygun bir detektdr yardimi ile hem nitelik hem de

nicelik olarak farkl agirliklardaki partikiiller kaydedilir.

MS sisteminde kiitle-uygulanan (m/z) elektrik yiik 6énemlidir. Her
bir organik molekiiliin parcalanmasi i¢in belirli bir yiik alma kapasitesi
(m/z) vardir. Yogunlugu bilinen bir maddenin sahip oldugu m/z orani ile
elde edilen Slgiilen maddenin m/z degeri kiyaslanarak mutlak tanimlama

yapilabilir (Avsar, 2006).
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2.6 Manyetik Parcaciklarin Ozelliklerinin Incelenmesinde Kullanilan

Yontemler

2.6.1 Taramalh elektron mikroskobu (SEM, Scanning Electron

Microscope)

Manyetik parcaciklarin parcacik biiyiikliiklerinin belirlenmesinde
kullanilan yontem Taramali Elektron Mikroskobudur (SEM). SEM, bir
elektron tabancasindan yiliksek potansiyel altinda firlatilarak
hizlandirilmis  elektronlarin  incelenecek malzemeye carptirilarak
yansimasi ve yansiyan elektronlarin tespit edilmesi prensibine gore
calismaktadir (Kolat, 2007). Bu elektron demetinin numune yiizeyinde
taratilmasi sirasinda elektron ve numune atomlar: arasinda olusan cesitli
girisimler sonucunda meydana gelen etkilerin uygun algilayicilarda
toplanmas1 ve sinyal giliclendiricilerinden gecirildikten sonra bir katot
1sinlan tiipiiniin ekranina aktarilmasiyla elde edilir. Modern sistemlerde
bu algilayicilardan gelen sinyaller dijital sinyallere ¢evrilip bilgisayar

monitOriine verilmektedir.

Taramali Elektron Mikroskobu optik kolon, numune hiicresi ve
goriintiileme sistemi olmak tizere {i¢ temel kisimdan olugmaktadir. Optik
kolon kisminda; elektron demetinin kaynagi olan elektron tabancasi,
elektronlart numuneye dogru hizlandirmak igin yiikksek gerilimin
uygulandig1 anot plakasi, ince elektron demeti elde etmek i¢in kondenser
mercekleri, demeti numune iizerinde odaklamak i¢in objektif mercegi, bu

mercege bagl cesitli ¢apta apertiirler ve elektron demetinin numune
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ylizeyini taramasi i¢in tarama bobinleri yer almaktadir. Mercek sistemleri
elektromanyetik alan ile elektron demetini inceltmekte veya numune
iizerine odaklamaktadir. Tiim optik kolon ve numune 10™* Pa gibi bir
vakumda tutulmaktadir. Goriintii sisteminde, elektron demeti ile numune
girisimi  sonucunda olusan ¢esitli elektron ve 1simalar1 toplayan
dedektdrler, bunlarin sinyal ¢ogalticilar1 ve numune yiizeyinde elektron
demetini goriintii ekrantyla senkronize tarayan manyetik bobinler

bulunmaktadir.

ELEKTRON
TABANCAST
(KAYNAK) ™

ANOT —

KONDENSER.
MERCEK

OBJIEKTIF MERCEK
APERTORD

OBIEKTIF
MERCEK

TARAMA
SARGILARI

TARAMA QEyREST

NUMUNE o
ALGILAYICI

_viDED,

-~ GUCLENDIRICI
—SAPTIRICI
SARGILAR

CRT-MONITOR

Sekil 2.4 SEM’in sematik yapisi
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Yiiksek enerjili demet elektronlar1 numune atomlarinin dis yoriinge
elektronlar ile elastik olmayan girisimi sonucunda diisiik enerjili Auger
elektronlart olugur. Bu elektronlar numune yiizeyi hakkinda bilgi tasir ve
Auger Spektroskopisinin ¢aligma prensibini olusturur. Yine yoriinge
elektronlar1 ile olan girisimler sonucunda yoriingelerinden atilan veya
enerjisi azalan demet elektronlart numune yilizeyine dogru hareket ederek
ylizeyde toplanirlar. Bu elektronlar ikincil elektron olarak tanimlanir.
Ikincil elektronlar numune odasinda bulunan sintilatorde toplanarak
ikincil elektron gériintiisii sinyaline gevrilir. Ikincil elektronlar numune
ylizeyinin 10 nm veya daha diisiik derinlikten geldigi i¢cin numunenin
yliksek ¢oOziiniirliige sahip topografik goriintiisiiniin elde edilmesinde

kullanilir (www.istanbul.edu.tr).

2.6.2 X-Isinlar1 kirimim él¢iimleri (XRD, X-Ray Diffraction)

Kristal malzemelerdeki farkli kristal yapilar (fazlar) ve kristal
yapmin parametrelerinin  tespiti i¢in  X-15mn1  kirinimi - yontemi
kullanilmaktadir. Bu yontem temelde Bragg yansimasina dayanmaktadir.
Sistemde Tiretilip 6rnek iizerine gonderilen X-1sinlari, 6rnekte kirmima
ugrayarak sacilir. Bu sagilan veya yansiyan 1sinlar bir dedektor tarafindan
algilanarak bilgisayara aktarilir ve bir yazilim (software) yardimiyla
yansiyan 1smin siddetinin 20 degerine karsi grafigi olusturulur (Kolat,

2007).

X-Ray kisa dalga boylu yiiksek elektrik enerjili elektromagnetik

radyasyondur. Daha uzun dalga boylu olanlar1 (goriiniir 151k) 6zellikle


http://www.istanbul.edu.tr/
http://en.wikipedia.org/wiki/Diffraction
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analiz ¢alismalarinda kullanilmaktadir. X-Ray absorpsiyonu atomik
seviyelerde gerceklesmektedir. X-Ray absorpsiyonu oOncelikle diisiik
atomik agirlikli maddelerden olusan Orneklerdeki agir elementlerin
analizlerinin yapilmasi amaciyla kullamlmaktadir. Ozellikle uranyumun

belirlenmesi i¢in oldukc¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

X-Ray sistemleri 6zellikle metal analizlerinde oldukca yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Numune yiiksek enerjiye sahip X-Ray ile
bombardimana maruz birakilir. Numunedeki belli elementler X-Ray i
absorbe eder ve tekrar daha diisiik enerji ile X-Ray i1 geri verir. X-Ray
atomda bir bosluk olusturarak bir elektronu disar1 ¢ikarir ve atom
etrafinda bir elektron halkasi olusturur ve diger halkalardaki elektronlarla
bu atomdaki bosluklar doldurularak atom tekrar eski kararliligina
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 goére belli bir dalga boyu ile yayilir. Yayilan radyasyonun
enerjisi, aciga c¢ikan her elementin analiz edilmesini saglamaktadir

(Avsar, 2006).

2.6.3 VSM (Vibrating Sample Magnetometer)

VSM Foner S. tarafindan gelistirilmistir. Diigiik sicaklikta, yiiksek
manyetik alan ¢alismalarinda basitligi, 6l¢iim kolayligi, kabul edilebilir

duyarlilig1 nedeniyle ¢ok basarili olmustur.
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Elde edilen manyetik par¢acik numunelerinin manyetik 6zellikleri
Vibrating Sample Magnetometer (VSM) sistemi  kullanilarak
dl¢iilmiistiir. Olgiimlerde kullanilan sistem 2-300 K sicaklik araliginda ve
+ 7 Tesla ik manyetik alan degisimi altinda Ol¢iim yapabilme
kapasitesindedir. Sistemin sicaklik kontrolii kapali ¢evrime sahip sivi
helyum ile saglanmakta ve manyetik alan bipolar (¢ift kutuplu) giic
kaynagi ile beslenen siiperiletken selenoid tarafindan tretilmektedir. Bir
VSM sistemi temel olarak siiperiletken selenoid titresen numune ve
toplayict bobinler ile sinyali analiz eden kisimdan olusmaktadir. VSM
sistemi, manyetik alan altinda numunenin titrestirilmesi ve bdylelikle
numunenin manyetik 6zelliklerine bagl olarak referans bobinlerine gore
toplayict bobinlerde olusan sinyalin analizi prensibine gore ¢aligmaktadir

(Kolat, 2007).

VSM de incelenen o6rnek, uygulanan bir magnetik alanda sabit
frekans ve genlikte algilama kanalinin iginde titrestirilmektedir. Ornegin
olusturdugu degisken magnetik alan nedeni ile algilama kanalinda
indiiklenen gerilim kilitlemeli yiikselte¢ ile Ol¢iilmektedir. Kilitlemeli
yiikseltecin faz ayari, Ornegi titrestiren AC kaynaktan gelen frekans
isaretine gore yapilarak sistemden gelen giiriiltii siiziilmektedir. Olgiilen
bu gerilim kalibrasyon sabiti ile carpilarak magnetik moment birimi

emu’ya cevirilir (Kervan, 2001).
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2.7 Hiicre Kiiltiirii Cahismasinda Kullanilan NdFeB Miknatislari

Nadir toprak element miknatislari; Neodim (Nd), Demir (Fe), Bor
(B) tiplerinde ve Samarium (Sm), Kobalt (Co) siniflarindadirlar. En genel
tip neodimdemirbor (NdFeB) dur. Neodium miknatislar Neodium-demir-
bor elementlerinin alisimlama yontemi ile iiretilir. Uretilen alisimlar toz
meterolojisi yontemiyle presleme sinterleme ve 1sil islemlere tabii

tutularak manyetik karakter kazandirilmaktadir.

Neodimdemirbor miknatislar1 en gii¢lii manyetik enerjiyi verir ve
kiiciik boyutlarda yiiksek miknatis degerlerine ulasir. Enerji seviyeleri
199-350 KJ/m?tiir. Neodium miknatislar yiiksek manyetik siddet, yiiksek
kuvarsivite gibi avantajlarin yaninda kolay kirilmast 1s1 karsisinda

manyetik 6zelligini kaybetmesi gibi dezavantajlara sahiptir.

Sekil 2.5 Hiicre kiiltiirii ¢aligmasinda kullanilan NdFeB miknatislari.
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Son yillarda birlesimi fazla pahali olmayan neodmium (Nd) ve
demir (Fe)’e dayanan ikinci jenerasyon nadir toprak elementi miknatisin
kesfedilmesi ile malzeme maliyetinin diisiiriilmesinde 6nemli bir adim
atildi. Nd, Sm’den daha bol bulunan bir elementtir. Giiniimiizde artan
miktarda iiretilen NdFeB miknatislar SmCo miknatislardan sadece oda
sicakligr sartinda daha iyi manyetik Ozelliklere sahiptir. En 6nemli
ozelligi yliksek kalict manyetik aki yogunlugu ve diisiik sicaklik sabitidir.
Bu ozellikler yiliksek hava araligi aki yogunlugu ve yiiksek calisma
sicakligr saglar. Bu alagimlarin Curie sicakligi oldukga yiiksektir (700-
800°C). Curie sicakligi siirekli miknatis malzemesinin manyetik
ozelliklerini kaybetmeye basladigi en yiiksek sicaklik degeri olarak
tanimlanmaktadir ve siirekli miknatisin isletme kosullarinin belirlenmesi
bakimindan 6nemlidir. Bunun yanisira NdFeB miknatis korozyona karsi
da duyarhdir. Ozellikle NdFeB miknatislar, 1.2 T’y1 gegen yiiksek
remenans indiiksiyonlari, 900 kA/m civarindaki zorlayici alan siddetleri
ve 120°C’lik maksimum ¢alisma sicakliklari nedeni ile separatorler,
manyetik filtreler, tibbi cihazlar, elektrik motorlari, otomotiv, elektronik

sektorii gibi bir ¢ok alanda kullanilmaktadir (www.aksamagnet.com.tr).

2.8 Radyoaktif Iyot izotoplar

Iyot; periyodik tabloda halojenler olarak bilinen VIIA gurubunun
bir liyesidir. Dogal iyodun atom numarasi1 53, nétron sayis1 74 ve kiitle
numarast 127 dir. Yapay iyot izotoplar1 notron sayis1 74 den az veya

fazla olacak sekilde yapilir. iyodun 115 den 141 kiitle numarasina kadar
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radyoizotoplar1 vardir. Niikleer tip ¢alismalart i¢in iyodun en uygun
radyoizotoplart 1-123, I-125 ve I-131 dir (Yurt, 1998; Kowlsky and
Perry, 1987).

131
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Sekil 2.6 1-131’in bozunum semasi

(MIRD; http://www.nds.iaea.or.at)

Iyot-131’in nétron sayis1 I-127°den 4 nétron fazladir. I-131 izotopu
notron bollugu sebebiyle negatif beta bozunumu yapar ve kararli Xe-131
izotopu olusur. I-131 ve Xe-131" in temel enerji diizeyi arasindaki
degisim enerjisi 971 keV dir. I-131’in bozunumunda birka¢ B ge¢isi
mevcuttur. Sekil 2.6.'da gosterildigi gibi, maksimum enerjisi 607 keV
olan B 1511 salinir ve bu enerji B ve v ~ arasinda paylasilir ve 364 keV y
1sim1 olarak uyarilmis Xe-131 c¢ekirdeginin temel diizeye gegisinde
saliir. y 1sinlarinin enerjisi yiiksek olmasi sebebiyle goriintiilemede
yiiksek enerjili kolimatdrler kullamlir. Tyi bir bolluga (% 82) sahip olan
364 keV’lik y- 1511 dokuya etkili bir sekilde gecer fakat kalinligi yarim


http://www.nds.iaea.or.at/
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inch olan Nal kristali ile (% 23) yetersiz bir sekilde durdurulmaktadir. 1-
131 B 1s1mast nedeniyle terapi i¢in uygun bir radyoniiklid olmakla
birlikte goriintilleme g¢aligmalarinda da kullanilabilmektedir. I -131’in
yar1 omrii 8 gilindiir. Bu siire kullanilmak istenen radyofarmasotigi ticari
olarak hazirlamak i¢in uygun bir raf omriidiir. I-131 B salinimindan
dogan yiiksek radyasyon dozundan dolay1 goriintiileme icin kullanilmaz.
Bunun yaninda tiroid kanserlerinin tedavisinde yiliksek dozda
kullanilmaktadir. I-131’in  avantajlart  su  sekilde siralanabilir;
ekonomiktir, 364 keV’lik y radyasyonu ideal bir goriintiileme
radyoniiklidine gore yiiksek olmakla birlikte organ goriintiileme icin
kullanilabilir ve y 1sinlar1 pahali olmayan sintilasyon dedektorleri ile

dedekte edilebilir (Yurt, 1998; Kowlsky and Perry, 1987).

U-235’1n fisyonundan asagidaki reaksiyona gore reaktorde iiretilir;

Te-130 (n,y) Te-131 — 1-131 (Kahn and Kleinberg, 1977)

Iyot-131, 8 giinliik yarilanma siiresi ile bozunur. Bugiinkii
aktivitesi 100 MBq olan bir sise iyot-131'in aktivitesi 8 giin sonra 50
MBq 16 giin sonra 25 MBq olacak ve bu bdylece devam edecektir. I-
131’in aktivitesinin zamanla azalmasim1 gosteren grafik Sekil 2.7 de

verilmigtir.
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I-131'in Bozunum S emasi
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Sekil 2.7 1-131’in aktivitesinin zamanla azalmasi grafigi

[-131’in etkin yarilanma siiresi 3 giindiir. Etkin yarilanma siiresi,
viicuttaki aktivitenin yarilanmasi i¢in gereken siire olarak tanimlanir.
1/t (etkin)= 1/ t (fiziksel) + 1/ t (biyolojik)
1/t (etkiny=1/8 + 1/ 5
t (etkin) = 3giin

Normal bir insan i¢in iyot-131 miktar1 her ii¢ giinde bir yariya iner.
Etkin yarilanma siiresi, iyot tutulmasina sebep olacak belirli bir hastalig
olan hastalarda 3 giinden daha uzun olabilir. Fakat asla 8 giinden daha

uzun olamaz (www.taek.gov.tr).

Iyot-125 cekirdegi 53 proton ve 72 ndtrona sahiptir. Notron sayist
[-127°den 2 nétron daha azdir. I-125 ndtron eksikligi nedeniyle elektron
yakalama (EC) bozunumuna ugrar ve yari kararli Te-125m’e doniisiir. Bu

bozunumda gecis enejisi 178 keV dir. 178 keV enerjiye sahip olan
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noétrino, uyarilmis Te-125’in gecgisinde 143 keV’lik enerji tasir ve Te-

125’in temel diizeyine gegisinde 35 keV’lik y 1s1n1 salinir.

123 (
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372+ 0.0354 —,
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Sekil 2.8 I-125’in bozunum semasi

(MIRD:; http://www.nds.iaea.or.at)

[-125’in yar1 6mrii uzun olmasi ve diisiik gama 1s1masi nedeniyle
radyoimmunoassay gibi in vitro ¢aligmalar i¢in uygun bir radyoniiklittir.
Bu sebeple 1-125, 1-131’e gore radyoisaretleme kullanimi icin daha
uygundur. Ayrica B radyasyonunun olmamasi nedeniyle de radyolitik

dekompozisyonu azdir (Yurt, 1998).

Reaktorde {iretilir ve iiretim metodlar1 asagidaki reaksiyonlarda

oldugu gibidir;
Xe-124 (n,y) Xe-125 — 1-125
Te-125 (p,n) 1-125

Te-125 (d,2n) I-125 (Kahn and Kleinberg, 1977)


http://www.nds.iaea.or.at/
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2.9 iyododeoksiuridin (IUdR)

IUdR olagan iistii derecede timidin (TdR) gibi davranan bir timidin
esdegeridir. [UdR ve TdR hiicre i¢inde timidin kinase tarafindan sirayla
IUdR monofosfata (IdUMP) ve TdR monofosfata (d{TMP) fosfatlanir.
dTMP, DNA icinde olduk¢a yavas bir reaksiyonda daha fazla fosfatlanir.
Diger taraftan IdlUMP ya fosforilizasyonun benzer bir kaderini ve DNA
temasini siirdiirebilir yada timidin sentezi (TS) tarafindan katalizlenmis
TS reaksiyonu vasitasiyla daha fazla dTMP’ye doniistiiriiliiyor olan
dUMP’ye dehalojene olur. IUdR in vitro olarak son derece kararl
olmasina ragmen in vivo olarak hayli kararsizdir. [UdR nin dolasimdaki
yar1 omrii insanlarda 5 dakika farelerde 7 dakikadir. Ozellikle IUdR ’nin
in vivo olarak kisa yar1 6mrii, karacigerde hizli halojenizasyonu ve hiicre
i¢ci tutulumun hiicre ¢evriminin yalmz S fazinda olmasi bu bilesigin
kullanimindaki faktorleri sinirlar. Arastirmacilar, tiimor ici veya tlimore
yakin bilesiklerin idaresi ile hizli dehalojenizasyon diizenlenmesine,
siirekli veya araliklarla enjeksiyon uygulamasi ilede Ozellikle hiicre
cevriminin ayarlanmasina ¢aligmaktadirlar. Buna ragmen timor hiicreleri

tarafindan [UdR 'nin yiiksek tutulumu gozlenmistir (Semnani, 2005).

Islevsel olarak biiyiik tiirdeki tiimorlerin teshis ve tedavisi igin hiicre
cogalmasinin goriintiilenmesi onemli bir etkiye sahip olan yaklagimdir.
Uygun radyoaktif izleyici DNA ic¢ine alinmak zorundadir. Bu yiizden
Olclilmiis radyoaktivite, hiicre c¢ogalmast ve iligkili tiimorlerin
degisikliklerini DNA i¢inde sinyal vermelidir. Bu yaklasimlari

onaylamak icin farkli beyin tiimér durumlart biline 30 hasta iizerinde
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radyoaktif izleyici olarak 5-['**I]lodo-2-deoxyuridin kullanilarak PET
(positron emission tomography) ile tespit edilmistir (Guenther, 1998).

2.10 Glikozit ve Glukuronid Tiirevi Bilesiklerin Kanser

Arastirmalarindaki Rolii

Beta-glukuoronidaz enziminin pek c¢ok tiimor tipinde normal
dokuya gore yiiksek diizeyde bulunmasi, ayrica bu enzimin tiimér dokusu
gibi daha asidik ortamlarda daha aktif olmasi ve nispeten kolay
Olciilebilmesi bazi sitotoksik molekiillerin glukuronid tiirevlerinin iyi
birer antikanser ajan olabilecegi fikrinin dogmasina yol agmistir (Bicker,
1974). Beta glukuronidaz enzimi tiimor asitlik derecesi olan pH 5.2 de
optimum sartlara sahipken normal sartlara sahipken normal doku pHsi
olan 7.4 de daha az aktiftir. Timorde yiliksek enzim diizeylerinin
kombinasyonu ve enzim aktivitesinin arttirilmasi i¢in saglanan uygun
sartlar tiim6r hacmi i¢inde glukuronidli toksinleri serbest birakabilir. Bu
Ongoriilere gore;

1) Suda c¢oziinebilen glukuronid bilesikleri suda ¢oziinmeyen
aglikonlarini tiimor icinde biriktirerek tiimor hiicreleri lizerinde secimli
bir toksik etki yaratabilir.

2) Glukoz ile birlikte tlimoriin asitliliginin arttirilmas1 normal hiicrelere
zarar vermeden timor iizerinde daha fazla bir toksik etki olusturulmasini
saglar.

3) Cevredeki normal doku glukozlu veya glukozsuz, glukuronid

bilesigini dekonjuge etmez, dolayisi ile bir toksik etki ortaya ¢ikmaz.
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Bu terapinin basarili olabilmesi i¢in ideal bir glukuronid bilesigi:
Yiiksek konsantrasyonlarda bile toksik olmamali, fakat aglikonu
diisik  konsantrasyonlarda bile yiiksek  biyolojik  aktivite
gostermelidir.

Notral pH’da kararli fakat asidik ortamda aktif olmalidir.

Tiimor beta glukuronidazi i¢in yiiksek etkinlik gostermelidir.

Aglikon beta glukuronidaz iizerinde inhibitor etki gostermemelidir.
Glukuronid bilesigi kolay temin edilebilmeli veya kolayca sentez

edilebilmelidir.

2.11 Urasil ve UdR’nin Glukuronidasyonu

2.11.1 UDP-glukuronil transferaz (UDPGT) enzimi

UDP-Glukuronil Transferaz enzimi ¢ogunlukla karaciger ve

bobrekler de ayrica da ince bagirsaklar, akciger, deri, bobrek {istii bezi ve

dalak gibi pek c¢ok organda gesitli oranlarda bulunur. Enzim genellikle

hepatik endoplazmik retikulum boélgesinde lokalize olur ve ideal olarak

glukuronidasyon reaksiyonlart burada gerceklesir. Enzim bir prostetik

grup icermez ve iyi saflandirilmis enzimin monomerik molekiiler agirlig

50000-60000 D civarindadir (Zihnioglu, 1992; Biber, 2004).
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2.11.2 UDPGT enziminin ozellikleri

Glukuronidasyon reaksiyonlar1 bir enzim ailesi olan UDP-
glukuronil transferazlarca katalizlenir. Bu enzimler ilaglarin, endiistriyel
kimyasallarin, karsinojenlerin, besin katki maddelerinin, peptisitlerin ve
insan yapimi substratlarin konjugasyonlarini saglayarak organizmayi
bircok toksik maddenin yarattigi zararli etkilerden koruyabilme
ozellikleri vardir. Karaciger mikrozomlarindan izole edilmis enzimler ve
onlarin kararliliklarin1 saglamadaki zorluklarin iistesinden gelmek igin,
bircok aragtirmaci taze karaciger kullanarak deneysel calismalar
yapmaktadir. Karaciger mikrozomlar1 homojenize edilmis taze cigerden
santrifiijlenerek toplanmis mikrozomlardir. Kararli olma gibi bir avantaja

sahiptirler (Zihnioglu, 1992; Biber, 2004).

2.11.3 B-Glukuronidaz enzimi

Hidroliz yapan enzimler sinifina giren enzimlerden biri olan B-
glukuronidaz hidroliz reaksiyonunu kataliz eden enzim olup substratin
parcalanacak olan bagina su ilave ederek hidrolizini saglar. B-Glukuronid
baglarim1 hidrolize eden enzimlerden biri de B-glukuronidaz enzimidir.
Dogal ve sentetik glukuronid’lerdeki glukozid baglarimi hidroliz ile

parcalayan bu enzim dalak, karaciger ve endokrin bezlerinde bulunur.

Son yillarda bazi kanserli dokularda bu enzimin daha yiiksek
oranda bulundugu rapor edilmistir. Meme ve uterus kanserleri de bu tiir

kanserlerdendir. Kemoterapide p-glukuronidaz enziminin gii¢lii bir
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potansiyele sahip oldugu vurgulayan raporlar mevcuttur (Wanget al.,

1992).

2.11.4 Glukuronidasyon reaksiyonu

En Onemli detoksifikasyon reaksiyonlarindan biri glukuronid
konjugasyonudur. Pek ¢ok ila¢ bu yolla metabolize olur. Cizelge 2.1 de
glukuronidlesebilen fonksiyonel gruplar gosterilmistir. Bu sekilde
potansiyel olarak pek ¢ok ilag molekiilii glukuronik asit ile detoksifiye
olarak glukuronidlesebilir. Glukuronidasyon reaksiyonlar1 hiicre igci
UDPGAdan genis bir araliktaki hiicrei¢i ve hiicredis1 aglikon substratlara
endojen glukuronik asit transferi ile —OR, -SR, -NR;R; or —CR baglarinin
olusumu reaksiyonlaridir (Avcibasi, 2004).
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Cizelge 2.1 Glukuronik asit ile konjugasyona giren fonksiyonel gruplar

fonksiyonel grup Tip Ornek
Hidroksil Primer, segonder Indomethacin
ve tersiyer alkolller, Paracetamol

fenoller, hidroksilamin 4-Hydroxy-
coumarin

Aspirin
Chloromphen
Morfin
Karboksil Aromatik, arylalkyl Nicotinik asit
Aminosalisilik asit
Clofibrate
Amino Aromatic amines Meprobamate
Sulfonamides aliphatic Dapsone
Tetiary amines Sulfafurazole

Sulfhydryl Thiols, dithioic asit 2-Mercapto-
benzothiazole

UDPGA sentezinin en 6nemli basamagi ATP ve glukozdan olusan
NAD" ya bagimli UDP-glukozun asyonudur. (Gibson and Skett, 1986).
UDP-glucuronyltransferases glukuronid konjugasyonu olusturarak uygun
ilag akseptor molekiiliine glukuronik asit taransferini katalizler. UDPGT

nin ROH ile glukuronidasyonu basit¢e asagidaki gibi gosterilir.

UDP-glucuronic acid + R-OH — UDPGT R.O.glucuronic acid + UDP
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Reaksiyon tersinirdir. Bu nedenle aglikona transglukuronidasyon

reaksiyonu da miimkiindiir.

Glukuronid reaksiyonunun olusum mekanizmast Sekil 2.9. da
gosterilmistir. Bu reaksiyonun erken basamaklar1 UDP-glukozun ara
basamaklar1 iizerinden glikojen sentezini kapsar. UDP-glukuronik
asitteki glukuronik asidin a-konfigurasyondaki C1 atomu ve alict ilag
substrata transfer sirasinda donerek beta konfigurasyonuna doniisiir

(Gibson and Skett, 1986).

Glukuronik asidin alkol, fenol, hidroksilamin, karboksilik asit,
amin, sulfonamid ve tiyol gibi, farkli reaktif gruplara takilmasi —O, -N, -

S, ve C-glukuronidler olusturarak takilmasi Cizelge 2.2 de gdsterilmistir.

O-Glukuronidler: Fenol, alkol, karboksilik asit,

N-Glukuronidler: N-Glukuronidler aminlerden (aromatic aminler),
amitler ve sulfonamitlerden olusur. Tersiyer aminlerin de quaterner
nitrojen konjugatlari olusturdugu ileri stirilmustiir.

S-Glukuronidler: ~ Tiyol  gruplart UDPGA ile = UDP-
glucuronyltransferase varliginda S-Glukuronidleri vererek reaksiyona

girebilir.



Cizelge 2.2 -0, -N, -S, ve glukuronidleri
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Cesit Ornek Yapi
O-Glukuronide O o O
Hydroxyl Phenolphthalein O
Phenols b
p-Hydroxy aniline- ) : orHH
mustard Yoo
X
8-hydroxy-quinolyl &
Carboxyl Salicylic acid O >
N-Glukuronide
Aniline

Amino

S-Glukuronide

1,4-benzenediamine

7H-6-purinethiol

:
z z
I I
:: > N ~ i ::

«NHz

B,
T
Iz/j

I
P4

S
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CH,OH

0}
OH 07®—> —» —>» (Glycolysis
(e}
OH

Glucose-1-Phosphate

UTP
J UDP-glucose pyrophosphorylase

CH,OH
(0]
) OH O—@—@— Uridine — —» Glycogenesis
OH
UDP - Glucose
2 NAD*
UDP - glucose dehydrogenase
2 NADH
COOH

:0
K o 07@@ Uridine
OH

UDP - Glucuronic acid

R-OH
f UDP - glucuronosyl transferase |
UDP
“._ B - glucuronidase
COOH Enterohepatic ’
OH O—R ———> Bile —> ince bagirsak
° v
OH
feces

Glucuronide conjugate
Plazma
idrar

Sekil 2.9 Glukuronid olusumun enzimatik basamaklari.



3. MATERYAL VE METOD

3.1 Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1 Kullanilan kimyasallar

e Demir (IIT) kloriir anhidrid FeCls; (Fluka)

e Demir kloriir tetrahidrat FeCl,.4H,O (Fluka)
e lyot-131 (I-131) (Monrol, Tiirkiye)

e lIyot-125 (I-125) (Institute of isotopes Co., Ltd., Budapest)
e Asetonitril (CH3CN) (Merck)

e Aseton (CH;COCH3) (Merck)

e Metanol (CH3;0H) (Merck)

e Etanol (C;HsOH) (Merck)

e N-biitanol (CH3(CH;);OH (Merck)

e Asetik asit (CH;COOH) (Merck)

e Izopropil alkol (CH;CH(OH)CH;)(Merck)

e Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck)

e Diklorometan (CH,Cl,) (Merck)

e Sodyum siilfit (Na,SOs3) (Fluka)

e Hidroklorik asit (HCI) (Merck)

e Amonyak (NH3) (Merck)

e Sodyum kloriir (NaCl) (Merck)

¢ Dimetilsiilfoksit (CH3),SO (Merck)

e Kalsiyum kloriir (CaCl,) (Merck)

49
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DL-Dithiothreitol (DTT) (C4H;00,S,) (Fluka)

Urasil(MP Biomedicals, Fransa)

2’-Deoksiuridin (CoH2N,0Os) (Fluka)

Tetra etil orta silikat (TEOS) (CsH,004S1) (Merck)

SG-Si 900 [N-(2-aminoetil)-3-aminopropil-trimetoksisilan)]
(CgH22N,05S1) (Merck)

Glutaraldehit (Merck)

Borat tamponu (pH=9.18 25°C) (Merck)

MES (Sigma)

1,3,4,6-tetrachloro-3a,6a-diphenyl-glycoluril (Ci6H10C14N4O7)
(Sigma)

Caco-2 kolon (adenokarsinoma) epiteli (American Type Culture
Collection, Rockville, MD, ABD)

HuTu-80 ince barsak (adenokarsinoma) epiteli (American Type
Culture Collection, Rockville, MD, ABD),

Detroit 562 farenks (adenokarsinoma) epiteli (American Type
Culture Collection, Rockville, MD, ABD),

Insan Primer intestinal epiteli (Applied Cell Biology Research
Institute, Kirkland, WA,ABD)

Min. Essential Medium (Mem Eagle) (Bio.Ind.)

L-Glutamine (Bio.Ind.)

Sodyum bicarbonate (Bio.Ind.)

Essential amino acid (Bio.Ind.)

Sodyum pyruvate (Bio.Ind.)

Fetal bovine serum (Bio.Ind.)
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Penisilin/ streptomisin (Bio.Ind.)

Tripan mavisi (Bio.Ind.)

PBS (Bio.Ind.)

Tripsin EDTA (Bio.Ind.)

Sucros (Merck)

Hepes (Merck)

Tris Buffer (Fluka)

Sise tisti 500 ml, 70 mm Diatemer Seliiloz asetat filtre (Corning)
1.17-1.21 Tesla NdFeB miknatislar1t (DMEGC Metalic Magnetic
Material)

Dipotasyum hidrojenfosfat (K,HPO,) (Merck)

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4) (Merck)

Anti koagiilan sitrat dekstroz ¢ozeltisi (ACD) (Eczacibasi / Baxer)
Dextran T-40 (Eczacibas1 / Baxer)

pH =7 Tamponu (Merck)

pH = 10 Tamponu (Merck)

Metil Etil Keton (MEK) (Merck)

Serum Fizyolojik (SF) (% 0.9 NaCl ¢ozeltisi)

Triton X100 (Sigma)

Tween 80 (Sigma)

ITLC-SG Seliiloz kapl plastik seritler (Merck-5555)

ITLC-SG Silika kapli plastik seritler (Merck-5554)

Elektroforez Kagidi (Whatman 1)
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3.1.2 Kullanilan cihazlar

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

e HPLC Shimadzu (LC-10Atvp quaterner pompali, SPD-10AV UV
dedektorlii, FRC-10A fraksiyonlama kollektérii) (E. U. Niikleer
Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali),

e RadyoTLC (Bioscan 2000)

e Kagit Elektroforezi (Gelman) (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali),

e TLC kiivetleri (Sigma) (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dal1)

e Su banyosu Niive BM 302 (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

e UV lamba (G15T8 15W Germicidal Lamp UV-C) (E. U. Niikleer
Bilimler Enstitiisti, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1).

e Millipor (Milli-Q Gradient A-10) (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii)

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

e Ultra Turrax T8 Kika Werke marka homojenizator (Aydin Adnan
Menderes Universitesi)

e Beckman Coulter Optima L-100XP ultrasantrifiij (Aydin Adnan
Menderes Universitesi)

e Thermolabsytems Multiskan Spectrum (Aydin Adnan Menderes
Universitesi)

e SEM (Scanning electron microscopy) (Phillips XL-30 S FEG) (izmir
Yiiksek Teknoloji Enstitiisii)
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e XRD (Phillips X’Pert Pro) (Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii)

e VSM (Vibrating Sample Magnetometer) (LakeShore 7407) (Izmir
Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Fen Fakiiltesi, Fizik Boliimii)

e Gaz Kromatografi / Kiitle Spektrometre (GS - MS / MS), [GC -
Varian Star 3400 CX, MS — Varian Saturn 2000 (GC — MS / MS (Ion
Trap))] (Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Fen Fakiiltesi, Kimya
Bolimil),

e Packard Tri-corb-1200 siv1 sintilasyon sayaci (E. U., Tip Fakiiltesi,
Fizyoloji Anabilim. Dali.)

3.2. Urasil Glukuronid’in Enzimatik Sentezi

3.2.1. UDP-glukuronil transferaz (UDPGT) enzimi iceren mikrozom

preparatlarinin elde edilmesi

Urasilin glukuronidasyonu i¢in gerekli olan UDP-glukuronil
transferaz (UDPGT) enzimi olarak HuTu-80 ince bagirsak kanseri

hiicrelerinden ayrilan mikrozom preparati kullanilmistir.

3.2.2 Hiicre dizinleri

Calismada kullanilan Caco-2 kolon (adenokarsinoma) epiteli,
HuTu-80 ince barsak (adenokarsinoma) epiteli, Detroit 562 farenks
(adenokarsinoma) epiteli American Type Culture Collection (Rockville,

MD, ABD) den, Insan Primer intestinal epiteli Applied Cell Biology
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Research Institute (Kirkland, WA, ABD) den temin edilmistir. Caco-2
hiicreleri Minimum essential medium (Eagle), 2 mM glutamin, 1.5 g/L
sodyum bikarbonat, 0.1 mM non-esensiyel amino asitler, 1 mM sodyum
pyruvat ve %20 fetal bovine serum (FBS) den olusan medyumda; HuTu-
80 hiicreleri, minimum essential medium (Eagle), 2 mM glutamin, 1.5
g/L sodyum bikarbonat, 0.1 mM non-esensiyel amino asitler, 1 mM
sodyum pyruvat ve %10 fetal bovine serum (FBS) den olusan
medyumda; Detroit hiicreleri Minimum essential medium (Eagle), 2 mM
glutamin, 1.5 g/LL sodyum bikarbonat, 0.1 mM non-esensiyel amino
asitler, 1 mM sodyum pyruvat, %0.1 laktalbiimin ve %10 fetal bovine
serum (FBS) den olusan medyumda iiretildi. insan primer intestinal epitel
firmanin hiicreleri i¢in 6nerdigi Complete Serum-Containing Medium

Kits ile tretildi.

Tiim hiicreler flasklar1 %80 kaplayacak kadar tiretildikden sonra
%0.25 (W/V) tripsin-EDTA solusyonu araciligi ile flasktan ayrildilar ve
calismada kullanilmayacak olan hiicreler %10 DMSO igeren medyumlari

icine koyularak -80°C de dondurulup, -190°C siv1 azot i¢inde saklandilar.

3.2.3 Cogaltilan HuTu-80 hiicrelerinden UDP-glukuronil transferaz
(UDPGT) enziminin elde edilmesi

Hazirlanan 10 flaskin i¢indeki besi ortami dokiildii. Flasklar 5’er
mL PBS ile ii¢ kez yikandi. Daha sonra her flaska 3 mL tripsin ilave
edilerek hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi saglandi. ldakika inkiibatorde

bekletildikten sonra mikroskopta hiicreler kontrol edildi. Hiicrelerin
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yluzeyden kalktig1 goriilince 15’er mL besi ilavesi yapildi. Her bir
flasktaki hiicreler ayr1 ayri flakonlara alindi ve 2010 rpm 4 °C de 10
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrast besi dokiilip 1’er mL
sucros/hepes ilave edilerek tiiplerin diplerindeki hiicreler karistirilarak iki
tiipte toplandi. Bu iki tiip i¢indeki hiicreler 2010 rpm 4 °C de 10 dakika
santrifiij edilerek yikandi.

Iki tiip igerisindeki hiicreler santrifiij edildikten sonra {izerindeki
sucros/hepes ¢ozeltisi atildi. Yeniden 2’ser ml sucros/hepes ilave edilip
santrifiij edilerek yikandi. Santrifiij sonrasi sucros/hepes ¢oOzeltisi
dokiildii. Elde kalan hiicrelerin iizerine 1’er mL sucros/hepes
tamponundan ilave edildi. Konulan miktar hiicrelerin tartimmin en az
dort kat1 kadar olmalidir. Bu ¢ozelti dort ependorf tiipiine paylastirildi ve
Ultra Turrax T8 Kika Werke marka homojenizatérle buz banyosunda 4
dakika homojenize edildi. Elde edilen homojenat 10500 rpm 4 °C de 10
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 ¢okelek atildi. Stipernatant iki
tiipe paylastirilarak hassas terazide her iki tlipteki siipernatant miktari
birbirine esit olacak sekilde paylastirildi. Bu iki siipernatant 28000 rpm, 4
°C de 1 saat Beckman Coulter Optima L-100XP ultrasantrifiij ile santrifiij
edildi. Santriflij sonunda sivi kisim (sitozil) ayrilarak saklanmak {izere
ependorf tiipiine konuldu. Bizim i¢in gerekli olan mikrozom ¢okelegi
olan kisma ¢okelegin 2 kat1 kadar (0.2 M potasyum fosfat, 2 mM
merkaptaetanol, 0.4% Triton X 100 pH=7) tamponundan ilave edildi. Bir
siire pipetle c¢ekilip birakilarak buz iizerinde karistirildi. Daha sonra 30
dakika buz dolabinda karistirildi. Karigtirmanin ardindan 28000 rpm 4 °C
de 1 saat Beckman Coulter Optima L-100XP ultrasantrifiij ile ikinci kez
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santrifiij edildi. Santrifiij sonunda siipernatant ve c¢okelek ayrildi.
Mikrozomal oOrnekleri igeren siipernatant daki protein miktari
Thermolabsytems Multiskan Spectrum cihazi kullanilarak Bicinchoninic
asit yontemi ile 260 nm de bakildi. Protein degeri 153.11 mg/mL olarak
tespit edildi.

3.2.4 Urasil glukuronid’in HuTu-80 hiicrelerinden ayrilan UDP-

glukuronidaz enzimi kullanilarak enzimatik sentezi

Protein degeri saptanan mikrozomal enzimden 15 mg/0.1 mL
protein, 6 mM CaCl,, 10 mM UDPGA ve 1 mM DTT igeren 50 mM Tris
Buffer (pH = 8) tamponunun 5 mL’si ile karistirilip 10 dakika 37 °C’deki
su banyosunda karistirildi. Daha sonra 10 mg/mL. DMSO da hazirlanan
urasil ilave edildi ve reaksiyon ayni sicaklikta 18 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda ¢dzeltiye 300 pL asetonitril ilave edilip 2000
rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.

Sentezi yapilan bilesik Ege Universitesi, Niikleer Bilimler

Enstitiistinde HPLC (Schimadzu LC10 ATVP) cihazinda analiz edildi.

3.3 Deneylerin Tekrarlanabilirligi ve Yapisal Analiz Calismalar:

Enzimatik sentezde deneylerin tekrarlanabilirligini gostermek i¢in
enzimatik sentez ilk sentezden 6 ay ve 1 yil sonra olmak {izere 2 kez daha

once agiklanan kosullarda tekrarlanmis, Schimadzu HPLC cihazinda
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ayni kosullarda saflandirilmis ve ayrilan Pik 1 (urasil-o-glukuronid) ve

Pik 2 (urasil-n-glukuronid)’nin yapisal analizleri tekrarlanmistir.

3.4 Urasil, UdR (Deoksiuridine) ve U-Glu (Urasil Glukuronid )’in

131 125

I ve "I ile Isaretleme Calismalar

Urasil’in, UdR’nin ve U-glu'nun “'T ve 'PI ile isaretleme

caligsmalari iodojen yontemine gore yapildi.

3.4.1 lodojen yontemi

fodojen'in (1,3,4,6-tetrachloro-3a,6a-diphenyl-glycoluril) kendisi
suda ¢Oziinmez ancak sulu c¢ozeltilerde heterojen olarak iyodun
yiikseltgenmesini saglayarak hizli iyodinasyonu saglar. Bu nedenle bu
yontemde yan reaksiyonlar ihmal edilebilir diizeydedir. Ilodojen
kloroformda veya diklorometanda ¢Oziinmesi ve kloroformun
ucurulmasiyla iyodinasyonun yapildigi kabin duvarlarinda tabakalasmay1
saglar ve reaksiyon kati fazda iodojen'in bulundugu kapta reaksiyon
¢ozeltisi ayrilarak sonlandirilir. Onceden hazirlanmis tiiplerin 0-5 °C'de
altt ay muhafaza edilebilecegi rapor edilmis olmakla birlikte kendi

kosullarimizda 3 aydan uzun siirelerde verimin diistiigii gézlendi.
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Sekil 3.1 Todojen’in molekiiler yapisi

3.4.1.1 iodojen film kaph tiiplerin hazirlanmasi

Belli miktar iodojen (100 pg, 500 pg veya 1 mg) cam tiip i¢inde 1
mL CH,Cl,’de ¢oziildii. Oda sicaklifinda CH,Cl,’nin ugarak iodojenin

cam tiipiin ¢eperine ince bir film seklinde kaplanmasi saglandi.

3.4.2 Urasil’in P'1/"*I ile isaretlenmesi

Urasil’in  (MP Biomedicals, Fransa) 10 mg/mL c¢ozeltisi
dimetilsiilfo oksit (DMSO) igerisinde hazirlandi. Bu ¢6zelti stok olarak
buzdolabinda +4 °C de saklandi.

50 pL urasil’in stok ¢ozeltisi ve 100 pL (74-130 Mbg/mL) "'1/'*°
onceden hazirlanan iodojen tiipii igerisine konuldu. Reaksiyonun

gergeklesmesi icin 15-20 dakika beklendi. Daha sonra 100 pl. 1 mM
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Na,SO; cozeltisi ilave edildi. Isaretlenme verimi TLRC ve kagit

elektroforezi yontemleri ile yapildi.

3.4.3. 2'-Deoksiuridin (UdR)’in "*'I/'®I ile isaretlenmesi

2'-Deoksiuridin’in (Fluka) 10 mg/mL Millipor (Milli-Q Gradient
A-10) cihazindan elde edilmis bidistile sudaki ¢6zeltisi hazirlandi. Bu
¢ozelti stok olarak buzdolabinda +4 °C de sakland.

50 puL 2'-Deoksiuridin’in stok ¢ozeltisi ve 100 pL (74-130
MBg/mL) "'I/'*I 6nceden hazirlanan iodojen tiipii icerisine konuldu.
Reaksiyonun gergeklesmesi i¢in 15-20 dakika beklendi. Daha sonra 100
pL 1 mM Na,SO; ¢ozeltisi ilave edildi. Isaretlenme verimleri TLRC ve

kagit elektroforezi yontemleri ile yapildi.

131y /125
I/

3.4.4 Urasil glukuronid’in I ile isaretlenmesi

Glukuronidasyon reaksiyonu sonucu elde edilen Urasil glukuronid
(U- Glu) ¢ozeltisinden 50 pL, 100 pL (~74-130 MBg/mL) "“'I/'*T ile
beraber dnceden hazirlanan iodojen tiipii igerisine konuldu. Reaksiyonun
gergeklesmesi i¢cin 15-20 dakika beklendi. Daha sonra 100 pL. 1 mM
Na,SOs ¢ozeltisi ilave edildi. Isaretleme verimi TLRC ve elektroforez

yontemi ile yapildi.
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3.5 Analiz ve Kalite Kontrol islemlerinde Kullamlan Kromatografik

Yontemler

3.5.1 ince tabaka radyo kromatografi (TLRC) yontemi

TLRC igin 1.5 x 10 cm’lik parcalara ayrilmis silika kapl plastik
seritler (Merck 5554) kullanildi. Seritlerin tabanindan 0.5 cm yukarisina
isaretli ¢ozeltiler kapiler yardimiyla damlatildi. Damlatilan 6rnekler serit
tizerinde kuruduktan sonra agzi kapali olan TLC kiivetlerine (Sigma)
uygulama noktasi degmeyecek sekilde konuldu. Cozgen, serit lizerinde
tepe noktasiin yaklasik 1-2 cm asagisina kadar yiiriidiikten sonra tank
icinden ¢ikarilip oda sicakliginda kurutuldu. Kontaminasyonu 6nlemek
icin seritler kagit bantla kaplandi. 1-131 ile yapilan caligmalarda bu
seritler 5 mm pargalar halinde kesilerek numaralandirildi. Kesilen 5
mm’lik parcalarin aktivitesi Cd(Te) dedektorlii RADS5S01 tek kanalli
sayicida sayildi. Radyoaktif maddenin tasindigi mesafe ¢oziiciiniin
ilerledigi mesafeye boliinerek Ry degerleri tespit edildi. Saniyedeki
sayima kars1 Ry degerleri grafige gecirilerek TLRC kromotogramlar elde
edildi ve isaretleme verimleri pik alaninin sayimi toplam sayima

boliinerek hesaplandi.

I-125 ile yapilan ¢alismalarda ise radyokromatogram tarayici cihazi
(Bioscan 2000) kullanildi. Radyokromatogram tarayici cihazinin ise doz
kalibratoriine benzer olarak bashik kismi iyon odast seklinde
tasarlanmustir. Iyon odasmin orta kisminda bir anot ve bunu gevreleyen

bir katot bulunmaktadir. Oda igerisi % 90 argon ve % 10 metan



61

karistmindan olusan P10 gazi ile doludur. Radyoaktif c¢ekirdekten
yayinlanan beta veya gama 1sinlarinin etkisiyle P10 gazi iyonlasir ve anot
ile katot arasinda voltaj farki olusturur. Olusan bu fark sayaca bagl olan
elektronik bir sistemle sayilir ve bilgisayar ortaminda kromatogram
olarak goriintiilenir (Sensoy, 2007). Kontaminasyonu 6nlemek i¢in kagit
bantla kaplanan seritler cihaza yerlestirildikten sonra tarama islemine
baglamadan once piklerin Rf degerlerinin cihaz tarafindan
belirlenebilmesi i¢in numune ile ilgili bilgiler cihaza ait bilgisayar
programina kaydedilir. Bu bilgilerden bazilar1 tarama siiresi, damlatma
noktasinin ve yliriitme isleminin sonlandirildigi noktanin kromatografi
kagidina olan uzakligidir. Kromtogramin y-ekseninde sayim degeri, x-

ekseninde ise kromatografi kagidinin uzunlugu verilmektedir.

Kalite kontrol ¢alismalarinda isaretli bilesiklerin baglanma verimini

elde etmek i¢in deneyler en az 5 kez tekrarlandi.

Kullanilan TLRC Banyo Cozeltileri:

TLRC-1 : n-biitanol-su-asetik asit (4-2-1)

TLRC-2 : etil alkol-su (3-2)

TLRC-3 : izopropil alkol-n biitanol-0.2N NH4OH (4-2-1)

Ayrica 1M NaOH-eter-asetik asit (15-2-40) ¢ozeltisi de kalite
kontrol ¢aligmalart i¢in banyo ¢ozeltisi olarak denenmis ancak iyi bir

ayirma saglamadigindan biitiin deneylerde kullanilmamaistir.
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3.5.2 Kagit elektroforezi yontemi

Kagit elektroforezi calismalarinda Gelman elektroforez cihazi
kullanildi. Elektroforez islemi Whatman kagitlar1 (Whatman 1)
kullanilarak yapildi. Kagitlar 1.5 x 24 cm boyutlarinda kesildikten sonra
anot, katot ve uygulama yapilacak olan noktalar isaretlendi. Daha sonra
kagitlar elektroforez kabi igerisindeki banyo c¢ozeltisinde 1slatildi.
Kagitlar elektroforez kabina yerlestirildikten sonra orta noktasina 5’er
pL’lik P'1/'1 -Urasil, P'1/'T -Urasil glukuronid ("*'1-U-Glu), "'1-2'-
Deoksiuridin  (*'I-UdR), yiikseltgenmis iyot ve “'I/'"®I 6rnekleri
damlatildi. n-biitanol-su-asetik asit (4-2-1) cozeltisi i¢cinde 300 V’luk
gerilim altinda 90 dakika elektroforez islemi uygulandi. Siire sonunda
kagit seritler elektroforez kabindan ¢ikarilarak kurutuldu. I-131 ile
yapilan c¢alismalarda 1 cm’lik pargalar halinde kesilen kagitlarin
aktivitesi Cd(Te) dedektoriiyle sayildi. Parca sayisina karst gelen
sayimlarin grafigi gizilerek elektroforez sonuglar elde edildi. Isaretleme
verimleri pik alaninin sayimi toplam sayima bdliinerek hesaplandi. I-125
ile yapilan ¢alismada ise elektroforez kabindan c¢ikartilip kurutulan
kagitlar  radyokromatogram tarayici1 cihazina  yerlestirildi  ve
radyokromatogram tarayicida taranarak kromatograma ait piklerin Rf
degerleri ve yiizde verimleri goriintillendi. Elde edilen grafiklerden

BI/127 jle isaretli bilesiklerin yiikii hakkinda bilgi edinildi.
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3.5.3 Yiiksek performansh sivi kromatografi (HPLC) yontemi

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC) ¢alismalar diisiik
basingli LC-10Atvp dortlii pompa ve (SPD-10AV)UV dedektdriine sahip
olan Shimadzu marka HPLC cihazinda yapilmstir.

Calisma 30°C, 0.8 mL akis hiz1 ve 240 ile 280 nm dalga boylari
kosullarinda Nucleodur 100-5 RP-C18 (Macherey-Nagel) (250 x 4.6 mm
I.D) kolon kullanilarak yapilmig ve Urasil, Urasil glukuronid ve 2'-
Deoksiuridin (UdR)’e ait kromatogramlar elde edilmistir.

3.5.4 Lipofilite tayini

Bu ¢alismada "*'I-Urasil-o-glukuronid, '*'I-Urasil-n-glukuronid ve
Bl_Urasil 6rneklerinin lipofilite tayini yapildi. Bunun igin 200 pL
isaretli bilesikten alinarak igerisinde 200 pL n-oktanol ve 200 uL pH 7
tampon c¢Ozeltisi bulunan tiipe ilave edildi. 1 saat oda sicakliginda
karigtirmanin ardindan 2500 rpm de 30 dakika santrifiij edildi. Santrifii
sonrasinda alt faz (su) ve iist faz (oktanol) ayrilarak aktiviteleri Cd(Te)
dedektorlii RADS01 tek kanalli sayicida sayildi. nokanol’in ng,’ya orant

ile log P degerleri hesaplandi. Denemeler her bir 6rnek icin 5 kez tekrar

edildi.



64

3.5.5 Serum stabilite tayini

Bu calisma orneklerin fizyolojik ortamdaki stabilitesini tespit
etmek amaciyla yapilmis ve ¢aligmada saglikli goniillii insandan alinan

131

kanm serumu kullanilmustir. "*'I-Urasil-o-glukuronid, I-Urasil-n-

glukuronid, "'I-Urasil’in ve silanli manyetik parcaciklara bagh '*'I-

131 131 1as .
I-Urasil’in  insan

Urasil-o-glukuronid, [-Urasil-n-glukuronid,
serumundaki stabilitesini tespit etmek i¢cin 30 pg/100 pL isaretli 6rnek
300 pL insan serumu igene konuldu ve 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. 0,
30, 60, 240. dakikalarda ve 24. saat de ornekler alindi. Orneklerin
isaretleme verimi n-biitanol-su-asetik asit (4-2-1) banyo c¢ozeltisi

kullanilarak ince tabaka kromatografisi ile tespit edildi.

3.6 Manyetik Nanoparcaciklarin Hazirlanmasi

Manyetik nanopargaciklarin  hazirlanmast i¢in  iki  yOntem
kullanilmustir. Ilk prosediirde 1M FeCl; (1 birim) ve 1M FeCl,.4H,0 (2
birim) 70 °C su banyosunda isitilarak manyetik bar ile karistirildi. 5 M
NaOH ile pH=10’a kadar titre edilerek magnetit (Fe;O4) nanoparcaciklar
elde edildi. Elde edilen nanoparcaciklar 3500 rpm de 5 kez saf su ile
yikanarak notral hale getirildi ve saf suda bekletildi.

Ikinci prosediirde 0.37 g FeCl; ve 1.51 g FeCl,.4H,0, dextran T-40
(50w%, 10 mL, MW 40000) cozeltisi icerisinde ¢oziildiikten sonra su
banyosunda 60-65 °C de otomatik titratér ile 1 mL/dk. akis hizinda
NH4OH (7.5% w/v) ile pH=10’a kadar titre edildi. Elde edilen
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nanoparcaciklar 3500 rpm de 5 kez saf su ile yikanarak noétral hale

getirildi ve saf suda bekletildi.

3.6.1 Dextran kaph manyetik nanoparc¢aciklarin olusturulmasinda

parcacik ozelliklerine etki edebilecek parametrelerin incelenmesi

Yapilan ¢alismada kismi indirgeme metodu kullanilarak
nanoparcaciklar hazirlanmig; demir kaynagi olarak demir klorid, baz
olarak NH4OH (%7.5 w/v) veya NaOH c¢ozeltileri kullanilmistir. Elde
edilen manyetik nanopargaciklar dextran T-40 (50w%, 10 mL, MW
40000) ile kaplanmigtir. Optimum kosullar1 tesbit etmek i¢in bazin tiirt,
baz konsantrasyonu, sicaklik, pH ve Fe"*/Fe™ orami parametreleri
incelenmistir. Calismalarda Niive BM 302 su banyosu ve Metrohm 686

Titroprocessor cihazlar1 kullanilmigtir.

3.6.1.1 Baz tiiriiniin parcacik boyutuna etkisi

Baz tiirleri olarak NH4OH (%7.5 w/v) veya 5 M lik NaOH
cozeltileri  kullanilarak  asagidaki  prosediire  gore  manyetik

nanoparcaciklar hazirlanmigtir.

5 mL 1 M FeCl,.4H,0 ve 5 mL 0.5 M FeCl; 10 mL dextran T-40
icinde ¢oziildii. Su banyosunda 60-65°C de karistirilarak ayni zamanda
otomatik titratér (Metrohm 686 Titroprocessor) kullanilarak 1 mL/dk.
akis hizinda NH4OH (%7.5 w/v) ¢ozeltisi ile pH 10’a kadar titre edildi.
Elde edilen pargaciklar saf su ile 5 kez yikanarak 3000 rpm de 1 dakika
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santrifiij edildi. Notral hale getirilerek dextran ¢ozeltisinde depolandi.
Yukaridaki deney basamaginda baz olarak kullanilan amonyum hidroksit

yerine 5 M lik NaOH kullanilarak deney tekrarlandi.

3.6.1.2 Baz konsantrasyonunun parcacik boyvutuna etkisi

Baz konsantrasyonunun pargacik boyutuna etkisini incelemek i¢in
25 M, 5 M ve 10 M lik NaOH c¢ozeltileri kullanilarak asagidaki

prosediire gore manyetik nanopargaciklar hazirlanmistir.

5 mL 1 M FeCl,.4H,0 ve 5 mL 0.5 M FeCl; ¢ozeltileri 10 mL
dextran T-40 i¢inde ¢oziildii. Su banyosunda 60-65°C°de karistirtlarak
ayn1 zamanda otomatik titrator ile 1 mL/dk. akis hizinda 2.5 M lik NaOH
cozeltisi ile pH 10°a kadar titre edildi. Elde edilen pargaciklar saf su ile 5
kez yikanarak 3000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi. Notral hale
getirilerek dextran ¢ozeltisinde depolandi. Ayni islem 5 M ve 10 M ik
NaOH cozeltileri kullanilarak tekrarlanmistir.

3.6.1.3 Sicakhigin parcacik boyutuna etkisi

Bu parametre incelenirken parcgaciklar sirasiyla 25°C, 60°C ve 80°C
de hazirlanmistir. Baz olarak 5 M lik NaOH ¢o6zeltisi kullanilmistir. 5 mL
1 M FeCl,.4H,0 ve 5 mL 0.5M FeCl; ¢ozeltileri 10 mL dextran T-40
icinde ¢oziildi. Su banyosunda 25°C de karistirilarak ayni zamanda
otomatik titrator ile Iml/dk. akis hizinda 5 M lik NaOH c¢ozeltisi ile pH
10’a kadar titre edildi. Elde edilen pargaciklar saf su ile 5 kez yikanarak
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3000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi. Notral hale getirilerek dextran
¢ozeltisinde depolandi. Bu deney 60°C ve 80°C sicakliklarda aymi

kosullarda tekrarlanmistir.

3.6.1.4 pH’1n parcacik bovutuna etkisi

Genel olarak manyetik parcaciklar pH 10 da hazirlanmasina
ragmen, pH 1n pargacik boyutuna etkisini incelemek i¢in pH 6, pH 8, pH
10 ve pH 12 de manyetik parcaciklar 5 M Iik NaOH ile hazirlanmigtir. 5
ml 1 M FeCl,.4H,0 ve 5 mL 0.5 M FeClj ¢ozeltileri 10 mL dextran T-40
icinde ¢ozildii. Su banyosunda 60-65°C de karistirtlarak ayni zamanda
otomatik titrator ile ImL/dk. akis hizinda 5 M lik NaOH ¢6zeltisi ile pH
6’ya kadar titre edildi. Elde edilen parcaciklar saf su ile 5 kez yikanarak
3000 rpm de 1 dakika santriflij edildi. Notral hale getirildikten sonra
dextran ¢ozeltisine alindi.. Ayni1 yontem kullanilarak pH 8§, pH 10 ve pH

12’ye kadar titrasyonlar yenilendi.

3.6.1.5 Fe'*/Fe"™ oranimin parcacik boyutuna etkisi

Fe™/Fe™ oraminin parcacik boyutuna etkisini incelemek icin 0.5 M
FeCl;, 1 M FeCl; ve 0.5 M FeCl,.4H,0, 1 M FeCl,.4H,0 ¢ozeltileri
hazirlanmstir. Bu ¢ozeltiler kullanilarak Fe™/Fe™ orant parametresinde

Fe/Fe" = 0.5,

Fe™/Fe”=1ve

Fe"?/Fe™® = 2 oranlar1 denenmistir.



68

Fe™?/Fe™ = 0.5 i¢in 5 mL 0.5 M FeCl,.4H,0 ve 5 mL 1 M FeCl; ve
cozeltileri 10 mL dextran T-40 i¢inde ¢oziildii. Su banyosunda 60-65°C
de karistirilarak ayni zamanda otomatik titrator ile 1mL/dk. akis hizinda
5 M lik NaOH ¢ozeltisi ile pH 10’a kadar titre edildi. Elde edilen
parcaciklar saf su ile 5 kez yikanarak 3000 rpm de 1 dakika santrifiy
edildi. Notral hale getirilerek dextran ¢ézeltisinde depolandi. Fe™*/Fe* =1
icin 5 mL 1 M FeCl,.4H,O ve 5 mL 1 M FeCl; ve ¢ozeltileri 10 mL
dextran T-40 icinde ¢oziiliip yukaridaki prosediir tekrarlanmistir.
Fe"?/Fe™ = 2 i¢cin 5 mL 1 M FeCl,.4H,O ve 5 mL 0.5 M FeCl; ve
cozeltileri 10 mL dextran T-40 i¢inde c¢oziiliip yukaridaki prosediir

tekrarlanmugtir.

3.6.2 Dextran kaphh manyetik nanoparcaciklar varh@inda urasil,
UdR, urasil glukuronid-1 (urasil-o-glukuronid) ve urasil glukuronid-

2’nin (urasil-n-glukuronid) I-131 ile isaretlenmesi

Dextranli manyetik nanoparcaciklar varliginda Urasil, UdR, Urasil-
o-glukuronid ve Urasil-n-glukuronid 1-131 ile iodojen yOntemi ile
isaretlendi. Isaretleme sonrasinda sivi faz bir miknatis kullanilarak
manyetik parcaciklardan ayrildi. Daha sonra manyetik pargaciklar 1’er
mL dextran ¢ozeltisiyle 10 kez yikanarak, hem eliisyon ¢ozeltileri hem de
her yikama sonrasindaki I-131 isaretli manyetik parcaciklar Cd(Te)
dedektorlii RAD 501 tek kanalli analizér ile sayildi. Sayim sonrasinda
manyetik pargaciklarin yikama ile radyoaktivitesini kaybettigi gézlendi

ve bu baglanmanin fiziksel bir baglanma oldugu tespit edildi.
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3.6.3 Manyetik magnetit parcaciklarinda yiizey modifikasyonu

Dextran kapli manyetik nanopargaciklarin [-131 ile isaretleme
calismalar1 sonucunda Urasil, UdR, Urasil-o-glukuronid ve Urasil-n-
glukuronid’in nanoparcaciklara kimyasal olarak baglanamadigi tespit
edildi. Bunun {izerine, manyetik nanoparcaciklar olusturulmasinda amino
silan kullanilarak manyetik demir parcaciklarinda yiizey modifikasyonu

1317125
I/

olusturuldu ve I isaretli orneklerle kovalet baglanmasi saglandi.

Bunun i¢in asagida agiklanan prosediir uygulandi.

3.6.3.1 Manyetik nanoparcaciklarin tetraetil ortosilikat ile

kaplanmasi

Silika kapli manyetik parcaciklarin olusum mekanizmasi esitlik 3.1
ve esitlik 3.2 de gosterilmistir. Reaksiyonun ilk asamasinda Fe;Oq4
manyetit nanoparcaciklar olusurken, ikinci agsamada bu parcaciklar silika

ile kaplanir.

6Fe’ +SO;” + 18NH3.H,0 — 2Fe;04 + SO4” + 18NH, +9H,0 3.1
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3.2

Silika kapli manyetik nanopargaciklar Fe’" iyonunun azot altinda

sodyum siilfit ile kismi indirgenmesine dayali olarak yapilmustir.

12 mL 2 M FeCl;, 2 M HCIl’de hazirlandi ve 500 mL’lik ii¢
boyunlu balon jojeye konulup 100 mL saf su ile seyreltildi. Balon jojeye
azot gazi gonderilirken taze hazirlanan 50 mL 0.08 M Na,SO; yavasca
ilave edildi. %28’lik 8 mL NHs, 40 mL saf su ile seyreltildikten sonra
azot gazi altinda yavas karistirma ile eklendi. Cozelti sicakligi 70°C’de
15-30 dakika korundu. Sonrasinda 45°C’nin altina kadar sogutuldu.
Siyah manyetik ¢Okelekler harici bir miknatis ile uzaklagtirilarak birkag
kez saf suyla yikandi ve daha sonra su-etanol (2-1) karigimi ile yikamaya
devam edildi. Cokelek 80 mL etanol ve 20 mL su igerisinde tekrar
dagitildi. 5 mL tetra etil orto silikat (TEOS) ve %10’luk 5 mL NHj sirast
ile ilave edildi. 40°C’de 12 saat karigtirmanin ardindan pargaciklar
metanol ile birka¢ kez yikanarak reaksiyona girmeyen TEOS ve
baglanmamus silika uzaklastirildi. Son olarak ¢okelek 100 mL metanolde
stispanse edildi. Cokelekler kiiclik porsiyonlar halinde vakum altinda

kurutularak karakterizasyon i¢in kullanildi.
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3.6.3.2 Silika kaphh manvetik parcaciklarin amino silan ile

Kkonjugasyonu

Wt
, 3 o,
Mg "Bl

Be” — g e

,,/W

i W“HZ
/’)N g %Hz
Lo
2

Sekil 3.2 Manyetik nanopar¢aciklarin amino silan (SG-Si900) ile konjugasyonu
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Manyetik nanoparcaciklarin aminosilan ile konjugasyonuna iliskin
reaksiyon mekanizmast Sekil 3.2°de gosterilmistir. SG-Si900 (N-[3-
(trimethyoxysiyl)propyl]-ethylenediamine)  gibi trialkoksisililalkil-
substitue polimethilen diamin bilesikleri inorganik materyallerin yiizey

kaplanmasinda kullanilmaktadir.

%20’1ik bir konsantrasyona ulasincaya kadar metanol siispansiyonu
icerisinde bulunan silika kapli manyetik pargaciklar iizerine silan g¢ifti
ajan1  SG-Si 900 [N-(2-aminoetil)-3-aminopropil-trimetoksisilan)]
eklendi. Cozelti 5 dakika ultrasonik banyoda tutulduktan sonra 60°C’de
12 saat siire ile geri sogutma altinda bekletildi. Reaksiyona girmeyen SG-
Si 900’u uzaklastirmak i¢in ¢dzelti metanol ile birkag kez yikandi.
Olusan ¢okelek kiigiik miktarlarda vakum altinda kurutularak analiz i¢in

kullanildi.

3.6.3.3 Urasil, UdR. urasil-o-glukuronid ve urasil-n-glukuronid

manyetik parcaciklarla immobilizasyonu

Konsantrasyonu >20 mg kati/ mL olacak sekilde metanol
icerisindeki  SG-Si 900 ile islenmis silika kapli manyetik
nanoparcaciklardan 1 mL kolloidal sistemden ayrildi. 0.1 M fosfat
tampon ¢ozeltisi (PBS pH=7.0 25°C) ile yikandi. Yikanan parc¢aciklar 0.1
M PBS (pH=7.0) icindeki %?2.5’lik glutaraldehit i¢inde ultrasonik
banyoda tekrar dagitildi. 4°C’de 4 saatin {lizerinde inkiibe edildi.
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Stispansiyon santrifiij edildi ve solvent uzaklastirildi. 0.1 M PBS ile
yikandiktan sonra PBS uzaklastirilip tespit edilen 6rnek miktarlart 0.15
M NaCl ve 0.005 M EDTA (pH=7.2) igeren 1 mL 0.1 M PBS icerisinde
¢oziildii. Oda sicakliginda 12 saat inkiibasyondan sonra parcaciklar 0.5
mg/ mL NaBHjy igeren 0.1 M borat tamponu (pH=9.2) ile yikand1 ve yine
bu tampon ¢oOzelti igerisinde tekrar dagitildi. Reaksiyona girmeyen
aldehit gruplar ve ¢ift baglar1 elemek i¢in 4°C’de 30 dakika tutuldu.
Partikiiller 0.1 M PBS (pH=7.0 25°C) ile yikand1 ve 1 mL 0.5 M MES’de
(pH=6.6) tekrar dagitildi.

Glutaraldialdehit baglayici olarak kullanilarak Urasil, urasil-O-
glukuronid, urasil-N-glukuronid’in manyetik pargaciklara konjugasyonu

Sekil 3.3’de gosterilmistir.



74

Sekil 3.3 Silika kapli manyetik parcaciklarda amino silan ile ylizey modifikasyonu
sonrasinda glutaraldehit ile parcaciklar iizerinde CHO grubunun olusturulmasi

reaksiyonu.

3.6.4 Manyetik parcaciklarin 6zelliklerinin incelenmesi

Yiizey modifikasyonu sonrasinda manyetik  pargaciklarin
karakterizasyonu SEM (Scanning Electron Microscope), XRD (X-Ray
diffractometer) ve VSM (Vibrating Sample Magnetometer) ile Izmir
Yiiksek Teknoloji Enstitilisiinde yapilmistir.

Manyetik pargaciklarin yiizey morfolojisinin ve boyutlarinin tespit

edilmesi i¢in SEM (Scanning Electron Microscope) (Phillips XL-30 S
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FEG) gorintiileri alimmistir. Bu c¢alismada goriintii alinabilmesi i¢in
orneklerin kuru olmasi zorunlulugu nedeniyle manyetik pargaciklar
etanol-su ¢ozeltisiyle 3 kez yikandiktan sonra kolay ugabilen bir ¢ozelti
(metanol) igerisinde dagitildi. Mikropipet yardimiyla alinan Ornekler
Olclimiin yapilacagt SEM cihazina ait ¢elik plateler tlizerine kondu.
Yaklagik 5 dakika sonra metanoliin u¢masi ile celik plakalar {izerinde

kuruyan 6rneklerin goriintiileri alindu.

Manyetik parcaciklarin XRD (X-Ray diffractometer) (Phillips
X’Pert Pro) analizi yapildi. X-1s1m1 kirnimi ile pargaciklarin kristal yapisi
dedekte edildi. Ornekler kolime edilmis monokromatik x-1s1n1 kaynagi
ile 1s1nlandi. Kirmmim agist ve kirilan x-1gmlarinin siddeti drnegin bilinen

cesitli fazlarin desenleri ile karsilastirilabilir desenini verdi.

Manyetik pargaciklarin  manyetik 6zellikleri Izmir Yiiksek
Teknolojisi Enstitlisiindeki VSM (Vibrating Sample Magnetometer)
(LakeShore 7407) cihaz ile incelendi. Analiz 6ncesinde silikali manyetik
pargaciklar 0.0069 g, silanli manyetik pargaciklar 0.0036 g olarak tartildi.
Bu calismada kuru oOrneklerin tartimi yapildi. Her bir kuru ornegin
manyetik momenti 0.1 emu/g duyarlilik ile -3000 ve +3000 Gauss
arasinda uygulanan manyetik alan araliginda olgiildii. Daha sonra
Gauss’a karst elde edilen moment (emu) degerleri 6rnek miktarina
boliinerek emu/g degerleri bulundu. Gauss’a karst emu/g grafikleri
cizilerek manyetik parg¢acigin manyetik doygunluga ulastig1 nokta emu/g

cinsinden tespit edildi.
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3.6.5 Silanh manyetik parcaciklara bagh urasil-o-glukuronid ve

urasil-n-glukuronid’in I-131 ile isaretlenmesi

30pg/500puLl  Urasil  Glukuronid-1  (urasil-o-glukuronid) ve
30ug/500uL Urasil Glukuronid-2 (urasil-n-glukuronid) igeren silanl
manyetik parcaciklar 150 pL (4 mCi/0.5 mL) "'I ile iodojen metodu
kullanilarak isaretlendi. Reaksiyonun gerceklesmesi i¢in 15-20 dakika
beklendi. Daha sonra 100 pL. 1 mM Na,SO; ¢ozeltisi ilave edildi. Bl dle
isaretlemenin ardindan urasil-o-glukuronid ve urasil-n-glukuronid icerikli
silanli parcaciklar isaretlemenin yapildig: tiipten ependorf tiipiine alindi.
S1v1 ve manyetik kisim Cd(Te) dedektorlii RAD 501 tek kanalli analizor
ile sayilarak toplam aktivite bulundu. Daha sonra miknatisla sivi ve
manyetik kisim ayrildi ve ayr1 ayri sayilarak sivi kisimdaki ve manyetik
kisimdaki aktiviteler tespit edildi. Manyetik parcaciklarin ayrilmasindan
sonra parcaciklar 0.5 mL saf su ile {i¢ kez yikanarak yikama sivilari ile

manyetik pargaciklar birbirinden ayrilarak sayildi.

3.7 Urasil Glukuronid (U-Glu) ve Urasil’in Hiicre Diizeyinde

Etkinliginin Incelenmesi

Bundan 6nceki ¢aligmalarda, HuTu-80 ince bagirsak hiicrelerinden
UDP-glukuronil transferaz (UDPGT) enzimince zengin mikrozom
preparatlar1 elde edilmis ve bu mikrozomlar kullanilarak Urasilin
glukuronik asit ile konjugasyonu reaksiyonu sonucunda urasil glukuronid
bilesigi sentezlenmistir. Elde edilen iki farkli Urasil glukuronid (U-Glu)
tiriinii, Urasil-O-glukuronid (1.pik) ve Urasil-N-glukuronid (2.pik) olarak



77

adlandirildi. Urasil ve urasil glukuronid bilesiklerinin HuTu-80 hiicreleri
tizerindeki baglanma etkinligini inceleyerek enzimin ortaya cikardigi
farki tespit etmek amaciyla HuTu-80 ince bagirsak hiicreleri iizerinde
calisildi. Yapilan her calisma iki farkli glinde, her bir parametre en az

6’sar gozde calisilarak deneylerin tekrarlanabilirligi ortaya konuldu.

3.7.1 Iyot-125 isaretli urasil-o-glukuronid, urasil-n-glukuronid ve
urasil’in  HuTu-80 hiicreleri iizerindeki baglanma etkinliginin

zamanla degisimi

Hiicreler {izerindeki inkorporasyon oranlarinin daha saglikli
belirlenmesi ve sitotoksik etkiler {izerindeki I-131°den gelen radyolitik

etkileri ayirabilmek amaciyla mekanizma c¢aligmalari I-125 ile yapildi.

Iyot-125 isaretli Urasil-O-glukuronid (pik 1), urasil-N-glukuronid
(pik 2) ve urasil’in HuTu-80 hiicreleri tizerindeki baglanmanin optimum
zamanini tespit etmek i¢in HuTu-80 ince bagirsak hiicrelerinin ekimi
yapildi. Hiicrelerin yeteri kadar ¢ogalmasindan sonra hiicreler 3 adet 24
lik flasklara ekildi. Calismada incelenecek zaman parametreleri

10.dakika, 30. dakika, 60.dakika ve 120. dakika olarak belirlendi.
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Sekil 3.4 HuTu-80 hiicreleri iizerindeki baglanma etkinliginin zamanla degisimi

calismasi.

Calismada flasklardaki her bir g6z icin ligand miktar1 30 pg/mL ve
[-125 spesifik aktivitesi 4 pCi/mL olarak belirlendi. Her bir géze 30
ug/mL ligand gelmesi i¢in 210 pg urasil-O-glukuronid, 210 pg urasil-N-
glukuronid ve 210 pg urasil igeren 75.35 pL urasil-O-glukuronid, 81.34
uL urasil-N-glukuronid ve 1 mg/mL urasil stogundan 210 pL iodojen
tiiplerine (1mg/mL) konuldu ve her bir tiipe 4.97 uL *°I (5.63 mCi/mL)
ilave edildi. Reaksiyonun gergeklesmesi i¢in 20-25 dakika beklendikten
sonra 70’ser uL 1 mM Na,SOs eklenerek drneklerin 127 ile isaretlenmesi
tamamlandi. Daha sonra ¢alismanin yapilacagi hiicrelerin bulundugu 24
lik flasklarin her bir goziine 0.5 mL besiyer gelicek sekilde ii¢ farkl
tiipte bulunan 7’ser mL MEM besiyerine '*I isaretli urasil O-glukuronid
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(pikl), urasil N-glukuronid (pik2) ve Urasil eklendi. Kontrol olarak

125 125

I’in etkisi de incelenecegi i¢in her bir goze 4 pCi/mL I gelecek
sekilde toplam 4.97 uL 1 (5.63 mCi/mL) 7 mL MEM besiyerine
eklendi. Isaretli besiyerler hiicrelerin bulundugu flasklara eklenmeden
once hiicrelerin iizerinde bulunan besi ortamlar1 atilip hiicreler %0.9’luk
NaCl ile li¢ kez yikandi. Yikamanin ardindan 24 liik flasktaki her bir
gbze 0.5 mL ¥

dakika, 60.dakika ve 120. dakikalarda hiicreler iizerindeki isaretli besi

I isaretli 6rnekleri igeren besiyer konuldu. 10. dakika, 30.

ortami atild1 ve %0.9 luk NacCl ile {i¢ kez yikandiktan sonra her bir gbze
200’er uL Ripa tamponu eklenerek pipet ucuyla hiicre ylizeyi kazind1 ve
ayni zamanda pipetle ¢ozelti c¢ekilip birakilarak hiicrelerin Ripa
tamponuna geg¢mesi saglandi. Hiicrelerin ylizeyden kaldirilip ¢ozeltiye
karigsmasi saglandiktan sonra hiicreleri igeren bu c¢ozeltinin 50 pL’si
protein analizi i¢in ependorf tiiplerine alindi. Protein miktar1 Aydin
Adnan Menderes Universitesi, Merkez Laboratuvarlarinda bulunan
Thermolabsytems Multiskan Spectrum cihazi kullanilarak Bicinchoninic
asit yontemi ile 260 nm de tespit edildi. Hiicreler iizerinde bulunan
aktiviteyi tespit etmek i¢in ise ¢ozeltinin kalan 100 pL’si ependorf
tiiplerine alindi ve tizerine 1.9 mL sintilatér eklendi. Ependorf tiipler
sintilasyon cihaz1 i¢in 6zel olarak kullanilan kaplarin icerisine konulup
Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dalinda bulunan

Packord Tri-corb-1200 s1v1 sintilasyon sayacinda sayildi.

Yapilan bu calisma ile 1251-urasil-0-glukur0nid, '2]_urasil-N-
glukuronid ve 'I-urasil’in HuTu-80 ince bagirsak hiicreleri tizerindeki

optimum baglanmanin hangi zaman parametresinde oldugu tespit edildi.
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Ayrica, her bir parametre seviyesi i¢in elde edilen % baglanma
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olup olmadigini
belirlemek i¢in tek yonlii varyans analizi yapilmistir. P-degeri gz Oniine
alarak % baglanma degerleri arasinda 0.95 giiven diizeyinde anlaml1 bir

farkin olup olmadig tesbit edilmistir.

3.7.2 lyot-125 isaretli urasil-o-glukuronid, urasil-n-glukuronid ve
urasil’in HuTu-80 hiicreleri iizerindeki baglanma etkinliginin ligand

miktarina bagh degisimi

Iyot-125 isaretli Urasil-O-glukuronid, Urasil-N-glukuronid ve
Urasil’in  HuTu-80 hiicreleri iizerindeki optimum baglanmanin
gerceklestigi madde miktarini tespit etmek icin HuTu-80 ince bagirsak
hiicrelerinin ekimi yapildi. Hiicreler ¢ogaltildiktan sonra ii¢ adet 24 lik
flaska ekildi. Calismada incelenecek madde miktarlart 1 pg/mL, 3
png/mL, 10 pg/mL, 30 pg/mL ve 100 pg/mL olarak belirlendi.
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Sekil 3.5 HuTu-80 hiicreleri iizerindeki baglanma etkinliginin ligand miktarina bagl

degisimi ¢aligmasi.

HuTu-80 hiicreleri iizerindeki baglanmanin optimum zamani tespit
edilirken her bir goz i¢in 30 pg/mL madde ve 4 puCi/mL I-125 ile
isaretlenmisti. Bu sebeple madde miktarina bagli degisim incelenirken 1
pg/mL, 3 pg/mL, 10 pg/mL, 30 pg/mL ve 100 pg/mL maddeler sirasiyla
0.1 uCi/mL, 0.4 pCi/mL, 1.3 uCi/mL, 4 uCi/mL, 13.2 pCi/mL lyot-125
ile isaretlendi. Isaretleme asamasinda 432 pg madde miktari igeren 155
pL Urasil-O- glukuronid, 167.3 pL Urasil-N-glukuronid ve 1 mg/mL
urasil stogundan 432 pL iodojen tiiplerine (1 mg/mL) konuldu ve her bir
tiipe 13 pL I-125 (4.37 mCi/mL) ilave edildi. 20-25 dakika reaksiyonun
gerceklesmesi icin beklendikten sonra 70’ser uL 1 mM Na,SOs

eklenerek Orneklerin 1-125 ile isaretlenmesi tamamlandi. Isaretlemenin
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ardindan, 1 pg/mL, 3 ug/mL, 10 pg/mL, 30 pg/mL ve 100 pg/mL iyot-
125 isaretli urasil-O-glukuronid, urasil-N-glukuronid ve urasil i¢in
gerekli miktarlar isaretlemenin yapildig tiiplerden alind1 ve igerisinde 2.5
mL besiyer olan falkon tiiplerine konuldu. Iyot-125’in etkisini incelemek
icin 0.1 pCi/mL, 0.4 pCi/mL, 1.3 pCi/mL, 4 pCi/mL, 13.2 pCi/mL
iceren Iyot-125 miktarlar1 da igerisinde 2.5 mL besiyer olan falkon
tiplerine eklendi. Hiicrelerin iizerinde bulunan besi ortamlar1 atilip
hiicreler %0.9°luk NaCl ile ii¢ kez yikandiktan sonra 24 liik flasktaki her
bir gbze 0.5 mL 1-125 isaretli 6rnekleri igeren besiyerler konuldu. Ayrica
her bir 6rnege ait isaretli besiyerlerin 0.5 mL’si kontrol grubu olarak
ayrildi. Optimum zaman olarak belirlenen 30. dakikada hiicreler
tizerindeki isaretli besi ortami atildi ve %0.9 luk NaCl ile ii¢ kez
yikandiktan sonra her bir goze 200’er uL Ripa tamponu eklendi. Pipet
ucuyla hiicreler yiizden kazinarak ylizeyden kalkmasi saglandi. Ripa
tamponuna gecen hiicrelerin 50 pL’sinde Bicinchoninic asit yontemi ile
protein analizi yapildi. Hiicreleri igeren ¢ozeltinin ve kontrol gruplarinin
100 puL’sinde aktivite sayimi yapildi. Bu islem i¢in 100 pL’lik ¢ozeltiler,
2 mL’ye sintilatér ile tamamlandi. Ozel olarak kullanilan kaplarmn
icerisine konulan Orneklerin sayimi sivi sintilasyon cihazi ile yapildi.
Protein sonuglart kullanilarak hiicre basina diisen aktivite degerleri
hesaplandi. Kontrol grubu sayimlar1 ile bu degerler oranlanarak %

baglanma degerleri bulundu.

Bu c¢alismada 1-125 isaretli urasil-O-glukuronid, wurasil-N-
glukuronid ve urasil’in HuTu-80 ince bagirsak hiicreleri iizerinde

optimum baglanmasina neden olan madde miktari tespit edildi.
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3.7.3 1dyot-125 isaretli manyetik parcaciklara takih urasil-o-
glukuronid, urasil-n-glukuronid ve wurasil’in HuTu-80 hiicreleri

iizerindeki baglanma etkinligine manyetik parcacik miktarinin etkisi

Bu ¢aligmada Urasil-O- glukuronid, Urasil-N- glukuronid ve Urasil farkli
miktarlardaki silanli manyetik pargagiklar ile konjuge edildi ve bu
ornekler 1-125 ile isaretlenerek HuTu-80 hiicreleri ilizerindeki baglanma
etkinlikleri tespit edildi. Yapilan bu ¢alisma ile kullanilan silanl
manyetik parcacik miktar1 optimize edilmistir. Calisma iki farkli glinde
tekrarlanmig ve her bir Ornek i¢in her parametre toplam 6 goézde
calisilmigtir. Bu ¢alisma icin HuTu-80 ince bagirsak hiicrelerinin ekimi
yapild1 ve hiicreler ¢ogaltildiktan sonra iki adet 24 liikk flaska tekrar
ekildi.

Sekil 3.6 HuTu-80 hiicreleri iizerindeki baglanma etkinligine manyetik pargacik

miktarinin etkisi ¢aligmasi
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Calismada optimum zaman 30 dakika ve optimum O6rnek
konsantrasyonu her bir goz icin 30 pg/mL olarak daha 6nce yapilan
deneyler ile tespit edildi. Ayrica her bir goz i¢in 4 pCi/mL I-125 isaretli
ornekler kullamldi. Orneklere baglanacak silanli manyetik pargacik
miktarinin ise kullanilan 6rnek miktarinin 1, 3, 10, 30 ve 100 kat1 olmasi
kararlagtirildi. Her bir gz i¢cin 30 pg/mL olan urasil-O-glukuronid,
urasil-N-glukuronid ve urasil miktar1 0 pg/mL, 90 pg/mL, 300 pg/mL,
900 pg/mL, 3 mg/mL silanli manyetik pargagiklar ile konjuge edildi. Bu
sekilde manyetik pargaciklara takilan wurasil-O-glukuronid, urasil-N-
glukuronid ve wurasil iodojen yontemi ile [-125 ile isaretlendi.
Isaretlemenin ardindan her bir parametreye ait drnek ayr1 ayr1 besiyerlere
eklenip vortex cihazi ile karigtinldi. Calismada kullanilacak olan
hiicrelerin tlizerindeki besi ortamlar1 atilip 9%0.9’luk NaCl ile ii¢ kez
yikandiktan sonra 24 liikk flasktaki her bir goze 0.5 mL I-125 isaretli
ornekleri iceren besiyerler konuldu. Flasklar herhangi bir manyetik alan
etkisi altinda birakilmadi. Ayrica her bir drnege ait isaretli besiyerlerin
0.5 mL’si kontrol grubu olarak ayrildi. 30. dakika olan optimum
zamanda isaretli  besiyerler hiicrelerin  bulundugu ortamdan
uzaklagtirilarak flasklar %0.9 luk NaCl ile tekrar ii¢ kez yikand.
Yikamanin ardindan her bir géze 200 uL Ripa tamponu ilave edilerek
pipet ile flask ylizeyi kazinarak hiicrelerin yiizeyden kalkip ¢ozelti ile
siispanse olmasi saglandi. Hiicreleri iceren bu siispanse ¢dzeltinin 50
uL’sinde Bicinchoninic asit yontemi ile protein analizi yapildi. Geriye
kalan 100’er pL ¢ozeltilerde ve daha once ayrilan kontrol grubu
cozeltilerinin 100 pL’sinde aktivite sayimi sivi sintilasyon cihazi ile

yapildi. Bu cihazda sayim yapmak i¢in 100’er pL olan ¢ozeltiler 2 mL’ye
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sintilator ile tamamlandi. Protein degerleri sonucglarindan hiicre basina
diisen aktiviteler hesaplanip bu aktiviteler kontrol gruplar ile oranlanarak

% baglanma degerleri tespit edildi.

3.7.4 125I-Urasil-O-glukuronid, 125I-Urasil-N-glukuronid ve '"I-
Urasil’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicreleri iizerindeki

baglanma etkinligi

HuTu-80 ince barsak hiicrelerinden elde edilen UDP-glukuronil
transferaz (UDPGT) enziminin glukuronid reaksiyonunda kullanilmasi
ile elde edilen urasil glukuronid ‘in sadece bu tip hiicrelere spesifik olup
olmadigin1 tespit etmek icin Detroit 562 (farenks) ve Caco-2 (kolon) gibi
farkl iki tiir hiicre lizerinde de deneyler tekrarlandi. Bunun i¢in bu hiicre
tiplerinden ekim yapildi ve yeteri kadar ¢cogalmasindan sonra bu ti¢ farkli

hiicre 24 luk flasklara ekildi.
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Sekil 3.7 1-125 isaretli 6rneklerin HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicreleri tizerindeki

baglanma etkinligi ¢alismasi.

Manyetik  parcaciklar {izerinde silanlama yoluyla ylizey
modifikasyonu saglandiktan sonra olusan CHO grubuna glukuronid

reaksiyonu sonucunda elde edilen iki farkli Urasil glukuronid (U-Glu)
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tirlinii olan Urasil-O- glukuronid ve Urasil-N- glukuronid baglandi. Ayni
islem urasil i¢inde yapildi. Bu islem sirasinda Urasil-O- glukuronid,
Urasil-N- glukuronid ve Urasil miktar1 her bir goz i¢in 30 pg/mL
kullanilirken manyetik parcacik miktar1 her bir goz i¢in 6rnek miktarinin
30 kati alindi. Bu sekilde manyetik 6zellik kazandirilan Urasil-O-
glukuronid, Urasil-N- glukuronid ve Urasil ile manyetik olmayan Urasil-
O- glukuronid, Urasil-N- glukuronid ve Urasil iodojen yontemi
kullanilarak iyot-125 ile isaretlendi. Isaretlemede her bir goz igin 4
puCi/mL T -125 kullanildi. Daha sonra isaretli 6rnekler icerisinde besiyer
bulunan falkon tiiplerine konulup karistirildi. Bu falkon tiiplerinden
0.5’er mL kontrol grubu olarak saymmi yapilmak igin ayrildi. Isaretli
besiyerler hiicrelerin bulundugu flasklara eklenmeden 6nce hiicrelerin
tizerinde bulunan besi ortamlari atilip hiicreler %0.9 luk NaCl ile yikanda.
Yikamanin ardindan 24 liik flasktaki her bir goze 0.5 mL I-131 isaretli

ornekleri iceren besiyer konuldu.
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Sekil 3.8 NdFeB miknatislari ile flasklara manyetik alan uygulanmasi.

Calismada manyetik pargaciklara takili ornekler iki farkli 24°lik
flaskta calisildi. Sekil 3.8’de gosterildigi gibi flasklardan birisine
flasktaki her bir goziin altina esit biiyiikliikte ve esit manyetik akim
yogunluguna (1.17-1.21 Tesla) sahip NdFeB miknatislar1 (DMEGC)
konularak manyetik alan uygulanirken digerine uygulanmadi. Optimum
stire olarak belirlenen 30.dakikada hiicreler tizerindeki isaretli besi ortami
atild1 ve %0.9 luk NacCl ile yikandiktan sonra hiicrelerin bulundugu her
goze 200’er uL Ripa tamponu eklendi. Pipet ucuyla hiicre yiizeyi kazindi
ve ayni zamanda pipetle cozelti g¢ekilip birakilarak hiicrelerin Ripa
tamponuna ge¢mesi saglandi. Hiicreleri igeren bu ¢ozeltilerin 50°ser uL

sinde Bicinchoninic asit yontemi ile protein analizi yapildi. Cozeltilerin
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100’er puL sinde ve daha once ayrilan kontrol grubu ¢ozeltilerinin 100

pL’sinde aktivite sayimi siv1 sintilasyon cihazi ile yapildi.

Yapilan bu galismada silanli manyetik parcaciklara bagh '*I-

Urasil-O- glukuronid, '**I-Urasil-N-glukuronid ve '*I-Urasil’in manyetik
alan altinda ve manyetik alan uygulamaksizin farkli hiicrelerdeki
baglanma diizeyleri tespit edildi. Ayrica manyetik dzellik tasimayan '*I-
Urasil-O-glukuronid, '*I-Urasil-N- glukuronid ve '*I-Urasil ile
manyetik 6zellik tastyan ayni ornekler arasindaki baglanma etkinlikleri
arasindaki fark incelendi. Caligmanin tekrarlanabilirligini ortaya koymak

icin ¢alisma iki farkli giinde tekrarland1 ve her bir ornek icin her

parametre toplam 6 gozde ¢aligildi.

3.7.5 'I-Urasil-O-Glukuronid, "“'I-Urasil-N-Glukuronid ve "“'I-
Urasil’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicreleri iizerindeki

baglanma etkinligi

[-125 igaretli Urasil-O- glukuronid, Urasil-N- glukuronid ve
Urasil’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicreleri tizerindeki baglanma
etkinligi incelendikten sonra I-125 ve I-131 isaretli Urasil-O-glukuronid,
Urasil-N-glukuronid ve Urasil’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562
hiicreleri iizerindeki baglanma etkinlikleri arasindaki farki tespit etmek
icin ayn1 calisma I[-125 yerine I[-131 kullanilarak ayni kosullarda
tekrarlandi. Calisma i¢in gerekli hiicre tiplerinden ekim yapildi ve yeteri

kadar cogalmasindan sonra ¢calismanin yapilacag: 24 liik flasklara ekildi.
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Sekil 3.9 1-131 isaretli 6rneklerin HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicreleri tizerindeki

baglanma etkinligi ¢alismasi.

Yiizey modifikasyonu ile manyetik parcaciklar {izerinde
olusturulan CHO gruplarina urasil-O-glukuronid, Urasil-N-glukuronid ve

urasil baglandi. Bu islem sirasinda urasil-O-glukuronid, urasil-N-
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glukuronid ve urasil’in miktar1 ile manyetik parcacik miktar1 daha once
tespit edilen optimum miktar olan her bir goz i¢in 30 pg/mL 6rnek ve her
bir g6z i¢in 6rnek miktarinin 30 katt manyetik pargaciktir. Bu kosullarda
manyetik 6zellik kazandirilan U-O-glukuronid, U-N-glukuronid ve U ile
manyetik olmayan U-O-glukuronid, U-N-glukuronid ve U iyot-131 ile
iodojen yontemi kullanilarak isaretlendi. Isaretlemede igin her bir goze 4
pCi/mL iyot -131 konuldu. Isaretlemenin ardindan drnekler besiyerlerin
tizerine eklendi ve karigtirildi. Bu isaretli besiyerlerden 0.5’er mL kontrol
grubu olarak sayimi yapilmak i¢in ayrildi. Hiicrelerin iizerinde bulunan
besi ortamlar1 atildi ve hiicreler %0.9 luk NaCl ile yikandi. Yikamadan
sonra 24 liik flasktaki her bir gdze 0.5 mL I-131 isaretli 6rnekleri iceren
besiyer konuldu. Manyetik parcaciklara takili 6rnekler iki farkli 24’lik
flaskta caligildi. Flasklardan birisine flasktaki her bir goziin altina esit
biiytikliikte ve esit manyetik akim yogunluguna (1.17-1.21 Tesla) sahip
NdFeB miknatislart (DMEGC) konularak manyetik alan uygulanirken
digerine uygulanmadi. Isaretli besiyerler eklendikten 30.dakika sonra
hiicreler tizerindeki isaretli besi ortami uzaklastirildi ve hiicreler %0.9 luk
NaCl ile yikandi. Yikamanin ardindan hiicrelerin {izerine 200’er uLL Ripa
tamponu eklendi. Pipet ucuyla hiicre yiizeyi kazinarak hiicreler yilizeyden
kaldirildi. Hiicreleri iceren g¢ozeltilerin 50’ser pL sinde protein analizi
yapildi. Cozeltilerin 100’er pL sinde ve daha once ayrilan kontrol grubu
¢ozeltilerinin 100 pL’sinde aktivite sayimi sivi sintilasyon cihazi ile

yapildi.

Bu ¢alismada manyetik 6zellik tasimayan "'I-U-O- glukuronid,

BI.U-N- glukuronid ve "“'I-U ile manyetik 6zellik tasiyan 6rneklerin
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baglanma etkinlikleri arasindaki fark incelendi. Bunun yanindan
manyetik parcaciklara takili 6rneklere manyetik alan uygulamanin
hiicreler {izerindeki baglanmaya etkisi tespit edildi. Ayrica aymi
kosullarda yapilan deneyler sonucunda I-125 ve 1-131 isaretli 6rneklerin

hiicreler tizerindeki baglanma etkinlikleri karsilagtirildi.

3.7.6 'PI-Urasil-O-Glukuronid, '*’I-Urasil-N-Glukuronid ve '*I-
Urasil’in HuTu-80 ve primer insan bagirsak epiteli hiicrelerine

baglanma (PHIC) etkinliginin karsilastirilmasi

HuTu-80 (ince barsak), Caco-2 (kolon) ve Detroit 562 (farenks)
gibi kanserli hiicreler lizerinde yapilan ¢alismalardan sonra bu ¢alismada
urasil-O-glukuronid, urasil-N-glukuronid ve wurasil’in normal insan
bagirsak epitel hiicreleri tizerindeki etkileri incelenerek enzimin kanserli
hiicrelere olan spesifitesi arastirildi. Calisma i¢in HuTu-80 ince bagirsak
hiicreleri ile normal insan bagirsak epitel hiicreleri kullanildi. Bu
hiicrelerin ekimi yapildi ve yeteri kadar cogaldiktan sonra hiicreler

calismanin yapilacagi 24’lik flasklara alindi.
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Sekil 3.10 I-125 isaretli drneklerin HuTu-80 ve PHIC hiicreleri iizerindeki baglanma

etkinligi calismasi.

Calismada urasil-O-glukuronid, urasil-N-glukuronid ve urasil’in
yaninda ylizey modifikasyonu yapilmis olan manyetik pargaciklar ile
konjuge edilen urasil-O-glukuronid, urasil-N-glukuronid ve urasil
ornekleri de ¢aligildi. Konjugasyonda her bir gz i¢in 30 pg/mL 6rnek ile
ornek miktarmin 30 kat1 kadar olacak sekilde silanli manyetik parcaciklar
kullanild1i. Manyetik ve manyetik 6zellikte olmayan urasil-O-glukuronid,
urasil-N-glukuronid ve wurasil oOrnekleri I-125 ile iodojen metodu
kullanilarak isaretlendi. Isaretlemede kullanilan 1-125’in  spesifik
aktivitesi her bir goze 4 nCi/mL aktivite gelecek sekilde ayarlandi.
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Isaretli 6rnekler falkon tiiplerinde bulunan besiyerlere eklendi. Isaretli
besiyerleri hiicrelerin iizerine koymadan 6nce hiicreler %0.9 luk NaCl ile
yikandi. Bu sekilde 6lii hiicreler ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra her
bir gbze 0.5 mL I-125 isaretli besiyerler eklendi. Manyetik parcaciklara
takili olan 6rnekler i¢in hazirlanan iki farkli flaskin birine flasktaki her
bir goziin altina esit biiyliklilkte ve esit manyetik akim yogunluguna
(1.17-1.21 Tesla) sahip NdFeB miknatislar1 (DMEGC) konularak
manyetik alan uygulanirken digerine uygulanmadi. Baglanma icin gerekli
olan 30 dakika optimum siire gectikten sonra hiicrelerin iizerindeki
isaretli besiyerler uzaklastirildi ve hiicreler %0.9 luk NaCl ile yikandu.
Daha sonra her bir goze 200 pL ripa tamponu eklendi ve pipet ucu ile
hiicreler yiizeyden kazinarak siispanse hale getirildi. Hiicrelerin
bulundugu bu 200 uL’lik ¢bzeltinin 50 pL’si protein analizi igin
kullanilirken 100 pL’si sivi sintilasyon cihazinda (Packard Tri-corb-

1200) sayilarak aktiviteleri tespit edildi.

Bu calisma ile glukuronidlesme reaksiyonu sonucunda elde edilen
U-O-glukuronid ve U-N- glukuronid bilesiklerinin kanserli hiicrelere
kars1 gosterdigi spesifitenin yaninda normal insan bagirsak epitel

hiicreleri lizerindeki spesifitesi tespit edildi.
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3.7.7 1-125 ve 1-131’in farkh spesifik aktivitelerde kullanilmasi ile
urasil-o-glukuronid, urasil-n-glukuronid ve urasil’in HuTu-80

hiicreleri iizerindeki baglanma etkinliginin incelenmesi

Urasil-O-glukuronid, urasil-N-glukuronid ve urasil’in radyoiyot ile
isaretlenmesinde farkli spesifik aktivitelere sahip 1-125 ve I-131
kullanilarak 1-125 ve I-131’in radyoaktivitelerinin hiicresel diizeyde
etkileri goriilmeye calisildi. 1-125 isaretli 6rnekler ile T -131 isaretli
ornekler sekil goriildiigii gibi farkli flasklarda ¢alisildi.

Sekil 3.11 Farkli spesifik aktivitelerde iyot kullanilmasinin HuTu-80 hiicreleri

iizerindeki baglanma etkinliginin incelenmesi ¢aligmasi.
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U-O-glukuronid, urasil-N-glukuronid ve urasil 6rneklerinin her bir
g6z i¢in miktarlar1 30 pg/mL olarak sabit tutulurken, bu miktarlar her bir
g6z i¢in 1 uCi/mL, 3 pCi/mL, 10 pCi/mL, 30 uCi/mL ve 100 pCi/mL
spesifik aktiviteye sahip I-125 ve I-131 ile iodojen metodu kullanilarak
ayr1 ayn isaretlendi. Isaretlemenin ardindan farkli spesifik aktivitelere
sahip olan I-125 isaretli urasil-O-glukuronid, urasil-N-glukuronid ve
urasil ornekleri ile I-131 isaretli urasil-O glukuronid, urasil-N-glukuronid
ve urasil 6rnekleri farkli falkon tiiplerinde bulunan besiyerlere eklendi ve
kanistirildi. HuTu-80 hiicreleri tlizerindeki besi ortamlar1 uzaklastirilip
hiicreler %0.9 luk NacCl ile yikandiktan sonra 0.5 mL isaretli besiyer her
bir goze eklendi. 30 dakika inkiibasyon siiresinden sonra isaretli
besiyerler hiicreler {izerinden alindi. Tekrar %0.9 luk NaCl ile yikand1 ve
her bir goze 200 pL Ripa ¢ozeltisi eklendi. Pipet ucu ile kaziyarak
hiicrelerin yiizeyden kaldirilmast saglandi. Cozeltinin 50 pL sinde
protein analizi yapildi. 100 pL’lik ¢ozeltide ise sivi sintilasyon cihazi ile

aktivite sayimi yapildi.

Yapilan bu calisma ile isaretlemede kullanilan artan spesifik
aktivitelerdeki 1-125 ve 1-131’in HUTU-80 ince bagirsak hiicreleri
tizerindeki baglanma etkinlikleri incelenerek artan aktivitenin hiicreler
tizerindeki hasar etkisi ortaya konuldu. Ayni zamanda 1-125 ve 1-131’in

hiicreler lizerindeki etkisi karsilastirildi.
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3.8 istatistik Analizler

(Calismalardan elde edilen sonuclarin istatistik analizleri GraphPad
istatistik programu1 kullanilarak yapildi. Her bir parametre i¢in iki ayri
denemede toplam alti tekrar yapilip, ortalama baglanma degerleri ile
standart sapmalar1 hesap edilmistir. Her bir parametre seviyesi i¢in elde
edilen baglanma degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin
olup olmadigin1 belirlemek i¢in tek yonlii ANOVA analizi yapilmstir. I-
125 ve I-131’in farkli spesifik aktivitelerde kullanilmasi ile elde edilen
baglanma degerlerinin incelenmesinde de lineer regresyon analizi
yapilmistir. Analiz sonuglar1 degerlendirilirken baglanma degerleri
arasinda 0.95 giiven diizeyinde anlamli bir farkin olup olmadigr P
degerlerine bakilarak tespit edilmistir. P degeri 0.05’den kiiciik olanlar

anlaml1 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Urasil Glukuronid’in HuTu-80 Hiicrelerinden Ayrilan
Mikrozomal UDPGT Kullanilarak Enzimatik Sentezi

Uridin difosfo-glukuroniltransferaz (UDPGT) igeren sican veya
diger hayvan karacigerinden ¢ikarilan mikrozom preparatlar1 kullanilarak
cesitli molekiillerin glukuronide sentezi ile ilgili ¢aligmalar literatiirde
mevcuttur (Kim and Wainer, 2005, 2006; Khymenets et al., 2006). Bu
caligmalar ADEPT prodrug olusturma veya ilag metabolitlerinin
incelenmesi gibi cesitli amaclar tasimaktadir. Ayni amacla insan
mikrozom preparatlarinin kullanildig1 calismalar da mevcuttur (Ethell,
2003; Vashishtha,  2000). Ancak kanser hiicrelerinden mikrozom
preparatlar1 ¢ikararak enzimatik sentez yapilmasi ile ilgili olarak sadece
bir ¢alismada MCF7 meme kanseri hiicrelerinden c¢ikarilan mikrozom
preparatt  ¢ikarilarak tiimore spesifik mucin antijen konjugati
hazirlanmistir. Bu ¢alismada hazirlanan MUC6-Tn glycoproteinlerinin
timore spesifik oldugu ve immunoterapide kullanilabilecegi rapor

edilmistir (Freire et al., 2006).

UDP-glukuronil transferaz ve UDP glukuronik asit kullanilarak
yapilan enzimatik glukuronid sentezine kullanilan substratin tiirli, enzim
konsanrasyonu, reaksiyon zamani, enzim hazirlandiktan sonra
kullanilincaya kadar gegen zaman, solvent tiirii ve konsantrasyonu gibi
parametrelerin etkili oldugu rapor edilmistir. Stevenson ticari UDP-

glukuronil transferaz kullanarak yapilan benzil glukuronid’in enzimatik
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sentezi i¢in 20 mg/ml enzim konsantrasyonunu optimum verirken bu
calismada 150 mg/ml enzim konsantrasyonu seg¢ilmis ve iki farkli iirlin
icin toplam %?22.95+2.4 glukuronidasyon verimi elde edilmistir.
Stevenson’a goére 10 saatten daha az ve 30 saatten daha c¢ok olan
reaksiyon siirelerinde verim diismektedir (Stevenson and Hubl, 1999). Bu
calismada reaksiyon siiresi olarak 18 saat se¢ilmistir. Yine Stevenson’a
gore DMSO etil alkole gore daha iyi bir solventtir. Bu calismada da
solvent olarak DMSO kullanilmigtir. Bu ¢alismada enzim hazirlandiktan
sonra sentez i¢in hemen bekletilmeden kullanilmis. Yaklasik 6 ay ve 1 yil
sonra yapilan ikinci ve ii¢lincii sentezde de benzer sonug elde edilmistir.
Stevenson ¢alismasinda 8 mM UDPGA kullanirken bu ¢alismada 10 mM
UDPGA kullanilmistir.

Trans-3'-hydroxycotinine de metabolize oldugunda insan idrarinda
yalmizca o-glukuronidi goriiliitken 1insan karaciger mikrozomlari
kullanilarak yapilan enzimatik sentezde n- ve o-glukuronidleri tespit

edilmistir (Yamanaka, 2005).

4.2 HPLC Yontemi ile Elde Edilen Sonuclar

30°C, 0.4 mL akis hizi ve 254 ile 280 nm dalga boylar
kosullarinda analitik RP-C18 (250 x 4.6mm [.D) kolon kullanilarak
Cizelge 4.1°de gosterilen kosullarda urasil ve urasil glukuronid (U-Glu)’e

ait kromatogram Sekil-4.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1 HPLC yonteminde uygulanan kromatografik kosullar.

Kolon RP-C18 (250 x 4.6 mm 1[.D)
Akis hizi 0.4 mL / dak.
Dalga boyu 254 nm ve 280 nm
3.10-3M Tetrametil Amonyum Hidroksit %50
Mobil faz 3.10-3M Formik asit %50
(pH=8)
1500
: &
I
G 5 5 .
> ] 2 2 -
g 500 s a |2
2.8 | B
S\VVS |13
o
0 ’:": 1(0 1‘5 20
Dakika

Sekil 4.1 Urasil glukuronid (U-Glu) ve Urasil (U)’in RP-C18 kolonu (250 x 4.6 mm
I.D.) ile elde edilen HPLC kromatogrami.

Cizelge 4.1°de gosterilen kosullarda, C18 kolonunda 280 nm’de
UV dedektoriinden alinan bilesiklere ait Rt (Alikonma Zamani) degerleri
urasil icin 8.93 iken, Glukuronidasyon sentezi ile olusturulan iki farkli

urasil glukuronid (U-Glu) iirlinii i¢in 4.54 ve 5.23 diir.
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Glukuronidasyon reaksiyonlar1 sonucu elde edilen iki farkli urasil
glukuronid  (U-Glu)  bilesiginin  reaksiyon  verimi  HPLC
kromatogramlarindan hesaplanan pik alanlarinin orani ile hesaplanmaistir.
U¢ kez tekrarlanan glukuronidasyon reaksiyonu sonucunda verim

%22.95+2.4 olarak bulunmustur.

4.3 Pik 1 ve Pik 2’nin molekiiler yapilar

Pik 1 ve Pik 2’nin urasil’in Sekil 4.2°de gosterilen tautomerik
denge sonucu olugan amid- iminol yapilart nedeniyle olusan o-
glukuronid ve n-glukuronidler olmasi muhtemeldir. O- ve N-
glukuronidlerin beklenen yapilar1 Sekil 4.3 ve sekil 4.4’de gosterilmistir.
Bu durumda pik 1’in yapist Sekil 4.3, pik 2’nin molekiiler yapis1 Sekil
4.4’deki gibidir.

H
N /o N on
| — N
|
-
NH /N
le) OH

Sekil 4.2 Urasil’in Tautomerik formlari
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Sekil 4.3 Urasil-O-Glukuronid (pik1)

Sekil 4.4 Urasil-N-Glukuronid (Pik2)

Urasil-O-Glukuronid ve  U-N-Glukuronid’in ACD/Log P
Algorithm programi kullanilarak teorik lipofiliteleri ve teorik HPLC
kromatogramlar1 bulunmustur (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6). Teorik lipofiliteler
ve HPLC simulasyon kromatogramlar1 Sekil 4.7°deki deneysel
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kromatogramlar ile karsilastirildiginda birinci pikin urasil-o-glukuronid
ikinci pikin de urasil-n-glukuronid oldugu anlagilmaktadir.

Sekil 4.5 Urasil-o-glukuronid, urasil-n-glukuronid ve urasilin teorik lipofiliteleri

Sekil 4.6 Urasil-o-glukuronid, urasil-n-glukuronid ve wurasilin teorik HPLC

kromatogrami
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Sekil 4.7 Urasil-o-glukuronid, urasil-n-glukuronid ve urasilin deneysel HPLC

kromatogrami

4.4 Radyoiyodinasyon Sonucu Radyoiyot Isaretli (I-131/I-125)
Molekiillerde Beklenen Yapi

Urasili’in iodogen ydntemi ile radyoiyodinasyonuna iliskin bir
calisma bulunamamistir. Ancak IUdR iodogen yontemi de dahil ¢esitli
yontemler ile isaretlenmistir (Guenther et al., 1998; Foulon Et al., 1995,
1996). Bunun disinda iodogen 5-lodo-4'-thio-2'-deoxyuridine (ITdU) ve
5-iodo-1-(4-thio-beta-D-arabinofuranosyl)uracil (ITAU) gibi IUdR tiirevi
bir molekiil trimetil stannil tiirevinin hidrolizi ile I-125 ile %99 verimle
isaretlenmistir. IUdR ile seker molekiilii lizerindeki O atomunun S ile
substitue olmus olan bu molekiiliin baz1 organlarda [UdR den daha fazla
alikonuldugu bulunmus ve bu molekiiliin IUdR gibi bir DNA sentez
isaretleyicisi ve SPECT de kullanilabilecek bir tiimor goriintiileme ajani

olabilecegi rapor edilmistir. Tiyotimidin C-11 ile de isaretlenmis ve bu
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calismada da PET tiimor goriintiileme ajani olabilecegi rapor edilmistir
(Toyohara et al, 2008). Diger bir urasil tiirevi olan cis-1-[4-
(hydroxymethyl)-2-cyclopenten-1-yl]-5-[1241] iodourasil de organo
kalay arabilesikleri iizerinden %80 verim %95 radyokimyasal saflikta
hazirlanmis ve mikroPET c¢alismalariyla HSV1-tk-tasiyan hiicreler igin

gorilintiileme ajan1 olabilecegi gosterilmistir (Ahn et al., 2007).

Glukuronid bilesiklerinin radyoiyodinasyonuna iliskin ise yine
grubumuzca  yapilmis  farkli  bazi  glukuronid  bilesiklerinin
radyoiyodinasyonuna iliskin baz1 ¢alismalar mevcuttur (Ozdemir and
Unak, 1994; Unak and Unak, 1996; Unak et al., 1997; Asikoglu et al.,
2000; Unak et al., 2007; Avcibasi et al., 2008).

Sekil 4.8 de gosterilen Urasili’in deoxyuridin ile yapisal benzerligi
de gbz Oniine alinarak 5 inci carbon atomu iyotlanarak iyodibasyon

sonucu yapinin timin’e benzemesi gerekmektedir.
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H3C

Timin

[-1251-131

B —

‘ NH

@)
R NN

/
//,

HO Deoxyuridine

O

CHj
HN ‘

HO

HO

Timidin

Sekil 4.8 Isaretli bilesige ait kimyasal yapiy1 gostermektedir.

H
N\KO
‘ NH

H
N\KO
‘ NH

)

iodojen "% /131 |

Sekil 4.9 Urasil’in I-131/1-125 ile isaretlenmesi
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o)
O 131,
NH
| NH | /g
k 1311- HO N
HO [E— -
o)
iodojen
OH
OH
131
IUdR

Sekil 4.10 2'-Deoksiuridin (UdR) "*'T ile isaretlenmesi

1-125/1-131

> HO
iodojen

Sekil 4.11 Urasil o- glukuronid (U-Glu) "*'T ile isaretlenmesi
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H
hd
‘ 1-125/1-131
Nﬁ‘j HO
_—
. o iodojen
"OH

Sekil 4.12 Urasil n glukuronid (U-Glu) "*'T ile isaretlenmesi

Bu calismada urasil, urasil glukuronid, UdR iodogen ydntemine
gore I-131 ile sirastyla %96.01+1.7, %96.91+£0.9 ve %91.99+1.2 gibi iyi
bir verimle igaretlenmislerdir. Ayrica I-125 ile isaretleme verimleri de
olduk¢a yiiksek olup urasil-o-glukuronid i¢in %93.86+1.5, urasil-n-
glukuronid igin %95.04+1.1 ve urasil igin %94.19+1.7 dir. lodojen,
1,3,4,6-tetrachloro-3 alpha, 6 alpha-diphenylglucoluril acik isimli bir
yiikseltgeyici ajandir ve iyodun ylikseltgenmesi sirasinda elektrofilik
substitusyon ile yer degistirmesine dayanir ve bu substitusyonu yapabilen
pek cok farkli molekiiliin radyoiyodinasyonunda kullanilmistir (Ozdemir
and Unak, 1994; Unak and Unak, 1996; Unak et al., 1997; Asikoglu et
al., 2000; Unak et al., 2007; Avcibasi et al., 2008). lodojenin oksidasyon
mekanizmasi ¢ok agik olmamakla beraber yapidaki iki karbonil grubunun

yiikseltgeme mekanizmasinda rol oynadigi diisliniilmektedir.



109

4.5 Urasil Glukuronid’in (U-Glu) Yapi Tayini

4.5.1 HPLC-MS sonuglarn

Urasil-o-glukuronid ve Urasil-n-glukuronid’in enzimatik sentezi ii¢
kez tekrarlanmig ve Orneklerin pozitif ESI spektrumlari LC-MS/MS
(Zivac-Tandem Gold) cihazinda farkli zamanlarda alinarak spektrumlar
incelenmis ve bu sekilde deneylerin tekrarlanabilirligi de ortaya

konulmustur.

Sonuglar her iki bilesigin benzer spektrumlar verdigini ve onceki
spektrumlar ile uyum i¢inde olduklarmi gostermistir. LC-MS/MS
spektrumlarinda goriilen belli bash tanimlanabilen pikler Cizelge 4.2°de
verilmigtir. LC-MS/MS spektrumlart ise Sekil 4.13 ve Sekil 4.14°de yer

almaktadir.
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Cizelge 4.2 LC-MS/MS spektrumlarinda goriilen belli  bash
tanimlanabilen pikler.
Fragman m/z Fragman m/z
N
AN OH
‘ HsC. 0
/N
169 o o, 144
HO 0 HO" ’OH
he N
o
N OH @) OH
T
N 111 . ", 148
e HO* "OH
OH OH
N
)
/N
217 © © 227
HO" "/ OH
OH
N\(OH
159 ‘ N 139
HO O
~_—
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Spectrum 1A, urasil glukoronid-1-1.xms (<]
BP: 1390 (2 592e+5=100%) 2.390 min, Scans: 227-231, 100.0:500.0=, RIC: 3,385e+9
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Spectrum 14, urasil glukoronid-1-1.xms (<]
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Sekil 4.13 Urasil-o-glukuronid’in (Pik1) pozitif ESI spektrumu
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Spectrum 1A, urasil glukoronid-2-1.xms 1<
BF: 1109 {1,529e+5=100%) 0.207 min, Scans: 15-19, Merged, RIC: 3025:+9
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Spectrurn 1A, urasil glukoronid-2-1.xms <]
BF: 1109 (1 528e+3=100%) 0.207 min, Scans: 15-19, Merged, RIC: 3095249
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Sekil 4.14 Urasil-n-glukuronid’in (Pik 2) pozitif ESI spektrumu
4.5.2 IR sonuclar

Kirmiz1 Gtesi (infrared) 1simasi, elektromanyetik spektrumda
goriiniir bolge ve mikro dalgalar arasinda bulunur ve dalga boyu 0.8-500
um (dalga sayisi 12500-20cm™) olan 1simadir. 0.8-2.5 pm (12500-
4000cm™) bolgesine yakin kirmizi &tesi, 2.5-25 pm (4000-400cm™)
bolgesine kirmuizi Gtesi ve 25-500 pm (400-20cm™) bélgesine uzak
kirmiz1 6tesi denir. Bazi kaynaklarda kirmizi 6tesi 1gtmanin sinir1 2.5-15

um (4000-666cm™) olarak verilir. Kirmizi 6tesi spektrumlart her iki smnir
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icinde de kaydedilebilir. Yakin kirmizi ve uzak kirmizi 6tesi bolgeleri

organik yapi analizinde pek yararh degildir.

Kirmizi 6tesi spektrumlart iki tiirlii bilgi verir;
e Organik bilesiklerin yapisindaki fonksiyonel gruplar bulunur,

e ki organik bilesigin ayn1 olup olmadig1 tespit edilir.

Tim bu bilgiler 1s5183inda ve IR spektrumlar1 incelendiginde
bilesiklerin yapilarindaki fonksiyonel gruplar Cizelge 4.3’deki gibi

gosterilebilir.
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Cizelge 4.3 Urasil-o-glukuronid, urasil-n-glukuronid, urasil ve silanl

manyetik parcaciklara baglh

urasilin IR spektrumlari.

urasil-o-glukuronid, urasil-n-glukuronid,

[l em™

Grup

Aciklama

3600-3400

O-H gerilmesi

3600 cm’ assasiye olmamis O-H, 3400 cm’
(genis) assasiye O-H her iki band alkol
spektrumlarinda goriliir, siddetli assasiye O-H
bandi (COOH bilesikleri) cok genistir (500 cm™)

ve merkezi 2900-3000 cm™'*e kayar

3400-3200

N-H gerilmesi

3400cm™ (kesin) assasiye olmamis N-H, 3200

! N-H, -NH,

cm~  (genig) assasiye grubu,

genellikle iki pik verir.

2980-2900

C-H gerilmesi

Bu bolgede sogurmanmn olmamas: alifatik

karbona bagli hidrojen bulunmadigini gosterir.

2000-2500

Si-H gerilmesi

Bu bdlgede Si-H grubu pik verir.

1720-1710

C=0 gerilmesi

Bu deger asiklik, konjuge olmamisg ve karbonil
yaninda elektronegatif atomlar bulunmayan
aldehitler ve ketonlar i¢indir. Karbonilin
aromatik halkaya, cift baga veya tigli baga

konjuge olmas frekansi 30 cm™ kadar azaltir.

1360

T
~co

Bu bandlarin C-O egilme veya gerilme
titresimlerinden olustugu pek kesin degildir.
Alkollerin,

eterlerin ve esterlerin

spektrumlarinda bu bélgede bir veya iki kuvvetli

band bulunur.

1250

SI(CH3)3 Ve
Si(CHj;), gerilmesi

Silanli manyetik pargaciklarda 1200 cm’

bolgesinde pik vermistir.

1100-900

Silikat gerilmesi

1039cm™ de silikatlara ait olan pikleri vermistir.

325-675

Si(OCH;);,  SiH;

ve SiH, gerilmeleri

Manyetik pargaciklarda bulunan silanl bilesikler
325-675 cm™ bolgesinde yogun pik verir.
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Bu verilerden yola ¢ikarak urasil-o-glukuronid ile silanli manyetik
pargaciklara bagh urasil-o-glukuronid’in IR spektrumlari
kiyaslandiginda; yaygan OH piki siddetinin silanli manyetik parcaciklara
bagli urasil-o-glukuronid de biraz daha arttirarak yayganhigini azalttigi
gozleniyor. Ayrica urasil-o-glukuronid de gozlenen siddetli (1606.65 cm’
") C=0 piki siddetinin, silanli manyetik parcaciklara bagh urasil-o-
glukuronid bilesiginde dikkate deger bir sekilde azaldigr gozlenmistir
(1639.30 cm™). Ayrica 1400-600 cm™ arasindaki yogunluk silanh
manyetik  parcaciklara  bagli  urasil-o-glukuronid’in  urasil-o-

glukuronid’den tamamen farkli oldugunu ortaya koymaktadir.

Urasil-n-glukuronid ile silanli manyetik pargaciklara bagl urasil-n-
glukuronid’in ve urasil ile silanli manyetik parcaciklara bagli urasil’in IR
spekturumlar1 incelendiginde yukaridaki agiklama ile benzerlik

gostermekte ve bu bilesikler i¢in de ayn1 yorumlar yapilmaktadir.
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Sekil 4.15 Urasil-o-glukuronid’in IR spektrumu.
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Sekil 4.16 Silanli manyetik parcaciklara bagli urasil-o-glukuronid’in IR spektrumu.
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Sekil 4.17 Urasil-n-glukuronid’in IR spektrumu.
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Sekil 4.18 Silanli manyetik parcaciklara bagli urasil-n-glukuronid’in IR spektrumu.
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Urasil’in IR spektrumu.
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Sekil 4.20 Silanli manyetik parcaciklara bagli urasil’in IR spektrumu.
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4.6 Farkhh Kosullarda Hazirlanan Manyetik Nanoparcaciklarin

Ozelliklerine Etki Eden Parametreler

6Fc’" +S0:" + 18NH3 H,O — 2Fe;04 + SO4* + 18NH,™ + 9H,0

Fe*" ve Fe’™iin karistirilmasi veya Fe’iin kismi indigenmesi ile
elde edilen manyetik nanoparcaciklarin SEM analizleri sonuglari
ortalama parcacik boyutunun 10-30 nm oldugunu gdstermistir. Ayrica
SEM analizleri Fe*'/Fe’" orani, pH, sicaklik, baz konsantrasyonu gibi
parametelerin  ortalama pargacik boyutlarint  biraz  degistirdigini
gostermistir. Parametreler sonucunda elde edilen parcacik boyutlar
istatistiksel olarak degerlendirildiginde aralarinda anlamli bir farklilik

tespit edilememistir (P>0.05).

¥
s = :
Acc¥ Spot qun}get WD ——= 200nm

7.00 kY 2.0 20000 %}L[LQQ IMTE-MAM

F

Sekil 4.21 T=60 °C; Fe*'/Fe*'=2, NaOH 2,5 M, pH 10 kosullarinda hazirlanan dextran
kapli manyetik pargaciklarin boyutunu 21.6+3.3 nm olarak gosteren SEM goriintiisii.
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Acey Spot Magn - Dét wD B—————— 500nm
700KV.2.0 50000% TLD 4.0  [YTE-MAM

Sekil 4.22 T=60 °C; Fe*'/Fe**=2, NaOH 10 M, pH 10 kosullarinda hazirlanan dextran
kapli manyetik parcaciklarin boyutunu 27.5+4.9 nm olarak gosteren SEM goriintiisii.

»

e

P

%

e v Spot Magn' whDet WD F———=—1 "200nm
7&90"\’{“ 100000% TLD 41 |YTE-MAM

Sekil 4.23 T=25 °C; Fe*'/Fe*'=2, NaOH 5 M, pH 10 kosullarinda hazirlanan dextran
kapli manyetik parcaciklarin boyutunu 22.2+2.1 nm olarak gosteren SEM goriintiisii.
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AgeY Spot Magn Det WD
TO0 KV 2.0 150000 TLD 3.9 _IYTE-MAM

Sekil 4.24 T=80°C; Fe*'/Fe’'=2, NaOH 5 M, pH 10 kosullarinda hazirlanan dextran
kapli manyetik parcaciklarin boyutunu 13.245.2 nm olarak gosteren SEM goriintiisii.

AGBMS Spot Magn _ Det *wD ———————{ 200:m
7.00KV 20+ 100000k TED 4,0 [YTE-MAM

-

Sekil 4.25 T=60°C; Fe*"/Fe*"=2, NaOH 5 M, pH 8 kosullarinda hazirlanan dextran kaplh
manyetik pargaciklarin boyutunu 2143.2 nm olarak gésteren SEM goriintiisii.



122

ot ‘
AccV . SpotMagn. Det WD ———— 200nm
700KV 20 100000x TLD 41 [IYTE-MAM

*o g “

i

Sekil 4.26 T=60°C; Fe*'/Fe’*'=2, NaOH 5 M, pH 12 kosullarinda hazirlanan dextran
kapli manyetik parcaciklarin boyutunu 15.4+2.3 nm olarak gosteren SEM goriintiisii.

Py

-

AccM  Spot Magn . Det wO ——— 200mm
700KV 20 100000%TLD «4.2* [YTE-MAM

S

Sekil 4.27 T=60°C; Fe*'/Fe’*=0.5, NaOH 5 M, pH 10 kosullarinda hazirlanan dextran
kapli manyetik parcaciklarin boyutunu 17.943.2 nm olarak gosteren SEM goriintiisii.
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3 -

AccV SpotMagn “Det WD ————1 200nm
700 kv 2.0 T00000x TLD#4.1 “IIE-MAM .

Sekil 4.28 T=60°C; Fe*'/Fe**=1, NaOH 5 M, pH 10 kosullarinda hazirlanan dextran

kapli manyetik parcaciklarin boyutunu 15.4+3.8 nm olarak gosteren SEM goriintiisii.

Ace) Spot Magn ~ Dét wD F——————— 500 nm
700kV.2.0 B00OOX TLD 4.0  [YTE-MAM

Sekil 4.29 T=60°C; Fe*/Fe’*=2, NaOH 5 M, pH 10 kosullarinda hazirlanan dextran

kapli manyetik parcaciklarin boyutunu 27.5+4.9 nm olarak gosteren SEM goriintiisii.
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4.7 Manyetik Parcaciklarin Ozelliklerinin Incelenmesi

4.7.1 Fe;04 manyetik parcaciklarin 6zelliklerinin incelenmesi

4.7.1.1 SEM analiz sonuclari

Manyetik parcaciklarin yiizey morfolojisi ve boyut analizleri Izmir
Yiiksek Teknoloji Enstitiisinde SEM (Scanning Electron Microscope)
goriintiileri almarak incelenmistir. Orneklerin analize hazirlanmak igin
nanopargaciklar etanol-su cozeltisiyle 3 kez yikandiktan sonra metanol
igerisinde bekletildi. Daha sonra SEM cihazina ait ¢elik plateler iizerine
konularak goriintiileri alindi. SEM goriintiileri ile manyetik parcaciklarin

ortalama olarak 40-55 nm araliginda ve kiiresel oldugu tespit edilmistir.
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- wr B 5
AccY Spot Magn® Det WD F'g—‘F 200 nm

> 200020 100000x TLD 46 IYTE-MAMS

&

i

Sekil 4.30 Fe;0,4 manyetik par¢aciklarin 100.000 biiyiitmede SEM goriintiisii.

AcBye Spatiiagn & Det WD =04
2 00KV 2 0 "50000% TLD "4 6. 1Y TEMAM
e :

Sekil 4.31 Fe;0,4 manyetik pargaciklarin 50.000 biiyiitmede SEM goriintiisii.
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4.7.1.2 XRD analiz sonuclari

Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisiinde yapilan XRD analiz sonuglar
ile manyetik parcacik 6rneklerinden elde edilen x-151n1 kirtlim deseninin

Fe;04 kirmim piki ile eslestigini gostermistir (Sekil 4.32).

] ’A‘M‘#‘W y

M,
1] i W‘“ﬂ“’*fﬁ“ L

—

500+

Sekil 4.32 Fe;04 manyetik pargaciklarin XRD goriintiisii.

4.7.1.3 VSM analiz sonuclari

Manyetik parcaciklarin  manyetik  ozellikleri Izmir Yiiksek
Teknolojisi Enstitiisiindeki VSM (Vibrating Sample Magnetometer)
(LakeShore 7407) cihaz1 ile incelendi. Manyetik parcaciklarin
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manyetizasyon degeri 16.28 emu/g olarak Sekil 4.33’de verilen grafikten

bulunmustur.
20
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Sekil 4.33 Fe;04 manyetik parcaciklarin VSM analizi ile elde edilen magnetizasyonu.

4.7.2 Yizey modifikasyonu ile silika kaplanan manyetik

parcaciklarin ozelliklerinin incelenmesi

Silika kapli manyetik nanopargaciklar Fe** iyonunun azot altinda
sodyum siilfit ile kismi indirgenmesine dayali olarak yapilmistir. Bu
yontem modifiye olarak Re-188, gibi farkli radyoniiklid takili manyetik
nanoparcaciklarin sentezinde kullanilmistir (Cao et al., 2004; Qu et al.,
1999). Bu calismada manyetik nanoparcaciklarin olusumu sirasinda

3+ - e .. .
‘e geri yiikseltmesini onlemek i¢in azot atmosferi

olusan Fe*"nin Fe
altinda cahisilmis ve Fe’’/SO; oram 6 alinmustir. Cao ve ark. Re-188

isaretli nanoparcaciklar hazirlarken benzer kosullar1 uygularken daha eski
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caligmalarda bu oran azot akimi kullanilmadan 2-3 olarak uygulanmistir

(Qu ve ark., 1999).

4.7.2.1 SEM analiz sonuclari

Yiizey modifikasyonu sonrasinda manyetik pargaciklarin yiizey
morfolojisi ve boyut analizleri Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisiinde
SEM (Scanning Electron Microscope) goriintiileri alinarak incelenmistir.
SEM goriintiileri  silika kapli manyetik pargaciklarin  boyutlarinin
ortalama olarak 40-60 nm araliginda oldugunu gostermistir (Sekil 4.34 ve
Sekil 4.35). Cao ve ark. hazirladiklarn silika kapli manyetit
nanoparg¢aciklarin 20 nm oldugunu rapor etmislerdir (Cao et al., 2004).
Bununla birlikte her iki ¢aligma sonucunda hazirlanan parcaciklarin SEM

goriintiileri birbirine benzer kiiresel goriintii vermektedir.
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Sekil 4.35 Silika kapli manyetik pargaciklarin 50.000 biiylitmede SEM goriintiisii.
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4.7.2.2 XRD analiz sonuclari

Yiizey modifikasyonu sonrasinda manyetik parcaciklarin Izmir
Yiiksek Teknoloji Enstitiisiinde yapilan XRD analiz sonuglar1 6rneklerin
elde edilen x-1511 kirilim deseninin Fe;O4 kirmim piki ile eslestigini

gostermistir (Sekil 4.36).

Sekil 4.36 Silikali manyetik par¢aciklarin XRD goriintiisii.

4.7.2.3 VSM analiz sonuclari

Manyetik parcaciklarin  manyetik  6zellikleri Izmir  Yiiksek
Teknolojisi Enstitiisiindeki VSM (Vibrating Sample Magnetometer)
(LakeShore 7407) cihaz1 ile incelendi. Silika kapli manyetik

parcaciklarin uygulanan manyetik alana karsi emu/g cinsinden
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manyetizasyon degerleri Sekil 4.37°de  verilmistir. Hazirlanan
nanoparcaciklarin boyutu siiperparamanyetiklik i¢in kritik 6l¢ii olan 25

nm den biiytiktiir.

20 /__M
10

[«»)
Lo

-3000 -2000 -1000 D 1000 2000 3000

20
oY

Magnetizasyon (emul/g)

Manyetik Alan (Gauss)

Sekil 4.37 Silika kapli manyetik pargaciklarin VSM analizi ile elde edilen

magnetizasyonu

4.7.3 Amino silan ile yiizey modifikasyonu sonrasi manyetik

parcaciklarin 6zelliklerinin incelenmesi

Bilinen diger bir amino fonksiyonlama ajan1 olan 3-
aminopropyltriethoxysilane  (APS) ile karsilastirildiginda  N-[3-
(trimethyoxysiyl)propyl]-ethylenediamine (SG-Si900) ek ile inorganik
destek ile alkiloksisilan fonksiyonu arasinda daha genis yer tutar ve daha
hidrofiliktir. Organosilanlar kullanilarak manyetik  nanoparcaciklara

cesitli gruplar takilabilecek bazi ¢aligmalar yapilmigtir (Del Campoet al.,
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2005; Cao et al., 2004; Zhang et al., 2005; Xia et al., 2005; Woo et al.,
2005; Nouze and Schubert, 2008). Organosilanlar pargacigin yiizeyinde
bulunan serbest OH gruplarina kovalent olarak baglanabilen trialkoxy
veya trichlorosilane gruplaridir. Grubun fonksyonu saglayan organik
kismi modifiye edilen yiizeyin kimyasal karakterini belirler (6rn —NH,,—
OH, —SH gibi). Alkoksilanlar ile ¢aligmanin bazi zorluklar1 vardir.
Alkoksilanlarin neme duyarli olmalar1 ve kimyasal olarak son derece
reaktif yapilar1 eger uygun olmayan deneysel kosullarda yapilirsa kontrol
edilemeyen, homojen olmayan ve tekrarlanamayan reaksiyonlara
girmelerine neden olur. Bu ¢alismada silika kapli manyetitin N-[3-
(trimethyoxysiyl)propyl]-ethylenediamine ~ (SG-Si900) ile  ylizey
modfikasyonunda basit ve etkili bir prosediir uygulanmistir ve
tekrarlanan deneylerde ayni sonuglar elde edilmistir. Amin aktiflenmis
ylizey daha sonraki asamada glutaraldehitin ve urasil, NOG ve NUG nin

konjugasyonu i¢in kullanilmstir.

Sekil 4.38 Amin ve silan gruplari arasinda etkilesim sonucu nanopargaciklarin

stabilizasyonu
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4.7.3.1 SEM analiz sonuclari

SEM goriintiileri silika kapli silanlanan manyetik parcaciklarin
boyutlarinin ortalama olarak 40-60 nm araliginda oldugunu gostermistir.
Cao ve ark. hazirladiklar silika kaplt manyetit nanoparcaciklarin 20 nm
oldugunu rapor etmislerdir (Cao et al., 2004). Bununla birlikte her iki
calisma sonucunda hazirlanan parcaciklarin  pargaciklarin  SEM
goriintiileri birbirine benzer kiiresel goriintii vermektedir. Bu sonuglar
degerlendirildiginde pargaciklarin  silika ile kaplandiktan sonra
silanlanmalarinin pargacik boyutunda herhangi bir degisime sebep

olmadig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.39 Silanli manyetik parcaciklarin 25.000 biiyiitmede SEM goriintiisii.

™ WAec v _sPotmagn  Det ;vh( 500 nm
900 K420 50000x TLD BB IYTE-MAM

Sekil 4.40 Silanlt manyetik parcaciklarin 50.000 biiyiitmede SEM goriintiisii.
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4.7.3.2 XRD analiz sonuclari

Yiizey modifikasyonu sonrasinda manyetik parcaciklarin Izmir
Yiiksek Teknoloji Enstitiisiinde yapilan XRD analiz sonuglart 6rneklerin
elde edilen x-151n1 kiritlim deseninin Fe;O4 kirmmim piki ile eslestigini

gostermistir (Sekil 4.41).

counts
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Sekil 4.41 Silanli manyetik parc¢aciklarin XRD goriintiisii.

4.7.3.3 VSM analiz sonuclari

Manyetik parcaciklarin  manyetik  ozellikleri Izmir Yiiksek
Teknolojisi Enstitlisiindeki VSM (Vibrating Sample Magnetometer)
(LakeShore 7407) cihazi ile incelendi. Silanli manyetik parcaciklarin
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uygulanan manyetik alana karst emu/g cinsinden manyetizasyon
degerleri Sekil 4.42°de verilmistir. Sonuclar silanlama islemi sonunda

pargaciklarin 6zelliklerini degistirmedigini gostermektedir.
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Sekil 4.42 Silanli manyetik parcaciklarin VSM analizi ile elde edilen magnetizasyonu.

Hazirlanan nanopargaciklarin boyutu siiperparamanyetiklik i¢in
kritik 6l¢ii olan 25 nm’den biiyliktiir. Bu nedenle ferromanyetik 6zellik
gostermeleri  beklenmelidir. Cao ve ark. hazirladiklar1 manyetit
nanoparcaciklarin 20 nm oldugunu ileri slirmelerine ragmen
agregatlasma nedeniyle benzer sonuglar bulmuglardir. Bu ¢aligmada
hazirlanan pargaciklarin manyetik doyma degeri (os = 30 emu/g) de
Cao’nun manyetik pargaciklarinin (o5 = 60.9 emu/g) ve manyetitin 90
emu/g degerindeki manyetik doyma degerinden kiiciiktiir. Bu fark
muhtemelen boyut farkindan ve kaplanan silika tabakasindan

kaynaklanmaktadir.
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4.8 Kalite Kontrol Calismalarimin Sonug¢lari

4.8.1 TLRC yontemi ile elde edilen sonuclar

4.8.1.1 Urasil glukuronid ve urasil érneklerinin "“'I/'*I ile

isaretlenmesine iliskin TLRC yontemi ile elde edilen sonuclar

Kalite  kontrol ¢alismalar1  i¢in  yapilan ince tabaka
radyokromatografisi (TLRC) deneyleri sonucunda elde edilen Rf ve %

verim degerleri agagidaki cizelgelerde verilmistir.

Kullanilan Banyo Cozeltileri:

TLRC-1 : n-biitanol-su-asetik asit (4-2-1)

TLRC-2 : etil alkol-su (3-2)

TLRC-3 : izopropil alkol-n biitanol-0.2N NH4OH (4-2-1)

Farkli miktarlarda iodojen kullanilarak 1-131 ile isaretlenen
bilesiklerin % verimleri Cizelge 4.5, Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7
gosterilmigtir. TLRC-3 banyo ¢ozeltisine ait sonuglar incelendiginde I-
131 ile I-131 isaretli bilesiklerin R¢ degerlerinin birbirine ¢ok yakin
oldugu, dolayisiyla yeterince ayirt edici olmadig1 goriilmistiir. I-131 ile
isaretlenen bilesiklerin % verimlerine ait ¢izelgeler incelendiginde
TLRC-2 banyo c¢ozeltisinde %100 verimler elde edilmesine ragmen
isaretli bilesiklerin Rf degerlerinin hemen hemen ayni oldugu tespit
edilmis ve bu banyo ¢ozeltisinin de ayirt edici bir ¢ozelti olmadigina

karar verilmistir. TLRC-1 banyo ¢6zeltisi sonuclari incelendiginde 1 mg
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iodojen miktar1 ile yapilan ¢alismada "*'I-urasil glukuronid bilesiginin Ry
degeri 0.75-0.79, "*'I-urasil bilesiginin Rf degeri 0.56 ve *'I’in Rf degeri
0.25-0.43 diir. Bu sebeble TLRC-1 banyo ¢ozeltisinin ayirt edici oldugu

B _yrasil

anlagilmistir. Bunun yaninda iodojen miktar1 arttikga
glukuronid bilesiginin % veriminin arttig1 goriilmiis ve 1 mg/ml iodojen

kullanmanin yeterli olacagi tespit edilmistir.

Cizelge 4.4 1mg iodojen tiipii kullamlarak "'I ile isaretli bilesiklerin
TLRC yontemi ile Redegerleri

R
Banyo Bl _Urasil 131 131 Yiikseltgenmis 131
Cozeltisi | Glukuronid | -Orasil| T I-UdR| = o I
TLRC-1 | 0.75-0.79 0.56 0.79 0.07-0.13 0.25-0.43
TLRC-2 0.79 0.71 0.79 0.93 1.00

TLRC-3 0.71 0.71 0.71 0.71 0.71




Cizelge 4.5 100 pg iodojen tiipii kullanilarak I-131 ile isaretli bilesiklerin

TLRC yontemi ile % Verim degerleri

% Verim
131 :
. e [-Urasil | 131 . 131
Banyo Cozeltisi Glukuronid [-Urasil I-UdR
TLRC-1 91.22+3.8 | 97.01£1.9 79.92+5.5
TLRC-2 100+0 100+0 86.81+6.1
TLRC-3 91.88+2.1 | 98.17+2.4 90.17+£3.4

Cizelge 4.6 500pg iodojen tiipii kullanilarak ' ile isaretli bilesiklerin

TLRC yontemi ile % Verim degerleri

% Verim

Bl _Urasil

Banyo Cozeltisi Glukuronid Bl Urasil BI.UdrR
TLRC-1 92.0+0.4 92.7£2.0 80.9+2.9
TLRC-2 98.40+1.0 | 98.82+0.8 90.62+2.6
TLRC-3 93.67+2.6 | 94.20+0.9 91.23+6.0

Cizelge 4.7 1 mg iodojen tiipii kullanilarak "'I ile isaretli bilesiklerin
g g d p

TLRC yontemi ile % Verim degerleri

% Verim
131 .
. .. [-Urasil 131 . 131
Banyo Cozeltisi Glukuronid [-Urasil [-UdR
TLRC-1 96.91+0.9 96.01+1.7 91.99+1.2
TLRC-2 95.98+0.3 98.01+0.2 92.46+1.5
TLRC-3 99.21+0.1 99.66+0.1 95.32+0.6
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Sekil 4.43 TLRC-1 ¢ozeltisi sonuglarmna gore "*'I-Urasil Glukuronid bilesiginin iodojen
g g )

miktarma baglit % verim degisimi.

I-125 ile yapilan isaretleme ¢aligmalarinda I-131 ile yapilan
deneyler sonucunda optimum % verim i¢in tespit edilen 1 mg/ml iodojen
mikart kullanilmistir. [-125 ile isaretlenen bilesiklerin Rf degerleri
Cizelge 4.8 de, I-125 ile isaretlenen bilesiklerin % verimleri Cizelge 4.9
da gosterilmistir. TLRC-1 banyo ¢ozeltisine ait sonuglar incelendiginde
-urasil-o-glukuronid  bilesiginin Ry degeri 0.80, '*’I-urasil-n-
glukuronid bilesiginin R¢ degeri 0.8, '*I-urasil bilesiginin Rf degeri 0.56
ve '®I’in Rf degeri 0.41 dir. TLRC-1 banyo ¢ozeltisin ayirt edici oldugu
goriilmistiir. 1-125 ile isaretlenen bilesiklerin % verimlerine ait ¢izelge

incelendiginde TLRC-1 banyo ¢ozeltisinde %90’1n iizerinde verimler

elde edilmistir.
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Cizelge 4.8 "I ile isaretli bilesiklerin TLRC yéntemi ile Redegerleri

Ry
123 . 123 .
Banyo I-Urasil- I-Urasil- 1. | Yiikseltgenmis | 125
Cozeltisi © N Urasil- Iyot I
Glukuronid | Glukuronid
TLRC-1 0.80 0.81 0.56 0.05 0.41

Cizelge 4.9 '™ ile isaretli bilesiklerin TLRC yontemi ile % Verim

degerleri

% Verim
Banyo |'*I-Urasil-O| '*I-Urasil-N 125]_Urasil
Cozeltisi | Glukuronid | Glukuronid
TLRC-1 | 93.86+1.5 95.04+1.1 94.19+1.7

4.8.1.2 Silanlh manvetik parcaciklara bagh urasil glukuronid ve

urasil’in

131y /125
I/

I ile isaretlenmesine iliskin TLRC vontemi ile elde

edilen sonuclar

Kullanilan Banyo Cozeltisi:

TLRC-1 : n-biitanol-su-asetik asit (4-2-1)
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Cizelge 4.10 "'I ile isaretli urasil ve urasil glukuronid érneklerine bagh

silanl1 manyetik pargaciklarin TLRC yontemi ile Rrdegerleri

R¢
"I.uoG | PI-UNG | P'-Urasil
bagh bagl bagl . .
C]?jirell}j[?si Silanlt Silanh Silanlt Yuksc’izltffnmls |
Manyetik | Manyetik | Manyetik Y
Parcaciklar | Parcaciklar | Parcaciklar
TLRC-1 0.04 0.04 0.04 0.05 0.43

Cizelge 4.11 I-131 isaretli urasil ve urasil glukuronid 6rneklerine bagl

silanli manyetik parcaciklarin TLRC yontemi ile % Verim degerleri.

% Verim
Banyo BI.UOG bagh | P'I-UNG bagli | ®'I-Urasil bagh
Cozeltisi Silanl Silanlt Silanlt
Manyetik Manyetik Manyetik
Parcaciklar Parcaciklar Parcaciklar
84.6+1.2 87+0.6 85+1.9

TLRC -1
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Cizelge 4.12 "I ile isaretli urasil ve urasil glukuronid érneklerine bagh

silanl1 manyetik pargaciklarin TLRC yontemi ile Rrdegerleri

R
"1LUOG | ™I-UNG | ™I-Urasil
Banyo bagh bagh bagh Yiikseltgenmis 1251
Cozeltisi Silanl Silanlt Silanlt fyot
Manyetik | Manyetik | Manyetik
Parcaciklar | Parcaciklar | Parcaciklar
TLRC-1 0.04 0.04 0.04 0.05 0.41

Cizelge 4.13 1-125 isaretli urasil ve urasil glukuronid 6rneklerine baglh

silanl1 manyetik pargaciklarin TLRC yontemi ile % Verim degerleri

% Verim
Banyo I-.UOG bagl | "I-UNG bagli | '*I-Urasil bagh
Cozeltisi Silanl Silanl Silanh
Manyetik Manyetik Manyetik
Parcaciklar Parcaciklar Parcaciklar
TLRC -1 87.8+0.9 91+1.4 89+1.7
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4.8.2 Silanh manyetik parcaciklara bagh urasil-o-glukuronid ve

urasil-n-glukuronid’in I-131 ile isaretlenmesi

Asagidaki cizelgeden de goriildiigii gibi % baglanma degerleri I-

131 isaretli urasil-o-glukuronid bagli silanli manyetik parcaciklar i¢in %

89.4, 1-131 isaretli urasil-n-glukuronid bagh silanli manyetik parcaciklar

i¢in % 92.6 olarak bulundu.

Cizelge 4.14 1-131 isaretli Urasil-O-Glukuronid bagl silanli manyetik

pargaciklar ve 1-131 isaretli Urasil-N-Glukuronid bagli silanli manyetik

parcaciklara ait gama aktivite sayim degerleri.

B-UOG bagh Silanh

B'_UNG bagh Silanh

Manyetik Pargaciklar Manyetik Pargaciklar
(saymm/s) (saymm/s)
Iyot(150uL) 25135 25135
Isaretleme sonrasindaki
19241 19011
radyoaktivite
Manyetik pargaciklarda
o 18887 18959
kalan radyoaktivite
S1vi kisimda kalan
o 1888 1450
radyoaktivite
Yikama ile eliie edilen
889 845
radyoaktivite
Eliisyon sonras1t manyetik
parcaciklarda kalan 17200 17609
radyoaktivite
% Verim % 89.4 % 92.6
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4.8.3 Elektroforez yontemi ile elde edilen sonuc¢lar

131

4.8.3.1 Urasil ve urasil glukuronid’in I/'®] ile isaretlenmesine

iliskin elektroforez yontemi ile elde edilen sonuclar

Elektroforez kromatogramlarinda isaretli bilesik elektroforez
kagidina uygulanma noktas1 12. cm dir. Pozitif kutup 12 cm’den sonra
sifira dogru, negatif kutup ise 12 cm’den 23’e¢ dogrudur. Farkh
miktarlarda iodojen kullanilarak elde edilen "*'I ile isaretli bilesiklere ait
olan sayimlar, toplam sayimlara boliinerek baglanma verimleri bulunmus
ve sonuglar Cizelge 4.16”da verilmistir. '*'I-Urasil bilesiginin uygulama
noktasinda kaldig1 ve nétr oldugu tespit edilirken banyo ortaminin asidik
olmasi nedeniyle Bl Urasil Glukuronid bilesiginin katoda dogru
yiriidiigii ve katyonik yapida oldugu elektroforez kromatogramlarindan

anlagilmaktadir.

450
400 A
350 /\
300 - / \
250

200 -

150 -
100

50 / \

sayim/s

1 4 7 10 13 16 19 22
parca sayis|

Sekil 4.44 ' ile isaretli Urasil glukuronid’in TLRC-1 banyo ¢ozeltisindeki kagit

elektroforezi kromatogrami.
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Sekil 4.45 "1 ile isaretli Urasil’in TLRC-1 banyo cozeltisindeki kagit elektroforezi

kromatogrami.
1000
900 A
800
700 /\
£ 600
E 500 I \
& 400
? ||
300
200 / \
100
0 ::%J F’*‘?”“‘-::::e::ee:
1 4 7 10 13 16 19 22
parga sayisi

Sekil 4.46 *'I’in TLRC-1 banyo ¢ozeltisindeki kagit elektroforezi kromatogrami.



Kullanilan Banyo Cozeltileri:

TLRC-1 : n-biitanol-su-asetik asit (4-2-1)
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izelge 4.15 1 mg iodojen kullanilarak "' ile isaretli bilesiklerin TLRC-
g g d

1 banyo ¢ozeltisindeki kagit elektroforezi sonuglari.

Banyo Bl Urasil 131 < | 131 Yiikseltgenmis | 13
Cozeltisi| Glukuronid | orasil | 1-UdR fyot I
TLRC-1 12 12 12 6

Cizelge 4.16 Farkli miktarlarda iodojen kullanilarak "'T ile isaretli

bilesiklerin TLRC-1 banyo ¢ozeltisindeki kagit elektroforezi % verim

sonugclari.

% Verim
fodojen miktar1 | "*'I-Urasil Glukuronid | "*'I-Urasil BIL.UdR
100 pg 88.76+1.6 97.20+0.7 89.15+0
500 pg 97.94+1.3 93.25+5.2 | 90.40+4.7
1 mg 97.86£1.5 99.11£0.9 | 95.3843.3
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Cizelge 4.17 151 ile isaretli bilesiklerin TLRC-1 banyo ¢d6zeltisindeki

kagit elektroforezi sonuclari.

"LUrasil- | "I-Urasil- 125 125 .
Banyo 0 N I- I- Yﬁksqltgenmls 1251
Cozeltisi | Glukuronid | Glukuronid | Urasil | UdR Iyot
TLRC-1 12 12 12 12 11 6

4.8.3.2 Silanhh manvetik parcaciklara bagh wurasil ve urasil

131y /125
I/

glukuronid’in I ile isaretlenmesine iliskin elektroforez vontemi

ile elde edilen sonuclar

Elektroforez kromatogramlarinda isaretli bilesigin elektroforez
kagidina uygulanma noktast 12. cm dir. Pozitif kutup 12 cm’den sonra

B/ jsaretli

sifira dogru, negatif kutup ise 12 cm’den 23’e dogrudur.
urasil ve wurasil glukuronid Orneklerine baglhh silanli manyetik
pargaciklarin uygulama noktasinda kaldig1 ve nétr oldugu Cizelge 4.18

ve Cizelge 4.19°dan anlasilmaktadir.

Kullanilan Banyo Cozeltisi: TLRC-1: n-biitanol-su-asetik asit (4-2-1)
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Cizelge 4.18 1-131 isaretli urasil ve urasil glukuronid 6rneklerine baglh
silanli manyetik pargaciklarin TLRC-1 banyo ¢ozeltisindeki kagit

elektroforezi sonuglart.

131 131
;HS G II):{EG Bl Urasil
Banyo 38 38 bagl Silanli | Yikseltgenmis | 13;
T Silanl Silanl . . I
Cozeltisi . . Manyetik Iyot
Manyetik | Manyetik Parcaciklar
Parcaciklar | Pargaciklar ¢
TLRC-1 12 12 12 11 6

Cizelge 4.19 1-125 isaretli urasil ve urasil glukuronid 6rneklerine baglh

silanli manyetik pargaciklarin TLRC-1 banyo ¢ozeltisindeki kagit

elektroforezi sonuglart.

125 125
é'alfl?G é'aleG 'P[Urasil
Banyo ag ag bagh Silanli | Yiikseltgenmis | 125
T Silanl Silanl . . I
Cozeltisi . . Manyetik Iyot
Manyetik | Manyetik Parcaciklar
Parc¢aciklar | Parcaciklar ¢
TLRC-1 12 12 12 11 6

4.8.4 Lipofilite sonuclari

Urasil-o-glukuronid, Urasil-n-glukuronid ve Urasil 6rneklerinin

teorik liopofilite degerleri ACD/Log P Algorithm programi kullanilarak
sirastyla —7.40, —4.70 ve +0.04 olarak hesaplanmis ve Sekil 4.5’de

verilmistir. Orneklerin deneysel lipofilite degerleri de '*'I-Urasil-o-
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glukuronid i¢in —5.05+0.91, "*'I-Urasil-n-glukuronid i¢in —2.13+0.72 ve
Bl Urasil icin  +0.03£0.02  olarak  bulunmustur.  Sonuglar
degerlendirildiginde bulunan teorik lipofilite degerleri ile hesaplanan

deneysel lipofilite degerlerinin uyum igerisinde oldugu tespit edilmistir.

4.8.5 Serum stabilite sonuclar:

B Urasil-o-glukuronid, "*'I-Urasil-n-glukuronid, "*'I-Urasil’in ve

P!-Urasil-o-glukuronid, "*'I-Urasil-n-

silanl1 manyetik parcaciklara bagh
glukuronid, "*'I-Urasil’in serumdaki stabilitesi incelendiginde rneklerin
alindig1 tlim zamanlarda isaretleme verimi %90’1n iizerinde bulunmus ve
sonuclar Cizelge 4.20°de verilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde
isaretli drneklerin in vitro stabilitesinin 24. saate kadar oldukea yiiksek

oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.20 Serum stabilite sonuglarinin zamanla degisimi.

0. 30. 60. 240. 24,
dakika | dakika | dakika | dakika saat

%90.38 | %91.12 | %89.72 | %94.91 | %91.28

voG +1.2 +1.9 +0.2 +2.2 +3.2
UNG %93.18 | %95.0. | %91.34 | %89.28 | %90.28
+3.2 | 7443 +1.8 +1.2 +2.3
Urasil %88.37 | %89.97 | %92.86 | %91.72 | %91.46
+1.7 +1.1 +0.7 +2.9 +3.1
UOG bagh

Silanlit | %92.12|%89.92| %91.19 | %91.11 | %93.90
Manyetik | +2.5 +3.7 +3.5 +4.7 +3.1
Pargaciklar
UNG bagh

Silanlt | %89.88 | %89.17| %92.49 | %91.34 | %92.35
Manyetik | +3.2 +4.4 +1.2 +2.3 +1.8
Pargaciklar
Urasil bagh

Silanli | %90.97 | %92.15| %91.57 | %91.32 | %89.28
Manyetik | +2.9 +1.5 +3.8 +1.9 +3.7
Pargaciklar
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4.9 I-125 TIsaretli Urasil-O-Glukuronid, Urasil-N-glukuronid ve
Urasil’in HuTu-80 Hiicrelerindeki Baglanma Etkinliginin Zamanla

Degisimi

1.U-O-Glukutronid ~ ve  '*I-U-N-Glukuronid'nin ~ HuTu-80
hiicreleri iizerindeki baglanma etkinliginin '*I-urasil ve I-125°¢ gore her
kosulda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. '*I-urasil-O-glukuronid ve
'%Iurasil-N-glukuronid kendi aralarinda degerlendirildiginde '*’I-urasil-
O-glukuronid’in '*’I-urasil-N-glukuronid’den daha yiiksek bir baglanma
etkinligine sahip olmasina ragmen 30. dakika disindaki stirelerde bu
farkhilik istatistiksel olarak anlamli degildir. Bunun yaminda '*’I-U-O-

Glukuronid; '*I-urasil ve '*°

I’in baglanma oranlar ile karsilastirildiginda
her zaman araliginda istatistiksel olarak yliksek oranda baglandigi
gorillmiistiir. '*I-urasil-N-glukuronid’in baglanma oram '*I-urasil ve
'’ den yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamlilik tespit

edilememistir.
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Cizelge 4.21 '*’I-Urasil-O-glukuronid, '*’I-Urasil-N-glukuronid, '*I-

Urasil ve '*I’in HuTu-80 hiicreleri iizerindeki % baglanmanin zamanla
degisimi.
" I-Urasil- " I-Urasil-
O- N- B Urasil | I (Na'*1)
Zaman glukuronid glukuronid
10.dakika % 9.842.9 % 4.5+0.4 % 1.840.7 | % 0.8+0.5
30.dakika % 14.5£3.8 % 4.6+0.7 % 1.1£0.5 | % 0.8+0.5
60.dakika % 14.6£5.5 % 6.6+0.9 % 1.6+0.6 | % 1.2+0.6
120.dakika | % 11.9+4.0 % 7.8+1.0 % 1.3+£0.4 | % 1.1£0.6
30+ — U-0-G
= U-N-G

§ —u

@ 207 — 125

1S

c

o

q

o 104

0
10 30 60 120
Zaman (dk)

Sekil 4.47 U-O-G, U-N-G, Urasil ve I-125’in HuTu-80 hiicrelerine 10, 30, 60 ve 120.

dakikalarda baglanma oranlar1 gosterilmistir. Gruplar kendi iglerinde zamana gore

karsilastirildiginda sadece U-N-G’nin 120.dakikadaki baglanma oranlari 10 ve 30.

dakikadaki baglanma oranlarina gore istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.
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* 10. dakikada U-O-G’nin baglanma oraninda Urasil ve '“I'e gore
istatistiksel olarak anlamli farklilik (P<0.05).

** 30. dakikada U-O-G’nin baglanma oraninda U-N-G, Urasil ve [-125’¢
gore istatistiksel olarak anlamli farklilik (P<0.05).

**% 60. dakikada U-O-G’nin baglanma oraninda Urasil ve 1-125’e gore
istatistiksel olarak anlamli farklilik (P<0.05).

*akx 120. dakikada U-O-G’nin baglanma oraninda Urasil ve [-125°e
gore istatistiksel olarak anlamli farklilik (P<0.05).

4.10 1-125 Tsaretli Urasil-O-Glukuronid, Urasil-N-Glukuronid,
Urasil ve I-125’in Farkh Dozlarda (Ligand miktar1)) HuTu-80

Hiicrelerine Baglanma Oranlar

Farkli dozlarla yapilan baglanma calismasinda gruplar kendi
iclerinde doza gore karsilastirildiginda; UOG’nin baglanma orani 30 pg
da diger tiim dozlarla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunmustur (P<0.05). UNG 1 pug dozda 10 ve 30 pg dozlarla
karsilastirildiginda istatistiksel anlamlilik varken diger dozlarda anlamli
farklilik bulunamamistir. Urasil 1 pg dozda 10 pg, 30 pug ve 100 pg
dozlarla karsilastirildiginda istatistiksel anlamlik varken 3 pg dozda

anlamli farklilik bulunamamustir.

[-125’in esdeger dozlarinda hicbir grupta anlaml farklilik yoktur.
Gruplar toplu olarak karsilastirildiginda UOG’nin her dozda
baglanma oranlari UNG, Urasil ve I-125’in baglanma oranlarindan

istatistiksel olarak farklilik gostermistir.
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Cizelge 4.22 '*I-Urasil-O-glukuronid, '*’I-Urasil-N-glukuronid, '*I-

Urasil ve Iyot-125’in farkli dozlarda HuTu-80 hiicrelerine baglanma

oranlari.
125]_Urasil- 15[ Urasil- .
125 . Iyot-125
‘ O- N- I-Urasil 125
Ligand ‘ ‘ (Na' 1)
‘ glukuronid glukuronid
miktar1
1 pg/mL % 11.1£0.5 % 7.8+0.8 % 3.2+1.0 | % 0.8+0.6
3 pg/mL % 9.840.8 % 5.7+0.5 %2.6£0.4 | % 0.8+0.3
10 pg/mL % 8.8+0.3 % 4.6+0.3 % 1.1+0.1 % 0.2+0.1
30 pg/mL % 13.9+0.3 % 3.8+0.6 % 0.6+0.1 % 0.4+0.2
100 pg/mL % 8.6+0.7 % 5.9+0.4 % 0.3+0.1 % 0.1£0.0
CIU-0-G
15 T UN-G
e —y
—_ . 125
a¥ T
104
L - .
c
© * *
) .
o 5 * *
0 . i*
1 3 10 30 100
Doz (ug)

Sekil 4.48 U-O-G, U-N-G ve Urasil’in 1, 3, 10, 30 ve 100 pg dozlarda ve bu dozlara

esdeger [-125 miktarlarmin HuTu-80 hiicrelerine baglanma oranlari gosterilmistir.




156

* U-O-G tiim dozlarda U-N-G, Urasil ve [-125’e gore istatistiksel olarak
anlamli farklilik (P<0.05).
Doz ve zaman caligmalarinin sonuglarina gore 30 dakika ve 30 pg

bundan sonraki ¢aligmalarda optimal zaman ve doz olarak belirlenmistir.

411 1-125 Tsaretli Manyetik Parcaciklara Takihh Urasil-O-
Glukuronid,  Urasil-N-Glukuronid ve Urasil’in  HuTu-80
Hiicrelerindeki Baglanma Etkinligine Manyetik Parcacik Miktarinin
Etkisi

125]_Urasil-O-glukuronid, '*’I-Urasil-N-Glukuronid ve '*I-Urasil’e
takilacak optimal manyetik parcacik belirlemek iizere daha Once
caligmalarda belirledigimiz 30 pg ligand miktar1 bagmna 1, 3, 10, 30 ve
100 kat1 manyetik parcacik baglayarak HuTu-80 hiicrelerine baglanma
oranlart test edildi. Her grup 30 katina kadar aralarinda istatistiksel
anlamlilik olan bir artig gostererek yiikseldi (P<0.05). Gruplar
birbirleriyle karsilastirildiginda  Urasil-O-glukuronid ve  Urasil-N-
Glukuronid tim dozlarda urasil’den istatistiksel olarak anlamli bir
yukseklik gosterdiler (P<0.05). Urasil-O-glukuronid, urasil-N-glukuronid
ile 1 ve 3 katinda herhangi bir farklilik olusturmazken daha sonraki
dozlarda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermistir (P<0.05). Bu
calisma sonucunda ¢aligmalarimizda kullanilacak manyetik parcacik

dozu 30 kat olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.23 Manyetik parcaciklara takili '*’I-Urasil-O- glukuronid, '*I-

Urasil-N- glukuronid ve

baglanma degerinin kullanilan manyetik parcacik orani ile degigimi.

125

I-Urasil’in HuTu-80 hiicreleri tizerindeki %

Manyetik Manyetik Manyetik v "
anyeti
parcacik ' Urasil-O- | '"*’I-Urasil-N- 125
orani ‘ _ I-Urasil
glukuronid glukuronid
1 % 3.7+0.3 % 3.3+0.4 | % 1.1+0.1
3 % 9.0+0.6 % 7.4+0.6 | % 1.9+0.2
10 % 14.4£1.2 % 8.2+0.5 % 2.9+0.2
30 % 17.1£1.3 % 11.7£0.7 | % 5.2+0.1
100 % 10.3+£0.7 % 7.0£0.6 | % 4.5+0.3
=1 U-0-G
20- == UN-G
T —uy
S T
g T
i H‘h
o))
o
(11}
0 .‘
1 3 10 30 100
Doz (manyetik partikil / ligand orani)

Sekil 4.49 1-125 isaretli manyetik pargaciklara takili Urasil-O-glukuronid, Urasil-N-
glukuronid ve Urasil’in manyetik pargacik oranmnin HuTu-80 hiicrelerine baglanma

oranlarina etkisi
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4.12 1-125 isaretli Urasil-O-Glukuronid, Urasil-N-Glukuronid ve
Urasil’in HuTu-80 Hiicrelerindeki Baglanma Etkinligine Etki Eden

Parameteler (Zaman, Ligand, Nanoparc¢acik Orani)

UOG 30 ve 60 dakikada %14.5’lik en yiiksek baglanma
gosterirken, 2 saatte baglanma yiizdesi bir mikktar diismiistiir. UNG ise
UOG den daha diisiik bir baglanma gosterirken iki saate kadar siirekli bir
yiikselis gostermistir. UOG ve urasilin istatistiksel olarak anlamli olan
benzer davraniglar gostermesi, UOG’nin beta glukuronidaz enzimi ile
urasile hidroliz oldugunu ve urasile doniistiiglinii, urasil ve UOG’nin
benzer kinetiklerinin oldugunu, gostermektedir. 2 saatteki baglanma

'P’in bozunmasindan ( 2 saate bir saattekinden iki

oranindaki azalma
kat fazla radyasyon dozu) olamaz c¢ilinkii ¢ok daha kiiciik baglanma

gosteren 1 ile isaretli urasil de ayni davranis1 gostermektedir.

Ligand miktar1 arttikca istatistiksel olarak da anlamli olarak urasil
ve 'I de HuTu-80 hiicrelerine baglanma azalirken UOG ve UNG de
urasil ve '*I gore daha diisik oranda azalma gériilmiistir. En yiiksek
ligand miktar1 olan 100 mg da biiylin ligandlar1 i¢in hiicre baglanma
orani en diisiik ¢ikmistir. Mol sayis1 olarak bu miktarlar urasil i¢in 9-900

nmol, glukuronidler i¢in 3.5-350 nmol mertebelerindedir.

Glukuronid ligandlara takili manyetik nanopargacik orani 100
katina kadar c¢ikarildiginda her glukuronid ligand i¢in de 30 katina kadar
HuTu-80 hiicrelerine baglanmada anlamli bir artis goriiliirken 100 kat

fazla manyetik parcacik ile baglanmaya calisildiginda hiicre baglanma
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oranlar1 her iki ligand i¢in de anlamli bir sekilde azalmistir. Bu azalmay1
her ne kadar manyetik nanoparcaciklarin beta glukuronidaz enzim
aktivitesini azaltmasi sonucu hidrolizin azalarak ligandin hiicre
baglanmasini azaltigina yormak miimkiin ise de ayni oranda azalmanin
glukuronid bagll olmayan '*I bagl urasil ile de goriilmesi, manyetik
parcaciklar hiicreler {iizerindeki toksik etkisi sonucu olmasi daha

muhtemeldir.

4.13 125I-Urasil-O-glukuronid, 125I-Urasil—N-glukuronid ve 'PI-
Urasil’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 Hiicrelerinde Baglanma

Etkinligi

Urasil-O-glukuronid’in baglanma etkinliginin {i¢ hiicre tipinde de
urasil-N-glukuronid, urasil ve '*I’den fazla oldugu tespit edildi (P<0.05).
Bunun yaninda manyetik pargaciklara bagl biitiin ligandlarin baglanma
etkinliklerinin artti§i ve bu oranin HuTu-80 hiicrelerinde 1.37 iken,
Caco-2 hiicrelerinde 1.26 ve Detroit 562 hiicrelerinde ise 1.59’a ¢iktig1
gozlenmistir. Hiicreler {izerine manyetik alan uygulandiginda ise
baglanma etkinligi sirasiyla 2.5, 2.02 ve 2.6’ya ¢ikmaktadir. Urasil ve
1251*in her ii¢ hiicre tipinde baglanma etkinliklerinin ¢ok diisiik olmasina
ragmen manyetik pargaciklara bagl urasil ve manyetik pargaciklara bagh
'P’in baglanma etkinliklerinde ciddi derecede artis meydana gelmistir.
Bu artiglar Urasil-O-glukuronid’in  tiim uygulamalariyla paralellik

gostermekte olup manyetik parcacigin tiimor seciciligi agisindan anlaml

olmadigini diisiindiirmektedir.
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Istatistiksel veriler incelendiginde P degerleri gdz oniine alinarak
yapilan degerlendirmede 6rneklerin {i¢ hiicre tipinde de benzer baglanma
etkinliklerine  sahip  oldugu tespit edildi. Bu sonuclardan
glukuronidlesmenin baglanma etkinligini arttirdigi  fakat her iki
glukuronid tiirevinin de her ii¢ hiicre tipi icinde benzer derecelerde

secicilik gosterdigi tespit edildi.

Cizelge 4.24 '»I-Urasil-O-glukuronid, manyetik pargaciklara takili '*’I-

Urasil-O-glukuronid ve manyetik alan etkisi altindaki manyetik

parcaciklara takili '*’I-Urasil-O-glukuronid’in HuTu-80, Caco-2 ve

Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma degerleri.

Manyetik Alan
125 Manyetik Etkisi Altinda
[-Urasil-O- 125
‘ [-Urasil-O- Manyetik
glukuronid _ 125 ‘
glukuronid I-Urasil-O-

glukuronid
HuTu-80 %13.9£1.0 %19.1+0.6 %34.9+1.0
Caco-2 %14.9+0.5 %18.7+1.1 %30.1+1.0
Detroit 562 %12.6+0.8 %20.0+0.8 %32.7£1.5
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Sekil 4.50 '*I-Urasil-O-glukuronid, manyetik parcaciklara takili '*’I-Urasil-O-
glukuronid ve manyetik alan etkisi altindaki manyetik parcaciklara takili '*’I-Urasil-O-

glukuronid’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma degerleri.

U-O-G : Urasil-O-glukuronid

M U-O-G : manyetik parcaciklara takili Urasil-O-glukuronid

MA-M U-O-G : manyetik alan etkisi altinda manyetik parcaciklara takili
Urasil-O-glukuronid

Cizelge 4.25 '*I-Urasil-N-glukuronid’in HuTu-80, Caco-2 ve
Detroit 562 hiicreleri lizerindeki % baglanma degerlerini gostermektedir.
istatistiksel hata sinirlar1 i¢inde '*’I-Urasil-N-glukuronid’in her ii¢ hiicre
tipine de baglanma etkinligi de bir birinin ayni oldugu goriilmektedir.
Ancak '*’I-Urasil-N-glukuronid’in her ti¢ hiicre tiirii iizerinde de
baglanma etkinlikleri '*’I-Urasil-O-glukuronid’e gore 3-4 defa daha
kiigiiktiir.
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Cizelge 4.25 '*I-Urasil-N-glukuronid, manyetik parcaciklara takili '*I-

Urasil-N-glukuronid ve manyetik alan etkisi altindaki manyetik
pargaciklara takili '*I-Urasil-N-glukuronid’in HuTu-80, Caco-2 ve

Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma degerleri.

Manyetik Alan
125 _ Manyetik Etkisi Altinda
I-Urasil-N- 125 ' .
' I-Urasil-N- Manyetik
glukuronid 125 «
glukuronid I-Urasil-N-
glukuronid
HuTu-80 %4.0+0.2 %12.3+0.8 %32.1+1.0
Caco-2 %3.4+0.3 %15.7+0.4 %31.2+0.9
Detroit 562 %3.7+0.3 %15.3+0.8 %28.2+1.6
40+
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©
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Sekil 4.51 '®I-Urasil-N-glukuronid, manyetik parcaciklara takili '*I-Urasil-N-
glukuronid ve manyetik alan etkisi altindaki manyetik pargaciklara takili '**I-Urasil-N-

glukuronid’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma degerleri
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U-N-G : Urasil-N-glukuronid

M U-N-G : manyetik parcaciklara takili Urasil-N-glukuronid

MA-M U-N-G : manyetik alan etkisi altinda manyetik parcaciklara takili
Urasil-N-glukuronid

Cizelge 4.26 '*I-Urasil, manyetik parcaciklara takili '*’I-Urasil ve
manyetik alan etkisi altindaki manyetik pargaciklara takili '*’I-Urasil’in

HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma degerleri.

Manyetik Alan
125 ' Manyetik Etkisi Altinda
[-Urasil 125
I-Urasil Manyetik
12 Urasil
HuTu-80 %0.9+0.1 %6.1+0.3 %18.1+£0.8
Caco-2 %0.6+0.1 %8.5+0.6 %17.5€1.2
Detroit 562 %0.8+0.0 %7.0£0.5 %19.1+1.1
30~
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Sekil 4.52 '*I-Urasil, manyetik parcaciklara takili '*I-Urasil ve manyetik alan etkisi

altindaki manyetik parcaciklara takili '*I-Urasil’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562

hiicrelerindeki % baglanma degerleri.
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U : Urasil
M U : manyetik pargaciklara takili urasil

MA-M U : manyetik alan uygulanmis manyetik pargaciklara takili urasil

Cizelge 4.27 I, manyetik pargaciklara takili '*I ve manyetik alan
uygulanmis manyetik parcaciklara takili '*T’in HuTu-80, Caco-2 ve

Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma degerleri.

Manyetik Alan
125] Manyetik Etkisi Altinda
1251 Manyetik
1251
HuTu-80 %0.540.1 %11.7+1.2 %21.6+1.1
Caco-2 %0.5%0.1 %10.7+0.3 %19.4+0.9
Detroit 562 %0.440.1 %13.0+1.1 %19.0+0.6
30+
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Sekil 4.53 '*°I, manyetik parcaciklara takili '’I ve manyetik alan uygulannus manyetik

parcaciklara takili '*I’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma

degerleri.
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M 1-125 : manyetik parcaciklara takili ‘>

MA-M I-125: manyetik alan uygulanmis manyetik parcaciklara takili '*I

12]_Urasil-N-glukuronid’in manyetik parcaciklara baglanmasi ise

her ii¢ hiicre tipinin de baglanma etkinligini arttirmaktadir. Bu oran
HuTu-80 hiicrelerinde 3.08 iken, Caco-2 hiicrelerinde 4.62 ve Detroit
562  hiicrelerinde ise 4.14’diir. Hiicreler {izerine manyetik alan
uygulandiginda ise baglanma etkinligi oranlar1 8-9’a ¢ikmaktadir.
Buradan '*’I-Urasil-N-glukuronid’in ve '*’I-Urasil-O-glukuronid’in
hiicreye ilgileri farkli iken manyetik parcaciklara baglandiginda oranin
azaldigi manyetik alan uygulandiginda ise iki molekiiliin ayni etkiyi
yaptig1 ancak urasile gore farkli oldugu ve ¢ok daha yiiksek oranlarda

hiicreler tarafindan tutuldugu anlagilmaktadir.
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Cizelge 4.28 Manyetik parcaciklara baglanmanin ve manyetik alan

uygulamanin HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicreleri lizerindeki etkisi

HuTu-80 Caco-2 Detroit 562

Manyetik

125]-Urasil-O-

glukuronid/'*’I- 1,37 1,26 1,59
Urasil-O-

glukuronid

Manyetik Alan
Etkisi Altinda
Manyetik

'®[Urasil-O-
glukuronid/'*’I-
Urasil-O-
glukuronid

2,51 2,02 2,60

Manyetik
®1-Urasil-N- 3.08
glukuronid/'>I- ’ 4,62 4,14

Urasil-N-
glukuronid

Manyetik Alan
Etkisi Altinda
Manyetik

'] Urasil-N-
glukuronid/'*’I-
Urasil-N-
glukuronid

8,03 9,18 7,62
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25,00 "/f
20,00 +”
15,00 - B HuTu-80
B Caco-2
1 -
0,00 Detroit 562
5,00
0,00
UoG/U mUOG/rU mmUOG/mmU

Sekil 4.54 Urasil-o-glukuronid (UOG), manyetik parcaciklara takili Urasil-o-glukuronid
(m-UOG) ve manyetik alan etkisi altinda pargaciklara takili Urasil-o-glukuronid’in
HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki baglanma oranlarmin urasil,

pargaciklara takili urasil ve manyetik alan etkisi altinda pargaciklara takili urasile

oranlari.

Sekil 4.54 Urasil-o-glukuronid (UOG), manyetite bagli Urasil-o-
glukuronid (m-UOG) ve manyetik alan uygulanmis manyetite bagl
Urasil-o-glukuronid’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki
baglanma oranlarinin urasil, manyetite bagli urasil ve manyetik alan
uygulanmis manyetite bagh wurasil ile karsilastirmaktadir. Sekilde
gorlildiigii gibi urasil ile karsilastirildiginda UOG’nin hiicrelerindeki
baglanma oranlart HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerinde farklilik
gostermektedir ve Caco-2 hiicrelerinde 25 kata kadar g¢ikmaktadir.
Buradan Caco-2 hiicrelerinin beta glukuronidaz aktivitelerinin HuTu-80

ve Detroit 562 hiicrelerinden daha fazla oldugu sonucu ¢ikarilabilir.
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Manyetik parcacik bagli molekiillerle yapilan deneylerde ise toplam
baglanma daha ¢ok olmasma karsin manyetik pargaciklar ile ilgili
mekanizmanin enzimatik mekanizmadan daha etkin olasi nedeniyle
farkliliklar azalmaktadir. Benzer durum Sekil 4.55’de goriildiigii gibi N-

gukuronidler i¢in de gegerli olmasina ragmen oranlar daha diisiiktiir.

N\

6,00

5,00 7

4,00
¥ HuTu-80

3,00 7 H Caco-2
2,00 - M Detroit 562

1,00 A

0,00
UNG/U mMUNG/rJ mmUNG/mmU

Sekil 4.55 Urasil-n-glukuronid (UNG), manyetik pargaciklara takili urasil-o-glukuronid
(m-UNG) ve manyetik alan etkisi altinda manyetik parcaciklara takili urasil-n-
glukuronid’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki baglanma oranlarinin
urasil, manyetik parcaciklara takili urasil ve manyetik alan etkisi altinda manyetik

pargaciklara takili urasile oranlari

Bu durum o-glukuronidlerin prodrug olarak hedefe yonelik terapide

daha etkili olabilecegini gostermektedir. Benzer durum kontrol olarak
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kullamlan "1 icin de gecerlidir. Iyodiir formunda olan 2Pin tek bagina

. . .. o o . o 125
hiicreye afinitesinin olmadigr bilinmesine ragmen,

I manyetit
nanopargaciklara baglandiginda ve manyetik alan uygulandiginda
hiicreye inkorporasyon artmaktadir. Ancak en yiiksek baglanma her
zaman o-glukuronid bagli manyetik nanopargaciklara manyetik alan
uygulandiginda goriilmektedir. Bu durum manyetit nanopargaciklarin ¢ok

iyl birer tasiyici olduklarint ve enzimatik mekanizmalar ile birlikte

kullanildiklarinda daha etkili kullanilabileceklerini gostermektedir.

Wang ve ark. p-di-2-chloroethylaminophenyl-beta-D-
glucopyranosid’in ana molekiil N,N-di-(2-chloroethyl)-4-
hydroxyanilinden HepG2 human hepatoma hiicrelerinde 150 defa az
toksik oldugunu ve Dbeta-glukuronidase varliginda bu prodrug
molekiillerinin aktiflenerek toksik olan ana molekiile doniistiiglinii rapor
etmiglerdir AS-30D rat hepatoma hiicrelerinde de 1000 defa daha az
toksik oldugunu ileri siirmiisler ve glukuronid prodruglarin hedefe

yonelik terapide etkili olabilecegini rapor etmislerdir (Wang et al., 1992).

4.14 'I-Urasil-O-Glukuronid, '**I-Urasil-N-Glukuronid ve '*I-
Urasil’in HuTu-80 ve Primer Insan Bagirsak Epiteli hiicreleri

(PHIC) Uzerindeki Baglanma Etkinligi

Urasil-O-glukuronid’in baglanma etkinliginin her iki hiicre tipinde
diger 6rneklerden fazladir. Bunun yaninda urasil ve '*I’in baglanma
etkinlikleri her iki hiicre tipinde de ¢ok diisiiktiir. Manyetik 6zellik

kazandirmanin ve manyetik alan uygulamanin hiicre baglanma etkinligini
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arttirdig1 her iki hiicre tipinde de goriilmiistir. '*°I’in tek basia her iki
hiicre tipi lizerinde 6nemli bir baglanmas1 yokken, manyetik pargaciklara
takildiginda ve manyetik alan uygulandiginda manyetik alan etkisindeki
manyetik parcaciklara takilan '*I’in HuTu-80 hiicrelerine baglanma
oranlart PHIC hiicrelerinden istatistiksel olarak farkhidir Istatistiksel
veriler incelendiginde P degerleri g6z Oniline alinarak yapilan
degerlendirmede urasil-O-glukuronid’in HuTu-80 hiicreleri tiizerinde
insan bagirsak epiteli (PHIC) hiicrelerine oranla daha fazla tutuldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglardan glukuronidlesmenin baglanma etkinligini
arttirdigt ve Urasil-O-glukuronid’in HuTu-80 ince bagirsak kanser
hiicresine kars1 normal insan epitel (PHIC) hiicrelerine gore daha fazla
secicilik gosterdigi tespit edildi. Bu durum tiimor hiicrelerinde beta
glukuronidaz  enzim  konsantrasyonunun daha fazla  oranda
bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Glukuronosil transferaz aktivitesinin
kolorektal kanser hiicrelerinde ve normal insan bagirsak epiteli hiicreleri
dahil normal dokuda farkli oranlarda bulundugu bilinmektedir. Franklin
ve ark kolorekteral kanser hiicrelerinde yaygin olarak bulunan
glukuronosil transferaz‘in glukuronid konjugasyonu ile inaktive olan ilag
direncine katkis1 olabilecegini ileri stirmiislerdir (Franklin et al., 1996).

Manyetik nanoparcaciklara bagli urasil o ve n glukuronidlerde cok daha
ylksek baglanma etkisi goriilmekte ancak en yiliksek baglanma her
zaman urasil o-glukuronid de goriilmektedir. Manyetik nanopargaciklarin
hiicreye afiniteyi arttirdif1 fakat enzimatik mekanizmanin hala gecerli

oldugu anlagilmaktadir.
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Glukuronidasyonun kolon kanser hiicrelerinin ilag direnci
mekanizmasinda rol oynadigi ileri siiriilmiistiir. Cummings ve ark.
antikanser bir ilag olan SN-38’in UGT1AIl ile glukuronidlesirken bu
enzimin izoformunun karacigerde detoxifikasyondan sorumlu oldugunu
ve NU/ICRF 505 adli antikanser ilacin ila¢ direncinin tumore ozel

modulasyon ile giderilebilecegini ileri siirmiiglerdir (Cummings et al.,

2006).

Ritter de karaciger ve bobreklere ilaveten glukuronosil transferaz
aktivitesinin gastrointesitinal sistemden alinan ilag ve ksenobiyotiklerin
metabolizmasinda rol aldigim1 ve insan gastrointestinal sisteminde
bulunan Uridine 5'-diphosphate-glucuronosyltransferases tiplerinin
bilinmesine ragmen ince bagirsaktaki oranlardaki kisisel fakliliklarin
nedenlerinin arastirilmasi gerektigini ileri stirmiislerdir (Ritter, 2007).
Sonug olarak glukuronidasyon kolon kanserlerinin pek c¢ok antikanser
ilacinin ilag direnci mekanizmasinda tek ve onlenebilir yolu olarak ileri

stiriilmiistiir (Cummings et al., 2002)
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Cizelge 4.29 '*’I-Urasil-O-glukuronid’in HuTu-80 ve PHIC iizerindeki %

baglanma degerleri.

Manyetik Alan
125 Manyetik Etkisi Altinda
[-Urasil-O- 125
I-Urasil-O- Manyetik
glukuronid 125
glukuronid I-Urasil-O-

glukuronid
HuTu-80 %14.6+0.6 %19.6+0.6 %34.4+0.8
PHIC %12.0+0.7 %16.9+0.6 %30.7+0.8

Cizelge 4.30 '®I-Urasil-O-glukuronid’in  manyetik parcaciklara
baglanmasinin ve manyetik alan uygulamanin HuTu-80 ve PHIC

uzerindeki etkisi

Manyetik Alan Etkisi
Altinda Manyetik
'*’I-Urasil-O-
glukuronid/'*I-Urasil-O-

Manyetik
'%1_Urasil-O-
glukuronid/'*’I-Urasil-

O- glukuronid
glukuronid

HuTu-80 1.34 2.35

PHIC 1.41 2.56
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Baglanma (%)

—

U-O-G

M U-O-G

MA-M U-O-G

CIHUTU
33 PHIC

Sekil 4.56 'I-Urasil-O-glukuronid’in HuTu-80 ve PHIC iizerindeki % baglanma

degerleri.

* 12[_Urasil-O-glukuronid’in HuTu-80 hiicrelerine baglanma oranlari

PHIC hiicrelerinden istatistiksel olarak farklidir (P<0.001).

Cizelge 4.31 '*’I-Urasil-N-glukuronid’nin HuTu-80 ve PHIC iizerindeki

% baglanma degerleri.

Manyetik Alan
125 Manyetik Etkisi Altinda
[-Urasil-N- 125
. I-Urasil-N- Manyetik
glukuronid 125
glukuronid [-Urasil-N-

glukuronid
HuTu-80 %4.1+£0.2 %14.4+0.7 %30.9£1.0
PHIC %3.4+0.2 %12.0+0.4 %28.5+0.8
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Cizelge 4.32 '*I-Urasil-N-glukuronid’in  manyetik  parcaciklara
baglanmasinin ve manyetik alan uygulamanin HuTu-80 ve PHIC

uzerindeki etkisi

Manyetik Alan Etkisi
Altinda Manyetik
1251 Urasil-N-
glukuronid/ 1251 Urasil-N-

Manyetik
[ Urasil-N-
glukuronid/'*I-Urasil-
N- glukuronid

glukuronid
HuTu-80 3.51 7.53
PHIC 3.52 8.38
404
E HUTU
_ =3 PHIC

1

Baglanma (%)
N
o

—
?

0 I

U-N-G MU-N-G  MA-M U-N-G

Sekil 4.57 '®I-Urasil-N-glukuronid’in HuTu-80 ve PHIC iizerindeki % baglanma

degerleri.
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Cizelge 4.33 '*I-Urasil’in HuTu-80 ve PHIC iizerindeki % baglanma

degerleri.
Manyetik Alan
125 Manyetik Etkisi Altinda
[-Urasil 125 ) )
[-Urasil Manyetik
'] Urasil
HuTu-80 %0.9+0.0 %6.9+0.2 %17.8+0.4
PHIC %0.7+0.1 %6.0£0.1 %17.4+0.8
201
.~ __ C3HUTU
—_ E=PHIC
e
©
E
£ 10+
o))
©
(3]
0 '
U MU MA-M U

Sekil 4.58 '*°I-Urasil’in HuTu-80 ve PHIC iizerindeki % baglanma degerleri.
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Cizelge 4.34 Iyot-125’in HuTu-80

ve PHIC iizerindeki % baglanma

degerleri.
Manyetik Alan
. Manyetik Etkisi Altinda
Iyot-125 .
Iyot-125 Manyetik
Iyot-125
HuTu-80 %0.2+0.0 %10.6+0.6 %23.8+0.8
PHIC %0.5+0.1 %11.0£0.7 %16.1+0.6
30+
CJHUTU
_ o E3PHIC
2
- 20
E — —
c
©
= —
A 104
O 1
1-125 M1-125 MA-M [-125

Sekil 4.59 '*I’in HuTu-80 ve PHIC iizerindeki % baglanma degerleri.

* Manyetik alan etkisindeki manyetik pargaciklara takilan '*I’in HuTu-

80 hiicrelerine baglanma oranlar1 PHIC hiicrelerinden istatistiksel olarak

farklidir (P<0.001).
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4.15 HuTu-80, Caco-2, Detroit 562 ve PHIC Hiicrelerinde O-

Glukuronidlerin Baglanma Oranlarinin N-Glukuronidlere Orani

O-Glucuronid/ N-Glucuronid Oranlari

mUOGUNG = MUOGMUNG MMUOG MMUNG

HUTU-80 CACO DETROIT PHIC

Sekil 4.60 HuTu-80, Caco-2, Detroit 562 ve PHIC hiicrelerinde o-glukuronidlerin

baglanma oranlariin n-glukuronidlere orant

O ve n-glukuronid ligandlarin hiicre baglanma oranlarini
kiyasladigimizda o-glukuronidler ve n-glukuronidler arasinda en biiyiik
fark Caco hiicrelerinde goriilmektedir. Glukuronid ligandlar1 manyetik
parcaciklara bagladigimizda bu fark azalmakla birlikte o-glukuronidlerin
baglanma orant HuTu-80 hiicrelerinde 1.55 olurken Caco hiicrelerinde
1.19’a diismektedir. Hiicreler iizerinde manyetik alan uygulandiginda ise
hiicre baglanma oran1 yiikselmekte fakat iki ligand arasinda fark

kalmamaktadir.
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4.16 "'1-Urasil-O-Glukuronid, "“'I-Urasil-N-Glukuronid ve "'I-
Urasil’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 Hiicreleri Uzerindeki
Baglanma Etkinligi

Bu deney 'I ve "'I’in farkli bozunmalarindan kaynaklanan
radyasyonun hiicreler iizerinde hasar mekanizmasinda rol oynayip
oynamadigini anlamak igin yapilmustir. Sonuglar incelendiginde, 'I ile
isaretli ligand bagli manyetik nanoparcgaciklarin hiicre baglanma
etkinligini arttirdii, hatta manyetik alan uygulamanin baglanma
etkinligini yaklasik iki kat fazlalastirdig1 goriilmektedir. Bunun yaninda
urasil-O-glukuronid’in baglanma etkinliginin {i¢ hiicre tipinde de urasil-

N-glukuronid, urasil ve "'

131

I’den fazla oldugu tespit edildi. Urasil ve
I’in her ii¢ hiicre tipinde baglanma etkinliklerinin ¢ok diisiik oldugu
ancak manyetik Ozellik kazandirildiklarinda baglanma etkinliklerinde
ciddi derecede artis meydana geldigi goézlendi. Urasil glukuronid
orneklerinin ii¢ hiicre tipindeki baglanma etkinlikleri incelendiginde ve
istatistiksel verilerdeki P degerleri géz oniine alindiginda ii¢ hiicre tipinde
de benzer baglanma etkinliklerine sahip oldugu tespit edildi. Bu
sonuglardan yola ¢ikarak glukuronidlestirmenin baglanma etkinligini bu
orneklerde de arttirdigi fakat sadece HuTu-80 hiicrelerine karsi secici
olmadig1 diger kanserli hiicre tipleri i¢in de yaklasik olarak ayni derecede
secicilik gosterdigi tespit edildi. "'I isaretli ligandlar ile yapilan

131

calismada “I'in 1 pCi/ml spesifik radyoaktivitede radyasyondan

kaynaklanan bir hiicre hasar etkisi goriilmemistir.
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Cizelge 4.35 "*'I-Urasil-O-glukuronid, manyetik parcaciklara takili "*'I-

Urasil-O-glukuronid ve manyetik alan etkisi altindaki manyetik
pargaciklara takili '*'I-Urasil-O-glukuronid’in HuTu-80, Caco-2 ve

Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma degerleri.

Manyetik Alan
131 _ Manyetik Etkisi Altinda
[-Urasil-O- 31
. I-Urasil-O- Manyetik
glukuronid _ . _
glukuronid [-Urasil-O-
glukuronid
HuTu-80 %12.1£0.5 %20.4+1.4 %37.9+1.7
Caco-2 %13.0£1.1 %19.8+1.7 %32.2+1.7
Detroit 562 %10.3+0.9 %22.842.3 %34.3£2.5
40+
B 3 HUTU
- =3 CACO
& 309 B DETROIT
©
£
§ 207
o))
3]
@ 104
0
U-O-G MU-O-G MA-MU-O-G

Sekil 4.61 "'I-Urasil-O-glukuronid, manyetik parcaciklara takili '*'I-Urasil-O-

glukuronid ve manyetik alan etkisi altindaki manyetik pargaciklara takili "*'I-Urasil-O-

glukuronid’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma degerleri.
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U-O-G : Urasil-O-glukuronid

M U-O-G : manyetik pargaciklara takili Urasil-O-glukuronid

MA-M U-0O-G : manyetik alan etkisi altinda manyetik pargaciklara takili
Urasil-O-glukuronid

Cizelge 4.36: "*'I-Urasil-N-glukuronid, manyetik parcaciklara takili "*'I-

Urasil-N-glukuronid ve manyetik alan etkisi altindaki manyetik

pargaciklara takili '"'I-Urasil-N-glukuronid’in HuTu-80, Caco-2 ve

Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma degerleri.

Manyetik Alan
131 Manyetik Etkisi Altinda
I-Urasil-N- .
‘ I-Urasil-N- Manyetik
glukuronid .
glukuronid I-Urasil-N-

glukuronid
HuTu-80 %4.6+0.5 %16.3£1.6 %30.5%1.5
Caco-2 %3.6+0.4 %17.7+1.5 %28.8+1.1
Detroit 562 %3.1£0.2 %15.5+1.3 %32.4+1.6
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Sekil 4.62 "'I-Urasil-N-glukuronid, manyetik parcaciklara takili '*'I-Urasil-N-

glukuronid ve manyetik alan etkisi altindaki manyetik pargaciklara takili "*'I-Urasil-N-

glukuronid’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma degerleri.

U-N-G : Urasil-N-glukuronid
M U-N-G : manyetik parc¢aciklara takili Urasil-N-glukuronid
MA-M U-N-G : manyetik alan etkisi altinda manyetik parcaciklara takili

Urasil-N-glukuronid
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Cizelge 4.37 "'-Urasil, manyetik parcaciklara takili "*'I-Urasil ve

manyetik alan etkisi altindaki manyetik parcaciklara takili

131

HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki % baglanma degerleri.

I-Urasil’in

Manyetik Alan
. ‘ Manyetik Etkisi Altinda
I-Urasil 131
[-Urasil Manyetik
Bl Urasil
HuTu-80 %0.5+0.0 %8.6=0.7 %18.3+1.4
Caco-2 %0.440.1 %10.6+0.9 %22.0£1.9
Detroit 562 %0.7+0.2 %11.0+1.0 %18.3+1.8
30-
=1 HUTU
= E= CACO
% 20 = B DETROIT
3
=
(1)
@
& 10-
Q-E—————=m
U MU MA-M U

Sekil 4.63 "'I-Urasil, manyetik parcaciklara takili "*'I-Urasil ve manyetik alan etkisi

altindaki manyetik parcaciklara takili '*'I-Urasil’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562

hiicrelerindeki % baglanma degerleri.
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U : urasil
M U : manyetik parcaciklara takili urasil
MA-M U : manyetik alan etkisi altinda manyetik par¢aciklara takili urasil

Cizelge 4.38 "', manyetik pargaciklara takili "*'T ve manyetik alan etkisi
altindaki manyetik parcaciklara takili *'I’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit

562 hiicrelerindeki % baglanma degerleri.

Manyetik Alan
131y Manyetik Etkisi Altinda
| Manyetik
1311
HuTu-80 %0.3+0.0 %11.5+0.9 %20.9+1.3
Caco-2 %0.3£0.1 %14.9+1.4 %21.0£1.2
Detroit 562 %0.5%0.1 %12.5+1.1 %23.0+1.9
30+
E HUTU
~ =1 CACO
S E= DETROIT
©
S
c
1]
@
& 10-
0
[-131 M 1-131 MA-M [-131

Sekil 4.64 "', manyetik parcaciklara takili "'l ve manyetik alan etkisi altindaki

manyetik parcaciklara takili "*'I’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki %

baglanma degerleri.
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M "*'I: manyetik parcaciklara takil "*'T

MA-M "' : manyetik alan etkisi altinda manyetik parcaciklara takili "*'I

4.17 "1 ve ®'I’in Farkh Spesifik Aktivitelerde Kullanilmas ile Elde
Edilen 1-125 ve I-131 {saretli Urasil-O-Glukuronid, Urasil-N-
Glukuronid ve Urasil’in HuTu-80 Hiicreleri Uzerindeki Baglanma

Etkinliginin Incelenmesi

1 ve P farkli bozunma ozellikleri gdsteren radyoniiklidler

oldugundan farkli spesifik aktivitelerde hazirlanan '*I ve '*'

I ile isaretli
glukuronid ligandlarin ve glukuronid bagli manyetik nanoparcaciklarin

tizerinde calisilan hiicreler lizerinde etkisi incelenmistir. Kullanilan farkli

125 131
I

I ve spesifik radyoaktiviteleri ile yapilan igaretlemeler sonucunda
urasil-O-glukuronid ve urasil-N-glukuronid'nin baglanma etkinliginin
urasil, Na'l ve Na'*I’e gore yiiksek oldugu tespit edildi. Bunun
yaninda '*°T ve "I isaretli urasil-O-glukuronid’in baglanma etkinliginin
tiim denemelerde urasil-N-glukuronid’den fazla oldugu goriildii. Ayrica
1 isaretli urasil-O- glukuronid ve urasil-N-glukuronid'in baglanma
etkinligi artan spesifik rdayoaktivite ile ¢ok fazla degismemekle birlikte

PIT isaretli urasil-O-glukuronid ve "'

I isaretli urasil-N-glukuronid'in
baglanma etkinlikleri artan spesifik aktiviteyle azalma gdstermektedir.
Istatistiksel veriler incelendiginde Urasil-O-glukuronid ve Urasil-N-
glukuronid’in "I ve "'I isaretli gruplarinda radyasyon dozuna bagh

1257 131
I

olarak olusan degisim her iki grupta [ arasinda lineeritede

istatistiksel olarak anlamlilik gostermistir (P<0.005).



185

Cizelge 4.39 '*I-Urasil-O- glukuronid, '*I-Urasil-N- glukuronid, '*’I-

Urasil ve

isaretlemede kullanilan

25Pin - HuTu-80 hiicreleri

125

uzerindeki %

baglanmanin

I’in spesifik aktivitesine bagl degisimi.

21 _Urasil-

2 Urasil-

O- N- B Urasil | I (Na'®I)

127 aktivit glukuronid | glukuronid
1 pCi/mL % 14.2£0.4 | 9% 4.3+0.1 % 1.0+£0.1 | % 0.5+0.1
3 pCi/mL % 13.7£0.7 | % 4.5+0.1 % 1.1+£0.1 | % 0.6+0.0
10 uCi/mL | % 14.0£0.2 | % 4.2+0.1 % 1.2+0.1 | % 0.5+0.0
30 uCi/mL | % 13.0£0.2 | % 3.9+0.0 % 0.8+0.1 | % 0.4+0.1
100 pCi/mL | % 11.9+0.4 | % 3.4+0.1 % 0.6+£0.1 | % 0.4+0.0

Cizelge 4.40: "'I-Urasil-O-glukuronid, '*'I-Urasil-N-glukuronid, "'I-

Urasil ve Iyot-131’in HuTu-80 hiicreleri iizerindeki % baglanmanin

isaretlemede kullanilan

131

I’in spesifik aktivitesine bagli degisimi.

Bl _Urasil-

Bl Urasil-

Iyot-131
O- N- B Urasil Y .
TR : : (Na™'D)
I aktivit glukuronid | glukuronid

1 uCi/mL % 12.440.1 % 4.5£0.0 | % 0.6£0.1 | % 0.4+0.0
3 uCi/mL % 12.0+0.2 | % 4.3+0.1 % 0.5£0.1 | % 0.3+0.1
10 uCi/mL | % 11.7£0.2 | % 4.0+0.1 % 0.7+0.1 | % 0.4+0.0
30 uCi/mL | % 10.9£0.2 | % 3.7+0.1 % 0.4£0.0 | % 0.1+0.0
100 uCi/mL | % 4.4+0.2 % 1.8£0.0 | % 0.0£0.0 | % 0.1+0.0
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Sekil 4.65: "I ve "'I’in artan spesifik radyoaktiviteleriyle hazirlanan glukuronid
ligandlarin ve urasil ve ' (Na"*'T) ve '®I (Na'*I) HuTu-80 hiicreleri iizerindeki

baglanma oranlart (30 pg ligand, 30 dakika inkiibasyon siiresi)

4.18 '*°I ve "I isaretli Urasil-O- glukuronid, Urasil-N- glukuronid ve
Urasil’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 Hiicreleri Uzerindeki

Baglanma Etkinliklerinin Karsilagtirnlmasi

1251 jsaretli urasil-O-glukuronid, urasil-N-glukuronid ve urasil ile
BT jsaretli urasil-O-glukuronid, urasil-N-glukuronid ve urasil’in HuTu-
80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicreleri lizerindeki baglanma etkinlikleri
karsilastirldiginda baglanma diizeylerinin benzer oldugu goriilmiistiir.
Yapilan tek yonlii ANOVA testi sonucunda elde edilen P degerleri goz
oniine alindiginda '*I-Urasil-O-glukuronid ve '*'I-urasil-O-glukuronid,
'I_urasil-N-glukuronid ve "*'I-urasil-N-glukuronid, '*I-urasil ve "'I-

urasil’in her ii¢ hiicrede de P degerlerinin 0.05 den biiyiik oldugu ve

aralarinda anlamli bir farkin olmadigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.66: "I ve "'I isaretli Urasil-O-glukuronid, Urasil-N-glukuronid, Urasil’in ve

121 P11 in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerine baglanma diizeyleri.

1 ve "' isaretli manyetik pargaciklara takili Urasil-O-
glukuronid, Urasil-N- glukuronid ve Urasil’in HuTu-80, Caco-2 ve
Detroit 562 hiicreleri lizerindeki baglanma etkinlikleri karsilastirildiginda
manyetik parcaciklara takili Urasil-O- glukuronid’in Detroit 562
hiicreleri tizerindeki baglanma diizeyleri arasinda anlamli bir fark oldugu
yapilan tek yonliit ANOVA testi sonucunda elde edilen 0.05 den kiiciik P

B jsaretli

degerleri ile ortaya konmustur. incelenen biitiin dneklerde
orneklerde daha diigiik bir baglanma goriiliirken yalniz Detroit 562

hiicrelerinde istatistiksel olarak bir anlamlilik goriilmiistiir.
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Cizelge 4.41 "I ve "'I isaretli manyetik parcaciklara takili Urasil-O-
glukuronid, Urasil-N- glukuronid ve Urasil’in HuTu-80, Caco-2 ve

Detroit 562 hiicreleri iizerindeki baglanma degerleri.

HuTu-80 Caco-2 Detroit 562
Manyetik
125]_Urasil-O- %19.120.6 %18.7+1.1 %20.0+0.8
glukuronid
Manyetik
B _Urasil-O- %20.4£1.4 %19.8+1.7 %22.842.3
glukuronid
Manyetik
125]_Urasil-N- %12.3+0.8 %15.740.4 %15.3+0.8
glukuronid
Manyetik
BY_Urasil-N- %16.3+1.6 %17.7+1.5 %15.5+1.3
glukuronid
ganyetlk 706.1£0.3 %8.5+0.6 %7.0+0.5
I-Urasil
i/llanyetlk 8.6+0.7 %10.6+0.9 %11.0+1.0
I-Urasil
Mazletlk %11.7+1.2 %10.7+0.3 %13.0+1.1
Mai‘\fletlk %11.5+0.9 %14.9+1.4 %12.5%1.1
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Sekil 4.67 '*°T ve "*'I isaretli manyetik pargaciklara takili Urasil-O- glukuronid, Urasil-
N- glukuronid, Urasil ve manyetik parcaciklara takili I, "*'I’in HuTu-80, Caco-2 ve

Detroit 562 hiicrelerine baglanma diizeyleri.

125 131

I ve 'l isaretli manyetik parcaciklara takili urasil-O-glukuronid,
urasil-N-glukuronid ve urasil’in manyetik alan etkisi altinda HuTu-80,
Caco-2 ve Detroit 562 hiicreleri tizerindeki baglanma degerleri ayr1 ayri
karsilastirildiginda yapilan tek yonli ANOVA testi sonucunda elde
edilen P degerleri 0.05 den biiyiik bulunmus dolayisiyla aralarinda
anlamli bir farkin olmadig tespit edilmistir. Incelenen biitiin érneklerde
BT bagh olanlarda daha biiyiik hiicre baglanmasi gériilmesine ragman
istatistiksel bir anlamlihk goriilmemistir. *'I’li drneklerin istatistiksel
olarak anlamli olmasa bile daha yiiksek hiicre baglanmasi1 gdstermesi
calisilan kosullarda nanopargaciklarin *'I’den gelen radyasyonun hiicre

tizerinde hasar etkisini self absorpsiyonla azalttigini1 gostermektedir.
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Cizelge 4.42 "I ve "'l isaretli manyetik parcaciklara takili Urasil-O-
glukuronid, Urasil-N- glukuronid ve Urasil’in manyetik alan etkisi

altinda HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicreleri iizerindeki baglanma

degerleri.
HuTu-80 Caco-2 Detroit 562
MA-M *°1-
Urasil-O- %34.9+1.0 %30.1+1.0 %32.7+1.5
glukuronid
MA-M P'1- .
Urasil-O- 7037.9+1.7 %32.2+1.7 %34.3+2.5
glukuronid
MA-M *°1-
Urasil-N- %32.1+1.0 %31.2+0.9 %28.2+1.6
glukuronid
MA-M Pl1-
Urasil-N- %30.5£1.5 %28.8+1.1 %32.4+1.6
glukuronid
125
MA-M - %18.1+0.8 %17.541.2 %19.141.1
Urasil
131
MA-M “1- %18.3+1.4 %422.041.9 %%18.341.8
Urasil
MA-M '*1 %21.6+1.1 9%19.4+0.9 %19.0+0.6
MA-M ' 920.9+1.3 9%21.0+1.2 923.0+1.9
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Sekil 4.68 'I ve "'l isaretli manyetik pargaciklara takili Urasil-O- glukuronid, Urasil-
N- glukuronid, Urasil ve manyetik par¢aciklara takili '’I, *'I’in manyetik alan etkisi

altinda HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerine baglanma diizeyleri.

UDP glucuronil transferaz ve beta glukuronidaz enzimlerinin
endoplasmik retikulumda olustugu ve hepatositler tarafindan alindig ve
glukuronid transportunun da plasma membranindan ve endoplasmik
retikulumdan oldugu bilinmektedir (Csala et al., 2000; Chen et al., 2007).
Elde edilen sonuglar ile karsilagtirildiginda I-125’in ve I-131°in bozunma
sekillerine bakilirsa '] hiicre DNA smda etkili olabilecek bir
radyoniikliddir Elektron yakalamasi ile birlikte ve bozundugu Te-
125m’in yaklasik 30 keV’lik gama fotonlari ile birlikte ¢ok sayida diistik
enerjili Auger ve i¢ donilisiim elektronu salar (Unak, 2002). Bunlar da
ancak DNA gibi biryap1 iginde olursa etkili bir terapotik etki
gosterebilirler. °'T ise negatif beta 1s1masi yaninda 364 keVlik gama
fotonar1 salar, hiicre membrani gibi pozisyonlarda daha etkili terapdtik

etki gosterir (Unak and Cetinkaya, 2005). Edilen sonuglar da o-ve n-
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oldugu ve bu nedenle "~ I’in daha etkili bir hasar etkisi ile sonuglandigini

gostermektedir.

Ertl ve Feinendegen '*I’in bir timidin tiirevi olan
ioddodeoksiuridine (IUdR) vasitasiyla DNA’ya girdigi zaman,
beklenenden daha yiiksek radyotoksik etki gosterdigini gdstermislerdir
(Ertyl and Feinendegen, 1969). Bu konu ile ilgili Auger elektron salici
radyoniiklidlerin DNAda tek ve ¢ift zincir kirtlmasi ve hiicre 6liimii ile
ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilmistir. (Adelstein, 1992; Charlton et al., 1994;
Geselowitz et al., 1995; Hofer et al., 1996; Hofer et al., 2000; Karaginnis
et al., 2000; Lobachevsky and Martin, 2000; Schneiderman et al., 2001;
Sedelnikova et al., 1998; Vandenabbeele et al., 1992). IUdR radyoiyodu
thimidine benzer bir yapida DNA i¢ine girmesini saglar. [UdR, timidinin
5 pozisyondaki metil grubunun yerine iyot gelmis tirevidir. '*I’in ve
diger Auger elektron salicilarin DNA i¢inde bozunmasi sonucu tek ve
cift zincir kirilmasi ve hiicre 6liimii ile ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilmistir

(Sekil 4.69).

125
NH !

OH H
Tdr 251udr
I‘CH3:2.O A 1‘1:2.15 A

Sekil 4.69 Timidin ve IUdR’1n Molekiiler Yapilar
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Metil grubu ve iyot atomunun Van der Waals ¢aplar1 birbirine ¢ok
yakin oldugundan nispeten timidin benzeri bir yap1 olusturur. Timidin
anologu olarak IUdR hiicre i¢ine alinir, fosforillenir ve DNA’ya taginir.
'TUdR gibi bir molekiilii tastyan radyoisaretli DNA proliferasyonun in
vitro olarak izlenmesi, migrasyon, normal ve kanser hiicrelerinin 6limi,
cesitli kemoterapdtiklerin - ve radyoterapdtiklerin - hiicre  diizeyinde
etkinligi (Charlton et al., 1994; Geselowitz et al., 1995; Hofer et al.,
1996; Hofer et al., 2000; Kasis et al., 2000; Karaginnis et al., 2000;
Lobachevsky and Martin, 2000; Schneiderman et al., 2001; Sedelnikova
et al., 1998; Pomplun et al., 1992; Panyutin et al., 2001; Vandenabbeele
et al., 1992) ve hayvan tiimor olusturma modelleme ¢alismalar1 (Kassis et
al., 1996a; Kassis et al., 1996b) ve kanser hastalarinda (Harrison et al.,
1996; Mariani et al., 1993, 1994, 1996), Vandenabbeele et al., 1993)

kullanilmustir.

Roeske ve ark. nanopargaciklarin tiimore verilen radyasyon dozunu
arttirict rol oynayabilecegini ileri slirmiigler ve nanoparcgaciklarin atom
nolarina bagh olarak x-1sinlar1 ve ¢ok kullanilan radyoniiklidler i¢in doz
zenginlestirme faktoriinii 5 mg/ml nanoparcacik konsantrasyonu i¢in Co-
60, Ir-192, Au-198, Cs-137, 6, 18, and 25 MV x-rays i¢in1.05 den kiiciik
iken 50, 80, 100, ve 140 KVp luk daha diisiik x-1s1nlar1 ve Pd-103 and 1-
125 gibi daha diisiik enerjili foton ve elektronlar salan daha biiyiik
oldugunu rapor etmislerdir. (Roeske et al., 2007). Bu etki ise disardan
eksternal radyasyon ile 1ginlama sonucu nanoparcaciklarin daha yiiksek
atom no nedeni ile daha ¢ok radyasyon absorplamasi ve fotoelektrik olay
sonucu ortama fotoelektron, Auger ve Compton elektronlarindan verdigi

enerji nedeni iledir.



194

5.SONUC VE ONERILER

HuTu-80 hiicrelerinden elde edilen UDP-glucuronil transferaz
enzimi i¢eren mikrozom preparatlart ve UDP glukuronik asit kullanilarak
urasil glukuronidin enzimatik sentezinde %22.95+2.4 glukuronidasyon
verimi elde edilmistir. Bu ¢alismada glukuronidasyon verimi yoniinden
iyi bir verim elde edilmistir. Ancak daha ilerideki calismalarda
glukuronidasyon verimi iizerine etkili olabilecek parametreler yoniinden

de incelenmelidir.

Urasil-n-glukuronid (UNG) ve Urasil-o-glukuronid (UOG) olarak

adlandirilan iki farkl iiriin tespit edilmistir.

Amin fonksiyonlu ve silika fonksiyonlu manyetit nanoparcaciklar
sentezlenmis ve urasil, UNG ve UOG bu parcaciklara konjuge edilerek

125 131
I

I ve ile ayr1 ayri isaretlenmislerdir. SEM analizleri manyetit

nanoparcaciklarin boyutu 40-60 nm oldugunu gostermistir.

Hem '*I ve hem de "'I isaretli urasil-o-glukuronid (UOG) ve
UNG, HuTu-80, Caco-2, Detroit 562 ve PHIC normal insan bagirsak

epitel hiicreleri lizerinde 1yi baglanma oranlar1 gostermislerdir.

125 131
I I

ve isaretli urasil-o-glukuronid (UOG) ve urasil-n-
glukuronid UNG iizerinde ¢aligilan hiicreler iizerinde farkli baglanma
oranlar1 gostermislerdir. O-glukuronid tiirevi tiim hiicre tiplerinde daha

aktif goriinmekte ve N-glukuronid tiirevine gore daha yiiksek baglanma
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gostermistir. Buradan beta glukuronidaz enziminin O-glukuronidi daha

fazla hidrolizleyebildigi sonucu ¢ikarilmaktadir.

PHIC normal insan bagirsak epiteli hiicreler ile HuTu 80 ince
bagirsak kanser hiicreleri arasinda urasil-n-glukuronid (UNG) yoniinden
bir fark goriilemezken urasil-o-glukuronid (UOG)’nin hiicreye ilgisi
yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmiistiir. Daha ilerdeki
caligmalarda gastrointestinal sistem disindaki diger tip kanserli
hiicrelerden elde edilen UDP-glukuronidaz enzim igeren mikrozom
preparatlarindan elde edilen farkli glukuronid bilesikleri farkli timor
hiicrelerine spesifik yeni glukuronid prodruglarin gelismesine yardimci

olabilecektir.

[statistiksel hata simirlari icinde '*’I-Urasil-N-glukuronid’in her iig
hiicre tipine de baglanma etkinligi de bir birinin aym1 oldugu
goriilmektedir. Ancak '*I-urasil-n-glukuronid’in her i hiicre tiirii
iizerinde de baglanma oranlar1 '*I-Urasil-O-glukuronid’e gore 3-4 defa

daha kiictiktiir.

Urasil-o-glukuronid (UOG), manyetite bagli urasil-o-glukuronid
(m-UOG) ve manyetik alan uygulanmig manyetite bagl urasil-o-
glukuronid’in HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerindeki baglanma
oranlar1 urasil, manyetite bagli urasil ve manyetik alan uygulanmis
manyetite bagl urasil ile karsilastirildiginda UOG’nin baglanma oranlar
HuTu-80, Caco-2 ve Detroit 562 hiicrelerinde farklilik gostermektedir ve
Caco-2 hiicrelerinde 25 kata kadar c¢ikmaktadir. Buradan Caco-2

hiicrelerinin beta glukuronidaz aktivitelerinin HuTu-80 ve Detroit 562
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hiicrelerinden daha fazla oldugu sonucu c¢ikarilabilir. Manyetik pargacik
bagli molekiillerle yapilan deneylerde ise toplam baglanma daha c¢ok
olmasia karsin manyetik parcaciklar ile ilgili mekanizmanin enzimatik
mekanizmadan daha etkin olasi nedeniyle farkliliklar azalmaktadir.
Benzer durum n-glukuronidler i¢in de gecgerli olmasina ragmen oranlar
daha disliktiir. Bu durum o-glukuronidlerin prodrug olarak hedefe

yonelik terapide daha etkili olabilecegini gdstermektedir.

N ve O glukuronidlerin wurasil ile karsilastirildiginda hiicre
inkorporasyonu ¢ok yiiksek iken urasil ve n veya o glukuronid konjuge
manyetik pargaciklar her bir durumda hiicre inkorporasyonu yiiksek
olmakta aglikona bagli secicilik azalmaktadir. Manyetik alan
uygulandiginda ise hiicre inkorporasyonu c¢ok daha yiiksek olmaktadir.
Elde edilen sonuglar glukuronidlerden baska aglikonlarin bagli oldugu
manyetik nanoparcaciklarla ve farkli hiicre tiirleri ile de arastirma
yapilmasi gerektigini gostermektedir. Elde edilen sonuglar hem radyoiyot
bagli glukuronid bilesiklerinin hem de radyoiyot isaretli manyetik
nanoparcaciklarin terapi ve goriintiillemede etkinliginin preklinik diizeyde

de arastirilmaya devam etmesi agisindan umut verici goriinmektedir.
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