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OZET

KANSER HUCRELERININ APTAMER VE ANTIBADI
TASIYAN MANYETIK NANOPARTIKULLER ILE
HEDEFLENMESI

Litfiye TUTKUN
Doktora, Biyomiihendislik ABD
Tez Danismani: Prof. Dr. Tiulin KUTSAL
Ikinci Tez Danismani: Dog. Dr. Mustafa TURK
Kasim 2014, 214 sayfa

Kanser tim diinyada en dnemli hastalik ve 6lim nedeni olma 6zelligini
stirdirmektedir. Meme, akciger, bagirsak gibi bircok organda degisik
kanser tiplerine rastlanmaktadir. Normal hcreler kanser hicrelerine
donusttklerinde, bu hicrelerin yizey o6zellikleri degismekte, belli
reseptor ve antijenleri essiz ve hizi  bir c¢ogalma profili
sergilemektedirler.

Saglikh hicreler ile karsilastirildiginda, kanser hicrelerinin kontrolsiiz ve
hizh  cogalmalari “hedeflenmis tedavi” gelistiriimesi anlaminda bu
hicrelere olan ilgiyi arttirmaktadir. Kanser tani ve tedavisinde,
monoklonal antikor ya da aptamer gibi klglik molekdillerin manyetik
nanopartiklllere immobilize edilmesi ile tasarlanan nanopartikller
sistemler, hedeflenmis terapi anlaminda avantaj saglamaktadir.
Nanoteknolojinin  kullandigi en ©6nemli tasiyict molekuller olarak
nanopartiktller, yuksek yuzey alani/hacim oranina sahiptirler. Son
yillarda kuantum tanecikler, manyetik demir oksit nanopartiktller, altin
nanopartiktller, polimer-bazli nanopartiklller vb. olmak Uzere birgok
nano-sistem kanser uygulamalarinda kullanilmak Uzere gelistirilmistir.



Sunulan tez kapsaminda da; MDA MB 231 insan meme kanseri timoér
hicrelerinin 6zglin taninmasi ve goérintlilenmesinde kullanilabilecek
nanopartiktler erken tani sistemi gelistiriimesi hedeflenmistir. Bu
amacgla, MDA MB 231 insan meme kanseri hiicre ylzeyinde eksprese
oldugu bilinen epidermal bliyime faktori reseptorlerinin hedeflenmesi
disuinulmaistir. Bu kapsamda; manyetik c¢ekirdekli, altin kaph
siperparamanyetik demiroksit nanopartiktller (SPION) tasarlanmis ve
karakterize edilmistir. Sentezlenen SPION'larin ve altin-kapli SPION’larin
TEM ile belirlenen ortalama boyutlar sirasi ile 5.62+ 1.49 nm ve 57.04
+ 8.58 nm olarak saptanmistir. FITC-isaretli aptamer ve antibadi
molekdlleri, altin-kaph SPION’larin ylzeyine immobilize edilmis ve daha
sonra hazirlanan tastyici sistem htcre kultir ortaminda MDA MB 231
meme kanseri hicreleri ile etkilestirilmistir. Karsilastirmal hicre hatti
olarak &strojen reseptdr-pozitif insan fibroblast hucreleri segilmistir.
Hicre blylime ve farklilasmasi arastiriimis ve nanopartikiler tasiyic
sistemin sitotoksisitesi incelenmistir. Ikili boyama yéntemi ile apoptoz
ve nekroz oranlari belirlenmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda,
genel olarak nanopartikil-konjugatlarinin hiicre canlihgi Gizerinde toksik
etkisinin  olmadigi ve tasiyici sistemin hicre proliferasyonunu
engellemedigi belirlenmistir. Akim Sitometri ile hilicre reseptorleri ile
etkilesen floresan isaretli aptamer ve antibadi oranlar belirlenmis ve en
ylksek baglanmanin %64.4 orani ile 108 pg/mL konsantrasyonundaki
antibadi immobilize edilmis SPION oldugu saptanmistir. Hicre
segicilikleri floresan mikroskop ile de gérinttlenmistir.

Anahtar Kelimeler: nanopartikll, timoér hiicre hedeflendirme, kanser
tanisi, antibadi, aptamer, hlcre kulttrt, akim sitometri, gercek zamanli
hicre analizi



ABSTRACT

TARGETING OF CANCER CELLS WITH APTAMER AND
ANTIBODY IMMOBILIZED MAGNETIC NANOPARTICLES

Liitfiye TUTKUN
Doctor of Philosophy, Division of Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Tiilin KUTSAL
Co-Supervisor: Do¢. Dr. Mustafa TURK
November 2014, 214 pages

Cancer is still one of the major reason of illness and death throughout
the world. Wide range of cancer types occur in many organs like breast,
liver, lung, colon etc. When normal cells transform into cancerous cells,
surface characteristics of these cells change. Then, they display unique
expression and/or over expression of certain receptors and antigens.

Overexpression of these cells compare to normal cells make them
attractive for targeted therapy. Conjugation of monoclonal antibodies
and/or small molecules like aptamers to the magnetic nanoparticles is a
beneficial method for cancer diagnosis and treatment in terms of
targeted theraphy. Nanoparticles have a high surface area to volume
ratio. Several types of nanoparticles including quantum dots, magnetic
iron oxide, gold, polymer based nanoparticles have been developed for
cancer applications in the last few years.

Within the context of this thesis, developing of an early diagnosis
nanoparticular system in order to detect and image human breast
cancer cell line of MDA MB 231 is aimed. In this reason, it has been
thought to target cell surface receptors of epidermal growth factor
which expressed by breast tumor cells of MDA MB 231. In this regard,
gold coated magnetic nanoparticles were designed and characterized.
Average sizes of synthesized SPIONs’ and gold-coated SPIONs’ which



were determined by TEM were detected as 5.62 + 1.49 nm and 57.04 +
8.58 nm, respectively. FITC-labeled aptamer and antibody molecules
were immobilized onto gold-coated SPIONs and than developed carrier
system was applied to MDA MB 231 breast cancer cells in the cell
culture medium. Estrogen-positive human fibroblast cells were choosen
as a comparative cell line. Proliferation and differentiation of cells were
investigated and cytotoxicity of nanoparticular carrier system were
examined. Apoptosis and necrosis rates were quantified by double-
staining of cells. Generally speaking, there were no significant toxic
effect of nanoparticle-conjugates on cell viability in accordance with the
data obtained and carrier system were not also inhibiting cell
proliferation. Flow cytometry was used to determine the interaction
rates between tumor cell receptors and fluorescently labeled aptamer
and antibody molecules and antibody-immobilized SPION in the
concentration of 108 pg/mL have had the highest conjugation rate by
the 64.4%. Tumor cell selectivity was also imaged by the technic of
Fluorescent Microscopy.

Keywords: nanoparticle, tumor targeting, cancer diagnosis, antibody,
aptamer, cell culture, flow cytometry, real time cell analyzing
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1. GIRIS

Kanser; modern tiptaki gelismelere karsin, diinyada ve Ulkemizde 6lim
nedenleri arasinda ilk siralarda yer almasi nedeniyle hala ¢ok énemli bir
saglik sorunu olma 6zelligini stirdirmektedir [1-2]. Erken tani ve tedavi,
hasta dmrinin uzatilmasinda ve yasam Kkalitesinin artirlmasinda cok
onemli bir yere sahiptir. Gunimuzde kemoterapi, radyoterapi ve
hormonal terapi en sik kullanilan terapi yontemleridir. Kemoterapoétik
ajanlar; kontrolsiiz hlcre bélinmesini bloke eden ve apoptozu
indikleyen sitotoksik ilaglardir. Ginimuzde en yaygin tedavi yontemi
olarak kullanilan kemoterapi yénteminde farmakolojik olarak aktif olan
bu kanser ilaglar; c¢oklu-ilag direnci, timoér dokusuna spesifik
hedeflemede yasanan zorluklar ve doz oranini kisitlayan toksisite gibi
nedenlerle ideal tedavi profili olusturmamaktadir [3-4]. Bu
kemoterapétik ajanlarin  tedavi potansiyelini artirabilmek ve
konvansiyonel ilag terapisinin olumsuz ve yetersiz etkilerini ortadan
kaldirabilmek igin gelistirilen en dnemli yaklasim nanoteknolojidir [5-6].
Ozellikle son on yillik dénemde bilimsel alanda yapilan calismalarda,
kanser basta olmak ({zere bircok hastaligin tanisinda nano vyapili
malzemelerin kullaniminda ¢ok buytk bir gelisme yasanmistir.
Konvansiyonel yéntemlerin eksikliklerini gidererek, yuksek duyarlihk ve
secicilikte, kullanimi kolay tani sistemleri gelistirme yoninde yapilan
bilimsel calismalar mevcut ydntemlere gore dnemli avantajlara sahip
materyallerin gelistirilmesine olanak saglamaktadir. Cesitli kanser
turlerinin ve bazi hastaliklarin varhdi, vicutta bazi proteinlerin anormal
miktarlarda var olmalari ile korelasyon gdstermektedir. Konvansiyonel
yontemler, sadece proteinlerin belli esik dederlerini asmalari sonucu tani
konmasina olanak sadlarken, daha erken evrelerde tani konmasina
olanak saglayacak ydntemlerin gelistirilmesi, hastalarin tedavi edilme
sirecinde, yasam slresinin uzatilmasinda ve mortalitenin
azaltiilmasinda cidir acacak yeni bir dénemin baslamasina olanak

saglamaktadir. 1-100 nm boyutlan ile nanoteknolojinin kullandigi en



onemli tasityict moleklller olarak nanopartiklller; ylksek yuzey
alani/hacim oranlari ile ve yulzeylerinin cgesitli kimyasal ve biyolojik
ajanlar ile fonksiyonalize edilebilirligi ile, hem kemoterapoétik ilacglar,
plazmid DNA ve siRNA gibi ajanlar icin bir nevi kargo gdrevi gérmekte,
hem de erken timoér tanisinda sundugu avantajlar ile bircok kanser
hastaliinda gorintileme ve terapi imkani sunan teranostik arag olarak
kabul edilmektedir [7-8]. Ozellikle siperparamanyetik demiroksit
nanopartiktller (SPION); biyouyumlu olmalari, hlcre igine kolayca
girebilmeleri, manyetik 6zellikleri nedeniyle manyetik alan kullanilarak
uzaktan yonlendirilebilmeleri, elektromanyetik enerjiyi absorblayarak
ISlya doénusturebilmeleri nedeniyle hipertermi tedavisinde
kullanilabilmeleri gibi bircok nedenle hilcre isaretleme, biyoayirma,

medikal tani ve terapi amach bircok uygulama alanina sahiptirler [9-15].

In vivo timor hicre tanisinda; timor hicrelerinin taninmasini saglayan
kendilerine  6zgl  reseptdrlerinin, biyolojik  ligandlar  tasiyan
nanopartiktler tasiyici sistemler ile hedeflenmesi ve gérintilenme
ajanlarn ile gorunttlemeyi saglamalari beklenir. Ginimuzde kullanilan
ve etkinlikleri arastirllan en oOnemli biyolojik ligandlar arasinda
monoklonal antibadiler ve aptamerler sayilabilir. Monoklonal antibadiler
ylksek secicilik 6zelligine sahiptirler ve bu nedenle saflastirma
(biyosorbentler), tani (goérintileme, tani kitleri, biyosensérler vb.) ve
tedavi amaciyla (ilag olarak) kullanilan ve kullanimlari arastirilan en
onemli biyoligand grubudur [16-17]. Aptamerler ise tek zincirli kisa
oligonikleotid sekanslaridir ve hedef molekiller ile (peptid, protein,
hicre, mikroorganizma vs.) etkilesirken ¢ boyutlu bir konfiglirasyona
katlanirlar ve hedef moleklllin yapisini degistirme 6zelligine sahiptirler.
Sentetik olarak Uretilebilirler ve oldukca klglk boyutlari nedeniyle hedef

molekil ile hizlica etkilesebilme kapasitesine sahiptirler [18-20].

Sunulan tez kapsaminda; MDA MB 231 insan meme kanseri timoér
hicrelerinin 6zglin taninmasi ve goéruntilenmesinde kullanilabilecek

nanopartiktler erken tani sistemi gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu



amacla, MDA MB 231 insan meme kanseri hucre ylzeyinde eksprese
oldugu bilinen epidermal blylime faktori reseptoérlerinin hedeflenmesi
dastunidlmastir. Bu kapsamda; manyetik cekirdekli, altin kapli, aptamer
ve antibadi tasiyan nanopartiktller tasarlanmis ve karakterize edilmistir.
Tasarlanan taslyicl sistem daha sonra timaor hicreleri ile hicre kdltar
ortamlarinda etkilestirilmis, hliicre blyume ve farklilasmasi incelenmis
ve sitotoksisiteleri arastiriimistir. Ayrica ikili boyama yéntemi ile apoptoz
ve nekroz gelisimi incelenmis ve floresan mikroskop ve akim sitometri

cihazi ile de tumoér hicre segicilikleri arastiriimis ve tanimlanmistir.

Sunulan Doktora Tez Calismasi, Hacettepe Universitesi Bilimsel
Arastirmalar Birimi tarafindan (Proje Numarasi : 013 D06 602 001)

desteklenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Organizmadaki htcreler, “yenilenebilme” 6zelliklerine ve hlicre cevrimi
ile iliskilerine gore “kararh olmayan (labil)”, “kararh (stabil)” ve “kalici
(permenant)” hicreler olarak 3 gruba ayrilirlar. Kararli olmayan
hiicreler, yasam boyu rejenere olma yetenedi olan hicrelerdir. Kararh
hicreler, normal kosullarda dinlenme evresinde olup sadece uyari
aldiklarinda ¢ogalmaya baslayan hiicrelerken, kalici hicreler ise, hiicre
cevrimini terk ettikleri icin cogalma ve rejenere olma yetenekleri
olmayan hducrelerdir. Hicre, uygun olmayan cevre kosullarina uyum
saglayabilmek ve canhligini stirdirebilmek igin fizyolojik ya da patolojik
adaptasyon mekanizmalari kullanabilir. Hucrelerin sayilarinin artisiyla
olusan “hiperplazi”, hicre boyutunun artisi ile karakterize “hipertrofi” ve
hicre sayisinin azalmasi ve hucrenin kugulmesi sonucu organ ya da
doku gerilemesi ile karakterize “atrofi” benign adaptasyon suregleridir
ve etkenin ortadan kalkmasi ile gerileyebilir ve bu adaptasyonlardaki
hicre tipi orijinal hicre tipidir. “Metaplazi” ise genellikle epitelde olusan,
geri donusimlt de olabilmekle birlikte, hlcrenin baska bir hlcreye

farklilastigi hicresel adaptasyon seklidir [21].

Kanser; hicrelerin, basta immun sistem olmak Uzere baskilayici
mekanizmalarin etkisi olmaksizin, kontrolstiiz, zamansiz ve geri
donlisimslz codalmalari ve metabolik ve davranissal degisikliklerle,
orijinal hicreden tamamen farkli bir hlcreye doénlsmeleridir. Kanser
dokusu; kaynaklandigi hlicre vyapisi, sergiledigi gelisim sireci,
olusturdugu klinik dedisiklikler, komsu ve uzak dokulara yaptidi
metastazlar ve molekiler dizeydeki farklliklar agisindan kisiden kisiye
degisen bir tablo sergiler. Normal kosullarda hcreler devamli bir
devinim igerisinde olup, normal yasam slresini dolduran hicre élirken,
onun vyerini ayni hlcre doldurur ve bu denge, genlerin kontroli
altindadir. Bazi genler hicrelerin boliinip ¢ogalmalarini saglarken,

bazilari asiri hlicre lUremesini engellerler [22]. Hicre DNA’'sinda ya da
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genlerde, basta c¢evresel olmak (zere dedisik nedenlerle olusan

degisiklikler bu hassas déngiyl bozarak kanser gelisimini baslatabilirler.

Normal kosullarda hiicre gevrimi; DNA sentezinin gerceklestigi S evresi,
mitoz bolinmenin olustugu M evresi ve bu iki slire¢ arasinda yer alan
G1 ve G2 (duraklama evreleri) evrelerinden olusmakta olup, htcrelerin
istirahat halinde bulundugu GO evresi ise, uyari sonucu c¢evrimin
baslayacadi potansiyel evredir [23]. Bu evrelerin herhangi bir
noktasinda gerceklesen bir uyari hicreler arasi ahengi bozarak
kontrolsliz hiicre gogalmasini baslatabilir. Bunlarin disinda DNA onarimi
ve apoptoz (programli hicre 6limu) da kanser olusumunda o6nemli
basamaklardir. Apoptoz, normal hicre déngustnde rol alan bir slreg
olup, her saniye yaklasik 1.000.000 hicre vicuttan uzaklastiriimaktadir.
Mitozis ile apoptoz arasindaki bu uyumun bozulmasi neoplastik slrecin

baslamasina neden olmaktadir.

Siklinler, hicre cevriminin gesitli evrelerini aktive eden proteinler olup,
kendilerine 0zel olan ve “siklin bagimli kinazlar” adi verilen tirozin
kinazlarla birleserek aktive olurlar. Hlcre gevrimi kontrol noktalari olan,
DNA sentezinden hemen 0&nceki ve ikinci mitozdan hemen oOnceki
evrelerde, siklin bagimh kinaz ve timor slpresér genlerin aktiviteleri
baskilanirlar. Bu 2 donem hicrenin kontrol edildigi ve varsa genetik

defektlerin dizeltildigi donemdir.

Hlcre bolinmesi evresi 6ncesinde, DNA hasarinin engellendigi ya da
tamir edildigi asamalar vardir. Bu evrelerde sitokinler, blyime
faktorleri, onkogenler ve MPF (“Maturasyon Destekleyici Faktor”) ile
dizenlenmekte ve evrelerin herhangi birinde aksaklik sonucu DNA
hasari olustugunda, timor baskilayici genler doéngiyli hemen
durdurmaktadir. Protoonkogenler ve onkogenler; biylime, codalma,
farklilasma ve apoptoz olaylarinda islev gbéren proteinlerin sentezinden
sorumlu olup; hicre ileti yollarindaki proteinleri  kodlayan
protoonkogenlerin (sis, hst-1, int-2, erb-B1, erb-B2, fms, ret, ras, abl,

myc, N-myc, cyclin-D, CDK4 vb.) mutasyona udgramalari durumunda,



blyime faktérlerinin ¢ok fazla Uretimi, hlicre membrani ve cekirdek
arasindaki ara yollarin kontrolstiz uyarilmasi, transkripsiyon faktérlerinin
sentezinin artmasi, hlcre bélinmesine engel olunamamasi gibi sonuclar

ortaya cikmaktadir.

Kanser hucrelerinin normal hucrelere benzemeyen bazi ortak dzellikleri
bulunmaktadir. Bu hicrelerinin cogunlugu tek bir hiicreden dogarlarken;
bazilari, birden c¢cok hicrenin kanserojen etkiye maruz kalmasi ya da
kalitimsal etkiler nedeniyle, hicre adaciklarindan gelisirler. Cogu
hicrenin bolinme ve ¢ogalma sayisi sinirliyken, kanser hicreleri sinirsiz
ve kontrolsliz bir sekilde cogalma potansiyeline sahiptirler. Bunun
nedeni normal hicre tipinde, kromozom uglarinda bulunan telomerler
hicre farklilastikca kisalirken, kok hicrelerde oldugu gibi kanser
hicrelerinde de telomerler, telomeraz enziminin etkisiyle yenilenirler,
uzunluklari sabit kalir ve hicre sinirsiz sayida c¢odgalir. Kanser
hicrelerinde bulunan ve normal hicrelerde olmayan 6zelliklerden biri de
metastaz yetenedidir. Metastaz etyopatogenezinde; ekstraselller
matrikse yapismadan sorumlu hicrelerin kaybi ya da bozuklugu,
hicreler arasi etkilesimin bozuklugu, metalloproteaz gibi enzimlerle
hicrenin bazal membraninin bozulmasi gibi faktorlerin rol oynadigi
disunutlmektedir [24].

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, cok yaygin bir kanser tlri olup, tim yasami boyunca her
8 kadindan birinde gelismesi beklenir. Amerikan Kanser Dernegi, 2014
yih  icin, ABD’de vyaklasik 233.000 kadinda meme kanseri
gelisebilecegini, bunlardan 44.000’inin meme kanserinden yasamini
yitirebilecegini 6ngérmustir. Meme kanserlerinde % 5-10 olguda, basta
BRCA1 ve BRCA2 olmak lUzere ATM, TP53, CHEK2, PTEN, CDH1, STK11
gibi gen mutasyonlarinin rol oynadigi bilinmektedir. En sik gorilen
meme kanseri turleri; “duktal karsinoma in situ”, “lobller karsinoma in
situ”, “invaziv (infiltratif) duktal karsinoma”, invaziv lobuler karsinoma”

olup, “inflamatuar meme kanseri”, “meme basinin Paget Hastaligi”,



“anjiyosarkom” ve “sistosarkoma filloides” ise daha nadir gérilen meme

kanseri tipleridir.

Bir meme kanserinin patolojik degerlendirmesi sirasinda en &énemli
adim; dokunun, 0&strojen ve progesteron reseptorlerine sahip olup
olmadigini belirlemektir. Timor dokusu, eder bu reseptérlerden birine
sahipse, ER + (Ostrojen reseptérii +) ya da PR + (progesteron
reseptdrt +) olarak nitelendirilir. Eger her iki tip reseptor de pozitifse,
“hormon reseptér +” adini alir. Meme kanserlerinin yaklasik % 20’sinde,
bliyumeyi tetikleyen bir protein olan "HER2/neu” (kisaca “HER2"” olarak
da ifade edilir) cok fazla miktarda bulunur. HER2-pozitif meme kanseri
turlerinde, bu protein ¢gok fazla miktarda bulunur ve bu tir, klinik olarak
daha agresif seyretmeye ve daha hizli bliyimeye egilimlidir. Bununla
birlikte HER2-pozitif meme kanseri, trastuzumab ve lapatinib gibi
kematerapoétiklerden cok daha fazla ve hizli yarar gérme egilimindedir.
Bu nedenle, her yeni tani konmus meme kanseri, HER2/neu acgisindan
mutlaka incelenmelidir. Biyopsi ya da cerrahi ile alinmis 6rnedin, bu
protein acisindan incelenmesinin 2 yolu bulunmaktadir. Bunlardan
birincisi, immunohistokimyasal yoéntemler olup bu proteine karsi
olusmus spesifik antikorlar 6zel boyalarla boyanip mikroskop altinda
incelendikten sonra 0, +1, +2 ve +3 olarak siniflandirilirlar. Ikinci
yontem ise FISH (Floresan in situ hibridizasyon) ydéntemi olup,
hicredeki HER2/neu genine vyapisan floresan DNA pargaciklarinin

mikroskop altinda sayilmasi temeline dayanmaktadir.

Hilcre kaltlra ve hicre dizisi kullanilarak yapilan deneyler ise yukaridaki
konvansiyonel tani yontemlerine alternatif olabilecek daha hizli ve daha
kesin tani ydéntemleri gelistirmek ve benzer ydntemlerle farklh tedavi
secenekleri olusturmaya odaklanmiglardir. Bu hticre serilerine 6rnek
olarak invaziv duktal karsinom icin "600MPE”, “BT-20", "BT-474", “BT-
483", “"BT-549"”, MCF-7", "MDA-MB-231" ve adenokarsinom icin "AU565"
verilebilir [25].



2.3. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji; 1 ila 1000 nm araligindaki atomik, molekiler ve
supramolekiiler duzeylerdeki yapilari élgcen, tasarlayan ve isleyen bilim
dahdir. Temel amacg; boyutlarinin ¢cok klcuk olmasindan yararlanilarak
yeni Ozellikler ve fonksiyonlar kazandirabilmek Uizere maddesel yapi,

aygit ve sistemlerin olusturulmasi, anlasiimasi ve kullaniimasidir [26].

Nanoteknolojinin  temel hedefi; moleklllerin, c¢esitli  buyUtkllk
skalalarinda hiyerarsik olarak bdtinlesmis yararlh nesneler olarak
dizenlenme islevleri ve daha sonra nesnelerin yeniden maddeye
donismesi kabiliyetlerinden yararlaniimasi olarak tanimlanabilir. Doga,
fiziksel cevre ve canli sistemler Uzerinde bu durumu basariyla
gerceklestirmekte ve sldrdurmektedir. Maddelerin nanodlgek dlzeyde
yeniden dlzenlenmesinde etkili olan van der Waals kuvvetleri, hidrojen
baglari, elektrostatik etkilesimler ve gesitli ylizey kuvvetleri gibi “zayif”
molekller etkilesimler disik enerji tuketimi gerektirir ve tersine

cevrilebilir.

Nanobiyotip; ilag sentezi, beynin anlasiimasi, eksik ya da hasarlanmis
vicut parcalarindan birinin yerine konmasi, tibbi tani ve tedavi gibi
medikal amacglar icin nanodlgek ilke ve tekniklerini uygulayarak inert
materyalleri ve biyosistemleri anlamak ve dénlstirmek UGzere kullanilan
uygulama ve arastirma alanidir. Nanoteknolojinin; biyotip ve biyoloji ile
ve bilgi teknolojileri ile entegre edilmesinin dnimizdeki on yillik
dénemde hizlanmasi beklenmektedir [27]. Nanodlcekte gerceklestirilen
bilimsel calismalarin modern biyoloji ve tip alanlari ile uyumlu olmasinin
bilim karar politikalarina da yansitiilmasi gerektigi dislnilmektedir [28].
Sekil 2.1'de nano boyuttaki materyaller Olgeklendirmenin
orneklendirilmesi acisindan sunulmustur [29]. Ortalama bir kanser
hicresinin  boyutu 10 ila 100 mikron arasinda iken, bircok

nanomateryalin boyutu hicreden 100 ila 10,000 kat daha kiguktar.
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Sekil 2.1. Nanodlgekli materyaller

Nanobiyosistem bilimleri ve mihendisligi, nanoteknolojinin en hizli
gelisen alanlarindan biridir. Canh sistemleri daha iyi anlayabilmek ve tip
ve saglik alanlarinda (yeni ilaglarin bulunmasi ve bu ilaglarin
hedeflendirilmis tedavileri gibi) kullanilabilecek yeni malzemelerin
gelistirilebilmesi icin c¢ok gerekli bir alandir. Hicre ici ve nodral
sistemlerin islevlerinin anlasilmasi ve dederlendirilmesi, Ustesinden
gelinmesi gereken dnemli basliklardan bir tanesidir. Nanobiyosistemler,
insan-yapimi nanosistem modellerinin ortaya konmasinda ve bu alanda
gelistirilebilecek ve insanhdin hizmetine sunulabilecek her tirli malzeme
icin ilham kaynadi olma o6zelligini sirdirmektedir. Yapilan bilimsel
arastirmalar, biyouyumlulugu c¢ok daha fazla olan materyallerin
gelistirilmesine ve enddistriyel uygulamalar igin nanobiyomateryallerin
olusturulmasina &nculik etmektedir. Biyoloji ve nanobilimlerin ortak
noktada bulusarak multidisipliner calismalari birarada yuritmelerinin;
bilim, muhendislik, teknoloji, tip ve ziraat alanlarinda birlestirici unsur
olarak rol oynayacadi disltnidlmektedir [30]. Sekil 2.2'de cgesitli

nanomateryallerin yapisal géorinimu sunulmustur.

Nanopartikiil Lipozom Kuantum noktasi Fulleren Dendrimer

Sekil 2.2. Cesitli nanomateryallerin yapisal gérinimu
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2.4. Fonksiyonel Manyetik Nanomalzemeler
2.4.1. Biyomedikal Uygulamalar Acisindan Temel Gereklilikler

Manyetik nanomateryaller tani ve terapi alanindaki uygulamalar
acisindan c¢ok genis bir kullanim alanina sahiptir. Biyomedikal
uygulamalarda kullanilan manyetik nanopartikiller, genellikle manyetik
nanopartikdllerin  uygun bir matriks icerisine yerlestirilmesi ile
hazirlanan manyetik boncuk (“magnetic bead”) formundaki manyetik
nanopartiktllerdir.  Manyetik  boncuklar spesifik  uygulamalarda
kullanilmak Uzere genellikle 6zel olarak tasarimlanirlar [31]. Tasarimlar
ve sentezlerinde; biyouyumlu olmalarn, biyobozunurluklari ve
kararhhiklari géz 6énunde bulundurulmal ve ayni zamanda boyutlari ve
sekilleri de kontrol edilebilmelidir. Manyetik 6zelliklerini belirleyen demir
oksit icerikleri gibi fiziksel &zellikler de dikkatle tasarimlanmalidir.
Bununla birlikte, biyomolekillerin kovalent baglanmasi ya da spesifik
olmayan basit adsorpsiyona olanak saglayacak uygun ylzey

modifikasyonlarinin yapilabilir olmasi da gerekmektedir.
2.4.1.1. Manyetik Partikiiller ve Ferrosivilar

Biyomedikal uygulamalarda en cok kullanilan manyetik
nanomateryaller, organik ya da sivi tasiyici ortam igerisinde yer alan ve
manyetik boncuklarin kararli dispersiyonlari olan ferrosivi formundaki
materyallerdir. Ferrosivilar ayni zamanda manyetik boncuk c¢dzeltileri ya
da manyetik sivilar olarak da adlandirilirlar. Manyetik partiktllerin sivi
ortamdaki kararli dispersiyonlarini elde edebilmek igin, partikdl ylzey
Ozellikleri sivi  ortam vasatina uygun olacak gsekilde 0&zenle
hazirlanmalidir. Partikillerin  kalicit manyetik momente tabi olmalar
durumunda ortaya cikabilecek manyetik c¢ekim kuvveti ve partiktller
arasi van der Waals kuvvetlerinin Ustesinden gelinebilmesi igin,
partikillerarasi itme ve partikil-¢6zlcu etkilesimleri yeterince gulglU
olmalidir [32].
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2.4.1.1.1. Manyetik Partikiiller

Manyetik partiklller manyetizmaya karsi tepki veren kati evrelerdir ve
mikrometre ile nanometre boyutlari arasinda degisen nanopartikil ya da
nanopartiktl agregatlar olabilirler. Disaridan uygulanan bir manyetik
alan etkisinde manyetik partikiller eksen etrafinda dodnerler.
Partiklllerin boslukta tercih edilen ydnde hareket ettirilebilmesi igin,
homojen olmayan manyetik alan siddeti kullaniimalidir. Sivi stispansiyon
icerisinde yer alan bu gibi partikiller Gzerinde etkili olan manyetik
kuvvet, partikilin manyetizasyonu, manyetik aki yogunlugu ve
manyetik alan gradienti ile orantihdir [33]. En ¢ok kullanilan manyetik
partikiller genel bilesim olarak MFe;04 formundaki ferritler (M; Ni, Co,
Mg ya da Zn gibi bivalent metal katyonu olabilecedi gibi FesO04
formundaki magnetit de olabilir) ve Fe,0s; formundaki maghemit'tir
[34].

Biyomedikal uygulamalar acisindan dederlendirildiginde manyetik
nanopartikiller cok cazip avantajlar sunarlar [35]. Ik olarak; boyutlari
birkag nanometre ile onlarca nanometre araliginda kontrol edilebilir ve
dolayisiyla bir hicre (10-100 pm), virts (20-450 nm), protein (5-50
nm) ya da genin (2 nm genislik ve 10-100 nm uzunlukta) boyutundan
daha kiguk ya da farkh olmayacak sekilde ayarlanabilir. Bu nedenle
istenilen, ilgilenilen biyolojik materyal icerisine girmeleri ya da
yaklasmalari saglanabilir. Uygun biyolojik molekdiller ile kaplanmalari
saglanirsa, biyolojik materyal ile etkilesebilirler ya da bu biyolojik
materyale badlanabilirler. Ikinci olarak; manyetik nanopartikiiller
disaridan uygulanan manyetik alan gradientleri ile ydnlendirilebilirler.
Manyetik alan siddetinin insan dokusu igerisine penetre edilebilirligi ile
kombine edildiginde, bu uzaktan yonlendirilebilirlik durumu, manyetik
olarak isaretlenmis biyolojik materyallerin ya da manyetik
nanopartiklllerin immobilizasyonu ya da transportu da dahil olmak
Uzere bircok uygulamanin kapilarini agmaktadir. Bu nedenle; vicut

icerisindeki timoér benzeri hedeflenmis bdélgelere antikanser ilaglari gibi
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tasiyici  sistemlerin aktariimasinda kullanilabilirler. Ucglincii olarak;
uyarilan bdélgeden nanopartiklllere enerji transferinin gerceklesmesi ile
manyetik nanopartiklller zamanla dedisen manyetik alan siddetine
titreserek karsilik verirler ve dolayisiyla nanopartiktller isitilabilirler. Bu
nedenle manyetik nanopartiklller, timd&r benzeri hedeflenen bdlgelere
toksik duzeyde termal enerji aktarimi yapabilirler, hipertermi ajanlar
olarak ya da kemoterapi ve radyoterapi iyilestirme ajanlari olarak da

kullanilabilirler.

Manyetik nanopartikullerin gelistirilmesinde (¢ durum g6z o&nilnde
bulundurulmahdir [36]. Birincisi, manyetik nanopartikiller kristalin
olmalidir ve her bir partikill sadece tek domeynli olmalidir. Ikincisi,
nanopartikillerin boyut dadilimi olabildigince dar olmalidir. Uclinciisii
ise, belirli bir 6rnek igerisinde bulunan manyetik nanopartiklllerin
timuindn sekli kendine 6zgl ve ayni tarzda-tek bicimde olmalidir. En
genis kullanim alanina sahip olan kuresel nanopartiklllerin yanisira,
nanotidpler (“nanotube”) ve nanotel/nanokablo (“nanowire”) gibi daha
kompleks geometrilere sahip olan nanopartikiller de sikga

kullanilmaktadirlar.

2.4.1.1.2. Ferrosivilar

Biyomedikal uygulamalarinin bircogunda manyetik nanopartiktller
kolloidal c¢o6zeltiler olusturacak sekilde uygun bir sivi igerisinde
dagitiimislar ve aglomerasyonu Onleyecek sekilde kararli duruma
getirilmiglerdir. Ferrosivilar ilk zamanlarda, uygun bir organik ¢ézicu
icerisinde buyldk partikillerin 6gitalmesi ve nanofiltreleme yolu ile
molekller eleme gerceklestirilerek Uretilmislerdir. GlUnUimuUzde bircok
ferrosivi kimyasal olarak hazirlanmaktadir. Fizyolojik ortam igerisinde,
notral pH dederinde ve uygun iyonik glicte kararl bir ferrosivi elde
etmek icin, partikidl ylzeyi fonksiyonel hale getirilmelidir. Bu partiktller
genellikle dekstran, albimin ya da metakrilatlar ve organosilanlar gibi
sentetik polimerler ile kaplanirlar ve genellikle bir antibadiden olusan

efektor molekll, partikll ylzeyine kaplanan polimer ile kovalent bag
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yaparak immobilize edilir. Kaplamanin kararlihgi, efektor-partikl
kompleksinin dengesini belirler [34].

2.4.1.2. Biyouyumluluk ve Kimyasal Kararhhk

Belirtilen gorusler, biyomedikal uygulamalarda kullanilan manyetik
nanopartiktllerin  genellikle ferrosivi formunda olduguna isaret
etmektedir. Ferrosivilar genellikle manyetik nanomateryallerin hidrofilik
kolloidleridir. Ferrosivilar ve ferrosivi icerisindeki manyetik materyaller
biyouyumlu ve kimyasal olarak kararli olmalidirlar. Bu durumun
basarilabilmesi icin, manyetik nanomateryallerin boyutu uygun olarak
secilmis olmalidir. Ayrica manyetik nanopartikillerin sivi igerisinde
kararlh halde asili olmasini, kimyasal olarak kararli olmasini ve
dolayisiyla biyouyumlu olmasini saglamak igin manyetik
nanopartiklllerin ylzeyleri fonksiyonalize edilmis olmalidir.

2.4.1.3. Fiziksel Ozellikler

Ferrosivilarin  yonlendirilebilmeleri ve arzu edilen biyomedikal
fonksiyonlari  sergileyebilmeleri igin, ferrosivilarin ve manyetik
nanopartiktllerin fiziksel &zelliklerinin belli gereklilikleri saglamasi
gerekir. Biyomedikal uygulamalarda 6nemli rol oynayan ferrosivilarin
tipik fiziksel Ozellikleri arasinda baslica vizkozite ve manyetik
relaksasyon sayilabilir. Bazi biyomedikal uygulamalarda, 6zellikle
biyolojik materyallere mekanik glic uygulanmasi dustnaldiagu
durumlarda arac¢ olarak manyetik nanopartiklllerin kullanilmasi s6z
konusu oldugunda, manyetik nanopartiklllerin mekanik 6zellikleri de
g6z énlnde bulundurulmalidir.

2.4.1.4. Manyetik Ozellikler

Biyomedikal uygulamalardaki en énemli anahtar noktalardan bir tanesi,
biyolojik materyal ya da ilaglarin ydnlendiriimesi ya da uzaktan
kumanda edilebilmesidir. Bu durum genellikle disaridan uygulanan
manyetik alan siddeti kullanilarak gergeklestiriimektedir. Dolayisiyla ilag
ya da biyolojik materyal immobilize edilmis manyetik nanopartiklllerin
manyetik o6zellikleri ¢ok bldyuk ©6nem tasimaktadir. Manyetik

nanomateryaller genellikle siperparamanyetik 6zellik sergilerler.
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2.4.2. Nanomanyetizma

Manyetizma ile ilgili ilk teoriler ve deneyler Gilbert, Descartes, Coulomb,
Poisson, Green, Oersted, Ampere, Davy, Faraday, Maxwell ve benzeri
tim zamanlarin en dederli bilim adamlan tarafindan gelistirilmis ve
gerceklestirilmigtir. Fakat bununla birlikte, strdurualebilir uygun bir
model gelistirilmesi acisindan kuantum mekanigi gerekli goérilmektedir
ve manyetizma konusu henliz tam olarak c¢o6zilebilmis bir problem

olmadigindan model gelistiriimeye devam etmektedir.

Atomun yapisinda, cekirdek etrafinda elektronlarin belli bir yéringede
dénmeleri sonucu icerdikleri agisal momentum ve bu acisal
momentumlara karsilik gelen manyetik momentler sonucunda manyetik
bir alan olusur. CGS Birim Sistemi‘'nde manyetizasyon M ile ifade edilir
ve birimi emu/cm?3'tir. Manyetik alan siddeti H ile ifade edilir ve birimi
Oersted (Oe)'tir. Manyetik indiksiyon ya da manyetik aki yogunlugu B
ile ifade edilir ve birimi gauss’tur. Manyetik indiksiyon (B), manyetik
alan siddeti (H) ve manyetizasyon (M) arasindaki iliski Esitlik 2.1 ile
ifade edilir. Scholten (1995) manyetik birimler ile ilgili bircok kurah

detayli ve kolay bir anlatim ile sunmustur [37].

B=H+ 4mM (2.1)
2.4.2.1. Nanoyapisal Morfolojilerin Siniflandirilmasi

Manyetik nanomateryallerin  nanoyapisal morfolojileri, manyetik
ozellikleri  ve  nanoyapilari  arasindaki iliskiye bagll  olarak
siniflandirilabilir. Manyetik nanomateryallerin davranislarindan sorumlu
fiziksel mekanizmalara isaret eden bir siniflandirma burada bahsedilen
yontemlerden bir tanesidir [38]. Sekil 2.3'de goésterildigi gibi;
manyetizasyonun tam anlamiyla boyutsal etkiler ile belirlendigi
birbirleriyle etkilesmeyen partiklllerden (tip A), birbirleriyle olan
etkilesimlerinin manyetik 6zelliklere etki ettigi ince-taneli nanoyapilara
kadar uzanan manyetik nanoyapili materyallerin genel olarak dért sinifi
mevcuttur. Tip A olarak belirtilen grup, nanocapta izole partiklllerden

ibarettir. Birbirleriyle etkilesmeyen bu grubun manyetik 6zellikleri,
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bilesenlerinin boyutlarindan turetilebilir ve partiklllerarasi
etkilesimlerden kaynaklanan herhangi bir etki s6z konusu degildir. Bir
diger ucta gosterilen Tip D materyalleri ise nanocgapl yigin
materyallerdir. Yigin materyal icerisinde, hacimsel olarak dénemli bir
bélim tanecik sinirlari ve arayizlerinden olusmakta ve nanopartiklller
arasindaki etkilesimler yigin materyalin manyetik 06zelliklerine etki
etmektedir. Etkilesimlerin derecesi araylzlerin 0&zelliklerine 6nemli
Olctide baglidir ve bircok tanecigi kapsayan dizeyde olabilir. Tip D yigin
materyallerinin manyetik o6zellikleri tanecik sinirlari ve taneciklerarasi
etkilesimler tarafindan yonlendirildiginden, bu materyallerin manyetik
Ozellikleri, azaltilmis ©6lgek boyundaki polikristalin materyaller igin
turetilmis teorilerin basitge bu materyallere uygulanmasi yolu ile tahmin
edilemez. Bircok durumda, manyetik nanomateryalin manyetik
davraniglari hem partiklllerarasi etkilesimlerin hem de boyutsal etkilerin
her ikisinin bir sonucudur. Tip B partikllleri, ¢ekirdek-kabuk yapisinda
cok klguk partiklllerdir. Kabuk varhgi, partikil-partikdl etkilesimlerinin
Onlenmesine yardimci olurken, cekirdek yapi ile kabuk arasindaki

etkilesimler ise materyalin toplam manyetik performansina etki edebilir.

I
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Sekil 2.3. Nanoyapisal morfolojilerin siniflandiriimasi [38]

Bazi durumlarda ise kabuk yapinin kendisi manyetik 6zellik gosteren bir
yapida olabilir. Tip C nanokompozit materyalleri kimyasal olarak
birbirinden farkh iki materyalden olusmaktadir; manyetik partiktller bir

matriks icerisinde matriksin her tarafina daditilmis durumdadir. Bu
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durumda partikUlllerarasi manyetik etkilesimler, temel olarak manyetik
partiklllerin hacim fraksiyonu ile matriksin karakterine bagli olarak
belirlenmektedir [38].

2.4.2.2. Temel Manyetik Uzunluklar

Manyetik nanomateryallerin arastiriilmasindaki temel motivasyonlardan
bir tanesi, nanopartikilin boyutu ile benzer sekilde, kritik uzunlugun
ayarlanmasi ile ortaya cikan olagandisi olgularin manyetik 6zelliklerde
etkileyici degisim yaratmasidir. Materyalin manyetizasyonundaki
degisimler, enerji bariyerlerinin Ustlinde gerceklestirilen aktivasyon
mekanizmasi ile olusur ve her bir fiziksel mekanizma uzunluk skalasi ile
iliskilendirilmis enerji bariyerinden sorumludur. Manyetik materyallerin
temel manyetik uzunluklar blylk 6lglide kristalin anizotropi uzunlugu
(/K), uygulanan manyetik alan siddeti (JH) ve manyetostatik uzunluk (/S)
gibi kavramlar igerir ve bu kavramlar Esitlik 2.2, 2.3 ve 2.4'de

verilmistir [38].

k= \I/K (2.2)
= 2]/HMs (2.3)
s = \]/2nM"s (2.4)

Dominant anizotropiden kaynaklanan yigin materyalin anizotropi sabiti K
ile, tanecik icerisindeki degisim de J ile ifade edilmektedir. Tek tip
bariyerden daha fazlasi mevcut ise, manyetik materyalin manyetik
ozellikleri en kisa karakteristik uzunlugun yonlendirme etkisi altinda
demektir. Birgok manyetik materyalin temel manyetik uzunlugu 1-100
nm sirasindadir. Ornek olarak; oda sicakhginda ve 1000 Oersted’de
nikel icin s = 8 nm, k= 45 nm ve Jy= 19 nm'dir.

2.4.2.3. Multi-domeyn ve Tek-domeyn Nanopartikiiller

Manyetik nanopartikiller manyetik 6zellikleri dikkate alindiginda iki ana
kategoride incelenebilirler; multi-domeyn ve tek-domeyn
nanopartiktller. Multi-domeyn nanopartiklllerin boyutlari genellikle

daha buyuktlir ve her biri manyetizasyon yoénu belli olan birgok alt-

domeyn igerirler. Bir manyetik alana tabi olduklarinda, “"domeyn duvari
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yer degisimi” adi verilen bir fenomen meydana gelir. Sekil 2.4'deki
cizimde geri-donidstmsliz olan bu durumun grafigi sunulmustur [39].
Artan ve azalan manyetik alan siddeti icin manyetizasyon egrilerinin
rastlasmadigi gorilmektedir. Histerezis cevriminde manyetik alan
siddeti ve yoninin strekli dedisimi, atom cekirdedinin i1sinmasina yol
acar ve bu isinmalarla olusan enerji kayiplari “histerezis kaybi” olarak
adlandirilir. Histerezis alani ne kadar yuksek ise, histerezis kaybi da o
oranda buyUktir. Tek domeynli nanopartiklller icin, herhangi bir
domeyn duvari mevcut olmadigindan dolayl 1sinma olmamakta ve

histerezis kaybi meydana gelmemektedir.

= =
] .,

A7,

(@)

(b)

Sekil 2.4. (a) Multi-domeyn manyetik bir nanomateryalin tipik histerezis
cevrimi, (b) Durgun bir manyetik nanopartikil icerisindeki
manyetizasyonun Neel rotasyonu sematizasyonu (nanopartikul bir
eksende donmemektedir), (c) Manyetik bir nanopartiktlin Brown

rotasyonu (nanopartikul timuyle bir eksende dénmektedir)

Bu kavramlarin detaylari, “histerezis cevrimleri” ve
“sUiperparamanyetizma” konu basliklari altinda daha genis kapsamli

olarak sunulmustur.
2.4.2.4. Manyetik Materyaller ve Manyetizma

Diamanyetik materyallerde; disaridan uygulanan manyetik alan siddeti
varliginda eslesmemis elektronlar yoriingesel hareketlerini degistirerek
materyal icerisindeki toplam alani azaltacak sekilde net bir manyetik
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momenti indUklerler ve materyal igerisinde zit ydnde zayif bir manyetik
alan olusur ve bu materyaller kiclk, negatif ve sabit bir manyetik
doygunluk dederiyle nitelendirilirler [40]. Tum materyallerde goézlenen
ve atomlar arasindaki dogal bir dizenlenme ile karakterize edilen
diamanyetizma alan ve sicakliktan bagimsizdir. Diger tim manyetizma
tipleri eslesmemis spin (momentler) gerektirirler ve spinler arasi
etkilesimler, manyetizmanin tipini belirler. Altin, gimus, magnezyum,
potasyum diamanyetik davranis sergileyen gruba o6rnek olarak

verilebilir.

Paramanyetik materyallerde; disaridan uygulanan manyetik alan siddeti
varliginda momentlerin birbirlerinden bagimsiz olarak manyetik alan
yoninde ydnlenmesi ile az miktarda ve pozitif bir net manyetizasyon
meydana gelirken, disaridan bir manyetik alan uygulanmadiginda
atomik momentler sl enerji etkisi ile rastgele yo6neldiginden bu
materyallerde net manyetizasyon sifirdir. Esitlik 2.5 ile ifade edilen
“Curie-Weiss Yasasl” ile, manyetik doygunlugun sicaklik ile ters orantili
olarak degistigi dolayisiyla, sicakhdin arttirimasi ile manyetik
momentlerin rasgele ydnelim hareketlerini arttirarak manyetizasyonun
azalmasina vyol actigi aciklanmistir [41]. Materyalin yapisindaki
eslesmemis elektronlar paramanyetik davranisi indtklerler. Aliminyum,
platin ve hava paramanyetik davranis sergileyen gruba &érnek olarak

verilebilir.

Xpe=C/(T-6) (2.5)
C: = Curie sabiti, T = Weiss sabiti

Ferromanyetik materyallerde; elektron aligverisleri nedeniyle manyetik
momentler birbirleri ile ayni yonde yoénelim sergilerler ve materyalde
oda sicakliginda kalici bir manyetizasyon olusur [42]. Ancak; “Curie
sicakhg1” (Tc) olarak adlandirilan kritik sicakhk degerinin (zerinde
ferromanyetik 6zellik sergileyen materyalin normalde paramanyetik
materyallere kiyasla daha yliksek olan manyetik doygunluk dederi azalir

ve evre gegisini de kapsayan bu sure¢ sonunda materyal paramanyetik
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Ozellik sergilemeye baslar. Surekli miknatislar; demir, nikel, kobalt ve
magnetit gibi ferromanyetik materyallerden yapilirlar. Diamanyetizm ve
paramanyetizm; atomlarin, iyonlarin ya da molekillerin tek tek
durumlarini yansitirken, ferromanyetizma kati kristal igerisindeki atom
ya da molekillerin grup halinde davranislarini yansitir. Demir, kobalt,

nikel ferromanyetik davranis sergileyen gruba drnek olarak verilebilir.

Ferrimanyetik materyallerde; manyetik momentler birbirlerine zit yénde
olmalarina ragmen esit blUyuklikte degillerdir ve bu nedenle net bir
kalici manyetizasyon séz konusudur ve bu anlamda ferromanyetik
materyallere benzerler. Kalici bir net manyetizasyon sergileme ve “Curie
sicakligi” (Tc) olarak adlandirilan kritik sicakhk dederinin (zerinde
paramanyetik Ozellik sergileme Ozellikleri ferromanyetik

materyallerinkine benzerdir.

Antiferromanyetik materyaller ise; ferromanyetik materyallerin aksine,
komsu atomlarin manyetik momentleri zit yénde birbirini yok edecek
sekilde ciftler olustururlar ve bu nedenle disaridan uygulanan manyetik
alan siddeti varliginda bile dlstk sicakliklarda materyalin net
manyetizasyonu sifira yakindir. “Neel Sicakhdi” (Ty) olarak adlandirilan
sicaklik degerinin Uzerinde evre gegisi s6z konusu olur ve paramanyetik
Ozellik sergilemeye baslarlar. Bu materyallerde; manyetik doygunluk
degeri, Neel sicakhdinin altinda sicaklikla artan bir deder iken, Neel
Sicakliginin Gzerinde Curie-Weiss Yasasl geredi sicaklik ile azalan bir
degerdir [43]. Cizelge 2.1'de farkli formlardaki manyetizma o6zellikleri

sunulmustur [44].

Cizelge 2.1. Farklh manyetizasyon formlarinda manyetizma 6zellikleri

Manyetizasyon DICWAELE] Relatif Doygunluk
Tipi Net Manyetik Manyetizasyonu
Hizalanma  Alinganhk
Dia Antiparalel -1 Hayir Hayir Hayir
manyetizma
Para Paralel +10 Hayir Hayir Evet
manyetizma
Siiper Paralel +5,000 Evet Hayir Evet
paramanyetizma
Ferro Paralel +25,000 Evet Evet Evet
manyetizma
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2.4.2.5. Siiperparamanyetizma

Slperparamanyetizma fenomenini teorik olarak aciklayan Neel (1949);
cok klcuk partiklllerin termal dalgalanmalarinin kararli manyetizasyon
varligini  dnlemesinden dolayl partiklllerin  ¢ok kiglik boyutlara
ulastiginda Hc dederinin sifir  degerine yaklastigini teorik olarak
kanitlamistir. SUperparamanyetizm icin iki deneysel kriter mevcuttur
[45]. Bunlardan birincisi; manyetizasyon edrileri histerezis sergilemez
ve koersivite sifirlanir ve ikincisi farkli sicakliklardaki manyetizasyon

egrileri M ‘ye karsilik H/T cizgisi st Gste cakismak zorundadir.

SlUperparamanyetizmin temel mekanizmasi, manyetik partiktlin net
manyetizasyonunun relaksasyon suresi (Neel Relaksasyon Siresi)
(T)'ne bagldir [46]. Esitlik 2.6 ile ifade edilmektedir.

T = Toexp (kA)TET) (2.6)

Momenti tersine ceviren enerji bariyeri AE ile, 1s1 enerjisi KgT ile ifade
edilmektedir. Bu esitlikte kg ile ifade edilen Boltzman sabitidir. Birbirleri
ile etkilesmeyen partiklller igin; Tp ile ifade edilen pre-eksponansiyel
faktér 1071°-10*? s biyikliginde ve sicaklifa sadece cok zayif bir
dizeyde baghdir. Enerji bariyerinin, manyetokristalin ve sekil
anizotropisi gibi i¢ ve dis etkiler kaynakli ¢ikis noktalari mevcuttur [35].
Fakat basit durumlar igin, AE = KV oldugu bildirilmistir. Burada ifade
edilen K anizotropi enerji yogunlugu ve V partikil hacmidir. Kiglk
partikiller icin oda sicakhdinda AE KgT ile birbirine ¢ok yakin degerde,
karsilastirilabilir dlizeydedir ve bu nedenle slperparamanyetizm kuguk

boyutlu partikiller icin 6nem arz etmektedir.
2.4.2.6. Histerezis Cevrimleri

Materyallerin manyetik 0zelliklerinin bircogu histerezis egrilerinden
tlretilebilmektedir. Sekil 2.5'de manyetizasyon - manyetik alan siddeti
(M-H) histerezis egrisi gosterilmektedir [38]. Materyallere disaridan
uygulanan manyetik alan vyeterince blyltk oldugunda, manyetik

materyal icerisindeki tim elektronlar uygulanan manyetik alan ile
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hizalanirlar. Bu asamada, materyalin manyetizasyonu maksimum
dederine ulasir ve bu deger “doygunluk miknatisligi” ya da “manyetik
doygunluk” olarak adlandirilir ve Ms ile ifade edilir. Disaridan uygulanan
bu manyetik alan zayifladiinda, materyal icerisindeki elektronlar
disaridan uygulanan manyetik alan ile birlikte hizalanmaya devam
etmez ve bdylece materyalin toplam manyetizasyon degeri diser.
Ferromanyetik bir materyal igin, disaridan uygulanan manyetik alan
degeri sifir dederine dlstiginde, materyal halihazirda artik bir
manyetik momente sahiptir ve alansiz (sifir alan) bdélgedeki bu
manyetizasyon dederine “artik miknatislanim” adi verilir ve Mr ile ifade
edilir. Artik miknatislanim degerinin doygunluk miknatishdina orani
“artik oran” olarak tanimlanir, 0 ila 1 arasinda bir dederdir ve Mr/Ms ile
ifade edilir. Materyalin tekrar sifir manyetizasyon dederine geri
getirilebilmesi igin, ters ydnde bir manyetik alan uygulanmasi gerekir ve
bu alanin blyukligld “koersif alan” olarak adlandiriir ve Hc ile ifade
edilir. Manyetik materyal igerisinde kendiliginden manyetize olmus
“domeyn” adi verilen alanlarin yeniden oryante olmalari ve bliytumeleri;
bosluklar, safsizliklar ya da c¢ekirdek engelleri gibi mikroyapisal
ozelliklere ve manyetokristalin anizotropi gibi ic 6zelliklere bagl oldugu
gibi ayni zamanda partikdlin sekli ve buyukligine badglidir. Bircok
durumda, manyetik materyalin histerezis egrisi Titresimli Ornek
Manyetometresi (VSM) ya da SQUID Manyetometresi (Superiletken

Kuantum Girisim Cihazi) gibi cihazlarla dlgilmelidir [47].

Esitlik 2.7'de gosterildigi gibi; bir manyetik materyale herhangi bir
manyetik alan siddeti (H) uygulandiginda, materyal igerisindeki atomik
momentlerin her biri materyalin toplam manyetik indlksiyonuna katkida

bulunur.
B=pyo(H+ M) (2.7)

Esitlikte tanimlanan po boslugun manyetik gecirgenligini, M = m/V ise
birim hacimdeki net manyetik momenti, m ise materyalin V hacmindeki

manyetik momenti tanimlamaktadir.
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# Manyetik ¥
doygunluk Ms
Artik miknatislanim, M,

Koersivite, Hg

2V

Sekil 2.5. Ferromanyetik bir materyalin tipik manyetizasyon - manyetik

alan siddeti (M-H) histerezis gevrimi

Genel anlamda tim materyaller manyetik materyal olarak
degerlendirilebilir ¢linklii tim materyaller manyetik alana karsi belli
derecede bir reaksiyon verirler. Ancak; genellikle bir materyal icerisinde
bir manyetik alan tarafindan indiklenen manyetizasyon (M) ile manyetik
alan siddeti (H) arasindaki iliskiyi tanimlayan ve X ile ifade edilen
“hacimsel manyetik alinganlik” dederlerine gore siniflandirilirlar.
Manyetik alinganlik; bir materyale uygulanan manyetik alan siddeti
basina miknatislanma yetenegidir. Bu iliski Esitlik 2.8 ile ifade

edilmektedir.

M = XH (2.8)

SI Birim Sisteminde; X boyutsuz, M ve H Am™ ile ifade edilirken, CGS
Birim Sisteminde X emu cm™, M ve H Oersted (Oe) ile ifade edilir.
Bircok materyal ¢ok klguk dlizeyde zayif manyetizma sergilerler ve bu
materyaller ya paramagnetler ya da diamagnetler olarak
siniflandirilirlar. X dederi paramagnetler icin 10° ila 10" aralifinda
dedisirken, diamagnetler icin genellikle -10° ila -102 aralifindadir.

Diamagnetlerin negatif X dederleri, bu materyallerde manyetizasyon (M)
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ve H manyetik alan siddetinin ters yonli oldugunun gdstergesi olarak
kabul edilmektedir. Fakat bununla birlikte, dizenli manyetik durum
sergileyen materyaller genellikle ferromagnetler, ferrimagnetler ya da
antiferromagnetler olarak siniflandirilirlar. Isimlerin basinda yer alan én
ek, materyal icerisindeki elektronlar arasindaki eslesme etkilesimlerinin
dogasini isaret etmektedir [35]. Bu ve benzeri eslesmeler bulyilk
spontan manyetizasyonlarin olusmasina o6nculik eder ve bu durum
genellikle dizenli manyetik durum sergileyen manyetik materyallerin
paramanyetik ya da diamanyetik materyallere gére neden daha buyuk X

degerlerine sahip olduklarinin temel sebebini olusturur.

Duzenli manyetik durum sergileyen materyallerdeki alinganlik degerinin,
ayni zamanda uygulanan manyetik alan siddeti (H)'ne bagh oldugu da
unutulmamahdir. Bu manyetik alan siddeti; ylksek manyetik alan
siddetinde saturasyon degerine yaklasan manyetizasyon (M) ile, M-H
edrisinin karakteristik sigmodial seklinin ylkselmesine neden olur.
Ferromanyetik ve ferrimanyetik materyallerde Sekil 2.5'de de goruldigu
gibi histerezis cevrimi godzlenebilir. Histerezis ¢evriminin sekli kismen
partikll sekli ile saptanabilir. Mikron boyutundaki ya da mikrondan daha
bliylik boyutlardaki partikiller genellikle multi-domeyn vyapiya
sahiptirler. Domeyn duvarlarini hareket ettirmek kolay oldugundan,
boyle partikillerin histerezis cevrimleri dardir. Boyutu daha klglUk olan
partiklllerde, tek-domeyn vyapisi daha genis histerezis c¢evrimi
sergilenmesine yol acar. Partikil boyutu daha da klglldikce, hatta on
nanometre ve altina indikge stUperparamanyetik davranis goézlenebilir.
Slperparamanyetik partiklllerin manyetik momenti, butin olarak
bakildiginda 1sil enerji etkisine karsilik olarak olusabilecek degisim ve
dalgalanmalardan badimsizdir. Sekil 2.6'da klresel maghemit
partikillerin boyutunun ve sicakhdinin manyetik davranis lGzerine etkisi

sunulmustur [48].
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Sekil 2.6. Klresel maghemit partikillerin boyutunun ve sicakhgin

manyetik davranis Uzerine etkisi
2.5. Manyetik Nanopartikiil Tasarim Stratejileri

Manyetik nanopartikidl tasarimi igin, &zellikle in vivo uygulamalar
acisindan g6z o6nunde bulundurulmasi gereken bazi konular;
fizikokimyasal etkenler, fizyolojik bariyerler, toksisite basliklari altinda

incelenedbilir.
2.5.1. Fizikokimyasal Etkenler

Genel olarak manyetik nanopartiklller; manyetik olarak aktif bir
cekirdek ile cekirdek etrafinda kararliigi saglayan ve ayni zamanda
hedeflendirme ligandlarinin ve goértntileme ajanlarinin konjuge edildigi
bir kabuk materyalinden olusur. Terapdtik ajanlar, ya kabuk yapisi
icerisine enkapsile edilir/gomdilir ya da ylzey lzerine kimyasal baglar

aracihg ile immobilize edilir. Tasarimin her bir asamasinda; sekil, yuk,
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boyut, hidrofobik/hidrofilik olma ve konjuge edilen materyallerin
oryantasyonu gibi bircok parametrenin géz &énlinde bulundurulmasi
gerekir. Nanopartikllin fizikokimyasal 6zellikleri arasinda; morfolojisi,

hidrodinamik capi, ytkd ve diger ylzey ozellikleri sayilabilir [49].
2.5.1.1. Sekil

Nanopartikil seklinin biyodagilim UGzerine etkilerinin arastiriimasi ile ilgili
olarak gergeklestirilmis cok genis capli calismalar mevcut degildir.
Biyodagihimin incelenmesi agisindan, kiresel olmayan ve gubuk sekilli
nanopartiktllerin incelendigi calismalar mevcuttur [50-51]. Anizotropik
sekilli nanopartiktllerin klresel nanopartiktllere gore
biyoeliminasyondan daha kolay korunduklarini bildirilmistir [52]. Geng
ve arkadaslari; uzunluk/genisglik orani arttikga, nanoyapinin kan

dolasimindaki sirktilasyon siresinin uzadigini belirtmislerdir [53].
2.5.1.2, Hidrodinamik Cap

Hidrodinamik c¢ap; nanopartikil klirens mekanizmasi Uzerinde,
nanopartiktllerin damar disina gegmelerinde ve permeabilite Gzerinde
etkilidir [54]. 20 nm’den daha kicuk nanopartiklllerin renal yoldan
disari atildigi, 30-150 nm boyutlarindaki nanopartikillerin kemik iligi,
kalp, bobrek ve midede biriktigi, 150-300 nm boyutlarindaki
nanopartiklllerin ise karaciger ve dalakta saptandigi rapor edilmistir
[55-57]. Bu boyut araliklari genel klirens mekanizmasi hakkinda bilgi
vermekle birlikte, diger fiziksel parametreler de nanopartikdl
mobilitesine spontan etki etmektedir. Decuzzi ve arkadaslari; daha
kligUuk boyutlu klUresel nanopartiktllerin daha yuksek difizyon oranina
sahip oldugunu, kan damarlarinin orta bdlgesindeki nanopartikdl
konsantrasyonunun arttigini, dolayisiyla endotel hicreleri
etkilesimlerinin azaldigini ve kan dolasimindaki sirkllasyon sirelerinin

de uzadigini rapor etmislerdir [58].

Nanopartikil boyutu, ayni zamanda nanopartikillerin damar disina

citkma kabiliyetleri UGzerinde de etkilidir. Bircok endotelyal bariyer, 150
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nm'den daha kiguk nanopartikillerin gecmesine izin verirken, kan-
beyin bariyeri gibi zorlu bariyerler cok daha kisitlayicidir. Kan-beyin
bariyeri; pasif diftizyon ile sadece 500 Dalton molekdiler agirliktan daha
kiglk, notral yidkli ve yagda c¢odzlnebilir molektllerin gegmesine izin
verir ve tim potansiyel ndroterapdtiklerin ve kontrast ajanlarin %98’inin
gecmesini engeller [59]. Sonavane ve arkadaslari; 15 ila 50 nm
hidrodinamik capa sahip altin nanopartiktllerin kan-beyin bariyerini
gecebileceklerini, daha buyldk boyutlu 6zellikle 100 ila 200 nm
hidrodinamik capa sahip olanlarin ise gecemeyeceklerini rapor etmistir
[60].

2.5.1.3. Yiizey Ozellikleri

Nanopartikullerin yiki ve hidrofobik olmalari; nanopartikillerin plazma
proteinleri, ekstraselller matriks, immun sistem ve hedeflendiriimemis
hicreler ile olan etkilesimlerini sinirlayici ya da arttirici etki yaparak
nanopartikiil biyodagilimina etki edebilir [61]. Ozellikle hidrofobik ve
yukla nanopartikiller; plazma proteinlerinin adsorpsiyonu
(opsonizasyon) nedeni ile daha kisa sirkllasyon sidresine sahip olup,
Retiktloendotelyal Sistem (RES) tarafindan  taninmalarn  ve

sirktilasyondan uzaklastiriilmalar daha kolaydir [62].

Pozitif yUkld nanopartikiller, ayrica hedeflendiriimemis hucrelere
(6zellikle negatif yikli) baglanabilirler ve spesifik-olmayan etkilesimlere

neden olabilirler.

Nanopartikullerin ylzeyindeki hidrofobik gruplar, enjeksiyon sonrasi
nanopartiktllerin aglomere olmalarini indlikleyebilir ve bu nedenle RES
tarafindan hizlica uzaklastirilabilirler. Bu tip sinirlamalara engel
olabilmek amaci ile, ylzey mihendisligi teknikleri ile “gorinmez
(stealth)” nanopartikll gelistiriime calismalar Gzerinde durulmaktadir.
Bu calismalarin en 6nemli sonuglarindan bir tanesi; polietilen glikol
(PEG) gibi hidrofilik yapidaki molekdlller ile gergeklestirilen ylzey
modifikasyonlarinin, opsonizasyon potansiyelini azalttigi ve nanopartikdil

sirklilasyon strelerini arttirdigidir [63].
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2.5.2. Fizyolojik Bariyerler

Hem tani hem de terapétik amach olarak yasayan organizmalar ile
etkilestirilen ya da etkilestirilecek olan manyetik nanopartiklllerin
fizyolojik etkileri biyolojik uygulamalar acisindan ¢ok blylik &énem
tasimaktadir. Oncelikle manyetik nanopartikiiller hayvan ve insan

calismalarinda kullanilmak Gzere glvenilir ve etkin olmak zorundadirlar.

Ferrosivilarin biyolojik ve teknik detaylarina ilave olarak, fizyolojik
parametreler de terapétik tedavilerin etkinligini belirleyebilir. Fizyolojik
parametreler; ferrosivi/ilag kompleksleri, manyetik alan ve hedeflenmis
organizmalar temeline  dayanmaktadir. Ferrosivi/ilag  ya da
ferrosivi/hedeflendirme ligandi kompleksleri icin kritik fizyolojik
parametreler arasinda; partikil boyutu, yuzey o6zellikleri, sivinin
konsantrasyonu ve hacmi, desorpsiyon karakteristikleri gibi 6zellikler
sayllabilir. Manyetik ilag tasiyicl sistemlerin, bazen olasi timoér
embolizasyonu nedeni ile gelismis kollateral dolasimda farkedilmeleri
gerekir. Manyetik alan ile baglantili fizyolojik parametreler; geomettri,
uygulanan manyetik alaninin glct ve suresidir. Canli organizmalarda
gerceklestirilecek uygulamalar agisindan 6nemli fizyolojik parametreler
ise; boyut, agirlik, vicut ylzeyi, kan hacmi, kalp debisi ve sistemik
vaskuler direng, sirkllasyon suresi, timoér hacmi ve lokasyonu, timorin

vaskdler icerigi ve timaordeki kan akisi gibi parametrelerdir [47].

Kanser tedavisi igin; minumum miktarda manyetik siviya yeterli
miktarda ilag yuklenmesi ve manyetik alanin olasi en kisa sureli
uygulanmasi ve manyetik alan siddetinin en guvenli olacak sekilde
ayarlanmasi gerekir. Optimal tedavi icin, tim fizyolojik parametreler en

verimli ve glvenilir sekilde dlizenlenmelidir.

Vicut icerisinde biyolojik bariyerlerden olusan bir dizi viicut savunma
sistemi mevcuttur. Bu savunma sistemleri; vicudu, enjekte edilen
terapétikler ve kontrast ajanlari da dahil olmak Uzere yabanci
maddelerden koruma ve uzaklastirma gorevi gorirler [7]. Bu bariyerler,

nanopartiktllerin hareketini engelleyerek, fiziksel degisimlerine yol
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acarak ya da biyokimyasal sinyaller ile yabanci cisim reaksiyonu vererek

nanopartiktllerin fonksiyonlarini engelleyebilirler [64].

Biyolojik bariyerler ekstraseliler bosluklara 6zgl degildir ve bu nedenle
intraseltler bariyerler bircok ilag ve ilac tasiyici sistemin basarisiz
olmasinin kritik nedenlerinden biridir. Nanopartikller sistemler icin de
bu durum ayni sekilde gecerlidir. Hucre-spesifik bir nanopartikil
hedeflendirildigi hlicrenin membranina baglandiktan hemen sonra, tipik
olarak reseptor-aracili endositoz araciligi ile o hlicre tarafindan hicre
icine alinir. Birgok endozom daha sonra lizozomlar igerisine tasinirlar ve
makromolektller tamamen metabolize oluncaya kadar hidrolitik ve
enzimatik bir dizi reaksiyonlar olusur. DNA ve siRNA da dahil olmak
Uzere birgok terapdtik, lizozomal bozunmaya karsi hassastir ve bu
nedenle kolayca etkisiz hale gelme riski tasirlar. Ilac tasiyici sistemlerin
bu sondan kacginabilmesi igin, lizozomal tasinim gerceklesmeden 6nce
endozomal kacisi miumkin kilabilecek muhendislik uygulamalari ile
gelistirilmeleri  gerekir [64]. Endozomal kacis sergileyebilen
nanopartiklllerin; efektif gen terapi igin gerekli olan nikleer membran

engeli gibi ilave birtakim biyolojik bariyerleri asmalar gereklidir.
2.5.3. Toksisite

Nanoyapili materyallerin saglik ve givenlik unsurlari, nanoteknolojik
calismalar ile birlikte gelismekte olan unsurlardandir. Nanoteknoloji; bir
taraftan nanomateryaller ve nanocihazlarin gok blUyik avantajlarindan
ve performanslarindan yararlanmay! hedeflemekte, diger taraftan ise
insanlar ve c¢evre acisindan potansiyel riskler ve tehlikeler
olusturabilecek  nanomateryal-iligkili  gdvenilirlik  problemleri ile

yluzlesmek zorunda kalmaktadir.

GUnUmizde modern kimyasal ve fiziksel ydntemler kullanarak birgok
nanomateryal hazirlamak mumkUndir. Son vyillarda; gecgis metalleri,
karbon, silikon ve metal oksitlerden birgok nanomateryal
sentezlenmektedir ve bu materyallerin insan vicudu tarafindan

solunmasli ya da yutulmasindan sonra ve deri ya da enjeksiyon yolu ile
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alinmasindan sonra olusabilecek bircok guvenlik sorunu mevcuttur.
Genis ylzey alani/hacim orani ile nanopartikillerin istenmeyen biyolojik
reaksiyonlar olusturduklari bilinmektedir. Solunduklarinda akcigerler
tarafindan ve  yutulduklarinda gastrointestinal  vyol boyunca
absorblanabilirler [65]. Fakat yine de nanopartikillerin toksisitesi
genellenemez c¢lnkl; kimyasal icerik, partiklil boyutu, c¢oézunarlik,
yuzey kimyasi, sekil ve yapi, kristalinite gibi yapilarindaki bircok
materyalin 6zellikleri ile birlikte incelenmeleri ve ayni zamanda doz,
uygulama yontemi, biyobozunur olma, farmakokinetikler, biyodagilim ve
benzeri bircok fizyolojik faktdérin de g6z o6ninde bulundurulmasi

gerekmektedir.

Nanopartikiller hava yolu ile deri ile temas ettiginde, deriye tutunurlar
ve lenfatik kanallardan vyayilirlar. Solunduklarinda ise, solunum
sisteminin tim bdlgelerinde diflizyon vyolu ile birikirler. Ultra klclk
boyutlari nedeni ile, hicreler tarafindan hucre icine alinirlar. Bu esnada
da; epitelyal ve endotelyal hlcrelerden de kan ve lenf dolasimlarina
tasinirlar ve kalp, dalak ve benzeri hassas hedef organlara ulasirlar.
Noronal deneyler; nanopartikillerin noéritler boyunca ilerledigini ve
santral sinir sistemi ve ganglialara kadar ulastiklarini géstermistir. Genel
anlamda nanopartikullerin ylzey kimyasi ve yuzey modifikasyonlari ile
belirlenen endositoza ve biyokinetiklere dikkat cekmek yerinde olur.
Nanopartikullerin ylUzeylerinin biyouyumlu materyaller ile kaplanmasi
yolu ile toksikolojik etkileri énemli &lclide azaltilabilir. ilave olarak,

uygun doz/konsantrasyon secimi yapmak da buyik 6nem tasimaktadir.

Manyetik nanopartikliller ¢ok genis kapsamli in vivo biyouygulama
alanina sahip olduklari icin, toksik etkileri tGzerinde yapilan calismalar da
son yillarda artmistir. Elde edilen sonuglardan bir tanesi; daha buyuk
boyuta sahip manyetik nanopartiklllerin daha kugik boyutlu olanlara
gore daha yuksek dlizeyde toksisite sergilemeleri olmustur [65]. Bircok
durumda manyetik nanopartiklller canli organizmaya enjekte edilmis ve

ya tani amacgh ya da terapo6tik amach olarak bir sireligine vicut iginde
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kalmasi saglanmistir. Bu nedenle akut toksisiteye ek olarak, bozunma
ve inflamatuar medyatérlerin takiben olusan salinimi ile hicrelerin
stimtlasyonu gibi uzun-dénem toksisitenin ciddiyetle dikkate alinmasi
gerekir.

Nanotoksikoloji alaninda dogru risk dederlendirmesi yapilabilmesi ve
uygun yontemler ve protokoller gelistirilebilmesi icin; malzeme bilimi,
kimya, toksikoloji, tip, molekuler biyoloji ve biyoinformatik alanlarindaki

arastirmacilarin ortak galismasi gerekmektedir.
2.6. Manyetik Nanopartikiillerin Sentezi

Manyetik nanopartikdl sentezi igin; sol-jel y6éntemi, hidrotermal
reaksiyonlar, hidroliz ve termoliz prekursdrleri, akis enjeksiyon yéntemi
ve elektrospray yontemi gibi bircok kimyasal sentez yontemi mevcuttur
[66-72]. Slperparamanyetik nanopartikillerin sentezi ise kolloidal
yapisi nedeni ile daha komplekstir. Sentez ydntemi ile ilgili olarak kritik
noktalardan bir tanesi, uygun boyutta manyetik ¢ekirdekli monodispers
populasyon elde edilmesini saglayacak deneysel kosullarin
tanimlanmasidir. Ikinci kritik nokta ise; endistrilesme potansiyeli g6z
onunde bulundurularak; ultrasantifigasyon, bulyUklikce ayirma
kromatografisi, manyetik filtrasyon gibi herhangi bir kompleks
saflastirma proseduri gerektirmeyecek sekilde tekrarlanabilir bir proses
secilmesidir [73-75]. Bu yontemler, nanopartikillerin homojen yapida
ve dar boyut dagilimi ile hazirlanmasinda kullanilan yontemlerdir. Ancak
bununla birlikte; manyetik nanopartiklllerin sentezlenmesinde kullanilan
en yaygin ydéntem, demir tuzlan ile kimyasal ikili-coktirme ydntemidir
[76-80].

2.6.1. Kimyasal ikili-Coktiirme Yontemi

Ikili-coktiirme teknigi, manyetik nanopartikillerin elde edilmesinde
kullanilan en basit ve en etkin kimyasal yollardan biri olarak kabul
edilmektedir. Demiroksitler (Magnetit/Fe;04 ya da y-maghemit/yFe,03)
genellikle ferrik ve ferr6z tuzlarin sulu cdzeltilerde stokiyometrik

oranlarda karisimi ile hazirlanirlar.
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Fesz0O4 formasyonunun kimyasal reaksiyonu Esitlik 2.9 ile g6sterilebilir:

2Fe*3 + Fe*? + 80H — Fe304 + 4H,0 (2.9)

Bu reaksiyonun termodinamiklerine goére optimum kosullar; pH'In 8 ila
14 arasinda olmasi, okside edici olmayan ortamda stokiyometrik oranin
2:1 (Fe*3/ Fe*?) olmasidir [81].

Ancak; magnetit (Fes04) kararli degildir ve oksidasyona karsi oldukca
duyarhdir. Oksijen varliginda magnetit formu maghemit (yFe;0s)

formuna donlsur ve bu dontsum Esitlik 2.10 ile gosterilmektedir:

Fe304 +2H*— yFe,03 + Fe™?+ H,0 (2.10)

Magnetit formunun maghemit formuna doéntsiminde tek yol hava
oksijeninin etkisiyle olusan oksidasyon degildir, stispansiyon pH’ina bagh
olabilecek bazi elektron ve iyon transferlerinin de oksidasyona neden

olabilecedi bildirilmistir.

Asidik ve anaerobik kosullar altinda; yilizey Fe*? iyonlari ¢dzeltide hegza-
sulu kompleksler olarak dezorbe olur, bazik kosullar altinda ise,
magnetitin oksidasyonu, maghemit ylzeyinin oksidasyon-rediksiyon
basamaklarini igerir. Ferréz iyonlarin oksidasyonu; yuk dengesini
saglayacak katyonik bosluklar olusturacak sekilde her zaman
katyonlarin kristal kafese gb6cl dogrultusundadir ve maghemit
yapisinda; demir iyonlar spinel yapinin oktahedral ve tetrahedral

bolgelerine yerlesmistir.

Ikili-coktiirme yénteminin en ©nemli avantaji, blyiuk miktarlarda
nanopartikll sentezine olanak sadglamasidir. Ancak; sadece kinetik
faktorler ile kristal blyumesi kontrol edilebildiginden, partikil boyut
dagiiminin dar sinirlarda tutulmasi zordur. ikili-céktirme ydnteminde iki
asama s6z konusudur; tudrlerin konsantrasyonu kritik stper-doygunluk
noktasina ulastiginda meydana gelen kisa nikleasyon patlamasi ve
daha sonra c¢6zinen maddelerin kristal ylzeyine difizyonu ile
gerceklesen cekirdegin yavas blylime asamasi [82-87]. Monodispers
demiroksit nanopartiklllerin Uretilebilmesi igcin, bu iki asamanin
birbirinden ayri tutulmasi gerekir yani, nikleasyon basamaginin,
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blyime periyodu esnasinda gerceklesmesi engellenmelidir [88]. Sekil
2.7'de goérulen LaMer Diyagrami, monodispers nano ve
mikropartikillerin nukleasyon ve kristal blylime mekanizmasi ile
olusumunu gdstermektedir [89]. Sonug¢ olarak; monodispers
nanopartiktllerin  boyut kontroli, c¢ok kisa sltren nukleasyon
periyodunda gerceklesmek zorundadir, cunkld son partikil sayisi
nikleasyon asamasi bitiminde belirlenmektedir ve partiklil bldyime

asamasinda degismemektedir.

Demiroksit nanopartiktllerin sentezinde; boyut, manyetik 6zellikler ya
da vyuzey Ozellikleri gibi birgok parametre ayarlamasi yapmak

mumkunddar.

Bu parametrelerin degisik sekillerde ayarlanabilmesi igin cesitli
calismalar gergeklestirilmistir [90-92]. Nanopartikillerin  boyut ve
sekilleri; pH, iyonik gug, sicakhk, kullanilan tuzlar (perkloratlar,
silfatlar, nitratlar gibi) ya da Fe'?/Fe*® konsantrasyonu

parametrelerinde yapilacak degisimler ile kontrol edilebilir.

Yapilan calismalar; asidite ve iyonik gli¢ modulasyonlarinin, partiktl
boyutunun 2-15 nm arasinda olacak sekilde kontrol edilmesine yardimci
olan parametreler oldugunu ve sekil varyasyonlarinin, nanopartikillerin
elektrostatik ylizey dansitesi degisimleri ile baglantii oldugunu
gbstermistir [93-95]. Partiklller; manyetik emdlsiyon, kapsil ya da
tastyici formlari olusumuna olanak saglayacak sekilde sulu c¢ozeltilerde
ya da yag, organik ¢oziculer gibi polar-olmayan sivilar icerisinde dispers
edilebilirler [96-98].

Homojen yFe,0s nanopartikillerin hizli sentezi icin Massart tarafindan
gelistirilen proses, nanopartikillerin amino asitler, R-hidroksiasitler
(sitrik, tartarik ve glukonik asitler), hidroksamat (arjinin hidroksamat),
dimerkaptostksinik asit (DMSA) ya da fosforil kolin gibi birgok

monomerik madde ile kaplanmasina olanak saglamistir [99-103].
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Sekil 2.7. LaMer Diyagrami

Babes ve arkadaslari, demir konsantrasyonu etkisini incelemislerdir
[104]. Calismalarini tasarlarken en 6nemli faktér olarak Fe*?/Fe*> molar
oranini se¢mislerdir. Fe*?/Fe*3 oraninin artmasi ile ortalama boyutun
arttigini, hazirlama verimliliginin distigint bildirmisler ve literatlr ile

uyumlu oldugunu belirtmislerdir.

Magnetit partikdllerin  ortalama boyutu; ylksek oranda c¢oktlirme
ortaminin asiditesine ve iyonik giiciine baglidir [105-107]. Iyonik gig ve
pH ne kadar blylk ise, partikil boyutu ve boyut dagilim araliginin o
kadar kiglk oldugu bildirilmis ve bu durum, sayilan iki parametrenin,
kristal yuzey kimyasal dekompozisyonunu ve sonu¢ olarak da

partiklllerin elektrostatik ytuzey ylukunu belirlemesi ile agiklanmistir.

Bircok arastirmaci; reaksiyon sicakliginin etkisi Uzerine calismalar
yapmis ve optimal kristal formasyonu elde etmedeki 6nemini belirtmistir
[108]. Yapilan farkl calismalar, sicaklik artisi ile manyetik nanopartikal
olusumunda azalma oldugunu gdstermistir. Elde edilen bu bulgu,
partikiil nidkleasyon ve blUylUme teorisini desteklemektedir. Ayrica;

sentez esnasinda c¢ozelti icerisine azot gazi vererek ortamdan oksijeni
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uzaklastirmanin, magnetiti kritik oksidasyondan korumakla kalmayip,
diger yontemlere nazaran partiklil boyutunun kiglilmesini sagladigi da
bildirilmistir [109-110].

2.6.2. Suni Ortamlarda Gergeklestirilen Reaksiyonlar
Ikili-coktirme yéntemi ile sentezlenen nanopartikillerin  boyut
dagihminin nispeten genis olmasi nedeni ile, boyutlar birbirine cok daha
yakin nanopartikillerin sentezlenebilmesi amaci ile ginimuze kadar
yeni yéntem gelistirme calismalar sirmustir. Yapilan birkag calismada;
demiroksit nanopartikulleri, birbirine yakin ve belirlenen boyutlarda
sentezleyebilmek amaci ile sentetik ve biyolojik reaktérler kullaniimistir.
Suni ortamlar; polar olmayan go6zlculer igerisinde su-emici ters misel
yapilar olusturan amfoterik surfaktanlar, dendrimerler, siklodekstrinler
ve fosfolipid membranlardan meydana gelmektedir [111-114].
Surfaktan molekdlleri; spontan olarak farkli boyutlarda nanozerrecik,
misel (1-10 nm) ya da su icinde yag emilsiyonu (10-100 nm)
olusturabilirler [115]. Sulu demir tuzu c¢dzeltileri, nanozerre teknolojisi
ile ortamdaki organik c¢ozeltiden onlari ayiran sirfaktan kaplama ile
enkapsule edilirler. Sonug olarak; bu sistem kinetik ve termodinamik
zorlama ve sinirlamalar ile partikullerin sekillenmesinde rol oynar. Jia ve
arkadaslari, in situ manyetik kitosan/Fes04 kompozit nanopartiklllerinin
yag-icinde-su emidlsiyonu ile ¢ok klicik su havuzu mikroreaktérlerinde
sentezleyebilmek amaci ile yeni bir ydntem gelistirmislerdir [116].
Ferr6z tuz ve kitosan iceren emilsiyona NaOH ilave edildiginde,
manyetik Fes;04 ve kitosan nanopartiklller sistemden ¢oktUrulmauastir.
Manyetik demiroksit nanopartikiller, kitosan nanopartiklller ile
gevrelenmigstir.

2.6.3. Hidrotermal ve Yiiksek-Sicaklik Yontemleri

Fes04 nanopartiklil ve ultra-ince tozlarin hidrotermal yoldan sentezi
literatiirde tanimlanmistir [117-119]. Ferritlerin hidrotermal kosullarda
hazirlanmasi icin iki temel yol vardir; hidroliz ve oksidasyon ya da metal
hidroksit karisimlarinin nétralizasyonu. Ilk ydntemde ferrdz tuzlarin
kullanilmasi disinda, bu iki reaksiyon birbirine ¢cok benzerdir [120].
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Bu reaksiyonlar; sulu ortamda, 200 °C'n izerindeki sicakliklarda ve
2000 psi‘den daha yluksek basinglarda, reaktérler icerisinde ya da
otoklavlarda gerceklestirilirler. Proses esnasinda kullanilan ¢o6zucd,
sicaklik, zaman gibi reaksiyon kosullarinin genellikle Grtn Gzerinde etkisi
oldugu bildirilmistir [121].

2.6.4. Sol-jel YOontemi

Sol-jel teknolojisi, iyi tasarlanmis kolloidal kimya teknolojisidir. Sol-jel
prosesi; nanometrik partiklllerin “sol™u orjininden gelen, c¢ozelti
icerisindeki molekuler prekursdrlerin hidroksilasyon ve kondensasyonu
temeline dayanir. Sol; sivi evrede asili, birkag yiz nm boyutlarinda
olabilen kati partikillerden olusmus kolloidal ¢ézeltilere verilen addir. Jel
ise, ¢cOzlcu igerisine daldinimis kati makromolekdller olarak kabul edilir.
Nano yapida metal oksitlerin i1slak sentez ydntemi icin uygun bir
prosestir [122]. ileri kondensasyon ve inorganik polimerizasyon, “islak

III

jel” olarak adlandirilan (g boyutlu metal oksit agi olusmasina neden
olur. Reaksiyonlar oda sicakliginda gerceklestirildigi icin; son kristalin
formun olusabilmesi igin ekstra isil islem gerektirir [123]. Sol-jel
yonteminin temel avantaji; disidk sicakliklarda, yiksek saflikta ve tek
bicimli nanoyapilarin elde edilmesini saglamasidir.

Literatlr bilgileri; jelin 6zelliklerinin sol-jel isleminin sol basamadinda
olusan yapiya ileri dizeyde bagl oldugunu gdstermektedir. Hidroliz,
blylime reaksiyonlari, kondensasyon reaksiyonlari ve dolayisiyla jelin
yapisi ve Ozelliklerine etki eden ana parametreler; sicaklik, ¢bzucu, pH,
karistirma hizi ve tuz preklrsorlerinin konsantrasyonu olarak
tanimlanmaktadir [124].

Ornedin; jelin 400 °C sicaklik ile dogrudan muamele edilmesi sonucu, 6
ila 15 nm boyut araliginda, yFe,O3 nanopartikillerin elde edilebilecegdi
rapor edilmistir [125].

Raileanu ve arkadaslari; sulu yontemi kullanarak, sol-jel nanokompozit
materyaller (FexOy-SiO,) hazirlamiglardir [126]. Elde edilen

nanopartiktllerin yapisi ve Ozellikleri, farkl silika preklrsoérleri
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(tetrametoksisilan, metiltrietoksisilan, kolloidal silika c¢ézeltisi gibi)
kullanilarak karsilastiriimistir.

2.6.5. Polyol Yontemi

Polyol prosesi; boyut ve sekli iyi tanimlanmis nano ve mikropartikillerin
sentezi icin tasarlanmis bir kimyasal sentez yontemidir [127]. Polyollar
olarak coézlculer ilging oOzellikler sunarlar. YlUksek dielektrik sabitleri
nedeni ile, inorganik bilesiklerde c¢6zinebilen ¢6ézuciler olarak
davranirlar ve nispeten yuksek kaynama noktalari nedeni ile de,
inorganik bilesiklerin hazirlanmasinda genis sicaklik araliklarinda (25 °C’
dan kaynama noktasina kadar) calisma olanagi sadlarlar [128].
Polyollar; hem indirgeme ajani olarak hem de dengeleyici
(“stabilizator”) olarak gérev yaparlar.

Bu yontemde; prekirsor bilesik, sivi polyol igerisinde asili haldedir.
Sispansiyon; uygun karistirma ortaminda belirtilen sicaklia kadar
isitilir ve polyolun kaynama noktasina kadar ulasmasi sadlanir.
Reaksiyon esnasinda; metal prekirsor diol igerisinde ¢dzlnebilir hale
gelir ve ara Grin olusumunu sadlar ve daha sonra metal gekirdek
olusumu igin indirgenir.

Sulu yoéntem ile karsilastirildidinda, bu ydntemin sadladigi cesitli
avantajlar mevcuttur [129]. Bunlardan ilki; hazirlanan manyetik
nanopartiklllerin ylzeyi, hidrofilik polyol ligandlari ile in situ kaplanabilir
ve bodylece nanopartikiller sulu ortam igerisinde ya da diger polar
cozlicilerde kolaylikla dispers edilebilir. ikincisi; bu sistemin reaksiyon
sicakliginin nispeten daha yiksek olmasi, partikillerin daha kristalin ve
dolayisiyla daha yiiksek manyetizasyona sahip olmasini saglar. Uclincii
olarak ise; nanopartiklllerin boyut dagilimi, geleneksel yontemlerle
Uretilen partiklllerden gok daha dar aralikhdir.

2.6.6. Akis Enjeksiyon Yontemi

Farkli  matrikslerde (emdulsiyonlar gibi) reaksiyon bdlgesinin
sinirlandiriimasi, dar boyut dagihimh partikiller Gretebilmek amaciyla ve
bazi durumlarda partikll morfolojisini daha uygun hale getirebilmek igin

kullanilmaktadir.
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Akis enjeksiyon tekniginin; ylksek oranda tekrarlanabilirlik, ylksek
oranda homojenlik saglama ve prosesin disaridan tam bir hakimiyetle
kontrol edilebilir olmasi gibi avantajlari mevcuttur.

2.6.7. Elektrokimyasal Yontemler

Reetz ve Pascal; elektrokimyasal bir ydntem kullanmiglar ve
dimetilformamid (DMF) sulu c¢obzeltisi ve katyonik surfaktanlar icerisine
daldinimis demir elektrotlar vasitasi ile 3-8 nm boyutunda maghemit
partikiller hazirlamiglardir. Akim yodunlugu ayarlamasi ile partikdl
boyutu kontroli saglanmistir [130-131]. Okside edici kosullar altinda
elektrokimyasal c¢oktirme yontemi kullanilarak Fe;03 ve Fes304
nanopartiktller hazirlanmistir [132].

2.6.8. Puskirtme/Buhar Yontemleri

Sprey ve lazer piroliz gibi pusklirtme teknolojileri, ylksek Uuretim
verimliligi saglayan sirekli kimyasal prosesler olarak oldukca popdulerdir.
Sprey pirolizinde; organik ¢6zlcl igerisindeki indirgeme ajani ve ferrik
tuz cozeltileri bir seri reaktérler icerisine spreylenir, burada puskurtilen
madde yogunlasirken, ¢ozicl buharlasir [133]. Elde edilen kurutulmus
artik, boyutlari ilk orjinal damlalara bagh olan partiktllerden olusur.
Yapilan calismalardan bir tanesinde, alkol bazli ¢bzelti icerisinde farkli
demir preklrsor tuzlan kullanilarak, farkl sekillerde ve 5 ila 60 nm
boyutlari arasinda maghemit nanopartikiller elde edilmistir [134].
Calismada, temel proses kosullari ile Grtn o6zellikleri arasindaki iligki
incelenmigtir.

Julian-Lopez ve arkadaslari; sUperparamanyetik nanopartiklller ile
hibrid silika demiroksit kompozit mikrokireler hazirlayarak, calismanin
sentez ve karakterizasyon detaylarini rapor etmislerdir. Hazirladiklari
hibrid nanopartiktler sistemin; Manyetik Rezonans Gdértntileme (MRI),
hipertermi ve biyoaktif molekullerin transportunu sadlayacak hibrid
mezoporéz matriks acisindan etkinligini incelemislerdir. Sprey kurutma
yéntemi ile ve sol’'un kompozisyonu ayarlanabilir sekilde hazirlanan bu

multifonksiyonel platformlarda, matriks icine gomuli manyetik
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nanopartiktllerin miktar ve boyutlarinin kontrol edilebilir oldugunu
bildirmiglerdir [135].

2.7. Nanopartikiillerin Karakterizasyon Yontemleri

Cekirdek/kabuk yapisindaki nanopartikullerin karakterizasyon
yéntemleri; mikroskopik analizler, spektroskopik analizler, isik-saciimasi
analizleri ve termal gravimetrik analizler ana baslklari altinda

incelenebilir.
2.7.1. Mikroskopik Analizler

Mikroskopik analizler; farkh tipte nanopartikilleri direk gérintileme

amach kullanilan en yaygin ve en guvenilir analiz teknikleridir.

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), nanopartiklllerin boyut ve sekil
analizi igin en yaygin kullanilan mikroskopik tekniktir. Bayltme oraninin
10°-10%lara kadar c¢ikma 6zelligi vardir. Ancak; cekirdek/kabuk
yapisindaki nanopartikiller acisindan incelendiginde, bu teknik ile
cekirdek ve kabuk yapilarini ayirt etmek oldukga zordur. Bu ydntem
sadece yuzey gorintdsini olusturmaktadir. Bununla birlikte; SEM,
Enerji Dispersif X-Ray Spektroskopisi (EDX) ile birlestirilerek
kullanildiginda, kabuk yizeyinin elemental analizini gergeklestirmek de

mumkin olmaktadir.

Son vyillarda, normal SEM'den ¢ok daha yluksek oranda bUyldtme
yapabilen alan-emisyon SEM (FESEM) adh sistem kullanima
sunulmustur. FESEM goéruntuleri, kabuk yapinin ylzeyinin purizld ya da

plrtzsitz olup olmadigi hakkinda bilgi edinilmesini saglayabilmektedir.

Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM), cok daha énemli ve genis kapsamli
bilgi edinilmesini saglar. Kontrast farkliigindan cekirdek/kabuk yapi
konfirmasyonu, partikilin kabuk yapi ile birlikte tim boyutunun
belirlenmesi, c¢ekirdek boyutunun saptanmasi, kabuk kalinhginin
hesaplanmasi, duzgin/tek bigimli kabuk kaplama gergeklesip
gerceklesmedigi ve benzeri bilgilerin saptanmasini sadlar. Cekirdek ve

kabuk materyalin kontrast farklihgindan, partikillerin boyut ve
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morfolojileri kolaylikla belirlenebilir. Molekller dizeyleri gbsterebilecek
¢dzunurlikte cok daha yuksek bluyltme gerektiren durumlar icin ylksek
¢ozunurlikld TEM (HR-TEM) kullanilmakta ve kristalinite, kafes yapisi

gibi 6zellikler de belirlenebilmektedir.

Taramali Tunelleme Mikroskobu (STM) ve Atomik Kuvvet Mikroskobu
(AFM) teknikleri de, daha ilave bilgiler edinilmek istendiginde kullanilan
iki tekniktir. Partikilllerin capi ve ylksekligi bu teknikler ile belirlenebilir.
SEM teknigine benzer olarak, yizey topografi datalari taramali prob
mikroskopi ile saptanabilir. Elektron mikroskobunun aksine, taramali
prob mikroskopi ile analizlerin hem sivi ortamda hem de normal hava

ortaminda gergeklestirilebilme avantaji mevcuttur [136-138].
2.7.2. Spektroskopik Analizler

Optik  6zellikler, genellikle her nanokristal yapinin  yuzey
modifikasyonuna karsi oldukca duyarlidir. Dolayisiyla bu &zellikler;
cekirdek ylizeyindeki kabuk kaplama materyalleri ile ilgili indirek fikirler

edinilmesine yardimci olurlar.

Ultraviyole-Gorintr Bdlge Spektroskopisi (UV-VIS), farkli tipte
nanopartiklllerin analiz edinilmesinde oldukga yaygin olarak kullanilan
bir tekniktir. UV-VIS bdélgedeki enerji absorpsiyon kapasitesi ile, bu

bdlgedeki absorbans spektrumu 6lcimu gergeklestirilir.

Floresan ya da Fotoluminesans (PL) Spektroskopi de; floresan 6zellikler
tasiyan vyar iletken materyaller gibi malzemelerin karakterize
edilmesinde kullanilan 6nemli tekniklerden bir tanesidir. Hem UV hem
de PL spektrum da kaplama isleminden sonra pik dalga boyu ve siddet
(absorbe edilen ya da sacilan) degerleri degisir. Ayrica, kabuk
materyalin kalinhigi arttikca, pik dalga boyu ve siddet degerleri kabuk

materyalin normal saf hali dederlerine gére kayma gosterir.

Fourier Donltsimllu Kizilétesi Spektroskopisi (FTIR), bilesiklerin

yapisindaki fonksiyonel gruplar ve bag yapisinin belirlenmesi yolu ile
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kimyasal bilesiklerin organik yapilarini ortaya cikaran ve isik-madde

etkilesimi temeline dayanan spektroskopik bir ydntemdir.

X-Ray Fotoelektron Spektroskopi (XPS); elementel bilesim, kimyasal
durum, empirik formil, atomik bilesim ya da yuzey ligandlarinin
baglanma modu gibi 6nemli 06zellikler hakkinda bilgi edinilmesini
saglayan bir baska 6nemli spektroskopik tekniktir. XPS yonteminin en
onemli dezavantajlari, ultra yutksek vakum c¢emberi gerektirmesi ve
partikil ylzeyinden itibaren sadece 10 nm derinlige kadar
karakterizasyona izin vermesidir. Ayni teknigin biraz daha gelismis
modifikasyonlar ile kullanilan modeli olan Genisletilmis X-Isini Sogurma
Ince Yapi Spektroskopisi (EXAFS), nanokristal ylizey ligandlarinin
baglanma modu ve yapisini karakterize etmek amaci ile kullanilan bir
baska ydntemdir. Raman Spektroskopi de kristalografik oryantasyonun

arastirlmasinda kullanilan yararl bir analitik yontemdir.
2.7.3. Sacilma Analizleri

Materyallerden 1sik, elektron ya da nétron sacilmasi; kolloidal yapidaki
ya da toz formundaki nanopartikillerin karakterizasyonunda kullanilan

onemli teknikler arasindadir.

Dinamik Isik Sacilmasi (DLS), bir baska adi ile Foton Korelasyon
Spektroskopisi (PCS) ya da Kuasi-Elastik Isik Sacilmasi ydntemi,
nanopartikll slspansiyonlarinda direk partiklil boyutu &6lgimd igin
kullanilan en énemli tekniklerden bir tanesidir. Kaplama islemi dncesi ve
sonrasinda vyapilan partiktl boyutu o6lgimleri ile kabuk kalinliginin
saptanabilme imkani mevcuttur [139]. Ayrica; ¢oOzelti igerisindeki
partiklllerin zeta potansiyellerinin d&lgulmesi ile partikdllerin ytzey
yukleri hakkinda bilgi edinilebilirken, bu yéntem ile hidrodinamik capin
belirlenmesi de mumkindir. Kullanilan cihazin teknigi; Brownian
Hareketi etkisi altinda hareket eden partiklllerin difizyonunu dlgerek,
bu 6lgimleri Stokes-Einstein iliskisini kullanarak boyut ve boyut dagilimi
verilerine doéniistirmek (izerine kurgulanmistir. Olciim prensibi olarak;

Olcimi yapilacak olan c¢ozelti/stispansiyon, monokromatik lazer isidi ile
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aydinlatiir ve kirillan 1sik siddetindeki dalgalanma zamanin bir
fonksiyonu olarak oélctltr. Boyutu klguk olan parcaciklarin hareketleri
daha hizli olur (“Brownian Hareketi”) ve dolayisiyla ekranda parlak
noktalarin daha hizli dalgalanmalarina neden olur. Bu dalgalanmalarin
hiz oranina baglh olarak da partikil boyutu hesaplanabilir. Partikil
boyutu ile Brownian Hareketi arasindaki bu iligki, Esitlik 2.11 ile verilen
Stokes-Einstein Esitligi ile tanimlanir:

D=L (2.11)

- 6mnr

D= Diflizyon sabiti, k= Boltzman sabiti, T= Mutlak sicaklik, n= Cdzlcl

dinamik vizkozitesi, r= Partikdl capi olarak tanimlanir.

X-Ray Difraksiyon yontemi de, sentezlenen kristalin materyallerin
karakterizasyonunda oldukga vyaygin kullanilan ydntemlerden bir
tanesidir. Genellikle icerigi bilinmeyen materyallerin tanimlanmasinda,
kristalografik yapilarinin, kristalin boyutlarinin belirlenmesinde kullanilir.
Cekirdek/kabuk yapisindaki nanopartiktller igin, tam bir kaplama
gerceklesip gerceklesmediginin indirek kaniti olarak sayilabilir. Cink,
kabuk materyal ile gergeklestirilen kaplama islemi nedeniyle, gekirdek
materyalin difraksiyon pik siddeti azalmaktadir ve yeterli bir kalinlik
derecesinden sonra pik tamamen ortadan kalkmaktadir [140].
Arastirmacilar, yapilan bazi calismalarda; cekirdek materyalin disuUk-
siddetli  difraksiyon piklerinin kaplama islemi sonrasinda da
belirebilecegini ancak bu durumun vyeterli dlzeyde kaplamanin
gerceklesmedigine isaret edebilecegine ve ayni zamanda kabuk

materyalin amorf dogasi kaynakli olabilecegini bildirmislerdir [141-142].

Notron Sacgilma Yontemi, 6zellikle manyetik ya da organik cekirdekli,
polimer ya da metal oksit manyetik olmayan kabuk yapisina sahip
nanopartikiller icin bir baska 6nemli karakterizasyon teknigidir [143].
Bu teknik, cekirdek/kabuk ara ylzeylerin kompozisyonu ve mikroyapisi
ile ilgili degerli bilgiler edinilmesini saglar. Bu bilgiler genellikle, 6rnek

materyal tarafindan sacillan notron siddetine bagh agisal 0Olgim
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Uzerinden kontrast degisiminin belirlenmesi ile edinilir. Notron sacihimi
s0z konusu oldugunda; mikroyapi, sagilma uzunlugu yogunlugu (SLD)

ile, XRD s6z konusu oldugunda elektron yodunlugu ile temsil edilir.
2.7.4. Termal Gravimetrik Analizler

Termal  Gravimetrik  Analiz, bilesiklerin  termal kararhliginin
belirlenmesinde kullanilan bir baska 6énemli karakterizasyon teknigidir.
Termal Gravimetrik Analiz (TGA), sicaklik etkisi ile materyalde meydana
gelebilecek agirlhik degisiminin 6lcimidir ve Diferansiyel Termal Analiz
(DTA), materyalin sicaklik artigi ile gergeklesen termal profilini verir. Bu
teknik ayni zamanda, cekirdek/kabuk yapisindaki partiklllerden organik
cekirdegin uzaklastiriimasi ve halka sekli formasyonu elde edilmesinde
kullanilan bir tekniktir [144-145].

2.8. Manyetik Nanopartikiillerin Biyomedikal Uygulama Alanlan

Manyetik nanopartiklller; kontrolli ilag ve gen aktariminda, spesifik
hedeflendirmede, MRI kontrast ajan olarak, hipertermi tedavisinde,
manyetik hicre ayirma ve saflastirma cgalismalarinda, manyetik cimbiz
ve manyetik biyosensor olarak ve bazi doku mihendisligi calismalarinda

kullanilmaktadir. Sekil 2.8'de SPION fonksiyonelligi sematik olarak

Y

Hedeflendirme Ligand:
)

Manyetik Hipertermi

gdsterilmistir.

Kabuk

Kemeoterapétik ila;

Sekil 2.8. SPION fonksiyonelliginin sematik olarak gosterimi
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2.8.1. Kontrollii ila¢ ve Gen Aktarimi ve Spesifik Hedeflendirme

Kontrolli ilag salim tekniklerinin; konvansiyonel kontrolsiiz salim
tekniklerine gbre son derece ilerleme kaydetmesi, son vyillarda ilag
tasiyici sistemlerin performansinin artmasina neden olmustur. Bu
alandaki calismalarin ilerlemesi, kolaylasmasi ve cok daha dogru ve
kesin sonuclar elde edilebilmesi, nanoteknoloji alaninda kaydedilen

inanilmaz gelismeler nedeniyledir.

Ilaclarin; vicut icindeki ya da spesifik bir organdaki belirli 6ézel bir
bolgeye aktarilmasi “Hedeflendirilmis Terapi” adi verilen bu yéntemler
nedeniyle artik mumkdndar. Bu iki yaklasimin kombine edilmesi ile,
spesifik bir lokalizasyona hedeflendirme yapmak ve ayni zamanda o
bolgede kontrolli salim imkani yaratmak mimkdnddr. Bu nedenle; ilag
tasiyici sistemlerin performanslarinin daha da gelistirilebilmesi igin,
serbest ilaglarin ¢dzundrlik, in vivo kararlihk, farmakokinetik ve
biyodagilm gibi hayati Onem tasiyan 06zelliklerinin goz 6nilinde
bulundurulmasi gerekmektedir. Arastirmacilar; uygun nanopartikiller ile
kombine edilerek hedeflendirilmis dokuya karsi ilag segiciliginin
arttirlmasinin, toplam verimliligin ve etkinligin arttirilmasi anlamina
geldigini bildirmislerdir [146].

Bu proseste; ilk olarak ilag, spesifik htcre reseptérleri ile secici bir
bicimde etkilesebilecek sekilde uygun bir kaplama materyali ile ylzey
kaplamasi  gergeklestiriimis mezopor6éz nanopartiklller igerisine
enkapstile edilir. Ikinci olarak ise; nanotasiyici, hedef hiicreye ulastiktan
sonra tasidigr ilacin aktarimini  gergeklestirebilmek amaci ile
¢Ozulir/dagilir ya da partikilin mezoporlarina yakin bir sekilde kimyasal
olarak tutturulmus molekdtler gegitleri acar. Disaridan uygulanan isi ya
da 1sik yardimi ile ya da spesifik iyonlarin konsantrasyonu ya da pH gibi
lokal kimyasal etkenlerin uyarlanmasi yolu ile bu salim islemi

uyarilabilir.

Hedeflendirilmis ilag aktariminda, disaridan uygulanan manyetik alan

ilag dozajinin %50 ila %80 oranlarinda azalmasina neden olabilir. Ilac
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hedeflendirme amacgh kullanilan ideal manyetik partiktller biyouyumlu
olmali, kararl sltspansiyon formunda olmali ve yeterli miktarda ilag
tasiyabilme kapasitesine sahip olmalidir. Enkapslle ya da yuzeye
immobilize  edilen ilag  molekulinin, hedeflendirilen bdlgede

biyobozunma yolu ile ya da isi etkisi ile salimi gerceklesmelidir.

Uygun bir kaplama materyali ile kaplanarak hazirlanan demiroksit,
demir, nikel, kobalt ve SPION gibi manyetik nanopartiktllerin, in vivo
ilag saliminda kullaniimak Uzere calismalari gergeklestiriimektedir [147-
149]. Silika, altin ya da polimer-kapli manyetik c¢ekirdek/kabuk
formundaki nanopartikiller; ciplak manyetik nanopartiklllere gére cok
daha biyouyumlu ve vyasayan hicrelere kontrolli ilag tasinimi
gerceklestirme agisindan daha uygundurlar. Manyetik hedeflendirmenin;
ekzojen DNA'nin hicre igerisine aliminda, hicre membrani boyunca
karsilasilan diflizyon problemini asmada yardimct rol oynadidi
bildirilmistir.

2.8.2. Hipertermi

Kanser terapisi icin Umit verici yontemlerden bir tanesi hipertemi
yontemidir. Hedef timor hicresinin vicut sicakhdindan biraz daha
yliksek bir sicakhda isitilmasi temeline dayanir.  Manyetik
nanopartiktller, manyetik hipertermi icin 1si kaynadi olarak
kullanilabilirler. Manyetik nanopartikiller; disaridan uygulanan AC
manyetik alan igerisinde Neel ve Brown relaksasyonu ile i1si Uretebilirler.
Buradaki temel zorluk; kanser hucrelerinin, normal doku ve hicrelere
zarar verilmeden in vivo ortamda kontrolld sitilabilmesidir.
Yaklasimlardan bir tanesi, manyetik materyalleri 42-47 °C sicaklik
araliginda tutmaktir [150].

Hipertermi ile ilgili olarak son yillarda ilgi géren bir baska yaklasim ise,
multimodel kanser terapisidir. Termo-duyarli bir polimer kaplanan
manyetik nanopartikillerin ilagc hedeflendirme ajani olarak kullaniimasi
ve sonrasinda da eszamanl ilag salimi ve hipertermi gergeklestirmesidir
[151].
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2.8.3. MRI Kontrast Ajan

MRI, en gugli gériantlileme yontemlerinden bir tanesidir ve dokularda
protonlarin relaksasyonu temeline dayanir. Manyetik nanopartikillerin,
MRI kontrastini iyilestirmek amacl kullanimi giderek yayginlasmaktadir.
Gorunttleme vyodntemlerinin c¢ogu, tek bir kontrast mekanizmasi
sunarken, MRI kontrast lokal fizikokimyasal cevreden saglanmaktadir
[152]. Manyetik nanopartiklller; protonlarin manyetik rezonansini
degistirerek ve sinyal siddetini glclendirerek gorintl kalitesini arttirma
Ozelligine sahiptirler. Siperparamanyetik demiroksitler; kimyasal
kararhhklari, biyobozunur olabilme ve dustk toksisite 6zellikleri nedeni
ile karaciger, dalak, bobrek ve benzeri organlarda MRI amaci ile
kullanilmaktadirlar [153]. In vivo goéruntileme tekniklerinin basarisi,
molekiiler gérintileme ajanlarina olduk¢a badhdir. Ornedin; fare
omiriligindeki T hdicreleri, poli-I-lizin ile konjuge edilmis demiroksit
nanopartiklller ile isaretlenmis ve MRI ile saptanmistir [154]. MRI'nin
bir bagska avantaji ise; dinamik gérintlileme yéntemi olmasi nedeni ile
manyetik nanopartiktl-yUklG htcrelerin in vivo olarak gérintilenmesine
olanak saglamasidir.

2.8.4. Doku Miihendisligi

Manyetik nanopartikiller ile isaretlenmis hicreler, yapay doku
olusturmak amaciyla miknatis yardimi ile ydénlendirilebilirler. Manyetik
isaretli keratinositler, tabaka-seklinde 3 boyutlu yapilar olusturmak
Uzere miknatis yardimi ile toplanabilirler. 2 boyutlu hlicre tabakasini
etkileyen/ceken doéner silindirik bir miknatis kullanilarak kultdrlenmis
hicre tupleri olusturulabilir ve daha sonra istenen konfiglrasyona
cevrilebilirler. Hlcre ve dokularin bu gsekilde ydénlendirilebilmeleri,
rejeneratif tip alaninda yeni bir kapi agmaktadir [153].

2.8.5. Manyetik Biyosensor

SlUperparamanyetik nanopartikiller gibi manyetik nanopartiktller;
kompleks biyolojik sivilar igerisinde ydnlendirilerek istenen hassasiyette
tani gergeklestirebilme 6zelligi tasidiklari icin biyomolektler etiketler

olarak kullanilirlar. Ornedin; 20 nm’den daha kiiciik boyutlu manyetik
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nanopartiktller, DNA molekdullerinin tanisinda kullanilabilirler [153]. Tani
mekanizmasi, manyetik  nanopartikillerin  molekller hedeflere
baglanmasi ve bodylece proton relaksasyon oraninda degisimin
indiklenmesi ile gerceklesir. Bu teknik, manyetik rezonans goérintileme
teknigine benzer bir tekniktir [154].

2.8.6. Manyetik Cimbizlar

Manyetik cimbizlar, DNA ya da RNA molekdllerini ydnlendirmede
kullanilan ileri bir tekniktir. Manyetik cimbizlarda, cam ylzeyin bir ucuna
DNA zincirleri diger ucuna da slperparamanyetik boncuklar
tutturulmustur [156-157]. Manyetik boncuklar, molekdllerin
yonlendirilmesinde kontrol saglarlar ve molekiller arasi etkilesimler
arastinlir [150]. Manyetik alan kullanilarak DNA molekiline lineer ya da
torsiyonal kuvvetler uygulanabilir ve molekilin elastikligi arastirilabilir
[158].

2.8.7. Manyetik Hiicre Ayirma ve Saflastirma

Metastaz arastirmalarinda; bazen timér hlcre populasyonlarinin,
periferal kan ya da kemik iligi gibi diger hiicre karisimlarindan ayiriimasi
gerekir. Manyetik boncuk ayirma teknolojileri bu amag dogrultusunda
kullanilmak Gzere son yillarda oldukga populer hale gelmistir.
Imminomanyetik ayirma ydntemleri; kiicik manyetik partikillerin
antibadi, lektin ve benzeri molekdller vasitasi ile hiicrelere baglanmasi
temeline dayanir. Degisik hiicre popllasyonlari manyetik bir alan
icerisine yerlestirildiklerinde, manyetik boncuklar ile konjuge edilmis bu
hicreler miknatis ile etkilesime girerler ve isaretlenmemis hlcrelerden
ayrilirlar.

Heterojen hiicre populasyonu icerisinde eger istenen hicre tipini
taniyacak ve hucre ile etkilesime girecek herhangi bir antibadi mevcut
degil ise, hlicreler bu durumda “negatif hlicre ayrimi” yontemine gore
siniflandirilabilirler. Bu ydéntemde, istenmeyen tim hicre tipleri
immunomanyetik olarak isaretlenirler ve bu durumda birden fazla
antibadi cesidini iceren bir antibadi kokteyli gerekebilir. Isaretleme

prosedlru, pozitif ayirma prosedurinin aynisidir ancak bu defa hucre
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populasyonu icerisinde isaretlenmemis olan fraksiyon alikonur ve isaretli
hicreler uzaklastirihr.

Ticari olarak mevcut olan birka¢c manyetik boncuk cesidi vardir,
bunlardan bir kismi hicre ayirimi ve siniflandirma amacl, digerleri de
molekillerin (6zellikle nikleik asitlerin) saflastirilmasi amacina yoénelik
olarak tasarlanmistir. "Dynal” ve "MACS”, bu sistemlere 6rnek verilebilir
[159].

2.9. Hedeflendirme Stratejileri

Kanserin glndmuizde hala o&limcil bir hastallk olma 6zelligini
surdirmesi nedeniyle; kanser-spesifik belirteglere dayali hedefe yonelik
terapinin oncullik ettigi kisiye-yonelik tedavi anlaminda erken kanser
tani ve tedavi prosedirlerinde yeni yaklasimlarin gelistiriimesine ihtiyag
duyulmaktadir. Saglikh dokulara etkiyen ve istenmeyen toksisitenin
sinirlandinimasi  ve tumor-igi ilag konsantrasyonlarinin artiriimasi
amaciyla aktif ve pasif hedeflendirme konulari nanomateryallerin son
arastirma konularindan bir tanesi olmustur [160]. Hedeflendirme
ajanlarinin kullanildidi nanomateryallerin, birer tasiyici sistem olarak,
konvansiyonel antikanser ilaglarinin karsi karsiya kaldigi sulu ortamda
¢6zinmeme, kandan ve dolasimdan hizli klirens, segicilikten yoksun
olma gibi sorunlarin Ustesinden gelebilecedi distnltlmektedir [161-
162].

2.9.1. Pasif ve Aktif Hedeflendirme

Bircok nanopartikilin, timér kan damarlarinin  patofizyolojik
karakteristikleri nedeni ile timér iginde birikmeleri beklenir. 2 mm?>den
blylik hacme sahip ve aktif olarak buyldyen timoérlere besin
maddelerinin aktariimasi diflizyon ile sinirli kalmakta ve oksijen ve besin
maddelerinin aktarilmasi igin yeni kan damari olusumuna gereksinim
duyulmaktadir [163]. Tamamlanmamis tUmdr vaskllarizasyonu; timor
tipine bagh olarak kavsak aciklik bosluklari 100 nm’den 2 pym’ye kadar
genislemis olan sizdiran damar vyapilar ile sonuglanir ve bdylelikle

makromolekiller timor araliklarindan kolayca gecebilirler [164-166].
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Tumorler ayrica normal dokulardan daha ylksek retansiyon suresine
sahiptir, cunkl iyi-belirlenmis lenfatik sisteme gereksinim duyarlar
[167-168]. Bu 0Ozellikler, pasif hedeflendirme icin  6nemli
mekanizmalarin tesis edilmesini saglayan “EPR Etkisi” adi verilen ve
“Arttirilmis Gegirgenlik ve Retansiyon Etkisi” olarak ifade edilen etkilerin
olusmasini ve timor araliklarinda nanopartikillerin selektif bir sekilde
birikmelerini sadlarlar. Doksorubisin aktarimi icin sentezlenmis PEG
kapli lipozomal bir sistem olan Dox-il® ve meme kanseri tedavisi icin
hazirlanmis albimin-bagh paklitaksel nanopartikillerden olusan
Abraxane®, kanser tedavisi icin tasarlanmis Amerikan Gida ve ilag
Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis nanotasiyici-bazli ilaglara birer
ornek olarak verilebilir. Bu ajanlar; konvansiyonel serbest anti-kanser
ilaglarina gére 100 kat daha uzun yarilanma suresi ile vicutta daha
uzun sure sirklle olurlar ve eszamanli olarak sistemik toksisitenin de
azalmasina neden olurlar [169-173]. Fakat bununla birlikte pasif
hedeflendirmenin igerdigi birgok sinirlama nedeniyle yeterli bir yaklasim
olmadigi duslinidlmektedir. EPR etkisi kullanilarak kanser hicrelerinin
hedeflendirilmesi tim timorler igin gergeklestirilmesi uygun olmayan bir
durumdur ¢lnkl, timor vaskilarizasyon derecesi ve gozenekliligi timor
cinsine ve durumuna go6re dediskenlik gosterebilir [174]. Ayrica
nanopartiklller ile opsoninler arasindaki etkilesimi 6nlemek, hicre
yuzeyleri ile nanopartiklller arasindaki etkilesimleri azaltabilmek igin
PEG ile kaplanmis yulzeylerin kullaniimasi 6ngdrilmektedir [175-178].
Kontrol ve hedeflendirme yapilmadan uygulanan yaklasimlar, ilaglarin
hicre sinirlari disina kagmasini ya da hicre disinda kalmasini ve kanser
hiicrelerinin bircok ilaca karsi direnc gelistirmesini ("Goklu Ilag Direnci”,
MDR) induiklemekte ve terapétik etkileri kaginilmaz olarak ortadan
kaldirmaktadir [179].

Tum bu sinirlamalarin  Ustesinden gelebilmek amaci ile uygulanan
yaklasimlardan bir tanesi, hedeflendirme ajanlarinin nanopartikul
ylzeylerine immobilize edilmesi, bir baska deyisle badglanmasi,

tutturulmasidir. Hedeflendirme  ajanlarinin immobilize  edildigi
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nanopartiklller, hedef hlicrelere ligand-reseptor etkilesimleri lizerinden
baglanabilir ve boylelikle reseptdr-aracili endositoz ve hiicre igerisine
ilag salimi indiuklenmis olur. Ideal durumda etkin baglanma ve
internalizasyon igin reseptoérlerin normal hicrelere gére sadece
hedeflendirilmis kanser hicrelerinde bulunmasi ve hedeflendirilmis tim
kanser hiicrelerinde homojen dagilimli olmasi gerekmektedir [180]. Bu
hedeflendirme stratejisi yuksek spesifiklikte hedefleme ve segici tasinma
etkinligini basarili, spesifik-olmayan baglanma ve c¢oklu ilag direnci

mekanizmasini zayif kilmaktadir [181].

Cizelge 2.2. Onaylanmis ya da klinik gcalismalari hala devam etmekte

olan nanopartikil-bazh bazi ilaglar

Ticari Adi Platform Hedeflendirme Aktif Endikasyon
Ligandi Farmasotik
Igerik
Hedeflendirme Ligandi Tasimayan Nanopartikiiler Sistemler
DaunoXome Lipozom Daunorubisin Kaposi sarkom
Myocert Lipozom Doksorubisin Tekrarlayan meme
ve over kanseri
kombine tedavisi
Doxil/Caelyx PEG- Doksorubisin Tekarlayan meme
Lipozom ve over kanseri ve
kaposi sarkom
Onco TCS Lipozom Vinkristin Agresif seyreden
non-hogkin
lenfoma
Abraxane Albumin- Paklitaksel Metastatik meme
bagh kanseri
paklitaksel
nanopartikal
Genexol-PM PLA-PEG Paklitaksel Metastatik meme
misel kanseri
Hedeflendirme Ligandi Tasiyan Nanopartikiiler Sistemler
CALAA-01 Siklodekstrin  Transferin SsiRNA Kati timor
iceren
polimerik
nanopartikdl
MBP-426 Lipozom Transferin Oxaliplatin Gastrik, 6zofagiyal
adenokarsinoma
MCC-465 Lipozom Insan Ab GAH Doksorubisin Metastatik mide
F(ab"), fragmani kanseri
BIND-014 PLGA-PEG PSMA-spesifik Doksataksel Kati timor
nanopartikil  peptid
SOT53-01 Lipozom Transferin p53 geni Kati timoér
reseptor-spesifik
scAb

GUnumuzde; transferin reseptdrlerine hedeflendirilmis, lipozom

icerisinde platin-bazli oksaliplatin iceren, yine transferin reseptérlerine
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hedeflendirilmis siklodekstrin-iceren siRNA yUklli nanopartiklller ya da
prostat-spesifik membran antijenlerine (PSMA) hedeflendirilmis,
dosetaksel iceren polimerik nanopartikiller gibi bircok secici tasinma
sisteminin klinik calismalari yaruttilmektedir. Cizelge 2.2'de onaylanmis
ya da klinik calismalari halen devam etmekte olan nanopartiktl-bazli
bazi ilaclarin listesi sunulmustur [162]. Ligand-aracili hedeflendirme
teknolojileri insan saghgi Gzerinde henliz hatiri sayilir dizeyde klinik etki
yapmamis olsa da, yakin gelecekte hedeflendiriimis nanopartikdl
orneklerinin gelistirilmesi kliniksel dénisim acgisindan mumkuin olacaktir
[182].

2.9.1.1. Hedeflendirilmis Terapi ve Goriintileme Igin

Multifonksiyonel Nanopartikiiller

Nanopartikullerin multifonksiyonel ozellikleri, kanser-spesifik
goéruntileme ve terapdétik ajanlarinin aktariminda benzersiz avantajlar
sunar [12]. Terapi ya da tani amach kullanilabilecek birgok ligand, genis
nanopartikll ylzey alani boyunca tek bir nanopartikll sistemi igerisine
yerlestirilebilir. Multivalen hedeflendirme, partikilin hedef hicreye
baglanma afinitesini arttirir [183]. Manyetik demiroksit
nanopartiktllerin, MRI kapsaminda tani kapasiteleri acisindan
dederlendirildiklerinde teranostik ajan olarak kullanimlarinin uygun
oldugu gosterilmistir. Hedeflendirme ajanlarinin (antibadiler, peptidler,
kliglik molekiller ya da aptamerler gibi), kombine fonksiyonellestirme
yaklasimi ile floresan boyalar, genler ya da ilaglar ile konjuge edilmesi
ile ylzey modifikasyonlari gergeklestirilebilir ve fonksiyonellikleri
arttinllabilir [184-187].

2.9.2. Hedeflendirme Ajani Tipleri

Hedeflendirme ajanlari  proteinler (temel olarak antibadiler ve
fragmanlar), peptidler, nitkleik asitler (aptamerler), klglk molekdller
ya da digerleri (vitaminler ya da karbonhidratlar) olarak siniflandirilirlar.
Monoklonal antibadiler (mAbs) nanopartikillerin hedeflendiriimelerinde

yaygin bir bicimde tasiyici molekdiller olarak kullaniimalarina ragmen,
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boyutlarinin blylk olmasi ve nanopartiklllere konjuge edilmelerinde
yasanan zorluklar ve kisitlamalar kullanimlarini zayiflatmaktadir. Bu
amacla peptidler de dahil olmak Uzere daha klguk boyutlu ligandlar son
zamanlarda cok daha bilylk ilgi odagr haline gelmistir. Bu nedenle
multifonksiyonel nanopartikil tasariminda kullanilabilecek antibadi-bazl,
peptid-bazli, kliclik molekll-bazli, aptamer-bazli hedeflendirme
stratejilerinin potansiyel faydalari ve dezavantajlari detayl bir sekilde

incelenmigstir.
2.9.2.1. Antibadi-bazli Hedeflendirme

Hedeflenmis ligand gelistirme yaklasimi son bir kag on yillik strede
antibadi sinifina odaklanmistir. Tek bir molekilde iki epitop baglanma
bdlgesinin bulunmasi, oldukga yliksek segicilik imkani ve hedeflenecek
molekile baglanma afinitesini artirma olanagi sunar. Non-hogkin
lenfoma tedavisi igin Rituksimab (Rituxan®), meme kanseri tedavisi icin
Transtuzumab (Herceptin®), anjiyogenezin inhibisyonu igin
Bevacizumab (Avastin®) ve ileri kolorektal kanser tedavisi igin
Setuksimab (Erbitux®) terapoétik antibadiler olarak gelistirilmis ve FDA
tarafindan onaylanmistir [188-191]. Bununla birlikte; boyutlar buyilk,
dretimleri pahalidir ve belli dizeyde seriden seriye Uretimde bazi
farkliliklar  sergileyebilmektedirler. Antibadilerin potansiyel olarak
immuinojenik yaniti tetikleme olasiliklari vardir. Immunolojik yaniti
tetikleme olasiliklarini  azaltabilmek amaciyla, antibadi alaninda
gerceklestirilen teknik gelismeler kimerik, fragmanlarina ayrilmis ya da

insana uyumlu antikor tretimi ile sonuglanmistir.

Hadjipanayis ve arkadaslari; glioblastomanin hedeflendirilmis terapdtik
tedavi ve goéruntilemesinin gergeklestirilebilmesi amaciyla anti-
epidermal blylime faktéri reseptér (EGFR) delesyon mutant
antibadilerinin  kullanildigi  demiroksit nanopartiktller Gretmislerdir
[192]. EGFR varyant III (EGFRVIII) delesyon mutanti, spesifik olarak
malign glioma hiicrelerinde eksprese olur fakat normal beyin

hicrelerinde olmaz. Saflastinlmis tavsan poliklonal antibadilerinin
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amfifilik triblok kopolimer kapli demiroksit nanopartiklllere kovalent
baglanmasi ile, glioblastoma-hedeflendiriimis kararli teranostik ajan
(EGFRVIIIAb-IONPs) elde edilmistir. Bu teranostik ajan; beyin
icerisindeki intratimaral ve peritimoral bdlgelere, terapdétik ajan iceren
bir sivi ile sekillendirilen basin¢ gradiyenti altinda surekli bir enjeksiyon
yéntemi olarak uygulanan “konveksiyon gelistirilmis aktarim (CED)”
yolu ile etkin bir sekilde iletilmistir [193]. Intravendz uygulamadan
sonra CED genellikle nanopartikillerin  karaciger, dalak ya da
dolasimdaki makrofajlarda tutulmalarini  engeller ve kan-beyin
bariyerinin gegilmesine yardimci olur, ki bu nedenle malign gliomalarin
tedavisinde tedavi edici ajan olarak kullanimlari artmis ve

yayginlasmistir [194-196].

Wei, Gao ve arkadaslari; prostat kanserinin hedeflendirilmis tedavi ve
gérunttlemesinin gergeklestirilebilmesi amaciyla tek zincirli anti-prostat
kdk hicre antijen antibadisi kullanmiglardir [197]. Prostat kdék hlcre
antijeni, az miktarda normal prostat hilcrelerinde ve c¢ok miktarda
prostat kanseri hucrelerinde eksprese olan prostat-spesifik glikozil
fosfatidil-inozitol-bagh bir glikoproteindir [198]. Tek zincirli anti-prostat
kdk hlcre antijen antibadisi; anti-prostat kdk hlicre antijen antibadisinin
merkaptoetilenamin kullanilarak fragmanlarina ayrilmasi vyolu ile
hazirlanmistir. Daha sonra maleimid-PEG-karboksil (MAL-PEG-COOH)
molekadlleri antibadi fragmanlarina baglanmistir. Dosetaksel
molekdllerinin amin terminal ugtan polilaktik-ko-glikolik asit molekdulleri
ile  baglanarak SPION'lara hapsedilmesi vyolu ile olusturulan
multifonksiyonel polimerik tasiyict sisteme, maleimid-PEG-COOH
molekilleri baglanan antibadi fragmanlarn kovalent bag aracilidiyla
immobilize edilmistir. Dinamik Isik Sagilmasi yéntemi ile hazirlanan bu
sistemin boyutu 147 nm olarak belirlenmis ve polimerik matriks
icerisindeki superparamanyetik demiroksit ve dosetaksel miktarlar
adirlikca sirasi ile %23 ve %6.02 olarak saptanmistir. Elde edilen

sonuclar; hazirlanan bu tasiyici sistemin, MRI'de kontrast ajani olarak
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ve terapoétik etkilerin gercek-zamanli monitorizasyonunda ve prostat-

hedeflendirilmis goriintilemede kullanilabilecegini gosterilmistir.

Imminolipozomlar (antibadi ile hedeflendiriimis lipozomlar), kolay
hazirlanabilir olmalari ve hem hidrofilik hem de hidrofobik terapoétik
ajanlari enkapstlile edebilme o&zellikleri nedeniyle hedeflendirilmis ilag
aktariminda yaygin olarak kullanilan farmasdétik tasiyicilardir. Wu ve
arkadaslari, anti-c-Met antibadisi kullanarak akciger kanserine in vivo
hedeflendirilmis immudnolipozom gelistirmislerdir [199]. Hepatosit
bliylime faktori reseptori (c-Met) kiglk hicreli olmayan akciger
kanseri hastalarinin %25‘inde ¢ok fazla sayida eksprese olmaktadir ve
bu proteinin aktivasyonunun kanser hicrelerinin proliferasyonunu,
goclinl ve invazyonunu tetikleyici etkenlerden biri oldugu rapor
edilmigtir [200-201]. Wu ve arkadaslari, bu amaca ydnelik olarak
hedeflendirilmis terapoétik tasiyici sistem ve goérintlileme problar
hazirlamiglardir. Ilk olarak; anti-c-Met tek zincirli dedisken bdlge
fragman (scFv) antibadisi faj gosterim ydntemi ile belirlenmis ve sistein
artiklari, maleimid-modifiyeli PEG-terminalli lipozomal doksorubisin ile
birlestirilmistir. Elde edilen lipozomal-doksorubisin terapdtik tasiyic
sistem olarak kullanilmistir. Hedeflendirilmis tani araglarn hazirlamakta
ayrica inorganik kuantum noktalarindan da yararlanilmistir. Hepatosit
blyime faktorl reseptdri ekspresyonunun timor hicrelerinin yanisira
anjiyogenik endotelyumda da belirmesi nedeni ile; ikili hedeflendirme
yaklasimi ile, timor blylmesinin inhibe edildigi ve anjiyogenezin
onlendigi fare zenograft modellerinde gosterilmistir. Bu model ile kati
timore in vivo olarak selektif aktarim gergeklestirilebildiginden dolayi,
akciger kanserine hedeflendiriimis teranostik ajan olarak potansiyel

kullanim olanadi tasidigi bildirilmistir.
2.9.2.2. Peptid-bazhh Hedeflendirme

Peptidler; boyutlarinin klglk olmasi, imminojenitelerinin disik olmasi
ve dusuk maliyetlerle kolay Uretilebilir olmalari sebebi ile cazip

hedeflendirme molekdlleri olarak kabul edilirler [202]. Peptid-bazl
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hedeflendirme ligandlari bircok yontem ile belirlenebilir. Genel olarak,
ilgilenilen proteinin baglanma bdlgelerinden elde edilirler. Faj gosterim
teknikleri de peptid-hedeflendirilmis ligandlarin  belirlenmesinde
kullanilabilirler. Faj goésterim teknolojisinde; hedeflendirilmis cesitli
peptid sekanslari faj gdsterim kitliphanelerinde (yaklasik olarak 10!
farkli sekans) bakteriyofajlar tarafindan olusturulurlar ve hedef peptidler

baglanma deneyi ile segcilirler [203].

Integrin baglanma afinitesi bulunan cilengitide, kigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri ve pankreas kanseri tedavisinde kullaniimak (zere evre
IT klinik galisma asamasinda arastirmalari devam etmekte olan bir siklik
peptid’'dir [204].

Ileri safha kati timér ve non-hogkin lenfoma tedavisi icin vaskiler
endotelyal buylime faktér (VEGF) reseptérid II antagonisti olan
Angiocept bir adnektindir ve 2006 yilinda evre I klinik calismalari
baslamistir. Adnektinler; antijenlere baglanma kapasiteleri olan genetik
olarak islenmis proteinlerdir, monobadiler olarak da aniimakla birlikte
antibadilerin bir parcasi dedildirler ancak mimetik antibadiler olarak

kabul edilebilirler.

Peptidlerin; hedef molekillere baglanma afinitelerinin disik olmasi ve
proteolitik ayrilma hassasiyeti tasimalari gibi gesitli dezavantajlar
olmakla birlikte, bu olumsuzluklarin peptidlerin multivalen olarak
gbsterilmesi yolu ile ya da D-amino asitler kullanilarak sentezlenmeleri
yolu ile iyilestirilebilecegi duslinilmektedir. Peptidler son zamanlarda
hedeflendirilmis terapi ve goérintlileme amacina ydnelik hazirlanan

multifonksiyonel nanopartiktllerin Gretiminde kullaniimaktadirlar.

Medarova ve arkadaslar; insan meme kanseri hicrelerine spesifik
olarak siRNA tasiyan ve eszamanli olarak siRNA aktarim prosesini non-
invazsv  goéruntileyen meme timori-hedeflendirilmis  nanoilag
sentezlemisglerdir [205]. Bu nanoilag; MRI igin SPION, yakin-kiziltesi
optik goruntlleme icin Cy5.5 floresan boya ve timdr-spesifik anti-

apoptik gene hedeflendirilmis siRNA'dan olusmaktadir. Manyetik
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demiroksit nanopartiktller; optik gorintileme imkani ile optik floresan
boyalar ile kombine olarak multimodel gérintileme problar olarak
yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Tumor-iligkili musin-1  (uMUC-1)
antijen; insan meme kanserlerinin yaklasik %90‘inindan ve tim kanser
tiplerinin yaklasik %50’sinden fazlasinda yuksek oranda eksprese
oldugundan, arastirmacilar selektif timoér hedefleme amac ile
nanoilaglari uMUC-1-hedeflendirilmis EPPT sentetik peptidleri (Glutamin-
Prolin-Prolin-Treonin) ile dekore etmislerdir [206]. Ylzeyinde amin
fonksiyonel gruplari olusturulmus ve capraz bagli dekstran ile ylzeyi
kaplanmis SPION’lar hazirlanmis ve nanopartiklllerin  Cy5.5 ile
etiketlenmistir. Daha sonra; tiyol-modifiyeli, FITC ile isaretlenmis EPPT
peptidleri ve siRNA, MN-Cy5.5 ile, heterofonksiyonel bir capraz-baglayici
olan N-sliksinimidil 3-(2-piridiltiyo) propionat (SDDP) aracilidiyla
baglanmistir. Siperparamanyetik ve floresan 6zellikler sergileyen, terapi
ve tani amagh kullanilan bu nanoilag, daha sonra meme timoérla farelere
intraven6z enjeksiyon yolu ile verilmis ve T2 MRI ve yakin-kizilétesi
optik goruntileme yéntemleri ile timoér gérintlileme gergeklestirilmistir.
Sonug olarak; tumoér-hedeflendirilmis, goérintlileme kapasiteli bu
nanoilacin, MRI esliginde timor tedavisinde kullanilabilme potansiyeli

tasidigi bildirilmistir.

Ruoslahti ve arkadaslari; hedef tumérid bulabilen nanopartikiler
sistemler ile ilgili yararh bilgiler vermislerdir [207]. Sistem; tumor
damar duvarlarn ya da timor stroma etrafindaki pihtilasmis plazma
proteinlerini taniyabilen ve ayni zamanda lokalize timo&r pihtilagsmasini
indikleyebilen CREKA (sistein-arjinin-glutamikasit-lizin-alanin) peptid
temeline dayandinimistir [208-210]. Floresan etiketli peptidler, amino
dekstran-kapli demiroksit nanopartiktller Gzerine immobilize edilmigtir
ve in vivo deneyler icin her bir nanopartikil basina en az 8000 peptid
molekill olacak sekilde hazirlanmistir. Nanopartikillerin hedef boélgeye
ulasmalarindaki en &nemli engellerden bir tanesini olusturan RES
blokajini diisiirebilmek amaci ile, Ni*? selate edilmis lipozomlar, yaniltici
partiklller olarak, hazirlanan nanosistemden &énce enjekte edilmistir.
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Genel anlamda; SPION’lar, intravendz uygulama sonrasinda, RES
tarafindan karaciger, dalak, lenf ve kemik iliginde spesifik-olmayan bir
sekilde fagositoza ya da endositoza udrarlar. CREKA-nanosistem
uygulamasindan sonra ise, nanopartiktllerin timér damarlarinda
lokalize oldugu ve cok azinin karacigerde biriktigi gosterilmistir. TUmor-
hedeflendirilmis nanopartikillerin, fibrinler tarafindan olusturuldugu
tahmin edilen pihti ag o6rgidst boyunca dadildigi goérilmis ve
nanopartiktllerin pihti derinliklerine infiltre oldugu bildirilmistir. SQUID
ile timdér manyetizasyonu analiz edilmis ve elde edilen veriler
dogrultusunda, CREKA-nanosistem uygulamasindan énce enjekte edilen
heparinin, intravaskller pihtilasma eliminasyonu ile nanopartiklllerin
timorlerde birikmesini %50 oraninda azalttigi gdsterilmistir. Bu
nedenle; hazirlanan nanopartiklil sisteminin timér damarlarina
baglanmasinin pihtilasma aktivitesi gerektirmedigi fakat bununla birlikte
intravaskuler pihtilasmanin daha fazla nanopartiklli timoér bdélgesine

cektigi bildirilmistir.
2.9.2.3. Kigiik Molekiil-bazlh Hedeflendirme

Kidguk-molekuller; son derece cesitlilik sergileyen 6zellik ve yapilari ile
ve Uretim maliyetlerinin dlstk olmasi ile hedeflendirme ajanlar olarak

cok buylk potansiyel tagsimaktadirlar.

Hedeflendirme ajani olarak Gzerinde en vyaygin c¢alisilan kiguk-
molekillerden bir tanesi folik asit yani folat’tir. Folat, suda ¢6zlinebilen
B6 vitaminidir ve 6zellikle embriyonik gelisimde hizli hicre bélinmesi ve
blyimesinde insanlar icin gereklidir. Kanserlerde tumor hicreleri
Uzerinde folat reseptérleri cok fazla eksprese olur ve folat reseptdrlerine
baglanma afinitesi (Kd = 10° M) oldukca yiiksek olan folat,
hedeflendirilmis terapide goérintlileme ve terapdtik ajanlarin aktarimi
icin 6nemli bir rol oynar. Folat, teranostik ajanlarin hedeflendirilmis
aktarimi igin Uretilen inorganik nanopartikll ya da ilag tasiyici sistemler

ile kombine edilerek kullaniimaktadir.
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Karbonhidratlar; lektin gibi, hlcre ylzey reseptorlerini selektif olarak
taniyan kugUk-molekll hedeflendirme ligandlarinin bir baska sinifini
olusturmaktadir [211]. Glikoproteinlerden terminal sialik asit artiklari
uzaklastirildiginda, geriye kalan proteinlere “asyaloglikoproteinler”
denmektedir. Asyaloglikoprotein reseptérleri (ASGP-R), hicre basina
500,000 reseptdr gibi cok yliksek bir yodunlukta olmak lzere sadece
hepatositler lzerinde mevcuttur ve galaktoz, mannoz, arabinoz gibi
karbonhidratlara hizla baglanabilme 06zelligi gdsterirler ve karaciger-

hedeflendirilmis in vivo ilag aktariminda etkin rol oynarlar [212-215].

Riboflavin, htlicresel metabolizma acgisindan esansiyel vitaminlerden bir
tanesidir ve riboflavin tasiyici protein metabolik olarak aktif olan
hicrelerde oldukca artis gostermektedir [216-217]. Bu nedenle;
endojen bir riboflavin tasiyici protein ligandi olan flavin mononukleotid,
metabolik olarak aktif olan kanser ya da endotel hicreleri agisindan
kiguk-molekul hedeflendirme ligandi olarak kullaniimistir. Kiessling ve
arkadaslari, flavin mononukleotid kapl ultra kiglk sUperparamanyetik
demir oksit nanopartikiller (USPION) sentezlemisgler ve bu partiktlleri
kanser tanisi icin MRI/optik dual problar olarak kullanmiglardir [218].
2.9.2.4. Aptamer-bazh Hedeflendirme

Aptamerler, hedef molekillere ylksek spesifiklikte baglanma 6zelligine
sahip genellikle 15-40 baz uzunlugunda kiglk nikleik asit ligandlandir
[219]. Aptamer seleksiyon prosesi, faj gosterim prosesininkine benzer
bir yaklasim ile ve SELEKS “Exponansiyel Zenginlestirme ile Sistematik
Ligand Gelistirme” adi verilen yéntem ile belirlenir [220]. Yaklasik 10%*
random oligontkleotid kltliphanesinden, hedef moleklllere yuksek
afinite ve secicilikte baglanabilme 6zelligine sahip aptamerlerin segimi
gerceklestirilir. Aptamerlerin; antibadilere gére boyutlarinin klguk
olmasi (yaklasik 15 kDa), distk immiunUjenite sergilemeleri, seriden
seriye farklilik géstermeyecek sekilde ve kolay sentezlenebilir olmalar
gibi birgcok avantajlari mevcuttur. GUnumulze kadar yaklasik 200

aptamer izole edilmistir [221-222]. VEGFi¢5 —hedeflendirilmis aptamer
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olan pegaptanib; neovaskiller makiler dejenerasyon tedavisi icin FDA
tarafindan 2004 vyilinda onaylanmistir. Nukleolin-hedeflendirilmis
aptamer olan AS1411, klinik calismalarda evre II asamasindadir [223-
225]. Nikleaz bozunmasi nedeniyle aptamerler kandan hizlica
temizlenirler ve 2’-florin pozisyonuna pirimidin modifikasyonu ya da PEG
ile kimyasal modifikasyon gercgeklestirilerek bu olumsuzluk giderilmeye
ve farmakokinetik Ozellikler ve biyoyararlanim iyilestirilmeye calisihr
[226]. Hedeflendirilmis aktarim icin en iyi karakterize edilen aptamerler,
ekstraseliler domeyn PSMA’ya karsi secgilen 2’-floro-piridin-RNA
aptamerleri'dir [227]. Son glnlerde; 3’ ucu, siRNA'nin antisens dizisine
yonelik komplementer nikleotid sekansi iceren PSMA aptamer-siRNA

kimerik sistemi Uretilmistir [228].

Ellington ve arkadaslan tarafindan; spesifik “tasiyici” ve yapisal ig
Ozellikleri altin nanopartikiller ile konjuge edilerek gergeklestirilen
calismalar ile belirlenen anti-EGFR aptamerler, son yillarda siklikla
kullanilmaya baslanmistir [229]. Yapilan calismada; EGFR spesifik
aptamerler, RNA havuzlarindan 12 déngl sonrasinda elde edilmis ve J18
aptamerleri 20 nm boyutundaki altin nanopartiklller ile konjuge
edildikten sonra, A431 kanser hicreleri ile etkilestirilmistir. Akim
sitometri ve floresan mikroskop analizleri; reseptdr-spesifik ntkleik
asitlerin, altin nanopartiklllerin spesifik-olmayan absorpsiyon ve
internalizasyonunu bloke ettigini ve terapi esnasinda karsilasilan bu

kronik dezavantaji ortadan kaldirdigini bildirmislerdir.
2.9.2.5. Digerleri

Hedeflendirilecek geni eksprese eden organ ve spesifik dokulara
intraseliler aktarrm yapma gereksinimi memelilerde siRNA'nin
kullanimini baglatmistir. siRNA'nin tek basina hicrelere génderimi; bu
molekillerin dolasim sistemindeki ntkleazlar ile parcalanmasi ve
dolayisiyla hedef organ, doku ve hiicrelere siRNA molekullerinin
ulasamamasi ya da istenen oranda hicre icine alinamamasi gibi

zorluklar barindirmaktadir. Bu nedenle c¢esitli tasiyici sistemler ile
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konjuge edilerek hedef bodlgeye aktarimi son yillarda Uzerinde calisilan
konulardandir. Insanlarda siRNA-aracili gen susturma calismasinin ilk
gosterimi Davis ve arkadaslan tarafindan hedeflendirilmis nanopartikdil
tasiyicr sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir [230]. Bu sistemde,
malign hicrelerde artis gosteren transferrin reseptdoriine baglanmasi
istenen hedeflendirme ligandi olarak insan transferrin proteini
kullanilmistir [231]. Nanopartikiller; sterik kararliigin saglanabilmesi
icin siklodekstrin iceren katyonik polimerlerden ve hedeflendirmenin
gergeklestirilebilmesi amaci ile de transferrin ile konjuge edilmis PEG
yapisindan hazirlanmistir.  Ribonukleaz rediktaz ekspresyonunu
azaltmak igin tasarlanan nanopartiktller SiRNA aktarimi

gerceklestirmislerdir [232].

Bir N-asetil D-glukozaminaz ve D-glukuronik asit kopolimeri olan
hyalGronik asit, cesitli timorlerde yuksek oranda eksprese olan CD44
proteinlerine baglanabilen bir makromolekildir [233-235]. Zhou ve
arkadaglari bu hedeflendirme ligandini kullanarak; kanser hucresinin
hedeflendirilmesi, floresan goérintileme ve kombine kemo-fototermal
tedavi ile es zamanlh olarak sicaklik élgimu yapabilecek termo-duyarl
hibrid nanojeller gelistirmislerdir [236]. Klresel hibrid nanojel; gumdus
nanopartikll etrafinda termo-duyarli lineer olmayan PEG-bazli hidrojel
kaplama, hyalironik asidin ylzey Uzerine immobilizasyonu (PEG
oligomerleri ile hyalironik asit arasinda hidrojen baglari ile) ve son
olarak hibrid nanojele tetrakloroaurat ilave edilmesi ile gimus-altin
bimetalik c¢ekirdek olusumu modeli ile hazirlanmis ve nanojellerin
sinerjistik etki ile kombine terapide yliksek terapotik etki gosterdigi
bildirilmistir.

2.9.3. Nanopartikiiler Tasiyici Sistem Tasarimi igin Fonksiyonel

Ajanlarin Konjugasyon Teknikleri

Nanopartikil  ylzeylerine  hedeflendirme  ajanlarinin, terapotik
molekdllerin ya da kontrast ajanlarinin konjuge ya da immobilize

edilebilmesi icin genis spektrumlu kimyasal yaklasimlar sézkonusudur.
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Bu yontemler; konvansiyonel yontemler [direk konjugasyon, badglayici
molekil (ya da uzatma kolu) kimyasi, fiziksel etkilesimler], klik kimyasi
ve hibridizasyon yoéntemleri olarak siniflandirilabilir. Hedeflendirilmis
ligand konjugasyonunda temel amag, nanopartikille immobilize
edildikten sonra fonksiyonelligini kaybetmeden hedef molekile
baglanmasini saglamaktir. Ornedin antibadi molekiilleri, aktif baglanma
bolgeleri dikkate alinmadan nanopartikillere immobilize edildiginde,
fonksiyonel bdlgeleri inaktive olur ve dolayisiyla hedeflendirme
ozellikleri azalr. Ilaglar ve siRNA gibi terapétik konjugasyon ajanlari;
terapotik  etkilerini gbsterebilmeleri agisindan, seliler alim
gerceklestikten sonra yani hicre igine girdikten sonra nanopartiktler

sistemden ayrilacak ya da salimi gergeklesecek sekilde tasarlanmalidir.
2.9.3.1. Konvansiyonel Yontemler
2.9.3.1.1. Direk Konjugasyon

Direk reaksiyon stratejileri; nanopartiklllerin ylzeylerinin amin, aldehid,
aktif hidrojen ve benzeri gruplar ile fonksiyonellestirilmesini kapsar.
Nanopartikul ylzeylerindeki fonksiyonel gruplar, cogunlukla
nanopartiklllerin sentez basamaklari sirasinda uygulanan vylzey
kaplama tabakasina baghdir. Bu stratejiler 6zellikle floresan boyalarin,
ntkleer goéruntileme amach selatérlerin ya da ilaglarin konjuge
edilmesinde uygundurlar. Genel olarak konjugasyon dncesi herhangi bir
modifikasyon yapilmayan antibadi-bazli ya da peptid-bazli
hedeflendirme ajanlari bu nanopartikillere karsi kendiliginden reaktif
degildirler. Bununla birlikte, ylzeylerinde maleimid gruplari barindiran
lipozomlar ve altin nanopartikiller, antibadi, peptid ya da
oligontkleotidler gibi tiyol fonksiyonel grubu barindiran biyomolekiller

ile direk olarak konjuge edilebilirler.

Amin gruplan ile fonksiyonellestiriimis nanopartiklller, floresein
izotiyosiyanat (FITC) ve Cy5.5 NHS ester gibi ticari olarak piyasada
mevcut olan floresan boyalar ile kolayca reaksiyona girerler. Gu ve

arkadaslari, floresan boya ile modifiye edilmis kitosan kapl manyetik
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nanopartikllleri, kanser hicresi etkin goérintileme problari olarak
tanimlamislardir [237]. Nanopartiklllerin optik isaretlenmesi, kitosanin
primer amin gruplari ile FITC'nin izotiyosiyanat gruplar etkilestirildikten
sonra, manyetik nanopartiklllerin ylzeylerinin FITC-isaretlenmis kitosan
ile kaplanmasi ile basarilmistir. Son yillarda; cyanin gibi yakin-kizil6tesi
floresan boyalar biyomedikal uygulamalarda en ¢ok kullanilan kontrast
ajanlaridir. Jon ve arkadaslari; kanser amagl in vivo dual gérintileme
problari gelistirebilmek amaciyla, nanopartikil ylzeyindeki karboksil
fonksiyonel gruplari iceren polimer kaplama materyali ile 2,2'-
(etilendioksi)bis-(etilamin) arasindaki reaksiyondan yararlanarak amin-
modifiyeli demiroksit nanopartiklller sentezlemislerdir [238]. Daha
sonra Cy5.5 NHS ester bu nanopartiklller ile eslestirilmis ve MRI ve
optik mikroskop ile timor in vivo olarak goériuntilenmistir. MRI ve yakin-
kizilétesi floresan goéruntileme teknikleri ile Cy5.5-isaretlenmis
nanoprobun kombine kullaniminin cerrahi rezeksiyon o6ncesi hastalik
bélgesinin haritalandiriimasina olanak saglayabilecegi ve ameliyat
esnasinda tumoér sinirlarint ayrintih - bir sekilde gdsteren floresan
gorintileme teknigi ile de gergek-zamanl goérintileme tekniginin

basari ile gerceklestirilebilecedi bildirilmistir [239].

Aldehid-fonksiyonellestiriimis  nanopartikiller, bir baska deyisle
yuzeyinde aldehid fonksiyonel gruplari olusturulmus nanopartikiller,
hidrazid grubu iceren fonksiyonel ajanlar ile hidrazon ligasyon kimyasi
aracihgiyla direk olarak etkilesebilirler. Dawson ve arkadaslari; hidrazon
ligasyon reaksiyonu ile timor-hedeflendirilmis multifonksiyonel viral

nanopartiktller sentezlemislerdir [240].

Hidrazid-fonksiyonellestirilmis nanopartiklller, karbonil grubu igeren
anti-kanser ilacglari ile konjuge edilebilirler. Misra ve arkadaslari; termo-
duyarli akilli  polimerler ile enkapslle edilmis manyetik ilag-
hedeflendirme tasiyici sistemi gelistirmislerdir [241]. pH-duyarhl ilag
salimi icin ilag taslyici sistemde hidrazon bagindan yararlanmislardir.

Manyetik nanopartiklllerin ylzeyi 3-merkaptopropionik asit hidrazid ile
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Fe-S kovalent bagi araciligi ile fonksiyonellestirilmistir. Kimyasal
baglanma, doksorubisinin karbonil grubu ile manyetik nanopartiktllerin
ylzeyindeki hidrazon bagi lGzerinden gerceklestirilmistir. Doksorubisin-
yukli manyetik nanopartiklller daha sonra termo-duyarl biyobozunur
bir polimer ile enkapsile edilmistir. Uygulamada; termo-duyarh
polimerin yikilmasi ve hidrazon bagdinin acilmasi sonrasinda ilag salimi
gerceklesmistir. Sicaklik ve pH degisiminin disaridan kontrol edilebilir
oldugu bu tasiyic sistem, ilag salim profili ile manyetik ilag

hedeflendirme sistemi olarak kullanima uygun bulunmustur.

Biyomolekdllerin lipozomal ylzeyler ile kaplanmasi, kompleks kaplama
basamaklari gerektirmeden fonksiyonel grup immobilize edilmis
lipozomlar ile gergeklestirilebilir. Tiyol-reaktif maleimid gruplan ile
fonksiyonellestirilmis lipozomlar, ticari olarak mevcut olan maleimid-
modifiyeli fosfolipidlerin lipozom hazirlama basamaklarinda kullaniimasi
ile hazirlanabilir. Immunolipozomlar; yaygin olarak maleimid-modifiyeli
lipozomlar ile tiyol fonksiyonel grubu iceren antibadi fragmanlar
arasindaki direk biyokonjugasyon yontemi ile sentezlenirler. Akciger
kanseri hedeflendirilmis ve anti-c-Met antibadisi kullanilarak Uretilen
lipozomlar; anti-c-Met scFv antibadisinin sistenin artiklar ile maleimid-
modifiyeli PEG-terminal uglu lipozomal doksorubisinin konjuge edilmesi
ile hazirlanmistir [199]. Bir baska calismada; Mulder ve arkadaslari,
integrin avp3-hedeflendirilmis, cekirdek yapisi kuantum noktalarindan
olusan paramanyetik lipid-kaph silika nanopartiktller ile yeni bir
kontrast ajan platformu hazirlamiglardir [242]. Kuantum noktalari, ters
misel yontemi ile silika kabuk ile enkapsiile edilmis ve silika ylzey
hidrofobik oktadekanol ile kaplanmistir. Fosfolipid karisiminin (PEG-
DSPE, maleimid-modifiyeli PEG-DSPE) ilave edilmesi ile lipid
monotabakalari ile gevrelenmis suda ¢6zunebilir kuantum
noktalari/silika elde edilmistir ve integrin-hedeflendirilmis multimodel

gbériuntileme problari hazirlanmistir.
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Altin  nanopartikdller, herhangi bir ek modifikasyona gereksinim
olmaksizin tiyol-modifiyeli fonksiyonel ajanlar ile konjuge edilebilirler.
Altin molekdlindn tiyol gruplarina karsi oldukca reaktif olmasi ve cok
glcld altin-stlftir bagi (Au-S) olusmasi nedeni ile, yilzeyinde tiyol
fonksiyonel gruplari barindiran birgok biyomolekdl ile altin nanopartikal
ylzeyine direk olarak immobilize edilebilir. siRNA gibi oligonlUkleotid-
bazli molekiller; daha sonra altin nanopartiklller ile konjuge
edilebilecek sekilde, kimyasal vyollardan genellikle sulfidril gruplan
icerecek sekilde sentezlenirler. Li ve arkadaslari; siRNA tasiyan, folat-
reseptor hedeflendirilmis altin nanopartikiller sentezlemisler ve tiyol-
modifiyeli siRNA’lari altin nanopartikillerin  ylzeyine direk olarak

konjuge etmislerdir [243].
2.9.3.1.2. Baglayici Molekiil Kimyasi

Baglayici molekiller, ligandlarin oryantasyonunu kontrol edebilirler ve
bu nedenle nanopartikiller ile hedeflendirme ajanlarinin konjuge
edilebilmesi icin, baglayici molekil kimyasi ile konjugasyon stratejisi
tercih edilir. Antibadiler, peptidler ve kiguk molektller nanopartiklllere
cok cesitli baglanma molekdilleri kullanilarak konjuge edilebilirler. En
yaygin kullanilan model, amin-modifiyeli nanopartikiller ile sulfidril
fonksiyonel grubu iceren biyomolekuller arasindaki reaksiyona dayali
baglanma molekllid kimyasidir. Sistein artiklari  peptid ya da
proteinlerde mevcut olabilir ya da bu fonksiyonelligin kazandirilabilmesi
icin kimyasal yollardan modifiye edilebilir. Ornedin, lizin artiklarinin
primer amin gruplarina, SATA (N-siksinimidil s-asetiltiyoasetat)
molekll ile tiyol fonksiyonel grubu kazandirilabilir. Bu biyokonjugasyon
stratejisi; SIA (N-sUksinimidil iodoasetat), SMCC [suksinimidil-4-(N-
maleimidometil) siklo-hekzan-1-karboksilat], SPDP [N-suksinimidil-3-
(2-piridiltiyo)-propiyonat] ya da heterobifonksiyonel PEG molekulleri
(NHS-PEG-MAL) gibi bircok baglanma  moleklli  kullanilarak
gerceklestirilebilir. Heterobifonksiyonel baglanma molekdlleri;

molekdlin bir terminal ucunda amin-reaktif siksinimidil esterler diger
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terminal ucunda da tiyol-reaktif iodoasetat, maleimid ya da piridiltiyo
gruplan icerebilirler. Nanopartikiller ile baglanma molekdlleri arasinda
gerceklesen reaksiyonlar sonucunda kovalent bagh kompleks vyapilar
olusabilir ve dolayisiyla baglanma molekdillerinin konjuge edilmesinden
Once birkac basamak nanopartikil modifikasyonu ya da her bir islem

Oncesinde saflastirma adimi gerekli olabilir [63].

Nanopartikiller ile fonksiyonel ajanlar arasinda iyodoasetat baglanma
molekdlleri ile kararh bir bag yapisi olusturulabilir. Zhang ve arkadaslari
bu baglanma molekilint kullanilarak, klorotoksin-aracili beyin timora-
hedeflendirilmis manyetik/optik nanoprob sentezlemislerdir [244].
Klorotoksin, 36 aminoasitten olusan bir peptiddir ve timor-
hedeflendirilmis bir  ligand  gibi islev.  gbrmektedir. Amin-
fonksiyonellestirilmis nanopartikiller, PEG ile modifiye edilmis kitosan
polimerlerinin sentezlenmesi yolu ile hazirlanmistir. Metoksi-PEG
oksidasyonu ile PEG-aldehid elde edilmis ve daha sonra Schiff bazi
formasyonu ile depolimerize kitosan molekidlinin primer amin
fonksiyonel gruplan ile etkilestirilmistir. Ardindan, demiroksit
nanopartiktller PEG’lenmis ve dallanmis yapidaki kitosan polimerleri ile
kaplanmistir. Daha sonra, SATA moleklld ile 6n isleme tabi tutulmus
klorotoksin molekill, nanopartikiller ile, heterobifonksiyonel bir protein
capraz bagdlayicisi olan SIA (N-stksinimidil iodoasetat) molekli aracihigi
ile  konjuge edilmistir. Son olarak; demiroksit nanopartikiller,
yuzeylerinde kalan amin gruplarn Gzerinden Cy5.5 NHS ester floresan
goéruntileme boyasi ile etiketlenmisler ve bdylelikle beyin timdrine

hedeflendirilmis manyetik/optik nanoprob elde edilmistir.

Karboksil fonksiyonel gruplari tasiyan nanopartiklller amin fonksiyonel
gruplart  barindiran  biyomolektller ile EDC/NHS  (1-etil-3-[3-
dimetilaminopropil] karbodiimide hidroklortr)/N-hidroksistksinimid)
kimyas! kullanilarak amid bagi olusturacak sekilde baglanabilirler. Klgik
molekdllerin, peptidlerin ve oligonukleotid gibi molektllerin EDC/NHS

kimyasi kullanilarak amin fonksiyonel gruplar Uzerinden konjuge
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edilmesi pratik bir yaklasimdir. EDC, nanopartikillerin karboksil gruplari
ile aktif esterler olusturur fakat bu reaktif kompleks sulu ortamlarda
hizli bir sekilde hidrolize maruz kalir. Sulfo-NHS ester ara tridn olusumu
ise hidrolizi dnler ve fonksiyonel ajanlarin primer amin gruplan ile
reaksiyona girmesine olanak saglayan aktive edilmis karboksilatlarin
yari-6mrinu uzatir. Jeong ve arkadaslari; EDC/NHS kimyasi kullanarak,
primer amin gruplart barindiran dopamin-modifiye SPION’lar ile
laktabiyonik asit arasinda amid badi olusumundan yararlanarak,
hepatosit-hedeflendirilmis laktabiyonik asit-immobilize edilmis SPION’lar
sentezlemiglerdir [245]. Jon, Farokhzad ve arkadaslari; karboksil
fonksiyonel gruplari barindiran kuantum noktalan ile 5° terminal ucu
amin fonksiyonel gruplari ile modifiye edilmis prostat spesifik membran
antijen aptamerleri arasindaki reaksiyondan EDC/NHS kimyasi araciligi
ile yararlanarak, prostat-hedeflendirilmis kuantum noktalari-aptamer

konjugatlarindan olusan teranostik ajan gelistirmislerdir [246].
2.9.3.1.3. Fiziksel Etkilesimler

Fiziksel konjugasyon stratejisi, nanopartiklllerin etrafini terapotik
ajanlar ile kaplamak acisindan en elverigli yaklasimlardan bir tanesidir.
Fiziksel etkilesimler; elektrostatik, hidrofobik ve afinite etkilesimlerini
ihtiva eder. Elektrostatik etkilesimler, katyonik polietilenimin (PEI) kapli
nanopartiktllere siRNA yulklemek acgisindan elveriglidir. Hidrofobik
antikanser ilacglari, hidrofobik kaplama materyali ile kapli nanopartiktller
Uzerine hidrofobik etkilesimler ile adsorbe edilebilirler ve kaplama
materyalinin bozunur olmasi sonrasinda hicre iginde ilag salimi
gerceklesebilir. Bu etkilesimlerin; hizi  badglanma, modifikasyon
basamagi gerektirmeme gibi bircok avantaji olmasina ragmen, fiziksel
etkilesimler ile bagli ligandlarin molekiler oryantasyonlarini kontrol
etmek oldukca zordur. Bu baglanma modu, hedeflendirme ajanlarini
immobilize etmek acisindan bu nedenle dogru bir yaklasim degildir.
Buna karsilik; hedeflendirme ligandlarinin nanopartikiller ile konjuge

edilmesinde afinite etkilesimleri etkin bir rol oynar. Afinite
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etkilesimlerine temsili bir 6rnek olarak streptavidin-biyotin etkilesimi
verilebilir. Streptavidin-biyotin bagi oldukca kararli bir bagdir ve non-
kovalent baglanma reaksiyonlari arasinda, bilinen en gicli baglanma
afinitesi olarak kabul edilir (Kd = 10x107* M) [247].

Labhasetwar ve arkadaslar; suda c¢dzlnebilir oleik asit-pluronik kapli
demiroksit nanopartikll formilasyonu kullanarak hidrofobik bir ilag
tasiyicl sistem gelistirmislerdir [248]. Calismalarinda; sulu cozelti
icerisinde dagilimlarini kolaylastirmak amaciyla pluronik F-127, oleik asit
kapli demiroksit nanopartikiller Gzerine immobilize edilmis ve hidrofobik
doksorubisin  molekdlleri, hidrofobik etkilesim ile, demiroksit
nanopartikllleri gevreleyen oleik asit ile etkilestirilmistir. Elde edilen
veriler dogrultusunda, yuklenen doksorubisin miktarinin  %38.2
olabilecegi ve wuygulanan bu yoOntemin ilag yukleme prosesini
kolaylastirdigi bildirilmistir. Wei ve Gao, bu yaklasimi, tek zincirli anti-
prostat kdk hicre antijen antibadisi konjuge edilmis multifonksiyonel
polimerik vezikiller icerisine prostat tumoér hedeflendirilmis hidrofobik
bir antikanser ilaci olan dosetaksel kullanarak uyarlamislardir [197]. Bu
calismada O©ncelikle polilaktik-ko-glikolik asit sentezlemisler ve
superparamanyetik demiroksit ve dosetakseli bu polimer igerisine
hapsetmislerdir. Dosetaksel, nanopartiklllerin kabuk yapisini olusturan
oleik asit/oleyilamin molekdlleri ile etkilestiriimis ve ilag ylukleme
kapasitesi agirlikca %6 olarak bildirilmistir. Ilac molekillerinin hidrofobik
etkilesimler aracihdr ile kabuk vyapisi igerisinde bdélimlenmesinin,
multifonksiyonel vezikullerden yavas ve kontrolli ilag salim profili

sagladigi gorulmustdr.

HER2/neu (insan epidermal bliylme faktorlt reseptdrt 2/neu) proteini,
insan meme kanserlerinin yaklasik %25‘inde oldukca ylksek oranda
eksprese olmaktadir ve proteinin ekspresyon derecesi meme kanseri ya
da didger insan kanserleri icin zayif prognoz ile korelasyon
géstermektedir [249]. Artemov ve arkadaslari, ticari olarak mevcut olan

streptavidin konjuge edilmis SPION'lari kullanarak HER2/neu seviyelerini
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incelemislerdir [250]. Calismada; degisik seviyelerde HER2/neu
reseptorleri eksprese eden meme kanseri hilcreleri, biyotinlenmis
herceptin molekilleri ile 6n isleme tabi tutulmuslar ve daha sonra
nanopartiklller bu reseptorlere hedeflendirilmistir. In vitro T2-agirlikh
MRI kontrast, meme hlicre membrani Uzerindeki HER2/neu ekspresyon
seviyeleri ile korelasyon géstermis ve sonuclar akim sitometri analizleri

ile de dogrulanmistir.
2.9.3.2. Klik Kimyasi

“Klik kimyas!” olarak da bilinen “Huisgen 1,3-dipolar siklo katilma
reaksiyonu”; yaklasik on yil énce Sharpless ve arkadaglar tarafindan
gelistirilmistir [251]. Cu(I) katalizorliginde azid-alkin siklik katilma
reaksiyonu, biyouyumlu ve suda ¢ozlinebilir kararli triazol bagi olusumu
ile sonlanir. Bu reaksiyonlar oldukga spesifiktir ve ilimh reaksiyon
kosullarinda sulu c¢ozeltilerde yiksek verimlilikte gerceklesir. Diger
fonksiyonel gruplar ile olusabilecek istenmeyen reaksiyonlar, reaksiyon
spesifikligi nedeniyle gerceklesmez ve biyomolekll (zerindeki arzu
edilen lokasyonda istenen spesifik konjugasyonun gergeklesmesi
saglanir. Bu ozellikler; ayni zamanda badlanma oryantasyonunun
oldukga dlzglin bir sekilde gerceklesmesini saglar ve bu nedenle
hedeflendirme  ajanlarinin nanopartiktllerin  ylzeyine konjuge
edilmesinde klik reaksiyonlar 6zellikle uygundur. Ancak tim bu olumlu
Ozelliklerin yanisira, reaksiyonda katalizér gdérevi géren ve reaksiyonun
tamamlanmasinda gerekli bir madde olan Cu(I)’in; in vivo ortamda
hepatit, noérolojik bozukluklar, bobrek hastaligi ya da alzhemier hastaligi
gibi hastaliklara yol acma ve toksik etki gbésterme gibi riskleri sz
konusudur [252]. Weissleder ve arkadaslari; son vyillarda alternatif
eslesme mekanizmasi olarak, 1,2,4,5-tetrazin ve trans-siklookten
arasinda kovalent biyoortogonal reaksiyon gelistirmislerdir [253]. Bu
reaksiyon daha hizh, katalizér gerektirmeyen ve serum icerisinde

verimliligini sirdilrebilen bir reaksiyon olarak gozlenmis ve dolayisiyla
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hicresel seviyede molekiler gérintlileme uygulamalari agisindan uygun

oldugu bildirilmistir.

Klik kimyasinin son vyillarda o6zellikle biyokonjugasyon ydntemleri
Uzerindeki etkisi c¢ok artmistir. Biyokonjugasyon amach kullanilan
reaksiyonlar icin esas zorluk, in vitro ve in vivo deneylerin her ikisinde
de uygulanabilir olup olmadididir. Bhatia ve arkadaslari, in vivo
uygulamalar acisindan “klik” nanopartikil kullanimini ilk go6steren
gruptur [254]. Mitokondriyal P32 proteinini fazlaca eksprese eden timor
hicrelerine baglanabilecek bir peptid (stksinimidil 4-azidobitirat ve
alkin iceren Lyp-1 peptidi) sentezlemiglerdir [255]. Suksinimidil 4-
azidobdutirat, tiyol-PEG5000-amin molekdulleri ile konjuge edilmis ve elde
edilen Urin N-[gama-maleimidobdutiriloksi] stksinimid ester-aktive
edilmis manyetofloresan nanopartiklller (Vivo Tag 680 siyanin boya ile
etiketlenmis, amin-fonksiyonellestirilmis demiroksit nanopartikiller) ile
eslestiriimis  ve  azido-PEG  gruplari ile  fonksiyonellestirilmis
nanopartiktller elde edilmistir.  Alkin-baglhi  Lyp-1 peptidleri,
nanopartiktller ile CuSO4 ve sodyum askorbat varliginda eslesmistir.
Bakir katalizér ve peptid fazlasi buyuUklikge ayirma kromatografisi
kullanilarak uzaklastirilmistir. Insan MDA MB 435 tumér hicreleri
barindiran farelere, Lyp-1-demiroksit nanopartikiller intravendz yoldan
enjekte edilmis ve in vivo timoér hedeflendirmenin gergeklesip
gerceklesmedigini test edilmistir. Enjeksiyondan 24 saat sonra fareler
sakrifiye edilmis ve immunohistokimyasal analizler ve floresan analizler
icin organlar alinmistir. Lyp-1 konjuge edilmis “klik” nanopartiktllerin,
timér damar bdlgesinden disari  kactiklari ve timoér gbzenek
bosluklarina penetre olduklari ve p32-eksprese eden hicrelere
baglanmis olduklari goérilmustir. Buna karsilik; hedeflendiriimemis-
azido-PEG nanopartikUllerinin pasif akiimulasyon ile kan damarlarinin en
dis bolgesinde lokalize olduklari saptanmistir. Elde edilen bu sonuglar ile
tumor-spesifik teranostik nanopartikll gelistirme yaklagsiminda, “klik”

atagman stratejisi kullaniminin basarili olabilecegini géstermistir.
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Perez ve arkadaslari, folat molekuillerinin multifonksiyonel demiroksit
nanopartiktller ile konjuge edilmesinde klik reaksiyonundan
faydalanmislardir [256]. Poliakrilik asit kapli demiroksit nanopartiktller
sentezlemisler ve bu nanopartikilleri lipofilik floresan bir boya olan
dialkilkarbosiyanin florofor ile enkapsule etmislerdir. Nanopartikulleri
oncelikle propargilamin ve EDC/NHS reaksiyonu ile alkin gruplar ile
fonksiyonellestirmisler ve daha sonra klik kimyasindan faydalanarak
azid iceren folat ile reaksiyon gerceklesmistir. Hidrofobik bir antikanser
ilac olan Taksol enkapsulasyonu ile de multifonksiyonel teranostik

nanopartiktller elde edilmistir.

Klik reaksiyona alternatif olarak biyoortogonal kimya-bazli nanopartikdl
hedeflendirme platformu Weissleder ve arkadasglari tarafindan
tanimlanmistir  [257]. Bu yontem; nanopartikiler sensdrlere
hedeflendirme amach gergeklestirilen konjugasyon stratejilerinin
yeniden yapilandiriilmasina olanak saglamistir. Teknik “biyoortogonal
nanopartikll dedeksiyonu” (BOND) adi ile tanimlanmaktadir. Weissleder
ve arkadaslari, kanser hicresine spesifik hedeflendirme kabiliyetinin
belirlenmesi amaci ile iki BOND calismasi tasarlamislar ve bu calismalari
birbirleri ile karsilastirmislardir. Calismalardan bir tanesinde; manyeto-
floresan nanopartikiller, hicreler ile etkilestiriimeden 6nce, ¢ degisik
tipte monoklonal antibadi ile direk olarak konjuge edilmistir. Diger
calismada ise; iki-basamakl  strateji uygulanmis ve TCO-
fonksiyonellestirilmis monoklonal antibadiler ilk &nce hicrelere
baglanmada aracilik etmis, daha sonra Tz-immobilize manyetofloresan

nanopartiklller ile kovalent biyoortogonal reaksiyon ile eslestirilmistir.
2.9.3.3. Hibridizasyon Yontemi

Richards-Kortum ve arkadaslari, nanopartikiller ile aptamerlerin
konjuge edilmesinde vyeni bir yaklasim ortaya koymustur [258].
Aptamer; komplementer oligontkleotid-kapli nanopartikiller igin bir
hibridizasyon bdlgesi saglamasi acgisindan uzatma kollari ile uzatilmistir.

Altin  nanopartiktller (20 nm), aptamer ekstensiyonu igin bir
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komplementer sekans ile ve tiyol fonksiyonel gruplar ile modifiye
edilmis oligonukleotid iceren hekzaetilen glikol uzatma kolu ile
kaplanmiglar ve wuzatma kollarn ile uzatilmis anti-PSMA aptamer,
oligontkleotid-kaplh altin nanopartikiller ile hibridize edilmistir. Elde
edilen aptamer-altin nanopartikil kompleksinin androjen-duyarli insan
prostat adenokarsinoma (LNCaP) (PSMA+) hiicrelerine hedeflendirildigi
gbsterilmistir. Bu konjugasyon stratejisinin bircok avantaji vardir.
Bunlardan bir tanesi; oligontkleotidlerin negatif yukll fosfat gruplarinin,
elektrostatik itme etkisi ile nanopartikillerin agrege olmalarini 6nlemesi
ve nanopartikiillerin kararli kalmalarini saglamasidir. Ikinci olarak;
aptamerler, oligonUkleotidlerin komplementer sekans hibridizasyonu
araciligi ile nanopartikil ylzeylerine kolayca immobilize olurlar. Tiyol
fonksiyonel gruplar ile komplementer oligontkleotid sekans arasindaki
PEG uzatma kolu ile sterik engellerin en aza indirilmesi ile, hibridizasyon
bélgesi ile altin ylzey arasindaki hibridizasyon etkinligi arttirilmis olur.
Uglincii olarak; tiyol fonksiyonel gruplari ile fonksiyonellestirilmis
aptamerleri hazirlarken, nanopartiktllerin ylzeyini kaplamak ve
kararlihgi saglamak igin ylksek konsantrasyonlarda aptamere ihtiyac
duyulurken, bu ydntem ile nanopartiklil vylzeyine baglanma
gerceklestirilirken ucuz ve kisa oligonikleotid zincirleri UGzerinden daha
disik konsantrasyonlarda aptamere ihtiyac duyulur. Son olarak;
nanopartiktller ile farkli tipte molekiller (hedeflendirme, goérintileme,
terapdtik ajanlar gibi) ayni anda konjuge edilebilir ve bdylece

multifonksiyonellik 6zelligi arttirilmis olur.

Ellington ve arkadaslari; bu yéntemi kullanarak anti-EGFR aptamerleri
altin nanopartiklller Gzerine immobilize etmisler ve yeni belirlenen bir
aptamerin hedeflendirme spesifikligini belirlemis ve sunmuslardir [229].
Calismalarinda; altin nanopartiktller dzerine tiyol-modifiyeli
oligonilkleotidler immobilize etmisler ve bu oligonltkleotidler ile anti-
EGFR aptamerleri hibridizasyon ydntemi ile eslestirmisler ve bdylece
anti-EGFR aptamer konjuge edilmis altin nanopartikiller elde
etmislerdir. Jon ve arkadaslari da; hibridizasyon ydnteminden,
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demiroksit nanopartikillerin ylzeyine anti-PSMA aptamerleri immobilize
ederek yararlanmislardir [259]. Calismalarinda; aptamer sekanslarinin
sonunu CG’ce zengin dupleksler ile yapilandirmislar ve nanopartikulllerin
ylzeyinde c¢oklu doksorubisin-baglanma bdlgeleri olusturmuslardir.
Oligonukleotidleri amin gruplari ile fonksiyonellestirmisler ve daha sonra
yuzeylerinde karboksil fonksiyonel gruplari barindiran demiroksit
nanopartiktller UGzerine immobilize etmisler ve manyetik saflastirma
basamaklari sonucunda oligonUkleotid-kapli demiroksit nanopartikiller

elde edilmistir.

2.9.4. In-vivo Uygulamalar Acisindan Yiizey Modifikasyon

Stratejileri

Genel olarak; nanopartiklller ylzey enerjilerini minimize edebilmek igin
agrege olmaya meyillidirler. Nanopartiklllerin opsonin proteinleri ile
cevrelenmesi ve RES gibi monontlkleer fagositik sistem elemanlarina
daha goérundr hale gelmesi sonucu bu agregatlar kan akiminda
opsonizasyonu tetikleyebilirler. Fagositik mekanizmalar,
nanopartiklllerin etrafini cevreleyerek kan dolagsimindan uzaklagsmalarini
saglarlar ve teranostik araglar olarak etkinliklerini kaybetmelerine yol
acarlar [260]. Bu nedenle klinik uygulamalar acisindan teranostik
nanopartiklllerin gelistiriimesindeki en blylk engellerden biri RES
tarafindan alimi geciktirmek ve kan dolasimindaki yari-é6mrint
uzatabilmektir [261]. Nanopartikillerin bu kamuflajlarini saglayabilmek
amacl ile gergeklestirilen g¢alismalar monontkleer fagositik sistem
acisindan “gérinmez” nanopartiklller gelistirilmesine olanak
saglamistir. Nanopartikillere gorinmezlik 6zelligi kazandirmak amaci ile
kullanilan en 6nemli molekll FDA tarafindan da onaylanmis olan
PEG'dldr. Nanopartiklllerin  ylzeylerinin  kaplanmasinda ya da
fonksiyonellestirilmesinde dodal ya da sentetik polimerlerden, kiglk
organik molekulllerden ve cekirdek-kabuk yapilardan da
yararlanilmaktadir. Ancak yuksek dlzeyde yuzey kaplamalari kanser

hicreleri tarafindan alimi ve baglanma etkinligini dusUrebilir. Bu
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nedenle “koruyucu” materyal anlaminda kaplama molekdllleri ve
hedeflendirme ligandlan ile kaplama materyallerinin optimal ylzey

dansitesi blytk dnem tasimaktadir.
2.9.4.1. "Koruyucu” Kaplama Molekiilleri

PEG; degisik boyutlarda sentezlenebilen ve cesitli terminal fonksiyonel
gruplar ile modifiye edilebilen, biyouyumlu, lineer bir sentetik
polimerdir. PEG; hidrofilik yapisi, biyolojik sivilardaki nétral yukd ve
genellikle gorinmezlik 6zelligi nedeni ile yaygin olarak kullaniimaktadir
ve bu o6zellikleri ile nanopartiklllerin dispersiyonuna yardimci olmakta
ve kan dolasimindaki sirkidlasyon suresini uzatmaktadir [262-263].
Manyetik nanopartikillerin  ylizeyine PEG molekullerinin  immobilize
edilebilmesi igin; sulu ortamda in situ kaplama, silanlanmis PEG
kaplama, amin-fonksiyonellestirilmis 6-kollu PEG turevleri, nanopartikul
yuzeylerinin polimerizasyonu, sol-jel yéntemleri gibi pek cok ydntem
kullanilmistir [264-268]. Heterobifonksiyonel PEG’'Un, bir ucu ile
manyetik nanopartiklllerin ylzeyine kovalent bag ile baglanacak
sekilde, diger bir ucunun ise hedeflendirme ligandlari, goériintileme
problari ya da terapdtik ajanlar ile fonksiyonellestirilerek kullaniimasi en
yaygin uygulama sekillerinden birini olusturmaktadir [269-271].
Istenilen 6zelliklere sahip diger ajanlar ile PEG’Un 6zelliklerinin kombine
edilmesi amaciyla PEG artiklari iceren kopolimerler gelistirilmektedir.
Shuai ve arkadaslari; PEG-g-PEI (polietilenimin) kopolimerleri
sentezlemisler ve gen transferini mimkun kilmak amaci ile kondens
DNA, in vivo uygulamalarda gerekli olan gérinmezlik profilinin
saglanabilmesi amaci ile de PEG kullanmislardir.  Kopolimerler; MRI-
gorulebilir gen tasiyicilar olarak kullanilacak PEG-g-PEI-SPION yapisinin
olusturulabilmesi amaciyla sentezlenmislerdir [272]. Ayrica; demiroksit
cekirdek vyapisinin korunabilmesi ve beyin timoér hedeflendirilmis
manyetik/optik nanoprob hazirlanabilmesi amaci ile, PEG ile kaplanmis
kitosan-dalli kopolimerlerinin sentezlendigi calismalar da mevcuttur.

Kitosan, hidrofilik, biyouyumlu ve teranostik nanotasiyici materyal
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olarak popller olan bir dogal polimerdir [273]. Zheng ve arkadaslarinin
gerceklestirdigi bir calismada; PEG ile fonksiyonellestirilmis kitosan
kopolimer, PEG-aldehid ve amin-iceren depolimerize kitosan arasinda
gerceklestirilen Schiff baz reaksiyonu kullanilarak hazirlanmis ve
nanopartiklller de, ferréz ve ferrik klorlrlerin amonyum hidroksit ile ikili
¢oktirme yontemi yontemi  kullanilarak  kopolimer varliginda
sentezlenmistir. Nanopartiklllerin ylzeyinde yer alan kitosanin amin
gruplari, beyin timérid hedeflendirme ligandi olan klorotoksin ile
konjuge edilmistir. Ylzeyde yer alan kitosan; fizyolojik kosullar altinda
nanopartiktllerin agrege olmasini Onleyerek sterik olarak kararh
olmalarini saglar. Ayrica; pozitif yUkli kitosan katyonlari; kan-beyin
bariyeri boyunca adsorptif-aracili transportu harekete gegiren
elektrostatik etkilesimler ile negatif yukli beyin endoteli ile etkilesime
girebilir.

Polisakkarid dekstran, in vivo uygulamalar igin ylzey koruma materyali
olarak oldukca vyaygin bir kullanim alanina sahiptir. Dekstranin
biyouyumlulugu ve polar etkilesimler nedeni ile demiroksit ylzeylere
afinitesinin yliksek olmasi, SPION’larin kaplama materyali olarak 6nemli
ozellikler sergilemesini saglar ve bu nedenle klinik olarak onaylanmis
dektran  kapli SPION formdulasyonlari  mevcuttur [274-276].
Konvansiyonel dektran polimeri kaplama yontemleri, hidrojen baglarinin
kararl olmamalari nedeni ile nanopartikll ylzeyinden bir miktar ayrilma
ve kopmalari beraberinde getirmistir. Weissleder ve arkadaslari,
dekstran polimerini epiklorohidrin ya da amonyak kullanarak capraz
baglama yontemini uygulamislar ve capraz-bagli  demiroksit
nanopartiktller elde etmislerdir. Amonyak ile muamele etme, capraz-
bagh demiroksit nanopartikillerin ylzeyinde primer amin gruplari
olusmasina ve bu sayede diger fonksiyonel ajanlarin konjuge edilmesine
olanak saglamistir. Elde edilen nanopartikiller MRI ile ve teranostik
uygulamalar acisindan incelenmis ve capraz-bagli demiroksit
nanopartiktllerin herhangi bir akut toksisite sergilemeden kan
dolasimindaki sirklllasyon sirelerinin uzadigi goéridlmistir [277-278].
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Ancak; klinik uygulamalar acgisindan bakildiginda, epiklorohidrin
reaktantina eser miktarlarda rastlanmasi da dahil olmak tzere kararhlk
ve sdrddardlebilirlik acisindan problem sergilemesi, bu ajanlarin bu

uygulamalar agisindan kullanimlarini yavaslatmistir [279].

Atomik transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) yontemi de, demiroksit
nanopartiktlleri kaplama ydntemlerinden bir tanesidir [280]. Li ve
arkadaslari; ATRP yontemi ile, capraz baglayici olarak divinilbenzen
kullanarak, polistiren-kapli demiroksit nanopartiktlller sentezlemislerdir
[281]. Polivinil alkol (PVA), polivinil pirolidin (PVP), poliakrilik asit gibi
birkag polimer cesidi de demiroksit nanopartikllleri kaplama materyali
olarak  kullanilmistir  [282-284]. Bu polimerler,  nanopartikdl
aglomerasyonunu ©Onleyen sterik bariyer goérevi goérirler ve kan
dolasimindaki sirktlasyon slresinin uzamasina yardimci olurlar. Ayrica;
DMSA, bisfosfanatlar ve alkoksisilanlar gibi gesitli monomerik maddeler
de polimerlerin nanopartikll ylzeyine konjuge edilmesinde kullanilan
maddelerdendir [285-286].

Lipozomlar ve miselar dispersiyonlar bir baska koruma stratejisi
materyalleridir. Amfifilik molekullerin kiresel kiime formlari, hidrofilik
ya da hidrofobik c¢ekirdek yapilari ile nanopartiktllere dahil edilerek
manyetik nanopartikillerin kaplama materyali olarak kullanilabilir ve
kan dolasimindaki sirklilasyon sireleri uzatilabilir. Amfifilik yapilar, diger
terapoétik ajanlar ya da fonksiyonel molekdller ile enkapsule edilebilir ve

multifonksiyonel nanopartiktler sistemler tasarlanabilir.

Organik kaplama materyallerine ek olarak; cekirdek-kabuk yapisinda,
silika ya da altin ile kaplanmis manyetik nanopartiktller de gérinmez
nanopartiktllerin gelistirilmesinde cazip  yaklasimlardan birini
olusturmaktadir. Silika kabuk yapisi, sulu ortam kosullarinda kararli
nanopartiktllerin hazirlanmasinda koruyucu bir gérev Ustlenmektedir.
Bu nanoyapilarin 6nemli 6zelliklerinden bir tanesi, nanopartikil matriksi
icerisine fonksiyonel molekullerin enkapstlle edilebilmesidir. Hyeon ve

arkadaslari; cekirdek yapisi Fes0Os nanokristallerden olusan, kabuk
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yapisi mezopor6z silika olan nanopartiktller gelistirmisler ve MR/optik
goéruntileme ve ilag aktariminda bu nanopartiklllerin multifonksiyonel
uygulamalarini sergilemiglerdir  [287]. Bu calismada; silika
nanopartiktllerin boyutunun tam bir kontrol mekanizmasi ile 100 nm’nin
altinda tutulmasini saglayan bir yontem o&nerilmistir. Sirfaktan olarak
kullanilan setiltrimetilamonyum bromur (CTAB), mezopor6z silika kabuk
yapisinin olusmasinda organik bir sablon olusturmus ve hidrofobik Fe3;O4
nanokristallerin sulu ortamda kararh olmasini saglamistir.
Tetraetilortosilikat (TEOS) ve rodamin B izotiyosiyanat (RITC)-
isaretlenmis aminopropiltrietoksisilan (APS) kullanarak sol-jel prosesi
gerceklestirilmis ve amin gruplari igeren silika kabuk vyapisi
olusturulmustur. Ayrica biyouyumlulugun saglanabilmesi amaci ile
sliksinimidil ug grubundan kovalent bag ile PEG konjuge edilmis ve
terapotik etkinin saglanabilmesi amaci ile de doksorubisin molekdilleri
hazirlanan nanopartikller sisteme yuklenmistir. Sonug olarak; gekirdek-
kabuk yapisinda, manyetik ve floresan 6zellik ile birlikte terapdétik etki
sergileyen, biyomedikal teranostik uygulamalar icin nanopartikller bir

sistem tasarlanmistir.

Altin; son derece inert bir molekil olmasi ve yakin-kizilétesi 1sinlari
muikemmel sekilde absorblama 6zelligi nedeni ile kaplama materyali
olarak bircok avantaja sahiptir. Hyeon ve arkadagslari; tani ve termal
terapi amacgl gergeklestirdikleri calismalarinda, Fes04 yapisindaki
manyetik nanopartikllleri altin tabakasi ile kaplamiglar ve nanomedikal
bir platform elde etmislerdir [288]. Fe;04 yapisinda, monodispers, 2-
bromo-2-metilpropiyonik asit (BMPA) ile kararli duruma getirilmis 7 nm
boyutundaki nanopartiklller, bromo gruplart ile amino gruplan
arasindaki nikleofilik yer degistirme reaksiyonu Uzerinden amino-
modifiyeli silika kireler ile kovalent baglanmistir. Daha sonra; altin
cekirdekli nanopartiklller, silika kurelerin kalan amino gruplarn ile
konjuge edilmistir. Son olarak da; Fes0s nanopartiklller 15 nm
boyutunda kalin altin tabakasi ile gevrelenmis ve silika klreler igerisine
gdmilmustir. SKBR3 meme kanseri hicrelerine hedeflendirme amaci ile

75



de, hazirlanan nanopartikiler sistem ylizeyine anti-HER2/neu antibadisi
immobilize edilmis ve vyakin-kizilétesi 1sinlari ve MRI c¢alismalan

tamamlanmistir.

Son vyillarda, biyokirlilik olusturmayan zwitteriyonik materyaller yeni bir
sinif olarak gelistirilmistir [289]. Biyokirlilik, kabaca islak-nemli
ylzeylerde mikroorganizmalarin akimiulasyonu olarak tanimlanabilir.
Biyokirlilik; mikrokirlilik (biyofilm olusumu ve bakteriyel adezyon) ve
makrokirlilik (daha blylk organizmalarin adezyonu) olarak 2 baslk
altinda incelenmektedir. Biyofilm tabakalari hem canli hem de cansiz
yluzeylerde olusabilir ve mikroorganizmalarin kendi Urettikleri
polisakkarid matriks icerisinde gomull halde yasamalarndir. Anti-kirlilik
ise, bu akumdulasyonlarin olusmasini 6nleyici ya da olustuktan sonra
ortadan kalkmasini saglayici proseslere verilen addir. Zwitteriyonik
materyaller, birbirinden farkli ylkte iki grup igerirler. Her durumda
gecerli olmamasina ragmen, genellikle amonyum pozitif yik kaynagini,
karboksilatlar ise negatif ylk kaynagini olustururlar. Kan serumu ya da
plazma g6z o6nlnde bulunduruldugunda, duasutk-kirlilik 6zellikleri,
zwitteriyonlar ile komsu su molekdilleri arasindaki guicli etkilesimlere
mal edilir ve sonucgta kolloidal kararliik saglanmis olur. Zwitter-iyonik
durum, makroskopik olarak net sifir-ylklid nétral bir haldir ve Kirlilik-
olusturmayan yilzey sadlar [290-292]. Jiang ve arkadaslari; altin
nanopartikllleri kararli duruma getirmek amaci ile, ATRP ydntemini
kullanarak polikarboksibetain akrilamid-fonksiyonellestirilmis yuzey
platformu gelistirmislerdir [293]. Gelistirilen bu ylzey platformunun
spesifik-olmayan protein adsorpsiyonuna karsi oldukca direncgli ve
biyomolekil immobilizasyonu igin karboksil gruplari igeren bir platform
oldugu bildirilmistir. Ancak; ATRP reaksiyonlari, ylzey-asilanmis
baglaticilar ve oksijensiz ortam gerektirmektedir ki bu faktdrler pratik
uygulamalarda oldukga kisitlayici faktérler olarak kabul edilmektedir. Bu
kisitlayici faktorler, ylzeye-asilama ydntemi gibi bir baska stratejiyi
glindeme getirmistir [294]. Zwitteriyonik polikarboksibetain metakrilat
polimeri, iki 3,4-dihidroksifenil-L-alanin (DOPA) adeziv molekull ile
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ylzey uzerine asllanmis ve demiroksit nanopartiktller
sentezlenmislerdir. Nanopartikullerin  ylzeyine EDC/NHS kimyasi
kullanilarak amin gruplari iceren arjinin-glisin-aspartik asit (RGD) peptid
sekanslari immobilize edilmistir. Calismanin sonunda; polikarboksibetain
metakrilat-DOPA2 ile dekore edilmis manyetik nanopartikillerin
dekstran-kapli manyetik nanopartikiilllere gére daha dustk makrofaj

alimi sergiledikleri bildirilmistir.

2.9.4.2. Hedeflendirme Ligandlari ve Koruma Materyallerinin

Optimizasyonu

Biyokirlilik olusturmayan koruma materyalleri; spesifik-olmayan protein
absorpsiyonunu o6nleyici sterik bariyer olusturmakla kalmayip,
nanopartiklllerin yluzey 6zelliklerini, RES tarafindan taninmasini
engelleyecek sekilde duzenlerler. Nanopartikller sistemlerin in vivo
ortamlardaki basarili performanslari; Kirlilik-olusturmama &zellikleri,
molekdiler agirhklari, yapisal ylizey 6zellikleri ve ylizey kaplama oranlari
gibi kriterlere dayalidir [295-296]. Ylizey dansitesi ve konformasyon,
hedeflendirme etkinligi ve gorinmezlik 6zelliklerinin iyilestirilmesi ve

gelistirilmesi anlaminda 6nemli faktoérlerdir.

Lipozomal formiulasyonundaki PEG-lipidlerin; nanopartikal ylzeyi
Uzerinde yiksek oranda ve ylksek konsantrasyonda kapli olmasi, iki
PEG molekill arasindaki mesafeyi (D) azaltir. PEG molekdllerinin boyu
Rf ile ifade edilecek olursa; D<Rf oldugunda, ylzey lzerindeki ¢ok fazla
miktardaki PEG zincirleri arasindaki lateral basing artar. Genel anlamda;
D<Rf oldugunda nanopartikillerin kan dolasimindaki sirkilasyon slresi
uzar ve daha fazla protein repulsiyonu ortaya cikar [297-299]. Bu ylzey
konfiglrasyonu ayni zamanda PEG zincirlerinin mobilitesini azaltir ve
bdylece PEG tabakanin gorinmezlik fonksiyonelligini azaltir [300].
Bdylece, nanopartikil ylzeyindeki hedeflendirme ligandlar ile hedef
kanser hicreleri arasinda baglanma engeli olusturur [301]. Dolayisiyla;
herhangi bir teranostik sistem tasarlanacagi zaman nanopartikil ylzeyi

kaplama materyalinin dansitesi optimize edilmek ve ligand bosluklar
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gbéz 6nlnde bulundurulmak zorundadir. Sekil 2.9'da yuzey Uuzerinde

farkli dansitelerde PEG zincirleri gértlmektedir.

Rt

—P - v

D

D >R pEr

Sekil 2.9. Nanopartikil ylzeyinde PEG zincirlerinin boy ve yukseklikleri

arasindaki bagin sematik gosterimi

Nanopartiktl ylzeylerindeki hedeflendirme ligandlarinin dansitesinin
oynadigi kritik role ragmen, nanopartikiler sistemlerin hedeflendirme
etkinligini artirmak (zere gergeklestirilen calisma sayisi azdir.
Nanopartikul yuzeyindeki hedeflendirme ligandlarinin yuksek
konsantrasyonda olmasi, genellikle seltler alimi arttirmaktadir [302-
303]. Hedeflendirme ligandlari; nanopartikil ylzeyinde, baglanma
etkinligi acisindan minumum esik dederini asacak sekilde tasarlanmahdir
[304].

Fakat bazi calismalar, ligand dansitesinin ylksek olmasinin hedef kanser
hicresine baglanma etkinligini arttirmadigini ve hatta endotelial ya da
kanseroz-olmayan hcreler ile etkilesimlerini ylkselttigini ve bu nedenle
de nanopartikillerin opsonizasyon-aracili atiimlarina sebebiyet verdigini

gbstermislerdir [305].

Ashley ve arkadaslari; hedef kanser hiicrelerine goklu-peptid yapisi ile
hedeflendirilecek lipid-tabakalar ile desteklenmis silika nanopordz
partiktller gelistirmiglerdir [161]. Nanopartiktllerin ylzeyindeki disuk
dansiteli hedeflendirme peptidleri (nanopartiklil basina 6 peptid) ile
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hedef kanser hucreleri arasinda yuksek afinite sergilenmistir ve bu
durumun vylzeydeki lipid tabakalarindan kaynakli akicilik yapisi ile
baglantil  oldugu bildirilmistir. Bu sekilde gerceklestirilen spesifik
hedeflendirme, spesifik-olmayan etkilesimlerin azaltilmasinda ve hedef
molekillere spesifik, afinite 6zelliginin arttirlmasinda ¢ok blyik 6énem
tasimakta ve tasiyici molekilin selektif hedeflendirme kabiliyetinin en

Ust dizeye tasinmasina yardimci olmaktadir.

Yapilan arastirmalar dogrultusunda glinimiize kadar elde edilen veriler
Isiginda; nanopartikillerin in vitro calismalar igin optimize edilen timor-
hedeflendirme 6zelliklerinin, cogu zaman in vivo galismalar agisindan
tahmin edildigi kadar basarili olmadigi goéridlmistir. Farokhzad ve
arkadaslari; PSMA-hedeflendirilmis, aptamer-konjuge edilmis
doksataksel-yukli  nanopartikdllerin, ylzey tasarimi  kosullarini,
hedeflendirme ve gérinmezlik agisindan maksimum verim elde edilecek
sekilde sentezlemigler ve in vivo ve in vitro calismalar acisindan
performans dederlendirmesi yapmislardir [306]. Nanopartikiller;
aptamerler ve kendiliginden-olusan diblok kopolimerlerin  farkh
kompozisyonlarn kullanillarak hazirlanmis ve nanopartikil ylzeyindeki
optimal aptamer dansitesi baslangigta in vitro olarak saptanmistir.
Ligand dansitesinin %5 oraninda artmasi, hedef hucreler tarafindan
nanopartiktl alimini énemli 6lgide arttirmis ve aptamer dansitesinin
daha fazla oranda arttirilmasi ise nanopartikil alimini orta dlzeyde
arttirmistir. Bu sonuglar; in vitro PSMA-spesifik endositoz igin, optimum
ligand dansitesinin pmol nanopartikdl basina 10-80 nmol aptamer
oldugunu gostermistir. LNCaP zenograft fare modellerine enjekte edilen
hedeflendirilmis nanopartiktller ile yapilan bu c¢alisma; aptamer
dansitesinin %0'dan %05'e yulkseltilmesinin, timorlerde nanopartikdl
retansiyonunu 6nemli 6lcide arttirdigini ancak aptamer dansitesinin
%10'un Uzerine cikartilmasi durumunda retansiyonun azaldidini
gdstermistir. Yazarlar; yuksek aptamer dansitesinin nanopartiklllerin
gorinmezlik o6zelliklerini azalttigini ve dolayisiyla karaciger klirensini
hizlandirdigini bildirmislerdir.
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Tumor hedeflendirmede nanopartikiil geometrisi, hedef hicreye
baglanma afinitesinin saptanmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynamasina
ragmen nispeten daha az ilgi goren ve arastirilan konulardan biri

olmustur.

Sailor ve arkadaslari; nanomateryal seklini (kure sekline karsilik daha
uzatilmis versiyon), hedeflendirme ligandi tipini (hlcre vyuzeyine
hedeflendirmeye karsilik ekstraselliler matriks hedeflendirme), ligand ile
ylzey kaplama ve konjugasyon kimyasi parametrelerini degistirerek, in
vivo tumor hedeflendirme calismalarini sistematik olarak optimize
etmislerdir [307]. Calismalarinda 2 adet timdr-hedeflendirilmis peptid
(F3 ve CREKA) kullanmiglar ve degisik miktarlarda hedeflendirme
peptidi ve degisik uzunluklarda PEG zincirleri kullanarak, bu peptidleri
manyetik nanoklre ve manyetik nanosolucan (“nanoworm”)’lar ile
konjuge etmislerdir. TUmoér zenograft fare modellerine manyetik
nanoyapilarin intravenéz enjeksiyonu sonucu elde edilen Vveriler;
nanosolucanlarin in Vivo timor-hedeflendirme Ozelliklerinin,
nanoklrelere gore gok daha st seviyelerde oldugunu gdstermistir. Bu
durumun, timor hucre ylzeyindeki reseptdrler ile daha uzun yapidaki
nanosolucanlar arasindaki multivalen etkilesimler sonucu gelistigi
belirtilmistir. Daha klguk olan nétral CREKA hedeflendirme ajaninin,
daha bulyuk olan pozitif yukli F3 hedeflendirme ajanindan daha efektif
oldugu saptanmistir. Bu durumun da, oldukca katyonik olan F3
peptidinin bircok kopyasinin partikll ylzey ylukinde blyuk bir artisa yol
acmasl ile, mononukleer fagositik sistem-iliskili organlar tarafindan
atilimin  daha kolay ve hizli gerceklesmesi sonucu olustugu
disunulmadstir. En efektif CREKA peptid sayisinin, nanopartikll basina
yaklasik 60 peptid oldugu, nanosolucan basina 60’dan fazla peptid
distiginde kan dolasimindaki sirklilasyon slresinin  azaldigi
bildirilmistir. Ayrica, kisa SMCC zincirinin hedeflendirme peptidinin

konformasyonunu kisitladigi gérilmastir.
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2.10. Aptamerler

Aptamerler, hedef antijenlere yiksek afinite ve 6zgullikte baglanabilen
oligonukleotid ya da polipeptid yapida olan molekillerdir. Yapay nukleik
asit ligandlari olarak da adlandirihrlar [308]. Uc¢ boyutlu kompleks
yaplya sahiptirler. Aptamerlerin in vitro secim metodolojisinin
tanimlanmasinin  ardindan, bu ligandlar terapi ve tani amacl
uygulamalar acisindan &énemli bir molekll sinifi olarak kabul
edilmislerdir [309-310].

Kimyasal modifikasyonlarinin gok kompleks olmamasi, seleksiyonlarinin
in vitro gercgeklestirilebilmesi ve herhangi bir biyolojik sisteme ihtiyag
duyulmamasi, hedef analitlere ylksek 6zglllik ve afinitede
baglanabilmeleri, DNA aptamerlerinin yiliksek diizeyde kararli olmalari,
kolay ve ucuz olarak Uretilebilmeleri, oda sicakliginda saklanabilmeleri,
yuksek miktarda ve saflikta sentezlenebilmeleri gibi avantajlara
sahiptirler. Ayrica; aptamerler aktivitelerini vyitirmeden bircok kez
katlanabilme 06zelligine sahiptirler. Antibadi ve protein-bazli diger
sensdrler ise genel olarak birden gok kullanilmazlar. Dezavantajlari ise

hedeflenebilecek bdlgelerinin az olmasidir.

Aptamerler; hedef molekillere baglanma kabiliyetlerine gére random
oligoniikleotid havuzlarindan (~10'* - 10'®) in vitro secimleri
gerceklestirilebilen, dogal olmayan (sentetik) oligonikleotidler ya da tek
zincirli DNA, RNA dizileridir. Aptamerlerin yaklasik 6 ila 40 kDa olan
molekll adirliklari, yaklasik 150 kDa olan antibadilerin molekil
agirhdindan cok daha kulguktlir [311]. Aptamerler; intramolekiler
etkilesimler Gzerinden, hedef molekillere ylksek spesifiklikte ve afinite
ile baglanabilen ti¢ boyutlu konformasyonlara katlanirlar. U¢ boyutlu bu
konformasyon tRNA'nin globller sekline benzer bir yapidadir. Antibadi
molekdllerinin aksine, aptamerler buyuk capli Uretimler icin kimyasal
yollardan sentezlenebilirler ve bu 6zellikleri ile ilag gelistirmede bu tip
molekdullerin ticarilestirilmesi agisindan énemli bir avantaja sahiptirler.

Cok kuguk boyutlari ve endojen molekullere olan benzerlikleri nedeni ile
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Ustin doku penetrasyonu sergilerler ve ayrica antibadilerden daha az

immunojenik olduklarina inanilmaktadir [312].

MRNA molekdlleri ile hibridize edilerek hedef proteinin sentezini
etkileyen tek-zincirli nlkleik asitlerden meydana gelen antisens
bilesiklerin aksine aptamerler, proteinlere direk olarak baglanarak
onlarin fonksiyonlarini inhibe edebilirler. Aptamerler; diger nukleik
asitler, proteinler, peptidler ve klcuk molekdlller gibi bircok hedef
molekile, tipik olarak 10 pM ve 10 uM araligindaki denge ayrisma sabiti
(Kd) ile baglanir [219]. Aptamerler; yaklasik 15-60 baz uzunlugunda
ntkleotid sekansi (A, U, T, C ve G) ile tanimlanirlar. Konformasyonlari;
coklu domeynler ile etkilesimler nedeniyle aptamerlere spesifiklik
ozelligini kazandirir. Hedef molekiilde meydana gelebilecek en kliglk
degisim; aptamerler ile hedef molekiller arasindaki etkilesimleri
bozabilir ve bu nedenle aptamerler, hedef moleklllere cok benzer olan
fakat hedef molekduller ile birebir ayni olmayan molekullerin dahi ayirt
edilebilmesini  saglarlar. Ornedin;  bronkodilatér  teofilin  (1,3-
dimetilksantin) molekdllt icin ylUksek afiniteye sahip ancak kafein
(1,3,7-trimetilksantin) molekild icin >10,000 kez daha disik baglanma

afinitesi sergileyen spesifik RNA'lar tanimlanmistir [313].

Molekiler hedefleri essiz tanima 6zelliklerine bagli olarak aptamerler, in
vitro ve in vivo terapétik, tani ve goéruntileme uygulamalar agisindan
cok yararli molekiller olarak tanimlanmiglardir [314-315]. Oldukca
kararli olmalarina ve aktivitelerini kaybetmeden genis sicaklik
araliklarini, pH (~4 - 9) araligini ve organik c¢ozlclleri tolere edebilir
olmalarina ragmen, nikleaz bozunurlugu ya da in vivo renal klirens
acisindan oldukga hassastirlar. Bu nedenle; in vivo uygulamalar

Oncesinde farmakokinetik 6zelliklerinin gelistirilmesi gerekebilir.

Aptamerler; random sekans havuzlarindan ya da ribosvig¢'lerden
(“riboswitch, dodgal aptamerler”) elde edilirler. Ribosvicler; mRNA
molekulinin bir parcasidir. mRNA bu parca sayesinde spesifik bir

molekile direk olarak baglanabilir. Kendi aktivitesi ile birlikte baglandigi
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molekilin de gen aktivitesine etki eder. Aptamerlerin secimi cogunlukla
SELEKS adi verilen bir yontem ile gergeklestirilir. SELEKS isleminin
temeli; DNA ya da RNA molekil (~1x10'*) kitiphanelerinin hedef
molekil ile inkiibe edilmesine dayanir. Hedef molekile baglanan
oligonukleotidler baglanmayan gruptan ayrilir. RNA s6z konusu
oldugunda; bagh ntkleik asitler ters transkribe edilir ve PCR kullanilarak
cogaltilir ve hedef molekilce zengin nlkleik asit havuzu elde edilmis
olur. Yiksek afinite ve 0zgillikte baglanmis aptamerlerin izole
edilebilmesi igin tipik olarak 8-12 ddnglu gergeklestirilir. Sekil 2.10'da
SELEKS c¢evrimi sunulmustur [316].

Aptamerlerin ilag enkapsile edilmis nanopartiktller ile konjuge edilmesi
ile, terapotik amagli hedeflendirilmis tasiyici sistemler olusturulmaktadir.
Bu sistemlere; kuguk ilagc molekullerinin, protein-bazlh ilaglarin, nikleik
asit terapi (antisens oligonikleotid ya da gen terapi gibi) ajanlarinin
tasinimi da dahildir. Ayrica tani amach ya da tiumoér metastazlarinin
belirlenebilmesi amaci ile aptamerlere gdérintlileme ajanlar da
immobilize edilebilir. Ornegin kdguk metastaz odaklarinin
saptanmasinda; aptamerlerin, floroforlar ve kuantum noktalan
(nanokristaller) gibi optik goérintileme ajanlan ile ya da manyetik
nanopartiktller gibi MRI gérintlileme ajanlarn ile konjuge edilmesi
yararh olabilir [317-318].

Kanser hicrelerine hedeflendirme amagli aptamer segimi
gerceklestirilirken, aptamerlerin, kanser hcrelerinin tercihen ya da
sadece plazma membrani Uzerinde eksprese olan reseptdrlerine
yonlendirilmis olmasi gerekir. Alternatif olarak timoérlerde eksprese olan
ekstraseliler matriks molekdullerine de yoénlendirilmesi muimkdndar.
Sekil 2.11 (A)'da EGFR ile EGF ve EGFR Aptamerleri arasindaki etkilesim
sematize edilmis [319] ve Sekil 2.11 (B)'de trombin aptamer dizisinin
U¢ boyutlu sekli sunulmustur [316].
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Sekil 2.10. SELEKS Cevrimi

Aptamerlerin maddelere ya da ilag taslyic sistemlere kovalent
konjugasyonu cogunlukla kararli amid baglariyla sonuglanan stiksinimidil
ester-amin kimyasi ya da maleimid-tiyol kimyasi yoluyla gergeklesir
[320]. Potansiyel non-kovalent stratejiler, afinite etkilesimleri (or.
Streptavidin-biyotin) ve metal koordinasyonunu (6r. Aptamerin
sonundaki polihistidin eki ve polimer partikdllerin  ytzeyindeki
immobilize nitrilotriasetik asitin Ni*? selatlari) icerirler. Bu kovalent ve
non-kovalent stratejiler; proteinler, enzimler, peptitler ve ntlikleik asitler
gibi biyomolekdllerin tasiyici sistemlere immobilizasyonunda

kullanilmaktadirlar.

Kovalent bagl biyokonjugatlarin, fizyolojik tuz ve pH ortaminda
kararlihgr arttirdigina ve immdunolojik reaksiyonlari ve potansiyel
toksisiteyi minimize ederek gereksiz Dbiyolojik komponent (6r.
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Streptavidin) ilavesini ortadan kaldirdigina inaniimaktadir. Kovalent
konjugasyon icgin, aptamer tipik olarak; ilag tasiyici sistemlerin
yuzeyinde bulunan maleimid fonksiyonel gruplari ya da aktive
karboksilik asit N-hidroksistiksinimid (NHS) esterleri ile konjuge edilmek
Uzere, sirasl ile bir terminal primer amin ya da tiyol fonksiyonel grubu
tasiyacak sekilde modifiye edilir. Bu reaksiyonlar, sivi ortamda ve % 80-

90 verimlilikte Urin elde edilecek sekilde gergeklestirilirler [321].
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Sekil 2.11. (A) EGFR'U ile EGF ve EGFR Aptameri arasindaki etkilesim,
(B) Trombin Aptamer dizisinin Ug boyutlu sekli

Maleimid-tiyol kimyasi ile ilgili olarak olusabilecek potansiyel
zorluklardan bir tanesi; depolama-saklama esnasinda aptamerlere bagh
tiyol gruplarinin okside olmasi (iki tiyol-modifiye aptamer arasinda S-S
baglarinin olusmasi) ve bu oksidasyon sonrasinda, partiklller Gzerindeki
maleimid fonksiyonel gruplart ile konjugasyon reaksiyonuna
katilamayacak aptamer dimerlerinin olusma olasihidgidir. Konjugasyon
reaksiyonunda, Tris-2-karboksietil fosfin (TCEP), beta-merkaptoetanol
ya da ditiyotreitol (DTT) gibi indirgeyici ajanlarin kullanilmasi ile bu
problem kismen azaltilabilir. NHS-amin kimyasinin potansiyel bir

avantaji; partikul yldzeyi lGzerindeki reaksiyona girmemis karboksilik asit
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gruplarinin partiktl yldzey yukinl (zeta potansiyeli) bir miktar negatif
yapmasl ve bu sekilde negatif yukli aptamerler ve negatif partikdl
yuzeyi arasindaki spesifik-olmayan etkilesimleri azaltmasidir. Yapilan bir
calismada; PEG molekiline terminal karboksilik asit gruplari ile bagh
PLA-PEG blok kopolimerlerinden olusan kontrolli salim nanopartikulleri;
primer amin u¢ gruplari barindiran aptamerler ile konjuge edilmislerdir
[322]. Calismanin sonunda; hidrofilik PEG grubunun, partikil tGzerindeki
karboksilik asitin karboksilik asit NHS esterlere dénisimuni ve primer
amin modifiye aptamerlerle konjligasyonunu hizlandirdigi bildirilmistir.

Aptamerlerin nanopartikiller ile konjuge edilip edilemedigi; FITC gibi
floresan proplar kullanilarak, floresan mikroskopi ya da akim sitometri
yéntemleri ile kalitatif olarak gésterilebilir. Immobilizasyon yéntemini
secerken, aptamerin yeterli konformasyonel serbestliginin saglanmasi
6nem tasimaktadir. Bu durum vyeterince uzun wuzatma kollarinin
kullaniimasi ile saglanabilir. Nanopartikil ylzeyi ile aptamer arasinda bir
hidrokarbon uzatma kolu grubu bulunmasi, aptamer ve hedef molekil
arasindaki etkilesim olasiligini arttirmaktadir. Ayrica; nanopartikdl
ylzeyinde yer alan aptamer dansitesinin uygunlugu, konjugasyon
reaksiyonlari esnasinda, nanopartikil yldzeyi Uzerindeki reaktif gruplarin
molar miktarina karsin aptamer molar miktarinin daha fazla tutulmasi
ile basarilabilir. Ayrica nanopartikil ylzeyi Uzerindeki hedeflendirme

molekllinian optimal yodgunlugu, deneysel olarak belirlenmelidir [323].
2.11. Antibadiler

Antibadiler kanser agisindan 6nemli terapétik ajanlardir. Antibadilerin
selektif timor hedeflendirme konusunda kullaniimasi, neredeyse ylzyil
Once Paul Ehrlich tarafindan gindeme getirilen bir konudur. Hibridoma
teknolojisinin 1975'li yillarda ortaya cikmasi ile birlikte, monoklonal
antibadilerin Uretimi olanakli hale gelmistir [324]. Ilk Gretimleri farelere
dayandidi icin, o dénem dretilen ve murin olarak adlandirilan antibadiler
insanlarda immun yaniti tetikleyici etki olusturmus ve Kklinik

kullanimlarini sinirlamistir. Antibadi muhendisligindeki son gelismeler;
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degisken fragmanlari fare, sabit fragmanlari insan kaynakl kimerik
antibadilerin, gesitli modifikasyonlar ile insanlarda kullanima uygun hale
getirilmis “himanize” antibadilerin ve tamamen insan sekanslarindan
tiretilmis monoklonal antibadilerin gelistirilebilmesi icin uygun bir

platform olusturmustur.

Antikorlar olarak da adlandirilan antibadiler, immin sistemin yabanci
proteinlere karsi bir cevabi olarak B lenfositler tarafindan Uretilen
proteinlerdir. Antibadilerin fonksiyonu antijenlere baglanmaktir; bu
baglanma mekanizmasindan sonra antijen molekilleri immin sistem
tarafindan farkedilir hale gelir ve fagositler tarafindan fagosite edilir.
Antibadinin badlandigi antijen parcasi “epitop” olarak adlandirilir.
Epitop; antibadi molekllinin taniyabildigi kisa amino asit sekansidir
[325]. Monoklonal antibadilerin molekiler ara¢ olarak kullanilmasinda
antibadi-epitop iliskisinin iki 6nemli 6zelligi anahtar roli oynamaktadir;
spesifiklik ve yeterlilik. Antibadi, sadece kendi 6zel epitopuna baglanir
ve bu nedenle spesifiktir. Ayrica, antibadi molekulline epitopun kendisi
baglanir; yani antijen molekilinin tim parcalari ile birlikte var olmasi

yeterli degildir ve epitopun varligi gereklidir.

Monoklonal antibadiler yapisal olarak doért polipeptid zincirinden olusan
ve antijene baglanma bdlgeleri iceren glikoproteinlerdir. Bu dort zincir, Y
seklini andiran kuarterner yapi olustururlar. Immiinglobulin yapisindaki
monoklonal antibadilerin polipeptid zincirlerinden ikisi agir diger ikisi de
hafif zincirdir. iki agir ve iki hafif zincir birbirleri ile disilfid badlar ile
baglidir. Hafif ve agir zincirler sabit (C) ve degisken (V) altbirim igerirler.
Degisken altbirim antijeni taniyan birimdir. Antijene baglanan
fragmanlar Fab birimi olarak adlandirilirlar ve kol uzantilarinda yer
alirlar. Fab birimi; antibadinin antijene spesifikligini ve antijene
baglanma bodlgesini olusturan ve (¢ hiperdedisken komplementer-
taniyicl bélge (CDRs)'den olusan dedisken bélge icerir. Immin efektdr
fonksiyonlarini ve biyolojik aktiviteyi saglayan fragman ise, Y

molekulinin alt kismindaki sabit bélgedir ve Fc bdlgesi olarak
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adlandirihr. Sekil 2.12'de antibadi molekllinin yapisi sunulmustur
[326].

Antibadiler; agir zincir sabit fragmanlarinin sekanslarina bagh olarak 5
sinif olarak gruplandirilirlar; IgM, IgD, Igg, IgG ve IgA. Bu 5 sinif
antibadi molekilleri arasinda kanser immiunoterapisinde en sik

kullanilan grup IgG'dir.

Hastaliklar ile micadelede 6nemli rol oynayan antibadilerin saf olarak
elde edilmesi ve bluyuk miktarlarda dretilebilmesi uzun yillardir Gzerinde
calisilan bir konudur. 1975 yilinda gelistirdikleri hibridoma teknigi ile tek
tip epitopa 6zgli monoklonal antibadilerin blyldk miktarlarda Gretilmesini
saglayan Milstein, Kohler ve Jerne, bu calismalari ile 1984 yilinda
Fizyoloji-Tip alaninda Nobel Odiuli almaya hak kazanmislardir.
Hibridoma teknolojisi ile; iki ayr 6zellige sahip hicre tipi birlestirilerek,
bu iki 0zelligi sergileyen hibrid hiicre elde edilir. Sonsuz bélinme
yetenegi ile hizla gogalabilen kanser hiicreleri ile istenilen antibadinin
Uretimini saglayan hicreler birlestirilerek hicre kiltir ortaminda
geligtirilirler ve bdylece hem saf hem de blUylk miktarlarda antibadi
Uretimi saglanmis olur. Bu yontem ile antibadi Gretimi icin, 6ncelikle
fareler antijen ile immunize edilir ve bu antijene karsi antibadi tretimi
saglanir. Antibadi Uretimini saglayan fare B lenfosit hlicreleri dalaktan
izole edilir. Sonsuz boélinme yetenedi olan insan B lenfositleri kanserli
kemik iliginden elde edilir. Daha sonra bu iki hicre tipi birlestirilerek
hibrid htcreler elde edilir. Hicre kuiltdr ortaminda bu hucrelerin
bolinerek cogalmalari saglanir. In vitro ya da in vivo ortamda bilyuk
Olcekte Uretildikten sonra antibadiler saflastirilir. Tek tip hibrid hicreden
turetilen antibadiler monoklonal olarak adlandirilirken, farkh tipte birgok
hicreden elde edilen antibadiler ise poliklonal olarak adlandirilirlar.
Monoklonal antibadiler, tek bir antijen epitopunu tanima 6zelligine sahip
iken, poliklonal antibadiler farkh antijen epitoplarini tanima 6zelligine

sahiptirler.
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Sekil 2.12. Antibadi molekllintn yapisal gérinimu

Son on yillikk dénemde; timdr hicre ylzeylerinde yer alan cesitli
reseptdrlere ydnelik tani amach timoér hedeflendirmede ve kanserli
hastalarinin iyilestiriimesinde antibadi kullaniminin etkinligi kabul
gérmustlr. Herseptin olarak da bilinen Trastuzumab, alemtuzumab,
bevacizumab, gemtuzumab ve ozogamisin antibadileri; cgesitli
modifikasyonlar ile insanlarda kullanima uygun hale getirilmis
“himanize” antibadilere, setuksimab ve rituksimab antibadileri kimerik
antibadilere ve ofatumumab ve panitumumab antibadileri ise tamamen
insan sekanslarindan turetilmis antibadilere 6rnek olarak verilebilir. Bu
antibadilerin cogu, tumoérin kendisi tarafindan eksprese edilen
antijenlere spesifik antibadilerdir. Epidermal blylume faktérl reseptéri
(ERBB1 olarak da bilinen EGFR) ve insan epidermal blylime faktori
reseptord 2 (ERBB2 ya da NEU olarak da bilinen HER2) gibi bayime
faktdori reseptdrlerine hedeflendirilen ve radyoaktif izotoplar ya da
kemoterapétik ilaclar ile konjuge edilen antibadilerin genellikle
hematolojik malinitelerde, konjuge edilmeyen antibadilerin ise |6semi

disi kanserlerin tedavisinde terapétik etkinlik sagladiklari gortlmistdar.
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Tumor antijenlerine hedeflendirilmis antibadilerin yanisira, timdér mikro
cevresine hedeflendirilmis antibadilerin de timér blyumesini

yavaslattigi gézlenmistir [327].
2.12. Hiicre Kiiltiru

Hlcre kaltard; insan, hayvan ya da bodcek hlcrelerinin bir veya birden
fazla hlcre tipinin dokudan alinarak yapay in vitro ortamda canlihgini
strdiirmesinin saglanmasi ya da c¢ogaltilmasi olarak tanimlanir [328].
Hlcrelerin  buyime sekli ya da koékenleri hucre kualtlrlerinin
tanimlanmalarini saglar. Kékenlerine gore; primer hiicre hatlari, devaml
hicre hatlar ve transforme hicre hatlarn olarak tanimlanirlar. Primer
hicre hatlari bitki ve hayvan dokularindan izole edilen, bir kez
bolindukten sonra sinirli hicre hatti haline gelen hicrelerdir. Genellikle
hicre sayisi az ve hicre yasam suresi kisadir. Devaml hicre hatlari,
bélinme hizlari daha ylksek olan, sirekli kiltire edilme gerekliligi
nedeni ile fenotipik kaymalarin meydana geldigi ve dolayisiyla kultlire
edildikten sonra farkli 6zellikler sergileme potansiyeli tasiyan
hicrelerdir. Transforme hucreler ise, normal hicre yerine kanser hicre
ozelliklerinin gogunu tasiyan dénlismus hicrelere verilen addir. Bliylime
sekillerine gbre ise, suspansiyon ve tek tabakali hlcreler olarak
siniflandirthirlar. Tek tabakali hucreler; tek tabaka halinde ylzeye
tutunarak blyldyen ankoraj-bagimli  yapiskan hicrelerdir. Epitel
hicreleri ve fibroblast hicreler bu grup hicreler arasinda sayilabilir.
Slspansiyon hicreler ise, besiyerlerinde asili halde durabilen ve
biyimek icin yuzeye tutunma gibi bir gereksinimleri olmayan
hicrelerdir. Kan ve kemik iligi htcreleri bu grup hicreler arasinda
sayllabilir [328]. Hlcre kdltard kullanim alanlar arasinda; monoklonal
antikor, hormon, enzim ve asi Uretimi, kanser arastirmalari, sitogenetik
analizler, sinyal iletim mekanizmalari, ilag ve biyoteknolojik
arastirmalar, kok hicre arastirmalari ve bircok hastaligin tanisi ve

arastirilmasi sayilabilir.
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Hicreler, mekanik ya da enzimatik yéntemler kullanilarak dokulardan
ayristirilabilirler. Hicre klltart calismalan ile; hlcrelerin ve hicreler ile
etkilestirilebilecek molekillerin fizyolojik ortam disinda, fizyolojik
ortamin beraberinde getirdigi dis etkenlerden bagimsiz bir sekilde yapay
ortamda incelenebilme olanagi vardir. Bu nedenle, in vivo ortamdaki
cesitli etkilesimler nedeni ile gerceklestiriimesi cok zor olan calismalar in
vitro ortamda hulcre kultlirt calismalar ile gercgeklestirilebilir. Ortam
sartlari kontrol edilebilir. Etkisi arastirilacak olan molekdllerin htcre ile
birebir etkilesimi saglandigindan, bu molekillerin hiicreye olan direk
etkisini arastirmak ve saptamak mumkindir. Ancak, bu molekdllerin
hicrelerin dogal ortami olan in vivo ortamda, fizyolojik diger etkenler ve
sinyal mekanizmalari devreye girdiginde olusabilecek diger etkileri
gbézlenemez. Ayrica, hucrelerin  klltir ortaminda yasamlarini
sUrdirebilmeleri ve g¢odalabilmeleri igin in vivo ortam kosullarinin
benzerinin saglanmasi gerekir. Hiicreler; 37 °C sicaklik, %95 nem
ortami ve %5 CO; ortami saglayan inklbatorler icerisinde saklanirlar.
Hucrelerin fizyolojik dogal ortamlarinda oldugu gibi beslenmelerini
saglayacak hicre kualtart besiyeri ortami, fetal sigir serumu, blyime
faktorleri gibi besin maddeleri ve enfeksiyondan korunmalar igin
genellikle gentamisin, penisilin, streptomisin gibi antibiyotikler gereklidir
[329].

Hicre kdltlrinde steril ortamda calismak ¢ok blylk dnem tasimaktadir.
Bu nedenle tim calismalar steril c¢alisma kabinleri igerisinde
gerceklestirilir. Calismaya baslamadan 6nce kabin ici mutlaka %70'lik
alkol c¢ozeltisi ile sterilize edilmelidir. Calismalar sona erdiginde ise UV
sterilizasyon ile ortam sterilize edilmelidir. Kiltirdeki htcrelerin enfekte
olmalari, ¢ogalma hizlarini hemen azaltarak 6lim oranlarini arttirir
[330]. Hucrelerin enfekte olmalarinin sebebi; bakteri, mantar, kif ya da
baska hicre kaynakh kontaminasyon olabilir. Hicreler kontamine
olduklarinda; genellikle besiyeri rengi degisimi ve bulutsu bir gérinim
s6z konusu olur. Mikroskopik incelemede ise, kiltir hlcrelerinden farkl
organizmalarin varlhigi kendini kolayca belli eder. Sekil 2.13'de hiicre
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kiltlir calismalarinin gercgeklestirildigi steril kabin, otomatik hiicre sayim

cihazi ve 48 kuyucuklu plakalar gérilmektedir.

Okaryotik hiicreler genellikle dimetil siilfoksit (DMSO) dondurucu ajani
ve serumlu besiyeri varlifinda dondurularak -196 °C'da sivi azot
tanklari icerisinde ya da -80 °C'da saklanirlar. Hiicrelerin dondurulma ve
¢6zllme basamaklarinda dondurma c¢ézeltisinde bulunan DMSO ile kisa
sureli temas etmesine 6zen gdsterilmelidir. DMSO, polar ve apolar
bilesikleri ¢cbzen bir ¢bzlcudlr ve hicre kaltirl besiyeri ortami igerisine
genellikle %10 oraninda ilave edilir ve hucrelerin dondurulma
asamasinda O6lmeleri engellenmis olur. DMSO, donma isleminin daha
kontrolli ve yavas olmasini saglayarak buz formu olusumunu yavaslatir
ve hiucreler béylece korunmus olur. Dondurulmus hucreler genellikle

kuru buz ile taginirlar.

Hlcrelerin canhligi icin hicreler taze besiyeri ile dlzenli olarak
beslenmelidir, kdltir kabi icerisinde belli bir sikisiklik duizeyine
ulastiklarinda da yani konfluent duruma ulastiklarinda pasajlanmalidir.
Clnkd bu durumda hicrelerin godalmasi ve beslenmesi igin yeterli
besiyeri ortami kalmaz ve hicre proliferasyonu durur. Olusan
degisimlerin gozlenmesi ve gerekli islemlerin gerceklestirilme zamaninin
gelip gelmediginin belirlenmesi ve herhangi bir kontaminasyon olup
olmadiginin saptanmasi igin, hicrelerin sirekli 15tk mikroskobu ile ve
makroskopik olarak g6z ile kontrol edilmeleri gerekir. Hulcrelerin

pasajlanmasi, cogalma hizlari ile yakindan iliskilidir.

Hlcreler pasajlanmadan once hicre sayimi yapilmasi gerekir. Hicre
sayimi gercgeklestirmek igin birgok yontem mevcuttur. Yapiskan hicreler
icin genellikle tripan mavisi ile boyama vyapildiktan sonra,
hemositometre denilen sayim kamaralarinin toma, neubauer lami gibi
bélmeli lamlari Gzerine damlatildiktan sonra mikroskop altinda sayimi
gerceklestirilir. Kullanilan bu boya membran bitinliglt bozulmus ola

hicreleri koyu mavi renge boyar ve canli hlcreler tarafindan metabolik
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olarak disar atilir. Son yillarda otomatik hlicre sayim cihazlar kullanima

sunulmustur.

Sekil 2.13. Hicre kiltlr calismalarinin gergeklestirildigi steril kabin,

otomatik hlicre sayim cihazi ve 48 kuyucuklu plakalar

Yizeye tutunma o6zelligi tasiyan yapiskan hicrelerin pasajlama islemi
gerceklestirilirken,  kdltir kabr  ylUzeyinden ayirilabilmeleri igin
ekstraseliler matriksin bozunmasinda rol oynayan tripsin enzimi ve
ylzeye baglanma isleminde 6nemli rol oynayan kalsiyum iyonlarini
bloke eden etilendiamintetraasetik asit (EDTA) kullanihir [328]. Kultar
kaplarinin polistirenden yapilmis ylzeyi amino gruplari ile, plakalar ise

pozitif yuklt poli-I-lizin ile kapl olabilir.

Hucre kualttrt tekniklerinde blyuk ilerlemeler kaydedilmis olsa da, insan
ve hayvan dokulari ile calismanin getirdigi potansiyel riskler nedeniyle
bircok etik problem ile karsilasmak mdmkinddr. Birgok Ullkede

biyomedikal arastirmalar alanina kati dizenlemeler getirilmistir [328].
2.13. Apoptoz ve Nekroz

Programl fizyolojik hicre 8limuUnt ifade eden “apoptoz”, ilk kez 1965
yilinda Lockshin ve Williams tarafindan tanimlanirken, hlcre igerisinde
olusturdugu morfolojik degisiklikler de 1975 yilinda Kerr ve arkadaslari
tarafindan tariflenmistir [331-332]. Hulcrenin, kendi igerisinde
gerceklesen mekanizmalarin tetiklemesinden cok, disaridan

kaynaklanan olumsuz kosullar karsisinda; hucre ici enzimlerin etkisiyle
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olusan otoliz ya da lokositler araciligiyla olusan heteroliz ve hicre
proteinlerinin denatlirasyonu sonucu gerceklesen hlcre o6limu ise
“nekroz” olarak tanimlanir. Nekrozda; eozinofil ve bazofil artisi, hiicre igi
protein denatlrasyonu, vakuolizasyon, organellerin parcalanmasi gibi
sitoplazmik ve karyoliz (piknotik c¢ekirdedin erimesi), piknozis
(cekirdegin bizismesi ve kromatin yogunlasmasi), karyoreksis (piknotik
cekirdegin parcalanmasi) gibi nukleus degisiklikleri 6n planda iken
apoptoz, inflamasyonun eslik etmedigi ve hicrenin tamamen cansiz bir
kitle haline déntismesi ile karakterize bir olgudur. Apoptozdaki hicre
kalintisi komsu hucreler tarafindan fagosite edilirken, nekrozda

imminojenik mekanizmalarin tetikledigi bir fagositoz s6z konusudur.

Menstruasyon ile endometriyal hiicre yikimi, gebeligin ilk dénemlerinde
parmaklar arasinda var olan perdenin doguma yakin evrede ortadan
kalkmasi, DNA hasarina ugrayan hicreleri yikimi, timor hicrelerinin ve
virus ile enfekte olmus huicrelerin ortadan kaldirilmasi insan vicudunda

olusan apoptoz érnekleridir.

Olim sinyalinin gelmesinden sonra morfolojik olarak kromatinde sikisma
ve hilcrede parcalanmanin gergeklesmesi sonrasinda komsu hicre
tarafindan fagositoz apoptozun ana olusum basamaklandir. Daha
yapisal diizeyde incelendiginde; kromozomal DNA’larin internikleozomal
fragmanlara parcalanmasi, mitokondriyumun parcalanmasi,
sitoplazmanin yodunlasip hlcrenin hacmini kaybederek blziismesi
apoptozun ana Ozellikleridir. Sekil 2.14'de apoptoz ve nekroz

olusumunda hicrelerin yapisal degisimi sunulmustur [333].

Apoptozun timdr nekroz faktér (TNF)'den beta amiloid peptidlere kadar
uzanan 30’dan fazla belirleyicisi bulunmaktadir. Caenorhabditis elegans
isimli solucanda bulunan apoptozu kodlayan gen olan “Ced-3" geninin
insandaki karsiligi olan “Bcl-2” geni apoptozda koruyucu rol oynayan
onemli bir genetik belirleyicidir ve Bcl-2: Bcl-2, Bcl-xI ve Bcl-w olmak
Uzere 3 tipi vardir ve apoptozu Onleyerek hicrenin sagkalimini

gerceklestirmeye calisir.
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Sekil 2.14. Apoptoz ve nekroz olusumunda hiicrelerin yapisal degisimi

Bunun disinda kalan énemli belirleyiciler ise sunlardir [334];

1. Hlicre membrani ylzeyindeki reseptoérler

- CD95 reseptorleri (Fas reseptoérleri olarak da bilinir.)

- TNF-R

- Trail reseptori (Olum reseptorii-4 ya da Apo-2)
2. Reseptorleri kontrol eden genler

- DcR-2, DR-3, DR-4, DR-5, DcR-3

3. Apoptozu baskilayan ve indikleyen genler

- Baskilayanlar: A1, Bcl-2, Bcl-xI, Bcl-w, Mcl-1, Nr-13, Ced-9

- Indikleyenler: BAX, BAK, BAD, BIK, BID, Bcl-xs

3. Reseptdr ligandlan
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- CD95L
- TNF-alfa
- Apo-2L

4. Hlcre membraninin alt yuzinde ve sitoplazmada bulunan inaktif

proteinler

- FADD (“Fad-associated death domain”)
- ¢c-FLIP (“Cellular-FLICE inhibitory protein”)
- Prokaspazlar (“zimojen”)

- Perforin ve granzimler

5. Protein domeynleri

- Olum domeyni (“"Death domain-DD")

- DED (“"Death effector domain”)

- CARD (“Caspase recruitment domain”)
- BH domeynleri

- BIR domeynleri

Apoptozda rol oynayan kaspazlar, bir grup sistein proteaz enzimi olup
sitoplazmada inaktif proenzimler olarak bulunurlar ve proteolitik
parcalanmanin etkisiyle aktiflesirler. Aktive olan kaspazlar, islevlerine
gére 2 ana grupta incelenebilirler. Bu gruplardan birincisi apoptotik
sinyali baslatmak icin gerekli olan kaspazlarken, ikincisi proteinlerin
geridonlsimstz islevlerinin dedisiminde aspartik asit kalintilarini
koruyan duzenleyici proteinler ve c¢esitli yapisal proteinlerin

parcalanmasinda roll olan éldirlict kaspazlardir [335].

Tipta yetersiz apoptozun neden oldugu hastaliklara 6rnek olarak
otoimmun lenfoproliferatif hastaliklar ve kanser, apoptoz artisinin neden
oldugu hastaliklara ise norodejeneratif hastaliklar (Alzheimer hastalig,

Parkinson hastaligi gibi) ve iskemiler verilebilir.
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Hlcrede apoptozu belirlerken elektron mikroskopi, DNA Ladder, Tunnel
Teknigi, FACS analizleri, MTT Yontemi, Annexin yodntemi gibi direk
yéntemler kullanilabilir ve immuanohistokimyasal ydntemler, mRNA
analizleri gibi yollarla da apoptoz Urlnlerinin analizleri gerceklestirilebilir
[336].

2.14. Hiicre Proliferasyonu ve Hiicre Canlilik Testleri

Hlcre proliferasyonu hlcre bdélinmesi Uzerinden gerceklesir. Hucre
bélinme ddénglsi; hem hicre disindan gelen hlicre disi sinyallere hem
de hicre dongusu evreleri arasinda gelisen olaylar koordine eden hicre
ici sinyallere baghdir. Hlcre dénglslnin interfaz ve mitotik olmak lzere
iki ana evresi vardir. Interfaz; mitotik aktiviteler arasinda kalan evre
yani mitoz icin gerekli hazirliklarin yapildigi evredir. Mitotik evre ise, ana
hicrelerin genetik olarak birbirinin aynisi olan iki yavru hcreye
béliinmesi evresidir, yani béliinmenin gerceklestigi evredir. interfazin g
farkh, birbirini takip eden evresi mevcuttur. Bu evreler; G1, S ve G2
evreleridir. G1 evresinde hilcreler bir nevi cevre kontroli yaparlar ve
“monitdr” gibi davranirlar, gerekli sinyaller ulastiginda blylumeyi
indiklemek icin RNA ve protein sentezlerler. E§er G1 evresinde uygun
bliyume faktérleri yoksa, hiicre dénglsu kisitlama noktasi adi verilen bir
noktada durur ve bu bekleme noktasinda duran hulcreler daha sonra Go
adi verilen sessiz bir doneme girerek bir stire cogalmadan kalabilirler. Gg
noktasindaki hicreler blylimeyi durdurmus ve protein sentezini
yavaslatmis olsalar da metabolik olarak aktiftirler. Hlcre disi sinyaller
ve blyume faktorleri tarafindan cogalmak Uzere uyarilmadikca bu
evrede kalmaya devam ederler. Tim kosullar hazir oldugunda ise
hicreler hlicre déngisinin S evresine gecerler ve DNA sentezi ve
kromozomal DNA replikasyonu gergeklestirirler. Son olarak da G2
evresinde hulcreler bliyUmeye devam ederler ve mitoz icin hazirlanirlar
[337-338].

Bolinme ddngulsune giren hlcrelerde metabolik aktivitede artis gorullr.

Bu nedenle, hlcre proliferasyonunun belirlenmesinde kullanilan
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yontemlerden bir kismi metabolik aktivite 6lgim temeline dayanir
[339].

Canli 6karyotik hucre sayisini belirlemek icin cesitli testler mevcuttur.
Bu testlerden bazilari; tetrazolyum rediksiyonu, resazurin redlksiyonu,
proteaz belirtecleri (“marker”) ve adenozin trifosfat (ATP) miktarinin
Olcllmesi temeline dayanan testlerdir. Bu testler hicre
proliferasyonunun bir sonucu olarak, bilesiklerin sitotoksik etkilerini ve

internal kontrol olarak canli hiicre sayilarini belirlerler.

Tetrazolyum redlksiyonu, resazurin rediksiyonu ve proteaz aktivite
testleri; canli hicre belirteci olarak genel metabolizma ya da enzimatik
aktivite 6lcimUu yapan testlerdir. Tum bu testler; substrati, bir plaka
okuyucu tarafindan belirlenebilecek renkli ya da floresan bir urtne
dénusturecek sekilde, bir reaktif madde ile canli hiicre popullasyonlarinin
inkUbe edilmesini gerektirir. Standart hicre kuiltir ortaminda, substrat
ile canli hicrelerin inkibe edilmesi ile birlikte, mevcut canl hlcre sayisi
ile orantili bir sinyal olusacaktir. Hicreler 6ldigliinde, substrati Uriine
dénlstirme kabiliyetleri hizla ortadan kalkacaktir. Bu farklilik, kullanilan

bircok hlcre canlilik testi icin ana prensibi olusturmaktadir.
2.14.1. Tetrazolyum Rediiksiyon Testleri

Canli  htcreleri belirlemek icin ¢ok gesitli tetrazolyum bilesikleri
mevcuttur. En yaygin kullanilan bilesikler ise, (4-[3-(4-iyodofenil)-2-(4-
nitrofenil)-2H-(5-tetrazolio)-1,3-benzen-disilfonat  (WST1), 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromur (MTT) ve 2,3-bis-(2-
metoksi-4-nitro-5-silfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksianilid (XTT) ve
3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)2-(4-sullfofenil)-2H-
tetrazolyum tuzu (MTS)'dir. Bu Dbilesikler iki temel kategoride
incelenirler; birincisi; pozitif yukli olan ve canl &karyotik hcrelere
kolaylikla ve hizlica penetre olabilen MTT, ikincisi de; negatif yukli olan
ve Okaryotik hicrelere hizlica penetre olmayan MTS, XTT ve WST-1'dir.
MTS, XTT ve WST-1; tetrazolyumu indirgeyip renkli formazan Urunlne

dénlsturecek olan ve sitoplazmadan ya da plazma membranindan
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elektronlari transfer eden elektron akseptdérli ara drin ile birlikte
kullanilir [340]. Sekil 2.15'de WST-1 tetrazolyum tuzunun formazan

boyasina dénlsum reaksiyonu goértlmektedir.

| NO: \Q O/No
2 NH
|
N

SO:Na SO;Na

Seliiler Dehidrogenaz ile Rediiksiyon
SO;Na SO:Na

WST-1 Formazan

Sekil 2.15. WST-1 tetrazolyum tuzunun formazan boyasina dénltsim

reaksiyonu

MTT redulksiyon testi; 96-plaka formatinda ytksek verimli gériuntileme
icin gelistirilmis ilk homojen hicre canhhk testidir. MTT substrati
fizyolojik olarak dengelenmis c¢o6zelti icerisinde hazirlanir ve kultardeki
hicreler Gzerine genellikle son konsantrasyon 0,2-0,5 mg/mL olacak
sekilde ilave edilir ve daha sonra 1 ila 4 saat inkibasyona birakilir.
Formazan miktari (canli hicre sayisi ile direk olarak orantili oldugu
kabul edilen); 570 nm'deki absorbans dedisimleri kaydedilerek plaka-
okuyucu spektrofotometre ile dlgilir. 630 nm referans dalga boyu da

bazi durumlarda kullaniimaktadir.

Canh hitcreler aktif metabolizmalar ile MTT'yi 570 nm maksimum
absorbans ile mor renkli formazan urinilne gevirirler. Hucreler 6ldikten
sonra, MTT'yi formazan Urlinlne cgeviremezler ve dolayisiyla sadece
canli hicreler igin bir belirteg gérevi goren renk degisimi gdzlenmez.
MTT rediksiyonu ile formazan olusumunun tam seldler mekanizmasi
cok iyi anlasiimis olmamakla birlikte, NADH ya da benzer indirgeyici
molekdllerin MTT'ye elektron transferi gercgeklestirdikleri
disinltlmektedir [341].
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MTT redliksiyonunun hicre proliferasyonunu degil, canh hicre

metabolizmasini yansitan bir belirte¢ oldugu unutulmamalidir [342].

Son gelistirilen tetrazolyum reaktifleri; hlcre kultirla besiyeri ortami
icerisinde direk ¢bzinen formazan urlnleri olusturabilen canh htlcreler
tarafindan indirgenebilir. MTS, XTT ve WST-1 bu kategorideki testlerdir.

WST-1 testinde; tetrazolyum tuzu, yalnizca canh hicrelerde aktif olan
ve mitokondriyal solunum zincirinde yer alan slksinat-tetrazolyum
rediktaz tarafindan suda ¢bzunebilen formazan boyasina
dénistirilmektedir. Ornekteki mitokondriyal dehidrogenazin total
aktivitesi, canli  hicrelerin  artmasiyla yuUkselmektedir. Enzim
aktivitesinin artmasi ile hicre kualtirld besiyeri ortamindaki metabolik
olarak aktif hlicrelerin sayisi ile direk orantili olarak formazan uretimi ve
miktar da artmaktadir. WST-1 testi ile canli hlcrelerde sari renk
olusumu  gbzlenmekte, o6l  hicrelerde ise renk degisimi

gbzlenmemektedir.
2.14.2. Resazurin Rediiksiyon Testi

Resazurin; tetrazolyum bilesiklerine benzer protokoller ile, canli htlcre
sayisini  goruntulemede kullanilan, hlcre gecirgen bir redoks
indikatoérudur [343]. Fizyolojik tamponlar igerisinde ¢6zunebilir (mavi
renkli ¢dzelti olusur) ve kultlr icerisindeki hilcrelere direk olarak ilave
edilebilir. Canli hlcreler aktif metabolizmalarn ile resazurini, pembe

renkli ve floresan olan rezorufin Grtnine indirgerler.

Selller resazurin indirgenme reaksiyonunun olusabilmesi igin ara
elektron akseptéri ilave edilmesi gerekmez ancak ilave edilirse sinyal
olusumunu hizlandirabilir. Uretilen rezorufin miktari; 560 nm
eksitasyon/590 nm emisyon filtre donanimli mikroplaka florometresi
kullanilarak 6élgllen canh hlcre sayisi ile orantilidir. Rezorufin miktari
absorbans degisimi ile de Olgllebilir ancak absorbans degisiminin
Olcilmesi, floresans 6lciminden ¢ok daha az hassas bir ydontemdir ve

bu nedenle bu drln igin pek tercih edilmez.
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Bu testin en buylk avantaji; nispeten daha ucuz bir ydntem olmasi ve
tetrazolyum reduiksiyon testine gore biraz daha fazla hassas sonuclar
elde edilmesini saglamasidir. Dezavantaji ise; test edilen bilesiklerden
kaynaklanabilecek floresan girisim olasiligi ve hicreler Uzerinde toksik

etki yaratma riskidir.
2.14.3. Proteaz Belirteg Testi

Yasayan hucrelerde korunan proteaz aktivitesi o6lgimuntn, hicre
canlihginin  bir belirteci olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. Son
yillarda; canli hlcrelere 6zgu proteaz aktivitesini selektif olarak
saptayabilen, hicre zarini gegebilen florojenik proteaz substrati
(glisilfenilalanil-aminoflorokumarin;  GF-AFC) gelistirilmistir  [344].
Sitoplazmik aminopetidaz aktivitesi; AFC salimi igin fenilalanin ve glisin
amino asitlerini ortamdan uzaklastirirken, GF-AFC substrati canli
hicrelere penetre olabilir ve canli hicre sayisi ile orantil olacak sekilde
floresan bir sinyal agiga cikar. Hicreler 6lir 6lmez, proteaz aktivitesi
hizlica ortadan kalkar ve bu nedenle proteaz aktivitesi canli hicre
populasyonunun selektif bir belirtecidir. Bu yodntemin genel olarak
avantaji; yeterli sinyalin alinabilmesi icin gereken inkibasyon stlresinin
(30 dakika ila 1 saat), tetrazolyum testleri ile karsilastirildiginda (1 ila 4

saat) cok daha kisa olmasidir.
2.14.4. ATP Miktar Olciim Testi

YUksek verimli goéruntileme uygulamalarinda canli hlicre sayisinin
belirlenmesinde kullanilan en yaygin ydontem; ates bodcegi lusiferazi
(biyoluminesans amacl kullanilan oksidatif enzim sinifi icin kullanilan
jenerik isim) kullanilarak yapilan ATP oOlcimuadidr. ATP'nin, gecerli bir
canli hlcre belirteci oldugu bilinmektedir. Hucrelerin membran
batinligu bozuldugunda, ATP sentezleme kabiliyetlerini de kaybederler

ve endojen ATPaz'lar kalan ATP'leri de sitoplazmadan hizlica bosaltirlar.

ATP algilayici reaktif; hicreleri parcalayan bir deterjan, parcgalanan

hicrelerden salinan ATP'yi dengeleyen ATPaz inhibitérleri, substrat
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olarak lusiferaz ve isik fotonlari Ureten reaksiyonu katalizleyen lusiferaz

formu igerir.

ATP testi; hicre canlhiliginin tespit edilmesinde kullanilan en hizh ve en
hassas yontemdir. Son gelistirilen ticari kitler ile birlikte luminesan
sinyal, reaktifin uygulanmasindan 10 dakika sonra denge konumuna
ulasir ve 1sima yapar. Bdylece, canli hicre populasyonunun, substrati
renkli bilesige donlstirmesi icin uzun bir inkiibasyon basamadgina

ihtiyac olmaz [340].
2.15. Akim Sitometrisi

Akim sitometrisi; canli hicrelerin ya da diger biyolojik partikillerin,
akmakta olan bir sivi igerisinden gecgerken fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerini belirleyen bir yontemdir. Her bir partikll ya da hucre, bir
veya birden fazla lazer 1s1d1 ile aydinlatiimakta olan bolimden gecer ve
sistem yansitilan i1sigin derecesi ve yonuninin 6lgimini yaparak, hiicre
ya da partiktlin boyutu, sekli ve yapisi hakkinda bilgi edinilmesini
saglar. Akim Sitometrisi; hlicre ya da partikil ylzeyindeki kimyasallarin
varhdina cok baghdir. Hicreler gok kiglk olduklari icin glgcllu floresan
sinyal veren molekilleri bulunmaz. Bu nedenle florokromlar olarak
bilinen floresan boyalar ile etiketlenebilirler [345]. Partiklller bir ya da
daha fazla floresan boya ile isaretlenmis ise; isik kaynadi, her bir
partikil hakkinda metabolik aktivite, DNA icerigi ve spesifik ylzey
varhdi ve intraselller belirtecler gibi ek biyolojik bilgi saglayan bu
boyalari uyarir. Optik ve elektronik 6geler; floresan emisyonu ve Isik
sacihmlarini filtre ve dedektérlerde toplar, dijital veriler haline

dénusturdr ve analiz edilmeleri igin bilgisayar sistemine goénderir.

Akim Sitometrisinde kullanilan Ug ana dedektdr vardir. Her bir dedektér
ve filtre farkll bilgiler edinilmesini saglar. Bunlardan ilki; “ileri sagiim
kanal dedektéri (FSC)™dur ve hicrenin boyutu hakkinda bilgi verir.
Ikincisi; “yana sacilm kanal dedektoéri (SSC)™dur ve partikial grandl
yapisini gésterir. Uglincisi ise; floresan dedektériidiir ve florokromlar

ile isaretlenmis ylzeyler hakkinda bilgi verir [346]. YlUksek performansli
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akim sitometrileri saniyede 70.000 hicre sayimi gercgeklestirebilme
potansiyeline sahiptir [347]. Sekil 2.16'da akim sitometrisinin genel

calisma prensibi sematik olarak sunulmustur [348].
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Is1k kaynadi
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Sekil 2.16. Akim Sitometrisi genel galisma prensibi

Akim Sitometrisinin en 6nemli 6zelligi, her bir canl hiicrede birden fazla
parametreyi ¢ok hizli ve kantitatif olarak 6lgebilmesi ve daha sonra bu

hicreleri gruplandirarak izole edebilmesidir.

Akim Sitometrisi tip alaninda; otoimmun, hematolojik, immuin yetmezlik
gibi bircok hastaligin tanisinda kullanilir. En gok l6semi, myeloma ve
lenfoma hastalarinda kullanilir; ginkd saghkl bir insanda kan profili belli
ve nettir. Bu hastaliklar tasiyan kisilerde ise kan profili degiskenlik
gbsterir ve tani akim sitometrisi ile kolayca konur. Ayrica koék hucre

calismalarinda da tedavide ydnlendirici rol oynar [346].

Akim Sitometrisi 6zellikle son yillarda, in vitro ortamda hedef proteine
baglanan molektllerin saptanmasinda ya da hlicre-bazli deneylerde 6zel
bir davranis sergileyen molekullerin belirlenmesinde de kullaniimaktadir
[349].
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2.16. Gergcek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi

Gergek Zamanl Hlcre Analiz Sistemi (RTCA); hlcre-bazli deneyler igin
tasarimlanmis mikroelektronik bir biyosens6ér sistemidir. Sistem
dinamik, gercek-zamanli, etiketleme gerektirmeyen hcresel analizler

gerceklestirir.

RTCA; kendine 6zglu 06zel hicre kdltird plakalarinin en alt kismina
yerlestiriimis altin mikroelektrotlar sayesinde elektriksel empedans
OlcimU vyapabilen ve herhangi bir etiketleme ya da isaretleme
gerekmeksizin selller olaylar gercek-zamanli olarak goéruntileyebilen
bir cihazdir. Empedans dlgumleri; hlcrelerin sayisi, adezyon, canhlliklari
ve morfolojileri gibi biyolojik durumlari hakkinda kantitatif bilgi
edinilmesini saglar. Sistem; hem kisa sireli (yaklasik 30 dakika), hem
uzun sdreli (2-3 gun) selller etkilerin incelenmesini, hem de deney

suresince hlcrelerin durumlarinin gérinttilenmesini mimkun kilar.

RTCA sistemi; tabaninin yuzde seksen oranindaki bélimu 6zel altin
mikroelektrotlar ile kaph 96 kuyucuklu plaka sistemi ile birlikte standard
hicre kualtirt inkdbatorl igerisine vyerlestirilerek, deney siresince
hicreler icin uygun sicaklik, nem, karbondioksit kontrolli cevresel
ortami  saglar. Kontrol Unitesi, analizdr tarafindan Olgimi
gerceklestirilen veri sinyallerini alarak, RTCA vyazilim sistemi ile

goruntidlenmelerini saglar.

96 kuyucuklu plakalarin tabanina yerlestirilmis altin elektrotlarin en Ust
kisminda bulunan hicrelerin varhgi; elektrot/cozelti araylzeyindeki lokal
iyonik cevreye etki eder. Elektrotlarin ylzeyine ne kadar cok hicre
tutunursa, elektrot empedansindaki artis o oranda buydr. Ayrica;
hicrelerin eletrotlar ile etkilesimine bagh olarak empedans kalitesi de
degisiklik gosterir. Ornedin; hiicre adezyonundaki artis ve yayilim,
elektrot empedansinda daha blytk dedisim olmasini sadlar. Bu
nedenle; hicre indeks (CI) dederi olarak gosterilen elektrot empedansi;
hiicre-bazh bircok deneyde hiicre canlihdinin, sayisinin, morfolojisinin ve

adezyon derecesinin goéruntilenmesinde kullanilabilir. Sekil 2.17'de
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RTCA sistemi plaka tabaninda yer alan mikroelektrod sistemi sematik

olarak sunulmustur [350].
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Sekil 2.17. RTCA sistemi plakalari tabaninda

yer alan mikroelektrod sistemi
Hicre indeksi; hucrelerin deney siresi boyunca hangi durumda
olduklarini (bayime, yayllma, sekil degistirme, 6lme) saptamak igin
oldukga iyi bir belirtectir. Kuyucuk ortaminda hicre yok ise ya da
hicreler elektrotlar Uzerine iyi yapismamissa, CI dederi sifirdir. Ayni
fizyolojik kosullarda, elektrotlar Gzerine daha cok hlicre yapismissa, CI
degeri daha blylk bir deder olur. Bu nedenle CI, kuyucuk icerisindeki
hicre sayisinin kantitatif bir 6lgimuaduadr. Ayrica; hicre morfolojisi,
yapismasl ya da canhligi gibi, hiicre statlisiindeki herhangi bir degisim
ClI degerinin de dedismesini saglayacaktir. Sekil 2.18'de RTCA
sunulmustur [350].
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Sekil 2.18. Gergek Zamanh Hucre Analiz Sistemi

RTCA; vyasam bilimlerinde, ilag gelistirme, toksikoloji, medikal
mikrobiyoloji, viroloji ve kanser gibi pek c¢ok arastirma alaninda
kullanilabilen bir sistemdir [350].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan Doktora Tez Calismasi 6 Ana Bdélimden (AB) olusmaktadir. Bu

ana bolimler asagida tanimlanmis ve gerekli aciklamalar verilmistir.
AB1. Nanosorbentler

AB1 U¢ adimda gercgeklestirilmistir: Birinci adim; SPION’larin sentezini,
ikinci adim bu partikillerin altin tabaka ile kaplanmasini ve tglinci adim
ise altin kaplh olan ve altin kaph olmayan nanopartiklllerin

karakterizasyon islemlerini kapsamaktadir.

SPION’lar, ferrik (Fe*®) ve ferréz (Fe*?) klorirlerin sulu ortamda azot
atmosferi altinda “ikili ¢oktliirme” ydéntemi kullanilarak sentezlenmistir.

Ikinci adimda manyetik nanopartikiiller altin tabakasi ile kaplanmistir.

Son olarak; hazirlanan manyetik ve altin kapli manyetik
nanopartiktllerin karakterizasyon islemleri gergeklestirilmistir.
Sentezlenen SPION’larin konsantrasyonu ICP-MS Cihaz ile, kimyasal
yapilari FT-IR Spektroskopi ile, sekil ve boyutlari TEM ile, hidrodinamik
caplari ve polidispersite indeksleri Zeta Sizer Olciim Cihazi ile, ylzey
yukleri Zeta Potansiyel Olcim Cihazi ile, manyetik 6zellikleri VSM ve
ESR cihazlari ile ve son olarak altin ile kaplanip kaplanmadiklari UV-VIS

Spektrofotometre ile dlglilmis ve yorumlanmistir.
AB2. Antibadi ve Aptamerlerin Immobilizasyonu

Tamor hicrelere hedeflemeyi saglayacak aptamer ve monoklonal
antibadiler  altin kapli nanopartiktllere immobilize edilerek
nanosorbentler dretilmistir. Sunulan tez kapsaminda, hedeflenecek
timor hicresi olarak MDA MB 231 insan meme kanseri hicre hatti
segilmistir. MDA MB 231 meme kanseri hlicre ylzeylerinde epidermal
blylime faktéri ve transforme edici blylime faktdérli reseptorlerinin
eksprese oldugu bilinmektedir. Bu amacla, hedefleme bdlgesi olarak
MDA MB 231 meme kanseri hlcre ylzeylerindeki epidermal biyime
faktorl reseptdrleri secilmistir. Secilen timor hicresine 6zglin antibadi

ve aptamerler satin alma yoluyla temin edilmistir. Modifiye aptamerlerin
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altin ylizeylere “kendiliginden yerlesmesini” (self-assembling”) saglamak
Uzere, baglanacaklari ucglarinda bir uzatma kolu (6 karbonlu alifatik
zincir) ve altina baglanmayi saglayacak -SH grubu tasiyacak sekilde
sentez edilmis ve daha sonra SPION ylzeyine immobilize edilmislerdir.
Prob antibadi molekdllerinin ise, hem ylzey konsantrasyonunu optimize
etmek (sterik engelleri ortadan kaldirmak amaci ile) hem de ylzeye
dogru vyonlendirilmis sekilde yerlesmelerini saglamak icin (hedefle
etkilesmelerini saglamak amaci ile) SH-PEG-COOH gibi yardimc
molekdller kullaniimistir. Bu molekdlllerin dnce -SH gruplariyla altin
ylizeylere tek tabaka olusturacak sekilde yerlesmeleri, daha sonra diger
uclarindaki -COOH gruplari nedeniyle, antibadilerin —NHsz gruplan ile
etkileserek peptid badi olusturmalari ve boylelikle antibadilerin
nanopartiktller Gzerine immobilize olmalar dngérilmustiar. Hazirlanan
altin kapli manyetik yukli, ylzeylerinde kendiliginden olusan tek
tabakalar (SAMs) olusturulmus nanopartiklllerin Zeta Potansiyel ile
yuzey yukleri tayin edilmistir. Boyut ve UV-vis absorbsiyon spektrum

Olcimleri gergeklestirilmistir.

AB2 kapsaminda; MDA MB 231 insan meme kanseri hedef tUmor
hicrelerini 6zgin olarak tanima 6zelligine sahip olarak satin alinma yolu
ile temin edilmis olan antibadilerin ve aptamerlerin, altin kapl
nanopartiklllerin yuzeylerinde floresan mikroskop ile izlenmesini

saglamak amaci ile, 1Isima yapan floresan etiketler (FITC vb.) takilmistir.
AB3. Hiicre Kiiltiiriu ve Sitotoksisite Calismalan

Hedef hicre hatti olarak MDA MB 231 insan meme kanseri hicre hatti
ve karsilastirma saglamak icin bir fibroblast hiicre hatti (Ostrojen

reseptdr pozitif insan fibroblast hicreleri) kullaniimistir.

MDA MB 231 hicreleri kiltir ortaminda codaltiimis ve daha sonra (g
ayri konsantrasyonda nanopartikiller ile etkilestirilen hcrelerin

sitotoksisiteleri belirlenmistir.

Sitotoksisite galismalari WST-1 testi ile gerceklestirilmisti. MDA MB 231
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meme kanseri hicrelerinin hlcre kiltar kaplarina ekimi gerceklestirilmis
ve farkh miktarlarda yuzeyinde herhangi bir modifikasyon yapiimamis
SPION, altin kapli yuzeyinde SAMs olusturulmus SPION, vylzeyine
aptamer immobilize edilmis SPION ve yuzeyine antibadi immobilize
edilmis SPION’lar htcrelere ilave edilmistir. Pozitif kontrol olarak sadece
hiicre kaltard besiyeri ortami kullaniimistir. Hicre canlihidinin tespiti icin
plakalarin absorbans yogunluk dederleri ELISA plaka okuyucuda 440
nm’de okunmustur. Canh hicreler sari renk olustururken, 610 hucrelerde

renk olusumu gézlenmemistir.

AB4. Hedeflemenin Akim Sitometri ve Floresan Mikroskop Ile

Gosterilmesi

MDA MB 231 hicrelerinin 6 kuyucuklu plakalar igerisine ekimi yapilip bir
gln sire ile hicreler cogaltildiktan sonra, nanopartikillere floresan
isaretlenmis aptamer ve antibadi immobilizasyonu gergeklestiriimis;
yalniz SPION, yuzeyine aptamer immobilize edilmis SPION ve ylzeyine
antibadi immobilize edilmis SPION’lar olarak farkli oranlarda MDA MB
231 hicreleri ile etkilestirilmistir. Akim sitometri analizleri igin; hucre
yuzeyindeki EGFR reseptorlerine, yuzeyine FITC-isaretli anti-EGFR
antibadi ve aptamer immobilize edilmis SPION’larin badglandigi

hicrelerin sayimi yapiimistir.
ABS5. ikili Boyama Ydntemi ile Apoptoz ve Nekrozun Belirlenmesi

Yukarida belirtilen sekilde hazirlanan nanopartiktller, farkli oranlarda
MDA MB 231 hiucreleri ile etkilestirildikten sonra floresan boyama
yapiimistir. Bu sekilde apoptoz ve nekroz dederleri ve nekroz ve
apoptotik indeksler belirlenmistir. Boyama esnasinda sadece DNA'nin
boyanmasi icin, ribonilkleaz A hiicreler ile muamele edilerek sitoplazmik
RNA yok edilmektedir. Hoechst boyama hucrelerin ¢gekirdeklerini maviye
boyamaktadir. Bitln hlicreleri boyamasina ragmen apoptotik hiicreler
daha parlak ve cekirdek homojenligi kaybolmus ve parcalanmis olarak
gbézukurler. Bu sayede gercek apoptotik hicreler normal hcrelerden

ayrilirlar. ikili boyamada kullanilan diger boya Propidium Iodid'tir (PI).
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DNA'y1  kirmiziya boyayarak nekrozu go6stermektedir. PI normal
hicrelerin zarlarindan gecmedigi icin, sadece hicre zari hasar gérmis
veya O6lmus hicrelerin zarlarindan gecerek nekroza ugramis hucreleri
gostermektedir. Floresan mikroskopta DAPI filtresi kullanilarak
apoptotik hiicrelerin ve 13 (480-520nm dalga boyunda) filtresi

kullanilarak nekrotik hiicrelerin degerlendirmesi yapilmistir.

AB6. Gergcek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi ile Hiicre

Proliferasyonunun Belirlenmesi

10000/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekimi yapilan
MDA MB 231 hicrelerinin bir gin sire ile RTCA sistemine bagli
inkUbatoér proliferasyonu takip edilmistir. 24 saatin sonunda farkl
miktarlarda yuzeyinde herhangi bir modifikasyon yapilmamis SPION,
altin kaph yulzeyinde SAMs olusturulmus SPION, ylzeyine aptamer
immobilize edilmis SPION ve yuzeyine antibadi immobilize edilmis
SPION’lar hucreler ile etkilestiriimis ve 102 saat slre ile gergek zamanli
olarak empedans o&lgimud alinmis ve gercek zamanh olarak hcre

proliferasyonu belirlenmistir.
3.1. Kullanilan Maddeler

Sunulan Doktora Tez Calismasi kapsaminda kullanilan; anti-EGFR
monoklonal antibadi Creative Diagnostics (ABD) Firmasindan, anti-EGFR
aptamer Metis Biyoteknoloji (Tlrkiye) Firmasindan ve fosfolipid-PEG-
COOH Avanti Polar Lipids (ABD) Firmasindan satin alinmistir. Kullanilan

diger kimyasallarin timd, Sigma-Aldrich Firmasindan temin edilmistir.

3.2. SPION Sentez Calismalari
Sunulan tez kapsaminda SPION sentezi; ferrik (Fe™®) ve ferréz (Fe™?)
klordrlerin  sulu ortamda ‘“ikili ¢oktirme” yoéntemi kullanilarak

gercgeklestirilmigtir.

Ferrik ve ferr6z klorlrlerin sulu ortamda stokiyometrik oranlarda
karisimi kiresel magnetit partikillerin olusumuna olanak saglamaktir.

Olusan nanopartikullerin boyut ve sekilleri;
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a) pH

b)  Iyonik giic

C) Sicaklik

d) Karistirma Hizi

e) Kullanilan tuzlarin dogasi (perkloratlar, klorirler, stlfatlar ve
nitratlar)

f) Fe(II)/Fe(III) konsantrasyon orani gibi parametrelerin kontrol

edilmesine bagli olarak degiskenlik géstermektedir.

Tez kapsaminda sentezi gercgeklestirilen manyetik nanopartiklllerin
olusumu Esitlik 2.9'da sunulan reaksiyon ile belirtilmistir. Bu reaksiyon

igin optimum kosullar:

1. pH: 8ila 11

2.  Fe™®/Fe™?orani: 2:1

3. Karistirma Hizi: 750 rpm

4. Sicaklik: Oda sicakligi olarak belirlenmistir.

Sentezlenen nanopartikiller, Hofmann ve arkadaslarinin uyguladigi
yontem kullanilarak sentezlenmistir [351-352]. Bu amacgla; 3.458 g
FeCl;-6H,0 (0.086 M) ve 1.272 g FeCl,-4H,0 (0.043 M) karisimi 148 ml
distile suda ¢o6zelti haline getirilmistir. Daha sonra hizli karistirma ortami
altinda 30 ml amonyak ilave edilerek ¢oktirme islemi
gerceklestirilmistir. Olusan siyah cokelti 3 kez ultra saf su ile yilkama
islemine tabi tutulduktan sonra gulgli bir miknatis (Neodymium Magnet)
yardimiyla, fraksiyonlarina ayrilan c¢dzelti icerisinde dibe c¢dken pellet
kismi manyetik ayirma islemi ile ortamdan uzaklastirilmis ve 12 mL 0.5
M nitrik asit ve 8 mL 0.21 M Fe(NOs3)s karisimi icerisinde 1 saat
sliresince geri sogutucu takilarak isitma islemine tabi tutulmustur. Bu
islem esnasinda, baslangigtaki siyah g¢okeltinin kahverengi renge

donistliga ve nitrik oksit olusumu gozlenmistir. Oksidasyona (okside
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olmaya) bir hayli yatkin olan magnetit (Fe;04), ortamdaki oksijen
varligdinda maghemite (yFe,03) donlsir ve bu dénlisim Esitlik 2.10'da
belirtilmistir. Sistemin oda sicakliina sogumasi saglandiktan sonra,
ortamdaki sivi kisim uzaklastiriimis ve 100 mL ultra saf su ilave
edilmistir. Daha sonra kahverengi ¢dzelti 3 gln sdresince 0.01 M nitrik
asit icerisinde diyaliz islemine tabi tutulmus ve 3. glinin sonunda diyaliz
islemi durdurulmustur. Son olarak; elde edilen 6rnek 10 dakika
siresince 10000 rpm’de santrifiij islemine tabi tutulmus ve bdylece
manyetik demir oksit kiresel nanopartikiller elde edilmistir.
Sentezlenen SPION’lar ileriki asamalarda kullaniimak lizere +4 °C'da

saklanmiglardir.
3.3. SPION’larin Altin Tabaka ile Kaplanmasi

Sentezlenen SPION’larin, manyetik cekirdek yapisini korumak ve ayni
zamanda manyetik 0zelligini kaybetmeyecek sekilde c¢ekirdek yapi
etrafinda bir dis kabuk olusturmak amaciyla altin tabaka ile kaplanmasi
islemi gercgeklestirilmistir. Altinin manyetik c¢ekirdek yapi etrafinda
kabuk malzemesi olarak secilmesinde en énemli etkenler biyouyumlu
olmasi, toksisitesinin dustk olmasi, kimyasal yoénden kararli olmasi ve
ylzey plazmon 6zelliginden dolayr UV-goérinir bdlgede absorpsiyon

bandi vermesi olarak sayilabilir.

Demirin altin ile direk olarak kaplanmasinin zor olmasi ve demir oksit
cekirdek yapinin korunmasi amaciyla sentezlenen SPION’lar 6ncelikle
oleik asit ile kaplanmistir. Oleik asit, uzun bir hidrokarbon zinciri ve bu
zincirin u¢ kisminda da karboksil grubu bulunan organik bir molekuldur.
Oleik asit, polar 6zellik sergileyen karboksil u¢ grubu sayesinde
nanopartikll yldzeyine tutunarak nanopartikilin ydzeyini kaplar ve
Uzerinde bir kabuk yapisi olusturur. Bu sayede hem nanopartikillerin
birbirleriyle etkilesip, topaklanmalari engellenerek aglomerasyondan
kacinilmis olur hem de su ya da organik ¢oziictilerde homojen dagiliml
sorbentler olusmasi saglanir. Bu amagla; 354 uL oleik asit 5 mL (10.86

mg/mL) nanopartikll sudspansiyonu ile karnstirildiktan sonra, 3 gun
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boyunca 37 °C'da calkalamali etiiv icerisinde inkiibe edilmistir. Karisim
daha sonra yag banyosu icerisine yerlestirilen tek boyunlu yuvarlak
tabanli bir reaktdr icerisinde hizli karistirma ortaminda 80 °C’a isitiimis
ve bu sicakhikta 1 saat siresince bekletilmistir. Yag banyosundan
cikartilan reaktor icerisindeki slspansiyon, oda sicakhdina
sogutulmustur. Miknatis yardimiyla 5 kez manyetik ayirma ve ylkama
islemi gerceklestirildikten sonra nanopartikiller ayni miktarda ultra saf

su icerisinde dagitiimistir.

SPION’larin altin ile kaplanmasi; literattrde Jin ve arkadaslarinin ve ayni
zamanda Mahmoudi ve arkadaslarinin uyguladigi yontem kullanilarak
gerceklestirilmistir [353-354]. Sunulan tez kapsaminda; oleik asit kapl
nanopartiktller;  poli-L-histidin, fosfolipid-PEG-COOH ve sodyum
borhidrir indirgeyici ajani yardimiyla altin tabakasi ile kaplanmaya
calisiimistir. Fosfolipid-PEG-COOH yapisindaki polietilenglikol segmenti
hidrofilik yapisi geredi nanopartikillerin suda-¢ozinlr olabilmelerine
olanak saglar. Fosfolipid segmenti, hidrofobik dogasi geredi oleik asit ile
hidrofobik bir etkilesim igerisine girer. Karboksil fonksiyonel grup,
negatif ylk saglar. Altin kabuk yapinin olusmasini saglamak icgin de,
pozitif yiklid oldugu bilinen (+1) poli-L-histidin kullaniimistir. Yontemi
uygulamak amaciyla; 0.1 mL oleik asit kaph SPION ve 1.5 mg fosfolipid-
PEG-COOH 1 mL kloroform icerisinde 2 giin sliresince oda sicakliginda
inkibe edilmis, kloroform ortamindan tamamen uzaklastirilmasi amaci
ile 5 dakika siresince 80 °C’a isitilmis ve 1 mL distile su icerisinde
dagitiimislardir. Daha sonra ortamdaki artik lipidlerin uzaklastiriimasi
amaciyla nanopartiktller miknatis yardimiyla 3 kez manyetik ayirma ve
ylkama islemine tabi tutulmuslardir. Lipid kalintilarindan arindirilan
nanopartiktller daha sonra 1.1 mg PLH iceren 4 mL distile su igerisine
ilave edilmistir. Cozeltinin pH’l kontrol edilmis ve 0.1 N HCI kullanilarak
pH= 5 olacak sekilde ayarlanmistir. 1 saat slresince oda sicakldinda
inkibe edilen partiklller, daha sonra miknatis yardimiyla 3 kez
manyetik ayirma ve ylkama islemine tabi tutulmuslar ve 5 mL distile su
icerisinde dagitilmislardir. Hazirlanan ¢ozeltiden 100 pL alinarak, 890 pL
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distile su ve 10 pL tetrakloraurik asit (%1 w/w) igeren ¢o6zelti igerisine
ilave edilmis ve 20 dakika slresince oda sicakhdinda inkibe edilmistir.
Daha sonra, 0.15 M 0.15 mL sodyum borhidrir damla damla reaktér
icerisine ilave edilmis ve nanopartikil slUspansiyonu renginin
kahverengiden morumsu-kirmizi bir renge dondigid goézlenmistir. Son
olarak 3 kez manyetik ayirma ve yikama islemi yapilmis, stpernatan
kisim uzaklastiriimis ve nanopartikiller distile su icerisinde dagitilarak,
ileriki basamaklarda kullaniimak (zere +4 °C'da karanhk ortamda
saklanmiglardir. Sekil 3.1 A’da nanopartikillerin altin ile kaplanmasi
esnasinda cekilen fotograflar ve B’de altin kaph SPION’larin miknatis ile

goruntdleri sunulmustur.

-
s
3

-3

b

Sekil 3.1. (A) SPION’larin altin kaplama esnasinda reaktoér icerisindeki

gérintmleri (B) Altin kaplh SPION’larin miknatis ile gértntlleri
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3.4. SPION’larin Karakterizasyon Calismalari

Karakterizasyon calismalari kapsaminda gercgeklestirilen tim analizler

icin nanopartiktllerin konsantrasyonu; 0.1 mg/mL olarak ayarlanmistir.

Tez kapsaminda sentezi gergeklestirilen manyetik demir oksit
nanopartiktllerin ilk olarak konsantrasyonlarinin belirlenmesi calismalari
yapilmistir. Bu amacla, Thermo Electron X7 model Indiktif Eslesmis
Plazma Kutle Spektrometresi (ICP-MS) kullaniimistir. Calisma prensibi
olarak; analiz edilmek istenen Ornekteki elementler elektromanyetik
indlksiyonla 10,000 K sicakliga ulastirilan argon plazmasi tarafindan
iyonize edilirler. ICP’de iyonlastirildiktan sonra kitle spektroskopisine
gonderilirler ve burada kitle/yuk (m/z) oranlarina gore ayrilirlar ve son
olarak da elektron coklayici bir dedektér yardimi ile konsantrasyon
Olcultr. ICP-MS’deki plazma, optik emisyon spektrometresinde
kullanilan argon plazmasi ile aynidir. Periyodik tablodaki birgok
elementin birinci iyonlasma enerjileri argonun iyonlasma enerjisinden
(15.76 eV) kiguk oldugu icin elementler plazma igerisinde pozitif
iyonlara dénustrler. Olgiimlerin gerceklestirilebilmesi amaciyla; ICP
analizine gonderilecek olan 6rnekler 1 gece 6ncesinden 6 M HCI iceren

falkon tlpu icerisinde bekletilmislerdir.

Tez kapsaminda sentezi gergeklestirilen manyetik demir oksit
nanopartiklllerin kimyasal yapisinin belirlenebilmesi amaciyla FTIR
Spektrometresi kullaniimistir. Kizilétesi absorbsiyon spektrometresi,
titresim spektrometresinin bir tlrtdir ve kizilétesi 1sinlari molekdltn
titresim hareketleri tarafindan sodgurulur. Fourier dontsimli kizilotesi
spektrometresi ile de, 1Isima siddeti zamanin bir fonksiyonu olarak alinir.
Isin 6rnek ile etkilestikten sonra dedektér tarafindan algilanir ve anlaml
sinyallere donlsturilir. Boylece; molekil yapisindaki baglarin titresim
frekanslari dlgllerek, moleklllerdeki mevcut fonksiyonel gruplar

hakkinda bilgi edinilmis olur.

Sentezlenen manyetik oksit nanopartiklllerin altin ile kaplanip

kaplanmadiklarini dogrulamak icin UV-VIS Spektrofotometre (Perkin
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Elmer, UV_Visible Lambda 35) kullanilmistir. UV-Vis Spektrofotometre,
hem UV (ultraviyole-200-400 nm) hem de VIS (gérintr bdlge-380-800
nm araligi) bdlgede olcim yapabildiginden iki farkh isik kaynagi
kullanilir. Calisma prensibi olarak; 1sik demetleri bir prizmadan gegirilir
ve icerdikleri dalga boylarina gére ayrilirlar. Her bir monokromatik 1sin
bir ayna yardimiyla iki esit parcaya ayrilir. Isin demetlerinden bir tanesi
sadece c¢ozlcl iceren UV gecirgen bir kivetten, digeri ise referans
olarak kullanilan ayni ¢bzlcl igerisinde bulunan dlgimu yapilacak olan
ornegin bulundugu c¢ozelti icerisinden gecirilir. Sadece ¢ozlicinin
bulundugu klvet icerisinden gecirilen 1sik siddeti Ip, 6lcimu yapilacak
olan 6rnegin bulundugu kivet icerisinden gecirilen 1s1din siddeti ise I
olarak adlandirilir ve her iki 1sik siddeti de dedektdrlerce okunarak veri
formatina dondstirdlidr. I= Ip oldugu durumlar; ¢ozicl ile 6rnek ¢ozelti
arasinda herhangi farkl bir absorbsiyonun gozlendigi bir dalga boyu
bulunmadigina isaret eder ve herhangi bir grafik-pik gézlenmez. 1/I
Isigin gegme miktari, log Io/I absorblama miktari, Amax ise sogurma

pikinin tepe noktasi olarak ifade edilir.

Nanopartikullerin ortalama partikll boyutlari ve sekilleri JEOL marka
JEM-3010 TEM ile 22 °C’da belirlenmistir. Goriintiiler 300 kV elektron
hizlandirma gerilimi kullanilarak parlak alan modunda gekilmistir. TEM'
in calisma prensibi; elektromanyetik mercekler yardimiyla bir elektron
demetinin odaklanip hizlandirilmasi ve bir 6rnek U(zerine dusurdlip,
ornekten gecgen elektronlarin dedektorler aracilidi ile algilanip islenerek
gorintl verilerine donlstlrilmesi temeline dayanir. Elektronlar 6rnedin
diger tarafina gecerken kirinima udrayarak bir kirinim deseni
olustururlar. Bu kirnnim deseni o6rnedin ters uzaydaki gorintislne
esittir. Ornedin gercek uzay goriintiisi ise, Fourier dénisimi yardimiyla
elde edilir. Olgim icin; kadit havlu lzerine yerlestirilen karbon kapl
bakir gridler Gzerine géruntisu alinacak érnekten 20 pL damlatiimis ve
ornekler grid zerinde oda sicakhdinda kurutularak  Olgim

gerceklestirilmistir.
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Tez kapsaminda sentezi gerceklestirilen SPION ve altin tabaka ile kapl
SPION’larin boy ve boy dagilimlarinin belirlenmesi amaciyla, Zeta Sizer
(Malvern, Zeta Sizer Nano Zs) cihazi kullanilmistir. Cihaz; partikil boyut
O6lcim ydntemi olarak dinamik 1sik sacilmasi prensibi ile calismaktadir.
DLS ya da diger adiyla PCS; polimerler, proteinler ya da c¢ozelti
icerisindeki kolloidlerin hidrodinamik caplarinin karakterize edilmesinde
kullanilan spektroskopik bir tekniktir. Partikll boyut 6lcimul, 6rnek
icerisindeki partiklllerin Brownian Hareketi’'nin saptanmasi temeline
dayanir. Nanopartikiller ortama sacildiklarinda, sivi  molekullerin
Brownian Hareketi geregdi etkilenirler ve dlizensiz hareketler sergilerler.
Boyutu klcik olan parcaciklarin hareketleri daha hizli olacagindan
hareket ettikleri mesafe araligi daha biylk olur. Boyutu biylk olan
parcaciklarin hareketleri daha yavas olacagindan, hareket ettikleri
mesafe aralifi da daha kicuktir. Olcim prensibi olarak; &lgimi
yapillacak olan c¢ozelti/sispansiyon, monokromatik lazer sigi ile
aydinlatiir ve kirilan 151k siddetindeki dalgalanma zamanin bir
fonksiyonu olarak 6lgtlir. Boyutu kigUk olan parcaciklarin hareketleri
daha hizli olur (Brownian Hareketi) ve dolayisiyla ekranda parlak
noktalarin daha hizli dalgalanmalarina neden olur. Bu dalgalanmalarin
hiz oranina badl olarak da partikil boyutu hesaplanabilir. Olclimlerin
gercgeklestirilebilmesi amaciyla, sentezi gercgeklestirilen SPION’lar 100
kat seyreltilmistir. Kullanilan distile su, o6lgimlerin kirlilige karsi cok
hassas olmasi nedeni ile filtreden gegirilmistir. Olgimi yapilacak olan
nanopartiktllerin seyreltme orani ¢ok bilyuk o6énem tasimaktadir.
Orneklerin geredinden yiliksek oranda seyreltiimeleri sedimantasyona,
az seyreltiimeleri ise partikil hareketlerinin 6lcimleri yaniltmasi
sebebiyle saglikli 6lcim yapillamamasina neden olmaktadir. Bu nedenle;
ICP-MS o6lcimlerine dayanarak konsantrasyonu belirlenen SPION’lardan
(10.86 mg/ml) 13.81 pl alinarak 1.5 mL distile su icerisinde 6rnek
¢ozelti hazirlanmistir. Analiz 6ncesinde partiklllerin ¢dzelti icerisinde
homojen dagiliminin saglanabilmesi ve aglomerasyondan olabildigince

kacinabilmek amaciyla, hazirlanan 6rnek c¢ézelti 5 dakika siresince
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ultrasonikasyon islemine tabi tutulmus ve polistiren klvet igerisine
aktarilmistir. Partiklllerin refraktif indeksi 2.420 olarak, &rneklerin
icerisinde dagitildig1 ¢oziicl su oldugu igin ¢ozlici refraktif indeksi 1.330
olarak isaretlenmistir. Sicaklik 25 °C ve dlgiim siiresi 70 saniye olarak

saptanmistir.

Sentezi gercgeklestirilen nanopartikillerin zeta potansiyelleri de ayni
cihaz ile dlclilmustlr. Lazer Doppler Mikroelektroforez, zeta potansiyeli
O6lcmek icin kullanilmaktadir. Cihaz; partikll dispersiyonuna bir elektrik
akim uygulamakta ve uygulanan bu akim ile partikiller zeta
potansiyellerine bagh bir hiz ile hareket etmektedirler. Bu hiz; M3-PALS
(“Evre Analizi Isik Sacilimi”) olarak adlandirilan lazer interferometrik
teknigi kullanilarak 6lglilmektedir. Bu 6lglim; elektroforetik mobilite ve
dolayisiyla zeta potansiyel ve zeta potansiyel dagilimi hesaplamalarina
olanak saglamaktadir. Zeta Potansiyel, partikllin ylzeyi lGzerindeki net
etkili yudkd gdstermektedir, birimi milivolttur. Kolloidal vyapilarin
kararlihdinin degerlendiriimesinde, slispansiyon igerisinde bulunan
partiklller arasindaki etkilesimlerin tahmin edilmesi ve anlasiimasinda
onem tasimaktadir. Olgimlerin  gergeklestirilebilmesi amaciyla;
nanopartiktllerden (10.86 mg/ml) 27.62 ul alinarak 3 mL distile su
icerisinde o6rnek c¢ozelti hazirlanmistir. Analiz dncesinde partiklllerin
¢Ozelti icerisinde homojen dagiliminin saglanmasi amaciyla, hazirlanan
ornek c¢ozelti 5 dakika siresince ultrasonikasyon islemine tabi tutulmus
ve polistiren klvet icerisine aktarilmistir. Ayrica; 6rnekler analiz igin
cihaz igerisine yerlestiriimeden 6nce pH &6lgimleri gergeklestiriimis ve
daha sonra cihaz icerine vyerlestirilerek analizler tamamlanmistir.
Hazirlanan 0&rneklerin seyreltme 0©ncesi ve seyreltme sonrasi pH

Olgimleri sirasi ile; pH = 2.34 ve pH= 4.16 olarak belirlenmigtir.

Sentezi gercgeklestirilen SPION’larin manyetik 6zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla ESR Spektrometresi kullanilmistir. ESR; eslesmemis spinleri
olan elektronlarin manyetik enerji seviyeleri arasindaki gegislere vyol

acan elektromanyetik radyasyonla (genellikle mikrodalga frekansi
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kullanilarak) ilgili spektroskopik bir 6lcim gerceklestirmektedir.
Eslesmemis spinleri olan maddelere genelde paramanyetik maddeler
denir. Bu tir maddelere disaridan bir manyetik alan uygulandiginda
miknatislanma 06zelligine sahiptirler. Bu miknatislanma olayinin sebebi
de eslesmemis elektronlarin spinleridir. Rezonans gergeklestiginde
enerji kaybi cok kiglk oldugundan farkedilebilir durumdadir ve
incelenen madde ile ilgili yapisal bilgiler elde edilir. Bu kapsamda
Olcimler; Bruker EMX-131 ESR Spektrometre ile gercgeklestirilmistir.
Manyetik Rezonans Spektrum; cihaz isletim/6lcim kosullari mikrodalga
frekansi 9.6 GHz, merkez alan 3300 G, tarama aralhd 4000 G,
modilasyon frekansi 100 kHz, modilasyon genisligi 2 G ve tarama
suresi yaklasik 1.5 dakika olacak sekilde kaydedilmistir. Sivi formdaki

orneklerin olglimleri oda sicakhdinda gergeklestirilmistir.

Sentezlenen SPION’larin  manyetik 0&zellikleri ayrica VSM olarak
adlandirilan Titresimli Manyetometre Cihazi ile de belirlenmistir.
Olciimler Fiziksel Ozellikler Olgim Diizenedi (Kuantum Tasarim PPMS)
cihazinin VSM opsiyonu kullanilarak gerceklestirilmistir. Olgiimler; oda
sicakhginda, +20000 Oersted aralidinda 100 Oe/sn hizinda
gerceklestirilmistir. Manyetik 6zellik sergileyen bir partikildeki manyetik
momentlerin timU uygulanan alan yodninde yonlendiginde olgllen
toplam manyetik moment sabit kalir. Bu noktaya “doygunluk noktasi”
ve doygunluk noktasinda o6lgllen manyetik momente de "“doygunluk
miknatisligi” adi verilir. Doygunluk miknatisligina ulasildigindaki alan ise

“doygunluk manyetik alan1” olarak adlandirilr.

Sonug olarak; AB1 kapsaminda; SPION'larin ikili ¢coktirme yoéntemi ile
sentezlenmesi, sentezlenen SPION’larin altin tabakasi ile kaplanmasi ve
sentezi gercgeklestirilen altin kapli ve altin kaplh olmayan SPION’larin
karakterizasyon islemleri gergeklestirilmistir. Sentezlenen SPION’larin
konsantrasyonu ICP-MS Cihazi ile, kimyasal yapilar FT-IR Spektroskopi
ile, sekil ve boyutlari TEM ile, hidrodinamik caplari ve polidispersite

indeksleri Zeta Sizer Olciim Cihazi ile, ylizey ylikleri Zeta Potansiyel
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Olgciim Cihazi ile, manyetik 6zellikleri VSM ve ESR cihazlari ile ve son
olarak altin ile kaplanip kaplanmadiklari UV-VIS Spektrofotometre ile

Olctilmus ve yorumlanmistir.

Boylece; tez kapsaminda gercgeklestiriimesi planlanan MDA MB 231
meme kanseri timor hicrelerine hedefleme gerceklestirebilecek “tasiyici

sistem” olusturulmustur.

3.5. Antibadi Immobilizasyonu

MDA MB 231 meme kanseri hilcrelerine 6zgun anti-epidermal buyume
faktorli reseptor antibadileri (anti-EGFR antibadi) satin alma yoluyla
temin edilmistir. Satin alinan anti-EGFR monoklonal antibadi dncelikle
FITC floresan boya ile etiketlenmistir. Bu amacla; satin alinma yolu ile
temin edilen antibadi, sodyum azid icerdigi igin, dncelikle pH’I 7.4 olan
PBS tampon icerisinde bir gece siire ile +4°C’da diyaliz islemine tabi
tutulmustur. Daha sonra anti-EGFR monoklonal antibadi; sodyum
karbonat tampon igerisinde (her 1 mg/mL konsantrasyondaki antibadi
icin 0.05 M sodyum karbonat tampon, pH=8 olacak sekilde)
hazirlanmistir. FITC floresan boya ise, dimetil silfoksit (DMSO)
icerisinde 1 mg/mL konsantrasyonda c¢6zinmdustir. 1 mL protein
¢cOzeltisine, hazirlanan FITC ¢odzeltisinden 5 pL’lik parcalar halinde yavas
yavas olacak sekilde toplam 50 pL ilave edilmistir. FITC ¢dzeltisinin ilave
edilme islemi tamamlandiktan sonra reaksiyon 8 saat siiresince +4°C'da
karanlik ortamda inklbasyon islemine tabi tutulmustur. 8 saatlik
inkibasyon islemi sonrasinda, son konsantrasyon 50 mM olacak sekilde
cozeltiye amonyum kloriir ilave edilmis ve 2 saat siresince +4°C’'da
inkiibe edilmistir. Daha sonra, antibadiye baglanmamis olan FITC
molekdllerinin ortamdan uzaklastirilmasi amaciyla, 40K MWCO (Molekdl
Agirligr Ayirma Siniri) iyon degdistirici recine iceren spin kolon yardimi ile
baglanmayan FITC molekdilleri c¢ozeltiden uzaklastirilarak saflastirma
islemi gergeklestirilmistir. Son olarak, FITC molekdlleri ile isaretlenmis
olan antibadi kolon tampon igerisine %1 oraninda BSA (“sidir serum

albumini”) ilave edilerek +4°C’da saklanmistir.
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FITC/Antibadi Baglanma Derecesi Esitlik 3.1 ve Esitlik 3.2 ile
hesaplanmistir:

A280-(Amax X CF)
€

Protein Konsantrasyonu (M) = x seyreltme faktorii (3.1)

. . _ isaretlenen antibadi nin Amax dederi s e
(FITC mol)/(Antibadi mol)= X Protein konsantrasyonu (M) X seyreltme faktori

(3.2)

Amax = Floresan boya coézeltisi icin maksimum dalga boyunda dlcllen

absorbans degeri

Asg0= 280 nm dalga boyunda dlglilen absorbans dedgeri
¢ = Antibadi molar ekstinksiyon katsayisi; Mt.cm™

¢’ = FITC floresan boya ekstinksiyon katsayisi; Mt.cm™

CF = Dulzeltme Faktéru (FITC molekilinden kaynaklanan 280 nm’ deki

absorbans degeri dlizeltme faktori)

Seyreltme Faktdri = Absorbans o&lgimleri icin yapilan antibadi/FITC

ornegi seyreltme orani

Dogru ve optimal floresan boya/antibadi orani belirlenebilmesi icin,
antibadi molekdlleri ile baglanmayan boya molekillerinin tamamen
ortamdan  uzaklastirilmasi  sarttir. Bu amacgla, dlgimlerin
gerceklestirilebilmesi icin 6ncelikle ¢ozelti icerisindeki baglanmayan FITC
floresan boya molekillleri ortamdan spin kolon yardimi ile
uzaklastirnlmistir. Daha sonra 6lcimu yapilacak olan antibadi/FITC
cozeltisi pipet yardimi ile 1 cm boyundaki spektrofotometre kuveti

icerisine aktariimistir.

Anti-EGFR monoklonal antibadilerin altin kaplhi SPION’larin ylizeyine
immobilize edilebilmesi amaci ile SH-PEG-COOH molekillerinden
yararlanilmis ve literatirde yer alan Qian ve arkadaslari, Dinish ve
arkadaslari ve Wang ve arkadaslari vb. arastirmacilarin kullandigi

yontem uygulanmistir [355-357].
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Prob antibadi molekdullerinin hem ylzey konsantrasyonunu optimize
edebilmek hem de ylizeye dogru yonlendirilmis sekilde yerlesmelerini
saglayabilmek icin (hedefle etkilesmelerini saglamak amaci ile), sentezi
gerceklestirilen altin kapli SPION'larin ylzeylerinde SAMs

olusturulmustur.

Altin kaph SPION’larin ylzeyinde SAMs olusturabilmek igin; bir ucunda
altin  kaplhi  nanopartikdllerin  ylUzeylerindeki  tiyol gruplan ile
etkilesebilecek -SH uc¢ gruplar barindiran, diger ucunda da monoklonal
antibadilerin amin gruplari etkileserek peptid badi olusturabilecek
karboksil u¢ gruplari barindiran SH-PEG-COOH (Mn -~ 3,500) ve sterik
engelleri ortadan kaldirmak amaci ile metoksiPEG-SH (Mn . 2,000)
molekdulleri kullanilmigtir. Bu amagla; 1 pM 450 pL SH-PEG-COOH
molekdli 50 pL 0.1 mg/mL konsantrasyonundaki nanopartikile ilave
edilmistir. Karisim 24 saat inklibe edilmis ve daha sonra SH-PEG-COOH
molekdlleri ile etkilesmeyen nanopartikdl ytzeylerinin kararli duruma
getirilmesi amaciyla 10 uM 1.8 mL metoksiPEG-SH molekdllleri gozelti
ortamina ilave edilmistir. Son olarak baglanmayan molekdillerin
ortamdan uzaklastirilmasi amaci ile, nanopartikiller 3 kez manyetik
ayirma islemine tabi tutulup son olarak PBS tampon, pH 7,4 icerisinde

disperse edilmiglerdir.

Partikll yuzeylerindeki COOH gruplarinin aktive edilebilmesi amaciyla;
50 pL 0.1 mg/mL SPION, taze olarak hazirlanmis 10 pyL 30 mg/mL
konsantrasyonunda EDC (N-Etil-N’-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid
hidroklorir) ve 20 ppL 30 mg/mL sulfo-NHS (Hidroksi-2,5-
dioksopirolidin-3-sulfonikasit sodyum tuzu) icerisinde 30 dakika oda
sicakhdinda inklbe edilmistir. Karboksil gruplarinin aktive edilmesinin
ardindan, baglanmayan molekillerin ¢ozelti ortamindan uzaklastiriimasi
amaci ile nanopartikliller 3 kez manyetik ayirma islemine tabi
tutulmuslardir. Karboksil gruplar ile aktive edilmis nanopartikul
¢bzeltisine 10 pg anti-EGFR monoklonal antibadi ilave edilmis ve son

hacim 500 pL olacak sekilde oda sicakliginda rotator lzerinde 2 saat
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suresince karistirma islemine tabi tutulmustur. Elde edilen nanopartikl-
antibadi konjugasyonundan baglanmayan molekdillerin uzaklastirilmasi
amaciyla 2 kez manyetik ayirma islemi gerceklestirilmis ve daha sonra
PBS tampon c¢ozeltisi (500 pL, 10 mM) ile yikanmistir. Nanopartiktl-
antibadi konjugasyonu daha sonra yeniden manyetik ayirma islemine
tabi tutulmus ve son olarak %1 BSA iceren PBS tampon c¢ozeltisi (500
ML, 10 mM) ile bloke edilmistir. Elde edilen konjugat daha sonra 2
dakika suresince ultrasonikasyon islemine tabi tutularak aglomere olan
agregatlarin ayrilmasi saglanmis ve 37°C’da 60 dakika siiresince inkiibe
edilmistir. Son olarak elde edilen nanopartikil-antibadi konjugati

+4°C’da saklanmistir.

3.6. Aptamer Immobilizasyonu

MDA MB 231 meme kanseri hicrelerine 6zgin aptamerler satin alma
yoluyla temin edilmistir. Modifiye aptamerlerin altin ylzeylere
“kendiliginden yerlesmesini” saglamak Uzere, baglanacaklari uglarinda
bir uzatma kolu (6 karbonlu alifatik zincir) ve altina ba