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OZET

ANTIKOR TASIYAN NANOPARTIKULLER KULLANARAK
HIPERTERMIi iLE TUMOR DOKUSUNUN TEDAViSi

Reza DIDARIAN
Doktora, Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. ibrahim VARGEL
Temmuz 2017, 77 sayfa

Son zamanlarda kanser hastaligi nedeniyle 6lim sayisinin artmasindan dolayi, bu
hastalik insanligin en o6nemli hastaliklarindan birisi haline gelmistir. Kanser
tedavisindeki ilerlemelere ragmen bu hastalikta % 100 tedavi saglanmamaktadir ve
mevcut tedavi yontemlerinin bircok yan etkilerinin oldugu tespit edilmektedir.
Aciklanan nedenlerden dolayi arastirmacilar var olan tedavi yéntemlerini gelistirmek
ve yeni yontemler bulmak icin arama g¢alismalari yapmaktadir. Son dénemlerde
kullanilan alternatif yéntemlerden biri hipertermi tedavisidir. Hipertermi teknigi icin
farkl enerji kaynaklari ve farkli nanopartikiller kullaniimaktadir.

Sunulan tez kapsaminda radyo frekans hipertermi yardimiyla kanser (timoér dokusu)
tedavisi arastirlmigtir. RF hiperterminin saglanmasi icin manyetik 6zellikli
nanopartiklller kullanilmaktadir. Bu galismanin amaci, kanserli hiicreleri yok etmek
icin akilli inorganik nanopartikiller tasarlayip, RF kullanarak hipertermi Uretmektir.
Bu amagla ilk olarak manyetit nanopartikiller ikili cokeltme yéntemi ile 10-15 nm
boyutunda sentezlenmistir. Bu sUperparamanyetit nanopargaciklar, daha sonra
manyetik 6zelliklerini kaybetmeden altin iyonlari ile kaplanmigtir. Altin kapli manyetit
nanopartikdllerin boyutu 20-30 nm civarinda oldu, dolaysiyla altin kaplamanin
kalinligi yaklasik 5-10 nm olarak tespit edilmistir. Sentezlenen manyetit ve altin kapli
manyetit nanopartikuller zeta-sizer, zeta potansiyel, FTIR, TEM ve VSM kullanilarak

karakterize edilmistir.



Tez galismasinin diger asamasinda kanserli hicrelerin reseptorune (MCF-7 meme
kanseri hicreleri) spesifik olarak baglanan antikoru (MONOCLONAL ANTI-N CAM
Clone NCAM-0OB11) sentezlenen nanopartikillere immobilize etmek igin altin kapli
manyetit nanopartikillerin yizey modifikasyonu yapilmistir. Sisteamin molekult (bir
ucunda —SH ve diger ucunda —NH: grubu) kendiliginden yerlesen tek tabaka (SAMs)
olusturmak igin kullaniimigtir. Sisteamin bagl altin kapli manyetit nanopartikullerin
ortalama boyutlari 25-35 nm arasinda olarak elde edilip, monoklonal antikor
EDC/NHS yontemi ile immobilize edilmistir.

Daha sonra anten modulli RF jeneratora (144.015 MHz) RF hipertermi asamalari
icin kombine edilmistir. Antikor-nanopartikil baglanma orani ve sitotoksisite testi
yaplilip, in-vitro ve in-vivo deneyleri yapiimistir.

in-vitro calismalarinda, antikor-nanopartikiil baglanma orani ve MTT testinden elde
edilen sonuclara gére 20 pg/ml nanopartikil konsantrasyonu kullaniimistir. Radyo
frekans hipertermi (144.015 MHz, 120 W, 50 dk.) sonucu MCF-7 hucrelerinde %
58.7 apoptoz ve % 14.88 nekroz gdzlenmigtir.

in-vitro agsamasindan sonra hayvan deneyleri yapilmistir. Bunun icin ilk olarak nude
farelerde tumor olusturulmustur. Daha sonra sentezlenen antikor bagl altin kapl
manyetit nanopartikiller 2 farkli yolla (intra tUmor ve intra vendz) farelere enjekte
edilip MRI goérintlst alinmistir. Calismanin devaminda RF hipertermisi (144.015
MHz, 120 W, 50 dk.) uygulanmistir. Bu asamadan sonra ug¢lncu haftanin sonunda
intra vendz seklinde tedavi edilen farelerin tumor boyutlarinda yaklagik %34 ve intra
vendz gurubundaki farelerin timoér boyutlarinda ise yaklasik % 53 kugilme

kaydedilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, MCF-7 hlicre hatti, Altin kapli manyetit nanopartikdl,

RF hipertermi, MRI, Apoptoz, Nekroz.



ABSTRACT

Treatment of Tumor Tissue with Hyperthermia Using Antibody-
Carrying Nanoparticles

Reza DIDARIAN
Doctor of Philosophy, Department of Nanotechnology and
Nanomedicine
Supervisor: Prof. Dr. ibrahim VARGEL
July 2017, 77 pages

The number of deaths due to cancer has been increasing so this disease has
become one of the most important diseases of mankind. Despite the advances in
cancer treatment, there isn't 100 % treatment for this disease and there are many
side effects of current treatment methods. For these reasons, researchers are
exploring ways to improve existing treatment methods and find new methods. One
of the alternative methods used in cancer therapy is hyperthermia treatment.
Different energy sources and different nanoparticles are used for hyperthermia
technique.

In the presented thesis, cancer therapy is investigated with the help of
radiofrequency (RF) hyperthermia. Magnetite nanoparticles are used to provide RF
hyperthermia. In the other words, the aim of this thesis is to design intelligent
inorganic nanopatrticles and destroy cancerous cells using RF hyperthermia. For this
purpose, firstly magnetite nanoparticles were synthesized by co-precipitation
method (10-15 nm). These superparamagnetic nanoparticles were covered with
gold ions without losing their magnetic properties. The size of the gold coated
magnetite nanoparticles was around 20-30 nm, so the thickness of the gold coating
was about 5-10 nm. Magnetic and gold coated magnetic nanoparticles were
characterized with Zetapals, FTIR, TEM and VSM.

In another step of the thesis work, the surface modification of the gold-coated
magnetic nanoparticles was performed. The cysteamine (2-Aminoethanethiol)

molecule was used to create a self-assembled monolayers (SAMs). After that



monoclonal antibody (MONOCLONAL ANTI-N CAM Clone NCAM-OB11) was
immobilized by the EDC / NHS method. The average size of cysteamine
functionalized-gold-coated magnetic nanoparticles was between 25 and 35 nm.
Then the antenna RF system (144.015 MHz) was contrived for RF hyperthermia.
Antibody-nanoparticle binding rate and cytotoxicity test were performed and after
that in-vitro and in-vivo experiments were done.

In in-vitro studies, a concentration of 20 ug/ml nanoparticle was used according to
the results obtained from the antibody-nanoparticle binding rate and the MTT assay.
In MCF-7 cells, 58.7 % apoptosis and 14.88 % necrosis were observed in the
radiofrequency hyperthermia (144.015 MHz, 120 W, 50 min).

Animal experiments were done after the in-vitro step. For this step, tumor were
formed in nude mice. Then the antibody immobilized/gold-coated magnetic
nanoparticles were injected into the mice in 2 different ways (Intra-tumor and Intra-
venous) and MRI image was taken. RF hyperthermia (144.015 MHz, 120 W, 50 min)
was applied in continuation of the research. At the end of the third week after this
phase, approximately 34% decreased in the tumor sizes of the intravenously treated
mice groups and 53% reduced in the tumor sizes of the intravenously cured mice

groups.

Keywords: Cancer, MCF-7 cell line, Gold-coated magnetic nanoparticles, RF

hyperthermia, Magnetic Resonance Imaging (MRI), Apoptosis, Necrosis.



TESEKKUR

Engin bilgi birikimi ve tecrubesiyle calismalarimin titizlikle yuratalmesini ve
sonuclandiriimasini saglayan, degerli hocam Prof. Dr. IBRAHIM VARGEL’e, bu
surecgte hep yanimda oldugu ve sagladidi olanaklar igin sonsuz sevgi, saygl ve
tesekkurlerimi sunarim.

Bilgi ve tecrubeleri ile bu ¢aligmanin planlanmasi ve yurutilmesini saglayan, eski
danigsmanim degerli hocam Prof. Dr. ERHAN BIiSKIN’e

Tez calismalari boyunca bilgi ve deneyimleri ile yol gosteren ve laboratuvarlarinin
kapilarini her zaman sonuna kadar agan sayin hocam Prof. Dr. Tiilin KUTSAL’a

Beni grubuna kabul ederek tez cgalismalarimin in-vivo kisminin yuratilmesi igin
gerekli tim destegi bana saglayan, Nankai Universitesindeki dederli hocam Prof.
Dr. Deling KONG’a

Beni grubuna kabul ederek tez ¢alismalarimin in-vivo kisminin tekrarlanmasi igin
olanak saglayan, Urmia Universitesindeki sevgili ve gok degerli hocam Dog. Dr.
MEHDI MAHMOUDIAN’a

Tez izleme komitesinde olup bana kapilarini sonuna kadar agan sayin Dog¢. Dr.
Mustafa TURK’e

Tez savunma jurimde olup, aslinda beni bu anabilim dalinda doktora yapmak icin
tesvik eden sevgili hocam Prof. Dr. Emir Baki DENKBAS’a

Tez savunma jurimde olup bana zaman ayiran sayin Prof. Dr. Mustafa
KOCAKULAK’a

Hayatim boyunca beni gonulden destekleyen ve her zaman yanimda olan sevqili
aileme

Gerektiginde her zaman yardimci olan arkadasim Mehdi Tayybi Azar’'a

Sonsuz Tesekkdurlerimle.....



iCINDEKILER

Sayfa

(@ Y74 = I
AB ST RACT e ettt e e et e et e eaaaaas iii
LIS = U R Y
ICINDEKILER ..ottt teete e eaeenns vi
(0] 14 = I ] = = R iX
SEKILLER ..ottt te e te e eae e re e, X
SIMGELER Ve KISATMALAR ......ooiiiieeeeeeeeeeeteeee e, Xiv
T €1 = {1 PP 1
2. GENEL BILGILER.......ccoiiieite ettt aesne s 3
2.1. Kanser ve Tedavi YONEMIEI ........ccouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 3
2.1.1.  Cerrahni YONIEMI.....oooiiiiiieieeiee ettt 3

P2 N - To | V7= 1S3 Vo | o I =T F= 1Y 4
P20 I TR =0 00 = - o [ 4
2.1.4. Nanoteknoloji ve Kanser Tedavi Yaklagimi.........ccccooovvviiiiiiiiiiinienennnnn. 5
2.1.5.  Kanser [StatiStiKIEri..............ccceoviuiiieiiicieecccee e, 7
2.1.6. Hipertermi ile Kanser TeAAVISi........cccvvvuuruuiiiiieeeeieeeiiiiee e e e eeeeeens 8
2.2. Radyofrekans (RF) Hipertermi............ccccovvviuiiiiiiii e 9
2.3. Manyetit Nanopartikiller ve Manyetizma..............cccovvveviviiiiieeeeeeeeiiinn. 11
2.3.1.  MaNYEUZMA ...coovvviiiii et 11
2.3.2. Manyetit Nanopartikullerin Avantajlari ve kullanim Alanlari ............... 12
2.3.3. Manyetit Nanopartikillerin Sentez Yontemleri .........cccooeveeeeviiiiiinnnnnn.. 13
2.4. Altin ve Altin Kapli Manyetit Nanopartikiller.............cccccooeieeiiiieiiiiein. 13
2.5, MONOKIONAI ANTKOT .......uuiiiiiiiieiii e 15
2.6. Monoklonal Antikorlarin Uygulamalart............cccooeeiiiiiiiiiinneiinn 16
2.7. Tez Calisma Kapsaminda Kullanilan Cihazlar ...........cccccccvvviviiiiiiiiinnnnne. 17

Vi



2.7. 1. ZEAPAIS....ciiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 17

2.7.2. Fourier Donusumlu Infrared Spektroskopisi (FTIR) .......cooovvveviiinnnnnnn. 17
2.7.3. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ........ccoevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee 18
2.7.4. Manyetik Rezonans Goruntileme (MRI)........coovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee. 18

3. DENEYSEL CALISMALAR .....ootiiiiieie ettt 20
N I (101772 ST L] T PP PP PPPPPPPPP 20
3.2, CINAZIAN . 21
3.3. Nanopartikil Sentezi ve KarakterizaSyonu...............ceeeeeeeeeeeieeeeeieeeeeeeeeeeenne. 22
3.3.1. Manyetit Nanopartikll SENTEZi .............uuuuuuummiiiiiiiiiiiiiiiie 22
3.3.2. Altin Kapli Manyetit Nanopartikll Sentezi............cccccccceeeiiiiiivvieiiiin. 23

3.3.3. Altin Kapli Manyetit Nanopartikullerin Yuzey Modifikasyonu (Sisteamin

Bagl Altin Kapli Manyetit Nanopartikll Sentezi)..............ccccco. 25
3.4. Antikor immobilizasyonu ve Nanopartikiillerin Sitotoksisite Testi................ 26
3.4.1. Nanopartikiillerin Uzerine Antikor immobilizasyonu.............c..ccccveue... 26
3.4.2. Nanopartikillerin Sitotoksisite TeSteri .......cccvvveviviieeiiiiiiiieeeeeeeeen 27
3.5. in-vitro ve Hayvan Model (in-vivo) Calismalart............cccoveevvvieeeiiveeeinenn 28
3.5.1. Hiicre Kiiltirii Calismalari (in-vitro Deneyleri)...........ococcvvvveeeiviceeenene. 28
3.5.2. Hipertermi Tedavisinde Kullanilan RF’ in Kurulusu..................ovvuenn... 30
3.5.3. Hayvan Model Calismalari (in-vivo Deneyleri)..........cccoceeviveeeeenennn. 30
3.5.4. Histopatoloji Degerlendirme...........ccccooiiiviiiiiiiii e 32
4. DENEYSEL BULGULAR ...ttt e e e 34
4.1. Sentezlenen Nanopartikillerin Boyut Analizi..............ceeeiiieeiiiiiiiiiiiiieeeeee, 34
4.1.1. Manyetit Nanopartikullerin Boyut Analizi (Zeta-sizer)..........ccccceeeeeeenn.. 34
4.1.2. Altin Kapli Manyetit Nanopartikillerin Hidrodinamik Cap Olgimi......... 35

4.1.3. Sisteamin Bagli Altin Kapli Manyetit Nanopartiktllerin Boyut Analizi....35
4.2. Sentezlenen Nanopartikillerin Zeta Potansiyel Analizi ............cccccocevevnnnn..n. 36

4.3. Nanopartikiillerin FTIR (Fourier Déniisiimli infrared Spektroskopi) Analizi 38

Vii



4.3.1. Manyetit Nanopartiktllerin FTIR ANalizi..........ccccooooiiiiiie 38

4.3.2. Altin Kapli Manyetit Nanopartikullerin FTIR Analizi............cccccccceeeeee. 39
4.3.3. Sisteamin Bagli Altin Kapli Manyetit Nanopartikullerin FTIR Analizi......40
4.3.4. Antikor immobilizasyonulu Nanopartikillerin FTIR Analizi.................... 40

4.4. Titresimli Manyetometre ile Nanopartikullerin Doygunluk Miknatisligi Analizi

........................................................................................................................... 41
4.5. TEM (Transmisyon Elektron Mikroskop) Analizi.............ccccccciuimiiiiniinnnnnnnnns 42
4.5.1. Manyetit Nanopartikillerin TEM Analizi ..........cccccooiiiiie 42
4.5.2. Altin Kapli Manyetit Nanopartikullerin TEM Analizi ............ccccccceeeeeeen. 43
4.6. Ninhydrin TESt ANANIZI ......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiii e 44
4.7. Monoklonal Antikor-Nanopartikil Baglanma Orani .............ccccceveiiiinnnnnnnns 44
4.8. SILOLOKSISITE TOST ...vuvuvuviiiiiiiiiiiiiitiibteibbb bbb 45
4.9. in-vitro Calismalarindan Elde Edilen SONUGIar............cccooveeeviveeeieeeesnnn 46
4.10. in-vivo Calismalarindan Elde Edilen SONUGIar ...........c..ccocevvveevieeeeinenn. 51
4.10.1. Nanopatrtikul Enjekte Edilen Farelere Radyo Frekans Uygulama ....... 55
4.10.2. Tumorlerin Tedavi sonrasi Histopatoloji Degerlendirmesi................... 60

5. SONUGLAR .. e e e e e e e e 64
6. KAYNAKLAR ..o 68
(@ Y41 =103 /1 1R 78

viii



CiZELGELER

Sayfa

Cizelge 4.1 Sentezlenen nanopartikullerin boyut ve zeta potansiyel sonuclari....38
Cizelge 4.2 Antikor-Nanopartikll baglanma orant.............cooiiiiiiiiiiinnenn. 44

Cizelge 4.3 Farkh konsantrasyondaki nanopartikul ve antikor bagl

nanopartikillerin sitotoksisite test sonuglari
Cizelge 4.4 Kontrol grubunda apoptoz ve nekroz orani...............c.oooeiiiienann. 47
Cizelge 4.5 Altin kapli manyetit nanopartikul grubunda apoptoz ve nekroz orani..48

Cizelge 4.6 Antikor immobilize altin kapli manyetit nanopartikillerin apoptoz ve
LTS]S0 74K 0] r= 1 o | 49
Cizelge 4.7 Antikor bagl nanopartikuller ile MCF-7 huicreler etkilesimine RF
uygulandiktan sonra elde edilen apoptoz ve nekroz orani

Cizelge 4.8 intra vendz grubunda tiimdr boyutunda kiigtilme miktari

Cizelge 4.9 intra timér grubundaki farelerin timér boyutlarinda kiigiilme miktari..58



SEKILLER

Sayfa

Sekil 2.1 Dunya capinda kanser ile diger 6lum nedenlerinin kargilastiriimasi, 2012

722 7
Sekil 2.2 Tum yas gruplarindaki kadinlarda en sik goérulen kanserlerin ylzde
(o =T T 11T g1 =T T G ) 8

Sekil 2.3 Hipertermi tekniklerinin farkli enerji ydontemlerinin sematik goéruntisu.....9

Sekil 2.4 Radyofrekans dalgalarinin penetrasyon grafigi..............ccooooiiiiiinne. 10

Sekil 2.5 Altin nanopartikullerin biyomedikal uygulamasi [106]......................... 14
Sekil 3.1 Manyetit Nanopartikil Sentezi igin Deney Dlzenegi. (1) Vana; (2)
Termokupl; (3) Demir ve NaOH ¢ozeltisi icin besleme agdzi; (4) Reaktor; (5) Mekanik

karistirici; (6) Su banyosu ve (7) Elektrikli 1SItICI. ... 22
Sekil 3.2 Altin kapli manyetit nanopartikil sentezi...................ccooiiiin. 24
Sekil 3.3 Sisteamin bagli altin kapli manyetit nanopartikil sentezi..................... 25

Sekil 3.4 Sisteamin fonksiyonalize altin kapli manyetit nanopartikillere antikor

IMMODIIIZASYONUL. ... . e et eenaas 26
Sekil 3.5 Anten modullu RF (Laboratuvarda Tasarladigimiz)........................... 30

Sekil 3.6. Nude farelerin beslenme ortami ve timér bdylime asamasinin

degerlendirilmesi. ... ..o 31
Sekil 3.7. Dokunun histopatoloji testi ve degerlendirme asamalari....................... 33
Sekil 4.1 Zetapals cihazinda olgllen manyetit nanopartikillerin boyutu............. 34
Sekil 4.2 Altin kapli manyetit nanopartikillerin boy dagilimi (zeta-sizer)............ 35

Sekil 4.3 Sisteamin bagl altin kapli manyetit nanopartikillerin zeta-sizer analizi..36
Sekil 4.4 Manyetit nanopartiklllerin zeta potansiyel degeri (mv)........................ 36
Sekil 4.5 Altin kapli manyetit nanopartiklllerin zeta potansiyel analizi................ 37

Sekil 4.6 Sisteamin bagli altin kapli manyetit nanopartikillerin zeta potansiyel

AN ZE. o 37



Sekil 4.7 Manyetit nanopartiktllerin FTIR analizi..............c.ocooiiiiiiiin. 39
Sekil 4.8 Altin kapli manyetit nanopartikillerin FTIR analizi.............................. 39

Sekil 4.9 2-aminoethantiyol baglh altin kapli manyetit nanopartikillerin FTIR

= 14 b= 1[4 P 40

Sekil 4.10 Antikor immobilizasyonulu altin kapli manyetit nanopartikillerin FTIR

ANANIZE. 41
Sekil 4.11 Fe304 ve Au@SPIONs nanopartikullerin miknatishk egrileri............. 42
Sekil 4.12 Manyetit nanopartikillerin TEM analizi...............ccooooiiiiii . 43
Sekil 4.13 Altin kapli manyetit nanopartikullerin TEM analizi............................ 43
Sekil 4.14 Antikor-Nanopartikll baglanma orani.............c.cooeiiiiiiiiiiciiee, 45
Sekil 4.15 Sitotoksisite test sonuglari................oooi 46

Sekil 4.16 MCF-7 hucrelerinin floresan mikroskopta DAPI filtresi (a,b) ve FITC
(480-520 nm dalga boyu)(c) kullanilarak g¢ekilen fotograflari............................. 47

Sekil 4.17 Altin kapli nanopartiktllerin(20 pg/ml) MCF-7 hicreleriyle etkilesimini
gosteren fotograflar; (a,b) DAPI filtresi ve (c) FITC (480-520 nm dalga boyu)...... 48

Sekil 4.18 Antikor bagl altin kapli manyetit nanopartikiller (20 ug/ml) ile MCF-7
hicrelerin etkilesimlerinin RF’den énce fotograflari; (a,b) DAPI filtresi ve (c) FITC
(480-520 NM dalga bOYU)......cueii i 49
Sekil 4.19 Antikor baglh altin kapli manyetit nanopartikiller (20 ug/ml) ile MCF-7
hicrelerin etkilesimlerinin RF’den sonra fotograflari; (a,b) DAPI filtresi ve (c,d) FITC
(480-520 NM dalga bOYU)......cuei i 50
Sekil 4.20 Hucre kiltura deneylerinden elde edilen sonuclar........................... 51
Sekil 4.21 intra vendz grubuna nanopartikiil enjekte edildikten sonra MRI gériintiisi
a)Enjekteden hemen sonra b) Enjekteden 2 saat sonra c) Enjekteden 4 saat sonra

d) Enjekteden 8 saat sonra e) Enjekteden 12 saat sonra f) Enjekteden 24 saat

Xi



Sayfa

Sekil 4.22 intra vendz grubunun kontrol grubuna nanopartikiil enjekte edildikten
sonra MRI goruntusu. a) Enjekteden hemen 6nce b) Enjekteden 2 saat sonra c)
Enjekteden 4 saat sonra d) Enjekteden 8 saat sonra e) Enjekteden 12 saat sonra f)

Enjekteden 24 SAAt SONIA..........coiiiiiiiiiieie it e e e e e e 53

Sekil 4.23 intra timodr grubuna nanopartikiil enjekte edildikten sonra MRI gériintiisii
a)Enjekteden hemen sonra b) Enjekteden 2 saat sonra c) Enjekteden 4 saat sonra
d) Enjekteden 8 saat sonra e) Enjekteden 12 saat sonra f) Enjekteden 24 saat

Sekil 4.24 intra timér grubunun kontrol grubuna nanopartikiil enjekte edildikten
sonra MRI goruntusu. a) Enjekteden hemen 6nce b) Enjekteden 2 saat sonra c)
Enjekteden 4 saat sonra d) Enjekteden 8 saat sonra e€) Enjekteden 12 saat sonra f)

Enjekteden 24 SAAt SONIA.........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiie et e e 55

Sekil 4.25 intra vendz enjeksiyon grubunun RF uygulamasindan sonra MRI

goruntilemesi a) bir hafta sonra b) 2 hafta sonra c) 3 hafta sonra..................... 56

Sekil 4.26 intra timér enjeksiyon grubunun RF uygulamasindan sonra MRI

goruntulemesi a) Bir hafta sonra b) 2 hafta sonra c) 3 hafta sonra..................... 56
Sekil 4.27 RF uygulama sonrasi intra ven6z grubun verileri............................ 57
Sekil 4.28 Radyo frekans hipertermi sonrasi intra timoér gurubu verileri............. 58

Sekil 4.29 RF uygulama sonrasi farelerin fotografi a) intra timér grubu RF’den
hemen sonra b) intra timér grubu RF’den 1 hafta sonra c) intra tiimér grubu RF’den

B NAIEA SONIA . ...t 59

Sekil 4.30 RF uygulama sonrasi farelerin fotografi a) intra venéz grubu RF’den
hemen sonra b) intra venéz grubu RF’den 1 hafta sonra c) intra venéz grubu RF’den

B AT SONI A ..o e 59

Sekil 4.31 Kontrol grublari farelerin fotografi a) 1. kontrol grubu nanopartikil
enjeksiyonundan hemen sonra b) 1. kontrol grubu nanopartikill enjeksiyonundan 1
hafta sonra c) 1. kontrol grubu nanopartiktil enjeksiyonundan 3 hafta sonra d) 2.
kontrol grubu nanopartikil enjeksiyonundan hemen sonra e) 2. kontrol grubu

nanopartikil enjeksiyonundan 3 hafta sonra...............cceeiiiiiiiiiiiicecce e, 60

Xii



Sekil 4.32 MIKrotom CINAZI.........uuuieiiiiiiiiee e e ee e eeieeeees 61
Sekil 4.33 Kontrol gruplarin histopatoloji mikroskopik goruntileri................ccouu.... 61

Sekil 4.34 RF hipertermi tedavi sonrasi tumorlerin histopatoloji mikroskopik

goruntuleri (a,b intra tumdr grubu ve c,d intra vendz grubu)...........ccccceviviiiiiinnnee 62

Xiii



Kisaltmalar
3T3
Au@SPIONs
CT

EDC

FTIR
HEPES
mADb

MRI

NHS

RF

SAMs

SAR
SPIONs
TEM

THz

VSM

SIMGELER ve KISATMALAR

Standart fibroblast hicreler

Altin kapli manyetit nanopartikul

Bilgisayarli tomografi
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide
Fourier Donusumli Infrared Spektroskopisi
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
Monoklonal antikor

Manyetik rezonans goruntileme
N-hydroxysuccinimide

Radyofrekans

Kendiliginden yerlesen tek tabakalar

Spesifik absorpsiyon orani

Manyetit nanopartikdl

Gecirmeli Elektron Mikroskobu

Terahertz

Titresimli ornek manyetometre

Xiv



1. GIRIS
insan viicudu milyarlarca hiicreden olusmaktadir ve bir insanin saglikli olmasi igin,
bu hacrelerin belli bir programla beraber ¢alismalari gerekmektedir. Vicuttaki tim
hdcrelerin belli bir gérevi bulunmaktadir ve normal hicreler belli bir programa bagl
olarak buyurler, bolundrler, gcogalirlar ve dlurler. Bazen bu hucrelerden biri program
digi sekilde buyimeye ve bdolinmeye baslar ve bdylece kanser olusur. Kanser
vicudun herhangi bir yerinde ortaya cikabilir ve bdylece ortaya c¢iktigi yerde

organlarin normal ¢galismasina engel olur. [1]

GUnumuzde kanser insanligin en 6nemli hastaliklarindan birisidir ki son zamanlarda
stk gorulmesi ve 6lum oraninin yuksek olmasi nedeniyle de bir saglik problemi
haline gelmistir. Kanada Kanser Toplulugu’nun 2011 yilinda yayinladigi dinya
capinda olum nedenlerinin istatistikleri isimli makalede insanlarin 6lim nedeninin
birinci sirasinda kanser hastaligr % 29.9 ve ikinci sirasinda ise kardiovaskuler
hastaliklari % 19.7 ile yer almaktadir [2]. Bu nedenle kanseri tedavi etmek c¢ok
onemlidir. Cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi kanserin yaygin olan tedavi
yontemleridir ancak bu yontemlerin yan etkileri ve tim hastalarda yiizde yiiz tedavi
edilmemesinden dolayl arastirmacilar yeni yontemlerin gelistiriimesine devam
ediyorlar. Bu yontemlerden biri, tedavide hedeflendiriimis molekdller kullanmaktir.
Hedeflendirilmis molekiller sayesinde hem kanserin erken tanisi hem az miktarda
etkin madde ile tedavi hem de saglikli hiucrelerin etkilenme riskinin azalmasi

mimkidnddr.

Nanoteknoloji ve nanotip alaninda kanserin tani ve tedavisi en ¢ok calisilan
konulardan biridir. Kanser arastirmalarinda farkh yéntemler ile kanserli hicreler
hedeflenerek timorin teshisi ve yok edilmesi planlanmaktadir. Bunun icin bir¢ok
nano yapi kullaniimaktadir. Manyetit, altin ve altin kapli manyetit nanopartikuller bu
nano yapilardan bir kacidir. Tumorlerin tedavisinde 1sI enerjisinin uygulanmasi ilk
kez milattan dnce 1700 yilinda kullaniimistir [3, 4]. Isi ile kanseri yok etme y6ntemi,
hipertermi olarak adlandiriimaktadir. Hipertermi’de tumor bdolgesinin fizyolojik
sicakhgini (37 °C) bir ka¢ derece Uste (~40-45 °C) cikararak kanserli hicrelerin
gerilimi ve 6lumine neden olur [5, 6]. Lazer, elektromanyetik spektrumu (RF),
ultrason alternatif manyetik alan (AMF), vb. hipertermi enerji kaynagi
modalitelerinden bir kagidir. ik olarak 1957'de Gilchrist ve arkadaslari tarafindan



radyofrekans dalgalari sayesinde demir oksit manyetit nanopartikullerin varliginda

ISI enerjisinin olusturulmasi rapor edilmigtir [7].

Nanotip alaninda kullanilan nano yapilardan ilk FDA onayi alanlar lipozomlar ve
misellerdir ki ilag tasinmasinda kullaniimaktadir. Radyofrekans (RF) hipertermi
tedavi yonteminde manyetit, altin kapli manyetit ve gumus kapli manyetit
nanopartikdller kullanilir. Radyofrekans hipertermi igin kullanilan nanopartikuller
mutlaka manyetit 6zelliginin olmasi gerekmektedir. S6z konusu biyolojik bir insan
vicudu oldugunda, nanopargaciklarin boyutu, morfolojisi vicutta kalma suresi,
toksik olup olmamasi ve vicuttan atilmasi tibbi uygulamada kritik faktorler olarak
dusunulmektedir. Kanser tedavisinde de nanoyapilarin boyutlari 6nemli
faktorlerdendir. 8 nm’den kluguk nanopartiklller vicudun bdbrek temizleme
mekanizmasi tarafindan atilir, bunun igin nanopargaciklarin boyut dagilimi tibbi
uygulamalarda tartisiimaktadir [8]. Kolay modifikasyon yontemleri ile nanopartikiller
ekstra kararlilik ve biyouyumluluk kazanir (Ornegin: PEG vb.) ve kan dolasimi
sistemindeki kalicilik sureleri arttirilabilir. Bu sayede tibbi midahalede, birka¢ seans

teshis veya tedavi maddesi kullaniimadan iglem devam edebilir.

Sunulan tez kapsaminda, ilk olarak manyetit nanopartikiller sentezlenmis, daha
sonra altin ile kaplanmig ve FTIR, VSM ve TEM gibi yontemler ile karakterize
edilmistir. Sentezlenen nanopartikillere monoklonal antikor (TUmér hicrelerinin
Uzerindeki reseptorlere baglanan) immobilize edilip karakterize ve sitotoksisite
testleri yapilmigtir. Daha sonra in-vitro ve in-vivo deneylerinde RF hipertermi
kullanilarak timor tedavisi yapilmis sonuglar ikili apoptoz-nekroz boyama yéntemi

ve manyetik rezonans gorunttileme (MRI) ile degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser ve Tedavi YOntemleri

Kanser, kontrolsiiz buyumesi ve anormal hicre yayllmasi ile karakterize edilen bir
hastalik grubudur. Kanser, vicudun herhangi bir yerinde ortaya ¢ikabilir ve boylece

ortaya ¢iktigi yerde organlarin normal galismasina engel olur [9].
Vucutta kanser olugsmasi hem dig hem de i¢ etkenlere baglidir.

» Dis etkenler: tatin, kimyasallar, radyasyon ve bulasici organizmalar
> ¢ faktérler: kaltsal mutasyonlar, hormonlar, metabolizmadan meydana

gelen mutasyonlar, bagisiklik kosullari.

Kanserin klinik belirtileri, gelisimi ve sonucu (tedavi agisindan) bir hastadan digerine
degdismektedir. Kanserin molekiler temeli, DNA dizisindeki mutasyondan meydana

gelen dizensiz ve kontrolsiiz hiicre gogalmasina dayanmaktadir [10, 11].

Cerrahi, Radyoterapi ve Kemoterapi kanser hastaliklarinda yaygin olarak kullanilan
tedavi yontemleridir. Daha az siklikla hormon tedavileri, biyolojik tedavi yontemleri
ve hedefe yonelik tedaviler kullanilir. Bu tedavi ydntemleri tek basina veya birlikte

uygulanmaktadir.

2.1.1. Cerrahi YOntemi

Cerrahi, kanserli dokunun vicuttan cikartiimasidir. Pek ¢ok kanserde cerrahi tedavi
uygulanan ilk yéntemdir ve bazi kanserlerde cerrahi tedavi ile sifa saglanabilir, ama
doktorlar bile cerrahi sonrasi kanserin tekrar geri donlUs ihtimalini cok iyi
bilmektedirler. Cerrahi yontemi ayni zamanda taninin dogrulanmasi (biyopsi),
evreleme (Evreleme kanserin nerede yerlestiginin, nerelere yayildiginin ya da
vucutta diger organlarin etkilenip etkilenmediginin tanimlanmasidir), yan etkilerin ve

agrinin azaltilmasinda kullanilan bir tedavi yontemidir.

Anestezi 1846'da icat edildikten sonra, Billroth, Handley ve Halsted adli cerrahlar
lenf bezecikleri ile birlikte timdorin tamamini kaldirarak kanser operasyonlari
baglattilar. Daha sonra Paget adli cerrah, kanser hicrelerinin kan dolagimi yoluyla

primer tumorden diger yerlere yayilim gosterdigini rapor etmigtir (metastaz). Kanser



yaylhim mekanizmalarini anlamak, kanser cerrahisinin sinirlamalarini tanimada
onemli bir unsur haline geldi [12, 13].
Tamorlerin  tedavisinde cerrahi  yonteminin  bazi dezavantajlari asagida
verilmektedir:

a. Anesteziden kaynaklanan olum riski

b. Cerrahiden sonra bakim suresinin uzun olmasi

c. Kanser hucrelerinin baska dokulara yayillmasi ve sonug¢ olarak tumaorin

tamami ile yok edilmemesi [14]

2.1.2. Radyasyon Tedavisi

Radyasyon tedavisi veya daha bilinen adiyla radyoterapi, iyonlastirici 1sin
kullanarak kanser hastaliginin tedavisidir. Radyoterapide hedef timdrli dokunun
yok edilmesi ve bu sirada da normal dokularin korunmasidir. Radyoterapi kanser
tedavisinde tek basina ya da cerrahi ve/veya kemoterapi ile birlikte kullaniimaktadir.
1896 yilinda Rontgenin X-1sini kegfedildikten 3 yil sonra, radyasyon, kanser tanisi
ve tedavisinde kullanildi. 20. yuzyihin bagslarinda, arastirmacilar, radyasyonun

kansere neden oldugu kadar, onu tedavi edebilecegini de kesfettiler [12].

Radyasyon tedavisinin yan etkileri hastadan hastaya degismektedir. Bazi yan
etkiler; Bulanti ve kusma, Odem, Sa¢ dokilmesi, Epitelyum yiizeylerin zarar
gormesi, Fibroz, Lenfodem, Ureme Uizerine yan etkiler, solunum sistemi tizerine yan

etkiler ve Hipofiz sistemi Gzerine yan etkiler [15, 16].
2.1.3. Kemoterapi

Kemoterapi, kanser hicrelerini yok etmek veya bu hicrelerin biylumesini kontrol
altina almak igin anti kanser ilaclar kullanilarak yapilan tedavidir. Kemoterapi
ilaclarinin her zaman istenilen faydayi saglamasi miamkuin olmayabilir. 20. yazyilin
son on yilinda, cerrahlar cerrahiyi kemoterapi ve / veya radyasyonla birlestirerek
kanser tedavisi i¢in yeni yontemler gelistirdiler. Birgcok kemoterapi ilaglarinin
kullanimi, birgcok kanser turunun basarili bir sekilde tedavi edilmesine neden
olmustur. Ancak Kemoterapinin yan etkilerini azaltmak icin yeni yaklasimlar halen
arastinimaktadir [12, 17].
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Bagisiklik sistem sorunlari [18, 19]
2.1.4. Nanoteknoloji ve Kanser Tedavi Yaklagimi

Nanoteknoloji; biyoloji, kimya, fizik, mihendislik ve tip alanlarini birbirine baglayan
disiplinler arasi bir arastirma alanidir. Nanoteknoloji, atomik ve molekuler bilesenleri
kullanarak malzemelerin mihendisligi ve Uretimidir (1-1000 nanometre) ve tibbin

her dalina 6zellikle Onkoloji’ ye fayda saglayacaktir [20, 21].

Malzemelerin nano seviyedeki 6zellikleri, bunlarin normal 6zellikleri ile ¢ok farklidir.
Diger bir deyisle yapilarin nano dizeyde olmalari, onlara mekaniksel, fiziksel,
elektriksel ve optik Ozelliklerinde Ustin bir yukselise neden olur [22-24].
Nanoyapilarin boyut farkhligina, morfolojisine ve kullanim alanlarina bagli olarak
farkli hazirlama ve sentez reaksiyonlari gereklidir. Son yillarda nanoteknolojinin en

kapsamli alani tibbi teshis ve tedavi platformlaridir [25].

Kanserin tanimlayici 6zelliklerinden biri, normal sinirlarinin otesinde buyuyen ve
metastaz olarak adlandirilan bir agama ile viacudun bitisik bolimlerini istila edebilen
ve diger organlara yayilabilen, anormal hucrelerin hizla olusmasidir. Metastaz,

kanserden dlumlerin en 6nemli nedenidir [26].

1-1000 nm boyutunda sentezlenen nanomalzemeler, molekiler diizeyde biyolojik
sistemler ile egssiz etkilesime izin verir ve ayrica insan kanserlerinin teshis ve
tedavisinde 6nemli ilerlemeleri kolaylastirmakta ve yeni bir nano-onkoloji disiplinine
yol acabilmektedir. Kanserin standart tedavisinde sinirlamalar, erken hastalik tespit
eksikligi, spesifik olmayan sistemik dagihim, timoére ulasan vyetersiz ilag
konsantrasyonlari ve terapotik yanitlarin izlenememesi gibi mevcut kanser

tedavilerinde gorulen zorluklarin bir sonucudur [26-28].



Son zamanlarda nanoteknolojinin gelismeleri sayesinde fonksiyonel nanopartikuller,
peptidler, proteinler, nikleik asitler veya kuguk molekilli ligandlar gibi biyolojik
molekullere kovalent olarak baglanabilmektedir [29-32]. Lenf nodu prostat kanseri
saptamasinda kontrast madde olarak slUperparamanyetit demir oksit
nanoparcaciklarinin kullanimi [33] ve tumor vaskulaturlerine hedeflenen gen
aktarimi icin polimerik nanopartikullerin kullaniimasi gibi tibbi uygulamalar da ortaya
cikmistir [34].

Kanserin vlcutta gelisimi uzun bir slrectir ve hastaligin erken teshisi tedaviyi
kolaylastirir. Hucrelere yonelik mutasyonlara erken agamada mudahale edilebilirse
0 zaman kanser gelisimini durdurmak mimkiandar [35]. Kanser teshisi igin klasik
yontemlerde, organlarda buyime ve degisiklikleri saptamak igin X-ray ve / veya CT
taramalari kullanilir ve sipheli durumlarda kanser tanisi onaylamak igin biyopsi

yapilir [36].

Klasik tani yontemlerinde karsilasilan gesitli sorunlar bu yéntemlerin etkinligini
azaltmaktadir. Bu problemlerin en oénemlileri; sinirh spektrum araligi, yetersiz
penetrasyon derinligi, hedef hlicrelere tam olarak odaklanamama ve dusuk sinyal /
gurdltd oranidir (SNR) [28].

Nanoteknoloji, timdrlerin erken teshis edilmesine yardimci olabilir. Nanoyapilarin
tek bir timor hicresi icine girme kabiliyeti, bu alanda gorintileme tekniklerinin
sinirlarini arttirir. Ornedin meme kanseri tanisi icin mamografi ile incelendiginde,
tumor hicrelerinin sayisi 1.000.000 olmalidir. Nanoteknolojinin yardimiyla meme
kanserinde 100'den az tumor hiucresinin olustugunda bile hastaligin teshis edilmesi

mumkundur [37].

Kansere 6zgu biyomolekdller ile biyolojik konjuge olabilen nanoyapilar da; erken
kanser teshisi icin kullanilir. Nanoyapilarin gesitli fiziksel 6zellikleri biyomolekdiller ile
kombine edildiginde; degisir. Biyomolekulun varligi veya miktari hakkinda bilgi
edinmek icin optik, mekanik ve elektriksel yontemler kullanilarak s6z konusu

degisiklikler tespit edilebilir.

Nanoteknoloji kanser tedavi konusunda da, daha etkili ilag hedefleme ve dagitimini
kolaylastirmak icin nanomalzemelerin biyolojik ve fizikokimyasal 6zelliklerini
manipule etmeyi mumkun kilmistir. Klinik arastirmalar, terap6tik nanopargaciklari

kanserin konvansiyonel terap6tik ilaglar ile karsilastirdiginda, etkinliginin
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artirmasint  ve yan etkilerinin azalmasini  O6ne surmektedir. Kanser
nanoteknolojisinde hizli ve umut verici bir ilerleme olarak, arastirmacilarin ilag
dagitiminda yeni ve etkili nanopartikuller gelistirmeye devam ettigini soyleyebiliriz.
Tedavi edici nanopargaciklarin kullanimi (essiz ilag dagitim sistemleri, hipertermide

kullanilan vb.) mevcut kanser tedavilerine énemli bir katki olacaktir [27].
2.1.5. Kanser istatistikleri

Gunumuzde kanser en onemli hastaliklardan biri olarak tanimlanmaktadir. 2013
yilinin istatistiklerine gore Turkiye’de bir yil icinde yaklagik 174 bin kisiye kanser
teshisi konulmaktadir. Turkiye’de gorilmekte olan kanserin sikhgr Avrupa Birligi
ulkeleri ve Amerika gibi gelismiglik duzeyi yuksek olan Ulkelere gore daha dusuktir.
Kanada Kanser Toplulugu tarafindan 2011 yilinda yapilan 6lum nedeni baslikli
arastirma sonucu, diinyada birinci sirada kanser hastaligi % 29.9 ve ikinci sirada

ise kardiovaskiler hastaliklari, % 19.7 ile yer almaktadir (sekil 2.1) [2].
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Sekil 2.1 Diinya ¢capinda kanser ile diger 6lim nedenlerinin karsilastiriimasi, 2012 [2]

Sekil 2.2°de goéruldugu gibi Tarkiye saglik bakanhdinin 2013 yilinda elde ettidi
bulgulara gore kadinlarda en ¢ok goérilen kanser tiri meme kanseridir ve bu da

meme kanseri tedavisindeki arastirmalarin dnemini géstermektedir [38].
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Sekil 2.2 Tum yas gruplarindaki kadinlarda en sik gérilen kanserlerin yiizde dagihimlari
[38]

2.1.6. Hipertermi ile Kanser Tedavisi

Tumdrlerin tedavisinde is1 enerjisinin uygulanmasi ilk kez milattan énce 1700 yilinda
kullanilmistir. ik olarak meme kanserinde yanan ti§ kullanildi [3, 4, 39]. Klinik
arastirmalarda, kemoterapi veya radyoterapi yani sira tamamlayici bir yontem
olarak, hipertermi de kullanilir. 1900'lu yillardan beri kanser tedavisinde 1si
uygulamasi kullaniimaktadir [40-43]. Klasik hipertermi metodunda, vicuttaki timor
bdlgesinin fizyolojik sicakligini (37 °C) bir kag derece Uste (~40-45 °C) cikarilir [5,
6, 44]. Kanser turlerinin gogunda sicakhgin artigi ile hiicreler daha hassas ve duyarli
olur. Hipertermi enerjisi igin farkli metotlar kullaniimaktadir. Ornegin: ultrason (ses
enerjisi), elektromanyetik spektrumu (mikrodalgasi veya radyo dalgasi)[45, 46], RF
hipertermi [47, 48] ve lazer hipertermi [49, 50]. RF ve lazer hipertermi icin farkl
nanoparcacik turleri gereklidir. Minimal invaziv RF hipertermide, SPION
nanoyapilart RF enerjisini emip IsI enerjisine donustlrir ve bu sayede kanser
hicrelerinde hasara veya 6lume neden olur [51]. Hipertermi enerji kaynagina gore,

farkli nanoyapilar farkl isimler ile kullaniimaktadir. Ornegin: siuiperparamanyetit



demir oksit nanopartikil uygulamali hipertermisi [52-55]. Sekil 2.3’de farkli
hipertermi yontemleri (Ultrason, Radyo frekans Hipertermi [RF], Lazer [Plasmonik
Foto termal Terapi] ve mikrodalga) gosterilmektedir. RF hipertermisi sunulan tez

calismasinda aciklanir.

Hipertermi
Radyofrekans
Ultrason (RF) Hipertermi Lazer Hipertermi (Palsmonik Mikrodalga
Hipertermi Fototermal Terapi) Hipertermi
RF
Kaynagi
‘“/f,,h

Manyetit Q‘Z
Nanopartikl ‘»*G‘(g

ﬂ.?. ’ s

RF Hipertermi
Uygulamasi

Sekil 2.3 Hipertermi tekniklerinin farkli enerji yontemlerinin sematik gorintisu

2.2. Radyofrekans (RF) Hipertermi

Radyofrekans (RF), elektromanyetik spektrumun en disuk frekans dalgalarindan
sayllip, yuksek penetrasyon glicl ve dokuda minimal invaziv hasar etkisine sahiptir
ve tibbin farkh dallarinda kullanilir [56]. RF Hipertermide manyetik 6zelligi olan
nanopartikiller (Stperparamanyetit demir oksit, Altin kapli manyetit vb.) kullanilir.
Manyetit nanopartikillerin RF dalgalariyla isinma glici; zaman ve kitle basina ifade
edilen enerji donusimu ve spesifik absorpsiyon orani (SAR) denilen katsayisi ile
aciklanmaktadir [57]. SAR degeri; coOzelti parametrelerine, RF kaynagina ve
nanopartikil 6zelliklerine dayanmamaktadir. RF enerjisi agisindan SAR dederi ve
daha sonrasi hipertermi isi enerjisi; RF jeneratérinin ¢ikis gliclne, RF frekansina,
RF’den hedefe olan mesafeye ve kullanilan nanoyapilarin morfolojisi ve boyutuna
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bagli etkendir. Nanopargaciklar tarafindan absorbe edilen RF enerjisinin isi
enerjisine donusturulmesi, "Mie teorisi" ve "Joule 1Isinma modeli" gibi birgok hipotez
ile dogrulanir [58].

dT  o(w)nadE?
E = —VCW (21)

Joule modeline gore (Esitlik 2.1), % zamana karsi sicaklik gradyani, o(w) iletkenlik,

n partikll sayisi, a nanoyapinin kesit alani, d nanoyapinin ¢api, E RF alaninin
siddeti, V dispersyon hacmi ve C,, suyun IsI kapasitesi olarak ifade edilmektedir.
Bununla birlikte, Mie modeline goére, dusuk terahertz (THz) gibi frekanslarda
dalganin emilim miktari cok dusuktur ve 1s1 doniguimu onemsizdir [59].

RF hiperterminin avantajlarindan biri penetrasyon gucunun yiksek olmasidir. Sekil
2.4 frekans ile penetrasyon mesafe grafigi ve bu iki parametrenin ters orantili
oldugunu gostermektedir. Bu grafige gore en yuksek penetrasyon 13.56 MHz

frekansindayken penetrasyon degeri yliksek frekanslarda azalmaktadir.

25
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Sekil 2.4 Radyofrekans dalgalarinin penetrasyon grafigi
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2.3. Manyetit Nanopartiktller ve Manyetizma

Manyetit nanopartikiller; kataliz, manyetik ve elektronik alanlarda sahip olduklan
Ozelliklerinden dolayi arastirmacilar tarafindan kullaniimaktadir [60]. Endustriyel
uygulamalarda; manyetik kayit ortami, banka ceklerindeki manyetik mahdarler,
manyetik motor kapaklari ve manyetik rezonans ortami gibi birgok alanda kullanilir
[61]. Her olasi uygulamada farkli kosullar ve 6zellikler s6z konusudur. Ornegin
biyomedikal uygulamalarda oda sicakliginda superparamanyetit 6zellik gosteren
nanopartikiller tercih edilir ve tibbi teshis ve tedavilerde kullanilan manyetit
partikillerin  su, fizyolojik tuz kosullari ve nétr pH da kararli olmalari

gerekmektedir[61].

Nanotip uygulamalarinda 100 nm’ den kuguk boyutlu partikillerin kullaniimasinin
ana avantajlari, daha etkili yuzey alanlari, daha dusik ¢okelme oranlari (yuksek
stabilite) ve gelismis dokusal yayiimasidir [62].

Nikel ve kobalt gibi maddeler ¢ok ylksek manyetik 6zelliklerine ragmen, ¢abuk
oksitlenme ve toksisite gostermeleri nedeniyle biyolojik uygulamalarda cok ilgi cekici
degiller [61].

Manyetit nanopartiktllerin 6zellikleri ve uygulamalarda getirdikleri kolayliklardan
dolayi, biyomedikalde kullanildiklari bazi alanlar asagida verilmektedir:
Hipertermi [63], in-vitro deneylerde tani ve tedavi amaclariyla biyolojik molekillerin
izolasyonu ve saflagtirimasi [64, 65], Manyetik rezonans goérintileme (MRI) [66],
in-vivo ¢alismalarda kontrollii ilag salimi [67, 68], Gen terapisinde tasiyici vektér ve

tetikleyici madde olarak kullanimlari [69, 70].

Zamanimizda manyetit nanopartikiller kontrast ajan olarak kullaniimaktadir
(6rnegin hedef organlar ve lenf noddlleri icin). Yeni calismalar molekuler
gorintlleme ve tedavi Gzerine odaklanmaktadir, ama nanopartikillerin ylzeyine
fonksiyonellik kazandiriimasi ve uzun bir slre gizli sekilde kanda dolagsmasi zor bir
istir [71].

2.3.1. Manyetizma

Manyetizma, elektrik yuklerinin hareketi sonucu ortaya cikar ve manyetik alan
tarafindan olusturulan fiziksel bir olgudur. Manyetizmanin kaynagi elektrik akimi ve
temel yudklerin spin manyetik momentleridir. TUm malzemeler manyetik 6zellikler

gOsterir, ancak onlarin gogunun etkisi gok dusuktur. Manyetik moment kutup siddeti
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ile iki kutup arasindaki uzakligin ¢carpimina esittir. Bir atomun elektronlari, spin ve
yorunge hareketlerinden dolayr manyetik bir moment kazanirlar. Elektronlarin kendi
etrafinda donmesi ve atom c¢ekirdegi ¢evresindeki dolanma hareketi, manyetik bir
Ozellik kazanmalarina neden olur. Bir atom cekirdeginin manyetik momenti bir
elektronun manyetik momentinden binlerce kat daha dusuktur. Bu nedenle atom
cekirdegindeki maddelerin manyetizmaya katkisi ihmal edilebilir. Cekirdegin
manyetik momenti 6zellikle ¢cekirdek manyetik rezonansi ve manyetik rezonans
goruntilemede 6nemlidir [72].

Uygulanan manyetik alanda, orbital donen bir elektronun cevabi, malzemenin spin
konfiglrasyonuyla belirlenir. Her birimdeki manyetik moment, elektronlar arasindaki
mukemmel etkilesimlerin (elektron spinleri) sonucudur. Sonug olarak miknatislanma
manyetik dipollerin yonlendirilmesiyle olusur [73, 74].

Partikalin boyutu igerdigi domain sayisi ile orantilidir ve boyu azaldikga domain
saylisi da azalir. Cok alanli partikillerde, alan duvarlarindan manyetik momentlerin
donmesi kolaydir dolayisiyla manyetizmayi kaldirmak igin gereken manyetik alan
siddeti, tek domainli partikillerden daha kucuktur. Bir partikil yeterince kiguk
oldugunda slUperparamanyetizma Ozelligi gosterir ve Manyetik momentler termal
degisikliklerle herhangi bir yénlenme goOstermez. Bazi atomlarin, dis elektron
tabakalarinin tam olarak dolu olmamasi nedeniyle cifttenmemis elektronlara
sahiptirler ve dogal bir sonug olarak sifirdan farkli bir net momente sahiptirler. Bu
tir maddeler manyetik bir alana getirilirse, madde atomlari Uzerinde manyetik
momenti almaya zorlayacak bir kuvvet uygulayacaktir. Termal hareketler, bu tar
yonlendirici kuvvetlere karsi koyar. Bu tur malzemeler, hat Gzerindeki manyetik alan
etkisinden dolayl manyetik momentlerin kismi yonelmeler gdsterir ve paramanyetik
malzeme olarak adlandirilir. Paramanyetik maddelerde net manyetik moment

sifirdir ve manyetik alan cikarildiginda kalici miknatislanma gostermezler [75, 76].

2.3.2. Manyetit Nanopartikiillerin Avantajlari ve kullanim Alanlari

» Goruntuleme (Manyetik rezonans goéruntilemede kontrast madde olarak
kullanilir.)
» Bir manyetik alan vasitasiyla yerinde sabit tutulur ve vicuttaki 6zel konumlara

hedeflenebilir.
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> llag salinimi baslatmak veya dokuda hipertermi Gretmek igin bir manyetik
alan icinde isitilmasi ile gorev yapabilir.

> llaglarin yan etkilerini en aza indirmek igin kontrolli salinim metodu
kullanilarak ilaglarin konsantrasyonunu azaltilir. llag hedefleme ve kontrollii
salinimda manyetit nanopartikuller kullanilmaktadir. Ayrica hedef bélgede
ila¢ konsantrasyonunu gerekli miktarda olmasini saglar.

» Manyetit nanopartikiller biyolojik algilama icin kullanilir.

» Hucre ayristirmasinda manyetit nanopartiktller kullaniimaktadir.

» Cok fonksiyonlu terapotik ajan olarak kullaniimaktadir.

2.3.3. Manyetit Nanopartiktllerin Sentez Yontemleri

Mikro Emulsiyon Yontemi [77]

Elektro Plaskirtme Yontemi [78]

Sol-Jel Sentez Yontemi [79, 80]

Akis Enjeksiyon Yontemi [81]
Sonochemical Reaksiyon Yontemi [82, 83]
Hidrotermal Reaksiyon Yo&ntemi [84]
Coklu Cokeltme Yontemi [85-87]

AN NI N N N N

2.4. Altin ve Altin Kapli Manyetit Nanopartiktller

Altin nanopartikuller en kararli metal nanoparcaciklardir. Materyal bilimi; cesitli
parcaciklarin davranigini, boyuta bagl elektronik, manyetik ve optik Ozellikler
(kuantum boyutu etkisi) iceren ¢oklu tirlerin birlestiriimesini ve bunlarin kataliz ve
biyolojiye uygulamalarini  inceleyen bilim dalidir.  Altin  nanopartikuller
nanoteknolojinin asagidan yukariya (bottom-up) yaklasiminda oldugu gibi 21.
ylzyilda nanoteknoloji alaninin temel malzeme ve yapi tasi olacaktir [88].

Altin nanopartikul biyo-uyumlu oldugundan dolay! biyolojik alanda biyo-konjugasyon
icin mikemmel adaydir. Birgok arastirmaci, biyolojik olarak aktif olan maddelerin
amin fonksiyonlu grubu ile, altin nanopartikillere glgli bir sekilde baglandigini
gOstermistir. Altin nanopartikillerin biyomedikal alanda bazi uygulamalari asagida,
sekil 2.5°'de gosterilmektedir.

1. Hedefe Gonderme (Targeted Delivery)
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a. Gen Gonderme [89-91] b. llag Génderme [92]
2. Kanser Tani ve Tedavi Ajani [93, 94]
3. Biyosensor [95, 96]
4. Biyolojik Molekuller ve Mikroorganizmalarin Algilamasi [97-100]
5. Enzim Immobilizasyonu [101, 102]

6. Immunolojik test (immiinoassay) [103-105]

Biomedical applications of GNPs

Diagnostics — | T Immunology
Visualization | | Photothermal | | | Biodistribution
& Bioimaging Therapy & Toxicity

Analytical | Photodynamic |
Methods Therapy

Plasmonic | Drug & Gene |

Biosensors Delivery

Sekil 2.5 Altin nanopartikillerin biyomedikal uygulamasi [106]

Son zamanlarda manyetit nanopartiklllerin oksidasyonunu 6nlemek, inert bir yapi
olusturmak, yeni fonksiyonlar saglamak ve ayni zamanda manyetik Ozelligini
kaybetmeyecek sekilde inert bir dis kabuk ile kaplanmasi i¢in caligmalar yapiimistir.
Sonug¢ olarak, altin ve gumus gibi metalik yapilar kullanilarak kapli manyetit

nanopartiklller sentezlenmistir [107].

Altin tuzu manyetit nanopartikillerin yizeyinde indirgeyerek Au tabakasi olusturur
ve bu sayede altin kapli manyetit nanopartikil (Au@SPIONS) elde edilir. Dolayisiyla
bu nanopartikil ¢cekirdek / kabuk yapisina sahiptir ve benzersiz optik, elektriksel ve
katalitik 6zellikler gosterir [58]. Au@SPIONs’lerde dielektrik ¢ekirdek bir kabuk
(Altin) ile kaplanir. S6z konusu nanopartikullerin optik ve kimyasal o6zellikleri
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cekirdek/kabuk  boyutlarina  bagli  olarak  degismektedir, buna gore
nanopargaciklarin rezonans bolgeleri, yakin UV'den orta kizilotesi kadar spektral
araligi icerir [108]. Altin kapli manyetit nanopartikuller insan ve hayvan uygulamalari
icin biyolojik olarak uyumludur ve cesitli biyomedikal uygulamalarinda optik
Ozelliklerini kullanarak kolayca tespit edilebilir. Bu nanopartikuller toksik degildir ve
kimyasal yapilari istikrarlidir. Altin kaplama yontemi sonraki biyolojik islevsellik icin
iyi yuzeyler elde edilmesini saglar ve daha sonra, manyetit nanopartikillerin

ylUzeyine kovalent bir bag ile tiollenmis molekilleri fonksiyonalize (islevsel) edebilir.

Altin kapli manyetit nanopartikil metal oldugundan dolayi hicreler Gzerine toksik
etki goOstermemekte ve demirin (manyetit nanopartikil) aksine oksidasyon
tepkimesine girmez. Tiyol (-SH) grubu rahatlkla altin ylzeye baglanabilir ve
oligonukleotit biyomolekullerde tiyol grubunun var olmasi nedeniyle, altin kapli
manyetit nanopartikiller antikor baglanmasinda, gen aktarmasinda ve antisens
tedavisinde kullaniimaktadir. Altin  kapli manyetit nanopartiklllerin ylzey
modifikasyonlarindan dolayi in-vivo ortaminda tasidiklari molekullerin kararligini,

biyodagilimini ve dolagim sisteminde kalma suresini artirmaktadir [109, 110].

2.5. Monoklonal Antikor

Antikor (Ab), bakteri ve virUsler gibi patojenleri etkisiz hale getirmek icin bagisiklik
sistemi tarafindan Uretilen bayuk, Y seklinde bir proteindir. Antikor (immunoglobulin
[lg] olarak da bilinen), Fab'in (antijen baglama parcasi) degisken bdlgesi yoluyla bir
antijen adi1 verilen zararli maddenin molekulini essiz bir sekilde tanir [111].
immiinoglobulin viicudu yabanci molekdillerin yol agmasi muhtemel zarar verici
etkilere karsi erkenden uyararak koruyuculuk saglarlar. Bir antikorun Y’sindeki her
ucu, bir antijen Gzerindeki belirli bir epitop icin (bir anahtara benzerdir) spesifik bir
paratope (bir Kkilitle benzerdir) icerir ve bu iki yapinin hassas bir sekilde
baglanmasina izin verir. Bu baglama mekanizmasini kullanarak bir antikor,
bagisiklik sisteminin diger bolimlerine saldirmak icin bir mikrop veya enfekte olmus
bir hlcreyi etiketleyebilir veya dogrudan hedefini etkisizlestirebilir. Baglama,
antiene bagli olarak, hastaliga neden olan biyolojik islemi engelleyebilir veya
yabanci maddeyi yok etmek icin makrofajlari aktive edebilir. Bir antikorun bagisiklik
sisteminin diger bilesenleri ile iletisim kurma kabiliyeti, bu etkilesimlerde yer alan
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korunmus bir glikosilasyon bolgesi iceren Fc bolgesi (Y’nin tabaninda bulunur)
aracilhigiyla mimkuin olmaktadir [112]. Antikorlar bagisiklik sisteminin B hicreleri

tarafindan salgilanir.

Monoklonal antikorlar (mAb), 6zdes immun hucreler tarafindan yapilan antikorlardir
ve bunlarin hepsi benzersiz bir ana hicrenin klonlaridir. Bagka bir deyisle tek bir
hlcre klonu veya hicre dizisi tarafindan Uretilen ve 6zdes antikor molekullerinden
olugsan bir antikordur. Monoklonal antikorlar sadece bir epitop’a karsi reaksiyon
goOsteren antikorlardir ve sadece bir adet B-Lenfositte dayanan hicre klonundan
elde edilirler. Monoklonal antikorlar, ayni epitop’a (antikor tarafindan taninan bir
antijenin pargasi) baglanmalari bakimindan, tek degerli afiniteye sahip olabilirler.
Aksine, poliklonal antikorlar ¢oklu epitoplara baglanir ve genellikle birka¢ farkli

plazma hucresi (antikor salgilayan immun hucre) soylariyla Uretilir.

Hemen hemen herhangi bir madde g6z onune alindiginda, spesifik olarak bu
maddeye baglanan monoklonal antikorlar olusturmak muimkidndldr; o zaman
algilamak veya bu maddeyi arindirmak igin hizmet edebilir. Bu, biyokimya,
molekuler biyoloji ve tipta dnemli bir arag haline gelmistir. TUmor hiicreleri Gzerinde
spesifik reseptorler, monoklonal antikorlari tanimlamak i¢in mevcuttur. Monoklonal
antikorlar, tumér hicreleri  Uzerindeki ylizey reseptérlerine 06zel olarak

baglamaktadir.

2.6. Monoklonal Antikorlarin Uygulamalari

» Teshis testleri: Belirli bir madde igin monoklonal antikorlar tretildiginde, bu
maddenin  varligini  tespit etmek i¢in  kullanilabilir ve Ayrica
immiinohistokimya’da ¢ok yararlidirlar. Ornegin sabit doku bélimlerinde
antijen tespiti, immudnfloresan testi, dondurulmus bir doku kesitinde veya
canli hucrelerde bulunan maddeyi tespit etmek icin kullanilir.

» Analitik ve kimyasal uygulama: Antikorlar, immino c¢okeltme ydntemini
kullanarak, karisimlarindan hedef bilesiklerini saflastirmak icin kullanilabilir.

» Terapotik tedavi: Terapotik monoklonal antikorlar, hedeflenen molekil

fonksiyonlarinin bloke edilmesi, hedefi ifade eden hicrelerde apoptozu
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indukleme veya sinyal yollarini module etme gibi ¢coklu mekanizmalar yoluyla
etkimektedir [113, 114].

» Kanser tedavisi: Kanser i¢cin muhtemel bir tedavi, sadece kanser hicresine
0zgu antijenleri baglayan ve hedef kanser hlcresine kargi bir bagisiklik
tepkisi uyandiran monoklonal antikorlari igerir. Bu mAb'ler, bir toksin,
radyoizotop, sitokin veya diger aktif konjugatin verilmesi icin modifiye
edilebilir veya Fab bdolgeleriyle hem antijen hem de bir konjugat veya efektor
hicresi hedeflemek Uzere baglanabilen bispesifik antikorlar tasarlayabilir
[115, 116].

2.7. Tez Galigma Kapsaminda Kullanilan Cihazlar
2.7.1. Zetapals

Zetapals cihazi, kolloidal ¢ozeltilerde partikillerin boyutunu, zeta potansiyelini ve
molekdl agirhigini bulmak icin kullanilan ve 1sik sagilmasi esasina dayanan bir
cihazdir. Zetapals cihazi dinamik i1sik sagilmasi ile pargaciklarin boyutunu, statik 1g1k
saglimasi ile partikillerin molekuil agirhgini ve elektroforetik 1sik sagiimasi ile
partikiller arasindaki itme ve c¢ekme kuvvetini belirleyen zeta potansiyelini
Olcmektedir. Bu cihaz belirli bir potansiyel altinda hareketi saglanan parcaciklarin

hizini belirleyerek, partikullerin zeta potansiyelini hesaplamaktadir.

2.7.2. Fourier Donusumli Infrared Spektroskopisi (FTIR)

FTIR spektroskopisinin galisma prensibi, molekullerin kizil étesi 1s1gini emmesiyle
titresim ve dénme enerji seviyelerine uyariimalarinin élgiimine dayanir. Optik
izomerler diginda butin bilesiklerin kizil 6tesi spektrumu birbirinden farklidir. Kizil
otesi (IR) bolgesi elektromanyetik spektrumun goérinir bdlgesi ile mikro dalga
boélgesi arasinda yer alir. Bu bolge 4000-450 cm* dalga boyu arasidir. Basit gerilme
titresimler 1600-3500 cm arasindayken karmasik gerilme titresimleri 400-1400
cmt araligindadir. Bu bolgede karakteristik gerilme titresimleri yer aldigi igin parmak
izi bolgesi olarak adlandiriimaktadir. FTIR spektroskopisi molekll ve/veya bilesik
yapisinda bulunan baglar hakkinda tanimlayici bilgiler verir. incelenen maddede
sogurulma, molekuldeki baglarin titresimi ve donusleri icin gerekli miktarda dalga
enerjisinin, cihaz tarafindan elektromanyetik spektrumun kizilétesi bdlgesinden

gonderilmesiyle gerceklegir.
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2.7.3. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM)

Gegirimli Elektron Mikroskobu, goruntileme ve kirinim tekniklerini birlikte kullanarak
malzemelerin mikro yapisal incelemesini ve kristal yapilarinin belirlenmesini birlikte
saglayabilen ¢cok 6zel bir malzeme karakterizasyon cihazidir. TEM (Transmission
Electron Microscopy) bir numune iginden gecirilen yuksek enerjili elektronlarin
goruntilenme prensibi ile galisan mikroskop teknigidir. Elde edilen goruntt, numune
araciligiyla iletilen elektronlarin etkilesiminden olusur. Bu géruntt bayataltr ve bir
flloresan ekran, bir fotograf film tabakasi veya yuke bagl cihaz gibi bir sensor
tarafindan algilanir. TEM cesitli bilim dallarinda (fizik, kimya ve biyoloji bilimlerinde)
blyUk bir analiz yontemi olusturmaktadir. TEM'ler, kanser arastirmalari, viroloji,

malzeme bilimi, nanoteknoloji ve yari iletken arastirmalarda uygulanmaktadir [117].

Elektron mikroskopta incelenecek numune kesinlikle kati malzeme olmak
zorundadir ve 3mm c¢apinda, 100 mm’den daha ince ve elektron gegirgenligine
sahip bir disk Uzerinde hazirlanmalidir. Dolayisiyla elektron gegirgenligine uygun
olarak hazirlanamamig bir numuneden bir gértintd kontrasti elde etmek mimkun
olamamaktadir [118].

2.7.4. Manyetik Rezonans Goéruntileme (MRI)

Manyetik rezonans goruntileme (MRI) vicudun icinde organ ve vyapilarin
fotograflarini elde etmek icin bir manyetik alan ve radyo dalgasi enerijisi kullanan bir
yontemdir. Bu metot daha cok tipta kullanilir ve yiksek diizeyde manyetizmayla
canli doku, yansitma yoluyla géruntilenir. Pek ¢ok durumda, MRI, vicuttaki yapilar
hakkinda rontgen, ultrason veya bilgisayarli tomografi (Computed Tomography)
taramasindan farkli olarak bilgi verir. Ayrica MRI diger gérintileme ydntemleriyle

gorilemeyen problemleri gosterebilir [119].

Bir MRI testi igin, incelenen vlcudun alani guglu bir miknatis iceren o6zel bir
makinenin icine yerlestirilir. MRI taramasindaki resimler, daha fazla g¢alisma icin
kaydedilebilen ve bilgisayarda saklanabilen dijital gorunttlerdir. Goérantiler ayni
zamanda bir klinikte veya ameliyathanede oldugu gibi uzaktan incelenebilir. Bazi
durumlarda, bazi yapilari daha net gostermek icin MRI taramasi sirasinda kontrast

madde kullanilabilir.
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Manyetik rezonans goruntuleme (MRI) birgok nedenden dolayi kullaniimaktadir. Bu
yontem, tumorler, kanama, yaralanma, kan damari hastaliklari veya enfeksiyon gibi
sorunlari bulmak igin kullanilir. MRI sirasinda kontrast malzeme, anormal dokuyu
daha net gostermek ve onun hakkinda daha fazla bilgi almak igin kullanilabilir. MRI
testi yapilirken vicudun Uzerinde (veya vicuda enjekte olan nanopartikiller) metal

olursa bu metal, ayrintili MRI goruntulerinin bazilarini bulanik hale getirebilir [120].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez kapsaminda yapilan ¢alismalar (i¢ ana is paketinden (iP) olugsmaktadir.
> 1P1. Nanopartikiil Uretim ve Karakterizasyonu

. Manyetit Nanopartikil Sentezi

. Manyetit Nanopartikullerin Karakterizasyonu

a

b

c. Altin kapli Manyetit Nanopartikll Sentezi

d. Altin kapli Manyetit Nanopartikullerin Karakterizasyonu

e. Altin kapli Manyetit Nanopartikullerin Yuzey Modifikasyonu
f.

Sisteamin Bagli Altin Kapli Manyetit Nanopartikullerin Karakterizasyonu
> [IP2. Antikor immobilizasyonu ve Nanopartikillerin Sitotoksisite Testi

a. Sisteamin ile Yiizeyi Modifiye Olmus Nanopartikillerin Uzerine Antikor
immobilizasyonu

b. Antikor immobilizasyonulu Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

c. Antikor-Nanopartikil Baglanma Oraninin Hesaplanmasi

d. Sitotoksisite Testinin Yapiimasi

> IP3. in-vitro ve Hayvan Model (in-vivo) Calismalari

3.1. Kimyasallar

3.1.1. Manyetit ve Altin Kapli Manyetit Nanopartikiillerin Sentezi icin Kullanilan

Kimyasallar

Manyetit nanaopartiktlin sentezi icin demir (II) klorlr tetrahidrat (Iron(ll) chloride
tetrahydrate [FeCl2 - 4H20]), Demir (lll) Klortir heksahidrat (Iron(lll) chloride
hexahydrate [FeCI3 - 6H20]), Sodyum hidroksit (NaOH) ve Tetrametilamonyum
hidroksit c¢ozeltisi [(CH3)4N(OH)] Sigma-Aldrich’ ten satin alma yoluyla temin
edilmistir. Altin kapli manyetit nanopartikil sentezi igin ise trisodyum sitrat dihidrat
(C6H5Na307 - 2H,0), Tetrakloroaurik asit trihidrat (HAuCI4 - 3H,0) Sigma-Aldrich’
ten ve oksalik asit dihidrat [[COOH), - 2 H,QO] Merck’ ten satin alinarak temin

edilmistir.
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3.1.2. Altin Kapli Manyetit Nanopartikullerin Yuzey Modifikasyonu ve Antikor

immobilizasyonu igin Kullanilan Kimyasallar

Yuzey modifikasyonu icin sisteamin (NH,CH,CH,SH) ve etanol (Sigma-Aldrich)
kullanilmigtir. YUzeyi modifiye olmus altin kapli manyetit nanopartikillerin Gzerine
antikor baglanmasi i¢in kullanilan kimyasallar ise EDC [N-ethyl-N'-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide], monoklonal antikor (MONOCLONAL ANTI-N
CAM Clone NCAM-OB11), NHS (N-hydroxysuccinimide) (Sigma-Aldrich) ve PBS

(Phosphate buffered saline) olarak belirlenmistir.
3.1.3. in-vitro ve in-vivo Galigmalari i¢in Kullanilan Kimyasallar

in-vitro calismalarinda hiicre kiltiri ortami icin FBS, DMEM, Pen Strep
(Penisilin/Streptomisin), Sodyum Piruvat ve Sodyum Bikarbonat (Sigma-Aldrich),
HEPES [4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid] (Sigma-Aldrich), L-
Glutamin ve apoptoz-nekrozu belirlemek icin ikili boyama ¢ozeltisi (Hoechst 33342,
Propidium iodide) kullanilmistir. in-vivo calismalarinda ise farelerde anestezi icin

isoflurane kullaniimigtir.

3.2. Cihazlar

Nanopatrtiktllerin sentezinde ve karakterizasyonunda kullanilan cihazlar; Isitiimal
Mekanik Karistirici (Janke & Kunkel IKA-Labortechnik), Manyetik Ayirici, Santrifij
(Allegra 64R - Beckman Coulter), Sonikatér (Sonic Medflex UCO5L Ultrasonic
Cleaner), Shaker (Laboratory shaker incubator KS 4000 ic control), Zetapals
Analyzer (Brookhaven Instruments Corporation), FTIR Spektroskopisi (FTS 6000
Spectrometer), Titresimli Manyetometre (VSM)(Fieldial Mark Il Varian, Germany) ve
TEM (Gegirimli Elektron Mikroskobu)(FEI, Tacnai G2 Spirit Biotwin) olarak

belirlenmistir.

in-vitro ve in-vivo g¢alismalarindaki cihazlar ise ELISA cihazi (iMark™ Microplate
Absorbance Reader), Floresan mikroskop (Leica DMI70, Germany) ve MRI cihazi
(HT-MRS 160-60 KY) kullaniimistir.
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3.3. Nanopartikll Sentezi ve Karakterizasyonu

Bu is paketinde ilk olarak manyetit nanopartikil sentezlenmigtir ve karakterizasyon
yapildiktan sonra altin ile kaplanmigtir. Altin kapli manyetit nanopartiktllerin
karakterizasyonu yapilmigtir ve ikinci is paketine (Antikor immobilizasyonu) uygun
olmasi igin sisteamin (Cysteamine) molekilt kullanarak ytizey modifikasyonu

yapilmistir.
3.3.1. Manyetit Nanopartikul Sentezi

Bu sentezde ikili ¢Okeltme yontemi (ylksek sicaklikta, mekanik karigtirici)
kullanilmigtir. Bu islem Sekil 3.1'de sematik olarak gosterilen sistemde
gerceklestirilmistir. Ug boyunlu bir reaktdrde, mekanik karistirici ve su banyosu
kullanilarak, N2 atmosferinde, 80 ° C'deki 32 ml iyonize suya 24 ml 5 M NaOH
sollisyonu ilave edilmistir ve daha sonra 24 ml 1.25 M Fe*?ve Fe*3tuzu sollsyonu
yavas yavas karigsima eklenmistir. Reaksiyonun hemen basinda siyah bir ¢okelti
olusumu goézlenmistir. Siyah ¢ozelti 80°C’de, ¢ok yiksek bir karistirma hizinda, 2
saat sure ile kanstinimistir. Manyetik ayirici yardimiyla, manyetit partiktller ve
manyetit olmayan parcgaciklar ayrildiktan sonra birka¢ defa su ile yikama islemi
uygulanmigtir. Daha sonra 0.1 M tetrametil amonyum hidroksit ¢dzeltisi ile stabilize

edilmistir.
Fe*?/ Fe*®* —» Manyetit Nanopartikal

32 ml DW, 80 ° C'de. 24 ml, 1.25 M Fe*?, Fe*3 . 24 ml, 5 M NaOH ___, Siyah Cozelti

NaOH, N, atm., 2 saat
FeClz -+ FCCI3 - 13
80°C , Giiclii kanstirma

Sekil 3.1 Manyetit Nanopartikil Sentezi icin Deney Diizenegi. (1) Vana; (2) Termokupl; (3) Demir
ve NaOH ¢ozeltisi icin besleme agzi; (4) Reaktor; (5) Mekanik kanistirici; (6) Su banyosu ve (7)
Elektrikli 1sitici.
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Sentezlenen manyetit nanopartikil ¢ozeltisinden 1 ml, petri (6nceden agirhgi
hassas terazi ile o6lgllmus) Uzerine damlatiimistir ve 50°C’de isitilmis firinda
kurumasi icin bekletilmistir. Nanopartikiller kuruduktan sonra petri agirlig1 yeniden
Olculip nanopartikil miktari elde edilmistir. Daha sonra nanopartiktllerin

konsantrasyonu 100 ug/ml olacak sekilde ayarlanmistir.

Sentezlenen manyetit nanopartikillerin hidrodinamik boy dagilimi ve yuzey yuk
grafiginin degerlendirmesi icin zeta-sizer (Zetapals Analyzer Brookhaven
Instruments  Corporation) cihazinda  bakilarak  karakterize  edilmistir.
Nanopartikullerin kizildtesi spektrumunu elde etmek igin (bag titresimleri) FTIR
cihazi kullanilmistir. Nanopartikullerin manyetit 6zelligini degderlendirmek igin
titresimli manyetometre kullaniimigtir. Transmisyon elektron mikroskop (FEI, Tacnai
G? Spirit Biotwin) nanoyapilarin kristalografi goriintilerinin degerlendirmesi igin

kullaniimigtir.
3.3.2. Altin Kaph Manyetit Nanopartikiil Sentezi

Onceki asamada (retilen manyetit nanopartikiiller bu etapta altin ile kaplanmstir.
LiteratUr bilgileri ve 6nceki ¢calismalarimizda elde edilen bulgular 1s1ginda uygulanan
yontem soyledir: Uygun derisimdeki (bu ¢alismada 100 pg/ml) tetrametil amonyum
ile stabilize edilmis manyetit nanopartikll sispansiyonundan 1.2 ml alinip, 100 mi
deiyonize suda dagitilmis ve karisima 0.7 ml 0.155 M trisodyum sitrat ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Sitratiyonlarinin OH" iyonlari ile degismesi igin ¢c6zelti, 15 dakika boyunca
sonikasyona tabi tutulmustur. Daha sonra slspansiyon, ylksek bir karistirma
hizinda (96° C) kaynayana kadar isitiimistir. Manyetit Nanopatrtikillerin ¢cevresinde
altin iyonlarinin indirgemesi i¢in 10 ml, 0.01 M tetraklorourat ilave edilmistir ve 15
dakika kaynama noktasinda karistiriimistir. Bu slire sonunda ¢ozelti oda sicaklhiina
gelinceye kadar yuksek hizda karigtirmaya devam edilmigtir. Baglangigta acik gri
olan ¢ozelti rengi kahverengi ve koyu renge doénerek en son parlak kirmizi kahve

olmustur ve bu altin kaplamanin isaretidir. (Sekil 3.2)

Sluspansiyon 15000 rpm'de santrifijlenmistir ve miknatis yardimiyla manyetik ve
manyetik olmayan nanopartikiller ayrilmistir ve islem birka¢ defa tekrarlanmistir.
Daha sonra altin ile kaplanmamis manyetit nanopartikuller ve altin kapl olanlari

ayirmak igin karisim 0.02 M‘lik oksalat ¢ozeltisinde 1 saat mekanik karistirici
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yardimiyla karistirilmistir. Cozelti su ile birkag kez yikanmigtir ve manyetik ayirici ile

toplanmigtir.

Tekrarlanan sentez calismalarimizda elde edilen 6nemli bulgular sunlardir:
Kaplama kalinligini etkileyen en 6nemli parametre indirgeyici ajanin (trisodyum
sitrat) miktaridir. Eger sentezde iyi stabilizasyon saglanmazsa diizgln bir kaplama
gerceklestirlememektedir, dolayisiyla oksalat ile saflastirma basamaginda 6nemli
miktarda partikil kaybir yasanmaktadir. Ozellikle disik miktarlarda sentez
yapildiginda bu kayip miktari ¢cok daha fazladir ve epey genis boy dagilimini
kapsamaktadir. Kaplama kalinhigini etkileyen diger parametre birim nanopartikdl
basina kullanilan altin tuzunun miktaridir. Yani altin tuzunun miktarinin artmasiyla
kaplama kalinligi artmaktadir, fakat o zaman iki olumsuz durum ortaya ¢gikmaktadir.
Birincisi manyetit nanopartikillerin kaplanmasi yani sira c¢ok miktarda altin
nanopartiklllerin olusmasidir. ikinci olumsuz durum kaplama kalinh@inin artmasiyla

nanopartikillerin manyetik 6zelliklerin azalmasidir.
100 ml DW + 1.2 ml SPIONs . 0.7 ml, 0.155 M Trisodyum Citrate — 15 Dakika Sonikasyon

Cozelti kaynama noktasi + 10 ml, 0.01 M Tetraklorourat — 15 Dakika Karistirma

@ 1- Trisodyum sitrat, 15 d. sonikasyon é @ @
! o
2- 96°C, Giiclii karistirma

©
3- HAuCly, 96°C, 15 d @ é

Sekil 3.2 Altin kapli manyetit nanopartikil sentezi

Sentezlenen altin kapli manyetit nanopartikiller; zeta-sizer, FTIR (Fourier
Transform Infrared Spectroscopy), VSM (Titresimli Manyetometre) ve TEM

(Transmisyon Elektron Mikroskop) kullanilarak karakterize edilmistir.
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3.3.3. Altin Kapli Manyetit Nanopartikullerin Yiizey Modifikasyonu (Sisteamin
Bagl Altin Kapli Manyetit Nanopartikul Sentezi)

Tez kapsaminda altin kapli manyetit nanopartiktllere antikor baglanmasi
planlanmigtir. Antikorlarin bir ucunda amino grubu ve diger ucunda karboksil gurubu
bulunmaktadir. Antikorlar amino ugclarindan antijenlere veya reseptorlere
baglanmaktadir. Dolayisi ile bu iglevselligi korumak ve antikorun nanopartikillere

baglanmasi icin karboksil ucu kullaniimistir.

Antikorlarin altin kapli manyetit nanopartikillere baglanmasi icin farkli yontemler
(kovalent ve non-kovalent) bulunmaktadir. Literatir calismalarinin g6z onlne
alinarak kovalent bagi ile baglanmasina karar verilmigtir. Altin kapli manyetit
nanopartikillerin yizey modifikasyonu igin, kendiliginden yerlesen tek tabakalar
(“self assembyling monolayers”-SAMs) kabiliyete sahip molekdllerin kullaniimasi
planlanmistir. Bunun igin dnceki ¢calismalarimizda kullanilan —ilgili literattirde de en
¢ok cgalisilan- bir ucunda altin ile etkilesecek tiyol (SH) diger ucunda amino gurubu
(NH2) bulunan molekil olarak 2-aminoethantiyol (sisteamin) secilmistir. Sisteamin -
SH grubuyla altin ylzeyine tek tabaka olusturacak sekilde yerlesip diger ucundaki -

NH2 grubu nedeniyle antikorun karboksil gurubuyla amit bagi olusturur.

Yuzey modifikasyonu icin ilk olarak 1 mM sisteamin ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha
sonra 1 ml altin kapli manyetit nanopartiktl ¢oézeltisine 225 pl sisteamin (1 mM) ilave
edilmis ve ¢ozelti 12 saat boyunca karanlikta shake edilmistir (Calkalandi). islem
sonunda sisteamin nanopartikillere baglanip, sispansiyonundan ayirmak igin
miknatis kullaniimigtir. (Sekil 3.3)

HZ-\-\/\S
<% Au 9%, /\ BN ~s Y Au
S % HS NH, , 12 saat HaNe g
‘ R
@ karanhkta Calkananma H \\/\ B
24 \/\S g
HZN\/\_S/

Sekil 3.3 Sisteamin bagh altin kapli manyetit nanopartikll sentezi

Sisteamin baglh altin kapli manyetit nanopartikuller sentezlendikten sonra zeta-sizer

ve FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) ile karakterize edilmigtir.
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3.4. Antikor immobilizasyonu ve Nanopartikiillerin Sitotoksisite Testi

Tezin bu asamasinda ilk olarak tUmor hucreleri (Bu galismada meme kanseri
Uzerinde calisildigr icin MCF7 hicre hatti kullanilmigtir) Ustinde bulunan
reseptorlere spesifik olarak baglanan monoklonal antikor (MONOCLONAL ANTI-N
CAM Clone NCAM-OB11) kullanilarak sentezlenen sisteamin bagli altin kaph
manyetit nanopartikil Uzerine immobilizasyon yapilmistir. Daha sonra antikor-
nanopartikil baglanma orani hesaplanarak deneylerde en yuksek baglanma orani
olan konsantrasyon kullaniimasina karar verilmistir. Bu is paketinin ikinci
asamasinda ise sitotoksisite testleri yapilip sonuglar alindiktan sonra baglanma
orani sonuglarint da g6z oOnunde tutularak en dogru konsantrasyonun

kullanilmasina karar verilmigtir.
3.4.1. Nanopatrtikiillerin Uzerine Antikor immobilizasyonu

Modifiye altin kapli manyetit nanopartikillerin ylzeyine monoklonal antikor
baglanmasi igin EDC [1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide] / NHS (N-
hydroxysuccinimide) yontemi kullaniimigtir [121, 122]. EDC ve NHS nanopatrtikil ve
antikor arasinda amid bag olusumuna neden olacaktir. Bu iglem igin ilk olarak
sentezlenen sisteamin fonksiyonalize altin kapli manyetit nanopartikiller birka¢ kez
su ile yikandiktan sonra, pH 7.4 fosfat tamponu ¢oézeltisi icinde dagitilmistir. Daha
sonra antikor ve nanopartikil ¢ozeltisi 1:3 (hacim / hacim) oraninda karistirilip,
antikorda mevcut olan -COOH grubu aktive edilmesi icin 0.2 M EDC ve 0.05 M NHS
ilave edilmistir. Cozelti 4 saat boyunca 4 "C’de calkalandi. Aktive karboksil grubu
amid bagi olusturmak icin sisteamin bagli altin-kapli manyetit nanopartikullerin -NH2
grubu ile baglanmaktadir. 4 saatin ardindan ¢ozeltiler fosfat tampon (pH 7.4) ile
birka¢ kez yikanarak, ardindan santrifij ile toplanmistir. En yiksek antikor-
nanopartikil baglanma oranini hesaplamak igin farkli konsantrasyonda nanopartikdil
(5, 10, 20, 40 pg/ml) ile deneyler tekrarlanmigtir. (Sekil 3.4)

Antikor immobilizasyonu vyapilan nanopartikillerin karakterizasyonu FTIR ve

ninhydrin testi kullanarak gergeklestiriimistir.
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Sekil 3.4 Sisteamin fonksiyonalize altin kapli manyetit nanopartiklllere antikor immobilizasyonu

3.4.2. Nanopartikullerin Sitotoksisite Testleri

Nanopatrtiktllerin (Altin kapli manyetit ve antikor bagli altin kapli manyetit)
toksisitesini belirlemek icin MTT testi (3-4,5-dimetil-tiyazol-2,5-difenil tetrazolium
bromid) yapilmistir. MTT tahlili, hGicre metabolik aktivitesini degerlendirmek igin bir
kolorimetri analizidir bu ylizden endirekt sekilde hlcre canliigini ve dolayisiyla
nanopartiklllerin toksisitesini belirlemek icin kullanilir [123].

MTT testi icin 3T3 hicre hatti (Standart fibroblast hucreleri) kullaniimigtir.
Deneylerde kullanilan nanopartikillerin en iyi sonu¢ veren konsantrasyonunu
belirlemek igin 4 farkl konsantrasyonda (5, 10, 20, 40 ug/ml) nanopartiktl hazirlanip
MTT testi yapiimistir.

ik olarak 45 ml DMEM, 5 ml PBS ve 0.5 ml Pen Strep ile bir soliisyon hazirlanmistir.
Plate icindeki hicrelerin sivi kismi digari atilip 4 ml PBS ile yikanmistir. Yikandiktan
sonra 1 ml tripsin enzimi eklenip karistirilmistir ve tzerine 2 ml DMEM c¢ozeltisi
eklenerek tim hdcrelerin plate’ den ayrilmasi igin iyice karnistinimistir. Cozelti
falkona alinip 5 dakika 20°C, 1000 rpm’de santriflij edilerek stpernatan kismi atilip
hicreler falkonun dip kisminda toplanmistir. Falkondaki hiicrelerin tGzerine 6 ml
DMEM c¢ozeltisi eklenerek pipet yardimi ile iyi bir sekilde karigtiriimistir. 96
kuyucuklu bir kdltir kabinda, her bélmeye 100 ul yukaridaki ¢ozeltiden alinarak
yaklasik 400 hucre ekimi yapilimistir. Hicreler 5 grup halinde (5 pug/ml grubu, 10
pg/ml grubu, 20 pg/ml grubu, 40 pug/ml grubu ve kontrol grubu) ve her grup icin 7
kuyucuk seklinde ekilmistir. Ekim islemi bittikten sonra hicreler karbon dioksit
inkiibatorde (37 °C, % 5 CO3) 24 saat inkibe edilmigtir. Daha sonra DMEM c¢ozeltisi
kullanilarak hazirlanan nanopartikil konsantrasyonlari (her kuyucuk igin 100 pl)
inkiibe edilen hicrelere (canh olup olmadiklar kontrol edildikten sonra) ilave edilip
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pipet yardimiyla iyice karigtirilmistir. Islem bittikten sonra hicreler tam 24 saat
olacak sekilde inkiibe edilmistir. Uglincii giin MTT ¢ozeltisi 5 mg/ml konsantrasyonu
ile PBS kullanarak hazirlanmis ve her kuyucuga 10 pl bu ¢dzeltiden eklenmisgtir.
Hucreler 4 saat boyunca inkube edilmigtir. 4 saat sonunda kuyucuklarin sivi kismi
disari atilip her kuyucuga 100 pl formazan eklenip 20 dakika 150 rpm’de

calkalanmigtir. Daha sonra ELISA kullanilarak sonuclar elde edilmistir.

3.5. in-vitro ve Hayvan Model (in-vivo) Caligmalari

Bu is paketinde onceki asamalarda sentezlenip, karakterize edilip ve sitotoksisite
degeri belirlenen, antikor ile hedeflenmis modifiye altin kapli manyetit
nanopartikiller kullanilarak énce hicre kiltard (in-vitro) galismalari yapilmigtir ve
daha sonra bu calismalardan elde edilen sonuglar gbéz onlne alinarak hayvan

modellerine uygulanip in-vivo sonuglari degerlendirilmistir.
3.5.1. Hiicre Kiiltiirii Galigmalarn (in-vitro Deneyleri)

Hucre kualtirG c¢alismalari igin daha 6nceden literatlirde calisiimis ve iyi sonuglar
elde edilmis MCF-7 kanser hucre hatti kullaniimistir. Kiltar vasati; %10 PBS, %1
Penisilin/Streptomisin ve %1 L-Glutamin iceren DMEM/F12 kullanilarak MCF-7
hicrelerin  kultarG igin  hazirlanip hicreler ilave edildikten sonra 37+0.5°C

sicakliginda ve % 5 CO2 atmosferinde (Karbon dioksit inkiibator) inktibe edilmistir.

MCF-7 hucreleri kriyo tlptn icinde ve -80°C’lik derin dondurucuda saklanir.
Deneylere baglamak icin MCF-7 hiicreleri ¢cozundurulip falkon tlipe aktarilip tizerine
1 ml vasat ilave edilmistir. Karisim 3000 rpm’de 1 dakika slre ile santrifllj edilip
supernatan kismi atilmigtir. Falkon tupun alt kisminda kalan hucrelerin Gzerine 4 ml
vasat ilave edilerek homojen hale getirilmistir. Daha sonra MCF-7 hicreleri 75
cm?lik flasklara ekilip 2 giin boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. inkiibe islemi
bittikten sonra flasklarin vasati atilip her birine 0.5 ml tiripsin-EDTA enzimi eklenip
asagi yukari hareketlerle enzimin tim ylizeylere temas etmesi saglanmistir. Flasklar
3-4 dakika inkubatorde bekletilip hiicrelerin ayrilmasi kontrol edilmistir. Daha sonra
enzim aktivitesini durdurmak igin hucrelerin Uzerine 1 ml vasat eklenip 4000 rpm’'de
1 dakika santrifj edilip sipernatan kisim atilmistir. Her bir hiicre ¢okeltisi Gzerine 1
ml vasat ve 1 pl trypan blue ¢ozeltisi eklenip hicre sayim cihazi (Invitrogen-

Countess) ile sayim yapilmistir. Vasat ile seyreltiimis falkon tupteki MCF-7

28



hiicrelerinden (Toplam hacim 10 ml) her bir kultir kabinin kuyucuguna(well) 150 pl
(her well 10x10° hiicre) ekim yapilmistir. 4 saat inkiibe edilip sonra hiicrelerin

morfolojisi ve kontaminasyon olup olmadigi mikroskop ile kontrol edilmistir.

Her deney icin 48 well’ de ve her well igin 10000 huiicre olacak sekilde ekim yapilmis
ve hazirlanan érnekler ile (Altin kapli manyetit, Antikor bagl altin kapli manyetit) 48
saat boyunca etkilesime birakilmigtir. Bunun icin 4 saat inktbatérden sonra her bir
kuyucugun vasati c¢ikartiip yerine 200 pl hazirlanan o6rneklerden ilave edilip
inkubatore birakilmistir. Deneyler U¢ gurup seklinde yapilmistir. Birinci gurupta
MCF-7 hiicrelerine altin kapli manyetit nanopartikiil eklenmistir. ikinci gurupta well’
de ekilen hucrelere antikor bagl altin kapli manyetit nanopartikil eklenmis ve
Uglncl gurupta ise antikor bagli altin kapli manyetit nanopartikil eklendikten sonra
RF radyasyonu yapilmigtir. RF radyasyonu igin anten model RF (144.015 MHz, 120
W, 50 dakika) kullaniimistir. Daha sonra tim gruplar 48 saat boyunca inktbe edilmis
ve hucreler ikili apoptoz nekroz boyama yodntemiyle boyanip ve Floresan

Mikroskopta DAPI filtresi kullanilarak degerlendirilmitir.

3.5.1.1. Apoptoz-Nekroz Saptamasi igin ikili Boyama Metodu
ikili boyama yénteminde hiicrelerin cekirdegdi boyanip hiicrelerin apoptoz ve/veya
nekroza ugradiklari gésterilir. Bu yontemde Hoechst 33342 (+4°C’de saklanir) ve

Propidium iodide (-20°C’de saklanir) boyalari kullaniimaktadir.

ikili boyama soliisyonu hazirlamak icin once kullanilan maddelerin stokunu
hazirlamamiz gerekmektedir, bunun igin 1 ml PBS’ye 10 mg Ribonulkleaz A, 1 ml
PBS’ye 200ug Hoechst ve 1 ml PBS’ye ise 100 ug Propidium iodide olacak sekilde
ilave edilir. ikili boyama g¢alisma soliisyonunun hazirlamasi icin 10 ml PBS icerisine,
500 pl Hoechst boyasi stokundan, 100 pl Propidium iodide (PI) boyasi stokundan

ve 100 ul Ribonukleaz A stokundan ilave edilir.

Boyamada sadece DNA’'nin boyanmasi icin Ribonukleaz A, RNA’yl pirimidin
bazlarinda kesip yok eder. Hoechst boyasi hucrelerin ¢gekirdeklerini maviye boyayip
apoptoz evresine giden hucreleri gosterir. Pl ise normal hulcrelerin zarindan
gecemediginden dolayr 6lmus ve/veya zari hasar goérmus hucrelerin zarindan

gecebilir ve DNA'yI kirmiziya boyayip hicrelerin nekrozunu gdésterir.

48 saat inkuibe edilen hucrelerin apoptoz-nekroz oranini belirlemek igin hicrelerin

ust kismindaki supernatan kismi atilip her kuyucuga 70 pl ikili boyama c¢alisma
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cOzeltisi eklenmis ve karanlik ortamda 15 dakika inkibatdrde bekletilmigtir.
Devaminda sivi kisim pipet yardimiyla alinip floresan mikroskopta DAPI filtresi
kullanilarak apoptoz ve FITC yardimiyla nekroz olmus hucrelerin degerlendirmesi

yapilip yizde seklinde ifade edilmigtir.
3.5.2. Hipertermi Tedavisinde Kullanilan RF’ in Kurulugu

Hipertermi icin kullandigimiz anten moduli RF jeneratorl, cesitli pargalarin
birlestirmesinden yapilmistir. RF amplifayer cihazinda mikro taban ve 132-174 MHz
tekrarlayici istasyonlar olarak Motorola® (68P81036E40-B) ve telsiz olarak KG-
UVD1P kullaniimistir. Anten modili RF hazirlamasinda anten kismi 130 cm
uzunlu@a sahip olacak sekilde secilmistir. Elle kontrol edilen gui¢ devresi (5-200 W),
RF glcuna ayarlamak icin sisteme eklenmistir. Yukarida adi gegen parcalari
birlestirerek RF jeneratdrinin tasarimi ve yapimi tamamlanmis ve RF hipertermisi
hicre kudltirinde kanserli hicrelere ve in-vivo deneylerde timor Gzerine

uygulanmigtir. (Sekil 3.5)

e

Sekil 3.5 Anten modili RF (Laboratuvarda Tasarladigimiz)

3.5.3. Hayvan Model Galismalari (in-vivo Deneyleri)

Tez kapsaminda yapilan deneylerin bu asamasinda, hicre kultiru ¢alismalarindan

elde edilen sonuclardan esinlenerek in-vivo galigmalari Urmia Universitesi Pioneers
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of Clinical Sciences merkezinde yapilmistir. in-vivo deneylerde literatiir aragtirma

sonucu hayvan olarak nude fare kullanilmasina karar verilmistir.

Hayvan deney calismalari birka¢ evreden olugsmaktadir; Farelerde timor olusturma,
Sentezlenen nanopartikillerin timorla farelere enjeksiyonu, Enjekte edilen farelerde
MRI (Manyetik Rezonans Goriintileme) yardimiyla vucuttaki nanopartikillerin
goruntiulemesi, RF (Radyofrekans) hipertermi kullanarak timor tedavisi, RF tedavi
sonrasi MRI kullanarak timor boyut kuglUlmesinin ve tedavinin basarili olup

olmamasinin degerlendiriimesi.

Nude farelerde ttimor olusturmak icin ilk olarak fareler teker teker tartilip daha sonra
isoflurane kullanarak soluma anestezisi yapilmistir. Devaminda hazirlanan MCF-7
hicre ¢ozeltisinden 80 ul (yaklasik 3,000,000 hucre) Subkutan (deri alti) ventral
(karin kismi) olarak enjekte edilmistir. MCF-7 hlcrelerinin enjekte edildigi fareler iyi
yasam sartlari altinda beslenilmigtir. Birinci haftanin sonundan itibaren enjekte
edilen kisimda tUmaor olusumu goz ile gorunlr hale gelmektedir ve 3-4 hafta sonra

tumaorin boyutu deney yapilacak seviye kadar buyumektedir. (Sekil 3.6)

Sekil 3.6. Nude farelerin beslenme ortami ve timoér béyime asamasinin degerlendirilmesi

Fareler deney esnasinda nanopartikillerin enjekte edilme sekline gére 3 gruba
ayrilmistir. Birincisi intra-timoér enjeksiyon grubu; antikor bagh nanopartikil direkt
olarak tiimoériin ortasina enjekte edilir. ikinci grup intra-ven6z enjeksiyon; bu grubun
farelerinde antikor bagh nanopartikiller farenin kuyruk damari yoluyla enjekte edilir.
Uctincti grup ise; kontrol grubu olarak secilir. Daha sonra farelere hazirladigimiz
antikor bagl altin kapli nanopartikil enjekte edilmistir. Nanopartikul dozaji intra-

tumaor grubu icin 50 pl ve intra-ven6z grubu icin 150 pl olarak enjekte edilmisgtir.
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Enjeksiyondan sonra, viicuda enjekte edilen nanopartikilleri gérintilemek igin MRI
(Manyetik Rezonans Goruntuleme) kullanilmigtir. Antikor bagh altin kapli manyetit
nanopartikiller, antikor sayesinde kanser hicrelerinin reseptérlerine spesifik olarak
baglanip dolayisiyla timore toplanir ve bu nanopartikillerin manyetit 6zelliginden
dolayl timdre toplandikga MRI goéruntisunde tumodr siyah renk alip goruntisu

tamamen kaybolur.

Tez kapsaminda planlanmis hipertermi tedavi igin in-vivo ¢alismalarin devaminda
RF radyasyonu, nanopartikil enjekte edilen fareler Uzerinde kullaniimigtir. RF
jeneratord 120 W ¢ikis gucunde ve 144.015 MHz dalga seklinde ayarlanarak tedavi
1 kez ve 50 dakika sire ile timdr Gzerinde uygulanmigtir. Tedaviden sonra 3 hafta

boyunca timor boyutu ve goruntiist goézlenip sonuclar incelenmistir.
3.5.4. Histopatoloji Degerlendirme

Histopatoloji, anormal doku Uzere mikroskobik calisma yontemi ve hastalikh
dokunun histolojik incelenmesinde uzmanlagan patoloji dalidir. Anatomik patoloji
acisindan o6nemli bir ara¢ olan histopatoloji, ayni zamanda kanser ve diger
hastaliklarin dogru ve kesin teshisi igin kullanilir ve bu agidan da buylk bir 6nem

arz etmektedir.

Vucutta kanser olusumun tam olarak teshisinin konulabilmesi i¢in mutlaka parga
alinmasi ve bunun patoloji laboratuvarinda incelenmesi gerekmektedir. Bu inceleme
once gozle vyapilir, daha sonra ince Kkesitler alinarak mikroskop altinda
yapilmaktadir. Bazi durumlarda alinan ince kesitleri, gesitli boya, kimyasal ve
immunokimyasal maddeler ile muameleye tabi tutularak mikroskop altinda

incelenmek gerekmektedir.

Meme kanserinde patoloji raporu; timadrin yapisi (Duktal ve/veya Lobdler), timoérin
kanal veya sut bezinin disina c¢ikip ¢cikmadigi, hiicresel grade (seviye), nekroz
durumu, timoérun c¢api, lenfatik ve vaskuler invazyon (saldir) durumu ve cerrahi

sinirlar hakkinda bilgi vermektedir.

Histopatoloji degerlendirme asamasinda patoloji laboratuvarina gelen dokularin
histopatolojik ve histomorfolojik gorintileri alinip ve incelenmistir. Histopatoloiji
deneyi, numunelerin hazirlanmasi ve numunelerin 151k mikroskopu altinda

incelenmesinden olugmaktadir. Ornek doku % 10 formalin ile sabitlenir, parafin icine
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gomulur ve Mikrotom cihazi ile 2-3 mm kalinliginda dilimlenir. Parafin Wax’ tan
arindirilmis doku dilimleri bir sonraki asamada, hematoksilen—eozin (H&E) ile

boyanip veya bagka bir islem icin kullanilir [124].

Histopatolojik degderlendirme sireci boyunca, standart, givenilir ve yorumlanabilir
sonuglar elde etmek icin ¢ok sayida krittk adim ve prosedur izlenmesi

gerekmektedir. Sekil 3.7. dokularin histopatoloji degerlendirme agamalarini detayl

bir sekilde gostermektedir.

Hastadan alinan Alman dokunun dehitrate | Tiimor dokunun Tiimor Dokusundan
Doku etanol de hazirlamast formaldeyid fiksasyonu Kestiler Hazirlamak

Parafin Wax igine Kesitler i¢in Wax tan arindirmak ve mikrotron  Alinan dokunun mikroskop

gommek mikroton aleti aletiile dilimlenen dokularin altinda histopatolojik
Lam iizerinde toplamasi degerlendirmesi

Sekil 3.7. Dokunun histopatoloji testi ve degerlendirme asamalari
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Sentezlenen Nanopartikillerin Boyut Analizi
4.1.1. Manyetit Nanopartikillerin Boyut Analizi (Zeta-sizer)

Sentezlenen manyetit nanopartikillerin hidrodinamik boy dagilimini élgmek igin
zeta-sizer (Zetapals) cihazi kullaniimigtir. Bunun icin zeta-sizer cihazin kivetinin
icindeki 1 ml saf suya 10 pl manyetit nanopartikil eklenip cihaza yerlestirilip 6lgim
yapilmistir. Sekil 4.1° de tipik bir dagihm egrisi verilmistir. Sonuglar manyetit

nanopartikullerin farkli boyutlarda sentezlendigini ve onlarin ortalama boyutunun 93

nm oldugunu gostermigtir. (Sekil 4.1)
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Sekil 4.1 Zetapals cihazinda 6lgilen manyetit nanopartikillerin boyutu

Zeta-sizer cihazin calisma prensibi olan dinamik 11k sacgiimasi yonteminin
kisittamalarindan dolayi nanopartikillerin gergek boyutu yukaridaki grafikten daha

kucuk olup gercek boyutlari TEM analizinde elde edilmistir.
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4.1.2. Altin Kapli Manyetit Nanopartikiillerin Hidrodinamik Cap Olgiimi

Manyetit nanopartikuller altin ile kaplandiktan sonra nanopartikullerin boyutu
zetapals cihazi ile incelenmigtir. Altin kapli manyetit nanopartikillerin ortalama
blayukligu 106 nm olarak kaydedilmistir. Bdylece altin kaplama kalinhiginin yaklasik
12 nm oldugu soylenebilir. (Sekil 4.2)
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Sekil 4.2 Altin kapli manyetit nanopartikllerin boy dagilimi (zeta-sizer)

4.1.3. Sisteamin Baglh Altin Kapli Manyetit Nanopartikiillerin Boyut Analizi

Altin kapli manyetit nanopartikullerin boyut dagilimi, sisteamin molekull ile yizey
modifikasyonu yapildiktan sonra da incelenmistir. Sisteamin bagh altin kaph
manyetit nanopartikullerin ortalama boyutlari 127 nm olarak kaydedilmistir. (Sekil
4.3)
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Sekil 4.3 Sisteamin bagli altin kapli manyetit nanopartiktllerin zeta-sizer analizi

4.2. Sentezlenen Nanopartiktllerin Zeta Potansiyel Analizi

Manyetit, altin kapli manyetit ve sisteamin bagh altin kapli manyetit nanopartikullerin

zeta potansiyeli (nanopartikiller arasindaki itme veya c¢ekme degeri Olgimi)

zetapals cihazi

kullanilarak elde edilmistir.

Manyetit nanopartikillerin zeta

potansiyel degeri sekil 4.4’te gosterildigi gibi -18 mv olarak kaydedilmigtir.
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Sekil 4.4 Manyetit nanopartikiillerin zeta potansiyel degeri (mv)
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Manyetit nanopartikuller altin ile kaplandiktan sonra yuzey yukleri (zeta potansiyel)
ve boyut dagilimlari degismektedir ve bu sonuglar kaplama igin bir kanit olarak
gosterilmektedir. Altin kapli manyetit nanopartikullerin ortalama zeta potansiyeli -30
mv olarak hesaplanmistir. (Sekil 4.5)
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Sekil 4.5 Altin kapli manyetit nanopartiktllerin zeta potansiyel analizi

Altin kapli manyetit nanopartikillere sisteamin baglandiktan sonra ortalama zeta

potansiyeli -7 mv olarak kaydedilmigtir. (Sekil 4.6)
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Sekil 4.6 Sisteamin bagh altin kapli manyetit nanopartikillerin zeta potansiyel analizi
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Zetapals cihazi kullanarak sentezlenen nanopartikillerin boyut ve zeta potansiyel

analizlerinin sonucu agagidaki gizelgede verilmektedir.

Cizelge 4.1 Sentezlenen nanopartikillerin boyut ve zeta potansiyel sonuglari

Boyut (hm) | Zeta Potansiyel (mv)
Manyetit Nanopartikiil 93 -18
Altin Kapl Manyetit Nanopartikill 106 -30
Yuzey modifiye altin kapli manyetit nanopartikdil 127 -7

4.3. Nanopartikiillerin FTIR (Fourier Déniisiimlii infrared Spektroskopi)

Analizi

Manyetit nanopartikullerin altin ile kaplanmasi, altin kapli nanopartikillerin yizey
modifikasyonu ve sisteamin ile ylzey modifikasyon yapilan nanopartiktllere antikor
baglanmasini gostermek icin FTIR (Fourier Dénlsimli infrared Spektroskopi)

analizi yapilmistir.

4.3.1. Manyetit Nanopartikillerin FTIR Analizi

Sentezlenen manyetit nanopartiklllerin  kurutma sonrasi FTIR spektrumlari
cekilmistir. Bunun icin eser miktarda ornekler, érnek kismina yerlestiriimis (ATR
yontemi) ve orneklerin spektrumlari oda sicakliginda ¢ekilmistir. Manyetit
nanopartikillerin FTIR analizinde gézlenen 596 ve 700 cm™ pikleri demir oksit
nanopartikillerin Fe-O bag titresimine (karakteristik pikler) aittir. Bu karakteristik
pikler manyetitin oktahedral ve tetrahedral bélgelerdeki Fe-O gerilimini isaret eden
piklerdir. 3411’deki pik ise Fe304 nanopartikillerin tarafindan emilen OH’ |
gostermektedir. FTIR spektrumunda elde edilen karakteristik pikler literatlirde rapor

edilenlerle uyum icindedir.
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Sekil 4.7 Manyetit nanopartikillerin FTIR analizi

4.3.2. Altin Kapli Manyetit Nanopartikillerin FTIR Analizi

Altin kapli manyetit nanopartikillerin FTIR analizine baktiniz zaman, manyetit
nanopartikiller deki 596 cm™ pik 592 cm*'e kaymis ve 700 cmY’deki pik tamamen
kaybolmus, 1719 ve 1596 cm? dalga sayisindaki pikler sirasiyla manyetit
nanopartikdllerin altin ile kaplanmasinda indirgeyici ajan olarak kullanilan trisodyum
sitrat yapisindaki karboksilat gruplarina ve CH»-O deformasyonuna ait piklerdir. Bu
sonuglar, Fe304 nanopartikillerin altin iyonlari ile kaplanmasini géstermektedir.
(Sekil 4.8)
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Sekil 4.8 Altin kapli manyetit nanopartikillerin FTIR analizi

39



4.3.3. Sisteamin Bagh Altin Kapli Manyetit Nanopartikullerin FTIR Analizi

2-aminoethantiyol bagh altin kapli manyetit nanopartikillerin FTIR analizine

baktigimiz zaman, 1659 cm¥deki pik N-H bagi ve 1395 cm¥deki pik C-N

(HSCH2CH2NH2) bagina ve 589 cmdeki pik Fe-O bagi titresimine aittir.

Sisteamin bagl altin kapli manyetit nanopartikullerin FTIR sonugclarini altin kapl
manyetit nanopartikullerin FTIR sonuglari ile kiyasladigimiz zaman, N-H bagi ve C-

N bagi gorulmemektedir ¢linkl altin kapli manyetit nanopartikullerin yapisinda

nitrojen ve karbon bulunmamaktadir. Bu sonuglardan yola c¢ikarak sisteamin

molekullinin altin kapli manyetit nanopartikillere baglandigini séyleyebiliriz. (Sekil
4.9)

A
>

90

\
\
-~
a

60°S6EL __~

85 Il’ T e W NI g

ssesoL

Transmittance
-

|
ll | |
80

|
% r

1 1 1 1 1

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm-1)

Sekil 4.9 2-aminoethantiyol bagl altin kapli manyetit nanopartikillerin FTIR analizi

4.3.4. Antikor immobilizasyonulu Nanopartikiillerin FTIR Analizi

Ylzeyi modifiye olmus altin kapli nanopartikillere antikor immobilizasyonu

yapildiktan sonra FTIR analizi yapilmistir. FTIR analizinde, 1660 cmY’deki pik glcli
C=0 bagina, 3280 cm*'deki pik ikincil Amin’in N-H bagina, 1534 cm™ ve 1660 cmr
Ydeki pikler sekonder ve primer amitlerin N-H bagina aittir. Sonuglar, antikorun

basarili bir sekilde nanopartikillere baglandigini géstermektedir. (Sekil 4.10)
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Sekil 4.10 Antikor immobilizasyonulu altin kapli manyetit nanopartikillerin FTIR analizi

4.4. Titresimli Manyetometre ile Nanopartikillerin Doygunluk Miknatishgi

Analizi

Titresimli 6rnek manyetometre (VSM), manyetik 6zellikleri dlgen bilimsel bir aragtir.
Bir numune, miknatislanmasi igin muntazam bir manyetik alanin icine yerlegtirilip
sinlizoidal olarak titresime tabi tutulur. Baslatma bobininde olugan voltaj, numunenin
manyetik momenti ile orantilidir, ancak uygulanan manyetik alanin mukavemetine

bagl degildir.

Manyetit (Fe304) nanopartikil 10000 Gauss manyetik alanda 24 emu/g (Ms)
doygunluk miknatishgi gdsterirken altin kapli manyetit nanopartikil (Au@ SPIONS)
10000 Gauss manyetik alanda 3 emu/g (Ms) doygunluk miknatisli§i géstermektedir.
Manyetit nanopartikullerin altin ile kaplanmasi sonucu doygunluk miknatishginin
azaldigi gorulmektedir. Dolayisiyla manyetit nanopartikillerin etrafinin altin ile
kaplanmasi sonucu nanopartiktllerin manyetik 6zelliginin azaldigini stylenebilir.
(Sekil 4.11)
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Sekil 4.11 Fe304 ve Au@SPIONs nanopartikillerin miknatislik egrileri

4.5. TEM (Transmisyon Elektron Mikroskop) Analizi

4.5.1. Manyetit Nanopartikillerin TEM Analizi

Zeta-sizer cihazinin c¢alisma prensibi olan dinamik 1sIk sagiima ydnteminden
kaynaklanan kisitlamalardan dolayi, nanopartikullerin gergek boy dagiliminin tespiti
icin TEM kullanilmistir. Bunun icin manyetit nanopartikiller seyreltildikten sonra
gecirimli elektron mikroskobu deneyleri icin kullanilan grid Gzerine yerlestiriimis ve
yuksek enerjili elektronlar 6rnekler icinden gecirilip goruntaleri alinmigtir. Sekil
4.12’de goruldaga gibi, manyetit nanopartikillerin gorintist bulanik, ¢unku
nanopartikullerin manyetik ozellikleri, onlarin grid Uzerinde toplanmalarina neden
olur ve bu elektron isini pargaciklari ile etkilesime girer. TEM goruntulerinden elde

edilen sonuglara gore, manyetit nanopartikullerin boyutlari, 10-15 nm civarinda

oldugu ispatlanmaktadir.
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Sekil 4.12 Manyetit nanopartikillerin TEM analizi

4.5.2. Altin Kapli Manyetit Nanopartikillerin TEM Analizi

Altin kapli manyetit nanopartiktllerin TEM analizine baktigimiz zaman, sekil 4.13’de
goruldagu gibi manyetit nanopartikuller altin ile kapladiktan sonra, aldigimiz gorintu
¢ok daha net ve nanopartikillerin gergek boyutlarini gostermektedir. TEM
goruntusinden elde edilen degerlere gore, nanopartikillerin % 80’ni 20-30 nm

boyutundadir.

Sekil 4.13 Altin kapli manyetit nanopartikillerin TEM analizi

43



4.6. Ninhydrin Test Analizi

Antikorlarin, sisteamin bagli altin kapli nanopartikillere baglandigini gostermek icin
Ninhydrin testi kullanilmistir. Ninhydrin, amonyak veya birincil ve ikincil aminleri
tespit etmek icin kullanilan bir kimyasal ve oda sicakliginda etanol ve asetonda
cbzunen beyaz bir katt maddedir. Ninhydrin serbest aminler ile reaksiyona
girdiginde, Ruhemann'in moru olarak bilinen ¢ok koyu mavi veya mor renk ortaya
cikar. Bu amagcla antikorlarin altin kapli manyetit nanopartikillere baglandigini
gostermek icin ilk olarak ninhydrin solusyonu hazirlanmistir. Bunun igin 0.35 g
ninhydrin (2,2-dihydroxyindane-1,3-dione) tozu 100 ml etanol’ da ¢6zilmusur. Daha
sonra 500 pl antikor bagli altin kapli nanopartikil sispansiyonuna, 500 ul ninhydrin
solisyonu eklenmis ve slUspansiyon kaynar su icerisinde 4 dakika bekletilmigstir.
Surecin sonunda karisim siyah (¢cok koyu mor) renge dénustu ki bu stispansiyonda

antikor oldugunun ispatidir.

4.7. Monoklonal Antikor-Nanopartikil Baglanma Orani

Yapilan bu ¢alismada monoklonal antikor farkli konsantrasyonlardaki modifiye altin
kapl manyetit nanopartikuller ile etkilesime birakilmis ve sonuclara gore in-vitro ve
in-vivo deneylerde en ylksek baglanma orani olan nanopartikil konsantrasyonu
kullanilmigtir. Bu amacla antikor miktari ( 10 pg/ml ) sabit tutularak 4 farkh
nanopartikil konsantrasyonu ile ( 5, 10, 20, 40 pg/ml ) etkilestiriimigstir. Etkilestirme
sonucu elde edilen drnekler santrifijlenmis ve su ile birkag kez yikanmistir. Daha
sonra antikor immobilize modifiye nanopartikiller 1 ml distile su icerisinde
dagitilmistir. Antikor baglanma yuzdesini elde etmek icin Cobas Integra 400 plus

cihazi kullanilmistir. Sonuglar asagidaki gizelgede verilmektedir. (Sekil 4.14)

Cizelge 4.2 Antikor-Nanopartikill baglanma orani

mADb pg/ml | Np ug/ml | Baglanma pg/ml | Baglanma orani % | STDEV.S
10 5 3.2 32 0.15811
10 10 4.8 48 0.2
10 20 6.8 68 0.33912
10 40 5.1 51 0.1
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Sekil 4.14 Antikor-Nanopartikil baglanma orani

4 8. Sitotoksisite Testi

Nanopartikullerin ve antikor bagli nanopartiktllerin toksisitesini belirlemek icin MTT
testi yapilmistir. MTT testinde 3T3 (3T3 hicre hatti - standart fibroblast hicre hatti)
hacreleri kullanilmigtir. Doért farkl konsantrasyonlarda nanopartikil ve antikor bagl
nanopartikil ¢ozeltisi hazirlanmis (5 pg/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml) ve
hicrelerle muamele edilmistir. Sonuclar asagidaki cizelgelerde verilmektedir. (Sekil
4.15)

Cizelge 4.3 Farkh konsantrasyondaki nanopartikiil ve antikor bagl nanopartikillerin

sitotoksisite test sonuglari

Nanopartikdl 5 pug/ml 10 pg/ml | 20 pg/ml | 40 pg/mi Kontrol
Hucre Canhligi % 83 77 71 60 87
Nanopartikul bagli antikor | 5 ug/ml | 10 pg/ml | 20 pg/ml | 40 pg/ml | Kontrol

Hucre Canhligi % 84 81 75 64 88
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MTT TEST
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Sekil 4.15 Sitotoksisite test sonuglari

Bir 6nceki asamadan elde edilen sonuglara goére en ylksek baglanma orani 20
pHg/ml nanopartikil konsantrasyonunda gergeklesti ve diger yandan MTT test
sonuglari da g6z Onune alinarak in-vitro ve in-vivo deneylerde 20 pg/mi

konsantrasyonu kullaniimigtir.

4.9. in-vitro Galigmalarindan Elde Edilen Sonuglar

Hucre kultirl galismalari i¢in daha onceden literaturde calisilmis ve iyi sonuglar
elde edilmis MCF-7 meme kanseri hicre hatti kullaniimistir. MCF-7 hiicreleri uygun
hicre kultira sartlarinda hazirlanmig, devaminda hcreler, hiicre sayim cihazi
kullanarak sayilmis ve 48 well ve her wellL0000 hlicre olacak sekilde ekim
yapilmistir ve 6rneklerle (Altin kapli manyetit, Antikor bagh altin kapli manyetit) 48
saat boyunca etkilestirilmistir. 48 saatin sonunda htcreler ikili apoptoz nekroz
boyama yodntemiyle boyanip ve Floresan Mikroskopta DAPI filtresi kullanilarak
degerlendiriimistir. Uclincti grupta ise altin kapli manyetit nanopartikiller, hiicre
kultarine eklendikten sonra RF radyasyonu yapilmistir. RF radyasyonu igin anten
model RF (144.015 MHz, 120 W, 50 dk.) kullaniimigtir. Daha sonra hucreler ikili
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apoptoz nekroz boyama yontemiyle boyanip ve Floresan Mikroskopta DAPI filtresi

kullanilarak degerlendirilmistir.

Hucre kaltdr ¢calismalari 4 grup seklinde yapilmistir. Birincisi kontrol grubu; kontrol
grubu hicrelerinin apoptoz, nekroz ve canlilik oranini hesaplamak icin 10 farkli alan
ve yaklasik 1000 hudcre sayilarak incelenmigtir. Bu grubun sonuglari asagidaki

cizelgede verilmektedir. (Sekil 4.16)

Cizelge 4.4 Kontrol grubunda apoptoz ve nekroz orani

Canhilhik indeksi yiuzde ( %) Apoptoz Orani % Nekroz Orani %
Kontrol Grubu 91.61 6.56 2.34

Sekil 4.16 MCF-7 hiicrelerinin floresan mikroskopta DAPI filtresi (a,b) ve FITC (480-520 nm dalga
boyu)(c) kullanilarak gekilen fotograflari
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Kontrol grubundan elde edilen veriler hicrelerin saglikli olduklarina isaret

etmektedir.

Hucre kudltdr calismalarinda ikinci grup, altin kapli manyetit nanopartikil grubu
olarak ayarlanmigtir. Bu amacla 20 pg/ml altin kapli manyetit nanopartikallin
hiicreler Gzerindeki etkisi gozlemlenmigtir. Dolaysiyla MCF-7 hicre kultarine altin
kapli manyetit nanopartikuller ilave edilip inkiibe edildikten sonra sekil 4.17'de
goraldugu gibi apoptoz, nekroz ve canlilik degerleri 10 farkh alan ve 1000 hicre

sayllarak hesaplanmigtir. Elde edilen sonuglar asagidaki gizelgede verilmektedir.

Cizelge 4.5 Altin kapli manyetit nanopartikul grubunda apoptoz ve nekroz orani

Canlilik indeksi % Apoptoz Orani % | Nekroz Orani %
Altin Kapli Manyetit Nanopartikuller 83.3 10.44 6.53

Sekil 4.17 Altin kapli nanopartikdllerin(20 pg/ml) MCF-7 hiicreleriyle etkilesimini gésteren
fotograflar; (a,b) DAPI filtresi ve (c) FITC (480-520 nm dalga boyu)

48



In-vitro caligmalarinda Gglincl grupta MCF-7 hiicre kiiltiriine antikor bagl altin kapli
nanopartikil ilave edilmigtir. Bu gruptaki hiicrelere RF hipertermisi uygulanmamigtir.
Bu deneyde 20 ug/ml antikor bagli altin kapli manyetit nanopartiktl hicrelerle
etkilesime sokulmus ve sekil 4.18’de goruldigu Uzere hucrelerin canlilik, apoptoz
ve nekroz orani hesaplanmasi i¢in 10 farkli alanda 1000 hucre sayilarak
incelenmigtir. Antikor bagl altin kapli manyetit nanopartikillerin RF’den 6nce, hlcre

kultra caligmalarindan elde edilen sonuglari asagidaki gizelgede verilmektedir.

Cizelge 4.6 Antikor immobilize altin kapli manyetit nanopartikillerin apoptoz ve nekroz

orani

Canlilik indeksi % | Apoptoz Orani % | Nekroz Orani %

Antikor Bagli Altin Kapli
Manyetit Nanopartikiller 84.47 9.23 6

Sekil 4.18 Antikor bagli altin kapli manyetit nanopartikdller (20 pg/ml) ile MCF-7 hiicrelerin
etkilesimlerinin RF’den 6nce fotograflari; (a,b) DAPI filtresi ve (c) FITC (480-520 nm dalga boyu)
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Hucre koltard deneylerin dorduinct grubunda ise nanopartiktller MCF-7 hiicrelere
ilave edildikten sonra RF hipertermisi (144.015 MHz, 120 W, 50 dk.) uygulanmistir.
Bu grupta da digerleri gibi 10 farkli alanda 1000 hucre sayilarak inceleme yapilip
canlilik indeksi yuzde (%) olarak ifade edilmistir. Elde edilen apoptoz ve nekroz

orani gizelge 4.7°de verilmektedir. (Sekil 4.19)

Cizelge 4.7 Antikor bagli nanopartikuller ile MCF-7 hucreler etkilesimine RF uygulandiktan

sonra elde edilen apoptoz ve nekroz orani

Canlilik indeksi % | Apoptoz Orani % | Nekroz Orani %

Antikor Baglh Altin Kapl Manyetit
Nanopartikuller RF’den sonra 26.42 58.7 14.88

Sekil 4.19 Antikor bagli altin kapli manyetit nanopartikdller (20 pg/ml) ile MCF-7 hiicrelerin
etkilesimlerinin RF’den sonra fotograflari; (a,b) DAPI filtresi ve (c,d) FITC (480-520 nm dalga boyu)
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Antikor bagli altin kapli manyetit nanopartikuller ile MCF-7 hucrelerin etkilegimlerine
RF hipertermi uygulandiktan sonra elde edilen sonuclara gore, bize hiperterminin

basaril bir sekilde apoptoz ve nekrozu indukledigini gostermektedir. (Sekil 4.20)

E Canlilk = Apoptoz = Nekroz
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Sekil 4.20 Huicre kultirt deneylerinden elde edilen sonuclar

4.10. in-vivo Calismalarindan Elde Edilen Sonuclar

in-vivo galismalari Urmia Universitesi Pioneers of Clinical Sciences merkezinde
yapilmistir. Kanser hicresi (MCF-7 meme kanser hlcre hatti) enjekte edilerek,
vicudunda timoér olusan nude fareler, hayvan deneylerinde 3 gruba ayrilarak
deneye baslanmistir; Kontrol grubu, intra timoér enjeksiyon grubu ve intra vendz

enjeksiyon grubu.

Daha sonra farelere (kontrol grubundakiler hari¢) hazirladigimiz antikor bagh altin
kapl manyetit nanopartikil enjekte edilmistir. Kontrol grubundaki farelere de sadece
altin kapli manyetit nanopartikil enjekte edilmistir. Kontrol grubundaki fareler
nanopartikiliin enjeksiyon yoluna gore iki gruba ayrilmistir (intra tumaor kontrol grubu
ve intra ven6z kontrol grubu). Nanopartikil dozaji intra tumaor grubu igin 50 pl ve

intra vendz grubu icin 150 pl olarak hesaplanip enjekte edilmistir. intra timér
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grubunda, nanopartikiller timoérin tam orta kismina ve intra ven6z grubunda ise,
nanopartiktller kuyruk kismindaki venoz igine enjekte edilmistir. Enjekte edilen
nanopartikilleri farelerin vicudunda goruntilemek icin MRI (Manyetik rezonans

gorantuleme) kullaniimistir.

Enjekte edilen nanopartikullerin manyetik 6zelliginden dolayr MRI (Manyetik
rezonans goruntuleme) goruntusu alindiginda vucudun her hangi bir kismina veya
organina toplandidi zaman o bdlge veya organin goruntisu siyah bir hal alip

fotografta kaybolur.

Nanopatrtikuller intra venoz olarak enjekte edilen grupta, sekil 4.21’deki fotograflarda
gosterildigi gibi, enjeksiyondan 2 saat sonra nanopartikiller timor bdlgesine
toplanmaya baslar ve enjeksiyondan 4 saat gectikten sonra nanopartikiller tim
kanserli hlcrelere baglanir. Goéruldigu gibi nanopartikuller timoére toplandikga
tumor siyah olup fotografta kayboluyor. Nanopartikillerin kanserli htcrelere
baglandigindan dolayi 24 saat sonra MRI goruntusu alindiginda, hala timér bolgesi
siyah goérulmektedir ve bu tasarlayip sentezledigimiz nanopartikillerin, kanserli

hlcrelere baglandigini kanitlamaktadir.

Sekil 4.21 intra vendz grubuna antikor bagli nanopartikiil enjekte edildikten sonra MRI gérintiisii
a) Enjekteden hemen 6nce b) Enjekteden 2 saat sonra c) Enjekteden 4 saat sonra d) Enjekteden 8
saat sonra e) Enjekteden 12 saat sonra f) Enjekteden 24 saat sonra
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Nanopartikullere immobilize edilen monoklonal antikor (MONOCLONAL ANTI-
NCAM-OB11) MCF7 hucrelerinin tzerinde bulunan reseptorlere spesifik olarak
baglanir ve dolayisiyla altin kapli manyetit nanopartikiller tGmoérde toplanir. Bu

nedenle tumar siyah goraldr.

intra vendz olarak enjekte edilen grubun kontrol grubuna, altin kaph manyetit
nanopartikil enjekte edilmistir (enjekte edilen nanopartikullere antikor bagli degil).
sekil 4.22°deki fotograflarda gosterildigi gibi; kanserli hicrelerin reseptoruna 6zel
olarak baglanan antikorlarin, nanopartikullere immobilize olmadigindan dolayi
enjeksiyondan sonra MRI goruntist alindiginda tumor rahathkla gorulmektedir.
Bagka deyisle enjekte edilen nanopartikiller timoérde toplanmak yerine kan

dolasimi yoluyla vicutta dagitilmistir.

4
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Sekil 4.22 intra vendz grubunun kontrol grubuna nanopartikiil enjekte edildikten sonra MRI
gorintistu a) Enjekteden hemen 6nce b) Enjekteden 2 saat sonra c) Enjekteden 4 saat sonra d)
Enjekteden 8 saat sonra e) Enjekteden 12 saat sonra f) Enjekteden 24 saat sonra
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Sekil 4.23'de goruldugu gibi intra timdr grubunda nanopartikiller enjekte edildikten
hemen sonra kanserli hiicrelerin reseptorlerine baglanmaya baslar ve toplu sekilde
tumaordn iginde kalir. Bu ylzden 2 saat sonra MRI goruntisi alindiginda tumaor siyah

olarak gorulmektedir. MRI (Manyetik rezonans gorintileme) goruntusiu 24 saat

icinde tekrarlandiginda nanopartikillerin timor bolgesinde oldugu goérinmektedir.

Sekil 4.23 intra timor grubuna antikor bagl nanopartikiil enjekte edildikten sonra MRI goriintiisi
a) Enjekteden hemen 6nce b) Enjekteden 2 saat sonra c) Enjekteden 4 saat sonra d) Enjekteden 8
saat sonra e) Enjekteden 12 saat sonra f) Enjekteden 24 saat sonra

intra timér olarak enjekte edilen grubun kontrol grubuna, altin kaph manyetit
nanopartikil (antikor bagh degil) enjekte edilmistir. Sekil 4.24’deki fotograflarda
gOsterildigi gibi; ayni intra vendz grubunun kontrol grubu gibi altin kaph manyetit
nanopartikuller kanserli hiucrelere baglanmadigindan dolayi tumor iginde kalmak

yerine kan dolagimi ile vucutte dagitilmistir.
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Sekil 4.24 intra timor grubunun kontrol grubuna nanopartikill enjekte edildikten sonra MRI
gorintlst a) Enjekteden hemen dnce b) Enjekteden 2 saat sonra c) Enjekteden 4 saat sonra d)
Enjekteden 8 saat sonra e) Enjekteden 12 saat sonra f) Enjekteden 24 saat sonra

MRI gorunttlerinden elde edilen sonuclar, tasarlayip sentezledigimiz antikor
immobilize altin kapli manyetit nanopartikullerin basarili bir sekilde kanserli

hucrelere baglanip tumore toplandiklarini gostermektedir.
4.10.1. Nanopartikil Enjekte Edilen Farelere Radyo Frekans Uygulama

Hayvan modeli calismalarinda da ayni in-vitro calismalari gibi RF hipertermisi
(144.015 MHz, 120 W, 50 dk.) uygulanmistir. intra timér ve intra venéz grubundaki
nude farelere radyo frekans uygulamasi yapildiktan sonra 1, 2 ve 3. haftalarin

sonunda tekrar MRI gorintist alindi ve timoér boyutlari incelenmistir.

Birinci, ikinci ve ugunci haftalarin sonunda intra venoz grubundaki farelerin MRI

goruntusu sekil 4.25’de verilmektedir.
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Sekil 4.25 intra venoz enjeksiyon grubunun RF uygulamasindan sonra MRI gérintilemesi a) bir
hafta sonra b) 2 hafta sonra c) 3 hafta sonra

Sekil 4.25°de gozlemlendigi gibi intra ven6z grubundaki farelere RF uygulandiktan
sonra 3 hafta sonunda timor biyuimemekte ve aksine timdr boyutunda kigtlme
olmaktadir. Bunun nedeni RF hipertermi sonucu kanserli hicrelerin apoptoz ve

nekroza ugramasidir.

Sekil 4.26'de RF hipertermi uygulandiktan sonra birinci, ikinci ve tguncu haftanin

sonunda intra tumér grubundaki farelerin MRI gorunttsa verilmektedir.

Sekil 4.26 intra timér enjeksiyon grubunun RF uygulamasindan sonra MRI gériintiilemesi a) Bir
hafta sonra b) 2 hafta sonra c) 3 hafta sonra

Sekil 4.26’de goruldigu gibi ayni intra ven6z grubundaki fareler seklinde intra timaor

grubunda da tumaor blyimenin aksine kigulmektedir.
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Radyo frekans hipertermi uygulama sonrasi intra vendz grubunda tumaor boyutlari
duzenli olarak kontrol edilmistir. Bu gruptaki farelerin timorlerinde kigulme miktari
cizelge 4.8'de verilmektedir. (Sekil 4.27)

Cizelge 4.8 intra vendz grubunda tiimér boyutunda kiiglilme miktari

7.gun 14. gun 21. gin STDEV.S

A 1.7cm 1.3cm 1.1cm 0,249444

B 1.9cm 1.7cm 1.3cm 0,249444

C 1.8cm 1.6cm l.4cm 0,163299
Kontrol Grubu 2.2cm 2.6cm 29cm 0,286744

INTRAVENOZ

E7glin =14gln 21 gln

A B C kontrol grup

Sekil 4.27 RF uygulama sonrasi intra vendz grubun verileri

intra vendz grubundaki farelerin timér boyutlar incelendiginde, radyo frekans
hipertermi sonrasi Ggunci hafta sonunda timaér boyutlarinda yaklasik % 34 kigtlme
g6zlenmektedir. Radyo frekans uygulandiginda altin kapli manyetit nanopartikuller
titresmeye baglar ve bu titresme sonucu dokunun sicakhgr vicudun normal
seviyesinin (37° C) Ustline ¢cikmaktadir. RF uygulamasinda 120 W ¢ikis guclinde 50
dakikanin sonunda doku sicakhi yaklasik 45.2° C'de kadar isinmaktadir. Bu
olaganustu 1sinma sonucu kanserli hicreler apoptoz ve nekroza dogru hareket

etmektedir.
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RF uygulama sonrasi intra tUmor grubunda tumor boyutlari devamli olarak kontrol
edilmistir. TUmor boyutundaki kiigilme miktari gizelge 4.9'de verilmektedir. (Sekil
4.28)

Cizelge 4.9 intra tiimér grubundaki farelerin timoér boyutlarinda kiigiilme miktar

7.gun 14. gun 21. gin STDEV.S

A 1.8cm 1.3cm 0.9cm 0,368179

B 1.5cm l.1cm 0.7cm 0,326599

C 1.7cm 1.5cm 0.9cm 0,339935
Kontrol Grubu 2.1cm 2.8cm 3.1cm 0,418994
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Sekil 4.28 Radyo frekans hipertermi sonrasi intra timor gurubu verileri

Sekil 4.28’deki veriler incelendigi zaman, RF hipertermi sonrasi Uglncu hafta
sonunda intra timoér grubundaki farelerin timdr boyutlarinda yaklasik % 53 kigulme
kaydedilmektedir. Radyo frekans hipertermi sonucu kanserli hiicreler apoptoz ve

nekroza ugrayip tumor boyutunun kugulmesi gorulmektedir.

Sekil 4.29°de radyo frekans hipertermi ile tedavi edilen intra timor grubundaki nude

farelerin tedaviden sonra timor boyutlarinin kiigilmesi gosterilmektedir.
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a A

Sekil 4.29 RF uygulama sonrasi farelerin fotografi a) intra timor grubu RF’den hemen sonra b)
Intra timdr grubu RF’den 1 hafta sonra c) Intra timér grubu RF’den 3 hafta sonra

Sekil 4.30°de radyo frekans hipertermi ile tedavi edilen intra ven6z grubundaki nude

farelerin tedaviden sonra tumor boyutlarini gosterilmektedir.

Sekil 4.30 RF uygulama sonrasi farelerin fotografi a) intra venéz grubu RF’den hemen sonra b)
Intra ven6z grubu RF’den 1 hafta sonra c) Intra ven6z grubu RF’den 3 hafta sonra

Sekil 4.31°de her iki kontrol gurubundaki nude farelerin radyo frekans uygulama

sonrasi tumdr boyutlarini gésterilmektedir.
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Sekil 4.31 Kontrol grublari farelerin fotografi a) 1. kontrol grubu nanopartikll enjeksiyonundan
hemen sonra b) 1. kontrol grubu nanopartikil enjeksiyonundan 1 hafta sonra c) 1. kontrol grubu
nanopartikil enjeksiyonundan 3 hafta sonra d) 2. kontrol grubu nanopartikil enjeksiyonundan
hemen sonra e) 2. kontrol grubu nanopartikill enjeksiyonundan 3 hafta sonra

Sekil 4.29 ve 4.30’deki fotograflari karsilastirdigimizda radyo frekans uygulama
sonucu antikor bagl altin kapli manyetit nanopartiktlleri timor igine enjekte ettigimiz
zaman kanserli hucrelerde apoptoz ve nekroz orani artmaktadir ve dolayisiyla intra
tumor grubundaki farelerde timor boyutu intra ventz grubundaki farelere nazaran
daha kiugulmektedir. Sekil 4.31’de gosterildigi gibi kontrol grubunda ise hicbir tedavi

uygulanmamasindan dolayi tumor boyutu zamanla artmaktadir.
4.10.2. Tumorlerin Tedavi sonrasi Histopatoloji Degerlendirmesi

Histopatolojik ve histomorfolojik doku kesitleri, Urmia Universitesi, patoloji anabilim

dalinda hazirlanip mikroskop gortnttleri ahnmistir. (sekil 4.32)
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Sekil 4.32 Mikrotom Cihazi

Alinan kodu kesitleri Hematoksilin/Eosin yontemi ile boyanmis ve optik mikroskop

kullanilarak degerlendirilmistir.

Sekil 4.33’de kontrol gruplarindaki farelerin timdrlerinden elde edilen doku kesitleri

gOsterilmektedir.

Sekil 4.33 Kontrol gruplarin histopatoloji mikroskopik goruntdleri

Sekil 4.33 a)’deki oklar, dokuda kollajen liflerinin birikimini gostermektedir, baska bir
deyisle normal doku yerine bag dokusu olugsmaktadir (Desmoplazi). Resimdeki
halkalar, timor hicrelerini gostermektedir. Tumor hicreleri yodunlagsmis ve
duzensiz bir sekilde, pargalanmis ¢ekirdekleri ile resmin tamaminda gériinmektedir.
Resimdeki kupler daha koétl huylu 6zelliklere sahip hicreyi temsil etmektedir.
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Resimdeki yidizlar ise makrofag hicreleri gostermektedir. Sekil b)'deki ¢cemberler
mitotik bolinmeler varligini gostermektedir ve bu tumor tespiti igin pozitif bir
indekstir.

Sekil 4.34’de RF hipertermi tedavi sonrasi farelerin timaorlerinden elde edilen doku

kesitleri gosterilmektedir.

Sekil 4.34 RF hipertermi tedavi sonrasi tumdrlerin histopatoloji mikroskopik gorintuleri (a,b intra
timar grubu ve c,d intra ventz grubu)

Sekil 4.34'de a),b) RF hipertermi tedavi sonrasi intra timér enjeksiyon grubun ve
c),d) intra vendz grubun tumdrlerinin histopatoloji mikroskopik goruntulerini
gostermektedir. Resimlerdeki halkalar, timor hicrelerini gosterir. Kontrol grubu ile
kargilasgtirildiginda tumor hucrelerin sayisi azalmaktadir. Ayrica bazi yerlerde tumor
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hdcrelerin kalintilari gozlenmektedir. Tedavi sonrasi kanserli hucreler deforme
olmustur ve mofolojileri degismistir. Resimlerdeki dikdortgenler histosit hicrelerini
gostermektedir. Histiositler tedavi sonrasi apoptoz ve nekroza ugrayan hucrelerin
ortadan kaldirnma goérevini yapmaktadir. Resimlerdeki oklar fibrotik dokulari
gostermektedir. Fibréz doku olugsmasi, dokunun tamir edilmesi, harap olmus

dokunun yerine bag dokusunun gelmesi ve tamir surecine girmesi gostermektedir.
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5. SONUCLAR

Tez calismalari kapsaminda elde edilen sonuglar genel olarak asagida

Ozetlenmistir;

Calismanin birinci is paketinin ilk agamasinda manyetit nanopartikuller ikili cbkeltme
yontemi kullanilarak sentezlenmistir. Sentezlenen manyetit nanopartikiller Zeta-
sizer, Zeta-potansiyel, FTIR, TEM ve VSM kullanarak karakterize edilmigtir.
Karakterizasyon sonuclarina gore, sentezlenen manyetit nanopartikullerin ortalama
boyutlari 10-15 nm arasinda, yluzey yuklerinin -18 mv ve 10000 Gauss manyetik
alanda 24 emu/g (Ms) doygunluk miknatishgi gosterdikleri tespit edilmistir. Elde
edilen sonugclar sekil 4.1, sekil 4.4, sekil 4.7, sekil 4.11 ve sekil 4.12°de verilmigtir.

Calismanin birinci is paketinin ikinci asamasinda sentezlenen manyetit
nanopartikiller altin iyonlari ile kaplanmigtir. Sentezlenen altin kapli manyetit
nanopartikiller Zeta-sizer, Zeta-potansiyel, FTIR, TEM ve VSM kullanarak
karakterize edilmistir. Karakterizasyondan elde edilen verilere gore altin kapli
manyetit nanopartikillerin (Au@SPIONs) ortalama boyutlari 20-30 nm arasinda,
ylzey yukleri -30 mv ve 10000 Gauss manyetik alanda 3 emu/g (Ms) doygunluk
miknatisligi gosterdikleri ispatlanmistir. Buldugumuz veriler sekil 4.2, sekil 4.5, sekil
4.8, sekil 4.11 ve sekil 4.13’de verilmektedir.

Calismanin birinci is paketinin Gg¢lince asamasinda sentezlenen altin kapli manyetit
nanopartiklllerin ylizeyine antikor baglanmasi igin ylizey modifikasyonu yapilmistir.
Bu amag icin sisteamin molekulli (bir ucunda amin ve diger ucunda tiyol grubu)
secilmistir. Sisteamin molekullinin secilmesinin nedeni, bu molekdlin tiyol
ucundan altin kapli manyetit nanopartiktllere baglanmasi ve amin ucunun antikorun
karboksil ucu ile amit bagi olusturabilme 6zelligidir. Ylzeyi modifiye edilmis altin
kapli manyetit nanopartikiller Zeta-sizer, Zeta-potansiyel ve FTIR kullanilarak
karakterize edilmistir. Karakterizasyon sonucu, sisteamin bagl altin kapli manyetit
nanopartiklllerin ortalama boyutlari 25-35 nm arasinda ve ylzey yuklerinin -7 mv
oldugu tespit edilmistir. Elde edilen veriler sekil 4.3, sekil 4.6 ve sekil 4.9'de
verilmigtir.

Tezin ikinci is paketinin birinci asamasinda ylzeyi modifiye edilmis altin kapl
manyetit nanopartikillere monoklonal antikor (MONOCLONAL ANTI-N CAM Clone
NCAM-OBL11, Sigma-Aldrich) baglanmasi icin EDC/NHS yontemi kullanilmigstir.
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Antikor immobilize altin kapli manyetit nanopartikuller elde edildikten sonra FTIR ve
Ninhydrin test analizi kullanilarak karakterize edilmigstir. Antikor immobilize altin kapli
manyetit nanopartikillerin FTIR analizinde, 1660 cm™'deki pik glicli C=0 bagina,
3280 cmY'deki pik ikincil amin’ in N-H bagina ve 1534 cm ile 1660 cm’deki pikler
sekonder ve primer amitlerin N-H bagina aittir. Elde edilen sonugclar sekil 4.10’de
verilmektedir.

Antikor baglanma asamasinin en onemli noktasi monoklonal antikorlarin
Au@SPIONs  nanopartikullere  baglanma  oranidir. Baglanma  oraninin
hesaplanmasi igin antikor miktari ( 10 pg/ml ) sabit tutularak 4 farkli nanopartikul
konsantrasyonu ile ( 5, 10, 20, 40 pg/ml ) islem yapiimigtir. Daha sonra antikor-
nanopartikil baglanma oraninin hesaplanmasi i¢cin Cobas Integra 400 plus cihazi
kullaniimis ve bdylece en yuksek antikor nanopartikil baglanma orani 20 pg/mi
olarak elde edilmigtir.

Tez calismasinin ikinci is paketinin ikinci asamasinda sentezlenen nanopartikillerin
toksisitesini belirlemek icin sitotoksisite analizi olarak MTT testi yapilmistir. MTT
testinde 3T3 hicreleri (standart fibroblast hiicre hatti) kullaniimistir. Nanopartikiller
(altin kapli ve antikor bagh altin kaph) (5 pug/ml, 10 ug/ml, 20 ug/ml, 40 ug/ml)
hicreler ile etkilestirilmistir. 5 ug/ml derisimde hucre canlihgr % 84, 10 ug/mi
konsantrasyonda hucre canlihdi % 81, 20 yg/ml derisimde hicre canhligi % 75 ve
40 pg/ml nanopartikil konsantrasyonunda % 64 hicre canliigi elde edilmistir.
Sonug olarak deneylerde 20 pg/ml nanopartikil konsantrasyonu kullaniimigtir.

Tez kapsami c¢alismalarin devaminda RF (radyo frekans) hipertermi icin RF
dizenegdi yapilmistir. RF jeneratérinin tasarimi igin c¢esitli pargalar (5-200 W gug¢
devresi, anten vb.) kombine edilmistir. Anten model RF jeneratéri (144.015 MHz,
120 W) hazirlandiktan sonra RF hipertermi uygulamasi igin in-vitro ve in-vivo
deneylerinde kullaniimigtir.

Tez calismalarinin in-vitro kisminda MCF-7 hucreleri hazirlanmis antikor bagl
nanopartikiller ile etkilestirilip RF hipertermisi uygulanmistir. Bunun icin énceden iyi
sartlar altinda kdultire edilen MCF-7 hicrelerine drnekler (altin kapli manyetit
nanopartikdl ve antikor immobilize altin kapli manyetit nanopartikdl) ilave edilmistir.
Bu asamada antikor bagli nanopartiktller 20 pg/ml derisim ile iki gruptaki MCF-7
hiicrelerine ilave edilip ve bir grupta RF jeneratoru 120 W ¢ikis gucunde ayarlanarak
50 dakika sure ile galistinlmigtir. Tim gruplardaki hiicreler 48 saat inkiibe edilip stre

sonunda hucreler ikili apoptoz-nekroz boyama yontemiyle boyanmis ve Floresan
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mikroskopta DAPI filtresi kullanilarak goruntaleri alinip hicreler sayilarak apoptoz,
nekroz ve canlilik orani hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gére MCF-7
hiacrelerine  Au@SPIONs ilave ettigimizde % 10.44 + 0.89 apoptoz orani
gOzlenmistir. Hucrelere antikor immobilize altin kapli manyetit nanopartikdl ilave
ettigimiz zaman da % 9.23 + 1.43 apoptoz orani goérulmektedir. MCF-7 hiicrelerinde
(antikor baglh nanopartikul kullanip RF hipertermi uygulandiktan sonra) % 58.7 +
1.12 apoptoz orani ve % 14.8 + 1.63 nekroz orani hesaplanmistir. Hiicre kalttru
¢alismalarinda radyo frekans hipertermi uygulandiktan sonra hicrelerin anlamli ve
yuksek miktarda apoptoza ugramalari, tasarlayip sentezledigimiz nanopartiktller ve
kurdugumuz RF dizeneginin basarili olmasinin ispatidir ve dolayisiyla hayvan

model ¢alismalarina isik tutmaktadir.

Tezin in-vivo ¢alismalari kisminda ilk olarak nude farelerde tumor olusturulmustur.
Bunun icin MCF-7 hucreleri (meme kanser hucre hatti) farelerin karin kismina
enjekte edilip 3-4 hafta boyunca iyi sartlarda yetistiriimigtir. Daha sonra
nanopartikiiller 2 grup seklinde farelere (intra Tiumér / intra Vendz) enjekte edilip,
MRI goéruntileri alinmistir. Sonuclara goére intra tumor enjeksiyonundan sonra
nanopartikillerin kanserli hicrelere baglanmasindan dolayr MRI goérintilemede
tumor goruantist siyah olup 24 saat sonra (nanopartikillerin timdrde toplu
oldugundan dolayl) hala devam etmektedir. intra vendéz grubunda ise,
enjeksiyondan 2 saat sonra nanopartikiller kan dolasim sistemi yoluyla tumaére gelip
kanserli hiicrelere baglanmaya baslar ve 4 saat sonra, nanopartikiller timére

toplanip kanserli hiicrelere baglanmis dolayisiyla timér goértintisu siyah olmaktadir.

Tezin in-vivo kisminin ikinci asamasinda timorler Gzerine RF jeneratori 120 W ¢ikis
gucunde ayarlanarak 50 dakika uygulanmis ve sonuglari incelemek icgin timor
boyutu ve gorunttist (MRI goruntusi) 3 hafta boyunca gézlenmistir. Sonuclara gore
farelere intra vendz enjeksiyonundan sonra RF uygulandiginda UGgincl hafta
sonunda timor boyutunda yaklasik % 34 klUgulme kaydedilmistir. Farelere intra
tumor enjeksiyonundan sonra RF hipertermi uygulandiginda ise Ucuncli hafta
sonunda tumor boyutunda yaklasik % 53 kigulme kaydedilmigtir. TUmor
boyutlarindaki klgulmeler, RF hipertermi sonucu kanserli hicrelerin apoptoza
ugramasindan kaynaklanmaktadir. intra timor ve intra vendz gruplarin arasindaki
fark (timér boyutu kiglUlme orani), nanopartikillerin damar yoluyla enjekte

edildikten sonra kan dolagim sistemi ile vicudun tiUm organlarini dolagsmasindan
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dolayl kandaki konsantrasyonu azalip ve bu nedenle kan dolasim sistemi ile intra
tumor enjeksiyon grubuna nazaran daha az miktarda nanopartikil timore

toplanmaktadir.

Tez galismalarinin devaminde tiumoér dokusundan (kontrol grubu ve tedavi edilen
gruplar) kesitler alinip histopatoloji degerlendiriimesi yapilmigtir. Kontrol gruplarin
doku kesitlerinde timar hicreleri yogunlagsmis ve dizensiz bir sekilde, pargalanmig
cekirdekleri ile gorulebilmektedir. Bu kesitlerde mitotik bolunmeler tesbit
edilmektedir. Tedavi edilen gruplarda kontrol gruplarina nazaran tumaor hicrelerin
sayisi azalmaktadir. Tedavi sonrasi kanserli hicreler, deforme olmus mofolojileri
degdismektedir. Kesitlerde histosit hlicreleri ve fibrotik dokular gortlmektedir. Fibrotik
dokular dokunun tamir edilmesi, harap olmus dokunun yerine bag dokusunun
gelmesi ve tamir siirecine girmesi gostermektedir. Sonug olarak bu tez ¢alismasinin
en O6nemli orijinalligi bizim tasarlayip sentezledigimiz antikor bagh altin kapl
manyetit nanopartiktllerin basaril bir sekilde timoér hicrelerine baglanmasi ve RF
hipertermi sonucu kanserli hiicreler apoptoz-nekroza ugrayarak tumoér boyutunda
kiucilme kaydedilmesidir. Bu galismanin ilerde insandaki kanser tedavisine 1sik

tutmasi 6n goriimektedir.
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