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Romatoid artrit (RA), bagisiklik sisteminin eklemlere saldirmasina yol
acan kronik, inflamatuvar ve agrili bir otoimmiin hastaliktir. RA' da hastaligin
baslangi¢ siirecinde immun sistemine (bagisiklik) ait hiicreler aktif hale gelirler ve
bir otoimmunite siireci baglayarak hiicreler kendi viicutlarina karsi savunmaya
gecerler. RA  tetiklendiginde, viicudun bagisikhik yanmiti  sinovyumun
inflamasyonuna sebep olur. Bu siire¢, inflamasyonun erken ve orta molekiiler
medyatorlerden sitokinlerin ve diger inflamasyon aracilarimin tetiklenmesi ile
gerceklesmektedir. RA olusumunda, en 6nemli proinflamatuvar sitokinlerinden
biri Tiimor Nekroz Faktor-a (TNF-a) olarak kabul edilmektedir. Bu sebeple TNF-
a tayini, RA hastaliginda, hastaligin aktivitesi konusunda dogru bilgi edinilmesini,
hastaligin lokalizasyonunun belirlenmesini ve goriintillenmesini saglayarak
hastalik siirecinin anlagilmasinda 6nemli bir parametreyi teskil etmektedir.

Bu calismada, TNF-a blokasyonuna yonelik yeni nanobiyobloklayicilar
sentezlenmistir. TNF-a ve anti- TNF-a ile sentezlenen konjugatlar, floresan
ozellige sahip nano polimerik bir formata doniistiiriilmiis ve aktiviteleri test
edilmistir. Aynm1 zamanda TNF-a ve anti-TNF-a eklem ve kikirdagin en 6nemli
bileseni olan hiyaluronik asite ve superparamanyetik nanopartikiillere konjuge
edilmistir. Karakterizasyon caligsmalar1 nano formatta ve konjuge haldeki TNF-a
ve anti-TNF-a’nin aktivitelerini korudugunu gostermistir. Bdylece; RA hasta
orneklerinde TNF-a tayini ve blokasyonu gerceklesebilecektir.

Anahtar Kelimeler: Romatoid Artrit (RA), TNF-a, Anti-TNF-a Antikoru
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ABSTRACT
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INVESTIGATION OF NANOTHERANOSTIC BASED ON TNF-o WHICH
IS THE PROINFLAMMATORY CYTOKNE OF ROMATOID ARTHRITIS
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Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Ridvan SAY
2010, 67 pages

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic, inflammatory and painful
autoimmune disease that causes immune system to attact joints. Within initial
period of RA, cells belonged to immune system become an active and an
autoimmune process begins and cells create a defense mechanism against their
body. When RA is triggered, immune response of body cause to synovium
inflammation. This period eventuates with triggered of inflammation by pro and
medial molecular mediators such cytokine and other inflammatuvar agents. TNF-
a is accepted the most important proinflammatuvar cytokine to cause RA. For this
reason, detection of TNF-a is an important parameter that is used getting right
information about activity of the disease, determining and displaying its
localization to understand duration of the disease period in RA.

In this study, novel nanobioblockers have been synthesized for TNF-a
blocking. The conjugates that have synthesized using TNF-a and anti- TNF-a
have converted to nano polymeric form which has fluorescence property and
activities have been tested. Also TNF-a and anti- TNF-a have been conjugated to
hyaluronic acid which is a major component of joint and cartilage and
superparamagnetic nanoparticles. Characterization studies have been shown nano
and conjuge form of TNF-a and anti- TNF-a still save their activities. So that
TNF-a can be detected and blocked in the sample of rheumatoid artritis patients.

Key Words: Rheumatoid Artritis (RA), TNF-a, Anti-TNF-a Antibody

ii



TESEKKUR

Tez ¢alismalarim boyunca beni her zaman destekleyen, motive eden ve
hep anlayisla bana yol gosteren Danigmanim Sayin Prof. Dr. Ridvan SAY’a,

Her konuda bana destek olan Fen Fakiiltesi Dekan Yardimcisi Sayin Dog.
Dr. Arzu ERSOZ e,

Bitki Ila¢ ve Bilimsel Arastirmalar Merkezinde (BIBAM) yapmis oldugum
deneyler sirasinda bana yardimci olan BIBAM Miidiir Yardimcisi Saym Dog.Dr.
Liitfit GENC’e,

Hem laboratuvar hem de teorik caligmalarim sirasinda bana bilgi ve
tecriibeleriyle katkida bulunan Saym Yrd.Dog. Sibel EMIR DILTEMIZ ‘e ve
Saym Yrd.Dog. Ayca ATILIR OZCAN’a

Calismam boyunca her zaman destekleriyle bana yardim eden sevgili
arkadaslarim Bahar Tuba FINDIK, Sibel BUYUKTIRYAKI, Senay ARIKAYA,
Ozlem BICEN, Riistem KECILI ve Giiner SAKAya,

Ve maddi-manevi destekleriyle beni hicbir zaman yalmz birakmayan

canmim Ailem’e ve cok sevgili nisanlim Serdar CELIK’e

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim...

Suzan YAZAR
Ocak 2010

iii



ICINDEKILER

Sayfa
L /8 7 i
ABSTRACT ii
TESEKKUR iii
ICINDEKILER iv
SEKILLER DIZiNi vii
CIZELGELER DIZINI.....ccvuuiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeieeeeieeeenneeeeneeennnonn ix
SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi X
Lo GIRIS. . iiiiieiiiiiei et et e ctee e e craeeeeeeneeeeeenneeeeeensessennnsnnns 1
1.1. Romatoid Artrit Hastali@1l.............cooooiiiiiiiii e, 2
1.1.1. Romatoid Artrit Hastaliginin Patogenezi........................... 2
1.1.2. Tiimor Nekroz Faktor Alfa (TNF-o0).............oooiiiiiiiii 5
1.1.3. Romatoid Artrit Hastaliginda TNF-o’ya Yonelik Caligmalar.. 6
1.1.4. Romatoid Artrit Hastaliginin Tedavisi............................ 8
1.1.5. TNF-o InhibitOrleri. ... ...........coooeeiiiiiieiiiieiie e, 10
1.2. Hyaluronik Asittin Romatoia Artrit Hastaligi ile iliskisi................ 13
1.3. Mikroemiilsiyon Polimerizasyon Teknii........................ooooit. 15
| B AN TN 1701010151 1 3 £ S 19
1.5. Fourier-Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) ..................... 21
1.6. Reflektometrik Interferans Spektroskopisi ................cceevveevenn.in 22
1.7. Kuantum Noktalar:1 (QD).........c.ooiiiiii e, 23
1.8. Floresan Spektrofotometre............cooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin, 26
1.9. Biyokonjugasyomn............o.ooiiuiiiiiiiiii i 27
1.10. Biyokonjugasyon Islemlerinde Kullanilan Capraz Baglayici
Ajanlar (EDC ve NHS).....oooii i 31
LIOT.EDC. ..o 31
1.10.2. NHS ve Sulfo NHS......oooiii e 33
1.11. Rutenyum Bipiridin Kromoforu.....................oooi, 35
1.12. Teranostik Kavrami..........c.oooiiiiiiiiiiiiiie 37



2. MATERYAL VE YONTEM....cuotuttutuiueineineeneensensaesnsensensensansens 39

2.1.

2.2.

Materyal.. .. ..o 39
2.1.1. Kullanilan Kimyasallar...............ocooiiiiiiiii 39
2.1.2. Kullanmilan Cihazlar................oooiiiiiiii i, 39
B (071115 1o 40

2.2.1. Fotosensitif Mikroemiilsiyon Teknigi ile Polimerik nano
TNF-0'N10 SEeNteZi....uviniiiiiii e, 40
2.2.2. Polimerik nano TNF-a ile Metotreksat (MTX)
Konjugasyonu..........cooviiiiiiiiii i 41
2.2.3. Siiperparamanyetik Nanopartikiillerinin (SPN)
trimetoksisilil propil metakrilat (TMSPM) ile
Modifikasyonu. .........cooiiiiiiiii 41
2.2.4. Silanlanmis SPN Partikiillerine Anti-TNF-a
Antikorunun Konjugasyonu...............coooiiiiiiiiiiiin. 42

2.2.5. Hyaluronik Asit (HA) Biyopolimerine TNF-a ‘nin

Fotosensitif Konjugasyonu..................ccooiiiiiiiiin.o 42
2.2.6. Hiyaluronik Asit (HA) Biyopolimerine Anti-TNF-a
Antikorunun Fotosensitif Konjugasyonu......................... 43

2.2.7. CdS/Kuantum Noktaciklarina (QD) TNF-o

Konjugasyonu...........cooiiiiiiiiiiiiii 43

2.2.8. Polimerik Nano Anti-TNF-a Sentezi..............c..cooeiinnen, 44
2.2.9. Reflektometrik interferans Spektrofotometresi ile

Polimerik Nano Anti TNF-a ‘nin Etkinliginin Analizi......... 45

2.2.10. Hiicre KUIUIT. .. .eveeeei e 47

2.2.11. Polimerik nano TNF-a’ nin Kanser Hiicrelerine Etkisi......... 47

PR VRN < LR 1703 1115 1 o 1) D 48

2.2.13. Karakterizasyon Calismalari...............c..ooooeieiiiiinn.. 49

2.2.13.1. Boyut Analizi.........coooeviiiiiiiiiiiiii i 49

22.13.2. FTIR Analizi........ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiien, 49

3. BULGULAR...cuiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiitieiatietteietetaciecatsacnccacnanns 49

3.1. Floresan Spektrofotometre Sonuglari....................ooociiiiin... 49

3.1.1. Hyaluronik Asit ile TNF-a Konjugasyonu......................... 49

v



3.1.2. TNF-a Konjuge Edilmis HA Cozeltisi ile Anti
TNF-a Konjuge Edilmis Siiperparamanyetik
Nanopartikiillerinin Etkilesimi...............c..coocvviiiiniieeee. 50

3.1.3. Hyaluronik Asit ile Anti TNF-a Konjugasyonu................... 51
3.1.4. Hyaluronik Asit Cozeltisi ile Anti-TNF-a Konjugasyonu

ve QD ile TNF-a Konjugasyonunun Etkilesimi................... 52
3.1.5. MTX Konjuge Edilmis Polimerik Nano TNF-a................... 53
3.1.6. MTX Konjuge Edilmis Polimerik Nano Anti-TNF-a............. 53

3.1.7. Polimerik Nano Anti-TNF-a ile Ticari TNF-a Etkilesimi......... 54
3.1.8. Polimerik Nano Anti-TNF-a ile Polimerik Nano TNF-a

KariSimi. ... ..o 55
3.2. Karakterizasyon Calismalart...............c..coooiiiiiiiiiiiii 56
321 FTIR ANAliZi...cuvouieiiiii i 56
3.2.2. Boyut ANalizi.......o.ovuiiiiiii i, 57

3.2.3. Reflektometrik Interferans Spektrofotometresi ile
Polimerik Nano Anti-TNF-a ‘nin Etkinliginin Analizi............ 57
3.3. Akis Sitometrisi SOnuClart............ooviiiiii e 59
4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER ........cccevvvuuiieieennnnnenceeennnnns 61
KAYNAKLAR.. .o iiiiiiiiiiiiiiiiiieiitiitieiieetetecasiacnstacasasessasnns 63

vi



1.1.
1.2.
1.3.
1.4.
L.5.
1.6.
1.7.
1.8.
1.9.

1.10.
1.11.
1.12.
1.13.
1.14.
1.15.
1.16.
1.17.
1.18.
1.19.
1.20.
1.21.
1.22.
1.23.
1.24.
1.25.
1.26.

SEKILLER DiZiNi

Romatoid artrit hastaligindan dolay1 zarar gormiis diz eklemi................. 3
Romatoid artrit hastaliginin evreleri..............ooiiiiiiiiiiiiiiiin. 3
RA hastaliginin olusumu ....... ..o 5
TNF-00 inhibitOrleri. . ..o..ouvniii e 11
Trimerik yapidaki TNF-a ve etanercepte baglanmis TNF-a................... 12
Hyaluronik asitin yap1si.........ooueiuiiiiiiiii i, 13
Mikroemiilsiyon polimerizasyonu .............oeveiiiiiiiniinieneineiniinannn. 18
Hiicrelerde erken ve gec apopitozZ........o.ovueveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieanene, 20
Akis sitometrisinde hiicrelerin isaretlenmesi................coooeiiiiiiiiinin 21
FTIR Spektroskopisi.......o.eeueiiuiiuiiiiii i, 22
Reflaktometrik interferans spektroskopisi............ccocoieiiiiiiiiiiiiiiannn.. 23
Tipik bir kuantum noktasinin yapisi...........ooeeeeieiiiiiiieneeneaieaan.. 24
QD partikiillerin boyutlaria bagh olarak yaydiklari farkli renkler........... 25
Uyarilmis enerji haline gore floresan emisyonu................c.oceeeiieen.... 27
Floresan dedektOr SEmasI..........ooiriiiiini it e 27
Reaktif aminlere biyokonjugasyon..............c.oviiiiiiiiiiiiiii i, 28
Reaktif kaboksilik asitlere biyokonjugasyon...................ocooiiiiiiii. 29
Reaktif tiyollere biyokonjugasyon.............c.ocoiiiiiiiiiiiiiiiiiinee, 29
Biyokonjugasyon yontemiyle yeni gruplarin sentezi........................... 30
EDC’nin moleKill yapiSi.....oo.eiueiiiiii i 31
EDC 1eakSTyonU. . ....oueeiie e 32
NHS ve SulfoNHS yapisi......oouoiuiiniiiii i 33
Rutenyumun molekiller yapist..........ocoeveiiiiiiiiiiiiiiiiiie 35
Ru(bpy)s™ MEKANIZMAST. ........eeeeee e e e e, 36
Biyolojik molekiillerin ECL ile isaretlenmesi i¢in Ru Ru(bpy)3+2—NHS. .37
Teranostik Kavrami...........ooooiiiiiiii i 37
2.1. Azot ortaminda fotosensitif mikroemiilsiyon yontemiyle polimerik
nano TNF- o'N1n SENtezZi........ouviiiieiiiiiii i, 40
CMD kapli sensorlerin aktivasyon $EMast..........ovueeeeeuteeeneeneennenenn. 46

2.2.

vii



2.3.
3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.
3.9.

3.10. CMD kaph sensorlerin aktivasyonuna ait sensogram

Aktive edilmis sensorlere antikor baglanma semast.........................

HA c¢ozeltisi ile TNF-a konjugasyonunun floresan spektroskopi

a1 055§ (<) o

HA c¢ozeltisi/TNF-a konjugasyonu ile anti TNF-o/SPN

konjugasyonunun etkilesimi............cooiiiiiiiiiiiiiiiii

HA cozeltisi ile anti-TNF-a konjugasyonunun floresan

spektroskopi degerleri.. ... ..coeviiiiii i

HA c¢ozeltisi-anti TNF-a konjugasyonu ile QD-TNF-a

konjugasyonunun etkilesimi............coooiiiiiiiiiiiiiiiiii e

Polimerik nano TNF-a ve MTX konjuge edilmis polimerik nano

TNF-o’'nin floresan siddet degerleri................ooooiiiiiiiiiiiane..

Polimerik nano anti-TNF-a ve MTX konjuge edilmis polimerik nano

anti-TNF-a’nin floresan siddet degerleri...................cooiiiiiiie..
Polimerik nano anti-TNF-a ve ticari TNF-o’nin etkilesimi.................

Polimerik nano anti-TNF-a ile polimerik nano TNF-a etkilesimi.........

a) SPN’lerin FT-IR spektrumu b) TMSPM ile modifiye edilmis

SPN’lerin FT-IR spektrumu............cooiiiiiiiiiiiiiiie e

3.11. Aktive edilmis sensor yiizeylerine 10 mgL ™" lik

3.12. Antijen ile muamele sonucu baglanma ve rejenerasyon

anti-TNF-a immobilizasyonuna ait Sensogram...............c..cceeeuenn...

3.13. BIAffinity cihazi ile ticari TNF-o’nin polimerik nano

3.14. Kontrol hiicresi ve polimerik nano TNF-o’nin akis sitometri sonuglart.....

anti-TNF-ao’ya baglanmasini gosteren sensogram....................ooe.....

viii

.60



CiZELGELER DiZiNi

Cizelge 1 : NHS, Sulfo-NHS ve EDC’ nin Ozellikleri

ix



MTX
PI

PS

RA
TNF-a

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

: Metotreksat

: Propidium iyodiir

: Fosfotidil serin

: Romatoid Artrit

: Timor Nekroz Faktor Alfa



1. GIRIS

Romatoid artrit (RA) yani iltihapli romatizma, diinyadaki en yaygin
romatizmal hastaliktir. Diinya niifusunun % 0,5-1’ini etkilemektedir ve hastaligin
% 75’1 kadinlarda goriilmektedir [Scott and Kingsley 2006]. Romatoid artrit her
yastaki insanda, hatta kiiciikk cocuklarda dahi goriilebilen, kronik, iltihaph ve
otoimmun bir hastaliktir. Bu hastalik agirlikli olarak eklemleri etkilemekte ve
nadirde olsa goz gibi diger organlar da etkileyebilmektedir [Smolen ve Steiner
2003]. RA hastaligin1 tetikleyen en 6nemli molekiil tiimér nekroz faktdr-a (TNF-
a)’dir. Tlag tedavileri TNF-a’nin bloke edilmesi dogrultusunda olsa da pahali
olmalar1 ve uzun siire kullanilmalar1 gerektigi icin hastaligin tedavisine yonelik
yeni biyoteknolojik ve molekiiler yaklagimlar tizerine ¢alisilmaktadir [Christopher
2005].

Biyoteknoloji ve nano yapili platform teknolojisine dayanan sensor
sistemleri giliniimiizde diinya capinda olduk¢a yogun calisilan ve iilkelerin
biyoteknoloji standardini yiikseltip, iilke ekonomisi i¢in 6nemli ve Oncelikli
alanlarda yer alan konulardir. Bu dogrultuda, RA hastaligina yonelik
biyoteknolojik calismalar da hiz kazanmistir.

Bu calismada, RA hastalik siirecinde 6énemli bir yeri olan TNF-o’nin hem
tayini hem de inhibisyonunu igeren yeni bir teranostik (terapi + diyagnostik)
calisma denenmistir. Bu teranostik yaklasimda, TNF-a’nin bloke edilerek iltihapl
dokuya ulagmasi engellenmeye calisilmis ayrica iltihapli alandaki TNF-a
reseptorlerinin sentezlenen antagonistlerle etkileserek sinyal iletiminin bloke
edilmesi hedeflenmistir. TNF-o’nin blokasyonu i¢in anti-TNF-a antikoru
modifiye edilmistir. Bu antikorun uzun Omiirlii, 1s1 degisimi gibi ortam
kosullarindan etkilenmeyecek ve rejenere edilebilir 6zellikler kazanabilmesi icin,
polivinil alkol ile fotosensitif mikroemiilsiyon polimerizasyon teknigi ile
polimerizasyonu yapilmis ve bdylece nano boyuttaki polimerik bir yapida uzun
sire muhafaza edilebilmesi, farkli ortam kosullarina yiiksek dayanmiklilik
gosterebilmesi ve polimerik nano boyutundan dolayr TNF-a ile polivalan

etkilesimler yapabilmesi saglanmstir.



Ayni zamanda polimerik nano anti-TNF-a’ya siiperparamanyetik demir
nanopartikiilleri konjuge edilmis ve manyetik rezonans goriintiilenme ozelligi
kazandirilarak, hastalik ilerlemeden TNF-o’nin tayin edilebilmesi hedeflenmistir.
TNF-o’nin iltihaphh dokularda TNF-oa reseptoriine baglanarak, iltihabi arttiric
sinyalleri iletmesini engellemek i¢in yukarida bahsedilen sentez yontemiyle nano
TNF-a sentezlenmis ve TNF-a reseptoriinii bloke etmesi amaglanmistir. Kanser
hiicrelerinde de TNF-a tetikleyici bir rol oynadigi icin nano TNF-a’nin etkinligi
kanser hiicrelerinde denenmis ve hiicrelerin apoptoza siiriiklendigi gdzlenmistir.
Bu sonug¢ dogrultusunda polimerik nano TNF-o’nin TNF-a gibi islev gorerek
kanser hiicrelerindeki TNF-a reseptorlerine baglanip onlar1 bloke ettigi ve sinyal
iletimi gergeklestirilemedigi icin kanser hiicrelerini apoptoza siireklendigi
ongoriilmiistiir. Sentezlenen yapilara tedavi edici unsur olarak RA gibi otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde olduk¢a sik kullanilan metotreksat ilac1 konjuge
edilmistir. Ayrica sinovyal sivi ve kikirdagin temel 6gesi olup hasarli eklemi
iyilestirebilen hyaluronik asit bu ¢calismada modifiye edilerek TNF-a ve anti-TNF-
o’nin konjuge edilecegi bir kalip haline getirilmis ve etkili bir teranostik molekiil
hazirlanmistir. Son asamada floresan spektrofotometresi, akis sitometrisi ve
reflektometrik interferans spektroskopisi ile sentezlenen nano yapilarin etkinligi

belirlenmistir.

1.1. Romatoid Artrit Hastalig1

1.1.1. Romatoid artrit hastaliginin patogenezi

Romatoid artrit, bagisiklik sisteminin eklemlere saldirmasina yol acan
kronik, inflamatuvar ve agrili bir otoimmiin hastaliktir. Agr1 ve eklem asinmasi
sebebiyle Oonemli oranda hareket kaybina yol acabilir (Sekil 1.1). Hastaligin
olusumuna neyin sebep oldugu konusu halen kesin olarak ¢oziilmiis degildir
[Rindfleisch ve Muller 2005]. Eklem tutulumu, sekil bozuklugu yaparak zaman
icinde Onemli sakatliklara yol acabilmektedir. Viicuttaki diger organlari da
etkileyebilmesi nedeni ile bu hastaligi saf bir eklem rahatsizlig1 olarak gérmek

dogru degildir. Klinik seyri, hastadan hastaya biiyiik degisiklikler gosterir. Bazi
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hastalarda az sayida, hafif seyirli ve kisa siireli eklem tutulmalar1 goriiliirken, bir
grup hastada ise, tedavi ne kadar yogun olursa olsun, kisa siirede sakatliklar ve
onemli organ hasarlan gelisebilmektedir (Sekil 1.2). En cok 35 — 60 yaslarinda
baslamakta ve kadinlarda erkeklere oranla iki - ii¢ kat daha fazla goriilmektedir

[Rindfleisch ve Muller 2005].

Sekil 1.1. Romatoid artrit hastaligindan dolay: zarar gérmiis diz eklemi

Romatoid Artrit Hastah@min Evreleri

Erlken Evre Orta Evre {leri Evre

Sekil 1.2. Romatoid artrit hastaliginin evreleri

Hastaligin sebebi heniiz tam olarak aciklanamamustir. Genetik faktorlerle
iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Romatoid artritli bir kisinin birinci derece
akrabalar1 arasinda hastaligin bulunma siklig1 %10 kadardir. Tek yumurta ikizleri
arasinda hastaligin birlikte goriilme siklign %30, ¢ift yumurta ikizlerinde ise %5
oranindadir. Komozom 6p21 iizerindeki insan I6kosit antijeni, HLA DR4,
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romatoid artrite yatkinlik yaratan genlerin basinda gelmektedir [Dinant ve
Dijkmans 1999]. Bu gen, romatoid faktorii (romatoid artritli hastalarin %85’inde
IgG’nin Fc parcasina karst olusmus otoantikor) pozitif olan hastalarda % 60-70
oraninda bulunurken, normal toplumda da yaklastk %25 oraninda
bulunabilmektedir. Romatoid artrit ile iligkili bulunan alellerin hepsinin yapisinda,
benzer amino asit dizilimi gosteren bir bolge oldugu goriilmiistiir. Ortak epitop
olarak adlandirilan bu bdlgenin romatoid artrit hastaligima genetik yatkinlik
yarattigi diisiiniilmektedir. Romatoid artriti baslatan ¢evresel faktorler arasinda
izerinde en ¢ok durulanlar enfeksiyonlar olmustur. Bir¢cok bakterinin romatoid
artrit patogenezinde yeri olabilecegi ileri siiriilmiigse de higbiri yeterli kabul
gormemistir. Rubella, parvovirus gibi cesitli viriislerin akut poliartrit yaptiklar
bilinmekle birlikte bu ajanlarin romatoid artrit gibi kronik bir poliartrit
yaptiklarina iliskin veri yoktur. Viral ajanlar arasinda son zamanlarda en giincel
olanlar retroviriisler ve epstein barr viriisiidiir [Costenbader ve Karlson 2006].
Hastaligin baslangic siirecinde immun (bagisiklik) sistemine ait hiicrelerin
aktif hale gelerek, bir oto immiinite siirecinin baslamasi ile bu hiicrelerin kendi
viicutlarina kars1 savunmaya ge¢cmeleriyle hastalik ilerlemektedir [Tracey ve ark.
2008]. Bu siire¢ sitokinlerin (hiicrelerin birbirleriyle iletisimini saglayan
proteinler) ve diger inflamasyon aracilarinin tetiklenmesi ile birka¢ adimda
gerceklesmektedir. Sitokinler yikici etkilerini, bagisiklik sistemi hiicreleri ile bag
dokusu hiicrelerini tesvik ederek, viicudun kendine ait dokulan ile kars1 karsiya
gelmelerini saglayarak ortaya ¢ikartirlar. Romatoid artrit hastaliginin olusumunda
en ¢ok yer alan sitokin timor nekroz faktor-o (TNF-a) olarak kabul edilmektedir
[Maini ve ark. 1995]. T hiicrelerinin koordine ettigi inflamatuar olayda, TNF-
o’nin romatizmali ekleme gelmesiyle fibroblastlarin ¢ogalmasi ve akyuvarlarin
bolgeye gocli hizlanir (=iltihabin olusmasi). Bu durum ise ilave sitokinlerin ve
metabolik iiriinlerin olusumunu stimiile eder. Sitokinlerin etkisi ile sinovyalden
yumru seklinde bir doku olusur. Pannus denilen bu doku belli bir siire sonra
kikirdak, kemik, tutucu aparatlar ile s6z konusu ekleme ait diger yapilar
bozmaktadir. Inflamatuvar reaksiyon olustuktan sonra, sinovyum kalinlasr,

kikirdak ve altta yatan kemik parcalanmaya baslar (Sekil 1.3). Bu yikici iltihap



siirecinin sorumlusu olarak TNF-a goriilmektedir [Scott ve Kingsley 2006].

Romatoid artritin modern farmakolojik tedavileri bu mediyatorleri hedef alir.
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Sekil 1.3. RA hastaliginin olusumu [Choy ve Panayi 2001 modifiye edilmis]

1.1.2. Tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a)
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Tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a), dogal ve kazanilmis bagisiklik, hiicre

regiilasyonu ve farklilagma siireclerinde 6nemli rollere sahip, kanserli hiicrelerin
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yikimimi saglayan polipeptid yapida bir sitokindir. Pek ¢ok sistemde fonksiyonu
olan ondokuz iiyesi vardir ve TNF-a bu ailenin tanimlanan ilk iiyelerindendir
[Jones ve Stuart 1989]. TNF-o 233 aminoasit ve 26 kDA agirliginda
proproteinden sentezlenir. Proprotein spesifik metalloproteaz (TNF-alfa
doniigtiiriici  enzim-TACE) tarafindan 17 kDA, 157 aminoasitten olusan
monomerik formuna boliiniir. TNF-a etkisini membran bagimli TNF-a
reseptorlerine [(TNFRI, p55) ve TNFRII (p75)] baglanarak gosterir. Ayrica
¢oziilebilir yapida da TNF-a reseptorii oldugu icin serbest haldeki TNF-a’nin bu
reseptore baglanmasi da soz konusudur [Kassiotis ve Kollias 2001].

RA hastaliginda TNF-a Oncelikli olarak, iltihap siirecinden sorumlu olan
anahtar bir sitokindir. iltihabin devamini saglar, bagka sitokinlerin uyarilmasin
tesvik eder ve boylece ilave savunma hiicrelerini de harekete gecirir. TNF-a
saglikli eklem kikirdag: ile romatizmaya bagl olarak degisime ugramis dokularin
sinirinda 6zellikle yiiksek miktarda bulunmaktadir [Maini ve ark. 1995].

TNF-a iltihapl hastalikla iliskili bircok biyolojik fonksiyonu olan bir
sitokindir. RA ile iliskili birkag iltihap mediyatorii tiretilmesine ragmen deneysel
veriler, TNF-a’ nin sitokin diizeninde baskin bir pozisyona sahip oldugunu ve bu
yiizden RA hastaliginda immunterapi baslangicinda TNF-a’ya yonelik tedavilerin
uygulanmasi gerektigini gostermektedir [Elliott ve ark. 1995; Andreakos 2002].

TNF-o’nin kanserle olan iliskisi incelendiginde ise; iyi yonde mi yoksa
kotii yonde mi etki ettigi heniiz kesinlik kazanamamistir. Yakin ge¢cmiste kanserin
tetiklenmesi konusunda TNF-o’nin rolii; TNF-a’nin pro-kanserojen etkiye sahip
oldugu seklinde belirtilmistir. Bir fare derisi deneyinde TNF-o’nin karsinogeneze
sebep oldugu bulunmustur. Ayrica bir sican modelinde TNF-o’nin metastazi ve
timor anjiyogenesizini (damarlanma) tesvik ettigi goriilmiistiir. Anti-TNF-a’ya
yonelik tedaviler ile kanser hastalarinda bu sitokinin bloke edilmesi

beklenmektedir [Waterston ve Bower 2004].

1.1.3. RA hastaliginda TNF-a’ya yonelik calismalar

RA hastalarina uygulanan ila¢ tedavisinde ilaglarin cogundan saglanan

fayda kalic1 degildir ve hali hazirdaki ila¢ tedavileri, gbze carpan yikici hastalik
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siirecini durdurmadan bulgular1 kontrol eder bu sebepten dolayi sinirli degerde
kullanilmaktadir. RA hastaliginin baslamasi1 ve gelisimi siirecinin anlasilmasina
yonelik yapilan calismalarda molekiiler teknolojilerin kullanilmasi, hastaligin
direkt tedavisi yolunda yeni yollarin agilmasina olanak saglamistir. Hastaligin
tayini, durdurulmasi ve iyilestirilmesine yonelik yeni stratejilerin gelistirilmesi
dogrultusunda yapilan ¢alismalarla spesifik molekiiler biyolojik miidahalelerin
gelismesi hiz kazanmistir [Elliott ve Maini 1994]. Bu konu ile ilgili ¢alisan bir¢ok
aragtirmacinin RA’in patogenezini anlamaya ve yeni bir tedavi edici hedef
bulmaya yonelik yaklasimlari, sitokinlerin aktivitesinin in vitro ortamda
mononiikleer sinovyal hiicre kiiltiirlinde antikorlarla bloklanmasina yoneliktir. Bu
arastirmalarda TNF-o’nin, anti-TNF-a antikorlarlarn ile nétralizasyonunun RA
olusumundan sorumlu diger pro-inflamatuar sitokinlerin iiretimini inhibe ettigi
One siiriilmiistiir. Maini ve ark. (1995), 20 hasta tizerinde kimerik (insan/fare) anti-
TNF-a antikoru ile yapmis olduklart tedavi etmeye yonelik calismada, biitiin
hastalarin yiiksek oranlarda iyilesme gosterdiklerini ispatlamislardir. Yapmis
olduklar1 c¢alismalarin verileri TNF-a’ nin RA hastalifinin olusumunda etkin
oldugu Onerilerini  desteklemistir. Boylece TNF-a yeni tedavilerin
hedeflenmesinde anahtar rol oynamistir [Maini ve ark. 1995].

Dinant ve Dijkmans (1999), RA hastalif1 icin yeni terapotik hedef
gelistirmek tizere yogun caligmalarda bulunmuslar, RA hastaligina neden oldugu
bilinen TNF-a ve diger tiim sitokinlere yonelik hastalar iizerinde deneyler
yapmislardir. TNF-a’ya yonelik yaptiklar1 calismada 73 hastaya 1 yil boyunca 1-
10 mg/kg oraninda kimerik anti-TNF-o antikor tedavisi uygulamiglar ve
hastalarda klinik diizelmeler gozlemlemislerdir. Ayrica kimerik anti-TNF-a
antikoru ile yaptiklar tedaviden once ve sonra birka¢ hastanin dizinden sinovyal
biyopsi yapmislar ve biyopsi sonuclari da iltihaphi hiicrelerde azalma oldugunu
gostermistir. Ayrica bu aragtirmacilar anti-TNF-a antikoru disinda diger bir TNF-
o inhibitorii olan c¢oziilebilir TNF-a reseptorii (TNFR:Fc) ile de calismalar
yiirtitmiiglerdir. RA hastaligi ileri diizeyde olan hastalara belirlenen dozlar haftada
iki kere deri altindan ii¢ ay boyunca verilmis. Sonucta TNFR:Fc ile yapilan tedavi,
hastaligin aktivitesinde dozla iliskili olarak kayda deger bir iyilesme gostermistir

[Dinant ve Dijkmans 1999].



Carteron (2000), RA hastaligina sitokinlerin etkisi iizerine yapmis oldugu
‘review’ caligmada, coziilebilir TNF-a reseptoriiniin (etanercept) US Food and
Drug Administration (FDA) tarafindan ilk onaylanan biyolojik ajan oldugunu ve
deri altindan etanercept uygulanan hastalarda, hastalik aktivitesine yonelik tiim
Olcimlerde biiyiilk oranda iyilesme oldugunu ve hastalarin hayat kalitelerinin
tedavi ile arttigim1 gostermistir. Ayrica anti-TNF-a ile yapilan ¢aligmalara da
dikkat cekerek, biyolojik ajanlarin giivenli, uyumlu profillerinden dolay1 onlarin
RA’nin erken tedavisinde kullanilabileceklerini belirtmistir [Carteron 2000].

Barrera ve ark. (2003), sinovitin (sinovyal membran iltihab1) hastalar
izerinde goriintiilenmesi icin yaptiklar1 deneyde, radyoaktif olarak isaretlenmis
anti-TNF-a monoklonal antikoru (anti-TNF mAb) kullanmiglar ve 10 RA
hastasina, 100pg %"T¢ insan anti-TNF mAb uygulanmiglardir. iki hafta sonunda
radyoaktif isaretli anti-TNF-a antikorun TNF-o’ya olan spesifitesinin ve degisen
inflamasyona gore antikor duyarliliginin degerlendirilmesi icin prosediirii
tekrarlamiglardir. Sonugta radyoaktif isaretli insan anti-TNF-o antikorunun RA
hastalarinin sinovitinin goriilmesine olanak verdigi, bu ajanin katilmasi ile TNF-a
hedeflenmesi (tayini) yapilabildigi ve yiiksek oranda inflamasyonu tahmin ettigini

gostermislerdir [Barrera ve ark. 2003].

1.1.4. RA hastaligimin tedavisi

RA hastalarinda, hastaligin sebep olacagi zararlar1 engellemek veya
geciktirmek i¢in uygun tedavinin vakit gecirilmeden baslamasi1 6nemlidir. Tedavi
boyutunu belirleyen ise hastaligin hangi siireclerde oldugunun belirlenmesidir.
Teshisin konulmasinda hastalifin ge¢cmisi ile el ve ayaklarin rontgen filmleri
belirleyici olmakla birlikte laboratuvar calismalart ile TNF-o’min sorunlu
bolgedeki lokalizasyonu hastalik siireci icin gecerli fikirler vermektedir. RA
hastalarinda tedavi, temel ilaclar denilen, hastalik modifiye edici anti-romatik
ilaglar (disease-modifying antirheumatic drugs [DMARD]) ve anti-inflamatuvar
ajanlar ile analjezikler ile yapilmaktadir. DMARD’larin hastaligin semptomlarim

uzun vadede azaltici1 veya yok edici ve hastaligin gelisimini yavaglatici veya



sonlandirici etkilere sahip olduklar1 bilinmektedir [Ramdomized 1999]. Bu anti-
inflamatuvarlar i¢in sdylenemez.

DMARD’lar kendi iclerinde zenobiyotik ajanlar ve biyolojik ajanlar olarak
ayrilabilir. Zenobiyotik ajanlar, biyolojik ajanlarin tersine, viicutta dogal olarak
bulunmayan temel ilaglar olarak adlandirilan DMARD’lardir. Bu ilaclar hastaligin
seyrini olumlu yonde etkileyebilirler ancak belirli bir siirede etkilerini
gosterebilirler ve yan etkileri bulunmaktadir. Zenobiyotik ajanlar arasinda yiiksek
etkisi ve kabul edilebilir yan etkileriyle “metotreksat” 6zel bir yer almaktadir.
Metotreksat, esasen daha yiiksek dozlarda kanser tedavisinde kullanilmaktadir
[Josef ve Steiner 2003].

Romatoid artrit olusumu ile ilgili yeni bulgular tip diinyasina tamamen
yeni yollar agmistir. Hastalik modifiye edici anti-romatik ilaglar olarak biyolojik
ajanlarin  kullanmilmasi, hastalifa sebep olan sitokinlerin nétralizasyonunun
hedeflenmesi, RA tedavisi i¢in yiiksek verimli yeni ilaglarin gelistirilmesine yeni
bir yon vermistir [Christopher 2005]. RA hastaliginda proinflamatuvar iglev géren
TNF-a‘ya yonelik iki tane anti-TNF-a antikoru ve bir tane de ¢oziilebilir TNF-a
reseptorii olmak iizere onayli olarak ii¢ tane biyolojik ajan kullanilmaktadir. Anti-
TNF-a antikorundan birisi Adalimumab (Humira), tamamen insan monoklonal
antikoru digeri ise Infliksimab (Remicade) kimerik bir monoklonal antikordur.
Coziinmiis TNF-a reseptorii ise Etanercept (Enbrel) dir. Bu biyolojik ajanlarin
fiyatlart ¢ok yiiksek oldugu icin c¢ok yiiksek maliyetlerde tedaviler
yapilabilmektedir [Scott ve Kingsley 2006].

TNF-a gibi sitokinlerin bloke edilmesini hedef alan biyolojik tedavilerin
gelistirilmesi ilag sektoriinde son 20 yilm en Onemli gelismelerindendir
[Christopher 2005]. Bu sebeple TNF-o’nin tayininin yapilabilmesi etken oldugu
hastaliklar icin ila¢ gelistirilmesi konusunda atilmasi gereken en énemli adimdan
biridir.

Anti-inflamatuvar ajanlar ile analjezikler, eklem agris1 ve sabah
tutuklugunun giderilmesinde oldukga etkili olmalarina ragmen etkileri sadece
alindiklar1 siire ile kisithdir ve sedimentasyon gibi akut faz yanitlarim
baskilamazlar. Ayrica hastaligin ilerlemesini ve eklem hasarinin gelismesini

engelleyememektedirler. Etki bakimindan aralarinda biiyiik bir fark olmayan bu
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ilaglarin se¢ciminde yarilanma siireleri, en basta gastrointestinal sisteme ait olan

yan etkiler, hasta uyumu ve fiyat rol oynamaktadir [Hamuryudan 2003].

1.1.5. TNF-o inhibitorleri

TNF-a, RA ve diger bir¢ok iltihabli hastaligin patogenezinde 6nemli rol
oynayan proinflamatuar bir sitokindir. Son yillarda TNF-o’nin biyolojik
aktivitelerini antagonize eden anti-TNF-a ilaclari, romatizmal hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaya baslanmistir [Feldmann ve Maini 2001]. Bu amagla
diinyada ve iilkemizde kullanima girmis 3 adet anti-TNF-a ilac1 bulunmaktadir.
Bunlardan etanersept (enbrel) dimerik TNF-a reseptorii, infliksimab (remicade)
975 insan %25 sican antikorlarindan olusmus kimerik bir antikor ve adalimumab
(humira) ise %100 insan monoklonal antikorudur. Bu ii¢ anti-TNF-a ilaci, genel
anlamda antiinflamatuar etkilerini TNF-a’y1 antagonize ederek gostermelerine
karsin, kimyasal yapilar ve fizyolojik 6zelliklerine bagh olarak immiin sistem ve
iltihap tizerinde farkli etkileri de vardir. Bu farkli etkinlik bu ilaglarin hem klinik
endikasyonlarin1 hem de yan etki profillerini belirlemektedir. Diger tiim ilaglarda
oldugu gibi bu ajanlarda da etkinligin yanm sira yan etkiler de 6nemli bir konudur.
Bunlarin disinda iki tane TNF-o antagonisti daha vardir: certolizumab ve
golimumab (Sekil 1.4). Bunlar klinikte gelistirilmistir. TNF-a inhibitorleri, dozaj
basina binlerce dolara mal olabilmektedir [Tracey ve ark. 2008; Wong ve ark.

2008].
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Sekil 1.4. TNF-a inhibitorleri [Tracey ve ark. 2008 modifiye edilmistir]

Hem c¢oziilebilir hem de membrana bagli TNF-a’lar1 baglamalar1 ve
boylece onlarin fonksiyonlarini bloke etmelerine karsin anti-TNF-a anitkorlar ile
coziilebilir TNF-a reseptorlerinin arasindaki farklara; anti-TNF-o monoklonal
antikorlarin sadece TNF-a’y1 bagladigl icin TNF-a ve ona bagl sitokinlerin
aktivitelerini baskilamasi, ¢oziilebilir reseptorlerin ise TNF-o’nin yani sira
makrofajlar ve T hiicrelerinden salgilanan lenfotoksin-o (LT-a) veya eski adiyla
TNF-B’y1 da baglamasi ornek olarak verilebilir. LT-a’nin majoér rol oynadigi
bilinen juvenil idiyopatik artrit (JIA) tedavisinde etanerseptin etkili olmasinda bu
ozellik onemlidir. Diger bir fark, anti-TNF-o monoklonal antikorlar TNF-o’nin
hem TNFR1 (55 kDa; p55) hem de TNFR2 (75 kDa; p75) reseptoriine
baglanmasin1 Onleyerek her iki reseptoriinde fonksiyonunu bloke etmektedir.
Coziinebilir reseptorler ise sadece bir reseptoriin 6zelliklerine sahip olacak sekilde
tiretilmektedir [Wong ve ark. 2008]. Diger onemli bir unsurda, bu ilaclarin
membrana bagli TNF-o’lara baglanmada ve buna bagli gelisen reaksiyonlarda
farkliliklarin olmasidir. Hiicre disi mesafede olan bir TNF-o’nmin ¢oziilebilir
reseptor veya monoklonal antikorlar ile baglanmasi i¢in affinitenin, IgG tipinin,
¢oziilebilir reseptorlerin p75 veya p55 olmasinin 6nemi yoktur. Membrana bagl
TNF-a ile baglanma ise farklidir. Membrana bagli TNF-a tam olarak aktif formda

bir sitokindir. Prokiirsér TNF-o, metalloproteaz TACE tarafindan parcalanir ve
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TNF-a olarak ortama salinir. TACE makrofaj ve dentritik hiicrelerde eksprese
olan bir enzimdir ve c¢ok cesitli mekanizmalarla aktive olmaktadir. T
lenfositlerinde ise TACE aktivasyonu etkin degildir. Bu nedenle T hiicrelerinde
sentez edilen TNF-o’lar membrana baghh olarak kalir. Makrofajlarda sentez
edilenler ise TACE ile parcalanarak ortama salinirlar [Dinarello 2005; Choy ve
ark. 2001]. TNF-o’nin aktif hale gelmesi icin trimerik yapi1 olusturmasi gerekir
(Sekil 1.5). Yapilan calismalarda, membran TNF-o’larinda trimerik yapi
olusturdugu ve bu nedenle membrana bagli TNF-a’larda aktif formda olduklari
gosterilmistir. Membran TNF-a hiicre-hiicre iletisiminde Onemlidir. Sitokinlere
bagli otoimmiin ve iltihapli hastaliklarin patogenezinde hiicre dist boslukta yer
alan c¢oziilebilir sitokinden daha c¢ok hiicre-hiicre arasi iletisim ile aktivasyona
sebep olan membran sitokinlerinin daha 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Bu
nedenle bir hastaligin anti-TNF-a ilaglar ile etkin tedavisi icin membran TNF-a
aktivitesininde baskilanmasi gereklidir. Serbest haldeki ve membrana bagli TNF-
o’larin TNFR2 reseptoriine ve dimerik yapidaki ¢oziilebilir TNF-a reseptorii
etanersepte baglanmasi hizli ve geri doniisiimliidiir. Monoklonal antikor olan
infliksimab ise membran TNF-a’lar ile daha stabil bir kompleks olusturmaktadir.
Ayrica daha yiiksek avidite ile daha ¢ok sayida infliksimab molekiilii membran
TNF-ao’larm baglamaktadir. Bu nedenle membran TNF-ao’larinin etanersept ile
baglanmasi infliksimabe gore daha diisiik affiniteli, geri doniisiimlii ve buna bagh
olarak biyolojik aktivite inhibisyonu daha azdir [Scallon 2002]. Yapilan in vitro
calismalarda membran TNF-a eksprese eden hiicreler infliksimab ile baglanmasi
sonucu komplemana bagli hiicre lizisi veya antikora baglh sitotoksisite ile 6liime
gittikleri gosterilmistir [Reimold 2003; Scallon 1995].

THF-a

- bagh
etanercept

etanercept

Sekil 1.5. Trimerik yapidaki TNF-o ve etanercepte baglanmis TNF-o
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Anti-TNF-a ilaglarin olasilikla etki mekanizmalarindaki farkhiliklar
nedeniyle romatizmal hastaliklar iizerine farkli etkinlikleri vardir. Ulkemizde bu
ilaglardan infliksimab RA, AS, psoriatik artrit (PsA) ve CH, etanersept RA, AS,
psoriazis, PsA, juvenil kronik artrit ve adalimumab ise sadece RA icin

ruhsatlanmis durumdadir.

1.2. Hyaluronik Asitin RA Hastahg ile Iliskisi

Hyaluronik asit (HA) sinovyal sivinin ve kikirdagin en dnemli bilesenidir.
Yapisit 1934 yilinda Karl Meyer tarafindan tanimlanmistir. HA yiiksek molekiiler
agirliga sahip asidik, negatif yiiklii ve lineer bir mukopolisakkarittir. N-asetil-D-
glukozamin ve D-glukoronik asitten olusmus ve B-1,4 ve B-1,3 glikosit baglar ile

bir araya gelmistir (Sekil 1.6) [Meyer ve Palmer 1934].
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Sekil 1.6. Hyaluronik asit’in yapisi

HA 25,000 dissakkaritin tekrarindan olusmus bir biyopolimerdir. HA
biyopolimeri in vivo ortamda 5,000 ila 20x10° Da biiyiikliiglinde, insan sinovyal
sivisinda ise ortalama 3-4 milyon Da biiyiikliigiindedir [Saari ve ark. 1993].
Hyaluronik asit, dokularin hidrasyonu ve nemlenmesinde, dokulardan madde
gecisinde, hiicrelerin hareketinde ve farklilasmasinda 6nemli rol oynamaktadir.
Bu nedenle ortopedi, romatoloji, dermatoloji ve kozmetolojide kullaniimaktadir.
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Hyaluronik asitin yara iyilesmesinde de olumlu etkilerinin oldugu bilinmektedir.
HA kikirdagin beslenmesinde pek c¢ok rol oynar. Bag dokunun bir bileseni olarak,
viicut boyunca genis Olciide dagilip proteoglikan kompleksleri olusturur ve bir
matris malzemesi olarak hiicre tutunmasinda rol oynamaktadir. Kikirdak hiicreleri
gibi hiicreler i¢in HA’nin su tutma kapasitesi bu hiicrelerde besinin saglanmasi ve
atiklarin  hiicrelerden uzaklastirllmast gibi 6nemli biyolojik fonksiyonlarin
gerceklesmesine yardimci olur. Aymi zamanda subkutan dokularin biiyiimesi,
gelismesi ve tamirinde rol oyanayan 6nemli bir bilesiktir [Luo ve ark. 2005].

HA sinovyal sivinin viskoelastik 6zelliklerinden sorumludur ve iltihaph
eklemlerde saglikli eklemlere oranla daha diisiik konsantrasyonlarda bulunur. RA
hastalarinin sinovyal sivilarinda da HA molekiiler agirligi normal sinovyal
sividaki oranina gore daha diisiiktiir [Chou ve ark. 2008]. Pek cok klinik ¢alisma
HA’nin RA igeren ekleme enjeksiyonunun iltihabi azaltigim gostermistir
[Kobayashi ve ark. 2004; Moreland 2003]. HA’nin bahsedilen 6zelliklerinden
dolay1 bu calismada, HA modifiye edilerek biyouyumlu polimerik yapida HA
tabanl kargolar sentezlenmistir. Polimerik yapidaki nano TNF-a ve anti-TNF-a
HA tabanli kargolara konjuge edilerek RA hastalarinin ¢ok fonksiyonelli tan1 ve
tedavisi amaclanmistir.

Hyaluronik asit reseptorlerinden biri CD44’diir [Shigemori ve ark. 2002].
CD44 timor yayillimi ve metastazinda onemli olan bir adezyon molekiiliidiir.
CD44, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks iliskisini saglayan bir transmembran
glikoproteinidir. Ekstraselliiler matrikste bulunur ve hyaluronik asit ile iletisime
gecerek adezyon Ozelliklerini yerine getirir [Naor ve Nedvetzki 2003]. CD44’iin
HA ile uyarilmasi sinyalleri hiicre icine iletir. Bu da T hiicrelerinin aktivasyonunu
ve sitokinlerin monositlerden salmmimini tetikler. RA hastalariin  sinovyal
sivilarindaki lenfositlerden CD44 ekspresyonu belirgin sekilde artar. CD44
iltihabin siddetine oranla iltihapl alanda cok fazla eksprese olur. HA’nin CD44 ile
etkileserek RA hastalarinda iltihab1 arttirict 6zellik gostermesini, sentezlenen HA
kargo molekiilii ile engellemek amaclanmistir.

HA’nin yapis1 doku miihendisliginde ve ilag tasima sistemlerinde
kullanilmak iizere yeni, biyouyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilen

polimerlerin iiretilmesine olanak saglamaktadir.
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1.3. Mikroemiilsiyon Polimerizasyon Teknigi

Mikroemiilsiyon polimerizasyonu sivi  ve organik faz arasinda
monomerlerin, serbest radikallerin ve zincir transfer ajanlari, ko-yiizey aktif
ajanlar ve inhibitorler gibi diger tiirlerin yer degistirdigi kompleks heterojen bir
prosestir. Siispansiyon ya da emiilsiyona gore ¢ok daha karmagik bir sistemdir.
Polimerizasyon hizin1t monomerlerin fazlar, parcacik cekirdeklenmesi, radikallerin
adsorpsiyonu ve desorpsiyonu arasindaki dagilimi kontrol eder. Pargacik
kararliligl yiizey aktif ajanlarin miktarindan, cinsinden ve dispersiyon ortaminin
pH’sindan  etkilenmektedir. Mikroemiilsiyon polimerizasyon kinetigi ile
emiilsiyon polimerizasyon kinetigi arasinda bir¢cok ortak nokta vardir. En
karakteristik o©zellik radikallerin partikiillerin icine girip digerlerinde ayri
bolmelere ilerlemesidir boylece biiyiik 6l¢iide sonlanmanin baskilanmasi ve sonug
olarak polimerizasyonun yiiksek hiza ulagsmasi saglanir.

Mikroemiilsiyon polimerizasyonu, bir radikal polimerizasyonun tipidir.
Bir emiilsiyon iceren su, monomer ve yiizey aktif madde ile polimerizasyon
gerceklesir. Monomer faz dagitma fazi icinde emiisyon halinde dagilmistir.
Siispansiyon polimerizasyonundan farkli olarak burada baglatici dagitma fazinda
¢Oziinmiistiir. Cesitli emiilsiyon yapici maddeler kullanilarak monomer fazi
dagitma fazi icinde emiilsiyon halde stabil olarak tutulur. Suda c¢oziinebilen
polimerler ornegin polivinil alkol emiilsifiye edici/stabilize edici ajan olarak
kullanilmaktadir. Mikroemiilsiyon polimerizasyonunun avantajlart su sekilde
siralanabilir;

o Yiiksek  molekiiler agirliktaki  polimerler hizli  polimerizasyon
yapabilmektedir, yigin ve cozelti serbest radikal polimerizasyonlarina karsin,
molekiiler agirlik ve polimerizasyon hizi arasinda bir denge vardir.

. Siirekli su fazi1 miikemmel bir 1s1 iletkenidir ve sistemden 1siin
uzaklagmasina olanak saglar.

o Polimer molekiilleri, partikiillerin i¢inde bulundugundan dolayi, viskozite
molekiiler agirliga bagh kalmadan suyun viskozitesine yakin kalir.

. Son iiriin islenmesine ve degistirilmesine gerek kalmadan kullanilabilir.

Mikroemiilsiyon polimerizasyonunun dezavantajlar ise su sekilde siralanabilir;
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° Yiizey aktif maddeler ve diger polimerizasyon adjuvantlart polimerde kalir
ya da uzaklastirilmalar1 zordur.

. Kuru (izole edilmis) polimer i¢in suyun uzaklastirilmasi enerji gerektiren
bir islemdir [Odian, 1970 ].

Mikroemiilsiyon polimerizasyonunun mekanizmasi su basamaklarla
Ozetlenebilir:

Monomer, su i¢inde bilyiik damlaciklar halinde olacak sekilde yiizey aktif
madde ve suyun oldugu soliisyonda dispers olur —emiilsiyonlasir-. Fazla yiizey
aktif madde ya da yiizey aktif madde olmayan emiilsiye/stabilize ediciler suyun
icinde misel olustururlar. Az miktarda monomer suyun i¢inden misellerin igine
dogru difiize olur. Suda coziinebilen baslatici sulu faza ilave edilir. Misellerin
toplam yiizey alan1 suyun i¢indeki monomerlerin alanlarina gore ¢cok daha fazladir
bu nedenle baslatict suyun icindeki monomerlere degil de misellere miidahale
ederek polimerizasyonu baglatir. Misellerin i¢indeki monomerler hizli bir sekilde
polimerize olur ve zincir sonlanmasina gelinir. Bu noktada monomerlerle sismis
misel polimer partikiilii haline gelir. Ortamdaki diger monomerler polimerlesen
partikiile difiize olur, daha fazla baslatici da son olarak reaksiyona girer. Sonugta
serbest haldeki tim monomerler polimerik partikiile yerlesir ve serbest halde
monomer kalmaz. Uriine ve monomere bagl olarak, ek monomer ve baslatici
ortama yavasca ilave edilebilir. Final iiriin su iginde dispers olmus polimerik
partikiillerdir. Aym zamanda final {iriine polimerik kolloid, polimer lateksi
denebilir.

Mikroemiilsiyon Polimerizasyonunun Malzemeleri (Sekil 1.7):

Monomerler :

Tipik monomerler, radikal polimerizasyonunda da kullanilirlar, tepki
kosullarinda sivi veya gazdir ve suda az ¢oziilebilirler. Kati monomerlerin suda
dispersiyonu daha zordur. Eger monomer coziiniirligii cok fazla ise, partikiil
olusumu gerceklesmeyebilir ve reaksiyon kinetigi azalir. Etilen ve diger olefinler
cok yiiksek basingta polimerize olurlar (800 bardan daha fazla). Antikorlar gibi
biyolojik molekiiller de monomer olarak uygun coziiciide coziindiiriilerek ya da

dispers edilerek kullanilabilirler.
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Komonomerler:

Ozellikle vinil asetat kopolimerizasyonunda etilen ve diger olefinler
yardimc1 komonomer olarak kullamilmaktadirlar. Akrilik asit ve diger iyonize
olabilen monomelerin az bir miktar1 dispersiyona koloidal stabilite kazandirmak
icin bazen kullanilmaktadir. Kopolimerizasyon kinetig§i monomerin suda
¢Oziiniirliiginden oldukca etkilenmektedir.

Baslatic:

Hem termal hem de redoks iiretimde serbest radikaller baslatici olarak
kullanilmaktadir. Genellikle persiilfat tuzlar1 baslatict mod olarak kullanilir.
Persiilfat iyonu 50 °C iistiinde kolayca siilfat radikal iyonlarina ayrilir boylece

baslatma islemi i¢in 1s1 kaynag saglanmis olur.
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Yiizey Aktif Madde veya

Monomer Damlacig Baslatic1 (I) R L
Emiilsifiye Edici Ajan

SU

Mikroemiilsiyon ortami

Polimerizasyondan Once

Sekil 1.7. Mikroemiilsiyon Polimerizasyonu

Yiizey Aktif Maddeler:

Mikroemiilsiyon polimerizasyon prosesinde dogru yiizey aktif maddenin

secilmesi oldukca Onemlidir. Yiizey aktif madde hizli polimerizasyon oranina
olanak saglamalidir. En az diizeyde pihti olusturmalidir. Anyonik, katyonik ve

iyonik olmayan yiizey aktif maddeler kullanilabilir. Anyonik ve iyonik olmayan
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yiizey aktif maddelerinin karisim1 gibi karisim halindeki yiizey aktif maddeler de
tercih edilmektedir. Katyonik ve anyonik kansimlar ise c¢o6ziilmeyen tuz
seklindedir ve kullanigh degildirler. Genellikle kullanilan yiizey aktif maddelere
yag asitleri, sodyum lauril siilfat ve alfa olefin siilfonat 6rnek olarak verilebilir.

Yiizey aktif madde olmayan emiilsiye/stabilize ediciler:

Polivinil alkol ve diger suda c¢oOziinen polimerler misel formu
olusturmadiklart ve yiizey aktif madde gibi davranmadiklari halde
polimerizasyonda kullanilabilirler. Bu polimerler polimer partikiillerinin
olusumunu saglar ve onlan stabilize ederler [Kim ve ark. 2004]. Yiizey aktif
madde olmayan emiilsiye/stabilize ediciler, suda ¢oziinebilen yapilarindan dolayi,
suya oldukc¢a duyarh bir tiriinle sonu¢lanmalarina ragmen, dispersiyon miitkemmel
koloidal stabilite gosterir.

Diger Malzemeler:

Zincir transfer ajanlari, tampon ajanlar1 ve inert tuzlar da polimerizasyonda

kullanilan malzemelerdendir.

1.4. Akis Sitometrisi

Sitometri hiicrelerin veya biyolojik partikiillerin fiziksel ya da kimyasal
karakterlerinin 6Slciilmesidir. Akis sitometrisi, ornekteki her hiicrenin tek tek
Olctilmesini saglar. Siispansiyondaki hiicreler teker teker bir kanaldan akarlar, bu
sirada 15181 dagitarak floresan yayarlar. Her bir hiicre veya partikiil lazer
demetinin igcinden gecerken saptirilan lazer 15181 ve hiicreler tarafindan yayilan
floresan 15181 bir araya getirilip, optik filtreler ve aynalar tarafindan farkli dalga
boylarina gore ayrilarak, analog sinyallere doniistiiriiliirler. Bu sinyaller
dijitallestirilerek, histogramlar olarak ekrana aktarilir.

Akis sitometrisi, hiicrelerin hiicre ¢api ile orantili olarak diisiik agida ileri
sacilma yogunlugunu, hiicre icindeki graniil sayis1 ile orantili olarak sacgilma
yogunlugunu ve bir¢cok dalga boyundaki floresan yogunlugunu olger. Ayni
zamanda hiicreler aras1 serbest kalsiyum, zar potansiyeli, pH veya serbest yag

asitlerindeki hizli degisiklikleri de izleyebilir [Karaboz 2008].
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Normal hiicrelerde, fosfotidil serin (PS) bolgeleri sitoplazmik membranin
i¢ kisminda bulunurlar. Apoptoz siirecinde, PS bolgeleri yer degistirir ve dis
membrana yonelir. Annexin-V, PS bolgelerine baglanan spesifik bir proteindir ve
apoptoz hiicrelerini ayirt etmek i¢in kullanilir. Propidium iyodiir (PI) ise geg
apoptoz (nekroz) olan hiicrelerin belirlenmesinde kullanilan bir boyadir.
Asagidaki Sekil 1.8’de fosfotidil serinin hiicrenin stoplazmik i¢ membraninda
oldugu goriilmektedir. Hiicre erken apoptoza gittiginde fosfotidil serin bolgeleri
hiicrenin dis kismina gegcmekte ve Annexin-V proteini tarafindan taninmaktadir.
En sagdaki sekilde ise hiicreler ge¢ apoptoza gittiginde (nekroza) yani iyice zarar
gordiiklerinde PI boyasi hiicre icine girebilmekte ve nekrotik hiicreleri bu sekilde
isaretlemektedir. Bu calismada kullanilan kit Annexin-V —PI kitidir. Yani nekrotik
ve apoptotik hiicreler belirlenmektedir.

FITC (floresanizosiyanat), Annexin V proteine bagli olan ve apoptoza
ugrayan hiicreleri akis sitometrisindeki laser yardimiyla sayilmasim saglayan
floresan 6zellikte bir boyadir. PI ise dis kosullar nedeniyle parcalanmis hiicreleri
boyayan bir boyadir. Apoptoza ugrayan hiicreler Annexin V-FITC boyasi ile
boyanir ve akis sitometrisinde hiicre popiilasyonundaki erken apoptoza ugrayan
hiicrelerin sayis1 belirlenir (Q4), nekroza ugramis hiicreler PI boyasi ile boyanir ve
akis sitometrisinde nektorik hiicrerin sayisi belirlenir (Q,), Annexin V-FITC ve PI
boyalan birlikte hiicreleri boyarsa akis sitometrisinde hiicrelerin apoptoza ve
sonra nekroza ugradigi gosteren gec apopitoz degeri belirlenir (Q;) ve her iki
boyanin da baglanmadig: hiicreler ile saglikli hiicre sayisi belirlenmektedir (Qs3)

(Sekil 1.9).
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Sekil 1.8. Hiicrelerde erken ve gec apopitoz
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1 = Plazma Memhbran

Sekil 1.9. Akis sitometrisinde hiicrelerin isaretlenmesi

1.5. Fourier-Transform InfraRed Spektroskopisi (FTIR)

Fourier-Transform InfraRed (FT-IR), infrared spektroskopisinde kullanilan
bir metottur. Infrared spektroskopisinde, IR 1s1m1 6rnegin icinden gecer. Bazi IR
1sinlart 6rnek tarafindan absorblanir ve bazilan igcinden gecerek iletilmis olur.
Sonu¢ spektrumu, molekiiler absorbsiyonu ve iletimi gostermekte, Ornegin
molekiiler parmak izini olusturmaktadir (Sekil 1.10). Bdylece bilinmeyen
molekiillerin tanmimlanmasi, Orne8in kalitesi veya tutarliligt ve karisimdaki
bilesenlerin miktar1 belirlenebilir.

Coziinmeyen polimerlerin  infrared spektrumu polimerlerin  KBr
peletlerinin  hazirlanmast ile kolayca elde edilir. Monomer bandlan ile

polimerlerinki karsilastirilarak monomerlerin birlesme boyutu belirlenebilir.
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Sekil 1.10. FT-IR spektroskopisi

1.6. Reflektometrik Interferans Spektroskopisi

Bu optik tayin yontemi ince ve gegirgen bir tabakadaki beyaz 1s18in
yansimasini kullanarak bu tabakamin optik kalinligin1 belirlemek i¢in kullanilir.
Boylece cok diisiitk miktarlarda sensor cipin yiizeyine baglanan molekiillerin
duyarli ve zamana bagiml tayini gerceklestirilebilir. Reflaktometrik interferans
spektroskopisi, hizli ve basit bir yontemdir ve yiizeye baglanan molekiil
etkilesimlerini belirlemek icin kullanish bir tekniktir.

Reflaktometrik interferans spektroskopisinde kullanilan biyocipler cam
yiizeye sahiptir. Boylelikle yiizeyde fonksiyonel gruplarin olusturulmasi
kolaylasir ve biyouyumlu, spesifik olmayan baglanmalarin minimum oldugu
yiizeyler elde edilebilir. Proteinler, peptitler, niikleik asitler ve DNA-
oligoniikleotitleri, karbonhidratlar, lipitler ve kiiciik ilaglar karboksil, amino veya
tiol gruplar aracilifiyla yiizeye kovalent olarak immobilize edilebilir (Sekil 1.11).

Hiicre-hiicre etkilesimi, reseptorler, fiziksel bag ve ayn1 zamanda sinyal
iletici molekiiller vasitasiyla saglanmaktadir. Saglikli ve hasta hiicre-hiicre
etkilesiminin belirlenme oldukca ©nemlidir ve bundan dolay1 kinetik, etki ve
sinyal prosesinin anlagilmasina olanak saglayan analitik tekniklerin
gelistirilmesine yonelik biiyiik bir ilgi vardir. Reflektometrik interferans
spektroskopisi (RIfS), soliisyon icindeki analit ile transdiiserin yiizeyine
immobilize edilmis molekiiliin biyomolekiiler etkilesimini tanimlayabilen, isaret

gerektirmeyen ve zamana bagli spektrum veren bir tekniktir. Analitin baglanmasi
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molekiiliin transdiisere bagh tabakasinin optik kalinliginda bir artisa sebep olur.
Kalinliktaki bu artig, tabakanin smirlarinda yansiyan 1518 interferans
spekturumda bir degisiklikle sonuclanir. RIfS metodu 1sidan bagimsizdir [Proll ve
ark. 2005] ve dalga boyuna bagli olarak soliisyonun i¢ginden 300 nm’den 40 pm’
ye kadar c¢ikabilen yiiksek yogunlukta penetrasyona (niifus edebilme) sahiptir
[Mohrle ve ark. 2006]. RIfS, antikorlar, peptitler gibi cesitli biyomolekiiller
etkilesimlerin, etkilesim kinetiklerinin ol¢iilmesinde kullanilmaktadir [Proll ve

ark. 2004].
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Sekil 1.11. Reflaktometrik interferans spektroskopisi

1.7. Kuantum Noktalar1 (QD)

Kuantum noktalar1 nanometrik partikiiller olup 1980’lerin ortalarinda
optoelektronik (fotonik) uygulamalar icin gelistirilmistir. QD’ler 1s1k yayma
ozellikleri olan, tipik caplar1 2-10 nm, inorganik yariiletken nanokristalerdir. Yar1
iletkenler, elektrik iletkenligi iletkenlerle yalitkanlar arasinda olan maddelerdir.

Yan iletkenler cok diisiik sicakliklarda yalitkan gibi davranirlar, oda sicakliginda
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ise iletkenler kadar olmasa da fark edilebilir bir elektriksel iletkenlige sahiptirler.
Yaygin olarak kullanilan yar iletken maddeler silikon, germanyum, galyum
arseniddir [Bimberg ve ark. 1999].

Boyutlar kimyasal sentezleri sirasinda nanometrik olarak diizenlenir ve bu
onlarin sasirtict optik Ozellik kazanmalarin1 saglar. Bir kuantum noktasi, yari
iletken nanokristal olarak da adlandirilir. Genelde periyodik tablodaki grup II ve
VI elementlerinden (6r: CdSe ve CdTe) ya da grup III ve V (6r: InP ve InAs)
elementlerinden olusurlar. En sik kullanilan QD sistemi yari1 iletken CdSe
(kadminyum selenid) ¢ekirdegin ZnS (¢inko siilfiir) kabuguyla kaplanmasi ile elde
edilir. ZnS kabuk, CdSe ¢ekirdegin kimyasal ve optik kararliligi icin gereklidir
(Sekil 1.12).

/P olimer Kaplama

ZnS Kabulk

CdSe Cekirdek

Sekil 1. 12. Tipik bir kuantum noktasinin yapisi

Farkli boyutlardaki kuantum noktalarindan olusan bir karisim tek bir
dalgaboyuna sahip 151k kaynagiymis gibi davranabilir ve eszamanli isaretleme ve
boyamaya izin verir. Kuantum noktalarinin, biyolojik olarak en iyi yam, onlar
hiicre icinde, mikroskop altinda veya aym 1sik altinda farkli renklerde
gorebilmemizdir. Yani 15181 absorblarlar ve absorbladiklari 15181 farkli renklerde
yayarlar, 15181 farki renklerde yaymalarim saglayan 6zellikleri QD’lerin angstrom
olcegindeki boyutlaridir (Sekil 1. 13). Bir kuantum noktasiyla belirgin hale gelen
madde, boyutla birlikte daha da belirginlesir. Yani nokta biiyilidiikkce spektrumun
sonuna dogru kirmizi renk ortaya cikar. Kiigciikk noktalarda ise renk mavidir.
Ornegin; 3 nm’lik kadminyum selenidden yapilmis bir partikiil 520 nm
dalgaboyunda yesil 151k yayarken aymi partikiil 5.5 nm boyutunda iken 630 nm
dalga boyunda kirmiz1 11k yayar.
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Boyut ( nanometre)

Sekil 1. 13. QD partikiillerinin boyutlarina bagh olarak yaydiklari farkli renkler

Renk, direk olarak kuantum noktasinin enerji seviyesi ile iligkilidir. Biiyiik
kuantum noktalarinin enerji seviyeleri ¢oktur ve birbirine daha yakindir. Bu
ozellik, kuantum noktasinin daha az enerji igeren fotonlar1 absorblamasini saglar.

QD’lerin dar bir spektrum bandi vardir, parlakliklan1 fazladir, genis bir
spektrum araligindaki 15181 absorbe edebilir, fotostabilitesi yiiksektir ve coklu
tespit yetenekleri vardir. In vitro ve karmasik in vivo ortamlar da bile oldukca
parlak ve stabildirler. Bu sayede gelismis molekiiler ve hiicresel goriintiileme, ilag
taginimi, ¢ok duyarli biyoanaliz ve tami i¢in uygundurlar. Coziiniirliigi fazla,
yiikksek hassaslikta gercek zamanli goriintileme QD konjugatlariyla miimkiin
olmustur [Gao ve ark., 2004].

Bu kuantum noktasi elektronlar, bosluklar veya elektron-bosluk ciftleri ile
sinirhdir. Bu simirlamalar, enerji  seviyelerini nitelendirmek i¢in kullanilir.
Kuantum noktalari, teorik olarak sahip olduklar1 kuantum verimliliginden dolay1
optik uygulamalarda kullanilabilir.

Elektron-bosluk c¢iftleri kuantum noktalarinin goébeginde bir 151k huzmesi

ile bulunduklarinda, direk olarak kristalin boyutuna baglh dar ve simetrik bir 151k
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yayarlar. Kuantum noktalarinin atomlarda oldugu gibi farkli enerji seviyeleri
vardir. Bunun i¢in yapay atom ismini de alirlar. Enerji seviyeleri, kuantum
noktalarinin seklinin ve biiyiikliigiiniin degismesi ve potansiyelin derinligi ile
kontrol edilir. Atomlarda oldugu gibi, kiiciikk kuantum noktalarinin enerji
seviyeleri de optik spektroskopi teknikleriyle arastirilabilir.

Kuantum noktalarinin non-toksik olmalarinin anlagilmasi ve hiicrelerde
veya organizmalarda belli hedefleri fark edebilmeleri ozelliklerinden dolay1
biyolojik sistemlerde kullanilabilmeleri i¢in modifiye edilmislerdir. Ornegin, az
sayida altin atomundan olusan suda ¢oziilebilen kuantum noktalari, yeni biyolojik
etiketleme sistemlerinin temelini olusturmaktadir. Bu multi-elektronlu yapay
atomlar, soy metallerdeki atomlar veya nano tanecikler arasinda kayip baglar
saglayarak, enerji transfer ¢iftleri ve nanodlcekli optoelektroniklerde 151k yayma
kaynaklar olarak is goriirler. Bu suda ¢oziilebilen kuantum noktalarinin biyolojik
etiketlemede ©nemli olmasinin sebebi kuvvetli floresans oOzellige ve kesikli

emisyon spektra 6zelligine sahip olmasidir [Hezinger ve ark. 2008].

1.8. Floresan Spektrofotometre

Floresan spektrofotometre basitce genis bir bant aralifinda 151k kaynagi,
bir monokromator, bir 6rnek hiicresi ve bir diyot dizi sensoriinden olugmaktadir.
Kaynaktan gelen 151k monokromatoriin i¢cinden gecer ve uyarilan 151k dalga boyu
secilir. Uyarilan 151k ornek hiicresindeki ornek iizerine odaklanir ve floresan 1s1k
1zgaraya ve diyot dizi sensor {lizerine odaklanir. Monokromometre
programlanabilir ve bdylece ya ¢oziinen maddenin floresans spektrumu sabit bir
uyarilma dalga boyunda elde edilebilir veya emisyon spektrumu sabit bir floresan
dalga boyunda kaydedilebilir. Asagidaki sekillerde uyarilmis enerji haline gore
floresan emisyonu (Sekil 1.14) ve temel bir floresan detektor semast (Sekil 1.15)
goriilmektedir.

Emisyon ve floresan spektrumlari, yapilarin saptanmasi konusunda
kullanish degildirler. Fakat maddelerin benzerliklerinin saptanmasinda ¢ok etkin

bir sekilde kullanilirlar.
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Uyarim Hali

Absorbans : Flgvresan
Uvarimu Emisyonu

Temel Hal

Sekil 1. 14. Uyarilmis enerji haline gore floresan emisyonu

Izgara

I I Dalgaboyu
w8
Ormnek |

Az Izgara

Dalgaboyvu

Enerji

|/
>
N
-

Dedektor

Sekil 1.15. Floresan detektor semast

1.9. Biyokonjugasyon

Biyokonjugasyon kovalent bag ile iki biyomolekiiliin birbirine baglanmasi
islemidir [Hermanson 1996]. En sik rastlanilan biyokonjugasyonlara, biyotin veya
floresan boyalarin bir proteine baglanmasi ya da bir antikorun bir enzime
baglanmasi  gibi  protein-protein  biyokonjugasyonu  ornek  verilebilir.
Biyokonjugasyonda daha az kullanilan molekiillere oligosakkaritler, niikleik
aistler, polietilen glikol (PEG) gibi sentetik polimerler 6rnek olarak verilebilir.
Biyokonjugasyon kimyasina lisin aminoasidine amin-reaktif siiksinimidil ester
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vasitasiyla amin baglanmasi, sisteine siilthidril-reaktif maleimid araciligiyla
siilthidril baglanmas1 6rnek verilebilir. Biyokonjugasyon {iriiniine biyokonjugat
denmektedir. Nano boyuta indirgenmis biyolojik molekiillerin birbirine konjuge
edilmesi islemine ise nanobiyokonjugasyon denmektedir.

Baz1 fonksiyonel gruplarin biyokonjugasyonu Sekil 1.16, Sekil 1.17 ve
Sekil 1.18’de gosterilmistir:

Lizin, diger reaktif aminler

o

R,j\ﬂj? / " By

imin formasyonu

NaBH-CN
rediiksiyon

acilasyon

n=0==

isotivosivanat

0

PR

RHN _ NH-R'
Tivoiire

Sekil 1.16. Reaktif aminlere biyokonjugasyon
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Aspartik asit, glutamik
j\ asit, diger reakrif

mll‘ B o= || karboksilik asitler
N;—— o
‘/_/ ; o HO
A Hﬁr’jJL"@r-J b Seelta
S EDC = = o
/___" C DI Sulfo-NHS
(EDC)
i ji o O 503Na
o H R ’Br-l R)'I\Oru
A NEC=STY =
N R #\
0
R'-MHNH;
R-OH R'-NH;
o
R AR
. . amit
hidrazit
Sekil 1.17. Reaktif karboksilik asitlere biyokonjugasyonu
Sistein, diger reaktif
o tivoller
N—R' i R __S~__N
Q P - ‘-».II/\"-«I S; | =
0 o 2
maleimid alkilasyon piridil disiilfit

o
NH—R'
| Y
RS Y

Sekil 1.18. Reaktif tiyollere biyokonjugasyon

Disiilfiit

Tivoeter

Biyokonjugasyon yontemiyle yeni gruplarin sentezlenmesine Sekil 1.19

ornek gosterilebilir:
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o
N—0O 5% ’ 0
> Jrrre —é NHzOH

Sekil 1.19. Biyokonjugasyon yontemiyle yeni gruplarin sentezlenmesi
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1.10. Biyokonjugasyon Islemlerinde Kullamlan Capraz Baglayicaa Ajanlar
(EDC ve NHS)

1.10.1. EDC

Etil-3-[3-dimetilaminoproril [karbodiimid hidroklorid (EDC veya EDAC),
karboksil gruplar1 birincil amidlere baglamak {iizere kullanilan bir ¢apraz
baglayicidir (Sekil 1.20). Bu capraz baglayici, peptit sentezinde amid baglar
kurmak, haptenlerin (immonujenlerin olusturulmasit i¢cin tek baslarina immiin
sistemi uyarip antikor olusturamadiklar1 halde, bir protein molekiilii ile
birlestikleri zaman bu etkiyi gosterebilen molekiiller) tasiyici proteinlere
baglanmasi, niikleik asitlerin 5’ fosfat gruplarindan isaretlenmesi ve
biyomolekiillerin amin-reaktif NHS-esterini olusturmasi gibi cesitli uygulamalar
icin kullamilir. EDC, O-acilizoiirea araci molekiilii sayesinde bir karboksil ile bir
amin-reaktifi olustumak i¢in tepkimeye girer. Eger bu ara molekiil bir amin ile
karsilasmazsa, hidrolizlenir ve karboksik grubuna rejenere olur. EDC, bir
karboksil grubunu amin-reaktif N-hidroksisulfosiiksinimid (Sulfo NHS)

esterlerine doniistiirmek i¢in kullanilir.

£
P N
N
EDC
MA:191.70

Sekil 1. 20. EDC’nin molekiil yapisi
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Q:H,@ Stahil armin

Farhoksilat molekitli
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0 C HH. _____.f'
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/"' e 0 N WO @’\c-n Venilenehilir kathoksil
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WH s H"x.hl \
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D_

Sekil 1. 21. EDC reaksiyonu

Sekil 1. 21°de goriildiigii gibi EDC karboksil grubu iceren molekiil 1 ile O-
acilizoiirea aracilifiyla tepkimeye girer. Aract molekiil hidrolize duyarli sulu
ortamda kisa 6miirlii olsada , molekiil 2 iizerindeki bir amin ile reaksiyona girerek
stabil amin bagi olusturur. Ayrica Sulfo-NHS amin-reaktif araciyr amin-reaktif
Sulfo-NHS esterine doniistiirerek stabilize eder, bu EDC aracili konjugasyon
isleminin etkinligini arttirir [DeSilva, 2003; Grabarek ve Gergely, 1990]. Amin-
reaktif Sulfo-NHS ester, bir protein iizerindeki karboksil grubunun degismeden
kalmasina olanak saglayacak iki basamakli capraz baglama islemi igin yeterli
stabillige sahiptir.

EDC molekiilii:

e Suda ¢oziilebilir boylece herhangi bir organik coziiciiye gerek kalmadan

fizyolojik cozeltilerde capraz baglama islemi yapilabilir.

e Yiiksek saflikta kristalize EDC’ nin kullanilmasi yiiksek saflikta aktive

olmus tiirevlerin olusturulmasinda kullanilabilir.

e Fazla kullanilan ¢apraz baglayici kolaylikla su veya seyreltilmis asit ile

ortamdan uzaklastirilir.

e Bu capraz baglayici ile amin bagh olusumlarin tepkimeye girmesi notral

bir baglant1 saglar.

e EDC aracili baglanmanin verimi Sulfo-NHS varliginda artar.
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EDC’nin Uygulamalari
e Peptit ve proteinlerdeki amin gruplarina karboksil konjuge etmek,
e Karboksilleri amin-reaktif Sulfo-NHS esterlerine doniistiirmek,
e (apraz bagl proteinlere karboksil kaph yiizey olusturmak,
e Amin-reaktif Sulfo-NHS esterleri ile aktive edilmis nanopartikiiller
olusturmak,
e Tasiyici proteinlere cesitli molekiilleri baglamak,

® DNA’y1 5’ fosfat ucundan isaretlemek icin kullanilir.

1.10.2. NHS ve Sulfo-NHS

Sulfo-NHS (N-hidroksisulfosiiksinimid) ve onun yiiksiiz analogu NHS (N-
hidroksisiiksinimid), biyokonjugasyon ve ¢apraz baglamanin gesitli uygulamalari
icin karboksil gruplarin1 amin-reaktif Sulfo-NHS esterlerine doniistiirmek igin
kullanilan kimyasal modifikasyon reaktifleridir (Sekil 1.22). Sulfo-NHS’ nin, bir
karboksil iceren molekiil ve karbodiimid EDC gibi bir dehidrasyon ajani ile
karistirilarak rahatlikla tiirevleri sentezlenebilir. Metodun temeli amin-reaktif
floresan boyalar, biyotine afinite gosteren kuyruklar gibi cok ¢esitli protein isaretli

reaktifler uiretmektir.

0
0 N
4 O‘_: 8= 0 Na*
_‘<‘ \\
N—0H HO — N
il* J;'
0 0
NHS Sulfo-NHS
MLA. 115.00 MLA. 217.13

Sekil 1.22. Kimyasal modifikasyon reaktifleri NHS ve Sulfo-NHS nin yapis1

NHS ve Sulfo-NHS, amin-reaktif isaretleyiciler, capraz baglayicilar ve

konjugatlar sentezleyebilmek i¢cin EDC ile konjugasyon islemlerinde kullanilirlar.
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Biotin ya da peptit gibi karboksilik asit (-COOH) igeren herhangi bir molekiil
NHS veya Sulfo-NHS ile aktive edilebilirler boylece birincil amin (-NH,) iceren
proteinler ya da diger molekiiller ile kovalent baglanarak kendiliginden tepkimeye
girebilirler.

NHS ve Sulfo-NHS karboksil gruplari amin-reaktif ester formuna
modifiye etmek i¢in kullanilirlar. Bu basar1 NHS ile karboksil iceren bir molekiil
ve karbodiimid EDC ‘nin karistmi sonucu olusmaktadir. EDC, karboksil ve NHS
hidroksil grubu arasinda bir dehidrasyona neden olur, NHS-ester aktive olmus
molekill meydana getirir. Aktive olmus molekiil birincil amin iceren bir molekiil
ile kendiliginden tepkimeye girebilir. Karboksil-molekiili EDC kullanilarak
aminler ile direkt olarak tepkimeye girebilmesine ragmen, NHS ile reaksiyon ¢ok
daha fazla verimli olabilmektedir ¢iinkii stabil bir araci olusturulmaktadir.
Boylece, NHS esteri olarak aktive olan molekiiller kurutulabilir ve daha sonra
amin iceren hedef molekiiller ile reaksiyona girebilecek bir sekilde depo
edilebilirler.

NHS ile Sulfo-NHS arasindaki farklar ise su sekildedir; sulfo-NHS, NHS’nin
siilfonat sodyum tuzudur, suda coziilebilir fakat membran gegirgenligi yoktur.
NHS ise membran gegirgendir ve suda ¢oziilebilir. NHS organik solventlerde de
coziilirken, Sulfo-NHS ise daha az olgiide c¢oziilebilir. NHS reaksiyonuna
miidahale eden molekiiller mevcuttur. Reaksiyonda karboksil veya amin
molekiilleri icermemelidir. Boylelikle tris, glisin, lizin, etanolamin ya da diger
amin iceren tamponlardan kacinilmalidir [Grabarek ve Gergely 1990; Staros ve

ark. 1986].
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Cizelge 1. : NHS, Sulfo-NHS ve EDC’nin 6zellikleri

NHS Sulfo-NHS EDC
Molekiil
C4HsNO;s C4H4sNNaOgS CsH7N5-HCl1
Formiilii
Molekiiler
115.09 217.13 191.7
Agirhik
3. -20°C’de nemden
2. 4°C’de nemden uzakta
Depolama muhafaza edilmelidir,
saklanmalidir, sadece taze
Kosulu sadece taze soliisyonu

soliisyonu kullanilmalidir
kullanilmahdir

1.11. Rutenyum Bipiridin Kromoforu

Rutenyumun, simgesi Ru, atom numarasi 44, atom agirligt 101.07 akb,
ergime noktas1 2250.0 °C, kaynama noktas1 4900.0 °C olan bir ge¢is metalidir
(Sekil 1.23). Oda sicakliginda yogunlugu 12.2 g/cm3 olup giimiisi bir rengi vardir.
1844 yilinda Kazan'da Karl Klaus tarafindan bulunmustur.

l\
-~
/l N /1
MNas
> N
\Rlé
|“"N N|
/ N

Sekil 1. 23. Rutenyumun molekiiler yapist

Genellikle rutenyum kompleksleri 6rnegin [Ru(pr)3]+2 elektrot ylizeyine

immobilize olmus bir monolayer olarak ya da bir koreaktant ya da Ru konjuge
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antikor olarak elektrokimyasal luminesans (ECL) ozellik gosterir. ECL,
elektrokimyasal tepkimeler sirasinda ¢6zelti i¢inde iiretilen bir ¢esit luminesanstir.
ECL, elektrokimyasal olarak reaksiyon sirasinda olusan ara maddelerin, yiiksek
bir eksergonik reaksiyon gecirmesi ve boOylece elektronik olarak uyarilmis hal
sonucu 151k yayilmasinin ortaya c¢ikmasiyla olugsmaktadir [Forster 2009]. ECL
uyarimina elektrotiiremeli -electrogenerated- tiirlerin elektron transfer (redoks)
reaksiyonu sebep olur. Biitiin reaktantlarin elektrotlarin {izerinde elektrokimyasal
olarak iretildigi kimyasal luminesansin -chemiluminescence- bir formu olan
luminesans uyarimi ECL uyarimina 6rnek olarak verilebilir [Bard 2004].

ECL, yiiksek hassas ve duyarli bir yontem olarak analitik uygulamalar i¢in
oldukca kullamghdir. Ornegin Ru(bpy)3+2 gibi bir ECL luminoforun varliginda bir
elektroda bir voltajin uygulanmasi 151k emisyonuyla sonuglanmakta ve ¢ok diisiik
konsantrasyonlardaki ~ yayilmanin = tamimlanmasina olanak saglamaktadir.
Ru(bpy)3+2 asetonitrilin i¢inde tetrabutilamonyum tetrafloroborat elektrolit olarak

kullanilmasiyla ilk defa 1972 yilinda rapor edilmistir (Sekil 1.24) [Richter 2004].

ISIK

Luminesans
Rll(bl)}')-
- e Kimyasal
\ Kimyasal Enerji
J __: -_3
Ru(bpy), Ru(bpy),
J,r‘{- Elektro-
5 Elektrokimyasal
e- Electrot Baslangic

Sekil 1.24. Ru(bpy);** mekanizmasi

ECL’nin giiniimiizde molekiiler tamimlama veya molekiiler prob gibi
alanlarda kullanilimi artmistir. Hastaliklarin tanimlanmasi icin gerekli test ve

metotlarin  {iretilmesinde c¢esitli  biyoaktif baglayic1 ajanlar Ornegin  N-
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hidroksisiiksinimid (NHS) rutenyum bipiridin kromoforuna baglandiginda daha
aktif metotlar sentezlenebilmektedir (Sekil 1.25) [Richter 2004].

ekil 1.25. Biyolojik molekiilerin 1saretlenmesi 1¢in Ru 3 -
Sekil 1.25. Biyolojik molekiilerin ECL isaret] i icin Ru(bpy);*>- NHS

1.12. Teranostik Kavram

Teranostik, diyagnostik ve terapatik terimlerinin kombinasyonudur; kisiye

ozel ila¢ saliniminin temel parcasidir (Sekil 1.26).

Sekil 1.26. Teranostik kavrami

Teranostik [diyagnostik (tani)+terapi (tedavi)] : tamumlanan hastalikli

bolgenin tedavi edilebilmesi anlaminda kullanilan bir terimdir. Teranostik terimini

ilk kez, “PharmaNetics” sirketinin genel miidiirii John Funkhouser kullanmis ve
sirketinin misyonunu, “Bir diagnostik (tanmi) test gelistirilirken, spesifik bir
tedavinin uygulanabilmesiyle direkt iliskili olmasi gerekmektedir.” seklinde
tanimlamisgtir.

Teranostik (diyagnostik & terapatik) hizli tam1 aygitlarnn ile algilanan

hastalikli dokuya ila¢c tedavisinin uygulanmasidir. Bdylece hastalikli alan
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belirlendigi icin her hasta i¢in ayr ve etkili bir tedavi uygulanabilir, ilac¢ etkinligi
artar ve hastalikli alanin teshisi ile ilacin belli bir alana etki etmesi
saglanabilmektedir [Espina ve ark. 2008 ]. Teranostik iiriin iiretmek igin ilag
sirketlerinin ve diyagnostik test gelistirici firmalarin sayilar gittikge artmaktadir.
Bir diyagnostik test, yeni bir ilacin hasta tizerindeki olumlu ya da olumsuz etkisini
tanimlar ve bu test sonucuna gore hedef ila¢ tedavisi uygulanir. Teranostik testler
geleneksel olanlardan farklidir, ¢linkii yeni testler mikrogip gibi karmasik
teknolojiler iizerine kurulmustur. Ayrica genetik, molekiiler biyoloji gibi bilim
dallartyla ortak calisilarak bu alanda yeni iiriinler ortaya konabilmektedir.
Teranostik teknolojisi farmasotik Ar&Ge‘sinde gittikce artan bir Sneme sahiptir.
Kisiye ozel ilag uygulamasi, hastalarin ve 6deme yapacak kisilerin yararina bir
uygulamadir. Teranostik ayn1 zamanda, FDA gibi kurumlardan tesvik edici destek
almistir. Doktarlara hasta i¢in en uygun tedavinin tanimlanmasi i¢in yardimci
olarak, ila¢ tedavisinin etkinligini gelistirmede anahtar bir rol oynar. Ek olarak,
teranostikler ile hastalara uygulanan gereksiz tedaviler ¢ok iyi elimine edilir,
boylece hastalarin tedavisi i¢in uygun olmayan yiiksek maliyetli ilaglarin
alimmasini1 6nler. Terandstikler medikal tedavilerde simirsiz olarak uygulanabilme
olanag tasidiklarn halde, hala kayda deger engeller mevcuttur. Hasta bilgilerinin
gizlenmesi sorunu ve teranostik uygulamalarimin sosyal giivence kapsamina
girmeme ihtimalinden dolay1 gerekli donamim maaliyetinin yiikselmesi
sayilabilecek engellerdendir. Bu engellere ragmen, kesin kosullar1 duyarli bir
sekilde onceden haber verebilen diyagnostik testleri gelistiren sirketler vardir.

Teranostik sektorii  olii  kalmis c¢ogunlukla kullamlmamigstir, fakat
molekiiler tan1 teknolojisi ile kisiye 6zel ilac¢ tedavisinde hareketlilik bu sektoriide
canlandirmigtir. Diyagnostik testlerin gelistirilmesi, ilag ve hasta arasindaki
uyumlulugun, ilacin hastaya en etkin hangi yolla verilebilcegi ve ilacin nasil iyi
bir geri besleme sagladiginin anlasilmasi icin olduk¢a 6nemlidir.

Teranostik hastaligin yonetilmesi icin yeni bir medikal yaklasimdir.
Hastaligin ilerleyisini durum olarak gormekten ziyade taninin konmasiyla
hastaligi bir proses olarak gorerek ona gore tedavi uygulanmaktadir. Verilen

terapatik ilacin klinik yararini uygulanan bir tan1 testi arttirabilmektedir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan kimyasallar

Poli(vinil alkol) (PVA; molekiil agirligi: 100.000, % 98 hidrolize olabilen)
Aldrich (ABD) firmalarindan temin edilmistir. Etilenglikoldimetakrilat (EGDMA)
Fluka A. G. (Buchs, Isvicre) firmasindan saglanarak kullanilmadan ©nce
hidrokinon varliginda diisiik basingta damitilmig ve kullanincaya kadar 4°C’da
muhafaza edilmistir. Diger biitiin kimyasallar analitik saflikta olup, Merck AG
(Darmstadt, Almanya) firmasindan saglanmistir. Deneylerde kullanilan su, yiliksek
akisli selilloz membranli Barnstead (Dubuque, IA) Ropure LP® ters ozmoz
tinitesinde isleme tabi tutulduktan sonra Barnstead D3804 NANOpure®
organik/kolloidal uzaklastirma ve dolgulu iyon degisim sistemi kullanilarak

saflastirilmistir. Elde edilen saf suyun iletkenligi 18 megaohm/cm'dir.

2.1.2. Kullanilan cihazlar

Modifiye  siiperparamanyetik ~ demir  oksit  nanopartikiillerinin
karakterizasyonu icin Shimadzu 8000 model FT-IR kullanilmistir. Polimerik nano
TNF-a ve nano anti-TNF-o’nin boyut analizi icin Malvern Zeta Sizer Nano-ZS
cihaz1 kullanmilmistir. Cary Eclipse marka floresan spektrofotometre cihazi; gesitli
konjugasyonlar sonucu MATyr-Ru(bipyr),-MATyr monomeri ile floresan 6zellik
kazanan partikiillerdeki floresan degisimi belirlemek icin, Analytik Jena
BIAffinity model reflektometrik interferans spektroskopi cihazi; aktive edilmis
sensorlere polimerik nano anti-TNF-a yonlendirilmesi yapilarak nano anti-TNF-a
ile ticari TNF-a molekiilii arasindaki baglanmanin belirlenmesi, BD FACS Aria
akis sitometrisi ise sentezlenen polimerik nano TNF-o’nin insan kan kanseri hiicre
hatti (HL-60) ile inkiibe edilerek kanser hiicreleri {iizerindeki etkinliginin

belirlenmesi i¢in kullanilmisgtir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Fotosensitif mikroemiilsiyon teknigi ile polimerik nano TNF-o’nmin

sentezi

Polimerik nano TNF-a fotosensitif mikroemiilsiyon polimerizasyon
teknigi ile hazirlanmistir. Mikroemiilsiyon sistemi 1.1 gram polivinil alkoliin
(PVA) 100 mL distile su icinde dispersiyonu ile hazirlanmistir. Daha sonra fosfat
tamponu (pH: 7.0) icinde 1000 ppm TNF-a soliisyonu hazirlanmistir. 25 pL
MATyr-Ru(bipyr),-MATyr kompleksi 1000 ppm 500 pL. TNF-a soliisyonu icine
ilave edilmis ve karisim 4 saat kanstirilmistir. TNF-0-MATyr-Ru(bipyr),-MATyr
kompleksi PVA dispersiyon ortaminin ic¢ine aktarilmistir. Baglatict soliisyon
olarak amonyum persiilfat (APS) ¢ozeltisi hazirlanmistir. 0.02 gram APS 45 mL
distile su icinde c¢ozdiiriilmiis ve bu ¢ozeltiden 25 mL alinarak reaksiyon
ortaminin igine eklenmis ve ortam 48 saat manyetik karistiric1 iizerinde oda

sicakliginda, giin 15181nda ve azot ortaminda karistinlmistir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Azot ortaminda fotosensitif mikroemiilsiyon teknigi ile polimerik nano TNF-o’nin

sentezi
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48 saat sonunda sentezlenen nanopartikiiller reaksiyon ortamindan 12000 rpm
hizda ve 10 dakika siire ile santrifiijlenerek ayrilmistir. Fosfat tamponu (pH: 7.4)
ile 3 kez yikama yapilarak reaksiyona girmeyen materyaller uzaklagtirilmistir.
MATyr-Ru(bipyr),-MATyr kompleksi sayesinde floresan ozellik kazanan

polimerik nano TNF-a’nin floresan spekturumu ol¢iilmiistiir.

2.2.2. Polimerik nano TNF-a ile metotreksat (MTX) konjugasyonu

150 mg polimerik nano TNF-a 1 mL fosfat tamponu (pH:7.4) i¢inde
dispers edilmis ve iizerine 250 pL 0.1 M N-hidroksisiiksinimid (NHS) ile 250 pL
0.4 M 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimid (EDC) ilave edilmis ve 2 saat
karistirllmigtir. 2 saatin sonunda karistma 20 mg/mL 0.1 M NaOH icinde
hazirlanmis metotreksat stok ¢ozeltisinden (Fluka’'mn MTX hazirlama
protokoliine gore) fosfat tamponunda (pH: 7.4) seyreltilmis 0.01 M 2 mL ilave
edilmis ve 24 saat karisim manyetik karistiric1 iizerinde kanstirllmistir. 24 saat
sonunda 12000 rpm hizda 10 dakika siire ile polimerik nano TNF-o -metotreksat
konjugasyonu santrifiijlenerek polimerik nano TNF-o’ya konjuge olmayan
metotreksat molekiilleri uzaklastirilmistir. Santrifiij sonunda pellet 3 kere fosfat
tamponu (pH:7.4) ile santrifijjlenerek yikama islemi gerceklestirilmistir.
Metotreksat ~ konjuge  edilmis  polimerik  nano  TNF-a  floresan
spektrofotometresinde incelenmis ve metotreksat konjugasyonu sonucu floresan

spekturumundaki degisim belirlenmistir.

2.2.3. Siiperparamanyetik nanopartikiillerinin (SPN) 3-trimetoksisilil

propil metakrilat (TMSPM) ile modifikasyonu
0.08 gram SPN iizerine 5 mL toluen ve 1 mL TMSPM ilave edilmis ve

karisim 24 saat manyetik kanstiricida kanstirilmistir. Sonra manyetik ayirici ile

¢ozeltiden alinan SPN toluen ve etanol ile yitkanmis ve sonra kurutulmustur.
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2.2.4. Silanlanmms SPN partikiillerine anti-TNF-0 antikorunu

konjugasyonu

Silanlanmig SPN iizerine 3 mL fosfat tamponu (pH: 7.4) ilave edilerek
silanlanmis SPN dispers edilmistir. Sonra karistminin iizerine 100 ul MATyr-
Ru(bipyr),-MATyr ilave edilmis ve 24 saat karstinlmigtir. Daha sonra fosfat
tamponu (pH: 7.4) icinde hazirlanmis anti-TNF-a antikorunun stok ¢ozeltisinden
Img/mL 500 pL karisima ilave edilmis ve son olarak 100 uL APS ilavesi ile
karisim 24 saat manyetik karistiricidda  karistirillmistir.  Sonra karisim  fosfat
tamponu (pH 7.4) ile 3 kez yikanarak baglanmayan antikor molekiilleri

uzaklastirilmastir.

2.2.5. Hyaluronik asit (HA) biyopolimerine TNF-o‘nin fotosensitif

konjugasyonu

15 mg HA tartilip 10 mL distile suda ¢ozdiiriilerek 1500 ppm HA ¢ozeltisi
elde edilmistir. 1.5 mL ¢ozelti alinarak tizerine 25 pLL 0.1 M NHS ile 25 uL. 0.4 M
EDC ilave edilmis ve 2 saat karistirtlmigtir. 2 saat sonra karisima 1,5 mmol 10 pL
etilendiamin eklenip karisim 24 saat karistirllarak HA’in fonksiyonel uzantilar
kazanmas1 saglanmistir. Ertesi giin karisim iizerine tekrar 25 pL 0.1 M NHS ile 25
pL 0.4 M EDC ilave edilmis ve 2 saat karistinnlmigtir. 2 saat sonra karisima 50 pL
MATyr-Ru(bipyr),-MATyr kompleksi ilave edilmis ve karisim 4 saat
karistirllmistir. 4 saatin sonunda HA c¢ozeltisine 500 ppm 50 pL proinflamatuvar
sitokin olan TNF-a ilave edilmis ve ardindan 50 pL 100 mM fosfat tamponu (pH:
7.4) icinde hazirlanmis APS karisima ilave edilerek polimerizasyon baslatilmig
ve 24 saat oda sicaklifinda, giin 1s18inda manyetik karigtiricitda TNF-o’nin HA
karisimi i¢inde foto-polimerizasyon ile konjugasyonu saglanmistir.

24 saat sonunda karisim ikiye ayrilmistir. Karisimin yarisina 100 pLL 0.1 M
NHS ile 100 uL. 0.4 M EDC ilave edilmistir. 2 saat sonra karigimin iizerine 20
mg/mL 0.1 M NaOH i¢inde hazirlanmis (Fluka’nin MTX hazirlama protokoliine
gore) stok metotreksat ¢ozeltisinden fosfat tamponunda (pH: 7.4) seyreltilmis 0.01

M 2 mL ilave edilmis ve 24 saat karisim manyetik karistirict iizerinde
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kanistinllmistir. MATyr-Ru(bipyr),-MATyr kompleksi iceren HA c¢ozeltisinin,
TNF-o/HA konjugasyonunun ve MTX baglanmis TNF-o/HA konjugasyonunun
floresan degerleri floresan spektrofotometresi ile Sl¢iilmiistiir.

Karisimin diger yaris1 SPN iizerine konjuge edilmis anti-TNF-a karigimi
izerine eklenmis ve karisim 24 saat manyetik karistiricida karistirilarak anti-TINF-
o antikoru ve TNF-o'nin etkilestirilmesi saglanmistir. Etkilesim floresan

spektroskopisinde floresandaki degisim baz alinarak belirlenmistir.

2.2.6. Hyaluronik asit (HA) biyopolimerine anti-TNF-o antikorunun

fotosensitif konjugasyonu

TNF-a konjugasyonunda oldugu gibi etilendiamin ve MATyr-Ru(bipyr) -
MATyr ile fonksiyonel hale gelen HA karisimi iizerine 500 ppm 50 pL RA
hastaliginin proinflamatuvar sitokini olan TNF-a’y1 bloklayict biyoaktif anti-
TNF-a antikoru ilave edilmis ve iizerine polimerizasyonu baslatic1 50 pLL 100 mM
fosfat tamponu (pH: 7.4) icinde hazirlanmig APS ilave edilmistir. 24 saat oda
sicakliginda, giin 1s1ginda manyetik karistiric1 iizerinde anti-TNF-a antikorunun
HA karisimina foto-polimerizasyonla konjugasyonu saglanmaistir.

24 saat sonunda 100 pL. 0.1 M NHS ile 100 pL. 0.4 M EDC anti-TNF-a
antikoru konjuge edilmis HA cozeltisine ilave edilmistir. 2 saat sonra karisimin
tizerine 20 mg/mL 0.1 M NaOH iginde hazirlanmig (Fluka’nin MTX hazirlama
protokoliine gore) metotreksat ¢ozeltisi ilave edilmis ve 24 saat karisim manyetik
karistiric1 iizerinde karistirllmistir. MATyr-Ru(bipyr),-MATyr kompleksi iceren
HA ¢ozeltisinin, anti-TNF-o/HA konjugasyonunun ve MTX baglanmis anti-TINF-
o/HA konjugasyonunun floresan degerleri floresan spektrofotometresi ile

Olctilmiistiir.

2.2.7. CdS/kuantum noktalarma (QD) TNF-a konjugasyonu

Oncelikle CdS/kuantum noktalar1 (QD) sentezlenmistir. Bunun icin etanol
ile 24 mL 0.01 M Cd(OAc),.H,O soliisyonu hazirlanmistir. Hazirlanan soliisyon

azot ortaminda 30 dakika oda sicakliginda kanstirilmistir. Daha sonra sodyum
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siilfit (0.01 M, 24 mL) yavasca ortama eklenmis ve karisim 30 dakika azot
ortaminda tekrar karigtirilmis ve sonra santrifiijlenmistir. Cokelti iki kere distile su
ile yikanmis ve hava ile oda sicakliginda kurutulmustur.

CdS nanokristalleri Hiir ve ark. (2007) tarafindan sentezlenen
metakriloilamido sistidin (MAC) iceren 0,018 M, 10 mL etanole ilave edilmis ve
24 saat kanistinnlmistir. Boylece metakriloil gruplart CdS nanokristalinin yiizeyine
baglanmistir. Daha sonra nanokristaller etanol ve distile su ile 10 dakika
yikanarak fazla tiyol gruplar uzaklastiriimagtir.

Sentezlenen CdS-MAC soliisyonuna Hiir ve ark. (2007) tarafindan
sentezlenen metakriloilamido tirozin (MAT) baglanmas1 i¢in 5,08 mg MAT 1 mL
suda dispers edilmis ve 1 mL CdS-MAC soliisyonu iizerine ilave edilmis ve 24
saat karistiritlmagtir.

TNF-o’nin kuantum noktalarina konjugasyonu i¢in, 5 ppm 0.6 mL TNF-a
solisyonu hazirlanmis ve 2 mL CdS-MAC-MAT soliisyonuna ilave edilmistir.
Uzerine 100 uL Hiir ve ark. (2007) tarafindan sentezlenen PIMATrp-Ru-Guanine]
ilave edilmis ve 2 saat karigtirnlmigtir. Daha sonra fosfat tamponunda (pH:7.4)
hazirlanmis 100 pL. 100 mM APS ilave edilerek polimerizasyon baslatilmis ve
giin 15181nda oda sicakliginda 24 saat polimerizasyon islemi gerceklestirilmistir.
24 saat sonunda baglanmayan TNF-o’nin uzaklastirilmasi i¢in fosfat tamponu

(pH:7.4) ile iki kere yikama islemi yapilmistir.

2.2.8. Polimerik nano anti-TNF-a sentezi

Nano anti-TNF-o’da polimerik nano TNF-o sentezi gibi fotosensitif
mikroemiilsiyon polimerizasyon teknigi ile hazirlanmistir. Mikroemiilsiyon
sisteminde 1.1 gram polivinil alkol (PVA) 100 mL distile su icinde disperse
edilmistir. 1 mL fosfat tamponu (pH: 7.0) icinde toz halindeki 1 mg anti-TNF-a
antikoru ¢ozdiiriilerek 1000 ppm ¢ozelti hazirlanmistir. 25 uL. MATyr-Ru(bipyr);-
MATyr kompleksi, 1000 ppm 500 pL anti-TNF-o antikor soliisyonu icine ilave
edilmis ve karisim 4 saat kanistinnlmistir. Anti-TNF-0-MATyr-Ru(bipyr),-MATyr
kompleksi PVA dispersiyon ortaminin i¢ine aktarilmigtir. 0.02 gram APS 45 mL

distile su icinde c¢ozdiiriilmiis ve bu c¢ozeltiden 25 mL alinarak reaksiyon
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ortaminin igine eklenmis ve ortam 48 saat manyetik karistirici iizerinde oda
sicakliginda, giin 1518inda ve azot ortaminda karistinnlmistir. 48 saat sonunda
sentezlenen nanopartikiiller reaksiyon ortamindan 12000 rpm hizda ve 10 dakika
siire ile santrifiijlenerek ayrilmistir. Fosfat tamponu (pH: 7.4) ile 3 kez yikama
yapilarak reaksiyona girmeyen materyaller uzaklastirllmistir. 150 mg polimerik
nano anti-TNF-a tartilarak 1 mL fosfat tamponu (pH: 7.4) iginde dispers
edilmistir. Uzerine 250 pL 0.1 M NHS ile 250 pL 0.4 M EDC ilave edilerek
karisim 2 saat manyetik karistirici iizerinde karigtirilmistir. Daha sonra karigimin
tizerine 20 mg/mL 0.1 M NaOH metokreksat stok ¢ozeltisinden 0.011 M 500 pL
olacak sekilde alinarak 24 saat oda sicakliginda karistirtlmistir. Polimerik nano
anti-TNF-a’nin ve MTX baglanmis polimerik nano anti-TNF-o’nin floresan

degerleri floresan spektrofotometresinde Sl¢iilmiistiir.

2.2.9. Reflektometrik interferans spektrofotometresi ile polimerik nano

anti-TNF-o‘nin etkinliginin analizi

Oncelikle literatiirde ilk defa reflektometrik interferans spektroskopisi
cihazina ticari anti-TNF-a antikoru immobilize edilmis ve TNF-a ligand olarak
kullanilmig ve cihazda anti-TNF-a ile TNF-a etkilesimi kaydedilmis daha sonra
cip yiizeyine sentezlenen polimerik nano anti-TNF-a immobilizasyonu
gerceklestirilmistir. Ticari anti-TNF-a antikorunun immobilize edildigi ilk deney
icin Oncelikle karboksimetildekstran (CMD) polimer tabakasi ile kapli cipler
cihaza takilmis ve  HBS pH:7.4 (HEPES:NaCl:EDTA) tampon sistemi
kullanilarak yikanmigtir. Sonra 0,1 M NHS ve 0,1 M EDC c¢ozeltileri ile aktive
edilmistir (Sekil 2.1). Sensor yiizeylerinin NHS/EDC ile aktivasyonu sonucunda
yiizey morfolojisinin degismesi 151gm kirmim acisin1 degistirdigi icin sensogram
sinyalinde artma meydana gelmistir. Bu artis etkilesimin gerceklestiginin bir

gostergesidir.
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Sekil 2.2. CMD kapli sensorlerin aktivasyon semasi

Sensor yiizeyinde uygun geometrili antikor yonlenmesi saglamak iizere
modifiye edilen reflektometrik sensorler farkli konsantrasyonlardaki anti-TNF-a
antikor cozeltileri ile etkilestirilerek (Sekil 2.2) TNF-a tayini i¢in hazirlanmistir.
Yapilan Ol¢limler sonucunda sensor yiizeylerine baglanacak uygun antikor
konsantrasyonu 10 mgL'1 olarak belirlenmigtir. Sensor yiizeyine anti-TNF-a
antikorunun baglanmas1 sonucunda sinyalde artis olmus ve baglanma bdolgelerinin

tamamlanmasina kadar artma devam etmistir.
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Sekil 2.3. Aktive edilmis sensorlere antikor baglanma semast
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Uygun yonlenimli antikor immobilizasyonu gergeklestirilmis ¢ipler RIfS
cihazi kullanilarak farkli konsantrasyonlarda (10, 25 ve 50 ngmL™) TNF-o
cozeltileri ile etkilestirilmis ve antikor ile TNF-a molekiilii arasinda baglanma
gozlenmistir. Ticari anti-TNF-a immobilizasyonu ile elde edilen bu sonuglar
dogrultusunda cip yiizeyine polimerik nano anti-TNF-a’nin immobilizasyonu
denenmistir. Bunun i¢in 6ncelikle CMD polimer tabakasi ile kapl cipler HBS
pH:7.4 (HEPES:NaCI:EDTA) tampon sistemi kullanilarak yikanmis sonra 0,1 M
NHS ve 0,1 M EDC c¢ozeltileri ile aktive edilmistir. 0.1 g/mL HBS tamponu
(pH:7.4) icinde stok polimerik nano anti-TNF-a ¢ozeltisi hazirlanmis ve bu
cozeltiden NaAc ile seyreltilmis farkli derisimlerde ornekler hazirlanarak
modifiye edilen reflektometrik sensorler ile etkilestirilmistir. Yapilan olgiimler
sonucunda sensOr yiizeylerine baglanacak uygun antikor konsantrasyonu 10000
ppm nano anti-TNF-a olarak belirlenmistir. Sensor yiizeyine polimerik nano anti-
TNF-o’nin baglanmasi sonucunda sinyalde artis olmus ve baglanma bolgelerinin
tamamlanmasina kadar artma devam etmistir. Uygun yonlenimli oldugu
diigiiniilen polimerik nano anti-TNF-o immobilize edilmis cipler RIfS cihazi
kullanilarak HBS icinde farkli konsantrasyonlarda (25, 50 ve 100 ngmL™)
hazirlanmis TNF-a ¢ozeltileri ile etkilestirilmistir. En iyi etkilesim 100 ngmL'1

hazirlanmis TNF-a ¢ozeltisi kullanildigi zaman elde edilmistir.

2.2.10. Hiicre kiiltiiri

Bu calismada insan kan kanseri hiicre hatt1 (HL-60) kullanilmistir. HL-60
hiicreleri, % 10 (v/v) fetal sigir serumu (FBS) ve penisilin/streptomisin
antibiyotiklerini iceren RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) hiicre
kiiltiirii ortamda 5x10* hiicre/mL olacak sekilde steril hiicre kiiltiirii test kaplarinda

37°C’de ve % 5 CO;igeren inkiibatorlerde yetistirilmistir.

2.2.11. Polimerik nano TNF-a’nmin kanser hiicrelerine etkisi

Bu calismada, polimerik nano TNF-o’nin hiicre kiiltiirinde TNF-o gibi

islev gorerek kanser hiicrelerinin TNF-a reseptoriinii bloke etmesi ve boylece
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kontrollii hiicre 6liimiine (apoptoz) sebebiyet vermesi amacglanmistir. Polimerik
nano TNF-a’dan 0,05 gram alinarak 1 mL DMSO ic¢inde dispers edilmis ve
karisimdan 25 pL alinarak 50 000 hiicre/mL HL-60 hiicre hattinin oldugu hiicre
kiiltiirii test kabina aktarilmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. DMSO‘nun hiicrelere
etkisini incelemek i¢in 25 pL. DMSO kullanilarak DMSO kontrolii ve normal
kontrol hiicreleri olusturulmustur. Akis sitometrisinde normal kontrol hiicrelerinin
canlilik orami belirlenmis daha sonra sadece DMSO’nun hiicrelere etkisi ve son

olarak polimerik nano TNF-a’nin HL-60 hiicrelerine etkisi incelenmistir.

2.2.12. Akis sitometrisi

HL-60 hiicrelerindeki apoptoz ve nekroz degerleri Annexin V-FITC/PI kiti
(BD Company, USA) kullamlarak akis sitometrisi cihazinda (FACS Aria, BD
Corporation, USA) belirlenmistir. Hiicreler 1200 rpm hizda 5 dk santrifiijlenerek
toplanmis ve sonra soguk fosfat tamponu (pH: 7.4) ile iki kere yikanip
santrifiijlenerek hiicre kiiltiirii ortaminin kalintilarindan uzaklastinlmistir. Daha
sonra hiicre pelletleri 100 mL baglanma tamponu (kitte mevcut bulunmaktadir) ile
siispanse hale getirilmistir. 100 mL hiicre siispansiyonu (5x10* hiicre/mL) akis
sitometrisi tiiplerinin i¢ine alinmis iizerlerine SuL. Annexin V- FITC boyasi ve
SuL propidyum iyodid (PI) boyasi ilave edilmis ve 15 dakika karanlikta oda
sicakliginda inkiibe edilmislerdir. Sonra 400 pL baglanma tamponu her Grnege
ilave edilmis ve akis sitometrisinde Diva yaziliminda ikili boyama analizine gore
okutulmustur. Bu boyamaya gore hiicreler dort gruba ayrilmaktadir. Apoptoza
ugramis hiicrelerde fosfotidilserin yapis1 ortaya ¢ikmakta ve Annexin V-FITC
hiicreleri tarafindan boyanmaktadir. Nekroza ugramis hiicreleri PI boyasi
boyamakta ve canli hiicreler boyanmayan kalmaktadir. Boyanmamis hiicreler
canli hiicrelerdir (Q3), Annexin V ile boyanmis PI ile boyanmamis hiicreler erken
apoptoza ugramis hiicrelerdir (Qu), ge¢ apoptoza ugramis hiicreler hem Annexin V
hem de PI ile boyanmis hiicrelerdir (Q,), sadece PI ile boyanmis hiicreler ise

nekroza ugramis hiicrelerdir (Q).
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2.2.13. Karakterizasyon calismalari

2.2.13.1. Boyut analizi

Polimerik nano TNF-a ve polimerik nano anti-TNF-o’nin boyut analizi

Zeta Sizer (Malvern Zeta Sizer Nano-ZS) kullanilarak elde edilmistir.

2.2.13.2. FTIR analizi

SPN ve silanlanmis SPN FTIR spektrumu, FTIR spektrometresi
(Shimadzu FTIR 8000 Series) kullanilarak elde edilmistir. Kuru SPN ve modifiye
SPN molekiilleri KBr ile karistirilarak tablet hazirlanmis ve FTIR spektrumu

cekilmistir.
3. BULGULAR
3.1. Floresan Spektrofotometre Olciim Sonuclar
3.1.1. Hyaluronik asit ile TNF-a konjugasyonu

Hyaluronik asit ¢ozeltisi MATyr-Ru(bipyr),-MATyr kompleksi ile
hazirlandig1 i¢in floresan 6zellik kazanmistir. Floresan spektrofotometresinde HA
cozeltisinin en yiiksek floresan siddeti ve buna bagli olarak dalga boyu
belirlenmistir (Sekil 3.1 kirmiz1 pik). HA ¢6zeltisinin TNF-a ile konjugasyonu

floresan spektroskopisinde ayni dalga boyunda Olgiilmiis ve siddetindeki

degisiklik belirlenmistir (Sekil 3.1 mavi pik).
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Sekil 3.1. HA ¢ozeltisi ile TNF-a konjugasyonunun floresan spektroskopi degerleri

HA c¢ozeltisi 310 nm’de uyarilmistir ve emisyon degeri 620.00 nm olarak
belirlenmistir. Floresan siddeti ise 152.763 olarak oOlciilmiistiir (kirmiz1 pik). HA
¢ozeltisi ile TNF-a konjugasyonu 310 nm’de uyarilmistir ve emisyon degeri
620.00 nm olarak belirlenmistir. Floresan siddetinde ise diisme godzlenmis ve

108.877 (mavi pik) olarak olciilmiistiir

3.1.2. TNF-a konjuge edilmis HA cozeltisi ile anti-TNF-a konjuge edilmis

siiperparamanyetik nanopartikiillerinin etkilesimi

TNF-a konjuge edilmis HA c¢o6zeltisi ile anti-TNF-o antikoru konjuge
edilmis SPN birbirleri ile ayn1 oranda alinarak 6 saat manyetik karistiricida
etkilestirilmis ve TNF-o ile anti-TNF-o’'nin etkilesiminin  floresan

spekturumlarindaki degisimi gozlenmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. HA ¢6zeltisi/TNF-o konjugasyonu ile anti-TNF-a/SPN konjugasyonunun etkilesimi

Sekil 3.2’de goriildiigii gibi HA c¢ozeltisinin floresan siddeti 152.763
(kirmiz1 pik), HA cozeltisi ile TNF-a konjugasyonunun floresan siddeti 108.877
(mavi pik) OoOl¢iilmustiir. HA ¢ozeltisi/TNF-a konjugasyonu ile anti-TNF-o/SPN
konjugasyonunun karigtirnlmasi sonucu TNF-o ile anti-TNF-o’nin etkilesimi

floresan siddetini 75.919 degerine diisiirmiistiir (mor pik).

3.1.3. Hyaluronik asit ile anti-TNF-a konjugasyonu

HA c¢ozeltisinin - anti-TNF-a  antikoru ile konjugasyonu floresan
spektrofotometresinde ayni dalga boyunda ol¢iilmiis ve HA ¢ozeltisinin floresan

siddetindeki degisiklik belirlenmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. HA ¢ozeltisi ile anti-TNF-a konjugasyonunun floresan spektroskopi degerleri
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Sekil 3.3.’de goriildigii gibi HA cozeltisinin floresan siddeti 152.763
olarak ol¢iilmiistiir (kirmiz1 pik). HA c¢ozeltisi ile anti-TNF-a konjugasyonu 310
nm’de uyarilmistir ve emisyon degeri 621.01 nm olarak belirlenmistir. Floresan

siddetinde ise diisme gozlenmis ve 134.168 (mavi pik) olarak Sl¢iilmiistiir.

3.1.4. HA cozeltisi ile anti-TNF-o konjugasyonu ve QD ile TNF-a

konjugasyonunun etkilesimi

HA cozeltisi-anti-TNF-a konjugasyonu ile QD-TNF-a konjugasyonunun
etkilesimi floresan spektrometresinde Ol¢iilmiistiir. 3.1.3. bulguda verilen HA-anti
TNF-a konjugasyonu ile aym seyreltme oram1 kullanildiginda QD-TNF-a
konjugasyonu oldukca yiiksek floresan siddeti gostermis (yaklasik 940.062).
Sonuglarin daha saglikli degerlendirilebilmesi icin QD-TNF-a konjugasyonu 50
kat fosfat tamponu (pH:7.4) ile seyreltilmis ve 310 nm’de uyarilmistir. QD-TNF-a
konjugasyonunun emisyon degeri 621.01 nm olarak belirlenmistir. Floresan
siddeti ise 76.351 olarak olciilmiistiir (Sekil 3.4 mavi pik). HA ¢6zeltisi-anti-TINF-
o konjugasyonunun floresan siddeti 50’nin altindadir (Sekil 3.4 kirmiz1 pik). HA
cozeltisi-anti-TNF-a konjugasyonu ile QD-TNF-a konjugasyonunun etkilesiminin
floresan siddetinde ise artma gézlenmis 196.192 olarak belirlenmistir (Sekil 3.4
siyah pik).
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Sekil 3.4. HA ¢ozeltisi-anti-TNF-a konjugasyonu ile QD-TNF-a konjugasyonunun etkilesimi
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3.1.5. MTX konjuge edilmis polimerik nano TNF-a

Polimerik nano TNF-a sentezlenirken MATyr-Ru(bipyr),-MATyr
kompleksi kullanildigi i¢in nanopartikiil floresan 6zellik kazanmistir. Floresan
spektrofotometresinde polimerik nano TNF-a‘nin en yiiksek floresan siddeti ve
buna bagh olarak dalga boyu belirlenmistir. 230 nm dalga boyunda en yiiksek
floresan siddet degeri elde edilmistir (Sekil 3.5 mavi pik). MTX konjuge edilmis
polimerik nano TNF-a’da polimerik nano TNF-o’nin uyarildigi dalga boyunda

uyarilmis ve floresan siddetinde diisme goézlenmistir (Sekil 3.5 kirmizi pik).
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Sekil 3.5. Polimerik nano TNF-a ve MTX konjuge edilmis polimerik nano TNF-o’nin floresan
siddet degerleri

Polimerik nano TNF-a 230 nm’de uyarilmistir. Emisyon degeri 460.00
nm olarak belirlenmistir. Floresan siddeti ise 154.473 olarak olciilmiistiir (Sekil
3.5 mavi pik). MTX konjuge edilmis polimerik nano TNF-a’da 230 nm’de
uyarimistir. Emisyon degeri 460.00 nm olarak belirlenmistir. Floresan siddeti ise

149.130 olarak dl¢iilmiistiir (Sekil 3.5 kirmiz1 pik).

3.1.6. MTX konjuge edilmis polimerik nano anti-TNF-a

Polimerik nano anti-TNF-o’nin sentezinde de MATyr-Ru(bipyr),-MATyr
kompleksi kullanildigi i¢in nanopartikiil floresan 6zellik kazanmistir. Floresan

spektrofotometresinde polimerik nano anti-TNF-a‘nin en yiiksek floresan siddeti
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230 nm dalga boyu belirlenmistir (Sekil 3.6 kirmiz1 pik). MTX konjuge edilmis
polimerik nano anti-TNF-o’da polimerik nano anti-TNF-o’nin uyarildigi dalga

boyunda uyarilmis ve floresan siddetinde diisme gozlenmistir (Sekil 3.5 siyah

pik).
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Sekil 3.6. Polimerik nano anti-TNF-a ve MTX konjuge edilmis polimerik nano anti-TNF-o’nin

floresan siddet degerleri

Polimerik nano anti-TNF-o 230 nm’de uyarilmistir. Emisyon degeri
460.00 nm olarak belirlenmistir. Floresan siddeti ise 166.604 olarak olciilmiistiir
(Sekil 3.6 kirmiz1 pik). MTX konjuge edilmis polimerik nano anti-TNF-a’da 230
nm’de uyarilmistir. Emisyon degeri 460.00 nm olarak belirlenmistir. Floresan

siddeti ise 164.645 olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 3.6 siyah pik).

3.1.7. Polimerik nano anti-TNF-a ile ticari TNF-a etkilesimi

Bu ¢alismada, polimerik nano anti-TNF-o’nmin etkinligi, ticari TNF-a ile
etkilestirilip floresanindaki degisime bagli olarak belirlenmistir. Polimerik nano
anti-TNF-a’nin floresan siddeti Sekil 3.6’da da goriildiigii gibi 166.604 olarak
belirtilmistir. Ticari TNF-o’nin floresan siddeti 6lciilmiis ve 50’nin altinda kiigiik
bir pik goriilmiigtiir. Polimerik nano anti-TNF-a ile ticari TNF-a etkilesimi sonucu
polimerik nano anti-TNF-o'nin floresan siddetinde diisme gozlenmistir (Sekil

3.7).
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Sekil 3.7. Polimerik nano anti-TNF-a ve ticari TNF-o’nin etkilesimi

Polimerik nano anti-TNF-o’'nin  floresan siddeti 166.604 olarak
Olciilmiistiir (Sekil 3.7 kirmizi pik). Ticari TNF-a’da 230 nm’de uyarilmistir.
Floresan siddeti 50’ nin altindadir (Sekil 3.7 kahverengi pik), polimerik nano anti-
TNF-a ve ticari TNF-o’nin etkilesimi de 230 nm’de uyarilmistir. Floresan siddeti

76.497 diismiistiir.

3.1.8. Polimerik nano anti-TNF-a ile polimerik nano TNF-a karisimi

Esit derisimlerde polimerik nano anti-TNF-a ile polimerik nano TNF-a 6

saat karistirilmig ve karisimin floresan siddeti l¢iilmiistiir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Polimerik nano anti-TNF-a ile polimerik nano TNF-a etkilesimi

55



Polimerik nano anti-TNF-a’nin floresan siddeti 166.604 (Sekil 3.8 mavi
pik), nano TNF-o’'nin floresan siddeti 154.473 (Sekil 3.8 yesil pik), polimerik
nano anti-TNF-a ile polimerik nano TNF-a karigiminin floresan siddeti ise

152.451 dir.
3.2. Karakterizasyon Calismalari
3.2.1. FTIR analizi

Sekil 3.9’da SPN’lerin FT-IR spektrumu incelendiginde CH anti simetrik
ve simetrik gerinimi 2924 cm’de, O’e baghh CH; 2852 cm™de goriilmektedir.
1711 cm™ de goriilen pik TMSPM nin metakriloiline ait karbonil bandia aittir.
1168 cm™ ve 1091 cm™ deki pikler ise Si-O-C gerinimine ait olup TMSPM

yapisina ait karakteristik piklerdir.
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Sekil 3.9. a) SPN’lerin FT-IR spektrumu b) TMSPM ile modifiye edilmis SPN’lerin FT-IR

spektrumu
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3.2.2. Boyut analizi

Polimerik nano TNF-o’nin ¢ap1 38.19 nm, polimerik nano anti-TNF-o’nin
capi ise 38,86 nm olaraki Zeta Sizer (Malvern Zeta Sizer Nano-ZS) kullanilarak

elde edilmistir.

3.2.3. Reflektometrik interferans spektrofotometresi ile polimerik nano

anti-TNF-o’nin etkinliginin analizi

CMD kapl sensorler Sekil 3.10’da goriildiigii gibi artan pik dogrultusunda
NHS/EDC ile aktive edilmislerdir. Daha sonra HBS buffer ile yikama yapilmis
baglanmayan NHS/EDC uzaklastirildig i¢in pikte diisme gozlenmistir.
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Sekil 3.10. CMD kapli sensorlerin aktivasyonuna ait sensogram

Oncelikle RIfS cihaz1 ile TNF-o antikoru ve antijeni arasindaki etkilesimi
belirleyebilmek icin sensor yiizeyine farkli konsantrasyonlarda ticari anti-TNF-a
antikoru immobilize edilmis ve immobilizasyonun gerceklestigi sensogram

incelenerek belirlenmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Aktive edilmis sensor yiizeylerine 10 mgL'l’lik anti-TNF-o immobilizasyonuna ait

sensogram

Ticari anti-TNF-a immobilize edilmis sensor yiizeyinden gecirilen TNF-a
antijeni sensor yiizeyine baglanmistir ve bdylece pikte artma gozlenmistir.
Yikama sonucu antijen uzaklasgtirilmis ve sensoriin  rejenerasyonu

gerceklestirilmis ve pikte diisme gozlenmistir (Sekil 3.12).

[u]
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Sekil 3.12. Antijen ile muamele sonucu baglanma ve rejenerasyon
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Elde edilen sonuglar dogrultusunda yeni bir CMD sensor yiizeyi
NHS/EDC ile aktive edilmis ve artan pik gozlenmis (Sekil 3.13-1), sonra yikama
ile baglanmayan ajanlar uzaklastirllmis boylece pikte diisme gozlenmis (Sekil
3.13-2), daha sonra sentezlenen 1000 ppm polimerik nano anti-TNF-o sensor
yiizeyine immobilize edilmis (Sekil 3.13-3) ve son olarak 100 ngmL'1 miktarinda
ticari TNF-a ¢ozeltisi ortama verilmis ve ticari TNF-a’nin polimerik nano anti-

TNF-a’ya baglandigr goriilmiistiir.
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Sekil: 3.13. BIAffinity cihazi ile ticari TNF-a’nin polimerik nano anti-TNF-o’ya baglanmasin

gosteren sensogram

3.3. Akis Sitometrisi Sonuclar:

Asagidaki Sekil 3.14-a kontrol hiicrelerini gostermekte ve canli hiicre
oran1 Qs % 98.9’dir. 25 pL DMSO ilavesi hiicre kiiltiiriinde toksik etki
gostermemis canlilik orant Qs % 90’1n {iizerindedir. Polimerik nano TNF-o’nin

hiicre kiiltiiriindeki etkisi ise Sekil 3.14-b gosterilmistir.
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Sekil 3.14. Kontrol hiicresi ve polimerik nano TNF-a’mn akis sitometri sonuglari

Sekil 3.14.’te goriildiigii gibi ilk sekil kontrol hiicresinin akis sitometri
sonuclari canli hiicre oranmi (Qs. % 98.9). Ikinci sekil ise polimerik nano TNF-o’nin
akis sitometri sonuclar1 nekrotik hiicre oram (Q;. % 8.5, gec apoptoz orani (Q; : %

21.0), canl1 hiicre oran1 (Q3: % 62.9) ve erken apoptoz orani (Q4 : % 7.6).
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada romatoid artrit hastaliginin proinflamatuvar sitokinlerinden
en onemlisi olan TNF-o’nin ve iltihapli dokudaki TNF-o reseptorlerinin bloke
edilerek hastalik siirecinin durdurulmas1 hedeflenmistir. Sentezlenen yapilar
MATyr-Ru(bipyr),-MATyr sayesinde floresan 6zellik tasimaktadir bu da TNF-a
antagonisti bu yeni nesil nanobiyobloklayicilar hasta Ornekleri ile etkiles-
tirildiginde floresan ve konfokal mikroskoplarinda RA tayininin yapilabilmesine
olanak saglayacaktir. Ayrica nanobiyobloklayicilarin sentez asamasinda
superparamanyetik nanopartikiillerin kullanilmasi1 tayin asamasinda manyetik
resonans goriintileme (MRI) cihazlarinda hastalikli dokunun tayin edilmesini
saglayacaktir. Metotreksatin sentez iiriinlerine konjugasyonu ise hastaligin tanisi
ve blokasyonunun yani sira tedavisinin de yapilabilmesini saglayacaktir. Tiim bu
sonuclar  dogrultusunda  nanoteranostik  oOzellik  tasiyan  yeni  nesil
nanobiyobloklayicilar sentezlenmistir. Ayrica iltihapli alana enjekte edilen
polimerik yapidaki TNF-o ve anti-TNF-a biyoajanlart konjuge edilmis HA
korgosu, hem CD44 ile etkilesebilecek ve onu baglayarak iltihapli dokuda serbest
halde dolasan HA molekiilene baglanmasi ve dolayisiyla iltihabi arttiric1 etki
etmesi bloke edilmis olacak hem de biyoajanlar ve metotreksat konjugasyonu ile
tan1 ve tedavi edici yonde etki edebilecektir.

Karakterizasyon calismalarinda boyut analizi biyolojik numunelerin nano
boyutta  polimerize  edilebilecegini = gostermistir. Yapilan  floresan
spektrofotometresi sonuglarinda goriilen diismeler molekiillerin birbirleri ile
etkilestigini, nanobiyo konjugasyonlarin istenen dogrultuda gerceklestigini ve oda
sicakliginda gerceklesen polimerizasyon ile biyolojik numunelerin bozulmadan
kalabilecegini gostermektedir. Kuantum noktalarimin partikiil boyutu onlarin
floresan siddetini arttirabilmektedir [Liu ve ark., 2008]. Bu baglamda, kuantum
noktalarina konjuge edilmis TNF-a ve HA konjuge anti-TNF-a etkilesimi sonucu
TNF-a ve anti-TNF-o’nmn etkinligini korumasindan dolay1 birbirleri ile
etkilesmesi boylece kuantum noktalarinin boyutlarinin biiyiimesi ve floresan
degerinde artis olmasi beklenmistir. Floresan spektrofotometre sonuglar1 da

beklenen dogrultuda ¢ikmis ve sentez molekiillerindeki biyoaktif ajanlarin
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etkinligini korudugunu gostermistir. Ayrica TNF-o ve anti-TNF-a konjuge
edilmis yapilarin birbirileri ile etkilesimi sonucu emisyon siddetinde azalmanin
meydana gelmesi, molekiillerin baglanmasi sonucunda elektronlarin hareket
serbestisinin degismis oldugunu, konjuge haldeki anti-TNF-o’nin antijen baglama
bolgesinin kapanmadigin1 ve TNF-a konjuge yapilar ile etkilestirildiginde TNF-
o’y1 baglayabildigini gostermistir. Diger bir analiz yontemi ise reflektometrik
interferans  spektroskopi  ile  yapilmistir.  Reflektometrik  interferans
spektroskopisinin sensor yiizeyi NHS/EDC ile aktive edilmis ve nano anti-TNF-a
sensOr yiizeyine immobilize edilmistir. Elde edilen pikler immobilizasyonun
diizgiin bir sekilde gergeklestigini gostermektedir. Bu sonu¢ nano anti-TNF-o’nin
NHS/EDC capraz baglayici ajanlar ile etkilesime girebilecegini gostermistir. Bu
dogrultuda NHS/EDC’nin nano anti-TNF-a’ya konjugasyonu saglanabilmekte ve
metotreksat  gibi ilag unsurlar1  sentezlenen nano yapilara konjuge
edilebilmektedir. Reflektometrik interferans spektroskopisinin nano anti-TNF-a
immobilize edilmis sensor yiizeyinden ticari TNF-a gecirildiginde, birbirleriyle
olan etkilesimleri sonucu meydana gelen pik, nano anti-TNF-o’nin etkinligini
korudugunu ve antijen baglama bolgesi ile TNF-a’y1 bagladigimi gostermektedir.
Elde edilen sonuglar dogrultusunda romatoid artrit hastalarindan alinan
orneklerle yapilan isglemler tekrarlandiginda hastaligin tayininin ve tedavisinin

gerceklesecegi diisiiniilmektedir.
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