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OZET

INSAN SERUM ALBUMIN NANOPARCACIKLARINA YUKLU
DOSETAKSEL; SENTEZi, KARAKTERIZASYONU VE PROSTAT

KANSERINDE NUKLEER GORUNTULEME POTANSIYELI

ERTUGEN, Ebru

Yiiksek Lisans Tezi, Malzeme Bilimi ve Mithendisligi Anabilim Dali
Tez Danmismani: Prof. Dr. Fatma Yurt Onaran
Haziran 2019, 71 sayfa

Ulkemizde erkeklerde en sik goriilen kanser tiirlerinden ikincisi prostat
kanseridir. Kanser hastaliginin tedavisinde; klinik tedavinin zamaninda
degerlendirilmesi ve tedaviyi izleme etkili bir terapi sistemi i¢in kritik dnem
tasir. Kanser; asama ve lokalizasyonlarina bagh olarak cerrahi, kemoterapi ve
radyoterapi gibi uygulamalarla tedavi edilmeye ¢alisilir. Ancak bu tedavi
yontemleri normal hiicrelere de hasar vermekte, c¢esitli yan etkiler
olusturmaktadir. Kemoterapi ve radyoterapi yontemleri yan etkilerine ragmen

kanser tedavisinde en sik kullanilan yontemlerdir.

Kemoterapi amaciyla kullanilan ¢cogu kanser ilaglar1 tiimor hiicreleri ile
saglikli hiicreleri birbirinden ayiramaz. Dolayisiyla sistemik toksisiteye ve yan
etkilere neden olur. Bu durum; ilacin alinabilen maksimum dozunu sinirlar.
Ayrica hizli eliminasyon ve genis bir alana yayilim ilacin daha fazla miktarda
uygulanmasini gerektirir. Bu ekonomik olmamakla beraber istenmeyen yan

etkilerin ortaya ¢ikmasina sebep olur.

Bu tez calismasinda prostat kanserinin teshis ve tedavisi icin antikanser

ilag olan dosetaksel yiiklii nanopargacik hazirlanmig ve antikanser ilact yiiklii



nanaoparcacik 311 ile isaretlenmistir. Tastyici olarak 90 nm hidrodinamik ¢apa
sahip ve zeta potansiyeli -52.6 mV olan insan serum albumin (HSA)
nanoparc¢aciklar1 sentezlenmistir. SEM analizi sonuglarina gore kiiresel sekilli
HSA nanopargaciklarin boyutunun 100-200 nm aralifinda oldugu tespit
edilmigtir. HSA nanopargaciklarin antikanser ilacin hedef dokuya taginimini
saglamasi amaglanmistir. Dosetaksel (DTX) ilaci nanoparcaciklara %50
verimle yiiklenmistir. DTX yiiklii nanopargaciklarin (DTX-HSA) boyutu ise
150-160 nm araligindadir ve bu nanopargaciklar -27.2 mV zeta potansiyeline
sahiptir. SEM analizi sonuglarina goére DTX-HSA nanopargaciklarin
boyutunun 150-300 nm araliginda olugu tespit edilmistir. FTIR analizi
sonuglart da HSA nanoparcacik ve DTX-HSA nanoparcacik sentezinin basarili
bir sekilde gergeklestigini desteklemektedir. In vitro ilag salimi deneyi
sonuglarina gére HSA nanopargaciklarina yiikli DTX’in 48 saat sonunda pH
7.4 ortaminda %80’1 salinirken, pH 5.8 ortaminda salim miktarinin %93
oldugu tespit edilmistir.

DTX-HSA nanoparcacigi iyodojen metoduyla ***

I ile isaretlenmistir.
Kalite kontrol ¢aligmalartyla isaretleme veriminin %98.67+2.31 oldugu
saptanmugtir. Bl.DTX-HSA nanopargacigmin in vitro olarak prostat timor
hiicreleri (PC-3) ve saglikli prostat hiicrelerinde (RWPE-1) tutulum deneyleri
yapilmaistir. Bl_DTX-HSA nanoparcaciklarin 24. saatte PC-3 hiicre hattinda
tutulumunun %1.29+0.22, RWPE-1 hiicre hattinda %0.65+0.17 oldugu tespit
edilmistir. PC-3 hiicre hattinda 24 saat inkiibasyon siiresinde tutulumun en
yiiksek oldugu, RWPE-1 hiicrelerinde ise tutulumun inkiibasyon siiresi arttikca
azaldig1 gozlemlenmistir. Nanoparcaciga yiiklenen DTX antikanser ilacin
saglikli hiicrelere kiyasla tiimorli hiicrelerde se¢imli akiimiile olmasi ile
saglikli hiicrelerde toksik etkinin azaldigi, bu tasiyici sistem sayesinde ilacin
yan etkilerinin azaldigi tespit edilmistir. Boylece sentezlenen DTX-HSA
nanoparcaciklarin prostat kanseri tedavisinde kulanilmasiyla daha etkili bir terapi
saglanacagi ortaya konulmustur.

Elde dilen sonuglar DTX-HSA nanoparcaciklarmm yiiksek verimle **!I ile
isaretlenebilecegini  ve  prostat  kanserinin  niikleer = goriintiillemesinde
faydalanabilecegini gostermistir. Ustelik **'I’in f salimminin yani sira y salnim

da olmasindan dolay B3.DTX-HSAnin kanserin tedavisinde kullanilabilir.



Sonug¢ olarak, 'I-DTX-HSA’'min prostat kanserinde hem niikleer
goriintiilemesinde hem de radyoterapisinde kullanilabilecek uygun bir ajan
olarak goriilmektedir. Bu calismada *!I-DTX-HSA’nin niikleer goriintiileme
potansiyeli in vitro olarak saptanmistir. Tez ¢alismasinin sonuglar1 gelecekte in
vivo calismalar ile bu potansiyelin arastirilmasinda temel olacagindan Onem

tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Insan Serum Albumini (HSA), dosetaksel, prostat

kanseri, 1|






ABSTRACT

DOCETAXEL LOADED HUMAN SERUM ALBUMIN
NANOPARTICLES; SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND
POTENTIAL OF NUCLEAR IMAGING OF PROSTATE
CANCER

ERTUGEN, Ebru

MSc Thesis, Department of Material Science and Engineering
Supervisor: Fatma YURT ONARAN
June 2019, 71 pages

The second most common type of cancer in men in our country is prostate
cancer. Well-time clinical treatment and imaging have critical importance for an
effective therapy system in the cancer treatment. Depending on the stages of
cancer and its localization, the cancer treats with applications such as surgery,
chemotherapy and radiotherapy. However these treatment methods damage
normal cells and cause various side effects. The chemotherapy and radiotherapy
methods are the most frequently used methods in the treatment of cancer despite
their side effects.

Most cancer drugs used for chemotherapy cannot separate tumor cells from
healthy cells. Therefore, it causes systemic toxicity and side effects. This situation
limits the maximum available dose of the drug. In addition, rapid elimination and
spread over a large area require a greater amount of the drug applied. In addition

to not being economical, it causes undesirable side effects.
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In this study, the anticancer drug loaded nanoparticles were prepared and
labeled with *3'1 for diagnosis and treatment of prostate cancer. Human serum
albumin nanoparticles (HSA) with hydrodynamic diameter of 90 nm and a zeta
potential of 52.6 mV were synthesized as drug delivery system. According to
results of SEM analysis, the size of spherical HSA nanoparticles was mesaured to
be in the range of 100-200 nm. HSA nanoparticles are aimed to provide transport
of the anticancer drug to the target tissue. Docetaxel (DTX) were loaded onto the
nanoparticles with 50% efficiency. The size of DTX loaded nanoparticles (DTX-
HSA) is in the range of 150-160 nm and these nanoparticles have a zeta potential
of -27.2 mV. According to results of SEM analysis, the size of DTX-HSA
nanoparticles were determined as the range of 150-300 nm. The results of FTIR
analysis support that syntheses of HSA nanoparticles and DTX-HSA
nanoparticles were successfully carried out. According to in vitro drug release
assay, 80% of DTX from loaded DTX-HSA nanoparticles was released at pH 7.4
medium, while 93% of DTX was released from DTX-HSA nanoparticles at pH

5.8 medium in the end of 48 hours.

DTX-HSA nanoparticles were labelled with **I via iodogen method.
According to quality control studies the labelling efficiency was 98.67+2.31%. In
vitro intracellular uptake experiments of *'I1-DTX-HSA nanoparticles was done
on prostate tumor cells (PC-3) (1.29+0.22%) and healthy prostate cells (RWPE-1)
(0.65+0.17%) at 24 hours. “*'1-DTX-HSA nanoparticles uptake is higher in PC-3
cell line than RWPE-1 cell line. The highest uptake in PC-3 cell line was observed
in 24 hours incubation time, the uptake value reduced in incubation time
increased. It is observed that toxic effect on healthy cells decreases by selective
accumulation of DTX anticancer drug loaded nanoparticles in tumor cells
compared to healthy cells thanks to drug delivery system. Thus the side effects of
the drug decreased. It is put forth that use of DTX-HSA nanoparticles in the
treatment of prostate cancer has been proven to be a more effective therapy.

Obtained results shown that DTX-HSA nanoparticles are labelled with **!|
with high efficiency and might be useful in nuclear imaging of prostate cancer.
Moreover the **'1-DTX-HSA nanoparticles may be contribute treatment of the

cancer as it has a B~ emission of *'I as well as y emission. In conclusion, **I-



vii

DTX-HSA appears as suitable agent that might be used in both nuclear imaging
and radiotherapy of prostate cancer. In this study the nuclear imaging potential of
BL_DTX-HSA was determined as in vitro. The results of study are important to
be based on investigating of this potential with in vivo studies in the future.

Key words: Human serum albumin (HSA), docetaxel, prostate cancer, **|






ONSOZ

Bu tez ¢alismasinda, tiim diinyada erkeklerde kanser Sliimlerinde ikinci
sirada gelen prostat kanseri tedavisi ve goriintiillenmesinde kullanilabilecek 13
radyoisaretli, DTX antikanser ilac1 yiikli HSA nanoparcaciklar iiretilmis, kalite
kontrolii ve in vitro deneyleri gerceklestirilmistir. Bu konunun segilmesindeki
amag, siklikla rastlanan kanser tiirlerinden olan prostat kanserinin tedavisinde
karsilagilan yan etkileri minimuma indirerek daha etkili bir terapi ve goriintiileme

saglamaktir.

Tez calismam siiresince; planlama, arastirma ve yiirlitmede engin bilgi ve
tecriibeleriyle bana yol gdsteren, yogun is temposu arasinda bana degerli vaktini
ayirarak yardimlarini esirgemeyen ¢ok degerli sevgili tez danismanim Sayin Prof.

Dr. Fatma YURT ONARAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Caligmalarim boyunca tecriibeleriyle bana desteklerini esirgemeyen sevgili

arkadaglarim Sayin Ayca TUNCEL ve Derya OZEL’e ¢ok tesekkiir ederim.

[ZMIR
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1. GIiRiS

Kanser beraberinde tasidigi fiziksel rahatsizliklarin yani sira sosyal, maddi
ve manevi yonleri ile miicadelesi zor bir hastaliktir. Diinya genelinde kanser
hastaligi son yillarda her gecen giin artig gostermektedir. Kanser hastaliginin
tedavisinde klinik tedavinin zamaninda degerlendirilmesi ve tedaviyi izleme etkili
bir terapi sistemi i¢in kritik 6nem tasir. Kanser; evre ve lokalizasyonlarina bagh
olarak cerrahi kanser tedavisi, kemoterapi, radyoterapi gibi yontemlerle tedavi
edilmeye caligilir (Wang vd., 2008). Ancak bu tedavi yontemleri normal hiicrelere
de hasar vermekte, cesitli yan etkiler olusturmaktadir. Kemoterapi ve radyoterapi
yontemleri yan etkilerine ragmen kanser tedavisinde en sik kullanilan
yontemlerdir. Meydana gelen yan etkilerin Oniine ge¢mek icin tiimor hedefli
antikanser ilag tasiyici sistemler gelistirilmeye calisilmaktadir. Boylece kanser
tedavisinden daha iyi sonuglar elde edilebilmesi miimkiin olabilmektedir.
Radyoizotoplarla isaretli antikanser ilaglar kullanildiginda hem teshis hem de

tedavi yapilabilmektedir.

Prostat kanseri, erkeklerde kansere bagli Oliimlerin onde gelen
nedenlerinden biridir. Metastatik prostat kanserinin Oncelikle tedavisi genellikle
androjen baskilamasi ile gerceklestirilir. Antiandrojenler, androjenlerin etkisini
bloke eden ilaglardir. Bu tedavilerin hepsi kastrasyona neden olur. Cogu hasta 18-
48 ay boyunca yapilan tedaviye yanit verir ve sonunda bir kastrasyona direngle
karsilasilir. Dosetaksel, kastrasyon direngli durumda standart terapi olarak
kullanilir (Peer vd., 2013). Ayrica dosetaksel tedavisi; uzun siireli hayatta kalma
siiresi ve yasam kalitesinin iyilestirilmesi gibi olumlu sonuglar vermektedir (Xue

vd., 2016).

Dosetaksel, kiiciikk hiicreli akciger kanseri, metastatik direngli prostat
kanseri, meme kanseri, bas ve boyun kanseri gibi ¢esitli kat1 timorlerin tedavisi
icin de kullanilmaktadir. Ideal olarak, toksisitenin onlenmesi ve etkinliginin

arttirtlmasi i¢in hastalara gore ayr1 ayr1 dozajlanmaktadir.



Son yillarda, nanoteknoloji ¢esitli alanlarda, ozellikle tip alaninda,
uygulanmaktadir. En ¢ok arastirilan nanoteknoloji alt alanlarindan biri, spesifik
hedefli kanser terapisi olasiligini arttiran nano ilaglardir. Kanser gibi hastaliklarin
teshisi ve tedavisi i¢in yeni nanoparcaciklarin (np) gelistirilmesiyle birlikte, nano
ilaglar alaninda benzeri goriilmemis bir gelisme olmustur (Thakor ve Gambhir,
2013). Insan serum albumini (HSA), toksik ve immiinojenik olmayan, biyolojik
olarak uyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilir, uzun kan dolasim siiresine sahip
olma ozellikleriyle plazmada en ¢ok bulunan proteindir (molekiil agirligr 66.5
kDa). Dogal, biyouyumlu olan HSA nanopargacigin ideal bir ilag¢ tasiyicist oldugu
literatiirde de kanitlanmistir (Wu vd., 2017).

Tian ve arkadaglari (2017) tarafindan yapilan calismada paklitaksel
kemoterapi ilact insan serum albumin nanoparcaciklarima yiklenmis ve
kemoterapi etkinliginin arttig1 belirlenmistir. Yapilan calismalar sonucunda bu
ilag yiiklii parcacik faz caligmalarini tamamlamis ve rutinde kullanilmaktadir.
Diger bir benzer c¢alismada ise bevacizumab ilaci insan serum albumin
nanoparcaciklarina yiikklenmis ve HSA nanopargaciklart tasiyict olarak
kullanilmistir.  Yapilan incelemelerde verimin arttigi  gozlenmis ve HSA
nanopargaciklarin bu ilacin tasinimi ig¢in iyi bir aday oldugu ve in vivo
degerlendirmelerin yolunu a¢tigi kanitlanmistir (Redin vd., 2018). Son yillarda
albiimin nanopargaciklari, yiiksek ilag¢ yiikleme kapasiteleri (Ghuman vd., 2005)
ve in vivo olarak uygulandiklarinda tolerans kabiliyetleri nedeniyle biiyiik dikkat
cekmistir (Green vd., 2006).

HSA ¢ok sayida hidrofobik molekiiliin baglanabilecegi kii¢iik molekiillii
terapi ve goriintiileme ajanlarini tasiyici olarak kullanilabilmektedir (Sarikaya vd.,
2013). Boylece HSA nanoparcaciklar antikanser ilacin hedefe taginimim
saglamasi, ilacin timor hiicrelerine tutulumunu ve biyoyararhigmnin arttirilmast,

toksisitesinin azaltilmasi i¢in umut vaad etmektedir (Wu vd., 2017).

Radyofarmasoétikler, insanlarda hastaliklarin tani1 veya tedavisi amaciyla
kullanilan, yapisinda bir radyoaktif izotop bulunduran bilesiklerdir (Tian vd.,
2017). Gerek goriintiileme gerekse tedavi amaciyla uygun tastyict molekiillerin

tasarlanmasi, sentezlenmesi ve uygun radyoizotoplarla isaretlenmesi gerekir.



Ayrica teshis ve tedavi amaciyla kullanilan radyoizotoplardan beklenen 6zellikler
de birbirinden farklidir. Teshis amaciyla kullanilan radyoizotoplarin yayinladigi
radyasyonun viicut disindan izlenebilmesi istenirken, tedavi amaciyla kullanilan

radyoizotopun viicut i¢inde bulundugu dokuyu tahrip etmesi istenir.

Radyoaktif iyot (**'1) rutin olarak niikleer tipta kullanilmaktadir. **1 ; 8,04
giin yar1 omiirlii B~ ve y bozunumu yapan bir radyoniikliddir. Bu 6zelliklerinden

dolay1 B tedavi ve gorilintiilemenin birlikte gerceklesebilmesine olanak saglar

(Tian vd., 2017).

Bu tez calismasinda, HSA nanopargaciklart sentezlenmis ve bu HSA
nanopargaciklara prostat tiimorii hedefleyici olarak dosetaksel antikanser ilaci
yiikklenmistir. Dosetaksel yiiklenmis HSA nanopargaciklar B3I jle isaretlenerek in
vitro olarak prostat timér hiicresinde tutulum deneyleriyle **I-Dosetaksel-HSA

nanoparcacigin niikleer goriintiileme potansiyeli ortaya konulmustur.






2. GENEL BiLGILER

2.1 Prostat Kanseri

Prostat kanseri, erkeklerde en sik rastlanan ve bati diinyasindaki o6lim
orantyla ikinci 6nde gelen kanser tiirtidiir. Metastatik prostat kanserinin oncelikle

tedavisi genellikle androjen baskilamasi ile gergeklesir (Peer vd., 2014).

Prostat kanseri, genellikle prostatin dis kisminda baslayan koétii huylu bir
tiimordiir. Cogu erkekte kanser ¢ok yavas gelisir. Hatta bu hastaligi olan birgok
erkek bunun farkina bile varmayabilir. Erken prostat kanseri sadece prostat
beziyle sinirlidir ve bu tiirde kanseri olan hastalarin ¢ogu yillarca higcbir sorunla
karsilagsmadan hayatina devam edebilir. Prostat kanseri hem derece, hem evre ile
degerlendirilir. Tlimoriin boyutu ve yayilimi, evreyi belirler. Erken evre prostat
kanseri, yani T1 ve T2 evreleri, prostat bezi ile sinirhidir. Evre T3 prostat kanseri,
prostat bezinin hemen digsinda bulunan dokulara ilerlemistir. Evre T4 prostat
kanseri, viicudun diger kisimlarina yayilmistir. Tablo 2.1°de 2018 yilina ait
ABD’de kanser cesitlerinin neden oldugu yasam kaybi sayilar1 erkeklerde ve
kadinlarda ayr1 ayr1 gosterilmistir. Bu verilere gore erkeklerde prostat kanseri

ikinci sirada yer almaktadir.

Tahmini kanser iliskili yeni yasam kaybi sayilari

Akciger 83550  26% . Akdger 70500  25%

Prostat 20430 9% L Meme 4090  14%

Kolon ve rektum 27,390 8% ' A Kolon ve rektum 23,240 8%
Pankreas 23,020 7% b", Pankreas 21310 7%

Karaciger & safra yollan 20,540 6% Over (kadin yumurtalik) 14,070 5%
Losemi 14210 4% A Rahim Has 4%

Ozofaqus {yemek borusu) 12,850 4% ) Losemi 10,100 4%
Mesane 12,520 4% L Karaciger & safra yollar 9,660 3%

Non-Hodgkin lenfoma 11,510 4% f Non-Hodgkin fenfoma 8,400 3%
Bobrek 10,010 3% Beyin 7,340 3%

Timkanserler 323,630  100% (. Timkanserler 286,010  100%

Cizelge 2.1 ABD'de 2018 yilinda erkeklerde ve kadinlarda ayr1 ayri olarak en sik yasam kaybina

neden olmasi beklenen ilk 10 kanser tiirii (American Cancer Society, 2018)



Prostat kanseri, erken asamada prostat spesifik antijen (PSA) adi
verilen spesifik antijenin tespiti ile teshis edilebilir. Prostat kanserinin,
hormona bagimli ve Kkastrasyona direngli prostat kanseri olmak tizere iki
farkli ¢esidi bulunmaktadir. Baslangicta, prostat kanseri hormonal tedaviye
duyarhidir. Bununla birlikte, sonugta androjen yoksunluk tedavisine karsi
diren¢ ortaya ¢ikar. Androjenden bagimsiz prostat kanserinin antikanser
ilaglara genellikle duyarsiz oldugu belirtilmelidir. Prostat kanseri hiicresi
apoptozizden kacis nedeniyle kemoterapiye direnglidir. Ila¢ direnci, kanser
tedavisi icin kritik bir konudur, ancak altta yatan mekanizmalar halen agik

degildir (Liu vd., 1998).

Metastatik olmayan prostat kanseri i¢in baslangigtaki radyoterapiden
(RT) sonra, hastalarin % 20 ila % 30'unda biyokimyasal niiks goriliir.
Yiiksek riskli lokalize prostat kanserinde, RT ile kombine edilmis
hormonlar uzun vadeli kansere 6zgii ve genel sagkalim oranlarini 6nemli
olgtide iyilestirir. Ancak bu hastalarin % 30'u hala ortalama 6-7 yillik takip
stiresiyle oliir (Mirjolet vd., 2017).

Metastatik prostat kanserinin Oncelikle tedavisi genellikle androjen
baskilamasi ile gergeklesir (Peer vd., 2014). Kemik metastazi dogrudan
prostat kanseri mortalitesine ve morbiditesine katkida bulunur. Prostat
kanseri hastalarinin % 85'inden fazlas1 otopside iskelet metastazi kaniti
gosterirken, ortalama sagkalim 30 ila 35 ay arasindadir. Prostat kanseri
hastalarinin yasam kalitesi iskelet komplikasyonlar1 ile 6nemli dlciide riske
girebilir (Wang vd., 2008). Sekil 2.1°de prostat kanserinin yaptigi farkl

metastazlar gosterilmistir.
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Sekil 2.1 Prostat kanseri metastazlar1 (Patients.Uroweb 2017)

2.2 Nanoteknoloji

Kanser, diinya genelinde en 6nemli 6lim nedenlerinden biridir ve kanser
goriilme siklig1 artmaya devam etmektedir. En yaygin kanser tedavileri
kemoterapi, radyasyon ve cerrahi yontemlerdir. Mevcut kanser tedavilerinin sik¢a
karsilagtigi zorluklar arasinda antitimor ajanlarin spesifik olmayan sistemik
dagilimi, tiimore ulasan yetersiz ila¢ konsantrasyonlar1 ve terapdtik yanitlar
izleme yeteneginin smirliligi bulunmaktadir. Ilacin hedef bdlgeye ulagsmasinda

yasanan zorluklar, ¢oklu ilag¢ direnci gibi komplikasyonlara yol agmaktadir (Wang
vd., 2008).



Nanoteknoloji, pek ¢ok alanda etkilidir ve teknolojinin alt boliimlerini hizla
gelistirmektedir. Tipta da nanoteknoloji kullanilmaktadir. Nanoteknolojinin
gelisen kullanim alanlarindan biri kanser tedavisidir. Ciinkii kanser tedavisinde
nanoteknolojik olarak modifiye edilmis yontemler kullanilabilmektedir.
Nanoteknoloji, daha az zararli maddelerle daha iyi tan1 koymaya yardimer olabilir,
tiimor hiicrelerine lipozomlar ve fonksiyonel hale getirilmis miseller ile etkili ilag
iletimi saglayabilir (Aliosmanoglu ve Basaran, 2012). Nanomalzemelere dayali
teshis ve tedavi edici araglarin uygulanmasi kanser tedavisine yardimci
olmaktadir. Yeni nano bazli ila¢ ve hedef tedavi su anda onkolojideki uygulamali

nanoteknolojinin en iyi 6rnekleridir. (Yasri ve Wiwanitkit, 2019).

Nanoteknolojideki son gelismeler arastirmacilara kanser goriintiileme ve
tedavisi icin yeni araglar saglamistir. Bu teknoloji, tiimore Ozgli ligandlar,
antikorlar, antikanser ilaclar1 ve goriintilleme problari dahil olmak iizere, aym
anda birka¢ fonksiyonel molekiille konjuge edilebilecek nanopargaciklarin
gelistirilmesini saglamistir. Bu nanoparcaciklar kanser hiicrelerine gore 100 ila
1000 kat daha kii¢iik oldugundan, kan yoluyla kolayca transfer edilebilir. Hem
kanser hiicreleri ylizeyinde hem de i¢inde hedef tiimore Ozgii proteinlerle
etkilesime girebilmektedir. Bu nedenle, kanser hiicresine 0zgii tasiyici olarak
uygulanmalari, su anda kanser terapétikleri ve goriintiileme i¢in mevcut
yontemlere Onemli bir katki olusturmaktadir. Nanopargaciklar; polimerler,
metaller ve seramikler dahil olmak iizere bircok malzemeden olusabilir. Uretim
yontemlerine ve kullanilan malzemelere bagli olarak, bu parcaciklar cesitli

sekillerde ve boyutlarda olabilmektedirler (Wang vd., 2008).

Nanopargaciklar, kiiciikk boyutlarina gore benzersiz biyolojik o6zelliklere
sahiptir. Bu durum diger pargaciklardan daha biiyiik bir yiizey alani/hacim oranina
sahip olmalarin1 saglar. Genis fonksiyonel yiizey alanlari, kii¢lik molekiillii ilaglar,
DNA, RNA, proteinler ve problar gibi diger bilesikleri baglamalarina, enkapsiile
etmelerine ve tagimalarina izin verir. Ayrica, ayarlanabilir biyiikliikleri, sekilleri
ve yiizey Ozellikleri, yiiksek stabiliteleri, yiiksek tasiyici kapasiteleri; hem
hidrofilik hem de hidrofobik maddeleri birlestirme kabiliyetine sahip olmalarini
ve farkli uygulama yollartyla uyumluluklarimi miimkiin kilarak, tibbin birgok

alaninda kullanim olanag1 saglar (Thakor ve Gambhir, 2013).



Daha iyi hedefleme seciciligi ve daha iyi dagitim etkinligi, terapotik
ajanlarin veya goriintiileme kontrast formiilasyonlarinin gelistirilmesinde iki ana
amactir. Ideal olarak, terapotik bir ilag, normal dokulara en az zarar verecek
sekilde timor lezyonlarinda segici olarak zenginlestirilecektir. Bu hedeflere
ulagmak i¢in timor hiicresi yiizeyinde genellikle bol miktarda veya benzersiz bir
sekilde eksprese edilen antijenlere veya reseptorlere secici olarak baglanan
antikorlar veya diger ligandlar, immiinotoksinler, radyoimmiinoterapdtikler ve ilag
immiinokonjiigatlar1 dahil olmak {iizere ligand-hedefli bazi tedavi stratejileri

gelistirilmektedir (Wang vd., 2008).

Tasarimi; miithendislik, kimya ve tip alanlarindan kaynaklanan molekiiler
goriintiileme ve hedefe yonelik tedaviye dayanan genis ve c¢esitli nanoparcacik
dizisini uygulayarak, kanser nanoteknolojisi, kanser tedavilerinin karsisina ¢ikan
mevcut engellerin bircoguna c¢oziimler vaat etmektedir. Nanopargaciklar,
molekiiler seviyedeki biyolojik sistemler ile essiz etkilesime izin veren 5 ila 200
nm'lik bir mezoskopik boyut arali§ina sahiptir. Malzeme bilesimlerinin bir sonucu
olarak, nanoparcaciklar, ilag kapsiilleme ve biyouyumluluk i¢in ¢ok 6nemli olan
kararlilik ve 0Ozgiilliigli koruyabilmektedir. Kanser nanoteknolojisindeki son
gelismeler, teshis ve tedavinin bireysel hastalarin molekiiler profillerine dayandigi
kisisellestirilmis onkoloji i¢in heyecan verici firsatlar yaratmaktadir (Wang vd.,

2008).

Lipid veya polimer bazli nanopartikiiller gibi ilag tasiyict sistemler (ilag
tastyic1 sistemler), uygulanan ilaglarin farmakolojik ve terapdtik ozelliklerini
gelistirmek i¢in tasarlanabilir. Partikiil ila¢ tasiyict sistemlerin  Klinik
uygulamalarin1 engelleyen erken sorunlarin bir¢ogu, simdi klinik kullanim i¢in
onaylanmis bir¢ok antikanser ve antifungal ilag tasiyici sistem formiilasyonu ile
astlmistir. Ayrica, proteomik veya genomik arastirmadan tiiretilen yeni ilaglarm in
vivo teslimi i¢in ilag tastyici sistemlerin avantajlarindan yararlanilmasinda ve
ligand-hedefli terapétiklerde kullanimlarinda biyiik ilgi vardir (Allen ve Cullis,
2004).
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Bir ila¢ tasiyic1 sistemde dikkate alinmasi gereken en Onemli ilag
ozelliklerinden biri ilag potansiyelidir. Kararlilik, ¢6ziiniirliik, boyut ve yiik gibi
ek ozellikler de 6nemlidir. Bir ilag tasiyici sistemin tasiyabilecegi molekiil sayisi
ne kadar diisiik olursa, ilag o kadar etkili olmalidir. Bazi ilag tasiyict sistemlerde
terapotik olarak ilgili miktarda ilag vermek i¢in daha yiiksek potansiyele sahip
ilaclara ihtiya¢ duyulur. Oldukg¢a yiiksek miktarlarda tasiyicinin kullanilmast;
tasiyici toksisitesi, metabolizma ve eliminasyon, biyobozunabilirlik agilarindan
sorunlara yol agabilir. Ancak ilag tasiyici sistemlerden lipozomlarda; her lipozom
on binlerce ilag molekiiliine tutunabildigi i¢in, ilag¢ potansiyeli bu tastyict tiirii i¢in
daha az sorun teskil etmektedir. Bununla birlikte biyodagilim nedeniyle kiiciik
lipozom caplar1 isteniyorsa, lipozomlarin yliksek tasima kapasitesi proteinler gibi
cok biiyiik terapotik molekiiller icin problem haline gelebilmektedir (Allen ve
Cullis, 2004).

Ilag tastyic1 sistem hedef dokuya ulastiginda, bu sistemin hedef hiicreler igin
spesifikligini arttiran metotlarin  gelistirilmesi, makromolekiillerin hedef
hiicrelerin i¢indeki etkilerini daha verimli bir sekilde sunma yeteneklerini arttirir.
Bu zorluklarin taninmasi, hedefin daha gergeklestirilebilir hale gelmesine

yardimci olacak yaklagimlara olanak sunmaktadir (Allen ve Cullis, 2004).

2.3 insan Serum Albumini Nanoparcaciklari

Nanopargaciklar, 10 ila 1000 nm arasinda degisen kat1 veya koloidal
partikiillerdir ve ilag¢ tasiyict platformlar olarak kullanilabilir (Singh ve Lillard,
2009). En son gelismelere gore ilag dagitim sisteminin tasarlanmasinda, diisiik
toksisite  ile  birlikte  biyolojik = uyumluluklarindan ~ ve  biyolojik
bozunabilirliklerinden dolay1 protein bazli nanoilaglara odaklanilmistir (Maham
vd., 2009). Naoparcaciklar karmasik kimyasal sentez veya karmasik malzeme
mithendisligi gerektirebilir. Bu nedenle, tamamen biyouyumlu ve immiinojenik
olmayan salim sistemlerinin basit ve giivenilir bir sekilde tasarlanmasi kanser
terapisi i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir. Ila¢ tasinim igin ¢ok islevli bir protein
olan insan serum alblimini (HSA), toksik olmayan, immiinojenik olmayan,
biyouyumlu ve biyolojik olarak bozunabilir, 6zellikle uzun kan dolasim siiresine

sahip olma 6zelliklerinden dolay1 farmasdtik alaninda biiytik ilgi ¢ekmistir (Sleep,
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2015). Aym1 zamanda, c¢esitli ilaclar i¢in bir tagiyict gorevi gorebilen cok sayida

baglanma yerine sahiptir.

Tek bir albumin monomeri, yaklasik 7 nm ¢apinda ve 66 kDa molekiiler
agirliktadir. Insan serum abumininin kimyasal yapis1 Sekil 2.2°de gdsterilmistir.
Albumin, viicutta tasinan hidrofobik ilaglarla baglandiginda, farmakokinetik
profillerini 1iyilestirebilir. Buna ek olarak, albiimin yiikleme, ge¢irgenlik ve
alikonma (EPR) etkisinin arttirilmasi sayesinde tiimor hedeflemesi saglanir.
Ayrica, albiiminin, genellikle endotel hiicre yiizeyinde bulunan ve bir¢ok kanser
hiicre tipinin hiicre zar1 iizerinde asir1 eksprese edilen 60 kDa glikoprotein (gp60)
reseptoriine spesifik olarak baglanabilecegi One sliriilmiistiir. Bu baglanma
vezikiillerin olusumunu tesvik eder ve ilaglarin sub-endotel bosluguna verilmesine
yol acar. HSA nanoparcaciklari, antikanser tedavileri alaninda ilag taginimi igin

ilging bir alternatif olusturur (Fallacara vd., 2017).

Sekil 2.2 Insan serum albumini kimyasal yapsi
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HSA ¢oklu hidrofobik baglanma uglar1 igerir ve dogal olarak birgok kiigiik

molekiillii terapotik ve goriintiileme ajaninin tasiyicisi olarak islev gorebilir.

Ayrica, HSA (-COOH, -NH; ve -SH kisimlar1) iizerindeki amino asit
kalintilarindan yararlanarak, terapotik ilaglar, goriintiileme problart ve hedef
ligandlar basit biyokonjugat kimyasi ile HSA'ya kovalent olarak konjuge
edilebilir. Bu olumlu avantajlarindan dolayi, HSA, ilaglarin ve goriintiileme
problarin tasinimi igin ideal bir ara¢ olarak kabul edilir. HSA bazli bir dizi
terapdtik ve goriintileme maddesi ABD Gida ve ilag Idaresi (FDA) tarafindan
onaylanmistir. Ornegin, bir paklitaksel HSA bagli nanoparcacik olan Abraxane,
hem nanoila¢ hem de alblimin bazli ilag tasinim teknolojisi i¢in bir doniim noktasi

olmustur (Han vd., 2017).

HSA yag asitleri de dahil olmak lizere birka¢ endojen bilesik tasimaktadir
ve insan kaninda bol miktarda serum proteini bulunmaktadir. HSA, yag asitlerini
dokulara iletmek icin birincil tasiyicidir ve farkli spesifik yag asitleri ile
baglanabilir. Cesitli ilag molekiillerini baglama kabiliyeti ve farmakokinetik
ozelliklerini degistirme kabiliyetine sahip olmasi nedeniyle farmasotik
endiistrisinin ilgi odagi olmustur. HSA, her biri iki alt etki alani iceren (A ve B)
ve 17 disiilfiir kopriilerle stabilize edilmis ii¢ yapisal olarak benzer alandan (I, I
ve III) olusan kiiresel bir proteindir. HSA ayrica N-terminalinde yiiksek ilgili bir
metal baglama bolgesine sahiptir. HSA'nin bir¢ok organik ve inorganik molekiille
etkilesime girmesi ve bu proteinin hiicre i¢i akilarin yani sira birgok ilacin
farmakokinetik davraniginin 6nemli bir diizenleyicisidir. Arastirmalarda yag
asitlerinin HSA tizerindeki baglanma uglari bulunmustur. Bu nedenle, lipid
kompleksinin protein sekonder yapisi, konformasyonu ve stabilitesi {izerindeki
etkilerini incelemek i¢in katyonik lipitlerin HSA ile sulu ¢6zeltide baglanmasinin

incelenmesi ilgi ¢ekici bulunmustur (Charbonneau vd., 2009).

Literatiirdeki ¢alismalarda, HSA nanopargaciklarinin, desolvasyon islemi ile
150 ila 280 nm arasinda bir boyutta ve tekrar Tretilebilir biiyiikliikte
hazirlanabilecegini gostermektedir (Langer vd., 2003). HSA molekiilleri, capraz
baglanarak 220 nm c¢apa sahip kiiresel ve negatif zeta potansiyeline sahip

nanoparcaciklar olarak olusturulmustur (Norouzi vd., 2017)
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Genel olarak, gluteraldehit (GLU) ile ¢apraz baglanma, albiimin

nanoparcaciklarini stabilize etmek i¢in en sik uygulanan stratejilerden biridir

(McGregor vd., 2006; Van Miller vd., 2002).

Kovalent olmayan ilag yiiklemesi i¢in HSA'da hidrofobik uglara ek
olarak, HSA'nin fonksiyonel gruplar1 (6rnegin karboksil, amino, fenolik hidroksil
ve tiyol gruplari) kovalent islevsellestirme ve radyoisaretleme i¢in de uygundur.
88Re, ¥™Tc, 1 ve YLu gibi radyoizotoplar ile isaretlenen albiimin
nanopargaciklarin insan agiz epitel hiicresi (KB), insan karaciger hiicresi (Hep-
G2), SMMC7721 gibi hiicre hatlarinda yapilan in vitro ¢alismalara literatiirde yer
verilmistir (Lin vd., 2016; Miiler vd., 2019; Zu vd., 2013). Radyoizotop isaretli
HSA nanoparcaciklar, kanser teshisi ve tedavisinde ilgi ¢ekici bir arastirma
konusu olmasimin yanisira, HSA'nin ¢ok yonlii roliiniin kombine kemo-
radyoizotop tedavisi i¢in kullanilmas: heniiz en iyi bilinen konular arasinda yer
almamaktadir (Tian vd., 2017). Sekil 2.3’te HSA nanoparcaciklarinin

radyoisaretlenmesi gosterilmektedir.

Radiolabeling Self-assemble
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&
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Sekil 2.3 Radyoizotop isaretli HSA
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2.4 Dosetaksel

Prostat kanseri, erkekler arasinda kansere bagli Sliimlerin O6nde gelen
nedenlerinden biridir. Prostat kanserlerinin ¢ogu baglangicta biiyiime igin
androjenlere ihtiya¢c duyarken, ileri seviyelerde, hormona direngli bir duruma
ilerleyebilirler. Dosetaksel bazli sistemik kemoterapi, ileri fazdaki prostat
kanserini tedavi etmek i¢in 6nemli bir yaklagimdir. Dosetaksel tedavisinin prostat
kanserli hastalarda yasam siiresini ve kalitesini arastirmalar sonucunda ortaya
konulmustur (Xue vd., 2017).

Dosetaksel, ((2R, 3S) -N-karboksi-3-fenilizoserin, N-tert-butil ester, 13-
ester ile 5b, 20-epoksi-1,2a, 4,7b, 10b ve 13a-hekzahidroksitaks-11-en-9-on4-
asetat2-benzoat, trihidrat) (Sekil 2.4), yapisal olarak paklitaksele benzer fakat
daha etkilidir. Kat1 kanserlerin tedavisinde sik¢a kullanilan bir kemoterapotik
ajandir. Dosetaksel, biiyiik hiicreli akciger kanseri, metastatik kastrasyona direngli
prostat kanseri (MCRPC), meme kanseri, bas ve boyun kanseri dahil olmak tizere
birgok kati timdriin tedavisi i¢in onaylanmistir. Bu kanserlerin ¢ogu tipik olarak
organ fonksiyon bozuklugu olan ve cesitli ilaclar kullanan yasli insanlarda
gorilir. Minimum toksisite elde etmek igin bireysel olarak hastalarda optimum
dozu belirlemek zordur. Sistemik dosetaksel maruziyeti ve etkinligi arasindaki
mevcut korelasyona ragmen, doketaksel farmakokinetigini etkileyen kesin
faktorler heniiz tam olarak anlasiimamistir. Ornegin, dosetaksel dozajlarini
hesaplarken karaciger bozuklugu dikkate alimmalidir, c¢linkii dosetaksel
temizlenmeyi azaltabilir. Ek olarak, ilag-ilag etkilesimleri, dosetaksel kullanilirken
belirgin klinik &neme sahip olabilir. Ozellikle, ketokonazol gibi CYP3A4'i
kuvvetle inhibe eden ilaglarin, ayn1 zamanda dosetakselin temizlenmesini
azaltabilecekleri icin, doz modifikasyonu olmadan uygulanmamasi gerekir.
Cinsiyet, hadim durumu ve menopoz durumu, dosetaksel farmakokinetigini
etkileyen  potansiyel  faktorler olarak  6nemli  olabilir.  Dosetaksel
farmakokinetiginin 6ngoriillmesinde farmakogenetiklerin rolii halen simirhdir.

Ciinkii klinik 6neme sahip higbir polimorfizm bulunmamistir (Nieuweboer vd.,
2015).
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Dosetakselin farmakokinetigi (PK) % 30 ile % 45 arasindadir ve oldukga
degiskendir. Bu nedenle, hastalarda bireysel olarak dosetakselin toksisitesini ve
antitimor aktivitesini tahmin etmek zordur. Ideal olarak, dosetakselin etkinligini
artirmak i¢in hastalara uygun bireysel olarak farkli dozlar verilir. Bazi
kemoterapétik ilaglar, dosetaksel ile birlikte kullanildiginda, meme, pankreas,
tirotelyalkarsinomlar ve mide kanserli hastalarda antikanser etkinligi yalniz
kullanilmalarina gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Dosetakselin, 37 © C'de ve
pH 7.4'te baglanan plazma proteininden % 98 daha biiylik oldugu gosterilmistir
(Cheng vd., 2009).

Avrupa porsuk ignesi bitkilerinden ¢ikarilan 10-deasetilbakatin III'iin
kimyasal modifikasyonundan elde edilen dosetaksel (DTX), hiicre dongiisiiniin
G2/M fazim1 bloke eder ve mikrotiiplerin depolimerizasyonunu o6nler. DTX'in
diisiik ¢oziintirliigiinden dolayi, Sanofi A.S. tarafindan Taxotere ticari invanina
sahip geleneksel formiilasyonunda polisorbat 80 ve etanol kullanilir. Polisorbat 80
kullanimi, daha sonra aktivite ve toksisite profilleri, asir1 duyarlilik, periferik
noropati, notropeni ve stomatit/mukozit ve diger ortak etkilesimlerin
degiskenligini indiikleyebilen DTX'in farmakokinetigini degistirebilir (Nateghian
vd., 2016). Sekil 2.4’te dosetakselin kimyasal yapis1 verilmistir.

Sekil 2.4 Dosetakselin kimyasal yapisi
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Geleneksel kanser kemoterapisinde, kanser hiicrelerinin 6ldiriilmesinde
dogrusal bir artis elde etmek i¢in iissel bir sekilde uygulanan sitotoksik ilacin
miktarini arttirmak gerekir. Bu nedenle, sag, cilt ve bagirsak hiicreleri gibi normal
hiicreler spesifik olmayan sitotoksisitede istenmeyen artislardan etkilenebilir
(Nateghian vd., 2016).

Dosetaksel tasiyicilarin  aktivitesi, potansiyel olarak dosetakselin
farmakokinetigini etkileyen ilag-ila¢ etkilesimleri nedeniyle degisebilir. En biiyiik
ilag tastyici ailesi pasif tasiyicilardan olusmaktadir (toplam tasiyict miktarinin %
48'ini olusturan ¢oziinen tasiyicilar (SLC)). Dosetaksel, SLC22A7, SLCO1B1,
SLCO1B3, SLC22A7 ve muhtemelen SLCO1A2 'nin bilinen bir substratidir.
SLC'lerin yani sira, ATP baglayici kaset (ABC) tasiyicilarinin iiyeleri, coklu ilag
direnci ve c¢esitli antikanser ilaglarin farmakokinetigi bakimindan yogun bir
sekilde calisilmaktadir. Dosetakselin, ABCB1 (ATP baglayici kaset tasiyic1 B1, p-
glikoprotein (p-gp)), ABCC2 (kanalikiiler multispesifik organik anyon tasiyici 1
(cMOAT), MRP2) ve ABCCI10 (¢coklu ilag direnci ile iligkili protein 7 (MRP7))
tarafindan tagindig: bilinmektedir (Nieuweboer vd., 2015).

Dosetakselin mide-bagirsak emilimi siirlidir. Bunun nedeni, ABCBI1'in
direkt olarak dosetakseli bagirsak liimeni veya safraya salgilamasidir. Ustelik,
dosetakselin biyoyararlanimi, karacigerin ilk gecis etkisi ile biiylik Olglide
azalmaktadir. Dosetaksel su anda sadece intravendz yoldan uygulanmaktadir. Oral
olarak verilen dosetaksel uygulamalarinda yan etkilerin azaltilmasi ve
dosetakselin biyoyararlanimin1 artirmak i¢in arastirmalar devam etmektedir

(Nieuweboer vd., 2015).

Dosetakselin % 90’indan fazlasi plazma proteinlerine baglanir. Lipofilik
ozellikleri nedeniyle, dosetaksel, ¢esitli dokularda birikim gdsteren, biiyiik bir
dagilim hacmine sahiptir. Kanser hastalarindaki biyodagilim c¢alismalarina
dayanarak, karacigerde ve safra kesesinde yiiksek miktarda dosetaksel tutulumu
goriiliirken, ince bagirsaklarda, bobreklerde, kemik iliginde, akcigerlerde ve
mesanede daha az tutulum goriilmiistiir. Beyinde dosetaksel tutulumu, ABCB1 ve
ABCC2 gibi tastyicilan igeren etkili bir kan beyin bariyeri nedeniyle sinirhdir
(Clarke vd., 1999; Van der Veldt vd., 2010; Deeken vd., 2007).
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Dosetaksel karacigerde metabolize edilir. Tutulum, SLC ailesine ait olan
Organik Anyon Aktarma Peptitleri (OATP) 1B1 ve OATPIB3 gibi alim
tastyicilart yoluyla kolaylastirilir. Bu tasiyicilar, dosetakselin sintizoidal kandan
hepatositlere alimma aracilik eder. Iusuf ve arkadaslart kisa siire Once
OATP1AZ2'nin de in vivo olarak dosetaksel alimina dahil oldugunu bulmuslardir
(Graan Aj vd., 2012; Baker vd., 2009; lusuf vd., 2015).

Dosetaksel suda ¢oziiniirliigl ¢ok diisiik olan ve yaygin olarak kullanilan bir
kemoterapotik ajandir. DTX'in insan serum albuminine konjugasyonu, suda

¢Oziiniirliiglinii arttirmada etkili bir yoldur (Nagethian vd., 2016).

131

2.5 Radyoiyodinasyon ve “*'I ile Isaretleme

Niikleer tip, hastaligin teshisinde ve tedavisinde, radyofarmasotik olarak
adlandirilan  radyoizotoplar iceren ilaglarin  kullanilmasimmi  igerir. Bu
radyofarmasotikler radyoaktif izotop igermektedir ve belirli bir hastalik veya
viicut islevlerinin goériintiilenmesini saglamaktadirlar. Bu teknikler organ yapisi ve
fonksiyonu hakkinda bilgi saglamaktadirlar., Gama ve pozitron yayan
radyontikidlerin ¢esitliligine bagli olarak tanisal niikleer tipta kullanilmak iizere

cok cesitli radyofarmasétikler gelistirilmistir (Hart, 2006).

Radyoaktif iyot (**'1), 1940’lardan bu yana tiroid hastaliklarmmn tedavisinde
yaygin olarak kullamlnustir. **'I, negatif p bozunmasi yapar. Bu bozunmada agiga
¢ikan maksimum enerji 606 keV (%90), ortalama enerji ise 192 keV’dir. Dokuda
0,8 mm’lik bir yol katedebilmektedir. 8.04 giin yarilanma stiresinden dolay1 tedavi
i¢in tercih edilmektedir (Mumtaz vd., 2009; Mody vd., 2015).

Bl ayrica goriintilleme igin kullamlabilecek yiiksek enerjili gama
radyasyonu (364 keV, %10) yayar. Yiiksek enerjili gama emisyonu disiik
¢Oziintirliiklii goriintiilere yol acar. Bununla birikte, uzun yar1 omiir, gizli
metastatik hastaliklarin saptanmasinda faydali olmaktadir. Ciinkii goriintiileme,

radyofarmasotigin alinmasindan birkag giin sonra yapilabilmektedir.
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Cizelge 2.2°de iyot izotoplarinin bozunma g¢esitleri, yart Omiirleri ve uygulama

alanlar ile ilgili bilgiler verilmistir.

Iyot izotoplarmin elde edilmeleri:

123 . 124%e (p,2n) —>'%BCs —> (B, 0.1 h)

2.08 h) 13

1241 - 13T¢ (d,2n) veya (p,n) *I
125 12%e (n,y) °Xe —> (EC,17h) —5'*I

131| : 235U (n’ fisyon) 131|’ 99M0, 117Pd, 13YCS

Cizelge 2.2 Iyot izotoplarinin bozunma gesitleri, yar1 dmiirleri ve uygulama alanlar

123Xe

(B,

izotop Bozunma cesidi Yan 6miir Uygulama
(%e)

1201 B~ (56). EC(44) 1.35 saat PET
1221 B (77). EC(33) 3.6 dakika PET
1231 EC(100) 13.2 saat SPECT
1241 BT (22), EC(78) 4.8 giin PET
b | EC(100) 60 giin Radyoterapi
1317 B*(90), EC(10) §.04 giin SPECT/PET

Klasik iyodinasyon yaklasimi ile farmakolojik/biyolojik olarak aktif
bilesiklerin  radyoiyodinasyonu, izotopun yar1 Omrii, kullanilan
konsantrasyonlar, in vitro stabilite, radyoisaretli ilacin plazma proteinine
baglanmasi1 ve canli sistemlerde biyodagilim gibi birgok 6nemli parametre
gdz Onilinde bulundurularak yapilabilir. Farmaso6tigin  radyoiyot ile
isaretlenmesiyle lipofilik verimin artmasinin, onciillerin fizikokimyasal ve
in vivo veya in vitro farmakolojik ozellikleri {izerinde kayda deger
degisiklikler saglayabildigi bilinmektedir. Bu nedenle, s6z konusu
etkilerden kag¢inmak ic¢in, radyoiyodinin hedef farmasotik tizerindeki
konumu dikkate alinmalidir. Farmakolojik 6zelliklerin yani sira iyotlu

bilesigin toksikolojik 0Ozelliklerini aragtirmak Onemlidir (Mushtaq vd.,
2016).
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Isaretleme yerinin se¢imi tamamen isaretlenecek maddelerin kimyasal,
biyolojik ve yapisal 6zelliklerine baglidir. Yapisal motifler, genellikle elektrofilik
veya niikleofilik 6zellik gosterir. Bu, in vivo stabilitesi yiiksek olan gii¢lii karbon-
iyot bagi olusumuna yol agar; 6rnegin: vinilik veya aromatik bilesikler {izerine yer

degistirme reaksiyonu ile radyoiyot baglanir (Mushtaq vd., 2016).
fodojen Yontemi

Iyot ile isaretleme iodojen ve Kloramin-T gibi yontemlerle
gerceklestirilebilir. Iodojen, Kloramin-T'ninkine benzer veya daha diisiik
radyokimyasal verim saglayan, ancak etiketlenecek peptitler, hiicre membranlari
ve proteinlere asgari hasarlara neden olan bir oksitleyici madde olan 1,3,4,6-
tetrakloro-3a,6a difenilglikoliiriin (Sekil 2.5) ticari ismidir. fodojen sulu fazda
¢oziinmez, ancak diklorometan veya kloroform gibi bazi ugucu organik
coziiclilerde ¢oziiliir ve reaksiyon kabma aktarilir. Organik c¢6ziiciiniin
buharlastirilmasiyla ince bir oksitleyici madde tabakasi elde edilir. Bu sekilde
iyodun iodojenle etkilesimi ve isaretleme veriminin artmasi saglanir (Yurt F.,
1998). Bir reaksiyon kabinda, radyoiyot ile birlikte isaretlenecek sulu bir bilesik
¢ozeltisinin, oksitleyici ajan ile etkilesmesine izin verilir, ardindan sulu karisim
cikarilir. Bu isaretleme, aktif aromatik gruplar iceren bilesikler i¢in uygundur

(Mushtaq vd., 2016).
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Sekil 2.5 fodojenin yapisal formiilii
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fodojen hafif oksitleyici ajandir, bu yiizden oksidatif yan reaksiyonlarin
olasilig1 oldukca diisiiktiir. lodojen, reaksiyon kabinin duvarlarina kaplanarak
yiiksek verim ile isaretlenebilmektedir. lodojen kapli tiip, 1 mg iyodojenin 1 mL
diklorometan igerisinde ¢oziiliip, ¢6zliciiniin buharlastirilmasi ile elde edilir (Yurt

vd., 2016).

2.6 Ince Tabaka Radyo Kromatografisi (TLRC)

Kromatografi teknigi diger ayirma tekniklerinin yeterli olmadigir durumlarda
oncelikle fiziksel ve kimyasal nitelikleri ¢ok benzeyen maddelerin ayirma
isleminde kullanilmaktadir. Ince tabaka kromatografisi (TLC), diizlemsel
kromatografi teknigidir. TLC yaygin olarak kulanilan kromatografi yontemlerinin
en basitidir. Radyoisaretli maddelerin baglanma verimlerinin analiz edildigi
uygulamalar ince tabaka radyo kromatografisi olarak adlandirilir. Bu teknikte
kalitatif ve yar1 kantitatif analiz yapmak i¢in, ¢oziicli iceren uygun kapali bir kap
ve TLC seritleri gerekmektedir. Tekniklerin ve malzemelerin optimizasyonu ile
yiiksek verimli ayirmalar, dogru ve kesin d¢limler elde edilebilmektedir.

Analiz gerceklesitirilirken sabit fazin bir ucuna numune damlatilir ve
numune hizli bir sekilde kurutulur. Sabit fazin ucu, kapali bir kap igerisinde
coziicii karisim olan hareketli faza yerlestirilir. Sabit faz ve mobil faz dogru
secildiyse, karistmin bilesenleri, hareketi fazin sabit faz boyunca hareketi
sirasinda farkli oranlarda go¢ eder. Mobil faz uygun bir mesafeye kadar
ulastiginda sabit faz ¢ikarilir ve hizli bir sekilde kurutulur. Bolgeler giin 15181 veya
utraviyole (UV) 151k altinda tespit edilir.

Kromatografik tutma ve segicilige dahil olan etkilesimler, hidrojen bag, ytik
transferi, iyon-iyon, iyon-dipol ve van der Waals etkilesimleridir. TLRC’deki
bilesenlerin ~ tanimlanmas1  Ol¢iilen Ry  degerlerinin  standartlar1  ile
karsilagtirlmasina dayanmaktadir. Rf degerlerinin degismesine neden olan
faktorler arasinda TLC seritinin boyutu, tiirii, yapisi, mobil fazin akis yonii, mobil
fazin hacmi ve bilesimi, dengeleme kosullar1 yer almaktadir (Sherma ve Fried,

2011).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar
3.1.1 Kullanilan Kimyasallar

. Dosetaksel (Kogak Farma)

o Gluteraldehit (Karaca Chemicals)
o Etanol (Merck)

o Metanol (Merck)

. Insan serum albumini (Sigma Aldrich)
o 1,3,4,6-Tetrakloro-3a,6a-difenil-glikoril (Iyodojen) (Sigma Aldrich)
o Na'®'I (Ege Universitesi Hastanesi, Niikleer Tip Anabilim Dali)

o n-oktanol (Merck)
. n-biitanol (Merck)
o Asetik asit (Merck)
o Amonyak (Merck)

. Fetal s1g1r serumu (FBS) (Biological Industries)
o Tripsin EDTA (1X) (Biological Industries)
o Rorwell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 hiicre kiltiirii ortami

(Biological Industries)
. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) hiicre kiiltiirii ortami
(Biological Industries)

o Fosfat tamponlu salin (PBS) (Amresco)

o 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolyumbromid (MTT)
(Sigma Aldrich)

o Diklorometan (Merck)

. TLC seliiloz F (Merck Plastik plaka 20x20)

. PC-3 insan prostat (adenokarsinoma) hiicre hatti (American Type Culture
Collection, Rockville, MD, ABD)

o RWPE insan prostat hiicre hatti (American Type Culture Collection,

Rockville, MD, ABD)

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi-FTIR (Ege Universitesi,
Niikleer Bilimler Enstitiisii)

° Dinamik 1s1k sag¢ilimi boyut ve zeta potansiyel Ol¢iim sistemi-DLS
(Marvern NanoZS90, Birlesik Krallik) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisii)

] UV-VIS spektrometresi (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii)

° TLC Bioscan (AR2000, Berlin Almanya) (Ege Universitesi, Niikleer
Bilimler Enstitiisii)
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. Doz kalibratorii (Bidex AtomLamb 100 Plus) (Ege Universitesi, Niikleer
Bilimler Enstitiisii)

. Santrifiij cihazi (Niive CN180) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisii)

. Vorteks cihazi (Ika) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii)

. Istticili manyetik karistirict (Ika) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisii)

. CO, inkiibatorii (Sanyo) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii)

. Laminar flow kabin (Thermo) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisii)

. Invert mikroskop (Leica) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii)

. Isik mikroskobu (Olympus) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii)

Otoklav (Hirayoma) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii)

. Hassas terazi (Ohaus, Pioneer PA214C) (Ege Universitesi, Niikleer
Bilimler Enstitiisii)

o Ultrasonik banyo (CEIA CP104 Standard Ultrasonic Cleaner) (Ege
Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii)

3.2 insan Serum Albumin Nanopar¢aciklarinin Sentezi

HSA nanoparcaciklart daha 6nce yayinlanan ¢aligmalardaki prosediirlere
gore sentezlenmistir (Redin vd., 2018; Fallarca vd., 2017; Iwao vd., 2018). 1 mL
insan serum albumini, 1 mL bidistile suyla seyreltilmistir. Manyetik karistiricida
oda sicakliginda 500 rpm’de 30 dakika karistirilmistir. Manyetik karistiricida
karigmakta olan ¢ozeltiye 8 mL etanol siringa pompasi kullanilarak 1 mL/dakika
hizla damla damla eklenmistir. 0.1 M’lik amonyum hidroksit (NH,OH) eklenerek
pH 9’a getirilmis ve ¢apraz baglayict olarak 240 pL % 8’lik gluteraldehid yine
siringa pompasi kullanilarak 1ml/dakika sabit hizla damla damla ilave edilmistir.
Eklenen gluteraldehit ile birlikte karisimin renginin kahverengiye dondiigi
gozlemlenmigtir. Bu renk degisimi Sekil 3.1°de gosterilmistir. Karisim oda
sicakliginda 500 rpm sabit hizda 24 saat karistirilmistir. 24 saat sonunda pH’1 6
oldugu gozlemlenen karisim 10000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenerek fazlarina
ayrilmistir. Ust faz ayrildiktan sonra, bidistile su kullanilarak 2 kez yikama islemi
uygulanmis ve siipernatant ayrilmistir. Dipte kalan pellet liyafilizator yardimiyla
kurutulmus ve kuru insan serum albumin nanoparcaciklari elde edilmistir. Elde

edilen nanopargaciklar +4 °C’de saklanmistir.
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A B

Sekil 3.1 Karigima gluteraldehit eklenmeden 6ncesi (A), sonrasi (B)

3.3 insan Serum Albumini Nanoparcaciklara Dosetaksel Yiiklenmesi

Bir mg HSA nanopargacik hassas terazide tartilmig ve 1 mL ultra saf suda
vorteks yardimiyla dispers edilmistir. Oda sicakliginda manyetik karistiricida 500
rpm sabit hizda 90 dakika boyunca karistirilmistir. Karismaya devam eden HSA
nanoparcaciklarma 1 mL (20 mg) dosetaksel damla damla eklenmis, bu islem
sirasinda tiiptin 151kla temast kesilmis ve 24 saat karigmaya birakilmigtir.
Karigtirma islemi sonrasinda 10000 rpm hizda 10 dakika santrifiijlenerek iist faz
ayrilmistir. Dosetaksel yiikleme verimini saptamak i¢in ayrilan iist faz +4 °C’de
151k gormeyecek sekilde saklanmistir. Siipernatanta 5 mL bidistile su eklenerek
10000 rpm’de 10 dakika santrifiijle yikama iglemi uygulanmistir. Yikama
isleminden sonra ayrilan pelet kurutularak +4°C’de 151k gormeyecek sekilde

saklanmustir.
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3.4 Dosetaksel Yiiklii insan Serum Albumin Nanoparc¢aciklarinin

Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Yapilacak deney ve analizlerde kullanilmak {izere, kurutulan dosetaksel
yiiklii HSA nanopargaciklara (DTX-HSA np) 500 pL bidistile su eklenmistir
ve vorteks kullanilarak kati haldeki nanoparcgaciklarin su igeriside homojen

olarak dispers olmasi saglanmistir.

3.5 Nanoparcaciklarin Karakterizasyonu

Hazirlanan HSA nanoparcaciklarin  ve dosetaksel yiikli HSA
nanoparcaciklarin  karakterizasyonu FTIR, DLS, SEM ve UV-VIS

spektrometre cihazlari kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.5.1 Fourier Dontisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi ile Analizler

HSA nanopargaciklart ve DTX-HSA nanopargaciklarinin FTIR analiz
spektrumlar1 FTIR (Perkin Elmer, Waltham, USA) cihaz1 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Karakterizasyon amaciyla insan serum albuminin FTIR

analizi yapilmistir.

3.5.2 Dinamik Isik Sa¢ilimi Analizleri

HSA nanopargaciklarin ve DTX-HSA nanparcaciklarin DLS ile
karakterizasyonu Zetasizer (Marvern NanoZS90, United Kingdom) cihazi ile
yapilmistir. Tanecik boyutu ve zeta potansiyelleri belirlenmistir. Boyut
analizlerinde ¢6zgen olarak ultra saf su kullanilmis ve 0.22 um filtreden
gecirilmistir. Nanopargaciklarin hidrodinamik caplar1 belirlenmistir. Zeta
potansiyeli  Olctimleriyle 1ise, HSA nanoparcactkk ve DTX-HSA
nanoparg¢aciklarin yiizey yiikii tayin edilmistir. Nanoparcaciklar ultra saf suda
dispers edilerek kiivetlerde Olctimleri gergeklestirilmistir. Zetasizer cihazi

Sekil 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.2 Zetasizer cihazi

3.5.3 UV-VIS Sepktrometresi Analizleri

HSA nanoparcaciklarina yiiklenen dosetaksel miktarinin saptanmasi icin
UV-VIS spektrometre cihazi kullanilmistir. Bunun i¢in farkli konsantrasyonlarda
dosetaksel ¢ozeltileri hazirlanarak 283 nm dalga boyunda absorbans Slgtimleri
gerceklestirilmistir. Konsantrasyona karsi absorbans degerleri kullanilarak bir
standart grafik olusturulmustur. DTX-HSA nanopargaciklarin hazirlanmasi
sirasinda ayrilan {ist fazin absorbansi Olcililmiistiir. Standart grafiginden

yaralanarak HSA nanoparcaciklarina yiiklenen dosetaksel miktar1 hesaplanmustir.

3.5.4 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

HSA ve DTX-HSA nanoparcgaciklarinin morfolojileri taramali elektron

mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir.



26

3.6 DTX-HSA Nanopar¢acigin Salim Deneyleri

DTX'in DTX-HSA nanoparcaciklarindan in vitro ilag salimimi, fosfat
tamponu icinde gerceklestirilmistir (PBS, pH 7.4 ve 5.8). 1 mg/mL DTX-HSA
nanopargaciklar1 tiipe aktarilmistir, daha sonra 5 mL salinim ortamina (PBS)
yerlestirilmistir ve 120 rpm'de, 37°C'de ¢alkalanmistir. Onceden belirlenmis farkli
zamanlarda, c¢ozelti 10000 rpm'de 10 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatanlar,
DTX miktarimi bulmak i¢in UV-Vis spektrometresi ile analiz edilmistir. Analizler
her zaman aralig1 igin ii¢ kez yapilmistir. Sonuglar yiizde cinsinden kiimiilatif ilag
salinimini hesaplamak i¢in kullanilmis ve zamana bagli ylizde ila¢ salinim1 grafigi

cizilmistir.
3.7 iodojen Kaph Tiiplerin Hazirlanmasi

Radyoisaretleme deneylerinde kullanilmak tizere her 1.5x6 cm’lik tiip igin 1
mg iodojen (1,3,4,6-Tetrakloro-3a-6a-difenil-glikoril) tartilip, 250 uL
diklorometan (CH,Cl,) igerisinde ¢6ziilmistiir. Oda sicakliginda ¢6zgenin ugmast
ve tiipteki iodojenin ¢eperlere ince film tabakasi seklinde kaplanmasi saglanmustir.

Hazirlanan iodojen film kapli cam tiipler +4°C’de saklanmistir.

3.8 Dosetaksel, HSA ve DTX-HSA Nanoparcaciklarin B jle

Isaretlenmesi ve Kalite Kontrolii

DTX, HSA nanoparcaciklar1 ve DTX-HSA nanoparcaciklarinin
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radyisaretleme islemi I kullanilarak gerceklestirilmistir. Radyoisaretleme

iodojen metodu kullanilarak yapilmistir.

2 mg HSA nanoparcactk 1 mL saf su igerisinde dispers edilerek stok
cozeltisi hazirlanmistir (2 mg/mL). Radyoisaretleme icin bu stoktan 100 pL
almmis ve iyodojen kapli cam tiiplerde 555x10° Bq aktivitede **!I ile
isaretlenmistir. Radyoisaretleme farkli pH’larda (pH=3, 4, 8 ve 9.5) 40 dakika
inkiibasyon siiresinde gerceklestirilmistir. Deneyler sonunda optimum isaretleme

pH’1 saptanmustir.
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Dosetakselin isaretlenmesi ise siseden 100 pL DTX ¢ekilerek 150 pCi 13

ile iodojen kapli tiiplerde 40 dakika inkiibe edilerek gergeklestirilmistir.

DTX-HSA nanoparcaci@inin  radyoisaretlenmesinde daha  Onceden
hazirlanan 500 pL stok ¢ozeltiden 100 pL ¢ekilerek 555x10* Bq **1 ile iyodejen
kapli tiiplerde 40 dakika inkiibe edilmistir. Isaretleme farkli pH’larda
gerceklestirilmis (pH 3, 4, 8 ve 9.5) ve isaretleme verimine olan etkisi

incelenmistir.

Radyoisaretleme verimi ince tabaka radyokromotografisi yontemi ile
belirlenmistir. isaretleme verimini belirlemek amaciyla yiikseltgenmis B Nat,
BUHSA, BU-DTX, BU-DTX-HSA 6mekleri 1.2x10 ¢cm boyutlarda kesilmis
seliiloz kapli TLC seritlerine, taban noktasindan 0.5 cm yukarisinda olacak sekilde
damlatilmistir. Mobil faz olarak n-biitanol-su-asetik asit (4-2-1) ve metanol-su (9-
1) banyolar1 hazirlanmistir. TLC seritleri bu tanklara yerlestirilip ¢6zgenin yeteri
kadar ilerlemesi beklenmistir. Cozgenler yeterince ilerledikten sonra ¢dzgenin
yirime mesafesi isaretlenmis ve oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.
Kuruyan TLC seritlerinin iizeri kaplanarak TLC Bioscan cihazinda

kromotogramlart alinmistir. R¢ degerleri (maddenin yiiriidiigii mesafe / ¢dzgenin

yiiriidiigli mesafe) ve % isaretlenme verimi saptanmistir.

3.9 Radyoisaretli DTX-HSA Nanoparcaciklarin Lipofilite Tayini

Lipofilite tayini i¢in optimum kosullarda B jle isaretlenen DTX-HSA
nanoparcacigindan 50 pL alinarak i¢inde 3 mL n-oktanol ve 3 mL su bulunan
falkonlara konulmustur. Falkonlar 1 saat vortekslenerek karistirilmistir. Fazlarin
ayrilmasini saglamak iginse 2500 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Alt faz ve
iist fazdan 500’er pL alinarak ependorflara konulmus ve Cd(Te) dedektorii ile

aktiviteleri sayilmistir. Ayni islem 3 kez tekrarlanmigtir.
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3.10 **'I-DTX-HSA Nanopar¢aciklarin in vitro Stabilitesi

In vitro stabilite ¢alismasi1 radyoisaretli DTX-HSA nanopargaciklarin raf
omriinii belirlemek i¢in yapilmistir. Bu nedenle bilesik isaretlenip inkiibasyon
siiresi dolduktan sonra temiz bir tiipe alinarak reaksiyon durdurulmustur. 0.
dakikada verimini 6lgmek i¢in TLC seritlerinin iizerine damlatma yapilmis ve n-
biitanol-su-asetik asit mobil fazi ve metanol-su mobil fazini igeren tanklara
konulmustur. Cozgen yeteri kadar yiiriidiigiinde tanktan alinarak kurutulmus ve
TLRC Bioscan cihazinda Ornekler taratilmis ve kalite kontrolleri
gerceklestirilmistir.  Aymi islem 30, 60, 180 ve 1440. dakikalarda da
gerceklestirilerek BlI_DTX-HSA nanpargaciklarin in vitro stabilitesi saptanmustir.

3.11 Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii ¢alismalari, PC3 insan prostat kanseri hiicresi ve RWPE-1
insan prostat epiteli hiicre hatlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. RWPE-1
hiicreleri i¢in % 20 FBS, % 1 L-glutamin, %1 sodyum piiriivat, esansiyel
aminoasitler ve % 1 penisilin-streptomisin igeren RPMI 1640 ortaminda kiiltiire
edilmistir. PC3 hiicreleri i¢in ise % 1 L-glutamin, %1 sodyum piiriivat, esansiyel
aminoasitler ve % 1 penisilin-streptomisin igeren DMEM ortaminda kiiltiire
edilmistir. Hiicreler, 37°C’de % 5 CO2 igeren inkiibatorde muhafaza edilmistir.
MTT (3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromid) testi ile,
DTX yiikli HSA nanoparcaciginin PC3 ve RWPE-1 hiicreleri kullanilarak, bu
hiicreler iizerindeki toksisitesi tespit edilmistir. Bununla birlikte B jle isaretli
DTX-HSA nanoparcaciginin PC3 ve RWPE-1 hiicrelerindeki tutulumu yiizdesel

olarak hesaplanmuigtir.
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3.11.1 MTT Testi

PC-3 ve RWPE-1 hiicre hatlar1 sirastyla DMEM ve RPMI 1640
ortamlarinda 96’lik platelere ekilerek 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda, hiicreler iizerindeki besiyer uzaklastirilmis ve
kuyucuklar PBS ile 1 kez yikanmistir. Daha sonra hiicreler iizerine serum
icermeyen besiyer ve 5, 10, 20, 50, 75 ve 100 nM konsantrasyonlarinda DTX-
HSA nanoparcacigr eklenmis ve 24 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda, hiicreler iizerindeki besiyer uzaklastirilmis ve MTT
soliisyonu uygulanarak hiicrelerin yiizde canlilik orani hesaplanmistir. MTT
sollisyonunu hazirlamak i¢inse, 0,5 mg/ml MTT igeren soliisyon, kuyucuk basina
100 pl olarak hiicreler iizerine eklenmis ve 37°C’de 3 saat inkiibasyona
birakilmistir. Ug saat sonunda, MTT soliisyonu uzaklastirilmis ve MTT
kristallerini ¢6zmek i¢in 100 pul DMSO hiicreler iizerine eklenmistir.
Kuyucuklarin absorbanst 550 nm’de mikroplaka okuyucu ile dlgiilmiistiir. Yiizde
hiicre canliligi, hi¢bir bilesik uygulanmamis kontrol grubu canliligi % 100 kabul
edilerek ve hiicresiz kuyucuklarin absorbansi iliskili olduklari kuyucuklarin

absorbansindan ¢ikarilarak hesaplanmaistir.

3.11.2 DTX-HSA Nanoparcaciginin In Vitro Hiicre Tutulum Deneyi

B radyoniiklidi, **'1 ile isaretli DTX-HSA nanopargacigmin hiicrelerindeki

tutulum potansiyeli incelenmistir. In vitro tutulum deneyleri Yurt et al. (2017) ve
Yurt et al. (2018) calismalar1 esas alinarak gerceklestirilmistir. PC3 ve RWPEI

hiicre hatlar1, 24 saatte % 80 konfluent olacak sekilde 24 kuyucuklu plakalara
ekilmistir (kuyucuk basma 40.000 hiicre). 24 saat sonunda hiicreler iizerindeki
besiyer uzaklastirilmis ve yerine kuyucuk basmma 500 pl hacminde ve 10 pCi
aktivitede *!1, 10 nM *-DTX-HSA nanopargaciklar1 eklenmistir. Hiicreler
37°C’de farkln siirelerde (1, 2, 4 ve 24 saat) inkiibasyona birakilmistir. Her
inkiibasyon siiresi ve her hiicre hatt1 i¢in ayr1 plakalar hazirlanmistir. Inkiibasyon
stiresi dolan plakalardaki kuyucuklarin aktivitesi Cd(Te) RAD-501 tek kanalli
gama sayim sistemi ile sayilmistir (Ag). Daha sonra kuyucuklar tizerindeki besiyer

uzaklagtirilarak PBS ile yikanmistir. Yikamadan sonra kuyucuklara 500’er pul PBS
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eklenmis / resuspense edilmis ve tekrar aktiviteleri sayilmistir (Aj). Sayimlar

tamamlandiktan sonra (A1/Ag)x100 formiilii ile % tutulum verimi hesaplanmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

41 HSA Nanoparcaciklarnmmn ve Dosetaksel Yiikli HSA

Nanoparcaciklarimin Karakterizasyonu

HSA ve DTX-HSA nanopargaciklarinin karakterizasyonlart DLS, FTIR ve
SEM cihazlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir.

4.1.1 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi Sonuclari

FTIR cihaz1 ile alinan insan serum albumini (a), insan serum albumini
nanoparcacigi (b), dosetaksel yiiklii insan serum albumini nanopargacigi (¢) FTIR

spektrumlari ve tlim spektrumlarin karsilastirilmasi (d) Sekil 4.1 de gosterilmistir.
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1029
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Name Description
h=a Sample 035 By Administrator Date Saturday, June 23 2018
h=al Sample 043 By Administrator Date Saturday, June 23 2018

DTX+HSA  Sample 044 By Administrator Date Saturday, June 23 2018

Sekil 4.1 HSA (a), HSA nanopargacik (b), DTX-HSA nanopargacik (c) ve tim FTIR spektrumlar
(d)

Insan serum albumini FTIR spektrumunda ; 3288, 1648, 1546, 1400 ve 522
cm™ de pikler gzlemlenmistir. Orta infrared polipeptit arahgindaki spektrumlar
ii¢ bolgeye ayrilir: Amid I (1700-1600 cm™), amid 11 (1600- 1500 cm™) ve amid
Il (1320-1230 cm™). Protein sekonder yapisal bilesiklerine karsi en hassas
spektral bolge, neredeyse tamamen farkli peptit baglantilarinin -CO germe
titresimlerinden kaynaklanan amid 1 bandidir. Esas olarak -NH biikiilme
diizleminden ve CN gerilme titresiminden tiiretildigi ig¢in, proteinin

konformasyonuna ¢ok duyarli olduguna inanilmaktadir (Prosapio vd., 2014).

HSA, HSA nanopargacigir ve DTX-HSA nanopargaciklarin her birinin FTIR
spektrumlarinda 1648, 1645 ve 1638 cm™de amid I bandinin varhigim kanitlayan
pikler gozlemlenmistir. Ayrica HSA ve HSA nanopargacik spektrumlari
karsilastirildiginda her ikisinde de 1529, 1546 cm™ bolgelerinde amid II bandi
goriilmiistiir. HSA’da gozlemlenen 1400 cm™ bolgesindeki -COO baglari, HSA

nanopargaciklarin spektrumunda goriilmemistir. Fakat 1236 cm™de amid III
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band1 piklerine ( -CN germe ve -NH biikiilmeleri titresimleri) rastlanmigtir. Bu
verilere dayanarak HSA nanoparcacik sentezinin basarili oldugu ispatlanmigtir.
3300 cm* bolgesinde NH biikiilme piki HSA, HSA nanoparcacik ve
dosetaksel yiikli  HSA nanoparcaciklarda goriilmistiir. Ancak HSA
nanopargaciklarda goriilen amid II (1529 cm™) ve amid 111 (1236 cm™) pikleri
DTX-HSA nanopargaciklarda goriilmemistir. Dosetaksel; protein polipeptitlerinde
C=0 ve C-N gruplariyla etkilesime girer ve polipeptit karbonil hidrojen baglanma
agmin yeniden diizenlenmesine neden olur (Cheng vd., 2009). Bu spektruma gore
dosetaksel antikanser ilacinin HSA nanopargaciklara basarili bir sekilde

yiiklendigi kanitlanmgtir.

4.1.2 Dinamik Isik Sa¢ilimi Sonuglar

HSA nanopargaciklar1 ve DTX-HSA nanoparcaciklarinin boyutlar1 ve zeta
potansiyelleri dinamik 151k sa¢ilimi cihazi kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Hazirlanan
nanoparcaciklar suda dispers edildikten sonra analiz gerceklestirilmistir. Sekil 4.2
ve 4.3’te sirastyla HSA ve DTX-HSA nanopargaciklarin DLS boyut analizi

grafikleri gosterilmistir.
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Sekil 4.2 HSA nanopargaciklarin boyut analizi (a), Zeta potansiyeli (b)
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HSA nanopargaciklarin hidrodinamik c¢apinin 90 nm civarinda oldugu
goriilmiistiir. Zeta potansiyeleri ise -52,6 mV olarak belirlenmistir. Sentezlenen
nanoparcacigin ~ PDI  degeri  0.203  olarak  Olgiilmistiir. DTX-HSA
nanoparcaciklarin hidrodinamik ¢ap1 ise 150 nm o6l¢iilmiis, zeta potansiyelleri -
27,2 mV olarak belirlenmistir. DTX-HSA nanopargaciklarin PDI degeri 0,231
oarak Olcililmiistiir. Langer ve arkadaslar1 2003 yilinda yayinladiklar1 ¢aligmada
HSA nanopargaciklarin hidrodinamik c¢apinin ortalama olarak 100-300 nm
arasinda degistigini belirtmislerdir (Langer vd., 2003).

Lomis ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklar1 ¢alismada DTX-HSA

nanoparcaciklarin boyutunun 200 nm’den kiigiik oldugu tespit edilmistir. Zeta

potansiyeli -26,8 + 3,1 mV, PDI degeri ise 0,3’iin altinda 6l¢lilmiistiir.

Cizelge 4.1 HSA ve DTX-HSA nanopargaciklarin boyut, PDI ve zeta potansiyel verileri

Boyutu PDI Zeta potansiyel
HSA np 02,33 nm 0,203 -52,6 mV
DTX-HSA np 151,7 nm 0.231 -27.2 mV

Sentezlenen nanoparcaciklarin boyutlarinin literatiirle de uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Ayn1 zamanda ilag yiiklenmesi ile hidrodinamik c¢apin ve yiizey
yiikiiniin degistigi gozlemlenmis, boyutlardaki ve yiizey yiikiindeki bu degisime
dayanarak sentez ve ilag yiikleme adimlarinin basarili bir sekilde gergeklestirildigi
sonucuna varilmistir. HSA nanoparcaciklarinin sentezinin bagarili oldugunu
sOyleyebilmek i¢in yapilan FTIR analizinin yani swa DLS analizi de

gerceklestirilmistir.
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4.1.3 Taramal Elekton Mikroskobu (SEM) Sonuclari

SEM analizi ile belirlenen HSA ve DTX-HSA nanopargaciklarin
goriintiileri Sekil 4.4’te verilmistir. SEM goriintiileri incelendiginde DLS
verilerine gore boyutlarin daha biiylik oldugu gozlemlenmistir. HSA
nanopar¢aciklarin  boyutlarinin = 100-200 nm  araliinda, DTX-HSA
nanopar¢aciklarin boyutlarinin ise 150-300 nm araliginda oldugu tespit
edilmistir. Ilag yiiklii nanopargaciklarin boyutunun HSA nanoparcaciklardan
daha biiyiik oldugu gozlemlenmistir. Bu goriintiilere gore ilag¢ yliklemenin
basarili oldugu da kanitlanmaktadir. Ayrica nanoparcaciklarin kiiresel sekilli
olduklar1 tespit edilmistir. SEM goriintiilerine gére HSA ve DTX-HSA

nanopargcaciklarin aglomere olmaya meyilli olduklar1 goriilmiistiir.
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.| 5/13/2019 HV spot usecase mag O WD det ———1pm—
10:02:34 AM 5.00kV 9.0 Standard 80000x 9.7 mm ETD EGE-MATAL

use case mag 0 | WD det
7.0 Standard | 50000 x | 9.6 mm ETD

(b)

Sekil 4.4 HSA (a), DTX-HSA (b) nanopargaciklarin SEM goriintiileri
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4.2 Nanoparc¢aciklara Yiiklii Dosetaksel Miktarimin Tespiti

HSA nanoparcaciklara yiiklenen dosetaksel miktarini tayin etmek amaciyla
dosetakselin 0,002-0,016 M konsantrasyonlarindaki UV-VIS spektrometresi
absorbans degerleri olgiilmistiir. Sekil 4.5’te 283 nm dalga boyunda UV-VIS

spektrumunda absorbans degerleri kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.
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Sekil 4.5 Dosetakselin 0,002-0,016 M konsantrasyonlar arasinda 283 nm dalga boyundaki
kalibrasyon grafigi

Nanoparcaciklara yiiklenen dosetaksel miktar1 kalibrasyon grafiginden elde
edilen y = 25,826x + 3,6713 formiiliinden hesaplanmis ve ilag yiikleme veriminin
% 50 oldugu tespit edilmistir. 1 mg nanopargaciga 10 mg dosetaksel yiiklendigi

hesaplanmastir.
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4.3 In Vitro Ila¢c Salim

0.1 M pH 7.4 ve pH 5.8'de PBS igerisinde DTX-HSA nanopargaciklarin in
vitro salim davranigi 48 saat siiresince Sekil 4.6’da goriilmektedir. Bu deneyde,
pH 7.4 ve pH 5.8 sirastyla saglikli doku ve tiimérlii dokuyu temsil etmektedir. Tlk
4 saatte, nanoparcaciklarin {izerindeki toplam DTX'in pH 7.4 ortaminda %25'i
salinirken, nanoparcaciklarin iizerindeki toplam DTX'in pH 5.8 ortaminda %40
salinmigtir. 24 saat sonra, pH 7.4 salim ortaminda, ila¢ salim miktar1 %65 olarak
hesaplanirken, pH 5.8 ortaminda % 83 oldugu goriilmiistiir. Her iki pH degeri i¢in
plato seviyesine 48 saat sonra ulagilmistir. pH 7.4 ve pH 5.8'de, ilag salim seviyesi
48 saat boyunca sirasiyla %80 ve %93'tiir. Cheng ve ark. 2018'de yaptiklar1 bir
caligmada, ilk 8 saatte %29,1 DTX-BIO-BSA-NP'lerden ilk yavas salinim pH
7.4'te goriilmistiir. Takip eden 28 saat iginde, patlama salinimi, siirekli bir sekilde
%59.0'a yiikselmistir. Bu da kanser hiicrelerine karsi siirekli savasma imkani
saglayarak kanser hiicrelerinin canliliginin azalmasina neden olmustur. DTX-
BIO-BSA-NP'lerin (%81.6) kiimiilatif salinimi, 4 giin sonra dosetakselinkinden
(%89.9) daha az oldugu goriilmiis ve dosetakselin, DTX-BIO-BSA NP'lerinin sert
¢ekirdeginde 1iyi kapsiillenmesine atfedilmistir. 4 giin sonra %81.6'lik bir
kiimiilatif salinim, nanoparcacik formiilasyonunun neredeyse dosetaksel saliminin

tamamina ulagtigin1 gostermistir.
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Sekil 4.6 DTX-HSA nanopargaciklarindan 48 saat boyunca PBS i¢inde in vitro DTX salinimu (0.1
M, pH 7.4 ve pH 5.8)

4.4 DTX, HSA ve DTX-HSA Nanoparcaciklarin **'I ile isaretleme

Sonuclari

DTX, HSA ve DTX-HSA nanopargaciklari 13y radyoniiklidi ile iodojen
metoduyla isaretlenmistir. lodojen tiiplerin hazirlanmasinda 1 mg iodojen
kulanilmistir. Radyoisaretlemede optimum kosullarin belirlenmesi igin isaretleme
pH 3, 4, 8, 9.5 ortamlarinda gerceklestirilmistir. Isaretlemenin farkli pH

degerlerinde elde edilen radyoisaretleme verimi degerleri Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.7 *1I-DTX-HSA nanopargaciginin pH 3, 4, 8 ve 9.5’ta radyoisaretleme verimi

Bl.DTX-HSA nanopar¢aciginin  radyoisaretlemesi pH=3 ortaminda
gergeklestirildiginde isaretleme veriminin  %42.67+1.15, pH=4 ortaminda
%47+2.65, pH=8 ortaminda %98.67+2.31, pH=9.5 ortaminda ise %90+1.73
oldugu goriilmiistiir. Isaretleme veriminin en diisiik oldugu pH degerinin 3, en
yiiksek oldugu degerin ise 8 oldugu gozlemlenmistir. Ortammn pH’mm 9.5
seviyesine arttirilmasiyla birlikte verimde tekrar bir diisiis oldugu goriilmiistiir. Bu
verilere gore ortam pH’inin 8 oldugu durum optimum radyoisaretleme kosulu

olarak belirlenmistir.

Radyoisaretlemenin ~ kalite  kontroli ~ TLRC  metoduna  gore
gerceklestirilmistir. Mobil faz olarak n-biitanol-su-asetik asit (4-2-1) ve metanol-
su (9-1) banyolar1 kullanilmigtir. DTX, HSA np, DTX-HSA np, yiikseltgenmis
B (vik ') ve Na®*'T’in bu iki banyodaki R degerleri saptanmigtir. Tablo

4.2’de R¢ dgerleri verilmistir.
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Cizelge 4.2 HSA np, DTX, DTX-HSA np, yiikseltgenmis **"' ve Na'*'I’in R; degerleri

n-biitanol-su-asetik asit Metanol-su
(4-2-1) (9-1)
Na™| 0,49 0,84
Yiik ™ 0,93 0,56
Bl_HsA 0,06 0,05
BlpTX 0,77 0,45
Bl.DTX-HSA 0,04 0,05

Cizelge 4.2°de goriildiigii lizere secilen her iki banyoda da R degerlerinin farkli
olmasi radyoisaretli maddelerin isaretlenmesinin basarili  bir sekilde
gergeklestirildigini  gostermektedir. Bioscan cihazi ile elde edilen piklerin
alanlarindan radyoisaretlemenin % verimi tespit edilmistir. Na'*, yiikseltgenmis
B (viik ), HSA np, DTX, DTX-HSA np’nin (a) n-biit-su-asetik asit, (b)
metanol-su banyolarindaki TLRC kromotogramlari sirasiyla Sekil 4.8, Sekil 4.9,
Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de sirasiyla verilmistir.
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Sekil 4.8 Na'*'T’in (a) n-biitanol-su-asetik asit (4-2-1) ve (b) metanol-su (9-1) banyolarindaki
TLRC kromotogramlari
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Sekil 4.9 Yiikseltgenmis **'I'un  (a) n-biitanol-su-asetik asit (4-2-1) ve (b) metanol-su

banyolarindaki TLRC kromotogramlari

(9-1)
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Sekil 4.10 HSA np’nin (a) n-biitanol-su-asetik asit (4-2-1) ve (b) metanol-su (9-1) banyolarindaki

TLRC kromotogramlar1
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Sekil 4.11 DTX’in (a) n-biitanol-su-asetik asit (4-2-1) ve (b) metanol-su (9-1) banyolarindaki
TLRC kromotogramlar1
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Sekil 4.12 DTX-HSA np’nin (a) n-biitanol-su-asetik asit (4-2-1) ve (b) metanol-su

banyolarindaki TLRC kromotogramlari

(9-1)
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TLRC verilerine gore pH=8 ortaminda ™I ile isaretlemede verim; HSA
nanopargaciklart i¢in % 92,5 + 4,95, saf DTX igin % 100 ve DTX-HSA
nanoparcaciklar i¢in % 98 + 3,68 oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.13’te optimum

kosullardaki verim grafigi verilmistir.
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Sekil 4.13 ¥-HSA np, **1-DTX ve **I-DTX-HSA np’larin % isaretleme verimi (pH=8)

4.5 Radyoisaretli DTX-HSA Nanoparcacigin Lipofilite Tayini

B1.DTX-HSA nanoparg¢aciklariyla yapilan lipofilite ¢aligmalar1 sonucunda
deneysel log P degeri 0.66+0.012 olarak bulunmustur. ***1-DTX-HSA bilesiginin
lipofilik oldugu tespit edilmistir.

4.6 DTX-HSA Nanoparcacigin In Vitro Stabilite Sonuclar:

B1.DTX-HSA nanoparcacigin raf omriinii saptayabilmek i¢in yapilan in
vitro stabilite caligmalarinin sonuglar1 Sekil 4.14’te verilmistir. 0, 30, 60, 120, 180
ve 1440 dakika olamak {izere, farkli inkiibasyon siirelerinde isaretleme verimleri
incelenmistir. Sirasiyla reaksiyon verimleri 98.5+1.91, 92.29+9.69, 89.88+14.26,
86.13+12.94, 82.75+13.31, 81.294+12.2 olarak saptanmistir. Radyoisaretli DTX-
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HSA nanoparcacigin isaretleme verimi zamanla diismeye baslamis fakat
stabilitesini 24 saate kadar yiiksek oranda korudugu gdzlemlenmistir. In vitro
stabilite deneyi sonuglarina gore radyoisaretli DTX-HSA nanopargacigin

stabilitesinin yapilacak ¢aligmalar i¢in yeterince uzun oldugu saptanmustir.
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Sekil 4.14 "*'1-DTX-HSA nanopargacigin in vitro stabilitesinin zamana gore degisimi

4.7 Hiicre Kiiltiirii Calismalar: Sonuclar:

4.7.1 DTX ve DTX-HSA Nanoparcaciklarin Sitotoksisite Sonug¢lari
Hiicre kiltiri c¢alismalar1 PC-3 ve RWPE-1 hiicre hatlann ile
gergeklestirilmistir. Her iki hiicre hattinda DTX ve DTX-HSA nanopargacig ile
sitotoksisite ¢alismalar1 yapilmistir. Hiicre hatlarina uygulanan 5, 10, 20, 50, 75 ve
100 nM konsantrasyonlardaki DTX ve DTX-HSA nanopargaciklar kontrol
grubuyla karsilastirilmistir. Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da sirasiyla RWPE-1 ve PC-3

hiicrelerinde elde edilen sitotoksisite sonuglarinin grafikleri verilmistir.
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Sekil 4.15 RWPE-1 hiicre hattinda DTX ve DTX-HSA nanopargacigimin toksisitesi

RWPE-1 hiicre hattina yalnizca serbest DTX verildiginde 5, 10, 20, 50, 75
ve 100 nM konsantrasyonlarda % hiicre canlili1 oranlar1 sirasiyla; 77.23+15.19,
50.88+11.29, 43.38+19.68, 31.5343.28, 28.54, 13.0941.22 olarak tespit edilmistir.
10 nM konsantrasyonda hiicre canlilig1 % 50 civarina diigsmiistiir. Serbest DTX’in
bu hiicre hattinda oldukea toksik bir etkisinin oldugu gozlemlenmistir. Ayni hiicre
hattina DTX-HSA nanoparcaciklart ayni konsantrasyonlarda verildiginde hiicre
canliligt oranlan sirasiyla; 93.23+0.7, 81.48+6.77, 68.83%£9.75, 60.34+13.47,
48.13+1.51, 32.84+7.07 olarak tespit edilmistir. RWPE-1 hiicre hattina 75 nM
konsantrasyonda DTX-HSA nanopargaciklar1 verildiginde hiicrelerin % 50’sinin
canli kalabildigi gozlemlenmistir. RWPE-1 hiicre hattinda HSA nanopargaciklara
yiikklenen DTX, serbest DTX’e gore daha az sitotoksik etkiye neden odugu
sonucuna ulasilmistir. Sekil 4.15°teki verilere gére RWPE-1 hiicrelerinde DTX-
HSA nanopargaciklarin ICsg degerinin 75 nM, serbest DTX’in ICsy degerinin ise
10 nM oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.16 PC-3 hiicre hattinda DTX ve DTX-HSA nanopargaciginin toksisitesi

PC-3 hiicre hattina serbest DTX verildiginde 5, 10, 20, 50, 75 ve 100 nM
konsantrasyonlarda % hiicre canlilig1 oranlari sirasiyla; 83.34+2.83, 61.14+9.08,
40.94+0.15, 38.74+8.16, 32.49+9.16, 15.72+10.89 olarak tespit edilmistir. 20 nM
konsantrasyonda serbest DTX uygulandiginda hiicre canliligt oram1 % 50’nin
altina diismiistiir. Ayni hiicre hattina DTX-HSA nanoparcaciklart ayni
konsantrasyonlarda verildiginde % hiicre canlilig1 oranlar sirasiyla; 50.48+5.84,
39.20+3.87, 31.77+£3.98, 26.79+3.78, 18.42+12.05, 7.51+£2.34 olarak tespit
edilmistir. PC-3 hiicre hattina 5 nM konsantrasyonda DTX-HSA nanopargaciklari
verildiginde hiicre canliligi % 50 oraninda azalmistir. PC-3 hiicre hattinda HSA
nanoparcaciklarina yiiklenen DTX, serbest DTX’e gore daha toksik bir etkiye
sebep olmustur. Sekil 4.16’daki verilere gore DTX-HSA nanopargaciklarin PC-3
hiicrelerindeki ICsq degerinin 5 nM oldugu, serbest DTX’in ICso degeri ise 20 nM
oldugu tespit edilmistir.

Nateghian et al 2015 yilinda yapilan ¢alismada folik asit kapli HSA
nanoparg¢aciklara DTX yiiklemis ve DTX-HSA+HSA-FA nanoparcaciklarin
sitotoksitelerinin serbest DTX’ten % 45 daha fazla oldugunu ortaya konulmustur.
Jiang et al 2015 yilinda yaptigi bir calismada ise folat kapli DTX-HSA
nanoparcaciklari sentezlemis ve PC-3 hiicre hattinda 72 saat inkiibasyon siiresinde

ICs0 degerinin 35 nM oldugunu ortaya konulmustur.
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4.7.2 Radyoisaretli Serbest DTX ve DTX-HSA Nanoparcaciklarin
RWPE-1 ve PC-3 Hiicre hatlarindaki Tutulum Sonuclari

Rayoisaretli serbest DTX ve '*!'I-DTX-HSA nanopargacigmimn PC-3 ve
RWPE-1 hiicrelerindeki yiizdesel olarak tutulumu tespit edilmistir. RWPE-1 ve
PC-3 hiicre hatlarinda 131I, BL_DTX ve B*H-DTX-HSA nanoparcaciginin tutulum
grafikleri Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de sirastyla verilmistir.
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Sekil 4.17 131|, BDTX ve ®*Y-DTX-HSA nanoparc¢aciginin RWPE-1 hiicre hattinda 1, 2,

4 ve 24 saat inkiibasyon siirelerindeki tutulumlari
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Sekil 4.18 *11, 311-DTX ve **!|-DTX-HSA nanopargaciginin PC-3 hiicre hattinda 1, 2, 4 ve 24 saat

inkiibasyon stirelerindeki tutulumlari

RWPE-1 hiicre hattinda **'1-DTX’in I, 2, 4 ve 24 saat inkiibasyon
siirelerindeki % tutulumlarmin sirasiyla; 2.03+0.42, 0.98+0.14, 1.25%0.13,
1.03£0.19 oldugu tespit edilmistir. ***I-DTX-HSA nanopargaciklarmnin 1, 2, 4 ve
24 saat inkiibasyon siirelerindeki % tutulumlart sirasiyla; 1.15+0.27, 0.74+0.27,
0.85+0.09, 0.65+0.17 oldugu tespit edimistir. Bu hiicre hattinda Bl.DTX-HSA
nanoparcaciklarin tutulumunun *'I-DTX tutulumundan daha fazla oldugu
goriilmistir. DTX’in  HSA  nanopargaciklara  yliklenmesinin RWPE-1
hiicrelerinde tutulumu azalttig1r gézlemlenmistir. RWPE-1 hiicrelerinde en yiiksek
tutulum hem **'1-DTX hem de *'I-DTX-HSA icin ilk 1 saatte goriiliirken, 24

saatlik inkiibasyon siiresiyle tutulumun azaldig1 goriilmuistiir.

PC-3 hiicre hattinda **'1-DTX’in 1, 2, 4 ve 24 saat inkiibasyon siirelerindeki
% tutulumlarinin sirasiyla; 0.83+0.12, 1.05+0.03, 1.14+0.13, 1.0440.12 oldugu
goriiliirken, B1.DTX-HSA nanoparcaciklarin 1, 2, 4 ve 24 saat inkiibasyon
siirelerindeki % tutulumlarimin swrasiyla; 0.94+0.21, 1.12+0.17, 1.16+0.17,
1.2940.22 oldugu goriilmiistir. PC-3 hiicre hattinda 'I-DTX-HSA
nanoparcaciklarin tutulumu BlYDTXe gore fazladir. Minimum tutulum oran
hem '1-DTX hem de *!I-DTX-HSA igin ilk 1 saatte gdzlemlenmistir. Ayrica

inkiibasyon siiresi 24 saate kadar uzadiginda tutulum yiizdesi de artmaktadir.
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HSA nanopargaciklara yiiklii DTX, PC-3 hiicre hattinda **'I-DTX’e gére
fazla tutulurken, RWPE-1 hiicre hattinda **'1-DTX’e gore daha az tutulum

gosterdigi saptanmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Prostat kanseri erkeklerde en yaygin goriilen kanser tiiriidiir ve erkeklerde
kanserden oliimlerde ikinci sirada yer alir. Bu nedenle prostat kanserinin teshis ve
tedavisinde kullanilacak yeni ajanlarin gelistirilmesi oldukc¢a 6nemlidir (Xue vd.,
2017). Bu tez ¢alismasinda prostat kanseri tedavisi ve niikleer goriintiilemesinde

kullanilacak dosetaksel yiiklii nanopargacik gelistirilmistir.

Dosectaksel, prostat kanseri tedavisinde kullanilan olduk¢a toksik bir
kemoterapi ilacidir. Calismamizda sentezlenen HSA nanoparcaciklara dosetaksel

yiiklenerek ayrica yan etkilerin de azaltilmasi saglanmistir.

HSA nanoparcaciklarin sentezi desolvasyon teknigi ile gerceklestirilmistir
ve capraz bagayci olarak gluteraldehit kullanilmistir. Literatiirde de Langer ve
arkadaslari 2003 yilinda yaptiklart bir c¢alismada HSA nanoparcaciklari
desolvasyon metodu ile sentezlemisler ve ¢apraz baglayici olarak gluteraldehit
kullanmiglardir. Bu yontemle 100-300 nm boyut araliginda araliginda, kiiresel
nanoparg¢aciklar sentezlemensi basarilmistir. Lomis ve arkadaslari ise 2016 yilinda
200 nm’den kigiik, -26.8 mV zeta potansiyeline sahip DTX-HSA
nanoparcaciklari sentezlemislerdir. Calismamizda sentezlenen = HSA
nanoparcaciklar Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektroskopisi, Taramali Elektron
Mikroskobu, Dinamik Isik Sacilimi1 cihazlariyla karakterize edilmistir. Bu
analizler sonucunda -52.6 mV yiizey yiikiine sahip 100-200 nM boyut araliginda
HSA nanoparcaciklarin basarili bir sekilde sentezlendigi kanitlanmistir. Ayrica
FTIR analizleri sonucunda HSA nanopargaciklarinda, HSA’dan farkli olarak
gorilen amid III bandi da nanopargacik sentezinin basarili oldugunu

kanitlamaktadir.

llag yiikleme verimi, eklenen ilacin baslangi¢ oraninin artmasiyla
artmaktadir. Thang ve arkadaglarinin 2016 yilinda yaptiklart ¢alismada eklenen
DTX'in HSA'ya ilk oran1 % 18 oldugu i¢in yiikleme verimi % 8.33'e ulagmustir.
Bu tez calismasinda sentezlenen HSA nanopargaciklara % 50 verim ile dosetaksel

antikanser ilac1 yiiklenmistir. Ilag yiikleme esnasinda 1 mg nanopargacik igin 20
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mg dosetaksel eklenmistir ve bu ilacin 10 mg’inin HSA nanoparcaciklarina
yiiklendigi goriilmiistiir. ila¢ yiiklii HSA nanopargaciklarm yiikleme verimi UV-
VIS spektrometresi ile gergeklestirilmistir. DTX-HSA nanoparcaciginin lipofilik
oldugu yapilan lipofilite testlerinde tespit edilmis ve DTX’in HSA
nanoparcaciklara yiiklenerek suda ¢Ozlniirliigiiniin artmasi  saglanmistir.
Hazirlanan DTX-HSA nanopargaciklarin boyutu 150 nm ve zeta potansiyelinin -
27.2 mV oldugu tespit edilerek literatiirdeki diger c¢alismalarla uyumlu oldugu
goriilmiistiir (Lomis vd., 2016).

DTX-HSA nanopargaciklarin pH 7.4 ve pH 5.8 ortamlarinda in vitro ilag
salim profili incelediginde ilk 4 saatteki miktarin sirasiyla %25 ve %40 oldugu
goriilmiistiir. 24 saatten sonra pH 7.4 ve 5.8°de sirasiyla %65 ve %83, 48 saat
sonunda ise %80 ve %93 oldugu gozlemlenmistir. Bu iki salinim ortami
karsilastirildiginda ilag salinim profilinin birbirine paralel ve pH 5.8 ortaminda
ilag saliniminin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuclarin
literatiirle uyum igerisinde oldugu goriilmistiir. DTX-HSA nanopargaciklari
tizerindeki ylikli DTX’in 48 saat sonunda neredeyse tamaminin salindig1 tespit
edilmistir.

B le isaretlenmistir.

DTX-HSA nanopargacigr iodojen yontemi ile
Isaretlemenin pH=8 ortaminda %98.67+2.31 verimle gergeklestigi TLRC yontemi
ile kalite kontrolii saglanarak kanitlanmistir. BL.DTX-HSA radyoisaretli
nanopar¢acigin 24 saat sonunda isaretleme veriminin %81.29+12.2 oldugu
goriilmiis ve goriintiileme ¢aligmalart i¢in raf Omriinlin yeterli oldugu ortaya

konulmustur.

DTX-HSA nanopargacigi ve serbest DTX’in sitotoksisite testleri sonucunda
RWPE-1 hiicre hattinda ICsp degerleri sirasyla, 75 nM ve 10 nM olarak
bulunmugtur. PC-3 hiicre hatlarinda ise ICso degerleri DTX-HSA i¢in 5 nM,
serbest DTX i¢in 20 nM olarak tespit edilmistir. Karanika ve arkadaglarinin 2015
yilinda yaptig1 ¢alismada PC-3 hiicre hattinda 48 saat inkiibasyon siiresinde
DTX’in I1Cso degeri 70.5 nM olarak tespit edilmistir. Ayrica RWPE-1 hiicrelerinde
0.5 nM konsantrasyonun bile canlili1 azalttig1 gézlenmistir. Bu tez calismasinda

da DTX-HSA nanopargaciklarin PC-3 hiicre hattinda RWPE-1 hiicre hattina gore
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daha toksik oldugu gozlemlenmistir. Ayrica DTX-HSA nanoparcaciklarin PC-3
hiicre hattinda serbest DTX’e gore hiicre canliligini 6nemli 6l¢iide azaltirken,
RWPE-1 hiicre hattinda hiicre canlilifi seviyesi serbest DTX’e gore yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Bu verilere gore dosetaksel antikanser ilacini HSA
nanoparcaciklara yiikleyerek RWPE-1 hiicre hatt1 gibi saglikli hiicrelerdeki toksik
etkileri azaltilirken, PC-3 gibi tiimor hiicrelerindeki etkinligi arttirilabilmektedir.
Boylece sentezlenen DTX-HSA nanopargaciklarin prostat kanseri tedavisinde
meydana gelen yan etkileri azatmasi saglanarak daha etkili bir terapi ortaya

konulabilecegi kanitlanmaistir.

Radyoisaretli DTX ve DTX-HSA nanoparcaciklarin her iki hiicre hattinda
yapilan tutulum deneyleri sonuglarinin sitotoksisite deneyi sonuglarini destekler
nitelikte oldugu gozlemlenmistir. Bl_DTX-HSA radyoisaretli nanoparcacik PC-3
hiicre hattinda % 1.28 tutulum gosterirken, **'1-DTX’in %1.04 oraninda
tutundugu, RWPE-1 hiicre hattinda ise B1.DTX-HSA nanopargaciginin % 0.65
tutulum gosterirken, BLUDTX’in % 1.03 tutundugu goriilmiistiir. Bu verilere gore
saglikli hiicrelerde de toksik etki gosteren DTX antikanser ilact HSA
nanopargaciklara yiiklenerek prostat kanseri hiicrelerinde se¢imli olarak akiimiile
olmas1 saglanabilmektedir ve kanserli hiicrelerin oliimiinti arttirirken saglikli
hiicrelerde daha az etki gostermektedir. Bunun yani sira B le yiiksek verimle
isaretlenebilen DTX-HSA  nanopargacigi, prostat kanserinin  niikleer
gorlintiillemesine olanak saglayacak ve BlPin Yy emisyonunun yani sira [-

emisyonunun da olmasi nedeniyle radyoterapi etkisi de saglayabilecektir.

HSA nanopargaciklarin  yiiksek dosetaksel yiiklenebilme kapasitesi
sayesinde, Bl_DTX-HSA nanoparcaciklarin prostat kanseri hiicrelerinde se¢imli
aklimiile olmalar1, yiiksek in vitro tutulum verileri niikleer goriintiilleme ve terapi

i¢in etkili bir teranostik ajan olma yolunda umut vaad edici oldugu goériilmektedir.
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