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OZET

RADYOISARETLI PAKLITAKSEL TASIYICI KATI LiPiD
NANOPARCACIK FORMULASYONU VE RADYOFARMASOTIK
POTANSIYELININ INCELENMESI

UCAR, Eser

Doktora Tezi, Nikleer Bilimler Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Serap TEKSOZ
Eyliil 2016, 102 sayfa

Bu caligsmada, paklitaksel (PTX) yiklii kati1 lipid nanoparcaciklar sentezlenerek
teknesyum-99m (1) trikarbonil koru ile radyoisaretlenmesi ve bu yapinin biyolojik
davraniginin in vivo ve in vitro olarak incelenmesi amaglanmistir. Solvent
difiizyon yontemi ile hazirlanan kat1 lipid nanoparcaciklarin (SLN) yapisal
Ozellikleri Zeta Potansiyeli Analizi, Dinamik Isik Sacilimi (DLS) ydntemi,
Gegcirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ve Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)
gorlintlileri ile tanimlanmistir. Reseptdr hedefleme amaciyla nanopargaciklar,
sentezlenen folat polietilen glikol-kolesterol hemisiiksinat (Fol-PEG-CHEMS)
molekiilii ile modifiye edilmistir. Hedefleyici molekiiliin karakterizasyonu proton
niikleer manyetik rezonans (*H-NMR) spektroskopisi ile belirlenmistir.
Paklitaksel yiiklii kati lipid nanopargaciklarin (SLN-PTX) teknesyum-99m (I)
trikarbonil koru, [**™Tc(CO)3(H20)3]*, ile % 90 verimle radyoisaretlenmesi
saglanmistir. Paklitaksel yiiklii radyoisaretli kati lipid nanoparcaciklarin
(®*"T¢(CO)s-SLN-PTX) kalite kontrol calismalar1 Ince Tabaka Radyo
Kromatografi (TLRC) ve Yiiksek Performansli Stvi Radyokromatografi (HPLRC)
yontemleri kullanilarak gergeklestirilmistir.

9MTc(CO)3-SLN-PTX’in biyolojik davranisinin in vitro yontemle belirlenmesi
amaciyla folat reseptorii pozitif olan folat reseptorii pozitif MCF7 meme
(adenokarsinoma) epiteli ve HelLa serviks (adenokarsinoma) epiteli ile folat
reseptorlii negatif A549 akciger (karsinoma) epitellerinden olusan kanser hiicre
hatlar1 iizerinde inkorporasyon c¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. %°™Tc(CO)s-SLN-
PTX’in MCF7 ve HeLa hiicreleri iizerinde A549 hiicrelerine kiyasla daha yiiksek
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baglanma verimine sahip oldugu goériilmiistiir. *°™T¢c(CO)3-SLN-PTX in in vivo
biyolojik davranisinin belirlenmesi amaciyla saglikli disi Wistar Albino siganlar
tizerinde biyodagilim ve goriintiilleme ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Biyodagilim
ve goriintiileme calismalar1 sonucunda **™T¢c(CO)3-SLN-PTX in folat reseptorii
bulunduran bobrek dokusunda diger bolgelere gore daha fazla tutuluma sahip
oldugu gozlenmistir.

In vitro ve in vivo ¢alismalar sonucunda elde edilen verilerden gelistirilen sistemin
(paklitaksel yiiklii radyoisaretli kat1 lipid nanoparcaciklarin) folat reseptorlerine
kars1 spesifiteye sahip oldugu goriilmektedir.

Gelistirilen paklitaksel yiiklii radyoisaretli katt lipid nanoparcgaciklarin
hazirlanmasi kolay, hedefe yonelik, biyouyumlu ve terapi potansiyeline sahip bir

teshis ajan1 gelistirilmesine katki saylayacag: diistintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kati lipid nanopargacik, paklitaksel, Tc-99m, ilag tasiyici

sistem.



ABSTRACT

FORMULATION OF RADIOLABELED SOLID LIPID
NANOPARTICLES FOR PACLITAXEL DELIVERY AND
DETERMINATION OF RADIOPHARMACEUTICAL
POTENTIAL

UCAR, Eser

PhD Thesis in Department of Nuclear Sciences
Supervisor: Prof. Dr. Serap TEKSOZ
September 2016, 102 pages

In current study, it is aimed to synthesize paclitaxel (PTX) loaded solid lipid
nanoparticles, to radiolabel these nanoparticles with technetium-99m tricarbonyl
core and to evaluate its biological behaviour utilizing in vitro and in vivo methods.
Solid lipid nanoparticles (SLN) were synthesized by solvent diffusion method.
Structural characterization of SLN was performed by Zeta Potential Analysis,
Dynamic Light Scattering (DLS) method, Transmission Electron Microscope
(TEM) and Scanning Electron Microscope (SEM) imaging. Nanoparticles were
modified with folate derivative polyethylene glycol-cholesterol hemisuccinate
(Fol-PEG-CHEMS) molecule to target folate receptors. Characterization of
targeting molecule was performed by proton Nuclear Magnetic Resonance
Spectroscopy (*H-NMR). Radiolabeling of PTX loaded solid lipid nanoparticles
with technetium (1) tri carbonyl core [**™T¢(CO)3(H20)s]* accomplished with 90
% efficiency. Thin Layer Radiochromatography (TLRC) and High Performance
Liquid Radiochromatography (HPLRC) methods were used for quality control of
paclitaxel loaded radiolabeled solid lipid nanoparticles (**™T¢(CO)s-SLN-PTX).

In vitro biological behavior of %MT¢(CO)s3-SLN-PTX investigated with
incorporation studies on folate receptor positive breast (MCF7), cervix (HeLa)
and folate receptor negative lung (A549) carcinoma cell lines. Higher uptake
values of °™T¢(CO)3-SLN-PTX were determined on MCF7 and HeLa cell lines
according to A549 cell line. Biodistribution and imaging studies were conducted
to investigate in vivo behaviour of %*MTc¢(CO)s-SLN-PTX on female Wistar

Albino rats. According to results of in vivo studies, it was observed that



9mMTc(CO)s-SLN-PTX have higher uptake in folate receptor positive kidney tissue
considering other sites.

According to obtained data from in vitro and in vivo studies, it is seen that the
improved system (paclitaxel loaded radiolabeled solid lipid nanoparticles) is
specific to folate receptors.

It is concluded that the system improved in present study will make contribution
to improve an easy prepared, target specific and biocompatible diagnostic agent

with therapy potential.

Key Words: Solid lipid nanoparticles, paclitaxel, Tc-99m, drug delivery system
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1. GIRIS

Kemoterapinin 6nemli bir kismim1 olusturan sitotoksik ilaglar,
kullanimlarinin uzun ge¢misine ve gelistirilen bir¢ok yeni ila¢ ve diyete ragmen
diger ilag tiirlerine gore diisiik spesifite, yiiksek toksisite ve ilag direncine karsi
hassasiyet gibi problemleri beraberinde getirdiklerinden tedavilerde olumsuz
sonuglar dogurmaktadirlar (Wong et al., 2007). Bu durum uygulanan doz

miktarin1  kisitlamakta ve tedavinin istenilen diizeyde gerceklesmesini

engellemektedir (Cho et al., 2008).

Nano boyuttaki ilag tasiyici sistemler, tedavi amaciyla verilen sitotoksik
ilacin tliimdre spesifik olmasi ve yan etkilerinin olusmamasi i¢in gelistirilen
coziimlerden biri olarak umut vaat etmektedir. Mikron alti boyut araliginda
olmalar1 nedeniyle viicut icerisinde bir¢ok biyolojik bariyeri asabilmekte ayni
zamanda sitotoksik ilacin hedef bolgede kontrollii salimina olanak saglamaktadir
(Beloqui et al., 2014). Giiniimiize kadar, biyodagilimi ve hedef bolgedeki birikimi
gelistirmek amaciyla lipozomlar, polimerler, miseller, antikorlar gibi birgok farkli
ilag tastyici sistem degerlendirilmistir ve mikrometrenin altinda biiyiikliige sahip
bu tasiyici materyallerin, terapotik girisimlerdeki etkinlik ve toksisite dengesini

gelistirdigi ile ilgili onemli sonuglar elde edilmistir (Goldberg et al., 2012).

Lipofilik ila¢lar i¢in tasiyict sistem olarak ilk olarak 1960 yilinda Wretlind
tarafindan yag emiilsiyonlar1 gelistirilmistir. Ilk ticari iiriinler ise 1970 lerde
piyasaya siiriilmiistiir. Bu sistemlerin avantaji enjeksiyon bolgesindeki yan etkileri
azaltmalaridir. Ancak yine bu sistemler de fiziksel kararliligin yeterince iyi
olmamasindan kaynaklanan ila¢ sizintisi, aglomerasyon(topaklagsma) gibi

istenmeyen Ozelliklere sahiptirler (Wissing, 2004).

Bir diger ilgi cekici tasiyict sistem ise lipozomlardir. lk olarak Bangham
ve arkadaslan tarafindan yiiksek etkiye sahip ilaglarin toksisitesini azaltmak ve
tedavi etkinligini arttirmak amaciyla gelistirilip ila¢ tasiyic1 sistem olarak
sunulmustur (Bangham and Horne, 1964). Ambisome, DaunoXome ve Doxil
doksanli yillarda piyasaya ¢ikan ticari tirtinlerdir. Sirh fiziksel stabiliteleri, ilacin
tagtyicidan disar1 sizmasi, ekonomik olarak kabul edilebilir olmayist lipozomal

formiilasyonlarin gelistirilmesini engellemistir (Wissing, 2004).

Bir baska inovatif ila¢ tasiyici sistem ise spesifik hedefleme ve kontrollii

ilag salim Ozelliklerine sahip polimerik nanoparcaciklardir. Genis Olcekte



tretimleri ve sitotoksik etkileri gibi tartisilan durumlar nedeniyle farmasotik

pazarinda yer bulamamustur.

90 I1 willarin baslarinda arastirmacilar diger tasiyict sistemlerin
avantajlarin1 bir arada bulunduran ve olumsuzluklarint minimuma indiren kati
lipitlerle hazirlanan nanoparcaciklar iizerinde calismaya odaklanmiglardir. Viicut
igerisinde kati1 halde kalarak iyi bir stabilite gostermesi ve hazirlama asamasinda
organik ¢oziicii kullanilmamasi gibi 6zellikleri temel alinarak kati1 lipid
nanoparcaciklar adi verilen formiilasyon iizerinde c¢alistlmistir. Katt lipid
nanoparcaciklarin ilk olarak ortaya ¢ikis tarihinden giiniimiize kadar gegen siirede
bu konudaki arastirma sayisi giderek artmistir. Bunun nedenleri; 1) lipid
nanoparcaciklarin yeni formiilasyonlarin gelistirilmesi ile dezavantajlarinin
giderilmesi, ii) lipid nanopargcaciklarla gergeklestirilen bir ¢ok uygulamanin ortaya
cikmasidir (Beloqui et al., 2015). Farkli uygulama yollari igin gelistirilen kat1 lipid
nanoparg¢aciklar (SLN) in vivo ve in vitro olarak incelenmistir. ilk {iriin,

nemlendirici losyon olarak Polonya’da satisa ¢ikmistir (Wissing et al., 2004).

Kati1 lipid nanoparcaciklarin stearik asit kullanilarak sulu ortamda ¢oziicii
diflizyon yontemi ile hazirlanmasi ilk olarak 2002 yilinda Hu ve arkadaslar
tarafindan gerceklestirilmis (Hu F.Q. et. al., 2002), 2005 yilinda ise stearik asite
farkli  konstantrasyonlarda oleik asit karistirilarak olusan kati  lipid
nanopargcaciklarin fizikokimyasal ozellikleri ve uygulanabilirligi
degerlendirilmistir (Hu F.Q. et al., 2005).

2004 yilinda Wissing ve arkadaglarinin yaptig1 degerlendirmede ilaglarin
parenteral uygulamasi igin kati lipid nanopargaciklarin kullanimi ele alinmistir.
Cesitli tiirdeki kati1 lipid nanopargaciklarin yapisal farkliliklart belirtilmistir.
Ayrica biyolojik aktiviteleri ve toksisitenin yan sira farmakokinetik profilleri gibi
biyofarmasoétik agidan durumlart degerlendirilmistir (Wissing S. A. et al., 2004).

2011” de yapilan ¢alismada Andreozzi ve arkadaslari tarafindan kati lipid
nanoparcaciklar PET goriintiilemesinde kullanilmak iizere Lipid-PEG-BAT selatt
kullanarak Cu-64 radyoniiklidi ile isaretlenmistir. Intravenz uygulama sonrasinda
48 saate kadar zaman parametresi kullanilarak gergeklestirilmis PET goriintiileme
ve biyodagilim ¢alismalar1 sonuglari karsilastirilmistir (Andreozzi E. Et al., 2011).

Teknesyum-99m, elverisli goriintiileme 6zellikleri ve kolay elde edilebilir
olmasi nedeniyle ilaglarin oldugu gibi nanoparcaciklarin radyoisretlenmesinde de

tercih edilen bir radyoniiklittir (Banerjee 1., 2014). Ballot ve arkadaslar1 lipid



nanokapsiillerin radyofarmasoétik tasiyict potansiyelini arastirmak amaciyla
saglikli siganlarda biyodagilimini incelemislerdir. Lipofilik tiyobenzoat ligandini
renyum-188 ve teknesyum-99m ile ayri ayr1 radyoisaretledikten sonra lipid
nanokapsiiller i¢erisine hapsederek biyodagilimlarini karsilastirmislardir (Ballot S.
et al., 2006). Teknesyum-99m ile radyoisaretli kati lipid nanoparcaciklarin
kullanildig bir baska ¢alismada ise farkli uygulama yollarinin biyodagilima etkisi
incelenmistir (Reddy L. H. et al., 2005).

Videira ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise kat1 lipid nanoparcgaciklar
akcigerlere ve lenfatik sisteme ilag tasiyic1 olarak gelistirilmistir. Boylece
fagositik sistemdeki alikonmasii azaltmak ve tiimorli bolgedeki segicilik ve
tutulumu optimize etmek amaglanmistir. Bu calismada Tc-99m ile isaretli
hekzametilpropilenamin oksim (HMPAQO) iceren kati lipid nanoparcaciklar
pulmoner yolla uygulanmistir (Videira M.A. et al., 2002).

Biyolojik olarak efektif konsantrasyondaki sitoksik ajanlarin hormon,
antikor ve vitamin tiirevleri, anti kanser ilaglarla konjuge edilerek tiimore spesifik
bir ilag gelistirilmesi i¢in yapilan calismalar hedefe yonelik teshis ve tedavi
acisindan oldukca Onemlidir. Bunlarin arasinda niikleik ve amino asitlerin
biyosentezine katilarak hiicrelerin yasaminda 6nemli bir role sahip olan folik asit
on plana ¢ikmaktadir. 2008” de Xiang ve arkadaslari, hazirlanan lipozomlar: folat
reseptorlerine hedefleme amaciyla yeni bir folat tiirevi ligand sentezlemis ve
gelistirmislerdir (Xiang G. et al., 2008). Yine ayni yillarda Xu ve arkadaglari
caligmalarinda hepatoseliiler karsinoma tedavisinde antitimor etkinligin
arttirtlmasini1 amaglamiglardir. Yapr olarak paklitaksele benzeyen bir taksoid olan
docetakseli, hepatoma hiicrelerindeki asiyaloglikoprotein (ASGP) reseptorlerine
hedeflemek i¢in dioleoil fosfatil etanol amin (DOPE) ile yiizeyi modifiye edilmis
kat1 lipid nanoparcaciklara hapsederek tedavi performansinin olumlu yonde
degistigini gozlemlemislerdir (Xu Z. et al., 2009).

Gilintimiizde SLN'lerin gama sintigrafisinde gorilintilleme ajant olarak
kullanim1 biiyiik ilgi uyandirmaktadir. Bu ¢aligmanin amaci, aktif hedefleme
ozelligine sahip ve goriintiilleme radyofarmasdétigi potansiyeli olan nanoyapili lipid
ilag tastyici bir sistem gelistirilmesidir.

Nanopargaciklarin yapisinda diizensiz kristal matris olusumunun ilag
hapsetme verimini artirdig1 ve ilacin tasiyici sistemden digar1 sizmasini engelledigi

raporlanmistir (Hu F.Q. et al., 2005). Bu calismada ¢ok fonksiyonlu ilag tasiyici



sistem olarak diizensiz kristal matris olusturulmasi amaciyla kati ve sivi olmak
tizere iki farkli lipid kullanilarak kati lipid nanoparcaciklar (SLN) hazirlanmistir.
Ardindan bu ilag tasiyict sistem igerisine hapsedilecek antikanser ilag modeli
olarak rutinde kullanilan paklitaksel (PTX) secilmis ve SLN’lara yliklenmistir.
Ayrica, bu ilag tastyici sistemin folat reseptorlii dokulara taginmasi amaciyla kati
lipid nanopargaciklarin yiizeyi sentezlenen bir folat tiirevi (Fol-PEG-CHEMS) ile
modifiye edilmistir. Sonug olarak, PTX yiiklii folat reseptorlerine spesifik SLN’lar
hazirlanmistir.  Paklitaksel yiikli kati lipid nanoparcaciklarin boyut ve
morfolojileri Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), Gegirimli Elektron
Mikroskobu (TEM), Dinamik Isik Sagilimi (DLS) ve Zeta Potansiyeli (ZP)
analizleri ile belirlenmistir.

Sentezlenen paklitaksel yiikli kati lipid nanoparcaciklar (SLN-PTX)
teknesyum-99m (1) trikarbonil koru, [**™Tc(CO)s(H20)s]*, ile radyoisaretlenmis
ve radyoisaretli SLN-PTX icin ince Tabaka Radyo Kromatografi (TLRC) ve
Yiiksek Performansli Sivi Radyokromatografi (HPLRC) yontemleri kullanilarak
kalite kontrol caligmalari gergeklestirilmistir. Sentezlenen sistemin biyolojik
davranig1 in vitro ve in vivo yontemlerle incelenmistir.

Bu ¢alismada sentezlenen nanoyapili lipid ilag tasiyici sistemin paklitaksel
gibi sitotoksik ajanlarin spesifik dokularda tutulumu ve tiimér goriintiileme

ozellikli ilag tastyicilarinin tasarimi igin yararli olabilecegi diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Nanoteknoloji

Icerisinde bulundugumuz yiizyili énemli dlgiide etkileyecegi &ngoriilen
nanoteknoloji, mikron alt1 sistemlerin {iretim, tasarim, karakterizasyon ve
uygulamalarinin yani sira bu nano yapilarin daha biiyiik sistemleri olusturmasi ile
ilgilenen multidisipliner bilim dalidir. ABD Ulusal Nanoteknoloji Iinsiyatifi
(National Nanotechnology Initiative) belgesinde “Maddenin belirgin &zelliklere
bagli yeni uygulamalarin gerceklestirilebilecegi yaklasik 1-100 nm boyutlarinda
anlasilmas1 ve kontrolii” seklinde; British Royal Society ve Royal Academy of
Engineering’ in ortak hazirladiklar1 raporda ise “Nanometre 6lgeginde sekil ve
biiyiikliiklerin kontrolii ile yapilarin, donanimlarin ve sistemlerin tasarimlarinin,
tanimlamalarinin iiretim ve uygulamalar1” seklinde tanimlanmaktadir (TUBITAK
MAM, 2010).

Nanometre terimi ilk olarak kolloid kimyasinin temellerini atan ve 1925
yilinda kimya Nobel 6diilii kazanmis Richard Zsigmondy tarafindan parcaciklari
karakterize etmek amaciyla ileri siirilmistir (Hulla et al., 2015).
Nanoteknolojinin babasi olarak kabul edilen Richard Feynman’ m 1959’ da
Amerikan Fizik Dernegi’ nin toplantisinda malzemelerin atomik diizeyde
islenmesi hakkinda yaptigi “There is Plenty of Room at the Bottom” baglikli
konusmasi bilim diinyasina yeni bakis agilar1 kazandirmistir. “Nanoteknoloji”
kavrami Feynman’ 1n konusmasindan 15 yil sonra Japon bilim adami Norio
Taniguchi tarafindan ortaya atilmistir (Whatmore, 2006). Nanoteknolojinin altin
caglr 1980’ lerde Kroto, Smalley ve Curl tarafindan yeni bir karbon formu —
karbon 60 molekiilii — olan fullerenin bulunmasi ile baslamistir. Bir baska Japon
bilim adamu lijima’ nin karbon nanotiipleri gelistirmesi ile nanoteknoloji bilimi
daha da ileriye gitmistir.

Gilinlimiizde nanoteknoloji alanindaki bilimsel ve teknolojik etkinlikler
diinya capinda yaygin bir sekilde siirdiiriilmektedir. Yaklasik yarim yiizyillik
stirecte nanoteknoloji, dikkat cekici endiistriyel uygulamalarin dayanag: haline
gelmistir. Gida ve kozmetik sektorlerinde Ttretim, paketleme, raf Omri,
biyouyumluluk vb. gelistirilmesi i¢in nanomateryallerin kullanim1 ¢arpici bigimde
artmistir (Hulla et al., 2015). Devletler uygulamalarin c¢esitliligi nedeniyle
nanoteknoloji aragtirmalarina biiyiik yatirimlar yapmigstir. 21. Yiizyilda tilkeler i¢in

bir giic goOstergesi olacagi diisliniilen nanoteknoloji arastirmalar1 icin ABD,



Japonya, AB iilkeleri, Kore, Israil, Giiney Afrika Birligi, Kanada gibi iilkelerde
ulusal arastirma merkezleri kurulmustur. Ulkemizde de 5 Ekim 2005’te Bilkent
Universitesi tarafindan sunulan bir proje ile Ulusal Nanoteknoloji Arastirma
Merkezi (UNAM) 2006 Haziran ayinda hizmete girmistir. Universitelerin yani sira
bircok 6zel sektor kurulusunun da bu alana ilgisi ve yatirimlart ile diinyadaki
gelismelere paralel sekilde lilkemizde de projeler ve etkinlikler yiiriitiilmektedir.

Maddeyi nanometre diizeyinde kontrol etmekteki ama¢ maddenin kimyasal
yapist degismeden bu diizeyde bazi temel madde sabitlerinde farkliliklar
gosterebilmesidir. Bu kuantum etkisi olarak da bilinmektedir. Malzemenin
nanoboyutta degisim gézlenebilen 6zelliklert;

o Ozgiil yiizey alan

. Manyetik ozellikler

. Optik 6zellikler

o Elektriksel 6zellikler

o Termal 6zellikler

o Kimyasal 6zellikler

. Mekanik o6zellikler seklinde Ozetlenebilir (Gao et al., 2004; Xie et al.,
2005). Ornek verecek olursak normal boyutlarda mat olan bakir, nano boyutlarda
saydam goriinmekte ve elektriksel iletkenligini kaybetmektedir. Normalde yalitkan
olan silikon, nano seviyede iletken 6zellik kazanmaktadir. Giimiis nano boyutlarda
anti-bakteriyel, anti-mikrobik 6zellikler kazanmaktadir.

Nanopargaciklarin iiretim yontemleri Sekil 2.1°deki gibi yukaridan-asagi
ve asagidan-yukar1 olarak gruplanmaktadir. Yukaridan asagiya yaklagiminda
hacimsel malzeme mekanik ve kimyasal islemlerle nano boyuta indirilir. Asagidan
yukariya yontemlerde ise kimyasal yontemlerle atom veya molekiil boyutundaki

maddeler biiyiitiilerek nanoparcaciklar olusturulur (Ates, 2015).
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Sekil 2.1. Nanoparcacik sentezlerinde uygulanan yukaridan agagi ve asagidan
yukari yaklasimlari.

Bu yontemlerle hazirlanan nanoparcaciklarin ilag alanindaki uygulamalari
ilag tastyict sistemlerin ve diagnostik cihazlarin gelistirilmesi, gen tedavisi gibi
konular1 da kapsamaktadir. Nanoteknolojinin farmasotik alana girmesiyle birlikte
nano tipda nanokiireler, polimerik tasiyic1 sistemler, dendrimerler, miseller,
lipozomlar, emiilsiyonlar, nanoparcaciklar ve nanokapsiiller gibi farkh
cesitlilikteki tasiyici sistemler arastirilmaya ve kullanilmaya baslanmistir. Bu
nanopargaciklar anti-viral, anti-timér veya anti-kanser ajanlar olarak
kullanilmaktadir.

2.2 Ilag tasiyic1 nano sistemler

Son donemde yapilan calismalarda g¢esitli materyal ve tekniklerle
hazirlanan, birden fazla 6zelligi bir arada bulunduran yeni ilag tasiyici sistem
tasarimlaria yonelik ilginin artan bir egilime sahip oldugu goriilmektedir. Bunlar
arasinda en ¢ok One ¢ikan tiir nanopargaciklar olurken bu yontem kanser teshis ve
tedavisi acisindan ¢ok onemli bir etki olusturmustur. Bu nedenle nanopargacik
hazirlama ve karakterizasyon tekniklerinin gelistirilmesi 6nem kazanmistir. Sekil
2.2°de ilag tastyict sistem tasarimi caligmalarinda kullanilan nanopargaciklar

boyutlari ile birlikte verilmistir.
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Sekil 2.2. ilag tastyic sistem tasarimi galigmalarinda kullanilan nanopargaciklar
ve boyut araliklar1 (De Barros et al., 2012).

Bu g¢alismalarda kullanilan polimerler (polimerik nanopargaciklari,
miseller, dendrimerler), lipidler (lipozomlar), viriisler (viral nanopargaciklar),
organometalik bilesikler (nanotiipler) gibi materyaller, nanometre diizeyindeki
boyutlar1 nedeniyle kanser hiicrelerinin yiizeyinde ve icerisindeki biyomolekiiller
ile olaganiistii etkilesimler gostermektedirler. Ornek olarak, 10-100 nm arasinda
parcacik ¢apina sahip nanopargaciklar artmis gecirgenlik ve alikonma etkisine
(EPR) bagli olarak hedef bolgede ideal tutulum sergilemektedir. Buna ek olarak,
yiizey alani/hacim oraninin biiylik olmasi, nanopargacik ylizeyinin, tastyici sisteme
birden fazla o6zellik kazandiracak sekilde, farkli yapilarla modifiye edilmesine
olanak saglar. Bu sekilde hedef bolgede daha yiliksek baglanma verimi elde
edilebilir. Nanopargaciklara bir radyoniiklid baglanmasi durumunda niikleer
gorlintiileme i¢in yeni molekiiler prob tilirleri olusturulabilir. Radyoisaretli
nanoparcaciklarin fizyolojik ortamda kararli oldugunu diisiinecek olursak,
nanoparcaciklarin biyodagilimi, radyoizotoptan salinan aktivitenin oOlgiilmesi ile
belirlenerek tiimor reseptor seviyeleri, tiimor enzim aktiviteleri gibi biyolojik

olaylar agiga ¢ikarilabilir (Xing et al., 2014).



Giliniimiizde modern bilimin ilgi odaklarindan biri olan ilag tasiyict
nanoparcacik yaklagiminin arkasindaki mantik, kontrollii salim ve hedefleme gibi
fonksiyonlar yardimiyla antitiimor etkiyi arttirip sistemik yan etkileri en aza
indirmektir. Doxil™, Abraxane™ gibi nanopargacik formiilasyonlari, ilag
etkinligini arttirtp istenmeyen yan etkileri azaltarak bu sistemlerin klinik olarak
uygunlugunu gostermistir. Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmis ve halen gelistirilme asamasinda olan nanoboyuttaki bu iirlinler, ilk
ilag hapsedilmis lipozomlar ve basit polimerik yapilardan daha karmasik cok
fonksiyonlu nanosistemlere kadar genis bir cesitlilige sahiptir (Brigger et al.,
2002; Janib et al., 2010; Amiji, 2006; Yerlikaya, 2013). Sekil 2.3’ te kanser teshis

ve tedavisi icin gelistirilen ¢esitli ilag tasiyict sistemler gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Kanser teshis ve tedavisi i¢in gelistirilen cesitli ilag¢ tasiyici sistemler

(Nanobiilten, Mayis 2011).

Polimerik Miseller: 100 nm’nin altinda boyutlara sahip polimerik miseller
hidrofobik kor, hidrofilik kabuk ve amfifilik blok kopolimerlerden olugmaktadir.

[lacin lipofilitesine gore polimerik misellerin kabuk veya kor kismina yiiklenebilir.
1984 yilinda Bader ve ark. tarafindan ilag tasiyict sistem olarak tasarlanmistir.
Kiictik boyutlari, kolay sterilizasyon saglanmasi, hidrofobik ilaglarin ¢dziiniirliikk
problemini gidermesi ve kontrollii salim saglamasi bu sistemlerin en onemli

avantajlaridir (Kwon et. al., 1996; Jones et al., 1999).

Dendrimerler: Dendrimerler, bir merkezden baslayarak birden fazla koldan

stirekli dallanan ve sonucunda miikemmel {i¢ boyutlu yapilar olusturan polimerik
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makromolekiillerdir. Disa dogru ve ice dogru olmak iizere iki farkli strateji ile
sentezlenebilirler. Ug bilesenden olusmaktadirlar: reaksiyonu baslatan gekirdek,
dallar ve terminal fonksiyonel gruplar. Dendrimerler, suda c¢oziinebilen, ilag
hapsedilebilen ve hedefleme yapilabilen ilag tasiyici sistemlerdir (Bharali et al.,
2009).

Lipozomlar: 50-1000 nm araliginda boyutara sahip lipid vezikiillerdir.
Bilesimlerine ve hiicre igerisine alinma mekanizmalarina gore 5 sinifa ayrilirlar:
konvansiyonel lipozomlar, pH duyarli lipozomlar, katyonik lipozomlar, immiino-
lipozomlar ve uzun siire kan dolagiminda kalan lipozomlar. Bu ilag tasiyict
sistemlerin en 6nemli problemleri iiretim, sterilizasyon, kararlilik ve ilag¢ yiikleme
kapasiteleri ile ilgilidir. Ila¢ hedefleme yapilabilen toksisitesi diisiik sistemlerdir

(Bharali et al., 2009; Giiney, 2011).

Manyetik Nanoparcaciklar: Bu tiir ilag tasiyici sistemlerde manyetik alan etkisiyle

hedefleme yapilabilir. Ayrica hipertermi uygulamalarinda ve kontrast ajan1 olarak
manyetik rezonans goriintiilemede kullanilabilirler. Yiizey modifikasyonu
yapilmadigi zaman hidrofobik o6zelliklerinden dolayr kiimelesirler ve artan
pargacik boyutu siliperparamanyetik Ozelliklerinin kaybolmasina sebep olur

(Ichedef, 2010).

Karbon Bazli Nanoparcaciklar: Medikal uygulamalar i¢in gelistirilen en ¢ok 6n

plana ¢ikan karbon bazli nanopargaciklar; karbon nanotiipler, fullerenler,
perflorokarbon nanoemiilsiyonlar ve grafen oksit nanopargaciklardir. iki boyutlu
karbon bazli nanopargacik siifina ait Grafen oksit, elektronik, termal, mekanik ve

optik ozelliklerinden dolay1 biiyiik ilgi gormektedir.

Kati Lipid Nanoparcaciklar: Boyutlar: 50-1000 nm arasinda degisen oda ve viicut

sicakliginda lipid yapida ve kati halde bulunan kolloidal pargaciklardir. Belirli
dozda antikanser ilacin kanserli dokulara taginmasi ve saglikli organlarin bu
yiiksek toksisiteye sahip ajanlardan etkilenmemesi agisindan uygun fizikokimyasal
karakteristik, kontrollii ilag salim kinetigi ve spesifik ilag tasima ozelliklerine

sahip sistemlerdir.
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2.2.1 Kat1 Lipid Nanoparcaciklar

Sundugu avantajlardan dolay:1 antikanser ila¢ tagimasinda 6n plana ¢ikan
kat1 lipid nanopargaciklar (SLN), diger tasiyici sistemlere alternatif olarak 1991
yilinda Miiller ve arkadaglari tarafindan ortaya ¢ikarilmistir.
SLN’ lerin sahip oldugu avantajlar:
Kolloidal biiyiikliiktedir.
Lipofilik ve hidrofilik etkin maddeler hapsedilebilir.
Etkin maddenin kontrollii salimi yapilabilir.
Yiizey modifikasyonu saglanarak hedef dokulara spesifik hale getirilebilir.

Endiistriyel 6l¢ekte tiretimleri miimkiindiir.

N N NN

Ekonomik olarak kabul edilebilir bir tagiyici sistemdir.

SLN’lerin sahip oldugu dezavantajlar:

o Diisiik etkin madde yiikleme kapasitesi
o Etkin maddenin tastyicidan digar1 sizmasi
o SLN dispersiyonlarindaki yiiksek su igerigi ve ortamda farkli kolloidal

yapilarin bulunmasi

Kat1 lipid nanoparcaciklarin iiretim yontemlerini asagidaki gibi
ozetlenebilir:
> Yiiksek basingli homojenizasyon yontemi
> Mikroemiilsiyon yontemi
> Coziicti diflizyon yontemi
>

Yiiksek hizda karistirma — Ultrasonikasyon yontemi

Uzun siire fiziksel ve kimyasal olarak kararliligin1 korumasi, ilag tastyici
sistem olarak SLN’nin kullanilmasi i¢in ¢ok dnemli bir faktordiir. Optimize edilen
sulu SLN dispersiyonlarinin pargacik biyiikliklerinin, 12-36 ay boyunca
kararliligim1 korudugu gosterilmistir. Sivi dispersiyonun daha iyi kimyasal ve
fiziksel stabilite saglanmasi amaciyla kuru toz formunda bir iirline doniistiiriilmesi
faydali ve siklikla da gerekli olmaktadir. Kati forma doniisiim, parcacik
biiyiimesini ve hidroliz reaksiyonlarini 6nlemektedir. Liyofilizasyon bu amacla
umut vaat eden bir yontemdir.

SLN’ler fizyolojik bilesenlerden hazirlandiklar1 icin canli sistemler

tarafindan kabul edilirler. Mikron {istii boyutta partikiillerin bulunmasi, toksik
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olaylara sebep olmamakla beraber sistemin performansini azaltabilmektedir. Kat1
lipid nanoparcaciklar, oral, parenteral, topikal, pulmoner, okiiler olarak ayrica
asilarda adjuvan olarak kullanilabilirler.

Parcacik capmin kiiciiltiillmesi intravendz enjeksiyon yoluyla da
uygulamaya olanak saglar. En kiigiik kan damar1 c¢apmmin 4 pm oldugu
diisiiniilecek olursa nanopargaciklarin kilcal damarlardan gegebilmesi i¢in partikiil
biiytikliigliniin bu boyut smirinin altinda hazirlanmasi gerekmektedir (Kreuter,
1994).

SLN’ler, partikiil biyiikliigii, ylizey yikii ve yiizey hidrofobisitesi gibi
ozellikleri nedeniyle makrofajlar tarafindan taninmaktadir. Bu nedenle, pegilasyon
yapilarak retikuloendotelial sistem tarafindan yakalanmadan, uzun siire dolasimda
kalan SLN’ler hazirlanmaktadir. Herhangi bir islem gérmemis SLN’ler intravenoz
enjeksiyon sonrasinda karacigerin Kuppffer hiicrelerinde birikmektedir. Bu
sayede, hepatik neoplazmlar ve hepatit gibi hastaliklarda karacigere pasif
hedefleme saglanabilmektedir. Ayrica, partikiil yiizeyinin kan-beyin bariyerinin
endoteliyal hiicrelerine yapismaya aracilik eden apolipoproteinler gibi kan
proteinleri ile modifikasyonu ile SLN’ler beyine hedefleme icin de
kullanilabilmektedir (Numanoglu ve Tarimci, 2006; Amiji, 2006; Ekambaram,
2011).

2.3 Spesifik ila¢c Hedefleme

Kanser tedavisindeki en 6nemli dezavantajlardan biri terapdtik ajanlarin,
hedef olmayan organ ve dokulara giderek bu dokular {iizerinde yan etki
gostermeleridir. Bu sebeple spesifik ila¢ hedefleme sistemlerinde temel amag
hedef olmayan organ ve dokulardaki yan etkilerini 6nleyecek sekilde ilacin hedef
bolgeye tasinmasidir. Nano boyuttaki ilag tasiyici sistemler aktif ve pasif
hedefleme yapilarak saglikli hiicreler toksik etkiye maruz kalmayacak sekilde
ilacin kanser hiicrelerindeki konsantrasyonu arttirilabilir (Cho et al., 2008).

Aktif molekiiliin hedef bolgedeki tutulumunu fizikokimyasal 6zellikleri
etkilemektedir. Ayrica antikanser ajanlarin  sudaki diisiik ¢Oziliniirligi,
hiicrelerdeki gegirgenlik ve disar1 sizma gibi problemleri terapdtik etkinliklerini
diistirmektedir. Bu sebeple ilag tasiyict sistemlerin yilizey modifikasyonunun,

hedefleme verimini gelistirebilecegi, hedef olmayan bolgedeki zaran



13

azaltabilecegi ve 1ilacin kan dolasiminda kalma siiresini arttirabilecegi

distiniilmektedir.
- b ?§£ .
..'.'- R ". ..-" >
Aktif ) o Aktif O : 3 O
vaskiiler timor ~ -% Pasif
hedefleme hedefleme () hedefleme

Sekil 2.4. Pasif ve aktif hedefleme (Farokhzad and Langer, 2009).

2.3.1 Pasif Hedefleme

[lacin/ilag tasiyic1 sistemin fizikokimyasal ve farmasotik faktorler
nedeniyle belli bir bolgede birikimidir. Istenilen bolgeye ilacin toplanmasi ve
spesifik olmayan dagilimin 6nlenmesi amaci ile ilag tasiyici sistemin 6zelliklerine
ve hastaligin patolojisine dayanir (Kothari et al., 2012).

Artmig gegirgenlik ve alikonma etkisi (EPR), Matsumura ve Maeda
tarafindan timorli dokularla normal dokular arasindaki damarlanma yapisinin
farkliligindan kaynaklanan bir olay olarak agiklanmustir. Belli boyut araligindaki
makromolekiiller (>30-45 kDa), kat1 tiimdr dokularinda efektif olarak tutulurken,
kiigiik molekiiller ise dolasima geri donmektedir (Sekil 2.5). Tiimorlii dokulardaki
dokusundan kan dolasimina geri doniisiiniin azalmasi iv) lenfatik sisteme geri
doniisiin azalmas: gibi karakteristik 0Ozellikler bu olayr desteklemektedir
(Matsumura et al., 1986).

Bir ¢ok arastirmaci artmis gegirgenlik ve alikonma etkisinden yararlanarak
pasif hedefleme amaciyla kiiciik molekiillerin pegilasyon ile modifikasyonunu
saglamistir (Bayindir et al., 2007). Pegilasyon, ¢esitli yontemlerle hazirlanmis ilag
tastyic1 nanoparcacik sistemlerin yiizey 6zelliklerinin polietilen glikol (PEG) ile

konjuge edilerek modifiye edilmesidir. Bu sekildeki pasif hedefleme yontemi
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bliylik lipozomlar ve polimerlerle konjuge edilmis doksorubisin gibi ilaglar ile

calisilarak gosterilmistir (Pirollo et al., 2008).
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Sekil 2.5. Artmis gegirgenlik ve alikonma (EPR) etkisi
2.3.2 Aktif Hedefleme

Aktif hedefleme, ilacin/ilag tasiyici nanosistemin viicuttaki bir hiicre, doku
veya organi tanimasi ve etkilesime girmesi igin segici afiniteye sahip arjinin-
glisin-aspartik asit (RGD), folat, transferrin gibi aktif ajanlarla modifiye
edilmesidir.

Reseptor hedefli ilag tasiyict sistemler, ilk olarak toksik ilacin dagilimini
sadece patolojik hiicrelerle smirlamak amaciyla gelistirilmislerdir. Bununla
birlikte, hiicre membranindan ge¢emeyen ilaglarin reseptdr aracili endositoz
yoluyla hiicre igerisine alinmasina da olanak saglamaktadirlar (Leamon and Low,
2005). Reseptorler igin aktif hedefleme amaciyla kullanilan ajanlar, ¢esitli
ligandlar ve yiizey proteinleri igin antikorlardir. Birgok durumda bu etkilesimler,
ilag tasiyict sistemin tiimorde etkin sekilde tutulumu ile sonuglanmaktadir (Pirollo
et al., 2008; Kothari et al., 2012; Hilgenbrink et al., 2005; Feng and Mumper,
2013).

Reseptor aracili  endositoz olayr Oncelikle nanopargaciklarin  dis
yiizeyindeki ligandin hiicre membranindaki reseptére baglanmasi ile baslar.
Anahtar kilit modeline benzeyen bu ¢ok spesifik olay birka¢ dakika igerisinde
gergeklesmektedir. Baglanmanin hemen ardindan plazma membrani, ligand-
reseptor kompleksini saracak sekilde bir vezikiil olusturur. Daha sonra hiicre

icerisinde bagimsiz bir vezikiil olusur, vezikiiliin igerisine proton pompalanmasi
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sonucunda ortamin pH’1 yaklasik 5° e diiser ve ligand reseptorden ayrilir (Leamon
and Low, 2005).

Nanopargaciklar, cesitli ligandlar yardimiyla endoteliyal hiicre yiizeyindeki
reseptorlere baglanacak sekilde vaskiiler hedefleme amaciyla da gelistirilebilirler.
Vaskiiler hedefleme Sizintili damar yapisi gerektirmese de timorlii dokulardaki
sizintili damarlanma ilag tastyici sistemin veriminin daha da artmasina neden
olmaktadir (Farokhzad and Langer, 2009).

Reseptor spesifik sistemlerin radyoisaretlenerek kullanimi goriintiileme
imkanlarinin ve terapétik ilaglarin in vivo degerlendirilmesi bakimindan daha iyi
kosullar saglayan bir metottur. Bunun icin reseptdr sistemi ve uygun ligandin
secimi Oonemlidir. Reseptor ligand etkilesim kinetikleri, radyoizotopun yar1 émrii
ile uyumlu zaman araliginda gerg¢eklesmeli, ligandin reseptore baglanma afinitesi
yiiksek olmalidir (Kilbourn and Zalutsky, 1985).

flag tasiyict manyetik nanopargaciklarin  disaridan manyetik alan
uygulanarak istenilen bolgeye yonlendirilmesi de bir baska aktif hedefleme
yontemidir (Canefe ve Duman, 1994).

Folat Reseptirleri: Kanser terapotikleri i¢in en ¢ok arastirilan hedeflerden biri

folat reseptorleri en ¢ok kullanilan ligandlar ise folik asit tiirevleridir. Sekil 2.6’ da
molekiil yapis1 goriilen folik asit piirin ve pirimidinlerin sentezinde rol alan ve en
temel hiicre fonksiyonlar1 i¢in gerekli vitamindir. Bu yiizden folik asit kendisine
bagli etken madde ile birlikte sitoplazmadan igeri alinabilir.

Folat baglayici proteinler (FBP) olarak da bilinen folat reseptorleri yiiksek
folat afinitesine sahiptir. Farkli dokulara spesifik {i¢ izoformu (a, B, y/v")
bulunmaktadir. Saglikli hiicrelerle karsilastirildiginda folat reseptorleri kanserli
hiicrelerde ¢ok daha yiiksek oranda bulunur. Folat reseptorleri yumurtalik, akciger,
beyin, basg ve boyun, renal hiicre ve meme kanserlerinde yiiksek oranda bulunur.
Folat ligandlar1 ucuz, toksik olmayan, yiiksek baglanma verimine sahip, tastyici
sistemlere kolaylikla konjuge edilebilen, dolasimda ve saklama sirasinda yapist
bozulmayan maddelerdir (Low et al., 2007; Zhao X. et al., 2004; Amiji, 2006;
Byrne et al., 2008).
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Sekil 2.6. Folik asit molekiil yapisi
2.4 Paklitaksel

Paklitaksel, Amerikan gida ve ila¢ dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis
meme ve yumurtalik kanseri tedavisinde kullanilan en etkili kemoterapi ajanidir.
Paklitakselin elde edildigi porsuk agaci (Taxus brevifolia) kabugu ekstrakti ilk
olarak 1962 yilinda incelenmistir. Wani ve arkadaslar1 tarafindan kimyasal yapisi
ve essiz Ozelikleri (Sekil 2.7) tespit edilene kadar paklitakselin antitimor
aktivitesi bilinmemektedir. 1979 da Schiff ve arkadaslart PTX’ in alisilagelmedik
etki mekanizmasin1 ortaya c¢ikardiklarinda bu yeni anti kanser ajana olan ilgi
giderek artmistir. Baglangigta temin edilmesi ve formiilasyonu ile ilgili problemler
Klinik ¢alismalar1 yavaslatmistir. Ancak 1980’ lerin ortalarinda Birlesmis Milletler
Ulusal Kanser Enstitiisii’ niin destegi ile c¢alismalar hiz kazanmistir. Ay
donemde Fransizlar tarafindan, yaygin porsuk (Taxus Baccata) ignelerinden
birkag yar1 sentetik taksoid tiirevi tiretilmistir (Eisenhauer and Vermorken, 1998).
Sistematik ~ (IUPAC) adi  “(20.,40,5B,7B,10B,13a)-4,10-Bis(acetyloxy)-13-
{[(2R,3S)-3-(benzoylamino)- 2-hydroxy-3 -phenylpropanoyl] oxy}-1,7 di hydroxy
-9-0x0-5,20-epoxytax-11-en-2-yl benzoate” olan ve yiiksek molekiil agirigina
sahip (845 Da) paklitakselin sudaki ¢oziintirligii sinirhdir (log P, 3.96) (Kollipara
et al., 2010).

Paklitaksel tlimorlil hiicrelerde mitoz icin gerekli olan tiibiiline baglanir ve
mikrotiibiiller i¢in yliksek kararlilik saglayarak mitoz sirasinda hiicre dongiisiinti
durdurup apoptozun tetiklenmesine neden olur. Antineoplastik etkileri bu
mekanizma ile ilgilidir. Taxol® ve Abraxane® olmak iizere Cremophor EL
(polietoksillenmis kastor yagi) ve kuru alkol 50:50 (h/h) karisimi igerisinde
enjekte edilebilir iki ticari formu vardir. Igerigindeki Cremophor EL maddesi
paklitakselin farmakokinetigini degistirmekle beraber neden oldugu ciddi yan

etkiler rapor edilmistir (Feng and Mumper, 2013). Cremophor EL bulunmayan
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formu Abraxane, 2005 yilinda FDA tarafindan tescil edilmistir fakat daha iyi
klinik profiline ragmen yliksek maliyeti nedeniyle Taxol’ {in yerine tercih
edilmemektedir (Dong et al., 2009; Fitzpatrick ve Wheeler, 2003). Bunlarin
disinda faz III klinik g¢alismalari devam eden Nanoxel™ (Dabur Pharma,
Ghaziabad, Hindistan) ve faz I klinik ¢alismalar1 devam eden Nanotax®
(CritiTech, Inc., Lawrence, ABD) adli iki ilag tasiyict sistem tasarlanmistir
(Yerlikaya, 2013).

Paklitaksel gliniimiizde klinikte sadece parenteral yolla
uygulanabilmektedir. Oral yolla uygulanabilmesi igin ilaca ve tasiyici sisteme ait
toksik etkilerin en aza indirilmesi iizerinde ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir

(Feng and Mumper, 2013).

Sekil 2.7. Paklitaksel molekiilii

2.5 Radyofarmasotikler

Radyofarmasi, radyofarmasoétiklerin  tasarimi, hazirlanmasi, kalite
kontrolli, uygulamalardaki fizyokimyasal ve biyolojik davranislari, saklama
kosullar1, amaca uygun kullanimi gibi konular1 kapsamaktadir.

Radyofarmasétikler, secilen molekiile bir radyoniiklid takilarak, insanlar
iizerinde kullanilmak iizere uygun formda hazirlanan sistemlerdir. Isaretleme adi
verilen molekiile radyoniiklid takilmasi direk veya bifonksiyonel selatlayici ajan
kullanilarak iki farkli sekilde gerceklestirilebilir. Fiziksel, kimyasal, biyolojik
Ozelliklerine gore viicutta belli organ veya dokularda biriken ve fizyolojik

fonksiyonuna katilan toksik olmayan etken madde farmasétik kismi olusturur.
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Radyoniiklid kisim ise yaymladigi radyasyonun tiiriine gore organ fonsiyonlarinin
gorlintlilenmesini  veya  hastaliklarin  tedavisini  saglar  (Saha,1998).
Radyofarmasotiklerin  yaklasitk % 95° 1 teshis, % 5’1 tedavi amach
kullanilmaktadir.

Teshis radyofarmasdtiklerinin - hazirlanmasinda yiiksek lineer enerji
transferleri nedeniyle alfa ve beta tanecikleri yayan radyoniiklitler istenmez.
Kullanilan radyoniiklit saf gama yayicisi olmalidir. Goriintli  kalitesinin
diismemesi agisindan goriintiileme i¢in ideal enerji araligr 100-250 keV’ dir. Bu
enerji araliginda foton yayan radyoniiklitler %™Tc, 1In, 123" tiir. ideal bir teshis
radyofarmasotiginin etkin yart omrii, goriintiilleme i¢in gereken siirenin 1.5 kati
olmalidir. Ayrica hazirlama ve uygulama sirasinda kimyasal olarak kararliligini
korumalidir. Kullanilan radyofarmasétiklerin hedef / hedef olmayan doku oraninin
yiiksek olmasi gerekir. Bu sartin saglanmadigi durumlarda;
o goriintiileme radyofarmasdtikleri i¢in hastaya gereksiz radyasyon dozu,
teshiste gecikme ve islemin tekrarlanmasi,
o tedavi radyofarmasoétikleri icinse kemik iligi ve diger hassas dokularin
yiiksek dozdan etkilenmesi gibi istenmeyen sonuclar meydana gelir.
Radyofarmasotiklerin hazirlama prosediirlerindeki basamaklar 3l gegmemel,
kisa siirede tamamlanmal1 ve ilave cihaz gerektirmemelidir. Radyofarmasétikleri
hazirlama sekillerine gore su sekilde siniflandirabiliriz:
> Kullanima hazir radyofarmasétikler (I-131 hippuran, Ga-67 sitrat, Tc-99m
perteknetat)
> 9mTc radyofarmasotiklerini hazirlama kitleri (DTPA, MDP, mebrofenin)
> Isitma isteyen kitler (sestamibi, siilfiir kolloid, teboroxime)
> Onemli derecede hazirlik isteyen iiriinler (**"Tc RBC, %™Tc WBC, 1%I-
mIBG).
Radyofarmasétikler insana enjekte edilmeden 6nce doz kalibrasyonu yapilmis
(regetede verilen doz % +£10), steril, apirojen, izotonik (% 0.9 NaCl ¢ozeltisi ile
ayn1) ve fizyoljik pH’ ta (pH: 7.5) olmalidir (Unak, 2015).

Radyofarmasotikler klinikte ii¢ farkli sekilde kullanilirlar:

Radyoniiklit tedavi: Tumorli bolgeye tedavi edici dozda iyonize radyasyonu

tasimak i¢in tasarlanmis radyoisaretli molekiillerin sinirli mesafedeki doku ve

131).

hiicreleri 1sinlamasidir. Tiroid kanseri tedavisinde sodyum iyodiir, iskelet

metastazi ile ilgili kemik agrilarmin hafifletilmesinde ise 8°Sr-stronsiyum kloriir
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ve ¥P-sodyum fosfat etkin sekilde kullanilmaktadir. Tedavi radyoniiklitleri
yaydiklar1 1smlara gore alfa partikiilii yayanlar (?*At), beta radyasyonu yayanlar
(*e®Re, ¢’Cu, °Y) ve Auger elektronu yayanlar (6’Ga,'?°l) olmak iizere ii¢ tiptir
(Volkert et al., 1991). Tedavilerde amag hedef bolgede radyasyonun etkisine bagl
DNA hasar1 olusturmak, hedef bolge etrafindaki dokulardaki hasar1 en az seviyede
tutmak ve viicudun diger bolgelerini radyasyonun zararli etkilerinden korumaktir.
Radyoniiklidin fiziksel yart 6mrii normal organlari 1sinlayarak hasar vermesine
neden olacak kadar uzun olmamalidir. Bununla birlikte sentez, nakliye ve
uygulamaya olanak verecek uzunlukta olmalidir. Radyofarmasétiklerin viicuttan
atilimi yani biyolojik yart dmrii de farkliliklar gosterir. Bu nedenle hastalarin
nelere ne kadar siire dikkat etmeleri gerektigi hakkinda bilgilendirilmeleri gerekir.

Goriintiisiiz_teshis: Bu caligmalarda, belli doku ya da organa hedeflenmis

radyofarmasotigin tutulumu viicut disindan sayim ekipmani kullanilarak olg¢iiliir.

Gortintiilii _teshis: Belli doku ya da organa hedeflenmis radyofarmasotigin

tutulumunun ¢ogu zaman bilgisayara bagli gama kameralarla goriintiillenmesidir.

2.6 Molekiiler goriintilleme yontemleri

Molekiiler goriintiileme, molekiil ve hiicre diizeyinde biyolojik proseslerin
in vivo goriintiilenmesi, karakterizasyonu ve Olgiilmesi olarak tanimlanabilir.
Giinlimiize kadar kanser teshisinde, tedavi silirecinin izlenmesi ve
degerlendirilmesinde  ¢esitli ~ molekiiler  goriintiileme  yontemlerinden
faydalanilmistir. Ayrica, goriintiileme teknolojileri, uygun bir radyoniiklit ile
radyoisaretli ilag ve ilag tasiyict sistemlerin in vivo biyolojik davraniginin
belirlenmesi ile 1ilgili c¢alismalarda da yaygin olarak kullanilmaktadir.
Farmakosintigrafi, belirli dozda ilacin denek hayvana uygulanmasinin ardindan
organ lokalizasyonu ve konsantrasyonunu degerlendirmek icin en uygun tekniktir
(Alam et al., 2014; Kakkar et al., 2013).

En sik kullanilan goriintiileme yontemleri pozitron emisyon tomografisi
(PET), tek foton emisyonu bilgisayarli tomografisi (SPECT), molekiiler manyetik
rezonans goriintiileme (mMRI), kontrastli ultrason (CEU), optik biyoliiminesans,
optik floresans yontemleridir (Sekil 2.8). Her yontemin kendine 6zgii avantajlar
ve kisitlamalar1  vardir. Kisitlamalarin  6niine ge¢mek, ayni zamanda
avantajlarindan yararlanmak amaciyla bu yoOntemlerin kombinasyonlarindan

olusan goriintiileme teknikleri tasarlanmaktadir. Iki veya daha fazla goriintiileme
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yontemini bir arada bulunduran PET/CT, SPECT/CT, PET/MRI gibi hibrit
sistemler ticari olarak bulunmakta veya gelistirilme asamasindadir (Xing et al.,
2014).

Optik gorintileme PET goriintileme

Avantajlori: Avantajiari:

*  Yiksek duyarlik * Yiiksek duyariilik 4

*  Cokrenkli gorintdleme *  Doku penetrasyon limiti \
= Aktive edilebilir *  Kantitatif

Dezovantajian: *  Tum vicut taramasi

*  Dislk uzamsal cozunirdik  Dezavontajian:

*  Zayif doku penetrasyonu *  Radyasyon riski

Dedeksiyon: Floresans *  Yiksek maliyet
_ Dedeksiyon: ¥ 151masl
MR gérﬁntﬁleh\e\ E S
) > SPECT gorintileme

Aventajlan: . 7 Avantajlan:
. YEIkSé'E umsal *  Yilksek duyarlilik
. gzz:m::msyon *  Doku penetrasyon limiti
4 yok
limiti yok ; HEDEF Dezavantajian:
Dezavantajiori: : . *  Radyasyon riski
*  Yuksek maliyet *  Diglk uzamsal

*  Dusuk duyariilik
*  Uzun goruntileme sdresi
Dedeksiyon: manyetik alan

US gorintileme

¢ozunirlik
Dedeksiyon: ¥ 131masl

-

Avontajlian:

*  Gercek zamanh
*  Dusuk maliyetli
Dezavantajlor:

*  Dusuk rezolusyon
*  Operator gerektirir
Dedeksiyon: Ultrasonik dalga

Sekil 2.8. Biyomedikal uygulamalarda kullanilan goriintiileme yontemleri (Lee et
al., 2012)

Pozitron emisyon tomografisi (PET) Yontemi: Emisyon teknigine dayali PET

yonteminde radyoniiklit bozunur ve hemen sonrasinda olusan pozitronlar viicutta
cok kisa bir mesafe (yaklasik 1 mm) ilerleyip yakindaki bir elektronla etkilesime
girerek 511 keV enerjili iki gama fotonu meydana getirir. Birbirine zit yonde
hareket eden bu fotonlar dairesel tarzda tasarlanmis PET kamerasi tarafindan
algilanir. Karsilikli iki dedektor ayni anda foton saptadiginda sisteme kaydeder ve
bu datalarin bilgisayarda islenmesinin ardindan goriintii olusturulur (Xing et. al.,
2014).

PET gorintiilemede kullanilan radyontiklitler dogada bulunmayip
siklotronda iiretilirler. Kullanilan radyoniiklitlerden '*C (20.4 dk.), N (9.97 dk.)

ve °0 (2.04 dk.)’in yar1 Omiirlerinin ¢ok kisa olmasi nedeniyle dagitimi ve
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tasinmas1 miimkiin degildir. Nispeten daha uzun yar1 émre sahip ®F (110 dk.)’in
belirli mesafelere dagitilmasi miimkiindiir. Klinikte sik¢a uygulanan tiimordeki
glikoz metabolizmasinin izlenmesinde F ile radyoisaretlenmis fluoro-2-deoxy-

D-glucose (FDG) radyofarmasoétigi kullanilmaktadir.

Cizelge 2.1. PET goriintiilemede kullanilan radyontiklitler ve 6zellikleri (Mody,
2011).

Radyoniiklit = Bozunum Yari Enerjimaksimum  Uretim

tiri omiir (keV) yontemi
18F Pozitron 110 dk. 640 Siklotron
_ 20.4 _
1c Pozitron 960 Siklotron
dk.
_ 9.96 _
13N Pozitron 1190 Siklotron
dk.
_ 2.07 _
150 Pozitron i 1720 Siklotron
64Cu Pozitron 762 dk. 0.655 Siklotron
_ 78.6 93, 184, 300,
68Ga Pozitron Siklotron
dk. 393

Klinikte rutin olarak kullanilan ['®F]FDG, [*F]FLT, ['®F]F-DOPA,
['C]CHsl, [**NJNHs gibi neredeyse her PET radyofarmasotigi igin otomatik
radyosentez cihazlar ticari olarak temin edilebilmektedir (Khalil, 2010). [18F]-
floromisonidazol (FMISO) hipoksi PET goriintilemesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Hipoksi PET goriintiilemesi ®*Cu ile radyoisaretli ATSM
(diasetilbis(N4-metiltiosemikarbazon) ile de gergeklestirilebilmektedir. Yar1 omrii
ve bozunma Ozelliklerinin yan1 sira iyi bilinen koordinasyon kimyasi, proteinlere,
peptidlere, antibadilere baglanmasin1 saglayan genis selatlayici sistem cesitliligi
®4Cu’ i PET goriintileme ve radyoterapi igin ideal bir radyoniiklit haline
getirmistir. 82Rb-kloriir (1.3 dk), **N-amonyak (10 dk), °0O-su (2 dk); %8Ga-
Annexin V (68 dk), 'C-asetat niikleer kardiyoloji uygulamalarinda kullanilan
PET radyofarmasdétikleridir. Norolojik PET uygulamalarinda ise '*C-raclopride,
UC-flumazenil (FMZ), '8F-floroetil-L-tirosin  (FET) radyofarmasotikleri
kullanilmaktadir (Ocak, 2015).
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Tek Foton Emisyonu Bilgisayarli Tomografi (SPECT) Yontemi: 1960’larda ilk

ortaya ciktigindan itibaren SPECT bir¢ok niikleer tip departmaninda rutin bir
kullanim alan1 bulmustur. Su anki teknoloji ile organ yiizeyi ve hacmi ii¢ boyutlu
olarak goriintiilenerek yorumlanabilmektedir (Groch and Erwin; 2000).

SPECT goriintiillemede, *°™Tc, ¢’Ga, In, '?[ gibi radyoniiklitlerden
yayilan tek foton emisyonu degerlendirilir. SPECT goriintiillemede kullanilan bazi
radyoniiklitler ve 6zellikleri Cizelge 2.2’ de verilmistir. Basit bir SPECT kamera,
hastanin etrafinda asamali sekilde doner, bagli bulunan bilgisayar elde edilen
gorlntiiler1 birlestirip organin kesitsel goriintiisiinii olusturur. Daha gelismis
sistemlerde hastanin etrafinda mekanik olarak hareket eden birden fazla kamera
veya halka seklinde kiiclik kristallerden olugsmus sabit dedektorler bulunmaktadir
(Powsner R.A. and Powsner, E.R. 2008).

Cizelge 2.2. SPECT goriintillemede kullanilan radyoniiklitler ve 6zellikleri
(Mody, 2011).

Radyoniiklit Emisyon Yan Enerjimaksimum Uretim
omiir (keV) yontemi
9mMTe r 6.0saat 140 %Mo
jeneratorii
2007 r 73 saat 70-80; 135; 167 Siklotron
7Ga r 78saat  93.5;184.5;296;388 Siklotron
Hn r 67.2saat 171,245 Siklotron
123] r 13.2saat 159 Siklotron
134 v(81.2%), 8.0 giin 284,364,637 Siklotron

B

SPECT goriintiilemede kullanilan radyofarmasotiklere ornek olarak;
konvansiyonel beyin sintigrafisinde °°™Tc-HMPAO (hekzametilpropilenamin
oksim), kronik enfeksiyonlarin teshisinde *'!In ile igaretli insan immiinoglobulin
(HIG), miyokard, kas ve paratiroid sintigrafilerinde ve timoér goriintiillemede
201TICI, kemik sintigrafisinde **™Tc-metilen difosfanat (MDP) verilebilir (IAEA,
2008).
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2.7 Teknesyum-99m (**™T¢) Kimyasi

Kararli izotopu bulunmayan 43 atom numarali teknesyum bir gecis
elementi olup periyodik cetvelde VII B grubundadir. 1937 yilinda Italyan bilim
adamlar1 Carlo Perrier ve Emilio Segre tarafindan *®Mo’in nétron ve ddteronlarla
1sinlanmas1 sonucunda kesfedilmistir. Giimiis gri renkte ve erime sicakligi 2160
°C olan yapay bir elementtir. Teknesyum -1’den +7°ye kadar 8 yiikseltgenme
basamagma sahiptir. Genel olarak perteknetat (*®*™TcOs’) seklinde bulunan
teknesyumun en kararli yapisi +4 ve +7 degerlikleridir (ichedef, 2010).

Teknesyum-99m (**™Tc¢), gériintiileme i¢in uygun gama enerjisine (140
keV) ve yar1 dmre (6 saat) sahiptir. Uzun yar1 émiirlii (67 saat) ®®Mo’ in bozunma
liriinii olan ®™Tc¢’un (Sekil 2.9) **Mo-*"Tc¢ jeneratorii ile kolay elde edilebilir
olmasi, tiim diinyada niikleer tipta goriintiileme i¢in en c¢ok tercih edilen
radyoniiklitlerden biri olmasinin en 6nemli nedenidir. Ana radyoniiklit %Mo,
235’un niikleer reaktorde fisyonu sonucu 6 % verimle bol miktarda hazirlanir
(IAEA, 2008). 67 saatlik yar1 dmre sahip ®*Mo’nin, **Tc¢’a bozunmasi sirasinda
yiiksek oranda (% 86) olusan metastabil diizeyindeki %°™Tc, °°Mo/*MTc
jeneratériinden sodyum perteknetat (Na®®"TcOs) ¢ozeltisi halinde elde

edilmektedir.

99
42 Mo 1.37 Mev

5
-

Y e,
[ 0.45 Mev

5 L9

(.

B 0.87 Mev

- k 99

39
0.0 MeV
galC

Sekil 2.9. Mo’ in ®®"T¢’ a bozunumu (Demir, 2009)
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®Mo/**"Tc jeneratorii, cam bir kolon igerisinde bulunan aliiminyum oksit
(Al,03) iizerine adsorbe edilmis fisyon iiriinii **Mo icerir. % 0.9 NaCl
soliisyonunun kolondan geg¢irilip vakumlu tiip igerisine sagilmasiyla izotonik,
renksiz, berrak, steril, apirojen ve intravendz enjeksiyona hazir Na®™TcOs
cozeltisi elde edilir. Teknesyum-99m kaynagi olan ilk jeneratér 1957 yilinda
Brookhaven Ulusal Laboratuvar’inda tanitilmis ve 1965 te ilk ticari ®°Mo-*°"Tc
jeneratorii tiretilmistir (Saleh; 2011; Theobald, 1989).

Direk isaretleme yonteminde +7 ylikseltgenme basamaginda perteknetat
yapisindaki teknesyum kalay klorlir gibi indirgeyici ajanlarla indirgenerek
kompleks olusturabilmektedir. Kalay kloriir diginda kullanilan diger organik
indirgeyicilerden bazilari, sodyum bisiilfit, askorbik asit, sodyum borhidrat,
hidrazindir.

Ligand yapist direk isaretleme icin uygun olmadiginda teknesyumu
biyoaktif molekiile baglayacak fonksiyonel gruplar (EDTA, DTPA, glukoheptonat
vb.) gerekmektedir. Bu yontem direk isaretlemeye gore daha uzun inkiibasyon
zamani ve 75-100 °C 1s1tma islemi gerektirmektedir (Unak, 2015).

Biyolojik ortamdaki kimyasal kararliligin yan1 sira bir baska gereklilik ise
kimyasal safliktir. Radyofarmasotik olarak  uygulanabilir olmasi  i¢in
radyoisaretleme reaksiyonunun %98’ in tiizeri saflikta gergeklesmesi ve tekrar
edilebilir olmas1 gerekmektedir (Alberto and Abram, 2003).

Radyoisaretleme sonrasinda olusabilecek safsizliklar:

. Kimyasal safsizlik (Al*® kagagi < 100 ppm olmali)

. Radyokimyasal safsizlik (indirgenmis *™Tc, serbest %MTc)
. Biyolojik safsizlik (sterilite, apirojenite)

o Farmasotik safsizlik (yabanci partikiil, pH, partikiil boyutu)

Hazir kitler kimyasal reaksiyonun %98’ in lizerinde verimle gerceklesmesi
icin gerekli maddeleri iceren viallerdir. Perfiizyon ajanlar1 ¢ogu zaman bu kitlerin
sulandirilmasi ile oda sicakliginda veya 100 °C su igerisinde tek basamakta
hazirlanabilmektedir. Diger kosullar rutin uygulamalar i¢in elverisli degildir.

9MT¢  radyofarmasotikleri, teknesyumun renyum ile olan kimyasal
benzerligi nedeniyle 18Re ve 18Re gibi yiiksek enerjili beta yayan radyoniiklitlerle
tedavi radyofarmasoétiklerinin hazirlanmasinin 6niinii agmaktadir (Arano; 2002).
Suda ¢oziinebilen tek disli izonitril ligandlar ile organometalik Tc(I) kompleksleri

gelistirilene kadar teknesyumun diisiik oksidasyon basamaklarindaki kompleksleri
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ile  gergeklestirilen radyoisaretleme  yontemleri  ¢ogunlukla  kimyasal
(isaretlenmeden kalan madde) veya radyokimyasal safsizliklar (ayrisma iriini
olan ®™TcO,) icerdigi icin saflastirma gerektirdiklerinden ¢ok fazla ilgi
gormemigtir. Bu nedenle organometalik teknesyum kompleksleri ile ilgili farkl
yaklagimlarin gelistirilmesine gerek duyulmustur Davison ve arkadaslarinin bu
alandaki Oncli cabalari sonucu miyokardiyal goriintiilleme icin ilk basaril
organometalik radyofarmasétik olan **MTc-Sestamibi gelistirilmistir.
Radyofarmasoétik uygulamalar igin yeni organometalik bilesikler olusturma
cabasindaki bir baska grup, kolaylikla hazirlanabilen, suda ¢6ziinebilen ve kararli
yapiya sahip, yiiksek verimle (>% 98) elde edilebilen teknesyum (I) tri karbonil
koru, [**™Tc(H20)3(CO)s]*, kompleksini ortaya c¢ikarmislardir. Bu yontemle
jenerator tiriinii olan ®MTcOys ‘tan ¢ikilarak sodyum borhidriir (NaBH4) indirgeyici
ajan yardimiyla 1 atm basing altinda CO gaz1 ile serum fizyolojik ortaminda
[*°MTc(CO)3(H20)3]* metal kompleksi sentezlenmistir. Kompleksteki ii¢ su
molekiiliinlin kararsiz yapist bu teknesyum kompleksini cesitli biyomolekiillerle
hazirlanabilecek radyofarmasdtikler igin elverisli hale getirmektedir. Olusan
karbonil kompleksleri, yasam bilimlerinde ve 6zellikle niikleer tipta 6nemli bir
kullanim alan1 bulmustur (Alberto et al., 1998). [*™Tc¢(CO)3(H20)s]* metal
kompleksinin nétral veya asidik pH larda kararli olmasia karsin bazik pH’ta
oksijene karsi duyarli oldugu bilinmektedir. Teknesyum trikarbonil korunun
sentezleme caligmalarindan NaBH4’iin iyi bir indirgeyici ajanin oldugu sonucuna

vartlmistir (Nguyen A., 2007; Hayes et al., 2014; Alberto R., 1998).
2.8 9T [saretli Bilesiklerin Kalite Kontrol Yontemleri

Radyokimyasal safsizliklar teshis sirasinda goriintii kalitesini diisiirerek
goriintiilerde yanlis taniya neden olabilecek ya da degerlendirmeyi giiglestirecek
radyoaktif kontaminantlardir. En sik karsilagilan durum indirgeyici ajan miktarinin
az olmasi1 sonucunda ortamda serbest teknesyumun kalmasi ve buna bagli olarak
mide, tiroid gibi organlarda istenmeyen aktivite tutulumudur. Radyoisaretlenecek
bilesik miktarinin az olmasi durumunda ise indirgenmis teknesyum, ortamdaki
inaktif safsizliklarla birleserek farkli yapilar olusturabilmektedir. Hazirlanan
radyoisaretli bilesigin isaretleme veriminin yiliksek (>% 95) olmas1 gerekmektedir.

9¥MT¢ ile isaretli bilesiklerin kalite kontroliinde en sik kullanilan yontemler ince
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tabaka  radyokromatografisi (TLRC) ve vyikksek performanshh  sivi
radyokromatografisidir (HPLRC) (Forsyth, 1988; Unak, 2003).

Ince Tabaka Radyokromatografisi (TLRC): Ince tabaka kromatografisi, cam,

metal ya da plastik destek madde lizerinde homojen olarak kapli adsorban
kullanilarak mikrolitre diizeyindeki 6rnegin uygun ¢ézgen yardimiyla ayrilmasidir.
Bu yontemde sabit faz olarak silika jel kapli alliminyum ya da seliiloz kapl1 plastik
plakalar kullanilir. Sabit faz iizerinden uygun ¢oziicii gegirilerek ayrigmasi istenen
maddelerin farkli hizlarda ilerlemelerinden yararlanilir.

Radyoisaretli 6rnek 10x1 cm boyutlarindaki ince tabaka kromatografi
kagidinin uygulama noktasina (0,5 cm) damlatilir ve uygun ¢6zgenin bulundugu
kiivet igerisine daldirilir. Coziicii kilcallik etkisi ile igerisine daldirilan TLC
plakasi1 iizerinde yiiriir ve karigimi1 da farkli hizlarla yukariya siiriikler. Boylece
radyokimyasal safsizliklar ayrilmis olur. Cozgen, plakanin tamamini kaplamadan
TLRC plakasi kiivetten c¢ikarilir, ¢dzgenin ilerleme mesafesi dlgiiliir ve kurutulur.
Sonrasinda gazli dedektorde sayim iglemi gerceklestirilerek her bir bilesenin Ry
(relative front) degeri belirlenir. Rf degeri, adsorban, destek madde ve ¢oziiciiye
bagl olarak her madde igin ayirt edici bir 6zelliktir (Ichedef, 2010; Theobald,
1989).

Radvokimyasal bilesenin ilerdedipi urakik
Cizgenin ilerledigi uzakitk

‘Rf:

Ince tabaka kromatografisi diger yontemlere gore daha diisiik maliyet, kisa
analiz siiresi, ayn1 anda daha fazla 6rnegi ayirabilme gibi avantajlari nedeniyle

farmasotik alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Yiiksek Performansli Stvi Radyokromatografisi (HPLRC): Yiiksek performansl
stvi kromatografisi, oldukg¢a hassas saflik, bilesen ayirma, tanimlama ve derigim
tayini yapilabilen bir kromatografik yontemdir. HPLC yontemi, igleri sabit fazi
olusturan kat1 recine dolu kolonlara basing uygulanmasi ile 6rnekteki bilesenlerin
kolonda alikonma siirelerinin (R¢) belirlenmesine dayanir. Alikonma siiresi her
madde i¢in Ozeldir ve bilesenlerin tespitinde esas dikkate alinan parametredir.
HPLC cihazlar1 baglica; hareketli faz kaplari, pompa sistemleri, numune

enjeksiyon sistemi, yiiksek sivi kromatografi kolonlar1 ve dedektor kisimlarindan
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olusur. Radyoisaretli molekiiller i¢in radyoaktivite Ol¢limleri cihaza haricen

baglanan Cd(Te) kat1 hal dedektorii ile yapilmaktadir. Sekil 2.10° da ¢aligmalar

sirasinda kullanilan HPLC sistemi goriilmektedir.

2.9 Nanoparcaciklar i¢in radyoisaretleme stratejileri

Cok kiiglik yapilar olarak nanopargaciklar, endotelyal hiicre
katmanlarindan sizarak c¢esitli dokulardaki hiicresel yapilarla etkilesime giren
tagiyict araglardir. Ayn1 zamanda terapi ve teshis ajanlarinin yiliksek kapasite ile

taginmasini saglayacak biiyiikliiktedirler.

Radyoisaretli nanopargaciklar, direkt olarak %Au gibi radyoaktif
atomlarla veya sonradan radyoisaretlenen inert materyallerden olusturulabilir. Bazi
durumlarda radyoisaretleme igin nanopargaciklarin yiizey modifikasyonu
gerekebilir. Bilinen iki yontem vardir (Sekil 2.11). Birincisi radyoniiklidin
nanoparcacik ylizeyine her hangi bir ara parca veya selatlayict olmaksizin
konjugasyonudur. ikinci yontem ise radyoniiklidin nanoparcaciga kimyasal olarak
baglanmasin1 saglayacak spesifik bir molekiil ile isaretlemedir. Son yillarda
kimyasal teknikler olduk¢a ilerlemis, metal iyonlarinin tasiyici sistemden
ayrilmasmi Onleyecek, sistemin kararliligini saglayacak ve aym1 zamanda
farmakokinetik davranisini degistirecek birgok selatlayict molekiil isin icine

girmistir.
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Sekil 2.11 Nanopargaciklar i¢in radyoisaretleme yontemleri (Enrique et al., 2014)

Biyomolekiillerin radyoisaretlenmesinde oldugu gibi nanopargaciklarin
radyoisaretlenmesinde de ¢ok disli bifonksiyonel selatlayict ajanlar (BSA)
kullanilmaktadir. Bifonksiyonel selatlayict ajanin  se¢imi, radyontiklide,
nanopargaciklarin sentez yontemine ve fiziksel 6zelliklerine, istenen polarite ve
biyodagilim 6zelliklerine baghdir. Yapilarina gore selatlayicilar DOTA (1,4,7,10-
tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid), NOTA (1,4,7-
tritazacyclononane-1,4,7-triacetic acid), TETA (1,4,8,11-tetraazacyclotetradecane-
1,4,8,11-tetraacetic acid), NONA (1,4,7-triazacyclononane-1,4,7-triacetic acid),
NETA ({4-[2-(bis-carboxymethylamino)-ethyl]-7-carboxymethyl-
[1,4,7]triazonan-1-yl}-acetic acid) gibi makrosiklik ve DTPA
(diethylenetriaminepentaacetic acid), H2dedpa (1,2-[[6-(carboxy)-pyridin-2-yl]-
methylamino]ethane), HBED  (N,NO-bis(2-hydroxybenzyl)-ethylenediamine-
N,NO-diacetic acid), SHBED (N,NO-bis(2-hydroxy-5-sulfobenzyl)-
ethylenediamine-N,NO-diacetic acid) gibi asiklik molekiiller olarak iki gruba

ayrilir.
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Sekil 2.12 Bifonksiyonel selatlayici ajanlar.

Nanoparc¢aciklarin ylizeyinin BSA’ lar ile fonksiyonel hale getirilmesi,
karboksil, amino, aldehit, tiol yada aktif hidrojen gruplari ile kovalent baglanmay1
gerektirir. Reaksiyon basamaklari, nanopargaciklarin sentezi sirasindaki yiizey
kaplama asamasina baglidir. Bu yontem, yiiksek verim ve kararlilikta daha kolay
sentezleme sagladigindan, metalik, inorganik ve yari iletken nanopargaciklarla
konjugasyon i¢in elverislidir. Bu avantajlar, bifonksiyonel selatlamay1
nanoparcaciklarin radyoisaretlenmesi i¢in daha ¢ok tercih edilen bir yontem haline

getirmistir (Enrique et al., 2014).

Kucka ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligmada protein yap: ile kaph
giimiis nanopargaciklarin yiizeyi polietilen glikol ile modifiye ederek 2!'At ile
radyoisaretlenmistir. Sistemden beklenen avantajlar, tiimorli bolgede EPR etkisi,
immiin sistem tarafindan yakalanmama ve modifikasyon cesitliligi olarak rapor

edilmistir (Kucka et al., 2006).

Cao ve arkadaslarinin hazirladigi yiizeyi modifiye edilmis silika kapli
manyetik nanoparcaciklar, radyoterapi amaciyla kullanilmasi hedeflenerek beta

salic1 188Re ile radyoisaretlenmistir (Cao et al., 2004).

Hedefleyici molekiile bagli teshis ve tedavi radyoniiklitlerinin ayn1

platformda bulundugu sistemlere teranostik sistemler denilmektedir. Uygun
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radyoizotop ciftleri ile “SPECT+tedavi” ya da “PET+tedavi” i¢in olusturulmus
teranostiklere ornek olarak ®°MTc/0Y, %8Ga/t’’Lu, %8Ga/0Y, 9MTc/l77Lu vb.
verilebilir (Mirshojaei et al., 2016). Jiménez-Mancilla ve arkadaslari,
calismalarinda Tat(49-57)-Lys3-bombesin peptidlerine konjuge edilmis **™Tc ve
YLu ile isaretli altim nanopargaciklari, plazmonik fototermal terapi ve aktif
hedefli radyoterapdtik sistem olarak tasarlamis ve PC3 prostat kanserli hiicreler

tizerinde in vitro ¢alismislardir (Jiménez-Mancilla et al., 2013).

2.10 Nanoparcaciklari Yapi ve Yiizey Ozelliklerinin Belirlenmesi

Zeta Potansiyeli Analizi: Iyonik bir ¢ozeltideki nanoparcaciklarin etrafinda
iyonlarin kuvvetli sekilde bagli oldugu bir i¢ tabaka (Stern tabaka) ve daha gevsek
bagli iyonlardan olusan bir dis tabaka bulunmaktadir. Bu iki tabaka “Elektriksel
ciftli katman” olarak adlandirilir. Bu bolge i¢inde, her pargacigin tek bir varlik
gibi davrandig1 kavramsal bir sinir bulunmaktadir. Bu sinirdaki potansiyel zeta
potansiyelidir (McNeil, 2011).

Zeta potansiyelinin biiytlikliigii, kolloidal sistemin potansiyel kararliligi
hakkinda bir fikir verir. Sulu sistemde dagitilmis kolloidal pargaciklarin ¢ogu
belirli bir yiizey ylikiine sahiptir. Bu ylizey yiikiiniin, pargcacigin ve bunu
cevreleyen ortamin igerigine bagli olarak bircok kaynagr vardir. Yikli
parcaciklarin birbirlerini itme kuvvetleri ne kadar yiliksek ise pargaciklarin
aglomere olarak ¢okme olasiliklar1 o oranda diislik olmaktadir yani kararlidirlar.
Eger pargaciklarin diisiik zeta potansiyeli degerleri varsa, pargaciklarin bir araya
gelmesini ve ¢cokme olusumunu engelleyen bir kuvvet bulunmaz yani kararsiz bir
yapidadirlar. Kararl ve kararsiz dagilimlar arasinda bir ayirma ¢izgisi vardir ve bu
deger genellikle +30 veya —30 mV’ta alinir. Bu aralik disinda kalan parcaciklar
kararli olarak kabul edilir. 113S369 no’ lu TUBITAK projesi kapsaminda satin
alman MALVERN ZETASIZER NANO ZS Model DLS cihazina ait resim Sekil
2.13’ te verilmistir.

Dinamik Isik Sacilimi (DLS): Nanoparcaciklarin boyutlar1 klinik uygulamalardaki

davraniglarini (tutulum, birikim, atilim) etkileyecek 6nemli bir faktdrdiir. Ornegin,
5 nm’ den kiiglik capa sahip dendrimerler dokuyu cevreleyen kan damari
duvarindan kolayca gecebilir. 3 nm ile 6 nm aras1 parcacik capma sahip
dendrimerler hemen bobrek yolu ile atilir. 6-8 nm aralifinda ise asir1 gecirgen

tiimor damarlarindan gegebilirler. Nanoparcaciklarin ¢ozelti igerisindeki boyutunu
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belirleyebilecek ¢ok az yontem bulunmaktadir. Bunlarin birgogu yaygin olarak
kullanilmamakta ve maliyet agisindan uygun yontemler degildir.

Foton korelasyon spektroskopisi olarak da bilinen dinamik 1s1k sac¢ilim
yontemi, ¢Ozelti icerisinde rastgele olan “brownian hareketi” etkisindeki
parcaciklardan sagilan 151k siddetindeki degisimi mikrosaniye mertebesinde
Olcerek boyutla iligkilendirir. Isik siddetinin zamanla degisiminden korelasyon
fonksiyonu hesaplanir. Bu fonksiyondan diflizyon katsayis1 bulunur. Pargaciklarin
kiiresel morfolojisine ait standart varsayimlar, 6rnegin vizkositesi ve olglimiin
gergeklestirildigi sicaklik da goz Oniinde bulundurularak difiizyon katsayisindan

(D) Stokes-Einstein esitligi ile hidrodinamik ¢ap (dn) hesaplanir.

dh=KT / 3ntnD

Burada k, Boltzmann sabiti; T, mutlak sicaklik (K°); m, ¢ozeltinin
vizkositesidir. Bu esitlikten de anlasilacag: tizere sicaklik ve vizkositenin sabit
oldugu durumda pargaciklarin  diflizyon katsayisini  sadece  boyutlari
etkilemektedir.

DLS ile ol¢giilen ¢ap degeri bir parcacigin bir sivi igerisinde nasil hareket
ettigini gosterir ve bu cap pargaci@in hidrodinamik c¢ap1 olarak adlandirilir.
Yontemin en 6nemli avantajlar kalibrasyon gerektirmemesi, kisa analiz siiresi ve
mikron alt1 partikiillere duyarli olmasidir (Kamble et al., 2010).

Genelde nanopargaciklar sentez sirasindaki deneysel hatalardan ve
icerdikleri ¢ok sayida atomun yapisal varyasyonundan kaynaklanan bir boyut
dagilimi gosterirler. Bu nedenle boyut dl¢iimiinde merkezi e8ilim ve parcaciktan
parcaciga degisen boyut farkliliklarina 6nem verilir. Polidispersite indeksi (PI),
parcaciklarin boyut farkliliklari i¢in kiimiilant analizinden elde edilen ve dagilimin
goreli varyansina esdeger birimsiz bir niceliktir (McNeil, 2011).

Olgiimii yapilacak olan sistemin kararli yapida olmas1 gerekmektedir. Eger
nanoparcaciklarin zeta potansiyeli -30 mV ve +30 mV araliinda ise elektrostatik
ya da kimyasal diizenleme ile kararli hale getirilmeye calisilir. Elektrostatik
diizenleme statik yiikleme ile, kimyasal diizenleme ise alkol gibi maddelerin
uygun miktarda ilavesi ile pH degistirilerek gerceklestirilir (TUBITAK MAM,
2010).
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Sekil 2.13. MALVERN ZETASIZER NANO ZS Model DLS cihazi
Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM): Mikroskoplar, canli organizmalarin ve

malzemelerin yapilarini ve gesitli uygulamalar sonrasindaki degisimleri gérmek
icin O6nemli cihazlardir. Isik mikraskoplarinda kaynak olarak goriiniir 151k
kullanilmast ¢6ziiniirlik ve biyiitme imkanlarini sinirlamaktadir. Bu nedenle
elektron mikroskoplar1 gelistirilmistir. ilk olarak 1931°de E. Ruska ve M. Knoll
tarafindan gecirimli elektron mikroskobu gelistirilmistir.

TEM, SEM’den farkli olarak incelenecek Ornek i¢inden gegirilen yiiksek
enerjili elektronlarin goriintiilenmesi prensibine dayanmaktadir. Elektronlarin
ornek ile etkilesimleri sonucu olusan goriintii bilyiitiilerek floresans ekran,
fotografik film katmani ya da CCD kamera gibi bir sensor lizerine odaklanir. TEM
goriintiileme yonteminde en biiyiikk kisitlama numune hazirlamada ortaya
¢ikmaktadir (Mukherjee, 2009).

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM): 1935 yilinda M. Knoll tarafindan icad

edilen SEM yontemi, katt Orneklerin morfolojik analizlerinde ve pargacik
biiyiikliiklerinin ~ belirlenmesinde  kullanilmaktadir. SEM, bir elektron
tabancasindan maksimum 30 kV voltaj ile hizlandirilmis elektronlarin incelenecek
malzeme iizerinde taratilmasi sirasinda elektron ve malzeme atomlari arasindaki
girisimlerin uygun dedektor tarafindan tespit edilmesi ve sinyal gii¢lendiricilerden
gectikten sonra monitdre yansitilmasi prensibine gére galismaktadir (TUBITAK
MAM, 2010). Bu yansiyan elektronlar kullanilarak malzeme yiizeyinin topografik
yapist hakkinda bilgi edinilmesinin yani sira ylizey yakinindaki kimyasal bilesim

hakkinda da bilgi elde edilebilmektedir. SEM, goriintiilemede cesitlilige sahip
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olmasi, ¢ok yonlii olmasi, 6rnek hazirlamanin kolay olmasi gibi nedenlerle yaygin
olarak kullanilan yontemlerden biridir. SEM ile hacimce ¢ok yogun cisimler
incelendiginde yiiksek ayirim giicii elde edilmektedir. Bir diger iistiinliigii de

ornek goriintiisiiniin {ic boyutlu olarak belirlenmesidir (ichedef, 2010).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1 Kullanilan Kimyasallar

o Stearik asit (Sigma)

o Oleik asit (Sigma)

o Poloxamer 188 (Sigma)

o Folik asit (Sigma)

. N-hidroksisiiksinimid (Sigma)

o Disiklohekzilkarbodiimid (Sigma)

o Tetrahidrofuran (Sigma)

o Dimetilsiilfoksit (Sigma)

o PEG-bisamin (Sigma)

o Trietilamin (Sigma)

o Kolesteril hemisiiksinat (Sigma)

o Aseton (Sigma)

o Paklitaksel (Bristol-Myers Squibb)

o P-10 gaz1

. Argon (Ar) gazi

. Karbonmonoksit (CO) gazi

. Sodyum karbonat (Na2COs) (Sigma)

. Sodyum borhidriir (NaBHa) (Sigma)

o Sodyum/Potasyum tatarat (CsHsKNaOe.4H-0) (Riedel Heiden)
. Sodyum perteknatat (Na®*"TcOa)

o Asetonitril (CH3CN) (Merck)

o Metanol (CHzOH) (Merck)

o Etanol (C2Hs0OH) (Merck)

o Hidroklorik asit (HCI) (Merck)

o Trifloro asetik asit (TFA) (Merck)

o Serum Fizyolojik (SF) (% 0.9 NaCl ¢ozeltisi)
. ITLC-SG Silika kapli aliminyum seritler (Merck-105554)
. ITLC-C Seliiloz kapl plastik seritler (Merck-105565)
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o MCF7 insan meme (adenokarsinoma) epiteli (American Type Culture
Collection, Rockville, MD, ABD)

o HelLa insan serviks (adenokarsinoma) epiteli (American Type Culture
Collection, Rockville, MD, ABD)

. A549 insan akciger (karsinoma) epiteli (Ege Universitesi Biyomiihendislik
Fakiiltesi)

o Min. Essential Medium (Mem Eagle) (Lonza)

o Dulbecco's MEM (Lonza)

o L-Glutamine (Lonza)

o Essential amino acid (Lonza)

o Sodyum priivat (Lonza)

o Fetal bovine serum (Biowest)
o Penisilin/streptomisin (Lonza)
o Tripan mavisi (Bio.Ind.)

o PBS (Amresco)

o Tripsin EDTA (Lonza)

o Cell Counting Kit-8 (WST-8) (Sigma Aldrich)

o BCA (bicinchoninic acid) Protein Assay kit (Thermo Scientific Pierce)
o Albumin human fluoresceinisothiocyanate labeled (Sigma)

o Sephadex G-25 (Sigma)

o Dead END Fluorometric TUNEL System (Promega)

o Alfazyne %2, (Alfasan International B.V.)

o Alfamine %10, (Alfasan International B.V.)

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

o Parcacik boyutu analizi ile zeta potansiyel oOl¢iimleri (MALVERN
ZETASIZER NANO ZS Model DLS) (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dali)

. RAD-501 Cd(Te) tek kanalli gamma sayim sistemi (E. U. Niikleer
Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

o HPLC Shimadzu (LC-10Atvp quaterner pompali, SPD-10AV UV
dedektorlii, FRC-10A fraksiyonlama kollektorii) (E. U. Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)
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o TLC Scanner (Bioscan AR-2000) (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

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

. Ultrasonik Homojenizatér (Bandelin, Sonoplus HD 2070) (Ege
Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

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

o Multimode Mikroplaka Okuyucu (Thermo Varioscan Flash) (EU.,
Niik.Bil. Ens., Nik.Uyg. AD.)

o Laminar Flow Kabin (Thermo) (EU., Niik.Bil. Ens., Niik.Uyg. AD.)

. CO2 inkiibatérii (Sanyo) (EU., Niik.Bil. Ens., Niik.Uyg. AD.)

o Sogutmal1 Santrifiij (Hettich) (EU., Niik.Bil. Ens., Niik.Uyg. AD.)

. Isik mikroskobu (Olympus) (EU., Niik.Bil. Ens., Niik.Uyg. AD.)

o Inverted mikroskop (Leica) (EU., Niik.Bil. Ens., Niik.Uyg. AD.)

. S1v1 azot tanki (Thermo Scientific) (EU., Niik.Bil. Ens., Niik.Uyg. AD.)

. Otoklav (Hirayama) (EU., Niik.Bil. Ens., Niik.Uyg. AD.)

. Su banyosu (Memmert) (EU., Niik.Bil. Ens., Niik.Uyg. AD.)

o Floresan atagmanli arastirma mikroskobu (Olympus) (EU., Niik.Bil. Ens.,
Niik.Uyg. AD.)

. Gama kamera (GE Infania) (Celal Bayar Uni. Tip Fakiiltesi, Niikleer Tip
AD.)

Hizmet alimlari:

o SEM (Scanning electron microscopy) (Phillips XL-30 S FEG) (izmir
Yiiksek Teknoloji Enstitiisii)

o TEM (FEI Tecnai G? Spirit Biotwin) (ODTU Merkez Laboratuar1 Ar-Ge
Egitim ve Olgiim Merkezi) ve (JEOL JEM 2100F HRTEM) (Mugla Sitk1 Kogman

Universitesi Malzeme Arastirma Laboratuari)
. NMR (MERCURYplus-AS 400) (EU-EBILTEM) ve (Varian Mercury 400
MHz) (Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Laboratuarlari)

3.2  Folat Tiirevi Sentezi Basamaklar
Bu boliimde lipofilik bir folat tiirevi olan folat polietilen glikol-kolesterol
hemisiiksinat (Fol-PEG-CHEMS) sentezi gerceklestirilmistir.
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3.2.1 Fol-PEG-Amin Sentezi:

Bu basamakta Fol-PEG-Amin sentezi i¢in 53 mg folik asit, 17 mg N-
hidroksisiiksinnimid (NHS) ve 20 mg disiklohekzilkarbodiimid (DCC), 3 mL
tetrahidrafuran (THF) ve 2 mL dimetilsiilfoksid (DMSO) karisimi igerisinde
¢oziilerek tizerine 335 mg PEG-bisamine ve 0.25 mmol trietilamin (TEA) ilave
edilmigtir. Reaksiyonun gece boyunca oda sicakliginda gerceklesmesi
saglandiktan sonra THF buharlastirilarak ortamdan uzaklastirilmistir. Daha sonra
olugan iiriin Sephadex G-25 jel kromatografisi yontemi ile saflagtirilmistir.
Saflastirilan {iriin liyofilize edilerek 65 mg Fol-PEG-Amin elde edilmistir.

3.2.2 CHEMS-NHS sentezi:

Bu asamada oncelikle mol oranlarina gére hesaplanan 109 mg kolesteril
hemisiiksinat (CHEMS), 52 mg NHS ve 135 mg DCC bir cam balonda kuru THF
icerisinde konularak azot ortaminda, oda sicakliginda reaksiyonu saglanmistir.
Reaksiyon sonunda olusan disiklohekzil ire ortamdan siiziilerek uzaklastirilmis ve
siiztinti THF ile yikanmistir. Reaksiyon kabindan THF buharlastirilmis kapta
kalan {irtin vakum altinda kurutularak tartimi alinmistir. Elde edilen CHEMS-
NHS %100 etil asetat igerisinde rekristalizasyon yontemiyle saflastirilmugtir.
Saflagtirilan tirtin vakum altinda kurutulduktan sonra yeniden tartilmistir. 437 mg

olarak tartilan {iriiniin bir boliimiiniin yap1 analizi 'H-NMR ile gerceklestirilmistir.

3.2.3 Fol-PEG-CHEMS Sentezi:

Mol oranlarina gore hesaplanan 65 mg Fol-PEG-amin ve 14 mg CHEMS-
NHS bir cam balona konularak iizerine 15 mL kloroform eklenmis ve gece
boyunca oda sicakliginda reaksiyon devam etmistir. Reaksiyon sonunda kloroform
buharlagtirilarak ortamdan uzaklastirilmistir. Fol-PEG-CHEMS (folat-polietilen
glikol-kolesteril hemisiiksinat) misellerini olusturmak i¢in ¢okeltiye 50 mM

sodyum karbonat ilave edilerek diyaliz membran ile saflastirma yapilmistir.

Sentezlenen Fol-PEG-CHEMS’ in yapi analizi *H-NMR ve HPLC ile
gerceklestirilmistir. Fol-PEG-CHEMS i¢in HPLC analizi ODS-2 HYPERSIL C18
(250 x 4.6 mm I.D.) (Thermo) kolonu kullanilarak, (SPD-10AV) UV-VIS
dedektérii  bulunan Shimadzu LC-10Atvp sisteminde gerceklestirilmistir.
Hareketli faz olarak su (A) - asetonitril (B) sistemi kullanilmistir. Cozgen akis

sistemi Cizelge 3.1’ de verilmistir.
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Cizelge 3.1. FolI-PEG-CHEMS i¢in HPLC Co6zgen Akis Sistemi

Zaman Cozgen A Cozgen B
0-3dk. 95 5
3-15dk. 50 50
15 -25dk. 50 50
25—30 dk. 0 100
30 - 35 dk. 0 100

Cozgen oranlar1 UV dedektoriinde dalga boyu 227 nm olacak sekilde
calisilmigtir. Sicaklik 25 °C ve akis hizi ise 1 mL/dk olarak uygulanmistir.

3.3  Paklitaksel Yiikli Kati Lipid Nanoparcaciklarin Sentez ve

Karakterizasyon Basamaklari

3.3.1 Paklitaksel Yiiklii Kat1 Lipid Nanoparcaciklarin (SLN-PTX)

Sentezi:

Folat reseptorii hedefli paklitaksel yiiklii kat1 lipid nanoparcaciklar solvent
difiizyon yontemi ile hazirlanmistir (Hu et al., 2005). Yiizey modifikasyonu, Wan
ve arkadaglarinin calismasinda oldugu gibi Fol-PEG-CHEMS nanoparcaciklarin
hazirlanma sirasinda lipid-su karisimina ilave edilmesiyle gerceklestirilmigtir
(Wan et al., 2008).

SLN’lerin hazirlanmasi amaciyla 6ncelikle 0.003 mmol paklitaksel (3 mg /
0.5 mL), 0.16 mmol stearik asit (47 mg) ve 0.08 mmol oleik asit (22 mg / 25 uL),
2 mL etanol ve 2 mL aseton karigimi igerisinde ultrasonik banyoda 70 °C’de
¢Ozlilmiistiir.

Aktif hedefleme amaciyla yapilan yiizey modifikasyonu, lipid-PEG-ligand
konjugatinin nanoparcaciklar hazirlandiktan sonra karigima ilave edilmesinin yani
sira alternatif olarak hazirlama sirasinda diger bilesenlerle beraber karistirilarak
gerceklestirilebilir (Feng and Mumper, 2013). Nanopargaciklarin modifiye
edilmesi ig¢in bolim 3.2.3’de sentezlenen Fol-PEG-CHEMS (6 mg)
nanoparcaciklarin hazirlanmasi sirasinda karigima ilave edilmistir. Bu karigim
icerisinde 150 pL poloxamer188 bulunan 40 mL bidistile su icerisine ilave

edilerek 400 rpm’de 70 °C’ de 30 dakika siiresince karistirilmigtir. Kat1 lipid
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nanoparcaciklarin hazirlanmasi sirasindaki mekanik karigtirma pH ayarlama ve

homojenizasyon asamalar1 Sekil 3.1° de goriilmektedir.

Sekil 3.1. Kati lipid nanoparcaciklarin hazirlanmas: sirasindaki mekanik

karistirma pH ayarlama ve homojenizasyon agsamalar1

Karisim oda sicakliginda sogumaya birakilmis ve pargaciklarin pH’1 0.1 M
HCI ¢ozeltisi ile 1.3°e ayarlanmistir. Daha sonra nanoparcaciklarin 10.000 rpm’de
2 saat siiresince santrifiijlenerek ¢oktiiriilmesi saglanmistir. Elde edilen edilen
SLN-PTX siv1 azot igerisinde dondurulup, liyofilize edilerek karakterizasyon

calismalar1 yapilmistir.

3.3.2 Paklitaksel Yiiklii Kati Lipid Nanoparcaciklarin
Karakterizasyon Calismalari

Sentezlenen SLN-PTX nanopargaciklari igin karakterizasyon ¢aligmalari
farkli yontemler kullanilarak gerceklestirilmistir. Sentezlenen SLN-PTX
nanopargaciklarinin pargacik boyutu, zeta potansiyeli ve morfolojik ozellikleri,
belirlenmistir. Bu amagla Dinamik Isik Sacilimi (DLS), Zeta Potansiyeli 6l¢iimi
(ZP), Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) ve Gegirimli Elektron Mikroskobu
(TEM) yontemleri kullanilmistir. Bu amacgla sentezlenen SLN-PTX
santrifiijlendikten sonra alt faz 400 uL poloxamer 188 iceren 10 mL su igerisinde
500 rpm’de 20 dakika karistirilmis ve 15 mL’lik falkon tiip igerisine alinmustir.
Daha sonra homojenizatdrde (Bandelin marka HD 2070 model) homojenizatoriin
titanyum ucu (MS73) 6rnegin ortasinda olacak sekilde maksimum giiciin % 60’1

kullanilarak 10 dakika siiresince homojenize edilmistir.

DLS ve ZP calismasi

SLN-PTX nanopargaciklarinin su igerisindeki pargacik boyutu analizi
MALVERN ZETASIZER NANO ZS Model DLS cihazi ile gerceklestirilmistir.
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Hazirlanan 1 mL 6rnek tek kullanimlik kiivet icerisine koyularak pargacik boyutu

Ol¢iimii 3 tekrarli olarak yapilmistir.

SEM calismasi

SEM analizi i¢in ise sentezlenen SLN-PTX sivi azot igerisinde
dondurulduktan sonra liyofilizatére konularak 72 saat boyunca liyofilize edilmis
ve -85 °C’de saklanmustir. Sentezlenen SLN nanopargaciklarin boyutlarini ve
morfolojik dzelliklerini belirlemek amaciyla izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisiinde

Phillips XL-30 S FEG cihazi1 kullanilarak SEM goriintiileri alinmustir.

TEM calismasi

Kat1 lipid nanopargaciklarin karakterizasyonu amaciyla TEM dijital
goriintiileri; Orta Dogu Teknik Universitesi Merkez Laboratuarinda (FEI Tecnai
G2 Spirit Bio(TWIN) Yiiksek Kontrastli Gegirimli Elektron Mikroskopu ile 200
mesh karbon film kapli bakir grid kullanilarak 120 kV) ve Mugla Sitki Kogman
Univeristesi Arastirma Laboratuvarlart Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
(JEOL JEM 2100F HRTEM Yiiksek Coziinirlikli Gegirimli Elektron
Mikroskopu) alinmistir.

HPLC calismasi

Sentezlenen paklitaksel yiiklii SLN nanopargaciklarinin HPLC analizi
ODS-2 HYPERSIL C18 (250 x 4.6 mm LD.) (Thermo) kolonu kullanilarak,
(SPD-10AV) UV-VIS dedektorii bulunan Shimadzu LC-10Atvp sisteminde

gergeklestirilmistir. Cizelge 3.1°de verilen kosullarda asetonitril-su ¢ozgen sistemi
olarak kullanilmistir. Caligmada dalga boyu 227 nm (UV dedektorii), sicaklik 25
°C ve akis hiz1 ise 1 mL/dk olarak uygulanmistir. Nanopargaciklar metanol
igerisinde ¢oziildiikten sonra 500 pL 6rnek vial igerisine konup HPLC analizleri

gerceklestirilmistir.

3.3.3 [llac Yiikleme Kapasitesinin Belirlenmesi

Kati lipid nanopargaciklarin i¢erisinde hapsedilen ila¢ miktarini belirlemek
icin HPLC yontemi kullanilmistir. Bu yontem i¢in Oncelikle bes farkl
konsantrasyonda (12.5 ug/mL, 25 pg/mL, 50 ug/mL, 75 ug/mL, 100 pg/mL)
paklitaksel oOrnegi hazirlanmistir. Her bir konsantrasyon i¢in HPLC
kromatogramindaki paklitaksel piki altinda kalan alanlar Olcililmistir. Bu

Ol¢iimler sonucunda konsantrasyona karsi pik altinda kalan alan ile g¢izilen
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grafikten bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Calismalar Thermo ODS-2
HYPERSIL (250 x 4.6) kolonu kullanilarak, (SPD-10AV) UV-VIS dedektorii
bulunan Shimadzu LC-10Atvp sisteminde gerceklestirilmistir. Mobil faz olarak su
(¢ozgen A) ve asetonitril (¢ozgen B) (50:50, v/v) kullanilmistir. UV dedektoriinde
dalga boyu 210 nm olacak sekilde galisilmistir. Sicaklik 25 °C ve akis hizi ise 1
mL/dk olarak uygulanmistir.

3.4  Radyoisaretleme Calismalari

3.4.1 9mT¢(CO)s* Korunun Sentezi:

[*°™Tc(CO)3(H20)3] koru Alberto ve arkadaslarinin yontemi kullanilarak
hazirlanmistir (Alberto et al., 1998; Waibel et al., 1999). Reaksiyonlarin tim
asamalar1 argon gazi ortaminda gergeklestirilmistir. %°™Tc(l) trikarbonil korunun
hazirlanmasi igin oncelikle 5.5 mg NaBHas, 4 mg Na,COs, 20 mg Na/K tartarat
tartilip bir deney tilipline konularak tiiplin agz1 hava almayacak sekilde
kapatilmistir. Argon gazi ortaminda tiipten 15 dakika siiresince CO gaz1 gegirilip
10 mCi aktiviteye sahip 1 mL Na*™TcO4 deney tiipiine eklenmistir. Ardindan tiip
30 dakika 90°C kuru 1siticida bekletilmistir. Daha sonra tiip buz banyosunda
sogutulup, 220 pL 1 M HCL:PBS (3:1; h/h) ¢ozeltisi ile pH 7’ ye ayarlanmustir.

3.4.2 9MT¢(CO)s* Korunun Kalite Kontrolii:

Hazirlanan ™T¢(CO)s* korunun kalite kontrollerinde Ince Tabaka Radyo
Kromatografisi (TLRC) ve Yiiksek Performansli Sivi Radyo Kromatografisi
(HPLRC) kullanilmustir.

Ince Tabaka Radyokromatografisi Yontemi (TLRC)

Tc(l) tri karbonil korunun TLRC ile kalite kontrol ¢aligmalarinda sabit faz
olarak (10 cm x 1.5 cm) boyutlarinda hazirlanan silikajel kapl aliiminyum seritler
¢cozgen sistemi olarak da serum fizyolojik (SF) ve asetonitril kullanilmistir. Bu
calismada hazirlanan iicer adet TLRC seridinden ilkine [**™TcO4] ve ikinciye
B¥MTc(CO)s* orneklerinden damlatilmistir (6rnek TLRC seridinin  uygulama
noktasina (0.5 cm) kilcal boru yardimiyla damlatilir). TLRC seritlerine damlatilan
ornekler kuruduktan sonra her birinde farkli ¢ézgenler bulunan (asetonitril ve
serum fizyolojik) TLC tanklaria yerlestirilmistir. Tanktaki ¢dzgenler seritler
lizerinde yiiriidiikten sonra seritler tanklardan ¢ikarilarak oda sicakliginda

kurutulmus ve seffaf bantla kaplanmistir. Bioscan AR-2000 TLC tarayici
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kullanilarak  seritlerin  her  birinin = radyokromatogramlari  alinmistir.
Radyokromatogram tarayict cihazinin doz kalibratoriine benzer olarak baglik
kismi iyon odasi seklinde tasarlanmistir. Iyon odasinin orta kisminda bir anot ve
bunu ¢evreleyen bir katot bulunmaktadir. Oda igerisi % 90 argon ve % 10 metan
karisimindan olusan P10 gazi ile doludur. Radyoaktif ¢ekirdekten yayinlanan beta
veya gama 1ginlarinin etkisiyle P10 gazi iyonlasir ve anot ile katot arasinda voltaj
farki olusturur. Olusan bu fark sayaca bagl olan elektronik bir sistemle sayilir ve
bilgisayar ortaminda kromatogram olarak gorlintiilenir. Seritler cihaza
yerlestirildikten sonra tarama islemine baslamadan 6nce piklerin R¢ degerlerinin
cihaz tarafindan belirlenebilmesi i¢in tarama siiresi, damlatma noktasinin ve
yiirlitme isleminin sonlandirildigi noktanin kromatografi kagidina olan uzaklig
cihaza ait bilgisayar programina kaydedilmektedir. Bu bilgilerle elde edilen
kromatogramlardan radyoaktif maddelerin tasindigi R degerleri ve verimler elde
edilmektedir. TLRC yonteminde bulunan Rf degeri radyokimyasal verimin bir
Olciisiidiir.

Bu ¢alismada sonuglarin giivenilirligini saglamak amaciyla deneyler en az

bes kez tekrarlanmustir.

HPLRC yontemi

[*°™T¢c(CO)3(H20)s]* korunun HPLRC c¢alismalar1 Nucleodur 100-5 RP-
C18 (250 x 4.6 mm I.D.) (Macharey-Nagel) kolonu kullanilarak, Nal(TI)
radyoaktivite dedektorii ve (SPD-10AV) UV-VIS dedektorii bulunan Shimadzu

LC-10Atvp sisteminde gerceklestirilmigtir. Hareketli faz olarak % 0.1
trifloroasetik asit (TFA) (¢6zgen A) ve metanol (¢6zgen B) kullanilmistir. C6zgen
akis sistemi Cizelge 3.2° de verildigi sekilde zaman programi ayarlanmistir.

Caligsma siiresince sicaklik 25 °C ve akis hizi ise 1 mL/dk olarak uygulanmistir.

Cizelge 3.2. [**"T¢(CO)3(H20)s]* igin HPLC Cdzgen Akis Sistemi.

Zaman Cozgen A Cozgen B
0-3dk. 100 0
3-9dk. 75 25
9-20 dk. 66 34

20 — 28 dk. 0 100

28 — 30 dk. 100 0
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343 Kati Lipid Nanoparcaciklarin *MT¢(CO)s* Koru ile

Radyoisaretlenmesi:

SLN dispersiyonundan 500 pL alinarak {izerine 50 pL (3 mCi)
BMTc(CO)s* ¢ozeltisi konulmustur. 80 °C sicaklikta 60 dakika bekletilmistir.
Radyoisaretli kati lipid nanopargaciklarin kalite kontrolleri ince tabaka
radyokromatografisi ve yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemleriyle

belirlenmistir.

9MTc(CO)s-SLN-PTX icin TLRC

Radyoisaretli nanopargaciklarin kalite kontrolii;
o Piridin / asetik asit / su (3:5:1,5),
o Asetonitril (ACN),
. Serum fizyolojik (SF),
o Metanol:HCI (95:5, v/v),
o Metanol-su (3:1, v/v) banyo ¢ozeltileri hareketli faz olarak, seliiloz ve

silika jel TLC tabakalar1 sabit faz olarak denenmistir.

Her bir banyo c¢ozeltisinden alinan seritler radyokromatogram tarayict
cihaz1 (Bioscan 2000) kullanilarak tarandiktan sonra alinan kromatogramlardan R

degerleri belirlenmistir.

9MTc(CO)s-SLN-PTX icin HPLRC

HPLRC ¢aligmalari igin Nucleodur 100-5 RP-C18 (250 x 4.6 mm I.D.)
(Macharey-Nagel) kolonu kullanilarak, Nal(Tl) radyoaktivite dedektorii ve (SPD-
10AV) UV-VIS dedektorii bulunan Shimadzu LC-10Atvp sisteminde
gerceklestirilmigtir. Cozgen sistemi olarak [*™Tc(CO)3(H20)s]* kompleksine
benzer sekilde % 0.1 trifloroasetik asit (TFA) (A) ve metanol (B) kullanilmastir.
Hareketli faz akis sistemi Cizelge 3.2° de verildigi gibi zaman programi
ayarlanmistir. Radyoaktivite dedektorii olarak Nal(Tl) sintilasyon dedektori
kullanilmistir. Calisma siiresince sicaklik 25 °C ve akis hizi ise 1 mL/dk olarak

uygulanmustir.
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3.5 Kati Lipid Nanoparcaciklarin Biyolojik Davranmislari

3.5.1 InVitro Calismalar

Yapilan bu calismada, °™Tc(CO)s* koru ile isaretli PTX vyiiklii folat
reseptorii hedefli kati lipid nanopargaciklari (*®*™Tc-SLN-PTX) hiicre diizeyinde
etkinliklerinin  incelenmesi i¢in folat reseptérii pozitif MCF7 meme
(adenokarsinoma) epiteli ve HelLa serviks (adenokarsinoma) epiteli ile folat
reseptorii negatif A549 akciger (karsinoma) epitelleri kullanildi. MCF7 ile HeLa
serviks (adenokarsinoma) epiteli American Type Culture Collection (Rockville,
MD, ABD)’ dan, A549 akciger (karsinoma) epiteli Ege Universitesi Mithendislik
Fakiiltesi Biyomiihendislik Boliimii’nden temin edilmistir.

Calismanin bu basamagi hiicre ekimi ve pasajlama, sitotoksisite,

inkorporasyon, floresan goriintiileme ve apoptoz asamalarini icermektedir.

Hiicre ekimi ve pasajlanmasi:

MCF7 ve HeLa hiicreleri minimum essential medium (Eagle), 2 mM
glutamin, 1.5 g/L sodyum bikarbonat, 0.1 mM non-esensiyel amino asitler, 1 mM
sodyum piriivat ve %10 fetal bovine serum (FBS)’ den olusan medyumda; A549
hiicreleri ise Dulbecco's MEM, 2 mM glutamin, 1.5 g/L sodyum bikarbonat, 1
mM sodyum piriivat ve % 10 fetal bovine serum (FBS)’ den olusan medyumda
iretildi. Sekil 3.2° de MCF7, HelLa ve A549 hiicrelerinin iiretimi sirasindaki

inkiibasyonu goriilmektedir.

Tim hiicreler bulunduklari flasklarin % 80’ ini kaplayacak kadar
tiretildikten sonra % 0.25 (w/v) tripsin-EDTA soliisyonu araciligi ile bulunduklar
flasktan ayrilmalar1 saglanarak calismada kullanilmayacak olan hiicreler % 10
DMSO iceren medyumlari i¢ine koyularak -80 °C” de dondurulduktan sonra, -190

°C’ de s1v1 azot iginde stoklandi.
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Sekil 3.2. MCF7, HeLa ve A549 hiicrelerinin inkiibasyonu

Sitotoksisite calismalari:

Bu asamada PTX ve SLN-PTX farkli konsantrasyonlar1 kullanilarak
MCF7, HeLa ve A549 hiicre hatlar1 lizerinde sitotoksisite calismasi yapilmaistir.

Calismada ICso (% 50 6lim oranina neden olan konsantrasyon araligi) degerleri
WST-8 testi (2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-
disulfophenyl)-dihydroxy tetrazolium) ile kolorimetrik olarak belirlendi. Hiicre
siispansiyonu, 96 kuyucuklu mikroplatelerde her bir kuyucuga 10° hiicre/mL
olacak sekilde hazirland1 (Sekil 3.3). Her bir kuyucuga 100 pL hiicre
stispansiyonu ve kontrol disindaki kuyucuklara bes farkli (0.63 ng/mL,1.25
ng/mL, 2.50 ng/mL, 5.00 ng/mL ve 10.00ng/mL) konsantrasyonda PTX ve SLN-
PTX ornekleri eklendi. Negatif kontrol olarak hiicre ve reaktif icermeyen hiicre

besiyeri kullanildi. Calismada her bir parametre ti¢ kez tekrar edilerek calisildi.

Hiicreler 37 °C sicaklikta % 5 CO2 ortaminda 48 saate kadar inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda her kuyucuga 10 uL WST soliisyonu eklendi ve dort saat
inkiibe edildikten sonra 450 nm dalga boyunda ve 690 nm referans araliginda her
bir kuyucugun absorbans degeri (OD), spektrofotometre kullanilarak okundu.
Negatif kontrol sifir absorbans olarak kabul edildi. Asagida verilen formiilden

yararlanilarak % sitotoksisite degerleri hesaplandi.

% sitotoksisite=1- (6lgiilen optik densite degeri / kontrol degeri) x 100
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Sekil 3.3. MCF7, HeLa ve A549 hiicreleri ile yapilan sitotosisite ¢aligmasi.

Inkorporasyon calismalari:

[**MTc(CO)3(H20)s]* koru ve [**™Tc(CO)3(H20)3]* koru ile isaretli SLN
orneklerinin inkorporasyon c¢alismalart MCF7, HeLa ve A549 hiicreleri lizerinde

yapilmustir.

[*™Tc(CO)3(H20)3]*: Her hiicre hatti i¢in 12” ser kuyucuga, herbir kuyucuga 500
uL besiyeri igerisinde 50 puCi [®°™Tc¢(CO)3(H20)s]* koru eklenmistir.

[*™Tc(CO)3(H20)3]* ile isaretli SLN-PTX: Her hiicre hatti i¢in 12 ser
kuyucuga, herbir kuyucuga 500 pL  besiyeri igerisinde 50 pCi
[*°MT¢c(CO)3(H20)3]* koru ile isaretli 5 uL. SLN-PTX eklenmistir (Sekil 3.4).

=

Sekil 3.4. inkorporasyon ¢alismasinda kullanilan 24°liik flasklar.

Hiicrelerin  iizerindeki Dbesiyerler atilip hiicreler serum fizyolojik
cozeltisiyle yikanarak 24 liik flasklarin her bir kuyucuguna Sekil 3.5’ te gosterilen
sekilde [**MTc(CO)3(H20)3]* koru ve isaretli SLN orneklerinin  bulundugu
besiyerlerden 50 pCi/500 pL eklenmistir. 30., 60., 120. ve 240. dakikalarda



hiicreler iizerindeki besi ortami atilarak dnce % 0.9¢ luk NaCl ile yikanmis daha
sonra 500 pL Ripa tamponu ilave edilmistir. Hiicrelerde kalan aktivite Cd(Te)
dedektor ile sayilmistir. Sayimlar bittikten sonra protein analizi i¢in pipet ucuyla
hiicre yiizeyleri kazinmistir. Ependorf tiiplerine aliman bu ¢ozeltilerde (25 pL)
protein analizi spektrofotometre ile yapilarak hiicre basina diisen baglanma verimi

hesaplanmustir.

—) 30. dek

|:> 60. dak

|:> 120. dak

|:> 240. dak

0/0/0/®
110000

10000
19/0/0/®
10/0/0©
19006

9MTc(CO)3-SLN-PTX 9MTc(CO)s*

Sekil 3.5. A549, HelLa ve MCF7 hiicreleri iizerinde zamana karst baglanma

veriminin incelenmesi deneyinde kullanilan 24 liik flasklarin genel yapisi.

Hiicre Kiiltiirii Istatistik Analiz Calismast

Hiicre kiiltiirii calismalardan elde edilen sonuglarin istatistik analizleri
GraphPad 5.0 istatistik programi kullanilarak yapilmistir. Her parametre i¢in iki
ayr1 denemede toplam alt1 tekrar yapilip, ortalama baglanma degerleri ile standart
sapmalar1 hesaplanmistir. Her bir parametre seviyesi i¢in elde edilen baglanma
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olup olmadigini belirlemek
icin tek yonlii ANOVA ve lineer regresyon analizleri yapilmistir. Analiz sonuglari
degerlendirilirken baglanma degerleri arasinda 0.95 giiven diizeyinde anlamli bir
farkin olup olmadigi P degerlerine bakilarak tespit edilmistir. P degeri 0.05‘den

kii¢iik olanlar anlamli kabul edilmistir.
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Floresan goritintiileme calismasi

Oncelikle 1 mg SLN-PTX 1 mL 0.1 M sodyum Karbonat cozeltisi
igerisinde ¢oziilmiistiir. Daha sonra 1 mg FITC (fluorescein isothiocyanate)
cozeltisi 1 mL susuz DMSO igerisinde ¢oziilmiis ve SLN-PTX ¢ozeltisi igerisine
50 uL FITC cozeltisi 5 uL'lik kisimlar halinde yavasca ve siirekli karigtirma ile
ilave edilmistir. FITC ilave edildikten sonra hazirlanan ¢ozelti karanlikta 4 °C' de
8 saat siiresince inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda FITC isaretli ¢ozeltilere
50 uM NH4Cl ¢ozeltisi ilave edilip 4 °C' de 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Son
olarak nanopargaciklar, baglanmamig FITC' nin ayrilmasi i¢in 1 giin 6nceden
hazirlanan Sephadex G-25 kolondan gegirilmistir. Olusan iki banttan hizli hareket
eden FITC bagli SLN-PTX’ dir ve 1s18a duyarli oldugu icin tim bu islemler

karanlik oda kosullarinda gerceklestirilmistir.

FITC ile isaretli olan SLN-PTX’in floresan goriintilleme c¢alismalar
MCF7, HeLa ve A549 hiicre hatlar1 {izerinde yapilmustir.

Sekil 3.6. FITC ile isaretli olan SLN-PTX’in floresan goriintiileme ¢alismalari

Goriintiileme calismalarinda Sekil 3.6’ da goriilen 8 kuyucuklu chamber
slide malzemeleri kullanilmistir. MCF7, HeLa ve A549 hiicreleri chamber slide’a
ekildi. 24 saat sonunda yiizeye tutunan hiicrelerin {izerindeki besiyerler
degistirilerek hiicreler iizerine FITC ile isaretli olan SLN-PTX igeren besiyer
konuldu. FITC’nin 15182 kars1 duyarli olmasi sebebiyle islemler karanlik oda

kosullarinda gerceklestirildi.
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240 dakika olarak tespit edilen optimum inkiibasyon zamani sonrasinda
FITC isaretli SLN-PTX kuyucuklar iizerinden alinarak kuyucuklar 2 kez PBS ile
yikandi. Yikamanin ardindan chamber slide’ 1n iizerindeki plastik kisim sokiilerek
uzaklagtirildi ve lam tizerindeki hiicreler floresan eklentili mikroskopta yesil (520

nm) filtre ile incelendi.

Apoptoz calismasi

SLN-PTX’ in apoptotik etkisi MCF7, HeLa ve A549 hiicre hatlarinda
Tunnel yontemi ile calisgilmistir. Her bir grupta en az 300 hiicre
degerlendirilmistir. Hiicrelerin ekimi chamber slide’ lara yapildi. 24 saatin
sonunda ylizeye tutunan hiicrelerin besiyerleri degistirilerek her bir hiicreye 10
ng/mL PTX iceren SLN-PTX ¢ozeltisi iceren besiyerler ilave edildi. 24 saat sonra
chamber slide’in kuyucuklar iizerindeki besiyer atild1 ve hiicreler 2 kez PBS ile
yikandi. Chamber slide’in iizerindeki plastik kisim ¢ikarilarak uzaklastirildi ve
calismaya hiicrelerin {izerinde bulundugu lamlar ile devam edildi. Hiicrelerin
tizerinde bulundugu lamlar cam sale igerisinde dnceden hazirlanmis olan % 4’ liikk
paraformaldehidin PBS icindeki (pH 7.4) ¢ozeltisine aktarilarak +4 °C’ de 25
dakika bekletildi. Ardindan, hiicrelerin daha gecirgen hale gelmesi i¢in lamlar
PBS ile hazirlanmis % 0.2 Triton-X’ ¢ozeltisi igerisinde 5 dakika bekletildi.
Lamlar PBS ile 5’er dakika siireyle 3 kez yikandi. Yikama isleminden sonra
lamlar tizerine 100 pL equlibration tamponu eklendi ve 10 dakika bekletildi. Bu
sirada rTdT inkiibasyon tamponu hazirlandi: 90 pL equlibration tamponu, 10 pL
niikleotit karisimi ve 2 pL rTdT enzimi. 5-10 dakikanin sonunda, lamlarda
bulunan fazla sivi uzaklastirildi ve yerine niikleotid karisimi eklendi ve {izerine
lamel kapatildi. 37°C de nemli etiivde 60 dakika bekletildi. Oda sicakliginda
2XSSC iginde, reaksiyonun durmasi i¢in 15 dakika bekletildi. Lamlar PBS
icerisinde 5 dakika boyunca yikandi ve bu islem 3 kez tekrar edildi. Lamlar 1
ug/ml olacak sekilde hazirlanmig olan propidyumiyodid soliisyonu igerisinde 15
dakika bekletildi ve floresan eklentili mikroskopta yesil (520 nm) ve kirmiz1 (620

nm) filtreler kullanilarak goriintiiler alindi.

3.5.2 In Vivo Calismalar
In vivo calismalar Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alinan 07.03.2013 tarih ve 77637435-021 sayili

izin belgesi dogrultusunda Celal Bayar Universitesi Niikleer Tip Anabilim dalinda
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gergeklestirilmistir. Calismamizda kullandigimiz agirliklart 220-280 g arasinda
degisen 6 haftalik disi Wistar albino sicanlar Kobay Deney Hayvanlar1 Laboratuari
Sanayi ve Ticaret A.S’ den temin edilmistir.

In vivo calismalar gama kamera goriintiileme ve biyodagilim olarak iki
bolimde gergeklestirilmistir. Caligmalarin  yapildigr  gilinlerde  siganlarin
agirliklarina gore herbir sigana verilmesi gereken aktivite hesaplanarak paklitaksel
yiiklii radyoisaretli kat1 lipid nanopargaciklar,®®™Tc(CO)3-SLN-PTX, taze olarak
hazirlanmistir.  Biyodagilim i¢in yapilan her radyoisaretleme ¢aligmasinda
radyoisaretleme kalite kontrol ¢calismalar1 (TLRC ve HPLRC) gergeklestirilmis ve
% 90 radyoisaretleme verimi saglanmustir. **™Tc(CO)3.SLN-PTX tutulumun
anlaml1 olarak belirlenebilmesi diisiincesiyle in vivo caligmalarda folat reseptorii

(FR) doyurma islemine gerek duyulmustur.

In vivo goriintiileme calismalar

Bu basamakta %°MTc(CO)s* ile isaretli SLN-PTX’ lerin biyolojik

davranigini incelemek amaciyla 6 adet disi Wistar Albino si¢an tizerinde GE
Infinia Gama Kamera ile goriintiileme ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

Bu basamak icin Oncelikle paklitaksel yiiklii radyoisaretli kati lipid
nanoparg¢aciklar hazirlanmigtir. 500 pL (500 pg) SLN-PTX alinip {izerine 3 mCi /
50 puL *MT¢(CO)s* ilave edilip 60 dakika 80 °C’de inkiibe edilerek dort (2 yedek

olmak iizere) isaretleme reaksiyonu % 90 verimle gergeklestirilmistir.

> Sicanlarin tedirginliklerinin giderilmesi ve act hissetmemeleri amaciyla her
bir sicana ketamin (50 mg/kg)/ ksilazin (10 mg/kg) kas igine (100 pL)
uygulanarak anestezi gerceklestirilmistir.

> Gorilintiileme  ¢alismasinda  ikiserli 3  grup halinde deneyler
gerceklestirilmistir(n=3). Her grupta kullanilan sicanlardan birine folat
reseptorlerini doyurmak amaciyla radyoisaretli bilesigin enjeksiyonundan 10
dakika 6nce 0.1 mL (50 pg) folik asit ¢ozeltisi enjekte edilmistir. 10 dakika sonra
her sicana **™T¢(CO)3.SLN-PTX ¢ozeltisinden ~500 pCi aktivite igeren miktar
intravendz olarak uygulanmistir. Enjeksiyonu yapilan her bir sican i¢in ilk 30
dakika dinamik ve 30., 60., 90., 120., 150., 180., 240. dakikalarda ve 24. saatte

statik goriintiiler alinmistir.
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Biyodagilim calismalari

> Goriintiileme asamasinda oldugu gibi siganlarin act hissetmemeleri ve
tedirginliklerinin ~ giderilmesi amaciyla enjeksiyon Oncesi her bir sigcana
ketamin+ksilazin (75-100 mg/kg + 5-10 g/kg) aneztezisi intraperitoneal(IP) olarak
uygulanmistir.

> Biyodagilim i¢in 12’ serli iki grup olmak {izere toplam 24 adet disi Albino
Wistar si¢an kullanilmustir.

> Bu basamak i¢in paklitaksel yiiklii radyoisaretli kat1 lipid nanopargaciklar
yeniden hazirlanmistir. Bu amagla 500 pL (500 pg) SLN-PTX alinip tizerine 4.2
mCi / 50 pL **MTc(CO)s* ilave edilip 60 dakika 80 °C’de inkiibe edilerek dort (2
yedek olmak {lizere) isaretleme reaksiyonu gerceklestirilmistir. 550 pL
radyoisaretli SLN-PTX ornekleri serum fizyolojik ile 800 pL’ye seyreltilerek 24
sican icin stok cozelti hazirlandi. Her bir enjektore esit hacimde ve aktivitede
(500uCi / 0.2mL) ®*MT¢(CO)3-SLN-PTX alinarak 24 tane enjektdr hazirlanmustir.
> Enjeksiyon 6ncesinde ve sonrasinda enjektor aktiviteleri Cd(Te) dedektorii
ile sayllmustir.

> Uygulama iki grup olarak diizenlenmistir. Birinci grup folat reseptor
doyurma, ikinci grup ise dogrudan *°™Tc(CO)s3.SLN-PTX enjeksiyonu olarak
gerceklestirilmistir.

> Ik grupta bulunan 12 sigana oncelikle folat reseptér(FR) doyurma islemi
yapilmugtir. Reseptor doyurma isleminde her bir sicana 0.1 mL (50 pg) folik asit
¢ozeltisi enjekte edildikten 10 dakika sonra **™Tc¢(CO)s* ile isaretli SLN-PTX
enjekte edilmistir. Ikinci grupta bulunan 12 siganin herbirine kuyruk veninden
olmak iizere dogrudan 0.2 mL %™T¢(CO)s* ile isaretli SLN-PTX enjekte
edilmistir.

> Siganlar belirlenen zaman araliklar1 sonunda (30 dk, 60 dk, 120 dk ve 240
dk) sodyum pentabarbital ile sakrifiye edilmis ve 6nceden daralari alinmis olan
kiigiik kaplara belirlenen organlardan bir bolim alinmistir. Her organa ait tartim
degeri ve aktiviteleri Cd(Te) dedektorii ile ikiser kez dl¢lilmiistiir. Aktivitelerinin
ortalamalar1 alinmis ve her bir organ i¢in gram basina diisen doz degerleri (% ID /
g) hesaplanmistir. Bu veriler kullanilarak Excel programinda zamana kars

biyodagilim grafikleri elde edilmistir.
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Bivodagilim_icin_Istatistiksel Analiz: Biyodagilim calismalari sonucunda elde

edilen veriler SPSS 20 programi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmeye
calisilmistir. Bu amagla tiim verilerin varyans analizleri (Univariate Variance
Analyses) yapilmis ve uygulanan isaretli bilesik ile organlar arasindaki iliski

Pearson Korelasyonu uygulanarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Folat Tiirevi Sentezi Basamaklari

4.1.1 Fol-PEG-Amin Sentezi:
Boliim 3.2.1° de Fol-PEG-Amin i¢in sentez basamaklart asagida Sekil 4.1°
de verildigi gibi gergeklestirilmistir.

O

o)
Va
NH
o)
NH,-PEG-NH, l o o

H2N4<Nj§7N
J /N)jNHQj//O
o\\ ;\NH

—o0
NH,-PEG—NH HO
Folat-PEG-Amin
Sekil 4.1. Fol-PEG-Amin Sentezi.

Sentezlenen Tiriiniin yap1 analizi 400 MHz isletim frekansli sivi
MERCURYDplus-AS 400 model NMR spektrometresi kullanilarak DMSO
[(CD3)2S0O] ¢ozgeninde 'H-NMR ile hizmet alimi olarak gergeklestirilmistir.
Sekil 4.2° de sentezi gergeklestirilen Fol-PEG-Amin ig¢in alman H-NMR
spektrumu yer almaktadir. Elde ettigimiz spektrum, Xiang ve ark.
caligmalarindaki sonug ile karsilagtirildiginda benzer sekilde Fol-PEG-Amin igin
folat kismina ait kimyasal shift degerleri & ppm olarak 8.61(d), 7.63(d), 6.63(d),
4.46(s), PEG kismina ait pik degeri 3.65(m) olarak belirlenmistir (Xiang et al.,
2008).
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Sekil 4.2. Fol-PEG-Amin i¢in *H NMR Spektrumu.
4.1.2 CHEMS-NHS sentezi:

H3C,
CH,
CHg
CH
3 HsC
(o]
o
\‘/\/N\O
OH
‘ NHS, DCC, THF
H3C,
CH3
CH3
CH
s HsC

Oﬁ&o CHEMS-NHS

Sekil 4.3. CHEMS-NHS Sentezi.

CHEMS-NHS sentezi boliim 3.2.2° de belirtildigi gibi sentezlenmistir.
CHEMS-NHS sentezi Sekil 4.3’ de verilen reaksiyona gore olusturulmustur. Elde
edilen iiriiniin yap1 analizi *H-NMR ile gergeklestirilmistir. Sekil 4.4> de yer alan
'H-NMR spektrumunda CHEMS-NHS i¢in belirlenen kimyasal shift degerleri
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(ppm olarak) Nie ve ark. sonucuna benzer sekilde 0.63(s), 0.90(s), 2.33(d),
2.57(m), 2.74(m), 2.91(m), 5.31(t) olarak bulunmustur (Nie et al., 2012).

PROTCN_01
GHEME-NHS 350
-300
{250
-200
150
100
‘ ” J -
|
| I Jr\“ W/ ‘
| ULV 'Y 1 i
13 12 1’1 10 9 8 4 3 2‘ 1 0 1

5
F1 (ppm)

Sekil 4.4. CHEMS-NHS i¢in *H-NMR Spektrumu.
4.1.3 Fol-PEG-CHEMS Sentezi

Bolim 3.2.3” de gergeklestirilen Fol-PEG-CHEMS sentezi asamalar1 SeKil
4.5’ de goriilmektedir.

O\ 3

HC
0
WO i ° ‘
[0)
NH,-PEG—NH HO
‘ O 0
Folat-PEG-Amin ‘ CHEMS-NHS

HZN<<\N:§»N
ey \g .
NH /o e
/PEGNm CH, CH, *
/ NH (o]

Folat-PEG-CHEMS H;C

Sekil 4.5. Fol-PEG-CHEMS sentezi.
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Elde edilen iiriiniin yap1 analizi *H-NMR ve HPLC ile gerceklestirilmistir.
Sekil 4.6’ da goriilen 'H-NMR analiz sonucuna gore Fol-PEG-CHEMS ig¢in, folat
kismina ait kimyasal shift degerleri 6 ppm olarak 8.65(d), 7.63(d), 6.63(d),
4.49(d), 4.26(m), PEG kismina ait deger 3.77(m), CHEMS kismina ait degerler ise
5.31(bd), 2.26(m) seklinde belirlenmistir. Yapilan 'H-NMR analizi sonuglar,
Xiang ve ark. ¢alismalarinda sentezledikleri Fol-PEG-CHEMS i¢in belirledikleri
pik degerleri ile uyumluluk gostermektedir (Xiang et al., 2008).

! 140

T T
)
=) &

It

T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
9.0 8.5 84 7.5 74 6.5 6.0 5.5 5.4 4.5 4.0 3.5 34 2.5 24 1.5 14 0.5 0.4
#1{ppm)

Sekil 4.6. Fol-PEG-CHEMS i¢in *H NMR spektrumu.

Sentezlenen Fol-PEG-CHEMS i¢in HPLC analizi Cizelge 3.1’ de verilen
kosullara gore ¢ozgen sistemi asetonitril-su ile gerceklestirilmistir. Bu kosullarda
folik asit ve sentezlenen Fol-PEG-CHEMS yapilarina iliskin HPLC

kromatogramlar1  sirasiyla  Sekil 4.7 ve Sekil 4.8 te verilmistir.
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Sekil 4.7. Folik asit i¢cin HPLC kromatogrami (227 nm UV dalga boyunda).

500 1 Folat-PEG-CHEMS (Rt: 3.09)
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Sekil 4.8. Fol-PEG-CHEMS igin HPLC kromatogrami (227 nm UV dalga
boyunda).

Elde edilen kromatogramlardan folik asitin alikonma zamani (Rt) 2.42
iken sentezlenen Fol-PEG-CHEMS i¢in Rt degeri 3.09 olarak bulunmustur. Bu

degerler sentezin basarili oldugunu gostermektedir.
4.2 Paklitaksel Yiikli Kati Lipid Nanoparcaciklarin Sentez ve

Karakterizasyon Basamaklari

4.2.1 Paklitaksel Yiikli Kati Lipid Nanoparcaciklarin Sentezi(SLN-
PTX):

Boliim 3.3.1° de belirtildigi gibi folat reseptorii hedefli paklitaksel yiiklii

kat1 lipid nanopargacilar solvent difiizyon yontemi ile hazirlanmistir (Hu et al.,
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2005). Bu yontem, uygulama kolayligimin yani sira c¢ogu antikanser ilacin
hidrofobik 6zelliginden dolayr sadece organik coziiciilerde ¢oziinmesi sebebiyle
ilag tastyicit nanoparcacik hazirlama yontemleri arasinda en ¢ok tercih edilenidir
(Yerlikaya, 2013). Solvent difiizyon yontemi ile gerceklestirilen benzer bir
calismada Wan ve arkadaslar1 hazirladiklar1 nanopargaciklar1 PEG2000-Stearik
asit ile modifiye etmek icin iki yontem kullanmistir. Ik yontem PEG’ in kimyasal
olarak nanoparcaciklara baglanmasidir. Bu durum ila¢ hapsetme verimini olumsuz
olarak etkilemektedir. Ikinci ydntem ise ligandi nanoparcaciklarin hazirlanmasi
sirasinda lipid martis igerisine karigtirmaktir (Wan et al., 2008). Bu nedenle Wan
ve ark. larmmin rapor ettigi sekilde FOL-PEG-CHEMS, nanoparcaciklarin

hazirlanma sirasinda lipid-su karigimina ilave edilmistir.

4.2.2 Paklitaksel Yiiklii Kati Lipid Nanoparcaciklarin
Karakterizasyon Basamaklari

Sentezlenen paklitaksel yiiklii nanopargaciklarin karakterizasyonu DLS,
SEM, TEM olmak iizere ii¢ farkli yontem ile gergeklestirilmistir. Sentezlenen
nanopargaciklarin morfolojisinin hem SEM hem de TEM den alinan

goriintlilerden kiiresel yapiya sahip oldugu bulunmustur.

DLS ve ZP bulgular

Boliim 3.3.2°de belirtildigi gibi hazirlanan 6rneklerden 6l¢iim sonucunda

alinan intensiteye gore boyut dagilim grafigi Sekil 4.9° da gortilmektedir.

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 2371 Peak 1: 2814 96,1 107.2
Pdi: 0,270 Peak 2: 66,28 39 14,35
Intercept: 0,975 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.9. Paklitaksel yiiklii kat1 lipid nanopargaciklarin boyut dagilim grafigi.

Grafige gore su igerisinde dagilmis SLN-PTX nanoparcaciklarinin
hidrodinamik boyutu ortalama 237 nm ve polidispersite indeksi ise 0.270 olarak
bulunmustur. Bu degerlerle parcaciklarin  iyi  bir dagilim  gosterdigi
anlasilmaktadir.

Nanoparcaciklar termodinamik olarak kararsiz yapida sistemlerdir.
Kolloidal ilag tasiyici sistemlerin kararlilig1 agisindan zeta potansiyeli degerinin -
30 mV ile +30 mV araligi disinda olmasi istenir (Tiwari and Pathak, 2011). Sekil
4,10 da verilen grafikten sentezlenen nanoparcaciklarin su icerisindeki zeta
potansiyeli -33.9 mV olarak Sl¢iilmiistiir. Bu deger, pargaciklarin suda iyi bir

dagilim gosterdiklerinin ve kararli olduklarinin bir 6lgiisiidiir.

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -339 Peak 1: -339 100,0 6,23
Zeta Deviation (mV): 6,23 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,0351 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution
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Total Counts

0
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Record 161: 1

Sekil 4.10. Paklitaksel yiikli kati lipid nanopargaciklarin zeta potansiyeli dagilim
grafigi.

SEM bulgulari
Paklitaksel yiiklii nanopargaciklarin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

amaciyla alinan SEM goriintiileri Sekil 4.11° de verilmistir. Bu goriintiilerden,
olusan nanopargaciklarin 140-240 nm arasinda degisen boyutlarda ve kiiresel
morfolojide olduklari anlasilmaktadir.

Hazirlama sirasinda yiiksek oranda oleik asit kullanilmasmin kiigiik
boyutlarda, kiiresel morfolojide ve 1yi hapsetme verimine sahip nanopargaciklarin

olusmasini sagladigi disiiniilmektedir. Oleik asit, pargacik boyutunu ve
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polidispersite indeksini diisiiren en Oonemli faktor olarak degerlendirilmektedir

(Tiwari and Pathak, 2011).

HV spot WD | mag O] det | pressure e L R——
3.00kV | 3.0 [11.4 mm|50 000 x |ETD |1.55e-3 Pa IYTEMAM

Sekil 4.11. Paklitaksel yiiklii kat1 lipid nanoparcaciklara iliskin SEM goriintiisii (2
um oOlgekte).

TEM buleular

Gecirimli  Elektron Mikroskobu kullanilarak alinan  goriintiilerden,
paklitaksel yiiklii kati lipid nanoparcaciklarinin boyutunun 50-100 nm civarinda
ve kiiresel yapida oldugu gozlenmistir. TEM goriintiileri Sekil 4.12 ve Sekil 4.13°
te verilmistir. Han ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada lipid nanopargaciklari
hazirlamak amaciyla yiliksek basingli homojenizasyon yontemini kullanmiglar ve
dort farkli surfaktan kullanarak elde ettikleri formiilasyonlar i¢in nanoparcacik
boyutlarindaki  degisim  incelemislerdir. TEM  goriintiileri  sonucunda
nanopargaciklarin kiiresel morfolojiye ve 50-100 nm boyuta sahip olduklarini
rapor etmislerdir (Han et al., 2007). Sonug¢ olarak calismamizda hazirladigimiz
lipid parcaciklar icin TEM yontemiyle belirlenen boyut araligt Han ve

arkadaslarinin buldugu degerler ile uyum igerisindedir.
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50 nm

Sekil 4.12. Paklitaksel Yiklii Kati1 Lipid Nanopargaciklara iliskin TEM goriintiisii
(50 nm dlgekte).

—— 100 nm

Sekil 4.13. Paklitaksel Yiiklii Kat1 Lipid Nanopargaciklarin TEM goriintiisii(100

nm Olgekte)

Parcaciklarin boyutuna iligskin elde edilen sonuglar kullanilan ii¢ yontemle
(DLS, SEM, TEM) sayisal olarak farkli goriinmesine karsin tekniklerin olgiim

sekilleri g6z Oniline alindiginda birbirleri ile uyum icinde olduklar
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anlasilmaktadir. DLS’ de yapilan oOl¢limler nanoparcaciklarin sivi igerindeki
hidrodinamik boyutunu verdigi icin SEM ve TEM’ e gore parcaciklarin boyutu
daha biiyiik goézlenmistir. Farkli yontemlerle alinan sonuglarda belirlenen boyut
araliklart degisebilmektedir. Han ve arkadaslarinin calismasinda pargacik
boyutlarinin TEM yontemiyle 50-100 nm arasinda, DLS yontemiyle yaptiklari
Olciimlerde ise ortalama parcacik boyutunun 110-910 nm arasinda degistigini
rapor etmislerdir (Han et al., 2007).

Calismamizda intravenoz enjeksiyon yoluyla uygulanacak
nanoparcaciklarin biiytikliiklerinin mikron alt1 boyutta olmasi hedeflenmistir. Bu
acidan degerlendirildiginde her ii¢ yontem ile belirlenen pargacik boyutu analizi
sonuclar1 ilag tasiyict sistemin istenilen boyut araliginda hazirlandigini

gostermektedir.

HPLC bulgular

Sentezlenen paklitaksel yiiklii SLN nanoparcaciklarinin HPLC analizi
Bolim 3.3.2° de verilen kosullarda gergeklestirilmistir. Nanoparcaciklara
paklitakselin hapsedildigini belirlemek amaciyla yapilan bu basamakta, SLN-PTX
oncelikle metanolde coziilerek 500 pL 6rnek HPLC viali igerisine analizi
gerceklestirilmek tizere hazirlanmistir.

Sekil 4.14° te paklitaksele iliskin HPLC kromatogrami verilmistir. Yine
ayn1 kosullarda paklitaksel yiiklenerek hazirlanan SLN nanoparcaciklarina iliskin
HPLC kromatogrami ise Sekil 4.15° te goriilmektedir. Bu kromatogramlarda
PTX’ e ait alikonma zamani, Ry, 22.77. dakikada goézlenirken nanoparcaciklara
iligkin kromatogramda PTX’ in alikonma zamani1 22.50 dakikada belirlenmistir.
Elde edilen bu sonu¢ SLN’ lere paklitakselin basariyla yiiklendiginin bir

gostergesidir.
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Sekil 4.14. Paklitaksel (PTX) i¢in HPLC Kromatogrami.
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Sekil 4.15. Paklitaksel yiiklii Kat1 Lipid Nanopargaciklar (SLN-PTX) i¢cin HPLC

Kromatograma.

Bu basamakta lipid nanopargaciklarin paklitaksele yiiklendigi sonucunun
alinmasimnin yanisira nanoparcaciklara paklitaksel yiikleme kapasitesinin de

incelenmesi i¢in kullanilacak uygun HPLC kosullar1 belirlenmistir.

423 Lipid Nanoparcaciklarin Ila¢ Yiikleme Kapasitelerinin
Belirlenmesi

Calismamizin ~ bu  asamasinda,  yukaridaki  basamakta  lipid
nanoparcaciklarin  paklitaksele yiiklendiginin anlasilmast sonucunda bu
pargaciklarin ila¢ yiikleme kapasitesi belirlenmistir. Bu amagla bir Onceki
boliimde izlenen HPLC kosullar1 saglanmis ve bolim 3.3.3° de farkh
konsantrasyonlarda (12.5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 75 pg/mL, 100 pg/mL)
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hazirlanan paklitaksel ¢ozeltileri ile calisilmistir. Bu kosullar altinda her bir
konsantrasyon i¢in elde edilen PTX piklerinin altinda kalan alanlar 6l¢tilerek Sekil

4.16’ da verilen kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

PTX Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 4.16. Paklitaksel Kalibrasyon Egrisi.

Sekil 4.16° da verilen kalibrasyon egrisine iliskin dogru denklemi
kullanilarak nanoparcacik igerisindeki paklitaksel miktar1 bulunmustur. Belirlenen
miktardan yola cikilarak nanoparcaciklarin ilag hapsetme verimi asagidaki

formiile goére hesaplanmustir.

Ee = ((Wa - WSs) / Wa) x 100%
Burada; Ee: Enkapsiile edilen etkin madde ytizdesi

Wa: sisteme yiiklenen ila¢ miktari

Ws: siipernetanta kalan ilag miktari

Literatiirde bu formiil kullanilarak nanoparcaciklar igerisindeki ilag
hapsetme yiizde verimi bulunmasi ¢alismalari bulunmaktadir (Hu et al., 2005;
Zhao et al., 2012; Yang et al., 2013). Calismamizin bu agamasinda yapilan ilk
denemelerde lipid nanopargaciklar igerisinde paklitakselin hapsedilme yilizdesi %
20 olarak hesaplanmustir. Hu ve ark. tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada aym
yontemle hazirlanan nanopargaciklarin oleik asit yiizdesinde degisiklik yapilarak

ilag hapsetme veriminin % 47.67° den % 69.95° e yiikseltildigi rapor edilmistir
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(Hu et al., 2005). Bu dogrultuda bizim ¢alismamizda nanopargaciklarin sentez
basamagindaki lipid oranlarinda degisiklik yapilarak ilk denemelerde buldugumuz

ila¢ hapsetme verimi % 49’a yiikseltilmistir.

4.3 Radyoisaretleme Calismalari
4.3.1 9MT¢(CO)sz* korunun hazirlanmasi

Boliim 3.4.1° de ®mTe(1) trikarbonil koru sodyum
perteknetattan(Na**"TcO4) cikilarak CO gazi ortaminda Sekil 4.17° de verilen

reaksiyona gore elde edilmistir.

%0.9 NaCl i oH, |T
Born _ NaBH4, Nazcog OC/I/,' | . \\OHZ
1 atm CO / ‘ N
30 dak., 90 °C ocC OH,
CO

Sekil 4.17. #*MTc(1) trikarbonil Korunun Elde Edilmesi.

Radyoisaretleme kosullari i¢cin pH, sicaklik, zaman parametreleri iizerine
cesitli denemeler gerceklestirilmis ve optimum reaksiyon sartlar1 bu denemeler
sonucunda belirlenmistir. pH 5 ve pH 8 ile yapilan denemelerde ¢ok diisiik
radyoisaretleme verimi elde edilmistir. Radyoisaretleme reaksiyonu i¢in optimum
kosullar pH 7, sicaklik 90 °C ve inkiibasyon siiresi 30 dakika olarak belirlenmistir.
Bu kosullara gore gerceklestirilen reaksiyon sonrasinda radyokimyasal saflik Ince
Tabaka Radyo Kromatografisi (TLRC) ve Yiiksek Performansli Sivi Radyo
Kromatografisi (HPLRC) kalite kontrol yontemleri kullanilarak belirlenmistir.

[°*"Tc(CO)3(H20)s1* koru icin TLRC analiz sonuclart
Boliim 3.4.2> de [*™Tc(CO)3(H20)3]* korunun radyokimyasal safliginin

kontrolii i¢in asetonitril ve SF banyolari kullanilmistir. Yapilan denemelerden her
iki banyonunun da uygun oldugu anlasilmistir. TLRC i¢in Rt degerleri Cizelge
4.1 de verilmistir. SF banyosu i¢in reaksiyonun % 99.72+3.27 verimle
gergeklestigi belirlenmistir (n=5). Sekil 4.18’ de verilen kromatogramlardan
goriildiigii gibi ®MTcOs banyo ¢ozeltisi ile birlikte ilerlerken Tc(I) trikarbonil
koru uygulama noktasinda kalarak teknesyumdan ayrilmaktadir (Senocak vd,
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2015). Bu sonuglardan %°MT¢(CO)s* korunun yiiksek verimle gerceklestigi

anlasilmaktadir.

Cizelge 4.1. [*®"TcO4]" ve [**MTc(CO)3(H20)s]* Komplekslerine iliskin R

Degerleri.

Banyo R
Cozeltisi [*°™TcO4] [®*MTc(CO)3(H20)3]*
SF 0.75-0.90 0.00-0.10
Asetonitril 0.85-1.00 0.00-0.10
Na99mTCO4 gngc(CO)g(Hzo)3 +
2500 — T Y N N AN TR T B I_ 15000 ‘ I:I - : :||
2000 é ; E E
g 1500 é ; 10000 E }
= ] C E i -
& 1uuu§ ? 5 h B
500 - . -
0 : T T T T T T T T - o : i
o slo 1:Im o ' 5'0 ‘ ' ‘mn
Mesafe (mm) Mesafe (mm)
(a) (b)

Sekil 4.18. (a) Na®®"TcOs ve (b) [**"Tc(CO)3(H20)3]* komplekslerinin SF
banyosundaki TLRC kromatogramlari

[2°™Tc(CO)3(H20)3]1* koru HPLRC analizi sonuclar

[*°MTc(CO)3(H20)s]* koru igin gergeklestirilen HPLRC analizine ait
kromatogram Sekil 4.19° da verilmistir. Elde edilen kromatogramda Na®*™TcO4
ve [*™Tc(CO)3(H20)3]* komplekslerine ait piklerin alitkonma zamanlar1 (Ry)
sirastyla 3.98 ve 7.18 olarak bulunmustur. Rt degerlerinin farkli olmasi her
ornegin ayirt edilmesinde 6nemli bir parametredir (Chen et al., 2007). Bulunan R¢
degerleri bize *MTc¢(CO)s* korunun yiiksek verimle olustugunu gostermektedir.

Elde edilen yiiksek verim ise TLRC sonuglarin1 desteklemektedir.
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(x1,000,000)

1.4

Na”"TcOu(Rt: 3.98)

1.0
0.9
0.8
0.4

08 . [PmTe(CO)(H20)]* (Rt: 7.18)
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Sekil 4.19. Na®"TcO4 ve [®*™Tc(CO)3(H20)s]* komplekslerine iliskin HPLRC

kromatogrami.

432 Kati Lipid Nanopar¢aciklarin *™Tc¢(CO)s* koru ile
radyoisaretlenmesi
Boliim 3.4.3” de verilen kosullara gore paklitaksel yiiklii nanopargaciklarin

(SLN-PTX) radyoisaretlenmesi gergeklestirilmistir.

9MTc(CO)3-SLN-PTX icin TLRC sonuclart

TLRC yonteminde hesaplanan Rf degeri radyokimyasal verimin bir
Ol¢iistidiir. Bu ¢alismada kullanilan banyolar i¢in hesaplanan Rt degerleri Cizelge

4.2’de yer almaktadir.

Cizelge 4.2.%°MT¢(CO)3-SLN-PTX igin Rt degerleri(n=5)

R
Banyo Cozeltisi [ T¢(CO)s]* 9T ¢(CO)s-SLN-PTX
PAS (Piridin/Asetik
_ 0.932 0.769
asit/su)

ACN 0.030 0.028 — 0.806 — 1.000

SF 0.028 0.032

MeOH / HCI 0.757 0.771

MeOH / su 0.024 0.029  0.908

140

dakika
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Rt degerlerinden %°MT¢(CO)s-SLN-PTX icin en ayirict banyonun PAS
(3:5:1.5), sabit faz olarak da seliiloz kapli plastik TLRC seritlerinin oldugu
anlasilmaktadir (Alam et al., 2014). Kullanilan PAS banyo ¢ozeltisinden alinan

seliiloz seritler radyokromatogram tarayici cihazi Bioscan AR2000 kullanilarak

tarandiktan sonra aliman kromatogramlardan Rs degerleri belirlenmistir.
Kromatogramlar Sekil 4.20° de goriilmektedir.
Radyoisaretleme ¢alismalar1 sonucunda ideal isaretleme kosullari;

reaksiyon sicakligi 80 °C, ve bekleme siiresi 60 dakika olarak belirlenmistir. Bu
kosullarda Rs degerleri [®™Tc(CO)s]* i¢in 0.932, **MTc(CO)3-SLN-PTX igin ise
0.769 olarak belirlenmistir. Sonug olarak radyoisaretleme verimi % 90+1.32 (n=5)
olarak bulunmustur. Bu yiiksek verim in vitro ve in vivo ¢alismalar i¢in 6nemli bir
Olciittiir (Psimadas et al., 2013).

99mT +
c(CO
. ( |)3 | ¥mTe(CO)3 -SLN-PTX
20000 - : : : : : : i : : : : : : ; ; ; — 1500 s I | 1 l 1 1 1 | 1 1 1 I 1 1 I 1 1 1
15000 - 1 -
] C 1000 -
€ 10000 - E
@© 4 o @ B +
0 = - w . -
] C 500 -
5000 - 2] N
0] L 0
T T T T | T T T T | T T T T I T T T T T T T | T T T | T T T | T T T | T T T
0 50 100 150 200 0 20 40 60 80
mesafe (mm)
mesafe (mm)
(@) (b)

Sekil 4.20. (a) ®°"Tc(CO)s* ve (b) **MTc(CO)s-SLN-PTX igin piridin/asetik asit/su
banyosundaki TLRC kromatogramlari

9MTc(CO)3-SLN-PTX icin HPLRC sonuclart

Radyoisaretli paklitaksel yiiklii kati lipid nanopargaciklarin HPLRC analizi
Cizelge 3.2°de verilen kosullara gore gergeklestirilmistir. Sekil 4.21” de verilen
kromatogramda radyoaktivite dedektoriinde elde edilen [*°MTc(CO)3(H20)s]*
kompleksine iligkin pikin alikonma zamani (R¢) 7.18 olarak bulunurken Sekil
4.22° da verilen kromatogramda ise *°™T¢(CO)3-SLN-PTX R degeri 4.00 olarak
gorilmektedir.

HPLRC kromatogramlarindan bulunan bu farkli alikonma
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zamanlar1 bize paklitaksel yiiklii nanopargaciklarin radyoisaretlendigi sonucunu
vermektedir. HPLRC yontemi ile nano boyutlu pargaciklarin radyoisaretleme
verimlerini belirlenmesi uygun olabilmektedir (Psimadas, 2013). Bu asamada
sonu¢ olarak paklitaksel yiiklii SLN nanoparcaciklarmm °°MTc(CO)s* ile
radyoisaretleme hedefine ulasilmistir.

- 6 (x100)

[%=Tc(CO):(H:0)3]" (Rt:7.18)

™ i =N
2 A

Siddet (mVolt)

[
LS

—
o

0_0____,,,.,__,,_,_&.,_

0.0 25 5.0 75 100 125 150 175 200 225 250 275 dakika
Alkonma Zamani (Retention time, Rt)

Sekil 4.21. [**™T¢(CO)3(H20)3]* igin HPLRC Kromatogramu.

(x100)

35

#8MTc(CO)s-PTX-SLN (Rt: 4.00)

Siddet (mVolt)

0 25 5.0 75 10.0 12,5 15.0 17.5 20.0 25

Alkonma Zamani (Retention time, Rt)

Sekil 4.22. *°*MT¢(CO)3-SLN-PTX i¢in HPLRC Kromatogrami.

4.4  Kati Lipid Nanoparcaciklarin Biyolojik Davranislar:
4.4.1 In Vitro Calismalar
Calismamizin bu boliimii radyoisaretli lipid nanoparcaciklara hapsedilen

paklitakselin in vitro davraniglarinin incelendigi sitotoksisite, inkorporasyon,
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floresan goriintileme ve apoptoz ¢alismalarindan elde edilen bulgular
icermektedir.

Sitotoksisite Calismast

Sitotoksisite ¢alismalari sonucunda PTX ve SLN-PTX i¢in 24. ve 48. saat
sonrasinda asagida verilen formiile goére hesaplanarak bulunan % canlilik
degerleri; MCF7 hiicre epiteli i¢in Cizelge 4.3, HeLa hiicre epiteli icin Cizelge 4.4
ve A549 hiicre epiteli icin Cizelge 4.5’ de verilmistir.

% sitotoksisite=1- (6lgiilen optik densite degeri / kontrol degeri) x 100
Cizelge 4.3. MCF7 hiicre epitelinin PTX ve SLN-PTX icin % canlilik degerleri

MCF7
Konsantrasyon PTX SLN-PTX
24. saat 48. saat 24. saat 48. saat
0.63 ng/mL 88.23+3.66 85.32+3.59 98.34+3.69 95.58+3.17
1.25 ng/mL 81.61+2.98 76.89+2.45 96.36+2.56 86.52+2.34
2.50 ng/mL 73.38+3.01 62.34+2.01 95.48+3.51 85.02+3.62
5.00 ng/mL 62.49+2.74 45.37+1.48 90.48+2.10 83.95+4.77
10.00 ng/mL 55.13+1.76 34.67+1.69 89.88+3.67 82.83+2.92

Cizelge 4.4. HelLa hiicre epitelinin PTX ve SLN-PTX i¢in % canlilik degerleri
g g

Konsantrasyon PTX SLN-PTX
24. saat 48. saat 24. saat 48. saat
0.63 ng/mL 92.45+4.23 87.12+2.98 99.78+3.39 92.34+2.67
1.25 ng/mL 84.38+3.55 80.23+3.61 98.94+2.84 88.68+2.60
2.50 ng/mL 77.89+3.87 65.89+2.39 98.00+3.13 88.25+3.47
5.00 ng/mL 66.28+3.51 49.46+2.34 96.33+2.36 87.36+2.27
10.00 ng/mL 57.44+2.68 41.38+1.43 91.59+3.89 82.48+2.90
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Cizelge 4.5. A549 hiicre epitelinin PTX ve SLN-PTX i¢in % canlilik degerleri

A549
Konsantrasyon PTX SLN-PTX
24. saat 48. saat 24, saat 48. saat
0.63 ng/mL 94.39+4.28 88.68+3.55 97.23+4.25 91.67+3.12
1.25 ng/mL 87.38+3.70 83.48+4.28 95.29+3.57 87.20+2.65
2.50 ng/mL 80.27+3.22 74.58+3.82 92.33+£3.27 84.43+2.88
5.00 ng/mL 75.49+2.34 63.67+2.80 91.56+3.24 82.68+3.26
10.00 ng/mL 67.56+1.78 51.47+2.11 88.18+2.35 81.19+3.73

Cizelge 4.3, Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5’ de hesaplanan % canlilik degerleri
ayrica Sekil 4.23 ve Sekil 4.24° te grafik olarak verilmistir. MCF7, HeLa ve A549

hiicrelerinde PTX ve SLN-PTX i¢in 24. saat Sekil 4.23” te ve Sekil 4.24° te ise

48. saatte belirlenen % canlilik degerleri goriilmektedir.

120

100

60 -

% Canhhk

40 -

PTX

SLN-PTX PTX SLN-PTX
MCF7 Hela
24. saat

PTX

SLN-PTX

0,63 ng/mL
1,25 ng/mL
2,50 ng/mL
H 5,00 ng/mL
10,00 ng/mL

A549

Sekil 4.23. MCF7, HelLa ve AS549 hiicrelerinde PTX ve SLN-PTX igin
konsantrasyon ve 24. saat % canlilik degerleri
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120
100
80 -
X 0,63 ng/mL
5 60 - m 1,25 ng/mL
e 2,50 ng/mL
40 A B 5,00 ng/mL
10,00 ng/mL
20 -
0 -
PTX SLN-PTX PTX SLN-PTX PTX SLN-PTX
MCF7 Hela A549
48. saat

Sekil 4.24. MCF7, HelLa ve AS549 hiicrelerinde PTX ve SLN-PTX igin
konsantrasyon ve 48. saat % canlilik degerleri

Sekil 4.24 incelendiginde, PTX i¢in belirlenen en diisiik konsantrasyonun
(0,63 ng/mL) 48 saat icerisinde belirgin bir sitotoksik etkisi bulunmazken, en
yiiksek konsantrasyonun (10 ng/mL) hiicrelerin canlilik oranlarini % 50’ nin altina
disiirdiigti gozlenmektedir. 1993 yilinda Liebmann ve arkadaslarinin yaptigi
sitotoksisite caligmasinda paklitakselin farkli hiicre hatlarindaki ICsp degerleri
arastirilmis ve 24 saat sonunda MCF7 ve HeLa hiicreleri tizerindeki toksik etkinin
AS549 hiicrelerine gore fazla oldugu rapor edilmistir (Liebmann et al., 1993).
Calismamizda elde ettigimiz sonuglarda da bu literatiir sonucu ile uyumlu olarak
A549 hiicreleri igin tespit edilen ICso degeri MCF7 ve Hela hiicrelerine gore
yiiksek olarak bulunmustur.

Cizelge 4.6. PTX i¢in ng/mL birimi ile 1Cso degerleri

PTX ICso
MCF7 HelLa A549
24. saat 12.66 ng/mL 14.17 ng/mL 31.08 ng/mL
48. saat 4.48 ng/mL 5.75 ng/mL 10.82 ng/mL
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Sekil 4.23 ve Sekil 4.24° te goriildiigii gibi yaptigimiz sitotoksisite
calismasinda kullandigimiz en yiiksek SLN-PTX konsantrasyonu, ¢alisilan hiicre
hatlarinda belirgin bir sitotoksik etki gostermemistir. SLN-PTX i¢in yiizde canlilik
degeri % 50’ nin altina diismedigi icin ICso degeri belirlenememistir. Ug hiicre
hatt1 karsilagtirildiginda PTX ve SLN-PTX o6rneklerinin MCF7 hiicre hatti
tizerinde A549 ve HeLa hiicrelerine kiyasla az da olsa sitotoksisitesinin fazla
oldugu goriilmektedir. Calismamizda elde ettigimiz sonuca uygun olarak Martins
ve arkadaglarinin Rhodamine-123 yiiklii kat1 lipid nanoparcaciklarla yaptiklari
sitotoksisite ¢alismasinda su igerisinde dagitilmis nanopargaciklarin ¢alisilan bes
hiicre hattinda da sitotoksik etkisinin gézlenmedigi belirtilmistir (Martins et al.,
2012). Bu sonuclardan yola ¢ikilarak SLN’ lerin PTX’ in sitotoksik etkisini

azalttig1 diistiniilmektedir.

Inkorporasyon Calismalart

9MT¢(CO)3-SLN-PTX ve ¥MT¢(CO)s* ’a ait MCF7, HeLa ve A549
hiicreleri lizerinde zamana kars1 ylizde baglanma verimleri Cizelge 4.7 ve Cizelge

4.8’ te verilmistir.

Cizelge 4.7. Radyoisaretli SLN-PTX’ in MCF7, HeLa ve A549 hiicreleri

tizerindeki zamana kars1 % baglanma verimi

9¥MTc(CO)3- SLN-PTX
Zaman
MCF7 HelLa Ab549
30. dakika 11.24+1.26 12.98+1.65 7.01+1.34
60. dakika 11.73+1.47 13.41+1.79 7.344+0.95
120. dakika | 16.65+2.07 19.9642.24 10.57+2.66
240. dakika | 22.91+2.39 24.15+2.76 18.03+2.89




Cizelge 4.8. ®"T¢(CO)s” un MCF7, HelLa ve A549 hiicreleri iizerindeki zamana

kars1 % baglanma verimi
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9MTc(CO)3
MCF7 HelLa A549
30. dakika 0.84+0.08 0.69+0.02 0.81+0.07
60. dakika 0.86+0.03 0.78+0.08 0.67+0.09
120. dakika | 1.12+0.09 1.42+0.07 0.91+0.06
240. dakika 1.23+0.09 1.31+0.06 1.15+0.05

Benzer sekilde Sekil 4.25° te radyoisaretli SLN-PTX’ in tii¢ hiicre

tizerindeki zamana kars1 baglanma verimleri karsilastirilmistir.
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Sekil 4.25. Radyoisaretli SLN-PTX’in MCF7, HeLa ve A549 hiicreleri tizerindeki

zamana kars1 baglanma verimlerinin karsilastirilmasi

Cizelge 4.7, Cizelge 4.8 ve Sekil 4.25 incelendiginde MCF7, HelLa ve
A549 hiicre hatlarinda zamana bagl olarak °*"T¢(CO)s-SLN-PTX’in yiizde
baglanma veriminin arttig1 goriilmektedir. Baglanma verimleri hiicre hatlarina
gore karsilastirlldiginda yiiksek diizeyde folat reseptorii bulunduran Hela
hiicrelerinde en yiiksek, diisiikk diizeyde folat reseptorii bulunduran MCF7
hiicrelerinde daha az oldugu anlasilmaktadir. Folat-reseptorii negatif olan A549

hiicrelerinde ise baglanma veriminin en diisiik seviyede oldugu goriilmektedir.
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Floresan Goruintiileme Calismasi:

FITC isaretli SLN-PTX’in MCF7, HeLa ve A549 hiicreleri iizerindeki

gorintiileri floresan eklentili mikroskopta yesil (520 nm) filtre ile incelenmis ve

elde edilen goriintiiler asagida Sekil 4.26, Sekil 4.27 ve Sekil 4.28 de verilmistir.

Sekil 4.26. FITC ile isaretli SLN-PTX’in MCF7 hiicreleri tizerindeki goriintiileri

Sekil 4.27. FITC ile isaretli SLN-PTX’in HeL a hiicreleri iizerindeki goriintiileri
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Sekil 4.28. FITC ile isaretli SLN-PTX’ in A549 hiicreleri lizerindeki goriintiileri

HeLa ve MCF7 hiicrelerinde FITC’ nin ¢alisilan dalga boyundaki floresan
ozelliginden kaynaklanan parlamalardan 4 saat inkiibasyon siiresi sonunda her {i¢
hiicre hattinda da tutulum oldugu anlasilmaktadir.

Yuan ve arkadaglar1 tarafindan AS549 hiicre hatt1 iizerinde yapilan
calismada floresan goriintiileme ve intensite lglimleri sonucunda lipid matrisi
olusturan materyallerin hiicre tutulumu ile iliskili oldugu belirlenmistir. Hiicre
tutulumlarinin kullanilan lipid materyaline gore siralanist; Gliserol tristearat SLN
> Monostearin SLN > Stearik asit SLN > ATO888 SLN seklinde rapor edilmistir
(Yuan et al., 2008).

ADODtOZ calzsmasz:

Cok hiicreli organizmalarin normal gelisimi sirasinda hiicre boliinmesi ile
artan hiicre sayisi, hiicrelerin programli sekilde oOliime gitmeleri sonucu
dengelenmektedir. Bu oOnceden programlanmis hiicre oOliimiine apoptoz adi
verilmektedir. Apoptoz yolu ile hiicre 6liimii bir ok immiinolojik proseste mevcut
antioksidanlarin serbest radikallerin etkisini tamamen Onleyemedigi durumlarda
(oksidatif stres olusturan etkenlere bagli olarak) isin i¢ine giren bir olaydir (Unak
vd.,2012). SLN-PTX’ in apoptotik etkisi Tunnel yontemi ile MCF7, HeLa ve
A549 hiicre hatlarinda ¢alisilmistir. Floresan eklentili mikroskopta yesil (520 nm)
ve kirmiz1 (620 nm) filtreler kullanilarak alinan goriintiiler Sekil 4.29, Sekil 4.30
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ve Sekil 4.31° de verilmistir. Paklitaksel yiiklii lipid nanoparcaciklarla yapilan
apoptoz ¢alismasina iliskin goriintiiler incelendiginde SLN-PTX’ in ¢aligilan
konsantrasyonda MCF7, HelLa ve A549 hiicre hatlarinda apoptotik etkiye yol

acmadig belirlenmistir.

Magnification: 12,6 x

Sekil 4.29. SLN-PTX’in MCF7 hiicreleri tizerindeki

goriintiileri

apoptoz caligmasi

Magnification: 12,6 x

Sekil 4.30. SLN-PTX’in HelL a hiicreleri iizerindeki apoptoz ¢alismasi goriintiileri
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Sekil 4.31. SLN-PTX’in A549 hiicreleri lizerindeki apoptoz ¢alismasi goriintiileri.

4.4.2 In Vivo Calismalar

In vivo ¢alismalar disi Wistar Albino siganlar ile detaylar1 béliim 3.5.2 de
anlatildig1 gibi gama kamera goriintiileme ve biyodagilim olmak iizere iki

asamada gerceklestirilmistir.

Goriintiileme calismalar: sonuclart

Enjeksiyonu yapilan FR doyurulmus ve normal si¢anlarin ilk 30 dakika

dinamik gama kamera goriintiileri Sekil 4.32 de verilmistir.



Normal

\‘

Sekil 4.32. Reseptor doyurulmus ve normal siganlara ait 30 dakika dinamik gama

kamera goriintiileri
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Ik 30 dakikada alinan dinamik goriintiilerdeki parlamalardan hayvanlara
interavendz enjeksiyon yoluyla verilen ®™Tc¢(CO)3-SLN-PTX in viicut igerisine

dagildiginin bir gostergesidir.

Bu basamakta *™Tc¢(CO)s* ile isaretli PTX-SLN’ in reseptor doyurulmus
ve normal siganlara 30., 60., 90., 120., 180., 240. dakikalarda ve 24. saate iliskin
statik gama kamera goriintiileri Sekil 4.33 ve Sekil 4.34° te goriilmektedir. In vivo
caligmalarda 200 nm’ nin {izerinde boyuta sahip nanoboyutlu parcaciklar
intravendz olarak uygulandiginda retikiiloendotelyal sistem tarafindan
yakalanmasi beklenen bir sonugtur (Zhao et al., 2012). Calismamizda elde edilen
goriintiiler incelendiginde olusturdugumuz °™Tc¢(CO)s* ile radyoisaretli ilag
tasiyict sistemin karacigerde yiiksek miktarda tutulumu goriilmektedir. Timor
hedefli nanopargaciklarla olusturulan radyoisaretli sistemlerle ilgili ¢cok sayida
literatiire rastlanmaktadir. Bu c¢alismalar incelendiginde arastirmacilar
radyoisaretli ilag tastyict sistemlerin hedeflenen tiimoriin yanisira karacigerde de
yiiksek tutulum gosterdigini rapor etmislerdir (Esposito et al., 2015; Patel et al.,
2011; Polyak et al., 2013).
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Zaman Normal FR doyurulmus

30. dakika &.

60. dakika

90. dakika

Sekil 4.33. Reseptor doyurulmus ve normal sicanlara ait 30., 60. ve 90. dakika

statik gama kamera goriintiileri.
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o "
- "
240. dakika .
B .

Sekil 4.34. Reseptor doyurulmus ve normal siganlara ait 120., 180., 240.

dakikalara ve 24. saate iliskin statik gama kamera goriintiileri.
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Folat reseptorlerinin yumurtalik, testis, kolon, akciger tiimorlerinde oldugu
gibi saglikli bobrek dokusunda da bulundugu ¢esitli aragtirmacilar tarafindan rapor
edilmistir (Weitman et al.,, 1992; Sudimack et al., 2000). Biyodagilim
calismasinda 30. dakikada bobrekteki %°™Tc¢(CO)s-SLN-PTX tutulumu, normal
siganlarda, FR doyurulmus denek grubuna oranla yaklasik on kat fazla olarak
belirlenmistir. Biyodagilim ¢alismasindan elde edilen bu veriler de goz Oniinde
bulunduruldugunda 30. dakikada normal sigana ait gama kamera goriintiisiindeki

bobrek tutulumu anlamli bir sonug olarak ortaya ¢ikmaktadir.

24 saate kadar alinan statik gama kamera goriintiilerinde de reseptor
doyurma islemi gercgeklestirilmis sicanda karaciger tutulumunun normal sigana
oranla fazla oldugu gozlenmistir. 24. saatteki goriintiiler karsilastirildiginda bu
sonug belirgin sekilde goriilmektedir. Genel olarak radyoisaretli kompleksin kan
dolasiminda kalma siiresi ve viicuttan atilimi degerlendirildiginde reseptor
doyurulmus sicanda normal sicana kiyasla daha hizli gerceklestigi
diistiniilmektedir. Bu sonuglar hedefleme molekiili FOL-PEG-CHEMS’ in
9MTc(CO)3-SLN-PTX’ in retikiiloendotelyal sistem tarafindan yakalanmadan
dolasimda kalmasini sagladigin1 géstermektedir (Pirollo et al., 2008; Bayindir ve
Yiiksel, 2007).

Biyodagilim calismalar: sonuclar

Paklitaksel yiiklii radyoisaretli lipid nanoparcaciklarin biyolojik davranisi
gama kamera gorilintiileme caligmasinin yanisira biyodagilim ¢alismasiyla da
incelenmistir. [n vivo goriintileme c¢alismasinda oldugu gibi siganlar folat
reseptorii doyurulmus ve normal olmak iizere iki grupta gerceklestirilmistir.
Cizelge 4.9, Cizelge 4.10, Sekil 4.35 ile Sekil 4.36 incelendiginde ilk 30 dakikada
9MTc(CO)3-SLN-PTX in beklendigi gibi tiim organlara ulagtidi gozlenmistir.
Tutulum 120. dakikada AC, KC ve bobrekte en yiiksek degerine ulasmis ve 240.

dakikada bu degerlerin diistiigii gozlenmistir.

Sekil 4.37° de folat reseptorlerinin bulundugu rapor edilen rahim,
yumurtalik, meme ve bobrek organlari i¢in normal ve folik asit ile doyurulmusg
sicanlardaki tutulumlar karsilastirilmistir.  Wu ve arkadaslar1 tarafindan,
yumurtalikta germinal epitel dokuda, rahimde ise yiizey epitel dokusunda FR-a
ekspresyonu rapor edilmistir (Wu et al., 1999). Bu iki organdaki **"T¢(CO)s-SLN-
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PTX tutulumlari, 30. ve 60. dakikalarda reseptér doyurulmus ve normal denek
gruplarinda belirgin farklilik sergilemistir. Elde edilen veriler literatiirdeki bilgiler
1s1¢inda  yorumlandiginda 1ilgili organlardaki tutulumun reseptér araciligiyla

gerceklestigi diisiiniilmektedir.
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Cizelge 4.9 Disi Albino Wistar siganlarda ®°™Tc¢(CO)s-SLN-PTX’ in % ID / g

(organ) - Bg orani verileri (normal)

»61Dlg - (0rgan)-1 4k 60dak 120dak 240dak

Bg oram

Kalp 444 +2.15 3.97+1.82 3.93+1.21 1.24 +£0.46
Akciger(AC) 9.90+1.93 [841+020 [12.11+4.03 [3.35+0.52
Karaciger(KC)  [6.02+1.35 [6.88+4.15 [6.25+0.85 [4.64+1.63
Bobrek 10.39+3.11 10.96 £5.78 |[15.64 £5.02 |10.21 +£2.05
Ince Barsak(iB) [5.07+2.24 [8.03+571 [11.31+3.65 [2.51+0.76
Kalin Barsak |4.38 £ 1.75 8.11+6.10 13.68 +6.04 |11.23+2.86
Mide/10 8.42+1.30 10.32+2.99 (1592 +0.95 |547+2.47
Dalak 6.66 = 3.03 4,19+ 2.04 4.17+1.78 1.08 £0.67
Pankreas 3.77+0.94 4.74 + 0.95 482+1.24 2.12+1.29
Kas 1.29 £0.59 1.36 £0.76 1.04 £ 0.06 0.25+0.11
Rahim 4.06 + 0.53 6.62 +1.93 5.37+1.49 1.81+1.06
Yumurtalik 5.00+2.43 9.96 +2.01 7.98+1.18 1.67 +0.06
Meme 7.36 +£0.15 6.41 +£0.75 7.33 £2.07 2.34 £ 0.60
Yag 2.21+0.79 2.11+1.26 1.92 £0.62 0.31+0.22
Mesane/10 2.24 +1.89 6.27 +1.67 2.65+1.11 0.33+£0.02
Bas 142 +£0.53 0.83+0.11 1.20 £ 0.50 0.36 £0.17
Kan 13.34 +£0.31 8.75+2.25 13.40+1.40 |5.12+1.70
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Sekil 4.35. Normal siganlarda %*™Tc¢(CO)s-SLN-PTX sistemine ait %1D/g-Bg

orani.

Cizelge 4.10. Disi Albino Wistar siganlarda *°™Tc¢(CO)3-SLN-PTX’ in % ID / g

(organ) - Bg orani verileri (FR doyurulmus)

%ID/g (organ)-

30dak 60dak 120dak 240dak
Bg oram

Kalp 1.10+0.12 2.59+1.18 2.90+1.31 1.72+1.05
Akciger(AC) 1.75+1.33 8.18+4.76 6.78+2.31 4.35+2.63
Karaciger(KC) 0.724+0.69 4.76+4.05 9.81+4.49 5.01+1.41
Bobrek 1.43+1.25 8.95+6.14 15.42+7.97 11.85+£5.53
Ince Barsak(iB) |0.86+0.19 3.65+2.30 16.13£1.00 4.61+0.76
Kalin Barsak | 0.7440.63 5.21£2.18 18.68+5.41 13.65+7.56
Mide/10 1,67+0,43 2,11+0,53 6,81+2,70 4,78+2,06
Dalak 0.79+0.55 2.43+0.00 3.32+1.10 2.44+0.84
Pankreas 1.08+0.79 3.81+1.71 4.25+0.52 1.72+0.89
Kas 0.87+0.21 1.42+0.63 1.93+0.43 0.61+0.40
Rahim 1.06+0.75 2.42+1.19 6.08+1.62 3.58+0.06
Yumurtalik 1.80+0.68 3.14+1.85 7.38+0.18 2.41+2.20
Meme 1.15+0.22 4.29+2.91 5.67£2.73 5.43+0.80
Yag 0.57+0.47 3.23+2.13 4.66+2.64 1.12+0.56
Mesane/10 0,56+0,04 0,73+0,54 3,124+0,79 0,58+0,20
Bas 0.13+0.11 0.24+0.17 0.68+0.34 0.33+0.16
Kan 3.114£2.57 1.16+0.61 6.30+4.40 6.34+4.30
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99mTc(CO),-SLN-PTX (FR doyurulmus)
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Sekil 4.36. Folat reseptorii (FR) doyurulmus siganlarda *°™Tc¢(CO)s-SLN-PTX

sistemine ait %ID/g-Bg oran1

Guo ve arkadaslari tarafindan 2011 yilinda yapilan bir galismada ®°™Tc ile
radyoisaretli folik asit ile modifiye edilmis kitosan nanoparcaciklarin disi
Kunming fareler(n=10) iizerinde biyodagilim1 incelenmis, bu amacla radyoisaretli
nanoparcaciklarin enjeksiyonundan 10 dakika once 5 fareye folik asit ile reseptor
doyurma islemi  gerceklestirilmistir. 1 saatin  sonundaki tutulumlar
degerlendirildiginde folat reseptorlerinin yogun olarak bulundugu bdbrekteki
tutulumun reseptor doyurma islemi yapilmamis farelerde belirgin diizeyde artis
gosterdigi rapor edilmistir. Karacigerdeki tutulumda ise azalma oldugu ve bunun
nanoparcaciklarin folat reseptorlerine spesifik oldugunun bir gostergesi oldugu
belirtilmistir (Guo et al., 2011). Aktif hedefleme yapilmayan kolloidal yapidaki
parcaciklarin kan dolagiminda uzun siire kalmadan karaciger ve dalak tarafindan
tutularak istenen dokulara gitmesinin engellendigi bilinmektedir (Bertrand et al.,
2013). Intravendz enjeksiyon sonrasinda kati lipid nanoparcaciklarin da tipik
biyolojik davranigi retikiiloendotelyal sistem organlarinda (karaciger, dalak ve
akcigerler) tutulum gostermeleridir (Feng and Mumper, 2013). Calismamizda Guo
ve arkadaslarinin elde ettigi sonucla uyumlu sekilde 120. dakikadaki karaciger
tutulumu reseptdr bloke edilmis grupta daha yiiksek olarak belirlenmistir.
Reseptorlerin  folik asit ile doyurulmasi nanoparcaciklarin folat reseptorlii

dokularda tutulmasin1 engelleyerek karaciger tutulumunu yiikseltmistir.
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Sekil 4.37. Folat reseptorlerinin bulundugu rapor edilen rahim, yumurtalik, meme
ve bobrek organlart i¢in normal ve folik asit ile doyurulmus siganlardaki

tutulumlarin karsilastirildig: grafikler.

Folat reseptorlerinin yumurtalik kanserinde 90 %, diger tiimorli dokularda
yiiksek oranda bulunmasinin yani sira saglikli bobrek ve akciger dokularinda da
bulundugu Sudimack tarafindan 1999 yilinda yapilan incelemede rapor edilmistir.
(Weitman et al., 1992; Sudimack et al., 2000; Byrne et al., 2008). Biyodagilim
calismasindan elde edilen sonuglar karsilastirildiginda 30. dakikada akciger i¢in
normal sicanlardaki % ID/g degeri 9.90 + 1.93 olarak belirlenirken, FR
doyurulmus sican grubunda bu deger 1.75+1.33’ tiir. Benzer sekilde 30. dakikada
bobrekteki *°*™Tc(CO)3-SLN-PTX tutulumu normal siganlarda 10.39 + 3.11, FR
doyurulmus siganlarda ise 1.43+1.25’ tir. Radyoisaretli nanopargaciklarin viicuttan
atilmiin basladigr 120. dakikaya kadar her iki organ i¢in tutulumlardaki fark
belirgin sekilde goriilmektedir. Bu sonu¢ nanoparcaciklarin bir folat tiirevi olan
Fol-PEG-CHEMS ile modifiye edilmesinin sistemi belirli organlara hedefleme
amacimiz igin basar1 saglandigin1 desteklemektedir. Intravendz enjeksiyon

sonrasinda nanopargaciklarin akcigerdeki lokalizasyonu ile ilgili bir bagka olasilik
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ise agregasyon sonucu nanoparcaciklarin akciger kilcallarinda alikonmasidir

(Rossin et al., 2005).

Literatirde 20-500 nm arasinda bayutlara sahip kat1 lipid
nanopargaciklarin bagirsak mukozasindaki epitel hiicreler (enterositler) tarafindan
lenf dolasimina gegisi belirtilmistir (Tiwari and Pathak, 2011; Khan et al., 2013).
Gergeklestirdigimiz biyodagilim ¢alismasina ait veriler bagirsakta 120. dakikaya
kadar artan ®°MTc¢(CO)3-SLN-PTX tutulumu oldugunu géstermektedir. Tiwari ve
Pathak tarafindan simvastatin yiiklii radyoisaretli kati lipid nanopargaciklarla
yapilan c¢alismada da benzer sekilde bagirsakta 4. saate kadar siiren aktivite
tutulumu rapor edilmistir (Tiwari and Pathak, 2011). SLN’ lerin bu yolla
absorbsiyonu, lipofilik bilesiklerin lenfatik yolla hedeflenebilir ila¢ tasiyicilar
olmasinin yani sira ilaca karsi direng, toksik etki gibi sinirlamalar1 gidermektedir
(Khan et al., 2013).

Istatistiksel Analizler: Biyodagilim sonucu elde edilen verilerin istatistiksel

analizleri (Univariate Variance Analyses) SPSS 20 programi kullanilarak
yapilmistir. °MTc(CO)s-SLN-PTX ve [#*™Tc¢(CO)3(H20)s]* bilesigi igin organlar
arasinda Pearson korelasyonu uygulanmistir. Pearson korelasyonuna gore isaretli
bilesiklerin tutulumlar1 ile organlar arasinda bir iligki tanimlanmaktadir.
Anlamlilik diizeyi (P) degeri ile ifade edilecek olursa P < 0.05 degeri anlaml

olarak kabul edilmistir.

Kalp ile ince bagirsak, dalak, kas, rahim, yumurtalik, tiroid, bas,
Akciger ile mide, pankreas, rahim, yag, meme, tiroid, bas,
Karaciger ile ince bagirsak, kas

Bobrek ile ince bagirsak, kalin bagirsak, mide

Ince bagirsak ile kalin bagirsak, mide, rahim, yumurtalik

Mide ile pankreas

Dalak ile kas, rahim, yumurtalik, tiroid, bas

Pankreas ile rahim, yag, bas

Kas ile rahim, yumurtalik, tiroid, bas

Rahim ile yumurtalik, meme, tiroid, bas

Yumurtalik ile mesane

vV V.V V V V V V V V V VY

Yag ile tiroid, mesane, bag, kan



> Meme ile tiroid, bas, kan,

> Tiroid ile bas, kan
> Bas ile kan

organlar1 arasinda mevcut istatistiksel olarak anlamli bir farklilik s6z konusudur.
Organ - stire iliskisine bakildiginda ise mide, rahim, yumurtalik, meme, mesane ve

kan i¢in istatistiksel bir fark s6z konusudur (P < 0,05). (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Varyans analizi sonucuna gore bazi organlara ait reseptOr ile
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iligkilerine iliskin P ve r (korelasyon katsayis1) degerleri.

Organ P Degeri r Degeri
Mide 0.031 0.868
Rahim 0.029 0.755
Yumurtalik | 0.029 0.873
Meme 0.037 0.792
Mesane 0.031 0.808
Kan 0.006 0.902
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada paklitaksel yiiklii folat reseptorii hedefli kat1 lipid
nanopargaciklar sentezlenerek [*°™Tc(CO)3(H20)s]* koru ile radyoisaretlenmesi
saglanmis ve biyolojik davranisi in-vitro ve in-vivo olarak incelenmistir.

Sentezlenen kati lipid nanopargaciklara aktif hedefleme Ozelligi
kazandirmak amacryla ilk olarak bir folat tiirevi Fol-PEG-CHEMS sentezlenmis
ve 'H-NMR analizleri ile yapis1 aydmnlatilmistir. Solvent difiizyon yontemi ile elde
edilen pargaciklarin sentezlenen folat tiirevi ile modifiye edilmesinin ardindan zeta
potansiyeli analizi yapilmis ve ylizey yiikii beklendigi gibi -33.9 mV bulunmustur.
Dinamik 1s1k sac¢ilimi analizi, TEM ve SEM goriintiileme ¢alismalart sonuglari
dogrultusunda pargacik boyutlarinin 50-150 nm arasinda oldugu belirlenmistir.

Caligmamizda ideal bir goriintiileme radyoniiklidi olan teknesyumun +4
yiikseltgenme basamaginda geleneksel kalay (II) kloriir indirgeme yontemi yerine
+1 ylikseltgenme basamagindaki Tc(I) trikarbonil koru tercih edilerek folat
reseptorlii hedefli kati lipid nanoparcaciklarin radyoisaretlenmesi saglanmistir.
Radyoisaretli kat1 lipid nanoparcaciklarin TLRC ve HPLRC yontemleri ile yapilan
kalite kontrolleri sonrasinda baglanma verimi % 90 olarak hesaplanmustir.

Bu galismada elde edilen **"T¢c(CO)3.SLN-PTX’ in biyolojik davraniglari
HeLa, MCF7 ve A549 hiicre hatlarn kullanilarak in vitro olarak
degerlendirildiginde;
[1 Aym derisimlerde paklitaksel ile karsilastirildiginda nanogram diizeyinde kati
lipid nanopargaciklarin kullanilan hiicre hatlar1 iizerinde belirgin bir toksik

etkisine rastlanmamustir.

[J Tim hiicre hatlarinda **"T¢(CO)3-SLN-PTX sisteminin hiicrelere baglanma

veriminin zamanla arttig1,

[ Yiiksek diizeyde folat reseptorii bulunduran HeLla hiicrelerinde en yiiksek,
diisiik diizeyde folat reseptorii bulunduran MCF7 hiicrelerinde daha az, folat-

reseptOrii negatif A549 hiicrelerinde en diisiik oldugu sonucuna varilmistir.

1 Elde edilen sonu¢ aynmi hiicre hatlar1 {iizerinde gergeklestirilen floresan

mikroskobu goriintiileri ile desteklenmistir.

¥MTc(CO)3.SLN-PTX’ in  biyolojik davramisi, folat reseptorii

doyurulmus ve normal olmak fiizere iki grup olusturularak disi Wistar Albino
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siganlar tizerinde biyodagilim ve gama kamera goriintiileme ¢alismalari ile in vivo
olarak belirlenmistir.

Biyodagilim ¢alismalar1 sonucunda folat reseptorii bulunan organlar igin
iki denek grubundaki tutulumlar karsilagtirildiginda nanoparcaciklara aktif
hedefleme 6zelligi kazandirma amacina ulasildigi goriilmistiir. Rahim, yumurtalik
ve memede normal denek grubundaki aktivite tutulumunun folat reseptorii
doyurma islemi yapilmis denek grubuna gore daha yliksek oldugu belirlenmistir.
Ayni zamanda FR doyurulmus grupta karaciger tutulumundaki artis kati lipid
nanoparcaciklarin normal denek grubunda retikiiloendotelyal sistem tarafindan
yakalanmadan kan dolagiminda daha uzun siire kaldigini ve spesifik organlara
yonlendirildigini desteklemektedir. Gama kamera ile goriintiileme ¢aligmasinda
Ozellikle 24. saatte elde edilen goriintiilerde, iki denek grubunda karaciger
tutulumundaki belirgin farklilik ayni sonucu desteklemektedir.

Bu c¢aligmada; goriintiilleme 6zelligine sahip ¢ok fonksiyonlu ayn1 zamanda
biyouyumlu ilag tasiyici sistem hazirlanmig in vitro ve in vivo ¢alismalarla folat
reseptorlil hiicre ve dokularda afinitesi saptanmistir. Bundan sonraki ¢aligmalarda
timorlii hayvan modeli tizerinde farkli uygulama yollari (deri alti, pulmoner, oral,
vb.) denenerek c¢alismalar yapilmasi, radyoisaretli ilag tasiyici sistemin tiimorli
dokulardaki tutulumunun ve klinikte kullanim potansiyelinin daha iyi

anlasilmasin saglayacaktir.
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