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OZET

RADYOAKTIF IYOD-131 ILE iSARETLI BLEOMYCIN-GLUKURONID'IN HUCRE
DUZEYINDE TERAPOTIK ETKINLIGININ INCELENMESI

Melis EDiZ, Haziran 2011, 61 Sayfa

Antikanser ajani olarak kullanilan Bleomycin (BLM) ilk olarak 1966 yilinda, Japon
bilim adami Umezawa ve arkadaslari tarafindan Streptomyces verticillus’in bir
mayalanma drini olarak izole edilmis dnemli glikopeptid yapili bir antibiyotiktir.
BLM’in iki trd vardir. Bunlar BLM A2 ve BLM B2'dir. Her ikisinin sitotoksik etkileri
DNA fragmentasyonuna neden olma yeteneklerinden kaynaklanir. Etki spektrumu
oldukga genistir. BLM baslica lenfosit kanseri olmak Uizere yassi epitel karsinomlari,
testis kanseri ve taban sigilleri gibi bircok hastalik cesidinde tedavi potansiyeline
sahiptir.

Yaptigimiz bu c¢alismanin amaci enzimatik olarak sentezlenen Bleomycin-
glukuronid’i (BLMG) ™'l ile isaretlemek ve isaretli bilesiklerin terapétik etkinliginin
insandan elde edilen PC-3 (prostat), Caco (kalin barsak), Hutu (ince barsak) ve
A549 (akciger) kanser hicre hatlari Uzerindeki inkorporasyonlari in vitro olarak
incelemek ve radyoisaretli bilesiklerin kanser hicreleri (Uzerindeki baglanma
verimlerini hesaplamaktir. Bunun igin ilk olarak UDP-glukuronil transferaz enziminin
yogun sekilde lokalize oldugu sigan karacigerinden izole edilen UDP-glukuronil
transferaz enzimi (UDPGT) ile BLMG enzimatik yolla sentezlenmis daha sonra,
HPLC yéntemi ile BLMG’nin izolasyon calismalari yapilmistir. Bir sonraki adimda **'|
ile isareti BLM ("*'I-BLM) ve BLMG'nin (*'I-BLMG) kalite kontrol calismalari
radyokromatografik yontem kullanilarak gerceklestiriimistir. Bu kapsamda yapilan
calismalardan "'I-BLM ve ®'I-BLMG igin baglanma verimleri sirasiyla % 90 ve
% 80 olarak bulunmustur. Daha sonraki adimda hicre kiltiri calismalarina
gecilmis, ™', ®'I-BLM ve ™'-BLMG’nin PC-3 (Prostat) kanser hiicrelerine
baglanma verimleri incelenerek optimum zaman, madde miktari ve spesifik aktivite
parametreleri belirlenmistir. Belirlenen optimum sartlar kullanilarak *'l, "*'I-BLM ve
®¥1.BLMG’nin Caco (kalin barsak), Hutu (ince barsak) ve A549 (akciger) kanser
hicre hatlari tGzerindeki baglanma verimleri incelenmis, deneysel verilerin tamami
GraphPad istatistik programi kullanilarak degerlendirilmis ve yorumlanmistir. Ayrica
BLM ve BLMG’nin PC-3 kanser hiicre hatti Gzerindeki sitotoksiteleri incelenmis ve
BLM ile BLMG FITC (fluorescein isothiocyanate) ile isaretlenerek PC-3 kanser hiicre
hatti Uzerinde floresan goéruntuleri alinmstir.

Sonug¢ olarak incelenen tim hicre hatlarindaki isaretli bilesiklerin tutulumlari
karsilastirildiginda *'I-BLMG’nin hiicrelerdeki tutulumunun "*'l-BLM’nin tutulumuna
gore yaklasik 5-6 kat fazla oldugu tespit edilmistir. Bu sonug¢ da, BLMG bilesiginin
konvansiyonel kemoterapétik ajan olarak kullanilan BLM’ye goére ¢ok daha etkili bir
anti-timor ajan olabilme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.

Ahahtar Kelimeler : Bleomycin, Bleomycin-glukuronid, I-131, Hucre Kultard.
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ABSTRACT

Bleomycin (BLM) which is used as an anti-cancer agent, was first isolated by
Japanese scientist Umezawa as a fermentation product of Streptomyces verticillus
and BLM is an important antibiotic which is in glycopeptide form. There are two
types of BLM. These are BLM A2 and BLM B2. Cytotoxic effect of both arises from
the ability of causing DNA fragmentation. Effect spectrum is quite wide. BLM has a
therapeutic potential in diseases such as lymphocyte cancer, platy ephitelia
carcinoma, testicle cancer and bottom wart.

The aim of our study is to radiolabeling Bleomycin (BLM) and Bleomycin-
glucuronide (BLMG) which is enyzmatically synthesized enyzmatically with "'l and
to investigate the incorporation of therapeutical activity of radiolabeled compounds
on PC-3 (prostate), Caco (large intestine), Hutu (small intestine) and A549 (lung) on
cancerous cell lines in vitro and measure the binding yield of radiolabeled
compounds on cancerous cells. Thus, firstly UDP-glucuronyl transferase enzyme
was isolated from rat liver and then, BLMG was enyzmatically synthesized using
BLM and UDPGT and isolation studies of BLMGwas carried out by using HPLC
method. In the latter step, quality-control studies of BLM and BLMG labeled with **'|
were carried out by using radiochromatographic method. In this context, it was found
that the binding yields were obtained to be % 90 and % 80 for "*'I-BLM and "I
BLMG respectively. Subsequently, cell culture studies were carried out and binding
yields of "', '-BLM ve ™'I-BLMG on PC-3 (prostate) cancerous cells were
investigated. Optimum time, the amount of matter and specific activity parameters
were determined. With using the optimum conditions, the binding yields of "'I, ™*'|-
BLM ve "™'-BLM on Caco, Hutu and A549 cancerous cell lines were investigated
and then, all of the experimental data were evaluated and interpreted by using
GraphPAd statistical program. Besides, cytotoxicities of BLM and BLMG on PC-3
cancerous cell line were investigated and BLM, BLMG were labeled with FITC.
Fluorescent images of BLM and BLMG were taken by focused on 100x and 10x,
respectively.

In conlusion when uptakes of radiolabeled compounds on all cell lines are
compared, it is found that uptake of "*'-BLMG on cells are 5-6 times higher than
uptake of "*'I-BLM. This result shows that BLMG has a much more efficient anti-
tumuor agent potential than that of BLM used as a conventional chemotherapy
agent.

Keywords: Bleomycin, Bleomycin-glucuronid, I-131, Cell Line.
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1. GIRIS

1.1 Genel Bilgiler Ve Yapiimig Caligsmalar

Kanser, birden fazla genetik ve epigenetik faktorin etkisiyle gok asamali olarak ve
kalitsal ya da sonradan kazanilmis mutasyonlarin somatik hiicrelerde birikmesiyle
ortaya cikan bir somatik genetik hastaliktir [1]. Normal vicut hicreleri sistemli bir
sekilde buydr, bolinir ve olir. Hayatimizin ilk yillarindan yetiskin oluncaya dek
normal hiicreler daha hizli bolinur. Yetigkinlige ulasiimasinin ardindan, pek ¢ok
dokuda hiicreler yalnizca 6len hiicreleri yenilemek ve yaralanmalari gidermek amaci
ile bélinmeye devam eder. Normal sartlar altinda, eger yeni hiicreler gerekmiyorsa
her hlcrenin icinde bulunan bazi mekanizmalar hlcreye boélinmesini durdurmasini
soyler [2]. Hiicreler bir taraftan programli 6lim ya da "apoptoz" denen olay ile yok
olurken, diger taraftan da blyime faktorlerinin etkisiyle ¢ogalir. Blyume faktorleri
normalde DNA'daki cesitli genlerin etkisiyle olusan proteinlerdir. Bu genler
mutasyona (degisime) ugrayarak hicrelerin asiri biyimesine sebep olurlarsa, o
zaman kanser olusur ve bu genlere de "onkogen" denir. Onkogenleri olusturan
mutasyonlar, karsinojen maddelerin, virlslerin ve x-isinlarinin etkisiyle meydana

gelir.

Kanser ¢ok onemli bir hastaliklar grubudur. Tedavisi ve tanisi birgok uzmanlhk
dallarinin igbirligini gerektirmektedir. Tedavisi gugtir ve erken tani énemlidir. Cerrahi
ve radyoterapi lokal tedavi yontemleri olup, onlarin arkasindan kemoterapi, hormon
tedavisi, lazer tedavisi ve biyolojik tedavi (imminoterapi) gibi sistemik tedaviler de

uygulanmaktadir [3].

Birgok antitimor ajan klinik olarak fayda saglasa da kanserli olmayan dokularda
olusan ilag kaynakl toksisite, terapodtik ila¢ konsantrasyonlarina ulasarak
engellenmesi gerekmektedir [4]. insan metabolizmasi igin dnemli bir hidrolaz sinifi
enzim olan B-glukuronidaz enzimi son yillarda bilim adamlarinin arastirma konulari
arasinda vyerini almistir.  B-glukuronidaz enzimi metabolizmada konjuge
glukuronidlerin lizozomal yikimindan sorumlu bir enzimdir. Yakin bir zamanda bu
enzimin, bazi hastaliklari teshis etmede, 6rnegin; lizozomal bellek rahatsizliklarinda,
kanserde ve viral enfeksiyonlarda énemli bir rol oynadi§i tespit edilmistir. TUmor

dokularindaki B-glukuronidaz aktivitesi histokimyasal olarak tespit edilebilmektedir.
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Ayni zamanda idrardaki B-glukuronidaz aktivitesi bosaltim sistemi ve diger
organlardaki kanser teshisi icin kullanilabilmektedir. Yapilan bilimsel bir ¢alismada
kanserli  hastalarin idrarlarinda  bulunan  B-glukuronidaz  enzimi  normal
insanlarinkinden daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu g¢alismada Uroloji Timér
Kliniginde bulunan 146 kanserli hastadan alinan idrar o&rnekleri alinarak
B-glukuronidaz aktivitesi 6lgilmis ve bu prosedire ek olarak hastalara biyopsi
yapilmig, radyografi ve tomografi gortntileri ¢cekilmistir. Yapilan deney sonucunda
kanserli  hastalardaki  B-glukuronidaz  aktivitesinin  normal insanlardaki

B- glukuronidaz aktivitesinden daha fazla oldugu kanitlanmistir [5].

Kanserli dokularda B-glukuronidaz enzim aktivitesinin ylksek olmasi glinimizde
kanserin teshis ve tedavisinde cesitli anti-kanser ilaclarinin bulunmasina ydnelik
bilim adamlarini c¢esitli arastirmalar yapmaya yoneltmistir. Bu arastirmalar
kapsaminda ylksek [-glukuronidaz aktivitesi olan kanser hicrelerine bazi
radyontiklidler ("I, ™I, ?°|, ®¥™Tc, vb) ile isaretlenmis bir glukuronid tiirevi bilesigin
secimli olarak gonderilmesi halinde, aglikonun toksisitesi ile radyonuklid’in yuksek
radyotoksisitesi birleserek kanser hicrelerinin etkili bir sekilde icten tahrip edilmesi
muamkun olabilecektir.

Literatiirde, B-glukuronidaz enzimin kanserli dokulardaki yliksek aktivitesinden yola

cikarak in-vitro olarak glukuronid bilesikleri sentezlenmis ve I

ile isaretlenmistir.
Daha sonra isaretlenen bu bilesiklerin terapétik potansiyelleri biyodagilim ve hicre
kultart calismalari ile desteklenmigtir. Farkli radyonuklidlerle isaretli BLM tlirevlerinin
kanserin teshis ve tedavisi Uzerine kullanim potansiyellerinin tespit edilmesine

yonelik bazi ¢calismalar bulunmaktadir.

Avcibasi ve arkadaslari tarafindan yapilan bir galismada BLM ve enzimatik olarak
sentezlenen Bleomycin-glukuronid’i (BLMG) ™'l ile isaretleyerek ve isaretli
bilesiklerin radyofarmasétik potansiyellerini nikleer teknikler kullanarak deney
hayvanlari (izerinde incelemislerdir. Bu calismanin sonucunda, 'l ile isaretli BLM
ve BLMG bilesiklerin 6zellikle testis ve prostatla ilgili kanserlerin teshis ve tedavisine

yonelik oldukca ylksek bir kullanim potansiyeline sahip olabilecegi bulunmustur [6].

Yousefnia ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada "’Lu ve anormal hiicre cogalmasi
karsiti antibiyotik (BLM)'nin ilging terapétik ozelliklerinden dolayi, '"Lu-BLM
terapétik bir bilesik olarak gelistirilmistir. Spesifik aktivitesi 2.6-3 GBg/mg olan """Lu
dogal ?®Lu den termal nétron akimi 4 x 10" ncm?s™ ile elde edilmistir. Uriin BLM
isaretlemelerinde  kullanilan  klorit formuna dénistiriimistir.  "’Lu-BLM’nin

radyokimyasal safligi 740 GBg/mmol aktivite ile ITLC (Instant Thin Layer



Choromatograpy) kullanilarak % 98 olarak optimize edilmistir. '""Lu klorit ve '""Lu-
BLM’nin siganlar Uzerinde yapilan biyodagilim ¢alismalarinda radyoisaretli bilesigin
birikiminin diger BLM isaretli bilesiklerde oldugu gibi daha ¢ok akcigerde ve dalakta
oldugunu gdstermistir. Sonug olarak '"’Lu-BLM’nin insanlarda bulunan kétli huylu
timorler igin iyi bir terapdtik ajan olduguna ve bilesigin etkinliginin cesitli tGmor

iceren modellerde incelenmesi gerektiginin sonucuna varilmistir [7].

Marx ve arkadaslari tarafindan yapilan bir in-vitro ¢alismada tiroid karsinoma (B-
CPAP) hiicreleri artan ™'l aktivite konsantrasyonlarinda 2 giin boyunca inkiibe
edilmistir. Hicre isinlamadaki degisiklik, nekroz ve apoptoz oranlari hemen ve

131 aktivite

Isinlamadan 2 gin sonra degerlendiriimistir. B-CPAP hicreleri
konsantrasyonunun atmasiyla azalma gostermistir. Isinlamadan hemen sonra
apoptoz tespit edilememistir. Isinlamadan 2 gin sonra apoptoza rastlanmistir.
Apoptozun tespit edildigi en disiik **'I konsantrasyonu 1 MBg/mL oranindadir. Daha
yiuksek aktivitelerde daha ylksek yuUzdelerde hicreler apoptoza ugrar fakat
konsantrasyon 10MBg/mL oldugu zaman bu oran diger. Ayni sekilde nekroz disik
31| konsantrasyonlarinda minimaldir ve ™'l konsantrasyonu 5-10 MBg/mL oldugu
zaman blyik bir artis gdsterir. Sonug olarak 'l in apoptotik ya da nekrotik hiicre
éliminin doza bagh oldugu bulunmustur. Yiksek "'l dozlarinin nekrotik etki

gosterdigi, dusiik "'l dozlarinin ise apoptotik etki gdsterdigi tespit edilmistir [8].

Bahrami-Samari ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada potansiyel terapotik DNA
ajani "**Sm-BLM gelistirimis ve tiimor (zerindeki calismalari foton emisyonu
tomografisi (SPECT) ile yapilmistir. '**Sm-BLM’'nin optimizasyonunda (oda
sicakliginda 4-8 saat), 0.1 mg BLM ve 740-3700 MBq 'SmCl; kullaniimis,
radyokimyasal safligi %98 olarak bulunmustur. HPLC’de spesifik aktivitesi 55
TBag/mmol'dir. 3Sm-BLM insandan alinan gogiis kanser hiicreleri fareye nakil
edilmis ve biyodadilim vyapilmistir. Alinan SPECT (Single Photon Emission
Computerized Tomograpy) goéruntilerinde, meme kanserli farelerin go6gus
bolgesindeki timorlerde tutulum oldugu agik¢a gortlmastar. Yapilan bu ilk calisma

%3S m-BLM’nin tlimérli dokularda énemli derecede tutuldugunu gdstermistir [9].

Glukuronidlerle yapilan bir calismada HuTu-80 hicrelerinden elde edilen UDP-
glukuronil transferaz (UDPGT) enzimi igceren mikrozom preparatlari ve UDP
glukuronik asit (UDPG) kullanilarak Urasil glukuronid’in enzimatik sentezi yapiimis
ve toplam %22.95 + 2.4 glukuronidasyon verimi ile iki farkli glukuronid tirevi elde
edilmistir. HPLC-MS ile yapilan yapisal analiz sonucunda urasil-N-Glukuronid (UNG)
ve Urasil-O-glukuronid (UOG) olarak tanimlanan glukuronid ligandlar manyetit bazli

nano-parcaciklara kovalent olarak konjuge olmus ve daha sonra '?°| ve ™| ile ayri
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ayri isaretienmislerdir. Hem '®| ve hem de "'l ile isaretli UOG ve UNG, HuTu-80,
Caco-2 ve PHIC normal insan barsak epitel hiicrelerine baglanmalari in vitro olarak
incelenmistir. PHIC normal insan barsak epiteli hicreleri ile HuTu-80 ince barsak
kanser hucreleri arasinda UNG ydninden bir fark gérilemezken UOG’nin hlicreye
ilgisi yonunden istatistiksel olarak anlamli bir fark gérilmustir. Elde edilen sonuglar
hem radyoiyod bagh glukuronid bilesiklerinin hem de radyoiyod isaretli manyetik
nano-parcaciklarin tedavi ve goérintileme etkinliginin 6n klinik dizeyde de

arastirilmaya devam etmesi agisindan umut verici gériinmusttr [10].

Zolghadri ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada "®*Ho’nin ve bir antikanser
ajani olan BLM’nin ilging terapétik potansiyellerinden dolayi (***Ho-BLM) bir terapotik
bilesik olarak gelistirilmistir. "®*Ho klorit termal nétron isimasi sonucu Ho(NO3)s'den
elde edilmistir. Yapilan optimizasyon c¢alismalarinda ITLC ve HPLC sonuglarina
gore Ho-166'nin radyokimyasal safligi %94-97 arasinda bulunmustur. "®*Ho klorit ve
Ho-166-BLM’nin  siganlar Gzerinde vyapilan biyodadilim sonuglarina goére
radyoisaretli bilesigin en fazla tutulum gdsterdigi organlarin akciger, karaciger ve
dalak oldugu anlasilmistir [11]. Yapilan bir calismada, BLM ve BLMG *™Tc
radyonuklidiyle isaretlenmis ve nukleer teknikler kullanilarak bu bilesiklerin
radyofarmasotik potansiyelleri deney hayvanlari Uzerinde arastiriimistir. Deney
hayvanlari Gzerinde yapilan biyodagilim ve sintigrafi ¢caligmalarinin sonucunda her
iki isaretli bilesigin radyofarmatik potansiyellerinin birbirinden farkli oldugu, *°™Tc-
BLM icin en fazla tutulumun karaciger, omurilik ve dalakta, 9MTc-BLMG icin ise
bdbrek, kalinbarsak ve omurilikte gergeklestigi ve biyodagilim ¢alismalarinin alinan
sintigrafi calismalariyla desteklenmesi sonucunda, *™Tc-BLM kompleksinin
karaciger, omurilik ve dalaga; 9mTC.BLMG kompleksinin ise bobrek, omurilik ve

kalinbarsaga spesifik olabilecegi 6ngoéralmustur [12].

2. RADYASYON

Radyasyonu, en temel anlamda “ortamda yol alan enerji” olarak tanimlamak
mumkindir ve bu kapsamda dodal ya da yapay radyoaktif cekirdeklerin kararl
yaplya gecebilmek icin disari saldiklari hizli pargaciklar ve elektromanyetik dalga
seklinde tasinan fazla enerjileri de “radyasyon” olarak adlandirilir [13]. Radyasyonlar
genellikle dogal ve yapay olmak Uzere iki grupta degerlendirilir. Dogal radyasyonlar
dinya’nin kendi yapisindan, atmosfer ve glnesin yer aldigi uzaydan gelen
radyasyonlardir. insan yapimi arag, gereg ve sistemler araciligiyla elde edilen
radyasyon Ureten kaynaklar ise yapay kaynaklar olarak tanimlanmaktadir.

Radyasyonlar da kendi aralarinda iyonlastirici ve iyonlastirici olmayan radyasyonlar
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olmak Uzere iki grupta incelenmektedir. Madde ile etkilestiginde elektrik yUklu
parcaciklar veya iyonlar olusturan x-isinlari ile radyoaktif maddelerden yayilan alfa,
beta, gama 1sinlari gibi radyasyonlar iyonlastirici radyasyon olarak tanimianir.
iyonlastirici radyasyonlar da kendi aralarinda dalga ve pargacik 6zelligi gdsteren
olmak Uzere iki grupta incelenmektedir (Cizelge 2.1). Dalga 6Ozelligi gOsterenler
radyasyonlar x- ve gama isinlaridir. Parcacik 6zelligi gosteren radyasyonlar ise alfa

ve beta parcaciklaridir.

Dalga 6zelligi gésteren x- ve gama isinlari madde veya vicuttan rahatlikla gectikleri
icin i¢ radyasyon tehlikeleri yoktur. Alfa ve beta pargaciklari da kitleleri agir oldugu
icin havada uzun bir yol kat edemezler ve pratikte i¢ radyasyon tehlikesi
olusturmazlar. Ancak solunum, sindirim veya yara yoluyla bu parcaciklarin vicut

icerisine alinmasi ciddi i¢ radyasyon tehlikelerine neden olabilir.

Elektromanyetik dalgalarin timinin dalga boylarina ve enerji duzeylerine gore

siniflandirildidi tabloya elektromanyetik spektrum adi verilmektedir (Sekil 2.1) [14].

Radyn dalgalan
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lyenlastirmayan Radyasyonlar

Sekil 2.1 : Elektromanyetik Spektrum [14].

Radyasyonu tanimlamada ¢ ana parametre kullanilir. Bunlar;

- Enerjisi (duslk ve ylksek enerjili radyasyon )



- TUr0 (pargacik radyasyonu ve elektromanyetik radyasyon)

- Kaynagi (dogal ve yapay radyasyon kaynaklari)

Cizelge 2.1 : Radyasyon Cesitleri [15].

Radyvasyon
h J r
Parcacik Elektromanyetik
Radvaswonu Radvasyonu
¥ X ! \
alfa Beta Nitron (rama X isimlar Mar Glriinilr Eizl Radyo
Stesi 15k Besi dalgalari

Yuiksek enerjili radyasyon iyonize radyasyon olarak da tanimlanir ve atomdan
elektron koparabilen dolayisiyla atomu iyonize edebilen radyasyon turtdir. Bunlar:

a, B, y ve x-isinlarrdir.

2.1. a Bozunmasi

Kararsiz agir cekirdekler genellikle a parcacig§i dedigimiz, yani bir *“H cekirdegi
atmak suretiyle bozunur. Yani 2 nétron ile 2 protonunu disariya salar. a- bozunmasi
yapan c¢ekirdeklerden salinan a parcaciklari gekirdek disina buyulk kinetik enerjilerle
salinmaktadir. a- pargaciklarinin bu kinetik enerjileri yaklasik 2 MeV ile 11 MeV

arasindadir.

2.2 8 Bozunmasi

Radyoaktif ¢ekirdeklerin buyik cogunlugu beta bozunumu yaparak kararli hale
gecebilirler. Hem hafif hem de agir aktif gekirdeklerde gorilebilen bu bozunmalarin
yaklasik 1/3’ G saf B bozunumudur. Diger 2/3 oranindaki bozunmalarda B partikdl
enerjisi ile birlikte y foton enerjisinin de ¢iktigr gézlenir. Eger c¢ekirdegin karasizligi
ndtron ve proton sayilarinin farkli olmasindan ise 3 bozunumu yapar. 3 pargaciklari,

a pargaciklarinin aksine her bozunmada farkli enerjilere sahip olmaktadir [16].



131
SSI

0.7728 Mey
P

06870
0.6370
0.4048

0.3544
0.2

0.163%
0.0%01
0.0

Sekil 2.2 : "®*'I'in bozunma semasi [17].

Ornegin ™'l in B~ bozunmasi sonucunda *'Xe (iriin gekirdeginin 5 degisik uyariimis

¥ bozunma

enerji duzeyi olugsmaktadir. Bu bozunma sirasinda yukaridaki
semasinda goéruldigu gibi 5 farkli enerjide B 1sin1 salinmaktadir. Fakat bunlardan %
90,4 olasilikla gerceklesen 364 KeV'lik 1sima gdz oniine alinir. *''e ait bozunma

semasi Sekil 2.2'de verilmistir.

2.3 Gama Iginlan

Gama isinlari, elektromanyetik spektrumdaki en kisa dalga boylu ve en fazla eneriili
elektromanyetik radyasyonlardir. Gama isinlarinin kaynagi esas olarak atom
cekirdekleridir. Uyarilmis bir ¢ekirdek yUksek enerji dederine sahip olur ve gama
yayimi yaparak fazla enerjisini disari verir y 1sinlarinin enerijileri yaklasik 10 KeV ile

10 MeV arasinda degisim gostermektedir.

2.4 x-Isinlari

X-1ginlarinin  esas kaynagi atomlarin yéringe elektronlaridir. Gama 1ginlarinin
enerjisinden biraz daha disik enerjili elektromanyetik radyasyonlardir [18]. Bir
atoma disaridan gelen veya gdénderilen yiksek enerjili elektronlar o atomun ilk
yoérungelerinden elektronlar koparirlar. Atomdan kopan bu elektronlarin yerine daha
yuksek dizeylerden (Ust yoéringelerden) elektronlar atlayarak kopan elektronun
yerindeki boslugu doldururlar. Bu sirada ortaya ¢ikan enerji fazlahgi x-isini seklinde

disari salinir [19].

Her bir iyonlastirici radyasyonun madde igersindeki giricilikleri farkhdir. Sekil 2.3’de

iyonlastirici radyasyonun giricilikleri gosterilmistir.
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Sekil 2.3 : Iyonlastirici radyasyonun giricilikleri [19].

Dusuk enerjili ya da iyonize olmayan radyasyon ise etkilestigi materyal igindeki
atomlari yeteri kadar enerjisi olmadigi igin iyonize edemez ve sadece uyarmakla
yetinir. Mikrodalgalar, gorinir 1sik, radyo dalgalari, kizilétesi ve (¢ok kisa dalga
boylari haric olmak Uzere) mordétesi 1sik iyonize olmayan radyasyona Ornektir.
Elektromanyetik spektrumu olusturan butliin radyasyonlarda enerji, ylksiz ve
kiutlesiz fotonlar tarafindan tasinmaktadir. Eger iyonize edici elektromanyetik
radyasyon cekirdekten yayimlaniyorsa gama, yoéringeden yayimlaniyorsa x 1Sini

adini alir.

2.5 Radyasyonun Saptanmasi

Radyasyon bir enerji oldugu icin saptanmasinda madde ile etkilesimi temel alinir.
Farkh olcim prensiplerine sahip detektérler mevcut olup en sik kullanilanlari

asagida belirtildigi gibidir.
2.5.1 Gaz iyonizasyonunu Tespit Eden Detektorler

En sik kullanilan detektor tipidir. Radyasyonun detektdérde bulunan havayi ya da
Ozel gazi iyonlastirmasi ve uygulanan voltaj ile bu iyonlarin bir elektrik akimi
olusturarak bu akimin bir sinyal olarak kaydedilmesi esasina dayanir. iyon odalari,
Geiger-Muller (GM) cihazi ve orantili sayaclar bu tip detektorlerdir, ancak gaz

¢arpim katsayilari farkhidir.



2.5.2 Kati Dedektorler

Silikon ve germanyum gibi maddeler kullanilir. Bu maddelerle etkilesen radyasyon
belirli dalga boyunda isik sagihmina neden olur. Isigin yogunlugu ile orantil

elektriksel akim olugur ve sinyal olarak kaydedilir.

2.5.3 Sivi Sintilasyon Sayaclan

Burada radyasyon detektordeki sintilasyon sivisindaki molekdilleri uyarir. Uyariimis
molekdller eski hallerine dénerken foton yayarlar. Olusan foton miktarinin radyasyon

miktari ile orantil olmasindan él¢iimde yararlanilir.

2.5.4 Floresan Ekranlari

Radyasyonun bu tip detektorlerde kullanilan floresan maddelerle etkilesiminden
sonra floresan molekiillerin baslangi¢ hallerine dénerken goériinen i1sik yaymasi ve

yayilan is1gin radyasyon miktari ile orantili olmasi prensibinden yararlanilir.

2.6 Radyasyon Kaynaklari

Yerylzundeki tim canlilar ve cansizlar havada, suda, toprakta, hatta kendi viucutlari
icerisindeki dogal radyasyon kaynaklari ve bunlara ek olarak insanlar tarafindan

Uretilen yapay radyasyon kaynaklarinin her giin isinimina maruz kalmaktadirlar.

17 %
49% @ Kozmik
m Gama Iginlan
[x]
13% OVicut Igi Isinlanma
O Radon

Sekil 2.4 : Dogal radyasyon kaynaklarindan maruz kalinan radyasyon dozlarinin

oranlari [20].

Havadaki dogal radyasyon, ya yeryizindeki gesitli catlaklardan g¢ikan radyoaktif
gazlardan 6zellikle de radon gazindan ya da kozmik isinlardan kaynaklanmaktadir.
Bilhassa deniz asiri yapilan ugak yolculuklarinda kozmik isinlara daha ¢ok maruz

kalinz. Topraktaki radyoaktivite ise uranyum, toryum ve bu radyoizotoplarin
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bozunum serilerinde yer alan diger radyoaktif maddelerden kaynaklanir. Sudaki
radyasyon, gerek havadaki gerekse topraktaki bu radyoaktif kaynaklarin su ile
etkilesiminin  bir sonucudur. Vicudumuzda da bazi radyoaktif maddeler
bulunmaktadir. Bunlar iginde en énemlileri “°K, >®Ra ve "C'tiir. Yapay radyasyon
insanlar tarafindan cesitli amaclarla Uretilmis radyoaktif izotoplarin kullanimindan
kaynaklanmaktadir. Bu radyasyon kaynaklari tedavi amagli olarak radyoterapide,
teshis amacli olarak ise rontgen, tomografi ve sintigrafi ¢cekimlerinde yaygin olarak
kullaniimaktadir. Ayrica endustride kalite kontrol, gida sektériinde Urinlerin raf
omrind uzatmak icin sterilizasyonda ve nukleer reaktérlerde enerji Uretiminde
radyoaktif maddelerden faydalaniimaktadir [15]. insanlar tim yasamlari boyunca
radyasyonla i¢ igce olmuslardir. Radyasyon kaynaklari var oldugu muiddetce
radyasyon olacak ve bundan kacinmak mimkin olmayacaktir. 19. ylzyilin sonlarina
dogru x 1sinlari ve radyoaktivitenin kesfiyle birlikte tibbi ve endustriyel alanlardaki
kullaniminin ginimuize kadar giderek artan bir hizla yayginlasmasi radyasyonu
yasantimizin ayrilmaz bir pargasi haline getirmigtir. Radyasyon teknolojisi toplumsal
yasami kolaylastirmasinin yaninda maruziyete bagh birgcok saglik sorununu da

beraberinde getirmigtir [20].

2.7 Radyasyonun Biyolojik Etkileri

2.7.1 Radyasyonun Doku/Organ Diizeyine Etkisi

Radyasyonlarin biyolojik etkileri, radyasyonun doku icinden gecgerken, dokuyu
olusturan veya dokuda bulunan atomlarin uyariimasi, iyonlasmasi veya molekiler
yapilarin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan etkilerdir. Radyasyonun biyolojik agidan iki
tir etkisi bulunmaktadir. Bunlar sirasiyla somatik ve genetik etkilerdir. Somatik
etkiler, radyasyon ile etkilesen kisi veya Kisilerin bizzat kendisinde olusan etkilerdir.
Genetik etkiler ise radyasyonla etkilesen kisi veya kisilerde degil de daha sonraki
nesillerinde ortaya ¢ikan etkilerdir. TUm vicudun veya blyuk bir bélimunin yiksek
dozlarda radyasyona maruz kalmasi sonucu ortaya ¢ikan etkiler radyasyonun akut
veya ani etkisi olarak adlandiriir. Bu tlr radyasyon etkilesmesini izleyen
donemlerde, maruz kalinan radyasyon dozunun blyukligine bagh olarak farkl
etkiler olusabilir [14]. Radyasyona maruz kalan kisinin edindigi 1 joule/kg'lik eneriji
miktarina uluslar arasi edinilmis doz birimi olan Rad veya Gray (Gy) adi verilir.
Radyasyonun etkileri maruz kalinan akut doz miktarina gére degisir [21]. Bir
radyasyonun biyolojik etkisinin sadece absorplanmis radyasyona degil ayni
zamanda RBE'’sine de (250 keV’lik 1sinimin olusturdugu biyolojik etki standart

degeri) bagli olmasi, REM denilen bir birimin tanimlanmasina neden olmustur.
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Tanim olarak 1 Rem, 1 Réntgen’lik x veya gama radyasyonun olusturdugu biyolojik

etkinin aynisini olugturan herhangi bir radyasyonun miktaridir. S| yeni birimler

sisteminde doz egdegeri olarak Rem karsiligi Sievert (Sv) kullanilir. 1 Sv=100

Rem’dir [16]. Tim vicut 1sinlamalarinin insanlarda olusturabilecegi etkiler Cizelge

2.2'de verilmistir.

Cizelge 2.2 : Tim vicut 1sinlamalarinin insanlarda olusturabilecegi etkiler [14].

Doz (Rem)

Gozlenen Kilinik Etkiler

(1rem=0.01Sv)

0-25 Gozlenen klinik etki yok
25-100 Kan tablosunda meydana gelebilecek degisiklikler disinda gézlenebilen etki
yok
100-200 Yorgunluk ve istahsizlik

Mide bulantilari ve 3 saat iginde kusmalar

Kan tablosunda orta derecede degisiklikler

Kan yapici organlar disinda birkag hafta icinde iyilesme
2000 - 600 2 saat veya daha kisa surede kusmalar (300 Rem ve Uzerinde doz
alanlarda)

ic kanamalar ve enfeksiyon

Kan tablosunda buyUk degisiklikler

2 hafta icinde sa¢ dokilmesi (300 Rem ve Uzerinde doz alanlarda)

Alinan radyasyon dozuna bagli olarak bir ay ile bir yil arasinda % 20 - % 100
iyiesme.
600 — 1000 1 saat veya daha kisa sirede kusmalar

Kan tablosunda biyik degisiklikler

2 ay icinde % 80 - % 100 oraninda 6lUim gerceklesecek.

2.7.2 Radyasyonun Molekiiler/Hiicresel Diizeye Etkisi

iyonlastirici radyasyon ya direkt olarak DNA zincirinde kiriimalar olusturur ya da

hicre icindeki molekullerle etkileserek oksijen radikalleri olusumunu saglar ve bu

oksijen radikalleri DNA bilesenleri ile etkileserek zincirde kirilmalar (baz hasari, tek

ve cift zincir kirlmalari) ve didger tip bozulmalara yol agarlar. Her hicre tipinin

radyasyona duyarlihgi farkhdir. Sik bélinen hicrelerin (over ve testisin germinal

hicreleri) duyarliigi fazla iken, bolinmeyen hicrelerin (Karaciger, Bobrek, Kas,

Sinir hicreleri) duyarhih@ daha azdir [13].

Canl sistemi etkileyerek onda biyolojik hasarlar olusturacagi disinulen her fiziksel

ve kimyasal etmen icin, etki mekanizmasiyla ilgili géz 6nune alinacak oncelikli
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husus, canli yapinin ylksek oranda su icermesidir. Bu nedenle radyasyonun canli

sisteme etkisini direkt ve indirekt olarak ayirmak mimkuindur.

Radyasyon enerjisi 6zellikle DNA gibi cok énemli bir makromolekilde veya RNA'ya
da 6zel bir enzimde yani bir 6zel biyolojik yapida bir fiziksel olaya neden olmussa bu
etkiye radyasyonun direkt etkisi denir. Eger radyasyon enerjisi biyolojik molekil
tarafindan degil, o biyolojik yapinin iginde bulundugu basta su molekuli olmak tzere
diger ortam molekiilleri ile etkilesmeye girmisse, biyolojik molekil bu olaydan
indirekt etkilenecegi icin, bu tip etkilenmeye radyasyonun indirekt etkisi denir.
Radyasyon enerjisinin  su molekili ile etkilesmesi, yani su molekillerinde
iyonizasyona veya eksitasyona neden olmasi yiiksek bir olasiliktir. Bu olay 1072 sn’

den de kisa bir stirede ve

iyonizasyonla; H,O —> H,0" + €

Eksitasyonla ; H,O—» H,OO —» H + OH

seklinde baglayan cok aktif hidrojen ve hidroksil radikallerinin olusmasina neden
olur. Ayrica ortamda oksijenin miktariyla dogru orantili olarak H,O, ile HOy
(hidroperoksit) gibi aktif yapilarin varhdi da goértlir. Serbest radikaller, genellikle
elektriksel agidan ylksUz yapilar olup, dis yoéringelerinde eslesmemis elektrona
sahip atom ya da molekdillerdir. Bu nedenle kimyasal olarak son derece aktiftirler,
ortamdaki diger atom ya da molekdllerle reaksiyona girerek kararli hale gegme
egilimindedirler. Bu asamada reaksiyona girdigi molekil 6rnegin DNA ise, bu
molekilde tahripkar bir etkiye sebep olmasi muhtemeldir ve indirekt bir etki seklinde
baslayan olaylar, biyolojik bir hasara neden olacaktir.

DNA molekilinin hicre faliyetlerini  yonettigi ve kalitsal direktiflerin  DNA
molekilinde oldugu bilinmektedir. Bu nedenle radyasyonun DNA ya olan etkisi
diger molekdllere oldugundan ¢ok daha fazla énem tasir. Hiicrenin esas yapisini
icindeki proteinler olusturur. Proteinlerin yapiminda diger nikleik asit RNA’da 6nemli

bir rol oynar.
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l Zayf H Baglan

Sekil 2.5 : DNA molekulindn yapisi

DNA’nin ayni eksen etrafinda dolanmis sarmal iki diziden olusur. Sarmalin iki
kenarinda fosfat ve deoksiriboza (seker) bagli purin (Adenin ve Guanin) ile pirimidin
(Timin ve Sitozin) bazlari bulunur. Karsilikh iki dizide bir plrin karsisina mutlaka
uygun pirimidin bazi gelir. Radyasyonun DNA’y1 etkilemesinin radyasyonun dozu ve
hlcrenin gekirdegindeki durumui ile ilgili oldugu bilinmektedir. DNA Gzerinde kalici bir
hasarin meydana gelmesi icin bu doz 1000 cGy Uzerinde olmasi gerekmektedir. Bu
degerlerdeki radyasyon DNA’ da zincirlerin kirllmasi, denatlirasyon bdlgelerinin
olusmasi, baz hasarlari ve baz kayiplari ile ¢apraz baglanma gibi olumsuzluklara

yani hasarlara sebep olmaktadir [16].

2.8 Radyofarmasoétikler

Yapisinda bir radyonuklid bulunduran, nukleer tipta hastaliklarin tani1 ve tedavisinde
kullanilan radyoaktif bilesiklere radyofarmasotik denir. Kullanilan
radyofarmasétiklerin = %95’i tani, %5’i tedavi amacghdir. Bir radyofarmasotik
radyonuklid ve farmasoétik olmak Uzere iki bilesenden meydana gelmektedir. Bir
radyofarmasétigin - tasariminda, oOncelikle dikkat edilmesi gereken husus,
radyofarmasoétigin - segilecek organin fizyolojisine uygun olmasidir. Uygun
radyonuklidin segilen bilesige kimyasal olarak baglanmasina isaretleme adi verilir.
ideal bir radyofarmasétik, hastanin mimkiin olan en disik radyasyon dozunu
alabilecegi sekilde tasarlanmalidir. Genellikle eser miktarda kullanildiklari igin
farmakolojik etkileri yoktur [22,23].

2.8.1 On-ilag (Produg)

ila¢ hedeflendirilmesi, farmakolojik etken maddenin etki veya absorpsiyon bdlgesine

secici olarak ydnlendiriimesi olup, hazirlanan preparat etken maddeyi tasiyan 6zel
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bir yapidir. Hedef 6zel bir organ, hiicresel bir yapi veya intraseliller bir yapi

olabilmektedir.

Vucutta belli odaklarda ilacin segcici olarak taginmasinin 2 yasamsal yarari vardir.

1) ilacin, etki bélgesi veya bolgelerinde, istenen hizda etkinligi bakimindan en uygun
etkilesmeyi saglamaktadir.

2) Buna esdeger 6nemde olan ikinci yarari ise, etken maddenin dozunun azaltiimasi
ve etken maddenin sadece hedef organa dagilimiyla siniflandirilmasidir. Boylece
olusabilecek yan etkiler minimuma indirilebilecektir.

Hedeflendirme basamaklari

-ilacin secici olarak hedef bdlgeye girisi

-O bolgede tutulmasi

- llacin etkinligi

-Uygun dozu uygulama sikhgi ve surenin ayarlanmasi seklindedir.

insan bedeni bir seri anatomik kompartmanlara ayrilmaktadir. Dokular, hiicreler,
hdcre ici yapilar seklindeki bu kompartmanlar birbirlerine fiziksel gecis yollari ile
baglanmaktadir. Yine fonksiyonel olarak bu kompartmanlar birbirleriyle biyokimyasal
mediatorler aracihdr (6rnegin hormonlar) ile iletisim kurmaktadirlar. Bu fiziksel ve
kimyasal iletisimler, bolgeye 6zgl ila¢c tasinim sistemlerinin, tasarimlanmasindaki
yeni imkanlara olanak saglamaktadir. Hedeflendirmenin tedavideki yeri aciktir. ilag
istenen bolgeye gdénderilir. Bdylece diger dokularda yan etkiler ve istenmeyen
reaksiyonlar olugsmaz. Kanser kemoterapisi ila¢ hedeflendirmenin &énemli yarar
saglayacagi bir ornektir. Antitimoér ajanlarin etkileri segici olmamalarina karsin
surekli  kullaniimaktadir. ilag hedeflendiren sistemlerde etkin ila¢ gelistirimesi
seciciligi arttiracak olan uygun mekanizmalarin anlasiimasina baghdir. Bu
mekanizmalar, biyokimyasal ve immunolojik, hicre biyolojisi ve kolloid bilimi gibi

multidisiplinli gruplarda galismayi gerektirir [24].

2.9 Bleomycin (BLM)

Bleomycin (BLM) ilk olarak 1966 yilinda, Japon bilim adami Umezawa ve
arkadasglari tarafindan Streptomyces verticillus’in bir mayalanma Uriini olarak izole
edilmistir (Sekil 2.6) [6]. Anti-kanserojen ajan olarak kullanildiginda baslica A,
(%65), B2 (%30) kemoteropik formlarinda bulunmaktadir. BLM basglica lenfosit
kanseri olmak Uzere yassi epitel karsinomlari, testis kanseri ve taban sigilleri gibi
birgok hastalik ¢esidinde tedavi potansiyeline sahip olup, sitotoksik etkiye sahiptir
[25]. BLM DNA’'ya baglanarak purin ve pirimidin bazlarinin ayrilmasina sebep

olmaktadir, bunun yaninda DNA sentezini inhibe ederek, az bir derecede de RNA ve
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protein sentezinin inhibusyonuna neden olmaktadir. BLM molekiler oksijen ve
demirli kompleksler olusturarak DNA kirilmalarina neden olabilir. Bu etki
radyasyona benzer bir etkidir. Hibrid hiicre kullanilarak yapilan ¢alismada gama
radyasyon ve BLM dozunun artiriimasina paralel olarak ortamda yasayan hicre
sayisinda azalma olmaktadir [26]. En sik lenfomalarda ve bas boyun kati
timorlerinde kullaniimaktadir. intraplevral olarak uygulanan BLM’nin %31-85
arasinda basari sagladigi bildiriimektedir. Orta dereceli ates, lokalize gégus agrisi
ve gastrointestinal sistem sikayetleri gibi yan etkilere yol acan BLM, plevra
boslugunda sinirli emilimi nedeniyle hastalarda az oranda sistemik toksisiteye yol
acar. Iimmin sistemi bozuk olan hastalarda veya eszamanli kemoterapi

uygulamalarinda guvenli bir sekilde uygulanabilir [27].

NH,
HyN NH NH, OH
Tr o
0 0 k/NH OH
NEZY S o)
e | NH

HoN o™ : "/OH
CH, o 5
Y / S o} CH; HN o H\\‘.
N H HO b
S
HO CH © or \L(
s N
Ay: R= NHCHQCHZHZC—S\ B,: R=NHCH,CH,CH, H3C_NH<
CHj NH;

Sekil 2.6 : BLM A, ve BLM B,’nin kimyasal yapisi [6].

2.10 Kromatografi

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz olmak
Uzere birbirleriyle karismayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi, taninmasi ve
saflastiriimasi yontemlerinin genel adidir. Cesitli maddelerin hareketli faz yardimiyla,
sabit faz Gzerinde, degisik hizlarla hareket etmeleri veya slriklenmeleri esasina

dayanir.
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2.10.1 Yuksek Basingh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC, ayni drnek icinde bulunan ve sivi iginde ¢dziinmeyen bilesikleri ayirma, tespit
etme ve dlgcme yetenegdine sahiptir. Bugun eser miktardaki bilesikler kolaylikla tespit
edilebilir. Bir sivida ¢ézinmis ayrilacak bilesenler, bir kolon igerisinde bulunan
genellikle kati bir destek Uzerindeki sabit faz ile farkl etkilesmelere girerek, kolon
icinde degisik hizlarda ilerler. Kolonu degdisik zamanlarda terk ederler ve bdylece
birbirlerinden ayrilirlar. Burada tasiyici faz olan sivi, pompalarla kolona
basildigindan ylksek akis hizindadir. Bu nedenle ayirma daha kisa slirede ve tam
olarak gerceklesmektedir. Ayrilan bilesik, kolon ¢ikisina baglanan uygun bir
dedektorle tesbit edilip miktariyla orantili olarak kaydedilir. Ylksek hizda
gerceklestirilen ayirmalarin yapildi§i sivi kromatografi sistemlerine, Yiksek Basing
Sivi Kromatografi (HPLC) denir [28]. Boyle bir HPLC cihazi Sekil 2.7’de

gOsterilmistir.

Sekil 2.7 : HPLC cihazi

2.10.2 ince Tabaka Radyokromatografisi (TLRC)

ince tabaka kromatografisi bir kati—sivi adsorpsiyon kromatografisidir. Adsorban
madde olarak (alumina, slika jel, seliloz vb) kullanilabilir. Bu yontemde hareketli
fazin sabit faz tzerinden ilerleyisi asagidan yukari dogru olur. Coéziicu kilcallik etkisi
ile icerisine daldirilan ince tabaka plakasi Gzerinde yurir. Bu islem sirasinda
plakanin alt kesimine bir damlalikla damlatiimig olan karigimida farkh hizlarla yukari
dogru surlkler. Ayirm bu sekilde saglanmis olur. YUriGme hizi maddenin ve
¢6zgenin polarhdina baglidir. Kromatografisi yapilacak olan madde bir damlalik

yardimiyla plagin alt tarafindan yaklagsik 1.5-2 cm yukarisina damliatilir.
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Kromatografide kullanilan tanklar adzi iyice kapanan ¢ukur, cam kaplar olmalidir. Bu
kaplarin atmosferlerinin ¢bzicl buhariyla iyice doyurulmasi gerekir. Aksi taktirde
maddelerin ayrilmasi iyi gerceklesmez. Cozucu tanklarinin igine ¢ézucu tabandan 1-
2 cm yukseklige kadar konur daha sonra damlatma yapilan plakalar tanka
damlatilan noktaya temas etmeyecek bicimde yerlestirilir. Plakalarin Gzerindeki
madde karisimlari birbirlerinden farkli hizlarla ylikselmeye baslarlar. Ayrilma ¢ok
yavassa kullanilan ¢oziicu degistirilebilir. Polar olmasi beklenen maddeler i¢in polar

¢oziculer kullanihr [29].

2.11 iyod ve iyod’un Radyoaktif izotoplari

Dogal iyod, Bernard Courtois tarafindan 1811 yilinda suda ve su yosunu kilinin
belli kisimlari ¢dziilerek kesfedilmistir. iyod, eflatun-siyah kristalli ametal bir katidir.
Temelde kararl iyod-127 olarak dogada bulunur. Kararl iyod, su yosunlari ve
suingerler tarafindan sindirildiginden dogada deniz suyu, su yosunlari, siingerler ve
diger materyallerde mevcuttur. Baglangicta kati olan iyod, sivi fazini olusturmaksizin
gaz faza dogrudan gecebilen ender bir sublimlesme 06zelligine sahiptir. Oda
sicakliginda renkli buharlarina déntserek sublimlesir. Bu buhar goézleri, burunu ve
boJazi tahris eder. Iyod, alkolde ve suda ¢oziinir. Kaynama noktasi 184,3 °C’dir.
iyod, kolayca diger kimyasallarla reaksiyona girer. izotoplari, saf element
cekirdeklerinden ziyade bilesiklerde bulunur. iyodun hem radyoaktif hem de
radyoaktif olmayan izotoplari vardir. Bunlardan iyod-129 ve iyod-131, ¢evredeki en
onemli radyoaktif izotoplardir. Dogal olarak radyoaktif iyod-129, atmosferin Ust
katmanlarinda ylksek enerjili parcaciklarin ksenonla etkilesimiyle olusur. Cevrede
kararli iyod-127’nin radyoaktif iyod-129’a orani 10 milyonda 1’den daha fazladir.
Radyoaktif iyod-131, 1930 yillarinin sonunda California Universitesi'ndeki (Berkeley)
Glenn T. Seaborg ve John Livingood tarafindan kesfedilmistir. Hem iyod-129 hem
de iyod-131, nlkleer reaktorlerin calismasi sirasinda uranyum atomlarinin
fisyonuyla ve nikleer silahlarin patlamasindaki pliitonyumla dretilir. iyodun
radyoaktif izotopunun niikleer fisyon tarafindan Uretimi su sekilde olur: U-235 atomu
(ya da diger boltnebilir ntklidler) fisyona ugradiginda genellikle asimetrik bir sekilde
yaklasik 90-140 arasinda kitle numarasina sahip fisyon Urinleri olan iki buyuk
pargaya ve 2 ya da 3 ndtrona bdliinir. iyod-129 ve iyod-131 bu tiir olan iki Grindr.
iyod-129'un fisyon verimi yaklasik %1 ve iyod-131’in fisyon verimi %3’e yakindir.

Yani, 100 fisyon basina yaklasik bir iyod-129 atomu ve ¢ iyod-131 atomu uretilir.

iyod-129, yaklasik 16 milyon yillik yari émre sahip beta pargaciklari yayinlayarak

bozunur. Diger iyot radyoniklidlerinin yari émirleri 60 ginden azdir. Iyod-131,
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8 glnlik bir yari 6mre sahiptir. Bazi iyod izotoplari teshis amaci ile gortintiilemede
yaygin olarak kullaniimaktadir (iyod-131, 1-125, 1-124 ve 1-123) [-123 ve |-124 gibi
iyod izotoplari tibbi gérintileme ve teshiste kullanilir, fakat genelde bunlar ¢ok kisa
yariomurli olduklarindan dolayi ¢cevrede bir problem yaratmazlar. Radyoaktif iyodlar
kararl iyod ile ayni fiziksel 6zelliklere sahiptir. Bununla beraber, radyoaktif iyodlar

zamanla bozunur [30].

2.11.1 iyod-131 (**"I)

lyod-131, iyod’'un diger izotoplari icinde bilinen en &énemli radyoizotopudur.
Radyoaktif yarilanma suresi 8 glindir, B~ ve gama emisyonu yapar. En ¢cok medikal
ve radyofarmasi alaninda kullanilir [31]. Kararli izotopu olan '¥I 74 nétrona

1 “in nétron sayisi 78’ dir. "*'l radyoaktif bozunma sirasinda kararl

sahipken,
halde bulunan "™'Xe’ e déniisiirken &nce B~ bozunmasi, ardindan da gama

bozunmasi yaparak 971 keV lik enerjisini kaybeder.
1l F: = Ll 3

53 1=+ e + 51 R€ 4 606 keV

131 - 121

6t A€ —* gy A2+ Ty 364 keV

31in B~ bozunmasi sirasinda 606 keV'lik enerji acida cikarken, gama emisyonu
sirasinda 364 keV’lik enerji acgiga c¢ikar [32]. B-bozunmasi sirasinda degisik
miktarlarda B~ bozunma enerijisi iceren antinétrino olusur [33]. Iyod-131, kisa yarl
omrl ve yararli beta yayilimi nedeni ile nikleer tipta yogun bir sekilde kullanilir.
lyod-131, tiroitten gelen tiroksin akigini izlemeyi ve gériintiilemeyi igeren birgok tibbi

islemler igin faydalidir [30]. **'I'in bozunma semasi Sekil 2.8'de verilmistir.

T2+
r—536.99

636.080 kel y
(7.17 %)

512+
364 .49

364.480 kel y
(817 %)

131 !
54xe =

Sekil 2.8 : "*'I'in bozunma semasi [34].
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2.12 Metabolizmada Zehirsizlestirme

Organizmada metabolizma esnasinda meydana gelen veya disaridan giren zararl
maddelerin  kimyasal reaksiyonlar sonucunda zararsiz hale getiriimesine
zehirsizlestirme denir. Zehirsizlestirmede meydana gelen bu reaksiyonlar (1) bilesik
teskili, (2) vyukseltgenme (3) indirgenme, (4) hidrolizdir. Zehirsizlestirme
reaksiyonlarinin tipi 6zellikle zehirsizlestirilecek bilesigin kimyasal yapisina baghdir.
Bilesik teskili, insanlarda en ¢ok rastlanan zehirsizlestirme reaksiyonu olup 6zellikle

karacigerde ve ¢ok daha az olmak Ulzere bébreklerde meydana gelir.

2.12.1 Bilegik Tegskili

Zehirsizlestirilecek olan birgcok madde idrarla atilmadan énce, organizmada normal
olarak bulunan bazi maddelerle bilesik teskil ederler. insan organizmasindaki
baslica zehirsizlestirme maddeleri; glukuronik asit (glukuronat), sulfirik asit (sulfat),
glisin, sistein, glutamin, asetik asit (asetat), metil gruplar ve tiosulfat'tir. Glukuronik
asit (glukuronat), zehirsizlestirilecek madde ile ya eter (glukuronozid) veya ester
(glukuronid) meydana getirir. Her iki badin varliginda da glukuronik asit, Gridin
difosfat glukuronik asit (UDPGA)'den saglanir [35].

2.12.2 Glukuronid Olugsumu

Uridin difosfat-glukoz enzimatik olarak (akseptér olarak NAD ile) glukuronildifosfat-
uridine yeni aktif glukuronik asite oksitlenir. Aktif glukuronik asit organizmada
bulunan veya organizmaya ilag olarak verilen hidroksil bilesikleri ile uygun transferaz
enzimi (UDPGT)'nin katkisiyla glukuronidleri olugturur. Bu reaksiyon karacigerde
gerceklesmekte olup, ilaglar ve zehirler gibi viicuda yabanci birgok maddenin bu

sekilde baglanarak disari atiimasini saglar (Sekil 2.9) [36].
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CH,OH COOH

COOH
OH OH o
OH
HO OvPwnP—Urd HO OvPWnP—Urd UDP
OH OH HO
OH
UDP-Glc UDP-Glukuronik asit Glukuronid

Sekil 2.9 : Glukuronidasyon mekanizmasi [37].

2.13 B-Glukuronidaz Enzimi

B-Glukuronidaz enzimi hidroliz yapan enzimler (hidroksilaz) sinifina giren en énemili
enzimlerden biridir ve glukuronid tlrevi bilesiklerin deglukuronidasyonunu
gerceklestirir. B-glukuronid bagdi bu enzim tarafindan kopartilarak deglukuronidasyon
gerceklesir. Boylece, glukuronid bilegigine bagli olan grup (aglikon) yapidan ayrilir.
Bu enzimler ilaclarin, endustriyel kimyasallarin, karsinojenlerin, besin katki
maddelerinin, pestisitlerin ve insan yapimi substratlarin konjugasyonlarini
saglayarak organizmayi birgok toksik maddenin yarattigi zararl etkilerden

koruyabilme 6zellikleri vardir.

B-Glukuronidaz enzimi daha ¢ok dalak, karaciger ve endokrin bezlerinin mikrozomal
fraksiyonlarinda bulunur [10]. B-Glukuronidaz enziminin karaciger mikrozomlarindan
izole edilebilmesi igin, taze sican karacigeri kullanarak deneysel c¢alismalar
yapmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda bazi kanser dokularinda bu enzimin

normal dokulara gére ¢ok daha ylksek aktivite gosterdigi rapor edilmistir [38,39,40].

2.14 iodojen Yontemi

iodojen'in (1,3,4,6-tetrakloro-3a,6a-difenil-glikouril) kendisi suda ¢odziinmez ancak
sulu c¢ozeltilerde heterojen olarak iyod'un ylkseltgenmesini saglayarak hizli
iyodinasyonu saglar. Bu nedenle bu yontemde yan reaksiyonlar ihmal edilebilir
diizeydedir. iodojen ile iyodir'iin oksidasyonu gercekleserek (I) Uretilir ve aromatik
halkaya elektrofilik yer dedistirmeyle iyodun baglanmasi gerceklesir [41]. Siphesiz
ki radyoiyodlanmis iodojen bir organik solvent ile kolaylikla cam ylzeyden alinabilir.
iodojen kloroformda veya diklorometanda ¢éziinmesi ve kloroformun ugurulmasiyla
iyodinasyonun yapildigi kabin duvarlarinda tabakalagmayi saglar ve reaksiyon kati
fazda iodojen'in bulundugu kapta reaksiyon ¢ozeltisi ayrilarak sonlandirilir. Sonug

olarak bir kimyasal bilesigin elektrofilik stbstitisyon tzerinden radyoiyonidasyonu
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icin iyi 6zellikleri olmamasi durumunda, iodojen’in kendi kendine radyoiyodlanmasi

s6z konusu olacaktir ve bu nedenle radyoiyonidasyon verimi azahr. ™|

ile isaretli
anti-body bilegikler kanser tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Genellikle
radyoaktif iyod ile isaretleme iodojen yéntemiyle basit bir proses ile gerceklestirilir.
Serbest iyod birikimi kolaylikla ortadan kaldirilabilir. Onceden hazirlanmis tiiplerin
0-5°C'de alti ay muhafaza edilebilecegi rapor edilmis olmakla birlikte 3 aydan uzun

surelerde verimin distigu goézlenmis [10].

Sekil 2.10 : iodojen’in kimyasal yapisi [17].

2.15 Hiicre Kiiltiiri

Hicre kaltirinin temel ilkesi, canli dokulardan alinan pargalarin in-vitro kosullarda
yasama ve Uremelerini saglamaktir. TUp, sise gibi laboratuar gereclerinde uygun
besleyici sivilarin iginde Uretilerek kullanilan canli dokulardir. Bu amacla gesitli
canllarin; insan, fare, tavsan vb. cesitli organlari; bébrek, akciger, ince barsak,
tumorlli organ zarlari dnce parcalanarak tek tek hicrelere ayrilir. Bu hicreler gesitli
tuzlar, tampon maddeleri, amino asitler, vitaminler iceren besleyici sivilarda
siispanse edilerek steril tiip veya siselere koyulur. Bu hiicre siispansiyonu 37" de
bekletildiginde hiicreler kabin ¢ceperine yapisarak Urerler. Ureme sonucunda olusan
yapiya hiicre kiiltiiri denir. Bu teknik ozellikle 1950 ve 1960'li yillarda virtslerin
memeli hicrelerinde Uretilmesi Gzerine yapilan ¢alismalar ile gelisme gdstermis ve
son yillarda deneysel kanser arastirmalari ve kdk hicre konusunun bilimsel olarak

oneminin ortaya konmasiyla toplumda da popdulerlik kazanmistir.

Cok cesitli kaynaklardan saglanan ve dokulardan elde edilen hicre kultarleri tg¢

bolimde incelenir.

» Primer (birincil) hiicre kalturleri
» Sekonder hlcre kultarleri

> Surekli htcre kulturleri
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2.15.1 Primer Hiicre Kiiltiirii

Dokulardan tripsin ile ayristirilarak in-vitro Uretilmeleri ile elde edilen kulturlere denir.
Primer kulturler elde edildikleri dokunun 6zelliklerini tagirlar. Genellikle heterojen bir

yapi gosterirler, tek tip hiicre hatlari degillerdir.

2.15.2 Sekonder Hiicre Kiiltlirleri

Normal kromozom sayisina sahip diploid hilicrelerden elde edilir. En fazla 50 kez

pasajlari yapilabilir.

2.15.3 Sirekli Hiicre Kiiltiiri

Teorik olarak sonsuz pasaijlari yapilabilir. Genellikle habis timérlerden elde edilirler.

Laboratuvar kosullarinda degisime ugrarlar ve kromozom sayilari sabit degildir [42].

2.16 Hicre Kiiltiirlerinin Kullanim Alanlan

a. llag metabolizmasindan sorumlu enzim sisteminin saptanmasi,

b. ila¢g metabolize edici enzim aktivitesini etkileyebilecek faktérlerin saptanmasi,
c. ilag metabolitleri ve bu maddelerin toksik etki potansiyellerinin saptanmasi,
d. ilacin metabolik yikilma siresinin saptanmasi,

e. llaclarin birbirleri (izerine olan etkilesim derecesinin saptanmasi,

—h

ila¢c metabolizmasinda genetik, yas, cevre ve hastalik faktérlerinin arastiriimasi,

g. Bireylerin ila¢ allerjisi potansiyeline sahip olup olmadiginin dngérilmesi

Yukarida sayilan ila¢g metabolizmasiyla ilgili hususlari arastirmada insan karaciger

hdcre kultarleri son derece dnemli bir kaynaktir [43].

2.17 Hiicre Pasajlama

Hucreler sikisik (konfluent) duruma gelince hem besi ortami hicreler igin yetersiz
hale gelir, hem de kultlir kabinda yer olmadigi icin kontakt inhibisyon adi verilen
mekanizma ile hlcrelerin gogalmalari durur. Bu nedenle hicrelerin pasajlanmalari
gerekir. Hicre pasajlama islemi flasklarda tek tabaka halinde bulunan hicre
dizilerinin zarar verilmeden ylzeyden isi ve tripsin yardimiyla sivi icinde slispanse
ederek baska ortamlara aktarma prensibine dayanir. Aktarilan ortam (tip, flask, vial
vb) %5 CO.'li etiivde 37 C de hiicreler tam tabaka olana kadar inkiibe edilir [42].
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2.18 Toksisite

Toksikoloji zehir bilimidir. Zehir ise, canl organizmada zararl etki gdsteren herhangi
bir madde olarak tanimlanabilir. Uygun yol ve dozda alinmayan her madde zehir
etkisi yapabilir. Bu etki bir yapi degisikligi seklinde olabilecedi gibi biyokimyasal
lezyon seklinde de olabilir [43]. Ortaya cikan etki, tersinir olabileceg@i gibi hicre
olimu seklinde de olabilir. Canli hiicreler Gzerinde kimyasal maddelere bagl énemli
yap1 ve fonksiyon degisikliklerinin saptanmasi ve yorumlanmasi amaciyla deneysel

toksikolojik calismalar yapilir.

Toksisite testleri, sadece kimyasal maddelerin canli organizmalar Gzerindeki zararli
etkilerini agiklamak icin yapilmaz. Bu maddelerin toksik etkilerinin gorilmeyecedi
doz, degerlerini saptamak icin de yapilir. Eger, uzun sdreli madde maruziyetine
bagl toksik etkiler arastirilacak ise, deneyin yapildi§i zaman periyodu iginde de ayni
Ozellikte maddelerin ve kosullarin uygulanmasi gerekir. Beklenen toksik etkinin
goriulmesine yonelik testlerde, bu etkiyi olusturdugu bilinen bir kimyasal maddenin,
pozitif kontrol grubuna uygulanmasi ve deneyin saglikli iglediginin test edilmesi
gerekir. Tum ilaglar, tarimsal ve zirai amac¢li maddeler, temizlik maddeleri, bazi

kozmetikler vs. kullanima sunulmadan énce toksisite testlerinden gegirilirler.

Herhangi bir ilacin belli organ veya dokular Gzerine zararli etkileri, kanserojen,
mutajen veya teratojen etkilerinin olup olmadigini saptamaya yonelik alternatif

testler gelistiriimektedir

Amerika Ulusal Kanser Enstitisti kanser arastirmalarinda fare kullanimindan
vazgecerek, 60 c¢esit insan, kanser hicre kultiri Uzerinde barsak, akciger,
melanoma, bobrek, beyin ve kan kanseri i¢in haftada 300 yeni kimyasal maddenin
antikanser etkinligini arastirabilmekte, hicre kiltlrlerinden alinan sonuglarin daha

gercekci ve daha spesifik oldugu ifade edilmektedir [43,44].

2.18.1 insan Hiicre Kiiltiirlerinin Toksisite Arastirmalarindaki Avantajlari

a. Tur farkhih@ini ortadan kaldirir,

b. Kimyasal maddelerin muhtemel toksik etki yapacagi dusunulen deri, karaciger
gibi spesifik doku hiicreleri lizerinde arastirma yapilmasini saglar,

c. Toksisite mekanizmalarinin hicreler Gzerinde aydinlatiimasina imkan verir,

d. Deneyde kullanilan hayvanlarin aci gekmesi veya 6lmesi s6z konusu degildir.
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2.18.2 insan Hiicre Kiiltiirlerinin Toksisite Arastirmalarindaki Dezavantajlari

. Tekli sistemdir. Multifaktoriyel ilag metabolizmasi igin uygun degildir,

. Teknolojik alt yapi maliyeti ve deneyimi gerektirir,

a
b
c. In vitro ortamda hiicrelerin yasam siklusu kisadir,
d. Enzim stabilitesi kisithidir,

e. Kultdr ortaminin penetrasyon kabiliyeti kisithidir,
f.

Ko-faktorlere gereksinim duyar [43,45].

Sonug olarak, ilaclar basta olmak Uizere, yeni gelistirilen ve glinlik hayatta yaygin
olarak kullanilacak kimyasal maddelerin insanlarda emniyetli kullanimi igin toksisite
testlerinin dnemi buyiiktiir. insan hiicre kiltiirleri kullanilarak ilaglarin toksik etkileri
arastirilabilir. Bunun da 6tesinde, ilaglarin vicutta nasil yikildiklari, buna bagh olarak

ayni ilaca verilen bireysel yanitlarin degiskenlik mekanizmalari arastirilabilir [46].

2.19 Floresan Mikroskopi

Floresan mikroskopi, floresan maddelerin (6rn. Hoechst boyasi, DAPI “4,6-
diamidine-2’phenylindole”, propidium iyodudr, akridin orange, etidyum bromur, FITC
(fluorescein isothiocyanate) kullaniimasiyla yapilan bir boyama seklidir. Floresan
boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden hucrenin kromatini dolayisiyla nukleusu
gorandr hale gelebilir [47]. Kullanilacak olan hicrelerin sivi iginde slspansiyon
halinde bulunmasi gerekir. Solid dokular ise hicreler disaggrege edilip hicre
suspansiyonu hazirlanarak kullaniimaktadir. Hicreler ylGzeylerindeki veya hicre
icindeki proteinlere 6zgln antikorlarla inkibe edilerek antijenlere baglanmalari
saglanir. Her spesifik antikor flokrom denilen maddelere baglanir. FITC, PE, PerCP

gibi floresan boyalar en yaygin olarak kullanilan flokromlardir.

Flokromlar: radyasyon enerjisini emen ve bu enerjiyi degisik uyarilarla 6zel 1sik
seklinde yayabilen maddelerdir. Bu maddelerin uyari ile gortlebilir, 6zel renkte sk
yaymalarina floresans denir. Flokromlarin diger bir 6zelligi de, tzerlerinde kimyasal
aktif gruplarin bulunmasi ve bu aktif gruplarin, proteinlerin serbest amino gruplari ile
baglanabilmeleridir. Bdylece belirli antijene sahip hicrelerin laser 1sini ile
karsilastiginda verdigi floresan sinyalleri dederlendirerek o hicrenin hangi spesifik
antijeni tasidigi belirlenebilir. Hucrelerin Gzerine baglanan monoklonal antikorlar
laser i1sininI absorbe ederek Uzerlerindeki florokromun 6zelligine goére farkli dalga
boylarinda 1sin sacarlar, her hiicreden sacilan isinlar ¢coklu dedektérler yardimi ile

her hlcre icin ayri ayri belirlenir ve bu bilgiler bilgisayar ortamina aktarilir [48].
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3. MATERYAL ve METOD

3.1 Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1 Kullanilan Kimyasallar

e lyod-131 (Na™"l) (Monrol A.S, Tiirkiye)

e Trishidroksiaminometan

e Kalsiyum klorir (CaCl,) (Merck)

¢ Hidroklorik Asit (HCI) (Merck)

e Asetonitril (CH3CN) (Merck)

e Tris Buffer (Merck)

e  Amonyum Asetat (NH,OOCCHj5)

o Etil Asetat (Merck)

e Etil Alkol (C2Hs0OH) (Merck)

¢ Kloroform (CH3;OCI) (Merck)

o Asetik Asit (CH3COOH) (Merck)

e N-butanol (CH3(CH;);0H) (Merck)

e Amonyak (NH3) (Merck)

o Sitrik Asit Monohidrat (Merck)

. Sodyum Hidroksit (NaOH) (Ricdel-de-haen)
e Diklorometan (CH.CI,) (Ricdel-de-haen)

e iodojen (Fluka)

¢ Bleomycin Siilfat (Fluka)

e pH=7 Tamponu (Merck)

e Phosphate Buffer Solution (PBS) (Bio.Ind.)
e Fetal Sigir Serum (FSS)

e n-oktanol (Merck)

e Serum Fizyolojik (SF) (% 0,9 NaCl ¢ozeltisi)
e TLC-SG (Merk-5552)

e  Sigir Serum Albumini (SSA)

e Serum Fizyolojik (%0,9 NaCl), (Eczacibasi-Baxter H.U.San. ve Tic. A.9)
e Ripa (Sigma-Aldrich Co.)
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e PC-3 prostat (karsinoma) epiteli (Ege Universitesi Biyomiihendislik Fakdiltesi)

e A-549 akciger (karsinoma) epiteli (Ege Universitesi Biyomihendislik
Fakultesi)

e Caco-2 kolon (adenokarsinoma) epiteli (American Type Culture Collection,
Rockville, MD, ABD)

e Hutu-80 ince barsak (adenokarsinoma) epiteli (American Type Culture
Collection, Rockville, MD, ABD

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

e HPLC Shimadzu (LC-10Atvp quaterner pompali, SPD-10A UV dedektorl,
FRC-10A franksiyonlama kolektorlU.

¢ Bench-Top Centrifuge (Nive) Type= NF 800R

e Denver Instrument (TB-224A) (Hassas Terazi)

e Biodex Medical Systems (Atomlab 100 Dose Calibrator) Type=086-251

e Niive Sanayi Malzemeleri imalat Ve Ticaret A.S Water Bath NB5

e TLRC Kuvetleri (Sigma)

¢ RadyoTLC (Bioscan 2000)

e Ultra Turrax T8 Kika Werke marka homojenizatér (Aydin Adnan Menderes
Universitesi)

e Beckman Coulter Optima L-100XP ultrasantrifij (Aydin Adnan Menderes
Universitesi)

e Packard Tri-corb-1200 sivi sintilasyon sayaci (E. U., Tip Fakdltesi, Fizyoloji
Anabilim. Dali.)

e Olympus Bx51 Floresan Mikroskop

3.2 UDPGT Enziminin Elde Edilmesi

UDPGT enziminin yodun sekilde lokalize oldugu sican karacigeri bu kisimda enzim
kaynagi olarak kullanildi ve karaciger mikrozomlarinin temini saglandi. 10 Haftalik
iki adet Albino Wistar disi sican temin edilerek servikal dislokasyon yontemiyle
Otenazi islemi uygulandi ve 14.51 g olan toplam karaciger miktari oncelikle ¢cok az
miktarda 250 mM sukroz / 5 mM HEPES (pH=7.4) tamponuyla yikanarak kani
akitilip kurutma kagidi ile kurulanarak —85 °C’de daha sonraki islemler icin derin

dondurucuda beklemeye alindi.
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Homojenizatér cihazi kullanilarak karaciger, makasla klglk pargalara bélinip tartim
degerinin dort kati olacak sekilde 250 mM sukroz / 5 mM HEPES (pH=7.4) ¢ozeltisi
ilave edilerek buzlu ortamda 1700 g (1500 rpm)’de yaklasik olarak 30 dk homojenize
edildi. Bunun ardindan, elde edilen homojenat 2 mL’lik ependorf tlplerine
paylastirilarak derin dondurucuda —85°C’de saklandi. Daha sonra ADUBILTEM’'de
homojenat ultrasantrifilj cihazi kullanilarak 12000 g (10500 rpm)'de +4 °C’de 10 dk
santrifijlendi. Santriflijden sonra ¢okelek atildi ve geri kalan stipernatant 1 saat stire
ile 105000 g (31500 rpm) +4 °C’de santrifilj edildi. Bu islem sonrasinda elde edilen
ve mikrozom coOkeledi olan kisma ise, bulundugu tipun tartiminin iki kati kadar
¢ozinurlestirmeyi gergeklestirmek icin [0.2 M potasyum fosfat, 2 mM
merkaptaetanol, 0.4 % TritonX100 (pH = 7)] tamponundan ilave edilerek 30 dk buz
banyosunda karistirildi ve yeniden 105000 g'de 1 saat santrifljlendi. Santrifij
sonunda siipernatant ve ¢okelek ayrilip derin dondurucuda saklandi. ikinci santrifij
isleminden sonra elde edilen sivi kismin hacmi 7.5 mL olarak bulundu ve ependorf
tipune alinarak yeniden derin dondurucuya konuldu. Mikrozomal 6rnekleri igeren
supernatanttaki protein miktari Bradford yéntemi ile hesaplandi [49]. Bu ydntemde
kullanilan Bradford reaktifi 50 mL etanol icinde 40 mg Coomasie Brilliant Blue ve 55
mL % 88 w / v fosforik asit 1 L'ye tamamlanip suzilmustur. Standart olarak sigir
serum albumini (SSA) kullaniimistir. Standartlara ait protein konsantrasyonlari 0.02,
0.05, 0.01, 0.12, 0.15, 0.20, 0.25 mg / 1 mL seklindedir. Hazirlanan ¢&zunur
mikrozomal enzim preparatindan 50, 100, 250 kat seyreltilerek farkh
konsantrayonda 3 ayri érnek hazirlandi ve sirasiyla koér (blank), standartlara ve
konsantrasyonlari farkli hazirlanmis protein degeri bilinmeyen slpernatant iceren
deney tuplerine 2’'ser mL Bradford reaktifi ilave edilerek oda sicakliginda 10 dk
beklenildi ve E. U. Fen Fakiiltesi Biyokimya Boliimi'nde UV/VIS Spectrophotometer
(V-530) cihazinda 595 nm’'de absorbans degerleri okunarak standartlara iligkin
konsantrasyon-absorbans dederleri arasinda cizilen lineer grafikten érneklere ait
protein konsantrasyon dederi bulunup ortalama bir deger hesaplandi. Buna gore

supernatantin icerdigi protein degeri 8.22 mg/ 1 mL'dir.

3.3 BLMG’nin Enzimatik Yontemle Sentezi

0.151 g trishidroksimetan 23 mL suda ¢ozildi. pH 1 M HCI ile 8'e ayarlandi ve
uzerine 0.016 g CaCl; eklendi. Ardindan 0.0038 g DTT koyuldu ve 25 mL saf suyla
tamamlanarak tris tamponu elde edildi. 0.0058 g UDPGA lzerine 5 mL tampon, 0.5
mL mikrozomal enzim ilave edilerek 10 dk 37 °C’de su banyosunda bekletildi. Daha

sonra 2 mg BLM 1 mL DEMSO’da ¢dzllerek su banyosundan alinan ¢oézeltinin
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Uzerine ilave edildi. Bu karisim 18 saat 37 °C’de su banyosunda inklibasyona

birakildi. Su banyosundan c¢ikarilan karisima 0.5 mL asetonitril ilave edildi ve

2000 rpm’de 15 dk santriflij yapildi. Daha sonra sivi faz alinip ependorf tlplere
konuldu. Toplam 7 mL BLMG elde edildi.

3.4 lyod-131 ("*1) ile isaretleme Galismalar

3.4.1 lodojen Tiiplerinin Hazirlanmasi

1 mg iodojen 1.5 cm yarigapl bir deney tlpu icerisinde 2 mL CH,Cl,ile ¢ozuldi. Her

bir tipte 50 ug iodojen olacak sekilde 20 tiipe dagitildi. Daha sonra tipler agzi agik

sekilde +4 °C’de bekletilerek CH,Cl>'nin ugmasi saglandi.

3.4.2 BLM’nin ®'l ile isaretlenmesi

BLM ve BLMG’nin "'l ile isaretlenip cesitli kanserli hiicre hatlarinda incelenmesi igin

oncelikle optimum sartlar belinlendi. Bu optimum sartlarin saglanmasi igin 6nce

farkl aktivite ve madde miktarlari kullanilarak isaretleme calismalari yapildi. Hicre

kultlra calismalar igin kullanilan isaretlemeler asagida maddeler halinde verilmistir.

5 ug (5 pL) BLM, 2.7 pL (5 pCi) Na™'l ve 50 uL saf su iodojen tiipii icerisine
konularak 20 dk inkiibasyona birakildi. Bu strenin sonunda 5 uCi/5 ug
¥1_BLM elde edildi.

15 ug (15 pL) BLM ve 9 pL (15 pCi) Na™'l iodojen tlipl igerisine konulayak
20 dk inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda 15 uCi "'I-BLM elde edildi.
33 pg (33 pL) BLM ve 19 pL (33 pCi) Na™'l iodojen tiipii igerisine konularak
20 dk inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda 33 uCi "*'I-BLM elde edildi.
50 ug (50 pL) BLM ve 14 pL (50 uCi) Na™'l iodojen tiipii igerisine konularak
20 dk inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda 50 uCi "*'I-BLM elde edildi.
150 pg (150 pL) BLM ve 40 pl (150 pCi) Na''l iodojen tipl icerisine
konularak 20 dk inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda 50 uCi *'I-BLM
elde edildi.
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3.438B

LMG’nin 'l ile isaretlenmesi

5 ug (120 pL) BLMG ve 1.4 L (5 uCi) Na''l iodojen tiipii igerisine konularak
20 dk inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda 5 pCi ®'I-BLMG elde
edildi.

15 ug (360 pL) BLMG ve 4.2 uL (15 pCi) Na™'l iodojen tiipii icerisine
konularak 20 dk inklibasyona birakildi. Bu surenin sonunda 15 pCi
311-BLMG elde edildi.

33 pg (800 pL) BLMG ve 8.4 pL (33 pCi) Na™'l iodojen tiipli icerisine
konularak 20 dk inkibasyona birakildi. Bu sirenin sonunda 33 pCi
311-BLMG elde edildi.

50 pg (1200 pL) BLMG ve 14 pL (50 pCi) Na'™'l iodojen tiipii igerisine
konularak 20 dk inklibasyona birakildi. Bu sirenin sonunda 50 pCi
311-BLMG elde edildi.

150 pg (3600 pL) BLMG ve 40 pL (150 pCi) Na''l iodojen tiipl icerisine
konularak 20 dk inklbasyona birakildi. Bu sirenin sonunda 150 uCi
311-BLMG elde edildi.

3.5 inaktif Bilesen igin Yapilan HPLC Analizi

Cizelge 3.1 : Inaktif bilesenler icin HPLC yonteminde uygulanilan kromatografik

kosullar.

Kolon EC 250 /_4,6 NUCLEODUR 100-5 C18 (250 x 4.6 mm
I.D.) Analitik Kolon (Macherey- Nagel)

Akis hizi 1 mL/ dk

Dalga boyu 260 nm

Kolon sicakligi 25°C

Mobil faz % 60 Asetonitril % 40 Su

Yuksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC) c¢alismalari disik basingli
LC-10Atvp dortli pompa ve (SPD-10AV)UV dedektdriine sahip olan Shimadzu

marka HPLC cihazinda yapilmigtir. Bu ¢alismada uygulanan kromatografik kosullar

Cizelge 3.1‘de verilmistir.
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3.6 ince Tabaka Radyokromatografi (TLRC) Olgiimleri

Bu calismalarda 10 x 1.5 cm boyutlarinda kesilen silika kapli TLC tabakalar (Merck
5552) kullanilmigtir. isaretli érnekler tabakanin altindan 0.5 cm yukarida olacak
sekilde damlatilmig, damlatilan 6érnekler kuruduktan sonra 6rnegin uygulama noktasi
cbzgene degmeyecek sekilde TLC tanklarina yerlestiriimistir. Cézgen TLC kagidinin
tepe noktasinin 1 cm altina kadar yuritulerek TLC kagitlari tanktan gikariimisg,
kagitlar kuruduktan sonra kontaminasyona kargi O6nu ve arkasi izolabantla
kaplanmistir. Daha sonra TLC kagitlari belirli bir dizene goére gazli dedektdre
yerlestirilerek radyoaktiviteleri sayilmis ve radyoaktif maddenin tasindigi mesafe
¢6zlcunun ilerledigi mesafeye bollinerek R; degerleri tespit edilmistir. Sayim (cps)
ve kat edilen mesafe degerleri grafige gecirilerek TLRC kromatogramlari elde
edilmis ve baglanma verimleri pik alaninin sayimi toplam sayima bdllinerek
hesaplanmigtir. Kalite kontrol ¢alismalarinda isaretli bilesiklerin baglanma verimini
elde etmek icin deneyler en az 3 kez tekrarlanmistir. Kalite kontrol ¢calismalarinda
BLM’e ait baglanma verimleri TLRC-5 banyo sistemi kullanilarak hesaplanmis,
BLMG'e ait baglanma verimleri ise TLRC-7 banyo sistemi kullanilarak

hesaplanmistir.

3.7 "l ile isaretli BLM ve BLMG ile Yapilan Hiicre Kiiltiirii Galismalari

Yapilan hiicre kiiltiirii calismalari kapsaminda *'I-BLM ve "*'-BLMG’nin, insandan
elde edilen PC-3 (prostat), Caco (kalin barsak), Hutu (ince barsak) ve A549
(akciger) kanser hucrelerinin ekimi yapilarak hiicre c¢alismalari baglatilmigtir.
Hucrelerin yeteri kadar ¢ogalmasi saglandiktan sonra bu ¢ farkli hicre ayri ayri
24’lik flasklara ekilmis ve her bir hicre hatti icin iki paralel ¢alisma
gerceklestirebilmek Uzere 2'ser flask kullaniimistir. Tim hcreler flasklar %80
kaplayacak kadar uretildikten sonra %0.25 (W/V) tripsin-EDTA ¢o6zeltisi kullanilarak
flasktan ayrilmis ve calismada kullaniimayacak olan hicreler %10 DMSO igeren
ortama konularak -80°C’de derin dondurucuda saklanmistir. Radyoisaretli
bilesiklerin hlcre hatlari tzerindeki inkorporasyonlari in vitro olarak incelenmis ve
kanser hicreleri Uzerindeki baglanma verimleri hesaplanmistir. Baglanma veriminin
en ylksek degerde olabilmesi igin ilk olarak prostat kanser hicre hatti lzerinde
optimum calisma sartlari belirlenmis ve bunun i¢in sirasiyla zaman, madde miktari

ve spesifik aktivite parametleri incelenmistir.
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Sekil 3.1 : Kanserli hicreler Gzerindeki baglanma etkinliginin zamanla degisimi

calismasinda kullanilan hiicre plakasi.
3.7.1 Hiuicre Dizinleri

CGalismada kullanilan PC-3 prostat (karsinoma) epiteli, A-549 karaciger (karsinoma)
epiteli Ege Universitesi Biyomiihendislik Fakiiltesinden, Caco-2 kolon
(adenokarsinoma) epiteli, Hutu-80 ince barsak (adenokarsinoma) epiteli American

Type Culture Collection (Rockville, MD, ABD)'den temin edilmigtir.

PC-3 hucreleri Dulbecco's MEM, 2 mM glutamin, 1.5 g/L sodyum bikarbonat, 1 mM
sodyum piruvat ve %5 fetal sigir serum (FSS)den olusan medyumda, A-549
hdcreleri Dulbecco's MEM, 2 mM glutamin, 1.5 g/L sodyum bikarbonat, 1 mM
sodyum piruvat ve %10 fetal sigir serum (FSS)den olusan medyumda, Caco-2
hicreleri Minimum essential medium (Eagle), 2 nM glutamin, 1.5 g/L sodyum
bikarbonat, 0.1 mM non-esensiyel amino asitler, 1mM sodyum piruvat ve %20 fetal
sigir serum (FSS)den olusan medyumda; Hutu-80 hicreleri, minimum essential
medium (Eagle), 2 mM glutamin, 1.5 g/L sodyum bikarbonat, 0.1 nM non-esensiyel
amino asitler, 1 mM sodyum piruvat ve %10 fetal sigir serum (FSS)'den olusan

medyumda Uretildi.

Tum hucreler flasklar %80 kaplayacak kadar Uretildikten sonra %0.25 (W/V) tripsin-
EDTA solisyonu araciligi ile flasktan ayrilarak ¢alismalarin yapilacagi 24 kuyucuklu
plakalara ekildi ve calismada kullaniimayacak olan hucreler %5 DMSO igeren

medyumlarin igine konularak -80°C de dondurulup, -190°C sivi azot iginde saklandi.
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Sekil 3.2 : Uzerinde Besiyeri Bulunan Hiicre Plakasi

3.7.2 ®¥'I-BLM, ®*'I-BLMG ve "'I'in PC-3 Hiicrelerindeki Baglanma Etkinliginin

Zamanla Degisimi

Hiicre galismalarinda ™*'I-BLM ve "™'I-BLMG kisim 3.4'de belirtilen ydnteme gére
hazirlanarak kalite kontrol islemleri tamamlandiktan sonra kullanima hazir hale
getirilmistir. Radyoisaretli bilesiklerin hlicre hatlar Gzerindeki baglanma verimleri
zaman (30 dk., 60 dk., 120 dk.) parametresi denenerek bulunmustur. Radyo isaretli
bilesikler hiicre ekili flasklara uygulanmadan 6nce 0.5 mL SF ile yikanmis ve
bdylece ortamda bulunabilecek 6liG hicreler temizlenmistir. Daha sonra kuyucuk
basina 3ug-3uCi denk gelecek sekilde radyoisaretli bilesikler hazirlanmis, kullanilan
24'liik flasklara ™'I-BLM, "*'-BLMG ve saf iyod kuyucuk basina 0.5 mL besi ortami
ile karistirllarak her bir kuyucuga tek tek uygulanmigtir. Radyoisaretli bilesiklerin
kanserli huclere uygulanmasindan sonra hicreler 37°C’de belirlenen zamanlarda
etiivde inkiibasyona birakilmigtir. inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin lzerinde
bulunan isaretli ortamlar vakumlu pompa yardimiyla cekilip 0.5‘°er mL SF ile
yikanmig ve 0.2’ser mL ripa her bir kuyucuga ilave edilerek hucreleri yapigik
bulunduklari flasktan kaldirmak igin kuyucuklarin kazima iglemine gegilmistir. Batin
kuyucuklar kazindiktan sonra hucrelerin yizeye ¢ikmasi saglanmis ve daha sonra
her bir kuyucukdaki hiicreler mikropipetle ¢ekilerek numaralandiriimis ependorflara
sirasiyla konulmustur. Bu ependorflarin her birinden 0.1 mL alinarak protein tayini
icin baska ependorflara sirasiyla konulmus ve buzdolabinda +4 °C’de saklanmistir.
Diger ependorflarda kalan hucrelere ise 0.9 mL sintilasyon sivisi eklenerek
sintilasyon dedektorinde sayimlari alinmigtir. Ayrica, her bir parametre seviyesi icin

elde edilen % baglanma dederleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olup
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olmadigini belirlemek igin tek yonli varyans analizi yapilmigtir. Uzerinde cgaligilan
hicre plakalari ve radyoigaretli bilegiklerin hlcre klltirine uygulanmasi sirasiyla

Sekil 3.2 ve 3.3'de gosterilmistir.

Sekil 3.3 : Radyoisaretli Bilesigin Hucre Kultirine Uygulanmasi
3.7.3 ¥'1-BLM, "*'I-BLMG ve "*'rin PC-3 Hiicreleri igin Yapilan Protein Tayini

Her bir kuyucukta bulunan 10° hiicre/mL igin yapilan protein tayinin amaci, hiicrelere
radyoisaretli  bilesik uygulandiktan sonra  kuyucuklarda bulunan hicre
konsantrasyonun degerini ve hlcre basina disen spesifik aktivite miktarini tespit
etmektir. SSA (Sigir Serum Albumin) stogundan alinan 3 farkh miktarlardaki
standartlara gerekli seyreltmeler yapilarak 9 tane albumin standardi olusturuldu.
Kullanilan 96’lik plakanin ilk 9 kuyucuguna bu standartlar 25’er yL pipetlendi. Diger
kuyucuklara ise hlcre érneklerinden 25’er uL koyuldu. Daha sonra standartlarin ve
hiicre érneklerinin lzerlerine BCA™ Protein Assay kitleri kullanilarak hazirlanan
karisimdan 200’er uL her bir kuyucuga ilave edildi (Sekil 3.4). Kuyucuklarda bulunan

hlcre konsantrasyonu 462 nm de spektrofotometre ile dlgulda.

Sekil 3.4 : BCA™ Protein Kitlerinin Hiicrelere Uygulanmasi
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3.7.4 *'1-BLM ve *'I-BLMG’nin PC-3 Hiicrelerine Baglanma Etkinligine Madde
Miktarinin Etkisi

Zaman parametresi deneyinin sonucuna gore optimum stire 120 dk olarak belirlendi.
Sintilasyon dedektérl ile yapilan sayim sonuglarina gére hicrelerdeki en iyi aktif
madde tutulumunun 120 dk sonunda oldugu belirlenmistir. Bu sonucun
dogrultusunda madde miktari ve spesifik aktivite parametrelerinin gergeklesme
suresi de 120 dk olacaktir. Bu ¢alismada kuyucuk basina 1-3-10-30 ug ve 1-3-10-30
MCi aktivite gelecek sekilde isaretlemeler yapilip prostat kanser hiicrelerine 120 dk
suresince uygulanmistir. Sonrasindaki prosedir zaman parametresinde oldugu gibi
aynen uygulanmistir. Bu parametrenin sonunda yine protein tayini yapilmis ve

kuyucuklarda bulunan hlcre konsantrasyonlari belirlenmistir.

3.7.5 ®*I-BLM ve "*'I-BLMG’nin PC-3 Hiicrelerine Baglanma Etkinligine Aktivite
Miktarinin Etkisi

Madde miktari parametresi deneyinin sonucu kuyucuk basina 3 pg olarak
belirlenmis ve spesifik aktivite parametresi deneyi de kuyucuk basina 3 ug madde
kullanilarak, kuyucuk basina 1-3-10-30 ve 100 pCi aktivitelerle ayri ayr
isaretlemeler yapilarak kanserli hucrelere uygulanmistir. Uygulama proseduri

yukarda belirtildigi gibi aynen gerceklestiriimistir.

3.7.6 *'I-BLM ve ®'I-BLMG’nin A-549 (Akciger), Caco (kalin barsak) ve HuTu-

80 (ince barsak) Hiicre Hatlarina Uygulanmasi

31 ile isaretli BLM ve BLMG bilesikleri belirlenen optimum kosullarda sirasiyla PC-3
(Prostat), A-549 (Akciger), Caco (kalin barsak) ve HuTu-80 (ince barsak) hiicrelerine

uygulanmistir. Uygulanan optimum kosullar Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2 : PC-3 (Prostat), A-549 (Akciger), Caco (kalin barsak) ve HuTu-80 (ince

barsak) hicreleriyle yapilan ¢galismalarda kullanilan optimum kosullar

Optimum Kosullar

Zaman Madde Miktari Aktivite

120 dk 3 Hg 1 uCi
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3.8 BLM ve BLMG’nin FITC (Fluorescein isothiocyanate) ile Goriintiileme

Calismasi

ilk olarak 0.1 M sodyum karbonat tamponu (pH=9) iginde 2 mg/mL protein
solisyonu hazirlandi. FITC, susuz DMSQO’da 1mg/mL olacak sekilde ¢6zuldi. Her
1 mL protein sollisyonuna 50 yL FITC solisyonu eklendi. 1 mg/mL BLM ve BLMG
maddelerinden alinan érnekler 5 uL’lik hacimlerde karanlik ortamda FITC karisimina
yavas yavas ve karistirilarak eklendi. Bu islemlerden sonra hazirlanan FITCli
bilesikler +4 °C’de 8 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra 50 mM NH,4CI
ilave edilerek 2 saat +4 °C’de inklibe edildi. Daha sonra bilesiklere baglanmayan
FITC molekdillerini ortamdan uzaklastirmak icin Sephadex G-25 kolon dolgu
maddesi kullanarak o6rnekler kolondan gecirildi. Boylece ortamdaki baglanmayan
FITC'ler uzaklastirimis oldu. iki farkli petri kabinda bulunan PC-3 hiicrelerinin
Uzerindeki besi ortami atildiktan sonra (PBS) ile 3 kez yikandi daha sonra FITC
isaretli drnekler petri kabindaki hucrelere uygulandi. 120 dk 37°C’de inkube edildi.
inkiibasyon sonunda FITC igaretli érnekler hiicrelerin lzerinden alindi. Hiicreler
PBS ile yikandi. Son olarak da FITC isaretli 6rneklerin baglandidi hicreler, Adnan
Menderes Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezinde
(ADUBILTEM) floresan mikroskopu altinda incelendi.

3.9 BLM ve BLM-G’ nin PC-3 Kanser Hiicre Hatti Uzerindeki Sitotoksisitelerinin

incelenmesi

BLM ve BLMG orneklerinden alinan 25’er uM miktarlar ile PC-3 hicrelerinde
toksisite tayini yapilmigtir. Plakada bulunan her bir kuyucuda 100 pL hicre
siispansiyonu ekilerek hiicre sayisi 10° hiicre/mL olacak sekilde ekim yapildi. BLM
ve BLMG orneklerinden 25000 nM, 10000 nM, 1000nM, 100 nM, 30 nM, 10 nM,
3nM ve 1nM olmak Uzere 8 farkli konsantrasyonlarda ¢alisildi. Hiicre siispansiyonu,

96 kuyucuklu mikroplakalarda her bir kuyucuga 1 x 10° hiicre / mL olarak hazirland.

Her bir kuyucuga 100 uL hiicre siispansiyonu ve kontrol digindaki kuyucuklara sekiz
farkli konsantrasyonda BLM ve BLMG eklendi. Negatif kontrol olarak hicre ve
reaktif icermeyen besi yeri kullanildi. Calismada her bir parametre Ucer tekrarl
olarak galisildi. Hiicreler 37 °C'de % 5 CO, ortaminda inkiibe edildi. 48. saatte her
kuyucuga 10 pyL (WST) sollisyonu eklendi ve 4 saat inkiibe edildi. Her 30 dk’da bir
450-690 nm dalga boyu aralidinda her bir kuyucugun absorbans degeri (A),
spektrofotometre kullanilarak okundu. Negatif kontrol sifir absorbans olarak kabul
edildi.
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3.10 istatistiksel Analizler

Deneysel calismalardan elde edilen sonuclarin istatistiksel analizleri GraphPad
istatistik programi kullanilarak yapildi. Her bir parametre icin iki ayri deneme ve
toplam 6 tekrar yapilmis olup, ortalama baglanma degerleri ve standart sapmalari
hesaplanmistir. Her bir parametre icin elde edilen baglanma dederleri arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir farkin olup olmadigini tespit etmek igin tek yénli
ANOVA analizi yapilmistir. "*'I'in farkli spesifik aktivite miktarlarinin yiizde baglanma
verimlerinin tespit edilmesi i¢in lineer regresyon analizi yapimistir. Analiz
sonuglarinin degerlendiriimesi, baglanma degerleri arasinda 0.95 glven dizeyinde
anlaml bir farkin olup olmadigi P degerlerine bakilarak anlagiimis olup, P degeri

0.05'den klguk olanlar anlamli kabul edilmigtir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 BLM ve BLMG’e ait HPLC Sonuglari

BLM ve BLMG kullanilarak yapilan HPLC calismalarinda kullanilan kromatografik

kosullar ve elde edilen kromatogramlar sirasiyla Cizelge 4.1, Sekil 4.2 ve 4.3'de

verilmistir.

Cizelge 4.1 : HPLC y6nteminde uygulanan kromatografik kosullar.

EC 250/ 4,6 NUCLEODUR 100-5 C18 (250 x 4.6 mm

Kolon I.D.) Analitik Kolon (Macherey- Nagel)
Akis hizi 1 mL/ dk

Dalga boyu 260 nm

Kolon sicakligi |25 °C

Mobil faz

% 60 Asetonitril % 40 Su

uV(x100,000)

.04

6.0+

5.0

4.0+

3.04

2.04

1.4

|
.

BLM (Rt: 2.029)

3.0 40 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0

Sekil 4.1 :BLM’e ait HPLC kromatogrami.
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uV(x100,000)

704

6.0q

BLM-GLU (Rt: 2.412)

50, “‘
40, |
3.0 A
20] e

b VAR

Voo
o0 J L

1.0 20 3.0 4.0 5.0 6.0 70 8.0 9.0

Sekil 4.2 : BLMG’e ait HPLC kromatogrami.

Yapilan HPLC calismalardan elde edilen tim kromatogramlar 260 nm’de UV
dedektori kullanilarak elde edilmistir. BLM ve BLMG'’in R; degerleri sirasiyla 2.029
dk ve 2.412 dk olarak tespit edilmistir. Bu calismada BLMG'e ait kromatogramda
3 pik elde edilmistir. Bu pikler BLM piki ile karsilastirildiginda BLMG’nin ortamda

farkl glukuronid turevleri seklinde oldugu séylenebilir.

4.2. Enzimatik Yontemle Sentezlenen BLMG’nin HPLC Kromatografik Yontemi

ile Saflagtirma islemi

Deneysel calismamiz sirasinda 3 farkli zamanda BLMG sentezi yapilmistir. Yola
cikilan madde miktarlari sirasiyla ; 2 mg, 6 mg ve 3 mg dir. Sentez Urind olan
BLMG, HPLC kromatografik yontemi ile saflastinimistir. Yapilan saflagtirmalar
sonucu elde edilen Verim-Madde miktari grafigi Sekil 4.3 de, elde edilen HPLC

kromatogrami da Sekil 4.4’de verilmistir.

70% -~
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -
0%

Verim

1.28 mg 3.48 mg 2.08 mg

Madde miktari

Sekil 4.3 : Saflastirilan BLMG madde miktari/ylizde verim grafigi
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mV

45 Detector A260nm

404
354 \
301 1] Rt:2.272

254

Sekil 4.4 : Saflastirma islemi sonucunda elde edilen saf BLMG kromatogrami

4.3 ince Tabaka Radyokromatografi (TLRC) Sonuglari

TLRC calismalarinda kullanilan banyolar Cizelge 4.2’de verilmistir. isaretli bilesiklere
(**'1-BLM, *"I-BLMG) ve radyoaktif bilesenlere (**'I" ve ') ait R; degerleri Cizelge
4.3'de ve elde edilen radyokromatogramlar ise sirasiyla Sekil 4.5-4.10 arasinda

verilmistir.

Cizelge 4.2 : Kalite kontrol ¢calismalarinda kullanilan TLRC banyolari.

TLRC 1 n-butanol (C4HgOH)-Etil Alkol (CoHsOH)-Amonyum Hidroksit (0,2N
NH,OH)(5:2:1)

TLRC 2 Sitrat Tamponu ( Sitrik Asit Mono Hidrat) %100 (10mM) pH:6

TLRC 3 n-butanol (C4HsOH)-Su (H,O)-Asetik Asit (CH;COOH)( 4:2:1)

TLRC 4 izopropil alkol(CsHgO)- n bijtano(lz—10.12) N Amonyum Hidroksit (NH,OH)
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Gizelge 4.3 : isaretli bilesiklere ve radyoaktif bilesenlere ait R; degerleri

Ry
Banyo
Cozeltisi ¥1I.BLM BI.BLMG Rl ¥
TLRC 1 0.860 0.854 0.894 0.497
TLRC 2 0.285 0.423 0.914 0.913
TLRC 3 0.611 0.932 0.954 0.183
TLRC 4 0.573 0.954 0.064 0.688

Cizelge 4.3'de verilen R; degerleri incelendiginde TLRC-1'de "*'I-BLM ve "*'I-BLMG’
e ait R; degerlerinin birbirleriyle cakistiklari, TLRC-3'de ise *'I" ve "™*'-BLMG’in R;

11" ve ®*'I"nin R; degerlerinin

degerlerinin gakistiklari gorilmektedir. TLRC-2'de
cakismasina karsin Cizelge 4.4'de verilen farkli miktar ve aktiviteler icin hesaplanan
B1_BLM’nin baglanma verimlerinin % 60-100 araliginda degistigi, TLRC-4'de ise
B¥11* ve " R; degerlerinin birbirinden farkli oldugu ve ™'I-BLMG’nin baglanma
verimlerinin Cizelge 4.5'de goérildigu gibi %60-100 araliginda degerler aldigi
gOzlenmistir. Butin bu radyokromatografik c¢alismalarin sonucu olarak, TLRC-2
banyosunun "'I-BLM, TLRC-4 banyosunun da "'-BLMG icin en uygun banyo
sistemleri oldugu belilenmis ve bundan sonra yapilacak olan tim TLRC
galismalarinda her iki isaretli bilesik icin bu banyolarin kullaniimasina karar
verilmistir. Sekil 4.11 ve 4.12’de ise isaretli bilesiklere ait % ortalama baglanma

verim grafikleri verilmistir.

TLRC kromatogramlarindan yararlanilarak isaretli bilegige iliskin pikin toplam
alanina kargilik gelen sayimlar, toplam sayima bdlunerek baglanma verimleri
hesaplanmistir. Baglanma verimleri (n=9) ortalamalari alinarak "'I-BLM ve ™'I-

BLMG’nin farkli miktar ve farkli aktivite degerleri icin hesaplanmigtir.
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Gizelge 4.4 : *'I-BLM'in farkli miktar ve aktiviteleri igin ortama baglanma verimleri

ile standart sapmalari

% Baglanma Verimi
¥1.BLM (TLRC-2)
Madde Miktar
ve Std
radyoaktivite n=3 n=3 n=3 ort sapma
5ug-5uCi 82 77 90 83 6.5
15ug-15uCi 80 78 79 79 1
33pg-33uCi 100 86 95 96 7
50ug-50uCi 68 76 72 72 4
150ug-150uCi | 62 73 68 68 5

Gizelge 4.5 : *'I-BLMG'in farkli miktar ve aktiviteleri igin ortama baglanma verimleri

ile standart sapmalari

% Baglanma Verimi
31.BLMG (TLRC-4)

Madde Miktari Std
ve radyoaktivite | n=3 n=3 n=3 ort sapma
5ug-5uCi 100 79 89 89 10
15ug-15uCi 78 72 70 73 4
33ug-33uCi 68 68 70 68 1
50ug-50uCi 81 78 80 79 2

150ug-150uCi 59 76 63 66 8
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Sekil 4.5 : Na'l'in TLRC-2 banyosu kullanilarak elde edilen radyokromatogrami

5000 T T T T Y

4000

3000

2000

sayim/s (cps)

1000

AT T T A
L L B O A

L B e s Bt B B
0 20 40 60 80

kat edilen mesafe (mm)

Sekil 4.6 : "*'”in (ylikseltgenmis iyod) TLRC-2 banyosu kullanilarak elde edilen

radyokromatogrami
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Sekil 4.7 : ®*'I-BLM’in TLRC-2 banyosu kullanilarak elde edilen radyokromatogrami
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Sekil 4.8 : Na™'I'in TLRC-4 banyosu kullanilarak elde edilen radyokromatogrami.
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Sekil 4.9 : "*'”in (ylikseltgenmis iyod) TLRC-4 banyosu kullanilarak elde edilen

radyokromatogrami.
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Sekil 4.10 : "*'[-BLMG’in TLRC-2 banyosu kullanilarak elde edilen

radyokromatogrami
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Sekil 4.11 : "*'[-BLM’in TLRC-2 banyosu kullanilarak elde edilen ortalama verim

grafigi
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Sekil 4.12 : "*'|-BLMG ’in TLRC-4 banyosu kullanilarak elde edilen ortalama verim
grafigi

4.4. BLM ve BLMG’nin FITC (Fluorescein Isothiocyanate) ile Yapilan

Gorintiileme Caligsmalarinin Sonuglari

FITC (fluorescein isothiocyanate) ile isaretlenen BLM ve BLMG bilesiklerinin PC-3
hicreleriyle  yaptigi inkorporasyon goérintuleri  floresan mikroskop altinda
incelenmistir. Bu incelemelerde, FITC-BLM ve FITC-BLMG bagh floresan

maddelerin baglandigi hicrelere 10x ve 100x optik zoom yapilarak goérintiler
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alinmistir. Alinan gortntiler sirasiyla Sekil 4.13 ve 4.14°de verilmigtir. Bu goérintiler

incelendiginde her iki bilesiginde PC-3 hlcrelerindeki tutulumlarinin gerceklestigi net

olarak gérilmektedir.

Sekil 4.13 : FITC isaretli BLM’'nin PC-3 Sekil 4.14 : FITC isaretli BLMG’

hicrelerindeki 100x buydlterek alinan nin  PC-3 hucrelerindeki 10x

inkorporasyon gorintisu blyulterek alinan inkorporasyon
goruntisu

4.5 1.BLM, "*'I-BLMG ve '’’in PC-3 Hiicrelerindeki Baglanma Etkinliginin

Zamanla Degisimi

B1BLM, "'I-BLMG ve "I’ in 30, 60 ve 120. dk’larda PC-3 hiicrelerindeki baglanma
%’leri Sekil 4.15 de verilmistir. Sekil 4.15 incelendiginde 'I-BLM ve ™*'I-BLMG’nin
PC-3 hiicreleri lizerindeki baglanma etkinliginin "*''e gére incelenen ii¢ zaman
arahiginda da daha yiiksek deger aldigi gorilmektedir. '*'I-BLMG’nin baglanma
yiizdesinin en yiiksek oldugu siire 120 dk olarak bulunmustur. *'I-BLM ve "'I'in
yluzde baglanma oranlarinin 30, 60 ve 120. dk’larda birbirlerine ¢ok yakin oldugu ve
istatistiksel olarak aralarinda anlamli bir farkin olmadidi tespit edilmistir (P>0.05).
BI.BLMGnin ise 30, 60 ve 120. dklardaki yiizde bagdlanma oranlari
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu gértlmastir
(P<0.05). Sekil 4.16°da "™'I-BLM, "*'I-BLMG ve "*'I'in kendi iglerinde gruplandirilarak

belirlenen tim surelerde gosterdikleri baglanma %’leri verilmigtir.
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Sekil 4.15: *"-BLM, *"I-BLMG ve "I’ in 30, 60 ve 120. dklarda PC-3 hiicrelerine
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Sekil 4.16 : "*'I-BLM, ®*'I-BLMG ve ™'l in kendi iclerinde gruplandirilarak PC-3

hlcrelerinde tim slrelerde gdsterdikleri baglanma oranlari.
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Gizelge 4.6 : *'I-BLM, "*"'I-BLMG ve "*'I" in 30, 60 ve 120. dakikalarda PC-3

hicrelerine baglanma ylzdeleri.

Zaman 1-BLM P-BLMG =
30.dakika %4 .31 %12.8+1.5 %1.2+0.5
60.dakika %4.2+1.3 %21.121.5 %0.920.1
120.dakika %4.3+1.9 %29.4%3.6 %0.8%0.3

Cizelge 4.6’da goriildiigi gibi *'I-BLM ve "*'l'in tiim siirelerde baglanma oranlarinda
hemen hemen bir farklilik gériilmezken, **'I-BLMG’nin en fazla baglanma gosterdigi

surenin 120.dk oldugu goértlmektedir.

4.6. "*'I-BLM, '1-BLMG’in PC-3 Hiicrelerine Baglanma Etkinligine Madde
Miktarinin Etkisi

¥1.BLM, ®*'I-BLMG ve "™'I"in 1, 3, 10 ve 30 yg madde miktarlarlari kullanilarak elde
edilen PC-3 hucrelerindeki baglanma %’leri Sekil 4.17°de verilmistir. Sekil 4.17
incelendiginde ™'I-BLM ve ™'I-BLMG’nin PC-3 hiicreleri (izerindeki baglanma
etkinliginin "*''e gére incelenen madde miktarlarinda daha yilksek deger aldig
goriilmektedir. *'I-BLM ve "*'I-BLMG’nin baglanma yiizdesinin en yiiksek oldugu
madde miktari 3 ug olarak bulunmustur. "*'I-BLM'nin baglanma oranlari arasinda
sadece 3 pg, 10 ug ve 30 ug madde miktarlarindaki baglanma oranlarinda anlamli
bir fark goriilmistiir (P<0.05). "*'I-BLMG’nin baglanma oranlari incelendiginde ise 10
ve 30 pyg madde miktarlarindaki baglanmalarda anlamli bir fark goérilimezken
(P>0.05) diger madde miktarlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
gorilmistir (P<0.05). Sekil 4.18'de "™'I-BLM, "™'-BLMG ve "™''in kendi iglerinde
gruplandirilarak belirlenen tim madde miktarlarinda goésterdikleri baglanma %’leri
verilmistir. *'I'in esdeger dozlarinda hicbir grupta istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunamamistir (P>0.05). Cizelge 4.7'de "*'I-BLM, *"I-BLMG ve "' in 1, 3,

10, 30 ug madde miktarlarinda PC-3 hiicrelerine badlanma ytzdeleri verilmistir.
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Sekil 4.17 : ®*'I-BLM, "*"I-BLMG ve "'’ in tim madde miktarlarindaki baglanma

oranlari.
40- 1 pg/mL
E3 3 ug/mL
BE3 10 ug/mL
7 @™ 30 ug/mL
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Sekil 4.18 : "*'I-BLM, "*'I-BLMG ve "'l in kendi iclerinde gruplandirilarak tim

madde miktarlarinda gosterdikleri baglanma oranlari.
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Gizelge 4.7 : "I-BLM, "*"I-BLMG ve "*'I"in 1,3,10,30 yg madde miktarlarinda PC-3

hicrelerine baglanma ylzdeleri.

Madde miktar “I-BLM | ™'I-BLMG )
1 yg/mL %2.71£0.8 %8.61£2.6 %0.6£0.2
3 pg/mL %4.0£1.4 | %27.1£3.6 %1.0£0.3
10 pg/mL %2.31£0.7 %4.7+£0.9 %1.0£0.3
30 pg/mL %1.71£0.3 %2.31£0.6 %0.410.1

4.7. *'I-BLM, "'I-BLMG’in PC-3 Hiicrelerine Baglanma Etkinligine Aktivite
Miktarinin Etkisi

¥1-BLM, "I-BLMG ve 1, 3, 10, 30 ve 100 pCi'lik aktivitelerde PC-3 hiicrelerindeki
baglanma %’leri Sekil 4.18 de verilmistir. Sekil 4.18 incelendiginde "'I-BLM ve
BLMG icin yalnizca 1 ve 3 uCilik dozlarda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gdzlenememistir (P>0.05). "*'I-BLM ve "*'I-BLMG’nin bagdlanma oranlari arasinda en
fazla baglanmanin 3 pCilik aktivitede oldugu gérilmistir. **''in ise farkli dozlari
arasindaki baglanma yulzdelerinde istatistiksel olarak anlamh bir fark tespit
edilememistir (P>0.05). Sekil 4.19'da *"I-BLM, "*'I-BLMG ve "™'I'in kendi iclerinde
gruplandirilarak tum aktivite miktarlarinda gosterdikleri baglanma oranlari verilmigtir.
Cizelge 4.8'de ™'I-BLM, ™'I-BLM