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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Feslegen Bitkisinden izole Edilen Estragol’un Radyoiyodinasyonu Ve In Vitro
Hiicre Kiiltiirii Yontemleri ile Beyin Kanseri Hiicre Hatlar1 Uzerindeki
Davramisinin Incelenmesi
Mouhaman Toukour DEWA

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Fizikokimya Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Ugur AVCIBASI

Glinlimiizde bitki kokenli tedavi uygulamalarit 6nem kazanmaya devam
etmektedir. Ozellikle ¢ok yaygin ve tedavisi zor olan kanser tiirleri iizerinde daha az
toksik 6zelligi bulunan bitkiler {izerinde ¢esitli arastirmalar 6nem kazanmistir. Klinik
Oncesi calismalarda feslegen ve bilesenlerinin kemoterapiye yardimci, timor
hiicrelerinin gelisimini 6nleyici etkilerinin oldugu raporlanmastir.

Niikleer Tip; radyoaktif maddelerin yaydiklar1 1sinlardan yararlanilarak bir
hastaligin tan1 veya tedavisini amaclayan bir tip dalidir. Niikleer Tip’ta kullanilan bazi
radyoniiklidlerin, kanserli dokular tarafindan secici olan bitki kokenli bilesikler ile bu
dokulara yénlendirilebilir olduklar1 bilinmektedir. *'T; enerjisi ve yar1 6mrii nedeniyle
hem tan1 hem de tedavide tercih edilen 6nemli bir radyoizotoptur.

Bu tez kapsaminda 6ncelikle feslegen bitkisi ekstrakte edilerek bilesenlerinden
Estragol (EST) Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC) sisteminde izole
edilmistir. Radyoiyodinasyon islemi saflagtirilan EST’iin hem tan1 hem de tedavide
kullanilabilme potansiyeli olusturmasi amaciyla I ile gerceklestirilmistir. Ince
tabaka radyo kromatografi (TLRC) yontemi kullamlarak radyoisaretli EST nin ('*'I-
EST) kalite kontrolii yapilmistir. Radyoisaretli ve bitki kdkenli EST’nin insan
medulloblastoma (Daoy) ve insan glioblastoma-astrocytoma (U-87 MG) hiicre hatlari
tizerindeki biyoetkinliginin inlenmesi amaciyla in vitro hiicre kiltiirii ¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismalar kapsaminda, EST bilesiginin sitotoksisitesi
incelenmis ve '*'I-EST nin inkorporasyon ¢alismalari ile hiicreler {izerindeki tutulumu
incelenmistir.

Feslegen yapraklari ekstrakindan izole edilen EST bileseni "*'I radyoizotobu
ile yiiksek verimle isaretlendigi, radyokararliligini 24 saat korudugu goriilmiistiir. '3'I-
EST, "'T’e kiyasla ozellikle Daoy hiicreleri iizerinde yiiksek tutulum (~%8-9)
sergilemistir.

Tez kapsaminda sentezlenen '*'I-EST’un beyin hiicreleri iizerinde hem tani
hem tedavi potansiyeline sahip olmast projenin 6nemli bir ¢iktis1 olarak
diisiintilmektedir. /n vitro hiicre kiltlirii yontemleri ile temeli atilan bu c¢aligmanin
ileriki calismalar1 kapsaminda in vivo olarak deney hayvanlar iizerinde calismalar
yiiriitiilebilecektir.
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Nowadays, plant origined treatment applications continue to gain importance.
Especially, various investigations have gained more importance on plants that are less
toxic especially on very common and difficult-to-treat cancer types. Preclinical studies
have reported that basil and its components have anti-chemotherapeutic, tumor-cell
inhibiting effects.

Nuclear Medicine; is a medical discipline that aims at the diagnosis or
treatment of a disease by utilizing the rays of radioactive materials. It is known that
some radionuclides used in Nuclear Medicine can be directed to these tissues with
plant-derived compounds selective for cancerous tissues. *'I is an important
radioisotope that is preferred both for diagnosis and treatment because of its energy
and half life.

In present project, initially Estragole (EST) was isolated from basil leaves
extract. Isolation process was performed by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) system. The isolated EST was radioiodinated with *'I by
using iodegen method. Radioiodination performed with the aim of examining both of
the diagnosis and theraphy potential of the EST. Quality control of the radiolabeled
EST (*'I-EST) was performed by using Thin Layer Radio Chromatography (TLRC).
In vitro cell culture studies were performed to investigate the bioaffinity of
radiolabeled and plant origined EST on human medulloblastoma (Daoy) and human
glioblastoma-astrocytoma (U-87 MG) cell lines. Within these studies, toxicicity of
EST was determined and cell uptake of *'I-EST was investigated by incorporation
studies.

It was observed that the EST isolated from the extract of basil leaves was
radioiodinated with '3'I in high yields and preserved its radiostability for 24 hours.
BI-EST exhibited higher uptake (~ 8-9%) especially on Daoy cells compared to ''I.

As outputs of this project, *'I-EST, which synthesized within the scope of
current project, is thought to have a great prospect for both diagnosis and treatment
potential on brain cancer. It is proposed that the radioiodinated EST would have both
diagnostic and therapeutic effects on the brain cells. /n vitro cell culture studies of

IX



current project form the basis of future studies and in vivo studies on experimental
animals may be carried out as part of further studies of present study.

Keywords: Basil, Estragole (EST), !*!1 labeled estragole (**'I-EST), Iodine-131 (*3'T),
DAOY, U87-MG
2021, 56 pages



1 GIRIS

XXI. yiizyilda hastaliklarin tani/tedavisinde bitki ve bitki kokenli iiriinlerin
potansiyellerine vurgu artmis ve ¢esitli 6zelliklerinin hastaliklar tizerinde kullanimina
iligkin arastirmalara dnemli bir ilgi baslamistir [1,2]. Bu bitkilerin igerigindeki etken
maddeler, kemoterapotik ve kanser Onleyici ajanlar olarak kabul gérmiis ve bir¢ok
hastalik i¢in kullanilmaya baslanmistir [3]. Bu alanda kanser hedefleyici bitki kokenli
radyoisaretli ajanlarin gelistirilmesine yonelik calismalar yapilmaktadir [4]. Bitki veya
bitki kokenli dogal iceriklerden tiiretilmis ajanlar, sahip olduklari ¢esitli potansiyelleri
ve dogal anti-oksidan 6zelliklerinden dolay1 bu alanda popiiler olarak arastirilmakta
ve kullanilmaktadir [1,5]. Ayrica, bu dogal ajanlarin, geleneksel kemoterapi ajanlarina
kiyasla daha diisiik toksisite gibi bircok avantaja sahip oldugu bildirilmektedir [6].
Onkolojik tedavide halen kullanilmakta olan bir¢ok ilacin (Doxorubicin, Docetaxel,
Oxaliplatin, Melphalan, Carboplatin, Paclitaxel v.b.) bitki kokenli oldugu
bilinmektedir.

Klinik 6ncesi caligsmalarda feslegen ve bilesenlerinin kemoterapiye yardimet,
timor hiicrelerinin gelisimini Onleyici etkilerinin oldugu raporlanmistir. Ayrica,
feslegenin dogal antioksidan igeriginden dolay1 gida {iretimi ve ilag sanayisindeki
kullaniminda artis goriilmektedir. Feslegen tiriinlerini iceren ¢caligmalar giderek artmis
ve saglik tlizerindeki olumlu etkileri fark edilmistir. Literatiirde feslegen (Ocimum
basilicum) ekstraktinin kiiresel serebral iskemi ve reperfiizyon kaynakli beyin hasari
ve motor disfonksiyonlar1 iizerinde iyilestirici yonde etki gosterdigi goriilmiistiir [7].
Feslegen bitkisinin beyin iizerindeki ¢esitli biyolojik etkilerinin igerigindeki etken
maddelerden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Feslegen bitkisi (Ocimum basilicum)
icerigindeki temel bilesenlerin basinda Estragol (EST) gelmektedir. Otlar ve
baharatlarin ortak bir bileseni olan EST, kemirgenlerde iyi bilinen bir genotoksik
hepatokarsinojendir. EST igeren preparatlarin, insan hepatoma (HepG2) hiicre hatt1
lizerinde sitotoksisite, genotoksisite, apoptoz ve hiicre dongiisii iizerindeki etkileri
incelenmistir [8].

Niikleer Tip; radyoaktif maddelerin yaydiklar1 isinlardan yararlanilarak
hastaliklarin tan1 veya tedavisini amaclayan bir tip dalidir. Niikleer Tip alaninda tan1
ve tedavi amaciyla bircok radyoizotop kullanilmaktadir. Kullanilan bu

radyoniiklidlerin, kanserli dokular tarafindan secici olan bitki kokenli bilesikler ile bu



dokulara yonlendirilebilir olduklari bilinmektedir. *'T; enerjisi ve yar1 6mrii nedeniyle
hem tan1 hem tedavide tercih edilen onemli bir radyoizotoptur. “Teranostik™ terimi,
kliniklerde, ¢esitli hastaliklar i¢in daha spesifik, bireysellestirilmis terapiler
gelistirmek ve tanisal ile terapotik yetenekleri tek bir ajan olarak birlestirmek igin
devam eden cabalar1 tanimlamaktadir [9]. Niikleer T1p’ta hastaliklarin tan1 ve tedavisi
i¢in ¢esitli radyoizotoplar kullanilmaktadir. Iyot birden fazla farkli &zelliklerde
radyoizotopa (1Z1, 241, 2T ve 1) (12 ti2 13,3 saat; ' ti2 4,18 giin; '*°1 ti2 59,4
giin ve B!l tin 8 saat) sahip oldugundan Niikleer Tip’ta en ¢ok tercih edilen
radyoizotoplar arasindadir [10].

Bu tez ¢aligmasi ile bitki kdkenli EST nin, feslegen bitkisinden izolasyonu ve
radyoiyodinasyonu ile elde edilen radyoisaretli ajanin sentezlenmesi ve teranostik
yaklagimla ayni1 anda goriintiileme ve tedavi imkan1 sunabilme potansiyeline sahip,
beyin kanser hiicreleri iizerinde etkili olabilecek bu ajanin in vitro hiicre kiltiirii
caligsmalari ile 6ngoriilen potansiyelinin arastirilmasi amaglanmigtir.

Bu amag¢ dogrultusunda, oncelikle feslegen yaprkalar1 ekstrakte edilerek
bilesenlerinden EST Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC) sistemi
kullanilarak izole edilmistir. Radyoiyodinasyon islemi saflagtiritlan EST nin hem tani
hem de tedavide kullanilabilme potansiyelinin incelenmesi amaciyla "'l ile
gerceklestirilmistir. Ince tabaka radyo kromatografi (TLRC) yontemi kullanilarak
radyoisaretli EST’nin ("*'I-EST) kalite kontrolii yapilmistir. Radyoisaretli ve bitki
kokenli EST’ilin insan medulloblastoma (Daoy) ve insan glioblastoma-astrocytoma
(U-87 MQG) hiicre hatlar {izerindeki biyoaktivitesinin irdelenmesi amaciyla in vitro
hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Bu c¢alismalarda, EST bilesiginin
sitotoksisitesi incelenmis ve '3!I-EST un inkorporasyon ¢aligmalar1 gerceklestirilerek
hiicreler iizerindeki tutulumu incelenmistir.

Feslegen yapraklari ekstraksiyonu sonucunda izole edilen bitki kokenli EST un
radyoiyodinasyonu teranostik yaklasima imkan sunmustur. /n vitro beyin kanseri
hiicre hatlar1 iizerinde 6ngériilen potansiyelinin incelendigi bu proje kapsaminda '*'1-
EST’nin bu teranostik yaklagimla ndrodejeneratif hastaliklar ve beyin kanseri tizerinde
etkili olabilecek ajanlarin gelistirilmesi yoniinde bir 6n ¢aligma niteliginde oldugu

diistiniilmektedir.



2 GENEL BIiLGILER

2.1 Norodejeneratif Hastahiklar

Beyin kanseri ve norodejeneratif hastaliklar, diinyada 6nemini ve ciddiyetini
koruyan saglik problemleri arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Beyin kanseri tani ve
tedavisindeki zorluklar, c¢esitliligi ve heterojenitesinin diginda kan beyin bariyeri
(KBB) ile dogrudan iliskilidir. Norodejeneratif hastaliklar ise noronal hiicrelerin
kademeli olarak kaybi ve yaslanmada etkili sinir sisteminin fonksiyonel bozuklugu ile
iligkilidir. Alzheimer hastalig1 (AD), Parkinson hastalig1 (PD), Huntington hastaligi
(HD), Multipl Skleroz ve Prion hastaliklari major nérodejeneratif hastaliklardir [11].

Norodejenerasyon; yapisal veya fonksiyonel olarak ndronlarin ilerleyici kaybi
olarak tanimlanabilir. Norodejeneratif hastaliklar temel olarak beyin, omurilik ve

periferik sinirler gibi sinir sistemini etkilemektedir.

KBB, merkezi sinir sisteminin homeostazini korumada o6nemli bir rol
oynamaktadir ve bozulmasi, bircok beyin bozuklugunun 6nemli bir ayirt edici
ozelligidir. Kan-beyin bariyeri, beynin kan ve parankima hiicreleri arasinda zorlu bir

bariyer saglamaktadir [12].

Alzheimer (AD), Parkinson (PD), Huntington (HD), Amyotrofik Lateral
Skleroz (ALS) gibi norodejeneratif hastaliklar, merkezi sinir sisteminde goriiliir ve bu
hastaliklarin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, oksidatif stres, mitokondriyal
hasar, inflamatuar reaksiyonlar ve hiicre apoptozisi gibi c¢esitli patolojik siiregler

gosterdikleri tespit edilmistir [11].

* Alzheimer (AD) Genel olarak bilissel bozukluk, hafiza kaybi1 ve bunama ile
ilerleyen norodejeneratif bir hastaliktir. Hastalikli beyin dokularinda amiloid
beta Onciil (precursor) proteinlerinden kdken alan beta amiloid plaklar1 ve
hiicre i¢i ndrofibriler yumaklarin birikimi gézlenmektedir. Amiloid plaklar,
amiloid Onciil proteinin anormal islemesi ve asir1 iiretiminden dolay birikir.
Son yillarda yapilan ¢alismalar, hiicre i¢i anormal protein temizleme temel
yolaklarindaki (iibikitin proteazom sistemi ve otofaji) aksakliklarin, hastalik

olusum ve ilerlemesine katkida bulunduguna isaret etmektedir [13].



» Parkinson (PD) ise, beynin Substantia Nigra pars compacta (SNc) ad1 verilen
bolgedeki dopamin iireten sinir hiicrelerinin 6liimiine bagli olarak ortaya ¢ikan
bir hastaliktir. Parkinson Hastalig1 da ilerleyici nérodejenerasyon gozlenen bir
saglik sorunudur. Ailesel ve sporadik formlar1 mevcuttur. Parkinson Hastalig1,
bradikinezi, titreme ve kas katiligin1 gibi semptomlar ortaya ¢ikarir. Hastalik,
sinir hiicrelerinde mutant alfa-siniiklein proteinleri ifadesi ve bunlarin bir araya
gelip birikiminin katkida bulundugu Lewy cisimcikleri olusumu ile seyreder
[14].

* Huntington (HH) hastalig1 kronik, ndérodejeneratif bir beyin hastaligidir. Bu
beyninizdeki sinir hiicrelerinin zamanla yikima ugradigi anlamina gelir.
Hastalik tipik olarak 30-50 yaslar1 arasinda baslar, ancak baslangi¢ yas1 daha
erken olabilir. HH su durumlar etkiler;

e Hareket,

e Davranis,

e Diisiinme, anlama, 6grenme ve hatirlama,
o Kisilik

* Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) hastaligi, beyin ve omurilikte bulunan ve
kaslarin hareket etmesini saglayan sinir hiicrelerinin hasar gérmesi sonucu
ortaya ¢ikar. Motor noronlarin (kaslara hareket emri veren sinir hiicreleri),

kaslara uyarilar gonderemedigi zaman kaslarda gii¢stizliik baslar.

Mevcut ilaglar: dopaminerjik ndronlar1 ve anti-kolinerjik ilaglar1 etkileyen
ilaglar olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Ne yazik ki, mevcut ilaglar ¢ok sayida yan
etkiye sahiptir ve dopaminerjik ndronlarin dejeneratif siirecini iyilestirmede yetersiz
kalmaktadir. Bu nedenle, yliksek verime ve daha az yan etkiye sahip olan yeni
terapdtik yaklagimlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bitkisel kokenli bilesikler geleneksel
tipta uzun yillardir norolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilirken, son yillarda
modern tipta da teshis ve tedavi amacli olarak kullanilmaya baslanmistir [15]. Bitkisel
kokenli bilesikler norolojik hastaliklar agisindan da diisiik toksik etkileri ve ¢oklu
hedeflenmeleri gibi Ozelliklere sahip olmalari nedeniyle potansiyel ndroprotektif

ajanlar olarak arastirilmaktadir [16].



2.2 Gecmisten Bugiine Bitkilerin Onemi

Tarihsel agidan bakildiginda, ilaglarin iiretimi ve hastaliklarin farmakolojik
tedavisi, bitkilerin kullanimiyla baslamaktadir [17]. Klasik tibbin bitkilerle iliskili
tarihinin, antik cagdan modern zamanlara kadar 2500 y1ldan fazla oldugu diisiiniiliirse
bitkilerin potansiyelinin saglik uygulamalari i¢cin 6nemli ve uygulanabilir oldugu
goriilmektedir. Bitkilerin igerigindeki alkaloidler, flavonoidler, lignanlar, saponinler,
terpenler, taksanlar, vitaminler, mineraller, glikozitler, zamklar, yaglar,
biyomolekiiller, diger birincil ve ikincil metabolitler gibi cesitli etkin maddelerinin
kanser hiicresi aktive edici proteinleri, enzimleri ve sinyal yollarini inhibe etmede
onemli rol aldiklar1 bilinmektedir [18]. Diyet faktorleri kanserlerin énlenmesinde
onemli bir rol oynamaktadir. Flavonoid igeren meyve ve sebzelerin kanser
kemopreventif ajanlar1 oldugu bildirilmistir. Flavonoidler ¢ok iyi toksisiteye sahip,
biyolojik olarak iyi bilesikler olarak kabul edilmektedirler ve bu da onlar1 iyi terapdtik
adaylar yapmaktadir [19]. Dogada bulunan ¢esitli flavonoidler kendi fiziksel, kimyasal
ve fizyolojik ozelliklerine sahiptir. Antibakteriyel, hepatoprotektif, anti-enflamatuar,
anti-kanser ve anti-viral ajanlar gibi bir¢cok flavonoidlerin tibbi etkinligi arastirmalarla

desteklenmistir [20].

Bununla birlikte birgok tibbi bitkinin ve igerigindeki fitokimyasalin kanser
olusumunu ve ilerlemesini onledigi literatiirde bildirilmistir. Ayrica; tibbi bitkiler ile
flavonoidler gibi aramotik ozelliklere sahip bitkiler, fitoterapi ve veteriner tibbi
kullanimlari, gibi kavramlar ile kullanim alanini genisleten "endiistriyel {rtinler"

haline gelmistir [21].

Yaklasik 250.000 bitki tiirii taksonomik olarak smiflandirilmis ve farkl
hastaliklarin tedavisi i¢in bunlardan yalnizca %10 kadar1 giiniimiize kadar
arastirilabilmistir [22,23]. Bir¢ok arastirma sonunda elde edilen bilgiler 1s1g1nda klinik
alana aktarilan bir¢ok bitki kokenli ila¢ bulunmaktadir. Bunlar arasindan bazi 6rnekler

asigida siralanmistir:

e Adriamycin (Pfizer, Badford)
e Taxol (BristolMyers)
¢ Reminyl (Janssen-Cilag)



e Apokyn (UsWorldMeds, Mylan)

e Avmacol (NMx Wellness Innovations)
e Alvocidib

e Seliciclib

e Hycamtin (GlaxoSmithKline)

e Alkaban-AQ

e Arymo ER

2.2.1 Feslegen

Feslegen yapraklari; igerdigi yag, protein, karbonhidrat, vitaminler ve madensel
maddeler ile insanlar ve hayvanlar i¢in degerli bir besin kaynagidir. Feslegen (Ocimum
basilicum L.) Labiatae familyasina bagli kuvvetli ve giizel kokulu, 30-40 cm boyunda,
yaz aylarinda beyaz veya pembe renkli ¢igekler agan tek yillik bir bitkidir [24] . Bir¢ok
varyeteye sahip olan Ocimum basilicum L. 2n=48 kromozom sayisina sahip dogal bir
tetraploidtir [24]. Toprak {istii organlar1 son derece hos ve giiclii koku icermektedir.
Bitkinin tohumlari, kurutulmus ve taze cicekli dallari, yapraklar1 kullanir. Yaprak ve
ciceklerinde karakteristik aromatik kokuyu olusturan yag bezelerine sahiptir [25].
Feslegen Giiney Asya, Afrika, Amerika ve Orta Dogu’nun yerli bitkisidir. Bugiin
Filipinler’den Afrika’nin yagmur ormanlarina, Tropikal Asya’dan Polonya’ya kadar
genis bir alanda yetistirilmektedir. Ayrica biitiin Akdeniz iilkeleri ile Tirkiye nin
iliman iklim bolgelerinde yetistirilmektedir. Tiirkiye’de ev bahgelerinde ve saksilarda
yetistirilen feslegen (Ocimum basilicum L.)’nin Istanbul, Elaz1g, Mardin, Denizli,
Maras ve Hatay illerinde de seyrek olarak bulundugu bildirilmektedir [26]. Jansen
(1981), Feslegen (Ocimum basilicum L.) bitkisinin gelisiminde ekolojik faktorlerin
onemli etkisinin oldugunu, farkli lokasyon ve iklimlerde yetistirilen ayni genotipe
sahip bitkilerin morfolojik ve kimyasal yapilarinida biiyiik farkliliklarin oldugunu
belirtmistir [27]. Arastirict Hollanda (Wageningen)’da 151k yogunlugu az olan bir
serada yetistirilen feslegen bitkisi, Etiyopya’da sicak iklim kosullarinda
yetistirildiginde morfolojik yapisinin 1iyilestigini, farkli lokasyonlarda farkli
biiyiikliikte yaprak ve ¢igege sahip oldugunu gozlemlemistir.

Menghini ve ark. (1984) italya’da yiiriittiikleri ¢alismada; ayni toprak

Ozelliklerine sahip dag ve ova kosullarinda yetistirilen feslegenlerin verim ve kalite
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ozelliklerini belirlemislerdir. 60x30 cm dikim sikliginda yetistirilen feslegenlerde, ova
kosullarinda iiretilenlerin, yiiksek alanlarda yetistirilenlere gore daha fazla taze ugucu
yag oram1 ve ugucu yag verim degerlerine ulastigi belirlenmistir [28]. Yapilan
caligsmalara gore feslegenin bir¢ok kanser tiirlinii 6nleyici etkisi oldugu belirtilmistir.
Yiiksek antioksidan igerigi ile hiicreleri hiicre hasarina kars1 korur. Bunun sonucunda
cilt kanseri, meme kanseri, agiz kanseri gibi bir¢ok kanser tiirline karsi koruma

sagladig belirtilmistir.

Gilinlimiizde kanser i¢in ciddi arastirmalar yapilmakta ve su anda ¢esitli kanser
tiirleri i¢in gelistirilmis, sitotoksik veya DNA’ya hasar verici etkiye sahip bir¢cok
kanser ilac1 bulunmaktadir [29]. Ancak, bu ilaglarin doku seciciligi olmadigindan, ilag
saglam dokulara da ulasip zarar vermekte ve ciddi yan etkiler olusturmaktadir. Bu
zarardan en ¢ok etkilenen organlar, lireme sistemi organlar ile karaciger ve bobrekler.

Kanser arastirilmalarin da cevabi aranan baslica ti¢ temel soru vardir.

- Saglam hiicreler kemeoterap ilaglarin zararl etkilerinden nasil korunabilir?
- Ilaglarin yan etkileri nasil azaltilabilir?
- En uygun ila¢ dozu hasta hiicrelere nasil gonderilebilir?
Bu sorularin yanitinin bir kismi hedef yonlenebilen ila¢ tasima sistemlerinde
yatmaktadir. Tiimorli dokuya hedefleme iki metotla yapilmaktadir.
-Pasif Hedefleme: Makromolekiiller ilag etken maddesinin baglanmasiyla
-Aktif Hedefleme: se¢ici molekiiller kullanilarak

Feslegen bitkisinin anti-inflamatuvar, antibakteriyel, migren, bas agris1 etkili
oldugu ve ayni zamanda asit ve pepsin sekresyonunu azalttigi gosterilmistir. Plasebo
kontrollii ¢ift kor calismada fonksiyonel dispepsili 200 hasta 4 hafta kullanmis ve

% 80’inde semptomlarin iyilestigi gézlenmis.

2.2.2  Estragol (EST)

Diinya niifusunun yaklasik %70-80°1 bitki kaynakli geleneksel tip uygulamalar ile

tedavi gormektedir. Insanlar bitki ekstrelerini tedavi amagl ilag, surup, tablet ve oral
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sprey seklinde stres azaltici, yorgunluk ve uykusuzluk giderici ve sinirsel bazi
hastaliklarin tedavisinde de yaygin olarak kullanmaktadirlar [30]. Bu ekstrelerden biri
Estragoldur. Ugucu yaglar bitkilerden elde edilir ve kimyasal olarak bir¢ok bilesen
icerirler. Bazen bir yagda 100’den fazla bilesen bulunabilmektedir. Her ugucu yagin
kendine 0zgli kokusu ve aromaterapik oOzellikleri, s6z konusu yagi olusturan
bilesenlerin kombinasyonu ve miktarina baghdir [31]. Estragol (EST), esas olarak
feslegen bitkisinden izole edilen 6nemli bir molekiildiir. Ozcan ve ark tarafindan
yapilan bir calismada feslegenin cicek, yaprak ve govde yaglarinin ana bilesenleri
strastyla ugucu yagi estragol (% 58,26, % 52,60 ve % 15,91) ve limonen (% 19,41, %
13,64 ve % 2.40) ve p-simen (% 0.38, % 2.32 ve % 2.40)’dir [32].

Kan-beyin bariyeri (KBB)'ni ge¢mek i¢in, molekiiller beyin kilcal endotelyal
hiicrelerini geg¢melidir. Kii¢ciik molekiiller olan beyin kapiler endotel hiicrelerinin
plazma membran1 boyunca basit difiizyonu lipofilitesine baglidir, bu nedenle bu
molekiillerin lipofilisitesinin artmasi KBB gecirgenligini arttirmak i¢in etkili bir
stratejidir ve uzun zamandir ilag endiistrisinde ilag gelistirme icin uygulanmaktadir
[33]. Literatiirde Estragol’iin lipofilitesine ve KBB’ni asabilecegine deginilmistir
[34,35]. Bu sebeple bu tez kapsaminda beyin kanserini hedefleyen bitki kokenli
radyoisaretli ajanin KBB’ni gecebilmesi amaciyla feslegen bitkisinin etken

bilesenlerinden biri olan Estragol molekiilii secilmistir.

2.3 Radyoisaretli bitki kokenli bilesikler

Son yillardaki toplumsal egilim, bitkisel yiyeceklerin artan tiiketimi
dogrultusunda ilerlemektedir. Gidalarla alinan dogal antioksidan maddeler, 6zellikle
kalp rahatsizliklarin1 ve kansere yakalanma riskini azaltmaktadir. Bu bilgiler
dogrultusunda bitkisel kdkenli yiyeceklerin tiiketilmesi saglikli bir yasam i¢in 6nemli
hale gelmistir. Bitkisel kokenli bilesikler geleneksel tipta uzun yillardir nérolojik
hastaliklarin tedavisinde kullanilirken, son yillarda modern tipta da teshis ve tedavi
amaclt olarak kullanilmaya baslanmistir. Niikleer Tip’ta kullanilan bazi
radyoniiklidler, kanserli dokular tarafindan se¢ici olan molekiiller ile bu dokulara
yonlendirilebilirler. Literatiirde, belirli organ veya dokulara spesifik bitki kdkenli
bilesiklerin, uygun radyoizotoplarla isaretlenerek c¢esitli kanser tiirleri iizerinde
biyoetkinliklerinin incelendigi bir¢cok bilimsel arastirma mevcuttur. Erken tani ise

organ ve doku goriintiileme ile miimkiin olmaktadir.



Goriintiileme ve tedavi asamalarinda, yarilanma siiresi, foton salinimi ve enerji
kriterlerine uygun olan radyoniiklidler kullanilmaktadir. Nikleer goriintiilleme
radyoniiklidleri yar1 6miirlerine, fotonlarin ve enerjilerin salinimina gore secilmelidir.
Bu nedenle, calismalar genellikle bitki ekstraktlarindan biyoaktif bilesiklerin
izolasyonu, T, 12°1 ve *™Tc gibi baz1 radyoizotoplarla radyoisaretleme, biyolojik
aktivitelerini in vivo / in vitro metotlar kullanarak incelemeye odaklanmistir. Bu
bitkilerin ndrolojik hastaliklar acisindan da diisiik toksik etkileri ve c¢oklu
hedeflenmeleri gibi 6zelliklere sahip olmalari nedeniyle potansiyel ndroprotektif

ajanlar olarak arastirilmaktadir.
2.4 31T (fyot-131)

Iyot, VIIA (Halojen) grubunda, atom numarasi 53 olan metal elementtir ve tek
kararl1 izotopu '?’I’dir. Birgok izotopa sahip olmasinin yani sira '23I, 1241, 125] ve 1311
gibi 6nemli radyoizotoplara sahiptir. *'T radyoizotopunun yar1 émrii 8 giin, foton
enerjisi ise 364 keV’dir. Rutin Niikleer Tip uygulamalarinda 3'I, kapsiil veya sivi
formda oral yolla hastaya verilir [36]. '*'I radyoizotopu reaktdrde 2*>U’in termal ndtron
ile bombardimani sonucu fisyon iiriinii olarak iiretilmektedir. 1*'I’in iiretimine iliskin
reaksiyon agagidaki gibidir:

33U+ n— 28U - W1+ By + 330

Isinlanan 2*°U hedef iiriinlerinden sodyum iyodiir (Na'*'I) olarak ayrilir. *'I’in
kimyasal ayrimu, tiriiniin %18°lik NaOH igerisinde 1sitilarak ¢éziilmesi ve bir¢ok metal
iyonlarmin hidroksitlerinin sogutularak ¢okeltilmesi ile gergeklestirilir. Siipernatant
iceren sodyum iyodiir, kapali bir destilasyon sisteminde siilfiirik asit ile asitlestirilir,

asitle iyodiir oksitlenir ve iyot destilasyonla bir NaOH ¢6zeltisinde toplanir [36].

1T radyoizotopu nétron fazlalig1 nedeniyle negatif beta bozunumu yapar. Beta
ve gama 1s1mas1 yaparak iki kademede kararl1 '*!Xe radyoizotopuna déniisiir. '3'I’e ait

bozunma semasi1 ve bozunumun zamana bagl degisimi Sekil 2.1°de goriildiigii gibidir.
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Sekil 2.1 '*'I’in bozunma semast

2.5 Yasam Bilimlerinde Teranostik Yaklasimlar

Klinik ¢aligmalarda, genis hasta popiilasyonlarindaki genetik degiskenlik
nedeniyle ilag yanmitindaki degisikliklerin iistesinden gelebilmek igin caligmalar
yapilmaktadir. Kisisellestirilmis tedavi bu sorunu ¢dézebilmek icin segilen mevcut
stratejidir. Son birka¢ on yil boyunca, klinik uygulama aligkanliklarinin
kisisellestirilmis tedaviye donmesinin i¢in umut verici faydalar sagladigi

distiniilmektedir.

2002 yilinda “teranostik” Funkhouser tarafindan tanimlanmistir. Yntem, terapi
ve tibbi goriintiilemenin, biyolojik dagilimin dogru gerceklesebilmesi ve terapdtik
etkinlikteki istenmeyen degisikliklerin onlenmesi i¢in tek bir “paket” materyale
entegrasyon olarak tanimlanmaktadir [37-40]. Niikleer teranostik kavrami ise 75 yil
once Sam Seidlin, 1yot-131'1 tanisal goriintiilleme, hedef ifadenin dogrulanmasi ve

tiroid kanserinin radyoniiklid tedavisi i¢in kullandiginda gelismistir [41].

2.6 Tez Kapsamindaki Calismalarda Kullanilan Metodlar

2.6.1  Ekstraksiyon

Ekstraksiyon, kat1 karigimlardan veya ¢ozeltilerden bir maddeyi ayirmak ig¢in
ve/veya ¢Oziicli yardimu ile istenmeyen safsizliklar1 karisimlardan uzaklastirmak igin
yapilan bir islemdir. Kesintili, siirekli ve kimyasal etkilesmeye dayanan olmak iizere

tic ¢esit ekstraksiyon ¢esidi vardir. Kesintili ekstraksiyon ayirma hunisiyle yapilir. Bu
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yontemde Oncelikle sulu ¢ozeltinin hacminin yaklasik iki katina esit ayirma hunisi
secilir. Huninin muslugu ve kapagi iyice kapanip, i¢ine ¢ekilecek ¢ozelti ve yaklasik
licte biri kadar eter konur. Atmosfer eter buhariyla doyuncaya kadar calkalama
tekrarlanir. Yeterince maddenin eter fazina gectigi diisiiniiliince, huni bir halkaya
konup bekletilir. Alttan sulu faz ve istten eterli faz alinir. Sulu faz tekrar ayirma
hunisine konularak, taze ¢oziiciiyle tekrar islem tekrarlanir. Siirekli ekstraksiyon ise;
organik maddelerin, suda organik ¢6ziiciilerden daha fazla ¢oziindiiklerinde ya da kati
bir fazda bulunup organik c¢oziiciilerde az ¢oziindiiklerinde uygulanir. Organik
¢Oziiclinlin sudan agir ve hafif olmasina gore iki farkli sekilde gerceklesir. Siirekli
ekstraksiyon diizeneginde bir sogutucu, sudan agir ya da hafif ekstraksiyon
¢Oziiciisiinlin bulundugu balon ve ¢ekilen organik madde ¢6zeltisinin toplandig1 balon
vardir. Bu yontemde, ekstraksiyon ¢6zeltisi kaynatilarak, sogutucuda yogunlastirilip,
organik maddeyi iceren faz damlalar halinde balona diisiiriilerek elde edilir. Kimyasal
etkilesmeye dayanan ekstraksiyonda ise ekstraksiyondan ayrilacak madde ¢ekme
¢oOzeltisi ile kimyasal reaksiyon verir. Bu tiirtinde, karisimlardan bilesikleri ayirmak ya

da organik madde i¢indeki safsizliklar1 uzaklastirmak icin uygulanir [42].

2.6.2  Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC) Yontemi

Yiiksek performanslt sivi kromatografisi (HPLC), bir karisim icindeki
bilesenleri ayirmak i¢in kullanilan kromatografik bir sistemdir. Calisma prensibi, bir
siitun i¢indeki kat1 adsorban maddelerden, sivi fazin gegirilmesi ve bu sekilde sivi
orneklerin stiriiklenmesi seklindedir. Siiriiklenme sirasinda, 6rnegin bilesenleri, kati
materyalle etkilesime girerken, etkilesim zayif ise kolon digina ¢ikmasi kisa siirede,
etkilesim gii¢lii ise uzun siirede olmaktadir. Bu durum siiriiklenme farkliliklari

yaratarak, kromatogramda farkli pikler elde edilmesini saglamaktadir [43].

2.6.2.1 Kromatogramlar

(Coziinen maddenin bilesimlerine tepki veren algic, kolon ¢ikisina yerlestirilip
kullanilan mobil faz hacminin veya algi¢ sinyali zamanin bir fonksiyonu olarak
kaydedilirse, ¢cok sayida pik olusur ve bu tip grafige kromatogram denir. Boyle

grafikler kantitatif ve kalitatif analiz i¢in kullanilabilir. Numune bilesenlerini tanimada
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zaman eksenindeki pik yerleri (alikonma zamanlar1) kullanilir. Her bir bilesenin

miktarinin kantitatif 6l¢iisli olarak bu piklerin alanlarindan yararlanilir.

2.6.2.2  Sivi kromatografi

Sivi kromatografi (LC), numunede ilgilenilen bilesenin polaritesine ve onlarin
kolon ile etkilesimine dayanarak kromatografi kolonunda karmasik sivi
karisimlarindaki bilesenleri ayirma yontemidir. Ek olarak, bu ayirmalar numunenin
mobil faz ile sabit fazla etkilesimine bagh olarak gerceklestirilir. Karigim ayiriminda
uygulanan bir¢ok mobil faz ve sabit faz kombinasyonu olunca, bu fazlarin fiziksel
durumuna dayanarak smiflandirilan bir siirii kromatografi cesitleri bulunmaktadir.
Karisimdaki bilesenlerin her biri mobil fazla yakinligina gore kolonda ayirilirlar. Eger
bilesenler farkli polaritelere sahip olurlarsa, belirli polariteli mobil faz kolondan
gecirilince, bilesenlerin biri digerlerine gore daha hizli kolonu terk edecektir. Ayni
bilesigin molekiilleri genellikle gruplar halinde hareket edeceginden, bilesikler kolon
icinde ayr1 bantlara ayrilirlar. Eger ayrilacak bilesikler renkli olurlarsa, onlara ait olan
bantlar goriinebilmektedir. Aksi takdirde, yiiksek performansli sivi kromatografide
(HPLC) oldugu gibi, piklerin mevcudiyeti diger enstriimantal analiz teknikleri,

(6rnegin; UV-VIS spektroskopisi) ile belirlenmektedir.

2.6.2.3 Normal-Faz kromatografi

Karisim bilegenleri  birbirinin  polaritesine dayanarak farkli oranlarda
uzaklagirlar. Ayirmak i¢in kullanilan kolon polaritesi mobil faza goére daha biiyiik ise
deneyler normal fazda yapildigin1 gosterir. Normal-faz kromatografisinde durgun faz
polardir, ayrilmakta olan daha polar ¢dziinen bilesenler durgun adsorban fazinda daha
fazla bagh kalacaklar. Coziicli ya da gradiyent ¢oziiciileri kolondan gegirildiginde, az
polar olan bilesenler, daha giiclii polar olanlara gére daha hizli gegerler. Polaritelerinin
artmasinin sirastyla yeterli bir ayrilmanin saglandigini varsayilarak, bilesenler daha
sonra ayri bir sekilde toplanabilirler. Bu tip kromatografi sivi-kati kolon

kromatografisine benzemez ve ¢ogunlukla HPLC uygulanirken kullanilir.
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2.6.2.4  Ters-Faz kromatografi

Ters-faz kromatografide mobil ve sabit fazlarin polariteleri uygulanan normal-
faz kromatografiye gore tam tersidir. Polar olmayan mobil faz ¢oziiciisiinii segmek
yerine polar c¢oziicii tercih edilir. Eger deneyde ¢oziicli polarite gradiyenti
kullanilacaksa, gradiyente once en ¢ok polar ¢oziicii ile baslanir ve polaritesi diisiik
¢Oziicii ile gradiyent sonlandirilir. Kat1 adsorbentler kendileri polar olunca, sabit fazi

non-polar olan kolonu elde etmek zordur hem pahalidir.

Yiiksek performasl sivi kromatografi (HPLC), yiiksek hizda ayirmanin
yapildigr LC sistemidir. Bu yontemin kullanighh olmasinin sebepleri, hassasiyeti,
kantitatif analize kolayca uygulanabilmesi, sicaklikla kolay bozulan bilesiklerin veya
bliyiik molekiillii bilesiklerin ayrilmasi saglamasidir. Mesela, amino asitler, proteinler,
biyojenik aminler, karbonhidratlar, steroidler, pestisitler, antibiyotikler, anorganik
bilesikler, metal-organik bilesikler ve ilaglarin analizinde kullanilabilir. HPLC’de
mobil faz s1v1 ve sabit faz ise ¢ok kiiciik kat1 taneciklerden olusur. Uygun akis hizlar
elde etmek icin siviya birkag yiiz psi’lik veya daha yiiksek bir basing uygulanmasi

gerekir.

2.6.3 Radyoiyodinasyon

Iyot radyoizotoplarinin, farkli yontemler ile farkli oksidasyon seviyelerinde
hedef molekiillerle radyoisaretlenmesidir. Isaretleme i¢in genellikle proteinler, niikleik
asitler ve hiicre yiizeyleri tercih edilmektedir. Radyoisaretleme calismalarinda iyot
radyoizotoplari, digerlerine gore, yaydigi radyasyon tipi ve yarilanma Omiirleri
nedenleriyle daha uygundur. '*I’iin yar1 dmrii 13 saat, >°I’in 59,4 giin ve *'T’in 8 giin

olup, goriintiilleme ve terapi hedefli ¢alismalarda tercih edilmektedirler.

Serbest iyot molekiille baglanma yeteneginde degildir. Bunun i¢in iyod’un
oksidasyon seviyesinin degismesi gerekmektedir. Yikseltgenmis durumdaki iyot
bircok molekiile kuvvetle baglanir. Iyot yiikseltgenmesi icin ¢esitli ydntemler
kullanilmaktadir. Bu yontemlerden biri olan iyodojen yontemidir. Bu yontemde; cam
deney tiipli icine tepkime sartlarina gore ayarlanan miktarda iyodojen (1,3.4,6-

tetrachloro-3a,6a-diphenylglycoluril) eklenerek, diklorometan igerisinde ¢oziiliir.
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Diklorometan’in tamamen buharlagmasi saglanir ve cam tiip tabaninda film tabakasi
elde edilir. Daha sonra, cam tiip igerisine isaretlenecek madde ve iyot eklenerek
inkiibasyon saglanir. Iyodojen yéntemi, radyoisaretlenecek maddenin fiziki ve
kimyasal deformasyonunu engellediginden, iyot ylikseltgenmesi i¢in en ¢ok tercih

edilen yontemdir [44].

Iyodinasyonun elektrofilik ya da niikleofilik siibsitiisyon tepkimeleri ile
gerceklestigi diisiiniilmektedir. Bir organik molekiilde kovalent bag temel olarak iki
farkli yoldan kirilir. Atomlardan birinin ya da bir grubun bag elektronlarinin {izerine
alarak, karbon atomunu bag elektronlarindan ayirmasi sonucu pozitif yiikli
karbokatyon olugsur. Karbokatyon, elektron ¢ifti iceren atom veya grup ile etkilesirse
niikleofilik tepkimeler gerceklesir. Atomlardan birinin ya da bir grubun bag
elektronlarin1 karbon iizerinde birakmasi ile negatif yiikli karbanyon olusur.
Karbanyon, elektron eksikligi olan bir atom veya grupla etkilesirse elektrofilik

tepkime gerceklesir.

2.6.3.1 Iyodojen Metodu

Iyodojen (1,3,4,6-tetrakloro-3a,6a-digenilglikouril) ilk olarak Fraker ve ekibi
tarafindan 1limh yiikseltgeyici bir ajan olarak ifade edilmis ve ortaya cikarilmstir.
Yapidaki N-kloro bilesigi sulu ortamlarda ¢oziinmeme 6zelligine sahiptir, bu nedenle
“kat1 faz” yiikseltgeyici ajan olarak kullanilir. Iyodojen metodunda, tepkime karisimi
basit olarak yiikseltgeyici maddeden dekantasyon yolu ile ayrilir. Bu amagla, bilesik
kloroform igerisinde ¢oziiliir ve tepkime tiipiine alinir. Daha sonra ¢dzgen madde
dikkatli bir bicimde ugurulur ve iyodojen yiizeyde kristal biciminde toplanir. Iyodojen
kapl tiipler daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere desikatérde saklanabilir.
Isaretlenecek bilesik ve radyoiyodiir karsimi birka¢ dakikaligina tepkime tiipiinde
inkiibe edilir. Bu kademeden sonra, karisim iyon degistirici kolona alinir ve
baglanmamis iyot ayrilir. Bu olay kat1 fazdaki iyodojenin tepkimesi ile agiklanabilir.
Iyodojen’in kimyasal yapisi asagida verilmistir. Kolay uygulanabilir olmasi ve
ligand’in kimyasal yapisini degistirmemesi ve nedenleriyle sik tercih edilen bir

yontemdir [45].
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Sekil 2.2 Iyodojen’in kimyasal yapisi
2.6.4 Ince Tabaka Radyo Kromatografi (TLRC) Yontemi

Radyoisaretli bilesiklerin ayirma islemlerinde kullanilan TLRC yonteminde
sabit faz olarak silikajel veya aliimina, hareketli faz olarak nonpolar veya orta
polaritedeki c¢oziiciiler veya tamponlar kullanilmaktadir. Destek madde olarak
aliminyum, cam ya da plastik plakalar kullanilmaktadir. Ince tabaka
kromatografisinde 6rnek sabit faz olan plakanin tabanina damlatilarak, hareketli faz
olan ¢dzgenin bulundugu cam banyo tankina daldirilmaktadir. Plakalarin iizerindeki
kapiller etkisi sayesinde ¢ozgen plakanin yukarisina siiriiklenmektedir. Bdylece sabit
faz boyunca radyofarmasétik ve radyokimyasal safsizliklar ayrilmaktadir. Adsorban
madde olarak ise seliilloz, silikajel gibi katt maddeler tercih edilmektedir. Oto-
radyografide, ayrilmis radyoaktif bolgeleri (nokta veya bandlari) igeren tabaka direkt
olarak kromatogram goriintiilerini gosteren bir fotografik film (x-1sinlar1 filmi)
igerisine konulur. Kromatogramlarin kalitatif olarak degerlendirilmeleri farkli optik
yogunluklara sahip, kararmis bolgeler bigiminde goriillen radyoaktivite bolgelerini
tespit etmek amaciyla, filmin gorsel olarak incelenmesiyle gercgeklestirilir. Optik
yogunluk, boélgedeki radyoaktivitenin miktar1 ile iliskilidir, bu yiizden sayim,
radyoaktif standartlara maruz birakilarak olusturulmus bir kalibrasyon egrisi

kullanilarak, dansitometre kullanilarak yapilir [46].

Numune kromatogramlarinin bilinen referans materyallerin kromotogramlari ile
karsilagtirilmast ile numunenin karakterize edilmesi saglanir. Kromotogramdaki
bilesenlerin ilerleme mesafeleri Rr degeri (alikonma faktorii) denilen basit bir
parametre ile belirlenebilmektedir. Bu deger bilesenin ilerledigi yolun hareketli fazin
ilerledigi yola orani ile bulunur. Rrdegerinin matematiksel olarak ifadesi asagidaki

esitlikte verilmistir.
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_ Radyokimyasal Bilesenin ilerledigi Uzaklik

f Cozgenin Ilerledigi Uzaklhik

2.6.5 Sivi  Kromatografisi-Ucu¢ Zamanh Kiitle Spektrometresi
(LC/QTOF/MS)

LC/MS sistemleri, sivi kromatografinin fiziksel ayirma giicii ile kiitle
spektrometresinin kiitle analiz giiclinlin kombinasyonundan olusmus bir sistemlerdir.
QTOF LC/MS sisteminde, fiziksel 6zelliklerine gore ayrilir, iyonlastirilarak hem
quadropol hem de ugus zamanl dedektorler ile ¢ok kiigiik derisimlerdeki 6rneklerin
bile teshis ve miktar tayini yapilabilmektedir. Ucus zamanli (TOF) kiitle
spektrometresinde iyonlar elektrik alan tarafindan ivmelendirilir ve iyonlarin
dedektore ugus siiresi dlciiliir. Hafif olan iyonlar agir olan iyonlara gore daha hizh
ucacagl icin iyonlar ugus zamaninin bir fonksiyonu olarak ayrilmig olur. TOF-MS

tinitesi bilesimlerin elementel formlarini spesifik ve secicilikle aydinlatir [44].

2.6.6  Stabilite

Radyokimyasal saflik, radyoniiklidin bagli oldugu bilesigin radyoaktivitesinin
toplam radyoaktiviteye orani olarak tanimlanmaktadir. Ortamda istenilen bilesimin
disinda olusan radyoaktif bilesikler veya baglanmamis olarak bulunan radyoniiklidler

“Radyokimyasal Safsizlik” olarak nitelendirilmektedir.

Radyokimyasal safsizliklar radyoniiklidin {iretimi sirasinda, biyoaktif bilesenin
sentezi sirasinda (reaksiyonun tamamlanmamig olmasi, yan reaksiyonlar vermesi,
¢Oziicii veya safsizliklarla olusturdugu reaksiyonlar ve koruyucu gruplarin tam olarak
ortamdan uzaklastirilamamasi) ve saflagtirmanin tam olarak yapilamamasindan

kaynaklanmaktadir [47].

Hazirlandig1 sirada kimyasal yonden saf olan bir radyofarmasoétik dis etkenlere
ve zamana bagli olarak, radyoniiklidin bagh oldugu molekiilden ayrilarak veya
radyasyonla bozunarak ve bunlar yaninda pH ve sicaklik gibi nedenlerle safsizliklarini
yitirmektedirler. Bu olay radyofarmasétigin kararlilig: ile ilgili bir durumdur. Bu

noktada ortaya ¢ikan radyokimyasal safsizliklar, hedef organ veya bdlgenin digindaki
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yerlere lokalize olarak gereksiz yere verilen bir radyasyon dozuna ve sintigrafik

incelemede olas1 yanilmalara neden olmaktadir.

Yukarida bahsedilen Radyokimyasal Saflik, Radyoniiklid Saflik ve
Fizikokimyasal Saflik bilesenlerinin bileskesi olarak tasarlanan bir radyofarmasétigin
biyolojik bir ortamda siiregelen ¢aligsmalar boyunca bozunmadan kendi kimyasal
yapisini korumasina “Stabilite (Kararlilik)” denmektedir. Niikleer tip acisindan, ideal
bir radyofarmasétigin hazirlanmasi ve kullanilmasi sirasinda kimyasal kararligini
korumas1 gerekmektedir ve kimyasal kararlilik radyoniiklidin baglandig1 ligand ve

farmakokinetik degiskenlerine bagimlilik gostermektedir.

2.6.7 Lipofilite

Lipofilite, kimyasal bilesigin kat1 yaglar, sivi yaglar, lipidler gibi apolar
coziicliler i¢inde ¢oziinme yetenegini ifade etmektedir. Lipofilite diger bir adi ile
ayrilma katsayis1 P, iyonize olmayan bir bilesigin su veya su ile karigsmayan tlirdeki
bir yag ¢cozgende igerisindeki (genellikle oktanol) bagil gecirgenligini ifade eden bir
parametredir. P degerleri ilaglarin biyolojik ortamlarda kullanilmalar1 ve farmakolojik
etkinliklerinin gelistirilmesi i¢in ¢ok onemlidir. Hidrofilik maddeler suda ¢dziinme
egiliminde iken, lipofilik maddeler yaglarda ¢oziinme egilimindedir. Lipofilite;
Coktanol/ Csu oranidir ve bu oranin biiyiikliigii, maddenin lipofilik olmas1 ile dogru
orantilidir. Oranlama yapildiktan sonra bu deger P olarak adlandirilmakta ve bu
degerin logaritmasi alinarak lipofilite’nin sembolii (LogP) olarak kullanilmaktadir.
Cozelti igerisinde bulunan, iyonize olmayan ¢dziinen madde konsantrasyonlarinin
logaritmas1 logP olarak ifade edilir. LogP, lipofilitenin dl¢iisiidiir Lipofilite, asagidaki
esitlikte verildigi gibi ifade edilir [48].

LOgPoktanol+su = Log [ Cok,tanol - Cdeiyonize su]

2.6.8 Hiicre Kiiltiirii Yontemleri

Hiicre kiiltiiri 6karyot canlilardan elde edilen devamli ve primer olmak iizere
optimum kosullarda elde edilen in vitro ¢aligmalardir. Siklikla kullanilan hiicre hatlar

insan, hayvanlardan elde edilmektedir. Sadece insan ve hayvanlardan elde edilen
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kiiltiirle sinirli kalmamakla birlikte bitki, mantar, virlis ve protistanalardanda kiiltiir

elde edilip uygulama alanina sahiptir [43].

In vivo deneyler yerine oncelikle in vitro ¢alismalar ucuz, kolay bir sekilde veri
edinilmesini saglamaktadir. Devamli hiicrelerden elde edilen kiiltiir caligmalar
maksimum 30 pasaj sayisina ulasana kadar ¢alismalar gerceklestrilir. In vivo dzellik
gosteren primer kiiltiir direkt canli kesilerek ¢ikarilir ve enzimler yardimiyla tek hiicre
siispansiyonu halinde ayrisarak c¢alisma icin olusturulur. Hiicre kiiltiiri calismalari;
kanser arastirmalari, as1 iiretimi, genetik analiz, DNA replikasyonlari, ilag gelistirme

alanlarinda siklikla kullanilmaktdir.
2.6.8.1 Sitotoksisite

Toksisite; bir maddenin organizmanin tamamina zarar verebilme derecesidir.
Sitotoksisite; bir maddenin hiicreye toksik etki gdstermesi, bir organa toksik etki

gostermesi ise hepatotoksisite ya da organototoksisite olarak adlandirilmaktadir [42].
2.6.8.2 Inkorporasyon

Hiicre kiiltiirti calismalari, in vivo ¢alismalara yol gosterici, ucuz, hizli sonug
verdigi i¢in as1 liretimi, ilag calismalari, protein sentezi, hormon, enzim iiretimi, DNA
calismalari, metabolizma izlenimi i¢in ¢ok tercih edilen ve siklikla kullanilan
yontemdir. Inkorporasyon c¢alismalarinda dogru hiicre hatti se¢mek en 6nemli
etkendir. Bu tez ¢alismasinda tercih edilen SH-SYS5Y insan néroblastoma hiicre hatti
kiiltiir ortaminda hem ytizen hem de yapisan popiilasyona sahiptir. Ortam degistiginde
yilizen hiicreler besiyer yardimiyla ortamdan uzaklagmaktadir. SH-SYSY hiicreleri,
noronal markorler ile karakterize edilen daha olgun bir néron benzeri fenotip ile ayirt
edilebilirler [41]. Yapilan literatiir taramalarin sonucunda dopaminerjik ndron

ozelligine sahip olmas1 etkisiyle ¢alismalarda siklikla kullanildigi bilinmektedir.
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3 GEREC VE YONTEMLER

31 Gereg¢

3.1.1 Kullamlan kimyasallar ve cihazlar

3.1.2  Kullanilan kimyasallar

HPLC mobil fazlar i¢in kullanilan ¢ozgenler; Asetonitril, metanol, (HPLC
gadient grade); Merck. Co., Argon (Ar) gazi, Siringa ucu filtre (0.45 um, Hidrofilik,
Nylon, 33 mm, non steril); Merck Millex-FH (Cat.No: SLHV033NK), HPLC viali
(1.5mL Amber Short Thread, 9 mm Thread 11.6*32mm, USP type 1); (Cat.No: V935),
HPLC vial kapagi ve septumu (PTFE/White Silicone Septa, 9 mm Blue Short Screw);
(Cat.No: SC9291), Kolon (Inertsil ODS-3 Spum 4.6*250 mm); GL Sciences Inc.
(Cat.No: 5020-01732), *'T (Ege Universitesi Hastanesi, Niikleer Tip Anabilim Dali,
Bornova, Izmir), iodojen (Merck), Standart Estragol (Sigma).

75 cm®lik filtreli kapakli flasklar; (corming), 1,5 mL’lik kriyotiipler;
(ISOLAB®), 15 ve 50 mL dereceli plastik falkon tiipler; (BIOFIL®) 96 kuyucuklu
plakalar; (COSTAR®), Plastik ve cam pipetler, siseler, pipet uglar1 ve eppendorf tiipler;
(COSTAR®, eppendorf®, BIOFIL®), Fetal Bovin Serumu (FBS); Steril siiziilmiis ve
hiicre kiiltiirii i¢in uygun; Sigma (Cat.No: F6178), Dulbecco*s Phosphate Buffered
Saline (PBS); MgClz2 ve CaCl: igeren ve steril filterlenmis hiicre kiiltiirli i¢in uygun
s1vi tamponlu tuz; Sigma (Cat.No: D8662), Penisilin- Streptomisin Cozeltisi; Stabilize
edilmis; Steril filtrelenmis ve hiicre kiiltiirli i¢in uygun soliisyon; Sigma (Cat.No:
P0781), Tripsin-EDTA (0,25%), Dimetil Siilfoksit (DMSO); EMPLURA® (Cat.No:
116743), Deiyonize su, Tripan mavisi, L-Glutamic Acid, Pharmagrade G5667-100G,
Pharmagrade PHGO0001-100G, Minimum Essential Medium; Sigma (Cat.No: 51412C-
1000ML), MTT Formazan tozu; Sigma (Cat.No: M2003), Dead End Fluorimetric
Tunel System (Promega), Serological pipette 10 mL; SARSTEDT, (Cat.No:
86.1254.001), Stragol; Sigma (Cat.No: 501-36-0)

19



3.1.3 Kullanilan Cihazlar

TLRC scanner (Bioscan AR2000, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii), HPLC
sistemi (Shimadzu, LC-10Atvp quaterner pompali, SPD-10AV UV dedektorlii, FRC-
10A fraksiyonlama kollektorlii) (E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii), Liyofilizator
(Labconco Free Zone 2.5 770, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii), doz kalibratorii
(Biodex AtomLab 100 Plus, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii), Vorteks cihaz1 (Ika,
E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii), hassas terazi (Ohaus, Pioneer PA214C), Siv1
Sintilasyon dedektorii (Packard Tri-carb-1200, Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Fizyoloji Anabilim Dali), CO: inkiibatorii (Sanyo- MCO-20AIC COz, E.U. Niikleer
Bilimler Enstitiisii), Invert Mikroskop (Leica Dmuil Trinokuler, E.U. Niikleer Bilimler
Enstitiisii), Laminar Flow Kabin (Niive-LN-120, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii),
Sogutmali santrifiij (Hettich Marka Rotina 38 R Model, E.U. Niikleer Bilimler

Enstitiisii), Spektrofotometre (Thermo Varioscan, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii).

Ayrica; feslegen ekstraktina ait LC/Q-TOF/MS (Sivi Kromatografisi-Ucus
Zamanl Kiitle Spektrometresi) analizi Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve
Analiz Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi (EGE MATAL) tarafindan
yapilmustir. '>’I-EST bilesigine ait Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) analizi Ege
Universitesi Bilim Teknoloji ve Uygulama Merkezi (EBILTEM) tarafindan
yapilmaistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Feslegen bitkisinin yetistirilmesi ve fesleen yapraklarimnin

ekstraksiyonu

Feslegen bahgede yetistirilecek ise mayis ayinda, saksida yetistirilecekse
tohumlarinin mart ayinda ekilmesi gerekmektedir. Saksiya ekilen feslegen ortalama
7 glin i¢cinde koklenmeye baslamaktadir. Feslegenin tek ihtiyact giin 15181 ve sicak hava
oldugundan mutlaka giin 15181 gérmesine dikkat edilmelidir. Feslegen sik sulama
istememekle birlikte hafta da bir kez derinlemesine sulamak yeterli olmaktadir.
Kokleri sig bir bitki oldugundan topragin yiizeyi kurudugu zaman sulanabilecegi

anlamina gelmektedir. Eger feslegenin yapraklari sararmaya baglarsa bu durum ¢ok
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fazla sulandigini ifade etmekte, kurumaya baslarsa ise sulama miktarinin az olduguna
isaret etmektedir. Feslegen yapraklari, ¢icek agana kadar toplanabilmekte, toplarken
koparmak yerine iisten dallarinin kesilmesi hem daha dogru hem de bir sonraki seferde

daha giir ¢ikmasina sebep olmaktadir.

Sekil 3.1 Saksida yetistirilen feslegen bitkisi.

Bu tez calismasinda, ticari olarak temin edilen feslegen bitkisi yukarida
deginilen kosullar dikkate alinarak ¢ogaltilarak yetistirilmis ve feslegen yapraklari
dallarindan toplanmistir. Ardindan toplanan yapraklar 37°C’de etiivde bekletilerek
kurutulmustur. Kuruyan yapraklar toz haline getirilmis ve elde edilen toz haldeki
feslegen yapraklar1 (25 g) 24 saat boyunca 50°C’de manyetik karistiric ile
karigtirilarak %80 etanol (250 mL) ortaminda ekstrakte edilmigtir. Etanol
ekstraksiyonu i¢in Giil¢in ve arkadaslarinin uyguladigi yontem modifiye edilerek

kullanilmastir [11].

£ X X
A 42
-
Sekil 3.2 Kurutulmus feslegen yapraklarinin ekstraksiyonu.
Eksraksiyon sonrasinda elde edilen feslegen yapraklari ekstrakti (FYE) kati
parcaciklarin ortamdan uzaklastirilmasi1 amaci ile whatman filtre kagidi kullanilarak

filtre edilmistir. Ardindan ¢6zgen uzaklastirilmasi icin liyofilize edilmistir.
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3.2.2 HPLC analizi ve saflastirma

Liyofilizyon sonrasinda toz haldeki feslegen yapraklar1 ekstraktinin HPLC
analizi gergeklestirilmistir. HPLC analizleri i¢in uygulanan HPLC kosullari, Tablo

3.1’de verilmistir.

Analizler sirasinda LC-10ATvp quaterner pompali, SIL-20A HT otomatik
ornekleyici, FRC-10A fraksiyonlama kollektorii SPD-10AVP UV-VIS, RF-10AXL
Floresan, SPD-M20A Diode Array, RID-10A Refraktif indeks ve Raytest

radyoaktivite dedektorlerini iceren Shimadzu sistemi kullanilmistir.

Tablo 3.1 HPLC analizi kosullar

Kolon Inertsil ODS-3 10- um C18
(10x250mm 1.D) (Saflastirma kolonu)

Akis hizi 5,0 mL/ dak

Mobil faz ACN/dH20 (40/60)

Dalga boyu 221 nm

Sicaklik 25°C

Enjeksiyon hacmi | 500 uL.

FYE, HPLC analizleri sirasinda ticari olarak temin edilen Estragol analitik
standardi (std EST) ayni1 kosullarda sisteme enjekte edilerek degerlendirilmis ve FYE
icin elde edilen kromatogramlarda Estragol (EST)’e ait pik belirlenerek fraksiyonlama
kollektérii (FRC-10A) aracihigr ile FYE ndan izole edilmistir. izole edilen Estragol
liyofilize edilerek kuru halde -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3  lzole edilen Estragol icin LC/Q-TOF/MS analizi

FYE’mndan izole edilen EST un yapi tayini amactyla Ege Universitesi Merkez
Arastirma Test ve Analiz Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi (EGE
MATAL)’nde mevcut “Agilent 6550 QTOF LC/MS” cihaz1 kullanilarak LC/Q-
TOF/MS analizi gergeklestirilmistir.
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Kromatografik ayirim; ikili pompa, gaz giderici, otomatik 6rnek dagitic ile
donatilmig bir HPLC Agilent 1260 Infinity serisi (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, ABD) kullanilarak gerceklestirilmistir. Poroshell 120 EC-C18 (3.0x50 mm,
parcacik boyutu 2,7 um) (Agilent) kolonu bilesikleri ayirmak i¢in tercih edilmistir.
Mobil fazlar  tabloda verilen basamaklara dayanan  gradient yikama
(elution) kullanilarak, su ve %0,1’lik formik asit karisimi mobil faz A ve asetonitril
mobil faz B olarak kullanilmistir. Kolon 35°C 'de tutulmus, enjekte edilen 6rnek hacmi
3 uL ve kullanilan akis orani 0,4 mL/dk olarak belirlenmistir. Gradient eliisyon su
sekilde gerceklestirilmistir: 0. dk %5 B; 7,5. dk %25 B; 15. dk %50 B; 22,5. dk %75
B; 30. dk %5 B; 37,5. dk %5 B ve 2,5 dk sartlanma dongiisii

MS analizi, kurutucu gaz akist 14,0 L/dk; nebil6zor gaz basinci 35 psi; kurutucu
gaz sicakligi 290°C; sheath gaz sicakligi 400°C; sheath gaz akisi 12 L/dak azotta
pozitif iyonda ¢alisan Agilent Dual Jet Stream elektrosprey iyonizasyon (Dual AJS
ESI) ara yiizii ile donatilmis bir Agilent 6550 iFunnel yiiksek ¢oziiniirliiklii Dogru
Kiitle QTOF-MS kullanilarak yiiriitiilmustiir. Kiitle spektrumlari, 50-1800 m/z 'lik bir

kiitle araliginda negatif ve pozitif iyonizasyon modunda kaydedilmistir.
3.24  Estragol’un radyoiyodinasyonu ('*'I-EST)
3.2.4.1 Tlyodojen hazirlama

250 pg iyodojen (1,3,4,6-tetrachloro-3a,6a-diphenylglycoluril) tartilarak,
iyodojen tiipli icerisinde 250 pL diklorometan ile ¢oziilmiis ve diklorometan’in
buharlagmas: icin oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Iyodojen tiipii inkiibasyon
sirasinda belli araliklarla ¢alkalanmistir. Diklorometan’in tamamen buharlagmasi
sonrasinda, tiip i¢erisindeki 250 pg’lik iyodojenin, cam tiip ¢eperinde bir film tabakasi

seklinde kaplanmas1 saglanmis ve kullanilma anina kadar + 4°C’de saklanmastir.
3.24.2 Radyoiyodinasyon

EST (1 mg), etanol (1 mL) igerisinde c¢oziilerek stok (1 mg/mL) c¢ozelti
olusturulmustur. Stoktan 0,03 mL (30 pg) almip etanol (160 uL) ile seyretilerek

onceden hazirlanan cam iyodojen tiipiine (250 pg) eklenmistir. Daha sonra iizerine
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radyoaktivitesi doz kalibratdriinde 6lgiilmiis olan 100 uCi (3,7 MBq) Na'3'I eklenerek
oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda '3'I-EST elde
edilmistir.

Kontrol amaciyla hazirlanan cam iyodojen tiipiine 100 uCi (3,7 MBq) Na'3'I
eklenerek iyotun yiikseltgenmesi saglanmistir. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyon

siiresi sonucunda yiikseltgenmis iyot (yiik. *'T) formu elde edilmistir.
3.2.5 BIL-EST icin Kalite Kontrol Analizleri

EST’un radyoiyodinasyon tepkimesi sonunda elde edilen !*'I ile isaretli EST un
(BI-EST)  radyoisaretleme  veriminin  belirlenmesi amaciyla ince tabaka
radyokromatografi (TLRC) yontemi kullanilmistir. Kalite kontrol analizleri sirasinda
Na'*'T ve ayn1 reaksiyon kosullarinda EST eklenmeden elde edilen yiikseltgenmis iyot

(yiik. *'T) kontrol amaciyla kullanilmustir.

TLRC yonteminin temel iki bileseni olan sabit ve hareketli (mobil) faz olarak
sirastyla, seliiloz TLC tabakalari ve (4:2:1) oranlarinda hazirlanan n-butanol/bidistile
su/asetik asit karisimi kullamlmustir. Bu dogrultuda, "*'I-EST’un TLRC analizi
strasinda 20 x 20 cm boyutlarindaki 0,1 mm kalinhi§indaki seliiloz tabakalar, 1,50 x
10 cm’lik tabakalar halinde kesilerek kullanilmistir. Bu tabakalar baglangi¢ noktasi
tabandan 0,50 cm olacak sekilde isaretlenmis ve bu noktaya otomatik pipet (10 pL’lik)
yardimiyla analizi yapilacak &rneklerden (Na'*'l, yiik. "'I, B'I-EST) 2’ser upL
damlatma yapilmistir. Ornekler uygulama noktalarma damlatildiktan sonra her rnege
ait tabaka, hareketli faz olan n-butanol/bidistile su/asetik asit (4:2:1) mobil faz
karisiminin bulundugu TLC tanklarinin igerisine uygulama noktasi mobil faza
degmeyecek sekilde yerlestirilmistir. Mobil faz karisiminin TLC tabakalarinin
tizerinde yaklasik olarak 8-9 cm kadar ilerlemesinin ardindan tabakalar TLC
tanklarindan ¢ikartilarak mobil faz sisteminin ilerledigi nokta isaretlenmis ve oda
sicakliginda kurutulmustur. Kurutulan TLC tabakalar1 6l¢iim yiizeylerine radyoaktif

bulasin 6nlenmesi amaciyla yapiskan bant yardimi ile kaplanmustir.

Ardindan, radyoaktivite 6l¢climiine imkan sunan dedektor sistemini igeren TLC

tarayic1 (Bioscan AR2000) cihazinda kapl plakalarin 6l¢iimleri sirasiyla alinmis ve
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herbir plaka i¢in ayr1 ayr1 radyokromatogramlar elde edilmistir. Burada elde edilen
radyokromatogramlar aracilifiyla her bir 6rnek i¢in radyoaktivitenin tagindigi
alikonma faktorii (relatif front; Rr) ve pik alanlar1 elde edilerek radyokimyasal saflik

degerlendirilmis ve radyoiyodinasyon verimi yiizde olarak belirlenmistir.

3.2.6  Stabilite Calismalar:

Stabilite herhangi sistemin kararlig1 stirdiirebilme yetene§i olarak ifade
edilebilmektedir. Ozellikle Niikleer Tipta, tam1 ve tedavi amaciyla kullanilan
radyoisaretli bir bilesigin, kararli olmasi ve uygulama siiresi boyunca stabilitesini
stirdiirebilmesi bliylik 6nem tasimaktadir. Hazirlanan bilesigin uygulama anina

kadar kararliligin1 koruyamamasi durumunda hasta icin risk olusturabilmektedir.

Radyoiyodinasyonun herhangi bir uygulamadan (hastadan) bagimsiz olarak
zamanla degisiminin izlenmesi amaciyla 3'I-EST igin 0., 30., 60., 120., 240., 480. ve
1440. dk’larda TLRC yontemi kullanilarak stabilite calismasi gerceklestirilmistir.

3.2.7 Lipofilite calismalari

Beyine iletimin bir ifadesi olan deneysel logP degeri hesaplamalar1 igin
gerceklestirilen lipofilite c¢alismalar1 kapsaminda; santrifiij tiipiinde hazirlanan
n-oktanol (300 pL) ve pH:7 PBS (300 pL) karisimi iizerine *'I-EST (100 pL)
eklenmis ve 1 dk vorteks ardindan 15 dk santrifiijlenerek (2500 rpm) faz ayrimi
saglanmistir. Alt (PBS) ve {iist (n-oktanol) fazlardan 100’er pL Ornekler alinarak
Cd(Te) dedektoriinde radyoaktivite sayimlari gergeklestirilmistir. Elde edilen sayimlar
(CPS; saniyedeki sayim, count per second) kullanilarak deneysel logP degerleri

log(Sayimn-okanol faz / Sayimpss faz;) formilii ile hesaplanmistir.

3.2.8  In vitro Hiicre Kiiltiirii Cahsmalar

3.2.8.1 Hiicre Hatlarimin Hazirlanmasi

Bu tez ¢aligmas1 kapsaminda, radyoisaretli Estragol’un in vitro potansiyelinin
incelenmesi amaciyla beyin kanser hiicreleri DAOY ve U87-MG hiicreleri iizerinde

hiicre kiiltiirii (sitotoksisite ve tutulum) calismalar1 gerceklestirilmistir.
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U-87 MG hiicreleri dulbecco’s modified medium (Eagle), %10 FBS, 1,5 g/L
sodyum bikarbonat, 0,1 mM non-esensiyel amino asitler, 2 mM glutamin, 1 mM
sodyum piruvat bulunan medyumda, Daoy hiicreleri ise minimum essential medium
(Eagle), %10 FBS, 1.5 g/L sodyum bikarbonat, 0.1 mM non-esensiyel amino asitler,

2 mM glutamin, 1 mM sodyum piruvat bulunan medyumda iiretilmistir.

Calisilan hiicre hatlar1 kullanilan flaskin yaklasik %80’ini kaplayacak kadar
cogaltilmistir. Cogalan hiicreler 0,25 (W/V) tripsin-EDTA soliisyonu ile flask
yilizeyinden kaldirilip, toksisite ve inkorporasyon c¢aligsmalari i¢cin uygun kuyucuklara
ekilmistir. Calismada kullanilmayacak hiicreler ise %5 DMSO iceren medyum
icerisine eklenerek once -80°C’de dondurulup daha sonra 190°C sivi azot tankina

kaldirilmastir.
3.2.8.2 Sitotoksisite Calismalari

EST’un U-87 MG ve Daoy hiicre hatlar1 lizerinde sitotoksisiteleri incelenmistir.
Her bir hiicre hatti i¢in, 96 kuyucuklu plakalara kuyu basma 5x10* hiicre/mL olacak
sekilde hiicreler hazirlanmistir. 37 °C, %5 CO: ortaminda 1 giin inkiibe edilmistir. EST
iceren 6 farkli konsantrasyon (1 uM, 3 uM, 10 uM, 30 uM, 100 pM, 300 uM)
hazirlanmistir. Her bir kuyucuga 100 pL olacak sekilde kuyulara eklenmistir. Negatif
kontrol kuyucuklarina hiicre ve madde icermeyen medyum kullanilmigtir. Her bir
parametre bes tekrar ile calisilmistir. Hiicreler 37°C’°de %5 CO2 ortaminda inkiibe
edilmistir. 24. ve 48. saatte her kuyuya 10 pL MTT soliisyonu eklenip 4 saat inkiibe
edilmigtir. 570 nm dalga boyunda ve 690 nm referans araliginda spektrofotometre
kullanilarak okutulmustur. Asagidaki formiilden yararlanilarak % canlilik degerleri

hesaplanmustir.
% Canlilik = (Olgiilen Absorbans Degeri/Kontrol Degeri) x100
3.2.8.3 Inkorporasyon Calismalar

BIL.EST’un U-87 MG ve Daoy hiicre hatlar1 iizerideki baglanma etkinliginin
incelenmesi i¢in hiicreler 24’liikk plakalara ekilmistir. Calismada incelenecek zaman

parametreleri 60., 120., 240. ve 1440. dk’lar olarak belirlenmistir. '*'I-EST,
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radyoiyodinasyon tepkimesi sonunda medyum icerisine alinmstir. Isaretli drnegi
igeren besiyer hiicrelerin ilizerine eklenmeden once 24’liik plakalarda bulunan 6l
hiicreleri ortamdan uzaklastirmak i¢in her bir kuyucuk PBS ile yikanmistir. Yikamanin
ardindan her bir 6rnek icin hazirlanan plakalarin her bir kuyucuguna 0,5 mL isaretli

ornek igeren besiyer ilave edilmistir.

60. dakika, 120. dakika, 240. dakika ve 1440. dk’larda hiicreler iizerindeki
isaretli besi ortami1 atilmis ve PBS ile yikandiktan sonra her bir géze 200’er uL Ripa

tamponu eklenerek, hiicrelerin ylizeyden kalkip ¢ozeltiye karismasi saglanmaistir.

Hiicrelerde bulunan aktivite tespiti i¢in drneklerin 100 pL’si ependorf tiiplerine
alinmig ve lizerine 0,9 mL sintilator eklenmistir. Yapilan her ¢alisma iki farkli giinde,
her bir parametre i¢in 3 kuyucukta (n=6) calisilarak deneylerin tekrarlanabilirligi
ortaya koyulmustur. Ayn1 protokol Na'*'T icin de uygulanmistir.
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4 ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 HPLC Analiz Sonuclari

Ticari olarak satin alinan analitik Estragol standardi i¢in Cizelge 3.1°de verilen

HPLC kosullarinda elde edilen HPLC kromatogrami Sekil 4.1°de verilmistir.

mV(x10)
[Detector A Ch1:221nm

=
o
e}
8

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 110 12.0 13.0 14.0 15.0 16.0 17.0 18.0 19.0 min

Sekil 4.1 Estragol standardina ait HPLC kromotogrami

Sekil 4.1 incelendiginde analitik Estragol standardinin 16,33 dk alikonma
siiresine (R¢) sahip oldugu gorilmiistiir.

Feslegen yapragindan elde edilen FSE icin elde edilen HPLC kromatogrami
Sekil 4.2°de verilmistir.

mV(x1,000)
Detector A Ch1:22In&

Sekil 4.2 Feslegen yapragi ekstraktina (FYE) ait HPLC kromatogrami

Sekil 4.2°de verilen FYE’na ait HPLC kromatogrami incelendiginde ekstrat
igerisindeki bilesenlere ait birgok pik goriilmektedir, bu piklere ait alikonma zamanlari

(Rt) Tablo 4.1 de verilmistir.
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Tablo 4.1 FYE HPLC kromatogramina ait piklerin Rt degerleri.
PIKNO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

R

2,11 2,36 3,17 3,50 4,65 7,62 820 949 10,79 11,62 12,56 16,40
(dakika)

FYE’na ait HPLC piklerinden hangisinin EST bilesigine ait oldugunu tespit
etmek icin ticari olarak satin alinan analitik EST standardina ait HPLC kromatogrami
esas alinmis ve bu kromatogramda alikonma zamani 16.40 dk olan 12 numaral pikinin
EST bilesigine ait oldugu tespit edilmistir. Saflastirilan EST bilesigine ve EST
standardina ait HPLC kromotogramlar: birlikte Sekil 4.3’te verilmistir.

uV(x1,000,000)

I Feslegen Yaprag: Ekstrakt1 (FYE)

2254

200+

|

175+

050+

N WAV VAN /A W

Sekil 4.3 FYE ve std EST HPLC kromatogramlari

HPLC analizleri sonunda elde edilen kromatogramlarda 16.40 dk alikonma
zamanina sahip olan pikin, EST bilesigine ait oldugu belirlenmistir. Bu pik aynt HPLC
kosullart uygulanarak saflastirilarak izole edilmistir. FYE ve FYE’ndan izole edilen
EST 6rnekleri icin Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz Merkezi (Ege
MATAL)nde LC/QTOF/MS analizi gergeklestirilmis ve izole edilen EST un yap1

analizi yapilmistir.

4.2 LC/QTOF/MS Analiz Sonuglari

LC/QTOF/MS ait kromatogrami Sekil 4.4°de verilmistir.
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Sekil 4.4 LC/QTOF/MS kromatogrami

Estragole maddesinin exact mass’i 148,0888 olarak 6l¢iilmiistiir. Pozitif modda
M+1 iyonu negatif modda M-1 iyonu aranmistir. Cihazda bu islemin adi extracted ion

chromatogram olarak gegmektedir. O yilizden kromatogramlarin tistiinde EIC yazar.

Negatif modda 147 m/z iyonu 0,5’inci dk goriilen piktir. Numunelerde de ayn1
yerde pik bulunmaktadir. EIC altinda mass spectrumlart bulunmaktadir. Burada

goriilen 146,93 iyonu estragol’iin varligin1 gostermektedir.

Pozitif modda M+1 iyonu yani 149 extract edilmistir. Pozitif modda 20,77°de
goriilen pik estragol pikidir ¢linkii spektrumda 149 iyonunu ¢ok net olarak

gormekteyiz.

4.3 Kalite Kontrol Sonug¢lari

BIL.EST un radyoiyodinasyon veriminin belirlenmesi amactyla TLRC ydntemi
kullanilarak kalite kontrol ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. '*'T ile radyoisaretli EST’un
TLRC analizinde sabit faz olarak selilloz TLC tabakalar ve mobil faz olarak
n-butanol/bidistile su/asetik asit (4:2:1) karisimi kullanilmistir. TLRC analizi sonunda
Nal3'L yiik. "*'T ve ¥'I-EST icin Tablo 4.2’de verilen alikonma faktor (relatif front;

R¢)’leri belirlenmistir.

Tablo 4.2 n-butanol/bidistile su/asetik asit (4:2:1) karigimi hareketli faz ile elde
edilen Rr degerleri
Na'3'[ Yiik. 1311 BILEST
0,50 0,03 0,86
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Sekil 4.5 Na'*'I igin TLRC kromatogrami
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Sekil 4.6 Yiik. "*'T icin TLRC kromatogrami
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Sekil 4.7 *'I-EST i¢in TLRC kromatogrami

Kromatogramlar degerlendirildiginde Na'*'I pikinin (R=0,50) mobil faz ile
birlikte TLC tabakasinin orta noktasina dogru ilerledigi goriiliirken (Sekil 4.5),
yiikseltgenmis *'I’in uygulama noktasinda kaldigi (R=0,03) ve tabaka iizerinde
ilerlemedigi goriilmiistiir (Sekil 4.6). '3'I-EST kromatograminda ise ortamda
perteknetat ve yiikseltgenmis "*'I pikinin bulunmadigi ve mobil faz ile Na'*'T gore
daha hizli bir sekilde TLC tabakasinin sonuna dogru yiiriidiigii (R=0,86) goriilmustiir
(Sekil 4.7). Sonug olarak bu tez ¢alismasinda uygulanan radyoisaretleme kosullarinda
BI-EST igin radyoiyodinasyon verimi %100 (n=6) olarak belirlenmistir. Boylelikle;
e Kullamlan Na'3'I radyoaktivitesi ile yiikseltgeyici ajan (iyodojen) miktarlarinin

yeterli oldugu ve ortamda yiikseltgenmemis '*'I kalmadigi,

e TLRC i¢in kullanilan sabit ve mobil fazlarin uygun oldugu,
e EST’un yiiksek verimle '*'I ile radyoisaretlendigi goriilmiistiir.

Klinik uygulamalarda kullamlan ' radyofarmasétiklerinin radyokimyasal
safliginin %95 veya lizerinde olmas1 gerektigi bilinmektedir. Dolayisiyla, preklinik
calismalar kapsaminda radyoisaretlenme potansiyeli arastirilan '3'I ile radyoisaretli

ajanlarin radyoisaretleme verimlerinin de bu dogrultuda olmas1 beklenmektedir.
4.4 Stabilite Sonuclar:

Stabilite, niikleer tipta goriintileme ve tedavi yontemlerinde kullanilan
radyoniiklid isaretli ajanlar / radyofarmasétikler i¢in hazirlanma ve viicuda verildikten
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sonraki dagilim siiresini korumasi i¢in onemli parametrelerden bir tanesidir [32].
Ayrica, herhangi bir maddenin kararliligimmi siirdiirebilme egilimi stabilite olarak
bilinmektdir [33].

Radyoisaretli bilesigin stabilite ¢aligsmalar1 kararlilig: siirdiirebilme yetenegini
saptamaktadir. Niikleer Tip’ta goriintiileme amaci ile kullanilan '*'I radyoniiklidi ile
isaretlenen bilesigin uygulama siiresince stabilitesinin siirdiirmesi énemlidir. '*'I-
EST’un  kararhiligimin  incelenmesi  amaciyla  isaretleme  reaksiyonunun
tamamlanmasindan sonra, oda sicakliginda gergeklestirilen 0., 30., 60., 120., 240.,

480. ve 1440. dk’lardaki radyokimyasal saflifin zamana bagli degisimini gosteren
grafik Sekil 4.7°de verilmistir.

BI-EST

110

100 I T

O
(=]

80

70

Radyokimyasal Saflik (%)

60
50

0 30 60 120 240 480 1440
Zaman (dakika)

Sekil 4.8 1*'I-EST i¢in radyoiyodinasyon veriminin zamana gore degisim grafigi

Grafik degerlendirildiginde, "*'I-EST’in 24 saat sonunda yaklasik %95 olarak

kararliligini korudugu goriilmiistiir.
4.5 Lipofilite Sonuclar:

BI-EST i¢in elde edilen deneysel lipofilite degeri (logP) 0,62 + 0,17 (n=6)
olarak hesaplanmistir. Sonuglara bakilarak '*'I-EST’un lipofilik bir yapisi oldugu
anlagilmistir. Lipofilik bilesiklerin kan-beyin bariyerini gecebildigi belirtilmektedir.

Kan beyin bariyerini gegmek icin ideal teorik logP degeri 0,9 ile 2,5 arasinda olmalidir
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[46]. Literatiire gore veriler yorumlandiginda teorik olarak '*'I-EST un yaklasik olarak

%95 oraninda kan beyin bariyerini asabilecegi ongoriilmektedir.

H,C
X

CHj
O/

Sekil 4.9 *'I-EST i¢in tahmin edilen molekiiler formiil yapisi

Tablo 4.3 Teorik ve deneysel LogP degerleri

Teorik
Deneysel
(LogP)
EST 3,15+ 0,22 -
BI.EST 430+0,35 0,62+ 0,17

4.6 In Vitro Calismalar

4.6.1 Sitotoksisite

EST i¢in U-87 MG ve Daoy hiicreleri lizerinde sitotoksisite calismalart MTT kiti
kullanilarak gergeklestirilmistir.

Hiicre ¢ogalmalar1 devam ettikce proliferasyon gosterdigi gozlemlenmistir.
Sitotoksisite ¢calismalari ile 24. saat sonunda elde edilen canlilik verileri kullanilarak
EST i¢in ICso (ug/mL) degeri U-87 MG ve Daoy hiicreleri i¢in sirastyla 84,69 + 0,15
ve 25,63+0,17 olarak hesaplanmistir. Tablo 4.4 incelendiginde ICso

konsantrasyonlarinin her iki hiicre hatt1 i¢in de 48 saat sonunda arttig1 goriilmektedir.
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Tablo 4.4 Sitotoksisite calismalar1 sonunda EST i¢in elde edilen ICso degerleri

ICso (uM)
Zaman
Hiicre Hatt1
(Saat)
U-87 MG Daoy
24 84.69 £ 0.15 25.63+0.17
48 344.00 £ 0,11 36.66 + 16.85

4.6.2  Inkorporasyon

Beyin goriintiileme ajanlarinin bulunmasinda in vitro ¢aligmalarinin 6nemi ve
etkisi Onemlidir. Primer memeli noronlarin, embriyonik merkezi sinir sistemi
dokusundan tiiretildigi ve olgun ndronlar seklinde etki gostermelerinden dolay1 bu
doniistiiriilmiis hiicre hatlar1 in vitro yontemlerde kullanim tercihi saglamaktadir.
Malign tiimorlerinden tiiretilen hiicreler calismalarda kullanildiginda cesitli etkiler
gostermektedir ve U-87 MG ile Daoy hiicre hatlar1 in vitro sistemlere uygunluk
gostermektedir. Bu proje kapsaminda yapilan in vitro ¢calismalarda, U-87 MG ve Daoy
hiicre hatlar1 iizerinde "'I-EST’un hiicrelere tutulumu yiizde baglanma ile
incelenmistir. Sekil 4.10°da inkorporasyon caligmalart sonunda elde edilen

inkorporasyon grafigi sunulmustur.
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Sekil 4.10 Na"*'I ve *'I-EST’un U-87 MG ve Daoy hiicre hatlar1 iizerindeki

baglanma etkinliginin zamana bagl degisimi grafigi

Sekil 4.10°daki grafik degerlendirildiginde her iki hiicre hatt1 icinde Na'*'I’in
yaklasik %2-3 oraninda tutuldugu gozlenirken, U-87 MG hiicre hattinda ikinci saat ve
sonrasinda, *'I-EST un yaklasik 2 kat1 kadar tutulum gésterdigi goriilmektedir. Daoy
hiicre hattinda da daha yiiksek degerlere benzer tablo olusmaktadir. *'I-EST; Daoy
hiicrelerinde U-87 MG hiicrelerine gore yaklasik 2 kat bir tutulum sergilemistir. Daoy
hiicreleri iizerindeki maksimum "*'I-EST tutulumunun 60. dk baslayarak 4 saate kadar
ayn1 seviyede kalirken 24.saatin sonunda %1-2 seviyelerinde bir diisiis oldugu
goriilmektedir. Istatistiksel olarak 60. ve 120. dk’lardaki tutulumlarmn anlaml

(* p<0,05 ; ** p<0,01) oldugu hesaplanmistir (Graphpad Prism 6.0).

Ozetle; bu calisma kapsaminda feslegen yapraklarinin etanol ekstrasiyonu
sonrasinda elde edilen ekstraktin HPLC analizi ile ekstrakt igeriginde tespit edilebilen
bilesenlere ait pikler elde edilmistir. HPLC sistemindeki fraksiyon kollektorii ve
analitik EST standardi kullanilarak bu pikler arasindan FYE icerisinde bulunan EST
saf olarak izole edilmistir. LC/QTOF/MS analizi ile izole edilen EST bilesiginin yap1
tayini yapilmigtir. EST bilesigini '*' ile radyoiyodinasyonu gerceklestirilmis ve TLRC
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sistemi kullanilarak radyoiyodinasyon veriminin %100 oldugu belirlenmistir. Stabilite
calismast sonucunda *'I-EST’un 24. saate kadar oldukca kararli kaldig1 (%94,56 +
2,83) bulunmustur. *'I-EST un lipofilik yapida oldugu tespit edilmistir. Sitotoksisite
calismalar1 sonucunda EST bilesiginin insan medulloblastoma (Daoy) ve insan
glioblastoma-astrocytoma (U-87 MQG) hiicre hatlarindaki ICso konsantrasyonlarinin 48
saat sonunda; 24 saat sonundaki konsantrasyonlara kiysla U-87 MG hiicrelerinde
yaklagik 4 kat, Daoy hiicrelerinde ise yaklasik 1,4 kat artig gosterdigi tespit edilmistir.
BIL-EST un U-87 MG hiicre hattina kiyasla Daoy hiicre hatlarinda daha fazla oranda

tutulum gosterdigi bulunmustur.

Tiim bu verilerin bir sonucu olarak, tez kapsaminda sentezlenen *'I-EST’un
beyin kanseri i¢in tan1 ve tedavi potansiyeli agisindan énemli bir potansiyele sahip
olabilecegi diisiiniilmektedir. /n vitro hiicre kiiltiirii yontemleri ile temeli atilan bu
calisma in vivo olarak deney hayvanlari lizerinde yiiriitiilecek ileriki ¢aligmalar i¢in bir

On basamak niteligindedir.
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5 SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda feslegen bitkisinin etken maddelerinden biri olan Estragol
FYE’ndan izole edilerek niikleer tipta ayni anda goriintiileme ile tedaviye imkan
sunan, '*'I radyoniiklidi ile radyoiyodinasyonu gergeklestirilmistir. Radyoiyodinasyon
calismasinin kalite kontrol ¢alismalari TLRC yontemi ile tamamlanmistir. Kalite
kontrol ¢alismarinin sonucunda radyoisaretleme veriminin %95’in iizerinde oldugu
belirlenmistir. '*'I-EST i¢in in vitro kararliligin 24 saat boyunca korundugu, deneysel
lipofilite ¢aligmalar1 ile radyoisaretli EST’un lipofilik yapiya sahip oldugu

belirlenmistir.

EST’un insan medulloblastoma (Daoy) ve insan glioblastoma-astrocytoma
(U-87 MG) hiicre hatlar {izerinde ICso degerleri belirlenmistir. '3'I-EST igin Daoy
hiicreleri iizerinde hiicre tutulumunun Na'3!I’e kiyasla 2 kat oranda yiiksek oldugu

goriilmiistiir.

Elde edilen bu radyoisaretli bitki kdkenli ajanin in vitro ¢aligmalari ile beyin
kanseri goriintiilenmesinde kullanilma potansiyeline sahip oldugu diistiniilmektedir.
S6z konusu radyoisaretli ajanin beyin kanseri ve norolojik hastaliklarda goriintiileme
stireclerin izlenmesine yonelik kullanim potansiyelinin degerlendirilebilmesi amaci ile

deney hayvani modelleri lizerinde in vivo ¢alismalarin planlanmasi gerekmektedir.

Bu calisma ile radyoisaretli bitki kokenli ajanlarin niikleer tipta néroonkoloji ve
norodejeneratif hastaliklarin tan1 ve tedavisine yonelik yeni teranostik ajanlar olarak
gelistirilmesi  yoniinde smirli sayida yapilan caligmalara katkida bulunacagi

distiniilmektedir.
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