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OZET

RADYOISARETLI INDOLE-3-CARBINOL VE PLGA ILE
ENKAPSULE EDIiLMIi$ INDOLE-3-CARBINOL BIiLESIiKLERININ
ANTIKANSEROJENIK ETKILERININ IN VITRO YONTEMLERLE

INCELENMESI

YILDIZ, Gorkem

Yiiksek Lisans Tezi, Niikleer Bilimler Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. F. Ziimriit BIBER MUFTULER
Haziran 2015, 58 sayfa

Son yillarda dogal iirlinlerin tiikketimi énem kazanmakla birlikte 6zellikle
turpgil sebzelerinin (brokoli, briiksel lahanasi, karnabahar, kara lahana ve kivircik
lahana) tiikketim ile kansere yakalanma riskinin daha az oldugu yapilan
calismalarla vurgulanmistir. Turpgil sebzelerinde bulunan indol-3-karbinol (13C)
ve metobolik iirlinlerinin meme, prostat, kolon kanseri gibi bir¢ok kanser tiiriine
kars1 antitiimdr etkinligine iligskin bircok ¢alisma literatiirde yer almaktadir.

Bu tez calismasinda 13C’nin Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ile
enkapsiilasyonu ve radyoiyodinasyonu gergeklestirilmistir. Radyoisaretli 13C ve
PLGA ile enkapsiile edilen 13C bilesiginin (I3C-PLGA) antikanserojenik etkileri
in vitro olarak incelenmistir. PLGA gibi biyobozunur ve biyouyumlu polimerlerle
tiretilen nanopartikiiller, ila¢ tasima sistemi igin yaygin olarak kullanilan
sistemlerdir. Tipta uygulamalari, ilag, gen ve antijenler i¢in tasiyici olarak ve in
vitro/in vivo ¢alismalarda uygulanmasini kapsamaktadir. Bu caligmada 13C ve
I3C-PLGA bilesiklerinin kalite kontrolii Yiiksek performansh sivi kromatografisi
(HPLC) ile gerceklestirilmis ve inaktif iyotla isaretli 13C’nin (**"I-13C) yapist
Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) yontemi ile dogrulanmistir. 13C ve 13C-
PLGA hbilesikleri, niikleer tipta teshis ve tedavide yaygim olarak kullanilan 31|
radyoizotobu ile isaretlenmistir [(**}1-13C), (**1-13C-PLGA)]. Bilesiklerin
radyoisaretleme verimleri Ince Tabaka Radyo Kromatografi (TLRC) sistemi ile
belirlenmistir. Antikanserojenik etkileri ise meme adenokarsinoma epiteli (MCF-
7), kolon adenokarsinoma epiteli (Caco-2), prostat karsinoma epiteli (PC)

hiicreleri iizerinde gerceklestirilmistir.
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Tim deneysel sonuglar radyoisaretli bilesiklerin  niikleer tipta
kullanilmasinin umut vaad etmekte oldugu ve yapilan calismalara ek katki

sagladig diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Indole-3-Carbinol, Turpgil Sebzeleri, PLGA, ¥, Hiicre kiiltiirii,
Sitotoksisite, , Antikanserojenik etki, MCF-7, Caco-2, PC3 hiicreleri.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTICANCEROGENIC EFFECTS OF
RADIOLABELED INDOLE-3-CARBINOL AND PLGA
ENCAPSULATED INDOLE-3 CARBINOL COMPOUNDS
UTILIZING IN VITRO METHODS

YILDIZ, Gorkem,

MSc in Nuclear Sciences
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. F. Zumrut BIBER MUFTULER
June 2015, 58 pages

Recently, the usage of natural products has gained more importance and
recent studies emphasized that consuming cruciferous vegetables (broccoli,
brussel sprout, cauliflower, collard greens and curly kale) lowers cancer risk. In
the literature there are a lot of studies which are showed that indol-3-karbinol
(1I3C) and metabolic ingredients of cruciferous vegetables provide antitumor
activity against many cancer types including breast cancer, prostate cancer and
colon cancer.

In present study, radioiodination and encapsulation with poly lactic-co-
glycolic acid (PLGA) of 13C has been performed. Anticancerogenic effects of 13C
and PLGA encapsulated 13C (I3C-PLGA) have been investigated utilizing in vitro
methods. Nanoparticles containing biodegradable and biocompatible polymers
such as PLGA have been widely used and important research subject about
pharmaceutical carriers. Their main usages in medical science contain being a
carrier for drug, genes and antigens as well as in vitro studies. In this study,
quality control of 13C and I3C-PLGA has been performed with High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) and structural analysis of 27I-13C has been
verified using Nuclear Magnetic Resonance (NMR). 13C and I13C-PLGA
compounds have been radiolabeled with 311 [(**1-13C), (**!I-13C-PLGA)] which
is widely used for diagnosis and treatment in nuclear medicine. Radiolabelling
yields of radioiodinated compounds have been determined using Thin Layer
Radio-Chromatography (TLRC) while anticancerogenic effects have been studied



on breast adenocarcinoma epithelial (MCF-7), colon adenocarcinoma epithelial
(Caco-2), prostate carcinoma epithelial (PC3) cells.

All experimental results demonstrated that radiolabelled compounds are
promising in order to be used in nuclear medicine as well as present study
contributed previously reported studies.

Keywords: Indole-3-Carbinol, cruciferous vegetables, PLGA, 31, Cell culture, Cytotoxicity,
Anticancerogenic effects, MCF-7, Caco-2, PC3 cells
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1. GIRiS

Otuz yili askin siiredir, sebzelerin kanser riskini azaltma olasilig1 tizerine
birgok arastirma yapilmaktadir. Yapilan epidemiyolojik ¢alismalar ile basta
kolorektal, meme ve prostat kanseri olmak iizere sebze tiiketimi ile kanser olusma
riski arasindaki iliski aragtirilmistir. Sebze tiiketimi yiliksek olan kisilerin daha az
tiketenlere gore, kansere yakalanma riskinin daha diisiik oldugu yapilan
aragtirmalar ile desteklenmektedir. Bu arastirmalar sonucunda sebzelerin kansere
yakalanma riskinde azaltici etkileri oldugu tespit edilmis ve yeteri miktarda sebze
tiiketimi yapilmasi gerektigi ortaya koyulmustur (Key, 2011).

Diinya Kanser Arastirma Fonu ve Kanser Arastirma Amerikan Enstitlisii
(AlcR) tarafindan yayimnlanan bir raporda sebze tiiketiminin yiiksek oldugu
durumlarda (400 g/giin ) kanser insidansin1 en az % 20 kadar 6nlenebilecegi
ortaya konmustur (Van Duyn et al., 2000). Son yillarda insan viicudundaki serbest
radikallerin zararl etkilerini engellemek veya dnlemek icin sebze tiikketimine artan
bir ilgi mevcuttur ve sebzelerin viicudun bagisiklik sistemi ig¢in etkin oldugu
bilinmektedir. (Sikora et al., 2008).

Sebzelerde bulunan izotiyosiyanatlar ve indol-3-karbinol gibi kanser
gelisimini inhibe eden aktif bilesenlerin potansiyel koruyucu roliinii aragtirmak
tizere in vitro ve in vivo deney modelleri ¢alisiimigtir (Murillo and Mehta, 2001).
Turpgillerden 06zellikle, Brassica cinsinden (brokoli, lahana, karnabahar, turp,
hardal, salgam, vb) tiiketiminin gesitli kanser tiirlerinin riskini azalttigi ileri
striilmistiir (Gingras et al., 2004).

Son yillarda turpgil sebzelerinin tiikketiminin artitirilmasi kanser ve
kardiyovaskiiler hastalik gibi kronik hastaliklarin riskini azaltmakta ve saglikl1 bir
beslenme i¢in tavsiye edilmektedir. Benzer bir¢cok bitki kokenli gidalar,
antioksidan vitaminler ve fitokimyasallar agisindan zengin olup, o6zellikle
izotiyosiyanatlar ve indol birincil beslenme kaynagi olarak yer almaktadir (Jiang
etal., 2014).

Cok sayida ¢alismada indol-3-karbinol (13C) ve metabolik tirtinlerinin anti-
tiimor etkinligi vurgulanmaktadir. Indol tiirevlerinin kolon prostat ve meme ve
endometrium dahil olmak iizere c¢esitli kanser hiicre hatlarinin ¢ogalmasini
baskiladigr gorilmistir (Weng et al., 2008). I3C turpgil familyasindaki



sebzelerde; brokoli, lahana, kivircik ve kara lahana gibi sebzelerde bulunur (Choia
et al., 2014). Turpgillerden sebzelerde glukobrassisinin dogal bir hidroliz triinii
olan 13C, estrojene bagli insan meme hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurarak
estrojen Reseptor-alfa proteininin (ERa) bozunmasini uyardigi tespit edilmistir
(Marconett et al., 2012).

Yukarida verilen bilgiler dogrultusunda bu tez ¢alismasinda
antikanserojenik etkileri oldugu bilinen indol-3-karbinol’tin (I13C) Poli (laktik-ko-
glikolik asit (PLGA) ile enkapsiilasyonu gergeklestirilmistir. PLGA bilesiminde
laktik asit ve glikolik asit igeren bir polimer olup (Danhier et al., 2012), PLGA
biyobozunurluk ve biyouyumluluk gibi son derece arzu edilen niteliklere sahiptir
(Shah, 2014). Nanobilim yaklasik olarak 1 ile 100 nm arasinda, nano &lgekli
diizeyde materyallerin ¢alismasin1 kapsar (Ju-Nam and Lead, 2008). Bir
biyouyumlu ve biyolojik olarak bozunabilen polimerler kullanilarak
bi¢imlendirilen nanopartikiil ilag tasiyici sistemleri, ilag iletimi i¢in gelisen bir
yaklagim olusturmaktadir. Nanopartikiiller pasif gelismis gegirgenlik 6zellikleri ve
tutma etkisi elektron paramanyetik rezonans (EPR) olarak bilinen bir mekanizma
aracilifiyla tiimorlerde birikebilir. Sirkiilasyon halindeki nanopartikiiller gibi
tastyicilara ilag-polimer konjugatinin kapsiillenmesi, gegirgenlik ve tutma etkisi
ile timor bolgesi icinde daha biiyiik bir birikim ile konjugatin plazma yar1 6mriinii
uzatabilir. PLGA mikkemmel biyolojik uyumluluk ve biyolojik olarak
bozunabilme 6zellikleri nedeniyle ila¢ tasiyici sistemlerde yogun olarak
kullanilmaktadir. Giincel literatiirler PLGA nanopartikiillerinin igine tek ajanin
katilimini incelemektedir (Merlin et al., 2012). PLGA nanopartikiilleri (NP) gesitli
hastaliklarin tedavisinde as1 ve proteinler gibi bilyiikk biyomolekiillerin verimli
tasinmasinda kullanilmaktadir. (Chereddy et al., 2014).

Bu tez caligmasinda, PLGA ile enkapsiile edilen 13C bilesigi (I3C-PLGA)
niikleer tipta hem teshis hem tadavide tedavide 364 keV’lik foton enrjisi ve vy
salmimindan kaynakli siklikla kullanilan !l radyoizotobu ile isaretlenmistir.
Radyoisaretleme sonras1 Kalite kontrol calismalar1 Ince Tabaka Radyo
Kromatografi (TLRC) sistemi ile gergeklestirilmistir. 13C ve I3C-PLGA
bilesiklerin kalite kontrolii Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC)
sisteminde gergeklestirilmistir. 1271 ile isaretli 13C’nin kalite kontrolii HPLC ile
yapt analizleri ise Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) ile gergeklestirilmistir.
1311 ile radyoisaretli bilesiklere dair antikanserojenik etkiler kolon adenokarsinoma
epiteli (Caco-2) , meme adenokarsinoma epiteli (MCF-7), prostat karsinoma



epiteli (PC-3) hiicreleri tiizerinde in vitro hiicre kiiltiri c¢alismalari ile

degerlendirilmistir.

Bu ¢alismada tiim deneysel sonuglarin 15181 altinda, I3C’nin ve PLGA kaplh
I3C’nin kanser goriintiileme ve tedavide enkapsiile edilmis ilag tasiyici sistemler
olarak kullanilmasi 6nerilmis olup, daha ileri ¢alismalarin in vivo deney hayvan

modelleri iizerinde yapilmasi planlanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Indol Bilesikleri

Indol bilesikleri brokoli ve lahana gibi turpgil sebzelerinde bulunan
tamamen dogal olusumlu bilesiklerdir. indol halkasi iceren biitiin bilesikler
indoller olarak adlandirilir. Kimyasal olarak indol, aromatik heterosiklik organik
bir bilesik olup, bes elemanli azot iceren pirol halkasina bagli, alt1 tyeli bir
halkadan olusan bisiklik bir yapiya sahiptir (Ahmad et al., 2011). Iindol halkast,
sekil 2.1°de gosterilmistir.

LZ

Sekil 2.1 Indol halkas (Zhang et al.,2014).

Iki yiiz alti epidemiyolojik ¢aligma ve 22 hayvan calismasi gozden
gecirildiginde, indole-3-karbinol’iin (I13C) tiimor olusumunu engelleyici etkisi
rapor edilmistir ve diger caligmalar turpgil sebzelerinin tiiketiminin, diisiik mesane
kanseri riski ile iliskilendirildigini gii¢lii bir sekilde gostermistir. Turpgil sebzeleri
indol tiirevleri ve izosiyanatlar gibi birgok fitokimyasalin iyi bir kaynagidir. 13C
ve dimeri 3,3’-diindolilmetan (DIM), antikanser 6zellikleri ile temsilci indollerdir
(Ahmad et al., 2011).

Indol, ilag kesfinde en 6nemli motiflerden birini temsil etmektedir. indol
tirevleri peptidlerin yapisini taklit eden ve enzimlere geri doniisiimlii olarak
baglanmak igin egsiz bir &zellige sahiptir. Indol biyolojik agidan aktif dogal
triinlerin her yerinde bulunan bir bilesendir. Sekil 2.2°de indol tiirevleri
goriilmektedir. Ornegin; en yaygin sekilde dogal olarak olusan indol-3-asetik asit
(IAA), oksin sinifinin bitki hormonudur. Esansiyel bir amino asit olan triptofan
birgok temel biyolojik siire¢lere katilir. Biyokimyasal olarak triptofandan



tiretilen, serotonin veya 5-hidroksitriptamin (5-HT), bir norotransmiterdir ve
biitiin hayvanlarda bulunur. Melatonin hayvan, bitki ve mikroplarda bulunan bir
hormondur. Hayvanlar melatonin {iretimi siirecinde mevsimsel saat gibi her giin
bu varyasyonu kullanir. Indol-3-karbinol (I3C) ve 3,3-diindolimetan’in (DIM),
biyolojik ¢alismalari, ilging antikanserojen ve antioksidan etkileri nedeniyle
devam eden arastirmalarin konusu olmustur. Cesitli bitkilerde dogal olarak
bulunan bir indol alkaloidi olan Ajmalisin yiiksek tansiyon tedavisinde kullanilan
bir anti hipertansiyon ilactir. Bir indol alkaloidi olan Rezerpin ruhsal bozuklugu
olan hastalarda yiiksek kan basinci ve siddetli ajitasyon tedavisinde kullanilir.
Vinblastin Hodgkin hastaligi, Kaposi sarkomu, Hodgkin olmayan lenfoma ve
meme veya testis kanseri dahil olmak iizere ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisi igin
kullanilir (Zhang et al., 2014).
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Sekil 2.2 indol tiirevleri (Zhang et al., 2014).
2.2 indol-3-karbinol (13C)

Indol-3-karbinol (13C) turpgil sebzelerinde bulunur (Ahmad et al., 2011).
I3C o6zellikle brokoli lahana karnabahar gibi, turpgil familyasindan bitkilerde
bulunan bir glukobrassisin tiirevidir (Chacon et al., 2014). Kansere kars1 koruyucu
etkisi oldugu goriinen sebze ve meyve gesitleri ¢ig sebzeler olup, bunlar1 takiben
havug, yesil sebzeler, domates ve turpgil sebzeleridir. 13C iceren sebze ve
meyveler kansere karsi korumaya yardimeci olabilecegi goriilmistiir (Aggarwal
and Ichikawa, 2005).



2.2.1 Indol-3-karbinol (13C) ve kimyasal bilesikleri

Indol-3-karbinol iceren sebzeler yenildikten sonra bu sebzeler, bagirsagin
asit ortaminda, fizyolojik etkilerin ¢ogu igin sorumlu goriinen poli-aromatik
indolik bilesikler dizinine kolayca doniistirilir (Aggarwal and Ichikawa, 2005).
I3C, indol-3-metanol olarak da adlandirilir (Broadbent and Broadbent, 1998).
Molekiiler agirligi 147.17 g/mol erime noktas1 90 °C, sudaki ¢oziiniirliigii 3.75
g/L’dir. Molekiiler formiilii CoHoNO olan indol-3-karbinol’iin molekiiler yapisi
sekil 2.3’te gbsterilmistir.
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Sekil 2.3 indol-3-karbinol molekiiler yapis1 (www.mpbio.com).

DIM, I3C’nin 6nemli bir in vivo asit katalizli yogunlagma iriiniidiir. Baz1
turpgiller sebzelerinde indol, N-metoksiindol-3-karbinol (NI3C) seklinde bulunur.
Alimm takiben I3C, tahminen I3C’nin in vivo etkilerinin sorumlusu olan
oligomerik iirlinlerin serisi haline doniistiiriiliir. Bunlar ana trimer iriinler olan
5,6,11,12,17,18-hekzahidrosiklonon [1,2-b: 4,5-b " 7,8-b triindol (CTr) igerir.
Metil siibstitiie edilmis DIM, 1,1-dimetil-, 2,2, dimetil-5,5'-dimetil-6,6" dimetil-,
ve 7,7'-dimetil DIM ve 1,1 ', 2,2 tetrametil DIM igerir. I3C’nin diger kimyasal
bilesikleri, indol-3-asetonitril, [3,2-b] karbazol (ICZ) ve indol-3-karboksaldehiti
kapsar. Chang ve arkadaglart ana anti-proliferatif (hiicre ¢ogalmasini 6nleyici)
bilesen olan 2- (indol-3-ilmetil)-3,3"-diindollmetanin (LTR-1), pozitif estrojen
reseptor hiicreleri ve negatif estrojen hiicreleri olmak tizere her iki estrojen
reseptoriiniin (ER) proliferasyonunu bastirilabilecegini gostermistir (Chang et al,
1999). Sekil 2.4’te I3C kimyasal bilesiklerinden bazilar1 gosterilmistir (Aggarwal
and Ichikawa, 2005).
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Sekil 2.4 13C’nin kimyasal bilesikleri (Aggarwal and Ichikawa, 2005).
2.3 I3C’nin Anti-Tiimér Etkinligi

I3C’nin meme, kolon, prostat kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini baskiladigi
goriilmistir (Aggarwal and Ichikawa, 2005). Klinik oncesi ve klinik kayitlara
bagli kanitlar sebzelerde biyolojik olarak 6nemli bir biyoaktif molekiil olan
I3C’nin anti-tiimorijenik ozelliklere sahip oldugunu gostermektedir. (Kim and
Milner, 2005).

2.3.1 13C ve meme kanserine olan antitiimor etkinligi

Meme kanseri, kadmlar arasinda yaygin goriilmekte ve kanser nedenli
oliimlerin basinda yer almaktadir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan, kadinlarda
goriilen kanser tiirleri i¢inde en yaygin olaninin meme kanseri oldugu rapor
edilmistir. Hastaligin yaygin olarak goriilmesi ve 6liimle sonuglanmasi nedeniyle
bu hastaligin tedavisine yonelik aragtirmalar halen giincelligini korumakta ve
giderek artmaktadir. Meme kanserlerinin ortaya ¢ikmasi ve gelismesinde basta
estrojen olmak tiizere bazi hormonlarin rol oynadigi ve hormonlarin etkisi
olmadan, meme kanseri olmayacagi bildirilmektedir. Bundan dolay1 kadinlarda
meme kanseri erkeklere oranla 100 kat daha sik goriilmektedir (Koyunoglu vd.,
2013). Estrojen meme kanseri gelismini tesvik eder ve meme kanseri hiicreleri

tizerinde proliferatif etki gosterir. Estrojenler hiicre mebranlarindan hiicre icine



pasif bir sekilde yayilir. Estrojen reseptorleri igeren dokularda estrojen bu
reseptorlere baglanir, hiicre icine gecerek hiicre biiylimesini ve farklilagmasini
diizenler. Estojen reseptorii seviyesi kadindan kadma degisir ve meme kanseri
riskinin artmasi ile dogrudan iliskilidir ve meme kanseri hiicrelerinde proliferatif
etki yaratir (Clemons and Goss, 2001).

ER hiicre sitozoliinde bulunur (Welshons et al., 1984). ER en kotii huylu
meme tiimorlerinde ortaya ¢ikan estrojenlerde mitojenik yanit i¢in ¢ok 6nemlidir.
ER, ERo ve ERB olarak iki alt tiirii icerir. Meme kanseri hiicrelerindeki ERf
tizerinde I3C etkileri tam olarak bilinmemektedir. Ancak, 13C ve ERa arasinda
etkilesim hakkinda ¢ok fazla bilgi mevcuttur.(Kim and Milner, 2005). Turpgil
sebzelerinde glukobrassinin dogal bir hidroliz {irtinii olan I3C, ERa protein
bozulmasini uyarmakla birlikte estrojenin reseptorlere ulagmasini engeller ve
yarattigi anti-estojenik etkiyle estrojene bagli meme kanseri hiicrelerinin
cogalmasini durdurur (Marconett et al., 2012). Chen ve arkadaslarinin meme
kanseri hiicreleri iizerine yaptiklar1 ¢alismada ise 125 uM kadar I3C’nin meme

kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurarak anti-proliferatif etki gosterdigini
belirlemislerdir (Chen et al., 1996).

2.3.2 I13C’nin prostat kanserine olan onleyici etkisi

Prostat kanseri diinyada en sik goriilen ve 6liimle sonuglanan kanserlerin
basinda yer almaktadir (Vivar et al., 2009). Diinya Saglik Orgiitii'niin 2008 yil1
yayinladigi kanser raporuna gore prostat kanseri goriilme sikligi diger kanser
tiirlerine gore ilk sirada yer almaktadir (Boyle and Levin, 2008). Yas, 1rk, genetik
faktorler, beslenme ve hormonal faktorler prostat kanserinin risk faktorleri
arasinda yer almaktadir. Tiim diinyada erkeklerde prostat kanseri oraninin artmasi
ile birlikte bu kanser tiirline kars1 baskilayici etkiye sahip bilesikleri arama yoluna
gidilmistir ve in vivo, in vitro ¢alismalar ile prostat kanseri hiicrelerinde bu
bilesiklerin 6zellikleri incelenmistir (Nachshon-Kedmi et al., 2003).

Prostat kanseri, 50 yasin altindaki erkeklerde nadir goriilmekle birlikte, bu
yastan sonra prostat kanserine yakalanma olasilif1 artmaktadir. 40-59 yas arasi
erkeklerde her 45 kisiden birinde prostat kanseri goriilmekte iken, 60-79 yas arasi
ise her 7 kisiden birinde prostat kanseri goriilmektedir. Prostatin biiyiimesi ve
kontrolii androjenin kontrolii altindadir (Crawford, 2003). Prostat kanserinin
ilerlemesi androjenin baglandigi androjen reseptoriine baglidir ve prostat kanseri
androjenlere duyarlidir (Lee et al., 2014). Cok sayida deneysel verilerde prostat



kanserinin baslangici ve ilerlemesini kontrol eden temel faktdrlerden birinin
androjen oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle androjen baskilayici tedavi, prostat
kanseri i¢in ilk basamak tedavi stratejisi haline gelmistir. Androjen reseptorleri
(AR) sinyalizasyonunun androjen sentezi de dahil olmak iizere gesitli
mekanizmalara katkida bulundugu kabul edilmektedir (Gauthier-Landry, et al.,
2015). Androjen reseptorleri, androjenin hiicrede baglanmasiyla aktif hale geger
ve prostat kanseri hiicrelerinin gelisiminde ve proliferasyonunda etkili olur
(Singh-Gupta et al., 2012).

I3C prostat tiimorii biiylimesini inhibe eder ve apoptozu uyararak kanserli
hiicrede proliferasyonu azaltir (Souli et al., 2008). I3C ve kimyasal bilesikleri,
androjene bagli prostat kanseri hiicrelerinde androjen reseptorlerini hedefler ve
androjen ile uyarilan kanserli hiicreler tizerinde anti-proliferatif ve anti-androjenik
etkiler gosterir (Aggarwal and Ichikawa, 2005). Bu konuda Nachson-Kedmi ve
arkadaglarmin PC-3 hiicreleri iizerinde yaptiklart in vitro ¢alismada 400 uM
I3C’nin antiproliferatif etki gosterdigi belirlenmistir (Nachshon-Kedmi, 2003),
Klein ve arkadaslarinin PC3 hiicre hatlar1 {izerinde yaptiklar1 ¢alismada ise
250uM kadar I3C’nin proliferasyonu azalttigini tespit edilirken (Klein et al.,
2008).

2.3.3 I3C’nin kolon kanserine olan etkisi

Kolon kanseri, diinya ¢apinda erkeklerde en sik goriilen dordiincii kanser
olmak birlikte kadinlarda ise en sik goriilen iigiincii kanserdir. Hastaligin goriilme
orani beslenme, yasam tarzi, fiziksel olarak hareketsizlik, ve kalitsal faktorlerle
iligki olabilir. Hastalik riski iilkeden iilkeye hatta bireyden bireye degisir (Toloudi
et al., 2015). Kolon kanseri igin giincel tedavi yontemleri sitotoksik ilaglar ve
kemoterapidir (Hajiaghaalipour et al., 2015). Bu alandaki gelismeler kolon
kanserinin kontroliine yonelik yenilik¢i yaklasimlar meydana getirmektedir (Kim
et al., 2003).

Kimyasal yoldan onleyici maddeler ya da dogal kaynaklardan elde edilen
maddelerin kullanimi kolon kanseri tedavisi i¢in uygun goriinen bir yaklasimdir.
Yapilan arastirmalar ile I3C’nin kolon kanseri i¢in potansiyel bir ajan oldugu
gosterilmistir.  Cesitli indoller arasindan 6zellikle I3C olas1 bir kansere karsi
Onleyici ajan olarak ilgi gérmiis ve bu konuda tip literatiiriinde ¢alisma sayis1 giin
gectikce artmaktadir (Kim et al., 2003). Howells ve arkadaslarinin 2008 yilinda
kolon kanseri {izerine yaptiklari ¢aligmada 110 pM I3C’nin kanserli hiicrelerin
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cogalmasini durdurarak anti-proliferatif etki gosterdigini belirlemislerdir (Howells
et al., 2008).

2.4 Turpgil Sebzeleri

Turpgil sebzeleri, ha¢ seklinde dort esit biiylikliikte yapraklara sahiptir ve
brokoli, briiksel lahanasi, karnabahar, kara lahana, hardal, yer lahanasi, kivircik
lahana gibi birgok bitkiyi igerir (Higdon et al., 2007). Karnabahar ve brokolinin
Akdeniz bolgesinin dogu kiyisinda evrimlestigine inanilmaktadir. Roma
doneminde bu sebzelerinin ticaretinin ger¢eklesmesiyle turpgil sebzelerinin diger
bolgelere adaptasyonu saglanmustir. Karbanahar bitkisi 15. yiizyilda
gelistirilmistir ve yiiz yil sonra brokoli cinsi sebze Italya’da bu isimle
adlandirilmistir. Briiksel lahanasi, 18. yiizyilda Briiksel sehri c¢evresinde
Belgikada gelistirildigi diisliniilmiis ve daha sonrada Kuzey dogu Avrupanin
onemli bir sebzesi haline gelmistir. Ayrica Cin brokolisi olarak ta bilinen Cin
lahanas1 yaygin bir sekilde Cin’de kullanilmakla birlikte buraya Akdeniz
bolgesinden tagindigr diisiintilmektedir. Salgamin kdkeninin neresi oldugu heniiz
tam olarak bilinmemektedir. Turp, salgam ve kara lahana Cin’in yerli, Misir
Roma ve Yunan uygarliklarinin tarihsel kayitlarinda bulunmaktadir (Manchali et
al., 2012).

Yapilan baz1 ¢calismalarda, kolorektal kanseri tanis1 konulan insanlarin sebze
tiikketiminin, olmayanlara oranla muhtemelen daha diisiik oldugu bulunmustur.
Ozellikle turpgil sebzelerinde bulunan antikanserojen maddelerin meme kanserine
olan onleyici etkileri tespit edilmistir (Higdon et al., 2007). Liu ve Lv’nin 13
meme kanseri vakasi lizerine yaptiklart ¢alismada yiikse miktarda turpgil
sebzelerin alimi ile meme kanserine yakalanma riskinin azaltilabilecegini
vurgulamiglardir (Liu and Lv, 2013).

Brassika familyasindaki sebzelerin 06zellikle gastrointestinal —sistem
kanserlerinin riskini azaltabilecegi yapilan biyolojik ¢aligmalar ile gdsterilmistir.
Brassika familyasindan brokoli, glukosinolatlar, mineraller ve antioksidanlar gibi
birgok biyoaktif bilesen iceren bir besin kaynagidir (Cekic vd., 2011). Kansere
karst Onleyici etkileri oldugu bilinen I3C bilesigi brokolide bulunan
glukobrassisin maddesinin par¢alanma tiriiniidiir (Higdon et al., 2007). Brokoli
gibi diger bircok turpgil sebzelerinde de kansere karsi onleyici etkileri bulunan

besin maddeleri mevcuttur. 1996 yil1 6ncesinde yaymlanmis 87 vaka ¢aligmasinda
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turpgil sebze tiiketiminin artmasi ile kanser riskinin azaldigi tespit edilmistir
(Higdon et al., 2007).

2.5 Poli(d, I-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)

Nanopartikiiller, dogal ya da sentetik yapidaki polimerlerle hazirlanan,
boyutlar1 10-1000 nm arasinda degisen, hazirlama yontemine gore nanokiire veya
nanokapstil olarak adlandirilan ve etkin maddenin partikiil i¢cinde ¢oziindurildigi,
hapsedildigi ve/veya ylizeye adsorbe edildigi sistemlerdir. Polilaktik asit (PLA),
Poliglikolik asit (PGA) yada bunlarin kopolimeri olan Poli(d,l-laktik-ko-glikolik
asit) (PLGA) gibi biyobozunur ve biyouyumlu polimerlerden iiretilen
nanopartikiiller, ila¢ tasima sistemleri i¢in en yaygin olarak arastirilan
sistemlerdir. Son yillarda, nanoteknoloji tip ve biyoteknoloji alaninda
nanopartikiil sistemlerle ilgili arastirmalara ve uygulamalara iliskin ¢aligmalarin
sayisinda onemli Olclide artis olmustur. Tiptaki uygulamalar1 6zellikle; ilag, gen
ve antijenler i¢in tasiyici olarak kullanilmasi, in vitro/in vivo c¢alismalarda
uygulanmasi, gelistirilmis biyouyumlu materyallerin iiretimi gibi konular
kapsamaktadir. Hazirlama yontemine bagli olarak, enkapsiile edilmis terapotik
ajanin farkl 6zellikler ve farkli tasima karakteristikleri sergiledigi nanokapsiiller
elde edilmektedir. Nanopartikiiller ilk defa yaklasik olarak 40 yil 6nce asilarin ve
kanser tedavisinde kullanilan kemoterapdtik — ajanlarin - taginmasi  igin
gelistirilmistir. Nanopartikiiller, nanoboyutlu yapilarindan dolayr mikropartikiiler
sistemlere kiyasla hiicre i¢ine daha fazla alinmaktadir (Derman vd., 2013). Desali
ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada 100 nm boyutundaki nanopartikiillerin
Caco-2 hiicrelerinden; 1 um boyutundaki mikropartikiillere oranla iki buguk kat
daha fazla, 10 pm boyutundaki mikropartikiillere oranla ise alt1 kat daha fazla
hiicre igerisine alindigin1 géstermislerdir (Desai et al., 1997). Dogal yada sentetik
polimerlerin kullanilmasi ile elde edilen ilaglarin yani sira, proteinler, peptitler ve
genlerin de ilgili dokuya hedeflendirilmeleri i¢in kullanilan nanopartikiillerin
sagladigi avantajlar iki temel Ozelliklerinden dolayr ileri gelmektedir. Bu
ozelliklerinden birincisi, nanopartikiillerin kiiglik partikiil boyutlarima sahip
olmasidir.  Ikincisi ise, nanopartikiillerin  hazirlanmasinda  biyobozunur
materyallerin kullanilmasidir. Biyobozunur malzemeler giinler hatta haftalar siiren
periyotlarda hedef dokuda kontrollii etkin madde salimini saglamaktadir. Tiim
bunlara ek olarak nanopartikiiller; ilaglarin/proteinlerin yada peptidlerin
stabilitesinin arttirir ve nanopartikiillerin polimerik yapilari, etkin maddenin
hedeflendirilmesini, saliniminin kontroliinii ve siirdiiriilmesini saglar. Hedeflenen

bolgede enjeksiyonu takiben, giinler hatta haftalar siiren etkin madde salimina
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olanak verirler. Ayrica, nanopartikiillerin yiizeyine hedefleme bdlgesindeki 6zel
molekiiler yapilari taniyan 6zel ligandlarin tutturulmasi ile etkin maddenin hedef
bolgede tulumu miimkiin olmaktadir. Son yillarda, nanopartikiiller sahip olduklar
avantajlardan dolay1r nanoteknoloji, tip, biyoteknoloji ve diger alanlarda yogun
olarak arastirilmaktadirlar. Toksik olmayan metabolitlere donilisen polimerler,
uzun etkili ve kontrollii salim sistemlerinin hazirlanmasinda siklikla tercih
edilmektedir. Sahip oldugu avantajlarindan dolayr etkin  maddelerin
enkapsiilasyonu sonucu kontrollii salinimi i¢in nanopartikiil liretiminde en yaygin
olarak kullanilan biyobozunur polimerlerden biri olan Poli(laktik-ko-glikolik asit),
laktik asit ve glikolik asit monomerlerin polimerizasyonu sonucu elde
edilmektedir (Derman vd., 2013).

Poli (laktid-ko-glikolik asit) (PLGA), ilag tasima sistemlerinde kullanilan
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onayli biyouyumlu bir
polimerdir. Yaygin olarak kemoterapotik antikanser ilaglarinin nano boyutta
enkapsiilasyonunda kullanilir. Nano boyutta ilaglarin tasinimi, kanserli hiicrelerin

ilaca karg1 direncini azaltmak ve ilacin hiicre i¢ine alimimi kolaylastirmak i¢in
kullanilir (Jaidev et al., 2015).

Polimerik partikiiller, ilag¢ tasima sistemlerinde antikanser ilaglar igin umut
vadeden tasiyicilar olarak kabul edilmektedir. Bu sistemlerin igerisinde
enkapsiilasyon iglemi polimerin 6zellikleri ve hazirlama yontemleri gibi cesitli
faktorlere baglidir. Genel olarak polimerik tasima sistemleri anti-kanser ilaglarin
toksisitesini azaltarak etkinligini artirmakla birlikte proteinler, DNA ve RNA gibi
farkli biyoaktif maddelere tutulum i¢in de kullanilabilir (Moreno et al., 2008).
Polimerik ila¢ tasima sistemlerinin meme, prostat ve kolorektal kanserlerin
antikanser ilaglarin terapotik etkisini  gelistirdigi  yapilan ¢alismalar ile
desteklenmektedir. Alibolandi ve arkadaslarinin yaptiklari bir in vitro ¢alismada
bir  anti-kanser ajan1  olan  Doksorubisin’in  polimerik  partikiillerle
enkapsiilasyonundan sonra MCF-7 hiicrelerine niifus etme yetenegini artirdigini
ve sitotoksisitesini azaltip, timorlii hiicrede tutulumunu artirarak proliferasyonu
azalttigini tespit etmislerdir (Alibolandi et al., 2015).
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2.6 Iyot Elementi, Radyoaktif Iyot-131 (*3!1) Bozunumu ve Elde
Edilisi

Iyot siyah, solit ve aktif bir element olup Gay Lussac tarafindan 1812
yilinda tanimlanmistir. “loeides” Yunanca’da “mor renkli” anlamina gelir. Yer
kabugunda olduk¢a nadir bulunan bir elementtir. Kaya, toprak, mineral, deniz
suyu ve yeralt1 su kaynaklarinda bulunmaktadir. En fazla koyu renkli yosunlarda
bulunur. Iyodun suda erirligi en azdir, organik eriticilerde ¢dziiliir. Atom agirhg
126.9 olan iyot, periypdik tablonun VII. grubundadir. 117°den 138’¢ kadar
izotopu vardir. Stabil izotopu ?’I’dir. Iyot, baslica toprakta olmak iizere su ve
havada bulunan bir eser elementtir (Delange, 1989).

fyot-131 (*3), Niikleer Tip’ta tam ve radyoterapi icin en sik kullanilan
radyoniiklidlerden biridir (Bitar et al., 2013). I radyoniiklidi, beta bozunumu
yapar ve yart omrii 8.04 gilindiir. Maksimum ve ortalama beta pargacik enerjileri
sirastyla 0.61 MeV ve 0.192 MeV’dir. Ayrica, 11 364 keV’lik gama fotonu
yayar. ¥1’dan gama radyasyonu goriintiilemede kullanilirken, beta radyasyonun
ise tedavi edici etkileri mevcuttur (Ahmadzadehfar et al., 2011). Sekil 2.5’te

1311°in bozunmas1 semas1 gosterilmistir.

72+
P 636.99

636.989 keV' y
(7.17 %)

5/2+
364.49

364.489 keV' y
(81.7 %)

131 32+
54xe

Sekil 2.5 ¥11’in Bozunma Semast.

Iyot radyoizotoplar1 bir niikleer reaktérde dogal veya izotopik olarak
zenginlestirilmis telliiriin termal nétronlarla 1sinlanmasiyla iiretilir. 221, 3°Te (n,y)

reaksiyonu ile iiretilir. Siklotronlarda bazi iyot izotoplar1 12Te (p, n)!#1 ,'%Te (p,
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2n)123], 124Te (p, n)'?*l gibi cesitli reaksiyonlarla iiretilir. Telliir, telliir-di-oksit
(TeO2) halinde ' iiretimi igin kullamilir. *!1 ayn1 zamanda Uranyum-235’in
fisyon reaksiyonu 2%U(n, f)**!1 ile elde edilir (Chattopadhyay and Das, 2009).

Radyoaktif Tyot-131(*31), 1940’1n sonlarinda tiroid tedavisinde kullanilmus
ve 1950’lerde kullanimi yaygimlasmustir. 31 oral olarak alimindan sonra hizli bir
sekilde absorbe edilir ve tiroid bezinde toplanir, sagilan beta 1sinlar1 sayesinde
timorlii hiicrenin ¢ogalma kapasitesini azaltmakla birlikte yar1 6mrii sekiz giin
oldugu i¢in uzunca bir siire kanser dokusunda kalarak antitiimér etkinligi gosterir
(Ozen, 2005). Aktif Sodyum iyodiir simporteri (NIS) iizerinden iyotun kanserli
tiroid hiicrelerine tasinma yetenegi 50 yili askin bir siiredir niikleer tipta etkin bir
sekilde kullanilmaktadir (Dadachova et al., 2005). NIS tasiyict bir protein olup,
tiroid, meme dokusu, tiikriik bezi ve midede yliksek diizeyde sentezlenmektedir.

NIS proteini iyotun hiicre igerisine alinmasina aracilik eder (Ozdemir ve Ozdemir,
2014).

2.7 Radyoiyodinasyon

Iyodun radyoaktif izotoplari, bilyiik ve kii¢iik molekiillerin isaretlenmesinde
oldukca elveriglidir. Hedef molekiillerin radyoiyodinasyonu i¢in yapilan birgok
degisik metod literatiirde yer almaktadir. Bu teknikler proteinlerin, niikleik
asitlerin ve hiicre yiizeyinin radyoiyodinasyonu i¢in kullanilmaktadir. Maddelerin
radyoiyodinasyon ile isaretlenmesi onlar1 tanimak icin tercih edilen bir yontemdir.
(Seevers et al., 1982).

Enerjisi ve yart Omrii sayesinde hem goriintileme hem de tedavide
kullanilabilme 6zelligi tasiyan 31 radyoniiklidi Niikleer Tip'ta oldukca uygulama
alan1 bulmustur. Molekiiler Niikleer Tip teknikleri kullanimiyla, yeni goriintilleme
prosediirleri ile hastaligin karakteristigi hakkinda daha kesin bilgi elde edilmekte
ve meme, rahim prostat tirii kanserlerin tedavisinde etkin karar imkan
saglanmaktadir. Tyod, radyoisaretleme calismalarinda kullanilan ilk izotop olarak
bilinmektedir. Radyoaktif bir atomu biiyiik bir biyolojik molekiiliin igine sokmak
i¢in kullanilan en yaygin yol 'Radyoiyodinasyon'dur. Iyodun baglanabilmesi icin
yiikseltgenmesi  gerektiginden, isaretleme metodlart yiikseltgeyici ajanlar
gerektirmektedir. Direk radyoiyodinasyon igin iodojen ve Kloramin-T bilesikleri
yiikseltgeyici ajanlardir. Ancak iodojen metodu klinik uygulamalar i¢in daha
uygun bir metoddur. Protein ve hiicre membranlarinin radyoiyodinasyonunda
iyodinasyon ajani olarak en ¢ok iodojen kullanilmaktadir ve % 80 iizerinde bir
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isaretleme verimi elde edilir, iodojen ilk olarak Fraker ve Speck tarafindan protein
ve hiicre membranlarin1 iyodlamak igin kullanilan bir ajan olarak tanimlanmustir.
Suda ¢oziinmeyen iodojen, I~ ve proteinlerin sulu ¢ozeltilerinin kat1 fazda hizli
iyodinasyonuna aracilik eder. Yan reaksiyonlarin olus derecesi, bu metodla
onemsenmeyecek kadar azdir. Bu ajan oksidatif reaksiyonlarda kapta yapisi kalir
¢linkii suda ¢6ziinmez. Diklorometan iginde steril veya polipropilen tiip igerisine
konur ve buharlastirilir. pH=6-8.5 aras1 verimli iyodinasyon olur. lodojen ile
iyodiiriin oksidasyonu gergekleserek (I*) iiretilir ve aromatik halkaya elektrofilik
yer degistirmeyle iyodun baglanmasi gerceklesir. *!1 ile isaretli antikor bilesikler
kanser tedavisinde yaygin olarak c¢alisilmaktadir. Genellikle iodojen yontemiyle in
vivo basit bir proses ile gerceklestirilir. Serbest iyod birikimi kolaylikla ortadan
kaldirilabilir. Yiksek spesifik aktivitedeki radyoiyodlu antikor bilesikler uzun
periyodlarda kararhidirlar (Taskar et al., 2004). Sekil 2.6’da iodojenin molekiil

yapis1 verilmistir.

Sekil 2.6 fodojen molekiilii (1,3,4,6-Tetrakloro-3a,6a-difenilglikouril).
2.8 Kromatografi

Kromatografi kelimesi Yunanca ‘chroma’ renk ve ‘Graphein’ yazmak
kelimelerinden gelmistir. Ik defa yirminci yiizyilin baglarinda griiniir renkli bitki
pigmentlerinin ayrilmasinda kullanilmis bir tekniktir. Kromatografi farkl
bilesiklerin degisken bir sekilde farkli fazlarda dagilmasma dayanir. Duragan
(stasyonel faz) ve hareketli faz (mobil faz) olmak ilizere iki faz mevcuttur.
Hareketli faz duragan fazin iizerinden gecer ve ayrilmasi istenen maddeyi de
beraberinde siiriikler. Ayrilacak madde bilesenleri farkli derecede duragan fazla
etkilesime girerler. Duragan fazla etkilesimi fazla olan bilesenler daha agir,
etkilesimi az olan bilesenler ise daha cabuk hareket ettiklerinden bilesenler

birbirinden ayrilir. Bilesiklerin bilesenlerine ayrilmasinda, duragan faz ile
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bilesenler arasindaki etkilesim tabiatina gore farkli kromatografik yontemler
gelistirilmistir. Bu etkilesim molekiil biiyiikliigiine, polariteye, spesifik baglanma
ozelliklerine veya elektrostatik ¢ekim giiciine dayanabilir (Enginiin, 1996).

Kimyasal ve fiziksel 6zellikleri birbirine ¢ok yakin en ileri kristallendirme
ve damitma metodlariyla ayirmak ¢ok zordur. Ancak, kromatografik metodlarla

bunlar1 kolayca ve kisa siirede ayirmak miimkiindiir (Keles, 1987).
2.8.1 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Ormegi tastyan sivi mekanik calisan pompalarla kolondan gegirildiginde,
stv1 fazin kendi halinde kolondan gecisine gore ¢ok daha yliksek hareketli faz hizi
saglanmakta ve ayirma ¢abuk ve tam olmaktadir. Ayrilan bilesenler kolon ¢ikisina
baglanan uygun bir dedektorle tespit edilerek kaydedilmektedir. Boyle yiiksek
hizda ve etkin bir sekilde gerceklestirilen ayirmalarin yapildigi kromatografi
sistemlerine yiiksek performansli sivi kromatografisi denir (Keles, 1987). HPLC
yonteminin temeli, uygun bir ¢6ziicii igerisinde ¢dziinmiis maddelerin, bir kolon
icerisinde bulunan genellikle kat1 bir destek lizerindeki durgun faz ile farkli
etkilesimlere girerek, kolon i¢inde ilgi farkliliginin sonucu olarak degisik hizlarda
ilerlemesine dayanir (Dibek, 2014).

Ayrilacak bilesikler 1siya duyarli ve kolaylikla ucucu hale getirilemeyecek
kadar bliylik molekiillii ise sivi kromatografisi yontemi ile aywrma daha
elveriglidir. S1v1 kromatografisinde asetonitril, su gibi bir¢ok ¢oziicli hareketli s1vi
faz olarak kullanilmakta ve pompalarla basing altinda kolondan gegirilmektedir.
Pompalar darbesiz ve kesiksiz akis saglayacak 6zellikte olmalidir. Hareketli sivi
faz kolonda tutulan maddelerin kolonda ¢ikis zamanini hizlandirir yani alikonma
stirelerini azaltir. Ayirmanin basarisit biiyiik oranda kolon se¢imine baghdir.
Kolonun uzunlugu artarsa ayrilma daha iyi olur, ancak bu durumda yiiksek
calisma basinci ve uzun siire gerektirir. Dedektoriin gorevi, kolondan g¢ikan sivinin
bilesimini izlemek ve meydana gelen degisikligi kaydediciye iletmektedir. En ¢ok
kullanilan dedektorl tipleri mor o6tesi (UV), goriintir bolge fotometre
detektorleridir (Keles 1987). Sekil 2.7°de HPLC sisteminin sematik gosterimi yer

almaktadir.
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Sekil 2.7 HPLC sistemi.

2.8.2 Ince Tabaka Radyo Kromatografi (TLRC)

Ince tabaka kromatografisi 1950 yilindan beri kimyasallarin ayrilmasinda
kullanilan genis uygulama alani1 bulunan bir tekniktir (Flow et al., 2000). Bu
yontemde c¢esitli adsorban maddelerin cam, aliiminyum veya plastik plaklar
izerine kaplanmasiyla elde edilen tabakalar kullanilmaktadir. Bu yontemde silika
jel, aliimina, selliiloz, iyon degistiriciler gibi adsorbanlar kullanilmaktadir. Bu
yontemde numune kromatografi kagidinin bir kenarina yakin bir noktaya
damlatilir ve kagit tankta bulunan solventin i¢ine uygulama noktasina
degmeyecek sekilde dikey olarak daldirilir. Solvent kagitta ilerlerken bilesenleri
farkli hizlarda siiriikler. Ayrilan bilesenlerin taninmalari alikonma zamani (Rg)
degerlerine goére yapilir. Rf degeri maddenin ilerledigi uzaklik ile solventin
ilerledigi uzakligin orani olup, sabit degildir; kullanilan solvent ve adsorbanin
ozelligi, hazirlanma sekli, numune cinsi ve numune miktari, sicaklik gibi
etkenlerle degisebilir. (Senelt, 1987).

Radyoaktif izotoplar, kimyasal maddelerin ayrilmasi igin Ince Tabaka
Kromatografisinde yaygin olarak kullanilan ajanlardir. Diigiik miktarlardaki radyo
isaretli bilesiklerin saptanmasi i¢in en uygun sistem Ince Tabaka Radyo
kromatografisidir. (TLRC) (Fried and Sherma, 1999).
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2.9 Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi

Aletli analiz yontemleri arasinda ¢ok yaygin olarak kullanilan yontemlerin
basinda, spektroskopik yontemler gelmektedir. Spektroskopik yontemlerin
uygulanmas ile, maddenin elektromanyetik radyasyon (isinim ya da bir baska
deyisle 1s1n) yaymasi, elektromanyetik radyasyonu absorblamasi (sogurmasi),
sagmasi, saptirmasit Ve dagitmasi gibi, maddenin 1sinim ile etkilesimi ve bu
etkilesimin sonuglar1 analitik amaglara yonelik olarak incelenir. NMR
elektromanyetik radyasyonun (1s1n1m) absorplanmasi esasina gore sekillendirilmis
olup, analiz amaciyla uygulanmaktadir. Elektromanyetik radyasyon uzayda cok
biliyiik hizlarda ilerleyen bir enerji seklidir. Ancak uzayda dalgalar seklinde
yayilan her enerji elektromanyetik radyasyon degildir. Elektromanyetik radyasyon
boslukta enerjisini kaybetmeden yayilir. Gorilinlir bolgedeki 1smnlar, UV ve IR
bolgelerinde bulunan isinlar, X 1sinlari, y 1sinlari, mikro dalgalar ve radyo
dalgalar1 hep elektromanyetik radyasyona ornek gosterilebilecek 1simim tipleridir.
Bunlar1 birbirinden farklilastiran 6zellikleri ise, frekanslarmin (birim zamandaki
titresim sayis1) degisik olmasidir. Bir madde kendi 6zelligine baglh olarak, tizerine
diigiiriilen ¢esitli dalga boylarindaki (ultraviyole isinlarindan, radyo dalgalarina
kadar) 1sinlardan bazilarin1 absorblar, bazilariyla ise hig iliskiye girmez. Iste
maddenin bu 6zelliginden yararlanilarak yapisi ve konsantrasyonu tayin edilebilir.
Manyetik Rezonans, dalga boyu 200-750 nm arasindaki 1sinlarla ¢alisan aletlere;
UV (ultraviyole)-Goriiniir Alan ve 2500-25000 nm dalga boylarindaki 1sinlarla
calisan aletlere de; Infrared Spektrofotometresi adi verilir. Bu aletlerden
yararlanilarak yiiriitillen snaliz yontemlerine de sirasiyla, NMR, UV-Goriniir
Alan ve IR-spektroskopileri denir. Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi
(NMR), molekiillerdeki atomlarin elektromanyetik isimanin belli bir bolgesini
absorblamasi esasina dayanir. NMR Spektroskopisi bazi ¢ekirdeklerin kendi
etrafinda donmeleri sonucunda bir miknatis gibi hareket etmelerine dayanan ve
cekirdeklerin  manyetik  Ozelliklerinin  6nem kazandigi bir absorbsiyon
spektrometresi ¢esitidir. Organik maddelerin yap1 tayininde kullanilan 6nemli bir
tekniktir. Bu metodla bir molekiilde hidrojen ihtiva eden gruplarin sayilart
yaninda, bu gruba komsu olan gruplar da tespit edilebilmektedir. NMR
Spektroskopisinde elektromanyetik radyasyon, radyo frekans alaninda
absorblanir. Absorbsiyon, molekiilde bulunan bazi atom ¢ekirdeklerinin bir
fonksiyonudur. Bu absorbsiyonlarin grafige dokiilmesi ile NMR spektrumu elde
edilir. Absorbsiyon bantlar1 "pik" adin1 alir. NMR spektrumuna bu pikler
kaydedilir (Ozden vd., 2004).
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2.10 Lipofilite

Lipofilite kimyasal bilesikler i¢in fizikokimyasal bir Ozelliktir.
Kimyasallarin sulu ve organik fazlar iceren iki fazli sistemlerde davranisini
belirler ve lipofilik madddeler yagda ¢ozinme egilimindedirler. Lipofilitenin
etkili ilag emilimi, dagilimi, metabolizmasi, eliminasyonu ve toksikolojik etkileri
hakkinda biyolojik sistemlerde etkisi oldugu bilinmektedir. Bilesiklerin lipofilitesi
n-oktanol ve su bilesiklerin boliinme katsayis1 olan Log P ile ifade edilir ve bu
deger lipofilite ile dogru orantilidir (Mrkvickova et al., 2006).

Giicli  hidrofobik etkilesimler sulu biyolojik ortamda proteinlerle
(hedeflenen veye hedef olmayan) spesifik olmayan bir baglanma ile
sonuclanabilir. Bir hidrofobik ila¢ molekiilii suya maruz kalan ylizey alanini
azaltma egilimine sahiptir. Hiicre dis1 veya hiicre yiizeyine hedeflenen bilesenler
icin lipofiliteyi sinirlamak bilesenlerin her hiicrenin biyolojik zarlari iizerinden
hedefi disina ¢ikarak kolayca yayilmasimi Onlemek icin uygun goriiliir. Bu
nedenle, ila¢ kesfi sirasinda yeni molekiillerin tasarimina yardimci olmak igin
bilesigin lipofilitesi hakki hakkinda bilgi sahibi olmak 6nemlidir (Starek et al.,
2013).

2.11 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Elektron mikroskobu goriintii olusturmak i¢in 1s1iktan daha c¢ok elektronlari
kullanan bir mikroskoptur. SEM ile biyolojik botanik, hiicre biyolojisi, tip (Adli
Tip, Anatomi, Mikrobiyoloji, Biyokimya, Fizyoloji, Toksikoloji, Patoloji), madde
bilimleri ve yerytizii bilimlerinden elde edilen 6rnekleri 100.000 kez biiyiiterek
yiizey yapilarmmi goriintillenebilir ve ylizeyde meydana gelen farkliliklar
degerlendirilebilir. (Kapakin, 2006). Mikrokapsiillerin karakterize edilmesi
isleminde elektron mikroskobunun yeri olduk¢a 6nemlidir. Elektron mikroskobu
polimerik mikrokapsiillerin sadece goriiniimiiniin izlenmesi i¢in degil, pargacik
biyiikliigiiniin - ve dagiliminin da anlagilmasina imkén kilar. Pargacik
biiyiikliigiiniin bilinmesi {iretilen mikrokapsiillerin istenilen uygulama i¢in uygun
olup olmadigina karar verilmesi agisindan gereklidir (Alay vd., 2009).

2.12 Zeta Boyut Olciimii

Zeta potansiyeli, taneler arasi itme veya ¢ekme degerinin bir 6l¢iisiidiir.

Nanopartikiillerin zeta potansiyellerine bakilarak kararliliklar1 ve topaklasma
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egilimleri elde edilebilir. Zeta potansiyeli = 60 mV iizerinde ise partikiiller cok
iyi seviyede kararhidir, £ 20-30 mV arasinda ise kararhidir. Sentezlenen
nanopartikiiller bu degerler araliginda degilse kararsizdir ve ¢okelme
egilimindedirler (Bueno-Tokunaga et al., 2015).

Isik sagilmasi, bilim, teknoloji ve nanoteknoloji alanlarinda arastirma ve
uygulama literatiiriinde siklikla yer almaktadir. (Xu, 2014). Dinamik Isik Sa¢ilimi
(DLS), parcaciklarin ¢ozelti ortamindaki hareketliligini belirlediginden yaygin
olarak kullanilan tekniklerden biridir (Kaszuba et al., 2010). DLS, 1960 yilinda
lazerin icadindan sonra kullanilmaya baslanmistir ve bu metot ile parcaciklarin
zeta boyutu (pargaciklarin ¢ozelti ortamindaki boyutu) tespit edilebilmektedir.
DLS metodunda, nanopartikiillere lazer 15181 gonderilir ve elektronlar fotonlara
dontstiiriiliir. Olusan titresimlerden faydalanilarak boyuta ait veriler, Zeta-Sizer
cihaziyla bilgisayar yazilim desteginden faydalanilarak yorumlanir (Xu, 2014).
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3. MATEYAL METOD
3.1 Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar
3.1.1 Kullanilan Kimyasallar

Iyot-131 (Na®3I) (Sifa Universitesi Hastanesi, Bornova, Izmir), Ince Tabaka
Kromatografi kagidi ITLC-Seliiloz (Merck), Metanol (Merck), 13C (Sigma),
PLGA (Sigma), n-oktanol (Merck), n-biitanol (Merck), Metanol (Merck),
diklorometan (Ricdel-de-haen), iodojen (Fluka), dekstroz agar (Merck), Miiller
Hinton Agar (Merck), Miiller Hinton Broth Agar (Merck), asetik asit (Merck),
izopropil alkol (Merck), MCF-7 (meme adenokarsinoma epiteli) (Adnan
Menderes Universitesi, Bilim Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi, Aydin),
Caco-2 (kolon adenokarsinoma epiteli), (Adnan Menderes Universitesi, Bilim
Teknoloji Arasgtirma ve Uygulama Merkezi, Aydin), PC3 (prostat karsinoma
epiteli) (Ege Universitesi Biyomiihendislik Fakiiltesi), Essential Medium (Mem
Eagle) (Bio.Ind.), Dulbecco's MEM (Bio.Ind.), L-Glutamine (Bio.Ind.), Sodyum
bikarbonat (Bio.Ind.), Essential amino acid (Bio.Ind.), Sodyum piruvat (Bio.Ind.),
Fetal bovine serum (Bio.Ind.), Penisilin/ streptomisin (Bio.Ind.), Tripan mavisi
(Bio.Ind.), PBS (Bio.Ind.), Tripsin EDTA (Bio.Ind.).

3.1.2 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 kollektdrlii) (E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii),
Liyofilizator (Labconco Free Zone 2.5 770, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii), doz
kalibratérii (Biodex AtomLab 100 Plus, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii), RAD-
501 Cd(Te) tek kanalli gamma sayim sistemi (RAD-501, E. U. Niikleer Bilimler
Enstitiisii), Vorteks cihaz1 (Ika, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii), hassas terazi
(Ohaus, Pioneer PA214C), Sivi Sintilasyon dedektorii (Packard Tri-carb-1200,
Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dali), CO> inkiibatdrii
(Sanyo- MCO-20AIC CO, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii), invert Mikroskop
(Leica Dmil 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).
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3.2 I3C’nin PLGA ile Enkapsiilasyonu

I3C bilesigini PLGA ile enkapsiile etmek i¢in Peltonen ve arkadaslarinin
(Peltonen et al., 2002) uyguladigi yontem kullanilmigtir. Bu islem igin, 2.5 mg
I13C 0.3 mL suda ¢6ziilmiis ve iizerine olarak 0.3 mL etanol eklenmistir. Ayr1 bir
behere aliman 25 mg PLGA iizerine 0.145 mL propilen glikol ve 1.2 mL
kloroform eklenerek c¢oziilmiistiir. Daha sonra bu karisim I3C c¢ozeltisi iizerine
eklenmistir. Olusan dispersiyon % 70’lik 5 mL etanol iizerine eklenip, 5 dakika
boyunca vortekslenmistir. Bu basamaktan sonra, Heidolph Rotary evaporatorde
35 °C 35 rpm’de organik ¢oziiciiler ugurulmustur. Sekil 3.1°de deney diizenegine

ait bir fotograf goriilmektedir.

Sekil 3.1 Deney diizenegi.

3.3 I13C-PLGA Bilesiginin SEM Analizi

I3C-PLGA bilesiginin boyut ve yiizey morfolojisinin belirlenmesi i¢in Izmir
Yiiksek Teknoloji Enstitlisii Malzeme Arastirma Merkezinde bulunan SEM
cihazina (Phillips XL-30 S FEG) &rnek gonderilmistir. Analiz i¢in 6rnek kati
olarak hazirlanarak tiizerine metanol eklendi ve ¢elik plakalar {izerine
damlatilmigtir. Analiz esnasinda, pargaciklarin kuru olmasi gerektigi i¢in,

metanoliin ugmasi i¢in yaklasik 5 dakika beklendi ve SEM goriintiileri alinmastir.
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3.4 13C-PLGA Bilesiginin Zeta-Sizer Ile Boyut Analizi

I3C-PLGA bilesiginin ortalama parcacik boyutlar1 hakkinda bilgi sahibi
olmak {izere Ornegin ¢dzgen ortaminda (500pg/ml etanol), Ege Universitesi
Niikleer Bilimler Enstitiisiinde bulunan Malvern Nano-ZS cihazi ile boyut analizi
gergeklestirilmistir.

3.5 13C ve 13C-PLGA Bilesiklerinin HPLC Analizi

Bu basamak Anderon ve arkadaslarmin  (Anderton et al.., 2002)
calismasindaki HPLC kosullarindan yararlanilarak gergeklestirilmistir.

HPLC analizinde mobil faz olarak %70 lik Asetonitril (A) ve su (B)
kullanilmistir. Enjeksiyon hacmi 30 pl, akis hiz1 1 mL/ dak ve dalga boyu 254 nm
olacak sekilde ayarlanmigtir. Analiz zaman programi, %15 asetonitril % 85 su
olarak baslamistir ve ilk yirmi dakikada % 60 asetonitril, 20-40 dakikada % 65
asetonitril ve 40-60 dakikada % 85 asetonitril ile bitecek sekilde ayarlanmustir.

Cizelge 3.1 de ¢alisma sirasinda uygulanan HPLC kosullar1 verilmistir.

Cizelge 3.1 13C bilesigi icin uygulanan HPLC analiz kosullari.

Kolon Gl sciences Inc. C18- ODS kolon
Akis Hiz1 1 mL /dak.
Mobil Faz % 70’lik asetonitril (A) —su (B)
Dalga Boyu 254 nm
Sicaklik 25°C
Enjeksiyon 30 uL
Zaman % Konsantrasyon (A) % Konsantrasyon
Zaman 0.01 15 85
programi 20 60 40
20-40 65 35
60 85 15

Elde edilen I3C bilesigine ait HPLC kromatogrami boliim 4.3.1°de yer
almaktadir. PLGA ile enkapsiile edilmis I3C bilesiginin HPLC analizi i¢in boliim
3.3’deki prosediirden faydalanilarak ayni kosullarda gerceklestirilmis ve elde
edilen pik PLGA-I3C olarak kodlanmis ve elde edilen HPLC kromatogramina

boliim 4.3.2°de yer verilmistir.
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3.6 13C Bilesiginin Inaktif Iyot ile Isaretlenmesi (**’1-13C )

I3C bilesiginin inaktif iyot ile isaretlenmesi, 13C/Kl/iyodojen miktarlari
1:2:1 oraninda hazirlanarak gergeklestirilmistir. Bu c¢alismada 24 saatlik

inkiibasyon +4 °C’de ve karanlik ortamda gergeklestirilmistir.
3.7 1271-13C Bilesiginin NMR Yontemi ile Yap1 Analizi

I3C bilesigi karbon ve proton NMR ile yap1 analizi Erzurum Atatiirk
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimiinde gergeklestirilmistir. NMR

sonuglar1 boliim 4.3 de gosterilmistir.

3.8 I13C ve I3C-PLGA Bilesiklerinin '*'l ile Radyoisaretleme
Cahsmalan (**'1-13C)

3.8.1 iodojen tiiplerinin hazirlanmasi

1 mg iodojen (1,3,4,6-tetrachloro-3a,6a-diphenylglycoluril) tartilmis ve cam
bir tiip igerisinde 1 mL diklorometan ile ¢6ziilmiis ve dort farkli deney tiipiine her
tip icerisinde 250 upL olacak sekilde aktarilmistir. Bu islemden sonra
diklorometan buharlasana kadar bu tiipler bekletilmistir. Bekletilme sirasinda belli
araliklarla tiipler ¢alkalanmistir. Daha sonra diklorometanin tamamen
buharlagsmasi saglanmigtir. Bunun sonucunda iodojen cam tiiplerin ¢eperini bir
film tabakasi seklinde kaplamistir. 250°ser pg’lik dort adet tiip, igerisindeki
iodojenin kullanilma anina kadar + 4 °C’de saklanmustir

3.8.2 13C bilesiginin *!1 ile radyoisaretlenmesi (:*11-13C)

1.2 mg I3C 1.2 ml etanolde ¢oziilden sonra olusan stok ¢ozeltiden 40 pg
I3C olacak sekilde 40 plL alinip ve 100 plL su ile seyreltildi. Daha 6nce hazirlanan
icerisinde 250 pg iodojen iceren iodojen tiipiine konuldu. Uzerine aktivitesi daha
once doz kalibraoriinde ol¢iilmiis olan aktivitesi 0.1 mCi olan **' ilave edilmistir
ve oda sicakliginda 30 dakikalik inkiibasyon siiresinden sonra TLRC yontemi ile

isaretli bilesigin kalite kontrolii yapilmstir.
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3.8.3 PLGA ile Enkapsiile Edilmis 13C Bilesiginin 31 ile
radyoisaretlenmesi (**'1-13C-PLGA)

100 pl etanolde 50 ng I3C-PLGA bulunan stok ¢ozelti 1 ile isaretlenmistir

ve boliim 3.6.2°de agiklanan prosediir uygulanmistir.

3.9 Radyoisaretli I3C (**!1-13C), Radyoisaretli I3C-PLGA (*3!1-
I3C-PLGA) Bilesiklerinin, diger Radyoaktif Bilesenlerin [!l ve
Yiikseltgenmis *'I (Yiik. *I)] TLRC Yontemi Kullamlarak Kalite
Kontrolii

TLRC yontemi ile *!1-13C ve *!1-13C-PLGA bilesiklerinin kalite kontrol
calismalarinda sabit faz olarak 10 cm x 1.5 cm boyutlarinda seliilloz TLC seritler,
dort farkli banyo ¢ozeltisi de mobil faz olarak kullanilmigtir. 30 dakikalik
inkiibasyon siiresinden sonra !%-13C c¢ozeltisinden mikro pipet yardimiyla
tabandan 0.5 cm yukarida sekilde uygulama noktasi belirlenip damlatma
yapilmistir. Her 6rnekte kontrol igin 2’ser adet TLC serit kullanilmistir. Damlatma
isleminin Oncesinde dengeye gelmesi i¢in TLC tankina konulan banyo
cozeltilerinin 20 dakika bekletilmistir ve bu banyolarin igerikleri: n-biitanol /
bidistile su / asetik asit (4:2:1) (Banyol), izopropilalkol / n-biitanol / 0.2 N
NH4OH (4:2:1) (Banyo2) ve izopropilalkol / n-biitanol / 0.2 N NHsOH (2:1:1)
(Banyo3), n-biitanol / etil alkol / 0.2 N NH4OH (5:2:1) (Banyo4) seklindedir.

Damlatma yapilan TLC seritleri igerisinde banyo ¢ozeltisi bulunan tanklara
uygulama noktas1 ¢ozeltiye degmeyecek sekilde tek seferde yerlestirilmistir. Ve
hareketli fazin yeterince ilerlemesi beklenmistir. Daha sonra TLC seritler
tanklardan ¢ikarilarak hareketli fazin son yiiridiigli nokta isaretlenip ¢eker ocakta
kurutulmustur. Kurutulan TLC seritlerinde hareketli fazin en son yliridiigli nokta
cetvelle Olgiiliip bant ile kaplandiktan sonra Bioscan AR2000 TLRC tarayici ile
her birine ait radyo kromatogramlar alinmigtir. Kromatogramlardan faydalanilarak

Rf degerleri ve % baglanma verimleri hesaplanmustir.
3.10 Lipofilite Calismasi

1311-13C ve *!1-13C-PLGA bilesiklerinin lipofilite calismasi igin, 0.3 mL n-
oktanol ve 0.3 mL pH=7 tamponu bir santrifiij tiipiine konulduktan sonra {izerine
0.1 mL **%-13C eklenmistir. Daha sonra karisim 1 dakika boyunca vortekslenerek

2500 rpm’de 30 dakika santrifiijlenmis, iist ve alt fazin olugmasi saglanmistir. Bu
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fazlardan 0.1 mL 6rnek alinarak, Cd(Te) dedektoriinde sayimlar alinmistir. Bu
islem 3 kez tekrar edilerek teorik degerlerle kiyaslanmistir. Elde edilen lipofilite

caligmalar1 boliim 4.5’te yer almaktadir.
3.11 1311-13C ve'®1-13C-PLGA Bilesigi i¢cin Stabilite Caliymasi

B11.13C bilesiginden 30., 60., 90., 120., 180., 240. ve 1440. dakikalarda,
TLC seritlere mikro pipet yardimiyla damlatma yapilmistir. TLC seritleri banyo 1,
banyo 2 ve banyo 3 kodlu banyo ¢6zeltisine daldirilarak hareketli fazin belli bir
noktaya ilerlenmesi beklenmis ve radyoisaretleme kalite kontrolii TLRC yontemi
ile yapilmistir. Kromatogramlardan yararlanilarak % baglanma verimlerinin
zamana kars1 degisimleri incelenmistir ve elde edilen sonuglara ait bilgiler boliim

4.6’da agiklanmustir.
3.12 Hiicre Kiiltiirii Calismalar
3.12.1 MCF-7, Caco-2, PC3 hiicre dizinlerinin hazirlanmasi

MCF-7, Caco-2, PC3 hiicreleri, hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilmak
iizere Aydin Adnan Menderes Universitesi, Bilim Teknoloji Arastirma ve

Uygulama Merkezi’nden temin edilmistir.

Calismada kullanilan PC3 hiicreleri Dulbecco’s MEM 2 mM L-glutamin 1.5
g/L sodyum bikarbonat, 1 mM sodyum piruvar ve % 5 fetal bovine serum (FBS)
den olusan medyumda, Caco-2 hiicreleri minimum essential medium (Eagle), 2
mM glutamin, 1.5 g/L sodyum bikarbonat, 0.1 mM non-esensiyel amino asitler, 1
mM sodyum piruvat ve % 20 FBS’den olusan medyumda, MCF-7 hiicreleri,
minimum essential medium (Eagle), 2 mM glutamin, 1.5 g/L sodyum bikarbonat,
0.1 mM non-esensiyel amino asitler, 1 mM sodyum piruvat ve % 10 FBS’den

olusan medyumda tiretilmistir.

Bu islemde kullanilacak hiicreler flasklarin % 80’ini kaplayacak sekilde
tiretildikten sonra % 0.25 (W/V) tripsin-EDTA soliisyonu ile enzimatik yontem
yoluyla flask tabanmindan kaldirilmis, calismalarin yapilacagi 24 kuyucuklu
plakalara ekilmis ve 37 °C’de % 5 CO2’de ¢aligma zamanina kadar bekletilmistir.
Kullanilmayacak olan hiicreler ise % 5 DMSO igeren medyumlart i¢ine koyularak
— 80 °C’de dondurulup, - 190 °C’de s1v1 azot i¢inde saklanmustir.
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3.12.2 31, B-13C ve 31-13C-PLGA bilesiklerinin MCF-7, Caco-
2, PC3 hiicrelerindeki baglanma etkinliginin zamanla degisimi

Bu basamakta **!1-13C ve '*1-I3C-PLGA bilesiklerinin MCF-7, Caco-2,
PC-3 hiicrelerinin tizerinde tulumunu incelemek tzere MCF-7, Caco-2, PC-3
hiicrelerinin ekimi yapilip, uygun kosullarda cogaltilmistir. Yeterli miktarda
cogalan hiicreler 24’liik plakalara ekimi yapilmistir. Calismada incelenecek zaman
parametreleri 30 dakika, 60 dakika, 120 dakika ve 240 dakika olarak belirlemistir.
Yeterli tekrar sayisina ulasilmasi amaciyla; her hiicre hattindaki her zaman
parametresi i¢in 3’er kuyucuk kullanilmistir. Her kuyucuk basma I3C ve I3C-
PLGA miktar1 1 pg/mL ve radyoaktivite miktar1 1 pCi/mL olacak sekilde
belirlenmistir. 3! -13C ve !I-13C-PLGA bilesiklerine 14 ml besiyer eklenereck
vortekslenmis ve plakalardaki kuyucuklara eklenmeden 6nce kuyucuklardaki
mevcut besiyerler kompresor ile ¢ekilmistir. Kuyucuklar 6lii hiicrelerin ortamdan
uzaklastirilmasi amaciyla serum fizyolojik (SF) ile 2’ser kez yikanmustir. Yikama
isleminin ardindan 0.5 ml 3-13C igeren besiyer ve 0.5 mL 3I-I3C-PLGA
iceren besiyer plakalardaki kuyucuklara ilave edilmis, zaman parametleri dolana
kadar 37 °C etiivde bekletilmistir.

Herbir zaman parametresi doldugunda ( 30, 60, 120, 240. dakika) hiicreler
tizerindeki radyoisaretli besi ortami atilmis, yiizeyden kalkan hiicrelerin atilmasi
amaciyla SF ile 2’ser kez kuyucuklar yikanmistir. Yikama isleminden sonra

200’er pL Ripa tampon ¢ozeltisi ile hiicreler kuyucuk yiizeyinden kaldirilmistir.

Hiicreler {izerinde radyoaktivite tulumunun tespiti i¢in, efendorfa herbir
kuyucuktan 0.1’er mL hiicre igeren ¢ozelti alinarak konmustur ve iizerine 0.9’ar
ml sintolasyon sivisi ilavesi yapilmistir. Radyoisaretli 6rnekler Ege Universitesi,
Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dali’nda bulunan Packard Tri-carb-1200 sivi
sintilasyon dedektoriinde sayilmistir. Daha 6nce Ripa Tamponu ile kuyucuk
yiizeyinden kaldirilan hiicre siispansiyonlarindan 25 pL alinarak Bicinchoninic
asit ile muamele edilmistir. Bu islemle, hiicreleri patlatip mevcut proteinin ortama
¢ikmasini saglanmistir. 30 dakika 37 °C inkiibe edildikten sonra radyoaktivitenin
562 nm’de spektrofotometrik yontem ile protein tayini gergeklestirilmistir. Protein
tayininin amaci sintilasyon dedektdriinden alinan sonuglar protein miktarina
oranlanarak kuyucuk basina diisen hiicreyi tespit etmek ve buradan yola ¢ikarak
birim hiicredeki spesifik radyoaktiviteyi tespit etmektedir. Yapilan her ¢calisma iki
farkli giinde tekrarlanmis ve her bir parametre i¢in 6’sar kuyucukta calisilarak
deneylerin tekrarlanabilirligi gdzlemlenmistir.
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3.12.3 13C ve I3C-PLGA bilesiklerinin 4-[3-(4-iodophenyl) -2-(4-
nitrophenyl) -2H-5-tetrazolio] - 1,3-benzene disulfonate (WST) Kiti
kullanillarak MCF-7, Caco-2 ve PC3 iizerinde sitotoksisitesinin
belirlenmesi

MCF-7, Caco-2 ve PC3 hiicrelerini ayri ayri igeren siispansiyondan 96
kuyucuklu mikroplate’in her bir kuyucuguna 5 x 10* hiicre / mL olacak sekilde
hiicreler hazirlanmistir. Her bir kuyucuga 100 pL hiicre siispansiyonu ve kontrol
disindaki kuyucuklara bes farkli (10°, 10, 102, 103, 10 nM) konsantrasyonda
steril SF ile hazirlanan 13C ve I3C-PLGA igeren ¢ozelti eklenmistir. Negatif
kontrol olarak, kuyucuklara hiicre ve reaktif icermeyen besiyer eklenmistir.
Hiicrelerin bulundugu plaka 37 °C’de % 5 CO2 ortaminda inkiibe edilmistir.
(Calismada deneyin tekrarlanabilirligini kontrol etmek amaciyla, her bir parametre
3’er kez tekrar edilmistir. Inkiibasyonun 48. saatinde her kuyucuga 10’ar uL WST
sollisyonu eklenerek 4 saat daha inkiibe edilmistir. 450 nm dalga boyunda ve 690
nm referans araliginda her bir kuyucugun absorbans degeri, spektrofotometre
kullanilarak okunmustur. Negatif kontrol sifir absorbans olarak kabul edilmistir ve

asagidaki formiilden yararlanilarak % canlilik degerleri hesaplanmustir.
[(Sl¢iilen absorbans degeri/kontrol degeri) x 100]

3.13 istatiksel Analizler

Hiicre kiiltlirii ¢alismalar1 sonucunda elde edilen sonuclarin istatistik
analizleri ise GraphPad istatistik programi kullanilarak yapilmigtir. Her bir
parametre seviyesi i¢in elde edilen baglanma degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farkin olup olmadigmi belirlemek i¢in tek yonli ANOVA analizi
yapilmistir. Hiicre kiiltiirii calismalarina ait istatistiksel analiz sonuglar
degerlendirilirken baglanma degerleri arasinda 0.95 giiven diizeyinde anlamli bir
farkin olup olmadig1 P degerlerine bakilarak tespit edilmistir. P degeri 0.05’den

kii¢iik olanlar anlaml1 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 13C-PLGA Bilesigine Dair SEM Analizi Sonuglari

I3C-PLGA bilesiginin SEM analizi sonuglar sirasiyla sekil 4.1 ve 4.2°de

yer almaktadir.

Frekans (%)

Parcacik Boyutu (nm)

Sekil 4.1 13C-PLGA Bilesiginin goriintii kesitindeki % Frekans-Boyut Grafigi.

IYTEMAM

Sekil 4.2 13C-PLGA’nin 10 000 kat biiyiitmede SEM Goriintiisii.

Sekil 4.1°’de I3C-PLGA bilesiginin goriintli alinan kesitindeki parcaciklarin
boyutu yer almaktadir. Bu kesitte parcacik boyutlart 90 ile 190 nm arasinda
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degismektedir. 13C-PLGA bilesiginin SEM goriintiisiine ise sekil 4.2°de yer
verilmistir. Bu sonuglar degerlendirildiginde pargacik boyutunun yaklasik olarak
ortalama 124.2 nm oldugu goriilmiistiir.

4.2 13C-PLGA Bilesiginin Zeta-Sizer ile Boyut Analizi

I3C-PLGA bilesiginin zeta-sizer cihazi ile yapilan boyut analizi sonucu
sekil 4.3’te yer almaktadir.

/!

Parcacik Yogunlugu (%0)

01 1 10 10000

Parcacik Boyutu (nm)

Sekil 4.3 I3C-PLGA bilesiginin zeta-sizer ile boyut analizi sonucu.

Sekil 4.3 incelendiginde I3C-PLGA bilesiginin bulundugu ¢ozeltide
yaklagik 100 nm’den1000 nm’ye kadar pargaciklarin bulundugu goriilmektedir.
En yogun olarak bulunan pargaciklarin boyutu ise 269.6 nm olarak saptanmustir.
Zeta potansiyeli, £ 20-30 mV arasinda olan partikiiller kararlidir (Bueno-
Tokunaga et al., 2015). I3C-PLGA bilesiginin zeta potansiyeli incelendiginde ise;

bu deger 24.6 mV olarak goriilmiis ve ¢ozelti formunda kararli oldugu
saptanmuistir.

4.3 HPLC Analizi Sonuc¢lar
4.3.1 I3C Bilesigine Ait HPLC Sonuclarn

Etanolde ¢oziinmiis I3C bilesigine ait HPLC kromatogrami sekil 4.4’ de
verilmistir. Elde edilen kromatograma gore 13C bilesigine ait oldugu tanimlanan
pikin ali konma zamani 12.52 olarak gériilmistiir.
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Sekil 4.4 13C bilesigine ait HPLC kromatogrami.
4.3.2 13C-PLGA Bilesigine Ait HPLC Sonuclari
I3C-PLGA bilesiginin HPLC analizinde ayni prosediir (Anderton et al., )

uygulanmistir. Alikonma zamani 35.98 olarak goriilen pik I3C-PLGA pikine ait
oldugu belirlenmistir. Elde edilen kromatograma sekil 4.5’de yer verilmistir.

3007
2757; 13C-PLGA
250, RT:35.98
225
200]
1759
1501

Siddet (mAu)

125

100]

50°

25€4A,—/AJ\\_AA_J¢JLAA_JAAMMW/J
o

e A e e e B L B e e e e B R T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

Alikonma Zamam (dakika)

Sekil 4.5 13C-PLGA bilesigine ait HPLC kromatogrami.
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4.4 1271-13C Bilesiginin NMR Yéntemi ile Yap1 Analizi Sonuclar

Sekil 4.6’da I3C bilesiginin ACD/LogP Algorithm (Versiyon 12.01)
bilgisayar programinda ¢izilen molekiiler formiilii yer almaktadir.

11—OH
/6\ /8/ 12
7
oYy
{(-)’—4%3/2\ /

N
H
1
Sekil 4.6 I13C bilesiginin molekiiler formiilii.

Sekil 4.7 ve 4.8’de 1?1 ile isaretli I3C bilesiginin (**'I-13C) bilesiginin
sirastyla *C-NMR ve *H-NMR spektrumlari goriilmektedir

1.0 5 Zbm-280814-13cnmr

192 184 176 168 160 152 14 136 128 120 112 104 % B 8 T2 64 % L8 4L R A 6 8
Chemical Shift (ppm)

Sekil 4.7 1?1-13C bilesigine ait 3C-NMR spektrumu.
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1.0 o 2bm-280814-1hnmr

I\

.o

Sekil 4.8 *?I-13C bilesigine ait *H-NMR spektrumu

1271-13C bilesigine ait >*C-NMR ve 'H-NMR teorik ve deneysel ¢ (ppm)
degerleri sirasiyla ¢izelge 4.1 ve 4.2°de verilmistir. Bilesigin teorik NMR ¢ (ppm)

degerleri ACD/LogP Algorithm bilgisayar programinda hesaplanmistir. Cizelge
4.1 ve 4.2°de I3C bilesigine ait sirastyla *C-NMR ve 'H-NMR teorik ve deneysel

o (ppm) degerleri yer almaktadir.

8 7 6

Chemical Shift (ppm)

5 4 3

o (ppm)
N}fl'::f:m Teorik Deneysel
2 138.02 138.10
3 111.29 110.04
4 125.98 127.04
5 130.30 129.00
6 94.36 94.35
7 130.30 129.60
8 121.95 121.10
9 122.80 122.40
11 56.48 58.55

Cizelge 4.1 71-13C bilesigine ait I3C-NMR teorik ve deneysel ¢ (ppm) degerleri.
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o (ppm)
N}fli::f:s‘ Teorik Deneysel
3 7.37 7.33
4 6.87 6.89
5 7.27 7.26
9 6.90 6.91
11 4.70 471

Cizelge 4.2 71-13C bilesigine ait *H-NMR teorik ve deneysel ¢ (ppm) degerleri.

Cizelge 4.1 ve 4.2 incelendigince teorik ve deneysel verilerin birbirine ¢ok yakin
oldugu goriilmiis ve deneysel c¢alismalarda kullanilan I3C’nin yapisinin

degismedigi gorilmiistir.

4.5 Radyoisaretli bilesiklerin (**!1-13C, *'1-13C-PLGA) ve Diger
Radyoaktif Bilesenlerin [*'I ve Yiikseltgenmis *'I (Yiik. °I)] ince
Tabaka Radyo Kromatografi (TLRC) Sonuglar

En yliksek radyoisaretleme verimi ortalama 99.59 + 1.02 (n=6) ile banyo 1
¢ozelti sistemine aittir. Cizelge 4.3’te 31, yiikseltgenmis iyot (Yiik. 31) ve 31I-

I13C bilesigine ait Rf degerleri verilmistir.

Cizelge 4.3 Banyo ¢ozelti sistemlerinde *'1, Yiik. 31 ve 1321-13C bilesigine ait R¢ degerleri

Rt
Banyo Cozelti Sistemi 131 Yik. 3% 1311-13¢
Banyo 1 0.40 0.18 0.99
Banyo 2 0.66 0.122 0.66

Cizelge 4.3 degerlendirildiginde banyo 2 ¢ozelti sistemindeki 31 ve 13-

I3C bilesigine ait R¢ degerleri ¢cakigsmaktadir. Banyo 1 c¢ozeltisinde Rf degerleri,
BT i¢in 0.40, Yiik. ¥ i¢in 0.18, B*1-13C igin 0.99 olarak hesaplanmuistir.

Banyo 1 ¢ozelti sistemi kullanilarak, 31, Yiikseltgenmis !l ve *!1-13C
bilesiklerine ait elde edilen TLRC kromatogramlart sekil 4.9, 4.10, 4.11°de yer
verilmistir ve 13C bilesigine ait R degerinin !l ve Yiikseltgenmis !I’in Rf

degerlerinden farkli oldugu saptanmistir.
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Sekil 4.9 ¥11e ait TLRC kromatogramu.
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Sekil 4.10 Yiikseltgenmis *!I’e ait TLRC kromatogrami.

o
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Sekil 4.11 $1-I13C Bilesigine ait TLRC kromatogrami.
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4.5.1 B-13C-PLGA ve Diger Radyoaktif Bilesenlerin [**!l ve
Yiikseltgenmis 31 (Yiik. '°'I)] Ince Tabaka Radyo Kromatografi
(TLRC) Sonuclarn

I3C-PLGA bilesiginin **! ile radyoisaretlenerek TLRC yontemi ile kalite
kontrol ¢alismasinda banyo 1 ve banyo 3 banyo c¢ozeltileri kullanilmistir.
Isaretleme sirasinda en optimum kosulu saglayan banyo 3 ¢ozeltisi olarak

goriilmiis ve radyoisaretleme verimi ortalama 99,35 + 1,34 olarak saptanmustir.

izelge 4.4 Banyo ¢ozelti sistemlerinde **'I, Yik. **'l ve +*-13C- ilesigine ait Ry
Cizelge 44 B 1ti si lerinde 1, Yiik. 131 ve 131|-I13C-PLGA bilesigine ait R

degerleri.
Rt
Banyo Cﬁzelti Sistemi 131 .1 131 131|'|3C'
| Yiik. *l PLGA
Banyo 1 0.54 0.25 0.24
Banyo 3 0.69 0.11 0.27

Cizelge 4.4 incelendiginde banyo 1’e ait R¢ degerleri gbzden gecirildiginde
yiikseltgenmis iyoda ait R degeri ile 131-I3C-PLGA bilesigine ait R¢ degerinin
birbirine ¢ok yakin oldugu goriilmektedir. Banyo 3 ¢ozeltisinde Rs degerleri 31
icin 0.69, yiikseltgenmis 1 icin 0,11 ve *!I-13C-PLGA bilesigi i¢in 0.27 olarak
saptanmigtir. Banyo 3 c¢ozeltisinde R degerlerinin farkliligi iyodun basariyla
yiikseltgenerek I3C-PLGA bilesigine baglandigin1 ve radyoisaretleme igleminin

gerceklestigini gdstermektedir.

Banyo 3 ¢ozelti sistemine ait TLRC kromatogramlar1 13!, Yiikseltgenmis
131] ve BL-13C bilesiklerine ait elde edilen TLRC kromatogramlari sirastyla sekil
4.12, 4.13 ve 4.14°de gosterilmistir.
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Sekil 4.12 *¥11’¢ ait TLRC kromatogramu.
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Sekil 4.13 Yiikseltgenmis *!I’e ait TLRC kromatogrami.
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Sekil 4.14 311-I3C-PLGA bilesigine ait TLRC kromatogrami.
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4.6 Lipofilite Calismas1 Sonuglari
Cizelge 4.5°de 13C ve *!-13C ve 31-13C-PLGA bilesiklerine ait deneysel

ve ACD/Labs logP Algorithm programi (Versiyon 12.01) ile elde edilen teorik

lipofilite degerleri verilmistir.

Cizelge 4.5 1-13C ve*!I-13C-PLGA bilesigine ait teorik ve deneysel lipofilite degerleri.

LogP
Bilesik Teorik Deneysel
13C 0.96+0.23 -
181-13C 1.99+0.33 1.03+0.14
1311-13C-PLGA - -1.76+0.24

Sonuglar incelendiginde I13C ve !-I3C bilesiklerinin teorik logP
degerlerinin sirasiyla 0.96+0.23 ve 1.99+0.33 oldugu ve *!1’in, 13C bilesiginin
lipofilitesini artirdign goriilmiistiir. Iyodun lipofiliteyi arttirdigina isaret eden
bircok veri mevcuttur (Muftuler et al., 2008; Yesilagac et al,. 2011; Muftuler et
al., 2011; Aslan et al., 2012; Unak et al., 2012). Deneysel olarak incelendiginde
1811-13C bilesigine ait logP degeri 1.03+0.14 olarak goriilmiistiir. 1*11-13C-PLGA
bilesiginin logP degeri incelendiginde ise PLGA nin bilesigin lipofilik karakteri
azalttig1 ve 1311-13C-PLGA bilesiginin hidrofilik 6zellik gosterdigi belirlenmistir.

4.7 Stabilite Calismas1 Sonuglari

Sekil 4.15 ve 4.16’da -13C ve ®Y-13C-PLGA bilesiklerine ait %

radyoisaretleme veriminin belirli zaman araliklarindaki degisimini iceren grafik

100 -+
80
60
40
20
0 - T T T T T T T
0 30 60 90 120

180 240 1440
Zaman (dakika)

verilmistir.

% Radyoisaretleme Verimi

Sekil 4.15 31-I13C bilesigine ait stabilite sonuglar1.
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Sekil 4.16 311-I13C-PLGA bilesigine ait stabilite sonuglar.

Grafikler degerlendirildiginde !I-13C ve !-13C-PLGA bilesiklerinin
1440. dakikaya kadar stabilitesini korudugu goriilmektedir. Sonuglar
incelendiginde !I-13C bilesiginin radyoisaretleme veriminden 90. dakikaya kadar
% 100 iken, 90. dakikada 98.81, 120. dakika 97.63, 180. dakikada 94.47 ve 240
ve 1440. dakikalarda yaklasik % 85 civarinda oldugu goriilmiistiir. **!I-13C-PLGA
bilesiginde ise ilk radyo isaretleme veriminden 1440. dakika kadar
radyoisaretleme verimi yaklagik % 99 civarinda iken, 1440. dakikada
radyoisaretleme  veriminin %  98.66 oldugu saptanmistir.  Sonuglar
karsilastirildiginda PLGA nin stabiliteyi artirdign ve 1440. dakikada bile **!I-13C-
PLGA bilesiginin kararliligin1 korudugu belirlenmistir.

4.8 Hiicre Kiiltiirii Calismasi Sonuglari

4.8.1 3%, B1-13C ve 3-13C-PLGA bilesiklerinin MCF-7, Caco-2
ve PC3 hiicreleri iizerindeki baglanma etkinliginin zamanla degisimi
calismasi sonuclari

18 B8 13C ve BY-13C-PLGA bilesiklerinin MCF-7, Caco-2 ve PC3
hiicrelerindeki baglanma etkinliginin zamanla degisimi ¢alismasi % baglanma
degerleri ¢izelge 4.6’da yer almaktadir.
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Cizelge 4.6 111, B31-13C ve *11-I3C-PLGA bilesiklerinin MCF-7, Caco-2 ve PC3

hiicrelerindeki % baglanma degerleri.

1311 - 9% Baglanma Verimi

Hiicre Hatt1
Zaman (dakika) MCF-7 Caco-2 PC3
30 1.49+0.45 1.52+0.42 1.20+0.23
60 1.63+0.78 1.14+0.74 1.66+0.88
120 1.25+0.29 1.63+0.51 1.24+0.92
240 1.38+0.39 1.32+0.50 1.71+£0.61

1311-13C - % Baglanma Verimi

Hiicre Hatt1
Zaman (dakika) MCF-7 Caco-2 PC3
30 5.82+1.34 2.74+0.83 3.394+0.96
60 8.53+1.67 4.82+1.32 6.28+1.02
120 13.724+1.98 8.58+1.73 11.90+2.15
240 15.04+2.24 8.93+2.09 12.37+2.38

1311-13C-PLGA- %Baglanma Verimi

Hiicre Hatt1
Zaman (dakika) MCF-7 Caco-2 PC3
30 7.45+1.13 4.12+1.23 5.33+1.19
60 10.87+1.88 6.63+1.82 8.45+1.31
120 19.15+2.32 12.70+2.38 16.68+2.59
240 21.36+2.87 13.26+2.75 18.20+2.20

18 B3C ve '¥-13C-PLGA bilesiklerinin MCF-7, Caco-2 ve PC3
hiicrelerindeki % baglanma etkinliginin zamanla degisimi grafigi sekil 4.17°de
yer almaktadir.
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Sekil 4.17 1311, 131-13C ve 1311-I3C-PLGA bilesiklerinin MCF-7, Caco-2 ve PC3

hiicrelerindeki baglanma etkinliginin zamanla degigimi grafigi.

Cizelge 4.6 ve sekil 4.17 degerlendirildiginde **!I’in MCF-7, Caco-2 ve PC3
hiicre hatlarindaki baglanma etkinliginin % 2’in altinda oldugu ve zamanla
degisiminde 6nemli 6lgiide bir farkin olmadigi goriilmektedir. -13C bilesigi
incelendiginde MCF-7 hiicre hattinda 30. dakika baglanma verimi yaklagik % 6
civarindayken bu deger zamanla artarak 240. dakikada % 15 civarina ulagmustir.
Caco-2 ve PC3 hiicre hatlarindaki % baglanma verimlerine bakildiginda ise 30.
dakikada baglanma verimi yaklagik %3 civarindayken,bu deger zamanla artarak
240. dakikada Caco-2 hiicre hattinda %8, PC3 hiicre hattinda 12 civarinda oldugu
goriilmektedir. 311-13C-PLGA bilesiginde % baglanma veriminin tiim hiicre
hatlarinda®®I-13C bilesigine gore daha yiiksek oldugunu ve zamanla artigi
goriilmekte, 240. dakikada bu degerlerin MCF-7, Caco-2 ve PC3 hiicre hatlarinda
sirasiyla yaklasik %21, %13 ve %18 civarinda oldugu goriilmiistiir.

Bu sonuglar incelendiginde *1’in tiim hiicre hatlarinda baglanma
etkinliginin ¢ok zayif oldugu ve anlamli bir farkin olmadigi, 13C bilesiginin
PLGA ile enkapsiilasyonunun baglanma etkinligini onemli Olclide arttirdigt
goriilmektedir. *!1-13C ve 31-13C-PLGA bilesiklerinin tiim hiicre hatlarindaki
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tutulumunun 240. dakikada en yiiksek % baglanma verimine ulasmasi ile bu

zaman degeri optimum baglanma etkinligi zamani1 olarak belirlenmistir.

4.8.2 I3C  bilesigi ve I3C-PLGA Dbilesiklerinin WST Kkiti
kullanilarak MCF-7, Caco-2 ve PC3 hiicreleri iizerinde sitotoksisitenin
belirlenmesi calismasi sonuglari

MCF-7, Caco-2, PC3 hiicrelerinin, I3C ve I3C-PLGA bilesiklerinin farkli
konsantrasyonlarinda 24. ve 48. saatlerde canlilik % degerleri cizelge 4.7°de yer
almaktadir.
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Cizelge 4.7 13C ve 13C-PLGA bilesiklerinin farkli konsantrasyonlarinda, MCF-7, Caco-2,
PC3 hiicrelerinin, 24. Ve 48 saatlerdeki canlilik % degerleri.

13C I3C-PLGA
Canlilik %-MCF-7 Hiicre Hatti
Zaman (saat)

Kor;;agr/\;:is)yon 24. saat 48. saat 24. saat 48. saat
100.0 5.24+1.11 1.83+0.91 10.48+1.33 5.49+1.15
50.0 8.79+1.42 5.29+1.82 18.56+1.92 | 10.30+1.68
250 15.58+2.62 9.33+1.62 4429+4.32 | 33.27+3.76
125 38.35£3.44 | 3047277 | 75.40+5.85 | 66.49+5.48
6.25 67.71+4.72 58.38+3.21 82.37+5.85 73.62+5.38

Canlilik %-Caco-2 Hiicre Hatti
Zaman (saat)

Kor;iagr)ltrll’is)yon 24, saat 48. saat 24. saat 48. saat
100.0 25.06+2.92 17.86+1.13 54.25+3.98 | 46.93+4.35
50.0 49.12+4.15 | 40.63+3.60 [ 87.72£639 | 78.46+5.37
25.0 85.24+5.88 72.75%6.49 | 90.15+6.55 | 82.33+5.90
125 95.66+4.51 87.52+6.22 95.47+7.12 | 85.20+6.83
6.25 99.10+5.63 90.10+7.48 98.83+6.84 88.35+6.92

Canlilik %-PC3 Hiicre Hatti
Zaman (saat)

Kor;;agr/mltlll‘is)yon 24. saat 48. saat 24. saat 48. saat
1000 22.962.56 14.79£2.11 52.68+3.63 | 40.28+£3.92
50.0 45.91+3.78 36.41+3.44 | 83.52+6.40 | 71.30+5.47
250 76.82+5.17 | 65.58+530 | 94.60+7.44 | 82.59+6.36
125 90.20+6.32 82.73+4.95 || 96.72+6.82 | 85.73+6.31
6.25 98.34+6.54 89.90+5.12 || 99.29+7.51 | 87.24+7.19

I3C ve 13C-PLGA bilesiklerinin farkli konsantrasyonlarinda, MCF-7, Caco-
2, ve PC3 hiicrelerinin 24. ve 48. saatlerdeki canlilik % grafigi sirasiyla sekil 4.18
ve 4.19°da yer almaktadir.
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Sekil 4.18 13C bilesiginin farkli konsantrasyonlarinda, MCF-7, Caco-2 ve PC3 hiicrelerinin,
24. ve 48. saatlerdeki canlilik % grafigi.
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Sekil 4.19 13C-PLGA bilesiginin farkli konsantrasyonlarinda, MCF-7, Caco-2 ve PC3

hiicrelerinin, 24. ve 48. saatlerdeki canlilik % grafigi.
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Cizelge 4.7, sekil 4.18 ve 4.19 degerlendirildiginde, MCF-7, Caco-2, PC3
hiicrelerinin 13C ve I3C-PLGA konsantrasyon miktar1 artikca % canlilik
miktarinin azaldig1 goriilmiistiir. Ozellikle I3C-PLGA bilesigi icin, 13C’ye gore
cok belirgin oldugu goriilmiistiir. 48. saatin sonunda hiicre hatlarinda 13C ve I13C-
PLGA’nin % 50 6liim degerleri (1Cso ) hesaplanmistir. I13C ve 13C-PLGA’nin
ICso degerlerine ¢izelge 4.8’de yer almaktadir.

Cizelge 4.8 13C ve I3C-PLGA bilesiklerinin ICso degerleri.

ICs0 (13C) pg/mL ICso (I3C-PLGA) pg/mL
Zaman
MCF7 PC3 Caco MCF7 PC3 Caco
24. saat 9.55 47.54 53.31 21.83 106.00 111.70
48. saat 7.62 35.20 41.07 15.98 85.45 114.10

Cizelge 4.8 incelendiginde 48. saatin sonunda ICso degerleri hesaplanmis ve
sitotoksisitenin mevcut oldugu goriilmiistiir. I3C nin MCF-7, PC3 ve Caco hiicre
hatlarinda sitotoksik etkisinin 13C-PLGA bilesigine gore daha yiiksek oldugu
goriilmiistir PLGA’nin hiicreler iizerinde herhangi bir toksik etkisi mevcut
degildir (Yoo et al., 2000). PLGA’nin bu hiicre hatlarinda sitotoksik etkiyi

azaltmasi bu 6zelligi ile ilgili oldugu diistintilmektedir.

Brokoli, karnabahar, briiksel lahanasi gibi turpgil sebzelerinin yiiksek
miktarda tiiketilmesinin kanseri dnleyebilecegi ve 6zellikle bu sebzelerde spesifik
olarak bulunan I3C bilesiginin kolon, prostat ve meme kanserini 6nleyebilmesinin
miimkiin oldugu belirtilmektedir (Bell et al., 2000). Ayrica I13C bilesiginin
hormona bagli olusan kolon, prostat, meme kanseri gibi bircok kanser iizerinde
antikanserojenik etki gosterdigi gosterdigi bilinmektedir (Chinni et al., 2001).
Literatiirdeki benzer bazi ¢alismalar degerlendirildiginde Brandi ve arkadaslarinin
MCEF-7 hiicreleri iizerinde yaptig1 ¢aligmada I3C’nin sitotoksik etkisi belirlenmis
ve bu deger 72. saat sonunda ICso degeri 50 uM olarak bulunmustur (Brandi et al.,
2003). Li ve arkadaslarinin PC3 hiicre hatt1 lizerinde yaptigi ¢alismada 60 uM
[3C’nin PC3 hiicrelerini tedavi edici etki gosterdigini belirlemislerdir (Li et al.,
2003). Bonnesen ve arkadaslarmin Caco-2 hiicre hattinda yaptiklar1 in vitro
calismada ise; 24. saatin sonunda I3C’nin ICsp degerini 600 uM olarak
bulmuslardir (Bonnesen et al., 2001).
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4.9 Istatiksel Analiz Sonuclar1

1311.13C ve '3-13C-PLGA bilesiklerinin hiicre hatlar1 iizerinde tutulumunu
incelemek amaciyla tek yonli ANOVA analizi yapilmistir P degeri 0.05’ten
kii¢iik olanlar anlamli olarak kabul edilmistir. Bu analiz sonuglarina gore, **'I’in
% baglanma diizeyi inkubasyon siireleri boyunca tiim hiicre hatlarinda %1
civarindadir ve anlamli bir farklilikk bulunmamustir. *!I-13C ve '*!1-I13C-PLGA
bilesiklerinin tiim hiicre hatlar1 {izerinde 120. ve 240. dakikalarda % baglanma
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmazken, 30-60, 60-
120, 30-120 ve 60-240. dakikalarda elde edilen % baglanma degerleri arasinda
anlamli bir farklilik oldugu tespit edilmistir (P<0.05). **!I-13C-PLGA bilesiginin
Caco-2 ve PC3 hiicre hatlar1 arasinda % baglanma verileri degerlendirildiginde
30. ve 60. dakikalar karsilagtirildiginda anlamli bir fark goriilmezken, 120. ve
240.dakilarda anlamli bir fark tespit edilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, I3C bilesiginin PLGA ile enkapsiilasyonu
gergeklestirilmistir. Bu polimerik kapsiilllerin karakterizasyonu i¢in SEM analizi
ve Zeta-Sizer ile boyut analizi gergeklestirilmistir. SEM analizi ile pargaciklarin
yilizey morfolojisi belirlenmis ve ortalama boyutu 124.2 nm olarak bulunmustur.
Zeta-Sizer ile boyut analizinde ise ortalama 269.6 nm olarak bulunmustur. Boyut
farliliklarinin nedeni Zeta-Sizer’da bilesigin ¢ozelti halinde boyut analizinin
gerceklestirilmesi, SEM analizinde ise organik ¢oziiciiler ugurulmus ve tek bir
noktadan gorintii alinmistir. I3C ve I3C-PLGA bilesiklerinin kalite kontrolii
HPLC ile gergeklestirilmis ve alikonma zamanlar1 tespit edilmistir. I3C bilesiginin
yapt analizi ise NMR ile gerceklestirilmis teorik verilerle karsilastirilarak yapi
dogrulanmugtir. 13C ve I3C-PLGA bilesikleri, 3 ile iodojen metodu ile yiiksek
verimle radyoisaretlendigi TLRC yontemi ile kalite kontrol yapilarak
belirlenmistir. ***I-13C bilesiginin goriintiilleme ve terapi ajani olarak kullanilmas1
durumunda, 24. saate kadar yaklasik % 84, *!1-13C-PLGA bilesiginin ise 24.
saatin sonunda yaklasik % 99 oraninda kararli oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar
karsilagtirildiginda PLGA’ nin I3C’nin stabilitesini artirdigi goriilmiis ve TLRC ile
kalite kontrol yapilarak bu sonuclar desteklenmistir. I3C bilesiginin lipofilik
karakter gosterdigi, I3C-PLGA bilesiginin ise hidrofilik karakterde oldugu
lipofilite calismasi ile goriilmistiir. I3C-PLGA bilesiginin hidrofilik karaktere
gecisi PLGA’nin yapisinda bulunan hidroflik karakterdeki glikolik asitten
kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. /n vitro hiicre Kkiiltiirii caligmalari
kapsaminda, 1B311.13C ve ¥1-13C-PLGA bilesiklerinin MCF-7, Caco-2 ve PC3
hiicre hatlarinda sitotoksik etkisi belirlenmis ve bu hiicre hatlari lizerinde tulumu
degerlendirilmistir. Sitotoksisite ¢aligmasinda, 24 ve 48. Saatin sonunda ICsp
degerleri belirlenmis ve bu degerler incelendiginde PLGA ile enkapsiilasyonun

I3C’nin sitotoksik etkisini azalttig1 goriilmiistiir.

Tiim deneysel veriler dogrultusunda **!I ile radyo isaretli 13C ve I3C-
PLGA’nin enkapsiile edilmis ila¢ tasiyici sistemler olarak cesitli kanser tiirleri
tizerinde etkin olabilecegi diisiiniilmektedir. Daha ileri ¢aligmalarin in vivo deney

hayvan modelleri lizerinde yapilmasi1 planlanmistir.
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