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Oz

Alisertib (ALS), Aurora kinaz inhibitorleri arasinda yer alarak,
kanser tedavisinde bilylik potansiyel tasimaktadir. Aurora
kinazin asiri ekspresyonu, kromozomal instabilite ve hiicre
transformasyonuna yol acabilir ve bu, timor olusumunda
onemli bir rol oynamaktadir. Arastirmalar, 6zellikle prostat
kanseri, kolorektal kanser ve T hiicreli lenfomalar gibi gesitli
kanser tirlerinde Aurora Kinaz A (AURK-A) ekspresyonunun
arttigini gbstermektedir. AURK-A ekspresyonunun
gorintilenmesi Uzerine literatirde kapsaml ¢alismalar
bulunmaktadir. Bu arastirma, AURK-A ekspresyonunun lyot-123
[123]] kullanilarak gorintlilenmesine yonelik bir 6n galismadir.
Calisma kapsaminda, Alisertib (ALS) bilesigi ilyot-123 [123]] (yari
omri: 13,2 saat, y: 159 keV) ile iodojen yontemi kullanilarak
radyoisaretlenmistir. Elde edilen [1231]I-ALS kompleksinin kalite
kontrol siiregleri, ince Tabaka Radyo Kromatografi (TLRC) teknigi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Ayrica, inaktif iyot formu olan KI
ile yapilan isaretleme sonrasi, KI-ALS kompleksinin molekiler
yapisi Yuksek Performans Sivi Kromatografi (HPLC) ve Proton
Nukleer Manyetik Rezonans (*H-NMR) teknikleriyle analiz
edilmistir. Yapilan radyokimyasal verim analizleri, [1231]I-ALS'nin
%95,1 + 0,98 (n=3) oraninda basarili bir sekilde
radyoisaretlendigini ve 24 saat sonrasinda bile stabilitesinin %90
Uzerinde kaldigini belirtmektedir. HPLC sonuglari, KI-ALS
kompleksinin ALS bilesiginden farkh bir alikonma zamanina (Rt:
2,21 dk.) sahip oldugunu ortaya koymaktadir. NMR verileri ise,
[2231]1 atomunun ALS molekiliindeki aromatik benzen halkasina
orto veya para pozisyonunda baglandigini isaret etmektedir. Bu
baglantinin dogrulugunun belirlenmesi icin 3C-NMR, LC/MS-
QToF ve X-igini kristalografisi tekniklerinin  kullanilmasi
onerilmektedir. Sonug¢ olarak, bu oOn g¢alisma, AURK-A
ekspresyonunun detayli goriintilenmesi hakkinda temel bir bilgi
sunmakla birlikte, konunun derinlemesine anlasgiimasi i¢in daha
kapsamli in vitro ve in vivo preklinik ¢alismalarla desteklenmesi
gerektigi dusunllmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alisertib; Aurora Kinaz inhibitérii; lyot-123;
Radyoisaretleme
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Abstract

Alisertib (ALS), as an Aurora kinase inhibitor, exhibits significant
potential in cancer treatment. The overexpression of Aurora
kinase, which can lead to chromosomal instability and cell
transformation, plays a vital role in tumor development. Studies
have shown an increase in Aurora Kinase A (AURK-A) expression
in various cancers, including prostate cancer, colorectal cancer,
and T-cell lymphomas. Extensive research exists on imaging
methods for AURK-A expression. This study is a preliminary
investigation into imaging AURK-A expression using lodine-123
[1231]. In this research, the Alisertib was radiolabeled with lodine-
123 [1231] (half-life: 13.2 hours, y: 159 keV) using the iodogen
method. The quality control processes ['231]I-ALS carried out
using Thin Layer Radio Chromatography (TLRC). Additionally,
after labeling with the inactive iodine form, KI, the molecular
structure of the KI-ALS was analyzed using High-Performance
Liquid Chromatography (HPLC) and Proton Nuclear Magnetic
Resonance (*H-NMR). Radiochemical yield analyses indicated
that [1231]I-ALS was successfully radiolabeled with a 95.1 + 0.98%
(n=3) efficiency and maintained over 90% stability after 24
hours. HPLC results revealed that the KI-ALS complex had a
different retention time (Rt: 2.21 min) compared to the ALS
compound. NMR data suggested that the [12I]l atom binds to
the aromatic benzene ring of the ALS molecule in either the
ortho or para position. To confirm this binding, the use of 13C-
NMR, LC/MS-QToF, and X-ray crystallography techniques is
recommended. In conclusion, this preliminary study provides
fundamental insights into detailed imaging of AURK-A
expression yet emphasizes the need for more comprehensive in
vitro and in vivo preclinical studies.
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1. Giris

Serin-treonin kinaz ailesi (Aurora kinaz A, B ve C),

sentrozom olgunlasmasi, kromozom ayrilmasi ve
sitokinezi gibi 6nemli roller oynar (Ding et al., 2015).
Aurora kinazin asiri ekspresyonu, ¢esitli solid timor
tiplerinde timorogenez ile iliskilidir (Schneider et al.,
2017). Aurora-A ilk olarak BTAK (meme tiimérinde
amplifiye edilen kinaz, ayni zamanda STK15 olarak
adlandirilan) geninin Griind olarak izole edilmistir. Bu gen,
meme, kolorektal ve mesane tiimérlerinin yani sira over,
serviks kanseri ve néroblastoma hiicre hatlarinda sikga
amplifiye edilen kromozom 20qg13'te yer almaktadir

(D’Assoro et al., 2016).

Noroendokrin  prostat  timorlerinin - ¢ogunda ve
kastrasyon direncli prostat adenokarsinomlarinin (KDPK)
bir kisminda Aurora A asiri ekspresyonu gosterilmistir
(Beltran et al., 2011). Aurora A'nin tiimdrijenezise katkida
bulundugu molekiler mekanizma karmasiktir ve siklikla
apoptoz ve/veya otofaji sinyal bozukluguna baglidir.
Aurora A birgok timor supresor protein (p53, BRCAL,
glikojen sentaz kinaz (GSK)-3b ve c-Myc) ile etkilesime
girerek modilator fonksiyonlarindaki onemli
degisikliklere neden olur (Mignogna et al., 2016). Aurora-
a inhibisyonunun, akciger ve over kanseri hiicre
hatlarinda kemoterapinin duyarhhgini artirdigi gésteren
calismalar da mevcuttur (Mignogna et al., 2016; Tagal et

al., 2017).

Meme kanseri hastalarinda yliksek Aurora A ekspresyonu
ile azalmis taksan duyarliigi arasinda anlamli bir iliski
bulunmustur. Aurora A ekspresyonunun meme kanseri
hastalarinda  prognostik  bir  belirte¢  olabilecegi
distintlmektedir (Cirak et al.,, 2015). Aurora kinaz
inhibitorleri, insanlarda gesitli timor tiplerinde hiicre
dongisinin ilerlemesini engelleyen ve apoptozu
indlikleyen bilesikler olarak genis ¢apta arastirma
konusudur (Borisa & Bhatt, 2017). Aurora A'nin ikinci
nesil, oral yolla alinabilen inhibitorii olan MLN8237 (ayrica
Alisertib olarak da bilinir), genis bir timor tipi yelpazesine
karsl in vitro ve in vivo aktiviteleri nedeniyle ileri evre
malignitelerin tedavisi i¢in arastirilmaktadir. Faz | ve I
klinik deneylerde, Alisertib (ALS) tedavisi, timor tipine
gore %4-52 oraninda terapoétik yanitlar elde etmistir.
ALS'nin kanser tedavisindeki olasi etkinligi, Faz Il klinik
calismalarla daha ayrintii bir sekilde incelenmektedir
(Friedberg et al., 2014; Gerson et al., 2019; Niu et al.,
2015). Aurora A inhibitorlerinin kanser tedavisindeki
potansiyeli, basta tlimoér hiicrelerinin molekiler durumu
ile ilgili olmak Uzere birgok faktére baglidir. Aurora A

inhibitorlerine daha iyi yanit verecek hastalarin secilmesi

icin etkin biyobelirtegler bulunmasi gereklidir (Malumbres
& Pérez De Castro, 2014).

Gorlintileme galismalarinda kullanilan radyontiklitlerden
biri olan iyot-123 ([*#1]I) radyoniiklidi ile gériintiileme,
gama kameralarda (Nal kristali) % 80 verim ve disik
zemin aktivitesi nedeniyle tercih edilmektedir. Elektron
yakalama (EC) yoluyla bozulur. Yarilanma siiresi 13 saat
olup, 159 keV ideal gama emisyonuna sahiptir. Niikleer
tipta kullanilan radyoiyodun diger formlari gibi
biyokimyasal ekspresyonu stabil iyot-127 ([*?7I]l) ile
aynidir(Ferris et al., 2021). Ayni elementin farkli izotoplari
olan, ([*?31]l (gama yayici) ve iyot-131 ([*3!]l (gama ve beta
yayici) teranostik amaglar igin kullanilabilir. Cesitli kanser
tirlerinde Aurora-A'nin artmis ekspresyon gostermesi
nedeni ile, timor gorintilemesinde ozellikle ileri evre
KDPK ve

prostat kanserinde ALS'nin yeni bir

kemoterapi direngli solid kanserlerde,
néroendokrin
molekiiler hedef oldugu distnilmektedir. Aurora A
ekspresyonunun molekiler olarak goérintilenmesi,
Aurora A inhibitorleri ile tedavi igin mevcut hasta segim
protokollerine deger katabilecegi gibi, Aurora A’nin
basaril  bir sekilde goérintilenmesi ile, 06zellikle
kemoterapi direngli hasta grubunda yeni bir teranostik
tedavi yaklasimi gelisebilecegini 6ngorilmektedir. Bu 6n
AURK-A ekspresyonunun

ALS'nin iyot-123  [*&I]

kullanilarak iodojen yontemiyle isaretlenme potansiyeli

calisma kapsaminda,

gorintllenmesi  amaciyla,

arastiriimistir.
2. Materyal ve Metot

2.1. Materyal
Alisertib (MLN8237)
reaktifler (HPLC sinifi metanol, n-oktanol ve asetonitril)

Medchemexpress, tim analitik
Sigma-Aldrich Chemical ve ince tabaka kromatografi
kagidi (ITLC-silika) Merck Chemical firmalarindan temin
edilmistir. Analitik ve izolasyon deneyleri igin disik
basin¢li gradyan HPLC sistemi (LC-10ATvp kuaterner
pompa, SPD-M20A DAD dedektér, CTO-10AS kolon firini,
SIL 20A-HT otomatik o6rnekleyici, FRC-10A fraksiyon
toplayici ve 5um C18 ODS-3 kolon (250x4.6mm 1.D. GL
Sciences Inc.) kullanilmistir. TLRC olgimleri ise Perkin
Elmer Cyclone Fosfor Goéruntiilime sistemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. inaktif (K[*?71]1) ile kimyasal yapilarini
aydinlatmak icin Niikleer Manyetik Rezonans (*H-NMR)
deneysel ve teorik spektrumlari ile HPLC kromatogramlari
alinmistir. Nikleer Manyetik Rezonans (*H-NMR) analizi
Ege Universitesi E-BILTEM Teknoloji Transfer Ofisi'nde
gerceklestirilmistir. [121]-Nal TENMAK Nikleer Enerji
Enstitlist Hizlandirici  Tesisinde

Arastirma Proton

Uretilmistir.
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Sekil-1. Deneysel Calismalarin Sematik Gosterimi

2.2. Radyoisaretleme Calismalari
[*231] radyoniiklidi
124Xe (p,2n)123Cs — 123Xe — 1231

nikleer reaksiyonuna goére TENMAK Nikleer Enerji

Arastirma  Enstitisi  Proton Hizlandirici  Tesisinde
tretilmistir. Gaz Hedef Odasi'ndan alinan [*2I1]l, otomatik
Pinctada Uretim Modiili'nde bulunan katyonik kolonda
safsiz katyonlarin eliminasyonu sonrasinda anyonik
kolonda tutulmustur. Bu kolon, 0,02M NaOH ile elle
edilerek  Na[*?3I]I

Radyoiyodinasyon ([*#1]I-ALS) reaksiyonu

formunda Gridnd  vial igerisinde
toplanmistir.
ise iyodojen metodu ile gergeklestirilmistir. Bu kapsamda
iyodojen (250 pg) diklorometan (1 mL) iginde ¢6zllmis ve
iodojen tlplerine aktarilarak diklorometanin
buharlasarak tiplerin yizeylerinde bir film tabakasi
olusturacak sekilde kaplanmasi saglanmistir.
Radyoiyodinasyon reaksiyonuna kadar iyodojen tipleri
+4°C'de saklanmistir.  Radyoiyodinasyon i¢in 1 mg
Alisertib, 1 mL DMSO iginde ¢éziilmistir. lyodojen
tiplerine 25 ug ALS ve 37 MBq Na[*?31]I eklenmistir. Elde
edilen karisimlar 30 dakika boyunca oda sicakhginda
[*231]1-ALS nin

verimlerini belirlemek igin TLRC yontemi kullaniimistir.

inkiibe edilmis ve radyo isaretleme

2.3. ince Tabaka Radyo Kromatografi (TLRC) Analizi

[*21]1-ALS radyoligandinin radyoisaretleme verimi ve 24
saatlik stabilitesi ince Tabaka Radyo Kromatografi (TLRC)

yontemi kullanilarak belirlenmistir. Kalite kontrol
¢alismalar icin sabit faz olarak 10 cm x 1,5 cm
boyutlarinda silikajel TLC plakalari  kullaniimistir.

Radyoaktif érneklerden 2 pL, plakalarin alt ucundan 0,5
cm yukariya damlatilmis ve mobil faz ortamina [n-

butanol/bidistile su/asetik asit (4:2:1)] daldirilmistir. TLRC
plakalari kurutulduktan sonra Perkin Elmer Cyclone Fosfor
goriintiilme sistemi ise sayilmistir. fyot-123 [*23[]I ve
oksitlenmis Iyot-123 [**Z]]l ve [*2I]I-ALS’nin alikonma
[*21]1-ALS nin
radyoisaretleme verimleri hesaplanmistir. [*21]I-ALS’nin

mesafe (Rf) degerleri, belirlenmis,
radyoisaretleme verim agisindan stabilitesi ise 1, 4 ve 24.

saatlerde ince Tabaka Radyo Kromatografi (TLRC)

yontemi kullanilarak belirlenmistir.

2.4. Yapi Analizi

Alisertib (ALS) bilesigi, inaktif iyot formu olan Kl ile
isaretleme yapilarak elde edilen KI-ALS kompleksi igin
molekiiler yapi karakterizasyonu Yiksek Performansli Sivi
(HPLC) ve Proton Nikleer Manyetik
(*H-NMR) kullanilarak
gerceklestirilmistir. fyot molekiiliiniin ALS’nin aromatik
elektrofilik
belirlemek i¢in radyoaktif olmayan iyot Kl ile iyodinasyon

Kromatografi
Rezonans teknikleri

halkasina stbstitiisyonunun  konumunu

reaksiyonu gerceklestirilmistir. Bu kapsamda
ALS/iyot/iodojen oranlari stokiyometrik olarak 1/2/1
olacak sekilde hazirlanmis, pH degeri 1IN NH4OH ile 8’e
ayarlanmistir. Reaksiyon 12 saat inkibe edilip 0.1N
Na,S0s ile tamamlanmustir. [*27I]I-ALS bilesiginin Nikleer
Manyetik Rezonans (*H-NMR) ve Yiiksek Performans Sivi
Kromatografi (HPLC) analizleri radyoisaretli [*23I]I-ALS’yi
karakterize etmek icin kullanilmistir. Bilesikler icin
beklenen teorik NMR spektrumlar ise ACD/Labs 6.0
bilgisayar programi kullanilarak olusturulmus ve deneysel

NMR spektrumlariyla karsilastiriimistir.

3. Bulgular

TENMAK-PHT tesisinde yapilan Uretim sonucunda son
Grin hacmi 2,5 mL olacak sekilde (890 MBg/mL) [1%31]-Nal
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elde edilmistir. Radyoisaretleme ¢alismalarina iliskin TLRC
kromotogramlari Sekil-1'de TLRC
kromatogramlari incelendiginde [*231]1, Ox-[*23]I ve [*ZI]I-
ALS ait Rf degerleri sirasiyla 0,93, 0,37 ve 0,71 olarak
analizlerinde, [*?3I]I-ALS
kompleksinin radyokimyasal verimliligi %95,1 + 0,98 (n=3)
olarak belirlenmistir. Ayrica, 24 saat sonrasinda bu
kompleksin radyokimyasal stabilitesinin %90'in tUzerinde
kaldig1 saptanmistir.

ise verilmistir.

bulunmustur. Kalite kontrol

a- [123|]|

o4 1

e

B4

[*231]1-ALS

82084

Sekil 2’de K[*?"I]I-ALS ait HPLC kromatogramlari
verilmistir. Sekil 2'deki HPLC kromatogram analizlerine
gore; ALS ve K[127I]I-ALS bilesiklerine ait alikonma
slreleri sirasiyla 2,54 dakika ve 2,21 dakika olarak
saptanmistir.  Sekil 3, teorik ve deneysel H-NMR
spektrum analizlerini igermektedir. Sekil 3(b) ve 3(c)'nin
detayl incelemesi ve teorik degerlerle karsilagtirilmasi
sonucunda, [*2%]'in potansiyel olarak baglanabilecegi
karbon atomlarina komsu hidrojenler icin ppm
degerlerinin sirasiyla 7,85 ve 7,79 olarak beklenmektedir.

b-  Ox-[*2I]I
ares2
23280
15026

07963

93 %5 192

Oxstance(mm)

“ws
v
Ostancerm:

Sekil 2. TLRC Kromatogramlari ( a- [*231]1, b- Ox-[13I1]I ve c- [1ZI1]I-ALS)

uV
1500006{
1l
(
12500001 [
‘ KI (Rt: 2.00)
1000000] ‘ \ Kl-Alisertib (Rt: 2.21)
Alisertib (Rt: 2.54)
750000} |
‘ |
5000001 | ‘
|
250000 J‘I ‘
| [
\ | -

T T
80 85 9.0 85 min

Sekil 3. [1271]I-ALS HPLC Kromatogrami.
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Sekil 4. inaktif [1271]I-ALS bilesiginin Deneysel (a) ve Teorik (b ve c) NMR spektrumlari.

4. Sonuglar ve Tartisma

ALS bilesigi ['21]l ile yiiksek radyokimyasal verimle
radyoisaretlenmistir. ALS goruntilime
farkl yapildig
gorilmektedir. Yapilan galismalarda PET gérintiileme igin
trityum ([3H]H) ve karbon-11 ([*1C]C) ile radyoisaretleme
yapilmistir. Radyoisaretleme verimi % 99 (zeri olarak

ile yapilan

¢alismalarinin radyonuklidlerle

rapor edilmistir (Goos et al., 2016). Baska bir calismada ise
sintigrafik gorlintileme igin ALS glimis nanopartikiillerle
enkapsile edilmis (ALS-NP), enkapsiile edilen ALS-NP’ler
([*°*™Tc]Te)  ile
radyoisaretlenmistir(Locatelli

teknesyum-99m yuksek  verimle
2014). Literatir
221 ile

¢alismaya

rastlaniimamistir. Calisma sonucunda, [*23(]I-ALS bilesigi

et al,
ALS’nin
iliskin bir

taramasi yapildiginda

radyoisaretlenmesine

icin radyokimyasal verimlilik %95,1 + 0,98 (n=3) olarak

saptanmistir.  Ayrica,  [*?3I]I-ALS'nin 24  saatlik
radyokimyasal stabilitesi %90'In (zerinde oldugu
belirlenmistir. Yapi analiz ¢alismalari  kapsaminda

gerceklestirilen HPLC sonuglarina gére K[*?71]I-ALS (R::
2,00 dk.) ve ALS (Rt: 2,21 dk.) bilesiklerinin farkh alikonma
strelerine sahip olduklari gézlemlenmistir. Sekil 2(b) ve
2(c) icerisindeki NMR sonuglarina bakildiginda ve teorik
ppm degerleriyle karsilastinildiginda, [*231]I'nin potansiyel
olarak baglanabilecegi karbon atomlarina yakin hidrojen
atomlarinin ppm degerlerinin sirasiyla 7,85 ve 7,79 oldugu
ALS'nin
aromatik benzen halkasina ya orto ya da para

gozlemlenmistir. icerdigi iyot molekillnin,
pozisyonunda baglandigi distnilmektedir. Olasi yapilar
cizilerek 2(b) ve 2(c)'de verilmistir. Ancak yapiy! daha iyi
'H-NMR  ,3C-NMR ve

kristalografisi yontemleri kullanilabilir.

aydinlatmak igin X-1s1N1

ALS bilesigi ile alakali literatiirlere bakildiginda cesitli
biyodagilim galismalari ilgi cekmektedir(Goos et al., 2016;
Locatelli et al., 2014) . [*!C]-ALS’nin nude farelerde in vivo

tutulumu ve biyodagilminin 6lgildigi cahismada, AURKA
protein ekspresyonunu non-invaziv olarak oOlgmek ve
hastalari tedavi siiresince buna gore siniflandirmak igin
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir(Goos et al., 2016).
Glioblastomali fareler (zerinde Ag/Ali@PNP-Cltx->"Tc
kullanilarak yapilan in vivo ¢alismalar, NP'lerin timorlerde
fark edilebilir konsantrasyonlarda oldugunu gostermistir.
Ag/Ali@PNP-Cltx->*"Tc kullanildiginda timér kiiciilmesi in
2014).
Gergeklestirilen calismalar ALS’nin timor goriintileme ve

vivo olarak saglanmistir(Locatelli et al.,,

tedavisindeki potansiyelini ortaya koymaktadir. Bu
calismanin en onemli oOzelligi, isaretlemede pahal ve
ulagilmasi  zor bir radyoniklid ajan olan ['3[]I'iin
kullanilmasidir. Ancak [*231]1 ile [*3U]I'in teranostik cift
olarak farkh kanser tirlerinde kullanilabilme potansiyeli
gdz énine alindiginda ALS ile [*?31]l Un isaretlendigi ilk

¢alisma olmasi nedeni ile gerceklestirilen bu galisma ve

sonuglarinin  gelistiriimeye acik ve ©6nemli oldugu
dislintilmektedir.

Aurora A ekspresyonunun molekuler  olarak
goriintiilenmesine  yapilan g¢alismanin  Aurora A
inhibitorleri ile  tedaviye yoOnelik hasta segim

protokollerine deger katabilecegi gibi, Aurora A’nin

basarili bir sekilde goriintilenmesine bagh olarak,

ozellikle kemoterapi direngli hasta grubunda yeni bir

teranostik tedavi icin  6nemli veriler saglayacagi

ongorilmektedir. Bu 6n  ¢alisma, Aurora A

ekspresyonunun gorintilenmesi amaciyla
gerceklestirilmis olup, bulgulari desteklemek icin daha
kapsamli in vitro ve in vivo preklinik arastirmalara ihtiyag
duyuldugu disinilmektedir.
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