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OZET

Pehlivanoglu H. #Ga-PSMA-11 Uretimine ve Radyokimyasal Saflik Analizine
Tasarimla Kalite (QbD) Prensiplerine Gore Kalite Uygulamasi. Istanbul Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisti, Analitik Kimya A.D. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2019

®8Ga-PSMA-11  Niikleer ~Tip'ta prostat kanseri tan1 ve metastazlarinin
goriintiilenmesinde  yaygin olarak kullanilan Pozitron Emisyon Tomografisi
radyofarmasétikleri arasindadir.  Hazirlik basamaklarmi genel olarak ®8Ge/*®Ga
jeneratoriinden ®8Ga radyoniklitinin eldesi ve bilgisayar kontrollii otomatik sentez
iinitelerinde ®3Ga’in PSMA molekiilii ile baglanmasi olusturmaktadir. Hazirlik kosullari,
radyo etiketleme kalitesini ve in vivo davranisi etkileyebilir ve kalite kontrol igin
standart bir prosediir mevcut degildir.

Bu calismada, ®®Ga-PSMA-11 sentezinin kritik proses parametrelerinin Tasarimla
Kalite (QbD) yaklagimi ile belirlenmesi ve deneysel tasarim programlari ile degisken
cevaplarin analiz edilerek %®Ga-PSMA-11 sentezinin optimizasyonunun yapilmasi
amacglanmistir. Ayrica %Ga-PSMA-11'nin kalite kontrolii i¢in bir farmakope monografi
bulunmamasi nedeniyle hazirlanan radyofarmasdétigin klinik uygulamalarda etkin ve
giivenilir sekilde uygulanabilmesi i¢in basit ve tekrarlanabilir radyometrik dedeksiyona
dayanan bir HPLC metodu gelistirilmesi ve valide edilmesi amaglanmistir.

Yaptigimiz literatiir ¢aligmalar1 sonucu, ®®Ga-PSMA-11 sentezi optimizasyonu igin
kritik proses parametreleri (CQA) ve deney tasarimi (DoE) belirlenmistir. DOE, Design
Expert 10.0.0 yazilimi kullanilarak istatistiksel olarak tasarlanmistir. Bagimsiz faktorler
ve CQA'lar arasindaki iliskiyi tahmin etmek igin yanit yizey modellemesi (RSM)
uygulanmistir. #Ga -PSMA-11'nin kimyasal ve radyokimyasal safligmin belirlenmesi
icin gelistirilen analitik yontemin validasyonu, ICH Q2 (R1) kurallarina gore
yapilmistir.

Design Expert 10.0.0 programi kullanilarak gerceklestirilen optimizasyon caligmasi
sonucu reaksiyon sicakligi 95°C, sresi 220 s, pH 4,40 ve PSMA-11 miktar1 10 pg/mL
olarak bulunmustur. Gelistirilen HPLC metodunda analiz Acclaim C18 (4,6x150 mm, 3
pum) analitik kolonunda, 20 mM orto-fosforik asit-asetonitril mobil faz karigiminin
gradiyent eliisyonu ile 1 mL akis hizinda gerceklestirilmistir. ®Ga-PSMA-11 igin
dogrusallik araligi 0,5-15 pg/mL, kalibrasyon egrileri icin R? degeri 0,9995°dir.
Kesinlik % RSD degerleri kriterlere uygun olarak < % 2 bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: ®Ga-PSMA-11, Tasarimla Kalite, Optimizasyon, HPLC,
Radyofarmasotik

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2019-33814
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ABSTRACT

Pehlivanoglu H. %Ga-PSMA-11 Preparation and Radiochemical Purity Analysis via
Quality by Design (QbD) Principles. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Analytical Chemistry. M.S. Thesis. Istanbul, 2019

8Ga-PSMA-11 radiopharmaceuticals have been widely used in recent years for
PET/CT imaging of prostate cancer recurrence and metastases. Synthesis conditions
may affect radiolabeling quality and in vivo behavior and no standard procedure for the
quality control (QC) is available.

In this study, it is aimed to determine the critical process parameters of %Ga-PSMA-11
synthesis via QbD approach, and to optimize ®Ga-PSMA-11 synthesis via
experimental design programs. In addition, since European Pharmacopoeia have no
respective guidelines on the QC of %8Ga-PSMA-11, it is aimed to develop and validate
analytical method for determination of radiochemical and chemical purity.

Critical process parameters (CQA) and experimental design (DoE) for ®Ga-PSMA-11
synthesis optimization were identified based on literature review. DoE was statistically
designed using Design Expert software version 10.0. Response surface modelling
(RSM) was applied to estimate the relationship between the independent factors and
CQAs. Validation of the analytical method for the determination of chemical and
radiochemical purity of ®Ga-PSMA-11 was carried out according to ICH Q2 (R1)
guidelines.

As a result a new selective and sensitive high-performance liquid chromatography
method for chemical and radiochemical purity testing of %8Ga-PSMA-11 has been
developed and validated. The linearity between 0.5-15 pg / mL was found R? > 0.99 and
% RSD value was found <2. As a result of the optimization study carried out by using
Design Expert 10.0.0 software, the reaction temperature was 95 °C, the reaction time
was 220 sec, reaction pH 4.40 and the amount of PSMA-11 was 10 pg / mL.

Key Words: %8Ga-PSMA-11, Quality by Design, Optimization, Radiopharmaceutical
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1. GIRIS VE AMAC

Radyofarmasétikler; niikleer tip tan1 ve tetkiklerinde kullanilan radyoaktif
ilaglardir. Radyofarmasotikler radyoniklit ve farmasotik kisim olmak lzere iki énemli
bilesenden olusurlar. Radyoniiklit kisim, radyoaktif 1s1ma yayan radyoaktif elementten
olusur. Farmasotik kisim ise radyoniiklitin bagli oldugu kimyasal molekiildiir.
Radyofarmasotikler, bagli olduklar1 farmasotik kismin fiziksel, kimyasal ve biyolojik
Ozelliklerine goére belli organlarda veya dokularda birikim gosterirler ve beraberinde
tasidiklar1 radyoniiklitin yaydigi 1sinlar sayesinde organ fonksiyonlar1 goriintiilenebilir
veya hastaliklar tedavi edilebilir. Radyoniiklidin yaydig1 1sin 6zelligine bagl olarak tani
ikiye ayrilirlar. Alfa (o) veya Beta (B°) partikuler radyasyon yayan radyofarmasotikler
tedavi, gama veya pozitron (B*) isimasi yapan radyofarmasétikler tani amaci ile
kullanilirlar [1,2,3].

Molekiiler goriintiileme, biyolojik proseslerin canli bir sistemde molekiiler ve
hiicresel seviyelerde gorsellestirilmesi, karakterizasyonu ve Ol¢limiidiir. Pozitron
emisyon tomografisi (PET) ve tek foton emisyonlu bilgisayarli tomografisi (SPECT)
gibi radyonuklit bazli molekiiler goriintiileme teknikleri patoloji ile iliskili fonksiyonel
veya fenotipik degisiklikleri yakalar. Hastaya 6zgii ve hastaliga 6zgii molekiiler bilgileri
geleneksel anatomik veya yapisal goriintiilleme okumalari ile biitiinlestirmeyi amaglayan
bilgisayarli tomografi (BT) veya manyetik rezonans gorintileme (MRI) ile
birlestirilmis SPECT/BT, PET/BT, PET/MR gibi hibrit goruntileme sistemlerinin son
yillarda gelistirilmesi  ve gelistirilen yeni radyofarmasétiklerle — gorlntileme
tekniklerinin duyarliigi ve oOzgilliigi de artmaktadir. Bu sistemler uygulanan
radyofarmasotikler yardimi ile gOriintilenmek istenen bolgenin anatomik yapisinin
yant sira fonksiyonu hakkinda da bilgi verir ve bu 6zellikleriyle taniy1 koymada 6nemli

rol oynarlar [4-6,13].

Niikleer tip uygulamalarinda prostat kanseri (PCa) tani ve metastazlarinin
goriintilenmesi, prostat spesifik mebran antijeni (PSMA) ekspresyonuna hedefli
radyofarmasotiklerin  kullanilarak PET/BT veya PET/MR ile gergeklesmektedir.
Niikleer tip uygulamalarinda prostat kanseri tanist ve metastazlarinin goriintiilenmesi
amaci ile en sik kullanilan radyofarmasétikler; 8Ga-PSMA-11, *™Tc-MDP, ‘8F-NaF,
8Ga-PSMA-I&T,  %Ga-PSMA-617,  ®F-Choline,  BF-PSMA’dir.  Tutulum
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mekanizmalarindaki farkliliklar nedeniyle bu tetkikler tek baslarina uygulanabildigi gibi
spesifite ve sensitiviteyi arttirabilmek adina kombin seklinde de uygulanabilirler
[14,16].

Prostat Spesifik Membran Antijeni (PSMA), PCa hiicrelerinde ve sinirli sayida normal
dokuda eksprese edilen ve PCa igin iyi bir tumor belirteci olan prostatik epitelyum
tarafindan eksprese edilen folat hidrolaz (FOLH) aktivitesine sahip, glutamat
karboksipeptidaz 2 (GCPII) veya N-asetil- L-aspartil-L-glutamat peptidaz olarak
bilinen, 750 aminoasitten olusan bir tip II transmembran proteindir [15,16]. Prostatin
hemen hemen biitiin adenokarsinomlari primer ve metastatik lezyonlarin ¢ogunda
PSMA ekspresyonunu gosterir [17,18]. Immiinhistokimyasal calismalar, PSMA
ekspresyonunun farklilasmis, metastatik veya hormon refrakter hastaliginda arttigini ve
ekspresyon seviyesinin hastalik sonucu i¢in 6nemli bir prognostik oldugunu gostermistir
[19]. ®8Ga™'lin basit koordinasyon kimyasi, asiklik selatdrii HBED-CC (N, N'-bis- [2-
hidroksi-5- (karboksietil) benzil] etilendiamin-N, N'-diasetikasit) ile birlikte DOTA
(1,4,7,10-tetraazasiklododekan-1,4,7,10-tetraasetik ~ asit) ve  NOTA  (1,4,7-
triazasiklononan-N, N ', N' '- triasetik asit) gibi selatorler ile termodinamik olarak stabil
®8Ga komplekslerinin olusumunu desteklemektedir. Eder ve ark. yaptiklar1 klinik éncesi
bir c¢alisgmada, HBED-CC'nin DOTA selatorii ile degistirilmesinin, daha 06nce
goruntileyemeyen bir timoérin gorintilenmesini sagladigi gosterilmistir. Bu nedenle
8Ga-PSMA-11 (®8Ga-PSMA-HBED-CC) radyofarmasétigi ile gerceklestirilen PET/BT
veya PET/MR goruntiilemesi, sahip oldugu yiiksek spesifite ve sensitivite ile prostat
kanseri tan1 ve metastazlarinin gorintilemelerinde son yillarda oldukga sik tercih edilen

bir gorintileme yontemidir[16,20].

8Ga-PSMA-11 igerdigi radyoniiklitin yari-6mriiniin (t %= 68 dk) kisaligindan
dolaytr Niikleer Tip departmanlarinda bulunan radyofarmasi laboratuvarlarinda
%8Ge/%Ga jeneratoriinden %®Ga radyoniiklitinin eldesi ve bilgisayar kontrollii otomatik
sentez Unitelerinde ®8Ga’in PSMA-11 (enzim inhibitori) molekilii ile kimyasal
reaksiyonu sonucu majistral ilag kapsaminda hazirlanmaktadir. Ayrica Eder ve ark.
yaptig1 ¢alismada HBED-CC galyum kompleksi sirasinda NMR ile ayirt edilen iig
diastereomer (RR, RS ve SS konfigirasyonlari) olustururken, RR konfigiirasyonu
termodinamik olarak daha stabil oldugunu goéstermistir [20,22]. Diastereomerlerin

olusumunda Sicakligin etkisinin yan1 siwra, pH ve konsantrasyona bagli oldugu
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bildirilmistir [19,20]. Bu nedenle kimyasal reaksiyonun optimum kosullarda

gerceklesmesini saglamak radyofarmasotik verimi ve kalitesi igin 6nemlidir [25,27].

Ilag endiistrisi, iiriin kalitesi, giivenligi ve verimliligi iizerine uzun yillardir
odaklanmistir. Bunun sonucunda QbD (Quality by Design) gibi bilimsel araclar
uygulanarak iiriin kalitesi arttiritlmaktadir. QbD araglari, verimliligi ve kaliteyi artirarak
riski en aza indirgemektedir. Diizenleyici makamlar her zaman ICH (Uluslararas: Insan
Kullanimina Yénelik Ilag Ihtiyaci Tekniklerinin Uyumlastirilmast Konseyi) Kalite

kilavuzlarinin Q8 ila Q11 arasindaki uygulamalarin1 6nermektedir [38,40].

Geleneksel olarak, analitik kimyadaki optimizasyon, bir seferde bir faktorin
deneysel bir yanit iizerindeki etkisinin izlenmesi ile ger¢eklestirilmistir. Son yillarda,
daha diisiik reaktif tiiketimi ve ¢ok daha az laboratuvar g¢alismasiyla sonuglanan,
yapilmasi gereken deney sayisindaki bir azalma gibi avantajlar1 géz Oniine alinarak,
Tasarimla Kalite (QbD) prensiplerine bagli optimizasyon sik sik uygulanmistir
[41,43,47].

Calismamizda; %Ga-PSMA-11 hazirlanmasina  etki eden  kritik proses
parametreleri belirlenmis, bunlarin senteze olan etkilerini incelemek i¢in yapilacak
deney sayilarinin azaltilmasi ve deney maliyetlerinin diisiiriilmesi i¢in tasarimla kalite
yaklastmi  denenmistir.  Tasarimla  kalite  yaklasimi  ile  %Ga-PSMA-11’in
hazirlanmasinda kullanilan parametrelerin radyofarmasotigin radyokimyasal safligina
olas1 etkileri degerlendirilmistir. %Ga-PSMA-11’in hazirlanmasinin Design Expert
10.0.0 programi iizerinde incelenmesi ile; sicaklik, reaksiyon siiresi, PSMA-11
konsantrasyonu ve pH gibi islem degiskenlerinin radyokimyasal saflik (RKS)
uzerindeki etkilerinin arastirilmasi; radyokimyasal saflik ve izomer orani islem
degiskenlerinin fonksiyonu olarak modellenmesi ve elde edilen bu modelden
radyokimyasal saflik ve RR konfiglirasyon oranmnin maksimum, aktivite kaybi ve
harcanan PSMA-11 miktarinin minimum seviyede tutulacagi optimum islem
kosullarmin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica Avrupa Farmakopesi’nde %8Ga-PSMA-
11’in hazirlanmast ve kalite kontroliinde kullanilabilecek herhangi bir monograf
bulunmamaktadir. Bu nedenle iiretilen radyofarmasétigin  klinik  ortamda
kullanilabilmesi ve analiz edilmesi igin basit, tekrarlanabilir ve guvenilir bir sivi

kromatografik metot gelistirilmesi ve valide edilmesi amaglanmistir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. NUKkleer Tip ve Molekuler Gorintileme

Hastaliklarin tedavisinde erken teshis ve dogru tani en Onemli kismi
olusturmaktadir. Bu durum kanser tedavisinde daha da 6nem arz etmektedir. Modern
kanser tedavileri kesin konumsal bilgi gerektirmektedir. TUmor nerede bulunur? Ne
kadar blyldk? Lokal mi yoksa lenf bezlerine mi yayildi? Tedavi stratejisini
degistirebilecek herhangi bir kritik anatomik yapi icerir mi? Bu sorulara Pozitron
emisyon tomografisi (PET) ve tek foton emisyonlu bilgisayarli tomografi (SPECT),
bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans gorintileme (MRI) ve hibrit
goruntileme sistemleri SPECT/BT, PET/BT ve PET/MR gibi molekiler goériintiileme
yontemlerinin kullanilmasi ile cevap bulunabilmektedir. SPECT gorintilemesi igin
kamera tarafindan tespit edilebilen gama (y) 1s1n1 yayan, PET ig¢in pozitron isimasi (B*)
yayan radyofarmasétikler kullanilmaktadir. Tlacin verilmesi sonrasi radyofarmasétigin
ilgili dokuya lokalize olmasi ve buradan yayilan radyasyon dozunun kamera sistemleri

tarafindan algilanmasi esasina dayanir [1-3].

Niikleer tip uygulamalarinda kullanilan goriintiileme sistemleri birgok malignite
icin kanser evrelemesi ve yeniden evrelemesinde temel olusturacak sekilde ortaya
cikmistir. Niikleer tip uygulamalarinda en sik kullanilan PET radyofarmasotigi [18F]
florodeoksigliikozdur (*F-FDG) (tiim kansere bagl taramalarin % 90'1), malignanin
ayirt edici bir 6zelligi olan, yiiksek oranda glikoz metabolizmasina sahip hiicreler
tarafindan secici olarak alinan bir glikoz analogudur. Sekil 2.1’de ®F-FDG PET

goriintiileme mekanizmasi belirtilmektedir [4-6].

Sekil 2-1: FDG PET Goruntilemesi
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2.2. Radyofarmasotik

Radyofarmasotik, Niikleer T1p uygulamalarinda hastaliklarin teshis ve tedavisinde
hastalara uygulanan radyoaktif ilaglardir. Radyofarmasotikler genel olarak, yaydigi
radyoaktif 1s1ma ile hedef bdlgenin gorintilenmesini ya da tedavi edilmesini saglayan
bir radyontklit (radyoizotop) ve bu radyonikliti hedef bdlgeye ulastiran bir biyoaktif
(farmasotik) kistm olmak tizere iki bilesenden  olusmaktadir. Radyofarmasotik
gelistirme galismalar1 sirasinda goriintiilleme yapilacak yada tedavi edilecek organda
lokalize olabilen yada fizyolojik fonksiyonunda yer alan farmasétik kisim ve bu
farmasoétik kisim ile baglanabilen uygun bir radyoizotop secilir. Bu iki kisimin kimyasal
olarak baglanmasi islemlerine radyoisaretleme denir [3,7].

Radyofarmasdtiklerin etkinligi, amaglanan uygulamaya gore hizli ve spesifik
olarak lokalize olmasi, iyi bir goriintiileme ve tedavi i¢in uygun yar1 omre, spesifik
aktiviteye ve enerjiye sahip olmasi ile ol¢iiliir. Tan1 radyofarmasdtikler eser miktarda
uygulanir ve tipik olarak hastalarda herhangi bir fizyolojik yanit veya farmakolojik etki
yaratmaz [3,4,7].

Radyofarmasotiklerin kalite kontrollerinde; fizikokimyasal testler ve biyolojik
testler  kullanilmaktadir.  Fizikokimyasal testler radyofarmasoétigin  Kkalitesini
organoleptik, kimyasal ve radyokimyasal olarak tanimlarken, biyolojik testler ise
biyolojik (sterilite, pirojenite, biyodagilim vs) agidan tanimlar. Uygulanan testler
Amerikan Farmakopesi (USP) ve Avrupa Farmakopesi (Ph. Eur.) kriterlerine uygun
olmalidir [7,8].

2.3. Radyofarmasotiklerin Genel Ozellikleri

Teshis veya tedavi amagh kullanilabilecek ideal bir radyofarmasétigin sahip olmasi
gereken Ozellikleri arasinda elde edilme kolayligi, efektif yart mur, radyasyon tipi ve
enerjisi, biyodagilim ve radyasyon giivenligi gibi 6zellikler sayilabilir [1,3].
Elde Edilme Kolayhg:: Ideal bir radyofarmasétigin hazirlanmasinda kullanilan
radyoniiklit kolay elde edilebilir olmali, elde edilebilme yontemleri ucuz olmalidir [1,
3].
Efektif Yar1 Omiir: Radyofarmasétiklerin viicuttaki baslangic miktarlar1  hem
radyoaktif bozunma (fiziksel yar1 6miir) hem de biyolojik yarilanma ile azalir. Bu iKi
sekilde radyofarmasétigin viicutta yartya inmesine efektif yart omiir denir. Tedavi

radyofarmasotikleri icin bu siirenin giinler olmasi istenirken, tan1 radyofarmasatikleri
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icin ideal efektif yar1 omiir radyasyon dozunu hastaya sinirlayacak kadar kisa ancak
goriintiileme sirasinda iyi sinyale izin verecek kadar uzun olandir. [3,4,7].
Radyasyon Tipi ve Enerjisi: Radyasyon tipi ve enerjisi tan1 ve tedavi
radyofarmasotiklerinde  farklilk  gostermektedir.  Tami  radyofarmasétiklerinin
hazirlanmasinda kullanilan radyoniiklitlerden yayilan radyasyon goriintiileme amaciyla
hasta vicudunun disindan tespit edilebilmelidir. Tani amag¢li kullanilacak
radyoniiklitlerin enerjisi gama kameralar icin 100-200 keV ve PET i¢in 511 keV
olmalidir. Farkli olarak ¢ok yiiksek bir enerji, radyasyon 1sininin goriintiileme cihazinin
detektoriine durdurulmadan ve dolayisiyla kaydedilmeden girmesine neden olacaktir.
Tedavi radyofarmasétiklerinin hazirlanmasinda saf beta (f) veya alfa (o)
partikuler radyasyon yayan ve eger miimkiinse ek olarak gama radyasyon yayan
radyoniiklitlerin kullanilmas1 idealdir. Bu radyoniiklitler sahip olduklari pargacik
radyasyon enerjisi ile timor disina ¢ikmadan tedavi Ozelligi gosterirken, gama
emisyonu ile gorintii alinarak tedavi etkinligi degerlendirilebilmesine olanak saglar
[5,7,9].
Biyodagihm: Tan1 yada tedavi amagl viicuda verilecek olan radyofarmasotiklerin
tamaminin hedef organda iyi sekilde lokalize olamasi istenir. Bunun icin ylksek
membran gegirgenligi ve hiicre i¢i tutunma gereklidir. Ayrica ideal bir
radyofarmasdtigin kandan atilimi hizli olmalidir [4,7,9].
Spesifik Aktivite (SA): Bir radyofarmasétigin spesifik aktivitesi (Ci / umol™'), PET ve
SPECT'e dayali molekiiler goriintiileme ve tedavi galigmalari i¢in ¢ok dnemlidir. SA,
belirli bir radyofarmasédtigin  kiitlesinde radyoaktif sinyal verebilen farmasotik
molekiillerinin sayisinin bir 6l¢isiidiir. Belirli bir radyofarmasotik igin ihtiya¢ duyulan
SA yiiksekligi, hedef hicrede veya dokuda bulunan hedef molekdllerin (reseptorler,

antijenlerin enzimleri) konsantrasyonuna bagldir [3,7,11].

2.4. Radyofarmasotiklere Uygulanan Kalite Kontrol Yoéntemleri

Radyofarmasotiklere fizikokimyasal kalite kontrol testlerine bagli olarak siklikla
goriiniis, radyoniklit saflik, radyokimyasal saflik, radyoassay, stabilite, pH testleri
yapilmaktadir. Biyolojik testler olarak ise sterilite, bakteriyel endotoksin testi,
biyodagilim gibi kalite kontrol testleri yapilmaktadir [7-9].
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2.4.1. Goriiniis

Radyofarmasotikler aksi belirtilmedigi siirece herhangi bir partikil icermemeli,
renksiz, kokusuz olmalidir. Genel olarak partikiiler madde varligi ve rengi gorsel olarak
incelenir [8,11].

2.4.2. Radyoniiklid Safhik

Radyoniiklidik saflik, radyofarmasotigin hazirlanmasinda kullanilmasi gereken
asil radyoniiklit aktivitesinin mevcut toplam radyoaktiviteye orani olarak tanimlanabilir.
Radyonuklidik safsizliklar radyofarmasotik hazirlanmasinda kullanilmast gereken
radyoniiklitin diger radyoizotoplar1 veya farkli elementlerin diger radyoizotoplarinin da
bulunmasindan kaynakli olabilir.  *?*|-radyofarmasétiklerinde, 1 ve 24 varlig,
radyoniiklidik safsizliklar olarak kabul edilir. Radyoniiklidik safsizliklar hem
gorintilerde sorunlar meydana getirmeleri hem de hastaya gereksiz radyasyon dozuna

maruz birakmalar1 nedeniyle istenmezler [7,8].

Radyoniiklidik safsizliklar, ¢ok kanalli bir analizore baglh Nal (TI) detektori
veya Ge (Li) detektorli bazli y-1s1n1 spektrometresi ile kolayca tespit edilebilmektedir.
PET radyoniiklidlerinde bulunabilecek safsizliklar veya radyoniiklitin kimligi bir doz
kalibratorii kullanilarak yar1 6miir tayini ile belirlenebilmektedir.. Beta emisyonu yapan

radyonuklitler ise bir B spektrometresi kullanilarak sivi sintilasyon sayaci ile
Olculebilmektedir [7,11].

2.4.3. Kimyasal Saflik

Bir radyofarmasétikin - kimyasal safligi, son formilasyon istenmeyen
kimyasallarin varligi veya yoklugu seklinde tanimlanabilir. Kimyasal saflik testi,son
formilasyonda istenmeyen kimyasal bilesiklerin miktarlarinin (kiitlelerinin) tespitine
yonelik yapilmaktadir. Kimyasal safsizliklar radyofarmasotik hazirlanma oncesi, sonrasi
veya sirasinda reaksiyon karigimindaki bir Onciiliin veya diger kimyasallarin
parcalanmasindan kaynaklanabilir. Kimyasal safsizliklar, istenen kimyasal formun
kitlesinden o6nemli Olglide fazla olabilir ve radyofarmasotigin spesifik etkilesimine

mudahale edebilir veya istenmeyen farmakolojik yan etkilere neden olabilir [3,7,11,12].

Radyofarmasotikler de bulunabilecek kimyasal safsizlik tespitinde yiksek
basingli sivi kromatografisi (HPLC), ince tabaka kromatografisi (TLC), gibi kantitatif

ve yar1 kantitatif yontemler kullanilabilir. Radyoisaretlemeler sirasinda kullanilan
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etanol, asetonitril gibi kimyasal safsizliklarin tayinleri i¢in ise Gaz Kramatografisi (GC)

en sik kullanilan yontemler arasindadir [7,9,12].

2.4.4, Radyokimyasal Saflik

Bir radyofarmasottikin radyokimyasal safligt (RKS), son radyofarmasotik
formulasyonunda istenen radyokimyasal formda bulunan radyoaktivitenin toplam
radyoaktiviteye orani olarak tanimlanabilir. RKS, radyofarmasotik hazirlama sirasinda
olmasi gereken radyoniiklitin farmasétik forma dahil edilme ylizdesinin bir 6lcusi olan
radyo-isaretleme verimi ile karistirilmamalidir. Radyokimyasal safsizliklari, genel
olarak serbest veya kolloidal formdaki radyoniiklitler veya ara iiriinler ile radyoisaretli
kimyasal yapilar olusturabilmektedir. Radyokimyasal safsizliklar istenmeyen in vivo
dagilim gostermesi nedeniyle diisiik kaliteli goriintiiler elde edilmesine ve hastanin

gereksiz yere radyasyon almasina sebep olacaktir [6,7,9].

Radyokimyasal saflik analizlerinde siklikla radyometrik dedektor iceren HPLC
ve TLC sistemleri kullanilmaktadir. Radyofarmasétiklerin radyokimyasal saflik analitik
analizlerinde en sik kullanilan HPLC sistemlerine radyasyon sinyallerini (ylksek
hassasiyetli y veya B*) tammlayan detektorler eklenmistir. Hizli TLC (iTLC)
yonteminde ise analiz sonrasinda kagit kromatogramlarinda bulunan radyoaktivite gama

sayict ve otoradyografi yardimi ile iTLC kagidinin taranmasiyla tespit edilmektedir
[8,11].

2.4.5. Radyoassay (Radyoaktivite Tayini)

Radyofarmasdtikler genellikle parenteral ve oral ¢ozelti formlarinda
bulunmaktadir. Radyofarmasdtiklerin radyoaktivite konsantrasyonu sivi formda ise
mCi/mL veya GBg/mL olarak, kati formda ise mCi/mg (mCi/kapsul) veya GBg/mg
(GBg/kapsiil) seklinde ifade edilmektedir. Radyofarmasotigin sahip oldugu toplam
radyoaktivite miktar1 yada hastaya enjeksiyon yapilacak doz miktar1 doz kalibratori
kullanilarak o6lgtlmektedir [3,7,10].

2.4.6. Stabilite

Stabilite, bir ilacin 6zelliklerini tanimlanan sinirlar iginde biitiinligiinii korudugu
stire seklinde tanimlanabilir. Radyofarmasétikler hazirlandiktan sonra hastaya
uygulanincaya kadar ve uygulandiktan sonra viicut igerisinde in vitro/in vivo olarak

stabil kalmalidir. Radyofarmasdtik uygulanincaya kadar saklama kosullarinda
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stabilitesini saglamak ve belgelendirmek i¢in uygun parametreler degerlendirilmelidir.
Radyofarmascétiklerin stabilitesi, sicaklik, nem, 1sik ve aktif maddelerin fiziksel ve
kimyasal dzellikler ile, yardimec1 maddelerin, farmasotik formun, paketleme islemlerinin
Uretim prosesi, tirl ve ozellikleri gibi bir ¢ok faktore baglidir. Radyofarmasoétiklerin
stabilitesini belirlemede radyokimyasal saflik, goriiniim, pH ve SA parametleri rol
oynamaktadir. Stabilite belirleme amagli yapilan radyokimyasal saflik analizlerinde en
stk HPLC ve TLC yontemleri kullanilmaktadir [3,7,11].

Radyofarmasotiklerin  stabilite testleri Onerilen en yiksek radyoaktif
konsantrasyonda gergeklestirilmektedir. Stabilite verilerine dayanarak,

radyofarmasoétigin son kullanma tarihi/suresi belirlenmektedir [3,7,11].

2.4.7. Ozmolarite

Parenteral olarak kullanilacak radyofarmasoétikler izotonik olmalidir, yani ilag
formiilasyonunun iyonik mukavemeti, kanla aynmi veya benzer olmalidir. Cogu
radyofarmasotik preparat, hastalara uygulanmadan o6nce genellikle fizyolojik % 0.9
NaCl ¢ozeltisi kullanilarak formiile edilir [7,8,11].

Osmolalite (iyon giicu, izotoniklik), bir Osmometre kullanilarak donma noktasi
teknigi ile dlgiilebilir. Herhangi bir parti i¢in ozmolalite, 285-356 mOsm Kg? araliginda
olabilir [7,8,11].

2.4.8. Biyolojik Testler ve Sterilite
Parenteral yol ile uygulanan radyofarmasoétiklerin steril ve apirojen olmalidir.
Bir  radyofarmasotigin - sterilitesinin  ve  bakteriyel  endotoksin  (pirojen)

konsantrasyonunun kabul edilebilir sinirlar iginde olup olmadig: test edilmelidir.

Pirojenler, ates lireten materyallerdir - cogunlukla gram negatif bakteriyel hiicre
duvarlarindan kaynaklanir ve Limulus amebosit lisatina (LAL) dayali bir jel pihti
teknigi ile kolayca saptanir. Son ila¢ Uriiniiniin sterilitesini saglamak igin ¢ogu
radyofarmasoétik, hazirlik asamasinin son isleminde 0.22 p membran filtre (Millipore
gibi) kullanilarak filtre edilir. Kabarcik noktasi testi ile filtre test edilir. Kabarcik
noktasi testi kiigiik filtre kusurlarin1 ve boyut dis1 gbzenekleri tespit eder ve bakteri
gecis testi ile bagmtihdir. Sterilite testleri, cozeltilerdeki mezofilik bakteri ve

mantarlarin varhigint belirlemek icin tasarlanmistir. Standart USP sterilite testi, hem
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soya fasulyesi-kazein 6zii (SCD) hem de sivi tiyoglikollat ortam1 (FTM) kullanilarak
yapilir [3,7,8,11].

2.5. Niikleer Tip Merkezlerinde Kullanilan PET Radyofarmasotikleri
Radyofarmasotikler niikleer tip merkezlerinde, tani veya tedavi amaciyla
intravendz ya da oral yollarla hastalara uygulanirlar. Yapilacak tetkike ve kullanilacak
cihaza (gama kamera, PET, SPECT) gore uygulanan radyofarmasotiklerde farkliliklar
bulunmaktadir [3]. Tez konumun igeriginde de bulunan ®Ga-PSMA-11 PET
radyofarmasotigi ile birlikte niikleer tip merkezlerinde siklikla kullanilan PET
radyofarmasotikleri ve kullanim alanlar1 Tablo 2.1°de Gzetlenmistir. PET, onkolojik
hastaliklarda tani, evreleme, tedaviye yamit degerlendirme ve yeniden evreleme
endikasyonlar1 ile yapilan molekiiler bir niikleer tip goriintiilemesidir. Bu yontem ile
glikoz metabolizmasi, yag asidi metabolizmasi, aminoasit metabolizmasi, hiicre
proliferasyonu, hiicre zar1 metabolizmasi ve reseptor ekspresyonlari gibi bir¢ok hiicresel
bilgi gortindr hale gelir. Gorlntlilemenin temelinde uygun bir radyoizotopun
goriintlilenmesi istenen organ, doku veya hiicreye yonlendirilmesini saglayan bir
molekiille baglanarak elde edilen radyofarmasétiklerin viicuda verilmesi yatar [5,7].

Tablo 2-1: Niikleer Tip Merkezlerinde Kullanilan PET Radyofarmasétikleri ve Kullanim
Alanlan

Niikleer Tip Merkezlerinde Kullamilan PET Radyofarmasdtikleri

Radyofarmasotik Kullanim Alanlar:

18 Prostat, meme ve akciger kanserlerinin kemiklerdeki
F-NaF

metastazlarinin teshisinde ve lokalizasyonunda kullanilir.

Yalnizca tani amaciyla, malign hiicrelerin mitotik

aktivitesini belirlemek i¢in kanser teshisinde kullanilan

BE-FLT ) o ) i N
bir radyofarmasotiktir. Pozitron emisyon tomografisi
kullanilarak bu hiicrelerin topografik teshisi yapilabilir.
Kanser tanisinda, benign/malign ayriminda, kanser
evrelemesinde, tedavi yanitinin degerlendirilmesinde ve

BE-FDG yeniden evrelemede kardiyolojide; kalbin fonksiyonel ve

metabolik aktivitesinin belirlenmesinde kullanilir.

Norolojide; demans, epilepsi, Alzheimer, demans ve
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Alzheimer ayrimi, epileptojenik odaklarin  glukoz
hipometabolizmasinin gosterilmesi yoluyla

belirlenmesinde kullanilir.

. Prostat kanseri tan1 ve metastazlarinin goriintillenmesinde
%8Ga-PSMA- Ligandlar

kullanilir.

8Ga-Somatostatin analoglar Néroendokrin tiimérlerin goriintiilenmesinde kullanilir.

2.6. Niikleer Tipta Prostat Kanseri Goruntileme

PCa erkeklerde cilt kaynakli kanserler disinda en sik goriilen kanser tipi olup
kansere bagli oliim sebepleri arasinda akciger kanserinden sonra 2. sirada yer
almaktadir. Erken tespit edildikten sonra, prostatektomi ve / veya radyasyon en umut
verici terapoOtik yaklagimdir ve hastalarin % 80'i 7 y1l boyunca niikssiiz kalmaktadir.
Bununla birlikte, tan1 aninda hastalarin % 12'sinde lenf diigiimlerine veya diger
organlara metastatik yayilim vardir ve bu tiir hastalarda daha kisa siireli sagkalim
gostermektedir. . Bu nedenle metastatik ve tekrarlayan lezyonlari erken zamanda
saptayabilen ve ek olarak bu hastalara etkili tedavi secenegi sunabilen bir araca sahip
olmak onemlidir. Son yillarda niikleer tip uygulamalarinda prostat kanserinin teshis ve
tedavisinde hastaliga spesifik olarak gelistirilen radyofarmasotiklerin (prostat spesifik
membran antijeni (PSMA) ve gastrin salgilayan peptid reseptoriine hedefli gelistirilen
radyofarmasdtikler) kullaniminin yayginlagtigini gérmekteyiz (Sekil 2.2). Daha onceleri
yaygin olarak kullanilan radyofarmasétikler (***Sm-EDTMP,%SrCly, 22RaCl, vb) uzun
stire agrili kemik metastazlarinin palyatif tedavisinde dnemli bir rol oynamiglardir [14-

16].

2.6.1. Prostat spesifik membran antijen (PSMA)

Prostat Spesifik Membran Antijeni (PSMA), PCa hiicrelerinde ve sinirli sayida
normal dokuda eksprese edilen folat hidrolaz (FOLH) aktivitesine sahip, glutamat
karboksipeptidaz 2 (GCPII) veya N-asetil- L-aspartil-L-glutamat peptidaz olarak
bilinen, 750 aminoasitten olusan bir tip Il transmembran proteindir. PSMA, normal
prostat hiicrelerinde diisiik derecede eksprese olurken veya hi¢ eksprese olmazken,
prostat kanserinde yiiksek derece eksprese olmaktadir. PSMA sistemik dolasima

karigsmaz ve radyofarmasdtik baglandiktan sonra endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinir.
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Bu oOzellikleri nedeniyle PSMA, niikleer tip uygulamalar1 bakimmdan hem prostat
kanserinin goruntilenmesi hem de tedavisi igin ideal nitelikte bir molekiler hedeftir.
PSMA’ya hedefli radyofarmasotikler hedef alanlar (PCa) disinda tukirik bezleri, ince
barsak, bobrek, karacigerde de tutulum gostermektedir. PSMA ekpresyon derecesi kot
differansiye, metastatik ve androjen tedavisine direncli karsinomlarda daha yiksektir.
Hem primer prostat kanseri lezyonunda hem de metastatik lezyonlarda hastaligin her

evresinde yiiksek derecede radyofarmasotik tutulumu gozlenir [16-18].

PSMA ‘

inhibitér hedefi . i
l__’ l Substrat tanima bdlgesi

8Ga-PSMA-11
68Ga-PSMA-I&T
18E-DCFBC (G1)
1SE-DCFPyL (G2)

**F-10a Ekstraseliler Luminal Yluzey
1SE-PSMA-1007
OO

POSOOSSSOS

Hucre'Membranl ! " 3

L\
\\. N\ W,
\ A\ A\ \ N \\

intraseliiler Sitoplazma

1 n-Capromab Pendetide /

(ProstaScint®) _\

Sekil 2-2: Prostat spesifik membran antijen (PSMA) yapisi ve PSMA’ya hedefli PET
radyofarmasotikleri

Son yillarda PSMA ekspresyonunun prostat kanserinin ilerlemesi durumunda
daha artmas: sebebiyle tekrarlayan, metastatik prostat kanserlerinde geleneksel
yontemler ile saptanamayan kiiclik lezyonlarin goriintiillenmesinde niikleer tip PSMA
PET goriintiileme c¢alismalarinin yayginlasmaya basladigini gérmekteyiz. Kullanilan
radyofarmasétikler arasinda %8Ga-PSMA-ligandlarmin yaygin olarak  kullamldigin
gormekteyiz (Sekil 2.2) [14,16]. 8Ga isaretli PSMA ligandlari, ilk olarak Johns
Hopkins Universitesi'nde sentezlendi ve preklinik modellerde dogrulandi. Daha sonra,
8Ga-PSMA-11, Heidelberg grubu (Eder ve ark.) tarafindan klinik uygulamalarda
kullanilmak tizere gelistirilmistir ve tire temelli PSMA inhibitorii olan Glu-NH-CONH-
Lys (Ahx) peptidi HBED-CC selator molekiilii kullanilarak PET radyonuklidi olan
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®8Ga ile isaretlenebilmektedir [16]. Ayrica aym1 molekiilin DOTA selat1 ile konjuge
edilmis halinin ’Lu radyoniikliti ile isaretlenmis formu niikleer tip prostat kanseri
tedavilerinde de kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda son yillarda bir siklotron Griini olan
18F PET radyoniikliti ile *®F-PSMA radyofarmasétiklerinin de gelistirme galismalarmin
ve kullaniminin yayginlastigint da gormekteyiz Sekil 2.2°de giiniimiiz niikleer tip klinik
uygulamalarinda yaygun olarak kullanilan ®Ga ve 18F ile radyoisaretli isaretli PSMA

radyofarmasotiklerini ve PSMA proteinine baglanma noklatarini gérebilirsiniz [14,16].

2.6.2. %8Ge/®8Ga Jenaratori

Niikleer tip klinik uygulamalarinda ®Ga’in kullanim11960'li yillarin baslarina
kadar uzanmaktadir. %Ga yar1 6mrii 68 dk olan % 89 pozitron yayimi (% 1.92 MeV
maksimum enerji, ortalama 0.89 MeV) ile bozunan bir PET radyoniiklitidir. ®8Ga, yari-
omri (t 1) 270.8 giin olan Germanyum-68 (°8Ge) den %8Ga/®3Ga radyoniiklit jeneratorii
vasitast ile elde edilmektedir (Sekil 2-3, Sekil 2-4). Ana radyoniklit ®Ge’in uzun
fiziksel yar1 omrii, jeneratoriin yaklasik bir yila kadar kullanimima izin vermektedir.
8Ga'den yayilan pozitronun enerjisi, potansiyel olarak diisiik ¢oziiniirliige yol agabilen
ve yaygmn olarak kullanilan PET izotopu ®F'den (maksimum enerji = 0.63 MeV,
ortalama = 0.25 MeV) daha yuksektir [24,25].

EBGe
Ty = 270 day
100 % E C decay
“Ga
1.2% B,
1.79 % EC
B7.99% B
8.7 % EC
l 1077 ke
S%Zn { stk |

Sekil 2-3: %8Ge/ 8Ga radyonuklit jeneratérii radyoaktif bozunum semasi
Radyonuklit jeneratorler genel olarak bir ana/kiz radyoniiklit  karisimin
dengede barindiran bagimsiz sistemlerdir. Modern ticari radyonuklit jeneratorler,
koruyucu bir kabin igine yerlestirilmis ana radyonukliti iceren kromatografik kolon
sisteminden olusmaktadir. ®3Ga/%®Ga radyoniiklit jeneratériinde ana radyoniiklit ®Ge
spesifik kolon dolgu maddelerine emdirilmis halde bulunmaktadir. ®3Ga, ®3Ge’in zaman

icerisinde radyoaktif bozunmaya ugramasi ile inorganik, organik veya karisik matris ile
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doldurulmus spesifik kolonlardan uygun c¢ozeltiler kullanilarak ekstraksiyon

mekanizmasi ile elde edilmektedir. (Sekil 2-4) [25,26].

8Ge ana radyoniikliti ise jenerator Uretiminden ©nce yiksek enerjili

siklotronlardan ®°Ga (p, 2n) %8Ge reaksiyonu ile tretilmektedir [25,26].

Sekil 2-4: (A) ®8Ge / %Ga jeneratori ve ®Ge’in elde edildigi yiiksek enerijili siklotron; (B)
8Ge/%Ga jenerator kesitinin sematik sunumu

%8Ga, %8Ge/®Ga jeneratorlerinin cogundan (0.1-1.0N) giicli konsantrasyonlarda
hidroklorik asit ¢ozeltileri ve iyon degistirici recinelerden  katyonik ®Ga (Il1)
desorpsiyonlar ile edilmektedir. ®®Ga (111)’in katyonik kimyasal formu cok yonlii ve
dogrudan isaretleme i¢in avantajlar saglamaktadir. HCI ellientinin molaritesinde, metal
katyon igeriginde ve ®8Ge igeriginde degiskenlik gosteren gok sayida ticari jeneratorler
vardir (Sekil 2-5) [25,27,28].

. Eckert & Ziegler IGG100 Isotope
Eckert & Ziegler .
and IGG101 GMP; L.D.B. Holland B.V.  Technologies
Cyclotron Co. Ltd. .
Pharm. Grade Garching

mallF |

Column matrix Ti0- Ti0-> SnO- Si0,/organic
Eluent 0.1 M HClI 0.1 M HClI 0.6 M HCl1 0.05 M HC1
%8Ge breakthrough <0.005% <0.001% ~0.001% <0.005%
Eluate volume SmL SmL 6 mL 4 mL
. . . Ga: <1 ng/mcCl Fe: <10 ng/GBq <10 ppm (Ga, Ge, Zn, Only Zn from
Chemical impurity A = i :
Ni < lug/mCl Zn: <10 ng/GBq Ti, Sn. Fe, Al Cu) decay
Weight 11.7 kg 10 kg 14 kg 26 kg 16 kg

Sekil 2-5: Ticari olarak bulunan ®Ge / ®Ga jeneratorleri ve genel 6zellikleri
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2.6.3. 8Ga-PSMA-11 (%Ga-PSMA-HBED-CC)

Ure bazli PSMA inhibitorleri dolasimdan hizla temizlenir ve beyin, bobrek,
tiikkiiriik bezi ve ince bagirsak PSMA gibi birkag organda sadece diisiik seviyelerde
fizyolojik PSMA ekspresyonu tespit edildiginden, yiiksek kalitede prostat kanseri PET
goruntiillemesi icin ideal bir biyolojik ajan oldugu ortaya konmustur. ®3Ga-etiketli PET
radyofarmasétigi 8Ga-PSMA-11 (Sekil 2-6) ile ilgili ilk klinik deneyimler, bu yeni
molekiilin *F-kolin ile karsilastirildiginda PC niikslerini ve metastazlar1 daha yiiksek

kontrastla tespit ettigi ortaya konmustur [15,17-19].

HBED-CC Selatori OH

d Fonksiyonel Kisim

PSMA Baglama Kismi

f OT.OH z

“"%,/E\:*uiﬁ" " PSMA-11
<& e

Sekil 2-6: PSMA-11 kimyasal yapisi

Selator HBED-CC (N, N'-bis- [2-hidroksi-5- (karboksietil) benzil] etilendiamin-
N, N'-diasetikasit), dzellikle oda sicakliginda bile %8Ga ile etkili radyoaktif etiketleme
saglayan, simdiye kadar nadiren kullanilan bir asiklik kompleks yapict maddedir.
HBED-CC'yi PSMA inhibitori Glu-ure-Lys ile birlestirerek, PSMA S1 baglanma
bolgesinin aksesuar hidrofobik cebiyle, radyoizleyiciye uygun PSMA reseptori ile
stirdiiriilebilir bir etkilesim igin gerekli bir aromatik kisim olusturulur. Eder ve ark.
yaptiklart  Klinik 6ncesi  bir ¢alismada, HBED-CC'nin DOTA selatori ile
degistirilmesinin, daha 6nce gorintiuleyemeyen bir timorin goriintiilenmesini sagladigi
gosterilmistir [19]. Yapilan calismalarda HBED ile Ga'min komplekslesmesi igin
termodinamik stabilite sabitinin > 10%° oldugu belirlenmistir. Yap1 asikliktir ve ortam
sicakliginda hizli etiketlemeye olanak tanir. Ayrica, Ga-HBED-CC kompleksinin
fizyolojik pH'ta yuksek kinetik stabilitesi rapor edilmistir, in vivo ve insan serumu

icinde en az 72 saat stabil bir kompleks olusturur [18-20].
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HBED-CC galyum kompleksi sirasinda NMR ile ayirt edilen ii¢ diastereomer
(RR, RS ve SS konfiglrasyonlar1) olustururken, RR konfiglrasyonu termodinamik
olarak daha stabildir (Sekil 2-7) [20,22]. Diastereomerlerin olusumunda Sicakligin

etkisinin yan1 sira, pH ve konsantrasyona bagli oldugu bildirilmistir [19,20].

o 2 %

Sekil 2-7: %Ga'min HBED-PSMA ile komplekslesmesi sonucu olusan izomerler
Ga-komplekslesmesinden sonra farkli HBED-CC diastereomerlerinin bilinen
olusumunun neden oldugu hafif kimyasal farkliliklar, tiim molekiiliin baglanma

ozelliklerini etkileyebildigi gosterilmistir [20,21].

2.7. %8Ga-PSMA-11 Hazirlanmasi

Uygulama hedeflerine ve secime bagh olarak °8Ga-PSMA-11 hazirlanmasi igin
bir takim yontemler gelistirilmistir. Klinik kullanim icin iiretim {i¢ gruba ayrilabilir:
manuel iyi iiretim uygulamas: (GMP) {iretimi; otomatik GMP iiretimi; ve kit tipi
hazirlama. Otomatik {iretim igin g¢esitli sentez sistemler gelistirmistir. Otomatik
sistemler, teknik personelin radyasyona maruz kalma riskini azaltma ve tim Gretim
stireci kontroliinii 1yilestirerek operatdr hatalarini azaltma gibi olanaklar saglamaktadir.
Bunlar Sekil 2.8’de gosterilen yari-otomatik tlbik sistemler ve otomatik kaset
sistemleridir. %8Ga-PSMA-11 sentezi, ®Ga eldesi, radyoisaretleme basamagi,

piirfikasyon, son iiriin eldesi ve kalite kontrol basamaklarindan olusmaktadir [23,29].
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Tubik Sistem Kaset Sistem

Sekil 2-8: ®¥Ga-PSMA-11 sentez sistemleri
Yaygm olarak jenaratorlerde ®8Ge, Ti0z, Sn0; veya organik polimerler igeren
siitun matrislerine adsorbe edilir. Bu jeneratorlerden 8Ga®*, 0.05 ila 1 M arasinda
degisen konsantrasyonlarda HC1 peristaltik pompa yardimiyla jenaratrden gegirilme
yoluyla elde edilir. Elde edilen eliisyon ya franksiyonlama ile radyoisaretlemede
kullanilir yada 6n saflagtirma yapilir. Radyoisaretleme sentezinden dnce 6n-saflastirma
icin  Tablo 2.2°deki, anyon degistirme kromatografisine, katyon degistirme

kromatografisine dayanan yontemler gelistirilmistir [25,30-32].

Tablo 2-2: %8Ge / ®¥Ga jeneratorinin eltisyon yontemleri

Metot Cozelti Hacim Katyon Kirliligi Azaltma 8Ge
Eliminasyon
Franksiyonlama H,O/HCI 1ml YOK YOK

Elusyon Konsantrasyon ve Aritma

Tek Adm: Al (>99%), In (>99%), VAR
i 0,
Anyonik H20 200 pl Ti (90%)
Elisyon
Aseton/HCI 400 pl 2 Adim: Zn (x105), Ti (x102), Fe (x10)
Katyonik NaCl/HCI 500 pl Al Tive Zn (> %99) VAR
Ellisyon

Aseton/HCI 1000 pl 2 Adim: Ti (11%), Fe (x7)
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Hem fraksiyonlama hem de ©n Konsantrasyon yontemlerinde kullanilan
cozeltilerde hidroklorik asit ve komplekslestirme i¢in gerekli ortam pHsinin elde
edilmesi i¢in tampon ¢ozeltiler kullanilir. Ayrica, stabilize edici bir ajan olarak hareket
etmek ve %Ga (I11) cokeltisini ve kolloid olusumunu &nlemek icin zayif tampon
komplekslesme kabiliyeti de gereklidir. Genel olarak HEPES ve asetat tamponlama
sistemleri bunun i¢in kullanilir. HEPES ve asetat tamponlari biyolojik olarak
uyumludur, toksisite sorunlar1 yoktur, gerekli reaksiyon pH’1 saglarlar ve stabilize edici

ajanlar olarak islev gortrler [25,31,33].

Uygun tampon seciminden sonra belirli konsantrasyonda PSMA peptidi ve
tampon ¢ozeltisi reaksiyon vialinde (®3GaCla])~ ile belirli bir siirede reaksiyona sokulur
ve isaretleme saglanir [33,34]. Daha sonra isaretli iiriin ve serbest %®Ga (I11)’ii ayirmak
icin kat1 faz ekstraksiyon kartusu (C18) kullanilarak saflagtirma islemi yapilir. Son

olarak {irtin steril filtreden gegirilerek son iiriin eldesi yapilir [33-35].

2.7.1. 8Ga-PSMA-11 Kalite Kontrolu

Avrupa farmakopesi ®8Ga-PSMA-11’in kalite kontrol (QC) hakkinda herhangi bir
kilavuz  sunmamaktadir. Literatiirde sentez sonucu yapilan kalite kontrol
calismalarindan s6z edilmektedir. Bu ¢aligmalardaki kalite kontrol yontemleri
cogunlukla, Galyum (®®Ga) Edotreotid'i tarif eden Avrupa Farmakopesi (PhEur)
monografina dayanmaktadir [10]. %Ga-PSMA-11 icin standart QC testleri %
radyokimyasal saflik, % kimyasal safsizlik (8Ga™®) HPLC ve iTLC yontemleri ile
yapilir. HPLC literatiir ¢calismalarinda radyokimyasal safligi belirlemek i¢in genellikle
a) H0 (% 0,1 TFA’da) b) Asetonitril (% 0,1 TFA’da) sisteminden olusan gradiyent
HPLC metotlar1 kullanilmaktadir. Kimyasal saflik testleri HPLC ve GC yontemiyle ve
radyoniiklid safsizlik %®Ge icerigi ®®Ga yar1 omiir tayini yontemiyle yapilmaktadir
[10,30-32].

Limitler:

e Radyokimyasal saflik (®Ga)-PSMA bilesigi: Galyum-68'e bagl olarak

toplam radyoaktivitenin en az yiizde 91'i.

e Radyoniiklid saflik Galyum-68: toplam radyoaktivitenin en az yizde
99.9'u.
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2.8. Tasarimla Kalite (Quality By Design: QbD)

ICH'ye gore QbD, “Saglam bilime ve kalite risk yonetimine dayanan, onceden
tanmimlanmis hedeflerle baslayan iiriin, siire¢ anlayisini ve siire¢ kontrolini vurgulayan,
sistematik bir yaklasim” olarak tanimlanmaktadir. Farmasotik 0Urlin ve sistemlerin
performans tutarliligini saglamak i¢in son vurgu, yalnizca test etmekten ziyade
“kalitenin” olusturulmasina odaklanmistir. Bu felsefe, Tasarimla Kalitenin (QbD)
temelini olusturur. QbD, uygun bir islem tasarlama ve istenen iiriin performansi igin
islem performansini anlama ile ilgilidir. Genel semadaki ana unsur, siirekli olarak siire¢
gelistirme siirecinde edinilen bilgilere dayanan iyilestirmedir. Kavram, bilimsel bilgi
birikimi, istiin tasarim, performansin gosterilmesi, Kalite Risk Degerlendirmesi
(QRM), Deneylerin Tasarimi1 (DoE), Siire¢c Analitik Teknolojisi (PAT) araclarina

odaklanan 'diizenleyici esneklik' ile isaretlenmis 'istenen bir duruma' yonelir [37,38].

flag endiistrisi, iiriin kalitesi, giivenligi ve verimliligi {izerine uzun yillardir
odaklanmistir. Bunun sonucunda QbD (Design by Quality) ve PAT (Process Analytical
Technology) gibi bilimsel araclar uygulanarak {iriin kalitesi arttirilmaktadir. QbD
araclari, verimliligi ve kaliteyi artirarak riski en aza indirgemektedir. Diizenleyici
makamlar her zaman ICH kalite kilavuzlariin Q8 ila Q11 arasindaki uygulamalarini
onermektedir [37,38].

Optimize etme, bundan maksimum fayday: elde etmek ig¢in bir sistemin, bir
stirecin veya bir iiriiniin performansini iyilestirmek anlamina gelir. Optimizasyon terimi,
analitik kimyada, miimkiin olan en iyi yaniti veren bir prosediiriin uygulanacagi

kosullarin kesfedilmesinin bir araci olarak yaygin sekilde kullanilmistir [37,38].

Geleneksel olarak, analitik kimyadaki optimizasyon, bir seferde bir faktorin
deneysel bir yanit {izerindeki etkisinin izlenmesi ile gergeklestirilmistir. Sadece bir
parametre degistirilirken, digerleri sabit bir seviyede tutulur. Bu optimizasyon teknigi
tek faktorli optimizasyondur. En biiyiik dezavantaji, ¢alisilan degiskenler arasindaki
etkilesimli etkileri igermemesidir. Sonug¢ olarak, bu teknik parametrenin yanit
uzerindeki tam etkilerini gostermez. Tek faktorlii optimizasyonun diger bir dezavantaji,
aragtirmayl yiuritmek i¢in gereken deney sayisindaki artistir, bu da zaman ve

harcamalarin yani sira reaktif ve malzeme tiiketiminde bir artisa yol agmasidir [39,40].

Son yillarda, daha diisiikk reaktif tiiketimi ve c¢ok daha az laboratuvar

caligmasiyla sonuclanan, yapilmasi gereken deney sayisindaki azalma gibi avantajlar
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g0z Oniline alinarak, analitik yontemlerin optimizasyonuna sik sik kemometrik araglar

uygulanmistir [41,42].

Tanimlayic1 ve agiklayict istatistik (descriptive and inference statistics), sinyal
isleme (signal processing), deneysel tasarim (experimental design), modelleme
(modeling), kalibrasyon (calibration), optimizasyon (optimization), yapi tanima (pattern
recognition), siniflandirma (classification), yapay akil yontemleri (Artificial intelligence
methods), resim igsleme (image processing), bilgi ve sistem kurami (information and
system theory) gibi konu basliklar1 kemometrinin uygulama alanlarini olusturmaktadir
[43,44].

2.8.1. Yamt YUzeyi Metodolojisi (RSM)

Yanit yiizeyi metodolojisi, 50'li yillarda Box ve ortaklar1 tarafindan
gelistirilmistir. Bu terim, matematiksel modelin uygunlugundan sonra olusturulan
grafiksel bakis agisiyla ortaya ¢ikmistir ve kullanimi, kemometri ile ilgili metinlerde
yaygin olarak kabul edilmistir. RSM, deneysel tasarimla ilgili olarak elde edilen
deneysel verilere ampirik modellerin uygunluguna dayanan bir grup matematiksel ve

istatistiksel teknikten olusur [45-46].

. 0960 236

Sekil 2-9: Yamit Yiizeyi Metodolojisi Gosterimi
Tepki yuzeyi metodolojisi, deneysel verilere bir polinom denkleminin
sigdirilmasmma dayanan matematiksel ve istatistiksel tekniklerden olusan bir
koleksiyondur ve istatistiksel engellemeler yapmak amaciyla bir veri kiimesinin
davranigini tanimlamalidir (Sekil 2-9). Bir cevap veya bir dizi ilgi yaniti birkag
degiskenden etkilendiginde iyi uygulanabilir. Amag, en 1yi sistem performansini elde

etmek i¢in bu degiskenlerin seviyelerini eszamanli olarak optimize etmektir [45-46].
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RSM uygulamasmin bir optimizasyon teknigi olarak uygulanmasindaki bazi
asamalar sunlardir: (1) tarama calismalari ve deneysel bdlgenin sinirlandirilmast,
caligmanin amacina ve deneyime gore sistem Tlzerinde ana etkilerin bagimsiz
degiskenlerinin secimi; (2) deney tasariminin se¢imi ve se¢ilen deney matrisine gore
deneylerin yapilmasi; (3) elde edilen deneysel verilerin bir polinom fonksiyonuna
uygun olarak matematiksel - istatistiksel muamelesi; (4) modelin uygunlugunun
degerlendirilmesi; (5) optimal bolgeye dogru bir yer degistirme gerceklestirme
gerekliliginin ve olasiliginin dogrulanmasi; ve (6) ¢alisilan her degisken i¢in optimum

degerlerin elde edilmesi [41,43,46].
Degiskenlerin taranmasi

Cok sayida degisken, calisilan sistemin tepkisini etkileyebilir ve her birinin
kiigiik katkilarini tanimlamak ve kontrol etmek neredeyse imkansizdir. Bu nedenle, ana
etkileri olan bu degiskenleri secmek gerekir. Birka¢ deneysel degiskenden hangisinin ve
etkilesimlerinin hangilerinin daha 6nemli etkiler sundugunu belirlemek icin tarama
tasarimlar1 yapilmalidir. Tam veya kesirli iki seviyeli faktoring tasarimlari, temel olarak

verimli ve ekonomik olmalar1 nedeniyle bu amag i¢in kullanilabilir [46-48].
Deneysel tasarim se¢imi

RSM'de kullanilabilecek en basit model dogrusal bir isleve dayanir. Uygulamasi
icin, elde edilen cevaplarin agagidaki denklemle iyi sekilde uymasi gerekir (2-1):

y=pY B+, (1)

burada k degiskenlerin sayisi, Po sabit terim, Pr dogrusal parametrelerin

katsayilarini, xf degiskenleri ve €, deneylerle iliskili artiklari ifade eder [46-48].

Bu nedenle, cevaplar herhangi bir egrilik gostermemelidir. Egriligi
degerlendirmek icin ikinci dereceden bir model kullamilmalidir. ki seviyeli faktoring
tasarimlari, birinci dereceden etkilerin tahmininde kullanilir, ancak ikinci dereceden
efektler gibi ek etkiler onemli oldugunda basarisiz olurlar. Bu nedenle, iki seviyeli
faktoring tasarimlarinda merkezi bir nokta, egriligi degerlendirmek icin kullanilabilir.
Polinom modelinin bir sonraki seviyesi, farkli deney degiskenleri arasindaki etkilesimi
tanimlayan ek terimler igermelidir. Bu sekilde, ikinci dereceden bir etkilesim i¢in bir

model agagidaki terimleri sunar (2-2):



38

(2-2)

y=~Fo+ ZL Pt Z? Byxx; +£

Bij, etkilesim parametrelerinin katsayilarini temsil eder [46-48].

Kritik bir noktayr (maksimum, minimum veya eyer) belirlemek i¢in, polinom
fonksiyonunun asagida sunulan denkleme gore ikinci dereceden terimler icermesi

gerekir (2-3):
k k k (2-3)
y=p+ Z_E | Bixg + Zr: 1,3::-"512 T Z li_fgﬁr_f-“’_“; +&

burada i, kuadratik parametrenin katsayilarini temsil eder [46-48].

3’lnci esitlikteki parametreleri tahmin etmek i¢in, deneysel tasarim calisilan
tim degiskenlerin en az ii¢ faktor seviyesinde yapilmasini saglamalidir. Boylece iki
modelleme, simetrik tepki yiizeyi tasarimi mevcuttur. Bilinen ikincil simetrik tasarimlar
arasinda ii¢ seviyeli faktoring tasarimi, Box-Behnken tasarimi, merkezi kompozit
tasarim ve Doehlert tasarimi bulunmaktadir. Bu simetrik tasarimlar, deney noktalari,
degiskenler i¢in seviye sayist ve kosu sayist ve blok sayisi bakimindan birbirlerinden
farklilik gosterir [46,47].

Verilerin matematiksel-istatistiksel olarak islenmesi

Secilen bir tasarimin her bir deneysel noktasi ile ilgili verileri aldiktan sonra,
yanitin davranigini ¢alisilan degerlerin seviyelerine gore tanimlamak i¢in matematiksel
denkleme uymak gerekir. Bagka bir deyisle, Denklemlerin b parametrelerinin tahminleri
yapilmalidir [46,49].

Bu nedenle, matris notasyonunda denklem olarak temsil edilebilir (2-4).

¥mx, = Xmx,, bm:, + @mxy - (2-4)

y, yanit vektori, X, secilen deney tasariminin matrisi, b, model parametreleri
tarafindan olusturulan vektdr, e, artik ve m ve n, sirasiyla matrislerden gelen satir ve

sltunlarin sayisini temsil eder [46-48].
Model Uygunlugunun degerlendirilmesi

Islevin verilere uygun hale getirilmesinden sonra bulunan matematiksel model,

bazen c¢alisilan deneysel alani tatmin edici bir sekilde tanimlayamaz. Takilan modelin
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kalitesini degerlendirmek icin daha giivenilir olan varyans analizi (ANOVA)
uygulamasidir. ANOVA'nin ana fikri, islemden kaynaklanan degisimi (degisken
seviyelerin kombinasyonundaki degisiklik), {iretilen yanitlarin Ol¢limlerine 06zgii
rastgele hatalardan kaynaklanan degisikliklerle karsilagtirmaktir. Bu karsilastirmadan
itibaren, deneysel varyans kaynaklarimi goz Oniine alarak yanitlar1 ongdérmek igin

kullanilan regresyonun 6nemini degerlendirmek mimkundur [46,49].

ANOVA'da, veri seti varyasyonunun degerlendirilmesi, dagilimini inceleyerek
yapilir. Her bir gozlemin (yi) veya onun yinelemelerinin (yij) temali (' y) ile iliskili
olarak, veya daha kesin olarak, bu sapmanin karesiyle ilgili sapma (di) degerlendirmesi

denklem'de sunulmustur (2-5) [46-48].
dlz S— ':__'|.lrL| —_ li,r :'2 (2'5)
Optimal kosullarin belirlenmesi

Dogrusal modeller tarafindan olusturulan yilizeyler, optimum kosullara ulagsmak
icin orijinal tasarimin yer degistirmesi gereken yonii belirtmek i¢in kullanilabilir.
Bununla birlikte, deney bolgesi fiziksel veya aracsal nedenlerle yerinden edilemezse,
arastirmacti, incelenen deneysel durum igindeki en iyi ¢alisma kosulunu gorsel inceleme
ile bulmalidir [46-48].

Kuadratik modeller igin kritik nokta maksimum, minimum veya eyer olarak
tanimlanabilir. Kritik noktanin koordinatlarini, matematiksel fonksiyonun ilk tiirevi ile
hesaplamak, yanit ylizeyini tanimlayan ve onu sifira esitlemek miimkiindiir. Asagida

aciklanan iki degisken i¢in elde edilen ikinci dereceden fonksiyon, 6rnegi gostermek
icin kullanilir (2-6) [46,49].

¥=bg+bix +b3x2—[=||.‘<2l+h22x§+buxlx; (2'6)
i:b]—2b|]xl+blgx2:[] (2-7)
Xy

4 )
i:hz—?.bzzxz+b11-‘ﬂ=ﬂ (2-8)
dxo

Bu nedenle, kritik noktanin koordinatin1 hesaplamak ig¢in, denklemlerin
olusturdugu birinci sinif sistemi ¢ozmek gerekir. (2-7) ve (2-8) ve x1 ve X2 degerlerini
bulmak gerekir [46-48].

Tahmini model denkleminin gorsellestirilmesi, yiizey yanit grafigi ile elde

edilebilir. Bu grafiksel gosterilis, (n + 1) boyutlu uzaydaki n boyutlu bir ylizeydir
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(Sekil2-8). Genellikle, G¢ boyutlu bir g¢izimin iki boyutlu bir gdsterimi gizilebilir.
Dolayisiyla, li¢ veya daha fazla degisken varsa, arsa gorsellestirmesi yalnizca bir veya

daha fazla degisken sabit bir degere ayarlandiginda miimkiindiir [46-48].

Bununlarla birlikte, dogrusal fonksiyonlarla tanimlanamayan deneysel verilere
bir cevap fonksiyonunu yaklastirmak igin, ti¢ faktorll faktoring, Box-Behnken, merkezi
kompozit ve Doehlert tasarimlar1 gibi kuadratik yanit yilizeyleri i¢cin deneysel tasarimlar

kullanilmalidir [46-48].

2.8.2. Box-Behnken Tasarim
Box-Behnken tasarimlari (BBD), ii¢ seviyeli eksik faktoring tasarimlarina
dayanan, donebilen veya neredeyse donebilen ikinci dereceden tasarimlarin bir sinifidir

[50-52]. Ug faktor icin grafiksel gosterimi iki bicimde gorilebilir:

la. Sekil 2.10a'da goriilebilecegi gibi merkez nokta ve kenarlarin orta

noktalarindan olusan bir kiip.

1b. Sekil 2.10b'de gosterildigi gibi ii¢ birbirine gecen 22 faktorlii tasarimin bir

rakami ve bir merkezi nokta.

@ 4 N o o

x;

/ = "”
|

L )

Sekil 2-10: (a) BBD icin kiip ve (b) g birbirine gegen 22 faktoring tasarim
BBD'nin gelisimi igin gereken deney sayisi (N), denklem 2-9’da tanimlanur.
N=2k(k—-1)+Co (2-9)

Burada k, faktorlerin sayist1 ve Co, merkezi noktalarin sayisidir. Karsilastirma igin,
merkezi bir kompozit tasarim i¢in deney sayisi N = 2k + 2k + Co'dir. Tablo 2-3’de BBD
icin (¢ faktor seviyesi kodlanmis degerlerini gosterir [50-52].
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Tablo 2-3: Uc degiskenli bir sistemin bir Box-Behnken tasarim i¢in kodlanmis faktor
seviyeleri

Deney X1 X2 X3
1 -1 1 0
2 1 1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 1 -1
10 0 1 -1
11 0 L 1
12 0 1 1
C 0 0 0
0 0 0
C 0 0 0

Box-Behnken tasarimlar1 genellikle merkezi kompozit tasarimlardan daha az
tasarim noktasina sahiptir, bu nedenle ayni sayida faktorle ¢alismasi daha ucuzdur.
Birinci ve ikinci dereceden katsayilar1 verimli bir sekilde tahmin edebilirler; Bununla

birlikte, bir faktor deneyinden elde edilen ¢alismalar1 iceremezler [50-52].

Box-Behnken tasarimlari, 5'e kadar olan merkezi kompozit tasarimlarin aksine,
her zaman faktor basina 3 seviyeye sahiptir. Ayrica, merkezi kompozit tasarimlarin
aksine, Box-Behnken tasarimlari, tim diisiik faktorlerin tiimii gibi tim faktorlerin ug

ayarlarinda oldugu ¢alismalar1 icermez [50-52].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Tez Cahsmasinda Kullanilan Ekipmanlar, Malzemeler ve Kimyasallar

Tez caligmasi kapsaminda yer alan laboratuvar g¢alismalart Ocak — Haziran 2019

tarihleri arasinda Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Niikleer Tip Anabilim Dali, Radyofarmasi

Laboratuvarinda yapilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan ekipmanlar, malzemeler ve

kimyasallar sirasi ile Tablo 3-1, Tablo 3-2, Tablo 3-3’de verilmistir.

Tablo 3-1: Tez kapsaminda kullanilan ekipmanlar

Ekipmanlar

Markasi

Sentez Cihazi

Doz Kalibratori

HPLC Cihaz1

Otoradyografi Fosfor Goruntileyici

Radyometrik-HPLC Dedektor

Otoradyografi cihaz1

pH Metre

Hasas Terazi

LAF Kabini

Eckert & Ziegler Modular-Lab Standard

Capintec CRC-25W

Shimadzu LC 20AT , LC solution yazilimi
SIL-20 AT Otomatik numune 6rnekleyici
DGU- 20A5 Vakumlu gaz giderici
CTO-10 AS Kolon firim

SPD-20A UV-Vis Dedektor

Cyclone Plus PerkinElmer

BioScan B-FC-3200

Perkin Elmer Cyclon Plus

Milwaukee MW102

Precisa XB220A

Nuaire
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Tablo 3-2: Tez kapsaminda kullanilan malzemeler

Malzemeler Markasi

Acclaim C-18 3um 120A 4,6x150 mm Thermo Fisher Scientific

SCX SPE Kartus Bond Elut Agilent
Sep-Pak Lite C-18 Kartus Merck

Enjektor (ImL, 5mL, 10mL) Beybi

Steril Vial 15mL Huayi

Steril Filtre 22um PVDF Millex-GV
Otomatik Pipet Ependorf

Pipet Ucu ( 20 pL-1000 pL) Ependorf
ITLC-SG Kromatografi Kagidi Agilent

Tablo 3-3: Tez kapsaminda kullanilan kimyasallar

Kimyasallar Markasi

68Ge/%®Ga Jeneratorii Isotopen Technologies Garching GmbH
DKFZ-PSMA-11 ABX pharmaceuticals

Hidroklorik Asit ( %30 HCI) Merck

Sodyum asetat trihidrat Merck

Sodyum Kloriir Sigma Aldrich
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Amonyum Asetat Sigma Aldrich
Sodyum Sitrat Sigma Aldrich
Glasiyel Asetik Asit (CH3COOH) Sigma Aldrich
Etanol Merck
Metanol Merck

Serum Fizyolojik (%0,9 NaCl) MSpharma

Su Polifarma
Azot Gazi HABAS

3.1.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.1.2.1. Sentez Cozeltileri
DKFZ-PSMA-11 Cozeltisi

Kat1 haldeki 1 mg PSMA-11 1000 mL de-iyonize suda ¢oziilmis, 250 mL’lik

mikro tiiplerde porsiyonlara ayrilmis ve -20 °C’de saklanmistir.
0,05 M HCI Jenerator Sagim Cozeltisi

% 30 HCI stok ¢ozeltisinden 5,064 mL alinarak 250 mL suya eklenmis, son

hacim 1000 mL’ye su ile tamamlanmustir.
Sodyum Asetat Cozeltisi

6,80 g sodyum asetat trihidrat hassas terazide tartilarak 50 mL lik balonjojeye
aktarilmigtir. Su ile hacmine tamamlandiktan sonra bagka bir kapta 1 mL % 30 HCI
cozeltisinden eklendikten sonra 3 farkli tampon ¢o6zelti pH 4,00-4,50 ve 5,50 olacak
sekilde glasiyel asetik asit ¢ozeltisi eklenerek pH metre yardimi ile hazirlanmistir.
Eklenmesi gereken glasiyel asetik asit miktarlar1t pH 4,00-4,50 ve 5,00 i¢in sirasiyla 3
mL- 2,2 mL- 500 pL’dir.
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1M Amonyum Asetat Cozeltisi

19,27 g amonyum asetat hassas terazide tartilarak 250 mL lik balonjojede su ile

¢Oziiliip hacmine tamamlanmustir.
SCX Kartusu Sagim Cozeltisi

10 mL lik balonjojeye % 30 HCI ¢ozeltisinden 5,83 mL aktarilmis ve su ile
hacmine tamamlanarak 5,5 M HCI ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Hassas terazide 14,61 g
NacCl tartilarak 50 mL lik balonjojeye aktarilmis ve su ile hacmine tamamlanarak 5 M
NaCl ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan 5 M NaCl ¢6zeltisine 1,25 mL 5,5 M HCI

cozeltisi eklenerek sagim ¢ozeltisi elde edilmistir.

3.1.2.2. HPLC Cozeltileri
HPLC metod validasyonu igin farkli konsantrasyonda bir seri PSMA-11

¢ozeltisi hazirlanmustir.

Blank Cozeltisi

10 ml Asetonitril / Su (1:1) ¢ozeltisi blank olarak kullanilmistir.
Standart Stok Cozelti:

1 g PSMA-11 standard1 1 mL suda ¢oziilmiistiir (1 mg/mL). Bu stoktan 40 pL

¢ozelti alinarak 1 mL’ye blank ¢ozeltisi ile tamamlanmigtir (40 pg /mL).
Cahisma Cozeltileri:

15 pg/ mL: Stok ¢ozeltiden 375 pL alinmis ve hacmi 1 mL’ye blank ¢ozeltisi ile

tamamlanmustir.

10 pg / mL: Stok c¢ozeltiden 250 pL alinmis ve hacmi 1 mL’ye blank ¢ozeltisi

ile tamamlanmastir.

5 pg / mL: Stok ¢Ozeltiden 125 pL alinmis ve hacmi 1 mL’ye blank ¢ozeltisi ile

tamamlanmuistir.

2,5 pg / mL: 5 pg/ mL ¢ozeltiden 500 pL alinmis ve hacmi 1 mL’ye blank

¢oOzeltisi ile tamamlanmustir.

1,25 pg / mL: 2,5 pg / mL ¢ozeltiden 500 pL alinmis ve hacmi 1 mL’ye blank

¢oOzeltisi ile tamamlanmustir.
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0,5 pg / mL: 5 pg / mL ¢ozeltiden 100 pL alinmig ve hacmi 1 mL’ye blank

cozeltisi ile tamamlanmustir.

3.1.3. Kartuslarin Hazirlanmasi

C-18 Sep-Pak Lite Kartusun Sartlandirilmasi

C-18 Sep- Pak Lite kat1 faz ekstraksiyon kartusu sirasiyla 5 mL etanol ve 5 mL

serum fizyolojik ¢Ozeltisi gegirilerek sartlandirilmastir.
Bond Elut SCX Kartusun Sartlandirilmasi

Bond Elut SCX kat1 faz ekstraksiyon kartusu sirasiyla 1 mL 5,5 M HCI ¢ozeltisi

ve 10 mL de-iyonize su gegirilerek sartlandirilmistir.

3.2. YONTEM

Tez ¢alismasi iki asamada gergeklestirilmistir.

flk asamada, QbD ile ®8Ga-PSMA-11 hazirlama kritik parametreleri tespit edilmis ve bu

degiskenlere bagli olarak optimum sentez kosullar1 belirlenmistir.

Ikinci asamada ise QbD ile belirlenen optimum sentez kosullarinda hazirlanan
8Ga-PSMA-11’in hastaya uygulanmadan once rutin kalite kontrollerinde kullanilmak

Uzere yeni bir HPLC metodu gelistirilmis ve validasyonu gergeklestirilmistir.

Tez ¢aligmasi kapsaminda kimyasal, radyokimyasal saflik ve RR konfigiirasyon
oram Yiiksek Basingli Sivi Kromatografi (HPLC) ve Ince Tabaka Kromatografisi
(TLC) yontemleri ile tayin edildikten sonra %8Ga-PSMA-11 sentezinin kritik proses
parametreleri belirlenmis ve bu degiskenlere bagli olarak sayisal optimizasyon

uygulamasi yapilmugtir.

3.2.1. ®8Ga-PSMA-11 Hazirhik Basamaklari

Yontem 3.2.2 de genel olarak belirtilen %Ga-PSMA-11 sentez islemine
baslamadan once otomatik sentez iinitesi sisteminden gelen 6n hazirlik adimlar tek tek
D sinifi igerisinde bulunan LAF kabini icerisinde yapildi. Sekil 3-1’de gdsterilen On

hazirlik adimlar1 agsagida 6zetlenmistir;

1- Son iiriin i¢in steril filtre alind1 ve ucuna uzun sar1 igne baglandi.
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2- Hazirlanan steril filtre-igne 15 mL’lik steril son iiriin vialine batirilarak son iirlin

viali hazirlandi.

3- Iml’lik siringa alinarak icerisine 800 ul SCX eliisyon c¢ozeltisi ¢ekildi. Bu islem

sirasinda metal igne kullanildi.

4- Buzdolabindan PSMA-11 mikro tiipii alinirak igerisindeki PSMA-11 ¢ozeltisi
eritildi.
5- Reaksiyon viali alinarak igerisine otomatik pipet kullanilarak Tablo 3-5’de

yapilacak deney sirasinda kullanilacak daha o©nce hazirlanan tampon

cozeltilerden ( pH 4,00-pH 4,50 veya pH 5,00) 400 pL koyuldu.

6- Daha sonra reaksiyon vialine yapilacak deney sirasina uygun miktarda ( 5 pL,

10 pL veya 15 pL) otomatik pipet ile eriyen PSMA-11 cozeltisi eklendi.
7- 10 mL’lik siringa alind1 ve igerisine 10 mL serum fizyolojik cgekildi.

8- Sentez iinitesinin kontroliiniin saglandig1 bilgisayar agildi. Bilgisayar ile sentez
tinitesi arasinda baglantt saglayan Elektrik Kabini {izerinde bulunan giic
diigmesini ON pozisyonuna gevirerek agildi. Daha sonra bilgisayar iizerinden
Modular- Lab programi ¢aligtirildi. Kullanict ad1 ve sifre bilgileri girildi. Agilan

arayiizden Project kismindan PSMA sentez programi secildi ve ¢alistirildi.

9- 3 ve 7 numarali basamaklarda hazirlanan ¢ozeltiler sentez iinitesindeki uygun

viallere bosaltild1.

Fim  exstoms Tools Wimclosws 7

Q
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Sekil 3-1: %8Ga-PSMA-11 sentez 6n hazirhk adimlar1 basamaklar
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10- 5 ve 6 numarali basamaklarda hazirlanan reaksiyon viali yerine
yerlestirildi.
11- Son {iriin viali sentez iinitesi son iiriin ¢ikis kismina kursun zirh igine

koyularak yerlestirildi.
12- Azot gaz1 tiipli vanasindan acild.

13-  Herbir hazirhk tamamlandiktan sonra isaretlendi ve ‘‘OK’’ tusuna
basildi.

Yapilan hazirliklardan sonra ¢“Start’” butonuna basilarak 8Ga-PSMA-11 sentezi

baslatilmistir.

3.2.2. %8Ge/%®Ga Jeneratoriinden Ga eldesi ve %Ga-PSMA-11 hazirlanmasi
8Ga-PSMA-11, bilgisayar kontrollii modular-lab sentez sistemi (Sekil 3-2) ile
tam otomatik olarak hazirlanmistir. %Ga (%®Ga*®), %Ge/*®Ga jeneratériinden
radyoisaretlemelerde kullanilmak tizere peristaltik pompa yardimiyla (180 s) 4 mL 0,05
M HCl ¢ozelti igerisinde elde edilerek SCX kartus iizerinden gegirilmis %Ga* in
kartus {izerinde tutulumu saglanmistir. Daha sonra ®8Ga*™ 10 s boyunca basingli azot
gaz1 ile SCX kartus tizerinden asidik 5,5 M NaCl ¢ozeltisi gegirilerek reaksiyon vialine
gonderilmistir. Reaksiyon vialinde Tablo 3-5’ de yer alan sicaklik ve reaksiyon siiresi

parametrelerine bagli olarak %Ga-PSMA-11 hazirlama islemi  son iiriin steril

filtrasyonu ile tamamlanmuistir.

ccccc

mm! LE EEI

=

Sekil 3-2: A: sentez Unitesi resmi ve B:moduler sentez ekran gorunttsu
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3.2.3. QbD ile ¥Ga-PSMA-11 Hazirlanmasi
Tez kapsaminda deneysel sonuglardan yararlanilarak bir matematiksel model
olusturulmasi ve segilen kriterlere gére optimum sentez kosullarinin belirlenmesi igin

Design Expert programi kullanilmistir.

Deneylerin ilk asamasinda, ®8Ga-PSMA-11 sentezinde bagimsiz proses
parametreleri ve bunlart bagli degiskenler belirlenmistir. Proses parametresi olarak
literatiir taramalar1 sonucu senteze etki eden pH, peptid konsantrasyonu, reaksiyon
sicakligr ve siiresi bagimsiz degiskenler olarak belirlenmistir. Bunlara bagli cevap
olarak radyokimyasal saflik ve diastereomer yapisi segilmistir. Her bir bagimsiz
degisken i¢in belirlenen sinir degerleri Design Expert programina girilmistir. Programin
belirledigi deneyler belirlenen kosullarda yapilmis ve buna goére optimizasyon
prosediirii gerceklestirilmistir. Optimum kosullar belirlenirken Design-Expert 10.0.0
programi siiriimii altindaki Tepki-Yuzeyi Metodolojisi (RSM) igindeki Box-Behnken

deney tasarimi kullanilmastir.

Program iizerinde deney tasarimi yapilirken ve proses parametreleri

belirlenirken asagida verilen temel kriterler uygulanmistir.

1- Deney tasariminda sentezi etkiledigi diisiinlilen parametreler secilirken
literatlir taramasit yapilmis ve bu dogrultuda sentezi etkileyen kritik

parametreler belirlenmistir.

2- Deney tasariminda her bagimsiz degiskene karsi sistemin cevabinin net
olarak Olglilebilmesi g6z Onlnde bulundurularak cevap yizeyleri

belirlenmistir.

3- Bagimsiz degiskenler icin degisim araligi -1, 0, +1 olarak kodlanan degerler
literatiir ¢alismas1 sonucu birbirlerine esit uzaklikta secilmis ve tasarim

olustulurken alt (-1) ve {ist limit (+1) degerleri belirlenmistir.

Tablo 3-4’de Design Expert programinda kullanilan cevap ve sentez

parametreleri ile degisim araliklart belirtilmistir.
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Tablo 3-4: Cevap-Proses Parametreleri ve degisim araliklar:

Degisim Arahg
Bagimsiz Degisken Cevap
-1 0 +1
pH 300 375 4,50
Reaksiyon Sicakligi 85°C 95°C 105 °C % Radyokimyasal Saflik
Reaksiyon Siresi 120s 210 s 300s %RR
PSMA-11 Miktar1 5 ug 10 ug 15 ug

Tez ¢alismasinda, maksimum radyokimyasal saflik (RKS) % ve RR
konfigiirasyon oran1 ( RR %) degerlerini verecek sentez parametreleri Tablo 3-5’de yer

alan deneyler ile yapilan optimizasyon ¢alismasi sonucu belirlenmistir.

Tablo 3-5: Deneysel Tasarim Optimizasyonu

A:PSMA-11 B:R.sicakligi C:pH D:R.slresi RKS % RR
Std Run  Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4 Response 1 Response 2
g °C pH S % %
25 1 10 95 3,75 210
13 2 10 85 3,00 210
26 3 10 95 3,75 210
11 4 5 95 3,75 300
16 5 10 105 4,50 210
4 6 15 105 3,75 210
19 7 5 95 4,50 210
18 8 15 95 3,00 210
24 9 10 105 3,75 300
20 10 15 95 4,50 210
7 11 10 95 3,00 300
14 12 10 105 3,00 210
27 13 10 95 3,75 210
2 14 15 85 3,75 210
5 15 10 95 3,00 120
8 16 10 95 4,50 300
10 17 15 95 3,75 120
17 18 5 95 3,00 210
1 19 5 85 3,75 210
21 20 10 85 3,75 120
6 21 10 95 4,50 120
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22 22 10 105 3,75 120
9 23 5 95 3,75 120
23 24 10 85 3,75 300
3 25 5 105 3,75 210
12 26 15 95 3,75 300
15 27 10 85 4,50 210
28 28 10 95 3,75 210
29 29 10 95 3,75 210

*RKS: Radyokimyasal saflik; R.S: reaksiyon sicakligi R.suresi: reaksiyon siiresi

3.3. 88Ga-PSMA-11 Deneysel Tasarim Cevaplarinin Belirlenmesi
Deney tasariminin ®8Ga-PSMA-11 hazirlanmasina etkisi asagida belirtilen

kriterlerin analiz verilerine gére belirlenmistir.
1) Radyokimyasal safligin belirlenmesi
2) Diastereomer yapisinin belirlenmesi

Radyokimyasal saflik HPLC ve TLC yoOntemleri, diastereomer yapisi HPLC

metodu kullanilarak belirlenmistir.

3.3.1. TLC Yontemi

Yontem 3.2.1°de belirtildigi gibi hazirlanan %®Ga-PSMA-11’in radyokimyasal
saflik analizi kagit kromatografisi yontemi kullanilarak yapilmigtir. iTLC ile
radyokimyasal safligin belirlenmesinde Tablo 3-6 kullanilmistir. Son Urin vialinden
alinan 300-1000 pCi aktiviteye sahip drnek, dnceden 1x10 cm boyutlarinda hazirlanmis
olan iTLC-SG kromatografi kagidinin (silika jel (SG) emdirilmis, baglayict igermeyen,
cam mikrofiber kromatografi kagidi) orjin kismma damlatilmis ve kurumaya
birakilmistir. Daha sonra kromatografi kagidi, igerisinde Tablo 3-6’da belirtilen mobil
faz bulunan behere orjin noktas1 mobil faz ¢6zeltisi seviyesinin lizerinde kalacak sekilde
yerlestirilerek numunenin kromatografi kagidi iizerinde yiiriitiilmesi saglanmistir.
Yurime islemi tamamlandiktan sonra kromatografi kagidi mobil fazdan ¢ikartilip
kurutulmustir. Kromatografi kagidi tizerindeki radyoaktivite dagilimi otoradyografi

(Cyclone Plus, depolama fosfor sistemi) ile taranarak analiz edilmistir ( Sekil 3-3) [34].
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Tablo 3-6: Radyokimyasal Safligi Belirmede Kullamlan TLC yontemi

ITLC-SG kagit (silika jel (SG) emdirilmis,

Sabit Faz baglayict igermeyen, cam mikrofiber
kromatografi kagidi)
Mobil Faz 1M Amonyum asetat/ metanol (1:1)

Sekil 3-3: Cyclone Plus depolama fosfor sistemi

3.3.2. HPLC Yontemi

QbD ile $8Ga-PSMA-11 hazirlanmasi ve optimizasyon calismalar sirasindaki ( RKS %
ve SI %) radyokimyasal saflik analizlerinde literatiirdeki HPLC yontemi kullanilmigtir
[29,35,36]. Radyokimyasal saflik UV dedektorle goriintiilenemedigi icin Sekil 3-4’de
gosterilen radyometrik dedektorlii HPLC sistemi kullamlmistir. *8Ga-PSMA-11’in
hazirlanmasinda optimum kosullar belirlendikten sonra optimum kosullarda yapilan
sentez sonuglarini kontrol etmek iizere alternatif yeni bir HPLC yontemi gelistirilmis ve

validasyonu yapilmistir.
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Radyometrik
Dedektor

Sekil 3-4: Radyometrik Dedektérlii HPLC sistemi

3.4. ¥Ga-PSMA-11’in Radyokimyasal Saflik ve Diastereomer Oram Belirlemek
Icin Alernatif HPLC Yontemi Gelistirme

8Ga-PSMA-11’in rutin kalite kontroliinde kullanilmak {izere alternatif bir
HPLC yontemi gelistirilmis ve kolon boyu, akis hizi ve farkli mobil faz

konsantrasyonlarinin sonuca etkisi incelenmistir.

3.4.1. Gelistirilen HPLC Yontemi Kosullar:

Calisma boyunca Radyokimyasal saflik ve diastereomer orani belirlenmesi i¢in
radyometrik dedektor kullanilirken kimyasal saflik icin UV dedektor kullanilmaistir,
geri kalan analiz kosullar1 (mobil faz, kolon) her iki dedektdr icin de ortaktir.
Radyoaktif detektér ve UV detektor arasindaki mesafe nedeniyle PSMA-11 ile %Ga-
PSMA-11 alikonma sireleri farklidir.

Analitin apolar yapisi nedeniyle ters faz kromatografi ¢aligilmis olup C18 yapili
Inertsil ODS-3: 5 um 4,6 1.D. x 250 mm ve Acclaim 120: 3 pm 4,6 1.D. x 150 mm
analitik kolonlar ve asetonitril, gesitli konsantrasyonlarda o-fosforik asit ¢ozeltisi,
trifloroasetik asit ¢ozeltisi ve metanol mobil faz kombinasyonlar1 olarak denenmistir.
0,6- 0,8- 1,0 mL olarak farkli akis hizlar1 denendikten sonra ve 220, 254 ve 280 nm
dalgaboylarinda UV dedeksiyon ile ¢aligilmistir.

Gelistirilen alternatif HPLC yontemine ait kosullar Tablo 3-7’de verilmistir.

Tablo 3-7: Gelistirilen HPLC yéntemi kosullari

A: 20mM orto-Fosforik Asit (Suda)
Mobil Faz

B: 20mM orto-Fosforik Asi (Asetonitrilde)
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0-6 dk %10 B - %60 B

6-7 dk %60 B - %80 B
Gradiyent Program

7-8 dk %80 B

8-11dk %80 B - % 10 B

Akis Hiz1
1 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi 20 pL

Kolon Acclaim C-18 3um 120A 4,6x150 mm
UV Dedektor

Dedektor
Radyometrik Dedektor

Sicaklik 40 °C

3.4.2. Gelistirilen HPLC-UV Metodunun Validasyonu
8Ga-PSMA-11'nin kimyasal safligimin belirlenmesi igin analitik ydntemin
validasyonu, ICH Q2 (R1) yonergelerine goére yapilmistir [36]. YOntem segicilik,

dogrusallik ve kesinlik (tekrarlanabilirlik) parametreleri agisindan valide edilmistir.

Secicilik: Secicilik, bitmis iiriin *®Ga-PSMA-11 ¢ozeltisinde bulunabilecek
kritik bilesenleri iceren karisimin analiz edilmesi ve yontemin siirli konsantrasyonda
mevcut c¢esitli bilesenleri, belirtilen standartlar i¢in ayirt edebildigini gostererek
gerceklestirilir. ®®Ga-PSMA-11 icin gelistirilen sentez yontemi, serbest galyum-68 haric
kimyasal safsizliklar igermemektedir. Analizler PSMA-11 igeren bir dizi ¢ozelti

kullanilarak yapilmustir.

Kabul kriteri: Bos denemelerden gelebilecek pikler PSMA-11 ve serbest

galyum-68 /%8Ga-PSMA-11’in geldigi alikonma zamanlarinda pik vermemelidir.

Dogrusalhk: %Ga-PSMA-11 radyo-aktif madde oldugu ve analiz siiresince

yarilandigindan dogrusallik PSMA-11 {izerinden calisilmistir. Bir analitik metodun



55

dogrusalligi, numune ¢ozeltisinde analiz edilen maddenin konsantrasyon degerlerine
karsilik elde edilen analiz sonuglarinin belirli bir aralik dahilinde dogrusal olmasi olarak
aciklanir. PSMA-11 ‘i 6 farkli konsantrasyonda (15,00-10,00-5,00-2,50-1,25 ve 0.50 pg
/ mL) igeren ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra gelistirilen metotla analiz edilmis ve
kromatogramlardan elde edilen PSMA-11 pik alanlarina karsilik konsantrasyona
degerlerinin kullanildigi dogrusallik grafikleri ¢izilmistir. En kucguk kareler yontemi
kullanilarak alan ortalama degerlerinden A = mC + b [m = egim, b = kesim noktasi, C =
konsantrasyon] dogru denklemi elde edilmis ve degiskenler ve korelasyon katsayilari

(R) hesaplanmustir.

Kabul kriteri: Dogrusallik grafiginin determinasyon katsayis1 (R?) 0,99 dan az

olmamalidir.

Kesinlik (Tekrarlanabilirlik): Yontemin kesinligi, giin-i¢i ve giinler arasi (3
farkli giin) kesinlik olmak {lizere yapilan analizler sonucu elde edilen degerlerin
birbiriyle olan uyum ve yakinligi olarak incelenmistir. Calisma ayni1 giinde ve farkl
gunlerde, 15,00-5,00-1,25 pg/mL lik konsantrasyonlarda PSMA-11 analiziyle
gerceklestirilmistir. Kalibrasyon grafigi kullanilarak elde edilen analiz sonuglarindan
konsantrasyonlar: hesaplanmis ve hesaplanan sonuglarin ortalama, standart sapma (SD),

% bagil standart sapma (RSD) degerleri bulunmustur.

Kabul kriteri: RSD degerleri % 2 den az olmalidir.

3.4.3. Radyometrik Dedektorli HPLC Metodunun Validasyonu
Radyoaktif bilesiklerin metot validasyonunda, radyoaktif maddenin yarilanmasi

nedeniyle ICH kilavuzundaki parametrelerin bir kismi1 uygulanamamaktadir.

Dogrusallik: Dogrusallik calismasi ile radyometrik dedektor sinyalinin %Ga-
PSMA-11 konsantrasyonu ile dogru orantili olarak degistigi gosterilmistir.
Dogrusalligin incelenmesi i¢in, (6rnegin referans zamanina bagli olarak) radyoaktif
konsantrasyon degerinden, verilen zamana bagh ®Ga-PSMA-11'nin radyoaktif
konsantrasyonlar1 hesaplandi. Aralikta, farkli konsantrasyonlara sahip olan standartlar
Ol¢iimle degil, sirasiyla enjeksiyon zamanina bagli konsantrasyonun hesaplanmasi ve

radyokimyasal bozunmanin belirlenmesiyle belirlenmistir. Dogru denklemi 1n Ao = In

A + Xt olarak verilmekte olup burada A = 0,693 / tip, Ao = diizeltilmis tepe alani, A =
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oOl¢iilen tepe alani, t = diisliniilen enjeksiyon ile birincisi arasindaki zaman aralig1 tyz =

yar1 dmiirdiir (®®Ga = 67.63 dk).

Kesinlik (Tekrarlanabilirlik): Radyoniklid ®8Ganin bozunmasi nedeniyle
radyoaktivite zaman icinde azalmaktadir. Tekrarlanabilirlik, tek bir ®®Ga-PSMA-11
numunesinin tekrarlayan enjeksiyonlar ile elde edilen HPLC sonuglarinda tepe alani

degerlerinin bozunma denklemi ile yeniden hesaplanmasi yoluyla degerlendirilmistir.

Dogruluk: Bir analitik yontemin dogrulugu, bu yoéntem ile elde edilen test
sonuglarinin gergek degerlere olan yakinligidir. HPLC sisteminde, numunenin sisteme
verildigi enjektor ile radyoaktif ve UV detektorler arasindaki mesafelerin farkli olmasi
nedeniyle alikonma zamanlari da farklilk gostermektedir. %®Ga-PSMA-11'nin
retansiyon zamani (RR ve RS konfigiirasyonlari, Rt degerleri), referans standard:
(PSMA-11) retansiyon zamani ile ayn1 (% 10) olmalidir. %8Ga-PSMA-11’in Rt degeri,
RR ve RS konfigiirasyonlarinin radyometrik dedektor Rt degerleri ortalamasi alinarak

belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Analitik Validasyon Calismasina Ait Bulgular

4.1.1. Kromatografi Kosullarinin Belirlenmesi

Yapilan ters faz sivi kromatografik metot gelistirme caligmalar1 sonucunda
stasyoner faz olarak denenen iki farkli C18 kolondan Acclaim 120: 3 um 4,6 1.D. x 150
mm kolon digerine kiyasla kisa ve kiigiik partikiil capli olusu nedeniyle tercih edilmis,
piklerde bant geniglemesi ve kuyruklanma gozlenmemis, retansiyon zamaninda
literatiirden daha kisa retansiyon elde edilmistir. HPLC blank kromatogrami Sekil 4-1
elde edilmistir. ®®Ga-PSMA-11’in radyometrik dedektdr retansiyon zamanlar (Rt) RR
konfiglrasyonu- 4.367 dk, RS konfigurasyonu-4.595 dk bulunmustur (Sekil 4-3) . UV
dedektor Rt degerleri RR-4.154 dk, RS-4.285 dk bulunmustur (Sekil 4-2).

Mobil faz olarak orto-Fosforik asit ¢ozeltisinin 10 ve 20mM olmak Uzere 2
farkli konsantrasyonu asetonitril ve metanol kombinasyonlari ile denenmis, optimum
rezolusyon 20mM orto-Fosforik asit ¢ozeltisi ve asetonitril karisiminin gradiyent
elisyonu ile elde edilmistir. Calisilan gradient program Tablo 4-1’de verilmistir. Akis
hiz1 olarak 0,6 ve 1 mL/dak denenmis ve 1 mL/dak ile istenen retansiyon saglanmistir.
Dedektdr dalga boyu olarak 220 ve 280 nm denemelerinden sonra 220 nm ile daha
hassas sonuclar elde edilmistir. Analiz boyunca kolon sicakligi 40°C ve enjeksiyon

hacmi 20 pL olarak ayarlanmustir.

Tablo 4-1: Gradient program

% A: 20 mM orto-Fosforik Asit % B: 20 mM orto-Fosforik

Zaman (dk) (Suda) Asit (asetonitrilde)
. 90 10
6 40 60
; 20 80
; 20 80

11 90 10
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mV
] Det.A Ch1
100
50
&)/f_/_d
-—,———————————— 71—
3.00 3.25 3.50 3.75 4.00 4.25 4.50 4.75 5.00
min
Sekil 4-1: Blank UV Kromatogrami
'y Max Intensity © 32,272
:De19ctorA:22Unmsrr¢h Time 3634 Inten. -7 607
i 1- 68Ga-PSMA 1- 4,150
70
28 2- 68Ga-PSMA 2- 4.285
40
45
4

a0 3 32 33 34 35 36 37 38 29 40 41 42 43 &4 45 46 4T 48 49 rmin

Sekil 4-2: ®Ga-PSMA-11 UV Kromatogramu (0,5 pg/mL)

mV
] | 1- 68Ga-PSMA 1- 4.47 AD 2
200-| “‘
] |
150-] 1
1004 \ “
] ‘ |
i | 2-68Ga-PSMA 2-4.59
50+ ‘ W
i ! \
07 B e N . _ B B R
| T T T T T T T T T T
0.0 25 5.0 75 10.0
min

Sekil 4-3: ®®Ga-PSMA-11 Radyometrik Dedektor Kromatogrami
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4.1.2. HPLC-UV Yontem Bulgular:
Secicilik:  Elde edilen blank ve madde ¢ozelti kromatogramlari
karsilastinldiginda  PSMA-11 ve serbest galyum-68 /%®Ga-PSMA-11’in geldigi

alikonma zamanlarinda herhangi bir pik gézlenmemistir.
Sekil 4-1 Blank ve madde kromatogramlar1 Sekil 4-2 ve Sekil 4-3.

Dogrusalhik

B6lim 3.4.2°de anlatildig1 gibi hazirlanan 220 nm dalga boyunda elde edilen
8Ga-PSMA-11 standart ¢dzeltilerine ait alan degerleri Tablo 4-2 ve dlgii egrisi grafigi
Sekil 4-3’de verilmistir. Dogrusallik araligi 15,00—-0,50 pg / mL olarak calisilmistir.
Kalibrasyon egrileri igin korelasyon katsayis1 (R2) kabul kriterlerine uygun olarak
0.9995 olarak bulunmustur (Sekil 4-3).

Tablo 4-2: Standart Cozeltiler ve Absorbans Degerleri

Hesaplanan
Konsantrasyon HeSgplanan ortalama
ug / mL] Alan kor[msan/trasLyon Kons T, SD RSD %
he /mt} [ug / mL]

15,00 244650 14,73
15,00 245150 14,76 14,77 0,05 0,90
15,00 246150 14,82
10,00 174592 10,55
10,00 173769 10,50 10,46 0,11 0,91
10,00 170954 10,33
5,00 79175 4,85
5,00 79689 4,88 4,77 0,15 1,54
5,00 75003 4,60
2,50 38378 2,41
2,50 39763 2,49 2,44 0,04 1,37
2,50 38770 2,43
1,25 19316 1,27
1,25 19295 1,27 1,26 0,02 1,42
1,25 18841 1,24
0,50 8086 0,60
0,50 7968 0,59 0,59 0,00 1,86

0,50 7999 0,59
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Sekil 4-4: PSMA-11 icin elde edilen dl¢ii egrisi grafigi

Kesinlik (Tekrarlanabilirlik)

14 16

Gln-i¢i ve giinler arasinda (3 farkli giin) diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonda

yapilan analizler sonucu elde edilen alan degerleri 6l¢ii egrisi denkleminde yerine konup

% RSD degerleri ise % 2’den kiiglik

SD ve % RSD degerleri hesaplanmis ve

bulunmustur (Tablo 4-3).

Tablo 4-3: Kesinlik Bulgular:

Hesaplanan
Konsantrasyon Hesaplanan ortalama
g / mi] Alan kor[msantrasyon konsantrasyon SD % RSD
ue/mil [ug / mL]
1,25 19590 1,23
1,25 20182 1,27 1,26 0,02 1,60
1,25 20172 1,27
5,00 80396 4,88
5,00 79812 4,84 4,84 0,03 0,79
5,00 79109 4,80
15,00 232137 13,97
15,00 234967 14,14 14,08 0,09 0,68
15,00 234896 14,13
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4.1.3. Radyometrik Dedektorlii HPLC Yontem Bulgulari
Dogrusalhik

B6lim 3.4.3’de anlatildig1 gibi 7 farkli zamanda oOlgiilen aktivite ve alan degerleri
konsantrasyonla dogru orantili olarak degismistir. Tablo 4-4’te alan ve aktivite degerleri
Sekil 4-4’de 6l¢ii egrisi grafigi verilmistir. Korelasyon katsayis1 (R?) kabul degerlerine
uygun olarak 0,9984 bulunmustur.

Tablo 4-4: Zamana bagh aktivite-radyometrik dedektor sinyali

ZAMAN AKTIVITE (mci/mL) ALAN

08:50:00 2,3 2159974
09:19:00 1,7 1660801
09:33:00 1,4 1407479
09:49:00 1,2 1195920
10:01:00 1,1 1047535
10:13:00 0,9 927223
10:25:00 0,8 820310

2500000
v = 950667x - 4694, 4
R? = 0,9984
2000000
1500000
1000000
500000
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Sekil 4-5: Radyokimyasal Saflik Testi Kalibrasyon Egrisi
Kesinlik (Tekrarlanabilirlik)

Bolim 3.4.3’de anlatildigi gibi tekrarlanan enjeksiyonlardan elde edilen

sonuglar Tablo 4-4’de verilmistir.
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Dogruluk

Boliim 3.4.3° te anlatildign gibi PSMA-11 standardi ve %8Ga-PSMA-11’in Rt
degerleri belirlenmistir. Elde edilen sonucglar Tablo 4-4'te gosterilmektedir. ®Ga-
PSMA-11'nin retansiyon zamani, referans standardi (PSMA-11) icin gozlenen tutma

suresi ile kabul sinirlarina uygun olarak +% 10 olarak bulunmustur.

Tablo 4-5: Dogruluk Bulgular:

Rt PSMA-11 Rt RR Rt Sapma Rt Ortalama

RS Kon. (dk) Rt ®Ga-PSMA-11 (dk)

(dk) Kon. (dk) (dk) Sapma (dk)
4,43 4,38 4,61 4,50 0,07

4,43 4,44 4,65 4,55 0,12

4,32 4,28 4,45 4,37 0,04 0,01
4,40 4,30 4,59 4,45 0,04

4,41 4,99 4,66 4,83 0,42

4.2. TLC Metoduna Ait Bulgular

Bolim 3.3.7’de anlatildig1 gibi TLC metoduyla belirlenen radyokimyasal saflik
verileri Tablo 4-4’de verilmistir. TLC serit taranarak analiz edilmis ve Rf degerleri
tamimlanmustir. %Ga* (serbest) ve ®8Ga kollaidal (Rf = 0-0.1) , ®Ga etiketli PSMA-11
(Rf = 0.8-1.0) (Sekil 4-6). Sentezin RKS %/’si belirlenmistir ( Sekil 4-7).

3 optiQuant - [05.04.2019 eckert 10ug 95C pH4.5:2 - Profile] 1= x|
[F3 File View Analysis Instrument... Window Help N e |
= | Szl e
Template: [T2 - Lane Group - Lane L1 =] Region: [ =] eber |
Profilesf| << | >> |edifEl| Delete |Reportif |
<
o 3386252 [T
= S
B: L1
Re 0 ||| sssszsz| 2
Display
- M
! "
)
55555555 L.l
]
& Linear
=1  custom
e sat. |
= £
2
& Unkwn
o Bika
aaaaaa
— 1
[1] ol T - -
oo | 2740 aga
Distance: (mm?)
Rotate | [ 0.0 || ¥ ][ 91.8_ |
For Help, press F1 LR
& start| & [[@] optiquant - [05.04.20... \ <« i WE 09:35

Sekil 4-6: Cyclone Plus ile TLC serit analizi
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[l Optiguant - [Template Report - 05.04.2019 eckert 10ug 95C pH4.5:3] =
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EEIE VRl
Templste: |11 - Region Group =] Lane] =] Regior:[i =] vewer |
Copy B3 Funl&l Close | ‘
Cursor File: 05.04. 2019 eckert 10ug 95C pH4.5  Acquired : 4/5/2019 1:23:21 13377
Owenier : User]  Subject
#T1 - Region Group
Background Subtraction: Regions = 219.911 DLTT frnm2
Display
m Gross DLU Background Subtract] Net DLU Net %o Sum| L] L)
| &
1-Rect 510,571,593.2 2692730 510,302,320.2 573 M ks
TS 2-Rect 14,208,235.1 187.578.0) 14,020,661.0) 2.7
| 1 100,006.3 —
o
AI “ || |Toral 573,854,124.1 6,855,246.7 567,038,877 4
& Linear
Regions UnRes 49,114,291.8 6,398,395 ¢ 42,715,8%6.1  Custom
#T2 - Lane Group Eciit |
=) Lane #1 o
Background Subtraction: Regions = 0.000 DLT fmm?2
1D Gross DLU Background Subtract| Net DLU Net % Sum|
& Ut
e 1 - Prof 124,612.9 0.0 124,613.9| 3.6
2 - Prof 3,371,140 0.0 3,371,140.1 96.4
Lane 522,503,282 9| 0.0 522,503,882 9
TUnRes 512,008,225.0) 0.0 519,008,229 .0

For Help, press FL T mm[
@istart]| @ <« [[@] OptiQuant - [Templat... G« 2me e
Sekil 4-7: Cyclone Plus ile radyokimyasal saflik % belirleme
Tablo 4-6: TLC Metodu Radyokimyasal Saflik Verileri
Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4 TLC Metodu
Run A:PSMA-11 B:R.sicakligi C:pH D:R.suresi RKS
Mg °C pH S %

1 10 95 3,75 210 97,6

2 10 85 3,00 210 32,0

3 10 95 3,75 210 96,3

4 5 95 3,75 300 97,0

5 10 105 4,50 210 81,5

6 15 105 3,75 210 96,3

7 5 95 4,50 210 96,0

8 15 95 3,00 210 59,8

9 10 105 3,75 300 93,4

10 15 95 4,50 210 99,2

11 10 95 3,00 300 48,0

12 10 105 3,00 210 15,0

13 10 95 3,75 210 98,2

14 15 85 3,75 210 98,7

15 10 95 3,00 120 40,2

16 10 95 4,50 300 97,9

17 15 95 3,75 120 99,0

18 5 95 3,00 210 18,0

19 5 85 3,75 210 92,0
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20 10 85 3,75 120 97,0
21 10 95 4,50 120 97,0
22 10 105 3,75 120 95,8
23 5 95 3,75 120 82,4
24 10 85 3,75 300 98,0
25 5 105 3,75 210 85,4
26 15 95 3,75 300 97,0
27 10 85 4,50 210 97,6
28 10 95 3,75 210 80,0
29 10 95 3,75 210 98,0

4.3. Deneysel Tasarima Ait Bulgular

Bolim 3.2.3’te belirtilen bagimsiz proses parametreleri ve bunlara bagl
degiskenler ile yapilan deney tasarimi sonucunda deneyler gerceklestirilmis ve Tablo 4-
7’de sistemden alinan cevaplar verilmistir. Elde edilen deney sonuglarinda deney
degiskenlerinin her bir yanit 0Uzerindeki etkisi varyans analizi (ANOVA) ile

belirlenmistir.

Tablo 4-7: Deneysel Tasarim Optimizasyonu Bulgular

Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor4  Response 1 Response 2
Std  Run A:PSMA-11 B:R.sicakligi C:pH D:R.suresi RKS RR
Mg °C pH S % %

25 1 10 95 3,75 210 98,0 86,4
13 2 10 85 3,00 210 32,9 11,5
26 3 10 95 3,75 210 96,9 85,5
11 4 5 95 3,75 300 97,7 44,3
16 5 10 105 4,50 210 82,8 75,0
4 6 15 105 3,75 210 96,4 59,3
19 7 5 95 4,50 210 96,3 67,3
18 8 15 95 3,00 210 59,1 35,4
24 9 10 105 3,75 300 94,7 48,0
20 10 15 95 4,50 210 99,0 98,6
7 11 10 95 3,00 300 48,2 17,2
14 12 10 105 3,00 210 14,2 8,8
27 13 10 95 3,75 210 99,0 90,0
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2 14 15 85 3,75 210
5 15 10 95 3,00 120
8 16 10 95 4,50 300
10 17 15 95 3,75 120
17 18 5 95 3,00 210
1 19 5 85 3,75 210
21 20 10 85 3,75 120
6 21 10 95 4,50 120
22 22 10 105 3,75 120
9 23 5 95 3,75 120
23 24 10 85 3,75 300
3 25 5 105 3,75 210
12 26 15 95 s 300
15 27 10 85 4,50 210
28 28 10 95 3,75 210
29 29 10 95 3,75 210

99,0
46,7
99,0
99,0
18,3
93,9
97,0
98,0
96,0
82,2
99,0
87,7
99,0
99,0
82,8
97,0

78,9
18,0
90,0
81,4
7,8
58,6
85,0
70,0
61,9
78,3
75,5
49,2
88,1
76,0
75,0
85,6

4.4. Radyokimyasal Safligin Modellenmesi

Design Expert 10.0.0 programi yardimi ile gergeklestirilen istatistiksel analizler

sonucunda radyokimyasal saflik yiizdesini (RKS %) tanimlayan modelin quadratik

model olduguna karar verilmistir. Bunun program tarafindan secilmesindeki etken Adj

R-Squared ve Pred R-Squared degerleri arasindaki farkin diger modellere gore birbirine

daha yakin olmasidir (Tablo 4-8).

0,05'den diisiik "" Prob> F "" degerleri ise model terimlerinin anlamli oldugunu gésterir.

Bu durumda A, C, AC, C? 6nemli model terimleri olarak bulunmustur. ""Lack of Fit

F-degeri 1,56, uygunluk eksikliginin saf hataya gore anlamli olmadigin1 gosterir. Bu

blytikliikteki giiriiltiiden dolayr bu biiyiiklilkte bir ""Lack of Fit " F degeri

bulunmamasi ihtimali % 35,55'dir (Tablo 4-9).

Tablo 4-8: % RKS modelinin istatistiksel ozeti

Std. Adjusted Predicted
Source Dev. R-Squared R-Squared R-Squared PRESS
Linear 17,61 0,6004 0,5338 0,3967 11240,21
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2F1 19,74 0,6235 0,4144 -0,1457  21347,41
Quadratic 7,95 0,9525 0,9049 0,7669 4342,82  Suggested
Cubic 8,76 0,9753 0,8846 -1,1770  40563,51 Aliased
Tablo 4-9: Radyokimyasal Saflik Modellemesi ANOVA verileri
ANOVA for Response Surface Quadratic model
Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type I11]
Sum of Mean F p-value

Source Squares df Square Value Prob > F
Model 17746,68 14 1267,62 20,03 <0.0001 significant
A-psma-11 473,76 1 473,76 7,49 0,0161
B-R.sicakligi 200,08 1 200,08 3,16 0,0971
C-pH 10484,34 1 10484,34 165,68 < 0.0001
D-R.suresi 29,14 1 29,14 0,46 0,5085
AB 3,24 1 3,24 0,051 0,8243
AC 362,90 1 362,90 5,73 0,0312
AD 60,06 1 60,06 0,95 0,3465
BC 1,56 1 1,56 0,025 0,8774
BD 2,72 1 2,72 0,043 0,8387
CD 0,063 1 0,063  9,876E-004 0,9754
A? 1,32 1 1,32 0,021 0,8873
B2 99,89 1 99,89 1,58 0,2295
C? 5384,51 1 5384,51 85,09 < 0.0001
D? 107,10 1 107,10 1,69 0,2143
Residual 885,94 14 63,28

Lack of Fit 704,83 10 70,48 1,56 0,3555 signi ficgai

Pure Error 181,11 4 45,28
Cor Total 18632,63 28

Analizler sonucunda % RKS icin secilen gercek faktorler agisindan nihai

denklem 4.1°de gosterildigi gibi elde edilmistir.

RCY =
+94,74
+6,28 x A
-408 xB
+29,56 x C
+1,56 xD
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+0,90 x AB
953 x AC

-3,87 x AD

+0,63 x BC

-0,82 xBD

-0,12 xCD

+0,45 x A2

-392 xB2

-28,81 x C2

+4,06 x D2 (4.1)

Sekil 4-8’de onerilen model ile deneysel olarak gozlenen % RKS verileri
arasindaki iligkiyi gosteren grafik verilmistir. Grafik tizerindeki, program tarafindan
otomatik olarak belirlenen renk kutucuklarinin maviden kirmiziya dogru doniismesi, %

RKS degerinin arttigin1 gostermektedir.

Predicted vs. Actual

120 —

100 —

Predicted
3
\

Actual

Sekil 4-8: Deneysel olarak gozlenen (actual) ve modelden hesaplanan (predicted) % RKS
grafigi

4.5. Diastereomer Y Uzdesinin Modellenmesi

Design Expert 10.0.0 programi yardimi ile gergeklestirilen istatistiksel analizler

sonucunda diastereomer ytizdesi (RR %) tanimlayan modelin quadratik model oldugu

gosterilmistir. Bunun program tarafindan segilmesindeki etken Adj R-Squared ve Pred
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R-Squared degerleri arasindaki farkin birbirine diger modellere gore daha yakin

olmasidir (Tablo 4-10).

0,05'den diisiik "" Prob> F "" degerleri model terimlerinin anlamli oldugunu gosterir. Bu
durumda A, B, C, AD, B?, C? 6nemli model terimleri olarak bulunmustur. ""Lack of Fit
" F-degeri 2,57, uygunluk eksikliginin saf hataya gore anlamli olmadigin1 gosterir.
Giiriiltiiden dolay1 bu biiyiikliikte bir ""Lack of Fit "™ degeri bulunmamasi ihtimali %
18,79'dur (Tablo 4-11).

Tablo 4-10: % diastereomer modelinin istatistiksel 6zeti

Std. Adjusted Predicted
Source Dev. R-Squared R-Squared R-Squared PRESS
Linear 17,19 0,6658 0,6101 0,5367 9827,20
2F1 19,05 0,6920 0,5209 0,2521  15862,75
Quadratic 8,19 0,9557 0,9115 0,7701 4876,64  Suggested
Cubic 6,03 0,9897 0,9519 0,3654  13460,25 Aliased

Tablo 4-11: Diastereomer Yizdesi Modellemesi ANOVA verileri

ANOVA for Response Surface Quadratic model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type 1]

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob > F
Model 20271,51 14 1447,96 21,60 < 0.0001 significant
A-psma-11 1545,87 1 1545,87 23,06 0,0003
B-R.sicakligi 578,24 1 578,24 8,62 0,0108
C-pH 11915,19 1 11915,19 177,71 < 0.0001
D-R.suresi 82,32 1 82,32 1,23 0,2865
AB 26,01 1 26,01 0,39 0,5434
AC 342 1 3,42 0,051 0,8245
AD 414,12 1 414,12 6,18 0,0262
BC 0,72 1 0,72 0,011 0,9188
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BD 484 1
CD 107,43 1
A? 276,06 1
B? 1264,32 1
C? 5072,70 1
D? 175,56 1
Residual 938,69 14

Lack of Fit 812,37 10

Pure Error 126,32 4
Cor Total ~ 21210,20 28

4,84
107,43
276,06

1264,32
5072,70
175,56
67,05
81,24
31,58

0,072
1,60
4,12

18,86

75,66
2,62

2,57

0,7921
0,2262
0,0619
0,0007
< 0.0001
0,1279

0,1879

not significant

Analizler sonucunda % RKS icin secilen gercek faktorler agisindan nihai

denklem 4.2°de gosterildigi gibi elde edilmistir.

RR % =
+84,50
+11,35 x A

-6,94 x B
+31,51 xC
-2,62xD
-2,55 x AB
+0,93 x AC
+10,17 x AD
+0,42 x BC
-1,10 x BD
+5,18 x CD
-6,52 x A2

-13,96 x B?

-27,96 x C?
-5,20 x D?

(4.2)

Sekil 4-9°da oOnerilen model ile deneysel olarak gozlenen % SI verileri

arasindaki iliskiyi gosteren grafik verilmistir.
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Predicted vs. Actual

100 —

=
80 — =]
]
=

60 —

Predicted

40 —|

20 —

o 20 40 60 80 100

Actual

Sekil 4-9: Deneysel olarak gozlenen (actual) ve modelden hesaplanan (predicted) % SI
grafigi

4.6. Model Yuzey Analizleri

4.6.1. Radyokimyasal Model Yuzey Analizleri

Radyokimyasal saflik ve bu dort faktor arasindaki iliskiler, Sekil 4.10, 4.11 ve
4.12 'de gosterilmistir. Her yiizey, iki degiskenin g¢alisilan araliklari i¢indeki etkilerini,
diger degiskeni de sifir seviyesine sabitlenmis sekilde gostermektedir. Tepki ylzeyi, her
faktoriin radyokimyasal saflig1 etkileme egilimini daha iyi gosterir. Kontur grafiginin
sekli, faktorler arasindaki etkilesimlerin niteligini ve genislemesini gosterir. Eliptik bir
kontur grafigi belirgin bir etkilesimi gosterirken, ihmal edilebilir bir etki dairesel bir

Kontur grafigi olarak goriiliir.

RCY (%)

RCY (%)

B: Raaleakllgl (°C )

B: R_sicakligi (C ) A: peptid {(ug)

Sekil 4-10: Reaksiyon Sicakhgi ve PSMA-11 miktarimn RKS Uzerine etkisi (A) tepki
yiizeyi ve (B) ongoriilen RKS veriminin kontur grafigi
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Sekil 4-11: PSMA-11 miktar1 ve pH’1in RKS etkisi (A) tepki yiizeyi ve (B) ongoriilen RKS
veriminin kontur grafigi
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Sekil 4-12: Reaksiyon siiresi ve pH’1in RKS etkisi (A) tepki yiizeyi ve (B) ongoriilen RKS
veriminin kontur grafigi

Model tasarimi ve yapilan deney c¢aligmalarin sonucu elde edilen tepki yiizeyi
grafikleri incelendiginde reaksiyon sicakliginin > 100 °C olmasi radyokimyasal safligi
etkiledigi goriliirken (Sekil 4-10) peptid miktarindaki azalma veya artma

radyokimyasal saflig1 etkilemedigi gozlenmistir.

Sekil 4-11 incelendiginde diisik reaksiyon pH’larinda (< pH 3,60)
radyokimyasal saflik orani azalirken, belirlenen reaksiyon siiresi degerleri yiiksek
reaksiyon pH degerlerinde ( > pH 3,60) radyokimyasal safliga etki etmemektedir ( Sekil
4-12).
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4.6.2. RR Konfiguirasyon Oram Model Yiizey Analizleri
RR Konfigiirasyon orani ve bu dort faktor arasindaki iliskiler, Sekil 4.13, 4.14
ve 4.15 'de gOsterilmistir.

B stabil izomer (%)
§ 100 —|
= o ,/
£ 2.
8 = (o0
= = a5 | Se
2 :
= ﬁ o
- a0
o K’ 1 @
B: R.sicakligi ("C ) ™ . A peptid (ug) 8s T T T T M
8 5o 5 T 9 " 13 15

Sekil 4-13: Reaksiyon sicakhigi ve PSMA-11 miktar1 RR Konfigiirasyon oranina etkisi (A)
tepki yiizeyi ve (B) ongoriilen RKS veriminin kontur grafigi
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C:pH (pH)
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Sekil 4-14: PSMA-11 miktar1 ve pH’1n RKS etkisi (A) tepki yiizeyi ve (B) ongoriilen RKS
veriminin kontur grafigi



73

A B - stabil izomer (%)
100
i )]
r
T
o 240
g ® £
[ -
N 20 -
3 % 210
s 0 e
a 180 —|
300 . 45
150 |
180 g
D: R.suresi (sn) 1 . C: pH (pH)
120 3 12 4

Sekil 4-15: Reaksiyon siiresi ve pH’1n RR konfigiirasyon oranina etkisi (A) tepki yiizeyi ve
(B) ongoriilen RKS veriminin kontur grafigi

Sekil 4-13 incelendiginde reaksiyon sicakligindaki ve peptid miktarindaki artigin
RR konfigurasyonu oranin artmasina neden olurken yiiksek peptid miktarlarinda
sicakligin etkisi fazla olmamistir. Bununla birlikte disiik reaksiyon pH degerlerinde
(pH< 3,60) RR konfigurasyon orani radyokimyasal saflik ile uyumlu sekilde azalmig, bu
degerlerde peptid miktarmin arttirilmasi orani arttirmamistir (Sekil 4-14). Sekil 4-15 de
reaksiyon pH > 3,60 oldugunda diisiik reaksiyon stresi RR konfigurasyonu oraninda bir

azalmaya sebep olmadig1 goriilmektedir.

4.7. $8Ga-PSMA-11 Optimum Kosullarin Belirlenmesi

Hastane ve kiigiik isletmelerde ®3Ga-PSMA-11 sentezi icin yapilacak islemlerde
g6z Onunde bulundurulmas:t gereken baglica faktorlerden biri de kullanilacak
kimyasallarin olusturacagi maliyettir. Sentezde maliyeti olusturan en biiylik etken
peptittir, bu nedenle kosullar tasarlanan model verilerini kullanarak optimum kosullar
belirlerken minumum peptid miktart ve maximum cevap kriteri goz Oniinde
bulundurularak belirlenmistir (Sekil 4-16). Diger kriterlerin baslangigta belirlenen
araliklarda olmasi ve sentez cevaplar1 olan radyokimyasal safligin > 95 ve PSMA-11

RR konfigiirasyonu oraninin > %80 olmasi istenmistir.
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Sekil 4-16: Optimum kosul Kkriterleri

Sonug olarak reaksiyon siresi 212 s, reaksiyon sicakligi 93 °C, pH 4,40 ve PSMA-11

miktart 10 pg bulunmustur ( Sekil 4-14).

Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual 105

Ovwerlay Plot

RCY
stabil izomer

X1 = A: peptid
X2 = B: R.sicakligi
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D: R.suresi = 212,218
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Y
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11 13 15

A peptid (ug)

Sekil 4-17: Grafiksel optimizasyon sonuglari
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5. TARTISMA

Prostat kanseri (PCa) tan1 ve metastazlarmin goriintiilenmesi, prostat spesifik
mebran antijeni (PSMA) ekspresyonuna dayali radyofarmasétikler kullanilarak niikleer
tip merkezlerinde PET/BT veya PET/MR yardimiyla gercgeklestirilen goriintiileme
yontemlerinden biridir. Prostat kanseri tanis1 ve metastazlarinin goriintiilenmesi amaci
ile niikleer tip merkezlerinde ®®Ga-PSMA-11 en sik kullanilan radyofarmasétiklerin
basinda gelmektedir [13-15].

Prostat spesifik membran antijen (PSMA), prostat kanseri hiicresinde 750 amino
asitten olusan glutamat karboksipeptidaz tip 2 hiicre membrani glikoproteinidir. PSMA,
normal prostat hiicrelerinde diisiik derecede ecksprese olurken veya hi¢ eksprese
olmazken, prostat kanserinde yiiksek derece eksprese olmaktadir. %8Ga etiketli PSMA
ligandlari, ilk olarak Johns Hopkins Universitesi'nde radyo-sentezlendi ve preklinik
modellerde dogrulandi. Daha sonra, ®Ga-PSMA-11, Heidelberg grubu (Eder ve ark.)
tarafindan gelistirilmistir ve iire temelli PSMA inhibitérii olan Glu-NH-CONH-Lys
(Ahx) peptidi HBED-CC selatér molekiilii kullanilarak PET radyoniiklidi olan %8Ga ile
isaretlenmistir [15,16].

HBED-CC galyum kompleksi sirasinda NMR ile ayirt edilen ti¢ diastereomer
(RR, RS ve SS konfigirasyonlari) olusturdugu, RR konfigurasyonu termodinamik
olarak daha stabil oldugu Eder ve ark tarafindan bulunmustur. Diastereomerlerin
olusumunda sicakligin etkisinin yan1 sira, pH ve konsantrasyona bagl oldugu

bildirilmistir [20].

8Ga-PSMA-11 igerdigi ®3Ga radyoniiklitin yari-6mriiniin (68 dk) kisaligindan
dolay1 Niikleer Tip departmanlarinda bulunan radyofarmasi laboratuvarlarinda majistral
ilagc kapsaminda hazirlanmaktadir. Hazirhk basamaklarmi genel olarak ®8Ge/*®Ga
jeneratoriinden ®8Ga radyoniklitinin eldesi ve bilgisayar kontrollii otomatik sentez
tinitelerinde ®8Ga’in PSMA molekiilii ile baglanmas1 olusturmaktadir. Ticari olarak pek
cok jeneratdr ve otomatik sentez tiniteleri bulunmaktadir. Bu gesitlilige bagli olarak
sentez parametreleri farkliliklar gostermekte elde edilen {riinde safsizliklar
olabilmektedir [21,23].
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Kalite kontrol (QC) islemi, radyo-etiketleme prosedirinin emniyetini ve
etkinligini saglamak igin hayati 6neme sahip olmakla birlikte Avrupa Farmakopesinde
8Ga-PSMA-11'nin QC'si hakkinda herhangi bir kilavuz bulunmamaktadir.

Niikleer T1p departmanlarinda bu gesitlilige bagl ®Ga-PSMA-11 sentezi ¢esitli
riskler icermektedir. Bu risklerin ele alinmasi ve prosesin optimize edilmesi
gerekmektedir. Optimize etme, bundan maksimum fayday1 elde etmek i¢in bir sistemin,
bir siirecin veya bir iirliniin performansini iyilestirmek anlamina gelir. Bu yaklagim,
Tasarimla Kalitenin (QbD) temelini olusturur. QbD, uygun bir islem tasarlama ve
istenen tiriin performansi i¢in iglem performansini anlama ile ilgilidir. Genel semadaki
ana unsur, slirekli olarak siire¢ gelistirme siirecinde edinilen bilgilere dayanan

iyilestirmedir [34,38,39].

Tez caliymamizda sentez ile elde edilen Uriindeki safsizliklar1 ®Ga-PSMA-
11'den ayrabilen ve kisa bir siirede tanimlayabilen bir QC testine duyulan ihtiyacin
karsilanmas1 amaciyla ®8Ga-PSMA-11 igin uygun kalite 6zelliklerine sahip bir sentez
prosesi QbD ile Deney tasarim programlarinin yardimu ile tasarlanmis, ve *Ga-PSMA-
11 QCssi ile ilgili farmakope metodu bulunmamasi nedeniyle literatiirde yer alan
metotlara alternatif ve onlardan avantajli basit ve tekrarlanabilir bir HPLC metodu
gelistirilmistir. Aksu ve ark. 2019 yaptiklar1 alfuzosin tablet farmilasyon ¢alismasinda

QbD tasarim prensiplerini kullanmiglardir [38].

Calismamizda, %8Ge/%®Ga jeneratoriinden galyum-68 katyonik eliisyon yontemi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Katyonik eliisyon yontetiminde kullanilan NaCl
cozeltisi kimyasal safsizlik olusturmadigi i¢in tercih edilmistir. Muller D ve ark. 2012
yaptiklar1 %8Ga-peptid isaretleme calismasinda benzer sekilde NaCl temelli katyonik

elusyon metodu kullanmiglardir [29].

Calismamizda, ®Ga-PSMA-11 reaksiyon karisimi, bir C18 kartusu kullanilarak
saflastirilmis ve reaksiyona girmemis %®Ga sistemden uzaklastirilmistir. Amor-Coarasa
ve ark. 2016 yilinda yaptiklar1 ¢calismada benzer saflastirma teknigi uygulamiglardir
[33].

Calismaya, kalite tasarimmin ilk adimi olarak %Ga-PSMA-11 sentezinin kritik
kalite Ozellikleri (CQA) parametrelerinin = belirlenmesiyle baslanmistir. CQA
parametresi olarak Urunin radyokimyasal safligt ve RR konfigiirasyonu orani

secilmistir. Kritik proses parametreleri (CPP) olarak sentezde kullanilacak peptit miktari
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(5 ug, 10 pg ve 15 pg) reaksiyon pH’1 (pH 3,00-pH 4,50 ve pH 5,00 ), sicakligi (85 °C,
95 °C ve 105 °C) ve siiresi (120 s, 210 s ve 300 s) se¢ilmistir. Belirlenen CPP’ler deney
degiskenleri olarak belirlenirken CQA parametreleri baglh degiskenler olarak
secilmistir. Box-Behnken tasarim metodu ile yapilan optimizasyon ¢alismasinda sentez
cevaplari olan radyokimyasal safligin > 95 ve PSMA-11 RR konfiglirasyonu oraninin >
%80 olmas! istenenerek 29 deney yapilmis ve reaksiyon sicakligi 95°C, siiresi 220 s, pH
4,40 ve peptid miktar1 10 pg/mL olarak bulunmustur. Proses parametreleri ve degisim
araliklar1 gdzoniine alindiginda laboratuvar ortaminda 3°x4 adet deney yapilmasi
gerekirken deney tasarimi yapilarak 29 deney sonucunda optimum reaksiyon kosullari

elde edilmistir.

Anuar N. ve ark. 2013 yaptiklar1 optimizasyon c¢alismasinda benzer sekilde

yiizey yanit metodolojisi ve Design Expert yazilim programi kullanmiglardir [50].

Design Expert 10.0.0 programi yardimi ile gergeklestirilen istatistiksel analizler
sonucunda radyokimyasal saflik ve RR konfigiirasyonu yizdesi i¢in quadratik bir model
tanimlanmustir. Olusturulan modelin deneysel verilerinin ANOVA analizi ile 0,0500'den
diisiik " Prob> F " degerleri ile model terimlerinin anlamli oldugu gosterilmistir. "Lack
of Fit" F-degeri %RKS igin 1,56, % SI icin 2,57 bulunarak uygunluk eksikliginin saf
hataya gore anlamli olmadig1 gosterilmistir. Bu biiyiikliikteki giirtiltiiden dolayr bu
bliytikliikte bir ""Lack of Fit "" F degeri bulunmamasi ihtimali % RKS i¢in % 35,55 ve
% Sl i¢in % 18,79'dur.

Tepki ylizeyi grafikleri incelendiginde reaksiyon sicakliginin >100°C olmasi
radyokimyasal saflig1 etkilerken peptit miktarindaki azalma veya artma radyokimyasal
safligr etkilememistir. Benzer sekilde diisiik reaksiyon pH’larinda (<pH 3,60)
radyokimyasal saflik orani azalirken, belirlenen reaksiyon siiresi degerleri yliksek
reaksiyon pH degerlerinde (>pH 3,60) radyokimyasal safliga etki etmemektedir.
Bununla birlikte reaksiyon sicakligindaki ve peptid miktarindaki artis RR
konfigiirasyonu oranin artmasina neden olurken yiiksek peptid miktarlarinda sicakligin
etkisi fazla olmamistir. Disiik reaksiyon pH degerlerinde (pH< 3,60) RR
konfigurasyonu orani radyokimyasal saflik ile uyumlu sekilde azalmis, bu degerlerde
peptid miktarinin arttiritlmasi orani arttirmamistir. Reaksiyon pH>3,60 oldugunda diisiik
reaksiyon slresi RR konfiglrasyonu oraninda bir azalmaya sebep olmadigi

gorilmektedir.
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Sonug olarak reaksiyon suresi 212 s, reaksiyon sicakligi 93 °C, pH 4,40 ve
PSMA-11 miktar1 10 pg bulunmustur. Eder ve ark. 2014 yaptiklari ®Ga-PSMA-11
sentezi ve optimum kosullar1 belirleme c¢alismalarinda benzer sonuglar ortaya

koymuslardir.

Tez ¢alismas1 kapsaminda optimum sentez parametrelerinin deneysel tasarimla
belirlenmesinden sonra ®8Ga-PSMA-11’in kimyasal ve radyokimyasal saflik testi, RR
konfiglrasyonu orani analizlerinde kullanilabilecek yeni bir ters faz HPLC metodu
gelistirilmis ve dogrusallik, segicilik ve kesinlik parametreleri agisindan valide

edilmistir.

Gelistirilen yontemde sabit faz olarak 40°C sicaklikta C18 kolon (Acclaim 4,6 x
150 mm; 3 um), kisa ve kiiclik partikiil capli olusu nedeniyle tercih edilmis, piklerde
bant genislemesi ve kuyruklanma gdzlenmemistir. Literatiirde kullanilan mobil
fazlardan farkli olarak a) 20 mM orto-Fosforik asit (suda) b) 20 mM orto-Fosforik asit
(asetonitrilde) ¢oziicii karisimi ilk kez denenmis ve uygun rezoliisyon saglanmistir [
35]. PSMA-11 retansiyon siiresi 4,40 dk iken, ®Ga-PSMA-11'in birinci ve ikinci
diastereoizomerlerinin ortalama retansiyon sureleri, sirasiyla 4,47 ve 4,59 dakika olarak

bulunmustur.

Migliari S. ve ark. 2017°de yaptiklani ®®Ga-PSMA-11 icin HPLC metodu
gelistirilmesi ve validasyonu calismasinda mobil faz bilesimi olarak orto-Fosforik asit

yerine trifloroasetik asit (TFA) kullanmislardir [36].

Kimyasal saflik analizinde PSMA-11 i¢in dogrusallik araligi 0,5-15 pg/mL
olarak belirlenmis R?>0,9995 olarak hesaplanmistir. Yontemin kesinlik calismalarinda
% RSD degerleri <%2’olarak kriterlere uygun bulunmustur. Radyokimyasal saflik
analiz sonuclarinda ise maddenin yarilanma stiresi goziine alindiginda aktivite degerine
karsilik alan degerlerinin dogrusal olarak azaldigi regresyon analizi ile gosterilmistir,
buna ait dogru denklemi y=950667x-4694,4 iken R? degeri 0,9984 olarak

hesaplanmustir.

Sonug olarak deneysel tasarim kullanilarak 8Ga-PSMA-11 sentezi icin optimum
kosullar ilk kez belirlenmis, bu kosullar kullanilarak yapilan sentez sonucu elde edilen
bitmis iirlin ilk kez gelistirilen HPLC yontemi ile analiz edilmis ve gelistirilen yontem

analiz edilmistir.
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