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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
Amin Grubu iceren Karboksilik Asit Tiirevi Bilesiklerin Tc-99m ile Isaretlenerek

Biyodagilimlarinin Yapilmasi
Yakup GEREN

Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damsman: Yrd. Doc. Dr. Hiiseyin ENGINAR
2. Damsman: Yrd. Doc. Dr. Eser KAYA

Giinlimiizde hastaliklarin tan1 ve tedavisinde degisik yol ve metotlar uygulanmaktadir.
Ozellikle tiimorlerin tan1 ve tedavisinde hedefe yonelik olarak radyofarmasétiklerin
kullanimlar1 her gecen giin artmaktadir. Bu radyofarmasdtikler bazi 6zel tasiyici

molekiillerin uygun radyoniiklidler ile isaretlenmesinden elde edilirler.

Bu calismada; 3-amino-2-pyrazinkarboksilik asit, 2-amino terefitalik asit, N-nitro-L-
arginin, 2-amino-5-bromobenzoik asit, 4-aminohippurikasit, 2-kuinolinol,
5-methoksindol-2-karboksilik asit tlirevi bilesikler Tc-99m ile isaretlenerek, bu
tirinlerin radyokimyasal verimleri RTLC (Radio Ince Tabaka Kromatografisi) metodu

kullanilarak belirlenmistir.

Sintigrafi calismalart Yeni Zelanda Beyaz tavsanlarda ve biyodagilim calismlar ise
Albino Wistar si¢anlari iizerinde yapilmistir. Bu sicanlar eter atmosferinde oldiiriilerek
i¢ organlan ¢ikarilmistir. Organlardaki aktivite ise gama sayicisi ile sayilmistir. Gram-

doku bagina diisen aktivite hesap edilerek aktivitenin zamanla degisimi incelenmistir.

2008, 43 sayfa

Anahtar Sozciikler : Tc-99m, Amino asit tiirevi bilesikleri, Biyodagilim, Sintigrafi
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ABSTRACT
Master Thesis
Labelling of Amino group Containing Carboxylic Acid Derivatives with Tc-99m

and Making of Its Biodistributions
Yakup GEREN

Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Hiiseyin ENGINAR
Co-Supervisor: Asst. Prof. Dr. Eser KAYA

Today, diagnosis and therapy of illnesses were used different methods. Especially,
using of radiopharmaceutical are increasing in diagnosis and targeted therapy of tumors
every day. These radiopharmaceuticals were obtained from carrier molecules labeled

with radionuclides.

In this study; 3-amino-2-pyrazinecarboxylic acid, 2-amino terephthalic acid, N-nitro-L-
arginine, 2-amino-5-bromobenzoic acid, 4-aminohippuric acid, 2-quinolinol and 5-
methoxyndole-2-carboxylic acid were labeled with Tc-99m. RTLC (Radio Thin Layer

Chromatography) method was used to determine radiochemical yields.

Sintigraphy studies were performed on New Zealand White rabbits and biodistribution
studies were made on Albino Wistar rats. Rats were killed by ether narcotization and
the organs were removed. Their activities were counted by a gamma counter. The

activity per gram tissue was calculated and time activity curves were generated.

2008 43 pages

Keywords: Tc-99m, Amino acids, Biodistribution, Sintigrapy
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1. GIRiS

Son yillarda, aminoasit veya amin igeren karboksilik asit tiirevi bilesikler kiigiik
boyutlari, kolay hazirlanma ve isaretlenebilme, C- ve N- ucundan bifonksiyonel
selatlama ajanlariyla kompleks olusturabilme gibi 6zelliklerinden dolay1 goriintiileme
ve timor hedefli kullanimlar i¢in niikleer tipta tercih edilmektedirler (Okarvi, 2004).
Gerek  goriintiileme  gerekse  tedavi amaghi  kullanilan  bu  bilesikler
radyofarmasétiklerinin tasarlanmasinda uygun yapinin secilip, uygun radyoniiklidler ile

isaretlenmesi gerekmektedir.

Gerek goriintilleme, gerekse tedavi amaciyla uygun radyofarmasotiklerin gelistirilmesi
icin uygun tasiyict molekiillerin tasarlanmasi, sentez edilmesi ve uygun
radyoniiklidlerle isaretlenmesi gerekir. Yeni sistematik tedaviler ile ilgili arastirma
alanlarindan biri radyoniiklidler ile isaretli bilesikler veya radyoniiklidlerin
kullanilmasidir. Buna sistematik veya hedefe yonlendirilmis radyasyon tedavisi
(targeted radiation therapy) denir. Maalesef hedef dokuda kesin olarak etkili olabilen bir
yeni formiil heniiz ortaya ¢ikmis degildir. Ancak bu alanda goriintiileme ve tedavi
amaciyla gelistirilen radyofarmasotik kullaniminda giinden giine artis goriilmektedir. Bu
radyofarmasotikler bazi Ozel tasiyict molekilllerin  uygun radyoniiklidler ile
isaretlenmesi ile hazirlanirlar. Ote yandan tan1 ve tedavi amaciyla kullanilan

radyoniiklidlerden beklenen 6zellikler de birbirinden farklidir.

Yeni bir radyofarmasétigin tasarlanmasinda ¢ogu uygulamada tercih edilen radyoniiklid
Tc-99m’ dir. Bunun nedeni ise Tc-99m’nin 6 saat gibi kisa bir yar1 Omre ve
goriintiileme i¢in uygun saf gama emisyon enerjisine sahip olmasidir (Tubis et al., 1972;
Taylor et al., 1978; Horiuchi et al., 1981; Karube et al., 1983; Unak et al.,1998; Arano,
2002). Arastirmacilar Tc-99m ile isaretli amino asit ve peptid analoglarinin diisiik
maliyetli ve goriintiileme kalitesinin daha 1iyi olmast nedenleriyle bu
radyofarmasoétiklerin niikleer tip klinik uygulamalarinda rutin olarak kullanilmasinin

daha cazip oldugunu rapor etmektedirler (Vallabhajosula et al., 1996; Sampson, 1999).

Tc-99m ve bununla isaretli bilesikler niikleer tipta yaygin olarak kullanilmaktadir.

Sodyum perteknetat beyin, tiroid, plesenta lokalizasyonu ve gastrik mukoza



goriintiilenmesinde, Tc-99m ile isaretli albiimin plesenta lokalizasyonu, kan ve plazma
hacminin belirlenmesinde, karaciger goriintillenmesinde, T-99m-bikisat beyin
goriintiilenmesinde, Tc-99m-etidoranete kemik goriintiilenmesinde gibi yerlerde

kullanilmaktadir (Swanson, 1990).

Tc-99m ile isaretli amin ve karboksilik asit iceren bilesikler ise; kemik sintigrafisinde
kullanilan Tc-99m ile isaretli dietilentriaminpentaasetikasit (DTPA), Kkaraciger
sintigrafisinde kullanilan Tc-99m ile isaretli N-(2,6-diethylacetanilido) iminodiasetik
asit (EHIDA) ve bobrek sintigrafisinde kullanilan 99m-Tc-MAG3
(merkaptoasetiltriglisin) gibi bir¢cok farmasotik amin iceren karboksilik asit tiirevi

bilesiklerdir (Abram and Alberto, 2006).

Ayrica Tc-99m ile isaretli bilesikler tiimor goriintiilenmesinde de kullanilmaktadir.
Malign tiimorlerin  ve yangisal odaklarin belirlenmesi icin o6zellikle gelistirilmis
sintigrafik metotlar vardir (Balogh et al., 1997). Bu amacla en sik kullanilan
radyofarmasotikler; 99mTc-metoksiisobutril-isonitril(MIBI), 99mTc-pentavalent

dimerkaptosiiksinik asittir (99mTc-DMSA) (Balogh et al., 1999).

Tc-99m ile isaretli bilesiklerden yangisal odaklarin  belirlenmesinde de
yararlanilmaktadir. Bu amacla; otolog, Iokosit  isaretleme ajanlar;
99mTechnetiumhexamethylpropyleneamine oxime (99mTc HMPAO), Indium oxime,
tropolone, artmis kan akimi ya da kapiller permeabiliteyi belirlemek i¢in kullanilan
ajanlar; 99mTc-insan serum albumini (99mTc-HSA), 99mTc-immunglobulinler
(99mTc-IgGs) en yaygin olarak kullanilan radyofarmasoétiklerdir. Sintigrafi; septisemi,
yangisal barsak hastaliklari, osteomyelitis, septik artritis, diskospondilitis gibi cesitli
hastaliklardan  siiphelenildiginde, hastalifin  yerinin  belirlenmesi  amaciyla

kullanilabilmektedir (Sarierler., 2004).

Bu caligmada Tc-99m ile isaretlenebilecek yedi kimyasal bilesik belirlenmistir. Bunlar;
3-amino-2-pyrazinkarboksilik asit, 2-aminoterefitalik asit, N-nitro-L-arginin, 2-amino-

5-bromobenzoik asit, 4-aminohippurik asit, 2-kuinolinol ve 5-methoksindol-2-



karboksilik asit bilesikleridir. Tc-99m ile isaretlenen bu bilesiklerin sicanlarda

biyodagilim ve tavsanlarda ise sintigrafi ¢alismalar1 yapildi.



2. GENEL BILGILER

Niikleer tipta kullanilan radyoizotoplarin tamami yapay olarak iretilmektedir. Bu

izotoplar degisik yontemlerle liretilirler.

2.1 Radyoizotoplarm Uretimi

Niikleer tipta kullanilan radyoizotoplar niikleer santrallerden hizlandiricilardan ve
jeneratorlerden elde edilir. Bu radyoizotoplar kararli hedef cekirdegin bir parcacik ile
bombardiman edilerek bagka bir ¢ekirdege doniistiiriilmesi ile olusturulurlar. Bu olay
transmutasyon olarak adlandirilir. Niikleer reaksiyon iki basamakta gerceklesir. ilk
basamakta bombardiman yapan parcacik hedefteki ¢ekirdege girer ve bu ¢ekirdek
tarafindan bu parcaci@in kinetik enerjisi ve baglanma enerjisi ¢ekirdege ilave edilerek
yakalanir. Olusan bilesik cekirdekte bu ilave enerji niikleonlar arasinda boliisiiliir. ikinci
basamakta bir veya daha fazla niikleon cekirdekteki baglanma enerjisini azaltacak
yeterli enerjiye sahip olunca, ¢ekirdekten ayrilan parcacik bu ilave enerjinin tamamini
tasiyabilir veya yalmzca cekirdekten kurtulacak kadar enerjiye sahip olabilir. Kalan
enerji yeni olusan cekirdekten y-isin1 seklinde salinacaktir. Bunun radyoaktiflik
olmadigini, sadece basit olarak niikleer reaksiyonun ikinci kismini teskil ettigini

belirtmek gerekir.

2.1.1. Parcacik Hizlandiricilar

Hizlandiricilarla elde edilen radyoizotoplar siklotron veya lineer hizlandiricilarda
iiretilmektedir. Niikleer reaksiyonun tipi ve istenilen verim kullanilan yontemi belirler.
Genelde radyofarmasotik tiretimi icin 30 MeV enerji siklotronlart kullanilir. Lineer
hizlandiricilar 100-200 MeV enerji araliginda parcaciklar iiretebilir. Niikleer tipta

kullanilan bazi tipik hizlandiricilarda iiretilen radyoizotoplara 6rnek asagidaki gibidir.

Hizlandiricilarda iiretilen radyoizotoplarin genel 6zellikleri;



e Elektron yakalama veya B* bozunumu gosterir.

® Bu radyoizotoplar genellikle tasiyicisizdirlar.

e Siklotron iiriinleri niikleer reaktorde iiretilenlere oranla cok kiigiik miktardadir.

Bu nedenle siklotron iiriinleri ¢ok pahalidir.

2.1.2. Radyoizotoplarm Uretimi i¢cin Kullamlan Diger Yontemler

Uzun yarilanma Omriine sahip olan radyoizotoplar niikleer reaktorlerde, siklotron ve

lineer hizlandiricilarda iiretilmektedir. Yari omrii kisa olan radyoizotoplar ise kisa

Omiirlii radyoizotop iiretimine izin verebilen jeneratorlerde iiretilir.

Cizelge 2.1 Niikleer tipta kullanilan radyoizotoplarin bazilar1 (Yurt., 1998)

Radyoniiklid | Bozunma Yari Foton enerjisi | Bolluk ( % )
sekli omrii (keV)
C-18 B* 20.3 dak. | 511 200
F-18 B 109 dak. | 511 194
P-32 B 14.3 giin | - -
Cr-51 EC 27.7 giin | 320 10
Co-58 EC, B 71.3 giin | 811 99
511 31
Fe - 59 B 45 giin 1099 55
1292 44
Kr - 81m IT 13 san. 191 66
Mo - 99 B 66.7 saat | 740 14
778 4
Tc —99m IT 6 saat 140 88
In-111 EC 2.8 giin 172 90
247 94
In—113m IT 99.4 dak. | 392 62
1-123 EC 13 saat 159 84
27 (X —1s1n1) 71
1-125 EC 60 giin 35 7
27 (X —1s1m1 ) 115
1-131 B 8.1 giin 364 82
637 7

EC : elektron yakalama; IT: i¢c doniisiim



2.2 Radyoniiklidler

Yayinladig1 radyasyondan yararlanarak viicut disindan izlenebilen (tani) veya viicut

icinde bulundugu dokuyu tahrip eden (tedavi) bilesendir.

2.2.1 Radyoniiklidin Secimi

Tan1 amaciyla uygulanan bir radyofarmasétigin yapisindaki radyoniiklidin, hastaya en
az radyasyon dozu verecek, sayim cihazlarinda iyi bir verim ve ayirim saglayacak,
biyoaktif bileseni olusturan maddeyle, kolaylikla ve biyolojik davranisini
degistirmeyecek sekilde baglanabilecek o0zelliklerde olmasi istenir (Wagner and

Emmons, 1966; Ozker, 1979; Qaim, 2001).

2.3. Radyofarmasotik

Radyofarmasétikler, niikleer tipta hastaliklarin tani ve tedavisinde kullanilan, yapisinda

bir radyoniiklid bulunduran bilesiklerdir.

Niikleer tipta kullanilan radyofarmasétiklerin % 95° i tam1 % 5’ i ise tedavi amaciyla
kullanilir. Radyofarmasoétikler, radyoniiklid ve farmasotik olmak iizere iki bilesenden
olusur. Radyoniiklid yayinladigi radyasyondan yararlanarak viicut disindan izlenebilen
veya viicut icinde bulundugu dokuyu tedavi eden bilesendir. Farmasotik ise yapisinda
tasidigr radyoniiklidi viicudun icinde bilgi alinmasi istenen organ, doku veya bolgeye
gotiiren etken maddedir. Bir radyofarmasotigin tasariminda, oncelikle bir organ ig¢inde
yer bulabilecek veya organin fizyolojik islevine katilacak farmasétik secilir. Daha sonra
uygun bir radyoniiklid, se¢ilen farmasotige takilir, bu isleme isaretleme denir. Hastaya
verilen radyofarmasotikten yayimlanan radyasyon bir dedektor ile olgiiliir. Ideal bir
radyofarmasotigin hastanin miimkiin olan en diisiik radyasyon dozu alacak sekilde
tasarlanmas1 gerekmektedir. Bu sebeple tani amaciyla kullanilacak radyofarmasotigin

baz1 6nemli 6zelliklere sahip olmasi gerekir.



Bu ozellikler:
¢ Kolay bulunabilmeli
e Kisa etkin yar1 dmrii olmali
e Parcacik radyasyonu yaymamali
e vyenerjisi 100-250 keV arasinda olmal
e Yiiksek lokalizasyon orani
e Metabolik uygunluk
e Hazirlama sirasinda ve kullanilirken kimyasal olarak kararli olmalidir (Enginar,

2002; Unak, 2003).

Kisa oOmiirlii radyoizotoplarin radyoaktif bozunmalar1 cabuk bi¢imde olacagindan
radyasyon dozu da kisa siirede azalir. Bir¢ok niikleer tip calismalarinda genel olarak
kullanilan radyoizotop Tc-99m’ dir. Yart Omrii 6 saattir. Tc-99m ile isaretli
radyofarmasotikleri hazirlamak igin ticari amagla iiretilmis ilaglari bulmak zordur ve
bunun nedeni radyoaktivitenin % 90’ dan fazlas1 bir giin sonra bozunmadan dolay1
kaybolacagindan kullanimdan hemen once hazirlanmas: gerekir. Tc-99m ve diger kisa

Omiirlii radyofarmasoétikler bu nedenle lokal olarak veya hastanede hazirlanmasi gerekir.

Radyofarmasotikler radyoaktiftirler ve radyasyonun olusturdugu biyolojik hasar
potansiyeline sahiptirler. Bu nedenle insana uygulamadan once dokuda dagilim
calismalart kritik organi belirlemek icin ve radyasyon dozu tahmin etmek icin ozel
olarak hayvanlarda denenmektedir. Kritik organlar radyofarmasétikten adsorbe edilen
en yliksek radyasyon dozunu alir. Bu radyofarmasoétikler son derece kiigciik miktarda
uygulandigindan dolay1 kimyasal toksite geleneksel farmasdtikler ile ayni derecede
degildir. Gergekte verilen radyofarmasotiklerin miktari, farmakolojik etki yaratacak

kadar yeterli degildir (Kovalsky and Perry, 1987; Theobald, 1989).

Calismada kullanilan biyoaktif bilesenler sekil 2.1’ de verildi.
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2.4 Teknesyum Kimyasi

Teknesyum 25 izotopu ve 10 izomeri olan; 88-113 arasinda atomik kiitle degerlerine
sahip yapay bir elementtir. Bu cekirdeklerden en ¢ok bilineni Uranyum—-235’ in fisyon
driinii olan Teknesyum-99 ve niikleer tip uygulamalarinda en c¢ok kullanilan izotopu
Teknesyum-99m’ dir (Welch and Redvanly, 2003). Teknesyum periyotlar cetvelinde ilk
kesfedilen sentetik elementtir. Ismi yunancada sentetik anlamina gelen technetos’ tan
gelir. Italyan bilim adamlar1 Carlo Perrier ve Emillio Segre tarafindan 1937 yilinda
siklotronda Molibden’ in(98Mo) doteryum ile 1sinlanmasi sonucunda elde edildi. Bugiin
ise Teknesyum %Mo’ nin nétronlarla 1sinlanmast ile elde edilmektedir. **Mo bir nétron
yakalayarak Mo’ a doniisiir ve ardindan Mo 67 saat yart Omiirle negatif beta
bozunmasi yaparak Tc-99m’ e doniisiir. Teknesyum dogada bulunmaz ancak S-, M- ve

N- tipi yildizlarin spektral cizgilerinde gozlenebilmektedir (Unak, 2003).

1962’ de Tc-99m’ da ***U’in spontan fisyon iriinii olarak ¢ok kiiciik miktarda izole
edildi. Teknesyum’ un kimyasi Renyum ile Manganez arasindadir. Giimiis gri metalik
gorlinlimiindedir. Kristal yapisi hekzagonaldir. Teknesyum hidroklorik asitte
¢oziinmezken nitrik asit ve konsantre siilfiirik asitte coziinmektedir. Kararli izotopu
yoktur. Ancak ii¢ tane uzun yari Smiirlii radyoizotopu vardir. Bunlar *'Tc (T = 2.6 x
10° y1l), **Tc (T, = 4.2 x 10° yal) ve *Tc (T}, = 2.1 x 10° y1l)’ dir. Bununla birlikte en
fazla kullanilan izotopu ise Tc99-m’ dir (T;, = 6.01 saat). En yaygin oksidasyon
diizeyleri +2, +4, +5, +6 ve +7’ dir. Temel diizeydeki notral teknesyumun elektronik
yapisi [Kr]4d®5s' seklinde olup V. Periyot VII B Grubunda yer almaktadir. En kararh
yapist ise IV ve VII degerlikleridir. Genel olarak perteknetat (*’"TcO4) seklinde
bulunur. *Mo / *™Tc jeneratoriinde elde edilen sodyum perteknetat Tc99-m’in en basit
ve en kararli bilesigidir (Sampson, 1999; Enginar, 2002). Radyofarmasoétiklerde Tc99m’
in genis bir kullanim alanina sahip olmasinin gesitli sebepleri vardir. Bunlardan en
onemlisi etkili olarak dedekte edilebilen 140 keV’ lik y i1simmina sahip olmasidir. Bu
izotop doniisiim elektronlar1 gibi diisiik seviyeli giriciligi olmayan radyasyona sahip
olmasi1 nedeniyle hastalar i¢in uygun dozimetri 6zelligi tasimakta ve 6.01 saatlik kisa
yart omril ile de c¢esitli radyofarmasétiklerin hazirlanmasi bakimindan ¢ok uygun bir

radyoniikliddir.



Teknesyum jeneratérden + 7 oksidasyon basamaginda bulundugu sodyum perteknetat
(NaTcQy4) formunda elde edilir. Ancak +7 oksidasyon basamagindaki tiirler donor
ligandlarla veya selatlarla kompleks olusturmaya hazir degillerdir. Bu yiizden daha
diisiik oksidasyon basamagma indirgenmelidirler. Perteknetatin indirgenmesi igin
bircok ajan kullanilmaktadir. Bunlardan en ¢ok kullanilanlar1 kalay kloriir, hidroklorik

asit, sodyum ditiyonat ve askorbik asit (Sampson, 1999).

Teknesyum radyofarmasétiklerinin gelismesiyle protein veya monoklonal antikorlarin
direkt isaretlenmesinden cesitli patolojilerin goriintiilenmesinde kullanilan teknesyumla
isaretli daha spesifik peptidlerin tasarlanmasina gecilmistir (Welch and Redvanly,

2003).

29mT o 5.01 saat)
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Sekil 2.2 Tc-99m’ in bozunma semasi.

Tc-99m’ in sahip oldugu radyo-izotopik ozellikler Niikleer Tip’ 1n tani i¢in istedigi

gereksinimleri karsilayabilmektedir.

Tc-99m’ in tek enerjili bir y 151m1 vermektedir (Buna eslik eden o ve B 1s1masi mevcut

degildir).
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Yayinlamis oldugu 7y 1smninin enerjisi 140 keV olup bu da viicudun en i¢ organindan

disartya cikabilmektedir.

Yarilanma siiresi 6 saat olup hastaya yliksek dozlar vermeden rolatif olarak genis doz

miktarlart (20-30 mCi) uygulanmasina izin verir (Enginar, 2002).

2.4.1. Tc-99m-Radyofarmasotiklerle Organ Goriintiileme

Yeni radyofarmasotiklerin gelisimi in vivo biyokimya komplekslerine oldukca artan,
onemli anlayislar kazandirmistir (Sampson, 1999). Jeneratérden elde edilen Tc-99m
kolay iiretilir ve spesifik aktivite degeri yiiksektir. Uriin direkt olarak biyomolekiilleri

isaretlemede kullanilir (Qaim, 2001a).

Tc-99m iceren radyofarmasotikleri dort grupta toparlayabiliriz. Bunlar;

e Gecis metal komplekslerinin 6zelligi olarak ©6zel bir dokuda lokalize olan
ajanlar.

® Tc-99m ile isaretlenerek kiiciik bir degisiklige ugramis proteinler veya makro
molekiiller boylece bunlar proteinler veya makro molekiiliin biyolojik
dagilimina gore organda birikir.

e Tc-99m ile isaretli kolloidal parcaciklar, (boyutlarina bagl olarak) lenf
diigiimleri tarafindan uzaklastirihirlar  (karaciger, dalak, kemik iligi
goriintiilemede kullanilirlar).

e Biitiin kan hiicreleri Tc-99m ile birlesebilirler. Bunlar da vaskular, kardiak ve

hemotolojik ¢aligmalar i¢in kullanilirlar.

2.4.2. Tc-99m lle isaretleme

Genellikle Tc-99m komplekslerinin ¢ogu indirgeyici inorganik bir ajan olan

SnCl,.2H,0 tuzu yardimiyla komplekslestirici ajan varliginda perteknetati daha diisiik
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degerlige indirgemesi ile hazirlanir (Skaddan et al., 2000; Ertay vd., 2001; Zhang et al.,
2001; Enginar vd., 2002).

Bilinen diger indirgeyiciler sodyum borhidrat, sodyum bisiilfit, hidrazin, hidroklorik
asit, metalik ¢inko, askorbik asit, molibden (III), tungsten (III), antimon (III) tuzlaridir
(Sampson, 1999).

Reaksiyonlar genellikle basit reaksiyon kaplarinda 20-80 °C araliginda, pH = 5-7
arasinda ve reaksiyonun gerceklesme siiresi ise 20-120 dakika arasinda gerceklestirilir

(Hourichi-Suzuki et al., 1998).

2.4.3 Teknesyum Radyofarmasotiklerinde Kullamlan Kalite Kontrol Yontemleri

Bu maddeler canlilar iizerinde uygulanacagi icin kalite kontrolleri en iyi sekilde
yapilmalidirlar. Genel olarak kompleks farmasoétiklerin elde edilmesinde su sira takip
edilmektedir. Elde edilecek olan radyoniiklidin hedefe yerlestirilerek 1sinlanmasi,
1sinlanan bu madde igerisinden isaretli maddenin ayristirilmasi, biyo-aktif bilesenle
kenetlendirilmesi gerekir. Radyoaktif iiriinlin saflastirilmasi, canliya verilmeden once
formiilasyonunun yapilmasi ve enjeksiyondan Once kalite kontrollerinin yerine
getirilmesi gerekir (Vera-Ruiz et al., 1990). Radyofarmasétiklerin kalite kontrolleri
sunlar1 icermektedir. Kimyasal saflik, radyoniiklid saflik, radyokimyasal saflik, spesifik

aktivite, raf-omrii ve sterilize ve aprojenite(Vera-Ruiz et al., 1990).

Teknesyum radyofarmasétiklerinin kalite kontrolii i¢in c¢esitli kontrol prosediirleri
gelistirilmistir. Bu yontemlerden biri hidrofilik kompleksler icin genellikle kagit ya da
ince tabaka kromatografisi (TLC)’ dir. Bunun yani sira, kolon kromatografisi ve yliksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC), Teknesyum radyofarmasétikleri icin

kullanilan diger kalite kontrol yontemleridir.
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2.4.3.1 ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Ince tabaka kagit kromatografisi (TLC) basit, kolay uygulanabilir, cok kullanislidir.

Ancak uzun siirmesi kisa yar1 omiirlii radyoniiklidler iceren radyofarmasdtikler igin

dezavantaj teskil edebilmektedir (Sampson, 1999).

TLC plakalari, destek maddesi (aliiminyum, plastik, cam gibi) iizerine bir adsorbanin
(seliiloz, silikajel ve aliiminyum oksit gibi maddeler) kaplanmasiyla olusmustur. ince
tabaka seridi orijinine mikrolitre diizeyindeki Ornek uygulanarak icinde uygun bir
¢ozgen bulunan tank icerisine batirilir. Cozgen, c¢oziinebilen radyofarmasotiklerin
adsorban boyunca taginmasini saglarken durgun fazin elektrostatik cekim kuvvetleri
safsizliklarin tasinmasimi geciktirir. Bu etki kimyasal 6zelliklerin hareketli fazla farkli
¢Oziinebilirlige sahip olmasindan dolay1 farkli hizlarda tasinmasina sebep olur. Boylece,
adsorban boyunca radyofarmasoétik ve radyokimyasal safsizliklar ayrilmig olur. Bu
radyokimyasallarin farkli 6zelliklere sahip olmalari nedeniyle durgun ve hareketli fazlar
arasindaki iliskiye gore farkli dagilim gosterirler. Cogunlukla kullanilan ¢ozgenler;
hekzan, kloroform, dietil eter, etil asetat, n-biitanol, aseton, izopropil alkol gibi organik
maddelerdir. Bu ¢dzgenler bir veya birka¢ ¢6zgenin bilesiminden olusan sistemler de
olabilir. Istenilen mesafeye TLC seridinde ¢ozgen tasindiktan sonra, serit tanktan
cikarilarak oda sicakliginda kurutulup orijinden itibaren 5 mm parcalar halinde kesilir
ve her bir parca sintilasyon detektorii ile sayilir. Her bir radyokimyasal bilesenin taginim
mesafesi Rf (relative front, Radyokimyasal bilesenin ilerledigi uzaklik/c6zgenin
ilerledigi uzaklik) degeriyle ifade edilir. Bu mesafeler orjinden ¢oziiciiniin gittigi nokta
ve radyokimyasal bilesenlerin konsantre oldugu mesafe dlgiilerek gerekli sekilde tespit

edilir.

Tespit edilen Rf degerleri radyofarmasétigin radyokimyasal safliginin hesaplanmasinda

onem tagirlar (Yurt, 1998; Sampson, 1999; Biber, 2004).
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2.4.3.2 Kagit Elektroforezi

Elektroforez yontemi bir karisimi olusturan bilesenlerden birinin iyonize oldugu,
digerinin olmadig1 durumda iyonizasyon yiikii ve kiitlelerine gore elektriksel alanda
¢oOzelti icinde basit bir sekilde ayrilmalar ilkesine dayanan ve yaygin olarak kullanilan
bir ayirma teknigidir. Elektrik alaninda her bir iyon yiikiine bagli olarak iki kutuptan
birine tagiacaktir. Negatif yiiklii iyonlar pozitif yiiklii anoda taginirken, pozitif yiiklii
iyonlar da negatif yiiklii katota dogru tasinacak demektir. Herhangi bir kutba
tasinmayanlar ise yliksiiz olanlardir. Pratikte, elektroforez i¢in kullanilan filtre kdgidinin
uygun bir pargasi tampon ¢ozelti ile nemlendirilerek elektrik devresi ile temasi saglanir.
Elektroforez kabi iki bolimden olusur ve her bir boliim ayni tampon ¢ozeltiyi igerir.
Onceden 1slatilmis kagit her iki ucu tampon ¢ozeltiye degecek sekilde yerlestirilerek
ornek nokta veya iz seklinde kagidin ortasina damlatilir. Elektrik devresi agilarak
tamponu olusturan madde iyonlarinin hareketinden dolay1 tamponla 1slatilmis kagit iki
elektrot bolme arasinda bir koprii olusturur. Elektroforez sonuglart iyonlarin kiitlesel
biiytikliikleri hakkinda bilgi verir. Biiyiik kiitleye sahip olanlar yavas tasiirken; yiikii
fazla ve kiitlesi kiiciik olanlar ise ¢cok daha hizli taginirlar (Yurt, 1998; Sampson, 1999;
Enginar, 2002; Biber, 2004).

2.4.3.3 Lipofilite

Lipofilite, bilesigin lipit faza ilgisidir ve bilesigin in vivo lipit biyolojik membranlari
gecme kabiliyetini gosterir. Biri su digeri organik olmak iizere (birbiri i¢inde ¢éziinmez)
iki s1v1 arasinda test edilen bilesigin dagilma katsayis: olarak ol¢iiliir. Standart organik
faz olarak n-oktanol tercih edilir. Coypanol/ Csy orant P dagilim katsayisi olarak verilir ve
kantitatif yapi-dagilim iligkilerinde bu deger log P olarak ifade edilir (Yurt, 1998;
Biber, 2004).
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3. MATERYAL VE METHOD

3.1 Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

N-Nitro-L-Arginin (Fluka)

2-Aminoterefitalik Asit (Fluka)

3-Aminopyrazin-2-Karboksilik Asit (Fluka)

4- Aminohippurik Asit (Fluka)

5-Methoxyindol-2-Karboksilik Asit (Alfa aesar)
2-Amino-5-Bromobenzoik Asit (Fluka)

2-Kuinolinol (Fluka)

Na”™TcO4 (Monrol A.S.)

SnCl,.2H,0 (Merck Chemical Co.)

TLC (Merck)

Elektroforez kagidi (Whatman 1)

RAD-501 Cd(Te) tek kanalli sayim sistemi

Kagit Elektroforez Sistemi (EC 1000-90 Thermo Elektron Corporation)
Siemens e-cam dual head gamma camera (signature series), Siemens Medical Systems.

Hoffman Estates. IL USA; 2006

3.2 isaretleme Yontemi

Tc-99m ile isaretli bilesikler, *™TcO, ve indirgenmis Teknesyum (ind.”™Tc)

bilesiklerine ait Ry degerlerini, elektroforez sonuglarini iceren cizelgeler, TLRC

kromatogramlar ve elektroforez diyagramlari 4. bolim’ de verildi.

3.2.1 Tc-99m ile isaretli Cozeltilerin Hazirlanmasi

1.0 mg maddelerden alinarak 1.0 mL saf su ve 1 mL aseton karistminda ¢oziilerek stok

¢Ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 100.0 pug alinip tizerine 100.0 uL SnCl, (1 mg
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SnCl,.2H,0 / 1.0 mL H,0) ilave edildikten sonra 1.0 M NHs ile pH = 5’ e ayarlandi.
Uzerine 0.1 mL 37 MBq (1.0 mCi) #mTc0, ilave edilerek 20 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Spesifik aktivite yaklasik olarak 145.54 GBg/mmol olarak hesaplandi.

3.3 Tc-99m ile isaretli Bilesiklerin Kalite Kontrol Calismalar:
3.3.1 Kagit Elektroforezi Yontemi

Uygulama voltaji: 250 volt
Uygulama siiresi: 1 saat 20 dakika
Cozelti ortam1: Serum Fizyolojik (SF, % 0.9 NaCl)

Elektroforez islemi EC 1000-90 Thermo Elektron Corporation kabinda Whatman
kagitlar1 kullanilarak yapildi. Kagit 1.5 x 15 cm boyutlarinda kesilerek, iizerine anot,
katot ve uygulama noktalari isaretlendi. Daha sonra banyo cozeltisinde islatildi ve
elektroforez kabina uygun bir sekilde yerlestirildi. Uygulama noktalarina 5 er pL’ lik
Tc-99m ile baglhh maddelerden damlatilip 250 voltluk gerilim altinda 1 saat 20 dakika
elektroforez islemi uygulandi. Bu siire sonunda islem gormiis kagitlar kurutulduktan
sonra 1’ er cm’ lik parcalar halinde kesildi ve aktivite Cd(Te) dedektoriiyle donanimli
RAD 501 tek kanalli analizor ile sayildi. Elektroforez diyagramlari parca sayisi ile

sayimlarin arasinda iligki bilgisayarda excel programi kullanilarak ¢izildi.

3.3.2 Radyo ince Tabaka Kromatografi (TLRC) Yontemi

TLRC icin seliillozla kapli kalinliklar1 0.1 mm olan 20 x 20 cm boyutlarindaki
aleminyum tabakalar (Merck 5565) kullanild1 ve bu tabakalar 1.5 x 10 cm’ lik seritler
halinde kesildi. Elde edilen seritlerin tabanindan 0.5 cm uzagina kalite kontrolii
yapilacak isaretli ¢ozeltilerden birer damla damlatilarak agz1 hava almayacak sekilde
kapali olan ve yiiriitiici banyo bulunan TLC kiivetine konuldu. Kiivetteki ¢dzgenin

seridin uygulama noktasindan en ug¢ noktasina kadar ilerlemesinden sonra seritler kiivet
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icinden cikartilip oda sicakliginda kurutuldu. Kurutulan TLC seritleri yapiskan bir
bantla kaplanarak orijinden itibaren 5 mm parcalar halinde kesildi. Kesilen her bir
parcanin aktivitesi Cd(Te) dedektorityle donanimli RAD 501 tek kanalli analizor ile
sayildi. Caligmalar biitiin maddeler i¢in ayr1 ayr1 yapildi. Radyoaktif maddenin tagindigi
uzaklik tepe noktasina kadar olan uzakliga boliinerek Ry degerleri elde edildi ve
isaretleme verimleri de pik alaninin sayimi toplam sayima boliinerek bu diyagramlardan

hesaplandi.

Hazirlanan isaretli bilesiklerin kalite kontrol ¢alismalarinda baglanma verimini elde
etmek icin deneyler herbir 6rnek icin 5 kez tekrarlanmig ve ¢dzgen olarak hacimce 3 / 3

/ 3/ 1 oraninda hekzan, izopropil alkol, etil alkol ve su kullanildi.

3.3.3 Lipofilite Calismalari

Lipofilite maddenin yagda ¢oziinme egiliminin Ol¢iisiidiir ve lipid/su oranmi seklinde
dagilma katsayis1 olarak ifade edilir. Bu katsayr ne kadar biiylikse; maddenin lipid
membrandan absorpsiyonu o kadar fazla olur (Ozyazgan, 2002). Kimyasal bilesikler
icin yag, petrol, lipid ve hekzan, toluen, oktanol gibi apolar cozgenlerde ¢oziinme

yetenegini gosterir (Theobald, 1989).

Bir santrifiij tiipline esit oranlarda n-oktanol ve pH = 7 tamponu koyulduktan sonra
PmTe jle isaretli ornekten 0.1 mL alnarak bu karisima ilave edilip once 1 dakika
vortekslenerek 2500 rpm’ de 30 dakika santrifiijlendi (Zhang and Wang, 2001).
Santrifiij sonrasinda fazlara ayrilan bu karisimin iist ve alt fazlarindan 100’ er uL
alinarak aktiviteleri Cd(Te) dedektorii ile sayildi. Ayni islemler ii¢ kez tekrarlandi. Elde

edilen deneysel ve teorik sonuglar 4. boliim’ de yer almaktadir.
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3.4 Disi Albino Wistar Sicanlar Uzerinde Yapilan Biyodagilim Calismalari

Biyodagilim icin 21 adet Albino Wistar si¢an kullanildi. 1 mL (100 pg) bilesik alinip
tizerine 40 uL. Tween-80 ve 100 uL kalay kloriir ¢ozeltisi (1 mg SnCl,.2H,0O / 1 mL 0.1
M HC)) ilave edildi. Cozeltinin pH degeri 1 M NaOH ile 5’ e ayarlanarak 0.6 mL 74
MBq (2.0 mCi) Tc-99m ilave edildi ve 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edilerek
isaretleme reaksiyonu gerceklestirildi. Isaretli bilesikler sicana verilmeden once 0,1 N
NaOH ile pH = 7 getirildi. Bu ¢ozelti 0.22 um’ lik steril milipor filtreden gecirilmis ve
kullanima hazir hale getirildi. Her hayvana kuyruk veninden 0.2 mL (4 pg) Tc-99m ile
isaretli bilesik enjekte edildi.

Sicana enjekte edilmeden once ve sonrasinda enjektor aktiviteleri Cd(Te) dedektorii ile
sayildi. Sicanlar 60. dakika sonunda eter ortaminda sakrifiye edilerek dénceden daralari
alinmig olan kiiciik kaplar icerisine belirlenen organlar alindi. Her organa ait tartim
degeri ve aktiviteleri Cd(Te) dedektorii ile ikiser kez alindi. Aktivitelerinin ortalamalari

alind1 ve her bir organ i¢in gram basina diisen doz degerleri (% ID / g) hesaplandi.

3.5 Yeni Zelanda Beyaz Tavsanlarda Yapilan Sintigrafi Calismalari

Sintigrafi icin 7 adet Yeni Zelanda beyaz tavsan kullanildi. 1 mL (100 pg) bilesik alinip
tizerine 40 pL Tween-80 ve 100 pL kalay kloriir ¢ozeltisi (1 mg SnCl,.2H,0O /1 mL 0.1
M HCI) ilave edildi. Cozeltinin pH degeri 1 M NaOH ile 5’ e ayarlanarak 0.6 mL 74
MBq (2 mCi) Tc-99m ilave edilmis ve 20 dakika oda sicaklifinda inkiibe edilerek
isaretleme reaksiyonu gergeklestirilmistir. Isaretli bilesikler hayvana verilmeden 6nce
0.1 N NaOH ile pH = 7 getirildi. Bu ¢ozelti 0.22 um’ lik steril milipor filtreden
gecirilmis ve kullanima hazir hale getirildi. Her hayvana anestezi (ketamin (30 mg/kg
intraperitotonal (i.p.)) ve ksilazin (50 mg/kg i.p.)) altinda kulak veninden 0.2 mL (4 ug)
Tc-99m ile isaretli bilesik enjekte edildi.

18



Tc-99m ile isaretli bilesik enjekte edildikten 10 dakika ve 3 saat sonra ¢ift bash genel
amacl kolimator iceren gama kamera ile 140 pik enerjide % 20 pencere aralifinda 2

zoomda 128x128 piksel netliginde anterior ve posterior imajlar1 alindi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Kalite Kontrol Sonuglar:

4.1.1 RTLC ile Elde Edilen Sonuclar

RTLC banyolarinda yiiriitiicii faz olarak hekzan, izopropil alkol, etil alkol ve su
(3/3/3/1; v/vivIv) ¢ozgenleri kullanilarak yapildi. Yapilan kalite kontrol ¢alismalarinda

isaretlenmesi beklenen bilesiklerin RTLC Ry degerleri sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6,
4.7, 4.8 ve 4.9’ da verildi.

99mTc-3-Amino-2-pyrazin Karboksilik Asit

250

200 N
Boo [\
E [\
=100 / \
a 50 / \

0 e ey
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00
Rf

Sekil 4.1 Tc-99m-3-Amino-2-pyrazinkarboksilik asit’ in RTLC kromatogrami.
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400

99mTc-2-Aminoterafitalik Asit

w
o
o

sayim/sn
N
o
o

—_
o
o

o

Sekil 4.2 Tc-99m-2-Aminoterefitalik asit’ in RTLC kromatograma.

400

300

200

sayim/sn

100

99mTc-N-nitro-L-arginin

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80

Sekil 4.3 Tc-99m-N-nitro-L-arginin’ in RTLC kromatograma.
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sayim/sn

99mTc-2-Amino-5-Bromobenzoik Asit

400

300

200 +

100

/A\

¢ ¢ —¢— ¢ ¢ —¢ ¢ ¢ ¢ ¢
0 v T T

0,00 0,20 0,40

Rf

0,60 0,80

1,00

Sekil 4.4 Tc-99m-2-Amino-5-bromobenzoik asit’ in RTLC kromatograma.

sayinv's

99mTc4-Aminohippurik Asit

400 -
300 *

200 \

100 - / \
0

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00
Rf
Sekil 4.5 Tc-99m-4-Aminohippurik asit’ in RTLC kromatogrami.
gemTc-Z-Quingciinol
400 .'jé—\
100 Ti—
i! ‘\

Sekil 4.6 Tc-99m-2-Kuinoliinol’ iin RTLC kromatogramu.
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99mTc-5-Methoksindol-2-Karboksilik Asit

0,00

0,20 0,40 0,60 0,80 1,00

Sekil 4.7 Tc-99m-5-Methoksindol-2-karboksilik asit’ in RTLC kromatograma.

sayim(sn)

1000

99mTcO4-

800

600

400

/

0,00

0,10

200
0 %

0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90 1,00
Rf

Sekil 4.8 *"TcO, RTLC Kromatogrami
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indiraenmis 99mTc
1000
£y
ann 1
\
= \
o \
£ \
> 400 A
500 \
ZUuU Y
)8
0 e ————————————————+——
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00
Ri

Sekil 4.9 Ind Tc-99m RTLC Kromatogramu.

Tc-99m ile olusturulan komleks bilesiklerinin bu banyo c¢ozeltisinde ¢ok az yiiriidiikleri
gozlendi. Bunlarin yiiridiikleri mesafenin Rf degerleri ise birbirine esit bulundu.
Indirgenmis Tc-99m ise uygulama noktasinda kaldigi, sodyumperteknetatin ise
tamamen yiiriidiigii gozlendi. Buradan c¢ikan sonug ise bilesiklerin tiimiiniin Tc ile

kompleks olusturduklar1 ortaya ¢cikmaktadir.

4.1.2 Kagt Elektroforez Yontemi ile Elde Edilen Sonuclar

Isaretli bilesiklere ve radyoaktif bilesenlere ait elektroforez sonuclari sekil 4.10 — 4.18’
de yer almaktadir. Banyo cozeltisi olarak % 0.9 serum fizyolojik (SF) kullanilmis olup,
bilesiklerin ilerleme mesafeleri cm cinsinden verildi. Maddelerin uygulama noktast 15
cm’ lik Whatman kagitlarinin orta noktasi yani 8 cm olup, pozitif kutup 8.0 cm’ den 15

cm’ e dogru, negatif kutup ise sifirdan 8 cm’ e dogrudur.

24




QOmTe 2 Amina 2_nurazin Warhalkcilile Acit
QOmic-2-Amino-2-hurazin Karhoksilt

30
f7¥
m i ‘\%
/ \
/ \
a5 / \
- / \
/ \
) _ _ . ) \ - .
0 v ’ i
1 2 5 7 a 14 12 15
mecafelem)

Sekil 4.10 Tc-99m-3-Amino-2-pyrazinkarboksilik asit’ in elektroforez kromatogrami

(uygulama noktasi 8 cm, pozitif kutup 8 cm’ den 15 cm’ a dogru ve negatif kutup 0’ dan

8 cm’ e dogrudur).

2-Aminoterefitalik Asit

~

1 3

e X
04

5 7 9 11 13 15

mesafe(cm)

Sekil 4.11 Tc-99m-2-Aminoterefitalik asit’ in elektroforez kromatogrami (uygulama

noktas1 8 cm, pozitif kutup 8 cm’ den 15 cm’ a dogru ve negatif kutup 0’ dan 8 cm’ e

dogrudur).
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N-Nitro-L-Arginin

30 -
% 20 (\
E
= 10
(7]
0 4
1 3 5 7 9 11 13 15
mesafe(cm)

Sekil 4.12 Tc-99m-N-nitro-l-arginin’ in elektroforez kromatogrami (uygulama noktasi 8

cm, pozitif kutup 8 cm’ den 15 cm’ a dogru ve negatif kutup 0’ dan 8 cm’ e dogrudur).

2-Amino-5-Bromobenzoik asit

30

. Lo

10

0‘:‘:4‘/\¢‘¢‘¢
3

mesafe(cm)

sayim/sn

Sekil 4.13 Tc-99m-2-Amino-5-bromobenzoik asit’ in elektroforez kromatogrami
(uygulama noktast 8 cm, pozitif kutup 8 cm’ den 15 cm’ a dogru ve negatif kutup 0’ dan

8 cm’ e dogrudur).
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4-Aminohippurick Asit

30 -
§ 20 m
E
= 10
(7]

O 4

1 3 5 7 9 1 13 15
mesafe(cm)

Sekil 4.14 Tc-99m-4-Aminohippurik asit’ in elektroforez kromatogrami (uygulama
noktasi 8 cm, pozitif kutup 8 cm’ den 15 cm’ a dogru ve negatif kutup 0’dan 8 cm’ e

dogrudur).

2-Kuinolinol

30
20 A

. [\
S A

1 3 5 7 9 11 13 15
mesafe(cm)

sayim/sn

Sekil 4.15 Tc-99m -2-Kuinoliinol’ iin elektroforez kromatogrami (uygulama noktasi 8

cm, pozitif kutup 8 cm’ den 15 cm’ a dogru ve negatif kutup 0’ dan 8 cm’ e dogrudur).
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5-Methoksindol-2-Karboksilik Asit

25
20 r

7 |

D 15

E

%10

o5

0 * +——¢—¢_ ¢ \‘ i * * * ¢
1 3 5 7 9 11 13 15

mesafe(cm)

Sekil 4.16 Tc-99m -Methoksindol-2-karboksilik asit’ in elektroforez (uygulama noktasi
8 cm, pozitif kutup 8 cm’ den 15 cm’ a dogru ve negatif kutup 0’ dan 8 cm’ e

dogrudur).

OMT A~ -
L |

!
/

A

)
4

mesaieicing

Sekil 4.17 *™TcO,” in elektroforez kromatogrami (uygulama noktasi 8. cm, pozitif

kutup 8 cm’ den 15. cm’ a dogru ve negatif kutup 0’ dan 8 cm’ e dogrudur).
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D

A
n
w

11 13 15

mesafe{ecm}

Sekil 4.18 indirgenmis Tc-99m’ in elektroforez kromatogrami (uygulama noktasi 8 cm,

pozitif kutup 8 cm’ den 15 cm’ a dogru ve negatif kutup 0’ dan 8 cm’ e dogrudur).

Bulunan elektroforez sonuglarina gore yiiksiiz olan indirgenmis Tc-99m ile Tc-
kuinolinol kompleksi uygulama noktasinda kalirken, yiiklii olan perteknetat iyonunun
uygulama noktasindan anoda dogru 2 cm gittigi gozlendi. Tc-99m ile isaretli diger
bilesikler ise uygulama noktasindan anoda dogru 1.0 cm yakin yiiriidiikleri gozlendi.
Bunun nedeni ise polar olmalarindan veya c¢ozelti durumunda iyon hale

gelebilmelerinden ileri gelmektedir.

Elektroforez calismasindan elde edilen sonuglara gore (-) iyonlarin anoda dogru

ilerledikleri, yiiksiiz olan molekiillerin ise uygulama noktasinda kaldiklar1 bulundu.
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4.1.3 in Vivo Cahsmalarin Sonuclar

4.1.3.1 Sicanlar iizerinde yapilan Tc-99m ile isaretli bilesiklerin biyodagilim

calismalarmin sonuclari

Her bir organ tartildiktan sonra aktivitesi Cd(Te) dedektoriiyle donanimlt RAD 501 tek-
kanalli analizor ile sayildi. Bu sayimlar da ikiser defa tekrarlanarak ortalamalart alindi.
Elde edilen sayimlardan gram basina aktiviteler hesaplanarak % sayim / g olarak beyin,

karaciger ve bobrekteki Tc-99m ile isaretli bilesiklerin aktiviteleri sekil 4.19 — 4.25

arasinda verildi.

3-Amino-2-pyrazine carboxylic acid

35
30

25
20
15
10

5 —‘ '*
0] r r :

bag karaciger bibrek

het Y%doz/ory:

organ

Sekil 4.19 Tc-99m -3-Amino-2-pyrazinkarboksilik asit” in Albino Wistar siganlardaki
biyodagilimi.
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2-Amincterephtalic Acid

35,0
30,0
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20,0
15,0
10,0
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net % doz/org

bag karaciger bdbrek

organ

Sekil 4.20 Tc-99m-2-Aminoterefitalik asit’ in Albino Wistar sicanlardaki biyodagilima.

2-Amino-5-Bromobenrzoic acid

%5
20

g‘ o)

N0

3§. 15

E
5 I
0 . .

bas karaciger bobrek
organ

Sekil 4.21 Tc-99m-4-Aminohippurik asit asit” in Albino Wistar siganlardaki
biyodagilima.
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N-Nitro-L-arginin
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bag karaciger b&brek
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Sekil 4.22 Tc-99m-N-nitro-L-arginin’ in Albino Wistar sicanlardaki biyodagilimi.

4-Aminohippuric acid

25,0

o 200
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N

g 15,0
B 10,0
E 50

0.0 T T 1
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Sekil 4.23 Tc-99m-4-Aminohippurik asit’ in Albino Wistar sicanlardaki biyodagilimu.
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2-Quinalinol

net % doz/org
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bas karaciger bdbrek

organ

Sekil 4.24 Tc-99m-2-Kuinolinol’ iin Albino Wistar siganlardaki biyodagilimi.

S41methoxyndole -22-carboxylic acid

G0
=]
% 40
3
=
E 20
0 T T 1
bas karaciger bdbrek
organ

Sekil 4.25 Tc-99m-5-Methoksindol-2-karboksilik asit’ in Albino Wistar si¢anlardaki
biyodagilimi.

Tc-99m-3-amino-2-pyrazinkarboksilik asit’ in en fazla bobrek sonra karaciger ve en az
ise beyine gittigi gozlemlenmistir. Tc-99m-2-aminoterefitalik asit’ in karacigerdeki
tutulumu beyin ve bobrekten daha fazla olurken beyindeki tutulum en diisiik seviyede
kaldi. Tc-99m-2-amino-5-bromobenzoik asit’ in % 11’ i beyine giderken, % 9’ u
karaciger ve % 1’ e yakininin bobrekte biriktigi bulundu. Tc-99m ile isaretli N-nitro-L-

arginin si¢anlarin karacigerinde en biiyiik birikim gosterirken beyinde bobrektekinden
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daha fazla birikim yapti. Tc-99m-4-aminohippurik asit’ in Albino Wistar sicanlardaki
biyodagiliminda beyindeki tutulumu % 17, karacigerde % 9 ve bobrekte ise % 3 dagilim
gostermistir. Tc-99m ile isaretli 2-kuinolinol’ iin beyin ve bobreklerdeki tutulumlari
birbirine yakin ¢ikarken karacigerdeki tutulumu diger iki organinkinin iizerinde cikt1.
Tc-99m-5-methoksindol-2-karboksilik asit’ in sicanlardaki dagiliminda % 7 karaciger,
% 1,5 beyin ve % 0,8 de bobrekte tutundugu gozlendi.

Yapilan biyodagilim ¢alismalar1 sonucunda beyine en fazla sirasiyla 4-aminohippurik
asit, 2-amino-5-bromobenzoik asit, N-nitro-L-arginin, 2-quinolinol, 3-amino-2-
pyrazinkarboksilik asit, 2-aminoterefitalik asit ve 5-methoksindol-2-karboksilik asit
gittigi gozlendi. Karacigere en fazla 2-amino-5-bromobenzoik asit giderken en az ise 3-
amino-2-pyrazinkarboksilik asit gittigi bulundu. Isaretli bilesiklerin bobrekte
tutulumlan ise; S-methoksindol-2-karboksilik asit ve 2-amino-5-bromobenzoik asit cok

az tutulma yaparken en fazla tutulumu ise 3-amino-2-pyrazinkarboksilik asit yapti.

4.1.3.2 Tc-99m ile isaretli Bilesiklerin Yeni Zelanda Beyaz Tavsanlardaki

Sintigrafisi

Resim 4.1 Tc-99m-3-Amino-2-pyrazinkarboksilik asit’ in Yeni Zelanda Beyaz

tavsandaki sintigrafisi.
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B: 1%
£ 00%
Bea: 0.01

C: 1%
=T p
Cém: 004

D: as5%
£S5
D 0.3

E: 19

A0
Esd: 0.0

Resim 4.2 Tc-99m-2-Amino-5-bromobenzoik asit’ in Yeni Zelanda Beyaz tavsandaki

sintigrafisi.

C:3%
A OTH
Ciac 002

D: 2%
A O8%
LA 002

E:35%
A BS%
E/A: 054

F:3%
A QT
Fim: 002

Resim 4.3 Tc-99m-5-Methoksindol-2- karboksilik asit’ in Yeni Zelanda Beyaz

tavsandaki sintigrafisi.
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C: 2%
A EE%
Crac0.02

D 2%
AUOT %
DiA: 003

E:38%
A B2%
Eff: 0G0

F:3%
A OT%
Fia: 003

Resim 4.4 Tc-99m-N-nitro-L-arginin’ in Yeni Zelanda Beyaz tavsandaki sintigrafisi.

A
coa1%
o AB3%

Cimc 012

D 2%
A O5%
DiAz00Z

E:21%
A GO
EiA D46

F:2%
A O
Fiac 002

Resim 4.5 Tc-99m-2-Kuinolinol’ iin Yeni Zelanda Beyaz tavsandaki sintigrafisi.
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AL EEW
B:12%
AT 24

A 9%
C: 7%
AT 1202

A T
D: 26%
A0 2.86

==k
E: 1%
PE: 101,22

[A: 99%
F:1%
ASF: 101,50

Resim 4.6 Tc-99m-2-Aminoterefitalik asit’in Yeni Zelanda Beyaz tavsandaki

sintigrafisi.

A B2%
B: 1&%
AB:AET

BooES%
Co12%
AT 729

A G0%
D 21%
2D 2.9

A 100 %
E: D%
AJE: 38141

A 100%
u F: 0%
AU 274,40

Resim 4.7 Tc-99m-4-Aminohippurik asit’ in Yeni Zelanda Beyaz tavsandaki

sintigrafisi.
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Tc-99m-3-amino-2-pyrazinkarboksilik asit” in tavsanlardaki sintigrafisinde verilen
dozun % 2 beyin, % 15 karaciger ve mide gibi i¢ organlara, % 3 ise bobrekte biriktigi
goriildii. Tc-99m-2-amino-5-bromobenzoik asit ile yapilan sintigrafi resim 4.2° de
goriildiigii gibi verilen aktivitenin bilyiik kismu i¢ organlarda dagilirken ancak % 1
civarinda beyin ve bobrekte goriildii, bir kismi da mesanede bulundu. Tc-99m-5-
methoksindol-2-karboksilik asit ve Tc-99m-N-nitro-L-arginin ile yapilan sintigrafi
calismasinda bu iki maddenin benzer dagilim gosterdigi, beyin % 2, bobreklerde % 3 ve
aktivitenin onemli bir kisminin hemen mesaneye ulastig1 ve geri kalan kisminin ise i¢
organlarda dagilim yaptig1 saptandi. Tc-99m-2-kuinolinol ile yapilan sintigrafi
calismasinda beyine c¢ok az aktivite giderken verilen aktif maddenin biiylik boliimiiniin
i¢ organlarda birikim yaptig1 bulundu. Tc-99m-2-aminoterefitalik asit’ in 6nemli bir
kisminin beyinde toplandigi bobrek ve mesaneye c¢ok az bir kisminin gittigi, i¢
organlara % 26 bir aktivite ulastif1 geri kalanin ise viicudun diger kisimlarina gittigi
resim 4.7° de goriilmektedir. Tc-99m-4-aminohippurik asit ile yapilan calismada

aktivitenin bobrege gitmezken beyine yliksek miktarda aktive ulastigi bulundu.

Resim 4.1-4.7 arasindaki resimlerde goriildiigii lizere her bir maddenin sintigrafisi bir
birinden farkli ¢ikti. Buda bize gosteriyor ki her bir madde Tc-99m ile isaretlendi.
Resim 4.6 ve 4.7’ de goriildiigii gibi aminoasit tiirevi bilesiklerin beyinde toplandigi
goriiliirken karboksilik asit tiirevi bilesiklerin ise daha ¢ok bobreklere gittigi gozlendi.
Bu calismada ortaya cikan diger bir bulgu ise 4—aminohippurik asit hari¢ tiim aktif
bilesikler bobrekte tutulum gosterirken, bu bilesigin bobrekte hi¢c tutulum

gostermemesidir.

Beyinde en yiiksek tutulumu gosteren karboksilik asitlerde 2-amino-5-bromobenzoik
asit olmustur. Bunun nedeni olarak lipofiliteyi artiran aromatik yapiya bagl Br
maddesinin oldugu diisliniilmektedir.

4.1.4 n-Octanol / Su Oram (Lipofilite) Sonuclar:

Tc-99m ileisaretli ve isaretli olmayan bilesiklerin deneysel ve teorik olarak logP cizelge

4.1’ de verildi(n = 3). Lipofilite maddenin yagda ¢oziinme egiliminin dl¢iistidiir ve lipit
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/ su oranm1 seklinde partisyon katsayisi olarak ifade edilir. Bu katsay1 ne kadar biiyiikse;
maddenin lipit membrandan absorpsiyonu o kadar fazla olur. Bilesenlerinin teorik logP

degerleri ACD /logP Algorithm programina gore verildi. Bir bilesigin logP degeri ACD

programina gore teorik olarak yiiksiiz molekiiller i¢in hesaplanabilmektedir.

Cizelge 4.1 Maddelerin lipofilite sonuclarinin ¢izelge halinde gosterimi

Kompleks Deneysel logP Teorik Inak. logP
Tc-99m-3-Amino-2-pyrazinkarboksilik asit | 0.188 £+ 0.05 -0.33 £0.52
Tc-99m -2-Aminoterefitalik asit 0.346 £ 0.07 1.49 £0.26
Tc-99m —N-Nitro-L-arginin 0.402+ 0.06 -0.21 £ 0.31
Tc-99m -2-Amino-5-bromobenzoik asit 0.168 £ 0.02 2.37+£0.33
Tc-99m -Aminohippurik asit 0.567 £0.03 -0.58 £0.56
Tc-99m -2-Kuinolinol 0.443 £0.02 1.95+0.24
Tc-99m-5-Methoksindol-2-karboksilik asit | 0.519 £ 0.03 -1.95 £ 0.68

Deneysel olarak elde edilen logP degerleri cizelge 4.1° de verildi. Bu ¢izelgeye gore 3-
amino-2-pyrazinkarboksilik asit, N-nitro-L-arginin ve 4-aminohippurik asit, 2-
kuinolinol bilesiginin logP degeri Tc-99m ile isaretli bilesiklerine gore artarken 2-
amino terefitalik asit, 2-amino-5-bromobenzoik asit ve 5-methoksindol-2-karboksilik

asit bilesikleri Tc-99m ile isaretli bilesiklerine gore azaldi.
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4.1.5 Inaktif Bilesenlerin Rf Degerleri

Cizelge 4.2 inaktif bilesiklerin Rf degerleri

Bilesikler Rf degeri (hekzan/IPA/etanol/su)
Inaktif bilesikler Tc-99m ile isaretlenmis

bilesikler
3-amino-2-pyrazinkarboksilik asit 0.17 0.20
2-amino terefitalik asit 0.76 0.20
N-nitro-L-arginine 0.45 0.20
2-amino-5-bromobenzoik asit 0.87 0.20
4-aminohippurik asit 0.53 0.20
2-kuinolinol 0.85 0.10
5-methoksindol-2-karboksilik asit 0.83 0.20

99mTcO4-

Uygulama noktasi

Indir. Tc-99m

1.00

Tc-99m ile isaretlenmemis bilesiklerin Rf degerleri ile Tc-99m ile isaretli bilesiklerin Rf

degerleri karsilastirildigi zaman isaretlemeden onceki Rf degerleri ile isaretlendikten

sonraki degerleri birbirinden farkli yerlerde ¢ikti. Bu ¢6zelti banyosunda 99mTcO4-

uygulama noktasinda kalirken indirgenmis Tc-99m ise u¢ noktasina kadar yiiriidiigii

gozlendi.
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4.1.6 Tc-99m ile isaretlenen Bilesiklerin Isaretleme Verimleri

Cizelge 4.3 Tc-99m ile isaretlenen bilesiklerin isaretleme verimleri (n=5)

Kompleks Verim(%)

Tc99-m -3-Amino-2-pyrazinekarboksilik asit | 95.43 £2.34
Tc99-m -2-Aminoterefitalik asit 96.72 +3.26
Tc99-m -N-Nitro-L-arginine 97.85+4.12
Tc99-m -2-Amino-5-bromobenzoic asit 98.02 £2.86
Tc99-m -Aminohippurikasit 97.57 £3.05
Tc99-m -2-Quinolinol 96.44 +£2.93
Tc99-m -5-Methoksindol-2-karboksilik asit 95.61 +3.28

Cizelge 4,3" te goriildiigii gibi isaretleme verimleri her bir madde i¢in bes isaretleme
yapilarak ortalamalari bulundu. Bu sonuglara gore ortalama verimlerinin oldukca

yiiksek oldugu goriilmektedir.

Radyoniiklid ve bu niiklidlerlerle isaretli bilesiklerin niikleer tiptaki kullanimlari her
gecen giin artarak devam etmektedir. Ozellikle Tc-99m ve isaretli bilesikleri iskelet,
kalp, tiroit, beyin, akciger, karaciger, bobrek gibi dokularin goriintiilenmesinde
kullanilmaktadir. Tc-99m, Azot, Kiikiirt, Fosfor ve Oksijen iceren bircok bilesikle
koordine kovalent bag yaparak kompleksler olusturmaktadir. Olusan bu komplekslerin
bir kismu goriintiileme ajani olarak kullanilmaktadir. Bunlardan Tc-99m ile isaretli
hekzametilpropilenaminoxim (HMPAO hexametazime) beyin sintigrafisinde ve
dimerkaptosiiksinik asit acid (DMSA), dietilentriaminpenta asetik asit (DTPA),
ercaptoacetyltriglycine ve MAG3 bobrek sintigrafisinde kullanilmaktadir (Abram and
Alberto, 2006; Balogh et al., 1999; Sarierler., 2004). Yukarida belirtilen ¢alismalarda
bobrege giden maddelerin yapilarinin birbirinden tamamen farklt oldugu, bizim
yaptigimiz calismada bu organa giden bilesiklerin amin iceren karboksilik asit

bilesiklerinin oldugu goriildii (2-Amino-5-bromobenzoik asit ve 4-Aminohippurik asit).
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5. SONUC

Tc-99m ile yapilan isaretleme calismalarinda bilesiklerin Tc-99m ile isaretlendigi
elektroforez sonucglari, RTLC sonuglar1 ve goriintii ¢alismalarindan anlasiimaktadir.
Tiim bilesikler Tc-99m ile kalay kloriir indirgeme metodu ile yiiksek verimle
isaretlenebilir oldugu goriildii olup bunlarin ortalama verimlerinin % 95 (n = 5)

izerinde oldugu bulundu.

Tc-99m ile isaretlenerek olusturulan kompleks bilesiklerin lipefilite sonuclarina gore

sudaki ¢oziiniirliiklerinin yagdaki ¢oziiniirliiklerinden fazla oldugu bulundu.

Tc-99m ile isaretli aminosait bilesiklerinin beyindeki tutulumlarinin yiiksek oldugu

bulundu.

Tc-99m ile isaretli karboksilik asit bilesiklerinin bobrekteki tutulumlarindan daha
yiiksek oldugu ve ayrica Tc-99m ile isaretli 4—aminohippurik asidin bobrekte hig

tutulum géstermedigi bulundu.

Sonug olarak; 2-amino-5-bromobenzoik asit, 2-aminoterefitalik asit ve 4-aminohippurik
asidin beyin goriintiilemesinde kullanilabilecegi goriilmektedir ancak bu calismalar
birkag kez tekrarlanmalidir. Tc-99m ile isaretli 3-amino-2-pyrazinkarboksilik asit

bobrek sintigrafisi icin uygun olabilecegi goriilmektedir.
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