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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Tc-99m iLE ISARETLI WHEY PROTEIN’IN BiYODAGILIMININ DENEY
HAYVANLARI UZERINDE iINCELENMESI

Mert AKINLI

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Ugur AVCIBASI

Pek cok ¢esidi bulunan sporcu supplementleri (ek besinler) liriin grubunun en
onemli ve en ¢ok kullanilan alt tiirlerinden birini olusturan protein tozlari, diinyada
pek c¢ok insan ve sporcu tarafindan kullanilmaktadir. Genellikle kisilerin
giinliik protein ihtiyaglarina erismelerinde kolaylik saglamasi agisindan kullanilan
protein tozu ve benzer tlrevdeki protein supplementleri, proteinlerin kas
gelisimindeki etkisi yliziinden 6zellikle sporcular tarafindan tercih edilmektedirler.
Bunun yani sira ise, kanser hastalari, kas kaybina sebebiyet veren ¢esitli hastaliklar
vb. durumlarda da, hastalarin beslenmelerine ek olarak destek vermesi agisindan
kullanilmaktadir.

Peynir alti suyu proteini (Whey Protein), peynirin mayalanmasi sirasinda
olusan peynir alt1 suyu kullanilarak imal edilen bir proteindir. Baslica beta-
laktoglobulin (~%65), alfa-laktaloumin (~%25) ve albiimin (~%8) igerir.

Whey Proteinin biyodagilimi hakkinda literatiirde herhangi bir detayli makale
yer almamaktadir. Radyoaktif isaretli Whey Protein’in deney hayvanlar {izerindeki
biyodagilimini gérmek i¢in yapilan bu ¢alismada WHEY protein’in (WH) deney
hayvanlar iizerindeki birikiminin kantitatif olarak belirlenmesi amaglanmistir. Bu
calisma literatiirde ilk defa yapilmistir.

Buradan hareketle bu calismada ilk olarak whey proteini kalay kloriir
indirgeme yontemi kullanilarak OMTe ile isaretlenmistir. Bu sekilde baglanma verimi
>9%95 olarak bulunmustur. Bir sonraki asamada radyoaktif isaretli proteinin (**"Tc-
WH) kalite kontrolii kagit elektroforezi yontemi ile gercgeklestirilmistir. Yapilan
elektroforez ¢aligmalarinda uygun ¢6zgen sistemi olarak Serum Fizyolojik (SF, %0.9
NaCl) kullanilmistir. Elektroforez calismalarindan sonra sirasiyla, lipofilite ve
stabilite c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Bu c¢alismalarda 9¥MTC-WH’nin 2 saat
stireyle rat kan serumunda %85 oraninda kararli kaldigi tespit edilmistir. Son
asamada ise disi Albino Wistar sicanlar iizerinde sintigrafi ve biyodagilim
calismalar1 yapilmstir.

Bu calismalar sonucunda isaretli WHEY proteinin disi sicanlarda meme,
yumurtalik ve pankreasta yiiksek oranda birikim yaptig1 tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Whey protein, Radyoisaretleme, *™Tc,

2017, 42 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

BIODISTRIBUTION OF WHEY PROTEIN LABELED WITH Tc-99m ON
THE EXPERIMENTAL ANIMALS

Mert AKINLI

Celal Bayar University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Ugur AVCIBASI

Protein powders, which constitute one of the most important and most used
subspecies of athlete supplements with a wide variety of products, are used by many
people and athletes around the world. Generally, protein dust and similar derivative
protein supplements are used by the athletes especially because of the effect of the
proteins on muscle development. In addition to this, cancer diseases, various diseases
causing muscle loss and so on. It is also used to provide support to patients in
addition to their nutrition.

Whey protein (English "Whey Protein’) is a protein made from whey produced
during the fermentation of cheese. The main beta-lactoglobulin (~ 65%) contains
alpha-lactalbumin (~ 25%) and albumin (~ 8%).

There is no any detailed study about biodistribution of Whey protein in the
literature. In this study done for seeing biodistribution of WHEY protein (WH) on
the experimental animals it was aimed to quantitatively determine the accumulation
of Whey protein on experimental animals. This study was done for he first time in
the literatiire.

In this study, whey protein was firstly labeled with Tc-99m using tin chloride
reduction method. The yield of binding in this way was found to be 95%. In the next
step, quality control of radioactively labeled protein (**"Tc-WH) was carried out by
paper electrophoresis technique. Serum Physiological (SF, 0,9% NaCl) was used as a
suitable solvant system in electrophoresis studies. After electrophoresis studies,
lipophilicity and stability studies were carried out, respectively. In these studies
9MTc-WH was found to be stable at 85% in rat blood serum for 2 hours. At the last
stage, scintigraphy and biodistribution studies were carried out on female Albino
Wistar rats.

As a result of these studies, it was determined that WHEY protein
accumulated at high concentrations in the breast, the ovary and the pancreas in
female rats.

Keywords: Whey protein, Radiolabeling, *™Tc,

2017, 42 pages



1. GIRIS

1.1 Kanser Tedavisi

Kanser tedavisi boliimler arasinda ¢ok yakin bir isbirligi gerektiren takim
oyununa benzer. Tan1 agsamasinda goriintiileme, patoloji ve biyokimya uzmanlart ile
endoskopistlerin de dahil oldugu bu takimda tedavi asamasina gelindiginde asagidaki
3 faktor basrolii oynar.
1) Hastalikli dokular1 cerrahi miidahelelerle viicuttan uzaklastiran cerrahlar ve
girisimsel tedaviler uygulayan uzman hekimler
2) Kanser hiicrelerini ¢ok ¢esitli siniftan ilaglarla yokeden ve bagisiklik arttirict
ilaglar1 uygulayan medikal tibbi onkologlar
3) Hastalikli dokulari radyoaktif 1sinlarla yok eden radyasyon onkologlari

Bu tedavilerin alanlarinda uzmanlagmis hekimlerce yapilmalar1 yasamsal
oneme sahiptir. Hastalar, kendilerine kendilerine tedavi ve kanser ilaglar1 uygulayan

hekimlerin medikal onkolog olup olmadiklarin1 mutlaka sorgulamalidirlar.

1.2 Standart ve Opsiyonel Tedaviler

Kanser tedavisi tibbin en yogun emek isteyen ve ciddi alanidir. Bu alanda
keyfilige yer yoktur. Toplumda ¢ok ender rastlanan bazi kanser tiirlerinde standart
tedavi kabul edilebilecek tedavi yontemlerinin heniiz olusmadig: istisnai durumlarda
medikal onkologlar kisisel deneyimlerimlerinde yararlanarak uygulayabilirler ki, bu
tedavilere “opsiyonel tedaviler” denmektedir. Ancak kanserlerin biiyiik kisminda
uygulanan tedaviler “standart tedavilerdir.” Bu tedavilerde hekimin kendi basina

karar vermesi s6z konusu degildir.

1.2.1 Kemoterapi

Kanser hiicrelerini tahrip eden, biiylime ve ¢ogalmasini engelleyen kanser
ilaclart kullanilarak yapilan tedaviye kemoterapi denir. Kemoterapi tek basina
kullanilabilecegi gibi radyoterapi ile birlikte, ameliyattan Once ya da sonra
uygulanabilmektedir. Kemoterapi ilaglar1 agizdan ve kalcadan damar igine verilmek
suretiyle cildin iizerine ve altina veya bazi organ ve dokulara yonelik cesitli

yontemlerle verilebilir. Bazen hastanin ve uygulanacak ilaglarin 6zelligine gore



onceden takilmis kataterlerden de kemoterapi uygulamalari yapilabilir. Bu
kataterlerin bir kism1 tamamen cilt altina yerlestirilmis olabilir. Kanser tedavisi i¢in
ilag uygulama siklig1 ve toplam ila¢ uygulama siiresi, hastaligin ve uygulanan
ilaglarin 6zelligine tedavinin amacina ve tedaviye verilen yanita bagli olmak {izere

medikal onkologun verecegi karar dogrultusunda belirlenir.

Kanserin tiirii ve gelisme evresine gore degismekle birlikte kemoterapinin

kullanim amaglar1 sunlardir:

Hastalig1 tedavi etmek

Hastaligin yayilmasini 6nlemek

Hastaligin biiylimesini yavaslatmak

Bagka bir yere yayilmis olma ihtimali olan kanser hiicrelerini yok etmek

Hastaliga bagli rahatsizliklari / sikayetleri azaltmak

Her giin ila¢ uygulanabilecegi gibi birkag giin iist {iste, hatta onbes gilinde bir,
21 ve ya da 28 giinde bir seklinde degisik uygulamalar da yapilabilir. Ilaglarin
uygulanmasi ve uygulamayi takip eden istirahat siiresinden olusan birim zamana “1
kiir” denilir. Baz1 kanser tiirlerinde toplam kiir sayist bastan belliyken, bazi
durumlarda hastaligin seyrine gére zaman iginde medikal onkolog tarafindan karar
verilir. Kemoterapi uygulamalar1 tiim diinyada ¢ogunlukla ayaktan (outpatient)
yapilir. Bazi durumlarda hastanin hastaneye yatmasi gerekebilir. Kan alma ya da
herhangi bir enjeksiyon sirasinda hissedilenden daha fazla agri ya da ac
hissedilmez. Bazen ilag damar digina sizabilir ve ignenin takili oldugu damar
cevresinde sislik, kizariklik, ac1 ya da yanma hissedilebilir. Boyle bir durumda
hemen hemsirenize haber vermelisiniz. Clinkii bu durum ignenin damar disina
¢tkmast sonucu olabilir ve hemen miidahale edilmezse ileride o bolgede doku hasari

meydana gelebilir.

1.2.2 Radyoterapi (Isin Tedavisi)

Radyoterapi, yiiksek enerjili x-1sinlari, elektron demetleri ve radyoaktif
izotoplar yoluyla kanser hiicrelerini 6ldiirmek ve tiimdrleri kiigiiltmek i¢in kullanilan
en eski ve etkili kanser tedavi metodlarindan biridir. Radyasyon tedavisi 1ginlanan

tedavi alanindaki hiicrelerin genetik materyaline zarar vererek bu hiicrelerin

2



biiyiiyiip, ¢ogalmasini onler. Radyasyonun kanser hiicrelerine etkisi iyonizasyon
yoluyla olmaktadir. Bu etki iki farkli sekilde gergeklesir; bazi hiicreler radyasyon
sonrasinda direkt etkilendiginden hemen Oliirler, bazilarinin ise kromozom ve
DNA’larinda hasar olusur, ¢ogalamazlar ve Oliirler. Radyasyon tedavisi ile kanser
hiicrelerinin yani sira normal hiicreler de hasar gordiigii halde, normal dokularin pek

¢ogu iyilesir ve normal fonksiyonlarini kazanirlar.

Giiniimiizde ileri teknolojik gelismeler sayesinde radyoterapinin kullanimi da
cok ilerleme kaydetmis ve gerek tedavi sonuclari gerekse yan etkilerin azaltilmasi
acisindan en basarili tedaviler arasina girmistir. Basarili bir tedavide esas olan, uygun
ve etkili radyasyon dozu tiimore uygulanirken, etraftaki normal dokunun miimkiin
olan en az dozu almasini saglamaktir. Eskiden kullanilan geleneksel metodlar ile bu
amaca ulagsmak cok zor hatta neredeyse olanaksiz iken yeni teknik yontemler ile
mimkiin olan en iyi 1ginlama yapilabilmektedir. Bu yontemler icerisinde en c¢ok
kullanilani ii¢ boyutlu konformal radyoterapidir (3BKRT). Geleneksel yontemlerde
kullanilan 2 boyuta (en, boy), derinlik boyutunun da eklenerek yeni bir bilgisayar

yazilimi yardimiyla yapilan tedavi planlamasina 3 boyutlu tedavi planlamasi denilir.

Planlama ve tedavi asamasinda tiimor volimi ve tedavi alanindaki normal
doku voliimleri gercek anlamda degerlendirilebilir, bu sayede doz yetersizliklerinin
oniine gecilir. Tedavide multiple sahalar kullanilarak hedef voliim konformal olarak
1sinlanir. Bu sayede tiimorlii dokuya daha yiliksek doz verilebildiginden hastaligin
lokal kontrolii artar ve sagkalima da etkili olabilir. Tiim bunlarin yani sira normal

dokuya ait istenmeyen yan etkiler azalir ve hastanin yasam kalitesi artar.

1.2.3 Siddetli Modulasyonlu Radyasyon Tedavisi (IMRT)

3-boyutlu konformal radyoterapinin (3D-CRT) gelistirilmis bir seklidir.
Binlerce radyasyon hiizmesinin akimu, ileri bir bilgisayar yazilimi yardimiyla, farkli
tedavi volliimlerine degisik siddette radyasyon vermek suretiyle ayarlanabilir.
Boylece tiimorlii dokuyu yok edecek miimkiin olan en yiiksek doz, normal dokuya en
az hasar vererek uygulanabilir. Tedavi planlamasi sirasinda hastanin ii¢ boyutlu
bilgisayarli tomografi kesitleri kullanilir. Isinlanacak tiimor voliimi ve yiiksek doz

radyasyondan korunmasi gereken saglikli dokular belirlenir. Klasik tekniklere gore

3



IMRT teknigi planlamas1 ve uygulamasi biraz daha uzun stirmektedir ancak yliksek
timor kontrolii ve azalmis yan etkiler nedeniyle 6zellikle bazi kanserlerde tercih
edilmelidir.

Glinimiizde IMRT; prostat kanseri, bas-boyun kanserleri, meme kanseri, tiroid ve
akciger kanserinin yaninda jinekolojik, karaciger, beyin tiimorleri, lenfoma ve
sarkomlarin tedavisinde de kullanilmaktadir. IMRT ayrica pediatrik tiimdrlerin

tedavisinde de ¢ok faydalidir.

1.3 Cerrahi Yontemler

Bir genel cerrah tarafindan tedavi edilebilen kanser tiirleri genis bir yelpaze
olusturmaktadir. Sindirim sistemi organlarindan yemek borusu, mide, oniki parmak
bagirsagi, ince ve kalin bagirsaklar ve makat bdlgesinin kanserlerine ilaveten
karaciger, safra kesesi ve safra yollar1 ile pankreas bezinin kanserleri, karin duvari,
zarlar1 ve yagl dokularin kanserleri, meme, tiroit ve paratiroit bezlerinin yan1 sira
dalak ve bobrek iistii bezlerinin kanserleri ve ayrica bazi cilt ve yumusak dokularin
kanserleri genel cerrahi alaninda tedavi edilebilen hastaliklardir. Bir kitle olusturarak
kendini gosteren tiim kanserlerin tedavisindeki en Onemli basamak, miimkiinse
kitleyi c¢evresindeki kabul edilebilir temiz bir doku sinir1 ile birlikte ¢ikartmaktir.
Hedef genellikle hastaligin bolgesel tekrarlama riskini % 10’un altinda tutmak ve

hastanin beklenen hayat siiresini 5 yila yaklastirmaktir.

Giintimiizde halen bircok kanserin tedavi siirecinde cerrahi operasyonlar,
tedavi programinin omurgasini olusturmaktadir. Kanser cerrahlar1 sadece cerrahi
alanindaki basarilar1 ile kalmayip hastaligin tanisin1 koymakta ve operasyon kararini
vermeden Onceki donemde hastaligin sathasini belirleme ve cerrahi tedavinin
stratejisini  sekillendirme konusunda yeterli olmalidir. Onkolojik cerrah ayrica
hastanin kendisi ve yakinlarin1 fiziksel ve ruhsal olarak tedaviye hazirlama
konusunda yetkin olmalidir. Ayn1 zamanda operasyondan sonraki siirecte hastanin
giinliik hayatindaki beslenmesinden fiziksel aktivitesine, psikolojik ve sosyal
durumlarindan alternatif tedavi se¢imi kararmma kadar destek verme konusunda

yetenege sahip olmalidir.



Kanserin tedavisi kuskusuz hastaligin insan viicudunda etkiledigi tiim
noktalarin ve fonksiyonlarin bilinerek ¢ok yonlii olarak yapilan bir tedavi olup,
modern tipta tamamen bir takim isidir. Genel cerrah veya kanser cerrah1 bu takimin
bir pargasidir ve hasta adina basariin yakalanmasi bu takimin iiyelerinin yakin ve
uyumlugaligmasina baglidir. Takimin iiyeleri onkoloji cerrahimin yaninda medikal
onkoloji uzmani, radyasyon onkoloji uzmani, onkoloji (kanser) konusunda psikiyatri
uzmani ve psikolog, yine ayni deneyime sahip olan diyet uzmani ve fizyoterapisttir.
Ayrica gerektiginde konu ile ilgili yeterli tecriibeye sahip patoloji ve radyoloji
uzmanlari, niikleer tip, enfeksiyon hastaliklari, gastroenteroloji ve diger sistemleri

ilgilendiren uzmanlarin destegi de tedavi siirecinde vazgegilmez unsurlardir.

1.4 Tamamlayici (Alternatif) Tip

Giliniimiizde kanser hastalarinin yagsam kalitesini artirmak amaciyla uygulanan
yontemlerden bir tanesi de Tamamlayict Tip’tir. Beslenme destegi, akupunktur,
biofeedback ve neurofeedback gibi genis bir ¢cercevede uygulama alanina sahip olan
Tamamlayict Tip diinyanin 6nde gelen hastanelerinde kanserle miicadele konusunda

kabul edilmekte ve uygulanmaktadir.

Ne yazik ki bircok kanser hastasi kulaktan dolma bilgilerle ve ¢evresindeki
insanlarin Onerileriyle tedavi amagli olarak bitkisel karigimlar kullanmaktadir. Oysa
bu bitkisel karisimlar dogru kullanilmadiginda bir¢ok zarara yol agabilir. Kimi
bitkisel kokenli desteklerin ameliyattan Once kesilmesi gerekirken, kimileri ise
kanser ilaclarinin etkisini azaltmaktadir. Bu gercekten yola ¢ikarak bir¢cok hastane
biinyelerinde Tamamlayict Tip bdoliimleri kurarak bilimsel gergeklerle ortiisen,

hastalara kanser tedavisi siirecinde yarar saglayan bitkisel ¢oziimler onermektedir.

Tamamlayic1 Tip igerisindeki en 6nemli uygulamalardan olan akupunktur
kemoterapinin bulanti, radyoterapinin gbz, agiz kurulugu gibi yan etkilerinin
giderilmesine yardimci olurken halsizlik, agri, depresyon, stres gibi etkilerin
giderilmesinde de kullanilmaktadir. Bu sayede kanser tedavisinde olduk¢a Onemli

olan hasta moral ve motivasyonu iist seviyelere tasinmaktadir.



Ayrica yapilan bilimsel c¢aligmalar akupunkturun kemoterapi sirasinda ve
sonrasinda ortaya c¢ikabilen uykusuzluk (insomnia) ve l6kopeni (kan hiicrelerinin

azalmasi) problemlerine karsi da etkiyi oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Akupunktur ayrica serotonin ve endorfin gibi pozitif duygular tetikleyen
hormonlarin salgilanmasini kolaylastirarak kemoterapi sirasinda ortaya ¢ikan ve
hastanin yasam Kkalitesini diisiiren halsizlik, anksiyete, depresyon gibi hislerin

giderilmesinde de yardimci olmaktadir.

1.5 Biofeedback ve Neurofeedback

Kanser tedavisi siirecinde izlenebilen biofeedback ve neurofeedback
uygulamalar1 ise Ozellikle hastanin moral motivasyonunu yiiksek tutmak icin
kullanilan yontemlerdir. Hastay1 endise ve sikintidan uzak tutan bu uygulamalarin
yant sira diislincesel goriintiileme yontemi adi1 verilen ve hastalar1 kendilerine 6zgi
mutluluk yolculuklarina ¢ikaran Guided Imagery de diinyanin 6nemli hastanelerinde
kullanilan etkili bir yontemdir.

Kanser tan1 agamasindan tedavisine kadar olduk¢a zor ve yorucu bir hastalik
olmasima ragmen Tamamlayict Tip uygulamalarin pozitif etkisi hastanin moralini
iist diizeyde tutmasina yardimei olmakta, tibbi faydalarinin yani sira hastalarin yagsam

kalitesini de yiikselterek hastalig1 yenmenin miimkiin oldugu inancini artirmaktadir.

1.6 Bilgisayarh Tomografi

Ic organlarin fonksiyonun goriintiilenmesi ve hastaliklarm  durumu
icin radyofarmasdétikler olarak adlandirilan 6zel amagli radyoaktif izleyicilerin
kullanim1 niikleer tibbin farkli bir giiciidiir. BT, MR, US gibi diger goriintiileme
cihazlarindan farkli olarak, niikleer ilag siirecleri fizyolojik ve metabolik aktiviteleri
haritasini ¢ikarabilir ve diger taraftan i¢ organlarimiz hakkinda daha fazla bilgi verir.
Radyofarmasotikler radyoaktif izotoplardir. Damar yoluyla enjekte edilebilir ya da
ag1z yoluyla almabilir. Kullanilan farmasétikler eser miktarlar da kullanildigi igin
biiylik bir kismi tani i¢in kullanilmaktadir. Farmasétiklerin iiretimi i¢in niikleer tip
laboratuvarlar1 kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalara gore kanserle savasan etkili

bir yontem olmus olan farmasoétikler 1s1ma yaparak tiimorii azaltmakta ya da yok



etmektedir. Niiklidler doga da bulabilecegi gibi yapay yollarla da iiretilebilmektedir
[1].

1.7 Whey Protein

Protein tozu grubunda akla ilk gelen iriin tiirii Whey protein'dir. Whey,
Tirkgede peyniralti suyu tozu olarak da bilinir ve peynir iiretimi sirasinda ortaya
¢ikan bir takim protein igerigi yiiksek maddelerin, ¢esitli kimyasal islemlerden
gecirilerek saflastirilmasi ve konsantre edilmesi ile {iretilir. Diinyada en ¢ok

kullanilan protein supplementi tiirii Whey Protein'dir [2].

Her ne kadar protein kendi basina saglik acisindan oldukca Onemli bir
yapitasi ve her insan viicudunun belirli miktarlarda ve gesitlilikte ihtiya¢ duydugu bir
madde olsa da, ek protein besinlerinin kullanimi konusunda saglik agisindan oldukca
biiylik tartismalar bulunmaktadir. Fakat bu konuda insan saglig1 iizerine yapilan
arastirmalar, asir1 miktarda olmadigi siirece, insan sagligi iizerinde protein
supplementi kullaniminin biiyiik 6lgiide tehlikeli olmadigi sonucuna varmislardir

(6nceden saglikli bireyler {izerinde yapilan testler dogrultusunda) [3].

Calismamizin amaci sporcularin kullandigt whey proteinin kalay kloriir
indirgeme yontemi kullanilarak Tc-99m ile isaretlenmesi ve siganlarda biyodagilim
ve sintigrafi ¢aligmalart yapilarak Tc-99m ile isaretli whey proteinin hangi organda

ne kadar siire ile biriktiginin belirlenmesidir.

Sekil 1.1. Whey Proteini


https://tr.wikipedia.org/wiki/Whey_protein

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Niikleer Tip Nedir?

Niikleer tip; glivenli, agrisiz ve ucuz bir sekilde viicudun herhangi bir
bolgesinin goriintiillenmesini ve hastaliklarin tedavisini saglayan bir tip brangidir.
Yalniz anatomik bilgiler veren tanisal radyolojiden farkli olarak niikleer tip

yontemleri ile herhangi bir organin yap1 ve fonksiyonu hakkinda bilgi sahibi olunur.

Manyetik rezonans, ultrason gibi diger radyolojik yontemler ile istenilen
bolgenin anatomik yapis1 hakkinda 1yi kalitede goriintiiler elde edilebilir. Niikleer tip
yontemleri ile verilen radyofarmasétigin organ tarafindan tutulum orani ve viicuttan
temizlenme miktar1 gz Oniine alinarak organin fonksiyonu hakkinda bilgi sahibi
olunur. Ornegin niikleer tip kalp, beyin veya bobreklerdeki kan akimi miktarini veya
iskelet sistemi i¢inde tlimoral dokunun yayilim alanlarin1 gosterebilir. Niikleer tip
yontemleri ile ciddi rahatsizliklarin teshisi, tedavisi ve takibi miimkiin olur.
Genellikle hastaliklar diger radyolojik yontemlerle saptanabilir hale gelmeden ve
klinik bulgular gelismeden Once, yani hastaligin erken doneminde niikleer tip
yontemleri ile tespit edilebilirler. Boylece hastalik daha fazla ilerlemeden ve daha

basarili bir sekilde tedavi edilebilir.

Niikleer goriintiileme icin ¢ok kiigiik miktarda radyoaktif madde ve
radyofarmasdtik kullanilir. Farmasétikler viicuda verildiginde 6zgiil olarak herhangi
bir organa, kemige veya dokuya baglanan maddelerdir. Radyoaktif madde ile
baglandiginda radyofarmasoétik adimi alir ve goriintiilenmesini istedigimiz organa
gidip baglanir ve beraberindeki radyoaktivite sayesinde gamma 1sinlar1 yayarak o
organin gamma veya PET kameralan ile goriintiilenmesini saglar. Bu kameralar
bilgisayarlarla baglantilidir ve bdylece viicudun goriintiilenen boliimii hakkinda
veriler ve bilgiler elde edilir. Niikleer tip uygulamalar1 ile viicudun aldig1 radyasyon

dozu radyolojik X-1g1n1 tan1 yontemleri ile yaklagik ayni seviyelerdedir.

Tanm1 amagl kullanilan niikleer radyofarmasotik maddeler goriintiilemeye
yetecek kadar radyasyon yaymali ve viicuda herhangi bir etkisi olmayacak kadar kisa

yart Omiirlii olmalidir. Bu amagla kullanilan radyofarmasétikler teknesyum-99m,



galyum-67, indium-111, iyot-123, talyum-201 ve kripton-81m’ dir. Bunlardan

hicbirinin insan viicudunda kaydadeger yan etkisi yoktur.

Giliniimiizde, neredeyse 100 kadar farkli niikleer goriintiileme ¢esidi vardir;
niikleer tip yontemleri ile goriintiillenemeyen herhangi bir ana organ veya sistem
mevcut degildir. Niikleer tipta sik kullanilan teknikler soyle siralanabilir. Planar
gorlintii- organin iki boyutlu goriintiisii ve fonksiyonu hakkinda bilgi verir. SPECT-
organin ii¢ boyutlu goriintiisii ve fonksiyonu hakkinda bilgi elde edilir. PET-spesifik
bir organ, tiimdr veya herhangi bir aktif metabolik alanda fonksiyon hakkinda bilgi
verirken ayni zamanda {i¢ boyutlu goriintiilleme saglar. Niikleer tip genellikle tanisal
amagch kullanilmakla birlikte, bazi1 hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir yere sahiptir.
Niikleer izotoplarin tedavide en sik kullanildig1 durumlar; tiroid ve prostat kanserleri,
hipertiroidizm, polistemia vera (kanda anormal kirmiz1 hiicre artis1) ve kemik kanseri

agrilandir.

Yiiksek doz radyasyon verilmesinden kisa bir siire sonra dokular tahrip olur
ve hiicreler 6liir. Boylece radyasyon tiimor hiicrelerinin oldiiriilmesi ve tedavisinde
kullanilabilir. Bu amagla radyasyon disaridan verilebildigi gibi, internal yolla da
(yutarak veya damar igine enjeksiyonla) verilebilir ki soziinii ettigimiz ikinci yontem
niikleer tip radyasyon tedavisi sahasina girer. Verilen radyoaktif madde tiimoral doku
icinde birikir ve hiicrelerin 6lmesini saglar. Ancak bu etkiyi gosterebilmesi icin
tedavide kullanilan niikleer radyofarmasétiklerin uzun yar1 dmiirlii olmasi ve timor
icerisinde bir siire kalmasi gerekmektedir. Tedavi amaci ile kullanilan
radyofarmasotikler iyot-131, fosfor-32, iridyum-192 ve altin-198’dir. Verilen
radyofarmasdtigin saglam dokularda degil, yanlizca tiimoral dokuda birikip bu
bolgeyi 1smmlamasini istedi§imiz i¢in radyoaktif tedavi heniiz her c¢esit kanser
tedavisinde kullanilamamaktadir. Ancak radyoimmun tedavi denilen teknik umut
verici goriinmekte ve bu konuda ¢alismalar devam etmektedir. Bu teknikle
radyoizotoplar yanhzca viicuttaki belirli hiicrelere gidip baglanabilen antikorlarla
birlestirilmistir. BOylece antikor radyoizotopa rehberlik yaparak yol gosterecek,
timoral dokuya ulasan radyoizotop da kolayca dokuyu tahrip ederek tedaviyi
saglayacaktir [4].



2.2 Radyofarmasétikler Nasil Uretilir?

2.2.1 Niikleer Fisyon

Cok biiyiik kiitle numarali bir atom ¢ekirdeginin pargalanarak, daha kii¢iik
kiitle numarasina sahip iki ¢ekirdege doniismesine fisyon denmektedir. Uranyum-235
fisyonu en yaygin olan niikleer fisyon islemidir. Ornegin; Iyot-131, Molibden-99 ve
Ksenon-133 bu yolla iiretilebilmektedir.

2.2.2 Yiiklii par¢cacik bombardimam
Radyoniiklitler siklotoron gibi pargacik hizlandiricilar ile yiiklii parcaciklarin

hedef atoma bombardimani sonucu tretilebilir.

2.2.2.1 Notron bombardimani

Radyontiklitler bir niikleer reaktorde noétronlar ile hedef malzemeye
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Sekil 2.1. Notron bonbardimani (https://www.muhendisbeyinler.net)

2.2.3 Radyoniiklid jeneratorleri
Jenerator sistemlerinde temel prensip fiziksel ya da kimyasal yontemlerle,
daha uzun yari-omiirli radyoniiklidden daha kisa yar1 Omirli niiklid elde

edilmektedir.
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https://www.muhendisbeyinler.net/wp-content/uploads/2016/09/nukleer-fisyon.jpg

Radyofarmasoétikler temelde iki onemli yapist mevcuttur. Bunlarin biri,
radyoaktif 151 yayan radyoniiklid, digeri ise radyoniiklide bagli farmasotiktir. Bu
farmasotik kisimlar fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerine gore etkili oldugu
organa ya da dokuya tutunur ve yaninda tagidigi radyoniiklid eleman sayesinde 1s1ma

yaparak bizlere organ fonksiyonlarini ya da bozukluklarini géstermektedir.

Resimde bir farede olusan tiimér PET/BT yardimiyla goriintiilenmistir.

Omurilik

d1:  Timér blyiklGgi
d2:  Tumér biyakliga

Sekil 2.2. Farede olusan tiimor goriintiisti (https://www.muhendisbeyinler.net)

Kisaca radyofarmasétikler hastaliklarin erken tani ve tedavisi i¢in kullanilan 6nemli

niikleer tip tirtinleridir [5-9].

2.3 Protein tozu

Peynir alt1 suyu proteini, gidada yeni ve dogal bilesenlerin gelistirilmesinde
potansiyeli olan ¢ok yonlii bir tiriindiir. Bu tiriin doku degistirici, kalinlastiric1 ajan,
jellestirici, yiizey aktif olarak kullanilabilir. Peynir alti suyu proteinleri iceren
nanokompozitler, aktif gida ve ilag bilesenlerinin ¢6ziiniirliik, tasinma, dagilabilirlik,
biyoyararlanim ve biyolojik olarak kullanilabilirlikleri bakimindan faydali olacak

sekilde etkili enkapsiilasyon Sistemleri olarak kullanilmaktadir [10].
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Peynir alt1 suyu asidik protein (WAP), 4-disiilfit kor (4-DSC) ile karakterize
iki veya iic WAP motifi igeren serin proteaz inhibitoriidir. WAP meme epitel
hiicrelerinin in vitro ve in vivo proliferasyonunu inhibe eder. Ayrica MCF-7 ve
MDA-MB-453 hiicrelerinin progresyonunu da indiiklemektedir. Bu nedenle meme

kanseri timdr olusumuna karsi terapotik bir protein olarak goriilmektedir [11].

Bagka bir ¢alismada, peynir alt1 suyu proteini uygulanan siganlarda kontrol
grubuna gore daha yiiksek viicut ve kas agirlik artis1 goriilmiistiir. Peynir alt1 suyu
proteini, MAFbx geni transkripsiyonu ve mTOR gen ekspresyonu arasindaki
etkilesim incelendiginde viicut ve kas agirlik kazancinda muazzam farkliliklar

gorilmistiir [12].

Tez calismasi ile benzer bir c¢alismada ise Elafin proteini kullanilmistir.
Elafin, pro-inflamatuar proteaz l6kosit elastaz ve proteaz 3’ n giiglii bir
inhibitoridir ve postoperatif inflamatuar hastaliklarda kullanim i¢in klinik gelisim

¥MTe le isaretlenen elafinin, bobrek nakli sonrasi

asamasindadir. Bu c¢alismada
goriilen kronik allogreft nefropati gibi inflamatuar bobrek hastaliklarin tedavisinde

potansiyele sahip oldugu gorilmistiir [13].

¥MTe le isaretli duramycin proteininin infarktiis ¢ekirdeginde ve penumbra
bolgesinde nekroz ve apoptozisin  hizli  bir gekilde tamimlanmasinda
kullanilabilirliginin arastirildig: bir calismada ise elde edilen SPECT goriintiileri, sol
serebral hemisferde *™Tc-duramycin tutulumunun anlamli oldugunu gostermistir.
Bu sonu¢ “"Tc-duramycin’ in SPECT goriintiileme ile devam eden apoptotik

bulgularin saptanmasi ve 6l¢iilmesi igin yararli olabilecegini gostermistir [14].

2.4 Teknesyum

Teknesyum, Yunanca’da yapay anlamina gelen “’technetos’ kelimesinden
tiiremistir. 1937 yilinda, Italya’da Carlo Perrier ve Emilio Segre tarafindan
Molibden’in siklotronda hizlandirilmig 5 MeV déteronlarla bonbardiman edilmesi
sonucu elde edilmistir. 25 izotopu ve 10 izomeri olan; 88-113 arasinda atomik kiitle
degerlerine sahip yapay bir elementtir [15]. Atom sayist 43 olup, “Tc” seklinde
sembolize edilir. Periyodik tabloda VII B grubunda bulunan teknesyum, ayn1 grupda

yer alan renyum ve mangan gegis metallerine kimyasal 6zellik bakimindan benzerlik
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gostermektedir. Teknesyum 0, +2, +4, +5, +6, +7 oksidasyon basamaklarina sahiptir.
Teknesyumun toz hali oksijenle yanabilir. Nitrik asitte ve konsantre siilfiirik asitte
¢Oziinlir ancak hidroklorik asitte ¢oziinmez. Metal formu zayif paramanyetik 6zellik
gosterir. Kristal yapist ile hekzagonaldir. Teknesyum niikleer fisyonla iiretilir ve
cogu radyoniiklidten daha kolay ayrilir. Insanlar ve hayvanlar iizerindeki
toksisitesinin anlagilmasi énemli olmasina ragmen, bu konudaki deneysel sonuglar
yetersizdir. Diisiik kimyasal toksisite gosterir. Radyolojik toksisitesi ise, bilesigin

fonksiyonuna, s6z konusu izotopun radyasyon tiiriine ve yar1 émriine baglidir.

Niikleer Tipta teshis amaciyla genis bir spektrumda kullanim alanina sahip
Tc-99m isimli kisa yar1 omiirlii, y salici bir niikleer izomeri bulunmaktadir [16].
9¥MTe 140 keV’luk saf gama 1511 yayar. Bu enerji aralifindaki 1sinlar goriintiilemede
gama kameralar i¢in idealdir. 6 saat yar1 omrii de yine goriintiilemede avantaj
saglamaktadir. Ayrica hastanin aldig1r radyasyon dozunun az olmasi yoniinden de
idealdir. Bircok farmasotik kisim ile genis isaretleme yelpazesine sahip olan 9mre,
tiretim zorlugu nedeni ile uzun yillar kullanilamamistir. 1965 yilinda Richards ve
arkadaglarnin *Mo/**™Tc jeneratoriinii iiretmelerinden sonra niikleer tip alaninda

9MT¢ radyofarmdsetikleri hizla artmustir [17].

2.4.1  Teknesyumun Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

2.4.1.1 Teknesyumun Fiziksel Ozellikleri
Atom numarast 43 olan bu elementin dogada hicbir izotopu

bulunmamaktadir. %"

Tc fiziksel 6zellikleri bakimindan niikleer tipta teshis amaciyla
kullanilan radyoizotoplarin en idealidir. Fiziksel yarilanma Omrii 6 saattir.
Eksponensiyel olarak azalir ve **Tc’a déniisiir. *™Tc’un fiziksel yarilanma omrii

(2.1x10° y1l) uzundur. O da kararli Rutenyum-99 izotopuna déniisiir.

%Tc sadece y radyasyonu yayar. Enerjisi 140 keV olan tek bir y fotonuna
sahiptir. B yaymnlamadig1 ve kisa omiirlii oldugu i¢in milikiirilerce (mCi) aktivite
verilmesine ragmen hastanin maruz kaldigi radyasyon dozu oldukga diistiktiir.
Monokromatik 140 keV fotonlar niikleer tipta kullanilan gama kamera gibi cihazlarla
kolaylikla algilanip kaydedilir ve rozoliisyonu yiiksek, oldukca kaliteli goriintiiler
elde edilir.
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2.4.1.2 Teknesyumun Kimyasal Ozellikleri

Teknesyum bir gecis elementi olup periyodik tabloda VIIB grubuna (Mn, Tc
ve Re) aittir. Teknesyumun bir¢ok kararli oksidasyon kademesi +7 degerindedir ve
perteknetat (TcO’;) halinde bulunur. Bu a¢idan permanganat (MnO7;) ve perrenat
(ReO7,) iyonlarina benzer. Gegis elementi oldugu i¢in selat 6zelligi gosteren muhtelif
iyon ve molekiillerle birleserek metal kompleksleri meydana  getirir.
Radyofarmasotik hazirlamada genellikle teknesyumun bu 6zelliginden faydalanilir.
Teknesyumun kimyast hakkindaki bilgi ¢ok daha uzun yari-omiirlii (t1,=2.1x10° yil)
olan ve daha yiiksek konsanstasyonlarda (10-10° M) bulunan **Tc radyoizotopu ile

yapilan deneylerle elde edilmistir [18].

2.4.2 Metastabil-Teknesyum izomerik Cekirdegi (**"Tc)

Niikleer tipta ozellikle tanisal alanda genis bir cesitlilige sahip olan *"Tc,
%Tc‘un metastabil (ara kararl) fazdaki bir izotopudur. Bu metastabil halin yari-6mrii
6,02 saatir. Temel haldeki Tc’un elektronik enerji diizeyi uyarildig1 zaman, uyarilmisg
enerji dilizeyi kararlilhigini korumak icin temel enerjili haline geri doénmek
isteyecektir. Ancak uyarilmis diizeyin dmrii saniye mertebesine gore, saat metresinde
oldukca uzundur. Uzun Omiirlii bu uyarilmis diizeye “metastabil (ara kararl) faz”
denmektedir. Metastabil diizeyde bulunan c¢ekirdek bu siire zarfinda farkh
karakteristikler kazanmaktadir. Artik temel enerjili haline donse bile, temel enerjili
durumdaki Tc’dan farkli bir forma sahip olacaktir. Bu noktadan sonra, kiitle ve atom
numarast aynt olmasma ragmen, niikleer Ozellikleri birbirinden farkli olan
¢ekirdekler olusacaktir. Olusan bu cekirdeklere “izomer cekirdekler” denmektedir.
Izomer ¢ekirdeklerden normal enerji diizeyinde bulunanlar yalmizca kiitle
numaralartyla yazilirken, wuyarilmis enerji dilizeyinde bulunanlar ise, Kkiitle
numaralarinin yanina “metastabil” yani “ara kararli” anlamina gelen, m harfi ilave
edilerek gosterilmektedir. Metastabil enerji diizeyinde bulunan izomer bir ¢ekirdegin,
bu enerji diizeyindeki niikleon, ya da niikleonlarinin belirli bir yasam siiresi sonunda
normal enerji diizeyine inmesiyle 0.1405 MeV (140.5 keV) degerinde bir y-1s1m1

<»99m

salinmaktadir. Bu olaya Tc’un bozunmasi’’ da denmektedir [19].

14



99
42 Mo 1.37 Mev

U oasmer
¥ ¥
ﬂ-ﬂj?:lu'h: 1
. )
B"1.23 Mev “«_ ! -~ Y
321-.: 0.0 MeV
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2.4.3 ®"Tc’un indirgenmesi

Jeneratorden elde edilen gngCO4' iyonu ¢ok kararsizdir ve bu haliyle direkt
olarak hicbir bilesikle baglanamaz. Biyolojik olarak aktif bir biyomolekiiliin %mTe
ile isaretlenmesi i¢in dnce 7+’ den 3+, 4+ veya 5+’e indirgenmesi gerekmektedir. Bu
konuda pek ¢ok metot mevcuttur. Buna yonelik tepkimeler genellikle basit tepkime
kaplarinda 20-80°C araliginda, pH=5-7 arasinda olmakla birlikte, reaksiyonun

gerceklesme siiresi 20-120 dk arasinda degismektedir. el

Tc’in yarilanma siiresinin
(t,=6,02 saat) kisa olmasindan dolayi, reaksiyonunda kisa siirede gergeklesmesi

istenmektedir.

2.4.4 P ile isaretleme
Genellikle *™Tc komplekslerinin ¢ogu indirgeyici inorganik bir ajan olan

SnCl,.2H,0 tuzu yardimiyla komplekslestirici ajan varliginda perteknetati daha
diisiik degerlige indirgemesi ile hazirlanir. Bilinen diger indirgeyiciler sodyum
borhidrat, sodyum bisiilfit, hidrazin, hidroklorik asit, metalik ¢inko, askorbik asit,
molibden(III), tungsten(III), antimon(III) tuzlaridir.

2.4.5%°MT¢ jle Yapilan Kalite Kontrol Calismalan
Teknesyum radyofarmésetiklerinin  kalite kontrolii igin ¢esitli  kontrol

prosediirleri gelistirilmistir. Bu prosediiriin biri hidrofilik kompleksler i¢in genellikle
kagit ya da ince tabaka kromatografisi (Thin Layer Chromatography) (TLC)’dir.
Bunun yani sira, kolon kromatografisi ve yiiksek performansl sivi kromatografisi

(HPLC), teknesyum radyofarmdsetikleri igin kullanilan diger Kkalite kontrol
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yontemleridir. Ince tabaka kagit kromatografisi (TLC) basit, kolay uygulanabilir, cok
kullanigslhi olup ancak uzun siirmesi kisa yart Omiirlii radyoniiklidler iceren
radyofarmosetikler i¢in dezavantaj teskil edebilmektedir. TLC plakalari, destek
maddesi (aliminyum, plastik, cam gibi) {izerine bir adsorbanin (seliiloz, silikajel ve
aliiminyum oksit gibi maddeler) kaplanmasiyla olusmustur. Ince tabaka seridi
orijinine mikrolitre diizeyindeki 6rnek uygulanarak i¢cinde uygun ¢ozgen bulunan
tank igerisine batirilir. Cézgen ¢6ziinebilen radyofarmdsetiklerin adsorban boyunca
tasinmasini saglarken durgun fazing elektrostatik ¢ekim kuvvetleri safsizliklarin
tasinmasint  geciktirir. Bu etki kimyasal Ozelliklerin hareketli fazla farkh
¢oziinebilirlige sahip olmasindan dolay1 farkli hizlarda tasinmasina sebep olur.
Boylece, adsorban boyunca radyofarmdsetik 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 ¢ozgenler bir veya birka¢ ¢6zgenin
bilesiminde olusan sistemler de olabilir. Istenilen mesafeye TLC seritinde ¢dzgen
tasindiktan sonra, serit tanktan cikarilarak oda sicakliginda kurutulup daha sonra
Cyclone Plus Storage Phospor System ile sayimlar alinarak baglanma verimi ve Rf
(relative front) degeriyle ifade edilir. Bu mesafeler orijinden ¢dziiciiniin gittigi nokta
ve radyokimyasal bilesenlerin konsantre oldugu mesafe orijinden Olgiilerek gerekli

sekilde tespit edilir [20].

2.5 Kromatografi
Kromatografi, bir durgun ve bir hareketli faz arasinda molekiillerin

diferansiyel etkilesimlerine dayali bir ayirma teknigidir. Durgun faz sivi veya kati
olabilirken, hareketli faz sivi veya gaz olabilir. Ayrilacak olan maddeler, durgun ve
hareketli fazlar arasinda belirlenen bir yonde hareket ederek dagilirlar. Farkh
maddeler farkli derecelerde dagildigindan dolay: birbirlerinden ayrilir. Kromatografi

birbirene ¢ok benzer bilesiklerin ayrilmasina da olanak saglar [21].

2.5.1 ince Tabaka Radyokromatografisi (TLRC)
Radyofarmosetiklerin radyokimyasal safliginin saptanmasi i¢in ¢ok genis

capta kullanilan bir yontemdir. TLC plakalari, destek maddesi (aliiminyum, plastik,
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cam gibi) iizerine bir adsorbanin kaplanmasiyla olusmustur. Adsorban maddeleri ise
cogunlukla seliiloz, silikajel ve aliiminyum oksit gibi maddelerdir. Bu yontemde,
tabanindan yaklasik 0,5-1,0 cm yiikseklikte merkez noktaya 6rnek uygulanmis olan
ince tabaka seridi, icinde uygun bir ¢ozgen bulunan tank igerisine batirilir. Bu tankin
¢ozgenle doyurulmus bir atmosfere sahip olmasi gerekir. Cozgen hareketli, adsorban
ise durgun faz olarak adlandirilir. C6zgen ¢oziinebilen radyofarmdsetiklerin adsorban
boyunca tasinimini saglarken durgun fazin elektrostatik ¢ekim kuvvetleri cesitli
radyokimyasal 6zelliklerin taginimini geciktirir. Bu etki radyokimyasal 6zelliklerin
hareketli fazla farkli c¢oziinebilirlige sahip olmasindan dolayr farkli hizlarda
taginimina sebep olur. Boylece adsorban boyunca radyofarmosetik ve radyokimyasal
safsizliklar ayrilmis olur. Bu radyokimyasallarin farkli 6zelliklere sahip olmalari
nedeniyle durgun ve hareketli fazlar arasindaki iliskiye gore farklt dagilim
gosterirler. Cogunlukla kullanilan ¢ozgenler; hekzan, kloroform, dietil eter, etil
asetat, n-biitanol, aseton, izopropil alkol gibi organik maddelerdir. Bu ¢dzgenler bir

veya birka¢ ¢dzgenin bilesiminden olusan sistemeler de olabilir.

Tank icinde bulunan TLC seridinde ¢ézgen istenilen mesafeye tasindiktan
sonra, serit tanktan ¢ikarilir. Oda sicakliginda kurutulur ve serit orijinden itibaren 5
mm parcalar halinde kesilir. Her bir par¢a sintilasyon dedektoriinde sayilir ve sayima

kars1 kat edilen mesafe grafigi ¢izilerek kromatogramlar elde edilir.

Her bir radyokimyasal bilesenin taginim mesafesi Rs (relative front) degeriyle
ifade edilir. Bu mesafeler orijinden ¢ozgenin tasidigi nokta ve radyokimyasal

bilesenlerin konsantre oldugu mesafe orijinden dlgiilerek tespit edilir.
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Sekil 2.4. Ince tabaka kromatografisi (TLC).

Tespit edilen Ry degerleri radyofarmdsetigin radyokimyasal sagliginin
hesaplanmasinda 6nem tasirlar [22].

2.5.2 Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiksek Performans Sivi  Kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography) en yaygin olarak kullanilan analitik tekniklerden biridir. HPLC’de
bir karisimdaki bilesenlerin ayrilmasinda sivi hareketli faz kullanilir. Bu bilesenler
ilk olarak c¢o6zgende coziiniirlestirilirler ve daha sonra yiliksek basing altinda
kromatografi kolonundan ge¢cmeye zorlanirlar. Kromatografik bir kolonun ayirma
giicli; kolon boyu ve uzunluk basina teorik plaka sayisi ile artmaktadir. Ancak kolon
uzunlugunun artmasi pik yayilmasina sebep olmaktadir. Teorik plaka sayis1 ise sabit
fazing kiiciik parcacik boyutuna sahip olmasi ayirma giiclinii iyilestirmektedir.
Ancak pargacik boyutu kiigiildiikge, hareketli fazing akigina direng biiyiir. Bu ise
kolonda geri basing olusturur ve stasyoner fazing matriks yapisina zarar verir.
Boylece eliient akisi ve ayirma gilicii azalir. Son yillarda kolon kromatografi
teknolojisindeki gelisme ile yliksek basinglara dayanikli kolon dolgu maddeleri ile
yilksek basing altinda c¢alisabilen sistemler gelistirilmistir. Baslangicta basing,
modern s1vi kromatografisinin temel kriteri olarak diisiiniilmekteydi ve bu nedenle

Yiiksek Basing Stvi Kromatografisi olarak adlandirilmaktaydi. Ancak bu giiniimiizde
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gecersiz kabul edilmektedir. Ciinkii yiiksek performans yalniz basincin degil bir¢cok

faktoriin birlesmesiyle ortaya ¢ikmaktadir. Bu faktorler:

o Dar bir dagilim araliginda ¢ok kiigiik partikiillerin kullanilmast,
o Uniform gozenek boyutu ve dagilimi,

o Yiiksek basincta kolon paketleme,

o Dogru, diisiik hacimli 6rnek enjektorleri,

o Duyarly, diisiik hacimli dedektorler,

o lyi pompalama sistemi kullanimi

olarak siralanabilir. Bu nedenlerden dolay1 Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi

terimi kullanilmaktadir.

HPLC’nin diger klasik tekniklere gore kiyaslamasi yapildiginda kiigiik
boyutlu paslanmaz gelik kolonlarin kullanilmasi, partikiil boyutlar1 ¢ok kiigiik (3.5-
10 pm) matrikslerin kullanilmasi, yiiksek i¢ basing ve kontrollii akis hizi
saglanabilmesi, 0rnek gereksinimlerinin az olmasi, siirekli akis dedektorleri ile kiigiik
miktarlarin tayinine olanak saglamasi, otomasyona miisait olmasi, hizli analiz ve
yiiksek ayirma giiciine sahip olmalar1 nedeniyle ¢ok yonlii uygulamalara daha agik
oldugu goriilmektedir. Kromatografik ayirma islemi 6rnek molekiillerinin hareketli
faz ve sabit faz arasinda paylagimindan ibarettir. Ayirma performans: bilesenin
alikonma ve band genisleme faktoriine baglidir. Band genisleme genelde bir kinetik
parametredir ve adsorbanin partikiil biiyiikliigli, porosite (gdzenek) boyutu, kolon
boyutu, sekli ve doldurma performansina baghidir. Diger yandan alikonma, bu
parametrelerin yani sira molekiiler yiizey etkilesimleri ve toplam adsorbent ylizeyine

de baghdir.

Kromatografik alikonmayr bulmanin en kolay yolu ilgili bilesigin enjeksiyon
noktas1 ve dedektor cevabinin maksimumlari arasindaki zaman Ol¢iimiidiir. Bu
parameter genelde alikonma zaman: (Retention time, R;) olarak adlandirilir. R;
eliientin akis hiz1 ile ters orantilidir. HPLC cihazlar1 genelde, hareketli faz deposu,
pompa, enjektor, kolon, dedektdr ve kaydedici (veya veri sistemi) igerirler. Sistemin
kalbi ayirmanin gerceklestirildigi kolondur. Sabit faz pm boyutlu pordz
partikiillerden olusur, bu nedenle hareketli fazin kolondan geg¢isi i¢in yiiksek basing

pompalarina ihtiyag vardir. Kromatografik islem kolona Ornegin enjesiyonu ile
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baglar. Bilesenlerin ayrilmasi analit ve hareketli fazin kolona pompalanmas: ile
devam eder. Ayrilarak eliie olan her bir komponentin pikleri kaydedilir. Eliie olan
bilesenlerin dedeksiyonu onemlidir. Kullanilan dedektore gore segimli veya universal
olabilir. Her bir komponent i¢in alinan dedekt6r cevabi bir kaydedici veya bilgisayar
ekraninda kromatogram olarak goriintiilenir. Kromatografik verilerin toplanmasi,

saklanmasi ve analizi, bilgisayarlar ve diger data islemcileri kullanilarak yapilir [23].

2.6 Lipofilite

Lipofilite, bilesigin lipid faza ilgisidir ve bilesigin in vivo lipid biyolojik
membranlar1 gegme kabiliyetini gdsterir. Biri su digeri organik olmak iizere (birbiri
icinde ¢oziinmez) iki sivi arasinda test edilen bilesigin dagilma katsayisi olarak
olgtliir. Standart organik faz olarak n-oktanol tercih edilir. Nokianoi/Nsy oran1 P dagilim
katsayis1 olarak verilir ve kantitatif yapi-dagilim iliskilerinde bu deger “’log P’

olarak ifade edilir [24].

|Og P= Noktanol/Nsu

2.7 Stabilite
Isaretli proteine ait kalite kontrol calismalar1 yapildiktan sonar optimum

baglanma veriminin elde edildigi sartlarda isaretleme caligmasi yapilarak belirli
sicaklikta, belirlenen zaman araliklarinda Ornek alinarak, isaretli protein igin
baglanma verimi degerleri hesaplanir. % baglanma verimine karsilik zaman grafigi

cizilerek isaretli proteinin stabil oldugu zaman belirlenir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1 Kullanilan Kimyasallar

WH (Whey protein), Na®"Tc, Etanol (C,HsOH), Piridin, Asetik Asit,
Sodyum Hidroksit (NaOH), Kalay Kloriir (SnCl,.2H,0), pH=7 Tamponu, ince
Tabaka Kromatografi kagidi ITLC-Selilloz (Merck), Metanol (Merck), n-oktanol
(Merck), n-biitanol (Merck), Asetonitril (Sigma), Trifluoro asetik asit (Sigma).

3.1.2 Kullamilan Cihazlar

TLRC scanner (Bioscan AR2000, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii), HPLC
sistemi (Shimadzu, LC-10Atvp quaterner pompali, SPD-10AV UV dedektorlii, FRC-
10A fraksiyonlama kollektorlii) (E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii), doz kalibratdrii
(Biodex AtomLab 100 Plus, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii), RAD-501 Cd(Te) tek
kanalli gamma sayim sistemi (RAD-501, E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii), Vorteks
cihazi (Ika, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii), hassas terazi (Ohaus, Pioneer
PA214C), Kagit elektroforezi cihazi (Thermo), Cyclone plus fosfor goriintiileme
sistemi, Bench-Top Centrifuge (Niive) Type= NF 800R, Denver Instrument (TB-
224A) (Hassas Terazi), Biodex Medical Systems (Atomlab 100 Dose Calibrator)
Type(086-251), Niive Sanayi Malzemeleri Imalat ve Ticaret A.S Water Bath (NB5).

3.2 Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

3.2.1 Kalay Kloriir Cozeltisi
1,0 mg SnCl,.2H,0 tartildiktan sonra hacmi suyla 1,0 mL’ye tamamlanmuistir.

Boylece 1,0 mg/mL SnCl; ¢ozeltisi hazirlanmustir.
3.2.2 Whey Protein’in Cozeltisi

1,0 mg WH, 1 mL saf suda ¢oziilerek stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Béylece
1,0 mg/mL WH ¢ozeltisi hazirlanmustir.
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3.3 Isaretleme Calismalar1

3.3.1 Whey Protein (WH)’in ®™T¢ ile isaretleme Calismasi

WH’nin ®"T¢ ile isaretlenmesi calismasinda farkli banyo sistemleri
denenmistir. Ayrica kalay klorir miktar1 ve pH optimizasyonu yapilarak
gerceklestirilen radyoisaretleme ¢alismalariin kalite kontrolii yiiksek performansh
stivi  radyokromatografisi (HPLRC), kagit elektroforezi ve ince tabaka
radyokromatografisi (TLRC) yonetimleri ile yapilmistir. WH’nin radyoisaretleme

optimizasyonu kosullar1 Tablo 3.1°de verilmistir.

332 ¥"™Tc*”pin  ¥™Tc™e indirgenmesinde SnCl, Miktarinmn

Incelenmesi

99mTC+7 ) 99m-|-c+4,

nin e indirgenmesinde kullanilan SnCl; miktarin1 belirlemek
i¢in; ependorf igerisinde farkli miktarlarda (100 pg, 200 pg ve 250 pg) SnCl,

tartilarak, iizerlerine 1,0 mCi *™T¢*’

eklenmistir. Daha sonra 30 dk oda sicakliginda
inkiibasyona birakilarak kagit elektroforezi yonetimi ile % indirgenmis (*°"Tc*)

belirlenmistir.

3.3.3 WH ’nin *¥™Tc ile Isaretleme Calismasinda pH Etkisinin Incelenmesi
Ependorf icerisine optimum miktar olan 100 pg SnCl,, 250 ng WH ve 1,0

mci 99m

Tc ilave edildikten sonra isaretleme pH’lart sirasiyla 5, 7 ve 12°ye 1,0 M
NaOH ile ayarlanarak isaretli bilesige ait baglanma verimi kagit elektroforezi

yontemi kullanilarak hesaplanmustir.
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Tablo 3.1. WH’nin isaretleme ¢aligmalarina ait kosullar

Isaretleme  WH miktar1 (ng) SnCl, ¥mpe  Inkiibasyon Ortam Isaretleme pH
Calismasi (ng) (mCi) siiresi (dak) sicakhigi (°C)

Calhisma 1 100 (¢oziiciisii:su) 100 1 30 25°C 5
Calisma 2 100 (¢Oziictisii:su) 100 1 30 25°C 7
Cahsma 3 100 (¢oziiciisii:su) 100 1 30 25°C 12
Cahisma 4 250 (¢oziiclisii:su) 200 1 30 25°C 7
Calisma 5 250 (¢oziiclisii:su) 200 0.5 30 25°C 7
Calisma 6 250 (¢oziiclisii:su) 100 1 30 25°C 5
Cahisma 7 250 (¢oziiclisii:su) 100 1 30 25°C 7
Calisma 8 250 (¢oziiciisii:su) 100 1 30 25°C 12
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Tablo 3.1’de WH’nin isaretleme optimizasyon c¢alismalarina ait deney
protokolleri verilmistir. Isaretleme ¢alismalarinda ependorf icerisinde &nce
SnCl,.2H,0 eklenir ve belirlenen protein miktar1 stok ¢6zeltiden mikropipet
yardimiyla gekilerek ilave edilir. Daha sonra belirlenen aktiviteye ait **™Tc miktari
ilave edilerek tepkime istenen sicaklikta belirlenen siirede inkiibasyona birakilir. pH
ayarlamalarinda ise isaretleme yapildiktan sonra pH kagidi ile son ¢dzeltinin pH’ina
bakilir ve ayarlanmak istenen pH, asit ya da baz eklenerek istenilen pH araligina
ayarlanir. Calismamizda pH’in bazik olmasi icin 1,0 M NaOH ¢ozeltisi

kullanilmastir.

3.4 Radyoaktif Isaretli Bilesiklerin Kalite Kontroliinde Kullanilan

Yontemler

3.4.1 ince Tabaka Radyokromatografi (TLRC) Yéntemi

TLRC g¢alismalarinda 1.2x10 cm’lik kesilmis silika kapli TLRC tabakalar
(Merck 5552) kullanilmistir. Tabakalarin tabanindan 1 cm yukarisina isaretli
ornekten alinan c¢ozeltiler kapiler yardimiyla damlatilip ve drnekler tabaka tizerinde
kuruduktan sonra agzi kapali olan TLRC tanklarina uygulama noktas: degmeyecek

sekilde konulmustur.

Sekil 3.1. Ornek damlatma ve kromatografi yiiriitme islemi

Cozgen tabaka iizerinde tepe noktasinin yaklagik 1-2 cm asagisina kadar
yiiriidiikten sonra TLRC tabaka tank igerisinden c¢ikarilip oda sicakliginda

kurutulmustur. Daha sonra Cyclone Plus Fosfor goriintiileme sistemi kullanilarak
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¥MTe-WH, “™Tc*” ve ind. ®*™Tc (*®™Tc™)’ye ait radyokromatogramlar elde
edilmistir.

Radyoaktif maddenin tasindigi mesafe ¢oziiciiniin ilerledigi mesafeye
boliinerek Rf degerleri, Aktivite (DLU)-kat edilen mesafe degerleri grafige
gecirilerek de TLRC kromatogramlar1 elde edilir. Ayrica, isaretli orneklerin

baglanma verimleri pik alaninin sayimi toplam sayima boliinerek hesaplanir.

Sekil 3.2. Cyclone Plus Fosfor goriintiileme sistemi [21]

3.4.2 Kagit Elektroforezi Yontemi

Kagit elektroforezi arastirmalarda kullanilabilir. Destek ortami olarak kaliteli
filtre kagidi kullanilir. Metodun avantaji, ucuz olmasi ve yiiksek gerilime
dayanabilmesidir. Ancak deney siiresi uzun oldugundan rutinde pek kullanilmaz.

Ozellikle aminoasitlerin ayriminda kullanilir.

Bu c¢alismada kagitlar 30 c¢cm olacak sekilde kesildikten sonra tam orta
noktalar1 isaretleyip 1 cm araliginda ayarlanir. Elektroforez cihazina yerlestirildikten
sonra lizerine elektriksel gecisi saglamak i¢in SF eklenir. Kagitlar SF ¢ozeltisine
daldirdiktan sonra damlatma islemi gergeklestirilir. **™Tc ile isaretli WH’den 4,0 uL,
indirgenmis *™Tc icin 2,0 pL, saf *™Tc i¢in 1,0 pL g¢ekilerek kagitlarin tam orta
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noktasina damlatilmistir. Damlatma isleminde kagitlarin u¢ kisimlarint miknatislar
ile tutturduktan sonra cihaza yerlestirilmistir. Son olarak 300 V’a ayarlanarak 2 saat
stire ile beklenmistir. Bu siirenin sonunda ¢ikarilan kagitlar kurumaya birakilarak,

damlatma noktalarindan kesildikten sonra bioscan cihazinda sayilmistir.

3.5 Lipofilite Calismalari

Lipofilite, bilesigin lipid faza ilgisidir ve bilesigin in vivo lipid biyolojik
membranlar1 gegme kabiliyetini gosterir. Biri su digeri organik olmak tizere (birbiri
icinde ¢Oziinmez) iki sivi arasinda test edilen bilesigin dagilma katsayisi olarak
oOl¢iiliir. Standart organik faz olarak n-oktanol tercih edilir. Nokianol/Nsy orant P dagilim
katsayis1 olarak verilir ve kantitatif yapi-dagilim iligkilerinde bu deger “’log P’

olarak ifade edilir. log P= Nokanol/Nsy

Lipofilite, proteinin biyolojik sistemde dagilimini tahmin etmekte kullanilan
¢cok yararli bir parametredir. Bu c¢alismada 9MTc-WH bilesigine ait lipofilite
degerleri tayin edilmistir. Bunun i¢in isaretli bilesigin 100 pL’si, icerisinde 300 pL
n-oktanol ve 300 uL pH=7 tampon ¢ozeltileri bulunan karisima ilave edilir ve
karisim 15 dk oda sicakliginda vortekslendikten sonra, 2500 rpm de 30 dk santrifiij
edilir. Santrifiij sonrasinda alt faz (su) ve iist faz (oktanol) ayrilarak aktiviteleri
Cd(Te) dedektorlii RADS501 tek kanalli sayim sisteminde sayilir V& Nokanol/Nsy Orant
ile log P degerleri hesaplanir. Ayni islemler dorder kez tekrarlanarak standart sapma

degeri belirlenir.

3.6 Stabilite Calismalari
9¥MTc-WH’ye ait kalite kontrol ¢alismalari yapildiktan sonra optimum

baglanma veriminin elde edildigi sartlarda isaretleme ¢alismasi yapilarak 25°C’de O,
30, 60, 90, 120 ve 240. dakikalarda ornekler alinmis ve OMT e WH icin baglanma
verimi degerleri hesaplanmistir. % Baglanma Verimi- zaman grafigi ¢izilerek

proteinin stabil oldugu zaman belirlenmistir.

3.7 Albino Wistar Sicanlar Uzerinde Biyodagihm Cahismalar

Isaretlenen molekiiliin canlilar iizerindeki biyodagilimini incelemek igin
18 haftalik, 150-200 g agirhiginda disi Albino Wistar cinsi si¢anlar {izerinde
biyodagilm cahismalart yapilmistir. " Tc-WH’ye ait kalite kontrol ve stabilite
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calismalarina ait veriler elde edildikten sonra isaretli protein siganlara kuyruktan
enjekte edilmistir. Siganlar belirlenen zaman periyodu sonunda (30, 60 ve 90.
dakikalarda) yogun eter ortaminda sakrifiye edilerek cikarilan organlar, onceden
daralar1 alian kiiciik kaplar i¢ine konulmustur. Once her bir organa ait tartim degeri,
daha sonra aktivite degerleri Cd (Te) dedektorti ile iki kez sayilmis ve her bir organ
icin gram bagina diisen % doz degerleri (% ID/g) hesaplanmistir. Her bir zaman
noktast i¢in 3’er adet hayvan kullanilmistir. Elde edilen biyodagilim verileri

kullanilarak Excel programinda zamana kars1 biyodagilim grafikleri ¢izilmistir.

3.8 Albino Wistar Sicanlar Uzerinde Sintigrafi Calismalan

Sicanlarin tedirginliklerinin giderilmesi ve aci hissetmemeleri amaciyla
enjeksiyon oncesi her bir si¢gana ketaminetksilazin (75-100 mg/kg+5-10 g/kg)
anestezi intraperitoneal (IP) olarak uygulanmustir. **"Tc-WH bilesiginden 37
MBg/0.1 mL/250 pg (1 mCi/0.1 mL) (radyoniiklitin yar1 émriine gére hesaplanan en
uygun miktar1) Wistar Albino sicanin kuyruk veninden intravendz olarak gama
kamera altinda enjekte edilmistir. Enjeksiyon yapildigi anda gama kamera ile 5. dk,
15. dk, 30. dk, 120. dk ve 240. dk da statik goriintiiler alinmistir. Statik goriintiiler ve
bu goriintiilerden elde edilen ROI degerleri sonuglar kisminda verilmistir.
Goriintiileme c¢aligmalarinda (statik goriintiiler i¢in) 256x256 matrix, 1 zoom ve

diisiik enerjili genel amacl kolimator kullanilmastir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1%M¢ jle isaretli bilesiklerin kalite kontrol ¢alismalari

4.1.1 #*™Tc " nin ¥ Tc"* e indirgenmesinde SnCl, miktarmm incelenmesi

100 pg, 200 pg, 250 pg SnCl, miktarlarinin hepsinin isaretleme ¢alismalarinda
kullanilacak olan 1,0 mCi *™T¢’in tamamin indirgemek i¢in yeterli oldugu
goriilmiistiir. Bu parametre belirlendikten sonra isaretleme g¢aligmalarinda optimum

miktar olan 100 pg SnCl; ile devam edilmistir.

4.1.2 Whey’in ¥mre jle isaretleme cahsmasinda pH etkisinin HPLRC ile
incelenmesi

Bu ¢alismada kullanilan HPLC analiz kosullari; sabit faz olarak C18 kolon
(Gl sciences Inc.) hareketli faz olarak ACN/H,O (%0.1 TFA) (4:1), akis hizi: 0,5
mL/dak., dalga boyu: 275 nm, sicaklik 26 °C seklindedir.

pH optimizasyonu dogrultusunda, radyoisaretleme g¢aligmalar1 3 farkli pH’ta
(pH=5, 7 ve 12) gerceklestirilmistir. Farkli pH’larda radyoisaretlenen orneklerin
HPLRC analizi sonuglari asagida verilmektedir.

pH=5" te radyoisaretlenen WH proteinine ait HPLRC kromatogramina gore
9MTe icin alikonma zamam 4.127 dk, ®"Tc-WH icin ise 4.258 ve 5.449 dk
seklindedir. WH’ nin pH=5" teki radyoisaretleme verimi % 44.53 olarak

bulunmustur.

1700
1800 =
1500 — *"Te
s — "tewn
1200

< e

E 1000

- 800

[ 500

= 700

o 800

500
400
300
200
100

0 10 EX EX 40 EX 6.0 70 EX oo b’ 110 120 130 140 150 18.0 170 120 100

Alikonma zamani (dakika)

Sekil 4.1. " Tc-WH (pH=5)ye ait HPLRC kromatogramu.
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Tablo 4.1. ®™Tc-WH (pH=5)’ ye ait radyoisaretleme verimi.

10 Name Ret. Time Conc. Channel Peaks# Area Height Mark Peak Start Peak End Area%
1 RT4.258 4258 0.00000 | ADZ - Ch1 1 54201585 1335638 3.825 5.008 55.4638
2 RT5.44% 5.445 0.00000 | AD2 - Ch1 2 51552354 1157714 5.008 7.300 445362

pH=7"de radyoisaretlenen WH proteinine ait HPLRC kromatogramma gore *™Tc
icin alitkonma zamani 4.127 dk, ™ Tc-WH icin ise 4.386 ve 5.436 dk seklindedir. WH’nin

pH=7" teki radyoisaretleme verimi %51.10 olarak bulunmustur.

1000 4
200 ] [
500 ] — ""c-WH
700
S sood
=2
= 500
@
T s00]
p=4
U 3009
2004
100
o]
10 20 30 4o 50 8.0 70 EX 0o 100 110 120 130 140 150 180  17.0 180 180
Alikonma zamani (dakika)
. 99m .
Sekil 4.2. " Tc-WH (pH=7)’ye ait HPLRC kromatograma.
Tablo 4.2. " Tc-WH (pH=7)’ye ait radyoisaretleme verimi.
1D Name Ret. Time Conc. Channel Peak# Area Height Mark Peak Start Peak End Area%
1 RT4.336 4.386 0.00000 | ADZ - Ch1 1 47573683 1135644 S 4.950 48.8927
2 RT5.436 5.436 0.00000 | ADZ - Ch1 2 45728451 1053744 4975 6.592 51.1073

pH=12"de radyoisaretlenen WH proteinine ait HPLRC kromatogramma gére *"Tc
igin alikonma zamani 4.127, *™Tc-WH igin ise 4.346 ve 5.738 seklindedir. WH’ nin pH=12"

deki radyoisaretleme verimi % 94.21 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.3. " Tc-WH (pH=12)’ye ait HPLRC kromatograma.
Tablo 4.3. " Tc-WH (pH=12)’ye ait radyoisaretleme verimi.
1Ds Name Ret. Time Conc. Channel Peak# Area Height Mark Peak Start Peak End Area%:

1 RT4.346 4,346 0.00000 | ADZ - Ch1 1 4598301 126304 3758 4800 5.7867
2 RT5.738 5738 0.00000 | ADZ - Ch1 2 74865567 606343 4.800 11.958 042133

pH optimizasyonuna ait yapilan bu calismalar neticesinde yapilan kalite
kontrol, stabilite ve lipofilite caligmalarinda isaretleme pH’1 12 yapilarak
gerceklestirilmistir.

4.1.3 Optimum kosullarda elde edilen kagit elektroforez sonuclar:

Tablo 4.4. ®“"Tc-WH, ind. *™Tc ve Na®™Tc 6rnekleri icin elektriksel yiik tayini ve kagit
elektroforez kromatogramlari.

Elektroforez . ..
Elektriksel yiik
Kromatogram

Ornek Pozitif (+) Negatif (-)
300 3 T T T T T T O [ TN T [ O BN 1 z 1000 . I T T R B N B -
JI ;
200 —E E— ; E
£ ] E 800 E
@ 1503 ~ g ] C
#¥MTc-WH 003 E | P ] -
50 —f ;- 200 ‘: :_
’ rrrr [ 1 T T rrrr a - — I_I T T T T T T T -
Q 50 100 150 200 0 50 100 150 200

Mesafe (mm) Mesgafe (mm)
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Tablo 4.5. *™Tc-WH, Ind. ®*™Tc ve Na®®"Tc¢” 6rneklerine ait kagit elektroforez

R¢ degerleri.
E'e”g:forez Elektriksel yiik
Ornek Pozitif (+) Negatif (-)
M Te-WH 0.17
ind. *"Tc 0.02 0.02
Na”®"Tc 0.30

Tablo 4.4 ve 4.5 incelendiginde Na®®™Tc™ “nin elektriksel yiikii negatif iken
indirgendiginde yiiksiiz oldugu goriilmektedir. Ayrica isaretleme sonrasi ndtr olan
ind. *™Tc’nin tekrar negatif yiiklendigi ve Na®™Tc’ye gore Ryin baslangic

noktasina daha yakin ¢ikarak bir ayrim saglandig goriilmiistiir.
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Sekil 4.4. ®*™Tc-WH (a), ind. *™Tc (b) ve Na®*™Tc (c) 6rneklerinin PAS
(piridin/asetik asit/su) (3:5:1,5) banyosu kullanilarak elde edilen radyokromatogrami

Tablo 4.6. ®™Tc-WH’in PAS banyosu kullanilarak elde edilen Rf ve verim degerleri

Ornek Ry Verim
OMTc-WH 0.794 95.4

ind. ®™Tc 0.111 100

®¥MTe 0.788 100

Sekil 4.4 ve Tablo 4.6 incelendiginde *™Tc-WH’in PAS banyosu kullanilarak
elde edilen sonuglar1 elektroforez sonuglari ile paralellik gdstermektedir. *™Tc Ry
degeri 0.788, ind. ®*™Tc’in 0.111 ve *™Tc-WH degeri ise 0.794 olarak bulunmustur.
M Te-WH i¢in radyoisaretleme verimi %95.4+2 (n:10) olarak tespit edilmistir.

4.2. Stabilite Calismas1 Sonuclari

Stabilite ¢alismasi, optimum radyoisaretleme olan pH=12"de ve elektroforez
cihazt (Thermo) ile yapilmistir. S¥MTc-WH’nin stabilitesini incelemek igin,
radyoisaretleme verimi, 1. 2. 4. ve 8. saatlerde hesaplanarak stabilite grafigi
cizilmistir. Elektroforez kosullari, whatmann seliiloz seritler, serum fizyolojik mobil

fazi, 300V°de 1 saat seklinde seklindedir.
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Sekil 4.5. ™Tc-WH’ ye ait stabilite grafigi.

Sekil 4.5 incelendiginde **™Tc-WH’ nin %100 olan radyoisaretleme verimini
ilk 1 saat i¢inde korudugu goriilmiistiir. Bu deger 2. saatte %85’e, 4. saatte ise %75°e
diismiistiir. 8. saatin sonunda ise stabilitesini kaybederek radyoisaretleme verimi

%35’e kadar diismiistiir.
4.3 Lipofilite Calismasi1 Sonuglari

0,3 mL n-oktanol ve 0,3 mL PBS tamponu karistirildiktan sonra 0,1 mL
9MTc-WH eklenerek 5 dak. vortekslenmistir. Karisim 1 saat bekletildikten sonra
ayrilan n-oktanol ve PBS fazlari ayr1 ependorflara alinarak Cd(Te) dedektoriinde

sayillmistir. Sayimlarin ortalamalar1 alinarak Log P degeri hesaplanmistir.

Tablo 4.7. %™Tc-WH ye ait lipofilite tablosu.

Log P (n=3)
Deneysel -0.13+0.02

33



4.4 Biyodagihim Calismasi Sonuclari

Tablo 4.8. Biyodagilim ¢alismasinda elde edilen % ID/g degerleri

30 dak. 60 dak. 90 dak.
Kalp 0,159+0,110 0,140+0,084 0,183+0,153
AC 0,395+0,022 0,049+0,069 0,480+0,451
KC 0,201+0,018 0,059+0,016 0,700=+0,983
Bobrek 0,805+0,286 0,316=+0,079 3,095+4,378
iB 0,367+0,354 0,555+0,346 0,429+0,551
KB 0,049+0,020 0,113+0,007 0,225+0,132
Mide 0,299+0,211 0,270+0,066 0,259+0,200
Dalak 0,250+0,051 0,076=+0,060 0,221+0,224
Pankreas 1,935+0,817 0,610+0,862 1,287+1,484
Kas 0,089+0,126 0,105+0,002 0,494+0,389
Bas 0,068+0,040 0,045+0,008 0,156+0,116
Yag 0,275+0,388 0,205+0,079 0,190+0,105
Tiroid 2,680+1,901 0,478+0,315 0,256+0,443
Mesane 0,628+0,675 0,555+0,202 0,391+0,159
Kan 0,482+0,335 0,148+0,105 0,382+0,211
Meme 1,212+0,212 0,301+0,009 0,754+0,488
Yumurtahk 0,936+0,091 0,999+0,718 0,953+1,156
Rahim 0,285+0,402 0,359+0,508 0,327+0,262
Beyin 0 0,291+0,007 0,180+0,227

Albino Wistar siganlar iizerinde gergeklestirilen biyodagilim g¢alismalarinda
sirastyla kalp, akciger, karaciger, bobrek, ince bagirsak, kalin bagirsak, mide, dalak,
pankreas, kas, bas, yag, tiroid, mesane, kan, meme, yumurtalik, rahim, beyin
organlarma ait %ID/g degerleri 30, 60 ve 90. dakikalarda 6l¢iilmiis ve bunlara ait
sonuclar Tablo 4.8’de ve Sekil 4.6’da verilmistir. Tablo degerleri incelendiginde tiim
organlardaki en yiiksek tutulumun 3,095+4,378 olarak bobrekte ve 90. dakikada
oldugu goriilmektedir. %M Tc-WH’nin diger organlardaki tutulumlarma baktigimizda
pankreas, meme ve yumurtaliktada kayde deger birikimlerin oldugu goriilmektedir.
Bu organlardaki 30. dakikaya ait %ID/g degerleri sirastyla 1,935+0,817, 1,212+0,212
ve 0,936+0,091"dir.
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Sekil 4.6. " Tc-WH’nin 30, 60 ve 90. dakikalarda organlardaki tutulumu.

Tablo 4.9 Biyodagilim ¢alismasinda elde edilen organ/kas verileri.

30 dak. 60 dak. 90 dak.

Kalp 1,788 1,335 0,371
AC 4,430 0,465 0,971
KC 2,252 0,564 1,417
Bobrek 9,029 3,009 6,263
iB 4,110 5,294 0,867
KB 0,547 1,077 0,454
Mide 3,351 2,579 0,524
Dalak 2,807 0,729 0,447
Pankreas 21,670 5,812 2,604
Kas 1 1 1

Bas 0,758 0,426 0,315
Yag 3,079 1,959 0,385
Tiroid 30,050 4,557 0,518
Mesane 7,043 5,291 0,791
Kan 5,399 1,415 0,773
Meme 13,585 2,867 1,525
Yumurtahk| 10,490 9,520 1,929
Rahim 4,209 8,054 2,103
Beyin 0 1,415 0,948
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Sekil 4.7. *™Tc-WH’nin 30, 60 ve 90. dakikalarda organ/kas degerleri.

Hedef/Hedef Olmayan Organ degerleri sirasiyla Tablo 4.9 ve Sekil 4.7°de
verilmistir. Tablo 4.9’da verilen degerler incelendiginde 30. dakikadaki pankreas,
meme ve yumurtaliga ait organ/kas degerleri sirasiyla 21,670, 13,585 ve 10,490

olarak tespit edilmistir.
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4.5 Sintigrafi Calismasi1 Sonuglari

Tablo 4.10 Sintigrafi ¢calismasina ait ROI degerleri

Tiroid Kalp SagAC | SolAC | Mide KC Yumurtalik | Bobrek Uterus
Sag  Sol | Sag Sol

30 dk 4.05 6.04 9.13 8.91 1326 | 7.71 5.20 | 2.90 | 17.36 23.50 | 22.00
60 dk 3.14 8.38 6.72 6.05 20.00 |5.27 5.50 | 3.60 | 23.60 26.00 | 27.42
90 dk 2.43 6.15 4.17 4.05 14.1 8.90 4.80 | 2.90 | 21.60 26.80 | 28.40
120 dk 2.90 6.60 5.30 4.50 2.30 8.50 450 | 3.00 | 22.70 27.60 | 28.00
150 dk 2.36 6.00 4.23 3.16 14.00 | 6.90 420 | 2.80 | 22.80 27.70 | 24.20
180 dk 3.20 7.60 4.00 3.90 20.70 | 9.60 6.00 | 4.00 | 29.60 38.40 | 31.60
210 dk 2.20 5.60 3.70 3.30 15.8 7.80 5.00 | 3.00 | 39.00 31.60 | 28.60

Sekil 4.8. ®™Tc-WH’nin 30. dakikada elde edilen statik griinti.
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Sintigrafi ¢aligmalarina ait ROI (Ratio of Interest) degerleri Tablo 4.10°da,
9MTe-WH’nin 30. dakikadaki statik goriintiisii ise Sekil 4.8’de verilmistir. ROI
degerleri troid, kalp, sag akciger (RA), sol akciger (LA), Mide, karaciger, sag bobrek
(R-bobrek), sol bobrek (L-bobrek), sag yumurtalik (R-Over), sol yumurtalik (L-
Over) ve uterus i¢in verilmistir. Bu degerler incelendiginde en yliksek tuttulumlarin
180. Dakikada sirasiyla bobrek, uterus ve midege ait oldugu goriilmektedir. Bu
oranin yiiksek olmasi biyodagilim sonuglarin1 desteklemesi agisindan son derece

Onemlidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada WH, 9mre ile isaretlenmis ve deney hayvanlari iizerinde hangi
organda ne kadar siire ile biriktiginin belirlenmesi arastirilmistir. Tiim yapilan
caligmalar sonucunda;

» Yapilan TLRC ve kagit elektroforezi ¢alismasina gore en uygun banyo
sistemi SF olarak tespit edilmistir.

» Optimizasyon ¢aligmalar1 sonucunda isaretlemede kullanilacak olan SnCl; ve
WH miktar1 sirasiyla 100 pg ve 250 pg olarak belirlenmistir. Ayrica en
uygun pH 12 olarak tespit edilmistir.

» Yapilan stabilite ¢alismalar1 sonucunda WH’nin ¥MTe ile %97+ 2 baglanma
verimiyle isaretlendigi tespit edilmistir.

» Biyodagilim sonuglarina gore tiroid, pankreas, meme, yumurtalik ve
bobreklerde yiiksek oranda tutulum oldugu goriilmiistiir.

» Sintigrafi sonuglarina gore en yiiksek tutulumun 180. dakikada bobreklerde
oldugu goriilmiistir. Ayn1 zamanda abdomainal bdlgede yogun bir aktivitenin
oldugu tespit edilmisitr.

Tiim bu sonuglarin 15181 altinda literatiirde ilk kez bu calismada i yiiksek
bir baglanma verimi ile (>%95) isaretlenen WH’nin niikleer tip alaninda 6zellikle
pankreas, meme ve yumurtalik i¢in gorlintileme ajan1 olarak kullanilabilme
potansiyelinin oldugu sdylenebilir.

WHEY protenin siirekli alimina ve alinan doza bagl olarak zaman igerisinde
ilgili organlarda bir takim patolojilerin ortaya ¢ikmasi miimkiindiir. Bu durum ancak
bu c¢alismanin devaminda deney hayvanlar {izerinde yapilacak olan organlar igin
doz-zaman parametresinin incelenmesi neticesinde aydmlatilabilir. Ileride bu yonde

bir ¢aligmanin yapilmasi planlanmaktadir.
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