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OZET

ZONISAMID’IN RADYOISARETLENMESI VE IN VITRO
POTANSIYELININ INCELENMESI

DERVIS, Emine

Yiiksek Lisans Tezi, Niikleer Bilimler Anabilim Dali
Tez Danigmant: Dog. Dr. Ayfer YURT KILCAR

Eylul 2020, 49 sayfa

Dinya genelinde milyonlarca insan beyin hastaliklartyla miicadele etmeye
caligmaktadir. Beyin hastaliklarinin tan1 ve tedavisinde; goriintilenme yontemleri,
radyofarmasotikler, antiepileptik ilaclar, teknesyum-99m (**"Tc) 6nemli
unsurlardandir. Bu tez calismasinda; epilepsi ve Parkinson hastaliklarina ait
semptomlarin tedavi siirecinde kullanilan bir ilag olan Zonisamid’in (ZNS) Niikleer
Tip’ta ideal goriintilenme Ozelliklerine sahip ve siklikla kullanilan
radyoniiklidlerden biri olan ®®*™Tc ile radyoisaretlenmesi ve in vitro potansiyelinin
incelenmesi amaglanmistir. Radyoisaretli Zonisamid (**"Tc-ZNS) beyin
goriintiileme ajan1 olarak Umit vaad eden bir potansiyele sahip olabilecegi
Ongorulmektedir.

Bu amac¢ dogrultusunda, antiepileptik bir ila¢ olan ZNS 6nemli bir
gorintiileme radyoniiklidi olan *™Tc ile radyoisaretlenmistir. ™ Tcile radyoisaretli
ZNS icin kromatografik yontemlerle gerceklestirilen kalite kontrol ¢aligmalar ile
ZNS’in yiliksek verimde radyoisaretlenme potansiyeline sahip oldugu
gosterilmistir. Ayrica, *™Tc-ZNS’in in vitro ve radyokararlilig1 belirlenmistir. In
vitro hiicre kiiltiirii galismalar1 kapsaminda; SH-SY5Y hiicreleri tizerinde ZNS’in
hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi belirlenmis ardindan radyoisaretli ilacin (**™Tc-
ZNS) huicreler Uzerindeki tutulumu incelenmistir.

Tiim deneysel basamaklar ve sonuclar degerlendirildiginde ise antiepileptik
ilag olan ZNS’nin, Niikleer Tip’ta sikilikla kullanilan radyoniiklidlerden biri olan
9MT¢ ile radyoisaretlenme veriminin % 95°in (izerinde 4 saat boyunca kararliligin
korudugu goriilmiistiir. Elde edilen bu ajanin bir¢cok beyin hastaliginin tani ve
tedavisinde kullanilabilme potansiyelinin olmasi umut vaad edici olmustur.

Anahtar Kelimeler: Zonisamid (ZNS), Antiepileptik ilaclar, Epilepsi,
Radyoisaretleme, Teknesyum-99m (*°™Tc), Beyin goriintiileme.






ABSTRACT

RADIOLABELING OF ZONISAMIDE AND INVESTIGATION OF
ITSINVITRO POTENTIAL

DERVIS, Emine

MSc Thesis, Department of Nuclear Sciences
Supervisor: Assoc. Prof. Ayfer YURT KILCAR

September 2020, 49 pages

Millions of people around the world are trying to struggle with brain diseases.
Imaging methods, radiopharmaceuticals, antiepileptic drugs, technetium-99m
(**™Tc) are some of the important elements of diagnosis and treatment of brain
diseases.

In present thesis; it is aimed to radiolabel Zonisamide (ZNS), which is a drug
used in the treatment process of symptoms of epilepsy and Parkinson's diseases,
with **™Tc, which is one of the most frequently used radionuclides in Nuclear
Medicine, and to determine its in vitro potential. It is anticipated that radiolabeled
Zonisamide (**™Tc-ZNS) may have the promising potential of use as a
neuroimaging agent.

In accordance with this purpose; ZNS, an antiepileptic drug, was radiolabeled
with an important imaging radionuclide, ®*™Tc. It has been shown that ZNS has
high efficiency radiolabeling potential with the chromatographic quality control
methods. In addition, in vitro and radiostability of ®®™Tc-ZNS has been determined.
Within the scope of in vitro cell culture studies; the effect of ZNS on cell viability
of SH-SY5Y cells was determined and then the uptake behaviour of radiolabeled
drug (**™Tc-ZNS) on cells was investigated.

When all the experimental steps and results were evaluated, it was seen that
the antiepileptic drug ZNS, with ®*™Tc, one of the radionuclides frequently used in
Nuclear Medicine, preserved its stability with radiolabeling efficiency over 95 %
for 4 hours. The potential of this agent to be used in the diagnosis and treatment of
many brain diseases has been promising.

Keywords: Zonisamide (ZNS), Antiepileptic drugs, Epilepsy, Radiolabeling,
Technetium-99m (**™Tc), Neuroimaging
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ONSOZ

Nkleer Bilimler ile tanistigim giinden bu yana, ucu bucagi olmayan bilimsel
calismalarin aktifligi beni lisansiistii egitime yonelten en biiyiik etkendi. Yiiksek
lisans egitimim boyunca gerek aldigim dersler, gerek bulundugum caligmalar
kapsaminda 6grendigim her bilgiyi ¢cevremdeki insanlarla paylagarak farkli bakis
acistyla misyonumun ve vizyonum genisledigini diisinmekteyim. Ozellikle tez
calisma konum olan beyin goriintiileme alaninda bir¢ok bilgiye sahip oldum.
Neredeyse insanlik tarihi boyunca siiregelen hastaliklar ve bunlarin tani, tedavi
yontemleri hakkinda bilince sahip oldum. Ogrendigim ve gergeklestirdigim tez
¢alismasi sonucunda umut vaad edici bir pencere agabilmis olmayi diisiinmek beni
cok mutlu etti.
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1. GIRIS

Epilepsi, yagsam kalitesini olumsuz yonde etkileyen, tedavisi uzun streli takip
isteyen ve kontrolii gii¢ bir hastaliktir. Diinya genelinde; yas, cinsiyet, etnik grup
veya sosyal statiiye bakilmaksizin her kesimden yaklasik 50 milyon insam
etkilemektedir. Odak belli olsa da olmasa da, altta yatan neden, ndronlarin normal
elektriksel aktivitelerinin epizodik, gegici ve patlayici tarzda eszamanli desarjlarla
bozulmasidir (Brusa et al., 1995). Epilepsi hastalarinin takibi ve tedavileri sirasinda
merkezi sinir sistemini secici olarak deprese eden antiepileptik ilaclar
kullanilmaktadir. Tedavi sirasindaki ana hedef nobetsizligi saglamak ve kullanilan
ilaclarin yan etkilerini 6nlemektir (Baker et al., 2016). Yeni tan1 konan hastalarin
cogu baslangictaki antiepileptik tedaviye iyi yanit verir ve uzun sireli remisyona
girerler. Ancak hastalarin yaklasik {igte birinin tedaviye diren¢ gosterdigi tespit
edilmistir (Schauf, 1987). Direngli epilepsi hastalarinda, nobet kontroli kadar, ilag
yan etkileri de sorun olusturmaktadir. Bu durum tedaviyi daha da zorlastirmaktadir
(Hitiris et al., 2007).

Zonisamid (ZNS), benzersiz yapist ve genis mekanik profili ile diger
antiepileptik ilaglardan ayrilan modern bir antiepileptik ilagtir. Zonisamidin
giivenilirligi, etkinligi ve kontrolu klinik ¢alismalarda genis olglide kanitlanmus,
diger antiepileptikler ile karsilagtirildiginda ilag-ilag etkilesim potansiyeli diisiik bir
ilag¢ olarak bildirilmis, ndbetlerin kontroliinde tedavi segenegi olarak Onerilmistir
(Brodie et al., 2012; Sackellares et al., 2004; Brodie et al., 2005). Zonisamid'in ana
anti-epileptik mekanizmalari, T-tipi voltaj duyarli Ca2+ kanali, voltaj kapili Na +
kanali, ndronal depolarizasyona bagli glutamat salinimi ve Ca2 + salma sisteminin

inhibisyonunu icermektedir (Arabinda, vd., 2010).

Diger yandan, beyin goruntiileme ydntemleriyle beyin motor ve bilissel
bozukluk hastaliklar1 tizerinde beynin yapisini, hastaliklarin isleyisini anlamak i¢in
calismalar devam etmektedir. Yasayan organizmalarin doku, hiicre ve hiicre i¢i
komponentlerindeki biyolojik islemlerin karakterize edilmesine imkan sunan
molekiler goriintileme, insan beyninin bilinmeyen yonlerinin kesfedilmesi

lizerinde aktif rol oynamaktadir (Strafella et al., 2017).



Bu bilgiler 15181nda; epilepsi hastaligi ve anti-epileptik ilaglardan aktif olarak
kullanilan Zonisamid’in insan sagligi agisindan 6nemli bir yere sahiptir. Ayrica,
voltaj kapili sodyum kanallarinin sinyal iletimindeki roliinii ve hastalik
durumlarindaki diizensizliklerini daha iyi anlama istegi, bu hastalik ve mekanizma
icin yiiksek hassasiyetli araglarin gelistirilmesini motive etmektedir. Bu bilgiler
1s1¢1nda; sodyum kanallarimi hedefleyen bir radyoisaretli ajan olarak *MTc isaretli
Zonisamid’in s6z konusu mekanizmalarin izlenmesinde onemli bir potansiyel
sergileyebilecegi diistiniilmektedir. Bu sebeple bu tez ¢alismasinda, Zonisamid’in
¥MTc ile isaretlenme parametreleri belirlenerek in vitro olarak s6z konusu

potansiyelin belirlenmesi hedeflenmistir.

Bu hedef dogrultusunda, parsiyel ve jeneralize nobetleri olan epilepsi
hastalarinin tedavisinde kullanilan yeni nesil bir antiepileptik ajan olan
Zonisamid’in, molekiiler goriintiilemenin kokleri olan niikleer tipta kullanilan
optimum goériintileme 6zelliklerine sahip **™Tc radyontiklidi ile radyoisaretlenme
potansiyeli radyokromatografi yontemleri kullanilarak belirlenmistir. Radyoisaretli
Zonisamid’in (*®*"Tc-ZNS) in vitro potansiyeli hakkinda fikir sahibi olabilmek
amaciyla SH-SY5Y insan néroblastoma hiicre hatti tizerindeki tutulumu zamana
bagl olarak irdelenmistir. *™Tc ile isaretli Zonisamid’in beyin goriintiileme ajan1
olarak kullanilabilme potansiyeline sahip olabilecegi diisliniilmektedir. Bu tez
kapsamindaki ¢alismalar ile elde edilen sonuglar bu alandaki ¢alismalara katkida

bulunacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Beyin ve Norolojik Hastahklar

Beyin, insan viicudunun en karmasik yapisina sahip ve milyarlarca hiicre
bulundurmaktadir. Yetigkin insan beyni yaklasik 1400 g agirliginda, jelatinimsi
yapiya sahip 100 milyardan fazla sinir hiicresi icermektedir (Orrison et al., 1995).
Beyin iki temel hiicre tipinden olusmaktadir. Bunlar; sinir sisteminde baskin olan

ndronlar ve glialardir. Glia hiicre sayis1 noronlardan fazladir (Orrison et al., 1995).

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan yapilan beyin hastaliklar1 yiikii
hastaya harcanan kaynaklardan daha biiyiik oldugunu agiklamistir (Olesen and
Leonardi, 2003). Hastaliklarin, diinyanin farkli yerlerinde farkli biiytikliiklerde
oldugu ve saglik politikasi icerisinde hastalik yiikii giderek daha 6nemli faktor

haline gelmektedir (Murray and Lopez, 1996).

Giliniimiizde de siklikla karsimiza ¢ikan beyin ile iligkili nérolojik hastaliklar;
genel olarak Alzheimer, Epilepsi, Frontotemporal lobar dejenerasyon (FTLD),
Progresif supraniikleer palsi (PSP), Huntington hastaligi (HD), Parkinson hastaligi,
MS, Lewy cisimcikli demans, Multi sistem atrofisi (MSA), Beyin tumoérd,
Moyamoya sayilabilmektedir (Michael and Wolfgang, 2018; Tarasow et al., 2011).
Her hastalik i¢in goriintiileme yOntemi, tan1 ve tedavi yontemi, iyilesme siireci

farklilik gostermektedir.

Beyin ile iliskili ve norolojik hastaliklar diinya da oldugu gibi iilkemizde de
siklikla karsilagilan hastalik tlirleri arasinda yer almaktadir. Tiirk Noroloji Dernegi
(TND)’nin 2019 yilinda verdigi rakamlara gore; her yil 17 milyon kisinin inme
gecirdigi ve son birkag yilda inme sebebiyle dlenlerin sayisinin 40,000’e ulastigini
gostermektedir. Ote yandan, diinya genelinde 65 milyon, llkemizde 750 bin
dolayinda epilepsi hastasi oldugu ve her yil yaklasik olarak 2,4 milyon yeni hasta
eklendigi bilinmektedir (Tiirk Noroloji Dernegi). Ortalama 6 milyon insanda
Parkinson hastaligi goriildiigii ve genel olarak 65 yas iistii insanlarda yas ile beraber
hastaligin goriilme sayisinin arttigi bilinmektedir (Alberio and Fasano, 2010;
Alberio et al., 2012; Delenclos et al., 2015).



Vaskiiler aglarin belirginlesmesi ile baslayan kronik bir serebrovaskuler
hastalik olan Moyamoya hastalig1 ise patogenezi hala belli olmamakla birlikte
genellikle Asya tilkelerinde goriildiigii ve Japonya’da bu hastaliga 3,16 / 100,000
oraninda rastlandig1 bilinmektedir (Etus, 2012). Siklikla karsilasilan Alzheimer
hastaliginin ise tilkemizdeki goriilme siklilig1 300 bin civari oldugu TND tarafindan

aciklanmistir (Tiirk Noroloji Dernegi).

Beyin hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmas: ile tiimorler olusmaktadir. Iyi ve
kotu huylu olmak Gzere tlimor hiicreleri 2 gruba ayrilmaktadir. Kétii huylu tiimorler
kanserli olarak adlandirilir ve metastaza ugrayip viicudun farkli yerlerine yayilim
gosterirken, iyi huylu hiicreler az agresif hiicre olarak bilinir ve metastazik dagilim
gOstermezler (Mohsen et al., 2018). En yaygin ve agresif olan beyin tiimorleri
arasinda gliomlar yer almaktadir ve insana ¢ok kisa yasam siiresi tanimaktadir

(Pireira, 2016).

2.2 Epilepsi

Epilepsi; kortikal noronlardaki anormal ve asir1 elektriksel desarj sonucu
ortaya ¢ikan, ani, tekrarlayici, tanimlanabilen bir olayla tetiklenmemis epilepsi
nobetleri ile karakterize bir durumdur (Akdag vd., 2016). Beyindeki anormal asir1
veya senkron noral aktivite sonucu gelisen gecici sinyaller veya semptomlar ise
epileptik nobet olarak adlandirilmaktadir (Yeni ve Giirses, 2005). Diinya saglik
orgutl (DSO, WHO) tarafindan yapilan tanim ise serebral ndronlarin asir1 desarjina
bagl tekrarlayici nobetlerle karakterize, g¢esitli etiyolojiler ile gelisen kronik bir
beyin hastalig1 oldugudur.

Epilepsi diinya ¢apinda 1000°de 4,7 — 12 kisi arasinda goriilen yaygin bir
hastaliktir (Ngugi ve ark., 2010). Epilepsi adina gézlemler, Asur ve Babiller
tarafindan M.O. 2000 li y1llarinda tibbi metinlerine dayanmaktadir (Magiorkinis, et
al., 2010). Bu hastaliga iliskin ilk bilimsel ¢aligmalarin ise M.O. 400°1ii yillarda
Tibbin babasi olarak bilinen Hipokrat tarafindan yapildigini goriilmektedir
(Coskun, 2012). Hipokrat, hastaligin merkezinin beyin oldugunu ve dogal
nedenlerinin  oldugunu agiklayarak "Mal Caduque" olarak adlandirdig:
bilinmektedir. Dogal neden ve belitilerinin "Pituita" denilen salginin salgilanmasi,

organizma bozulmasi ve sonucunda viicut sarsilmast ile belli ettigini 6ne siirmiistiir.



Tedavisinin ise Gayak Agaci (halk arasinda Peygamber Agaci) tiitsiileme yapilarak
kullanildigr bilinmektedir (Elginoglu ve Baylav 1968). Hasta bir cocugu
incelemeye alarak beyninin nemli, 6deme sahip ve kotii kokular yaydigini
aciklamigtir. Hipokrat, metalojik agiklamasini yapana kadar epilepsi igin seytani
miilk, ilahi hastalik olarak dusiiniilmekteydi. Hipokrat’in bilimsel agiklamasinin
ardindan uzunca yillar nozoloji ve semptomlarin sistemizasyonu disinda bilimsel

katki saglanamadig goriilmektedir (Magiorkinis, et al., 2010).

Hipokrat’in ardindan MS 130-201 tarihleri arasinda hayatta olan Roma’li
Galen Epilepsiyi sebeplerine gore incelemeye baglamistir. Orta ¢ag zamaninda ise
Epilepsi iizerine yeni bulgular bulunamamutir. "Insan suurunu Bozan Hastaliklar"
adli kitabinda Paracelsus (1493-1541), epilepsiyi delilik olarak dile getirip
sebebinin ay oldugunu belirtmistir. “Ay carpiyor” bashigi altinda hastalarin ay
tutulma donemlerinde buna maruz kaldigini1 dile getirmistir. Epilepsiyi Prof. Dr.
Siegmund Albich, 15. yy’da ciizzam, tiiberkloz gibi donemin bulasici hastaliklari
arasina alip incelemeye baslamistir (Lennox and Lennox, 1960). 1563’te Basel’de
yayinlanan "De Preastiqus Deamon" adli kitabinda Johann Wayer (1515-1588),
epilepsi, paranoyayi agiklamistir (Howells, 1975).

Tesadufi bir sekilde 1786'da Luigi Galvani kurbaga bacaginin demir
parmakliklara degerek elektrik akimi yaydigimi gozler Oniine sermistir. Sinir
aglarinin  elektrik akimi tasidigi goriisii  hastaliga yeni bir bakis agis1
kazanadirmistir. 19.yy’da bilim insanlari sinir hastaliklarinin néroloji ile baglantili
oldugunu one siirmiistiir. Ardindan bilim diinyasininda refleks epilepsi tartisma
konularindan biri olmustur. 1854 yilinda artik epilepsi bugiin ki siniflandirmaya
yakin bir siniflandirma igerisine alinmistir. 1-Esansiyel Epilepsi 2-Semptomatik
Epilepsi 3-Asemptomatik Epilepsi. Daha sonra yapilan ¢alismalarda siniflandirma
degistirilip bu sekilde olmustur; 1-Fokal Kortikal Nobetler (Jackson Ep.), 2-
Santronsefalik Hamleler (Petit Mal), 3-Genellesmis ¢irpinma nobeti, 4-Ekstra
serebral nobetler (Goksel, 1985). Hipnotik tedavi yontemi, beslenmeye dayali olup
olmadig1 gibi bir¢ok konuda epilepsi hakkinda arastirmalar yapilarak giiniimiize

kadar gelmistir.



Gundmuzin 6nemli hastaliklarindan biri olan epilepsi kutsal hastalik, doga
dis1 olay olarak tanimlanmaktaydi. Pirimitif doneme dayanan epilepsi; kutsal
hastalik, doga iistii inanislar gibi birgok sekilde insanlik tarihinde gilin yiiziinde
bulunmustur. Epilepsinin giiniimiizde tanimlanmasi ve sinflandirilmasi ise su
sekildedir. Uluslararasi Epilepsi ile Savas Dernegi (ILAE)’nin 1989 yilinda yaptigi
smiflandirma hala glinimiizde gecerliligini korumaktadir. Kisaca siniflandirma su

sekildedir:

1.Parsiyel (fokal) nébetler

2.Jeneralize nobetler (konvilzif veya konvilzif olmayan)

3.Smiflandirilamayan epileptik nobetler (Tiirk Epilepsi ile Savas Dernegi,
1973).

2.3 Antiepileptik Ilaclar

Merkezi sinir sistemini secici olarak deprese eden ilaglar antiepileptiklerdir
(Calis, 2016). Epilepsi tedavisinde kullanilan ilk antiepileptik ila¢ Potasyum
Bromiir’diir. Charles Locock tarafindan 1938 yilinda 15 histerik gen¢ kadin
tizerinde yaptigi c¢alismalara dayanmaktadir (Brodie, 2010). Uzun sire
kullaniminda farkli organlara zarar vermesi, yan etkilerinin olduk¢a fazla
oldugunun goériilmesiyle birlikte kullanimi durdurulmus ve farkli calismalar
yapilmaya hizla devam etmistir (Perucca and Gilliam, 2012). Terapotik ajanlarin
gelistirilmeye baslanmasiyla birlikte glintimiizde de hala aktif olarak kullanilmaya
devam eden “Fenitoin” piyasaya siiriilmiistir. Ardindan hizla birinci nesil
antiepileptik ilac olarak kabul edilen; kameprimidon, etosuksimid, karbamazepin

ve valproik asit ile ¢aligmalar devamliligini siirdiirmiistiir (Brodie, 2010).

1989-2009 yillar1 arasinda yeni etkili molekiil ¢aligmalart ise ikinci yeni nesil
antiepileptiklerin ortaya ¢ikmasimi saglamistir. Ikinci yeni nesil antiepileptik
ilaclar; felbamat, gabapentin, lamotrijin, levetirasetam, okskarbazepin, pregabalin,

topiramat, vigabatrin ve zonisamid olarak bilinmektedir (Erdogan, 2014).

Antiepileptik ilaglarin asil amact; voltaj kapl kalsiyum, sodyum kanallarinin
cevre kosullarindaki degisiklikler karsisinda uyum saglamasi amaci hiicrelerinin

gosterdigi yapisal ya da islevsel degisime, GABAa reseptoriiniin araciligi ile



sinaptik islevin engellenmesi ile birlikte iyonotropik reseptdrlerin araciligi ile
uyarimin engellenmesi saglamaktir. Boylece epileptik nobetlere karsi koruma

saglanmaktadir (Rogawski and Loscher, 2004).

Diger yadan, beyin ila¢ hedeflenmesinde en 6nemli olgu elde edilen
molekilin kan beyin bariyerini gegmesidir. Viicuda verilen molekillerin beyne
serbestce gegmesini kan beyin bariyeri korumaktadir (Sobue, 1999). Kan beyin
bariyeri, maddelerin kan — beyin omurilik sivis1 ve de molekiiliin kandan santral
sinir sistemine ge¢mesini engellemektedir. Baz1 molekiiller bu bariyerleri gegse
dahi viicuttaki dagilimlar1 kontrol edilememektedir. Amag, molekul kan beyin
bariyerini gegtikten sonra beyindeki dagilimmin spesifik bolgeye tasinarak
kararliligin1 korumasi gerektigidir (Cetin ve Capan, 2004). Glnimizde kan beyin
bariyerine gegebilen gesitli stratateji ve sistemlerin gelistirilmesi beyin ilag
hedeflenmesinde Onemli rol oynamaktadir. Viicudun sadece beyin kilcal
damarlarinda bulunan endotel hiicreleri, transfer reseptorleri, iki tabakali fosfolipit

membranlar1 beyne etkili ila¢ dagilimini saglamaktadir (Bendix and Moos, 2016).

Antiepileptik ilaglarin etki mekanizmasi; uyariy1 azaltmalari, inhibisyonu
arttirmalart ve hicre uyarilabilirligini degistirmeleri seklinde bilinmektedir.
Antiepileptik ilaglarin siiflandirilmas1 ise; Ureit yapisi tasiyan bilesikler,
benzodiazepinler, sekonder veya tersiyer alkoller, dibenzazepin turevleri, yag asiti
tlrevleri, gaba analoglari, hormonlar ve diger ilaglardir (Kilcigil, 2018). Epilepsi
tedavisinde en ¢ok kullanilan ilaglar ise iireit yapisi tasiyan bilesikler sinifinda

bulunmaktadir (Kilcigil, 2018).

2.4 Zonisamid

Ikinci nesil antiepileptik ilag grubuna giren Zonisamid (ZNS) diger ilaglar
siifina giren, kimyasal olarak siilfonamid siifindan genis spektrumlu, tamamen
diger antiepileptik ilaglarin mekanizmasindan farkli bir ilagtir (Erdogan, 2014). 1,2-
benzisoksazol-3-metansulfonamit, 212,227 g/mol molekiil agirligina sahip ve Sekil
2.1’de molekiil yapis1 verilen Zonisamid klinik kullanimda olan bir ilagtir (Leppik,
2004). ZNS, benzersiz yapist ve genis mekanik profili ile diger antiepileptik

ilaclardan ayrilan modern bir antiepileptik ilagtir
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Sekil 2.1. Zonisamid molekiil yapisi

Klinik 6ncesi ¢alismalar, ZNS i¢in voltaj kapilarini, sodyum kanallarini, T-
tipi kalsiyum kanallarini, gamaaminobiitirik asit (GABA) gibi bir dizi potansiyel
etki mekanizmasi bildirmistir. ZNS, olumlu bir dogrusal farmakokinetik profile,
uzun bir yar1 dmre sahiptir. Sitokrom P450 yoluyla hepatik olarak metabolize olan
zonisamid, kendi metabolizmasin1 veya karacigerini indiiklemez (Wilfong and

Willmore, 2006).

Zonisamid’in ilk laboratuvar caligmasinda benzizoksazol bazli bir bilesik
olarak 1970’lerin baglarinda Japonya’nin Osaka kentinde olan Dainippon
Pharmaceutical Company'de elde edilmistir. Bir benzizoksazol tirevi olan ZNS, ilk
olarak 1974 yilinda Japonya'da psikiyatrik ilaglarla ilgili kesif arastirmasi sirasinda
sentezlenmistir ve daha sonra tarama sirasinda antikonviilsan aktiviteye sahip
oldugu tespit edilmistir. Kesfedildiginden itibaren klinik ¢alismalara baslanmis ve
genis spektrumlu kabul edilmistir. Faz 2 ve Faz 3 c¢alismalarinin sonucunda
giivenilirlik kazanmis olup 1989 yilinda Excegran isimli ila¢ ad1 altinda piyasaya
stiriilmiis ve hastalar tizerindeki gézlemler sonucu monoterapi olarak kullanighig

kanitlanmistir (Seino, 2004).

Japonya'da yiiriitiilen klinik Oncesi hayvan calismalari, zonisamidin
sicanlarda, farelerde, tavsanlarda ve kopeklerde maksimal elektrosok kaynakli
nobetler tlizerindeki noébet Onleyici etkilerini ortaya koymustur. Bu hayvan

modellerinde, ZNS, fenitoin ve karbamazepine kiyasla daha genis bir terapotik



plazma konsantrasyonu araligi sergilemistir (Masuda et al., 1979). Hayvan ve klinik
calismalardan elde edilen umut verici sonuglarla ZNS, 1989 yilinda Japonya'da
jeneralize veya parsiyel nébetleri olan ¢ocuklar ve yetiskinler igin hem monoterapi
hem de yardimci tedavi olarak onaylanmistir. ZNS daha sonra ayni endikasyon i¢in

Haziran 1992'de Giiney Kore'de pazarlanmistir (Seino, 2004).

1989°dan bu yana epilepsi tedavisinde yan ilag olarak efektif sekilde
kullanilmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) ve Avrupa'da ydrdtilen
cesitli kontrollii klinik caligmalar, yetigskinlerde kismi ndbetlerin tedavisinde
Zonisamidin etkinligini daha da gdstermistir. ZNS, ABD’de Gida ve Ilag Idaresi
(FDA) tarafindan epilepsili erigkinlerde kismi nobetler i¢in yardimer tedavi olarak
2000 yilinda onaylanmistir Schmidt et al., 1993, Faught et al., 2001, Sackellares et
al., 2004). Diger antiepileptiklerden farkli olarak ¢oklu etki mekanizmasina sahip
ZNS’nin voltaj kapili Na* inhibisyonu antikonviilsan 6zelliginin altinda yatan ana
mekanizmasidir (Rogawski and Porter, 1990). T tipi voltaja duyarli Ca?" kanalin1
bununla indiiklenen Ca?* salma sistemini igerdigi ZNS’nin hedef molekiilii
tizerinde gosterdigi bu etki devami gelen farmakolojik ¢alismalarda goriilmiistiir
(Kito et al., 1996; Yamamura et al., 2009). Tiirkiye’de ise Zonisamid, 2008 yilinda
parsiyel ve jeneralize nobetleri olan epilepsi hastalarinda ek tedavi olarak
kullanilmaya baglanmistir (Senadim, v.d., 2018). Tek basina kullanim onayini ise
2013 yilinda almistir. Halihazirda ZNS ile klinik deneyim, diinya ¢apinda 2 milyon
hasta-yillik maruziyete dair konservatif bir yaklasim saglamigtir (Brodie et al.,

2005).

Zonisamidin antiseizure aktivitesinin arkasindaki kesin molekiiler
mekanizmalar bilinmemekle birlikte, zonisamid hayvan modellerinde genis bir
mekanik profil gostermistir. Zonisamidin, voltaja bagl sodyum kanallarin1 bloke
etmesi, gerilime bagh T-tipi ice dogru kalsiyum akimlarini azaltmasi, gama-
aminobiitirik asit (GABA) -benzodiazepin reseptdr kompleksine baglanmasi ve
hem dopaminerjik hem de serotonerjik ndrotransmisyonu kolaylastirmasi yoluyla
etki ettigi diisiinlilmektedir. Zonisamid zayif karbonik anhidraz inhibisyonu
sergilemesine ragmen, bu, nobet 6nleyici aktivitesinde birincil bir etki mekanizmasi

olarak kabul edilmemektedir (Angus, 2006).
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Zonisamid’in klinik Oncesi ¢aligmalarinda ateslemeyi ve noronal membran
stebilizasyonunun asirt olmasini engelledigi goriilmiistiir (Humberto Foyaca-
Sibay, 2011). GABA engelleyici norotransmiter olarak sinir sisteminde aktif rol
oynayan kimyasal bir madde olan GABAergic iletimine kars1 etkisi; GABAa
reseptoriin aktivitesini koruma ve GABA salinimini arttirarak inhibitdrden uyarici
etkiye doniistimiinii sagladigi ve salinim iletimini arttirdig1 goriilmiistiir (Mimaki et
al., 1988). Biitiinleyici etki mekanizmalari ile genis kombinasyon saglayan ZNS
diger antiepileptiklere gore klinik avantaj sagladigi1 ve zayif bir karbonik anhidraz

inhibitori oldugu bilinmektedir (Biton, 2007).

Zonisamid’in klinik c¢aligmalarinda saglikli goniilliillerde 63-69 saat kadar
uzun yarilanma dmrii oldugu, hizli ve tamamen emilebilir oldugu goriilmiistiir, bu
nedenle dozlamalar gliinde bir kez bile verilebilmektedir (Leppik 2004).
Biyoyararlanimi gidalardan etkilenmeyen ve gastrointestinal sistemle emilen
Zonisamid 3 saat civarinda zaman-dozdan ayr1 maksimum plazma
konsantrasyonuna sahip oldugu bilinmektedir (Murata, 2004). Bilinen baslica yan
etkileri somnolans, bas donmesi, istahsizlik, bulanti ve kusma, basagrisi,
konsantrasyon giigliigti, halsizlik, ajitasyon, psikoz ve diplopidir (Brodie et al.,
2012).

Kan beyin bariyerini kanda, plazma albiiminine % 40 oraninda baglanarak ve
lipid tasima araci ile gegmektedir. Bilindigi gibi lipidlerin kan yoluyla taginmasi
saglik agisindanda ¢ok 6nemli rol oynamaktadir. P 450 enzim CYP 3A4’nin ZNS
metabolizmasinda baslica sorumludur (Morita, 2005). 2-(sulfamoylacetyl)-phenol-
glucuronide (SMAP) ve N-asetil ZNS’nin insanda ana metabolitleridir ve alinan

total dozun biiyiik bir kisminin idrarla atildig1 bilinmektedir (Murata, 2004).

ZNS piyasaya ¢iktigindan beri yapilan ¢alismalarda sadece epilepsi hastaligi
icin degil noropatik agri, kontrol bozukluklari, esansiyel tremor, Parkinson hastaligi
gibi hastaliklarda kullanilabilecegine dair etkin ¢aligsmalar yapildig1 goriilmekte ve
tedaviye uygun olabilecegi ileri siiriilmektedir (Yamamura, 2009). Parkinson
hastaliginin iizerinde yapilan c¢aligmalarda motor semptomlarda yararli etkileri

oldugu bulunmustur (Sanoa and Nambu, 2019). Son dénemlerde ise ZNS’nin
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Otizm hastalig1 iizerindeki etkilerinin arasgtirmalari yapilmaktadir (Nabati and

Namileh, 2019).

2.5 Beyin Goruntuleme

Beyin, bir¢ok fonksiyonu yerine getirmektedir. Bes duyu organi sayesinde
beyne iletimler aymi anda iletilmektedir. Hastaliklarin tan1 ve tedavisi icin
goriintileme en Onemli faktorlerdendir. Son yillarda beyin goriintiilemede,
norolojik hastaliklar, tiimorler icin Nororadyoloji alaninda 6nemli denemeler
yapilmaktadir. Beyin ile iligskili ve noérolojik hastaliklarin tanisi, timorlerin
goruntulenmesi, tedavi yonteminin belirlenmesi hastalarin yasam standartlarinin
artmasi i¢in ihtiya¢c duyulan en énemli olgulardan biridir (Trapani et al., 2017;
Pireira, 2016).

2016 yilinda DSO (WHO) tarafindan yapilan beyin tiimorleri
siiflandirilmasiyla beraber BT, fMRG, difiizyon tensor goriintiileme, perfiizyon ve
MR spektroskopisi gibi yontemlerinin hastalikta ve tedavi siirecinden sonraki
donemde beyin goruntiilemede odak noktasi haline gelmistir (Slasky and Bello,
2019). Her hastalik i¢in kullanilan gorlntuleme teknigi ve degerlendirilmesi

kendine hastir.

Beyin gorintilemede; Manyetik rezonans gortntileme (MRG), Bilgisayarli
Tek Foton Emisyon Tomografisi (SPECT), Pozitron Emisyon Tomografi (PET),
Bilgisayarli Tomografi (CT), Rotasyonel Dijital Cikarma Anjiyografisi (3D DSA),
Transkrinal Sonografi (TCS) yontemleri kullanilarak gergeklestirilmektedir.

Niikleer Tip’ta goriintiileme yontemelerinde radyonuklidler kullanilmaktadir.
Hastaliklarin tanisinda, Kkitlerin  gelistirilmesinde ¢ogunlukla (%80) *™Tc
radyoniiklidi kullanilmaktadir (World Nuclear Assocaiton, 2020). 6 saatlik
yarilanma dmriine sahip radyoaktif element olan **"Tc 140 keV saf gama salinimi
yapar. *™ Tc; ucuz, *Mo/*®MTc jeneratérden tretimi gerceklestigi i¢in kolay elde
edilebilir, yarilanma omrii gibi yeterli Ozelliklere sahip oldugu i¢in siklikla
kullanilmaktadir. Niikleer tipta kullanilan diger radyontiklidler jeneratérden degil

siklotrondan dretilen; Tyot-131 (*31), Iyot-123 (*2%I), Galyum-67 (¢’Ga), Indiyum-
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111 (***In) ve Talyum-201 (?°*TI)’ dir (Apostolova et al., 2015; Taggart et al., 2016;
Han et al., 2014).

2.5.1 Klinikte Kullanilan Yontemler

Klinik ¢aligmalarda hastanin hastaliginin tanisi, takibe alinmasi, hastaligin
tedavi yonteminin belirlenmesinde her goriintileme yontemi farkli ve Onemi
ayridir. Alzheimer hastaligi i¢in norogoriintileme teknigi olan MRI ve PET
yontemleri insan beyninin hastalikta ve de saglikta nasil yol izledigini
gOstermektedir (Montagne et al., 2016). Moyamoya hastaligi’nda MR anjiyografisi,
BT anjiyografi veya 3D DSA yontemi beyin damarlarmin goriintiilenmesi,
hastalarin tiim vaskiiler degisikliklerin tanisinda kullanilan temel yontemlerdir
(Tarasow et al., 2011; Ancelet et al., 2015). Epilepsi, ¢ok sik rastlanan kronik
norolojik bozuklardan biri oldugu igin nedensel lezyonun tanimlanmasi cerrahi
islem gergeklestirilip  gerceklestirlemeyecegi MRG, PET yontemi ile
degerlendirilebilmektedir (Mellerrio et al., 2018).

Norodejeneratif hastaliklarin klinik ¢alismalarinda kullanilan radyoisaretli
ajanlar, radyonuklide baglanarak kan beyin bariyerini gegcme Ozelligine sahip
olmas1 gerekmektedir. Elde edilen bu ajanlar genel olarak yagda ¢oziinen yiiksiiz
molekiiller kilcal endotel hiicrelerin konsantrasyon farki ile basit difiizyon
gergeklestirerek kan beyin bariyerini asarlar (Li and Sabliov, 2013; Pardridge,
2012; Stumpf, 2012). Yagda ¢oziinen yapiya sahip olmayan molekiiller ise kandaki
plazma albuminine baglanir ve lipid aracili tasima araglar1 ile kan beyin bariyerini
gecmektedirler (Giirler, 2011). ®°MTc ile radyoisaretli beyin goriintiileme ajanlarinin
genellikle basit diflizyon ile kan beyin bariyerini gegtigi bilinmektedir (Apostolova
et al., 2015; Neumaier et al., 2010; Maksimenko et al., 2019).

Yash niifusta siklikla goriilen en yaygin hastaliklardan biri olan Parkinson,
Striatal dopamin eksikligi neden olan motor ndron kayiplarmin a-sintklein
agregatlar1 igeren hiicre i¢i kapanimlar sonucu olugsmaktadir ve bu ndropatolojik
olarak ayirt edici 6zellik olarak bilinmektedir (Kasap ve Akpinar, 2011; Poewe et
al., 2017). Klinik c¢aligmalarda; MRG, PET ve BT (SPECT) goruntileme
yontemleri ile erken tani ve tedavi siirecini izlemede kullanilmaktadir (Poewe et al.,
2017).
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Beyin tiimdrleri genel hatlartyla malign (kotii huylu) ve benin (iyi huylu)
olmak {iizere iki gruba ayrilmaktadir. Malign tiimorleri glial ve metastazik olmak
tizere ikiye ayrilmaktadir. Norosiriirji Derneginin beyin tiimorleri tanimlamasi su
sekildedir. Glial tiimoérler, en sik goriilen, ¢oglamasi ¢ok hizli ve beyin kanserini
yapan c¢esitidir. Metastazik tiimorler, kanser hiicresinin viicudun baska yerinden
beyne yayilmasi sonucunda olugmaktadir. Benin tiimdrler beynin yapisinin diginda,
kafatasinin igerisinde gelisen gesittir. Beyin tiimorlerinin tanisinda siklikla BT ve

MRG goruntileme yontemleri kullanilmaktadir (Tiirk Norosiriirji Dernegi).

Literatiirdeki gilincel calismalar incelendiginde, birgok preklinik ve klinik
caligmalarla yeni gOrintileme ajanlarinin  gelistirilmesine  yogunlasildigi
gorlilmektedir. Ancak basta beyin ile iligkili hastaliklar olmak iizere bir¢ok

hastaligin mekanizmasi net olarak bilinememektedir.

2.5.2 Niikleer Tip’ta Beyin Goriintillemede Kullanilan Ajanlar

Beyin gorintuleme ile iliskili klinik ¢alismalarda beyin ile iliskili ve
norodejeneratif hastaliklarin tani, tedavi ve hastalik siirecinin incelenmesinde
SPECT veya PET gorintuleme yontemlerinde kullanilan radyoisaretli ajanlari
onemli role sahiptirler. Epilepsi, inme, alzheimer, parkinson, moyamoya, beyin
tiimorleri’nin gorlintiilenmesi ¢aligmalarinda kullanilan ajanlar 6nemli, spesifik

olarak beynin ila¢ hedef yerlerinin gdriintiilenmesini saglamaktadir (Han et al.,

2014).

Beyin goriintiileme ¢alismalarinda klinikte SPECT igin ¢ogunlukla **™Tc,
PET igin ise '®F radyoniiklidleri kullanilmaktadir. Nérodejeneratif hastaliklarda
kullanilan radyoniiklidlerin yarilanma oOmiirleri ¢ogunlukla dakika ile saatler

mertebesindedir (**™Tc 6 sa; F-18 110 dk; C-11 20,3 dk; O-15 2,1 dk; 1-124 4,17
gun).

Preklinik ve Klinik ¢alismalarinda; Florbetafir (**F) ile yapilan taramalarda
ndropatolojik olarak amiloid norotik (senil) plak yogunlugunu giivenilir sekilde
tespit edildigi goriilmistir (Yang et al., 2012). ®F-FDG, !®F-PiB
radyofarmasotikleri, Alzheimer hastaliginin tanisi, takibi ve tedavisine yonelik
gorlintiilemede  siklikla  kullanilmaktadir  (Ocak, 2015). Norolojik PET
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uygulamalarinda hedefe y&nelik goriintileme ajanlar;; '®F-FDG  Glikoz
metabolizmasi, *C-FMZ Merkezi benzodiazepin Epilepsi hastaligi’nin, 'C-PiB
Amiloid plak gériintiilemesi, 8F-PiB Amiloid plak gorintiilemesi, ®F-Florbetapir
Amiloid-beta plak yogunlugu, ®F-FDG Glikoz metabolizmas1 Alzheimer
hastalig1’nin, 3F-DOPA Dopamin sentezi (prekiirsor), *'C-raclopride Dopamin tip-
2 (D2) reseptor, BF-FDG Glikoz metabolizmasi, *8F-Fallypride Dopamin tip-2 (D2)
reseptor antagonisti Parkinson hastaligi’nin, **F-MPPF SHT1A reseptorii Ansiyete
hastaligi’nin, °O-Su Kan akis1 (oksijen kullanimi) inme, O, Kan akis1 (oksijen
kullanim1)*®F-FET DNA sentezi, 1®F-FLT DNA proliferation, 1!C-MET Aminoasit
taginmasi, protein sentezi ve beyin timora gorintilemede kullaniimaktadir (Ocak,
2015). SPECT goruntilemede beyindeki tutulumu kan beyin bariyerini gecerek

bolgesel perfiizyonu yansitir.

SPECT gériintiilemede klinikte en ¢ok kullanilan radyoizotop olan *™Tc ile
ECD ve HMPAO radyoisaretlenmesi ve bu isaretli radyoniiklidlerin Kinetik
davranislart izlenir. Davranis potansiyelleri benzer olmakla beraber tutulum
mekanizmalar farklidir. Viicuda verilen radyonuklidlerin goriintiilenmeleri ECD
enjeksiyonunun ardindan 30-60 dk, HMPAO enjeksiyonunun ise 30-90 dk arasinda
goruntilemelerin alinmasi gerekmektedir (Salanci vd, 2015; Inoue et al., 2003; Ito
et al., 2006). SPECT ig¢in kullanilan diger beyin goriintiileme ajanlari; katyonik
bilesikler thallium-201, **™TcMIBI, ®MTc tetrofosmin, radyoisaretli amino asitler
1231 jodo-o-methyltyrosine  *2°IIMT; radyoisaretli antikorlar; somatostatin

analoglar1 1**In octreotide; ve apoptoz bilesikleri 1231 anexcin.

2.6 Teknesyum-99m (**™Tc)

Teknesyum periyodik tabloda 7B grubunda bulunan 43 kiitle numarasina
sahip elementtir. 1947 yilinda ismi Teknesyum olarak periyodik tabloya eklenmistir
(Zolle, 2006). **™Tc, 1937 yilinda Perrier ve Segre tarafindan yapay olarak elde
edilen 6 saatlik yarilanma Omriine sahip, 140 keV-saf gama salinimi yapan

radyoaktif elementtir. Molibden-99 (®*Mo)/®™Tc jeneratoriinden elde edilmektedir.

9MTc, jenerator icerisinde bulunan aliminyum kolonlara emdirilmis **Mo’un
beta bozunumu sonrasi serum fizyolojik ile elusyonu ile elde edilmektedir. 66 saat

yarilanma 6dmriine sahip olan 9Mo: 740-780 keVV enerjili beta bozunumu ile % 87’si
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¥MTc’a, %13%i Tc elde edilir. Jeneratoriin icerisindeki miktar 24 saat arayla
yapilan sagim sonucunda ®Mo mCi x 0,957 ile hesaplanabilir. Molibden-99’un iki
sekilde iiretildigi bilinmektedir. 2*°U fizyon iiriiniiniin saflastirilmas1 ya da *®Mo’
den termal nétron konversiyonu ile elde edilir. Ancak fizyon {iriinii seklinde elde

edilirse kontaminasyon igerecegi bilinmektedir.

®MTc, Niikleer tip alaninda goriintileme amach siklikla kullanilan
radyoniiklittir. Jenerator sagimiyla sodyum perteknetat (Na**™TcO4) formunda elde
edilmektedir (Bowen and Orvig, 2008). Kimyasal reaksiyonlarindaki -1’den +7’ye
kadar olan oksidasyon seviyesinde degisiklik gostermekte ve en kararli
formlarindan biri perteknetatlar1 oldugu bilinmektedir. Kararli formlarinin
oksidasyon seviyeleri +4 ile +7 arasinda oldugu bilinmektedir. (Bowen and Orvig,
2008; Saha, 2004; Schwochau, 2000). Bilesiklerin sodyum perteknetat kararli
yapisi ile isaretlenebilmesi i¢in tercih edilen yontemlerden bir tanesi kalay klorur
(SnCl2.H20) oldugu bilinmektedir (Saha, 2004). Niikleer tip alaninda ozellikle
SPECT goriintillemede yeterli yarilanma Omriine sahip, ekonomik, kolay elde
edilebilir oldugu i¢in radyofarmasdtiklerin kullanimi gergeklesmektedir (Wang et
al., 2015).

99
Mo

{3 Bozuatmu
Ty/2 =00 h ggm.rc

o |7 gegisi .T2=6.01h
Tc ¥

3 %z-ﬁ-m\%
T1/2 = 211100 y a_Ru

Sekil 2.6. Mo/ **"T¢ Bozunum Semast.

2.7 Hucre Kultturd Yontemleri

Hiicre kiiltiirii 6karyot canlilardan elde edilen devamli ve primer olmak tizere
optimum kosullarda elde edilen in vitro ¢alismalardir. Siklikla kullanilan hiicre

hatlar1 insan, hayvanlardan elde edilmektedir (Bayram, 2013). Sadece insan ve
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hayvanlardan elde edilen kiiltiirle sinirli kalmamakla birlikte bitki, mantar, viriis ve

protistanalardanda kiiltiir elde edilip uygulama alanina sahiptir (Freshney, 2006).

In vivo deneyler yerine 6ncelikle in vitro ¢alismalar ucuz, kolay bir sekilde
veri edinilmesini saglamaktadir. Devamli hiicrelerden elde edilen kiiltiir calismalari
maksimum 30 pasaj sayisina ulasana kadar ¢alismalar gergeklestrilir. In vivo 6zellik
gosteren primer kiiltiir direkt canli kesilerek c¢ikarilir ve enzimler yardimiyla tek
hiicre slispansiyonu halinde ayrisarak ¢alisma i¢in olusturulur (Freshney, 2010).
Hiicre kiiltiirii calismalari; kanser arastirmalari, as1 iiretimi, genetik analiz, DNA

replikasyonlari, ilag gelistirme alanlarinda siklikla kullanilmaktdir.

2.7.1 Toksisite

Toksisite; bir maddenin organizmanin tamamina zarar verebilme derecesidir.
Sitotoksisite; bir maddenin hicreye toksik etki gostermesi, bir organa toksik etki
gostermesi ise hepatotoksisite ya da organototoksisite olarak adlandiriimaktadir

(Skehan et al., 1990).

2.7.2 Inkorporasyon

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalari, in vivo ¢alismalara yol gosterici, ucuz, hizli sonug
verdigi igin ag1 liretimi, ilag ¢alismalari, protein sentezi, hormon, enzim dretimi,
DNA c¢alismalari, metabolizma izlenimi i¢in ¢ok tercih edilen ve siklikla kullanilan
yontemdir. Inkorporasyon calismalarinda dogru hiicre hatti segmek en onemli
etkendir. Bu tez ¢alismasinda tercih edilen SH-SY5Y insan néroblastoma hiicre
hatt1 kiiltlir ortaminda, hem yiizen hem de yapisan popiilasyona sahiptir. Ortam
degistiginde yiizen hiicreler besiyer yardimiyla ortamdan uzaklasmaktadir. SH-
SY5Y hucreleri, néronal markorler ile karakterize edilen daha olgun bir néron
benzeri fenotip ile ayirt edilebilirler (Kovalevich and Langford, 2013). Yapilan

literatiir taramalarin sonucunda dopaminerjik ndron o&zelligine sahip olmasi

etkisiyle calismalarda siklikla kullanildig1 bilinmektedir.
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2.7.3 Kromatografik Analizler
2.7.3.1 Yuksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performansli sivi kromatografisi birbirine yakin 6zelliklere sahip
karisim  igerisindeki bilesenleri ayristirmak, belirlemek icin kullanilan
kromatografik bir yontemdir. Kati adsorban maddelerden olusan bir siitun
icerisinde uygun mobil fazin igerisinde sivi Orneklerin yiiksek basing altinda
stiriklenmesi prensibine dayanmaktadir. En yaygin olarak kullanilan analitik
yontemlerdendir. Karisimin igerisindeki maddeler, kolondan gegerken farkl
dagilma davranislarina baglh olarak farkli go¢ oranlarina ve farkli tutunma
zamanlarina sahiptirler. Adsorban kat1 madde ile zay1f etkilesim gosteren bilesenler
kolon disina daha kisa siirede, giiclii etkilesim gdsteren bilesikler ise uzun siirede
kolon disma ¢ikmaktadir. Bilesiklerin kolonu terk etme siiresine Alikonma zamani
(Retention Time; Rt) olarak tanimlanir (Jian et al., 2012). Bu sistem, kontrol
edilebilir elektronik panel, yiiksek basingli pompa sistemi, sivi faz tasima kaplari,
dedektorler, saflastirma kolektorii, kolon tasima bolimi, firin ve verilerin

kaydedildigi bilgisayardan olusmaktadir (Erfani et al., 2013; Saran et al., 2012).

2.7.3.2 Ince Tabaka Radyo Kromatografi (TLRC) Yoéntemi

Ince tabaka kagit kromatografi (TLC) yontemi gerceklesen herhangi bir
karisim icerisinde bulunan bilesikleri tespit etmek, tepkimenin ilerlemesini izlemek
icin kullanilan, maddenin saf halini saptamak i¢in kullanilan pratik, ucuz ve hizl
sonug veren yontem cesitidir. Kati-sivi adsorpsiyonuna dayanan ¢alisma presibine
dayanmaktadir (Fair and Kormos, 2008). Karigimin igerisinde herhangi bir
radyoaktif bilesen iceren bilesen bulunan kalite kontrol yontemine ise TLRC olarak
adlandirilmaktadir. TLRC yontemi kullanilirken radyoaktif dedektdr yardimiyla
relative front (Rf) degeri bulunmaktadir. Bu tez calismasi kapsaminda kat1 faz
olarak plastik ya da aliiminyum materyalin {izerinde tabaka halinde kaplanmis silika
jel adsorban bulunan TLRC seritleri kullanilmistir. Sivi faz olarak radyoisaretli
ZNS’ye uygun mobil faz karistmi kullanilmigtir. Radyoaktivite sayim metodu

Bioscan TLRC cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Kullamlan Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1 Malzemeler ve Kimyasallar

v
v

<\

ANEA NI NERN

AN NI NERN

EXCEGRAN (SANOFI Saglik Uriinleri LTD.STI)

Na®**"TcOs (*Mo/*®"Tc jeneratorii, Ege Universitesi Hastanesi,
Niikleer T1p Anabilim Dal1, Bornova, izmir)

Ince Tabaka Kromatografi Kagidi ITLC-Seliiloz/Slica, Etanol,
Asetonitril, n-oktanol, Metanol, n-oktanol, ph7 tamponu, asetonitril
(Merck.Co.)

Min. Essential Medium (Mem Eagle) (Bio.Ind.), Dulbecco's MEM
(Bio.Ind.), Sodyum bikarbonat (Bio.Ind.), Fetal bovine serum
(Bio.Ind.), Penisilin/ streptomisin (Bio.Ind.), Tripan mavisi
(Bio.Ind.), PBS (Bio.Ind.), Tripsin EDTA (Bio.Ind.),

MTT (Sigma (Cat.No: M2003)), amino asit, Sodyum privat, Fetal
bovine serum (Sigma (Cat.No: F6178)),

L-glutamine (Pharmagrade G5667-100G),

Tripsin EDTA (0.25 %),

Dimetil Siilfoksit (DMSO) (EMPLURA® (Cat.No: 116743)),

Tripan mavisi, Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) Sigma
(Cat.No: D8662); Penisilin-Streptomisin Sigma (Cat.No: P0781);
Fetal Sigir Serumu (FBS) Sigma (Cat.No: F6178), Minimum
Essential Medium (Sigma (Cat.No: 51412C-1000ML)); Dulbecco’s
Modified Medium.

75 cm?’lik filtreli kapakli flasklar (corning),

15 ve 50 mL dereceli plastik falkon tupler (BIOFIL),

96 kuyucuklu plakalar (COSTAR),

1.5 mL’lik kriyotiipler (ISOLAB);

3.1.2 Cihazlar

v

Ege Uni. Nukleer Bilimler Enstitlst

= Millipore saf su cihaz1 (Milli-Q Gradient A-10)

o Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali,

=  Vorteks (Ika), Sonikator
Hassas terazi (Ohaus, Pioneer PA214C)
Santrifuj, Manyetik Karigtirict
RAD-501 Cd(Te) tek kanall1 gama sayim sistemi
TLRC scanner (Bioscan AR2000)
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= Doz kalibratori (Biodex AtomLab 100 Plus)

= HPLC sistemi (Shimadzu, LC-10Atvp quaterner
pompali, SPD-10AV UV dedektdrli, FRC-10A
fraksiyonlama kollektorli)

= Laminar flow kabin (Thermo)

= CO2 inkibatori (Sanyo- MCO-20AIC COy)

= [nvert mikroskop (Leica Dmil Trinokuler)

= Isik mikroskobu (Olympus)

= Su banyosu (Memmert)

*  Sivi azot tanki (Thermo Scientific)

= Otoklav (Hirayama)

» Sogutmali Santrifiij (Hettich Marka Rotina 38 R
Model)

= Spektrofotometre (Thermo Varioscan).

3.2 Zonisamid’in HPLC (YuUksek Performansh Sivi Kromatografi)
Analizi

Zonisamid etken maddesini iceren Excegran (100 mg ZNS/kapsul) isimli ilag
ticari formda temin edilmistir. Ardindan ilag tabletleri toz hale getirilerek metanol
icerisinde ¢Ozillerek Ege Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii Nikleer
Uygulamalar Anabilim dalina ait radyokromatografi laboratuvarinda bulunan
HPLC sistemi kullanilarak HPLC analizi gergeklestirilmistir. ZNS’in HPLC analizi
sirasinda kullanilan analiz kosullar literatiirde mevcut ¢aligmalar (Yeniceli 2013;
Reddy 2011; Greiner-Sosanko et al., 2007; Lourengo et al., 2017) derlenerek
belirlenmis ve Tablo 3.1’de verilmistir. Elde edilen kromatogramlarda drneklerin

alikonma zamanlari (retention time; Ry) belirlenmistir.

Tablo 3.1 HPLC Analiz Kosullar

Kolon Inertsil ODS-3 5-um C18 (250 x 4.6 mm 1.D.)
Akig Hizt 1.0 mL / min.
Mobil Faz Asetonitril: su: metanol
20:70:10 (v/iviv)
Dalga Boyu 280 nm
Sicakhk Oda sicaklig
Enjeksiyon Hacmi 1puL
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3.3 Radyoisaretleme Calismalari

Zonisamid’in epilepsi ve/veya Parkinson gibi hastaliklara iliskin belirteclerin
izlenmesinde kullanilabilmesi amactyla niikleer tipta goriintiilemede siklikla tercih
edilen ®°™Tc radyonuklidi ile radyoisaretlenmesi gergeklestirilmistir. Bu dogrultuda
9MTe; Ege Uni. Niikleer Bilimler Enstitiisii Niikleer Anabilim Dali biinyesinde
bulunan **Mo/**"Tc¢ jeneratoriinden elue edilerek sodyum perteknetat (Na®*"TcOq;
oksidasyon sayisi=7) formunda temin edilmistir. Perteknetat formundaki
teknesyumun radyoisaretleme c¢alismalar1 sirasinda  ZNS ile  kompleks
olusturabilmesi amaciyla indirgenerek daha diisilk oksidasyon seviyelerine
indirgenmesine ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu nedenle radyoisaretleme reaksiyonlari
sirasinda kalay (1) klorir dihidrat (SnCl2.2H20) (1 mg/mL stok ¢ozelti) araciligiyla
indirgenme yontemi kullanilmistir. Radyoisaretleme reaksiyonlar1 sonrasinda kalite
kontrol ¢aligmalar1 amaciyla radyokromatografi yontemleri (TLRC, HPLRC)
kullanilmigtir. Radyoisaretli ZNS’in radyokimyasal ve in vitro kararliliginin
belirlenmesi amaciyla zamana bagl stabilite ¢aligmalar1 yapilmistir. Ayrica, beyine
iletimin bir ifadesi olan deneysel logP degeri hesaplamalari igin *™Tc-ZNS’in

lipofilite calismalar1 gergeklestirilmistir.

3.3.1 Zonisamid’in Radyoisaretlenmesi

Her radyoisaretleme ¢alismas1 oOncesinde taze olarak %Mo/%®MTc
jeneratoriinden sodyum perteknetat (Na**™TcQ4) elusyonu yapilms ve elde edilen
eluantin doz kalibratoriinde aktivitesi Ol¢lilerek mL bagina radyoaktivite miktar
belirlenmistir. Paralelinde taze olarak SnCl2.2H,O stok ¢ozeltisi (1 mg/mL)
hazirlanmistir. Ayrica, ZNS stogu i¢in 1 mg ZNS 1 mL dimetil stlfoksit (DMSO)

igerisinde ¢oziilmiistiir.

Radyoisaretleme reaksiyonu igin 1,5 mL’lik bir ependorf tup igerisine
sirastyla 100 pug ZNS, 25 pg SnCl2.2H20 ve 500 pCi (18,5 MBq) Na®"TcO4
eklenmistir. Ependorf tiip icerisinde hazirlanan bu reaksiyon karisimi iyice
calkalanarak karistirilmis, pH 6l¢timii yapilmis (pH=7) ve 30 dakika boyunca oda
sicakhiginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda radyoisaretleme

veriminin belirlenmesi amaciyla kalite kontrol analizleri gergeklestirilmistir.
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3.3.2 Kalite Kontrol Analizleri

ZNS’in radyoisaretleme reaksiyonu sonunda elde edilen **"Tc ile isaretli
ZNS’in (**™T¢c-ZNS) radyoisaretleme veriminin belirlenmesi amaciyla ince tabaka
radyokromatografi (TLRC) ve yuksek performansli sivi radyokromatografi
(HPLRC) yontemleri kullanilmistir. Kalite kontrol analizleri sirasinda her iki
radyokromatografik yéntem icin de Na®®"TcO4 ve ayni reaksiyon kosullarinda ZNS
eklenmeden elde edilen indirgenmis *™Tc (ind. %™Tc) kontrol amaciyla

kullanilmistir.

3.3.2.1 ince Tabaka Radyokromatografi (TLRC) Analizi

Ince tabaka radyokromatografi yonteminin temel iki bileseni olan sabit ve
hareketli (mobil) faz olarak sirasiyla, silikajel kapli alimiinyum TLC tabakalar1 ve

metanol: su (2:8) karisimi kullanilmistir.

Bu dogrultuda, *™Tc-ZNS’in TLRC analizi sirasinda 20 x 20 cm
boyutlarindaki 0,1 mm kalinhigindaki silikajel kapli alimlinyum tabakalar, 1,50 x
10 cm’lik tabakalar halinde kesilerek kullanilmigtir. Bu tabakalar baslangi¢ noktasi
tabandan 0,50 cm olacak sekilde isaretlenmis ve bu noktaya otomatik pipet (10
uL’lik) yardimiyla analizi yapilacak &rneklerden (Na**™TcOs, ind. ®™Tc, %MTc-
ZNS) 2’ser uL damlatma yapilmistir. Ornekler uygulama noktalarma
damlatildiktan sonra her ornege ait tabaka, hareketli faz olan metanol: su (2:8)
mobil faz karigiminin bulundugu TLC tanklarinin igerisine uygulama noktasi mobil
faza degmeyecek sekilde yerlestirilmistir. Mobil faz karisiminin TLC tabakalarinin
Uzerinde yaklasik olarak 8-9 cm kadar ilerlemesinin ardindan tabakalar TLC
tanklarindan ¢ikartilarak mobil faz sisteminin ilerledigi nokta isaretlenmis ve oda
sicakliginda kurutulmustur. Kurutulan TLC tabakalart 6l¢im ylizeylerine

radyoaktif bulagin 6nlenmesi amaciyla yapiskan bant yardimi ile kaplanmistir.

Ardindan, radyoaktivite dlgimuine imkan sunan dedektor sistemini iceren
TLC tarayict (Bioscan AR2000) cihazinda kapli plakalarin Olgimleri sirasiyla
alinmig ve herbir plaka i¢in ayr1 ayri radyokromatogramlar elde edilmistir. Burada
elde edilen radyokromatogramlar araciligiyla her bir 6rnek i¢in radyoaktivitenin

tasindig1 alikonma faktorii (relatif front; Rf) ve pik alanlar1 elde edilerek
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radyokimyasal saflik degerlendirilmis ve radyoisaretleme verimi ylzde olarak

belirlenmistir.

3.3.2.2 Yiiksek Performansh Sivi Radyokromatografi (HPLRC) analizi

HPLRC analizi, Tablo 3.1’de verilen kosullara ek olarak cihaz
konfigrasyonuna radyoaktivite dedeksiyonunu miimkiin kilan Nal(TI) dedektori

eklenerek gergeklestirilmistir.

9MTc-ZNS’in kalite kontrolii amaciyla Na*®™TcOs, indirgenmis *™Tc ve
9MT¢-ZNS &rnekleri analiz edilmistir. Her (i 6rnek de 0.45 pm filtreden gegirilerek
HPLC viallerine alinmis otomatik 6rnekleyici yardimiyla HPLRC sistemine sirayla
enjeksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Bu enjeksiyonlar sonrasinda elde edilen
radyokromatogramlar degerlendirilmis ve ®MTc-ZNS igin HPLRC sistemindeki

radyoisaretleme verimi belirlenmistir.

3.3.3 Stabilite Cahismalari

Radyoisaretli Zonisamid’in in vivo kararligi hakkinda fikir sahibi olabilmek
amaciyla kan pH’mna yakin olan pH:7 fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) araciligi ile in
vitro ortam kosullarinda ®™T¢-ZNS’in radyokimyasal saflig1 zamana bagh olarak
degerlendirilmistir. Radyoisaretleme reaksiyonu sonunda (30 dakika inkiibasyon
siresi sonrasinda) *™T¢-ZNS (100 pL) alinarak igerisinde PBS (200 pL) bulunan
ependorf tiipe eklenmis ve dort saate kadar (0., 30., 60., 120., 240., dakikalar) TLRC
yontemi ile in vitro stabilite ¢aligmalari yapilmistir. Radyoisaretli Zonisamid’in

zamana kars1 radyokimyasal safligindaki degisim incelenmistir.

Ek olarak, radyoisaretlemenin herhangi bir uygulamadan (hastadan) bagimsiz
olarak zamanla degisiminin izlenmesi amaciyla radyoisaretli ®™Tc-ZNS icin 0.,
30., 60., 120. ve 240. dakikalarda TLRC yontemi kullanilarak stabilite ¢aligmasi
gerceklestirilmistir.

3.3.4 Lipofilite Calismalan

Beyine iletimin bir ifadesi olan deneysel logP degeri hesaplamalar1 i¢in

gerceklestirilen lipofilite ¢aligsmalar1 kapsaminda; santrifiij tiipiinde hazirlanan n-
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oktanol (300 pL) ve pH:7 PBS (300 pL) karisimi iizerine **"Tc-ZNS (100 pL)
eklenmis ve 1 dakika vorteks ardindan 15 dakika santriftijlenerek (2500 rpm) faz
ayrimi saglanmistir. Alt (PBS) ve Ust (n-oktanol) fazlardan 100’er uL Grnekler
alinarak Cd(Te) dedektoriinde radyoaktivite sayimlart gergeklestirilmistir. Elde
edilen sayimlar (CPS; saniyedeki sayim, count per second) kullanilarak deneysel

logP degerleri log(Sayimn-okanol fuz | Sayimpgs fuz;) formiilii ile hesaplanmistir.

3.4 In vitro Hiicre Kiiltiirii Cahsmalar
3.4.1 Hiicre Hatlarimin Hazirlanmasi

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, radyoisaretli Zonisamid’in in vitro
potansiyelinin incelenmesi amaciyla dopaminerjik noron oOzelligine sahip ve
Parkinson hastalig1 basta olmak tizere nérodejeneratif hastaliklar i¢in yaygin olarak
kullanilan bir in vitro model olan insan néroblastoma SH-SY5Y hiicreleri Gizerinde
hicre kultird (sitotoksisite ve tutulum) calismalar1 gerceklestirilmistir. SH-SY5Y

hiicreleri Ege Uni. Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim dalindan temin edilmistir.

SH-SY5Y hucreleri minimum essential medyum (MEM-Eagle), 2 mM
glutamin, 1,5 g/L sodyum bikarbonat, 0,1 mM non-esensiyel amino asitler, 1 mM
sodyum piruvat ve %10 FBS’den olusan hiicre medyumunda ¢ogaltilmistir. Flask
igerisinde ¢ogaltilan bu hiicreler, flask tabanini % 80 oraninda kapladiktan sonra %
0,25 (WI/V) tripsin-EDTA solusyonu ile enzimatik yontem yoluyla flask
tabaninindan kaldirilarak, sitotoksisite ¢alismalari i¢in 96 kuyucuklu, tutulum

calismalari i¢in ise 24 kuyucuklu plakalara ekilmistir.

SH-SY5Y hucreleri, hiicre kiiltiirii ¢aligmalari igin optimum kosullar olan pH
aralig1 7,2-7,4, % 90-95 araliginda nem oranina sahip 37 °C’de % 5 CO- ortaminda

calisma anina kadar inkiibe edilmistir.

Calismada kullanilmayacak SH-SY5Y hucreleri % 5 DMSO igeren medyum
icerisinde 6nce -80 °C’de dondurulmus daha sonra sivi azot (-196 °C) tankina

kaldirilarak muhafaza edilmistir.
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3.4.2 Sitotoksisite Calismalari

SH-SY5Y insan neuroblastoma hiicre hatti1 iizerinde ZNS bileseninin
sitotoksisitesi incelenmistir. Bu hiicre hattindaki sitoksisite ¢alismasi ig¢in 96
kuyucuklu plakaya, her kuyucuk basina 5x10* hiicre/mL olacak sekilde SH-SY5Y
hicrelerinin ekimi yapilmistir ve 37 °C % 5 CO; kosulunda 1 giin inkiibe edilmistir.
ZNSicin 1, 3,10, 30 ve 100 uM olmak lzere 5 farkli konsantrasyon hazirlanmstir.
Ayrica, negatif kontrol grubu olarak hiicre ve madde icermeyen medyumdan olusan
kuyucuklar kullanilmigtir. Hazirlanan her bir konsantrasyon igin 5 tekrar

calisilmistir.

Hiicreler 37 °C’de % 5 CO; ortaminda inkiibe edilmistir. 24. ve 48. saatte her
kuyuya 10 pL MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide) soliisyonu eklenip 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler
iizerinde bulunan MTT soliisyonu uzaklastirilarak hiicreler iizerine 200 uL. DMSO
eklenmis ve 450 nm dalga boyunda ve 690 nm referans araliginda multimod
mikroplaka okuyucu spektrofotometre (Thermo Varioscan) kullanilarak
okutulmustur. Negatif kontrol sifir absorbans olarak kabul edilerek % canhihk
“(6lgiilen absorbans degeri/kontrol absorbans degeri) x 100”7 degerleri

hesaplanmustir.

3.4.3 Hiicre Tutulum Calismalari

Radyoisaretli Zonisamid’in dopaminerjik ndron 0Ozelligi gdsteren
noroblastoma SH-SY5Y hicreleri (zerindeki baglanma etkinliginin zamanla

degisimi hiicre tutulum galismalari ile incelenmistir.

24 kuyucuklu plakalara ekilen SH-SY5Y hicreleri (her bir kuyucuk ayri
ayr1), tutulum c¢alismalar1 Oncesinde plakalara tutunamayan hcrelerin
uzaklastirilmasi igin serum fizyolojik (SF) ile yikanmustir. Ardindan ®™Tc¢-ZNS
grubu her kuyucuga esit hacimde (500 pL) sonra ®"Tc-ZNS (6,67 pg 33,33
uCi/mL) igeren serumsuz hiicre medyumu uygulanmistir. Uygulama sonrasinda
tim plakalar 37 °C etiivde bekletilmis ve 30., 60., 120. ve 240. dakikalar sonunda
ilgili  kuyucuklarin Cd(Te) dedektdriinde saymmi yapilarak baslangig
radyoaktiviteleri (Ao) tespit edilmistir. Sonrasinda ilgili inkiibasyon siiresi (30., 60.,
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120. ve 240. dakikalar) sonunda kuyucuklardaki medyumlar ortamdan pipet
yardimi ile uzaklastirilmis ve kuyucuklar hicrelere tutunmayan maddelerin
uzaklastirilmasi amaciyla 2 kez SF ile yikanmistir. Yikama sonrasinda her bir
kuyucuga 0,5 mL SF eklenmis ve uygulanan inkiibasyon siresi sonundaki
radyoaktivite sayimi (A1) Cd(Te) dedektori yardimiyla yapilmistir. Elde edilen Az
ve Ao degerleri oranlanmis ve *™Tc-ZNS icin SH-SY5Y hiicrelerine tutulum %

baglanma seklinde hesaplanmistir.

Ayni protokol Na®™TcOyq igin de uygulanmistir. T{im zaman parametreleri

calismanin tekrarlanabilirligi agisindan 3’er kuyucuk ¢alisilmistir (n=6).
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4,1 Zonisamid’in HPLC Analizi

ZNS, ticari formda Excegran (100 mg ZNS/kapsiil) olarak klinik kullanimda
antiepileptik olarak yer almaktadir. Excegran kapsiilleri tez ¢alismamizda ZNS
kaynagi olarak kullanilmistir. Kapsiil igerisindeki toz metanolde ¢oziilerek Tablo
3.1’de verilen kosullarda HPLC sisteminde analiz edilmistir. Analiz sonucunda elde
edilen kromatogramda ZNS’in sabit faz olarak kullanilan 18 karbonlu dolgu
maddesi iceren C-18 kolonda (apolar) uygulanan kosullar ve mobil faz karisimi
(Asetonitril: su: metanol 20:70:10 (v/v/v)) ile 11,62 dakika alikondugu goriilmiistiir
(Sekil 4.1).

UV-GB dedektori ZNS (Rt=11,62)

00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
Alkonma Zamani (Dakika)
(Retention time; Rt)

Sekil 4.1 Zonisamid HPLC kromatogrami

Farkli amaglar dogrultusunda ZNS i¢in kantitatif-kalitatif HPLC analizlerin
yapildig1 bircok caligma literatiirde yer almaktadir (Yeniceli 2013; Reddy 2011;
Greiner-Sosanko et al., 2007; Lourenco et al., 2017). Bu tez ¢alismasi kapsaminda
gerceklestirilen HPLC ve HPLRC calismalart i¢in  mevcut calismalar
degerlendirilmis ve kullanilan HPLC sisteminin kosullar1 dogrultusunda analiz
kosullar1 Tablo 3.1°de belirtilen sekilde belirlenmistir. Yeniceli (2013) insan
plazmasinda ZNS tayinine yonelik gerceklestirdigi ¢alismada basit ve verimli bir
HPLC yontemi gelistirmistir. Bu ¢alismadaki sabit faz, mobil faz karigimi ve akis
hiz1 parametreleri bu tez ¢alismasinda da uygulanmistir. Yeniceli (2013) uyguladigi
analiz kosullarinda ZNS’in alikonma zamaninin 5,22 dakika oldugu goriilmektedir.

Benzer kosullara ragmen bu tez ¢alismasinda elde edilen alikonma siiresinin 2
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katdan fazla olmasinin sebebi kullanilan sabit fazin yani kolonun uzunlugundan
ileri gelmektedir. Yeniceli (2013) 150 mm uzunlugunda kolon kullanilmigsken bu
tez calismasinda 250 mm uzunlugunda kolon kullanilmistir. Alikonma zamani

arasindaki bu fark kolon uzunluk farkindan ileri gelmektedir.

4.2 Radyoisaretleme
4.2.1 *°"Tcile Isaretleme

Yapilan literatiir taramalarinda, ilacin metabolizma ve eliminasyonunun
incelenmesi amaciyla *C isaretli Zonisamid’in saglikli géniilliilere oral uygulamasi
yapildigigoriilmektedir(https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/20
20/020789s0361bl.pdf). Deney hayvani olarak siganlarmm kullanildigi farkli

calismalarda da *C isaretli Zonisamid’in kullanildig1 gériilmektedir (Mimaki et al.
1994; Akaike et al. 2001; Stiff and Zemaitis 1990). Ancak, farkli radyoniiklidler
ozellikle ®°™Tc ile ilgili herhangi bir radyoisaretleme calismana rastlanmadigindan,
radyoisaretleme kosullart i¢in uygun parametrelerin belirlenmesi amaciyla g¢esitli
denemeler yapilmistir. Radyoisaretleme igin literatlirde yiiksek verim elde edildigi
belirtilen SnCl; ile indirgeme yontemi kullanilmistir (Spies and mima, 2007).
Radyoisaretleme  veriminin  degerlendirilmesi igin Ince Tabaka Radyo
Kromatografi (TLRC) ve Yuksek Performansli Sivi Radyo Kromatografi (HPLRC)

kalite kontrol yontemleri kullanilmistir.

4.2.2 TLRC Analizi

®MTc ile radyoisaretli Zonisamid’in TLRC analizinde sabit faz olarak
silikajel kapli TLC tabakalar ve mobil faz olarak metanol: su (2:8) karisimi
kullanilmistir. TLRC analizi sonunda Na®*™TcOys, indirgenmis " Tc ve ¥MTc-ZNS

icin Tablo 4.1°de verilen alikonma faktor (relatif front; Rf)’leri belirlenmistir.

Tablo 4.1 Metanol: su (2:8) karigim1 hareketli faz ile elde edilen Rs degerleri

Na®"TcO,  ind. *™Tc %9mTc-ZNS
0842 | 0,017 0,689



https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2020/020789s036lbl.pdf
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2020/020789s036lbl.pdf
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Kromatogramlar degerlendirildiginde perteknetat pikinin (Rf=0,84) mobil faz
ile birlikte TLC tabakasimnin son noktasina dogru ilerledigi gorultrken (Sekil 4.2),
indirgenmis ®MTc’in uygulama noktasinda kaldig1 (Ri=0,02) ve tabaka iizerinde
ilerlemedigi goriilmiistiir (Sekil 4.3). *®*"Tc-ZNS kromatograminda ise ortamda
perteknetat ve indirgenmis *™Tc¢ pikinin bulunmadig1 ve mobil faz ile perteknetata
gore daha yavas bir sekilde TLC tabakasinin sonuna dogru yiiriidiigii (R+=0,69)
ancak orta noktaya daha yakin oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.4). Sonug olarak bu tez
calismasinda uygulanan radyoisaretleme kosullarmda  *°"Tc-ZNS igin

radyoisaretleme verimi % 98,03 £1,24 (n=6) olarak belirlenmistir. Boylelikle;

e Jeneratorden sagilan sodyum perteknetatin isaretlemeye uygun oldugu

e Kullanilan perteknetat radyoaktivitesi ile indirgeyici ajan (SnClz) miktarlarinin
yeterli oldugu ve ortamda indirgenmemis perteknatat kalmadigi,

e TLRC i¢in kullanilan sabit ve mobil fazlarin uygun oldugu,

e Zonisamid’in yiiksek verimle ®™Tc ile radyoisaretlendigi goriilmiistiir.

Klinik uygulamalarda goriintiileme igin kullanilan ®¥MTc
radyofarmasotiklerinin radyokimyasal safligimin % 95 veya {izerinde olmasi
gerektigi bilinmektedir (Saha, 2004). Dolayisiyla, preklinik ¢aligmalar kapsaminda
radyoisaretlenme potansiyeli arastirilan **"Tc ile radyoisaretli ajanlarin

radyoisaretleme verimlerinin de bu dogrultuda olmasi beklenmektedir.

4.2.3 HPLRC Analizi

Bu tez calismasi kapsaminda Tablo 3.1°de verilen HPLC kosullarinda
Na®®"TcOs, indirgenmis *"Tc ve %MT¢-ZNS icin HPLRC analizleri
gerceklestirilmis ve Sekil 4.5 ve 4.6’da verilen radyokromatogramlar elde
edilmistir. Na®™TcO4 ve ®°™Tc-ZNS icin kolonda alikonma zamanlari (R) sirastyla
2,72 dk. ve 17,23 dk. olarak bulunmustur. Ancak, indirgenmis 9¥mTc kolonda
tutundugundan analizi sonunda herhangi bir radyokromatogram elde edilememistir.
Bu durumun, indirgenmis formdaki teknesyumun bulundugu oksidasyon seviyesi
(4,5) nedeniyle komplekslesmeye acgik olmasi dolayisiyla kolon dolgu maddesi ile

etkilesime girerek kolonda alikonmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.
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400]AD2-Radyoaktivite dedektori
Na*™TcO, (Rt=2,72)
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Sekil 4.5 Na*®™TcO, analizi ile elde edilen radyokromatogram.

15004AD2-Radyoaktivite dedektorii 9mTe ZNS (Rt=17,23)
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Sekil 4.6 ®™Tc-ZNS analizi ile elde edilen radyokromatogram.

9MT¢c-ZNS radyokromatogrami incelendiginde, radyoisaretleme veriminin
yaklasik % 95 oldugu ve ortamda radyokimyasal safsizlik olarak yaklasik % 5
oraninda Na**"TcO, bulundugu goriilmiistiir. Diger yandan UV-GB dedektorii ile
elde edilen Sekil 4.1°de verilen HPLC kromatograminda ZNS’in alikonma
zamaninin 11,62 dk. iken Sekil 4.6’da verilen ®™Tc-ZNS icin alitkonma siiresinin
uzamasi (17,23 dk.), HPLC sisteminde kolon c¢ikisi ile radyoaktivide dedektori
arasindaki mesafenin UV-GB dedektdri ile kolon ¢ikis1 arasindaki mesafeden uzun

olmasindan kaynaklanmaktadir.

4.2.4 Stabilite

Stabilite, niikleer tipta goriintiileme ve tedavi yontemlerinde kullanilan

radyoniiklid isaretli ajanlar / radyofarmasdtikler i¢in hazirlanma ve viicuda
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verildikten sonraki dagilim siiresini korumasi i¢in Oonemli parametrelerden bir
tanesidir (Martins et al., 2011). Ayrica, herhangi bir maddenin kararliliini
siirdiirebilme egilimi stabilite olarak bilinmektdir (Wu et al., 2011).

Radyoisaretli bilesigin stabilite ¢alismalar1 kararliligi  siirdiirebilme
yetenegini saptamaktadir. Niikleer Tip’ta goriintiileme amaci ile kullanilan *™Tc
radyoniiklidi ile isaretlenen bilesigin uygulama siiresince stabilitesinin siirdiirmesi
onemlidir. *™Tc-ZNS’in  kararliliginin  incelenmesi amaciyla isaretleme
reaksiyonunun tamamlanmasindan sonra, PBS ortaminda ve oda sicakliginda
gerceklestirilen 0., 30., 60., 120. ve 240. dakikalardaki radyokimyasal safligin

zamana bagl degisimini gosteren grafikler Sekil 4.7 ve 4.8’de verilmistir.

P¥MTc-ZNS
(in vitro stabilite-PBS ortaminda)
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0. 30. 60. 120. 240.
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Sekil 4.7 ¥™T¢-ZNS icin PBS ortamindaki in vitro stabilite grafigi
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P¥MTc-ZNS
(radyoisaretleme veriminin stabilitesi)
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Sekil 4.8 ®MT¢-ZNS igin radyoisaretleme veriminin zamana gore degisim grafigi

Grafikler degerlendirildiginde, viicut ortamini simiile etmek amaciyla PBS
ortaminda gergeklestirilen stabilite ¢alismasinda, *™Tc-ZNS’in 4 saat sonunda %
96,43+£1,92 olarak kararliligint korudugu gorullrken, herhangi bir uygulama
yapilmadan oda kosullarda beklemesi durumunda radyokimyasal safligin ikinci
saat sonunda % 89,58+3,70°den hizli bir sekilde dordiincii saat sonunda
71,38+1,38’lere diigsdiigii gorilmiistiir. Boylelikle, olast in vivo uygulamalar
durumunda radyoisaretlenen ZNS’nin taze bir sekilde miimkiin oldugunca

beklemeden maksimum 30 dakika igerisinde yapilmasi gerekecektir.

4.2.5 Lipofilite

Boliim 3.3.4°de deginilen prosediir ile radyoaktivite dedektori ile elde edilen
degerler kullanilarak lipofilitenin ifadesi olan deneysel logP degeri -2,98 +0,42
(n=6) hesaplanmustir. Yapilan literatiir caligmalarinin sonucunda ZNS’nin LogP:-
0,10 = 0,61 oldugu bilinmektedir. 1,0-7,0 pg/mL konsantrasyonlarda Zonisamid,
insan plazma proteinlerine yaklasik %40 oraninda baglanir (NDA,2003). Klinik
caligmalarda ZNS’nin beyinde tutulumu kandaki glikoproteinlere baglanarak
gectigi goriilmektedir (Park et. al., 2019).
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4.3 In Vitro Calismalar
4.3.1 Sitotoksisite

ZNS icin SH-SY5Y hicreleri zerinde sitotoksisite ¢alismalart MTT Kkiti
kullanilarak gergeklestirilmistir. 5 farkli (1, 3, 10, 30 ve 100 uM) konsantrasyon ile
uygulanan ZNS igin 24 saat sonunda elde edilen % canlilik degisimine iliskin grafik

Sekil 4.9°da verilmistir.

Sitotoksisite calismalar1 ile 24. saat sonunda elde edilen canlilik verileri
kullanilarak ZNS i¢in 1Cso (png/mL) degeri 87,98 + 0,69 olarak hesaplanmustir.
Canlilik yiizdesine kars1 konsantrasyon grafigi incelendiginde hiicre popiilasyonun
% 50’sini 6ldaren dozun (ICso) 30 ve 100 ug/mL araliginda olmasi beklenmektedir.
Hesaplanan 1Cso degerininde bu aralikta oldugu goériilmiistiir ve sonuglarin birbiri
ile tutarli oldugu saptanmustir. Hiicreler cogalmalar1 devam ettikge proliferasyon

gosterdigi gozlemlenmistir.

120.00

100.00
80.00
60.00
40.00
20.00

0.00

10.00 30.00 100.00
Konsantrasyon (UM)

Canlilik (%)

Sekil 4.9 SH-SY5Y hiicreleri igin ZNS konsantrasyonuna bagli canlilik yuzdeleri

4.3.2 Hiicre Tutulum Calismalar:

Beyin goriintiileme ajanlarinin bulunmasinda in vitro ¢aligmalarinin 6nemi ve
etkisi 6nemlidir. Primer memeli noronlarin, embriyonik merkezi sinir sistemi
dokusundan tiiretildigi ve olgun noronlar seklinde etki gostermelerinden dolay1 bu

dondistiirilmiis hiicre hatlart in vitro yontemlerde kullanim tercihi saglamaktadir.
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Malign tiimdrlerinden tiiretilen hiicreler ¢aligmalarda kullanildiginda cesitli etkiler
g0Ostermektedir ve SH-SY5Y noroblastom hiicre hatt1 in vitro sistemlere uygunluk

gostermektedir (Kovalevich and Langford, 2013).

Bu tez kapsaminda yapilan in vitro ¢alismalarda, SH-SY5Y hiicre hatti
Uzerinde radyoisaretli Zonisamid’in hucrelere tutulumu yiizde baglanma ile
incelenmistir. Tablo 4.2 ve Sekil 4.10’da hiicre tutulum g¢aligsmalar1 sonunda elde

edilen verilere ve grafik sunulmustur.

Tablo 4.2 Hiicre tutulumunun zamana bagl degisimi

Zaman SH-SY5Y
Na®"TcO4 9mTc-ZNS
30. dakika % 0,60 = % 0,30 % 2,84 + % 0,31
60. dakika % 2,09 + % 0,22 % 3,04 + % 0,20
120. dakika % 0,87 £ % 0,02 % 4,68 + % 1,44
240. dakika % 1,30 £ % 0,41 % 8,03 £ % 3,69

Tablo 4.2°de verilen hiicre tutulum yiizdelerine bakildiginda, ®*"Tc-ZNS’in
sergiledigi hiicre tutulum yiizdelerinin kontrol grubu olan Na*®™TcOs icin elde
edilen yiizdelere oranmin 30.-60.-120.-240. dakikalarda sirasiyla 4,72-1,45-5,37-
6,20 kat oldugu gériilmiistiir. **™Tc-ZNS Dopaminerjik néron dzelligine sahip
insan noroblastoma SH-SYS5Y hiicre hatt1 {izerindeki tim zaman parametreleri,
caligmanin yeterli tekrar sayisina ulasmasi amaciyla 3’er kuyucuk caligilmistir
(n=6). Calisma sonuglarin tekrarlanabilirligi ve radyoisaretli Zonisamid’in kontrol
grubu olan daha fazla tutuluma sahip olmasi nedeni ile anlamli oldugu

gorulmektedir.*
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Sekil 4.10 SH-SY5Y hiicrelerinde hiicre tutulum etkinliginin zamana bagh degisimi grafigi
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasi kapsaminda ikinci nesil antiepileptik ilag olan Zonisamid’in
nikkleer tipta goriintilemede siklikla kullanilan *°™Tc  radyonuklidi ile
radyoisaretlenmesi gerceklestirilmistir. Radyoisaretleme calismalasinin kalite
kontrol ¢aligmalar1 TLRC ve HPLC yontemleri ile tamamlanmistir. Kalite kontrol
caligmarinin sonucunda radyoisaretleme veriminin % 95’in iizerimde oldugu
belirlenmistir. **™Tc-ZNS icin in vitro kararliligin 4 saat boyunca krunndugu
gorundrken, radyoisaretleme sonrasinda olasi in vivo uygulamalarin ilk 30 dakika
icerisinde  gergeklestirilmesi  gerekecegi  gorilmiistiir. Deneysel lipofilite

caligmalari ile radyoisaretli ZNS’in hidrofilik yapiya sahip oldugu belirlenmistir.

ZNS’nin dopaminerjik ndron 6zelligine sahip insan néroblastoma SH-SY5Y
hiicre hatt1 lizerinde artan konsantrasyonlar ile birlikte sitotoksisitesi arttig1 tespit
edilmis, ICso degeri belirlenmistir. ®™Tc-ZNS icin SH-SY5Y hiicreleri izerinde

hlcre tutulumunun perteknetata kiyasla 6nemli oranda yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Elde edilen bu radyoisaretli antiepileptik ilacin in vitro ¢alismalari ile
norolojik siireglerin goriintiilenmesinde kullanilma potansiyeline sahip oldugu
diistiniilmektedir. S6z konusu radyoisaretli ilacin Parkinson, Otizm vb nérolojik
hastaliklarda goriintiileme siireclerin izlenmesine yonelik kullanim potansiyelinin
degerlendirilebilmesi amact ile deney hayvami modelleri iizerinde in Vvivo

caligmalarin planlanmas1 gerekmektedir.

Bu tez calismasiyla, radyoisaretli antiepileptik ilaglarin niikleer tipta
ndroonkoloji ve noérodejeneratif hastaliklarin tanisina yonelik yeni ajanlar olarak
gelistirilmesi yoniinde sinirli sayida yapilan c¢aligmalara katkida bulunacagi

diistiniilmektedir.
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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim ve tez ¢aligmam siiresince ihtiya¢ duydugum her
anda bana yol gosteren, glvenen, gller yizunu, bilgi birikimini ve destegini
benden esirgemeyen, birlikte ¢alismaktan biiyiik gurur duydugum sevgili tez
danigmanim Sayin Dog¢. Dr. Ayfer YURT KILCAR’a tesekkiirlerimi ve
saygilarimi sunarim.

9 yillik Niikleer Bilimler bilim yolculugumda, lisans ve lisan iistii 6grenim
donemim boyunca deneyim ve bilgi birikimlerini benimle paylasan degerli hocam
Prof. Dr. F. Ziimriit BIBER MUFTULER e, enstitii laboratuvarlarinda her tiirlii
caligma imkanin1 saglayan Ege Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii Miidiirii
Prof. Dr. Fatma YURT ONARAN’a, laboratuvar ¢alismalarim sirasindaki
desteklerinden dolayr Dog. Dr. Cigdem ICHEDEF’e, hiicre ¢aligmalarimdaki
yardim ve desteklerinden dolayr Dog. Dr. E. ilker MEDINE’ye, tez ¢alismam
boyunca manevi destegini her zaman hissettigim Aras. Gor. Dr. Ozge KOZGUS
GULDU’ye, laboratuvar ¢alismalarim sirasinda bana yardimei olan K. Busra
KARATAY a, ig yerinde bu donemde anlayisin1 esirgemeyen degerli miidiirim
Rukiye KITER’e, ekip arkadasim Melis TURKYENER CELEBI’ye ve Zerrin
USLU’ya tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca aldigim Kkararlarda yanimda olan, yillardir bu yolculukta
maddi manevi desteklerini her zaman hissettigim en canim aileme, yardimlarini
esirgemeyen enstitiideki arkadaslarima, birlikte kurdugumuz tiim hayallerimizin
baslangici olan bu tez ¢aligmamda hala yanimda hissettigim sevgili babama saygi,
sevgi, 6zlemle sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.
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e Radyoisaretli Zencefil Bilesenlerinin (6-gingerol ve 6-shogaol) Estrojen
Reseptor Duyarliigimin in vitro Yontemlerle Incelenmesi Ege Universitesi
Aliye Uster Vakfi Bilimsel Arastirma Projesi

e Parkinson Hastaligimin  Teghisi Amaciyla  Kullanilabilecek  Yeni
Radyoisaretli Bilesiklerin Tasarimi/Sentezi ve Potansiyellerinin In Vitro
Yontemlerle Belirlenmesi Ege Universitesi Alive Uster Vakfi Bilimsel
Arastirma Projesi

e "Prostat Kanseri Tedavisi igin Sinerjistik Yaklasimla Bir Radyoligand
Tasarlanmasi;  Secoisolariciresinol  Diglucoside'in  Radyoiyotlanarak
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Hormon Terapi ve Radyoterapi Etkilerinin In Vitro Olarak Incelenmesi"
(Tubitak Proje Kodu: 1002)

Kongreler

. Uluslararas: Katiliml 6. Ila¢ Kimyas:: Ila¢ Etkin Maddesi Tasarim,
Sentezi, Uretimi ve Standardizasyonu Kongresi ‘Secoisolariciresinol
Diglucoside (SDG) Bilesiginin Izolasyonu, Radyoiyodinasyonu’ (Antalya,
2018)

. In  Vitro Incorporation of Radioiodinated Eugenol on
Adenocarcinoma Cell Lines (Caco2, MCF7, and PC3) Cancer Biotherapy
And Radiopharmaceuticals Volume 32, Number 3, 2017

. The Fifth International Conference on Radiation and Applications
in Various Fields of Research, Montenegro (RAD 2017) ‘Isolation And
Radiolabelling Of Ginger Components: 6- Gingerol And 6-Shogaol’

. The Fifth International Conference on Radiation and Applications
in Various Fields of Research, Montenegro (RAD 2017) ‘Radioiodination
and In Vitro Evaluation of Phenolic Phytochemical in Clove Extract ‘(Sozlii
Sunum 12-16 Haziran 2017, Karadag )

. 15. Ulusal Sinirbilim Kongresi ‘‘Kronik Glutamat Toksisitesinin
Gliya Hiicre Canliigina ve Membran Lipid Bilesimine Etkisi’ (Poster
Sunumu 07-10 Mayis 2017, Sakarya Universitesi)

. XI. Ulusal Nukleer Bilimler Ve Teknolojileri Kongresi ‘Indole-3-
Carbinol Ve PLGA Enkapsiile Formunun 1311 Ile Radyoisaretlenmesi’ (12-
14 Ekim 2016, Kusadasi)

. 4. Iac Kimyast Ila¢ Etkin Maddesi Tasarimi, Sentezi, Uretimi ve
Standardizasyonu  Kongresi  Zencefil Kokiiniin  Ekstraksiyonu  ve
Kromatografik Analizi’ (Poster Sunumu)

. 4. Iac Kimyast Ila¢ Etkin Maddesi Tasarimi, Sentezi, Uretimi ve
Standardizasyonu Kongresi ‘Karanfil Bitkisi Orijinli Eugenol Bilesiginin
Giimiis Nanoparcaciklarla ile Konjugasyonu ve In Vitro Uygulamalar’
(Poster Sunumu (17-20 Mart 2016, Kusadast)

. 27. Ulusal Kimya Kongresi 131-1 ile isaretli FEugenol’iin
Radyokromatografik Yontemlerle Incelenmesi (Sozlii Bildiri) ‘Karanfil
Bitkisi Orijinli Eugenol Bilesiginin I-131 ile Radyoiyodinasyonu ve Bazi
Kanser Hiicrelerine Segiciligin Degerlendirilmesi’ (Poster Bildiri) (23-28
Agustos 2015, Canakkale)
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	İmzalı
	YL-TEZ_E-DERVIS_Basılan-PDF

	tezetikonayemine
	Cilt1
	YL-TEZ_E-DERVIS_Basılan-PDF

	Cilt1
	YL-TEZ_E-DERVIS_Basılan-PDF

	Cilt1
	YL-TEZ_E-DERVIS_Basılan-PDF

	Cilt1
	YL-TEZ_E-DERVIS_Basılan-PDF

	Cilt1
	YL-TEZ_E-DERVIS_Basılan-PDF

	Cilt1
	YL-TEZ_E-DERVIS_Basılan-PDF

	Cilt1
	YL-TEZ_E-DERVIS_Basılan-PDF

	Cilt1
	YL-TEZ_E-DERVIS_Basılan-PDF

	Cilt1
	YL-TEZ_E-DERVIS_Basılan-PDF

	Cilt1
	YL-TEZ_E-DERVIS_Basılan-PDF

	Cilt1
	YL-TEZ_E-DERVIS_Basılan-PDF

	Cilt1
	YL-TEZ_E-DERVIS_Basılan-PDF

	Cilt1
	YL-TEZ_E-DERVIS_Basılan-PDF
	YL-TEZ_E-DERVIS_Basılan-PDF

	Cilt1
	YL-TEZ_E-DERVIS_Basılan-PDF




