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OZET
GLISILGLISIN BAGLI [*®*F]FDG iLE GLiSILGLiSIN BAGLI
#¥MTC(CO,)" SENTEZI VE BIYOLOJiK DAVRANISLARININ

IN-VIVO KARSILASTIRILMASI

SENISIK, Ahmet Murat

Doktora Tezi, Niikleer Bilimler Anabilim Dali
Tez Damigmant: Dog. Dr. Serap TEKSOZ
Eylil 2014, 71 sayfa

Glinlimiizde radyoisaretli peptidlerin hedef dokuda goriintiileme ya da
tedavi amach kullanilabilmesi giderek onem kazanmaktadir. Pozitron Emisyon
Tomografisi(PET) ve Tek Foton Emisyon Bilgisayar Tomografisi(SPECT)
radyoniiklid kokenli goriintiileme yontemleridir. ["*F]IFDG peptidlerin
radyoisaretlenmesinde yiiksek radyosentez verimi ile PET goriintiileme ajani
olarak Onemlidir. SPECT goriintiileme igin 9m T¢ ile isaretli peptidler bir¢ok

hedef organin goriintiilenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu bilgilerin 15181 altinda bu doktora tez projesinde bir dipeptid olan
glisilglisinin hem [®*F]JFDG hem de *™Tc(l) trikarbonil koru ile ayri ayri
radyoisaretlenmesi saglanarak Kkalite kontrolleri yapilmistir. Kalite kontrol
calismalar1 ile [**FJFDG-Gly-Gly kompleksinin radyoisaretleme verimi %
98,65+0,35,%™Tc(C0O)3-Gly-Gly kompleksinin radyoisaretleme verimi ise %
94,69+2,0 olarak bulunmustur. Radyoisaretli dipeptidin biyolojik davranislari in
vivo olarak incelenmistir. Radyoisaretli dipeptidin deney hayvanlari iizerinde
etkisi PET ve SPECT goriintiileri alinarak karsilagtirilmistir. Bunun yanisira
9MTC(CO)s-Gly-Gly icin biyodagilim calismasi gerceklestirilmistir. Dinamik
gorlntiilerde her iki radyoisaretli kompleks i¢in bobrek ve mesanede yiiksek
tutulum gbzlenmis ve viicuttan hem renal hem de hepatobiliar yol ile atildig
anlagilmstir. ™ Tc(CO)s-Gly-Gly icin biyodagilim sonuglart SPECT goriintiileme

ile benzer sonuglar vermistir.

Anahtar sozciikler: Glisilglisin, [**F]FDG, *™Tc(l) Trikarbonil Koru,
Radyoisaretli peptid, biyodagilim, statik ve dinamik goriintiileme.
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF GLYCYLGLYCINE CONJUGATED WITH
[*|F]FDG GLYCYLGLYCINE CONJUGATED WITH #™T¢(CO,)*
AND BIOLOGICAL BEHAVIOUR IN-VIVO COMPARISON

SENISK, Ahmet Murat

Ph. D. in Department of Nuclear Science
Supervisor: Assoc. Doc. Dr. Serap TEKSOZ
September 2014, 71 pages

In present, radiolabeled peptides used for imaging or therapy the target
tissue, are becoming important increasingly. Positron Emission Tomography
(PET) and Single Photon Emission Computer Tomography (SPECT) are the
methods of radionuclide imaging. [*®F]FDG for radiolabeling of peptides is
important as a PET imaging agent with high efficiency radiosynthesis. For SPECT
imaging, peptides labeled with Tc-99m is widely used in many target organs.for
imaging.

In this doctoral thesis project is that radiolabeled dipeptide glycylglycine
with both the [*®F]FDG and *™Tc (1) tricarbonyl core, were performed quality
controls separately. In quality control studies with [18F] FDG-Gly-Gly complex,
radiolabeled yield was 98.65 % =+ 0,35 and radiolabeled yields for **™Tc(CO)s-
Gly-Gly complex was 94.69 % + 2.0. Radiolabeled dipeptide was examined
forbiological behavior in vivo. Radiolabeled dipeptides’ effects on laboratory
animals is compared with PET and SPECT images. Moreover, biodistribution
studies were performed for *™Tc(CO)s-Gly-Gly complex. Dynamic images for
both radiolabeled complex was increased in the kidneys and bladder were
observed and excretion from body that way was both hepatobiliary and renal. The
biodistribution results for *°"Tc(CO)s-Gly-Gly were similar with SPECT

imaging’s results.

Keywords: Glycylglycine, [*®*F]FDG, %™Tc(l) Tricarbonile Core,
radiolabeled peptide, biodistrubution, static and dynamic imaging.
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1. GIRIS

Son on yilda, molekiiler biyolojide peptid reseptorleri ve peptid bagh
biyomolekiiller ile ilgili yapilan caligmalar giderek ©Onem kazanmaktadir.
Radyoisaretleme tekniklerinin ve biyokonjugatlarin yardimiyla ¢ok sayida peptid
kokenli ajan gelistirilmistir. Bu tiir peptid kokenli ajanlar, proteinler ya da
antikorlar gibi makromolekiiller ile karsilastirildiginda, diisiik molekiil agirliklilart
ve gorlntiilleme calismalar1 i¢in sahip olduklar1 iyi farmakokinetik 6zellikleri
nedeniyle iistiinliikk gostermektedirler. Bu kiigiik peptidler, proteinler ve antikorlar
gibi makromolekiillerden farkli olarak kandan daha hizli temizlenebilme, kan ve
hedef olmayan dokulardan hizli dagilim gosterebilme o6zelliklerine sahiptirler.
Kiiciik peptidler diisiik toksisite gostermeleri ve radyoisaretlemede oldukca

basarili olmalar1 nedeniyle de radyoisaretleme calismalarinda tercih
edilmektedirler (Chen and Conti, 2010).

Son yillarda yapilan niikleer tip calismalarinda tiimdr hiicrelerinin bazi
peptid tiirlerine kars1 duyarli oldugu ve bu peptidler ile goriintiilenebilmelerinin
miimkiin olduguna iliskin pek ¢ok calisma yapilmistir. 850 iizerinde peptidin
karakteristik reseptorleri icin yiiksek bir afiniteye sahip oldugu tespit edilmistir.
Uygun bir peptid segilerek belirli hedef dokuda goriintiileme ya da tedavi amagh
radyoisaretli peptidlerin kullanilabilmesi olanagini dogurmustur (Weiner and
Thakur, 2002).

Peptidlerin biyolojik aktivitesini korumak i¢in peptid ve radyoisaretleyici
kisim arasinda bir bag kurulmaktadir. Uygun bir selatlama ajani ile birlesmesi
goriintiileme probunun biyodagilimi tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Selatlama
ajan1 gorilintlileme probunun farmokinetigini diizenlemek i¢in kullaniimaktadir.
Uzunluk, esneklik, hidrofilik ve yiikler (anyonik, katyonik ve nétr) uygun bir
selatlama ajan1 segmek i¢in dikkate alinmasi gereken onemli faktorlerdir. Kiigiik
peptidler ile yapilan pek ¢ok radyoisaretleme c¢alismalarinda, selatlayict ile
peptidin  goriintilleme  6zelliklerinin ~ degisebildigi gosterilmektedir. Farkl
selatlama ajanlar1 ile daha hassas goriintiilemenin miimkiin olabilecegi
gosterilmektedir (Chen and Conti, 2010).

Tiimdrlerin belirlenmesinde goriintiileme yontemleri 6nemli role sahiptir.
Pozitron Emisyon Tomografi (PET) ve Tek Foton Emisyon Bilgisayar Tomografi
(SPECT) gibi yontemler tiimoriin malignite derecesi, komsu dokulara invazyonu,

tedaviye bagh degisiklikleri ve rekiirrens hakkinda ek bilgiler saglar. En sik



kullanilan PET goriintiileme ajan1 olan [*®F]FDG'nin yaninda tiimorlerin
goriintiilenmesi i¢in radyoaktif isaretli aminoasit ve peptidler ile sintigrafik
goriintiileme yontemleri de kolay ulasilabilir ve diisiik maliyetli olmasi nedeniyle
timorlerin degerlendirilmesinde 6nemini korumaktadir (Schibli and Schubiger,
2002; Barber et al., 2005).

Pozitron Emisyon Tomografisinde (PET) goriintileme ajan1 olarak
kullanilann 18F, ¢ok basamakli sentezlere izin verebilen fiziksel oOzellikleri
nedeniyle peptidlerin radyoisaretlenmesinde tercih edilmektedir. **F’nin yaklasik
110 dakika olan yar1 émrii ve diisiik B* enerjisi (635 keV) PET goriintiilemede
yiiksek bir reziilasyon saglamaktadir (Chen ve Conti, 2010).

Ancak *®F’nin dogrudan peptidlerle isaretlenmesi zordur. Bu nedenle,
¥F>nin peptidlerle isaretlenmesinde bifonksiyonel isaretleme ajani olan prostetik
gruplar kullanilmaktadir. Prostetik grubun peptid ile birlesmesi ya amin
gruplariin agilasyonu, amidasyon ve imidasyonu, tiyol gruplarinin alkilasyonu,
oksimlerdeki ve hidrazonlardaki yapiya benzeyen kemoselektif reaksiyonlar ve
fotokimyasal birlesme ile ve son zamanlarda “click” kimya olusumu ile miimkiin
olmaktadir (Wuest et al., 2009a,b).

Simpson ve arkadaslari [18F]FDG bilesigini bir prostetik grup yardimiyla
biotin ile isaretlemeyi gergeklestirmislerdir. Olusturduklar [*®F]FDG ve biotin ile
isaretli [18F]FDG icin radyoisaretlemeninn % 90’in {iizerinde bir verimle

gerceklestigini rapor etmislerdir (Simpson et al., 2011).

Wuest ve arkadaglar ®F radyoniiklidini bir prostetik grup yardimiyla sistin
iceren bir peptid ve protein grubu ile isaretlemeyi gerceklestirmislerdir. Elde
ettikleri siiksinimidil-4-[*®F]florobenzoat ([**F]SFB) kompleksinin TLRC ile
kalite kontrolii i¢in % 95’in tizerinde verim ve HPLRC ile kalite kontrolii i¢in %

98’ in lizerinde verim elde ettiklerini bildirmislerdir (Wuest et al., 2009a).

Wouest ve arkadaglari, [18F]FDG’yi bir protein ve peptide baglayabilmek i¢in
bir prostetik grup olan maleimid hekzil oksim (MHO) bilesiginden
yararlanmiglardir. Bunun igin, Oncelikle [**F]FDG’nin  MHO ile sentezi
saglamiglardir. Daha sonra bir tripeptid olan glutatyon (GSH) ve bir protein olan
annexin A5 (anxAb) ile radyoisaretlemesi gergeklestirilmistir. TLRC ile kalite
kontroliinde [**F]JFDG-MHO i¢in % 79 verim elde edilirken [**F]JFDG-MHO-
GSH igin % 92 verim ve [18F]FDG-MHO-anXA5 icin % 58 verim olarak



bildirmislerdir. Ayni bilesiklerin HPLRC ile Kkalite kontrolii yapildiginda
saflastirma sonrasinda [**FJFDG-MHO i¢in % 95 verim elde edilirken [**F]FDG-
MHO-GSH icin % 92 ve [®®FJFDG-MHO-anxA5 igin % 43-58 baglanma verimi
rapor etmislerdir (Wuest et al., 2008).

Olberg ve arkadaslarinin yaptigi peptid bagh [*®F]FDG bilesigi olan O-(2-
(2-[*®F]floroetoksi)-etil)-N-metilhidroksilamin ~ (**F-FENMA) i¢in yaptiklari
gorlintiilleme caligmalarinda viicuttan atiliminin renal yoldan oldugu ve diisiik

kemik tutulumu ve yiliksek mesane ve bobrek tutulumlar: saptanmistir (Olberg et
al., 2010).

Poethko ve arkadaslarinin yaptigi 8p isaretli bagka bir peptid calismasinda
elde ettikleri (c(RGDfE)HEG),-K-Dpr-[**F]FBOA ve Gluc-S-
Dpr([*®F]FBOA)TOCA komplekslerinin renal yollardan viicuttan atildigi ve
karaciger, mesane ve bobrek tutulumunun saptandigi bildirilmistir (Poethko et al.,
2004).

Teknesyum-99m uygun yart Omiir ve gama enerjisine sahip olmasi
nedeniyle goriintiileme amaciyla tercih edilen bir radyontiklidtir. Gilinlimiizde
9MT¢ ile isaretli peptidler birgok hedef organin goriintiilenmesinde yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Bu ¢aligmalardan birinde Welling ve Alberto [18F]FDG ve #¥MT¢ ile isaretli
glukoz bilesikleri {izerinde yaptig1 calisma sonucunda her iki bilesiginde
goriintiileme ajani olarak benzer sonuglar verdigi gozlenmistir (Welling and
Alberto, 2010).

Bir diger ¢alismada Jun Oh ve arkadaslari gom
isaretleyerek *°™Tc-1-thio-B-D-glucose (**"™Tc-1-TG) bilesigini elde etmislerdir.
Elde ettikleri radyoisaretli bilesigin TLRC kontrolii ile verimi hesaplamislardir.

Tc ile bir seker grubunu

Farkli konsantrasyonlarda radyoisaretleme verimi % 98.7+1.5 olarak
bildirilmistir. HPLRC ile kalite kontrolii ile verim % 98,7+1.5 olarak bulmuslardir
(Jun Oh et al., 2006).

Peptid baghi ®™Tc (c(RGDfK)-(Orn)s-[CGG-*"Tc]) bilesigi Tsiapa ve
arkadaslar1 tarafindan sentezlemis ve TLRC ve HPLRC kontrolii ile % 98’ in
tizerinde radyoisaretleme verimi hesaplanmistir (Tsiapa et al., 2013).



Tsiapa ve arkadaslarmm c(RGDfK)-(Orn)s-[CGG-*"Tc] ve *™Tc-PGC-
Cc(RGDyK) ile yaptiklar1 goriintiileme ¢alismasinda iki yapinin biyodagilimlarin
karsilagtirmuslardir. Hidrofilik yapt gdsteren c¢(RGDfK)-(Orn)3-[CGG-*"Tc]
bilesiginin viicuttan atilimimin bobrek, lipofilik yapist olan ™ Tc-PGC-c(RGDyK)
bilesiginin ise karaciger yolu ile oldugu goézlenmistir (Tsiapa et al., 2013).

Radyoisaretli peptidlerin molekiiler goriintiilleme ve tlimorlerin tedavisi i¢in
son yillarda iiretimi kolay, diisiik maliyetli bir organometalik bilesik olan ggmTC(I)
trikarbonil koru ile peptidlerin radyoisaretlemesi ile ilgili pek¢ok calisma

yapilmuistir.

Fonge ve arkadaslari hekzadeksil gruplari ile %™Tc(COs)* korunu
radyoisaretlemeyi basarmuslardir. Elde ettikleri %M Te(CO)s-N-
hekzadekilaminoetil-N’-aminoetilamin bilesiginin verimini TLRC ile % 90’ 1n
tizerinde ve HPLRC ile bilesiginin verimi % 99 olarak bildirilmistir (Fonge et al.,
2009).

Alves ve arkadaslarinin peptid bagl 99mTC(C03)+ bilesigi ile yaptiklar
goriintiileme c¢alismalarinda elde edilen bilesigin viicuttan atiliminin renal
yollardan oldugu ve tutulumun bobrek ve karacigerde yogunlastigi bildirilmistir
(Alves et al., 2005).

Garcia-Garayoa ve arkadaglarmnin neurotensin  (NT) peptidi bagh
9MTc(CO4)* bilesigi ile yaptiklar1 goriintileme c¢alismalarinda elde edilen
9MT¢(CO)sNT-VIII bilesigin tutulumun bobrek ve karacigerde yogunlastigi ve
vilcuttan atiliminin renal yollardan gergeklestigini rapor etmislerdir (Garcia-
Garayoa et al., 2002).

Enstitiimiizde 2009 yilinda ilk kez 18F ile isaretli magnetit nanoparcaciklari
sentezlenerek biyolojik etkinli§i MCF7 meme kanseri hiicre hattinda
incelenmistir. Radyoisaretli magnetit nanoparcaciklarin bu hiicrelere % 50’ ye
varan tutulumu oldugu gozlenmistir (Tokséz et al., 2013). Bunun yanisira
enstitiimiizde ggmTC(CO)3+ koru ile farkli molekiillerin radyoisaretme ¢alismalari
yapilmis olup halen calismalar siirdiiriilmektedir (Senocak, 2010; ichedef, 2010;
Gedik et al., 2013).

Bu bilgilerin 15181 altinda bu doktora tez projesinde bir dipeptid olan
glisilglisinin hem [®*F]JFDG hem de “™Tc(l) trikarbonil koru ile ayri ayri



radyoisaretlenmesi saglanarak Kkalite kontrolleri yapilmistir. Radyoisaretli
dipeptidin biyolojik davraniglarinin in vivo olarak karsilastirilmasi hedeflenmistir.
Bu ama¢ icin radyoisaretli bilesigin [*F]JFDG-Gly-Gly ile deney hayvanlari
iizerinde PET goriintiileme, *°"Tc(CO)s-Gly-Gly ile SPECT goriintiileme ve

biyodagilim ¢alismalar1 gerceklestirilmistir.



2.  GENEL BILGILER
2.1 Radyofarmasotikler

Radyofarmasdétikler, hastada hig bir fizyolojik etki yaratmadan niikleer tipta
hastaliklarin teshis ve tedavisinde kullanilan, yapisinda bir radyoaktif ¢ekirdek
yani radyoniiklid bulunduran bilesiklerdir. Radyofarmasétikler, radyontiklid kisim
ve farmasdtik kisim olmak iizere iki bilesenden olusur. Radyoniiklid kisimin sahip
oldugu radyoaktivite sayesinde tesbit edilebilir veya tutunumun saglandig
dokunun tedavisi saglanabilir. Farmasotik kisim ile tutunum saglanmak istenen
bolgeye, radyaniiklid kismin tasinmasi saglanir. Radyofarmasotigin segiminde
hedef organin fizyolojik yapisi dikkate alinmali ve uygun bir radyoniiklid, uygun
bir farmasoétige takilarak isaretleme gergeklestirilmelidir. Radyafarmasotigin
uygulanis amacina gore radyoniiklidin enerjisine, radyoniiklidin tiirine, niikleer
karakteristigine dikkat edilmelidir. Radyofarmasdétiklerin uygulama Oncesinde
kimyasal saflik, radyokimyasal saflik, mikrobiyolojik saflik kontrollerinden
gecirilmesi gereklidir. ideal bir radyofarmasotigin sahip olmasi gereken bazi
ozellikler vardir. Buna gore, ideal bir radyofarmasétik, ucuz, kolay elde edilebilir
veya sentezlenebilir olmalidir. ideal bir gériintiileme radyofarmasétigi foton ya da
gama 151 yaymlamalidir. Ideal bir gériintiileme radyofarmasétiginin yaydigi
fotonlar ve gama 1smlar1 insan viicudunda bulunan karbon, azot, oksijen gibi
diisiikk atom numarali elementlerle etkilesime girmezler. Boylece alinan goriintiiler
daha kaliteli elde edilir. ideal bir tedavi radyofarmasétigi ise beta, alfa ve Auger
elektronu gibi parcaciklar yaymlayarak DNA zincirinde hasar olusturarak tedavi
saglar (Unak, 2003; Junnotula, 2006).

2.2 Organometalik Bilesikler

Klasik organometalik bilesikler, dogrudan gecis metali-karbon bagi olan
bilesiklerdir ve biyolojik sistemlerde olduk¢a nadir bulunur. Simdiye kadar
bulunan tek dogal organometalik bilesik koenzim, adenosil cobalamine B12
vitaminidir. Biyo-organometalik bilim; immiinoloji, reseptér arastirma ve
gelistirme gibi alanlarda gelecekte potansiyel oneme sahip yeni gelismekte olan
bir disiplindir. Disiplinler arasi arastirmalar yapan ¢ok sayida grupta bu hizl
gelisen alanda son zamanlarda kayda deger ilerlemeler gostermistir.
Organometalik onceleri hava ve nem duyarli ve suda ¢oziinmez bilesikler olarak
tanimlanmiglardir. Ancak organometalik bilesikler gergekten havada, sulu

cozeltilerde, metal ve ligand sistemleri dogru se¢ildiginde olaganiistii kararlilik



gosteren yapilardir. Nitekim, birgok organometalik kor iceren bilesik tibbi amagh
kullanilmaktadir (Schibli and Schubiger, 2002).

Son zamanlarda niikleer tip ve radyofarmasi sadece Kklinik olarak
uygulanabilir organometalik ilaglarin gelisiminde oncli ve lider rol oynamistir.
Rutinde yaygin olarak kullanilan niikleer tip SPECT goriintiileme ajan1 olan
Teknesyum-99m sestamibi (Cardiolite), klasik bir organometalik bilesiktir.
Baslangigta bir miyokard perfiizyon ajani olarak gelistirilen, giinlimiizde de
basartyla tiimor goriintiileme ve ¢ok ilaca direng tespiti i¢in uygulanan Cardiolite
niikleer tipta rutin olarak kullanilan bir organometalik bilesiktir. Potansiyel tedavi
amagh uygulamada bir¢ok radyoaktif c¢ekirdek gecis metali oldugu igin
biyomolekiillere uygun ve etkin isaretleme islemlerine ihtiya¢ vardir.
Organometalik ge¢is metali bilesiklerin "yapay" karakteri, in vivo "dogal" ilaglar
ile karsilastirildiginda  belirgin ~ bir  dstiinlik — gostermektedir. Bdylece,
organometalik farmasoétikler isaretleme igin bir alternatif olabilir. Kimyasal
literatiirde organometalik bilesikler igin kesin bir tamim yoktur. Klasik
organometalikler, organo-fosforlu, veya siilfiir-selenyum selatlali gecis metal
kompleksleri de organometalikler olarak kabul edilebilir. Bu genis tanimin
uygulanmasi ile radyofarmaside gelistirilen ve niikleer tipta kullanilan fosfor ve
kiikiirt kokenli birgok kompleks organometalikler olarak kabul edilmektedir
(Schibli and Schubiger, 2002).

2.3 Teknesyum Koordinasyon Kimyasi

Periyodik tablodaki 43. element olan teknesyum (Tc), 1937 yilinda Perrier
ve Segre tarafindan kesfedilmistir. Teknesyum gilimils gri renkte ve erime
sicakligit 2160°C olan yapay bir elementtir.Kimyasal ozellikleri ayni grup
elementi olan renyum ile benzerlik gosterir. Teknesyum -1’den +7’¢ kadar 8
yiikseltgenme basamagina sahiptir. Bu yiikseltgenme basamaklarinin stabilitesi
teknesyuma baglanan ligandlarin kimyasal ozelliklerine baghdir. Niikleer tipta
kullanilan ve 8 izomeri olan teknesyum ismini, tim izotoplar1 ve kendisi yapay
olarak iiretildiginden Yunanca “yapay” kelimesinden almustir. Iki izotopu %Tc
(tyo= 165 dk) ve #™Tc (ty,= 52 dak) pozitron yaymasi ve uygun yari émiirleri
nedeniyle pozitron emisyon tomografide (PET) kullanilmakla birlikte *™Tc (t,,=
6saat) izotopu 140keV disiik gama enerjisi ile gorlintileme amaclhi SPECT
cihazlarinda kullanilmaktadir (Saha, 1996; Barros et al., 2010).



9mre sahip oldugu 6.01 saatlik yariomrii ve 140 keV lik gama foton enerjisi
sayesinde sintigrafik goriintiilemeler i¢in ideal bir reziilasyona sahiptir. Bununla
birlikte *Mo-Tc jeneratorii ile steril, pirojensiz ve tasiyicisiz kolayca elde
edilebilir olmasi klinik olarak kullanilmasinin tercih nedenlerinden biridir (Saha,
1996; Barros et al., 2010; Kharisow and Mendez-Rojas, 2001).

Bu ozelliklerinin disinda ¥M™Te un en Snemli istlinliigii isaretleme
veriminin yiiksek olmasidir. Diisiik konsantrasyon hedefleri, isaretleme igin
gerekli yiiksek spesifik aktiviteye *™Tc-karbonil koru, **™Tc-nitrido ve *™Tc (111)
cekirdekler kullanilarak kolayca ulasilabilir. Son zamanlarda, *™Tc kalp, beyin,
bobrek, karaciger ve diger organlarin yani sira timor dokularimin ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde kullanim alani1 bulmustur (Kharisow and Mendez-Rojas,
2001; Welling and Alberto, 2010).

Alberto ve arkadaslar1 tarafindan 1998 yilinda, jenerator iiriinii olan
9MTcO, " tan ¢ikilarak sodyum borhidriir (NaBH,4) indirgeyici ajan yardimiyla 1
atm basing altinda CO gazi ile serum fizyolojik ortaminda [**™Tc(CO)3(H20)s]"
metal kompleksi sentezlenmistir. Daha sonra kompleksteki su molekiillerinin
bifonksiyonel ligandlarla yer degistirmesi ile kompleksin biyomolekiillere
baglanmas1 saglanmaktadir. Yiiksek esneklige sahip %¥MTC(CO); korun ii¢ disli
selat sistemleri daha iyi farmakokinetik davranis saglamaktadir (Alberto et al.,
1999; Schibli and Schubiger, 2002; i¢hedef., 2010).

[®"Tc(CO)3(H,0)3]* koru alifatik aminler ve karboksilat gruplari ile
kararsiz kompleksler olustururken, aromatik aminlerle yiiksek termodinamik ve
kinetik kararliliga sahip kompleksler olusturmaktadir (Alberto et al., 1998;
Ichedef, 2010). Sekil 2.1’ de histidin (A), tiyoeter (B), yari-sandvi¢ (C),
aminokarboksilato kompleksleri (D), steroid ve peptidler (E-G) gibi baz1 biyoaktif
molekiillerin teknesyum ve renyum trikarbonil korlar1 ile olusturduklarn
kompleksler bulunmaktadir (Abram and Alberto, 2006; I¢hedef, 2010).
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Sekil 2.1 Renyum trikarbonil ve teknesyum trikarbonil korlarinin olusturdugu kompleksler

Biyomolekiillerin isaretleme i¢in en umut verici ve gelismis organometalik
cekirdeklerden biri teknesyum-ve renyum-trikarbonil korudur. Merkezdeki metal
+1 disiik yiikseltgenme basamagindadir ve bu nedenle kimyasal olarak ¢ok
kararlidir. M(CO);s* koru (M = *™Tc, '¥8Re) kiiresel bir sekle sahip ve oldukca
giiclii bir yapidadir. Oktahedral koordinasyon kiire yapisindaki bu kor uygun bir
ligand sistemi ile birlesmesi durumunda merkezdeki metal baska ligandlarin
yaklagsmasina veya tekrar yiikseltgenmeye karsi korunmus olmaktadir (Schibli and
Schubiger, 2002).

[M(H,0)3(CO)s]" (M=""Tc, ®Re) kokenli radyofarmasétiklerle yapilan
calismalar “fac-[M(CO)s]™ kompleksinin tek veya cok disli ligandlarla yiiksek
kararlilikta kompleksler olusturdugunu gostermektedir. Bifonksiyonel yaklasim
i¢in umut verici olan biyolojik amaca uygun ligand sistemleri ve selatlayicilar ile
ilgili calismalar halen bir¢cok arastirma grubu tarafindan siirdiiriilmektedir ve bu
yeni sif teknesyum/renyum bilesiklerinin  gelecekteki radyofarmasotik
aragtirmalarinda 6nemli rol oynayacagi diisiiniilmektedir (Abram and Alberto,
2006).

2.4 Flor Kimyasi

Periyodik tabloda halojenler grubunun ilk elementi olan florun atom
numarast 9 ve atom agirhigr 19 dur. Flor -1 yiikseltgenme basamagina sahip ve
kimyasal yonden aktif bir elementtir. ‘°F parcacik hizlandiricida H,'®O hedefinin

protonlarla 1ginlanmasi sonucunda *0(p,n)*®F niikleer reaksiyonu ile elde edilir.
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80 + p—n + BF

635 keV’ lik diisiik B+ enerjili *®F, dokuda pozitron PET goriintiilerinde

yiiksek dogrusal ¢oziiniirliige sahiptir.

Flor-18 miikemmel kimyasal ve niikleer Ozellikleri nedeniyle rutin PET
goriintileme i¢in ideal bir radyoniikliddir. 'C gibi diger kisa omiirlii
radyoniiklitlerle karsilastirildiginda, BF icin gorlintiilleme yoOntemleri birkag
saatten fazla uzayabilen zaman alic1 gok basamakli radyosenteze izin verebilecek

kadar uzun 110dk bir yar1 6mrii vardir (Simpson et al., 2011).

Cok sayida ilag-benzeri molekiil basarili bir sekilde BE jle isaretlenmis
olmasina ragmen, peptidler ve proteinler gibi kompleks molekiillerin
radyoisaretlenme  optimizasyonun saglanmasi radyokimyasal Ustiinliikler
saglamaktadir (Olberg at al., 2010; Simpson et al., 2011). Niikleer ve fiziksel
ozelliklerindeki iistinliiklere ragmen peptidlerin 18F jsaretlenmesi gesitli sorunlari
beraberinde getirir (Wuest et al, 2008, 2009a,b; Yang et al., 2011).

BF jsaretleme stratejileri iki ayr1 gruba ayrilabilir: BE le dogrudan
isaretleme veya bir prostetik grup kullanilarak isaretlemedir (Chen and Conti
2010).

Dogrudan florlama yontemi; elektrofilik ve niikleofilik yontemler olarak iki
ana boliime ayrilmaktadir; elektrofilik yontemde [18F]F2 kullanilarak simirh
sayida, spesifik olmayan isaretleme saglanir ve isaretli iirlinlerin diisiik spesifik
aktivitesinden dolay1 daha az tercih edilir. Niikleofilik yontemde [18F]F' iyonu
kullanarak dogrudan isaretleme reaksiyonu saglanmaktadir (Chen and Conti
2010).

2.4.1 PET Radyofarmasitigi [*F]FDG

1968 yilinda, Cekoslovakya Charles Universitesi Organik Kimya
Boliimii'nden Josef Pacak, Zdenek Tocik ve Miloslav Cerny, Floro Deoksi Glikoz
(FDG) sentezini ilk kez tanimlamiglardir. Daha sonra, 1970' lerde Brookhaven
Ulusal Laboratuvar’ndan Tatsuo Ido ve Al Wolf, ®F isaretli FDG sentezi
tanimlayan ilk grup olmustur. 1976 yilinda, bilesik ilk kez Pennsylvania
Universitesi'nde Abass Alavi tarafindan iki normal insan géniilliiye

uygulanmistir. Siradan bir (PET olmayan) gama kamera ile elde edilen beyin
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gorlntiileri bu organdaki [18F]FDG konsantrasyonunu gostermistir (Maschauer
and Prante, 2009).

B jle peptid isaretlemesinde en ¢ok karsilasilan bifonksiyonel isaretleme
ajan1 olarak bilinen prostetik gruplar gelir. 8F jsaretli bilesik sentezinde yap1 tasi
olarak FDG kullanilmaktadir. Molekiiler agirligi peptidler gibi yiiksek bilesikler
dogrudan [*®*F]FDG ile isaretlenememektedir. Peptidlerin i¢ine seker olarak
["*F]FDG’nin tanitilmas: radyoisaretli peptidlerin farmakokinetik gelisimine ilave
iistlinliikler saglamaktadir (Chen and Conti 2010; Hultsch et al 2007; Wuest et al,
2009a,b; Simpson et al., 2011).

Prostetik grubun sentezi genellikle zaman alan zahmetli ve ¢ok basamakli
sentezleri gerektirmektedir. Prostetik grubun peptid ile birlesmesi ya amin
gruplarinin  agilasyonu, amidasyon ve imidasyonu veya tiyol gruplarinin
alkilasyonu, oksimlerdeki ve hidrazonlardaki yapiya benzeyen kemoselektif
reaksiyonlar ve fotokimyasal birlesme ile yada son zamanlarda click kimya
olusumu ile yapilabilmektedir (Wuest et al 2009a,b).

["|F]FDG niikleer tipta pozitron emisyon tomografisinde (PET) en énemli
goriintiileme radyoizleyicisidir. Yiiksek radyosentez verimi bu radyoizleyiciyi
diinyadaki birgok PET merkezinde kullanilabilir duruma getirmistir (Wuest et al
2009b).

Klinik ¢alismalarda PET radyoizleyici olarak tercih edilen [*®F]-Florodeoksi
glikoz ([*|F]JFDG) ise otomatik sentez iinitelerinde niikleofilik yer degistirme
yontemine gore elde edilir. Bu yontemde K™F ile seker molekiilii arasindaki
niikleofilik florinasyon reaksiyonun sonucunda elde edilen iirlin NaOH ile
hidrolizin ardindan saflagtirma ve sterilizasyon i¢in bir seri re¢ine ve kolondan
gecirilir (Olberg at al., 2010; Hamacher et al., 1986).

Gectigimiz on yil boyunca, hedefe 6zgii [18F]FDG iceren alternatif PET
radyofarmasotikleri arastirtlmigtir. Bunun i¢in, hedefe 6zgii PET goriintiileme
probu gelistirmek 6nemli bir 6n kosuldur. Hedeflerin uygun tespit edilmesi
gerekmektedir (Chen and Conti 2010).
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2.5 Peptidler

Aminoasitler yapilarinda amin (_NH,), karboksil (-COOH) ve yan zincir (R)
den olusan organik bilesiklerdir. Peptidler ise birbirine peptid baglariyla bagl
aminoasitlerin olusturdugu bir yapidir. Peptidler, peptid bag1 sayisina gore degil,
icerdikleri aminoasit (AA) sayisina gore siniflandirilirlar (De et al., 2011).

Genellikle, goriintiileme ajani olarak diisiintilen peptidler, 50 aminoasit
agirhigindan daha az molekiil agirligina sahiptir. Bu kii¢iik peptidler, protein ve
antikorlar gibi makromolekiillerin tizerinde belirgin tstiinliiklere sahiptir. Kiigiik
peptidler olumlu farmakokinetige ve kan ve hedef olmayan dokulardan hizli
temizlenmesi ile karakterize olan doku dagilim sekillerine sahiptir. Baz1 peptidler,
hedef dokuya hizl1 gegisi tanimlayan iyi gecirgenlik 6zelliklerine sahiptir. Buna
ilave olarak, peptidler genellikle diisiik toksisite ve immiinojeniteye sahip ve
kimyasal modifikasyon ve radyoisaretlemede olduk¢a esnektir. Cesitli
hastaliklarin tam1 ve tedavisi ic¢in klinik olarak kullanilan PET radyoisaretli
peptidlerin gesitliligi niikleer tipta yeni bir ¢ag a¢mustir. Peptidlerin biyolojik
aktivitesi hizli bir sekilde azalarak endojen peptidazlar ile plazmadan disari
atilmaktadir (Chen and Conti, 2010; Garcia-Garayoa et al, 2002; De et al., 2011;
Weiner and Thakur, 2002; Barber et al., 2005).

Son yillarda, peptidlerin ¢esitli timor hiicre tiplerine gore karakteristik
reseptorler olarak kullanilabildigi tespit edilmistir. Boylece, radyoisaretli
peptidlerin  teshis ve tedavi amagh radyofarmasétikler olarak gesitli
uygulamalarda niikleer tip alaninda kullanimina baslanmistir. Radyoisaretli
peptidlerin uygulandig tiimor hiicreleri ile normal hiicreler kiyaslandiginda cesitli
peptid reseptorlerinin oldugu anlasilmistir. Ayrica, peptidlerin sahip oldugu hizli
doku gecisi ve diisiik bagisiklik gibi uygun farmasotik ozellikleri nedeniyle
radyofamaside kullanilmaktadir (Hultsch et al. 2007; De et al., 2011).

Farmakokinetik olarak peptidin lipofilik veya hidrofilik olusu doku
dagilimina katkida bulunur. Lipofilik peptidler genellikle hepatobiliyer (karaciger)
yoldan atilirken, hidrofilik peptidler ise esas olarak bobrek sistemi (renal) yolu ile
atilirlar (Weiner and Thakur, 2002).

Yiiksek lipofiliteye sahip lanreotid veya 1-Nal3-oktreotid (NOC) gibi
somatostatin analoglarinin yiiksek kan faaliyetleri ve daha yavas renal (bobrek)

atilim1 gostermektedir. Bu nedenle radyoisaretli peptidlerin ¢cogunda radyoaktivite
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bobrekler tarafindan tutulmaktadir. Tutuluma megalin reseptoriiniin neden oldugu
distiniilmektedir (Decristoforo, 2009; Hultsch et al., 2007).

Genel olarak, cogu peptid kokenli PET problari, spesifik ve yiiksek afiniteli
reseptorler araciligiyla fizyolojik sartlarda hayati onem tasiyan dogal olusan
peptidler esas almarak tasarlanmistir. Reseptorlere bagli bir¢ok peptid bazi
hastaliklarda asir1 tutulum gosterir. Ancak bir¢ok dokuda bulunan c¢esitli
peptidazlar ve proteazlarin olusturdugu bozunma ile dogal olarak olusan peptidler
tipik olarak kisa biyolojik yar1 émre sahiptirler. Boylelikle, in vivo kararhilik,
peptid kokenli PET problarin tasariminda 6nemli bir faktor olusturmaktadir (Chen
and Conti, 2010; De et al., 2011; Weiner and Thakur, 2002).

Ayrica peptidin halkali yapiya gecisi, peptidin t¢ boyutlu yapisin
belirlemek ve reseptor afinitesi ve kararlihigimi gelistirmek i¢in uygulanmaktadir.
Bu sebeple, peptidlerin biyolojik aktiviteleri ii¢ boyutlu yapilar1 tarafindan
belirlenmektedir. Peptid yapilarinin  dogal olarak degismesi biyolojik
aktivitelerinde biiyiik kayba neden olmaktadir. Peptidlerin biyolojik aktivitesini
korumak igin peptid ve radyoisaretleyici kisim arasinda bir bag kurulmaktadir. Bu
nedenle, peptidin aktif baglayicili kismi ile radyoisaretli kisimin etkilesimi
azaltilarak  uygun bir baglayicinin  birlesmesi  goriintiileme  probunun
biyodagiliminin etkinligini saglayacaktir. Baglayicilar goriintiilleme probunun
farmokinetigini diizenlemek i¢in kullanilmaktadir (Chen and Conti, 2010; Wuest
et al., 2009a; Weiner and Thakur, 2002).

Schibli ve Schubiger Tc/Re-trikarbonil ile isaretli peptidlerle yapilan

calismalar1 incelemisler ve trikarbonil teknolojisinin yararlarim1 birka¢ agidan
dikkat ¢ekmislerdir (Schibli and Schubiger, 2002).

2.5.1 Glisilglisin dipeptidi

Glisin, proteine yapisal esneklik saglayan ve protein yapilarinin
olusmasinda biiyiik 6nemi olan bir peptidtir. Glisilglisin en basit yapidaki bir
dipeptidtir. Daha biiyiikk peptidlerin olusumunda yer alan bu dipeptid
biyokimyasal reaksiyonlarda tampon olarak kullanilmaktadir. Kiigiik peptidlerin
sahip oldugu olumlu farmakokinetik ve kan, hedef olmayan dokulardan hizli

temizlenmesi 6zellikleri nedeniyle dikkat ¢cekmektedir.
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2.6 Kromatografik Analiz Yontemler

Kromatografi, analizlenecek bir ornek karisimda bulunan bilesenlerin
birbirinden ayrilmas: esasma dayanan ve bu sayede nicel ve nitel analizlerin
gerceklestirildigi yontemlerin genel adidir (Kiling 2010; Dekker and Jonsson,
1987).

1848’ de Wal ve Thompson katilarda iyon degisiminin miimkiin
olabilecegini belirtmesi ile kromatografinin ilk adimlar1 atilmis olur. 1855 yilinda
Alman kimyaci Friedrich Ferdinand Runge farkli renkteki boyalarin ayirimi igin
filtre kagidi ve ¢oziicii kullanmistir. Bu teknik bugiin de kagit kromatografisi
olarak kullanilmaktadir. 1860’ da Christian Friedrich Schonbein ve 6grencisi
Friedrich Goppelsroeder’in maddelerin filtre kagidinda ¢6zgenle farkli hizlarda
stiriklenmesine dair c¢aligmalar yapmistir. 1892° de Reed ilk defa kolon
yardimiyla ayrimlarin olabilecegini kaydetmistir. 1906 yilinda Rus botanikei
Mikhail S. Tswett’in bitki ekstrelerinde kullanilan klorofilleri diger pigmentlerden
ayirmistir. Bunun icin Tswett, cam kolon igerisine doldurdugu toz CaCOsj;
icerisinden, bitkilerden izole ettigi bitki pigment ekstrelerini gecirdiginde, klorofil
ve ksantrofil gibi bir¢cok bitki pigmentine ait renk ayirimlari gézlemlemis ve bu
gbzleminden yola ¢ikarak yeni gelistirdigi yonteme Yunanca’da chroma=renk ve
graphein=yazma anlamina gelen “kromatografi” ismini vermistir. 1935 yilinda
Holmes ve Adams organik iyon degistirici reginelerin sentezini gerceklestirmistir.
1938’ de Reichstein’in eliisyon kromatografisi iizerinde arastirmalar yapmis ve
1939’ da Brown ilk olarak sirkiiler kromatografisi kullanmistir. 1940 yillinda
Tiselius frontal analizve yer degistirme olayini ortaya atmistir. 1941° de Martin ve
Synge kolon dagilma kromatografisinin kuramsal ilkelerini bulmuslardir. 1951°de
Kirchner bugiin pratikte uygulanan ince tabaka kromatografisini tanitmistir. Ayni
y1l Martin ve James gaz-sivi kromatografisi yontemi ile Nobel 6diilii almiglardir.
1951° de Alm ¢dziicii programlamasini, 1953’te Wheaton ve Bauman eleme
prensibini ileri stirmiislerdir. 1956’da Sober ve Peterson ilk olarak iyon degistiren
seltilozlar1 hazirlamiglardir. 1959’ da Porath ve Flodin polidekstranlarin Jel
filtrasyon kromatografisinde 1962° de Mooresert polistrenlerin Jel filtrasyon
kromatografisinde kullanilmasini 6ne stirmiislerdir. 1967’ de Huber ve Hulsman
kolon teknolojisindeki gelismeler yiliksek basingli pompa sistemleri ve duyarlt
dedektorlerin kullanilmasi ile yiiksek basingli sivi kromatografisinin temellerini
ortaya atmustir. Onceleri diiz yiizlemsel yapida sabit fazlar kullanilmis ve bu
teknikler daha sonra kagit kromatografisi ve ince tabaka kromatografisi (TLC)

olarak isimlendirilmistir. Modern sivi kolon kromatografisi ise 1969 yilinda
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HPLC’nin kullanima girmeye baslamasiyla gelisme gostermistir (Emekdas vd.,
1990).

Kromatografik yontemle ¢esitli biyolojik ve biyolojik olmayan molekiillerin
ayristirilmasi, molekiillerin adsorban madde ile olan farkl1 iliskisi esasina dayanir.
Baska bir deyisle kromatografi, iki faz arasindaki ornek bilesenlerinin farkli bir
sekilde dagilmalarina dayanmaktadir. Bdylece, molekiillerin biiyiikliikleri,
agirliklar, sekilleri, elektriksel yiikk ve adsorbsiyon gibi 0Ozelliklerindeki
farkliliklardan faydalanilarak ayrilmalar1 saglanir. Molekiillerin ayrilmasini
saglayan sabit bir faz ile bunun iizerinde hareket eden mobil bir faz vardir. Mobil
faz, 6rnek bilesenlerini, sabit faz boyunca tasiyan, ¢esitli fiziksel ve kimyasal
Ozelliklere sahip ¢ozelti veya ¢oziicii karisgimlaridir. Kullanilacak mobil fazin
seciminde, analizi yapilacak 6rnek madde bilesenlerinin 6zellikleri, kullanilacak
sabit faz ve dedektoriin Ozellikleri gibi bir ¢ok parametreye dikkat edilmelidir.
Mobil fazin igerisinde yer alan bilesenler, sabit faza ait dolgu maddesiyle
etkilesmeleri sebebiyle, bir miktar tutulurlar. Bu tutulma, Ornekteki farkli
bilesenler icin farkli miktarlarda olur. Boylece bilesenler sabit fazin sonlarina
dogru, farkli hizlarda ilerledikleri icin, birbirinden ayrilmis vaziyette sabit fazi
farkli zamanlarda terkederler. Bu sekilde sabit fazdan c¢ikan bilesenlerin
derigimleri uygun bir bi¢cimde Olgiilir ve zamana veya mobil fazin kullanilan
hacmine kars1 y-ekseninde isaretlenerek “kromatogram” denilen grafikler elde
edilir. (Kiling 2010; Emekdas vd., 1990; Dekker and Jonsson, 1987).

2.6.1 Kagit kromatografisi

Bu yontemde numune kromatografi kagidinin bir kenarma yakin bir noktaya
damlatilir. Kagit tank icinde bulunan solventin igine dikey olarak yerlestirilir.
Solvent kagitta ilerlerken bilesenleri farkli hizlarda siiriikler. Bu islemin
sonucunda kagit kurutulur ve renkli olmayan bilesenlerin goriilebilmesi i¢in
renklendirici veya floresans verici madde uygulanir. Degerlendirme renklenme
veya Rf degerine gore yapilir.

2.6.2 ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Ince tabaka kromatografisinde 6zel bir cihazla cesitli adsorban maddelerin
cam, aliiminyum veya plastik plakalar iizerine kaplanmasiyla elde edilen tabakalar
kullanilmaktadir. Silica jel, aliimina, seliiloz, poliamidler, iyon degistiriciler gibi

adsorbanlar kullanilmaktadir.
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2.6.3 Yiiksek Basinch S1ivi Kromatografisi (HPLC)

Kolon kromatografisinin gelistirilmis sekli olan bu yontemde tasiyici sivi,
icersinde adsorban maddenin bulundugu kolona pompa ile basilarak akis hizi
arttirtlmakta, karisimi olusturan bilesiklerin ayrilmasi tam ve hizli olarak
saglanmaktadir. Ayrilan bilesikler kolon ¢ikisina baglanan uygun bir dedektor ile
tesbit edilerek kaydedilir.

2.6.4 LC/MS-MS yap1 analizi

LC-MS/MS yaygin olarak, kan, plazma, idrar, doku ekstreleri iginde
potansiyel yeni ilaglar ve bunlarin metabolitlerinin kesfi ve miktar tayini i¢in,
farmasotik endiistrisinde yogun olarak kullanilmaktadir. Spesifik ve duyarli,
yiiksek 6rnek hacmi saglayan yiiksek dogruluk ve hassasiyet ve algilama ve nicel
diisiikk smirlar gibi gereksinimleri karsilamaktadir. Cok yonliliigli ve genis
uygulanabilirligi ile LC-MS/MS  birgok  oksidatif stres belirteglerin
belirlenmesinde istiinlik gostermektedir. LC-MS/MS 6zgiilliigii ve duyarliligi
karmasik biyolojik karisimlarin ¢oklu bilesenlerinin es zamanli analizini
saglamaktadir. LC-MS/MS isleyis diagrami Sekil 2.2°de verilmistir (Winnik and
Kitchin, 2008).

Ornek . | LCAyuma | — , | Sw-Gaziyon
degisimi
ilk ayirma diizeyi \
'Birinci MS Diizeyi
ikinci ayirma diizeyi
Dedektsr «—— | Ikinci MS Diizeyi | «—u On iyon Carpisma
B Parcalanmasi

Uciincii ayrma diizeyi

Sekil 2.2 LC-MS/MS isleyis diagrami (Winnik and Kitchin, 2008)

LC analizi, kromatografisi istenen kompleks biyolojik bilesiklerin tek tek,
ist iste ya da bantlar seklinde ayrilmasimi saglamaktadir. LC-MS/MS
Olgtimlerinde genellikle iki mod kullanilmaktadir: tam tarama MS/MS nitel
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karakterizasyonu ve segici reaksiyonun izlenmesi (SRM) ise nicel olarak segilen
iyonlar izlemek i¢in bir tarama tablosu saglamaktadir. Her iki 6l¢iim de bir LC
pikinin zaman 0Olgegi lizerinde ¢ok sayida analit igin ardisik okumalarin
icermektedir. Bu analizin amaci, bir bilesigin yapisim1 dogrulamak yada
belirlemek i¢in olas1 tiim iyonlar1 bulmak igin genis bir kiitle araligini tarar. Tam
tarama MS/MS zamana dayali degildir. Yapi1 tayini, bir kiitle spektrumu
bilesiklerden iyonlarin teorik kiitleler ile iiriin iyonlarinin nominal kiitleleri
karsilastirmak icin veri sistemi yazilimi kullanilarak gercgeklestirilir. Bir analitin
yapisal onay islemi tamamlandiktan sonra, nicel analizi SRM ile derhal
gerceklestirilmektedir (Winnik and Kitchin, 2008).

Radyoisaretli radyokimyasal verimin degerlendirilmesinde kullanilan Ince
Tabaka Kromatografisi (TLC) ve Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC)
gibi radyokimyasal analizler ile radyoisaretli tiim {rlinlerin tanimlanmasi
reaksiyon mekanizmalarinin anlasilmasina ve radyoaktif olmayan bir referans ile
karsilastirilmasina ~ baglhdr. Ancak, Kiitle Spektrometresi (MS)
radyofarmasatiklerin nitel analizleri ig¢in daha duyarli bir yontem olarak bu sorunu
¢ozdiigi diistiniilmektedir (Koivula et al., 2010).

2.7 Molekiiler Goriintiileme

Molekiiler goriintiileme, molekiiler ve hiicresel diizeyde biyolojik siireglerin
karakterizasyonu ve ol¢iimii veya biyokimyasal, biyolojik, tan1 veya tedavi
uygulamalari i¢in molekiiler veya hiicresel siireclerin zaman-mekansal dagilimini
dolayl bir sekilde izlemek ve kaydetmek olarak tanimlanabilir. Son on yilda,
molekiiler goriintiileme alani 6nemli gelismeler gostermektedir. Bu durum, in
vitro/ex vivo ¢alismalarda daha uygun ve giivenilir, saglam bir sistem iginde tiim
viicut goriintiilemeyi miimkiin kilan molekiiler goriintiileme ve ilag gelistirme
stirecini  hizlandirmaktadir. Timor tespiti ve hedefe ozgii tedavi ve doz
dogrulugunu degerlendirme c¢alismalarinda daha dogru istatistiksel sonuglar
verildigi gozlenmektedir. Boylece, molekiiler goriintiileme, kanser, norolojik ve
kardiyovaskiiler bozukluklar gibi hastaliklara tani konmasinda birgok kolaylik
sunmaktadir. Bununla birlikte, molekiiler markerlarin non-invaziv dedeksiyonu
daha erken tani, daha erken tedavi ve daha iyi teshis ve ilag etkisinin gelismesini
saglamaktadir (Chen and Conti, 2010; Schottelius and Wester, 2009).

Bugiine kadar, klinik ve klinik 6ncesi goriintiileme modellemeleri gelismeye
devam etmektedir. Gorlntiileme modelleri iki kategoriye ayrilmistir. Biri,
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ultrason, MR ve CT gibi goriintiileme modelleri, hastaliktan kaynaklanan
anatomik degisikliklerin izlenmesine olanak saglamaktadir. ikinci gruptaki
goriintiileme modelleri PET, SPECT ve optik biyolumiinisans/floresans
goriintiilemedir. Bunlar ise in-vivo biyokimyasal olarak hastaligin fonksiyonel
bilgisini saglamaktadir. Bir¢ok hibrit goriintiileme modeli iki veya daha fazla
modelin birlikte kullanildig: sistemlerdir. Cesitli gériintiileme modelleri arasinda,
PET, SPECT ve optik goriintiileme gibi goriintiileme modelleri enjekte edilen
molekiiler problarin Sinyallerini alarak goriintiilleme saglamaktadir. Optik
goriintiileme ve MR ise hem eksojen hem de endojen molekiiler problar ile
hastaliklar1  takip edebilmektedir. Molekiiler goriintiilemede goriintiilleme
problarin 6nemli rolii nedeniyle biyolojik aktif probun dizayn ve gelismesi
temel konularindan biri olmaktadir. Bugiline kadar goriintiileme problar1 gesitli
goriintiileme ekipmanlarinin (radyoizotoplar, florofosforlar ve nanopargaciklar
gibi) ve hedefleme ligandlarinin (kiigiik molekiiller, peptidler, proteinler,
antikorlar ve hiicreler) gelismesine katki saglamaktadir (Chen and Conti, 2010;
Liu etal., 2010).

Radyoniiklid kokenli goriintileme; SPECT ve PET cihazlarnn ile
yapilmaktadir. Bu cihazlarda goriintii diisiik miktardaki ilacin radyoniiklid ile
isaretlenerek hastaya uygulanmasi ile elde edilmektedir. Radyoniiklid kdkenli
molekiiler goriintiileme tekniklerinin (SPECT ve PET) diger tekniklere (optik ve
MRG) gore daha duyarli, nicel ve doku girisim limitinin olmamasi gibi
uistiinliikleri bulunmaktadir. Ancak hem SPECT hem de PET® de ¢oziiniirliigiin
MRG gibi diger goriintiileme tekniklerinden daha diisiik olmasi ise istenmeyen bir
ozelligidir (Hong et al., 2009; Schottelius and Wester, 2009).

Molekiiler goriintiilemenin geleneksel goriintiileme tekniklerine gore
uistiinliikleri bulunmaktadir. Ayrica molekiiler goriintiileme teknikleri hastaliklarin
farkli  evrelerinde salgilanan Dbiyolojik belirleyicilerin ~ Sl¢imlerini  de
yapabilmektedir. Bdoylelikle tiim viicuttaki degisimlerin gdzlenmesine olanak
saglayan bu yontem ile in-vitro ve ex-vivo analizlerden daha giivenilir ve amaca
uygun sonuglar elde edilebilmektedir. Bu da is yiikiinli azaltarak ila¢ gelistirme
yontemlerinin hizlanmasini ve istatistiksel olarak daha dogru sonuglar elde
edilmesini saglamaktadir. Hastaliklarin ¢esitli  biyolojik belirleyicilerinin
bulunmasi daha erken teshis ve tedavi olanagi sunarak hastalifin sonucunu

belirlemekte ve boylece kisisel teshis ve tedavi saglanmis olmaktadir (Hong et al.,
2009).
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2.7.1 Manyetik Rezonans Goriintiileme (MR)

Manyetik rezonans goriintiileme (MR) insan viicudunun haritasini niikleer
manyetik rezonans temeline dayanarak ortaya cikaran gii¢lii bir tekniktir. Bu her
bir dokunun radyofrekans titresimlerine farkli siddette cevap olusturmasinin bir
sonucudur. Oncelikle proton momentlerini kismi olarak kutuplastirmak amaciyla
giiclii bir manyetik alan ve bir radyofrekans pulsu (RF) uygulanir. Bu sirada RF
fotonlar1 protonlar tarafindan absorblanarak yiliksek enerji konumuna gegerler.
Pulsun sonunda protonlar az miktarda elektromanyetik radyasyon olusturarak
diisiik enerji seviyesine geri donerler. Elektromanyetik radyasyonun olusturdugu
sinyal bobine aktarilarak goriintiiye doniistiiriiliir (Felinto et al., 2007; Torchlin,
2006).

Manyetik nanoparcaciklar uygun tekniklerle hasta hiicrelere tutunmasi
saglanarak onlarin anlik durumlari veya hareketleri hakkinda giigliit MR sinyalleri
bilgiye dondstiirtiliir. Hiicre igindeki manyetik nanoparcaciklarin disaridan
uygulanabilen manyetik kuvvetle yoOnlendirilebilmeleri, bunlarin sadece
tutturulduklar1 hiicredeki biyoaktif molekiillerin yerel olarak fonksiyonlarinin

hiicrenin diger bolgelerinden bagimsiz olarak arastirilabilmelerine yardimci
olmaktadir (Felinto et al., 2007; Torchlin, 2006).

Gilinlimiizde polimer kapli demir oksit parcaciklar1 saglik uygulamalarinda
kullanilmaktadir.  Demir nanopargaciklarinin  sahip  olduklar1  yiiksek
manyetizasyon daha az MR kontrast ajan1 kullanilmasi ile tlimorlii bolgede daha
iyi goriintii elde edilmesini saglamaktadir (Felinto et al., 2007; Torchlin, 2006).

2.7.2 Tek Foton Emisyon Bilgisayar Tomografisi (SPECT)

1956 yilinda Hal Anger, 10cm capli Nal(TI) kristalini ve 7 adet foton
cogaltict tiipli (PMT) iceren ilk gama kamerayr icat etmistir. 1970’li yillarin
sonlaria dogru birgok farkli SPECT sistemi tiretilmistir (Demir,1999).

Radyoaktif goriintiilemede salinan fotonlar: alarak goriintli olusturan iinite
gama kamera ya da sintilasyon kamerasi olarak adlandirilir. Cihazin ana iinitesi
biiyiik disk seklindeki sintilasyon kristalidir. Kristal igerisine az miktarda talyum
katilmis sodyumiyodiirden (Nal-TI) yapilmistir. Kristalin yapisi hassas olup
basing ve 1s1 degisikliklerinde kirilabilecegi gibi nemden zarar gorebilir. Bir gama

kamera sisteminin temel bilesenleri; kolimator, sintilasyon kristali, foto ¢ogaltic
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tipler, dalgaboyu analiz6torii, katot 1sin tiipii ve kontrol konsoludur (Domenico
and Zavattini, 2009).

SPECT goériintiilerinin ~ kaynaginin gama 1sim1 emisyonu oldugu
bilinmektedir. Enjekte edilen radyoniiklid bir protein, peptid, ya da norotransmiter
gibi bir biyomolekiiler liganda bagl olabilir. Boylece bir hedefleme mekanizmasi
saglanmis olur (Blower, 2006; Schottelius and Wester, 2009).

Hastaya verilen radyofarmasotigin igerdigi radyoniiklid bozunarak gama
1511 yayimlar ve 151n gama kamera tarafindan algilanarak bir sinyal olusturulur.
Kolimatoriin islevi ise ¢evreden gelen istenmeyen i1sinlarin giderilmesini
saglamaktir. Sonu¢ olarak hastadan gelen bu sinyal bilgisayar tarafindan
goriintiiye doniistiiriilmektedir (Hong et al., 2009; Demir 1999).

SPECT goriintiilemede en ¢ok kullanilan radyoniiklidler Cizelge 2.1°de
gosterilmigtir (Hamoudeh et al., 2008).

Cizelge 2.1 SPECT te kullanilan radyoniiklidler ve iiretim sekilleri (Hamoudeh et al., 2008)

Yart 6miir Bozunum Enerji N .
Element (saat) Sekli (keV) Uretim Sekli
93
Ga 78.3 v 184 %zn (n,p) *'Ga
300
99 99m
Jenerator
111 171 111 111
In 67.2 Y 245 Cd (p,n) In
123) 13.2 v 159 2180 (a,2n) "2
284
e 192 v 364 BiTe (B)
637

Gama kameranin boyutuna gore, kalp, karaciger gibi organlarin tiimi
goriintiilenebilmektedir (Domenico and Zavattini, 2009; Demir 1999).
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2.7.3 Pozitron Emisyon Tomografi (PET)

Pozitron emisyon tomografisi (PET), tibbi goriintileme alaninda hizla
gelisen bir yontemdir. PET goriintiileme temel hedefi, hiicresel, alt hiicresel ve
molekiiler diizeyde biyolojik siirecleri gorsellestirmek karakterize ve oOlgiim
etmektir. PET kisa yar1 omiirlii pozitron radyoniiklitler ile isaretlenmis hedefe
Ozgii Dbilesikleri kullanan bir non-invaziv goriintiileme yontemidir. PET
goriintiileme geleneksel goriintiileme tekniklerinin dstiinliiklerinden yararlanarak
hastaligin farkli evrelerinde endikatif molekiiler hedeflerin belirlenmesi i¢in
pozitron yayan problari kullanmaktadir. Detayli anatomik goriintiiler saglayan
MR ve CT gibi konvansiyonel goriintilleme modelleri disinda PET, radyoisaretli
izleyicileri kullanilarak biyolojik ve fizyolojik haritalanmasini saglayan bir
niikleer goriintiileme teknigidir. PET goriintiilemede sagilan radyontiklid viicutta
(~1mm) mesafede pozitron-elektron etkilesimi saglamaktdir. Her bir pozitron-
elektron gifti iki tane farkli dogrultuda hareket eden 511 keV lik gama fotonu
iretir ve bu iki gama fotonu nesne etrafindaki dedektorler tarafindan
yakalanmaktadir. Bu sayede soniim zamanina gore kaynaktan olan mesafe ile
lokalizasyonu bulunmaktadir (Chen and Conti, 2010).

PET goriintiileme probunun hedefe uygun tespit edilmesi gereklidir.
Molekiiler hedef iyi tanimlanmadan iyi bir PET goriintiileme probunun
gelistirilmesi pek miimkiin degildir. (Chen and Conti, 2010; Yang et al., 2011).

PET goriintileme 1ile elde edilen verilerin islenmesi ile yeni
radyoniiklidlerin gelistirilmesine katki saglanmaktadir (Minamimoto et al., 2010).

Yeni PET izleyiciler gelismesiyle birlikte, klinikte daha iyi hedefleme
farmakokinetigine sahip PET goriintiileme radyofarmasétikleri yakin gelecekte,
PET goriintiilemenin kisisellestirilmis tip fikrinin uygulanabilirligini saglayacaktir
(Chen and Conti 2010).

Arastirma ve klinik kullanim i¢in PET radyo izleyicilerin gelisiminde en sik
kullanilan  pozitron yayan radyoniiklidler Cizelge 2.2°de gdOsterilmistir
(Tolmachev and Stone-Elander, 2010).



Cizelge 2.2 PET’te kullanilan radyoniiklidler ve iiretim sekilleri (Tolmachev and Stone-

Elander, 2010)
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Element | Yar1 6miir(saat) | Bozunum Sekli | Enerji (keV) | UretimSekli
e 0,34 B* 960 YN(p,a)*C
8F 1,83 B* 640 B0(p,n)°F
BTj 3,08 B* 511 Sc(p,n)*Ti
43¢ 3,93 B* 511 Jenerator
By 383,00 B 511 ®Ti(p,n)**Vv

>2Mn 134,20 B 511 >2Cg(p,n)>*Mn
>Co 17,53 B* 511 >*Fe(d,n)>>Co
*lcuy 3,40 B* 511 *Ni(d,n)**Cu
*Cu 12,70 B* 511 *Ni(d,n)**Cu
%®Ga 9,49 B* 511 %Zn(p,n)*°Ga
8Ga 1,14 B* 511 Jenerator
s 64,00 B* 511 OGe(d,n)"As
ZpAs 26,00 B* 511 ?Ge(d,n)"“As
"“As 426,50 B* 511 "Ge(d,n)™As
"By 1,61 B* 511 Se(d,n)"Br
°By 16,20 B* 511 ®Se(p,n)"°Br
8y 14,70 B* 511 %Sr(p,n)®eY
8zr 78,40 B* 511 8y (p,n)*zr
%4mTe 0,87 B* 511 “Mo(p,n)*™Tc
L10M ) 1,15 B* 511 10cd(p,n)*™In
124) 100,20 B* 511 2Te(p,n)**
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3. MATERYAL VE METOD
3.1 Kullamlan Kimyasallar ve Cihazlar
3.1.1 Kullamilan kimyasallar
(Boc-aminooxy)acetic acid ((CH3)3CO,CNHOCH,CO,H) (Sigma)
['|F]FDG (Celal Bayar Univ. Niikleer Tip Anabilim Dalr)
Amonyak (NH3) (Merck)
Argon (Ar) gazi
Asetonitril (CH3CN) (Merck)
Glisilglisin (Gly-Gly) (Sigma)
Hidroklorik asit (HCI) (Merck)
Karbonmonoksit (CO) gazi

Kryptofix[222](4,7,13,16,21,24-Hexaoxa-1,10-diazabicyclo[8.8.8]
hexacosane) (C1gH3sN20¢ ) (Sigma)

Mannose triflate (1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-O-trifluoromethanesulfonyl-p-D-
mannopyranose) (CisH19F301,S) (Sigma)

Metanol (CH3OH) (Merck)

Milipore filtre (0.22 um)

Na [*™TcO,] (Celal Bayar Univ. Niikleer T1ip Anabilim Dal1)
N-Hidroksisuksinimid (NHS) (Sigma)

N-N-Dimetil formamid (DMF dry) (Sigma)
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PBS (pH=7) (Merck)

Potasyum karbonat (K,CO3) (Sigma)

Serum Fizyolojik (SF) (% 0.9 NaCl ¢ozeltisi)

Sodyum borhidriir (NaBH,) (Sigma)

Sodyum floriir (NaF) (Sigma)

Sodyum karbonat (Na,CO3) (Sigma)

Sodyum kloriir (NaCl) (Merck)

Sodyum/Potasyum tartarat (C4H4KNaOg.4H,0) (Riedel Heiden)

Tetrahedrafuran (THF)(Sigma Aldrich)

Trifloro asetik asit (TFA) (Merck)

Disiklohekzilkarbodiimid (DCC) (Aldrich)
3.1.2 Kullanilan cihazlar

RAD-501 Cd(Te) tek kanalli gamma sayim sistemi (E. U. Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali),

HPLC Shimadzu (LC-10Atvp quaterner pompali, SPD-10AV UV dedektorld,
FRC-10A fraksiyonlama kollektorii) (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali),

TLC Scanner (Bioscan AR-2000) (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dal1),

TLC kiivetleri (Sigma) (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dal1),
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e Su banyosu Niive BM 302 (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dal1),

e Millipor (Milli-Q Gradient A-10) (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii),

e Pozitron Emisyon Tomogrofisi (Philips TruFlight Select PET/CT 16 slice)
(Celal Bayar U. Hastanesi Niikleer T1ip Anabilim Dal1),

e Gama kamera (GE Infinia Camera System (SPECT), (Celal Bayar U.
Hastanesi Niikleer Tip Anabilim Dali),

e Siemens Cyclotron Eclipse RD Cihazi (Sifa Universitesi Bornova Uygulama

ve Arastirma Hastanesi, Niikleer Tip Bolimii),
e LC-MS/MS Cihazi (E. U. ARGEFAR)
3.2 Inaktif FDG ve Glisilglisin
3.2.1 Glisilglisin esterlestirme reaksiyonu

100 mg Gly-Gly 5 mL 5 M HCI iginde ¢oziindii. Bu ¢6zelti igerisine 5 mL
THF eklenerek tizerinden 5 dk argon gazi gecirildi. Kapagi kapali bir sekilde 24
saat oda sicaklifinda karistiriciya birakildi. Reaksiyon sonunda olusan iiriin
liyofilize edilerek Gly-Gly-Cl elde edildi. Ote yandan, (Boc-aminooksi) asetikasit
(Boc-AOA) ve N-Hidroksistiksinimid (NHS) bilesiklerinin her birinden 0.7 mmol
alinarak bir cam balon igerisine konuldu ve tizerine 5 mL kuru DMF ilave edilip
karistirildi. Bu ¢ozeltiye 0 °C’de 0.7 mmol disiklohekzilkarbodiimid (DCC) ilave
edilerek karistirildi. 5 dk argon gegirildikten sonra kapagi kapali bir sekilde +4 °C
de 24 saat karistirildi. Elde edilen ¢okelti slizgeg kagidi ile siiziildii ve siiziintii
izopropil alkol ile yikanip kristalize edildi. Cozelti vakum ortaminda KOH
pelletler yardimiyla kurutuldu. 2 mL kuru DMF i¢inde ¢ozdiiriilerek HCI tuzlar
uzaklastirildi. Trietilamin (EtzN) ile notrallestirildi. Elde edilen karisim igine 50
mg Gly-Gly-Cl, 5 mL kuru DMF ve 5 mL diklorometan ilave edilip iginden 5 dk
argon gazi gecirildi. Kapagi kapali olarak 24 saat manyetik karistiriciya birakildi.
Ardindan 2 defa 5 mL dietil eter ile yikanip ¢oktiirme yapildi ve kuruyuncaya
kadar evaporatorde birakildi. Boylece Boc-AOA siiksinimid ester Gly-Gly elde
edilmis oldu. Olusan bilesigin kalite kontroliit HPLC ve LC/MS-MS ile yapildi
(Ooya et al., 2000; Balamani and Sekar, 2011).
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3.2.2 inaktif FDG sentezi

Oncelikle 48 mg 1,3,4,6-tetra-O-asetil-2-O-triflorometansiilfonil-B-D-
mannopyranose ve 38 mg 4,7,13,16,21,24-Hexaoxa-1,10-diaza-bisiklo [8.8.8]
hexacosane (Kriptofiks-222) 5 mL asetonitril i¢inde ¢6ziindii. Bu ¢ozeltiye 4.2 mg
NaF ve 2.5 mg K,COg ilave edillerek 100 °C'de 15 dk reflux edildi. Bu ¢ozelti
buzdolabinda 4 °C'de 24 saat bekletildi. Elde edilen ¢6zelti geri sogutucuda 50
°C' de kurutuldu. Kurutulan karisim, iki defa 5 mL su ile yikandi. 5 mL 1 M HCI
ilavesinden sonra karisim 85 °C' de 20 dk geri sogutucuda bekletildi. Diger tarafta
1,5 gr DOWEX 1 x 8 (CI seklinde 50-100 mesh) anyon degistirici regine bir beher
icerisinde etiivde kurutuldu. Kurutulan regineye 25 mL saf su ilave edilip bir giin
bekletildi. Geri sogutucudan alinan ¢6zeltinin pH’1 1 olarak 6l¢iildii ve hazirlanan
regineden gegirildi. Regineden gegirilen ¢ozelti gece boyunca 80 °C'de geri
sogutucuda birakildi. Olusan inaktif FDG bilesiginin kalite kontrolleri HPLC ve
LC/MS-MS ile yapildi (Hamacher et al., 1986).

3.2.3 Inaktif FDG-Gly-Gly kompleksinin sentezi

5 mg Boc-AOA siiksinimid ester Gly-Gly, 1 mL % 96 formik asit i¢eren 1
M HCI i¢inde ¢oziindii. 1 saat ultrasonik banyoda tutulduktan sonra 60 °C de
evaporatorde kurumasi saglandi. 3 mL diklorometan ve 3 mL dietil eter ilave
edilerek kristalize olmasi saglandi. 300 pL saf su konularak koruyucu grup olan
Boc aktive edildi ve FDG ile reaksiyona hazir hale getirilmis oldu. Diger taraftan,
3 mg inaktif FDG 500 pL saf su igersinde ¢oziindii. Bu bilesikten 0.6 mg/100 pL
inaktif FDG igersine 1.7 mg/ 100 pL Boc-Gly-Gly ilave edilip 100 °C de 30 dk
inkiibe edildi. Olusan FDG-Gly-Gly kompleksi i¢in HPLC ile kalite kontrolleri
yapildi (Balamanil and Sekar, 2011).

3.3 Inaktif FDG-Gly-Gly Kompleksinin Kalite Kontrolii

3.3.1 Inaktif FDG-Gly-Gly kompleksinin HPLC yontemi ile kalite
kontrolii

Bolim 3.2°de hazirlanan bilesikler i¢cin HPLC c¢alismalar1 ODS-2
HYPERSIL C18 (250 x 4.6 mm 1.D.) (Thermo) kolonu kullanilarak, (SPD-
10AV)UV-VIS  dedektorii  bulunan  Shimadzu LC-10Atvp  sisteminde
gerceklestirilmistir. Mobil faz olarak Amonyum format (¢ozgen A) ve asetonitril
(¢ozgen B) kullanmilmigtir. Mobil faz akis sistemi % 70 A ve % 30 B olacak
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sekilde programlanmistir. UV dedektoriinde dalga boylar1 278 nm olacak sekilde
calisilmustir. Sicaklik 25 °C ve akis hizi ise 1 mL/dk olacak sekilde uygulanmustir.

3.4 ["*FIFDG-Gly-Gly Kompleksinin Sentezi

Boliim 3.2.1°de elde edilen 1.7 mg/ 100 uL Boc-AOA siiksinimid ester Gly-
Gly ¢ozeltisi iizerine 30 uL 1 mCi [**F]FDG ilave edilip 100 °C’de 30 dk inkiibe
edildi. Olusan Gly-Gly bagli [*®F]FDG bilesigi i¢in TLRC ve HPLRC ile kalite
kontrolleri yapildi.

3.5 ["*FIFDG-Gly-Gly Kompleksinin Kalite Kontrol Calismalar

3.5.1 [ISF]FDG-Gly-Gly kompleksinin TLRC yontemi ile kalite
kontrolii

Béliim 3.4°de hazirlanan radyoisaretli [**FJFDG-Gly-Gly bilesiginin TLRC
ile kalite kontrol ¢alismasinda sabit faz olarak (10 cm X 1.5 cm) boyutlarinda
hazirlanan silika jel kapli aliminyum seritler kullanildi. Cozgen olarak su,
asetonitril:su (1:1), methanol:su (1:1) sistemleri kullanilmistir. Bu ¢alismada
hazirlanan ikiser adet TLRC seridi hazirland1 ve bunlara [**F]FDG ve [**F]FDG-
Gly-Gly orneklerinden damlatildi (6rnek TLRC seridine baglangicindan 0.5 cm
ileriye kilcal boru yardimiyla damlatilir). TLRC seritlerine damlatilan 6rnekler
kuruduktan sonra i¢inde ¢6zgen bulunan TLC banyolarina yerlestirildi. Banyodaki
cozgenler seritler lizerinde ylirtidiikten sonra seritler banyolardan ¢ikarilarak oda
sicakliginda kurutuldu. Bioscan AR-2000 TLRC kullanilarak seritlerin her birinin
radyokromatogramlari alindu.

Elde edilen kromatogramlardan radyoaktif maddelerin tagindig1 R¢ degerleri
ve verimler elde edildi. Elde ettigimiz sonuglarin giivenilirligini saglamak
amaciyla deneyler en az ii¢ kez tekrarlanmistir. TLRC kromatogramlar1 Boliim

4’te ayrintili olarak verilmistir.

3.5.2 ['"*FIFDG-Gly-Gly kompleksinin HPLRC yéntemi ile Kalite
kontrolii

Bolim 3.4’de hazirlanan radyoisaretli [“°*F]FDG-Gly-Gly bilesiginin
HPLRC c¢alismalar1 ODS-2 HYPERSIL C18 (250 x 4.6 mm [1.D.) (Thermo)
kolonu kullanilarak, (SPD-10AV)UV-VIS ve Nal(Tl) dedektorii bulunan
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Shimadzu LC-10Atvp sisteminde gergeklestirilmistir. Mobil faz olarak Amonyum
format (cozgen A) ve asetonitril (¢czgen B) kullanildi. Mobil faz akis sistemi %
70 A ve % 30 B olacak sekilde programlanarak UV dedektoriinde dalga boylar
278 nm olacak sekilde calisildi. Ayrica radyoaktivite dedektoriinde de
radyokromatogramlar1 alindi. Sicaklik 25 °C ve akis hiz1 ise 1 mL/dk olacak
sekilde uygulanmistir (Wuest et al., 2009).

3.6 ”™T¢(CO;5)" Korun Hazirlanmasi

Alberto ve arkadaslar tarafindan belirlenen yonteme gore *™Tc(CO3)* koru
hazirland1 (Alberto et al., 1998). Oncelikle 20 mg Na/K tartarat, 4,2 mg Na,COs
ve 5,5 mg NaBHj, tartimlar1 alindiktan sonra 10 mL deney tiipiine konularak tiipiin
agz1 hava almayacak sekilde kapatildi. Tiipten 5 dk argon gazi gegirilmesinin
ardindan 15 dk da CO gaz1 gegirildi. Uzerine yaklasik aktivitesi 20 mCi olan 1
mL *™TcO, ilave edilip 90 °C’de 30 dk inkiibasyonu saglandi. Inkiibasyon
sonunda ¢ozelti buz banyosunda sogutulduktan sonra pH 7’ye ayarlanmasi i¢in 1
M HCI: PBS (1:3) ilave edildi. Olusan *™Tc(CO)s* korunun radyokimyasal
verimi TLRC ile belirlendi.

3.7 Gly-Gly’ nin PmTe(CO); ile Radyoisaretlenmesi

1 mg Glisilglisin (Gly-Gly) 1 mL saf su iginde ¢oziindii. Olusan ¢6zeltinin
pH 5.5 olarak dl¢iildii. Bu ¢ozeltiden 200 pg/ 200 pL alinip iizerine hazirlanan 5
mCi/ 1 mL *™T¢(CO) 5* koru ilave edildi. Cozeltinin pH’1 7’¢ ayarlandi. 80
°C’de 30 dk inkiibasyonun ardindan olusan “™Tc(COs)-Gly-Gly kompleksi
sogumaya birakild. ™ Tc(CO) 5" koru ile isaretli glisilglisin kalite kontrolii TLRC
ve HPLRC ile yapild1.

3.8 99mTc(CO)3-Gly-Gly Kompleksinin Kalite Kontrol
Cahismalan

3.8.1°™T¢(CO);-Gly-Gly kompleksinin TLRC yéntemi ile Kkalite
kontrolii

Boliim 3.6 ve 3.7°de hazirlanan radyoisaretli bilesiklerinin TLRC ile kalite
kontrol ¢aligmalarinda sabit faz olarak 10 cm x 1.5 cm boyutlarinda silika jel kapli
aliminyum seritler hazirlandi. Cozgen sistemleri olarak asetonitril, metanol:su
(2:1) ve metanol:su (3:1) kullanildi. Bu ¢alismada hazirlanan TLRC
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seritlerine®™Tc(CO)s" ve ®™Tc(CO)s-Gly-Gly drneklerinden damlatildi. TLRC
seritlerine damlatilan 6rnekler kuruduktan sonra iginde ¢6zgenin bulundugu TLC
banyolarina yerlestirildi. Banyodaki ¢6zgen seritler iizerinde yiiriidiikten sonra
seritler banyolardan ¢ikarilarak oda sicakliginda kurutuldu. Bioscan AR-2000

TLRC tarayici kullanilarak seritlerin her birinin radyokromatogramlari alindi.

Elde edilen kromatogramlardan radyoaktif maddelerin tasindig1 Ry degerleri
ve verimler elde edildi. Elde ettigimiz sonuglarin giivenilirligini saglamak
amaciyla deneyler en az ii¢ kez tekrarlandi. TLRC kromatogramlar1 Boliim 4’te

ayrintili olarak verilmistir.

3.8.2 ”™T¢(CO);-Gly-Gly kompleksinin HPLRC yontemi ile kalite
kontrolii

Bolim 3.6 ve 3.7°de hazirlanan radyoisaretli bilesiklerinin HPLRC
calismalar1 ODS-2 HYPERSIL C18 (250 x 4.6 mm 1.D.) (Thermo) kolonu
kullanilarak, (SPD-10AV)UV-VIS dedektorii bulunan Shimadzu LC-10Atvp
sisteminde gergeklestirildi. Mobil faz olarak % 0.1 trifloroasetik asit (TFA)
(¢ozgen A) ve Metanol (¢6zgen B) kullanildi. Mobil faz akis sistemi, ilk 3 dakika
% 100 A; 3.1-9 dakika % 75 A, % 25 B; 9.1-20 dakika arasinda % 66 A (% 34
B)’dan % 0 A (% 100 B) ulasincaya kadar lineer gradient uygulandi; 20-28 dakika
% 100 B; 28.1-30 dakika % 100 A olacak sekilde programlandi. Radyoaktif
dedektdr olarak Nal(Tl) sintilasyon dedektérii kullanildi. Sicaklik 25 °C ve akis
hiz1 ise 1 mL/dk olacak sekilde uygulanda.

3.9 **™T¢(CO);-Gly-Gly Kompleksinin Lipofilite Analizi

Radyoisaretlenen *™Tc(CO)s-Gly-Gly kompleksinin lipofilite analizi n-
oktanol/ PBS kullanilarak gerceklestirildi. Bir santrifiij tiipiine 500 pL n-oktanol
ve 500 uL PBS (pH 7) koyulduktan sonra *™Tc(CO)s-Gly-Gly Srneginden 100
uL alinarak bu karisima ilave edildi ve 1500 rpm’de 30 dk siireyle santrifiijlendi.
Santrifiij sonrasinda tiiplerde ayrilan iist ve alt fazlarindan 100’er pL aliarak
aktiviteleri Cd(Te) dedektori ile sayildi. Aym islemler {i¢ kez
tekrarlanarakortalamas: alindi. Elde edilen deneysel ve teorik sonuglar 4.

Boliim’de verilmistir.



30

3.10 Invivo Cahsmalar

Goériintiilleme ¢alismast Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulundan alinan 2011-82 nolu izin belgesi dogrultusunda gerceklestirilmistir.
3.10.1 ["*FJFDG-Gly-Gly kompleksi ile PET goriintiileme

[|F]FDG-Gly-Gly kompleksinin biyolojik davranislarini incelemek iizere
Celal Bayar Universitesi Hastanesi Niikleer Tip A.D.’da erkek Wistar Albino
siganlar1 tizerinde Philips PET/CT cihaz1 (Philips TruFlight Select PET/CT 16
slice, BT 30 mAs 120 keV, dinamik 30 dk 1 frame 128 slice, statik 10 dk 1 frame
128 slice) kullanilarak goriintiileme ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

Sicanlarin tedirginliklerinin giderilmesi ve aci hissetmemeleri amaciyla
enjeksiyon oncesi her bir sigana intra maskiiler (IM) olarak (100 uL) ketamin (50
mg/kg)/ ksilazin (10 mg/kg) aneztezisi uygulanmigtir. Gorlintiileme
calismalarinda kullanilan radyoisaretli bilesikler ( [**F]JFDG ve [“*F]JFDG-Gly-
Gly) Boliim 3.4° de verildigi gibi hazirlanmis ve herbir sigan bagina 500 uCi/ 0.3
mL olacak sekilde radyoisaretli bilesiklerden intra vendz olarak enjeksiyonlar
yapilmistir. Enjeksiyonu yapilan herbir sican i¢in ilk 30 dk dinamik ve 30., 60.,
90., 120., 150., 180. ve 240. dakikalarda statik goriintiiler alindi ve tim
goriintiilerde ilgi alanlar1 (ROI-Region of Interest) belirlenmistir.

3.10.2 *™T¢(CO);-Gly-Gly kompleksi ile SPECT goriintiileme

9MT¢(CO;)-Gly-Gly kompleksinin biyolojik davramslarini incelemek iizere
Celal Bayar Universitesi Hastanesi Niikleer Tip A.D.” da erkek Wistar Albino
sicanlar1 iizerinde Gama Kamera (GE Infinia Gama Kamera, dinamik 64x64
matris 30 s 1 frame, statik 256x256 matris 5 dk 1 frame) kullanilarak goriintiileme

caligmalar1 gerceklestirilmistir.

Sicanlarin tedirginliklerinin giderilmesi ve aci hissetmemeleri amaciyla
enjeksiyon oncesi her bir sicana im olarak (100 pL) ketamin(50 mg/kg)/
ksilazin(10 mg/kg) aneztezisi uygulanmistir. Goriintilleme c¢alismalarinda
kullanilan siganlardan birine (A sicani) 656 pCi/0.2 mL %MT(CO,)-Gly-Gly
kompleksi ve diger sigana (B sigan1) 575 pnCi/0.2 mL ®MTcO, bilesigi kuyruk
venine intra vendz olarak enjekte edilmistir. Enjeksiyonu yapilan herbir sigan i¢in
ilk 30 dk dinamik ve 30., 60., 90., 120., 150., 180. ve 240. dakikalarda statik
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goriintiiler alinaraktiim goriintiilerde ilgi alanlar1 (ROI-Region of Interest)
belirlenmistir.

3.11 99mTc(CO)3-Gly-Gly Kompleksi ile Biyodagilim Calismasi

9MTc(CO)s-Gly-Gly kompleksinin biyolojik etkinligini incelemek iizere
Ege Universitesi Niikleer Bilimler Enst.’de erkek Wistar Albino siganlar1 iizerinde

biyodagilim ¢alismalar1 gergeklestirildi.

Biyodagilim calismalar1 Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlari
Laboratuvarlarindan temin edilen 10 adet erkek Wistar Albino si¢ani ( 250-400
gr) ile yapilmistir. Siganlarin tedirginliklerinin giderilmesi ve aci hissetmemeleri
amaciyla enjeksiyon ocesi her bir sigana im olarak (100 uL) ketamin (50 mg/kg)/
ksilazin(10 mg/kg) aneztezisi uygulandi. Biyodagilim ¢alismalarinda kullanilan
9¥MT(CO)s-Gly-Gly kompleksi herbir sicana 0.2 mL 3.7 uCi aktivite ile kuyruk
venine intra venoz olarak enjekte edildi. Enjeksiyonu yapilan herbir si¢an igin %
enjekte edilen doz/g bulmak amaciyla, tim 6nemli organlari kesilip daras1 alinmis
plastik kaplara koyuldu ve tartildi. Organ igeren kaplarm 30., 90. ve 180.
dakikalarda Cd (Te) detektdr ile sayimlari alindi.

3.12 istatistiksel Analizler

Biyodagilim ¢alismalar1 sonucunda elde edilen veriler istatiksel olarak SPSS
16 programinda degerlendirilmeye caligilmistir. Tiim verilerin varyans analizleri
(Univariate Variance Analyses) yapilarak uygulanan degerlendirilmistir. Bu

degerlendirme sonuclar1 4. boliimde bulunmaktadir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Inaktif FDG-Gly-Gly Kompleksinin Kalite Kontrolii
4.1.1 HPLC Sonugclari

4.1.1.1 inaktif FDG

Boliim 3.2.2° de verilen yontemle sentezlenen inaktif FDG’nin reaksiyonu
Sekil 4.1’de verilmistir (Hamacher et al., 1986). Elde edilen inaktif FDG’nin
HPLC analizi UV dedektoriinde 278 nm dalga boyunda yapildi.

OTf
AcO [KIZZZ] F~ AcO
TCHCN
1 2 3
Tf == 502CF3

Sekil 4.1 Inaktif FDG sentez reaksiyonu

Elde edilen kromatogram [*®F]JFDG’nin aym dalga boyundaki
kromatogramiyla karsilagtirilmistir. Sekil 4.2° de goriildiigi gibi inaktif FDG’nin

R¢’si 3,71 olarak bulunmus verim ise % 100 olarak hesaplanmistir.

mAU (x1.000y
25

200

L7

. i
u

000

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 min

Sekil 4.2 Sentezlenen inaktif FDG bilesigine ait HPLC kromatogrami
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Sekil 4.3 [*®®F]FDG bilesigine ait HPLC kromatogrami

Sekil 4.2’de sentezlenen inaktif FDG, Sekil 4.3 [®’F]JFDG’ vye ait
kromatogramlar goriilmektedir. Sekil 4.2 ve Sekil 4.3 ile elde edilen
kromatogramlarin iistiiste ¢akistirilmis hali Sekil 4.4’ te verilmistir.

V(100000

“‘"maza&,a}sm@gaﬁﬁﬁzgﬁmlgﬁi.&a&ﬂg@gﬁﬁmﬁ
Sekil 4.4 Sentezlenen inaktif FDG (pembe) ve [*®*F]JFDG (siyah) ait HPLC kromatogramlari
Her iki yapi i¢in alman HPLC kromatogramlar1 degerlendirildiginde
sentezlenen inaktif FDG nin ticari olarak temin edilen [**F]JFDG’ nin piki ile ayni
Rt ye sahip olmasi sentezin basarili oldugunun bir kanit1 olmaktadir.
4.1.1.2 Gly-Gly bilesiginin esterlesme reaksiyonu
Bolim 3.2.1° de belirtildigi gibi sentezlenen Boc-AOA siiksinimid ester

Gly-Gly bilesigine ait reaksiyon Sekil 4.5’ te verilmistir. Bolim 3.3.1° de
belirtilen HPLC sartlarina gére alinan kromatogram Sekil 4.6” da verilmistir. UV
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dedektorle 278 nm dalgaboyunda alinan verilere gore sentezlenen bilesigin
alikonma zamani (Ry) 4,29’ dur.

Sekil 4.6 Boc-AOA siiksinimid ester Gly-Gly bilesiginin HPLC kromatogrami

4.1.1.3 inaktif FDG-Gly-Gly kompleksi

Boliim 3.2°de belirtilen sentez reaksiyonu Sekil 4.7 ile verilmistir.

100°C  30dk

0 0
(| 1|
Boc O /\/NH\)\OH HO/\/NQH/\NH/\/
o}

Sekil 4.7 inaktif FDG-Gly-Gly kompleksinin sentez reaksiyonu
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Sekil 4.8 Sentezlenen inaktif FDG-Gly-Gly kompleksine dair HPLC kromatogrami

Sentezledigimiz inaktif FDG’ nin Gly-Gly ile reaksiyonuna ait HPLC
kromatogrami Sekil 4.8 de verilmistir.

Sekil 4.8” e gore FDG-Gly-Gly kompleksinin UV dedektorii ile 278 nm
dalga boyunda alman HPLC kromatograminda R; 2,98 ve 3,62 olan iki pik
gozlenmistir. Bu pikler, sentezlenen inaktif FDG’ ye ait pik ve Boc-AOA-Gly-
Gly’ e ait piklerden farkli olmasi FDG-Gly-Gly sentezinin basarili oldugu
konusunda bilgi vermektedir. Sentez basamaklarina iliskin kromatogramlar Sekil
4.9’ da verilmistir.

uV(x1000000)
. !

B

Boc-éAOA—sjiiksinjn;jd
| ester. Gly-Gly

Sekil 4.9 Sentezlenen inaktif FDG (Siyah), Boc-AOA siiksinimid ester Gly-Gly (Mavi) ve FDG-
Gly-Gly (Pembe) ait HPLC kromatogramlari
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Sekil 4.9’ dan goriildigi gibi, Boc-AOA siiksinimid ester Gly-Gly ve
sentezlenen inaktif FDG’ nin inkiibasyonu sonucu Ry’ si 2,98 olan pik, FDG-Gly-
Gly ait olup % 81,1 verim ile elde edilmistir. Ry si 3,61 olan pik reaksiyona
girmeden kalan FDG’ nin varligin1 ve Ry’ si 3,85 olan pik Boc-AOA siiksinimid
ester Gly-Gly bilesigini belirtmektedir. Buna gore reaksiyon sonunda Boc-AOA
stiksinimid ester Gly-Gly bilesiginin timi kullanilirken % 18,9 oraninda

reaksiyona girmeden kalan FDG oldugu goriilmektedir.
4.1.2 LC/MS-MS sonuclari

Boc-AOA siiksinimid ester Gly-Gly igin yap1 analizleri sonuglart Sekil
4.10° da gosterilmistir. LC-MS spektrumundan Gly-Gly dipeptidine ait m/z degeri
131,1 (M+H)" gozlenirken aym bilesik igin teorik m/z degeri 131,12 olarak
hesaplanmistir. Boc-AOA siiksinimid ester Gly-Gly bilesigine ait m/z degeri
306,1 (M+H)" gbzlenirken aym bilesik igin teorik m/z degeri 306,28 olarak

hesaplanmustir.

x107
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Sekil 4.10 Boc-AOA siiksinimid ester Gly-Gly bilesiginin LC/MS-MS spektrumu

4.2 ["®*F]FDG-Gly-Gly Kompleksinin Kalite Kontrolii

4.2.1 ["®*FIFDG-Gly-Gly kompleksine dair TLRC sonuglari
Sentezlenen [**F]JFDG-Gly-Gly kompleksinin sentez reaksiyonu Sekil 4.11

de verilmistir. [**F]JFDG-Gly-Gly bilesiginin TLRC ile kalite kontroliinde ¢5zgen
olarak su, asetonitril:su (1:1), methanol:su (1:1) sistemleri kullanilmistir.



37

0 o]
b e T e
Boc .0 NH NH
R vl\NH/\l( OH [ FIFDG fNH
0

100 °C 30dk

Sekil 4.11 [*®*F]FDG-Gly-Gly kompelsinin sentez reaksiyonu

En iyi sonu¢ ¢ozgen olarak saf su kullanilan TLC banyosu ile elde
edilmistir. Sonuglar Cizelge 4.1 ve Sekil 4.12°de verilmistir. Verilen grafiklere
gore, [°F]FDG i¢in R¢ degeri 0,74 ve [*°F]JFDG-Gly-Gly bilesigi icin R degeri
0,83 olarak bulunmustur. Buna gore [“*F]JFDG-Gly-Gly bilesigi % 98,65+0,35
verim ile elde edilmistir (n=6).

Cizelge 4.1 [®F]FDG ¢ [**F]FDG -Gly-Gly komplekslerine iliskin Ry degerleri
g

Ry
Banyo Cozeltisi
[°FIFDG ['*F]FDG -Gly-Gly
Su 0,74 0,83
Asetonitril:Su(1:1) 0,85 0,89
Metanol:Su (1:1) 0,71 0,72
[**FIFDG [ISF]FDG -Gly-Gly
20000 - L L 2000 1
_f f‘ ‘EI:E :_
Saym ] [ Saym 1
..... = o o C
 — 0 T i S
i T 'f‘il ' lal:I o :'”.l.”l.fl:' I ':I:' R
L Mesafe(mm) Mesafe(mm)

Sekil 4.12 [**F]FDG ve [**F]FDG-Gly-Gly komplekslerine ait TLRC kromatogramlari
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[18F]FDG ile yapilan c¢alismalarda farkli TLC banyolar1 kullanilmas,
isaretlenen bilesigin yapisina ve isaretleme kosullarina gbére uygun banyolar

secilmistir.

Simpson ve arkadaglari [18F]FDG bilesigini bir prostetik grup yardimiyla
biotin ile isaretlemeyi gerceklestirmislerdir. Elde ettikleri [*®F]FDG ve biotin ile
isaretli [*|F]FDG bilesiginin TLRC ile kalite kontroliinde ¢dzgen olarak etanol:etil
asetat (1:1) kullanmuslardir. Buna gore, [*®F]JFDG i¢in % 100 ve elde ettikleri
radyoisaretli bilesik icin % 90’1 iizerinde verim elde ettiklerini bildirmislerdir
(Simpson et al., 2011).

Koivula ve arkadaslarnt °F radyoniiklidini  serotonin SHT ile
radyoisaretlemeyi gergeklestirmislerdir. Elde ettikleri p-[18F]MPPF bilesiginin
TLRC ile kalite kontroliinde ¢dzgen olarak CH3CN:H,O (90:10) kullanmiglardir.
Buna gore, elde ettikleri radyoisaretli bilesik i¢in saflastirma isleminin ardindan %

95’ in tizerinde verim elde ettiklerini bildirmislerdir (Koivula et al., 2010).

Wuest ve arkadaglar1 *°F radyoniiklidini bir prostetik grup yardimiyla sistin
iceren bir peptid ve protein grubu ile isaretlemeyi gerceklestirmislerdir. Elde
ettikleri [**F]SFB bilesiginin TLRC ile kalite kontroliinde ¢ézgen olarak EtOAc/
hekzan (50/50) kullanmiglardir. Buna gore elde ettikleri radyoisaretli bilesik i¢in
% 95’ in lizerinde verim elde ettiklerini bildirmislerdir (Wuest et al., 2009a).

Wuest ve arkadaslari, [18F]FDG’ yi bir protein ve peptide baglayabilmek
icin bir prostetik grup olan maleimid hekzil oksim (MHO) dan yararlanmislardir.
Bunun igin, 6ncelikle [18F]FDG’ nin MHO ile sentezi saglamislardir. Daha sonra
bir tripeptid olan glutatyon (GSH) ve bir protein olan annexin A5 (anxAb5) ile
radyoisaretlemesi gerceklestirilmislerdir. TLRC ile kalite kontroliinde ¢dzgen
olarak CHsCN/su (80/20) kullanmislardir. Buna gére, [*°F]FDG-MHO igin % 79
verim elde edilirken [**FJFDG-MHO-GSH i¢in % 92 ve [**F]JFDG-MHO-anxA5
icin % 58 olarak bildirmislerdir (Wuest et al., 2008).
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4.2.2 ["®*FIFDG-Gly-Gly kompleksine dair HPLRC sonuglari

[|F]FDG ve [*®F]JFDG-Gly-Gly bilesiginin HPLRC kromatogramlari Sekil
4.13 ve Sekil 4.14° te verilmistir. Siklotron iiriinii [**F]FDG R; 3,41 olarak
bulundu.

mv(x100)

Sekil 4.13 [*®*F]FDG ait HPLRC kromatogramina ait R, degerleri

Sekil 4.14° ¢ gore [“°FJFDG-Gly-Gly kompleksine ait HPLRC
kromatogramindan R; 3,10 ve 3,94 olan iki pik elde edilmistir. ['**F]FDG-Gly-Gly
kompleksini gosteren ikinci pik % 91,25 verim ile elde edigi gorilmistiir.

mV(x100)
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Sekil 4.14 [*®*F]FDG-Gly-Gly kompleksine ait HPLRC kromatogrami

Sekil 4.15° te [*®*F]JFDG ve [**F]FDG-Gly-Gly komplekslerinin HPLRC
kromatogramlar1 gosterilmistir. Ry 3,41 olan pembe renkli [*®F]FDG piki, Boc-
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AOA siiksinimid ester Gly-Gly ile inkiibasyonu sonucu olusan [**F]JFDG-Gly-Gly
kompleksine ait siyah renkli pikin R; 3,94 olarak bulunmustur. [**F]FDG-Gly-Gly
kompleksi % 91,25 verim ile elde edilmistir.
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Sekil 4.15 [*®*F]JFDG(Pembe) ve [**F]JFDG-Gly-Gly (Siyah) komplekslerine ait HPLRC
kromatogramlari

Simpson ve arkadaslarinin elde ettikleri [**F]FDG ve biotin ile isaretli
['|F]FDG bilesiginin HPLRC ile yaptiklari kalite kontrol ¢alismalar1 C18 kolonu
asetonitril (% 0,15 trifloroasetik asit ihtiva eden)/Su (50/50) akis gradyentinde ve
1 mL/dk akis hizinda 40 dakikalik bir siire boyunca gergeklestirilmistir. Buna
gore, [°F]FDG ve elde ettikleri radyoisaretli bilesik icin % 100 verim elde
ettiklerini bildirmislerdir (Simpson et al., 2011).

Koivula ve arkadaglarmin elde ettikleri  4-[**F]-floro-N-[2-[1-(2-
metoksifenil)-1-piperazinil]etil-N-2-piridinil-benzamid (p-[18F]MPPF) bilesiginin
HPLRC ile kalite kontroliinde C18 kolonu ¢6zgen sistemi olarak THF / MeOH /
0.05 M NaOAc (18:27:55) ve 3 mL/dk akis hiz1 kullanilmigtir. Buna gore, elde
ettikleri radyoisaretli bilesik i¢in % 27,949,5 verim elde edildigini rapor
etmislerdir (Koivula et al., 2010).

Wuest ve arkadaslarinin elde ettikleri siiksinimidil-4-[*®F]florobenzoat
([*®F]SFB) kompleksinin HPLRC ile kalite kontroliinde C18 kolonu, 2 mL/dk akis
hiz1 ve ¢Ozgen sistemi olarak A ¢dzgeni CH3CN; B ¢6zgeni % 0,1 TFA olmak
tizere 0-35 dk % 20 A, 35-40dk % 80 A gradyenti kullanilmistir. Buna gore,
radyoisaretli kompleks i¢in % 98’ in iizerinde verim elde ettiklerini belirtmislerdir
(Wuest et al., 2009a).
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Wuest  ve  arkadaslarmin  [*FJFDG-MHO-GSH  ([**F]FDG-
maleimidhekziloksim-glutatyon) bilesikleri i¢in HPLRC ile kalite kontroliinde
C18 kolonu, 1 mL / dk akis hiz1 ve ¢ézgen sistemi CH3CN/ 0.1 M Amonyum
format (30/70) gradyenti kullanilmistir. Buna gore, saflastirma sonrasinda
[*|*F]FDG-MHO igin %95 verim elde edilirken [**F]FDG-MHO-GSH igin % 92
ve [*®F]JFDG-MHO-anxA5 ([*®F]JFDG- maleimidhekziloksim-aneksin A5) i¢in
verimi % 43-58 olarak bulmuslardir (Wuest et al., 2008).

4.3 *™T¢(CO);-Gly-Gly Kompleksinin Kalite Kontrol
Cahismalan

4.3.1 99mTc(CO)3-Gly-Gly kompleksine dair TLRC sonuclari

Teknesyumun farkli yiikseltgenme basamaklarinda olusturdugu bircok
kompleks niikleer tipta uzun yillardir kullamlmaktadir. ilk kez 1995 yilinda
Alberto ve akadaglar1 tarafindan +1 ylikseltgenme basagindaki ¥MTe ile
¥MTc(CO)s" koru sentezlenerek daha sonraki yillarda **™Tc(l) ile ilgili birgok
caligma yapilmistir (Alberto et al., 1998; Alves et al., 2005; Liu et al., 2010;
N’Dongo et al., 2010). Bu calismada literatiirdeki yontem kullanilarak
9¥MT(CO)s" koru CO gazi ile sentezlenmistir (Sekil 4.16) ( Alberto et al., 1998).

%0.9 NaCl OH, +
- . NeBH,NaCO, |, | OH,
TcO, . " Tc
1 atm CO /‘ N
30 dak., 90 °C ocC OH,
Co

Sekil 4.16 Tc(l) trikarbonil korunun sentez reaksiyonu ( Alberto et al., 1998).

Sentezlenen *™Tc(CO)s* korunun kalite kontroli TLRC analizi ile
asetonitril, metanol:su (2:1), metanol:su (3:1) banyolar1 kullanilarak yapildi.
%¥MT¢(CO)s" koru igin en iyi sonu¢ metanol:su (2:1) banyosu ile elde edilmistir.
Buna gore, Rf degeri 0,032 ve radyoisaretleme verimi ise % 99,8+0,2 olarak
bulundu (n=10).

Gly-Gly bagh [®™Tc(CO)s]* kompleksinin énerilen kimyasal yapist Sekil
4.17° de verilmistir.



42

Sekil 4.17 *¥™T¢(CO)," ile radyoisaretli Gly-Gly kompleksinin kimyasal yapis

9MTc(CO)3-Gly-Gly kompleksi icin TLRC analizleri asetonitril, metanol:su
(2:1), metanol:su (3:1) banyolart kullanilarak gerc¢eklestirildi. En iyi sonug

metanol:su (2:1) banyosunda gézlenmistir.

Cizelge 4.2 ™Tc(CO);" koru ve ®™Tc(CO)s-Gly-Gly bilesiklerine iliskin Ry degerleri

Ry
Banyo Cozeltisi
¥mTe(CO)st %¥MTe(CO)s-Gly-Gly
Asetonitril 0,03 0,79
Metanol:Su (2:1) 0,03 0,65
Metanol:Su (3:1) 0,03 0,71

gfmTc( CIO).%'
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Sekil 4.18 *™T¢(CO);* korunun ve *™T¢(CO)s-Gly-Gly kompleksinin metanol:su(2:1)
banyosundaki TLRC kromatogramlari

Buna gore, %¥MTc(CO)s-Gly-Gly  kompleksi cozgenle birlikte TLRC
kagidinda yukari dogru yiiriirken (R¢=0,65) %¥MTc(CO)s" koru uygulama
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noktasinda (R¢=0,03) kalmistir, radyoisaretleme verimi % 94,69+2 olarak bulundu
(n=10). Elde edilen R¢ degerleri Cizelge 4.2 de verilmistir. Sekil 4.18° de
¥MTe(CO);"  koruna ve  PMTc(CO)s-Gly-Gly  kompleksine ait TLRC
kromatogramlar goriilmektedir.

Alberto ve arkadaslarinin sentezledigi ™ Tc(COs)* korunun TLRC ile kalite
kontrolinde ¢ozgen olarak MeOH/HCI (95:5) kullanmislardir. Buna gore,
9MTe(CO3)* koru igin % 95 in iizerinde verim elde edildigini bildirmislerdir
(Alberto et al., 1998).

Fonge ve arkadaslari hekzadeksil gruplari ile **™Tc(COs)* korunu
radyoisaretlemeyi basarmislardir. Elde ettikleri radyoisaretli bilesiklerin TLRC
kontroliinde ¢6zgen olarak MeOH/EtOAc/Nets (10:10:0.5) kullanmiglardir. Buna
gore, P™Tc(CO)s-N-hekzadekilaminoetil-N’-aminoetilamin bilesiginin verimi %
90’ 1n tizerinde olarak rapor edilmistir (Fonge et al., 2009).

Jun Oh ve arkadaglarinin %¥MTe ile bir seker grubunu isaretleyerek s
thio-p-D-glucose (*™Tc-1-TG) kompleksini elde etmislerdir. Elde ettikleri
radyoisaretli kompleksin TLRC kontroliinde ¢6zgen olarak aseton ve SF
kullanmiglardir. Farkli konsantrasyon yogunluklarinda ortalama verim % 98.7+1.5
olarak verilmistir (Jun Oh et al., 2006).

Tsiapa ve arkadaslar1 peptid bagh 9MTe bilesigi sentezlemislerdir. Elde
ettikleri radyoisaretli yapinin TLRC kontroliinde ¢6zgen olarak (% 0,9 NaCl),
aseton ve piridin/CH3COOH/H,0 kullanmislardir. Buna gére, ¢(RGDfK)-(Orn)s-
[CGG-P"Tc] i¢in % 98’in iizerinde verim bildirmislerdir (Tsiapa et al., 2013).

4.3.2 99mTc(CO)3-Gly-Gly kompleksine dair HPLRC sonuc¢lari

Boliim 3.8.2” de verilen kosullara gore elde edilen HPLRC kromatograma
gore ¥*™TcOy, i¢in Ry 3.66 olarak gozlenirken ™ Tc(CO)s* koruna iliskin R; 9,79
olarak gozlenmistir. **™Tc(CO)s-Gly-Gly kompleksi icin ise R; 15,79 olarak
gozlenmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 *™TcO,, *¥™Tc(CO);* koru ve *™Tc(CO)s-Gly-Gly kompleksine ait HPLRC

kromatogrami

Alberto ve arkadaslarinin sentezledigi *™Tc(COs)* korunun HPLRC ile
kalite kontrolii i¢in % 95’in lizerinde verim elde ettiklerini saflagtirmanin ardindan

verimin % 98’ in lizerinde oldugunu rapor etmislerdir (Alberto et al., 1998).

Jun Oh ve arkadaslar1 radyoisaretli (99mTC-1-TG) kompleksi i¢in HPLRC
ile kalite kontroliinde C18 kolonu, 1mL / dk akis hizi ve A ¢dzgeni su i¢inde %
0,1 trifluoroasetik asit ve B ¢ozgeni CH3CN iginde % 0,1 trifluoroasetik asit
olmak tizere 0-10 dk % 100 A; 10-20 dk % 50 A; 20-30 dk % 100 B olacak
sekilde uygulanmistir. Buna gore verim % 98,7+1.5 olarak bulunmustur (Jun Oh
et al., 2006).

Barros ve arkadaglart ®™Tc-D-glucose-MAG; (*"Tc-MAG3-G) ve *™Tc-
MAG; radyobilesiklerinin HPLRC ile kalite kontroliinde C18 kolonu, 0,5 mL / dk
akis hiz1 ve A ¢ozgeni % 0,1 trifluoroasetik asit ve B ¢6zgeni MeOH olmak {izere
0-3 dk % 100 A; 3-9 dk % 75 A; 9-20 dk % 66 B; 20-30 dk % 100 A olacak
sekilde uygulanmistir. Buna gore verim % 95’ in {izerinde rapor edilmistir (Barros
etal., 2010).

Tsiapa ve arkadaglarinin elde ettikleri radyoisaretli kompleksin HPLRC ile
kalite kontroliinde C18 kolonu, 1 mL/ dk akis hizi ve A ¢6zgeni su i¢inde % 0,1
TFA ve B ¢ozgeni % 90 CH3CN iginde % 0,1 TFA olmak iizere 0-20 dk % 95 A;
20-25 dk % 75 A olacak sekilde uygulanmistir. Buna gore verim c(RGDfK)-
(Orn)s- [CGG-™Tc] i¢in % 98’in iizerinde dl¢iilmiistiir (Tsiapa et al., 2013).
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Fonge ve arkadaslari *™Tc(CO)s-N-hekzadesilaminoetil-N’-aminoetilamin
icin HPLRC Kkalite kontroliinde C18 kolonu, 0,9 mL/ dk akis hiz1 ve 0.05 M
amonyum asetat tamponu pH 6.8 / etanol izokratik karisimi (25 / 75) ¢ozgen
sistemi olacak sekilde uygulanmistir. Bu sisteme goére verim % 99 olarak
bildirilmistir (Fonge et al., 2009).

4.4 Lipofilite Analizi Sonucu

Gly-Gly ve *™T¢(CO)s-Gly-Gly icin teorik ve deneysel lipofilite degerleri
Cizelge 4.3’ de verilmektedir. **™Tc(CO);-Gly-Gly kompleksine ait deneysel
lipofilite (logP) degeri -1.69+0.08 (n=3) olarak bulundu. Bu sonug ile *™Tc(CO)s-
Gly-Gly kompleksinin Gly-Gly’ e gore lipofilitesinin azaldigi anlagilmaktadir.

Cizelge 4.3 Gly-Gly, ®™Tc(C0O);-Gly-Gly ve [*F]JFDG komplkeslerine ait lipofilite

sonuglari

Teorik lipofilite Deneysel lipofilite

Gly-Gly -0,98 + 0,38 -
P e(CO)3-Gly-Gly - -1,69+0,08
['"*FIFDG 0,22

Tsiapa ve arkadaslari c(RGDfK)-(Orn)s-[CGG-*"Tc] bilesigi deneysel
lipofilite degerini logP —2,45+0,01 olarak bulmuslar ve radyoisaretli kompleksin
hidrofilik bir yapiya sahip oldugunu rapor etmislerdir (Tsiapa et al., 2013).

Alves ve arkadaglarinin farkli ligandlarin gngC(CO)3+ koru ile yaptiklari
radyoisaretlemelerinde farkli ligand yogunluklar: i¢in farkli log P degerleri elde
etmislerdir. Buna goére kullanilan ligandlarin log P degerlerinin -2,35 ile 0,87
arasinda bulunmus ve hidrofilik 6zellik gosterdikleri rapor edilmistir. Alves ve
arkadaslarina gore, hidrofilik 6zellik gosteren radyoisaretli bilesiklerin viicuttan
daha hizli temizlendigi belirtilmistir (Alves et al., 2005).
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4.5 1In Vivo Cahsmalar
4.5.1 ['"*F|F DG-Gly-Gly kompleksine dair PET sonug¢lari

Bu asamada kullamlan sicanlardan (300-400 gr) birine [*®F]JFDG-Gly-Gly
digerine sadece [*®F]JFDG enjekte edilerek ilk 30 dk  dinamik ve
30.,60.,90.,120.,150.,180. ve 240. dakikalarda statik goriintiileri alind1. Sekil 4.20°
de [*®F]FDG i¢in 30 dk da alinan dinamik goriintiileri verilmistir.
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Sekil 4.21° de [*®F]FDG-Gly-Gly icin 30 dakikada alinan dinamik

goriintiileri verilmistir.
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Sekil 4.21 [**F]FDG-Gly-Gly kompleksinin ilk 30dakikada alinan dinamik gériintiileri
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Sekil 4.22, 4.23, 4.24, 4.25, 4.26, 4.27, 4.28° de [**F]FDG ve [*®*F]FDG-
Gly-Gly komplekslerinin sirasiyla 30.,60., 90., 120., 150., 180.ve 240. dakikalarda
alinan statik gortintiileri verilmistir.

['SFIFDG 30.dk [SFJFDG-Gly-Gly 30.dk

.

L1

~l

cm ‘ Bem

Sekil 4.22 [**F]FDG ve [*®F]FDG-Gly-Gly kompleksleri igin 30.dk statik goriintiileri

['*FJFDG 60.dk  [ISFIFDG-Gly-Gly 60.dk

¢ P i
45 mm 6cm
: P & - "
R <L R —h— 1
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Sekil 4.23 ["®F]FDG ve [*°*F]JFDG-Gly-Gly kompleksleri icin 60.dk statik goriintiileri

[SFJFDG 90dk  [FJFDG-Gly-Gly 90.dk
. ®
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Bem 5em
H H
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Sekil 4.24 [*®*F]FDG ve [*®*F]JFDG-Gly-Gly kompleksleri igin 90.dk statik goriintiileri
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Sekil 4.25 [**F]FDG ve [**F]FDG-Gly-Gly kompleksleri i¢in 120.dk statik goriintiileri
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Sekil 4.26 [**F]FDG ve [**F]FDG-Gly-Gly kompleksleri igin 150.dk statik gériintiileri
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Sekil 4.27 [**F]FDG ve [*®F]FDG-Gly-Gly kompleksleri igin 180.dk statik goriintiileri
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[FIFDG 240.dk [SEJFDG-Gly-Gly ‘ 240.dk
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Sekil 4.28 [**F]FDG ve [*°*F]JFDG-Gly-Gly kompleksleri igin 240.dk statik gériintiileri

Sekil 4.22, 4.23, 4.24, 4.25, 4.26, 4.27, 4.28° deki verilere gore,
[°FIFDG’nin  kalp, bobrek, mesane, ve midede belirgin tutulumlari
gozlemlenirken [**F]JFDG-Gly-Gly’nin sadece bdbrek, mesane ve mide de

belirgin tutulumlari gézlenmistir.

Sekil 4.29 ve 4.30° da [**F]FDG ve [**F]JFDG-Gly-Gly organlara gore doz

dagilim grafikleri verilmistir.

Sekil 29° da [®F]JFDG’ nin 120. dk belirgin kalp tutulumu
gozlemlenmektedir. Buna gore [*°F]FDG’nin kalp tutulumu 120. dk en yiiksek
degerini (11,07+0,18) almistir. Sag bobrekte en yiiksek tutulum 120. dk
(7,37+0,97) sol bobrekte en yiiksek tutulum ise 150. dk (6,50+1,95) gézlenmistir.
Mesanede en yiiksek tutulum 180. dk (17,58+0,51) goriilmektedir. Bu verilere
gore [®°FJFDG’ nin kandan hizh temizlendigi ve viicuttan renal yollardan

uzaklastig1 anlasilmaktadir.
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Sekil 4.29 [*|F]FDG i¢in dozun organlara dagilim1

Sekil 4.30° da [“*F]JFDG-Gly-Gly i¢in bébrek ve mesane disindaki
organlarda belirgin  bir tutulum gdzlenmemektedir. [*F]FDG-Gly-Gly
kompleksinin kandan hizli temizlendigi ve viicuttan renal yollardan uzaklastigi
anlasilmaktadir. Sag bobrek dozu 30. dk en yiiksek degerine ulasmis (7,53+0,85)
zamanla 240. dk ya kadar azalma gdstermistir. Sol bobrek dozu 30. dk en yiiksek
degerine ulagsmis (8,73+£0,6) aym sekilde zaman icersinde azalma gdzlenmistir.
Mesane dozu 90. dk en yiiksek degere ulagsmis (23,8+0,74) sonra 240. dk ya kadar

zamanla azalmistir.

[12F]FDG -Gly-Gly
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m 30dk
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& S A X
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Sekil 4.30 [**F]FDG-Gly-Gly kompleksi icin dozun organlara dagilim
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4.5.2 *™T¢(CO);-Gly-Gly kompleksine dair SPECT sonuglari

Kullanilan sicanlardan (200-250 gr) birine ®*™T¢(CO3)-Gly-Gly kompleksi
verilirken digerine sadece *™Tc perteknetat verilerek ilk 30 dakikada dinamik ve
30., 60., 90., 120., 150., 180. ve 240. dakikalarda statik goriintiileri alindi. Bu
goriintiiler Sekil 4.31, Sekil 4.32, Sekil 4.33, Sekil 4.34, Sekil 4.35, Sekil 4.36,
Sekil 4.37, Sekil 4.38 ve Sekil 4.39” da verilmistir.
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Sekil 4.31 ¥™TcO, igin 30dk dinamik goriintiileri
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Sekil 4.32 ¥™T¢(CO3)-Gly-Gly kompleksi igin 30dk dinamik goriintiileri
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99mT¢(CO3)-Gly-Gly

30min ANT

Sekill 4.33 #"TcO, ve *™Tc(CO,)-Gly-Gly kompleksleri icin 30.dk statik goriintiileri

99mTc(CO3)-Gly-Gly

60min ANT B0mMINANT

Sekill 4.34 ®™cO, ve P™c(CO,)-Gly-Gly kompleksleri icin 60.dk statik goriintiileri

9mTc(CO3)-Gly-Gly

90min ANT 90mInANT

Sekill 4.35 #™TcO, ve *™T¢(CO;)-Gly-Gly kompleksleri igin 90.dk statik goriintiileri
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99mTc(CO3)-Gly-Gly

120min ANT 120minANT

Sekill 4.36 " TcO, ve ¥™Tc(CO,)-Gly-Gly kompleksleri igin 120.dk statik goriintiileri

99mT¢(CO3)-Gly-Gly

150minANT 150minANT

Sekill 4.37 *™TcO, ve *™Tc(CO,)-Gly-Gly kompleksleri igin 150.dk statik goriintiileri

99mTc(CO3)-Gly-Gly

‘

180mMinANT

Sekill 4.38 #"TcO, ve #™T¢(CO5)-Gly-Gly kompleksleri i¢in 180.dk statik goriintiileri
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#9mTe(COs)-Gly-Gly

240minANT

Sekill 4.39 #"TcO, ve *"Tc¢(CO,)-Gly-Gly kompleksleri igin 240.dk statik goriintiileri

99m
Tc(CO;)-Gly-Gly

180 - m 30dk

160 A
140 + B 60dk
. }[2)3 1 m 90dk
a gg 1 m 120dk
40 - m 150dk

20
o 1 m 180dk
«_\@ m 240dk

Organlar

Sekil 4.40 *™T¢(CO,)-Gly-Gly kompleksi igin dozun organlara dagilimi

Sekil 4.31, 4.32, 4.33, 4.34, 4.35, 4.36, 4.37, 4.38, 4.39’ da goriildugii gibi,
9MTC(CO3)-Gly-Gly hizli bir sekilde tim organlarda tutulum gosterirken
Na®™TcO, icin beklenildigi gibi yiiksek oranda mide tutulumu gdzlenmistir.
9MTC(CO3)-Gly-Gly viicutta tutulum siiresinin Na**™TcO,’ n tutulum siiresinden
daha uzun oldugu goriildii.

Sekil 4.40° a gore sag bobrek, sol bobrek ve mesanede en yiiksek tutulumlar
180. dk (115,934+0,20; 163,68+0,24 ve 164,17+0,22) goriilmektedir. Kalpte en
yiksek tutulum 120. dk (45,95+0,18), Karaciger ve mide de ise 90. dk
(67,50+0,17 ve 65,05+0,13) goriilmektedir. **™Tc(CO3)-Gly-Gly viicuttan atilimi
mesane-bsbrekler yoluyla olmustur. ™ Tc(COs)-Gly-Gly hidrofilik yapida olmast
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nedeniyle bu sonu¢ beklenmektedir ve Tsiapa ve arkadaslarinin elde ettikleri

sonug ile uyum icersindedir.

Tsiapa ve arkadaslarmin sentezledigi c(RGDfK)-(Orn)s-[CGG-*"Tc] ile
yaptiklar1 gorlintiilleme ¢alismasinda enjeksiyon sonrasinda 65 dk siirekli
goriintiileri alimmistir. 30. dakikada bobrek tutulumunun (%ID/g 58,44 + 8,80)
yiiksek olmasi ve radyoisaretli peptidin hidrofilik yap1 gostermesi nedeniyle
viicttan atilimi bobrekler yolu ile oldugu rapor etmislerdir. Lipofilik yapiya sahip
bir bagka kompleks olan *™Tc-PGC-¢(RGDyK)’ m ise 120. dakikada yiiksek
bagirsak tutulumu (%ID/g 22,16+£5,66) ve karaciger yolu ile viicuttan atildig
goriilmiistiir (%ID/g 59,39+11,65)(Tsiapa et al., 2013).

400 A m 30dk
350 A

300 A m 60dk

y 20 7 ® 90dk
fal 200 T

150 -~ W 120dk
100 -~

50 | m 150dk

0 - B 180dk

m 240dk

Organlar

Sekil 4.41 Na ®™TcO, i¢in dozun organlara dagilimi

Sekil 4.41° e gore Na®™TcOy4 en yiiksek tutulumu midede gostermistir.
Mide 180. dk en yiiksek tutulumu (405,93+0,24) gostermistir. Sag ve sol bobrek
120.dk en yiiksek tutulumu (56,71+0,21 ve 39,43+0,29) gostermislerdir. Mesane
en yiiksek tutulumunu 240. dk (61,53+0,31) karaciger ise 60. dk (59,12+0,17)

gostermektedir.

4.5.3 99mTc(CO)3-Gly-Gly kompleksinin biyodagihm calismasi
sonuclari

Bu calismada, *™Tc(CO;)-Gly-Gly kompleksinin biyolojik etkilerinin
aragtirtlmas1 amaglanmistir. Biyodagilim c¢aligsmalar1 dokuz adet Wistar Albino



59

erkek sicani kullanilarak gergeklestirildi. In vivo ¢alismalarin sonuglari, Cizelge
4.4" de verilmistir. Biyodagilim sonuglarina gore, radyoisaretli bilesigin ilk 30
dakikada kan yolu ile tiim viicuda dagildigi1 goriilmiistiir. Sonraki 90 dakika iginde
karaciger, bobrek mide, pankreas ve prostat tutulumlarinda diislis goriiliirken

bagirsak ve mesane tutulumlarinda yiiksek artis izlenmektedir.

Cizelge 4.4 ®™T¢(CO3)-Gly-Gly kompleksi igin biyodagilim sonuglari

ID/g% 30 dk 90 dk 180 dk
Kalp 0,09+0,03 0,12+0,06 0,07+£0,04
AC 0,240,03 0,27+0,11 0,15+0,07

—— 0,3+0,06 0,34+0,02 0.4£0,17

Bobrek/10 0.440,05 0,13+0,06 0,2140,03
I.Bagirsak 0,10,05 0,05+0,002 0,11:0,04
K.Bagirsak 0,05+0,02 0,05+0,01 0,1+0,06
LA 0,19+0,01 0,12+0,06 0.21+0,05
Dalak 0,09+0,01 0,12+0,08 010,02
Pankreas 0,09:£0,02 0,03+0,01 0,1+0,05
Kas 0,08+0,02 0,05+0,04 0,04+0,02
= 0,03+0,01 0,01=0,001 0,02+0,01
Yag 0,060,006 0,0030,001 0,02+0,01
leetie 0,020,006 0,004+0,005 0,010,002

NI 0,29+0,13 0,10,02 0,2+0,12

Kan 0,25+0,07 0,07+0,01 0,240, 1
TEE 0,030,07 0,060,008 0,020,009
Prostat

0,16+0,09 0,04+0,008 0,09+0,02



60

Cizelge 4.4 ve Sekil 4.42' ye gore P™Tc(COs)-Gly-Gly kompleksinin

viicuttan hem renal hem de hepatobiliar yol ile atildig1 gozlenmektedir.

99mTc(CO;)-Gly-Gly

=
m
-
S,
&
oo H 30 dk
=]
m 90 dk
m 180 dk
Organlar
Sekil 4.42 #¥™Tc(CO3)-Gly-Gly kompleksi igin organ/kan orani
9MTc(CO,)-Gly-Gly
1,4 -
1,2 A i
o 1
“ —
2 05
R Y0 T
s m 30 dk
0,4 -
0,2 - m 90 dk
0 —
m 180 dk
O U 0O 0O X ¥ @ X UV Wb T W C B
TS BEEZRELAS 588 ¢
g3 @.m= 0 = 3 &2
S48 & = =
F ™
Organlar

Sekil 4.43 *™T¢(CO,)-Gly-Gly kompleksi igin %ID/g degerleri

Sekil 4.43° e gore *¥™Tc(CO3)-Gly-Gly kompleksinin kanda ilk 30. dk en
yiiksek tutulum degerine ulasmistir (%ID/g 0,31+0,02). Ayn1 sekilde bobreklerde
30. dk en yiiksek tutulumu (%ID/g 6,09+0,03), mesane 90. dk en yiiksek tutulumu
(%ID/g 1,2340,21) gostermistir.

Tsiapa ve arkadaslarimin sentezledigi c(RGDfK)-(Orn)s-[CGG-?"Tc] ile
yaptiklar1 biyodagilim ¢alismasinda enjeksiyon sonrasinda 5., 30. ve 60.
dakikalarda sayim alinmistir. 60. dakikada hizli kan temizlenmesi ve en disiik
tutulum midede gozlenmistir (%ID/g 0,28+0,07). 60. dakikada Kkaraciger
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tutulumunun en diisiik (%ID/g 0,77+1,68) olmasi1 radyoisaretli peptidin karaciger
yolu ile atildigimi gostermemektedir. 60. dakikada bobrek tutulumlarinin yiiksek
olmas1 (%ID/g 77,54+,68) viicuttan atilimin bobrekler yolu ile yapildigini
gostermektedir (Tsiapa et al., 2013).

Fonge ve arkadaslarinin elde ettikleri lipofilik radyoisaretli peptidler ile
yaptiklar1 biyodagilim sonuglarina gore; radyoisaretli peptidler karaciger yolu ile
viicuttan atilmaktadir. 60. dakikada karaciger tutulumu oldukga yiiksektir. (%I1D/g
38,8) Akcigerlerde tutulum yiiksek olmaktadir. 60. dakikadan sonra akciger
tutulumu azalmaktadir. Bébrek tutulumlar diisiik olmustur. thmal edilebilir mide
tutulumu radyoisaretli bilesiklerin in vivo stabilitesi olarak bildirilmistir (Fonge et
al., 2009).

Alves  ve  arkadaglarmin  [*™Tc-L%-(GGG)-Bombesin(7-14)NH]
radyoisaretli kompleksi ile yaptiklari biyodagilim ¢alismalarinda enjeksiyondan
sonra 1., 4. ve 24. saat sonrasinda Ol¢iimler almmistir. Viicuttan temizlenme
bobrek yoluyla olmustur. Bobrekler, karaciger ve bagirsaklarda yiiksek tutulum
gbzlemlenmistir. Hidrofilik yapida olan radyoisaretli bilesiklerin bobrekler yolu
ile temizlendigi belirtilmistir(Alves et al., 2005).

4.5.4 Istatistik analiz sonuclar

Biyodagilim sonucu elde edilen verilerin istatistiksel analizleri (Univariate
Variance Analysis) SPSS 16 programi kullamlarak yapilmistir. *™Tc(CO)s-Gly-
Gly i¢in organlar arasinda Pearson korelasyonu uygulanmistir. Pearson
korelasyonuna gore isaretli bilesigin tutulumu ile organlar arasinda bir iliski
tanimlanmistir. Anlamhilik diizeyi (P) degeri ile ifade edilecek olursa P < 0.05
degeri anlamli olarak kabul edilmistir. Bu yontemle elde edilen sonuglar bazi
organlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga isaret etmistir. Buna

gore;
v' Kalp ile Akciger, Kas
v Akciger ile dalak, testis
v' Karaciger ile Mide, dalak, ince bagirsak

v' Bobrek ile Yag, tiroid
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v' Ince bagirsak ile mide, karaciger
v Mide ile pankreas, ince bagirsak, karaciger
v’ Dalak ile akciger, karaciger
v" Pankreas ile mide
v' Testis ile kan
istatistiksel anlamli bir farklilik s6z konusudur. Organ - siire iliskisine bakilarak

yapilan degerlendirmeye gore ise bobrekte zamanla anlamli bir tutulum
gdzlenmistir P<0.05 (R?=0.913).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada oncelikle glisilglisinin [**F]JFDG ile ¢ok basamakl
isaretlenmesinde yol gosterici olarak inaktif FDG sentezi saglanmistir ve siklotron

trtiint [18F]FDG ile kalite kontrolii yapilarak sonuglar1 karsilastirilmistir.

Oncelikle sentezlenen Boc-AOA siiksinimid ester Gly-Gly i¢in LC/MS-MS

analizi yapilmis ve sentezin gergeklestigi goriilmiistiir.

Glisilglisinin  FDG ile baglanmasinda arabaglayict1 grup olarak Boc-
Aminooksi succinimide ester grubu kullanildi. Cok basamakli bu sentezin
ardindan elde edilen glisilglisin baglh FDG ig¢in kalite kontrolleri HPLC ile
saglandi. HPLC analizi sonucunda 278 nm dalga boyunda FDG-Gly-Gly
kompleksinin % 81,1 verim ile sentezlendigi elde edilen kromatogramdan

anlasildi.

Ayni sekilde glisilglisinin [|F]FDG ile baglanmasinda da arabaglayici grup
olarak Boc-Aminooksi succinimide ester grubu kullanildi. Cok basamakli bu
sentezin ardindan elde edilen glisilglisin bagli [**F]JFDG i¢in kalite kontrolleri
HPLRC ve TLRC ile saglandi. Buna gore, FDG-Gly-Gly kompleksi TLRC ile %
98,65+0,35 verim (n=6). HPLRC ile % 91,25 verim alindi. Bununla birlikte
glisilglisinin **™Tc(l) trikarbonil koru ile dogrudan isaretlenmesi saglandi. Elde
edilen glisilglisin bagli *™Tc(1) trikarbonil korunun kalite kontrolleri TLRC ve
HPLRC ile gerceklestirildi. TLRC sonucuna gore [®™Tc(CO)s]" korun Ry degeri
0,03 ve radyoisaretleme verimi % 99,8+0,2 olarak bulunurken *™Tc(CO);-Gly-
Gly i¢in R¢ degeri 0,65 verimi ise % 94,69+2 olarak bulundu (n=10). Ayn1 yapilar
icin HPLRC ile yapilan ¢alismalarda da yiiksek verim elde edildigi goriilmiistiir.

Yapilan lipofilite c¢aligmalarinin sonucu olarak glisilglisinin ®MTe(1)
trikarbonil kor ile isaretlenmesi ile **™Tc(CO)s-Gly-Gly kompleksinin

lipofilitesinin glisilglisinin teorik lipofilitesine gore azaldig1 gézlenmistir.

Radyoisaretli her iki yapr i¢in gercgeklestilen goriintiileme ¢aligmalarinda

benzer sonuglar alinmistir.

Yiiksek verim ile elde edilen [*F]JFDG-Gly-Gly kompleksi i¢in PET

goriintiileme ¢aligmalar1 bobrek ve mesane disindaki organlarda belirgin bir
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tutulum gdzlenmemektedir. [**F]JFDG-Gly-Gly kkompleksinin kandan hizl

temizlendigi ve viicuttan renal yollardan uzaklastig1 anlasilmaktadir.

9MTc(CO5)-Gly-Gly kompleksi bobrek ve mesanede yiiksek tutulum

gosterirken viicuttan atilimi da mesane-bobrekler yoluyla olmustur.

¥MTe(CO)5-Gly-Gly icin  biyodagilm calismalart sonuglarma  gore,
9MTc(CO)5-Gly-Gly kompleksinin viicuttan hem renal hem de hepatobiliyer yol
ile atildigi gdzlenmektedir. *™Tc(CO)s-Gly-Gly i¢in gériintiileme sonuglart

biyodagilim sonuglari ile uyum gostermektedir.

Sonug olarak glisilglisinbagl [**F]FDG ve glisilglisin bagh **™Tc(CO)s"
koru sentezlenmis sonuglari in-vivo olarak degerlendirilmistir. Elde edilen yeni
radyoisaretli bilesiklerin goriintiileme ajani olarak literatlire katki saglayacagi

diistiniilmektedir.



65
KAYNAKLAR DIZINi

Alberto, R., Schibli, R., Egli, A., Abram, U., Kaden, Th.A., and Schubiger,
P.A., 1998, A novel organometallic aqua complex of technetium for the
labeling of biomolecules: Synthesis of [*°™Tc(OH2)3(CO)s]* from [*™TcO,]
in aqueous solution and its reaction with a bifunctional ligand, J. Am. Chem.
Soc., 120: 7987 -7988pp.

Alves, S., Paulo, A., Correia, J.D.G., Gano, L., Smith, C.J., Hoffman, T.J. and
Santos, 1., 2005, Pyrazolyl Derivatives as Bifunctional Chelators for
Labeling Tumor-Seeking Peptides with the fac-[M(CO)s]* Moiety
(M=""Tc, Re): Synthesis, Characterization, and Biological Behavior,
Bioconjugate Chem., 16: 438-449p.

Balamanil, J. and Sekar, M., 2011, Synthesis and Analgesic activity studies of
Simple new Aspirin Enkephalin analogues, Hygeia.J.D.Med, 3: 1-15p.

Barber, T.A., Harbers, G.M., Park, S., Gilbert M. and Healy, K.E., 2005,
Ligand density characterization of peptide-modified biomaterials,
Biomaterials, 26: 6897—6905p.

Barros, A.L.B., Cardoso, V.N., Mota, L.D.G., Leite, E.A., Oliveira, M.C. and
Alves, R.J., 2010, A novel D-glucose derivative radiolabeled with
technetium-99m: Synthesis, biodistribution studies and scintigraphic images
in an experimental model of Ehrlich tumor, Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters, 20: 2478-2480pp.

Blower, P., 2006, Towards molecular imaging and treatment of disease with
radionuclides: the role of inorganic chemistry, Dalton Trans., 1705-1711p.

Chen, K. and Conti, P.S., 2010, Target-specific delivery of peptide-based probes
for PET imaging, Advanced Drug Delivery Reviews, 62: 1005-1022pp.

Decristoforo, C., 2009, Technetium-99m Labelled Regulatory Peptide for
Tumour Imaging, Clinical Department of Nuclear Medicine, Medical
University Innsbruck, Austria, IAEA Radioisotopes and
Radiopharmaceuticals Series, 2077(1): 64-62pp.

Dekker, M., Jonsson, J.A., Ed., 1987, Chromatographic Theory and Basic
Principles, New York

Demir, M., 1999, Gama kameralardaki yeni teknik gelismeler ve gama kamera
seciminin degerlendirilmesi, Tur. J. Nucl. Med., 8 (2): 83-95s.

Domenico, G.D. and Zavattini, G., 2009, Advances in SPECT Instrumentation
(Including Small Animal Scanners), Department of Physics, University of
Ferrara, Ferrara, Italy

Emekdas G., Giingor S., Giin H., ve Kocabeyoglu 0., 1990, Kromatografik
Yontemler, Gaziantep Uni. Tip Fakiiltesi Dergisi, 1: 108-118ss.

Fawdry R.M., 2007, Radiolysis of 2-[*®F]fluoro-2-deoxy-D-glucose (FDG) and
the role of reductant stabilisers, Applied Radiation and Isotopes, 65: 1193—
1201p.



66

KAYNAKLAR DIZINI (Devam)

Fonge, H., Jin, L., Cleynhens, J., Bormans, G. and Verbruggen, A., 2010,
9mTc-tricarbonyl labeled agents for cell labeling: Development,
biodistribution in normal mice and preliminary in vitro evaluation,
Bioorganic & Medicinal Chemistry 18: 396—-402pp.

Garcia-Garayoa, E., Blauenstein, P., Bruehlmeier, M., Blanc, A., Iterbeke,
K., Contrth, P., Tourwe, D. and Schubiger, A., 2002, Preclinical
Evaluation of a New Stabilized Neurotensin(8-13) Pseudopeptide
Radiolabeled with **™Tc, The Journal of Nuclear Medicine, 43: 374-383pp.

Gedik, B., Teksoz, S., Ichedef, C., Kilcar, A.Y., Medine, E.I. and Ucar, E.,
2013, Thymidine kinase enzyme selective imaging radiopharmaceutical:
%¥MT¢(CO)s-Ganciclovir, Radiochim. Acta, 101: 123-128pp.

Hamacher, K., Coenen, H.H. and Stocklin,G., 1986, Efficient Stereospecific
Synthesis of No-Carrier-Added 2-[*®F]-Fluoro-2-Deoxy D-Glucose Using
Aminopolyether Supported Nucleophilic Substitution, J Nucl. Med. 27:
235-238pp.

Hamoudeh, M., Kamleh, M.A., Diab, R. and Fessi, H., 2008, Radionuclides
delivery systems for nuclear imaging and radiotherapy of cancer, Advanced
Drug Delivery Reviews, 60; 1329-1346pp.

Hnatowich D.J., Chang F. and Qu T., M., 1999, Technetium-99m labeled
peptides an investigation of multiple HPLC peaks, Applied Radiation and
Isotopes 50: 911-921p.

Hultsch, C., Berndt M., Bergmann R. and Wuest F., 2007, Radiolabeling of
multimeric neurotensin (8-13) analogs with the short-lived positron emitter
fluorine-18, Applied Radiation and Isotopes, 65: 818-826pp.

Ichedef, C., 2010, Guanin ve tiirevlerinin M(CO);" (M=Tc ve Re) korlar ile
isaretli manyetik Ozellikli nanopargaciklarinin olusturulmasi ve biyolojik
aktivitelerinin incelenmesi, Doktora Tezi, E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii,
103s.

Junnotula, S., 2006, Rhenium Complexes With O, N, S Ligands, MSc Thesis,
University of Missouri-Columbia, 83p (unpublished).

Jun Oh, S., Ryu, J.S., Yoon, E.J., Bae, M.S., Choi, S.J., Park, K.B. and Moon,
D.H., 2006, *™Tc-labeled 1-thio-beta-D-glucose as a new tumor-seeking
agent: Synthesis and tumor cell uptake assay, Applied Radiation and
Isotopes, 64: 207-215p.

Kharisow, B.I., Mendez-Rojas, M.A., 2001, State of the art coordination
chemistry of radioactive elements, Russ. Chem., 70: 865p.

Koivula T., Laine I, Lipponen T., Perhola O. and Ka'ma'ra E.L.J., 2010,
Assessment of labelled products with different radioanalytical methods:
study on '|F-fluorination reaction of 4-['®F]fluoro- N-[2-[1-(2-
methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl-N-2-pyridinylbenzamide
(p[*®F]MPPF), Radioanal Nucl Chem, 286: 841-846pp.



67

KAYNAKLAR DIZINI (Devam)

Liu, Y., Oliveria, B.L., Correia, J.D.G., Santos, 1.C., Santos, 1., Spingler and
Alberto, R., 2010, Syntheses of bifunctional 2,3-diamino propionic acid-
based chelators as small and strong tripod ligands for the labelling of
biomolecules with *™Tc, Org. Biomol. Chem., 8: 2829-2839p.

Ma Y., Huang B.X., Channing M.A. and Eckelman W.C., 2002, Quantification
of Kryptofix 2.2.2 in 2-[**F]FDG and other radiopharmaceuticals by
LC/MS/MS, Nuclear Medicine and Biology, 29: 125-129p.

Maschauer, S. and Prante, O., 2009, A series of 2-O-trifluoromethylsulfonyl-D-
mannopyranosides as precursors for concomitant ®F-labeling and
glycosylation by click chemistry, Carbohydrate Research, 344: 753-761p.

Mezo, G., Szabo, 1., Kertesz, 1., Hegedus, C.R. and Manead, M., 2011,
Efficient synthesis of an (aminooxy) acetylated-somatostatin derivative
using (aminooxy)acetic acid as a ‘carbonyl capture' reagent, Journal of
Peptide Science, 17: 39-46pp.

Minamimoto R., Hamabe Y., Miyaoka T., Theeraladanon C., Oka T., Matsui
T. and Inoue T., 2010, Correlation of PET and AMS analyses for early
kinetics of 2-fluoro-2-deoxyglucose (FDG) a Nuclear Instruments and
Methods in Physics Research, 268: 1321-1323p.

Namavari, M., Cheng, Z., Zhang, R. De, A., Levi, J., Hoerner, J.K.,
Yaghoubi, S.S., Syud, F.A. and Gambhir, S.S., 2009, A Novel Method for
Direct site-specific Radiolabeling of Peptides Using [**F]FDG, Bioconjug
Chem. 20(3): 432—436pp.

N’Dongo, H.W.P., Raposinho, P.D., Fernandes, C., Santos, 1., Can, D.,
Schmutz, P., Spingler, B. and Alberto, R., 2010, Preparation and
biological evaluation of cyclopentadienyl-based **™Tc-complexes [(Cp-
R)®"™T¢(CO)s] mimicking benzamides for malignant melanoma targeting,
Nuclear Medicine and Biology, 37: 255-264pp.

Olberg D.E., Cuthbertson A., Solbakken M., Arukwe J.M., Qu H.,Kristian
A., Bruheim S., and Hjelstuen O.K., 2010, Radiosynthesis and
Biodistribution of a Prosthetic Group (**F-FENMA) Conjugated to Cyclic
RGD Peptides, Bioconjugate Chem. 21: 2297-2304pp.

OOya, T., Arizono,K. and Yui, N., 2000, Synthesis and Characterization of an
Oligopeptide-terminated Polyrotaxane as a Drug Carrier, Polym. Adv.
Technol., 11: 642-651p.

Petrig J., Schibli R., Dumas C., Alberto R., and Schubiger P.A., 2001,
Derivatization of glucose and 2-deoxyglucose for transition metal
complexation: Substitution reactions with organometallic *™Tc and Re
precursors and fundamental NMR investigations., Chem.-Eur. J., 7: 1868-
1873p.

Poethko, T., Schottelius, M., Thumshirn, G., Hersel, U., Herz, M., Henriksen,
G., Kessler, H., Schwaiger, M. and Wester, H.J., 2004, Two-Step
Methodology for High-Yield Routine Radiohalogenation of Peptides: 8F-
Labeled RGD and Octreotide Analogs , J Nucl Med, 45:892-902pp.



68

KAYNAKLAR DIZINI (Devam)

Saha, G.B., 1996, The Chemistry of Tc-99m-Labeled Radiopharmaceuticals,
Cleveland, Ohio.

Schibli, R., 2003, Synthetic and structural considerations of organometallic
compounds of the elements technetium and rhenium for use in
radiopharmacy, Department of Chemistry and Applied Biosciences ETH,
Ziirich.

Schibli, R. and Schubiger, P.A., 2002, Current use and future potential of
organometallic radiopharmaceuticals, European Journal of Nuclear
Medicine, 29(11): 1529-1542pp.

Schibli, R., Dumas, C., Petrig, J ., Spadola, L., Scapozza, L., Garcia-Garayoa,
E. and Schubiger, P.A., 2005, Synthesis and in vitro Characterization of
Organometallic Rhenium and Technetium Glucose Complexes against Glut
1 and Hexokinase, Bioconjugate Chem., 16: 105-112pp.

Schottelius, M. and Wester, H.J., 2009, Molecular imaging targeting peptide
receptors, Methods 48:161-177p.

Senocak, K., 2010, *™Tc¢(CO);*Koru Ile Isaretli Bisfosfonat Bilesiginin
Radyofarmasétik Potansiyelinin Incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, E. U.
Niikleer Bilimler Enstitiisii, 42s.

Simpson, M., Trembleau, L., Cheyne, R.W. and Smith, T.A.D., 2011, One-pot
production of '®F-biotin by conjugation with *F-FDG for pre-targeted
imaging: Synthesis and radio-labelling of a PEGylated precursor, Applied
Radiation and Isotopes, 69: 418-422pp.

Tsiapa, 1., Loudos, G., Varvarigou, A., Fragogeorgi, E., Psimadas, D.,
Tsotakos, T., Xanthopoulos, S., Mihailidis, D., Bouziotis,P.,
Nikiforidis,G.C., and Kagadis, G.C., 2013, Biological evaluation of an
ornithine-modified 99mTc-labeled RGD peptide as an angiogenesis imaging
agent, Nuclear Medicine and Biology 40; 262-272pp.

Toksoz, F., Unak, P., Medine, E.I., Sakarya, S., Bekis, R., Unak, G. and
Timur, S., 2013, 18FDG Conjugated Magnetic Nanoparticle Probes:
Synthesis and In Vitro Investigation on MCF7 Breast Cancer Cells, Journal
of Radioanalytical and Nuclear Chemistry, 2953: 1789-1796pp.

Tolmachev, V. and Stone-Elander, S., 2010, Radiolabelled proteins for positron
emission tomography: Pros and cons of labelling methods, Biochimica et
Biophysica Acta, 1800; 487-510pp.

Unak P., 2003, Ulusal Radyofarmasi Kursu Ders Notlari Bolim 1,
Radyoniiklidlerin Uretimi.

Weiner R.E. and Thakur M.L., 2002, Radiolabeled peptides in the diagnosis
and therapy of oncological diseases, Applied Radiation and Isotopes, 57:
749-763p.



69

KAYNAKLAR DIZINI (Devam)

Welling, M.M. and Alberto, R., 2010, Performance of a *™Tc-labelled 1-thio-
beta-D-glucose 2,3,4,6-tetra-acetate analogue in the detection of infections
and tumours in mice: a comparison with [**F]FDG, Nuclear Medicine
Communications, 31: 239-248pp.

Wauest, F., Berndt, M., Bergmann, R., Van den Hoff, J. and Pietzsch, J., 2008,
Synthesis and Application of [18F]FDG-Maleimidehexyloxime ([**F]FDG-
MHO): A [**F]FDG-Based Prosthetic Group for the Chemoselective °F-
Labeling of Peptides and Proteins, Bioconjugate Chem, 19: 1202-1210pp.

Wuest, F., Kohler, L., Berndt, M. and Pietzsch, J., 2009, Systematic
comparison of two novel, thiol-reactive prosthetic groups for *°F labeling of
peptides and proteins with the acylation agent succinimidyl-4-
[*®F]fluorobenzoate ([*°F]SFB), Amino Acids, 36:283-295p.

Wauest, F., Hultsch, C., Berndt, M. and Bergmann, R., 2009, Direct labelling of
peptides with 2-[*®F]fluoro-2-deoxy-D-glucose ([**F]FDG), Bioorganic &
Medicinal Chemistry Letters, 19: 5426-5428pp.

Yang, M., Gao, H., Zhou, Y., Ma, Y., Quan, Q., Lang, L., Chen, K., Niu, G.,

Yan, Y. and Chen, X., 2011, ®F-Labeled GRPR Agonists and Antagonists:
A Comparative Study in Prostate Cancer Imaging, Theranosttiics, 1: 220-
229p.



70

OZGECMIS

AdiSoyadi : Ahmet Murat SENISIK

Dogumyeri : izmir

Dogum Yili :29.08.1979

Ogrenim Durumu:

Lisans 1996-2000 Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Fizik

Yiiksek Lisans 2000-2003 Dokuz Eyliil Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,

Fizik Bolimu

Doktora 2009- Ege Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dali

Mesleki Durumu:

2003- Sifa Universitesi Bornova Saglik ve Uygulama Hastanesi, Radyasyon

Onkolojisi Anabilim Dali, Radyoterapi Fizik¢isi, Bornova, izmir



	Tez Ic Kısım1- Murat-03-09-2014
	Tez_Ic_Kısım2-_Murat-15-09-2014
	Murat Doktora tez-03-09-14

